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PrzydatnoS¢ oznaczania stezen cytokin w monitorowaniu leczenia chorych
na mie¢saki tkanek migkkich

Janina Kaminskal!, Maria Kowalskal, Beata Kotowicz!,
Malgorzata Fuksiewicz!, Piotr Rutkowski2, Wtodzimierz Ruka?

Wstep. Celem pracy bylo okreslenie przydatnosci oznaczania w surowicy krwi stezeri wybranych cytokin w monitorowaniu
leczenia chorych na miesaki tkanek miekkich.

Pacjenci i metody. Badaniami objeto 69 chorych na migsaki tkanek migkkich. Wszystkie rozpoznania potwierdzono
w badaniu histopatologicznym. Po leczeniu radykalnym (leczenie operacyjne z uzupelniajgcg radio- lub chemioterapiq), ozna-
czano stezenia cytokin w surowicy kiwi przed rozpoczeciem leczenia i po 7-9 tygodniach po jego zakoriczeniu. Do monitoro-
wania leczenia, sposrod wszystkich badanych cytokin, wyselekcjonowano IL-6, IL-8, sSTNF RI i VEGE. Cytokiny oznaczano
w surowicy krwi zestawami firmy R&D. Normy dla cytokin okreslano na podstawie badar wykonanych u 50 zdrowych
0s6b. Do analiz statystycznych zastosowano test Mann-Whitney’a i test Wilcoxona.

Wyniki. U chorych, u ktorych nie stwierdzono nawrotu choroby, po leczeniu stwierdzono istotne statystycznie zmniejszenie
stezer IL-6 i IL-8, podczas gdy u chorych z nawrotem choroby (wznowajprzerzuty) nie stwierdzono roznic znamiennych w ste-
zeniach analizowanych cytokin. Przed leczeniem, u chorych z nawrotem choroby obserwowano wyzszy ich odsetek z podwyz-
szonymi stezeniami IL-6 i STNF R,I w porownaniu z chorymi bez nawrotu choroby, jednak roznice te nie byly istotne statystycz-
nie. Natomiast po leczeniu, u chorych z nawrotem choroby obserwowano istotnie wyzsze stezenia IL-6, IL-8 i sSTNF RI w po-
rownaniu z tymi bez nawrotu choroby.

Podsumowanie. Wyniki badan wskazujq, ze zmiany stezeri badanych cytokin w surowicy krwi mogg by¢ pomocnym mar-
kerem w ocenie odpowiedzi na leczenie chorych na miesaki tkanek miekkich, gdzie brak standardowego markera nowotwo-

rowego.
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Wstep

Cytokiny stanowia heterogenna grupe biatek o duzej ak-
tywnosci biologicznej. Uczestnicza one w przekazywaniu
informacji miedzy komoérkami kontrolujacymi ich pod-
stawowe funkcje — w tym zwlaszcza rozplem, roznicowanie
i migracje¢ — poprzez oddzialywanie autokrynne lub para-
krynne. Sa one plejotropowymi czynnikami wzrostu i roz-
nicowania si¢ komoérek w reakcjach immunologicznych,
w procesach zapalnych oraz w fizjologicznej odnowie r6z-
nych tkanek.

W procesach nowotworowych dochodzi bardzo cze-
sto do nadmiernej i niekontrolowanej ekspresji gendéw
cytokin i ich receptoréw w komoérkach nowotworowych
oraz do ich zwickszonej syntezy w komoérkach zrebu na-
rzadow, w ktdrych rozwija si¢ nowotwor. Jezeli cytokiny
i ich wolne receptory sg uwalniane do pltynéw ustrojo-
wych w wystarczajaco wysokich stezeniach, to moga by¢
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markerami uzytecznymi w rozpoznawaniu, prognozowa-
niu i monitorowaniu leczenia choroby nowotworowe;j.

