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Osoczowe stezenie cytokin limfo-i angiogennych u chorych na

chtoniaka rozlanego z duzych komoérek B

Plasma concentration of cytokins involved in lymph- and angiogenesis in diffuse large B-cell

lymphoma

Wosztyl Anna', Wotowiec Dariusz?, Ziotkowska Ewelina3, Robak Ewa*, Korycka-Wotowiec Anna3

STRESZCZENIE

W rozwoju chtoniaka rozlanego z duzych komérek B (DLBCL) istotng
role przypisuje sie procesom angio- i limfangiogenezy. Do najwazniej-
szych czynnikow regulujacych te procesy zalicza sie cytokiny nalezg-
ce do rodziny naczyniowo-srodbtonkowego czynnika wzrostu (VEGF),
ich receptory (VEGF-R) oraz zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow
(bFGF). Celem przedstawionych badan byta ocena osoczowego steze-
nia VEGF-C, VEGF-D, VEGF-R3 i bFGF w grupie 55 chorych na DLBCL
przed rozpoczeciem leczenia wg schematu R-CHOP oraz po jego za-
konczeniu. Grupe kontrolng stanowito 30 zdrowych oséb. U chorych
przed leczeniem stezenie VEGF-R3 byto istotnie wyzsze niz u oséb zdro-
wych. Stezenie VEGF-R3 oraz VEGF-C byto istotnie wyzsze u chorych
z grupy wiekszego ryzyka (IPI 3-5), w poréwnaniu z chorymi z grupy
mniejszego ryzyka (IPl 0-2). U chorych stezenie VEGF-R3 wykazywa-
to ponadto dodatnig korelacje ze stezeniem f,-mikroglobuliny, VEGF-D
natomiast wykazywato dodatni zwiazek z aktywnoscig LDH i stezeniem
p,-mikroglobuliny, a ujemny z liczbg ptytek krwi oraz ze stezeniem al-
bumin. Stezenia oznaczanych cytokin po zakonczeniu leczenia nie ré6z-
nity sie istotnie od wartosci stwierdzonych przed leczeniem. Pomimo ze
uzyskane wyniki nie wskazujg na znaczenie predykcyjne badanych cyto-
kin w odniesieniu do wyniku leczenia DLBCL, sugeruja jednak zwigzek
czynnikdw uczestniczacych w limfangiogenezie z aktywnoscia choroby.
Stowa kluczowe: limfangiogeneza, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-R3, bFGF,
chtoniak rozlany z duzych komoérek B

ABSTRACT

Angiogenesis and lymphangiogenesis play an important role in the deve-
lopment of diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL). Above phenomena
are controlled by a number of cytokines among them the most important
are vascular endothelial growth factor family members (VEGF), their re-
ceptors (VEGF-R) and basic fibroblast growth factor (bFGF). The aim of
this study was to evaluate the plasma level of VEGF-C, VEGF-D, VEGF-R3
and bFGF in 55 patients with DLBCL before treatment as well as after
chemotherapy with R-CHOP protocol. Control group consisted of 30 he-
althy subjects. The concentration of VEGF-R3 was significantly higher in
patients before treatment than in control group. Concentrations of VEG-
F-R3 and VEGF-C were significantly higher in patients with higher risk
(IPI 3-5) than in subjects with lower risk (IPI 0-2). Additionally, VEGF-R3
was positively correlated with f,-microglobulin, whereas VEGF-D was
correlated positively with LDH and f,-microglobulin, and negatively with
platelets count and serum albumins concentration. We found no statisti-
cal differences between cytokine values after treatment as compared to
initial ones. However, our results do not indicate a predictive value of the
cytokines studied regarding the issue of DLBCL therapy, they may suggest
a role of some lymphangiogesis-involved factors in the disease activity.
Key words: Lymphangiogenesis, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-R3, bFGF, Diffuse
large B-cell lymphoma
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Wstep

Chloniak rozlany z duzych komorek B (diffuse large
B-cell lymphoma; DLBCL) jest nowotworem wywodza-
cym sie z germinalnych lub postgerminalnych limfo-
cytow B, ktoére po kontakcie z antygenem ulegly trans-
formacji nowotworowej. W Europie jest on jednym
z najczesciej rozpoznawanych chloniakéw niehodg-
kinowskich (non-Hodgkin lymphoma, NHL) i stanowi
ok. 30-58% wszystkich NHL u dorostych [1].

