ANGIOGENES — MARKOR
FOR METASTASER

For att en cancer skall kunna
vaxa och satta metastaser kravs
att den forvarvar formagan att
nybilda blodkarl. Nybildningen
av blodkar| —angiogenes—kan
man kvantifiera genom att r k-
nablodkarl i primértumdoren —
angiogenesindex.

Flerastudier under de senas-
tedren har visat att angiogenes-
index &r en stark prognostisk
mar kor for metastaser och can-
cerorsakad dod vid solida ma-
lignatumorer som brdstcancer,
prostatacancer, ventrikelcancer,
malignt melanom och icke-sma-
cellig lungcancer.

| framtiden kan PAD vid soli-
damalignatumdrer komma att
utéver tumortyp, differentie-
ringsgrad, stadium och uttryck
av eventuella biokemiska mar -
korer ange ett angiogenesindex,
vilka sammantagna ger klini-
kern en mgjlighet att vardera
tumOrens aggressivitet.

Nybildning av blodkarl &r ett urgam-
malt system som héllits likartat genom
djurserien. En vé fungerande angioge-
nes mojliggor placentation, fosterut-
veckling, tillvaxt och sarlakning och &
sdledes en fordel i det naturliga urvalet
[1].
Men detta adel smarke kan ocksa bli
en akilleshdl: flera studier har visat att
en cancer formar att tillvaxa och séitta
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metastaser forst nér den forvérvar for-
magan att nybilda blodkérl. Tidigare
trodde man att tumorcellerna hade me-
tabolt utbyte med vérdorganets befintli-
gamikrocirkulation; nuhar deti djurex-
perimentella modeller visats att alla
blodkérl i tumérer & nybildade [2].

En cancer in situ kan saforbli i flera
manader (hos ménniskan i flera ar) till
dess att den forvarvar formégan att sti-
mulera omgivningen till nybildning av
blodkarl [3]. Forst dablir cancernenin-
vasiv, exponentiellt tillvéxande och me-
tastaserande tumar.

Tumdren stimulerar direkt och indi-
rekt via vardens makrofager den friska
omgivande vévnaden till att nybilda
blodkérl. De nybildade kérlen vaxer ini
tumadren.

Dettainnebér for det forsta att extra-
celluldra matrix och basamembran
luckras upp for att ge plats & karlknop-
parna, medan tumaorcellerna kan »inva-
dera» den uppluckrade vavnaden &t
andrahdllet.

For det andra innebér det att tumor-
cellernakan tillvéxai takt med att ytan
av utbyteskarl okas.

For det tredje innebar blodkérlsny-
bildningen att tumorcellerna, somi sitt
in situ-stadium var avaskul éra, kommer
nara nybildade blodkarl med ett ofull-
standigt endotelcellager, och darmed
kan migrera ut till vardens centralacir-
kulation.

En bréstcancer med en volym paen
kubikcentimeter slépper ut ca 2 miljo-
ner tumdrceller per dygn i den centrala
cirkulationen [4]. Lyckligtvis &r det yt-
terligt fa av dessasom klarar av att eta-
blera en metastas!

Sovande mikrometastaser

Allatumorceller i en cancer & inte
angiogena. De icke-angiogena tumér-
cellerna »ker sndlskjuts» pa de angio-
genaochtillvaxer darmed ocksanar nya
blodkérl vaxer ini tumdren. Dettainne-
béri sintur att detumorceller som kom-
mer ut i cirkulationen &r av tva huvud-
typer; angiogena och icke-angiogena.
De angiogena cellerna kan bilda meta-
staser som tidigt blir pavisbarakliniskt,
medan de icke-angiogena metastaserna
forblir »sovande» [ 5] till dess att de fér-
varvar den angiogena fenotypen. Detta

resonemang kan sdledes forklara fore-
komsten av senatumarrecidiv.

Angiogenesindex

En konsekvens av denna nya syn pa
blodkérlsnybildningens roll for tumaor-
tillvéxt och metastasering &r att ju mer
malign tumar, desto stdrre borde dess
formaga till nybildning av blodkarl
vara.

