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WYKAZ SKRÓTÓW 

 

(b)FGF –  (basic) fibroblast growth factor, (zasadowy) czynnik wzrostu 

fibroblastów 

ACTB –  β-actin, β-aktyna 

ALK –  activin receptor-like kinase, kinaza ALK 

ALL –  acute lymphoblastic leukemia, ostra białaczka limfoblastyczna 

AML –   acute myeloid leukemia, ostra białaczka nielimfoblastyczna 

Ang –  angiopetin, angipoetyna  

ANPEP –  alanyl (membrane) aminopeptidase, aminopeptydaza alanylowa 

APL –   acute promyelocytic leukemia, ostra białaczka promielocytowa 

B2M –  β-2-microglobulin, mikroglobulina β-2 

BMP –  bone morphogenetic protein, białko morfogenetyczne kości 

CALLA –  common acute lymphoblastic leukemia antygen, antygen ostrej białaczki 

limfoblastycznej 

CD –  cluster of differentiation, kompleks różnicowania, symbolem i liczbą 

oznaczane sa poszczególne antygeny powierzchniowe 

COX –  cyclooxygenase, cyklooksygenaza 

DAB –   3,3’-diaminobenzydyna 

ECM –  extracellular matrix, macierz zewnątrzkomórkowa 

EDTA –   kwas etylenodiaminotetraoctowy, antykoagulant 

EGF –  epithelial growth factor, nabłonkowy czynnik wzrostu 

ENG –  endoglin, endoglina 

eNOS –  endothelial nitric oxide synthase, synteza tlenku azotu pochodzenia 

śródbłonkowego 

GAPDH –  glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, dehydrogenaza aldehydowa 

3-fosfoglicerynowa 

HGF –  hepatocyte growth factor, czynnik wzrostu hepatocytów 

HIF –  hypoxia inducible factor, czynnik aktywowany przez niedotlenienie 

HPRT1 –  hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1, fosforybozylotransferaza 

hipoksantynowa 1 

HPSE –  heparanase, heparanaza 

HUVEC –  human umbilical vein endothelial cells, komórki śródbłonkowe ludzkiej 

żyły pępowinowej 
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Ki-67 –  antygen komórek proliferujących 

MDR –   minimal residual disease, choroba resztkowa 

MLL –  mixed-lineage leukemia gene, gen białaczki mieszano-liniowej 

MM –  multiple myeloma, szpiczak mnogi 

MMP –  matrix metalloproteinases, metaloproteinazy  

MVD –  microvessel density, gęstość unaczynienia 

Nrp –  neuropilin, neuropilina 

PBMCs –  peripheral blood mononuclear cells, komórki jednojądrzaste krwi 

PBS –   phosphate buffered saline, sól fizjologiczna buforowana fosforanami 

PDGF –  platelet derived growth factor, płytkowy czynnik wzrostu 

PGs –  prostaglandins, prostaglandyny 

Ph –   chromosom Philadelphia 

PlGF –  placental growth factor, łożyskowy czynnik wzrostu 

PTGS1 –  prostaglandin-endoperoxide synthase 1 (prostaglandin G/H synthase and 

cyclooxygenase), cyklooksygenaza 1 

RPL13a –  ribosomal protein L13a, białko rybosomalne L13a 

TF –  tissue factor, czynnik tkankowy 

TGF  – transforming growth factor , transformujący czynnik wzrostu  

Tie –  tyrosine kinase with immunoglobulin-like and EGF-like domains, 

receptor dla angiopoetyny o aktywności kinazy tyrozynowej 

TIMP2 –  TIMP metallopeptidase inhibitor 2, inhibitor 2 metaproteinaz 

TNFAIP2 –  tumor necrosis factor, α-induced protein 2, białko 2 indukowane TNFα 

TNFα –   tumor necrosis factor α, czynnik martwicy nowotworów α 

TNM –   tumor-node-metastasis, klasyfikacja służąca do oceny stopnia 

zaawansowania klinicznego nowotworu 

TVA –   total vascular area, całkowity obszar naczyniowy 

TYMP –  thymidine phosphorylase, fosforylaza tymidyny 

VEGF –  vascular endothelial growth factor, naczyniowo-śródbłonkowy czynnik 

wzrostu 

VEGFR –  receptor naczyniowo-śródbłonkowego czynnika wzrostu 
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1. WSTĘP 

 

1.1 Angiogeneza 

 

1.1.1 Angiogeneza – definicja, mechanizm i znaczenie 

 

Powstawanie naczyń krwionośnych jest warunkiem koniecznym rozwoju  

i różnicowania organizmu podczas embriogenezy. Z tego też powodu układ krążenia  

u kręgowców rozwija się jako pierwszy (Breier, 2000). Również w trakcie życia 

pozapłodowego tworzenie naczyń ma olbrzymie znaczenie dla prawidłowego 

funkcjonowania organizmu. Nieprawidłowa waskulatura oraz zaburzenia budowy lub 

funkcji naczyń mogą być przyczyną wielu chorób organizmu, a nawet mieć charakter 

letalny (Carmeliet, 2003). 

Tworzenie nowych naczyń następuje w wyniku zachodzenia trzech procesów: 

waskulogenezy, angiogenezy oraz arteriogenezy.  

Pierwszy z nich charakterystyczny jest dla okresu embrionalnego i polega na 

formowaniu naczyń krwionośnych z komórek macierzystych śródbłonka – 

hemangioblastów, powstających w wyspach krwionośnych woreczka żółtkowego 

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 życiu pozapłodowym nie 

dochodzi do tworzenia naczyń krwionośnych na drodze waskulogenezy (Risau  

i Flamme, 1995). Wyjątkiem są pewne stany patologiczne takie jak: choroby 

nowotworowe, uszkodzona rogówka czy niedokrwienie kończyn dolnych, gdzie 

obserwuje się  powstawanie nowych naczyń krwionośnych z udziałem komórek 

prekursorowych śródbłonka (Nacov, 1990, Asahara i wsp., 1997, Takahashi i wsp., 

1999).  

W dalszych etapach rozwoju płodowego naczynia krwionośne powstają  

w wyniku angiogenezy (zwanej także neowaskularyzacją) oraz arteriogenezy. 

Arteriogeneza polega na przekształcaniu istniejących tętniczek kolateralnych  

w funkcjonalne tętnice w następstwie pogrubienia ich warstwy mięśniowej, czego 

efektem jest nabywanie przez nie właściwości wazomotorycznych (Koerselman i wsp., 

2003). W wyniku transformacji małych naczyń powstają tętnice przewodzące o 20-

krotnie większej średnicy. Zachodzenie arteriogenezy jest także obecne w życiu 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nacov%20E%22%5BAuthor%5D
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pozapłodowym organizmu (np. w dojrzałym niedokrwionym i niedotlenionym sercu 

(van Royen i wsp., 2001).  

Z kolei angiogeneza jest procesem, w którym z naczyń krwionośnych już 

istniejących powstają nowe, co odbywa się przez pączkowanie komórek śródbłonka 

ścian i końców kapilar. Angiogeneza jest także główną drogą tworzenia naczyń  

w okresie życia pozapłodowego. W tym przypadku jest ona charakterystyczna dla 

specyficznych, fizjologicznych sytuacji. Zachodzi w pewnych etapach cyklu 

menstruacyjnego – podczas remodelowania śluzówki macicy oraz formowania ciałka 

żółtego (Hazzard i Stouffer, 2000). Jest także niezbędna podczas implantacji zarodka do 

błony śluzowej macicy i formowania łożyska (Smith, 2000). Fizjologiczną angiogenezę 

obserwuje się również w krezce jelita oraz w trakcie kostnienia na podłożu chrzęstnym 

(Gerber i wsp., 1999b, Horner i wsp., 1999, Carlevaro i wsp., 2000, Haigh i wsp., 

2000). Proces neowaskularyzacji towarzyszy także powstawaniu ziarniny podczas 

gojenia się ran (Witte i Barbul, 1997). Angiogeneza jest również kluczową komponentą 

patogenezy wielu chorób. Odgrywa ona istotną rolę w rozwoju przewlekłych zapaleń: 

łuszczycy, reumatoidalnego zapalenia stawów czy astmy (Folkman, 1995a, Carmeliet 

i Jain, 2000). Jest jednym z elementów zaangażowanych w powstawanie i przebieg 

schorzeń gastrologicznych (choroba Crohna, wrzodziejące zapalenia jelita grubego), 

kardiologicznych (miażdżyca, choroba niedokrwienna mięśnia 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 

związany jest także z tworzeniem tkanki tłuszczowej, co sugeruje jego udział  

w powstawaniu otyłości (Bouloumié i wsp., 1998). Bez wątpienia, angiogeneza 

odgrywa ogromną rolę w rozwoju chorób nowotworowych, warunkując zarówno wzrost 

guza, jak i tworzenie przerzutów (Folkman, 1971, Folkman, 1995a, Folkman, 1995b).  

  Angiogeneza jest procesem złożonym i wieloetapowym (Carmeliet i Jain, 2000). 

W pierwszym etapie dochodzi do zwiotczenia naczyń krwionośnych oraz aktywacji 

komórek śródbłonka naczyniowego, co jest uwarunkowane niektórymi czynnikami 

fizycznymi i humoralnymi (hipoksemia, hipoglikemia). Powoduje to uwolnienie  

i związanie czynników proangiogennych do ich receptorów na powierzchni komórek 

śródbłonka. Zasadniczą rolę w inicjacji angiogenezy odgrywają białka należące do 

rodziny VEGF – naczyniowo-śródbłonkowego czynnika wzrostu oraz czynnik wzrostu 

fibroblastów (FGF). W wyniku działania lokalnie aktywowanych enzymów 

proteolitycznych, takich jak metaloproteinazy (MMP), błona podstawna, na której 
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spoczywają komórki endotelium, oraz macierz zewnątrzkomórkowa (extracellular 

matrix, ECM) ulegają degradacji. Jest to warunek konieczny dla penetracji komórek 

śródbłonka do nowych miejsc. Dodatkowo, w wyniku proteolizy ECM powstają 

produkty powodujące uwalnianie związanych w podścielisku czynników wzrostu oraz 

związki o działaniu chemotaktycznym, ułatwiające następującą kolejno migrację 

komórek śródbłonka.  W tym etapie udział biorą cząsteczki adhezyjne, znajdujące się na 

powierzchni komórek śródbłonka (integryny αvβ3, αvβ5, selektyna E), które wchodzą  

w interakcje ze specyficznymi składnikami macierzy zewnątrzkomórkowej 

(witronektyna, fibronektyna, laminina) (Eliceiri i Cheresh, 1999). Jednocześnie 

zachodzi proliferacja komórek śródbłonka (Juczewska i wsp., 2001). W stanie 

spoczynku cykl życiowy komórek śródbłonka przekracza 1000 dni, natomiast w czasie 

angiogenezy ulega skróceniu do 5 dni (Folkman, 1995b). Podziały komórek 

śródbłonkowych zapewniają ciągłość naczynia i wytworzenie jego błony wewnętrznej. 

W kolejnym etapie następuje tworzenie światła naczynia – powstają wydłużone, 

rurkowate struktury, które łączą się końcami tworząc pętle kapilar. Wytwarza się 

również błona podstawna (Juczewska i wsp., 2001). Wytworzenie pełnowartościowego 

naczynia krwionośnego wymaga rekrutacji i związania komórek przydanki (pericytów), 

a w przypadku dużych naczyń – również komórek mięśni gładkich. Etap ten 

regulowany jest przez płytkowy czynnik wzrostu (platelet derived growth factor, 

PDGF) (Sato i wsp., 1993). W późnej fazie angiogenezy dochodzi do połączenia 

komórek śródbłonka z otaczającymi je komórkami mezenchymalnymi  

i wytworzenia stabilnych interakcji komórkowych i biochemicznych, w czym główną 

rolę odgrywają angiopoetyny i recptory Tie 1 i 2 (Maisonpierre i wsp., 1997).  
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Rycina 1. Etapy angiogenezy (Klagsbrun i Moses, 1999, zmodyfikowane)  

 

1.1.2 Regulacja procesu angiogenezy 

 

Angiogeneza jest procesem złożonym, wymagającym zaangażowania wielu 

czynników. Do inicjacji tego procesu niezbędne jest współdziałanie: 1) różnego rodzaju 

komórek, 2) składników macierzy zewnątrzkomórkowej oraz 3) związków  

o charakterze stymulującym bądź hamującym angiogenezę (Skóra, 2006). Należy 

zaznaczyć, że kluczową rolę pełni tu ostatnia grupa czynników. Uważa się, że 

angiogeneza regulowana jest przez zrównoważoną ekspresją czynników o charakterze 

pro- i antyangiogennym, przy czym  u zdrowych dorosłych osób równowaga ta 

przesunięta jest na stronę tych ostatnich (Hanahan i Folkman 1996, Hazzard i Stouffer, 

2000). Z kolei uruchomienie „programu” angiogenezy spowodowane jest zwiększoną 

ekspresją stymulatorów i/lub obniżoną ekspresją inhibitorów. Nabywanie fenotypu 

angiogennego nazywane jest także „przełącznikiem angiogennym” (angiogenic switch) 

(Hanahan i Folkman, 1996).  

Do czynników o charakterze proangiogennym zalicza się szereg cytokin  

i mediatorów, które stymulują wzrost i proliferację komórek śródbłonka, degradują 

macierz zewnątrzkomórkową bądź wpływają na dojrzewanie naczyń krwionośnych.  
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1.1.2.1 Rodzina naczyniowo-śródbłonkowego czynnika wzrostu VEGF 

 

Kluczową rolę w inicjacji fizjologicznej i patologicznej angiogenezy, 

limfoangiogenezy, a także waskulogenezy, odgrywa naczyniowo-śródbłonkowy 

czynnik wzrostu VEGF (vascular endothelial growth factor). Został odkryty w 1983 r. 

przez Dvoraka i opisany jako czynnik przepuszczalności naczyń (Senger i wsp., 1983, 

Senger i wsp., 1986, Ferrara, 1999). VEGF jest najsilniejszym i najbardziej swoistym 

czynnikiem wzrostu komórek śródbłonka. Rodzina VEGF składa się z: VEGF-A 

(zwyczajowo określanego jako VEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, 

VEGF-F oraz łożyskowego czynnika wzrostu PlGF (placental growth factor). 

(Tammela i wsp., 2005). Czynniki te wiążą się do ich specyficznych receptorów 

obecnych na komórkach śródbłonka VEGFR-1, VEGFR-2 oraz VEGFR-3, jak również 

do neurpiliny 1 i 2 (Nrp-1 i Nrp-2), będących receptorami semaforyn – czynników 

ukierunkowanego wzrostu aksonów. Interakcje pomiędzy cząsteczkami rodziny VEGF  

i ich receptorami są złożone. Oddziaływania te, w zależności od typu wytworzonego 

połączenia, inicjują odmienne szlaki, co przedstawiono na Rycinie 2.   

 

 

Rycina 2. Oddziaływania pomiędzy białkami należącymi do rodziny VEGF i ich receptorami; 

specyficzne oddziaływanie ligand – receptor wywołuje odmienny efekt na komórki śródbłonka (Harper  

i Moses,  2006,  zmodyfikowane) 
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  Gen VEGF składa się z 8 egzonów. W wyniku alternatywnego składania 

podczas transkrypcji powstaje przynajmniej 6 izoform białka: VEGF121, VEGF145, 

VEGF165, VEGF183, VEGF189 i VEGF206, przy czym izoformy VEGF121, VEGF165, 

VEGF189 są najczęściej produkowane przez wiele typów komórek (Ferrara i Gerber 

2003, Robinson i Stringer., 2001, Tisher i wsp., 1991, Houck i wsp., 1991). Obecność 

domen wiążących heparynę na niektórych izoformach sprzyja połączeniom VEGF-

proteoglikany macierzy zewnątrzkomórkowej, co przyczynia się do kumulacji tych 

molekuł w ECM.  

 Synteza VEGF jest indukowana w warunkach niedotlenienia za pomocą 

czynnika transkrypcyjnego HIF (hypoxia inducible factor) (Pugh i Ratcliffe., 2003).  

W takiej sytuacji następuje zahamowanie konstytutywnej degradacji HIF-1α zależnej od 

tlenu. HIF wiąże się z promotorem genu VEGF i stymuluje jego transkrypcję (Pugh  

i Ratcliffe., 2003, Luttun i wsp., 2002a).  

 Wpływ funkcjonowania naczyniowo-śródbłonkowego czynnika wzrostu na 

angiogenezę jest szeroki i ujawnia się na wielu polach. Indukuje on proliferację, wzrost, 

migrację komórek śródbłonka oraz ich organizację przestrzenną podczas formowania 

naczynia (Ferrara i Gerber, 2003). Zwiększa przepuszczalność naczyń krwionośnych 

m.in. poprzez formowanie przerw między komórkami (Bates i wsp., 2002). Aktywując 

syntazę tlenku azotu (eNOS) oraz związaną z tym produkcję tlenku azotu powoduje 

wazodylatację podczas początkowych stadiów angiogenezy (Hood i wsp., 1998, Kroll  

i Waltenberg., 1999, Singer, 1983, Bates i Curry, 1997). Stymuluje również ekspresję 

proteaz zaangażowanych w degradację macierzy zewnątrzkomórkowej (Pepper i wsp., 

1991, Unemori i wsp., 1992, Mandriota i wsp., 1995). Ponadto, aktywuje ekspresję 

czynników antyapoptotycznych, stając się tym samym czynnikiem warunkującym 

przeżycie komórek śródbłonka (Benjamin i Keshet, 1997, Gerber i wsp., 1998, Gerber  

i wsp., 1999a).  

 Uważa się, że wiele czynników stymulujących proces angiogenezy, oddziałuje 

pośrednio – poprzez indukcję ekspresji VEGF. Należą do nich m. in. transformujący 

czynnik wzrostu TGFβ, płytkowy czynnik wzrostu PDGF , nabłonkowy czynnik 

wzrostu EGF, interleukina 1β i 6 (Siegfried i wsp., 2003, Saharinen i wsp., 2004, Kukk  

i wsp., 1996, Oh i wsp., 1997). Stwierdza się także, iż tlenek azotu może stymulować 

ekspresję VEGF, tworząc tym samym autokrynną pętlę z VEGF (Ristimäki i wsp., 

1998, Chilov i wsp., 1997, Su i wsp., 2004, Kerjaschki i wsp., 2004).  
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1.1.2.2 Łożyskowy czynnik wzrostu PlGF 

 

 Łożyskowy czynnik wzrostu PlGF, należący do rodziny VEGF, został odkryty  

w 1991 roku przez Graziellę Perscio (Maglione i wsp., 1991). Jednocześnie 

stwierdzono, że PlGF wiąże się do receptora 1 VEGF. Ponadto zaobserwowano, że u 

myszy pozbawionych genu PlGF proces angio- i arteriogenezy jest znacznie osłabiony 

mimo wysokiego poziomu VEGF (Maglione i wsp., 1991).  

 Gen PlGF zlokalizowany jest na długim ramieniu chromosomu 14 w miejscu 24 

i obejmuje 7 egzonów. Sekwencja aminokwasowa PlGF jest w 42% identyczna  

z sekwencją naczyniowo-śródbłonkowego czynnika wzrostu i PlGF wykazuje duże 

podobieństwo strukturalne do VEGF (Maglione i wsp., 1993). PlGF funkcjonuje jako 

dimer. Do chwili obecnej zidentyfikowano 4 izoformy różniące się ilością 

aminokwasów: PlGF-1 (PlGF131), PlGF-2 (PlGF152), PlGF-3 (PlGF203) i PlGF-4 

(PlGF224), powstające w wyniku zachodzenia alternatywnego splicingu. Izoformy 

wykazują także powinowactwo do innych receptorów. PlGF-1, PlGF-3 i PlGF-4 wiążą 

się do receptora 1 VEGF, a PlGF-2 dodatkowo przyłącza się do neuropiliny 1 i 2. 

Ponadto, izoforma 2 i 4 posiadają domeny wiążące heparynę, mogą zatem wiązać się do 

proteoglikanów macierzy zewnątrzkomórkowej i tam być magazynowane.  

 

 

Rycina 3. Warianty splicingowe genu PlGF (Ribatti, 2008) 

  

Obecność PlGF pierwotnie wykazano w łożysku, gdzie przypisywano mu 

funkcję kontrolną nad wzrostem i różnicowaniem trofoblastu (Maglione i wsp., 1993, 

Khaliq i wsp., 1996). Badania immuncytochemiczne wykazały obecność łożyskowego 

czynnika wzrostu w warstwie środkowej dużych naczyń łożyska (Khaliq i wsp., 1996). 

Badania stwierdzające ekspresję PlGF we wczesnych etapach embriogenezy u myszy 

sugerują jego udział w inicjacji i koordynacji procesu waskularyzacji (Achen i wsp., 

1997). PlGF obecny jest także w sercu, płucach, tarczycy, mięśniach szkieletowych oraz 

tkance tłuszczowej (Persico i wsp., 1999, Voros i wsp., 2005).  
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 Łożyskowy czynnik wzrostu jest pozytywnym regulatorem angiogenezy. Uważa 

się, że może stymulować ten proces za pomocą kilku mechanizmów (Rycina 4): 

 bezpośrednie oddziaływanie na komórki śródbłonka przez VEGFR-1 (Maglione 

i wsp., 1991), 

 separację VEGF od receptora 1, jednocześnie umożliwiające wiązanie VEGF do 

VEGFR-2 (Luttun i wsp., 2002b), 

 uwrażliwienie komórek na działanie VEGF-VEGFR-2 przez oddziaływanie 

PlGF-VEGFR-1 (Viita i wsp., 2008), 

 rekrutację monocytów/makrofagów zaangażowanych w proces wzrostu naczyń 

(Carmeliet i wsp., 2001) 

 mobilizację progenitorowych komórek hematopoetycznych ze szpiku kostnego 

(Carmeliet i wsp., 2001).  

