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1 WPROWADZENIE

Angiogeneza (neowaskularyzacja) nazywamy
tworzenie si¢ nowych naczyn krwionosnych
zuprzednio juz istniejacej sieci naczyniowej
w odpowiedzi na lokalna stymulacje [13]. Ten
wieloetapowy proces obejmuje: proteolize
biatek btony podstawnej naczyn krwionosnych
imacierzy zewnatrzkomorkowej, pobudzenie
pozostajacych w spoczynku komorek $rodbton(’
ka naczyniowego do proliferacji 1 migracji oraz
przebudowe nowopowstatych sznuréw naczy!!
niowych, z wytworzeniem ich $wiatla 1 powstal’
niem polaczen (anastomoz) pomigdzy nimi.
Angiogeneza odgrywa wazna rolg¢ w zyciu
embrionalnym podczas organogenezy, bierze
rowniez udziat: przy odbudowie endometrium
w trakcie cyklu menstruacyjnego, w formowaniu
tozyska, w naprawie tkanek oraz w procesie
gojenia si¢ ran. Pobudzenie angiogenezy stwier!|
dzono w przebiegu rdéznych chordb, migdzy
innymi w: reumatoidalnym zapaleniu stawow,
sarkoidozie, tuszczycy, retinopatii cukrzycowej,
a takze w chorobach nowotworowych [1].

W 1971 roku Folkman opublikowal pierwsze
hipotezy dotyczace angiogenezy nowotworowe;j.
Stwierdzit on wowczas, Ze unaczynienie guza
nowotworowego jest niezbgdne do jego wzrostu
poza stadium in situ. Tworzace si¢ liczne nowe
naczynia w obrgbie guza zaopatruja go w subl]
stancje odzywcze iw konsekwencji stymuluja
proliferacje 1rozprzestrzenianie si¢ komorek
nowotworowych droga krwiono$na, determinul’
jac tym samym powstawanie irozw0j przerzul
tow. W nowotworach pozbawionych wtasnej
sieci naczyniowej zachowana jest rownowaga
pomiegdzy apoptoza (fizjologicznym obumieral]

niem komorek) a proliferacja, czyli wzrostem
komorkowym, dzigki czemu nowotwdr moze
znajdowac si¢ w stanie uspienia. Stan ten jednak
zostaje zaburzony poprzez uzyskanie zdolnosci
do promowania wzrostu (paczkowania) nowych
naczyn z sasiednich kapilar — w procesie angiol |
genezy. Rozpoczecie angiogenezy, zwane ,,prze! |
tomem angiogennym” (ang. angiogenic switch),
powoduje wyhamowanie apoptozy, pobudzenie
niepohamowanej proliferacji, co w konsekwen!
cji daje szybki wzrost guza nowotworowego
oraz tworzenie przerzutow odlegtych [2].

Do bezposrednich stymulatorow angiogenezy
zalicza sig: naczyniowo-Srodblonkowy czynnik
wzrostu (VEGF — vascular endothelial growth
factor), zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow
(bFGF — basic fibroblast growth factor) oraz
czynnik wzrostu hepatocytow (HGF — hepato!]
cyte growth factor) [4].

W celu oceny angiogenezy stosowane sa
rozne metody badawcze. Zasadniczo mozna je
podzieli¢ na dwie grupy, zaliczajac do pierwszej
oceng stopnia unaczynienia tkanek, a do drugiej
ocen¢ aktywnosci stymulatoréw 1 inhibitoréw
endogennych lub egzogennych angiogenezy.

Po wielu latach pracy nad angiogeneza guzow
litych, w ostatnich latach rozpoczgto badania
nad angiogeneza w nowotworach hematologicz!(
nych [6, 7].

Pionierami w badaniach dotyczacych angiol’]
genezy Ww przebiegu rozrostow hematologicz!]
nych byli Perez-Atayde ze wspodtpracownikami,
ktorzy w 1997 roku wykazali wzrost gestosci
naczyn w szpiku kostnym u dzieci zrozpoznal
niem ostrej biataczki limfoblastycznej [8]. Poll
dobne wyniki otrzymali Husong 1 wsp., badajac
trepanobioptaty od pacjentéw z ostra biataczka
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szpikowa, w poréwnaniu z grupa kontrolna [5].
Padro 1 wspotpracownicy wykazali ponadto
korelacje pomigdzy gestoscia drobnych naczyn
krwiono$nych (MVD — microvessel density)
w szpiku kostnym a wrazliwos$cia na chemiotel’
rapi¢ uchorych na ostra bialaczkg szpikowa.
Badajac angiogenez¢ w przebiegu szpiczaka
mnogiego (MM — multiple myeloma) stwierl]
dzono korelacj¢ MVD ze stadium klinicznego
zaawansowania choroby, co przektadato si¢ na
zka prognozeg choroby [10]. Zauwazono réwniez,
ze wysokiej neowaskularyzacji szpiku kostnego
u pacjentow z MM towarzyszy delecja w chrol’
mosomie 13q, ktora jest jednym z niekorzysl!
tnych czynnikow prognostycznych w szpiczaku
mnogim. Ribatti wraz ze wspotpracownikami
w swych badaniach zauwazyt zwigkszenie licz[
by kapilar w wycinkach z weztow chionnych
u pacjentow z NHL o wysokim stopniu ztoslil
wosci [11]. Podobnie stwierdzono wigksze unal’
czynienie w bioptatach skory w przypadkach
progresywnego ziarniniaka grzybiastego. Wykal’
zano rowniez podwyzszony poziom VEGF
w surowicy u chorych z NHL przed rozpoczg!!
ciem leczenia. Po wieloczynnikowej analizie
udowodniono, ze wysoki poziom bFGF w surol’
wicy jest niezaleznym markerem prognostycz!|
nym u pacjentow z NHL, a co wigcej Salven ze
wspotpracownikami stwierdzili, ze moze on
lepiej informowac¢ o przebiegu choroby niz
dotychczas znane czynniki rokownicze, jak pol]
ziom dehydrogenazy kwasu mlekowego w sull
rowicy oraz liczba pozawegzlowych lokalizacji
chtoniaka [12]. Na podstawie dotychczas prze!]
prowadzonych badan mozna wnioskowaé, ze
poziom VEGF lub bFGF w surowicy przed roz!|
poczeciem leczenia moze by¢ nowym czynnil|
kiem prognostycznym w przebiegu NHL [6, 12].

