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Praca oryginalna

Ocena niektorych funkcji granulocytow oboj¢tnochlonnych
u chorych na raka pluca leczonych lekami cytoredukcyjnymi

Evaluation of some functions of polymorphonuclear granulocytes
in lung cancer patients during chemotherapy.

Beata Panek, Elzbieta Chyczewska, Maria Ossolinska, Wojciech Naumnik,
Tomasz Izycki-Herman, Matgorzata Korniluk

Z Kliniki Chor6b Phuc i Gruzlicy Akademii Medycznej w Biatymstoku
Kierownik Kliniki: Dr hab. n. med. E. Chyczewska

Summary: Lung cancer (NSCLC and SCLC) is one of most frequent carcinoma. Lung cancer is at the top of the
list of cancers causing mortality in males.

Many patients are qualified to chemotherapy which causes neutropenia.

The aim of this work was to evaluate the number and function of (phagocytosis, test of NBT reduction and MPO
activity) of leukocytes in patients with lung cancer before chemotherapy, during leukopenia and after stimulation
with granulocyte colony stimulating factor (G-CSF).

Patients with lung cancer have increased number of leukocytes before the treatment. After chemotherapy the
number of leukocytes decreases. Treatment with G-CSF increases the number of leukocytes but it doesn’t increase

their ability to phagocytosis and to NBT reduction.

Key words: lung cancer, chemotherapy, neutropenia, GCSF

Pneumonol. Alergol. Pol. 2005, 73, 167:171

Wstep

Rak pluca jest najczestszym nowotworem ztoSli-
wym u megzczyzn i stanowi jednocze$nie najczest-
sza przyczyng zgondow z powodu chorob nowotwo-
rowych. Odsetek przezy¢ 5 letnich chorych na raka
ptuca nie przekracza w krajach wysoko rozwinig-
tych 13-14% (9).

W leczeniu raka zdyskwalifikowanego od ope-
racji stosuje si¢ radioterapig, chemioterapi¢ lub
leczenie skojarzone: radio- i chemioterapig. Prace
doswiadczalne wskazuja, ze odpowiedz komorek
nowotworowych na leczenie chemiczne jest zalez-
na od stosowanych dawek lekow (4). W praktyce
klinicznej mozliwosci zwigkszenia dawek lekow sa
ograniczone narastajaca toksycznos$cia przejawia-
jaca sig uszkodzeniem szpiku kostnego i zmniej-
szeniem liczby granulocytow we krwi obwodo-
wej. Granulocytopenia zwigksza ryzyko zakazen,
a tym samym ogranicza intensywno$¢ leczenia
i w konsekwencji prowadzi do zmniejszenia jego
skutecznosci (7). Objawy mielotoksyczno$ci
mozna zmniejszy¢ podajac czynniki pobudzajace
tworzenie kolonii komorek szpiku, szczegdlnie
czynnik stymulujacy wzrost liczby granulocytow
(G-CSF) (3).

Celem przeprowadzonych badan byla ocena
liczby i1 funkcji granulocytéw obojetnochlonnych

u chorych na raka ptuca przed leczeniem cytore-
dukcyjnym, w trakcie leukopenii polekowej oraz
po stymulacji granulopoezy czynnikiem wzrostu
(G-CSF).