Łożyskowy czynnik wzrostu może również działać jako inhibitor angiogenezy. 

Dzieje się tak wtedy, gdy PlGF tworzy heterodimer z VEGF. Kompleks ten ma od 20 

do 50 razy słabszy wpływ stymulujący angiogenezę w porównaniu do homodimeru 

VEGF  (Cao i wsp., 1996, Schomber i wsp., 2007). Badania na modelach zwierzęcych 

wykazały, że PlGF może blokować angiogenezę stymulowaną naczyniowo-

śródbłonkowym czynnikiem wzrostu poprzez zmniejszanie puli homodimerów VEGF 

(Xu i wsp., 2006). 

 

 

Rycina 4. PlGF oraz VEGF mogą stymulować angiogenezę przez receptory 1 i 2 VEGF, obecne na 

komórkach śródbłonka. VEGFR-1 jest obecny także na makrofagach i progenitorowych komórkach 

hematopoetycznych  (Ribatti, 2008, zmodyfikowane) 
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1.1.2.3 Endoglina ENG /antygen CD105 

 

Endoglina/CD105 jest homodimerycznym, transbłonowym białkiem o masie180 

kDa (Quackenbush i Letarte, 1985, Gougos i Letarte, 1988b, Cheifetz i wsp., 1992, 

Barbara i wsp., 1999). Zidentyfikowano ją w 1985 roku przez grupę Letarte’a (Gougos  

i Letarte,1988a). Gen CD105 znajduje się na chromosomie 9q34 i zawiera 14 egzonów 

(Fernández-Ruiz i wsp., 1993, Pichuantes i wsp., 1997). Zawiera krótkie domeny 

cytoplazmatyczną i przezbłonową oraz dużą domenę zewnątrzkomórkową, zawierającą 

motyw RGD (arginina-glicyna-kwas asparaginowy). Ulega N- i O-glikozylacji. Znane 

są dwie izoformy endogliny, różniące się długością końca cytozolowego: L-CD105 

(633 aa, 47 tworzy domenę wewnątrzkomórkową) oraz S-CD105 (600 aa, 14 na końcu 

cytoplazmatycznym) (Bellón i wsp., 1993). Sugeruje się, że forma L jest przeważająca 

(Li i wsp., 2000b).  

Uważa się, że endoglina jest białkiem zaangażowanym w angiogenezę, 

dojrzewanie naczyń oraz utrzymanie homeostazy organizmu. CD105 wykazuje silną 

ekspresję w komórkach śródbłonka we wczesnych stadiach embriogenezy (4 – 8 

tydzień) oraz podczas powstawania przegród i zastawek w mięśniu sercowym (Qu   

i wsp., 1998). Brak endogliny u zarodków myszy ma charakter letalny (Li i wsp., 1999). 

W tkankach ludzkich CD105 wykazuje ekspresję głównie w komórkach śródbłonka 

naczyń i zrębu (Burrows i wsp., 1995, Fonsatti i wsp., 2001) oraz syncytiotrofoblaście 

łożyska (St-Jacques i wsp., 1994). Jej słabą ekspresję obserwuje się także  

w aktywowanych monocytach, makrofagach, prekursorach erytrocytów, fibroblastach, 

komórkach mezangium, komórkach dendrytycznych i melanocytach (Fonsatti i wsp., 

2001, Dallas i wsp., 2008). Poziom endogliny pozytywnie koreluje ze stopniem 

proliferacji ludzkich komórek śródbłonkowych żyły pępowinowej (HUVEC) oraz  

z ekspresją markerów proliferacji Ki-67 czy cyklina A (Miller i wsp., 1999, Fonsatti i 

wsp., 2000, Fonsatti i wsp., 2001). CD 105 wykazuje nadekspresję w komórkach 

śródbłonka nowo powstałych naczyń guzów nowotworowych (Wang i wsp., 1993, 

Wang i wsp., 1994, Burrows i wsp., 1995, Fonsatti i wsp., 2000). Obecna jest także  

w niedojrzałych naczyniach i ulegających przebudowie.  

Endoglina wykazuje dużą homologię z receptorem III (betaglikan) 

transformującego czynnika wzrostu β i funkcjonuje jako jego receptor pomocniczy, 

modulując odpowiedź komórki na działanie TGFβ (Cheifetz i wsp., 1992, Li i wsp., 

2000b, Bernabeu i wsp., 2009). Ma zdolność wiązania TGFβ1 i 3 (ale nie TGFβ2) oraz 
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innych ligandów, np. aktywiny A czy białka morfogenetycznego kości (BMP) 7 i 2 

(Cheifetz i wsp., 1992, Letamendia i wsp., 1998, Barbara i wsp., 1999). Wykazano, że 

CD105 wymaga obecności receptora II TGFβ, aby móc przyłączać ligand. Ponadto, 

ENG wchodząc w interakcje z receptorem I i II TGFβ, reguluje ich stopień fosforylacji  

i tym samym wpływa na ich zdolność przekazywania sygnałów (Guerrero-Esteo i wsp.,  

2002). Może jednak funkcjonować niezależnie na powierzchni komórek (Bernabeu  

i wsp.,  2009). 

 Mechanizm funkcjonowania endogliny jako cząsteczki o charakterze 

proangiogennym nie jest do końca znany. Wydaje się, że endoglina stymuluje ścieżkę 

sygnałową TGFβ/ALK1, która indukuje fosforylację cząsteczek Smad 1 i 5, co  

w efekcie promuje proliferację i migrację komórek śródbłonka do miejsca formowania 

naczynia (Goumans i wsp., 2009). Jednocześnie, pośrednio hamuje szlak TGFβ/ALK5 

fosforylujący Smad 2 i 3, odpowiedzialny za inhibicję podziałów komórkowych.  

 

 

Rycina 5. Hipotetyczny wpływ endogliny/CD105 na funkcjonowanie ścieżki sygnałowej zależnej od 

TGFβ, modulujący odpowiedź komórek śródbłonka na cytokinę (Fonsatti i wsp., 2010, zmodyfikowane) 

 

Sugeruje się, że endoglina jest także komponentą ścieżki aktywującej syntazę 

tlenku azotu i modulatorem cyklooksygenzy 2 (COX-2) i w ten sposób – pośrednio – 

reguluje napięcie ściany naczynia (Jerkic i wsp., 2004, Toporsian i wsp., 2005, 
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Santibanez i wsp., 2007). Prawdopodobnie wpływa również na aktywację ekspresji 

cząsteczek o działaniu antyapoptotycznym w komórkach śródbłonka naczyń podczas 

angiogenezy nowotworowej (Li i wsp., 2003, Tanaka i wsp., 2003).  

Udział endogliny w nowotworzeniu naczyń guza nowotworowego nie jest 

potwierdzony, jednak in vitro wykazano podwyższony poziom ekspresji tego białka  

w przerzutach nowotworu prostaty i raka jajnika (Jovanovic i wsp., 2001, Liu i wsp., 

2002, Oxmann i wsp., 2008). Stwierdzono ponadto, że deficyt molekuły u myszy 

CD105+/- z nowotworem płuc Lewis’a wiązał się ze znacznym zmniejszeniem 

unaczynienia guza oraz jego wielkości (Düwel i wsp., 2007). Uważa się również, że 

ocena gęstości naczyń (microvessel den sity, MVD) guza za pomocą przeciwciał anty-

CD105 jest dobrym narzędziem 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 także syntazą prostaglandyn G/H) jest kluczowym 

enzymem katalizującym przemianę kwasu arachidonowego (AA) do prostaglandyn G2  

i H2, zaangażowanych m. in. w regulację zapalenia, gorączki i bólu (Tanabe i Tohnai, 

2002). Istnieją 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 cyklooksygenazą 1 sięgają lat 70-tych XX wieku, ale sekwencja 

ludzkiej COX-1 została określona w 1989 roku (Yokoyama i wsp., 1989). Gen enzymu 

zlokalizowany jest na długim ramieniu chromosomu 9 w miejscu 32 i składa się z 11 

egzonów. Powstające białko ma długość 576 aminokwasów i masę 70 kDa.  

COX-1 ulega ekspresji w prawie wszystkich typach tkanek ludzkich. 

Szczególnie wysoki poziom białka obecny jest w śródbłonku naczyń krwionośnych, 

komórkach mięśni gładkich, pęcherzykach nasiennych, płytkach krwi, monocytach, 

komórkach mezotelialnych i cewkach zbiorczych nefronu (Zidar i wsp., 2009, Tanabe  

i Tohnai, 2002). COX-1 stymuluje syntezę PGs niezbędnych do utrzymania homeostazy 

(m. in. w przewodzie pokarmowym czy hemostazy) (Rouzer i Marnett, 2009). Mimo 

tezy o stałej obecności PTGS1 w tkankach, obserwuje się indukcję ekspresji enzymu w 

wielu liniach komórkowych, w których komórki różnicują się (m. in. w komórkach 

śródbłonka) (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 również zwiększoną ekspresję COX-1 w stanie ostrego 

zapalenia pęcherzyka żółciowego u świnki morskiej (Bogar i wsp., 1999). Ponadto 

obserwuje się podwyższony poziom enzymu w niektórych nowotworach (rak piersi, 

gruczolakorak przełyku, rak szyjki macicy), a także podczas rozwoju polipów w jelicie 

grubym (Sales i wsp., 2002, Li i wsp., 2009, Murphy i Fitzegarld, 2001, Murphy i wsp., 

2003). Fakt ten tłumaczy się zaangażowaniem COX-1 w proces angiogenezy.  

 Rola cyklooksygenazy 1 w angiogenezie nie jest jasna. Wydaje się, że białko to 

zaangażowane jest w tworzenie naczyń krwionośnych. Dane te dotyczą głównie modeli 

eksperymentalnych. Ta funkcja COX-1 potwierdzana jest głównie przez fakt, że 

selektywne inhibitory COX-1 blokują również neowaskularyzcję (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 się korelację ekspresji 

PTGS1 oraz czynników o charakterze proangiogennym: VEGF, bFGF, angiopoetyny 1  

i 2 (Li i wsp., 2009, Sales i wsp., 2002, Murphy i Fitzgerlad, 2001). Dodatkowo 

stwierdza się blokowanie uwalniania tych czynników przy zastosowaniu inhibitorów 

COX-1. Mechanizm, za pomocą którego cyklooksygenaza 1 reguluje angiogenezę nie 

jest znany. Prawdopodobnie ma on związek z zaangażowaniem enzymu w syntezę 

prostaglandyn, które w znacznym stopniu wpływają na formowanie naczyń 

krwionośnych (Tsujii i wsp., 1998). COX-1 prawdopodobnie bierze udział w jednym z 

ostatnich etapów angiogenezy – formowaniu światła naczynia i wydłużaniu go (Tsujii  

i wsp., 1998).  

 

1.1.3 Angiogeneza a proces nowotworowy 

 

Krokiem milowym w dziedzinie biologii nowotworów była teza postawiona 

przez amerykańskiego naukowca Judah Folkmana w 1971 roku, która dotyczyła 

znaczenia procesu angiogenezy dla rozwoju nowotworu (Folkman, 1971).  

W początkowej fazie progresji nowotworu guz jest skupiskiem składającym się z około 

1 miliona komórek i nie przekracza wielkości 1 – 2 mm
3
. W tej fazie jego wzrost  

i rozwój jest niezależny od sieci naczyniowej, tlen i substancje odżywcze 

transportowane są do komórek guza na drodze dyfuzji. Natomiast w dalszych etapach 

kancerogenezy guz stymuluje wytwarzanie nowych naczyń krwionośnych, gdyż 

dotychczasowy sposób zaopatrywania guza staje się niewystarczający – w centralnej 
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jego części może dochodzić do martwicy. Jednocześnie nowotwór wykorzystuje sieć 

naczyniową do rozprzestrzeniania się w organizmie – tworzenia przerzutów (Folkman, 

1971, Folkman, 1985, Cavallaro i Christofori, 2000, Fidler, 2001). Doniesienia 

ostatnich lat wskazują na to, że nowo powstałe naczynia pełnią dodatkowe funkcje: są 

źródłem czynników wzrostu, cytokin oraz hormonów, stymulujących rozwój guza (Rak 

i wsp., 1996), jak również wykazują aktywność proteolityczną promującą inwazyjność 

nowotworu (Brooks i wsp., 1995, Skobe i wsp., 1997). Proces angiogenezy,  

w warunkach fizjologicznych ściśle regulowany, w chorobie nowotworowej wymyka 

się spod mechanizmów kontrolnych. Dochodzi do stałej produkcji czynników  

o działaniu proangiogennym, a zmniejszona zostaje ekspresja inhibitorów 

neowaskularyzacji – „przełącznik angiogenny” zostaje włączony (Hanahan i Folkman, 

1996). 

Fakt, iż angiogeneza wiąże się ściśle z rozwojem nowotworów, stał się punktem 

wyjścia do badań nad nowym sposobem leczenia w walce z chorobami 

nowotworowymi – terapią antyangiogenną. Idea ta pojawiła się już w rok po 

przełomowym odkryciu Folkmana (Folkman i wsp., 1972). Ponad 30 lat później, 

pierwszy lek hamujący angiogenezę nowotworową (Avastin/bevacizumab) został 

zaakceptowany do klinicznego użycia (McCarthy, 2003, Hurwitz i wsp., 2004, [brak 

listy autorów], 2003). 

 

1.1.3.1 Angiogeneza w guzach litych 

 

Nasiloną angiogenezę obserwuje się w szeregu guzów litych, zarówno  

u dorosłych, jak i u dzieci. U dorosłych nasilenie naczyniotworzenia silnie koreluje  

ze stopniem zaawansowania klinicznego choroby, rokowaniem oraz częstością 

występowania przerzutów (Mizia-Malarz i wsp., 2008). Zachodzenie tego procesu 

monitoruje się głównie przez ocenę ekspresji czynników o charakterze 

proangiogennym. Badania in vitro i in vivo potwierdzają podwyższony poziom 

naczyniowo-śródbłonkowego czynnika wzrostu oraz jego receptorów w nowotworach 

piersi, raku jelita grubego, raku przełyku, pęcherzyka żółciowego, 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 się także podwyższony poziom innych 

molekuł biorących udział w procesie angiogenezy, takich jak: czynnik wzrostu 

fibroblastów (FGF), angiogenina (Ang), transformujący czynnik wzrostu (TGFβ), 
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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 

nowotworów wydaje się być także ocena gęstości naczyń guza (MVD) (Makrilia i wsp.,  

2009).  

Nowotwory występujące u dzieci mają inną biologię niż nowotwory osób 

dorosłych. Charakteryzują się mniejszym zróżnicowaniem komórek, intensywnym 

wzrostem oraz silnym unaczynieniem, dlatego też rozpatruje się je niezależnie (Mizia-

Malarz i wsp., 2008). Natomiast w wielu nowotworach wieku dziecięcego, podobnie jak 

u osób dorosłych, m.in. w glejakach złośliwych, nerwiakach, mięsakach, nowotworach 

wątroby obserwuje się podwyższony poziom VEGF (Ozer i wsp., 2004, El-Houseini  

i wsp., 2004, Sun i wsp., 2005). Stwierdza się także zwiększoną ekspresję bFGF, 

angiopoetyny, PDGF-A w nerwiakach zarodkowych (Eggert i wsp., 2000) oraz 

czynnika wzrostu hepatocytów (HGF) w guzie Wilmsa (Sköldenberg i wsp., 2001). 

Podwyższone stężenie czynników proangiogennych, szczególnie VEGF, jest złym 

wskaźnikiem rokowniczym (Lin i wsp., 1995).  

 

1.1.3.2 Angiogeneza w nowotworach limfoproliferacyjnych  

 

W roku 1994 ukazała się praca zespołu Vacca, wykazująca zależność pomiędzy 

progresją szpiczaka mnogiego (multiple myeloma, MM) a nasilonym powstawaniem 

nowych naczyń krwionośnych w szpiku kostnym (Vacca i wsp., 1994). Te  obserwacje 

oraz późniejsze doniesienia tej samej grupy (Vacca i wsp., 1995, Vacca i wsp., 1998) 

stały się punktem wyjścia dla badań nad angiogenezą w chorobach rozrostowych układu 

krwiotwórczego. Kolejne lata przyniosły potwierdzenie zachodzenia zjawiska 

angiogenezy w tym typie nowotworów (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 dotyczą osób dorosłych oraz dzieci, u których nowotwory 

hematologiczne są najczęstszą grupą nowotworów w tym okresie życia (Radwańska 

(red.), 1998).  

Objawem nasilonej angiogenezy w nowotworach krwi jest przede wszystkim 

zwiększona liczba naczyń krwionośnych w szpiku kostnym, co po raz pierwszy 

zaobserwował Perez-Atayde w 1997 roku u dzieci z ostrą białaczką limfoblastyczną,  

a później potwierdzili inni naukowcy (Hussong i wsp., 2000, Pulè i wsp., 2002, Norén-

Nyström i wsp., 2009). Obserwuje się ponadto zwiększoną produkcję czynników 
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proangiogennych (nasilona ekspresja genów oraz białek) zarówno przez komórki 

nowotworowe, jak i komórki śródbłonka i podścieliska szpiku kostnego (Wróbel, 2004). 

Wyraża się to podwyższonym stężeniem stymulatorów angiogenezy w płynach 

ustrojowych organizmu (Yetgin i wsp., 2001, Avramis i wsp., 2006). Zdecydowana 

większość badań dotyczy białaczek, stanowiących najczęstszy rodzaj nowotworów 

hematologicznych.  

Wydaje się zatem, że angiogeneza jest częścią obrazu patomechanizmu 

nowotworów limfoproliferacyjnych. O ile jednak przyczyna tworzenia nowych naczyń 

w guzach litych jest oczywista, w przypadku rozrostów hematologicznych określenie 

roli angiogenezy pozostaje zagadką. Istnieje kilka hipotez tłumaczących to zjawisko. 

Jedna z nich zakłada, że pomiędzy komórkami zrębu szpiku (również śródbłonka)  

i komórkami nowotworowymi istnieje szereg auto- i parakrynnych pętli, stymulujących 

wzrost i proliferację obydwu typów komórek (Rycina 6) (Keyhani i wsp., 2001). 

Sugeruje się również, że nowo powstałe naczynia szpiku kostnego nie ulegające 

destrukcji podczas chemioterapii, są swego rodzaju niszą, w której komórki 

nowotworowe znajdują schronienie. Jednocześnie są one źródłem czynników  

o charakterze parakrynnym umożliwiających wzrost „ocalałych” komórek (Ratajczak  

i wsp., 1998) 
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Rycina 6. Model auto- i parakrynnych zależności pomiędzy różnymi typami komórek obecnych  

w mikrośrodowisku szpiku kostnego. Blasty uwalniają czynniki proangiogenne, które łączą się  

z receptorami na ich powierzchni (pętla autokrynna) i powierzchni komórek śródbłonka (pętla 

parakrynna). Zaktywowane komórki śródbłonka produkują inne czynniki wzrostu, które stymulują 

proliferację ich samych, komórek białaczkowych oraz komórek zapalnych (np. neutrofili i makrofagów), 

które wzmacniają działanie pętli parakrynnej (Keyhani i wsp. 2001, zmodyfikowane) 

 

1.2 Ostra białaczka limfoblastyczna ALL u dzieci 

 

Termin ostra białaczka limfoblastyczna (acute lymphoblastic leukemia, ALL) 

obejmuje grupę nowotworów, których komórki wykazują zbliżoną do prekursorów 

limfocytów linii B i T morfologię i immunofenotyp (Onciu, 2009). Choroba ta 

charakteryzuje się klonalną proliferacją komórek białaczkowych (blastów) i zajęciem 

przez nie szpiku kostnego oraz krwi (Harrison, 2001). Może być także ograniczona do 

tkanek, z ograniczonym (< 25%) lub brakiem zajęcia szpiku. Tę ostatnią grupę określa 

się mianem chłoniaków (lymphoma) (Onciu, 2009).  
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1.2.1 Epidemiologia i etiologia ostrej białaczki limfoblastycznej 

 

Białaczki są najczęstszym typem nowotworu wieku dziecięcego i stanowią 30% 

wszystkich nowotworów tego okresu życia (Radwańska (red.), 1998). Każdego roku 

notuje się na świecie około 4 nowych przypadków białaczki na 100 000 dzieci w wieku 

do 14 r.ż. (Radwańska (red.), 1998). 80% wszystkich rozpoznań białaczek u dzieci 

stanowi ostra białaczka limfoblastyczna (Radwańska (red.), 1998). Najwyższy odsetek 

zachorowań przypada na wiek od 2 do 5 lat i dotyczy obu płci, z niewielką przewagą 

chłopców (Gurney i wsp., 1995) ALL jest najczęściej chorobą powstającą de novo,  

w niewielkim stopniu występuje jako nowotwór wtórny (Shivakumar i wsp., 2008).  

W chwili obecnej nie można wskazać jednoznacznie przyczyny białaczki, natomiast 

istnieje szereg różnorodnych czynników, które mogą zwiększać ryzyko zachorowania. 

