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1.Wstep

1.1 Rak jelita grubego

1.1.1. Epidemiologia

Rak jelita grubego (RJG) nalezy do najczesciej wystepujacych nowotworéw. W
strukturze zachorowan zajmuje obecnie w Polsce drugie miejsce u kobiet 1 trzecie u
mezcezyzn, stanowiac 10 % kobiecych 1 12 % meskich zachorowan na nowotwory
ztosliwe.
Jest tez druga u me¢zczyzn i trzecig u kobiet przyczyna zgonéw nowotworowych — 12 %

u obu plci [27].

1.1.2 Etiopatogeneza

Wiele czynnikéw warunkuje powstanie raka w jelicie grubym. Naleza do nich
przyczyny genetyczne i uwarunkowania srodowiskowe.

Tabela I. Przyczyny nowotwordw jelita grubego

rak sporadyczny 65-85%- okoto 75%
rak wystgpujacy rodzinnie 10-30%- okoto 20%
Rodzinny niepolipowaty rak jelita grubego- HNPCC 1-5%

Rodzinna polipowatos¢ gruczolakowata - FAP 0,5%

inne pozostala czes¢

1) Czynniki genetyczne

W wigkszosci, czyli w okoto 85% przypadkow, raki wystepuja sporadycznie. Sa
to gruczolakoraki, ktore rozwijaja si¢ na podlozu gruczolakéw. Powstaja wskutek
kumulowania si¢ zaburzen genowych prowadzacych poczatkowo do rozrostu nabtonka
jelitowego, potem do powstania gruczolaka, a nastgpnie, migdzy innymi wskutek
inaktywacji onkogendéw, do przemiany ztosliwej i powstania raka jelita grubego.

Genetyczne predyspozycje do powstania raka jelita grubego to wrodzone
mutacje w genach skracajace droge przemiany w nowotwor. W efekcie dochodzi do
rozwoju zespotow klinicznych predysponujacych do powstania raka jelita grubego. Sa

to:



2)

Rodzinna polipowato$¢ gruczolakowata z mutacja w genie APC. Jej postaci
kliniczne to min. Zesp6t Gardnera 1 Zespo6t Turcota,

Lagodna rodzinna polipowato$¢ gruczolakowata,

Polipowato$¢ zwiazana z genem MUTYH,

Dziedziczny rak jelita grubego niezwiazany z polipowatoscia , czyli zespdt Lyncha I
1 II, za ktéry odpowiadaja mutacje gendow odpowiedzialnych za naprawe blednie
sparowanych zasad DNA,

Zespoty polipowatosci z polipami hamartomatycznymi (Zespdt Peutza Jeghersa,
zespot polipowatosci mtodzienczej, czy Zespot Cowden),

Zespoty polipowatosci o nieustalonej przyczynie np. Zespol Cronkheite’a- Canady

[10].

Czynniki §rodowiskowe

Zwiazane z trybem zycia

a. sposob odzywiania - dieta bogata w czerwone migso 1 tluszcze zwierzece, uboga
w naturalne witaminy, wtokna roslinne , selen 1 wapn,

b. palenie papierosow,

c. mala aktywno$¢ fizyczna i otytos¢,

d. powtarzajace si¢ zaparcia.

Niezalezne od trybu zycia:

a. wiek- czgsto$¢ zachorowania wzrasta wraz z wiekiem, osiagajac szczyt w 6smej
dekadzie zycia

b. czynniki demograficzno — geograficzne. Najwigksza zachorowalno$¢ na raka
jelita grubego notuje si¢ w  Europie Zachodniej i Ameryce Pdinocnej, a
najnizsza w rozwijajacych si¢ krajach Afryki i Azji.

zwiazane ze wspolistniejacymi chorobami:

a. nieswoiste zapalenia jelit: wrzodziejace zapalenie jelita grubego i choroba
Lesniowskiego-Crohna.

b. w nastgpstwie przebytego leczenia: ureterosigmoidostomia (z ktoéra wiaze si¢
500 razy wigksze ryzyko RJG), cholecystektomia, radioterapia jamy brzusznej
[55].



1.1.3. Ocena zaawansowania nowotworu
Do oceny typu i zaawansowania nowotworu, a co za tym idzie do wyboru

metody leczenia oraz ustalenia rokowania, uzywa si¢ nastgpujacych skal i podziatow:

e Klasyfikacja histologiczna raka jelita grubego wedtug WHO

e Klasyfikacja makroskopowa zaawansowanego raka jelita grubego

e Klasyfikacja Dukesa

e Klasyfikacja Astlera-Collera

e Klasyfikacja TNM i stopnie zaawansowania wedtug TNM

Tabela II. Klasyfikacja pTNM wedtug siodmej edycji klasyfikacji Union International
Cancer Control/American Joint Committee on Cancer (UICC/AJCC) [133].

T-guz Tx — guz pierwotny nie moze by¢ oceniony

pierwotny TO — brak cech guza pierwotnego

Tis — rak in situ — wewnatrz nablonka lub naciek blaszki wtasciwe;j
btony $luzowe;j

T1 — guz nacieka warstwe pod§luzowkowa

T2 — guz nacieka bton¢ mig¢§niowa whasciwa

T3 — guz nacieka warstwe podsurowicza lub niepokryte otrzewna
tkanki okotookrgznicze lub okotoodbytnicze

T4 — guz bezposrednio nacieka inne narzady Iub struktury
anatomiczne i/lub powoduje perforacj¢ otrzewnej trzewnej

T4a — guz powoduje perforacj¢ otrzewnej trzewne;j

T4b — guz bezposrednio nacieka inne narzady lub struktury

anatomiczne

N — regionalne | Nx — regionalne wegzty chtonne nie moga by¢ ocenione

wezty chtonne | NO — brak przerzutu w regionalnych weztach chtonnych

N1 — przerzuty w 1-3 regionalnych weztach chtonnych

Nla — przerzut w 1 regionalnym wezle chtonnym

N1b — przerzut w 2-3 regionalnych weztach chtonnych

Nlc — depozyt nowotworowy (depozyty nowotworowe), czyli guzek
satelitarny w warstwie podsurowiczej lub niepokrytych otrzewna
tkankach migkkich okotookre¢zniczych lub okotoodbytniczych, bez

przerzutu w regionalnych weztach chtonnych




N2 — przerzuty w co najmniej 4 regionalnych weztach chtonnych
N2a — przerzuty w 4-6 regionalnych weztach chtonnych

N2b — przerzuty w co najmniej 7 regionalnych weztach chtonnych

M — przerzut | MO — przerzut odlegly nieobecny

odlegty M1 — przerzut odlegty obecny

M1la — przerzuty ograniczone do jednego narzadu

MIlb — przerzuty w wigcej niz jednym narzadzie, lub przerzuty do

otrzewnej.

Tabela III. Stopnie zaawansowania klinicznego wedlug siodmej edycji klasyfikacji
Union for International Cancer Control/American Joint Committee on Cancer
(UICC/AJCC) [133].

0 TisNOMO
| T1-2NOMO
I | A | T3NOMO
B | T4aNOMO
C | T4bNOMO
IIT | A | TI-2N1IMO lub TIN2aMO
B | T3-4aN1MO lub T2-3N2aMO0 lub T1-2N2bM0O
C | T4aN2aMO lub T3-4aN2bMO lub T4bN1-2M0
IV | A | kazde T, kazde N, M1a
B

kazde T, kazde N, M1b
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1.1.4. Rokowanie

Umieralno$¢ z powodu nowotworoéw jelita grubego w Polsce jest wyzsza niz
przecigtna dla krajow Unii Europejskiej. Wérdéd mezczyzn wspotczynnik umieralnosci
byl o okoto 50% wyzszy niz $redni dla krajow Unii Europejskiej (dane z 2009 roku).
Wsrod kobiet umieralno$¢ na raka jelita grubego jest nieznacznie, ale wciaz jednak
wyzsza niz $rednia dla Europy [160].

Przezycie 5-letnie zalezy od stopnia zaawansowania i wynosi powyzej 90% u
chorych w I stopniu zaawansowania w poréwnaniu do mniej niz 10% u chorych w
stadium rozsiewu choroby.

W momencie, gdy badana grupa poddawana byta leczeniu, ogdlne rokowanie
byto gorsze niz w chwili obecnej. Okres 5-letniego przezycia wsrod pacjentdw z
nowotworami jelita grubego w ciagu pierwszej dekady XXI wzrést, cho¢ nieznacznie:
wsrdéd mezezyzn z 43,3% do 47,6%, natomiast u kobiet z 44,1% do 49,1% [27,160].

Do istotnej poprawy rokowania, doprowadzito z pewno$cia wprowadzenie
systemu badafh profilaktycznych (program badan przesiewowych dla wczesnego
wykrywania raka jelita grubego Ministerstwa Zdrowia prowadzony od 2000r.) oraz
poprawa techniki chirurgicznej. Chemioterapia pozwolila na znamienne wydtuzenie
czasu przezycia chorych na zaawansowanego raka jelita grubego i na nowotwor w
stadium rozsiewu [153]. Pomimo =znaczacego postgpu w zmniejszeniu odsetka
nawrotoéw miejscowych raka jelita grubego, wciaz u znaczacej ilosci chorych dochodzi
do zgonu z powodu przerzutow odlegtych. Nie sa wykrywalne u pacjentow z pozornie
mato zaawansowanym nowotworem poddanym radykalnemu leczeniu chirurgicznemu,
za to w przysztosci staja podstawowym zrodtem niepowodzenia w leczeniu. Dlatego
obecnie przywiazuje si¢ tak znaczaca wage do terapii zachowawczej w raku jelita

grubego oraz do poszukiwan nowych lekéw [159].
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1.1.5. Ingerowanie w proces angiogenezy, jako opcja terapeutyczna

Szczegblnag grupa lekow sa te, ktore moga ingerowa¢ w naturalny cykl rozwoju
guza nowotworowego. Niezbednym czynnikiem w rozwoju jest wydolny system
dostarczajacy tlen 1 skladniki odzywcze 1 odprowadzajacy zbedne produkty przemiany
materii. Guz musi wigc wytworzy¢ wlasny, autonomiczny system naczyn
krwionosnych.

Jest on nieodzownym warunkiem pozwalajacym nowotworowi przekroczy¢
wymiar 2-3 mm, rosna¢ dalej i przerzutowacé [115,139]. Dlatego leki antyangiogenne
weszly na stale do schematow leczenia wielu nowotwordéw ztosliwych, w tym do
leczenia raka jelita grubego [161]. Przeprowadzono wiele badan eksperymentalnych i
klinicznych nad dziataniem substancji powstrzymujacych rozwdj naczyn nowotworu.
Byty one poprzedzone badaniami rozpoznajacymi naturg procesu angiogenezy, czyli

tworzenia si¢ naczyn krwionosnych.

1.2. Historia badan nad angiogenezg.

Termin angiogeneza, pojawil si¢ prawdopodobnie w 1787r. Uzyty zostat przez
szkockiego anatoma i chirurga Johna Huntera opisujacego formowanie si¢ nowych
naczyn [135].

Badania te nabraty rozpedu wraz z wynalezieniem mikroskopu. Sam mikroskop
nie pozwalal jednak na obserwacje rosnacych naczyn in vivo. Przetlomem stalo si¢
wynalezienie przez matzenstwo Eleanor i1 Eliot Clark oraz studenta pana Clarka
Calvina Sandisona komory Sandison-Clark'a, ktora nastgpnie mozna byto wszczepiaé w
zraniona skore zwierzgcia laboratoryjnego. Komora pozwalala na wykorzystanie
mikroskopu do podgladania wzrostu naczyn w reakcji na uszkodzenie, do obserwacji
zachowania si¢ przeszczepionych obcych komorek a nastepnie do obserwacii
angiogenezy w rosnacych nowotworach [20,132].

Za ojca badan nad angiogeneza uwaza si¢ Judaha Folkmana. To on sformutowat
1w 1971 roku opublikowat hipoteze, ze wzrost guza jest zalezny od wzrostu naczyn, a
zablokowanie angiogenezy moze mie¢ znaczenie terapeutyczne. Potwierdzenie tej
hipotezy stato si¢ fundamentem wszechstronnych badan nad angiogeneza [39]. Folkman

wraz z wspotpracownikami wyizolowat réwniez substancjg, ktéra, wydzielana przez
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nowotwor, miala stymulowa¢ wzrost naczyn. Nazwal ja TAF, czyli Tumor
Angiogenesis Factor [110].

Identyfikacji tego samego czynnika dokonali réwniez niezaleznie od siebie
Harold Dvorak w 1983r. [122] oraz Napoleone Ferrara i Jean Plouet w 1989r. Dvorak
zidentyfikowat VPF, czyli Vascular Permeability Factor, a Ferrara 1 Plouet VEGF,
czyli Vascular Endothelial Growth Factor [73].

Sekwencjonowanie tego biatka udato si¢ dopiero w roku 1990 Connolly’emu, ktory
pracujac niezaleznie od pozostatych réwniez uzyskat ta sama czasteczkg [23].

Dzigki technice klonowania cDNA wykazano, ze wyzej wspomniani uczeni odkryli te
sama czasteczke [71]. Z czasem poznano réwniez sposob dziatania czynnika wzrostu
naczyn.

W 1990 roku Masabumi Shibuya izolujac gen kodujacy receptorowa kinazg¢
tyrozynowa z siedmioma zewnatrzblonowymi domenami, zidentyfikowat czynnik o
nazwie Fms-like tyrosine kinase-1 (Flt-1), czyli receptor dla VEGF ($rodbtonkowego
czynnika wzrostu) [130].

Badania nad mechanizmami powstawania naczyn wciaz trwaja. Znamy wiele
czynnikdéw uczestniczacych we wzroscie naczyn w réznych srodowiskach tkankowych.
Obserwujemy réwniez mniej lub bardziej udane proby z lekami ingerujacymi w proces

powstawania naczyn w celach terapeutycznych [24,48,164].

1.3. Charakterystyka procesu angiogenezy

1.3.1. Definicja angiogenezy i waskulogenezy.

W procesie rozwoju 1 roznicowania gatunkow kregowce wyksztalcity zamknigty
system krwiono$ny jako medium shuzace dostarczaniu rosnacym organizmom tlenu i
sktadnikoéw odzywczych. System ten rozwija si¢ juz w okresie wczesnej embriogenezy.
Zachodzi poprzez wspotdziatanie dwoch mechanizmow: waskulogenezy i1 angiogenezy.
Waskulogeneza jest to proces powstawania naczyn krwionosnych de novo z komorek
progenitorowych pochodzenia mezenchymalnego czyli angioblastow. Angioblasty, jako
komorki bipotencjalne daja poczatek zarowno linii hematopoetycznej jak i endotelialnej
[112]. Linia endotelialna, czyli komoérki prekursorowe $rodblonka (EPC - Endothelial
Precursor Cells) ulegaja roznicowaniu si¢, migracji i proliferacji tworzac podstawowy

splot naczyniowy (Primary Vascular Plexus) [111].
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Aby zwigkszy¢ wydajnos¢ podstawowego splotu naczyniowego rozrasta si¢ on
tworzac nowe odgalgzienia. Wykorzystuje przy tym naczynia juz istniejace.
Rozpoczyna si¢ wigc angiogeneza, ktora umozliwia wzrost organizmu.

Proces angiogenezy mozna podzieli¢ na nastgpujace etapy [30]:
1. Pobudzenie 1 proliferacja komorek srodbtonkowych.
2. Zwiotczenie §ciany naczynia i miejscowe poszerzenie jego Swiatla.
3. Wozrost przepuszczalno$ci naczynia.
4. Zgromadzenie fibryny po zewnetrznej stronie naczynia.
5. Proteolityczny rozktad blony podstawne;.
6. Migracja aktywowanych komorek $rodblonka, a nastgpnie uktadanie si¢ ich w
formg paczkow naczyniowych w miejscu, gdzie ma powsta¢ nowe naczynie.
7. Oddziatywanie z macierza pozakomoérkowa.
8. Dzielenie si¢ komorek endotelialnych w odcinku odnaczyniowym.
9. Odtworzenie btony podstawne;.

U zdrowego, dorostego i niezbyt aktywnego fizycznie me¢zczyzny, komorki
srodbtonka pozostaja w stanie spoczynku. Sa to najdtuzej zyjace komorki w organizmie
poza komorkami uktadu nerwowego. Tylko jedna na 10 000 komorek endotelialnych w
organizmie wstgpuje w fazg podziatu.

Sytuacja jest odmienna u kobiet, nawet w warunkach fizjologicznych.
Owulacyjny cykl reprodukcyjny, laktacja, czy tez formowanie si¢ tozyska wymagaja
stalego angazowania si¢ procesOw tworzenia naczyn. Podobne zjawisko obserwujemy u
os6b aktywnych fizycznie, budujacych mase mig§niowa.

