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1.  WSTEP

1.1. Srédnabtonkowa neoplazja szyjki macicy (Cervical Intraepithelial
Neoplasia- CIN) — wystepowanie, etiopatogeneza i rozwo;j.
Srodnabtonkowa neoplazja szyjki macicy to pojecie wprowadzone w 1968

roku przez R.M. Richarta (66,81) dla zmian ptaskonabtonkowych szyjki macicy

ograniczonych do $rodbfonka w miejsce dotychczas stosowanego okreslenia
dysplazja i rak in situ.

W zaleznosci od nasilenia zmian w komoérkach oraz grubosci warstwy nabtonka,

ktorej te zmiany dotycza, wyrdézniono CIN1 i CIN2 obejmujace 1/3 do 1/2 grubosci

nabtonka i odpowiadajace lekkiej i umiarkowanej dysplazji oraz CIN 3 obejmujgaca
catg grubos¢ nabtonka i odpowiadajaca ciezkiej dysplazji i rakowi

przedinwazyjnemu (carcinoma in situ).

Dy:plazia .Carcinoma
| :
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Ryc. 1. Schemat §rédnablonkowej neoplazji szyjki macicy (CIN) wg Richarta



Zaproponowana przez Richarta klasyfikacja histologiczna w wiekszym stopniu, niz
poprzednie klasyfikacje uwzglednia aktualne dane na temat rozwoju
karcinogenezy i biologie tego procesu w obrebie szyjki macicy. CIN1 i CIN2

w duzym odsetku, bo od 30 do 50% przypadkdw, moze ulec samoistnej remisji,

a tylko kilkanascie procent tych zmian ulega progres;ji (3,40,59,66,81). Natomiast
CIN3 to zmiany, ktére rzadko ulegajg catkowitej remisji, a w 40% do 60% ulegajg
progresji do raka inwazyjnego (3,40,59,66).

Podziat CIN zaproponowany przez Richarta koreluje z obrazami kolposkopowymi,
tj. grupa obrazéw kolposkopowych charakterystycznych dla CIN1 i CIN2 oraz

z grupg obrazow charakterystycznych dla CIN3. Obrazy kolposkopowe

w carcinoma in situ i dysplazji duzego stopnia sg trudne do odrdznienia,

a w wigkszosci przypadkéw wrecz identyczne. Zmiany morfologiczne
charakterystyczne dla dysplazji duzego stopnia i raka in situ zajmujg catg grubos¢
nabtonka, a réznig sie jedynie stopniem zaburzenia dojrzewania komérek. Stad
nierzadko nie jest mozliwe ustalenie Scistej granicy pomiedzy tymi zmianami,
réwniez w badaniu mikroskopowym.

Wprowadzenie klasyfikacji CIN opartej na lepszym poznaniu procesu
karcinogenezy w obrebie szyjki macicy przyczynh‘b sie do bardziej
konserwatywnego postepowania terapeutycznego, co szczegolnie jest istotne dla
kobiet mtodych, ktére majg w planie prokreacje. Biorgc pod uwage, ze Srednia
wieku kobiet z CIN1 i CIN2 wynosi 27,5 - 29 lat, a z CIN3 32, 1 lat, to cigza

i poréd nie sg w tym okresie zjawiskami rzadkimi (3,40,59,66).

Podobny trend, jak w modyfikacji terminologii histologicznej uwzgledniajacy wyniki

badan i osiggniecia w zakresie morfogenezy raka szyjki macicy odnotowujemy



takze w klasyfikacji obrazéw cytologicznych. Dowodem tego jest nowa klasyfikacja
obrazéw cytologicznych zaproponowana przez Narodowy Instytut Raka

w Bethesda (USA) (86). Zgodnie z tag klasyfikacjg zmiany morfologiczne

w rozmazie cytologicznym zwigzane z infekcjg HPV oraz zmiany cytologiczne
okreslane jako Il i IV grupa wedtug Papanicolau zastapiono okresleniem —
ptaskonabtonkowe zmiany srédnabtonkowe (Squamous Intraepithelial Lesions-
SIL). Zgodnie z tg klasyfikacjg wyrézniono dwa stopnie ptaskonabtonkowych
zmian $rédnabtonkowych: ptaskonabtonkowe zmiany $srédnabtonkowe matego
stopnia (Low Grade Squamous Intraepithelial Lesions LG-SIL), do ktérej zalicza
sie zmiany morfologiczne charakterystyczne dla infekcji HPV i dysplazji matego
stopnia oraz ptaskonabtonkowe zmiany $rédnabtonkowe duzego stopnia (High
Grade Squamous Intraepithelial Lesions HG-SIL), do ktérych zaliczono zmiany
morfologiczne charakterystyczne dla dysplazji $redniego i duzego stopnia, a takze
zmiany sklasyfikowane wedtug podziatu Papanicolau jako grupa IV (86). Chociaz
mozna mie¢ zastrzezenia, co do potgczenia dysplazji Sredniego stopnia, ktéra nie
jest zmiang stabilng z dysplazjg duzego stopnia i carcinoma in situ w jedng grupe,
to potgczenie zmian morfologicznych charakterystycznych dla infekcji HPV i lekkiej
dysplazji w jedng grupe LG-SIL uwzglednia dotyc‘hczasowe wyniki badan
dotyczace roli infekcji HPV w procesie karcinogenezy. Ukazuje takze biologiczng
ciggtos¢ procesu zmian morfologicznych charakterystycznych dla infekcji HPV do
zmian dysplastycznych. Potwierdzeniem tego sg nierzadko trudnosci

w zréznicowaniu kolposkopowym, cytologicznym, a nawet histologicznym zmian
morfologicznych charakterystycznych dla subklinicznej infekcji HPV i CIN,

a zwitaszcza CIN1. Wedtug wielu autoréw subkliniczna infekcja HPV i CIN wydaja

sie by¢ kontynuacja tego samego procesu (7,31,57,61,62,63,64).



Infekcja HPV, zwtaszcza HPV o $rednim i wysokim potencjale onkogennym, ij.
HPV typ 16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,66 i 68 jest waznym, ale nie jedynym
czynnikiem indukujgcym powstawanie komérki zmienionej nowotworowo
(7,8,29,83,22,82,92,56). Dane epidemiologiczne wskazuja, ze proces
karcinogenezy w obrebie szyjki macicy czesciej wystepuje u kobiet, ktére
wczesdnie, tj. w wieku kilkunastu lat rozpoczety zycie piciowe i wspotzyty z wieloma
partnerami oraz u kobiet, ktérych parntnerzy seksualni wspéizyjg z wieloma
kobietami (7,20,34,55,56).

Jesli kobieta w wieku kilkunastu lat miata wiecej, niz 2 partneréw seksualnych,

to zdaniem Ferenczy'ego (25) nalezy zaliczy¢ ja do grupy kobiet o wysokim ryzyku
wystgpienia srédnabtonkowej neoplazji szyjki macicy. Duza liczba partneréw
seksualnych stwarza bowiem wieksza mozliwosé przeniesienia infekcji drogg
ptciowg, w tym infekcji HPV, na dziatanie ktérych wrazliwy jest nabtonek szyjki
macicy, zwlaszcza w okresie mtodziernczym (80). Basta (7) wykazat, ze u kobiet
do 25 roku zycia zmianom CIN w 91,2% przypadkéw towarzyszylta infekcja HPV.
Coppleson (20) badajac 270 dziewczynek w wieku 12-17 lat, ktdre rozpoczety juz
zycie seksualne, stwierdzit w 40% przypadkéw zmiany w nabtonku szyjki macicy,
ktére okreslit jako atypowa strefe przeksztatcen. Wed’rug Stafla (76) okres
pokwitania i wczesnej mtodosci jest jednym z okreséw, w ktérych dochodzi do
zapoczgtkowania procesow karcinogenezy szyjki macicy. Takze Syrjanen (80) nie
spotkat ani jednego przypadku dysplazji u kobiet do 20 roku zycia bez
wspdtistniejacej infekeji HPV. Kolejnym czynnikiem, kiérego obecno$é w sposéb
istotny zwieksza ryzyko karcinogenezy w obrebie szyjki macicy jest natogowe
palenie tytoniu, na co wskazuje wiele danych epidemiologicznych oraz

laboratoryjnych, potwierdzajacych wysokie stezenie nikotyny i jej metabolitéw-



kotyniny oraz weglowodoréw aromatycznych w $luzie szyjkowym (7,35,75).
Substancje te prawdopodobnie dziatajq jako kofaktory karcinogenezy
zainicjowanej przez HPV o wysokim potencjale onkogennym. Chociaz badania
epidemiologiczne nie wykazaly, aby hormonalne srodki antykoncepcyjne byty
niezaleznym czynnikiem ryzyka rozwoju $rénabtonkowej neoplazji szyjki macicy,
to potaczenie antykoncepcji hormonalnej z paleniem tytoniu staje sie statystycznie
wysoce istotnym czynnikiem ryzyka rozwoju neoplazji w obrebie tego narzadu
(79).

Nastepnym czynnikiem, ktérego znaczenie w rozwoju procesu karcinogenezy

w obrebie szyjki macicy trudno przeceni¢ to niedobdr oxydoreduktantéw

a w szczegdlnosci retinoidédw (witaminy A). Retinoidy sg czynnikami ochronnymi
warunkujacymi prawidtowe réznicowanie i dojrzewanie komérek rezerwowych

w kierunku komérek nabtonka wielowarstwowego ptaskiego w procesie metaplaz;ji
ptaskonabtonkowej szyjki macicy (7). Badania przeprowadzone w naszej Klinice
wskazujg na zwigekszone ryzyko rozwoju raka szyjki macicy u kobiet z obnizonym
poziomem retinoiddw w surowicy krwi (7). Obserwacje kliniczno- epidemiologiczne
znalazty potwierdzenie w badaniach eksperymentalnych, w ktérych stwierdzono,
Ze retinoidy hamuja ekspresje wirusowego E6 i E7 (22). Basta (7) oceniajac
ryzyko rozwoju raka szyjki macicy testem wielokrotnej regres;ji logistycznej
wykazat interakcje pomiedzy obnizeniem stezenia retinoidéw i natogowym
paleniem tytoniu. W grupie kobiet, u ktérych stwierdzono wystepowanie obu tych
czynnikéw, ryzyko rozwoju raka szyjki macicy radykalnie wzrastato. Analiza
wystepowania CIN i raka inwazyjnego szyjki macicy w zaleznoéci od liczby
najbardziej prawdopodobnych czynnikéw ryzyka wykazata, ze nasilenie procesu

karcinogenezy koreluje ze wzrostem liczby tych czynnikéw (8).



Nasuwa to przypuszczenie, ze dopiero rGwnoczesne wspoétdziatanie lub
nastepujace po sobie dziatanie wielu czynnikéw doprowadza do zrealizowania
petnego procesu karcinogenezy, tacznie z wystgpieniem inwazji. Te dane korelujg
z obserwacjami klinicznymi i epidemiologicznymi rozwoju procesu karcinogenezy
w obrebie szyjki macicy, ktéra w znakomitej wiekszosci rozwija sie wieloetapowo

poprzez poszczegodlne stopnie CIN do raka inwazyjnego.
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1.2. Rola infekcji wirusowych w etiopatogenezie raka szyjki macicy.

Rozwdj biologii molekularnej i zwigzane z tym udoskonalenie metod
diagnostycznych w wirusologii pozwolity na ustalenie bardziej Scistych zwigzkéw
miedzy niektorymi nowotworami a infekcjami wirusowymi. W badaniach nad
karcinogeneza raka szyjki macicy najwiecej uwagi w ostatnich kilkunastu latach
pos$wieca sie roli wiruséw ludzkiego brodawczaka (Human Papillomavirus — HPV)

w tym procesie.

3
*
.

L1 ‘ 78571
HPV 18 E,
—/E
L, Es ?

Ryc. 2. Schemat budowy DNA HIV.
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HPV sg matymi kolistymi wirusami DNA nalezacymi do rodziny Papowa.
Materiatem genetycznym jest kolisty, dwuniciowy tancuch DNA o dtugosci okoto

8 000 par zasad, w skiad ktérego wchodzi region genéw wczesnych (E) i pdznych
(L) oddzielonych regionem kontrolnym (LCR- long control region). Czasteczka
wirionu sktada sie z 72 kapsomeréw o budowie pentamerycznej i ma $rednice

40 - 55 nm. HPV stanowi heterogenng grupe wiruséw. Do chwili obecnej wykryto
ponad 100 podtypéw ludzkich wiruséw papilloma réznigcych sie antygenowo.
Okoto 30 z nich cechuje sig powinowactwem do nabtonkow dolnego odcinka
narzadoéw ptciowych kobiet, tj. szyjki macicy, pochwy i sromu, jak réwniez meskich
zewnetrznych narzaddéw ptciowych (7,55,6,4,71,17,32,41,13,8,83,82,15).

Z tego HPV typy 6,11,34,42,43,44,53,54,55,57,59,61,62,54,67,68,70 uwaza sie za
wirusy o niskim potencjale onkogennym, z ktorymi wigze sie powstawanie zmian
tagodnych o charakterze brodawczakéw (papilloma) i klykcin konczystych
(condylomata acuminata) oraz zmian przednowotworowych o charakterze
$rédnabtonkowej neoplazji o niskim stopniu zaawansowania (7,8). Natomiast HPV
typ 16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,66,69 to grupa wirusow o $rednim i wysokim
potencjale onkogennym, ktérym przypisuje sie udziat w powstawaniu
srédnablonkowej neoplazji duzego stopnia i raka inwazyjnego szyijki macicy, jak
réwniez sromu i pochwy (7,55,6,4,71,17,32,41,13,8,83,82,15).

Basta (8) wyrdznia cztery postacie infekcji HPV w obrebie szyjki macicy, tj. posta¢:
1) utajona, 2) subkliniczng, 3) klinicznie jawng i 4) towarzyszaca CIN i rakowi
inwazyjnemu.

Zgodnie z danym pismiennictwa, odsetek kobiet z infekcjg HPV waha sie od 6 do
20% (7,55,6,4,71,17,32,41,13,8,83,82,15). Ta rozpietosé zalezy

najprawdopodobniej od zastosowanej metody diagnostycznej, sposobu pobierania
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materiatu biologicznego do badan i rodzaju tego materiatu, wieku kobiet, ich stanu
hormonalnego oraz od tego, czy sa to kobiety ciezarne, czy nieciezarne
(7,55,6,4,71,17,32,41,13,8,83,82,15). W najwiekszym odsetku infekcja HPV
dotyczy kobiet mtodych, tj. pomiedzy 18 a 30 rokiem zycia (59,7,55,71,31,82,20,
80,76,75,35). Srednia wieku kobiet z subkliniczng infekcja HPV wynosi wedtug
réznych autoréw od 18 — 24 lat (59,7,55,71,31,82,20,80,76,75,35). Znacznie
czesciej infekcja HPV dotyczy kobiet, ktére wczesnie rozpoczety wspétzycie
ptciowe, miaty wielu partneréw seksualnych, pochodza z grup spotecznych

o niskim statusie socjoekonomicznym, przyjmujg srodki immunosupresyjne lub

u ktérych stwierdza sie defekty i zaburzenia uktadu immunologicznego (80,76,75,
35). A wiec model epidemiologiczny kobiet z infekcja HPV jest podobny do modelu
epidemiologicznego kobiet z CIN i rakiem inwazyjnym szyjki macicy.
Infekcja HPV zaliczana jest do chordb przenoszonych droga ptciowa (Sexually
Transmitted Disease - STD) i aktualnie uwazana jest za jedng z najczestszych
choréb przenoszonych ta droga. Istnieje rowniez mozliwo$¢ infekcji wertykalnej,
tj. z matki na ptéd w trakcie porodu, co moze przyczyni¢ sie do zmiany
dotychczasowych pogladéw na to zakazenie (59,7,55,71,31,82,20,80,76,75,35).
Wirusy HPV wykazuja powinowactwo do komérek warstwy podstawnej (bazalnej)
nabtonka szyjki macicy. Strefa transformaciji, w ktérej zachodzg dynamiczne
procesy metaplazji ptaskonabtonkowej, szczegdlnie narazona na mikrourazy, jak
np. podczas stosunku piciowego, stanowi doskonate miejsce kontaktu wiruséw
papilloma z warstwg podstawng nabtonka. Wtasnie w warstwie podstawnej

i przypodstawnej komérek nabtonka wielowarstwowego ptaskiego rozpoczyna sie
proces transkrypcji i pozachromosomalnej replikacji wirusa. Cyk! replikacyjny

wirusa papilloma jest scisle skorelowany z dojrzewaniem keratynocyta, tj. czasem,
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jaki jest potrzebny do przejScia niezréznicowanej komadrki warstwy podstawnej do
warstwy powierzchniowej. Biatka kapsydu wirusowego wytwarzane sa tylko

w komoérkach zréznicowanych terminalnie. Tak replikowane czasteczki wirusa
mogg infekowaé sasiednie rejony dolnego odcinka narzadu ptciowego lub narzady
piciowe partneréw seksualnych. Niestety, nie ma mozliwosci $ledzenia
onkogennego dziatania HPV za pomocg klasycznych metod mikrobiologicznych.
Niemozliwe jest namnazanie i wzrost HPV in vitro w hodowli, gdy_z jego wirion nie
ulega podziatowi, a do replikacji konieczny jest kwas nukleinowy, do ktérego
produkcji niezbedny jest udziat rybosoméw komérek gospodarza. Z tego powodu
dane dotyczace zwigzku infekcji wirusem HPV a procesem karcinogenezy
pochodza przede wszystkim z wieloletnich analiz epidemiologicznych i badan
klinicznych. Badania te dowodzg podobieristwa modelu epidemiologicznego
infekcji HPV i raka szyjki macicy (59,7,55,71,31,82,20,80,76,75,35). Nizsza o kilka
lat Srednia wieku kobiet z izolowana subkliniczng infekcja HPV od $redniej wieku
kobiet z CIN, a o kilkanascie od $redniej wieku kobiet z rakiem inwazyjnym,
koreluje z wieloetapowym i dos¢ diugotrwatym w wiekszosci przypadkéw modelem
procesu karcinogenezy w obrebie szyjki macicy.

Wyniki badan kolposkopowych, cytologicznych, a nawet histologicznych wykazujg
podobieristwo zmian morfologicznych subklinicznej infekcji HPV z CIN,

a zwtaszcza z CIN1 i CIN2 (7,8). Obserwacje kliniczne subklinicznej infekcji HPV
wykazaly, ze w okoto 10 — 12% ulega ona progres;ji do CIN (59,7,55,71,31,82,20,
80,76,75,35). Wyzszy odsetek progresji CIN1 i CIN2 z towarzyszgcq infekcja HPV
typ 16/18 w poréwnaniu do progresji tych zmian bez infekcji HPV lub

z towarzyszgcg infekcjg HPV o niskim potencjale onkogennym oraz stwierdzenie

wirusa tego samego typu, tj. HPV 16/18 w weztach chtonnych i pierwotnej zmianie
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nowotworowej w obrebie szyjki macicy takze dowodzi, ze wspdlistnienie infekcji
HPV typ 16/18 i raka szyjki macicy nie jest przypadkowe (7,71,31,82,20,34,80).
Roéwniez obserwacje kliniczne wskazujg, ze konserwatywne postepowanie
chirurgiczne w przypadkach CIN z towarzyszacg infekcjag HPV o wysokim
potencjale onkogennym czesciej, anizeli w przypadkach wspdtistnienia infekciji
HPV o niskim potencjale onkogennym prowadzi do wznowy procesu
srodnabtonkowej neoplazji (59,7,55,71,31,82,20,80,76,75,35). W badaniach
laboratoryjnych, jak i in vivo zaobserwowano, ze HPV infekujac niedojrzate
komorki rezerwowe w obrebie strefy transformac;ji zaburza ich dojrzewanie
i proces roznicowania (59,7,55,71,31,82,20,80,76,75,35). Obecnos¢ HPV typ
16/18 oraz ich transkryptoréw E6 i E7 stwierdzono w ponad 80% przypadkow raka
szyjki macicy, co sugeruje ich bezposredni udziat w karcynogenezie
(59,7,55,71,31,82, 20,80,76,75,35).

