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WYKAZ SKROTOW

(b)FGF —

ACTB -
ALK —
ALL —
AML -
Ang —
ANPEP —
APL —
B2M —
BMP —
CALLA -

CD -

COX -
DAB —
ECM —
EDTA -
EGF -
ENG —
eNOS —

GAPDH —
HGF —
HIF —

HPRT1—

HPSE —
HUVEC —

(basic) fibroblast growth factor, (zasadowy) czynnik wzrostu
fibroblastow

p-actin, p-aktyna

activin receptor-like kinase, kinaza ALK

acute lymphoblastic leukemia, ostra biataczka limfoblastyczna

acute myeloid leukemia, ostra biataczka niclimfoblastyczna

angiopetin, angipoetyna

alanyl (membrane) aminopeptidase, aminopeptydaza alanylowa

acute promyelocytic leukemia, ostra biataczka promielocytowa
S-2-microglobulin, mikroglobulina -2

bone morphogenetic protein, biatko morfogenetyczne kosci

common acute lymphoblastic leukemia antygen, antygen ostrej biataczki
limfoblastycznej

cluster of differentiation, kompleks roéznicowania, symbolem i liczba
oznaczane sa poszczegdlne antygeny powierzchniowe

cyclooxygenase, cyklooksygenaza

3,3’-diaminobenzydyna

extracellular matrix, macierz zewnatrzkomorkowa

kwas etylenodiaminotetraoctowy, antykoagulant

epithelial growth factor, nabtonkowy czynnik wzrostu

endoglin, endoglina

endothelial nitric oxide synthase, synteza tlenku azotu pochodzenia
srodblonkowego

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, dehydrogenaza aldehydowa
3-fosfoglicerynowa

hepatocyte growth factor, czynnik wzrostu hepatocytow

hypoxia inducible factor, czynnik aktywowany przez niedotlenienie
hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1, fosforybozylotransferaza
hipoksantynowa 1

heparanase, heparanaza

human umbilical vein endothelial cells, komoérki srodblonkowe ludzkiej

zyly pepowinowe;j
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Ki-67 —
MDR —
MLL —
MM —
MMP —
MVD —
Nrp —
PBMCs —
PBS —
PDGF —
PGs —
Ph—
PIGF —
PTGS1 -

RPL13a -
TF -
TGFp —
Tie -

TIMP2 —
TNFAIP2 —
TNFa —
TNM —

TVA -
TYMP —

VEGF —

VEGFR —

antygen komorek proliferujacych

minimal residual disease, choroba resztkowa

mixed-lineage leukemia gene, gen biataczki mieszano-liniowej

multiple myeloma, szpiczak mnogi

matrix metalloproteinases, metaloproteinazy

microvessel density, gesto$¢ unaczynienia

neuropilin, neuropilina

peripheral blood mononuclear cells, komorki jednojadrzaste krwi
phosphate buffered saline, sol fizjologiczna buforowana fosforanami
platelet derived growth factor, ptytkowy czynnik wzrostu
prostaglandins, prostaglandyny

chromosom Philadelphia

placental growth factor, tozyskowy czynnik wzrostu
prostaglandin-endoperoxide synthase 1 (prostaglandin G/H synthase and
cyclooxygenase), cyklooksygenaza 1

ribosomal protein L13a, biatko rybosomalne L13a

tissue factor, czynnik tkankowy

transforming growth factor g, transformujacy czynnik wzrostu 3
tyrosine kinase with immunoglobulin-like and EGF-like domains,
receptor dla angiopoetyny o aktywnosci kinazy tyrozynowej

TIMP metallopeptidase inhibitor 2, inhibitor 2 metaproteinaz

tumor necrosis factor, o-induced protein 2, biatko 2 indukowane TNFa
tumor necrosis factor o, czynnik martwicy nowotworow o
tumor-node-metastasis, klasyfikacja stuzaca do oceny stopnia
zaawansowania klinicznego nowotworu

total vascular area, catkowity obszar naczyniowy

thymidine phosphorylase, fosforylaza tymidyny

vascular endothelial growth factor, naczyniowo-srédbtonkowy czynnik
wzrostu

receptor naczyniowo-srodbtonkowego czynnika wzrostu
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1. WSTEP

1.1 Angiogeneza

1.1.1 Angiogeneza — definicja, mechanizm i znaczenie

Powstawanie naczyn krwiono$nych jest warunkiem koniecznym rozwoju
1 réznicowania organizmu podczas embriogenezy. Z tego tez powodu uktad krazenia
u kregowcow rozwija si¢ jako pierwszy (Breier, 2000). Réwniez w trakcie zycia
pozaplodowego tworzenie naczyn ma olbrzymie znaczenie dla prawidtowego
funkcjonowania organizmu. Nieprawidtowa waskulatura oraz zaburzenia budowy lub
funkcji naczyn moga by¢ przyczyna wielu choréb organizmu, a nawet mie¢ charakter
letalny (Carmeliet, 2003).

Tworzenie nowych naczyn nast¢puje w wyniku zachodzenia trzech procesow:
waskulogenezy, angiogenezy oraz arteriogenezy.

Pierwszy z nich charakterystyczny jest dla okresu embrionalnego i polega na
formowaniu naczyn krwiono$nych z komorek macierzystych $rodbtonka —
hemangioblastow, powstajacych w wyspach krwiono$nych woreczka zottkowego
zarodka. Efektem jest wytworzenie pierwotnego splotu naczyniowego w 3 tygodniu
embriogenezy w obszarach nieunaczynionych (Battegay, 1995, Risau i Flamme, 1995,
Dvorak, 2000, Giordano, 1999, Distler i wsp., 2003). W zyciu pozaptodowym nie
dochodzi do tworzenia naczyn krwiono$nych na drodze waskulogenezy (Risau
i Flamme, 1995). Wyjatkiem sa pewne stany patologiczne takie jak: choroby
nowotworowe, uszkodzona rogoéwka czy niedokrwienie konczyn dolnych, gdzie
obserwuje sig¢ powstawanie nowych naczyn krwiono$nych z udzialem komorek
prekursorowych $rodbtonka (Nacov, 1990, Asahara i wsp., 1997, Takahashi i wsp.,
1999).

W dalszych etapach rozwoju plodowego naczynia krwionosne powstaja
w wyniku angiogenezy (zwanej takze neowaskularyzacja) oraz arteriogenezy.
Arteriogeneza polega na przeksztalcaniu istniejacych tgtniczek kolateralnych
w funkcjonalne tetnice w nastepstwie pogrubienia ich warstwy mig$niowej, czego
efektem jest nabywanie przez nie wlasciwosci wazomotorycznych (Koerselman i wsp.,
2003). W wyniku transformacji matych naczyn powstaja t¢tnice przewodzace o 20-

krotnie wigkszej $rednicy. Zachodzenie arteriogenezy jest takze obecne w zyciu


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nacov%20E%22%5BAuthor%5D
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pozaptodowym organizmu (np. w dojrzalym niedokrwionym i niedotlenionym sercu
(van Royen i wsp., 2001).

Z kolei angiogeneza jest procesem, w ktérym z naczyn krwiono$nych juz
istniejacych powstaja nowe, co odbywa si¢ przez paczkowanie komoérek srodbtonka
scian 1 koncow kapilar. Angiogeneza jest takze glowna droga tworzenia naczyn
w okresie zycia pozaplodowego. W tym przypadku jest ona charakterystyczna dla
specyficznych, fizjologicznych sytuacji. Zachodzi w pewnych etapach cyklu
menstruacyjnego — podczas remodelowania $luzowki macicy oraz formowania ciatka
z6ttego (Hazzard i Stouffer, 2000). Jest takze niezb¢dna podczas implantacji zarodka do
btony §luzowej macicy i formowania tozyska (Smith, 2000). Fizjologiczna angiogenezg
obserwuje si¢ rowniez w krezce jelita oraz w trakcie kostnienia na podtozu chrzg¢stnym
(Gerber i wsp., 1999b, Horner i wsp., 1999, Carlevaro i wsp., 2000, Haigh i wsp.,
2000). Proces neowaskularyzacji towarzyszy takze powstawaniu ziarniny podczas
gojenia si¢ ran (Witte i Barbul, 1997). Angiogeneza jest rowniez kluczowa komponenta
patogenezy wielu chorob. Odgrywa ona istotng rolg w rozwoju przewlektych zapalen:
huszezycy, reumatoidalnego zapalenia stawow czy astmy (Folkman, 1995a, Carmeliet
i Jain, 2000). Jest jednym z elementéw zaangazowanych w powstawanie i przebieg
schorzen gastrologicznych (choroba Crohna, wrzodziejace zapalenia jelita grubego),
kardiologicznych (miazdzyca, choroba niedokrwienna migénia sercowego, sinicze wady
serca, neuroinfekcji oraz cukrzycy) (Ferrara i Henzel, 1989, Folkman, 1995b, Limb
I wsp., 1999, Salgado i wsp., 2001, Carmeliet, 2003, Terai i wsp., 2003). Proces ten
zwiazany jest takze z tworzeniem tkanki thuszczowej, co sugeruje jego udzial
w powstawaniu otytosci (Bouloumié i wsp., 1998). Bez watpienia, angiogeneza
odgrywa ogromna rol¢ w rozwoju choréb nowotworowych, warunkujac zarbwno wzrost
guza, jak i tworzenie przerzutow (Folkman, 1971, Folkman, 1995a, Folkman, 1995b).

Angiogeneza jest procesem ztozonym i wieloetapowym (Carmeliet i Jain, 2000).
W pierwszym etapie dochodzi do zwiotczenia naczyn krwiono$nych oraz aktywacji
komorek $rodblonka naczyniowego, co jest uwarunkowane niektérymi czynnikami
fizycznymi 1 humoralnymi (hipoksemia, hipoglikemia). Powoduje to uwolnienie
1 zwiazanie czynnikdw proangiogennych do ich receptoréw na powierzchni komorek
srodbtonka. Zasadnicza role w inicjacji angiogenezy odgrywaja biatka nalezace do
rodziny VEGF — naczyniowo-§rodbtonkowego czynnika wzrostu oraz czynnik wzrostu
fibroblastow (FGF). W wyniku dziatania lokalnie aktywowanych enzymow
proteolitycznych, takich jak metaloproteinazy (MMP), blona podstawna, na ktorej
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spoczywaja komorki endotelium, oraz macierz zewnatrzkomoérkowa (extracellular
matrix, ECM) ulegaja degradacji. Jest to warunek konieczny dla penetracji komorek
srodbtonka do nowych miejsc. Dodatkowo, w wyniku proteolizy ECM powstaja
produkty powodujace uwalnianie zwiazanych w podscielisku czynnikow wzrostu oraz
zwiazki o dziataniu chemotaktycznym, ulatwiajace nastepujaca kolejno migracje
komorek $rdédbtonka. W tym etapie udzial biora czasteczki adhezyjne, znajdujace sig¢ na
powierzchni komorek $rodbtonka (integryny a,fBs, avfs, selektyna E), ktore wchodza
w interakcje ze specyficznymi skladnikami macierzy zewnatrzkomorkowej
(witronektyna, fibronektyna, laminina) (Eliceiri i Cheresh, 1999). Jednocze$nie
zachodzi proliferacja komorek $rodbtonka (Juczewska i wsp., 2001). W stanie
spoczynku cykl zyciowy komorek srdédblonka przekracza 1000 dni, natomiast w czasie
angiogenezy ulega skroceniu do 5 dni (Folkman, 1995b). Podzialy komorek
srodblonkowych zapewniaja ciaglo$¢é naczynia i wytworzenie jego blony wewngtrzne;.
W kolejnym etapie nastgpuje tworzenie $wiatla naczynia — powstaja wydtuzone,
rurkowate struktury, ktore lacza si¢ koncami tworzac petle kapilar. Wytwarza sig
réwniez btona podstawna (Juczewska i wsp., 2001). Wytworzenie pelnowartosciowego
naczynia krwiono$nego wymaga rekrutacji 1 zwigzania komorek przydanki (pericytow),
a w przypadku duzych naczyn — réwniez komorek migsni gladkich. Etap ten
regulowany jest przez ptytkowy czynnik wzrostu (platelet derived growth factor,
PDGF) (Sato i wsp., 1993). W podznej fazie angiogenezy dochodzi do potaczenia
komorek  srodblonka z  otaczajacymi  je  komoérkami  mezenchymalnymi
1 wytworzenia stabilnych interakcji komorkowych i1 biochemicznych, w czym gtéwna

role odgrywaja angiopoetyny i recptory Tie 1 i 2 (Maisonpierre i wsp., 1997).
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“wiazanie czynnikéw angiogennych
2 receptorami
komérek rédblonka

“ aktywacja MMPs
i macierzy “uwolnienie angiotensyny |
migracja komorek srédblonka z komérek mezenchymatycznych
. . i zwiazanie z Tie-2
T . “wspomaganie migracjl - paczkowanie?
~ . i adhezji komérek rodblonka przez o ) - rekrutacja pericytow?
/ - stabilizacja naczyn krwionosnych?
L 7]

prekursor pericytu

“rekrutacja pericytow
do komorek $rédblonka z udzialem PDGF-88 r

Rycina 1. Etapy angiogenezy (Klagsbrun i Moses, 1999, zmodyfikowane)

1.1.2 Regulacja procesu angiogenezy

Angiogeneza jest procesem zlozonym, wymagajacym zaangazowania wielu
czynnikow. Do inicjacji tego procesu niezbgdne jest wspoldziatanie: 1) r6znego rodzaju
komoérek, 2) skladnikdbw macierzy zewnatrzkomérkowej oraz 3) zwiazkow
o charakterze stymulujacym badz hamujacym angiogenezg (Skora, 2006). Nalezy
zaznaczyC, ze kluczowa rolg¢ pelni tu ostatnia grupa czynnikéw. Uwaza sig, ze
angiogeneza regulowana jest przez zréwnowazong ekspresja czynnikow o charakterze
pro- i antyangiogennym, przy czym u zdrowych dorostych o0sob réwnowaga ta
przesunigta jest na strong tych ostatnich (Hanahan i Folkman 1996, Hazzard i Stouffer,
2000). Z kolei uruchomienie ,,programu” angiogenezy spowodowane jest zwigkszong
ekspresja stymulatorow i/lub obnizona ekspresja inhibitorow. Nabywanie fenotypu
angiogennego nazywane jest takze ,,przetacznikiem angiogennym” (angiogenic switch)
(Hanahan i Folkman, 1996).

Do czynnikdw o charakterze proangiogennym zalicza si¢ szereg cytokin
1 mediatorow, ktore stymuluja wzrost 1 proliferacj¢ komorek $rodbtonka, degraduja

macierz zewnatrzkomorkowa badz wptywaja na dojrzewanie naczyn krwionosnych.
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1.1.2.1 Rodzina naczyniowo-srodbtonkowego czynnika wzrostu VEGF

Kluczowa role w inicjacji fizjologicznej 1 patologicznej angiogenezy,
limfoangiogenezy, a takze waskulogenezy, odgrywa naczyniowo-$rodbtonkowy
czynnik wzrostu VEGF (vascular endothelial growth factor). Zostat odkryty w 1983 r.
przez Dvoraka i opisany jako czynnik przepuszczalnosci naczyn (Senger i wsp., 1983,
Senger i wsp., 1986, Ferrara, 1999). VEGF jest najsilniejszym i najbardziej swoistym
czynnikiem wzrostu komoérek $rodbtonka. Rodzina VEGF sktada sie z: VEGF-A
(zwyczajowo okreslanego jako VEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E,
VEGF-F oraz tozyskowego czynnika wzrostu PIGF (placental growth factor).
(Tammela i wsp., 2005). Czynniki te wiaza si¢ do ich specyficznych receptorow
obecnych na komoérkach srodbtonka VEGFR-1, VEGFR-2 oraz VEGFR-3, jak rowniez
do neurpiliny 1 i 2 (Nrp-1 i Nrp-2), bedacych receptorami semaforyn — czynnikdw
ukierunkowanego wzrostu aksondw. Interakcje pomigedzy czasteczkami rodziny VEGF
I ich receptorami sa ztozone. Oddziatywania te, w zaleznosci od typu wytworzonego

potaczenia, inicjuja odmienne szlaki, co przedstawiono na Rycinie 2.

PIGF VEGF VEGF-D VEGF,, VEGF,,,

N N N

..

......................................

NRP-1  NRP-2

y 3

koreceptory dla VEGFR-1/2

VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3
formowanie naczyn angiogeneza limfoangiogeneza
ekspresja proteaz proliferacja prphfergc;a
macierzy pozakomoérkowej migracja migracja

Rycina 2. Oddzialywania pomigdzy biatkami nalezacymi do rodziny VEGF i ich receptorami,
specyficzne oddziatywanie ligand — receptor wywotuje odmienny efekt na komoérki §rodbtonka (Harper
i Moses, 2006, zmodyfikowane)
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Gen VEGF sklada si¢ z 8 egzonéw. W wyniku alternatywnego sktadania
podczas transkrypcji powstaje przynajmniej 6 izoform biatka: VEGFi12;, VEGFiys,
VEGFi65, VEGF1g3, VEGF1g9 I VEGF05, przy czym izoformy VEGF12;, VEGFigs,
VEGF1g9 sa najcze$ciej produkowane przez wiele typow komorek (Ferrara i Gerber
2003, Robinson i Stringer., 2001, Tisher i wsp., 1991, Houck i wsp., 1991). Obecno$¢
domen wiazacych heparyng na niektorych izoformach sprzyja potaczeniom VEGF-
proteoglikany macierzy zewnatrzkomorkowej, co przyczynia si¢ do kumulacji tych
molekul w ECM.

Synteza VEGF jest indukowana w warunkach niedotlenienia za pomoca
czynnika transkrypcyjnego HIF (hypoxia inducible factor) (Pugh i Ratcliffe., 2003).
W takiej sytuacji nastgpuje zahamowanie konstytutywnej degradacji HIF-1a zaleznej od
tlenu. HIF wiaze si¢ z promotorem genu VEGF i stymuluje jego transkrypcje (Pugh
I Ratcliffe., 2003, Luttun i wsp., 2002a).

Wptyw funkcjonowania naczyniowo-§rodblonkowego czynnika wzrostu na
angiogenezg jest szeroki 1 ujawnia si¢ na wielu polach. Indukuje on proliferacjg, wzrost,
migracje komorek srddblonka oraz ich organizacje przestrzenna podczas formowania
naczynia (Ferrara i Gerber, 2003). Zwigksza przepuszczalnos¢ naczyn krwionosnych
m.in. poprzez formowanie przerw migdzy komoérkami (Bates i wsp., 2002). Aktywujac
syntaze tlenku azotu (eNOS) oraz zwigzang z tym produkcje tlenku azotu powoduje
wazodylatacj¢ podczas poczatkowych stadiow angiogenezy (Hood i wsp., 1998, Kroll
I Waltenberg., 1999, Singer, 1983, Bates i Curry, 1997). Stymuluje roéwniez ekspresje
proteaz zaangazowanych w degradacj¢ macierzy zewnatrzkomorkowej (Pepper i wsp.,
1991, Unemori i wsp., 1992, Mandriota i wsp., 1995). Ponadto, aktywuje ekspresjg
czynnikOw antyapoptotycznych, stajac si¢ tym samym czynnikiem warunkujacym
przezycie komorek srédbtonka (Benjamin i Keshet, 1997, Gerber i wsp., 1998, Gerber
i wsp., 1999a).

Uwaza sig, ze wiele czynnikéw stymulujacych proces angiogenezy, oddziatluje
posrednio — poprzez indukcje ekspresji VEGF. Naleza do nich m. in. transformujacy
czynnik wzrostu TGFp, ptytkowy czynnik wzrostu PDGF , nabtonkowy czynnik
wzrostu EGF, interleukina 1p i 6 (Siegfried i wsp., 2003, Saharinen i wsp., 2004, Kukk
I wsp., 1996, Oh i wsp., 1997). Stwierdza si¢ takze, iz tlenek azotu moze stymulowac
ekspresj¢ VEGF, tworzac tym samym autokrynna petle z VEGF (Ristimaki i wsp.,
1998, Chilov i wsp., 1997, Su i wsp., 2004, Kerjaschki i wsp., 2004).
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1.1.2.2 Lozyskowy czynnik wzrostu PIGF

Lozyskowy czynnik wzrostu PIGF, nalezacy do rodziny VEGF, zostal odkryty
w 1991 roku przez Grazielle Perscio (Maglione i wsp., 1991). Jednocze$nie
stwierdzono, ze PIGF wiaze si¢ do receptora 1 VEGF. Ponadto zaobserwowano, ze u
myszy pozbawionych genu PIGF proces angio- i arteriogenezy jest znacznie ostabiony
mimo wysokiego poziomu VEGF (Maglione i wsp., 1991).

Gen PIGF zlokalizowany jest na dtugim ramieniu chromosomu 14 w miejscu 24
i obejmuje 7 egzonow. Sekwencja aminokwasowa PIGF jest w 42% identyczna
z sekwencja naczyniowo-$rodbtonkowego czynnika wzrostu i PIGF wykazuje duze
podobienstwo strukturalne do VEGF (Maglione i wsp., 1993). PIGF funkcjonuje jako
dimer. Do chwili obecnej zidentyfikowano 4 izoformy rozniace si¢ iloscia
aminokwasow: PIGF-1 (PIGFi3;), PIGF-2 (PIGFis;), PIGF-3 (PIGFy3) i PIGF-4
(PIGF24), powstajace w wyniku zachodzenia alternatywnego splicingu. Izoformy
wykazuja takze powinowactwo do innych receptorow. PIGF-1, PIGF-3 i PIGF-4 wiaza
si¢ do receptora 1 VEGF, a PIGF-2 dodatkowo przytacza si¢ do neuropiliny 1 i 2.
Ponadto, izoforma 2 1 4 posiadaja domeny wiazace heparyng, moga zatem wiazac si¢ do

proteoglikandw macierzy zewnatrzkomoérkowej 1 tam by¢ magazynowane.
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Rycina 3. Warianty splicingowe genu PIGF (Ribatti, 2008)

Obecnos¢ PIGF pierwotnie wykazano w lozysku, gdzie przypisywano mu
funkcje kontrolna nad wzrostem i réznicowaniem trofoblastu (Maglione i wsp., 1993,
Khaliq i wsp., 1996). Badania immuncytochemiczne wykazaty obecno$¢ tozyskowego
czynnika wzrostu w warstwie srodkowej duzych naczyn tozyska (Khalig i wsp., 1996).
Badania stwierdzajace ekspresje PIGF we wczesnych etapach embriogenezy u myszy
sugeruja jego udzial w inicjacji i koordynacji procesu waskularyzacji (Achen i wsp.,
1997). PIGF obecny jest takze w sercu, ptucach, tarczycy, migsniach szkieletowych oraz

tkance thuszczowej (Persico i wsp., 1999, Voros i wsp., 2005).
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Lozyskowy czynnik wzrostu jest pozytywnym regulatorem angiogenezy. Uwaza
sig, ze moze stymulowac ten proces za pomoca kilku mechanizmoéw (Rycina 4):
— bezposrednie oddzialywanie na komorki srodbtonka przez VEGFR-1 (Maglione
I wsp., 1991),
— separacje VEGF od receptora 1, jednocze$nie umozliwiajace wiazanie VEGF do
VEGFR-2 (Luttun i wsp., 2002b),
— uwrazliwienie komorek na dzialanie VEGF-VEGFR-2 przez oddziatywanie
PIGF-VEGFR-1 (Viita i wsp., 2008),
— rekrutacje monocytoéw/makrofagow zaangazowanych w proces wzrostu naczyn
(Carmeliet i wsp., 2001)
— mobilizacj¢ progenitorowych komorek hematopoetycznych ze szpiku kostnego
(Carmeliet i wsp., 2001).
Lozyskowy czynnik wzrostu moze réwniez dziala¢ jako inhibitor angiogenezy.
Dzieje si¢ tak wtedy, gdy PIGF tworzy heterodimer z VEGF. Kompleks ten ma od 20
do 50 razy stabszy wplyw stymulujacy angiogenez¢ w pordéwnaniu do homodimeru
VEGF (Cao i wsp., 1996, Schomber i wsp., 2007). Badania na modelach zwierzecych
wykazaly, Zze PIGF moze blokowaé¢ angiogenez¢ stymulowana naczyniowo-

srodblonkowym czynnikiem wzrostu poprzez zmniejszanie puli homodimeréw VEGF
(Xu 1 wsp., 2006).

