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Summary

HER-2/neu overexpression is considered an important prognostic factor, which may predict an aggressive
clinical course of several tumours, including cervical cancer. Material and method: HER-2/neu expression
was assessed by immunohistochemical technique in 298 patients with stage IB and IIA cervical cancer, of
either planoepithelial or adenomatous type. HER-2/neu expression was compared in groups of patients
selected based on generally accepted prognostic factors, e.g. clinical stage, histological type, presence of
metastases to regional lymph nodes, invasion of vascular space and degree of radiation-induced destruction
of tumor. Using the Cox model, a multivariate analysis of effect of selected prognostic factors was performed,
both in relation to overall survival and to symptom-free survival. Results: Positive reaction to HER-2/neu was
obtained in 135 cases (45.3%); the reaction was pronounced (3+) in 23 cases (7.8%) and moderate (2+) in
41 cases (13.7%). No positive reaction was obtained in 163 cases (54.7%). Analysis of survival yielded the fol-
lowing results: probability of 5-year overall survival for the entire patient population was 90.9% and that of
10 years — 85.2%. Overall survival curve for the entire study population is presented. Recurrence-free 5- and
10-year survival rates were 83.3% and 82.3%, respectively. Symptom-free 5- and 10-year survival rates were
significantly influenced by: lymph node involvement and their number, invasion of vascular space, histologi-
cal type and HER-2/neu expression. Cox analysis demonstrated a significant correlation between risk of
recurrence or death and the following factors: lymph node metastases and their number, invasion of vascu-
lar space, histological type of tumour and HER-2/neu expression. The risk of recurrence or death with a sin-
gle nodal metastasis and several nodal metastases is 2.4- and 5.1-fold greater than when no nodal metastases
are present. The fact of vascular space involvement results in a 3-fold increase of risk of recurrence or death.
In the case of planoepithelial cancer, the risk of recurrence or death is 0.4-fold that for adenomatous cancer.
Finding of a strong HER-2/neu expression (24, 3+) increases 2.7-fold the risk of therapeutic failure. Con-
clusions: No statistically significant differences were found in the HER-2/neu expression in groups of patients
defined based on clinical-pathological parameters (i.e. clinical stage, histological type, regional lymph node
metastases, radiation-induced cervix sterilization). The following prognostic factors had a significant impact
on symptom-free survival: histological type, presence and numbers of lymph node metastases, invasion of
vascular space, as well as TP53, BCL2 and HER-2/neu expression. Among all factors analysed, most signif-
icant prognostic impact, both in terms of overall survival and symptom-free survival, was associated with
involvement of pelvic lymph nodes.

Key words: cervical cancer, prognostic factors, immunohistochemistry, HER-2/neu expression, survival
rate and mortality rate
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Streszczenie |

Nadekspresja HER-2/neu uwazana jest za istotny czynnik prognostyczny mogacy wskazywac na agresywny
przebieg kliniczny wielu nowotwordw, w tym RSM. Material i metody: Postugujac si¢ metoda immunohistoche-
miczna, przeprowadzono ocen¢ ekspresji HER-2/neu u 298 chorych leczonych z powodu RSM w stopniach
IB i IIA zaréwno w grupie chorych na raka plaskonabfonkowego, jak i gruczotowego. Dokonano poréwnania
ekspresji HER-2/neu w grupach chorych wyr6znionych na podstawie uznanych czynnikéw prognostycznych,
takich jak stopiefi klinicznego zaawansowania, typ histologiczny, obecno$¢ przerzutéw do regionalnych we-
ztow chionnych, zajgcie przestrzeni naczyniowej i stopiefi uszkodzenia popromiennego nowotworu. Postugu-
jac si¢ modelem Coksa, przeprowadzono wielowariantowg analize wplywu ocenianych czynnikow progno-
stycznych zardwno na przezycia catkowite, jak i bezobjawowe. Wyniki: Pozytywng reakcje na HER-2/neu
stwierdzono w 135 przypadkach (45,3%): w 23 przypadkach byta to reakcja o duzym nasileniu — 3+ (7,8%),
aw 41 przypadkach o nasileniu Sredniego stopnia — 2+ (13,7%). W 163 przypadkach (54,7%) nie stwierdzono
pozytywnej reakcji. Wyniki analizy przezy¢ sa nastepujace: prawdopodobiefistwo catkowitego przezycia 5 lat
dla catej grupy chorych wyniosto 90,9%, a 10 lat — 85,2%. Przedstawiono krzywa przezycia catkowitego anali-
zowanej grupy chorych. Prawdopodobiefistwo przezycia bez nawrotu choroby 5 i 10 lat wyniosto odpowiednio
83,3% i 82,3%. Istotny wplyw na 5- i 10-letnie przezycia bezobjawowe mialy: przerzuty do wezidw chtonnych
i ich liczba, zajecie przestrzeni naczyniowej, typ histologiczny i ekspresja HER-2/neu. W wyniku przeprowa-
dzonej analizy Coksa wykazano istotny wplyw prognostyczny na ryzyko nawrotu lub zgonu takich czynnikdw,
jak: przerzuty do weztow chtonnych i ilos¢ zajetych weztow, zajecie przestrzeni naczyniowej, typ histologiczny
i ekspresja HER-2/neu. Ryzyko nawrotu lub zgonu dla jednego zajetego wezta oraz dla wigkszej liczby zaje-
tych weziow chtonnych jest 2,4 oraz 5,1 razy wyzsze od odpowiedniego ryzyka dla weziow niezajetych. Fakt
zajecia przestrzeni naczyniowej zwigksza niemal 3-krotnie ryzyko nawrotu lub zgonu. Dla raka ptaskonabton-
kowego ryzyko nawrotu lub zgonu stanowi 0,4 ryzyka niepowodzenia dla raka gruczotowego. Stwierdzenie sil-
nej ekspresji HER-2/neu 2+, 3+) zwicksza 2,7 razy ryzyko niepowodzenia leczenia. Wnioski: Nie stwierdzo-
no istotnych statystycznie roznic w ekspresji HER-2/neu w grupach chorych wyréznionych na podstawie
parametréw kliniczno-patologicznych (tj.: stopnia klinicznego zaawansowania, typu histologicznego, przerzu-
tow do regionalnych wezidw chionnych i popromienne; sterylizacji szyjki macicy). Istotny wplyw statystyczny
na przezycia bezobjawowe mialy nastepujace czynniki prognostyczne: typ histologiczny, przerzuty do weziow
chtonnych i ich liczba, inwazja przestrzeni naczyniowej oraz ekspresja TP53, BCL2 i HER-2/neu. Sposrod
wszystkich analizowanych czynnikow najwigkszy wplyw prognostyczny zaréwno na przezycia catkowite, jak
i bezobjawowe miata obecnos¢ przerzutdw do weziow chionnych miednicy.

Stowa kluczowe: rak szyjki macicy, czynniki prognostyczne, immunohistochemia, ekspresja HER-2/neu, praw-
dopodobiefistwo przezycia i zgonu