Mechanizmy angiogenezy zaangazowane sa rowniez w gojenie si¢ ran,
owrzodzen, rewaskularyzacje migsnia sercowego po zawale, towarzysza procesom
zapalnym. Moga rowniez bra¢ udziat w procesach chorobowych, odpowiadajac za
agrawacje¢ objawow w retinopatii cukrzycowej, w reumatoidalnym zapaleniu stawow, w
endometriozie, w miazdzycy, luszczycy 1 innych. Angiogeneza jest tez waznym
procesem odpowiedzialnym za wzrost 1 przerzutowanie nowotworow ztosliwych

[12,98].



14

1.3.2. Angiogeneza nowotworowa.

Wraz z progresja nowotworu ztosliwego proces tworzenia naczyn ulega
gwattownej akceleracji. Komorki srodbtonkowe mnoza si¢ szybko, podwajajac swoja
liczbg co 7-10 dni [125].

To przelaczenie na angiogenez¢ nowotworowa (angiogenic switch), pozwala
guzowi nowotworowemu na:

e progresj¢ z matego beznaczyniowego ogniska do duzego, dobrze unaczynionego
guza,

e aktywacjg u$pionych zmian nowotworowych,

e utworzenie przerzutow,

e progresj¢ od mikroprzerzutdw do jawnych makroprzerzutow,

Komoérki nowotworowe, jezeli nie wymusza na organizmie gospodarza
neoangiogenezy, pozostaja w uspieniu. Przestaja si¢ namnaza¢ w momencie, kiedy
wzrost ich liczby oddala je od naczyn gospodarza, z ktérych na drodze perfuzji
uzyskuja tlen i sktadniki odzywcze. Kiedy dystans ten jest wigkszy niz 100-200 pm.
proces dyfuzji tlenu jest juz znacznie utrudniony. W ten sposéb nowotwoOr moze
urosna¢ zaledwie do wielko$ci okoto 2-3 mm. (okoto milion komorek).

Aby przej$¢ z fazy latentnej w fazg wzrostu, naciekania i przerzutowania musi
nastapi¢ swoiste przelaczenie (angiogenic switch). Zjawisko to polega na wzajemne;j
interakcji pomigdzy komorkami nowotworu a komodrkami endotelium i1 macierza
mig¢dzykomodrkowa. Jest to mozliwe dzigki zachwianiu rownowagi miedzy czynnikami
hamujacymi angiogenezg a proangiogennymi na rzecz rozwoju angiogenezy. Prowadzi
to do przejscia z fazy roOwnowagi, gdzie procesy tworzenia sa rOwnowazone przez
apoptoze, w fazg dynamicznego rozwoju.

W praktyce zjawisko to zachodzi juz w bardzo wczesnej fazie rozwoju guza. W
modelach doswiadczalnych guz indukowat angiogeneze¢ niedlugo po jego implantacji do
organizmu gospodarza, kiedy cata masa nowotworu wynosita okoto 100-300 komorek
[113]. Te komorki nabyly jednak proangiogenny fenotyp. Oznacza to, ze wystgpuje w
nich nadekspresja genéw kodujacych czynniki stymulujace angiogenezg. Przewage
uzyskuja czynniki proangiogenne, wsrod ktorych kluczowa rolg petni czynnik wzrostu

sroédbtonka naczyn (Vascular Endothelial Growth Factor czyli VEGF).
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Wskutek znacznej przewagi czynnikow proangiogennych dochodzi do
szybkiego tworzenia si¢ nowych naczyn. Naczynia te, cho¢ liczne, sa
niepelnowartosciowe zarowno pod wzgledem czynnosciowym, jak i strukturalnym. W
warunkach normalnych, w dojrzatym, zdrowym organizmie cykl zyciowy komorki
srodblonka przekracza 1000 dni, a w czasie intensywnej nowotworowej angiogenezy
skraca si¢ on do tygodnia. Skutek jest taki, ze naczynia w guzie sa niedojrzate, krete 1
maja chaotyczny przebieg. Czgsto brak jest podziatu na czg$¢ tgtnicza, Zylna 1 kapilarna,
tworza si¢ za to liczne przetoki i $lepe zakonczenia. W $cianach takich naczyn brakuje
migsni gladkich, a btona podstawna jest nieregularna i przepuszczalna. Prowadzi to do
powstawania przesicku w tkankach 1 ich obrzg¢ku, widocznego niejednokrotnie w
otoczeniu guza. NiepelnowartoSciowos$¢ naczyn, potaczona z ich nadmierng ilo$cia ma
réwniez 1 inny wymiar praktyczny - sktonnos$¢ do krwawien. Krwawienia z guza
nowotworowego sa niejednokrotnie silne i trudne do opanowania. Nieprawidiowe
naczynia nie obkurczaja si¢ samoistnie. Nie reaguja, lub stabo reaguja na ostrzykiwanie

srodkami wazokonstrykcyjnymi [74].

Nie znamy wyczerpujacej odpowiedzi na pytanie, dlaczego naczynia w
nowotworach sa tak rézne od naczyn w zdrowych tkankach. Wytlumaczenia upatrywac
mozna w réznorodnos$ci strategii pozyskiwania przez guz zaopatrzenia w potrzebne do
zycia substancje. Strategie moga by¢ nastgpujace:

1. Kielkowanie jako pierwszy i najwazniejszy sposob. Rozpoczyna si¢ aktywacja
1 proliferacja komorek s$rodbtonkowych, przerwaniem btony podstawnej
naczynia i "wytrawieniem" tunelu w otaczajacej macierzy zewnatrzkomorkowej,
glownie przy udziale metaloproteinaz [32,67] W utworzona w ten sposéb
przestrzen migruja aktywowane i rozmnozone komorki srodblonka, ktore dzigki
zachowane] polaryzacji, przyleganiu do siebie nawzajem 1 do macierzy
komoérkowej  formuja struktury rurowate. Do wytworzenia prawidlowego
naczynia pozostaje jeszcze zsyntetyzowanie blony podstawnej przy uzyciu
fibronektyny, lamininy, kolagenu IV typu i proteoglikanow [11,33].

2. Woglabianie jako proces tworzenia nowych naczyn krwionos$nych poprzez
wpuklanie tkanki lacznej do wnetrza juz istniejacych naczyn. Jest to
rozszczepienie istniejacego naczynia krwionosnego przez kolumny tkankowe
(tissue pillars) — nowa $ciana naczyniowa formuje si¢ w $wietle naczynia juz

istniejacego [15].
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3. Angiogeneza klgbuszkowa. Proces charakteryzuje si¢ wytworzeniem tzw. ciat
ktebuszkowych (glomerular bodies), ktore z kolei sktadaja si¢ z macierzystego
naczynia, do ktérego w miejscu $ciefnczatej 1 czgSciowo pozbawionej przydanki
Sciany przylegaja proliferujace komorki $rodbtonka. Rosna one zarowno w
kierunku przestrzeni otaczajacej naczynie, jak 1 do jego $wiatta, skutecznie
utrudniajac przeplyw krwi. Obecno$¢ wykladnikéw angiogenezy kigbuszkowej
w badaniu histopatologicznym powoduje gorsze rokowanie u pacjenta.

4. Wbudowanie istniejacego juz naczynia w guz. W tym przypadku guz ros$nie
wzdluz istniejacego naczynia krwionosnego 1 wykorzystuje je na swoje
potrzeby. Przykladem takiego typu nowotworu sa glejaki ktore czgsto wzrastaja
wzdluz $cian naczyn nie formujac otorebkowanego guza. Podobnie ro$nie rak
ptuc, wtérne ogniska nowotworowe w wezlach chtonnych, czy przerzuty raka
jelita grubego w watrobie.

5. Zjawisko mimikry zachodzi, gdy sie¢ naczyniowa tworzona jest przez sam guz
bez udzialu komorek swoistych dla naczyn [54]. Zjawisko tego typu
zaobserwowano w czerniakach o agresywnym przebiegu, w raku blony
naczyniowe] oka, w gwiazdziaku, oraz nowotworach takich jak rak skory i jamy
ustnej, rak piersi, gruczotu krokowego, jajnikoOw, pecherza moczowego, rak
watrobowo- komorkowy, migsniakomigsak prazkowany i kostniakomigsak. Co
ciekawe w przypadku raka jelita grubego rowniez okoto 15% naczyn nie
wybarwia si¢ przy oznakowaniu markerami komorek s$rodblonka. Moze to

sugerowac fakt tworzenia naczyn na drodze mimikry [115].

Najczescie] guz nowotworowy wykorzystuje wigcej niz jedna strategie
pozyskiwania naczyn w zaleznosci od zaawansowania 1 stopnia ztosliwosci. Typ
mechanizmu angiogenezy jest swoisty dla danego narzadu lub tkanki, a ggsto$¢ juz
istniejacej sieci naczyniowej rowniez wplywa na sposoby tworzenia si¢ nowych naczyn
[115].
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1.3.3. Czynniki stymulujace i hamujace angiogeneze

Proces tworzenia naczyn jest $cisle kontrolowany przez czynniki stymulujace 1
hamujace. Wydzielane sa one w reakcji na hipoksje, hipoglikemig, uraz mechaniczny,
nagromadzenie czynnikéw zapalnych, jak rowniez wskutek mutacji genetycznych.
Czasteczki te wspotwystepuja obok siebie w tym samym mikro$rodowisku, pozostajac
w dynamicznej rdwnowadze. Przewaga czynnikéw proangiogennych prowadzi do
powstawania nowych naczyn. Przewaga czynnikéw antyangiogennych warunkuje
zahamowanie tego procesu a nawet regresj¢ naczyn, a niewielki nadmiar inhibitoréw
angiogenezy hamuje podzialty komorkowe i zapewnia stabilno$¢ rozwinigtego juz
uktadu krwiono$nego, czyli najpros$ciej méwiac jest norma w dojrzatym organizmie
[167].
Endogenne czynniki proangiogenne podzieli¢ mozemy na dwie grupy:

A) bezposrednie, czyli naczyniowo-§rodbtonkowy czynnik wzrostu (VEGF),
zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow (bFGF) oraz czynnik wzrostu
hepatocytow (HGF). Pobudzaja one komorki do proliferacji 1 migracji,
mobilizuja pericyty, aktywuja enzymy proteolityczne macierzy oraz powoduja
wzrost przepuszczalno$ci naczyn.

B) posrednie, ktore spetniaja swoja role stymulujac inne komoérki na drodze
parakrynnej do wytwarzania bezposrednich czynnikow proangiogennych [76].
Posrednio dzialaja rowniez mutacje aktywujace onkogeny src 1 ras lub

inaktywujace geny supresorowe, p53 oraz vHL (von Hippel-Lindau) [115].

Endogenne czynniki antyangiogenne réwniez mozemy podzieli¢ na podgrupy [76]:

A) cytokiny (interleukina-12, interleukina- 18, interferon o/p),

B) inhibitory angiogenezy takie jak angiopoetyna-2, inhibitory metaloproteaz —
TIMPs, inhibitor aktywatora plazminogenu — PAI antytrombina- 1, IP-10,
maspina,

C) antagoniSci czynnikow proangiogennych (rozpuszczalny receptor naczyniowo-
srodblonkowego czynnika wzrostu — VEGFR-1)

D) polipeptydy antyangiogenne — proteolityczne fragmenty wigkszych bialek
petniacych inne funkcje fizjologiczne (angiostatyna, endostatyna, tumstatyna,
antytrombina, fragment kolagenu XV i fragment metaloproteinazy 2

E) do pos$rednich inhibitoréw angiogenezy zalicza si¢ rowniez produkt biatkowy

genu supresorowego pS3, ktory wpltywa na zahamowanie transkrypcji VEGF
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dziatajac miedzy innymi poprzez czynnik HIFla (hypoxia inducible factor-1 —
czynnik indukowany hipoksja) oraz trombospondyng- 1 (TSP-1).

Inhibitory angiogenezy znalez¢ mozna rowniez w naszym otoczeniu: w korze drzewne;j,

czosnku, zenszeniu, aloesie, imbirze, chrzastce rekina i w wielu innych [116].

1.3.4. Czynnik wzrostu Srdodblonka naczyniowego (Vascular Endothelial Growth
Factor — VEGF)

1.3.4.1. informacje ogolne

Czynnik wzrostu $rédblonka naczyniowego (Vascular Endothelial Growth
Factor - VEGF) jest kluczowym czynnikiem regulujacym waskulogeneze 1
angiogenezg, zarowno w warunkach fizjologicznych jak 1 patologicznych 1 to na
kazdym etapie rozwoju naczyn [131].

Nalezy on do rodziny plytkowych czynnikow wzrostu, do ktorej obok
dotychczas poznanych czynnikoéw wzrostu §rédblonka naczyniowego (VEGF-A, VEGF
-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E) nalezy rowniez tozyskowy czynnik wzrostu (PIGF -
Placenta growth factor ) [38].

e VEGF-A jest mitogenem 1 czynnikiem warunkujacym przezycie komorek
srodblonka naczyniowego. Promuje zdolno$¢ do przemieszczania si¢ komorek
srédbtonka 1 monocytow. Ma wobec tych komorek rowniez wiasciwosci
chemotaktyczne.

e VEGF-B ma rowniez dzialanie mitogenne na komorki srodblonkowe. Moze
formowa¢ heterodimery z VEGF-A, wptywajac w ten sposdb na powstawanie
naczyn w migsniach, w tym w migs$niu sercowym.

e VEGF-C i VEGF-D wytwarzane sa z dlugich prekursorowych protein, ktore w
wyniku trawienia tworza formy, rézniace si¢ zdolnoscia do wigzania si¢ z
receptorem. Formy dlugie, nie skrécone przez proteolizg, badz nieznacznie
wytrawione moga zwiaza¢ si¢ tylko z VEGFR-3 (Flt-4). Formy dojrzate tacza
si¢ zarowno z VEGFR-3 jaki i z VEGFR-2 (KDR). Wydaje sig, ze zard6wno
VEGF-C, jak i -D oddziatuja gtownie na limfangiogenezg.

— VEGF-C bierze udzial w limfangiogenezie w czasie embriogenezy, lecz

takze w utrzymaniu juz uksztaltowanych naczyn limfatycznych u dorostych.
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— VEGF-D stymuluje wzrost komorek endotelialnych zar6wno naczyn
krwiono$nych, jak i limfatycznych
e VEGF-E — wirusowy homolog VEGF aktywuje tylko VEGFR-2 (KDR)

PlGF VEGF-A VEGF-B VEGF-C VEGF-D

O 0O 0 =

\//&//ﬁ

Fltl\ / Flt-4
ANGIOGENEZA LIMFANGIOGENEZA

Rycina 1. VEGF i jego receptory blonowe

Gléwnym czynnikiem promujacym powstawanie i rozw6j nowych naczyn jest
VEGF-A.

1.3.4.2. izoformy

Gen dla VEGF znajduj¢ si¢ na chromosomie 6, w prazku 21.3 i sktada si¢ z 8
eksondéw, przedzielonych 7 intronami. Na drodze alternatywnego dojrzewania mRNA

powstaje 5 izoform rézniacych sig ilo$cia budujacych je aminokwasow.



miejsca wigzace heparyng

/ A\

VEGF 206

VEGF 189

VEGF 165

VEGEF 145

VEGF 121

Rycina 2. Alternatywny podzial pozwala na stworzenie poszczegdlnych form VEGF.

Izoformy réznia si¢ od siebie masa czasteczkowa, czesto$cia wystgpowania i

rozpuszczalno$cia, a zatem biodostgpnoscia [8]. Odmienne sa tez ich wihasciwosci
biochemiczne i biologiczne, jak na przyklad: zdolno$¢ do wigzania r6znych receptorow,
czy tez neurofiliny (NRP — neuropilin).
Najczesciej spotykana postacia jest VEGF 165. Jest to forma na tyle rozpowszechniona,
ze mowiac o VEGF bez podania jego charakterystyki zaktada sig, ze mowa jest wtasnie
na temat VEGF165. Do tej postaci rowniez odnosi si¢ wigkszo$¢ charakterystyk
biochemicznych VEGF.

VEGEF staje si¢ dostepny dla komoérek §rodbtonka wskutek przynajmniej dwoch
mechanizmow: jako wolny VEGF, lub tez jako produkt proteolizy najdluzszych
izoform.

W czasie badania efektow alternatywnego skladania gendéw odkryto jednak, ze

in vivo tylko 3 izoformy (VEGF 121,145,165) moga wyindukowaé proliferacje
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komorek $rodblonka 1 wywota¢ angiogenezg. W praktyce decydujacy wptyw ma
VEGF165, ze wzgledu na najczestsze wystepowanie [131].