VEGF
PIGF
Lr
v )| VEGFR-1
VEGFR-2 VEGFR-1
komdrka $rodbtonka makrofag ko;gmztgfggeéﬁgiwa

Rycina 4. PIGF oraz VEGF moga stymulowa¢ angiogeneze przez receptory 1 i 2 VEGF, obecne na
komoérkach $rodblonka. VEGFR-1 jest obecny takze na makrofagach i progenitorowych komoérkach
hematopoetycznych (Ribatti, 2008, zmodyfikowane)
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1.1.2.3 Endoglina ENG /antygen CD105

Endoglina/CD105 jest homodimerycznym, transblonowym biatkiem o masiel80
kDa (Quackenbush i Letarte, 1985, Gougos i Letarte, 1988b, Cheifetz i wsp., 1992,
Barbara i wsp., 1999). Zidentyfikowano ja w 1985 roku przez grupg Letarte’a (Gougos
I Letarte,1988a). Gen CD105 znajduje si¢ na chromosomie 9q34 i zawiera 14 egzonow
(Fernandez-Ruiz i wsp., 1993, Pichuantes i wsp., 1997). Zawiera krotkie domeny
cytoplazmatyczna i przezblonowa oraz duza domeng zewnatrzkomoérkowa, zawierajaca
motyw RGD (arginina-glicyna-kwas asparaginowy). Ulega N- i O-glikozylacji. Znane
sa dwie izoformy endogliny, rézniace si¢ dtugoscia konca cytozolowego: L-CD105
(633 aa, 47 tworzy domeng wewnatrzkomorkowa) oraz S-CD105 (600 aa, 14 na koncu
cytoplazmatycznym) (Bellon i wsp., 1993). Sugeruje sig, ze forma L jest przewazajaca
(Li i wsp., 2000b).

Uwaza sig, ze endoglina jest bialkiem zaangazowanym w angiogenezg,
dojrzewanie naczyn oraz utrzymanie homeostazy organizmu. CD105 wykazuje silna
ekspresj¢ w komorkach $rodbtonka we wczesnych stadiach embriogenezy (4 — 8
tydzien) oraz podczas powstawania przegroéd i zastawek w mig$niu sercowym (Qu
I wsp., 1998). Brak endogliny u zarodkéw myszy ma charakter letalny (Li i wsp., 1999).
W tkankach ludzkich CD105 wykazuje ekspresje glownie w komorkach $rodbtonka
naczyn i zrgbu (Burrows i wsp., 1995, Fonsatti i wsp., 2001) oraz syncytiotrofoblascie
tozyska (St-Jacques i wsp., 1994). Jej staba ekspresje obserwuje si¢ takze
w aktywowanych monocytach, makrofagach, prekursorach erytrocytéw, fibroblastach,
komorkach mezangium, komoérkach dendrytycznych i melanocytach (Fonsatti i wsp.,
2001, Dallas i wsp., 2008). Poziom endogliny pozytywnie koreluje ze stopniem
proliferacji ludzkich komorek srodbtonkowych zyly pepowinowej (HUVEC) oraz
z ekspresja markerow proliferacji Ki-67 czy cyklina A (Miller i wsp., 1999, Fonsatti i
wsp., 2000, Fonsatti i wsp., 2001). CD 105 wykazuje nadekspresj¢ w komorkach
srodbtonka nowo powstatych naczyn guzow nowotworowych (Wang i wsp., 1993,
Wang i wsp., 1994, Burrows i wsp., 1995, Fonsatti i wsp., 2000). Obecna jest takze
w niedojrzatych naczyniach i ulegajacych przebudowie.

Endoglina wykazuje duza homologi¢ z receptorem III (betaglikan)
transformujacego czynnika wzrostu B i funkcjonuje jako jego receptor pomocniczy,
modulujac odpowiedz komorki na dziatanie TGFB (Cheifetz i wsp., 1992, Li i wsp.,
2000b, Bernabeu i wsp., 2009). Ma zdolno$¢ wiazania TGFB1 i 3 (ale nie TGFp2) oraz
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innych ligandéw, np. aktywiny A czy biatka morfogenetycznego kosci (BMP) 7 i 2
(Cheifetz i wsp., 1992, Letamendia i wsp., 1998, Barbara i wsp., 1999). Wykazano, ze
CD105 wymaga obecnosci receptora II TGFpB, aby moc przytacza¢ ligand. Ponadto,
ENG wchodzac w interakcje z receptorem 11 II TGFp, reguluje ich stopien fosforylacji
I tym samym wplywa na ich zdolno$¢ przekazywania sygnatow (Guerrero-Esteo i wsp.,
2002). Moze jednak funkcjonowac niezaleznie na powierzchni komorek (Bernabeu
i wsp., 2009).

Mechanizm funkcjonowania endogliny jako czasteczki o charakterze
proangiogennym nie jest do konca znany. Wydaje si¢, ze endoglina stymuluje $ciezke
sygnatowa TGFB/ALKI1, ktéra indukuje fosforylacje czasteczek Smad 1 i 5, co
w efekcie promuje proliferacj¢ i migracj¢ komorek srodbtonka do miejsca formowania
naczynia (Goumans i wsp., 2009). Jednoczesnie, posrednio hamuje szlak TGFB/ALKS5
fosforylujacy Smad 2 i 3, odpowiedzialny za inhibicj¢ podziatow komodrkowych.

endoglina/CD105 ’_\

ALK5 [ TpS5-II
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Rycina 5. Hipotetyczny wptyw endogliny/CD105 na funkcjonowanie $ciezki sygnatowej zaleznej od
TGFp, modulujacy odpowiedz komérek srodbtonka na cytoking (Fonsatti i wsp., 2010, zmodyfikowane)

Sugeruje sig, ze endoglina jest takze komponenta $ciezki aktywujacej syntazg
tlenku azotu i modulatorem cyklooksygenzy 2 (COX-2) i w ten sposdb — posrednio —
reguluje napigcie S$ciany naczynia (Jerkic i wsp., 2004, Toporsian i wsp., 2005,
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Santibanez 1 wsp., 2007). Prawdopodobnie wptywa rowniez na aktywacj¢ ekspres;ji
czasteczek o dzialaniu antyapoptotycznym w komorkach $rédbtonka naczyn podczas
angiogenezy nowotworowej (Li i wsp., 2003, Tanaka i wsp., 2003).

Udzial endogliny w nowotworzeniu naczyn guza nowotworowego nie jest
potwierdzony, jednak in vitro wykazano podwyzszony poziom ekspresji tego biatka
w przerzutach nowotworu prostaty i raka jajnika (Jovanovic i wsp., 2001, Liu i wsp.,
2002, Oxmann i wsp., 2008). Stwierdzono ponadto, ze deficyt molekuly u myszy
CD105+/- z nowotworem pluc Lewis’a wigzal si¢ ze znacznym zmnicjszeniem
unaczynienia guza oraz jego wielkosci (Duwel i wsp., 2007). Uwaza si¢ rowniez, ze
ocena gestosci naczyn (microvessel den sity, MVD) guza za pomoca przeciwcial anty-
CD105 jest dobrym narzgdziem do oceny prognozy (Kumar i wsp., 1999, Brewer
i wsp., 2000, Saad i wsp., 2003, Fonsatti i wsp., 2003, Shariat i wsp., 2008).

1.1.2.4 Cyklooksygenaza 1 COX-1/PTGS1

Cyklooksygenza (zwana takze syntaza prostaglandyn G/H) jest kluczowym
enzymem katalizujacym przemiang kwasu arachidonowego (AA) do prostaglandyn G
I H,, zaangazowanych m. in. w regulacj¢ zapalenia, goraczki i bolu (Tanabe i Tohnali,
2002). Istnieja dwie izoformy enzymu: COX-1 oraz COX-2. Ekspresja COX-1 jest
konstytutywna, natomiast COX-2 jest aktywowana przez stymulatory zapalenia
i proliferacji (Smith i wsp., 2000, Rouzer i Mariett, 2003).

Badania nad cyklooksygenaza 1 siegaja lat 70-tych XX wieku, ale sekwencja
ludzkiej COX-1 zostata okreslona w 1989 roku (Yokoyama i wsp., 1989). Gen enzymu
zlokalizowany jest na dtugim ramieniu chromosomu 9 w miejscu 32 i sktada sig¢ z 11
egzondw. Powstajace biatko ma dtugos¢ 576 aminokwaséw 1 mase 70 kDa.

COX-1 wulega ekspresji w prawie wszystkich typach tkanek ludzkich.
Szczegbdlnie wysoki poziom biatka obecny jest w $rodbtonku naczyn krwionos$nych,
komorkach migéni gtadkich, pecherzykach nasiennych, plytkach krwi, monocytach,
komorkach mezotelialnych i cewkach zbiorczych nefronu (Zidar i wsp., 2009, Tanabe
I Tohnai, 2002). COX-1 stymuluje syntezg PGs niezbgdnych do utrzymania homeostazy
(m. in. w przewodzie pokarmowym czy hemostazy) (Rouzer i Marnett, 2009). Mimo
tezy o stalej obecnosci PTGS1 w tkankach, obserwuje si¢ indukcje ekspresji enzymu w
wielu liniach komorkowych, w ktorych komorki réznicuja si¢ (m. in. w komorkach

srodbtonka) (Murakami i wsp., 1995, Bryant i wsp., 1998, Jun i wsp., 1998, Kirtikara
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I wsp., 1998, Okahara i wsp., 1998, Bogar i wsp., 1999, Rioux i wsp., 2000, Schneider
I wsp., 2001). Wykazano rowniez zwigkszona ekspresj¢ COX-1 w stanie ostrego
zapalenia pecherzyka zotciowego u $winki morskiej (Bogar i wsp., 1999). Ponadto
obserwuje si¢ podwyzszony poziom enzymu w niektérych nowotworach (rak piersi,
gruczolakorak przetyku, rak szyjki macicy), a takze podczas rozwoju polipow w jelicie
grubym (Sales i wsp., 2002, Li i wsp., 2009, Murphy i Fitzegarld, 2001, Murphy i wsp.,
2003). Fakt ten thumaczy si¢ zaangazowaniem COX-1 w proces angiogenezy.

Rola cyklooksygenazy 1 w angiogenezie nie jest jasna. Wydaje sig, ze biatko to
zaangazowane jest W tworzenie naczyn krwionosnych. Dane te dotycza gléwnie modeli
eksperymentalnych. Ta funkcja COX-1 potwierdzana jest gtownie przez fakt, ze
selektywne inhibitory COX-1 blokuja rowniez neowaskularyzcj¢ (Murphy i Fitzgerald,
2001, Sales i wsp., 2002, Murphy i wsp., 2003, von Rahden i wsp., 2005, Sano i wsp.,
2006, Li i wsp., 2009, Li i wsp., 2010). Ponadto obserwuje si¢ korelacj¢ ekspresji
PTGS1 oraz czynnikéw o charakterze proangiogennym: VEGF, bFGF, angiopoetyny 1
i 2 (Li i wsp., 2009, Sales i wsp., 2002, Murphy i Fitzgerlad, 2001). Dodatkowo
stwierdza si¢ blokowanie uwalniania tych czynnikoéw przy zastosowaniu inhibitorow
COX-1. Mechanizm, za pomoca ktérego cyklooksygenaza 1 reguluje angiogenezg nie
jest znany. Prawdopodobnie ma on zwiazek z zaangazowaniem enzymu w syntez¢
prostaglandyn, ktére w znacznym stopniu wpltywaja na formowanie naczyn
krwionosnych (Tsujii i wsp., 1998). COX-1 prawdopodobnie bierze udziat w jednym z
ostatnich etapow angiogenezy — formowaniu $wiatta naczynia i wydhuzaniu go (Tsujii

I wsp., 1998).

1.1.3 Angiogeneza a proces nowotworowy

Krokiem milowym w dziedzinie biologii nowotworéw byla teza postawiona
przez amerykanskiego naukowca Judah Folkmana w 1971 roku, ktéra dotyczyla
znaczenia procesu angiogenezy dla rozwoju nowotworu (Folkman, 1971).
W poczatkowej fazie progresji nowotworu guz jest skupiskiem sktadajacym sig z okolo
1 miliona komoérek i nie przekracza wielkosci 1 — 2 mm®. W tej fazie jego wzrost
1 rozwd] jest niezalezny od sieci naczyniowej, tlen 1 substancje odzywcze
transportowane sa do komorek guza na drodze dyfuzji. Natomiast w dalszych etapach
kancerogenezy guz stymuluje wytwarzanie nowych naczyn krwiono$nych, gdyz

dotychczasowy sposob zaopatrywania guza staje si¢ niewystarczajacy — W centralnej
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jego czesci moze dochodzi¢ do martwicy. Jednocze$nie nowotwor wykorzystuje sieé
naczyniowa do rozprzestrzeniania si¢ w organizmie — tworzenia przerzutow (Folkman,
1971, Folkman, 1985, Cavallaro i Christofori, 2000, Fidler, 2001). Doniesienia
ostatnich lat wskazuja na to, ze nowo powstate naczynia petnia dodatkowe funkcje: sa
zrodlem czynnikow wzrostu, cytokin oraz hormonow, stymulujacych rozwoj guza (Rak
I wsp., 1996), jak rowniez wykazuja aktywno$¢ proteolityczna promujaca inwazyjnosé
nowotworu (Brooks i wsp., 1995, Skobe i wsp., 1997). Proces angiogenezy,
w warunkach fizjologicznych $cisle regulowany, w chorobie nowotworowej wymyka
si¢ spod mechanizméw kontrolnych. Dochodzi do statej produkcji czynnikéw
0o dzialaniu proangiogennym, a zmniejszona zostaje ekspresja inhibitorow
neowaskularyzacji — ,,przetacznik angiogenny” zostaje wiaczony (Hanahan i Folkman,
1996).

Fakt, iz angiogeneza wiaze sig $cile z rozwojem nowotwordw, stat si¢ punktem
wyjécia do badan nad nowym sposobem leczenia w walce z chorobami
nowotworowymi — terapia antyangiogenna. Idea ta pojawita si¢ juz w rok po
przetomowym odkryciu Folkmana (Folkman i wsp., 1972). Ponad 30 lat pozniej,
pierwszy lek hamujacy angiogenezg¢ nowotworowa (Avastin/bevacizumab) zostal
zaakceptowany do klinicznego uzycia (McCarthy, 2003, Hurwitz i wsp., 2004, [brak
listy autoréw], 2003).

1.1.3.1 Angiogeneza w guzach litych

Nasilona angiogenezg obserwuje si¢ w szeregu guzéw litych, zaréwno
u dorostych, jak i u dzieci. U dorostych nasilenie naczyniotworzenia silnie koreluje
ze stopniem zaawansowania klinicznego choroby, rokowaniem oraz czgstoscia
wystgpowania przerzutow (Mizia-Malarz i wsp., 2008). Zachodzenie tego procesu
monitoruje si¢ glownie przez oceng ekspresji czynnikow o charakterze
proangiogennym. Badania in vitro i in vivo potwierdzaja podwyzszony poziom
naczyniowo-srédbtonkowego czynnika wzrostu oraz jego receptorow w nowotworach
piersi, raku jelita grubego, raku przetyku, pecherzyka zotciowego, nowotworze trzustki
czy raku prostaty (Maeda i wsp., 1996, Seo i wsp., 2000, Bachelder i wsp., 2001, Price
I wsp., 2001, Stewart i wsp., 2003). Stwierdza si¢ takze podwyzszony poziom innych
molekut bioracych udzial w procesie angiogenezy, takich jak: czynnik wzrostu

fibroblastow (FGF), angiogenina (Ang), transformujacy czynnik wzrostu (TGFp),
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czynnik tkankowy (TF) i inne (Saito i wsp., 1999, Yamanaka i wsp., 1993, Etoh i wsp.,
2000, Poon i wsp., 2003, Makrilia i wsp., 2009). Czynnikiem prognostycznym dla wielu
nowotworow wydaje si¢ by¢ takze ocena gestosci naczyn guza (MVD) (Makrilia i wsp.,
2009).

Nowotwory wystepujace u dzieci maja inng biologi¢ niz nowotwory o0sob
dorostych. Charakteryzuja si¢ mniejszym zrdéznicowaniem komorek, intensywnym
wzrostem oraz silnym unaczynieniem, dlatego tez rozpatruje si¢ je niezaleznie (Mizia-
Malarz i wsp., 2008). Natomiast w wielu nowotworach wieku dziecigcego, podobnie jak
u 0sob dorostych, m.in. w glejakach ztosliwych, nerwiakach, migsakach, nowotworach
watroby obserwuje si¢ podwyzszony poziom VEGF (Ozer i wsp., 2004, El-Houseini
i wsp., 2004, Sun i wsp., 2005). Stwierdza si¢ takze zwigkszona ekspresj¢ bFGF,
angiopoetyny, PDGF-A w nerwiakach zarodkowych (Eggert i wsp., 2000) oraz
czynnika wzrostu hepatocytow (HGF) w guzie Wilmsa (Skoéldenberg i wsp., 2001).
Podwyzszone stgzenie czynnikow proangiogennych, szczegodlnie VEGF, jest zlym

wskaznikiem rokowniczym (Lin i wsp., 1995).

1.1.3.2 Angiogeneza w nowotworach limfoproliferacyjnych

W roku 1994 ukazala sig praca zespotu Vacca, wykazujaca zalezno$¢ pomigdzy
progresja szpiczaka mnogiego (multiple myeloma, MM) a nasilonym powstawaniem
nowych naczyn krwiono$nych w szpiku kostnym (Vacca i wsp., 1994). Te obserwacje
oraz pOzniejsze doniesienia tej samej grupy (Vacca i wsp., 1995, Vacca i wsp., 1998)
staty si¢ punktem wyj$cia dla badan nad angiogeneza w chorobach rozrostowych uktadu
krwiotworczego. Kolejne lata przyniosty potwierdzenie zachodzenia zjawiska
angiogenezy w tym typie nowotwordéw (Foss i wsp., 1997, Barthlen i wsp., 2003, Ho
I wsp., 2003, Aboudola i Kini, 2005, Khnykin i wsp., 2006). Poczynione przez wiele
grup badawczych obserwacje dotycza 0sob dorostych oraz dzieci, u ktérych nowotwory
hematologiczne sa najczgstsza grupa nowotworéw w tym okresie zycia (Radwanska
(red.), 1998).

Objawem nasilonej angiogenezy w nowotworach krwi jest przede wszystkim
zwigkszona liczba naczyn krwiono$nych w szpiku kostnym, co po raz pierwszy
zaobserwowal Perez-Atayde w 1997 roku u dzieci z ostra biataczka limfoblastyczna,
a pozniej potwierdzili inni naukowcy (Hussong i wsp., 2000, Pul¢ i wsp., 2002, Norén-

Nystrom 1 wsp., 2009). Obserwuje si¢ ponadto zwickszona produkcje czynnikoéw
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proangiogennych (nasilona ekspresja genéw oraz biatek) zaréwno przez komorki
nowotworowe, jak i komorki §rodbtonka i podscieliska szpiku kostnego (Wrdbel, 2004).
Wyraza si¢ to podwyzszonym stgzeniem stymulatorow angiogenezy w ptynach
ustrojowych organizmu (Yetgin i wsp., 2001, Avramis i wsp., 2006). Zdecydowana
wigkszos¢ badan dotyczy biataczek, stanowiacych najczestszy rodzaj nowotwordow
hematologicznych.

Wydaje si¢ zatem, ze angiogeneza jest czgScia obrazu patomechanizmu
nowotworow limfoproliferacyjnych. O ile jednak przyczyna tworzenia nowych naczyn
w guzach litych jest oczywista, w przypadku rozrostow hematologicznych okreslenie
roli angiogenezy pozostaje zagadka. Istnieje kilka hipotez tlumaczacych to zjawisko.
Jedna z nich zaklada, ze pomigdzy komorkami zrgbu szpiku (réwniez $rddblonka)
1 komoérkami nowotworowymi istnieje szereg auto- 1 parakrynnych petli, stymulujacych
wzrost 1 proliferacje obydwu typow komorek (Rycina 6) (Keyhani i wsp., 2001).
Sugeruje si¢ rowniez, ze nowo powstale naczynia szpiku kostnego nie ulegajace
destrukcji podczas chemioterapii, sa swego rodzaju nisza, w ktérej komorki
nowotworowe znajduja schronienie. Jednocze$nie sa one zZrédlem czynnikow
o charakterze parakrynnym umozliwiajacych wzrost ,,ocalatych” komoérek (Ratajczak
I wsp., 1998)
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Rycina 6. Model auto- i parakrynnych zalezno$ci pomigdzy réznymi typami komoérek obecnych
w mikrosrodowisku szpiku kostnego. Blasty uwalniaja czynniki proangiogenne, ktore tacza sig

z receptorami na ich powierzchni (petla autokrynna) i powierzchni komoérek s$rodbtonka (petla
parakrynna). Zaktywowane komorki srodblonka produkuja inne czynniki wzrostu, ktore stymuluja

proliferacj¢ ich samych, komoérek biataczkowych oraz komorek zapalnych (np. neutrofili i makrofagdw),
ktore wzmacniaja dziatanie petli parakrynnej (Keyhani i wsp. 2001, zmodyfikowane)

1.2 Ostra biataczka limfoblastyczna ALL u dzieci

Termin ostra bialaczka limfoblastyczna (acute lymphoblastic leukemia, ALL)
obejmuje grupg nowotworow, ktorych komorki wykazuja zblizona do prekursorow
limfocytoéw linii B i T morfologie i immunofenotyp (Onciu, 2009). Choroba ta
charakteryzuje si¢ klonalng proliferacja komoérek biataczkowych (blastow) 1 zajeciem
przez nie szpiku kostnego oraz krwi (Harrison, 2001). Moze by¢ takze ograniczona do

tkanek, z ograniczonym (< 25%) lub brakiem zajgcia szpiku. T¢ ostatnia grupg okresla
si¢ mianem chtoniakéw (lymphoma) (Onciu, 2009).
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1.2.1 Epidemiologia i etiologia ostrej biataczki limfoblastycznej

Bialaczki sa najczgstszym typem nowotworu wieku dziecigcego 1 stanowia 30%
wszystkich nowotworow tego okresu zycia (Radwanska (red.), 1998). Kazdego roku
notuje si¢ na Swiecie okoto 4 nowych przypadkow biataczki na 100 000 dzieci w wieku
do 14 r.z. (Radwanska (red.), 1998). 80% wszystkich rozpoznan biataczek u dzieci
stanowi ostra biataczka limfoblastyczna (Radwanska (red.), 1998). Najwyzszy odsetek
zachorowan przypada na wiek od 2 do 5 lat i dotyczy obu pici, z niewielka przewaga
chtopcow (Gurney i wsp., 1995) ALL jest najczgSciej choroba powstajaca de novo,
w niewielkim stopniu wystgpuje jako nowotwdr wtorny (Shivakumar i wsp., 2008).
W chwili obecnej nie mozna wskaza¢ jednoznacznie przyczyny bialaczki, natomiast
istnieje szereg roznorodnych czynnikow, ktore moga zwigksza¢ ryzyko zachorowania.
Niektore zespoly genetyczne, takie jak zespot Downa, zespdt Klinefeltera, ataksja
teleangiektazja czy neurofibromatoza predysponuja do wystapienia biataczki. Pewne
czynniki $rodowiskowe — ekspozycja na promieniowanie jonizujace w macicy,
pestycydy, rozpuszczalniki — zwigkszaja ryzyko biataczki u dzieci. Obserwuje si¢ takze
zwigkszony odsetek zachorowan w populacjach o wyzszym statusie socjo-

ekonomicznym.

1.2.2 Diagnostyka ostrej biataczki limfoblastycznej

Diagnostyke ostrej biataczki limfoblastycznej rozpoczyna si¢ od badania
morfologicznego krwi, gdzie stwierdza si¢ stwierdza si¢ niedokrwistoscé,
maloplytkowo$¢ oraz granulocytopeni¢ przy ogoélnej leukocytozie, ktdora moze by¢
prawidlowa, obnizona lub tez znacznie podwyzszona (Kowalczyk, 2009). Badaniem
decydujacym o rozpoznaniu ostrej biataczki jest aspiracja szpiku kostnego i
stwierdzenie w mielogramie przewazajacej liczby blastow biataczkowych (Radwanska
(red.), 1998). Szpik zostaje rowniez poddany badaniom cytochemicznym,
immunologicznym, cytogenetycznym i molekularnym (Kowalczyk, 2009).

Ocena mielogramoéw pozwala na okreslenie typu morfologicznego biataczki.
Dokonuje si¢ jej zgodnie z klasyfikacja FAB (francusko — amerykansko — brytyjska),
wedlug ktorej wyroznia si¢ 3 grupy morfologiczne blastow: L1, L2, L3 (Tabela 1).
Typowy dla wieku dziecigcego jest L1, stanowiacy zdecydowana wigkszos¢ ALL.

Komoérki tego typu, podobnie jak L3, mozna tatwo wyr6zni¢. Natomiast blasty L2
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bywaja mylone z nisko zréznicowanymi blastami linii mieloidalnej. Pomocne sa w tej
sytuacji badania immunologiczne, okreslajace profil ekspresji antygenow na

powierzchni komorek nowotworowych (Radwanska (red.), 1998).