Coaep:xanue |

CBepxBBIPa3UTEIIBHOCT XOP-2/Hey cumTaeTcs CyIieCTBEHHBIM IIPOTHOCTUYECKUM (DaKTOPOM, KOTOPHIA
MOZKET YKa3aTh arPECCUBHBIN KJIMHITIECKIUI IPOLIECC MHOTUX HOBOOOPA30BaHNI, B TOM 4ICJIE PaK LICIIKY
Marku. Marepman u meron: VIcrons3yst MMMyHOIMCTOXMMUYECKIN METOS ObUIA IIPOBELCHA OLICHKA
BbIpasuresbHOCT XOP-2/Hey y 298 6G0JIbHBIX, KOTOPBIE JIEYMIINCh B CBSI3Y C PAKOM IIEHKI MATKH B CTE-
neru 1B n 2A xak B rpymme G0JIBHBIX CTPAJAIONINX PAKOM ILIACKOBIINTE/INAIBHBIM, TaK U YKEJIE3UCTBIM.
ITpoBOAMIIOCH CPaBHEHNME BBIPasUTEIbHOCTY XDP-2/Hey B rpymnax 60JIbHBIX, KOTOPHIC OTIINYAIICH HA
OCHOBAHIY NPU3HAHHBIX IIPOTHOCTUYCCKUX (PAKTOPOB, TAKMX KaK CTEICHb KJIMHIYECKOTO Pa3BUTMS,
TUCTOJIOTMYECKII THUII, HATMYME METACTA30B B PETMOHAPHBIX JMMMATHICCKMX Y3JIaX, 3aXBAT COCYAMUCTOTO
IPOCTPAHCTBA M CTEIIEHD IIOCTPAAMALIMOHHOTO IIOBPEKACHUST HOBOOOpasosauyst. Vcroms3ys mozens Kokca
OBLI [IPOBECH MHOTOBAPVAHTHBIV aHAJIV3 BIIVSIHIS OLCHMBACMBIX IIPOTHOCTHMYCCKUX (DAKTOPOB KaK HA
HOJIHYIO [IPOJIOJIKUTEIILHOCTD JKU3HY, TaK M Ha JKU3Hb 0e3 cuMirToMoB. Pesymerarsr: ITosoxurensHas
peakuys Ha XOP-2/Hey ormedena y 135 nanuenroxk (45,3%): B 23 ciryyasix 10 6bUIa peakuys ¢ GOJIbIIIM
HanpsrenneM — 3+ (7,8%), a B 41 ciyuae ¢ Hanpsizkenuem cpepueit creneau — 2+ (13,7%). B 163 coayuasx
(54,7%) He ObLIA OTMCEYCHA ITOJIOXKUTEIbHASL PEAKINSL. Pe3ysIbraTsl aHAIN3A IPOOJIKIUTEILHOCTY JKIU3HN
OBLIM CJIEAYIOLIME: BEPOSTHOCTD LIOJHOTO IIPOMKMBAHUS B TCUCHUE 5 JIET [y BCEil IPYIIbI GOJIBHBIX
cocraisina 90,9%, a 10 xer — 85,2%. Ilpencrasiena KpuBasi IOJIHOM IIPOAOJIZKUTEIBHOCTI KU3HNI
aHaIM3MPyeMOIt IPpyIibl 60sbHBIX. BepostrHocTs npokuBanus 6e3 peunausa 6oesun 5 u 10 ser cocra-
BiIa COOTBETCTBCHHO 83,3% u 82,3%. CymecrBennoe BimsiHue Ha 5- n 10-erHee mpoxuBanue 6¢3
CUMIITOMOB VIMEJIM: METACTA3bl B JIMM(ATUYCCKMUX Y3J1aX M MX KOJIMIECTBO, 3aXBaT COCYAUCTON IOBEPX-
HOCTM, TYCTOJIOTMYECKUIL TUIT M BbIPasUTeabHOCTs XDP-2/Hey. B pesynbraTe mIpOBEACHHOTO aHAIN3A
Kokca 6bIJI0 OTMEUYEHO CYIIECTBEHHOE [IPOrHOCTIYECKOE BIMSHIAE Ha PUCK PELVMBA VI CMEPTh TAKMX
(parTOPOB, KaK: METACTa3bl B IUMQATUIECCKIX Y3JI1aX M KOJIMUECCTBO 3AESITHIX Y3JIOB, 3aXBAT COCYAVUCTOMN
IIOBEPXHOCTM, IMCTOJIOTMYECKIIA TUII ¥ BBIPa3UTEIbHOCTh XOP-2/Hey. Puck penmavsa wm cMepTu npu
OJIHOM 3aHSITOM Y3JI€ WL GOJIBIIIOM KOJIMYECTBE 3aHSTHIX JIMMMATUIECKIX Y37I0B cocTaBisul 2,4 u 5,1 pasa
60JIbIIIE B CPABHEHMY C COOTBETCTBYIOLIMM PUCKOM IJIst Y3JI0B, KOTOPBIE He Obutn 3ansThl. PakT 3aHsTys 219
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COCYZIMCTOM IIOBEPXHOCTY YBEJIMYMBAET IIOYTU B 3 pa3a PUCK PEUMAMBA MM CMEPTU. I MiiacKosmm-
TEJINAIBHOTO PaKa PYCK PeryayBa ywm cMeptu coctasial 0,4 pyucka HEynaum B CPaBHEHMM C JKEJIE3NC-
ThIM pakoM. KoHcraranms cyuibHOM BbipasutesisHOCT XOP-2/Hey (2+, 3+) yBesmumBaer 2,7 pasa puck
Heygaun JedcHus. BeBomsr: He oTMeueHa CTATMCTUMYECKM CYLIECTBEHHAS Pa3HUIIA B BBIPA3UTEJIBHOCTH
XOP-2/uey B rpymmax GOJIBHBIX, KOTOPBIC BBIAC/IIINCh HA OCHOBAHMY KJIMHIMYCCKUX ¥ IATOJIOTMIECKUX
[1apPAMETPOB, T.€. CTEIIECHN KJIMHIYECKOTO Pa3BUTHS, IMCTOJOIMIECKOTO THUIIA, METACTa30B B PETYIOHAPHBIX
JIMMQATHYECKUX Y371aX M IIOCTPAMALMIOHHON cTepum3aryn 1meiiky Matku. CyIecTBeHHOE CTaTUCTIIE-
CKOC BIMSHIE Ha IIPOLOJIKEHME KM3HY O€3 CUMIITOMOB MMEJIN CJICAYIOMINE IPOTHOCTIMYECKIE (DaKTO-
PBI: TUCTOJIOTMYECKIUIL TUII METACTa30B B JIMMMATIUUCCKIX Y3JIaX U MX KOJIMYECTBO, 3AHSITICE COCYAUCTON
mosepxHocTy 1 BbipasurensHocts TTI53, BKJI2 n XOP-2/uey. VI3 Bcex paccmarpmBacMbix (haKTOPOB
camoe GOJIBLIOE [IPOTHOCTIYECKOE BIIVMSHME KAK Ha IIOJIHOC BPEMsI JKM3HM, TaK VI Ha XKU3Hb 0C3 CUMII-
TOMOB MMEJIO HAINYME METACTA30B B JIMM(ATHYCCKIX Y3JIaX Ta3a.

KiioueBble ciioBa: pak IIEVKU MaTKMU, IIPOTHOCTUYCCKUC (baKTOpr, VIMMYHOTHMICTOXVMMS, BbIPA3UTCIIb-

HOCTh XOP-2/Hey, BEpOSTHOCTD IIPOJOJIKEHNS KU3HNI M CMEPTH

INTRODUCTION

genital neoplasm in Poland. Every year, about

3400 new cases of invasive cervical cancer are
diagnosed and about 2200 women die thereof. Only
about 25-30% of cases are detected at an early clinical
stage (IB, IIA), when radical surgical treatment and
radiotherapy ensure an 80% rate of 5-year survival®.
Prediction of future events, and particularly prediction
of future consequences of present actions, is an ages-
long human desire. History of medicine shows us, that
management of patients depends heavily on four key
factors: diagnosis, treatment, prevention of recurrence
and prognosis. Throughout centuries, general perception
of a diagnosis of neoplasm was that of a direct threat
to life and imminence of death. In an over 100-year-old
history of modern oncology, a significant proportion of
research has been devoted to the detection of significant
prognostic factors in particular tumour types. At an early
phase of research, prognostic role of such factors as pri-
mary tumour location and histological type became evi-
dent. Further studies and clinical experience demonstrat-
ed significant differences in clinical course of tumours
identical as to type and location. Such observations
focused the efforts of subsequent generations of investi-
gators on other prognostic factors, which might influence
therapeutic strategy and its outcome. Recent research
revealed significant prognostic role of biomarkers, i.e.
oncogenes, suppressor genes and metastasis markers.
HER-2/neu (c-erbB2) is an oncogene belonging to the
family of tyrosine kinase receptor and its expression is
usually associated with an aggressive clinical course
and poor prognosis in breast cancer patients”. Much
less understood is the frequency of HER-2/neu expres-
sion and its prognostic role in tumours of other origin.
Potti et al. noticed a minimal if not total lack of expres-
sion of this gene in neuroendocrine lung cancers, while
non-small-cell lung cancers are usually associated with

( j ervical cancer is the second most common female

22012 pronounced HER-2/neu expression®.

WPROWADZENIE

dem czgstosci wystgpowania nowotworem na-

zgdu rodnego kobiet w Polsce. Corocznie roz-
poznawanych jest ok. 3400 nowych przypadkdw raka
inwazyjnego szyjki macicy, a ok. 2200 kobiet umiera
zjego powodu. Jedynie 25-30% przypadkdéw rozpozna-
wanych jest we wezesnym stopniu klinicznego zaawan-
sowania (IB i I1A), kiedy radykalne leczenie operacyjne
i radioterapia zapewniajg ok. 80% 5-letnich przezy¢®.
Przewidywanie przysztosci, a zwlaszcza przyszlych skut-
kow prowadzonych dziafan, jest odwiecznym dazeniem
ludzi. Historia medycyny wykazata, ze w opiece nad
chorym wyrdzniajg si¢ cztery istotne elementy: rozpo-
znanie, leczenie, zapobieganie nawrotom i rokowania.
Rozpoznanie choroby nowotworowej w percepcji 0gol-
nej przez wieki wigzalo si¢ z bezpoSrednim zagroze-
niem zycia, a nawet z nieuchronnoscig $mierci. W po-
nad 100-letniej historii nowoczesnej onkologii znaczna
cze$¢ wysitku badawczego poswigcona byta rozpozna-
niu istotnych czynnikdw prognostycznych w réznych
typach nowotworow. We wczesnej fazie doswiadczen
pozwolita wykazac znaczenie prognostyczne lokalizacji
pierwotnej nowotworu i typu histologicznego. Dalsze
badania i obserwacje kliniczne wykazaly zjawisko znacz-
nie roznigcego sie przebiegu klinicznego nowotworu o tej
samej lokalizacji i typie histologicznym. Obserwacje
te skoncentrowaty uwage kolejnych pokolefi badaczy
na rozpoznaniu istotnych prognostycznie czynnikow
wplywajacych na wybor metody leczenia i jego wynik.
W ostatnich latach wykazano znaczenie prognostycz-
ne biomarkerdw, tj. onkogendw, gendw supresorowych
i markerow przerzutowania.
HER-2/neu (c-erbB2) jest onkogenem nalezgcym do
rodziny receptora kinazy tyrozynowej, jego ekspresja
najczesciej jest zwigzana z agresywnym przebiegiem
klinicznym i gorszym rokowaniem u chorych na raka
piersi®. Znacznie gorzej znana jest cz¢stoS¢ ekspresji
HER-2/neu i jej znaczenie prognostyczne w nowotwo-

Kk szyjki macicy (RSM) jest drugim pod wzgle-
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CLASSIFICATION
OF PROGNOSTIC FACTORS

In almost general opinion, basic tumour features, i.. his-
tological type, depth of infiltration, degree of maturity,
extent of invasion and presence of lymph node metas-
tases, are correlated with prognosis. Nevertheless, several
other factors, only indirectly associated with the tumor,
may influence clinical course and prognosis. Thereof
stems a generally accepted classification of prognostic
factors into three main groups: tumour-dependent,
patient-dependent and environment-dependent.

Tumour-dependent prognostic factors
1. Histology:
* morphological classification (planoepithelial or
adenomatous cancer);
* degree of histological maturity (histological
grading);
e pattern of growth (papillomatous or solid);
e pattern of invasion (perineural, invasion of blood
and lymph vessels);
* molecular features of tumour.

2. Anatomical features:
¢ TNM classification; tumour size;
* isolated or multiple tumour foci, distant metas-
tases;
e tumour markers.

3. Tumour biology:
e tumour markers (HER-2/neu, CD44);
e proliferation markers (Ki-67, MIB-1, S-phase
fraction);
e apoptosis markers (TP53, rb, BCL2);

4. Tumour-associated symptoms:
* Joss of body mass;
* pain;
e edema;
e fever.

5. General condition of patient.

Patient-dependent prognostic factors
1. Demographic features:

* age;
race;
gender;
socioeconomic status;
profession.

2. Coexisting diseases:
e constant:
- inherited syndromes of immune deficiency,
- von Recklinghausen disease.

GIN ONKOL 2007, 5 (4], p. 218-235

rach o innych lokalizacjach. Potti i wsp. stwierdzili mi-
nimalny, a nawet catkowity brak ekspres;ji tego genu w ra-
kach neuroendokrynnych ptuca, podczas gdy w rakach
niedrobnokomorkowych obserwowano wysoki poziom
ekspresji HER-2/neu®.