1.3.4.3. budowa

Masa czasteczkowa VEGF wynosi pomigdzy 34 a 64 kDa podczas gdy forma
dominujaca, czyli VEGF-A165 ma mas¢ 45 kDa (kiloDaltonow). Wiadomo, ze
podstawowa struktura VEGF-A jest homologiczna do struktury innych czynnikow
wzrostu [131]. Jest to glikoproteina wiazaca heparyng, wystgpujaca w postaci

homodimeru o charakterze zasadowym [8§].

1.3.4.4. czynniki stymulujace wydzielanie VEGF.

VEGF wydzielany jest przez komodrki srodbtonka, makrofagi, komorki nabtonkowe
siatkowki a takze komodrki guza nowotworowego. Gtownym obszarem jego dziatania
jest srodblonek naczyniowy, na ktérego komoérkach znajduje sie wigkszo$¢ receptorow

dla VEGF.

Ekspresja VEGF jest regulowana poprzez szereg mechanizmow:

1) Czynniki srodowiskowe. Najwazniejszym wydaje si¢ by¢ hipoksja. W warunkach
zmniejszonego stgzenia tlenu gwaltownie zwigksza si¢ w komorce ilo$¢ czynnika
transkrypcyjnego, indukowanego niedotlenieniem, tzw. HIF-1a (hypoxia-inducible
factor), ktéry aktywuje promotor genu VEGF [57]. Mechanizm ten ma ogromne
znaczenie w czasie rozwoju sieci naczyniowej nowotworu. Wskutek szybkiej
proliferacji komorek rozrastajaca si¢ masa zaczyna odczuwac niedobor tlenu, gdyz
ro$nie odleglo$¢ do najblizszych naczyn. W efekcie formuja si¢ regiony hipoksji.
Mechanizm ten stymuluje produkcj¢ VEGF powodujac wzrost tempa transkrypcji a
takze wzrost stabilnosci mRNA dla VEGF.

2) Mutacje genetyczne [8].
a) ekspresja onkogenow, jak na przyklad onkogenu Ras, ktora pociaga za soba
wzrost ekspresji VEGF [108].
b) utrata funkcji przez geny supresorowe: p53, PTEN.
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3) Inne czynniki takze moduluja produkcje¢ VEGF. Sa to cytokiny (interleukina-1,

interleukina-6), hormony (estrogeny) i1 czynniki wzrostu (Platelet-derived growth

factor- PDGF, Insulin-like growth factor-1 - ILGF, Tumor necrosis factor -TNF,

Transforming growth factor-p - TGFB, Keratinocyte growth factor - KGF).

Oprocz parakrynnej stymulacji za pomoca VEGF, nowotwory posiadaja rowniez

zdolno$¢ do wywotania za jego posrednictwem efektu autokrynnego.

1.3.4.5. dzialanie

VEGF najbardziej swoiscie dziala na poziomie $sroédbtonka. Wywiera wplyw na

rozwoj 1 utrzymanie homeostazy naczyn krwionosnych [2]. Wielopoziomowo reguluje

ten proces, wiaczajac w to nastgpujace fazy:

I.
2.

Poszerzenie naczyn poprzez stymulacj¢ syntazy tlenku azotu (eNOS) [58].

Wzrost przepuszczalno$ci naczyn. Nastgpuje to najprawdopodobniej wskutek
indukowanej przez VEGF fosforylacji biatek odpowiedzialnych za adhezjg
mig¢dzykomodrkowa, co prowadzi do zniszczenia potaczen miedzy komorkami
[166]. VEGF zwigksza przepuszczalnos¢ naczyn krwionosnych 50 razy silniej

niz histamina.

. Degradacja btony podstawnej. Fenestracja $rodbtonka drobnych naczyn

umozliwia przechodzenie biatek osocza do przestrzeni pozanaczyniowej.

Degradacja przestrzeni pozakomorkowej. VEGF zwigksza ekspresje enzymow
proteolitycznych na komédrkach §rodbtonka, co powoduje degradacj¢ fibryny w
miejscu tworzenia nowych naczyn. W przestrzeni pozakomoérkowej wytrawione

zostaja tunele w ktorych powstaja swoiste struktury tubularne.

. Proliferacja komorek $rédblonka oraz ochrona ich przed apoptoza wzbudzana

czynnikami zewnatrzkomoérkowymi takimi jak: czynnik martwicy nowotworu
(Tumor necrosis factor-o. -TNF- a) 1 interferon y (IFN-y).

Migracja komorek srédbtonkowych oraz komorek zrgbu w kierunku rosnacego
naczynia.

Formowanie cew naczyniowych. VEGF jest czynnikiem zapewniajacym
zywotno$¢ nowopowstatym, niedojrzalym naczyniom poprzez indukcje
antyapoptotycznego biatka Bcl-2 [134].

Utrzymanie przy zyciu nowopowstatych naczyn krwiono$nych [2].
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U osobnikéw dorostych, u ktérych angiogeneza zachodzi rzadko, VEGF bierze réwniez
udziat w utrzymaniu homeostazy ukladu naczyniowego [81], rekrutacji komorek
zapalnych 1 prekursorowych ze szpiku [91], oraz pelni rol¢ neuroprotekcyjna w

centralnym uktadzie nerwowym 1 siatkéwce [31].
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1.3.5. Receptory dla VEGF

Biologiczny efekt wywierany jest przez VEGF za po$rednictwem receptorow o
budowie kinazy tyrozynowej. Receptory dla VEGF sa mediatorami pomiedzy
zewnatrzkomorkowa — stymulacja ~ wywierana  przez  czynniki  wzrostu  a
wewnatrzkomorkowa odpowiedzia. Ta odpowiedz skutkuje zmianami w metabolizmie
komorki, jej proliferacja, migracja 1 roznicowaniem.

W normalnych komoérkach $rédbtonka transkrypcja gendéw dla  nowych
receptorow zachodzi rzadko, poniewaz w warunkach fizjologicznych rzadko zachodzi
konieczno$¢ rozbudowy sieci naczyniowej. Transkrypcja tych gendéw, a co za tym idzie
ilo§¢ receptoréw wyraznie si¢ wzmaga w guzie nowotworowym, a takze na granicy
nowotworu ze zdrowa tkanka [131].

Rozrézniamy okoto 60 receptoréw o budowie kinazy tyrozynowej, a cala grupa
podzielona jest na 20 rodzin. Do rodziny kinaz tyrozyny naleza migdzy innymi
VEGFR-1/Flt-1 (Fms-like tyrosine kinase, gdzie fms odnosi si¢ do kociego wirusa
migsaka -Feline Mc Donough sarkoma virus), VEGFR-2/ KDR/Flk-1 (Fetal liver
kinase) oraz FIt-3/FLK-2 i Flt-4/VEGFR-3. Dwa ostatnie receptory, czyli Flt-3 1 Flt-4 sa
zwigzane z procesami limfangiogenezy i hematopoezy. Receptorami wywierajacymi
bezposredni wptyw na powstanie naczyn krwionosnych sa KDR oraz Flt-1 [113].
Receptor KDR, mimo tego, ze pozniej odkryty, stanowi obecnie mniejsza zagadke
biologiczna, gdyz jego rola w procesie angiogenezy jest bezposrednia. Przekazuje on
sygnal stymulujacy do wnetrza komorki poprzez uruchamianie kaskady kinaz

tyrozynowych. Wigksza zagadka pozostaje Flt-1, ktorego rola jest niejasna.

1.3.5.1 Budowa receptorow

FlIt-1 i KDR maja podobna budowe. Ztozone sa z 3 domen: domeny znajdujace;j
si¢ zewnatrzkomorkowo ztozonej z 7 immunoglobulino-podobnych petli, hydrofobowej
domeny przezblonowej i domeny cytoplazmatycznej z aktywnoscia kinazy tyrozynowej
[131].

Zewnatrzbtlonowe petle  (NH2-koncowe) o budowie podobnej do
immunoglobulin zbudowane sa z 50 - 60 aminokwasow. Stuza one zidentyfikowaniu i
zwigzaniu ligandu.

Migdzy dwoma receptorami: Flt-1 i KDR jest w tym odcinku zaledwie 30 %
homologii. VEGF (VEGF-A) jest czastka przylaczajaca si¢ do obydwu receptoréw,
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jednak w réznych miejscach 1 z r6znym powinowactwem. W przypadku VEGFR1
przylacza si¢ do drugiej immunoglobulinowej domeny (FIt-1 D2), a w przypadku
VEGFR-2 do trzeciej. Powinowactwo Flt-1 jest okoto 10 razy silniejsze niz KDR [25].

Czes¢ przezblonowa 1 wewnatrzkomdrkowa obu receptorow ma wigksza
homologi¢ niz cz¢$¢ zewnatrzbtonowa. Region o aktywnos$ci kinazy tyrozynowej jest
najbardziej konserwatywny. Jest on homologiczny w okoto 80 % w przypadku obu
receptorow [131].

Aktywno$¢ enzymatyczna polega na przeniesieniu grup fosforylowych z ATP do grupy
hydroksylowej reszty tyrozynowej znajdujacej si¢ na czasteczkach przekazujacych

sygnat [129].
domena 2 - miejsce przytaczenia VEGF

/ domena 4 - miejsce dimeryzacji

cze$¢ przezbtonowa

e

region o aktywnosci kinazy
tyrozynowej

Rycina 3. Budowa receptora Flt-1.

1.3.5.2 Aktywnos$¢ receptorow po przylaczeniu ligandu

Jak wspomniano, VEGF sklada si¢ z dwoch monomeréw zlozonych
antyrownolegle (ogon do glowy). Aktywne receptory dla niego takze ztozone sa z
dwoch czeséci. Aktywacja zachodzi jednak dopiero po przytaczeniu ligandu. W blonie
komorkowej sa wige nieaktywne dimery i monomery i to zaréwno receptoréw KDR, jak
i Flt-1. Dobieraja si¢ one w pary w zaleznosci od dostgpnosci substratu (ligand), jak i
produktu (czyli dostgpnych monomerow). Na komorkach $rodbtonka przewazaja

monomery i nieaktywne dimery KDR, za to na monocytach wystepuje juz tylko Flt-1.
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2

Przylaczenie ligandu aktywuje nieaktywny dimer, lub powoduje ze monomer ,,szuka
drugiej czeSci do pary, by si¢ aktywowaé. W komodrkach $rédblonka wskutek
dotaczenia VEGF, moga wystapi¢ aktywowane dimery sktadajace si¢ z dwoch KDR,
dwoch Flt-1, lub sparowane KDR 1 Flt-1. Takie dimery spowoduja przewodzenie
sygnatu.

Po dimeryzacji uaktywnia si¢ kinaza tyrozynowa i doprowadza do autofosforylacji

reszt tyrozynowych w czgsci wewnatrzblonowej [6].

aktywnos$¢ katalityczna KDR

angiogeneza

Rycina 4. Heterodimeryzacja receptora Flt-1 1 KDR uruchamia aktywnos$¢ katalityczna

KDR. Zielona strzatka zaznaczono miejsce odpowiedzialne za dimeryzacjg receptora.

Po fosforylacji reszt tyrozynowych, rozpoczyna si¢ katalityczna aktywnos$¢
receptora [86]. W przypadku VEGFR-2 aktywno$¢ kinazy tyrozynowej jest podobna jak
w przypadku innych receptorow tego typu. W przypadku VEGFR-1 jest ona jednak o
jeden rzad wielkosci, czyli 10 razy stabsza. Dimer Flt-1 nie ulega wigc znaczacej

fosforylacji.
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1.3.6 Flt-1 — receptor dla VEGF

1.3.6.1. Budowa i postaci Flt-1
Flt-1 zbudowany jest z 1338 aminokwasoéw [40]. Gen dla Flt-1 sktada si¢ z 30
egzonoéw. Na skutek alternatywnego splicingu, moze wystepowa¢ w dwoch formach:

— jako wolny, rozpuszczalny receptor (sFlt-1 - soluble Fit-1). Pozbawiony jest czesci
przez- 1 wewnatrzbltonowe] [136], Sklada si¢ zatem z 1-6
immunoglobulinopodobnych domen i 31 aminokwasowego ogona. Ta czg$¢
powstaje z egzonoéw 1-13.

— jako receptor zwiazany z btona komérkowa (m Flt-1 — membrane- bound form).

W tej pracy badano receptor zwiazany z btona komodrkowa.

1.3.6.2. Czynniki stymulujace produkcje¢ Flt-1

Gléwnym czynnikiem stymulujacym ekspresj¢ mRNA dla Flt-1 jest hipoksja.
Bezposrednio aktywuje ona element zlokalizowany w pozycji 976 do 937 promotora
genu Flt-1 (hypoxia inducible enhancer element) [47] 1 wzmaga jego produkcje dwu- do
trzykrotnie (hipoksja nie zwigksza ekspresji KDR 1 Flt-4). Druga przyczyna wzrostu
ekspresji genu dla Flt-1 jest aktywacja makrofagoéw [47].

1.3.6.3. Ligandy FIlt-1
VEGFR-1 wiaze zarowno VEGF-A, VEGF-B jak i PIGF [129], przy czym dla
VEGF-B i PIGF jest on jedynym receptorem.
PIGF wywiera szczegdlny wptyw na swoj jedyny receptor. Dziala dwojako:
e Regulacyjnie -gdyz nadmiar PIGF wiazac si¢ z receptorem Flt-1 powoduje
biodostepnos¢ VEGF dla KDR. Co wigcej, PIGF, sprzyjajac heterodimeryzacji
Flt-1 z KDR umozliwia uruchomienie kaskady sygnatowej receptora KDR.
Efektem tego dziatania jest indukcja angiogenezy za posrednictwem KDR [6].
e Bezposrednio - PIGF taczac si¢ z VEGFR-1 powoduje fosforylacje w miejscu
Tyr 1309, aktywujac kinazg fosfatydyloinozytolu (PI3K) i $ciezki sygnalowe
PI3K-Akt oraz ERK. Kaskady sygnatowe uruchamiane sa przede wszystkim w

makrofagach, ale dziataja roéwniez w komorkach $rédbtonka. Flt-1
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stymulowany przez PIGF, moze w ten sposdb promowa¢ hematopoezg, jak
rowniez patologiczng angiogenezg [121,162]. Warto doda¢, ze VEGF za sprawa
fosforylacji homodimeru Flt-1 w miejscu Tyr 1213, nie zmienia profilu ekspres;ji
gendéw komorek $rodbtonka naczyniowego, nie spowoduje proliferacji komorek
srodbtonka, ani ich migracji, ani apoptozy [92]. PIGF natomiast zwigksza te

ekspresje ponad 50 razy [6].

1.3.6.4. Wystepowanie Flt-1

Poczatkowo sadzono ze VEGFR-1 podobnie jak VEGFR 2 1 3 wystepuje tylko
na komorkach $rodbtonkowych[13]. Obecnie wiadomo, ze receptor znajduje si¢ na
wielu réznych komorkach, a pelniona w nich funkcja wciaz pozostaje zagadka.
Flt-1 wystgpuje w normalnych i patologicznych tkankach, w procesach zapalnych i
nowotworowych. Mozna go znalez¢ na komorkach linii hematopoetycznej,
monocytach 1 makrofagach, gdzie peini funkcj¢ regulacyjna. Poza tym zaobserwowano
ekspresj¢ Flt-1 na komorkach dendrytycznych, osteoklastach, pericytach, hepatocytach,
na komorkach trofoblastu w lozysku [129], komodrkach migéni gladkich [162] i na
komorkach nowotwordw o réznym pochodzeniu [120]. Znaczenie ekspresji Flt-1 na
komorkach zaroéwno endotelialnych, jak i1 nie-endotelialnych nie jest jasne, jednak

receptor ten moze peni¢ funkcjg regulacyjna w cyklu zyciowym tych komorek.

1.3.6.5. Rola FIlt-1

Interpretacja roli receptora Flt-1 w procesie angiogenezy od poczatku sprawiata
problem. Wydawal si¢ on petni¢ jednoczesnie dwie przeciwstawne funkcje - zarowno
stymulatora jak 1 inhibitora angiogenezy [128]. Z pewno$cia jest waznym etapem

embriogenezy.

1.3.6.5.1. Flt-1 jako trap-receptor w procesie embriogenezy

Pierwsze doswiadczenia, wykonywane na embrionach wydawatly si¢
potwierdza¢ negatywna, inhibitorowa rol¢ Flt-1 w procesie angiogenezy.
Polegaty na celowanej delecji genu dla catego receptora. Skutkiem byta wczesna (okoto
9 dnia ciazy) $mier¢ mysiego pltodu zwigzana z nieuformowaniem  si¢
uporzadkowanych, tubularnych struktur naczyniowych, mimo pojawienia si¢ duzej

ilosci komorek progenitorowych dla srodbtonka [41].
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Kolejnym doswiadczeniem bylo wyeliminowanie nie catego receptora, lecz
jedynie jego regionu cytoplazmatycznego zawierajacego kinaze tyrozynowa. W tym
przypadku mysie embriony rozwingly si¢ zupetnie normalnie, nie wykazujac zadnych
aberracji w uktadzie naczyniowym [56].