Tabela 1. Charakterystyka morfologiczna ALL wg klasyfikacji FAB (Radwanska)

Cechy L1 (85-88%) L2 (8-14%) L3 (1-2%)
Heterogenna Jednorodna
Wielkos¢ komorki Mate populacja komérek populacja duzych
wiekszych komoérek
Homogenna o
Chromatyna jadrowa Homogenna, czesto Delikatna, zwykle delikatnej,
zbita jednorodna drobnoplamistej
strukturze
Regularny,

Nieregularny,

Ksztalt jadra wyjatkowo czgste wgtobienia i Regularny, owalny
wgtobienia i . lub okragty
. pokarbowania
pokarbowania
Jaderka L Jedno lub wiecej, Jedno lub wiecej,
Niewidoczne duze, wyrazne wyrazne
Cvtoplazma Uboga Umiarkowanie Umiarkowanie
yiop € obfita obfita
Zasadochtonnos¢
Staba Zmienna Bardzo silna
cytoplazmy
Wakuole Rzadko Rzadko Silnie wyrazone

Okreslenie immunofenotypu jest niezwykle istotna czescia diagnostyki ostrej
bialaczki limfoblastycznej. Biorac pod uwagg to kryterium, ALL dzieli si¢ na dwa
biologicznie 1 klinicznie rdzne typy: wywodzaca sig z limfocytow B, stanowiaca 86%
wszystkich ALL oraz ALL linii T (14%) (Radwanska (red.), 1998)

Limfoblasty kazdego typu ALL charakteryzuja si¢ ekspresja specyficznych dla
nich antygenow, ktorych ekspresj¢ nabywaja stopniowo w miarg rozwoju choroby. Na
tej podstawie wsrod biataczek B-komorkowych wyodrgbnia si¢ 6 grup o réznym
stopniu zréznicowania (Tabela 2). Cztery pierwsze grupy naleza do wczesnych pre B-
ALL 1 stanowia wigkszos$¢ (67%) wszystkich ALL. Grupa V (18%) okreslana jest jako
pre B-ALL, a grupa VI to zdeterminowana ALL (0,6%) (Radwanska (red.), 1998). ALL
wywodzace si¢ z linii limfocytow T dzieli si¢ na 2 grupy: pre T-ALL, wykazujaca
ekspresje¢ antygenéw CD1, CD2, CDS5, CD7 oraz T-ALL, ktore dodatkowo prezentuje
antygeny CD3, CD4 i CD8 (Radwanska (red.), 1998, Onciu, 2009).
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Tabela 2. Klasyfikacja immunologiczna ALL B-komorkowych (Radwanska, zmodyfikowane)

Antygeny

Cytoplazmatyczna Powierzchniowa
Grupa HLA- Fenotyp
- CD19 CD10 CD20 Ign IsM

| + - - - - -

n + + - - - - Wczesne
] + + + - - - pre-B
v + + + + - -
Vv + + + + + - Pre-B
Vi + + +/- + - + B

Ponadto przeprowadza si¢ badania cytogenetyczne i molekularne (Kowalczyk,
2009). Zmiany na poziomie genomu okreslaja biologi¢ choroby oraz reakcjg na leczenie
i z tego wzgledu wykorzystywane sa w definiowaniu oceny ryzyka (Onciu, 2009).
Zmiany, ktore mozna wykry¢ za pomoca tego typu analiz to, m.in.: hiperdiploidia,
hipodiploidia, translokacje chromosomowe (chromosom Philadelphia, t(1,19)) czy
rearanzcje genow (uposledzenie funkcji genu metabolizmu MLL) (Greaves, 1997).

Na podstawie zebranych informacji pacjentow zalicza si¢ do okreslonych grup
ryzyka. Podzial taki jest niezbedny do zastosowania okreslonego protokotu leczenia

(Kowalczyk, 2009).

Tabela 3. Grupy ryzyka w ALL (Kowalczyk)

A SRR D e R Grupa poérelt:‘niego ryzyka Grupa wys:l;iego ryzyka
Krew obwodowa: Krew obwodowa: 1. Kryteria IR i w 15. dobie szpik
w 8. dobie:< 1000 blastéw/pl 1.W 8. dobie:< 1000 blastéw/uli M3 (ale nie SR i w 15. dobie szpik
i wiek > 1 rok do < 6 lat wiek < 1 roku lub > 6 lat M3!)
i wstepna leukocytoza i/lub WBC =20 000 w pl 2. Krew obwodowa:
(WBC) < 20 000/ pl i w 15. dobie szpik M1 lub M2 w 8. dobie > 1000 blastow/ul
iw 15. dobie szpik M1 lub M2 i w 33. dobie szpik M1 lub 3. W 33. dobie szpik M2 lub M3
i w 33. dobie szpik M1 2. Kryteria standardowego 4. Translokacje t(9;22) [BCR/ABL]
ryzyka, ale w 15. dobie szpik M3 lub t(4;11) [MLL/AF4]
i w 33. dobie szpik M1 Przynajmniej 1 kryterium

musi by¢ spetnione
M1 — szpik kostny z < 5% blastow

M2 — szpik kostny z 5 — 25% blastéw
M3 — szpik kostny z > 25% blastow

1.2.3 Angiogeneza a ostra bialaczka limfoblastyczna

Potencjalny udziat angiogenezy w patofizjologii nowotworéw uktadu
krwiotworczego jest przedmiotem intensywnych badan od wielu lat. Czgs¢ ich dotyczy
takze ostrej biataczki limfoblastycznej u dzieci, cho¢ literatura przedmiotu jest dosy¢

uboga i niejednoznaczna.
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Badania z wykorzystaniem technik immunohistochemicznych wskazuja
na zwigkszone nowotworzenie naczyn krwiono$nych w szpiku kostnym u dzieci z ALL
w momencie rozpoznania (Pereze-Atayde i wsp., 1997, Pul¢ i wsp., 2002, Norén-
Nystrom 1 wsp., 2009). Co interesujace, doniesienia dotyczace ilosci naczyn w szpiku
w okresie remisji sa sprzeczne: niektorzy badacze stwierdzaja ich zmniejszona ilo$¢
(Pule i wsp., 2002), inni nie obserwuja roznicy (Perez-Atayde i wsp., 1997). Jednakze
pomiar MVD nie wykazuje znaczenia prognostycznego. Jedynie Norén-Nystrom
zaobserwowal, ze wysoki odsetek naczyn krwionosnych w szpiku moze by¢ traktowany
jako czynnik predysponujacy do wystapienia nawrotu, ale tylko u pacjentow
zaliczanych do grupy wysokiego ryzyka (Norén-Nystrom i wsp., 2009). Zdecydowana
wigkszos¢ badan odnoszaca si¢ do zagadnienia angiogenezy w ALL dotyczy analizy
ekspresji czynnikow stymulujacych neowaskularyzacjg¢. Ocena poziomu st¢zenia tych
czynnikow, zar6wno na poziomie mRNA, jak i biatka, jest posrednim dowodem na
zachodzenie tego procesu. Doswiadczenia te skupiaja si¢ gldwnie na najwazniejszych
regulatorach angiogenezy: VEGF 1 bFGF. Istnieja prace stwierdzajace podwyzszony
poziom bFGF w plynach ustrojowych dzieci z ALL w poréwnaniu do grupy kontrolne;j
(Perez-Atayde i wsp., 1997, Lyu i wsp., 2007), jak rowniez takie, ktére temu
zaprzeczaja (Yetgin i wsp., 2001, Schneider i wsp., 2003, Stachel i wsp., 2007).
Podobnie sytuacja wyglada w przypadku naczyniowo-$rodbtonkowego czynnika
wzrostu. W wielu badaniach obserwuje si¢ podwyzszony poziom biatka VEGF oraz
zwigkszona ekspresje genu, wykazujac jednoczesnie znaczenie prognostyczne tego
czynnika (Koomagi i wsp., 2001, Schneider i wsp., 2003, Avramis i wsp., 2006, Lyu
i wsp., 2007, Stachel i wsp., 2007). Niektorzy autorzy nie obserwuja nasilonej produkcji
VEGF (Yetgin i wsp., 2001). Stwierdza si¢ takze wzmozona ekspresj¢ innych
czynnikéw proangiogennych, takich jak: TGFp (Stachel i wsp., 2007) oraz receptora 3
VEGF (Kivivuori i wsp., 2007). Rozbieznosci uzyskanych wynikow tlumaczy sig
doborem ro6znych technik pomiaru, jak i niejednorodnoscia badanych grup. Nie ulega
zatem watpliwosci, ze sprzeczno$¢ w/w doniesien niesie ze soba potrzebe dalszej

inwigilacji zagadnienia angiogenezy w odniesieniu do ostrej biataczki limfoblastyczne;.

1.3 Metody oceny ekspresji genow

Z uwagi na slabo poznane mechanizmy angiogenezy w ostrej biataczce

limfoblastycznej, warto$ci informacyjne moga by¢ uzyskane z analizy ekspresji genow,
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ktére biora udziat w tworzeniu nowych naczyn krwiono$nych. Wynika to z faktu, ze
tkankg/chorobg¢ mozna opisa¢ przez jej wzor ekspresji genow. Postgpowanie takie
umozliwia identyfikacje problemu na poziomie molekularnym 1 lepsze zrozumienie
zagadnienia.

Ekspresj¢ genow mozna okresli¢ jako przeplyw informacji genetycznej z genu
do biatka (Stryer, 2003). Na to zjawisko skladaja si¢ dwa procesy: transkrypcja,
polegajaca na przepisaniu informacji z DNA na RNA (mRNA), oraz translacja, podczas
ktorej informacja zostaje przekazana z RNA na powstajace biatko. Biorac ten fakt pod

uwagge, ekspresje genow mozna ocenia¢ na poziomie RNA i biatka (Stryer, 2003).

1.3.1 Analiza ekspresji gendw na poziomie mRNA

Aktywno$¢ procesoOw zachodzacych w komoérce mozna analizowaé poprzez
Sledzenie transkrypcji gendow w te procesy zaangazowanych. Z kolei na oceng
intensywnos$ci zachodzenia tego etapu pozwala pomiar st¢zenia mRNA. Obecnosé
mRNA w cytoplazmie komoérki §wiadezy o aktywnosci genu.

Technikami umozliwiajacymi oceng ekspresji gendw na poziomie RNA sa m.in.:
Northern blotting, hybrydyzacja in-situ czy RT-PCR (Reverse Trancription-Polymerase
Chain Reaction). Ostatnia z nich jest metoda najbardziej popularng (Stomski (red.),
2008, Romanowski i wsp., 2007, Zabel (red.), 1999).

W technice RT-PCR reakcj¢ tancuchowej polimerazy poprzedza reakcja
odwrotnej transkrypcji, w trakcie ktorej mRNA przepisywany jest na cDNA. Istnieje
kilka wariantow tej techniki, m.in. RT-PCR z obrazowaniem w czasie rzeczywistym
(real-time PCR), pozwalajacy na oceng ekspresji genow w trakcie zachodzenia reakcji.
Jest to mozliwe poprzez pomiar fluorescencji proporcjonalnej do stezenia produktu PCR
w czasie trwania reakcji. Metoda ta wykazuje si¢ duza czulo$cia, dajaca mozliwos¢
detekcji nawet jednej kopii transkryptu oraz jest narzedziem umozliwiajacym
jednoczesny pomiar duzej liczby genow (Romanowski i wsp., 2007, Stomski (red.),
2008). Ta ostatnia cecha wykorzystywana jest do oceny profilu ekspresji genow.
Mozliwos¢ taka stwarzaja macierze PCR (produkowane m.in. przez firmg
SABiosciences). Macierze takie sa zestawem kilkudziesigciu par starterow reakcji real-
time PCR, komplementarnych do sekwencji okreslonych genéw, zaangazowanych
w przebieg chordb, procesoOw biologicznych i szlakéw metabolicznych. Narzedzie to

jest niezwykle przydatne — jednoczesna analiza ekspresji panelu genéw daje mozliwo$¢
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szybkiego wyboru genu/gendéw, ktorych poziom w jaki$ sposob odbiega od normy (jest
podwyzszony lub obnizony). Narzgdzie to moze zatem stuzy¢ do badan
»przesiewowych” majacych na celu wytypowanie genéw kandydatow — 0 potencjalnie

istotnym znaczeniu dla przebiegu danego procesu/choroby.

1.3.2 Analiza ekspresji gend6w na poziomie biatka

Proces powstawania biatek jest wyrazem aktywnos$ci genu. Nalezy jednak
pamigtaé, ze ilo§¢ powstajacego biatka nie zawsze réwna jest ilosci mRNA
wytworzonego podczas reakcji transkrypcji. Wynika to z faktu, ze bialka podlegaja
procesowi obrobki potranslacyjnej. W efekcie odczytanie informacji z jednego genu
moze prowadzi¢ do powstania kilku biatek. Dlatego tez niezwykle istotny przy ocenie
ekspresji gendow jest pomiar st¢zenia biatek, poniewaz to one sa ,,sita wykonawcza”
w komorce.

W zaleznosci od tego, w jakim typie materialu dokonuje si¢ oceny ekspresji
biatek, wykorzystuje si¢ rozne techniki. Naleza do nich m.in.: Western blotting, test
immunoenzymatyczny ELISA czy techniki immunohistochemiczne.

Metody immunohistochemiczne stuza zard6wno wykrywaniu, jak 1 lokalizacji
r6znych sktadnikow biatkowych w tkankach i komoérkach. Funkcjonuja one na zasadzie
reakcji antygen-przeciwcialo. Za pomoca swoistych przeciwcial i gotowych
kompleksow z odpowiednimi znacznikami mozna obserwowac¢ barwna reakcje
W miejscu wystgpowania poszukiwanego antygenu. Jednym z cze$ciej stosowanych
wariantow tej metody jest technika ABC. Jest to metoda posrednia wykrywajaca
antygen za pomoca biotynylowanego przeciwciata II rzedu i kompleksu awidyna-
biotynylowana peroksydaza. Enzym rozklada wprowadzany do reakcji substrat dajac
barwny odczyn w miejscu poszukiwanego biatka (Zabel (red.), 1999). Ocena
intensywnos$ci otrzymanego odczynu pozwala takze na oceng potilosciowa, bedaca
wyrazem ekspres;ji biatka w komorce.

Innym rodzajem technik bazujacych na reakcji antygen-przeciwciato jest metoda
immunofluorescencyjna (IMF). Duza popularno$cia cieszy si¢ posrednia reakcja IMF,
w ktorej do antygenu w pierwszej kolejnoSci wiaze si¢ przeciwciato specyficzne (anty-
antygen), a nastgpnie przeciwciato II rzedu znakowane barwnikiem fluorescencyjnym,

ktory pod wplywem Swiatta o odpowiedniej diugosci fali wzbudzenia emituje



Wstep 31

fluorescencje. Technika ta znajduje zastosowanie przede wszystkim w jakoSciowej

ocenie ekspresji biatek.
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2. ZALOZENIA I CELE PRACY

Udziat angiogenezy w patogenezie ostrej biataczki limfoblastycznej u dzieci nie
jest w peti jednoznaczny. Uboga literatura przedmiotu oraz sprzecznos¢ doniesien
$wiadcza o skomplikowaniu zagadnienia, a z drugiej strony wyraznie wskazuja na
zaangazowanie procesu w rozwo6j choroby. Poznanie zatem mechanizmu i znaczenia
tego procesu dla rozwoju 1 przebiegu ALL jest niezwykle istotne ze wzgledu na
charakter poznawczy oraz, przede wszystkim, mozliwo$¢ wykorzystania tego faktu
w praktyce — terapii pacjenta. W zwiazku z powyzszym postanowiono dokona¢ analizy
majacej polegajacej na ocenie ekspresji gendw zaangazowanych w regulacje
angiogenezy u dzieci z ostra biataczka limfoblastyczng oraz poréwnac¢ uzyskane wyniki
z przebiegiem klinicznym choroby celem wyodrgbnienia czynnikow o potencjalnym
znaczeniu prognostycznym.

W szczego6lnoscei postanowiono:

1. Okresli¢ profil ekspresji gendw zaangazowanych w proces angiogenezy
nowotworowej u dzieci z rozpoznaniem ostrej biataczki limfoblastycznej oraz na
tej podstawie wyselekcjonowa¢ grupg ,.,gendw kandydatdéw” o potencjalnym

znaczeniu w patogenezie tego procesu

2. Dokona¢ analizy ekspresji wybranych ,,genéw kandydatow” na poziomie biatka
w komorkach szpiku kostnego dzieci z rozpoznaniem ostrej biataczki

limfoblastycznej

3. Porowna¢ uzyskane wyniki z obrazem klinicznym choroby, celem proby
wylonienia czynnikdw o mozliwym znaczeniu prognostycznym w przebiegu

ostrej biataczki limfoblastycznej
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3. MATERIALY I METODY

3.1 Pacjenci

Badaniem objeto grupg 72 dzieci z rozpoznaniem ostrej biataczki
limfoblastycznej oraz grupe 13 os6b zdrowych badz cierpiacych z powodu odmiennych
niz ALL chordb.

W pierwszym etapie badan majacym na celu oceng¢ profilu ekspresji genow
zabezpieczono material pochodzacy od 23 dzieci chorych, bedacych pacjentami Kliniki
Onkologii, Hematologii i Transplantologii Pediatrycznej Uniwersytetu Medycznego
w Poznaniu przyjetych w latach 2008 — 2010. Od tych pacjentow pobrano krew
obwodowa o objetosci 10 ml do probowek zawierajacych EDTA — czynnik
antykoagulujacy. W grupie tej bylo 9 dziewczat i 14 chtopcow w wieku od 4 do 16 lat.
Grupe kontrolna dla tej fazy badan stanowity 4 osoby zdrowe.

Do kolejnej fazy badan wykorzystano materiat archiwalny — 74 rozmazy biopsji
szpiku kostnego, pochodzace od 49 dzieci, ktére w latach 1997 — 2005 byly
hospitalizowane z powodu rozpoznania ostrej biataczki limfoblastycznej w Klinice
Onkologii, Hematologii i Transplantologii Pediatrycznej Uniwersytetu Medycznego
w Poznaniu. Grupa ta, w wieku od 4 do 16 lat, sktadata si¢ z 29 chtopcow oraz 20
dziewczat. Preparaty w ciagu 24 godzin od pobrania utrwalano w 96% etanolu, po czym
zamrazano w temperaturze -20°C i w tej temperaturze przechowywano. Do grupy
kontrolnej zakwalifikowano 9 oséb, u ktorych zdiagnozowano: ziarnicg ztosliwa (2
dzieci), mononukleoz¢ zakazna (jeden pacjent), rhabdomyosarcoma uda (jedno
dziecko), przewlekta biataczke szpikowa (2 pacjentow), nerwiaka zarodkowego (1
pacjent) oraz pacjenta z powigkszonymi we¢ztami chlonnymi szyi i pacjenta bez choroby

nowotworowej.

3.2 Profil ekspresji genow

3.2.1 Izolacja frakcji komorek jednojadrzastych krwi obwodowe;j

W pierwszym etapie dokonywano izolacji frakcji komodrek jednojadrzastych

PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) z krwi obwodowej pacjentow. Okoto 10

ml krwi nawarstwiano na 10 ml odczynnika Ficoll-Paque (GE Healthcare) unikajac
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zmieszania warstw. Nastgpnie krew wirowano przez 45 minut w temperaturze
pokojowej z predkoscia 800 g. W wyniku wirowania uzyskiwano mieszaning sktadajaca
sie z 4 warstw:

— erytrocytow wraz z granulocytami na dnie probowki,

— Ficoll-Paque,

— limfocytow, monocytow oraz ptytek krwi na granicy roztwordéw

— 0socza krwi na powierzchni
Za pomoca pipety Pasteura warstweg limfocytow przenoszono do czystej probowki
I mieszano z czystym roztworem PBS (pH 7,6). Mieszaning wirowano przez 10 minut
w temperaturze pokojowej z predkoscia 200 g. Po usunigciu PBS czynno$¢ powtarzano.

Po kolejnym usunigciu PBS komorki zawieszano w odczynniku do izolacji RNA.

3.2.2 lzolacja RNA

Wyizolowana frakcje PBMCs zawieszano w 1 ml odczynnika lizujacego TRI
Reagent (Sigma-Aldrich). Do probowek dodawano 200 pl chloroformu. Proby
energicznie wytrzasano przez 15 sekund i1 pozostawiano w temperaturze pokojowej
przez okoto 15 minut. Nastgpnie wirowano je w temperaturze 4°C przez 15 minut
z predkoscia 12 000 g. Gorna warstwe zawierajaca RNA przenoszono do nowych
probowek, gdzie wytracano ja z fazy wodnej poprzez dodanie 0,5 ml izopropanolu. Po
wymieszaniu cato$¢ pozostawiano na 10 minut w temperaturze pokojowej, po czym
wirowano przez 10 minut w temperaturze 4°C przy 12 000 g. Nastgpnie usuwano
supernatant, a osad RNA rozpuszczano w 1 ml 75% etanolu i wytrzasano przez 20
sekund. Mieszaning wirowano przy 20 000 g w temperaturze 4°C przez 5 minut. Po
usunigciu alkoholu etylowego osad 0osuszano i rozpuszczano w odpowiedniej ilosci (20
— 40 pl) czystej wody, wolnej od RN-az. Za pomoca spektrofotometru okreslano
stezenie wyizolowanego RNA, a jego jako$§¢ sprawdzano przez rozdziat
elektroforetyczny na 0,7% zelu agarozowym (Agarosa Basica LE, Prona) z dodatkiem
bromku etydyny (Sigma-Aldrich).
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3.2.3 Odwrotna transkrypcja

Do przeprowadzenia reakcji odwrotnej transkrypcji (przepisania RNA na cDNA)
wykorzystywano gotowy zestaw odczynnikoéw Transciptor First Strand cDNA Synthesis
Kit (Roche). Dla kazdej proby zwigkszano zalecana przez producenta objetosé
odczynnikow szesciokrotnie ze wzgledu na uzyskanie odpowiedniej ilosci cDNA
niezbednej do wykonania testu przesiewowego. Do mieszaniny reakcyjnej dla
pojedynczej proby dodawano 200 ng RNA, 1 ul startera oligo(dT)ig o stezeniu 50
pmol/ul, 2 pl starera hexamer o stezeniu 600 pmol/ ul i dopetniano woda dejonizowana
do objetosci 13 pl. Mieszaning poddawano 10-minutowej inkubacji w temperaturze
65°C, a nastepnie schtadzano na lodzie. Nastepnie do mieszaniny reakcyjnej dodawano
4 ul buforu reakcyjnego RB (5x stgzonego), 0,5 ul inhibitora RNaz (40 U/ul), 2 ul
mieszaniny deoksynuleotydow dNTP (10mM) oraz 0,5 ul odwrotnej transkryptazy (20
U/ul). Wykorzystujac termocykler Eppendorf przeprowadzano reakcje: w 25°C przez 10
minut, w 50°C przez 60 minut, w 85°C przez 5 minut, a nastgpnie schiadzano

mieszaning na lodzie.

