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Wprowadzenie

Ztosliwe nowotwory tkanek migkkich (migsaki) naleza do rzadkich nowotwordéw (szacuje
si¢, 1z stanowia one niespetna 1% ogdlu nowotwordéw ztosliwych cztowieka), tym niemnie;j
w ostatnich dwudziestu latach obserwuje si¢ staty wzrost liczby nowych zachorowan na tg
grupe nowotworow. W USA, w populacji rasy bialej, wspdiczynniki zachorowalno$ci na
migsaki tkanek migkkich, standaryzowane wzgledem wieku, wzrosty w latach 1973—1998,
odpowiednio dla kobiet z 1,75/100 000 do 2,5/100 000, zas u mezczyzn z 2,0/100 000 do
3,0/100 000. Réwniez w Polsce zachorowalno$¢ na nowotwory tkanki tacznej byta
w latach 1985-1994 o ok. 30% wyzsza niz w okresie 19761984 r. Staty trend wzrostowy
utrzymat si¢ w Polsce takze w latach 90. Dla poréwnania: w roku 1989 odnotowano 222
zachorowania na migsaki tkanek migkkich u megzczyzn 1236 u kobiet (standaryzowane
wzgledem wieku wspdlczynniki zachorowan wynosilty odpowiednio 1,1/100 000 oraz
1,0/100 000), natomiast w roku 1996 zarejestrowano 333 zachorowania u mezczyzn 1323
u kobiet (standaryzowane wzgledem wieku wspotczynniki zachorowan wynosily odpo-
wiednio 1,6/100 000 oraz 1,3/100 00).

Mozna wigc przypuszczac, iz w najblizszych latach migsaki tkanek migkkich stana sig
powaznym problemem medycznym. Wynika to przede wszystkim z faktu, iz wigkszo$¢
(ponad 50%) chorych na migsaki tkanek migkkich umiera z powodu rozsiewu lub z po-
wodu miejscowego szerzenia si¢ nowotworu i zajecia struktur waznych dla zycia. W 2001
roku w USA odnotowano 8700 nowych przypadkow zachorowania na migsaki tkanek
migkkich. W tym samym czasie, wedtug danych American Cancer Society, zmarto na mig-
saki tkanek migkkich 4400 chorych. W Polsce w roku 1996 zmarto z powodu migsakow
136 mezczyzn i 113 kobiet.

Niskie odsetki przezy¢ 5-letnich u chorych na migsaki tkanek migkkich spowodowane sa
przede wszystkim brakiem mozliwosci poréwnywania wynikow leczenia prowadzonego
w roznych osrodkach 1 wypracowania standardow postgpowania terapeutycznego. Wynika
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to glownie z heterogennego charakteru tych nowotworéw. Najnowsza klasyfikacja guzéw
tkanek migkkich, opublikowana w roku 2002 przez WHO, wyr6znia bowiem ponad
30 postaci histologicznych o réznej biologii 1 odmiennym rokowaniu. Sprawe¢ komplikuje
dodatkowo fakt, iz dotychczas nie udato si¢ stworzy¢ idealnej klasyfikacji guzow tkanek
migkkich, ktora by z jednej strony cechowala si¢ prostota, z drugiej za§ wysokim stopniem
powtarzalnosci 1 przydatnos$ci klinicznej. Przy braku jednoznacznych (obiektywnych) kry-
teribw rozpoznania ocena typu histologicznego migsaka ma czasem charakter arbitralny.
Dowodem na to jest chociazby poroOwnanie czgstosci wystgpowania poszczegolnych pos-
taci histologicznych zlo§liwych nowotwordéw tkanek migkkich w doniesieniach pocho-
dzacych zréznych os$rodkéw. Wedlug zgodnej opinii wszystkich autorow najczgstszym
zto§liwym nowotworem tkanek migkkich jest migsak widknisto-histiocytarny; stanowi on
od 25% do 28% badanych migsakow. Odsetek diagnozowanych pozostatych migsakow
(a zarazem ich kolejnos$¢ na liscie czgstosci wystgpowania) wykazuje natomiast znaczne
roznice w poszczegolnych osrodkach (tabela 1).

