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1. Wykaz najwazniejszych skrotéow

BBB — bariera krew—moazg (brain-blood-barier)

BMECs — komorki sSrédbtonka mikronaczyn moézgu (brain microvascular endothelial cell)
EC — komorki sréddbtonka (endothelial cells)

FGF — czynnik wzrostu fibroblastow (fibroblast growth factor)

GBM - glejak wielopostaciowy (glioblastoma multiforme)

HIF — czynnik indukowany hipoksjg (hypoxia inducible factor)

IL-8 — interleukina 8 (interleukine 8)

KT — tomografia komputerowa

MR - rezonans magnetyczny

M — srednia arytmetczna

Maks. — maksimum

Me — mediana

Min. — minimum

MMP — metaloproteinazy (metallproteinases)

OUN - o$rodkowy uktad nerwowy

PCR - reakcja taricuchowa polimerazy (polymerase chain reaction)

PDGF — ptytkopochodny czynnik wzrostu (platelet-derived growth factor)

PNET — prymitywne nowotwory neuroektodermalne (primitive neuroectodermal tumors)
PET — pozytonowa emisyjna tomografia (positron emission tomography)

p — istotnos¢ statystyczna

RT-PCR - reakcja taincuchowa polimerazy z odwrotng transkrypcjg (reverse transciptase

polymerase chain reaction)



SD - odchylenie standardowe

TF — czynnik tkankowy (tissue factor)

TNF-a — czynnik martwicy guza a (tumor necrosis factor o)

TGF-a — przeksztatcajgcy czynnik wzrostu a (transforming growth factor o)

VEGF — naczyniowo-sréodbtonkowy czynnik wzrostu (vascular endothelial growth factor)

SsVEGFR1 — rozpuszczalny receptor 1 naczyniowo—srodbtonkowego czynnika wzrostu VEGF

(soluble vascular endothelial growth factor receptor 1)

SVEGFR2 - rozpuszczalny receptor 2 naczyniowo—s$rdédbtonkowego czynnika wzrostu VEGF

(soluble vascular endothelial growth factor receptor 2)
WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia (World Health Organization)
Qs — kwartyl dolny

Qs — kwartyl gérny



2. Wprowadzenie

Angiogeneza jest procesem tworzenia nowych naczyn  krwionos$nych,
zaobserwowanym przez M.J. Folkmana w 1971 roku, i od tego czasu jest przedmiotem licznych
badan naukowych. Zachodzi w warunkach fizjologicznych oraz patologicznych. Jest
zaangazowana w patogeneze chordb naczyniowych, zapalnych, zwyrodnieniowych oraz
choréb nowotworowych. W przypadku tych ostatnich angiogeneza odgrywa kluczowa role we
wzroécie nowotworu i przerzutowaniu guza. Kazdy nowotwor przekraczajac objetosé 1-2 mm?3
musi zaczg¢ wytwarzaé wiasne naczynia krwionosne, aby dalej mdc sie rozwijaé. Angiogeneza
jest regulowana przez czynniki pro — oraz antyangiogenne pozostajace ze sobg w rownowadze
w warunkach fizjologicznych. Gtdwnym czynnikiem proangiogennym jest naczyniowo-—
srédbtonkowy czynnik wzrostu — VEGF-A (vascular endothelial growth factor) stymulujacy
rozwdj nowych naczyn krwionosnych. VEGF-A staje sie aktywny biologicznie poprzez ztgczenie
z receptorami o aktywnosci kinazy tyrozynowej: VEGFR-1/Flt-1 oraz VEGFR-2/KDR/Flk-1
znajdujgcymi sie na powierzchni komoérek srodbtonka naczyniowego. VEGFR-1 i VEGFR-2
réznig sie miedzy sobg pod wzgledem efektu biologicznego jaki wywotujg na skutek ich
aktywacji. We krwi stwierdza sie takze obecno$¢ krgzgcych receptoréw VEGF-A — sVEGFR1
i SVEGFR2.



3. Wstep

3.1 Nowotwory Srodczaszkowe

3.1.1 Epidemiologia, najczestsze nowotwory u ludzi

Guzy mdzgu stanowia wazng przyczyne zaburzen osrodkowego uktadu nerwowego.
Wedtug Rejestru Nowotwordw Centrum Onkologii w Warszawie liczba zachorowan na
nowotwory osrodkowego uktadu nerwowego w Polsce wynosi ok. 3000 przypadkdéw rocznie
[1].

Guzy moézgu wystepuja u ludzi w kazdym wieku stanowigc 2% wszystkich nowotwordéw
ztosliwych, zapadalnos¢ rosnie wraz z wiekiem [1]. Najczestszymi pierwotnymi ztosliwymi
nowotworami osSrodkowego uktadu nerwowego sg glejaki o wysokim stopniu ztosliwosci,
z czego prawie 60% to glejaki wielopostaciowe (GBM, glioblastoma multiforme) [2-5]. W USA
zapadalno$é na glejaki wynosi 3,19 oséb na 100 000 mieszkaricéw/rok [6]. Rocznie w Stanach
Zdjednoczonych diagnozuje sie okoto 14 000 nowych przypadkow glejakéw ztosliwych, ktére
stanowig 60—70% wszystkich rozpoznanych pierwotnych nowotworéw mézgu [7].

U dzieci i mtodziezy wystepujg gtéwnie rdzeniaki ptodowe i inne prymitywne
nowotwory neuroektodermalne (PNET, primitive neuroectodermal tumors), gwiazdziaki
wtosowatokomérkowe oraz wyscidtczaki. U dorostych najczestszymi nowotworami OUN sg
guzy przerzutowe, ktdre rozpoznaje sie dwukrotnie czesciej niz pierwotne nowotwory [9].
Pojawiajg sie najczesciej w przebiegu takich nowotwordw jak: rak ptuca, rak piersi, czerniak
ztosliwy, rak nerki i gruczolakoraki jelita grubego [8, 9]. Przerzuty pozaczaszkowe spotykane
sq W gwiazdziakach o wysokim stopniu ztosliwosci, rdzeniakach i rozrodczakach [5, 10]. Bardzo
rzadko dajg przerzuty do OUN takie nowotwory jak: rak stercza, rak przetyku, raki nabtonkowe
skory [11].

Jedynym potwierdzonym etiologicznym czynnikiem zewnetrznym guzéow mozgu jest
promieniowanie jonizujgce. Wsréd czynnikéw predysponujgcych do zachorowania wymienia
sie takie jak: zaburzenia genetyczne, narazenie na czynniki chemiczne o dziataniu
rakotwdrczym m.in. nitrozaminy, weglowodory aromatyczne, dym tytoniowy czy infekcje
wirusowe (Epsteina-Barr) [12-14]. Podstawg rozpoznania wszystkich nowotworéw
Srodczaszkowych jest badanie histopatologiczne. Ponizsza tabela zawiera podziat pierwotnych

nowotworéw OUN wg. WHO z roku 2007. Oprdcz tej klasyfikacji istniejg jeszcze dwie nowsze



—2 2016 r. i 2021 r., w ktorych poza wynikami badan mikroskopowych uwzgledniono takze

wyniki badan genetycznych.

3.1.2 Podziat i charakterystyka
Tabela 1. Podziat nowotworéw OUN wedlug Swiatowej Organizacji Zdrowia

(WHO, World Health Organization) z 2007 roku [9].

Lp. | Typ histopatologiczny nowotworu

1 Nowotwory pochodzenia neuroepitelialnego

1.1 | Nowotwory astrocytarne

1.2 | Nowotwory skgpowypustkowe

1.3 | Nowotwory wysciétkowe

1.4 | Nowotwory glejowe mieszane

1.5 | Nowotwory pochodzgce ze splotu naczynidwkowego

1.6 | Inne nowotwory glejowe

1.7 | Nowotwory neuronalne i mieszane neuronalno — glejowe

1.8 | Nowotwory pochodzace z migzszu szyszynki

1.9 | Nowotwory zarodkowe z tkanki neuroepitelialnej

2 Nowotwory nerwéw czaszkowych i rdzeniowych

2.1 | Nerwiaki ostonowe

2.1 | Nerwiakowtdkniaki

2.3 | Onerwiaki

2.4 | Ztosliwe nowotwory ostonek nerwéw obwodowych

3 Nowotwory opon

3.1 | Nowotwory z komodrek wysciotki przestrzeni miedzyoponowych — oponiaki

3.2 | Nowotwory mezenchymalne nie pochodzace z meningotelium

3.3 | Pierwotne zmiany barwnikowe

3.4 | Nowotwory o niepewnej histogenezie

4 Chtoniaki i nowotwory uktadu krwiotwdrczego

4.1 | Chtoniaki ztosliwe

4.2 | Guz plazmatyczno komérkowy

4.3 | Miesak szpikowy granulocytarny

4.4 | Inne nowotwory

5 Nowotwory pochodz3ce z pierwotnych komaérek rozrodczych

5.1 | Zarodczaki

5.2 | Raki zarodkowe

5.3 | Guzy zatoki endodermalnej
Raki kosmowkowe

5.5 | Potworniaki

5.6 | Mieszane nowotwory z pierwotnych komadrek rozrodczych

6 Nowotwory okolicy siodta tureckiego

6.1 | Czaszkogardlaki

6.2 | Gruczolaki przysadki

6.3 | Raki przysadki

7. Nowotwory przerzutowe




3.1.3 Pierwotne: glejaki i oponiaki

Morfologicznie wyrdznia sie trzy gtdwne rodzaje glejakéw: gwiazdziaki,
skgpodrzewiaki, skgpogwiazdziaki [15]. Wsréd gwiazdziakow wystepujg wszystkie cztery
stopnie zaawansowania (wg WHO: I-1V), u skapodrzewiakéw tylko Il i Il [16]. Stopien |
zaawansowania to nowotwory w wiekszosci fagodne (gwiazdziaki wtosowatokomédrkowe),
stopien Il to nowotwory naciekajgce o niskim stopniu zeztosliwienia (gwiazdziaki rozlane),
a stopien Il to nowotwory naciekajace, anaplastyczne, z komérkowg atypia, unaczynione
(gwiazdziaki anaplastyczne). Stopien IV to nowotwory naciekajace, wysoce ztosliwe,
unaczynione, z ogniskami nekrozy (glejaki wielopostaciowe) [17, 15]. Glejak wielopostaciowy
to ztosliwa postaé nowotworu glejopochodnego wywodzgcego sie z pnia astrocytarnego. Pod
wzgledem histopatologicznym charakteryzuje sie atypig i pleomorfizmem jader
komodrkowych. Wykazuje duzg aktywno$é proliferacyjng, posiada liczne mikronaczynia
i naczynia ktebuszkowe. Tego typu nowotwory cechujg sie wystepowaniem regularnych
uktadéw komédrek nowotworowych wokét ognisk nekrotycznych zwanych palisadami [18],
a takze obecnoscig struktur Scherera — satelitarnych skupisk komérek nowotworowych wokét
naczyn i neuronéw [19].

Glejaki wielopostaciowe mogg byé tzw. glejakami pierwotnymi lub glejakami
wtérnymi, ktére rozwijajg sie z glejakdw o nizszym stopniu zeztosliwienia. Pod wzgledem
histopatologicznym oba typy glejakow sg nie do odrdznienia [7]. Mimo agresywnego leczenia
glejaki sg jednymi z najbardziej Smierciono$nych guzéw wsréd dorostych, a dwuletni okres
przezycia obserwuje sie tylko u 43% pacjentéw [20].