Geny E6 i E7 wirusa papilloma kodujg biatka okreslane jako onkoproteiny
(83). W wiekszosci zmian przednowotworowych wirusowe DNA wystepuje
w formie pozachromosomalnej. Integracja wirusowego DNA z genomem komorki
gospodarza nastepuje zwykle w obrebie otwartych ramek odczytu E1 i E2. (open
reading frame) i zaburza regulacje promotoréw HPV, co prowadzi do wzrostu
ekspresiji genow E6 i E7. W badaniach in vitro wykazano, ze onkoproteina E6
wigze sie z biatkiem p53, ktére jest komdrkowym inhibitorem karcinogenezy,
inaktywujgc go (83). Natomiast onkoproteina E7 wykazuje duze powinowactwo do
biatka hamujacego rozwdj retinoblastoma (pRB), powodujgc rozbicie kompleksu
pRB- E2F i uwalniajac czynnik transkrypcyjny E2F. Ekspresja jednego lub obu
genow wirusow E6 i E7 moze doprowadzi¢ do zaburzenia regulaciji cyklu

komorkowego i zainicjowa¢ proces neoplazji (41,13,8,83,82).

15



Jednak ta ekspresja, choé konieczna do zainicjowania procesu transformac;ji

nowotworowej komérki, wydaje sie niewystarczajgca do rozwoju guza. Swiadczyé

o tym moze:

1) fakt, ze nie w kazdym przypadku infekcja HPV o wysokim potencjale
onkogennym prowadzi do transformacji nowotworowej,

2) réznie diugi okres czasu od wystgpienia infekcji do rozpoczecia transformaciji
nowotworowe;j,

3) obserwowanie nie tylko progresji, ale takze remisji CIN z towarzyszacy infekcjg
HPV typ 16/18.

Moze to przemawia¢ za istnieniem wewnatrzkomérkowych mechanizméw kontroli

ekspresji genéw E6 i E7 oraz niezbednych dodatkowych czynnikéw do rozwoju

raka w obrebie szyjki macicy. Dotychczasowe badania wskazuja, ze takimi

czynnikami moga by¢ wymienione powyzej natogowe palenie tytoniu, niedobor

czynnikéw oxydoredukeyjnych, a zwlaszcza retinoidéw (witaminy A), a takze

zaburzenia uktadu immunologicznego, uwarunkowania genetyczne i inne, blizej

jeszcze nieokreslone czynniki (59,7,55,71,31,82,20,80,76,75,35).
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1.3. CIN1i CIN2 z towarzyszacq infekcjg HPV a stan ukiadu

immunologicznego organizmu.

1.3.1. Odpornos¢ przeciwwirusowa.

Wirusy sg bezwzglednymi pasozytami wewnagtrzkomérkowymi
angazujgcymi systemy biochemiczne komérek gospodarza dla uruchomienia
syntezy biatek i metabolizmu cukréw.

Typowy przebieg zakazenia komorki wirusami o ptaskonabtonkowym

tropizmie, w tym HPV wg Roitta i wsp. (67) obrazuje Ryc 3.
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Ryc. 3. Schemat przebiegu zakazenia wirusowego.

Wirusy wigza sie z komérkg gospodarza poprzez swoiste receptory. Po
wniknieciu do komorki wirus pozbywa sie otoczki, kwas nukleinowy zostaje
uwolniony i dochodzi do transkrypcji i nastepowej syntezy biatek wirusowych.
Genom wirusa ulega replikacji, tworzg sie potomne czastki wirusa (wiriony), ktére

ulegajg uwolnieniu do otoczenia, powodujac zakazenie sgsiednich komérek
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i tkanek. Szczegdty tego procesu zalezg od rodzaju wirusa oraz od stanu
metabolicznego komoérek gospodarza.

We wczesnym okresie zakazenia wirusowego czesto ma miejsce pewnego
rodzaju wysScig pomigdzy wirusem a uktadem obronnym gospodarza. Pierwsza
linie obrony przeciwko inwazji wiruséw stanowi integralno$é powierzchni ciata.
Jesli zostanie naruszona dochodzi do aktywaciji wczesnych, wrodzonych
(nieswoistych) mechanizméw obrony, takich, jak: interferon (IFN), naturalne
komorki cytotoksyczne, komorki zabijajace (natural killers- NK) i makrofagi.
Zgodnie z wynikami badan niektérych autoréw (67) IFN stymuluje hamowanie
replikacji wirusa. W zalezno$ci od zrddta pochodzenia i miejsca kodowania
chromosomalnego wyréznia sie trzy rodzaje interferonéw:

e [FNa (leukocytarny) kodowany przez rodzine 20 genéw na chromosomie 9

e IFNP (fibroblastyczny) kodowany przez pojedynczy gen na chromosomie 9

¢ IFNy (immunologiczny) kodowany przez pojedynczy gen na chromosomie 12.
Po zakazeniu wirusem komérka uruchamia wytwarzanie IFNo/p, ktére pobudzajg
mechanizmy przeciwwirusowe w komdrkach sasiednich, chroniac je przed
zakazeniem (Ryc. 3). IFN aktywujg liczne geny, w tym dwa o bezposrednie;j
aktywnosci przeciwwirusowej: kinaze biatkowa o rﬁasie 67 kD, ktéra hamuje
fosforylacje w miejscach e i F-2 i blokuje translacje biatek oraz syntetaze 2',5'-
oligoadenylowa, ktéra aktywuje nieczynng endbnukleaze bioraca udziat

w degradaciji wirusowego RNA.

Istniejg réwniez inne, bardziej swoiste mechanizmy przeciwwirusowe. Na przykfad
IFN y wzmaga skutecznos¢ nabytej odpowiedzi immunologicznej poprzez

zwiekszenie ekspresiji czasteczek gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej (Major
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Histocompatibility Complex- MHC) klasy 1 i ll, a takze jest silnym aktywatorem
makrofagow i komdrek NK.

Dotychczasowe wyniki badan (13,19,24,27) wskazuja, ze komérki NK sq
cytotoksyczne w stosunku do komérek zakazonych wirusem.

W ciggu dwdch dni od zakazenia pojawiajg sie aktywne komorki NK. Sg to gtéwne
komorki efektorowe przeciw wirusom opryszczki (Herpes Simplex Virus- HSV),
HPV i wirusom cytomagalii (Cytomegalo Virus- CMV). Wciaz nie jest jasne, jakie
czasteczki powierzchniowe komérki zakazonej wirusem rozpoznajg komorki NK.
Niektére wirusy mogg hamowaé ekspresje antygendw powierzchownych klasy I.
Jest to prawdopodobnie strategia ominiecia rozpoznania przez limfocyty T. IFN y
pobudza komdrki NK doprowadzajgc do ich gromadzenia sie i wzrostu aktywnosci
w miejscu zakazenia. Komoérki NK sg rowniez jednym z gtéwnych mediatoréw
cytotoksycznos$ci komoérkowej zaleznej od przeciwciat (Antibody- Dependent Cell
Cytotoxicity- ADCC).

Przeciwciata i uktad dopetniacza ograniczajg rozprzestrzenianie sie wirusa oraz
powtérne zakazenie. Zakazenie powoduje uruchomienie odpowiedzi habytej
(swoistej) obejmujacej pojawienie sie cytotoksycznych limfocytow T, limfocytéw
wspomagajacych (lymphocyte T- helper — Th) i przéciwcia’f antywirusowych
(67,69). Przeciwciata zapobiegajg przenoszeniu sie wirusa przez bezposredni
kontakt na sgsiednie komorki i sg szczegdlnie wazne w ograniczaniu szerzenia sie
infekcji poprzez krwioobieg. Na btonach $luzowych wzrasta produkcja
immunoglobuliny A (IgA), co chroni przed reinfekcja. Przeciwciata moga powstac
przeciw kazdemu z biatek wirusowych pojawiajacych sie w zakazonej komérce.

Najwieksze znaczenie w kontroli zakazenia posiadajq przeciwciata skierowane
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przeciw glikoproteinom otoczki wirionu lub biatkom powierzchniowym zakazonej
komorki (73,82,83,89).

Dopetniacz (complement - C) moze uszkadzaé otoczke wirionu w procesie lizy
wirusa. Jednakze dopetniacz, poza udziatem w wigzaniu wolnych czasteczek
wirusa, nie ma istotnego znaczenia dla obrony przeciwwirusowej, gdyz osobnicy
z niedoborami dopetniacza nie wykazujg sktonnosci do ciezkich zakazen
wirusowych (67).

Wazna role w odpornosci przeciwwirusowej odgrywajq limfocyty T.
Grasiczozalezna odpowiedz humoralna wymaga obecnosci limfocytéw
wspomagajacych (limfocyty Th CD4+) dla zmiany klas i dojrzewania
powinowactwa przeciwciat. Ponadto limfocyty CD4+ sg niezbedne dla indukgji
cytotoksycznych limfocytéw T CD8+, a takze pojawienia sie i aktywac;ji
makrofagéw w miejscu zakazenia wirusowego (16,28,47,69).

Restrykcyjne wobec czasteczek MHC klasy | limfocyty cytotoksyczne CD8+
gromadzg sie w miejscach replikacji wirusa i niszczg zakazone nim komaérki.
Poniewaz wiekszo$¢é komorek organizmu wykazuje ekspresje czasteczek MHC |,
jest to wazny mechanizm identyfikaciji i eliminacji komérek zakazonych wirusem.
Praktycznie kazde biatko wirusowe moze zosta¢ przetworzone w cytoplazmie do
peptyddw, ktére zostajg nastepnie przetransportowane do siateczki
srodplazmatycznej i potaczone z czgsteczkami MHC klasy |. Jest to szczegdinie
korzystne dla gospodarza, poniewaz pozwala na szybkie wykrycie biatek
wirusowych majacych wczesng ekspresje w cyklu replikaciji, umozliwiajgc ich

~ rozpoznanie przez limfocyty T duzo wczeéniej, zanim dojdzie do powstania

ﬁowych czastek potomnych wirusa (47,69).
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opsonizacja poprzez
receptory Fcy i dopetniacza
na makrofagach

Ryc. 4. Schemat ilustrujacy mechanizmy obronne organizmu na zakazenie wirusowe.

przeciwciato

Ryc. 5. Schemat kinetyki indukcji mechanizméw obronnych przeciwko zakazeniom wirusowym.
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Limfocyty CD4+ sa gtéwng populacja komérek efektorowych w odpowiedzi
immunologicznej na zakazenie komoérek nabtonka przez wirus HSV i jedna

z wazniejszych w infekcji HPV. W tym przypadku w reakcji nadwrazliwosci typu
opdznionego dochodzi do naptywu makrofagéw i przyspieszenia eliminacji wirusa
(67). Kluczowymi cytokinami w tej reakgcji sg IFNy i czynnik martwicy guza (Tumor
Necrosis Factor- TNF).

Mechanizmy obrony przeciwwirusowe;j i kinetyke ich indukcji wg Roitta i wsp.

obrazuje Ryc.4 i 5 (67).
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1.3.2. Odpornosc¢ przeciwnowotworowa.

Nadzér immunologiczny jest pojeciem, ktére oznacza zapobieganie
rozwojowi wiekszo$ci nowotworédw drogg wczesnej destrukcji atypowych komérek
przez uktad odpornosciowy gospodarza (67). Nadzdr ten jest jednak bardziej
skuteczny przeciw wirusom niz komérkom nowotworowym. Przeciwnowotworowa
odpowiedz immunologiczna zostata wiec przyjeta za zjawisko wczesne,
prowadzace do zniszczenia wiekszosci nowotwordw przed ich manifestacja
kliniczng. OdpowiedZ immunologiczna jest szczegdlnie wazna w prewencji
rozsiewu wirusow onkogennych (zakazenie wirusem Epstein- Barr- EBV, HPV
i innymi), natomiast nadzér nad nowotworami jest stosunkowo mato skuteczny.
Osobnicy, ktérzy zostali zakazeni wirusem EBV sg nosicielami wirusa przez cate
zycie i wykazujg silng odpowiedz cytotoksyczna T (Tc) wobec wirusa.

Nowotwory, w tym zwtaszcza wczesne etapy nowotworzenia, jak np. CIN,
posiadajg liczne mechanizmy unikania odpowiedzi immunologicznej (67).
Najbardziej oczywistym jest brak immunogenno$ci guza. Przyczyng moze byé nie
sam brak potencjalnych antygenéw nowotworowych, ale to, ze komérki
nowotworowe sg mato aktywne jako komérki prezentujace antygen (Antigen
Presenting Cells- APC). Czasteczka biatka B7 obecna na wyspecjalizowanych
APC uwazana jest obecnie za kluczowy bodziec dodatkowy, ktéry dziata poprzez
swoj przeciwreceptor CD28 obecny na powierzchni limfocytu. W warunkach
doswiadczalnych wykazano, ze prezentacja komplekséw MHC - antygen
pep[ydowy receptorowi limfocytu T przy braku kostymulacji B7 moze prowadzié¢ do

T~

anergii (12).
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1.3.3. Humoralna odpowiedz na infekcje HPV i CIN.

Ze wzgledu na cykl replikacyjny wirusa HPV, w ktérym formowanie kapsydu
zachodzi w powierzchownych warstwach nabtonka, za$ biatka wczesne obecne sg
w jego réznicujacych sie poktadach jedynie w niewielkiej ilosci (z wyjatkiem biatka
E4), rozpoznanie swoistych epitopéw przez limfocyty B jest znacznie utrudnione
w poréwnaniu z infekcjami wirusowymi przebiegajacymi z wiremig (92). Dlatego
znaczny odsetek pacjentek HPV - pozytywnych (20- 50%) nie wykazuje obecnosci
przeciwciat anty - HPV. Pojawienie sie przeciwciat jest na ogét zwigzane
z przedtuzajacym sie okresem infekcji (brodawczaki nawrotowe) oraz
najprawdopodobniej z uwolnieniem sie antygenédw wirusowych wraz z rozpadem
komoérek guza (raka szyjki macicy). Nie stwierdzono korelacji pomigdzy poziomem
przeciwciat a dalszym rozwojem infekcji HPV w aspekcie progresji lub regresiji
zmian (74). Jak wykazuja badania na zwierzetach, obecno$¢ przeciwciat
neutralizujgcych moze znamiennie przyczynia¢ sie do ograniczenia infekcji
niektérymi rodzajami wirusa brodawczaka, np brodawczakami zwierzecymi
(Cotton - tail Rabbit Papilloma Virus - CRPV) oraz HPV. Udziat odpowiedzi

humoralnej w zwalczaniu istniejacej infekcji jest jednak niewielki (74).
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1.3.4. Komoérkowa odpowiedz na HPV i CIN.

Podstawowym mechanizmem aferentego ramienia odpowiedzi komérkowe;j
jest prezentacja antygenu poprzez wyspecjalizowane komérki prezentujace
antygen APC (antigen presenting cells). W obrebie komdrek nabtonkowych taka
role w drodze MHC |l zaleznej petnig komaérki Langerhansa. Stanowig one matg
populacje (3-8%) dendrytycznych komdrek z charakterystycznymi organellami
komdrkowymi, zwanymi ziarnistosciami Birbecka (26). Sg to komérki pochodzace
ze szpiku kostnego, ktére migruja do skéry i nabtonka (84). Obnizenie liczby
komérek Langerhansa powodowaé moze wystgpienie miejscowego deficytu
odpornosciowego zwigzanego ze zmniejszeniem sie aktywacji limfocytow T.
Szczegdlnie duza liczba tych komérek w obrebie szyjki macicy wystepuje
w obrebie strefy regeneracji. Badania Morrisa i wsp. (53) oraz McArdla i wsp. (49)
wykazaty drastyczne obnizenie sie liczby komérek Langerhansa w obrebie
nabtonka ptaskiego szyjki macicy w przebiegu infekcji HPV i sSrédnabtonkowe;j
neoplazji szyjki macicy (CIN) (52,85).

Komdrki prezentujace antygen (APC), w tym takze komérki Langerhansa,
przetwarzajg sfagocytowany antygen pochodzenia zewnatrzkomérkowego.

W obrebie endosoméw dochodzi do potaczenia antygenu z czasteczkami MHC-II.
Czastki MHC-II trafiajg do endosomdw poprzez aparat Golgiego z miejsca ich
powstawania tj. retikulum endoplazmatycznego. Do potaczenia dochodzi w drodze
dysocjacji tancucha niezmiennego (invariant chain) od czgsteczki MHC-|

(w warunkach niskiego pH endosomdw), co umozliwia przytaczenie w to miejsce

(farcuchy o, MHC-II) peptydu antygenowego. Nastepnie kompleks: MHC-I! -
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antygen transportowany jest do powierzchni bfony komérkowej, gdzie ulega
prezentacji limfocytom T posiadajacym receptor o,B (T cell receptor- TCR).
Prezentacja ta stymuluje powstawanie subpopulacji limfocytéw pomocniczych
CDA4+ T helper (Th) , wytwarzajacych cytokiny. Wéréd cytokin wytwarzanych przez
komdérki CD4+ mozna wyréznié dwie grupy. Limfocyty Th1 produkujg
preferencyjnie interleukine 2 (IL2) i IFNy, natomiast limfocyty Th2 interleukine 4

i interleukine 10 (IL 4 i IL10). Cytokiny pierwszej grupy stymuluja preferencyjnie
cytotoksyczne limfocyty (cytotoxic lymphocyte- CTL), natomiast w stosunku do
APC, IFNy aktywuje makrofagi. Z kolei IL-4 i IL-10 stymulujg preferencyjnie
limfocyty B, powodujac ich ostateczne réznicowanie w kierunku plazmocytéw,
produkujacych przeciwciata (69).

Z uwagi na wewnatrzkomodrkowg lokalizacje infekcji HPV w mechanizmie
obronnos$ci organizmu preferowana wydaje sie byé MHC-II zalezna stymulacja
Th1.

W licznych badaniach wykazano, ze w obszarach CIN i raka szyjki macicy
dochodzi do zwiekszenia ekspresji MHC-|l (77). Zjawisko to nazywane MHC-II up
regulation, ktérego mechanizm oraz rola nie zostaty jak dotgd ostatecznie
wyjasnione. Jedna z hipotez opisujacych to zjawiéko przedstawit w 1993 Nickloff
(58). Zauwazyt on, Zze rowniez komoérki nabtonkowe moga penic role
“nieprofesjonalnych” komoérek prezentujacych antygeny w drodze MHC-II. Takie
wzmozenie prezentacji antygendéw limfocytom Th miatoby zwiekszaé
prawdopodobieristwo regresji obszaréw CIN MHC - Il pozytywnych. Jednakze
wzmozona prezentacja powodowaé moze rozwinigcie sie tolerancji
immunologicznej (prawdopodobnie na skutek braku czasteczek kostymulujacych).

Powstaty w ten sposéb stan anergii limfocytow T pogtebiatby deficyt odporno$ci
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wywotany obnizong liczbg komdérek Langerhansa, przez co MHC - Il miatyby
tendencje do wzrostu ekspresji (zjawisko up- regulation).

Peptydy pochodzgce z syntezy wewnatrzkomaérkowej (np. biatka wirusowe)
ulegaja prezentacji na drodze MHC-I zaleznej. Po powstaniu w komdérce
antygendéw peptydowych dochodzi do ich aktywnego transportu w obecnosci TAP
- 1i TAP - 2 (transporter in antigen processing) do retikulum endoplzmatycznego,
gdzie zachodzi ich potgczenie z tancuchem ciezkim czasteczki MHC - I.
Stabilizacja powstatego kompleksu antygen - taiicuch ciezki MHC - | ma miejsce
po przytaczeniu czasteczki f2- mikroglobuliny przy jednoczesnej glikozylacii
fancucha ciezkiego. Kompleks taki jest nastepnie transportowany poprzez aparat
Golgiego do btony komorkowej, gdzie ulega prezentacji limfocytom TCD8+
(limfocyty cytotoksyczne/supresorowe) posiadajacym receptor o, TCR (74,67).
Na skutek aktywacji limfocytéw CD8+ powstaja limfocyty cytotoksyczne
wykazujace bezposrednie dziatanie lityczne wymierzone w komérke prezentujaca
antygen w potaczeniu z MHC - I. Prawidtowy nabtonek szyjki macicy wykazuje
jednorodna ekspresje MHC - | na powierzchni keratynocytow. W okoto 40%
przypadkéw CIN dochodzi do utraty ekspres;ji indywidualnych alleli ludzkich
antygenodw leukocytarnych (Human Leukocyte An'tigen - HLA). W nowotworach

i stanach przednowotworowych zwigzanych z HPV antygeny wirusa speniajg
prawdopodobnie funkcje antygendéw specyficznych dla guza prezentowanych
przez rézne determinanty HLA | (77). Hilders i wsp. (36) sugeruja, ze produkt HLA-
A2 moze petni¢ funkcje restrykeyjne dla peptydow E6 i E7 HPV 16. Komorki
nowotworowe nie wykazujace ekspres;ji specyficznego elementu restrykcyjnego
dla prezentacji antygenu (w przypadku raka szyjki macicy- E6/E7) moga uniknaé

lizy wywotanej przez CTL, gdyz limfocyty TCD8+ rozpoznajg antygen jedynie
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w kontekscie HLA-I. Z drugiej strony natomiast catkowita utrata ekspresji

HLA-l moze prowadzi¢ do wzrostu wrazliwosci komdérek nowotworowych na
lityczne dziatanie komérek NK. Mechanizm, w jakim dochodzi do obnizenia
ekspresji MHC-| w obrebie zmian nowotworowych zwigzanych z HPV, nie jest
wyjasniony.

