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Wykrycie ancuploidii w komdrkach nowotworéw jest czesto wigzane ze zlym rokowa-
niem Kliniczrym. W 103 provpadkach czerniaka zloslivego okreslono w komorkach
cawarto$¢ DN A metody evtometrii obrazowej ( video-imaging ). Uzyskane wyniki dotvezqee
ploidii DN A odniesiono do przebiegu klinicznego choroby oraz obrazu histopatologicznego
czerniaka. Ponadto oceniono -aleznosé miedzy wystepowaniem ancuploidalnego  lub
diploidainego guza = okresem S-letniego przczvcia chorych. Porownano wyniki oznaczer
ploidii na materiale Swiezvmn (rozmazy odbitkowe) i retrospektvwnvm (= bloczkow
pardfinowycl ). Stwierdzono wyZszy odseick guzéw ancuploidainyveh (68,0%% ) niz diploidal-
nyeh (320% ) (p<<0.01). Czesciej spotvkano aneuploidie u choryeh w I i 11 stopniu
caawansowania kliniczinego choroby. Nie udalo sie wykazad caleznosci miedzy ploidia DN A
a wiekiem, pleiq i lokalizacjq guza piervwornego. Uzvskane swyniki sugerujg, e wykryeie
ancuploidii prowad=zi do precyzyvinicjszego okrestenia badanego nowonvoru ale nie przesqdza
0RO jednoznacziie o dals=ym rokovwaniu.

Estimation of DNA content using video-imaging in melanoma malignum cells
Abstract

DN A ancuploid neoplasins are said to show correlation with bad progrosis. DN A content
i 103 melanoma maligmun cells was determined by video-imaging cytometry. Correlation
between DN A content, clinical and histopathological data and d-vear survival rate were
made. DN A ploidy measured in paraffin-embedded material and fresh material { cviological
siears ) was compared. Aneuploidy rate (68,0% ) was siguificantly higher { p< 0,01} then
diploidy rate (32,0% ). Aneuploidy was related to stage ITi 1 melanoma. Ploidy wus not
related to age, sex and localisation of primary lesion. Results suggest that aneuploidy doesn't
seent to he significant yworse prognostic factor. '

Skrot rozprawy na stopien doktora nauk medyeznyeh nadany 19 czerwea 1996 r. przez. Radg
Wiydriatu Lekarskicgo Akademii Medyezne] w Pornaniu. Promotor: prof. dr hab. med. Jan
Breborowics. Recenszenci: prol. dr hab. med. Albing Zoéhowska. prof. dr hab. nied.. mgr chemit Jerzy
B. Warchol.
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Wstep

Zachorowalno$¢ na czerniaka ztodliwego pod wzgledem dynamiki przyrostu ust¢puje
jedynic rakowi sutka u kobiet [1, 2], a jego przebieg kliniczny, zwlaszeza u mezezyzn, staje
sie bardziej agresywny {3]. Czerniak nalezy do nowotworow o trudnym do przewidzenia
przebiegu klinicznym [4], nierzadko, pomimo niewielkiego zaawansowania w momencic
rozpoznania, daje szybko przerzuty a przebieg choroby jest agresywny. W innych
przypadkach pomimo licznych wzndéw procesu nowotworowego leczonych chirurgicznic
chory zyje wiele lat. Czas przezycia cechuje si¢ duzg roznorodnoscia [5-8].

W diagnostyce i przewidywaniu przebicgu klinicznego czermiaka duza rolg odgrywaja
czynniki rokownicze, z ktorych za najwazniejszy uwaza si¢ dzis grubo$c nacieku wg
Breslowa [1, 9-13].

Mhnicjsze znaczenic prognostyczne wydaja si¢ mie¢ takic czynniki jak, np. wiek, ptec,
lokalizacja czy typ kliniczny [5, 11, 14-18].

