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1 Wykaz skréotow stosowanych w rozprawie

ASCO

BED
BER
BRCA1

BRCAZ2

CAIX
Ca-125
CEA

CR

CTV
DNA-PK
DSB
EGFR

ERCC1

EQD2

FIGO

GLUT

HDR

HIF-1

HIV
HPV

- Amerykanskie Towarzystwo Onkologii Klinicznej (ang. American Society of
Clinical Oncology)

- dawka efektywna biologicznie (ang. Biological Effective Dose)

- naprawa DNA przez wycinanie zasad (ang. base-excision repair)

- gen supresorowy zlokalizowany na dlugim ramieniu chromosomu 17 (ang.
Breast Cancer 1)

- gen supresorowy zlokalizowany na dtugim ramieniu chromosomu 13 (ang.
Breast Cancer 2)

- anhydraza weglanowa IX (ang. carbonic anhydrase 1X)

- antygen rakowy 125 (ang. cancer antigen 125)

- antygen karcinoembrionalny (rakowo - ptodowy) (ang. carcino-embryonic
antigen)

- calkowita odpowiedz na leczenie (ang. Complete Remission)

- kliniczna obj¢tosé tarczowa (ang. Clinical Target Volume)

- DNA-zalezna kinaza bialek (ang. DNA-dependent protein kinase)

- peknigcie dwuniciowe DNA (ang. double-strand breakage)

- receptor dla naskorkowego czynnika wzrostu (ang. Epidermal Growth Factor
Receptor)

- polipeptyd naprawy DNA przez krzyzowe wycigcie 1 uzupelnienie (ang.
excision repair cross-complementation group 1 polypeptide)

- dawka rownowazna dawce we frakcjach po 2 Gy (ang. equivalent dose in 2
Gy fractions)

- Miedzynarodowa Federacja Ginekologéw i Potoznikow (ang. International
Federation of Gynecology and Obstetrics)

- transporter glukozy (ang. Glucose Transporter)

- brachyterapia wysoka moca dawki (ang. high dose rate)

- czynnik indukowany hipoksja 1 (ang. hypoxia-inducible factor)

- ludzki wirus uposledzenia odpornosci (ang. Human Immunodeficiency Virus)

- wirus brodawczaka ludzkiego (ang. Human Papillomavirus)



HRR
ICRU

IGRT
IMRT

NER
NHEJ

0OS
PARP
PD

PR

PTV
RECIST

RT-PCR

SD

SSB

VMAT

WWT

- naprawa rekombinacyjna DNA (ang. homologous recombination repair)

- Migdzynarodowa Komisja ds. Urzadzen Promieniotworczych i Pomiarow
(ang. International Commission on Radiation Units and Measurements)

- radioterapia sterowana obrazem (ang. Image-guided radiation therapy)

- radioterapia z intensywng modulacjg wigzki promieniowania (ang. Intensity-
modulated radiotherapy)

- naprawa DNA przez wycinanie nukleotydu (ang. nucleotide-excision repair)

- naprawa DNA przez taczenie niechomologicznych zakonczen (ang. non-
homologous end joining)

- przezycie catkowite (ang. overall survival)

- polimeraza poli(ADP-rybozy) (ang. Poly(ADP-ribose) polymerase)

- progresja choroby (ang. Progressive Disease)

- czgsciowa odpowiedz na leczenie (ang. Partial Remission)

- planowana obj¢to$¢ tarczowa (ang. Planning Target Volume)

- kryteria odpowiedzi na leczenie w guzach litych (ang. Response Evaluation
Criteria in Solid Tumours)

- reakcja tfancuchowa z odwrotng transkryptaza (ang. reverse transcriptase
polymerase chain reaction)

- stabilizacja choroby (ang. Stable Disease)

- peknigcie jednoniciowe DNA (ang. single-strand breakage)

- wielotukowa dynamiczna technika radioterapii (ang. Volumetric Modulated
Arc Therapy)

- wspolczynnik wzmozenia tlenowego



2 Wstep

2.1 Patologia raka szyjki macicy

Rak szyjki macicy rozwija si¢ zwykle w okolicy uj$cia zewng¢trznego kanatu szyjki
macicy w strefie przeksztatcen. Jest to miejsce, w ktorym dochodzi do fizjologicznej
metaplazji cylindrycznego nablonka gruczolowego w wielowarstwowy plaski. Punktem
wyjscia karcynogenezy jest dysplazja (cervical intraepithelial neoplasia, CIN), polegajaca na
zmianie cech morfologicznych jadra komoérkowego i cytoplazmy, zaburzeniu warstwowosci
nabtonka 1 wystgpieniu nieprawidtowych figur podziatu. W zaleznos$ci od nasilenia opisanych
zmian, wyodrgbniono dysplazje matego stopnia (CIN I), sredniego stopnia (CIN II) i duzego
stopnia (CIN III). W ostatnim przypadku cata grubo$¢ nablonka zajgta jest przez komorki
dysplastyczne 1 atypowe, jednak bez przerwania blony podstawnej — stan ten zwany jest takze
rakiem in situ. Wykazano, ze u podloza powstania dysplazji szyjki macicy lezy przewlekta
infekcja wywotana onkogennymi typami ludzkiego wirusa brodawczaka (Human

Papillomavirus, HPV).

Dhugi okres pomiedzy zakazeniem wirusem HPV a rozwojem raka inwazyjnego oraz
fakt, ze wigkszo§¢ zakazen HPV 1 znaczna cze$¢ dysplazji zwigzanych z HPV ustgpuje
samoistnie pozwala przypuszczaé, ze do rozwoju raka inwazyjnego niezbedne jest
wystgpienie dodatkowych czynnikow (1,2). Badania epidemiologiczne wykazaly istotny
wplyw takich czynnikow jak: palenie papierosdéw, stosowanie doustnej antykoncepcji oraz
zaburzenia funkcjonowania uktadu odpornosciowego gospodarza. Zwigzek epidemiologiczny
pomigdzy paleniem papierosow a podwyzszonym ryzykiem wystapienia raka szyjki macicy
zostal opisany juz w latach szesédziesiatych (3). Pozniejsze badania potwierdzity obecnosc
nikotyny i jej metabolitow o dzialaniu karcynogennym w §luzie szyjkowym palaczek (4).
Ponadto stezenie tych substancji bylo wyzsze w §luzie niz w surowicy krwi obwodowej. Z
kolei hormony steroidowe stosowane w antykoncepcji doustnej moga wigza¢ si¢ z DNA
zakazonych przez HPV komorek i zwigkszaé transkrypcje wirusowych onkogenow (5).
Istotny wplyw na rozwdj przetrwatego zakazenia ma takze stan uktadu odpornosciowego.

Wykazano bowiem, ze u kobiet z niedoborami odpornosci po przeszczepie nerek, u chorych



na tocznia ukladowego lub zakazonych ludzkim wirusem uposledzenia odpornosci (HIV)
ryzyko zakazenia wirusem HPV i rozwoju raka szyjki macicy jest znacznie wyzsze niz w

populacji ogolnej (6,7,8).

Uwaza sie, ze w przypadkach nie leczonych 15% dysplazji matego stopnia prowadzi do
rozwoju raka inwazyjnego w ciggu 2 lat i okoto 30% dysplazji wysokiego stopnia w ciggu 10
lat. (9). Przekroczenie przez komoérki nowotworowe blony podstawnej $swiadczy o
inwazyjnym charakterze zmiany. Rak inwazyjny moze przybiera¢ r6zng postaé: egzofityczna,
owrzodzenia badz nacieku szerzacego si¢ ptasko wzdluz btony $luzowej szyjki macicy. W
kolejnym etapiec procesem nowotworowym obj¢te zostajg $ciana pochwy i tkanka wokoét
szyjki 1 macicy (tzw. przymacicza). Nierzadko choroba szerzy si¢ jednoczesnie w obu
kierunkach. Dalszy rozwo6j choroby prowadzi do zajecia przez ciaglo$¢ dolnych czesci
pochwy, macicy, przymacicz az do kosci miednicy, a takze narzadow sasiednich: pegcherza
moczowego 1 odbytnicy. Do czgstych powiktan zaawansowanego raka szyjki macicy nalezy
wodonercze zwigzane z uciskiem dréog moczowych i utrudnieniem odptywu moczu.
Jednoczesnie z postgpem miejscowego zaawansowania choroby wzrasta ryzyko przerzutow
do weztéw chlonnych — w pierwszej kolejnosci do regionalnych weztow okotoszyjkowych i
okotomacicznych, nastgpnie zastonowych, podbrzusznych, biodrowych zewngtrznych i
przedkrzyzowych. Przerzuty w wezlach okoloaortalnych bez zajgcia weztdéw biodrowych
naleza do rzadkosci. Z kolei przerzuty droga krwi pojawiaja si¢ pdzno i lokalizujg si¢ przede
raka szyjki macicy cechuje si¢ wzglednie stalg 1 powtarzalng sekwencjg obserwowanych
zmian w przebiegu choroby. Stad w 1994 roku w Montrealu Migdzynarodowa Federacja
Ginekologéw i Potoznikow (International Federation of Gynecology and Obstetrics, FIGO)
zaproponowata ujednolicone, kryteria oceny klinicznego zaawansowania raka szyjki macicy.
W roku 2009 wprowadzona zostata najnowsza modyfikacja tej klasyfikacji, opracowana przy
wspotudziale innych towarzystw miedzynarodowych, takich jak: International Gynecologic
Cancer Society (IGCS), Gynecologic Intergroup (GCIG), Society of Gynecologic Oncologists
(SGO), International Society of Gynecologic Pathologists (ISGyP) i American Joint
Commission on Cancer (AJCC) (tabela 1)



Tabela 1. Klasyfikacja klinicznego stopnia zaawansowania raka szyjki macicy wedlug FIGO

(2009 1.)

Stopien Charakterystyka

| Rak $cisle ograniczony do szyjki macicy

la Rak mikroinwazyjny

lal Glebokos¢ naciekania podscieliska < 3mm, $rednica < 7mm

la2 Glegbokos¢ naciekania podscieliska < Smm, $rednica < 7mm

Ib Zmiany wicksze niz [a2, widoczne klinicznie lub nie

bl Klinicznie widoczna zmiana <4cm

b2 Klinicznie widoczna zmiana >4cm

1 Rak przechodzi poza szyjke macicy

Naciek przechodzi na sklepienie i/lub pochwe, nie przekraczajac

lla AT o .
2/3 gbrnej czesci jej $cian, bez naciekoOw przymacicz

b Naciek przymacicz nie dochodzacy do kosci miednicy

Rak dochodzi do $ciany miednicy i/lub obejmuje dolng 1/3

i dhugosci pochwy, wodonercze

Rak nacieka 1/3 dolng pochwy, w przymaciczach nie stwierdza

Ia si¢ naciekéw dochodzacych do kosci

Guzowate nacieki przymacicza dochodzace do kosci, obecnos¢

b . . .
wodonercza lub nieczynnej nerki

Przejs$cie raka poza teren miednicy mniejszej lub naciekanie
narzadéw sgsiednich

IVa Naciekanie $luzoéwki pecherza moczowego lub odbytnicy

IVb Przerzuty odlegle




2.2 Epidemiologia

Rak szyjki macicy stanowi istotny problem epidemiologiczny, zdrowotny oraz
spoteczny zarowno w Polsce jak 1 na calym $§wiecie. Zachorowalno$¢ na ten nowotwor
cechuje si¢ ogromng réznorodnoscig regionalng, etniczng 1 kulturowsa. Najwigksza
zachorowalno$¢ opisuje si¢ w krajach Afryki oraz Ameryki Poludniowej i Srodkowe;.
Szacuje si¢, ze 85% zachorowan na S$wiecie diagnozuje si¢ wilasnie w tzw. krajach
rozwijajacych si¢. Wedlug danych epidemiologicznych, rocznie w Polsce odnotowuje si¢
blisko 3000 nowych zachorowan (2807 zachorowan w roku 2014) (10). Problem poteguje
fakt, ze szczyt zachorowalnos$ci przypada w przedziale wiekowym miedzy 45 a 64 rokiem
zycia, a zatem na okres pelnej aktywnos$ci spotecznej i zawodowej kobiet. Jednoczesnie
obserwuje si¢ stopniowy spadek zachorowalno$ci w ostatnich dziesigcioleciach. W przeciagu
ostatnich trzydziestu lat wynidst on okoto 30%. Poréwnanie liczby zachorowan i
standaryzowanych wspotczynnikow zachorowalno$ci w tych latach przedstawiono w tabeli 2
(10).

Tabela 2. Zachorowalno$¢ na raka szyjki macicy w Polsce w latach 1980 — 2014.

Rok Liczba zachorowan Wspolczynnik standaryzowany
1980 3532 16,4

1985 3837 16,8

1990 3658 15,2

1995 3856 14,8

2000 3597 13,1

2005 3263 11,5

2010 3078 10,3

2014 2807 8,8
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Sukcesywny spadek liczby zachorowan obserwowany szczego6lnie w grupie mtodych
kobiet (20 — 44 rok zycia) przypisuje si¢ migdzy innymi upowszechnieniu badan
cytologicznych i zwigkszeniu $wiadomosci spotecznej. Pod wzgledem zachorowalnosci
Polska nie odbiega istotnie od reszty Unii Europejskiej (w 2009 roku okoto 15% wyzsza), to
réznice w umieralnosci sg juz bardzo znaczne. Szacuje si¢, ze w Polsce umieralnos¢ jest az o
70% wyzsza od reszty Unii (10) i wynosi okoto 1600 rocznie (1628 zgondéw w roku 2014). To
ponad potowa odnotowanych w tym samym czasie zachorowan. Na te sytuacje
epidemiologiczng najwigkszy wptyw ma fakt, ze u zdecydowanej wigkszo$¢ chorych
nowotwodr rozpoznawany jest w zaawansowanym stadium (stopnie I1IB 1 wyzsze wg FIGO).
Nie bez znaczenia jet takze brak pelnego leczenia interdyscyplinarnego, w tym gtownie brak

zcentralizowanego leczenia operacyjnego.

2.3 Rola radiochemioterapii w leczeniu zaawansowanego raka szyjki macicy

Przetomowym momentem w leczeniu zaawansowanego raka szyjki macicy byt rok
1999, kiedy to opublikowanych zostalo pi¢¢ duzych badan klinicznych oceniajacych
skutecznosc¢ leczenia skojarzonego taczacego radioterapie i podawanie cytostatykow. Badania
te roznity si¢ od siebie Stopniem zaawansowania choroby, schematem zastosowanej
chemioterapii 1 czasem obserwacji, jednakze wyniki jednoznacznie wykazaty wyzszo$¢
leczenia skojarzonego nad samodzielng radioterapia. Wyniki tych badan sktonity National
Cancer |Institut do zmiany obowigzujacych dotychczas zalecen 1 wprowadzenia
radiochemioterapii jako standardowego postepowania terapeutycznego u chorych z

zaawansowanym rakiem szyjki macicy.

Badanie RTOG 90-01 (11) obejmowato 388 chorych z rakiem szyjki macicy w stopniu
zaawansowania 1IB — IVA wedlug FIGO. W ramieniu badanym chore poddane byty
teleradioterapii na okolice miednicy mniejszej i brachyterapii skojarzonej z chemioterapia
opartg na Cisplatynie i 5-fluorouracylu. Wyniki leczenia odniesione byty do grupy kontrolnej
poddanej wytacznie teleradioterapii 1 brachyterapii, przy czym w grupie tej zastosowano

rozszerzone pola napromieniania obejmujace dodatkowo wezty chlonne okoloaortalne. W
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trakcie pigcioletniej obserwacji autorzy wykazali 15% wyzsze przezycia ogdlne, wydtuzenie o
27% czasu wolnego od choroby oraz 19% spadek ryzyka wystapienia przerzutow w grupie
pacjentek poddanych skojarzonej radiochemioterapii. Z kolei badanie GOG 85 (12)
obejmowato poréwnywalng liczbe chorych (368 pacjentek) na raka ptaskonabtonkowego i
gruczotowego szyjki macicy w tym samym stopniu zaawansowania co w badaniu RTOG 90-
01. Badana grupa chorych zostala zrandomizowana i losowo przydzielona do podgrupy
otrzymujacej skojarzona radiochemioterapi¢ oparta na cisplatynie i S-fluorouracylu oraz
radioterapi¢ skojarzong z hydroksymocznikiem. W obu ramionach zastosowano jednak
identyczny protokot teleradioterapii, ktéra obejmowata wytacznie obszar miednicy mniejsze;.
Pomimo krétszego czasu obserwacji, ktory wynosit trzy lata, autorzy opisali istotne
statystycznie lepsze przezycia ogoélne (p=0,018) i wydtuzenie czasu wolnego od choroby
(p=0,033) w grupie chorych otrzymujacych chemioterapi¢ oparta na Cisplatynie. Badaniem
obejmujacym najwigksza grupe chorych byto badanie GOG 120 (13). Wiaczono do niego 526
pacjentek z rakiem ptaskonablonkowym 1 gruczolowym szyjki macicy w stopniu
zaawansowania 1B — IVA, u ktorych wykluczono zajecie okotoaortalnych weztow chtonnych
procesem nowotworowym. Chore przydzielono losowo do jednej z trzech podgrup. W
pierwszej stosowano cotygodniowe podanie Cisplatyny w dawce 40 mg/m? powierzchni ciata
przez sze§é¢ tygodni, w drugiej Cisplatyne w dawce 50 mg/m? i 5-fluorouracyl w dawce 4
g/m? jako wlew 96-godzinny w dniu 1 i 29 leczenia wraz z hydroksymocznikiem podawanym
dwa razy w tygodniu w dawce 2 g/m?® przez 6 tygodni leczenia. Natomiast w trzeciej
podgrupie chorym podawano wylacznie hydroksymocznik w dawce 3 g/rn2 dwa razy w
tygodniu. We wszystkich trzech podgrupach chemioterapi¢ kojarzono z napromienianiem
miednicy wedlug identycznego protokotu. Pordéwnanie trzyletnich obserwacji roéwniez
wykazato istotne statystycznie réznice pod wzgledem czasu do progresji choroby na korzys¢
obu schematow zawierajacych Cisplatyng wzglgdem schematu opartego wylacznie na
hydroksymoczniku (p=0,001). Jednocze$nie autorzy nie wykazali réznic w przezyciach
ogolnych, czasie do progresji, kontroli miejscowej 1 wystgpieniu przerzutow do ptuc
pomiedzy obiema podgrupami otrzymujacymi Cisplatyne. Stwierdzono natomiast istotnie
wyzsza toksyczno$¢ schematow wielolekowych, wskazujac radiochemioterapie skojarzong
wylacznie z Cisplatyng jako optymalng metode leczenia chorych z zaawansowanym rakiem

szyjki macicy. Podsumowaniem tych doniesien byla metaanaliza Green’a 1 wsp.
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opublikowana w 2001 roku (14) obejmujgca 19 randomizowanych badan klinicznych
przeprowadzonych w latach 1981 — 2000. Do analizy zakwalifikowano tacznie 4580 chorych
poddanych radioterapii samodzielnej lub skojarzonej z chemioterapig oparta na Cisplatynie.
Wyniki jednoznacznie wykazaly istotnie statystycznie lepsze przezycia ogdlne, wydtuzenie
czasu do progresji choroby i rzadsze wystepowanie wznow miejscowych oraz odlegtych u
pacjentek, u ktérych zastosowano chemioradioterapie. Jednoczesnie opisano znaczaco
wyzsza, lecz akceptowalng toksyczno$¢ leczenia skojarzonego, szczeg6lnie ze strony ukladu
hematologicznego i przewodu pokarmowego. Jednakze, opublikowana w roku 2004 powtdrna
analiza badania RTOG 90-01, uwzgledniajgca dluzszy czas obserwacji (mediana 6,6 roku),

nie wykazala istotnych réznic w pdznej toksycznosci leczenia (15).

