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Identyfikacja i znaczenie krazacych endotelialnych komarek
progenitorowych u chorych na raka watrobowokomorkowego

Wtodzimierz Otto', Maria Krol?, Maciej Maciaszczyk?,
Janusz Sierdzinski4, Bogustaw Najnigier!, Marek Krawczyk!

Cel badan. Badania poswiecono identyfikacji i ocenie znaczenia endotelialnych komdrek progenitorowych we krwi
obwodowej chorych na HCC.

Materiat i metoda. Badania przeprowadzono u 133 chorych na HCC, dotychczas nieleczonych, z ktérych 46 zostato
zakwalifikowanych do resekcji watroby, 45 do przeszczepienia watroby i 42 do leczenia paliatywnego. Grupe kontrolng
stanowito 43 oséb zdrowych i 42 chorych na marskos¢ watroby, bez stwierdzonego raka. Od badanych pobierano
prébki swiezej krwi w objetosci 2 ml i niezwtocznie wykonywano badanie fenotypu komérek metoda cytometrii prze-
ptywowej z uzyciem cytometru FACS CANTO ll. Frakcje endotelialnych komoérek progenitorowych (EPCs) o fenotypie
CD34(+)CD133(+)CD45(dim)CD309(+) identyfikowano za pomoca wymienionych markeréw powierzchniowych.
Populacje hematopoetycznych komoérek macierzystych (HSCs) identyfikowano na podstawie fenotypu CD34(+)
CD133+)CD45(dim), zgodnie z regutami ISHAGE. Wyniki, przedstawione jako odsetek endotelialnych komoérek
progenitorowych w populacji hematopoetycznych komérek macierzystych (%EPCs/HSCs) oraz odsetek HSCs w puli
leukocytéw CD45(+) (%HSCs/WBC) opracowano statystycznie.

Wyniki. Badanie wykazato znamienne réznice we frakcji EPCs i subpopulacji HSCs pomiedzy chorymi na raka i osobami
zdrowymi (test U Manna-Whitneya: chisq = -5,92; p < 0,0001 i chisq 3,85; p < 0,0001, odpowiednio) oraz pomiedzy
chorymi na raka i na marskos¢ watroby (chisq = -6,09; p < 0,0001 i 2,47; p < 0,01, odpowiednio). R6znice te nie byty
znamienne pomiedzy chorymi na HCC a chorymi na marsko$¢ watroby (NS).

Whioski. Wzrost odsetka hematopoetycznych komaérek macierzystych i ich frakeji, endotelialnych komérek progeni-
torowych, wskazuje na role, jaka odgrywaja w rozwoju raka watrobowokomadrkowego. Nieistotne réznice pomiedzy
chorymi na raka i na marskos¢ watroby potwierdzaja teze o przedrakowym charakterze marskosci.

Identification and significance of circulating endothelial progenitor cells in patients

with hepatocellular carcinoma

Aim of study. The study identified and assessed the role of endothelial progenitor cells in the peripheral blood
circulation of patients with hepatocellular carcinoma.

Material and methods. There were 133 HCC patients who qualified for liver resection, 45 for liver transplantation, and
42 for palliation. Control groups consisted of 43 healthy and 42 cirrhotic individuals. Circulating HSCs and EPCs were
measured by phenotypic analysis of fresh blood samples in a flow cytometer according to the approval of ISHAGE.
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Endothelial progenitor cells (EPCs) were defined and enumerated as CD34(+),133(+),CD45(dim), CD309(+). Results
were evaluated statistically indicating the rate of endothelial progenitor cells (%EPCs) in the fraction of hematopoietic
stem cells (HSCs — defined as CD34(+),CD133(+),CD45(dim), the subpopulation of leukocytes (WBC) — defined as
CDA45(+) cells.

Results. Significant differences were found in the rate of the EPC fraction and in the HSC subpopulation between
cancer patients and healthy individuals (the test used was U-Mann-Whitney: Chisq=-5.92, p < 0.0001 and Chisq = 3.85,
p < 0.0001, respectively), and between patients with cirrhosis and with a healthy liver (Chisq = -6.09, p < 0.0001 and
Chisq = 2.47, p < 0.01, respectively). The differences between patients with HCC and with liver cirrhosis were stati-
stically not significant.

Conclusions. Increasing the rate of hematopoietic stem cells and endothelial progenitor cells in peripheral blood
circulation indicates the importance for HCC development.

Stowa kluczowe: endotelialne komorki progenitorowe, rak watrobowokomaérkowy
Key words: endothelial progenitor cells, hepatocellular carcinoma
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Rak watrobowokomérkowy (hepatocellular carcinoma
— HCC) jest procesem ogdlnoustrojowym, czesto wielo-
ogniskowym. U wiekszosci chorych rozwija sie na podfozu
pozapalnej lub poalkoholowej marskosci watroby [1-5].
Zagadnienia zwigzane z jego wykrywalnoscia, diagnostyka
i leczeniem stanowig jedno z najpowazniejszych wyzwan
i problemoéw wspétczesnej medycyny. W Klinice Chirurgii
Ogdlnej, TransplantacyjnejiWatroby Uniwersytetu Medycz-
nego w Warszawie kazdego roku leczonych jest $rednio
150 chorych na raka watrobowokomérkowego. W latach
2009-2012 byto ich facznie 677 i niemal w 80% przypad-
kéw byli to chorzy na marskos$¢ watroby i na nadcisnienie
wrotne. W tym okresie na og6lng liczbe 585 przeprowadzo-
nych w Klinice przeszczepier watroby w 84 przypadkach
transplantacje wykonano u chorych na HCC. Obok resekgji
watroby byfa to podstawowa metoda operacyjnego leczenia
raka watrobowokomorkowego. Decyzje o wyborze sposobu
leczenia operacyjnego podejmowano na podstawie odpo-
wiednich systemoéw oceny klinicznej, przede wszystkim kla-
syfikacji Childa-Pugha, BCLC (Barcelona Clinic Liver Cancer)
i kryteriow mediolanskich. Umozliwiaja one wskazanie cho-
rych, ktérzy spetniaja kryteria pod wzgledem zaawansowa-
nia guza i wydolnosci watroby i rokuja podjecie radykalnego
leczenia chirurgicznego. Wymienione klasyfikacje nie oddaja
jednak w peni relacji pomiedzy wiasciwosciami guza, ryzy-
kiem nawrotu choroby i okresem przezycia. Sktania to do
poszukiwania nowe;j skali ocen i opracowania wskaznikow,
ktére utatwityby wybor sposobu leczenia i poprawityby
trafnos¢ przewidywania jego skutkéw [4-8].