Ze wzgledu na konieczno$¢ doboru dla kazdego przypadku wlasciwej dla niego drogi
postepowania obejmujacej zasady leczenia oraz zakres i czgstos¢ kontroli po zakonczeniu
jego leczenia poszukuje si¢ nowych wyznacznikow pozwalajacych na okreslenie czer-
niakow o ztym i dobrym rokowaniu. Obecnie za jeden z najwazniejszych elementow oceny
stopnia zto§liwoscei nowotworow uwaza si¢ badanie zawartosci DNA w jadrach komorcek
nowolworow [19-23]. W wiclu badaniach potwierdzono zaleznos¢ miedzy nieprawidlowy
zawartoscia DNA a bardziej agresywnym przebiegiem klinicznym nowotworu [24-27].

W czerniaku ziosliwym dotychezasowe badania nic przymosly jednoznaczne) od-
powiedzi na pytanie o znaczenie wystapienia ancuploidalnej zawartosei DNA w jadrach
tych komorek, a uzyskane wyniki sg czgsto sprzeczne {19, 28-33].

Celem pracy bylo poznanic zalezno$cr migdzy zawartodciy DNA w komorkach
a wybranymi cechami klinicznymi i histopatologicznymi czerniaka ztosliwego oraz
czasem przezycia choryeh, pozwalajacych na okreslenie znaczenia rokowniczego wy-
stgpienia nicprawidlowej zawartosci DNA w komorkach.

Material i metody

Grupe badana stanowilo 103 chorych, u ktdrych usunigto czerniaka zloshwego na
oddziatach chirurgicznych Wiclkopolskicgo Centrum Onkologii w okresic od 1985 do
1993 roku. Wyrozniono dwie grupy chorych. Grupa A hezyta 52 chorych leczonych
w okresic 1985-1989. ktorych poddano nastepnie 5-letnic) obserwacji. W grupic te
dokonano pomiaréw zawartosci DNA na materiale tkankowym z bloczkow parafino-
wych. Grupa B liczyla 51 chorych, ktoryceh feczono w 1993 roku. W grupie tej wartosci
ploidii DNA badano na materiale $wiczym 1 z bloczkow paralinowych co umoziiwilo
porownanie otrzymanych wynikow. Uzyskane wyniki badanego przypadku odniesiono
do cech klinicznych i histopatologicznych. Dane kliniczne opracowano na podstawic
historii chorob 1 przeprowadzonej katamnezie.
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Przygotowanic preparatow

Rozmazy odbitkowe (material Swiezy, nieutrwalony z sali operacyjnej) wykonywane
byly na szkielku mikroskopowym pokrytym zelatyng a nastepnie komorkami diploidal-
nego wzorca wewngtrznego, ktorym byly hudzkic himfocyty. Szkietko utrwalano przez
3 minuty w plynie Carnoya (15 cz. alkoholu absolutnego, 4 cz. formaliny 1 | cz. kwasu
octowego). ktory, jak wykazano w pracy Krygier-Stojalowskiej [34], w dostateczny
sposOb utrwala chromatyng @ pozwala na badaniec DNA. Preparaty barwiono metoda
Feulgena. Przygotowanie preparatow z bloczkoéw parafinowych przeprowadzano w na-
stepujacy sposob: 1/ scigeic na mikrotomie 2-3 skrawkow o grubosei 50 um z bloczka
paratfinowego, 2/ usunigcie skalpelem fragmentdéw towarzyszgce; guzowl tkanki,
3/ odparafinowanic wg metody opisanej przez Hedleya 1 wsp. [35], 4/ przygotowanie
zawiesiny komorek nanoszonej na szkictko 1 dalej barwionej metodq Feulgena.