2 CELE

Celem pracy byio ustalenie przydatnosci klinicz[]
nej oceny ang1ogenezy w szplku kostnym
u chorych na chtoniaki nieziarnicze, a w szczel
gblnosci: ocena angiogenezy w szpiku kostnym
w poszczegolnych typach hlst010g1cznych chtol]
niakow n1e21arn1czych W porOwnaniu z grupa
kontrolna. Podjgto rowniez prébe ustalenia zal’l
leznosci migdzy stopniem angiogenezy w szpiku
kostnym a stopniem nacieczenia szpiku przez
komorki chloniaka. Badano wplyw leczenia
przeciwnowotworowego (chemioterapia I linii)

na angiogeneze w szpiku kostnym. Analizowano
angiogenezg Ww szpiku kostnym jako czynnik
rokowniczy w nowotworach uktadu chtonnego.

3 MATERIAL I METODY

Analiza objeto 103 chorych (22 przypadki szpil |
czaka plazmocytowego (multiple myeloma) —
MM, 38 przypadkow chtoniaka o niskim stopniu
ztosliwosci — NHLLM, 43 przypadki chioniaka
o wysokim stopniu ztosliwosci — NHLHM),
w tym 47 kobiet i 56 mgzczyzn, z rozpoznaniem
chtoniaka nieziarniczego (NHL — non-Hodgkin
lymphoma), hospitalizowanych w Klinice Hel]
matologii Pomorskiej Akademii Medycznej.

Bioptaty szpiku zostaty pobrane jako badania
rutynowe przed wdrozeniem leczenia cytostaty! |
kami oraz po 4-6 tygodniach od zakonczenia
leczenia pierwszej linii, w celu ustalenia skul]
tecznosci leczenia.

Grupe kontrolng stanowito 31 pacjentow
(18 kobiet 113 megzczyzn), u ktorych badanie
histologiczne szpiku kostnego wykonane byto
w trakcie rutynowego procesu diagnostycznego,
przeprowadzanego z powodu innych (nienowol |
tworowych) schorzen hematologicznych.

Skrawki cylindra kostnego odpowiednio
utrwalone 1 odwapnione, o grubosci 2 um barl]
wiono: hematoksyling-eozyna, aw celu uwil]
docznienia unaczynienia w badanym materiale
wykonano barwienia immunohistochemiczne,
uzywajac mysiego przeciwciala monoklonall’]
nego przeciwko antygenowi CD34 — Class II
clone QBEnd 10 (DakoCytomation) w rozcien!|
czeniu 1:50. Celem wizualizacji zastosowanych
przeciwciat monoklonalnych uzyto zestawu
LSAB plus, HRP, DAB(+) (DakoCytomation,
Dania) wedtug instrukeji producenta.

Wykonano kontrolg pozytywna dla przeciwl(]
ciata (skrawki $ledziony) oraz kontrole ujemna:
poprzez reakcje =z pominigciem przeciwciata
swoistego oraz reakcj¢ z zastapieniem swoistego
przeciwciata nieswoista surowica zwierzeca
(Mouse IgGl; DakoCytomation, Dania). Jadra
komorkowe podbarwiono hematoksyling Meyera.

Oceny anglogenezy w szpiku kostnym dokol]
nano przy uzyciu dwoch metod badawczych:
analizy potilosciowej w mikroskopie §wietlnym
oraz analizy morfometrycznej z zastosowaniem
komputerowej analizy obrazu. W pierwszej
metodzie preparaty szplku kostnego wyznako!
wane przeciwcialem przeciw antygenowi CD34
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oceniano w mikroskopie swietlnym (powigkszel |

nie x 400) i dokonano oceny wizualnej (tzw. sul’

biektywnego wrazenia intensywnosci), stosujac
skale intensywnosci barwnej struktur blonowych

(score) od 1 do 3, przy czym 0 oznaczato brak

barwienia lub barwienie nienadajace si¢ do

analizy z innych przyczyn, 1 — staba intensyw!|

no$¢ barwienia (,,niski stopien unaczynienia”), 2

— barwienie o $redniej intensywnosci (,,posredni

stopien unaczynienia’) oraz 3 — barwienie o dul

zej intensywnosci (,,wysoki stopien unaczyniel’
nia”). W ocenie morfometryczne; w wybarwiol|
nych immunohistochemicznie preparatach szpil|
ku kostnego, pod mikroskopem $wietlnym
w powigkszeniu x 400 wyznaczano losowo trzy
rozne pola widzenia, z widoczng prawidtowa
reakcja barwna na komorki $rodbtonka naczyl’
niowego, ktore definiowano jako obszar pomial |
rowy. W kazdym analizowanym preparacie zde! |
finiowany powyzej obszar pomiarowy (o wy[]
miarach 0,20x0,15mm) rejestrowano 1 przel|
noszono za pomoca kamery cyfrowej (Sony