Jedna z charakterystycznych wtasciwosci raka watro-
bowokomérkowego jest zdolno$¢ angiogenezy, tj. nowo-
tworzenia naczyn krwionosnych i wysoce rozwinietego
patologicznego ukrwienia tetniczego, ktére ,rosnie” wraz
z rozwojem guza. Rak wrasta do $wiatta naczyn wrotnych,
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tworzac skrzepliny w rozgatezieniach wewnatrzwatrobo-
wych oraz w pniu zyly wrotnej. Mechanizm angiogenezy jest
prawdopodobnie jedna zistotnych przyczyn gwattownego,
ekspansywnego i ogoélnoustrojowego charakteru choroby,
tworzenia przez nowotwor wezednie przerzutéw odlegtych
i wznowy procesu nawet po tak radykalnym leczeniu chi-
rurgicznym, jak rozlegta resekcja lub przeszczepienie watro-
by. Badania podstawowe prowadzone w wielu osrodkach
potwierdzaja znaczenie, jakie w rozwoju tego nowotworu
ztosliwego odgrywa proces tworzenia nowego, patologicz-
nego ukrwienia tetniczego [8-13]. Duze znaczenie dla an-
giogenezy w procesie rozwoju HCC maja prawdopodobnie
endotelialne komérki progenitorowe (endothelial progenitor
cells — EPCs), frakcja hematopoetycznych komérek macie-
rzystych o fenotypie CD34(+)CD133(+) CD45(dim), ktore
powstaja zarébwno w procesie naturalnej hematopoezy,
jak tez uwalniane sa ze szpiku kostnego pod wptywem
cytokin nowotworowych, miedzy innymi VEGF (vascular
endothelial growth factor). Komorki te, poza dodatnia reakcja
z przeciwciatami wymienionymi powyzej, wskazujagcymina
ich macierzysty charakter, cechuje obecno$¢ powierzchow-
nego receptora VEGFR-2 (KDR), a zatem pozytywna reakcja
z przeciwciatem monoklonalnym anty-CD309 (VEGFR-2,
KDR). Przyjmuje sie, ze wyrazem aktywnosci angiogenezy
nowotworowej w HCC jest wzrost odsetka endotelialnych
komorek progenitorowych we krwi obwodowej[11-19, 25].

Ztozono$¢ mechanizméw angiogenezy nowotworo-
wej uzasadnia poznawcze i praktyczne cele prowadzonych
badan. Jednym z obiecujacych kierunkéw badan jest opra-
cowanie inhibitoréw kinaz nowotworowych i receptoréw
VEGF oraz wprowadzenie celowanej terapii antyangiogen-
nej w zaawansowanych postaciach HCC. Innym jest pozna-
nie czynnikow wptywajacych na proliferacje guza nowotwo-
rowego oraz poszukiwanie czynnikédw prognostycznych
i markeréw diagnostycznych, umozliwiajacych lepszg ocene



i kwalifikacje chorych do leczenia zabiegowego i skojarzo-
nego. Badania prowadzone w Klinice dostarczyty istotnych
informacji dotyczacych aktywnosci endotelialnych komérek
progenitorowych w krazeniu obwodowym chorych na HCC
i korelacji pomiedzy liczba endotelialnych komorek progeni-
torowych a cechami oraz obrazem klinicznym nowotworu.
Poszerzyly tym samym skale klinicznej oceny chorych na
raka watrobowokomorkowego kwalifikowanych do resekgji
i transplantacji watroby.

Materiat

Badania identyfikacji i oceny liczby endotelialnych ko-
mérek progenitorowych przeprowadzone zostaty u 133 cho-
rych leczonych z powodu raka watrobowokomoérkowego
w latach 2009-2013 w Katedrze i Klinice Chirurgii Ogdélnej,
Transplantacyjnej i Watroby Samodzielnego Publicznego
Centralnego Szpitala Klinicznego, WUM w Warszawie przy
ul. Banacha 1a.

W4réd chorych na raka watrobowokomoérkowego (gru-
pa 1) wyrdzniono grupe leczonych resekcja watroby (grupa
1-A), grupe leczonych transplantacjg watroby (grupa 1-B)
i grupe leczonych metodami niechirurgicznymi (grupa 1-C).
Grupe kontrolng stanowito 42 chorych na marsko$¢ watro-
by, lecz bez stwierdzonego raka watrobowokomoérkowego
(grupa 2) oraz 43 pacjentéw majacych watrobe zdrowg
(grupa 3). Na podstawie analizy mocy liczebno$¢ kazdej
z grup badanych i grup kontrolnych ustalono na minimum
42 osoby, wyznaczajac liczebnos¢ préby jako funkcje testu
(a priori power analysis) i zaktadajac, ze czestos¢ wystepo-
wania endotelialnych komérek progenitorowych (EPCs)
we krwi obwodowej oséb zdrowych wynosi 0-2500/ml,
przy oczekiwanym poziomie znamiennosci statystycznej
a ponizej 0,05.

Rozpoznanie kliniczne, a takze ocena stopnia wydolnosci
watroby i ocena stopnia zaawansowania raka u chorych na
raka watrobowokomaérkowego nastgpity na podstawie obrazu
klinicznego, badan laboratoryjnych — morfologii krwi, po-
ziomu albumin, bilirubiny, aktywnosci transaminaz, fosfatazy
zasadowej (AFP), czynnikéw uktadu krzepniecia, poziomu alfa-
-fetoproteiny (AFP) w surowicy krwi oraz badan obrazowych
— ultrasonografii (USG i USG Doppler), spiralnej tomografii
komputerowej (TK) i rezonansu magnetycznego (MR).

Do badania wiaczeni zostali chorzy w wieku ponizej
75 roku zycia, niezaleznie od pfci, ktérzy do chwili rozpo-
znania HCC nie przebyli leczenia chemioterapig lub innego
leczenia przeciwnowotworowego.

Do grupy 1-A zakwalifikowano 46 chorych, u ktérych
rozpoznano pojedynczy guz w stopniu zaawansowania
klinicznego A1-A4 wg oceny BCLC (Barcelona Clinic Liver
Cancer) lub Okuda |, w okresie wydolnosci watroby (watroba
zdrowa lub watroba marska w grupie wydolnosci A wg Chil-
de'a), kwalifikujacy chorego do wykonania resekcji watroby.

Do grupy 1-B zakwalifikowano 45 chorych, u ktérych
rozpoznano pojedynczy guz wielkosci < 5 cm lub 3 guzy
o srednicy < 3 cm (tj. spetniajacy kryteria mediolaniskie),
w stopniu zaawansowania klinicznego A/B wg oceny BCLC
(Barcelona Clinic Liver Cancer) lub Okuda I/1l, w okresie
wydolnosci watroby (watroba zdrowa lub watroba marska
w grupie wydolnosci A/B wg Childe'a), kwalifikujacy chorego
do wykonania transplantacji watroby.

Do grupy 1-C zakwalifikowano 42 chorych, u ktérych
rozpoznano zaawansowanego raka w watrobie zdrowej
lub zmienionej marsko (ocena wg kryteriéw mediolan-
skich, klasyfikacji BCLC i Okuda), niezaleznie od przyczyny
wywotujgcej marskos$¢ watroby, u ktérych stan choroby no-
wotworowej nie kwalifikowat do leczenia chirurgicznego.

Z udziatu w badaniu wyfaczeni zostali chorzy w wieku
powyzej 75 lat oraz chorzy, u ktérych rozpoznano wspétist-
nienie choroby niedokrwiennej serca, objawy zaawansowa-
nej choroby wiericowej i przebytego zawatu serca, przeby-
tego rozlegtego oparzenia ciata, choroby niedokrwiennej
koniczyn dolnych na tle zapalenia naczyn i miazdzycy lub
innej patologii, takze patologii pozawatrobowej, ktérej
stan zaawansowania wykluczatby leczenie operacyjne.
Z badania wykluczeni zostali takze chorzy, ktérzy przebyli
w okresie poprzedzajagcym chemioterapie leczenie lekami
hamujacymi angiogeneze, leczenie statynami lub terapie
genowa.

Grupe kontrolng stanowito 85 oséb; 42 chorych na
marsko$¢ watroby, niezaleznie od przyczyny wywotujacej
marskos¢, lecz bez stwierdzonego raka i przyjetych w celu
kwalifikacji do przeszczepienia watroby (kontrola nega-
tywna — grupa 2) oraz 43 zdrowych pacjentéw przyjetych
w celu operacyjnego leczenia przepukliny pachwinowej,
dawcéw rodzinnych czesci watroby dla swoich zstepnych
i zdrowych ochotnikéw (kontrola pozytywna — grupa 3).