Oponiaki sg to nowotwory zbudowane zkomdrek meningotelialnych o rdéznej
szybkosci wzrostu oraz zréznicowanym stopniu zaawansowania. S3 najczesciej wystepujacymi
fagodnymi nowotworami modzgu; wystepujg czesciej u kobiet. Oponiaki diagnozuje sie
przewaznie u chorych miedzy 40 a 60—tym rokiem Zzycia, a czesto$¢ wystepowania tych
nowotwordw rosnie wraz z wiekiem osiggajgc najwyzszg zachorowalnos¢ u oséb po 70—tym
roku zycia [21, 22]. Oponiaki s3 unaczynione przez tetnice oponowe, jednakze potowa z nich
jest zaopatrywana przez naczynia rozprzestrzeniajgce sie z mozgu [23, 24]. Cechy atypowosci
wykazuje 5-7% oponiakéw. Oponiaki anaplastyczne stanowig 1-3% guzow [9]. Okoto 80%
oponiakdéw zalicza sie do | stopnia zaawansowania wg. klasyfikacji WHO, Il stopien

zaawansowania to okoto 15-20%, a Ill tylko 1-3% wszystkich oponiakéw [21]. Co tysieczny



oponiak daje przerzuty do ptuc, kosci, watroby, weztéw chtonnych czy nerek — najczesciej
w przypadku oponiakéw brodawkowatych [25,11].

Chirurgiczne usuniecie oponiaka jest jedynym i wystarczajgcym leczeniem u wiekszosci
chorych. Catkowite usuniecie oponiaka osigga sie tylko przez usuniecie guza wraz
z przyczepem i zajetg przez nowotwor koscig w okolicy przyczepu [9]. Istnieje zwigzek miedzy

ekspozycjg na radioterapie a wystepowaniem oponiakéw [10].

3.1.4 Guzy przerzutowe

Przerzuty do mdzgu sg najczesciej rozpoznawanymi guzami $rédczaszkowymi. Wsrod
0s6b dorostych stwierdza sie je u okoto 30% pacjentéw z rozsiang chorobg nowotworowa,
natomiast u 10% chorych na nowotwory dzieci. Stanowig bezposrednig przyczyne $mierci
u 50% pacjentow [26-28].

Przerzutowe guzy mdzgu pojawiajg sie najczesciej w przebiegu takich nowotwordw,
jak rak ptuca (zwtaszcza drobnokomodrkowy i gruczolakorak) i rak piersi oraz dos¢ czesto
w przebiegu czerniaka ztosliwego, raka nerki i gruczolakorakéw jelita grubego [29, 30].
U pacjentéw ponizej 21 r.z. rozpoznawane sg gtdwnie w przebiegu miesakéw i guzow
zarodkowych [27]. Rak stercza, rak przetyku czy raki nabtonkowe skéry charakteryzujg sie
szczegolnie rzadkim przerzutowaniem do osrodkowego uktadu nerwowego [10]. Okoto 30%
przerzutdéw to zmiany pojedyncze, stwierdzane czesciej w przebiegu raka jelita grubego, raka
piersi i raka nerki. Przerzuty mnogie sg dos¢ charakterystyczne dla czerniaka ztosliwego i raka
ptuca [31, 8].

Wybdr metody leczenia zalezy od stanu ogdlnego pacjenta, charakteru i stanu kontroli
guza pierwotnego, czasu od zakoriczenia pierwotnego leczenia, obecnosci innych przerzutow

odlegtych, liczby i lokalizacji przerzutéw w médzgu oraz spodziewanego czasu przezycia [9].



3.2 Objawy kliniczne

Objawy kliniczne nowotworéw OUN zalezg gtdwnie od umiejscowienia guza
i charakteru jego wzrostu. Objawy dzieli sie na ogdlne i typowe dla lokalizacji guza. Objawy
ogblne to oznaki podwyziszonego ci$nienia wewnagtrzczaszkowego takie jak: bdle gtowy,
nudnosci i wymioty — najbardziej nasilone rano; ostabienie sprawnosci umystowej, zaburzenia
pamieci, pierwotnie uogdlnione napady padaczkowe. Objawy zalezne od umiejscowienia guza
to: niedowtad, zaburzenia czucia, zaburzenia mowy, objawy mézdzkowe, uszkodzenie nerwéw
czaszkowych, ogniskowe napady padaczkowe [9].

Symptomatologia oponiakdéw jest zalezna od umiejscowienia nowotworu. Oponiaki
w odrdznieniu od przerzutdw, ktére rozwijajg sie szybko i dajg gwattowne objawy, w zwigzku
z wolnym wzrostem moga przez wiele lat nie dawac zadnych charakterystycznych objawow,
przez co mogg osiggac olbrzymie rozmiary [32, 33].

W przypadku przerzutéw do OUN objawy rozwijajg sie w ciggu kilku dni do kilku tygodni

i zalezg od wielkosci guza, strefy obrzeku czy rozwoju wodogtowia.

3.3 Diagnostyka obrazowa

W celu diagnostyki guzéw modzgu wykorzystuje sie badanie podmiotowe,

przedmiotowe oraz badania dodatkowe:

— wywiad (badanie podmiotowe),

— 0gdlne badanie przedmiotowe

— badanie neurologiczne,

—badanie dna oka upacjentow zobjawami sugerujgcymi podwyziszone cisnienie
wewnatrzczaszkowe [9].

Badaniem dodatkowym z wyboru w przypadku wiekszo$ci nowotworéow OUN jest
rezonans magnetyczny (MR) po dozylnym podaniu $rodka kontrastujgcego. Rezonans
magnetyczny jest badaniem z wyboru w diagnostyce pierwotnych i wtérnych guzéw kanatu
kregowego i rdzenia kregowego [9].

Tomografia komputerowa (KT) zkontrastem jest podstawowym badaniem
w przypadku poszukiwania przerzutow do modzgu (wyjatkiem sg przerzuty do opon

mozgowo — rdzeniowych ikanatu kregowego) oraz w diagnostyce guzéow wychodzacych



zkosci  (struniak, miesaki kosci czaszki). W diagnostyce pierwotnych guzow
wewnatrzmoézgowych KT wykorzystuje sie rzadko.

Angiografia MR lub KT pozwala ocenié potozenie guza w stosunku do duzych naczyn,
ich droznos¢ oraz utatwia planowanie zabiegu operacyjnego. Angiografia z podaniem
kontrastu dotetniczego wykonywana jest, gdy stwierdza sie bogate unaczynienie nowotworu;
wskazane jest zamkniecie naczyn przed resekcjg guza.

Pozytonowa emisyjna tomografia PET (ang. positron emission tomography) obrazuje
procesy biochemiczne zachodzgce w guzach, dzieki czemu odgrywa istotng role w tworzeniu
i ocenie skutecznosci nowych terapii. Badanie to znajduje takie zastosowanie
W rozpoznawaniu guzow moézgu i diagnostyce réznicowej, zwtaszcza nacieku nowotworowego
i zmian popromiennych.

Badania uzupetniajgce wykonuje sie przede wszystkim w celu obiektywnego okreslenia
stanu czynnos$ciowego narzgdéw zmystéw i OUN oraz stezenia substancji wydzielanych przez
niektore guzy, co ma znaczenie diagnostyczne oraz stuzy monitorowaniu odpowiedzi na
leczenie. Do badan tych naleza:

— badanie okulistyczne (ostros¢ wzroku, obraz dna oka, pole widzenia),

—audiometria i badanie btednikow,

— elektroencefalografia (diagnostyka i monitorowanie chorych na padaczke),

— badanie stuchowych, wzrokowych, somatosensorycznych i motorycznych potencjatéw
wywotanych,

— ultrasonografia (USG) w poszukiwaniu ogniska pierwotnego przerzutdw do mdzgu.

Inne badania dodatkowe wykonuje sie w zaleznosci od wskazan klinicznych: rentgenografia
(RTG) klatki piersiowej, scyntygrafia kosci, podstawowe badania krwi i moczu oraz inne [9].
W  przypadku trudnosci diagnostycznych stosuje sie rozpoznawczg biopsje modzgu—

stereotaktyczng lub pod kontrolg neuronawigacji [8].



3.4 Diagnostyczne markery biochemiczne

Nieinwazyjna diagnostyka nowotworéw OUN obejmuje oznaczenia biochemiczne
stezen markerow nowotworowych. Przydatnos¢ w tym celu majg badania wykonywane
we krwi lub ptynie mézgowo — rdzeniowym:

—podjednostka B ludzkiej gonadotropiny (B-HCG, human chorionic gonadotropin),

—a — fetoproteina (AFP, a fetoprotein)

—w rdzeniaku ptodowym — obecno$¢ poliamin,

—putrescyny lub spermidyny, tkanka neuronalna — enolaza,

—ocena stezenia hormondw przysadki we krwi (gruczolaki przysadki) [9],

—telomerazy — aktywnos¢ obserwuje sie w oponiakach gtéwnie 1l st. i oponiakach

anaplastycznych [34, 35, 7].



4. Angiogeneza

4.1 Historia badan

Wozrost i rozwdj naczyn krwionosnych zaobserwowali juz konstruktorzy mikroskopow
w XVII wieku. Historia angiogenezy i waskulogenezy siega okresu co najmniej 200 lat wstecz,
kiedy to John Hunter zidentyfikowat rosngce naczynia krwionosne w gojacej sie ranie
i zaobserwowat powiekszenie tetnic szyjnych u jelenia [36]. Okoto 50 lat pdzniej Meyer opisat
kietkowanie naczyn w rosnacych ogonach kijanek [37]. W 1920 roku August Krogh otrzymat
Nagrode Nobla za poszukiwania relacji miedzy zapotrzebowaniem na tlen a gestoscig naczyn,
ktore opisat w ksigzce ,, The Anatomy and Physiology of the Capillaries” [38]. Zainteresowanie
angiogenezg wykazywat pod koniec XX wieku Judah Folkman, ktéry jest autorem hipotezy,
iz wzrost guza nowotworowego pozostaje w Scistej korelacji z rozwojem naczyn krwionosnych.
Stwierdzit, ze guz nowotworowy jest w stanie czerpa¢ tlen i substancje odzywcze
z otaczajgcych tkanek tylko do momentu osiggniecia objetosci 1-2 mm3 Powyzej tej wielkosci
guz musi wytworzy¢ wtasne naczynia krwionosne, aby dalej mdéc zy¢ i przerzutowac. Wysunat
rowniez poglad, Ze inhibicja angiogenezy moze by¢ skuteczng metody terapii
antynowotworowej [39]. Ten kierunek walki z nowotworami stanowi obecnie preznie
rozwijajgcg sie dziedzine badan.

Historia badan VEGF-A siega poczatku lat osiemdziesigtych ubiegtego wieku, kiedy
w roku 1983 Senger i Dvorak wyizolowali naczyniowo—srédbtonkowy czynnik wzrostu VEGF
okreslajac go jako czynnik przepuszczalnosci naczyin VPE (ang. vascular preamibility factor)
[40]. W roku 1989 niezaleznie od siebie Ferrara i Henzel zidentyfikowali biatko
o wtasciwosciach angiogennych identyczne z VPE, ktdre nazwali naczyniowo—S$rédbtonkowym
czynnikiem wzrostu [41], natomiast Plouet i wsp. okreslili je mianem waskulotropiny [42].
Analiza wymienionych czgsteczek dowiodta, ze okredlaja one ten sam czynnik
o wtasciwosciach proangiogennych poprzez aktywacje komadrek srodbtonka naczyn [43, 44].

Kolejne lata przyniosty dos¢ gwattowny rozwdj badan nad angiogenezg, czynnikami
pro — oraz antyangiogennymi, a takze poszukiwanie swoistych wskaznikéw okreslajgcych
poziom zaawansowania choroby nowotworowej. Badania biochemiczne wykorzystujgce krew

lub mocz pacjenta stanowig nieinwazyjne metody diagnostyki nowotwordw.



Podejmowane s3 coraz czesciej badania okreslajgce przydatnos¢ czynnikéw
proangiogennych oraz antyangiogennych do szybkiej diagnostyki oraz oceny stopnia

zaawansowania choroby.