Hyper HAD Model DXC-151AP) do komputera

z programem do komputerowej analizy obrazu

KS-300 wersja 3.0 (Carl Zeiss Vision GmbH,

1997). Przy jego uzyciu dokonano pomiaru nasl’

tgpujacych parametréw: liczby naczyn, pola

powierzchni naczyn (wyrazony w piksel”) oraz
obwodu naczyn (wyrazony w pikselach).
Otrzymane dane liczbowe poddano opracol!
waniu matematycznemu (sumowanie, usrednial |
nie) 1iostatecznie do analiz poréwnawczych
uzyto nastgpujacych parametrow ilosciowych:

1 Liczba naczyn (LN) — bedaca taczna liczba
naczyn z 3 pdl widzenia w danym preparacie.

2 Suma powierzchni naczyn (SUM_POW) —
bedaca suma powierzchni naczyn z3 pol
widzenia.

3 Suma obwodow naczyn (SUM_OBW)
bedaca suma obwodow naczyn z3 pdl
widzenia.

4 Srednia powierzchnia naczynia (SR_POW) —
jest to $rednia powierzchni pojedynczego
naczynia w preparacie (SUM_POW / LN).

5 Sredni obwéd naczynia (SR_OBW) — jest to
sredni obwod pojedynczego naczynia w prel |
paracie (SUM_OBW / LN).

4 METODY STATYSTYCZNE

Statystyke opisowa podano w postaci $rednich
wartos$ci, odchylenia standardowego oraz

wartos$ci mediany. Badanie normalnos$ci rozktal |
du przeprowadzono za pomoca testu Shapiro-
Wilka. Badanie jednorodno$ci wariancji wykol!
nano w przypadku poréwnywania dwoch grup
testem F Snedecora. Ze wzgledu na to, ze
rozktad wigkszosci parametrow odbiegat od roz! |
ktadu normalnego oraz nie bylo jednorodnosci
wariancji w porownywanych grupach, a réwniez
ze wzgledu na ujednolicenie obliczen, przyjeto,
tam gdzie to bylo konieczne, metody niepal’
rametryczne.

Dla poréwnywania rozkladu pomigdzy pal
rametrami  angiogenezy (wartosci $rednich,
mediany) a niektérymi czynnikami klinicznol
morfologicznymi dla zmiennych niezaleznych
uzyto testu Kruskala-Wallisa itestu U-Manna-
Whitney’a, a dla zmiennych zaleznych test kol
lejnosci rang Wilcoxona. Analiz¢ parametrow
jakoéciowych przeprowadzono metodami stosol |
wanymi dla tablic w1elod21elczych wstepnie
zaleznosci testowano testem Chi?, a site zwiazku
statystycznego oceniano za pomocq wspotczyn!]
nika Fi lub V Cramera. Jednowariantowy zwia[’
zek migdzy parametrami angiogenezy a czasem
catkowitego przezycia przedstawiono za pomoca
krzywych Kaplana-Meiera. Poréwnanie przezy! |
cia wykonano testem log-rank.

Wszystkie obliczenia wykonano, stosujac
jako graniczny poziom istotno$ci p=0,05.

Do analizy statystycznej wykorzystano pakiet
STATISTICA.

5 WYNIKI BADAN

5.1 Ocena pdlilosciowa angiogenezy w szpiku
kostnym u pacjentow z chioniakiem niel’l
ziarniczym (NHL) w czasie rozpoznania
choroby

W analizowanej grupie 103 pacjentdow w ocenie
potilosciowej angiogenezy (subiektywna ocena
intensywnosci reakcji barwnej) u47 pacjentdw
stwierdzono niski (score I), u4l posredni
(score 2) au 15 wysoki (score 3) stopien unal
czynienia w szplku kostnym. Wykazano istotna
statystycznie roznicg w unaczymemu szplku
kostnego u pacjentéw z NHL w poréwnaniu do
szpiku grupy kontrolnej (tabela 1).
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Tabela 1. Angiogeneza w szpiku kostnym w ocenie potilosciol
wej u pacjentow z NHL.

p = 0,00006 Ocena potilosciowa

Grupa N | score 1 | score 2 | score 3

NHL 103 47 41 15
Kontrola 31 28 3 0

5.2 Ocena morfometryczna angiogenezy w szpi'
ku kostnym u pacjentow ze szpiczakiem
plazmatycznokomorkowym (MM) w czasie
rozpoznania choroby

U chorych z MM stwierdzono znacznie wyzsze
warto$ci analizowanych parametrow (LN -
liczba naczyn, SUM_POW — suma powierzchni
naczyn, SUM_OBW — suma obwodéw naczyn)
w poroOwnaniu z grupa kontrolna. Natomiast
srednia powierzchnia pojedynczego naczynia
(SR_POW) oraz srednia obwodu pojedynczego
naczynia (SR_OBW) w grupie pacjentow z MM
byly nizsze niz w grupie kontrolnej. Roznice te
byly istotne statystycznie (tabela 2).

Tabela 2. Angiogeneza w szpiku kostnym w ocenie morfometrycznej u pacjentow z MM.

