
WWssttęępp::  Obecność przerzutów w regio-
nalnych węzłach chłonnych jest jednym
z najważniejszych negatywnych czynni-
ków prognostycznych u chorych leczo-
nych z powodu raka jelita grubego. Ba-
dania immunohistochemiczne poprawiły
możliwości wykrycia w węzłach chłon-
nych mikroprzerzutów, a nawet pojedyn-
czych komórek nowotworowych.
CCeell  pprraaccyy::  Celem pracy było określenie,
czy cytokeratin 20 (CK 20), cytokeratin
AE1/AE3 (CK AE1/AE3), antygen błonowy
nabłonka (ang. epithelial membrane an-
tigen – EMA) i antygen rakowo-płodowy
(ang. carcinoembryonic antigen – CEA) są
markerami o jednakowej czułości, służą-
cymi do oszacowania mikroprzerzutów
w węzłach chłonnych u chorych opero-
wanych z powodu raka jelita grubego.
MMaatteerriiaałł  ii mmeettooddyy::  Analizie immuno-
histochemicznej poddano wszystkie
bloczki parafinowe węzłów chłonnych 
(570 węzłów) i guzów pochodzących
od 50 chorych (w wieku 44–69 lat) z ra-
kiem okrężnicy lub odbytnicy, leczonych
w Centrum Onkologii w Bydgoszczy
w latach 2003–2006. W żadnym z pre-
paratów węzłów chłonnych w rutyno-
wym barwieniu H+E nie stwierdzono
przerzutów raka. Badania immunohisto-
chemiczne wykonano metodą EnVision
z wykorzystaniem monoklonalnych
przeciwciał firmy Dako: CK AE1/AE3, CK
20, EMA, CEA.
WWyynniikkii::  Za pomocą metody immuno-
histochemicznej wykazano obecność
mikroprzerzutów w 3 węzłach chłon-
nych pobranych od 2 pacjentów z ra-
kiem odbytnicy, poddanych wstępnej
radioterapii. Mikroprzerzuty stwierdzo-
no na skrawkach pochodzących tylko
z jednej głębokości węzła. Przerzutowe
komórki nowotworowe w 3 ww. wę-
złach chłonnych wykazały pozytywne
barwienie przeciwciałem CK AE1/AE3,
natomiast negatywne na obecność CK
20, CEA, EMA.
WWnniioosskkii:: Spośród markerów immuno-
histochemicznych najbardziej czuły dla
wykrywania mikroprzerzutów okazał się
CK AE1/AE3. Obecność mikroprzerzutów
w skrawkach pochodzących tylko z jed-
nej głębokości węzła wskazuje na ko-
nieczność seryjnego ich cięcia.

SSłłoowwaa  kklluucczzoowwee:: mikroprzerzut, węzeł
chłonny, markery immunohistochemicz-
ne, rak jelita grubego.
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Wstęp

Obecność przerzutów w regionalnych węzłach chłonnych jest jednym
z najważniejszych negatywnych czynników prognostycznych u chorych le-
czonych z powodu raka jelita grubego [1–7].

Wyróżnia się 2 rodzaje przerzutów komórek nowotworowych: mikroprze-
rzuty (<2 mm) i makroprzerzuty (>2 mm) [7]. Według International Union
Against Cancer (IUAC) komórki nowotworowe, które mogą nie być dostrze-
żone przez patologa oceniającego preparaty z węzłów chłonnych, barwio-
nych rutynowo H+E, powinno nazywać się izolowanymi komórkami nowo-
tworowymi (ITC).

Badania immunohistochemiczne poprawiły możliwości wykrycia w wę-
złach chłonnych mikroprzerzutów, a nawet pojedynczych komórek nowo-
tworowych.

Uwaga wielu badaczy jest skupiona na węzłach wartownikach, które są
analizowane pod kątem obecności przerzutowych komórek nowotworowych
[8–10]. W niektórych doniesieniach zwraca się jednak uwagę, że ogranicze-
nie analizy do węzłów wartowników nie może zastąpić sprawdzenia przez
patologa wszystkich uzyskanych węzłów chłonnych [11]. Sugeruje się, że
za pomocą badań immunohistochemicznych można wykryć jedną komórkę
nowotworową pośród nawet 100 tys. limfocytów [7].