Tabela 1. Rozbiezno$ci w czgstosci wystepowania histologicznych podtypéw migsakow tka-
nek migkkich.

Typ histologiczny Odse.tek wg Odset.ek wg | Odsetek wg
Coindre Hashimoto | Markhede
Malignant fibrous histiocytoma 28,15 25.1 35,0
Liposarcoma 15,16 11,6 16,5
Leiomyosarcoma 11,94 9,1 9,3
Unclassified sarcoma 11,29 7,8
Synovial sarcoma 10,08 6,5 5,2
Malignant peripheral nerve sheath tumor 5,81 5,9 7,2
Rhabdomyosarcoma 4,84 9,7
Fibrosarcoma 3,06 5,2
Ewing sarcoma 2,02 1,2
Angiosarcoma 2.02 3,0
Osteosarcoma 1,13 0,5
Epithelioid sarcoma 1,13 1,2
Chondrosarcoma 1,05 33
Clear cell sarcoma 0,97 1,8
Alveolar soft part sarcoma 0,56 1,0
Malignant hemangiopericytoma 0,40 2,3
Myxofibrosarcoma - - 11,3

Zrédto: Coindre J.M. i wsp. Cancer 2001; 91:1914, Hashimoto H. i wsp. Cancer 1992, 70: 2816.
Markhede G. 1 wsp., Cancer 1982, 49:1721.

Roéznice te moga po czgsci wynika¢ z odmiennosci populacyjnych, tym niemniej jednak
w wigkszym stopniu wynikaja one ze zmieniajacych si¢ kryteriow diagnostycznych.
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Poczatkowo podstawa klasyfikacji nowotworéw tkanek migkkich byla bowiem jedynie
analiza obrazu histologicznego guza ijego ultrastruktury, w trakcie ktérej koncentrowano
si¢ na ocenie zdolno$ci komérek nowotworowych do tworzenia struktur imitujacych prawi-
dtowe tkanki pochodzenia mezenchymalnego. Od potowy lat 70. do diagnostyki nowotwo-
réw zaczgto wykorzystywac badania immunohistochemiczne; w szerszym stopniu wyko-
rzystywane sa one jednak dopiero od lat 90., zwanych okresem tzw. ,,brazowej rewolucji”
w immunohistochemii, zwiazanej z wprowadzeniem zar6wno szerokiej gamy przeciwcial
diagnostycznych, jak 1 wysoce czutych systemow detekcyjnych.

Badania w mikroskopie §wietlnym i elektronowym, a takze badania immunohistochemicz-
ne pozwalaja w sposob wiarygodny diagnozowac¢ nowotwory o wyzszym stopniu zroznico-
wania, w gtéwnej mierze ograniczone do dwoch grup migsakow: nabtonkopodobnych
1 wrzecionowatokomorkowych. Natomiast warto§¢ diagnostyczna wymienionych badan
w roznicowaniu migsakéw pleomorficznych 1 migsakoéw drobnookraglokomérkowych jest
W znaczne] mierze ograniczona. Nadziej¢ na precyzyjna diagnostyke tych migsakéw
przyniosly badania cytogenetyczne i molekularne, oparte na poszukiwaniu specyficznych
translokacji chromosomowych lub genow fuzyjnych, powstatych w wyniku tych translo-
kacji. Tym niemniej, dotychczas udato si¢ wykry¢ wspomniane translokacje chromoso-
mowe jedynie w odniesieniu do niektorych migsakow, m.in. migsaka maziowkowego
(ang. synovial sarcoma), thuszczakomigsaka (ang. liposarcoma), migsaka mig$niowego
prazkowanokomorkowego (ang. rhabdomyosarcoma), desmoplastycznego guza z matych
okragtych komorek (ang. small desmoplastic round cell tumor), migsaka jasnokomor-
kowego (ang. clear cell sarcoma) oraz pozaszkieletowych odmian migsaka Ewinga
(ang. extraskeletal Ewing sarcoma/PNET) 1 mezenchymalnego $luzowatego chrzgstniako-
migsaka (ang. extraskeletal myxoid chondrosarcomaa). W pozostatych przypadkach obser-
wuje si¢ badz brak aberracji chromosomowych, badz obecnos¢ aberracji ztozonych. Podej-
mowane byly proby zidentyfikowania aberracji chromosomowych swoistych dla pozos-
talych migsakow, jednak ze wzgledu na rzadkos$¢ wystepowania tych guzéw, wymagaja
one prowadzenia wieloletnich badan wieloosrodkowych.