. Ocena morfometryczna
Rozpoznanie N ; -
LN SUM_POW | SUM_OBW SR_POW SR_OBW
75,36 58120,23 16669,78 882,63 238,59 Srednia
MM 22 51,98 37683,97 10433,85 567,77 89,70 SD
66,00 64286,00 15491,64 828,15 236,30 Mediana
13,52 19237,52 4785,92 1504,96 369,88 Srednia
Kontrola 31 7,04 10472,55 241597 603,09 114,38 SD
11,00 17140,00 4318,76 1448,00 363,65 Mediana
P 0,000001 0,000150 0,000001 0,000840 0,000140
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5.3 Ocena pdlilosciowa angiogenezy w szpiku
kostnym u pacjentow ze szpiczakiem
plazmatycznokomorkowym (MM) a stadium
zaawansowania klinicznego choroby

W ocenie poéhilosciowe] unaczynienia w szpiku
kostnym u pacjentow z MM stwierdzono, ze
w pierwszym stadium zaawansowania klinicz[
nego wedlug Durie 1 Salmona ponad polowa
(66,7%) analizowanych przypadkow miata niski
stopien unaczynienia (score ). Podobnie
u ponad polowy (66,7%) pacjentow w drugim
stadium zaawansowania klinicznego oceniono
score 2. Wsrdd 10 pacjentéw, u ktérych w mol’
mencie rozpoznania szpiczaka plazmocytowego
ustalono trzecie stadium zaawansowania klinicz! |
nego wedlug Durie iSalmona, stwierdzono 4
przypadki zniskim stopniem unaczynienia
w szpiku, 4 z posrednim stopniem oraz w dwéch
przypadkach wysoki stopien unaczynienia sco!]
re 3. Wszystkie wymienione zaleznosci pomig! |
dzy stopniem unaczynienia szpiku ocenionym
w metodzie polilosciowej a stadium klinicznego
zaawansowania choroby u pacjentow z MM nie
byly istotne statystycznie (tabela 3).

Tabela. 3 Angiogeneza w szpiku kostnym w ocenie potilo§ciol
wej a stadium klinicznego zaawansowania choroby wg Durie
i Salmona u pacjentow z MM.

p =0,57407 Ocena potilosciowa
Stadium N Score 1 Score 2 Score 3
1 3 2(66,67%) | 1(33,33%) 0(0%)
11 9 2(22,22%) | 6(66,67%) 1(11,1%)
111 10 | 4(40,00%) | 4(40,00%) | 2(20,00%)

5.4 Ocena pdtilosciowa angiogenezy w szpiku
kostnym u pacjentow z chloniakiem nieziar!
niczym o wysokim stopniu ztosliwosci
(NHLHM) a typ rozrostu komorek chloniaka

W grupie pacjentow z NHLHM w 12 przyl]
padkach nie stwierdzono nacieku komorek
chloniaka w szpiku kostnym. U tych chorych
unaczynienie W stopniu niskim stwierdzono
w 6 przypadkach, unaczynienie w stopniu po$[]
rednim w 5 przypadkach, a w stopniu wysokim
w 1 przypadku. Rozrost typu §rédmiazszowego
byl najczg$ciej rozpoznawany u pacjentow
zNHLHM 1 towarzyszyl mu najczg$ciej niski
stopien  unaczynienia w szpiku  kostnym.
Natomiast w litym rozros$cie komodrek chtoniaka
stwierdzano  przede  wszystkim  pos$redni
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1 wysoki stopien unaczynienia szpiku. Przedstal’|
wione powyzej roznice dotyczace zaleznoS$ci
migdzy stopniem angiogenezy w ocenie poOtilol]
sciowej atypem rozrostu komorek chtoniaka
w szpiku kostnym u pacjentow z NHLHM bytly
istotne statystycznie (tabela 4).

Tabela 4. Angiogeneza w szpiku kostnym w ocenie potilosciol
wej atyp rozrostu komorek chloniaka w szpiku u pacjentow
z NHLHM.

P =0,00426 Ocena potilosciowa
Typ rozrostu | N Score 1 Score 2 Score 3
brak rozrostu | 12 | 6(50,0%) 5(41,67%) | 1(8,33%)
rozrost o o o
&r6dmigzszowy 25 | 16(64,0%) | 9(36,0%) (0%)
rozrost rozlany | 6 | 0(0%) 3(50,0%) 3(50,0%)

5.5 Angiogeneza w szpiku kostnym u pacjentow
z NHL w roznych stopniach nacieku komol
rek chioniaka

W analizowanych 22 preparatach szpiku kost[]
nego pacjentow z MM stwierdzono 4 przypadki
w stopniu [ (<20% komorek), 4 przypadki
w stopniu I (20-50% komorek) oraz 14 pacl]
jentdow mialo naciek wstopniu III (> 50%
komorek). Najwigkszy stopien unaczynienia
(score 3) stwierdzano tylko u 3 pacjentéw z I1I
stopniem nacieku, natomiast ponad potowa tych
pacjentow miala unaczynienie ocenione w stop! |
niu posrednim (score 2). Ws§rdd pacjentow
z | stopniem nacieku ponad 75% miato angiol’
genezg oceniong jako niska (score ). Roznice te
nie byly istotne statystycznie.

O ile w grupie pacjentéw z MM nie udato si¢
wykazaé istotnosci statystycznej dotyczacych
zalezno$ci pomiedzy stopniem nacieku komorek
chtoniaka a angiogeneza w ocenie potilosciowe;j,
o tyle w przypadku pacjentow z NHLLM widac
taka zalezno$¢, a rdznice sg istotne statystycznie
(tabela 5).

Tabela 5. Angiogeneza w szpiku kostnym w ocenie pétilo$ciol
wej a stopien nacieku komorek chioniaka w szpiku u pacjen(’
tow z NHLLM.

P =0,03437 Ocena potilosciowa
Stopien nacieku | N Score 1 Score 2 Score 3
NI(<20%) 6 | 4(66,67%) | 2(33,33%) | 0(0%)
NII(2050%) 9 | 7(77,78%) | 2(22,22%) | 0 (0%)
NIII(>50%) 23 | 6(26,09%) | 9(39,13%) | 8(34,78%)

W grupie 43 pacjentow z NHLHM zwraca
uwage fakt, ze ponad polowa pacjentéw,

u ktérych oceniono unaczynienie w szpiku jako
niskie (score 1), miata naciek komorek chtol]
niaka ponizej 20% (I stopien). Przedstawione
roznice byty znamienne statystycznie (tabela 6).