Te dwa doswiadczenia umocnity hipoteze, ze Flt-1 stuzy jako rodzaj swoistej
putapki. Jego rola w procesie angiogenezy sprowadzac si¢ ma do tego, ze uzywa swojej
zewnatrzkomoérkowej domeny by z duzym powinowactwem wiaza¢ krazacy VEGF 1 w
ten sposob reglamentowac jego dostgpnos¢ dla KDR.

Teori¢ t¢ wydaje si¢ potwierdza¢ rowniez fakt, ze u modeli zwierzecych
pozbawionych receptora Flt-1, efekt nadmiernej 1 nieprawidlowej angiogenezy mozna
odwréci¢ uzywajac inhibitoréw VEGF lub Flk-1. Po zastosowaniu SU5416 (inhibitora
Flk — 1), lub wolnego Flt-1, ktory wylapywat nadmiar VEGF, wybujaty wzrost naczyn
udato sig ograniczy¢ [114].

Z doswiadczen tych mozna wywnioskowac, ze w czasie embriogenezy receptor
Flt-1 odgrywa gtéwnie funkcjg regulacyjna, petiac przede wszystkim rolg putapki dla
VEGF, chronigcego przed nadmierna stymulacja receptora KDR.

Po okresie intensywnej angiogenezy, u osobnikow dojrzatych rola ta sig

zmienia, a receptor Flt-1 wydaje si¢ petni¢ bardziej skomplikowane funkcje.

1.3.6.5.2.FlIt-1 jako wielofunkcyjny receptor u osobnikow dorostych
U osobnikéw dorostych receptorowi Flt-1 przypisujemy wiele funkcji. Ponizej
podjeto probe usystematyzowania pogladow na jego role.

I.  Angiogeneza. Receptor Flt-1 wciaz moze peti¢ role negatywnego
regulatora procesu. Moze rowniez stymulowaé powstawanie naczyn
formujac heterodimery z KDR, lub uruchamia¢ kaskady sygnalowe
wskutek stymulacji przez PIGF [168]. Dodatkowo warunkuje mobilno$¢
nowopowstalych komoérek srodbtonkowych [85].

II.  Modulacja dziatania komorek zapalnych. Flt-1 warunkuje rekrutacje
monocytow ze szpiku kostnego [53], sprzyja mobilnosci makrofagow
[9,22], ale tez moze uposledza¢ dziatanie komorek dendrytycznych [94].

. W przypadku nowotwordw moze sprzyja¢ powstawaniu przerzutow
poprzez stymulacj¢ przejScia mezenchymalno - nabtonkowego
(Epithelial-mesenchymal transition EMT) oraz powstawania niszy

premetastatycznej.
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komorki $§rodblonka

komorki macierzy pflife_racj a i migracja Komorki guza
proliferacja, migracja, ‘Q@ proliferacja i migracja

(EMT)

uwolnienie FGF, PDGF

%@\ /

Aktywacja Flt-1

makrofagi ‘ l \

mobilizacja, migracja i

i

uwalnianie cytokin

. . ) Hemopoetyczne komorki
(FGF,PDGF) N 7 ) progenitorowe szpiku
Komorki dendrytyczne -lokalizacja niszy
zmniejszenie odpowiedzi premetastatycznej
immunologicznej na guz -uwalnianie cytokin

Rycina 5. Aktywacja receptora Flt-1wieloptaszczyznowo wplywa na rozwdj guza
nowotworowego [120]
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2. Cel pracy

Wobec tak znaczacej roli VEGF we wzro$cie nowotworow i wciaz mato
poznanej roli Flt-1 w biologii raka jelita grubego, rodzi si¢ pytanie, czy ekspresja tych
czynnikow okreslona w guzie pierwotnym przektada si¢ jednoznacznie na zlosliwos¢
raka? Czy mozna dzigki tym oznaczeniom okresli¢ potencjalnie wzmozona
agresywnos¢ procesu nowotworowego?

Wiemy, ze podobnie zaawansowane raki wykazuja bardzo zrdéznicowane rokowanie.
Posiadanie wiedzy o wzmozone] agresywnosci raka moze determinowaé bardziej
intensywny nadzor onkologiczny nad pacjentem czy dobor terapii uzupeiniajace;.

Czy uda si¢ zaobserwowac¢ zwiazek pomigdzy nasileniem procesu angiogenezy w guzie
mierzonym ggstoscia sieci naczyniowej a poziomem VEGF i jego receptora Fltl, oraz
czy istnieje powiazanie posrednie lub bezposrednie pomiedzy ekspresja VEGF i/lub
jego receptora a rokowaniem chorego?

Wciaz nie mamy jednoznacznej odpowiedzi na te pytania, poniewaz wyniki badan
naukowych w tym zakresie sa niejednoznaczne, lub wzajemnie si¢ wykluczaja. To

zainspirowato mnie do przeprowadzenia wiasnych badan o celu okreslonym jak ponize;j.

[S—

Ocena gestosci naczyn oraz ekspresji VEGF i Flt-1 w guzach pierwotnych raka

jelita grubego.

2. Poznanie zalezno$ci pomi¢dzy VEGF 1 Flt-1, oraz miedzy VEGF 1 Flt-1 a
gestoscia naczyn.

3. Okreslenie zwiazku pomigdzy gestoscia naczyn, ekspresja VEGF i Flt-1, a
wybranymi s cechami patoklinicznymi o potencjalnym znaczeniu rokowniczym.

4. Ocena zaleznosci pomigdzy gestoscia naczyn, ekspresja VEGF 1 Flt-1 a

wynikiem odlegtym leczenia raka jelita grubego.
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3. Materiatl i metody

3.1 Charakterystyka pacjentow

Badanie przeprowadzono retrospektywnie. Grupa objgta badaniem to 139
chorych z rakiem jelita grubego, operowanych zabiegiem resekcyjnym w Klinice
Chirurgii  Onkologicznej Akademii Medycznej w Gdansku (obecnie: Gdanski
Uniwersytet Medyczny) w latach 1998-2002. Na prowadzenie badan uzyskano zgodg
Niezaleznej Komisji Bioetycznej Do Spraw Badan Naukowych o numerze
NKEBN/4/005. Charakterystyke patoklinicza badanej grupy przedstawiono w tabeli 4.

Przed leczeniem chirurgicznym chorzy nie byli poddawani leczeniu
onkologicznemu. Operacja spetniata kryteria resekcji RO, czyli miejscowo byta
onkologicznie radykalna. Stopien zaawansowania choroby nowotworowej okreslono
wedlug klasyfikacji pTNM wedlug siddmej edycji klasyfikacji Union International
Cancer Control/American Joint Committee on Cancer (UICC/AJCC) [133]. Podziat
histologiczny oparto o klasyfikacje¢ WHO. We wszystkich przypadkach rozpoznano
raka gruczolowego. Wyrdzniono nowotwory dobrze (G1), srednio (G2) i nisko (G3)
zrdznicowane.

Obserwacj¢ pacjentow ukonczono 30 sierpnia 2006r.
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Tabela I'V. Charakterystyka pacjentow.

Badany parametr Liczba chorych | Procent
Stopien zawansowania I 15 10,8
klinicznego 11 47 33,8
111 48 34,5
v 29 20,9
Cecha pT wedlug TNM 1 2 1,58
2 21 15,1
3 96 69,0
4 20 14,4
Cecha pN wedtug TNM 0 68 48,9
1 43 30,9
2 28 20,2
Cecha M wedlug TNM 0 110 79,1
1 29 20,9
Stopien zréznicowania Gl 21 15,1
histologicznego G2 106 76,3
G3 12 8,6
5 letnie przezycie TAK 85 61,1
NIE 54 38,9
1 roczne przezycie TAK 123 88,5
NIE 16 11,5
Lokalizacja Odbytnica 61 43,9
Okreznica 78 56,1
Ple¢ Kobiety 61 43,9
Mezczyzni 78 56,1
Wiek <mediany 61 44
mediana =66 lat > mediany 78 56
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3.2 Badania histopatologiczne
Badania histopatologiczne 1 oznaczenia immunohistochemiczne wykonane
zostaly w Katedrze i1 Zaktadzie Patomorfologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.
Do badan immunohistochemicznych wykorzystano material tkankowy
pochodzacy z guzoéw pierwotnych raka jelita grubego, pozyskanych podczas zabiegow
operacyjnych. Material ten utrwalony zostat w 4% roztworze formaldehydu,
odwodniony za pomoca alkoholu etylowego i zatopiony w niskotopliwej parafinie.
Bloki parafinowe zostaly nastgpnie opracowane. Skrojono je na mikrotomie
saneczkowym na skrawki grubosci 4 mikrondéw. Skrawki rutynowo wybarwiono
hematoksyling i eozyna. Do badan wybierano fragmenty guza bez ognisk martwicy.
Reprezentatywne skrawki nanoszono na szkietka podstawowe pokryte 2 %
roztworem silanu (APES -sigma A3648). Skrawki podawano inkubacji w cieplarce w
temperaturze 36°C przez 24 godziny, odparafinowano, uwodniono i wykonywano
oznaczenie ekspresji antygenoéw, wedtug instrukcji producenta przeciwciat.
Do oznaczen uzyte zostaty nastgpujace przeciwciata:
—przeciwciato poliklonalne anty Flt-1 (c-17); firmy Santa Cruz Biotechnology,
—przeciwciato monoklonalne anty VEGF (A-20) firmy Santa Cruz Biotechnology,
—przeciwciato poliklonalne anty CD 34 firmy DAKO.

Procedury dla poszczegdlnych oznaczen opisane zostaty ponize;.
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3.2.1. Oznaczenie gestosci naczyniowej przy uzyciu przeciwcial CD 34 Class I.
Clone SI-CS.

Preparaty poddane zostaty obrobce termicznej w tazni wodnej w roztworze
Target Retrieve 1 Solution (nr kat. S-1700, pH 6,0) w temperaturze 99,9 stopni
Celsjusza przez 20 minut. Nastgpnie studzono je w temperaturze pokojowej przez 20
minut. Plukano je dwukrotnie w roztworze PBS przez 10 minut, a nastgpnie zanurzono
w 3% roztworze wody utlenionej przez kolejne 10 minut i ponownie dwukrotnie
ptukano przez 10 minut w roztworze PBS (buforowany roztwor soli).

Na tak przygotowany preparat natozono pierwotne przeciwciata CD 34 (Class |
Clone B 1-3C5 nr kod M 7187 DAKO) w rozcienczeniul:25. Calo$¢ inkubowano przez
1 godzing w temperaturze pokojowej. Po inkubacji znéw dwukrotnie plukano w
roztworze PBS przez 10 minut.

Na preparat inkubowany z przeciwciatami CD34 nalozono przeciwciala wiazace -
biotynylowane przeciwcialaciata anty-mysie 1 anty-krélicze (nr kod K-675 DAKO) 1
inkubowano w temperaturze pokojowej przez 30 minut.

Dwukrotnie wyptukano w roztworze PBS przez 10 minut i naloZzono streptawidyng
potaczona z peroksydaza chrzanowa (nr kod K675 DAKO). Catos¢ inkubowano w
temperaturze pokojowej przez 30 minut.

Dwukrotnie ptukano w roztworze PBS przez 10 minut a nastgpnie zanurzono w
roztworze substratu, czyli roztworu diaminobenzydyny -DAB (nr kod K 3468 DAKO).
Inkubowano w temperaturze pokojowej przez10 minut. Preparat ptukano pod biezaca
woda przez 10 minut, barwiono w hematoksylinie Meyera przez 5 minut i znow
ptukano pod biezaca woda przez10 minut. Procedurg konczyto odwodnienie preparatu,
przeswietlenie i zamknigcie go w balsamie kanadyjskim.

W celu oceny gestosci naczyniowej, w preparatach barwionych CD34
poszukiwano pol o wzmozonym unaczynieniu (,,hot spots”) pod powigkszeniem 40 i
100 razy wedtug procedury opisanej przez Weidnera [158].

Obliczenie gestosci naczyniowej wykonywano pod powigkszeniem 200 - krotnym w

polu o powierzchni 0,785mm?.
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3.2.2. Oznaczanie ekspresji VEGF przy uzyciu przeciwciala anty VEGF (A-20) sc
152.

Preparaty poddane zostaty obrobce termicznej w tazni wodnej w roztworze
Target Retrieve 1 Solution (nr kat. S-1700, pH 6,0) w temperaturze 99,9 stopni
Celsjusza przez 30 minut. Nastgpnie studzono je w temperaturze pokojowej przez 20
minut.
Ptukano je dwukrotnie w roztworze PBS przez 10 minut, a nastgpnie zanurzono w 3%
roztworze wody utlenionej przez kolejne 10 minut i ponownie dwukrotnie ptukano
przez 10 minut w roztworze PBS. Na tak przygotowany preparat natozono pierwotne
przeciwciala VEGF A 20 S.C. 152 - Santa Cruz Biotechnology w roztworze 1:100.
Catos¢ inkubowano przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Po inkubacji znow
dwukrotnie ptukano w roztworze PBS przez10 minut.
Na preparat inkubowany z przeciwcialami anty- VEGF-A nalozono przeciwciala
wiazace - biotynylowane przeciwciata anty-mysie 1 anty-krolicze (nr kod K-675
DAKO) i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 30 minut.
Dwukrotnie wyptukano w roztworze PBS przez 10 minut i naloZzono streptawidyng
potaczona z peroksydaza chrzanowa (nr. kod. K675 DAKO). Catos¢ inkubowano w
temperaturze pokojowej przez 30 minut.
Dwukrotnie ptukano w roztworze PBS przez10 min a nastgpnie zanurzono w roztworze
substratu, czyli roztworu diaminobenzydyny - DAB (nr. kod. K 3468 DAKO).
Inkubowano w temperaturze pokojowej przez 10 minut. Preparat plukano pod biezaca
woda przez 10 minut, barwiono w hematoksylinie Meyera przez 5 minut 1 zndw
ptukano pod biezaca woda przez10 minut.
Procedurg konczyto odwodnienie preparatu, przeswietlenie i zamknigcie go w balsamie
kanadyjskim.

Ekspresj¢ VEGF w komodrkach guza oceniono w 2 stopniowej skali
intensywnosci odczynu w zalezno$ci od uzyskanej reakcji barwne;:

0- brak odczynu, lub odczyn staby - brak ekspresji VEGF
1- intensywny odczyn - nadekspresja VEGF
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3.2.3. Oznaczanie ekspresji Flt-1 przy uzyciu przeciwciala anty - Flt-1 c17sc.

Preparaty poddane zostaty obrdbce termicznej w tazni wodnej w roztworze
Target Retrievel Solution (nr kat. S-1700, pH 6,0) w temperaturze 99,9 stopni
Celsjusza przez 30 minut. Nastgpnie studzono je w temperaturze pokojowej przez 20
minut. Plukano je dwukrotnie w roztworze PBS przez 10 minut, a nastgpnie zanurzono
w 3% roztworze wody utlenionej przez kolejne 10 minut i ponownie dwukrotnie
ptukano przez 10 minut w roztworze PBS.

Na tak przygotowany preparat nalozono pierwotne przeciwciata Flt-1 cl7sc Santa
Cruz Biotechnology w rozcienczeniu 1:300. Cato$¢ inkubowano przez 2 godziny w
temperaturze pokojowej. Po inkubacji znéw dwukrotnie ptukano w roztworze PBS
przez10 minut.
Na preparat inkubowany z przeciwciatami anty - Flt-1 natoZzono przeciwciata wiazace -
biotynylowane przeciwciata anty-mysie i1 anty-krolicze (nr. kod. K-675 DAKO) 1
inkubowano w temperaturze pokojowej przez 30 minut.
Dwukrotnie wyptukano w roztworze PBS przez 10 minut i naloZzono streptawidyng
polaczona z peroksydaza chrzanowa (nr kod K675 DAKO). Catos¢ inkubowano w
temperaturze pokojowej przez 30 minut.
Dwukrotnie ptukano w roztworze PBS przez10 min a nastgpnie zanurzono w roztworze
substratu, czyli roztworu diaminobenzydyny - DAB (nr. kod. K 3468 DAKO).
Inkubowano w temperaturze pokojowej przez10 minut. Preparat ptukano pod biezaca
woda przez 10 minut, barwiono w hematoksylinie Meyera przez 5 minut i znow
phukano pod biezaca woda przez10 minut.
Procedurg konczyto odwodnienie preparatu, przeswietlenie i zamknigcie go w balsamie
kanadyjskim.