4.2 Angiogeneza ptodowa i postptodowa

Angiogeneza czyli tworzenie naczyn krwionosnych na bazie juz istniejgcych zachodzi
zaréwno w zyciu ptodowym jak i postptodowym. Prawidtowe funkcje kazdej zywej komérki sg
zapewnione dzieki dostawom tlenu oraz substancji odzywczych przez sprawnie dziaftajgcy
system naczyn krwionosnych. Angiogeneza odgrywa wazng role w tworzeniu naczyn
krwionos$nych u zarodka, gdyz u kregowcow ukfad krwionosny rozwija sie jako pierwszy [45].
Proces ten zalezy od wielu czynnikdéw indukujgcych i hamujgcych. W zaleznosci od tego, ktéra
grupa czynnikdw dominuje, ma miejsce stymulacja lub hamowanie angiogenezy. Nowe
naczynia krwionos$ne prawidtowe tworzg sie w okresie postptodowym w scisle okreslonych
sytuacjach, natomiast czesto dochodzi do ich proliferacji w stanach patologicznych.

Podczas wczesnej embriogenezy odbywa sie waskulogeneza czyli tworzenie naczyn
krwiono$nych w oparciu o komérki macierzyste de novo. Efektem waskulogenezy jest
wytworzenie splotu naczyniowego ok. 3 tygodnia embriogenezy [46]. W zyciu ptodowym

naczynia krwionos$ne powstajg zaréwno na drodze angiogenezy jak i waskulogenezy [45, 47].

4.3 Angiogeneaza fizjologiczna i patologiczna

Nowe naczynia krwionosne powstajg na drodze kilku proceséw: waskulogenezy,
arteriogenezy oraz angiogenezy [48].

Waskulogeneza to proces zachodzacy w poczgtkowej fazie rozwoju embrionalnego,
polegajacy na tworzeniu naczyn krwionosnych na bazie komérek macierzystych. W okresie
postptodowym naczynia krwionosne powstajg na drodze waskulogenezy w stanach

patologicznych jak choroby nowotworowe czy niedokrwienne [49-51].

Arteriogeneza jest to proces tworzenia naczyn krwionosnych, ktére w wyniku
pogrubienia warstwy miesniowej przeksztatcajg sie w tetnice; zachodzi zaréwno w zyciu

ptodowym jak pozaptodowym np. stany niedokrwienia miesnia sercowego [52, 53].



Angiogeneza jest to tworzenie naczyn witosowatych na bazie juz istniejgcych. Proces
ten jest regulowany szeregiem czynnikéw proangiogennych i antyangiogennych. Fizjologicznie
zachodzi na wczesnym stadium embriogenezy, podczas tworzenia naczyn krwionosnych,
natomiast w zyciu pozaptodowym zdarza sie w scisle okreslonych stanach. Uprzywilejowane
miejsce dla angiogenezy to uktad rozrodczy dorostych kobiet —angiogeneza zachodzi wéwczas
podczas takich proceséw jak rozwdj endometrium w trakcie cyklu menstruacyjnego, kiedy
zapewnia regeneracje $luzédwki macicy, podczas tworzenia tozyska czy implantacji zarodka
[54]. Inng wazng fizjologicznie okolicznoscig jest proces naturalnego gojenia rany poprzez
stymulacje powstawania ziarniny [55] oraz angiogeneza w krezce jelita [56]. W jajniku zachodzi
neowaskularyzacja pecherzykow i ciatka zoéttego [57]. Podczas angiogenezy fizjologicznej
powstajg naczynia krwionosne o prawidtowych ksztattach i rozmiarach, a przeptyw w nich krwi

jest regularny.

Angiogeneza patologiczcna ma miejsce podczas wielu standw chorobowych
przebiegajacych z niedotlenieniem lub niedokrwieniem np. stany niedokrwienia koriczyn na
tle cukrzycy lub miazdzycy czy retinopatia cukrzycowa [58, 59]. Niedotlenienie w chorobie
niedokrwiennej serca, niedokrwieniu koriczyn dolnych na tle cukrzycy czy miazdzycy, a takze
po udarze mdzgu jest gtdbwnym czynnikiem inicjujgcym angiogeneze [58, 59]. Angiogeneze
obserwowano réwniez podczas standw chorobowych przebiegajgcych z zapaleniem: astma,
POChP, reumatyczne zapalenie stawow, tuszczyca, przewlekte zapalenie przewodu
pokarmowego [60, 61]. Bierze takze udziat w powstawaniu tkanki ttuszczowej, gdzie gtdwna
substancjg proangiogenng jest VEGF [62, 63]. Proces ten odgrywa takze kluczowa role podczas

rozwoju endometrium [64].

Szczegblng role VEGF odgrywa w procesie nowotworzenia [51]. W chorobie
nowotworowej naczynia krwionosne powstajg na drodze angiogenezy, a takzie
waskulogenezy. Nowotwory awaskularne nie mogg sie rozwija¢ dopoki rownowaga pomiedzy
czynnikami pro — i antyangiogennymi nie zostanie zaburzona. Wzrost nowotworu uzalezniony
jest od gestosci naczyn krwionosnych. Naczynia nowotworowe o nieprawidtowych ksztattach
i rozmiarach powstajg na drodze: angiogenezy nowotworowej, wglobienia, czyli rozpadu
duzego naczynia na mniejsze, waskulogennej mimikry, czyli tworzenia struktur

naczyniopodobnych [65].



Naczynia te wykazujg zwiekszong przepuszczalnos¢. Nieprawidtowy przeptyw krwi jest
przyczyng hipoksji, co jest kompensowane wydzielaniem przez komérki nowotworowe
czynnikdw proangiogennych, przyczyniajgcym sie do wzmozonego powstawania nowych
naczyn [66].

Kluczowg role w angiogenezie nowotworowej odgrywa tzw. przefom angiogenny
(ang. angiogenic switch) czyli przejscie nowotworu z fazy awaskularnej do fazy unaczynienia.
Patologiczne powstawanie naczyn krwionosnych rézni sie od angiogenezy fizjologicznej takze
tym, ze podczas prawidtowego rozwoju naczyn gtdwnym czynnikiem proangiogennym jest
VEGF, natomiast w angiogenezie nowotworowej oprécz VEGF bierze udziat duzo innych

czynnikdw wytwarzanych przez komadrki guza [67].

4.4 Czynniki proangiogenne

W zdrowym organizmie angiogeneza zachodzi w $cisle okreslonych warunkach. Dzieje
sie tak na skutek réwnowagi pomiedzy czynnikami pobudzajgcymi angiogeneze a hamujacymi,
z lekka przewagg hamujgcych [68]. Wiekszo$¢ czynnikdw proangiogennych wystepuje
w przestrzeni pozakomdrkowej, natomiast czynniki hamujgce oddziatujg na komaorki krgzgce
po catym organizmie, po to aby kontrolowaé neowaskularyzacje i utrzymac jg w stanie
uspienia. W momencie obnizenia ekspresji czynnikdw hamujgcych angiogeneze dochodzi do
tworzenia nowych naczyi krwionosnych, co nastepuje pod wptywem niedotlenienia lub
obnizenia pH. Tlenek azotu (NO) uwalniany z niedotlenionych komérek srédbtonka powoduje
zwiotczenie naczynia krwionosnego, co warunkuje uruchomienie procesu angiogenezy.
Komérki srodbtonka staja sie bardziej wrazliwe na mitogeny [51].

Do czynnikéw proangiogennych zalicza sie czynniki wptywajgce na proliferacje,
dojrzewanie i wzrost komoérek srédbtonka takie jak: czynnik wzrostu fibroblastéw (FGF ang.
fibroblast growth  factor), naczyniowo—srédbtonkowy czynnik wzrostu  (VEGF),
ptytkopochodny czynnik wzrostu (PDGF ang. platelet derived growth factor), angiopoetyna
(ang. angiopoietin) oraz degradujgce macierz pozakomodrkowgq takie jak: metaloproteinazy
(MMP ang. metallproteinase), czynnik tkankowy (TF ang. tissue factor), interleukina 8 (IL-8
ang. interleukine 8), a takze wptywajgce na dojrzewanie naczyn krwionosnych: PDGF,

FGF-1, Tie-1, Tie-2 [69].



4.5 Rodzina czynnikéw VEGF

Gtéwna cytoking promujgcy rozwdj nowych naczyn krwionosnych jest naczyniowo—
srédbtonkowy czynnik wzrostu VEGF. Jest najlepiej poznanym dotychczas czynnikiem
proangiogennym [70]. VEGF zwieksza przepuszczalno$é naczyn krwionosnych, w wyniku czego
biatka osocza takie jak fibrynogen czy plazminogen przedostajg sie do $rodowiska
zewnatrznaczyniowego i dochodzi do zwiekszenia ci$nienia tkankowego. Ptyn uciska na
komorki guza oraz naczynia krwionosne, co utrudnia przedostawanie sie lekdw do komoérek
nowotworowych [71]. Jak wazny jest VEGF $wiadczy fakt, ze mysie zarodki pozbawione genu
dla VEGF umieraty juz okoto 10 dnia cigzy, ze wzgledu na nieprawidtowe tworzenie systemu

krwionos$nego [41].

VEGF jest réwniez silnym mitogenem dla komoérek srdédbtonka, stymulujgc ich
proliferacje i migracje. Uszkadza btone podstawng naczyn krwionosnych oraz degraduje
kolagen typu IV. Hamuje odpowiedz immunologiczng ustroju poprzez hamowanie dojrzewania
komoérek dendrytycznych [72, 73-75]. VEGF aktywuje szlaki antyapoptotyczne wywierajac

ochronne dziatanie na komadrki srodbtonka [71].

W sktad rodziny VEGF wchodza: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, fozyskowy czynnik
wzrostu (PIGF ang. placental growth factor), VEGF-E oraz VEGF-F obecny w jadzie niektérych
wezy. Wszystkie czasteczki, mimo iz tworzg jedng rodzine, charakteryzuja sie innym

dziataniem biologicznym [44, 72].

VEGF bierze udziat w angiogenezie fizjologicznej, patologicznej, a takze w procesie
rozwoju naczyn limfatycznych — uczestniczagc we wszystkich fazach angiogenezy [44].
Gen odpowiedzialny za synteze VEGF jest umiejscowiony na ramieniu kréotkim chromosomu 6
(6p21.3) i zawiera 8 eksondw i 7 intronéw [76, 77]. W wyniku alternatywnego sktadania
powstaje 10 izoform VEGF-A réznigcych sie budowg i funkcjg: 121, 138, 145, 148, 162, 162b,
165, 183, 189, 206 [70]. W wiekszosci tkanek wystepujg izoformy: VEGF-A121, VEGF-Ases,
VEGF-A1s3 i VEGF-Aigs; natomiast najmniej jest izoformy VEGF-Aige [78].
Wiasciwosci biologiczne VEGF sg zalezne od powinowactwa jakie poszczegdlne izoformy
VEGF-A wykazujg w stosunku do heparyny. lzoforma VEGFi121 wykazuje mniejszg zdolnos¢

wigzania heparyny, dlatego jej biodostepno$¢ jest lepsza niz izoformy 189, ktéra przylega do



powierzchni komorki poprzez ztgczenie z fragmentem przypominajgcym czgsteczke heparyny
[73].

Egzony od 1 do 5 kodujg N—koncowy fragment peptydu, w ktérym znajdujg sie domeny
PS — peptyd syganatowy oraz domeny A i B — odpowiedzialne za wigzanie sie z receptorami
[79]. VEGF wystepuje w postaci glikozylowanego homodimeru o masie czgsteczkowej 46-48
kDa. W warunkach redukujgcych dysocjuje na dwie jednakowe podjednostki o masie 24 kDa,
ktdre sg potaczone wigzaniami disiarczkowymi [80, 81, 41].

Zdolnos¢ syntezy VEGF maja  komorki miesni gtadkich naczyn krwionosnych,
makrofagi, monocyty, eozynofile, limfocyty T, fibroblasty, ptytki krwi, komérki srédbtonka
i komérki nowotworowe [70]. Najsilniejszym induktorem produkcji VEGF-A jest stan hipoksji.
Do najbardziej istotnych czynnikéw silnie stymulujgcych synteze VEGF w komérce obok stanu
hipoksji nalezg niektére cytokiny takie jak: IL-1B, IL-6, TNF-a, czynniki wzrostowe
(PDGF czy TGF-a i B), hormony (ACTH, LH, estrogeny), tlenek azotu (NO) czy jony metali
ciezkich. Udziat w aktywacji VEGF majg takze mutacje w genie supresorowym p53 czy

onkogenach: src, raf, ras, erb [70].