Przez ostatnich pigtnascie lat skojarzona radiochemioterapia oparta na Cisplatynie stata
si¢ standardowym schematem leczenia zaawansowanego raka szyjki macicy na catym
$wiecie. Dopiero w roku 2009 na zjezdzie Amerykanskiego Towarzystwa Onkologii
Klinicznej (American Society of Clinical Oncology, ASCO) przedstawiono poréwnanie
radioterapii skojarzonej z Cisplatyng i Gemcytabing ze standardowa radiochemioterapig
opartg wylacznie na Cisplatynie (16). W grupie badanej chore otrzymywaty cotygodniowo
Cisplatyng w standardowej dawce 4Omg/m2 powierzchni ciata i Gemcytabing w dawce
125mg/m? przez caly okres trwania radioterapii, a nastgpnie dwa cykle chemioterapii
uzupehiajacej (Cisplatyna 50mg.m? i Gemcytabiana 1000mg/m?) w odstepach co 21 dni. W
trakcie trzyletniej obserwacji grupy 515 pacjentek autorzy wykazali istotne statystycznie
wydtuzenie czasu wolnego od choroby 1 przezy¢ catkowitych. Jednocze$nie odnotowano
istotny, jednakze akceptowalny wedlug autorow doniesienia, wzrost toksycznosci
hematologicznej i ze strony przewodu pokarmowego. Badanie to nie wyjasnilo jednak, czy
poprawa wynikow leczenia wynikata z dodania gemcytabiny do jednoczasowej chemioterapii,

dodania chemioterapii po zakonczeniu radioterapii czy obu czynnikow jednoczesnie.

Aktualne zalecenia Polskiej Unii Onkologii w zakresie ginekologii onkologicznej
uznajg za standard leczenia skojarzong radiochemioterapi¢ oparta na Cisplatynie podawanej w
dawce 40mg/m? co 7 dni u wszystkich chorych z zaawansowanym rakiem szyjki macicy.
Analogiczne leczenie zaleca takze amerykanska organizacja National Comprehensive Cancer

Network.
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2.4 Znaczenie hipoksji w odpowiedzi komorek na radioterapi¢

Hipoksja, czyli niedobor tlenu w tkankach, uwazana jest za najistotniejszy czynnik
oporno$ci na radioterapi¢. Stezenie parcjalne tlenu w tkance prawidlowej wynosi okoto 7%
(53mmHg), zas w tkance nowotworowej miesci si¢ w przedziale od 7% do nawet ponizej 1%
(17). W tkance nowotworowej wynika ona przede wszystkim z bardzo szybkiego podziatu
komorek i1 zwigkszaniu objetosci guza, przy jednoczesnie stosunkowo wolnej angiogenezie.
Perfuzja tlenu z naczyn do tkanek mozliwa jest bowiem na glgbokos¢ okoto 100 do 180 um
(18). Zmienng wrazliwo$¢ na promieniowanie jonizujace tkanki w warunkach hipoksji i
normoksji opisuje wspotczynnik wzmozenia tlenowego WWT (oxygen enhancement ratio,
OER). Jest on definiowany jako stosunek dawki promieniowania dajacej ten sam efekt w
r6znych warunkach tlenowych. Tym samym parametr ten pokazuje, jak wzrasta wrazliwos¢
komorek na letalne dziatanie promieniowania wraz ze wzrostem ci$nienia parcjalnego tlenu
(19). Dotychczasowe badania wskazuja, ze dla dawek frakcyjnych w przedziale 1,8 do 2,0Gy
WWT przyjmuje wartosci od 1,2 do 2,0 (20).

Czasteczka tlenu bierze udziat w stabilizacji uszkodzen DNA wywotanych
promieniowaniem jonizujagcym. Wigzka promieniowania fotonowego na zasadzie wtdrnych
zderzen camptonowskich wzbudza w komorce wtorny strumien elektronéw. Elektrony te
powoduja jonizacje napotkanych czasteczek, ktorymi w komorce najczescie] sg czasteczki
wody. Efektem takich oddzialywan jest jonizacja wody i1 powstanie wolnych rodnikow
hydroksylowych 1 wodorowych. Strumien elektronéw moze takze oddziatywac z czasteczka
DNA powodujac powstanie wolnych rodnikoéw organicznych. Powstale w ten sposob rodniki
reagujg dalej z czagsteczka DNA prowadzac do peknie¢ dwuniciowych (double-strand
breakage, DSB) i jednoniciowych (single-strand breakage, SSB) (20). Zaréwno ilos¢
powstatych peknie¢ dwuniciowych, jak i wewngtrzna zdolno$¢ komorki do ich naprawy
warunkuje skuteczno$¢ radioterapii (21,22). Rola tlenu polega na utrwaleniu powstatych
uszkodzen DNA w mechanizmie fizykochemicznym, w wyniku czego sa one niedostgpne dla
enzymoéw naprawczych (23). Tlen musi jednak by¢ obecny w komorce w chwili

napromieniania lub nie p6zniej niz Sms (24).
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Najpowszechniej stosowang metoda oceny stezenia parcjalnego tlenu w tkance jest
uzycie elektrody Eppendorfa. Jest to jednak metoda inwazyjna, ktorej warto§¢ predykcyjna
pomimo uptywu lat nie zostala jednoznacznie udowodniona. W ostatnich latach coraz
wicksze zainteresowanie badaczy kierowane jest w stron¢ biatek, ktérych ekspresja
indukowana jest wtasnie hipoksja. Nalezg do nich przede wszystkim biatko HIF-1, CAIX oraz
GLUT-3.

2.5 Mechanizm dzialania Cisplatyny

Cisplatyna jest jednym z najstarszych i jednocze$nie najszerzej stosowanych
cytostatykow w onkologii. Nalezy do tzw. zwigzkow alkilujacych, ktorych dzialanie polega
na tworzeniu wigzan z DNA uniemozliwiajac jego replikacje. Uwaza si¢, ze blisko 65%
takich polaczen stanowig dwufunkcyjne 1,2-wewnatrzniciowe, krzyzowe potaczenia, w
ktoérych kompleks platyny tworzy krzyzowe wigzanie pomigdzy dwoma sgsiednimi atomami
N(7) guaniny. Wspomniany, nukleofilowy azot N(7) jest dobrze dostgpny na gtéwnym rowku
podwojnej helisy i nie bierze udzialu w tworzeniu wigzania wodorowego pomigdzy
komplementarnymi parami zasad azotowych (25). Wigzanie takie jest bardzo stabilne i moze
by¢ przerwane jedynie przez zwigzki silnie nukleofilowe (np. cyjanek, tiomocznik). Ponadto
wigzanie takie powoduje charakterystyczne zagiecie podwojnej nici DNA, w wyniku czego
powstaja dodatkowe naprezenia, ktorych efektem jest rozplatanie helisy prowadzace do
zaburzen struktury matych i duzych rowkow. (26). W nastgpstwie tych zmian powstajg
pekniecia nici DNA (jedno- 1 dwuniciowe), uniemozliwiajgce prawidlowa replikacje 1
transkrypcje. Uwaza si¢, ze oporno$s¢ na pochodne platyny wynika glownie z wysokiej
aktywnos$ci uktadu glutationu, ktory wigze wolne rodniki oraz z podwyzszonej aktywno$ci

enzymow naprawy DNA.
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2.6 Naprawa uszkodzen DNA wywolanych napromienianiem i Cisplatyna

Efektem oddziatywania zaré6wno promieniowania jonizujacego jak i Cisplatyny na
komorki jest przede wszystkim powstanie uszkodzen jadrowego DNA pod postacig peknigé
jedno- i dwuniciowych. W komorkach wystepuje szereg mechanizmow molekularnych
umozliwiajacych naprawe takich uszkodzen. Uwaza si¢, ze stopien sprawnosci tych

mechanizmow ma kluczowe znaczenie w opornosci na zastosowane leczenie.

Najwazniejszym mechanizmem naprawy peknig¢ jednoniciowych jest naprawa przez
wycinanie zasady (base-excision repair, BER) oraz naprawa przez wycinanie nukleotydu
(nucleotide-excision repair, NER). Z kolei pgknigcia dwuniciowe naprawiane sg na drodze
naprawy rekombinacyjnej (tzw. rekombinacja homologiczna, homologus recombination
repair, HRR) oraz lgczenia niehomologicznych zakonczen (non-homologous end joning,
NHEJ).

Naprawa przez wycinanie zasad polega na usuwaniu uszkodzen powstatych w
pojedynczych zasadach DNA. Uwaza sig, ze proces ten zainicjowany jest przez biatko PARP,
ktére rozpoznaje miejsce uszkodzenia DNA, taczy si¢ z tym miejscem i rekrutuje biatka
naprawy. W kolejny etap procesu zaangazowane sa przede wszystkim glikozylazy DNA 1
endonukleazy AP. Zadaniem pierwszych z nich jest przecigecie wigzania B-N glikozydowego
migdzy uszkodzong zasada a deoksyryboza. W ten sposéb usunigta zostaje uszkodzona
zasada, a W jej miejscu powstaje tzw. miejsce apurynowe/apirymidynowe. Miejsce to
rozpoznawane jest przez endonukleaze AP, ktéra nacina DNA w kierunku 5’tworzac wolny
koniec 3’-OH. W nast¢gpnym etapie polimeraza DNA (Pol 1) wydtuza ni¢ DNA na matrycy
nici siostrzanej. W ostatnim etapie tego procesu ligaza DNA taczy nowopowstaly fragment

DNA ze starym za pomocg wigzania fosfodiestrowego.

Z Kolei naprawa przez wycinanie nukleotydu dotyczy przede wszystkim wigkszych
uszkodzen. Mechanizm tej naprawy rozpoczyna si¢ od rozpoznania uszkodzenia przez biatko
XPA 1 XPC. W kolejnym etapie nastepuje wycigcie fragmentu DNA (zwykle o dtugosci ok.
30 par zasad) przez endonukleaze (XPG, XPF-ERCC1). Po rozpleceniu wolnych fragmentow

DNA przez helikazy XPBi XPD, w miejsce wycigtego fragmentu syntetyzowana jest nowa
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ni¢ na drodze parowania zasad dzigki aktywnosci polimerazy & lub polimerazy € w obecnosci
biatek PCNA i RFC. Podobnie jak w przypadku naprawy przez wycinanie zasad, proces
konczy ligaza DNA syntetyzujagca wigzanie fosfodiestrowe pomig¢dzy nowym i starym
fragmentem DNA. Proces ten uwazany jest za bezbtedny, wiernie odtwarza strukture DNA i

nie prowadzi do powstania mutacji.

Z punktu widzenia komorki, znacznie bardziej niebezpieczne sg peknigcia dwuniciowe,
gdyz w trakcie ich naprawy brak jest siostrzanej nici DNA, umozliwiajacej wierne
odtworzenie kolejnosci zasad. Ich naprawa odbywa si¢ najczgsciej na drodze taczenia
nicholomologicznych zakonczen. Uszkodzenia takie rozpoznawane sg przez biatko Ku, ktére
jest heterodimerem (Ku70 i Ku80). W drugim etapie przylaczana jest DNA-zalezna kinaza
bialek (DNA-dependent protein kinase), ktorej podjednostka katalityczna tworzy kompleks
DNA-PK. Tym samym dochodzi do rekrutacji enzymoéw przetwarzajacych konce DNA:
polimeraz i ligazy IV, ktorej kofaktorem jest biatko XRCC4. Mechanizm ten jest stosunkowo
szybki, moze zachodzi¢ w kazdej fazie cyklu komorkowego, moze jednak prowadzi¢ do

btedow i powstania mutacji (27).

Drugim mechanizmem naprawy uszkodzen dwuniciowych jest naprawa
rekombinacyjna, ktéora moze zachodzi¢ jedynie w fazie S 1 G2 cyklu komoérkowego.
Kluczowa role odgrywa tu kompleks biatek MRN (MREI11, RADS50, NBS1), ktory
syntetyzuje krotkie odcinki jednoniciowego DNA (ssDNA). Nastepnie dzigki biatkom
BRCA1 i1 BRCA2 oraz RADS51 dochodzi do potaczenia tych odcinkéw ssDNA z
nieuszkodzong matryca, ktoéra stanowi siostrzana chromatyda. W dalszej kolejnosci przy
udziale polimeraz, nukleaz i helikaz dochodzi do odtworzenia ciggtosci brakujgcych
sekwencji na drodze parowania zasad. W ostatnim etapie, czteroniciowy produkt ulega
rozdzieleniu 1 poprzez nacigcie i ponowne potaczenie. W procesie tym moze dochodzi¢ do

wymiany informacji genetycznej pomigdzy siostrzanymi chromatydami.

Zaburzenia w komorkach nowotworowych prowadzace do zamian ekspres;ji
poszczegolnych biatek bioracych udziat w wymienionych powyzej procesach moga

prowadzi¢ do powstania opornos$ci na stosowang terapi¢. Ponadto prowadzone sg proby
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farmakologicznego blokowania poszczegolnych biatek naprawy, ktére majg by¢ zrodiem

opracowania w przyszlosci nowych terapii celowanych.

2.7 Czynniki prognostyczne raka szyjki macicy

Wsrod dotychezas zdefiniowanych czynnikow prognostycznych zaawansowanego raka
szyjki macicy, za najwazniejsze uznaje si¢: stopien zaawansowania procesu nowotworowego,
przerzuty w weztach chtonnych oraz wielkosci guza nowotworowego. Za czynniki o
mniejszym znaczeniu uwaza si¢: stopien ztosliwosci histologicznej G, wiek chorej i stan
ogblny zdrowia. W odniesieniu do miejscowo zaawansowanego raka szyjki macicy, czynniki
takie jak typ histologiczny raka oraz wynik badania cytologicznego pobranego z otrzewnej

nie majg istotnego znaczenia prognostycznego (28)

2.7.1 Stopien zaawansowania klinicznego

Stopien zaawansowania klinicznego nowotworu oceniony wedlug kryteriow
zaproponowanych przez FIGO jest uwazany za jeden z najistotniejszych czynnikéw
prognostycznych u chorych na raka szyjki macicy. Szacuje sig¢, ze pigcioletnie przezycia
calkowite u chorych w stopniu IA wynosi 95 — 100%, w stopniu IB juz 75 — 100% za$ w
stopniu IV zaledwie ok. 5%. W badaniu Fylesa i wspoipracownikow (29), oceniajacym
wyniki leczenia 965 pacjentek we wszystkich stopniach zaawansowania, autorzy wykazali, ze
stopien FIGO jest najwazniejszym czynnikiem prognostycznym i wyprzedza takie czynniki
jak dawka z radioterapii oraz czas trwania radioterapii. Ponadto, po wytaczeniu z analizy
chorych, ktore otrzymaty dawke mniejsza niz 75Gy na punkt A dawka promieniowania nie
byta juz istotna pod wzgledem statystycznym. Z kolei Stehman i wsp. (28) w badaniu GOG
wskazujg na fakt, ze klasyfikacja FIGO nie uwzglednia tak waznego czynnika jak zajgcie

przez proces nowotworowy weztéw chtonnych.
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2.7.2 Przerzuty w wezktach chlonnych

W wielu badaniach zajecie przez proces nowotworowy regionalnych weztow chtonnych
uwazane jest za najwazniejszy czynnik prognostyczny, istotniejszy nawet od stopnia
zaawansowania klinicznego wedlug FIGO (28). Wykazano, ze u chorych leczonych
operacyjnie z powodu raka szyjki macicy pigcioletnie przezycia w grupie bez zaje¢tych
weztow chlonnych wynosza powyzej 90%, podczas gdy u chorych z przerzutami w weztach
miednicznych zaledwie 50-60%. W przypadku zaj¢cia weztdw chtonnych okotoaortalnych
przezycia te sg jeszcze nizsze i wynosza 20-40%. Ponadto wykazano istotne statystycznie
roznice w przezyciach w zaleznosci od ilo$ci zajetych weztow chtonnych — 62% w sytuacii
przerzutu do pojedynczego wezta, 36% przy przerzutach w dwoch weztach i 20% u chorych z
przerzutami do trzech lub czterech weztéw (30). W cytowanym powyzej badaniu GOG,
Stehman i wsp. (28) wskazuja, ze samodzielnym, najistotniejszym niekorzystnym czynnikiem
rokowniczym u chorych z miejscowo zaawansowanym procesem jest wlasnie zajecie weztow
chlonnych okotoaortalnych (co jednoczesnie kwalifikuje chore do IV stopnia zaawansowania

wedhug FIGO), za$ w drugiej kolejnosci weztow chtonnych miednicy.

2.7.3 Wielko$¢ guza nowotworowego

W wielu doniesieniach podkresla si¢ takze prognostyczng wartos¢ wielkosci guza przed
leczeniem, jako czynnika niezaleznego od stopnia zaawansowania wedlug FIGO
(28,31,32,33). W kontekscie miejscowo zaawansowanej choroby najciekawsze wyniki
dostarczylo badanie Eiffla, w ktérym retrospektywnie oceniono dlugo$¢ czasu wolnego od
choroby u 1526 chorych w stopniu 1B, otrzymujacych radykalng radioterapi¢. U chorych, u
ktorych maksymalna $rednica guza oceniona w badaniu ultrasonograficznym wynosita
ponizej 5 cm, pigcioletnie przezycia wolne od choroby wynosity 97%, podczas gdy u chorych

z guzem wigkszym juz tylko 84%.
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2.8 Czynniki predykcyjne raka szyjki macicy

Czynnikiem predykcyjnym jest parametr, ktory warunkuje spodziewang odpowiedz na
leczenie. W odréznieniu od czynnika prognostycznego, dotyczy on jedynie konkretnego
sposobu leczenia. Czynnikami predykcyjnymi sg na ogét parametry bezposrednio lub
posrednio zwigzane z mechanizmem dzialania danego typu terapii, a ich stopien ekspresji
determinuje skuteczno$¢ zastosowanego leczenia. Rozwoj genetyki, immunologii i biologii
molekularnej w ostatnich latach pozwolit na wyodrebnienie szeregu nowych czynnikow
predykcyjnych, takich jak stezenie antygenu karcynoembrionalnego (CEA), st¢zenie antygenu
raka ptaskonabtonkowego, Ca-125 i Cyfra 21-1, a takze immunohistochemiczna ocena
ekspresji P53, P16, Ki-67, EGFR. (34) Wyniki badan oceniajacych ich przydatno$¢ kliniczng
s jednak rozbiezne, stad dotychczas zaden z nich nie wszedt do standardowego panelu badan

diagnostycznych u chorych z zaawansowanym rakiem szyjki macicy.