Pomiary DNA

W pomiarach metoda cytometrii obrazowej (video-imaging) oznaczano zawartosc
DNA w poszezegolnych fazach cyklu zyciowego komorki odnoszac ja do zawartoSci
DNA komorek populacji wzorcowej (referencyjnej} o zakladanej diploidalne) (2n)
zawartosci DNA. Diploidalnym wzorcem wewnetrznym byly ludzkie limfocyty. Wyniki
pomiarow otrzymano w postaci histogramow. Histogramy DNA analizowano przyj-
mujac, ze populacja komorck roznigca sic mniej niz 0% od wzorca diploidalnego
posiada diploidalna zawartos¢ DNA. Przyjcto. 7e guz posiada aneuploidalna populacje
komorek, jesli w histogramie DNA byl obeeny wyrazny pik roznigcey sie bardziej niz 10%
od wrorca diploidalnego. Pomiary metoda cytometrii obrazowej wykonywano na
analizatorze obrazu MAGICAL (firmy Joyce-Loebl) stosujac programy GENIAS
i RESULTS. Mierzono kazdorazowo zawartos¢ DNA srednio w 1000 komorkach
czerniaka i 100 komorkach wzorca wewnetrznego. Pomiarow dokonywano przy statym
powiekszeniu 640x 1 statych warunkach o$wietlenia. Wielkos¢ bledu obliczen — 2,58,

Na rve. 112 przedstawiono przykiady histogramow diploidalnego i aneuploidalnego
otrzymane metody video-imaging.

Ocene statystyezna wykonywano przy pomocy testu chi2. Poziom istotnos$ci przyjeto
dla p=0.05. Krzywa przezycia opracowano przy pomocy metody Kaplan-Meiera.

Wyniki

W grupie 103 chorych stwierdzono profil diploidalny DNA u 33 chorych (32,0%)
a ancuploidalny u 70 chorych (68.0%) (p<0,01), w tym profil diploidalny u 24 na 70
kobiet (34.3%) 1 u 9 na 33 mezezyzn (27.3%), profil ancuploidalny u 46 kobict (65,7%)
1 24 mezezyzn (72.7%) (p<0,05). Zaleznoscr wartosct ploidu DNA od plei, wieku,
lokalizagji i stopnia zaawansowania klinicznego przedstawiono w tabeli [
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Ryc. 1. Crerniak zlosliwy — przyklad histogramu diploidalnego, zaleznosé gestosci optycznej (OI)
od liczebnosci komeérek.
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Rye. 2. Czerniak ztosliwy — przyktad histogramu ancuploidalnego. zaleinosé gestosci optycznej
(OI) od liczebnoscei komorek.



Roznice odsetka aneuploidii w zaleznosei od wieku 1 lokalizacji byly nieistotne
statystycznie, stwierdzono wyzszy odsetek komorek aneuploidalnych w 11 i 111 stopniu
zaawansowania klinicznego w pordéwnaniu ze stopniem I

Tab. I. Poréwnanie zawartosci DNA 7z cechami klinicznymi.

Cecha n Diploidia Aneuploidia p<
n Yo n %o

Chorzy ogotem: 103 33 32,0 70 68,0 0,01

Kobiety: 70 24 34,3 46 65,7 0,05

Mezczyzm: 33 9 27.3 24 72,77* 0,05
Grupy wickowe:

0-19 i 1 100,0 {1 0,0

20-29 9 1 11,1 8 88,9

30-39 10 3 30,0 7 70,0

40-49 34 9 26,5 25 73,5 0,05

50-59 6 8 50,0 8 50,0

60-69 16 5 31,3 11 68,7

70-79 14 6 42,9 8 57.1

> 80 3 0 0.0 3 100,0*

Lokalizacja:

glowa i szyja 12 4 33.3 8 66,7

tutow 25 7 28.0 18 72,0

konczyny gorne 20 7 35.0 13 65,0

konczyny doinc 46 15 32,6 31 07.4* NS
Stopien zaawansowania:

