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Angiogenesis assessment in patients with mycosis fungoides

Alina Jankowska-Konsur?, Joanna Maj!, Zdzistaw Wozniak? Eugeniusz Baran!

IKlinika Dermatologii, Wenerologii i Alergologii Akademii Medycznej im. Piastow Slaskich we Wroctawiu,
kierownik Kliniki: prof. dr hab. n. med. Eugeniusz Baran

2Katedra i Zaktad Anatomii Patologicznej Akademii Medycznej im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu,
kierownik Katedry: prof. dr hab. n. med. Jerzy Rabczynski

Post Dermatol Alergol 2009; XXV, 4: 186-189

Streszczenie

Wprowadzenie: Ziarniniak grzybiasty (mycosis fungoides — MF) jest najczestszym pierwotnie skérnym chtoniakiem,
wywodzacym sie z komoérek T, charakteryzujacym sie wystepowaniem na skérze we wczesnych stadiach plam ru-
mieniowo-ztuszczajacych. Podobne wykwity moga pojawiac sie w przebiegu innych choréb skoéry, takich jak przy-
tuszczyca plackowata wielkoogniskowa (parapsoriasis en grandes plaques — PP). Podobiefstwo obrazu klinicznego,
a takze, czesciowo, obrazu histopatologicznego obu jednostek chorobowych jest przyczyng poszukiwania markera
umozliwiajacego réznicowanie tych schorzen. Nowotworzenie naczyn jest cecha charakterystyczna proceséw roz-
rostowych guzéw litych i nowotworéw hematologicznych.

Cel: Celem pracy byta ocena gestosci mikronaczyh (microvascular density — MVC) w zmianach skérnych w przebie-
gu MF i PP

Materiat i metody: Metoda immunohistochemiczng przy uzyciu przeciwciata przeciwko CD34 zbadano gestos¢ mi-
kronaczyn w wycinkach skérnych pobranych od 56 chorych na MF (29 chorych w stadium wczesnym IA-1A, 27 cho-
rych w stadium zaawansowanym [I1B-IV) oraz 11 pacjentéw z PP Grupe kontrolng stanowili zdrowi pacjenci oddzia-
tu chirurgii plastycznej. Wyniki badah poddano analizie statystycznej za pomoca testu t Studenta.

Wyniki: Stwierdzono statystycznie istotne roznice gestosci mikronaczyh miedzy grupa z zaawansowanym MF a gru-
pami chorych z wczesnymi postaciami MF i PP (p < 0,0001). Nie odnotowano znamiennych statystycznie r6znic mie-
dzy grupg MF IA-IIA a PP (p > 0,005) oraz miedzy grupami MF IA-IIA i PP a grupa kontrolna.

Whioski: Badany czynnik nie spetnia kryteridow biomarkera réznicujacego PP i wczesne postacie MF. Nasilona angio-
geneza mierzona ekspresjg CD34 jest ztym czynnikiem prognostycznym i cecha charakterystyczng zaawansowanej
postaci ME

Stowa kluczowe: angiogeneza, ziarniniak grzybiasty, przytuszczyca plackowata wielkoogniskowa.

Abstract

Introduction: Mycosis fungoides (MF) is the most common primary cutaneous T-cell derived lymphoma. In the early
stages the disease presents with erythematous, scaly macules and plaques. Similar lesions may appear in different
skin conditions, such as parapsoriasis en grandes plaques (PP). Similarity of the clinical and partially the
histopathological picture of both skin disorders prompts the search for a differentiating biomarker. Neoangiogenesis
is a characteristic feature of malignant tumours such as solid tumours and haematological neoplasms.

Aim: The aim of the study was to evaluate microvascular density (MVC) in the skin specimens obtained from skin
lesions in the course of MF and PP

Material and methods: Immunohistochemistry studies were performed using antibodies to CD34. The MVC was
assessed in 56 MF patients (29 patients with early disease (stage IA-IIA), 27 patients with advanced disease (stage
[1B-IV) and 11 PP patients. The control group consisted of healthy individuals, patients of the Department of Plastic
Surgery.