2.9 Uzasadnienie podje¢cia badania

Rak szyjki macicy stanowi nadal istotny problem terapeutyczny. W Polsce dotyczy on
przede wszystkim choroby miejscowo zaawansowanej. Opracowania epidemiologiczne
odlegtych wynikow leczenia wykazuja, ze wraz z postgpem i doskonaleniem metod leczenia
nie uleglo istotnej poprawie rokowanie chorych na raka szyjki macicy. Od kilkunastu lat
standardem terapeutycznym w miejscowo zaawansowanej chorobie jest radiochemioterapia
oparta na Cisplatynie. Prowadzone w ostatnim czasie badania nad zastosowaniem nowych
chemioterapeutykow (Gemcytabina) wydaja si¢ obiecujace, lecz zwigzane sg z istotnym
wzrostem toksycznosci leczenia. Jednym z najistotniejszych problemow terapeutycznych w
zaawansowanym raku szyjki macicy jest duze zroznicowanie odpowiedzi na leczenie chorych
w tym samym stopniu zaawansowania i z pordwnywalnymi czynnikami prognostycznymi. Z
obserwacji klinicznych wynika, Ze pomimo przeprowadzenia pelnej radiochemioterapii
zgodnie z obowigzujagcym standardem, u czgsci chorych obserwuje si¢ przetrwaly proces
nowotworowy. Przyczyny opornosci na leczenie upatruje si¢ gtownie w hipoksji komorek

nowotworowych jak i zaburzeniu ekspresji bialek naprawy DNA. Prowadzone dotychczas

20



badania nad wyodrgbnieniem czynnikéw predykcyjnych odpowiedzi na jednoczasowsg
radiochemioterapi¢ nie przyniosty spodziewanych wynikow. Ponadto jedyne uznane czynniki
prognostyczne sg $ci§le zwigzane z zaawansowaniem procesu nowotworowego i nie
pozwalaja na personalizacj¢ leczenia onkologicznego. Wobec powyzszego wydaje si¢ celowe
podjecie badania, oceniajagcego predykcyjne 1 prognostyczne znaczenie najwazniejszych

czynnikow molekularnych zwigzanych z oporno$cia na radioterapi¢ i chemioterapig.
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3 Cel pracy

3.1 Cel ogdlny

Celem pracy jest ocena nasilenia hipoksji i ekspresji biatek zwigzanych =z
chemioopornoscig jako potencjalnych czynnikéw predykeyjnych i1 prognostycznych u
chorych z miejscowo zaawansowanym rakiem szyjki macicy w stopniu 1B - I1I1B poddanych

radykalnej radiochemioterapii.

3.2 Cele szczegolowe

Powyzsza ocena dokonana zostanie poprzez:

o ocen¢ stgzenia hemoglobiny we krwi obwodowej przed radiochemioterapia oraz
ekspresji biatka CAIX w materiale biopsyjnym oraz ich Kkorelacja z wczesng

odpowiedzig na leczenie i przezyciem pigcioletnim

o oceng ekspresji biatka ERCC1 w materiale biopsyjnym oraz jego korelacja z

odpowiedzig na leczenie i przezyciem pigcioletnim

o oceng ekspresji biatka PARP-1 w materiale biopsyjnym oraz jego korelacja z

odpowiedzig na leczenie i przezyciem pigcioletnim
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4 Material i metodyka

4.1 Ogoélna charakterystyka chorych

Zaplanowano badanie prospektywne, ktorym objete byly wszystkie chore z
rozpoznaniem raka ptaskonabtonkowego szyjki macicy leczone radykalng radiochemioterapia
w okresie od wrzesnia 2009 do konca pazdziernika 2010 roku na Oddziale Radioterapii i
Onkologii Ginekologicznej Wielkopolskiego Centrum Onkologii im. Marii Sklodowskiej-
Curie w Poznaniu. Przed kwalifikacjg do leczenia wykonano petne badanie podmiotowe
dotyczace wywiadu chorobowego, schorzen dodatkowych i najwazniejszych przyjmowanych
lekow, a takze badanie przedmiotowe uktadu chtonnego dostepnego palpacyjnie oraz petne
badanie ginekologiczne wraz z badaniem per rectum. Ostateczne potwierdzenie rozpoznania
choroby nowotworowej uzyskano poprzez pobranie wycinka z szyjki macicy i jego oceng
histopatologiczng. Badanie mikroskopowe pobranego materiatu przeprowadzono w Zaktadzie
Patologii Nowotworéw Wielkopolskiego Centrum Onkologii. U wszystkich chorych
okreslono stopien zaawansowania klinicznego raka szyjki macicy wedtug kryteriow FIGO. W

tym celu zastosowano nastgpujace metody:

e Dbadanie palcem per vaginam i per rectum, w ktérym oceniono obecno$¢ zmienionej
nowotworowo szyjki macicy, obecno$¢ 1 zakres naciekania przymacicz oraz pochwy,

e badanie ultrasonograficzne per vaginam w celu oceny wielko$ci guza i jego stosunku
do narzadow sasiednich; w trakcie badania zwrdcono szczegdlng uwage na oceng
weztdw chtonnych oraz nacieku w przymaciczach, §cianie pgcherza moczowego i
odbytnicy,

e badanie ultrasonograficzne jamy brzusznej i miednicy mniejszej przez powtoki
brzuszne dla oceny narzagdow migzszowych oraz weztow chtonnych okotoaortalnych 1
biodrowych,

e rentgenografia klatki piersiowej w projekcji tylno-przedniej i bocznej w celu
wykluczenia obecnosci przerzutéw do ptuc

U wszystkich chorych wykonano takze tomografi¢ komputerowa miednicy mniejszej z

dozylnym podaniem $rodka kontrastowego, jednak ocena radiologiczna uzyskanych obrazéw
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postuzyta jedynie do precyzyjnego zaplanowania leczenia zgodnie z zaleceniami FIGO i nie
wptynela na zmiang stopnia zaawansowania klinicznego (35). Ponadto badanie to postuzyto
do oceny poréwnawczej z tomografig komputerowa wykonang po zakonczeniu terapii w celu
oceny wczesnej odpowiedzi na leczenie. Przed zakwalifikowaniem do radiochemioterapii u
kazdej chorej wykonano takze badanie laboratoryjne krwi obwodowej, w ktoérej ocenie
podlegaly przede wszystkim wartosci morfologii (leukocytow, neutrocytow, erytrocytow,
hemoglobiny, hematokrytu i1 plytek krwi), stezenia elektrolitow (séd, potas, chlorki),

mocznika, kreatyniny oraz klirensu kreatyniny.

Przedmiotem analizy byly wylacznie chore, u ktorych stopien zaawansowania
klinicznego okreslony zostat w przedziale IIB — IIIB wedlug wspomnianych kryteriow FIGO 1
ktorych stan og6lny oraz wyniki badan dodatkowych pozwalaly na bezpieczne

przeprowadzenie skojarzonej radiochemioterapii.

4.2 Radioterapia

4.2.1 Teleradioterapia

Teleradioterapi¢ zaplanowano w konformalnej technice 3D w oparciu o obrazy
tomografii komputerowej wykonane przed leczeniem. W trakcie planowania i realizacji
radioterapii pacjentki stabilizowane byly w pozycji na plecach z uzyciem podstawki pod
kolana i stopy, tzw. knee-fix firmy RTA (Combifix SYS/2P). Badanie tomografii
komputerowej wykonywano za pomoca 40 rzgdowego aparatu Simens Somatom Sensation
Open. Badaniem obejmowano obszar od wysokos$ci drugiego kregu ledzwiowego do guzow
kulszowych w odstgpach 3 mm. W celu doktadniejszego zobrazowania zmian
nowotworowych badanie wykonywano przed oraz 90 sekund po dozylnym podaniu $rodka
kontrastowego Ultravist 370 w iloéci 1 ml/kg masy ciata z predkos$cig przeptywu 2,5 ml/s. Na
kazdym z uzyskanych obrazéw wyznaczano struktury istotne z punktu widzenia radioterapii:
guz nowotworowy wraz z szyjka i trzonem macicy oraz wezly chlonne biodrowe zewnetrzne,

wewngtrzne 1 wspolne, ktoére w systemie planowania leczenia okreslano mianem klinicznego
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obszaru tarczowego (tzw. Clinical Target Volume, CTV), a takze narzady krytyczne takie jak
odbytnica, pecherz moczowy, jelito grube i glowy kosci udowych. Odbytnica konturowana
byta od dolnego poziomu zdefiniowanego na wysoko$ci migéni zwieraczy odbytu do zagigcia
odbytniczo-esiczego. Ze wzgledu na brak w pismiennictwie jednoznacznego standardu
wyznaczania odbytnicy w trakcie planowania radioterapii — $ciana narzadu wraz z
zawarto$cig lub wylacznie $ciana — dla potrzeb niniejszego badania wyznaczano cata objetosé
odbytnicy wraz z jej zawarto$cig. Takie same kryteria zastosowano w przypadku wyznaczania
pecherza moczowego. Wokot obszaru CTV stosowano 1 centymetr marginesu uzyskujac tzw.
planowany obszar tarczowy (Planning Target Volume, PTV). Margines ten podyktowany byt
zarowno bledem utozenia podczas kazdej frakcji napromieniania (tzw. margines zewnetrzny,
External Margin) jak i mozliwos$cia codziennych zmiany potozenia guza nowotworowego
wzgledem struktur kostnych (tzw. margines wewngtrzny, Internal Margin). Obliczenia
planowanego rozktadu dawek w obszarze tarczowym i narzadach krytycznych dokonywano w
Pracowni Planowania Leczenia Zakladu Fizyki Medycznej Wielkopolskiego Centrum
Onkologii w oparciu o system planowania leczenia Eclipse v.8 firmy Varian. U wszystkich
chorych zastosowano tréjwymiarowg technike czteropolowa (tzw. ,,box”), w ktorej wigzki
promieniowania ustawione sg po katem 0, 90, 180 1 270 stopni wzglgdem osi podtuznej

pacjenta (fotografia 1).

Fotografia 1. Przyktad zastosowania czteropolowej techniki 3D (tzw. ,,box”) u pacjentki

napromienianej z powodu raka szyjki macicy..
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Dla kazdego z pdl zastosowano kolimator wielolistkowy w celu maksymalnego
ostonigcia struktur kostnych przed promieniowaniem jonizujagcym. Zastosowano wigzki
fotonowe o energii 20 MV. Kryterium akceptacji planowanego rozktadu dawek byto
maksymalne mozliwe obnizenie dawki w narzadach krytycznych przy zachowaniu
homogennosci dawki w (PTV) w zakresie 95-107% dawki zadanej, zgodnie z protokotem
ICRU (36,37). W odniesieniu do pecherza moczowego i odbytnicy zastosowano nastepujgce
kryteria ograniczajace zaaplikowana dawke: 50% objetosci narzadu otrzymac¢ moze nie
wigcej niz 50Gy (parametr D50<50Gy). Napromienianie realizowano na akceleratorach
liniowych typu Clinac 2300 firmy Varian w cyklach pigeciodniowych od poniedziatku do
piatku, z przerwa sobotnio — niedzielng. Wszystkie pacjentki otrzymaty 50,4Gy na obszar
PTV w dwudziestu os$miu frakcjach po 1,8Gy kazda, przy czym od dawki 45Gy
teleradioterapia realizowana bylta z zastosowanie ostony centralnej obszaru objetego wysoka
dawka z brachyterapii. W trakcie catego cyklu napromieniania okresowo wykonywane byty
zdjecia portalowe fotonowa wiazka megawoltowa, weryfikujace poprawnos$é geometryczng
napromienianej okolicy (tzw. weryfikacja portalowa).oraz pomiary in vivo dawki w osi

kazdej z wigzek promieniowania.

4.2.2 Brachyterapia

Teleradioterapia kojarzona byta z brachyterapia dojamowa. Najczesciej stosowany byt
aplikator Fletchera, w sktad ktorego wchodzi sonda domaciczna zaktadana do kanatu szyjki
macicy oraz dwa sferyczne aplikatory dopochwowe (tzw. ovoidy) zaktadane do sklepien

pochwy (fotografia 2).
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Fotografia 2. Aplikator $rodjamowy Fletchera do brachyterapii raka szyjki macicy.

Decyzja o terminie rozpoczecia brachyterapii podejmowana byta na podstawie badania
przedmiotowego, wykonanego po przekroczeniu potowy dawki z teleradioterapii. Zaréwno
dhugos¢ sondy i jej kat jak i wielko$¢ ovoidow dostosowane byly do indywidualnych
warunkéw anatomicznych okreSlanych na podstawie badania przedmiotowego i
ultrasonograficznego per vaginam. W sytuacji, w ktorej stwierdzany byly brak sklepien
pochwy lub jej waski szczyt stosowano aplikator sktadajacy sie¢ z sondy domacicznej oraz
aplikator dopochwowy w ksztalcie walca. Rowniez w tym przypadku wymiary sondy i
srednica walca dobierane byly indywidualnie. Po zatozeniu odpowiedniego aplikatora
przeprowadzano tamponowanie pochwy (tzw. packing) w celu odsuni¢cia odbytnicy 1
pecherza moczowego maksymalnie daleko od aplikatoréw. Caty zabieg zatozenia aplikatorow
wykonywano w krétkim znieczuleniu ogélnym. Na podstawie dwoch zdje¢ rentgenowskich
wykonanych pod katem 60 stopni wzgledem siebie w projekcji bocznej i przednio-tylnej za
pomoca zintegrowanego aparatu rentgenowskiego (Integrated Brachyterapy Unit, IBU)
dokonywano przestrzennej rekonstrukcji potozenia aplikatorow wzgledem pecherza
moczowego, do ktérego zakladano cewnik Foleya z balonikiem wypelionym $rodkiem
cieniujgcym, oraz odbytnicy, do ktorej z kolei zaktadano odpowiednie markery. Obliczenia
planowanego rozktadu dawek dokonywano na podstawie rekonstrukcji obrazu w 3D zgodnie
z zaleceniami Raportu 38 ICRU (38). W Raporcie tym wyznaczano punkty referencyjne A i
B. Polozenie punktu A okre§lano w plaszczyznie czotowej 2 centymetry powyzej ujscia

zewngetrznego 1 2 centymetry w bok od srodka kanalu szyjki macicy. Punkt ten odpowiada
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skrzyzowaniu tetnicy macicznej i moczowodu na bocznej powierzchni szyjki macicy. Punkt B
natomiast potozony jest 3 centymetry bocznie od punktu A i odpowiada anatomicznie wegztom
chtonnym zastonowym. Topografi¢ punktéw A 1 B wzgledem aplikatorow i1 macicy

przedstawiono na rycinie 1.

somda

ovoidy —— =

Rycina 1. Topografia punktéw referencyjnych A i B wzgledem aplikatora Fletchera i szyjki

macicy.

Planowany rozktad dawek w punktach referencyjnych 1 narzadach krytycznych
obliczono za pomocg systemu planowania Plato firmy Nucletron w Pracowni Planowania
Brachyterapii Zaktadu Fizyki Medycznej Wielkopolskiego Centrum Onkologii zgodnie z
zaleceniami Raportu 38 ICRU (38). Napromienianie realizowane bylo w Zaktadzie
Brachyterapii Wielkopolskiego Centrum Onkologii za pomocg MicroSelectronu HDR firmy
Nucletron do brachyterapii wysoka moca dawki (high dose rate, HDR), ktory wykorzystuje
kroczace zrodio Irydu 192. Dawka frakcyjna podczas pojedynczego seansu wynosita 7Gy 1
byta specyfikowana na punkt A. Stosowano cztery frakcje brachyterapii w odstgpach
siedmiodniowych w trakcie teleradioterapii, przy czym w dniu, w ktérym stosowano

brachyterapi¢ zalecano przerwe¢ w realizacji napromieniania ze zrddet zewnetrznych.
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Warunkiem rozpoczecia brachyterapii byto uzyskanie optymalnych warunkéw anatomicznych
umozliwiajacych wprowadzenie aplikatoréw do jamy macicy i sklepien pochwy. Z tego
wzgledu leczenie rozpoczynano od teleradioterapii, a po uzyskaniu czeSciowej regresji guza

kojarzono ja z brachyterapig.

4.2.3 Sumowanie dawek promieniowania z tele- i brachyterapii

Dawki promieniowania jonizujgcego otrzymane przez kazdg pacjentke z teleradioterapii
1 brachyterapii sumowano po przeliczeniu na dawke efektywng biologicznie (BED) i dawke
izoefektywng (dawke ekwiwalentng dawce frakcyjnej 2Gy, EQD2) stosujac wzor
przedstawiony na rycinie 2.

BED=nDf[ 1+Df/(a/p) ]

EQD2=BED /[ 1+2(a/p) ]

gdzie:

BED - dawka efektywna biologicznie

n — liczba frakcji

Df — dawka frakcyjna

o/p - wspotczynnik zdolnosci naprawczej komorek

EQD2 — dawka izoefektywna
Rycina 2. Obliczenie dawki efektywnej biologicznie i izoefektywnej na podstawie wartoSci
dawki frakcyjnej, ilosci frakcji 1 wspolczynnika zdolnosci naprawczej komorek

o/p.

Wzor ten uwzglednia odmienne efekty biologiczne napromieniania cigglego

(brachyterapia) i1 frakcjonowanego (teleradioterapia). W obliczeniach przyjeto warto$¢
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wspotczynnika o/p réwng 10Gy dla komorek nowotworowych oraz wartos¢ 3Gy dla komoérek
pecherza moczowego 1 odbytnicy. Zastosowano nastepujgce kryteria akceptacji planowanego
rozktadu dawki z brachyterapii i teleradioterapii: sumaryczna dawka EQD2 nie wigksza niz
odpowiednio 80Gy w pgcherzu moczowym i 75Gy w odbytnicy. Jednocze$nie sumaryczna
dawka EQD2 w referencyjnym punkcie A u wszystkich napromienianych chorych byta

wyzsza niz 85Gy, zgodnie z zaleceniami Polskiej Unii Onkologii (35).