Denférstakliniskastudien somvisa-
de ett sddant samband géllde malignt
melanom [6]. Dérefter kunde Weidner
och medarbetare 1991 i en retrospektiv
studie av 49 kvinnor med bréstcancer
visa att antalet blodkérl per mikrosko-
piskt synfdt var signifikant hogre i
gruppen med metastaser (30 patienter)
an utan (19 patienter) [7].

| en vélgjord, prospektiv brostcan-
cerstudie omfattande 254 konsekutiva
patienter utan lymfkortel metastaser vid
diagnos var angiogenesindex ven den
starkaste prediktorn for 6verlevnad [8].
| denna studie var angiogenesindex en
starkare prognostisk markér an lymf-
kérlsinvasion, Gstrogen- och progeste-
ronreceptorstatus samt uttrycket av p53
och c-erbB-2.

| skrivande stund finns ett 60-tal stu-
dier dver relationen mellan angiogenes-
index och metastasrisken publicerade
for bréstcancer och andraformer av so-
lida tumdrer, exempelvis prostatacan-
cer [9], ventrikel cancer [10] och cervix-
cancer [11] samt en Oversikt [12]. De
flesta studierna har visat att angioge-
nesindex &r en stark oberoende predik-
tor for metastasrisken.

Metodologiska synpunkter —

hur? vad? och var?

Det finns &ven studier dar man g
kunnat finna ett samband mellan angio-
genesindex och prognos [13-15]. Dessa
motstridiga resultat kan férmodligen
forklarasav anvéndandet av olikaendo-
telcellsmarkorer, forstoringsgrad vid
raknandet samt raknesétt [8, 16]. Be-
réknandet av angiogenesindex & nam-
ligen betydligt mer komplicerat an det
vid forstaanblicken kan verka.

For det forsta— hur skall blodkérlen
mérkas? ldag anvands huvudsakligen
fyra olika endotelcellsmarkorer vilka
kan pavisasimmunhistokemiskt pafor-
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malinfixerad, paraffininbéddad vév-
nad: faktor VIll-relaterat antigen
(FVIll-rag), Ulex Europaeus Agglutin-
in-1 (UEA-1), CD3UPECAM och
CD34 (Figur 1). Nybildade blodkérl
uppvisar en heterogen antigenitet [17],
och idag finns ingen morfologisk eller
biokemisk markér som & patognomon
for nybildade blodkérl.

Tva mojliga kandidater & under ut-
vérdering [17, 18]. Forsok har gjorts att
bestdmma sensitivitet och specificitet
for endotelcellsmarkdrer i tumdrblod-
karl vid bréstcancer [19, 20]. Dock kan
en annan tumartyp uttrycka andra epi-
toper pasinaendotelceller. Har finnssa-
ledes en uppenbar risk for saval falskt
positiva som fal skt negativa kérl, vilket
paverkar angiogenesindex. Sannolikt
maste en optimal endotelcellsmarkor
bestdmmas for varje tumértyp.

Vi har utvecklat en metod dér vi se-
riesnittar tumadren, fargar in med endo-
telcellsmarkoérer och jamfér med refe-
renssnitt (Figur 2). Véra preliminara
data for barnnjurcancern Wilms' tumér
visar att faktor VIlI-relaterat antigen
har en sensitivitet pa 68 procent, Ulex
Europaeus Agglutinin-1 64 procent,
CD31/PECAM 97 procent och CD34
98 procent.

For det andra— vad skall réknas? |
de flesta studierna anges att man rak-
nat »mikrokérl» utan att definierades-
sa. Det gar g att ange en maximal
lumendiameter pa karl som skall rak-
nas, da karlen kollaberar vid immer-
sionsfixering. Syftet med angiogenes
ar att 6kaytan for metabolt utbyte. Det
borde innebéra att endast kapillérer
och postkapillara venoler (utbytes-
kérl) skall réknas, dvs kérl vars véagg
endast bestar av en endotelcell och ett
basalmembran. Aven har finns saledes
en risk att man réknar for mangaeller
for fakarl.

For det tredje—var skall kérl réknas?
Deflestastudiernaangivnaovan réknar
antalet mikrokarl i det subjektivt karlta-
taste omradet i tumoren. Sannolikt ar
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Figur 1. Nybildade blodkérl i barn-
njurcancern Wilms’ tumér. Karlens endo-
telceller &r inmérkta immunhistokemiskt
med antikroppar mot ytantigenet CD34.
Motfargning med hematoxylin.

dettaomrade karakteristisk for tumoren
och speglar dess angiogena potentia
[2]. Det aterstar dock att visaatt det inte
finns andra sétt att rékna som ger mind-
re spridning.