Results: There was a statistically significant difference in MVC between the advanced MF group and both the early
MF group and the PP group (p < 0.0001). There was no statistically significant difference between the early MF and
PP group (p < 0.005), or between the early MF and PP groups and the control group.
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Conclusions: The studied factor does not fulfil the criteria for a biomarker distinguishing mycosis fungoides and
parapsoriasis en grandes plaques, despite being a characteristic feature of advanced mycosis fungoides, and increased
angiogenesis measured by CD34 expression is a poor prognostic marker of the disease.

Key words: angiogenesis, mycosis fungoides, parapsoriasis en grandes plaques.

Wprowadzenie

Ziarniniak grzybiasty jest pierwotnie skornym chtonia-
kiem, wywodzacym sie z komérek T. W poczatkowej fazie,
trwajacej zwykle od kilku do kilkunastu lat, zmiany skoér-
ne sa mato charakterystyczne, moga nasladowac ogniska
rumieniowo-ztuszczajace w przebiegu wyprysku lub przy-
tuszczycy plackowatej, blaszki tuszczycowe, wykwity cho-
robowe w przebiegu Swierzbu lub choroby Devergie [1].

Przytuszczyce plackowate (parapsoriasis en plaques
— PP) sa grupa skérnych choréb limfoproliferacyjnych.
W obrazie klinicznym odmiana wielkoogniskowa przypo-
mina wczesne zmiany w przebiegu ziarniniaka grzybia-
stego (mycosis fungoides — MF), a w czesci przypadkéw
w obrebie zmian skérnych w jej przebiegu dochodzi
do rozwoju chtoniaka T-komdérkowego, przede wszystkim
MF. Istnieja takze doniesienia o transformacji zmian skor-
nych w przebiegu PP drobnoogniskowej (palczastej), nie-
uwazanej powszechnie za stan poprzedzajacy MF, w skor-
nego chtoniaka T-komérkowego [2]. Podobienstwo obrazu
klinicznego, a takze histopatologicznego zmian skérnych
w przebiegu przytuszczycy plackowatej i ziarniniaka grzy-
biastego [3], przy odmiennym rokowaniu, wiaze sie z trud-
nosciami w diagnostyce réznicowej i stwarza potrzebe od-
krycia czynnika umozliwiajgcego roznicowanie obu
jednostek chorobowych. Neoangiogeneza jest cecha cha-
rakterystyczna dla proceséw nowotworowych. Autorzy
w prezentowanej pracy podjeli probe poréwnania proce-
su nowotworzenia naczyh w zmianach skérnych w prze-
biegu przytuszczycy plackowatej wielkoogniskowej i ziar-
niniaka grzybiastego.

Materiat i metody

Za materiat do badan postuzyty bloczki parafinowe wy-
cinkéw skornych pobranych ze zmian chorobowych pobra-
nych w znieczuleniu miejscowym od 56 chorych (24 kobiet
i 32 mezczyzn) z MF. Uzyskano 22 preparaty od pacjentow
z MF we wczesnym stadium choroby (MF IA-1IA), pozosta-
te 23 —ze zmian pobranych od chorych z zaawansowanym
procesem rozrostowym (MF [IB—IV). Zbadano réwniez pre-
paraty pochodzace od 11 pacjentow (7 mezczyzn i 4 kobie-
ty) z przytuszczyca plackowata wielkoogniskowa (PP).
Za grupe kontrolng postuzyty preparaty skory zdrowej po-
branej od 8 pacjentéw operowanych na oddziale chirurgii
plastycznej. Diagnoze postawiono na podstawie obrazu
klinicznego oraz badan dodatkowych, w tym badania hi-
stopatologicznego i badah obrazowych. Stopie zaawan-
sowania MF ustalono zgodnie z wytycznymi ISCL/EORTC
[4]. Badanie uzyskato pozytywna opinie Komisji ds. Etyki
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Badan Akademii Medycznej we Wroctawiu. Wszyscy pa-
cjenci wyrazili zgode na udziat w nim.

