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Stezenia cytokin prozapalnych i inhibitorowych w surowicy krwi chorych
na chioniaka Hodgkina

Maria Kowalska!, Janina Kaminfiska!, Matgorzata Fuksiewicz!,
Beata Kotowicz!, Alicja Siedleckal, Joanna Tajer?, Jan Walewski?

Wstep. U chorych na chloniaka Hodgkina (HL) obserwuje sie w surowicy krwi czesto podwyzszone stezenia cytokin
i ich rozpuszczalnych receptorow. Celem pracy bylo zbadanie zachowania sig¢ stezeri cytokin prozapalnych: IL-1 TNF o,
IL-6; chemokiny — IL-8 i cytokin inhibitorowych IL-10 i IL-1-ra w zaleznosci od parametrow kliniczno-patologicznych
i laboratoryjnych u chorych na HL.

Pacjenci i metody. Badaniami objeto 61 chorych z potwierdzonym histopatologicznie chloniakiem Hodgkina, leczonych
w latach 1997-2003 w Centrum Onkologii — Instytucie, w Warszawie. Badaniami histopatologicznymi wykluczono infekcje
wirusem EBV. Cytokiny oznaczano w surowicy krwi metodq immunoenzymatyczng ELISA, zestawami firmy R&D. Zakres
normy dla cytokin okreslano na podstawie badari wykonanych u 50 zdrowych oséb. Do analiz statystycznych zastosowano
test Mann-Whitney’a i test Kruskalla-Wallisa.

Wyniki: Uponad 50% chorych stwierdzono podwyzszone st¢zenia IL-6, IL-10 i IL-1ra. Wykazano istotnie wyzsze stezenia
TNFo, IL-6, IL-10i IL-1ra u chorych na HL w poréwnaniu z osobami zdrowymi. Na podstawie krzywych ROC wykazano
najwyzszq czulosc diagnostyczng IL-6 i IL-10. Stezenia IL-10, IL-1ra i TNF o wzrastaly wraz ze stopniem zaawansowania
klinicznego. U chorych z ogolnymi objawami stgzenia IL-6, IL-10 i TNF o byly istotnie wyzsze. Wykazano istotnie wyzsze
stezenia IL-6 u chorych z rozleglymi zmianami w srodpiersiu oraz znamiennie wyzsze stezenia IL-10 i IL-1ra u chorych
z wigkszq liczbg zajetych chorobg miejsc limfatycznych. Nie wykazano zaleznosci statystycznych pomiedzy stezeniami cytokin
a plcig i podtypem histopatologicznym. Obserwowano ponadto korelacje pomiedzy wartosciq OB a stezeniami IL-6, IL-10
i IL-Ira. Natomiast aktywnos¢é LDH korelowala tylko ze stezeniami TNF o

Whnioski: Z badanych cytokin oznaczanie IL-6, ze wzgledu na jej najwiekszq czulosc¢ diagnostyczng, moze byc przydatne
w monitorowaniu leczenia chorych na HL. Wymaga to jednak potwierdzenia na wigkszej liczbie chorych.

Pro-inflammatory and inhibitory cytokines in the sera of patients with Hodgkin’s lymphoma

Introduction. Patients with Hodgkin’s lymphoma (HL) often present elevated serum concentrations of cytokines and
soluble cytokine receptors. The purpose of the study was to examine the relationships between the serum levels of the
proinflammatory cytokines, IL-1[5 TNFo. and IL-6; of the chemokine IL-8; of the inhibitory cytokines IL-10 and IL-1-ra;
and the clinico-pathological and blood parameters of patients with Hodgkin’s lymphoma.
Patients and methods. Sixty one patients with pathologically confirmed HL and no EBV infection, treated in the
Cancer Centre and Institute of Oncology in Warsaw in the years 1997-2003, were included. Serum cytokine levels were
measured by the commercially available kits of R&D Systems, Minneapolis. Normal ranges were assessed in 50 healthy blood
donors. For the statistical analyses Mann-Whitney and Kruskall-Wallis tests were employed.
Results. Serum levels of IL-6, IL-10 and IL-Ira were found to be elevated in over 50% of patients. TNFo; IL-6,
IL-10 and IL-1ra concentrations were significantly elevated in the sera of HL patients as compared to healthy donors.
The ROC curves’ analyses have shown IL-6 and IL-10 to present the highest diagnostic sensitivity of all cytokines
studied. IL-10, IL-1ra and TNFa concentrations were found to increase with clinical stage. Significantly higher
IL-6, IL-10 and TNF a levels were found in HL patients with systemic symptoms than in the others. Significantly higher
IL-6 levels were found in patients with extensive mediastinum involvement, and significantly higher IL-10 and IL-Ira
concentrations in patients with the greater number of lymph node regions involved. Cytokine levels correlated neither with sex
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nor with histopathological subtype of HL. The levels of IL-6, IL-10 and IL-1ra correlated with the erythrocyte sedimentation

