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Streszczenie:

Wiarygodne okreslenie stanu regionalnych weztéw chtonnych jest jednym z podstawowych kryteriow
rzetelnej oceny stopnia zaawansowania raka piersi. U chorych, u ktérych pachowe wezly chionne nie sg
wyczuwalne (cNO) standardem post¢powania jest ocena weztow wartowniczych (WW). Za kryteria
wiarygodnej oceny WW uznaje si¢ skuteczno$¢ metody powyzej 90% oraz ilos¢ wynikéw fatszywie
ujemnych ponizej 5%.

W latach 2002 — 2005 u 81 chorych z rakiem piersi bez klinicznych cech przerzutéw do regionalnych
weztéw chtonnych, u ktorych zidentyfikowano wezel wartownik, wykonano §rodoperacyjnie oceng stanu
SN metodg biopsji odciskowej. Wezly wartownicze byty oceniane podwojna metodg izotopowo-
barwnikowg. Oba znaczniki byly podawane $rédskornie przyotoczkowo. W grupie 81 chorych
przebadano 99 weztéw wartownikéw oznaczonych w obrebie dotu pachowego. Biopsja odciskowa
wykazala obecnos¢ przerzutow u 13 chorych. U 11 z nich wielko$¢ ogniska przerzutowego byta wigksza
niz 2 mm (makroprzerzut), za$ u pozostatych dwoch ponizej 2 mm (mikroprzerzut).

Rutynowe badanie histopatologiczne pooperacyjne catego wezta chtonnego wykazato obecnos¢
mikroprzerzutow u nastgpnych 2 chorych, u ktérych wynik biopsji odciskowej byt ujemny (wyniki
fatszywie ujemne).

W pozostatych przypadkach doktadne badanie histopatologiczne potwierdzito obecnos$¢ przerzutow raka
piersi (brak wynikow fatszywie ujemnych). Na podstawie uzyskanych wynikéw skuteczno$¢ ogodlna
metody biopsji odciskowej oceniono na 86,7%, za§ czutos¢ na 100%.

Summary

Aim of the study:

Evaluation of cytology examination of sentinel node material collected with intraoperative imprint biopsy
in patients with breast cancer.

Material:

The material of the study were 81 patients with breast cancer, without clinical signs of metastases into
regional lymph nodes, in whom sentinel nodes were identified and evaluated with intraoperative imprint
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biopsy in the years 2002-2005. The average number of sentinel nodes identified per patient was 1.23
(ranging from 1 to 3). The average tumour size in clinical examination was 1.8 mm.

Methods:

Sentinel node was identified with two tracer techniques: dye and radiotracer, with lymphoscintigraphy
applied in each case. Patient was qualified for intraoperative sentinel node evaluation only if the node was
visualized with lymphoscintigraphy. The removed lymph nodes were bisected along the long axis across
the entrance of the lymph vessel into the node. Imprint biopsy was performed by pressing the cut surfaces
of each half of the sectioned node to the surface of a glass slide. Two imprints were made from each
excised sentinel node. Imprints were fixed in 95% ethanol and stained with hematoxilin and eosin. Then
both parts of sentinel node were fixed in 10% buffered formalin and subjected to standard pathologic
examination as well as to standard immunohistochemical staining with use of cytokeratin.

Results:

On the basis of the obtained results sensitivity of imprint biopsy was determined to be 86.7%, and
specificity — 100%. PPV index was 100%, NPV index — 97.1%, and accuracy index — 97.5%. Due to the
fact that false negative results concerned micrometastases only, sensitivity and specificity were
determined separately also for macrometastases, with both these parameters equal to 100%. A statistically
significant difference was found (p<0.05, Chi-square test) for histopathological classification of the
tumour type. In the subgroup of patients with SN micrometastases the lobular type of breast cancer was
present in 3 out of 4 patients (75%), whereas in the subgroup of patients with macrometastases the ductal
type prevailed, with lobular breast cancer diagnosed in just 1 patient (9%).

Conclusions:

Intraoperative evaluation of regional lymph nodes with the method of cytology examination of dye-
stained sentinel node material collected with imprint biopsy is reliable, sure and secure for the patient,
because of no false positive results observed.