Metoda

Badania podjete zostaty w przekonaniu, ze metoda cy-
tometrii przeptywowej umozliwia wykrycie frakcji endote-
lialnych komorek progenitorowych za pomoca znakowania
przeciwciatami monoklonalnymi identyfikujgcymi antyge-
ny: CD45, CD34, CD133 i CD309 (KDR) oraz okreslenie ich
liczby we krwi obwodowej u chorych na raka watrobowo-
komorkowego. Zatozono réwniez, ze liczba endotelialnych
komorek progenitorowych we krwi obwodowej jest niska
uludzi zdrowych i u chorych na marsko$¢ watroby, niezalez-
nie od stopnia wydolnosci watroby, lecz wzrasta znamiennie
we krwi obwodowej u chorych na raka watrobowokomorko-
wego. Badania przeprowadzono we wspdtpracy z Pracownia
Cytometrii Przeptywowej Banku Komorek Krwiotwérczych
i Krwi Pepowinowej Katedry i Kliniki Onkologii, Hematologii
i Choréb Wewnetrznych Warszawskiego Uniwersytetu Me-
dycznego, SP CSK WUM, Warszawa, ul. Banacha 1a.
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Od kazdego z chorych pobrane zostaty 2 mililitry (ml)
zylnej krwi obwodowej do probéwki z K;EDTA. Pobranie
nastapito w okresie po ustaleniu rozpoznania i/lub ukon-
czeniu procesu kwalifikacji, lecz w okresie poprzedzajacym
bezposrednio wykonanie operacji (resekcji albo przeszcze-
pienia watroby) lub bridging therapy u zakwalifikowanych do
transplantacji, a takze przed rozpoczeciem paliatywnego le-
czenia nieoperacyjnego u chorych leczonych zachowawczo.

Kazda z probek krwi przekazana zostata w czasie nie-
przekraczajgcym 30 minut do Pracowni Cytometrii Prze-
ptywowej w Banku Komérek Krwiotwérczych i Krwi Pepo-
winowej Katedry i Kliniki Hematologii i Onkologii WUM.
Analiza cytometryczna obejmowata identyfikacje oraz
iloSciowe oznaczenie w populacji leukocytéw CD45(+)
(WBC), subpopulacji hematopoetycznych komérek macie-
rzystych o fenotypie CD34(+)CD133(+)CD45(dim) (HSCs),
a w niej frakcji endotelialnych komérek progenitorowych
(EPCs), tj. komorek posiadajacych receptor powierzchnio-
wy VEGFR-2, reagujacych pozytywnie z monoklonalnym
przeciwciatem anty-CD309 (KDR), tj. o fenotypie CD34(+)
CD133(+)CD45(dim)CD309(+).

Oznaczen dokonano wedtug procedury wieloparame-
trycznej strategii bramkowania (the multiparametric cells
gating strategy) stuzacej do oznaczania hematopoetycznych
komorek macierzystych, rekomendowanej przez Internatio-
nal Society of Hematology and Graft Engineering (ISHAGE).
Zatozono, ze czestos¢ wystepowania endotelialnych ko-
morek progenitorowych (EPCs) we krwi obwodowej oséb
zdrowych jest bardzo mata i nie przekracza 2500/ml.

W celu przygotowania prébki do oznaczenia wiasciwego
do 100 u! krwi dodawano 10 ul przeciwciata anty-CD34 FITC
(BD Biocsiences), 10 ul anty-CD133 PE (Miltenyi Biotec),
10ul anty-CD45 PerCP (Biosciences) i 10 ul anty-CD309 APC
(anty-VEGFR-2 APC-Miltenyi Biotec). Probke wiasciwg wyko-
nywano w 7 powtérzeniach, tak aby zbada¢ komorki znaj-
dujace sie w 700 ul krwi obwodowej. W celu przygotowania
prébki do oznaczenia kontrolnego do 100 ul krwi dodawano
10 ul przeciwciata anty-CD34 FITC (BD Biocsiences), 10 ul
anty-CD133 PE (Miltenyi Biotec), 10 ul anty-CD45 PerCP
(Biosciences) i 10 ul kontroli izotypowej z APC (Miltenyi Bio-
tec). Probke kontrolng wykonywano w 3 powtérzeniach. Do
przygotowanych w powyzej opisany sposéb prébek ozna-
czenia wiasciwego i oznaczenia kontrolnego po 20 minutach
inkubacji dodawany byt odczynnik FACS Lysing Solution
(BD Biosciences), powodujacy lize krwinek czerwonych.
Nastepnie kazda z prébek byta ponownie inkubowana przez
10 minut, po czym ptukana dwukrotnie w odczynniku Cel-
IWash (BD Biosciences). Tak przygotowane prébki analizo-
wane byly niezwtocznie w cytometrze przeptywowym FACS
CANTO Il (BD Biosciences). Dla probki wtasciwej zbierano co
najmniej 2 miliony komoérek CD45(+) — leukocytéw. Dla
prébki kontrolnej zbierano co najmniej 1 milion komoérek
CDA45(+) — leukocytow. Wyniki podawane byty jako odse-
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tek endotelialnych komérek progenitorowych (%EPCs) we
frakcji hematopoetycznych komoérek macierzystych (HSCs)
i odsetek hematopoetycznych komérek macierzystych
(%HSCs) w populacji leukocytow (WBC).

Dane przedstawione zostaty w postaci sredniej oraz
mediany z uwzglednieniem odchylenia standardowego.
Zaleznosci statystyczne pomiedzy odsetkiem endotelial-
nych komérek progenitorowych (EPCs) i hematopoetycz-
nych komoérek macierzystych (HSCs), cechami fizycznymi
nowotworu okreslonymi na podstawie badan obrazowych
(wielkoscia i liczba ognisk guza), stopniem wydolnosci wa-
troby (poziom albumin, bilirubiny, transaminaz i fosfatazy
zasadowej) oraz poziomem w surowicy krwi markera AFP
— alfa-fetoproteiny oznaczone zostaty dla kazdej z grup
chorych na raka watrobowokomérkowego w odniesieniu
do grup kontrolnych. U chorych, ktérzy przebyli leczenie
operacyjne, w analizie uwzgledniono dane zawarte w opisie
operacji i wyniku badania histopatologicznego wycietego
preparatu.

Opracowanie danych i analiza statystyczna wynikéw
przeprowadzona zostata w Zaktadzie Informatyki Medycznej
iTelemedycyny Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego,
SP CSKWUM, Warszawa, Banacha 1a. Zaleznosci statystyczne
okreslono za pomoca testu U Manna-Whitneya, poszerzo-
nego o test ANOVA rang Kruskala-Wallisa oraz test kore-
lacji rang Pearsona-Spearmana, uznajac wartosci ponizej
0,05 (p < 0,05) za znamienne statystycznie.

Wyniki badan

U wszystkich oséb biorgcych udziat w badaniu, tj. u cho-
rych na HCC, u chorych na marskos$¢ watroby i u 0séb z wa-
troba zdrowa w puli krwinek biatych CD45(+) (WBC) stwier-
dzono obecnos¢ populacji hematopoetycznych komédrek
macierzystych o fenotypie CD34(+)CD133(+)CD45(dim)
(hematopoietic stem cells — HSCs), a w niej — frakcji komo-
rek progenitorowych, posiadajacych na powierzchni btony
komorkowej receptor VEGFR-2 (vascular endothelial growth
factor receptor 2), reagujacy pozytywnie z przeciwciatem
monoklonalnym anty-CD309. Komérki o tym fenotypie
uznawane sg powszechnie za endotelialne komorki proge-
nitorowe (endothelial progenitor cells — EPCs).