KLASYFIKACJA CZYNNIKOW
PROGNOSTYCZNYCH

Niemal powszechnie podstawowe cechy nowotwort, tj.:
typ histologiczny, glebokos¢ naciekania, stopiefi dojrza-
tosci, gigbokos¢ inwazji i obecnos¢ przerzutow do we-
716w chionnych, utozsamiane sg z rokowaniem. Nale-
7y jednak pamigtac, ze istnieje szereg innych czynnikow
niezwigzanych bezposrednio z guzem, ktdre majg wptyw
na przebieg choroby i wynik leczenia. Stad powszech-
nie akceptowany podziat czynnikow prognostycznych na
trzy podstawowe grupy: czynniki charakteryzujace guz,
czynniki charakteryzujgce gospodarza-pacjenta i czyn-
niki Srodowiskowe.

Czynniki prognostyczne zwigzane z guzem
1. Histopatologia:
* klasyfikacja morfologiczna (rak ptaskonabtonko-
wy/rak gruczotowy);
 stopien dojrzatoSci histologicznej (grading);
* typ rozrostu (np. brodawczakowaty lub lity);
* typ inwazji (np. okolonerwowy, inwazja naczyf
krwionoSnych lub chionnych);
 charakterystyka molekularna guza.

2. Cechy anatomiczne nowotworu:
* klasyfikacja TNM, wielkoS¢ guza;
* ognisko pojedyncze lub mnogie, przerzuty odlegle;
* markery nowotworowe.

3. Biologia nowotworu:
* markery, biomarkery (HER-2/neu, CD44);
* markery proliferacji (Ki-67, MIB-1, frakcja
fazy S);
» markery apoptozy (TP53, rb, BCL2).

4. Objawy zwigzane z obecnoscig guza:
* utrata wagi ciata;
* bol;
* obrzek;
* gorgczka.

5. Stan og6lny.

Czynniki prognostyczne zwigzane
z gospodarzem-chorym
1. Czynniki demograficzne:

o wiek;

* rasa;

o plec;

221
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* variable:
— coexisting diseases (colitis, collagenosis),
- body mass,
- cardiovascular system performance,
— acquired immune deficiency syndromes,
— infections,
- mental state.

3. Patient’s cooperativeness and compliance:
* psychosocial response to tumour;
 addictions (alcohol, tobacco, drugs);

* belief in alternative therapies.

Environment-dependent prognostic factors
1. Doctor:

» general practitioner/specialist;

» quality of diagnostic work-up;

* precision of clinical staging;

* skill and experience.

2. Healthcare system:
* availability of adequate diagnostic facilities;
* availability of medical care:
— waiting time,
— distance to treating centre,
— availability of free screening programs.

3. Socioeconomic factors:
* socioeconomic status;
» preference for non-conventional therapies;
* availability of specialized medical centres.

MATERIAL AND METHODS

The subject of detailed analysis was a group of 298
women with stage IB-IIA cervical cancer treated at the
Department of Female Genital Neoplasms since 1985
thru 2000. In all cases, tumour diagnosis has been con-
firmed by microscopic examination. Staging was made
based on a synthesis of clinical data obtained after
vaginal and rectal examination, lung X-ray, ultrasonog-
raphy and, in selected cases, computed tomography
and magnetic resonance imaging. The patients” medi-
an age was 52 years (range: 21-79 years). All patients
underwent radical Wertheim-Meigs hysterectomy with
adnexectomy. The scope of lymphadenectomy encom-
passed elective excision of iliac and obturator lymph
nodes down to the level of bifurcation of the common
iliac artery. Some patients received neoadjuvant brachy-
therapy prior to surgery using Cs"’ in two fractions
up to a total dose of 45-50 Gy measured in the refer-
ence point A. Surgical procedure of the above-men-
tioned type was performed 6-8 weeks after completion
of brachytherapy. Surgical specimens underwent detailed
microscopic study, performed at the Department of
Pathology of the Maria Sklodowska-Curie Institute of

* status socjoekonomiczny;
* religia.

2. Choroby wspdtistniejace:
* stafe:
— dziedziczne zespoly uposledzonej wydolno-
Sci uktadu immunologicznego,
— choroba Recklinghausena;
* zmienne:
— choroby wspotistniejgce (np. zapalenie jelit,
kolagenozy),
— waga ciala,
— wydolno$¢ uktadu krazenia,
— nabyte zespoly uposledzenia ukfadu immu-
nologicznego,
- infekcje,
- stan psychiczny.

3. Wspdlpraca ze strony pacjenta:
e psychospoteczna reakcja na nowotwor;
» wplyw nalogdw (alkohol, palenie, narkotyki);
e wiara w terapie alternatywne.

Czynniki prognostyczne zwigzane z otoczeniem chorego
1. Lekarz:

 lekarz ogllny/specjalista;

e jakoS¢ diagnostyki;

e dokltadnosc¢ stagingu;

e umiej¢tnosci wysokospecjalistyczne.

2. System opieki zdrowotnej:
e dostgpnos¢ do odpowiedniej diagnostyki;
e dostgpnos¢ do opieki medycznej:
— czas oczekiwania,
— odlegtos¢ do osrodka leczniczego,
— dostepnosé do bezptatnych programdw skry-
ningowych.

3. Czynniki socjospoteczne:
* stan socjoekonomiczny;
 preferencje dla terapii nickonwencjonalnej;
e dostep do specjalistycznych oSrodkéw medycz-
nych.

MATERIAL. I METODY

Przedmiotem szczegdtowej analizy byta grupa 298 ko-
biet chorych na raka szyjki macicy w stopniach klinicz-
nego zaawansowania IB-IIA leczonych w Klinice No-
wotworow Narzgdow Plciowych Kobiecych w latach
1985-2000. We wszystkich przypadkach rozpoznanie
nowotworu potwierdzone byto badaniem mikroskopo-
wym. Ustalenie stopnia zaawansowania dokonywalo si¢
w wyniku syntezy danych klinicznych uzyskanych po
badaniach klinicznych per vaginam i per rectum oraz
badan obrazowych RTG pluc, ultrasonografii, a w szcze-
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Oncology in Warsaw, Poland, according the internal stan-
dards of the Institute and to WHO recommendations.
Microscopic study determined the following parameters:
extent of infiltration in 2 dimensions;

histological type;

histological maturity (grade);

invasion of vascular space;

presence of microscopic tumour foci in the para-
metrial tissue and positive surgical margin;
presence of lymph node metastases and their num-
bers;

degree of radiation-induced destruction of cervical
infiltration.

Presence of lymph node metastases, microscopic tumour
foci in parametrial tissue, positive surgical margin and
low histological maturity (high malignancy grade G3)
were considered an indication for teleradiotherapy.
Patients were irradiated on the pelvic area using the
4-field box technique and using 4-15 MeV photons or
a Co” up to a total dose of 46-50 Gy. Upon completion
of treatment protocol, the patients were followed-up on
an outpatient basis for 5-15 years (median: 11.6 years).
The patients who began treatment by preoperative
brachytherapy were assessed as to the degree of tumour
destruction by ionising radiation, using a system of
evaluation of effectiveness of radiotherapy according to
the degree of regression of cervical tumour infiltration.
All cases underwent histopathological assessment using
a routine hematoxylin-eosin stained preparations. Tis-
sue samples collected from the cervix and designed for
light-microscopy and immunohistochemical staining,
were fixed for 24-48 hours in 4% buffered formalin and
after routine processing in tissue processor was embed-
ded in paraffin blocks. Studies were performed using tis-
sue slices 4-5 um thick. Upon completion initial evalua-
tion, the following biomarkers were tested: Ki-67, TP53,
BCL2, HER-2/neu, CD44, TIMP-2 and MMP-2.

METHODOLOGY
OF IMMUNOHISTOCHEMICAL STUDIES

R S

6.

1.

Identification of selected cellular markers was performed

using the following antibodies:

e TIMP-2 - tissue inhibitor of matrix metallopro-
teinase 2;

*  MMP-2 — matrix metalloproteinase 2.

Reactivity of antibodies in paraffin slices was demon-

strated using a visualization kit (DAKO EnVison™ +

g6lnym przypadku rowniez tomografii komputerowe;j
i rezonansu magnetycznego. Wiek chorych w analizowa-
nej grupie wynosit od 21 do 79 lat (mediana — 52 lata).
U wszystkich chorych przeprowadzono leczenie pole-
gajace na radykalnym wycieciu macicy z przydatkami
sposobem Wertheima-Meigsa. Zakres wykonywanej lim-
fadencktomii obejmowat elektywne usunigcie weztow
chtonnych biodrowych i zastonowych do poziomu po-
dziatu tetnicy biodrowej wspdlnej. U cze¢sci chorych ja-
ko pierwszy etap leczenia przeprowadzono przedope-
racyjng brachyterapi¢ Cs"”’” LDR w dwoch frakcjach
w dawce tacznej mierzonej w punkcie referencyjnym A
wynoszacej 45-50 Gy. Operacje o zakresie opisanym
wyzej wykonywano w okresie 6-8 tygodni od zakoficze-
nia brachyterapii. Material operacyjny poddawany byt
szczegOlowemu badaniu mikroskopowemu. Badanie mi-
kroskopowe przeprowadzane w Zakladzie Patologii Cen-
trum Onkologii — Instytutu im. Marii Skfodowskiej-Curie
w Warszawie zgodnie ze standardami instytucji i z za-
sadami zalecen WHO. Badaniem mikroskopowym okre-
Slano naste¢pujace parametry:

1. rozmiar naciekow w dwoch wymiarach;

typ histologiczny;

stopien dojrzatosci histologicznej;

zajecie przestrzeni naczyniowej;

obecno$¢ mikroskopowych naciekow przymacicz i po-
zytywny margines chirurgiczny;

obecnos$¢ przerzutow do regionalnych weziow chion-
nych z okresleniem ilosci;

stopief uszkodzenia popromiennego nacieku szyjki
macicy.

Stwierdzenie obecnosci przerzutow do weztow chion-
nych, mikroskopowych naciekow przymacicz, pozytyw-
nego marginesu chirurgicznego, a takze niskiego stopnia
dojrzatosci histologicznej (G3) stanowifo wskazanie do
uzupetniajacej teleradioterapii. Chore napromieniano
na obszar miednicy technikg czterech pol box, fotona-
mi 4-15 MeV lub bombg kobaltowg w facznej dawce
46-50 Gy. Po zakoficzeniu leczenia chore odbywaly ba-
dania kontrolne, okres obserwacji po leczeniu wynosit
od 5 do 15 lat (mediana — 11,6 roku).