4.3 Chemioterapia skojarzona z teleradioterapia

Radioterapia kojarzona byta z chemioterapia monolekowa z zastosowaniem Cisplatyny
podawanej co siedem dni przez caly okres trwania teleradioterapii. Stosowano dawke
cytostatyku 40mg/m? w ciaglym, dozylnym wlewie kroplowym w czasie 1-4 godzin. Dawke
leku ustalano w przeliczeniu na metr kwadatowy powierzchni ciata, ktérg obliczano stosujac
wzoOr zaproponowany przez Mostellera (39) wykorzystujacy pomiar masy ciala i wzrostu
pacjenta. Przed podaniem Cisplatyny stosowano wstepne nawodnienie w postaci 500ml
dozylnego wlewu kroplowego 5% glukozy lub 0,9% roztworu soli fizjologicznej w czasie 1-2
godzin. Nawodnienie koncowe obejmowato dozylne podanie 100ml 20% roztworu mannitolu
w ciggu 30 minut i 500ml 5% glukozy lub 0,9% roztworu soli fizjologicznej w ciagu 1
godziny. Z uwagi na duza hematotoksyczno$¢ 1 nefrotoksycznos¢ Cisplatyny przed
rozpoczeciem kazdego kolejnego kursu chemioterapii u wszystkich chorych rutynowo
wykonywano badanie morfologii z rozmazem krwi obwodowej i oznaczenie stezenia
kreatyniny w osoczu krwi obwodowej. Ponadto przed pierwszym kursem prowadzono takze
dobowg zbiorke moczu, w ktorym okreslano st¢zenie kreatyniny oraz objetos¢ wydalonego
moczu. Na podstawie powyzszych warto$ci obliczano klirens kreatyniny stosujac wzor

przedstawiony na rycinie 3.
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Vx Cr,

gdzie:

Ccr— klirens kreatyniny

V — obj¢to$¢ moczu

Crm — stezenie kreatyniny w moczu

Crs — stezenie kreatyniny w surowicy

Rycina 3. Obliczenie wartosci klirensu kreatyniny na podstawie wartosci objgtosci moczu z

dobowej zbiorki, stezenia kreatyniny w moczu i surowicy krwi obwodowe;.

Badania laboratoryjne i wspomniane obliczenia przeprowadzono w Pracowni
Diagnostyki  Laboratoryjnej Wielkopolskiego Centrum Onkologii. Do skojarzonej
radiochemioterapii kwalifikowano wytacznie chore w dobrym stanie ogdlnym 1 wartosciami

morfologi, kreatyniny i klirensu kreatyniny w granicach wartosci referencyjnych.

4.4 Ocena wczesnej odpowiedzi na leczenie

W celu oceny wczesnych wynikow leczenia u kazdej chorej wykonano badanie
kontrolne miesigc po zakonczeniu radiochemioterapii. Badanie to obejmowato petne badanie
podmiotowe 1 przedmiotowe z uwzglednieniem badania per vaginam i per rectum. Ponadto u
kazdej pacjentki wykonano takze tomografie¢ komputerowa miednicy mniejszej przed i po
dozylnym podaniu $rodka kontrastowego w identycznych warunkach jak przed rozpoczgciem
leczenia. Oba badania poddano radiologicznej ocenie porownawczej w Zaktadzie Radiologii

Wielkopolskiego Centrum Onkologii. W celu okreslenia obiektywnej odpowiedzi na leczenie
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zastosowano kryteria zaproponowane przez Therasse i wsp. (40) i zmodyfikowane w 2009
roku przez Eisenhauera i wsp. (41) — tzw. kryteria RECIST (Response Evaluation Criteria in
Solid Tumours). Zgodnie z tymi wytycznymi do oceny postuzyly badania wstepne wykonane
nie wczesniej niz 4 tygodnie przed rozpoczgciem leczenia oraz badanie kontrolne wykonane
w okresie 4 do 6 tygodni po jego zakonczeniu. W obu badaniach dokonano pomiaru $rednicy
guza w najwigkszym wymiarze oraz wszystkich powigkszonych weztow chtonnych (zgodnie
z definicja weztoéw, ktore w osi krotkiej majg wymiar 15 milimetrow lub wigkszy). Uzyskane
pomiary zsumowano dla kazdego z badan osobno, a ich poréwnanie procentowe postuzyto do

ustalenia odpowiedzi na leczenie wedlug nastgpujacych kryteriow:

o odpowiedz catkowita (Complete Remision, CR) - calkowita regresja guza
nowotworowego; wszystkie widoczne wezly chltonne w wymiarze krétkim nie
przekraczajg 10 milimetrow,

. odpowiedz czesSciowa (Partial Remision, PR) — zmniejszenie sumy wymiarow
obserwowanych zmian o 30% lub wigcej w stosunku do badania wyjsciowego,

o progresja choroby (Progressive Deseace, PD) — zwigkszenie sumy wymiarow
obserwowanych zmian o 20% lub wigcej (lecz nie mniej niz 5 milimetrow) w stosunku
do badania wyjsciowego lub pojawienie si¢ nowych mierzalnych zmian
nowotworowych nie obserwowanych w badaniu wyjsciowym,

o stabilizacja choroby (Stable Diseace, SD) - zmniejszenic sumy wymiarow

obserwowanych zmian o mniej niz 30% lub jej zwigkszenie o mniej niz 20%.

4.5 Ocena odleglej odpowiedzi na leczenie

Po zakonczonym leczeniu onkologicznym wszystkim chorym proponowana byla
obserwacja kliniczna i badania kontrolne w ramach Poradni Radioterapii i Onkologii
Ginekologicznej w Wielkopolskim Centrum Onkologii. Pierwsza wizyta kontrolna odbywata
si¢ po miesigcu od zakonczonego leczenie. W trakcie tej wizyty wykonywane bylo badanie
podmiotowe obejmujace dolegliwosci zwigzane z mozliwg toksycznoscia terapii oraz peine

badanie przedmiotowe — badanie per vaginam i per rectum.

32



Kolejne kontrole obejmujace ten sam zakres badania odbywaty si¢ co 3 miesigce przez
okres pierwszych dwoch lat od zakonczonej terapii, a nastgpnie co 6 miesiecy do zakonczenia
okresu obserwacji przewidzianej badaniem. Dodatkowo raz w roku przez caly okres
obserwacji wykonywana byta ocena ultrasonograficzna jamy brzusznej i miednicy przy
uzyciu sondy do badania przez powtoki brzuszne i sondy vaginalnej. Takze co roku
wykonywany byl wymaz cytologiczny z tarczy i kanatu szyjki macicy. Prowadzona w ten
sposob kontrola pozwolita na ocen¢ przezy¢ calkowitych (OS) w okresie 5 lat od

zakonczonego leczenia.

4.6 Ocena immunohistochemiczna materialu biopsyjnego

Wycinki pobrane jeszcze przed leczeniem od kazdej chorej z guza szyjki macicy
stanowil materiat do przeprowadzenia oznaczen immunohistochemicznych ekspresji biatek:
anhydrazy weglanowej IX (carbonic anhydrace I1X, CAIX), biatkka ERCCI1 (excision repair
cross-complementation group 1 polypeptyde) i polimerazy poli(ADP-rybozy)-1 (Poly(ADP-
ribose) polymerase 1, PARP-1). Oznaczenia te wykonano w Pracowni Immunohistochemii
Zaktadu Patologii Nowotworow Wiekopolskiego Centrum Onkologii w Poznaniu. Do
wykonania tych badan uzyto przeciwcial firmy Abcam z siedzibg w Cambridge w Wielkiej
Brytanii: poliklonalne przeciwciato krolicze przeciw CAIX (numer katalogowy: ab15086),
monoklonalne przeciwcialo przeciw ERCC1 (numer katalogowy: ab2356) i1 poliklonalne

przeciwcialo przeciw PARP (numer katalogowy: ab6079).

Ekspresje wszystkich trzech biatek oceniono w trzech skalach: jakosciowej, ilo§ciowej i
potilosciowej. W pierwszej brano pod uwage intensywnos¢ reakcji barwnej 1 oceniono jg w

czterostopniowej skali, gdzie:
0 — brak reakcji
1 — intensywno$¢ reakcji staba

2 — intensywno$¢ reakcji srednia
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3 — intensywnos$¢ reakcji duza

Ekspresje badanych biatek oceniono takze w skali ilosciowej, w ktérej wyrazono
procent komorek nowotworowych, w ktérych zaobserwowano reakcje barwng. W tym
przypadku potencjalny zakres wynikow wynosi od 0 do 100%, gdzie 0 oznacza brak reakcji a

100% wybarwienie wszystkich komorek.

Do dalszych analiz statystycznych wykorzystano zarowno dwie powyzsze skale oceny,
jak 1 oceng potilosciowa, wedtug zasad podanych przez McCarty’ego — tzw. skala ,,H”. W
tym przypadku wynikiem reakcji immunohistochemicznej jest iloczyn intensywno$¢ reakeji
barwnej (ocenionej jakosciowo w skali od 0 do 3 wg kryteriow podanych powyzej) oraz

procentu wybarwionych komorek (42).

4.7 Kryteria kwalifikacji i dyskwalifikacji do badania

Przedmiotem badania byty chore spetniajace nastgpujace kryteria:

o kobiety w wieku od 18 do 70 lat

o potwierdzony badaniem histopatologicznym rak ptaskonabtonkowy szyjki macicy w
stopniu klinicznego zaawansowania 11B-11IB wedtug kryteriow FIGO

o brak przerzutow odleglych stwierdzonych na podstawie dostepnych badan dodatkowych

o dobry stan ogélny (wedtu klasyfikacji WHO w stopniu O lub 1), wyniki morfologii,
kreatyniny, mocznika 1 klirensu kreatyniny w granicach wartos$ci referencyjnych

. przebyte leczenie chemioterapig skojarzona z radioterapia (co najmniej 3 kursy
Cisplatyny w dawce 40mg/m? powierzchni ciata)

o radiologiczna ocena wynikow leczenia na podstawie porownania obrazéw tomografii
komputerowej miednicy mniejszej wykonanych przed leczeniem i 4-6 tygodni po
zakonczeniu terapii

. dostgpnos¢ do oceny immunohistochemicznej materialu pobranego z guza

NOWOtWOrowego
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Z badania wytaczone zostaty chore u ktorych:

o ocena histopatologiczna wycinak z guza nowotworowego wykazata budowe
komorkowa inng niz ptaskonabtonkowa
J stwierdzono zly stan ogo6lny oraz nieprawidtowe wyniki morfologii lub wspomnianych

parametrow wydolnos$ci nerek

o podano mniej niz 3 kursy skojarzonej chemioterapii (z uwagi na hemato- i/lub
nefrotoksycznos¢)

. nie przeprowadzono oceny tomograficznej narzagdow miednicy mniejszej przed lub po
leczeniu

4.8 Analiza statystyczna

Zmienne  ilosciowe  (wiek, stezenie  hemoglobiny, nasilenie  reakcji
immunohistochemicznej w skali iloSciowej 1 poéhiloSciowej) wyrazono jako Srednig
arytmentyczng wraz z odchyleniem standardowym oraz mediang. Z kolei zmienne jako$ciowe
(zaawansowanie wedlug FIGO, liczba kursow chemioterapii, nasilenie reakcji
immunohistochemicznej w skali jako$ciowej, odpowiedZ na leczenie, przezycia)
przedstawiono jako liczbg zaobserwowanych pomiaréw, ktdra opisano takze jako odsetek
catej badanej grupy. Celem okres$lenia wptywu badanych cech na odpowiedz na leczenie
postuzono si¢ testem U Manna - Whitneya dla zmiennych nieparametrycznych. Wyniki

testOw oceniono na poziomie istotnosci statystycznej p=0,05.

Z uwagi na niska liczebno$¢, grupa poddana piecioletniej obserwacji nie speiniata
warunkow statystycznych do wyznaczenia tablic trwania zycia oraz rozkladu przezycia.
Jednoczesnie ze wzgledu na znaczna dysproporcje liczebnosci podgrupy przezywajacych
okres obserwacji i podgrupy chorych zmartych, dla oceny wplywu badanych czynnikéw na
przezycia postuzono si¢ jedynie statystykg opisows.

Powyzsze obliczenia wykonano przy uzyciu pakietu statystycznego STATISTICA v.12
firmy StatSoft Inc.
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4.9 Zgoda komisji bioetycznej

Przedstawiona powyzej metodyka 1 plan badania zostaly zatwierdzone przez Komisje
Bioetyczng przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu
uchwata nr 477/09 z dnia 6 maja 2009 roku. Uchwala ta stanowi zatacznik nr 1 do niniejsze;j

rozprawy.
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5 Wyniki

5.1 Ogolna charakterystyka badanej grupy

Charakterystk¢ badanej grupy chorych przedstwaiono w wynikach pracy z uwagi na
prospektywny charakter badania. W okresie 14 miesigcy trwania rekrutacji, do badania
wstepnie zakwalifikowano 44 chore z rakiem szyjki macicy w stopniu IIB — [1IB wg FIGO.
Wszystkie te chore w chwili przyjecia spetnialy kryteria wiaczenia opisane w poprzednim

rozdziale.

W trakcie prowadzonego leczenia u 8 chorych (18,2% ogétu grupy) po podaniu dwéch
kursow Cisplatyny wystapita toksyczno$¢ uniemozliwiajagca kontynuacje jednoczasowej
chemioterapii. U 4 z nich byla to nefrotoksycznos$¢, u 2 niedokrwisto$¢ i u kolejnych 2
neutropenia. Chore te otrzymaly zatem mniej niz trzy kursy Cisplatyny i zostaty wykluczone

z dalszego badania i analizy.

Ponadto u 7 chorych (15,9% wyjSciowej grupy) stwierdzono, ze fragment wycinka z
guza szyjki macicy, przeznaczony do badania immunohistochemicznego nie zawiera komorek
raka inwazyjnego. W 4 przypadkach stwierdzono dysplazj¢ sredniego 1 wysokiego stopnia, w
3 pozostatych w materiale znajdowaty si¢ jedynie nacieki limfocytarne. Poniewaz ocena
patologiczna wycinkéw wykonywana byla juz w trakcie trwania leczenia, nie byto
mozliwosci ponownego pobrania materiatu celem wiarygodnej 1 poréwnywalnej oceny
ekspresji badanych biatek przed leczeniem. Stad réwniez ta podgrupa zostata ostatecznie

wykluczona z analizy.

Dodatkowo 1 chora (2,3%) nie zglosita si¢ na kontrolne badanie tomografii
komputerowej w okresie 6 tygodni od zakonczonej radiochemioterapii. Tym samym nie byto
mozliwo$ci uzyskania informacji o wezesnej odpowiedzi na leczenie wg kryteriow RECIST.

Takze ta chora zostata wykluczona z koncowej analizy.

Ostatecznie analiza objeto 28 chorych z rakiem szyjki macicy, ktore przeszty peing

radiochemioterapig, a nastepnie zglosily si¢ na badanie kontrolne po zakonczonej terapii.
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5.2 Charakterystyka populacyjna badanej grupy

Zgodnie z kryteriami wlaczenia, do badania rekrutowano chore w przedziale wiekowym
pomigdzy 18 1 70 rokiem zycia. W chwili rozpoczgcia leczenia najmiodsza chora miata 39 lat,
za$ najstarsza 68 lat. Sredni wiek w badanej grupie wynosit 54,9 lat (SD=8,6), za§ mediana

wieku to 55lat. Rozktad wieku przedstawiono na rycinie 4.

liczba obserwacji
o = N w -
1 1 1 1

40 45 50 55 60 65 70

Rycina 4. Rozktad wieku w analizowanej grupie.

Sredni wiek chorych z zaawansowaniem IIB wynosit 55,5 lat (SD=10,3), za$ mediana
wieku w tej podgrupie to 60 lat. Jednoczesnie $redni wiek w podgrupie chorych z
zaawansowaniem IIIB wynidst 54,7 lat (SD=7,9), a mediana 55 lat.

5.3 Charakterystyka kliniczna badanej grupy

Na podstawie przeprowadzonej przed leczeniem diagnostyki (zgodnie z Kryteriami

opisanymi w poprzednim rozdziale) ustalono zaawansowanie kliniczne wg kryteriow FIGO
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dla kazdej chorej. Stopien 1IB stwierdzono u 9 chorych, co stanowito 32,2% badanej grupy. U
pozostatych 19 chorych (67,8%) zaawansowanie okreslono jako IIIB. Rozklad procentowy

zaawansowania procesu howotworowego przedstawiono takze na rycinie 5.

mliB

1B
68%

Rycina 5. Rozktad procentowy zaawansowania choroby wg FIGO.

Wszystkie 28 chorych poddanych koncowej analizie otrzymato teleradioterapi¢ do
dawki koncowej 50,4Gy, przy czym od dawki 45Gy stosowano oston¢ obszaru objgtego
wysoka dawka z brachyterapii. W analizowanej grupie nie zaobserwowano ostrych odczyndéw

w stopniu wymagajacym wczesniejszego zakonczenia napromieniania.

Cala badana grupa chorych otrzymal takze pelng zaplanowang brachyterapie
srodjamows, tj. cztery frakcje po 7 Gy specyfikowane na izidoze referencyjng przechodzaca
przez punkt A zgodnie z opisem zawartym we wczesniejszym rozdziale. Tym samym
wszystkie chore (100% analizowanych chorych) otrzymalo sumaryczng dawke EQD2
powyzej 85@Gy.

Radioterapia kojarzona byla z jednoczasowa chemioterapia w dawce 40mg/m?

powierzchni ciata. W analizowanej grupie, 5 chorych (17,8%) otrzymato petnych 6 kursow

Cisplatyny. U pozostatych 8 chorych (28,6%) podano 5 kursow, tyle samo chorych
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otrzymato 4 kursy, za§ 7 chorych (25%) jedynie 3 kursy chemioterapii. Rozklad liczby

kurséw chemioterapii w badanej grupie przedstawiono takze na rycinie 6.
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Rycina 6. Rozktad liczby kursow chemioterapii w analizowanej grupie.

Najczestsza przyczyna przerwania chemioterapii byla nefrotoksycznos¢, — ktora
stwierdzono u 12 chorych (42,9%). Zdecydowanie rzadziej odstgpowano od chemioterapii z
powodu niedokrwisto$ci (5 chorych, tj. 17,8%), neutropenii (4 chore, tj. 14,3%) 1
trombocytopenii (1 chora, tj. 3,6%). W jednym przypadku (3,6%) za wcze$niejsze

zakonczenie leczenia systemowego odpowiadata jednoczesnie niedokrwisto$¢ i neutropenia.