Osobnym zagadnieniem jest ocena rokowania u chorych na migsaki tkanek migkkich, przy
czym na plan pierwszy wysuwa si¢ konieczno$¢ wykrycia takich czynnikéw kliniczno-
morfologicznych, ktéore juz w chwili rozpoznania pozwola na wyrdznienie podgrupy
chorych o wysokim ryzyku nawrotu choroby. W ostatnim dziesigcioleciu ukazato si¢ co
najmniej kilkanascie doniesien obejmujacych wyniki wieloparametrowych analiz czynni-
kéw rokowniczych u chorych na migsaki tkanek migkkich, tym niemniej do wyjatkow
naleza opracowania oparte na grupach wigkszych niz 300 chorych. Kwestia otwarta pozos-
taje znaczenie rokownicze parametréw morfologicznych, cytogenetycznych i molekular-
nych. Wedtug niektorych doniesien o rokowaniu u chorych na migsaki tkanek migkkich
decyduje sama postac histologiczna guza, a takze naciekanie naczyn krwionosnych i osto-
nek nerwowych przez komorki migsaka iobecno$¢ utkania nowotworu w marginesie
preparatu operacyjnego, potwierdzona badaniem mikroskopowym. Przypuszcza sig, iz
u chorych na migsaki o odmiennym utkaniu histologicznym o rokowaniu moga decydowaé
odmienne parametry morfologiczne, a takze molekularne.
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W przeciwienstwie do uznanej roli badan cytogenetycznych w diagnostyce roznicowej nie-
ktorych migsakow tkanek migkkich, niewiele wiadomo o wartos$ci prognostycznej zaburzen
cytogenetycznych u chorych na migsaki. Doniesienia na temat warto$ci prognostycznej
zaburzen chromosomalnych w migsakach tkanek migkkich maja charakter kazuistyczny.
Wg Martensa i wsp. (Cancer Res 2002, 62 (14): 3980) peknigcia w obrgbie obszaréw
chromosomow 1pl, 1g4, 14ql i 1792, a takze delecja regionu 6pl2 moga odgrywac rolg
niezaleznych czynnikéw prognostycznych.

Zagadnienia badawcze

1. W odniesieniu do diagnostyki migsakow na plan pierwszy wysuwa si¢ koniecznosé¢
poszukiwania specyficznych aberracji chromosomowych, zwtaszcza dla najczestszych
migsakow, w ktorych nie wykryto dotychczas tzw. specyficznych translokacji, tj. dla
migsakéw o réznicowaniu nerwowym (ang. malignant schwannoma, MPNST), migsa-
kow z komorek migsni gtadkich (ang. leiomyosarcoma) oraz §luzakowtokniakomigsa-
kow (ang. myxofibrosarcoma).

2. Z klinicznego punktu widzenia najistotniejszym problemem jest wypracowanie wielo-
parametrowych modeli prognostycznych, tak dla ogétu ztosliwych nowotworow tkanek
migkkich, jak 1 dla podgrup migsakéw o réznym stopniu ztosliwosci histologicznej (G1
vs G2+G3) 1 0 roznym utkaniu histologicznym guza pierwotnego (synovial sarcoma,
liposarcoma, MFH, myxofibrosarcoma). Modele te winny obejmowa¢ uznane prognos-
tyczne czynniki kliniczne, morfologiczne, cytogenetyczne i molekularne.