Material i metody

Badania kliniczne przeprowadzono u 60 mgz-
czyzn chorych na raka phluca diagnozowanych
i leczonych w Klinice Choréb Ptuc i Gruzlicy AM
w Bialymstoku. W badanej grupie byto 30 chorych
na niedrobnokomoérkowego raka ptuca (NDRP) w
stadium IIIB (17 chorych) i IV (13 chorych) i 30
chorych na drobnokomorkowego raka ptuca (DRP),
w tym 12 z postacia ograniczong (LD) i 18 z po-
stacig rozlegta (ED). Grupe kontrolna stanowito 15
zdrowych mezczyzn. Kazdy z chorych byt badany
przed rozpoczeciem kazdego kursu chemioterapii,
podczas leukopenii towarzyszacej leczeniu cyto-
statykami oraz po zastosowaniu G-CSF. Chorzy
na DRP w postaci ograniczonej i rozlegtej, leczeni
byli wedtug schematu Cysplatyna 30 mg/m?w 1,2,3
dobie + Etopozyd 100mg/m? w 1,3,5 dobie cyklu.
Chorzy na NDRP w stadium klinicznym IIIB i IV,
leczeni byli wedtug schematu Cysplatyna 30 mg/m?
w 1,2,3 dobie + Winorelbina 30 mg/m> w 1 i 8 do-
bie. Kontrolg leukocytozy rozpoczynano w 4 dobie
cyklu bez wzgledu na rodzaj chemioterapii. W przy-
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padku tendencji znizkowej kontrolg prowadzono
codziennie az do obnizenia si¢ liczby leukocytow
ponizej 2000 pl. Wowczas podawano podskédrnie
filgrastrim w dawce 5 pug/kg m.c, codziennie, do
czasu normalizacji leukocytozy.

U wszystkich chorych wykonywano test fago-
cytozy, test redukcji bigkitu nitrotetrazoliowego
(NBT) i oznaczano aktywno$¢ mieloperoksydazy
w 3 punktach czasowych: przed rozpoczeciem che-
mioterapii, w trakcie zmniejszenia liczby leukocy-
tow ponizej 2000 pl i po podaniu filgrastimu.

Liczbg leukocytow oceniano z probki krwi ob-
wodowej w komorze Biirkera. Dla oceny sktadu
odsetkowego wykonywano rozmaz krwi obwo-
dowej zabarwiony metoda Pappenheima, ktory
ogladano pod immersja. Fagocytoze oceniano
metoda mikroskopowa jako odsetek granulocytow
pochtaniajacych lateks o $rednicy 81 mikronow.
Test redukcji NBT przeprowadzono wg Parka,
oceniano samoistng redukcje NBT i po stymulacji
endotoksyna bakteryjna (lipopolisacharyd B z E.
coli), w celu oceny sprawnosci bojczej. Aktywnosé
mieloperoksydazy (MPO), ktéra wchodzi w sktad
obrony p/bakteryjnej neutrocyta, oceniana byta me-
toda Grahama-Knolla (6).

Analize rozktadu danych przeprowadzono testem
Shapiro-Wilksa. Dla cech o rozktadzie normalnym
hipotezy statystyczne testowano przy pomocy testu
t-Studenta. Dla cech o rozkladzie innym niz nor-
malny hipotezy statystyczne testowano stosujac
test Manna-Whitney’a i Wilcoxona. W kazdym
przypadku za istotna statystycznie przyjmowano
warto$¢ wspotczynnika p<0,05.

Wyniki

Liczba leukocytow u chorych na NDRP i DRP,
przed rozpoczeciem leczenia cytoredukcyjnego,
miescita si¢ w granicach normy ale byta znamien-
nie wicksza od catkowitej liczby leukocytow u oséb
zdrowych (Tab. I). W grupie chorych na NDRP wy-
nosita 8080+£355/ul (p<0,001 vs. zdrowi), natomiast
u chorych na DRP wynosita 7920+346/ul (p<0,001
vs. zdrowi). W trakcie leczenia cytoredukcyjnego
obserwowano istotne statystycznie zmniejszenie
jej do 1600£57/ul u chorych na NDRP (p<0,001)
oraz do 1708+56/ul u chorych na DRP (p<0,001)
w poroéwnaniu do wartos$ci wstgpnych. Po podaniu
G-CSF catkowita liczba leukocytow zwigkszyta sig
istotnie statystycznie do 11381£539/ul w grupie
chorych na NDRP (p<0,001) i do 11660£868/ul
w grupie chorych na DRP (p<0,001), w stosunku
do leukopenii polekowe;j. Liczba leukocytow po po-
daniu G-CSF zwigkszyla si¢ istotnie statystycznie
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takze w poréwnaniu ze wstepna leukocytoza w oby-
dwu grupach (p<0,001). Zmiany liczby leukocytow
nie byty zalezne ani od histologii ani od stadium
zaawansowania raka.