Wstep

Wiarygodne okreslenie stanu regionalnych weztéw chtonnych jest jednym z podstawowych kryteriow
rzetelnej oceny stopnia zaawansowania raka piersi i ma bezposredni wptyw na podejmowanie decyzji
terapeutycznych. Wptywa takze na ocen¢ rokowania u poszczegolnych pacjentow. Dlatego w dobie coraz
powszechniejszego stosowania metody oznaczania wezta wartownika (sentinel node — SN) niezmierng
wage przyktada si¢ do coraz bardziej szczegdtowej jego oceny, nie tylko wlaczajac badania
immunohistochemiczne (1-5), co jest standardem, ale takze badania oparte na analizie RT-PCT i badania
molekularne (6).

Zasadniczymi elementami oceny przerzutow do weztow metodg SN sg dwa kryteria: wiarygodno$¢
metody identyfikacji SN oraz wiarygodno$¢ oceny przerzutow raka w wezle wartowniku.

Kryteria wiarygodnej oceny wezla wartownika (skuteczno$¢ metody powyzej 90% i ilos¢ wynikow
falszywie ujemnych ponizej 5%) okreslono na konferencji w Filadelfii w 2001 roku (7). Ocena
histopatologiczna tego wezta w rutynowym badaniu pooperacyjnym jest zalezna od sposobu badania
(1lo$¢ skrawkow, ocena barwnikowa 1 immunohistochemiczna) i jest standardowa dla kazdego os$rodka.

Problemem pozostaje wiarygodna ocena srodoperacyjna wezta wartownika, ktora pozwalataby na
jednoczasowe wykonanie limfadenektomii w przypadku obecnos$ci przerzutow raka piersi lub jej
ostateczne uniknigcie przy braku komorek przerzutowych w wezle.

Niniejsza praca przedstawia wyniki wlasne jednej z metod §rodoperacyjnej oceny SN, polegajacej na
badaniu cytologicznym z materiatu biopsji odciskowe;.
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Material

W latach 2002 — 2005 u 81 chorych z rakiem piersi bez klinicznych cech przerzutow do regionalnych
weziow chtonnych, u ktorych zidentyfikowano wezet wartownik, wykonano srodoperacyjnie ocene stanu
SN metoda biopsji odciskowej. Wiek chorych wynosit §rednio 55,6 lat (od 41 do 78 lat). Srednia ilosé
oznaczonych weztow wartownikow wynosita 1,23 (od 1 do 3). Wielko$¢ guza w badaniu klinicznym
wynosita $rednio 17 mm (od 5 do 30 mm).

U 62 chorych wykonano zabieg oszczgdzajacy piers (breast conserving treatment-BCT), u pozostatych 19
zmodyfikowang amputacje piersi (radical modified mastectomy). U 71 chorych leczenie miejscowe guza
uzupehiono o wycigcie regionalnego uktadu chtonnego pachy w zakresie poziomu I-11I. U pozostatych
10 (7 sposrod nich kwalifikowano do programu EORTC 10981) oceng stanu regionalnego uktadu
chlonnego dokonano jedynie metoda oceny weztdw wartownikow.

Badanie histopatologiczne guza wykazato obecnos¢ raka przewodowego naciekajacego u 64 chorych,
raka zrazikowatego naciekajgcego u 7, mieszang postac raka inwazyjnego u 7 1 DCISM u 3.

Przed rozpoczeciem badania uzyskano zgod¢ Terenowej Komisji Etyki Badan Naukowych.

Metoda identyfikacji wezla ,,wartownika”

U wszystkich chorych wykonano oznaczenie w¢zlow wartowniczych metoda pojedynczej iniekcji
radioznacznika, srédskornie, przyotoczkowo. Znacznik barwnikowy byt podawany na 10-15 minut przed
rozpoczeciem zabiegu operacyjnego

Podanie znacznika izotopowego

W dniu zabiegu, okoto jednej godziny przed rozpoczeciem zabiegu, podawany byt znacznik izotopowy
(radioaktywny izotop technetu Tc99m) o aktywnosci 0,5 mCi (18MBq) . Znacznik ten byl rozpuszczony
w roztworze siarczku renu (Nanocis, CIS BIO Int., Cedet, France) i podawany w objetosci 0,5 cm3.
Bezposrednio przed zabiegiem operacyjnym oceniano regionalny uktad chtonny wykonujac
limfoscyntygrafi¢ stacjonarng.