Tabela 6. Angiogeneza w szpiku kostnym w ocenie potilosciol
wej a stopien nacieku komodrek chtoniaka w szpiku u pacjen’]
tow z NHLHM.

P =0,00435 Ocena potilosciowa
Stopien nacieku | N Score 1 Score 2 Score 3
NI (<20%) 19] 12(63,16%) | 7(36,84%) | 0 (0%)
NII (20-50%) [16] 10(62,50%) | 5(31,25%) | 1 (6,25%)
NIII (>50%) 8 0 (0%) 5(62,50%) | 3(37,50%)

5.6 Angiogeneza w szpiku kostnym u pacjentow
z NHL w roznych stopniach wloknienia
w szpiku kostnym

W 103 preparatach histologicznych szpiku kost[’
nego od pacjentow z NHL oceniono grubos¢
wiokien retikulinowych wg Hernandeza-Garcii
1 wsp. 1po barwieniu immunohistochemicznym
przeciwciatem CD34 dokonano oceny ekspresji
komorek $rodbtonka naczyniowego. Nie stwierl |
dzono istotnych zaleznoSci migdzy stopniem
wldknienia a unaczynieniem szpiku (tabela 7).
Podobnie jak wcalej grupie badanej, tak
1w poszczegdlnych  typach  histologicznych
NHL nie wykazano istotnych statystycznie roz[|
nic pomigdzy widknieniem a stopniem unaczy![]
nienia szpiku.

Tabela 7. Angiogeneza w szpiku kostnym w ocenie potilosciol
wej a stopien widknienia w szpiku u pacjentow z NHL.

p=0,21602 Ocena potilosciowa
Stopien wioknienia | N [ Score 1 | Score 2 | Score 3
WI° 36 | 47,22% | 47,22% 5,56%
WII° 45 | 48,89% | 35,56% | 15,56%
WIII® 22 ] 36,36% | 36,36% | 27,27%

5.7 Angiogeneza w szpiku kostnym u pacjentow
z NHL po chemioterapii I linii

W 4-6 tygodni po zakonczeniu leczenia I linii
wykonano trepanobiopsj¢ szpiku kostnego
celem oceny efektow leczenia. W pobranych
bioptatach wykonano barwienia immunohistol’
chemiczne z zastosowaniem przeciwciata CD34
celem uwidocznienia komorek Srodbtonka
naczyniowego. Tak wybarwione preparaty pod!!
dano nastgpnie ocenie potilosciowej i ilo§ciowe;j
z zamiarem okre$lenia angiogenezy.
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W ocenie poétilosciowej zbadano 103 prel
paraty szpiku kostnego od pacjentow z NHL po
przeprowadzonym leczeniu pierwszej linii.
W 39 przypadkach stwierdzono niski stopien
angiogenezy (score 1), w 48 oceniono posredni
stopien (score 2), natomiast u 16 pacjentow sto!
pien unaczynienia szpiku byt wysoki (score 3).
Przeanalizowano roznice pomigdzy oceng poOil]
iloSciowa angiogenezy utych pacjentow
w chwili rozpoznania choroby (przed rozpoczg!l'|
ciem leczenia Ilinii) aocena dokonana po
zakonczeniu leczenia (badanie 2) i stwierdzono,
ze zwigkszyt si¢ odsetek pacjentow z posrednim
stopniem unaczynienia z 39, 81% w badaniu 1
do 46,60% w badaniu 2, jak réwniez z wysokim
stopniem angiogenezy z 14,56% w badaniu 1 do
15,53% wbadaniu 2. Zauwazy¢ nalezy, ze
wzrostowi stopnia unaczynienia szpiku w analil’|
zowanych przypadkach towarzyszyt spadek od![]
setka pacjentow, u ktorych wyjsciowo (badanie
1) oceniano niski stopien unaczynienia z 45,63%
do 37,86% w badaniu po zakonczeniu leczenia.
Przedstawione powyzej roznice byly istotne
statystycznie. Sprawdzono réwniez, jak przed!!
stawiatly si¢ roznice w ocenie potilosciowej
angiogenezy przed ipo leczeniu I linii w posz[]
czegb6lnych grupach chtoniakéw 1 stwierdzono,
ze zaobserwowane rdoznice byly istotne statys!]
tycznie (tabela 8). Sprawdzono rowniez, jak
przedstawiaty sig réznice w ocenie potilosciowe]
angiogenezy przed ipo leczeniu I linii w posz!]
czegdlnych grupach MM, NHLLM i NHLHM.
Wyniki przedstawiono zbiorczo w tabeli 9,
wszystkie réznice byly istotne statystycznie.

Tabela 8. Angiogeneza w szpiku kostnym w ocenie potiloscio-
wej u pacjentéw z NHL przed rozpoczeciem leczenia (bada-
nie 1) oraz po zakonczeniu leczenia pierwszej linii (badanie 2).

p =0,00001 Angiogeneza badanie 2
Angiogeneza badanie 1 | Score 1 Score 2 Score 3
Score 1 47 32 15 0
Score 2 41 7 27 7
Score 3 15 0 6 9
103 39 48 16
(37,86%) | (46,60%) | (15,53%)

5.8 Angiogeneza w szpiku kostnym a przezycie
pacjentow z NHL

Sposrod 103 pacjentow zakwalifikowanych do
badania do chwili zakonczenia poszczegdlnych
obserwacji przezyto 78 (75,73%), a 25 (24,27%)
pacjentéw zmarto. W grupie pacjentéow, ktorzy

zmarli, byto 18 (72%) mezczyzn 17 (28%)
kobiet, srednia wieku wsrdd tych pacjentéw wy
nosita 55,72 (17-75, mediana: 57, SD — 53,92).
Najwigcej zgonow odnotowano w grupie pacl|
jentow z MM, bo az 40,91% (9/22), nastgpnie
25,58% (11/43) zrozpoznaniem NHLHM oraz
13,16% (5/38) z grupy NHLLM.