Dotychczasowe badania ograniczaly si¢ przede
wszystkim do badan dotyczacych zaleznoSci pomigdzy ste-
zeniami cytokin i ich wolnych receptoréw w surowicy
krwi, a parametrami kliniczno-patologicznymi, charakte-
rystycznymi dla okreSlonej lokalizacji nowotworu oraz
ich znaczenia jako niezaleznych czynnikOw prognostycz-
nych (1-5). We wczesniejszych naszych badaniach przepro-
wadzono analize stezef szerokiego spektrum cytokin
o roznych funkcjach oraz ich wolnych receptoréw, co
umozliwito wyselekcjonowanie tych, ktére w onkologicz-
nej praktyce klinicznej moga by¢ najbardziej przydatne.
W kilku umiejscowieniach nowotworéw przeprowadzo-
no takze analiz¢ zwiazku pomiedzy stezeniami cytokin
i ich wolnych receptordw a czasem przezycia oraz analiz¢
wieloczynnikowa, ktora umozliwita zbadanie, czy st¢zenia
tych mediatoréw w surowicy krwi s niezaleznymi czynni-
kami rokowniczymi [1, 2, 6].

W dostgpnym piSmiennictwie pojawilo si¢ niewiele
prac, w ktorych analizowano wspolzaleznoSci pomigdzy
stezeniami cytokin w surowicy krwi a odpowiedzia na le-
czenie [7-11]. Celowe jest zatem rozszerzenie zakresu ba-
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dan nad kliniczng przydatnoS$cia oznaczania stezen cytokin
w surowicy krwi chorych na rézne nowotwory zlosliwe.

Pacjenci i metody

Badaniami objeto 69 chorych na migsaki tkanek miekkich. Cha-
rakterystyke chorych przedstawiono w Tabeli I. Wszystkie rozpo-
znania potwierdzono w badaniu histopatologicznym. Chorzy
z kilkoma nowotworami lub z aktualnie istniejacymi uog6lniony-
mi stanami zapalnymi byli wykluczeni z badan.

Tab. I. Charakterystyka chorych na miesaki tkanek miekkich

Liczba chorych (%)

n=69

Plec¢

mezezyzni 33 (48)

kobiety 36 (52)
Wiek 18-84 (mediana 52 lat)
Typ histologiczny

liposarcoma 20 (29,1)

schwannoma malignum 7(10,1)

sarcoma synoviale 8 (11,6)

FHM 11 (15,9)

leiomyosarcoma 7(10,1)

inne 16 (23,2)
Rozmiar guza

<10 cm 30 (43,5)

=210 cm 39 (56,5)
Stopien ztosliwosci histologicznej

Gl 11 (15,9)

G2 24 (34,8)

G3 34 (49,3)

U wszystkich chorych oznaczano st¢zenia cytokin w surowi-
cy krwi przed rozpoczegciem leczenia i po jego zakonczeniu.
Analiza objeto jedynie chorych leczonych w sposob w zatozeniu
radykalny (leczenie operacyjne z uzupetniajaca radio- lub che-

mioterapia), bez cech rozsiewu choroby w chwili rozpoczgcia
terapii.

Chorych poddano starannej obserwacji, z mediang czasu
dla zyjacych przekraczajaca 3 lata.

Po uzyskaniu zgody od chorego pobierano 10 ml krwi na
skrzep, a nastgpnie po odwirowaniu, surowice przechowywano
w temperaturze —70° C. Normy dla cytokin i ich rozpuszczal-
nych receptoréw w surowicy krwi okres§lano na podstawie badan
wykonanych u 50 zdrowych osob, stanowiacych grupe kontrolna

(2]

Cytokiny i ich wolne receptory oznaczano w surowicy krwi
metoda immunoenzymatyczng ELISA, zestawami firmy
R&D Systems Minneapolis, USA.

Analiza statystyczna

Dla poréwnania dwoch niezaleznych prob stosowano test Mann-
-Whitney’a, natomiast dla prob zaleznych test Wilcoxona.

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode Terenowej
Komisji Etyki Badan Naukowych przy Centrum Onkologii Insty-
tucie im. Marii Skiodowskiej-Curie w Warszawie.

Wyniki

Do monitorowania leczenia chorych zakwalifikowano te
cytokiny lub ich rozpuszczalne receptory, ktorych stezenia
we wczedniejszych badaniach mialy zwiazek z r6znymi
cechami kliniczno-patologicznymi nowotworu lub miaty
znaczenie prognostyczne. SpoSrod wszystkich wczesniej
badanych cytokin [2,6] do monitorowania leczenia za-
kwalifikowano cytokiny prognostyczne IL-6 i IL-8 oraz cy-
tokine proangiogenna VEGF i rozpuszczalny receptor
STNF RI, ktore korelowaly z wielkoScia guza. Cytokiny te
charakteryzowaly si¢ rowniez wysoka czulo$cia diagno-
styczng.