Tabela 2. Rodzina VEGF — rola biologiczna [44, 82, 83, 84, 85].

VEGF-A Zwieksza przepuszczalnosé naczyn
krwionosnych, zwieksza cisnienie
Srodtkankowe w guzie nowotworowym,
stymuluje migracje i proliferacje komdrek
srodbtonka naczyni, hamuje dojrzewanie
komoérek dendrytycznych

VEGF-B Promuje progresje nowotwordéw niezalezng
od angiogenezy

VEGF-C Stymuluje proces limfangiogenezy

VEGF-D Stymuluje proces limfangiogenezy

PIGF Odpowiada za wzrost komorek srodbtonka
i naczyn miesni gtadkich

VEGF-E Wirusowy homolog VEGF

VEGF-F Obecny w jadzie niektérych wezy

W powyzszej tabeli przedstawiono poznane funkcje poszczegdlnych odmian VEGF.



4.6 Receptory VEGF

Czynnik wzrostu $rédbtonka naczyn wywiera swojg aktywnos¢ biologiczng poprzez
potaczenie z receptorami o aktywnosci kinazy tyrozynowej: VEGFR1/Flt-1, VEGFR2/KDR/Flk-1
oraz VEGFR3/Flt-4. Aktywnos¢ VEGF-A jest wspomagana przez czynniki modulujace, petnigce
funkcje koreceptordw, takie jak neuropilina 1 i neuropilina 2 (NRP-1 i NRP-2) [44]. Neuropilina
1 wzmacnia wigzanie VEGF-A165 z receptorem VEGFR2 [86], natomiast neuropilina 2 wigze

VEGF-C [87].

Receptory VEGFR1 i VEGFR2 oraz VEGFR3 sg btonowymi glikoproteinami sktadajgcymi
sie z trzech czesci: domeny zewnatrzkomoérkowej, czesci transbtonowej oraz czesci

zewnatrzkomorkowej.

4.6.1 Receptory stacjonarne

Do receptordéw stacjonarnych naleza:

VEGFR-1 (ang. vascular endothelial growth factor receptor 1) receptor naczyniowo—
srédbtonkowego czynnika wzrostu, zwany réwniez Flt-1 (ang. fms-like tyrosine kinase 1)

0 masie czasteczkowej 180 kDa,

VEGFR-2 (ang. vascular endothelial growth factor receptor 2) receptor naczyniowo—
Srédbtonkowego czynnika wzrostu, zwany réwniez KDR (ang. kinase domain region) mysi
homolog Flk-1 (ang. foetal liver kinase 1); wykazuje 85% podobieristwo do ludzkiego receptora

KDR, o masie czgsteczkowej 230 kDa,

VEGFR-3 zwany réwniez Flt-4 (ang. fms-like tyrosine kinase 4) o masie ok. 120 kDa

[69, 87].

Receptory stacjonarne VEGF: VEGFR1, VEGFR2 oraz VEGFR3 wykazujg strukturalne
podobiedstwo do rodziny receptoréw czynnika wzrostu pochodzenia ptytkowego
(klasa Il receptorowych kinaz tyrozynowych). Jak wczesniej wspomniano sktadajg sie one
z cytoplazmatycznej domeny o aktywnosci kinazy tyrozynowej, ktdra jest przedzielona
fragmentem niekatalitycznym, krotkiej domeny btonowej oraz regionu

zewnatrzkomoérkowego. Region zewnatrzkomérkowy zbudowany jest z siedmiu domen



homologicznych do immunoglobuliny. Druga i trzecia domena zewnatrzkomorkowa sa
odpowiedzialne za wigzanie liganda. Receptory wigzg rdéine typy VEGF z rézinym
powinowactwem do liganda. Sekwencje aminokwasowe receptorow VEGFR1 i VEGFR2
wykazujg okoto 44% homologii. Receptory aktywujg sie po zwigzaniu liganda oraz uruchamiaja

Sciezki sygnatowe [89, 90, 91].

4.6.1.1 VEGFR-1

Funkcja tego receptora pozostaje nadal nie do korica poznana. VEGFR1 ma najwyzsze
powinowactwo do liganda, jednak fosforylacja VEGF jest staba. Ma zdolno$¢ wigzania VEGF
z 10 krotnie wiekszym powinowactwem niz VEGFR2, jednakie nie dochodzi do jego
catosciowej aktywacji [92]. VEGFR1 odgrywa istotng role w tworzeniu i utrzymaniu
prawidtowej morfologii naczyn krwionosnych. Moze wptywaé hamujgco, a takze pobudzajgco
na angiogeneze [71]. Wystepuje na komérkach srédbtonka, na powierzchni makrofagéw
i monocytéw. Ekspresja receptora na komoérkach dzielgcych sie oraz uspionych jest stata.
Pozbawienie receptoréw VEGFR1 ich domen wewnatrzkomérkowych nie prowadzi do
zaburzed w rozwoju embriondw i nie wptywa na zahamowanie angiogenezy [93]. Receptor
ten funkcjonuje gtéwnie jako czgsteczka wigzaca ligand, bez krytycznej roli domeny kinazowej.
VEGFR1 jako jedyny wigze tozyskowy czynnik wzrostu PIGF i VEGF-B z duzym powinowactwem
[94]. Poprzez ztgczenie z VEGF-A stymuluje migracje monocytdw oraz ekspresje czynnika
tkankowego TF, reguluje tworzenie struktur kapilaropodobnych [95], a takze aktywuje szlaki
antyapoptotyczne (za pomoca biatka antyapoptotycznego Bcl-2) i kinaze PI3 [96]. Receptorowi
VEGFR1 przypisuje sie role receptora przynetowego (ang. decoy receptor) — wychwytuje on
czagsteczki VEGF i nie dopuszcza do ich potaczenia z receptorem VEGFR2, co powoduje
zahamowanie angiogenezy [97]. Aktywne dziatanie VEGFR1 hamuje proliferacje komérek
Srodbtonka, zalezng od przytaczenia VEGF [98]. Efekt dziatania VEGFR1 zalezy takze od stezenia
PIGF, poniewaz czgsteczki PIGF majg wieksze powinowactwo do tgczenia sie z receptorem
VEGFR1 i wypierajg wéwczas czgsteczki VEGF z potgczenia z receptorem, a to stymuluje proces

naczyniotworzenia [99, 108].



4.6.1.2 VEGFR-2

Gtéwnym receptorem poprzez ktéry VEGF-A uzyskuje swoje dziatanie jest VEGFR2.
Receptor ten stymuluje angiogeneze i waskulogeneze zachodzgcg podczas zycia ptodowego.
Ulega ekspresji na komodrkach srédbtonka oraz megakariocytach, ptytkach krwi i komdrkach
hematopoetycznych [100]. Ekspresja VEGFR2 zachodzgca podczas embriogenezy odgrywa
istotng role w réznicowaniu i dojrzewaniu komoérek sréddbtonka, ich proliferacji i migracji. llos¢
VEGFR2 jest mniejsza w organizmach dorostych. Myszy pozbawione genu VEGFR2 nie
posiadajg sprawnie wyksztatconej sieci naczyn krwionosnych [89]. Receptor ten wykazuje

mniejsze powinowactwo do liganda niz VEGFR1 [85].

4.6.1.3 VEGFR-3

Receptor VEGFR3 bierze udziat w limfoangiogenezie, poniewaz obecny jest przede
wszystkim na srédbtonku naczyn limfatycznych, wykrywany jest réwniez we wszystkich
embrionalnych komdrkach srédbtonka. Wigze on formy VEGF-C i VEGF-D z duzo wyzszym
powinowactwem niz receptor VEGFR2. Brak genu dla receptora VEGFR3 powoduje powstanie

nieprawidtowego strukturalnie limfatycznego uktadu naczyniowego [89].

4.7 Rozpuszczalne receptory sVEGFR1 i sVEGFR2

Obecnie zidentyfikowano dwa naturalnie wystepujgce rozpuszczalne receptory:
SVEGFR1 i sVEGFR2. W celu zbadania miejsc wigzacych ligand konstruowano rdzne typy
rozpuszczalnych receptorow VEGF, sprawdzajgc réwnoczesnie ich zdolnosé¢ do wywotania
odpowiedzi biologicznej [93]. Oba receptory rdéznig sie mechanizmem transdukcji sygnatu,

jednakze oba sg niezbedne do prawidtowego przebiegu angiogenezy.

sVEGFR1 powstaje na skutek réznicowego ciecia i sktadania pierwotnego transkryptu
VEGFR1 i zawiera tylko domeny homologiczne do immunoglobulin, dlatego nie wykazuje
aktywnosci kinazowej [56]. Wigze on z wysokim powinowactwem wszystkie izoformy

naczyniowo—srodbtonkowego czynnika wzrostu, a takze PIGF i VEGF-B. Wysoki poziom



sVEGFR1 wystepuje w surowicy kobiet ciezarnych [101]. Jest naturalnym inhibitorem
angiogenezy [101]. Poza tym, jak dotad, jego rola biologiczna pozostaje nie do korica jasna.
Przypuszcza sie, ze moze on wigza¢ VEGF-A, przez co zapobiega stymulacji komodrek

Srodbtonka [88].

Receptor sVEGFR2 zostat zidentyfikowany przez Ebos’a i in. [101] w ludzkim i mysim
osoczu. Budowa sVEGFR2 i jego powinowactwo do VEGF pozostaja nadal nieznane,

jak rowniez rola biologiczna krétszych form receptoréw nie jest do korica poznana [101].

Dotychczas przeprowadzone badania sugerujg, ze ekspresja sSVEGFR2 jest niezalezna
od warunkéw hipoksji [94]. Aktywacja receptora prowadzi do zwiekszenia przepuszczalnosci
naczyn krwionosnych oraz zahamowania apoptozy komodrek srédbtonka i nasilenia
angiogenezy [102]. W zyciu ptodowym jest niezbedny do rozwoju ptodu, embriony
pozbawione genu dla receptora sVEGFR2 umieraty w 9 dniu zycia ptodowego ze wzgledu na

brak waskulogenezy [103].