W ostatnich latach w patogenezie DLBCL, podob-
nie jak w innych nowotworach hematologicznych
i guzach litych, istotne znaczenie przypisuje sie
patologicznemu rozrostowi naczyn krwionosnych
i limfatycznych, zwanemu odpowiednio angioge-
neza i limfangiogeneza [2-4]. Procesy te polegaja na
powstawaniu nowych naczyn krwionosnych i chlon-
nych z sieci naczyn juz istniejacych, a ich wydolnos¢
w chorobach nowotworowych warunkuje odzywienie
guza i jego rozsiew [5]. Obydwa procesy, w warun-
kach fizjologicznych, jak i patologicznych, regulowane
sq przez szereg cytokin. Do najwazniejszych czynni-
koéw proangiogennych zalicza si¢ VEGF-A i VEGF-B,
nalezace do rodziny naczyniowo-Srédblonkowego
czynnika wzrostu (vascular endothelial growth factor;
VEGF) oraz zasadowy czynnik wzrostu fibroblastéw
(basic fibroblast growth factor; bFGF) [2]. Do najwaz-
niejszych stymulatoréw limfangiogenezy naleza nato-
miast VEGF-C i VEGF-D, bedace ligandami receptora
o aktywnosci kinazy tyrozynowej VEGF-R3 (Flt-4) [6].
Os VEGF-C/VEGF-D/VEGF-R3 stanowi giéwna droge
przekazywania sygnalow zwigzanych ze wzrostem
komoérek chlonnych Srédblonka, migracja komérek
nowotworowych do naczyn limfatycznych, pobudza-
niem limfangiogenezy wewnatrz guza i w otaczaja-
cych go tkankach oraz ze zwigkszeniem przepusz-
czalno$ci Scian naczyn [6].

Liczne opublikowane dotychczas badania doty-
czace biologii nowotworéw hematologicznych i guzow
litych wskazuja na zwiazek pomiedzy gestoscia una-
czynienia krwionosnego i chlonnego guza, a obrazem
klinicznym choroby i jej przebiegiem [6-8]. Badania
takie dotyczyty takze NHL, w tym DLBCL. Niektorzy
autorzy stwierdzili, Ze gesto$¢ unaczynienia jest wyz-
sza w chloniakach agresywnych niz w przewleklych
[2, 9, 10]. Wykazano takze, ze komorki chloniakowe
produkuja zaréwno cytokiny proangiogenne, jak
i prolimfoangiogenne (VEGF-A, VEGF-C i VEGF-D)
oraz ich receptory (VEGF-R1, VEGF-R2 i VEGF-R3),
a gestos¢ unaczynienia guza oraz ekspresja komor-
kowa tych cytokin moze mie¢ znaczenie rokownicze
[5, 11-16].

Posrednimi wskaznikami angio- i limfangioge-
nezy sa osoczowe stezenia cytokin zaangazowanych
w te zjawiska. Nalezy jednak pamietac, ze Zrédlem ich
rozpuszczalnych form sa nie tylko komérki utkania
nowotworowego, ale takze liczne prawidtowe komorki

itkanki, dlatego tez zwiazek pomiedzy stezeniem tych
czynnikow we krwi a gestoscia unaczynienia guza nie
zawsze jest mozliwy do wykazania. Zaobserwowano
jednak, ze podwyzszone surowicze stezenie VEGF
i bFGF w NHL ma niekorzystne znaczenie rokownicze
[17-20]. W szczegélnosci u chorych na DLBCL wyka-
zano, ze stezenie VEGF jest podwyzszone w stosunku
do os6b zdrowych i w analizie wieloczynnikowej jest
ono powigzane z krotkim czasem calkowitego przezy-
cia [3]. W tej grupie chioniakéw nie oceniano dotych-
czas stezenia cytokin prolimfangiogennych ani ich
zwiazku z przebiegiem leczenia cytostatycznego.