3.2.4 Reakcja tancuchowej polimerazy PCR w czasie rzeczywistym

Do oceny profilu ekspresji genow zwiazanych z procesem angiogenezy
wykorzystano macierze PCR Human Angiogenesis RT? Profiler™ PCR Array firmy
SABiosciences (PAHS-024). Zastosowano macierze 96-dotkowe, zawierajace startery
dla 84 badanych gendéw, 5 gendow metabolizmu podstawowego, tzw. genow
referencyjnych  HKG  (housekeeping genes) oraz  kontrole:  wykrywanie
zanieczyszczenia genomowym DNA, kontrolg reakcji odwrotnej transkrypcji oraz
pozytywna kontrole¢ PCR sprawdzajaca wydajnos¢ reakcji (Tabela 4). Oceng ekspresji
gendw umozliwity przeprowadzone na macierzach reakcje PCR w czasie rzeczywistym.
Zastosowane macierze posiadaly oznaczenia producenta. Sekwencje starteréw oraz

wielko$¢ powstajacych produktow nie zostaty podane.
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Tabela 4. Wykaz gendéw oraz reakcji kontrolnych dla macierzy PCR Human Angiogenesis RT?
Profiler™ PCR Array (PAHS-024, SABiosciences)

Gene Table

Position Unigene GeneBank Symbol Description Gene Name
A Hs 8258622 MW_005163 ART W-akt murine thymoma viral oncogene homolag 1 ART, MGCA965E,
PKB, PKB-ALPHA,

PREBA, RAC,

RAC-ALPHA

A2 Hz. 369675 M_001146 AMGPT1 Angiopaietin 1 AGPT, AGPT,

AMGT
A03 Hs.583870 M_001147 AMGPTZ Angiopaietin 2 AGPT2, ANG2
AD4 Hs.209153 Mi_014495 ANGPTL3 Angiopoietin-like 3 ANGPTS

A5 Hs9613  NM_001039667  AMNGPTLY Angiopoietin-like 4 AMGPTLZ, ARF4,

FIAF, HFARF, MLZ,
PGAR, pp1148

ADG Hs.12349 BIbd_001150 ANPER Alanyl {mermbrane) aminopeptidase APM, CD1 3,
GP150, LAPT,
P150, FEPM
ADT Hs 194654 MM_001702 BAI1 Brain-specific angiogenesis inhihitor 1 FLJ41988, GDAIF
A0S Hs. 54460 M_002386 [oleib| Chemokine {C-C motif) ligand 11 MEE22554,
SCYAN
A09 Hs. 303649 M_002882 oo B} Chemaokine {C-C motif) ligand 2 GOCF-2, HC1,
HSMCR 30, MCAF,
MCP-1, MCPT,
MGCE434, BCYAZ
SMC-CF
A0 Hs. TE206 M_001795 COHS Cadherin 8, type 2 {vascular endothelium) TB4, CD144,
FLI737E
Al Hs. 517356 MM_030582 CoOL1EAT Collagen, type =1 alpha 1 FLJZ27325,

FLI34814, kMO,
KMOT, MGCT 4745

A2 Hs 870065 [sIWd_000091 COL4AZ Collagen, type IV, alpha 3 (Goodpasture antigen) -
BO1 Hs. 789 Bd_001611 CHCL Chemaokine {(C-#-C motify ligand 1 {melanoma growth stirmulating activity, FSF, GRO1,
alpha) GROa, MGSA,
MGSA-a, MAP-3,
SCYET
BOzZ Hs B32586 MM _001565 CHCLI0 Chemokine {C-¥-C maotif) ligand 10 CYOFNO, MNP,
IP-10, 5CYB10,
crg-2, glP-10,
rmob-1
BO3 Hs. 89690 MHM_002090 CHCLI Chemakine {(C-3-C motif) ligand 3 CIMC-2h, GRO3Z,
GROg, MIP-2h,
MIP2B, SCYB3
BO4 Hs.89714 MM_002994 CHCLA Chemaokine (C--C motif) ligand & EMA-TH, SCYBA
BOS Hs. 164021 R_0029593 CHCLE Chemokine {(C-#-C motif) ligand & {granulocyte chemotactic protein 2) CRA-3, GCP-2,
GCP2 SCYBE
BO& Hs. 77367 Mi_002416 CHCLY Chemokine {C-3¥-C motif) ligand 9 Chk, Humig, MIG,
SCYRS, crg-10
BO7 Hs.592212 Hh_001953 TYMP Thymidine phosphordlase ECGR1, MMGIE,
FDECGF, TR,
hPO-ECGF
Bog Hs 154210 MM_001 400 S1PRY Sphingosine-1-phosphate receptor 1 CHEDGT,
0153362, ECGFT,
EDG-1, EDiGT,
FLJSE121, 51P1
BOg Hz. 516664  MM_182685 EFMAT Ephrin-A1 BE1, ECKLG,
EFL1, EPLG1,
LERKT, THFAIF4
B10 Hs. 516656 Mh_004952 EFMAZ Ephrin-A3 EFLZ, EPLG3,
Ehk1-L, LERK3
B11 Hs. 145238 Mhd_0040593 EFMBZ Ephrin-B2 EPLGE, HTKL,
Htk-L, LERKS,
MGC126226,
MGC126227,
MGC126228
B12 Hs 4159815 [B_001963 EGF Epidermal groweth factor (heta-urogastrone) HOmMGE URG
o Hs 76753 MM_000118 EMG Endoglin co1058, EMD,
FLI41744, HHT1,
QRYY, QR
oz Hs. 437008 Mh_004444 EFPHBE4 EPH receptor B4 HTk, MYk,
TYRO11
03 Hs. 115263 Mhd_001432 EREG Epiregulin ER
04 Hs. 483635 Mi_000800 FGF1 Fibroblast growth factor 1 {acidic) AFGF, ECGF,
ECGF-heta,
ECGFA ECGFB,
FGF-alpha, FGFA,
GLIOT03, HBGF1
cos Hs. 284244 MM_002006 FizF2 Fibroblast growth factar 2 {basic) BF GF, FGFB,
HBGF-2
CO0E Hs. 1420 BIWd_0001 42 FGFR3 Fibroblast growth factor receptor 3 ACH, CD333,
CEKZ,
HSFGFR3EX,
JTH4
cor Hs.11392 MW_004464 FIGF C-fos induced growth factor (vascular endathelial growth factor O) WEGF-D, VEGFD
(i) Hs G654 360 M_002019 FLT1 Frms-related tyrosine kinase 1 {vascular endathelial growth factorivascular FLT, WEGFR1

permeahility factor receptar)
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euj=] Hs. 388245 MR_021973 HAMDZ Heart and neural crest derivatives expressed 2 DHAMDZ,
FLJ16260, Hed,
MGC125303,
MGC125304,
Thing2, bHLHaz286,
dHand
10 Hs 396530 MR_000601 HGF Hepatooyte growth factor thepapaietin A; scatter factor) F-TCF, HGFB,
HFTA, SF
11 Hs 897216 MK_001530 HIF 1A Hypoxia inducihle factar 1, alpha subunit (hasic helixloap-helix HIF-1alpha, HIFT,
transcription factor) HIF1-ALPHA,
MOP1, PASDE,
bHLHe7&
c12 Hs. 44227 M_00BEES HFSE Heparanase HF &, HPR1,
HFSE1, HSE1
Do Hs.a04609 MW_002165 101 Inhibitor of DA binding 1, daminant negative helix-loop-helix pratein 10, bHLHb24
Doz Hs 7E884 MR_002167 D3 Inhibitor of DA binding 3, daminant negative helix-loop-helix pratein HEIR-1, hHLHhZ25
Doz Hs. 37026 MM_024013 IF AT Interferon, alpha 1 IFL, IFM,
IFM-ALPHA,
IFMATS, IFMAG,
MGC138207,
MiGC1 38505,
MG 38507
Do4 Hs 93177 MM_002176 IFMB1 Interferan, beta 1, fibroblast IFB, IFF, IFMB,
MEGCAES5E
Dos Hs 856 Ihd_00061 S IFRIG Interferon, garmrma IFG, IFI
Dog Hs 160562 IsIh_000618 1GF1 Insulin-like growth factar 1 ésamatomedin C) IGFTA, 1GF]
ooy Hs. 1262486 M_000476 IL1B Interleukin 1, heta IL-1, IL1-BETA,
IL1F2
oog Hs.G544458 Mi_000600 ILE Interleukin & {interferon, heta 2) BSF2, HGF, HEF,
IFMB2, IL-6
Dog HsB24 Mh_000584 L8 Interleukin & CHCLE GCP-1,
GCP1, LECT,
LUCT, LYMAP,
MDMCE, MOMAP,
MAF, MAP-1, MAR1
D10 Hs. 436873 MM_002210 ITGAY Integrin, alpha ¥ ditronectin receptar, alpha polypeptide, antigen COS1) cDa1,
DKFZpGaBA0a142,
MEkE, YNEA
D11 Hs. 218040 MR_000212 ITGB3 Inteqrin, beta 3 (platelet glycoprotein llla, antigen COE1) CDET, GP3A,
GPIlla
D12 Hs.224012  MM_000214 JAGT Jagged 1 (Alagille syndrome) AGE, AHD, AWS,
03358, HI,
JAGLT,
MGC104644
EO1 Hs 4797456 MM_002253 KDR Kinaze insert domain receptor a type Il receptar tyrasine kinase) CD30s, FLET,
YEGFR, VEGFR2
E02 Hs 473256 MWM_005560 LAMAS Larninin, alpha 5 KIAA1 907
EO3 Hs. 421381 Mb_00701%5 LECT1 Leukocyte cell derived chemaotaxin 1 BRICDS, CHM-I,
CHM1
E04 Hs 194236  MM_000230 LEP Leptin FLJ34114, OB,
QBS
E0& Hs.82045 Mh_002391 Dok Midkine {neurite growth-promoting factor 2) FLJZ737S, Mk,
MEGF2
EOB Hz.813617 MM_004530 fMF 2 Matrix metallopeptidase 2 {gelatinase A, ¥2kDa gelatinase, 72kDa type IV CLG4, CLG4A,
collagenase) MArAP-11, P CRA,
THE-1
EO7 Hs. 2897413 Mh_004994 MM FS Matrix metallopeptidase 9 {gelatinase B, 92kDa gelatinase, 92kDa type IV CLG4B, GELB,
collagenase) mbP-9
E0B Hs 436100 MM_004557 MOTCH4 Maoteh harmalog 4 (Drosophila) FLJMB302, IMT3,
MGCT4447
MOTCH3
EO09 H= 131704 MM_003873 MREP1 Meurapilin 1 BOCAL, CD304,
DKFZpEEEAD31 34,
DKFZpTE1F1414,
MP1, MRPF,
WEGF165R
E10 Hs.471200  MM_003872 MREP2 Meuropilin 2 MGCT 26574, NP2,
MPMZ, PROZ714,
VEGF165R2
E11 Hs.535898 MM_002607 FOGEA Flatelet-derived growth factor alpha polypeptide FOGF-A, PDGF1
E1z2 Hz.814412 M_000442 FECAM1 Flateletiendothelial cell adhesion malecule CD3, FLIGE394,
PECAM-1
Fao1 Hs=.81564 MM_002619 PF4 Platelet factar 4 CHCLA,
MGC138298,
SCYB4
Foz Hs=.252820 Mh_002632 FGF Flacental arowth factar 01251900, PGFL,
FLGF, PIGF-2,
SHGC-10760
FO3 Hs. 77274 MIhd_002658 FLALI Flasminogen activator, urokinase ATF, UPA, LR,
u-PA
Fo4 Hs. 143436 hi_000301 FLG Flasminogen DKFZpT7amo22z2
Fos Hs=. 125036 Mh_020405 PLDCA Flexin domain containing 1 DKFZpE3EF093T,
FLI3B270,
FLI45632 TEM3,
TEM?
FOg Hs= 528665 MR_021935 FROKZ Frokineticin 2 BYa, KALL, MIT1,

PE2
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FO7 Hs.201978 MH_000962 PTGE Frostaglandin-endoperoxide synthase 1 {prostaglandin GiH synthase and  COX1, COX3,
cyclooxygenase) PCOHET, PGG HS,
PGHS-1, PGHS1,
PHS1, FTGHS
FO& Hs 532768 MW_002615 SERPIMF1 Serpin peptidase inhibitor, clade F {alpha-2 antiplasmin, pigment EFC-1, PEDF,
epithelium derived factor), member 1 FlG35
Fog Hs Ba0E1 MW_021572 SPHIKA1 Sphingosine kinase 1 SPHK
F10 Hs.301989 MM_015136 STAB1 Stabilin 1 CLEVER-1,
FEEL-1, FELE-1,
FEX1, KIAADZ46,
STAB-1
F11 H=.89640 M_000459 TEK TEK tyrosine kinase, endothelial CD2028, TIE-2,
TIEZ, WMCM,
WA T
F12 Hs. 170009 MW_003236 TGFA Transforming grawth factor, alpha TFGA
01 Hs B45227 MHi_0006E0 TGFBE1 Transforming growth factar, heta 1 CED, DFD1,
TGFB, TGFheta
G0z Hs. 133379 M_003238 TGFBR2 Transforming growth factar, heta 2 MGCT16892,
TGF-heta2
03 Hs 494622 W_004612 TGFBER1 Transforrming growth factor, beta receptar 1 AATE ACVRLEY,
ALK-A, ALKE,
LOS1A, LDE2A,
SkR4, TGFR-1
04 Hs 164226 MM_003246 THEE1 Thrombospandin 1 THBS, THES-1,
TSP, TEP-1, TSP
[elils) Hs.371147 MW_003247 THBSZ Thrombospaondin 2 TSP2
[elils Hs. 522632 MM_003254 TIMP1 TIMP metallopeptidase inhibitar 1 CLGI, EPA, EPO,
FLIS03T3, HCI,
TIMP
GOy Hs.633514 M_003255 TIMPZ2 TIMP metallopeptidase inhibitar 2 CEC-21K
Goe Hs 644633 M_000362 TIMP3 TIMP metallopeptidase inhibitor 3 HEMRIK222, K222,
K223TAZ BFD
elujz] Hs.241470 MHi_0005594 THF Tumar necrasis factar (THF superfamily, member 23 DIF, THF-alpha,
THFA THFSF2
10 Hs 825607 M_00B2591 THFAIPZ Tumar necrasis factor, alpha-induced protein 2 Ba4
11 Hs. 73793 MM_003376 WEGFA Wascular endothelial growth factor A MGCTOE09,
MYCD1, VEGF,
WEGF-A, WPF
G12 Hs 435214 M_005425 WEGFC Wascular endothelial growth factor © Flt4-L, WYRF
Ho1 Hs. 534255 Mhd_004048 B2 Beta-2-microglobulin -
Hoz Hs. 412707 MR_000194 HFRET1 Hypoxanthine phosphorihosyltransferase 1 HGFRT, HFRT
HO3 Hs.523185 Mhd_012423 RPL13A Ribosomal protein L13a -
Ho4 Hs 892354 MM_002046 GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase G3PD, GAFD,
MG CEBEES
Hos Hs.520640  MM_001101 ACTH Actin, heta PS1TPSBR1
HOG [l SA_00105 HGOC Hurnan Genormic DRA Contarmination HIGH1A
HO7 [l SA_00104 RTC Reverse Transcription Control RTC
Hoa [l SA_00104 RTC Reverse Transcription Contral RTC
HO4 [l SA_00104 RTC Reverse Transcription Contral RTC
H10 RIS SA_00103 PRC Positive PCR Contral PRC
H11 I SA_00103 PRC Positive PCR Contral PRC
H12 I SA_00103 PRC Positive PCR Contral PRC

Reakcje PCR w czasie rzeczywistym (Real-time PCR, QPCR) przeprowadzano

na urzadzeniu Mastercycler ep realplex? firmy Eppendorf. Zatozenie tej metody opiera
si¢ na analizie kinetyki reakcji PCR w trakcie jej trwania. Jest to mozliwe dzigki
zastosowaniu barwnikow fluorescencyjnych wiazacych sie¢ do DNA lub znakowanych
fluoroforem sond oligonukleotydowych. Ocena poziomu fluorescencji emitowanej
przez barwniki lub sondy, ktory zalezy od stezenia amplikonu, umozliwia
monitorowanie przyrostu produktu reakcji. Pomiaru dokonuje si¢ w fazie wyktadniczej
reakcji, gdzie kazda czasteczka matrycy daje w wyniku amplifikacji dwie czasteczki
potomne. Zastosowano wariant QPCR, w ktorym jako detektora uzyto barwnik SYBR
Green interkalujacy pomigdzy zasady DNA. Ze wzgledu na to, ze barwnik ten moze si¢
takze wiaza¢ z niespecyficznymi produktami PCR, dokonano analizy krzywej topnienia

otrzymanych produktow.
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W sktad mieszaniny reakcyjnej 0 objgtosci 25 pl na pojedyncza reakcje wchodzit
1 ul cDNA, 12,5 ul 2XMasterMix (Maxima™ SYBR Greek/Rox gPCR Master Mix 2X)
i 11,5 pl wody dejonizowanej. Dla kazdej proby przygotowywano co hajmniej
96-krotnie wicksza objetos¢. Pierwszym etapem QPCR byta 10-minutowa denaturacja
w temperaturze 95°C, podczas ktérego termostabilna polimeraza Maxima™ Hot Start
Taq DNA ulega aktywacji. Bezposrednio po niej, przeprowadzano wilasciwa reakcje
PCR, na ktora sktadato si¢ 40 cykli. Kazdy cykl rozpoczynat si¢ od 15-sekundowej
denaturacji w 95°C, po ktorej nastgpowato przylaczanie starterow (30 sekund, 60°C)
1 wydtuzanie (30 sekund, 72°C). Nastgpnie dokonywano oceny temperatury topnienia
otrzymanych produktow z doktadnoscia do 0,1°C/s.

3.3 Ekspresja biatek

3.3.1 Badania immunocytochemiczne

Zastosowano enzymatyczna metod¢ immunocytochemiczng ABC (awidyna-
biotynylowana peroksydaza) z termicznym odslanianiem antygendéw (mikrofale).
Postgpowano zgodnie z ponizszymi etapami:

1) Ptukanie rozmazow szpiku kostnego w PBS — 3 min.

2) Gotowanie w kuchence mikrofalowej w PBS — 17 min.

3) Plukanie w PBS — 3 min.

4) Hamowanie aktywno$ci endogennej peroksydazy za pomoca 1% H,0,

w wodzie destylowanej — 30 min.
5) Ptukanie w PBS — 3 min.
6) Inkubacja z normalna surowica kozia (1:20, Dako) — 30 min.
7) Inkubacja ze specyficznymi przeciwciatlami — 18 h w 4°C, a nastgpnie 1 h
w temperaturze pokojowej.

8) Phukanie w PBS — 3x3 min.

9) Inkubacja w roztworze zawierajacym dekstran skoniugowany z peroksydaza
I przeciwciata II rzedu skierowane przeciw antygenom mysim i kroliczym
(Dako REAL EnVision/HRP, Rabbit/Mouse, Dako) — 30 min.

10) Ptukanie w PBS -3x3 min.

11) Inkubacja z 3,3’-diaminobenzydyna (DAB), stanowiaca substrat dla

peroksydazy — 5-7 min.
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12) Ptukanie w wodzie biezacej — 10 min.

13) Barwienie hematoksyling — 2 min.

14) Ptukanie w wodzie biezacej — 10 min.

15) Odwodnienie w szeregu alkoholi o wzrastajacym stezeniu (70%, 80%, 85%,

90%, 2x100%) oraz ksylenie (2x).

16) Zamknigcie preparatow za pomoca histofluidu (Marienfeld) i1 szkietek

nakrywkowych.

Zastosowano nastepujace specyficzne przeciwciata (I rzedu):

anty-endoglina/CD105 (Dako), rozcienczenie 1:25, 1:50

3.3.2

reakcje

anty-endoglina/CD105 (Sanat Cruz), rozcienczenie 1:100
anty-CD10/CALLA (Abcam), rozcienczenie 1:25, 1:50
anty-CD10/CALLA (Santa Cruz), rozcienczenie 1:100

anty-PIGF/PGF (Novus Biologicals), rozcienczenie 1 pg/ml, 2 pg/ml
anty-PIGF/PGF (Santa Cruz), rozcienczenie 1:100
anty-COX-1/PTGS1 (Abcam), rozcienczenie 1:25, 1:50
anty-COX-1/PTGS1 (Santa Cruz), rozcienczenie 1:100

Badania immunofluorescencyjne

W przypadku antygenu CD105/endoglina dodatkowo zastosowano posrednia

immunofluorescencyjna z  zastosowaniem przeciwcial znakowanych

barwnikiem fluorescencyjnym. Postepowano wg ponizszej procedury:

1)
2)
3)

4)

5)

6)
7)

Phukanie preparatow biopsji szpiku kostnego w PBS — 3x1 min.

Inkubacja z 1% albumina bydleca — 45 min. w temperaturze pokojowej.
Inkubacja ze specyficznym przeciwciatem anty-CD105 w rozcienczeniu 1:10
(Santa Cruz) - 18 h w 4°C.

Plukanie w PBS — 5x1 min.

Inkubacja z przeciwciatami I rzedu sprzgzonymi 2z barwnikiem
fluorescencyjnym kozim anty-mysim Alexa Flour 555 w stezeniu 1:200
(MoBiTec) — 1 hw 37°C.

Plukanie w PBS — 3x1 min.

Zamknigcie preparatow w medium (DakoCytomation Fluorescent Mounting
Medium, Dako).
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3.3.3  Ocena reakcji immunocytochemicznych i immunofluorescencyjnych

Reakcje immunocytochemiczne oceniano z wykorzystaniem mikroskopu
swietlnego Nikon Eclipse E600. Preparaty obserwowano przy powigkszeniu 400x.
Jednoczesnie sporzadzano dokumentacj¢ fotograficzna w celu archiwizacji danych.
Wykonano ja w oparciu o mikroskop Axio Imager Z1 przy powigkszeniu 200X i oraz
Nikon Eclipse przy powigkszeniu 400X.

W obrazie cytologicznym dokonywano identyfikacji komorek jadrzastych.
Nastgpnie  oceniano  obecno$¢ badz brak pozytywnego odczynu reakcji
immunocytochemicznej. Rozmazy, w ktorych stwierdzono ekspresje badanych
antygenow, oznaczano znakiem ,,+”, natomiast te, ktore byty negatywne — znakiem ,,—”.

Reakcje immunofluorescencyjne obserwowano w mikroskopie BX60 firmy
Olympus przy powigkszeniu 600x. Mikroskop ten wyposazony jest w kamer¢ CCD, za
pomoca ktorej dokonano rejestracji uzyskanych obrazoéw. Analogicznie do oceny

reakcji ICC, preparaty z pozytywnym odczynem oznaczono ,,+” a negatywne ,,—.

3.4 Analiza kliniczna

U dzieci z rozpoznaniem ostrej biataczki limfoblastycznej, od ktorych pobrano
krew obwodowa w celu analizy profilu ekspresji genoéw, nie dokonano obserwacji
klinicznej.

Czas obserwacji dla pacjentow, u ktorych wykonano biopsje szpiku kostnego,
wynosil co najmniej 5 lat. Tak dtugi okres umozliwil oceng przebiegu choroby, jej
leczenia oraz stwierdzenie wystapienia potencjalnych niekorzystnych zdarzen. Biorac
pod uwage te wytyczne oraz etap choroby, w ktorym dokonano pobrania szpiku
kostnego, pacjentow zakwalifikowano do nastepujacych, przyjetych dla potrzeb tego
opracowania, grup:

1. Pacjenci z ostra biataczka limfoblastyczna w momencie rozpoznania, przed

rozpoczgciem leczenia.

la. Pacjenci z ostra biataczka limfoblastyczna w momencie rozpoznania,
korzystny przebieg.

1b. Pacjenci z ostra biataczka limfoblastyczna w momencie rozpoznania,
niekorzystny pzrebieg.

2. Pacjenci z ostra biataczka limfoblastyczna w okresie remisji choroby
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2a. Pacjenci z ostra biataczka limfoblastyczna w okresie remisji choroby,
korzystny przebieg.

2b. Pacjenci z ostra biataczka limfoblastyczna w okresie remisji choroby,
niekorzystny przebieg.

3. Pacjenci z ostrg biataczka limfoblastyczna w czasie nawrotu choroby
Poprzez termin ,,remisja” rozumiano okres ALL, ktory charakteryzowat si¢ brakiem
objawow chorobowych. Jako ,,wznowe” (rownoznaczne z ,,nawrot”) okreslano stadium
choroby, w ktérym pojawity sie¢ oznaki nowotworu po okresie remisji. Za korzystny
przebieg choroby uwazano uzyskanie przez pacjenta trwalej remisji. Niekorzystny
przebieg choroby definiowano poprzez brak odpowiedzi na wstgpne leczenie,

opoznione wejscie w remisj¢ badz pojawienie si¢ wznowy.

3.5 Analiza statystyczna

3.5.1 Analiza profilu ekspresji genow

Do oceny profilu ekspresji genéw zastosowano program RT? Proflier PCR Array
Data Analysis udostgpniany przez firme¢ SABiosciences. Korzystanie z programu
mozliwe jest w trybie online po uprzednim zarejestrowaniu si¢ i zalogowaniu na stronie

internetowej  firmy  (http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php).

Program wykorzystuje dane uzyskane podczas reakcji PCR — wartosci Ct, oznaczajace
numer cyklu reakcji, w ktorym produkt zaczyna wzrasta¢ w sposob wyktadniczy.
Program bazuje na analizie poréwnawczej AACt, ktora uwzglednia normalizacje
wzgledem kontroli endogennej (Ct dla gendéw metabolizmu podstawowego) oraz
wzgledem kalibratora (Ct dla grupy kontrolnej). Otrzymany wynik pozwala na
okreslenie roznicy poziomu ekspresji genéw migdzy proébami nieznanymi
a referencyjnymi, stwarzajac jednocze$nie mozliwos$¢ przesledzenia zmian ekspresji
gendéw w procesach fizjologicznych, patofizjologicznych czy rozwojowych. Program
dokonuje takze za pomoca testu T-studenta oceny istotno$ci statystycznej wykazanych
réznic w ekspresji genéw pomigdzy grupami. Otrzymane wyniki przedstawiane sa

w formie tabel oraz wykresow.


http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php
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3.5.2 Analiza ekspres;ji biatka

Do poréwnania wskaznikow struktury (procentow) pomigdzy grupami
zdefiniowanymi na podstawie etapu ALL (przed rozpoczeciem leczenia, w okresie
remisji i w okresie wznowy) oraz jej przebiegu (korzystny i niekorzystny) zastosowano
test Gaussa. W celu weryfikacji zaleznosci pomigdzy ekspresja antygenéw a etapem
choroby i jej przebiegiem wykorzystano test doktadny Fishera.

Analizg statystyczna przeprowadzono w oparciu o program Statistica PL v. 9.0.

3.5.3 Zagadnienia etyczne

Na przeprowadzenie niniejszych badan uzyskano zgode Komisji Bioetycznej

przy Uniwersytecie Medycznym (nr 500/10) w Poznaniu w dniu 17 czerwca 2010 roku.
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4. WYNIKI

4.1 Obserwacja kliniczna

Analizg profilu ekspresji gendw regulujacych angiogenezg przeprowadzono u 8
chorych z ALL, u ktérych nie wdrozono jeszcze leczenia. Na podstawie kryteriow
wyszczegolnionych w Tabeli 3 (Rozdziat 1.2.2) pacjentow zakwalifikowano do grupy
ryzyka wysokiego HR — 5 0s6b oraz posredniego IR — 3 0soby.

Na 74 rozmazach biopsji szpiku kostnego przeprowadzono reakcje
immunocytochemiczne oraz immunofluorescencyjne. 28 z nich stanowily rozmazy
pobrane od pacjentéw z ALL przed rozpoczgciem leczenia, 25 — biopsje wykonane
w okresie remisji choroby, a 21 — w okresie wznowy ALL. Rycina 7 przedstawia liczbe
preparatow w kazdej grupie chorych (przed leczeniem, remisja, wznowa)

z uwzglednieniem przebiegu choroby (korzystny, niekorzystny).