U wszystkich chorych przed rozpoczeciem leczenia wykonano oznaczenie st¢zenia
hemoglobiny we krwi zylnej. Jej warto$ci wahaly si¢ w przedziale od 5,6 do 9,68 mmol/L,
przy czym S$rednie st¢zenie hemoglobiny w badanej grupie wynosito 8,2 mmol/L (SD=8,4),
za$§ mediana 8,4 mmol/L. Uwzgledniajac wartosci referencyjne przyjete w Zaktadzie
Diagnostyki Laboratoryjnej Wielkopolskiego Centrum Onkologii (7,6 - 10,0 mmol/L)
stwierdzono, ze w calej badanej grupie jedynie 5 chorych (17,8%) miato obnizony poziom
hemoglobiny. Rozktad warto$ci st¢zenia hemoglobiny w badanej grupie przedstawiono na
rycinie 7.
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Rycina 7. Rozktad wartosci stezenia hemoglobiny w badanej grupie.

5.4 Ekspresja bialek CAIX, ERCC1 i PARP w badanej grupie

Jakosciowa ocena immunohistochemiczna ekspresji biatka CAIX w materiale
tkankowym pobranym z guza nowotworowego, wykazala, Ze intensywnos¢ przeprowadzonej
reakcji wahata si¢ w zakresie od 0 do 3, przy czym brak reakcji stwierdzono u 4 chorych
(14,3%), reakcje w stopniu 1 u 7 chorych (25%), w stopniu 2 az u 12 chorych (42,9%) i w
stopniu 3 u 5 chorych (17,8%). Jednocze$nie ocena iloSciowa wykazata, ze $redni odsetek
wybarwionych komorek wynosit 14,3% (SD=18), a mediana 5%. Poélilosciowa ocena
ekspresji biatka CAIX wahata si¢ w zakresie od 0 do 210, jej $rednia warto$¢ wyniosta 32,9
(SD=46,8), zas mediana 10. Ocene¢ jakoSciowa, ilosciowg i potilosciowa ekspresji biatka

CAIX przedstawiono graficznie na rycinach 8 - 10.
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Rycina 8. Rozktad intensywnosci reakcji immunohostochemicznej z p/ciatem anty-CAIX w

badanej grupie.
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Rycina 9. Rozklad odsetka wybarwionych komorek w reakcji immunohostochemicznej z

p/ciatem anty-CAIX w badanej grupie.
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Rycina 10. Rozktad wspoétczynnika poétilosciowego w reakcji immunohostochemicznej z

p/ciatem anty-CAIX w badanej grupie.

Z kolei jakosciowa ocena ekspresji biatka ERCC1 zawierata si¢ w przedziale od 1 do 3.
Tym samym u wszystkich analizowanych chorych stwierdzono ekspresje ERCC1, przy czym
u 8 chorych (28,6%) intensywnos$¢ reakcji oceniono na 1, u 10 chorych (35,7%) na 2 iu
kolejnych 10 chorych (35,7%) na 3. Przeprowadzona ocena ilosciowa reakcji
immunohistochemicznej pozwolita stwierdzi¢, ze $redni odsetek wybarwionych komorek
wynosit 86,8% (SD=15), zas mediana 90%. Jednocze$nie $rednia warto$¢ wspotczynnika
potilosciowej wyniosta 188,6 (zakres od 50 do 300; SD=93,3) za$ jej mediana 180. Oceng
jakosciowa, ilosciowa i potilosciowa ekspresji biatka ERCC1 przedstawiono graficznie na

rycinach 11 - 13.
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Rycina 11. Rozklad intensywnosci reakcji immunohostochemicznej z p/ciatem anty-ERCC1

w badanej grupie.
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Rycina 12. Rozklad odsetka wybarwionych komorek w reakcji immunohostochemicznej z

p/ciatem anty-ERCC1 w badanej grupie.
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Rycina 13. Rozktad wspotczynnika pétilosciowego w reakcji immunohostochemicznej z

p/ciatem anty-ERCC1 w badanej grupie.

Podobnie jak w przypadku ekspresji biatka CAIX, wynik jako$ciowej oceny ekspresji
biatka PARP mies$cil si¢ w zakresie od 0 do 3. Jednak w przypadku biatka PARP, brak reakcji
stwierdzono tylko u 1 chorej (3,6%). Jednoczes$nie intensywno$¢ reakcji w stopniu 1
zaobserwowano u 4 chorych (14,3%), w stopniu 2 u 12 chorych (42,9%) i w stopniu 3 u 11
chorych (39,2%). Ocena iloSciowa wykazata, ze $redni odsetek wybarwionych komorek
wynosit 85,75% (SD=25,6), za$ mediana 99%. PétiloSciowa ocena ekspresji biatka PARP
wahata si¢ w zakresie od 0 do 300, jej Srednia warto§¢ wyniosta 203,5 (SD=95,4), za$
mediana 198. Oceng jakosciowa, ilosciowa i poétilosciowa ekspresji biatkka ERCCI1

przedstawiono graficznie na rycinach 14 - 16.
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Rycina 14. Rozktad intensywnosci reakcji immunohostochemicznej z p/ciatem anty-PARP w

badanej grupie.
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Rycina 15. Rozktad odsetka wybarwionych komoérek w reakcji immunohostochemicznej z

p/ciatem anty-PARP w badanej grupie.
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Rycina 16. Rozktad wspotczynnika pétilosciowego w reakcji immunohostochemicznej z

p/ciatem anty-PARP w badanej grupie.

5.5 Wczesna odpowiedzi na leczenie w badanej grupie.

U wszystkich 28 analizowanych chorych dokonano oceny odpowiedzi na leczenie na
podstawie poréwnania obrazéw tomografii komputerowej, wykonanych przed rozpoczeciem

napromieniania oraz w okresie od 4 do 6 tygodni po jego zakonczeniu.

Calkowitg remisj¢ (CR) zmian nowotworowych wedtug kryteriow RECIST stwierdzono
u 6 chorych (21,4%), z czego 1 chora wyj$ciowo byta w stopniu zaawansowania IIB, a
pozostaltych 5 w stopniu IIIB. Odpowiedz czeSciowa (PR) zaobserwowano natomiast u 11
chorych (39,3%), w tym u 3 chorych w zaawansowaniu IIB i u 8 chorych w HlIB. Z kolei
stabilizacj¢ choroby (SD) stwierdzono u 10 chorych (35,7%). Na te liczbe sktadato si¢ po 5
chorych z zaawansowaniem FIGO 1IB i IIIB. U 1 chorej (3,6%) w stopniu IIIB wystapita
progresja choroby. Rozktad odpowiedzi na leczenie w podziale na zaawansowanie kliniczne

przedstawiono graficznie na rycinie 17.
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Rycina 17. Rozklad odpowiedzi na leczenie wg kryteriow RECIST w podziale na

zaawansowanie kliniczne wg FIGO w badanej grupie.

Z uwagi na stosunkowo matg liczebnos$¢ badanej grupy, dla celéow statystycznych
dokonano podzialu na dwie podgrupy. W pierwszej znalazly si¢ chore, u ktorych stwierdzono
odpowiedz na leczenie (CR 1 PR), za§ w drugiej podgrupie chore nie odpowiadajace na
leczenie (SD lub PD). Tym samym odpowiedz na leczenie zaobserwowano u 17 chorych
(60,7%), zas$ jej brak u 11 chorych (39,3%). Rozktad procentowy obu podgrup w odniesieniu

do catej badanej grupy przedstawiono graficznie na rycinie 18.
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Rycina 17. Rozktad procentowy podgrupy odpowiadajacej na leczenie (CR i PR wg RECIST)
i nie odpowiadajacej na leczenie (SD i PD wg RECIST) w badanej grupie.

5.5 Odlegla odpowiedzi na leczenie w badanej grupie

Odlegtej analizy wynikéw leczenia dokonano u 26 chorych (92,8%), gdyz 2 chore
(7,2%) nie zglosity si¢ na zaproponowane badania kontrolne po zakonczonym leczeniu. W
trakcie pigcioletniej obserwacji, zgon stwierdzono u 8 chorych (30,7%). U pozostatych 18
chorych (69,3%) po 5 latach od zakonczonej radiochemioterapii nie stwierdzono wznowy
choroby na podstawie przeprowadzonych badan obrazowych. Rozktad procentowy przezy¢
piecioletnich w odniesieniu do catej grupy poddanej obserwacji (wspomniane 26 chorych)

przedstawiono na wykresie 18.
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Rycina 18. Rozktad procentowy zgondw i przezy¢ pigcioletnich (5 OS) w badanej grupie

Wsrod 18 chorych, u ktoérych odnotowano przezycia pigcioletnie, u 6 chorych pierwotny
stopien zaawansowania choroby wedtug FIGO okrestony byt jako IIB, zas u 12 chorych IIIB.
Jednoczesnie podgrupe chorych, u ktérych stwierdzono zgon, stanowity 3 chore ze stopniem
1B i 5 chorych ze stopniem IIIB wedlug FIGO. Rozktad przezy¢ pigcioletnich w podziale na

stopien zaawansowania nowotworu przedstawiono na rycinie 19.

20
18
16
14
12
10

O N B OO

5-0S zgon

mI(B mIlIB

Rycina 19. Rozktad przezy¢ pigcioletnich (5 OS) i zgonéw w podziale na zaawansowanie

kliniczne wedlug FIGO w badanej grupie
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Najczestsza przyczyng niepowodzenia terapii byla wznowa miejscowa choroby (5
chorych), dodatkowo u jednej chorej stwierdzono jednoczesng wznowe¢ miejscowsq i przerzuty
do kosci. U pozostatych dwodch chorych, ktore nie przezyty okresu obserwacji, wykazano

rozsiew choroby do osrodkowego uktadu nerwowego lub watroby.

5.6 Ocena wartosci predykcyjnej badanych czynnikow

Analiza statystyczna zebranego materiatu wykazata brak zaleznosci statystycznej
pomiedzy stezeniem hemoglobiny we krwi obwodowej a wczesng odpowiedzig na leczenie,
okreslong wedtug kryteriow RECIST (p=0,230). Srednie stgzenie hemoglobiny w podgrupie
odpowiadajacej na leczenie wynosito 8,0 mmol/L (mediana 8,38 mmol/L, SD=1,02), zas§ w
podgrupie, w ktoérej nie stwierdzono odpowiedzi 8,48 mmol/L (mediana 8,50 mmol/L,

SD=0,65). Wartosci te przedstwaiono szcegbtowo na rycinie 20.
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Rycina 20. Wartos$ci stezenia hemoglobiny we krwi obwodowej przed leczeniem w podziale

na podgrupy odpowiadajace na leczenie 1 bez odpowiedzi na radiochemioterapi¢
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Ocena korelacji pomigdzy ekspresjg biatka CAIX, oceniong w skali jako$ciowej, a
odpowiedzig wczesng na leczenie nie wykazata roznic istotnych statystycznie (p=0,264).
Mediana intensywnosci reakcji w obu badanych podgrupach byla identyczna i wynosita 2.

Szczegdtowe wyniki przedstawiono na rycinie 21.

ocena jakosciowa
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SD+PD CR+PR

odpowiedz wg RECIST

Rycina 21. Wyniki oceny jakoSciowej ekspresji biatka CAIX w podziale na podgrupy

odpowiadajace na leczenie 1 bez odpowiedzi na radiochemioterapig

Analiza zaleznos$ci pomiedzy ekspresja CAIX oceniong w skali ilosciowe] a wynikami
leczenia takze nie wykazata roznic istotnych statystycznie (p=0,585). Srednie wartosci
odsetka wybarwionych komorek byly zblizone do siebie i wynosily 14,65% 1 13,91%
odpowiednio dla grupy odpowiadajacej na leczenie i grupy bez odpowiedzi. Jednoczesnie
mediana tych wartosci byla w obu podgrupach identyczna 1 wynosita 5,0%. Szczegdtowe

wyniki tej analizy przedstawiono na rycinie 22.
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Rycina 22. Wyniki oceny iloSciowej ekspresji biatka CAIX w podziale na podgrupy

odpowiadajace na leczenie i bez odpowiedzi na radiochemioterapi¢

Takze w przypadku oceny w skali potilosciowej nie wykazano istotnych zalezno$ci
statystycznych w stosunku do odpowiedzi na leczenie (p=0,601). Srednia warto$é¢ tego
wspotczynnika w podgrupie odpowiadajacej na leczenie wynosita 35,24 (SD 52,63), za§ w
podgrupie bez odpowiedzi 26,36 (SD=38,37). Mediana oceny potilosciowej w obu

podgrupach wynosita 10. Wyniki te przedstawiono szczegdétowo na rycinie 23.
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Rycina 23. Wyniki oceny potilosciowej ekspresji biatka CAIX w podziale na podgrupy

odpowiadajace na leczenie 1 bez odpowiedzi na radiochemioterapie

Analiza statystyczna nie wykazata rowniez korelacji pomiedzy ekspresja ERCCI1
wyrazong w skali jakoSciowej a odpowiedzig wczesng na leczenie (p=0,294). Mediana
intensywnosci reakcji w podgrupie odpowiadajacej na leczenie i nieodpowiadajacej byta

identyczna 1 wynosita 2. Szczegotowe wyniki tej analizy przedstawiono na rycinie 24.
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Rycina 24. Wyniki oceny jakoSciowej ekspresji biatka ERCC1 w podziale na podgrupy

odpowiadajace na leczenie 1 bez odpowiedzi na radiochemioterapi¢

Nie stwierdzono takze istotnej statystycznie zaleznoSci pomigdzy oceng
immunohistochemiczng ERCC1 w skali ilosciowej a odpowiedzig na leczenie (p=0,475).
Sredni odsetek wybarwionych komorek w obu podgrupach byt podobny i wynosit 84,82%
(SD=15,44; mediana 90%) w grupie odpowiadajacej na leczenie oraz 89,82% (SD=14,53;

mediana 95%) w grupie bez odpowiedzi. Wyniki te zobrazowano na rycinie 25.
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Rycina 25. Wyniki oceny ilosciowej ekspresji biatkka ERCC1 w podziale na podgrupy

odpowiadajace na leczenie 1 bez odpowiedzi na radiochemioterapie

Ocena w skali potiloSciowej wykazata natomiast, ze §rednia warto$¢ wspotczynnika
reakcji immunohistochemicznej; w grupie odpowiadajacej na leczenie wynosita 173,94
(SD=95,13), za§ w grupie nieodpowadajacej 211,27 (SD=89,98). Roznice te nie byty jednak
istotne statystycznie (p=0,418) Jednoczesnie mediany tego wspotczynnika dla obu podgrup

byly identyczne i wyniosty 180. Wyniki tej analizy przedstawiono na rycinie 26.
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Rycina 26. Wyniki oceny potilosciowej ekspresji biatka ERCC1 w podziale na podgrupy

odpowiadajace na leczenie i bez odpowiedzi na radiochemioterapi¢

Podobnie jak w przypadku oceny jakosciowej reakcji z przeciwciatami anty-CAIX i
anty-ERCC1, takze wyniki reakcji z anty-PARP-1 wykazaly, Zze mediana intensywnosci
reakcji w podgrupach odpowiadajgcej na leczenie i nicodpowiadajacej byta identyczna i
wynosita 2 (p=0,402). Szczegotowe wyniki korelacji oceny jakosciowej ekspresji PARP1 z

odpowiedzig na leczenie przedstawiona na rycinie 27.
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Rycina 27. Wyniki oceny jakosciowej ekspresji bialkka PARP1 w podziale na podgrupy

odpowiadajace na leczenie 1 bez odpowiedzi na radiochemioterapi¢

Z kolei ocena jakosciowa wykazala, ze $redni odsetek wybarwionych komoérek w obu
podgrupach byt zblizony i wynosit odpowiednio 84,29% (SD=27,17) i 88,0% (SD=24,22).
Jednoczesnie mediany tego odsetka w obu podgrupach byty identyczne 1 wyniosty 99,0%.
Stad analiza statystyczna nie wykazala istotnych réznic (p=0,515). Wyniki te zobrazowano na
rycinie 28.
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Rycina 28. Wyniki oceny ilo$ciowej ekspresji biatka PARP1 w podziale na podgrupy

odpowiadajace na leczenie 1 bez odpowiedzi na radiochemioterapi¢

Tym samy zblizone byly warto$ci wspotczynnika potilo§ciowego dla obu podgrup. Ich
srednia w grupie chorych odpowiadajacych na leczenie wynosita 193,12 (SD=99,76), za§ w
grupie nieodpowiadajacych 219,55 (SD=90,45), podczas gdy mediany w obu grupach byly
identyczne i wyniosty 198. Analiza statystyczna nie wykazata istotnych roznic (p=0,475).

Szczegodtowe wyniki tej analizy przedstawia rycina 29.
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Rycina 29. Wyniki oceny potilosciowej ekspresji biatka PARP1 w podziale na podgrupy

odpowiadajace na leczenie i bez odpowiedzi na radiochemioterapi¢

5.7 Ocena wartoSci prognostycznej badanych czynnikow

Srednie stezenie hemoglobiny w podgrupie chorych, ktére osiagnely przezycia
pigcioletnie oraz w podgrupie chorych ktére zmarly byty zblizone 1 wynosity odpowiednio
8,36 mmol/L (SD=0,78) oraz 8,23 mmol/L (SD=0,53). Jednoczesnie mediany tych wartos$ci
byly niemal identyczne i wynosity odpowiednio 8,47 mmol/L oraz 8,44 mmol/L. Wyniki te

zobrazowano na rycinie 30.
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Rycina 30. Warto$ci ste¢zenia hemoglobiny we krwi obwodowej przed leczeniem w podziale

na przezycia pigcioletnie (5-OS) i zgony

Stopien ekspresji biatka CAIX wsrod chorych ktore przezyly okres pigcioletni oraz
chorych ktore zmarly byt zblizony. Mediana oceny w skali jako$ciowej dla obu podgrup byta
identyczna 1 wyniosta 2. Szczegdétowe wyniki oceny jakosciowej w obu tych podgrupach

przedstawiono na rycinie 31.
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Rycina 31. Wyniki oceny jakosciowej ekspresji biatka CAIX w podziale na przezycia
pigcioletnie (5-OS) i zgony

Z kolei $redni odsetek wybarwionych komoérek wynidst odpowiednio 13,61%
(SD=15,57) i 19,20% (SD=29,51). Jednoczes$nie mediana intensywnosci reakcji u chorych,
ktore przezyly okres obserwacji wynosita 7,5%, za$ u chorych ktore zmarty 5%. Wyniki

oceny ilo$ciowej w obu podgrupach przedstawiono na rycinie 32.
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Rycina 32. Wyniki oceny ilosciowej ekspresji biatka CAIX w podziale na przezycia
pigcioletnie (5-OS) i zgony

Tym samym nie stwierdzono znamiennych réznic w ocenie potilosciowej. W podgrupie
chorych z przezyciem pigcioletnim $rednia warto$¢ wspotczynnika poétilosciowego wyniosta
28,89 (SD=33,96), zas$ jego mediana 12,5. Natomiast w drugiej podgrupie $rednia ta osiaggneta
nieco wyzszy poziom i wyniosta 56,20 (SD=89,46) przy medianie 10. Wartosci te

zobrazowano na rycinie 33.
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Rycina 33. Wyniki oceny potilosciowej ekspresji biatka CAIX w podziale na przezycia
pigcioletnie (5-OS) i zgony

Takze stopien ekspresji biatkka ERCC1 w obu podgrupach byl podobny. W tym
przypadku jednak mediana oceny jakosciowej u chorych, ktore przezyty 5 lat wyniosta 2, za$
w drugiej podgrupie 3. Szczegdtowe wyniki oceny jakosciowej w podgrupach przedstawiono

na rycinie 34.