Niektóre zespoły genetyczne, takie jak zespół Downa, zespół Klinefeltera, ataksja 

teleangiektazja czy neurofibromatoza predysponują do wystąpienia białaczki. Pewne 

czynniki środowiskowe – ekspozycja na promieniowanie jonizujące w macicy, 

pestycydy, rozpuszczalniki – zwiększają ryzyko białaczki u dzieci. Obserwuje się także 

zwiększony odsetek zachorowań w populacjach o wyższym statusie socjo-

ekonomicznym.  

 

1.2.2 Diagnostyka ostrej białaczki limfoblastycznej 

 

Diagnostykę ostrej białaczki limfoblastycznej rozpoczyna się od badania 

morfologicznego krwi, gdzie stwierdza się stwierdza się niedokrwistość, 

małopłytkowość oraz granulocytopenię przy ogólnej leukocytozie, która może być 

prawidłowa, obniżona lub też znacznie podwyższona (Kowalczyk, 2009). Badaniem 

decydującym o rozpoznaniu ostrej białaczki jest aspiracja szpiku kostnego i 

stwierdzenie w mielogramie przeważającej liczby blastów białaczkowych (Radwańska 

(red.), 1998). Szpik zostaje również poddany badaniom cytochemicznym, 

immunologicznym, cytogenetycznym i molekularnym (Kowalczyk, 2009). 

Ocena mielogramów pozwala na określenie typu morfologicznego białaczki. 

Dokonuje się jej zgodnie z klasyfikacją FAB (francusko – amerykańsko – brytyjską), 

według której wyróżnia się 3 grupy morfologiczne blastów: L1, L2, L3 (Tabela 1). 

Typowy dla wieku dziecięcego jest L1, stanowiący zdecydowaną większość ALL. 

Komórki tego typu, podobnie jak L3, można łatwo wyróżnić. Natomiast blasty L2 
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bywają mylone z nisko zróżnicowanymi blastami linii mieloidalnej. Pomocne są w tej 

sytuacji badania immunologiczne, określające profil ekspresji antygenów na 

powierzchni komórek nowotworowych (Radwańska (red.), 1998).  

 

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

Cechy L1 (85-88%) L2 (8-14%) L3 (1-2%) 

Wielkość komórki Małe 
Heterogenna 

populacja komórek 
większych 

Jednorodna 
populacja dużych 

komórek 

Chromatyna jądrowa Homogenna, często 
zbita 

Delikatna, zwykle 
jednorodna 

Homogenna o 
delikatnej, 

drobnoplamistej 
strukturze 

Kształt jądra 

Regularny, 
wyjątkowo 
wgłobienia i 

pokarbowania 

Nieregularny, 
częste wgłobienia i 

pokarbowania 

Regularny, owalny 
lub okrągły 

Jąderka Niewidoczne 
Jedno lub więcej, 

duże, wyraźne 
Jedno lub więcej, 

wyraźne 

Cytoplazma Uboga 
Umiarkowanie 

obfita 
Umiarkowanie 

obfita 

Zasadochłonność 

cytoplazmy 
Słaba Zmienna Bardzo silna 

Wakuole Rzadko Rzadko Silnie wyrażone 

 

Określenie immunofenotypu jest niezwykle istotną częścią diagnostyki ostrej 

białaczki limfoblastycznej. Biorąc pod uwagę to kryterium, ALL dzieli się na dwa 

biologicznie i klinicznie różne typy: wywodzącą się z limfocytów B, stanowiącą 86% 

wszystkich ALL oraz ALL linii T (14%) (Radwańska (red.), 1998) 

Limfoblasty każdego typu ALL charakteryzują się ekspresją specyficznych dla 

nich antygenów, których ekspresję nabywają stopniowo w miarę rozwoju choroby. Na 

tej podstawie wśród białaczek B-komórkowych wyodrębnia się 6 grup o różnym 

stopniu zróżnicowania (Tabela 2). Cztery pierwsze grupy należą do wczesnych pre B-

ALL i stanowią większość (67%) wszystkich ALL. Grupa V (18%) określana jest jako 

pre B-ALL, a grupa VI to zdeterminowana ALL (0,6%) (Radwańska (red.), 1998). ALL 

wywodzące się z linii limfocytów T dzieli się na 2 grupy: pre T-ALL, wykazującą 

ekspresję antygenów CD1, CD2, CD5, CD7 oraz T-ALL, które dodatkowo prezentuje 

antygeny CD3, CD4 i CD8 (Radwańska (red.), 1998, Onciu, 2009). 
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Tabela 2. Klasyfikacja immunologiczna ALL B-komórkowych (Radwańska, zmodyfikowane) 

Grupa 
Antygeny 

Cytoplazmatyczna  
Igμ 

Powierzchniowa 
IgM 

Fenotyp HLA-
DR 

CD19 CD10 CD20 

I + - - - - - 

Wczesne 
pre-B 

II + + - - - - 

III + + + - - - 

IV + + + + - - 

V + + + + + - Pre-B 

VI + + +/- + - + B 

 

Ponadto przeprowadza się badania cytogenetyczne i molekularne (Kowalczyk, 

2009). Zmiany na poziomie genomu określają biologię choroby oraz reakcję na leczenie 

i z tego względu wykorzystywane są w definiowaniu oceny ryzyka (Onciu, 2009). 

Zmiany, które można wykryć za pomocą tego typu analiz to, m.in.: hiperdiploidia, 

hipodiploidia, translokacje chromosomowe (chromosom Philadelphia, t(1,19)) czy 

rearanżcje genów (upośledzenie funkcji genu metabolizmu MLL) (Greaves, 1997). 

Na podstawie zebranych informacji pacjentów zalicza się do określonych grup 

ryzyka. Podział taki jest niezbędny do zastosowania określonego protokołu leczenia 

(Kowalczyk, 2009). 

 

Tabela 3. Grupy ryzyka w ALL (Kowalczyk) 

Grupa standardowego ryzyka SR 
Grupa pośredniego ryzyka  

IR 
Grupa wysokiego ryzyka  

HR 

Krew obwodowa:  
w 8. dobie:< 1000 blastów/μl  

i wiek ≥ 1 rok do < 6 lat  
i wstępna leukocytoza  

(WBC) < 20 000/ μl  
i w 15. dobie szpik M1 lub M2  

i w 33. dobie szpik M1 
 

Krew obwodowa:  
1.W 8. dobie:< 1000 blastów/μl i 

wiek < 1 roku lub ≥ 6 lat  
i/lub WBC ≥ 20 000 w μl  

i w 15. dobie szpik M1 lub M2  
i w 33. dobie szpik M1 lub  
2. Kryteria standardowego 

ryzyka, ale w 15. dobie szpik M3  
i w 33. dobie szpik M1 

 

1. Kryteria IR i w 15. dobie szpik 
M3 (ale nie SR i w 15. dobie szpik 

M3!)  
2. Krew obwodowa:  

w 8. dobie ≥ 1000 blastów/μl  
3. W 33. dobie szpik M2 lub M3  

4. Translokacje t(9;22) [BCR/ABL] 
lub t(4;11) [MLL/AF4]  

Przynajmniej 1 kryterium  
musi byd spełnione 

 
M1 – szpik kostny z < 5% blastów 
M2 – szpik kostny z 5 – 25% blastów 
M3 – szpik kostny z > 25% blastów 

 

1.2.3 Angiogeneza a ostra białaczka limfoblastyczna 

 

Potencjalny udział angiogenezy w patofizjologii nowotworów układu 

krwiotwórczego jest przedmiotem intensywnych badań od wielu lat. Część ich dotyczy 

także ostrej białaczki limfoblastycznej u dzieci, choć literatura przedmiotu jest dosyć 

uboga i niejednoznaczna.  
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Badania z wykorzystaniem technik immunohistochemicznych wskazują  

na  zwiększone nowotworzenie naczyń krwionośnych w szpiku kostnym u dzieci z ALL 

w momencie rozpoznania (Pereze-Atayde i wsp., 1997, Pulè i wsp., 2002, Norén-

Nyström i wsp., 2009). Co interesujące, doniesienia dotyczące ilości naczyń w szpiku  

w okresie remisji są sprzeczne: niektórzy badacze stwierdzają ich zmniejszoną ilość 

(Pulè i wsp., 2002), inni nie obserwują różnicy (Perez-Atayde i wsp., 1997). Jednakże 

pomiar MVD nie wykazuje znaczenia prognostycznego. Jedynie Norén-Nyström 

zaobserwował, że wysoki odsetek naczyń krwionośnych w szpiku może być traktowany 

jako czynnik predysponujący do wystąpienia nawrotu, ale tylko u pacjentów 

zaliczanych do grupy wysokiego ryzyka (Norén-Nyström i wsp., 2009). Zdecydowana 

większość badań odnosząca się do zagadnienia angiogenezy w ALL dotyczy analizy 

ekspresji czynników stymulujących neowaskularyzację. Ocena poziomu stężenia tych 

czynników, zarówno na poziomie mRNA, jak i białka, jest pośrednim dowodem na 

zachodzenie tego procesu. Doświadczenia te skupiają się głównie na najważniejszych 

regulatorach angiogenezy: VEGF i bFGF. Istnieją prace stwierdzające podwyższony 

poziom bFGF w płynach ustrojowych dzieci z ALL w porównaniu do grupy kontrolnej 

(Perez-Atayde i wsp., 1997, Lyu i wsp., 2007), jak również takie, które temu 

zaprzeczają (Yetgin i wsp., 2001, Schneider i wsp., 2003, Stachel i wsp., 2007). 

Podobnie sytuacja wygląda w przypadku naczyniowo-śródbłonkowego czynnika 

wzrostu. W wielu badaniach obserwuje się podwyższony poziom białka VEGF oraz 

zwiększoną ekspresję genu, wykazując jednocześnie znaczenie prognostyczne tego 

czynnika (Koomagi i wsp., 2001, Schneider i wsp., 2003, Avramis i wsp., 2006, Lyu  

i wsp., 2007, Stachel i wsp., 2007). Niektórzy autorzy nie obserwują nasilonej produkcji 

VEGF (Yetgin i wsp., 2001). Stwierdza się także wzmożoną ekspresję innych 

czynników proangiogennych, takich jak: TGF  (Stachel i wsp., 2007) oraz receptora 3 

VEGF (Kivivuori i wsp., 2007). Rozbieżności uzyskanych wyników tłumaczy się 

doborem różnych technik pomiaru, jak i niejednorodnością badanych grup. Nie ulega 

zatem wątpliwości, że sprzeczność w/w doniesień niesie ze sobą potrzebę dalszej 

inwigilacji zagadnienia angiogenezy w odniesieniu do ostrej białaczki limfoblastycznej. 

 

1.3 Metody oceny ekspresji genów 

 

Z uwagi na słabo poznane mechanizmy angiogenezy w ostrej białaczce 

limfoblastycznej, wartości informacyjne mogą być uzyskane z analizy ekspresji genów, 
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które biorą udział w tworzeniu nowych naczyń krwionośnych. Wynika to z faktu, że 

tkankę/chorobę można opisać przez jej wzór ekspresji genów. Postępowanie takie 

umożliwia identyfikację problemu na poziomie molekularnym i lepsze zrozumienie 

zagadnienia.  

Ekspresję genów można określić jako przepływ informacji genetycznej z genu 

do białka (Stryer, 2003). Na to zjawisko składają się dwa procesy: transkrypcja, 

polegająca na przepisaniu informacji z DNA na RNA (mRNA), oraz translacja, podczas 

której informacja zostaje przekazana z RNA na powstające białko. Biorąc ten fakt pod 

uwagę, ekspresję genów można oceniać na poziomie RNA i białka (Stryer, 2003).  

 

1.3.1 Analiza ekspresji genów na poziomie mRNA 

 

Aktywność procesów zachodzących w komórce można analizować poprzez 

śledzenie transkrypcji genów w te procesy zaangażowanych. Z kolei na ocenę 

intensywności zachodzenia tego etapu pozwala pomiar stężenia mRNA. Obecność 

mRNA w cytoplazmie komórki świadczy o aktywności genu.  

Technikami umożliwiającymi ocenę ekspresji genów na poziomie RNA są m.in.: 

Northern blotting, hybrydyzacja in-situ czy RT-PCR (Reverse Trancription-Polymerase 

Chain Reaction). Ostatnia z nich jest metodą najbardziej popularną (Słomski (red.), 

2008, Romanowski i wsp., 2007, Zabel (red.), 1999).  

W technice RT-PCR reakcję łańcuchowej polimerazy poprzedza reakcja 

odwrotnej transkrypcji, w trakcie której mRNA przepisywany jest na cDNA. Istnieje 

kilka wariantów tej techniki, m.in. RT-PCR z obrazowaniem w czasie rzeczywistym 

(real-time PCR), pozwalający na ocenę ekspresji genów w trakcie zachodzenia reakcji. 

Jest to możliwe poprzez pomiar fluorescencji proporcjonalnej do stężenia produktu PCR 

w czasie trwania reakcji. Metoda ta wykazuje się dużą czułością, dającą możliwość 

detekcji nawet jednej kopii transkryptu oraz jest narzędziem umożliwiającym 

jednoczesny pomiar dużej liczby genów (Romanowski i wsp., 2007, Słomski (red.), 

2008). Ta ostatnia cecha wykorzystywana jest do oceny profilu ekspresji genów. 

Możliwość taką stwarzają macierze PCR (produkowane m.in. przez firmę 

SABiosciences). Macierze takie są zestawem kilkudziesięciu par starterów reakcji real-

time PCR, komplementarnych do sekwencji określonych genów, zaangażowanych  

w przebieg chorób, procesów biologicznych i szlaków metabolicznych. Narzędzie to 

jest niezwykle przydatne – jednoczesna analiza ekspresji panelu genów daje możliwość 
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szybkiego wyboru genu/genów, których poziom w jakiś sposób odbiega od normy (jest 

podwyższony lub obniżony). Narzędzie to może zatem służyć do badań 

„przesiewowych” mających na celu wytypowanie genów kandydatów – o potencjalnie 

istotnym znaczeniu dla przebiegu danego procesu/choroby.  

 

1.3.2 Analiza ekspresji genów na poziomie białka 

 

Proces powstawania białek jest wyrazem aktywności genu. Należy jednak 

pamiętać, że ilość powstającego białka nie zawsze równa jest ilości mRNA 

wytworzonego podczas reakcji transkrypcji. Wynika to z faktu, że białka podlegają 

procesowi obróbki potranslacyjnej. W efekcie odczytanie informacji z jednego genu 

może prowadzić do powstania kilku białek. Dlatego też niezwykle istotny przy ocenie 

ekspresji genów jest pomiar stężenia białek, ponieważ to one są „siłą wykonawczą”  

w komórce. 

W zależności od tego, w jakim typie materiału dokonuje się oceny ekspresji 

białek, wykorzystuje się rożne techniki. Należą do nich m.in.: Western blotting, test 

immunoenzymatyczny ELISA czy techniki immunohistochemiczne.  

Metody immunohistochemiczne służą zarówno wykrywaniu, jak i lokalizacji 

różnych składników białkowych w tkankach i komórkach. Funkcjonują one na zasadzie 

reakcji antygen-przeciwciało. Za pomocą swoistych przeciwciał i gotowych 

kompleksów z odpowiednimi znacznikami można obserwować barwną reakcję  

w miejscu występowania poszukiwanego antygenu. Jednym z częściej stosowanych 

wariantów tej metody jest technika ABC. Jest to metoda pośrednia wykrywająca 

antygen za pomocą biotynylowanego przeciwciała II rzędu i kompleksu awidyna-

biotynylowana peroksydaza. Enzym rozkłada wprowadzany do reakcji substrat dając 

barwny odczyn w miejscu poszukiwanego białka (Zabel (red.), 1999). Ocena 

intensywności otrzymanego odczynu pozwala także na ocenę półilościową, będącą 

wyrazem ekspresji białka w komórce. 

 Innym rodzajem technik bazujących na reakcji antygen-przeciwciało jest metoda 

immunofluorescencyjna (IMF). Dużą popularnością cieszy się  pośrednia reakcja IMF, 

w której do antygenu w pierwszej kolejności wiąże się przeciwciało specyficzne (anty-

antygen), a następnie przeciwciało II rzędu znakowane barwnikiem fluorescencyjnym, 

który pod wpływem światła o odpowiedniej długości fali wzbudzenia emituje 
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fluorescencję. Technika ta znajduje zastosowanie przede wszystkim w jakościowej 

ocenie ekspresji białek. 
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2. ZAŁOŻENIA I CELE PRACY 

 

Udział angiogenezy w patogenezie ostrej białaczki limfoblastycznej u dzieci nie 

jest w pełni jednoznaczny. Uboga literatura przedmiotu oraz sprzeczność doniesień 

świadczą o skomplikowaniu zagadnienia, a z drugiej strony wyraźnie wskazują na 

zaangażowanie procesu w rozwój choroby. Poznanie zatem mechanizmu i znaczenia 

tego procesu dla rozwoju i przebiegu ALL jest niezwykle istotne ze względu na 

charakter poznawczy oraz, przede wszystkim, możliwość wykorzystania tego faktu  

w praktyce – terapii pacjenta. W związku z powyższym postanowiono dokonać analizy 

mającej polegającej na ocenie ekspresji genów zaangażowanych w regulację 

angiogenezy u dzieci z ostrą białaczką limfoblastyczną oraz porównać uzyskane wyniki  

z przebiegiem klinicznym choroby celem wyodrębnienia czynników o potencjalnym 

znaczeniu prognostycznym. 

W szczególności postanowiono: 

 

1. Określić profil ekspresji genów zaangażowanych w proces angiogenezy 

nowotworowej u dzieci z rozpoznaniem ostrej białaczki limfoblastycznej oraz na 

tej podstawie wyselekcjonować grupę „genów kandydatów” o potencjalnym 

znaczeniu w patogenezie tego procesu 

 

2. Dokonać analizy ekspresji wybranych „genów kandydatów” na poziomie białka 

w komórkach szpiku kostnego dzieci z rozpoznaniem ostrej białaczki 

limfoblastycznej 

 

 

3. Porównać uzyskane wyniki z obrazem klinicznym choroby, celem próby 

wyłonienia czynników o możliwym znaczeniu prognostycznym w przebiegu 

ostrej białaczki limfoblastycznej 
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3. MATERIAŁY I METODY 

 

3.1 Pacjenci 

 

Badaniem objęto grupę 72 dzieci z rozpoznaniem ostrej białaczki 

limfoblastycznej oraz grupę 13 osób zdrowych bądź cierpiących z powodu odmiennych 

niż ALL chorób.  

W pierwszym etapie badań mającym na celu ocenę profilu ekspresji genów 

zabezpieczono materiał pochodzący od 23 dzieci chorych, będących pacjentami Kliniki 

Onkologii, Hematologii i Transplantologii Pediatrycznej Uniwersytetu Medycznego  

w Poznaniu przyjętych w latach 2008 – 2010. Od tych pacjentów pobrano krew 

obwodową o objętości 10 ml do probówek zawierających EDTA – czynnik 

antykoagulujący. W grupie tej było 9 dziewcząt i 14 chłopców w wieku od 4 do 16 lat. 

Grupę kontrolną dla tej fazy badań stanowiły 4 osoby zdrowe. 

Do kolejnej fazy badań wykorzystano materiał archiwalny – 74 rozmazy biopsji 

szpiku kostnego, pochodzące od 49 dzieci, które w latach 1997 – 2005 były 

hospitalizowane z powodu rozpoznania ostrej białaczki limfoblastycznej w Klinice 

Onkologii, Hematologii i Transplantologii Pediatrycznej Uniwersytetu Medycznego  

w Poznaniu. Grupa ta, w wieku od 4 do 16 lat, składała się z 29 chłopców oraz 20 

dziewcząt. Preparaty w ciągu 24 godzin od pobrania utrwalano w 96% etanolu, po czym 

zamrażano w temperaturze -20ºC i w tej temperaturze przechowywano. Do grupy 

kontrolnej zakwalifikowano 9 osób, u których zdiagnozowano: ziarnicę złośliwą (2 

dzieci), mononukleozę zakaźną (jeden pacjent), rhabdomyosarcoma uda (jedno 

dziecko), przewlekłą białaczkę szpikową (2 pacjentów), nerwiaka zarodkowego (1 

pacjent) oraz pacjenta z powiększonymi węzłami chłonnymi szyi i pacjenta bez choroby 

nowotworowej.  

 

3.2 Profil ekspresji genów 

  

3.2.1 Izolacja frakcji komórek jednojądrzastych krwi obwodowej 

 

 W pierwszym etapie dokonywano izolacji frakcji komórek jednojądrzastych 

PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) z krwi obwodowej pacjentów. Około 10 

ml krwi nawarstwiano na 10 ml odczynnika Ficoll-Paque (GE Healthcare) unikając 
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zmieszania warstw. Następnie krew wirowano przez 45 minut w temperaturze 

pokojowej z prędkością 800 g. W wyniku wirowania uzyskiwano mieszaninę składającą 

się z 4 warstw:  

 erytrocytów wraz z granulocytami na dnie probówki,  

 Ficoll-Paque,  

 limfocytów, monocytów oraz płytek krwi na granicy roztworów 

 osocza krwi na powierzchni 

Za pomocą pipety Pasteura warstwę limfocytów przenoszono do czystej probówki  

i mieszano z czystym roztworem PBS (pH 7,6). Mieszaninę wirowano przez 10 minut  

w temperaturze pokojowej z prędkością 200 g. Po usunięciu PBS czynność powtarzano. 

Po kolejnym usunięciu PBS komórki zawieszano w odczynniku do izolacji RNA.  

