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Stezenia VEGF i bFGF w surowicy krwi chorych na chloniaka Hodgkina

Maria Kowalska!, Janina Kamifiska!, Matgorzata Fuksiewicz!, Beata Kotowicz!,
Alicja Siedlecka!, Joanna Tajer?, Jan Walewski?

Wstep. Celem pracy bylo okreslenie zaleznosci pomiedzy stezeniami VEGF i bFGF w surowicy krwi, a parametrami
kliniczno-patologicznymi oraz wybranymi parametrami laboratoryjnymi u chorych na chioniaka Hodgkina (HL).
Pacjenci i metody. Badaniami objeto 61 chorych w wieku 15-63 lat (mediana wieku: 26 lat) z potwierdzonym
histopatologicznie chloniakiem Hodgkina, leczonych w latach 1997-2003 w Centrum Onkologii - Instytucie, w Warszawie.
U chorych tych badaniami histopatologicznymi wykluczono infekcje wirusem EBV. Cytokiny oznaczano w surowicy krwi
metodq immunoenzymatyczng ELISA, zestawami firmy R&D. Zakres normy dla cytokin okreslano na podstawie badari
wykonanych u 50 zdrowych 0séb. Do analiz statystycznych zastosowano test Mann-Whitney’a i test Kruskalla-Wallisa.
Wyniki. Wykazano istotnie wyzsze stezenia cytokin u chorych na HL w porownaniu do osob zdrowych. Wykazano istot-
nie wyzsze stezenia obu badanych cytokin u chorych z objawami ogolnymi. Natomiast tylko stezenia bFGF korelowaly ze
stopniem zaawansowania klinicznego. Nie wykazano zaleznosci statystycznych pomiedzy stezeniami badanych cytokin a wie-
kiem, plcig, podtypem histopatologicznym, liczbg zajetych chorobq miejsc limfatycznych i wielkosciq zmian w srodpiersiu.
Z badanych parametrow laboratoryjnych wykazano korelacje pomigdzy wartosciq OB, a stezeniami obu cytokin.
Podsumowanie. Wstepne wyniki badari wskazujq na mozliwosc wykorzystania oznaczen stezeri bFGF w monitorowaniu
leczenia chorych na HL.

Serum VEGF and bFGF levels in patients with Hodgkin’s lymphoma

Introduction. The study aimed to relate serum VEGF and bFGF concentrations to the clinico-pathological and blood
parameters of patients with Hodgkin’s lymphoma (HL).

Patients and methods. Sixty one patients (age 15-63 years, median age 26 years) with pathologically confirmed HL
and no EBV infection, treated in the Cancer Center and Institute of Oncology in Warsaw between 1997 and 2003, were
included. Serum cytokine levels were measured by the commercially available kits of R&D Systems, Minneapolis. Normal
ranges were assessed in 50 healthy blood donors. For the statistical analysis Mann-Whitney and Kruskall-Wallis tests were
employed.

Results. Serum VEGF and bFGF levels were found to be significantly higher in HL patients than in normals. Within the
patients group, those with systemic symptoms presented significantly higher concentrations of VEGF and bFGF. However,
only bFGF concentrations correlated with the clinical stage of HL. The cytokines studied did not relate to patient age, sex,
histopathological type of tumour, the number of lymph node regions involved or the extent of mediastinum involvement. Both
cytokines were found to correlate with the erythrocyte sedimentation rate.

Conclusions. The preliminary results presented here suggest the potential use of bFGF assessment for monitoring of
patients treated for HL.
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Wstep