3. Ze wzgledow poznawczych (naukowych) istotne jest badanie zaleznos$ci pomigdzy
wybranymi, znanymi parametrami kliniczno-morfologicznymi 1 stwierdzonymi aberra-
cjami chromosomalnymi.

Zasady tworzenia bazy danych

Ad 1. Celem poszukiwania aberracji chromosomowych (miejsc pekania chromosomu) mo-
gacych bra¢ udzial w specyficznej translokacji wszystkie 23 pary chromosomoéow (22 chro-
mosomy autosomalne oraz chromosomy X i Y) podzielono na prazki (zmiany w kazdym
z badanych prazkéw potraktowano jako osobna zmienna). Osobno zakodowano zmiany
ilosciowe, tj. zardwno utraty poszczegdlnych chromosomoéow lub ich fragmentow, jak
i pojawianie si¢ ich dodatkowych kopii.

Ad 2. W analizie przezy¢ u chorych na migsaki tkanek migkkich uwzgledniono szereg
parametréw kliniczno-morfologicznych, w tym wybrane zmienne kategorialne (zaawanso-
wanie kliniczne choroby w chwili rozpoznania, lokalizacja guza, posta¢ histologiczna 1 sto-
pien zrdéznicowania nowotworu, obecno$¢ zatorow z komorek nowotworowych w swietle
naczyn krwiono$nych i limfatycznych oraz naciekanie ostonek nerwowych przez komorki
migsaka, a takze rodzaj aberracji chromosomowych) i zmienne ciagte (wiek chorych, $red-
nica guza, odsetek proliferujacych komoérek nowotworowych mierzony indeksem
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mitotycznym, indeksem MiB1 oraz indeksem komoérek w fazie SiG2M cyklu
komorkowego, rozlegtos¢ pdl martwicy tkanki nowotworowej).

Wybrane wyniki analizy statystycznej w badanej grupie chorych
na miesaki tkanek miekkich

Ad 2. W badanej grupie chorych na migsaki tkanek migkkich czynnikami wptywajacymi
niezaleznie na odsetek przezy¢ catkowitych okazaly si¢ by¢:

¢ stopien zaawansowanie klinicznego choroby wg klasyfikacji TNM (WHO, 2002),

¢ obecnos¢ lub brak zatoréw z komorek guza w $wietle naczyn krwiono$nych,

¢ wystapienie aberracji strukturalnych w chromosomie 1 oraz w prazkach 14ql10 oraz
18ql1 (tabela 2).

Tabela 2. Czynniki wptywajace niezaleznie na odsetek 5-letnich przezy¢ catkowitych u chorych na
migsaki tkanek migkkich — model wieloparametrowy Coxa.

. Wzgledne . 7
Cecha statystyczna Warianty ryzyko zgonu Wartos¢ p

Stopien I-1IB 1.00 -

Zaawansowanie kliniczne * Stopien 111 4.01 0,0000

Stopien IV 7.03 0,0000
Zatory z komoérek migsaka Brak zatorow 1.00 -

w naczyniach zylnych Obecne zatory 2.84 0,0000
Aberracje strukturalne Brak aberracji 1.00 -

w chromosomie 1 Obecne aberracje 2.21 0,0003
Aberracje strukturalne2 Brak aberracji 1.00 -

w prazku 14q10** Obecne aberracje 5.05 0,0015
Aberracje strukturalne w prazku Brak aberracji 1.00 -

18q11** Obecne aberracije 2.09 0,0043

*  Zawansowanie kliniczne oceniane wg klasyfikacji TNM z roku 2002.
** Swoista aberracja dla migsaka maziowkowego.