 

3.2.2 Izolacja RNA 

 

 Wyizolowaną frakcję PBMCs zawieszano w 1 ml odczynnika lizującego TRI 

Reagent (Sigma-Aldrich). Do probówek dodawano 200 μl chloroformu. Próby  

energicznie wytrząsano przez 15 sekund i pozostawiano w temperaturze pokojowej 

przez około 15 minut. Następnie wirowano je w temperaturze 4ºC przez 15 minut  

z prędkością 12 000 g. Górną warstwę zawierającą RNA przenoszono do nowych 

probówek, gdzie wytrącano ją z fazy wodnej poprzez dodanie 0,5 ml izopropanolu. Po 

wymieszaniu całość pozostawiano na 10 minut w temperaturze pokojowej, po czym 

wirowano przez 10 minut w temperaturze 4ºC przy 12 000 g. Następnie usuwano 

supernatant, a osad RNA rozpuszczano w 1 ml 75% etanolu i wytrząsano przez 20 

sekund. Mieszaninę wirowano przy 20 000 g w temperaturze 4ºC przez 5 minut. Po 

usunięciu alkoholu etylowego osad osuszano i rozpuszczano w odpowiedniej ilości  (20 

– 40 μl) czystej wody, wolnej od RN-az. Za pomocą spektrofotometru określano 

stężenie wyizolowanego RNA, a jego jakość sprawdzano przez rozdział 

elektroforetyczny na 0,7% żelu 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 odczynników Transciptor First Strand cDNA Synthesis 

Kit (Roche). Dla każdej próby zwiększano zalecaną przez producenta objętość 

odczynników sześciokrotnie ze względu na uzyskanie odpowiedniej ilości cDNA 

niezbędnej do wykonania testu przesiewowego. Do mieszaniny reakcyjnej dla 

pojedynczej próby dodawano 200 ng RNA, 1 μl startera oligo(dT)18 o stężeniu 50 

pmol/μl, 2 μl starera hexamer o stężeniu 600 pmol/ μl i dopełniano wodą dejonizowaną 

do objętości 13 μl. Mieszaninę poddawano 10-minutowej inkubacji w temperaturze 

65ºC, a następnie schładzano na lodzie. Następnie do mieszaniny reakcyjnej dodawano 

4 μl buforu reakcyjnego RB (5x stężonego), 0,5 μl inhibitora RNaz (40 U/μl), 2 μl 

mieszaniny deoksynuleotydów dNTP (10mM) oraz 0,5 μl odwrotnej transkryptazy (20 

U/μl). Wykorzystując termocykler Eppendorf przeprowadzano reakcję: w 25ºC przez 10 

minut, w 50ºC przez 60 minut, w 85ºC przez 5 minut, a następnie schładzano 

mieszaninę na lodzie.  

 

3.2.4 Reakcja łańcuchowej polimerazy PCR w czasie rzeczywistym 

  

Do oceny profilu ekspresji genów związanych z procesem angiogenezy 

wykorzystano macierze PCR Human Angiogenesis RT² Profiler™ PCR Array firmy 

SABiosciences (PAHS-024). Zastosowano macierze 96-dołkowe, zawierające startery 

dla 84 badanych genów, 5 genów metabolizmu podstawowego, tzw. genów 

referencyjnych HKG (housekeeping genes) oraz kontrole: wykrywanie 

zanieczyszczenia genomowym DNA, kontrolę reakcji odwrotnej transkrypcji oraz 

pozytywną kontrolę PCR sprawdzającą wydajność reakcji (Tabela 4). Ocenę ekspresji 

genów umożliwiły przeprowadzone na macierzach reakcje PCR w czasie rzeczywistym. 

Zastosowane macierze posiadały oznaczenia producenta. Sekwencje starterów oraz 

wielkość powstających produktów nie zostały podane.  
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Tabela 4. Wykaz genów oraz reakcji kontrolnych dla macierzy PCR Human Angiogenesis RT² 

Profiler™ PCR Array (PAHS-024, SABiosciences) 
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 Reakcję PCR w czasie rzeczywistym (Real-time PCR, QPCR) przeprowadzano 

na urządzeniu Mastercycler ep realplex
2
 firmy Eppendorf. Założenie tej metody opiera 

się na analizie kinetyki reakcji PCR w trakcie jej trwania. Jest to możliwe dzięki 

zastosowaniu barwników fluorescencyjnych wiążących się do DNA lub znakowanych 

fluoroforem sond oligonukleotydowych. Ocena poziomu fluorescencji emitowanej 

przez barwniki lub sondy, który zależy od stężenia amplikonu, umożliwia 

monitorowanie przyrostu produktu reakcji. Pomiaru dokonuje się w fazie wykładniczej 

reakcji, gdzie każda cząsteczka matrycy daje w wyniku amplifikacji dwie cząsteczki 

potomne. Zastosowano wariant QPCR, w którym jako detektora użyto barwnik SYBR 

Green interkalujący pomiędzy zasady DNA. Ze względu na to, że barwnik ten może się 

także wiązać z niespecyficznymi produktami PCR, dokonano analizy krzywej topnienia 

otrzymanych produktów.  
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 W skład mieszaniny reakcyjnej o objętości 25 μl na pojedynczą reakcję wchodził 

1 μl cDNA, 12,5 μl 2XMasterMix (MaximaTM SYBR Greek/Rox qPCR Master Mix 2X)  

i 11,5 μl wody dejonizowanej. Dla każdej próby przygotowywano co najmniej  

96-krotnie większą objętość. Pierwszym etapem QPCR była 10-minutowa denaturacja 

w temperaturze 95ºC, podczas którego termostabilna polimeraza MaximaTM Hot Start 

Taq DNA ulega aktywacji. Bezpośrednio po niej, przeprowadzano właściwą reakcję 

PCR, na którą składało się 40 cykli. Każdy cykl rozpoczynał się od 15-sekundowej 

denaturacji w 95ºC, po której następowało przyłączanie starterów (30 sekund, 60ºC)  

i wydłużanie (30 sekund, 72ºC). Następnie dokonywano oceny temperatury topnienia 

otrzymanych produktów z dokładnością do 0,1ºC/s.  

 

3.3 Ekspresja białek 

 

3.3.1 Badania immunocytochemiczne 

 

Zastosowano enzymatyczną metodę immunocytochemiczną ABC (awidyna-

biotynylowana peroksydaza) z termicznym odsłanianiem antygenów (mikrofale). 

Postępowano zgodnie z poniższymi etapami: 

1) Płukanie rozmazów szpiku kostnego w PBS – 3 min. 

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

3) Płukanie w PBS – 3 min. 

4) Hamowanie aktywności endogennej peroksydazy za pomocą 1% H2O2  

w wodzie destylowanej – 30 min. 

5) Płukanie w PBS – 3 min. 

6) Inkubacja z normalną surowicą kozią (1:20, Dako) – 30 min. 

7) Inkubacja ze specyficznymi przeciwciałami – 18 h w 4ºC, a następnie 1 h  

w temperaturze pokojowej.  

8) Płukanie w PBS – 3x3 min. 

9) Inkubacja w roztworze zawierającym dekstran skoniugowany z peroksydazą 

i przeciwciała II rzędu skierowane przeciw antygenom mysim i króliczym 

(Dako REAL EnVision/HRP, Rabbit/Mouse, Dako) – 30 min. 

10) Płukanie w PBS -3x3 min. 

11) Inkubacja z 3,3’-diaminobenzydyną (DAB), stanowiącą substrat dla 

peroksydazy – 5-7 min. 
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12) Płukanie w wodzie bieżącej – 10 min. 

13) Barwienie hematoksyliną – 2 min. 

14) Płukanie w wodzie bieżącej – 10 min. 

15) Odwodnienie w szeregu alkoholi o wzrastającym stężeniu (70%, 80%, 85%, 

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

16) Zamknięcie preparatów za pomocą histofluidu (Marienfeld) i szkiełek 

nakrywkowych. 

Zastosowano następujące specyficzne przeciwciała (I rzędu): 

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

 anty-endoglina/CD105 (Sanat Cruz), rozcieńczenie 1:100 

 anty-CD10/CALLA (Abcam), rozcieńczenie 1:25, 1:50 

 anty-CD10/CALLA (Santa Cruz), rozcieńczenie 1:100 

 anty-PlGF/PGF (Novus Biologicals), rozcieńczenie 1 μg/ml, 2 μg/ml 

 anty-PlGF/PGF (Santa Cruz), rozcieńczenie 1:100 

 anty-COX-1/PTGS1 (Abcam), rozcieńczenie 1:25, 1:50 

 anty-COX-1/PTGS1 (Santa Cruz), rozcieńczenie 1:100 

 

3.3.2 Badania immunofluorescencyjne 

 

W przypadku antygenu CD105/endoglina dodatkowo zastosowano pośrednią 

reakcję immunofluorescencyjną z zastosowaniem przeciwciał znakowanych 

barwnikiem fluorescencyjnym. Postępowano wg poniższej procedury: 

1) Płukanie preparatów biopsji szpiku kostnego w PBS – 3x1 min. 

2) Inkubacja z 1% albuminą bydlęcą – 45 min. w temperaturze pokojowej. 

3) Inkubacja ze specyficznym przeciwciałem anty-CD105 w rozcieńczeniu 1:10 

(Santa Cruz)  - 18 h w 4ºC. 

4) Płukanie w PBS – 5x1 min. 

5) Inkubacja z przeciwciałami II rzędu sprzężonymi z barwnikiem 

fluorescencyjnym kozim anty-mysim Alexa Flour 555 w stężeniu 1:200 

(MoBiTec) – 1 h w 37ºC. 

6) Płukanie w PBS – 3x1 min. 

7) Zamknięcie preparatów 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 

świetlnego Nikon Eclipse E600. Preparaty obserwowano przy powiększeniu 400x. 

Jednocześnie sporządzano dokumentację fotograficzną w celu archiwizacji danych. 

Wykonano ją w oparciu o mikroskop Axio Imager Z1 przy powiększeniu 200x i oraz 

Nikon Eclipse przy powiększeniu 400x.  

W obrazie cytologicznym dokonywano identyfikacji komórek jądrzastych. 

Następnie oceniano obecność bądź brak pozytywnego odczynu reakcji 

immunocytochemicznej. Rozmazy, w których stwierdzono ekspresję badanych 

antygenów, oznaczano znakiem „+”, natomiast te, które były negatywne – znakiem „–”.  

Reakcje immunofluorescencyjne obserwowano w mikroskopie BX60 firmy 

Olympus przy powiększeniu 600x. Mikroskop ten wyposażony jest w kamerę CCD, za 

pomocą której dokonano rejestracji uzyskanych obrazów. Analogicznie do oceny 

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

 

3.4 Analiza kliniczna 

 

U dzieci z rozpoznaniem ostrej białaczki limfoblastycznej, od których pobrano 

krew obwodową w celu analizy profilu ekspresji genów, nie dokonano obserwacji 

klinicznej.  

Czas obserwacji dla pacjentów, u których wykonano biopsje szpiku kostnego, 

wynosił co najmniej 5 lat. Tak długi okres umożliwił ocenę przebiegu choroby, jej 

leczenia oraz stwierdzenie wystąpienia potencjalnych niekorzystnych zdarzeń. Biorąc 

pod uwagę te wytyczne oraz etap choroby, w którym dokonano pobrania szpiku 

kostnego, pacjentów zakwalifikowano do następujących, przyjętych dla potrzeb tego 

opracowania, grup: 

1. Pacjenci z ostrą białaczką limfoblastyczną w momencie rozpoznania, przed 

rozpoczęciem leczenia.  

1a. Pacjenci z ostrą białaczką limfoblastyczną w momencie rozpoznania, 

korzystny przebieg. 

1b. Pacjenci z ostrą białaczką limfoblastyczną w momencie rozpoznania, 

niekorzystny pzrebieg. 

2. Pacjenci z ostrą białaczką limfoblastyczną w okresie remisji  choroby 
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2a. Pacjenci z ostrą białaczką limfoblastyczną w okresie remisji choroby, 

korzystny przebieg. 

2b. Pacjenci z ostrą białaczką limfoblastyczną w okresie remisji choroby, 

niekorzystny przebieg. 

3. Pacjenci z ostrą białaczką limfoblastyczną w czasie nawrotu choroby 

Poprzez termin „remisja” rozumiano okres ALL, który charakteryzował się brakiem 

objawów chorobowych. Jako „wznowę” (równoznaczne z „nawrót”) określano stadium 

choroby, w którym pojawiły się oznaki nowotworu po okresie remisji. Za korzystny 

przebieg choroby uważano uzyskanie przez pacjenta trwałej remisji. Niekorzystny 

przebieg choroby definiowano poprzez brak odpowiedzi na wstępne leczenie, 

opóźnione wejście w remisję bądź pojawienie się wznowy.  

 

3.5 Analiza statystyczna 

3.5.1 Analiza profilu ekspresji genów 

 

Do oceny profilu ekspresji genów zastosowano program RT
2
 Proflier PCR Array 

Data Analysis udostępniany przez firmę SABiosciences. Korzystanie z programu 

możliwe jest w trybie online po uprzednim zarejestrowaniu się i zalogowaniu na stronie 

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

Program wykorzystuje dane uzyskane podczas reakcji PCR – wartości Ct, oznaczające 

numer cyklu reakcji, w którym produkt zaczyna wzrastać w sposób wykładniczy. 

Program bazuje na analizie porównawczej ΔΔCt, która uwzględnia normalizację 

względem kontroli endogennej (Ct dla genów metabolizmu podstawowego) oraz 

względem kalibratora (Ct dla grupy kontrolnej). Otrzymany wynik pozwala na 

określenie różnicy poziomu ekspresji genów między próbami nieznanymi  

a referencyjnymi, stwarzając jednocześnie możliwość prześledzenia zmian ekspresji 

genów w procesach fizjologicznych, patofizjologicznych czy rozwojowych. Program 

dokonuje także za pomocą testu T-studenta oceny istotności statystycznej wykazanych 

różnic w ekspresji genów pomiędzy grupami. Otrzymane wyniki przedstawiane są  

w formie tabel oraz wykresów.  

 

 

 

http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php
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3.5.2 Analiza ekspresji białka  

 

 Do porównania wskaźników struktury (procentów) pomiędzy grupami 

zdefiniowanymi na podstawie etapu ALL (przed rozpoczęciem leczenia, w okresie 

remisji i w okresie wznowy) oraz jej przebiegu (korzystny i niekorzystny) zastosowano 

test Gaussa. W celu weryfikacji zależności pomiędzy ekspresją antygenów a etapem 

choroby i jej przebiegiem wykorzystano test dokładny Fishera.  

 Analizę statystyczną przeprowadzono w oparciu o program Statistica PL v. 9.0. 

 

3.5.3 Zagadnienia etyczne 

 

Na przeprowadzenie niniejszych badań uzyskano zgodę 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 

 

Analizę profilu ekspresji genów regulujących angiogenezę przeprowadzono u 8 

chorych z ALL, u których nie wdrożono jeszcze leczenia. Na podstawie kryteriów 

wyszczególnionych w Tabeli 3 (Rozdział 1.2.2) pacjentów zakwalifikowano do grupy 

ryzyka wysokiego HR – 5 osób oraz pośredniego IR – 3 osoby.   

Na 74 rozmazach biopsji szpiku kostnego przeprowadzono reakcje 

immunocytochemiczne oraz immunofluorescencyjne. 28 z nich stanowiły rozmazy 

pobrane od pacjentów z ALL przed rozpoczęciem leczenia, 25 – biopsje wykonane  

w okresie remisji choroby, a 21 – w okresie wznowy ALL. Rycina 7 przedstawia liczbę 

preparatów w każdej grupie chorych (przed leczeniem, remisja, wznowa)  

z uwzględnieniem przebiegu choroby (korzystny, niekorzystny). 

 

24

4

20

5

21

ALL pl kp

ALL pl np

ALL r kp

ALL r np

ALL w

 

Rycina 7. Rozkład liczby pacjentów 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 chłopców) wykonano więcej niż jedną biopsję 

szpiku kostnego. Od 10 pacjentów 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).  
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4.2 Profil ekspresji genów 

 

4.2.1 Izolacja RNA 

 

Zabezpieczono materiał w postaci krwi obwodowej pobrany od 23 dzieci z ostrą 

białaczką limfoblastyczną. Od wszystkich pacjentów dokonano próby izolacji RNA, 

natomiast od 8 dzieci uzyskano materiał dobrej jakości (A260/280 ≥ 1,6 i ≤ 2,10) i w ilości 

wystarczającej do oznaczenia profilu ekspresji genów na macierzy PCR (co najmniej 

1200 ng). Pobrano także krew obwodową i wyizolowano RNA od 4 osób zdrowych, 

stanowiących kontrole.  

 

Tabela 4. Ilość i jakość wyizolowanego RNA (dzieci z ALL:1-23, kontrole: K1-K4) 

Lp. RNA [ng] A260/280 

1 2820 1,60 

2 46 1,41 

3 298 1,57 

4 6121 1,77 

5 13446 1,83 

6 Skrzep – izolacja nie powidła się - 

7 Skrzep – izolacja nie powidła się - 

8 450 1,81 

9 10440 1,89 

10 3952 2,00 

11 Skrzep – izolacja nie powidła się - 

12 10050 2,04 

13 Skrzep – izolacja nie powidła się - 

14 2240 2,00 

15 587 1,99 

16 980 1,89 

17 3680 1,97 

18 238 1,76 

19 88 1,45 

20 Skrzep – izolacja nie powidła się - 

21 123 1,65 

22 Skrzep – izolacja nie powidła się - 

23 870 1,98 

K1 8935 1,85 

K2 13568 1,92 

K3 11270 1,91 

K4 10619 1,91 

 

4.2.2 Ocena jakości uzyskanych w wyniku reakcji PCR danych 

 

W celu oceny jakości uzyskanych produktów reakcji PCR w czasie 

rzeczywistym na macierzach dokonano oceny temperatury topnienia tychże. Odrzucono 

te wyniki, dla których krzywa topnienia miała przebieg nieprawidłowy. Podwójny pik 
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oraz temperatura topnienia poniżej 78ºC świadczą o powstawaniu niespecyficznych 

produktów (Rycina 8).  
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Rycina 8. Przykładowe krzywe topnienia. A – krzywa prawidłowa (gen błonowa aminopeptydaza 

alanylowa, ALL), B – krzywa nieprawidłowa (gen trombospondyna 1, ALL) 

 

Dla grupy badanej oraz grupy kontrolnej dokonano również oceny uzyskanych 

wartości Ct dla każdego genu w każdej próbie. W sytuacji, w której wartości ta była 

większa niż 35, uznawano, że dany gen nie ulega ekspresji.  

Stwierdzono, że 18 spośród 84 badanych genów wykazuje ekspresję na 

nieoznaczalnym poziomie (wartość Ct >35) lub powstający produkt jest niespecyficzny, 

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

 

Tabela 5. Geny wykluczone z analizy profilu eksprsji 

Nazwa genu Symbol Opis 

ANGPTL2, ARP4, FIAF, HFARP, NL2, 
PGAR, pp1158 

ANGPTL4 Angipoetynopodobny czynnik 4 

C7, IFI10, INP10, IP-10, SCYB10, crg-
2, gIP-10, mob-1 

CXCL10 Ligand 10 chemokiny CXC 

CINC-2b, GRO3, GROg, MIP-2b, 
MIP2B, SCYB3 

CXCL3 Ligand 3 chemokiny CXC 

CMK, Humig, MIG, SCYB9, crg-10 CXCL9 Ligand 9 chemokiny CXC 

ER EREG Epiregulina 

BFGF, FGFB, HBGF-2 FGF2 
Zasadowy czynnik wzrostu 

fibroblastów 2 

ACH, CD333, CEK2, HSFGFR3EX, 
JTK4 

FGFR3 Receptor 3 FGF 

VEGF-D, VEGFD FIGF 
Naczyniowo-śródbłonkowy czynnik 

wzrostu 

FLT, VEGFR1 FLT1 Receptor 1 VEGF 

DHAND2, FLJ16260, Hed, 
MGC125303, MGC125304, Thing2, 

bHLHa26, dHand 
HAND2 

Białko 2 rozwoju serca i cewy 
nerwowej 

IFB, IFF, IFNB, MGC96956 INFB1 Interferon  

KIAA1907 LAMA5 Laminina α 5 

CLG4, CLG4A, MMP-II, MONA, TBE-
1v 

MMP2 Metaloproteinaza 2 

CLG4B, GELB, MMP-9 MMP9 Metaloproteinaza 9 

ATF, UPA, URK, u-PA PLAU Aktywator plazminogenu 

DKFZp779M0222 PLG Plasminogen 

THBS, THBS-1, TSP, TSP-1, TSP1 THBS1 Trombospondyna 1 

DIF, TNF-alpha, TNFA, TNFSF2 TNF Czynnik martwicy guza 

A. B. 
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Podobnej oceny dokonano dla wartości Ct genów metabolizmu podstawowego. 

Jako że gen wykorzystywany do normalizacji musi charakteryzować się m.in. stałą 

ekspresją w danym typie tkanki (niezależnie od warunków doświadczalnych i stanu 

chorobowego) stwierdzono, że gen fosforybozylotransferazy hipoksantynowej HPRT1 

nie może pełnić funkcji endogennej kontroli. Otrzymane wartości Ct wykazywały duże 

zróżnicowanie, zarówno w obrębie grupy badanej, jak i kontrolnej. Uzyskane wyniki 

normalizowano zatem względem średniej wartości Ct dla 4 genów referencyjnych: 

mikroglobuliny -2 (B2M), białka rybosomalnego L13a (RPL13a), dehydrogenazy 

aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH) oraz -aktyny (ACTB).  