Preparaty zabarwiono eozyna—hematoksyling i podda-
no ocenie histopatologicznej. Badania immunohistoche-
miczne wykonywano na skrawkach parafinowych grubo-
Sci 5 um, ktére umieszczono na szkietkach silanizowanych
(DAKO® nr kat. S 3003), a nastepnie skrawki odparafino-
wano w ksylenie i przeprowadzono przez szereg alkoholi
0 malejacych stezeniach az do wody. Antygeny tkanek
utrwalonych w formalinie odkrywano w Target Retrieval
Solution, pH 9, DAKO® nr kat. 3308, przez podgrzewanie
w tazni wodnej w temp. 96°C w czasie 20 min. Endogen-
na peroksydaze blokowano w 3-procentowym roztworze
H,0, przez 5 min. Nastepnie na skrawki nanoszono pier-
wotne przeciwciata monoclonal Mouse anti human
CD34clone: class Il, QBEnd 10, firma DAKO® nr kat. N 1632,
rozcieficzenie producenta, inkubacja 10 min w tempera-
turze pokojowej. Ptukano w TBS i naktadano biotynylo-
wane przeciwciato (LSAB® + Kit, DAKO K 0675) na 15 min.
Reakcje immunocytochemiczng wywotano roztworem te-
trachlorku 3,3’-diaminobenzydyny (DAB+, Liquid K 3486
DAKO). Nastepnie skrawki ptukano w wodzie biezgcej i od-
wadniano w szeregu alkoholowym oraz ksylenie i zamy-
kano w balsamie.

Ocene ilosciowa ekspresji CD34 przeprowadzano
w strefach na najwiekszej gestosci naczyn tzw. hot spots
i wyrazano ja poprzez liczbe pojedynczych komérek lub
grup komérek endotelialnych na 1 mm2. W badaniach wy-
korzystano system analizy obrazu mikroskopowego Mul-
tiscan Il (obiektyw Zeissa 40x, powiekszenie koncowe wy-
nosito 400x).

Analizy statystycznej dokonano przy uzyciu testu
t Studenta (za wartos¢ statystycznie istotng uznano
p < 0,05).

Wyniki

Badano ekspresje CD34 w komérkach srodbtonka na-
czyn skory wiasciwej w obszarach objetych naciekiem lim-
focytarnym. Stwierdzono statystycznie istotna réznice
w ekspresji CD34 miedzy grupa PP a grupg MF 11B-IV
(p < 0,0001) (tab. 1.). Podobng réznice zaobserwowano,
poréwnujac grupe MF IA=IIA i MF [1B-IV (p < 0,0001). Gru-
pa chtoniakéw w stadium zaawansowanym (MF [IB—IV)
charakteryzowata sie réwniez znaczaco wieksza gestoscia
mikronaczyn (microvascular density — MVC) niz w grupie
0s6b zdrowych (p < 0,0001). Nie wykazano natomiast sta-
tystycznie istotnych réznic miedzy grupami PP a MF IA-IIA,
jak réwniez miedzy PP i MF IA-IIA a grupa kontrolna.
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Tab. 1. Srednie wartosci (zakres) ekspresji CD34 w przytusz-
czycy plackowatej wielkoogniskowej i ziarniniaku grzybiastym

Marker CD34 (gestos¢ Wartosé p*
Jednostka naczy/mm?2)

chorobowa

(A) PP 110 (68-125) A/B NS

A/C p < 0,0001

A/B NS
B/C p < 0,0001

(B) MF stadium IA-IIA 118 (70-128)

(C) MF stadium 11B-IV 141 (76-179) A/C p < 0,0001

B/C p < 0,0001

NS - nieistotne statystycznie; za wartos¢ statystycznie istotng uznano
p < 0,05

PP — przytuszczyca plackowata wielkoogniskowa, MF — ziarniniak grzybiasty
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Ryc. 1. Ekspresja CD34 w grupach parapsoriasis en grandes
plagues (PP), mycosis fungoides 1-IIA (MF I-IIA) i mycosis
fungoides 11B-IV (MF 11-1V)