Ocena Srodoperacyjna wezlow wartowniczych
Wezly wartownicze byly oceniane §rodoperacyjnie zar6wno metodg izotopowa jak i barwnikowa. Dla
oceny izotopowej uzywano recznego detektora promieniowania gamma NeoProbe (AutoSuture, USA).

Definicja wezla wartowniczego

Dla identyfikacji weztéw wartowniczych przyjeto definicj¢, w mysl ktorej sa nimi wezty wykazujace
najwyzsza aktywno$¢ promieniowania sposrod wszystkich weztow, bez wzgledu na zawartos¢ znacznika
barwnikowego.

Metoda wykonania biopsji odciskowej

Bezposrednio po identyfikacji wezta wartownika w trakcie zabiegu operacyjnego 1 usuni¢ciu go
wykonywano, na sali operacyjnej, biopsj¢ odciskowa. Wezel przekrawano w rzucie wej$cia naczynia
chtonnego do wezla a nie w jego najszerszym miejscu, co pozwalato na wykonanie odcisku na szkietku
podstawowym obu potéwek wezta z okolicg najblizsza uj$ciu naczynia chlonnego. Oba preparaty
umieszczano natychmiast w 96% roztworze alkoholu etylowego i przesylano do oceny cytologiczne;.

Metoda oceny histopatologicznej

W grupie 81 chorych przebadano 99 weztéw wartownikdéw oznaczonych w obrebie dotu pachowego. Dla
oceny cytologicznej wezty przekrawano w sposob opisany powyzej. Biopsje odciskowg z wezta
wykonywano poprzez odcisnigcie przekrojonej powierzchni z kazdej potéwki bezposrednio na szkietko
podstawowe. Z kazdego wezta wykonano w ten sposob dwa badania cytologiczne. Material z
odcisnigtego wezla byt nastepnie utrwalany w 95% etanolu 1 wybarwiany za pomocg hematoksyliny 1
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eozyny. Nastepnie obie potowki wezta byly konserwowane w 10% roztworze zbuforowanej formaliny w
celu wykonania w terminie p6zniejszym rutynowego badania histopatologicznego zaro6wno
barwnikowego jak i immunohistochemicznego z uzyciem cytokeratyny.

Materiat cytologiczny z biopsji odciskowej byt oceniany w mikroskopie $wietlnym przez jednego,
doswiadczonego patologa (G.G). Wynik badania byt negatywny gdy byty widoczne komorki raka lub
ujemny, gdy patolog ich nie stwierdzit. Ostateczny wynik badania histopatologicznego (weryfikujacego
badanie cytologiczne) byt dostepny w czasie 10-14 dni od zabiegu.

Wyniki
W grupie 81 chorych wezet wartownik (od 1 do 3) zidentyfikowano u wszystkich chorych

kwalifikowanych do tej metody po uzyskaniu pozytywnego wyniku limfoscyntygrafii (wizualizacja SNs 1
wyznaczenie jego rzutu na skore).

Biopsja odciskowa wykazata obecno$¢ przerzutow u 13 chorych. U 11 z nich wielko$¢ ogniska
przerzutowego byta wigksza niz 2 mm (makroprzerzut), za$ u pozostatych dwoch ponizej 2 mm
(mikroprzerzut).

Rutynowe badanie histopatologiczne pooperacyjne catego wezta chtonnego wykazato obecnosé
mikroprzerzutow u nast¢pnych 2 chorych, u ktorych wynik biopsji odciskowej byt ujemny (wyniki
falszywie ujemne).