Dlatego tez celem niniejszych badan byla ocena
zmian osoczowego stezenia cytokin zaangazowanych
w limfangiogeneze (VEGF-C, VEGF-D i VEGF-R3),
jak rowniez bFGF jako stymulatora angiogenezy,
w grupie chorych na DLBCL przed leczeniem immu-
nochemioterapia wediug schematu R-CHOP oraz po
jej zakonczeniu, w poréwnaniu z osobami zdrowymi,
oraz ocena zwigzku tych stezen z wynikiem leczenia
cytostatycznego i z podstawowymi parametrami kli-
nicznymi i hematologicznymi.

Materiat i metody

Charakterystyka chorych

Badaniami objeto 55 uprzednio nieleczonych cho-
rych na DLBCL (38 mezczyzn i 17 kobiet) w wieku
23-88 lat (Srednia 65,4). Chorzy ci w latach 2007-
—-2010 znajdowali si¢ pod opieka Dzialu Hematologii
Swietokrzyskiego Centrum Onkologii w Kielcach lub
Poradni Hematologicznej Swietokrzyskiego Centrum
Onkologii w Kielcach. Rozpoznanie oparto na bada-
niu histopatologicznym powigkszonego wezta chion-
nego lub guza nowotworowego z uwzglednieniem
badan immunohistochemicznych. Grupe kontrolna
stanowito 30 zdrowych ochotnikéw (21 kobiet i 9 mez-
czyzn) w wieku 39-88 lat (Srednia 61,1). U wszystkich
chorych przed leczeniem wykonano podstawowe ba-
dania diagnostyczne, niezbedne do ustalenia stanu
zaawansowania wedtug skali Ann Arbor, jak rowniez
stanu ogdlnego w skali ECOG i Miedzynarodowego
Wskaznika Prognostycznego (IPI). U chorych oraz
w grupie kontrolnej oznaczono morfologie krwi, ak-
tywnos¢ LDH, stezenie B,-mikroglobuliny, stezenie
albumin i stezenie CRP. Ogolna charakterystyke cho-
rych przedstawiono w tabeli I.

U 53 chorych zastosowano 6 lub 8 cykli immu-
nochemioterapii wg schematu R-CHOP (rituksymab
375 mg/m? cyklofosfamid 750 mg/m? doksorubi-
cyna 50 mg/m?; winkrystyna 2 mg 1. dnia; prednizon
100 mg przez 5 dni), podawanego co 21 dni. U trzech
chorych, ze wzgledu na istnienie przeciwwskazan
do antracyklin, podano leczenie wedlug schematu
R-COP. U 39 chorych zrealizowano caly program
leczenia (u 34 chorych 8 cykli, u 5 chorych 6 cykli).
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Tabela I. Ogolna charakterystyka badanych chorych
Table I. Patients characteristics

55
65,4147
(23-88)
M (n) 38 (69)
K (n) 17 (31)
I (n) 5
I (n) 16
11 (n) 20
IV (n) 14
0 (n) 2
1(n) 5
2 (n) 20
3 (n) 26
4 (n) 2
0 (n) 1
1(n) 8
2 (n) 11
3 (n) 17
4 (n) 17
5 (n) 1

Przyczyna podania mniejszej liczby cykli u pozosta-
Iych 16 chorych byta progresja choroby lub zgon pod-
czas chemioterapii albo decyzja pacjenta o zaprzesta-
niu leczenia. W wyniku leczenia 24 chorych uzyskato
calkowita remisje (CR), u 29 nie uzyskano CR (NCR),
a dwéch pozostalych chorych utracono z obserwacji
przed ocena skuteczno$ci leczenia.