U chorych, ktdre rozpoczely leczenie od przedoperacyj-
nej brachyterapii, dodatkowo oceniono stopiefi uszko-
dzenia nowotworu przez promieniowanie jonizujgce,
postugujac si¢ systemem oceny skutecznos$ci napromie-
niania wedfug stopnia regresji nacieku szyjki macicy.
Wszystkie przypadki byly oceniane histopatologicznie na
podstawie rutynowo przygotowanych preparatdw bar-

A

6.

7.

Antibody Clone Manufacturer (atalogue number Titre
Przeciwciato Klon Firma Nr katalogowy Rozciericzenie
HER-2/neu Polyclonal DAKO M0485 1:300

Poliklonalne

Table 1. Antibody used for assessment of expression of biological markers analysed
Tabela 1. Przeciwciato ugyte do oceny ekspresji badanych markerow biologicznych
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Peroxidase; Mouse, catalogue number K4007; Rabbit,

catalogue number K4011). Immunohistochemical stain-

ing was performed according to the manufacturer’s rec-
ommendations, at room temperature in a wet chamber.

Paraffin slices 4-5 wm thick were placed on silanised

glass, deparaffined and hydrated (xylene, ethyl alcohol

96%, ethyl alcohol 70%, water) and subjected to subse-

quent staining phases:

1. Retrieval of antigens at high temperature or heating
in a water bath at 95-99°C in a Tris-EDTA buffer
(pH 9.0, Target Retrieval Solution 52367, DAKO)
for 30 minutes.

2. Inhibition of endogenous peroxidase. Incubation for
5 minutes in 3% hydrogen peroxide. Preparations
were flushed twice with distilled water and immersed
in a TBS buffer (pH 7.6; 0.05 M Tris-HCI; 0.15 M
NaCl).

3. Incubation with specific antigen or control reagent
for 60 minutes. Antibodies were diluted with a TBS
buffer pH 7.6 with 1% bovine albumin (SIGMA,
catalogue number A9647). Negative reagent con-
trol was provided by immunoglobulin fraction of
normal murine or rabbit serum. Preparations were
flushed with TBS solution (pH 7.6) for 5 minutes.

4. Incubation with visualizing reagent for 30 minutes.
This reagent contains peroxidase-labeled dextran
polymer (Px), conjugated with anti-mice and anti-
rabbit goat immunoglobulins. Preparations were
flushed with TBS solution (pH 7.6) for 5 minutes.

5. Triggering of chromatic reaction. Peroxidase was local-
ized using a buffered substrate solution (pH 7.5)
containing less than 0.1% of hydrogen peroxide,
chromogen: DAB (5% solution of 3,3’-diaminoben-
zidine tetrahydrochloride), substrate: hydrogen per-
oxide and chromogen: diaminobenzidine solution
(DAKO DAB+, catalogue number K3468). Reac-
tion time was 2-5 minutes; intensity of pigmentation
was monitored by light microscopy. Preparations
were flushed in tap water for 5 minutes.

6. Hematoxylin staining. Cell nuclei were stained with
hematoxylin (2-3 minutes). Preparations were differ-
entiated in 1% hydrochloric acid and 70% ethanol

wionych hematoksyling i eozyng. Materiat tkankowy po-
chodzacy z szyjki macicy, a przeznaczony do badan
w mikroskopie Swietlnym i barwiefi immunohistoche-
micznych utrwalany byt przez 24-48 godzin w zbuforo-
wanej 4% formalinie i po rutynowej obrobce w proceso-
rze tkankowym zatapiany w bloczkach parafinowych. Do
badan wykorzystano skrawki tkankowe grubosci 4-5 um.
Po wykonaniu serii oznaczefi wstegpnych przeprowadzono
oznaczenia naste¢pujgcych biomarkerow: Ki-67, TP53,
BCL2, HER-2/neu, CD44, TIMP-2 i MMP-2.

METODOLOGIA BADAN
IMMUNOHISTOCHEMICZNYCH

Do identyfikacji wybranych markeréw komérkowych

zastosowano naste¢pujace przeciwciafa:

o TIMP-2 - tissue inhibitor of matrix metalloproteinase 2;

e MMP-2 — matrix metalloproteinase 2.

Reaktywnos¢ przeciwcial w skrawkach parafinowych wy-

kazywano za pomoca zestawu wizualizacyjnego DAKO

EnVision (EnVision™ + Proxidase; Mouse, numer ka-

talogowy K4007; Rabbit, numer katalogowy K4011).

Barwienia immunohistochemiczne wykonano zgodnie

z procedurg firmy, w temperaturze pokojowej, w ko-

morze wilgotne;.

Skrawki parafinowe grubosci 4-5 um umieszczone na

szkietkach silanizowanych odparafinowywano i uwad-

niano (ksylen, alkohol etylowy 96%, alkohol etylowy

70%, woda), a nast¢pnie poddawano kolejnym etapom

barwienia:

1. Odzyskiwanie antygenow w wysokiej temperatu-
rze lub ogrzewanie w fazni wodnej w temperaturze
95-99°C w buforze Tris-EDTA pH 9,0 (Target Retrie-
val Solution S2367, DAKO) przez 30 minut.

2. Blokowanie endogennej peroksydazy. Inkubacja w 3%
nadtlenku wodoru — 5 minut. Preparaty ptukano
2-krotnie wodg destylowang i umieszczano w bufo-
rze TBS pH 7,6 (0,05 M Tris-HCI, 0,15 M NaCl).

3. Inkubacja ze specyficznym przeciwciatem lub od-
czynnikiem kontrolnym — 60 minut. Przeciwciata roz-
cieficzano buforem TBS pH 7,6 z dodatkiem 1% albu-
miny bydlecej (SIGMA, numer katalogowy A9647).

Antibody Localization of reaction
Przeciwciato Kontrola pozytywna Lokalizacja reakeji
c-erbB2 oncoprotein Cells of invasive breast cancer with previously Cell membrane
demonstrated* moderate (2+) overexpression
of HER-2/neu protein
c-erbB2 onkoproteiny Komérki inwazyjnego raka przewodowego piersi Blona komérkowa
2 uprzednio wykazang™ nadekspresig biafka HER-2/neu
Sredniego stopnia (2+)

* HercepTest (DAKO)

Table 2. Tipes of immunohistochemical reaction controls
Tabela 2. Typy kontroli reakcji immunohistochemicznych
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and were next flushed in tap water. After dehydra-
tion (ethanol 99.8%, ethanol 96%, xylene, in this
sequence), preparations were embedded in a medi-
um (Consul-Mount, Shandon).

In the process of preparation and assessment of
immunohistochemical staining, a positive tissue control
was used, according to manufacturer’s recommenda-
tions (table 2). An additional tissue control, containing
antigens analysed, was provided by selected samples
containing cervical cancer tissue, fixed and prepared in
the same way as samples obtained from study popula-
tion. Areas of samples examined devoid of antigens
being analyzed provided internal negative tissue control.

ASSESSMENT
OF CHROMATIC REACTIONS

HER-2/neu expression was assessed based on chromat-
ic reaction visible in tumour cell membranes, according
to FDA guidelines concerning immunohistochemical
evaluation of HER-2/neu expression in breast cancer.
Intensity of reaction was assessed using an analog scale
0-3+, where 0 signified total lack of membrane reaction
or reaction present in less than 10% of cells, 1+ — par-
tial, weak staining of membranes in more than 10% of
cells, 2+ — moderate intensity of coloration of all mem-
branes in more than 10% of cells, 3+ - intense col-
oration of all membranes in over 10% of cells studied.

STATISTICAL ANALYSIS

The aim of statistical analysis was to assess prognostic
value of selected tumour markers. The endpoint adopt-
ed was overall survival time and recurrence-free survival
time. The former was measured since surgery to death of
any cause and the latter — from surgery to first recurrence
or death of any cause. Survival time was calculated using
the Kaplan-Meier method” and follow-up time was
estimated by the inverse Kaplan-Meier method®.
Analysis of prognostic factors was performed using the
Cox proportional risk model®. The model was con-
structed using the method of stepwise elimination of
variables, based on classic prognostic factors, e.g. FIGO
clinical stage, tumour size, histological type, number of
lymph node metastases, vascular space invasion and
microscopic tumour foci in the parametrial tissues.
Standard criteria for inclusion and exclusion of vari-
ables were adopted: p=0.05 and p=0.1. Upon adjust-
ment, the model was used to test prognostic value of the
following markers: TP53, BCL2, CD44, MIB-1, MMP-2
and TIMP-2. Assumption of proportional risk function
was verified by graphic method. For all tests, the thresh-
old of statistical significance was set at oo =0.05.

In addition, mutual correlation of prognostic factors
was tested, e.g. clinical stage, lymph node status, histo-
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Odczynnikowa kontrole negatywng stanowita frak-
cja immunoglobulinowa normalnej surowicy mysiej
lub kroliczej. Preparaty ptukano roztworem TBS
pH 7,6 przez 5 minut.

4. Inkubacja z odczynnikiem wizualizacyjnym (30 mi-
nut). Odezynnik ten zawiera polimer dekstranu zna-
kowany peroksydaza (Px) skoniugowany z anty-
mysimi lub antykréliczymi immunoglobulinami
kozimi. Preparaty ptukano roztworem TBS pH 7.6
przez 5 minut.

5. Wywolywanie reakcji barwnej. Peroksydaze loka-
lizowano, stosujac roztwor buforowany substratu
o pH 7,5 zawierajacy mniej niz 0,1% nadtlenku wo-
doru oraz jako chromogen DAB - 5% roztwor czte-
rochlorowodorku 3,3’-diaminobenzydyny, jako sub-
strat — wodg utleniona, za$ jako chromogen — roztwor
diaminobenzydyny (DAKO DAB+, numer katalo-
gowy K3468). Czas reakcji wynosit 2-5 minut; sto-
pien intensywnosci zabarwienia monitorowano w mi-
kroskopie $wietlnym. Preparaty ptukano w wodzie
biezacej przez 5 minut.

6. Barwienie hematoksyling. Jadra komorkowe barwio-
no hematoksyling (2-3 minut). Preparaty réznico-
wano w 1% kwasie solnym i w 70% alkoholu etylo-
wym, a nast¢pnie ptukano w wodzie biezacej. Po
odwodnieniu (kolejno: alkohol etylowy 99,8%, alko-
hol etylowy 96%, ksylen) preparaty zatapiano w me-
dium (Consul-Mount, Shandon).