rate and the levels of TNF o correlated with LDH activity.

Conclusions. Serum IL-6 levels present the highest diagnostic sensitivity of all the cytokines studied, and might be applied
in monitoring of HL patients. This needs to be confirmed in a greater series of patients.

Stowa kluczowe: chioniak Hodgkina, cytokiny prozapalne, cytokiny inhibitorowe
Key words: Hodgkin’s lymphoma, pro-inflammatory cytokines, inhibitory cytokines

Wstep

Od wielu lat chtoniaka Hodgkina (HL) uwazano za
chorobe zapalna, dopiero badania cytogenetyczne wska-
zaly na nowotworowy charakter komorek Hodgkina
i Reed-Sternberga (H-RS). Prawdopodobnie przyczyng
niepowodzenia licznych badan dotyczacych natury chio-
niaka Hodgkina byl niewielki odsetek komorek H-RS,
otoczonych przez liczne komorki naciekajace. Zjawisko
to utrudniato wyizolowanie czystej populacji komorek
H-RS, niezbednych do okreslenia ich charakteru, jak
i badania ekspresji roznych bialek, w tym cytokin, odgry-
wajacych istotna rol¢ w tej chorobie.

Stosujac czute techniki, takie jak hybrydyzacja in situ
(ISH), immunohistochemia (IHC) i reakcja faficuchowa
polimerazy (PCR), okreslono ekspresj¢ mRNA cytokin,
zar6wno w liniach komdrkowych Reed-Sternberga, jak
i w pierwotnych komdrkach. Technikami tymi udato si¢
potwierdzi¢ ekspresje takich cytokin jak: IL-1, TNFa,
IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-9, IL-10, M-CSE sIL-2R
i TNFR [1- 4]. U chorych na HL czgsto obserwowano
w surowicy krwi podwyzszone st¢zenia cytokin i ich roz-
puszczalnych receptoréw [5-10]. Zrédiem tych cytokin
mogg by¢ zaréwno komorki H-RS, jak i komorki nacie-
kajace, tak wigc obserwowany profil cytokin we krwi jest
wynikiem interakcji pomi¢dzy komorkami nowotworowy-
mi i naciekajacymi.

W prezentowanej pracy przedstawiono korela-
cj¢ pomiedzy stgzeniami cytokin prozapalnych: I1L-1j,
TNFo, IL-6; chemokiny — IL-8 i cytokin inhibitorowych
—IL-10 oraz IL-1ra, a wybranymi parametrami kliniczno-
patologicznymi i laboratoryjnymi u chorych na HL.

Pacjenci i metody

Badaniami objeto 61 chorych przed leczeniem z potwierdzonym
histopatologicznie chloniakiem Hodgkina — HL (37 kobiet,
24 mezczyzn; wiek 15-63 lat, mediana wieku: 26 lat), leczonych
w Centrum Onkologii — Instytucie, w Warszawie. Czas
obserwacji chorych wynosil okotfo 9 lat. U wszystkich chorych
badaniami histopatologicznymi wykluczono infekcje wirusem
EBV. Charakterystyke chorych przedstawiono w Tabeli I.

Stezenia w surowicy krwi cytokin prozapalnych IL-1j,
TNFo., IL-6; chemokiny — IL-8 i cytokin inhibitorowych —
IL-10 i IL-1ra oznaczono zestawami firmy R&D Systems
(Minneapolis, USA). Ustalono zakres wlasnych norm dla st¢zen
cytokin u 50 zdrowych oséb (grupa referencyjna) w wieku od
19 do 74 lat (mediana 42 lata). Odno$nie punktéw odcigcia
przyjeto jako warto$¢ odcinajaca 5 i 95 percentyla.