O ALL pl kp
H ALL pl np
OALLr kp
OALLr np
W ALLw

Rycina 7. Rozktad liczby pacjentéw w grupach zdefiniowanych na podstawie etapu choroby (pl — przed
leczeniem, r — remisja, w — wznowa, K — kontrola) oraz jej przebiegu (kp — korzystny przebieg, np —
niekorzystny przebieg)

U 17 dzieci (8 dziewczynek, 9 chtopcow) wykonano wigcej niz jedna biopsje
szpiku kostnego. Od 10 pacjentow uzyskano rozmazy szpiku kostnego dwukrotnie
(przed leczeniem i w okresie remisji lub wznowy, tylko w okresie remisji lub tylko
w okresie wznowy), od 6 — trzykrotnie (przed leczeniem, w remisji i w czasie nawrotu),

a od jednego pacjenta pobrano szpik 4-krotnie (w okresie remisji i wznowy).



Wyniki

45

4.2 Profil ekspresji genow

421

Izolacja RNA

Zabezpieczono material w postaci krwi obwodowej pobrany od 23 dzieci z ostra

biataczka limfoblastyczna. Od wszystkich pacjentoéw dokonano proby izolacji RNA,

natomiast od 8 dzieci uzyskano material dobrej jakosci (Azso280> 1,6 1 <2,10) i w iloSci

wystarczajacej do oznaczenia profilu ekspresji genéw na macierzy PCR (co najmniej

1200 ng). Pobrano takze krew obwodowa i wyizolowano RNA od 4 o0sob zdrowych,

stanowiacych kontrole.

Tabela 4. Tlos¢ i jako$¢ wyizolowanego RNA (dzieci z ALL:1-23, kontrole: K1-K4)

Lp.

O o0 N U WN P

AAARARANNNNRRRRRRRRR R
AP WNEFERF WNROOOOLNOOUMVEAEWNERLRO

RNA [ng]
2820
46
298
6121
13446

Skrzep — izolacja nie powidta sie
Skrzep — izolacja nie powidta sie

450
10440
3952

Skrzep — izolacja nie powidta sie

10050

Skrzep — izolacja nie powidta sie

2240
587
980

3680
238

88

Skrzep — izolacja nie powidta sie

123

Skrzep — izolacja nie powidta sie

870
8935
13568
11270
10619

Az60/250
1,60
1,41
1,57
1,77
1,83
1,81
1,89
2,00
2,04
2,00
1,99
1,89
1,97
1,76
1,45
1,65
1,98
1,85
1,92
1,91
1,91

4.2.2 Ocena jakosci uzyskanych w wyniku reakcji PCR danych

W celu oceny jakosci

uzyskanych produktéw reakcji

PCR w czasie

rzeczywistym na macierzach dokonano oceny temperatury topnienia tychze. Odrzucono

te wyniki, dla ktorych krzywa topnienia miata przebieg nieprawidtowy. Podwdjny pik
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oraz temperatura topnienia ponizej 78°C $wiadcza 0 powstawaniu niespecyficznych

produktow (Rycina 8).

af A

VAV

@ e 6 e 0 T2 7 76 7 80 &
Temperature [

Threshold: 33%

& e w0 2w &

Threshold: 33%

o

& 6

E)

7

B @ s e s 0 2 %

)
Temperature [C]

Rycina 8. Przykladowe krzywe topnienia. A — krzywa prawidlowa (gen btonowa aminopeptydaza
alanylowa, ALL), B — krzywa nieprawidtowa (gen trombospondyna 1, ALL)

Dla grupy badanej oraz grupy kontrolnej dokonano réwniez oceny uzyskanych

warto$ci Ct dla kazdego genu w kazdej probie. W sytuacji, w ktorej wartosci ta byta

wigksza niz 35, uznawano, ze dany gen nie ulega ekspres;ji.

Stwierdzono, ze 18 sposréd 84 badanych genow wykazuje ekspresje na

nieoznaczalnym poziomie (warto$¢ Ct >35) lub powstajacy produkt jest niespecyficzny,

w zwiazku z czym wykluczono je z analizy profilu ekspresji (Tabela 5).

Tabela 5. Geny wykluczone z analizy profilu eksprsji

Nazwa genu
ANGPTL2, ARP4, FIAF, HFARP, NL2,
PGAR, pp1158
C7, IFI10, INP10, IP-10, SCYB10, crg-
2, glP-10, mob-1
CINC-2b, GRO3, GROg, MIP-2b,
MIP2B, SCYB3
CMK, Humig, MIG, SCYB9, crg-10
ER

BFGF, FGFB, HBGF-2

ACH, CD333, CEK2, HSFGFR3EX,
JTK4

VEGF-D, VEGFD

FLT, VEGFR1
DHAND?2, FLJ16260, Hed,
MGC125303, MGC125304, Thing2,
bHLHa26, dHand
IFB, IFF, IFNB, MGC96956
KIAA1907
CLG4, CLG4A, MMP-II, MONA, TBE-
1v
CLG4B, GELB, MMP-9
ATF, UPA, URK, u-PA
DKFZp779M0222
THBS, THBS-1, TSP, TSP-1, TSP1
DIF, TNF-alpha, TNFA, TNFSF2

Symbol
ANGPTL4

CXCL10

CXCL3

CXCLS
EREG

FGF2
FGFR3

FIGF
FLT1

HAND2

INFB1
LAMAS

MMP2

MMP9
PLAU
PLG
THBS1
TNF

Opis
Angipoetynopodobny czynnik 4

Ligand 10 chemokiny CXC

Ligand 3 chemokiny CXC

Ligand 9 chemokiny CXC
Epiregulina
Zasadowy czynnik wzrostu
fibroblastow 2

Receptor 3 FGF

Naczyniowo-srédbtonkowy czynnik
wzrostu
Receptor 1 VEGF

Biatko 2 rozwoju serca i cewy
nerwowe;j

Interferon 3
Laminina a 5

Metaloproteinaza 2

Metaloproteinaza 9
Aktywator plazminogenu
Plasminogen
Trombospondyna 1
Czynnik martwicy guza
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Podobnej oceny dokonano dla wartos$ci Ct gendw metabolizmu podstawowego.
Jako ze gen wykorzystywany do normalizacji musi charakteryzowaé si¢ m.in. stala
ekspresja w danym typie tkanki (niezaleznie od warunkow doswiadczalnych i stanu
chorobowego) stwierdzono, ze gen fosforybozylotransferazy hipoksantynowej HPRT1
nie moze petié¢ funkcji endogennej kontroli. Otrzymane wartosci Ct wykazywaly duze
zréznicowanie, zarowno w obrgbie grupy badanej, jak i kontrolnej. Uzyskane wyniki
normalizowano zatem wzgledem S$redniej wartosci Ct dla 4 genow referencyjnych:
mikroglobuliny B-2 (B2M), biatka rybosomalnego L13a (RPL13a), dehydrogenazy
aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH) oraz B-aktyny (ACTB).

4.2.3 Analiza profilu ekspresji genow regulujacych proces angiogenezy W grupie
pacjentdow z ALL w poréwnaniu do grupy kontrolnej bez rozpoznania choroby

nowotworowej

Surowe dane (wartos$ci Ct) otrzymane w wyniku reakcji PCR zaimportowano do
programu RT? Proflier PCR Array Data Analysis, za pomoca ktorego dokonano oceny
profilu ekspresji genow regulujacych angiogeneze W grupie badanej (pacjenci
ze zdiagnozowana ALL) i grupie kontrolnej (osoby bez rozpoznania choroby
nowotworowej). Program umozliwia wykonanie kilku typow analiz, m.in. analizy
scatter plot, volcano plot czy multigroup plot. Pierwsza z nich przedstawia r6znice we
wzglednej ekspresji genéw z dwoch grup (badana i kontrolna) po normalizacji
wzgledem genow referencyjnych. Analiza typu volcano plot daje mozliwos¢ oceny
zmiany wzglednej ekspresji gendw pomigdzy grupami z uwzglednieniem istotno$ci
statystycznej roznicy. Z kolei badanie multigroup plot wykazuje zmiany w ekspresji,
uwzgledniajac odchylenie standardowe.

Stosujac w/w narzedzia okre§lono zmiang we wzglednej ekspresji gendéw
w grupie badanej w stosunku do grupy kontrolnej. Jako granicg istotno$ci zmian
w ekspresji (tj. obnizenie lub podwyzszenie jej poziomu wzgledem grupy kontrolnej)
przyjeto wartos¢ 4. Oznacza to, ze ekspresja genu musi r6zni¢ co najmniej 4-Krotnie,
aby uzna¢, iz odbiega ona od ekspresji w grupie kontrolnej. Bazujac na analizie scatter
plot, stwierdzono podwyzszona ekspresj¢ 8 genéw w grupie pacjentow z ALL
w stosunku do grupy kontrolnej. Zaobserwowano takze, ze poziom ekspresji 13 genow
jest nizszy. Logarytm dziesietny wartosci 2™°“' dla grupy badanej reprezentowany jest

na osi Y, podczas gdy logarytm dziesietny wartosci 2" dla grupy kontrolnej na osi X.
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Na otrzymanym wykresie nie wskazano punktow reprezentujacych wartosci ekspresji
dla genow referencyjnych i kontroli (Rycina 9).

Grupa badana vs. Grupa kontrolna
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-4.99
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Rycina 9. Analiza scatter plot ekspresji genow w grupie pacjentdéw z ALL wzgledem grupy kontrolnej.
Linia $rodkowa — ekspresja identyczna dla badanych grup, linie boczne — granica istotnos$ci zmian w
ekspresji (4x), ° - geny o podwyzszonej ekspresji w grupie badanej (ALL), © - geny o obnizonej ekspresji
w grupie badanej (ALL)

Otrzymane po zastosowaniu badania scatter plot wyniki poddano analizie
volcano plot oraz multigroup plot. Pozwolito to na poréwnanie wzglednej ekspresji
genow w obydwu grupach z uwzglednieniem odchylen standardowych oraz weryfikacj¢
otrzymanych danych poprzez okreslenie istotnosci statystycznej (test t-Studenta)
réznicy w ekspresji genow pomigdzy grupa badana a grupa kontrolna. W wyniku tego
postegpowania liczba genow, ktorych ekspresja ulegla zmianie w grupie ALL,
zmniejszyta sig¢. Stwierdzono, ze istotnie wyzsza ekspresja (p <0,05) wsrdd pacjentow
z rozpoznaniem ALL charakteryzuja si¢ dwa geny, a istotnie nizsza — 6 gendw.
Wykresy analizy multigroup plot reprezentuja zmiang poziomu ekspresji (0§ Y) po
normalizacji wzgledem gendéw referencyjnych w grupie kontrolnej oraz badanej wraz
z odchyleniami standardowymi (SE), wynikajacymi z réznic w poziomie ekspresji

danego genu bedacych efektem zmiennosci osobniczej (wykresy sporzadzono dla
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gendw o podwyzszonej i obnizonej ekspresji). Na wykresie wskazano geny, dla ktérych
réznica w ekspresji byta istotna statystycznie. Z kolei wykres badania volcano plot
uwzglednia ujemny logarytm dziesigtny z wartosci p (0§ Y) oraz logarytm 0 podstawie
2 ze zmiany ekspresji genow w grupie badanej wzgledem grupy kontrolnej (o$ X). Na
otrzymanym wykresie nie wskazano punktow reprezentujacych wartosci ekspresji dla
genow referencyjnych i kontroli (Rycina 10, 11, 12). Charakterystyke genow

o podwyzszonej 1 obnizonej ekspresji przedstawiono w Tabeli 6.

Grupa badana vs. Grupa kontrolna
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Log2 (zmiana ekspresji Grupa badana/Grupa kontrolna)

Rycina 10. Analiza typu volcano plot ekspresji genow regulujacych angiogeneze w grupie pacjentéw ze
zdiagnozowana ALL wzgledem grupy kontrolnej z uwzglednieniem istotnosci statystycznej roznicy
w ekspresji (p < 0,05). Linia $rodkowa — ekspresja identyczna dla badanych grup, linie boczne — granica
istotnosci zmian w ekspresji (4x), linia pozioma — granica istotnos$ci statystycznej, ° - geny
o podwyzszonej ekspresji w grupie badanej (ALL), © - geny o obnizonej ekspresji w grupie badanej
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Zmiana ekspresji

Grupa kontrolna Grupa badana

|= ENG/CD105 = PIGF

Rycina 11. Analiza typu multigroup plot ekspresji genéw na podwyzszonym poziomie U pacjentow ze
zdiagnozowana ALL wzgledem grupy kontrolnej. Stupki prezentuja érednia zmian ekspresji + SE z 4.
niezaleznych oznaczen dla grupy kontrolnej i 8. dla grupy badanej

Zmiana ekspresji

Grupa kontrolna Grupa badana

|IANPEP mTYMP =HPSE PTGS1/COX-1 =TIMP2  TNFAIP2

Rycina 12. Analiza typu multigroup plot ekspresji gendw na obnizonym poziomie u pacjentow ze
zdiagnozowana ALL wzgledem grupy kontrolnej. Stupki prezentuja $rednia zmian ekspresji + SE z 4.
niezaleznych oznaczen dla grupy kontrolnej i 8. dla grupy badane;j
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Tabela 6. Charakterystyka genow o podwyzszonej i obnizonej ekspresji w grupie badanej wzgledem
grupy kontrolnej

Numer Pozycja na Zmiana P
Nazwa genu Symbol Opis dostepu mati:e 2 ekspresii (test t-
GenBank v pres) Studenta)
CD105, END,
FLI41744, HHTL, ENG Endoglina NM_000118 co1 4,31 0,010392
ORW, ORW1
D1251900, PGFL, tozyskowy czynnik
PLGF, PIGF-2, SHGC-  PIGF yskowy czy NM_002632 F02 4,74 0,000860
wzrostu
10760
Btonowa
APN, CD13, GP150, .
AL piso, pEPN ANPEP aminopeptydaza NM_001150 AO6 1328 0,002137
alanylowa
ECGF1, MNGIE,
PDECGF, TP, hPD- TYMP  Fosforylaza tymidyny ~ NM_001953 BO7 9,52 0,001265
ECGF
HPA, HPR1, HPSE1
ey SEL, HPSE Heparanaza NM_006665 c12 5,66 0,000129
COX1, COX3, Syntaza
PCOX1, PGG, HS, )
PGHS. 1. POHSL. COX-1 prcosktlf,i'f?d'gniﬁzl NM_000962 FO7 5,09 0,008871
PHS1, PTGHS yKlooksye
CSC-21K TIMP2 Inhibitor 2 NM_003255 Go7 -4,62 0,000001
metaloproteinaz
B94 TNFalpy  Diatko 2indukujace 060 G10 14,48 0,000224

TNFa

Ekspresje biatka postanowiono scharakteryzowaé dla genéow o podwyzszonej
ekspresji (endogliny, lozyskowego czynnika wzrostu) oraz jednego genu o obnizonej

ekspresji — cyklooksygenazy 1.

4.3 Ekspresja biatka

4.3.1 Ekspresja antygenu CD10

Obecnos¢ antygenu CDI10 stwierdzano w populacji komorek blastycznych
szpiku kostnego (ALL przed rozpoczeciem leczenia, wznowa) oraz w prawidlowych
limfocytach (remisja) (Fot. 14-18, dokumentacja fotograficzna wynikow reakcji ICC
i IMF znajduje si¢ w rozdziale 10). Liczba komérek CD10 pozytywnych byta rézna
w obrebie tej samej grupy pacjentdw, jak i migdzy grupami — od pojedynczych do
wszystkich blastow.

Sposrod 74 przebadanych rozmazéw biopsji szpiku kostnego, w 28 (37,84%)
obserwowano pozytywny wynik reakcji wykrywajacej antygen CD10. W grupie
z rozpoznaniem ALL przed rozpoczeciem leczenia, ekspresje biatka stwierdzono

U 54,17% pacjentéw z korzystnym przebiegiem choroby (13/24) (Fot. 16) i u 50%
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pacjentow (2/4), u ktorych przebieg choroby byt niekorzystny (Fot. 14, 15). W ALL
w okresie remisji o korzystnym przebiegu 5 sposrdod 20 przypadkow wykazywato
pozytywny wynik reakcji (25%), a w ALL w remisji o niekorzystnym przebiegu — 20%
pacjentow (2/5) (Fot. 17). U 6 z 21 (28,57%) pacjentow w okresie wznowy choroby
stwierdzono ekspresj¢ antygenu CDI10 (Fot. 18). W zZadnym przypadku z grupy
kontrolnej nie obserwowano pozytywnego wyniku reakcji (Rycina 13).

100,00%

80,00%

60,00%

40,00%
- . I .
0,00%

ALL pl kp ALL pl np ALLr kp ALLr np ALL w

% pacjentéw immunopozytywnych dla CD10

Rycina 13. Odsetek pacjentow wykazujacych obecno$¢ komorek pozytywnych dla CD10 w zaleznosci od
etapu ALL (pl — przed leczeniem, r — remisja, w — wznowa, K — kontrola) oraz jej przebiegu (kp —
korzystny przebieg, np — niekorzystny przebieg).

*p=0,051, ALL pl kp vs. ALL r kp

4.3.2 Ekspresja endogliny/CD105

Ekspresja antygenu CD105 (stwierdzona badaniem immunocytochemicznych
oraz immunofluorescencyjnym) ograniczata si¢ do komorek blastycznych szpiku oraz
prawidlowych limfocytow. Pozytywny odczyn reakcji dotyczyt réznego odsetka
komorek w szpiku.

Najwickszy odsetek pacjentow, u ktorych obserwowano obecnos¢ komorek
immunopozytywnych dla endogliny, stwierdzono w grupie w okresie remisji
0 niekorzystnym przebiegu (80%) (Fot. 4, 5, 20). Istotnie najmniejsza liczba pacjentow
CD105-pozytywnych charakteryzowata si¢ grupa w okresie remisji o korzystnym
przebiegu (5/20) (Fot. 3). W grupach pacjentow przed leczeniem (o korzystnym
I niekorzystnym przebiegu) i w okresie nawrotu pacjenci z pozytywnym odczynem

reakcji stanowili od 50% do 66,67% wszystkich pacjentow w grupie (Fot. 1, 2, 6, 7, 19).
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Stwierdzono ponadto obecno$¢ komorek CD105-pozytwynych w biopsjach grupy

kontrolnej. Odsetek pacjentow, u ktorych obserwowano ekspresje antygenu wynosit
44,44% (4/9) (Rycina 14).
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Rycina 14. Odsetek pacjentow wykazujacych obecno$¢ komorek pozytywnych dla endogliny/CD105 w
zaleznosci od etapu ALL (pl — przed leczeniem, r — remisja, w — wznowa, K — kontrola) oraz jej przebiegu
(kp — korzystny przebieg, np — niekorzystny przebieg).
*p=0,006, ALL pl kp vs. ALL r kp,

p=0,022, ALL rnp vs. ALL r kp

4.3.3 Ekspresja tozyskowego czynnik wzrostu PIGF

Obecnos¢ PIGF stwierdzano w blastach we wszystkich grupach pacjentow.
Ekspresja ta dotyczyta z reguty pojedynczych komorek jadrzastych szpiku.

Odsetek pacjentow immnopozytywnych wahat si¢ od 35% (7/20) w grupie
pacjentow z remisja o Korzystnym przebiegu do 60% (3/5) w grupie z remisja
0 niekorzystnym przebiegu (Fot. 8). Nie stwierdzono natomiast istotnych roznic
w odsetku pacjentéw immunopozytywnych pomigdzy grupami (Fot. 9-11). W
przypadku grupy kontrolnej tylko u jednego pacjenta obserwowano pozytywny odczyn
reakcji (Rycina 15).
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Rycina 15. Odsetek pacjentow wykazujacych obecno$é komoérek pozytywnych dla PIGF w zaleznosci od
etapu ALL (pl — przed leczeniem, r — remisja, w — wznowa, K — kontrola) oraz jej przebiegu (kp —
korzystny przebieg, np — niekorzystny przebieg).

p<0,05, ALL pl np vs. K,

p<0,05, ALL r np vs. K,

p<0,05, ALL wvs. K

4.3.4 Ekspresja cyklooksygenazy 1 COX-1

Podobnie do w/w antygenow, tak i w przypadku antygenu COX-1 obserwowano
réznice  w  ekspresji  biatka  pomigdzy  komoérkami  szpiku  kostnego
w obregbie danej grupy, jak i pomigdzy grupami. Natomiast nie stwierdzono obecnosci
COX-1 w calej populacji komoérek jadrzastych szpiku u zadnego pacjenta ze wznowa
ALL.

Najwigkszy odsetek pacjentow immunopozytywnych stwierdzono w grupie
w okresie remisji z korzystnym przebiegiem (35%), a najnizszy — W grupie przed
leczeniem o korzystnym przebiegu (12,5%) (Fot. 12, 13). Nie obserwowano istotnych
réznic pomigdzy pozostatymi grupami, za wyjatkiem wznowy ALL, w ktorej u zadnego
z przebadanych pacjentéw reakcja nie data pozytywnego wyniku. 22,22% pacjentow
(2/9) z grupy kontrolnej wykazato ekspresje antygenu COX-1 (Rycina 16).
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Rycina 16. Odsetek pacjentow wykazujacych obecnos¢ komorek pozytywnych dla COX-1 w zalezno$ci
od etapu ALL (pl — przed leczeniem, r — remisja, w — wznowa, K — kontrola) oraz jej przebiegu (kp —
korzystny przebieg, np — niekorzystny przebieg).

4.3.5 Poroéwnanie ekspresji antygenow CDI105, PIGF, COX-1 i CD10 z obrazem
klinicznym choroby

W celu okreslenia przydatnosci wybranych antygenow do oceny prognozy
u  pacjenta  zweryfikowano  zalezno$¢  migedzy  odsetkiem  pacjentéw
immunopozytywnych a etapem choroby (przed rozpoczgciem leczenia, remisja,
wznowa) i jej przebiegiem (korzystny, niekorzystny). W pierwszej kolejnosci
przeprowadzono poroéwnanie ekspresji biatek w grupach: przed leczeniem, w okresie
remisji i wznowy w obregbie pacjentow, u ktorych choroba miata korzystny przebieg
oraz wsrdd pacjentdow z choroba o niekorzystnym przebiegu. W ramach tej analizy
stwierdzono, ze ekspresja antygenu CD105 przed rozpoczgciem leczenia sugeruje
wystapienie remisji choroby (p = 0.008). Podobna zalezno$¢ zaobserwowano réwniez

dla antygenu CD10 (p = 0,051) (Tabela 7).
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Tabela 7. Zalezno$¢ pomigdzy odsetkiem przypadkéw immunopozytywnych dla danego antygenu
a przebiegiem ALL w zaleznosci od jej etapu

Przebieg ALL

ALL korzystny
przebieg

ALL niekorzystny
przebieg

CD105

przed leczeniem

vs. p=0,008
remisja

przed leczeniem

vs. p=0,611
Remisja/wznowa

remisja

vs. p=0,628
wznowa

PIGF

p=0,760

p=1,000

p=1,000

COX-1

p=0,147

p=0,301

p=0,192

CcD10

p=0,051

p=1,000

p=0,628

Nastepnie dokonano zestawienia odsetka przypadkow immunopozytywnych

pomigdzy grupami (przed leczeniem, remisja, wznowa) o korzystnym i niekorzystnym

przebiegu a grupa kontrolna. Stwierdzono, ze ekspresja antygenu PIGF zwiazana jest

z wystapieniem wznowy (p = 0,049). Ustalono rowniez, ze brak ekspresji COX-1 jest

charakterystyczny dla okresu wznowy, a zatem sugeruje niekorzystny przebieg choroby
(p =0,026) (Tabela 8).

Tabela 8. Zalezno$¢ pomigdzy odsetkiem przypadkéw immunopozytywnych dla danego antygenu
a etapem ALL w zalezno$ci od jej przebiegu

Etap ALL

ALL przed
leczeniem

ALL remisja

ALL wznowa

CD105

korzystny

przebieg vs. p=0,425
kontrola

niekorzystny

przebieg vs. p=1,000
kontrola

korzystny

przebieg vs. p=0,396
kontrola

niekorzystny

przebieg vs. p=0,301
kontrola

wznowa vs.

kontrola p=0,443

PIGF

p=0,212

p=0,203

p=0,212

p=0,203

p=0,049

COX-1

p=0,597

p=1,000

p=0,675

p=1,000

p=0,026

CD10

p=0,192

p=0,192

p=0,153

p=0,110

p=0,141

Szczegotowe zestawienie wynikdw reakcji immunocytochemicznych znajduje

si¢ w Tabeli 9 1 Tabeli 10 w Zalaczniku 1.
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5. OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

Pomimo ogromnego postepu, jaki dokonat si¢ w przeciagu ostatnich 25 lat
w dziedzinie diagnozowania, Sposobow monitorowania oraz leczenia ostrych biataczek
u dzieci, nadal okolo 10 — 15% pacjentbw z rozpoznaniem ostrej biataczki
limfoblastycznej umiera z powodu progresji choroby lub powiktan bedacych efektem
zastosowane] kompleksowej terapii. Na uwage zasluguje fakt, ze o ile w pierwszej
potowie lat 90-tych ubieglego wieku podstawowa przyczyna zgondéw dzieci
z rozpoznaniem ALL bylo zaostrzenie choroby prowadzace do wielonarzadowe;j
niewydolnosci wynikajacej z obecnosci naciekow limfoblastycznych, o tyle w ostatnim
dziesigcioleciu pierwsza przyczyna zejs¢ $miertelnych pacjentdw z rozpoznaniem ALL
staty si¢ powiklania (najczgsciej o charakterze cigzkich infekcji) bedace konsekwencja
wyniszczenia organizmu stosowana chemioterapia.