Statystyki opisowe oznaczone dla subpopulacji hema-
topoetycznych komdrek macierzystych w populacji leu-
kocytow (%HSCs/WBC) wynosity Me = 0,02 (SD +/- 0,01),
Me = 0,013 (SD +/- 0,01), Me = 0,03 (SD +/- 0,01), a dla
frakcji endotelialnych komoérek progenitorowych w sub-
populacji komérek macierzystych (%EPCs/HSCs) wynosity
Me = 2,83 (SD +/- 3,78), Me = 2,81 (SD +/-1,71), Me = 1,36
(SD +/- 1,94), odpowiednio dla chorych na raka, chorych
na marskos¢ watroby i oséb zdrowych. Réznice w odsetku
hematopoetycznych komoérek macierzystych w populacji
leukocytow (%HSCs/WBC) i w odsetku endotelialnych ko-
moérek progenitorowych w populacji hematopoetycznych
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Rycina 1. Analiza statystyczna odsetka hematopoetycznych komdrek macierzystych (%HSCs/WBC) i endotelialnych komorek progenitorowych
w subpopulacji hematopoetycznych komaérek macierzystych (%EPCs/HSCs) we krwi obwodowej w grupie chorych na HCC i w grupach kontrolnych:
grupa 1 — chorzy na HCG; grupa 2 — chorzy z marskoscia, bez raka; grupa 3 — osoby z watroba zdrowa. Wartosci testu U Manna-Whitneya:

dla zmiennej (%EPCs/HSCs): Gr. 1 vs Gr. 3 — chisq = 3,85; p < 0,0001

dla zmiennej (%HSCs/WBC): Gr. 1 vs Gr. 3 — chisq =-5,92; p < 0,0001
Gr. 2 vs Gr. 3 — chisq =-6,09; p < 0,0001

Gr. 1vs Gr.2 — (NS)

komérek macierzystych (%EPCs/HSCs) pomiedzy chory-
mi na raka watrobowokomadrkowego (grupa 1) a osoba-
mi majacymi zdrowa watrobe (grupa 3) byty znamienne
statystycznie. Wartosci testu U Manna-Whitneya wynosity:
dla zmiennej %HSCs/WBC chisq = -5,92, p < 0,0001, a dla
zmiennej %EPCs/HSCs chisq = 3,85; p < 0,0001. Znamienne
réznice zaistnialy réwniez pomiedzy chorymi z grup kon-
trolnych, tj. chorymi na marsko$¢ watroby (grupa 2), a oso-
bami z watroba zdrowa (grupa 3). Wartosci testu wynosity:
dla zmiennej %HSCs/WBC chisq = -6,09, p < 0,0001, a dla
zmiennej %EPCs/HSCs chisq 2,47; p < 0,0001. Nie stwier-
dzono natomiast znamiennych statystycznie réznic (NS)
w odsetku hematopoetycznych komérek macierzystych

Gr. 2 vs Gr. 3 — chisq =2,47; p < 0,0001
Gr. 1vs Gr.2 — (NS)

w puli leukocytéw (%HSCs/WBC) i endotelialnych komo-
rek progenitorowych w subpopulacji hematopoetycznych
komorek macierzystych (%EPCs/HSCs) pomiedzy chorymi
na HCC (grupa 1) i chorymi na marskos¢ watroby, lecz bez
HCC (grupa 2). Dane przedstawione zostaty na rycinie 1.
Poréwnujac $Srednie wartosci odsetka frakcji hema-
topoetycznych komoérek macierzystych (% HSCs/WBCQ)
i endotelialnych komérek progenitorowych (% EPCs/HSCs)
w grupie z HCC (grupa 1), stwierdzono istotne réznice
pomiedzy chorymi, ktérzy z uwagi na stan wydolnosci
watroby i stopier zaawansowania raka zostali zakwalifi-
kowanymi do radykalnego leczenia operacyjnego za po-
mocg resekgji lub transplantacji watroby (grupa 1A + 1B)
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Rycina 2. Srednie wartosci odsetka komérek progenitorowych (%HSCs/WBC) i (%EPCs/HSCs) we krwi obwodowej 0séb z watroba zdrowa (grupa 3),
chorych na marsko$¢ watroby (grupa 2) i chorych na HCC; grupa 1A + B — chorzy kwalifikowani do resekgji i transplantacji watroby; grupa 1-C

— chorzy kwalifikowani do leczenia paliatywnego

a chorymi skierowanymi do leczenia paliatywnego (grupa
1-C). Odpowiednie wartosci Srednich wynosity: dla grupy
chorych zakwalifikowanych do resekgji i transplantacji wa-
troby (grupa 1A + 1B) %HSCs/WBC = 0,015 (SD +/- 0,009)
i dla %EPCS/HSCs = 4,41 (SD +/- 4,52), a dla grupy chorych
zakwalifikowanych do leczenia paliatywnego (grupa 1-C)
%HSCs/WBC=0,016 (SD +/-0,008) i %EPCs/HSCs = 5,16 (SD
+/-4,51). Dla poréwnania: w grupie oséb zdrowych (grupa 3)
%HSCs/WBC = 0,029 (SD +/-0,013), %EPCs/HSCs: = 2,36 (SD
+/-1,93),a w grupie chorych na marskosc watroby (grupa 2)
%HSCs/WBC=0,016 (SD +/-0,008), %EPCs/HSCs = 5,16 (SD
+/-4,51). Dane przedstawiono na rycinie 2.

Analiza wynikéw uzyskanych w grupie chorych na raka
watrobowokomorkowego za pomoca testu korelacji rang
Spearmana wykazata istotng zaleznos¢ i korelacje pomie-
dzy odsetkiem endotelialnych komérek progenitorowych
w subpopulacji hematopoetycznych komérek macierzy-
stych (%EPC/HSCs) a odsetkiem hematopoetycznych komo-
rek macierzystych w puli leukocytéw (HSCs/WBC). Wspot-
czynnik korelacji w catej grupie chorych na HCC (grupa 1)
wynosit r = -0,58, p < 0,0001, w podgrupie 1-A r = -0,55;
p < 0,0001, w podgrupie 1-B r=-0,51; p < 0,0001, w pod-
grupie 1-Cr=-0,71; p < 0,0001. Takich zaleznosci i korelacji
nie stwierdzono ani w grupie chorych na marskos$¢ watroby
(grupa 2), ani tez w grupie os6b z watrobg zdrowa (grupa 3).
Dane przedstawiono na rycinie 3.