Ekspresj¢ Flt -1 w guzie oceniono w stopniowej skali intensywnos$ci odczynu w
zaleznosci od uzyskanej reakcji barwnej:

0- brak odczynu — brak ekspresji Flt -1
1- odczyn obecny — obecna ekspresja Flt -1
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Uzyskane wyniki oznaczen odniesiono do:
1) czasu przezycia chorych w miesigcach,
2) mediany wieku,
3) pici,
4) lokalizacji nowotworu: okrgznica vs odbytnica,
5) zakresu naciekania guza (pT 1-4), stanu okolicznych weztow chionnych
(pN 1-2), istnienia przerzutéw odlegtych (cecha pM 0-1),
6) stopnia zaawansowania wg. pTNM (I IV stopien),

7) zroznicowania histologicznego guza nowotworowego (G1 — G3).

3.3 Obliczenia statystyczne

Analizy statystycznej dokonano z wykorzystaniem narzedzi pakietu Statistica
10. Do oceny zaleznosci migdzy ggstoscia mikronaczyn w podscielisku guza, a
nasileniem ekspresji czynnikow odpowiadajacych za ich wzrost, oraz zaleznosci migdzy
gestoscia naczyn a parametrami patoklinicznymi nowotworu uzyto testu U Manna-
Whitneya i Kruskala-Wallisa. Oceny zaleznos$ci migdzy nasileniem ekspresji czynnikow
powodujacych wzrost naczyn w podscielisku guza a parametrami patoklinicznymi
nowotworu dokonano stosujac test x* Paersona. Analizy przezyé dokonano metoda
Kaplana-Meiera. Roznice migdzy czasem przezycia w badanych grupach weryfikowano

testem log-rank. Dla wszystkich obliczen przyj¢to poziom istotnosci 0,05.

W niektorych przypadkach, na potrzeby analizy statystycznej, taczono grupy
ocenianych parametrow patoklinicznych, ze wzgledu na ich mata liczebnos¢: T1+T2 vs

T3+T4, stopnie zaawansowania klinicznego I+11 vs III+IV.
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4. Wyniki i omowienie
4.1 Analiza badanej grupy pacjentow

4.1.1. wiek pacjentow

W badanej przeze mnie grupie srednia wieku wynosita 64,4 a mediana 66,3 lat.
Odchylenie standardowe 11,9. Najmtodszy badany chory miat 31 lat, najstarsza - 90,4.
Rozktad wieku pacjentow jest zblizony do danych w Krajowym Rejestrze Nowotworow
[160], wedlug ktorego wigkszos¢ zachorowan na nowotwory ztosliwe jelita grubego
wystepuje po 50 roku zycia (94%), przy czym ponad 75% zachorowan u obu plci
przypada na populacj¢ osob starszych (po 60 roku zycia). Ryzyko zachorowania na raka
jelita grubego wzrasta z wiekiem. Zarowno wsrod mezczyzn, jak i kobiet najwyzsze
ryzyko zachorowania przypada na przetom 8 1 9 dekady zycia. W badanej przeze mnie
grupie najwigcej jest jednak chorych w 7 1 8 dekadzie zycia. Wiaze si¢ to
najprawdopodobniej z tym, ze badana populacja dotyczyta jedynie chorych

kwalifikujacych si¢ do operacji i to operacji wigzacych si¢ z resekcja guza.

4.1.2. dlugos¢ zycia

Wsrod pacjentdéw, u ktorych zdiagnozowano raka jelita grubego w latach 1998-
2002, 1 - roczne wskazniki przezy¢ wynosity 70,1% u mezczyzn i 68,6% u kobiet. W
badanej przeze mnie grupie 85,9% u mezczyzn i 92% u kobiet.

Przezycia 5 letnie w grupie polskich mezczyzn chorych na raka jelita grubego
wynosily w tamtym okresie 43,3% a wsrdd kobiet 44,1%. W grupie badanych przeze
mnie chorych 5 letnie przezycie u mezczyzn wynosito 61,5%, u kobiet 60,6%.

Lepsze rokowanie chorych operowanych w Klinice Chirurgii Onkologicznej
wigzato si¢ najprawdopodobniej z faktem, ze wlaczeni do analizy byli tylko ci chorzy,
ktorzy kwalifikowali si¢ do leczenia operacyjnego, a wsrdd nich tylko tacy, u ktorych

mozna bylo wykona¢ zabieg resekcyjny.
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Na rycinie 6 przedstawiono krzywa przezycia Kaplana-Meiera dla badanej grupy
n=139. Prawdopodobienstwo przezycia 5 lat po operacji wynosi 61%,

prawdopodobienstwo przezycia 1 roku — 89%.

o Kompletne + Uciete
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Rycina 6 Krzywa Kaplana-Meiera dla analizowanej grupy chorych n=139.
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Wplyw analizowanych parametrow na przezycia przedstawiono w tabeli V.

Tabela V. Czynniki patokliniczne badanej grupy a czas przezycia catkowitego, n=139.

Parametr Log-rank
wartosé¢ p
Pleé Kobieta (K) ns
Mezczyzna (M)
Wiek (mediana 66 lat) < mediany ns
> mediany
Lokalizacja okr¢znica 0,03
odbytnica
Cecha pT TI+T2 ns
T3 +T4
Cecha pN NO 0,03
N+
Cecha pM MO 0,00004
M+
Stopien zaawansowania klinicznego | I +1I 0,01
I+ 1v
Stopien zroznicowania | G1 ns
histologicznego G2
G3
Flt-1 ekspresja ns
brak ekspresji
VEGF nadekspresja ns
bez nadekspresji
Gestos¢ naczyn/pole widzenia < mediany ns
> mediany

ns - nieznamienne statystycznie

Lepiej rokowali pacjenci z rakiem okrgznicy. Obecno$¢ przerzutdow w okolicznych
weztach chtonnych jak 1 obecno$¢ przerzutéw odlegltych to czynniki pogarszajace

rokowanie posrod badanych pacjentow.
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4.1.3. ple¢
W badanej przeze mnie grupie znalazto si¢ 61 kobiet i 79 mezczyzn.

Wedhug Krajowego Rejestru Nowotwordw, ryzyko zachorowania na raka jelita grubego
u me¢zezyzn jest okoto 1,5-2 razy wyzsze niz u kobiet. Co ciekawe, zachorowalno$¢ na
nowotwory ztosliwe jelita grubego u mezczyzn do konca XX wieku charakteryzowata
si¢ szybkim wzrostem. Tendencja ta ulegta ostabieniu dopiero w XXI wieku. Badana
przeze mnie grupa megzczyzn pochodzita z okresu, gdy tempo wzrostu liczby
zachorowan u mezczyzn witasnie ulegato obnizeniu. W populacji kobiet natomiast, do
polowy lat 90-tych XX wieku obserwowano szybki wzrost zachorowalnosci na raka
jelita grubego, po czym tempo zachorowan zaczgto si¢ ostabia¢. Grupa kobiet objgta
badaniem zachorowata w momencie, kiedy tempo wzrostu zachorowalnosci

statystycznie rowniez wyhamowato[27,160].

4.2. Srednia gesto§¢ naczyniowa (MVD — microvessel density)

Srednia gesto$¢ naczyniowa wynosita 30,33, a mediana 27,5 naczyn w polu
widzenia. Zakres wartosci miescit si¢ w przedziale 5-80 naczyn, odchylenie

standardowe 15. Rycina 7 przedstawia obraz mikroskopowy komorek srodbtonkowych

oznaczonych za pomoca przeciwciata anty CD-34.

Rycina 7. Gegsto$¢ naczyniowa. Komorki s$rdédblonkowe oznaczone przy pomocy
przeciwciala anty CD34.
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Rycina 8 przedstawia histogram analizujacy rozktad ggstosci naczyniowej u badanych
pacjentow. Normalno$¢ rozktadu testowano za pomoca testu Shapiro- Wilka W=0,9,
p=0,001. Wobec braku normalno$ci rozktadu do analiz zwiazanych z ocena ggstosci

naczyniowej stosowano testy nieparametryczne.
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Rycina 8 Rozktad gestosci naczyniowej w preparatach.

Na rycinie 9 przedstawiono krzywe ilustrujace dlugo$¢ zycia pacjentdéw 2z guzami
charakteryzujacymi si¢ duza (powyzej mediany) i mata (ponizej mediany) ggstoscia
naczyniowa. Prawdopodobienstwo 5 letniego przezycia jest wigksze w przypadku
guzow z mata gestoscia naczyniowa, ale rdznica ta nie jest znamienna statystycznie.

o Kompletne + Uciete
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Rycina 9. Zalezno$¢ pomiedzy mediana ggstosci naczyn a prawdopodobienstwem
przezycia.
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W tabeli VI przedstawiono wyniki zaleznoSci pomigdzy ggstoScia naczyn a
parametrami patoklinicznymi raka jelita grubego. Nie wykazano statystycznie

znamiennych zalezno$ci migdzy badanymi parametrami.

Tabela VI. Zalezno$¢ pomigdzy MVD ggsto$cia naczyn a parametrami patoklinicznymi
raka jelita grubego (n=139, test U Manna-Whitneya, *test Kruskala-Wallisa).

Parametr Gestos¢ naczyn / pole
widzenia
wartos¢ p
Pleé Kobieta (K) ns
Mezczyzna (M)
Wiek (mediana 66 lat) < mediany ns
> mediany
Lokalizacja okreznica ns
odbytnica
Cecha pT TI +T2 ns
T3 + T4
Cecha pN NO ns
N+
Cecha pM MO ns
M+
Stopien zaawansowania klinicznego I[+1I ns
I+ 1v
Stopien zréznicowania Gl *ns
histologicznego G2
G3

ns-nieznamienne statystycznie
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Obliczono zaleznosci pomigdzy gestoscia naczyniowa w guzie pierwotnym, a

nadekspresja VEGF 1 jego receptora. Wyniki przedstawiono w tabeli VII.

Tabela VII. Zalezno§¢ pomigdzy ekspresja receptora Flt-1 i nadekspresja VEGF, a
gestoscia naczyniowa w grupie n=139 (test U Manna-Whitneya).

Parametr GestoS¢  naczyn - | wartos¢ p
mediana
Receptor | obecna ekspresja 30 0,04
Flt-1 brak ekspresji 24
VEGF nadekspresja 30 ns
brak lub staba ekspresja 25,5

ns- nieznamienne statystycznie

Zaobserwowano wyzsza gestos¢ naczyniowa w guzach o wyzszej ekspresji Flt-1
(zalezno$¢ znamienna statystycznie p=0,04). Ponadto, stwierdzono wyzsza ggstos¢
naczyn w podscielisku guza w przypadku nadekspresji VEGF. Zalezno$¢ ta jest

nieznamienna statystycznie (p>0,05). Powyzsze zalezno$ci obrazuja ryciny 10-11.
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Rycina 10. Zalezno$¢ pomiedzy ekspresja receptora Flt-1 a gesto$cia naczyn w grupie
n=139.
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Rycina 11. Zalezno$¢ pomiedzy nadekspresja VEGF a gestoscia naczyn w grupie n=139
(p>0.05).
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4.3. Ekspresja VEGF

Nadekspresj¢ VEGF (bardzo silny odczyn w komorkach raka) stwierdzono w 73
przypadkach (52,5%). W pozostatych guzach odczyn byt ujemny - 66 przypadkow
(47,5%) .

Rycina 12 przedstawia krzywa Kaplana-Meiera dla chorych z niska 1 wysoka ekspresja

VEGF. Nie stwierdzono statystycznie znamiennej réznicy w prawdopodobienstwie

przezycia u chorych rézniacych si¢ ekspresja VEGF.

o Kompletne + Uciete
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Rycina 12. Zalezno$¢ pomigdzy nadekspresja VEGF a prawdopodobienstwem
przezycia.



W tabeli VIII przedstawiono zaleznosci pomigdzy ekspresja VEGF, a parametrami
patoklinicznymi raka jelita grubego.

zalezno$ci migdzy parametrami klinicznymi takimi jak wiek, ple¢, lokalizacja,
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Nie stwierdzono statystycznie znamiennych

zaawansowanie, czy zréznicowanie nowotworu a ekspresja VEGF.

Tabela VIII. Zalezno$¢ pomigdzy nadekspresja VEGF a wybranymi parametrami

patoklinicznymi raka jelita grubego w badanej grupie n=139 (test y° Paersona).

Parametr VEGF (+) VEGTF (-) warto$¢
% pacjentow | % pacjentow | p

Ple¢ Kobieta (K) 48 39 ns
Mezczyzna (M) | 52 61

Wiek < mediany 44 44 ns

(mediana 66 lat) | > mediany 56 56

Lokalizacja okr¢znica 56 56 ns
odbytnica 44 44

Cecha pT TI+T2 18 15 ns
T3 +T4 82 85

Cecha pN NO 47 52 ns
N+ 53 48

Cecha pM MO 81 77 ns
M+ 19 23

Stopien I+11 44 45

zaawansowania | [II + IV 56 55 ns

klinicznego

Stopien Gl 16 14

Zréznicowania G2 73 80 ns

histologicznego | G3 11 6

ns-nieznamienne statystycznie




49

4.4.Flt1

Ekspresj¢ Flt-1 oceniano w obrgbie guza nowotworowego uwzgledniajac odczyn w
komoérkach nowotworowych.

Ekspresje Flt-1 stwierdzono w 102 (73%) przypadkach, w pozostatych przypadkach
odczyn uznano za ujemny (37 chorych - 27%).

Na rycinie 13 przedstawiono krzywa Kaplana-Meiera dla pacjentow z wysoka 1 niska
ekspresja  Flt-1. Nie uwidoczniono statystycznie znamiennej roznicy w
prawdopodobienstwie przezycia u chorych z guzami bez ekspresji Fltl, w pordwnaniu z

chorymi, ktorych guzy wykazywaty ekspresjg receptora.

o Kompletne + Uciete
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Rycina 13. Zalezno$¢ pomiedzy ekspresja Flt-1 a prawdopodobienstwem przezycia.

W tabeli IX przedstawiono zalezno$¢ pomigdzy ekspresja receptora Flt-1 a wybranymi
parametrami patoklinicznymi raka jelita grubego w badanej grupie. Tu réwniez nie
stwierdzono statystycznie znamiennych zalezno$ci migdzy parametrami klinicznymi
takimi jak wiek, pte¢, lokalizacja, zaawansowanie, czy zrdéznicowanie nowotworu a

ekspresja receptora Flt-1.
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Tabela IX. Zalezno$¢ pomigdzy ekspresja receptora Flt-1 a wybranymi parametrami
patoklinicznymi raka jelita grubego w badanej grupie n=139 (test y° Paersona).

Parametr Flt-1 (+) Flt-1 (-) warto$¢
% pacjentow | % pacjentow | p

Pleé Kobieta (K) 42 49 ns
Mezczyzna (M) | 58 51

Wiek < mediany 45 40 ns

(mediana 66 lat) | > mediany 55 60

Lokalizacja okr¢znica 58 51 ns
odbytnica 42 49

Cecha pT TI+T2 15 22 ns
T3 +T4 85 78

Cecha pN NO 49 49 ns
N+ 51 51

Cecha pM MO 78 81 ns
M+ 22 19

Stopien I+11 43 49

zaawansowania | [II + IV 57 51 ns

klinicznego

Stopien Gl 15 16

Zréznicowania G2 73 84 ns

histologicznego | G3 12 0

ns-nieznamienne statystycznie

Dodatkowo wykazano zalezno$¢ pomigdzy nadekspresja czynnika VEGF, a obecno$cia
ekspresji receptora Flt-1. W grupie guzéw, w ktorych wykazano ekspresje¢ receptora
Flt-1, u 59 (58%) stwierdzono nadekspresj¢ VEGF. Nie wykazano nadekspresji w 43

(42%) guzoéw, w ktorych stwierdzono ekspresj¢ receptora (p=0,03, test v* Paersona).
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5. Dyskusja

5.1. Indywidualizacja leczenia raka jelita grubego (RJG) i
poszukiwanie nowych mozliwosci terapeutycznych.

Niezadawalajace wyniki leczenia, oraz zrdznicowany przebieg choroby 1
odmienne rokowanie u pacjentow z pozornie tak samo zaawansowanym 1 podobnym
histologicznie RJG, sklaniaja do poszukiwania nowych narz¢dzi umozliwiajacych
ustalenie prawidtowej diagnozy co do rodzaju nowotworu i jego rzeczywistej
agresywnosci. To powinno si¢ nastgpowo przeklada¢ na indywidualny dobor schematu
obserwacji 1 odpowiednio dobranej terapii. Postep multidyscyplinarnych badan nad
nowotworami uswiadomit nam, ze przebieg choroby i1 rokowanie nie sa prostymi
pochodnymi rodzaju nowotworu i stopnia jego zaawansowania. Ten fakt sktania do
poszukiwania nowych cech opisujacych dany nowotwdr, a co za tym idzie
poszukiwania jego potencjalnych ,,stabych punktow”. Skutkiem tych badan jest coraz
bardziej celowane i indywidualizowane leczenie, co wydaje si¢ by¢ dobra droga do
poprawy jego wynikow. Wciaz doklada si¢ staran, aby okresli¢ rolg poszczegdlnych
czynnikow, receptorow, cytokin i gendow w procesie nowotworzenia. Odkrywanie
nowych parametréw opisujacych nowotwor probuje si¢ nastgpnie wykorzystac jako cel
dla nowych strategii terapeutycznych, starajac si¢ jednoczes$nie, aby strategia ta,
niszczac nowotwor, byta jak najmniej szkodliwa dla samego pacjenta.

