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Wprowadzenie

Choroby nowotworowe as druga co do czstaéci, po urazach i zatruciach
przyczyry zgonu u dzieci (1).

Na swiecie notuje s 105 do 130 nowych zachorowaa 1 milion dzieci (2).
Zapadaln& na nowotwory w wieku rozwojowym w Polsce ksztatige na
podobnym poziomie i wynosi 12 nowych zachorawa 100 tysicy, co oznacza
1200 zachorowau dzieci w naszym kraju rocznie (3). Sis¢ zachorowa na
nowotwory wieku dziegicego stopniowo Kmie — przegitnie o 1% rocznie (4).

Nowotwory wieku dzieegicego charakteryzgjsie duzym zr&nicowaniem
histologicznym i lokalizag. Czstaé¢ wystpowania oraz typy histologiczne s
odmienne ni u dorostych (5).

U dzieci wyr@nia sk 12 grup diagnostycznych nowotworéw wg
Miedzynarodowej Klasyfikacji Choréb dla Onkologii (IGD) (5). Do
najczstszych nowotworow u dzieci zaliczamy biatagzik spérod guzow litych
nowotwory grodkowego uktadu nerwowego.

Ztosliwe guzy germinalne naleza do rzadkich nowotworéw zétiwych
u dzieci, stanowdic jedynie 3% nowotworow zétiwych wieku rozwojowego (3).
Charakteryzyj sie dwym zr&nicowaniem histologicznym i eorodry
lokalizach. Rozwijap sie one zranych stadiow rozwojowych gonocyta —
pierwotnej komorki piciowej, ktora wwyciu ptodowym pokonuje dray
Z echerzyka zoltkowego do gonad, wzdtuosi ciatla zarodka. Z faktu tego
wynika r&norodna lokalizacja guzéw germinalnych, ktére zwykbzwijap Sie

wzdtuz osi ciata lub w gonadach. Rtorodna budowa histologiczna diavych



guzéw germinalnych warunkuje ich odmienny obranikliny oraz odmienne
rokowanie, co wize sk takze ze zranicowary strategi lecznicz (6).

Mimo ogromnego pospu jaki dokonat i w onkologii dzieatce] — zwlaszcza
w ciaggu ostatnich 20 lat nadal wiele dzieci z charobwotworowa nie udaje s
uratowa. Wyniki leczenia nowotworéw takich jak guzyrodkowego uktadu
nerwowego, biataczki szpikowe, neuroblastoma rsdal niezadawalgge,

a wrecz zte.

Fakt ten sktania wielu badaczy do intensywnegoylasania czynnikow wywotu-
jacych onkogenezi mechanizmdéw rozwoju nowotworéw, co mogtoby WYSEAGCI
przyczynt sie do opracowania nowych skuteczniejszych metod téaze

Rozwdj naczy krwionosnych w guzie nowotworowym, czyli angiogeneza
nowotworowa (neoangiogeneza, neowaskularyzacja)nosta przedmiot
szczegOblnego zainteresowania, poniewast ona nieodzownym warunkiem
progresji nowotworu. Od lat wiadomge nowotwor agsrednicy wiekszej ni 2-3
mm nie mae istni€ bez wilasnego, autonomicznego systemu mnaczy
krwionosnych (7). Koncepcja oparta na stwierdzerie,hamowanie tworzenia
naczyr w nowotworze uniemdiwia jego dalszy rozwdj stata ¢sipodstavy
poszukiwania oraz opracowania nowych strategiiniezgch, opartych na lekach
o dziataniu antyangiogennym.

Do chwili obecnej przeprowadzono liczne badania nikfine
i eksperymentalne nad dzialaniem substancji haoyah rozwdéj naczy

nowotworu (8, 9).



Istniep rozne metody oceny stopnia angiogenezyNiektorzy autorzy
oznaczaj poziom czynnikdw proangiogennych lub inhibitorowmgaogenezy
w ptynach ustrojowych (10). Inni koncentupic na ekspresji rinorodnych
naczyniowych czynnikéw wzrostowych w tkance nowatweej (11, 12, 13).
Prowadzone g takze badania molekularne nad genami kadwni czynniki
wzrostowe i cytokiny bigrce udziat w angiogenezie (14, 15). Wiele uwagi
poswieca sé zwlaszczaczynnikowi wzrostu srodblonka naczyn (VEGF).
Badaniegestosci naczyi w guzach nowotworowych (microvessel density —
MVD) jest najczstsz metod oceny angiogenezy — w jej koowym etapie
(16,17, 18).

Badania nad unaczynieniem guzow litych wykazaly,zwiekszona gstas¢
naczyh krwionosnych dodatnio koreluje z tworzeniem przerzutow, reaami
choroby i pogarsza rokowanie (19).

Wicgksza¢ dotychczas prowadzonych badaad angiogen@znowotworovg
dotyczy nowotworow osob dorostych- zwilaszcza gudibych (20, 21). Mniej
liczne prace opisajneowaskularyzagjw biataczkach ludzi dorostych (23).

Znacznie mniejsza liczba doniesiedotyczy problemu neoangiogenezy
w nowotworach dzieecych (24, 25). Brak jest doniesi@a temat angiogenezy

w guzach germinalnych u dzieci.



Wstep

|. Guzy germinalne

1.Definicja, epidemiologia i etiopatogeneza

W Polsce notuje siokoto 25 zachorowerocznie na zigdiwe guzy germinalne o lo-
kalizacji pozaczaszkowej oraz 5-6 zachonmdowa guzy germinalne smdkowego
uktadu nerwowego, ktdrea sujmowane w rejestrachadznie z innymi procesami
rozrostowymi wewairz jamy czaszkowej (3, 6) . Obserwujee siwa szczyty
zachorowa w zaleznosci od wieku i pici. Pierwszy przypada na okresvpgaych 2 lat
zycia u obu pici, drugi wyspuje u dziewczynek po 6 rokiycia i dotyczy jajnikdw,
a u chlopcow po 14 rokiycia i dotyczy gder (26).

Ztosliwe guzy germinalne wywodz sic z r&znych — mniej lub bardziej
dojrzatych etapow rozwojowych pierwotnej komorkciptvej — gonocyta, ktéry
w okresie embriogenezy pokonuje deog pecherzyka zéttkowego do gonad
wzdhuz osi ciala zarodka, @ olbrzymia wegkszgé guzow zarodkowych
umiejscowiona jest w osi ciata lub w gonadach @, 2

Lokalizacg guzéw geminalnych wraz zgstdicia wyskepowania przedstawiono
wtabeli 1 oraz na rycinie 1(6). &lwe guzy germinalne wygbuja dwukrotnie
czescie] u dziewczynek (27).

Podobnie jak w innych nowotworach etiologia i p&iogza jest niejasna. Nie
ustalono wptywu czynnikbw egzogennych takich jaksia@zne substancje

chemiczne, infekcje wirusowe i bakteryjne, promosvanie jonizujce.



Tabela 1. Lokalizacja zto sliwych guzéw germinalnych

Lokalizacja Czesto $¢ wyst epowania

Okolica krzyzowo-guziczna 19%
Jajnik 30%

Jadro 17%

Centralny ukfad nerwowy 20%
Srodpiersie 4%
Okolica zaotrzewnowa 3%
Inne 5%

srédpiersie

okolica zaotrzewnowa

okolica krzy zowo-guziczna

jajnik

jadro

Rycina 1. Lokalizacja zto sliwych guzéw germinalnych



Chat w wielu z tych nowotworow stwierdzagstaburzenia cytogenetyczne w ko-
mérkach dotycace przede wszystkim liczby chromosomow to znacziegje faktu
w patogenezie pozostaje nadal niejasne (28, 29larBa molekularne guzow
zarodkowych wykazatye s one grup heterogeniczp o r&nych wiaciwosciach

biomolekularnych w zal@asci od wieku, budowy histologicznej i lokalizacji§R

2. Patomorfologia zto sliwych guzéw germinalnych

Miedzy 4 a5 tygodniemiycia ptodowego rozpoczynaesivedréwka gonocytow
z woreczkaoéitkowego do pierwotnej listewki piciowej znajdogj st na tylnejscianie
czsci brzusznej zarodka. W jejaSedztwie znajduwj sk zawhzki szyszynki,
srodpiersia, przestrzeni zaotrzewnowej. Nieprawidiamigracja pierwotnych komorek
ptciowych wzyciu ptodowym mae spowodowé ich zasiedlenie w wymienionych
narzdach i okolicach, a ich mutacja zapgikpwuje onkogenez(6).

Podziat morfologiczny zkiwych guzow germinalnych u dzieci oparty jest na

kierunku r@nicowania pierwotnej komorki ptciowej (30).

Morfologiczny podziat guzow germinalnych

e Grupa | — guzy zbudowane z wczesnych etapow panlzieth gonocyta, nie
podlegagcych dalszemu edicowaniu

e Grupa Il — guzy zbudowane z dalszych etapow pooziath gonocyta,
réznicujacych sg w kierunku struktur pozazarodkowych

 Grupa lll — guzy zbudowane z dalszych etapéw pdozigch gonocyta,
podlegajcych r&nicowaniu w kierunku struktur zarodkowych

e Grupa IV — guzy mieszane



Pierwotna komorka ptciowa wielopotencjalna

Gonocyt ré znicuj acy sie Gonocyt ré znicuj gcy sie
w kierunku struktur w kierunku struktur
pozazarodkowych zarodkowych

Rycina 2. Kierunki r6 znicowania si e pierwotnej komaorki ptciowej

Szczegbtowy podziat morfologiczny guzéw germinalngezedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Podziat morfologiczny guzéw germinalnych w zaleznosci od
pochodzenia tkankowego.

Grupa | Grupa ll Grupa lll

* gonadoblastoma » yolk sac tumor — guz » carcinoma embryonale —

+ germinoma — pecherzyka zo6itkowego rak zarodkowy)

rozrodczak: e polyembrioma e teratomaimmaturum —

dysgerminoma « chorioncarcinoma — potworniak niedojrzaty
— u dziewczat kosmoéwczak » teratoma semimaturum
seminoma — — potworniak czesciowo
odpowiednik dojrzaly
w gonadzie meskiej « teratoma adultum —
(nie wystepuje potworniak dojrzaty
u dzieci) (nieztosliwy)

Seminoma naleacy do grupy iguzéw zbudowanych z nieanicowanych
komoérek piciowych, jest zkiwym guzem germinalnym wygbujacym
u mtodych nigzczyzn — u dzieci praktycznie nie wgptije (30, 31).

Do zicsliwych guzéw germinalnych nie zaliczamy potworniattejrzatego,

ktory jest nowotworem tagodnym. Jest to na@tgzy guz zarodkowy



wystepujacy 4-krotnie czsciej niz jego zigliwa odmiana - teratoma

immaturum.

3. Obraz kliniczny i rozpoznanie zio  sliwych guzow zarodkowych
Objawy, jakie wywotuy ztosliwe guzy germinalne zate przede wszystkim
od ich lokalizacji i wielkdci. Wynikaja one z obecri@i guza w danym regionie
lub naradzie ijego ucisku na strukturyasednie. Zigliwe guzy germinalne
stosunkowo rzadko wywolyjobjawy ogodlne takie jak gaczka, utrata masy

ciala, ostabienie, utrata taknienia (6,26).

A. Guzy zarodkowe okolicy krzy zowo-guzicznej
Najwazniejszym czynnikiem decydigym o symptomatologii guzow tej okolicy
jest ich stosunek do ka krzyzowej iguzicznej. Ztego wzglu Altman iwsp.
zaproponowali czterostopniawskak klasyfikacyjra guzow tej okolicy (32).
* Typ | dominuje komponenta zewtnzna z jedynie minimalpczscia
przedkrzyowa.
 Typ Il przewaa komponenta zewitrzna, ale istotna €x¢ guza
zlokalizowana jest rowniew miednicy matej.
 Typ lll dominuje czs¢ wewmtrzmiedniczna ze znacznym wpuklaniem si
do wretrza jamy brzusznej, €&t zewretrzna niewielka.
* Typ IV guz umieszczony wytznie przedkrzxowo, bez komponenty

zewrgtrznej, bez wpuklania sido jamy brzuszne,.
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Wiegksza¢ guzow okolicy krzyowo-guzicznej (46%) spetnia kryteria typu
| wedlug Altmana (6). Guzy te dotycprzede wszystkim noworodkow i rozpozna-
wane § od razu po urodzeniu, anawet wejivatonowo drog badania
ultrasonograficznego. Nie powodupne zaburze oddawania moczu i stolca,
poniewa tylko niewielka ich czs¢ znajduje s§ w miednicy matej. Wielk&t ich
moze by bardzo réana od kilku do kilkunastu cm, czasem waga wiago guza
wynost moze nawet 2 kg. Zwykle pokrytea sprawidtows skor, na guzach
o duzych rozmiarach magtworzy¢ sie owrzodzenia.

Tylko 8% guzow w tym typie to zitiwe guzy germinalne.

Typ 1l guzéw krzyowo-guzicznych wyspuje w 34,7% przypadkow. W typie
tym czstas¢ wyskpowania nowotworéw zitiwych jest wiksza i wynosi 21%.
Moga wyskpowa objawy ucisku na odbytngccha nie $ one mocno wyrsone.

Guzy typu Il i IV ujawniaj sie pazniej, w okresie 1-4 rokuaycia. Wystpuja
rzadziej] — odpowiednio 8,8% i 9,8%. Domigaupbjawy ucisku na odbytnic
drogi moczowe izwoje nerwowe, objawieg seé zaparciami, dysfunkgj
pecherza moczowego, zateniami drég moczowych, objawami dyzurycznymi.

Guzy te znacznie ¢%ciej nalea do nowotworéw zidliwych — w typie Il
w 34%, w typie IV w 38% przypadkow.

Najczstszym zidliwym guzem zlokalizowanym w okolicy krzgwo-

ogonowej jest yolk sac tumor (6, 27).

B. Zito sliwe guzy germinalne jajnika
Objawiap sie powickszeniem obwodu brzucha, bélem w podbrzuszu, rdgkie
zaburzeniem oddawania moczu i stolca. Czasem, gayatlzi do skicenia

11



szyputy guza lub jegogliniecia choroba rozpoczyna gwattownie silnymi bolami
brzucha wymagagymi interwencji chirurgicznej w trybie ostrym (33]ylko
30% guzow jajnika to nowotwory Ztwe. Wsrdéd nich na pierwszym miejscu
spotykane s potworniaki niedojrzate — 12%, guzgherzykazottkowego 10%,

rozrodczak 5%, rak zarodkowy i kosméwczak 1% (33,3%).

C. Ztosliwe guzy germinalne j adra

Ze wzgkdu na szczegOin lokalizacg ujawniap sie bardzo szybko
niebolesnym powkszeniem gdra. W 20% towarzyszy im wodniakdra i
w 20% przepuklina pachwinowa (6).

Najczstszym zidliwym guzem zarodkowym jest yolk sac tumor -
stanowicy 67% wszystkich guzéw spotykanych w gonadaekkich. Rzadziej

wystepujace to potworniaki i guzy mieszane (36, 37).