Do obliczen statystycznych stosowano program Statis-
tica PL. 6.0 oraz MedCalc dla okreSlenia p6l powierzchni pod
krzywymi ROC. Dla poréwnania préb niezaleznych korzystano
z testu Mann-Whitney’a i testu ANOVA rang Kruskal-Wallisa.

Tab. I. Charakterystyka kliniczno-patologiczna chorych na HL

Parametry Liczba chorych

Wiek

<30 40/61

>30 21/61
Pte¢

kobiety 37/61

mezezyzni 24/61
Stopien zaawansowania klinicznego (wg Ann Arbor)

I 7/61

I 41/61

11 8/61

v 5/61
Klasyfikacja histopatologiczna

NS - stwardnienie guzkowe 45/61

MC - posta¢ mieszano-komorkowa 7/61

LD - z zanikiem limfocytow 5/61

LP -z przewagg limfocytow 1/61

nie oceniano 3/61
Objawy og6lne

brak 35/61

obecne 26/61
MMR*

<1/3 34/61

>1/3 27/61
Liczba zajetych miejsc limfatycznych

<3 24/61

>3 37/61

* rozlegto$¢ zmiany w Srodpiersiu

Zwiazek pomigdzy analizowanymi zmiennymi liczono postu-
gujac si¢ korelacja rang Spearmana.

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode Terenowe;j
Komisji Etyki Badan Naukowych przy Centrum Onkologii —
Instytucie im. Marii Skfodowskiej-Curie w Warszawie.

Wyniki

U 61 chorych na HL oznaczono w surowicy krwi st¢ze-
nia: IL-1B, TNFa, IL-6, IL-8, IL-10 i IL-1ra. Z dalszych
badan wytaczono IL-1B i IL-8, ktorych stezenia byty
w zakresie wartoSci prawidtowych u wigkszosci chorych.
W Tabeli II u 0s6b zdrowych i chorych przedstawiono
warto$ci median, zakres st¢zef oraz procent podwyzszo-
nych wynikdw oznaczonych cytokin. W badanej grupie
chorych stwierdzono az u 80% podwyzszone st¢zenia
IL-6, podczas gdy stezenia TNFa byly podwyzszone



Tab. II. Warto$ci median i zakres stezef IL-6, IL-10, IL-1ra i TNFo. u 0s6b zdrowych i chorych na HL

Zdrowi Chorzy Odsetek chorych
; Chorzy dwys | stezeniami
Cytokiny mediana zakres mediana zakres Vs zdrowi Z podwyzszonymu stezeniami
(%)
IL-6 08 (0,7-2,4) 8,2 (0,7-450) p<0,0000 80
IL-10 3,0 (2,0-7.3) 8.8 (2,0-163,5) p<0,0000 61
IL-1ra 248 (98-473) 501 (98-2890) p<0,0000 55
TNFa 4,4 (<4.4) 4,4 (4,4-20) p<0,0006 31

tylko u 31% badanych. Testem Mann-Whitney’a wyka-
zano istotnie wyzsze stezenia IL-6, IL-10, IL-1ra i TNFo
u chorych, w por6éwnaniu z osobami zdrowymi. Najwyzsza
czuto$¢ diagnostyczng liczong z krzywych ROC stwier-
dzono dla stgzen IL-6 (Ryc. 1).
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Ryc.1. Przebieg krzywych ROC dla stezen IL-6 i IL-10 u chorych na HL