Podstawowym dylematem towarzyszacym lekarzom prowadzacym pacjenta
z ALL staje si¢ w ostatnich latach pytanie: w jaki sposéb kwalifikowaé pacjentow do
grup ryzyka i w jaki sposob prowadzi¢ leczenie tych osob, u ktérych zauwazono
niekorzystny przebieg choroby (np. zjawisko oporno$ci na leki steroidowe, opdznione
uzyskanie remisji czy tez pojawienie si¢ nawrotu choroby). W wielu sytuacjach leczenie
jest oparte na fundamencie réznych, zaakceptowanych przez okreslone Srodowisko
lekarskie, protokotow terapeutycznych. Jednakze w pewnej grupie pacjentow
(obejmujacych ~ wspomniane  wyzej 10 —  15%  wszystkich  chorych
z rozpoznaniem ALL) postgpowanie wg sprawdzonych protokotéw leczniczych okazuje
si¢ niewystarczajace. Chorzy ci wymagaja bowiem znacznie bardziej rozwinigte]
indywidualizacji leczenia oraz monitorowania jego skutkow. Obecny stan rzeczy
sprowadza si¢ do sytuacji, w ktorej pacjent z nawrotem ALL jest poddawany coraz to
nowym schematom chemioterapii (lacznie z przeprowadzeniem transplantacji komorek
hemopoetycznych), co nieuchronnie prowadzi do postgpujacego wyniszczenia i istotnie
wigkszego narazenia na potencjalnie $miertelne czynniki zakazZne.

Czy nakreslony stan rzeczy mozna byloby zmieni¢? Wydaje sig, Ze najbardziej
pozadanym elementem indywidualizacji leczenia w takich przypadkach nie jest
zaostrzanie stosowanych protokotow terapeutycznych, ale proba zastosowania
celowanej chemioterapii, opartej przede wszystkim na znajomosci biologii nowotworu.
Taki rodzaj leczenia jest obecnie wykorzystywany w ograniczonym zakresie. Polega on

przede wszystkim na ocenie wrazliwosci komoérek nowotworowych na rdzne
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chemioterapeutyki oraz probach stosowania terapii wykorzystujacych podawanie
przeciwcial, w sposob wybiorczy niszczacych okreslona populacje komorek
nowotworowych. Chlubnym, cho¢ odosobnionym, wyjatkiem w tego rodzaju dziataniu
jest stosowanie lekow uniemozliwiajacych proces translacji u pacjentow z obecnoscia
translokacji t(9:22) (chromosom Philadelphia).

Niewiele mozna réwniez powiedzie¢ na temat praktycznych aspektow
stosowania lekow hamujacych proces nowotworowej angiogenezy w chorobach
limfoproliferacyjnych. Cho¢ zagadnienie i poruszana w ramach niego problematyka nie
jest nowa, trudno =znalezé przyktady powszechnie akceptowanych protokotow
terapeutycznych pozwalajacych na stosowanie lekéw antyangiogennych u pacjentow
z niepowodzeniami leczenia. Glowna przyczyna takiego stanu rzeczy nie jest obawa
przed niepozadanymi skutkami ubocznymi lekow hamujacych proces angiogenezy, ale
brak wystarczajacych liczby dowodoéw wskazujacych na wudzial czynnikéw
proangiogennych w patogenezie ALL oraz innych choréb limfoproliferacyjnych.

Na tym tle, uzyskane wyniki nalezaloby omowi¢ w dwoch ptaszczyznach.
Pierwsza z nich dotyczy zamiaru scharakteryzowania pewnych aspektow biologii
(patomechanizmu) ostrej biataczki limfoblastycznej zaleznej od rozwoju nowych
(patologicznych) naczyn krwiono$nych. Drugi aspekt winien dotyczy¢ proby oceny
warto$ci prognostycznej badanych w niniejszej rozprawie biatek, ktoére moglyby
postuzy¢ jako nowe czynniki wskazujace okreslony przebieg choroby i, by¢ moze,
wptywa¢ na bardziej adekwatna kwalifikacje pacjentéw do okreslonych grup ryzyka.

Biologia ostrej biataczki limfoblastycznej pozostaje nadal zagadka.
W przeciwienstwie do guzéw litych, gdzie proces tworzenia nowych naczyn
krwionosnych jest catkowicie logiczny i zrozumialy, zagadnienie neowaskularyzacji w
nowotworach hematologicznych pozostaje w krggach domystow 1 przypuszczen.
Pojawia si¢ pytanie, w jaki sposob wytlumaczy¢ konieczno$¢ powstawania tychze
naczyn w nowotworach uktadu krwiotworczego, skoro sam nowotwoOr rozwija si¢
w $rodowisku szpiku kostnego, czyli miejscu powstawania krwi. Z pewno$cia proces
powstawania nowych naczyn nie ma zabezpiecza¢ proliferujacym komorkom
nowotworowym doptywu skladnikéw odzywczych, tlenu czy tez czynnikéw
stymulujacych ich wzrost. O fakcie tym przesadza réwniez kliniczny przebieg tej grupy
nowotwordw: nie stwierdza si¢ guza pierwotnego, a choroba ma charakter pierwotnie
uogodlniony. Co wigcej, komorki nowotworowe obecne w szpiku kostnym maja staty

1 fatwy dostgp do juz istniejacych naczyn obecnych w przedziale zatokowym szpiku.
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A jednak, co zauwazono ze zdziwieniem juz w latach 90-tych ubieglego wieku, rowniez
nowotwory hematologiczne, w tym ostra biataczka limfoblastyczna charakteryzuja si¢
wigksza liczba naczyn krwiono$nych obecnych w szpiku kostnym, jak 1 wigkszym
stezeniem szeregu czynnikOw proangiogennych w surowicy krwi. Pytanie, jakie mozna
W tym miejscu postawic¢ brzmi: czy jest to celowe dzialanie w przebiegu ALL? A moze
komoérki nowotworowe, powielajac schemat ,,zachowania” innych komorek
nowotworowych w guzach litych, zaczynaja wytwarza¢ naczynia krwionos$ne bez
zamiaru ich wykorzystania? Odpowiedz na to pytanie jest ztozona. Po pierwsze,
w zadnym rodzaju nowotworu nie ma dzialan celowych, wynikajacych z optymalnego
sposobu zarzadzania energia oraz dostgpnymi skladnikami, jak ma to miejsce
w prawidlowej tkance. Nowotwér to chaos, ktéorego zasadniczym efektem jest
destabilizacja istniejacych struktur i uktadéw zaleznosci. Na tym tle, tworzenie nowych
naczyn krwiono$nych w nowotworze hematologicznym moze by¢ traktowane jako
czysty przypadek. Przypadek, ktory jednak nie pozostaje bez zgubnych konsekwencji.
Okazuje si¢ bowiem, ze nowo wytworzone naczynia krwionos$ne, by¢ moze réwniez
z samych komodrek nowotworowych, nie ulegaja destrukcji w czasie podczas terapii
farmakologicznej. Nasuwa to przypuszczenie, ze staja si¢ one swoistego rodzaju nisza,
rezerwuarem dla blastoéw, ktore umiejscawiaja si¢ poza zasiggiem stosowanych
chemioterapeutykow (Ratajczak 1 wsp., 1998). Jednoczes$nie, oprocz niewatpliwej
korzy$ci w postaci ,,schronienia”, komoérki nowotworowe zyskuja dodatkowe Zrodlo
czynnikow wzrostu — komorki endotelialne naczyn zaczynaja produkowaé substancje
stymulujace ich wzrost, roznicowanie 1 proliferacj¢. Nalezy tu zaznaczy¢, ze naczynia
syntetyzuja takze regulatory angiogenezy — czynniki o charakterze stymulatorow
i inhibitorow, co jest de facto ich naturalng funkcja, ulegajaca intensyfikacji
w chorobach nowotworowych. Jednoczes$nie zgodnie z teoria dotyczaca angiogenezy
zwiazane] z kancerogeneza za produkcje czynnikoOw proangiogennych odpowiedzialne
s takze komorki nowotworowe. W przypadku rozrostow limfoproliferacyjnych zalicza
si¢ do nich réwniez komodrki podscieliska szpiku kostnego. Znajomos$¢ tych faktow
pozwolila na stworzenie modelu wykazujacego uktad zaleznosci pomigdzy ré6znymi
populacjami komoérek w nowotworach hematologicznych w aspekcie angiogenezy.
Postuluje sig istnienie szeregu petli o charakterze auto- i parakrynnym, wytwarzanych
przez wiw typy komorek i oddziatujacych na nie. W efekcie wystapienia tych zdarzen
dochodzi do uksztattowania si¢ mikrosrodowiska w szpiku kostnym bogatego w nowo

powstajace naczynia krwionosne sprzyjajace rozwojowi nowotworu (Keyhani i wsp.,
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2001). Jak juz wspomniano, neoangiogeneza w rozrostach limfoproliferacyjnych
przejawia sig¢ nie tylko zwigkszong liczba naczyn w szpiku, ale takze podwyzszonym
stezeniem czynnikow stymulujacych angiogenez¢ w ptynach ustrojowych (Perez-
Atayde i wsp. 1997, Faderl i wsp., 2005, Avramis i wsp., 2006). Aguayo i wsp. (2000)
stwierdzili m.in., Ze st¢zenie naczyniowo-$rodbtonkowego czynnika wzrostu w szpiku
kostnym i krwi obwodowej stanowi niezalezny czynnik rokowniczy u chorych na ostra
biataczke szpikowa. Podobne rezultaty uzyskat Avramis i wsp., wykazujac ze oprocz
tego, ze wysoki poziom VEGF w surowicy krwi dotyczyl dzieci z ALL, u ktérych
nastapita wznowa choroby, to dodatkowo ujemnie korelowal on z czasem pojawienia
si¢ nawrotu. Potwierdzila to grupa Lyu (2007), ktéora obserwowala istotnie wyzszy
poziom VEGF oraz czynnika wzrostu fibroblastow u dzieci z ostra biataczka. Badania
okreslajace stgzenie regulatoroOw angiogenezy dotycza takze poziomu molekularnego.
Koomagi i wsp. (2001) stwierdzili podwyzszony poziom mRNA kodujacego
naczyniowo-sroédbtonkowy czynnik wzrostu w ALL w okresie wznowy, co potwierdzit
p6zniej Stachel 1 wsp. (2007). Ponadto czas przezycia bez nawrotu oraz catkowity czas
przezycia ujemnie korelowat ze st¢zeniem VEGF. Oczywiscie najbardziej miarodajna
metoda  okreslajaca  intensywno$¢  angiogenezy jest  bezposrednia  ocena
mikrounaczynienia w szpiku kostnym. Juz koniec lat dziewigcdziesiatych ubieglego
wieku przyniost informacje dotyczace zwigkszonej ggstosci naczyn krwiono$nych
w szpiku (microvessel density, MVD) pacjentow z ostra biataczka (Perez-Atayde
1 wsp., 1997, Hussong 1 wsp., 2000). Wykazano takze, ze podwyzszony MVD rokuje
wystapienie niekorzystnych zdarzen w trakcie rozwoju ALL, takich jak nawrdt czy zgon
(Norén-Nystrom i wsp., 2009). Korkolopoulou i wsp. (2001) stwierdzili ujemna
korelacje migdzy catkowitym obszarem naczyniowym (total vascular area, TVA)
w szpiku a czasem catkowitego przezycia oraz migdzy ggstoscia mikronaczyn szpiku
kostnego a czasem wolnym od choroby u chorych na zespoty mielodysplastyczne. Na
tym tle, wydaje si¢ by¢ uzasadnionym monitorowanie posrednich (ekspresja czynnikow
pro- i antyangiogennych) jak i bezposrednich (ocena stopnia mikrounaczynienia
w szpiku kostnym) parametrow neowaskularyzacji, zmierzajacych do proby
modyfikowania postgpowania terapeutycznego u pacjentow z nowotworami
hematologicznymi.

Wyniki prezentowanych badan uzyskano opierajac si¢ na materiale, ktory
stanowila krew obwodowa bgdaca zrédlem komorek blastycznych — powstajacych

w szpiku, a nastgpnie transportowanych do krwiobiegu. Jest to w zwiazku z tym
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material wystarczajaco reprezentatywny, a jednocze$nie pozyskiwany w sposob prosty
1 mato inwazyjny. Badania przeprowadzono rowniez bazujac na rozmazach biopsji
szpiku kostnego, rutynowo wykonywanych w diagnostyce ostrej biataczki
limfoblastycznej. W badaniach nie zastosowano bezposredniej analizy gestosci i jakosci
naczyn krwiono$nych w szpiku kostnym. Istotnym utrudnieniem redukujacym
mozliwo§¢ wykonania tego typu oceny jest fakt bardzo zawegzonych wskazan
wykonywania trepanobiopsji u dzieci. Do najwazniejszych z nich naleza nieuzyskanie
materiatu z biopsji aspiracyjnej, podejrzenie wtoknienia szpiku, podejrzenie choroby
spichrzeniowej lub ustalenie stopnia aplazji lub hipoplazji szpiku. Oznacza to zatem, ze
w przypadku ostrej biataczki limfoblastycznej jak i, generalnie, ostrych biataczek
u dzieci jedyna mozliwoscia oceny angiogenezy w szpiku kostnym jest metoda
posrednia, ktéra opiera si¢ na okresleniu poziomu ekspresji czynnikow regulujacych
angiogenez¢ w danym uktadzie biologicznym

Pierwszy etap badan polegal na okresleniu ekspresji panelu 84 genow, o ktérych
wiadomo, ze sa — W rdzny sposOb i w réznym stopniu — zaangazowane w regulacje
neowaskularyzacji. W zdecydowanej wigkszosci badan zwiazanych z angiogeneza
w nowotworach hematologicznych, analiza ekspresji ogranicza si¢ do wybranych,
pojedynczych czynnikow i sa to z reguly czasteczKi uznane za najistotniejsze dla tego
procesu (VEGF, FGF). Postgpowanie takie z reguly nie uwzglednia mozliwosci
zaangazowania innych regulatorow w zachodzenie angiogenezy w tym typie
nowotworow. Nalezy pamigtac, ze biologia kazdego rodzaju nowotworu jest inna, co
wiaze si¢ z odmiennym podlozem molekularnym, a zatem zestawem genow
zaangazowanych w nowotworzenie. W zwiazku z tym wydaje si¢ by¢ istotne
wykonanie przesiewu, majacego na celu stworzenie profilu ekspresji grupy genow, co
w efekcie umozliwi wskazanie tych o potencjalnie istotnym znaczeniu. Kierujac sig
tymi przestankami, za pomoca reakcji PCR okre§lono roznice w ekspresji wybranych
genow (Tabela 5) w grupie pacjentow ze zdiagnozowana ALL i grupie kontrolnej
(osoby zdrowe). Biorac pod uwagg parametry techniczno-metodologiczne
(niespecyficzne produkty, bardzo niski poziom ekspresji) z badania wykluczono 19
genow. Sposrod pozostalych 65 wytoniono te, ktorych ekspresja znaczaco rdéznita sig
pomigdzy grupami (zmiana byla co najmniej 4-krotna, przy p < 0,05). Stwierdzono, ze
podwyzszona ekspresje w grupie badanej wykazuja endoglina/CD105 oraz tozyskowy
czynnik wzrostu. Ponadto zaobserwowano obnizenie ekspresji w przypadku 6 genow:

btonowej aminopeptydazy alanylowej (ANPEP), fosforylazy tymidyny (TYMP),
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heparanazy (HPSE), syntazy prostaglandyn G/H i cyklooksygenazy (COX-1/PTGS1),
inhibitora 2 metaloproteinaz (TIMP2) oraz biatka 2 indukukowanego przez TNFa
(TNFAIP2).

Podwyzszony poziom transkryptu sugeruje takze zwigkszona ilo$¢ biatka
w komorce, nie jest to jednak jednoznaczne. W zwiazku z tym w kolejnym etapie badan
postanowiono dokona¢ oceny ekspresji endogliny i PIGF polegajacej na
immunocytochemicznej detekcji biatka na rozmazach biopsji szpiku kostnego
pochodzacych od dzieci z ALL. Endoglina jest przezbltonowa glikoproteina, ktorej
obecno$¢ charakterystyczna jest przede wszystkim dla aktywowanych komoérek
srodblonka (Letamendia 1 wsp., 1998). Peini funkcje receptora pomocniczego systemu
receptoréw dla transformujacego czynnika wzrostu [ (TGFp). Sadzi sig, CD105
moduluje odpowiedz komorek na dziatanie TGF poprzez uruchamianie (TGFB/ALK1)
badZz hamowanie (TGFB/ALKS) szlakéw sygnalizacyjnych, co inicjuje proliferacjg,
migracje i adhezj¢ komorek $rodbtonka oraz blokuje apoptoze (Rius i wsp., 1998).
Udziat endogliny w angiogenezie przypisuje si¢ temu dziataniu. Obserwuje si¢
obecnos¢ antygenu w naczyniach okoto- i srodnowotworowych i dotyczy to m.in. raka
piersi, jelita grubego czy jajnika (Dallas i wsp., 2008). Ekspresja endogliny koreluje
z reguly z niepomyslna prognoza (Ding 1 wsp., 2006, Akagi 1 wsp., 2002, Li 1 wsp.,
2000a). Stwierdza si¢ podwyzszony poziom CDI05 w surowicy pacjentow
z nowotworami mieloidalnymi (Calabro i wsp., 2002), jak réwniez w przypadku
przewlektej biataczki typu B (Kay 1 wsp., 2002). Lozyskowy czynnik wzrostu nalezy do
duzej rodziny stymulatoréw angiogenezy VEGF. Inicjacja tworzenia naczyn
z jego udziatem zachodzi na kilku drogach: poprzez wiazanie si¢ ze swoim receptorem
VEGFR-1, stymulacj¢ wiazania VEGF do VEGFR-2 czy rekrutacj¢ hemopoetycznych
komorek progenitorowych ze szpiku (Maglione i wsp., 1991, Luttun i wsp., 2002b,
Carmeliet i wsp., 2001). Poziom PIGF koreluje ze stadium nowotworu, jego
unaczynieniem, potencjalem tworzenia przerzutOw oraz czasem przezycia (Ribatti,
2008). Obserwuje si¢ podwyzszona ekspresje¢ tego czynnika w biataczkach szpikowych
(Lee i wsp., 2007).

O ile podwyzszenie ekspresji genow byto zjawiskiem oczekiwanym, o tyle nie
spodziewano si¢ uzyskania danych sugerujacych nizsza ekspresje regulatorow
angiogenezy. Zaskakujacym byl rowniez fakt, iz sytuacja ta dotyczyta az 6 genow, ktore

w wigkszosci charakteryzuje si¢ jako stymulatory neowaskularyzacji. Gen ANPEP,
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zwany takze antygenem CDI13, jest proteaza zaangazowana Ww proteolizg
zewnatrzkomoérkowa 1 sugeruje si¢ jej udziat w angiogenezie (Hashida i wsp. 2002).
CDI13 jest uznanym antygenem micloidalnym (Radwanska (red.), 1998, Czyz i wsp.,
2008), co by¢ moze jest wytlumaczeniem dla jego obnizonej ekspresji
w prezentowanym badaniu, ktore dotyczy biataczek linii limfoidalnej. Biatko TYMP
jest enzymem katalizujacym konwersj¢ tymidyny do tyminy (Bronckaers i wsp., 2009).
Nazywane jest tez PD-ECGF (platelet derived-endothelial cell growth factor), co
wynika z jego udzialu w angiogenezie (poprzez stymulacj¢ migracji komorek
srédblonka). Co ciekawe, obserwuje si¢ ekspresje TYMP w prawidtowych limfocytach,
natomiast stwierdza si¢ znacznie obnizony poziom biatka w komorkach blastycznych
(Shiotani i wsp., 1989). Jest to zgodne w wynikami uzyskanymi w badaniach.
Heparanaza posiada funkcje endoglikozydazy odcinajacej siarczan heparanu z biatek
macierzy zewnatrzkomorkowej, co przejawia si¢ m.in. uwalnianiem FGF podczas
angiogenezy. Uwaza sig, ze aktywno$¢ tego biatka koreluje z potencjalem tworzenia
przerzutdéw w guzach litych. W przypadku bialaczek stwierdza sig, ze jego ekspresja jest
charakterystyczna przede wszystkim dla typu szpikowego (Bitan i wsp., 2002). Stad tez
uzyskany wynik moze by¢ posrednim potwierdzeniem tej hipotezy. TIMP2 jest
inhibitorem metaloproteinaz (MMP). Z funkcja ta wiaze si¢ m.in. hamowanie
podzialow komorkowych $rodblonka naczyn, co kwalifikuje to biatko do inhibitorow
angiogenezy. Jako ze funkcja tego czynnika $cisle zwiazana jest z MMP, jego ekspresje
charakteryzuje si¢, rowniez w przypadku biataczek, wspolnie z metaloproteinazami.
W ALL stwierdza sig, ze odpowiednia proporcja pomigdzy MMP a TIMP2 (na korzys¢
MMP) zwigzana jest z pozaszpikowym umiejscowieniem choroby, co jednoczesnie jest
przejawem niepomyslnej prognozy (Suminoe i wsp., 2007). W tej sytuacji obnizenie
ekspresji TIMP2 wydaje si¢ $§wiadczy¢ o potencjale angiogennym blastow. TNFAIP2
zidentyfikowano jako czynnik aktywowany przez TNFo w komorkach endotelialnych,
stad tez postuluje si¢ jego zaangazowanie w angiogeneze (Rusiniak 1 wsp., 2000).
Doniesienia literaturowe sugeruja udzial biatka w patogenezie bialaczek szpikowych,
natomiast nie stwierdza si¢ jego obecnosci w innych typach nowotworéw
hematologicznych (Rusiniak 1 wsp., 2000). Zatem obnizona ekspresja tego czynnika
moze wigzac si¢ z limfoblastycznym typem bialaczki. Wsrod biatek, ktorych ekspresja
byta nizsza u pacjentéw z ALL, cieckawym wydaje si¢ by¢ cyklooksygenaza 1. Enzym
ten zaangazowany jest w przemiang¢ kwasu arachidonowego do prostaglandyn. Jako zZe

prostaglandyny maja duzy wplyw na nowotworzenie naczyn, ta funkcja uzasadnia si¢
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udziat COX-1 w angiogenezie. Ponadto sugeruje sig, ze enzym aktywuje geny
odpowiedzialne za formowanie $wiatla naczyn (Tsujii i wsp., 1998). lzoforma 1
cyklooksygenazy ulega konstytutywnej ekspresji w wigkszosci tkanek ludzkich.
W zwiazku z tym fakt zaangazowania PTGS1 w angiogenez¢ rozpatruje si¢ na poziomie
fizjologicznych zdarzen zachodzacych w organizmie. W obliczu tej hipotezy, obnizona
ekspresja genu znajduje swoje uzasadnienie, sugerujac brak jego udziatu w patogenezie
ALL. Doniesienia literaturowe dotycza w gtownej mierze izoformy 2 cyklooksygenazy,
niewiele jest tych okreslajacych potencjalng role COX-1 w kancerogenezie i brakuje
wsérod nich powiazan z nowotworami limfoproliferacyjnymi. Na tym tle niezwykle
interesujaca wydaje si¢ by¢ doktadna ocena ekspresji COX-1 w ostrej bialaczce
limfoblastycznej. Postanowiono zatem wiaczy¢ czynnik PTGS1 do drugiej fazy badan.
W przypadku pozostalych genoéw z tej grupy odstapiono od oceny ekspresji biatka,
uznajac, iz obnizona ekspresja sugeruje takze niski poziom/brak biatka. W zwiazku
z tym ocena COX-1 w komorkach blastycznych szpiku kostnego byta tez swego rodzaju
kontrola, majaca na celu porownanie poziomu mRNA 1 biatka.

Antygen CD10, zwany réwniez CALLA (common acute lymphoblastic leukemia
antigen) byl pierwszym markerem umozliwiajacym identyfikacje komorek
blastycznych w ALL. Jest to glikozylowane bialko, wykazujace aktywno$é
endopeptydazowa. Jego fizjologiczna ekspresj¢ wykazuja m.in. enterocyty, kanaliki
nerkowe 1 komorki nerwowe w mozgu. Pelni on w organizmie szereg funkcji zaleznych
od substratéw w poszczegdlnych narzadach i typach komorek (Béné i Faure, 1997,
Kubiak-Wlekty i Niemir, 2009). CD10 zaangazowane jest w dojrzewanie limfocytow B.
Ekspresje antygenu stwierdza si¢ w biataczkach o fenotypie wczesne pre-B oraz pre-B
(Radwanska (red.), 1998). Odsetek komoérek CDI10-pozytywnych zmniejsza si¢
w bardziej dojrzatych formach ALL typu B (Béné i Faure, 1997). Jako ze wczesne pre-
B ALL (Il i IV grupa) oraz pre-B ALL stanowia az 85% wszystkich ALL, antygen
CALLA moze by¢ uznany jako marker komorek ostrej biataczki limfoblastyczne;.
Z tego tez wzglgdu w ramach wewngtrznej kontroli pozytywnej postanowiono
dodatkowo wykona¢ analiz¢ immunocytochemiczna dla CD10.