4. Rozpoznanie zto sliwych guzéw germinalnych

Opiera st na wywiadzie, dokladnym badaniu fizykalnym, badahi
laboratoryjnych  ze  szczegblnym  uwadieniem  oznaczenia  poziomu
alfafetoproteiny i betagonadotropiny kosmowkowepzorbadaniach obrazowych.
Ostatnim etapem w ustaleniu rozpoznania jest badaistopatologiczne. Natg
jednak podkrdi¢, ze w przypadku tzw. guzow wydzielaych maliwe jest
rozpoczcie leczenie bez badania histopatologicznego, sto jswoistym
ewenementem w onkologii dziecej (6, 27).

Badania laboratoryjne w Zlbwych guzach germinalnych as zwykle

niespecyficzne. Mie wystpowa niedokrwistd¢, podwyszony OB, biatka
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ostrej fazy (CRP), dehydrogenazy mleczanowej (LDH)odwyzszenie
aktywnasci enzymow vatrobowych (w przypadku z&gia watroby), czy zmiany
w badaniu ogdélnym moczu o charakterze proteinwriipzypadku ucisku na drogi
moczowe przez guz). Nierzadko jednak nie stwierdka zadnych odchyke
w podstawowych badaniach laboratoryjnych u dzieeiavansowachorola (6).

Bardzo istotne znaczenie majpadania obrazowe, ktére pozwalapa
doktadne okréenie wielkaci, potazenia, stosunku doasiadupcych struktur
anatomicznych guza. $6d bada obrazowych na szczegalmwag zastuguje
badanie usg jako tanie, szybkie, tatwo dpse, nieinwazyjne. JednoGrée
pozwala ono na d6 precyzyjne uwidocznienie wkszaci ztosliwych guzow
zarodkowych o lokalizacji dogbnej dla badania ultrasonograficznego.

Wynik badania USG powinien By jednak poparty innym badaniem
obrazowym - najegciej tomografa komputerow. Dla ustalenia stanu
zaawansowania klinicznego konieczne jesté¢akwykonanie badaobrazowych
ptuc, jamy brzusznej, a w wybranych przypadkachkdaBUN i kaci.

W diagnostyce zikiwych guzéw zarodkowych kapitalne znaczenie ma
oznaczenie poziomu alfafetoproteiny (AFP) i betagtwiropiny kosmowkowej
(beta HCG), ktére ssswoistym markerem dla niektérych guzéw germinamyc
Podwyzszony poziom AFP jest charakterystyczny dla yolk tsanor, lub guzéw
mieszanych zawierggych komponert guza pgcherzyka zéttkowego(38).
Wysoka aktywnéc beta HCG jest typowa dla guzéw zawiecgich komponert
chorioncarcinoma (39). Guzy w ktorym stwierdza podwyzszenie jednego lub

obu markerow w surowicy okila sk jako guzy wydzielajce. W przypadku

13



guzéw wydzielaggcych oznaczenie AFP lub HCG jest pomocne nie tydko
ustalenia rozpoznania, ale t&kdla monitorowania leczenia (6). Najepodkre-
§li¢, ze w przypadku podwaszonego poziomu markeréw nowotworowych przy
ewidentnych objawach klinicznych mwa odsipi¢ od biopsji operacyjnej guza

I rozpocz¢ leczenie bez badania histopatologicznego (6, 26, 2

5. Leczenie zto sliwych guzow germinalnych

Leczenie zitéliwych guzow germinalnych jest skojarzone i obejenapbieg
chirurgiczny oraz wielolekowchemioterapi.

Pierwotny zabieg operacyjny ma za zadanie gsimiguza oraz ustalenie
rozpoznania histopatologicznegozdke radykalne usugcie nowotworu jest zbyt
okaleczajce lub niemaliwe chirurg ogranicza sido biopsji operacyjnej (27).
Celem wtérnego lub odroczonego zabiegu operacyjriegb usunicie masy
resztkowe] po chemioterapii. W pewnych przypadkgcadow o niskim stopniu
zaawansowania Kklinicznego radykalny pierwotny zgbigperacyjny stanowi
ostateczne leczenie. W akbszaici przypadkow stosowana jest pooperacyjna
chemioterapia.

Wprowadzenie wielolekowej chemioterapii w latach @biegtego stulecia
znacznie poprawito rokowanie w #lwvych guzach germinalnych. Wysoki,
przekraczajcy 40% odsetek wzndéw w tych nowotworach, pggespcy o ztym
rokowaniu utrzymywat si do lat 80, kiedy to do leczenia wprowadzono

bleomycyr, a przede wszystkim cisplaty 40, 41).
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Dotychczas stosowano w leczeniwzmérodne protokoty lecznicze takie jak
TGM 90, Makei 89, VACA, BEP (42, 43, 44, 45). Od 8iku wiele krajow
europejskich przgtio program leczenia zaproponowany przez Francuskie
Towarzystwo Onkologii Dzieecej (SFOP) — TGM 95. Polska Pediatryczna
Grupa Leczenia Guzow Litych wprowadzita protokotM@5 w 98 roku.

Glowne zataenia strategii leczniczej tego programu opast@a stratyfikacji
leczenia w zatkenosci od rozpoznania histopatologicznego oraz grupsyks
(46, 47) Rozrodczaki i tzw. czyste nasieniaki opgzostate nienasieniakowate
ztosliwe guzy germinalne majrozne schematy terapeutyczne (6).

Podziat na grupy HR (ryzyko wysokie) i SR (ryzykardardowe) ustalany
jest w zalenosci od wygciowego poziomu AFP (w przypadku guzéw
wydzielapcych) oraz stopnia zawansowania klinicznego saigivego (Tabela
3.) i pooperacyjnego (Tabela 4.).

Chemioterapi stosuje s po pierwotnym radykalnym, ablz nieradykalnym
zabiegu chirurgicznym. Jest ona uzaiena od stopnia zaawansowania
klinicznego. W stanach zaawansowanych w przypadkly, pierwotny zabieg
operacyjny jest nieniiwy stosowana jest chemioterapia y®ta, a nagpnie
wykonuje s¢ zabieg chirurgiczny odroczony. Takie pgmiwanie doprowadzito
do znacznej poprawy wynikow leczenia w stadiactwzaesowanych (46).

Radioterapia ma niewielkie znaczenie w leczeniu slmgych guzow
germinalnych. Znajduje ona zastosowanie w pewnyeypadkach tzw. guzéw

nasieniakowatych (6)
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Tabela 3. Zaawansowanie kliniczne zto  $liwych guzéw germinalnych przed

zabiegiem

Stadium |

Stadium Il

Stadium Il A

Stadium Il B

Stadium IV

Guz < 5 cm ograniczony do narzadu wyjsciowego
Bez zajecia weztow chtonnych
Bez przerzutow

Guz > 5cm
Bez zajecia weztéw chtonnych
Bez przerzutow

Guz niezaleznie od rozmiaréw zlokalizowany
w narzadzie wyjsciowym

Z zajeciem regionalnych weztéw chtonnych
Bez przerzutow

Guz niezaleznie od rozmiaréw

Progresja miejscowa (zajecie otrzewnej, wysiek howotworowy)
Obecnos¢ / brak zajecia weztéw chtonnych

Bez przerzutow

Guz niezaleznie od rozmiaréw

Obecnosé¢ lub brak progresji miejscowe;j
Obecnos¢ lub brak zajecia weztéw chtonnych
Obecnos¢ przerzutow

Tabela 4. Zaawansowanie kliniczne zto  sliwych guzéw germinalnych po zabiegu

operacyjnym (stadium pS)

Stadium pS |

Stadium pS I

Stadium pS I

Stadium pS Il A
Stadium pS Il B
Stadium pS IV

Guz bez progresji regionalnej, usuniety w catosci, bez
przerzutéw odlegtych

Guz z progresja regionalng, obecnosc¢ lub brak zajecia weztéw
chtonnych,

Zmiana usunieta w catosci, bez odlegtych przerzutow

Guz z progresjq regionalng nie usuniety w catosci, bez
odlegtych przerzutow

Z pozostatoscig mikroskopowg po zabiegu

Z pozostatoscig makroskopowg po zabiegu

Przerzuty odlegte




6. Rokowanie

Obecnie wyniki leczenia guzow zarodkowycha sdobre zwlaszcza
w niezaawansowanych stadiach klinicznych (I i ll)xkhorzy majg ponad 90%
szang wyleczenia. Gorsze rokowanie dotyczy pacjentowl z IV stopniem
zaawansowania klinicznego i wynosi 60% catkowityghieczer. Ze wzgkdu na
wysoka skuteczné chemioterapii nie obserwuje ¢siznamiennych rinic

w wynikach leczenia i rokowaniu miedzy geuipl i 1V (46).

Czynniki rokownicze

Na podstawie licznych baflavielocsrodkowych wyodgbniono nasfpujace

czynniki rokownicze w zigliwych guzach germinalnych u dzieci (48):

stadium zaawansowania — regionalne lub uogolnione
* pierwotna chemiooporsé nowotworu
* nieradykalné¢ zabiegu operacyjnego
* budowe histologiczm — obecné& struktur raka zarodkowego lub guza
pecherzykazoéttkowego
 lokalizacja pozagonadalna
W badaniach wczaiejszych jako czynnik prognostyczny podawanozéak
wysoki > 15 000 ng/l poziom alfa fetoproteiny. Zegkdu na odpowiednio
dobrany, agresywniejszy schemat leczenia w tejigrciporych uzyskano wyniki

poréwnywalne do uzyskiwanych w grupie zsaym poziomem AFP (47).
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Il. Angiogeneza

1. Definicja

Powstawanie nowych naazkrwionasnych zachodzi w organizmie na drodze
dwdch proceséw: waskulogenezy i angiogenezy.

Waskulogenez okreslamy proces powstawania nadzykrwionosnych
z wyspecjalizowanych komorek pochodzenia mezenchgga — angioblastow
w okresie embrionalnym (49).

Angioblasty § komorkami bipotencjalnymi —asprekursorami zarowno dla
komorek linii hematopoetycznej jak i endotelialnej.

Angiogeneza to proces tworzenia nowych naczykomoreksrodbtonka ju
istniejacych  kapilarobw zachodey w dojrzatych tkankach. Angiogeneza
zachodzt maze w procesach fizjologicznych takich jak: wzrostgamizmu,
odktadanie tkanki tluszczowej, przerost ¢imi pod wptywem wysitku
fizycznego, rozwdj ciatkaditego, laktacja, rozwgj fyska (50, 51, 52).

Znacznie cgsciej do angiogenezy dochodzi w stanach chorobowych.

W tabeli 5 wyszczegolniono choroby, w ktérych dodhiodo aktywaciji
angiogenezy. Naky podkréli¢, ze w niektorych stanach angiogeneza jest
zjawiskiem korzystnym. Przyktadem veoby¢ tworzenie nowych nacay- tzw.
krazenia obocznego w miniu sercowym po zawale, urdlwiajace dalsze

funkcjonowanie namdu, mimo zamknicia naczynia wigcowego (51).
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Tabela 5. Najwa zniejsze stany chorobowe, w ktérych dochodzi do akty wacji

angiogenezy (53).
» Choroby, w ktorych dochodzi do » Zawat miesnia sercowego, cukrzyca
niedotlenienia tkanek i retinopatia cukrzycowa
» Choroby przebiegajace z gojeniem, « Oparzenia, op6znione gojenie ran,
regeneracjg lub przerostem tkanek przerost bliznowaty, przerost miesnia
sercowego, marskosc¢ watroby
» Choroby zapalne naczyn » Choroby autoimmunologiczne:
zapalenie stawdw, zapalenia jelit,
autoagresywne zapalenie watroby,
choroby zapalne tkanki tacznej
» Choroby rozrostowe * Nowotwory tagodne i zto$liwe,

naczyniaki, zespo6t Kasabacha-Merrita

2. Etapy angiogenezy
Dla lepszego zrozumienia angiogenezy wyszczeganioastpujace etapy

tworzenia naczy z juz istniepcych kapilarow:

przerwanie cigtosci btony podstawnej istniggych naczi wtosowatych

migracja komorelkrodbtonka

proliferacja komoérekrodbtonka

tworzenie btony podstawnej nowego naczynia
PoszczegOlne etapy procesu tworzenia napryedstawiono na rycinie 3.
Angiogeneza jest zimnym wieloetapowym procesem, w ktérym hiodziat
liczne cytokiny ienzymy. Pierwszym etapem inigtym angiogenez jest
przerwanie cigtosci btony podstawnej istniggych naczy wiosowatych (54).
Dochodzi do tego pod wplywem metaloproteinaz: ketayy, zelatynazy
I stromielizyny, ktore znajdaj sic w formie nieaktywnej w macierzy
miedzykomaorkowej, a tate metaloproteinaz btonowych (55).
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Rycina 3. Etapy angiogenezy

1 raceyme |

naczynie

L R - R - - - B L - .- - . N - N .. N - - L o & o - .- - - - K. X J

A. Faza beznaczyniowa - przedinwazyjna nowotworu: Guz o $rednicy ponizej 2 mm
odzywiany na drodze dyfuzji substancji z sasiadujgcego naczynia. Komérki srodbtonka
naczyn pozostajg w spoczynku

B. Zapocz atkowanie angiogenezy: Niedotlenione komorki guza wytwarzajg VEGF pod
wptywem ktérego dochodzi wzrostu przepuszczalnosci naczyn oraz do pobudzenia
komorek srédblonka naczyn.

C. Migracja i proliferacja komérek  $rédbtonka naczy n. Wytwarzanie skupisk komorek
srodbtonka naczyn (C1), powstawanie Swiatta w ich obrebie — kanalizacja (C2).
Wytwarzanie btony podstawnej nowych naczyn (C3)

D. Wytworzenie sieci naczy n zaopatruj acych guz. Nowotwor uzyskat warunki dla
dalszego wzrostu i tworzenia przerzutow
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Metaloproteinazy nafe do endopeptydaz zwdanych z atomami cynku,
ktory petni rok Kkatalizatora (56). Innym enzymem hkioym udziat
w rozlwznieniu struktury btony podstawnej jest heparynabm aktywacji
nieczynnych proenzymoéow dochodzi pod wplywemznygth sygnatow.
Najczsciej] a1 to cytokiny lub czynniki wzrostowe powodce aktywaci
plazminogenu, ktory z kolei aktywuje metaloproteymaheparynag (56, 57).

Zmniejszenie szczeldoi bitony podstawnej nacay umazliwia zajscie
kolejnego etapu angiogenezy — migracji i prolifgraomaérek srodbtonka, ktore
w warunkach prawidiowych pozosiajw stanie spoczynku. W etap ten
zaangaowane § rowniez liczne cytokiny iczynniki wzrostowe. Do
najwazniejszych z nich naky srodbtonkowy czynnik wzrostu (VEGF) oraz
zasadowy czynnik wzrostu fibroblastéw (bFGF).

Migrujace w kierunku nowotworu komoérkrodbtonka, dziki przyleganiu do
siebie, atake adhezji do bialek macierzy pozakomodrkowej twostruktury
przestrzenne, ktére ulegarekanalizacji. Ostatnim etapem angiogenezy jest
tworzenie btony podstawnej naczynia z fibronektyfgmininy, kolagenu IV

typu i proteoglikanéw (58, 59).