Dominujacym typem limfocytéw w szyjce macicy sa limfocyty T, co potwierdza
szczegolng role srédnabtonkowej odpowiedzi komérkowej w reakcji na infekcje
HPV (47). W przebiegu infekcji HPV oraz w CIN i raku szyjki macicy bezwzgledna
liczba srédnabtonkowych limfocytéw T ulega istothemu zmniejszeniu.

Dochodzi réwniez do obnizenia stosunku liczby subpopulaciji limfocytow
CD4+/CD8+ . Stosunek ten w prawidtowym nabtonku szyjki macicy wynosi okoto
3.21+/- 0.33 (15), natomiast w przebiegu CIN ulega obnizeniu do 1.72 lub nawet
ponizej 1. Ta zmiana proporcji moze odzwierciedla¢ naturalng obrone komorkowa
lub by¢ indeksem jej uposledzenia.

W przebiegu spontanicznej regresji brodawczakéw i ktykcin wykazano

jedynie nieznaczny wzrost liczby komérek NK (26,84,53,49,52). Mechanizmy
tej samoistnej regresji nie sg znane, jednak postuluje sie, ze w trakcie tego
procesu wytwarza sie petla sprzezenia zwrotnego'pomiedzy keratynocytami
MHC-II(+) a limfocytami TCD4+. Subpopulacja Th1 tych limfocytéw poprzez
produkcje IFNyi IL-2 wzmaga zwrotnie prezentacje antygenu w drodze zaleznej
od MHC - Il poprzez nasilenie ekspresji MHC - Il. Dodatkowg cytoking mogaca
powodowaé MHC - Il up-regulation jest TNFa, produkowa{ny poprzez infiltrujace

podscielisko $luzéwki makrofagi (26,84,53,49,52).
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Zatem rozregulowanie funkg;ji limfocytéw, wsrod ktérych znaczenie
kluczowe wydajq sie petnié cytokiny, lezy u podstaw aspektu immunologicznego

infekcji HPV i CIN.
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1.4. Postepowanie w CIN 1 i CIN 2 z towarzyszaca infekcjg HPV.

Postepowanie w przypadkach CIN1 i CIN2 jest bardzo zréznicowane
i w wigkszo$ci osrodkow nie uwzglednia sie w tym procesie faktu towarzyszacej
tym zmianom infekcji HPV (8,21,24).
Aktualnie, zgodnie z zaleceniami Miedzynarodowej Federacji Kolposkopii
i Patofizjologii Szyjki Macicy, w przypadkach zmian o charakterze CIN1 i CIN2
winno prowadzi¢ sie $cista obserwacje cytologiczno- koloposkopwag przez okres
6 — 12 miesiecy. W razie wspétistnienia infekcji bakteryjno- grzybiczej nalezy
prowadzi¢ leczenie tych infekcji. Zwykle w trakcie tej kilku do
kilkunastomiesiecznej obserwaciji remisji ulega od 40 — 60% przypadkéw CIN1
i 30 —40% CIN2 (8,21). U kobiet, u ktérych zmianyCIN1 i CIN2 utrzymuja sie lub
ulegaja progresji do CIN wyzszego stopnia, w wielu odrodkach wykonuje sie
konizacje chirurgiczng zimnym nozem lub laserem CO2 (21). U kobiet miodych,
majacych plany prokreacyjne zaleca sie metody mniej inwazyjne, do ktérych
nalezg metody destrukgiji tkanek, tj. kriokoagulacje i waporyzacje laserem CO2
(7,8). Stosowanie tych metod nawet w zmianach CIN o niskim stopniu
zaawansowania, tj. CIN1 i CIN2 ma szereg ograni'czeﬁ. Zgodnie
z doswiadczeniami naszej Kliniki: 1) zmiana o charakterze CIN1 i CIN2 musi by¢
zlokalizowana na tarczy czesci pochwowej szyjki macicy i w cato$ci widoczna
w obrazie kolposkopowym, 2) wyskrobiny z kanatu szyjki macicy winny by¢ wolne
od zmian dysplastycznych, 3)zmiany dysplastyczne nie powinny tapetowaé
gruczotéw szyjkowych oraz 4) musi by¢ pewno$é, ze pacjentka bedzie
uczestniczyé w nastepnych po leczeniu cytologiczno - kolposkopowych badaniach

kontrolnych.
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W ostatnich latach w przypadkach zmian kolposkopowo — cytologicznych
podejrzanych o CIN coraz szerzej jest stosowane tzw. wyciecie zmiany petlg
elektryczng (Loop Electrosurgical Excision Procedure- LEEP). Technika ta, obok
znaczenia diagnostycznego, ma w duzym odsetku takze znaczenie terapeutyczne.
Skutecznie wiec zastepuje bardziej inwazyjng w tych stanach konizacje. Istniejg
takze sposoby leczenia zachowawczego tych zmian, zwtaszcza u kobiet miodych.
Jedna z mozliwosci leczenia zachowawczego zmian o charakterze CIN1 i CIN2

z towarzyszacg infekcjg HPV jest opracowana w naszej klinice terapia tetracykling
w potaczeniu z witaming A (7).

W obrebie szyjki macicy dojrzatych ptciowo kobiet zachodzg procesy metaplazji
ptaskonabtonkowej, tj. dojrzewanie i réznicowanie sie niezréznicowanych komérek
rezerwowych w kierunku nabtonka wielowarstwowego ptaskiego (45). Istotng role
w tym procesie odgrywaja retinoidy. Ich niedobdr moze prowadzi¢ do zaburzenia
tego procesu w sposob bezposredni lub na skutek wiekszej podatnosci tych
komérek na zewnatrzpochodne czynniki karcinogenne, prowadzac do atypowej
metaplazji (7). Retinoidy sg wiec czynnikiem ochronnym w procesie karcinogenezy
szyjki macicy.

Inng mozliwosciag mogg by¢ proby modulacji' mechanizmow
immunologicznych (93). Immunoterapia ma dtugg historie, ale rzadko jest
leczeniem z wyboru. Proby jej stosowania maja miejsce w zaawansowanych juz,
koncowych stadiach choroby nowotworowej, jako rodzaj terapii wspomagajacej,
czesto juz leczenie paliatywne. Ostatnio jednak coraz cze$ciej odnotowuje sie
proby jej wprowadzania na wczesnych, czesto jeszcze przedklinicznych etapach
nowotworzenia (70,91). Immunoterapie mozna podzielié na czynng i bierng,

swoista i nieswoistg oraz kombinowana.
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1) Do czynnej swoistej immunoterapii nalezg szczepionki z komédrek
nowotworowych, ekstraktéw komdrkowych, oczyszczonych lub rekombinowanych
antygenéw lub epitopdw, ktére nie wyszly jeszcze z etapu eksperymentalnego.
2) Do biernej, swoistej immunoterapii zaliczamy podawanie przeciwciat samych
lub zwigzanych z lekami, prolekami, toksynami lub radioizotopami, przeciwciata
dwuswoiste, komorki T.
3) Do czynnej nieswoistej immunoterapii oprécz BCG, Corynobacterium parvum
czy levamizolu nalezy Iscador QuS. Iscador QuS jest wyciagiem z jemioty,
zawierajgcym lektyny majace dziatanie immunopotencjalizujace, wzmacniajace
odpowiedz typu komérkowego jak i humoralnego.
4) Do biernej nieswoistej immunoterapii zalicza sie komérki LAK oraz cytokiny,
w tym gtéwnie interferony (IFN), czynnik mantwicy guza (TNF), interleukine drugg
(IL - 2).

Préby zastosowania tych ostatnich rodzajow immunostymulacji a zwtaszcza
Iscadoru QuS i IFN zaczynajag budzi¢ ponowne zainteresowanie.
Iscador QuS jest sfermentowanym wyciggiem z jemioty hodowanej na debie
zawierajacym liczne lektyny. Preparat ten wprowadzony zostat przez Rudolfa
Steinera jako wspomagajace leczenie nowotworc’JW ztosliwych w latach
dwudziestych. Dziatanie lektyn jemioty znane jest w przemysle farmaceutycznym
od ponad 70 lat. W 1971 roku Nienhaus i Leroi (74) wykazali, Zze powtarzalne
dootrzewnowe iniekcje Iscadoru indukowaly powigkszenie grasicy u myszy.
Rentea i wsp. (74) wykazali wérod klonéw CD-1 myszy, ze wptyw na efekt
troficzny grasicy utrzymywat sie przez dtuzszy okres czasu oraz ze wigzat sie on
ze zwiekszong proliferacjg korowych tymocytéw. Bloksma i wsp. i Kwaja i wsp.

(74) wykazali, ze preparaty jemioty mogg by¢ dobrym czynnikiem wzmacniajgcym
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reakcje nadwrazliwosci typu péZznego na SRBC (sheep red blood cells - erytrocyty
baranie). Rentea i wsp. i Bloksma i wsp.(74) w swoich badaniach sugeruja, ze
Iscador moze wzmacnia¢ produkcije przeciwciat, gtéwnie klasy IgG oraz IgE.
Spreafico (74) badat niespecyficzng cytotoksyczno$é makrofagdw otrzewnowych
po leczeniu przez 5 dni dootrzewnowymi iniekcjami Iscadorem klonu myszy
CD2F;, W 72 godziny po zakonczeniu leczenia ulegta wzmocnieniu aktywnos$¢
cytotoksyczna makrofagdéw wyrazajgca sie zahamowaniem wychwytu docelowych
komorek biataczkowych L 1210 Ha. W badaniach klinicznych poddano ocenie
dziatanie preparatu Iscador QuS w zaawansowanym raku sutka u kobiet
otrzymujacych chemioterapie. Chociaz nie udowodniono dziatania
przeciwnowotworowego, to wydaje sig, Ze poprawiat jakos¢ zycia tych kobiet (33).

Préba zastosowania Iscadoru QuS w bardzo weczesnych stadiach procesu
nowotworowego wydaje si¢ byé interesujgca. By¢ moze, ze pozwoli na
zmniejszenie liczby progresji i zwiekszenie remisji, zwtaszcza w przypadkach,

w ktérych moze mieé znaczenie poprawa stanu immunologicznego.

Takze ludzki rekombinowany interferon alfa (Intron A), ktéremu przypisuje
sie dziatanie przeciwwirusowe i przeciwproliferacyjne oraz modulujace
réznicowanie sie komérek limfocytarnych i funkcje ihmunologiczne budzi
zainteresowanie w leczeniu wczesnych etapow nowotworzenia (74).

IFN alfa moze aktywowaé uktad monocyty/makrofagi i stymulowa¢ uktad do
produkciji interleukiny 1 (IL-1), cytokiny bedacej kluczowym mediatorem procesu
zapalnego (74).

W przypadku pacjentek z chorobg nowotworowa lub w przypadku infekcji HPV

mamy do czynienia ze zmniejszong liczba i aktywno$cig komdrek NK.
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Zastosowanie IFN w przypadkach CIN z towarzyszaca infekcjg HPV poprzez
aktywacje komérek NK moze przyczynia¢ sie do niszczenia komérek
zainfekowanych wirusem HPV jak i zmienionych dysplastycznie. Dlatego tez
modulacja uktadu immunologicznego przez Iscador QuS i IFN moze zwiekszac

odsetek regresji CIN1 i CIN2 z towarzyszacy infekcjg HPV.
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CELEM PRACY JEST:

Okreslenie wptywu Iscadoru QuS oraz Intronu A na zachowanie sie
wybranych parametréow uktadu immunologicznego u kobiet z CIN1 i CIN2

oraz towarzyszacy infekcjg HPV.
Ocena wptywu preparatu Iscador QuS i ludzkiego rekombinowanego

interferonu alfa (Intron A) na przebieg CIN 1 i CIN 2 z towarzyszacg infekcjg
HPV.
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3. MATERIAL | METODY

Materiat badawczy stanowito 96 kobiet w wieku 18 - 52 lata, z CIN1 (50

kobiet) i CIN2 (46 kobiet) oraz z towarzyszacg infekcja HPV, diagnozowanych

i leczonych w Klinice Ginekologii i Onkologii CM UJ w latach 1996 — 2000 (Tabela

1,2,3,4).

Tab. 1. Material badawczy.

Grupa N CIN1 CIN2 Test Chi®
A 35 18 (51,4%) 17 (48,6%)
B 30 15 (50%) 15 (50%) NS
K 31 17 (54,8%) 14 (45,2%)

A - grupa kobiet z CIN1 i CIN2 zakwalifikowana do leczenia Iscadorem QuS

B - grupa kobiet z CIN1 i CIN2 zakwalifikowana do leczenia Intronem A
K - grupa kontrolna

Rozpoznanie stopnia zaawansowania CIN ustalono na podstawie badania

kolposkopowego, cytologicznego oraz histologicznego wycinka celowanego

i materiatu uzyskanego poprzez wytyzeczkowanie kanatu szyjki macicy. Badanie

histologiczne wykonano w Katedrze Patomorfologii Collegium Medicum Uniwersytetu

Jagielloriskiego (Kierownik: Prof. dr hab. med. Jerzy Stachura). Natomiast obecno$é

infekcji HPV zdiagnozowano przy pomocy testu Hybrid Capture 1 i Hybrid Capture 2

w Pracowni Diagnostyki Cytologicznej i Molekularnej naszej Kiiniki.
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Kobiety te nie przebyly w przesztosci choréb nowotworowych. Na podstawie

wywiadu, ogdlnego badania fizykalnego i ginekologicznego oraz badan dodatkowych

wykluczono u nich zaburzenia czynnosci watroby oraz nerek, jak réwniez nie

stwierdzono zmian anatomicznych w obrebie narzadu ptciowego.

Tab. 2. Wiek badanych kobiet.

wiek
Grupa n Test Chi®
x+SD min - max
A 35 30,6 + 10,3 18-51
B 30 32,3+11,0 19-50 NS
K 31 28,6 +9,6 18-52
RAZEM 96 30,4 + 10,4 18 - 52

Tab. 3. Towarzyszaca CIN1 i CIN2 infekcja HPV o niskim (NP) i wysokim (WP) potencjale onkogennym.

HPV Test Chi’
Grupa n
NP WP NP + WP Razem
A 35 24 (68,6%) 8 (22,9%) 3 (8,5%) 100%
B 30 22 (73,3%) 7 (23,3%) 1 (3,4%) 100% NS
K 31 20 (64,5%) 9 (29,0%) 2 (6,5%) 100%

Tab. 4. Obecnos¢ komérek koilocytarnych w rozmazach cytologicznych kobiet w poszczegélnych grupach.

Koilocytoza Test Chi’
Grupa n
NIE TAK
A 35 16 (45,7%) 19 (54,3%V)
B 30 13 (43,3%) 17 (56,7%) NS
K 31 17 (54,8%) 14 (45,2%)

37




U wszystkich kobiet przed rozpoczeciem badania oceniono stan uktadu
immunologicznego na podstawie rozktadu odsetkowego populacji limfocytow,

tj. limfocytéw T (CD3, CD4, CD8), stosunku CD4/CD8, limfocytéw B (CD19) oraz
naturalnych komdrek zabijajacych (natural killers- NK) (CD56+/CD3-).

Kobiety te podzielono wedtug doboru losowego na trzy grupy (Tabela 1).

Grupa 35 kobiet (grupa A) otrzymywata w iniekcji podskérnej Iscador QuS dwa razy
w tygodniu przez okres 3 miesiecy. Nastepna grupa liczaca 30 kobiet (grupa B)
otrzymywata Intron A dwa razy w tygodniu w iniekcji do szyjki macicy przez okres

3 miesiecy. Grupe kontrolng stanowito 31 kobiet (grupa K), ktére poddano obserwacji
cytologiczno - kolposkopowej bez leczenia.

W grupach badanych, jak i kontrolnej zachowanie sie CIN monitorowano
cytologicznie - kolposkopowo co 3 miesigce. W przypadkach wynikow badania
cytologiczno - kolposkopowego wskazujacych na progresje zmiany pobierano
ponownie wycinek do badania histopatologicznego. W przypadkach remisji zmian,
kobiety te w dalszym ciagu podlegaty kontroli cytologiczno - kolposkopowej przez
okres nie krétszy niz 21 miesiecy.

Po zakonczeniu obserwaciji, tj. po 24 miesigcach u wszystkich kobiet, zaréwno grup
badanych, jak i kontrolnej, obok oceny cytologicznej i kolposkopowej, wykonano
powtdrne badanie w kierunku infekcji HPV, jak rowniez oceniono stan uktadu
immunologicznego tymi samymi metodami. Uzyskane wyniki opracowano

statystycznie.
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3.1. Badanie cytologiczne.

Materiat do badania cytologicznego uzyskiwano aspirujac tre$¢ ze sklepien
pochwy i kanatu szyjki macicy przy uzyciu szklanych aspiratoréw. Nabtonki
z powierzchni cze$ci pochwowej Scierano przy pomocy szpatutki. Materiat
rozprowadzano na szkietku podstawowym i utrwalano w mieszaninie 96%
alkoholu etylowego z eterem przez okoto 20 minut, a nastepnie preparaty
barwiono metoda Papanicolau w modyfikacji Krupinskiego (94). Réwnoczes$nie
z oceng onkologiczng w kazdym przypadku dokonano oceny cytohormonainej

oraz w kierunku infekcji, w tym infekcji HPV.

3.2. Badanie kolposkopowe.

Badanie kolposkopowe szyjki macicy przeprowadzono przy uzyciu
kolposkopu firmy Leisegang stosujgc probe z 3% roztworem kwasu octowego oraz
prébe Schillera. Obrazy podejrzane o CIN1 i CIN2 oraz typowe dla infekcji HPV
dokumentowano na kolorowej odwracalnej tasSmie matoobrazkowej o czuto$ci 200
DIN, Superia Fuiji, przy pomocy kamery fotografiéznej firmy Leica wyposazonej
w blyskowa lampe elektronowa i/lub przy pomocy kamery cyfrowej firmy SANYO
przekazujgcej obraz do komputera wyposazonego w procesor Pentium [l firmy
Intel i karte graficzng, uzyskujac obraz cyfrowy. W przypadkach uzasadnionych,
tj. progresiji CIN pod kontrolg kolposkopii pobierano wycinek do badania

histopatologicznego.
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3.3. Hybrydyzacja DNA HPV.

Ocene infekcji HPV wykonywano przy pomocy testu Hybrid Capture
System | i Il (firmy DIGENE). Materiatem do tego oznaczenia byta tre$¢ pobrana
z tarczy i kanatu czesci pochwowej szyjki macicy przy uzyciu Digene Specimen
Collection Kit.

Gtowne etapy tego procesu to:

1) Denaturacja pobranego materiatu biologicznego,

2) Hybrydyzacja denaturowanego DNA sondami RNA specyficznymi dla grup
HPV o niskim potencjale onkogennym, tj. 6/11/42/43/44 i HPV o wysokim
potencjale onkogennym tj. 16/18/31/33/35/39/45/52/56/ 58/59/68,

3) Zwigzanie powstatego hybrydu DNA-RBNA z przeciwciatem monoklonalnym
skierowanym przeciwko temu hybrydowi,

4) Dodanie do kompleksu hybryda DNA-RNA- przeciwciato monoklonalne,
przeciwciata znakowanego fosfataza alkaliczng,

5) Odczytanie wynikéw w luminometrze. Wynik jest podawany we wzglednych
jednostkach swiatta (relative light unit- RLU). Natezenie Swiatla jest

proporcjonalne do ilosci wirusowego DNA. Czuto$é metody wynosi 10 pg/ml.
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3.4. Badanie immunologiczne.