4.8 Inne aktywatory angiogenezy

Czynniki wzrostu fibroblastow (FGF)

Czynniki te sg silnymi mitogenami dla fibroblastéw, komérek srédbtonka naczyn
krwiono$nych i komoérek miesni gtadkich. Kwasny czynnik wzrostu fibroblastow
(ang. acidic fibroblast growth factor, a-FGF/FGF-1) — stymuluje proliferacje miocytéw
i komorek srédbtonka. Zasadowy czynnik wzrostu fibroblastéw (ang. basic fibroblast growth
factor, bFGF/FGF-2) — uwazany jest za jeden z najsilniejszych czynnikdw pobudzajgcych proces

naczyniotworzenia [69].
Angipoetyny

Angiopoetyny (Ang-1, Ang-2) s3 ligandami dla receptoréw kinazy tyrozyny
(Tie-1, Tie-2) obecnych na powierzchni srodbtonka. Angiopoetyna 1 jest ligandem dla Tie-2,
ligand dla Tie-1 jest nadal nieznany. Angiopoetyna 1 stymuluje tworzenie paczka

naczyniowego i podtrzymuje przezycie komoérek srédbtonka, natomiast angiopoetyna 2 nie



pobudza ani Tie-1 ani Tie-2. Uwaza sie, ze jest ona blokerem angiopoetyny 1 i inhibitorem

angiogenezy [69].
Transformujacy czynnik wzrostu o (TGF-a)

Transformujgcy czynnik wzrostu a (TGF-a ang. transforming growth factor a,) jest
mitogenem w stosunku do fibroblastéw, komérek sréodbtonka i nabtonka. Czynnik ten dziata
w dwojaki sposéb: w warunkach in vivo posrednio stymuluje angiogeneze, natomiast
w warunkach in vitro bezposrednio hamuje wzrost fibroblastéw, komdrek srédbtonka

i nabtonka, w matych ilosciach dziata stymulujgco na proliferacje tych komérek [69].
Integryny

Integryny sg to przezbtonowe biatka zbudowane z dwdéch podjednostek a i f. Dwiema
waznymi integrynami dla procesu angiogenezy sg integryny avy i Bs oraz ayi Bs. Integryny

chronig proliferujgce komérki przed apoptoza [69].
Czynnik wzrostu pochodzenia ptytkowego (PDGF)

Ptytkowy czynnik wzrostu (PDGF ang. platelet derived growth factor) uwalniany przez
pobudzone ptytki jest silnym mitogenem dla komoérek przydanki i miesni gtadkich. PDGF

stabilizuje nowopowstate naczynie krwionosne [69].
Czynnik martwicy nowotworow a (TNF-a)

Czynnik martwicy nowotwordw a (TNF-a ang. tumor necrosis factor a) jest cytoking
wytwarzang przez komérki nowotworowe oraz pobudzone makrofagi. W warunkach in vitro

pobudza angiogeneze, in vivo zwieksza migracje i réznicowanie komérek srédbtonka [69].
Tlenek azotu (NO)

Tlenek azotu pobudza angiogeneze wptywajgc na migracje i proliferacje komdrek
srodbtonka w naczyniach wtosowatych, odpowiada za rozszerzenie naczyn i wzrost

przepuszczalnosci naczyn (bton komdrkowych srodbtonka) [69].
Interleukina 8 (IL-8)

Interleukina 8 produkowana przez monocyty, limfocyty, fibroblasty i komorki

srodbtonka stymuluje chemotaksje, proliferacje i migracje komérek srédbtonka [69].



4.9 Inhibitory angiogenezy

Trombospondyna-1

Trombospondyna wptywa na adhezje komdrek srédbtonka. Czynnik ten pobudza lub

hamuje wzrost i migracje komadrek srédbtonka oraz komadrek zapalnych [69]
Angiostatyna

Angiostatyna to wewnetrzny fragment plazminogenu, ktéry utrzymuje w uspieniu

przerzuty nowotworowe poprzez zwiekszenie apoptozy komadrek nowotworu [69].
Endostatyna

Endostatyna jest koncowym fragmentem kolagenu XVIIl. Hamuje proliferacje komaérek

Srédbtonka in vitro oraz wzrost nowotworu i przerzutéw [69].
Interleukiny (IL-10, IL-12, IL-18)

Interleukina 10 jest cytoking przeciwzapalng, hamuje wzrost guza wptywajac na
zmniejszenie syntezy VEGF, TNFa i MMP-9. Produkowana jest przez makrofagi oraz limfocyty
T pomocnicze. Interleukina 12 jest syntetyzowana przez komérki prezentujgce antygen oraz
wigze sie z receptorami na komérkach T i NK. W hodowlach komérkowych IL-12 powoduje
wzrost ekspresji INF-y oraz IP-10 (ang. interferon-y-inducible protein), ktére wykazujg dziatanie

antyangiogenne. IL-18 réwniez wzmacnia produkcje INF-y [69].

4.10 Etapy angiogenezy

Proces angiogenezy jest ztozony i przebiega w kilku etapach. Duzg role odgrywa
srodbtonek naczyn, ktory reguluje ekspresje czynnikéw pro — i antyangiogennych. Aby doszto
do zapoczatkowania tworzenia naczyn krwiono$nych muszg zaistnie¢ wspomniane juz warunki
niedotlenienia czy niedokrwienia, co stymuluje wytwarzanie czynnikéw pobudzajgcych

angiogeneze [51].

Kluczowym regulatorem procesu angiogenezy jest VEGF powodujacy wzrost

przepuszczalnosci naczyn krwionosnych. Jego produkcja pobudzana jest w $rodowisku



niedotlenienia, ktére jest gtéwnym czynnikiem stymulujagcym ekspresje VEGF poprzez
aktywacje czynnika indukowanego hipoksjg HIF [94, 73, 104, 105]. HIF sktada sie z dwdch
podjednostek a i B [106]. W warunkach prawidtowego stezenia tlenu w tkance HIFla podlega
rozktadowi. Hipoksja blokuje degradacje i nastepuje gromadzenie HIFla, co skutkuje
stymulacjg gendéw odpowiedzialnych za synteze wielu czynnikéw wzrostu, w tym takze VEGF.

Pierwszym etapem angiogenezy jest zwiotczenie naczynia (do czego przyczyniajg sie
tlenek azotu i VEGF) i pobudzenie komédrek srédbtonka. Czynniki proangiogenne takie jak VEGF
oraz FGF wigzg sie ze swoimi receptorami (VEGFR i FGFR). W kolejnym etapie dochodzi do
aktywacji enzymoéw proteolitycznych — metaloproteinaz (MMP), ktére degradujg btone
podstawng i macierz pozakomdrkowa, dzieki czemu mozliwa jest migracja komérek
srédbtonka. W pobudzonym $rédbtonku znaczgco wzrasta ekspresja integryn, ktére chronia
proliferujgce komorki przed apoptoza, dzieki czemu odbywa sie migracja i adhezja komoérek
Srédbtonka. Pod wptywem MMP nastepuje transformacja plazminogenu w plazmine, ktéra
trawigc macierz zewngatrzkomoérkowa doprowadza do uwolnienia zasadowego czynnika
wzrostu fibroblastow 2 (bFGF).

W ostatnim etapie dochodzi do powstania btony podstawnej dzieki angiopoetynie 1
wigzgcej sie z receptorem Tie-2 oraz rekrutacja komodrek przydanki pod wptywem
PDGF-BB wigzanego z odpowiednim receptorem PDGFR, co powoduje stabilizacje

nowopowstatego naczynia [51, 107].

Rycina 1. Powstawanie nowego naczynia krwionosnego [48].



5. Cechy angiogenezy nowotworowej

Wzrost nowotworu uzalezniony jest od statych dostaw tlenu i substancji odzywczych.
Komérki nowotworowe sg w stanie czerpaé zwigzki im potrzebne z zaatakowanego narzadu
tylko do momentu, kiedy guz osiggnie wielko$¢ ok. 1-2 mm3. Od tej chwili dostawy tlenu
i substancji odzywczych drogg dyfuzji sg niewystarczajace, dlatego wewngatrz masy guza
dochodzi do nekrozy komodrek na skutek niedokrwienia i niedotlenienia, czyli gtéwnych
przyczyn indukujgcych angiogeneze. Komdrki nowotworu wydzielajg substancje

proangiogenne, co powoduje aktywacje angiogenezy.

Zdolno$¢ do tworzenia wtasnych naczyn nowotworowych uwazana jest za jednag
z podstawowych cech nowotworéw. Komodrki nowotworowe wydzielaja czynniki
proangiogenne, ktére stymulujg swoiste , kietkowanie” i chemotaktyczny wzrost komorek
srédbtonkowych naczyn  krwionosnych w kierunku Zrédta sygnatéw (tzn. komodrek

wydzielajacych czynniki proangiogenne).

Przeptyw krwi w nowopowstatych naczyniach nowotworu jest jednakze chaotyczny
i turbulentny. Naczynia krwionosne sg nieregularne, czesto Slepo zakoriczone, co spowalnia
przeptyw krwi i prowadzi do powstawania zakrzepdw. Patologiczne naczynia sg niedojrzate

morfologicznie wykazujac defekty w budowie ich Scian.

Obecnie wiadomo, ze wzrost nowotworu uzalezniony jest od sprawnie przebiegajgcej
angiogenezy uwazanej za podstawowy mechanizm powstawania nowotworowych naczyn
krwionos$nych. Angiogeneza nowotworowa rézni sie jednak od angiogenezy wystepujacej
w tkankach prawidtowych. Angiogeneza prawidtowa stymulowana jest gtdwnie przez VEGF
i kontrolowana przez swoiste inhibitory, np. trombospondyne. Natomiast w angiogenezie
nowotworowej bierze udziat wiele réznych czynnikéw wzrostowych, oprécz VEGF, takze m.in.
PDGF, TNF-a, FGF, HGF, IL-8, IL-6, TGF — obok bardzo ograniczonej ilosci inhibitoréw

angiogenezy [39].



6. Kierunki terapii antyangiogennej w zarysie

W ostatnim czasie dokonat sie znaczny postep w poznaniu procesu angiogenezy na
poziomie molekularnym, co doprowadzito do wytworzenia lekéw antyangiogennych
stosowanych w leczeniu niektérych typow nowotworéw. Duze zdolnosci adaptacyjne
komodrek nowotworowych do niedotlenowanego mikrosrodowiska zmniejszajg jednakze

skutecznosé terapii przeciwnowotworowe;j.

Zahamowanie aktywnosci VEGF — gtéwnego czynnika proangiogennego budzi
ogromng nadzieje na poprawe rokowania w chorobach nowotworowych. Inhibicja
angiogenezy skutkuje bowiem zahamowaniem powstawania nowych naczyn wtosowatych, co

skutecznie hamuje wzrost guza i uniemozliwia powstawanie przerzutéw odlegtych.

Najczesciej stosowana jest terapia z wykorzystaniem: przeciwciat anty-VEGFR2 i anty-
VEGF, peptydéw hamujacych aktywnosc¢ receptora VEGFR2, niskoczgsteczkowych inhibitorow
kinaz tyrozynowych receptoréw VEGFR, immunoterapii, oligonukleotydéw hamujgcych

ekspresje genu VEGFR oraz terapia przeciwnaczyniowa [70].

W terapii z uzyciem przeciwciat stosuje sie przeciwciata monoklonalne skierowane
przeciwko receptorowi VEGFR2 oraz przeciwko biatku VEGF. Przeciwciata skutecznie
hamowaty rozwéj guzéw pierwotnych takich jak: rak ptuca, piersi, okreznicy, czy czerniaka
[70]. Bewacizumab jest rekombinowanym monoklonalnym przeciwciatem skierowanym
przeciwko VEGF, wykorzystywanym jako lek pierwszego rzutu w leczeniu raka jelita grubego
i raka piersi [107]. Mimo przeciwnosci w stosowaniu jakie napotyka terapia antyangiogenna—
budzi ona wielkie nadzieje. Efektem badan ostatnich lat dotyczagcych hamowania angiogenezy
byta rejestracja bevacizumabu w celu leczenia raka jelita grubego z przerzutami, ranibizumabu
w leczeniu wysiekowej postaci zwyrodnienia plamki z6ttej, czy sunitinibu w leczeniu

pacjentéw z rakiem nerki i nowotworami podscieliska przewodu pokarmowego [70].

W ostatnich latach zaczeto réwniez uzywaé peptyddw, ktére regulujg angiogeneze.
Biatka te wspotzawodniczg z VEGF o miejsce wigzania z receptorem lub tworzg z nim

nieaktywne kompleksy hamujgc tym samym proces naczyniotworzenia [109].

Prowadzone sg badania w kierunku syntezy swoistych niskoczgsteczkowych

inhibitorow kinaz tyrozynowych — TKlIs (ang. small molecule tyrosine kinase inhibitors)



blokujgcych  transdukcje  sygnatu  mitogennego  indukowanego  przez  VEGF.
Pierwszym syntetycznym inhibitorem byt zwigzek o symbolu PTK787 i nazwie handlowej
Vatalanib, ktéry charakteryzuje sie duzym powinowactwem do ludzkiego receptora VEGFR2,
natomiast w niewielkim stopniu hamuje aktywno$¢ VEGFR1. Przetestowano go w raku skory,
nowotworach prostaty, tarczycy i okreznicy [110]. Znaczgce pozytywne efekty przynidst u

pacjentéw z rakiem jelita grubego [111].

W terapii z wykorzystaniem oligonukleotydédw hamujacych ekspresje gtéwnych genéw
odpowiedzialnych za angiogeneze nastepuje blokowanie ekspresji gendw kodujgcych
receptory VEFR1 oraz VEGFR2. W przeprowadzonych badaniach na myszach zaobserwowano

zahamowanie rozwoju unaczynienia guza [112].