Badania endotelialnych komérek progenitorowych
(EPCs) i hematopoetycznych komérek macierzystych (HSCs)
w krazeniu obwodowym u chorych na raka watrobowo-
komérkowego wskazujg na istotne zaleznosci pomiedzy
wymienionymi subpopulacjami a niektérymi wartoscia-
mi biochemicznymi i danymi klinicznymi, ktére stanowity
podstawe kwalifikacji chorych do odpowiedniego sposo-
bu leczenia. Odsetek hematopoetycznych komérek macie-
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Rycina 3. Korelacja porzadku rang Spearmana pomiedzy odsetkiem
endotelialnych komoérek progenitorowych w subpopulacji
hematopoetycznych komdérek macierzystych (%EPCs/HSCs)

i subpopulacji hematopoetycznych komoérek macierzystych w puli
leukocytéw (%HSCs/WBC) w grupie chorych na HCC (grupa 1); podgr.
1-A resekcja watroby; podgr. 1-B transplantacja watroby; podgr. 1-C
leczenie paliatywne. Oznaczone wspoétczynniki korelacji wynosza:

dla catej grupy 1:r=-0,58; p < 0,0001; dla podgr. 1-A: r =-0,55;

p <0,0001; dla podgr. 1-B:r=-0,51; p < 0,0001; dla podgr. 1-C:
r=-0,71; p <0,0001

rzystych w puli leukocytéw (%HSCs/WBC) byt znamiennie
nizszy, natomiast odsetek endotelialnych komérek proge-
nitorowych w puli komérek macierzystych (%EPCs/HSCs)
— znamiennie wyzszy u chorych na HCC w watrobie mar-
skiej niz u chorych z HCC w watrobie zdrowej. Najwyzsze
odsetki hematopoetycznych komérek macierzystych
(%HSCs/WBC) we krwi chorych na HCC (grupa 1) obserwo-
wano w przypadkach, w ktérych guz rozwinat sie w zdro-
wej watrobie, posrednie — gdy podtozem byta marskos¢
pozapalna HBV/HCV, a najnizsze w przypadkach guzéw,
ktore powstaty na tle marskosci poalkoholowej. Odwrotnie
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Rycina 4. Odsetek hematopoetycznych komérek macierzystych w puli leukocytéw (%HSCs/WBC) i endotelialnych komérek progenitorowych
w subpopulacji hematopoetycznych komoérek macierzystych (%EPCs/HSCs) w grupie chorych na HCC (grupa 1) z marskoscia i bez marskosci
watroby. Wartosci testu Kruskala-Wallisa ANOVA rang dla zmiennej %HSCs/WBC: chisq = 14,27; p < 0,0008; dla zmiennej (%EPCs/HSCs):
chisq=10,97; p < 0,0004. 0 — chorzy na HCC ze zdrowg watroba; 1 — chorzy na HCC z marskoscig pozapalng HBV, HCV; 2 — chorzy na HCC

z marskoscig poalkoholowg

przedstawiat sie rozkfad wartosci odsetka endotelialnych
komorek progenitorowych (%EPCs/HSCs): najwyzsze war-
tosci obserwowano u chorych na marskos¢ poalkoholowa,
posrednie w marskosci pozapalnej HBV/HCV, a najnizsze
— U 0s6b z watrobg zdrowa. Réznice te byly znamienne
statystycznie; wartosci testu Kruskala-Wallisa ANOVA rang
dla zmiennej %HSCs/WBC: chisq = 14,27; p < 0,0008; dla
zmiennej %EPCs/HSCs: chisq = 10,97; p < 0,0004. Dane
przedstawiono na rycinie 4.

Podwyzszony poziom aktywnosci fosfatazy zasadowe;j
(ALP) w surowicy krwi u chorych na HCC powyzej 120 U/I
(norma 120 U/l ALP wg ustalenia Centralnego Laboratorium
SP CSKWUM), a wiec cech wewnatrzwatrobowej cholestazy,
towarzyszyt wzrostowi odsetka hematopoetycznych komo-
rek macierzystych (%HSCs/WBC) i endotelialnych komorek
progenitorowych (%EPCs/HSCs) we krwi obwodowej cho-
rych na HCC (grupa 1). Test U Manna-Whitneya wykazat
znamienng réznice u chorych na HCC, u ktérych poziom
ALP byt wyzszy od 120 U/I w stosunku do chorych bez
cech cholestazy (dla zmiennej %HSCs/WBC, chisq = -2,28;
p <0,02idlazmiennej %EPCs/HSCVs: chisq=2,26;p <0,02).
Dane przedstawiono na rycinie 5.

Statystycznie znamienne réznice stwierdzono réwniez
pomiedzy chorymi na HCC z niskim i wysokim poziomem
alfa-fetoproteiny (AFP) w surowicy krwi (norma wg ustale-
nia Centralnego Laboratorium SPCSK WUM wynosi 7 mi-
krogramowr/litr). Odsetek hematopoetycznych komoérek
macierzystych (%HSCs/WBC) i endotelialnych komérek pro-
genitorowych (%EPCs/HSCs) u 0s6b z poziomem AFP > 7 mi-
krograméw/| we krwi obwodowej byt statystycznie zna-

miennie wyzszy niz u chorych z poziomem AFP < 7 mikro-
gramow/I (chisq =2,15; p < 0,03 dla zmiennej %HSCs/WBC
i chisq =-3,24; p < 0,001 dla zmiennej % EPCs/HScs). Dane
przedstawiono na rycinie 6.

Nie obserwowano natomiast statystycznie znamiennych
réznic w odsetku subpopulacji hematopoetycznych komé-
rek macierzystych (%HSCs/WBC) i frakcji endotelialnych ko-
morek progenitorowych (%EPCs/HSCs) we krwi obwodowej
chorych na HCC w zaleznosci od wielkosci, lokalizacji i liczby
ognisk guza nowotworowego, w zaleznosci od podwyzszo-
nych ponad norme wartosci niektérych wskaznikow funkgji
komaérki watrobowej, jak aminotransferazy alaninowej (ALT)
i asparaginowej (AST), INR, poziomu bilirubiny i frakcji al-
bumin, a takze dehydrogenazy mleczanowej (LDH), ktorej
podwyzszone stezenie w surowicy krwi traktowane jest jako
negatywny czynnik prognostyczny w niektérych nowotwo-
rach o duzej dynamice.

Omowienie wynikow i dyskusja

W Klinice Chirurgii Ogélnej, Transplantacyjnej i Watroby
Uniwersytetu Medycznego w Warszawie wsrdd pacjentéw
chorych na nowotwory ztosliwe kazdego roku leczonych
jest srednio 150 chorych na raka watrobowokomorkowego.
Niemal w 80% przypadkow sg to chorzy na marsko$¢ watro-
by i nadcisnienie wrotne, kierowani do Kliniki przez lekarzy
podstawowej opieki zdrowotnej z podejrzeniem choroby
nowotworowej, a takze przesyfani do leczenia w osrodku
referencyjnym przez oddziaty specjalistyczne, takze oddziaty
onkologii, z postawionym juz rozpoznaniem raka watrobo-
wokomoérkowego. Sposréd 677 chorych na HCC leczonych
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Rycina 5. Odsetek hematopoetycznych komérek macierzystych w puli leukocytéw (%HSCs/WBC) i endotelialnych komérek progenitorowych
w subpopulacji hematopoetycznych komdrek macierzystych (%EPCs/HSCs) u chorych na HCC z prawidtowym (1) i podwyzszonym (2) poziomem
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Rycina 6. Odsetek hematopoetycznych komoérek macierzystych w puli leukocytéw (%HSCs/WBC) i endotelialnych komérek progenitorowych
w subpopulacji hematopoetycznych komdrek macierzystych (%EPCs/HSCs) u chorych na HCC z prawidtowym (1) i podwyzszonym (2) poziomem

alfa-fetoproteiny (AFP)