W diagnostyce choréb nowotworowych poszukuje si¢
nieustannie nowych markeréw nowotworowych, ktérych
oznaczanie mogloby by¢ pomocne zaréwno w szeroko
pojetej diagnostyce, jak i w monitorowaniu leczenia
I Zaklad Markeréw Nowotworowych chorych. Szczegllnie przydatne bylyby markery, ktdrych
2 Klinika Nowotworow Uktadu Chlonnego stezenia mozna oznacza¢ w surowicy krwi. W ostatnich
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ne, ktérych rola w przebiegu proceséw nowotworowych
jest udowodniona. Wiadomo, ze cytokiny proangiogenne
biorg udzial w angiogenezie, czyli powstawaniu nowych
naczyn z juz istniejacych. Proces ten jest niezbedny nie
tylko do wzrostu guza, ale réwniez umozliwia przedo-
stanie si¢ komdrek nowotworowych do Swiatla naczyn
i powstawania przerzutow. W piSmiennictwie liczne prace
dotyczyly przede wszystkim naczyniowo-Srodblonkowe-
go czynnika wzrostu (VEGF) oraz zasadowego czynnika
wzrostu fibroblastow (bFGF). Autorzy prac badali zalez-
nosci pomiedzy ich st¢zeniami w surowicy krwi, a para-
metrami kliniczno-patologicznymi [1-9].

W dostgpnym piSmiennictwie znaleziono tylko nie-
liczne prace, ktorych tematem byla najczesciej ekspresja
VEGF i bFGF w komdrkach Hodgkina i Reed-Sternber-
ga (H-RS) [10-13]. Natomiast nie znaleziono Zadnych
doniesiefi, w ktorych autorzy analizowaliby zwigzek
stezei VEGF i bFGF w surowicy krwi z parametrami
kliniczno-patologicznymi u chorych na chtoniaka Hodg-
kina.

Celem pracy bylo okreslenie zaleznosci pomigdzy
stezeniami VEGF i bFGF w surowicy krwi, a parametra-
mi kliniczno-patologicznymi i wybranymi parametrami
laboratoryjnymi.

Pacjenci i metody

Badaniami objg¢to 61 chorych z potwierdzonym histopatolo-
gicznie chtoniakiem Hodgkina, w tym 37 kobiet i 24 me¢zczyzn
w wieku 15-63 lat (mediana wieku: 26 lat), leczonych w latach
1997-2003 w Centrum Onkologii — Instytucie, w Warszawie.
U chorych badaniami histopatologicznymi wykluczono infek-
cje wirusem EBV. Charakterystyke chorych przedstawiono
w Tabeli I.

U badanych chorych w surowicy krwi oznaczano st¢zenia
VEGF i bFGF zestawami firmy R&D Systems (Minneapolis,
USA). Ustalono wiasne normy dla stgzen cytokin u 50 zdrowych
0s6b (grupa referencyjna) w wieku od 19 do 74 lat (mediana
wieku: 42 lata) dla punktéw odcigcia przyjeto jako wartos¢ odci-
najaca 5 i 95 percentyla.

Do obliczen statystycznych stosowano program Statistica
PL. 6.0 for Windows, oraz Excel 7.0 for Windows oraz program
MedCalc.

Dla poréwnania dwoch niezaleznych préb korzystano z te-
stu U Mann-Whitney’a, a dla wigcej niz dwoch niezaleznych
prob z testu ANOVA rang Kruskala-Wallisa. Dla okreslenia sity
zwigzku pomiegdzy analizowanymi zmiennymi i kierunku ich
zaleznoSci korzystano z rachunku korelacji rang Spearmana.

Na przeprowadzenie badaf uzyskano zgod¢ Terenowej
Komisji Etyki Badan Naukowych przy Centrum Onkologii-
Instytucie im. Marii Sktodowskiej-Curie w Warszawie.

Tab. I. Charakterystyka kliniczno-patologiczna chorych na HL

Liczba
chorych

Wiek

<30 40/61

>30 21/61
Ptec¢

kobiety 37/61

mezczyzZni 24/61
Stopien zaawansowania klinicznego (wg Ann Arbor)