Pobieranie materialu do badan

Material do badan stanowila krew obwodowa uzy-
skiwana od chorych na DLBCL podczas rutynowych
badan diagnostycznych przed leczeniem oraz po jego
zakonczeniu, tj. po 6 lub 8 cyklach chemioterapii, jak
rowniez od os6b zdrowych. Uzyskane osocze przecho-
wywano w temperaturze -70°C do czasu wykonania
oznaczen.

Badanie uzyskato zgode Komisji Bioetycznej przy
Uniwersytecie Medycznym w Lodzi (nr RNN/110/07/
KE), a wszyscy chorzy wyrazili pisemna zgode na
udzial w badaniu.

Oznaczanie stezenia badanych cytokin w osoczu
chorych na DLBCL oraz w grupie kontrolnej

Stezenia badanych cytokin zostaly oznaczone w Za-
kladzie Immunoendokrynologii Katedry Endokryno-
logii Uniwersytetu Medycznego w Lodzi, przy uzyciu
komercyjnie dostepnych zestawéw, z zastosowaniem
metody immunoenzymatycznej (ELISA). VEGF-C,
VEGF-D i bFGF oznaczano, stosujac zestawy Quan-
tikine firmy R&D Systems, Inc. (Minneapolis, USA).
natomiast VEGF-R3/FLT-4 oznaczano przy uzyciu

zestawu firmy e.Bioscience (USA). Zestawy do ozna-
czania osoczowego stezenia badanych cytokin mialy
komercyjne plytki 96-dotkowe, optaszczone odpo-
wiednimi przeciwcialami monoklonalnymi. Przed
przystapieniem do oznaczen zaréwno zestawy, jak
i zamrozone prébki osocza ogrzewano do tempera-
tury pokojowej i postepowano Scisle wedlug zalecen
producentow.

Gestosé optyczna odezytywano przy uzyciu czyt-
nika ptytek ELISA Meterteche960, stosujac diugosc
fali A = 450 nm i filtr korekcyjny A = 540-570 nm.
Stezenia badanych cytokin odczytywano w oparciu
o odpowiednie krzywe wzorcowe.

Czulosé testéw dla VEGF-C wynosita 13,3 pg/ml,
dla VEGF-D 11,4 pg/ml, dla bFGF < 3 pg/ml, a dla
VEGF-R3 0,03 ng/ml.

Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej
z wykorzystaniem testéw nieparametrycznych: test
Manna-Whitneya dla zmiennych niezaleznych, test
par Wilcoxona dla zmiennych zaleznych, test korela-
¢ji rang Spearmana dla zmiennych iloSciowych oraz
test y2. We wszystkich analizach za statystycznie
istotne przyjeto p<0,05.

Wyniki

Nie wykazano istotnych réznic co do wieku i rozktadu
plci pomiedzy grupa chorych i grupa kontrolna. Sred-
nie osoczowe stezenie VEGF-R3 bylo istotnie wyzsze
uwszystkich chorych przed leczeniem niz u oséb zdro-
wych (p=0,0007) (Ryc. 1A). Podobna réznice stwier-
dzono takze pomiedzy grupa kontrolna a chorymi,
ktorzy uzyskali CR, oraz grupa kontrolna a pacjenta-
mi, ktérzy tej remisji nie uzyskali (p=0,001 i p=0,01;
odpowiednio). Srednie stezenie VEGF-D bylo wyzsze
(lecz bez istotnosci statystycznej) u os6éb zdrowych
niz u wszystkich chorych przed leczeniem (p=0,086)
oraz istotnie wyzsze niz u chorych, ktérzy uzyska-
li CR (p=0,01). Bylo ono réwniez nizsze (na granicy
istotnosci statystycznej) u pacjentéw, ktorzy uzyska-
li CR w stosunku do pozostatych chorych (p=0,059)
(Ryc. 1C). Nie wykazano znamiennych statystycznie
réznic w stezeniach VEGF-C i bFGF pomiedzy anali-
zowanymi grupami chorych przed leczeniem i u osob
zdrowych (Ryc. 1B i D).

Stezenia badanych cytokin u chorych na DLBCL
przed leczeniem i w grupie kontrolnej przedstawiono
w tabeli II.