Za pomoca metody Kaplana-Meiera analizol’
wano prawdopodobienstwo przezycia wsrdd
pacjentow z NHL, w zaleznosci od: typu histol]
logicznego NHL; wyniku oceny potilosciowej
angiogenezy Ww szpiku kostnym oraz wyniku
oceny morfometrycznej (iloSciowej) angioge!]
nezy w szpiku, przed i po chemioterapii pierwl |
szej linii.

Tabela 9. Angiogeneza w szpiku kostnym w ocenie potilosciol
wej u pacjentow z MM, NHLLM, NHLHM przed rozpoczg!]
ciem leczenia (badanie 1) oraz po zakonczeniu leczenia pierw![]
szej linii (badanie 2).

 Ocena MM NHLLM | NHLHM
potilosciowa
Score 1 o o 22
badanie 1 8(36,36%) | 17 (44,74%) (51,16%)
Score 1 o o 16
badanic2 | / G1L82%) | 16 (42,11%) | 37510/
Score 2 o o 17
badanic 1| 11 (50.00%) | 13 3421%) | 39 530/,
Score 2 o o 23
badanie 2 10 (45,45%) | 15 (39,47%) (53,49%)
Score 3 o N 4
badanic 1 | 3 (13:64%) | 8CL0SY%) | g 300/
Score 3 o o 4
badanic2 | > (2273%) | TUA2%) | g 350,
P 0,00297 0,00083 0,00036
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Rys. 1. Przezycia chorych na NHL w zalezno$ci od stopnia

angiogenezy, w szpiku kostnym, ocenionego w metodzie p6t(]
ilosciowej (badanie w okresie rozpoznania choroby) score 1 vs.

score 2 — p=0,00906; score I vs. score 3 — p=0,03418; score 2

vs. score 3 — p=0,72768.
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Analiza prawdopodobienstwa przezycia chol |
rych wzaleznosci od stopnia angiogenezy
w szpiku kostnym w badaniu przed chemioteral |
pia wykazata, ze w grupie zniskim stopniem
angiogenezy (score 1) przezycie sze$c¢dziesig!]
ciomiesigczne wynosito 85%, w grupie o posred !
nim stopniu angiogenezy (score 2) 52%, natol!
miast z wysokim stopniem angiogenezy (score 3)
60%. Roéznice oceniane testem dla wielu grup
byly istotne statystycznie (p=0,02932) (rys. 1).

6 DYSKUSJA

Znaczenie angiogenezy Ww patogenezie nowol |
tworéw badane jest juz od kilkudziesigciu lat.
W 1939 roku Ide obserwowat na modelu zwie!l]
rzecym wzrost naczyn w implantowanych gul’
zach nowotworowych. Opublikowana w 1945
roku praca Algiera i Chalkley’a data podstawy
do stworzenia metod iloSciowej oceny naczyn
w guzie nowotworowym [4]. Lata siedemdziel’
siagte przyniosty pierwsze nadzieje na stworzenie
nowych metod walki z nowotworami, kiedy to
Judah Folkman powiedzial: ”By¢ moze uda si¢
powstrzymac rozrost guzow, gdy nie pozwoli si¢
im na tworzenie wlasnej sieci naczyn krwiono$!
nych” [3]. Dzisiaj jakze blisko jestesmy spetniel
nia tych marzen. Jednak nadal jest wiele nie do
konca poznanych zagadnien dotyczacych angio!]
genezy w nowotworach. Coraz wigcej pytan
o mechanizmy neowaskularyzacji zadaja sobie
onkolodzy, patolodzy, biolodzy i genetycy. Na
wiele z nich jak dotad nie mozna jeszcze podaé
jasnych 1 wyczerpujacych odpowiedzi.

W przeciwienstwie do guzoéw litych, rola
angiogenezy w nowotworach hematologicznych
jest zagadnieniem do$¢ nowym 1w ostatnim
czasie przyciagajacym uwage wielu badaczy.
Réznice w biologii tych nowotworow stwarzaja
konieczno$¢ innego podejScia poznawczego do
tego zjawiska. Odmienno$¢ biologiczna to
przede wszystkim charakter uktadowy nowo!]
tworow hematologicznych, to brak mozliwosci
zlokalizowania guza pierwotnego 1 w wigkszos$ci
przypadkow uogélniony charakter choroby
nowotworowej juz w chwili rozpoznania.