I 7/61

11 41/61

11T 8/61

v 5/61
Klasyfikacja histopatologiczna

NS - stwardnienie guzkowe 45/61

MC - posta¢ mieszano-komorkowa 7/61

LD - z zanikiem limfocytow 5/61

LP — z przewagg limfocytow 1/61

nie oceniano 3/61
Objawy og6lne

brak 35/61

obecne 26/61
MMR*

<1/3 34/61

>1/3 27/61
Liczba zajetych miejsc limfatycznych

<3 24/61

>3 37/61

* rozlegtos¢ zmiany w Srodpiersiu

Wyniki

Stezenia badanych cytokin u chorych na
HL

U badanych chorych oznaczono w surowicy krwi steze-
nia cytokin proangiogennych VEGF i bFGE. W Tabeli II
przedstawiono warto$¢ median, zakres stezen u osob
zdrowych i chorych oraz procent podwyzszonych wyni-
kow cytokin oznaczonych u badanych chorych. W opar-
ciu o poréwnanie testem Mann-Whitney’a stwierdzono
istotnie wyzsze stezenia cytokin u chorych. Wykazane
roznice byly na wysokim poziomie istotnoSci wynoszacym

Tab. I1. Wartosci median oraz zakres stezei VEGF i bFGF (pg/ml) u 0sob zdrowych i chorych na HL

ki Zdrowi Chorzy Chorzy Odsetek chorych
Cytokiny mediana zakres mediana zakres vs Zdrowi  z podwyzszonymi st¢zeniami (%)
VEGF 94,0 (9-325) 353 (66-2000) p<0,0000 55
bFGF 1,0 (0,5-4,4) 3,35 (0,5-41,7) p<0,0001 39
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Ryc. 1. Rozklad stezen i median bFGF w zaleznoSci od stopnia
zaawansowania klinicznego chorych na HL

p<0,0001. U ponad 50% chorych stwierdzono podwyz-
szone stezenia VEGFE,

Korelacja stgzen cytokin z wybranymi
cechami kliniczno-patologicznymi

Testem Kruskal-Wallis’a ANOVA i wspolczynnikiem ko-
relacji rang Spearmana stwierdzono, ze tylko st¢zenia
bFGF (R=0,41; p<0,002) narastaja wraz ze stopniem
zaawansowania klinicznego (Ryc. 1). Wykazano istotnie
wyzsze stezenia obu badanych cytokin VEGF i bFGF
u chorych z objawami og6lnymi (Ryc. 2). Nie wykazano
natomiast zaleznos$ci statystycznych pomiedzy st¢zenia-
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Tab. IIL. ZaleznoSci pomigdzy stezeniami VEGF i bFGF,
a wybranymi cechami kliniczno-patologicznym

Cechy kliniczno-patologiczne VEGF bFGF
Wiek

<30vs >30 NS NS
Stopien zaawansowania klinicznego

Tvs Ivs I vs IV NS p<0,016
Objawy ogdlne

brak vs obecne p<0,029 p<0,011
MMR*

<1/3vs >1/3 NS NS
Liczba zajetych miejsc limfatycznych

<3vs23 NS NS
Ptec

kobiety vs mezczyZni NS NS
Klasyfikacja histopatologiczna NS NS

NS vs inne

* rozlegtos¢ zmiany w Srodpiersiu

mi tych cytokin, a wiekiem, plcia, podtypem histopato-
logicznym, liczba zajetych chorobg miejsc limfatycznych
i wielko$cig zmian w §rodpiersiu. Zaleznosci pomi¢dzy
stezeniami badanych cytokin, a parametrami kliniczno-
patologicznymi przedstawiono w Tabeli III.

Z badanych parametréw laboratoryjnych wykazano
korelacje pomigdzy wartosScia OB, a st¢zeniami VEGF
(p<0,001, R=0,42) i bFGF (p<0,000007, R=0,58). Nie
wykazano natomiast takiej zaleznoSci dla aktywnosci
LDH.
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Ryc. 2. Rozklad stezen i median VEGF i bFGF w zaleznoSci od wystgpowania objawoéw ogoélnych
u chorych na HL
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Dyskusja