Wplyw Iscadoru QuS i Intronu A na uktad immunologiczny oceniono przy
pomocy cytofluorymetrii przeptywowej. Oceniono odsetek komdrek CD3
odpowiadajacym populacji limfocytéw T, limfocyty CD4 T, CD8 Ts, stosunek
CD4+/CD8+, komorki CD19 (limfocyty B) oraz CD56+/CD3- (komédrki NK) przy
uzyciu testu Simultest IMK - lymphocyte firmy Becton Dickinson. Badania te
wykonano przed rozpoczgciem i po zakofczeniu leczenia.

W tym celu u kazdej kobiety pobrano na czczo 10 ml krwi zylnej do probdéwki ze
$rodkiem przeciwkrzepliwym (cytrynian sodu).

Probke umieszczano w cytofluorometrze przeptywowym i oceniano rozktad
odsetkowy limfocytéw.

Metoda ta polega na oswietlaniu pojedynczo przeptywajacych komorek swiattem
laserowym i pomiarze rozproszonego na nich Swiatta oraz emitowanej przez nie
fluorescenciji. Nastepnie dokonywano analizy danych w komputerze, a wyniki
przedstawiono w postaci histogramu kropkowego (dot plot), obrazujgcego rozktad
ilosci komérek w zaleznosci od intensywnosci flqorescencji i intensywno$ci $wiatta
rozproszonego w okreslonym kierunku. Na wykresie kropkowym kazdemu
punktowi odpowiada jedna komaérka. Na osiach zaznaczono dwa parametry: FSC

(wielkos¢ komérek) na osi x, SCC (struktura wewnetrzna) na osi y.
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3.5. Metodyka podawania Iscadoru QuS i Intronu A.

Iscador QuS firmy Hiscia Weleda (Szwajcaria) jest sfermentowanym
wodnym wyciagiem z jemioly Viscum album hodowanej na debie, w postaci
amputek do wstrzyknieé podskémych zawierajacych 0.01, 0.1, 1, 2 5 mg leku,

w tym lektyn jemioty (mistletoe lectins- ML) i wiskotoksyn (viscotoxin- VT).

Kobiety grupy A po przeszkoleniu wykonywaty samodzielnie dwa razy w tygodniu
iniekcje podskérne preparatu Iscador QuS we wzrastajgcych dawkach od 0,001 do
5,0 mg.

Schemat podawania Iscadoru QuS (IQuS)

Pierwsze 2 tygodnie - 0.01 mg IQuS 2 x w tygodniu s.c.
2 tygodnie - 0.1 mg IQuS 2 x w tygodniu s.c.
2 tygodnie- 1.0 mg [QuS 2 x w tygodniu s.c
2 tygodnie- 2.0 mg IQuS 2 x w tygodniu s.c
2 tygodnie- 5.0 mg IQuS 2 x w tygodniu s.c
2 tygodnie- 5.0 mg IQuS 2 x w tygodniu s.c

Intron A (Schering- Plough, USA) jest jednorodnym biatkiem o wysokim
stopniu czystosci wynoszacym okoto 95%. W 1 mg biatka tego preparatu znajduje
sie 250 min j.m. czystego interferonu alfa. Interferon alfa zawiera 166
aminokwasow i w odréznieniu od innych interferonéw w pozycji 24 posiada
arginine. Otrzymywany jest drogg rekombinacji DNA z klonu E. coli, ktéry posiada

plazmid hybrydyzowany z ludzkim genem interferonu alfa-2b wyizolowanym
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z leukocytdéw. Aktywnos$é preparatu Intron A wyrazana jest w jednostkach
miedzynarodowych (IU). Przy czym 10 min IU odpowiada 0.05 mg biatka
interferonu alfa-2b.

Rekombinowany IFN alfa ma krétki okres péttrwania w surowicy; wynosi on okoto
4 — 5 godzin.

Po podaniu podskérnym lub domie$niowym szczytowe stezenie leku w surowicy
wystepuje po uptywie 4-7 godzin.

Kobiety grupy B otrzymywaty Intron A w dawce 3 min. IU 2 razy w tygodniu

w iniekcjach doszyjkowych przez okres 3 miesiecy.

Wszystkie kobiety, zaréwno grupy A, jak i B poinformowano o mozliwosci
wystapienia najczestszych, ewentualnych objawéw ubocznych, a efekt ich
wystapienia odnotowano w protokole badawczym.

Na przeprowadzenie badania klinicznego uzyskano akceptacje Komisji

Etycznej Senatu UJ ds. Badan Klinicznych.

3.6. Metody statystyczne.

Wiek kobiet w grupach badanych i kontrblnej poréwnano testem
nieparametrycznym Kruskal - Wallisa. Obecno$¢ koilocytozy, rozktad HPV
o niskim i wysokim potencjale onkogennym, zachowanie si¢ CIN1 i CIN2 (remisja,
stan stacjonarny, progresja) w grupach badanych, tj. otrzymujacych Iscador QuS
i Intron A oraz w grupie kontrolnej, tj. bez leczenia poréwnano testem
niezaleznosci Chi2. Rozktad odsetkowy limfocytéw CD3, CD4, CD8, CD4/CD8,
CD19, CD56+/CD3- w grupach badanych oraz kontrolnej, przed i po

leczeniu/obserwaciji klinicznej poréwnano testem Friedmana.
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Dla poréwnania odsetka limfocytéw w grupach badanych z grupa kontrolng po

zakonczeniu leczenia zastosowano test U Manna - Whitney'a i Kruskal - Wallisa.

Jesli test Kruskal- Wallisa wykazywat statystycznie znamienne zréznicowanie

pomigdzy analizowanymi warto$ciami w grupach badanych i kontrolnej,

przeprowadzano drugi test post hoc sposobem wielokrotnych poréwnan Tukey'a.

Natomiast zwigzek pomiedzy poziomem limfocytéw, rodzajem podawanego
preparatu (Iscador QuS vs Intron A) a zachowaniem sie CIN oceniono przy
pomocy modelu wielowymiarowej regresji logistycznej postugujgc sie wzorem:

exp(bo+b1x1+ ...... +bmXn)

y:
1+exp(bo+b1Xq+..... +bmXn)

W modelu regresiji jako zmienne zalezne przyjeto wynik: remisja lub stan
stacjonamy i progresja CIN, a jako zmienne niezalezne wprowadzono: leczenie
lub bez leczenia oraz odsetki limfocytow uzyskane po zakonczeniu leczenia lub

obserwaciji klinicznej (grupa kontrolna). Algorytm regresji logistycznej w wyniku

obliczen sprowadza uzyskany model regresji do mozliwosci interpretacii i regres;ji

liniowej, w ktérej wielkos¢é wspétczynnikdw regresji b jest interpretowana jako

wielko$¢ wptywu danego czynnika na zmienng zalezng.
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4. WYNIKI

4.1. Zachowanie sie CIN1i CIN2.

Poréwnanie zachowania sie CIN1 i CIN2 u kobiet w grupach badanych
z grupg kontrolng (Tab. 5) wykazaty, ze w grupie badanej otrzymujacej Iscador
QuS (grupa A) remisja CIN dotyczyta 21 (60%) przypadkéw, a wiec wystepowata
w wyzszym odsetku, niz w grupie kontrolnej (grupa K), w ktorej to remisja CIN

dotyczyta 16 (51,6%) przypadkéw (Ryc. 6 i 7).

Ryc. 6. Kolpofotografia. Obraz tarczy czgsci pochwowej szyjki macicy po probie z kwasem octowym.
W ujsciu zewnetrznym metny $luz. Na dolnej wardze wtoérne zmniejszenie przejrzystosci i mozaika. Na
goérnej wardze delikatne wtérne zmniejszenie przejrzystosci. Histologicznie CIN1. W badaniu Hybrid
Capture II infekcja wirusem HPV o wysokim potencjale onkogennym.
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Réznice te nie byly jednak statystycznie istotne. W grupie kobiet badanych

otrzymujgcych Intron A (grupa B) remisja CIN dotyczyta 24 (80%) kobiet i byta

statystycznie istotnie wyzsza w poréwnaniu z grupg kontrolng oraz grupg A.

Ryc. 7. Kolpofotografia. Obraz tarczy czg$ci pochwowej szyjki macicy tej samej pacjentki, co na ryc.6, po
leczeniu Iscadorem QuS. Widoczny wtorny nablonek wielowarstwowy ptaski wnikajacy do kanatu szyjki
macicy. W ujéciu zewnetrznym metny $luz. Cytologicznie grupa II. Nie stwierdza si¢ obecnosci HPV.
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Ryc. 8. Kolpofotografia. Obraz kolposkopowe tarczy czg$ci pochwowej szyjki macicy. Na gornej wardze
widoczny rabek ektopii gruczotowej oraz drobne ognisko wtdrnego zmniejszenia przejrzystosci. Na dolnej
wardze obraz wtérnego zmniejszenia przejrzystosci oraz wstgpny wzrost brodawczakowaty. Histologicznie
CIN2. W badaniu Hybrid Capture II infekcja HPV o wysokim potencjale onkogennym.

Ryc. 9. Kolpofotografia. Obraz kolposkopowy tarczy czgséci pochwowej szyjki macicy tej samej pacjentki,
co na ryc.8. po leczeniu Intronem A. Tarcza czgéci pochwowej pokryta wtérnym nabtonkiem
wielowarstwowym ptaskim wnikajacym do kanatu szyjki macicy. Proba octowa ujemna. Cytologicznie grupa
II. Nie stwierdza si¢ obecno$ci HPV.




4

Ryc. 10. Kolpofotografia. Obraz kolposkopowy tarczy czgsci pochwowej szyjki macicy. Na gornej wardze
migdzy godzing 12 a 1 ognisko wtérnego zmniejszenia przejrzystosci w formie odmiany punkcikowania.

W obrebie ujscia zewnetrznego rabek strefy regeneracji. Histologicznie CIN2. W badaniu Hybrid Capture 11
infekcja HPV o wysokim potencjale onkogennym.

Ryc. 11. Kolpofotografia. Obraz kolposkopowe tarczy czg$ci pochwowej szyjki macicy tej samej pacjentki,
co na ryc.10, po leczeniu Intronem A. Tarcza czg$ci pochwowej pokryta nablonkiem wielowarstwowym
ptaskim. Wokot ujscia rabek strefy regeneracji oraz naczynia krzewiaste. Cytologicznie grupa II. Nie
stwierdza si¢ obecnosci HPV.




Zmiany CIN jako proces stacjonarny, tj. utrzymujgce sie przez okres
leczenia (obserwacji klinicznej), dotyczyty 10 (28,6%) przypadkéw grupy A oraz
w podobnym odsetku tj. 9 (29%) przypadkéw w grupie kontrolne;.

W grupie kobiet otrzymujgcych Intron A (grupa B) odsetek utrzymujgcych sie
zmian CIN jako proces stacjonarny dotyczyt 6 (20,0%) przypadkdw i byt
statystycznie istotnie nizszy, zarébwno w poréwnaniu z grupg kontrolna, jak

i grupg A.

Progresja CIN1 i CIN2 do CIN wyzszego stopnia dotyczyta 4 (11,4%)
przypadkow w grupie A, a wiec w nieco nizszym, lecz statystycznie nieistotnym
odsetku w poréwnaniu z grupg kontrolng (grupa K), w ktérej progresja CIN
dotyczyta 6 (19,4%) przypadkow (Ryc. 12 i 13). Natomiast nie stwierdzono

zadnego przypadku progresji w grupie leczonej Intronem A (Tab. 5).

Ryc. 12. Kolpofotografia. Obraz kolposkopowy tarczy czgsci pochwowej szyjki macicy. Na godz. 3-5
ogniska wtérnego, dyskretnego zmniejszenia przejrzystosci w formie mozaiki. Histologicznie- CIN1. W
badaniu Hybrid Capture II- HPV o wysokim potencjale onkogennym.
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Ryc. 13. Kolpofotografia. Obraz kolposkopowy tarczy czg$ci pochwowej szyjki macicy tej samej pacjentki,
conaryc. 12, po 12 miesiagcach od zakonczenia leczeniem Iscadorem QuS. Progresja do CIN3. Na godz. 1-5
wybitne zmniejszenie przejrzystosci nablonka w formie mozaiki. Histologicznie- CIN3. W badaniu Hybrid
Capture II- HPV o wysokim potencjale onkogennym.
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Tab. 5. Zachowanie si¢ CIN1 i CIN2 w grupach badanych i w grupie kontrolnej po zakonczeniu leczenia
i obserwacji klinicznej.

CIN1i CIN2 Chi2
Grupa N :
Remisja Stan stacjonarny Progresja
A 35 21 (60,0%) 10 (28,6%) 4 (11,4%) NS
K 31 16 (51,6%) 9 (29,0%) 6 (19,4%)
B 30 24 (80,0%) 6 (20,0%) 0 P<0.05
K 31 16 (51,6%) 9 (29,0%) 6 (19,4%)
A 35 21 (60,0%) 10 (28,6%) 4 (19,4%) P<0.05
B 30 24 (80,0%) 6 (20,0%) 0

Remisje CIN w zalezno$ci od stopnia jej zaawansowania, obrazuje Tabela
6. W grupie kobiet otrzymujacych Iscador QuS remisja CIN1 dotyczyta 14 (77,8%)
przypadkow, w grupie kobiet otrzymujacych interferon alfa w 13 (86,7%)
przypadkéw, a w grupie kontrolnej w 11 (64,7%) przypadkéw. Réznica pomiedzy
grupami badanymi i kontrolng byfa statystycznie istotna. Remisja CIN2 w grupie
leczonej Iscadorem QuS dotyczyta 7 (41,2%) kobiet, w grupie kontrolnej dotyczyta
5 (35,7%) przypadkoéw, natomiast w grupie leczonej Intronem A remisja dotyczyta
11 (73,3%) przypadkéw i byta statystycznie istotnie wyzsza w poréwnaniu z grupa

kontrolng i grupa badang A (Tab. 6).
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Tab. 6. Remisja CIN1 i CIN2 w grupach badanych i w grupie kontrolne;j.

Grupa CIN1 CIN2 Chi2
N Remisja N Remisja
A 18 14 (77,8%) 17 7 (41,2%)
K 17 11 (64,7%) 14 5(35,7%) P<0,05
B 15 13 (86,7%) 15 11(73,3%)
K 17 11 (64,7%) 14 5 (35.7%) P<0,05

Remisje CIN1 i CIN2 w zaleznosci od potencjatu onkogennego
towarzyszacego tym zmianom HPV obrazuje tabela 6A. W grupie kobiet
otrzymujgcych Iscador QuS w przypadkach, gdy zmianom CIN1 i CIN2
towarzyszyta infekcja HPV o niskim potencjale onkogennym remisja dotyczyta
62,5% kobie, a stan stacjonarny i progresja 37,5% kobiet. W tej samej grupie, gdy
z CIN1 i CIN2 wspdtistniata infekcja HPV o wysokim potencjale onkogennym
w 54,5% przypadkéw miata miejsce remisja zmian, a w 45,5% przypadkow zmiana
utrzymywata sie jako stan stacjonarny lub ulegata progresji do CIN wyzszego
stopnia. W grupie B tj. kobiet otrzymujacych Intron A w przypadkach CIN1 i CIN2
z towarzyszgca infekcjg HPV o niskim potencjale onkogennym remisja dotyczyta
81,8% przypadkdw, a stan stacjonarny 18,2%. W przypadkach, gdy zmianom
CIN1 i CIN2 towarzyszyta infekcja HPV o wysokim potencjale onkogennym
remisja dotyczyta 75% przypadkéw a u 25% kobiet zmiany utrzymywaty sie jako
stan stacjonarny. W grupie kontrolnej w przypadkach CIN1 i CIN2 i infekcji HPV
o niskim potencjale onkogennym w 70% przypadkdw miata miejsce remisja,

a u 30% kobiet zmiany utrzymywaty sie jako proces stacjonarny lub ulegaty
progresji do CIN wyzszego stopnia. W tej grupie kobiet, gdy zmiany CIN1 i CIN2
wspdlistniaty z infekcjg HPV o wysokim potencjale onkogennym remisja dotyczyta

18,2% przypadkow, a stan stacjonarny lub progresja 81,8% przypadkéw.
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Tab. 6A. Zachowanie si¢ CIN1 i CIN2 w grupach badanych i w grupie kontrolnej po zakoniczeniu leczenia
i obserwacji klinicznej w zaleznosci od typu wirusa HPV.

Grupa N Typ HPV Remisja Progresja i stan stacjonarny Razem
A 35 Np 15 (62,5%) 9 (37,5%) 24 (100%)
Wp 6 (54,5%) 5 (45,5%) 11 (100%)
B 30 Np 18 (81,8%) 4 (18,2%) 22 (100%)
Wp 6 (75,0%) 2 (25,0%)* 18 (100%)
K 31 Np 14 (70,0%) 6 (30,0%) 20 (100%)
Wp 2 (18,2%) 9 (81,8%) 11 (100%)

Np.- niski potencjal onkogenny
Wp- wysoki potencjat onkogenny

* Do grupy HPV o wysokim potencjale onkogennym wlaczono takze przypadki, w ktérych

wystgpowata infekcja HPV zaréwno o niskim jak i wysokim potencjale onkogennym.
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4.2. Zachowanie sie infekcji HPV.

Poréwnanie infekcji HPV o niskim i o wysokim potencjale onkogennym
towarzyszacej zmianom CIN1 i CIN2 przed i po zakonczeniu leczenia /obserwacji
klinicznej/ w grupach badanych i kontrolnej pokazato, ze w grupie kobiet
otrzymujacych Iscador QuS infekcja HPV o niskim potencjale onkogennym,
towarzyszaca CIN przed leczeniem dotyczyta 24 (68,6%) kobiet, o wysokim
potencjale onkogennym 8 (22,9%) kobiet i u 3 (8,5%) kobiet wspdtistniata infekcja
HPV o niskim i o wysokim potencjale onkogennym. Po zakoriczeniu leczenia
Iscadorem QuS infekcja HPV dotyczyta 10 (28,6%) kobiet, w tym HPV o niskim
potencjale onkogenym u 5 (14,3%) kobiet, o wysokim potencjale onkogennyrri
u 4 (11,4%) kobiet oraz o niskim i wysokim potencjale onkogennym u 1 kobiety.
Nie stwierdzono infekcji HPV u 75% kobiet. Remisja infekcji HPV po leczeniu bytfa
statystycznie znamienna (Tab. 7).

W grupie B przed rozpoczeciem leczenia Intronem A infekcja HPV o niskim
potencjale onkogennym dotyczyta 22 (73,3%) kobiet, 0 wysokim potencjale
onkogennym 7 (23,3%) kobiet oraz tacznie o wysokim i niskim potencjale
onkogennym- 1 (3,4%) kobiety. Po zakorczeniu leczenia infekcje HPV
stwierdzono u 6 (20,0%) kobiet, z tego u 4 (13,3%) o niskim potencjale
onkogennym i u 2 (6,7%) o wysokim potencjale onkogennym. U 24 (80%) kobiet
powtérne badanie po zakonczeniu leczenia nie wykazato obecno$ci infekcji HPV.
Réznice w rozkfadzie odsetkowym HPV przed i po zakonczeniu leczenia byty
statystycznie znamienne (Tab. 7).

W grupie kontrolnej przed rozpoczeciem obserwac;ji klinicznej obecnos¢ HPV
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o niskim potencjale onkogennym stwierdzono u 20 (64,5%) kobiet, o wysokim

potencjale onkogennym u 9 (29%) kobiet oraz o niskim i wysokim potencjale

onkogennym u 2 (6,5%) kobiet. Po zakonczeniu obserwaciji klinicznej u 14 (45,2%)

kobiet nie stwierdzono infekcji HPV. Infekcja HPV nadal utrzymywata sie u 17

(54,8%) kobiet, w tym o niskim potencjale onkogennym u 8 (25,8%) kobiet,

o wysokim potencjale onkogennym u 7 (22,6%) kobiet oraz tacznie o niskim

i wysokim potencjale onkogennym u 2 (6,4%) kobiet. Odsetek remisji infekcji HPV

po zakonczeniu obserwaciji klinicznej bez leczenia byta takze statystycznie

znamienna przy poziomie istotnosci p< 0,001. (Tab. 7)

Tab. 7. Infekcja HPV w grupach badanych i kontrolnej przed rozpoczg¢ciem leczenia (obserwacji kliniéznej)

i po jej zakoniczeniu.