Materiał i metody

Osoby badane

Analizie retrospektywnej poddano wszystkie bloczki parafinowe węzłów
chłonnych pochodzących od 50 chorych z rakiem okrężnicy lub odbytnicy, le-
czonych w Centrum Onkologii w Bydgoszczy w latach 2003–2006. Pacjenci
z rakiem odbytnicy zostali poddani wstępnej radioterapii. W żadnym z pre-
paratów węzłów chłonnych w rutynowym barwieniu H+E nie stwierdzono
przerzutów raka. Do sprawdzenia wiarygodności zastosowanych barwień,
guzy badanej grupy pacjentów zostały poddane analizie immunohistoche-
micznej. Średnia wieku pacjentów wyniosła 59 lat (44–69 lat); średnia licz-
ba uzyskanych węzłów to 11 (7–15). Łącznie uzyskano 570 węzłów, które sta-
nowiły przedmiot badań.



BBaacckkggrroouunndd::  Identification of lymph
node metastasis is one of the most
important indicators of poor prognosis
in patients with colorectal carcinoma.
Immunohistochemical techniques have
improved possibilities of detection of
micrometastases or even of isolated
tumour cells in lymph nodes.
AAiimm  ooff  ssttuuddyy:: The aim of this study was
to determinate whether cytokeratin 20
(CK20), cytokeratin AE1/AE3 (CK AE1/AE3),
epithelial membrane antigen (EMA) and
carcinoembryonic antigen (CEA) are
markers of equal sensitivity to detect
micrometastases in lymph nodes of
colorectal carcinoma.
MMaatteerriiaall  aanndd  mmeetthhooddss:: Immunohisto-
chemical analysis was made on all 570
formalin-fixed, paraffin-embedded
lymph nodes and tumours from 50
consecutive patients (at the age from 44
to 69) with colon or rectum carcinoma.
They had undergone radical resection
in the Centre of Oncology in Bydgoszcz
in 2003-2006. In no patients were
lymph node metastases detected by
routine haematoxylin-eosin staining.
Immunohistochemical examination was
done by EnVision method using
monoclonal antibodies CK AE1/AE3, CK
20, EMA and CEA produced by Dako.
RReessuullttss::  Immunohistochemical method
detected micrometastatic disease in
three lymph nodes from two patients.
Noticeable micrometastases were found
in sections from only one depth of
lymph nodes. All micrometastatic
tumour cells showed positive staining
with antibody CK AE1/AE3 and negative
with CK 20, EMA and CEA.
CCoonncclluussiioonnss::  From among immunohi-
stochemical markers the most sensitive
for micrometastases detection was anti-
cytokeratin antibody CK AE1/AE3.
Identification of lymph node microme-
tastases in sections from only one
depth indicates them to be a serial cut.

KKeeyy  wwoorrddss:: micrometastasis, lymph
node, immunohistochemical markers,
colorectal carcinoma.
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Immunohistochemia

Z każdego bloczka parafinowego węzła chłonnego cięto z dwóch głębokości
po 2 skrawki grubości 5 µm. Były one nakładane na szkiełka podstawowe adhe-
zyjne po 2 na każdym. Następnie podlegały standardowej procedurze umiesz-
czenia w termostacie komorowym w temperaturze 60°C przez 2 godz. Potem by-
ły odparafinowywane w ksylenie i uwadniane w alkoholach o malejącym stężeniu.
Aktywność endogennej peroksydazy hamowano 1-procentowym roztworem nad-
tlenku wodoru przez 10 min. Badania wykonano za pomocą metody EnVision
z wykorzystaniem monoklonalnych przeciwciał firmy Dako: CK AE1/AE3 (M3515,
1:100), CK 20 (M7019, 1:200), CEA (M7072, 1:200), EMA (M0613, 1:500). Inkuba-
cja z przeciwciałami trwała 30 min. W przypadku CK AE1/AE3, CK 20, CEA deter-
minanty antygenowe odkrywano enzymatycznie 0,1% roztworem pepsyny przez
10 min. Natomiast przeciwciało EMA nie wymagało odsłaniania determinant.
Do wizualizacji użyto odczynnika EnVision+HRP (Dako, K4001) – 30 min. Chro-
mogenem była diaminobenzydyna (Dako, K3468). Jądra komórkowe zostały pod-
barwione hematoksyliną. Na koniec preparaty odwodniono w szeregu alkoholi
o wzrastającym stężeniu i prześwietlono w ksylenie.