Przedstawione badania sa jednymi z pierwszych, w kto-
rych analizowane sa zaleznoSci pomiedzy st¢zeniami
w surowicy krwi cytokin proangiogennych VEGF i bFGF
z parametrami kliniczno-patologicznymi u chorych na
chioniaka Hodgkina. U chorych na HL wykazano zna-
miennie statystycznie podwyzszone st¢zenia VEGF
1 bFGF u znacznego odsetka chorych. W dostepnym pi-
$Smiennictwie spotkano tylko jedng prace, w ktdrej autorzy
stwierdzili znamiennie wyzsze stezenia VEGF u chorych,
nie obserwujac takich roznic w st¢zeniach bFGF [14].
Pomimo, ze u chorych na HL populacja komérek nowo-
tworowych jest niewielka, to podobnie jak u chorych na
nowotwory nielimfoidalne obserwuje si¢ rowniez istotnie
wyzsze stezenia cytokin proangiogennych VEGF i bFGF
[1, 5-7, 15-18]. Wykazano réwniez korelacje pomigdzy
stezeniami bFGEF, a stopniem zaawansowania klinicz-
nego. Natomiast w prowadzonych wcze$niej badaniach
u chorych na raka jelita grubego i pluca nie obserwowano
takiej zaleznoSci [6, 7]. W badanej grupie chorych na HL
wykazano istotnie wyzsze st¢zenia w surowicy krwi VEGF
1 bFGF u chorych z objawami og6lnymi. Nie stwierdzono
natomiast zaleznoSci pomigdzy st¢zeniami obu cytokin,
a liczba zajetych miejsc limfatycznych, podtypami histopa-
tologicznymi, rozleglo§cia zmian w Srodpiersiu, wiekiem
i plcia. W dostepnym piSmiennictwie nie znaleziono po-
dobnych prac.

Interesujace réwniez bylo okreslenie zaleznoSci
pomiedzy stezeniami bFGE, a podtypami histopatolo-
gicznymi. Z danych literaturowych wiadomo, ze jednym
z wielu czynnikéw odpowiedzialnych za proces widk-
nienia jest bFGF [10]. Cytokina ta, oprdcz dziatania
angiogennego, stymuluje réwniez powstawanie zwlok-
niefn w najczestszym podtypie — nodular sclerosis [12, 19].
W naszych badaniach nie obserwowano w surowicy krwi
zadnych zaleznoSci pomigdzy stezeniami bFGE, a podty-
pami histopatologicznymi.

Natomiast Ohshima i wsp. [10] obserwowali r6znice
pomiedzy ekspresja mRNA bFGEF, a podtypami histo-
patologicznymi. Autorzy wykazali wyraznie wyzsza eks-
presj¢ bFGF w podtypie NS w stosunku do podtypow
LP i MC. Interesujace bylo rowniez to, ze zwigkszonej
ekspresji bEGF w komorkach H-RS towarzyszyta rowniez
zwigkszona ekspresja bFGF w komorkach podscieliska
jak rowniez w histiocytach. Niewielka ekspresja bFGF
w podtypie MC i LP zwigzana byta z jego rzadko spoty-
kang ekspresja w komorkach naciekajacych.

Tylko nieliczni autorzy analizowali u chorych na HL
znaczenie stezen cytokin proangiogennych jako czynni-
kow prognostycznych. Giles i wsp. [14] wykazali wartos§¢
VEGF jako niezaleznego czynnika prognostycznego.
W naszych badaniach zbyt krotki czas obserwacji nie
pozwolit na przeprowadzenie takiej analizy.

Przedstawione wyniki dotyczace zachowania si¢
stezei VEGF i bFGF w surowicy krwi chorych na HL
w aspekcie podobnych analiz u chorych na raka jelita
grubego, migsaki tkanek migkkich i koSci, potwierdza-
ja skomplikowany charakter wzajemnych oddziatywan,

jakie zachodza pomig¢dzy komérkami nowotworowymi,
bez wzgledu na ich stosunek iloSciowy do komdrek nacie-
kajacych. Powyzsze wyniki naszych badaf, jak i innych
autorow, sugeruja, ze w tak istotnym dla choroby nowo-
tworowej procesie, jakim jest angiogeneza, odgrywaja
istotng rolg rowniez inne cytokiny, a by¢ moze rOwniez
inne nieokreslone biatka.

Wstepne wyniki badan wskazuja na mozliwosS¢ wyko-
rzystania oznaczen st¢zefi bFGF w monitorowaniu lecze-
nia chorych na HL

Dr Maria Kowalska

Zaktad Markeréw Nowotworowych

Centrum Onkologii — Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie
ul. Roentgena 5, 02-781 Warszawa
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