HPV Test Chi’
Grupa Badanie N
Np Wp Np+ Wp T HPV
I 24 (68,6%) 8 (22,9%) 3(8,5%) 35 (100%)
A 35 P<0.001
II 5 (14,3%) 4 (11,4%) 1(2,9%) 10 (28,6%)
1 20 (66,7%) 9 (30,0%) 1(3,3%) 30 (100%)
B 30 P<0.001
II 4 (13,3%) 2 (6,7%) 0 6 (20%)
I 20 (64,5%) 9(29,0%) ' 2 (6,5%) 31(100%)
K 31 P<0.001
1I 8 (25,8%) 7 (22,6%) 2 (6,4%) 17 (54,8%)
I- przed leczeniem (obserwacja kliniczna)
II- po zakoriczeniu leczenia (obserwacji klinicznej)

Np- infekcja HPV o niskim potencjale onkogennym
Wp- infekcja HPV o wysokim potencjale onkogennym

Poréwnanie odsetka remisji infekcji HPV w grupach badanych i kontrolnej

wykazato, ze w grupie A otrzymujacych Iscador QuS remisja HPV dotyczyta
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25 (71,4%) przypadkéw, w grupie B otrzymujacych Interferon alfa 22 (73,3%)
przypadkow, a wiec w statystycznie istotnie wyzszym odsetku, niz

w grupie kontrolnej (14 (45,2%) przypadkdéw) (Tab. 8).

Tab. 8. Poréwnanie remisji infekcji HPV po zakonczeniu leczenia i obserwacji klinicznej w grupach kobiet

leczonych i kontrolnej.

Grupa HPY Test Chi?
Remisja Brak remisji
A 25 (71,4%) 10 (28,6%) P<0,001
K 14 (45,2%) 17 (54,8%)
B 24 (80,0%) 6 (20,0%) P<0,001
K 14 (45,2%) 17 (54,8%)

4.3. Zachowanie si¢ komorek koilocytarnych.

Poréwnanie obecnosci koilocytdw w rozmazach cytologicznych
w grupach kobiet badanych i kontrolnej przed i po leczeniu/obserwac;ji klinicznej/
wykazato, ze w grupie A przed zastosowaniem leczenia Iscadorem QuS
koilocytoza wystepowata w 19 (54,3%) przypadkach rozmazéw cytologicznych,
natomiast po leczeniu u 6 (17,1%) kobiet. W grupie B przed rozpoczeciem
leczenia Intronem A komérki koilocytarne w rozmazach cytologicznych
stwierdzono u 17 (56,7%) kobiet, natomiast po leczeniu tylko u 2 (6,7%) kobiet.
W grupie kontrolnej na poczatku obserwacji klinicznej komérki koilocytarne
stwierdzono u 16 (51,6%) kobiet, po jej zakonczeniu u 7 (22,6%) kobiet.
We wszystkich, wiec grupach po leczeniu (obserwacji klinicznej) wystgpito
znamiennie statystyczne obnizenie odsetka kobiet z obecnoscia koilocytozy

w rozmazach cytologicznych (Tab. 9) oraz Ryc. 14 i 15.
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Ryc. 14. Obraz cytologiczny. Widoczne dysplastyczne komorki warstwy posredniej z cechami dysplaz;ji
malego stopnia oraz formy koilocytarne

Ryc. 15. Obraz cytologiczny. Widoczne dysplastyczne komorki z cechami dysplazji sredniego stopnia oraz
formy koilocytarne.
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Tab. 9. Obecnosé komérek koilocytarnych w grupach badanych i kontrolnej przed i po leczeniu (obserwacji

klinicznej).
Koilocyty Test Chi?
Grupa Bad. N
Obecne Brak

I 19 (54,3%) 16 (45,7%)

A 35 P<0.001
II 6 (17,1%) 29 (82,9%)
I 17 (56,7%) 13 (43,3%)

B 30 P<0.001
11 2 (6,7%) 28 (93,3%)
I 16 (51,6%) 15 (48,4%)

K 31 P<0.01
II 7 (22,6%) 24 (77,4%)

przed leczeniem (obserwacja kliniczna)

II- po zakoficzeniu leczenia (obserwacji kliniczne;j).

4.4. Badania immunologiczne.

4.4.1. Limfocyty T (CD3+).

Poréwnanie srednich odsetkowych wartosci limfocytow CD3 w grupach

badanych oraz kontrolnej przed i po leczeniu/obserwacji klinicznej/ (Tab. 10)

wykazato, ze przed rozpoczeciem leczenia $redni odsetek limfocytéw CD3

w grupie A wynosit 66,9 +/- 11,5%, w grupie B 69,3 +/- 8,6% i w grupie kontrolnej

- K 67 +/- 8,5%. Po zakoAczeniu leczenia $redni odsetek limfocytéw CD3 w grupie

leczonej Iscadorem QuS wynosit 72,9 +/- 7,1%, w grupie leczonej Intronem A 77,1

+/- 8,8%, a w grupie kontrolnej, poddanej tylko obserwacji klinicznej bez leczenia

72,6 +/- 5,9%. Zaréwno w grupach badanych, w ktérych stosowano Iscador QuS

lub Intron A, jak i w kontrolnej wystapit statystycznie istotny wzrost odsetka
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limfocytow CD3 po leczeniu / obserwaciji klinicznej w poréwnaniu do wartosci

sprzed leczenia (obserwaciji klinicznej).

OBHAZ AW OBWODOWE) - MNORNMOGRAN

GRANULOCYTY

150
1

SSC-Height

3. LIMFOCYTY

FSC-Height

Ryc. 13.  Obraz krwi obwodowej w badaniu cytofluorometrycznym.

Tab. 10.  Srednie warto$ci odsetkowe limfocytéw CD3 przed i po zakonczeniu leczenia (obserwacji
klinicznej).

0,
: Sivid b Test Manna-
Grupa Badanie N :
x + SD min - max Whitneya

I 66,9+ 11,5 38-90

A 35 P<0.001
I 729471 49 - 85
I 69,3 + 8,6 44 - 81

B 30 P<0.001
II 77,1 £8,8 66 - 100
I 67,0+8,5 45 - 81

K 31 P<0.001
II 72,6 +5,9 61 — 88

I- przed leczeniem (obserwacja kliniczna)

II- po zakonczeniu leczenia (obserwacji klinicznej)




Ocena srednich wartosci odsetkowych limfocytéw CD3 po zakonczeniu
leczenia (obserwaciji klinicznej) wykazata, ze w grupie kobiet otrzymujacych
Iscador QuS (gr. A) przyrost bezwzgledny limfocytéw CD3 wynosit 5,6 +/- 5,2,

a przyrost wzgledny (indeks zmian) 9,0 +/- 9,2%. Przyrost ten byt statystycznie
istotnie nizszy w poréwnaniu z grupa kobiet otrzymujacych Intron A (gr. B),

w ktdrej to przyrost bezwzgledny limfocytéw CD3 wynosit 10,2 +/- 12,1, aich
wzgledny przyrost (indeks zmian)18,7 +/- 25,1% oraz w stosunku do grupy
kontrolnej (gr. K), w ktorej przyrost bezwzgledny wynosit 5,5 +/- 7,5, a wzgledny

(indeks zmian)- 9,7 +/- 14,8% (Tab. 11).

Tab. 11. Bezwzgledne (A) i wzgledne (index zmian-%) zmiany wartosci limfocytéw CD3 obserwowane
w trakcie leczenia i obserwacji. )

Badany Grupa N X +/- SD min — max Test Krps:kal-
parametr Wallis’a
A 35 56%5,2 -6-20

NS
K 31 55 %75 -6-31
ACD3
B 30 10,2+ 12,1 -6-36
P<0.012
K 31 55 75 -6-31
A 35 9,0+9,2 -8,1-40
NS
1 81—
Indeks K 3 9,7+14,8 8,1 — 68,8
ian [%
zmian [%} B 30 18,7 %25,1 8-947 P<0.017
K 31 9,7+ 14,8 -8,1 — 68,8

Poréwnanie zachowania sie CIN1 i CIN2, zarédwno w grupach badanych,
jak i kontrolnej, w zaleznosci od wartosci odsetkowej populacji limfocytéw CD3
przed rozpoczeciem leczenia (obserwacii klinicznej) wykazato, Ze w grupie kobiet,
u ktérych nastapita remisja zmiany, w 6 (9,8%) przypadkach odsetek limfocytéw

CD3 byt ponizej normy i w 55 (90,2%) przypadkach w normie lub powyzej normy.
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W grupie 25 kobiet, u ktérych zmiany CIN1 i CIN2 utrzymywaly si¢ jako stan
stacjonarny, w 10 (40%) przypadkach CD3 byto ponizej normy, a w 15 (60%)
przypadkach w normie i powyzej normy. W grupie kobiet, u ktérych nastapita
progresja zmiany CIN1 i CIN2 do CIN wyzszego stopnia, w 8 (80%) przypadkach
wartosci odsetkowe limfocytow CD3 byty ponizej normy, a w 2 (20%) przypadkach

w normie i powyzej normy (Tab. 12).

Tab. 12. Zachowanie si¢ CIN1 i CIN2 a wartosci odsetkowe populacji limfocytéw CD3 przed i po leczeniu
(obserwac;ji klinicznej).

Wartoé¢ odsetkowa CD3 Test
Czasokres badania | Zachowanie sie CIN | N Kruskal-
<normy W normie i powyzej | Wallis’a
Remisja 61 6 (9,8%) 55 (90,2%)
I Proces stacjonarny 25 10 (40,0%) 15 (60,0%) P<0.001
Progresja 10 8 (80,0%) 2 (20,0%)
Remisja 61 1 (1,6%) 60 (98,4%)
II Proces stacjonarny 25 2 (8,0%) 23 (92,0%) P<0.02
Progresja 10 6 (60,0%) 4 (40,0%)
I- przed leczeniem (obserwacja kliniczna)
II- po zakonczeniu leczenia (obserwacji klinicznej)

Natomiast po zakorczeniu leczenia (obserwaciji klinicznej) obserwowano
wzrost liczby kobiet z prawidtowymi wartoSciami odsetkowymi populaciji limfocytow
CD3, szczegdlnie w grupie kobiet z remisjg CIN1 i CIN2 (98,4%). W tej grupie
kobiet tylko w jednym przypadku warto$¢ odsetkowa limfocytéw CD3 byta ponize;j
normy. W grupie 25 kobiet, u ktérych zmiana utrzymywata sie jako stan
stacjonarny, w 2 (8,0%) przypadkach warto$ci odsetkowe CD3 byly ponizej normy
iw 23 (92,0%) w normie lub powyzej normy. W grupie 10 kobiet, u ktérych

wystapita progresja CIN1 i CIN2 do CIN wyzszego stopnia, w 6 (60,0%)
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przypadkach odsetkowa warto$¢ CD3 byta ponizej normy i w 4 (40,0%) w normie

lub powyzej (Tab. 12).
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4.4.2. Limfocyty Th (CD4+).

Poréwnanie $rednich odsetkowych wartosci limfocytéw CD4 w grupach
kobiet badanych i kontrolnej przed rozpoczeciem leczenia (obserwaciji klinicznej)

i po jego zakonczeniu wykazato, ze przed rozpoczeciem leczenia Sredni odsetek

limfocytow CD4 w grupie A tj. leczonej Iscadorem QuS wynosit 32 +/- 9,6%,

w grupie B (leczonej Intronem A) 33,9 +/- 6,7% i w grupie kontrolnej 32,9 +/- 8,5%.

Po zakonczeniu leczenia Sredni odsetek limfocytow CD4 w grupie A wzrést do

38,8 +/- 8,6%, w grupie B do 40,1 +/- 6,6%, a w grupie kontrolnej, poddanej

obserwaciji klinicznej bez leczenia, do 38,1 +/- 7,7%. Zarébwno w grupach

badanych, jak i w kontrolnej, wzrost odsetka limfocytéw CD4 po zakoriczeniu

leczenia (obserwacji klinicznej) w poréwnaniu z warto$ciami sprzed leczenia

(obserwaciji klinicznej) byt statystycznie istotny (Tab. 13).

Tab. 13. Srednie wartosci odsetkowe limfocytéw CD4 przed i po zakoriczeniu leczenia i obserwacji

klinicznej.
. CD4 [%] Test Manna
Grupa Badanie N . ,
x+SD Min — max Whitney’a
I 32,0+£9,6 18-54
A 35 P<0.001
II 38,8186 21-53
I 339+£6,7 2547
B 30 P<0.001
1I 40,1 £6,6 27-53
I 329+8,5 18 - 54
K 31 P<0.001
I 38,1+£7,7 26-53
I- przed leczeniem (obserwacja kliniczna)
II- po zakorniczeniu leczenia (obserwacji klinicznej).
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Przyrost bezwzgledny limfocytéw w grupie kobiet otrzymujacych Iscador
QusS (gr. A) wynosit 6,8 +/- 5,4, w grupie B, tj. otrzymujacej Intron A- 6,2 +/- 7,5
i w grupie kontrolnej (grupa K) - 5,1 +/- 5,3. Natomiast wzgledny przyrost wartosci
limfocytéw CD4 w grupie A wynosit 25,3 +/- 22,7, w grupie B- 21,4 +/- i w grupie K
- 18,7 +/- 21,4. Wartosci zarowno wzglednego, jak i bezwzglednego (indeks zmian
wyrazony w %) przyrostu limfocytow CD4, pomiedzy grupami badanymi A i B,
jak i pomiedzy grupami badanymi i pordwnawczg byty nieistotne statystycznie
(Tab. 14).

Tab. 14. Bezwzgledne (A) i wzgledne (indeks zmian-%) zmiany wartoéci limfocytéw CD4 obserwowane
w trakcie leczenia i obserwacji.

Badany . Test Kruskal-
+ -
parametr Grupa N x+SD min — max Wallis’a
A 35 6,8+54 -1-22
NS
K 31 5,153 -2-20
ACD4
B 30 62 +7,5 -5-24
NS
K 31 51453 -2-20
A 35 25,3 bt 22,7 '3,2 - 78’9
NS
K + -6,9 -
Indeks 31 18,7+£21,4 6,9 - 78,9
ian [%
zmian [%] B 30 2144273 -12,1 - 96b NS
K 31 18,7+214 -6,9 - 78,9

Poréwnanie zachowania si¢ CIN1 i CIN2, zaréwno w grupach badanych,
jak i kontrolnej w zaleznosci od wartosci odsetkowej populacji limfocytéw CD4
przed i po leczeniu/obserwaciji klinicznej wykazato, ze przed rozpoczeciem
leczenia (obserwaciji klinicznej) w grupie kobiet, u ktérych nastapita remisja
zmiany, w 28 (45,9%) przypadkach odsetek limfocytéw CD4 byt ponizej normy,
a w 33 (54,1%) w normie i powyzej normy. W grupie 25 kobiet, u ktérych zmiany

CIN1 i CIN2 utrzymywaty sig jako stan stacjonarny, w 14 (56,0%) przypadkach
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CD4 byto ponizej normy, a w 11 (44,0%) przypadkach w normie i powyzej normy.
W grupie kobiet, u ktérych nastagpita progresja zmiany CIN1 i CIN2 do CIN
wyzszego stopnia, w 8 (80%) przypadkach wartosci odsetkowe limfocytéw CD4
byty ponizej normy, a w 2 (20%) przypadkach w normie i powyzej normy (Tab. 15).
Po zakonczeniu leczenia (obserwaciji klinicznej) w grupie kobiet,
u ktérych nastapita remisja CIN1 i CIN2, w 53 (86,9%) przypadkach wartosci
odsetkowe populacji limfocytéw CD4 byty w normie lub powyzej normy,
a w 8 (13,1%) ponizej normy. W grupie 25 kobiet, gdzie zmiana utrzymywata sie
jako stan stacjonarny, w 7 (28,0%) przypadkach wartosci odsetkowe CD4 byty
powyzej normy i w 18 (72,0%) w normie lub powyzej normy. W grupie 10 kobiet ,
u ktérych wystapita progresja CIN1 i CIN2 do CIN wyzszego stopnia w 8 (80,0%)
przypadkach odsetkowa warto§¢ CD4 byta ponizej normy i w 2 (20,0%) w normie

lub powyzej normy (Tab. 15).

Tab. 15. Zachowanie si¢ CIN1 i CIN2 a wartoéci odsetkowe populacji limfocytéw CD4 przed i po leczeniu
i obserwacji klinicznej

Warto$¢ odsetkowa CD4 Test
Czasokres badania | Zachowanie sig CIN| N Kruskal —
<Normy W normie i powyzej | Wallis’a
Remisja 61 28 (45,9%) 33 (44,1%)
Zachowanie si¢ CD4
przed leczeniem Proces stacjonarny 25 14 (56,0%) 11 (44,0%) P<0,05
(obserwacja kliniczna)
Progresja 10 8 (80,0%) 2 (20,0%)
Remisja 61 8 (13,1%) 53 (86,9%)
Zachowanie si¢ CD4
po leczeniu (obserwacji | Proces stacjonarny | 25 7 (28,0%) 18 (72,0%) P<0.001
klinicznej)
Progresja 10 8 (80,0%) 2 (20,0%)

65



4.4.3. Limfocyty Ts (CD8+).

Srednie odsetkowe wartosci limfocytéw CD8 przed rozpoczeciem leczenia

(obserwaciji klinicznej) w grupie A, j. leczonej Iscadorem QuS wynosity

35,0 +/- 8,2%, w grupie B tj. leczonej Intronem A 33,8 +/- 5,6% i w grupie

kontrolnej 36,0 +/- 6,4%. Po zakonczeniu leczenia (obserwacji klinicznej) Sredni

odsetek limfocytéw CD8 w grupie A wzrést do 36,0 +/- 3,1%, w grupie B do 34,3

+/- 5,6%, a w grupie kontrolnej, poddanej obserwaciji klinicznej bez leczenia ulegt

obnizeniu do 35,1 +/- 4,8%. Zarowno w grupach badanych, jak i w kontrolne;j

réznice w odsetku limfocytéw CD8 przed rozpoczeciem leczenia (obserwacji

klinicznej) i po ich zakoficzeniu nie byly istotne statystycznie (Tab. 16).

Tab. 16. Srednie wartosci odsetkowe limfocytéw CD8 przed i po zakoficzeniu leczenia i obserwacji

klinicznej.
CD8 [%]
Grupa Badanie N Test Friedmana
x+SD Min — max
I 350182 20 -551
A 35 NS
II 36,0+ 3,1 24 -50
I 33,8+5,6 26 -50
B 30 NS
11 34,3+ 5,6 26 - 50
I 36,0+6,4 23-50
K 31 NS
II 35,1+4,8 45
I- przed leczeniem (obserwacja kliniczna)
1I- po zakonczeniu leczenia (obserwacji klinicznej).

66



Ocena bezwzglednych jak i wzglednych zmian wartosci limfocytéw CD8
wykazata w grupie kobiet otrzymujacych Iscador QuS (gr. A) ich przyrost
bezwzgledny o 1,0 +/- 8,2, a wzgledny przyrost (indeks zmian) wynosit 7,0 +/-
25,9%. W grupie kobiet otrzymujacych Intron A (gr. B) przyrost bezwzgledny
limfocytéw CD8 wynosit 0,5 +/- 4,6, a ich wzgledny przyrost (indeks zmian) wynosit
2,4 +/- 14,3%, w grupie kontrolnej (gr. K), nastgpit spadek wartosci bezwzglednych
i wzglednych (indeks zmian) odpowiednio 0 0,9 +/- 5,6 oraz 0 0,6 +/- 15,3%.
Réznice w bezwzglednych i wzglednych zmianach wartosci limfocytéw CD8
pomiedzy grupami badanymi A i B i grupa kontrolng byly nieistotne statystycznie

(Tab. 17).

Tab. 17. Bezwzgledne (A) i wzgledne (index zmian-%) zmiany wartoéci limfocytéw CD8 obserwowane
w trakcie leczenia i obserwacji.