   

4.2.3 Analiza profilu ekspresji genów regulujących proces angiogenezy w grupie  

pacjentów z ALL w porównaniu do grupy kontrolnej bez rozpoznania choroby 

nowotworowej 

 

Surowe dane (wartości Ct) otrzymane w wyniku reakcji PCR zaimportowano do 

programu RT
2
 Proflier PCR Array Data Analysis, za pomocą którego dokonano oceny 

profilu ekspresji genów regulujących angiogenezę w grupie badanej (pacjenci  

ze zdiagnozowaną ALL) i grupie kontrolnej (osoby bez rozpoznania choroby 

nowotworowej).  Program umożliwia wykonanie kilku typów analiz, m.in. analizy 

scatter plot, volcano plot czy multigroup plot. Pierwsza z nich przedstawia różnice we 

względnej ekspresji genów z dwóch grup (badana i kontrolna) po normalizacji 

względem genów referencyjnych. Analiza typu volcano plot daje możliwość oceny 

zmiany względnej ekspresji genów pomiędzy grupami z uwzględnieniem istotności 

statystycznej różnicy. Z kolei badanie multigroup plot wykazuje zmiany w ekspresji, 

uwzględniając odchylenie standardowe.  

Stosując w/w narzędzia określono zmianę we względnej ekspresji genów  

w grupie badanej w stosunku do grupy kontrolnej. Jako granicę istotności zmian  

w ekspresji (tj. obniżenie lub podwyższenie jej poziomu względem grupy kontrolnej) 

przyjęto wartość 4. Oznacza to, że ekspresja genu musi różnić co najmniej 4-krotnie, 

aby uznać, iż odbiega ona od ekspresji w grupie kontrolnej. Bazując na analizie scatter 

plot, stwierdzono podwyższoną ekspresję 8 genów w grupie pacjentów z ALL  

w stosunku do grupy kontrolnej. Zaobserwowano także, że poziom ekspresji 13 genów 

jest niższy. Logarytm dziesiętny wartości 2
-ΔCt

 dla grupy badanej reprezentowany jest 

na osi Y, podczas gdy logarytm dziesiętny wartości 2
-ΔCt

 dla grupy kontrolnej na osi X. 
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Na otrzymanym wykresie nie wskazano punktów reprezentujących wartości ekspresji 

dla genów referencyjnych i kontroli (Rycina 9).  
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Rycina 9. Analiza scatter plot ekspresji genów w grupie pacjentów z ALL względem grupy kontrolnej. 

Linia środkowa – ekspresja identyczna dla badanych grup, linie boczne – granica istotności zmian w 

ekspresji (4x), º - geny o podwyższonej ekspresji w grupie badanej (ALL), º - geny o obniżonej ekspresji 

w grupie badanej (ALL) 

 

Otrzymane po zastosowaniu badania scatter plot wyniki poddano analizie 

volcano plot oraz multigroup plot. Pozwoliło to na porównanie względnej ekspresji 

genów w obydwu grupach z uwzględnieniem odchyleń standardowych oraz weryfikację 

otrzymanych danych poprzez określenie istotności statystycznej (test t-Studenta) 

różnicy w ekspresji genów pomiędzy grupą badaną a grupą kontrolną. W wyniku tego 

postępowania liczba genów, których ekspresja uległa zmianie w grupie ALL, 

zmniejszyła się. Stwierdzono, że istotnie wyższą ekspresją (p <0,05) wśród pacjentów  

z rozpoznaniem ALL charakteryzują się dwa geny, a istotnie niższą – 6 genów. 

Wykresy analizy multigroup plot reprezentują zmianę poziomu ekspresji (oś Y) po 

normalizacji względem genów referencyjnych w grupie kontrolnej oraz badanej wraz  

z odchyleniami standardowymi (SE), wynikającymi z różnic w poziomie ekspresji 

danego genu będących efektem zmienności osobniczej (wykresy sporządzono dla 
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genów o podwyższonej i obniżonej ekspresji). Na wykresie wskazano geny, dla których 

różnica w ekspresji była istotna statystycznie. Z kolei wykres badania volcano plot 

uwzględnia ujemny logarytm dziesiętny z wartości p (oś Y) oraz logarytm o podstawie 

2 ze zmiany ekspresji genów w grupie badanej względem grupy kontrolnej (oś X). Na 

otrzymanym wykresie nie wskazano punktów reprezentujących wartości ekspresji dla 

genów referencyjnych i kontroli (Rycina 10, 11, 12). Charakterystykę genów  

o podwyższonej i obniżonej ekspresji przedstawiono w Tabeli 6. 
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Rycina 10. Analiza typu volcano plot ekspresji genów regulujących angiogenezę w grupie pacjentów ze 

zdiagnozowaną ALL względem grupy kontrolnej z uwzględnieniem istotności statystycznej różnicy  

w ekspresji (p < 0,05). Linia środkowa – ekspresja identyczna dla badanych grup, linie boczne – granica 

istotności zmian w ekspresji (4x), linia pozioma – granica istotności statystycznej, º - geny  

o podwyższonej ekspresji w grupie badanej (ALL), º - geny o obniżonej ekspresji w grupie badanej 

 



Wyniki 50 

Zm
ia

na
 e

ks
pr

es
ji

Zm
ia

na
 e

ks
pr

es
ji

Grupa kontrolnaGrupa kontrolna Grupa badanaGrupa badana

ENG/CD105     PlGF

 

Rycina 11. Analiza typu multigroup plot ekspresji genów na podwyższonym poziomie u pacjentów ze 

zdiagnozowaną ALL względem grupy kontrolnej. Słupki prezentują średnią zmian ekspresji ± SE z 4. 

niezależnych oznaczeń dla grupy kontrolnej i 8. dla grupy badanej 
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Rycina 12. Analiza typu multigroup plot ekspresji genów na obniżonym poziomie u pacjentów ze 

zdiagnozowaną ALL względem grupy kontrolnej. Słupki prezentują średnią zmian ekspresji ± SE z 4. 

niezależnych oznaczeń dla grupy kontrolnej i 8. dla grupy badanej 
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Tabela 6. Charakterystyka genów o podwyższonej i obniżonej ekspresji w grupie badanej względem 

grupy kontrolnej 
 

Nazwa genu Symbol Opis 
Numer 

dostępu 
GenBank 

Pozycja na 
macierzy 

Zmiana 
ekspresji 

p  
(test t-

Studenta) 

CD105, END, 
FLJ41744, HHT1, 

ORW, ORW1 
ENG Endoglina NM_000118 C01 4,31 0,010392 

D12S1900, PGFL, 
PLGF, PlGF-2, SHGC-

10760 
PlGF 

Łożyskowy czynnik 
wzrostu 

NM_002632 F02 4,74 0,000860 

APN, CD13, GP150, 
LAP1, P150, PEPN 

ANPEP 
Błonowa 

aminopeptydaza 
alanylowa 

NM_001150 A06 -13,28 0,002137 

ECGF1, MNGIE, 
PDECGF, TP, hPD-

ECGF 
TYMP Fosforylaza tymidyny NM_001953 B07 -9,52 0,001265 

HPA, HPR1, HPSE1, 
HSE1 

HPSE Heparanaza NM_006665 C12 -5,66 0,000129 

COX1, COX3, 
PCOX1, PGG, HS, 
PGHS-1, PGHS1, 

PHS1, PTGHS 

COX-1 
Syntaza 

prostaglandin G/H I 
cyklooksygenaza 

NM_000962 F07 -5,09 0,008871 

CSC-21K TIMP2 
Inhibitor 2 

metaloproteinaz 
NM_003255 G07 -4,62 0,000001 

B94 TNFAIP2 
Białko 2 indukujące 

TNFα 
NM_006291 G10 -14,48 0,000224 

 

Ekspresję białka postanowiono scharakteryzować dla genów o podwyższonej 

ekspresji (endogliny, łożyskowego czynnika wzrostu) oraz jednego genu o obniżonej 

ekspresji – cyklooksygenazy 1.  

 

4.3 Ekspresja białka 

 

4.3.1 Ekspresja antygenu CD10 

 

 Obecność antygenu CD10 stwierdzano w populacji komórek blastycznych 

szpiku kostnego (ALL przed rozpoczęciem leczenia, wznowa) oraz w prawidłowych 

limfocytach (remisja) (Fot. 14-18, dokumentacja fotograficzna wyników reakcji ICC  

i IMF znajduje się w rozdziale 10). Liczba komórek CD10 pozytywnych była różna  

w obrębie tej samej grupy pacjentów, jak i między grupami – od pojedynczych do 

wszystkich blastów.  

Spośród 74 przebadanych rozmazów biopsji szpiku kostnego, w 28 (37,84%) 

obserwowano pozytywny wynik reakcji wykrywającej antygen CD10. W grupie  

z rozpoznaniem ALL przed rozpoczęciem leczenia, ekspresję białka stwierdzono  

u 54,17% pacjentów z korzystnym przebiegiem choroby (13/24) (Fot. 16) i u 50% 
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pacjentów (2/4), u których przebieg choroby był niekorzystny (Fot. 14, 15). W ALL  

w okresie remisji o korzystnym przebiegu 5 spośród 20 przypadków wykazywało 

pozytywny wynik reakcji (25%), a w ALL w remisji o niekorzystnym przebiegu – 20% 

pacjentów (2/5) (Fot. 17). U 6 z 21 (28,57%) pacjentów w okresie wznowy choroby 

stwierdzono ekspresję antygenu CD10 (Fot. 18). W żadnym przypadku z grupy 

kontrolnej nie obserwowano pozytywnego wyniku reakcji (Rycina 13).  
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Rycina 13. Odsetek pacjentów wykazujących obecność komórek pozytywnych dla CD10 w zależności 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) ograniczała się do komórek blastycznych szpiku oraz 

prawidłowych limfocytów. Pozytywny odczyn reakcji dotyczył różnego odsetka 

komórek w szpiku.  

Największy odsetek pacjentów, u których obserwowano obecność komórek 

immunopozytywnych dla endogliny, stwierdzono w grupie w okresie remisji  

o niekorzystnym przebiegu (80%) (Fot. 4, 5, 20). Istotnie najmniejszą liczbą pacjentów 

CD105-pozytywnych charakteryzowała się grupa w okresie remisji o korzystnym 

przebiegu (5/20) (Fot. 3). W grupach pacjentów przed leczeniem (o korzystnym  

i niekorzystnym przebiegu) i w okresie nawrotu pacjenci z pozytywnym odczynem 

reakcji stanowili od 50% do 66,67% wszystkich pacjentów w grupie (Fot. 1, 2, 6, 7, 19). 

* 
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Stwierdzono ponadto obecność komórek CD105-pozytwynych w biopsjach grupy 

kontrolnej. Odsetek pacjentów, u których obserwowano ekspresję antygenu wynosił 

44,44% (4/9) (Rycina 14). 
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Rycina 14. Odsetek pacjentów wykazujących obecność komórek pozytywnych dla endogliny/CD105 w 

zależności 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 r np vs. ALL r kp 

 

4.3.3 Ekspresja łożyskowego czynnik wzrostu PlGF 

 

Obecność PlGF stwierdzano w blastach we wszystkich grupach pacjentów. 

Ekspresja ta dotyczyła z reguły pojedynczych komórek jądrzastych szpiku.  

Odsetek pacjentów immnopozytywnych wahał się od 35% (7/20) w grupie 

pacjentów z remisją o korzystnym przebiegu do 60% (3/5) w grupie z remisją  

o niekorzystnym przebiegu (Fot. 8). Nie stwierdzono natomiast istotnych różnic  

w odsetku pacjentów immunopozytywnych pomiędzy 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 pacjentów wykazujących obecność komórek pozytywnych dla PlGF w zależności 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 w vs. K 

 

4.3.4 Ekspresja cyklooksygenazy 1 COX-1 

 

Podobnie do w/w antygenów, tak i w przypadku antygenu COX-1 obserwowano 

różnice w ekspresji białka pomiędzy komórkami szpiku kostnego  

w obrębie danej grupy, jak i pomiędzy grupami. Natomiast nie stwierdzono obecności 

COX-1 w całej populacji komórek jądrzastych szpiku u żadnego pacjenta ze wznową 

ALL. 

Największy odsetek pacjentów immunopozytywnych stwierdzono w grupie  

w okresie remisji z korzystnym przebiegiem (35%), a najniższy – w grupie przed 

leczeniem o korzystnym przebiegu (12,5%) (Fot. 12, 13). Nie obserwowano istotnych 

różnic pomiędzy pozostałymi grupami, za wyjątkiem wznowy ALL, w której u żadnego  

z przebadanych pacjentów reakcja nie dała pozytywnego wyniku. 22,22% pacjentów 

(2/9) z grupy kontrolnej wykazało ekspresję antygenu COX-1 (Rycina 16).  

 

* 
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Rycina 16. Odsetek pacjentów wykazujących obecność komórek pozytywnych dla COX-1 w zależności 

od etapu ALL (pl – przed leczeniem, r – remisja, w – wznowa, K – kontrola) oraz jej przebiegu (kp – 

korzystny przebieg, np – niekorzystny przebieg). 

 

4.3.5 Porównanie ekspresji antygenów CD105, PlGF, COX-1 i CD10 z obrazem 

klinicznym choroby 

 

W celu określenia przydatności wybranych antygenów do oceny prognozy  

u pacjenta zweryfikowano zależność między odsetkiem pacjentów 

immunopozytywnych a etapem choroby (przed rozpoczęciem leczenia, remisja, 

wznowa) i jej przebiegiem (korzystny, niekorzystny). W pierwszej kolejności 

przeprowadzono porównanie ekspresji białek w grupach: przed leczeniem, w okresie 

remisji i wznowy w obrębie pacjentów, u których choroba miała korzystny przebieg 

oraz wśród pacjentów z chorobą o niekorzystnym przebiegu. W ramach tej analizy 

stwierdzono, że ekspresja antygenu CD105 przed rozpoczęciem leczenia sugeruje 

wystąpienie remisji choroby (p = 0.008). Podobną zależność zaobserwowano również 

dla antygenu CD10 (p = 0,051) (Tabela 7). 
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Tabela 7. Zależność pomiędzy odsetkiem przypadków immunopozytywnych dla danego antygenu  

a przebiegiem ALL w zależności od jej etapu    
 

 
    Przebieg ALL 
 

CD105 PlGF COX-1 CD10 

ALL korzystny 
przebieg 

przed leczeniem 
vs.  
remisja 

p=0,008 p=0,760 p=0,147 p=0,051 

ALL niekorzystny 
przebieg 

przed leczeniem 
vs. 
Remisja/wznowa 

p=0,611 p=1,000 p=0,301 p=1,000 

remisja  
vs.  
wznowa  

p=0,628 p=1,000 p=0,192 p=0,628 

 

Następnie dokonano zestawienia odsetka przypadków immunopozytywnych 

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

przebiegu a grupą kontrolną. Stwierdzono, że ekspresja antygenu PlGF związana jest  

z wystąpieniem wznowy (p = 0,049). Ustalono również, że brak ekspresji COX-1 jest 

charakterystyczny dla okresu wznowy, a zatem sugeruje niekorzystny przebieg choroby 

(p = 0,026) (Tabela 8). 

 

Tabela 8. Zależność pomiędzy odsetkiem przypadków immunopozytywnych dla danego antygenu  

a etapem ALL w zależności od jej przebiegu 
 

        Etap ALL CD105 PlGF COX-1 CD10 

ALL przed 
leczeniem 

korzystny 
przebieg vs. 
kontrola 

p=0,425 p=0,212 p=0,597 p=0,192 

niekorzystny 
przebieg vs. 
kontrola  

p=1,000 p=0,203 p=1,000 p=0,192 

ALL remisja 

korzystny 
przebieg vs. 
kontrola 

p=0,396 p=0,212 p=0,675 p=0,153 

niekorzystny 
przebieg vs. 
kontrola 

p=0,301 p=0,203 p=1,000 p=0,110 

ALL wznowa 
wznowa vs. 
kontrola 

p=0,443 p=0,049 p=0,026 p=0,141 

 

 Szczegółowe zestawienie wyników reakcji immunocytochemicznych znajduje 

się w Tabeli 9 i Tabeli 10 w Załączniku 1.  
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5. OMÓWIENIE WYNIKÓW I DYSKUSJA 

 
Pomimo ogromnego postępu, jaki dokonał się w przeciągu ostatnich 25 lat  

w dziedzinie diagnozowania, sposobów monitorowania oraz leczenia ostrych białaczek 

u dzieci, nadal około 10 – 15% pacjentów z rozpoznaniem ostrej białaczki 

limfoblastycznej umiera z powodu progresji choroby lub powikłań będących efektem 

zastosowanej kompleksowej terapii. Na uwagę zasługuje fakt, że o ile w pierwszej 

połowie lat 90-tych ubiegłego wieku podstawową przyczyną zgonów dzieci  

z rozpoznaniem ALL było zaostrzenie choroby prowadzące do wielonarządowej 

niewydolności wynikającej z obecności nacieków limfoblastycznych, o tyle w ostatnim 

dziesięcioleciu pierwszą przyczyną zejść śmiertelnych pacjentów z rozpoznaniem ALL 

stały się powikłania (najczęściej o charakterze ciężkich infekcji) będące konsekwencją 

wyniszczenia organizmu stosowaną chemioterapią. 

Podstawowym dylematem towarzyszącym lekarzom prowadzącym pacjenta  

z ALL staje się w ostatnich latach pytanie: w jaki sposób kwalifikować pacjentów do 

grup ryzyka i w jaki sposób prowadzić leczenie tych osób, u których zauważono 

niekorzystny przebieg choroby (np. zjawisko oporności na leki steroidowe, opóźnione 

uzyskanie remisji czy też pojawienie się nawrotu choroby). W wielu sytuacjach leczenie 

jest oparte na fundamencie różnych, zaakceptowanych przez określone środowisko 

lekarskie, protokołów terapeutycznych. Jednakże w pewnej grupie pacjentów 

(obejmujących wspomniane wyżej 10 – 15% wszystkich chorych  

z rozpoznaniem ALL) postępowanie wg sprawdzonych protokołów leczniczych okazuje 

się niewystarczające. Chorzy ci wymagają bowiem znacznie bardziej rozwiniętej 

indywidualizacji leczenia oraz monitorowania jego skutków. Obecny stan rzeczy 

sprowadza się do sytuacji, w której pacjent z nawrotem ALL jest poddawany coraz to 

nowym schematom chemioterapii (łącznie z przeprowadzeniem transplantacji komórek 

hemopoetycznych), co nieuchronnie prowadzi do postępującego wyniszczenia i istotnie 

większego narażenia na potencjalnie śmiertelne czynniki zakaźne. 

Czy nakreślony stan rzeczy można byłoby zmienić? Wydaje się, że najbardziej 

pożądanym elementem indywidualizacji leczenia w takich przypadkach nie jest 

zaostrzanie stosowanych protokołów terapeutycznych, ale próba zastosowania 

celowanej chemioterapii, opartej przede wszystkim na znajomości biologii nowotworu. 

Taki rodzaj leczenia jest obecnie wykorzystywany w ograniczonym zakresie. Polega on 

przede wszystkim na ocenie wrażliwości komórek nowotworowych na różne 
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chemioterapeutyki oraz próbach stosowania terapii wykorzystujących podawanie 

przeciwciał, w sposób wybiórczy niszczących określoną populację komórek 

nowotworowych. Chlubnym, choć odosobnionym, wyjątkiem w tego rodzaju działaniu 

jest stosowanie leków uniemożliwiających proces translacji u pacjentów z obecnością 

translokacji t(9:22) (chromosom Philadelphia). 

Niewiele można również powiedzieć na temat praktycznych aspektów 

stosowania leków hamujących proces nowotworowej angiogenezy w chorobach 

limfoproliferacyjnych. Choć zagadnienie i poruszana w ramach niego problematyka nie 

jest nowa, trudno znaleźć przykłady powszechnie akceptowanych protokołów 

terapeutycznych pozwalających na stosowanie leków antyangiogennych u pacjentów  

z niepowodzeniami leczenia. Główną przyczyną takiego stanu rzeczy nie jest obawa 

przed niepożądanymi skutkami ubocznymi leków hamujących proces angiogenezy, ale 

brak wystarczających liczby dowodów wskazujących na udział czynników 

proangiogennych w patogenezie ALL oraz innych chorób limfoproliferacyjnych. 

Na tym tle, uzyskane wyniki należałoby omówić w dwóch płaszczyznach. 

Pierwsza z nich dotyczy zamiaru scharakteryzowania pewnych aspektów biologii 

(patomechanizmu) ostrej białaczki limfoblastycznej zależnej od rozwoju nowych 

(patologicznych) naczyń krwionośnych. Drugi aspekt winien dotyczyć próby oceny 

wartości prognostycznej badanych w niniejszej rozprawie białek, które mogłyby 

posłużyć jako nowe czynniki wskazujące określony przebieg choroby i, być może, 

wpływać na bardziej adekwatną kwalifikację pacjentów do określonych grup ryzyka. 

Biologia ostrej białaczki limfoblastycznej pozostaje nadal zagadką.  

W przeciwieństwie do guzów litych, gdzie proces tworzenia nowych naczyń 

krwionośnych jest całkowicie logiczny i zrozumiały, zagadnienie neowaskularyzacji w 

nowotworach hematologicznych pozostaje w kręgach domysłów i przypuszczeń. 