Ar ett genomsnittligt vérde ett béatt-
re matt pa tumorens angiogenes [21]?
Nybildade blodkarl kommer ju fran
den juxtatumorala vavnaden — & kan-
ske omgivande vavnads subjektivt
tradtétaste omrade ett kandigare métt
patumorens angiogenes? Eller den om-
givande vavnadens genomsnittliga ut-
byteskérlstéthet? Det borde vara den
till tumdren omedel bart grénsande vav-
naden som tvingas att svara pa tumo-
rens angiogena signaler. Sannolikt
finns hér ytterligare en orsak till att an-
talet kérl dver- eller underskattas.
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Figur 2. For kvantifiering av sensitivitet
och specificitet hos fyra olika endo-
telcellsmarkérer vid Wilms’ tumor har vi
utvecklat en »sandwich» av 2 pm
seriesnitt som markts in enligt figuren.
Varje markdrsnitt ligger intill ett
referenssnitt (H&E, hematoxylin och
eosin) som tjanar som »facit». Endast
tvarsnittade utbyteskéarl som kan
aterfinnas i samtliga snitt anvands.
Ovriga forkortningar &r:

FVlll-rag = faktor Vlll-relaterat antigen,
UEA-1 = Ulex Europaeus Agglutinin-1,
CD31, dvs platelet-endothelial cell
adhesion molecule,

CD34, dvs myeloid progenitor cell
antigen.

Véra egna prelimindgra data for
Wilms' tumdr visar att for allafyraoli-
kardknesatten &r tétheten av utbyteskarl
hogst i gruppen som avlidit av sin tu-
maAr, men att det bara & tumdrens sub-
jektivt tradtataste omréde som ger sig-
nifikanta skillnader mellan grupperna
Overlevande och ddda.

For det fjarde—hur skall kérl réknas?
| deflestastudier réknasantal et inmérk-
ta strukturer per synfélt vid en viss for-
storing. Det har foreslagts att automati-
serad bildanalys [22] eller anvandande
av okuldr med réknepunkter [23] kan
anvandas for att effektivisera och stan-
dardisera réknandet. Inom morfologin
finnsen hel vetenskap, stereologin, som
har utarbetat en serie algoritmer for hur
strukturer skall matas pa ett enkelt, ef-
fektivt och av observatdren oberoende
sétt [24]. Det & vé kant inom stereolo-
gin att réknandet av strukturer per syn-
falt &r tidskravande, ineffektivt och ob-
servatOrsheroende. Sdledes finns aven
hér en uppenbar risk att 6ver- eller un-
derskatta antalet karl.

Vi utvecklar i samarbete med danska
stereologer ett system for kvantifiering
av angiogenesindex avsett att vara sa
enkelt att det kan anvandas av den kli-
niske patologen utan dyrbar utrustning.

Angiogenesindex behdvs

Klinikerns beddmning av patientens
tumorsjukdom baseras idag pa ett antal
va dokumenterade prognostiska fakto-
rer som almantillsténd, &der, kon,
tumortyp, differentieringsgrad, stadium
samt uttryck eller bortfall av biokemis-
ka och genetiska markoérer. Till denna
lista kan angiogenesindex komma att
l&ggas, eftersom flera studier har visat
att angiogenesindex ger prognostisk in-
formation om olika tumérers bendgen-
het att sitta metastaser. Ytterligare
forskning kravs dock for att avgora an-
giogenesindex kliniska betydelse.

For att patologen »pa faltet» skall
kunnaangeett angiogenesindex i sitt ut-
|dtande, kravs att en metodik utarbetas
med en sensitiv och specifik, kommer-
sielt tillganglig endotelcellsmarkor
och med ett enkelt, effektivt och oberva-
térsoberoende réknesétt.
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KORTKLIPPT

»Kalla till ungdom>
inget for rutinbruk

Binjurebarkshormonet DHEA (de-
hydroepiandrosteron) har kommit i ro-
pet i USA som en »kéllatill ungdomy,
men det finns inte underlag for att re-
kommenderaDHEA som substitutions-
behandling for medeldlders och ddre.
Det vetenskapliga underlaget &r alltfor
begransat.

Epidemiologiska studier tyder pa
att 14ga serumhalter av DHEA har sam-
band med 6kad risk for hjart—karlsjuk-
dom hos mén och for bréstcancer hos
kvinnor fore menopaus.