W tabelach IIa i IIb przedstawiono mediany, zakres
stezeni oraz odsetek chorych z podwyzszonymi stezeniami
analizowanych cytokin przed i po zakonfczeniu leczenia,

Tab. II. Cytokiny u chorych na miesaki tkanek migkkich w zaleznoSci od odpowiedzi na leczenie

a) remisja choroby

Przed leczeniem odsetek chorych Po leczeniu p odsetek chorych
Cytokiny mediana zakres pg/ml z podwyzszonymi mediana zakres pg/ml z podwyzszonymi
stezeniami, % stezeniami, %
IL-6 2,1 (0,7-135) 16/33 (48%) 1,1 (0,7-7,1) 0,003 6/32 (19%)
IL-8 14,2 (7,6-100,5) 19/33 (57%) 10,1 (10-28,7) 0,001 10/32 (31%)
VEGF 368 (50-1527) 19/32 (59%) 312 (61-1387) NS 15/33 (45%)
STNF RI 1359 (743-3633) 15/26 (58%) 1367 (600-3120) NS 21/31 (68%)
NS = nieznamienne statystycznie
b) nawr6t choroby
Przed leczeniem odsetek chorych Po leczeniu p odsetek chorych
Cytokiny mediana zakres pg/ml z podwyzszonymi mediana  zakres pg/ml z podwyzszonymi
stezeniami, % stezeniami, %
IL-6 4,0 (0,7-129) 23/36 (64%) 32 (0,7-86,5) NS 20/36 (55%)
IL-8 13,8 (10-149) 21/36 (58%) 13,3 (10-220) NS 20/36 (55%)
VEGF 286 (30-2000) 17/34 (50%) 430 (29-2000) NS 20/35 (57%)
STNF RI 1288 (898-4186) 22/31 (71%) 1733 (744-5000) NS 29/36 (80%)

NS = nieznamienne statystycznie
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Ryc. 1. Rozklad stezen i median IL-6 i IL-8 przed i po leczeniu u chorych,
u ktorych nie stwierdzono nawrotu choroby

odpowiednio w grupach chorych, gdzie nie obserwowano
nawrotu choroby w czasie diugotrwalej obserwacji
(33 chorych) oraz u tych, u ktorych stwierdzono nawrot
(36 chorych). W grupie chorych, gdzie nie stwierdzono
nawrotu, po leczeniu stwierdzono istotne statystycznie
zmniejszenie stezen IL-6 (p<0,003) i IL-8 (p<0,001) (Ta-
bela I1a, Ryc.1). Natomiast w grupie chorych, u ktérych
wystapil nawrdt choroby (wznowa/przerzuty) nie stwier-
dzono zmniejszenia stezen analizowanych cytokin po le-
czeniu (Tabela IIb).

Analizowano roéwniez zachowanie si¢ stezen cytokin
u chorych w zaleznoSci od ich stanu klinicznego. Przed
leczeniem, u chorych z nawrotem choroby obserwowano
wyzszy odsetek chorych z podwyzszonymi stezeniami IL-
-6 1 STNF RI w poréwnaniu z chorymi bez nawrotu choro-
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by, jednak réznice te nie byly istotne statystycznie. Nato-
miast po leczeniu u chorych z nawrotem choroby obser-
wowano istotnie wyzsze stezenia IL-6 (p<0,001), IL-8
(p<0,05) i sTNF RI (p<0,02) w poréwnaniu z grupa cho-
rych bez nawrotu choroby (Ryc. 2).

Dyskusja

Oznaczanie cytokin i ich wolnych receptoréw w surowicy
krwi przed podjgciem leczenia moze by¢ uzyteczne dla
przewidywania dynamiki rozwoju procesu nowotworowe-
go i doboru optymalnych metod leczenia. Dotyczy to
zwlaszcza nowotwor6w, w ktorych brak klasycznych mar-
keréw nowotworowych, takich jak miesaki tkanek migk-
kich. Istnieje zatem potrzeba poszukiwania odpowied-
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Ryc. 2. Rozktlad stezen i median IL-6, IL-8 i sSTNF RI u chorych po leczeniu
w zalezno$ci od stanu klinicznego
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nich markerdéw, ktére mogltyby by¢ pomocne w szeroko
pojetej diagnostyce. Role taka moga spetniaé cytokiny
1 ich rozpuszczalne receptory. Jednakze liczba prac zajmu-
jacych si¢ tymi zagadnieniami jest niewielka, zwlaszcza
w przypadku miesakow tkanek migkkich [2, 11]. Znacznie
czeSciej badacze zajmuja si¢ zwiazkami cytokin z okre-
Slonymi cechami kliniczno-patologicznymi oraz okreSle-
niem wlaSciwoSci prognostycznych, niz wykorzystaniem
ich w monitorowaniu leczenia chorych [1, 3, 8, 9, 12-14].
Warto$¢ oznaczania stezen cytokin w monitorowaniu le-
czenia chorych na migsaki tkanek miekkich byta przed-
miotem nielicznych prac, a wyniki tych badan byly
sprzeczne [2, 8, 9, 11].