64



ocena jakosciowa
N
o

ERCC1

5-0S zgon

Rycina 34. Wyniki oceny jakosciowej ekspresji biatka ERCC1 w podziale na przezycia
pigcioletnie (5-OS) i zgony

Sredni odsetek wybarwionych komérek wynosit 86,0% (SD=15,19) i 88,6%
(SD=16,41) odpowiednio u chorych, u ktorych osiagnigto przezycie pigcioletnie i u chorych,
ktore zmiarty. Mediany tych wartosci takze byly zblizone i wyniosty odpowiednio 90% 1
95%. Wyniki te zobrazowano na rycinie 35.
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Rycina 35. Wyniki oceny iloSciowej ekspresji biatka ERCC1 w podziale na przezycia
pigcioletnie (5-OS) i zgony

Natomiast ocena ekspresji ERCC1 w skali potilosciowe] wykazata wigksze roznice.
Srednia warto$é tego wspotczynnika dla chorych przezywajacych 5 lat wyniosta 180,22
(SD=95,56; medniana 170), podczas gdy u chorych zmartych 223,80 (SD=103,94; mediana

285). Wyniki oceny potilosciowej w obu podgrupach przedstawiono na rycinie 36.
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Rycina 36. Wyniki oceny potilosciowej ekspresji biatka ERCC1 w podziale na przezycia
pigcioletnie (5-OS) i zgony

Podobnie jak w przypadku CAIX i ERCCI, takze ekspresja PARP w obu podgrupach
byla podobna. Ocena w skali jakosciowe] wykazala, ze mediana intensywnos$ci reakcji
immunohistochemicznej w podgrupie z przezyciem pigcioletnim wyniosta 3, podczas gdy w

podgupie chorych zmartych 2. Szczegdtowe wyniki tej analizy przedstawiono na rycinie 37.
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Rycina 37. Wyniki oceny jakos$ciowej ekspresji biatka PARP1 w podziale na przezycia
pigcioletnie (5-OS) i zgony

Z kolei $redni odsetek wybarwionych komoérek w pierwszej podgrupie wyniost 87,94%
(SD=15,54), za$ jej medniana 25,54%. W podgrupie chorych zmarlych wartosci te byty
podobne i wyniosty odpowiednio 74,80% (SD=31,82) i 80%. Wyniki te zobrazowano na
rycinie 38.
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Rycina 38. Wyniki oceny ilo$ciowej ekspresji biatka PARP1 w podziale na przezycia
pigcioletnie (5-OS) i zgony

Jednocze$nie Srednia warto$§¢ wspotczynnika potilosciowego w podgrupie chorych
przezywajacych 5 lat wyniosta 222,89 (SD=92,52), za$ jej medniana 247,5. Z kolei w drugiej
analizowanej podgrupie wartosci te byly nizsze i wyniosty odpowiednio 129,60 (SD=77,01) i
160. Wyniki oceny poétilosciowej w obu podgrupach przestawia rycina 39.
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Rycina 39. Wyniki oceny poétilosciowej ekspresji biatka PARP1 w podziale na przezycia
pigcioletnie (5-OS) i zgony
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6 Dyskusja

Podstawa terapii spersonalizowanej jest okreslenie u kazdego chorego indywidualnych
czynnikow predykcyjnych, ktéore pozwola na o0Szacowanie spodziewanego wyniku
zaplanowanego leczenia. Na ich podstawie mozna probowa¢ intesyfikowac terapi¢ u chorych
z nowotworem potencjalnie opornym na leczenie, a takze wzmozy¢ nadzor onkologiczny po
zakonczeniu leczenia celem wczesniejszego wykrycia wznowy czy progresji choroby. Z
drugiej strony, te same czynniki pozwalaja odstapi¢ od agresywnego leczenia w obliczu np.
wysokiej toksycznosci u chorych z nowotworem o wigkszej wrazliwosci na dany typ terapii.
Brak okreslenia wiarygodnych czynnikéw predykeyjnych, ktorych oznaczenie byloby
stosunkowo latwe i1 dostepne w wigkszosci osrodkéw onkologicznych, spowodowal, ze od
blisko 20 lat niezmiennym standardem leczenia miejscowo zaawansowanego raka szyijki
macicy jest stale radiochemioterapia oparta o Cisplatyng. Proby eskalacji dawki
promieniowania przyniosty jedynie wzrost czgstosci odczynow popromiennych (43). Z kolei
intensyfikacja chemioterapii i proby laczenia Cisplatyny z Gemcytabing (16) pozwolily na
zwigkszenie odsetka przezy¢ catkowitych, jednak ze wzgledu na stosunkowo duza
toksyczno$¢ tego schematu nie znalazl on zastosowania w codziennej praktyce kliniczne;.
Jednoczesnie w literaturze brakuje rzetelnych badan dotyczacych znaczenia czynnikéw
predykcyjnych w grupie chorych na miejscowo zaawansowanego raka szyjki macicy. Fakt ten
podyktowany jest stosunkowo rzadkim wystgpowaniem choroby w stopniu II 1 III wg FIGO
w krajach, w ktérych prowadzona jest wigkszo$¢ badan klinicznych (kraje Unii Europejskiej,

USA, Kanada).

Prezentowane badanie poddato analizie stosunkowo nieliczng grupe 28 chorych z
rakiem szyjki macicy w stopniu IIB i IIIB wedtug FIGO. Dzigki rygorystycznym kryteriom
wlaczenia 1 wytgczenia z badania, byta to jednak bardzo jednolita grupa, szczegdlnie pod
wzgledem podanej dawki radioterapii, ilo$ci kursow chemioterapii, przeprowadzonej analizy
wczesne] odpowiedzi na leczenie wedlug kryteriow RECIST, a takze pod wzgledem
przeprowadzonej oceny immunohistochemicznej. Ponadto badanie miato charakter
prospektywny, co dodatkowo podnosi wiarygodnos¢ przedstawionych wynikoéw. Pigcioletnia

obserwacja chorych wykazala niespodziewanie wysoki odsetek przezy¢ na poziomie 78%.
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Tym samym posrednio wykazano wysokg skuteczno$¢ radiochemioterapii, pod warunkiem
podania peinej dawki radioterapii i chemioterapii. Duza dysproporcja liczebno$ci podgrupy
zmartych chorych i przezywajacych okres obserwacji nie pozwolita jednak na rzetelng oceng

wartosci prognostycznej padanych czynnikow.

6.1 Ocena znaczenia hipoksji w odpowiedzi na radiochemioterapie

Hipoksja jest od lat dobrze udokumentowanym czynnikiem oporno$ci komorek
nowotworowych na radioterapi¢. Pomimo szeregu przeprowadzonych badan, nie udato si¢

jednak okresli¢ optymalnego sposobu jej pomiaru.

Jedna z najstarszych metod jest pomiar ci$nienia parcjalnego tlenu przy uzyciu
elektrody Eppendorfa. Jest to elektroda polarograficzna rejestrujaca wielko$¢ pradu
dyfuzyjnego, ktorego warto$¢ jest proporcjonalna do cis$nienia parcjalnego tlenu. W badaniu
Hockela i wsp. (44) analizowano 103 chore z rakiem szyjki macicy w stopniu 1B do IV
wedhug FIGO, u ktorych przeprowadzono leczenie operacyjne lub radykalng radioterapie.
Badanie charakteryzuje zatem stosunkowo duza heterogenno$¢ grupy pod wzgledem
zaawansowania Klinicznego i sposobu leczenia. Pooperacyjne badanie histopatologiczne
wykazalo wigksza czestos¢ nacieku przymacicz 1 inwazji naczyn przez komorki
nowotworowe w grupie chorych, u ktorych cisnienie parcjalne tlenu wynosito ponizej
10mmHg. Ponadto analiza catej badanej grupy wykazala istotne statystycznie réznice w
przezyciach calkowitych i przezyciach wolnych od choroby na korzys$¢ chorych, u ktérych
ci$nienie parcjalne tlenu wynositlo powyzej 10mmHg. Jednocze$nie w podgrupie poddanej
radykalnej radioterapii istotno$¢ statystyczng osiggni¢to jedynie w odniesieniu do przezyc
wolnych od choroby. Analogiczne badania przeprowadzono takze w odniesieniu do chorych
na raka ptaskonabtonkowego gltowy i szyi, ktorych biologia jest zblizona do raka szyjki
macicy. Badanie Nordsmarka i wsp. (45) dotyczylo 397 chorych (z 7 os$rodkéw) na
miejscowo zaawansowanego raka glowy 1 szyi poddanych radioterapii samodzielne;,
radiochemioterapii radykalnej oraz radioterapii uzupelniajacej po leczeniu operacyjnym.

Analiza calej badanej grupy wykazata, ze podgrupa chorych u ktdérych cisnienie parcjalne

72



tlenu wynosito ponizej 2,5mmHg rokowata gorzej w zakresie przezycia catkowitego.
Rowniez to badanie charakteryzuje jednak duza heterogenno$¢ grupy. Pomiar nasilenia
hipoksji przy uzyciu elektrody Eppendorfa ograniczony jest inwazyjnoscia metody,
moztiwoscig pomiaru jedynie w ptytko potozonych nowotworach oraz brakiem mozhiwosci
rozrdznienia tkanek hipoksycznych od nekrotycznch. Stagd metoda ta nie znalazta

powszechnego zastosownia w praktyce klinicznej.

Z kolei ocena poziomu unaczynienia guza pozwala uzyskaé¢ posrednig informacj¢ o
utlenowaniu komorek nowotworu. Oceny takiej dokonuje si¢ w trakcie badania
mikroskopowego wycinka pobranego z guza. Analiza taka byta przedmiotem badania
Gasinskiej 1 wsp. (46), w ktorym oceniano $rednig liczb¢ naczyn przypadajaca na 1 mm?
preparatu utrwalonego w formalinie. Wspomniane badanie obejmowato 152 chore z rakiem
szyjki macicy w stopniu IB - IIIB wg FIGO, ktore byly leczone radioterapig. Autorzy
opracowania wykazali, ze $rednia ilo$¢ naczyn wigksza niz 190/mm? byla pozytywnym
czynnikiem rokowniczym w zakresie przezy¢ ogdlnych. Analiza podgrup wskazala jednak, ze
parametr ten odgrywa istotne znaczenie jedynie u chorych z podtypem raka rogowaciejacego.
Jednocze$nie badanie obejmowalo do$¢ zroznicowang grupe chorych pod wzgledem

zaawansowania klinicznego.

Wspomniane powyzej badanie Gasinskiej i wsp. (46) zwrdcito uwage na fakt, ze
parametrem posrednio odpowiadajagcym za poziom hipoksji w guzie moze by¢ stezenie
hemoglobiny we krwi obwodowej. W analizie przezy¢ ogodlnych wykazano bowiem, ze
poziom hemoglobiny powyzej 116 g/l jest pozytywnym czynnikiem rokowniczym.
Przeprowadzona analiza podgrup wykazata jednak brak istotnosci statystycznej u chorych z
rakiem rogowaciejacym. Wyniki istotne statystycznie osiggni¢to natomiast w podgrupie z

rakiem nierogowaciejagcym.

W prezentowane]j rozprawie, autor takze poddat analizie znaczenie wptywu poziomu
hemoglobiny oznaczonej przed rozpoczeciem leczenia na odpowiedZ na skojarzong
radiochemioterapi¢. Analiza statystyczna nie wykazata istotno$ci. W porownaniu do badania
Gasinskiej 1 wsp., badana grupa charakteryzowata si¢ znacznie wigksza homogennosciag w

odniesieniu do wyjsciowego zaawansowania i przeprowadzonego leczenia, kosztem znacznie
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mniejszej liczebnosci grupy. Jednoczesnie kryteria wylgczenia nie dopuszczaly do badania
chorych z niedokrwisto$ciag uniemozliwiajaca podanie Cisplatyny (poziom ponizej 6
mmol/L). Takze chore, u ktorych wystapita anemia po podaniu pierwszego lub drugiego
kursu chemioterapii byty wykluczone z ostatecznej analizy, tak by wiarygodnie okresli¢
wplyw stezenia hemoglobiny i innych ocenianych czynnikéw w grupie chorych poddanych
penej radiochemioterapii (minimum 3 kursy Cisplatyny 40mg/m?). W efekcie wzglednie
wysoki poziom hemoglobiny (powyzej 7 mmol/L) zaobserwowano u 25 chorych, co
stanowito blisko 90% badanej grupy. Podkresli¢ nalezy takze fakt, ze gtownym punktem
koncowym badania byta wczesna odpowiedz na leczenie oceniona wedhug kryteriow

RECIST. Stad uzyskane wyniki moga by¢ odmienne od cytowanych powyze;j.

Rozwdj i upowszechnienie metod immunohistochemii umozliwil ocen¢ utlenowania
guza poprzez oznaczenie ekspresji bialek indukowanych hipoksja. Jako najczestsze
biomarkery hipoksji podaje si¢: czynnik indukowany hipoksja 1 (hypoxia-inducible factor 1,
HIF-1), czynnik wzrostu $rodblonka naczyniowego (vascular endothelial growth factor,
VEGF), transporter glukozy 1 (glucose transporter 1, GLUT1) oraz anhydraze weglanowa IX
(carbonic anhydrase IX, CAIX). Biatko HIF-1 jest heterodimerem sktadajacym si¢ z
podjednostki o 1 B. W warunkach normoksji podjednostka HIF-lo podlega szybkiemu
rozktadowi przy udziale biatka pVHL (biatko von Hippla-Lindaua). Degradacja ta jest jednak
wstrzymywana w warunkach hipoksji prowadzac do akumulacji biatlka w komorkach.
Znaczenie tego biatka jako markera opornosci na radioterapi¢ chorych na raka szyjki macicy
jest jednak kontrowersyjne. Burri i wsp. (47) w analizie 78 chorych poddanych radioterapii
wykazali, ze wysoka ekspresja biatka HIF-la jest niezaleznym negatywnym czynnikiem
rokowniczym w zakresie przezycia catkowitego. Z kolei Hutchison i wsp. (48) w badaniu
obejmujacym 99 chorych z rakiem szyjki macicy w zaawansowaniu IB do IVB wedtug FIGO,
leczonych radykalng radioterapia, stwierdzili brak istotnej statystycznie zaleznosci pomig¢dzy
ekspresja biatka HIF-1 a przezyciem wolnym od choroby, przezyciem wolnym od przerzutow
1 przezyciem wolnym od wznowy miejscowej. Podobny brak znaczenia prognostycznego
ekspresji biatka HIF-1 potwierdzony zostal w badaniu Mayera i wsp. (49). Autorzy tej analizy
wykazali jednoczesnie brak zwigzku pomigdzy ekspresja HIF-1 a pomiarem cis$nienia

parcjalnego tlenu przy uzyciu elektrody Eppendorfa. Tym samy uznali, ze biatko HIF-1 nie
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powinno by¢ wewnatrzkomdérkowym markerem hipoksji w komoérkach raka szyjki macicy. W
obliczu tych doniesien, jednym z najbardziej obiecujacych markerow hipoksji w raku szyjki
macicy stalo si¢ biatko CAIX, ktoére katalizuje reakcje powstania jonu wodoroweglanowego z
wody 1 dwutlenku wegla, tym samym odgrywajac wazng role w regulacji pH. Jego
nadekspresja jest indukowana hipoksg w szeregu roznych typow komorek (50). Loncaster i
wsp. wykazali istotny zwigzek pomigdzy niskim ci$nieniem parcjalnym tlenu zmierzonym za
pomoca elektrody Eppendorfa a ekspresja biatka CAIX (51). Opierajac si¢ na analizie
retrospektywnej 130 chorych z rakiem szyjki macicy w stopniu IB do IVA autorzy
potwierdzili takze role biatka CAIX jako negatywnego czynnika prognostycznego w
odniesieniu do takich punktow koncowych, jak przezycie wolne od choroby i przezycie wolne
od przerzutéw, ale nie dla przezycia wolnego od wznowy miejscowej. Z kolei Hedley i wsp.
(52) w prospektywnym badaniu obejmujacym 110 chorych z rakiem szyjki macicy w stopniu
IB - IIIB wedlug FIGO, leczonych radykalng radioterapig lub radiochemioterapia, nie
wykazali istotnej zaleznos$ci pomiedzy ekspresja CAIX a czasem wolnym od choroby w
okresie 3-letnie obserwacji. Co ciekawe, autorzy tego opracowania dokonali dodatkowego
porownania pomigdzy pomiarem wykonanym za pomoca elektrody Eppendorfa a ekspresja
CAIX nie wykazujac zaleznosci statystycznej. Analiza statystyczna badania Hedleya i wsp.
potwierdzita jednak silng zalezno$¢ pomiedzy cisnieniem parcjalnym tlenu (zmierzonym
elektroda polarograficzng) a przezyciem wolnym od choroby. Badanie charakteryzowala
stosunkowo duza ro6znorodno$¢ grupy pod wzgledem zaawansowania choroby i
przeprowadzonego leczenia (w analizie uj¢to zar6wno chore poddane samodzielnej

radioterapii, jak i radiochemioterapii).

Autor niniejszej rozprawy poddal analizie wptyw ekspresji biatka CAIX na odpowiedz
na leczenie, oceniajac jednak jednorodng pod wzgledem zaawansowania i leczenia grupeg
chorych. Dodatkowo uwzglednione zostaly trzy roézne metody oceny reakeji
immunohistochemicznej (jako$ciowa, iloSciowa i poétilosciowa). Analiza statystyczna nie
potwierdzita warto$ci oznaczenia biatka CAIX jako czynnika predykcyjnego wczesnej
odpowiedzi na skojarzong radiochemioterapi¢ oraz jako czynnika prognostycznego przezycia
pigcioletniego.  Przyczyny takich wynikow upatrywaé mozna w fakcie, zZe

immunohistochemiczna ocena CAIX nie dostarcza informacji o nasileniu hipoksji ostrej,
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ktora z punktu widzenia opornosci na radioterapi¢ ma istotniejsze znaczenie. Dla utrwalenia
uszkodzen DNA wywotanych promieniowaniem tlen musi by¢ bowiem obecny w chwili
napromieniania lub w czasie do 5ms (24). Ponadto badana grupa byta dos¢ homogenna pod
wzgledem ekspresji CAIX - u 17 chorych, co stanowi blisko 60% badanej grupy, odsetek
wybarwionych komorek nie przekraczat 10%, za$ u 26 chorych (92,8%) nie przekraczal 30%.
Podobnie jak w przypadku stezenia hemoglobiny, takze stopien ekspresji CAIX moze
wynika¢ z zastosowanych waskich kryteriow kwalifikacji do badania, ktore obejmowaty
gléwnie chore w dobrym stanie ogdlnym. Wielu autorow podkresla takze duzg role
heterogennosci roznych obszaréw guza pod wzgledem utlenowania. W cytowanym powyzej
badaniu Hedleya i wsp. (52) u 9 chorych wykonano biopsje z 3 réznych obszarow guza
uzyskujac w ponad 40% rozbiezne wyniki reakcji immunohistochemicznej z CAIX. Stad
wynika¢ moze brak zalezno$ci pomiedzy oznaczeniami immunohistochemicznymi
endogennych markeréw hipoksji a kontrola miejscowg procesu nowotworowego w

wyselekcjonowanej grupie chorych poddanych peinej radiochemioterapii.