Wyniki

Za pomocą metody immunohistochemicznej wykazano obecność mikro-
przerzutów w 3 węzłach chłonnych pobranych od 2 pacjentów z rakiem od-
bytnicy, poddanych wstępnej radioterapii. Mikroprzerzuty stwierdzono
na skrawkach pochodzących tylko z jednej głębokości węzła. W rutynowym
barwieniu H+E nie zostały one dostrzeżone przez patologa. Przerzutowe ko-
mórki nowotworowe w trzech ww. węzłach chłonnych wykazały pozytywne
barwienie przeciwciałem CK AE1/AE3 (ryc. 1. i 2.), natomiast negatywne na obec-
ność CK 20, CEA, EMA. Autorzy niniejszej pracy określili te przypadki jako gru-
pę pacjentów z mikroprzerzutami. Spośród 50 pacjentów u 2 (4%) wykazano
pozytywne barwienie koktajlem cytokeratyn CK AE1/AE3. Stwierdzono je w 3
(0,53%) z 570 węzłów chłonnych. Pozostali pacjenci zostali określeni jako gru-
pa bez mikroprzerzutów do regionalnych węzłów chłonnych.

Dyskusja

Barwienia immunohistochemiczne były wykorzystywane do identyfikacji
mikroprzerzutów w różnych nowotworach złośliwych [12–15]. W tym celu uży-
wano wielu przeciwciał monoklonalnych i poliklonalnych. Autorzy niniejszej
pracy w badaniach posłużyli się 4 przeciwciałami monoklonalnymi: CK AE1/AE3,
CEA, CK20, EMA. Pierwsze i ostatnie przeciwciało są użytecznymi narzędziami
do identyfikacji szerokiego przekroju nowotworów nabłonkowych. Natomiast
CEA i CK20 są szczególnie przydatne do klasyfikowania raków pochodzących
głównie z przewodu pokarmowego. Pozytywne barwienie z ich wykorzysta-
niem obserwowano we wszystkich guzach pochodzących od 50 pacjentów z ra-
kiem okrężnicy lub odbytnicy po radioterapii przedoperacyjnej. Mikroprzerzuty
zidentyfikowane w węzłach chłonnych wykazały pozytywną reakcję wyłącznie
z anty-CK AE1/AE3. Określenie najbardziej czułych markerów służących do wy-
krywania mikroprzerzutów może stanowić fundament do właściwego plano-
wania postoperacyjnej terapii pacjentów, u których stwierdzono ich obecność.
Dotychczasowe badania nie określają jednak jasno wpływu ich wykrycia na pla-
nowanie chemioterapii adjuwantowej i przeżycie pacjentów. Część badaczy nie
wykazała różnicy w przeżyciu między pacjentami z mikroprzerzutami a tymi
bez ich obecności [16, 17]. Inni demonstrowali znaczną przewagę przeżycia pa-
cjentów bez stwierdzonych mikroprzerzutów [3, 18]. Sprecyzowanie roli mikro-
przerzutów, izolowanych komórek nowotworowych wymaga dalszych badań,
szczególnie na poziomie molekularnym, w różnych typach nowotworów.

Podsumowanie

W opisanych powyżej badaniach:
1. Wykazano obecność mikroprzerzutów, co potwierdza znaczenie metod

immunohistochemicznych w ich oszacowaniu.



2. Spośród ocenianych markerów najbardziej czuły dla wy-
krywania mikroprzerzutów okazał się koktajl cytokeratyn
CK AE1/AE3.

3. Stwierdzono obecność mikroprzerzutu w skrawkach po-
chodzących z jednej z dwóch głębokości węzła, co wska-
zuje na konieczność seryjnego cięcia węzłów.
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RRyycc..  11..  Węzeł chłonny – barwienie anty-CK AE1/AE3 na obecność
przerzutowych komórek nowotworowych (powiększenie 40 ×)
FFiigg..  11..  Lymph node with anti-CK AE1/AE3 antibody staining for detection
micrometastases (original magnification, 40 ×)

RRyycc..  22.. Węzeł chłonny – barwienie anty-CK AE1/AE3 na obecność prze-
rzutowych komórek nowotworowych (powiększenie 200×)
FFiigg..  22..  Lymph node with anti-CK AE1/AE3 antibody staining for detection
micrometastases (original magnification, 200×)
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