Odsetek  granulocytéw  obnojetnochtonnych
(PMN) w grupie chorych na NDRP przed leczeniem
wynosil 63,42+1,15% 1 nie wykazywatl istotnych
r6znic w porownaniu do odsetka PMN u 0sob zdro-
wych. Natomiast odsetek PMN w grupie chorych
na DRP przed leczeniem wynosit 66,16+1,21 i byt
znamiennie wigkszy w porownaniu z odsetkiem
PMN w grupie kontrolnej (62,13+1,52) (p<0,001
vs. kontrola). W trakcie leczenia cytoredukcyjne-
go odsetek PMN zmniejszyt si¢ do 59,70+2,37%
w grupie chorych na NDRP (p<0,02) oraz do
60,57+1,60 w grupie chorych na DRP (p<0,01).
Po podaniu G-CSF odsetek PMN ulegt zwigksze-
niu do 67,40+£1,49% w grupie chorych na NDRP
(p<0,01) i do 69,17+1,74% w grupie chorych na
DRP (p<0,001). W obydwu grupach odsetek PMN
przekroczyl wartosci obserwowane w kontroli (od-
powiednio p<0,05 i p<0,01).

Fagocytoza

Fagocytoza PMN u chorych na raka ptuca, przed
rozpoczeciem leczenia cytoredukcyjnego byla
znamiennie mniejsza w poroéwnaniu do fagocyto-
zy PMN u oso6b zdrowych. W grupie chorych na
NDRP przed leczeniem odsetek fagocytujacych
granulocytow wynosit 70,76+1,93% w porowna-
niu z 88,52+1,97 w grupie kontrolnej, natomiast w
grupie chorych na DRP przed leczeniem wynosita
73,51+1,80 (p<0,001 vs. kontrola - 88,52+1,97).
W trakcie leczenia cytoredukcyjnego oraz po poda-
niu G-CSF odsetek fagocytujacych granulocytéw
nie zmienit si¢. Fagocytoza PMN nie byta rowniez
zalezna od stadium zaawansowania raka. Fagocy-
toza PMN, nie wykazywata istotnych statystycznie
roznic migedzy chorymi na NDRP 1 DRP (Ryc.1).

Test redukcji NBT

U chorych na raka ptuca, przed rozpoczeciem le-
czenia cytoredukcyjnego odsetek komorek samo-
istnie redukujacych NBT byt znamiennie wigkszy
w porownaniu do granulocytow osob zdrowych.
W grupie chorych na NDRP wynosit 16,73+0,91%
(p<0,001 vs. kontrola), w grupie chorych na DRP
16,30+£1,00% (p<0,001 vs. kontrola). W trakcie
leczenia cytoredukcyjnego oraz po podaniu G-CSF
nie ulegt on istotnym zmianom. Odsetek komorek,
w ktorych dochodzito do spontanicznej redukcji
NBT nie zalezat ani od stadium zaawansowania ani
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Rycina 1. Fagocytoza PMN.
Figure 1. Phagocytosis of PMN.

od typu histologicznego raka ptuca (NDRP i DRP).
(Ryc.2)

Odsetek granulocytow redukujacych NBT po
stymulacji endotoksyna u chorych na raka ptuca,
przed rozpoczgciem leczenia cytoredukcyjnego
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Rycina 2. Test NBT spontaniczny.
Figure 2. Spontaneous NBT test.

byt znamiennie wigkszy w poréwnaniu do testu
NBT stymulowanego u o0séb zdrowych i wigkszy
niz odsetek w tescie samoistnej redukcji NBT. W
grupie chorych na NDRP przed leczeniem wynosit
on 39,10+1,15% (p<0,001 vs. kontrola), a w grupie
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Rycina 3. Test NBT stymulowany.
Figure 3. Stimulated NBT test.
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Rycina 4. Aktywnos$¢ mieloperoksydazy.
Figure 4. Activity of mieloperoksydaza.
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chorych na DRP 37,67+1,18% (p<0,001 vs. kontro-
la). W trakcie leczenia cytoredukcyjnego oraz po
podaniu G-CSF nie ulegt on istotnym zmianom.