Korelacja stezen cytokin z wybranymi
cechami kliniczno patologicznymi

Stezenia oznaczanych cytokin korelowano ze stopniem
zaawansowania klinicznego, plcia, wiekiem, podtypem
histopatologicznym, obecno$cia objawéw ogdlnych,
wielkoScia zajetego Srodpiersia i liczbg zajetych miejsc
limfatycznych. Testem Kruskal-Wallis’a ANOVA i wspot-
czynnikiem korelacji rang Spearmana wykazano narasta-
nie stezen IL-10 (p<0,002, R=0,38), IL-1ra (p<0,006,
R=0,35) i TNFa (p<0,003, R=0,37) wraz ze stopniem
zaawansowania klinicznego. U chorych z objawami ogo6l-
nymi stwierdzono istotnie wyzsze st¢zenia IL-6, IL-10
i TNFo, w poréwnaniu z ich stezeniami u chorych bez
tych objawow. RoOwniez obserwowano istotnie wyzsze
stezenia IL-6 u chorych z rozleglymi zmianami w $§rod-
piersiu oraz znamiennie wyzsze stezenia IL-10 i IL-1ra
u chorych z wigkszg liczba zajetych choroba miejsc lim-
fatycznych. Wykazano takze, ze st¢zenia IL-6 i IL-10 sg
istotnie wyzsze u chorych ponizej 30 roku zycia. Zalezno-
Sci pomigdzy stezeniami badanych cytokin a parametrami
kliniczno-patologicznymi przedstawiono w Tabeli IIT i na
rycinach 2-5. Nie wykazano zaleznoSci statystycznych

Tab. I11. ZaleznoSci pomiedzy stezeniami badanych cytokin
a cechami kliniczno-patologicznymi

Cechy kliniczno-patologiczne IL-6 IL-10 IL-1Ira TNFo.
Wiek

<30vs >30 p< 0,024  p<0,045 NS NS
Stopien zaawansowania klinicznego

Tvs I vs Il vs IV NS p<0,022 p<0,033 p<0,002
Objawy ogdlne

brak vs obecne p<0,0008 p<0,0004 NS p<0,012
MMR*

<1/3vs >1/3 p<0,0076 NS NS NS
Liczba zajetych miejsc limfatycznych

<3vs>3 NS p<0,01 p<0,01 NS
Ptec¢

kobiety vs me¢zczyzni NS NS NS NS
Klasyfikacja histopatologiczna NS NS NS NS

NS vs inne

* rozlegto$¢ zmiany w §rodpiersiu
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Ryc. 2. Rozklad stezen i median IL-10, IL-1ra i TNFo w zaleznoSci od stopnia zaawansowania

pomiedzy stezeniami cytokin, a plcig i podtypem histo-
patologicznym.

Z badanych parametréw laboratoryjnych OB i LDH,
wykazano narastanie stezen IL-6 (R=0,55; p<0,000007),
IL-10 (R=0,43; p<0,00006) i IL-1ra (R=0,40; p<0,001)
wraz z wartoSciami OB, natomiast takg zaleznos$¢ dla
aktywnosci LDH obserwowano tylko dla stgzenn TNFo.
(R=0,37; p<0,005).
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Dyskusja

W prowadzonych badaniach obserwowano wysoki odse-
tek chorych z podwyzszonymi st¢zeniami w surowicy krwi
IL-6, IL-10 IL-1ra i TNFo. Natomiast stezenia IL-1,
podobnie jak w badaniach innych autoréw, podwyzszone
byly sporadycznie [5]. Réwniez st¢zenia IL-8 byly pod-
wyzszone tylko u niewielkiego odsetka chorych. W nie-
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Ryc. 3. Rozklad stezen i median IL-6, IL-10 i TNFo. w zaleznosci od wystgpowania objawdw og6lnych
u chorych na HL
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Ryc. 4. Rozklad st¢zen i median IL-6 w zaleznosci od rozleglto$ci zmian
w Srodpiersiu u chorych na HL

licznych pracach dotyczacych zachowania si¢ stezen IL-8
u chorych na HL wyniki badan sa sprzeczne [5, 6, 11].
Wigkszos¢ dostepnych prac dotyczyta ekspresji mRNA
IL-8 w liniach komo6rkowych HR-S lub w komorkach
naciekajacych, w ktorych autorzy wykazali niska ekspre-
sjc mRNA IL-8 w komorkach H-RS i wysoka ekspresje
w komorkach naciekajacych, ttumaczac w ten sposob pod-
wyzszone stezenia tej cytokiny w surowicy krwi chorych
[3, 4, 12]. Réwniez nasze wczeSniejsze badania, u chorych
o innych umiejscowieniach nowotworu takich jak rak je-
lita grubego, jajnika, niedrobnokomdérkowy rak ptuca,
mig¢saki tkanek migkkich i kosci, wykazaly u znacznego
odsetka chorych podwyzszone stezenia IL-8 [13-15].