W procesie przygotowania i oceny barwiefi immunohi-
stochemicznych zastosowano tkankowa kontrolg pozy-
tywng zgodnie z zaleceniami producentdéw przeciwciat
(tabela 2). Dodatkowa kontrole tkankowa zawierajacq
badane antygeny stanowily wybrane wycinki zawieraja-
ce utkanie raka szyjki macicy, utrwalone i przygotowa-
ne w taki sam sposob jak materiat tkankowy pacjentow
z grupy badanej. Wewngtrzng ujemng kontrol¢ tkanko-
wa stanowily obszary badanych skrawkdw niezawiera-
jace badanych antygendw.

OCENA
REAKCJI BARWNYCH

HER-2/neu - ocenie poddawano reakcje barwng wi-
doczng w blonach komorek nowotworowych. Przy oce-
nie postugiwano si¢ wytycznymi FDA dotyczacymi oce-
ny immunohistochemicznej ekspresji biatka HER-2/neu
w raku piersi. Intensywnos¢ reakcji oceniano w skali od
0 do 3+, gdzie 0 oznaczato brak reakcji bionowej lub
reakcje bifonowg widoczng w mniej niz 10% badanych
komorek, 1+ — czeSciowe, stabe zabarwienie bion komor-
kowych w wigcej niz 10% badanych komorek, 24 — mier-
nej intensywnosci zabarwienie wszystkich bfon komorko-
wych obserwowane w ponad 10% badanych komorek,
3+ —intensywne zabarwienie wszystkich bfon komorko-
wych widoczne w ponad 10% badanych komorek.
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logical type, quality of cervical sterilization and mark-
ers TP53, BCL2, CD44, MIB-1, MMP-2 and TIMP-2.
To this purpose the independence ¥ test was used. In
the case of markers whose expression was expressed by
an ordinate variable, where the number of levels was
superior than 2, an additional trend test was performed.
Due to an increased risk of type I error caused by mul-
tiple testing, significance level o has been reduced to 0.01.

RESULTS

The patients’ age ranged from 24 to 73 years (median 56).
Among the 298 cases analysed, planoepithelial cancer

METODY STATYSTYCZNE

Celem analizy statystycznej byta ocena wartosci pro-
gnostycznej wybranych markerow nowotworowych. Jako
kryterium oceny przyjeto czas przezycia catkowitego oraz
czas przezycia do nawrotu choroby. Czas przezycia mie-
rzony byt od operacji do zgonu z jakiegokolwiek powodu,
a czas przezycia bez nawrotu choroby — od operacji do
pierwszego nawrotu choroby lub zgonu. Czas przezycia
obliczano metodg Kaplana-Meiera®, a czas obserwaciji
oszacowano odwrotng metodg Kaplana-Meiera®.

Analiz¢ czynnikow prognostycznych przeprowadzo-
no, postugujac si¢ modelem proporcjonalnego ryzyka

N=298 %
Clinical stage
Stopier kliniczny
IB 269 903
lIA 29 9.7
Tumour diameter
Wielkos¢ guza
<4m 195 65.4
>4 m 103 34.6
Histopathology
Histopatologia
(a plano 267 89.6
Adenoca 25 8.4
Other 6 20
Inne
Grading
Gl 86 28.8
62 141 47.3
63 71 239
Number of lymph nodes invaded
Liczba zajgtych wezlow
0 244 81.9
1 29 9.7
>1 25 8.4
Vascular space invasion
PN
0 272 91.3
1 26 8.7
Microscopic parametrial foci
MNP
0 21 93.0
1 21 10
Radiation-induced cervix sterilization
Steryl
105 354
1 192 64.6
Lack of data 1
Brak danych

1able 3. Basic clinical-pathological parameters in the study population
Tabela 3. Podstawowe parametry kliniczno-patologiczne analizowanej grupy chorych

GIN ONKOL 2007, 5 (4], p. 218-235




ORIGINAL CONTRIBUTIONS/PRACE ORYGINALNE | POGLADOWE

2 061
> \§
£3
23
S5
=3
< 04 HER-2/neu
23
02{ 01
0.0

o 2 4 6 8 W D
Observation (years)
Obserwacja (lata)
Fig. 1. Recurrence-free survival curves depending on
HER-2/neu gene expression
Rys. 1. Krgywa przezycia bez nawrotu choroby w zalezno-
Sci od ekspresji genu HER-2/neu

was diagnosed in 267 patients (89.6%) and adenomatous
cancer —in the remaining 31 cases (10.4%). Tumours of
moderate maturity grade were most frequent and were
seen in 194 patients (65.1%). Highly mature and imma-
ture tumours were encountered in 86 cases (28.8%) and
in 71 cases (23.9%), respectively. Moderately mature
tumours were seen most often and were diagnosed in
141 cases (47.3%). Distribution of clinical stages was the
following: stage IB was seen in 269 patients (90.3%),
stage IIA — in 29 patients (9.7%). Tumours under 4 cm
in diameter were present in 195 patients (65.4%) and
over 4 cm —in 103 patients (34.6%); pelvic lymph node
metastases were detected in 54 patients (18.1%). The
frequency of other classic (histopathological) prognos-
tic factors was the following: vascular space invasion
— 26 patients (8.7%), microscopic parametrial infiltrate
— 21 patients (7.0%), radiation-induced cervix steriliza-
tion — 192 patients (64.6%). Basic clinical-pathological
data are presented in table 3.

Coksa®. Model zbudowano metoda krokowej elimina-
¢ji zmiennych w oparciu o klasyczne czynniki progno-
styczne, tj.: stopief klinicznego zaawansowania FIGO,
wielkoS¢ guza, typ histopatologiczny, liczbe zajetych we-
zi6w chionnych, zajecie przestrzeni naczyniowej (ZPN),
mikroskopowy naciek przymacicza (MNP). Przyjeto stan-
dardowe warunki wiaczenia i wylaczenia zmiennych:
p=0,051p=0,1. Po dopasowaniu model wykorzysta-
no do testowania wartosci prognostycznej nast¢puja-
cych markeréw: TP53, BCL2, CD44, MIB-1, MMP-2,
TIMP-2. Zafozenie proporcjonalnoSci funkcji ryzyka
weryfikowano metodg graficzng. Dla wszystkich testow
przyjeto poziom istotnosci statystycznej oo rowny 0,05.
Dodatkowo zbadano wzajemng zaleznos¢ czynnikow
prognostycznych, takich jak stopiefi zaawansowania,
stan weztow chfonnych, typ histologiczny, oraz stan
sterylizacji szyjki i badanych markeréw: TP53, BCL2,
CD44, MIB-1, MMP-2, TIMP-2. W tym celu postuzo-
no si¢ testem niezaleznosci x*. W przyypadku marke-
row, dla ktorych ekspresja wyrazona byla za pomocg
zmiennej porzadkowej o wickszej od dwdch liczbie po-
ziomow, zastosowano dodatkowo test na trend. Ze
wzgledu na zwigkszone ryzyko biedu I rodzaju spowo-
dowane wielokrotnym testowaniem poziom istotnoSci
o obnizono do 0,01.

WYNIKI

Wiek chorych wynosit od 24 do 73 lat (mediana — 56 lat).
Sposrdd poddanych analizie 298 przypadkow raka pta-
skonabtonkowego rozpoznano u 267 chorych (89,6%),
raka gruczolowego — w pozostatych 31 przypadkach
(10,4%). Nowotwor o Srednim stopniu dojrzatoSci byt
najczestszg odmiang, stwierdzono go u 194 chorych
(65,1%). Nowotwor o wysokim i niskim stopniu dojrzato-
$ci rozpoznano odpowiednio u 86 (28,8%) 171 (23,9%)
chorych. Najczestszy byl nowotwdr o Srednim stopniu
dojrzatosci, rozpoznano go w 141 przypadkach (47,3%).
Rozkfad stopni klinicznego zaawansowania przedsta-
wial si¢ nast¢pujgco: stopieni zaawansowania IB rozpo-
znano u 269 chorych (90,3%), stopiefi IIA — u 29 cho-
rych (9,7%). Guz o Srednicy do 4 cm stwierdzono
w 195 przypadkach (65,4%), a o Srednicy powyzej 4 cm
—w 103 przypadkach (34,6%), natomiast przerzuty do
weztow chfonnych miednicy — u 54 chorych (18,1%).

HER-2/neu Number of patients %
Liczba przypadkéw
0 163 547
1 A 238
2 4 137
3 23 18

Table 4. Results of assessment of HER-2/neu expression
Tabela 4. Wyniki oceny ekspresji biomarkera HER-2/neu
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%* HER-2/neu
p**
1B 8.9 0.055
1A 0.7 NS
N() 9.7 0.761
N (+) 15 NS
(a plano 99 0.644
Other 13.0 NS
Inne
Steryl(-) 8.2 0.628
Steryl (+) 114 NS

Proportion of positive expression of biomarker analysed
Odsetek pozytywnej ekspresji badanego biomarkera
Statistical significance level p=0.01

Poziom istotnosci statystycznej p=0,01

*%

Table 5. Expression of HER-2/neu in principal prognostic groups

Tabela 5. Ekspresja HER-2/neu w podstawowych grupach prognostycznych

RESULTS OF ASSESSMENT
OF HER-2/neu EXPRESSION

Positive HER-2/neu reaction was noticed in 135 cases
(45.3%), thereof in 23 cases (7.8%) the reaction was
intense (3+), in 41 cases (13.7%) it was moderate (2+).
In 163 cases (54.7%) no positive reaction was noticed.

ANALYSIS OF SURVIVAL

Analysis of influence of prognostic parameters studied
on 5- and 10-year symptom-free survival rates revealed
a significant predictive role of the following: presence and
number of lymph node metastases, vascular space inva-
sion, histological type and HER-2/neu expression (fig. 1).
Probability of 5- and 10-year recurrence-free survival is
presented by survival curves in fig. 1 and in the table 6.

RESULTS OF MULTIVARIATE
COX ANALYSIS

Parameters of Cox model influencing risk of recur-
rence and death are presented in table 7. Analysis per-
formed revealed a significant prognostic value of the
following factors concerning the risk of recurrence and/or
death: presence and number of lymph node metas-
tases, invasion of vascular space, histological type and
HER-2/neu expression.

The risk of recurrence or death with one or several
invaded lymph nodes is 2.4-fold and 5.1-fold higher
than respective risk for non-invaded nodes. The fact of
vascular space invasion increases almost 3-fold the risk
of recurrence or death. In the case of planoepithelial
cancer, the risk of recurrence or death is 0.4-fold that of

228 therapeutic failure with adenomatous cancer. Strong

Czestos¢ wystepowania pozostatych klasycznych czynni-
kow prognostycznych — histopatologicznych — przedsta-
wiata si¢ nast¢pujaco: zajecie przestrzeni naczyniowej
(ZPN) rozpoznano u 26 chorych (8,7%), mikroskopo-
we nacieki przymacicz (MNP) — u 21 chorych (7,0%),
a sterylizacj¢ popromienng szyjki macicy — u 192 cho-
rych (64,6%). Podstawowe dane kliniczno-patologicz-
ne przedstawia tabela 3.