W pozostatych przypadkach doktadne badanie histopatologiczne potwierdzito obecnos¢ przerzutow raka
piersi (brak wynikow fatszywie ujemnych). Na podstawie uzyskanych wynikow skuteczno$¢ ogoélna
metody biopsji odciskowej oceniono na 86,7%, za$§ czulo$¢ na 100%.

Ze wzgledu na fakt, ze wyniki falszywie ujemne obejmowaty jedynie mikroprzerzuty, dokonano oceny
skutecznos$¢ 11 czutosci metody w zakresie oceny makroprzerzutow. W tym przypadku parametry te
wynosity odpowiednio 100% 1 100%.

Dyskusja

Srédoperacyjna ocena przerzutéw do weztéw chtonnych w raku piersi poprzez badanie wezta wartownika
jest stosowana coraz czgsciej (1-12). Jej wartoscig jest mozliwos¢ wykonania jednoczasowo
limfadenektomii bez potrzeby oczekiwania na wynik standardowego badania histopatologicznego (4,7,9).

Do metod stosowanych w identyfikacji przerzutow w SN nalezy przedstawione w naszej pracy badanie
cytologiczne uzyskane z biopsji odciskowej z obu przecigtych potowek wezta. Czutos¢ tej metody zalezy
z jednej strony od wiarygodnosci identyfikacji wezta wartownika (9), z drugiej za$ od wiarygodno$ci
samego badania cytologicznego. Czutos¢ ta wynosi 78% - 99% i jest zwigzana z metodologig i
doktadno$cig oceny wezta w warunkach badania $rodoperacyjnego (1,2,4-6,9-11).

Wszyscy pacjenci przedstawieni w naszej pracy byli kwalifikowani do srodoperacyjnej oceny wezta
wartownika jedynie wowczas, gdy byl on uwidoczniony i oznaczony w badaniu limfoscyntygraficznym.
Pozwolito to na uniknigcie niepewnosci co do wiarygodnosci samej metody oznaczania SN 1 wptynigcia
na ostateczne wyniki badania §rédoperacyjnego, co zaobserwowatl Ravichandran stosujac jedynie metode
barwnikowg (9). Aihara (10), wykonujac badanie w grupie chorych ocenianych metoda barwnikowa
obserwowat 1,8% wynikow fatszywie dodatnich.

W metodologii badania zastosowali$my inny sposob przekrawania wezta chtonnego dla uzyskania
powierzchni do odcisku na szkielku podstawowym. Wezet byl przekrawany nie w jego najszerszym
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miejscu jak podaja inni autorzy (2,4,5) ale wzdhuz wnikajacego do wezta naczynia chtonnego co pozwala
na uzyskanie dostepu do warstwy podtorebkowe;j tej okolicy.

Podobnie jak wielu innych autoréw (1,5,6,11-13) badanie nasze wykazalo znaczaca ré6znice w ocenie
mikroprzerzutow w stosunku do makroprzerzutow. Czuto$§¢ metody w ocenie przerzutow wigkszych
anizeli 2 mm wynosita w naszym materiale, 100 %, podczas gdy mikroprzerzuty wykryto srodoperacyjnie
jedynie u potowy pacjentow.

Réznice w identyfikacji mikroprzerzutow w ocenie srodoperacyjnej nie wydaja si¢ by¢ zalezne od
metody badania (biopsja odciskowa czy badanie ze skrawkéw mrozonych (frozen section) gdy oceny
dokonujemy badajac jedynie ograniczong ilo$¢ preparatow (2,5,9). Poprawe wynikow, zwlaszcza w
ocenie mikroprzerzutéw, mozna uzyska¢ wykonujac badanie calego wezta uzyskujac preparaty ze
skrawkoéw mrozonych cigte co 50 um (7,14) przy udziale patologa majacego doswiadczenie w ocenie
materiatu cytologicznego (5). Jednak mozliwo$¢ wykonania tak doktadnego badania jest w wigkszosci
osrodkow niedostepne 1 niemozliwe z powodu kosztow. Wspominajac ten aspekt nalezy zauwazy¢, ze
badanie cytologiczne z biopsji odciskowej jest 3-krotnie tansze anizeli badanie ze skrawkéw mrozonych,
nie wspominajac o §rodoperacyjnym doktadnym badaniu catego wezla (5).