Wrynik testu stymulowanej redukcji NBT nie za-
lezat od typu histologicznego ani stadium zaawan-
sowania raka. (Ryc.3).

Aktywnosé mieloperoksydazy

Aktywno$¢ mieloperoksydazy oceniana jako war-
tos¢ wskaznika barwy ,,score”, u chorych na raka
phuca, przed rozpoczeciem leczenia cytoredukceyij-
nego byla znamiennie mniejsza w poréwnaniu do
aktywnosci u 0sob zdrowych. W grupie chorych na
NDRP przed leczeniem wynosita ona 267,2+5,05
(p<0,001 vs. kontrola), natomiast w grupie chorych
na DRP wynosita 271,54+3,22 (p<0,001 vs. kontro-
la). W trakcie leczenia cytoredukcyjnego oraz po
podaniu G-CSF nie ulegla ona istotnym zmianom.
Aktywno$¢ mieloperoksydazy nie byla rowniez
zalezna od typu histologicznego ani od stadium
zaawansowania raka (Ryc.4).

Tabela I. Warto$ci badanych paramtréw przed w trakcie che-
mioterapii oraz po podaniu G-CSF

Table I. Examined parameters before during chemotherapy
and after G-CSF
| NDRP SRP Kontrola

Przed leczeniem / Before treatment
Leukocyty (N) 8080+355 | 7920£346 | 55934342
%PMN 63,4+1,2 66+1,2 62,13£1,52
Fagocytoza (%) 70,76x1,93 73,5+1,8 88,5+1,97
Spontaniczna
redukcja NBT 16,73£0,91 | 16,3£1,0 7,47+0,76
Stymulowana
redukcja NBT 39,1+1,15 | 37,67+1,18 | 29,13+1,37
MPO 267,245,05 | 271,543,22 | 288,0+1,22
Po chemioterapii / After course of Cht
Leukocyty (N) 1600+57 1708+56 5593+342
%PMN 59,742,37 | 60,57£1,6 | 62,13+1,52
Fagocytoza (%) 73,52+1,42 | 70,65+1,9 | 88,5+1,97
Spontaniczna
redukcja NBT 16,4740,64 | 15,67+0,66 | 7,47+0,76
Stymulowana
redukcja NBT 37,53+1,11 | 36,5+£0,82 | 29,13+1,37
MPO 267,9+2,89 | 264,2+2,93 | 288,0+1,22
Po podaniu GCSF/After GCSF
Leukocyty (N) 11380540 | 11660+870 | 5593+342
%PMN 67,4+1,49 | 69,17+1,74 | 62,13+1,52
Fagocytoza (%) 73,4+1,38 | 72,49+1,45 | 88,5+1,97
Spontaniczna
redukcja NBT 15,83+0,76 | 16,57+0,76 | 7,47+0,76
Stymulowana
redukcja NBT 36,9+1,18 | 37,07+1,39 | 29,13+1,37
MPO 269,6+£3,41 | 268,9+3,0 | 288,0+1,22
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Omowienie

U chorych na NDRP podobnie jak u chorych na DRP
przed leczeniem stwierdzono znamiennie wigksza
catkowita liczbe leukocytow we krwi obwodowej
w poroéwnaniu do oséb zdrowych. Nie wykazano
zalezno$ci pomigdzy liczbg leukocytow, a stopniem
zaawansowania ani typem histologicznym raka
phuca. W trakcie chemioterapii, liczba leukocytéw
zmniejszyta si¢ zarowno u chorych na NDRP jak
i DRP. Zgodnie ze standardami leczenia, chorym
z leukopenia powstata w nastgpstwie chemioterapii
podawano G-CSF. U tych chorych obserwowano
znaczne zwigkszenie liczby leukocytéw we krwi
obwodowej. Zwigkszenie odsetka granulocytow
obojetnochtonnych nastapito gltéwnie w wyniku
pobudzenia proliferacji komorek prekursorowych
granulocytow obojetnochtonnych (1).