w latach 2009-2012 515 chorych, tj. 76,1% po przeprowa-
dzeniu oceny stanu wydolnosci watroby i stopnia zaawan-
sowania choroby nowotworowe;j (klasyfikacja Childa-Pugha,
MELD, BCLC, kryteria mediolanskie) skierowanych zostato do
paliatywnej farmakoterapii, chemioembolizacji oraz lecze-
nia objawowego. W naszych warunkach radykalne leczenie
chirurgiczne chorych na raka watrobowokomorkowego za
pomoca resekcji lub transplantacji watroby okazuje sie za-
tem mozliwe u mniej niz 25% chorych. W okresie 2009-2012
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na 0golna liczbe 585 przeprowadzonych w Klinice prze-
szczepien watroby w 84 przypadkach transplantacje
wykonano u chorych na HCC. Okres przezycia po prze-
szczepieniu nie odbiegat znamiennie od okresu przezycia
chorych, u ktérych przeszczepu dokonano ze wskazan
nienowotworowych, i wynosit po roku 83,7%, po 2 latach
82,0%, po 4 latach 75,7% dla HCC oraz po roku 86,5%, po
2 latach 84,7%, po 4 latach 82,1% dla wskazan nienowo-
tworowych, p < 0,573. Kandydatami do wykonania resek-



cji lub przeszczepienia watroby byli chorzy z grupy A i B
wedtug klasyfikacji Childa-Pugha, ktérzy spetniali kryteria
standardowej oceny klinicznej (BCLC, kryteria mediolanskie),
przy czym u 12 chorych odstgpiono od resekcji dopiero po
wykonaniu laparotomii, a u 6 innych po wykonaniu lapa-
roskopii zwiadowczej odstgpiono od dalszej kwalifikacji
do przeszczepienia watroby. Dane te obrazuja dylematy
w podejmowaniu decyzji o leczeniu operacyjnym oraz trud-
nosci zwiagzane z kwalifikacjg chorych i uzasadniajg podjecie
badan przyczyniajacych sie do poszerzenia mozliwoscii skali
oceny klinicznej.

Wyniki badan podstawowych i badan klinicznych po-
twierdzaja role, jaka w dynamicznym rozwoju raka watro-
bowokomoérkowego odgrywa angiogeneza. Czynnikiem
wyzwalajagcym angiogeneze jest postepujace w miare
wzrostu guza niedotlenienie tkanki i aktywnos¢ cytokin
nowotworowych [1, 11, 22, 23]. Szczegdlna role w tym pro-
cesie przypisuje sie czynnikowi wzrostu $rédbtonka na-
czyniowego (VEGF), ktérego dziatanie jest katalizatorem
przemian i uwalniania ze szpiku kostnego komoérek proge-
nitorowych, w wyniku czego ich liczebno$¢ w krazeniu ob-
wodowym wzrasta. Mechanizm ten zaobserwowano u wielu
chorych na nowotwory ztodliwe, w tym takze u chorych
na raka watrobowokomérkowego. Oznaczenia ilo$ciowe
krazacych komoérek progenitorowych (circulating progenitor
cells — cPCs) umozliwity badania wykonywane metoda
cytometrii przeptywowej, wykorzystujaca przeciwciata mo-
noklonalne potaczone z fluorochromami [21, 24-30].

Nieporozumienia i kontrowersje, jakie narosty wokot
wynikow niektérych badan, wynikaty zazwyczaj z niejedno-
znacznej definicji okreslajacej fenotyp komorek uczestnicza-
cych w nowotworzeniu naczyn krwionosnych. Stosowano
cata game réznych przeciwciat, zaktadajac, ze endotelialne
komorki progenitorowe sg populacja blastow i wywodza
sie z pierwotnych miejsc hematopoezy, a w zyciu pozapto-
dowym — ze szpiku kostnego. W rzeczywistosci znajduja
sie one w populacji leukocytdw, tj. krwinek o fenotypie
charakteryzujacym sie dodatnia reakcja z monoklonalnym
przeciwciatem powierzchniowym anty-CD45 i stanowig he-
terogenng grupe blastéw, ktérych charakterystyka zmienia
sie zarowno z wiekiem, jak i w zaleznosci od ich przezna-
czenia. Jedna z subpopulacji sg hematopoetyczne komorki
macierzyste (HSC), blasty mogace réznicowac sie w kierunku
hematopoetycznym i endotelialnym, tworzac w tym drugim
przypadku frakcje endotelialnych komérek progenitoro-
wych [31-35]. W pracy przedmiotem oceny byfa obecnos¢
w krazeniu obwodowym u chorych na HCC obydwu wspo-
mnianych powyzej populacji komérek. Subpopulacja ma-
cierzystych komérek hematopoetycznych (HSCs) zastuguje
na uwage jako pierwotna linia i potencjalne Zrédto komo-
rek endotelium naczyniowego. Ich macierzysty charakter
potwierdza obecnos$¢ na powierzchni btony komoérkowej
glikoproteiny CD34, molekuty adhezyjnej i aktywatora re-

akcji pomiedzy nabtonkiem i prekursorami hematopoezy
oraz obecnos¢ antygenu CD133, charakterystycznego m.in.
dla blastéw réznicujacych sie do wielorakich fenotypowo
komorek macierzystych, takze endotelialnych. Natomiast
frakcje endotelialnych komérek progenitorowych sposréd
innych hematopoetycznych blastéw wyr6znia obecnos¢ na
btonie komoérkowej biatka receptorowego VEGFR-2 (vascular
endothelial growth factor receptor-2), reagujacego na sygnaty
VEGF, mediatora proliferacji i migracji komérkowej, formo-
wania tubuli naczyniowych, obecnego na btonach komoér-
kowych najbardziej pierwotnych w formie i zréznicowaniu
komorkach macierzystych [27, 32, 33, 35-40]. Pozytywna
reakcja zmonoklonalnymi przeciwciatami anty-CD45, anty-
-CD34, anty-CD133ianty-CD309 jest charakterystyczna i za-
razem najbardziej restrykcyjna forma okreslenia fenotypu
hematopoetycznych i endotelialnych komérek progenito-
rowych. Wyklucza zarazem btedne rozpoznanie i oznacze-
nie innych frakcji komdérkowych, np. dojrzatych komdrek
endotelialnych, ktére sg CD45(-). Kluczowym momentem
w badaniu cytometrycznym populacji rzadkich, takich jak
hematopoetyczne i endotelialne komérki progenitorowe,
jest takze prawidtowo uzyta kontrola izotypowa. Przyjeta
w projekcie procedura oznaczen hematopoetycznych ko-
mérek progenitorowych przebiegata zgodnie z wielopa-
rametryczng strategiag bramkowania (the multi parametric
cells gating strategy), rekomendowang przez International
Society of Hematology and Graft Engineering (ISHAGE),
natomiast wyodrebnienie subpopulacji CD309(+) odby-
wato sie zgodnie z zasada kontroli izotopowej typu FMO
(fluorescence-minus-one) probki kontrolnej, w ktérej uzyte
sq wszystkie przeciwciata za wyjatkiem jednego — bada-
nego FMO controls are samples labeled with all antibodies
of the multicolor test sample except one [41, 42]. W naszym
eksperymencie byto to przeciwciato anty-CD309.