Problem, ktory nalezy rozwazy wykonujac badanie §rédoperacyjnie wezta wartownika dotyczy
wiarygodno$ci metody praz jego wptywu na postepowanie terapeutyczne, zaréwno dorazne jak i
ostateczne. W naszym materiale biopsja odciskowa byta catkowicie wiarygodna w ocenie
makroprzerzutow, co jest zgodne z obserwacjami innych autoréw (5,9,11). Podobne wyniki dotycza takze
oceny $rodoperacyjnej metodg skrawkoéw mrozonych (12). Problemem pozostaje kwestia oceny
przerzutow mniejszych niz 2 mm (mikroprzerzuty). W naszym badaniu 50% mikroprzerzutéw nie zostato
wykrytych $rodoperacyjnie: ich obecno$¢ wykazalo rutynowe doktadne badanie calego wezta. Wyniki
falszywie ujemne dotyczace mikroprzerzutoéw sg powszechne w rutynowo wykonywanym badaniu
srédoperacyjnym. Nie powoduja one jednak podjecia nieadekwatnej do stopnia zaawansowania choroby
decyzji terapeutycznej a jedynie ja odsuwajg w czasie (7). Czynnikiem, ktéry ma negatywny wptyw na
racjonalne postgpowanie sg wyniki falszywie dodatnie. Wigkszo$¢ cytowanych autorow (1-7, 9), a takze
wyniki naszej pracy wskazuja, ze wystepuja one niezwykle rzadko. Dotycza one zazwyczaj przypadkow,
gdzie badanie $rodoperacyjnie jest wykonywane metodg immunohistochemicznag, a nie badaniem z
wykorzystaniem hematoksyliny i eozyny (10, 11), na co wskazuje tez w swojej pracy Turner (15) i Rao

(16).

Problemem, ktoéry nalezy podnie$¢ méwiagc o wynikach fatszywie ujemnych jest wiarygodnos¢ samej
metody oceny wezta wartownika. W tym aspekcie jest konieczne zwrocenie uwagi ma metodologie
identyfikacji wezta wartownika, szczegolnie gdy stanowi ona jedyng diagnostyke stanu regionalnych
weztow chtonnych. W naszej pracy wykorzystali$my zarowno doswiadczenie zwigzane z miejscem
podania znacznika (17) jak 1 zastosowania rdznej wielko$ci czastek nosnika (radiotracer) (18).
Kwalifikacja chorych do diagnostyki weztow chtonnych metoda biopsji wezta wartownika po uzyskaniu
wizualizacji wezta w badaniu limfoscyntygraficznym pozwolita unikng¢ sytuacji oceny WW jedynie
metoda barwnikowa. Ta ostatnia moze spowodowac znaczng ilos¢ wynikéw fatszywie ujemnych (9), co,
przy ocenie jedynie wezta wartownika, moze mie¢ wplyw na wystapienie tzw wznowy weztowe;.

Whioski

Na podstawie uzyskanych wynikéw uwazamy, ze §rédoperacyjna ocena stanu regionalnych weziow
chlonnych metoda badania cytologicznego z biopsji odciskowej ocenianego metoda barwnikowg jest
wiarygodna, pewna 1 bezpieczna dla chorego poprzez brak wynikéw fatszywie dodatnich. Tlo§¢ wynikow
falszywie ujemnych, szczeg6élnie w zakresie mikroprzerzutow, przy prawidlowym badaniu rutynowym
catego wezta zarowno metoda barwnikowg jak 1 immunohistochemiczng, nie ma wptywu na racjonalne
podejscie do sposobu leczenia a jedynie moze je w niewielu przypadkach opdzni¢ do czasu uzyskania
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wyniku badania ostatecznego. Warunkiem, na jaki nalezy zwrdci¢ szczegdlng uwage, jest metodologia
oceny samego wezta wartownika, gdyz nawet najdoktadniejsze badanie fatszywego wezta wartownika nie
uchroni chorego przed ,,wznowa” w obrebie regionalnego uktadu chtonnego.
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