Jedna ze $ciezek badan, ktore zmodyfikowaly strategie leczenia nowotwordow, w
tym RJG, sa badania nad angiogeneza. W wyniku tych badan do schematow leczenia
raka jelita grubego trafity leki antyangiogenne.

Poprawa wynikow leczenia uzyskana przy ich uzyciu zacheca do zglebiania tej
dziedziny i kontynuowania bardziej szczegétowych badan, majac nadzieje, ze nie tylko
sam VEGF moze by¢ uzyteczny jako cel strategii przeciwnowotworowych, ale rowniez
jego receptory. Celem niniejszej rozprawy stato si¢ ustalenie, na ile identyfikacja 1
badanie obecnosci poszczegdlnych czynnikbw uczestniczacych w procesie
angiogenezy moze utatwi¢ poznanie biologii raka jelita grubego i przyblizy¢ nas do

ustalenia indywidualnego rokowania.
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5.2 Gestos¢ naczyniowa

Gesto$¢ naczyniowa (microvessel density - MVD) okresla posrednio ilos¢
naczyn w tkance nowotworowej i obrazuje efekt angiogenezy.

W badanej przeze mnie do$¢ licznej grupie 139 pacjentoéw zbadano ggstos¢
naczyniowa w guzach postugujac si¢ przeciwciatami anty-CD 34 (Class 1. Clone Sl-
CS). Nie wykazano znamiennej statystycznie korelacji miedzy parametrami
patoklinicznymi opisujacymi guz, a gestoscia naczyn. Nie stwierdzono statystycznie
znamiennych roéznic migdzy ggstoscia naczyniowa w grupach pacjentdw rézniacych si¢
w zakresie cech T, N 1 M, a takze, jesli chodzi o zr6znicowanie guza. Nie znaleziono
rowniez réznic w gestosci naczyniowej w guzie pierwotnym w odniesieniu do takich
cech, jak wiek, pte¢ chorych i lokalizacja guza.

Nalezy doda¢, ze w innych pracach prébujacych odnalezé zwiazki migdzy
gestoscia naczyh a parametrami opisujacymi guz nowotworowy trudno jest odnalezé
jednoznaczna odpowiedz na pytanie jak ten parametr wptywa na rokowanie pacjentow.
Wyjatkiem jest szpiczak mnogi, w ktorym zarowno zwigkszona gesto$¢ naczyniowa,
jak 1 ekspresja czynnikow proangiogennych koreluja z gorszym rokowaniem
[66,109,138].

Wsrod guzow litych, nawet zawegzajac grupe poszukiwan do nowotworéw przewodu
pokarmowego trudno jest wyciagna¢ jednoznaczne wnioski.

W rakach przetyku autorzy japonscy donosili o pozytywnej korelacji migdzy MVD w
guzie pierwotnym, a zlym rokowaniem i szybka wznowa miejscowa [59,75,97].
Badania przeprowadzone byly w grupach liczacych 119 [49], 93 [59]i 102 [97]
pacjentow z uzyciem CD 34 [59,75] lub vWF [97]. Ta korelacja nie potwierdzita si¢ w
pracy autoréw europejskich [151], gdzie badana grupa byta mniej liczna (67 oséb), a
jako markera uzyto CD 31.

W raku zotadka doszukiwano si¢ korelacji MVD z poszczegdlnymi typami
histologicznymi, przerzutami do wezléw chionnych i1 zaawansowaniem. Tu znow
przodowali autorzy japonscy [87,88,147,148]. Jedna tylko z badanych grup byla
nieliczna (57 0sob [36]), pozostate liczyly ponad 100 os6b (od 108 do 192 badanych).
Uzywanym w badaniach markerem s$rodbtonka byl CD34 [64,147,148], oraz vWF
(czynnik von Willebrandta) [36,89,90]. Wysoka gesto$¢ naczyniowa oznaczata gorsze

rokowanie zarowno we wczesnych [17,163], jak 1 zaawansowanych rakach zotadka
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[64], wydawata si¢ rdwniez sprzyja¢ wystgpowaniu przerzutow do weztéw chionnych
[17,163].

W rakach trzustki réwniez wysoka MVD wydawala si¢ sprzyja¢ gorszej prognozie,
cho¢ 1 tu doniesienia nie byly jednoznaczne [60,70]. Moze to wynika¢ z badan na
nielicznych grupach. W przypadku raka trzustki grupy badane wynosity od 22 do 40
osOb. Najwigksza 1 jedyna duza grupa liczyta 104 osoby. Do jej badania réwniez uzyto
CD34 i potwierdzono zwiazek zwigkszonej ggstosci naczyniowej w guzie pierwotnym z
gorszym rokowaniem [44]. Do oznaczen w pozostalych grupach uzyto tego samego
przeciwciala, lub tez vWF. Przeciwciala przeciw vWF uzyto w najmniejszej badanej

grupie w ktorej nie potwierdzono wptywu MVD na rokowanie [33].

W raku watrobowokomorkowym [107,137] badane grupy liczyly od 43 do 100 os6b a
oznaczenia immunohistochemiczne, z jednym wyjatkiem, réwniez prowadzone byty z
uzyciem CD34, potwierdzajac, ze im wigksza gestoS¢ naczyniowa tym gorsze
rokowanie.

Rowniez jesli chodzi o nowotwory jelita grubego, trudno na podstawie dostgpnych prac
wysnu¢ jednoznaczne wnioski dotyczace wptywu zwigkszonej gestosci naczyn w guzie
na rokowanie, cho¢ byt to nowotwér do$¢ intensywnie badany. Juz w 1995 roku
pojawily si¢ pierwsze doniesienia [42], o negatywnym wptywie MVD na rokowanie w
grupiel05 oso6b. We weczesnych pracach, do wyznakowania $rodbtonka uzywano
przeciwciala przeciw vVWF [42,143,146]. W nastepnych latach pojawiaja si¢ publikacje
wynikéw badan w ktéorych znacznikiem byt CD 31 [1,19,35,45,63,78,106,154].
Przeciwciato przeciw CD34, ktorego uzytam w swoich badaniach, nie cieszylo si¢
wérod badaczy nowotwordw jelita grubego takim powodzeniem, jak w innych
nowotworach.

Wyniki rowniez nie byly spojne. Czg§¢ prac donosita, ze duza ggstos¢ naczyniowa
ogo6lnie negatywnie wplywata na rokowanie [35,146]. Inni udowadniali, ze owszem,
negatywnie, ale tylko u pacjentow NO [42,144], lub, Ze ilo$¢ naczyn krwionosnych w
guzie pozytywnie koreluje z cecha M [143]. Dla rownowagi sa rowniez doniesienia
podobne do wynikéw mojego badania, o braku wplywu gesto$ci naczyniowej na
rokowanie w tym nowotworze [7]. Cytowane badanie dotyczylo jednakze niewielkiej
grupy 22 wyselekcjonowanych pacjentéw T3 NO MO. Nie brak tez prac donoszacych o
lepszym rokowaniu dla chorych z nowotworami z duza ilo$cia naczyn. Takie wyniki

badan osiagnig¢to w grupie 111 pacjentow [1].
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Te rozbieznoSci w wynikach badan, dotyczace zreszta takze innych
nowotworow swiadcza o niedoskonatosci metodologii oznaczania MVD.

Najwazniejsza wydaje si¢ trudno$¢ w standaryzacji metody, co moze by¢ przyczyna
rozbiezno$¢ wynikow podawanych w réznych pracach.

Uzywany przez wigkszo$¢ autorow sposob oceny MVD zostat opracowany
przez Weidnera w 1991 [158]. Najwazniejsze jest odnalezienie tak zwanych hot spots,
czyli p6l, gdzie unaczynienie guza jest najwigksze. Pola wybierane sa przy 100-krotnym
powigkszeniu i znajduja si¢ z reguty na obwodzie guza, gdzie najwigcej jest zywych
komorek nowotworowych, a najmniej martwicy 1 widknienia. Niestety w praktyce,
miejsce oznaczania MVD jest czesto subiektywnie wytypowane przez badacza.

Samo liczenie odbywa si¢ przy dwustu, lub czterystukrotnym powigkszeniu. W
starszych pracach badacze czgsto liczyli sami wyznakowane naczynia. W nowszych, w
tym mojej, liczenie odbywa si¢ automatycznie przy uzyciu komputera, co poprawia
doktadno$¢ badania. Trudniej jest za to porownaé uzyskane wyniki do starszych
oznaczen, liczonych bez pomocy techniczne;.

Najwigce] rozbiezno$ci jest przy wyborze przeciwcial uzywanych do
wyznakowania naczyn. W tej pracy uzyto przeciwciata anty CD34, ze wzgledu na jego
duza czutos¢ 1 powtarzalnos¢ uzyskiwanych wynikoéw [154]. Nalezy jednak pamigtac,
ze CD34 reaguje z aktywnymi, jaki 1 nieaktywnymi komodrkami $rodbtonka
naczyniowego. Oznacza to, ze nie jest markerem proliferacji komorek srodbtonkowych
1 wykrywa tez komorki endotelialne, ktore moga by¢ tylko ,,uwigzione” w komorkach
guza. Uzywa si¢ roéwniez innych znacznikow do oznaczenia ggstosci naczyn, jak wyzej
wspomniane przeciwcialo skierowane przeciw czynnikowi von Willebrandta [157].
Wada znacznika jest fakt, Ze antygen ten nie jest obecny na wszystkich komorkach
srodblonkowych, wystepuje za to na plytkach krwi.

W wielu cytowanych wyzej pracach uzywano réwniez przeciwciata anty CD31. Ten
antygen identyfikuje komorki §rodbtonkowe, ale wystgpuje tez na niektorych liniach
leukocytow.

Tych wad nie ma z kolei przeciwciato przeciw glikoproteinie CD105 (endoglina). Anty-
CD105 reaguje jedynie z pobudzonymi, aktywnymi komorkami $rédblonkowymi, jest
wigc markerem zwiazanym z proliferacja.

Niektorzy wykorzystywali przeciwciato przeciw nestynie (nestin), biatku obecnemu na

neuroepitelialnych komorkach macierzystych i na komoérkach nerwowych, gleju.
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Nestyna oznaczana na komorkach srodbtonkowych, jest rowniez markerem procesu
angiogenezy [72].

Odkryciem ostatnich lat jest przeciwcialo przeciw integrynie o,fBs [46], molekule
adhezyjnej $rodbtonka, umozliwiajacej oznaczanie aktywowanych komorek
srodbtonkowych, co oznacza nie tylko mozliwos¢ wykrycia komoérek srodbtonka, ale
takze komorek, ktore ulegaja EMT.

Oproécz roznorodnosci 1 niedoskonatos$ci markerow (w tym uzytego przeze mnie CD34),
kolejnym potencjalnym stabym punktem metody oznaczania MVD w guzie, jest
podnoszona w piSmiennictwie obserwacja, ze w najbardziej zaawansowanych, czyli
najgorzej rokujacych przypadkach wystepuje rowniez angiogeneza na drodze mimikry.
Skutkuje to brakiem w tak utworzonych naczyniach komoérek endotelialnych. Nie
pokazuja si¢ one wiec po wyznakowaniu CD34. Komorki tworzace takie naczynia
niekiedy mozna jednak wykry¢, dzigki temu, ze ulegaja transréznicowaniu do komorek

srodbtonka i czasem wykazuja obecnos¢ CD31 1 CDI105 [141].

Oznaczenia dokonane dla potrzeb niniejszej rozprawy wykonano dochowujac
staranno$ci w doborze skrawkéw z obrzeza guza pozbawionych ognisk martwicy i
uzywajac szeroko stosowanego markera w postaci przeciwcial przeciwko CD34.
Program komputerowy zliczat naczynia obiektywizujac metodg. Oznaczen dokonano w
stosunkowo licznym materiale 139 pacjentow. Nie pozwolitlo to jednak uzyskaé
statystycznie znamiennych korelacji migdzy MVD a rokowaniem pacjentéw, czy tez
parametrami kliniczno-patologicznymi opisujacymi guz.

Ze wzgledu na rozbieznosci zardwno metody oznaczania jak 1 obliczen,
oznaczanie ggstosci naczyniowej stracito znaczenie na korzys¢ posrednich metod
oceniajacych angiogenezg takich jak pomiar ilo$ci substancji proangiogennych w
surowicy krwi lub w guzie [24]. Najwazniejsza substancja sprzyjajaca angiogenezie

jest VEGF [38].
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5.3. VEGF jako gléwny czynnik w procesie tworzenia naczyn

Mechanizmy regulacji angiogenezy na poziomie molekularnym nie sa do konca
wyjasnione. Wiadomo, ze najwazniejszym czynnikiem jest VEGF, za$§ poziom jego
ekspresji warunkuje prawidlowy przebieg catego procesu. Dlatego w licznych
badaniach probowano zbada¢ zalezno$¢ pomigdzy ekspresja VEGF a ggstoscia
naczyniowa, zaawansowaniem i rokowaniem nowotworu.

W przeprowadzonym przeze mnie badaniu nie wykazano znamiennej
statystycznie korelacji migdzy ekspresja VEGF a ggstoscia naczyniowa w guzie
pierwotnym. Zaobserwowano jedynie tendencj¢ do wystgpowania wigkszej ilosci
naczyn przy nadekspresji VEGF. Ta zalezno$¢ zaobserwowana zostata tez w duzej
grupie pacjentéow z rakiem przetyku [75] - 119 chorych, zotadka - 163 chorych [147]
oraz u 259 pacjentow z rakiem jelita grubego [52]. Ekspresja VEGF oznaczona byla,
podobnie jak w moim badaniu, metoda immunohistochemiczna. Markerami §rodbtonka
dwoch badaniach byt CD34, ktérego rowniez uzytam, a w jednym z badan - vWF.

Badano takze zwiazki podwyzszonej ekspresji VEGF ze ztym rokowaniem.
Wykazano je zar6wno w raku piersi [149], jajnika [104], jak 1 w raku ptuc [155].
Podwyzszony poziom tej glikoproteiny wykazano réwniez w surowicy krwi oséb z
rozsiana choroba nowotworowa [28,118].

U chorych z rakiem przetyku, w Dbadaniach japonskich autorow
przeprowadzonych na duzych grupach pacjentow(od 75 do 102 o0s6b) opisano
pozytywna korelacj¢ podwyzszonej ekspresji VEGF w guzie z gorszym rokowaniem
[61,83,152]. Wykazano takze dodatnia zalezno$¢ z faktem powstawania przerzutow
droga krwiono$na [75].

Podobnych obserwacji dokonano w badaniach nad rakiem zotadka. Tu rowniez
wyzsza ekspresja VEGF w guzie korelowata ze ztym rokowaniem [89,90,117].
Oznaczenia przeprowadzane byly metoda immunohistochemiczna w duzych grupach
chorych liczacych nawet do 365 0sob [117].

Niejednoznaczne spostrzezenia w tym zakresie dotycza podobnych badan w
grupie chorych z rakiem trzustki. Pojawity si¢ zaréwno prace dowodzace, ze nasilona
ekspresja VEGF pogarsza rokowanie [60,77,93,123], jak i1 negujace taki zwiazek
[4,43,65]. Rownie niejednoznaczne wyniki odnotowano u chorych z rakiem
watrobowokomoérkowym. W tym przypadku u podtoza choroby nowotworowej czgsto

lezy marsko$¢ watroby. Marsko$¢ jest zwiazana z nasilona angiogeneza, a co
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wazniejsze, sama wywiera wptyw na rokowanie u chorych po resekcji watroby. Trudno
wigc wykaza¢ jednoznaczny zwiazek migdzy zwigkszona ekspresja VEGF a
rokowaniem [4,34].

W odniesieniu do badan na materiale raka jelita grubego nadekspresja VEGF w
wigkszosci doniesien oznaczata zte rokowanie dla pacjenta [3,16,62,80,150]. Wyniki te
byly spdjne zarowno w grupach gdzie badano tylko nowotwory okreznicy [16,150], jak
1 tych, gdzie tacznie rozpatrywano pacjentéw z guzami odbytnicy i okr¢znicy [3,62,80].