3. Angiogeneza nowotworowa

Pocatki badan nad angiogen@z nowotworows siggajp pierwszych lat
dwudziestego wieku, kiedy to Goldman stwierdzit sty obecnie faktze
guzy nowotworowe majwilasne unaczynienie (60). Po raz pierwszy terminu

angiogenezaayto w latach sz&dziesitych (61). Jednak epokowym momentem
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w badaniach nad rozwojem naédzayowotworowych byta praca Folkmana z 1971
roku, w ktorej stwierdzit onze nowotwoér nie mze rozwija sig bez wlasnego
unaczynienia (tumor is angiogenesis dependent) WAkazat take, ze faza
beznaczyniowa rozwoju nowotworu jest #hwa, gdy jego rozmiary nie
przekraczaj srednicy 2 mm. Judah Folkman ukeay jest za pioniera i mistrza
bada& nad angiogen@z a wspomniana praca z 1971 roku cytowana jestzprze
wszystkich badaczy zajmigych s¢ tym zagadnieniem.

Pocatkowo zaktadano,ze komorki nowotworu wydzielaj substancije,
stymulupce rozwéj naczy, ktére okrélano jako ,tumor angiogenesis factor”
(TAF) (62, 63). Dopiero lata dziewddziesate ubiegtego stulecia przyniosty
znaczny posp wiedzy zaréwno na temat czynnikéw wzrostowyclytokin
proangiogennych, ich wzajemnych pera jak imolekularnego podia
angiogenezy nowotworowej. Powstata wraz wgce] bada dotyczcych terapii
antyangiogenne;.

Angiogeneza jest nierozerwalnie zagéna z procesem nowotworowym. Jest
warunkiem koniecznym, cléo niewystarczajcym dla rozwoju nowotworu.
Wymieniana jest jako jedna z sz cech fenotypu nowotworu Zlovego (64).

W angiogenezie nowotworowej wymdiamy analogiczne etapy i mechanizmy
jak winnych stanach patologicznych przebiegggh ze wzmgom
waskularyzag. Wspolny jest té gtowny czynnik indukujcy, ktérym jest
niedotlenienie (65, 66). Intensywnie namajace s¢ komorki nowotworu tworz
guzek, ktory od obwodu agiwiany jest drog naczy istniepcych w zdrowej

tkance. Gdy jegcsrednica przekracza 1-2 mm, co odpowiada liczbietmko
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miliona komorek, odywienie & droga jest niewystarczage idochodzi do
niedotlenienia, zwtaszcza centralne¢gs&z nowotworu.

Hypoksja tkanki nowotworowej prowadzi do zkszonej produkcji VEGF,
ktory jest najsilniejszym stymulatorem angiogeneZ$7). Mechanizm
powstawania nowych naczyod wptywem niedotlenienia ma miejsce zarGwno
w stanach fizjologicznych i patologicznych Przyldad mae by fizjologiczny
przerost mgsni pod wplywem treningu fizycznego (51). Najbargzie
spektakularnym przyktadem patologii, w ktorej dodhio do indukcji an-
giogenezy pod wptywem niedotlenienia jest zawatsma sercowego. W obu
tych przypadkach powstanie nowych naczgst zjawiskiem korzystnym, bo
zapewnia wiéciwe lub lepsze utlenowanie tkanek.

Inaczej przedstawia gisprawa w przypadku angiogenezy nowotworowej,
ktora wprawdzie korzystna dla nowotworu, dla orgami gospodarza ma skutki
negatywne. Aktywacja VEGF pod wplywem hypoksji wkeniz powinowactwa
substancji, ktére powstaw tkance niedotlenionej — tzw. HIF (hypoxia inddce
factors) do regionu promotora genu VEGF, co powedtanskrypgj i syntez
produktu biatkowego genu (67).

Drugim bardzo istotnym mechanizmem indukcji necaggnezy jest aktywacja
czynnikbw proangiogennych i hamowanie czynnikdw yamgiogennych pod
wplywem zmian jakie dochodz wgenach supresorowych ionkogenach
doprowadzac do powstania tzw. fenotypu angiogennego (68/@P,

Dotychczas udowodniono wiele paaan migdzy genami odpowiedzialnymi

za onkogenegz iich produktami biatkowymi a genami kodaymi czynniki
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proangiogenne i inhibitory angiogenezy. Najlepiegpanym przyktadem takich
zaleznosci jest mutacja genu supresorowego p-53, odpowadrtizi za rozwoj
wielu nowotworow.
Obecné¢ produktu zmutowanego genu p-53 powoduje aktywgenu VEGF oraz
zahamowanie genu trombospondyny-1, ktéra jestsiinijibitorem angiogenezy (68, 69).
Podobne zalaosci udowodniono pomdzy innymi genami proliferacyjnymi
(onkogenami) a cytokinami iczynnikami wzrostowynbioracymi udziat

W angiogenezie — najwaiejsze z nich przedstawiono w tabeli 6 17 (70, 71

Tabela 6. Najwa zniejsze onkogeny aktywuj ace angiogenez ¢ poprzez zwi ekszenie

ekspres;ji cytokin proangiogennych

Onkogeny grupy raf Stymuluje VEGF

Onkogeny grupy ras: K-ras, H- ras Stymulujg VEGF, TGF alfa, TGF beta
HER 2 Stymuluje VEGF

EGFR Stymuluje VEGF, b FGF, IL-8

PTTG1 Stymuluje VEGF i b FGF

HPV-16 Stymuluje VEGF i IFN-alfa

V-Src Stymuluje VEGF

Tabela 7. Najwa zniejsze onkogeny aktywuj ace angiogenez ¢ poprzez

zmniejszenie ekspresji inhibitorow angiogenezy

Onkogeny grupy ras Hamujag trombospondyne —1
c-myc Hamuje trombospondyne -2
V-Src Hamuje trombospondyne- 1
Py MT Hamuje trombospondyne- 1
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Naczynia powstale na drodze angiogenezy nowotwqrotwia Sie zarOwno
pod wzgédem morfologicznym jak i biochemicznym. Majyne wiele nietypowych
polaczen, rozgatzien, odstpy miedzy komédrkamisrodbtonka § wicksze nk
w prawidtowych naczyniach (71).W blonie podstawmgh naczy wyskpuje
wiecej kwasu hialuronowego, a mniej proteoglikanu hepa:siarczanowego.

Komérki srédbtonka nacay nowotworowych zawieraj ponadto niespotykane
gdzie indziej biatko endoglin ktora utatwia wizanie TGF beta (71). Ponadto
w wzrasta w nich il& perlekanu — proteoglikanu utatwieggo wazanie z innym
stymulatorem angiogenezy — zasadowym czynnikienostzrfibroblastow (72).

Na powierzchnirodbtonka kapilaréw nowotworowych znajdigic w duzych
ilosciach receptory dla VEGF: fltl, KDR-flk-1 umlwiajace jego wizanie

I aktywnas¢ biologiczry (71).

4. Czynniki stymuluj gce angiogenez e

Dotychczas poznano okoto 20 cytokin o dziataniumsthujacym angiogenez
Najwazniejsze z nich wymieniono w tabeli 8 (71, 73, 74)

Poza bezpoednim wplywem cytokin na poszczegoélne etapy argiegy
mog one pobudza ekspresj innych czynnikbw proangiogennych lub ki

aktywndaici proteolitycznej aktywowaje.
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Tabela 8. Czynniki stymuluj ace proces powstawania haczy 1 i mechanizm ich dziatania

Wptyw
. na poszczegoélne
= etapy angiogenezy
S
o
i) =
c 8 £ . : :
< ; S © X «  Zrodto cytokin proangiogennych
= F§ g5 ¢
> (TR E g [
= 85 25 h=
S ge =% 2
Y =
O c o
VEGE + + + Komorki nowotworu, srodbtonek, fibroblasty,
makrofagi
b EGE + + + Komprki nowotwor’u, srodbtonek, fibroblasty,
macierz pozakomorkowa
TGE alfa + + Komorkl nowotwor’u, fibroblasty, makrofagi
macierz pozakomorkowa
TGE beta + Kom_orkl nowotwor,u, fibroblasty, makrofagi
macierz pozakomoérkowa
PD- ECGF + + Ptytki
TNF alfa + + - Komérki nowotworu, fibroblasty, makrofagi
a EGE + + + Komprki nowotwor’u, srodbtonek, fibroblasty,
macierz pozakomorkowa
EGF + + Macierz pozakomaérkowa (?)
Komérki nowotworu, $rédbtonek, fibroblasty,
IL8 + + .
makrofagi

VEGF: czynnik wzrostu $rédbtonka naczyn, vascular endothelial growth factor
b FGF: zasadowy czynnik wzrostu fibroblastéw

a FGF: kwasny czynnik wzrostu fibroblastow

TGF: transformujacy czynnik wzrostu

PD-ECGF: srodbtonkowy czynnik wzrostu pochodzacy z plytek

TNF: czynnik nekrozy nowotworéw

EGF: naskérkowy czynnik wzrostu

IL- 8: interleukina 8
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5. Czynnik wzrostu srodbtonka naczy n — VEGF

Najsilniejsz cytoking proangiogens jedyra sparod wielu stymulatoréw an-
giogenezy, ktory spetnia kryteria swoistego czyaniroangiogennego jest
czynnik wzrosturodbtonka naczy— VEGF (75).

Dziata on bowiem swécie na komorkisrodbtonka, nardédbtonku znajdyy
si¢ receptory dla VEGF, zanik VEGF hamuje angiogen®¥EGF zostat odkryty
w 1983 roku, pocgkowo okrdlany jako VPF (vascular permeability factor)-
czynnik przepuszczaldoi naczyi (76). Wczeniej zaktadano istnienie hkj
nieokrglonej substancji, pobudzajej waskularyzaej ktore okrélano jako
TAF- tumor angiogenesis factor (62, 63). W 1989flkno doktadnie budow
VEGF (77). Czynnik wzrostusrédbtonka naczy jest biatkiem z rodziny
czynnikbw wzrostowych pochogaeych z plytek. Jest najbardziej zny
budowy do tazyskowego czynnika wzrostu (PIGF) (78).

Aktywnos¢ VEGF ujawnia si po pohkczeniu z receptorami, zlokalizowanymi
na srodbtonku naczfy. Dotychczas dobrze poznana 2 typy receptorow
wiazacych VEGF. Zawieraj one domea z kinaz tyrozynows (KDR- kinase
domain receptors) KDR/flk-1 iflt-1 (79). Zazanie VEGF z receptorami
KDRY/ flk- 1 iflt-1 rozpoczyna przekazanie sygnahitogennego i w rezultacie
prowadzi do podziatbw i proliferacji komodreksrodbtonka. Pajczenie
z receptorem KDR- flk-1 powoduje dodatkowo zmiamorfologii komorek
srodbtonka oraz ich migragj(80). Istnieje 6 izoform biatka VEGF, ktérym
przypisywane srézne funkcje biologiczne (81).

Gen czynnika VEGF zlokalizowany jest w chromosofi@2).
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Najwazniejsze mechanizmy pobudze¢ wytwarzanie VEGF przez komorki

nowotworowe to:

* niedotlenienie

* mutacje genow proliferacyjnych (onkogendw).
« wpltyw innych cytokin proangiogennych

Pod wptywem niedotlenienia dochodzi do powstanimoikéw HIF (hypoxia
induced factors), ktére wia sie z rejonem promotora genu VEGF, powagu;j
jego transkrypg (83). Wykazanoze ekspresja VEGF zwksza st nawet 50-
krotnie w hodowlach tkankowych w atmosferze 0-3%nd w stosunku do
hodowli w atmosferze 21% tlenu (84).

Ekspresja VEGF zwksza s¢ takze pod wplywem mutacji onkogenow.
Najbardziej znanym przykiadem takiej zalesci jest zwhzek pomedzy
mutacph genu p-53 a wytwarzaniem VEGF. Wykazate, prawidiowe biatko
p-53 hamuje ekspresjVEGF w hodowli komodrek nerki ptodu ludzkiego
transformowanych adenowirusem (69). Znang tez interakcje mgdzy
czynnikiem wzrosturodbtonka naczy a innymi onkogenami — grupy ras, raf,
src oraz molekularne mechanizmy tych zat#ci (78).

Do cytokin proangiogennych, ktore indukuje VEGFeaal PDGF (pletelet
derived growth factor), TGF (tumor growth factorfaai beta, bFGF (basic

fibroblast growth factor) (71).
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Fizjologicznie prawidiowa synteza VEGF ma miejsce trakcie
embriogenezy. Wysgpowanie VEGF zaobserwowano #ak w dojrzatym
organizmie — przede wszystkim w gruczotach wydngawewrtrznego,
a take w kkbuszkach nerkowych,¢pherzykach ptucnych oraz endometrium
i ciatku zoftym (81). W wikszadci nowotworow litych stwierdza i silng
ekspresj naczyniowo-<$rédbtonkowego czynnika wzrostu (11, 12, 13). Podobn
zjawisko obserwowane jest tak w liniach nowotworowych komérek krwio-
tworczych (85).

Funkcje biologiczne VEGFasbardzo ranorodne. Jednz wazniejszych jest
wzrost przepuszczaldo naczy. Z tego wzgidu czynnik wzrostusrédbtonka
naczyi byt pocatkowo okrdlany jako czynnik zwikszapcy przepuszczalr$o
naczyh VPF (vascular permeability factor). VEGF zk&za przepuszczalbd
naczyh 50 000 razy silniej @i histamina (76). Umdiwia to przenikanie biatek
krwi m.in. fibrynogenu oraz plazminogenu do przasti pozanaczyniowej.
Fibrynogen ulega przeksztatceniu w fibgynktora stanowi rodzaj siateczki
utatwiajacej osadzanie migragych komorek srédbtonka (86). Plazminogen
ulega aktywacji do plazminy, ktOra poprzez swojealdmnie proteolityczne
aktywuje z kolei metaloproteinazy nisace blony podstawne istnigych
naczyh. Zwigkszenie przepuszczalfm naczyh umaziwia takze przechodzenie
komorek przede wszystkim makrofagow i ptytek kritgre poprzez wydzielane
cytokiny proangiogenne stymuiujangiogenez (71). Wana konsekweng
zwigkszonej przepuszczalfm naczy jest zdolné¢ komdérek nowotworowych

do przechodzenia do krwiobiegu itworzenia odleltyprzerzutow (66).
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Istotnym  dziataniem

i chemotaktyczne w stosunku do komérétodblonka (81). Funkcje VEGF

przedstawiono w tabeli 9.