Podobnie jak w guzach litych i tutaj proces
tworzenia nowych naczyn w pierwszym etapie
polega na zwigkszeniu produkcji 1 wydzielaniu
mediatorow proangiogennych (VEGF, bFGF,
IL-6 iinnych) nie tylko przez komorki nowol!
tworowe, ale takze przez makrofagi, komdrki

tuczne, limfocyty i fibroblasty. Zasadnicza role
w nowotworach hematologicznych przypisuje
si¢ VEGF. Jego zwigkszona ekspresja powoduje
wzrost gestosci naczyn, a tym samym sprawia,
ze nowotwor jest bardziej inwazyjny, a przektal’
dajac to na jezyk kliniczny — Zle rokuje. Oprocz
bezposredniego dziatania parakrynnego, VEGF
moze dziala¢ jeszcze na drodze autokrynnej
1 powodowa¢ ekspansj¢ klonu nowotworowego
w szpiku kostnym, poprzez pobudzanie prolil!
feracji i hamowanie apoptozy [6, 7]. Réwniez
w przypadku bFGF wykazano jego znaczaca
rol¢ wrozwoju nowotworéw ukladowych.
Salven wraz ze wspolpracownikami w analizie
wieloczynnikowej stwierdzil, ze wysoki poziom
bFGF w surowicy u pacjentow z NHL przed
leczeniem koreluje ze zla prognoza choroby,
a korelacja ta jest silniejsza od powszechnie
znanych czynnikéw prognostycznych, takich jak
liczba lokalizacji pozawgztowych chtoniaka oraz
aktywno$¢ dehydrogenazy kwasu mlekowego
w surowicy [12]. Przytoczone, tylko niektore,
doniesienia na temat roli procesu angiogenezy
w nowotworach hematologicznych ttumacza tak
wielkie zainteresowanie tym problemem. Poz[’
nanie angiogenezy w nowotworach hematolo!
gicznych to pierwszy krok w kierunku nowe;j
1 obiecujacej terapii.

Jednak do wprowadzenia terapii antyangio!l]
gennej w rutynowym postgpowaniu w nowotwol |
rach hematologicznych droga jeszcze daleka.
Nasuwa si¢ kilka podstawowych pytan: jak
zbada¢ 1co bada¢ w celu okreslenia intensyw!]
nosci procesu angiogenezy, kogo bada¢ i ktore
nowotwory uktadowe sa potencjalnie zalezne od
rozwoju sieci naczyniowej, kiedy rozpoczynaé
terapi¢ antyangiogenna 1w jaki sposob ja
monitorowac? Z powodu fascynacji problemem
angiogenezy podjeto badania wlasne z mysla
o zdobyciu dos$wiadczen w badaniu tego zjall
wiska 1z nadzieja, ze przynajmniej na czgS$¢
z tych pytan uzyska si¢ odpowiedz.

W badaniach wlasnych wykazano, ze stopien
angiogenezy w szpiku kostnym oceniony w mel |
todzie potilosciowe] byt wyzszy w grupie
pacjentoéw z NHL w poréwnaniu do oséb zdrol’
wych z grupy kontrolnej, rdznica ta byla istotna
statystycznie. Ocena morfometryczna wykazata
réwniez istotnie statystycznie wigksze wartosci
parametrow dotyczacych liczby naczyn, sumy
powierzchni i sumy obwodow naczyn w prepal’
ratach histologicznych szpiku, od pacjentow
zNHL w porownaniu do grupy Kkontrolne;j.
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Wyniki badan §wiadcza o zwigkszonym unaczy!|
nieniu szpiku kostnego w przebiegu chorob
rozrostowych uktadu chlonnego. Analizowane
srednie wartosci okreslajace pole powierzchni
iobwod pojedynczego naczynia byly mniejsze
w badanej grupie NHL niz w grupie oséb zdrol|
wych, co potwierdza, ze zwigkszenie unaczyniel |
nia w grupie NHL zwiazane jest z procesem
nowotworowym, poniewaz to wilasnie naczynia
powstate w wyniku patologicznej, indukowanej
nowotworem angiogenezy zazwyczaj sa znacz!
nie mniejsze, drobniejsze, ich ksztalty sa bardzo
nieregularne, czasem nawet zdeformowane
w porownaniu do naczyn powstalych w procesie
fizjologicznej angiogenezy [14].

W materiale wtasnym podjeto si¢ oceny
stopnia angiogenezy w szpiku kostnym w zalez[
nosci od stadium zaawansowania klinicznego.
W przypadku MM ponad polowa pacjentow
w pierwszym stadium zaawansowania miata
niski stopien angiogenezy w szpiku kostnym
w metodzie potilosciowej. Podobnie pacjenci
w drugim stadium zaawansowania wg Durie
1 Salmona w ponad potowie przypadkéw mieli
okreslony posredni stopien angiogenezy. Roz![]
nice te nie byly istotne statystycznie, ale
wynikac to moze z matej liczebnosci grupy MM.
W grupie NHLLM i NHLHM, biorac pod uwage
oceng punktowa, intensywno$ci unaczynienia
tkanki szpikowej oraz ocen¢ morfometryczna,
nie wykazano istotnych réznic w stopniu angiol
genezy w zalezno$ci od stadium klinicznego
zaawansowania choroby okreslonego wg Ann
Arbor. W przypadku pacjentéw z MM dalo sig
zaobserwowa¢ jednak tendencj¢ wzrostowa
parametrow angiogenezy, takich jak: liczba nal’
czyn, suma powierzchni i suma obwodu naczyn
wraz ze wzrostem stadium zaawansowania klil’l
nicznego choroby, byty to réznice bez istotnosci
statystycznej, jednak jak wspomniano powyzej,
wynika¢ to moze najprawdopodobniej z matej
liczebnos$ci grupy.

W badaniach wlasnych analizowano stopien
nasilenia  angiogenezy w szpiku  kostnym
u pacjentow z NHL w zaleznosci od stopnia
wldknienia okreslonego wedlug metody Hernan![
deza-Garcii. Nie stwierdzono istotnych statysl!
tycznie zalezno$ci migdzy stopniem widknienia
a stopniem angiogenezy Ww szpiku kostnym
u pacjentow z NHL. Zwraca jednak uwage, ze
liczba naczyn w bioptatach szpiku kostnego
pochodzacych od pacjentow z MM miata tenl’
dencje wzrostowe wraz ze stopniem widknienia.

