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Wstep

Obecnos¢ przerzutéw w regionalnych weztach chtonnych jest jednym
z najwazniejszych negatywnych czynnikéw prognostycznych u chorych le-
czonych z powodu raka jelita grubego [1-7].

Wyr6znia sie 2 rodzaje przerzutéw komérek nowotworowych: mikroprze-
rzuty (<2 mm) i makroprzerzuty (>2 mm) [7]. Wedtug International Union
Against Cancer (JUAC) komorki nowotworowe, ktére moga nie by¢ dostrze-
zone przez patologa oceniajacego preparaty z weztéw chtonnych, barwio-
nych rutynowo H+E, powinno nazywac sie izolowanymi komérkami nowo-
tworowymi (ITC).

Badania immunchistochemiczne poprawity mozliwosci wykrycia w we-
ztach chtonnych mikroprzerzutéw, a nawet pojedynczych komérek nowo-
tworowych.

Uwaga wielu badaczy jest skupiona na weztach wartownikach, ktére sa
analizowane pod katem obecnosci przerzutowych komérek nowotworowych
[8-10]. W niektérych doniesieniach zwraca sie jednak uwage, ze ogranicze-
nie analizy do weztéw wartownikéw nie moze zastapi¢ sprawdzenia przez
patologa wszystkich uzyskanych weztéw chtonnych [11]. Sugeruje sie, ze
za pomoca badan immunohistochemicznych mozna wykry¢ jedng komérke
nowotworowa posréd nawet 100 tys. limfocytow [7].

Materiat i metody
Osoby badane

Analizie retrospektywnej poddano wszystkie bloczki parafinowe weztéw
chtonnych pochodzacych od 50 chorych z rakiem okreznicy lub odbytnicy, le-
czonych w Centrum Onkologii w Bydgoszczy w latach 2003-2006. Pacjenci
z rakiem odbytnicy zostali poddani wstepnej radioterapii. W zadnym z pre-
paratéw weztdw chtonnych w rutynowym barwieniu H+E nie stwierdzono
przerzutéw raka. Do sprawdzenia wiarygodnoéci zastosowanych barwien,
guzy badanej grupy pacjentéw zostaty poddane analizie immunohistoche-
micznej. Srednia wieku pacjentéw wyniosta 59 lat (44-69 lat); $rednia licz-
ba uzyskanych weztdéw to 11 (7-15). tacznie uzyskano 570 weztdw, ktore sta-
nowity przedmiot badan.
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Immunohistochemia

Z kazdego bloczka parafinowego wezta chtonnego cieto z dwdéch gtebokosci
po 2 skrawki grubosci 5 pm. Byty one naktadane na szkietka podstawowe adhe-
zyjne po 2 na kazdym. Nastepnie podlegaty standardowej procedurze umiesz-
czenia w termostacie komorowym w temperaturze 60°C przez 2 godz. Potem by-
ty odparafinowywane w ksylenie i uwadniane w alkoholach o malejagcym stezeniu.
Aktywnos¢ endogennej peroksydazy hamowano 1-procentowym roztworem nad-
tlenku wodoru przez 10 min. Badania wykonano za pomocg metody EnVision
z wykorzystaniem monaoklonalnych przeciwciat firmy Dako: CK AE1/AE3 (M3515,
1:100), CK 20 (M7019, 1:200), CEA (M7072, 1:200), EMA (M0613, 1:500). Inkuba-
cja z przeciwciatami trwata 30 min. W przypadku CK AE1/AE3, CK 20, CEA deter-
minanty antygenowe odkrywano enzymatycznie 0,1% roztworem pepsyny przez
10 min. Natomiast przeciwciato EMA nie wymagato odstaniania determinant.
Do wizualizacji uzyto odczynnika EnVision+HRP (Dako, K4001) — 30 min. Chro-
mogenem byta diaminobenzydyna (Dako, K3468). Jadra komorkowe zostaty pod-
barwione hematoksyling. Na koniec preparaty odwodniono w szeregu alkoholi
o0 wzrastajacym stezeniu i przeswietlono w ksylenie.