Pojawia się pytanie, w jaki sposób wytłumaczyć konieczność powstawania tychże 

naczyń w nowotworach układu krwiotwórczego, skoro sam nowotwór rozwija się  

w środowisku szpiku kostnego, czyli miejscu powstawania krwi. Z pewnością proces 

powstawania nowych naczyń nie ma zabezpieczać proliferującym komórkom 

nowotworowym dopływu składników odżywczych, tlenu czy też czynników 

stymulujących ich wzrost. O fakcie tym przesądza również kliniczny przebieg tej grupy 

nowotworów: nie stwierdza się guza pierwotnego, a choroba ma charakter pierwotnie 

uogólniony. Co więcej, komórki nowotworowe obecne w szpiku kostnym mają stały 

 i łatwy dostęp do już istniejących naczyń obecnych w przedziale zatokowym szpiku.  
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A jednak, co zauważono ze zdziwieniem już w latach 90-tych ubiegłego wieku, również 

nowotwory hematologiczne, w tym ostra białaczka limfoblastyczna charakteryzują się 

większą liczbą naczyń krwionośnych obecnych w szpiku kostnym, jak i większym 

stężeniem szeregu czynników proangiogennych w surowicy krwi. Pytanie, jakie można 

w tym miejscu postawić brzmi: czy jest to celowe działanie w przebiegu ALL? A może 

komórki nowotworowe, powielając schemat „zachowania” innych komórek 

nowotworowych w guzach litych, zaczynają wytwarzać naczynia krwionośne bez 

zamiaru ich wykorzystania? Odpowiedź na to pytanie jest złożona. Po pierwsze,  

w żadnym rodzaju nowotworu nie ma działań celowych, wynikających z optymalnego 

sposobu zarządzania energią oraz dostępnymi składnikami, jak ma to miejsce  

w prawidłowej tkance. Nowotwór to chaos, którego zasadniczym efektem jest 

destabilizacja istniejących struktur i układów zależności. Na tym tle, tworzenie nowych 

naczyń krwionośnych w nowotworze hematologicznym może być traktowane jako 

czysty przypadek. Przypadek, który jednak nie pozostaje bez zgubnych konsekwencji. 

Okazuje się bowiem, że nowo wytworzone naczynia krwionośne, być może również  

z samych komórek nowotworowych, nie ulegają destrukcji w czasie podczas terapii 

farmakologicznej. Nasuwa to przypuszczenie, że stają się one swoistego rodzaju niszą, 

rezerwuarem dla blastów, które umiejscawiają się poza zasięgiem stosowanych 

chemioterapeutyków (Ratajczak i wsp., 1998). Jednocześnie, oprócz  niewątpliwej 

korzyści w postaci „schronienia”, komórki nowotworowe zyskują dodatkowe źródło 

czynników wzrostu – komórki endotelialne naczyń zaczynają produkować substancje 

stymulujące ich wzrost, różnicowanie i proliferację. Należy tu zaznaczyć, że naczynia 

syntetyzują także regulatory angiogenezy – czynniki o charakterze stymulatorów  

i inhibitorów, co jest de facto ich naturalną funkcją, ulegającą intensyfikacji  

w chorobach nowotworowych. Jednocześnie zgodnie z teorią dotyczącą angiogenezy 

związanej z kancerogenezą za produkcję czynników proangiogennych odpowiedzialne 

są także komórki nowotworowe. W przypadku rozrostów limfoproliferacyjnych zalicza 

się do nich również komórki podścieliska szpiku kostnego. Znajomość tych faktów 

pozwoliła na stworzenie modelu wykazującego układ zależności pomiędzy różnymi 

populacjami komórek w nowotworach hematologicznych w aspekcie angiogenezy. 

Postuluje się istnienie szeregu pętli o charakterze auto- i parakrynnym, wytwarzanych 

przez w/w typy komórek i oddziałujących na nie. W efekcie wystąpienia tych zdarzeń 

dochodzi do ukształtowania się mikrośrodowiska w szpiku kostnym bogatego w nowo 

powstające naczynia krwionośne sprzyjające rozwojowi nowotworu (Keyhani i wsp., 
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2001). Jak już wspomniano, neoangiogeneza w rozrostach limfoproliferacyjnych 

przejawia się nie tylko zwiększoną liczbą naczyń w szpiku, ale także podwyższonym 

stężeniem czynników stymulujących angiogenezę w płynach ustrojowych (Perez-

Atayde i wsp. 1997, Faderl i wsp., 2005, Avramis i wsp., 2006).  Aguayo i wsp. (2000) 

stwierdzili m.in., że stężenie naczyniowo-śródbłonkowego czynnika wzrostu w szpiku 

kostnym i krwi obwodowej stanowi niezależny czynnik rokowniczy u chorych na ostrą 

białaczkę szpikową. Podobne rezultaty uzyskał Avramis i wsp., wykazując że oprócz 

tego, że wysoki poziom VEGF w surowicy krwi dotyczył dzieci z ALL, u których 

nastąpiła wznowa choroby, to dodatkowo ujemnie korelował on z czasem pojawienia 

się nawrotu. Potwierdziła to grupa Lyu (2007), która obserwowała istotnie wyższy 

poziom VEGF oraz czynnika wzrostu fibroblastów u dzieci z ostrą białaczką. Badania 

określające stężenie regulatorów angiogenezy dotyczą także poziomu molekularnego. 

Koomagi i wsp. (2001) stwierdzili podwyższony poziom mRNA kodującego 

naczyniowo-śródbłonkowy czynnik wzrostu w ALL w okresie wznowy, co potwierdził 

później Stachel i wsp. (2007). Ponadto czas przeżycia bez nawrotu oraz całkowity czas 

przeżycia ujemnie korelował ze stężeniem VEGF.  Oczywiście najbardziej miarodajną 

metodą określającą intensywność angiogenezy jest bezpośrednia ocena 

mikrounaczynienia w szpiku kostnym. Już koniec lat dziewięćdziesiątych ubiegłego 

wieku przyniósł informacje dotyczące zwiększonej gęstości naczyń krwionośnych  

w szpiku (microvessel density, MVD) pacjentów z ostrą białaczką (Perez-Atayde  

i wsp., 1997, Hussong i wsp., 2000). Wykazano także, że podwyższony MVD rokuje 

wystąpienie niekorzystnych zdarzeń w trakcie rozwoju ALL, takich jak nawrót czy zgon 

(Norén-Nyström i wsp., 2009). Korkolopoulou i wsp. (2001) stwierdzili ujemną 

korelację między całkowitym obszarem naczyniowym (total vascular area, TVA)  

w szpiku a czasem całkowitego przeżycia oraz między gęstością mikronaczyń szpiku 

kostnego a czasem wolnym od choroby u chorych na zespoły mielodysplastyczne. Na 

tym tle, wydaje się być uzasadnionym monitorowanie pośrednich (ekspresja czynników 

pro- i antyangiogennych) jak i bezpośrednich (ocena stopnia mikrounaczynienia  

w szpiku kostnym) parametrów neowaskularyzacji, zmierzających do próby 

modyfikowania postępowania terapeutycznego u pacjentów z nowotworami 

hematologicznymi.  

Wyniki prezentowanych badań uzyskano opierając się na materiale, który 

stanowiła krew obwodowa będąca źródłem komórek blastycznych – powstających  

w szpiku, a następnie transportowanych do krwiobiegu. Jest to w związku z tym 
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materiał wystarczająco reprezentatywny, a jednocześnie pozyskiwany w sposób prosty  

i mało inwazyjny. Badania przeprowadzono również bazując na rozmazach biopsji 

szpiku kostnego, rutynowo wykonywanych w diagnostyce ostrej białaczki 

limfoblastycznej. W badaniach nie zastosowano bezpośredniej analizy gęstości i jakości 

naczyń krwionośnych w szpiku kostnym. Istotnym utrudnieniem redukującym 

możliwość wykonania tego typu oceny jest fakt bardzo zawężonych wskazań 

wykonywania trepanobiopsji u dzieci. Do najważniejszych z nich należą nieuzyskanie 

materiału z biopsji aspiracyjnej, podejrzenie włóknienia szpiku, podejrzenie choroby 

spichrzeniowej lub ustalenie stopnia aplazji lub hipoplazji szpiku. Oznacza to zatem, że 

w przypadku ostrej białaczki limfoblastycznej jak i, generalnie, ostrych białaczek  

u dzieci jedyną możliwością oceny angiogenezy w szpiku kostnym jest metoda 

pośrednia, która opiera się na określeniu poziomu ekspresji czynników regulujących 

angiogenezę w danym układzie biologicznym  

Pierwszy etap badań polegał na określeniu ekspresji panelu 84 genów, o których 

wiadomo, że są – w różny sposób i w różnym stopniu – zaangażowane w regulację 

neowaskularyzacji. W zdecydowanej większości badań związanych z angiogenezą  

w nowotworach hematologicznych, analiza ekspresji ogranicza się do wybranych, 

pojedynczych czynników i są to z reguły cząsteczki uznane za najistotniejsze dla tego 

procesu (VEGF, FGF). Postępowanie takie z reguły nie uwzględnia możliwości 

zaangażowania innych regulatorów w zachodzenie angiogenezy w tym typie 

nowotworów. Należy pamiętać, że biologia każdego rodzaju nowotworu jest inna, co 

wiąże się  z  odmiennym podłożem molekularnym, a zatem zestawem genów 

zaangażowanych w nowotworzenie. W związku z tym wydaje się być istotne 

wykonanie przesiewu, mającego na celu stworzenie profilu ekspresji grupy genów, co  

w efekcie umożliwi wskazanie tych o potencjalnie istotnym znaczeniu. Kierując się 

tymi przesłankami, za pomocą reakcji PCR określono różnice w ekspresji wybranych 

genów (Tabela 5) w grupie pacjentów ze zdiagnozowaną ALL i grupie kontrolnej 

(osoby zdrowe). Biorąc pod uwagę parametry techniczno-metodologiczne 

(niespecyficzne produkty, bardzo niski poziom ekspresji) z badania wykluczono 19 

genów. Spośród pozostałych 65 wyłoniono te, których ekspresja znacząco różniła się 

pomiędzy grupami (zmiana była co najmniej 4-krotna, przy p < 0,05). Stwierdzono, że 

podwyższoną ekspresję w grupie badanej wykazują endoglina/CD105 oraz łożyskowy 

czynnik wzrostu. Ponadto zaobserwowano obniżenie ekspresji w  przypadku 6 genów: 

błonowej 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 białka 2 indukukowanego przez TNFα 

(TNFAIP2).  

Podwyższony poziom transkryptu sugeruje także zwiększoną ilość białka  

w komórce, nie jest to jednak jednoznaczne. W związku z tym w kolejnym etapie badań 

postanowiono dokonać oceny ekspresji endogliny i PlGF polegającej na 

immunocytochemicznej detekcji białka na rozmazach biopsji szpiku kostnego 

pochodzących od dzieci z ALL. Endoglina jest przezbłonową glikoproteiną, której 

obecność charakterystyczna jest przede wszystkim dla aktywowanych komórek 

śródbłonka (Letamendia i wsp., 1998). Pełni funkcję receptora pomocniczego systemu 

receptorów dla transformującego czynnika wzrostu  (TGF ). Sądzi się, CD105 

moduluje odpowiedź komórek na działanie TGF  poprzez uruchamianie (TGF /ALK1) 

bądź hamowanie (TGF /ALK5) szlaków sygnalizacyjnych, co inicjuje proliferację, 

migrację i adhezję komórek śródbłonka oraz blokuje apoptozę (Rius i wsp., 1998). 

Udział endogliny w angiogenezie przypisuje się temu działaniu. Obserwuje się 

obecność antygenu w naczyniach około- i śródnowotworowych i dotyczy to m.in. raka 

piersi, jelita grubego czy jajnika (Dallas i wsp., 2008). Ekspresja endogliny koreluje  

z reguły z niepomyślną prognozą (Ding i wsp., 2006, Akagi i wsp., 2002, Li i wsp., 

2000a). Stwierdza się podwyższony poziom CD105 w surowicy pacjentów  

z nowotworami mieloidalnymi (Calabrò i wsp., 2002), jak również w przypadku 

przewlekłej białaczki typu B (Kay i wsp., 2002). Łożyskowy czynnik wzrostu należy do 

dużej rodziny stymulatorów angiogenezy VEGF. Inicjacja tworzenia naczyń  

z jego udziałem zachodzi na kilku drogach: poprzez wiązanie się ze swoim receptorem 

VEGFR-1, stymulację wiązania VEGF do VEGFR-2 czy rekrutację hemopoetycznych 

komórek progenitorowych ze szpiku (Maglione i wsp., 1991, Luttun i wsp., 2002b, 

Carmeliet i wsp., 2001). Poziom PlGF koreluje ze stadium nowotworu, jego 

unaczynieniem, potencjałem tworzenia przerzutów oraz czasem przeżycia (Ribatti, 

2008). Obserwuje się podwyższoną ekspresję tego czynnika w białaczkach szpikowych 

(Lee i wsp., 2007).  

O ile podwyższenie ekspresji genów było zjawiskiem oczekiwanym, o tyle nie 

spodziewano się uzyskania danych sugerujących niższą ekspresję regulatorów 

angiogenezy. Zaskakującym był również fakt, iż sytuacja ta dotyczyła aż 6 genów, które 

w większości charakteryzuje się jako stymulatory neowaskularyzacji. Gen ANPEP, 



Omówienie wyników i dyskusja 63 

zwany także antygenem CD13, jest proteazą zaangażowaną w proteolizę 

zewnątrzkomórkową i sugeruje się jej udział w angiogenezie (Hashida i wsp. 2002). 

CD13 jest uznanym antygenem mieloidalnym (Radwańska (red.), 1998, Czyż i wsp., 

2008), co być może jest wytłumaczeniem dla jego obniżonej ekspresji  

w prezentowanym badaniu, które dotyczy białaczek linii limfoidalnej. Białko TYMP 

jest enzymem katalizującym konwersję tymidyny do tyminy (Bronckaers i wsp., 2009). 

Nazywane jest też PD-ECGF (platelet derived-endothelial cell growth factor), co 

wynika z jego udziału w angiogenezie (poprzez stymulację migracji komórek 

śródbłonka). Co ciekawe, obserwuje się ekspresję TYMP w prawidłowych limfocytach, 

natomiast stwierdza się znacznie obniżony poziom białka w komórkach blastycznych 

(Shiotani i wsp., 1989). Jest to zgodne w wynikami uzyskanymi w badaniach. 

Heparanaza posiada funkcję endoglikozydazy odcinającej siarczan heparanu z białek 

macierzy zewnątrzkomórkowej, co przejawia się m.in. uwalnianiem FGF podczas 

angiogenezy. Uważa się, że aktywność tego białka koreluje z potencjałem tworzenia 

przerzutów w guzach litych. W przypadku białaczek stwierdza się, że jego ekspresja jest 

charakterystyczna przede wszystkim dla typu szpikowego (Bitan i wsp., 2002). Stąd też 

uzyskany wynik może być pośrednim potwierdzeniem tej hipotezy. TIMP2 jest 

inhibitorem metaloproteinaz (MMP). Z funkcją tą wiąże się m.in. hamowanie 

podziałów komórkowych śródbłonka naczyń, co kwalifikuje to białko do inhibitorów 

angiogenezy. Jako że funkcja tego czynnika ściśle związana jest z MMP, jego ekspresję 

charakteryzuje się, również w przypadku białaczek, wspólnie z metaloproteinazami.  

W ALL stwierdza się, że odpowiednia proporcja pomiędzy MMP a TIMP2 (na korzyść 

MMP) związana jest z pozaszpikowym umiejscowieniem choroby, co jednocześnie jest 

przejawem niepomyślnej prognozy (Suminoe i wsp., 2007). W tej sytuacji obniżenie 

ekspresji TIMP2 wydaje się  świadczyć o potencjale angiogennym blastów. TNFAIP2 

zidentyfikowano jako czynnik aktywowany przez TNFα w komórkach endotelialnych, 

stąd tez postuluje się jego zaangażowanie w angiogenezę (Rusiniak i wsp., 2000). 

Doniesienia literaturowe sugerują udział białka w patogenezie białaczek szpikowych, 

natomiast nie stwierdza się jego obecności w innych typach nowotworów 

hematologicznych (Rusiniak i wsp., 2000). Zatem obniżona ekspresja tego czynnika 

może wiązać się z limfoblastycznym typem białaczki. Wśród białek, których ekspresja 

była niższa u pacjentów z ALL, ciekawym wydaje się być cyklooksygenaza 1. Enzym 

ten zaangażowany jest w przemianę kwasu arachidonowego do prostaglandyn. Jako że 

prostaglandyny mają duży wpływ na nowotworzenie naczyń, tą funkcja uzasadnia się 
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udział COX-1 w angiogenezie. Ponadto sugeruje się, że enzym aktywuje geny 

odpowiedzialne za formowanie światła naczyń (Tsujii i wsp., 1998). Izoforma 1 

cyklooksygenazy ulega konstytutywnej ekspresji w większości tkanek ludzkich.  

W związku z tym fakt zaangażowania PTGS1 w angiogenezę rozpatruje się na poziomie 

fizjologicznych zdarzeń zachodzących w organizmie. W obliczu tej hipotezy, obniżona 

ekspresja genu znajduje swoje uzasadnienie, sugerując brak jego udziału w patogenezie 

ALL. Doniesienia literaturowe dotyczą w głównej mierze izoformy 2 cyklooksygenazy, 

niewiele jest tych określających potencjalną rolę COX-1 w kancerogenezie i brakuje 

wśród nich powiązań z nowotworami limfoproliferacyjnymi. Na tym tle niezwykle 

interesująca wydaje się być dokładna ocena ekspresji COX-1 w ostrej białaczce 

limfoblastycznej. Postanowiono zatem włączyć czynnik PTGS1 do drugiej fazy badań. 

W przypadku pozostałych genów z tej grupy odstąpiono od oceny ekspresji białka, 

uznając, iż obniżona ekspresja sugeruje także niski poziom/brak białka. W związku  

z tym ocena COX-1 w komórkach blastycznych szpiku kostnego była też swego rodzaju 

kontrolą, mającą na celu porównanie poziomu mRNA i białka.  

Antygen CD10, zwany również CALLA (common acute lymphoblastic leukemia 

antigen) był pierwszym markerem umożliwiającym identyfikację komórek 

blastycznych w ALL. Jest to glikozylowane białko, wykazujące aktywność 

endopeptydazową. Jego fizjologiczną ekspresję wykazują m.in. enterocyty, kanaliki 

nerkowe i komórki nerwowe w mózgu. Pełni on w organizmie szereg funkcji zależnych 

od substratów w poszczególnych narządach i typach komórek (Béné i Faure, 1997, 

Kubiak-Wlekły i Niemir, 2009). CD10 zaangażowane jest w dojrzewanie limfocytów B. 

Ekspresję antygenu stwierdza się w białaczkach o fenotypie wczesne pre-B oraz pre-B 

(Radwańska (red.), 1998). Odsetek komórek CD10-pozytywnych zmniejsza się  

w bardziej dojrzałych formach ALL typu B (Béné i Faure, 1997). Jako że wczesne pre-

B ALL (III i IV grupa) oraz pre-B ALL stanowią aż 85% wszystkich ALL, antygen 

CALLA może być uznany jako marker komórek ostrej białaczki limfoblastycznej.  

Z tego też względu w ramach wewnętrznej kontroli pozytywnej postanowiono 

dodatkowo wykonać analizę immunocytochemiczną dla CD10.  

Jak już wspomniano, druga część prezentowanych badań polegała na określeniu 

ekspresji wybranych czynników regulujących angiogenezę (endoglina, łożyskowy 

czynnik wzrostu, cyklooksygenaza 1) oraz antygenu CD10 na poziomie białka. Etap ten 

przeprowadzono wykorzystując narzędzia immunocytochemiczne – klasyczną technikę 

ABC oraz, w przypadku CD105, również immunofluorescencję. Zastosowanie 
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dodatkowej techniki w przypadku analizy ekspresji endogliny wiązało się z weryfikacją 

specyficzności uzyskanego odczynu w metodzie ABC. Działanie takie było niezbędne, 

gdyż stosowane przeciwciało anty-CD105 przeznaczone do detekcji białek metodami 

immunocytochemicznymi wykazywało swoistość wielogatunkową (ludzką, mysią oraz 

szczurzą).  

Ocenę ekspresji białek przeprowadzono na 74 archiwalnych rozmazach biopsji 

szpiku kostnego, które pobrano od dzieci ze zdiagnozowaną ostrą białaczką 

limfoblastyczną, hospitalizowanych w Klinice Onkologii, Hematologii  

i Transplantologii Pediatrycznej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu w latach 1997-

2005. Warto tutaj zwrócić uwagę na sposób utrwalania preparatów. Rozmazy w ciągu 

24 godzin od pobrania poddawano działaniu 96% etanolu (30 min, temperatura 

pokojowa) i zamrażano w temperaturze -20ºC. W czasie co najmniej 5 lat (w przypadku 

biopsji wykonanych najpóźniej) preparaty wielokrotnie rozmrażano i zamrażano. 

Zaobserwowano, że działanie takie było korzystne z punktu widzenia badań 

immunocytochemicznych, ponieważ prowadziło do permeabilizacji błon komórkowych, 

ułatwiając tym samym cząsteczkom przeciwciał penetrację obszaru 

cytoplazmatycznego komórki. Biopsje szpiku kostnego pobrano od 49 pacjentów. 