WYNIKI OCENY EKSPRESJT
BIOMARKERA HER-2/neu

Pozytywna reakcje na HER-2/neu stwierdzono w 135
przypadkach (45,3%): w 23 przypadkach byla to reak-
cja o duzym nasileniu - 3+ (7,8%), a w 41 przypad-
kach Sredniego stopnia — 2+ (13,7%). W 163 przypad-
kach (54,7%) nie stwierdzono pozytywnej reakcji.

ANALIZA PRZEZYC

W wyniku przeprowadzonej analizy wptywu badanych
parametréw prognostycznych na 5- i 10-letnie przezy-
cia bezobjawowe wykazano, ze istotny wplyw progno-
styczny mialy: przerzuty do weztdw chionnych i ich licz-
ba, zajecie przestrzeni naczyniowej, typ histologiczny,
ekspresja HER-2/neu (rys. 1). Prawdopodobienstwo
przezy¢ 51 10 lat bez nawrotu choroby przedstawiajg
krzywa przezycia oraz tabela 6.

WYNIKIT ANALIZY
WIELOCZYNNIKOWEJ COKSA

Parametry modelu Coksa wptywajace na ryzyko wznowy
i zgonu przedstawia tabela 7. W wyniku przeprowadzo-
nej analizy wykazano istotny wplyw prognostyczny na
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Recurrence-free survival
Przeiycie bez nawrotu choroby
5 years 10 years
5lat 10 lat
Probability Standard error Probability Standard error
Prawdopodobieristwo Blyd standardowy Prawdopodobieristwo Blyd standardowy
HER-2/neu
0,1 0.8803 0.8457 0.0294
2,3 0.7187 0.6534 0.1086

Table 6. Probability of 5- and 10-year recurrence-free survival for statistically significant prognostic factors
Tabela 6. Prawdopodobieristwo przeZycia bez nawrotu 5 i 10 lat dla czynnikow rokowniczych istotnych statystycznie

HER-2/neu expression (24, 34) increases 2.7-fold the
risk of therapeutic failure.

DISCUSSION

In spite of a decrease of incidence of invasive cervical
cancer reported in the last decades, this neoplasm is
still one of the most common female genital malignan-
cies in Poland®. According to the newest 2004 data,
there are about 3400 new cases of cervical cancer every
year and 1800 women die due to this malignancy”. In
Poland, incidence and mortality rates associated with
cervical cancer are 3- to 4-fold higher than correspon-
ding epidemiological coefficients reported in countries
where population-oriented screening programs were
realized during the last few decades®. Particularly dis-
turbing is a high mortality associated with cervical cancer.
The main cause of high mortality is an unfavourable
distribution of clinical stages at diagnosis. In the clini-
cal material of Institute of Oncology about 65-70% of
cases are diagnosed at stages IIB-1IIB®. In such cases,
S-year overall survival rates are 50% and 30%, respec-
tively. Early forms of invasive cervical cancer (IB and
ITA) make up for about 30% of newly diagnosed cases

ryzyko nawrotu lub zgonu: przerzutow do weziow chion-
nych i ilosci zajetych weztdw, zajecia przestrzeni naczy-
niowej, typu histologicznego, ekspresji HER-2/neu.
Ryzyko nawrotu lub zgonu dla jednego zajetego wezta
oraz dla wickszej liczby zajetych weziow chfonnych jest
2,4 oraz 5,1 razy wyzsze od odpowiedniego ryzyka dla
weztow niezajetych. Fakt zajecia przestrzeni naczyniowej
zwicksza niemal 3-krotnie ryzyko nawrotu lub zgonu.
Dla raka ptaskonabtonkowego ryzyko nawrotu lub zgo-
nu stanowi 0,4 ryzyka niepowodzenia dla raka gruczoto-
wego. Stwierdzenie silnej ekspresji HER-2/neu 2+, 3+)
zwieksza 2,7 razy ryzyko niepowodzenia leczenia.

OMOWIENIE

Mimo stwierdzonego w ostatnich dekadach spadku za-
padalnosci na inwazyjnego RSM nowotwor ten jest na-
dal jednym z czgstszych nowotwordw narzadow picio-
wych kobiecych w populacji kobiet w Polsce®. Wediug
najnowszych danych w 2004 roku w Polsce na RSM
zachorowato ok. 3400 kobiet, a 1800 zmarto z powodu
tego nowotworu". Wspdtczynniki zapadalnosci i umie-
ralnosci na RSM w Polsce sg 3-, 4-krotnie wyzsze od
podstawowych wspdtczynnikow epidemiologicznych ob-

Coefficient B Standard error p Relative risk

Wspéfezynnik B Blyd standardowy Ryzyko wzgledne
Model with HER-2/neu factor
Model z czynnikiem HER-2/neu
Number of lymph nodes invaded (>1/0) 0712 0.508 0.161 2037
Liczba zajetych weztow chonnych (>1/0) 1.454 0.457 0.001 4282
Invasion of vascular space (yes/no) 1125 0.453 0.013 3.080
ZPN (tak/nie)
(a plano/other -0.945 0470 0.044 0.389
Ca plano/inne
HER-2/nev (2, 3/0, 1) 0.986 0.445 0.027 2.680

Table 7. Parameters of Cox model for factors influencing the risk of recurrence or death
Tabela 7. Parametry modelu dla czynnikow wplywajqcych na ryzyko nawrotu lub zgonu
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and overall survival rate in this prognostically most
favourable group of patients is about 80%. Analysis of
treatment outcomes in patients presenting with an early
stage of invasive cervical cancer established a subpop-
ulation of patients with poor prognosis. For many years
we are aware of predictive value of such important
tumour-dependent factors as clinical stage, tumor size,
histological type, histological grade, depth of stromal
infiltration, invasion of vascular space, lymph node metas-
tases and quality of surgical margin™®. Prognostic value
of the above-mentioned factors has been documented
by many studies assessing their impact on survival and
risk of recurrence™.

Follow-up of patients treated for cervical cancer con-
firmed the occurrence of recurrences and therapeutic
failures also in groups of women not burdened by
unfavourable prognostic factors. In the last few years, in
parallel with development of molecular biology, we are
witnessing an increasing interest in prognostic value of
biological markers, such as oncogenes and suppressor
genes™'”. As distant metastases, both to lymph nodes
and parenchymal organs, constitute a significant pro-
portion of therapeutic failures in the management of
cervical cancer, research effort focused on understand-
ing of mechanisms underlying development of metas-
tases and use of expression of proteins participating in
the process, particularly proteinases and growth factors,
as markers of metastasis formation""?.
Immunohistochemical techniques are most widely used
in studies on usefulness of predictive role biomarkers in
cervical cancer. They served to assess expression of onco-
genes, growth factors, suppressor genes and prolifer-
ation markers.

HER-2/neu (c-erbB2) is an oncogene belonging to the
family of tyrosine kinase receptor and its expression is
usually associated with aggressive clinical course and
worse prognosis in breast cancer patients”. Much less
understood are correlations of level of HER-2/neu
expression and their prognostic significance in tumours
of other locations. Potti et al. noticed a minimal, or even
none expression of this gene in neuroendocrine lung
tumours, while non-small-cell tumours an elevated
HER-2/neu expression has been noticed”. Extremely
interesting results were obtained when analysing HER-2/
neu expression in small-cell neuroendocrine tumours.
Gugger et al. noticed HER-2/neu expression in all sub-
types of neuroendocrine tumours"?. These investigators
noticed a decreased expression in clinically aggressive
forms of this tumour. Only about 9% of large-cell neu-
roendocrine tumours and 7% of small-cell tumours showed
HER-2/neu expression, while it was present in 40-50% of
carcinoid cases. Contradictory results were obtained by
Potti et al.”’ In their experience, both overall and symp-
tom-free survival rates were significantly worse in groups
of patients with a positive immunohistochemical reaction

230! © HER-2/neu as compared with the group of patients

serwowanych w krajach, w ktorych przez ostatnie dzie-
sigciolecia prowadzono populacyjne badania przesiewo-
we'. SzczegOlnie niepokoi wysoka Smiertelno$¢ z powodu
RSM, ktorej glowna przyczyng jest niekorzystny roz-
kfad stopni klinicznego zaawansowania RSM. W ma-
teriale klinicznym COI w Warszawie ok. 65-70% przy-
padkoéw to nowotwor w IIB i IIIB stopniu klinicznego
zaawansowania®. W przypadkach tych odsetek 5-let-
nich przezy¢ wynosi Srednio ok. 50% i 30%. Wczesne
postacie inwazyjnego RSM - stopnie IB i IIA stanowig
ok. 30% leczonych, a odsetek S-letnich przezy¢ w tej ro-
kowniczo korzystniejszej grupie chorych wynosi ok. 80%.
Analiza wynikdw leczenia chorych na wezesne postacie
inwazyjnego RSM pozwala wyrdzni¢ subpopulacje¢ cho-
rych ze ztym rokowaniem. Od lat znane jest znaczenie
prognostyczne tak istotnych czynnikow charakteryzujq-
cych nowotwor, jak: stopief klinicznego zaawansowa-
nia, wielkoS¢ guza, typ histologiczny, stopien dojrzato-
Sci histologicznej, giebokos$¢ naciekania zrebu, zajecie
przestrzeni naczyniowej, przerzuty do weztow chfonnych
i margines chirurgiczny”¥. Znaczenie prognostyczne
powyzszych czynnikow udokumentowane zostato licz-
nymi badaniami wplywu powyzszych parametréw na
przezycia i ryzyko wznowy™®.