Terapia przeciwnaczyniowa ma na celu blokowanie angiogenezy zaleznej od receptora
VEGFR2, poniewaz komdrki nowotworowe charakteryzujg sie zwiekszong iloscig tego
receptora. W terapii wykorzystuje sie leki dwudomenowe — jedna domena kognitywna

—rozpoznajgca VEGFR, druga — efektorowa — indukujgca apoptoze [113].

Wymienione powyzej metody dziatania terapeutycznego prowadzg do zahamowania
angiogenezy co skutkuje blokowaniem rozwoju nowotworu. Jednakie hamowanie
angiogenezy prowadzi do niekorzystnych skutkéw takich jak zaburzenie gojenia sie ran czy
tworzenia fozyska. Problemem jest takze ich toksyczno$¢ w stosunku do uktadu
krwiotwodrczego, bowiem hamowanie angiogenezy zaburza procesy fizjologiczne tworzenia
komorek szpikowych czy hematopoeze. Dtugotrwata terapia antyangiogenna moze uszkadzaé
sie¢ naczyn krwionosnych, a powstajgce niedotlenienie i obnizone pH mogg stymulowad

wzrost i inwazyjnos¢ komdrek nowotworowych [107].



7. Podsumowanie

Analiza bogatej literatury dotyczacej patogenezy nowotwordéw S$rédczaszkowych
wskazuje, ze zjawisko angiogenezy stanowi jeden z waznych mechanizmoéw odpowiedzialnych
za obraz kliniczny, postep choroby oraz rokowanie i sSmiertelnosé wsrdd chorych. Duzo badan
poswiecono ocenie patologii unaczynienia mozgu zaleznej od tzw. angiogenezy
nowotworowej. W badaniach wykorzystano techniki immunoenzymatyczne, ktére pozwolity
na wykazanie ekspresji parametréw stanowigcych uktad VEGF/receptory VEGF stacjonarne/
receptory VEGF krazgce w strukturach guzow. Technika PCR (reakcja taricuchowa polimerazy)
umozliwita identyfikacje w komdrkach guzéw obecnosci mRNA VEGF, co dowodzi, ze guzy
Srddczaszkowe syntetyzujg biatko VEGF, ktére w znacznej mierze odpowiada za zmiane fazy
awaskularnej w faze naczyniowg rozwoju guza. Wykazano, ze formy krgzgce receptoréw
VEGF-A- sVEGFR1 i sVEGFR2 posiadajg wtasciwosci hamowania proliferacji naczyn w czasie

neoangiogenezy.

W dostepnej literaturze znaleziono takze prace poswiecone badaniu stezen we krwi
VEGF o wifasciwosciach proangiogennych i krazgcych receptoréw sVEGFR1 i sVEGFR2, co
pozwala oceni¢ najwazniejszy obecny we krwi ukfad potencjalnie proangiogenny
odpowiedzialny za angiogeneze nowotworowg. Rozbiezno$é w uzyskanych wynikach i rézna
ich interpretacja dajg podstawy do badan stezenia VEGF-A i jego krgzacych receptorow jako

parametréw biochemicznych progresji choroby nowotworowe;.



8. Cel pracy

Celem pracy byta ocena potencjatu angiogennego na podstawie pomiaru stezenia
VEGF-A oraz jego krazacych receptorow w osoczu i w tkance guza oséb chorych na nowotwory

sSrodczaszkowe.

Cele szczegotowe to zbadanie:

1. Czy stezenie VEGF-A oraz receptorow sVEGFR1 i sSVEGFR2 we krwi chorych na guzy
Srodczaszkowe rézni sie od stezenia tych czynnikdow u oséb zdrowych?

2. Pordéwnanie stezenia VEGF oraz jego krgzacych receptoréw w osoczu oraz tkance guza
w grupie chorych,

3. Zbadanie stezenia tych czynnikdw w poszczegdlnych typach nowotwordéw: glejaki,
oponiaki, guzy przerzutowe,

4. Czy zastosowanie dwoch parametréw angiogenezy w postaci wspoétczynnikow
SVEGFR1/VEGF-A oraz sVEGFR2/VEGF-A pozwoli na pomiar potencjatu angiogennego

w poszczegdlnych typach nowotwordw srddczaszkowych?



9. Materiat kliniczny i metody

Badaniami objeto 69 osdb (45 kobiet i 24 mezczyzn) chorych w wieku od 20 do 80 lat,
(Srednia 61,6 lat) leczonych operacyjnie w powodu guzow sSrddczaszkowych w Oddziale
Neurochirurgii Szpitala Uniwersyteckiego Nr 2 w Bydgoszczy. Wsrod badanych prébek
znajdowat sie materiat od 21 chorych na glejaki — wyrdzniono grupe chorych z glejakami
o niskim stopniu zaawansowania (I i Il = 5 osdb) oraz o wysokim stopniu zaawansowania
(i IV — 16 oséb), 18 o0sdb chorych na oponiaki (I stopiert) i od 30 chorych z guzami

przerzutowymi (Ill i IV stopien). Szczegétowe dane kliniczne przedstawiono w tabeli 3 (str. 35)

Grupe kontrolng stanowito 30 zdrowych ochotnikéw w wieku od 20-55 lat,

(srednia 51,3 lat), negujgcych w wywiadzie wystepowanie chordb nowotworowych.

Materiat do badan oséb chorych stanowita krew oraz tkanka guza. Pobrania dokonano
zgodnie z procedurg pobierania krwi obowigzujagcg w Oddziale Neurochirurgii Szpitala
Uniwersyteckiego Nr 2 w Bydgoszczy. Krew uzyskano od chorych na srdédczaszkowe
nowotwory oraz od osdéb zdrowych podczas bezposredniego naktucia zyty odtokciowej, po
uprzednim zdezynfekowaniu skoéry, uzywajgc prdézniowego systemu do pobierania krwi
Vacuette® firmy Greiner Bio-One. Krew zylng pobrano do plastikowych probdéwek
z EDTA oraz do probowki nie zawierajacej zadnego antykoagulantu. W celu uzyskania osocza
probki krwi pobrane na EDTA wirowano przez 20 min. przy predkosci 3000 obrotéw na minute.
W celu uzyskania surowicy prébki krwi pobrane na skrzep wirowano 15 min. przy predkosci
1600 obrotéw na minute. Woycinek tkanki guza uzyskano podczas operacji usuniecia
nowotworu, ktéry zamrozono w ciektym azocie przed wykonywaniem testéw. Sporzgdzono
homogenat. W grupie kontrolnej dokonano oznaczenia stezenia badanych czynnikéw tylko

w osoczu krwi i surowicy.

W badanym materiale (osocze, homogenat guza, surowica) oznaczono stezenia badanych

parametrow angiogenezy przy pomocy techniki ELISA jak:

1) naczyniowo—$rodbtonkowy czynnik wzrostu VEGF-A za pomoca zestawu Quantikine® ELISA
Human VEGF firmy R&D Systems,
2) rozpuszczalny receptor 1 naczyniowo—srédbtonkowego czynnika wzrostu sVEGFR1

za pomocg zestawu Quantikine® ELISA Human sVEGF R1/Flt-1 firmy R&D Systems,



3) rozpuszczalny receptor 2 naczyniowo—s$rodbtonkowego czynnika wzrostu VEGFR2 przy
uzyciu zestawu Quantikine® ELISA Human sVEGF R2/KDR/FIk-1 firmy R&D System:s.

ELISA (ang. enzyme—linked immunosorbent assay) jest to immunoenzymatyczny test
przeznaczony do oznaczania biatek takich jak przeciwciata czy antygeny. Zasada dziatania testu
opiera sie na tworzeniu wigzan pomiedzy antygenem a przeciwciatem, ktdre uwidacznia
reakcja barwna. Reakcja barwna zachodzi dzieki skoniugowanym z immunoglobulinami
enzymom i odpowiednim substratom [114]. Wyniki przedstawiono najpierw w pg/ml,

a nastepnie przeliczono na 1 mg biatka (pg/mgP).

4) Ponadto oznaczono stezenie biatka w surowicy krwi i w homogenacie guza wyrazone

w mg/ml.

Oznaczenia wykonano w Pracowni Zaburzen Hemostazy Katedry Patofizjologii
Collegium Medicum w Bydgoszczy. Osoby badane zostaty poinformowane o celu badania oraz

wyrazity zgode na pobranie krwi i wykonanie badania.

Badanie uzyskato akceptacje Komisji Bioetycznej przy UMK w Toruniu, Collegium
Medicum w Bydgoszczy numer: KB 596/2016. Kopia zgody Komisji Bioetycznej zostata

dotaczona do niniejszej rozprawy w formie zatgcznika nr KB 596/2016 na stronie 111.

9.1 Wykonanie oznaczen

9.1.1 Stezenie VEGF-A

Pomiar stezenia VEGF-Aies wykonano metodg immunoenzymatyczng ELISA.
Do oznaczenia wykorzystano test Quantikine® ELISA Human VEGF firmy R&D Systems.

Przygotowano odczynniki, standardy ipréby badane wg zalecen producenta.
Do wszystkich studzienek pomiarowych dodano po 100 pl buforu i do odpowiednich
studzienek pomiarowych po 100 ul standardéw oraz préb badanych. Ptytke inkubowano
w temperaturze pokojowej przez 2 godziny, po czym przemyto studzienki trzykrotnie buforem
myjacym (400 pl buforu). Nadmiar buforu myjgcego usunieto poprzez osuszenie ptytki na
bibule papierowej. Nastepnie dodano po 200 ul koniugatu do kazdej studzienki i inkubowano

ptytke w temperaturze pokojowej przez kolejne 2 godziny. Przemyto studzienki trzykrotnie



buforem myjgcym (400 ul buforu), a nadmiar buforu myjacego usunieto poprzez osuszenie
ptytki na bibule papierowej. Dodano 200 pl substratu do kazdej studzienki, inkubowano ptytke
w temperaturze pokojowej przez 25 minut bez dostepu $wiatta, po czym dodano 50 pl kwasu
siarkowego w celu zatrzymanie reakcji barwnej. Dokonano pomiaru absorbancji przy dtugosci
fali 450 nm w ciggu 30 minut.

Wyniki odczytano z wykresu kalibracyjnego.

Zakres wartosci referencyjnych podanych przez producenta: 0 — 115 pg/ml

9.1.2 Stezenie sVEGFR1

Pomiar stezenia sVEGFR-1 wykonano metodg immunoenzymatyczng ELISA.
Do oznaczania SVEGFR-1 wykorzystano test Quantikine® ELISA Human sVEGF R1/Flt-1 firmy
R&D Systems.

Przygotowano odczynniki, standardy iproby badane wg zalecen producenta.
Do wszystkich studzienek pomiarowych dodano po 100 ul buforu i do odpowiednich
studzienek pomiarowych po 100 pl standardéw oraz préb badanych. Dalej postepowano jak
w punkcie 9.1.1 str. 33.
Wyniki odczytano z wykresu kalibracyjnego.

Zakres wartosci referencyjnych podanych przez producenta: 55 — 123 pg/ml.

9.1.3 Stezenie sVEGFR2

Pomiar wykonano metodg immunoenzymatyczng ELISA. Do oznaczania sVEGFR-2
wykorzystano test Quantikine® ELISA Human sVEGF R2/KDR/FIk-1 firmy R&D System:s.
Przygotowano odczynniki, standardy ipréby badane wg zalecen producenta.
Do wszystkich studzienek pomiarowych dodano po 100 pl buforu i do odpowiednich
studzienek pomiarowych po 100 ul standardéw oraz préb badanych. Dalej postepowano jak
w punkcie 9.1.1 str. 33.
Wyniki odczytano z wykresu kalibracyjnego.
Zakres wartosci referencyjnych podanych przez producenta: 6635 — 13553 pg/ml.
9.1.4 Stezenie biatka



9.2 Charakterystyka grupy badanej

Tabela 3. Charakterystyka kliniczna chorych z guzami $rédczaszkowymi.