Prowadzone wcze$niej badania pozwolity nam na
wyselekcjonowanie tych cytokin, ktére odgrywaly istotna
role zaréwno jako czynniki prognostyczne, jak i korelowa-
ly z r6znymi cechami kliniczno-patologicznymi. W bada-
niach tych wykazaliémy znaczenie oznaczania stezen IL-6
i IL-8 jako niezaleznych czynnikdw prognostycznych oraz
zwigzek stezent VEGF i sSTNF RI z wielkoScia guza u cho-
rych na migsaki tkanek migkkich [2].

W prezentowanej obecnie pracy okre§lono mozli-
wosci wykorzystania oznaczania stezen wybranych cytokin
w monitorowaniu leczenia tych chorych. Analizowano nie
tylko wplyw leczenia na zachowanie si¢ stgzen cytokin,
ale rowniez badano, czy istnieja réznice w st¢zeniach cyto-
kin w surowicy krwi chorych bez nawrotu choroby vs z na-
wrotem choroby.

W grupie chorych bez nawrotu, po leczeniu stwier-
dzono istotne statystycznie zmniejszenie stezen IL-6 i IL-
-8. Natomiast u chorych z nawrotem (wznowa/przerzu-
ty) nie wykazano zadnych réznic istotnych statystycznie.
Brak tych r6znic by¢ moze jest zwigzany z faktem, ze
u chorych z nawrotem choroby obserwuje si¢ juz przed le-
czeniem wysoki odsetek chorych z podwyzszonymi ste-
zeniami IL-6.

Natomiast analizujac zachowanie si¢ stezen cytokin u
chorych w zaleznoSci od ich stanu klinicznego wykazano,
ze u chorych przed leczeniem z nawrotem obserwowano
wyzszy odsetek chorych z podwyzszonymi stezeniami IL-
-6 1 STNF RI w poréwnaniu z chorymi bez nawrotu choro-
by, nie wykazujac jednak r6znic znamiennych. Natomiast
po leczeniu u chorych z nawrotem obserwowano zna-
miennie wyzsze stezenia cytokin prognostycznych IL-6,
IL-8 oraz rozpuszczalnego receptora sSTNF RI, w poréw-
naniu z grupa chorych bez nawrotu choroby.

W badanych przez nas wczes$niej umiejscowieniach
nowotworu stezenia rozpuszczalnych receptordéw byty wy-
raznie wyzsze niz TNFa [1, 2, 6]. Receptor TNF RI (55
kD) wystepuje w zasadzie na powierzchni wszystkich ko-
morek w tym zwlaszcza nabtonkowych. Oba receptory
dla TNEF, zwtlaszcza receptor TNF RI, zawieraja tzw do-
meny $Smierci, w zwigzku z tym zwigzanie ligandu z tym re-
ceptorem uruchamia procesy apoptozy. Mozna wigc przy-
puszczad, chociaz nie ma na to pewnych dowodoéw, ze
uwalnianie receptoréw TNF przez komorki nowotworowe
jest elementem ich mechanizmu obrony przed apoptoza
[15].

Podsumowanie

Jak wynika z przedstawionych badan, u chorych na
miesaki tkanek migkkich zmiana w ste¢zeniach cytokin
w surowicy krwi podczas monitorowania leczenia jest
zwigzana z nawrotem choroby. Wyniki badan wskazuja, ze
szczegoblnie zmiany stezef IL-6, IL-8 i STNF RI w surowi-
cy krwi moga by¢ pomocnym markerem w ocenie odpo-
wiedzi na leczenie, przede wszystkim u chorych na migsa-
ki tkanek migkkich u ktérych brak standardowego marke-
ra NOWOtworowego.
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