Tre smadubbelblindstudier, dar sub-
stansen testats mot placebo, antyder att
DHEA kan 6ka bl avé befinnandet, in-
sulinkénsligheten och de naturliga do-
darcellernas aktivitet. Vid hdga doser
(100 mg) bkade emellertid halten av an-
drogener i serum hos kvinnor i en av
studierna s mycket att det fick oonska-
de effekter.

Eftersom DHEA anses vara prekur-
sor till bade testosteron och Gstradiol
kan amnet paskynda utvecklingen av
hormonberoende tumérer som brost-
cancer och prostatacancer.

BMJ 1996; 312: 859-60.

Ibland osynlig inflammation
vid »onddig» appendektomi

Atskilliga operationer pa grund av
misstankt blindtarmsinflammation be-
traktas i efterhand som onddiga déarfor
att den histologiska understkningen
inteavd 6jar ndgratecken paabnormite-
ter. En nyligen publicerad irlandsk stu-
diekanske kan varatill trost for kirurger
som &r frustrerade av ala»onddiga» in-
grepp. )

Tre forskare undersokte blindtarmar
som opereratsbort pagrund av misstan-
ke om inflammation respektive av an-
draorsaker, i samband med el ektiv buk-
kirurgi. De fann att uttrycket av cytoki-
nernatumornekrosfaktor alfaoch inter-
leukin-2, som tyder pa inflammation,
var kraftigt forhojt inte endast i de pre-
parat som histologen klassade som in-
flanmerade utan ocksd i 7 av 31 fall
med histologiskt sett normala fynd.

Lancet 1996; 347: 1076-9.

Konkurrerande risker
vid behandling av aldre

Eftersom ddre patienter ofta & ut-
satta for manga konkurrerande risker,
dvs flera sukdomar som kan bli dods-
orsaken, & den absoluta effekten av en

ny diagnos oftaganskaliten om man ser
till forvantad livdléangd. Den potentiella
vinsten av en ny terapi ar darfor ocksa
oftablygsam, medan riskernatkar med
adern.

Aven om l&kare intuitivt gor sddana
avvagningar kan det varasvart att kvan-
tifieraeffekten av t ex behandling for yt-
terligareen diagnos, papekar enkvintett
amerikaner, vilkadarfor konstruerat en
analysmodell som stdd for beslut. Med
formler och kurvor visar de hur tungt
olika effekter av behandling vager vid
olika aldrar, halsotillstand och forvan-
tad livslangd.

Deras dutsats av analysen & att de
aldre bor be om endast de mest effekti-
va behandlingarna och vara villiga att
riskera féarre komplikationer av terapin
an yngre patienter.

Ann Intern Med 1996;

124: 577-84.

Paverkas aldres hjarna
av antihypertensiv terapi?

Manga l&kare &r forsiktiga med att
behandla méttligt forhgjt blodtryck hos
dldreav orofor att forsdmraderashjarn-
funktion, trots att studier tyder pa att
antihypertensiv terapi kan minska bade
gjuklighet och dodlighet.

Varken diuretika eller betablockera-
retycksemellertid paverkaden kogniti-
va férmégan métt med bl ainléarnings-
test efter 54 manaders behandling.
Blodtrycksmedlen jamférdes med pla
cebo i en brittisk multicenterstudie av
mer dn 2 500 patienter som var 65-74 &r
och som vid starten hade ett systoliskt
tryck pa 160-209 mm Hg och diasto-
liskt under 115 mm Hg.

BMJ 1996; 312: 793-4, 801-4.

Demens ger lagt blodtryck
—eller &r det tvartom?

En studie inom Kungsholmenpro-
jektet i Stockholm av 1 642 individer
mellan 75 och 101 &r visar att de ca 34
procent som haderel ativt 1agt blodtryck
(under 140 mm Hgi systoliskt tryck och
under 75i diastoliskt) led av demens of -
tare &n de som hade hogre tryck. Sam-
bandet géllde méttlig och svar demens,
och det var starkast for dem som haft
s/ukdomen lange.

Forskarnatror att 1&gt blodtryck &r en
komplikation till demensprocessen,
sarskilt vid Alzheimers sjukdom. De
anser det emellertid mojligt att gt
blodtryck kan predisponera en under-
grupp for demensutveckling.

BMJ 1996; 312: 805-8.
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