Na ryc. 1, 2. przedstawiono przyktadowy obraz ekspresji
CD34 w obrebie zmiany skérnej w przebiegu MFE

Omowienie wynikow

Nowotworzenie naczynh jest charakterystyczng cecha
proceséw rozrostowych. Szczegdlne znaczenie przypisu-
je sie angiogenezie w przebiegu nowotworéw bogato
unaczynionych, takich jak rak prostaty czy sutka, oraz
w rozrostach hematologicznych [5]. W dotychczas opubli-
kowanych pracach wzrost gestosci mikronaczyn, wskazu-
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Ryc. 2. Ekspresja antygenu CD34 w zmianie skdrnej pobra-
nej od chorego z MF, powiekszenie 200 x

jacy na nasilona angiogeneze w obrebie badanej tkanki,
jest zwykle ztym czynnikiem prognostycznym w guzach
litych, m.in. w raku sutka, jajnika, raku ptuca [6, 7]. Wyka-
zano, ze wzmozona angiogeneza w obrebie ogniska pier-
wotnego w przebiegu raka przewodowego sutka sprzyja
powstawaniu przerzutoéw do regionalnych weztéw chton-
nych [8]. Znaczenie prognostyczne neoangiogenezy w prze-
biegu chtoniakéw jest zréznicowane w zaleznosci od ty-
pu choroby [9]. Dotychczas opublikowano niewiele prac
dotyczacych nowotworzenia naczyn w pierwotnie skor-
nych chtoniakach T-komérkowych (CTCL) [10, 11]. Prace te
obejmowaty zwykle niewielkie grupy chorych, a ich wyni-
ki wskazywaty na istnienie dodatniej korelacji miedzy neo-
angiogeneza i stopniem zaawansowania choroby.

W ocenie nowotworzenia naczyh wykorzystuje sie wie-
le markeréw angiogenezy, wsrdd ktérych szczegdlna po-
pularnosc zdobyty takie antygeny, jak CD31, CD34 czy czyn-
nik VIII [12]. W ostatnich latach podejmowano préby
poréwnania wynikéw badan nad neoangiogenezg w zmia-
nach nowotworowych za pomocg omawianych znaczni-
kow [13, 14] i stwierdzono, ze oznaczanie MVC metoda im-
munohistochemiczna z uzyciem przeciwciata przeciwko
CD34 charakteryzuje sie najwiekszg czutoscia i detekcja
wiekszej liczby najdrobniejszych naczyn w obrebie tkan-
ki nowotworowej [15].

Antygen CD34 jest powierzchniowg glikoproteing na-
lezaca do rodziny przezbtonowych biatek sialomucyno-
wych, bioraca udziat w adhezji komorkowej. Biatko CD34
ulega ekspresji na powierzchni komérek hematopoetycz-
nych szpiku kostnego, komdrek tucznych, komérek den-
drytycznych, a takze na powierzchni komérek progenito-
rowych srédbtonka i komérkach srédbtonka. Te ostatniag
ceche wykorzystuje sie w ocenie angiogenezy (tzw. gesto-
sci mikronaczyn).

W prezentowanej pracy stwierdzono, ze wzmozona
neoangiogeneza jest cechg charakterystyczng zaawanso-
wanego stadium MF i ztym czynnikiem prognostycznym
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tej jednostki chorobowej. We wczesnych stadiach MF oraz
w przebiegu PP nie odnotowano nasilonego procesu no-
wotworzenia naczyn, mierzonego metoda immunohisto-
chemiczng przy uzyciu przeciwciata przeciwko CD34,
a otrzymane wyniki byty poréwnywalne z wynikami uzy-
skanymi ze skéry zdrowej. Omawiany czynnik nie spetnia
wiec kryteriow markera réznicujacego obie jednostki cho-
robowe.
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