Materiat badawczy oscylowal ilosciowo od 27 do 259 pacjentdw. Do badania
ekspresji VEGF uzywano podobnie jak w przeprowadzonym przeze mnie badaniu
metod immunohistochemicznych. Jedynie w dwéch badaniach analizowano gen dla
VEGFR metoda RT-PCR [150] oraz Northern blot [62]. Byly to jednak grupy nieliczne
— 61 1 60 chorych. Nie zawsze jednak analiza ekspresji genu dla VEGF dawata takie
same rezultaty. Badanie wykonanym metoda RT-PCR i Southern blot 78 rakoéw
okreznicy 1 probek zdrowej blony sluzowej wykazato, ze ekspresja genu dla VEGF jest
wigksza w rakach, niz w zdrowej §luzéwce, natomiast nie wykazano réznic w ekspresji
genu w poszczegdlnych stopniach zaawansowania klinicznego, zrdznicowania
histologicznego, czy rokowania [5].

W badanej przeze mnie grupie, podobnie jak w ostatnim cytowanym badaniu,
réwniez nie udato si¢ wykaza¢ zalezno$ci pomigdzy ekspresja VEGF, a parametrami
patoklinicznymi opisujacymi chorych z rakiem jelita grubego. Podobnie jak w badaniu
gestosci naczyniowej, nie stwierdzono statystycznie znamiennych roznic miedzy
ekspresja VEGF w grupach pacjentow rozniacych si¢ w zakresie cech T, N 1 M, a takze
jesli chodzi o zréznicowanie guza. Nie znaleziono réznic w ekspresji VEGF w guzie
pierwotnym w odniesieniu do takich cech, jak wiek i pte¢ chorych oraz lokalizacja raka
w jelicie. Dodatnia ekspresja VEGF wyrazona silnym odczynem w ocenie
immunohistochemicznej, nie wplywata na czas przezycia catkowitego pacjentow. Nie
odnaleziono rowniez statystycznie znamiennych korelacji migdzy ekspresja VEGF a
gestoscia naczyniowa, cho¢ nadekspresja VEGF sprzyjala wigkszej ilo$ci naczyn w
guzie.

Wyniki te nie sa sprzeczne z badaniami przeprowadzonymi w innych
nowotworach, ale r6zne od wynikéw wigkszo$ci autoréw opisujacych nowotwory jelita
grubego. Przy interpretacji wynikow nalezy jednakze pamigtac, ze w badaniu oznaczano
VEGF w guzie pierwotnym, w ktérym w czasie dynamicznego wzrostu nie obowiazuje

tylko jeden 1 klasyczny model angiogenezy (poprzez kietkowanie nowych naczyn).
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Wciaz nie wiemy jaka role odgrywa VEGF np. w mechanizmie mimikry zachodzacej w
najdynamiczniej rosnacych 1 najgorzej rokujacych nowotworach. Wybor miejsca w
preparacie na przeprowadzenie reakcji barwnej rOwniez pozostaje w sferze
subiektywnego wyboru. Doktadano wszelkich staran, zeby wybra¢ miejsca dobrze
unaczynione, pozbawione martwicy 1 reprezentatywne dla guza, jednak nie mozna
zatozy¢, ze guz jest homogenny i to zarowno, jesli chodzi o budowg, jak 1 ogniskowa
ilo§¢ badanych markerow. Wiemy tez, ze ekspresja VEGF nie jest parametrem prostym
do oznaczenia i calkowicie powtarzalnym. Do identyfikacji czasteczki stosuje si¢ z
reguly metody immunohistochemiczne z uzyciem przeciwciat. W tej pracy uzyto w tym
celu poliklonalne przeciwciato krélicze anty - VEGF A 20 S.C. 152. Obecnos$¢ reakcji
antygen- przeciwcialo wykrywano nastgpnie za pomoca chromogenu, ktorym jest
diaminobenzydyna — DAB. Obecno$¢ VEGF mierzono zatem jako natgzenie reakcji
barwnej. Zawsze ocenie tej towarzyszy ryzyko, ze moze ona by¢ niemiarodajna
poniewaz zachodzi mozliwos¢ silnego wybarwienia si¢ np. komorek uszkodzonych
[147]. Niektorzy autorzy podkreslaja w tej sytuacji wyzszo$¢ metody
radioimmunologicznej [101], inni badaja obecno$¢ genu dla VEGF zamiast jego
ekspresji na komorce [62,150].

Sposdb przedstawienia stopnia ekspresji biatka rowniez nie jest do konca
wystandaryzowany. Natezenie reakcji barwnej, bedace miara ekspresji VEGF mozna
przedstawi¢ w roznych skalach. W tej pracy pierwotnie zastosowano skale
trojstopniowa gdzie 0 oznacza sytuacje, gdy zanotowano brak odczynu, 1 - odczyn
dodatni, 2 - odczyn silnie dodatni. Ostatecznie wyniki oznaczen uproszczono i ustalono,
ze brak odczynu lub odczyn stabo dodatni to brak ekspresji VEGF, a w przypadku
odczynu silnie dodatniego stwierdza si¢ ekspresje VEGF. W celu poprawienia jakosci
danych, mozna dodatkowo zbada¢ odsetek komorek, ktore ulegaja wybarwieniu i
dopiero na tej podstawie wyliczy¢ faktyczna ekspresj¢ VEGF. W tej pracy odsetka
komorek nie badano.

Niektorzy autorzy podkreslaja role oznaczania st¢zenia VEGF w surowicy,
zamiast w guzie nowotworowym. Prognostyczna rola tych badan jednak wciaz jest
przedmiotem dyskusji w zwiazku z niejednoznacznymi, a czgsto sprzecznymi wynikami

badan [24].
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5.4. Receptor FIt-1

W powstawaniu nowych naczyn waznym etapem jest przewodnictwo sygnatéw
stymulujacych tempo 1 jako$¢ angiogenezy. Odbywa sig to przy udziale receptorow dla
VEGEF. Do istotnych receptoréw w tym procesie zaliczamy Flt-1 [126].

5.4.1. FIt-1 w angiogenezie

Podobnie jak w wieku ptodowym Flt-1, pomimo wysokiego powinowactwa do VEGF,
nie wydaje si¢ penic roli bezposredniego przekaznika sygnatu w procesie angiogenezy.
Wplywa za$ na nia w bardziej zlozony sposob. Wciaz moze petni¢ rolg negatywnego
regulatora procesu angiogenezy, czyli dziata¢ jako receptor - putapka [21]. Wiazac si¢ z
duzym powinowactwem z VEGF-A, ogranicza jego biodostepnos¢ dla KDR. W badane;
przeze mnie grupie receptor Flt-1 wystgpowal gtéwnie u chorych z nadekspresja VEGF,
co mogtoby uwierzytelnia¢ jego funkcje regulacyjna.

Oprocz roli negatywnego regulatora, Flt-1 ma jeszcze inne funkcje, ktore wydaja sie
swiadczy¢ o jego stymulujacej funkcji w procesie powstawania naczyn. Pobudza
aktywno$¢ KDR formujac z nim heterodimery. Heterodimer uruchamia za$ kaskadg
kinaz receptora KDR. Dodatkowo, Flt-1 sam uruchamia fosforylacj¢ i kaskade kinaz w
odpowiedzi na stymulacje¢ swoistym ligandem, czyli PIGF. Poza tym, stymuluje
komorki progenitorowe szpiku do wydzielania substancji proangiogennych takich jak
VEGF, angiopoietyna, PDGF (Platelet-derived growth factor) wptywajac w ten sposob
na powstawanie nowych naczyn i ich stabilnos¢ [29,145].

Wiemy takze, ze FIlt-1 warunkuje powstawanie komorek s$rodbtonkowych. Za
posrednictwem PIGF, czyli swoistego dla siebie ligandu, Flt-1 powoduje rekrutacje i
mobilizacj¢ 1 komodrek progenitorowych $rodbtonka ze szpiku kostnego [85].
Dodatkowo wzmaga mobilno$¢ komorek srodbtonkowych poprzez reorganizacje aktyny
za sprawa aktywacji kinazy MAP p38 [68], a zablokowanie receptora Flt-1 w
nowotworze zapobiega migracji komorek srodbtonkowych [85]. Co wigcej, stymulacja
monocytow 1 makrofagéw za posrednictwem FIlt-1 powoduje migracj¢ tych komorek w
ogniska zapalne i nowotworowe i produkcj¢ przez nie substancji proangiogennych w
bezposrednim sasiedztwie guza. [142]. Reasumujac, receptor Flt-1, cho¢ nie wplywa
bezposrednio na powstawanie naczyn, oddziatuje wielokierunkowo 1 skutecznie

zwigksza gesto$¢ naczyniowa w guzie.
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Wyniki moich badan to potwierdzaja. W badanej przeze mnie grupie ekspresja Flt-1
wystgpowata statystycznie znamiennie czesciej u chorych z wigksza gestoscia
naczyniowa.

Podobne wyniki uzyskano w badaniach nad szpiczakiem mnogim [14], w guzie Wilmsa
[168] 1 w raku prostaty [105]. Rolg stymulujaca w procesie angiogenezy nowotworowej
wydaja si¢ takze potwierdza¢ doswiadczenia in vifro 1 na modelach zwierzecych,
polegajacych na blokowaniu receptora Flt-1. Zablokowanie aktywnos$ci tego receptora
skutkowalo zahamowaniem migracji komorek $rodbtonka 1 formowania si¢ struktur

tubularnych [79,84].

5.4.2. FIt-1 a rokowanie w nowotworach

W ostatnich latach pojawily si¢ przypuszczenia, receptor Flt-1 bierze takze
udziat w ztozonych procesach regulujacych powstanie i rozw6j nowotworu [126].
Jego dziatanie wiaze si¢ ze zwigkszona tolerancja immunologiczna wobec guza
nowotworowego oraz formowaniem przerzutow, czyli indukcja EMT i rola w tworzeniu
niszy premetastatyczne;.

Flt-1 jest regulatorem odpowiedzi zapalnej. Wiemy, ze przewlekty stan zapalny
w jelicie zwigksza ryzyko zachorowania na raka jelita grubego. Flt-1 jest regulatorem
aktywno$ci komoérek zapalnych [119]. W juz utworzonym guzie stan zapalny nie
wygasa nigdy, a komorki zapalne pelnia wazna role w tworzeniu mikrosrodowiska
nowotworu. Tworza rowniez mas¢ guza (moga stanowi¢ nawet do 50% jego wagi) [95],
ale co najistotniejsze, biora udzial w tworzeniu przerzutow oraz powstawaniu tolerancji
immunologicznej, czyli dwoch kluczowych czynnikow pozwalajacych na rozwdj
choroby nowotworowe;.
Receptor Flt-1 znajduje si¢ zarowno na powierzchni monocytow, makrofagoéw, jak i
komorek dendrytycznych [140].
W komorkach dendrytycznych sygnat przekazywany przez Flt-1 znajdujacy si¢ na
btonie komorkowej, hamuje ich dojrzewanie i uniemozliwia prezentowanie antygenow.
Sprzyja w ten sposob zjawisku tolerancji immunologicznej [94].
Z kolei monocyty, czyli komorki prekursorowe makrofagéw za posrednictwem sygnatu
przekazywanego przez Flt-1 sa mobilizowane ze szpiku kostnego i krwioobiegu [53].
Dalej, ten sam Flt-1 stymuluje i warunkuje proces ich migracji [9,22]. Odpowiedzialna

jest za to najprawdopodobniej czgs¢ wewnatrzblonowa receptora, bo w modelu
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doswiadczalnym prawidlowo rozwinigte myszy bez wewnatrzbtonowej kinazy Flt-1
wykazywaty uposledzony mechanizm migracji makrofagéw w odpowiedzi na VEGF
[56]. Dodatkowo Flt-1 zwigksza zdolno$ci adhezyjne komorek NK (natural killer cells)
[18].

FlIt-1 wptywa takze na zdolnos¢ nowotworu do tworzenia przerzutow. Zjawisko
to jest ztozone. Polega na zmianie fenotypu komoérek nowotworowych w jednostki
mobilne 1 zdolne do migracji. Co wigcej, receptor Flt-1 wspomaga roéwniez
przygotowanie tak zwanej niszy premetastatycznej, czyli przyjaznego przerzutowi
srodowiska, w ktorym przerzut ma si¢ zagniezdzi¢. Ponizej opisano bardziej
szczegObtowo wymienione zjawiska.

Przejscie mezenchymalno-nablonkowe (Epithelial-mesenchymal transition EMT)
pozwala na zmiang fenotypu komodrek nabtonkowych, ktore wymagaja ciaglej adhezji
do innych, w fenotyp komorki mezenchymalnej. Komorki takie traca polarnos$¢ i nie
wymagaja juz stalego kontaktu z innymi. Staja podobne do fibroblastéw, mobilne. Jest
to zjawisko wazne i pozadane w procesie embriogenezy, morfogenezy i w gojeniu si¢
ran, jednak niepozadane w przypadku nowotworu. Komorki nowotworowe po przejsciu
procesu EMT moga oderwac si¢ od guza i przezy¢ w ukladzie krwiono$nym, lub
limfatycznym, a nast¢pnie osiedli¢ w miejscu gdzie powstaje przerzut. Zjawisko to jest
uwarunkowane wieloczynnikowo. Kluczowa sprawa jest zmiana ekspresji biatek
adhezyjnych - zmniejszenie ekspresji E-kadheryny, a zwigkszenie ekspresji N-
kadheryny. Jedna z kluczowych funkcji regulacyjnych petni PIGF wraz ze swoim
receptorem Flt-1 [50], poprzez aktywacje cytoplazmatycznych kinaz tyrozynowych Src
[82]. Zablokowanie funkcji receptora Flt-1 spowoduje zahamowanie EMT lub apoptoze
komorek, ktore przeszty proces EMT. Wykazano to na modelach raka trzustki i raka
piersi [26,99].

Drugim, nie mniej istotnym zjawiskiem w szerzeniu si¢ nowotworu w organizmie jest
powstanie niszy premetastatycznej. W miejscu gdzie powstanie przerzut tworzy si¢
rodzaj lozy wyindukowanej przez guz 1 czekajacej na przybycie komorek
nowotworowych. W pierwszym etapie powstawania niszy, fibroblasty produkuja i
wydzielaja fibronektyng, ktora jest celem dla migracji uwalnianych ze szpiku,
hemopoetycznych komorek prekursorowych (gltdéwnie dla monocytéw 1 makrofagow)
zawierajacych wilasnie receptor Flt-1. Te komoérki mobilizuja do powstatej niszy

komorki nowotworowe [140]. Okazato sig, ze blokujac szpikowe komorki
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prekursorowe majace receptor VEGFR-1, mozna zablokowa¢ powstanie niszy
premetastatycznej, a co za tym idzie przerzutow [69].

Podsumowujac: teoretycznie, w sytuacjach, gdy komorki obecne w guzie wykazuja
ekspresje Flt-1, zablokowanie go mogloby by¢ ostrzem obosiecznym: zablokowaé
zarOwno migracj¢ komorek, jak 1 powstanie niszy na nie oczekujacej. Co wigcej,
skutkiem ubocznym takiego dziatania mogloby by¢ dodatkowo zmniejszenie tolerancji

immunologicznej na guz.

Teori¢ dotyczaca roli Flt-1 w tworzeniu przerzutéw testowano wigc w badaniach
in vitro, oraz w badaniach na modelach zwierzecych.
W badaniach in vitro na liniach komorkowych raka jelita grubego skojarzono ekspresje
Flt-1 z wigksza mobilnoscia komorek i1 sktonnoscia do naciekania [156]. Mobilnos¢
komorek nowotworu skutecznie mozna bylo zablokowa¢ za pomoca przeciwciat
skierowanych przeciwko Flt-1 [37]. Przesledzono tez, ze =zablokowanie FIt-1
przeciwcialami, powoduje zahamowanie wzrostu guza najprawdopodobniej wskutek
redukcji aktywnos$ci kinaz MAPK, lub Akt co skutkowato zmniejszona proliferacja i
zwigkszona apoptoza [162].
W badaniach na zwierzetach wykorzystano napromieniowane myszy, wskutek czego
uzyskano depresj¢ szpiku i podzielono na trzy grupy. Nastgpnie, poszczegdlnym
grupom wszczepiono komorki progenitorowe zawierajace normalny szpik, czyste
komorki Flt-1 (+) 1 komoérki pozbawione receptora. Po dobie myszom implantowano
nowotwor. Stwierdzono: bardzo liczne przerzuty w grupie myszy z implantowanymi
komorkami Flt-1(+), pojedyncze u myszy z normalnym szpikiem, i brak przerzutow u
myszy pozbawionych receptora [69]. Podobny rezultat uzyskano u myszy, ktore
selektywnie pozbawiono jedynie czg$ci wewnatrzbtonowej receptora Flt-1 [127].
Opublikowano teorig, ze za posrednictwem Flt-1 komoérki guza instruuja komorki
szpikowe, aby te osiedlity si¢ w miejscu, gdzie ma powstac przerzut i stworzyly dla

niego miejsce [103].