Tabela 9. Wplyw czynnika wzrostu

etapy angiogenezy

Zwiekszenie przepuszczalnosci
naczyn

Zwiekszenie przepuszczalnosci
naczyn

Zwiekszenie przepuszczalnosci
naczyn

Dziatanie chemotaktyczne

Dziatanie mitogenne w stosunku
do komorek srédbtonka

Indukcja genéw aktywatora
plazminogenu
Indukcja ekspresji IL-6

Indukcja genéw kodujgcych
integryny

VEGF

jest  wybiorcze

srodbtonka naczy n (VEGF) na poszczegdine

Przenikanie fibrynogenu-tworzenia w przestrzeni
pozanaczyniowej rusztowania dla komorek
biorgcych udziat w tworzeniu nowego naczynia

Przenikanie plazminogenu- aktywacja
metaloproteinaz — niszczenie blony podstawnej

naczyn istniejacych

Przechodzenie makrofagoéw i ptytek krwi-
wydzielanie przez nie cytokin proangiogennych

Migracja komérek srodbtonka w kierunku
niedotlenionych, centralnych czesci nowotworu

Tworzenie nowych pierwotnych kapilaréw

Aktywacja plazminogenu powoduje aktywacje
metaloproteinaz i niszczenie blony podstawne;j
naczyn na obwodzie guza

Stymulacja makrofagow

Tworzenie btony podstawnej nowych naczyn

dziatanie itogenne

Wykazano,ze podanie przeciwciat przecivko VEGF hamuje angiege
i rozw0j nowotworu in vivo, co potwierdza ogromne@azzenie tej cytokiny
w onkogenezie (87). Poza dziataniem proangiogennyiBGF wywotuje

dodatkowe dziatania pronyge rozwdéj nowotworu. Przyktadem jest aktywacja

genow rodziny bcl-2, ktérych produkty biatkoweishibitorami apoptozy (88).

30



6. Zastosowanie terapii antyangiogennej w leczeniu

nowotworow

Réwnoczénie z odkryciem znaczenia angiogenezy dla rozwojwatworow
ponad 30 lat temu, Judah Folkman — pionier hadad angiogen@zstawia
nastpujaca hipotez: ,By¢ maoze uda s nam powstrzymarozrost guzow, gdy
nie pozwolimy im na tworzenie wlasnych naizy

Badania nad odkryciem substancji angiogennych ¢posiaty rownolegle
z badaniami nad samangiogenez Znaczny posgp w opracowaniu strategii
antyangiogennych aginicto dopiero w latach 90 tych, kiedy poznano doktadni
mediatory neowaskularyzacji i mechanizm ich dzietan

Umozliwito to opracowanie terapii celowanych, hammjch powstanie
nowych naczy w guzie nowotworowym. Przyktadem e by¢ przeciwciato
monoklonalne przeciw najsilniejszemu stymulatoroamngiogenezy VEGF.
Obecnie znanych jest ponad 20 substancji o dziatantyangiogennym, ktére
przechodz kolejne fazy badaklinicznych.

Dotychczas wykorzystano naptijace mechanizmy dziatania substancji

anty-angiogennych:
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Dziatanie bezpo srednie

I hamowanie proliferacfirodbtonkow (taxol,herbimycyna, TNP-470, talidomid)

Il hamowanie migracji komérekédbtonka (linomid, genistenina)

Dziatanie po srednie
(za pdrednictwem cytokin proangiogennych, inhibitorbw mggnezy oraz
substancji wspotdzialagych: enzymow proteolitycznych igsteczek adhezyjnych)
| hamowanie cytokin proangiogennych
A. wptyw hamuacy na VEGF (przeciwciato monoklonalne przeciw VEGF
— bevacizumab, antagdéni receptorow dla VEGF np CP-574)
B. wptyw hamugcy na bFGF (przeciwciato przeciw b- FGF)

I wptyw na inhibitory angiogenezy (wykorzystywaniekoenbinowanych
inhibitoréw angiogenezy: angiostatyna i endostatyatinoidy)

Il wplyw na casteczki adhezyjne, bigte udziat w tworzeniu blony
podstawnej (antagodui integryn: cilengit, przeciwciala monoklonalne
przeciw integrynom np. LM-609)

IV hamowanie enzymow proteolitycznych (inhibitory niepaoteinaz np.

marimastat, prinomastat) (88, 89, 90)

7. Metody oceny angiogenezy
Wyrdzniamy bezpérednie i pdrednie metody oceny angiogenezy.
Metody bezpérednie polegaj na okréleniu liczby naczy w guzie

nowotworowym (MVD — microvessel density). Dokonige tego za pomagc
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bada immunohistochemicznych, przyzyciu przeciwciat przeciw antygenom
specyficznym dlarodbtonkdéw naczy, do ktérych nalegy antygen CD 34, CD 31
oraz czynnik von Willebrandta. Najgkisza wady tej metody jest jej bardzo da
subiektywndc.

Do metod pérednich oceny angiogenezy nafeoznaczenie ekspresiji cytokin
angiogennych — przede wszystkich VEGF oraz b FGKance nowotworowej
oraz ich stzenia w ptynach ustrojowych. Do nowszych metod, tyoér na
molekularnych podstawach tworzenia naczy nowotworach naley ocena
stopnia ekspres;ji emych receptorow — najegciej flt-1 i flk-1.

Mimo rozwoju wiedzy na temat angiogenezy iopracoaa coraz
liczniejszych sposobéw jej oceny nadal pozastajerozstrzygnite liczne
kwestie — m¢dzy innymi znaczenie stopnia angiogenezy jako cdxbipgicznej
ztosliwosci nowotworow.

Wobec niezbyt licznych publikacji na temat angioggn w nowotworach
wieku rozwojowego oraz braku doniesiea temat angiogenezy w zliovych

guzach germinalnych u dzieci petj temat niniejszej pracy.
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Cele pracy

Celem niniejszej pracy byta:

* ocena gstdéci naczyi mikrokrazenia w zigliwych guzach germinalnych
u dzieci.

» ocena ekspresji VEGF w Zaowvych guzach germinalnych u dzieci.

e ocena zwizku pomgdzy wynikami badanych parametrow a podstawowymi
cechami klinicznymi, epidemiologicznymi i patomddgicznymi zigliwych
guzéw germinalnych u dzieci.

» poszukiwanie korelacji porgilzy badanymi parametrami.
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Pacjenci i metody

Badan grupe stanowito 47 pacjentdw z rozpoznaniem skeych guzéw
germinalnych, leczonych w latach 1994-2004 w $Srodkach klinicznych,
wspotpracujcych w ramach Polskiej Pediatrycznej Grupy ds. ke@ Guzow
Litych. Wpykorzystano archiwalny materiat histopaigiczny pochodzy
z pierwotnych zabiegbw operacyjnych resekcji guzazoz diagnostycznych
biopsji operacyjnych. Dane kliniczne pochodzity nkiet przestanych
z poszczegolnych €odkow Klinicznych w ramach wieldoodkowego badania
kierowanego przez Klinikk Pediatrii Gastroenterologii i Onkologii Dziecej
Akademii Medycznej w Gdesku.

Uzyskano pisemn zgod: Kierownikoéw tych Grodkéw na wykorzystanie
danych klinicznych pacjentow oraz preparatow hiatojogicznych.

U pacjentéw leczonych przed 98 rokiem stosowanmartbdne programy
terapeutyczne. Pacjenci leczeni po roku 1998 ledzghzgodnie z programem
diagnostyczno- terapeutycznym praym przez Polsk Pediatrycza Grup; ds.
Leczenia Guzéw Litych, opartym na francuskim progeTGM 95.

Wsréd badanych pacjentow byto 29 dziewczynek i 1®pgbéw.

Wiek chorych zawierat siw przedziale od 1 miegia do 204 miescy.
(mediana - 116 miesty). Czas obserwacji wynosit 2- 130 migsi ( mediana-

72 miesyce).
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Metody

Dane kliniczne:

Rozpoznanie zkiiwego guza germinalnego ustalano na podstawie zobra
Klinicznego, bada obrazowych, oznaczenia markeréw nowotworowych
(alfafetoproteiny, betagonadotropiny ~ kosméwkowej) razo  badania
histopatologicznego wycinka guza pobieranego wiezdmgnostycznej biopsji
operacyjnej. Rozpoznanie stawiano zgodnie z olpnwgca klasyfikacph przyjeta

przez Polsk Grupe Pediatrycza ds. Leczenia Guzow Litych (Tabela 2)

Dane uzyskane z ankiet obejmowaty:

« dane pacjenta (wiek w momencie zachorowania,) pte

* rozpoznanie histopatologiczne,

 lokalizacg guza

» obecnd¢ przerzutéw i ich lokalizagj

» stadium zaawansowania

e poziom markeréw nowotworowych, w przypadku guzowdwiglapcych

» stosowane leczenie i jego przebieg

Z badanej grupy pacjentow wggzono chorych, uktorych materiat
histopatologiczny byt niemiarodajny dla oceny aggiocezy — tzn. byt zbyt sy

lub zawierat zbyt din ilos¢ martwicy.
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Badan g grup e podzielono na podgrupy w zale znosci od:
* pici

» wieku

* rozpoznania histopatologicznego

» stadium zawansowania klinicznego

 lokalizacji guza

Badania immunohistochemiczne

Uzyskane bloki parafinowe opracowane byly uprzedmitynowo poprzez
utrwalenie materialu tkankowego w 4% formalinie grz 24-72 godziny,
odwodnienie przy zyciu alkoholu etylowego, a naginie zatopienie w parafinie.
Po skrojeniu blokow na skrawki grudmd 4 um poddano materiat rutynowemu
barwieniu hematoksylini eozyry. Nastpnie dokonywano selekcji skrawkow —
wybierano zawierage zywe utkanie nowotworowe, bez martwicy.

Dla oceny ekspresji VEGF zastosowano poliklonalneegweciato krolicze
przeciw VEGF firmy Santa — Cruz (klon-A) reageg z N kdcowym
fragmentem peptydowym ludzkiegamdbtonkowego czynnika wzrostu.

Do wyznakowania naczy przy obliczaniu sredniej g@stosci naczy
w skrawkach (MVD) uayto monoklonalne przeciwcialo mysie przeciw
antygenowi CD34 firmy DAKO (klon QB End 10)

W obu badaniach antygeny odkrywano poprzez inkglbsagpwkow w buforze
cytrynianowym w temperaturze 95 stopni. Npste wyto przeciwciat wtérnych oraz

kompleksu streptawidyna-peroksydaza (system LSAB7¥ DAKO) dla wykrycia
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kompleksOw antygen-przeciwciato, adla ich uwid@ezia zastosowano reakcj
barwra wykorzystujica jako chromogen diaminobenzydbAB).

Kontrola negatywna polegata na wykonaniu tej sapregedury z gyciem
surowicy nieimmunizowanej myszy w miejsce przecateipierwotnego.

Badania immunohistochemiczne wykonywano w Zaktad2etomorfologii
Akademii Medycznej w Gdssku (Kierownik Kliniki prof. dr hab. K.Xkiewicz)

Dla oznaczenigredniej gstasci haczyh w tkance nowotworowej wybierano
miejsca o subiektywnie najekszej liczbie naczy (tzw.,,hot spots”) przy
powickszeniu 40x, a naginie 100x zgodnie z proceduropisywan przez
Weidnera (91) Naspnie przy powgkszeniu 200x, naczynia liczonoggznie”
w 3 polach widzenia. Ocen przeprowadzito 2 niezataych badaczy,
a z otrzymanych wynikéw wyliczanwednp arytmetycza.

Stopier ekspresji VEGF oceniano w mikroskogmietinym przy powtkszeniu
400x na podstawie odsetka komérek immunoreaktywnych

Dla oznaczenia obu parametrowyto mikroskopu Olympus BX 50.

R&znice w badanych parametrach w poszczegdélnych ghugdadano przy

uzyciu metod statystycznych.

Obliczenia statystyczne

Zgodnag¢ rozkladow badanych parametrow z rozktadem nornmalny
weryfikowano testem Kotmogorowa-Smirnowa z poprawHhieforsa.

Dla oceny ranicy rozkladow gstasci naczyniowej w poszczegdlnych

grupach postiono s¢ testem U-Manna Whitneya w przypadku podziatu na 2
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grupy. W przypadku podzialu na 3 i5 grup pashw se¢ testem Kruskala-
Wallisa. Ekspregj VEGF wyraono w skali porzdkowej, w zwiazku z czym
w testach statystycznych dokonano poréwnania mgdianposzczegolnych
grupach (92)

Zaleznoéci pomkedzy gestaicia naczyniowy, a ekspregj VEGF weryfikowano przy
uzyciu wspotczynnika R Spearmana. Do analizy wykdgzyano program kompute-

rowy Statistica 7.1. We wszystkich testach ptoypoziom istotnéci p<0,05.
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Wyniki:

Analiza badanej grupy

Badan, grup; 47 pacjentow ze zétiwymi guzami germinalnymi stanowito 29
dziewczynek (61,7%) i 18 chtopcow (38,3%).

Badanie histopatologiczne 16 pacjentbw wykazalo gpecherzyka
z0ktkowego (yolk sac tumor), u 13 stwierdzano mieyzguz germinalny (tumor
mixtus), u5 rozpoznano raka embrionalnego (camaoembryonale ), u 8
potworniaka niedojrzatego i Alwego (teratoma immaturum et malignum),
a u 5 rozrodczaka (dysgerminoma).

Cechy kliniczne oraz morfologiczne pacjentéw ze $lalymi guzami

germinalnymi w badanej grupie przedstawiono w tab@|

Tabela 10. Podsumowanie danych klinicznych, epidemi  ologicznych

i histopatologicznych badanej grupy.

Pled Dziewczynki 29 61,7

Chtopcy 18 38,3

Yolk sac tumor 16 34,1

R ) Tumor mixtus 13 27,6

0zpoznanie Carcinoma embryonale 5 10,6
histopatologiczne ] ]

Teratoma immaturum et malignum 8 17,1

Dysgerminoma 5 10,6

I 10 21,3

Stadium zaawanso- Il 17 36,2

wania 11 11 23,4

v 9 19,1

Obecnos¢ przerzutéw M1 o 19.1

P Mo 38 | 809

Jajnik 21 447

Lokalizacja Jadro 16 34,0

Okolica krzyzowo-ogonowa i miednica mniejsza 10 21,3
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Rodzaje zastosowanego leczenia podano w tabeli 11.