Obserwacja kliniczna chorych po leczeniu RSM po-
twierdza zjawisko wzndw i niepowodzen leczenia row-
niez w grupach kobiet, u ktdrych nie stwierdzono nega-
tywnych czynnikdw prognostycznych. Ostatnie lata wraz
7 towarzyszacym rozwojem biologii molekularnej przy-
niosly znaczacy wzrost zainteresowania badaniami nad
wartoscig prognostyczng markerow biologicznych, takich
jak onkogeny i geny supresorowe®'”. Poniewaz prze-
rzuty odlegte zarowno do weztdéw chtonnych, jak i do
narzadow migzszowych stanowig znaczacy odsetek nie-
powodzen leczenia RSM, uwaga badaczy zostafa na-
kierowana na poznanie mechanizméw powstawania
przerzutow i wykorzystanie ekspresji biatek bioracych
udziat w tym procesie, zwlaszcza proteinaz i czynnikow
wzrostu jako markerdw przerzutowania®'"?,

W badaniach nad przydatnoscig biomarkeréw w pro-
gnozowaniu u chorych na RSM najszerzej stosowane
sg techniki immunohistochemiczne. Z ich pomocg oce-
niano ekspresje onkogendw, czynnikdw wzrostu, genow
supresorowych, a takze markerow proliferacji.
HER-2/neu (c-erbB2) jest onkogenem nalezgcym do ro-
dziny receptora kinazy tyrozynowej, jego ekspresja jest
najczesciej zwigzana z agresywnym przebiegiem klinicz-
nym i gorszym rokowaniem u chorych na raka piersi®.
Znacznie mniej wiemy o zaleznosci od poziomu ekspre-
sji HER-2/neu i jej znaczeniu prognostycznym w nowo-
tworach o innych lokalizacjach. Potti i wsp. stwierdzili
minimalny, a nawet catkowity brak ekspresji tego genu
w rakach neuroendokrynnych ptuca, podczas gdy w ra-
kach niedrobnokomorkowych obserwowano wysoki po-
ziom ekspresji HER-2/neu®. Niezwykle interesujace
wyniki obserwowano w analizie ekspresji HER-2/neu
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who did not show expression of this marker®. In the case
of cervical cancer, both planoepithelial and adenoma-
tous, different levels of HER-2/neu expression have been
reported®™”. Lee et al. noticed HER-2/neu and EGFR
expression in both types of cervical cancer"®. Decreased
HER-2/neu expression was a significant prognostic
factor, indicating a reduction of overall- and symptom-
free survival"**,

In our analysis, positive HER-2/neu expression was seen
in 45.3% of patients. This proportion is similar to the
results presented in other papers (25-56% range)®'*>.
According to several authors, it depends on histologi-
cal type of tumour and clinical stage®. Authors point
out a higher proportion of positive HER-2/neu expres-
sion in planoepithelial cancer as compared with ade-
nomatous type"**. Our results did not reveal significant
differences correlated with histological type of tumour.
Nevertheless, noteworthy is the fact of small proportion
of adenomatous cancer in our series. Many investiga-
tors found a correlation between HER-2/neu expression
and pelvic lymph node metastases®*?. This correlation
was particularly visible in adenomatous cancer®*. Our
results did not confirm such a correlation and there were
no significant differences in HER-2/neu expression in
subgroups with and without regional lymph node metas-
tases or with varying numbers of lymph node involved.
Ultimate verification of prognostic usefulness of a given
biomarker is provided by its impact on survival. Few
investigators have ever performed such an analysis. Our
results, obtained after multivariate Cox analysis, point
to HER-2/neu as an independent prognostic factor influ-
encing symptom-free survival. Risk of recurrence or
death in the group of patients with strong HER-2/neu
expression (24, 34+) was 2.7-fold higher than in the
group with none or weak HER-2/neu expression (0, 14).
Our experiences enable us to state, based on the results
of this study, that a particularly unfavourable pheno-
type of cervical cancer are cases with regional lymph node
metastases and overexpression of HER-2. Similar results
have been obtained by Mondai et al.?” These authors
demonstrated a significant influence of HER-2/neu over-
expression on 3- and 5-year survival in patients with
planoepithelial cervical cancer. Probability of 3- and
more years’ survival was 3-fold lower in patients with
overexpression of this biomarker. However, they did
not notice any correlation between HER-2/neu overex-
pression and basic prognostic factors, i.e. microinva-
sion of parametrial tissue and regional lymph node
metastases. Hale et al.* also stated a significantly lower
survival rate in cases of planoepithelial cancer with
HER-2/neu overexpression.

Extremely interesting results were obtained by analysing
expression of HER-2/neu in small-cell neuroendocrine
tumours. Gugger et al. noticed expression of HER-2/neu
in all subtypes of neuroendocrine tumours"?. These
investigators saw a decreased expression thereof in clin-
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w drobnokomodrkowych guzach neuroendokrynnych.
Gugger i wsp. stwierdzili ekspresj¢ HER-2/neu we wszyst-
kich podtypach guzow neuroendokrynnych®. Badacze
ci zaobserwowali obnizong ekspresje w agresywnych
klinicznie postaciach tego nowotworu. Jedynie w 9%
guzdw neuroendokrynnych wielokomorkowych i 7%
drobnokomorkowych stwierdzono ekspresjc HER-2/neu,
podczas gdy w rakowiakach ekspresje obserwowano
w 40-50% przypadkow. Przeciwstawne wyniki uzyskali
Potti i wsp.” W ich doswiadczeniach przezycia chorych
zarowno catkowite, jak i bezobjawowe byly znamiennie
krotsze w grupie z pozytywng reakcjg immunohistoche-
miczng na HER-2/neu w poréwnaniu z grupa chorych,
u ktoérych nie stwierdzono ekspres;ji tego markera®.
W przypadku RSM zaréwno ptaskonabtonkowego, jak
i gruczotowego obserwowano rozny poziom ekspresji
HER-2/neu"*'”. Lee i wsp. w analizowanej grupie cho-
rych stwierdzili nadekspresj¢ HER-2/neu i EGFR za-
rowno w raku ptaskonabfonkowym, jak i gruczofowym"®.
Spadek ekspresji HER-2/neu byt znamiennie statystycz-
nym czynnikiem wskazujacym na obnizenie odsetka
przezy¢ catkowitych i bezobjawowych"*#,

W analizie wlasnej dodatnig ekspresje HER-2/neu stwier-
dzono u 45,3% chorych. Odsetek ten zblizony jest do
wynikow prezentowanych w innych opracowaniach (prze-
dziat 25-56%)“'*. Zdaniem wielu badaczy zalezy on
od typu histologicznego nowotworu oraz stopnia za-
awansowania®”, Wskazuje si¢ na wyzszy odsetek dodat-
niej ekspresji HER-2/neu w raku ptaskonabtonkowym
w porownaniu z rakami gruczotowymi®**?. Analiza wia-
sna nie wykazata istotnych statystycznie rdznic w zalez-
nosci od typu histologicznego nowotworu. Nalezy jed-
nak podkresli¢ fakt niskiego odsetka przypadkow raka
gruczotowego w analizowanej serii. Wielu badaczy wy-
kazato rowniez korelacje ekspresji HER-2/neu z prze-
rzutami do weztow chtonnych miednicy®. Zaleznos¢
te wykazywano szczegOlnie w raku gruczofowym®*, Ba-
dania wiasne nie potwierdzily takiej zaleznosci, a stwier-
dzona ekspresja HER-2/neu nie rdznita si¢ w podgrupach
chorych bez przerzutdw i z przerzutami do regional-
nych weziow chtonnych oraz w podgrupach z r6zng
liczbg przerzutow. Ostateczng weryfikacjq przydatnosci
prognostycznej danego biomarkera jest jego wplyw na
przezycia. Niewielu badaczy przeprowadzato tego typu
analize. Wyniki wiasne uzyskane po przeprowadzeniu
wieloczynnikowej analizy Coksa wskazaly na ekspresje
HER-2/neu jako na niezalezny czynnik prognostyczny
wplywajacy na przezycia bezobjawowe. Ryzyko wzno-
wy lub zgonu chorych z wysokg ekspresja HER-2/neu
(24, 3+) byto 2,7 razy wyzsze od ryzyka wznowy w gru-
pie chorych z brakiem lub niskg ekspresja HER-2/neu
(0, 14). Doswiadczenia wtasne pozwalajg stwierdzic
na podstawie wynikow przeprowadzonego badania, ze
szczegolnie niekorzystny fenotyp RSM to przypadki
z przerzutami do regionalnych wezidéw chtonnych i nad-
ekspresjg HER-2/neu. Podobne wyniki uzyskali Mondai
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ically aggressive forms of this neoplasm. HER-2/neu
expression was present in only 9% of large-cell neu-
roendocrine tumours and in 7% of small-cell tumours,
while carcinoids show HER-2/neu expression in 40-50%
of the cases. Opposite results were obtained by Potti et
al.? In their experience, both overall and symptom-free
survival was significantly shorter in patients with a pos-
itive immunohistochemical reaction for HER-2/neu than
in persons with no expression of this marker®. In the
case of cervical cancer, both planoepithelial and ade-
nomatous, varying levels of HER-2/neu expression have
been observed””. Lee et al. noticed an overexpression of
HER-2/neu and EGFR, both in planoepithelial and in
adenomatous cancers®. Decreased HER-2/neu expres-
sion was a significant prognostic factor, associated with
areduction of overall and symptom-free survival rates"*>.
Recent years are marked by a significant progress in the
treatment of invasive cervical cancer, improvement in
the management of early forms of cervical cancer with
unfavourable prognostic factors and in cases of late-stage
disease, particularly due to implementation of radio-
chemotherapy. Clinical experiences with synchronous
platinum-based chemotherapy combined with radio-
therapy support an elevation of overall survival rate by
10-20%“*. Unfortunately, this progress is counter-bal-
anced by higher toxicity of combination protocols. There-
fore, identification of cases with potentially good response
or resistance to therapy with classic management modal-
ities is crucial. Assessment of genetic profile of tumour
developing in a particular patient provides potential
perspectives of modification of therapeutic strategy. Such
modifications, e.g. escalation of radiation dose in patients
with higher risk of local recurrence or use of adjuvant
chemotherapy in patients with high risk of distant metas-
tases”. To date, most advanced studies concerning genet-
ic profile have been performed on patients with breast
cancer. Underway are clinical trials MINDACT (Microar-
ray In Node-negative Disease may Avoid ChemoTher-
apy), aiming at identification of subpopulation of breast
cancer patients who might safely avoid chemotherapy®.
Studies aiming at identification of genetic profile of cer-
vical cancer include experimental work using microar-
ray technology. To-date, results of 4 microarray studies
have been published, testing from 10 000 to 23 000
genes””. In all papers, the principal aim of studies
was to identify differences in genetic profile of patients
with favourable and unfavourable response to radio-
therapy used. However, interpretation of results of assess-
ment of genetic profile by microarray technique poses
several problems. One of the main issues is a dispropor-
tion between number of variables tested (about 20 000)
and limited number of cases (9 to 19 in published series).
Considering such a large disproportion between num-
ber of variables tested and sample size, on statistical
grounds one should expect a high proportion of false-

232 positive results. In order to avoid interpretation errors,

i wsp.?” Badacze ci wykazali rowniez znamienny staty-
stycznie wptyw nadekspresji HER-2/neu na przezycia
3- i S-letnie chorych na ptaskonabfonkowego RSM.
Prawdopodobiefistwo przezycia powyzej 3 lat byto 3-krot-
nie mniejsze u chorych z nadekspresjq badanego bio-
markera. Nie stwierdzili oni natomiast zwigzku mi¢dzy
nadekspresja i HER-2/neu a podstawowymi czynnika-
mi prognostycznymi, takimi jak mikronacieki przyma-
cicz i przerzuty do regionalnych weztow chionnych. Hale
1 wsp.” rowniez wskazuja na znamiennie nizszy odsetek
przezy¢ w przypadku raka ptaskonabtonkowego z nad-
ckspresja HER-2/neu.