Obecnie duze nadzieje poklada si¢ w obrazowaniu obszarow hipoksji przy uzyciu
badania pozytonowej tomografii emisyjnej (PET). Analiza taka dotyczaca chorych na raka
szyjki macicy byla przedmiotem badania Dehdashtiego i wsp. (53), w ktéorym autorzy
wykonali u 38 chorych przed planowang radioterapig lub radiochenioterapig badanie PET,
wykorzystujac  jako znacznik CuATSM. Jest to radiofarmaceutyk gromadzacy sie
specyficznie w komodrka hipoksycznych. W badaniu tym stwierdzono, ze wysoki wychwyt
CuATSM w guzie jest negatywnym czynnikiem rokowniczym w odniesieniu do przezycia
wolnego od progresji. Jednocze$nie autorzy wykazali brak korelacji wychwytu ®CUATSM z
wychwytem *®F-FDG stosowanym w rutynowym badaniu PET. Obrazowanie obszaréw
hipoksji w badaniu PET stwarza w przysztosci potencjalng mozliwo$¢ precyzyjnej eskalacji
dawki promieniowania w obszarach hipoksycznych przy uzyciu nowoczesnych technik
planowania i realizacji radioterapii (intensywna modulacja dawki - IMRT, techniki tukowe -
VMAT oraz techniki spiralne - Tomoterapia). O celowosci takiej strategii terapuetycznej
moze $wiadczy¢ fakt, ze przeprowadzona przez autora rozprawy analiza niepowodzen

leczenia wykazala, iz najczesciej dochodzi do wznowy miejscowe;.
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6.2 Ocena znaczenia ekspresji ERCC1 w odpowiedzi na radiochemioterapi¢

Biatko ERCCI1 jest jednym z zasadniczych elementow biorgcych udziat w naprawie
uszkodzen DNA na drodze wycinania nukleotydu (nucleotide-excision repair, NER). Razem z
biatkiem xeroderma pigmentosum (XPF) tworzy heterodimer o wlasciwosciach endonukleazy
wycinajgcej uszkodzony fragment DNA (54,55). Poniewaz naprawa DNA na drodze
wycinania nukleotydu jest gtownym mechanizmem usuwania uszkodzen powstatych na
skutek dziatania pochodnych platyny, podjeto szereg badan oceniajacych warto$¢
predykcyjng ekspresji ERCC1 w odniesieniu do nowotwordw leczonych tymi cytostatykami.
Wykazaly one, ze niski poziom ekspresji ERCCI1 jest zwigzany z lepszg odpowiedzig na
chemioterapi¢ pochodnymi platyny w takich nowotworach jak: niedrobnokomoérkowy rak
ptuca (56), rak jajnika (57), rak zotadka (58), rak jelita grubego (59) i rak przetyku (60).
Ponadto wykazano zwigzek polimorfizmu genu ERCCI i odpowiedzi na radioterapi¢ w
grupie chorych na wczesnego raka ptaskonablonkowego okolicy glowy i1 szyi, posrednio
wykazujac tym samym jego role w naprawie uszkodzen popromiennych (61). Istotna
statystycznie zaleznos¢ pomigdzy ekspresja biatka ERCC1 (oceniong
immunohistochemicznie) a czasem wolnym od choroby w odniesieniu do chorych poddanych
radiochemioterapii z powodu raka glowy i szyi potwierdzitlo badanie Jun i wsp. (62).
Jednakze rola ekspresji ERCC1 jako czynnika predykcyjnego odpowiedzi na skojarzona
radiochemioterapi¢ w raku szyjki macicy pozostaje dyskusyjna. Jednym z pierwszych badan
poruszajacych te kwestie byto opracowanie Brittena i wsp. (63), ktorzy analizie in vitro
poddali 15 linii komérkowych, w ktorych oznaczono zarowno ekspresje biatka ERCC1, jak i
mRNA. Autorzy wykazali istotng statystycznie zalezno$¢ pomiedzy wysokim poziomem
ekspresji genu ERCC1 a opornoscia na cisplatyne, przy jednoczesnym braku zwiazku
pomiedzy poziomem ekspresji biatka ERCC1 a wrazliwoscig na cisplatyng. Nie stwierdzono
takze korelacji pomiedzy poziomem ekspresji genu i biatka ERCCI1. Z kolei badanie Bai 1
wsp. (64) oceniato bezposrednig zaleznos¢ pomiedzy ekspresja genu ERCCI1, okre§long za
pomoca reakcji tancuchowej z odwrotng transkryptaza (reverse transriptase polymerase chain
reaction, RT-PCR), a odpowiedzig na leczenie oceniong wedlug kryteriow RECIST. Badanie
to miato charakter prospektywny i obejmowato 60 chorych z rakiem szyjki macicy w stopniu

IT 1 IIT wedlug FIGO, leczonych radykalng radiochemioterapig. Autorzy wykazali, ze niski
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poziom ekspresji ERCC1 mRNA jest zwigzany z istotnie statystycznie wiekszym odsetkiem
calkowitych odpowiedzi na leczenie. Natomiast badanie Doll i wsp. (65) poddato ocenie
korelacj¢ pomiedzy ekspresja ERCC1 mRNA (oceniong w RT-PCR) a ekspresja biatka
(oceniong immunohistochemicznie). Jednoczes$nie autorzy retrospektywnie ocenili wptyw obu
czynnikOw na przezycia chorych z rakiem szyjki macicy po radykalnej radioterapii. Analiza
wynikow wykazata, ze niska ekspresja ERCC1 mRNA byta zwigzana z gorszymi przezyciami
ogblnymi 1 przezyciami wolnymi od choroby, co stoi w opozycji do wynikéw uzyskanych
przez Bai 1 wsp. Ponadto Doll i wsp. wskazali, ze niski poziom ekspresji biatka ERCC1 byt
takze zwigzany z gorszym rokowaniem w zakresie przezy¢ catkowitych i wolnych od
choroby. Warto jednak podkresli¢, ze wyniki dotyczyly chorych poddanych samodzielnej
radioterapii, bez jednoczasowego leczenia Cisplatyng. Kilka lat pdzniej ci sami autorzy (66)
przedstawili analogiczng analize u chorych poddanych jednoczasowej radiochemioterapii.
Badanie to objeto grupe az 264 pacjentek z trzech os$rodkow kanadyjskich i dotyczyto
gtownie chorych z zaawansowaniem w stopniu I wedtug FIGO. Tym razem nie wykazano

jednoznacznego zwigzku pomiegdzy statusem ERCC1 a wynikami leczenia.

W $wietle przedstawionych powyzej badan, autor prezentowanej rozprawy takze podjat
probe okreslenia warto$ci predykcyjnej oznaczenia statusu ERCC1 w grupie chorych
poddanych jednoczasowej radiochemioterapii. Analiza zebranego materialu wykazata, ze
stopien ekspresji biatka ERCCI, oceniony metodami immunohistochemii, nie byt zwigzany z
wczesng odpowiedzig na zastosowane leczenie ani przezyciami pigcioletnimi. Uzyskane
wyniki byly zatem zbiezne z cytowanym powyzej badaniem Doll 1 wsp. Ocenie poddano
zarowno wyniki w skali ilosciowej, jako$ciowej jak 1 potilosciowej, ktore dotychczas nie byty
badane u chorych z rakiem szyjki macicy. Badana grupa okazala si¢ jednak do$¢ homogenna
pod wzgledem ekspresji ERCCI1 - az u 22 chorych (78%) stwierdzono reakcje w >80%
komorek bioptatu. W przeprowadzonym badaniu nie oceniano natomiast ekspresji mRNA
technikg RT-PCR, poniewaz stale jest to badanie stosunkowo kosztowne i trudno dostgpne, co

przektada si¢ na ograniczong jego warto$¢ w codziennej praktyce klinicznej.

78



6.3 Ocena znaczenia ekspresji PARP w odpowiedzi na radiochemioterapi¢

Mianem PARP okreslana jest cala rodzina biatek, ktore charakteryzujg si¢ obecnoscig
domeny Kkatalitycznej odpowiedzialnej za przeprowadzenie reakcji poli(ADP-rybozyl)acji
(67). Aktywnos$¢ enzymatyczng wykazano jednak tylko u 6 z kilkunastu polimeraz PARP, z
czego najwickszg charakteryzuje si¢ PARP-1 i PARP-2 (68). Co wiecej, badanie Amé i wsp.
wykazalo, ze to PARP-1 jest odpowiedzialne za najwazniejsze funkcje komoérkowe
przypisywane calej rodzinie (69). Do funkcji tych nalezy przede wszystkim udzial w
rozpoznawaniu uszkodzen DNA, gléwnie jednoniciowych, a nastepnie aktywacja kolejnych
biatek naprawy. Wigkszo$¢ doniesien wskazuje na wspotprace przede wszystkim z enzymami
systemu naprawy przez wycinanie zasad. Rola PARP-1 w tym systemie jest na tyle duza, ze
zahamowanie funkcji tego biatka prawie catkowicie uniemozliwia naprawe¢ na drodze
wycinania zasad (70). Z kolei badania oceniajgce skuteczno$¢ inhibitorow PARP (przede
wszystkim trzeciej generacji) w terapii przeciwnowotworowej wykazaty dos$¢ selektywng ich
skuteczno$¢, ograniczong gtownie do nowotwordw z uszkodzonymi szlakami naprawy
peknig¢ dwuniciowych na drodze rekombinacji homologicznej. Wykazano ok 50 - 1 000 razy
wicksza skuteczno$¢ inhibitorow PARP w stosunku do komorek z mutacjami BRCALI i
BRCA2 (71) ATM, RAD51, NBS1, ATR (72). Ostatnie badania wykazaly ponadto wysoka
skuteczno$¢ inhibitorow PARP w nowotworach z mutacjami genow szlaku anemii
Fanconiego (FANCA, FANCC, FANCD?2) (72), ktory jest jednym z gtdownych mechanizmow
naprawy wigzan krzyzowych powstatych na skutek dziatania m.in. Cisplatyny.
Wytlumaczeniem mechanizmu skutecznosci inhibitorow PARP-1 moze by¢ teoria
"sprzezonej letalnosci" (synthetic lethality), zaproponowana przez Kaeilna (73). Zaktada ona,
ze zahamowanie aktywnos$ci enzymatycznej] PARP-1 prowadzi do nagromadzenia pgknigc¢
jednoniciowych. W trakcie replikacji, gdy polimeraza trafia na przerw¢ na jednej z nici,
dochodzi do peknigcia drugiej nici, w wyniku czego powstaje peknigcie dwuniciowe. W
komorkach z uszkodzonym szlakiem rekombinacji homologicznej, peknigcia te nie mogg by¢
naprawione, co skutkuje fragmentacja DNA i $miercig komorki przez apoptozg. Dotychczas
najlepiej udokumentowane w literaturze jest zastosowanie inhibitorow PARP u chorych na
raka piersi, zwlaszcza z mutacja w genie BRCAI1 lub BRCA2. Uwzgledniajac jednak

przytoczone powyzej badania in vitro wskazujace na potencjalnie wysoka skuteczno$é tej
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terapii w przypadku defektu pozostatych bialek szlaku rekombinacji homologicznej, nalezy
spodziewac si¢ w przyszio$ci rozszerzenia badan klinicznych o kolejne nowotwory. Prawie
calkowity brak ekspresji ATM, ATR i RAD51 wykazano bowiem u ponad 50% chorych na
ptaskonablonkowego raka glowy i szyi (74), znacznie obnizong ekspresj¢ RADS1 u blisko
30% chorych z rakiem piersi (75), zaburzenie ekspresji BRCAl i 2, RAD51C, ATM i ATR u
blisko 50% chorych z rakiem surowiczym jajnika (76). Z kolei zaburzenia szlaku anemii
Fanconiego wykazano az u okoto 30% chorych na raka szyjki macicy (77). Z punktu widzenia
terapii spersonalizowanej najwazniejsze jest jednak wyselekcjonowanie chorych, ktérzy
odniosa z tego leczenia najwickszy zysk. W przypadku inhibitorow PARP konieczna jest
zatem ocena mutacji genow rekombinacji homologicznej. Obecnie mozliwe jest okreslenie
sprawno$ci tego szlaku poprzez badania na macierzach, a takze immunoflorescencyjne
oznaczanie YH2AX i RADS51 (78). Sa to jednak oznaczenia stale niedostepne w codziennej
praktyce klinicznej. Wstepne badania obejmujace chore z rakiem piersi wykazaty natomiast,
ze potencjalnym markerem wrazliwosci na terapi¢ inhibitorami PARP moze by¢ takze
immunohistochemiczna ocena ekspresji jadrowego PARP-1 (79). Ponadto udowodniono, ze
wysoka ekspresja PARP-1 jest niekorzystnym czynnikiem rokowniczym w odniesieniu do

przezycia calkowitego i wolnego od choroby u chorych na raka piersi (80).

Poniewaz, jak przytoczono wczesniej, u 30% chorych na raka szyjki macicy wystepuje
zaburzenie szlaku anemii Fanconiego (77), a zatem istnieje potencjalny zysk z zastosowania
inhibitorow PARP, autor niniejszej rozprawy poddal ocenie ekspresj¢ biatka PARP-1 u
chorych na raka szyjki macicy poddanych radykalnej radiochemioterapii. Analiza
Statystyczna nie wykazata jednak zalezno$ci pomigdzy odpowiedzig na leczenie a wynikiem
reakcji immunohistochemicznej ocenionej zaréwno w skali iloSciowej, jako$ciowej 1
potilosciowej. Ogolnie w calej badanej grupie stwierdzono wysokg ekspresje PARP-1 - u 24
chorych (85,7%) wykazano reakcje w >70% komorek, z czego intensywno$¢ reakcji w tej
podgrupie byla §rednia lub wysoka. Zatem na podstawie przeprowadzonego badania mozna
wnioskowac, ze u chorych z rakiem szyjki macicy w stopniu IIB i IIIB ekspresja biatka
PARP-1 jest wysoka, co $wiadczy¢ moze o duzej sprawnosci mechanizmu naprawy DNA na
drodze wycinania zasad. Poniewaz pod wieloma wzgledami biologia raka szyjki macicy jest

zblizona do plaskonabtonkowego raka glowy i szyi, w ktorym wykazano wysoka czgstos$¢
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zaburzenia ekspresji gendow ATM, ATR 1 RADS1, celowe wydaje si¢ zaplanowanie kolejnych
badan oceniajacych ekspresje genoéw szlaku rekombinacji homologicznej u chorych na

miejscowo zaawansowanego raka szyjki macicy.

6.4 Podsumowanie

Dyskutowana powyzej ocena nasilenia hipoksji i ekspresji czynnikéw zwigzanych z
naprawg uszkodzen popromiennych i wywotanych Cisplatyng nadal nie pozwala okresli¢
wiarygodnych czynnikéw predykecyjnych odpowiedzi na skojarzong radiochemioterapie.
Wiekszo$¢ cytowanych wynikdéw badan jest rozbiezna, co wynika gtownie z niejednorodnosci
badanych grup chorych. Przeprowadzone badanie nie potwierdzito jednak wartosci
predykcyjnej oceny stezenia hemoglobiny, ekspresji biatka CAIX, ERCCI1 1 PARP w waskiej
i homogennej grupie chorych poddanych petnemu leczeniu skojarzonemu. Jednoczesnie w
badaniu tym uzyskano stosunkowo wysokie przezycia 5 - letnie, co $wiadczy o skutecznos$ci
dotychczasowego leczenia, pod warunkiem podania optymalnej dawki radioterapii i
chemioterapii. Tym samym jedynymi czynnikami majacymi znaczenie w leczeniu miejscowo
zaawansowanego raka szyjki macicy pozostaje nadal stopien zaawansowania procesu
nowotworowego, pierwotna wielkos$¢ guza i obecno$¢ przerzutow do weztéw chtonnych (28).
Brak molekularnych czynnikow predykcyjnych zwigzanych z prowadzonym leczeniem
systemowym w tej grupie chorych sklania do zadania pytania o znaczenie chemioterapii w
dobie wysoce konformalnych technik radioterapii. Dotychczasowe badania oceniajace
warto$¢ eskalacji dawki prowadzone byly bowiem w oparciu 0 planowanie w technice 3D
(43). Obecny rozwoj technik intensywnej modulacji wigzki (IMRT), technik tukowych
(VMAT) oraz spiralnych (Tomoterapia) w potaczeniu z technikami radioterapii sterowanej
obrazem (IGRT) pozwala w wysoce precyzyjny sposob poda¢ znacznie wyzsza dawke
promieniowania na obszar tarczowy przy zachowaniu porownywalnej, co techniki 3D, dawki
w sasiednich narzadach krytycznych (81). Ponadto techniki te pozwalajg na jednoczasowe
dopromienienie wyzsza dawka frakcyjng (SIB) obszarow hipoksji zobrazowanych w badaniu
PET. Jednoczesne zastosowanie brachyterapii z planowaniem w oparciu o0 obraz rezonansu

magnetycznego (a nie arbitralnie przyjetych punktow A 1 B) stwarza jeszcze wigksze szanse
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bezpiecznej eskalacji dawki (82). Co wiecej sg to techniki szeroko dostgpne w wigkszosci
osrodkow onkologicznych. Tym samym przyszio$¢ leczenia miejscowo zaawansowanego
raka szyjki macicy mozna upatrywaé w spersonalizowanej, wysoce konformalnej radioterapii,
w ktorej rola skojarzonego leczenia systemowego prawdopodobnie bedzie stopniowo

ograniczana.
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7 Whnioski

Analizowana grupa chorych na zaawansowanego raka szyjki macicy (w stopniu 1IB -
IIB), otrzymujaca radiochemioterapie, charakteryzowata si¢ w 82% prawidlowym poziomem
hemoglobiny we krwi obwodowej oraz niskg ckspresja biatka CAIX, co wskazuje na

ograniczong hipoksje w komodrkach raka ptaskonabtonkowego.