Rodzaj guza LGG (Gl) HGG (Gll) Oponiaki Przerzuty
(stopieri Glejaki (1ill) | Glejaki (Illi V) M (1) Meta (Il i IV)
zaawansowania)

Liczba pacjentéw 5 16 18 30
M-meizczyzni, M-3 K-2 M-6 K-10 M-2 K-16 M-13 K-17
K—kobiety

Wiek w latach 49,75 62,9 58,33 64,7
(Srednia)

Stopien ztosliwosci -5 -3 1v-13 [-18 I, v
(1,11, 101, 1IV)

Lokalizacja guza N-1 N-5 N-15 N-22
(N) nadnamiotowo P-4 P-11 P-3 P-8

(P) podnamiotowo

Pétkula moézgu w p-2 P-8 pP—7 P-11
guzach -3 -7 L-10 L-11
nadnamiotowych M-1

(P) Prawa

(L) Lewa

(M) Miedzynamiotowo

LGG- Low Grade Glioma (Gl) — glejaki o niskim stopniu zaawansowania, HGG — High Grade
Glioma (Gll) — glejaki o wysokim stopniu zaawansowania, M — Meningioma — oponiaki,

Meta — Metastatic tumors — guzy przerzutowe



Ryc.2 Podziat grupy badanej ze wzgledu na ptec.

Kobiety stanowity 65% (n=45), a mezczyzni (n=24) 35% wsréd oséb badanych.

Ryc.3 Podziat grupy badanej ze wzgledu na typ histopatologiczny guza.



Wsrdéd badanych chorych glejaki o niskim stopniu zaawansowania Gl, n=5 stanowity (7,2%),
o wysokim GlI, n=16 (23,2%), oponiaki n=18 (26,1%), a guzy przerzutowe — meta, n=30
(43,5%).

Ryc.4 Podziat grupy badanej ze wzgledu na wiek.

W badanej grupie chorych na nowotwory srédczaszkowe przewazaty osoby mtodsze (ponizej

65 r.z), ktorych byto 61% (n=42) oraz osoby w wieku powyzej 65 r.z., ktérych byto 39% (n=27).



9.3 Metody wnioskowania statystycznego

Zgodnos¢ rozktadu zmiennych z rozktadem normalnym analizowano testem
Shapiro — Wilka. Badane parametry nie byly zgodne z rozkladem normalnym, dlatego wyniki
przedstawiono przy pomocy mediany i kwartyli.

Obliczono podstawowe miary potozenia i zmiennosci badanych zmiennych. Ze wzgledu
na brak rozktadu normalnego w badanych podgrupach, analizy przeprowadzono w oparciu
o testy nieparametryczne tj. w pordéwnaniach 2 grup niezaleznych wykorzystano test
U Manna — Whitneya, powyzej 2 grup test Kruskala — Wallisa wraz z testami wielokrotnych
poréwnan. Natomiast analizujgc uktad dla par zaleznych — test Wilcoxona. W analizach
przyjeto poziom istotnosci p<0,05.

Wykorzystano pakiet statystyczny Statistica 10.

STATSOFT, INC. (2011). STATISTICA (DATA ANALYSIS SOFTWARE SYSTEM), VERSION 10.
WWW.STATSOFT.COM


http://www.statsoft.com/

10. Wyniki

Tabela 4. Stezenie badanych parametréw w osoczu krwi oséb chorych na guzy srédczaszkowe

(n=69) w poréwnaniu do grupy kontrolnej (n=30).

Chorzy Kontrola
Badany
n=69 n=30
parametr p
Me
(jednostka)
(Q1-Q3)
VEGF-A 50,88 12,13
<0,0001
(pg/ml) (19,98-127,21) (9,18-16,07)
SVEGFR1 144,61 124,80
<0,05
(pg/ml) (110,03-264,66) (71,30-169,40)
SVEGFR2 6472,53 11 216,16
<0,0001
(pg/ml) (5082,90-8394,35) (9824,29-13533,42)

Stezenie VEGF-A w osoczu w grupie badanej jest okoto 4 razy wieksze od
stwierdzonego w grupie kontrolnej. Stezenie sSVEGFR1 w grupie badanej i kontrolnej rézni sie
istotnie (p<0,05) przy wyzszym stezeniu u chorych sVEGFR1 niz u oséb zdrowych. Stezenie
SsVEGFR2 w grupie badanej jest okoto 2 razy mniejsze od stezenia w grupie kontrolnej,

a rdéznica statystycznie istotna (p<0,0001).

Na kolejnych rycinach przedstawiono uzyskane wyniki badanych parametréw.
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Ryc.5 Stezenie VEGF-A w osoczu w grupie osob chorych na guzy $srédczaszkowe oraz grupie

kontrolnej.

Stwierdzono istotnie wyzsze stezenie VEGF-A w osoczu krwi chorych, gdzie uwage zwraca

duzy rozrzut uzyskanych wartosci indywidualnych (p<0,0001).
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Ryc.6 Stezenie sSVEGFR1 w osoczu 0séb chorych na guzy sSrédczaszkowe oraz grupie kontrolnej.

Stwierdzono istotnie wyzsze stezenie SVEGFR1 w osoczu krwi oséb chorych (p<0,05).
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Ryc.7 Stezenie sSVEGFR2 w osoczu 0séb chorych na guzy sSrddczaszkowe oraz grupie kontrolnej.

W osoczu krwi chorych stwierdzono istotnie nizsze stezenie sVEGFR2 (p<0,0001) niz

w grupie kontrolne;j.



Tabela 5. Stezenie badanych parametréow angiogenezy w osoczu krwi oséb chorych na guzy
$rédczaszkowe (n=69) w porédwnaniu do grupy kontrolnej (n=30) po przeliczeniu na 1 mg

biatka (pg/mgP).

Badany Chorzy osocze Kontrola osocze
parametr n=69 n=30 p
(jednostka) Me
(Q1-Q3)

VEGF-A 0,80 0,17 <0,0001
(pg/mgP) (0,30-2,03) (0,13-0,23)

sVEGFR1 2,17 1,78 0,0097
(pg/mgP) (1,52-3,83) (1,02-2,42)

sVEGFR2 100,06 160,23 <0,0001
(pg/mgP) (78,39-125,36) (140,35-193,33)

Stezenie VEGF-A w osoczu o0s6b chorych byto okoto 4 razy, a stezenie sVEGFR1 okoto
1,5 razy wieksze niz w grupie kontrolnej, natomiast stezenie sSVEGFR2 byto okoto 40% nizsze
w osoczu 0s6b chorych w pordwnaniu z grupg kontrolng. Stwierdzone rdznice byty istotne

statystycznie.

Na kolejnych rycinach zilustrowano uzyskane wyniki.
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Ryc.8 Stezenie VEGF-A wyrazone w pg/mgP w osoczu krwi oséb chorych oraz zdrowych.

Stwierdzono, ze stezenie VEGF-A wyrazone na 1 mg biatka byto istotnie wyisze

we krwi chorych niz u oséb zdrowych (p<0,0001).
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Ryc. 9 Stezenie sVEGFR1 wyrazone w pg/mgP w osoczu krwi oséb chorych oraz zdrowych.

Stezenie sVEGFR1 po przeliczeniu na 1 mg biatka byto istotnie wyzsze w osoczu krwi

chorych niz u oséb zdrowych (p=0,01).
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Ryc.10 Stezenie sVEGFR2 wyrazone w pg/mgP w osoczu krwi oséb chorych oraz zdrowych.

Stezenie sVEGFR2 po przeliczeniu na 1 mg biatka byto istotnie statystycznie nizsze

we krwi chorych w poréwnaniu z osobami zdrowymi (p<0,0001).



Tabela 6. Stezenie badanych parametréw angiogenezy w osoczu oraz homogenacie od oséb

chorych na guzy srédczaszkowe (n=69).

Badany Osocze Homogenat
parametr Me o]
(jednostka) (Q1-Q3)
VEGF-A
50,88 1785,34
(pg/ml) <0,0001
(19,98-127,21) (207,91-2272,61)
SVEGFR1
144,61 524,77
(pg/ml) <0,0001
(110,03-264,66) (287,66 -955,82)
SsVEGFR2
6472,52 340,24
(pg/ml) <0,0001
(5082,90-8394,35) (228,97-780,00)

W tabeli pokazano stezenia badanych parametrow angiogenezy we krwi oraz

homogenatach guzéow chorych.

Stezenie VEGF-A w homogenacie tkanki guza oséb chorych jest okoto 35 razy wieksze
niz w osoczu, stezenie sVEGFR1 w homogenacie jest okoto 4 razy wieksze, natomiast stezenie
sVEGFR2 w homogenacie tkanki jest okoto 19 razy mniejsze niz w osoczu. Rdznice sg

statystycznie istotne przy p<0,0001.

Na kolejnych rycinach zilustrowano zaobserwowane istotne réznice.
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Ryc.11 Stezenie VEGF-A w osoczu oraz homogenacie guza osob chorych.

Zaobserwowano istotnie wyisze stezenia VEGF-A w homogenacie tkanki guza

(35 krotnie) niz w osoczu krwi chorych (p<0,0001).
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Ryc.12 Stezenie sVEGFR1 w osoczu oraz tkance guza oséb chorych na guzy $rédczaszkowe.

Zaobserwowano istotnie wyzisze stezenie sVEGFR1 w homogenacie tkanki guza

(4 krotnie) niz w osoczu krwi oséb chorych (p<0,0001).
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Ryc.13 Stezenie sVEGFR2 w osoczu oraz homogenacie guza oséb chorych.

Zanotowano stezenie sVEGFR2 istotnie nizsze w homogenacie guza (19 krotnie) niz

w osoczu (p<0,0001).



Tabela 7. Stezenie badanych parametréw w osoczu krwi i homogenacie guza oséb chorych na

guzy srodczaszkowe (n=69) po przeliczeniu na 1 mg biatka (pg/mgP).

Badany Osocze Homogenat
parametr p
(jednostka) Me
(Q1-Q3)

VEGF-A 0,80 337,08 <0,0001
pg/mgP (0,30-2,027) (37,60-567,98)
sVEGFR1 2,17 136,39 <0,0001
pg/mgP (1,52-3,83) (78,61-275,62)
sVEGFR2 100,06 80,67 0,257
pg/mgP (78,39-125,36) (41,89-231,39)

Zaobserwowano statystycznie istotne rdznice stezenia VEGF-A oraz sVEGFR1

w o0soczu i homogenacie guza osdb chorych na guzy srddczaszkowe.

Stezenie VEGF-A wyrazone w pg/mgP w homogenacie tkanki guza w grupie badanej
jest okoto 400 razy, stezenie sVEGFR1 okoto 60 razy wieksze niz w osoczu chorych, a sVEGFR2

o okoto 20 % mniejsze niz w osoczu badanych chorych.

Na kolejnych rycinach przedstawiono statystycznie istotne rdznice stezenia

badanych parametréw angiogenezy w osoczu i homogenacie guzéw oséb chorych po

przeliczeniu na 1 mg biatka (mgP).
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Ryc.14 Stezenie VEGF-A w osoczu oraz homogenacie w grupie oséb chorych po przeliczeniu

na 1 mg biatka (mgP).

Zanotowano istotnie wyzsze stezenie VEGF-A w homogenacie tkanki guza niz w osoczu
krwi chorych (p<0,0001). Zwraca uwage duzy rozrzut indywidualnych wartosci VEGF-A

w homogenacie. Stezenie VEGF-A w homogenacie byto 400 krotnie wyzsze niz w osoczu.
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Ryc.15 Stezenie sVEGFR1 w osoczu oraz homogenacie w grupie oséb chorych po przeliczeniu

na 1 mg biatka (mgP).

Stezenie sVEGFR1 byto istotnie wyzsze w homogenacie tkanki guza niz we krwi chorych

(p<0,0001), okoto 60 krotnie.