Wyniki

Za pomocg metody immunohistochemicznej wykazano obecnosé mikro-
przerzutéw w 3 weztach chtonnych pobranych od 2 pacjentéw z rakiem od-
bytnicy, poddanych wstepnej radioterapii. Mikroprzerzuty stwierdzono
na skrawkach pochodzacych tylko z jednej gtebokosci wezta. W rutynowym
barwieniu H+E nie zostaty one dostrzezone przez patologa. Przerzutowe ko-
maorki nowotworowe w trzech ww. weztach chtonnych wykazaty pozytywne
barwienie przeciwciatem CK AEI/AE3 (ryc. 1.i 2.), natomiast negatywne na obec-
nos¢ CK 20, CEA, EMA. Autorzy niniejszej pracy okreslili te przypadki jako gru-
pe pacjentdw z mikroprzerzutami. Sposréd 50 pacjentdw u 2 (4%) wykazano
pozytywne barwienie koktajlem cytokeratyn CK AE1/AE3. Stwierdzono je w 3
(0,53%) z 570 weztdw chtonnych. Pozostali pacjenci zostali okresleni jako gru-
pa bez mikroprzerzutéw do regionalnych weztéw chtonnych.

Dyskusja

Barwienia immunohistochemiczne byty wykorzystywane do identyfikacji
mikroprzerzutéw w réznych nowotworach ztosliwych [12-15]. W tym celu uzy-
wano wielu przeciwciat monoklonalnych i poliklonalnych. Autorzy niniejszej
pracy w badaniach postuzyli sie 4 przeciwciatami monoklonalnymi: CK AE1/AE3,
CEA, CK20, EMA. Pierwsze i ostatnie przeciwciato sg uzytecznymi narzedziami
do identyfikacji szerokiego przekroju nowotworéw nabtonkowych. Natomiast
CEA i CK20 sa szczegolnie przydatne do klasyfikowania rakéw pochodzacych
gtéwnie z przewodu pokarmowego. Pozytywne barwienie z ich wykorzysta-
niem obserwowano we wszystkich guzach pochodzacych od 50 pacjentéw z ra-
kiem okreznicy lub odbytnicy po radioterapii przedoperacyjnej. Mikroprzerzuty
zidentyfikowane w weztach chtonnych wykazaty pozytywna reakcje wytacznie
z anty-CK AE1/AE3. Okreslenie najbardziej czutych markeréw stuzgcych do wy-
krywania mikroprzerzutéw moze stanowi¢ fundament do wtasciwego plano-
wania postoperacyjnej terapii pacjentéw, u ktérych stwierdzono ich obecnosc.
Dotychczasowe badania nie okreslaja jednak jasno wptywu ich wykrycia na pla-
nowanie chemioterapii adjuwantowej i przezycie pacjentdw. Cze5¢ badaczy nie
wykazata réznicy w przezyciu miedzy pacjentami z mikroprzerzutami a tymi
bez ich obecnosci [16, 17]. Inni demonstrowali znaczng przewage przezycia pa-
cjentéw bez stwierdzonych mikroprzerzutéw [3, 18]. Sprecyzowanie roli mikro-
przerzutéw, izolowanych komaérek nowotworowych wymaga dalszych badan,
szczegblnie na poziomie molekularnym, w réznych typach nowotworéw.

Podsumowanie

W opisanych powyzej badaniach:
1. Wykazano obecnosé mikroprzerzutéw, co potwierdza znaczenie metod
immunohistochemicznych w ich oszacowaniu.
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Ryc. 1. Wezet chtonny — barwienie anty-CK AE1/AE3 na obecnos¢
przerzutowych komérek nowotworowych (powiekszenie 40 x)

Fig. 1. Lymph node with anti-CK AE1/AE3 antibodly staining for detection

micrometastases (original magnification, 40 x)

2. Sposréd ocenianych markerédw najbardziej czuty dla wy-
krywania mikroprzerzutow okazat sie koktajl cytokeratyn
CK AE1/AES3.

3. Stwierdzono obecnos¢ mikroprzerzutu w skrawkach po-
chodzacych z jednej z dwdch gtebokosci wezta, co wska-
zuje na koniecznosc¢ seryjnego ciecia weztow.
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Ryc. 2. Wezet chtonny — barwienie anty-CK AE1/AE3 na obecnos¢ prze-
rzutowych komérek nowotworowych (powiekszenie 200x)

Fig. 2. Lymph node with anti-CK AE1/AE3 antibody staining for detection
micrometastases (original magnification, 200x)
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