I 17 13 76,5 4 23,5

I1 65 i3 23,1 50 76,9 0,001

p < 0,01 *
[T 21 5 238 16 71,1
* — NS

Poréwnano zawartos¢ DNA z wybranymi cechami histopatologicznymi. W calej
grupie 103 chorych w zaleznosci od typu klinicznego czerniaka stwierdzono aneuploidie
w 30 na 48 przypadkach typu SSM (62,5%). w 38 na 51 przypadkach typu NMM (74,5%)
i w 2 na 4 przypadkach typu LMM (50.0%). Roznice w odsetkach aneuploidii pomiedzy
typami czerniaka byly nicistotne statystycznic. W zaleznosei od poziomu naciekania wg
Clarka stwierdzono ancuploidi¢ w 27 na 38 przypadkow (71.0%) Clarka 111, w 35 na 50
przypadkow (70,0%) Clarka IV i w 8 przypadkach Clarka V. Nic stwierdzono aneuploidii
w czerniakach o poziomie naciekania Clark 11 II. W przypadku zajetych regionalnych
weziow chlonnych stwierdzono aneuploidi¢ w 16 na 21 przypadkach (76,2%). przy braku
przerzutow aneuploidia wystapita w 54 na 82 przypadki (65,9%) (NS).

W grupic B porownano zawarto$¢ DNA z rozszerzonym w stosunku do grupy
A zestawem cech histopatologicznych. Wyniki zamieszczono w tabeli 11.
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Tab. I1. Porownanie zawartosci DNA 7 cechami histopatologicznymi (Grupa B).

Cecha n Diploidia Aneuploidia p<
n %o n Yo

Grubosc nacieku wg Breslowa:

<0,75 2 2 100,0 0 0.0
0,76 - 1,50 3 ! 33.3 2 66,7
.51 - 4,00 14 4 28.6 10 TH.4 0,001
> 4,00 32 5 15,6 27 84.4*
Obecnos¢ owrzodzenia
tak 32 7 21,9 25 78.1
nie 19 5 26.3 14 73,3%
Typ komorek:
nablonkowaty 19 6 31.6 13 68.4
wrzecionowaty I'l t 9.1 t0 90.9%*
micszany 21 5 23.8 16 76.2
Nacick zapalny:
brak 4 0 0.0 4 100,0
+ 16 3 18.8 13 &1.2
+ + 21 O 28.6 15 T1.4* 0,01
++ + 10 3 30,0 7 70,0
Sktad komorkowy nacieku:
kom. plazmatyczne ] 0 0.0 I 100,0
limfocyty 30 9 30.0 21 70,0 NS
oba typy komorek 16 3 18,8 13 81.2
Cechy regresji:
tak 12 2 16,7 10 83.3
nic 39 11 28,2 28 T1.8% 0.05
Inwazja naczyn:
brak 46 H 23,9 35 70,1 0.001
limfatyczne 5 I 20,0 4 80.0
krwionosne 0 0 0.0 0 0,0
Liczba mitoz/10 pol:
<10 13 6 46.2 7 539
10 - 20 17 4 235 13 76,5
21 - 30 11 2 8.2 9 81.8%* 0,01
> 30 10 2 20.0 8 80.0
Maksymalna $rednica czerniaka
w mm: )
< 10 S 1 12,5 7 87.5
1o - 20 25 6 24.0 19 76,0
21 - 30 14 3 214 11 78.6* 0.01
> 30 4 2 50,0 2 50,0
* — NS

Wyzszy statystycznie znamiennie odsetek anecuploidii od odsetka diploidii stwier-
dzono przy przekroczeniu grubosci nacieku powyzej 1,50 mm wg Breslowa, przy
obecnoscel nacieku zapalnego wokot komorek guza, przy braku cech regresji Oraz przy
przckroczeniu liczby mitoz powyzej 10 na 10 pol (powiekszenie 640x).
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Czas przezycia
Rye. 3. Krzywu 3-letnicgo preeryeia,

W arupie A porownano S-letni czas przezycia ogdlem 7z zawartoscia DNA (tabela 111,
wykres 1) 5 fat przezylo 54.8% (n=17/31) chorych 7 guzem aneuploidalnym i 71.4%
(n=1521) chorych 7 guzem diploidalnym [NS]. Zauwazono tendencje do krotszego
czasu przezycia w grupie chorych z aneuploidia (wigkszo$¢ zgondow w drugim i trzecim
roku obserwacyi). Obserwacje chorych z grupy B zakonczono po dwoch latach. Z tej
grupy 2 lata przezyto 71.8% chorych (n=28/39) 7 guzem aneuploidainym 1 83.3%
chorveh (n=10/12) z guzem diploidalnym (NS).