Różnica w ilości preparatów i liczbie pacjentów wynika z faktu, iż u niektórych z nich 

aspiracje wykonano kilkakrotnie w różnych okresach rozwoju ALL (co szczegółowo 

przedstawiono w Rozdziale 3.4). Dało to możliwość śledzenia przebiegu choroby  

u jednego pacjenta z jednoczesną obserwacją ekspresji badanych antygenów. Należy tu 

również nadmienić, że okres obserwacji pacjentów od momentu pobrania materiału był 

stosunkowo długi, bo co najmniej 5-letni, co z kolei stworzyło szansę na określenie 

charakteru przebiegu choroby (wejście w trwałą remisję bądź nawrót i/lub zgon).  

Po przeprowadzeniu reakcji immunocytochemicznych dokonano oceny 

poddanych analizie preparatów. Ocena jakościowa wyników reakcji ICC w rozmazach 

komórkowych jest problematyczna. Należy pamiętać, że w takich przypadkach, 

odmiennie niż w skrawkach, dokonuje się obserwacji całych komórek, co stwarza 

trudności w ocenie umiejscowienia odczynu (jądro komórkowe, cytoplazma, błona 

komórkowa). Szczególnie skomplikowane jest to, gdy sytuacja dotyczy komórek 

limfoblastycznych szpiku kostnego, w których obszar cytoplazmy niemalże pokrywa się 

z obszarem błony komórkowej. Nie podejmowano w związku z tym próby identyfikacji 

lokalizacji odczynu. Nie wykonywano także oceny ilościowej. Wdrożenie tego typu 

postępowania spowodowałoby zmniejszenie liczebności grup pacjentów, co z kolei 
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uniemożliwiłoby przeprowadzenie analizy statystycznej. Przyjęto natomiast, że każdy 

pacjent, u którego stwierdzano > 5% immunopozytywnych, wykazywał ekspresję 

danego antygenu.  

Wykorzystując test Gaussa, porównano odsetek pacjentów wykazujących 

ekspresję danego antygenu pomiędzy grupami zdefiniowanymi na podstawie etapu 

choroby i jej przebiegu oraz w kontroli. Pozwoliło to na określenie, która z badanych 

grup, a zatem stadium choroby zależnie od sekwencji zdarzeń występujących w trakcie 

jej rozwoju, charakteryzowała się największym odsetkiem pacjentów 

immunopozytywnych, a która najmniejszym.  

Podczas oceny reakcji ICC dla antygenu CD10 stwierdzono jego ekspresję  

we wszystkich grupach pacjentów. Nie zaobserwowano natomiast obecności białka  

u żadnego pacjenta z grupy kontrolnej. Wynik ten był spodziewany, jako że wśród tych 

pacjentów nie było żadnego z rozrostem limfoproliferacyjnym, dla którego 

charakterystyczny jest ten antygen. W obrębie grupy badanej odsetek pacjentów  

z pozytywnym odczynem wahał się od 28,57% we wznowie do 54,17% w ALL przed 

leczeniem o korzystnym przebiegu. Zatem poziom ekspresji w tych grupach niewiele 

się różnił. Natomiast istotnie najniższy odsetek pacjentów immunopozytywnych  

(p = 0,051) wykazano w grupie z remisją, u której nie obserwowano później 

wystąpienia niekorzystnych zdarzeń (25% pacjentów). Z racji braku CD10  

w prawidłowych limfocytach fakt obecności antygenu w remisji był nieco zaskakujący. 

Natomiast dane literaturowe wskazują na ekspresję CD10 w tym okresie choroby, co 

może wiązać się z istnieniem choroby resztkowej (minimal residual disease, MDR). Na 

tym tle uzyskane wyniki (niewielki odsetek pacjentów immunopozytywnych w remisji) 

zdają się świadczyć o korzystnym przebiegu choroby.  

Ekspresję antygenu CD105 oceniano dwiema metodami – 

immunocytochemiczną oraz immunofluorescencyjną. Nie zaobserwowano różnicy  

w specyficzności uzyskanych odczynów, uznano zatem, że przeciwciało  

o wielogatunkowej swoistości dedykowane do ICC może być stosowane do 

wykrywania CD105 w ludzkich komórkach szpiku kostnego. Obecność endogliny 

stwierdzono w grupie badanej oraz w grupie kontrolnej. Należy tutaj zwrócić uwagę na 

fakt, że większość badań dotyczących endogliny koncentruje się na ocenie użyteczności 

białka jako markera gęstości unaczynienia w nowotworach, co jest wynikiem tego, że 

komórki śródbłonka są głównym źródłem tego czynnika (Wang i wsp., 1994, Wikström 

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 wizualizacją naczyń krwionośnych, 

dotyczą głównie rozpuszczalnej formy białka. Stwierdza się jej podwyższony poziom  

w surowicy w raku piersi, szczególnie u tych pacjentów, u których wystąpiły przerzuty 

(Li i wsp., 2000a). Podobnych obserwacji dokonał Takahashi i wsp., (2001) który 

obserwował znacznie wyższe stężenie tego czynnika w przerzutach w raku jelita 

grubego. Badania te nie identyfikują jednak źródła, z którego może pochodzić 

rozpuszczalna forma endogliny – może być uwalniana zarówno przez komórki 

endotelium, jak i komórki nowotworowe. Doniesienia literaturowe potwierdzają 

natomiast ekspresję CD105 także w samych komórkach nowotworowych, co może mieć 

nie tylko znaczenie dla powstawania nowych naczyń, ale także wpływać na ich 

proliferację i migrację (Fonsatti i wsp., 2001, Pérez-Gómez i wsp., 2010). Dlatego też 

fakt wykrywania endogliny w limfoblastach nie jest zaskakujący. Odsetek pacjentów 

immunopozytywnych dla CD105 w grupie kontrolnej wynosił aż 44,44%. Znajduje to 

jednak potwierdzenie w danych literaturowych. Styczyński i wsp. (2007), którzy 

oceniali ekspresję CD105 w komórkach szpiku kostnego u dzieci chorych na 

nowotwory, w tym także w ALL, stwierdzili obecność antygenu także wśród zdrowych 

dawców szpiku. Wśród pacjentów z grupy badanej w ALL przed leczeniem  

o korzystnym i niekorzystnym przebiegu oraz we wznowie odsetek pacjentów  

z pozytywnym wynikiem reakcji był na tym samym poziomie (50% - 66,67%). Istotnie 

najniższą liczbę pacjentów z ekspresją CD105 obserwowano w remisji o korzystnym 

przebiegu (25%), co można interpretować jako  zmniejszanie się produkcji endogliny na 

tym etapie ALL. Pośrednio może to sugerować zaangażowanie białka  

w progresję choroby. Dodatkowo zdaje się to potwierdzać fakt, że najwyższy odsetek 

pacjentów z ekspresją endogliny (80%) obserwowano w grupie remisji, w której 

wystąpiły niekorzystne zdarzenia, co może świadczyć o obecności MDR. Podobne 

obserwacje poczynił Styczyński i wsp. (2007).  

W przypadku łożyskowego czynnika wzrostu nie obserwowano istotnych różnic 

w odsetku pacjentów z jego ekspresją pomiędzy grupami ALL. Procent pacjentów 

immunopozytwnych wahał się od 35 w remisji o korzystnym przebiegu do 60 w remisji 

o niekorzystnym przebiegu. Zbliżony do ostatniego wynik uzyskano także dla wznowy 

(52,38% pacjentów). Taki rozkład ekspresji może być związany z niekorzystnym 

przebiegiem ALL. Podobnych obserwacji dokonał zespół Cheng i wsp. (2010) w raku 

płaskonabłonkowym jamy ustnej, stwierdzając, że PlGF jest związany przede 

wszystkim z zaawansowanym stadium choroby oraz wystąpieniem przerzutów. Co 
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interesujące, tylko u jednego pacjenta z grupy kontrolnej stwierdzono obecność 

łożyskowego czynnika wzrostu. Zbliżone wyniki uzyskał Takahashi i wsp. (1994)  

w nowotworach nerki. Brak ekspresji PlGF w kontroli zdaje się sugerować związek 

pomiędzy ekspresją tego czynnika a patogenezą ALL.  

Bazując na danych uzyskanych z analizy mRNA w ALL, w analizie 

immunocytochemicznej spodziewano się uzyskać wyniki świadczące o braku bądź 

niskiej ekspresji COX-1. W porównaniu do pozostałych antygenów obserwowano 

obniżony odsetek pacjentów immunopozytywnych w każdej z grup pacjentów z ALL. 

Najniższy stwierdzono w ALL przed leczeniem o korzystnym przebiegu (12,5%),  

a najwyższy w grupie remisji z korzystnym przebiegiem (35%). Nie stwierdzono 

obecności COX-1 u żadnego pacjenta ze wznową choroby. Wynik ten jest interesujący 

w porównaniu do danych literaturowych. Athavale i wsp. (2006) obserwowali ekspresję 

COX-1 w raku szyjki macicy u pacjentek z nawrotem choroby. Natomiast brak enzymu 

u pacjentów z ALL w okresie wznowy może sugerować, że jego ekspresja nie jest 

związana z tym etapem choroby. W przypadku kontroli 22,22% pacjentów wykazało 

obecność białka. Niska wykrywalność COX-1 w grupie badanej  

i kontrolnej zdaje się potwierdzać teorię o jej fizjologicznej, konstytutywnej, słabej 

ekspresji w większości tkanek. Wskazuje również na brak zaangażowania enzymu  

w potencjalną patologiczną angiogenezę związaną z ALL oraz sam rozwój choroby.  

Określenie różnić w ekspresji antygenów pomiędzy grupami ALL nie pozwoliło 

na ocenę przydatności ich jako markerów prognozy u dzieci z ALL. W tym celu 

zweryfikowano zależność pomiędzy odsetkiem przypadków immunopozytywnych dla 

danego antygenu a etapem choroby (przed rozpoczęciem leczenia, remisja, wznowa)  

i jej przebiegiem (korzystny, niekorzystny) stosując test dokładny Fishera. Wśród 

pacjentów z korzystnym przebiegiem dokonano zestawienia ekspresji białek pomiędzy 

grupą przed leczeniem i grupą w remisji. W wyniku tego działania stwierdzono silnie 

istotną zależność pomiędzy wyjściową ekspresją antygenu CD105 a wystąpieniem 

remisji choroby (p = 0,008). Wynik ten sugeruje, że CD105 oznaczany w ALL przed 

leczeniem jest korzystnym czynnikiem rokowniczym. Biorąc pod uwagę funkcję 

endogliny – stymulację tworzenia naczyń oraz związek angiogenezy z rozwojem 

nowotworów fakt ten wydaje się być nieco zaskakujący. Ponadto duża część danych 

literaturowych wskazuje na korelację pomiędzy ekspresją CD105 a niepomyślną 

prognozą dla pacjenta. Wskazali na to m.in. Pardali i wsp. (2011) w mięsaku Ewinga, 

gdzie ekspresja receptora TGF  wiązała się ze znacznym skróceniem czasu przeżycia 
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pacjentów. Ta sama grupa zasugerowała, że fakt ten świadczy o potencjale 

proinwazyjnym endogliny. Obserwuje się także związek pomiędzy ekspresją tego 

czynnika a tworzeniem przerzutów w raku piersi i jelita grubego (Li i wsp., 2000a, 

Tkahashi i wsp., 2001). Ponadto podwyższony poziom endogliny w surowicy pacjentek 

z przerzutami raka piersi zmniejsza odpowiedź na leczenie hormonalne oraz czas 

przeżycia (Vo i wsp., 2010). Podobnie sytuacja wygląda w raku gruczołu krokowego – 

podwyższony poziom rozpuszczalnej formy endogliny koreluje z zaawansowanym 

stadium choroby, a oznaczanie poziomu białka w moczu wydaje się być wiarygodnym 

narzędziem diagnostycznym (Fujita i wsp., 2009). Ostatnie doniesienia zaś sugerują, że 

obecność endogliny w surowicy krwi tych pacjentów może wiązać się z tworzeniem 

przerzutów do lokalnych węzłów chłonnych (Karam i wsp., 2008). Istnieją jednak 

doniesienia wskazujące na endoglinę jako czynnik pomyślnej prognozy. Sandlund  

i wsp. (2006) stwierdzili, że pacjentów z jasnokomórkowym rakiem nerki z wysoką 

ekspresją CD105 charakteryzuje lepsze rokowanie. Wiązało się to z faktem, że poziom 

czynnika korelował odwrotnie z stadium wg klasyfikacji TNM (Tumor-Node-

Metastasis). W raku płaskonabłonkowym przełyku obserwuje się obniżoną ekspresję 

endogliny w guzach pierwotnych, co jest związane ze złą prognozą, natomiast jej 

nadekspresja prowadzi do zmniejszenia inwazyjności i obniżenia potencjału tworzenia 

przerzutów (Wong i wsp. 2008). Niewiele jest natomiast doniesień dotyczących 

ekspresji CD105 w białaczkach. Ocena poziomu rozpuszczalnej formy endogliny  

w ostrej białaczce szpikowej oraz w przewlekłych zespołach dysplastycznych sugeruje 

jej podwyższoną ekspresję. Ponadto sądzi się, że CD105 może wpływać na 

bioaktywność i biodostępność swojego liganda –  TGF  – i poprzez to wpływać na 

progresję choroby (Calabrò i wsp., 2003).  Moos i wsp. (2002) zaobserwowali z kolei, 

że ekspresja endogliny jest wyższa w ostrej białaczce limfoblastycznej wywodzącej  

z linii komórek B w porównaniu do T-ALL, w związku z tym może służyć do 

diagnostyki różnicowej tych dwóch typów ALL. Natomiast Catchpoole i wsp. (2007) 

przeprowadzili test analizujący profil ekspresji genów. W wyniku tego działania 

stwierdzili, że spośród wielu zbadanych genów endoglina jest jedynym, którego 

ekspresja wiąże się z niekorzystną prognozą dla dzieci z ALL. Brak danych 

dotyczących potencjalnej funkcji prognostycznej endogliny w ALL uniemożliwia 

dokonanie porównania z uzyskanymi wynikami. Wydaje się jednak, że CD105 może 

wpływać na przebieg ALL.  
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Ta sama analiza (porównanie grupy ALL przed leczeniem z grupą ALL  

w remisji) potwierdziła znany już wcześniej fakt, że ekspresja antygenu CD10  

w momencie rozpoznania świadczy o uzyskaniu przez pacjenta remisji. Wynik ten 

potwierdza wcześniejsze doniesienia, mówiące o korzystnym rokowaniu dla pacjentów 

z ALL, u których stwierdzono obecność CALLA. CD10 świadczy o białaczce typu 

common, która charakteryzuje się ogólnie pomyślnym przebiegiem. Zdaje się to 

świadczyć o doborze odpowiedniej grupy pacjentów do badań, jak i prawidłowym 

wykonaniu reakcji ICC.  

Analizując ekspresję antygenów wśród pacjentów, u których choroba miała 

niepomyślny przebieg, dokonano porównania grupy przed leczeniem z grupą pacjentów 

po leczeniu (łącznie remisję i wznowę) oraz grupy pacjentów z remisją z grupą 

pacjentów ze wznową. W wyniku tego postępowania nie stwierdzono wartości 

prognostycznej dla żadnego z badanych antygenów. 

W kolejnej analizie wykorzystano odmienne podejście – porównano mianowicie 

odsetek pacjentów immunopozytywnych w każdej grupie zdefiniowanej na podstawie 

etapu choroby (przed leczeniem, w remisji i we wznowie) z odsetkiem pacjentów  

w grupie kontrolnej. W działaniu tym uwzględniono również przebieg choroby.  

Nie stwierdzono znaczenia rokowniczego dla żadnego z antygenów dokonując 

porównania ekspresji czynników pomiędzy grupą pacjentów ALL przed rozpoczęciem 

leczenia z grupą kontrolną. Podobny wynik uzyskano dla analizy pomiędzy remisją 

choroby a grupą kontrolną. Natomiast stwierdzono, że ekspresja antygenu PlGF jest 

charakterystyczna dla wystąpienia wznowy choroby (p = 0,049). Ponadto wykazano 

istotną zależność pomiędzy brakiem ekspresji cyklooksygenazy 1 a pojawieniem się 

nawrotu choroby (p = 0,026).  

Jak już wspomniano, podwyższony poziom PlGF obserwuje się w wielu 

nowotworach. Sugeruje się także, że może on być czynnikiem związanym  

z niepomyślnym przebiegiem choroby. Takie wnioski sformułowano w badaniach Xu  

i wsp. (2011), w których przeprowadzono immunhistochemiczną ocenę ekspresji PlGF 

w raku wątroby. Stwierdzono, że okołonowotworowa ekspresja łożyskowego czynnika 

wzrostu koreluje z wielkością guza, obecnością przerzutów i stadium wg klasyfikacji 

TNM. Ponadto stwierdzono, że wysoki poziom białka wiąże się z pojawieniem się 

wznowy choroby. Podobnie w przytaczanej już pracy Cheng i wsp. (2010) 

zaobserwowano, że posługując się technikami immunocytochemicznymi 

wykrywającymi PlGF  można określić rokowanie dla pacjenta, wskazując na PlGF jako 
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czynnik niepomyślnej prognozy. W badaniach, w których określano ekspresję izoform 1 

i 2 łożyskowego czynnika wzrostu oraz ich receptorów w raku piersi stwierdzono 

podwyższony poziom transkryptu i białka obydwu wariantów PlGF. Ponadto 

zaobserwowano, ze wysoka ekspresja PLGF-1 świadczy o niepomyślnej prognozie dla 

pacjentów (Escudero-Esparza i wsp., 2010). W przypadku nowotworów 

hematologicznych literatura dotycząca łożyskowego czynnika wzrostu jest uboga, 

natomiast wydaje się ona być zgodna z danymi uzyskanymi w prezentowanych 

badaniach. Lee i wsp. (2007) zaobserwował znacznie podwyższony poziom PlGF  

w szpiku kostnym u pacjentów z ostrą białaczką nielimfoblastyczną w stosunku do 

grupy kontrolnej. Grupa ta ponadto stworzyła pewien parametr, „angio-indeks”, za 

pomocą którego określała rokowanie dla pacjentów. Indeks ten był wypadkową 

poziomu PlGF, VEGF, VEGF-D, angiopoetyny 2 oraz receptora Tie-2. Wysoka wartość 

tego parametru korelowała z niepomyślną prognozą dla pacjentów z AML. Z kolei  

w 2005 roku grupa Ikai i wsp. dokonała porównania ekspresji PlGF w ALL o fenotypie 

Ph+ (chromosom Philadelphia) i ALL Ph-. Zaobserwowano istotnie wyższy poziom 

czynnika u pacjentów z translokacją. Jako że fenotyp Ph+ jest niekorzystnym 

czynnikiem rokowniczym uznano, że PlGF wiąże się z gorszym prognozą. 

Obserwowano także wpływ łożyskowego czynnika wzrostu na wzrost komórek  

w hodowli ALL, jak również ich migrację. W komórkach tych stwierdzono także 

nadekspresję receptora 1 VEGF, będącego receptorem specyficznym dla PlGF, co 

wiązało się z bardziej inwazyjnym charakterem komórek (Fragoso i wsp., 2006). 

Uzyskane wyniki, jak i dane literaturowe, wydają się świadczyć o zaangażowaniu PlGF  

w patogenezę nowotworów, w tym również ALL. 

 Znaczenie prognostyczne braku obecności COX-1 w komórkach ALL wydaje 

się być zgodne z założeniem, że enzym ten pełni w organizmie fizjologiczne funkcje. 

Pozostaje to jednak w sprzeczności z wieloma danymi literaturowymi, sugerującymi 

zaangażowanie PTGS1 w funkcjonowanie wielu nowotworów: raka piersi, 

gruczolakoraka przełyku czy szyjki macicy (Sales i wsp., 2002, Li i wsp., 2009, Murphy 

i wsp., 2001). Stwierdzono także podwyższony poziom ekspresji białka w kocim raku 

płaskonabłonkowym jamy ustnej (Hayes i wsp. 2006). Grupa Athavale i wsp. (2006) 

wykazała niekorzystne znaczenie rokownicze dla ekspresji COX-1 w I i II stadium raka 

szyjki macicy. Natomiast grupa Khunnarong i wsp. (2008) zaobserwowała ekspresję 

COX-1 u 83,2% pacjentów z nabłonkowym rakiem jajnika. Nie stwierdziła jednak 

zależności pomiędzy ekspresją enzymu a rokowaniem dla pacjenta. Podobne konkluzje 
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poczyniła grupa Jung i wsp. (2010) w gruczolakoraku szyjki macicy. Stwierdziła 

immunohistochemicznie ekspresję PTGS1 u prawie połowy badanych osób, natomiast 

nie wykazała znaczenia prognostycznego. Zatem obecność enzymu mogła być  

w dwóch ostatnich przypadkach zjawiskiem nie związanym z patogenezą tych chorób. 

Brak jest doniesień literaturowych dotyczących ekspresji COX-1 w nowotworach 

wywodzących się z komórek układu krwiotwórczego. Jedynie grupa Truffinet i wsp. 