Do wieloczynnikowego modelu Coxa dochodzimy poprzez analizy jednowymiarowe.
Sprawdzany jest wptyw kazdej pojedynczej zmiennej na przezycia. Dla zmiennych ciag-
tych robi si¢ to poprzez szacowanie kolejnych modeli jednoczynnikowych, natomiast dla
zmiennych kategoryzowanych poprzez zastosowanie testu log-rank. Rys. 1 ilustruje prze-
bieg krzywych przezy¢ w zalezno$ci od zaawansowania klinicznego nowotworu.
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KRZYWE PRZEZYC CALKOWITYCH (OS) zaleznie od
ZAAWANSOWANIA KLINICZNEGO NOWOTWORU
(wg TNM- 2002)
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Rys. 1. Krzywe przezy¢ catkowitych w badanej grupie chorych na migsaki tkanek migkkich
zaleznie od zaawansowania choroby w chwili rozpoznania.

Przy zmiennych wielowariantowych kazdy wariant kodowany jest osobno jako zmienna
zero-jedynkowa. Na list¢ zmiennych objasniajacych do wstepnego wieloczynnikowego
modelu Coxa trafiaja te zmienne, ktore w analizie jednowymiarowe] wykazaty istotnosci
statystyczne wplywu na przezycia przynajmniej na poziomie istotnosci 0,05. Nastepnie
poprzez zastosowanie regresji krokowej zstepujacej z modelu wieloczynnikowego eliminu-
je sig¢ zmienne nieistotne (po jednej). Niekiedy zachodzi tez konieczno$¢ taczenia pewnych
kategorii zmiennych. Z takim przypadkiem mamy do czynienia w modelu przedstawionym
w tabeli 2, gdzie, jak widzimy, zaawansowanie kliniczne nowotworu ostatecznie przedsta-
wiono w trzech kategoriach. Prostsza jest sytuacja w odniesieniu do zmiennych dychoto-
micznych, ktérych warianty nie moga podlega¢ grupowaniu — co najwyzej zmienna nie-
istotna usuwana jest z modelu. Rys. 2 pokazuje, jak rdznia si¢ krzywe przezy¢ w zaleznosci
od obecnosci zatorow zylnych. Jak widaé, réznica w przezyciach jest bardzo wyrazna
1 zmienna ta pozostala w ostatecznym modelu Coxa.
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Krzywe przezy¢ catkowitych u chorych na migsaki
zaleznie od obecnosci zatoréw zylnych
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Rys. 2. Krzywe przezy¢ catkowitych w badanej grupie chorych na migsaki tkanek migkkich
zaleznie od obecnosci zatorow z komoérek migsaka w $wietle naczyn guza.

Ad 3. Badanie zalezno$ci pomigdzy wybranymi, znanymi parametrami kliniczno-morfolo-
gicznymi 1 stwierdzonymi aberracjami chromosomalnymi.

Baza danych opisujaca aberracje chromosomowe zawiera okoto 400 opisujacych je zmien-
nych (jak opisano powyzej, dotycza one uszkodzen w konkretnych fragmentach chromoso-
mow 1 zmian ilo§ciowych). Zmienne te sa zerojedynkowe. Przy badaniu ich zwiazkow ze
zmiennymi ciaglymi zastosowano test dla dwoch $rednich w wersji parametrycznej,
z oddzielna estymacja wariancji. Przy duzej liczbie obserwacji, ktora dysponujemy, test ten
jest odporny na ewentualne odstgpstwa od normalnosci rozktadu. Przy zmiennych jakos-
ciowych stosujemy test niezaleznos$ci chi-kwadrat.