Jak juz wspomniano, druga czes$¢ prezentowanych badan polegata na okresleniu
ekspresji wybranych czynnikow regulujacych angiogenezg (endoglina, tozyskowy
czynnik wzrostu, cyklooksygenaza 1) oraz antygenu CD10 na poziomie biatka. Etap ten
przeprowadzono wykorzystujac narzedzia immunocytochemiczne — klasyczna technike

ABC oraz, w przypadku CD105, réwniez immunofluorescencje. Zastosowanie
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dodatkowej techniki w przypadku analizy ekspresji endogliny wiazato si¢ z weryfikacja
specyficznosci uzyskanego odczynu w metodzie ABC. Dziatanie takie bylo niezbedne,
gdyz stosowane przeciwcialo anty-CD105 przeznaczone do detekcji biatek metodami
immunocytochemicznymi wykazywalo swoistos¢ wiclogatunkowa (ludzka, mysia oraz
SZCZurza).

Oceng ekspresji bialek przeprowadzono na 74 archiwalnych rozmazach biopsji
szpiku kostnego, ktéore pobrano od dzieci ze zdiagnozowana ostra biataczka
limfoblastyczna,  hospitalizowanych ~ w  Klinice  Onkologii, = Hematologii
I Transplantologii Pediatrycznej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu w latach 1997-
2005. Warto tutaj zwrdci¢ uwage na sposob utrwalania preparatow. Rozmazy w ciagu
24 godzin od pobrania poddawano dziataniu 96% etanolu (30 min, temperatura
pokojowa) 1 zamrazano w temperaturze -20°C. W czasie co najmniej 5 lat (w przypadku
biopsji wykonanych najp6zniej) preparaty wielokrotnie rozmrazano i zamrazano.
Zaobserwowano, ze dzialanie takie bylo korzystne z punktu widzenia badan
immunocytochemicznych, poniewaz prowadzito do permeabilizacji blon komodrkowych,
ulatwiajac  tym  samym  czasteczkom  przeciwcial  penetracje  Obszaru
cytoplazmatycznego komorki. Biopsje szpiku kostnego pobrano od 49 pacjentdéw.
Roéznica w ilosci preparatdw 1 liczbie pacjentow wynika z faktu, iz u niektorych z nich
aspiracje wykonano kilkakrotnie w réznych okresach rozwoju ALL (co szczegdtowo
przedstawiono w Rozdziale 3.4). Dalo to mozliwo$¢ $ledzenia przebiegu choroby
u jednego pacjenta z jednoczesna obserwacja ekspresji badanych antygenow. Nalezy tu
roOwniez nadmieni¢, ze okres obserwacji pacjentéw od momentu pobrania materiatu byt
stosunkowo dtugi, bo co najmniej 5-letni, co z kolei stworzylo szansg¢ na okreslenie
charakteru przebiegu choroby (wejScie w trwata remisj¢ badZ nawrdt i/lub zgon).

Po przeprowadzeniu reakcji immunocytochemicznych dokonano oceny
poddanych analizie preparatéw. Ocena jako$ciowa wynikéw reakcji ICC w rozmazach
komorkowych jest problematyczna. Nalezy pamigtaé, ze w takich przypadkach,
odmiennie niz w skrawkach, dokonuje si¢ obserwacji catych komorek, co stwarza
trudno$ci w ocenie umiejscowienia odczynu (jadro komodrkowe, cytoplazma, btona
komorkowa). Szczeg6lnie skomplikowane jest to, gdy sytuacja dotyczy komorek
limfoblastycznych szpiku kostnego, w ktorych obszar cytoplazmy niemalze pokrywa si¢
z obszarem btony komoérkowej. Nie podejmowano w zwiazku z tym proby identyfikacji
lokalizacji odczynu. Nie wykonywano takze oceny iloSciowej. Wdrozenie tego typu

postgpowania spowodowaloby zmniejszenie liczebnosci grup pacjentow, co z kolei
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uniemozliwitoby przeprowadzenie analizy statystycznej. Przyjeto natomiast, ze kazdy
pacjent, u ktérego stwierdzano > 5% immunopozytywnych, wykazywal ekspresje
danego antygenu.

Wykorzystujac test Gaussa, poréwnano odsetek pacjentow wykazujacych
ekspresj¢ danego antygenu pomigdzy grupami zdefiniowanymi na podstawie etapu
choroby i jej przebiegu oraz w kontroli. Pozwolilo to na okreslenie, ktéra z badanych
grup, a zatem stadium choroby zaleznie od sekwencji zdarzen wystgpujacych w trakcie
jej  rozwoju, charakteryzowala si¢  najwickszym  odsetkiem  pacjentow
immunopozytywnych, a ktdéra najmniejszym.

Podczas oceny reakcji ICC dla antygenu CDI10 stwierdzono jego ekspresjg
we wszystkich grupach pacjentow. Nie zaobserwowano natomiast obecno$ci biatka
u zadnego pacjenta z grupy kontrolnej. Wynik ten byl spodziewany, jako ze wsrdd tych
pacjentdow nie bylo zadnego z rozrostem limfoproliferacyjnym, dla ktorego
charakterystyczny jest ten antygen. W obrgbie grupy badanej odsetek pacjentow
z pozytywnym odczynem wahat si¢ od 28,57% we wznowie do 54,17% w ALL przed
leczeniem o korzystnym przebiegu. Zatem poziom ekspresji w tych grupach niewiele
si¢ roznit. Natomiast istotnie najnizszy odsetek pacjentow immunopozytywnych
(p = 0,051) wykazano w grupie z remisja, u ktorej nie obserwowano pdzniej
wystapienia niekorzystnych zdarzen (25% pacjentéw). Z racji braku CDI10
w prawidlowych limfocytach fakt obecnosci antygenu w remisji byl nieco zaskakujacy.
Natomiast dane literaturowe wskazuja na ekspresje CD10 w tym okresie choroby, co
moze wigzac si¢ z istnieniem choroby resztkowej (minimal residual disease, MDR). Na
tym tle uzyskane wyniki (niewielki odsetek pacjentéw immunopozytywnych w remisji)
zdaja sig $wiadczy¢ o korzystnym przebiegu choroby.

Ekspresj¢ ~ antygenu = CD105 oceniano dwiema  metodami -
immunocytochemiczng oraz immunofluorescencyjna. Nie zaobserwowano roznicy
w specyficznosci  uzyskanych odczynow, uznano zatem, ze przeciwciato
o wielogatunkowej swoistosci dedykowane do ICC moze by¢ stosowane do
wykrywania CD105 w ludzkich komorkach szpiku kostnego. Obecnos¢ endogliny
stwierdzono w grupie badanej oraz w grupie kontrolnej. Nalezy tutaj zwroci¢ uwage na
fakt, ze wigkszo$¢ badan dotyczacych endogliny koncentruje si¢ na ocenie uzytecznosci
bialka jako markera ggsto$ci unaczynienia w nowotworach, co jest wynikiem tego, ze
komorki $rodblonka sa glownym Zrédlem tego czynnika (Wang i wsp., 1994, Wikstrom
i wsp., 2002, Yu i wsp., 2003, , Fonsatti i wsp., 2001, Bernabeu i wsp., 2009). Co
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ciekawe, oznaczenia CD105 w nowotworach, poza wizualizacja naczyn krwiono$nych,
dotycza glownie rozpuszczalnej formy biatka. Stwierdza si¢ jej podwyzszony poziom
w surowicy w raku piersi, szczegolnie u tych pacjentow, u ktorych wystapity przerzuty
(Li i wsp., 2000a). Podobnych obserwacji dokonat Takahashi i wsp., (2001) ktory
obserwowal znacznie wyzsze stgzenie tego czynnika w przerzutach w raku jelita
grubego. Badania te nie identyfikuja jednak zrédla, z ktorego moze pochodzié
rozpuszczalna forma endogliny — moze by¢ uwalniana zarowno przez komorki
endotelium, jak 1 komodrki nowotworowe. Doniesienia literaturowe potwierdzaja
natomiast ekspresj¢ CD105 takze w samych komoérkach nowotworowych, co moze mie¢
nie tylko znaczenie dla powstawania nowych naczyn, ale takze wplywaé na ich
proliferacj¢ i migracj¢ (Fonsatti i wsp., 2001, Pérez-Gémez i wsp., 2010). Dlatego tez
fakt wykrywania endogliny w limfoblastach nie jest zaskakujacy. Odsetek pacjentow
immunopozytywnych dla CD105 w grupie kontrolnej wynosit az 44,44%. Znajduje to
jednak potwierdzenie w danych literaturowych. Styczynski i wsp. (2007), ktorzy
oceniali ekspresj¢ CD105 w komorkach szpiku kostnego u dzieci chorych na
nowotwory, w tym takze w ALL, stwierdzili obecno$¢ antygenu takze wsrdd zdrowych
dawcow szpiku. Wsrdod pacjentow z grupy badanej w ALL przed leczeniem
o korzystnym 1 niekorzystnym przebiegu oraz we wznowie odsetek pacjentow
z pozytywnym wynikiem reakcji byt na tym samym poziomie (50% - 66,67%). Istotnie
najnizsza liczbg pacjentéw z ekspresja CD105 obserwowano w remisji 0 korzystnym
przebiegu (25%), co mozna interpretowac jako zmniejszanie si¢ produkcji endogliny na
tym etapie ALL. Posrednio moze to sugerowal zaangazowanie bialka
w progresj¢ choroby. Dodatkowo zdaje si¢ to potwierdzaé¢ fakt, ze najwyzszy odsetek
pacjentow z ekspresja endogliny (80%) obserwowano w grupie remisji, w ktorej
wystapity niekorzystne zdarzenia, co moze §wiadczy¢ o obecnosci MDR. Podobne
obserwacje poczynil Styczynski i wsp. (2007).

W przypadku tozyskowego czynnika wzrostu nie obserwowano istotnych réznic
w odsetku pacjentow z jego ekspresja pomiedzy grupami ALL. Procent pacjentow
immunopozytwnych wahat si¢ od 35 w remisji o korzystnym przebiegu do 60 w remisji
o niekorzystnym przebiegu. Zblizony do ostatniego wynik uzyskano takze dla wznowy
(52,38% pacjentéw). Taki rozktad ekspresji moze by¢ zwiazany z niekorzystnym
przebiegiem ALL. Podobnych obserwacji dokonatl zespot Cheng i wsp. (2010) w raku
ptaskonablonkowym jamy ustnej, stwierdzajac, ze PIGF jest zwiazany przede

wszystkim z zaawansowanym stadium choroby oraz wystapieniem przerzutow. Co
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interesujace, tylko u jednego pacjenta z grupy kontrolnej stwierdzono obecno$¢
tozyskowego czynnika wzrostu. Zblizone wyniki uzyskat Takahashi i wsp. (1994)
w nowotworach nerki. Brak ekspresji PIGF w kontroli zdaje si¢ sugerowaé zwiazek
pomiedzy ekspresja tego czynnika a patogeneza ALL.

Bazujac na danych uzyskanych z analizy mRNA w ALL, w analizie
immunocytochemicznej spodziewano si¢ uzyska¢ wyniki $wiadczace o braku badz
niskiej ekspresji COX-1. W porownaniu do pozostatych antygenéow obserwowano
obnizony odsetek pacjentow immunopozytywnych w kazdej z grup pacjentow z ALL.
Najnizszy stwierdzono w ALL przed leczeniem o korzystnym przebiegu (12,5%),
a najwyzszy w grupie remisji z korzystnym przebiegiem (35%). Nie stwierdzono
obecnosci COX-1 u zadnego pacjenta ze wznowa choroby. Wynik ten jest interesujacy
w poréwnaniu do danych literaturowych. Athavale i wsp. (2006) obserwowali ekspresje
COX-1 w raku szyjki macicy u pacjentek z nawrotem choroby. Natomiast brak enzymu
u pacjentow z ALL w okresie wznowy moze sugerowaé, ze jego ekspresja nie jest
zwigzana z tym etapem choroby. W przypadku kontroli 22,22% pacjentow wykazato
obecnos¢  biatka.  Niska  wykrywalnos¢ COX-1 ~w  grupie  badanej
1 kontrolnej zdaje si¢ potwierdza¢ teori¢ o jej fizjologicznej, konstytutywnej, stabej
ekspresji w wigkszosci tkanek. Wskazuje rowniez na brak zaangazowania enzymu
w potencjalng patologiczna angiogenezg zwiazana z ALL oraz sam rozwdj choroby.

Okreslenie r6zni¢ w ekspresji antygenéw pomigdzy grupami ALL nie pozwolito
na oceng przydatnosci ich jako markerow prognozy u dzieci z ALL. W tym celu
zweryfikowano zalezno$¢ pomiedzy odsetkiem przypadkéw immunopozytywnych dla
danego antygenu a etapem choroby (przed rozpoczeciem leczenia, remisja, wznowa)
1 jej przebiegiem (korzystny, niekorzystny) stosujac test dokladny Fishera. Wsrod
pacjentdw z korzystnym przebiegiem dokonano zestawienia ekspresji biatek pomigdzy
grupa przed leczeniem i grupa w remisji. W wyniku tego dziatania stwierdzono silnie
istotna zalezno$¢ pomiedzy wyjsciowa ekspresja antygenu CDI105 a wystapieniem
remisji choroby (p = 0,008). Wynik ten sugeruje, ze CD105 oznaczany w ALL przed
leczeniem jest korzystnym czynnikiem rokowniczym. Biorac pod uwagg funkcje
endogliny — stymulacj¢ tworzenia naczyn oraz zwiazek angiogenezy z rozwojem
nowotworow fakt ten wydaje si¢ by¢ nieco zaskakujacy. Ponadto duza cze$¢ danych
literaturowych wskazuje na korelacj¢ pomigdzy ekspresja CD105 a niepomys$ina
prognoza dla pacjenta. Wskazali na to m.in. Pardali i wsp. (2011) w migsaku Ewinga,

gdzie ekspresja receptora TGF wiazata si¢ ze znacznym skroceniem czasu przezycia
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pacjentow. Ta sama grupa zasugerowala, ze fakt ten $wiadczy o potencjale
proinwazyjnym endogliny. Obserwuje si¢ takze zwiazek pomigdzy ekspresja tego
czynnika a tworzeniem przerzutow w raku piersi i jelita grubego (Li 1 wsp., 20004,
Tkahashi i wsp., 2001). Ponadto podwyzszony poziom endogliny w surowicy pacjentek
z przerzutami raka piersi zmniejsza odpowiedz na leczenie hormonalne oraz czas
przezycia (Vo 1 wsp., 2010). Podobnie sytuacja wyglada w raku gruczotu krokowego —
podwyzszony poziom rozpuszczalnej formy endogliny koreluje z zaawansowanym
stadium choroby, a oznaczanie poziomu biatka w moczu wydaje si¢ by¢ wiarygodnym
narzgdziem diagnostycznym (Fujita 1 wsp., 2009). Ostatnie doniesienia za$ sugeruja, ze
obecno$¢ endogliny w surowicy krwi tych pacjentow moze wigzaé si¢ z tworzeniem
przerzutow do lokalnych weztow chlonnych (Karam i wsp., 2008). Istnieja jednak
doniesienia wskazujace na endogling jako czynnik pomyslnej prognozy. Sandlund
I wsp. (2006) stwierdzili, ze pacjentdow z jasnokomorkowym rakiem nerki z wysoka
ekspresja CD105 charakteryzuje lepsze rokowanie. Wiazato si¢ to z faktem, ze poziom
czynnika korelowal odwrotnie z stadium wg Kklasyfikacji TNM (Tumor-Node-
Metastasis). W raku ptaskonabtonkowym przetyku obserwuje si¢ obnizona ekspresj¢
endogliny w guzach pierwotnych, co jest zwiazane ze zla prognoza, natomiast jej
nadekspresja prowadzi do zmniejszenia inwazyjnosci i obnizenia potencjatu tworzenia
przerzutow (Wong i wsp. 2008). Niewiele jest natomiast doniesien dotyczacych
ekspresji CD105 w bialaczkach. Ocena poziomu rozpuszczalnej formy endogliny
w ostrej biataczce szpikowej oraz w przewlektych zespotach dysplastycznych sugeruje
jej podwyzszona ekspresje. Ponadto sadzi sig, ze CD105 moze wptywaé na
bioaktywnos$¢ i1 biodostepnos¢ swojego liganda — TGFf — i poprzez to wptywaé na
progresje choroby (Calabro i wsp., 2003). Moos i wsp. (2002) zaobserwowali z kolei,
ze ekspresja endogliny jest wyzsza w ostrej biataczce limfoblastycznej wywodzace;j
z linii komoérek B w porownaniu do T-ALL, w zwiazku z tym moze shuzy¢ do
diagnostyki réznicowej tych dwoch typow ALL. Natomiast Catchpoole 1 wsp. (2007)
przeprowadzili test analizujacy profil ekspresji genow. W wyniku tego dziatania
stwierdzili, ze sposréd wielu zbadanych genow endoglina jest jedynym, ktorego
ekspresja wiaze si¢ z niekorzystna prognoza dla dzieci z ALL. Brak danych
dotyczacych potencjalnej funkcji prognostycznej endogliny w ALL uniemozliwia
dokonanie poréwnania z uzyskanymi wynikami. Wydaje si¢ jednak, ze CD105 moze

wplywac na przebieg ALL.
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Ta sama analiza (porownanie grupy ALL przed leczeniem z grupa ALL
w remisji) potwierdzita znany juz wczesniej fakt, ze ekspresja antygenu CD10
W momencie rozpoznania $wiadczy o uzyskaniu przez pacjenta remisji. Wynik ten
potwierdza wczesniejsze doniesienia, méwiace o korzystnym rokowaniu dla pacjentow
z ALL, u ktorych stwierdzono obecnos¢ CALLA. CD10 $wiadczy o biataczce typu
common, Ktora charakteryzuje si¢ ogdlnie pomysSlnym przebiegiem. Zdaje si¢ to
swiadczy¢ o doborze odpowiedniej grupy pacjentow do badan, jak i prawidlowym
wykonaniu reakcji ICC.

Analizujac ekspresj¢ antygenow wsrod pacjentow, u ktorych choroba miata
niepomyslny przebieg, dokonano pordwnania grupy przed leczeniem z grupa pacjentow
po leczeniu (lacznie remisj¢ i wznowg) oraz grupy pacjentdw z remisja z grupa
pacjentow ze wznowa. W wyniku tego postgpowania nie stwierdzono wartosci
prognostycznej dla zadnego z badanych antygenow.

W Kkolejnej analizie wykorzystano odmienne podej$cie — pordwnano mianowicie
odsetek pacjentow immunopozytywnych w kazdej grupie zdefiniowanej na podstawie
etapu choroby (przed leczeniem, w remisji i we wznowie) z odsetkiem pacjentow
w grupie kontrolnej. W dziataniu tym uwzgledniono roéwniez przebieg choroby.

Nie stwierdzono znaczenia rokowniczego dla zadnego z antygenow dokonujac
pordéwnania ekspresji czynnikow pomigdzy grupa pacjentow ALL przed rozpoczgciem
leczenia z grupa kontrolna. Podobny wynik uzyskano dla analizy pomigdzy remisja
choroby a grupa kontrolna. Natomiast stwierdzono, ze ekspresja antygenu PIGF jest
charakterystyczna dla wystapienia wznowy choroby (p = 0,049). Ponadto wykazano
istotng zalezno$¢ pomigdzy brakiem ekspresji cyklooksygenazy 1 a pojawieniem si¢
nawrotu choroby (p = 0,026).

Jak juz wspomniano, podwyzszony poziom PIGF obserwuje si¢ w wielu
nowotworach. Sugeruje si¢ takze, ze moze on by¢ czynnikiem zwigzanym
z niepomysSlnym przebiegiem choroby. Takie wnioski sformutowano w badaniach Xu
I wsp. (2011), w ktorych przeprowadzono immunhistochemiczng oceng ekspresji PIGF
w raku watroby. Stwierdzono, ze okotonowotworowa ekspresja tozyskowego czynnika
wzrostu koreluje z wielkoscia guza, obecno$cia przerzutow i stadium wg klasyfikacji
TNM. Ponadto stwierdzono, ze wysoki poziom biatka wiaze si¢ z pojawieniem si¢
wznowy choroby. Podobnie w przytaczanej juz pracy Cheng i1 wsp. (2010)
zaobserwowano, ze postugujac si¢  technikami  immunocytochemicznymi

wykrywajacymi PIGF mozna okresli¢ rokowanie dla pacjenta, wskazujac na PIGF jako
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czynnik niepomyslnej prognozy. W badaniach, w ktérych okreslano ekspresj¢ izoform 1
1 2 lozyskowego czynnika wzrostu oraz ich receptorow w raku piersi stwierdzono
podwyzszony poziom transkryptu i1 biatka obydwu wariantow PIGF. Ponadto
zaobserwowano, ze wysoka ekspresja PLGF-1 $§wiadczy o niepomyslnej prognozie dla
pacjentow  (Escudero-Esparza i wsp., 2010). W przypadku nowotworow
hematologicznych literatura dotyczaca tozyskowego czynnika wzrostu jest uboga,
natomiast wydaje si¢ ona by¢ zgodna z danymi uzyskanymi w prezentowanych
badaniach. Lee 1 wsp. (2007) zaobserwowal znacznie podwyzszony poziom PIGF
w szpiku kostnym u pacjentow z ostra biataczka nielimfoblastyczna w stosunku do
grupy kontrolnej. Grupa ta ponadto stworzyla pewien parametr, ,,angio-indeks”, za
pomoca ktorego okres§lata rokowanie dla pacjentow. Indeks ten byt wypadkowa
poziomu PIGF, VEGF, VEGF-D, angiopoetyny 2 oraz receptora Tie-2. Wysoka wartos¢
tego parametru korelowata z niepomyslna prognoza dla pacjentow z AML. Z kolei
w 2005 roku grupa Ikai i wsp. dokonata poréwnania ekspresji PIGF w ALL o fenotypie
Ph+ (chromosom Philadelphia) i ALL Ph-. Zaobserwowano istotnie wyzszy poziom
czynnika u pacjentow z translokacja. Jako ze fenotyp Ph+ jest niekorzystnym
czynnikiem rokowniczym uznano, ze PIGF wiaze si¢ z gorszym prognoza.
Obserwowano takze wpltyw tozyskowego czynnika wzrostu na wzrost komorek
w hodowli ALL, jak rowniez ich migracj¢. W komorkach tych stwierdzono takze
nadekspresj¢ receptora 1 VEGF, bedacego receptorem specyficznym dla PIGF, co
wiagzato si¢ z bardziej inwazyjnym charakterem komorek (Fragoso i wsp., 2006).
Uzyskane wyniki, jak i dane literaturowe, wydaja si¢ §wiadczy¢ o zaangazowaniu PIGF
w patogenezg¢ nowotwordéw, w tym rowniez ALL.

Znaczenie prognostyczne braku obecnosci COX-1 w komorkach ALL wydaje
si¢ by¢ zgodne z zalozeniem, Ze enzym ten petni w organizmie fizjologiczne funkcje.
Pozostaje to jednak w sprzecznosci z wieloma danymi literaturowymi, sugerujacymi
zaangazowanie PTGS1 w funkcjonowanie wielu nowotworow: raka piersi,
gruczolakoraka przetyku czy szyjki macicy (Sales i wsp., 2002, Li i wsp., 2009, Murphy
1 wsp., 2001). Stwierdzono takze podwyzszony poziom ekspresji biatka w kocim raku
ptaskonablonkowym jamy ustnej (Hayes i wsp. 2006). Grupa Athavale i wsp. (2006)
wykazata niekorzystne znaczenie rokownicze dla ekspresji COX-1 w | i Il stadium raka
szyjki macicy. Natomiast grupa Khunnarong i wsp. (2008) zaobserwowata ekspresje
COX-1 u 83,2% pacjentow z nablonkowym rakiem jajnika. Nie stwierdzita jednak

zalezno$ci pomigdzy ekspresja enzymu a rokowaniem dla pacjenta. Podobne konkluzje
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poczynita grupa Jung i wsp. (2010) w gruczolakoraku szyjki macicy. Stwierdzita
immunohistochemicznie ekspresj¢ PTGS1 u prawie potowy badanych oséb, natomiast
nie wykazata znaczenia prognostycznego. Zatem obecno$¢ enzymu mogla by¢
w dwoch ostatnich przypadkach zjawiskiem nie zwiazanym z patogeneza tych chorob.
Brak jest doniesien literaturowych dotyczacych ekspresji COX-1 w nowotworach
wywodzacych si¢ z komorek uktadu krwiotworczego. Jedynie grupa Truffinet i wsp.
(2007) dokonata pomiaru ekspresji PTGS1 na poziomie mRNA i biatka u 18 pacjentow
z AML 14 z ALL. Stwierdzono obecnos¢ transkryptu w blastach oraz funkcjonalnego
biatka AML i ALL. W 2002 roku grupa Secchiero i wsp. stwierdzita podwyzszona
ekspresj¢ w komorkach linii HL-60 (linia ostrej biataczki nielimfoblastycznej). Z kolei
grupa Rocca i wsp. (2004) obserwowata ekspresjc COX-1 w ludzkiej linii NB4,
wywodzacej si¢ z  ostrej  biataczki  promielocytowej  (APL)  oraz
w blastach pacjentow z APL. Grupa ta zasugerowata, ze COX-1 moze uczestniczy¢
w roznicowaniu komorek ludzkiej APL. Wedlug posiadanej przez autora wiedzy, nie
okreslano dotychczas znaczenia prognostycznego cyklooksygenazy 1 w zadnym typie
biataczki, w tym réwniez w ALL, co uniemozliwia konfrontacj¢ uzyskanych wynikow
z danymi literaturowymi.