Niezwykle interesujace wyniki obserwowano w analizie
ekspresji HER-2/neu w drobnokomérkowych guzach
neuroendokrynnych. Gugger i wsp. stwierdzili ekspresj¢
HER-2/neu we wszystkich podtypach guzéw neuroen-
dokrynnych®. Badacze ci stwierdzili obnizong ekspresj¢
w agresywnych klinicznie postaciach tego nowotworu.
Jedynie 9% guzow neuroendokrynnych wielokomor-
kowych i 7% drobnokomdrkowych wykazywato ekspre-
sj¢c HER-2/neu, podczas gdy w rakowiakach ekspresje
obserwowano w 40-50% przypadkow. Przeciwstawne
wyniki uzyskali Potti i wsp.”” W ich doSwiadczeniach
przezycia chorych zarowno catkowite, jak i bezobjawo-
we byly znamiennie krotsze w grupie z pozytywna reakcjg
immunohistochemiczna na HER-2/neu anizeli w gru-
pie chorych, u ktorych nie stwierdzono ekspresji tego
markera”. W przypadku RSM zar6wno ptaskonabton-
kowego, jak i gruczotowego obserwowano rdzny poziom
ckspresji HER-2/neu”. Lee i wsp. w analizowanej grupie
chorych stwierdzili nadekspresj¢ HER-2/neu i EGFR
zarowno w raku ptaskonabfonkowym, jak i gruczoto-
wym®. Spadek ekspresji HER-2/neu byt znamiennie
statystycznym czynnikiem wskazujacym na obnizenie
odsetka przezy¢ catkowitych i bezobjawowych*>,
Dzieki wprowadzeniu radiochemioterapii ostatnie lata
przyniosly istotny postep w leczeniu inwazyjnego RSM,
znaczny postep w leczeniu wezesnych przypadkoéw RSM
z niekorzystnymi rokowniczymi czynnikami, a takze
w przypadkach zaawansowanego miejscowo nowotwo-
ru. Do$wiadczenia kliniczne z jednoczasowg chemiote-
rapig opartg na pochodnych platyny skojarzong z radio-
terapig podniosty odsetek przezy¢ catkowitych o 10-20%%*.
Postep ten okupiony jest jednak wyzszg toksycznoscig
leczenia. Dlatego tak istotne jest identyfikowanie przy-
padkow o potencjalnie dobrej odpowiedzi lub oporno-
Sci na leczenie przy zastosowaniu klasycznych metod
postepowania. Ocena profilu genetycznego nowotworu
wystepujacego u okreslonej chorej stwarza potencjalne
mozliwosci modyfikacji leczenia. Modyfikacje te to np.
eskalacja dawki promieniowania u chorych z wyzszym
ryzykiem wznowy miejscowej lub zastosowania adiuwan-
towej chemioterapii u chorych z wysokim prawdopo-
dobiefistwem powstania przerzutdw odleglych®. Do-
tychczas najbardziej zaawansowane prace dotyczace
okreSlenia profilu genetycznego prowadzone sg u cho-
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novel techniques of statistical analysis should be used,
e.g. multiple testing using the “false discovery rate”
algorithm. Verification of data was performed using neu-
ronal networks. Ultimate verification of results obtained
is practical usefulness of prognostic values of a partic-
ular set of genes in an independent group of patients.
Studies performed so far confirmed a correlation between
the set of genes defined as “malignant phenotype” and
treatment outcome. A more detailed analysis of results
obtained in particular studies revealed a lack of consis-
tency in sets of genes considered prognostically signifi-
cant. This observation may be explained by the fact,
that more than one set of genes may have prognostic
significance, or that identification of some genes was
a false-positive finding. In order to avoid such interpre-
tation errors, most authors recommend verification
of results of assessment of genetic profile provided by
microarray technique by other techniques, e.g. quan-
titative polymerase chain reaction (PCR) testing®.
Furthermore, we should keep in mind, that testing prog-
nostic significance of gene expression in relation to ther-
apeutic response is not always appropriate to assess
such parameters as survival or risk of recurrence.
While recently published studies on genetic profile did
not succeed in identifying common gene sets for vari-
ous groups, they did show an overexpression of genes in
particular pathways controlling apoptosis, DNA repair,
cellular adhesion and angiogenesis®~*”. Prognostic sig-
nificance of several proteins has been confirmed, e.g.
FIF and CA9 mediating angiogenesis, KU70, KU80 and
GADD45 mediating DNA repair, BCL2, BAX and p73
controlling apoptosis and [CAM-3, which controls cell-
adhesion®**”, Results of studies on genetic profile of
cervical cancer obtained to-date require confirmation
by further studies on larger samples of patients, where
endpoints will include not only therapeutic response but
also survival time.

Presented results of our studies was not an attempt to
define genetic profiles of cases of cervical cancer analysed.
Immunohistochemical technique used to assess expres-
sion of biomarkers studied has too many limitations to
attain this goal. Nevertheless, it enabled not only to assess
of expression of selected biomarkers in a relatively large
group of patients with long posttreatment follow-up,
but also to evaluate their prognostic value measured
by their impact on overall and symptom-free survival.
Detailed analysis of both established and new prog-
nostic factors highlighted and documented prognostic
power of such factors as lymph node metastases, clinical
stage, histological type and vascular space invasion.
Significant prognostic value of HER-2/neu expression
has been confirmed too. All above-mentioned prognostic
factors had a strong influence on symptom-free survival.
Results obtained should be considered promising and
encouraging for further research on genetic profile of
cervical cancer, using most modern molecular techniques,
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rych na raka piersi. Obecnie prowadzone jest badanie
kliniczne MINDACT (Microarray In Node-negative Dis-
ease may Avoid ChemoTherapy), ktorego celem jest iden-
tyfikacja subpopulacji chorych na raka piersi, u ktorych
mozna bedzie unikna¢ stosowania chemioterapii®®.

W badaniach nad okresleniem profilu genowego RSM
rowniez prowadzone sg prace z zastosowaniem mikro-
macierzy. Dotychczas opublikowano wyniki czterech
badan z zastosowaniem mikromacierzy testujacych od
10 000 do 23 000 gendw*™*". We wszystkich opracowa-
niach podstawowym celem badania byta identyfikacja
roznic w profilu genetycznym u chorych z dobrg i sta-
bg odpowiedzig na zastosowang radioterapig. W inter-
pretacji wynikdw oceny profilu genetycznego za pomo-
cq mikromacierzy pojawia si¢ jednak wiele problemow
interpretacyjnych. Jednym z podstawowych problemow
interpretacyjnych jest dysproporcja mi¢dzy iloscig testo-
wanych zmiennych (ok. 20 000) i niewielkg liczbg przy-
padkéw (w publikowanych seriach od 9 do 19). Przy
tak duzej rozpietoSci miedzy iloscia zmiennych a iloScig
probek z punktu widzenia statystyki nalezy oczekiwac
wysokiego odsetka wynikow fatszywie dodatnich. Aby
unikna¢ bigdow interpretacyjnych, nalezy zastosowac
nowatorskie techniki analizy statystycznej, tj. wielokrot-
ne testowanie z zastosowaniem algorytmu false discovery
rate. Dla weryfikacji danych stosowano techniki z wy-
korzystaniem sieci neuronowych. Ostateczng metodg
uwiarygodnienia uzyskanych wynikow jest praktyczna
ocena wartosci prognostycznej okreslonego zestawu ge-
now w niezaleznej grupie chorych. W dotychczas prze-
prowadzonych badaniach wykazano korelacje miedzy
zestawem gendw okreSlonych jako fenotyp nowotworo-
wy a wynikami leczenia. Dokfadniejsza analiza wynikow
uzyskanych w poszczegolnych badaniach wskazuje prak-
tycznie na brak powtarzalnosci genow w zestawach ge-
now okreslonych jako istotne prognostycznie. Wytluma-
czeniem tej obserwacji moze by¢ to, ze wigcej niz jeden
zestaw genow moze mie€ znaczenie prognostyczne lub
ze identyfikacja niektorych genow byta wynikiem fatszy-
wie dodatnim. Dla unikni¢cia powyzszych bieddw inter-
pretacyjnych zaleca si¢, aby wyniki oceny profilu genowe-
go z zastosowaniem mikromacierzy byly weryfikowane
innymi technikami, takimi jak np. iloSciowe PCR®.
Nalezy rowniez wspomnie€ o tym, ze testowanie zna-
czenia prognostycznego ekspresji genow w odniesieniu
do odpowiedzi na leczenie nie zawsze odpowiada takim
parametrom, jak przezycia czy ryzyko wznowy.

Mimo ze w publikowanych badaniach nad profilem ge-
nowym nie zidentyfikowano wspolnych genéw dla roz-
nych grup, to jednak stwierdzono nadekspresje gendw
w poszczegOlnych Sciezkach: apoptozy, naprawy uszko-
dzefi DNA, adhezji komorek i angiogenezy®*”. Potwier-
dzono tez znaczenie prognostyczne pojedynczych biafek,
tj.: FIF i CA9 bioracych udziat w angiogenezie, KU70,
KU80 i GADD45 biorgcych udziat w procesie naprawy
DNA, BCL2, BAX, p73 regulujacego apoptoze i [ICAM-3
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e.g. microarrays. Interest in such studies will increase in
the near future, in parallel with continuing development
of targeted therapy and need for a reliable prediction of
response to particular oncological therapeutic modali-
ties, by definition associated with high toxicity, such as
radiotherapy and chemotherapy.
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