Badany Grupa N x*+ 8D min — max Test Kr}ls:kal-
parametr Wallis’a
A 35 1,0 +/- 8,2 -20-16

NS
K 31 -09+5,6 -17-7
ACD8
B 30 0,5 44,6 -9-8
NS
K 31 -0,9+5,6 -17-7
A 35 7,0+259 -40,8 - 80,0
NS
1 0,6+ -36-30
Indeks K 3 06+153
zmian [%] B 30 2,4+ 14,3 24 -30,43 NS
K 31 -0,6+15,3 -36-30

Poréwnanie zachowania sie CIN1 i CIN2, zaréwno w grupach badanych,
jak i kontrolnej w zaleznosci od wartoci odsetkowej populacji limfocytow CD8
przed rozpoczeciem leczenia (obserwacii klinicznej) wykazato, ze w grupie kobiet,

u ktérych nastapita remisja zmiany, w 8 (13,1%) przypadkach odsetek limfocytéw
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CD8 byt ponizej normy i w 53 (86,9%) w normie i powyzej normy. W grupie 25
kobiet, u ktérych zmiany CIN1 i CIN2 utrzymywaty sie jako stan stacjonarny,

w 1 przypadku CD8 byto ponizej normy, a w 24 (96,0%) przypadkach w normie
i powyzej normy. W grupie kobiet, u ktérych nastapita progresja zmiany CIN1

i CIN2 do CIN wyzszego stopnia, w 1 przypadku wartosci odsetkowe limfocytow
CD8 byty ponizej normy, a w 9 (90,0%) przypadkach w normie i powyzej normy
(Tab. 18).

Natomiast po zakonczeniu leczenia (obserwaciji klinicznej) w grupie 61
kobiet, u ktérych nastapita remisja CIN1 i CIN2, w 4 (6,6%) przypadkach warto$¢
odsetkowa CD8 byta ponizej normy, a w 57 (93,4%) w normie lub powyzej normy.
W grupie 25 kobiet, gdzie zmiana utrzymywata sie jako stan stacjonarny, w 3
(12,0%) przypadkach wartosci odsetkowe CD8 byty powyzej normy i w 22 (88,0%)
w normie lub powyzej normy. W grupie 10 kobiet, u ktérych wystapita progresja
CIN1 i CIN2 do CIN wyzszego stopnia u 2 (20%) kobiet wartosci odsetkowe CD8

byty ponizej normy i u 8 (80%) kobiet w normie lub powyzej normy (Tab. 18).

Tab. 18. Zachowanie si¢ CIN1 i CIN2 a wartosci odsetkowe populacji limfocytéw CD8 przed i po leczeniu
i obserwacji klinicznej

Warto$§é odsetkowa CD8 Test Chi’
Czasokres badania Zachowanie sie¢ CIN N
<normy W normie i powyzej
Remisja 61 8 (13,1%) 53 (86,9%)
Zachowanie si¢ CD8
przed leczeniem Proces stacjonarny 25 1 (4,0%) 24 (96,0%) NS
(obserwacja kliniczna)
Progresja 10 1 (10,0%) 9 (90,0%)
Remisja 61 4 (6,6%) 57 (93,4%)
Zachowanie si¢ CD8
po leczeniu (obserwacji | Proces stacjonarny 25 3 (12,0%) 22 (88,0%) NS
klinicznej)
Progresja 10 2 (20 %) 8 (80,0%)
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4.4.4. Indeks CD4+/CD8+.

Przeprowadzona analiza srednich wartosci indeksu CD4/CD8
w grupach badanych i kontrolnej przed i po leczeniu (obserwaciji klinicznej)
wykazata, ze przed rozpoczeciem leczenia $rednia warto§¢ CD4/CD8
w grupie kobiet leczonych Iscadorem QuS (grupa A) wynosita 0,94 +/- 0,37%,
w grupie kobiet leczonych Intronem A (grupa B) 1,01 +/- 0,3% i w grupie kontrolnej
(grupa K) 0,93 +/- 0,35%. Po zakonczeniu leczenia (obserwagiji klinicznej) $rednia
warto$¢ indeksu CD4/CD8 w grupie kobiet leczonych Iscadorem QuS (grupa A)
wzrosta do 1,08 +/- 0,36%, w grupie kobiet leczonych Intronem A (grupa B)
wzrosta do 1,15 +/- 0,24%, a w grupie kontrolnej (grupa K), tj. poddanej obserwacji
klinicznej bez leczenia do 1,08 +/- 0,31%. Zaréwno w grupach badanych, jak
i w kontrolnej nastapit statystycznie istotny wzrost wartosci CD4/CD8 po
zakonczeniu leczenia (obserwaciji klinicznej) w poréwnaniu z tymi warto$ciami

przed rozpoczeciem leczenia (obserwaciji klinicznej) (Tab. 19).

Tab. 19. Srednie wartosci indeksu CD4/CD8 przed i po zakoficzeniu leczenia i obserwacji klinicznej.

" CD4/CD8
Grupa Badanie N ] Test Friedmana
Xt SD min — max
I 0,94 £ 0,37 0,50-1,90
A 35 P<0.009
II 1,08 £0,36 0,40 - 2,00
I 1,01 £0,30 0,50-1,6
B 30 P<0,008
I 1,15+0,24 0,60-1,70
I 0,93+£0,35 0,50- 1,6
K 31 P<0.009
Il 1,08 + 0,31 0,60-1,70
I- przed leczeniem (obserwacja kliniczna)
II- po zakoriczeniu leczenia (obserwacji klinicznej).
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Natomiast oszacowanie bezwzglednej, jak i wzglednej zmiany wartosci

indeksu CD4/CD8 (Tab. 20) ujawnito, ze w grupie kobiet otrzymujacych Iscador

QuS (gr. A) przyrost bezwzgledny wynosit 0,14 +/- 0,31, a wzgledny przyrost

(indeks zmian) 22,9 +/- 37,4%. W grupie kobiet otrzymujacych Intron A (gr. B)

przyrost bezwzgledny CD4/CD8 wynosit 0,14 +/- 0,26, a ich wzgledny wzrost

(indeks zmian) wynosit 20,3 +/- 32,4%, natomiast w grupie kontrolnej (gr. K)

przyrost bezwzgledny CD4/CD8 wynosit 0,14 +/- 0,26, a ich wzrost wzgledny

(indeks zmian) wynosit 23,1 +/- 35,3%. Réznice w przyrostach stosunku CD4/CD8

oraz indeksu zmian limfocytéw pomiedzy grupami badanymi i kontrolng nie byty

statystycznie istotne.

Tab. 20. Bezwzgledne (A) i wzgledne (index zmian-%) zmiany indeksu CD4/CD8 obserwowane

w trakcie leczenia i obserwacji.

Badany Grupa N x+SD min - max Test Kr'us’kal-
parametr Wallis’a
A 35 0,14 £0,31 -0,80 - 0,68
NS
K 31 0,14 £ 0,26 -0,30-0,90
ACD4/CD8
B 30 0,14 £0,26 -0,30-0,90
NS
K 31 0,14+ 0,26 -0,30- 0,90
A 35 229+37,4 -50- 106
NS
. . K 31 23,1 £35,3 -20-112,5
indeks zmian
(%)
B 30 20,3+324 -20-112,5 NS
K 31 23,1353 -20-112,5
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4.4.5. Limfocyty B (CD19+).

Poréwnanie $rednich odsetkowych wartosci limfocytéw CD19
w grupach badanych i kontrolnej przed i po leczeniu (obserwacji klinicznej)
ujawnito, ze przed rozpoczeciem leczenia i obserwacji klinicznej $redni odsetek
limfocytéw CD19 w grupie A, tj. leczonej Iscadorem QuS wynosit 18,3 +/- 5,5%,
w grupie B (leczonej Intronem A) 17,5 +/- 5,1% i w grupie kontrolnej 18,1 +/- 5,7%.
Po zakonczeniu leczenia (obserwaciji klinicznej) Srednia warto$¢ odsetekowa
limfocytow CD19 w grupie kobiet otrzymujacych Iscador QuS (grupa A) wzrosta do
19,8 +/- 6,1%, w grupie kobiet otrzymujacych Intron A (grupa B) do 20,5 +/- 4,9%,
a w grupie kontrolnej (grupa K), poddanej tylko obserwaciji klinicznej bez Ieczénia,
wzrosta do 21,4 +/- 5,7%. We wszystkich grupach wartosci odsetkowe limfocytow
CD19 po zakonczeniu leczenia (obserwacji klinicznej) byty statystycznie istotnie
wyzsze w poréwnaniu z wartosciami odsetkowymi limfocytéw CD19 przed

rozpoczeciem leczenia (obserwaciji klinicznej) (Tab. 21).

Tab. 21. Srednie odsetkowe wartosci limfocytéw CD19 przed i po leczeniu (obserwacji klinicznej).

CD19 [%]
Grupa Badanie N - Test Friedmana
x+SD min — max
1 18,3+5,5 6-31
A 35 P<0.01
I 19,8+ 6,1 7-34
I 17,5+5,1 9-30
B 30 P<0.001
I 20,5+49 12-30
I 18,1 +5,7 9-21
K 31 P<0.001
I 21,457 10-34
I- przed leczeniem (obserwacja kliniczng)
II- po zakonczeniu leczenia (obserwacji klinicznej).
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Natomiast bezwzgledny, jak i wzgledny przyrost limfocytéw CD19

w grupie kobiet otrzymujacych Iscador QuS (gr. A) wynosit 1,5 +/- 3,4, aich

wzgledny przyrost (indeks zmian) wynosit 9,55 +/- 19,62% i byt statystycznie

istotnie nizszy w poréwnaniu z grupg kobiet otrzymujgcych Intron A (gr. B),

w ktérej to przyrost bezwzgledny limfocytow CD19 wynosit 3,0 +/- 3,5, a ich

wzgledny wzrost (indeks zmian) 21,75 +/- 30,11% oraz w stosunku do grupy

kontrolnej (gr. K), w ktérej przyrost bezwzgledny wynosit 3,3 +/- 3,9, a ich wzrost

wzgledny (indeks zmian) wynosit 23,79+/- 34,38% (Tab. 22).

Tab. 22. Bezwzgledne (A) i wzgledne (index zmian-%) zmiany wartosci limfocytéw CD19 obserwowane

w trakcie leczenia (obserwacji klinicznej)

Badany . Test Manna-
parametr Grupa N xxSD min — max Whitneya
A 35 1,5+3,4 -4-14
P<0,001
B 30 30£35 2-12
A 35 1,5+34 -4-14
ACDI19 P<0,001
K 31 33+£39 -1-16
B 30 3,0£3,5 2-12
NS
K 31 33+39 -1-16
A 35 9,55 + 19,62 -21,05-70,00
P<0,001
B 30 21,75 £30,11 -10,53 -133,33
. . A 35 9,55+ 19,62 -21,05 -70,00 P<0,001
indeks zmian
(%] K 31 23,79+ 34,38 -6,25 - 133,33
B 30 21,75 £ 30,11 -10,53 - 133,33 NS
K 31 23,79+ 34,38 -6,25 -133,33
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Obserwacja zachowania sie CIN1 i CIN2, zaréwno w grupach badanych,
jak i kontrolnej w zaleznos$ci od wartosci odsetkowej populacji limfocytéw CD19
przed rozpoczeciem leczenia (obserwacji klinicznej) wykazata, ze w grupie 61
kobiet, u ktérych nastgpita remisja zmiany,w 2 (3,3%) przypadkach odsetek
limfocytéw CD19 byt ponizej normy i w 59 (96,7%) w normie i powyzej normy.

W grupie 25 kobiet, u ktérych zmiany CIN1 i CIN2 utrzymywaly sie jako stan
stacjonarny, w 4 (16,0%) przypadkach CD19 byto ponizej normy, a w 21 (84,0%)
przypadkach w normie i powyzej normy. W grupie 10 kobiet, u ktérych nastapita
progresja zmiany CIN1 i CIN2 do CIN wyzszego stopnia, w 8 (80,0%)
przypadkach warto$ci odsetkowe limfocytéw CD19 byly ponizej normy, aw 2

(20,0%) przypadkach w normie i powyzej normy (Tab. 23).

Tab. 23. Zachowanie si¢ CIN1 i CIN2 a warto$ci odsetkowe populacji limfocytéw CD19 przed i po
leczeniu (obserwacji klinicznej).

-2
. Zachowanie sie CIN1 i CD19 Test Chi
Badanie N
CIN2 . .
<normy W normie i powyzej
Remisja 61 2(3,3%) 59 (96,7%)
I Proces stacjonarny 25 4 (16,0%) 21 (84,0%) P<0,01
Progresja 10 8 (80,b%) 2 (20,0%)
Remisja 61 1(1,6%) 60 (98,4%)
II Proces stacjonarny 25 2 (8,0%) 23 (92,0%) NS
Progresja 10 7 (70,0%) 3 (30,0%)
I- przed leczeniem (obserwacja kliniczna)

II- po zakoficzeniu leczenia (obserwacji klinicznej)




Natomiast poréwnanie zachowania sie CIN1 i CIN2, zaréwno
w grupach badanych, jak i kontrolnej w zalezno$ci od wartosci odsetkowych
populacji limfocytéw CD19 wykonane po zakonczeniu leczenia (obserwacji
klinicznej) wykazato, ze sposréd 61 kobiet, u ktérych nastapita remisja CIN1
i CIN2 w 1 przypadku warto$¢ odsetkowa CD19 byta ponizej normy, a w 60
(98,4%) w normie lub powyzej normy. W grupie 25 kobiet, gdzie zmiana
utrzymywata sie jako stan stacjonarny, w 2 (8,0%) przypadkach warto$ci
odsetkowe CD19 byty powyzej normy i w 23 (92,0%) w normie lub powyzej normy
i w grupie 10 kobiet, u ktérych wystapita progresja CIN1 i CIN2 do CIN wyzszego
stopnia, w 7 (70,0%) przypadkach odsetkowa warto§¢ CD19 byta ponizej normy

i w 3 (30,0%) przypadkach w normie lub powyzej (Tab. 23).
4.4.6. Komorki NK (CD56+/CD3-).

Poréwnanie srednich odsetkowych wartosci limfocytéw CD56+/CD3 -
w grupach badanych przed i po leczeniu (obserwacji klinicznej) wykazato, ze
przed rozpoczeciem leczenia Sredni odsetek limfocytéw CD56+/CD3-
w grupie A (leczonej Iscadorem QuS) wyn'osi’f 13,2 +/- 7,1%, w grupie B (leczone;j
Intronem A) 11,7 +/- 4,9% i w grupie kontrolnej 11,1 +/- 5,9%. Po zakonczeniu
leczenia (obserwacji klinicznej) Sredni odsetek limfocytéw CD56+/CD3- w grupie A
wzrést do 16,9 +/- 7,9%, w grupie B do 14,3 +/- 4,8%, a w grupie kontrolnej,
poddanej obserwacji klinicznej bez leczenia, do 13,4 +/- 6,4%. Zaréwno w grupach
badanych, jak i w kontrolnej, po zakoriczeniu leczenia (obserwaciji klinicznej),
wzrost odsetka limfocytéw CD56+/CD3 - byt statystycznie istotny w poréwnaniu do

wynikéw przed rozpoczeciem leczenia (obserwacii klinicznej) - Tab. 24.
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Tab. 24. Srednie wartosci odsetkowe limfocytéw CD56+/CD3- przed i po zakonczeniu leczenia
(obserwacji klinicznej).

CD56+/CD3- [%]
Grupa Badanie N Test Friedmana
x*SD Min - max

I 132+7,1 5-30

A 35 P<0.001
II 16,9+79 6-34
I 11,7£49 5-21

B 30 P<0.001
I 14,3+4.8 6-22
I 11,159 5-26

K 31 P<0.005
II 13,4+6,4 6-31

przed leczeniem (obserwacjg kliniczna)

II- po zakoniczeniu leczenia (obserwacji klinicznej)

Bezwzgledny, jak i wzgledny przyrost limfocytéw CD56+/CD3- (Tab. 25)

w grupie kobiet otrzymujacych Iscador QuS (grupa A) wynosit odpowiednio

2,6 +/- 3,51 31,54 +/- 42,09%. W grupie kobiet otrzymujacych Intron A (gr. B)

przyrost bezwzgledny limfocytéw CD56+/CD3- wynosit 3,7 +/- 3,9, a ich wzgledny

wzrost (indeks zmian) wynosit 37,37 +/- 56,16%, a w grupie kontrolnej (grupa K),

przyrost bezwzgledny wynosit 2,3 +/- 3,4,a ich wzrost wzgledny (indeks zmian)

wynosit 29,02 +/- 40,83%. Roznice w badanych przyrostach limfocytéw

CD56+/CD3- pomiedzy grupami B i K nie byly statystycznie istotne.
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Tab. 26. Bezwzgledne (A) i wzglgdne (index zmian-%) zmiany wartoéci limfocytéw CD56+/CD3-
obserwowane w trakcie leczenia (obserwacji kliniczne;j).

Badany . Test Manna —
parametr Grupa N x+SD min - max Whitney’a
A 35 2,635 -9-10
P<0,001
B 30 3,7+39 0-20
A 35 2,6 3,5 9-10
ACDS6+/CD3- NS
K 31 23+3,4 9-10
B 30 3,7+£3,9 0-20
P<0,001
K 31 23+34 9-10
A 35 31,54 +42,09 -50 - 166,67
P<0,001
B 30 37,37 £ 56,16 0-285,71
. A 35 31,54 £42,09 -50 - 166,67 NS
Indeks zmian
[%]
K 31 29,02 £ 40,83 -50 - 166,67
B 30 37,37+ 56,16 0-285,71 P<0,001
K 31 29,02 £+ 40,83 -50 - 166,67

Obserwacja zachowania sie CIN1 i CIN2, zaréwno w grupach badanych,

jak i kontrolnej w zaleznosci od warto$ci odsetkowej populacji limfocytow

CD56+/CD3- przed rozpoczeciem leczenia i obserwacji klinicznej wykazata, ze

w grupie 61 kobiet, u ktorych nastapita remisja zmiany w 19 (31,1%) przypadkach

odsetek limfocytéw CD56+/CD3- byt ponizej normy i w 42 (68,9%) w normie

i powyzej normy. W grupie 25 kobiet, u ktérych zmiany CIN1 i CIN2 utrzymywalty

sie jako stan stacjonarny, w 12 (48,0%) przypadkach CD56+/CD3- byto ponizej

normy, a w 13 (52%) przypadkach w normie i powyzej normy. W grupie kobiet,

u ktérych nastapita progresja zmiany CIN1 i CIN2 do CIN wyzszego stopnia,

w 9 (90%) przypadkach wartosci odsetkowe limfocytéw CD56+/CD3- byty ponizej

normy, a w 1 przypadku w normie i powyzej normy (Tab. 26).
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Poréwnanie zachowania sie CIN1 i CIN2, zaréwno w grupach badanych,
jak i kontrolnej w zaleznosci od wartosci odsetkowych populacji limfocytéw
CD56+/CD3- uzyskane po zakonczeniu leczenia (obserwac;ji klinicznej) pokazato,
ze sposrod 61 kobiet, u ktérych nastagpita remisja CIN, w 3 (5,0%) przypadkach
wartos¢ odsetkowa CD56+/CD3- byta ponizej normy, a w 58 (95,0%) w normie lub
powyzej normy. W grupie 25 kobiet, gdzie zmiana utrzymywata sie jako stan
stacjonarny, w 8 (32,0%) przypadkach wartosci odsetkowe CD56+/CD3- byly
powyzej normy i w 17 (68,0%) w normie lub powyzej normy. W grupie 10 kobiet,

u ktorych wystapita progresja CIN1 i CIN2 do CIN wyzszego stopnia, w 9 (90,0%)
przypadkach odsetkowa warto§¢ CD56+/CD3- byta ponizej normy i w 1 przypadku

w normie lub powyzej normy. (Tab. 27).

Tab. 27. Zachowanie si¢ CIN1 i CIN2 a warto$ci odsetkowe populacji limfocytéw CD56+/CD3- przed i po
leczeniu (obserwacji klinicznej).

o CD56+/CD3- Test Chi’
. Zachowanie sie
Badanie n
CIN .. .
<normy W normie i powyzej
Remisja 61 19 (31,1%) 42 (68,9%)
Proces 12 (48,0%) 13 (52,0%)
I stacjonarny 2 P<0.001
Progresja 10 9 (90,0%) 1 (10,0%)
Remisja 61 3(5,0%) 58 (95,0%)
Proces 8 (32,0%) 17 (68,0%)
I stacjonarny 25 P<0,001
Progresja 10 9 (90,0%) 1 (10,0%)
I- przed leczeniem (obserwacja kliniczng)
II- po zakoficzeniu leczenia (obserwacji klinicznej)
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4.47. Zwiazek pomiedzy analizowanymi czynnikami a remisja CIN1 i CIN2
okreslony przy pomocy modelu regresji logistycznej.