Wynikajace z analizy wartosci hemoglobiny we krwi obwodowej i stopien ekspresji
biatka CAIX nie majg warto$ci predykcyjnej na wczesng odpowiedz na leczenie jak i

prognostycznej na piecioletnie przezycia catkowite.

U chorych na zaawansowanego raka szyjki macicy stwierdza si¢ wysoka ekspresje
biatka ERCC1 (zwigzanego z chemioopornoscig) w komorkach nowotworowych. Stopien tej
ekspresji nie ma jednak znaczenia predykcyjnego i prognostycznego w radiochemioterapii

tych chorych.

W badanej grupie chorych stwierdza si¢ wysoka ekspresj¢ biatka PARP1 (zwigzanego z
chemioopornoscia) w komorkach raka szyjki macicy. Z analizy ekspresji tego biatka oraz
odpowiedzi chorych na radiochemioterapi¢ i przezycia piecioletnie wynika brak moztiwos$ci

uznania go za czynnik predykcyjny badz prognostyczny.
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8 Streszczenie

Wstep

Rak szyjki macicy stanowi nadal istotny problem terapeutyczny. Pod wzgledem
epidemiologicznym Polska nie odbiega znaczaco od $redniej europejskiej w zakresie
zachorowan. Jednocze$nie, te same dane epidemiologiczne wskazujg na okoto 70% wyzsza
umieralno$¢ w naszym kraju. Na te sytuacje najwickszy wpltyw ma fakt, ze u zdecydowane;j
wiekszos$¢ chorych nowotwor rozpoznawany jest w zaawansowanym stadium (stopnie IIB i
wyzsze wg FIGO). Jednym z najistotniejszych probleméw terapeutycznych w raku szyjki
macicy jest duze zroznicowanie odpowiedzi na leczenie. Dotychczas nie udato sie okresli¢
wiarygodnych czynnikéw predykecyjnych, ktére pozwolityby na personalizacje leczenia
onkologicznego. Przyczyny oporno$ci na leczenie upatruje si¢ gldownie w hipoksji komorek

nowotworowych jak i zaburzeniu ekspresji bialek naprawy DNA.
Cel badania

Celem pracy jest ocena nasilenia hipoksji 1 ekspresji biatek zwigzanych z
chemioopornoscia jako potencjalnych czynnikéw predykcyjnych i prognostycznych u
chorych z miejscowo zaawansowanym rakiem szyjki macicy w stopniu 1B - I11B poddanych

radykalnej radiochemioterapii. Wyznaczono nastgpujace cele szczegdlowe:

o oceng stgzenia hemoglobiny we krwi obwodowej przed radiochemioterapia oraz
ekspresji biatka CAIX w materiale biopsyjnym oraz ich Kkorelacja z wczesng
odpowiedzig na leczenie i przezyciem pigcioletnim

o ocen¢ ekspresji biatka ERCC1 w materiale biopsyjnym oraz jego korelacja z
odpowiedzig na leczenie i przezyciem pigcioletnim

o ocen¢ ekspresji biatka PARP-1 w materiale biopsyjnym oraz jego korelacja z

odpowiedzig na leczenie i przezyciem pigcioletnim

84



Material i metodyka

Realizacji powyzszych celow dokonano na podstawie prospektywnej analizy chorych z
rakiem szyjki macicy w stopniu FIGO 1IB - IIIB leczonych radykalng radiochemioterapig.
Rekrutacje do badania prowadzono w latach 2009 - 2010 i objeto nig wylacznie chore z
rozpoznaniem raka ptaskonabtonkowego, od ktérych przed rozpoczeciem leczenia pobrano
wycinek z guza celem oceny immunohistochemicznej ekspresji biatlek CAIX, ERCCI i
PARP. Wszystkie chore otrzymac miaty petng teleradioterapi¢ technikg konformalng 3D do
dawki catkowitej 50,4Gy (dawka frakcyjna 1,8Gy). Teleradioterapia kojarzona byla z
brachyterapig s$rédjamowsg - u wszystkich chorych zaplanowano 4 frakcje po 7Gy
specyfikowane na punkt A. Jednocze$nie w trakcie radioterapii podawano Cisplatyng w
dawce 40mg/m? podawana co 7 dni. Z badania wykluczono chore, ktore z uwagi na
toksyczno$¢ leczenia otrzymaly niepelng dawke radioterapii lub mniej niz 3 kursy Cisplatyny.
Oceny wczesnej odpowiedzi na leczenie dokonano na podstawie tomografii komputerowej
wykonanej w okresie 4 - 6 tygodni od zakonczonej radiochemioterapii postugujac sie
kryteriami RECIST. Nastgpnie prowadzono systematyczng kontrole kliniczng chorych, ktora

pozwolita okresli¢ przezycia piecioletnie w badanej grupie.
WynikKi

Do badania zakwalifikowano ostatecznie 28 chorych w wieku od 39 do 68 roku zycia
(Srednia 54,9 lat) z rakiem szyjki macicy w stopniu IIB (32,2%) 1 I1IB (67,8%) wedtug FIGO.
Wszystkie chore otrzymaly pelng tele- 1 brachyterapi¢. Zaplanowanych 6 kursow Cisplatyny
otrzymato 5 chorych (17,8%), u pozostatych 8 chorych (28,6%) podano 5 kurséw, tyle samo
chorych otrzymato 4 kursy, za$ 7 chorych (25%) jedynie 3 kursy chemioterapii. Catkowitg
odpowiedz na leczenie (CR) zaobserwowano u 6 chorych (21,4%), odpowiedz czeSciowa
(PR) u 11 chorych (39,3%), stabilizacje choroby (SD) u 10 chorych (35,3%), za$ progresje
(PD) u 1 chorej (3,6%). Z uwagi na stosunkowo matg liczebno$¢ badanej grupy, dla celow
statystycznych dokonano podzialu na dwie podgrupy. W pierwszej znalazty si¢ chore, u
ktorych stwierdzono odpowiedZ na leczenie (CR 1 PR), zas§ w drugiej podgrupie chore nie
odpowiadajace na leczenie (SD lub PD). Z Kolei analizy przezy¢ dokonano na grupie 26

chorych, wérod ktérych 18 (69,3%) przezyto okres 5 lat.
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Srednie stezenie hemoglobiny w podgrupie odpowiadajacej na leczenie wynosito 8,0
mmol/L (mediana 8,38 mmol/L), za§ w podgrupie, w ktorej nie stwierdzono odpowiedzi 8,48
mmol/L (mediana 8,50 mmol/L). Analiza statystyczna nie wykazal istotnych rdéznic
(p=0,230). Mediana intensywno$ci reakcji immunohistochemicznej z p/ciatem anty-CAIX w
obu badanych podgrupach byta identyczna i wynosita 2 (p=0,264). Takze mediana odsetka
wybarwionych komodrek w tej reakcji byla taka sama i wynosita 5% (p=0,586). Z kolei
mediana intensywno$ci reakcji z p/ciatem anty-ERCC1 w obu podgrupach wynosita 2
(p=0,294), za$ mediana odsetka wybarwionych komoérek 90% i 95% odpowiednio dla
podgrupy odpowiadajgcej na leczenie i nieodpowiadajacej (p=0,475). Ocena reakcji z
p/cialem anty-PARP-1 takze nie wykazata rdznic pomiedzy oboma analizowanymi
podgrupami - mediana intensywnosci reakcji wynosita 2 (p=0,402), a odsetka wybarwionych
komorek 99% (p=0,515).

Wsrdd chorych, ktore przezyly 5 lat, S$rednie stezenie hemoglobiny wyniosto
8,36mmol/L i bylo zblizone do podgrupy zmartych chorych (8,23mmol/L). Mediana
intensywnosci reakcji z anty-CAIX w obu podgrupach byla identyczna i wyniosta 2, za$
mediana odsetka wybarwionych komorek wyniosta odpowiednio 7,5% i 5%. Z kolei mediana
oceny jakosciowej reakcji z anty-ERCC1 u chorych osiagajacych 5 letnie przezycia wyniosta
2, za$ w drugiej podgrupie 3. Jednoczesnie mediany odsetka wybarwionych komorek
wyniosty odpowiednio 90% i 95%. Ocena reakcji z p/ciatem anty-PARP1 wykazata, ze
mediana intensywnosci reakcji wyniosta 3 u chorych, ktore przezyty 5 lat i 2 u zmartych.

Natomiast mediana wyniku oceny ilo§ciowej wyniosta odpowiednio 25,54% i 80%.
Whnioski

Analizowana grupa chorych na zaawansowanego raka szyjki macicy (w stopniu IIB -
IIB), otrzymujaca radiochemioterapie, charakteryzowata si¢ w 82% prawidlowym poziomem
hemoglobiny we krwi obwodowej oraz niskg ekspresja biatka CAIX, co wskazuje na

ograniczong hipoksje w komorkach raka ptaskonabtonkowego.

Wynikajace z analizy warto$ci hemoglobiny we krwi obwodowej 1 stopien ekspresji
biatka CAIX nie majg warto$ci predykcyjnej na wczesng odpowiedz na leczenie jak i

prognostycznej na piecioletnie przezycia catkowite.
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U chorych na zaawansowanego raka szyjki macicy stwierdza si¢ wysoka ekspresje
biatka ERCC1 (zwigzanego z chemioopornoscia) w komorkach nowotworowych. Stopien tej
ekspresji nie ma jednak znaczenia predykcyjnego i prognostycznego w radiochemioterapii
tych chorych.

W badanej grupie chorych stwierdza si¢ wysoka ekspresje biatka PARP1 (zwigzanego z
chemioopornosciag) w komorkach raka szyjki macicy. Z analizy ekspresji tego bialka oraz
odpowiedzi chorych na radiochemioterapi¢ i przezycia pigcioletnie wynika brak moztiwosci

uznania go za czynnik predykcyjny badz prognostyczny.
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9 Summary

Introduction

Cervical cancer has become a serious oclogical problem. While Poland does not stand
out against the rest of the EU in terms of incidence (about 15% higher in 2009), the
differences in mortality rate are quite significant. It is estimated that the mortality rate in
Poland is higher by 70% than the rest of the EU. This epidemiological situation is mainly due
to the fact that in most patients the cancer is diagnosed at an advanced stage (1B and higher at
FIGO scale). One of the main therapeutic problems in the advanced cervical cancer is high
diversity of the response to therapy in patients at the same stage and with comparable
prognostic factors. Reasons for resistance to therapy are mainly associated with the hypoxia

of the neoplastic cells and abnormalities in the expression of DNA repair proteins.
Aim of the study

The aim of the study is to evaluate the intensity of hypoxia and expression of proteins
associated with chemoresistance as potential predictive and prognostic factors in patients with
locally advanced cervical cancer in stage 1B to 11I1B treated with radical chemoradiotherapy.
The following specific objectives have been defined:

o the evaluation of hemoglobin level in the peripheral blood before the treatment and
CAIX expression in biopsied material and their correlation with early response to
therapy and 5 year overall survival

o the evaluation of ERCCL1 expression in biopsied material and its correlation with early
response to therapy and 5 year overall survival

o the evaluation of PARP-1 expression in biopsied material and its correlation with early

response to therapy and 5 year overall survival

Materials and methods

The abovementioned aims were achieved based on a prospective analysis of patients
with cervical cancer in FIGO stage IIB to IlIIB treated with radical chemoradiotherapy.

Participants of the study were recruited in 2009-2010 and included only patients with
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diagnosed squamous cell carcinoma. Prior to implementing the treatment a sample of tumor
was collected for immunohistochemical determination of the CAIX, ERCC1 and PARP
expression. All patients were to receive 3D conformal teleradiotherapy (4-field box
technique) up to a total dose of 50.4 Gy (fraction dose 1.8 Gy). Teleradiotherapy was
combined with intracavitary brachytherapy — 4 fractions of 7Gy targeting point A were
planned for all patients. During the radiation therapy a dose of 40mg/m? of cisplatin was
administered every 7 days. Those patients who, duo to therapy toxicity received incomplete
dose of radiation or fewer that 3 course of cisplatin were excluded from the study. The
evaluation of early response to treatment was done based on CT performed 4-6 weeks after
ending chemoradiotherapy using the RECIST criteria. Systematic clinical folow-up of patients
was then performed to determine the five-year survival in the study group

Results

Twenty eight patients aged 39 to 68 years old (mean 54.9 y.0.) with cervical cancer at
FIGO stage 1IB (32.2%) and stage 11IB (67.8%) took part in the study. All patients received
full teleradiotherapy and brachytherapy. Out of the planned 6 courses of cisplatin, 5 patients
(17.8%) received them and the remaining 8 patients (28.6%) received 5 courses; 8 patients
received 4 courses and 7 patients (25%) only 3 courses of chemotherapy. The comlete
response to treatment (CR) was observed in 6 patients (21.4%), partial response (PR) in 11
patients (39.3%), stable disease (SD) in 10 patients (35.3%), and progression (PD) in 1 patient
(3.6%). Due to the relatively small size of the analyzed group, for statistical purposes, it was
divided into two subgroups. The first subgroup included patients with a response to treatment
(CR and PR), and in the second subgroup who did not respond to treatment (SD or PD).

Survival analysis was performed on 26 patients, of whom 18 (69,3%) survived for 5 years.

The mean hemoglobin concentration in the responsive subgroup was 8,0 mmol/L
(median 8,38 mmol/L) and in the no-responsive subgroup 8,48 mmol/L (median 8,50
mmol/L). The statisticall analysis did not showed any significant differences (p=0,230). The
median intensity of immunohistochemical reaction with anti-CAIX in both analized
subgroups was 2 (p = 0.264). Also, the median percentage of stained cells in this reaction

revealed no deferences and was 5% (p = 0.586). In turn, the median response to anti-ERCC1
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in both subgroups was 2 (p = 0.294) and the median percentage of stained cells was 90% and
95% respectively for the responsive and non-responsive subgroup (p = 0.475). Evaluation of
the anti-PARP-1 also did not show any difference between the two analyzed subgroups. The
median response was 2 (p = 0.402) and the percentage of stained cells was 99% (p = 0.515).

Among patients who survived for 5 years, the mean hemoglobin concentration was 8.36
mmol/L and was similar to the subgroup of no-survived subgroup (8.23mmol / L). The
median intensity of immunohistochemical reaction with anti-CAIX in both subgroups was
identical and amounted to 2, while the median percentage of stained cells was 7.5% and 5%,
respectively. On the other hand, the median of qualitative response to anti-ERCC1reaction in
survived patients was 2, while in the second subgroup 3. At the same time, the median
percentage of stained cells was 90% and 95%, respectively. Evaluation of anti-PARP1
showed that median response intensity was 3 in survived patients and 2 in no-survived
subgroup. The median percentage of stained cells in anti-PERP-1 reaction was 25.54% and

80%, respectively.
Conclusions

Cervical stage 1IB - 1lIB patients undergoing complete radiochemotherapy are
characterized by relatively high hemoglobin concentration and low expression of CAIX
protein, indicating no significant hypoxia in tumor cells. The evaluation of the intensity of
hypoxia in this group of patients by determining the hemoglobin concentration in peripheral
blood and the CAIX expression in the biopsied material does not have predictive and
prognostic value.

In the analized group of patients, high expression of ERCCL1 in cervical cancer cells was
observed. However, immunohistochemical determination of ERCCL1 expression does not have
predictive and prognostic value.

Patients in the study group showed relatively high expression of PARP-1 protein in
squamous cell carcinoma cells. However, evaluation of the expression of this protein by

immunohistochemistry does not have predictive and prognostic value.
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11 Zalacznik nr 1 - Zgoda Komisji Bioetycznej

UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

KOMISJA BIOETYCZNA PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM
IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

Collegium Maius tel. (+48 61) 854 62 51, 854 60 60
ul. Fredry 10 fax. (+48 61) 854 61 07
61-701Poznan www.bioetyka.ump.edu.pl

Uchwata nr 477/09

Na podstawie przepisow Ustawy ¢ dnia 5 grudnia 1996 r. o zawotiach lekarza i Ielmrw dentysty (Dz. U. 1997, Nr 28, poz. 152); Rozporzqdzenia Ministra Zdrowia i Opicki Spolecznej
dnia 11 maja 1999r. w sprawie otowych zasad p. oraz trybu dziatania komisji bioetycznych (Dz. U. Nr 47, poz 480); Rozporzqdzenia Ministra Zdrowia z

dnia 11 marca 2005 r. w sprawic szczegblowych wymagari Dobrej Pmln, ki Klinicznej (D U. 2005, Nr 57, poz. 500) Ustawy z dnia 6 wreesnia 2001r. Prawo farmaceutyczne (Dz U. z
2004r. Nr 53, poz. 533 z¢ zm.); Rozporzqdzenia Ministra Finansow z dnia 30 kwietnia 2004r. w sprawie i sci cywilnej badacza i sponsora
(Dz U. 2004 nr 101, poz. 1034 7 poin. zm.); Rozporzqdzenia Ministra Finansiw 7 dnia 18 maja 2005r. ymieniaj gdzenie w sprawie

odpowiedzialnosci cywilnej badacza i sponsora (Dz. U. Nr 101, poz. 845); Rozporzqdzenia Ministra Zdrowia z dnia 30 kwietnia 2004r. w sprawie sposobu prowadzenia badari
Klinicznych  udzialem malolemich (Dz. U. 2004 Nr 104, poz. 1108); Rozporudzenia Ministra Zdrowia 7 dnia 30 kwietia 2004r. w sprawie zglaszania niespodziewanego cigikiego
nicpotqdanego dzialania produktu leczniczego (Dz. U. Nr 104, poz. 1107); Rozporzqdzenia Ministra Zdrowia z dnia 4 listopada 2008r. w sprawie wzordw dokument6w preedkladanych

w awiachu produktu leczniczego oraz w sprawie ici i sposobu uis ia oplat za ic badania klini (D2 U. Nr 201, poz. 1247), kierujac sie
idfoweg ia Badari Klini -GCP- i w oparciu o i
Komisja, na posiedzeniu w dniu: 06 maja 20009 r.

rozpatrzyta wniosek, ktory przedstawit Pan:
dr hab. n. med. Piotr Wysocki
w sprawie prowadzenia badari na
Oddziale Radioterapii i Onkologii Ginekologicznej w Wielkopolskim

Centrum Onkologii w Poznaniu

Gléwny badacz: lek. med. Tomasz Bajon

Crlonkowie zespolu

badawczego: dr hab. n. med. Piotr Wysocki
dr hab. n. med. Andrzej Roszak

Temat

badari: ”Ocena nasilenia hipoksji i ekspresji genéw warunkujacych
chemiooporno$é w odpowiedzi zaawansowanego raka

szyjki macicy na skojarzong radiochemioterapie”.

Komisja wyraza zgode na prowadzenie badan
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