By¢ moze udatoby si¢ wykaza¢ zalezno$¢
pomigdzy tymi parametrami, dokonujac analizy
na wigkszej grupie pacjentow.

W niniejszej pracy porownano stopien angiol
genezy w szpiku kostnym u pacjentow z NHL
przed 1 po leczeniu pierwszej linii. W bioptatach
szpiku kostnego pobranych od pacjentow po
zakonczeniu chemioterapii wykonano barwienie
immunohistochemiczne z zastosowaniem prze!]
ciwciata anty CD34 celem uwidocznienia
komorek srodbtonka naczyniowego, nastepnie
preparaty poddano analogicznej jak przed leczel |
niem ocenie pohiloSciowej 1 morfometrycznej,
po czym uzyskane wyniki poréwnano z wynil |
kami badania pierwszego (przed rozpoczeciem
leczenia). W metodzie potilosciowe] wykazano,
ze w badaniu po zakonczeniu leczenia zwigkszyt
si¢ istotnie odsetek pacjentow z posrednim
(z 39,81% do 46,60%) 1 wysokim (z 14,56% do
15,53%) stopniem angiogenezy, natomiast
zmniejszyt si¢ odsetek pacjentow z niskim stopl
niem angiogenezy (z 45,63% do 37,86%)
w porownaniu do badania wyjsciowego. Takie
same spostrzezenia jak dla catej grupy badanej
NHL dotyczyly poszczegélnych grup histolol]
gicznych (MM, NHLLM, NHLHM). W ocenie
morfometrycznej, pomimo ze nie stwierdzono
istotnych statystycznie rdznic w porownywall
nych grupach dotyczacych badania przed ipo
leczeniu chemioterapia, dalo si¢ zauwazy¢ ten!]
dencj¢ wzrostowa Sredniej liczby naczyn
u pacjentow z NHLLM i NHLHM oraz obnil |
zenie $redniej liczby naczyn u pacjentow z MM.

Reasumujac to zagadnienie, nalezy stwierl!
dzi¢, iz angiogeneza w szpiku kostnym w ocenie
morfometrycznej nie zmienita si¢ znaczaco po
zastosowaniu chemioterapii pierwszej linii.
Stwierdzenie to jest zgodne z niektorymi wynil
kami badan przeprowadzonych przez innych
autorow, ktorzy nie wykazali zmiany ggstosci
naczyn w szpiku kostnym po zastosowanej
terapii. A nawet obserwowali utrzymywanie si¢
zwigkszonej angiogenezy w szpiku kostnym
u pacjentéw, ktérzy osiagneli catkowita remisje
choroby po wysokodawkowanej chemioterapii
wspomagane;j przeszczepieniem  komorek
macierzystych [6]. Rzadko autorzy podaja obnil|
zenie gestosci naczyn w szpiku kostnym po
zastosowaniu chemioterapii klasycznej u pacjen’’
tow z MM.

W badaniu wlasnym przeanalizowano zwial
zek migdzy potilosSciowym stopniem angiogel’
nezy, jej parametrami morfometrycznymi
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w szpiku kostnym u pacjentéw z NHL a czasem
ich przezycia. Wykazano, ze w badanej grupie
najkrotsze przezycie bylo wsrdd pacjentow
z MM, nastepnie w grupie NHLHM, a najwigce;j
pacjentéw przezyto z grupy NHLLM. Wykazal’
no roéwniez, ze przezycie zalezy od stopnia
angiogenezy okreslonego w metodzie potiloscioll
wej, zarbwno w ocenie przed, jak i po chemiol
terapili. Biorac pod uwage analizowane paral|
metry morfometryczne angiogenezy, stwierdzol
no, ze przezycie pacjentow z NHL zalezy od
liczby naczyn w szpiku kostnym, sumy pola
powierzchni naczyn oraz sumy obwodow.
Przezycie jest krotsze wraz ze wzrostem tych
parametrow. Podobne wyniki otrzymali inni
autorzy badajacy zalezno$¢ przezycia od nasile!]
nia angiogenezy w szpiku kostnym u pacjentow
z MM, wykazujac, ze u chorych, ktorzy mieli
liczbe mikronaczyn mniejsza lub rowna 50,
sredni czas przezycia wynosit 5,1 lat, podczas
gdy w grupie z gestoscia ponad 50 mikronaczyn
w polu widzenia czas przezycia byl o potowe
krotszy [9, 10].

Angiogeneza w nowotworach jest badana od
wielu lat 1 nadal nie do konca zostala poznana.
Wiele pozostato do wyjasnienia, szczegélnie
w hematoonkologii. Proby terapii antyangiogen! |
nej, jeszcze w fazie badan klinicznych, podejl’]
mowane sa wlasnie w tej grupie chorych. Stosol’
wanie terapii hamujacych unaczynienie wymaga
stworzenia standardow wskazan do takiej tel
rapii, ustalenia, w jakiej fazie choroby rozpoczy!
nac¢ leczenie 1 jak dlugo je kontynuowac oraz, co
najwazniejsze, jak monitorowaé przebieg terapii
antyangiogennej u chorych na nowotwory hemar’
tologiczne. Stworzenie takich standardow
wymaga jednak dokladnego zbadania samego
procesu nowotworzenia naczyn, okreslenia
jednolitych 1 porownywalnych metod oceny
angiogenezy oraz zbadania korelacji z innymi
czynnikami rokowniczymi (biologicznymi, moll
lekularnymi 1 genetycznymi) w nowotworach
hematologicznych.
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