Tab., HL. Czas preczyeia ogotem w pordwnaniu z zawartodcia DNA (Grupa A).

Czas przezycia ogolem n Diploidia Aneuploidia p <
(W msc) n Y o %%
<12 ! {0 0.0 | 3.2
12-24 9 2 9.5 7 22.6
25-36 6 2 9.5 4 12.9
37 - 48 3 | 4.8 2 6.5
49 - 60 I ! 4.8 0 0.0
= Ol 32 15 714 17 54.8 NS

100.0 100.0
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Wyniki pomiarow zawarto$ci DNA uzyskane na materiale swiezym tkankowym
(rozmazy odbitkowe) 1 retrospektywnym (z bloczkow parafinowych) byly identyczne.

Omowienic wynikow

W calej grupie badanych czerniakow stwierdzono wyzszy odsetek guzdéw aneuploidal-
nych niz diploidainych. Podobne wyniki uzyskali Wass 1 wsp. (67,0% aneuploidni) [33],
Barlogic i wsp. (89,0% ancuploidii) [20], Buchner 1 wsp. (76.0% aneuploidii) [19].
Sondergaard 1 wsp. (74,0% aneuploidin) [10], Zaloudik 1 wsp. (62,0% aneuploidnr) [36].
Odmienne wyniki uzyskali Schmiegelow 1 wsp. (diploidia w 85,9% typu SSM 1 66.4%
typu NMM) [9], Bartkowiak 1 wsp. (diploidia w 57,0%) [32], Silver 1 wsp. (55.6%
diploidin) [30]. Wplyw na roznice uzyskanych wynikow moga mie¢ odmienne grupy
badanych chorych, inne metody przygotowywania preparatow oraz odmienna klasyfika-
cja histogramow. Wszystkie wyze] wymienione pomiary wykonano metoda cytometri
przeplywowej. Mozna z tego wysunac wniosek, ze stwierdzenie aneuploidii w czerniaku
nie jest jednoznaczng cechy rokownicza, tak jak np. grubos¢ nacieku wg Breslowa.

W badancy grupie nie stwierdzono zaleznosci pomiedzy wartoscia ploidin D™NA a pleig
chorych, wickiem i lokalizacja ogmska pierwotnego co koreluje z wynikami uzyskanymi
przez Lindholma i wsp. [28], Zaloudika wsp. [36] oraz Kheir 1 wsp. [37]. Uwaza sig, 7e pled
zenska 1 lokalizacja na konczynach dolnych rokuje lepiej, jednak ze wzgledu na czeste
laczne wystgpowanic tych cech, a takze rzadsze stwierdzanie owrzodzenia u kobiet
(czynnik niekorzystny rokowniczo) znaczenie rokownicze tych cech nie jest dzis uwazane
za tak jednoznaczne.

Im wyzszy stopien zaawansowania klinicznego, tym gorsze rokowanic. o jest
zwiazane 7 cecha pT (grubosc nacieku wg Breslowa, poziom nacicku wg Clarka) 1 cecha
N (obecnose przerzutdw). Wyniki wlasne wskazuja na wzrastajacy odsetek ancuploidii
w guzach o grubosci nacieku powyzej 1,50 mm, w 111, 1V 1V poziomie nacieku wg Clarka.
W1 I stopniu zaawansowanta klinicznego roznica odsctka aneuploidil w stosunku do
stopnia | byla 1stotna statystycznie (p <0.01).

Wyzszy statystycznie odsetek aneuploidii stwierdzono przy obecnosci nacicku zapal-
nego, braku cech regresji oraz przy przekroczeniu liczby mitoz/na 10 pol powyzep 10.
Obecnos¢ nacieku zapalnego wokot guza jest uwazana za korzystna ceche rokowniczy,
obcenos$¢ cech regresji jest uwazana za cechg niekorzystna rokowniczo. Brak jest
doniesien innych badaczy porownujgcych te cechy z wartoscia ploidit DNA. Wg Shaw
1 wsp. [4] wysoki indeks mitotyczny jest powiazany z wigksza zloshiwoscia guza 1 wysokim
odsetkiem wznow, Sondergaard 1 wsp. [10] stwierdzili wyzszy odsetek aneuplotdii
w guzach o wysokim indeksie mitotycznym. Porownanie innych cech histologicznych
z ploidia DNA nie wykazato statystycznie znamiennej zaleznosci. Niewielka liczba badan
dotyczacych zaleznosci pomiedzy ploidia DNA 1 cechami histopatologicznymi wyimaga
podjecia dalszych badar.