Spodziewa¢ si¢ wigc mozna, ze ekspresja Flt-1 w guzie powinna sprzyjac
wystapieniu przerzutow oraz gorszemu rokowaniu. W grupie badanych przeze mnie
chorych takich zwiazkéw nie odnaleziono. Nie stwierdzono zalezno$ci pomigdzy
ekspresja receptora Flt-1 a parametrami patoklinicznymi takimi jak zréznicowanie,

zaawansowanie czy lokalizacja guza nowotworowego, wiek i pte¢ chorych. Nie
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stwierdzono rowniez statystycznie znamiennych zalezno$ci migdzy ekspresja Flt-1 a
markerami ztego rokowania u pacjentow - wystepowaniem przerzutéw odlegtych czy
krétszym okresem przezycia po operacji.

Uzyskane przeze mnie rezultaty warto pordwna¢ z wynikami badan juz
opublikowanych, w ktorych zwigkszona ekspresja Flt-1 zostata wykryta. Byly to rak
piersi, niedrobnokomoérkowy rak ptuca, rak ptaskonablonkowy glowy 1 szyi, rak
prostaty, trzustki, jajnika, pecherza moczowego i nowotwory hematologiczne, a takze
rak jelita grubego [120].

W raku gruczotu piersiowego ekspresja receptora Flt-1 byta niekorzystnym
czynnikiem prognostycznym [162], korelujac z duzym ryzykiem przerzutow i wznowy
miejscowej [26,96]. Podobnie w czerniaku [14], guzie Wilmsa [49] oraz w raku
zoladka, gdzie wyzsza ekspresja Flt-1 wspolistniata z krotszym przezyciem odlegltym i
gorsza  odpowiedzia na  chemioterapi¢  adiuwantowa [51]. W  raku
watrobowokomorkowym ekspresja VEGFR-1 na komoérkach nowotworowych zwiazana
byta z bardziej agresywnym zachowaniem nowotworu [165]. Jedynie w raku ptuca nie
wykryto bezposredniej korelacji migdzy Flt-1 a rokowaniem [124].

W czesci publikacji dotyczacych raka jelita grubego silna ekspresja Flt-1 byta
markerem zlego rokowania u pacjentow [102]. W jednej z badanych grup liczacej 91
pacjentow z rakiem okreznicy i odbytnicy wysoka ekspresja Flt-1 korelowata z
krotszym okresem przezycia pooperacyjnego u chorych z II i III stopniem
zaawansowania klinicznego. W innej grupie 140 chorych z rakiem okrg¢znicy pozwalata
przewidzie¢ szybka wznowe miejscowa [100]. Nie wszystkie doniesienia byty jednak
podobne. W grupie badajacej 58 chorych z rakiem okreznicy i 10 chorych z
gruczolakiem jelita nie znaleziono ro6znic w ekspresji receptora ani migdzy
gruczolakiem a rakiem, ani, podobnie jak u mnie, pomigdzy poszczegdlnymi stopniami
zaawansowania nowotworu [ 143].

Powstaje pytanie dlaczego, pomimo faktu, ze teoria dotyczaca roli Flt-1 w
rozwoju nowotworu sprawdza si¢ w badaniach in vitro wykonywanych na komoérkach
RJG[37] i badaniach przedklinicznych (95, 60,116), nie wida¢ wplywu tego receptora w
wykonanym przeze mnie badaniu klinicznym?

Moze si¢ to wiagzac ze zbyt mata grupa badanych oséb (n=139), lub z niedoskonatoscia
metody oznaczen immunohistochemicznych. Badanie ekspresji Flt-1 budzi podobne
watpliwosci, jak te dotyczace oznaczen VEGF. Przede wszystkim wiaza si¢ one z

nichomogenno$cia guza, ale tez z metodyka oznaczen immunohistochemicznych.
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Dodatkowo, nalezy pamigta¢ o tym, ze wprawdzie zjawisko EMT zachodzi w samym
guzie nowotworowym 1 dotyczy badanych przeze mnie komorek, to zjawisko powstania
niszy premetastatycznej zachodzi gdzie indziej. Nisza powstaje w miejscu, gdzie
nastgpnie rozwinie si¢ przerzut. Tworzona jest przez migrujace ze szpiku komorki
prekursorowe. Komorek z receptorem Flt-1 nalezaloby w takiej sytuacji szukaé w
watrobie badz ptucach, a takze w szpiku lub krwi [78], nie za§ w guzie pierwotnym.
Podobnie rozproszone sa komorki zapalne z receptorem na powierzchni, ktore sprzyjaja
tolerancji immunologicznej na nowotwor.

Wobec tak duzego rozproszenia receptora w organizmie i1 jego skomplikowanej i
niejednoznacznej funkcji w procesie nowotworzenia istnieje ryzyko, ze oznaczenie jego

ekspresji w samym tylko guzie nie daje obrazu faktycznej roli, ktéra spehnia.

W podsumowaniu stwierdzam, ze cho¢ nie udato mi si¢ wykaza¢ zalezno$ci pomigdzy
rokowaniem u pacjentow z resekcyjnym rakiem jelita grubego a ekspresja VEGF i Flt-1
oraz gestoscia naczyniowa w guzie pierwotnym, osiagnigte duzym naktadem pracy
wyniki by¢ moze pozwola innym na bardziej krytyczna oceng stosowanych w pracy
metod badawczych i wplyna na inne potraktowanie ich materialu badawczego w
dazeniu do poznania kolejnych tajemnic zwiazanych z biologia raka jelita grubego oraz

samej angiogenezy w chorobie nowotworowe;j.
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6. Wnioski

1. Ekspresja receptora Flt-1 wywiera dodatni wptyw na gestos¢ sieci naczyniowej w
guzie pierwotnym resekcyjnego raka jelita grubego.

2. Nadekspresja VEGF wydaje si¢ sprzyja¢ wzmozonej gestosci naczyniowej w guzie
pierwotnym resekcyjnego raka jelita grubego.

3. Ekspresja VEGF w guzie pierwotnym nie jest czynnikiem o znaczeniu
rokowniczym w analizowanym materiale resekcyjnego raka jelita grubego.

4. Ekspresja Flt-1 w guzie pierwotnym nie jest czynnikiem o znaczeniu rokowniczym
w analizowanym materiale resekcyjnego raka jelita grubego.

5. Gesto$¢ naczyniowa w guzie pierwotnym oznaczona za pomoca CD34 w
analizowanym materiale nie wykazuje zwiazku z rokowaniem w resekcyjnym raku

jelita grubego.
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7. Streszczenie

Wstep.

Rak jelita grubego nalezy do najczg$ciej wystgpujacych nowotworow ztosliwych, o
wciaz niezadawalajacych wynikach leczenia. Kluczem do ich poprawy jest
wczesniejsze rozpoznawanie choroby 1 wybor leczenia celowanego, dobranego
indywidualnie do pacjenta. Badanie procesu angiogenezy pozwala na pelniejsze
poznanie biologii raka w jelicie grubym, a leczenie celowane moze by¢ ukierunkowane
na proces tworzenia naczyh w guzie. VEGF jest podstawowym mediatorem
powstawania naczyn w nowotworach. Dziata za posrednictwem receptorow, sposrod
ktorych wyrdznia si¢ Flt-1. Dzigki aktywnosci tych czynnikow nowotwér wytwarza
wlasng sie¢ naczyniowa, oraz system sprzyjajacy szerzeniu si¢ choroby w catym
organizmie. To sugeruje, ze zarowno VEGF, jego receptor Flt-1, jak 1 ggsto$¢ tworzonej
przy ich udziale sieci naczyniowej to wazne elementy sktadajace si¢ na indywidualny
charakter danego nowotworu. Okreslaja one stopien jego agresywnosci i sktonno$¢ do
okreslonego rokowania. Doniesienia na temat warto$ci oznaczen wymienionych wyzej
parametréw wciaz pozostaja niejednoznaczne, co stato si¢ inspiracja do podjecia
wlasnych badan.

Cel pracy.

W pracy postanowiono oceni¢ ekspresje VEGF 1 jego receptora Flt-1 w guzie
pierwotnym raka jelita grubego i odnie$¢ te oznaczenia do ggsto$ci naczyniowej w
guzie oraz do waznych rokowniczo parametrow patoklinicznych zwiazanych z choroba

nowotworowa, w tym do catkowitego czasu przezycia pacjentow.

Material i metody

Prace przeprowadzono retrospektywnie. Materiat do badan pozyskano podczas
zabiegdw resekcyjnych przeprowadzonych u 139 kolejnych chorych z rakiem okr¢znicy
1 odbytnicy. Chorzy operowani byli w Klinice Chirurgii Onkologicznej Akademii
Medycznej w Gdansku w latach 1998-2002. Do badan immunohistochemicznych uzyto
przeciwcial przeciwko VEGF 1 Flt-1. Oceny gesto$ci naczyniowej zliczanej programem
komputerowym, dokonano z uzyciem przeciwciat anty CD 34 metoda wg Weidnera.
Zbadano zalezno$ci pomigdzy oznaczonymi czynnikami, oraz odniesiono je do

parametréw o znaczeniu rokowniczym jak zaawansowanie choroby, zréznicowanie
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histologiczne guza, jego umiejscowienia w jelicie, a takze do czasu przezycia
odleglego. Analizg statystyczna przeprowadzono wykorzystujac narze¢dzia pakietu

Statistica 10.

Wyniki

Wykazano znamienng zalezno$¢ pomiedzy zwigkszona gesto$cia sieci naczyniowej w
guzie a ekspresja receptora Fltl. Wykazano takze sklonno$¢ do wigkszej ggstosci
naczyniowe] w przypadku nadekspresji VEGF. Nie wykazano zalezno$ci migdzy
ekspresja VEGF 1 receptora Flt-1, ani wptywu ekspresji tych czynnikdw na stopnie
klinicznego zaawansowania choroby wg pTNM, zréznicowania histologicznego guza,
lokalizacji raka w jelicie. Nie stwierdzono zwiazku oznaczen ekspresji VEGF, Flt-1 czy
gestosci naczyniowej w analizowanym materiale, a czasem przezycia chorych po

operacji wycigcia nowotworu.

Whioski.

1) Ekspresja receptora Flt-1 wywiera dodatni wptyw na gestos$¢ sieci naczyniowej w
guzie pierwotnym resekcyjnego raka jelita grubego.

2) Nadekspresja VEGF wydaje si¢ sprzyja¢ wzmozonej gestosci naczyniowej w guzie
pierwotnym resekcyjnego raka jelita grubego.

3) Ekspresja VEGF w guzie pierwotnym nie jest czynnikiem o znaczeniu
rokowniczym w analizowanym materiale resekcyjnego raka jelita grubego.

4) Ekspresja Flt-1 w guzie pierwotnym nie jest czynnikiem o znaczeniu rokowniczym
w analizowanym materiale resekcyjnego raka jelita grubego.

5) Gesto$¢ naczyniowa w guzie pierwotnym oznaczona za pomoca CD34 w
analizowanym materiale nie wykazuje zwiazku z rokowaniem w resekcyjnym raku

jelita grubego.
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Abstract

Introduction

Colorectal cancer is one of the most frequent malignant neoplasms. The treatment
results however remain unsatisfactory. Early diagnosis and targeted treatment, chosen
individually for each patient, are the key to improve results. The study of angiogenesis
allows for a deeper understanding of colorectal cancer biology and aids focus the
targeted therapy on the development of blood microvessels in the tumour stroma. VEGF
is a key mediator of tumour angiogenesis - the process of microvascular network
formation which enables the spread of disease throughout the body. VEGF action is
mediated and modulated by its specific receptors, such as Flt-1. These actions suggest
that VEGEF, its receptor Flt-1 and the density of the vascular network are the most
important elements responsible for the individual nature of each tumour. They
determine the disease aggressiveness and patient prognosis. Reports from studies
evaluating the validity of VEGF and Flt-1 assessments remain ambiguous, and this lack

of certainty has inspired me to conduct my own research.

Aim of the study

The purpose of this study was to evaluate the expression of VEGF and its receptor Flt -1
in primary tumour of colorectal cancer. These values were compared with the tumor
microvessel density and important pathoclinical parameters related to the disease and

affecting the prognosis, including overall survival rate.

Materials and methods

The study was carried out retrospectively. Study material was obtained from resections
performed in 139 consecutive patients with colorectal cancer operated in the Surgical
Oncology Clinic of the Medical Academy in Gdansk between 1998 and 2002.
Antibodies against VEGF and Flt-1 were used for immunohistochemical stainings.
Microvessel density was assessed with the help of a computer programme using

antibodies against CD34, according to the method described by Weidner
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The results were compared against pathoclinical parameters such as pTNM stage,
histological differentiation of the tumour, its location in the bowel and overall survival

rate. Statistical analyses were performed using tools from Statistica 10 software.

Results

The study revealed statistically significant relationship between the increased
microvessel density and the expression of Flt-1 receptor. In addition in case of VEGF
overexpression the tumour blood vessel density tended to be higher. No relationships
were found between VEGF or Flt-1 expressions and pTNM stage, tumour grade, its

localisation in the bowel and overall survival rate.

Conclusions

1) Flt-1 expression has a positive effect on microvessel density in primary resectable
tumour of colorectal cancer.

2) Overexpression of VEGF promotes increased microvessel density in primary
resectable tumor of colorectal cancer.

3) Expression of VEGF was not a prognostic factor in the analysed group of patients
with colorectal cancer.

4) Expression of Flt-1 was not a prognostic factor in the analysed group of patients
with colorectal cancer.

5) Microvessel density, assessed by staining with antibodies against CD34, was not a

prognostic factor in the analysed group of patients with colorectal cancer.
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8. Spis rycin i tabel

8.1.

10.

11.

12.

13.

Spis Rycin

. VEGF 1 jego receptory bltonowe.

Alternatywny podzial pozwala na stworzenie poszczegdlnych
form VEGF.

Budowa receptora Flt-1.

Heterodimeryzacja receptora Flt-1 1 KDR uruchamia aktywnos$¢
katalityczna KDR. Zielona strzatka zaznaczono miejsce

odpowiedzialne za dimeryzacjg receptora.

. Aktywacja receptora Flt-1wieloptaszczyznowo wplywa na

rozwo0j guza nowotworowego [120].

Krzywa Kaplana-Meiera dla analizowanej grupy chorych
n=139.

Gesto$¢ naczyniowa. Komorki $rédbtonkowe oznaczone przy
pomocy przeciwciala anty CD34.

Rozktad ggstosci naczyniowej w preparatach.

Zalezno$¢ pomigdzy mediang ggsto$ci naczyn a
prawdopodobienstwem przezycia.

Zaleznos¢ pomiegdzy ekspresja receptora Flt-1 a gestoscia
naczyn w grupie n=139.

Zalezno$¢ pomiedzy nadekspresja VEGF a gestoscia naczyn w
grupie n=139 (p>0.05).

Zaleznos¢ pomigdzy nadekspresja VEGF a
prawdopodobienstwem przezycia.

Zalezno$¢ pomigdzy ekspresja Flt-1 a prawdopodobienstwem

przezycia.

Numer

strony

19

20

25

26

30

40

42

43
43

45

46

47

49
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8.2. Spis tabel

II.

II1.

IV.

VL

VIL

VIIL

IX.

Przyczyny nowotworow jelita grubego.

Klasyfikacja pTNM wedlug siddme;j edycji klasyfikacji
Union International Cancer Control/American Joint
Committee on Cancer (UICC/AJCC) [133].

Stopnie zaawansowania klinicznego wedlug siddme;j edycji
klasyfikacji Union for International Cancer Control/American
Joint Committee on Cancer (UICC/AJCC) [133].
Charakterystyka pacjentow.

Czynniki patokliniczne badanej grupy a czas przezycia
catkowitego, n=139.

Zalezno$¢ pomigdzy gestoscia naczyh a parametrami
patoklinicznymi raka jelita grubego (n=139, test U Manna-
Whitneya, *test Kruskala-Wallisa).

Zaleznos¢ pomigdzy ekspresja receptora Flt-1 1 nadekspresja
VEGF, a gestoscia naczyniowa w grupie n=139 (test U
Manna-Whitneya).

Zaleznos¢ pomiedzy nadekspresja VEGF a wybranymi
parametrami patoklinicznymi raka jelita grubego w badanej
grupie n=139 (test x2 Paersona).

Zalezno$¢ pomigdzy ekspresja receptora Flt-1 a wybranymi
parametrami patoklinicznymi raka jelita grubego w badanej
grupie n=139 (test y* Paersona).

Numer

strony

33

41

44

45

48

50
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