Natomiast ocena zaleznosci remisji CIN1 i CIN2 od poziomu odsetkowego
limfocytéw oraz sposobu leczenia dokonana przy uzyciu modelu regresji
logistycznej (Tab. 28) wykazata w grupie kobiet otrzymujacych Iscador QuS
najwieksza wartos¢ wspétczynnika regresiji dla CD4/CD8 - 2,49, CD8-0,0068,

CD56+/CDg3- - 0,064, CD4-0,017 i CD3-0,007.

Tab. 28. Zwiazek pomig¢dzy analizowanymi czynnikami a remisjg CIN1 i CIN2 okre$lony przy pomocy
modelu regresji logistycznej w grupie kobiet, u ktérych nie stosowano zadnej terapii i z terapig Iscadorem

QusS.

Czynnik Wspélczynbnik regresji
CD4/CD8 2,490
CD8 0,068
CD56+/CD3- 0,064
CD4 0,017
CD3 0,007
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W grupie kobiet leczonych Intronem A najwiekszg wartos¢ dla wspétczynnika
remisji CIN przy p<0,05 uzyskano dla indeksu CD4/CD8-9,050, CD56+/CD3- -

0,167, CD8-0,166, CD3-0,143, terapii Intronem A- 0,118 i CD19- 0,037. (Tab. 29)

Tab. 29. Zwiazek pomigdzy analizowanymi czynnikami a remisja CIN1 i CIN2 okre$lony przy pomocy
modelu regresji logistcznej w grupie kobiet, u ktérych nie stosowano Zadnej terapii i z terapia Intronem A.

Czynnik Wspélczynl;lik regresji
CD4/CD8 9,050
CD56+/CD3- 0,167
CD8 0,166
CD3 0,143
Leczenie 0,118
CD19 0,037
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5. OMOWIENIE WYNIKOW. DYSKUSJA.

Wykrywanie i leczenie zmian o charakterze $rédnabtonkowej neoplazji
szyjki macicy (CIN) to obecnie jeden z gtéwnych sposobdw profilaktyki raka szyjki
macicy. Takie postepowanie doprowadzito w wielu krajéch Europy i w USA do
znacznej redukcji wystepowania raka inwazyjnego szyjki macicy u kobiet. Obecnie
jego czestos¢ wystepowania udato sie zredukowaé od okpto 60% w Anglii do 80%
w Finlandii i Szwecji. W przypadkach CINS, ktéra w znacznym odsetku
przypadkéw ulega progresji do raka inwazyjnego, w opinii wiekszo$ci autoréw
(32,21,14,13,63,8,82,92) nie nalezy zwleka¢ z podjeciem decyzji o leczeniu
chirurgicznym. Wybér sposobu leczenia chirurgicznego w przypadkach CIN3
zalezy od lokalizacji zmiany w obrebie szyjki macicy, wieku kobiety, checi dalszej
prokreacji, wspofistnienia innych zmian w obrebie macicy oraz $wiadomosci
leczonej o koniczno$ci dalszej systematycznej kontroli. Najczesciej w tym stopniu
zaawansowania CIN wykonuje sie konizacje chirurgiczng szyjki macicy
(82,21,14,13,63,8,82,92 ).

Natomiast zmiany o charakterze CIN1 i CIN2 w znacznym odsetku,
tj. w okoto 40 — 60% przypadkéw ulegaja re’misji (82,21,14,13,63,8,82,92). Zmiany
morfologiczne zwtaszcza o charakterze CIN1 czesto sa trudne do odréznienia od
zmian morfologicznych charakterystycznych dla subklinicznej infekcji HPV,
infekciji, ktéra w wiekszosci przypadkow towarzyszy srédnabtonkowej neoplazji
(32,21,14,13,63,8,82,92). Zgodnie z opinig wielu autoréw (13,61,62,63),
subkliniczna infekcja HPV i CIN sg kontynuacjg tego samego procesu. Badania

spektrofotometryczne jader komérek w CIN1 i CIN2 wykazujg niezmieniona,
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a wiec diploidalng zawarto$¢ chromosoméw (80). Te dane, jak i obserwacje
kliniczne (32,21,14,13,63,8,82,92) dowodzg, ze CIN1 i CIN2 to w wiekszosci
przypadkéw zmiany niestabilne, ulegajace samoistnej remisji. Stad chirurgiczne
leczenie tych zmian, zwlaszcza u kobiet mfodych (Srednia wieku kobiet z CIN1

i CIN2 wynosi 28,5 lat) w wiekszoSci przypadkéw jest wigc niecelowe i moze
niewatpliwie ograniczaé ptodnos¢ (32,21,14,13,63,8,82,92).

Fakt, ze zmiany CIN1 i CIN2 w najwyzszym odsetku dotyczg kobiet
mtodych, tj. w okresie najwyzszej prokreacji inspiruje do poszukiwania nowych,
zachowawczych metod leczenia tych zmian nie wplywajacych na stan
anatomiczno - czynno$ciowy szyjki macicy, a wiec w niczym nie ograniczajacych
funkcji prokreacyjnych narzadu.

W grupie kobiet z CIN1 i CIN2 i infekcjg HPV, ktére otrzymywalty Iscador
QusS (grupa A), remisja CIN dotyczyta 60% przypadkdw, a wiec w nieco wyzszym
odsetku, niz w grupie kontrolnej (grupa K), w ktdrej to kobiety poddano obserwac;ji
klinicznej bez leczenia, cho¢ réznice te nie byly statystycznie istotne. Natomiast
w grupie kobiet otrzymujacych Intron A (grupa B) remisja CIN1 i CIN2 byta
statystycznie istotnie wyzsza w poréwnaniu z grupg kontrolna, jak i z grupg kobiet
otrzymujacych Iscador QuS (Tab. 5).

Poréwnanie odsetka remisji w zaleznosci od stopnia zaawansowania CIN
wykazato, ze odsetek remisji CIN1 zaréwno w grupach kobiet otrzymujacych
Iscador QuS jak i Interferon alfa byt statystycznie istotnie wyzszy, niz w grupie
kontrolnej (Tab. 6). Tak wiec w przypadkach CIN1 zaréwno Iscador QuS, jak
i Intron A wykazujg wlasciwosci terapeutyczne. Natomiast w przypadkach CIN2
witasciwosci terapeutyczne Iscadoru QuS sg stabo zaznaczone, podczas gdy

stosowanie Intronu A prawie dwukrotnie zwigkszato odsetek remisji w poréwnaniu
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z grupg kontrolng (Tab. 6). Zastosowany w tych badaniach Iscador QuS (Viscum
album), jest naturalnym wyciggiem z jemioly i zgodnie z dotychczasowymi
wynikami badan wykazuje wtasciwosci immunostymulujace(78,90,33,48,87,10,42).
Iscador QuS zawiera gtéwnie wiskuminy (lektyny jemioty- ML-I lub VAL) oraz
wiskotoksyny. Kompleks biatkowo - cukrowy lektyny moze przylegaé do
powierzchni komérki i wechodzi¢ w interakcje z syntetaza protein
migdzykomorkowych (78,90), co ma na tej drodze stymulowaé produkcje cytokin
oraz aktywowaé leukocyty (33,48,87). Zgodnie z obsewacjami Beuth i wsp. (10)
wiskuminy moga réwniez wptywac¢ na procesy przerzutéw i apoptozy. Natomiast
wiskotoksyny, to réwniez lektyny o podobnej strukturze molekularnej do
wiskuminy, ale wydaja sie by¢ bardziej toksyczne i indukujg nekroze komadrkowa
(42). Jak wiec wynika z wynikéw naszych badan wraz ze wzrostem stopnia
zaawansowania CIN mozliwosci terapeutyczne Iscadoru QuS sie zmniejszaja.
Natomiast prawie dwukrotnie wyzszy odsetek remisji CIN2 w grupie kobiet,

w ktdrej stosowano Intron A w poréwnaniu z grupa kontrolng wskazuje na
prawdopodobnie inny mechanizm dziatania Intronu A. Dotychczasowe badania
nad ludzkim rekombinowanym interferonem alfa (Intron A) wykazujg na jego
dziatanie przeciwwirusowe, hamujace proliféracje, jak i wplyw na réznicowanie sie

komorek limfocytarnych.

W okresie obserwaciji w grupie kobiet otrzymujacych Intron A nie miata
miejsca progresja CIN1 i CIN2 do CIN wyzszego stopnia, a odsetek zmian CIN
utrzymujacych sie jako proces stacjonarny byt statystycznie istotnie nizszy
w poréwnaniu zaréwno z grupg kontrolng, jak i grupa kobiet otrzymujacych Iscador
QuS (Tab. 5). Dowodzi to wptywu Interferonu alfa na hamowanie procesu

srodnabtonkowej neoplazji szyjki macicy takze z towarzyszaca infekcjg HPV
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o wysokim potencjale onkogennym.

Gonzales- Sanchez i wsp. (30) stosujac interferon beta u kobiet z CIN1
i CIN2 uzyskali 79% przypadkéw remisji CIN1 oraz 70% dla CIN2, a wiec nieco
nizszy odsetek w poréwnaniu z naszymi wynikami. Natomiast Mojana G. | wsp.
(51) stosujac ten sam rodzaj interferonu przez okres 3 miesiecy w zmianach
$rédnabtonkowych niskiego stopnia (low grade squamous intraepithelial lesions
LG- SIL), a wiec w zmianach charakterystycznych dla infekcji HPV i CIN1 uzyskali
72,9% remisji oraz 47,3% w zmianach $rédnabtonkowych wysokiego stopnia (high
grade squamous intraepithelial lesions HG-SIL).

Wazne znacznie moze mie¢ wplyw stosowanego Iscadoru QuS
i Interferonu alfa na zachowanie sie infekcji HPV, ktérej rola w procesie
karcinogenezy szyjki macicy jest obecnie niekwestionowana.

Zgodnie z aktualna opinig wielu autorow (7,6,43,30,81,31,64) dlugotrwale
utrzymujaca sie infekcja HPV, tzw. przewlektfa infekcja HPV w obrebie szyjki
macicy jest gtéwnym czynnikiem prowadzacym do rozwoju CIN1 i CIN2.

Dokonana tg samg technikg powtéma ocena infekcji HPV po zakonczeniu
leczenia (obserwagiji klinicznej) wykazata statystycznie istotny odsetek kobiet
z brakiem wirusa papilloma, tak w grupach t;adanych, tj. otrzymujacych Iscador
QuS i Intron A, jak i w grupie kontrolnej (Tab.7). Dowodzi to mozliwo$ci samoistnej
remisji infekcji HPV. Fakt, ze odsetek remisji infekcji HPV byt statystycznie wyzszy
w grupach kobiet otrzymujacych Iscador QuS, a szczegdlnie Interferon alfa
w poréwnaniu z grupg kontrolng $wiadczy o wptywie Iscadoru QuS na remisje
HIV, a szczegdlnie przeciwwirusowych wtasciwosci Intronu A (Tab. 8). Odsetek
remisji zalezat nie tylko od stopnia zaawansowania CIN, ale takze od typu

wspdtistniejacej infekcji HPV. Byt on wyraznie wyzszy w przypadkach CIN
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z towarzyszgca infekcjg HPV o niskim potencjale onkogennym. Natomiast proces
stacjonarny i progresja CIN dotyczyly gtéwnie CIN z towarzyszaca infekcjg HPV
o wysokim potencjale onkogennym (Tab. 6A). Dowodzi to znaczenia roli, jaka
odgrywa infekcja HPV o wysokim potencjale onkogennym w procesie
karcinogenezy w obrebie szyjki macicy.

Inni autorzy (83,22,82,92) stosujgc Intron A w leczeniu infekcji HPV uzyskali
takze statystycznie istotnie wyzszy odsetek remisji w poréwnaniu z grupg kobiet
bez leczenia czy otrzymujacej placebo.

Pewne znaczenie w tym procesie ma stan immunologiczny organizmu
a gtéwnie obnizenie lokalnej odpomosci komérkowej (74,69,77,58). Ukiad
immunologiczny organizmu jest w stanie tak zmodyfikowac¢ swe dziatanie, aby
doszto do eliminacji zakazonych komoérek. Oczywiste jest, ze eliminacja
karcinogennych wiruséw, jak i komérek nimi zainfekowanych, bedzie miata
dziatanie przeciwnowotworowe. Takze dotychczasowe obserwacje kliniczne oraz
badania laboratoryjne i doSwiadczalne dostarczajg wiele danych na temat
znaczenia stanu immunologicznego dla przebiegu prawidtowego, procesu
metaplazji ptaskonabtonkowej (23,37,30,27,51,60). Normalizacja lub wzmacnianie
odpornosci lokalnej moze mie¢ istotne znaczénie w zahamowaniu zmian
morfologicznych spowodowanych infekcjg HPV i rozwoju CIN.

Jednym z kluczowych zjawisk ramienia aferentnego w procesie obrony
organizmu przed infekcjg HPV jest prezentacja antygenu wyspecjalizowanym
komdrkom odpowiedzi typu komdrkowego przez tzw. komérki prezentujgce
antygen APC (antigen presenting cells- APC). W obrebie nabtonka szyjki macicy

APC to przede wszystkim komarki Langerhans. Klasyczne juz doniesienia
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w pismiennictwie (74,26,84,53,49) wykazaly znaczne obnizenie sig liczby komdrek
Langerhansa w obrebie nabtonka pfaskiego szyjki macicy w przebiegu infekcji
HPV. Réwniez pézniejsze badania Morelliego i wsp. oraz Taya i wsp. (52,85)
wykazaty niemal catkowity brak podtypu S100 (+) komérek Langerhansa

w pozniejszych, bardziej zaawansowanych zmianach HPV zaleznych, tj. CIN1

i CIN2 z towarzyszaca infekcjg HPV.

Prezentacja antygenu wirusowego w drodze MHC-II zaleznej stymuluje
subpopulacje limfocytow CD4+ (cluster differentation - CD), tzw. limfocytéw
wspomagajacych — Th (T helper). W zaleznosci od profilu cytokin produkowanych
przez limfocyty CD4+ w odpowiedzi na stymulacje antygenowa wyodrebniono dwa
podtypy tych komaérek. Limfocyty Th1 produkujgce preferencyjnie interleukine
2 (IL-2) oraz interferon gamma (IFNY), za$ limfocyty Th2- interleukine 4 i 10 (IL-4
i IL-10) (54).

IL-2 oraz IFNy stymuluja preferencyjnie cytotoksyczne limfocyty prekursorowe

T CD8+ powodujac rozwinigcie sie ich aktywnosci cytotoksycznej poprzez
powstanie puli limfocytéw cytotoksycznych CTL (cytotoxic lymphocyte — CTL)
wywierajacych dziatanie lityczne, skierowane bezposrednio na komoérke
prezentujaca antygen w potaczeniu z MHC-I, a z drugiej strony aktywujg makrofagi
i komorki NK poprzez stymulacje prekursorowych limfocytéw CD56+/CD3- (80,81).
Natomiast produkowane przez Th2 IL-4 i IL-10 preferencyjnie stymulujg limfocyty
B- komérki CD19, powodujac ich terminalne réznicowanie sie do komérek
plazmaycznych, produkujacych przeciwciata (antibody - Ab). Z uwagi na
wewnatrzkomaérkowag nature infekcji HPV, dla jej eliminacji wydaje sie istotniejsza
MHC-II zalezna preferencyjna stymulacja Th1.

Ocene stopnia niedoboru immunologicznego w réznych schorzeniach, w tym
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w CIN1 i CIN2 z towarzyszacy infekcja HPV mozna oprze¢ na ocenie odsetkowej
i ilosciowej populacji limfocytéw T w krwi obwodowej przy uzyciu metod
wykorzystujacych przeciwciata monoklonalne w cytofluorometrii przeptywowe;j.
Nalezy jednak mie¢ na uwadze, ze ocena taka wymaga wielkiej ostroznosci

w interpretacji wynikow z uwagi na fakt, ze na stan uktadu immunologicznego
moze mie¢ wplyw szereg czynnikéw osobniczych jak i Srodowiskowych, takich jak
stan ogéiny, wiek kobiet, stan hormonalny, palenia papieroséw, wspdtistniejace
infekcje czy procesy nowotworowe, a nawet liczba przebytych cigz, jak i miejsce
zamieszkania - ze wzgledu na wplyw zewnetrznych czynnikéw toksycznych.

W naszym badaniu podjeto prébe oceny ramienia eferentnego odpowiedzi
immunologicznej organizmu na zmiany o charakterze CIN1 i CIN2 z towarzyszaca
infekcjg HPV, poprzez ocene iloSciowa (wartosci odsetkowych) a przez to,
posrednio, na zachowanie sie ogdinej puli limfocytéw T- CD3, limfocytéw
wspomagajacych - CD4, limfocytéw supresorowych, cytotoksycznych — CD8,
stosunku CD4/CD8, limfocytéw B- CD19 oraz komérek NK- limfocytéw
CD56+/CD3-.

Wartosci odsetkowe limfocytéw T (CD3) przed rozpoczeciem leczenia
(obserwaciji klinicznej), zaréwno w grupach Ipoddanych leczniu, jak i w grupie
kontrolnej nie wykazywaty istotnych réznic (Tab. 10). Po zakoniczeniu leczenia
(obserwacji klinicznej) we wszystkich trzech grupach kobiet nastapit statystycznie
istotny wzrost odsetka tych limfocytéw w poréwnaniu do wartosci wyjsciowych,
przy czym przyrost ten, zaréwno bezwzgledny, jak i wzgledny (indeks zmian) byt
najwiekszy i statystycznie znamienny w grupie kobiet leczonych Intronem A (Tab.
10). Jest to zgodne z wynikami badan innych autoréw (Tay, Morris, Vayrynen)

(53,85,89), wediug ktérych dominujacym typem limfocytéw, zaréwno w obrgbie

86



prawidlowego nabtonka szyjki macicy, jak i w zmianach HPV- zaleznych sg
limfocyty T (CD3). Potwierdza to znaczenie Srénabtonkowej odpowiedzi
komodrkowej w reakgcji na infekcje. Jednoczes$nie, jak wykazali Tay i Gemignani
(85,28), bezwzgledna liczba $rédnabtonkowych limfocytéw T ulega znamienemu
obnizeniu w przebieu CIN z towarzyszaca infekcjg HPV.

Interesujgce okazatly sie wyniki zestawienia zachowania sie warto$ci odsetkowych
CD3 w odniesieniu do zachowania sie CIN1 i CIN2, tj. w przypadkach remisji,
progresiji, czy tez stanu stacjonarnego. Remisja zmiany o charakterze CIN1 i CIN2
z towarzyszacg infekcja HPV nastgpita w najwiekszym odsetku (90,2%) wérdd
kobiet, u ktérych wartosci wyjsciowe, tj. przed rozpoczeciem leczenia (obserwacji
klinicznej), odsetkowe limfocytéw CD3 w surowicy krwi byty w normie lub powyze;j
wartosci prawidtowych. Podobnie tez utrzymywanie sie CIN1 i CIN2 jako procesu
stacjonarnego stwierdzono czesciej (60%) wsréd kobiet z prawidiowym odsetkiem
limfocytéw T. Natomiast progresja CIN1 i CIN2 miata miejsce u tych kobiet,

u ktérych wyjsciowa (przed rozpoczeciem leczenia (obserwacji klinicznej) wartos¢
odsetkkowa limfocytéw CD3 byta obnizona (Tab. 12). W trakcie leczenia
(obserwaciji klinicznej) obserwowano wzrost odsetka kobiet z prawidtowymi
wartosciami odsetkowymi populaciji Iimfocytéwllv CD3, szczegolnie w grupie kobiet
z remisjg CIN1 i CIN2 (98,4%). W grupie kobiet, u ktérych doszto do progresji
CIN1 i CIN2 do CIN wyzszego stopnia, wartosci odsetkowe CD3 byty w wiekszosci
przypadkéw obnizone (Tab., 12). Jak wiec wynika z przeprowadzonych przez nas
badan, ocena wartosci odsetkowych limfocytow T mogtaby wiec mie¢ znaczenie
prognostyczne w aspekcie zachowania sig¢ CIN1 i CIN2 z towarzyszacy infekcjg
HPV. Fakt ten moze wiec przyczyni¢ sie do powstania nowego aspektu

postrzegania procesu $rédnabtonkowej neoplazji szyjki macicy niosac wymierne

87



implikacje przy podejmowaniu decyzji klinicznych w trakcie ustalania strategii
postepowania z CIN1 i CIN2 z towarzyszgcg infekcjg HPV. Obserwacje te moga
mie¢ istotne znaczenie dla praktyki kliniczne;j.