Tabela 11. Rodzaje terapii zastosowane u pacjentow  z ZGG w badanej grupie

Rodzaj leczenia Liczba pacjentow (%)
Pierwotny zabieg operacyjny 39 (82,9)
Biopsja operacyjna 8 (17,1)
Chemioterapia TGM95 29 (61,7)
Chemioterapia TGM90 4 (8,5)
Chemioterapia VAC 24,2
Chemioterapia — Makei 3 (6,4)
Inne rodzaje chemioterapii 4 (8,5)
Bez chemioterapii 5 (10,6)

TGM 95 - vBP: winblastyna 2 mg/m2/dobe — 2dni, bleomycynal5 mg/ mdobe — 2 dni,
cisplatyna 100mg/ m?/dobe — 1 dzien, cykle co 21 dni

VIP: vepesid 75mg/ m2/dobe 5dni, ifosfamid 3g/ m2/dobe — 2 dni, cisplatyna 20mg/ m2/dobe — 5
dni, cykle co 21 dni

TGM 90 - winblastyna 3 mg/m2/dobe — 2 dni, bleomycyna 15 mg/ m3/dobe — 2 dni,
naprzemiennie z: aktynomycyna D 15ug/ m#/dobe — 3 dni, Endoxan 500 mg/ m2/dobe — 3 dni,
cykle co 21 dni

VAC - winkrystyna 3 mg/m?/dobe — 1 dzien, aktynomycyna D 14ug/ m3/dobe — 1 dzien,
Endoxan 1000 mg/ m#/dobe — 1 dzien, cykle co 7 dni

MAKEI 89 - vepesid 100mg/ m3/dobe — 3 dni, cisplatyna 20mg/ m?/dobe — 5 dni, ifosfamid
1,59/ m?/dobe — 5 dni, winblastyna 3 mg/m#/dobe — 2dni, bleomycyna 15 mg/ m2/dobe — 3 dni,
cykle co 21 dni

W badanej grupie 5 pacjentéw zmarto, w tym 4 paderez powodu progresji
choroby nowotworowej, a 1 z powodu posocznicy. Qaaycia wynosit 2-9
mieskcy od chwili rozpoznania. 3 pacjentow byto leczomyrzed 98 rokiem, 2
pacjentow leczonych zgodnie obaaijacym protokotem TGM95. Cechy Kkli-

niczne i histopatologiczne pacjentéw, ktérzy znpatiedstawiono w tabeli 12.
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Tabela 12. Dane Kliniczne, epidemiologiczne i histo  patologiczne pacjentéw, ktérzy zmarli

dziewczynka 1 krzyzowo-guziczna 2 ™
chitopiec 24 jadro 3b YST

dziewczynka 34 krzyzowo-guziczna 2 GCTM

dziewczynka 159 krzyzowo-guziczna 3b GCTM
chtopiec 13 krzyzowo-guziczna 3b CA

Srednia g esto $¢ naczy n — (microvessel density) — MVD

Na wstpie dokonano ocenyredniej gstaci naczyy — MVD w preparatach
histopatologicznych guzéw germinalnych u wszystkiabjentéw w badanej grupie.
Srednia @gstai¢ naczyniowa wynosita 459 20,6 nacz w polu widzenia
(powierzchnia pola widzenia wynosita 0,78 finZakres wartéci MVD miescit sie
w przedziale 6,8-81,0 (mediana-43,6). Pésze wartéci przedstawiono na rycinie
4. Wartdgci $redniej gstasci naczyr uzyskane u wszystkich pacjentéw badanej
grupy przedstawiono na rycinie 5.

Nastpnie porownano gptas¢ naczyr w preparatach histopatologicznych
u pacjentow, u ktorych stwierdzano przerzuty zeuastemi bez rozsianej postaci
choroby. W grupie pacjentéw bez przerzutéow (n=38jDvWwyniosta 43,& 20,4
(mediana 37,7). W grupie pacjentow, u ktorych stdzano przerzuty (n=9)
wartcs¢ ta byta wysza i wynosita odpowiednio 55,8 + 19,6 (median&p3,
Rdznica nie byla znamienna statystycznie (p=0,10). KRak gstasci naczy

w grupie z przerzutami (M1) i bez przerzutow (Mozgdstawiono na rycinie 6.
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Wyniki sredniej gstasci naczyr u wszystkich 47 pacjentéw badanej grupy
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Rycina 6. Rozktad g esto $ci naczyniowej — MVD w grupach pacjentéw bez przerz ~ utéw MO

i z przerzutami M1,

Nie stwierdzono tate znamiennych statystycznieznic gestosci naczyniowej
w poszczegolnych grupach zrdacych sé plcia, stadium zaawansowania
I budowg histologiczn.

Uzyskane warti s$redniej gstosci naczyniowej] w tych grupach wraz

z wartgciami p przedstawiono w tabeli 13.

Znamienm statystycznie rinice gestosci naczyniowej znaleziono natomiast
pomiedzy grupami wiekowymi pacjentow. W grupie dziecinpe] 3 lat
parametr ten wynos#rednio 55,78 w porownaniu do 41,31 u dzieci starkzy
(p=0,02) Rozkiad MVD w grupach wiekowych dzieci z®sliwymi guzami

germinalnymi poniej i powyzej 36 miesicy zycia przedstawiono na rycinie 7.
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Poréwnujc srednb gestaé¢ naczyi w ztosliwych guzach germinalnych
o réznych lokalizacjach znamiearstatystycznie rinice stwierdzono pomgidzy
guzami ader w poréwnaniu do guzow jajnika (p=0,02).zRiéa pomg¢dzy guzami
o lokalizacji pdrowej i krzyowo-guzicznej podobnie jak pogdizy guzami jajnikbdw
i guzami okolicy krzyowo-guzicznej nie byla znamienna statystycznie. kiddz
gestasici naczyn w grupach pacjentdbw ze g#hiovymi guzami germinalnymi
w poszczegoblnych lokalizacjach przedstawiono niaiey8.

Poréwnano take gstas¢ naczyniow w grupach réniacych sg stopniem
ekspresji VEGF. Podzielono pacjentow na grupy: sokym & 70% komorek
immunoreaktywnych) stopniem ekspresji czynnika wizrasrodbtonka nacay
(VEGF) isrednim stopniem ekspresji VEGF (< 70% komérek imanaaktywnych)

W grupie pacjentow z wysokim stopniem ekspresji ncua wzrostu
srédbtonka naczy (VEGF) MVD wynosita 52,4+17,4 (mediana 52,7). Wigie
pacjentow ze&rednim stopniem ekspresji VEGFednia gstas¢ naczyniowa byta

nizsza i wynosita 37,2 21,7 (mediana 32,8).

Stwierdzona rénica byta statystycznie znamienna (p=0,02). Rozktadniej
gestasci naczyi w grupach réniacych s stopniem ekspresji VEGF

przedstawiono na rycinie 9.
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Rycina 7. Rozklad g esto $ci naczyniowej — MVD w grupach wiekowych pacjentow
Grupa 1 — dzieci mtodsze — < 3 lat, Grupa 2 — dzieci starsze — > 3 lat
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Rycina 8. Rozklad g esto $ci naczyniowej—MVD w zale znos$ci od lokalizacji zio  sliwych

guzéw germinalnych. Ov —jajnik, Te —j  adro, Sc — okolica krzy zowo-guziczna
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Tabela 13. Rozktad g esto $ci naczyniowej w poszczegoélnych podgrupach

badanych dzieci ze zto $liwymi guzami germinalnymi

Dziewczynki

29

sred
nia

42,00

stand
ardo
we

21,29

medi
ana

35,10

Chtopcy

18

52,25

18,28

54,15

'Rozpoznanie histopatologiczne

Yolk sac tumor 16 48,33 | 22,94 | 51,95
Tumor mixtus 13 38,66 | 16,86 | 43,50
Carcinoma embryonale 46,26 | 31,62 | 30,80
Teratoma immaturum et malignum 54,08 | 16,29 | 59,40

Dysgerminoma
Stadium zaawansowania

43,78

16,15

35,60

‘

I 10 50,62 | 19,27 | 56,75
Il 17 38,09 | 20,45 | 32,30
" 11 45,73 | 20,74 | 49,33
\ 9 55,76 | 19,60 | 53,30
M1 9 55,76 | 19,61 | 53,30
Mo 38 43,60 | 20,40 | 37,65
Jajnik 21 40,41 | 19,93 | 35,10
Jadro 16 53,65 | 18,73 | 56,75
Okolica krzyzowo-ogonowa i miednica mniejsza | 10 45,14 | 22,93 | 41,07

Jajnik 21 40,41 | 19,93 | 35,10
Jadro 16 53,65 | 18,73 | 56,75

Epeavesr
Sredni stopien ekspresii 22 37,43 | 21,28 | 32,55
25 53,40 | 17,13 | 53,30

Wysoki stopien ekspresiji

ponizej 36 m-cy 15+ 55,78 | 58,80 | 19,54
Powyzej 36m-cy 32 41,31 | 35,35 | 19,71

wart
0s¢ p

0,07

0,62

0,15

0,10

0,13

0,04

0,02

0,02
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Przeanalizowano tak wyniki sredniej gstasci naczyniowej w grupie pacjentow, ktorzy
zmarli. Wysokie wartéci MVD (powyzej 43,6 naczy w polu widzenia) stwierdzono u 3
pacjentéw, w tym u 1, ktory zmart z powodu posocgniVyniki uzyskane u pacjentow tej

grupy przedstawiono w tabeli 14.

Tabela 14. Wyniki $redniej g esto$ci naczy A oraz cechy kliniczno-patologiczne

w grupie pacjentow, ktorzy zmarli

K 1 Sc 2 ™ posocznica 64,3
M 24 Te 3b YST progresja 32,25
K 34 Sc 2 GCTM progresja 76,5
K 159 Sc 3b GCTM progresja 27,8
M 13 Sc 3b CA progresja 49,3

Na rycinie 12 i 13 przedstawiono mikroskopowy obwaybranych wycinkow
ztosliwych guzéw germinalnych u pacjentow z badanej pgru w ktérych

uwidoczniono naczynia przyzyciu opisanej metody.
Ekspresja VEGF

U wszystkich badanych pacjentow ze sat@ymi guzami germinalnymi
stwierdzono nasilan ekspresj czynnika wzrostusrodbtonka naczy w tkance
guza. Obecn@ VEGF uwidoczniono w cytoplazmie i/lub btonach kaeild
nowotworu. Ekspresja VEGF wytana zostata w skali padkowej,

z doktadnécia 10%, na podstawie odsetka komérek immunoreaktyvnyc

Uzyskane wyniki zawieraty siw przedziale 40-90%. Mediana wynosita 70%.
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U 10 pacjentow (21,2%) ekspresja VEGF wynosita 4092, pacjentow
(4,2%) — 50%, u 9 pacjentow (19,2%) — 60%, u 4 gradw (8,5%) — 70 %, u 13
pacjentow (27,7%) — 80%, a u 9 pacjentow (19,2%0%.

Wyniki ekspresji VEGF oraz liczby pacjentow (liczaed u ktérych uzyskano

poszczegolne warfoi przedstawiono w tabeli 15 oraz na rycinie 10.

Tabela 15. Wyniki stopnia ekspresji VEGF w tkance n  owotworowej w badanej grupie
dzieci z ZGG

40 10 10 21,2 21,2
50 2 12 4,2 25,4
60 9 21 19,2 44,6
70 4 25 8,5 53,1
80 13 38 27,7 80,8
90 9 47 19,2 100

Liczno $¢€ — liczba pacjentéw u ktorych uzyskano poszczegodlne wyniki VEGF
Liczno $¢ skumulowana oznacza liczb e pacjentéw, u ktorych stwierdzono wyniki

<od danej warto $ci VEGF.

liczha nacientéw

40 50 60 70 80 90

ekspresja VEGF

Rycina 10. Rozkfad liczno $ci poszczegélnych stopni ekspresji VEGF w badanejg  rupie
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Analogicznie jak przy ocenieggtasci naczyniowej podzielono pacjentéw ze
ztosliwymi guzami germinalnymi na grupy w zaleséci od pici, wieku,
lokalizacji, stadium zaawansowania, typu histolagego oraz obecKo
przerzutdw i poréwnano ekspresVEGF w tych grupach. Dla stwierdzenia
réznic pomedzy badanymi grupami poréwnano mediany stopnia rek§p

VEGF, poniewa wyniki wyrazono w skali porzdkowej.

Znamienmn statystycznie rénice stopnia ekspresji czynnika wzrostu
srodbtonka naczy stwierdzono ponedzy grupm pacjentow, u ktorej stwierdzono
przerzuty i grup pacjentéw bez przerzutow. Mediany stopnia ekspydssF

wynosity odpowiednio w tych grupach 80% i 60%, wé&ttp=0,02.

Nie stwierdzono znamiennych statystycznignié pomedzy grupami

rézniagcymi sk wiekiem, pici, lokalizacp, stadium zaawansowania.
Uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli 16.

Poddano teszczegotowej analizie ekspreszynnika wzrostdéroédbtonka
naczyh w grupie pacjentow, ktorzy zmarli (n=5). EkspregjaGF w tej grupie
pacjentow zawieratasiw przedziale 60-90%, mediana wynosita 80%. U 4
spasrod 5 pacjentow stwierdzano wysoki/Q%) stopié ekspresji VEGF.
Wartasci ekspresji czynnika wzrostuodbtonka nacayw tej grupie chorych
przedstawiono w tabeli 17.

Na rycinach 14 i15 przedstawiono obrazy mikroskeg@owybranych
wycinkéw zigliwych guzow germinalnych u dzieci badanej grupyktarych

dokonano oceny ekspres;ji biatka VEGF przyaiu opisanej metody.
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Tabela 16. Rozktad ekspresji VEGF w poszczegélnych  podgrupach badanych dzieci

ze zlosliwymi guzami germinalnymi.

Cecha mediana warto $¢€ p
Pleé

Dziewczynki 29 60

Chtopcy 18 80 0,40

Rozpoznanie histopatologiczne

Yolk sac tumor 16 80
Tumor mixtus 13 60
Carcinoma embryonale 5 80 0,22
Teratoma immaturum et malignum 4 60
Dysgerminoma 5 60

Stadium zaawansowania

I 10 70

Il 17 60

I 11 70 0,06
v 9 80

M1 9 80

Mo 38 60 0,03
Lokalizacja

Jajnik 21 60

Jadro 16 80 0,25
Okolica krzyzowo-ogonowa i miednica mniejsza 10 70

Lokalizacja

Jajnik 21 60

Jadro 16 80 0.23
Wysoko $§é¢ MVD

> 43,6 24 80

< 43,6 23 60 0,01
ponizej 36m-cy 15 80 037
powyzej 36m-cy 32 60 '
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Tabela 17. Wyniki ekspresji VEGF oraz cechy klinicz

pacjentéw, ktorzy zmarli

no-patologiczne w grupie

Rozpozna Przyczyn

: .__ . Stadium o
Pleé Wiek m- Lokgllzzaq saawanso M€ ?ITIO- a VEGE%
ce a Guza wania patolo- Zgonu
giczne
K 1 Sc 2 ™ posocznica 70
M 24 Te 3b YST progresja 60
K 34 Sc 2 GCTM progresja 80
K 159 Sc 3b GCTM progresja 20
M 13 Sc 3b CA progresja 80

Zaleznos¢ pomi edzy VEGF a MVD

Przeanalizowano zwzek pome¢dzy badanymi parametrami.

Stwierdzonosrednio silm dodatna zaleznoé¢ pomidzy sredni gestdécia

naczyh a ekspresgj czynnika wzrostusrédbtonka naczy przy zastosowaniu

analizy korelacji rang Spearmana. Wspéiczynnik Regmana wynosit 0,45.

Zaleznos¢ sredniej gstasci naczyh od ekspresji czynnika wzrostirodbtonka

naczy przedstawiono na rycinie 11.

MVD = 9,6614+0,5498*x; 0,95 Prz.Ufn.

90

MVD

10

30 40 50

Rycina 11. Zale zno$¢ pomi edzy VEGF a MVD. Wspotczynnik R Spearmana= 0,45

60 70
VEGF

80 90 100
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Rycina 12. Potworniak niedojrzaly (teratoma immaturu ~ m) o du zej gesto $ci naczy n (CD34,
powi ekszenie 200x)

Rycina 13. Rozrodczak (dysgerminoma) o matej g  esto sci naczy n (CD34, powi ekszenie 200x)
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kach nowotworu.

Or

zej ekspresji VEGF w kom

2z0itkowego (yolk sac tumor) o du

Rycina 14. Guz p echerzyka

sji VEGF w komdrkach nowotworu

Rycina 15. Rozrodczak (dysgerminoma) o matej ekspre
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Dyskusja

Angiogeneza nowotworowa stanowi od wielu lat przedraainteresowania
onkologow.