(2007) dokonała pomiaru ekspresji PTGS1 na poziomie mRNA i białka u 18 pacjentów 

z AML i 4 z ALL. Stwierdzono obecność transkryptu w blastach oraz funkcjonalnego 

białka AML i ALL. W 2002 roku grupa Secchiero i wsp. stwierdziła podwyższoną 

ekspresję w komórkach linii HL-60 (linia ostrej białaczki nielimfoblastycznej). Z kolei 

grupa Rocca i wsp. (2004) obserwowała ekspresję COX-1 w ludzkiej linii NB4, 

wywodzącej się z ostrej białaczki promielocytowej (APL) oraz  

w blastach pacjentów z APL. Grupa ta zasugerowała, że COX-1 może uczestniczyć  

w różnicowaniu komórek ludzkiej APL. Według posiadanej przez autora wiedzy, nie 

określano dotychczas znaczenia prognostycznego cyklooksygenazy 1 w żadnym typie 

białaczki, w tym również w ALL, co uniemożliwia konfrontację uzyskanych wyników  

z danymi literaturowymi.  

 Głównym problemem w prawidłowej interpretacji wyników dotyczących 

ekspresji czynników proangiogennych w nowotworach hematologicznych jest uboga 

literatura przedmiotu. Wynika to z faktu, że zagadnienie angiogenezy w rozrostach 

układu krwiotwórczego jest stosunkowo nowe – pierwsze doniesienia pochodzą  

z połowy lat 90-tych ubiegłego wieku. Ponadto badania koncentrują się w głównej 

mierze na ocenie ekspresji sztandarowych regulatorów angiogenezy – rodzinie VEGF, 

rzadko uwzględniając ocenę innych czynników, których rola w tym typie nowotworów 

może być nieporównywalnie większa. Również samo pojęcie „nowotwory 

hematologiczne” jest niezwykle szerokie, uwzględnia bowiem nowotwory wywodzące 

się z różnych typów komórek, o przebiegu ostrym bądź przewlekłym. Należy pamiętać 

także, że biologia tego typu chorób znacząco różni się u osób dorosłych i dzieci. 

Ponadto trudności sprawia także sprzeczność doniesień i brak wiedzy dotyczącej 

funkcjonowania niektórych czynników.  

Uzyskane wyniki wskazują na związek pomiędzy zróżnicowaną ekspresją 

czynników proangiogennych – endogliny, łożyskowego czynnika wzrostu  

i cyklooksygenazy 1 – a ostrą białaczką limfoblastyczną. Wydaje się jednak, że obecny 

stan wiedzy nie jest wystarczający, aby móc w pełni jednoznacznie określić rolę tych 
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czynników w patogenezie ALL, jak również ich wpływu na proces potencjalnej 

angiogenezy w szpiku kostnym. Należy pamiętać, że wykonana analiza była analizą 

pośrednią, w związku z tym zasugerowała jedynie istnienie zjawiska tworzenia nowych 

naczyń w ALL. A zatem zasadnym i ciekawym wydaje się być w przyszłości skupienie 

się nad zagadnieniem angiogenezy w nowotworach hematologicznych.   
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6. WNIOSKI 

 

1. Podwyższona ekspresja genów endogliny i łożyskowego czynnika wzrostu na 

poziomie mRNA u dzieci z ostrą białaczką limfoblastyczną sugerują udział tych 

czynników w patologicznej angiogenezie zachodzącej w tej grupie wiekowej, 

natomiast obniżona ekspresja cyklooksygenazy 1 może wskazywać na brak 

zaangażowania tego czynnika w procesie naczyniotworzenia u dzieci  

z rozpoznaniem ALL. 

 

2. Endoglina, łożyskowy czynnik wzrostu oraz cyklooksygenaza 1 ulegają  

w różnym stopniu ekspresji na poziomie białka na wszystkich etapach leczenia 

ostrej białaczki limfoblastycznej, z wyjątkiem COX-1, którego ekspresji nie 

stwierdzono u żadnego pacjenta w okresie wznowy ALL. Rozkład ekspresji 

CD105 wskazuje na zwiększoną produkcję antygenu u pacjentów w okresie 

remisji ALL o niekorzystnym przebiegu. Istotnie obniżony odsetek pacjentów 

immunopozytywnych dla PlGF w grupie kontrolnej sugeruje związek czynnika  

z rozwojem choroby. Podobny poziom COX-1 w badanych grupach i w grupie 

kontrolnej oraz brak antygenu we wznowie ALL oznacza prawdopodobnie 

konstytutywną ekspresją tego czynnika, niezwiązaną z patogenezą ALL. 

 

3. Wyjściowa ekspresja antygenów CD105 oraz CD10 u pacjentów  

z rozpoznaniem ALL (przed rozpoczęciem leczenia) związana jest  

z wystąpieniem remisji choroby osiągniętej w czasie przewidzianym protokołem 

leczenia, może zatem wskazywać na powodzenie terapii. Natomiast ekspresja 

antygenu PlGF oraz brak ekspresji COX-1 u pacjentów z nawrotem choroby są 

charakterystyczne dla tego etapu ALL i sugerują wystąpienie niekorzystnych 

zdarzeń. Endoglina, łożyskowy czynnik wzrostu oraz cyklooksygenaza 1 mogą 

być w przyszłości wykorzystywane jako czynniki prognozy w przebiegu ALL,  

a oznaczanie ich ekspresji wydaje się być najbardziej uzasadnione w chwili 

rozpoznania ALL oraz w momencie nawrotu choroby. 
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7. STRESZCZENIE 

 

Białaczki są najczęstszym typem nowotworu wieku dziecięcego i stanowią 30% 

wszystkich nowotworów w tym okresie życia. Wśród nich szczególne miejsce zajmuje 

ostra białaczka limfoblastyczna (ALL), ponieważ stanowi aż 80% wszystkich 

przypadków. Ostra białaczka limfoblastyczna charakteryzuje się stosunkowo dobrym 

rokowaniem, około 85 – 90% pacjentów uzyskuje trwałą remisję. Jednak mimo rozwoju 

metod diagnostycznych i terapeutycznych, odsetek 10 – 15% pacjentów, którzy 

umierają, nie zmienia się na przestrzeni ostatnich 10 lat. Nie zmieniło tego nawet 

wprowadzenie transplantacji szpiku kostnego do rutynowego postępowania u pacjentów 

z nawrotem ALL. Wydaje się zatem, że dalsze zwiększenie odsetka osób, które 

przeżywają jest możliwe dzięki zmianie kwalifikowania pacjentów do grup ryzyka, co 

wiąże się z określaniem nowych czynników prognostycznych. Istnieje wiele czynników 

określanych jako rokownicze dla ALL. Do najważniejszych z nich zaliczmy wiek 

dziecka poniżej jednego roku, wówczas mówimy o tzw. białaczce niemowlęcej, 

charakteryzującej się ogólnie gorszym przebiegiem, oraz wiek dziecka powyżej 10 roku 

życia, i szczególnie dotyczy to chłopców. Niezwykle ważnym czynnikiem jest 

hiperleukocytoza blastyczna, w której liczba blastów przekracza 50000/mm3 

(50x109/l). W przypadku białaczek szczególne miejsce zajmują zmiany genetyczne,  

a szczególnie translokacje chromosomowe (t(4,11), t(9,22), t(8,14), t(1,19)). Ważnym 

czynnikiem rokowniczym jest również brak odpowiedzi na wstępne leczenie – podanie 

kortykosteroidów. Natomiast ze względu na nie zawsze prawidłową klasyfikację 

pacjentów do określonych grup ryzyka, lista czynników prognostycznych dla białaczki 

jest ciągle otwarta. Badania nad każdym potencjalnym czynnikiem rokowniczym mogą 

okazać się niezwykle istotne z punktu widzenia leczenia, jak i prognozy dla pacjenta. 

Na tym tle niezwykle ciekawe wydają się być badania nad procesem angiogenezy  

w nowotworach hematologicznych. Ostatnie kilkanaście lat to okres intensywnych 

badań nad tym zagadnieniem, które potwierdziły zachodzenie tego procesu w tym typie 

nowotworów.  W chorobach rozrostowych układu krwiotwórczego obserwuje się przede 

wszystkim zwiększoną liczbę naczyń krwionośnych w szpiku kostnym. Ponadto 

stwierdza się zwiększoną produkcję czynników proangiogennych, zarówno przez 

komórki nowotworowe, jak i komórki śródbłonka naczyń i pościelisko szpiku. Zjawisko 

to tłumaczy się w dwojaki sposób: sugeruje się, że pomiędzy komórkami zrębu (w tym 

również śródbłonka naczyń) istnieje szereg pętli auto- i parakrynnych, stymulujących 
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wzrost i proliferację obydwu typów komórek. Ponadto uważa się że nowo powstałe 

naczynia są niszą w której komórki nowotworowe znajdują schronienie i są 

jednocześnie źródłem czynników umożliwiających wzrost tych komórek. Opierając się 

na tych faktach, postanowiono dokonać oceny angiogenezy w ostrej białaczce 

limfoblastycznej u dzieci, jako że jest to typ białaczki najczęstszy, poprzez określenie 

ekspresji czynników ją regulujących. Celem tych badań było określenie poziomu 

ekspresji czynników zaangażowanych w angiogenezę w ALL, co stanowiło w istocie 

badanie przesiewowe, mające na celu wyłonienie genów kandydatów  

o potencjalnie istotnym znaczeniu dla patogenezy tej choroby. Skrining ten był punktem 

wyjścia dla pozostałych założeń: analizy ekspresji wybranych genów na poziomie 

białka, i wreszcie porównania uzyskanych wyników z obrazem klinicznym, czego 

efektem była  próba wyłonienia tych białek, które mają znaczenie rokownicze.  

Materiał do badań stanowiła krew obwodowa pobrana od dzieci z rozpoznaniem 

ostrej białaczki limfoblastycznej oraz archiwalne rozmazy biopsji szpiku kostnego 

pobrane od dzieci z ALL. Pierwszym etapem badań było wyselekcjonowanie grupy 

pewnej grupy genów, tzw. „kandydatów” zaangażowanych w proces angiogenezy, 

których ekspresja w jakiś sposób odbiega od normy – czyli jest podwyższona lub 

obniżona, w oparciu  o macierze PCR (Sabiosciences RT² Profiler™ Arrays).  

W kolejnej fazie dokonano oceny ekspresji wybranych czynników na poziomie białka 

oraz antygenu CD10, stanowiącego wewnętrzną kontrolę pozytywną (badania 

immunocytochemiczne i immunofluorescencyjne).  

Wyselekcjonowano 2 geny o podwyższonej ekspresji – endoglinę (CD105) oraz 

łożyskowy czynnik wzrostu (PlGF). Spośród 6 genów o obniżonej ekspresji analizie 

immunocytochemicznej poddano jeden – cyklooksygenazę 1 (COX-1). Endoglina jest 

czynnikiem proangiogennym spełniającym swą funkcję poprzez modulację TGFβ. Jej 

podwyższony poziom obserwuje się w wielu nowotworach, w tym również w ALL. 

Łożyskowy czynnik wzrostu stymuluje wzrost naczyń krwionośnych, głównie poprzez 

oddziaływanie ze swoim receptorem. Sugeruje się jego udział w angiogenezie 

nowotworowej. Cyklooksygenaza 1 jest także cząsteczką proangiogenną, przy czym jej 

zaangażowanie w powstawanie nowych naczyń na poziomie formowania światła 

naczynia ma prawdopodobnie charakter fizjologiczny.  

Stwierdzono, że podwyższona ekspresja genów CD105 i PlGF oraz obniżona 

ekspresja COX-1 na poziomie mRNA u dzieci z ostrą białaczką limfoblastyczną 

sugerują udział tych czynników w patologicznej oraz fizjologicznej angiogenezie, 
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zachodzącej w obrębie szpiku kostnego w tej grupie wiekowej. Ekspresję białka na 

różnym poziomie endogliny CD105, PlGF oraz COX-1 obserwowano we wszystkich 

etapach ALL, z wyjątkiem COX-1, którego ekspresji nie stwierdzono u żadnego 

pacjenta w okresie wznowy ALL. Stwierdzono również, że wyjściowa ekspresja 

antygenów CD105 oraz CD10 u pacjentów z rozpoznaniem ALL (przed rozpoczęciem 

leczenia) może wskazywać na powodzenie leczenia, natomiast ekspresja antygenu PlGF 

oraz brak ekspresji COX-1 u pacjentów z nawrotem choroby sugeruje wystąpienie 

niekorzystnych zdarzeń.  

Wyniki przeprowadzonych badań wskazują, że CD105, PlGF oraz COX-1 mogą 

być w przyszłości wykorzystywane jako czynniki prognozy w przebiegu ALL,  

a oznaczanie ich ekspresji z prognostycznego punktu widzenia wydaje się być 

najbardziej uzasadnione w chwili rozpoznania ALL (przed rozpoczęciem 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
3
 (50x10

9
/l 

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 RT² 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 (PlGF). 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  TGFβ. 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 PlGF 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, PlGF 

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 PlGF 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, PlGF 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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10. DOKUMENTACJA FOTOGRAFICZNA 
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Fot. 1. Pacjent z ALL przed rozpoczęciem leczenia (korzystny przebieg choroby). Reakcja 

immunocytochemiczna dokumentująca obecność antygenu CD105. Odczyn stwierdzony we wszystkich 

komórkach blastycznych szpiku kostnego. Oryginalne powiększenie 200x.  

 

 

Fot. 2. Immunocytochemiczna ekspresja antygenu CD105 u pacjenta z ALL przed rozpoczęciem leczenia 

(niekorzystny przebieg choroby). Odczyn obecny w pojedynczych blastach. Oryginalne powiększenie 

400x. 
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Fot. 3. Pacjent z ALL w okresie remisji choroby (korzystny przebiegu). Immunocytochemiczny odczyn 

na CD105 obecny we wszystkich komórkach jądrzastych szpiku kostnego. Oryginalne powiększenie 

200x. 

 

 

Fot. 4. Reakcja immunocytchemiczna wykrywająca obecność antygenu CD105. Ekspresja obserwowana 

we wszystkich limfoblastach. Pacjent z ALL w okresie remisji choroby (niekorzystny przebieg). 

Oryginalne powiększenie 200x. 

 



Dokumentacja fotograficzna 108 

 

Fot. 5. Ekspresja CD105 w komórkach blastycznych szpiku kostnego, wykrywana za pomocą reakcji 

immunocytchemicznych, u pacjenta z ALL w okresie remisji z późniejszym niekorzystnym przebiegiem 

choroby. Odczyn dotyczy ok. 50% komórek. Oryginalne powiększenie 400x. 

 

 

Fot. 6. Pacjent z ALL w okresie wznowy choroby. Odczyn na CD105 obecny we wszystkich komórkach 

jądrzastych szpiku kostnego. Oryginalne powiększeni 200x. 
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Fot. 7. Wynik reakcji immunocytochemicznej wykrywającej CD105 u pacjenta z ALL w okresie 

wznowy. Odczyn obserwowany w ok. 70% blastów. Oryginalne powiększenia 400x. 

 

 

Fot. 8. Pacjent z ALL w okresie remisji z korzystnym późniejszym przebiegiem choroby. Odczyn na 

PlGF stwierdzony we wszystkich limfocytach szpiku kostnego. Oryginalne powiększenie 200x. 

 



Dokumentacja fotograficzna 110 

 

Fot. 9. Ekspresja antygenu PlGF wykrywana immunocytochemicznie w większości komórek jądrzastych 

szpiku kostnego. Pacjent z ALL w okresie wznowy choroby. Oryginalne powiększenie 200x. 

 

 

Fot. 10. Pacjent z ALL z okresie nawrotu choroby. Immunocytochemiczny odczyn na PlGF obecny w 

pojedynczych blastach. Oryginalne powiększenie 200x. 
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Fot. 11. Wynik reakcji immunocytochemicznej dokumentującej obecność antygenu PlGF u pacjenta z 

ALL w okresie wznowy choroby. Ekspresja stwierdzona w części komórek blastycznych. Oryginalne 

powiększeni 400x. 

 

 

Fot. 12. Pacjent z ALL w okresie remisji o niekorzystnym późniejszym przebiegu choroby. 

Immunocytychemiczny odczyn na COX-1 obecny w części komórek limfoblastycznych. Oryginalne 

powiększenie 200x. 

 



Dokumentacja fotograficzna 112 

 

 

Fot. 13. Ekspresja COX-1 wykrywana za pomocą reakcji immunocytochemicznej. Odczyn obecny w 

pojedynczych komórkach. Pacjent z ALL w okresie remisji o korzystnym późniejszym przebiegu 

choroby. Oryginalne powiększenie 400x.  

 

 

Fot. 14. Pacjent z ALL przed rozpoczęciem leczenia o niekorzystnym późniejszym przebiegu. Ekspresja 

CD10 wykrywana immunocytochemicznie w całej populacji komórek blastycznych. Powiększenie 200x. 



Dokumentacja fotograficzna 113 

 

 

Fot. 15. Immunocytochemiczna ekspresja antygenu CD10 w większości blastów szpiku kostnego. Pacjent 

z ALL przed rozpoczęciem leczenie o niekorzystnym przebiegu choroby. Oryginalne powiększenie 400x. 

 

 

Fot. 16. Ekspresja antygenu CD10 u pacjenta z ALL przed rozpoczęciem leczenia o korzystnym 

przebiegu (reakcja immunocytochemiczna). Odczyn stwierdzony w większości blastów. Oryginalne 

powiększenie 400x. 
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Fot. 17. Pacjent z ALL w remisji (niekorzystny przebieg). Odczyn na CD10 obecny w pojedynczych 

komórkach jądrzastych. Oryginalne powiększenie 200x. 

 

 

Fot. 18. Pacjent z ALL w okresie nawrotu choroby. Immunocytochemiczny odczyn na CD10 wykrywany 

we wszystkich komórkach blastycznych. Oryginalne powiększenie 200x. 
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Fot. 19. Reakcja immunofluorescencyjna wykrywająca ekspresję CD105. Pacjent z ALL przed 

rozpoczęciem leczeniem o niekorzystnym późniejszym przebiegu choroby. Sygnał fluorescencyjny 

obserwowany we wszystkich blastach. Oryginalne powiększenie 600x. 

 

 

Fot. 20. Pacjent z ALL w okresie remisji o niekorzystnym późniejszym przebiegu choroby. Ekspresja 

CD105 wykrywana immunofluorescenyjnie dotyczy wszystkich limfocytów. Oryginalne powiększenie 

600x. 
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11. ZAŁĄCZNIK 1 

 

Tabela 9. Szczegółowe zestawienie wyników reakcji immunocytochemicznych wykrywających 

antygeny: CD105, CD10, COX-1 oraz PlGF u pacjentów z rozpoznaniem ALL 
 

Lp. Płed Etap ALL 
Przebieg 
choroby 

CD105 CD10 COX-1 PlGF 

1 M remisja n + + + - 

2 M wznowa n + - - - 

3 K przed leczeniem k + - - - 

4 K wznowa n + - - - 

5 K remisja k - - - - 

6 K przed leczeniem k + - + - 

7 M remisja k + - + + 

8 M remisja n + - - + 

9 K remisja k - - - - 

10 K przed leczeniem k - - - + 

11 K wznowa n - - - - 

12 M remisja k - - - - 

13 K remisja k - + - + 

14 M przed leczeniem n + - - - 

15 M remisja k - - + + 

16 K remisja k - - - - 

17 M przed leczeniem k + + + + 

18 M wznowa n + - - - 

19 K remisja k - - + - 

20 M wznowa n + + - + 

21 K przed leczeniem k + + - - 

22 M wznowa n + + - + 

23 M remisja k + + - - 

24 K przed leczeniem k - - - + 

25 M wznowa n - - - + 

26 M przed leczeniem k - - - - 

27 M remisja k - - - + 

28 K remisja k - - - + 

29 M przed leczeniem n + + - - 

30 M wznowa n + - - + 

31 M przed leczeniem k - - - + 

32 M remisja k + + + + 

33 K wznowa n - - - - 

34 K przed leczeniem k - + - + 

35 M przed leczeniem k + - - - 

36 M wznowa n - - - - 

37 M remisja n + - - - 

38 K wznowa n - - - + 

39 K przed leczeniem k + - - + 

40 K przed leczeniem k - - - - 

41 M przed leczeniem k + - - - 

42 M przed leczeniem k + + - + 

43 M wznowa n - - - + 

44 K remisja k - - - - 

45 K przed leczeniem k + - - - 

46 M przed leczeniem n - + + + 

47 M przed leczeniem k + + - - 

48 K remisja k - - - - 

49 K ALL remisja k - - - - 

50 K ALL remisja k - - + + 

51 M wznowa n + + - + 

52 M wznowa n + - - + 

53 M wznowa n + - - + 
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54 K przed leczeniem k - + - + 

55 M przed leczeniem k - - - - 

56 M wznowa n - - - - 

57 K remisja k - - - - 

58 M przed leczeniem n - - - - 

59 K wznowa 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 – mężczyzna 
k – korzystny przebieg choroby 
n – niekorzystny przebieg choroby 

 

Tabela 10. Szczegółowe zestawienie wyników reakcji immunocytochemicznych wykrywających 

antygeny: CD105, CD10, COX-1 oraz PlGF u pacjentów bez rozpoznania ALL 
 

Lp. Płed Rozpoznanie  CD105 CD10 COX-1 PlGF 

1 M 
Bez choroby 

nowotworowej 
- +  - +  

2 M 
mononukleoza 

zakaźna 
- + - - 

3 K ziarnicy złośliwa - - - - 

4 K CMML - - - - 

5 K RMS uda - +  - +  

6 K 
pakiet węzłów 
chłonnych szyi 

- - - - 

7 M CML - - - - 

8 M ziarnica - +  - - 

9 K neuroblastoma  - - - 
K – kobieta 
M – mężczyzna 

 