Analiza uzyskanych wynikéw pozwala na wskazanie
kilku istotnych prawidtowosci. Odsetek hematopoetycz-
nych komoérek progenitorowych w populacji leukocytéw
(%HSCs/WBC) byt znamiennie nizszy u chorych na HCC
i u chorych na marsko$¢ watroby, bez stwierdzonego raka,
w poréwnaniu z osobami, ktére miaty watrobe zdrowa.
Chorych na raka watrobowokomoérkowego i chorych na
marskos$¢ watroby, bez stwierdzonego raka, wyrézniat na-
tomiast wysoki odsetek endotelialnych komoérek progeni-
torowych w subpopulacji hematopoetycznych komoérek
macierzystych (%EPCs/HSCs). Niewielkie réznice obserwo-
wane pomiedzy chorymi z HCC i chorymi na marskos$¢ bez
HCC nie byly istotne statystycznie. Opisane zmiany zwigzane
sg prawdopodobnie z przebiegiem procesu angiogenezy
w warunkach fizjologii i patologii. W warunkach fizjologii
proces angiogenezy zwigzany jest z proliferacja pericytéw,
tzw. mural cells oraz komérek endotelialnych, zwtaszcza
tych znajdujacych sie w zatokach watroby (liver sinusoidal
endothelium cells — LSECs). W marskosci watroby proces
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regeneracji migzszu i proces angiogenezy ulega nasileniu
i spaczeniu. Zmiany charakteryzuje nasilone wtdknienie,
modelowanie zatok watroby i proliferacja komérek. W nowo-
tworzeniu naczyn udziat biora nie tylko komérki, miejscowe”
(LSECs) czy komérki gwiazdziste (stellate cells — SCs), lecz
takze komorki mobilizowane na drodze szlakéw sygnato-
wych zinnych zrédet, np. szpiku kostnego na drodze hema-
topoezy. Rozwdj raka watrobowokomédrkowego, zwtaszcza
gdy powstaje w marskiej watrobie, nasila proliferacje. Ak-
tywnos¢ komoérek progenitorowych we krwi obwodowej
wzrasta pod wptywem cytokin nowotworowych, takich jak
VEGF. W rezultacie w krgzeniu obwodowym chorych na mar-
sko$¢ watroby i chorych na raka watrobowokomoérkowego
wzrasta odsetek endotelialnych komérek progenitorowych
w subpopulacji hematopoetycznych komérek macierzystych
(%EPCS/HScs), lecz jednoczesnie maleje ogdlinoustrojowy
Jpotencjatangiogenezy’, wyrazony odsetkiem macierzystych
komdrek hematopoetycznych w populacji biatych krwinek
(9%HSCs/WBC). Przedstawione wyniki znajduja potwierdzenie
w wielu innych obserwacjach, a zarazem dostarczajg kolej-
nego dowodu wskazujacego na marskos¢ watroby jako na
stan przedrakowy [10, 22, 43-48].

Znamienna statystycznie korelacja pomiedzy maleja-
cym odsetkiem subpopulacji progenitorowych komorek he-
matopoetycznych (%HSCs/WBC) i wzrastajagcym odsetkiem
frakcji komorek endotelialnych (%EPCs/WBC) u chorych
zHCC (grupa 1) wskazuje, ze rozwéj nowotworu nie wywo-
tuje, lecz nasila proces angiogenezy, naturalny w przebiegu
regeneracji w watrobie zdrowej, a patologiczny w watrobie
marskiej. U os6b majacych watrobe zdrowa (grupa 3) i u cho-
rych na marskos¢ watroby, bez stwierdzonego raka (grupa 2)
tej korelacji nie stwierdzono. Wydaje sie wiec, ze jest to
immanentna i wyrézniajaca cecha powstajacego w watrobie
raka, a wptyw nowotworu na procesy regeneracji, proli-
feracji i angiogenezy wydaje sie tym wiekszy, im bardziej
uszkodzona jest watroba, w ktdrej rak powstat. Czy zatem
stopien endotelialnych komérek progenitorowych w kra-
zeniu obwodowym chorych na HCC odzwierciedla stopien
zaawansowania raka? Problem budzi kontrowersje i jest
przedmiotem intensywnych badan prowadzonych w wielu
osrodkach na catym swiecie. Wyniki wielu badan sugeruja, ze
mobilizacja i osiedlanie sie endotelialnych komorek progeni-
torowych w rejonie tworzacego sie raka sa specyficzng wia-
$ciwoscia tzw. nowotwordw litych, jak np. HCC. Wtasciwos¢
ta wyraza sie w obrazie klinicznym choroby poprzez zwiek-
szenie krazacych we krwi obwodowej komérek progenito-
rowych raka (CSCs), takze komérek endotelialnych (EPCs).
Wykrycie i oznaczenie ich populacji umozliwia rozpoznanie,
ocene stopnia zaawansowania choroby i rokowania, a takze
monitorowanie przebiegu i wynikéw leczenia [7, 14, 24, 43,
47,49, 50, 52]. Wyniki wielu innych badan sugestii tych nie
potwierdzajg [8, 20, 26, 40, 45, 51]. Badania wiasne wskazuja,
ze w poréwnaniu do oséb z watrobga zdrowg odsetek hema-
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drastycznie zmniejsza sie u chorych na marskos¢ watroby,
lecz u chorych na HCC sukcesywnie wzrasta w zaleznosci od
stanu chorego i stopnia zaawansowania raka (vide wyniki
i rycina 2). Wartosci obserwowane w grupie HCC (grupa 1)
byty najnizsze u chorych, ktérzy na postawie klasyfikacji
Childa-Pugha i kryteriow mediolanskich kwalifikowali sie
do wykonania resekgcji watroby, a wartosci najwyzsze ob-
serwowano u chorych, u ktérych resekcja lub transplantacja
watroby zostaty wykluczone z powodu zaawansowania cho-
roby nowotworowej i niewielkiej rezerwy czynnosciowej,
lub wrecz niewydolnosci watroby. Podobne wyniki przed-
stawione zostaty w pismiennictwie przez Chih-Hung Chena
i wspotpracownikéw z Chang Gung University na Tajwanie,
ktorzy obnizenie aktywnosci EPCs u chorych na marskos$¢
watroby uznali za ,uderzajace” Jako hipoteze ttumaczaca
tenfenomen sugeruja, ze zmiany, jakie zachodza w procesie
marskosci watroby, sa w istocie przewleklym i postepujacym
odczynem zapalnym. Proces ten stymuluje lokalne czynniki
angiogenezy, komorki gwiazdziste (SCs) i komorki endote-
lium zatok watrobowych (LSECs), co w efekcie hamuje mo-
bilizacje endotelialnych komdrek progenitorowych ze szpi-
ku kostnego. Rozwdj raka, zwtaszcza w watrobie marskiej,
zmienia proporcje w przebiegu angiogenezy, a intensywna
mobilizacja EPCs ze zréddet pozawatrobowych przez cytokiny
raka zwieksza odsetek komérek progenitorowych we krwi
obwodowej proporcjonalnie do stopnia zaawansowania
i aktywnosci nowotworu. Autorzy wykazali takze korelacje
pomiedzy zmniejszajaca sie aktywnoscig komoérek EPCs
i pogarszajaca sie w ocenie klinicznej funkcja watroby, od
Childa-Pugha A do Childa-Pugha C, orazznamiennie wyzsza
iwzrastajaca sukcesywnie wraz ze stopniem zaawansowania
choroby nowotworowej aktywno$¢ komérek EPCs [47]. Tym
samym potwierdzili teze o wzajemnej i pozytywnej relacji
pomiedzy aktywnoscig komorek progenitorowych i stanem
zaawansowania choroby nowotworowej. W swej opinii przy-
faczaja sie do pogladoéw takich badaczy jak De-cai Yu, Carr,
Gadelhakizapewne wieluinnych[7, 14, 24,30,46,47,49,52].