Jw na poczatku ubiegtego stulecia Goldman odkryte nowotwory may
wlasne  autonomiczne unaczynienie, aw 1971 Folkmardowodnit
w daswiadczalnej pracyze nowotwoér bez wilasnych nagzkrwionasnych nie
moze osjgat rozmiaréw powyej 1-2 mmsrednicy (7, 60). Autor ten jest
pionierem bada nad angiogen@z a wspomniana praca jest cytowana przez
niemal wszystkich autoréw podejmaych zagadnienie tworzenia naazy
w nowotworach.

Angiogeneza jest uznana za jednszéciu cech fenotypu nowotworowego,
umazliwiaj aca autonomiczny, niekontrolowany rozwoj guza (64)

Najstarsz i najczsciej stosowas metod, oceny angiogenezy nowotworowe;j
jest okrélanie liczby naczg w tkance nowotworowej (microvessel density
MVD) poich wyznakowaniu przy ayciu reakcji immunohistochemicznych.
Nalezy ona do metod bezpdnich, oceniagych proces tworzenia nacdzy
w koncowym etapie.

Od kilkunastu lat podkéa sk znaczenie gptasci naczyniowej w guzie nowotwo-
rowym jako czynnika prognostycznego.

Dodatng korelacg pomidzy MVD a klinicznymi cechami zitiwosci wykazano
w bardzo wielu nowotworach u ludzi dorostych, pez@gbzystkim w raku sutka, jelita
grubegozofadka, gruczotu krokowego, szyjki macicy (20, 21,%3),

Wyniki innych bada nie potwierdzaj tych zalenaosci (94, 95).
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Trudng¢ w wystandaryzowaniu metody oznaczania MVD, jest je
najpowaniejszz wadi. Moze ona odpowiada za rozbienos¢ wynikdw
podawanych przez #@ych autorow.

W miare rozwoju wiedzy na temat angiogenezy nowotworowgpznawania
substancji stymulagych ihamujcych tworzenie naczy w tkance guza
opracowano tzw. poednie metody oceny angiogenezy. Polgganpe na
okresleniu stzenia substanciji proangiogennych w ptynach ustroghwiab ich
ekspresji w samej tkance nowotworowej (10, 11).

Najczscie] wykorzystuje & wtym celu okrélenie stzenia lub ekspresji
VEGF, ktory jest najsilniejsz cytokina proangiogens ijedynym swoistym
stymulatorem angiogenezy (75) Podobnie jak w prdkpaoceny gstaci
naczyniowej wyniki bada na temat ekspresji VEGF jako wyznacznika
biologicznej ztgliwosci guzow g rozbiezne. Istniej prace wykazuce dodatry
korelacg pomkdzy stopniem ekspresji VEGF a klinicznymi cechatos|zvosci
nowotworu takimi jak stopie zaawansowania, tworzenie przerzutow i progresja
choroby (11, 96, 97). Inne badania nie potwiergdiah obserwaciji (98, 99, 100).

Fakt ten mana wyttumaczy bardzo dua ztozondscia procesu angiogenezy,
w ktory zaangzowane g liczne substancje stymulgie i inhibitory, a kacowy
efekt jest wypadkowich wzajemnego oddziatywania.

Istnieje take wiele bada, w ktorych jest podnoszone zagadnienie azki
pomiedzy ekspregj roznych cytokin proangiogennych seednb gestoicia

naczyi. W bardzo licznych badaniach wykazano dodatniazek pomgdzy
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ekspregj czynnika wzrostusrodbtonka naczy a g:stoscia naczyniow (101,
102).

Dalo to dua nadzief na zasipienie oceny tego parametru przez bardziej
obiektywne metody. W doginym pgmiennictwie maéna jednak znale
doniesienia nie potwierdzage zwiazku pomgdzy tymi parametrami (103)

Publikacje dotyczce angiogenezy nowotworowej u ludzi dorostygtbardzo
liczne, dotycz wiekszasci rodzajow nowotworow: rakéw, rsakow, czerniaka,
atake chorob rozrostowych uktadu krwiotwérczego. Auyomaostuguy sie
w nich bardzo wieloma metodami oceny angiogenezyoadaczenia MVD
i ekspresji VEGF, poprzez ekspresjinnych cytokin proangiogennych
i inhibitorbw, @& po oznaczanie ekspresjizrych typéw receptorédw i badania
molekularne genow kodagych biatka biogce udziat w angiogenezie.

Pismiennictwo dotycace nowotworéw wieku rozwojowego jest znacznie
mniej licznie reprezentowane.

W tabeli 16 podano najwaiejsze pozycje pmiennictwa dotycgce oceny
angiogenezy w tkance nowotworowej wdéhyych guzach litych u dzieci
z uwzgkdnieniem poszczegoélnych typow nowotworOw oraz metockeny

angiogenezy, ktarpostuzono s¢ w poszczegoélnych badaniach.
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Tabela 16. Najwa zniejsze publikacje dotycz gcej stopnia angiogenezy w

ztosliwych guzach litych u dzieci

MVD, stezenie bFGF

MVD jest czynnikiem ztego

Li 1994 (104) w piyqie mozgowo- | Guzy mozgu rokowania
rdzeniowym
Istnieje dodatnia korelacja po-
Meitar 1996 (105) | MVD Neuroblastoma migdzy MVD a amplifikacjg

n-myc i stadium
zaawansowania choroby

Lee 1999 (106)

Ocena ekspresji
poszczegdbinych
izoform VEGF,

Osteosarcoma

Wyzsza ekspresje pewnych
izoform VEGF u pacjentow
o ztym rokowaniu

Canete 2000

MVD nie ma znaczenia
rokowniczego, brak korelaciji

(107) MVD Neuroblastoma pomiedzy MVD a czynnikami
ryzyka.
Wyzsza ekspresja VEGF
Ekspresja VEGF, i bFGF wystepuje w za-
Eggert 2000 (108) bEGE Neuroblastoma awansowanych stadiach
nowotworu
Zwiekszona ekspresja VEGF
2(1%35; M 2000 Ekspresja VEGF Osteosarcoma koreluje z MVD i jest
czynnikiem ztego rokowania
Istnieje dodatnia korelacje po-
Ribatti 2001 (110) | MVD Neuroblastoma | miedzy MVD i stadium zaawan-

sowania choroby

Ghanem 2003

MVD i ekspresja

Zwiekszona ekspresja
VEGF i biatka flt-1koreluje

(111) VEGF Guz Wimsa z MVD i jest czynnikiem ztego
rokowania
Wysoka wartosé MVD jest
:(Ifg)ter 2004 MVD Osteosarcoma korzystnym czynnikiem
rokowniczym
Wysoka wartos¢ MVD jest
Mikulic 2004 (113) | MVD Osteosarcoma niekorzystnym czynnikiem
rokowniczym
. Ekspresja VEGF nie ma
Ozer E,2004 (100) | Ekspresja Medulloblastoma Znaczenia prognostycznego
VEGF
Wyzsze wartosci MVD
MVD Hepatoblastoma | i wiekszg ekspresje VEGF
Sun 2005 (114) Ekspresja VEGF Hepatocarcinoma | w poréwnaniu z chorymi doro-

stymi
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Najwiecej bada dotyczy zwojaka zarodkowego, ktory cechuje riezwykle
duza biologiczry ztosliwoscia (105, 107, 108, 110). Mimo ggtych modyfikacji
leczenia, przy zastosowaniu nowoczesnych i bardgoesgwnych metod
terapeutycznych rokowanie wtym nowotworze jest awckle. Ztego te
wzgledu neuroblastoma pozostaje w centrum zainteresawamie tylko
Klinicystow, ale i patologbw oraz genetykéw, ktérpydbup odpowiedzié na
pytanie, co odpowiada za jego agresyséndntensywna neoangiogeneza Aeo
by¢ jednym z czynnikédw determimgych ogroman biologiczry ztosliwosé tego
nowotworu. Wykazano dodatnkorelacg pomkdzy stopniem ekspresji VEGF
a niekorzystnym przebiegiem klinicznym, amplifikaggenu n-myc, stopniem
zaawansowania w przytoczonych badaniach (105, 108). Okrglono takze
wysoka ekspresj metaloproteinaz — enzyméw niszcych blore podstawn
naczyh isubstancje macierzy miedzykomoérkowej, cazmoodpowiada za
niezwykle dua zdolng¢ uogollniania & procesu nowotworowego
w neuroblastoma (108). Nale jednak podkrdi¢, ze wyniki nie g jednolite.
Canete iwsp. w badaniu dotycym 69 przypadkow neuroblastoma nie po-
twierdzili zwiazku angiogenezy z podstawowymi klinicznymi, morfptznymi
I molekularnymi czynnikami ryzyka (107).

Pozostale nowotwory wieku rozwojowegoa sznacznie mniej licznie
reprezentowane w badaniach nad angiogenBbdwniez mato reprezentowane
w pi$miennictwie  jest zagadnienie e¢gknia podstawowych  cytokin

proangiogennych w ptynach ustrojowych. Wykazano nieanie wysze
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stezenie VEGF w surowicy pacjentéw zaymi guzami litymi i powrot do po-
ziomOw stwierdzanych udzieci zdrowych po uzyskaniemisji (115).
Spostrzeenie to zostato potwierdzone u dzieci z nerczakpdowym, ponadto
wykazano ponowny wzrost poziomu VEGF w surowicyagjpntow ze wznow
(116). Budzi to nadziej na wykorzystanie surowiczego VEGF jako
uniwersalnego markera  nowotworowego, znadego zastosowanie
w monitorowaniu choroby w trakcie leczenia i pogegakaczeniu.

Publikacji na temat angiogenezy w ghwych guzach germinalnych u dzieci
praktycznie nie ma. Badanie Fukudo i wsp. dotycagagv germinalnychaper,
ale badana grupa obejmuje zaréwno dorostych jakiecd (117). Nie ma
natomiast doniesfe 0 neoangiogenezie w guzach germinalnych o innych
lokalizacjach oraz opracowalotyczcych wyhcznie dzieci.

Dotychczas pozostaje zatem otwarta kwestia ,poédmgngiogennego” wielu
nowotworow wieku rozwojowego, tak bardzozmiacych s¢ pod wzgédem
patogenezy od nowotworow wypujacych u ludzi dorostych. Brak odpowiedzi
na pytanie, czy guzy nowotworowe u dzie@i lsogato unaczynione, czy za
rozwoj naczyt odpowiedzialne g w tym samym stopniu, co u 0so0b dorostych
podstawowe aktywatory angiogenezy. Nie wiadomo zdakczy stopig
angiogenezy koreluje ze znanymi klinicznymi i mdofgicznymi cechami
ztosliwosci nowotworéw u dzieci oraz, czy m® on mi€ znaczenie rokownicze.

Ma to szczegOllne znaczenie wobec faktu, corazsbjch perspektyw

zastosowania terapii antyangiogennych.
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Celem niniejszej pracy bytla ocena angiogenezy wlistgpch guzach
germinalnych u dzieci. Zihiwe guzy germinalne (ZGG) stanawi 3%
nowotworow wieku rozwojowego. Ze wzglu na rzadk& wyskpowania
badania dotycre ZGG prowadzone as w poszczegblnych krajach przez
wielocsrodkowe grupy. W 1998 roku wramach Polskiej Pegiahej Grupy ds.
Leczenia Guzéw Litych wytoniono zespét koordymy leczenie zigdiwych guzéw
germinalnych o lokalizacji pozaczaszkowej. Podstaymo celem byto wprowadzenie
jednolitego programu diagnostyczno-terapeutycznégyary oparto na francuskim
protokole TGM 95. Dokonano ta retrospektywnej oceny wynikow leczenia przed
rokiem 1998. Wielosrodkowe badanie prowadzone w latach 1998-2004 \ayiaz
znaczm poprave wynikow leczenia (46, 47). Uzyskano zgtuodsetek trwatych
wyleczeén wynosacy 90%, a wyniki § porownywalne do podawanych przez inne
grupy badawcze.

W przedstawianej pracy wykorzystano materiat pozhog z poszczegdlinych
osrodkow biogcych udziat w badaniu. Badamgrupe stanowili pacjenci leczeni
zarowno przed rokiem 1998 wedtugzngch schematéw chemioterapii, oraz
po roku 1998 zgodnie zprogramem TGM95. Materiaktdpatologiczny
w wiekszasci przypadkOéw pochodzit z pierwotnych zabiegow @ggnych
resekcji guza, wykonanych na patkt leczenia, bez poprzedzeg
chemioterapii. U 8 pacjentow materiat pochodzitsigpnej biopsji operacyjnej.
Dotyczyto to dzieci zwyszymi stopniami zaawansowania klinicznego,
u ktérych pierwotny radykalny zabieg operacyjny hig mazliwy. Ostatecznie

spasrod 114 pacjentéw PPGGL z rozpoznanienslziych guzéw germinalnych
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do badania zakwalifikowano 47 dzieci. W pozostahmtaypadkach materiat
histopatologiczny byt zbyt sky lub mato reprezentatywny, ze wadl na
niewielka ilos¢ utkania nowotworu lub znacznmartwic. Z badanej grupy
wykluczono przypadki, w ktérych materiat pochodzbiegu operacyjnego wtdérnego
tj. wykonanego po wgbnej chemioterapii (protokét zaktada bowiemziveos¢ odst-
pienia od wsfpnej biopsji w przypadku stwierdzenia poadagonego gkenia AFP lub
beta HCG w surowicy). W tych przypadkach w guzigiestizano znaczny stojie
martwicy, ledacej skutkiem wczaiejszego leczenia chemicznego, adakiekiedy
obecné¢ jedynie dojrzatych elementéw utkania. Uniefivsato to nie tylko
postawienie rozpoznania histopatologicznego, alniez miarodaja ocer stopnia
angiogenezy.

Wsréd badanych pacjentéw byto 29 dziewczynek (61%8 chtopcow (39%),
co odpowiada tendencji o przewadze dziewezozpoznaniem ZGG.

W wiekszaci przypadkéw w badanej grupie nowotwor byt zlokalvany
w gonadach: w jajniku w 21 przypadkach (44,7%),aze w 16 (34,0%)
przypadkach. U pozostatych 10 pacjentéw guz bytejgsabwiony w okolicy
krzyzowo ogonowej w rgnych wariantach wg Altmana (35). Rozkiad
poszczegolnych lokalizacji nie 26it sie¢ w stosunku do ogodlnej populacji dzieci
z ZGG. Najcestsz lokalizach wedtug wekszasci autorow jest jajnik, ktérego
zakcie stwierdza si 33%-45%, co znajduje ta& odzwierciedlenie w gatszym
wystepowaniu ZGG u dziewczynek. W badanej grupie nieobphcjentow
z pierwotry lokalizach w przestrzeni pozaotrzewnowej i snodpiersiu, ktorej

przypisuje st gorsze rokowanie (118).
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Nieco inaczej i wsrod populacji dzieci chorych na #lawve guzy germinalne
ksztaltowata si czestos¢ poszczegolnych typow histopatologicznych w badanej
grupie. Najczstszym rozpoznaniem byt yolk sac tumor — 16 padent34%),
guz mieszany stwierdzano jedynie w 28% przypadkow.