Nie wykazano zwiazku pomiedzy stezeniami
badanych cytokin, a wiekiem, picia ani stadium
zaawansowania klinicznego. Stezenia VEGF-R3
oraz VEGF-C byly natomiast istotnie wyzsze u cho-
rych z IPI 3-5, w poréwnaniu z chorymi z IPI 0-2
(Tab. III).
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Ryc. 1. Stezenie VEGF-R3 (a), VEGF-C (b), VEGF-D (c) oraz bFGF (d) u chorych na DLBCL przed leczeniem i w grupie kontrol-
nej. CR - catkowita remisja (complete remission); NCR — odpowiedz inna niz catkowita remisja (response other than complete
remission)

Fig.1. Concentration of VEGF-R3 (a), VEGF-C (b), VEGF-D (c) and bFGF (d) in DLBCL patients before treatment and in control group

Tabela Il. Stezenia badanych cytokin u chorych na DLBCL przed leczeniem oraz w grupie kontrolnej
Table. I1. Cytokines concentrations in DLBCL patients before treatment and in healthy volunteers

75,8+42,1 2680,3+1397,8 295,7+146,5 8,7+11,4
Clreizy & (6198 ¥ @asr060) 2 (08595 (0-48,7)
. 4574167 3186,9+1904 372,9+178,6
Zdrowi 0 ase B (197ssn 0 oar-sizy P 18=21070
Analiza statystyczna (p) 0,0007 Nz 0,086 Nz

N - liczba chorych, NZ — waro$¢ nieznamienna, X — warto$¢ srednia, w nawiasach (min-max), SD — odchylenie standardowe
#*VEGF-R3 i VEGF-C — wykrywalny u wszystkich zdrowych i u wszystkich chorych;

#VEGF-D - niewykrywalny (stezenie =0) u 1 chorego;

#*bFGF — niewykrywalny (stezenie =0) u 3 zdrowych i u 17 chorych

Tabela Ill. Zalezno$¢ pomiedzy Miedzynarodowym Indeksem Prognostycznym (IPI), a stezeniem badanych cytokin u chorych na DLBCL
Table III. Correlation between IPI and cytokins concentrations in DLBCL patients

63,5+40,6 2309,0+1729,5 249,3+128,2 7,3=113
IPI 02 20 Qo015600 ¥ (8450706000 0 (0-8595)  ° (0-40,7)
35 3o 835418 o 2895611405 L. 3241x151,7 o 96115
(16,0-194,0) (970,0-5280,0) (44,7-561,6) (0-48,7)
Analiza
ctatystycans (p) 0,048 0,02 NZ NZ

N - liczba chorych, NZ — warto$¢ nieznamienna , x — wartos¢ $rednia, w nawiasach (min-max), SD - odchylenie standardowe

U chorych na DLBCL stezenie VEGF-R3  aujemny zliczba plytek krwi (R=-0,39; p=0.006) (Ryc.
wykazywalo dodatnia Kkorelacje ze stezeniem  3C) oraz ze stezeniem albumin (R=-0,44; p=0,001)

p,-mikroglobuliny (R=0,37, p=0,01) (Ryc. 2). Steze-
nie VEGF-D wykazywatlo natomiast dodatni zwiazek
z aktywnoscia LDH (R=0,35; p=0,01) (Ryc. 3A) i ste-
zeniem f,-mikroglobuliny (R=0,35; p=0,02) (Ryc. 3B),

(Ryc. 3D).

Stezenia badanych cytokin w chwili rozpo-
znania nie réznity si¢ istotnie od wartosci ozna-
czonych po zakonczeniu leczenia zaré6wno w gru-
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Ryc. 2. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem VEGF-R3, a stezeniem
B,-mikroglobuliny u chorych na DLBCL przed leczeniem