Do rozwoju HCC dochodzi przede wszystkim u chorych
na marskos¢ watroby, ktéra w 80-90% przypadkow wiaze sie
z zakazeniami HBV lub HCV oraz ich wspétwystepowaniem.
U chorych na marskos$¢ watroby HCC jest najczestsza przy-
czyna zgonu. W krajach Azji i Afryki zachorowania na HCC
wiaza sie przede wszystkim z zakazeniem HBV, natomiast
w Europie, takze w Polsce i w Stanach Zjednoczonych oraz
Japonii — czesciej zaleza od zakazenia HCV. Zachorowal-
nos¢ na HCC u chorych z marskoscia poalkoholowg watro-
by, ktéra wedtug nielicznych opracowan przekracza 2.5%,
w zbiorczych statystykach jest najczesciej pomijana [4, 5, 7,
48]. Sposréd 134 chorych na HCC, ktérzy w okresie 2009—
—-2012 leczeni byli w Klinice i uczestniczyli w badaniu komé-
rek progenitorowych we krwi obwodowej, tylkou 31 chorych
rak rozwinat sie w watrobie zdrowej; u 103, tj. 74% cho-



rych rak rozwinat sie na podtozu marskosci watroby, w tym
u 74 spowodowanejzakazeniem HBV/HCV, a u 29 — naduzy-
waniem alkoholu. Wyniki oceny komérek progenitorowych
w krazeniu obwodowym u wymienionych chorych przed-
stawiaja sie interesujgco; odsetek macierzystych komérek
hematopoetycznych (%HSCs/WBC) byt najwyzszy u chorych
na HCC w watrobie zdrowej, a najnizszy u chorych na HCC
i poalkoholowa marskos¢ watroby. Odwrotnie — odsetek
progenitorowych komérek endotelialnych (%EPCs/HSCss)
byt najwyzszy u chorych na HCC i na marskos¢ poalkoho-
lowa, a najnizszy u chorych na HCC w zdrowej watrobie.
Posrednie wartosci odsetka obu subpopulacji komoérkowych
obserwowano u chorych na marskos¢ pozapalng HBV/HCV.
Jest to kolejny argument popierajacy teze, ze rak nie tworzy
nowych patomechanizmoéw, lecz wykorzystuje i wzmacnia
mechanizmy wiasciwe dla homeostazy srodowiska, w kto-
rym sie rozwija. Paradoksalnie stanem bardziej sprzyjajacym
rozwojowi raka watrobowokomorkowego wydaje sie by¢
marskos¢ poalkoholowa watroby, a nie marskos¢ pozapalna
HBV/HCYV, jak sadzi sie powszechnie.

Istotna czescig badania byto odniesienie zmian odsetka
krazacych komoérek progenitorowych do stanu klinicznego
chorych. Kazdy z bioracych udziat w badaniu poddany zostat
szczegotowej ocenie, na podstawie ktérej zakwalifikowany
zostat do odpowiedniej grupy leczenia. Standardowo sto-
sowana ocena byta klasyfikacja Childa-Pugha, MELD, BCLC
i tzw. kryteria mediolanskie. Klasyfikacje te obejmuja ocene
szeregu parametréow biochemicznych, objawoéw klinicznych
i cech fizycznych rozwijajacego sie nowotworu. Badanie
wykazato znamienne statystycznie zaleznosci pomiedzy
progenitorowymi komérkami HSCs i EPCs a podwyzszo-
nym w surowicy krwi chorych na HCC stezeniem fosfatazy
zasadowej (ALP) ponad 120 U/I i alfa-fetoproteiny (AFP)
ponad 7 mikrograméw/I. Podwyzszone stezenie fosfatazy
zasadowej, wykrywane w nowotworach watroby, jest wy-
razem cholestazy wewnatrzwatrobowej lub wzmozonej
biosyntezy enzymu przez komérki nowotworowe w tzw. ze-
spole paraneoplastycznym. Cholestaza w przebiegu HCC
moze by¢ wywotana przez ucisk rozrastajacego sie guza na
drogi zétciowe lub moze by¢ spowodowana niewydolno-
scig komorki watrobowej i jest jednym z objawoéw zespotu
watrobowo-nerkowego w marskosci watroby, zwtaszcza
w przebiegu zakazenia wirusem hepatotropowym. Nato-
miast alfa-fetoproteina jest glikoproteing wykorzystywana
szeroko w diagnostyce pierwotnego raka watroby. Stano-
wi takze podstawe programéw badan przesiewowych, do
ktorych kwalifikowani sa chorzy z grup wysokiego ryzyka.
W wielu z nich wykazano, ze odsetek trzyletniego przezycia
pacjentéw leczonych chirurgicznie z powodu HCC z pod-
wyzszonym stezeniem AFP w surowicy jest znamiennie
statystycznie nizszy w poréwnaniu z chorymi, u ktérych
stezenie alfa-fetoproteiny byto prawidtowe [4-6, 26, 43].
Wykazane w badaniu podwyzszenie odsetka komoérek pro-

genitorowych kragzacych we krwi obwodowej u chorych na
HCC z objawami cholestazy i podwyzszonym stezeniem
AFP w surowicy krwi sugeruje zatem, ze oznaczenie ko-
morek HSCs i EPCs moze by¢ pomocne w klinicznej ocenie
rokowania u chorych na HCC i wyborze sposobu leczenia.

Przedstawione w pracy wyniki wpisujg sie w nurt do-
Swiadczen potwierdzajacych potencjalnie uzyteczng role
komérek progenitorowych jako biomarkera w ocenie cho-
rych na marsko$¢ watroby i HCC. Wyniki tych doswiadczen
sg bardzo obiecujace, dotycza one jednak gtéwnie badan
o charakterze podstawowym. Do okreslenia rzeczywistej
wartosci oznaczen krazacych EPCs u chorych na raka watro-
bowokomoérkowego brakuje obserwacji klinicznych i badan
wieloosrodkowych na duzej populacji chorych. Sytuacja
przypomina te sprzed wielu lat, zwigzang z wprowadze-
niem do powszechnej swiadomosci klinicznej i wykorzy-
stania w praktyce alfa-fetoproteiny oraz innych uzywanych
powszechnie markerédw nowotworowych. Zwazywszy na
lawinowo postepujacy rozwdj badan i wielokierunkowy
zakres prac nad komoérkami macierzystymi, zapewne takze
i ten biomarker doczeka sie wkrotce petnej i krytycznej
weryfikacji klinicznej.

Whioski

Rozwdj raka watrobowokomérkowego wywotuje w kra-
zeniu obwodowym chorych na marskos¢ watroby i HCC
wzrost odsetka endotelialnych komoérek progenitorowych
(EPCS). Jednoczesnie maleje ogdlnoustrojowy ,potencjat
angiogenezy’, wyrazony odsetkiem macierzystych ko-
moérek hematopoetycznych w populacji biatych krwinek
(%HSCs/WBC). Nieistotne statystycznie réznice pomiedzy
chorymi na raka i marsko$¢ watroby potwierdzaja teze
o przedrakowym charakterze marskosci.

Znamienna statystycznie korelacja pomiedzy maleja-
cym odsetkiem subpopulacji progenitorowych komorek he-
matopoetycznych (%HSCs/WBC) i wzrastajacym odsetkiem
frakcji komorek endotelialnych (%EPCs/HSCs) u chorych na
HCC wskazuje, ze rozwoj nowotworu nie wywotuje, lecz na-
sila proces angiogenezy, naturalny w przebiegu regeneracji
w watrobie zdrowej, a patologiczny w watrobie marskie;j.
Badania potwierdzaja teze o wzajemnej i pozytywnej relacji
pomiedzy aktywnoscig komorek progenitorowych i stanem
zaawansowania choroby nowotworowej. Tym samym ozna-
czenie komérek HSCs i EPCs we krwi obwodowej chorych na
HCC moze by¢ pomocne w ocenie rokowania i w podjeciu
decyzji o sposobie leczenia.
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