Przerzuty stwierdzono u9 spoéd 47 pacjentow (20%), co odpowiada
wynikom podawanym przez polslgrupe badawcz (47). Na uwag zastuguje
fakt, ze wszyscy pacjenci z przerzutamilyja, co jest miag skutecznéci
zastosowanej chemioterapii, dostosowanej do stadimsmvansowania. Obecnie
stwierdzenie przerzutow nie przega o ztym rokowaniu, pod warunkiem
chemiowraliwosci nowotworu i maliwosci wykonania radykalnego zabiegu
operacyjnego, a wyniki uzyskiwane w grupie lll i e r&nia sig istotnie. (47)

Sparod 47 dzieci z ZGG 5 (10,6%) zmarto, wtym 4 z polw progresji
nowotworowej. Czas przgcia wynosit 2-9 miesicy od chwili rozpoznania.

2 pacjentéw byto leczonych wg programu TGM95. UaZjpntéw leczonych
przed 1998 rokiem zastosowano chemioterapVAC (winkrystyna,
aktynomycyna D, cyclofosfamid) i EPO (etopozyd,ptasyna, winkrystyna).
Grupa pacjentow, ktorzy zmarli jest nieco mniejztia nz wynikaloby to
z wynikow leczenia ZGG podawanych przez pelskupe badawcz. Wyniki
PPGGL wskazuj 10% odsetek zgondéw w grupie pacjentow chorychtodiwe
guzy germinalne po 1998 roku. Przed rokiem 1998ikvyeczenia byly gorsze
zgony z powodu ZGG notowano w 26% przypadkow (6).

W badanej grupie 18 pacjentow leczonych przed k@8 odsetek zgonow

wynosit 11 %, a w grupie 29 pacjentéw leczonych wegdednolitego programu
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TGM95 zaledwie 7 %. U wszystkich pacjentow, ktorzmarli stwierdzono,
co najmniej 1 z czynnikbéw ryzyka, pragkkapcym o gorszym rokowaniu. Do
czynnikéw takich zaliczamy w ZGG: stadium kliniczneogolnione Iub
regionalne (stadium Il i1V), pozagonadaltokalizacg nowotworu, obecrig
struktur raka zarodkowego i guzacperzyka zotltkowego, brak mdiwosci
wykonania radykalnego zabiegu operacyjnego, piarvothemiooporngc
nowotworu (6).

W niniejszym badaniu zastosowano dwie ngciej wykonywane metody
badania angiogenezy. metotezpdrednh polegajca na oznaczeniu ¢gtoiCi
naczyh w tkance guza oraz p@dni polegajca na oznaczeniu ekspresji VEGF.

Dla oceny MVD zastosowano metpdpracowan przez Weidnera w 1991,
ktora zostata zaakceptowana przezksras¢ autorOw okrélajacych gstas¢
naczyh w nowotworach (91, 119).

W metodzie tej szczegdblny nacisk kladzie sa wybér fragmentu tkanki,
w ktorym naczynia gliczone. Przy powkszeniu 100x wybiera sipola, gdzie
znajdup sie najwieksze skupiska wybarwionych komorékddbtonka tzw ,hot
spots” odpowiadage mikronaczyniom guza. Poniewvaangiogeneza jest
najbardziej intensywna na obwodzie guza fragmeatynusz zawier& duza
ilos¢ zywych komorek nowotworowych, a obegdomartwicy lub widknienia
wyklucza przydatn@& danego fragmentu tkanki dla oceny.

W opisane] metodzie zaleca diczenie naczy przy 200-krotnym powkszeniu
(91). Cz4¢ autorow stosuje powkszenie 400-krotne, udajac, ze wykrywa st wtedy

wiecej naczy. Stosowaneasrowniez inne powgkszenia dla oceny MVD. Niezalgie
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od stosowanego pogkiszenia, uzyskane dane ina porowné po przeliczeniu liczby
naczy na mmz2 wowczas, gdy podana jest powierzchniavgidizenia.

Do wyznakowania naczy stosuje i przeciwciala przeciw rhym
antygenom obecnym wodbtonku naczfy. Najczsciej wykorzystywane to:
przeciwciato przeciw czynnikowi von Willebrandtarzpciwcialo anty CD31
oraz uwyte Ww przedstawiane] pracy przeciwcialo anty CD3419).
Charakteryzuje si ono wysol§ czutccia, a wyniki uzyskiwane przy jego
zastosowaniu as wysoce powtarzalne. Antygen zwany z czynnikiem von
Willebranda (VWF) nie jest obecny we wszystkich Kokach srédbtonka,
a obecny jest w ptytkach krwi. Antygen CD-31 jedteony wprawdzie we
wszystkich komorkachsrodbtonka, ale zawiergajgo take pewne populacje
leukocytow (120). Wysza¢ przeciwciala anty CD34 wykazano w badaniu
dotyczacych angiogenezy w rakuzotadka iraka sutka przy zyciu 3
wspomnianych rodzajow przeciwciat (120, 121).

W badanej grupie dzieci z ZG&ednia gstos¢ naczyi wynosita 6,8-81,0
(wartas¢ srednia 45,9) w polu widzenia (powierzchnia pola zedia —
0,78mm2) po przeliczeniu na 1 mm2 wadote wynosz odpowiednio 8,7-
103,8/mm2 -$rednia 58,8/mm?2.

Poréwnanie uzyskanego wynikredniej gstasci naczyr w ztosliwych guzach
germinalnych z gstdécia naczyr stwierdzam w innych nowotworach u dzieci
napotyka na szereg trudiop wynikajgcych przede wszystkim z niejednolitej
metodyki. Wprawdzie wksza¢ autoréw badary angiogeneg dla okrélenia

sredniej gstosci naczy stosuj metod opracowan przez Weidnera, ale liczenie
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naczyi dokonywane jest przy powkszeniach innych @i 200x (111).
Wykorzystywane $tez rézne typy przeciwciat dla wyznakowania naazjl12,
113). Najwaniejsz jednak przeszkadniekiedy uniemdliwiajaca porownanie
wynikow jest brak danych co do wiel@ pola widzenia w niektérych pracach.
z tego te wzgldu niemaliwe jest poréwnanie uzyskanych danych z wynikami
podanymi przez Fukwdi wsp. w pracy dotyexej guzéw germinalnychagler
(117).

Srednia gstcsé naczyniowa w ZGG u dzieci jest wsza nk w pewnych
nowotworach wieku rozwojowego takich jak guz Wilm@erczak ptodowy),
nalezacy podobnie jak zidiwe guzy germinalne do nowotworow osdadobrym
rokowaniu (111). Inne takie jak gsak k@ciopochodny (osteosarcoma) cechu;
si¢ bardziej obfitym unaczynieniem, ktére wynésednio 156 naczy na mmi
(113). Znacznie wisza gestad¢ naczyniows sStwierdza s w zwojaku
zarodkowym,érednia liczba naczy przypadajca na mriwynosi 450, a wic
niemal 9-krotnie wicej niz w ztasliwych guzach germinalnych (107). Biarpod
uwag niezwykle dua biologiczry ztosliwos$¢ tego nowotworu, wyrajaca Sie
bardzo szybkim wzrostem ijeszcze¢k8zy zdolndcia do rozsiewu drog
krwiopochodn, fakt bardzo obfitego unaczynienia jest zrozumiaty

Rozpatrugc podane przyktady nowotworéw dziecych odnosi & wrazenie,
ze nowotwory o wiksze] biologicznej i klinicznej zkhwosci sa bardziej
unaczynione i nowotwory charakteryzage s¢ tagodniejszym przebiegiem

klinicznym. Potwierdzenie tego przypuszczenia wyalalgy bada
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obejmupcych bardziej liczne grupy pacjentéw z poszczegalingowotworami
dzieckcymi.

Rd&znice w unaczynieniu portzy raznymi rodzajami nowotworow nima
takze wyjasni¢ roznym pochodzeniem tkankowym orazzngm unaczynieniem
naradow, z ktorych si one wywodz. Za talq koncepcy wydap sic przemawié
badania opublikowane przez Eberharda iwsp., ktépoprownali gstas¢
naczyniovg w rdznych nowotworach zggtascia naczyniows naradow z ktérych
sig one wywoda. Wyniki tych bada s3 zaskakujce. Okazato g ze wiekszai¢
z badanych nowotworéw miato unaczynieniesme ni tkanki otaczajce (122).

Istniep badania wykazgge, ze pochodzenie nagdowe jest czynnikiem
determinujcym gstas¢ naczyniowg w guzach w wikszym stopniu i stopié
zlodliwosci  histologicznej iklinicznej. W badaniach dotgcych nowotworéw
ztosliwych ifagodnych jajnika nie stwierdzono zrdéc w stopniu unaczynienia
zmian ftagodnych irakéw, wtym raka surowiczego hogrego st duza
zlosdliwoscia (123)

Zagadnienie zwizku pomedzy stopniem unaczynienia nowotworow
a tworzeniem przerzutow jest jednym zanejszych problemow poruszanych
przez autoréw zajmagych st angiogenez

W prezentowanym badaniu stwierdzono wprawdzieksa gestos¢ naczy
W grupie pacjentéw z przerzutamizniv grupie pacjentow bez przerzutéw, ale
réznica nie byla statystycznie znamienna. Brak znanggstatystycznie tdicy

maze jednak wyniké&ze stosunkowo matej liczebimbbadanej grupy.
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Wigksza¢ bada dotyczicych gstasci naczys nowotworowych potwierdza dodagni
korelacg pomkdzy tym parametrem a wgpbwaniem przerzutow. Dotyczy to wielu
nowotworéw u ludzi dorostych przede wszystkim ngjtszych rakowzotadka, jelita
grubego, ptuc (21, 22, 91, 93). Podobne wyniki keye w badaniach dotygz/ch
Zlosliwych guzéw litych u dzieci takich jak osteosar@meuroblastoma (105, 108, 113)
W dostpnym pémiennictwie obecneagednak prace podge wyniki odmienne (94, 95,
107, 112). Naley podkrdli¢, ze oile prace dotygze angiogenezy w nowotworach
dziecicych dotycz matych grup pacjentéw, o tyle badane grupy chodaiostych s
bardzo liczne, co sprawig uzyskiwane wynikigbardziej wiarygodne.

Rozbienosci najprawdopodobniej mag wynikac z braku obiektywnej
metody liczenia naczy Badacz postuga¢y sk najczsciej stosowas metod
Weidnera poszukuje pod mikroskopem miejsc o ngjgde] ilgici naczyh —
tzw,,hot spots”, ale nie ma pewdeq ze w innym fragmencie guza liczba nafizy
nie bylaby weksza. Wydaje gi ze powtdrzenie procedury w gkiszej liczbie
fragmentow tkanki mogtoby umbwi¢ wybdor miejsca, w ktébrym ma miejsce
najintensywniejsze tworzenie nadézyBardziej obiektywne wyniki mma by
takze uzyska przy wigkszej liczbie pol widzenia. Kolejnprzyczyra trudnaci
w uzyskaniu obiektywnych wynikow jest subiektywre@ena liczby naczyprzez
badajcego patologa. Wymaga to@adadczenia i znajomizi metody.

Dla czsciowego unikngcia wymienionych trudniei, uniemaliwiajacych
uzyskanie obiektywnych wynikow niektérzy autorzyshmup Sic przy zliczaniu
naczyi metod komputerow, przy czym komputer zlicza pola o okienej

barwie w bardzo wielu miejscach tkanki. Meiddka postuzyt si¢ Canette i wsp,

69



ktory okrelit stopien angiogenezy w neuroblastoma (107). Gledeon rownie:
inne parametry jak obwod nacgysrednic i wyrazit liczbowo w stosunku do
masy guza. Bardzo interesay jest fakt,ze autor ten przedstawit inne wynikizni
podane w pozostalych badaniach na temat angiogengzywojaku
wspotczulnym. Nie wykazat on mianowicie z&ku zzadnym klinicznym
I morfologicznym parametrem Zowvosci nowotworu, ani t& z amplifikacp
genu n-myc uznanego za pewny czynnik ztego rokoavantiym nowotworze.

W wielu badaniach oké&jacych g:staé¢ naczyi w guzie podnoszone jest
zagadnienie rfic w stopniu unaczynienia pogiizy r&nymi podtypami
histologicznymi nowotworéw zaréwno u dorostych jalzieci (19, 21, 26).
Wiadomo bowiem,ze podtypy histologiczne poszczegdlinych nowotworéw
réznia sie kliniczna ziosliwoscia, a angiogeneza jako potencjalny czynnik
odpowiadajcy za agresywny przebieg mogtaby ten stan smygg. Wicksza¢
dostpnych bada nie potwierdza wptywu budowy histologiczne] na psta
unaczynienia, chivistniep doniesienia podage wyniki odmienne (124).

W przytaczanych pracach dotycych guzéw germinalnychagler nie
stwierdzono rénic gestasci naczyniowej pongidzy poszczegolnymi podtypami
histologicznymi, ale nafsyy podkréli¢, ze przy podziale na 5 podgrup,
poszczegolne z nich obejmowaty bardzo niewidikzbe pacjentéw (117, 125).

W zwiazku z faktem,ze obecné¢ utkania yolk sac tumor lub carcinoma
embryonale w zidiwych guzach germinalnych wie sg z gorszym rokowaniem
przeanalizowano w niniejszym badaniu stapigmaczynienia guzow posiageych

komponent yolk sac tumor icarcinoma embryonale lub obu tgktadowych
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histologicznych ~ rOwnocZeie  z pozostatymi guzami —  potworniakami
i rozrodczakami. Nie stwierdzono statystycznie Zeamych ranic pomgdzy tymi
dwiema grupami ZGG, co mogtoby sugeréwaze wicksza biologiczna
ztosliwosé tych guzéw nie ma zwzku z angiogen@znowotworow.