Fig. 2. Correlation between VEGF-R3 and f3,-microglobulin con-
centrations in DLBCL patients before treatment

pie wszystkich badanych chorych (72,4+47,1 ng/
ml; 2777,5%£1615,0 pg/ml; 2954+132,1 pg/ml
i 12,7+15,8 pg/ml; odpowiednio dla VEGF-R3, VEG-
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F-C, VEGF-D i bFGF), jak i w podgrupach wyod-
rebnionych w zaleznosci od odpowiedzi na leczenie
(CR i NCR) (dla VEGF-R3 odpowiednio 70,1+32,4
i 75,3x59,5 ng/ml; dla VEGF-C odpowiednio
3100,9%1549,7 i 2404,4x1668,9 pg/ml, dla VEGF-D
odpowiednio 279,5+133,2 i 315,1+133,2 pg/ml i dla
bFGF odpowiednio 13,114,511 12,2+17,7 pg/ml).

Oméwienie

Angiogeneza i limfangiogeneza sa zaliczane do waz-
nych proceséw bioracych udzial wrozwoju i szerzeniu
sie nowotworéw réznego pochodzenia, w tym takze
DLBCL, a nasilenie tych zjawisk wykazuje zwigzek
z obrazem klinicznym choroby i jej przebiegiem.
Ze wzgledu na trudnosci metodologiczne zwigzane
z bezposrednim pomiarem gestoSci naczyn krwio-
nosnych lub chionnych w guzie nowotworowym, po-
dejmowane sq proby oceny angio- i limfangiogenezy
za pomoca wskaznikoéw posrednich, w szczegélnosci
surowiczego lub osoczowego stezenia cytokin zaan-
gazowanych w regulacje omawianych proceséw.
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Ryc. 3. Zaleznos¢ pomiedzy stezeniem VEGF-D, a aktywnoscig LDH (a), stezeniem f,-mikroglobuliny (b), liczbg ptytek krwi
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Cytokiny VEGF-C i VEGF-D, dla ktérych glow-
nym receptorem jest VEGF-R3 (Flt-4), naleza do naj-
wazniejszych aktywatoréw limfangiogenezy, chociaz
nalezy pamietaé, ze w pewnym stopniu wywieraja one
takze wplyw na tworzenie naczyn krwionosnych. Os
VEGF-C/D-VEGF-R3 uwazana jest obecnie za naj-
wazniejszy szlak przekazywania pozakomoérkowych
sygnalow prolimfangiogennych. O jej roli w pato-
genezie DLBCL Swiadcza badania Pazgal i wsp. [5],
ktérzy u prawie wszystkich sposréd 38 chorych
wykazali ekspresje VEGF-C, VEGF-D oraz VEGF-R3
w guzie nowotworowym. Wysoka tkankowa ekspresje
VEGF-C u 89% chorych na DLBCL stwierdzili Ganjoo
i wsp. [21], podczas gdy Paydas i wsp. [22] ujawnili
ja jedynie u ok. 1/3 chorych na NHL, z podobna cze-
stoscia w chloniakach agresywnych i przewlektych.
Nie opublikowano natomiast badan dotyczacych ste-
zen powyzszych cytokin we krwi chorych na DLBCL,
cho¢ Aref i wsp. [3] zaobserwowali u pacjentéw z tym
podtypem chioniaka podwyzszone surowicze stezenie
VEGF w stosunku do os6b zdrowych, zwiazane z krot-
szym czasem calkowitego przezycia. Dlatego tez celem
przedstawionych powyzej badan byla ocena osoczo-
wego stezenia VEGF-C, -D, ich receptora VEGF-R3,
jak réwniez cytokiny proangiogennej bFGF, w grupie
chorych na DLBCL przed leczeniem oraz po zakoncze-
niu immunochemioterapii schematem R-CHOP.