Jako przyktadowe przytaczamy wyniki oceny zaleznos$ci pomig¢dzy zmianami struktural-
nymi w chromosomie 1 a wybranymi parametrami kliniczno-morfologicznymi u chorych
na mig¢saki tkanek migkkich: stopniem zr6znicowania histologicznego nowotworu (stopien
zroznicowania oceniany w skali 1-8), nasileniem proliferacji komorek nowotworowych
(indeks mitotyczny, indeks ekspresji antygenu proliferacyjnego MiB1, odsetek komorek
w fazie S cyklu) i rozleglo$cia martwicy.
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Tabela 3. Wyniki testu dla dwoch $rednich.

Wartos¢ Srednia L s .
. . | Wartos$¢ Srednia
w mig¢sakach nie . . .
. w mi¢sakach ze .| Liczba Liczba
. wykazujacych . . Wartosé . .
Zmienna . zmianami struk- guzow |[guzow bez
Zmian . p . s
turalnymi z aberracja| aberracji
strukturalnych .
. . |w chromosomie 1
w chromosomie 1
Stopien
zroznicowania 5,1 6,1 0,0000 185 62
w punktach
Indeks 23,5 44,7 0,0000 | 185 62
mitotyczny
Indeks MiB1 27,5 39,2 0,0000 176 61
Odsetek komorek 5.2 8,5 0,0014 | 115 34
w fazie S
Rozlegtos¢ mar-
twicy tkanki no- 14,3 24,7 0,0005 186 62
wotworowej (%)

W tabeli 4 pokazano wyniki analizy zwiazku pomigdzy wystapieniem zmian strukturalnych
w obrebie chromosomu 1 a aberracjami wtdérnymi.

Tabela 4. Wyniki testu niezalezno$ci chi-kwadrat.

_ Brak zmian Zmiany struktural- Sumy
p=0,0001 . . .
w chromosomie 1 | ne w chromosomie 1 | w wierszach
Stw1erdzm}e aberracje 48 57.1%) 36 (42.9%) 24
wtorne
Brak wtornych 192 (79,3%) 50 (20,7%) 242
aberracji
Sumy w kolumnach 240 86 326

Uwagi koncowe

Zastosowane metody statystyczne pozwolity na wskazanie nowych elementow w rozwaza-
nym zagadnieniu. Zidentyfikowano zaburzenia genetyczne wplywajace na przezycia. Pelny
wykaz tych istotnych zmian w chromosomach zostanie przedstawiony w prezentacji. Roz-
poczeto rowniez poszukiwanie swoistych zmian cytogenetycznych w typach migsakéw, co

do ktérych nie ma jeszcze w literaturze jednoznacznych wynikow.

70 www.statsoft.pl/czytelnia.html

www.statsoft.pl/pharma

Copyright © StatSoft Polska 2008



\ StatSoft’ StatSoft Polska, tel. 12 428 43 00, 601 41 41 51, info@statsoft.pl, www.StatSoft.pl

Przy analizie tak duzej liczby zmiennych iich wzajemnych zwiazkéw rodzi si¢ pytanie
o ewentualne stosowanie poprawki na testowanie wielokrotne. Po doglebnym rozwazeniu
problemu zdecydowano si¢ nie stosowac tej poprawki. W istocie i teorii testowania hipotez
statystycznych tkwi immanentnie btad Irodzaju, polegajacy na nieslusznym odrzuceniu
hipotezy zerowej, co w naszym zagadnieniu oznacza niesluszne uznanie zmian w danym
fragmencie chromosomu za istotne. Ryzyko popehienia tego blgdu mierzone jest pozio-
mem istotno$ci przyjmowanym powszechnie jako 0,05. Wprowadzenie poprawki na
testowanie wielokrotne (podwyzszajace uzyskana wartos¢ p) paradoksalnie uzaleznia wy-
nik testowania od liczby weryfikowanych (innych) hipotez. W naszych analizach stoso-
wane ,,masowo” testy statystyczne wskazuja wstepnie ,,podejrzane” miejsca uszkodzen
chromosomow. Dalsza weryfikacja nastgpuje poprzez analiz¢ merytoryczna oraz modele
wieloczynnikowe.
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