Kolejnym uznanym czynnikiem w wkszaci nowotworow, decydyggym
0 rokowaniu jest stopfezaawansowania. Badagrupe podzielono ze wzgtu na
stadium zaawansowania klinicznego zgodnie z ofpawica klasyfikaca TNM na
4 podgrupy. @stas¢ naczyh nie r&nita sk istotnie w poszczegolnych grupach.
Nalezy jednak podkréi¢, ze mata liczebn& grup wtym przypadku nie
odpowiada za brak statystycznie istotnychznic. Wiele bada potwierdza zwizek
sredniej gstasci naczy ze stadium zaawansowania klinicznego nowotworg)(12

Bardzo istotny znaczenie wydajee¢ simie¢ takze stopi@ angiogenezy
w zaleznosci od lokalizacji ztéliwych guzéw germinalnych. Istnieje koncepcja,
ze @stas¢ naczyniowa poszczegolnych nowotworéw jest zsde od ich
umiejscowienia (122). Uzyskane wyniki wykazaly znammie wysz gestasé
naczyniow ZGG jder w porownaniu do ZGG zlokalizowanych w gonadzie
zenskiej. Nie wykazano natomiast istotnej zncy pomedzy guzami
zlokalizowanymi wgdrach a guzami o lokalizacji krzgwo-guzicznej, ani
pomiedzy guzami jajnika a guzami o lokalizacji kéoyo-guzicznej

Badan, grupe pacjentéw podzielono tak ze wzgtdu na wiek. Poréwnano
gestas¢ naczyniow w ZGG udzieci 0-3 lat iudzieci starszych. Fakt
odmiennego obrazu klinicznego &ivych guzow germinalnych w grupie dzieci

miodszych i starszych znany jest od dawna (6, 2Vjadomo, ze u dzieci
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miodszych cgséciej guz zlokalizowany jest w okolicy krzgwo-ogonowej,
czesciej wyskpuja potworniaki i guzy pcherzazottkowego orazze rokowanie
w tej grupie jest gorsze, co wynika zeWszych trudnéci w wykonaniu ra-
dykalnego zabiegu chirurgicznego (6, 28). W badaSaohneidera iwsp.
przeanalizowano najeksz dotychczas, bo lieza 1442 dzieci grup pacjentow
ze zigliwymi guzami germinalnymi, zarejestrowanych pra@emieclk grupe
badawcz (127). Autorzy poddali analizie dane epidemiolagee, kliniczne
I histopatologiczne badanej grupy potwierdzapotychczasowe spostiania
o odmiennym obrazie klinicznym tej grupy nowotworawdzieci mtodszych
I starszych. Na uwagzastuguje te fakt odmiennych aberracji chromosomalnych
stwierdzanych w badaniach cytogenetycznych w obpayph pacjentow (127)

Poréwnanieredniej gstasci naczyi w obu grupach wiekowych pozwolito na
stwierdzenie znamiennie w§zego stopnia unaczynienia guzoéw germinalnych
u dzieci mtodszych, co mie stanowd kolejny argument przemawigy za
odmiennymi widciwosciami biologicznymi guzow w tej grupie chorych.

Znamiennie wysz gestas¢ naczyi stwierdzono w grupie pacjentow
z wysokim VEGF, co znalazio ta& potwierdzenie w dalszej g€xi badania,
oceniajcej korelagg micdzy badanymi parametrami.

Drugim parametrem ocenianym w niniejszej pracy jeskspresja
srodbtonkowego czynnika wzrostu (VEGF). VEGF jestjcagciej badan
cytoking proangiogens Istniep bardzo liczne prace dotygz zaréwno jego
ekspresji w tkance nowotworowe] jak i w surowicy cjgatow z chorolp

nowotworowy.
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Analogicznie jak W WikszaiCi bada zastosowano meted
immunohistochemiczn przy wyciu kroliczego przeciwciata poliklonalnego,
jako znacznika reagagego swaicie z VEGF, a wynik wyrzono na podstawie
odsetka komorek immunoreaktywnych.

Niektorzy autorzy podajwprawdzie wartéci liczbowe uzalenione od nagzenia
reakcji barwnej jednak taka ocena jest zavea za niemiarodajnze wzgédu na
maozliwos¢ intensywniejszego zabarwienia tkanek uszkodzoiiy2B). Najbardziej
doktadne jest oznaczenieztnia VEGF w ng/mg bialka, ale jest to Hmve przy
uzyciu metody radioimmunologicznej w tkankach panaych (129).

Mimo, ze wieksza¢ autoréw opiera ocerekspresji VEGF na odsetku komorek im-
munoreaktywnych to odmiennie przedstawgansposzczegoéinych badaniach interpre-
tacja uzyskanych wynikéw. Kryteria podziatu na pasgoine stopnie ekspresji od ni-
skiego po wysoki zaig najprawdopodobniej od wynikéw uzyskiwanych w dartym
pie nowotworu. W wikszaci rakdw stosuije tréjstopnianskak oceny stopnia ekspre-
sji VEGF (96,128). Za stopieniski (1+) uznaje sisytuacs, gdy odsetek komorek
immunoreaktywnych wynosi 5-20, 20-50% dlaesk jako stopié sredni, wekszy niz
50% odsetek komorek immunoreaktywnych to stopwysoki. W niektorych
badaniach autorzy rezygawg podziatu na stopnie ekspresji, a pageglynie wartéc,
ktdéra przyjmup za granicza | tak wbadaniu dotyazym ekspresji VEGF
W osteosarcoma autorzy przyjraia wynik dodatni obecké powyzej 30% komorek
immunoreaktywnych w preparacie (109). W badaniyaatych zigliwych guzow

germinalnychgder, za wart& graniczia przyjgto 5% (117).
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Wyniki uzyskane w niniejszym badaniu wskagzop bardzo wysakekspresj
VEGF w badanej grupie. Odsetek komoérek immunoreahygh zawiera si
w przedziale 40-90%. Przyjmag przytaczam skak trojstopniows, az 78%
pacjentow miato wysoki stopieekspresji, a pozostate 22% stapéeedni.

U zadnego pacjenta nie stwierdzano niskiej ani ujenaejpresji VEGF.
Uzyskane wyniki rénia sie diametralnie od wynikéw podanych przez Fukud
i wsp, ktérzy stwierdzit ujemnekspresj VEGF & u niemal 60% pacjentow ze
ztosliwymi guzami germinalnymigder, przy czym jako ujemrekspresj VEGF
autor ten uznat guzy o mniejszym zni 5% odsetku komorek
immunoreaktywnych. Naky jednak pokrdi¢, ze w grupie VEGF ujemnej
ponad 50% stanowili pacjenci z nasieniakiem, cgiizem praktycznie nie
spotykanym u dzieci. Nie wiadomo ztgaki odsetek w tej grupie stanowity
dzieci. Badanie to obejmowato bowiem pacjentow whkui 0-62 lat, a mediana
wynosita 27 lat. Zdecydowanie inne wyniki podajegMito iwsp, ktory
stwierdza dodatni ekspresj VEGF u 81% pacjentéw z germinalnymi guzami
jader (125).

Dla przedstawienia #dorodnaci ekspresji VEGF w niniejszym badaniu
zrezygnowano z najegciej wprowadzanej skali trojstopniowej, a wyniki
wyrazano przez odsetek komoérek immunoreaktywnych, zatbidcia do 10%,
w skali poradkowej. Analogicznie jak przy ocenie MVD pacjent@adzielono
na grupy ze wzgdu na wiek, pté, obecné¢ przerzutéw, lokalizaej
rozpoznanie histopatologiczne, stadium zaawans@vanW zwizku

z zastosowaniem skali padkowej porownywano mediany, a niérednie
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arytmetyczne w poszczegolnych grupach. Znamienrigystyczne rénice
stwierdzono w grupie pacjentéw z przerzutami i pezerzutéw, w ktérych me-
diany wynosity odpowiednio 80% i 60%.

Wyzszy stopié@ ekspresji VEGF wyspowat take w grupie pacjentéw
Z wysoky gestdécia naczyniowd. Za wartd@¢ graniczm przyjeto mediar MVD
wynoszca 46,5 naczg/0,78 mm2.

Analogicznie przy poréwnaniuegtasci naczyniowej w grupach o wysokim
I srednim stopniu ekspresji VEGF za wadaraniczna przyjcto mediar VEGF
wynoszca 70% komorek immunoreaktywnych.

Brak znamiennych tdic w pozostatych poréwnywanych grupach zeo
wynika¢ z matej liczebnéci wynikow. Mediana VEGF w grupie dzieci
miodszych wynosita 80% w stosunku do mediany 60%skanej u dzieci
starszych, ale wynik ten przy danej liczefmiogrup nie byt znamienny
statystycznie.

Jednym z waniejszych zagadnie poruszanych przez badaczy zajacygch
Sig angiogenegz nowotworow jest jej znaczenie rokownicze. W ¢kszaci
przypadkow wyniki badawskazuj, ze nasilona angiogeneza jest niekorzystnym
czynnikiem rokowniczym (104, 109, 111, 113). Autptych bada poréwnuj
parametry okrédajace przeycie w grupach réniacych sé stopniem
angiogenezy, wytaanym najczsciej przez sredni gestas¢ naczyniows lub
ekspresj VEGF. Fakt gorszego rokowania w grupie azegym stopniu angioge-
nezy jest zrozumiaty, biac pod uwag, ze jest ona jedn z cech fenotypu

nowotworu ztgliwego. Wyniki bada nie s jednak jednoznaczne. Liczne prace nie
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potwierdzaj bowiem znaczenia prognostycznego angiogenezgkwre wykazuy
wrecz, ze ma ona korzystne znaczenie rokownicze (107, Pt2ykladem mze by
badanie opublikowane przez Kreutera i wsp, ktorigamgt w prospektywnym badaniu
u60 pacjentéw z resakiem keéciopochodnym wekszy odsetek 3 i5- letniego
przezycia w grupie chorych z wegz gestdcia naczyniovy w tkance guza (112).

W przypadku przedstawianego badania, niewielkabficpacjentow, ktorzy
zmarli (n=5) nie pozwala na ocgmnaczenia rokowniczego stopnia angiogenezy
w ZGG. Wynika ona po e%ci z dobrych wynikéw leczenia Ztiwych guzow
germinalnych  oraz truddoi w uzyskaniu miarodajnego materiatu
histopatologicznego u znacznej ¢f@ pacjentow zarejestrowanych przez
PPGGL, co doprowadzito do ograniczenia liczelendoadane) grupy. Naky
jednak podkréi¢, ze rOwniez w catej grupie 96 pacjentow, ktorzy zakayli
leczenie od 1998 roku zgony zanotowano w9 przyaelk a weCc grupa
pacjentdw, ktérzy zmarli jest rOwnienieliczna. Oceny znaczenia rokowniczego
angiogenezy w ZGG bytaby mlova jedynie przy podjciu wielogrodkowych
bada prospektywnych najlepiej przy wspotpracyeddy grupami badawczymi
w roznych krajach, co gwarantowatoby uzyskanie odpowiditznych grup
pacjentow.

Na uwag zastuguje faktze 3 spérod pacjentow, ktdrzy zmarli miato wyspk
wynoszica powyzej 46,5 nacz§0,78 mmi gestai¢ naczyniowy a4 wysoki —
wynoszcy co najmniej 70% komorek immunoreaktywnych stopiekspresji

VEGF.
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W badanej grupie pacjentow stwierdzono dodatorelacg pomidzy badanymi
parametrami: gstascia naczyniovy i stopniem ekspresji VEGF. Wspotczynnik R
Spearmana wynoszy 0,45 wskazuje ndrednio silny dodatni zwzek medzy
badanymi parametrami. Wyniki takie podawane rowrpezez innych autorow
mog potwierdzé istotra role, jaka odgrywa, srédbtonkowy czynnik wzrostu
w tworzeniu naczy (101, 102, 111) Zagadnienie to wymaga jednak deltshada,
poniewa wiele publikacji przedstawia dane odmienne (103).

Wyniki przedstawianego badania oraz przytaczadmipnnictwo wskazuj
na bardzo die rozbignosci opinii na temat znaczenia angiogenezy
nowotworow. Niezalenie jednak od tego, czy przysgtoprzyniesie konkretne
rozstrzygnecia przedstawianych probleméw, angiogeneza nowawar jest
nieodzownym warunkiem rozwoju nowotworéw, a teramatyangiogenna

stwarza nadziejna popraw wynikdéw leczenia nowotworoéw.
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Whnioski

« Zlosliwe guzy germinalne u dzieci nake do nowotworéw o umiarkowanie
wysokiej g:stasci naczyniowe;.

* U wszystkich badanych chorych stwierdzono dodagkspresj czynnika
wzrostusrodbtonka nacay— VEGF.

« Stwierdzono statystycznie istotneznice rozktadu gstasci naczyniowej
pomiedzy grum dzieci do 3 lat i grupdzieci starszych ze Zovymi guzami
germinalnymi — wartéci wyzsze obserwowano w grupie dzieci mtodszych.

« Stwierdzono statystycznie istotneznice rozktadu gstoéci naczyniowej
pomidzy grup ze zigliwymi guzami germinalnymi zlokalizowanymi
w jadrze i w jajniku — wartéci wyzsze obserwowano vagrze.

« Stwierdzono znamiennie wyzy stopi@ ekspresji VEGF u pacjentow
z przerzutami w poréwnaniu do grupy dzieci z ZG@ pezerzutow.

 Wykazano dodatni zaleznos¢ pomidzy badanymi parametramicggjcicia
naczyniovy i ekspresj VEGF.
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Streszczenie

Angiogeneza nowotworowa stanowi przedmiot zaintesesia onkologow,
poniewa jest ona jed:p z cech biologicznej zkliwosci nowotworow i stanowi
nieodzowny warunek ich progresji. Liczne badaniaycdmce nowotworow
udorostych i dzieci wykazyj zwiazek angiogenezy z klinicznymi
I patologicznymi cechami zétwosci nowotworow, a take znaczenie stopnia
angiogenezy jako czynnika rokowniczego

Ztosliwe guzy germinalne stanowvirzadko spotykan grupz nowotworéw
zlosliwych u dzieci, charakteryzaga sic duzym zr&nicowaniem histologicznym
i réznorodnym obrazem Kklinicznym. W dephym pémiennictwie brak
doniesié na temat angiogenezy w glovych guzach germinalnych u dzieci.

Celem pracy byla ocena stopnia angiogenezy wigtpch guzach
germinalnych u dzieci na podstawéeedniej gstasci naczyniowej i ekspres;i
VEGF oraz poszukiwanie zwikow pomgdzy badanymi parametrami
a podstawowymi cechami klinicznymi i morfologiczniym

Do badania zakwalifikowano 47 pacjentéw (29 dzieymek i 18 chitopcow )
leczonych w latach 1994-2004 w Srodkach Kklinicznych, wspétpracigych
w ramach Polskiej Pediatrycznej Grupy ds. Lecz&uaow Litych.

Badane parametry oznaczano w materiale tkankowyra grey uyciu metod
immunohistochemicznych. Dla oceny ekspresji VEG$t@sowano poliklonalne
przeciwciatlo przeciw VEGF, do wyznakowania natayyto monoklonalne

przeciwciatlo przeciw antygenowi CD34. Przy obliczarsredniej gstcici
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naczyh w skrawkach (MVD) posttono s¢ metod, opracowan przez Weidnera.
Ekspres VEGF wyraano za pomag odsetka komoérek immunoreaktywnych
w badanych skrawkach.

Srednia gstas¢ naczyniowa wynosita 454920,6 naczi w polu widzenia (
0,78 mm2). Zakres wadoi MVD miescit sic w przedziale 6,8-81,0.
Statystycznie znamienneztice wykazano w grupach mdiacych s¢ wiekiem-
wartasci wyzsze obserwowano w grupie dzieci mtodszych ( pgnB lat ).
Znamiennie wyszy gestas¢ naczyh stwierdzano w guzach zlokalizowanych
w jadrze w poréwnaniu do guzdéw jajnika.

U wszystkich chorych badanej grupy stwierdzano togleekspresj VEGF
wynoszca 40-90 % komorek immunoreaktywnych.

Stwierdzono znamiennie \iyzy stopié ekspresji VEGF u pacjentéw
z przerzutami w porownaniu do grupy dzieci z ZG@ pezerzutow.
Wykazano dodatni zaleenos¢ pomkdzy badanymi parametrami:¢gaicia

naczyniovy i ekspresj VEGF.
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