Wykazano, ze osoczowe stezenie VEGF-R3 bylo
istotnie wyzsze u chorych na DLBCL niz u oséb zdro-
wych oraz podobne u pacjentéw, u ktorych uzyskano
CR, i tych, ktérzy tej remisji nie osiagneli. W Swie-
tle przedstawionych powyzej badan Pazgal i wsp. [5],
wydaje si¢ wigc mozliwe, ze Zrodlem tej cytokiny we
krwi obwodowej sa komorki nowotworowe. Stezenie
VEGF-D w grupie kontrolnej bylo nieco wyzsze niz
stwierdzone w grupie wszystkich chorych, natomiast
istotnie wyzsze niz u pacjentéow, ktérzy uzyskali CR.
U tych chorych z kolei stezenie omawianej cytokiny
bylo nizsze (na granicy istotnosci statystycznej) niz
u chorych, u ktérych nie osiagnieto CR. Obserwacja
ta jest trudna do interpretacji. Nalezy jednak pamie-
tac, ze biatka rodziny VEGF sa cytokinami o dziala-
niu wielokierunkowym, wykraczajacym poza regula-
cje angio- i limfangiogenezy, stad tez na ich stezenie
surowicze czy osoczowe wplywaja prawdopodobnie
rowniez czynniki niezwiazane bezposrednio z rozwo-
jem chloniaka. Nalezy takze uwzgledni¢ stosunkowo
malq liczebno$é grupy badanej, jak i kontrolnej, co
moglo utrudni¢ ujawnienie zwiazkéw istniejacych
w calej populacji chorych na DLBCL.

Na szczegélna uwage zasluguje obserwacja, ze
stezenie VEGF-R3 wykazywalo dodatnia korelacje
z surowiczym stezeniem f,-mikroglobuliny, a takze
bylo istotnie wyzsze u chorych z IPI co najmniej
3 w stosunku do pacjentéw, u ktorych IPI nie przekra-
czal 2. Podobna wspoétzaleznos¢ z IPI zaobserwowano

takze dla surowiczego stezenia VEGF-C. Stwierdzono
rowniez dodatnia korelacje VEGF-D z aktywnosScia
LDH, stezeniem f,-mikroglobuliny oraz, na granicy
istotnosSci statystycznej, ze stezeniem CRP (p=0,06).
Wykazano natomiast ujemna korelacje tej cytokiny
ze stezeniem albumin, jak réwniez z liczba plytek
krwi. Mozna przypuszczaé, ze ujemna wspoéizalez-
nos¢ pomiedzy liczba plytek a osoczowym stezeniem
VEGF-D wynika posrednio ze zwiazku pomiedzy
ta cytoking a masa guza, ktérego rozwoj uposledza
hematopoeze. Jest to jednak hipoteza, ktérej potwier-
dzenie wymaga dalszych obserwacji na wigkszej
grupie chorych. Istotny wydaje sie fakt, ze powyz-
sze zaleznosci wykazano tylko w grupie badanej, nie
byly one natomiast stwierdzone u os6b zdrowych.
Pomimo ze stezenie VEGF-D w grupie chorych na
DLBCL przed leczeniem byto nieco nizsze niz u oséb
zdrowych, wymienione korelacje moga wskazywac na
istnienie zwiazku pomiedzy wydzielaniem tych cyto-
kin do krwioobiegu a masa nowotworu, co by¢ moze
ma miejsce w wyniku ich zwiekszonej syntezy. Tym
samym korelacje te moga potwierdza¢ role VEGF-D,
a by¢ moze takze VEGF-C oraz ich receptora VEG-
F-R3 w rozwoju DLBCL.

W badanej przez nas grupie chorych na DLBCL
oraz u os6b zdrowych oceniano takze ekspresje
bFGF, bedacego jednym z najsilniejszych stymulato-
row angiogenezy. Jest to czynnik o wlasciwosciach
mitogennych, ktéry podobnie jak VEGF oddziatuje na
komorki docelowe poprzez receptory o charakterze
kinaz tyrozynowych. Uczestniczy on takze w angio-
genezie nowotworowej, a jego ekspresje wykazano
w komoérkach guzéw réznego pochodzenia w tym
takze w komoérkach NHL [23-26].