We wszystkich trzech grupach kobiet przed rozpoczeciem leczenia
(obserwacji klinicznej) obserwowano zblizone warto$ci odstkowe limfocytéw B
(CD19). Po zakonczeniu leczenia (obserwacji) stwierdzono zwiekszona liczbe
kobiet z prawidtowymi wartoSciami odsetkowymi limfocytéw CD19, przy czym
remisja zmian o charakterze CIN1 i CIN2 w nieznacznie wyzszym odsetku
dotyczyta tych wiasnie kobiet (Tab. 21, 23). Potwierdza to dotychczasowe
spostrzezenia o niktej roli odpowiedzi humoralnej w procesie srodnablonkowe;j
neoplazji szyjki macicy (53,85,89,67). Moze to by¢ zwigzane z niewielkg
antygenowoscig komorek dysplastycznych, na drodze MHC-| zaleznej prezentac;ji
komérkom efektorowym.

Srednie warto$ci odsetkowe limofcytéw wspomagajacych Th (CD4+) przed
rozpoczeciem leczenia (obserwaciji klinicznej) byly obnizone, jednak nie réznity sie
w statystycznie istotnym stopniu w grupach badanych i kontrolnej. Réwniez
bezwzgledny i wzgledny przyrost ich wartosci po zakonczeniu leczenia (obserwacji
klinicznej) takze nie réznit sie w poszczegélnlych grupach kobiet. W grupie kobiet,
u ktérych doszto do remisji zmian CIN1 i CIN2 z towarzyszacay infekcjg HPV
wartosci odsetkowe limfocytéw CD4 ulegaty normalizacji, przy czym w dos¢
wysokim odsetku zaobserwowano obnizone warto$ci odsetkowe tych limfocytéw
we wszystkch trzech grupach kobiet przed rozpoczeciem leczenia (obserwaciji
klinicznej). W opinii niektérych autoréw (46,68,73,89), diugotrwata infekcja HPV
prowadzi do wyczerpania sie zasobéw komorek odporno$ciowych, ktorych

organizm samodzielnie nie jest w stanie uzupetni¢ wystarczajaco szybko.
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W trakcie leczenia (obserwac;ji klinicznej) obserwowano réwniez zmiany
warto$ci odsetekowych populacji cytotoksycznych limfocytéw Ts- CD8+. Remisja
zmian o charakterze CIN1 i CIN2 z towarzyszacy infekcjg HPV takze czesciej
wystepowata w grupie kobiet z prawidtowymi wartoSciami odsetkowymi tych
limfocytow. Przy czym znamienng, statystycznie normalizacije i przyrost wartosci
bezwzglednych, jak i wzglednych CD8 obserwowano w grupach kobiet
otrzymujacych Iscador QuS i Intron A. Zmniejszenie liczby subpopulacji limfocytéw
CD3, a zwigkszenie liczby CD8 uzyskali rGwniez w swoich badaniach Rytwinski
i wsp. (68) oraz Selvagii i wsp. (73) w grupie kobiet z rakiem szyjki macicy. Uwaza
sie, ze limfocyty T odpowiedzialne sa w réwym stopniu za procesy naprawcze
zmian morfologicznych zwigzanych z infekcjg HPV, jak i za niszczenie i elifninacje
zakazonych czy zmienionych nowotworowo komérek (68,73,15,19).

Wielokrotnie obserwowane zmiany wzajemnego stosunku liczby
subpopulacji limfocytéw CD4 i CD8 z relatywng przewaga limfocytéwCD8
uznawane sg za wyraz uposledzonych mechanizméw odpowiedzi komdrkowe;j
w przebiegu zmian morfologicznych HPV zaleznych (85,89,15,19). Stosunek
CD4/CD8 w obrebie prawidtowego nabtonka szyjki macicy wynoszacy wedtug
badan Carson i wsp. (15) 3.21 +/- 0.33 uIeQa obnizeniu u kobiet z CIN do 1.72 lub
nawet ponizej 1, wedtug Tay i wsp. (85). W naszym badaniu $rednia warto$¢
stosunku CD4/CD8 wzrostfa z 0,96, przed leczeniem (obserwacja kliniczng) do
1,44 po zakoniczniu leczenia (obserwaciji klinicznej) (Tab. 19). Najwiekszy odsetek
remisji zmian o charakterze CIN1 i CIN2 stwierdzono w u kobiet, u ktérych doszto
do najwiekszej normalizacji proporcji CD4/CD8.

Zmiana dystrybuciji subpopulacji limfocytow T w CIN1 i CIN2 z towarzyszaca

infekcja HPV moze odzwierciedlaé naturalng obrone komaérkowa. Podobne
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rezultaty do naszych w odniesieniu do populaciji tych limfocytéw uzyskata Kesié
(38). Wynikiem zmniejszenia wartosci, gtéwnie limfocytéw CD4 jest znamienne
statystycznie zmniejszenie stosunku CD4/CD8. Réwniez Vayrynen i wsp. (89)
wykazat, Ze zmiany o charakterze CIN1 i CIN2 z towarzyszacg infekcjg HPV
najczesciej ulegaja remisji w przypadkach, w ktorych stosunek CD4/CD8 jest
najwyzszy, natomiast progresji czesciej ulegajg przypadki z najnizszym indeksem
CD4/CDs.

W przebiegu spontanicznej remisji zmian HPV zaleznych szyjki macicy
Bishop i Coleman (19,11) zauwazyli jedynie nieznaczny wzrost liczby komdrek NK
(limfocytéw CD56+/CD3-). Remisja CIN1 i CIN2 z towarzyszacg infekcjg HPV
w hajwyzszym odsetku wystapita u kobiet, u ktérych warto$¢é odsetkowa
CD56+/CD3- byta w granicach normy lub nieco podwyzszona. W trakcie leczenia
(obserwaciji klinicznej) zauwazono normalizacje wartosci odsetkowych CD56+/C3-
w grupach kobiet otrzymujacych Iscador QuS, jak i Intron A.

Potwierdzenie zaleznosci remisji CIN1 i CIN2 od poziomu odsetkowego limfocytow
oraz sposobu leczenia tj. stosowania Intronu A wykazano takze przy uzyciu

modelu regresji logistycznej (Tab. 28, 29).
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6.

WNIOSKI

. Zastosowanie Iscadoru QuS a zwlaszcza Intronu A zwieksza odsetek remis;ji

CIN1 i CIN2 z towarzyszacy infekcjg HPV, takze o wysokim potencjale
onkogennym.

Na zachowanie sie zmian CIN1 i CIN2 ma wptyw wyjsciowy, tj. przed
leczeniem (obserwacja kliniczng), poziom puli limfocytéw CD3 w surowicy krwi.
Prawidtowy ich wyj$ciowy poziom koreluje z wyzszym odsetkiem remisji tych
zmian a obnizony z wyzszym odsetkiem progresji CIN1 i CIN2 do CIN
wyzszego stopnia. Stad tez ocena wartosci odsetkowych limfocytow moze
mieé znaczenie prognostyczne w aspekcie zachowania sie CIN1 i CIN2,

U kobiet ze zmianami CIN1 i CIN2 z towarzyszacg infekcjg HPV obserwuje sie
obnizenie odporno$ci komorkowej, ktérej wyrazem jest:

Obnizenie odsetka subpopulacji limfocytow CD4 (Th- wspomagajacych)
Obnizenie stosunku limfocytéw CD4/CD8 (Th/Ts- T helper/T supressor)
Obnizenie wartosci odsetkowych limfocytéw CD56+/CD3- czyli komdrek NK
(natular killers- NK).

Stosowanie lekéw immunomodulujqcych, a zwtaszcza Intronu A zwieksza
odsetek kobiet z prawidtowymi wartosciami odsetkowymi subpopulaciji
limfocytow T i komérek NK-, a wiec komdrek uktadu immunologicznego
odpowiedzialnych za prawidtowe funkcjonowanie odpowiedzi typu
komérkowego we wczesnych etapach procesu karcinogezey w obrebie szyjki
macicy. Na tej drodze moze hamowaé proces srédnabtonkowej neoplazji,

a nawet przyczyniac¢ si¢ do jego regres;ji.
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7. STRESZCZENIE

Srédnabtonkowa neoplazja szyjki macicy (Cervical Intraepithelial Neoplasia
- CIN), a zwtaszcza CIN1 i CIN2 sg najczesciej diagnozowanymi zmianami
w obrebie szyjki macicy u kobiet mfodych, to jest w okresie prokreacji. Zmianom
tym w wigkszosci przypadkéw towarzyszy infekcja wirusem ludzkiego
brodawczaka (Human Papilloma Virus- HPV).

Obecnos¢ HPV o wysokim potencijale onkogennym, a zwtaszcza typ 16 i 18 oraz
ich transkryptoréw E6 i E7 stwierdzono w ponad 80% przypadkéw raka szyijki
macicy. W badaniach in vitro wykazano, ze onkoproteina E6 wigze sie z biatkiem
p53, ktore jest komérkowym inhibitorem karcinogenezy, inaktywujac go. Natomiast
onkoproteina E7 wykazuje duze powinowactwo do biatka hamujacego rozwoj
retinoblastoma (pRB) powodujac rozbicie kompleksu pRB-E2F i uwalniajac
czynnik transkrypcyjny E2F. Jest to jedna z wielu mozliwych drég, ktéra moze
prowadzi¢ do transformacji nowotworowe;.

Okoto 40 do 60% zmian o charakterze CIN1 i CIN2 ulega samoistnej
regresji, lecz takze od 15-30% ulega progresji do CIN wyZzszego stopnia. Panuje
obecnie do$é powszechny poglad, ze zmiany ‘te, jesli nie ulegna regresji w okresie
6-12 miesiecy, powinny byé poddane leczeniu chirurgicznemu.

U kobiet mtodych, pragnacych jeszcze rodzié, celowe jest poszukiwanie
nowych, niechirurgicznych sposobdw leczenia tych zmian, ktére nie ograniczatyby
procesu prokreacji. Jedng z takich mozliwosci moze by¢ préba modulaciji
mechanizméw immunologicznych.

Dotychczasowe dane w piSmiennictwie wskazujg, ze wyciag z jemioty hodowanej

na debie zawierajacy liczne lektyny, znany jako Iscador QuS, a zwtaszcza ludzki
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rekombinowany interferon alfa (Intron A) majg wtasciwosci immunostymulujace.
Temu drugiemu przypisuje sie dziatanie przeciwwirusowe i przeciwproliferacyjne
oraz modulujgce réznicowanie sie komérek limfocytarnych.

Stad w obecnej pracy postanowiono okresli¢ wptyw preparatu Iscador QuS
(firmy Hiscia-Weleda, Szwaijcaria) i ludzkiego rekombinowanego interferonu alfa
(Intron A firmy Schering- Plough/USA) na zachowanie sie wybranych parametréw
uktadu immunologicznego badanych kobiet oraz na przebieg CIN 1i CIN 2
z towarzyszgca infekcjg HPV.

Materiat badawczy stanowito 96 kobiet w wieku 18 — 52 lata, z CIN1 (50
kobiet) i CIN2 (46) oraz z towarzyszaca infekcja HPV, diagnozowanych
i leczonych w Klinice Ginekologii i Onkologii CM UJ w latach 1996 — 2000.

Rozpoznanie stopnia zaawansowania CIN ustalono na podstawie badania
kolposkopowego, cytologicznego oraz histologicznego wycinka celowanego
i materiatu uzyskanego poprzez wylyzeczkowanie kanatu szyjki macicy. Natomiast
obecnos¢ infekcji HPV zdiagnozowano przy pomocy testu Hybrid Capture 1
i Hybrid Capture 2.

Wybrane subpopulacje limfocytéw krwi obwodowej jako parametry uktadu
immunologicznego oceniono przez zastosowanie przeciwciat monoklonalinych
firmy Becton- Dickinson w cytofluorometrii przeptywowe;.

Kobiety te podzielono wedtug doboru losowego na trzy grupy (Tabela 1,2,3,4).
Grupa 35 kobiet (grupa A) otrzymywata w iniekcji podskérnej Iscador QuS dwa
razy w tygodniu przez okres 3 miesiecy. Nastepna grupa liczaca 30 kobiet (grupa
B) otrzymywata Intron A dwa razy w tygodniu w iniekcji do szyjki macicy przez
okres 3 miesiecy. Grupe kontrolng stanowito 31 kobiet (grupa K), ktére poddano

obserwaciji cytologiczno - kolposkopowej bez leczenia.
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W grupach badanych, jak i kontrolnej zachowanie sie CIN monitorowano
cytologicznie - kolposkopowo co 3 miesigce. W przypadkach wynikéw badania
cytologiczno - kolposkopowego wskazujgcych na progresje zmiany pobierano
ponownie wycinek do badania histopatologicznego. W przypadkach remisji zmian,
kobiety te w dalszym ciagu podlegaty kontroli cytologiczno - kolposkopowej przez
okres nie krétszy, niz 20 miesiecy.
Po zakoniczeniu obserwagiji, tj. po 24 miesigcach u wszystkich kobiet, zaréwno
grup badanych, jak i kontrolnej, obok oceny cytologicznej i kolposkopowe;j,
wykonano powtérne badanie w kierunku infekcji HPV, jak réwniez oceniono stan
uktadu immunologicznego tymi samymi metodami. Uzyskane wyniki opracowano
statystycznie.

W grupie kobiet z CIN1 i CIN2 i infekcjg HPV, ktére otrzymywaty Iscador
QuS (grupa A) remisja CIN wystapita w nieco wyzszym, lecz statystycznie
nieistotnym odsetku, niz w grupie kontrolnej (grupa K), w ktérej to lkobiety poddano
obserwacji klinicznej bez leczenia. W grupie kobiet otrzymujacych Intron A (grupa
B) remisja CIN dotyczyta 80% przypadkéw, a wiec byta statystycznie istotnie
wyzsza w poréwnaniu z grupg kontroln, jak i z grupa kobiet otrzymujacych Iscador
QusS. |
W okresie obserwaciji w grupie kobiet otrzymujgacych Intron A nie miata miejsca
progresja CIN1 i CIN2 do CIN wyZzszego stopnia, a odsetek zmian CIN
utrzymujgcych sie jako proces stacjonarny byt statystycznie istotnie nizszy
w poréwnaniu zaréwno z grupg kontrolng, jak i grupa kobiet otrzymujgcych Iscador
QuS. Ocena infekcji HPV po zakoriczeniu leczenia (obserwacii klinicznej)

wykazata statystycznie istotny odsetek kobiet z brakiem wirusa papilloma, tak
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w grupach badanych, tj. otrzymujacych Iscador QuS i Intron A, jak i w grupie
kontrolnej. Remisja dotyczyta zaréwno HPV o niskim, jak i wysokim potencjale
onkogennym. Remisja CIN z towarzyszaca infekcjg HPV o wysokim potencijale
onkogennym w najwyzszym odsetku miata miejsce w grupie kobiet otrzymujacych
Intron A.

Po zakonczeniu leczenia (obserwacii klinicznej) we wszystkich trzech
grupach kobiet nastapit statystycznie istotny wzrost odsetka limfocytow T (CD3+)
w poréwnaniu do wartosci wyjsciowych, przy czym przyrost ten, zaréwno
bezwzgledny, jak i wzgledny (indeks zmian) byt najwiekszy i statystycznie
znamienny w grupie kobiet leczonych Intronem A.

Interesujgce okazato sie poréwnanie wyjsciowych, tj. ocenionych przed
leczeniem wartosci odsetkowych CD3 w odniesieniu do zachowania sie CIN1
i CIN2, tj. remisji, progresji lub utrzymywania sie tych zmian jako proces
stacjonarny. Remisja zmiany o charakterze CIN1 i CIN2 z towarzyszgcg infekcjg
HPV nastgpita w najwiekszym odsetku (90,2%) wsrdd kobiet, u ktérych wyjsciowe
warto$ci odsetkowe limfocytow CD3 w surowicy krwi byty w granicach normy.
Podobnie tez utrzymywanie sie CIN1 i CIN2 jako proces stacjonarny stwierdzono
czesciej (60%) wsrod kobiet z prawidtowym odsetkiem limfocytéw T. Natomiast
progresja CIN1 i CIN2 miata miejsce u tych kobiet, u ktérych wyjsciowa (przed
rozpoczeciem leczenia (obserwaciji klinicznej) warto§¢ odsetkkowa limfocytow
CD3 byta obnizona. W trakcie leczenia (obserwaciji klinicznej) obserwowano
wzrost odsetka kobiet z prawidtowymi warto$ciami odsetkowymi populacji
limfocytéw CD3. Wzrost odsetka kobiet z prawidtowymi warto$ciami odsetkowymi

populacji limfocytéw korelowat z remisja CIN1 i CIN2. W grupie kobiet, u ktérych
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doszito do progresji CIN1 i CIN2 do CIN wyzszego stopnia, wartosci odsetkowe
CD3 byty w wiekszosci przypadkéw ponizej normy.
Mniej wyrazne, lecz réwniez o podobnym charakterze zmiany w wartosciach
odsetkowych zaobserwowano w pozostatych subpopulacjach ocenianych
parametréow uktadu immunologicznego.
Ocena zaleznosci remisji CIN1 i CIN2 od poziomu odsetkowego limfocytéw oraz
sposobu leczenia dokonana przy uzyciu modelu regresji logistycznej wykazata
w grupie kobiet otrzymujacych Iscador QuS najwiekszg wartos¢ wspdtczynnika
regresji B dla CD4/CD8, CD8, CD56+/CD3-, CD4 i CD3. W grupie kobiet
leczonych Intronem A statystycznie istotng warto$é dla wspétczynnika remisji CIN
przy p<0,05 uzyskano dla indeksu CD4/CD8, CD56+/CD3-, CD8, CD3, terapig
Intronem A i CD19. A wigc zwigzek pomiedzy leczeniem Intronem A a remisja
CIN1 i CIN2 oceniany przy pomocy modelu regresji logistycznej, byt statystycznie
istotny.

W podsumowaniu nalezy stwierdzié, ze: zastosowanie Iscadoru QuS,
a zwlaszcza Intronu A zwieksza odsetek remisji CIN1 i CIN2 z towarzyszacq
infekcjg HPV, takze o wysokim potencjale onkogennym.
Na zachowanie sie zmian CIN1 i CIN2 ma wpllyw poziom puli limfocytéw CD3
w surowicy krwi. Prawidtowy ich poziom koreluje z wyzszym odsetkiem remisiji
tych zmian, a obnizony z wyzszym odsetkiem progresji CIN1 i CIN2 do CIN
wyzszego stopnia. Stad tez ocena wartosci odsetkowych limfocytéw moze mieé
znaczenie prognostyczne w aspekcie zachowania sie CIN1 i CIN2.
U kobiet ze zmianami CIN1 i CIN2 z towarzyszaca infekcjg HPV obserwuje sie
obnizenie odpornosci komérkowej, ktdrej wyrazem jest:

- Obnizenie odsetka subpopulacji limfocytéw CD4 (T helper- wspomagajacych)
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- Obnizenie stosunku limfocytéw CD4/CD8 (Th/Ts- T helper/T supressor)

- Obnizenie wartosci odsetkowych limfocytéw CD56+/CD3- czyli komdrek NK
(natular killers- NK)

Stosowanie lekéw immunomodulujacych, a zwtaszcza Intronu A, zwieksza

odsetek kobiet z prawidtowymi warto$ciami odsetkowymi subpopulacji limfocytéw

T i komérek NK-, a wiec komdrek uktadu immunologicznego odpowiedzialnych za

prawidtowe funkcjonowanie odpowiedzi typu komérkowego we wczesnych

etapach procesu karcinogezey w obrebie szyjki macicy i na tej drodze moze

hamowac ten proces, a nawet przyczynia¢ sie do jego regresiji.
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