U chorych na HL, u ktérych obserwowano objawy
ogoblne, stwierdzono MMR powyzej 1/3 i podwyzszone
warto$ci OB. Uzyskane wyniki sugeruja, ze IL-6, jako
cytokina zapalna, moze odgrywac role w patogenezie
objawdOw ogdlnych, o czym donosza réwniez inni auto-
rzy [5, 9, 16]. W piSmiennictwie spotyka si¢ takze prace,
ktore nie wykazuja takich zaleznosci, co utrudnia jed-
nolitg interpretacj¢ roli IL-6 w powstawaniu objawow
ogolnych [17-19]. Ekspresja mRNA dla TNFoui IL-1 jest
powszechna w liniach komérkowych H-RS oraz w znacz-
nym odsetku komoérek naciekajacych. Cytokiny te biorg
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udziat w reakcjach zapalnych, indukujac uwalnianie IL-6,
na co mogg wskazywaé rowniez podwyzszone stezenia
IL-6, w badanej przez nas grupie chorych. Natomiast
stezenia TNFo byty podwyzszone u 31% chorych i kore-
lowaly ze stopniem zaawansowania, objawami ogélnymi
i aktywnoScia LDH. Doniesienia innych autoréw sa roz-
biezne, wahaja si¢ co do odsetka podwyzszonych wynikow
i korelacji z badanymi parametrami [5, 9, 18, 20].

Z oznaczanych cytokin, IL-10 najcz¢Sciej korelowata
z badanymi parametrami kliniczno-patologicznymi. Jej
znamiennie wyzsze stezenia zwigzane byly zarowno ze
stopniem zaawansowania klinicznego, objawami ogdl-
nymi, zwigkszong liczba zajetych miejsc limfatycznych,
wiekiem ponizej 30 lat oraz wartoScia OB. Dane litera-
turowe dotyczace zalezno$ci pomigdzy stezeniami IL-10,
a parametrami kliniczno-patologicznymi sa sprzeczne.
Natomiast autorzy licznych prac sg zgodni, ze jej pod-
wyzszone stezenia sg zlym czynnikiem prognostycznym
[7,8, 10, 21, 22].

W badanej przez nas grupie chorych, podwyzszo-
ne stezenia IL-1ra obserwowano u znacznego odsetka
chorych i korelowaly one ze stopniem zaawansowania
klinicznego oraz wartosciami OB. St¢zenia tej cytokiny
byly takze wyzsze u chorych ze zwigkszona liczba zajetych
miejsc limfatycznych. Gruss i wsp [23] wykazali istotnie
nizsze stezenia IL-1ra u chorych z objawami og6lnymi,
czego nie potwierdzily nasze badania. W piSmiennictwie
spotyka si¢ prace, w ktorych autorzy przypisujg IL-1ra
role czynnika ochronnego poprzez blokowanie dziatania
IL-1[23, 24].

Wyniki naszych badan, jak i innych autoréw, po-
twierdzaja teorie, ze objawy towarzyszace chtoniakowi
Hodgkina zwigzane sa z zachwiang rownowaga w uwal-
nianiu cytokin, oraz ich dzialaniu lokalnym i og6lno-
ustrojowym. Chorzy na chioniaka Hodgkina maja
z reguly dlugi okres przezycia, zatem wskazanie, ktora
z badanych cytokin moze okazac si¢ niezaleznym czynni-
kiem prognostycznym, wymaga znacznie dluzszego czasu
obserwacji.
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Ryc. 5. Rozktad stezen i median IL-10 i IL-1ra w zaleznoSci od liczby zajetych choroba miejsc limfatycznych
u chorych na HL
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Whioski

W oparciu o wysoka czulo$¢ diagnostyczng oznaczen
IL-6, mozna przypuszczad, ze oznaczanie tej cytokiny
moze by¢ przydatne w ocenie odpowiedzi na leczenie.

Dr Maria Kowalska

Zaktad Markeréw Nowotworowych

Centrum Onkologii — Instytut im. Marii Skfodowskiej-Curie
ul. Roentgena 5, 02-781 Warszawa
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