W trakcie chemioterapii, zar6wno u chorych na
NDRP jak i chorych na DRP fagocytoza granulo-
cytow obojetnochtonnych wyrazona jako odsetek
komorek zdolnych do fagocytozy czastek lateksu,
byt znamiennie nizszy niz w grupie kontrolnej. Zna-
mienny spadek liczby granulocytéw obojgtnochion-
nych, o uposledzonej funkcji fagocytarnej, jest row-
noznaczny z obnizeniem nieswoistej odpornosci or-
ganizmu. Ujemny wptyw procesu nowotworowego
na aktywnos$¢ fagocytarng granulocytow stwierdzit
tez Roilides i wsp. oraz Wysocka i wsp. By¢ moze,
ze antygeny nowotworowe i kompleksy immunolo-
giczne powoduja degranulacje ziarnistosci azurofil-
nych i w procesie odwrotnej endocytozy zaburzaja
fagocytoze (11,15). Podanie czynnika wzrostu nie
zwigksza odsetka komorek fagocytujacych. Aktyw-
nos$¢ fagocytarna moze by¢é wyroOwnywana przez
zwigkszenie liczby bezwzglednej granulocytow,
do czego dochodzi po podaniu G-CSF

U chorych na NDRP i DRP obserwowano zwigk-
szong aktywno$¢ metaboliczna PMN oceniang te-
stem redukcji NBT. Test NBT jest miarg aktywnos$ci
NADP - zaleznej oksydazy i sluzy do wykrywania
pobudzonych, aktywnych PMN. W pismiennictwie
nie ma doniesien dotyczacych oceny funkcji granu-
locytéw badanych testem redukcji NBT u chorych
na raka. Prawdopodobng przyczyna pobudzenia
granulocytow oboj¢tnochtonnych moze by¢ stan
zapalny, ktory toczy sig¢ zwykle wokot guza nowo-
tworowego.

W sktad systemu obrony przeciwbakteryjnej
granulocytow obojetnochtonnych wchodzi mielo-
peroksydaza (14). Katalizuje ona proces powsta-
wania nadtlenku wodoru, kwasu podchlorawego
i reaktywnych form tlenu (6). W badaniach wta-
snych stwierdzono, Ze niezaleznie od typu histo-
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logicznego i stopnia zaawansowania raka ptluca,
w granulocytach obojetnochtonnych aktywnosé
mieloperoksydazy jest mniejsza niz u zdrowych.
W procesie zabijania bakterii w fagolizosomie, nad-
tlenek wodoru wystepujacy w wysokich stgzeniach,
majac zdolno$¢ przenikania przez blony komor-
kowe, wywiera bezposrednio dziatanie toksyczne
(10). Istnieja przestanki aby sadzi¢, ze G-CSF
zwigksza produkcje rodnikéw tlenu (5) 1 wydajnosé
fagocytozy (2, 11). Nie potwierdzono tego w niniej-
szej pracy. Wewnatrzkomoérkowe zabijanie bakterii
jest procesem ztozonym, jest zalezne od wspotdzia-
tania wielu proceséw zachodzacych w komorce i od
wielu czynnikow, w tym takze enzymow lizosomal-
nych tworzacych nietlenowy system bakteriobojczy
(13). Wydaje si¢ zatem, ze u chorych na raka ptuca
fizjologiczna funkcja mieloperoksydazy sprowa-
dzajaca si¢ do udziatu tego enzymu w odpornosci
na zakazenie oraz w reakcjach cytotoksycznych
w stosunku do nowotworow, jest uposledzona.
Lisiewicz 1 wsp. sugerowali, ze u chorych na raka
phluca, spadek aktywnosci mieloperoksydazy w
granulocytach, moze by¢ uwazany za mechanizm
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