Glownym problemem w prawidlowej interpretacji wynikow dotyczacych
ekspresji czynnikow proangiogennych w nowotworach hematologicznych jest uboga
literatura przedmiotu. Wynika to z faktu, ze zagadnienie angiogenezy w rozrostach
uktadu krwiotworczego jest stosunkowo nowe — pierwsze doniesienia pochodza
z potowy lat 90-tych ubiegtego wieku. Ponadto badania koncentruja si¢ w glownej
mierze na ocenie ekspresji sztandarowych regulatorow angiogenezy — rodzinie VEGF,
rzadko uwzgledniajac oceng innych czynnikow, ktorych rola w tym typie nowotworow
moze by¢ nieporownywalnie wigksza. Réwniez samo pojgcie ,,nowotwory
hematologiczne” jest niezwykle szerokie, uwzglednia bowiem nowotwory wywodzace
si¢ z roznych typoéw komorek, o przebiegu ostrym badz przewlekltym. Nalezy pamigtac
takze, ze biologia tego typu chordb znaczaco rézni si¢ u osob dorostych i dzieci.
Ponadto trudno$ci sprawia takze sprzeczno$¢ doniesien i brak wiedzy dotyczacej
funkcjonowania niektorych czynnikow.

Uzyskane wyniki wskazuja na zwiazek pomiedzy zrdznicowana ekspresja
czynnikdw  proangiogennych — endogliny, lozyskowego czynnika wzrostu
I cyklooksygenazy 1 — a ostra bialaczka limfoblastyczna. Wydaje si¢ jednak, ze obecny

stan wiedzy nie jest wystarczajacy, aby moc w petni jednoznacznie okresli¢ rolg tych
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czynnikow w patogenezie ALL, jak réwniez ich wplywu na proces potencjalnej
angiogenezy w szpiku kostnym. Nalezy pamigtaé, ze wykonana analiza byta analiza
posrednia, w zwiazku z tym zasugerowala jedynie istnienie zjawiska tworzenia nowych
naczyn w ALL. A zatem zasadnym i cieckawym wydaje si¢ by¢ w przysztosci skupienie

si¢ nad zagadnieniem angiogenezy w nowotworach hematologicznych.
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6. WNIOSKI

1. Podwyzszona ekspresja genow endogliny i1 tozyskowego czynnika wzrostu na
poziomie mRNA u dzieci z ostra biataczka limfoblastyczna sugeruja udziat tych
czynnikdw w patologicznej angiogenezie zachodzacej w tej grupie wiekowej,
natomiast obnizona ekspresja cyklooksygenazy 1 moze wskazywac na brak
zaangazowania tego czynnika w procesie naczyniotworzenia u dzieci

z rozpoznaniem ALL.

2. Endoglina, lozyskowy czynnik wzrostu oraz cyklooksygenaza 1 ulegaja
w réznym stopniu ekspresji na poziomie biatka na wszystkich etapach leczenia
ostrej biataczki limfoblastycznej, z wyjatkiem COX-1, ktorego ekspresji nie
stwierdzono u zadnego pacjenta w okresie wznowy ALL. Rozklad ekspres;ji
CD105 wskazuje na zwigkszona produkcje antygenu u pacjentow W okresie
remisji ALL o niekorzystnym przebiegu. Istotnie obnizony odsetek pacjentow
immunopozytywnych dla PIGF w grupie kontrolnej sugeruje zwiazek czynnika
z rozwojem choroby. Podobny poziom COX-1 w badanych grupach i w grupie
kontrolnej oraz brak antygenu we wznowie ALL oznacza prawdopodobnie

konstytutywna ekspresja tego czynnika, niezwiazana z patogeneza ALL.

3. Wyjsciowa ekspresja antygenow CDI105 oraz CDI10 u pacjentow
z rozpoznaniem ALL (przed rozpoczgciem leczenia) zwigzana jest
z wystapieniem remisji choroby osiagnigtej w czasie przewidzianym protokotem
leczenia, moze zatem wskazywac na powodzenie terapii. Natomiast ekspresja
antygenu PIGF oraz brak ekspresji COX-1 u pacjentdw z nawrotem choroby sa
charakterystyczne dla tego etapu ALL i sugeruja wystapienie niekorzystnych
zdarzen. Endoglina, lozyskowy czynnik wzrostu oraz cyklooksygenaza 1 moga
by¢ w przysztosci wykorzystywane jako czynniki prognozy w przebiegu ALL,
a oznaczanie ich ekspresji wydaje si¢ by¢ najbardziej uzasadnione w chwili

rozpoznania ALL oraz w momencie nawrotu choroby.
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7. STRESZCZENIE

Bialaczki sa najczgstszym typem nowotworu wieku dziecigcego 1 stanowia 30%
wszystkich nowotworé6w w tym okresie zycia. Wsrdd nich szczegdlne miejsce zajmuje
ostra biataczka limfoblastyczna (ALL), poniewaz stanowi az 80% wszystkich
przypadkoéw. Ostra biataczka limfoblastyczna charakteryzuje si¢ stosunkowo dobrym
rokowaniem, okoto 85 — 90% pacjentow uzyskuje trwata remisjg. Jednak mimo rozwoju
metod diagnostycznych i terapeutycznych, odsetek 10 — 15% pacjentow, ktorzy
umieraja, nie zmienia si¢ na przestrzeni ostatnich 10 lat. Nie zmienilo tego nawet
wprowadzenie transplantacji szpiku kostnego do rutynowego postgpowania u pacjentow
z nawrotem ALL. Wydaje si¢ zatem, ze dalsze zwigkszenie odsetka osob, ktore
przezywaja jest mozliwe dzigki zmianie kwalifikowania pacjentéw do grup ryzyka, co
wiaze si¢ z okreslaniem nowych czynnikéw prognostycznych. Istnieje wiele czynnikow
okreslanych jako rokownicze dla ALL. Do najwazniejszych z nich zaliczmy wiek
dziecka ponizej jednego roku, wowczas méwimy o tzw. bialaczce niemowlece;,
charakteryzujacej si¢ ogdlnie gorszym przebiegiem, oraz wiek dziecka powyzej 10 roku
zycia, 1 szczegOlnie dotyczy to chlopcow. Niezwykle waznym czynnikiem jest
hiperleukocytoza blastyczna, w ktorej liczba blastéw przekracza 50000/mm3
(50x109/1). W przypadku biataczek szczegdlne miejsce zajmuja zmiany genetyczne,
a szczegollnie translokacje chromosomowe (t(4,11), t(9,22), t(8,14), t(1,19)). Waznym
czynnikiem rokowniczym jest rowniez brak odpowiedzi na wstgpne leczenie — podanie
kortykosteroidow. Natomiast ze wzgledu na nie zawsze prawidlowa klasyfikacje
pacjentow do okreslonych grup ryzyka, lista czynnikéw prognostycznych dla biataczki
jest ciagle otwarta. Badania nad kazdym potencjalnym czynnikiem rokowniczym moga
okaza¢ si¢ niezwykle istotne z punktu widzenia leczenia, jak i prognozy dla pacjenta.
Na tym tle niezwykle ciekawe wydaja si¢ by¢ badania nad procesem angiogenezy
w nowotworach hematologicznych. Ostatnie kilkanascie lat to okres intensywnych
badan nad tym zagadnieniem, ktére potwierdzily zachodzenie tego procesu w tym typie
nowotworow. W chorobach rozrostowych uktadu krwiotworczego obserwuje si¢ przede
wszystkim zwigkszona liczbe naczyn krwiono$nych w szpiku kostnym. Ponadto
stwierdza si¢ zwigkszona produkcje czynnikdw proangiogennych, zaréwno przez
komorki nowotworowe, jak 1 komorki srodbtonka naczyn i poscielisko szpiku. Zjawisko
to thumaczy si¢ w dwojaki sposob: sugeruje sig, ze pomiedzy komdrkami zrebu (w tym

rowniez $rodbtonka naczyn) istnieje szereg petli auto- i1 parakrynnych, stymulujacych
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wzrost 1 proliferacje obydwu typow komorek. Ponadto uwaza si¢ ze nowo powstate
naczynia s3a niszag w ktorej komorki nowotworowe znajduja schronienie i sa
jednoczesnie zrodlem czynnikéw umozliwiajacych wzrost tych komoérek. Opierajac si¢
na tych faktach, postanowiono dokona¢ oceny angiogenezy w ostrej biataczce
limfoblastycznej u dzieci, jako ze jest to typ bialaczki najczgstszy, poprzez okreslenie
ekspresji czynnikow ja regulujacych. Celem tych badan byto okre§lenie poziomu
ekspresji czynnikow zaangazowanych w angiogeneze w ALL, co stanowilo w istocie
badanie  przesiewowe, majace na celu wylonienie gendéw  kandydatow
0 potencjalnie istotnym znaczeniu dla patogenezy tej choroby. Skrining ten byt punktem
wyjscia dla pozostatych zalozen: analizy ekspresji wybranych gendéw na poziomie
biatka, 1 wreszcie poréwnania uzyskanych wynikéw z obrazem klinicznym, czego
efektem byla proba wylonienia tych biatek, ktore maja znaczenie rokownicze.

Materiat do badan stanowita krew obwodowa pobrana od dzieci z rozpoznaniem
ostrej biataczki limfoblastycznej oraz archiwalne rozmazy biopsji szpiku kostnego
pobrane od dzieci z ALL. Pierwszym etapem badan bylo wyselekcjonowanie grupy
pewnej grupy genow, tzw. ,kandydatow” zaangazowanych w proces angiogenezy,
ktorych ekspresja w jaki$ sposob odbiega od normy — czyli jest podwyzszona lub
obnizona, W oparciu 0 macierze PCR (Sabiosciences RT? Profiler™ Arrays).
W kolejnej fazie dokonano oceny ekspresji wybranych czynnikow na poziomie biatka
oraz antygenu CDI10, stanowiacego wewngtrzna kontrolg pozytywna (badania
immunocytochemiczne i immunofluorescencyjne).

Wyselekcjonowano 2 geny o podwyzszonej ekspresji — endogling (CD105) oraz
tozyskowy czynnik wzrostu (PIGF). Sposréd 6 gendéw o obnizonej ekspresji analizie
immunocytochemicznej poddano jeden — cyklooksygenazg 1 (COX-1). Endoglina jest
czynnikiem proangiogennym spelniajacym swa funkcj¢ poprzez modulacje TGFp. Jej
podwyzszony poziom obserwuje si¢ w wielu nowotworach, w tym rowniez w ALL.
Lozyskowy czynnik wzrostu stymuluje wzrost naczyn krwionoénych, glownie poprzez
oddziatywanie ze swoim receptorem. Sugeruje si¢ jego udzial w angiogenezie
nowotworowej. Cyklooksygenaza 1 jest takze czasteczka proangiogenna, przy czym jej
zaangazowanie w powstawanie nowych naczyn na poziomie formowania $wiatla
naczynia ma prawdopodobnie charakter fizjologiczny.

Stwierdzono, ze podwyzszona ekspresja genow CDI105 i PIGF oraz obnizona
ekspresja COX-1 na poziomie mRNA u dzieci z ostra biataczka limfoblastyczna

sugeruja udziat tych czynnikéw w patologicznej oraz fizjologicznej angiogenezie,
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zachodzacej w obrgbie szpiku kostnego w tej grupie wiekowej. Ekspresj¢ biatka na
réznym poziomie endogliny CD105, PIGF oraz COX-1 obserwowano we wszystkich
etapach ALL, z wyjatkiem COX-1, ktorego ekspresji nie stwierdzono u zadnego
pacjenta w okresie wznowy ALL. Stwierdzono rowniez, ze wyjsciowa ekspresja
antygenow CD105 oraz CD10 u pacjentéw z rozpoznaniem ALL (przed rozpoczgciem
leczenia) moze wskazywac na powodzenie leczenia, natomiast ekspresja antygenu PIGF
oraz brak ekspresji COX-1 u pacjentow z nawrotem choroby sugeruje wystapienie
niekorzystnych zdarzen.

Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze CD105, PIGF oraz COX-1 moga
by¢ w przysztosci wykorzystywane jako czynniki prognozy w przebiegu ALL,
a oznaczanie ich ekspresji z prognostycznego punktu widzenia wydaje si¢ by¢
najbardziej uzasadnione w chwili rozpoznania ALL (przed rozpoczeciem leczenia) oraz

W momencie nawrotu choroby.
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8. SUMMARY

In childhood, leukemias represent the most frequent type of tumour comprising
in the period 30% of all tumors. Among them, acute lymphoblastic leukaemia (ALL)
occupies the most prevalent share of as many as 80% of all cases. ALL manifests
a relatively favourable prognosis: around 85-90% patients reach stable remission.
However, despite development of diagnostic and therapeutic methods the percentage of
10% to 15% patients who die due to the disease does not change in the recent decade.
This fraction has not been altered even by introduction of bone marrow transplantation
ti routine management of patients with relapse of ALL. Therefore, a subsequent increase
in the percentage of surviving patients seem to require a change in qualification of the
patients to risk groups, which is linked to definition of novel prognostic factors. Many
factors are thought to carry prognostic significance in ALL. The most important of them
include infant’s age below 1 year. Such cases involve the so called infantile leukaemia,
generally less advantageous course. The other prognostic factor involves child’s age
above 10 years, which pertains in particular to boys. A very important index involves
blast hyperleukocytosis, in which blast concentration exceeds 50,000/mm? (50x10%!
blood). In cases of leukemias a specific variable involves genetic lesions and
chromosomal translocations in particular (t(4,11), t(9,22), t(8,14), t(1,19)). Also,
an important prognostic index involves lack of response to preliminary treatment with
corticosteroids. Nevertheless, due to the not always correct classification of patients to
specific risk groups the list of prognostic factors in leukaemia remains to be open.
Studies on every potential prognostic factor may prove immensely important due to
treatment and prognosis of the patient. Against this background, studies on angiogenesis
in haematological tumors, conducted in the recent over ten years, seem to provide very
interesting data. First of all, in hyperplasia of haematogenic system an augmented
number of blood vessels is noted in the bone marrow. Moreover, an increased
production is noted of proangiogenic factors, both by tumour cells, vascular endothelial
cells and by stroma of bone marrow. The phenomenon is explained in two ways: it is
suggested that a number of para- and autocrine loops function between stroma cels
(including vascular endothelium), which stimulate growth and proliferation of the two
cell types. Moreover, the de novo formed blood vessels are thought to provide a niche in
which tumour cells find a refuge and, additionally, the blood vessels produce factors

promoting growth of the cells. Basing on the data, we decided to evaluate angiogenesis
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in ALL in children, the most frequent form of leukaemia, by determination of
expression of factors which control angiogenesis. The studies aimed at definition of the
expression level manifested by factors which control angiogenesis in ALL, representing,
in fact, a screening study to identify genes-candidates, carrying potential significance
for pathogenesis of the disease. The screening provided a starting point for the
additional aims: analysis of the selected gene expression at the level of a protein and,
then, for performing a comparison of the obtained results with the clinical pattern,
which might identify the proteins of a prognostic significance.

Material for the studies involved peripheral blood of children with diagnosis of
ALL and archival bone marrow smears obtained from children suffering from ALL. The
first stage of the studies involved selection of a certain gene group, the so called genes
candidates, engaged in angiogenesis, the expression of which in a way differed from the
normal one, i.e. it was either decreased or increased, taking advantage of RT? Profiler™
PCR Arrays (Sabiosciences). At the next stage, expression of selected factors was
evaluated at the level of a protein and expression of CD10 antigen was examined,
providing an inner positive control (immunocytochemical and immunofluorescence
studies).

Two genes with an elevated expression were selected: the endoglin (CD105) and
the placental growth factor (PIGF). Among the genes with a decreased expression
a single gene, that coding for cyclooxygenase 1 (COX-1) was subjected to
immunocytochemical analysis. Endoglin represents a proangiogenic factor, which fulfils
its function through modulation of TGFp. Its elevated level can be noted in several
tumors, including ALL. Placental growth factor stimulates growth of blood vessels,
mainly through interaction with its receptor. It is suggested to be involved in neoplastic
angiogenesis. Also cyclooxygenase 1 represents a proangiogenic molecule, while its
involvement in development of new blood vessels at the level of vascular lumen
formation is probably of a physiological character.

The elevated expression of CD105 and PIGF genes and the decreased expression
of COX-1 at the level of mRNA in children with ALL suggest involvement of the
factors in pathological and physiological angiogenesis, taking place within bone marrow
in patients of this age group. At all stages of ALL, various levels of CD105, PIGF
proteins were detected, except of COX-1, the expression of which could not be detected
in any patient with relapse of ALL. The starting expression of CD105 and CD10

antigens in patients with ALL (before start of its treatment) may point to success of the
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treatment while expression of PIGF antigen and absence of COX-1 antigen in patients
with relapse of the disease suggests an unfavourable outcome of the therapy.

Results of the studies indicate that in future CD105, PIGF and COX-1 may be
used as prognostic factors in the course of ALL and, from the prognostic point of view,
estimation of ther expression seems to be most justified at the moment of establishing
diagnosis of ALL (before start of its treatment) and at the moment of the disease

relapse.
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Fot. 1. Pacjent z ALL przed rozpoczeciem leczenia (Kkorzystny przebieg choroby). Reakcja
immunocytochemiczna dokumentujaca obecno$¢ antygenu CD105. Odczyn stwierdzony we wszystkich
komorkach blastycznych szpiku kostnego. Oryginalne powigkszenie 200x.

Fot. 2. Immunocytochemiczna ekspresja antygenu CD105 u pacjenta z ALL przed rozpoczgciem leczenia
(niekorzystny przebieg choroby). Odczyn obecny w pojedynczych blastach. Oryginalne powigkszenie
400x.
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Fot. 3. Pacjent z ALL w okresie remisji choroby (korzystny przebiegu). Immunocytochemiczny odczyn
na CD105 obecny we wszystkich komorkach jadrzastych szpiku kostnego. Oryginalne powigkszenie
200x.

Fot. 4. Reakcja immunocytchemiczna wykrywajaca obecnos$¢ antygenu CD105. Ekspresja obserwowana
we wszystkich limfoblastach. Pacjent z ALL w okresie remisji choroby (niekorzystny przebieg).
Oryginalne powigkszenie 200x.
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Fot. 5. Ekspresja CD105 w komorkach blastycznych szpiku kostnego, wykrywana za pomoca reakcji
immunocytchemicznych, u pacjenta z ALL w okresie remisji z pdzniejszym niekorzystnym przebiegiem
choroby. Odczyn dotyczy ok. 50% komorek. Oryginalne powigkszenie 400x.
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Fot. 6. Pacjent z ALL w okresie wznowy choroby. Odczyn na CD105 obecny we wszystkich komorkach
jadrzastych szpiku kostnego. Oryginalne powigkszeni 200x.
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Fot. 7. Wynik reakcji immunocytochemicznej wykrywajacej CD105 u pacjenta z ALL w okresie
wznowy. Odczyn obserwowany w ok. 70% blastow. Oryginalne powigkszenia 400x.
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Fot. 8. Pacjent z ALL w okresie remisji z korzystnym po6zniejszym przebiegiem choroby. Odczyn na
PIGF stwierdzony we wszystkich limfocytach szpiku kostnego. Oryginalne powigkszenie 200x.
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Fot. 9. Ekspresja antygenu PIGF wykrywana immunocytochemicznie w wigkszosci komoérek jadrzastych
szpiku kostnego. Pacjent z ALL w okresie wznowy choroby. Oryginalne powigkszenie 200x.

Fot. 10. Pacjent z ALL z okresie nawrotu choroby. Immunocytochemiczny odczyn na PIGF obecny w
pojedynczych blastach. Oryginalne powigkszenie 200x.
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Fot. 11. Wynik reakcji immunocytochemicznej dokumentujacej obecno$¢ antygenu PIGF u pacjenta z
ALL w okresie wznowy choroby. Ekspresja stwierdzona w czg$ci komorek blastycznych. Oryginalne
powigkszeni 400x.

o

Fot. 12. Pacjent z ALL w okresie remisji o niekorzystnym pdzniejszym przebiegu choroby.
Immunocytychemiczny odczyn na COX-1 obecny w czgéci komoérek limfoblastycznych. Oryginalne
powigkszenie 200x.



Dokumentacja fotograficzna 112

Fot. 13. Ekspresja COX-1 wykrywana za pomoca reakcji immunocytochemicznej. Odczyn obecny w
pojedynczych komorkach. Pacjent z ALL w okresie remisji o korzystnym pozniejszym przebiegu
choroby. Oryginalne powigkszenie 400x.

Fot. 14. Pacjent z ALL przed rozpoczgciem leczenia o niekorzystnym pdzniejszym przebiegu. Ekspresja
CD10 wykrywana immunocytochemicznie w catej populacji komorek blastycznych. Powigkszenie 200x.
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Fot. 15. Immunocytochemiczna ekspresja antygenu CD10 w wigkszosci blastow szpiku kostnego. Pacjent
z ALL przed rozpoczgciem leczenie o niekorzystnym przebiegu choroby. Oryginalne powigkszenie 400x.

Fot. 16. Ekspresja antygenu CD10 u pacjenta z ALL przed rozpoczgciem leczenia o korzystnym
przebiegu (reakcja immunocytochemiczna). Odczyn stwierdzony w wigkszosci blastow. Oryginalne
powigkszenie 400x.
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Fot. 17. Pacjent z ALL w remisji (niekorzystny przebieg). Odczyn na CD10 obecny w pojedynczych
komorkach jadrzastych. Oryginalne powigkszenie 200x.
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Fot. 18. Pacjent z ALL w okresie nawrotu choroby. Immunocytochemiczny odczyn na CD10 wykrywany
we wszystkich komorkach blastycznych. Oryginalne powigkszenie 200x.
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20 uym

Fot. 19. Reakcja immunofluorescencyjna wykrywajaca ekspresjc CD105. Pacjent z ALL przed
rozpoczgciem leczeniem o niekorzystnym podzniejszym przebiegu choroby. Sygnat fluorescencyjny
obserwowany we wszystkich blastach. Oryginalne powiekszenie 600x.

50 ym

Fot. 20. Pacjent z ALL w okresie remisji o niekorzystnym poézniejszym przebiegu choroby. Ekspresja
CD105 wykrywana immunofluorescenyjnie dotyczy wszystkich limfocytow. Oryginalne powigkszenie
600x.
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11. ZALACZNIK 1

Tabela 9. Szczegolowe zestawienie wynikow reakcji immunocytochemicznych wykrywajacych

antygeny: CD105, CD10, COX-1 oraz PIGF u pacjentéw z rozpoznaniem ALL
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przed leczeniem
wznowa
remisja
przed leczeniem
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remisja
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remisja
wznowa
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wznowa
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przed leczeniem
wznowa
przed leczeniem
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54 K przed leczeniem k - + - +
55 M przed leczeniem k - - - R
56 M wznhowa n - - - -
57 K remisja k - - - -
58 M przed leczeniem n - -
59 K wznhowa n - - -

60 M przed leczeniem k + + - -
61 M przed leczeniem n + + - +
62 M remisja n - - - +
63 M przed leczeniem k + + - -
64 M przed leczeniem k + + - -
65 M remisja k - - + -
66 K przed leczeniem k + + - +
67 M remisja n + + - +
68 K przed leczeniem k + + - -
69 M wznowa n + - - +
70 M wznowa k + + - +
71 K przed leczeniem k + + - -
72 K remisja k + + - -
73 K remisja k + + + -
74 K wznowa n + + - +

K — kobieta

M —mezczyzna
k — korzystny przebieg choroby
n — niekorzystny przebieg choroby

Tabela 10. Szczegbtowe zestawienie wynikéw reakcji immunocytochemicznych wykrywajacych
antygeny: CD105, CD10, COX-1 oraz PIGF u pacjentow bez rozpoznania ALL

Lp. Ptec Rozpoznanie CD105 CD10 COX-1 PIGF

1 M Bez choroby . i N i .
nowotworowe;j

5 M mononulkleoza i . i i

zakazna

3 K ziarnicy ztosliwa - - - -

4 K CMML - - - -

5 K RMS uda - + - +
pakiet weztéw

6 K . - - - -
chtonnych szyi

7 M CML - - - -

8 M ziarnica - + - -

9 K neuroblastoma - - -

K — kobieta

M —mezczyzna