Giles i wsp. [27] wykazali zwiekszone surowicze
stezenie bFGF u chorych na NHL, w stosunku do os6b
zdrowych. Salven i wsp. [17-19] nie zaobserwowali
istotnych réznic w surowiczym stezeniu tej cytokiny
u chorych na NHL w zaleznosci od stopnia zlosliwosci,
okreslanego wedlug klasyfikacji Working Formulation
(formuta robocza), ale stwierdzili, ze podwyzszona
wartos¢ bFGF w chwili rozpoznania ma niekorzystne
znaczenie rokownicze co do czasu przezycia. Nasze
badania wykazaly, ze stezenie bFGF w grupie badanej
bylo, co prawda, wyzsze niz u os6b zdrowych, jednak
réznica ta nie osiagneta progu istotnosci statystycz-
nej prawdopodobnie w zwiazku z duzymi réznicami
miedzy stezeniem bFGF u poszczegdlnych chorych
i stosunkowo matq liczebnoscia grupy kontrolnej. Nie
wykazano istotnych réznic w tym zakresie pomigdzy
chorymi, u ktérych uzyskano CR, i chorymi, u kt6-
rych zastosowane leczenie bylo mniej skuteczne.
Nalezy jednak zwrécié¢ uwage, ze w przedstawionych
przez nas badaniach nie oceniano diugosci przezycia,
a jedynie bezposredni wynik immunochemioterapii
pierwszej linii, tzn. fakt uzyskania CR.

Acta Haematologica Polonica tom 43, zeszyt nr 3, lipiec-wrzesien 2012



PRACA ORYGINALNA / ORGINAL RESEARCH ARTICLE

283

Jak wspomniano wyzej, Salven i wsp. [19] stwier-
dzili niekorzystne znaczenie rokownicze VEGF oraz
bFGF co do catkowitego czasu przezycia w chlonia-
kach o réznym stopniu zlosliwosci. Nie wykazali oni
jednak wartosci predykcyjnej surowiczego stezenia
tych cytokin w odniesieniu do wyniku zastosowa-
nego leczenia. Bertolini i wsp. [28] zaobserwowali
natomiast, ze stezenia VEGF oraz bFGF u chorych
na NHL, ktérzy w wyniku leczenia uzyskali CR, byly
znamiennie nizsze niz u chorych z progresja choroby.
Do badan wlaczyli oni jednak chorych z réznymi
typami histopatologicznymi NHL, ktérzy byli leczeni
roznymi schematami chemioterapii. Co istotniejsze,
badania opublikowane pod koniec lat 90. ubiegtego
i na poczatku pierwszej dekady biezacego stulecia,
zostaly wykonane przy uzyciu zestawow, ktore praw-
dopodobnie nie réznicowaly poszczegolnych biatek
rodziny VEGF.

Zaréwno u chorych, u ktérych uzyskano CR, jak
i u tych, u ktoérych leczenie bylo mniej skuteczne,
nie wykazano istotnych réznic pomiedzy stezeniami
badanych cytokin przed leczeniem i po jego zakon-
czeniu. Brak spodziewanego zwiazku pomiedzy usta-
pieniem objaw6éw choroby a osoczowym stezeniem
badanych cytokin moze by¢ spowodowany ich znacz-
nym przechodzeniem do krwioobiegu podczas lecze-
nia w wyniku uwalniania z rozpadtych komoérek lub
w nastepstwie odczynu zapalnego towarzyszacego
lizie guza.

Pomimo Ze jedynie stezenie VEGF-R3 réznito sie
istotnie pomiedzy grupa badana a kontrolna i ze nie
wykazano znaczenia predykcyjnego osoczowego ste-
zenia badanych cytokin u chorych na DLBCL, leczo-
nych typowym schematem immunochemioterapii
R-CHOP, to jednak uzyskane wyniki sugeruja zwia-
zek badanych cytokin z aktywnoscia i zaawansowa-
niem choroby. Moga o tym Swiadczy¢ wspotzaleznosci
pomiedzy stezeniami VEGF-C, VEGF-D i VEGF-R3
a niektérymi wskaznikami masy guza i czynnikami
rokowniczymi. Przydatno$é oznaczania surowiczego
stezenia cytokin zaangazowanych w limfangiogeneze
u chorych na DLBCL do okreslania zaawansowania
choroby i prognozowania jej przebiegu zastuguje wiec
na dalsze badania.
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