Chorzy 7 guzem ancuploidalnym zyli krocej niz chorzy z guzem diploidalnym, jednak
roznica nic byla istotna statystyeznie. W szeregu doniesien wykazano znamiennie



Zawario$é DNA w komorkach czerniaka 97

statystycznic krotszy okres do pierwszej wznowy lub pojawienia si¢ przerzutow dla guzow
aneuploidalnych [10, 19, 32, 37]. Inaczej Lindholm i wsp. [28], ktorzy stwierdzili wyzszy
odsetek przezyé 5i 10-letnich dla guzow aneuploidalnych. Na podstawic analizy wlasnych
wynikéw oraz danych z pismiennictwa mozna przypuszezaé, ze stwierdzenie aneuploidii
w czerniaku rokuje krotszy okres przezycia chorego, wymaga to jednak potwierdzenia
w dalszych badaniach.

Cato$é uzyskanych wynikow wskazuje, ze oznaczanie ploidii DNA jako czynnika
rokowniczego w czerniaku raczej nie stanie si¢ gtownym elementem decyzyjnym
postepowania leczniczego lecz jedynie uzupetnieniem diagnostyki.

Wyniki pomiarow uzyskane na materiale $wiczym tkankowym 1 retrospektywnym
tego samego chorego byly identyczne. Przygotowywanie rozmazow odbitkowych
z usunietej tkanki okazalo si¢ metoda szybka i dokladna. Na uwage zastuguje
koniecznoé¢ doktadnego odparafinowania tkanki z kostki parafinowej oraz usunigcia
tkanki podskornej i zdrowej skory przy uzyciu skalpela. Zastosowanie metody cytometri
obrazowej umozliwia identyfikacje komorek nowotworowych pod mikroskopem, a za-
tem ograniczenie do minimum mozliwosci pomiarow DNA w komorkach nie bedgcych
komorkami badanymi. Cytometria obrazowa pozwala rowniez na segregacje komorek
wedlug zadanych kryteriow, i tak, mozna oznacza¢c DNA wylacznie w komorkach
o okreslonym ksztalcie lub o okre$lonej powicrzehni, zawsze pod kontrolg mikroskopu.
Wada pomiarow ta metoda jest ich czasochtonnos¢.

Whnioski

1. W grupic chorych na czerniaka wystepuje wyzszy odsetek komorek aneuploidal-
nych niz diploidainych.

2. Aneuploidia wystepuje czesciej w czerniakach o 1T 1 1 stopniu zaawansowania
klinicznego, w guzach o grubosci nacicku powyzej 1,50 mm i w poziomie naciekania wg
Clarka 111, IV 1 V.

3. Oznaczanie ploidii DNA w czerniaku zlosliwym nie pozwala na jednoznaczne
wyrOznicnic grupy o ztym i dobrym rokowaniu.

4. Otrzyvmane wyniki oznaczania ploidit wykonane na materiale tkankowym $wiezym
i uzyskane metoda odparafinowania z bloczkow parafinowych nie wykazuja roznic.

5. Przygotowywanie rozmazow odbitkowych z komorek czerniaka jest szybka
i dokladna metody pozwalajaca nawykonanie pomiaru ploidii DNA metoda cytometrii
obrazowc].

6. Zastosowanic techniki cytometrii obrazowej pozwala na oznaczanie ploidit DNA
w dowolnic wybranej grupie komdrek pod kontrola mikroskopu. co umoziiwia whasciwg
identvfikacje komorek nowotworowych.
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