Tabela 8. Stezenie badanych parametréow angiogenezy w osoczu krwi oséb chorych na: glejaki

o niskim stopniu zaawansowania (glejaki o wysokim stopniu zaawansowania
(glejaki 1), oponiaki i guzy przerzutowe (Meta).
Glejaki | Glejaki Il Oponiaki Meta
Badany
n=5 n=16 n=18 n=30
parametr p
Me Me Me Me
(jednostka)
(Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3)
VEGF-Aos 53,68 66,27 94,710 42,90
0,6634
pg/mi (30,63-113,40) | (19,57-123,30) | (26,44-351,25) | (19,81-117,90)
118,25 202,50
SVEGFR1,s 150,250 138,14
(115,68- (110,03- 0,6290
pg/ml (110,54-219,91) | (98,65-185,00)
235,09) 395,26)
4691,30 7939,46 6604,310 6330,95
SVEGFR2,s
y (4308,45- (6410,20- (5368,63- (4749,87- 0,0421
pg/ml
6279,15) 10836,90) 8770,15) 7400,50)

Stezenie VEGF-A w osoczu najwyzsze jest w oponiakach, najnizsze w guzach

przerzutowych. Nie wykazano réznic istotnych statystycznie.

Stezenie sVEGFR1

najwyzsze jest w grupie glejakdw o wysokim stopniu

zaawansowania (glejaki Il), a najnizsze w grupie glejakdéw o niskim stopniu zaawansowania |

(glejaki 1). Nie stwierdzono istotnych rdznic.

Najwyzsze stezenie sVEGFR2 wystepuje w grupie glejakdw Il, najnizsze w grupie

glejakéw |. Przeprowadzona analiza wykazata réznice istotne statystycznie sVEGFR2 pomiedzy

poszczegdlnymi grupami nowotwordw (0,0421). Zaobserwowane istotne rdznice stezenia

SVEGFR2 przedstawiono na ryc.16.
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Ryc.16 Stezenie sVEGFR2 w osoczu oséb chorych na glejaki | (n=5), glejaki Il (n=16),

meta (n=30) oraz oponiaki (n=18).

Najwyzsze stezenie sSVEGFR2 zanotowano w osoczu krwi chorych z glejakami
o wysokim stopniu zaawansowania, najnizsze w grupie chorych z glejakami o niskim stopniu
zaawansowania. Statystycznie istotnie wyzsze stezenie wykazano w grupie chorych

z glejakami Il w poréwnaniu do grupy chorych z guzami przerzutowymi (0,05<p<0,01).



Tabela 9. Badane parametry angiogenezy w osoczu krwi oséb chorych na glejaki o niskim

stopniu zaawansowania (glejaki ), glejaki o wysokim stopniu zaawansowania (glejaki Il),

oponiaki i guzy przerzutowe (Meta) po przeliczeniu na 1 mg biatka (mgP).

Glejaki | Glejaki ll Oponiaki (M) Meta
n=5 n=16 n=18 n=30
Badany p
Me Me Me Me
parametr
. (Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3)
(jednostka)
VEGF-Aos 0,80 0,94 1,54 0,70 0,6430
pg/mgP (0,40-2,25) (0,25-1,74) (0,32-5,34) (0,30-1,66)
SVEGFR1; 1,79 2,71 2,33 2,11 0,7884
pg/mgP (1,76-3,32) (1,51-5,31) (1,63-3,79) (1,50-3,23)
SVEGFR2,; 72,59 117,75 106,23 94,67 0,1999
pg/mgP (64,32-82,65) | (98,47-137,45) | (78,39-122,2) | (72,58-118,8)

Przeprowadzona analiza stezenia parametréw angiogenezy w osoczu krwi po

przeliczeniu na 1 mg biatka nie wykazata réznic istotnych statystycznie pomiedzy podgrupami

chorych z okreslonym guzem $rédczaszkowym.



Tabela 10. Stezenie badanych parametréw angiogenezy w homogenacie guza oséb chorych na

glejaki o niskim stopniu zaawansowania (glejaki 1), glejaki o wysokim stopniu zaawansowania

(glejaki 1), oponiaki i guzy przerzutowe (Meta).

Glejaki | Glejaki I Oponiaki M Meta
Badany n=5 n=16 n=18 n=30 p
parametr Me Me Me Me
(jednostka) (Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3)
VEGF-A 32,31 2051,82 645,19 1951,36 0,0013
(pg/ml) (31,47-260,60) (1787,96- (118,2- (198,6 -
2523,87) 1574,66) 2743,36)
sVEGFR1 395,23 669,15 493,6 584,70 0,2361
(pg/ml) (158,6-446,85) | (275,66-2080,01) (287,66- (347,12-
881,15) 940,43)
sVEGFR2 235,75 343,10 562,385 273,51 0,1855
(pg/ml) (175,91- (246,69-783,63) (284,75- (139,7-732,77)
350,66) 1256,69)

Przeprowadzona analiza wykazata réznice istotne statystycznie stezenia VEGF-A

pomiedzy poszczegblnymi grupami nowotworéw (p=0,013). Zaobserwowano rdznice istotne

statystycznie stezenia VEGF-A w homogenacie guza w grupie oséb chorych na glejaki | i glejaki

Il, a takze w grupie glejaki | i guzy przerzutowe. Istotne statystycznie rdznice pomiedzy

poszczegblnymi guzami w zakresie stezenia VEGF-A w homogenatach przedstawiono na

kolejnej rycinie (Ryc.17)
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Ryc.17 Stezenie VEGF-A w homogenacie u 0séb chorych na glejaki | (n=5), glejaki Il (n=16),

meta (n=30) oraz oponiaki (n=18).

Najwyzsze wartosci stezenia VEGF-A zanotowano w homogenacie chorych na glejaki

o wysokim stopniu zaawansowania (Gll) i u chorych z przerzutami do modzgu (meta).

Przeprowadzona analiza wykazata rdznice istotne statystycznie pomiedzy poszczegdlnymi

grupami nowotworéw (p=0,013).

Stwierdzono, ze stezenie VEGF-A w homogenacie guzéw glejakéw o niskim stopniu

zaawansowania jest istotnie nizsze niz w homogenacie glejakdw o wysokim stopniu

zaawansowania (p=0,0105) oraz nizsze niz w homogenacie guzow przerzutowych (p=0,0387).

Ponadto zaobserwowano, ze stezenie VEGF-A homogenatéw z oponiakdw jest istotnie nizsze

od wykazanego w homogenacie glejakdw o wysokim stopniu zaawansowania (p=0,0235).



Tabela 11. Stezenie badanych parametrow angiogenezy w homogenacie osdb chorych na
glejaki o niskim stopniu zaawansowania (glejaki I), wysokim stopniu zaawansowania (glejaki

I1), oponiaki i guzy przerzutowe (Meta) po przeliczeniu na 1 mg biatka (mgP).

Glejaki | Glejaki Il Oponiaki M Meta
Badany parametr n=5 n=16 n=18 n=30
(jednostka) Me Me Me Me P
(Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3)
VEGF-A 15,73 488,72 158,04 355,76 0,0055
(pg/mgP) (5,80- (361,09- (36,48-344,72) | (55,92-594,72)
37,61) 765,07)
sVEGFR1 76,00 265,53 135,053 139,599 0,2172
(pg/mgP) (64,48- (70,47- (74,50-248,62) | (99,75£245,43)
84,09) 397,48)
sVEGFR2 51,12 79,008 107,85 63,218 0,1282
(pg/mgP) (28,40- (39,41- (74,78-413,39) | (33,75-197,13)
83,31) 250,33)

Przeprowadzona analiza wykazata rézinice istotne statystycznie stezenia VEGF-A

pomiedzy poszczegdlnymi grupami nowotwordéw (p=0,055).
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Ryc.18 Stezenie VEGF-A w homogenacie 0sdb chorych na glejaki o niskim stopniu
zaawansowania (glejaki I, n=5), wysokim stopniu zaawansowania (glejaki Il, n=16), oponiaki

(n=18) i guzy przerzutowe (meta, n=30) po przeliczeniu na 1 mg biatka (mgP).

Stwierdzono, ze stezenie VEGF-A w homogenacie oséb chorych na glejaki Il jest istotnie
wyzsze od stwierdzonego w homogenacie glejakéw | (p=0,0018), a takze uzyskanym

z oponiakow (p=0,0337) (po przeliczeniu na 1 mg biatka).



Tabela 12. Wspdtczynniki sVGEGFR1/VEGF-A oraz sVEGFR2/VEGF-A w osoczu krwi oséb

chorych na guzy srédczaszkowe oraz w grupie kontrolnej.

Chorzy osocze

Kontrola osocze

(37,725-288,3925)

(632,47-1205,248)

n=68 n=30
Wspétczynnik p
Me Me
(Q1-Q3) (Q1-Q3)
2,78 10,01
SsVEGFR1/VEGF-A <0,0001
(1,135-6,87) (6,4375-14,055)
122,81 928,35
SsVEGFR2/VEGF-A <0,0001

Wspotczynnik sVEGFR1/VEGF-A w osoczu krwi grupy kontrolnej wynosi 10,1

co oznacza, ze we krwi 0séb zdrowych inhibicja angiogenezy 10 krotnie przewyzsza aktywacje,

a w grupie chorych jest istotnie nizsza (p<0,0001) i 2,78 krotnie przewyzsza aktywacje.

Wspotczynnik sVEGFR2/VEGF-A we krwi grupy kontrolnej wynosi 928 co wskazuje,

ze inhibicja 928 razy przewyzsza aktywacje angiogenezy. U chorych ta inhibicja jest istotnie

nizsza (p<0,0001), a tylko 123 krotnie przewyzsza aktywacje angiogenezy.



Tabela 13. Wartosci wspoétczynnikéw sVEGFR1/VEGF-A oraz sVEGFR2/VEGF-A w osoczu krwi
0s6b chorych na guzy srédczaszkowe (n=69) oraz w grupie kontrolnej (n=30) po przeliczeniu

na 1 mg biatka (mgP).

Chorzy osocze Kontrola osocze
Wspotczynnik n=69 n=30 p
Me (Q1-Q3) Me (Q1-Q3)
0,0001
SsVEGFR1/VEGF-A 0,05 (0,02-0,12) 0,141 (0,09-0,21)
<0,0001
SVEGFR2/VEGF-A 1,79 (0,51-8,87) 13,011 (8,80-17,44)

W tabeli pokazano wspotczynniki sVEGFR1/VEGF-A i sVEGFR2/VEGF-A (po przeliczeniu na
1 mg biatka).

Wspédtczynnik sVEGFR1/VEGF-A w osoczu oséb chorych jest okoto 3 razy mniejszy od
wspoétczynnika w grupie kontrolnej (p=0,0001) natomiast wspodtczynnik sVEGFR2/VEGF-A
w 0soczu 0séb chorych jest okoto 7 razy nizszy niz w grupie kontrolnej (p<0,0001). Réznice

wartosci wspoétczynnikow sg istotne statystycznie.

Porédwnanie powyzszych wspotczynnikdw po uwzglednieniu stezenia biatka wskazuje, ze
inhibicja tak wyrazona jest istotnie nizsza u chorych w poréwnaniu z grupg kontrolng, 3 krotnie

w przypadku sVEGFR1/VEGF-A i 7 krotnie w przypadku sVEGFR2/VEGF-A.



Tabela 14. Wartosci wspoétczynnikéw sVEGFR1/VEGF-A oraz sVEGFR2/VEGF-A w osoczu oraz

homogenacie oséb chorych na guzy srédczaszkowe (n=69) po przeliczeniu na 1 mg biatka

(mgP).
Osocze Homogenat
Wspétczynnik p
Me (Q1-Q3) Me (Q1-Q3)
SVEGFR1/VEGF-A 0,05 (0,02-0,12) 0,12 (0,06-0,69) 0,0003
SVEGFR2/VEGF-A 1,79 (0,51-3,87) 0,10 (0,04-0,36) <0,0001

Zaobserwowano istotne statystycznie réznice (odpowiednio p=0,0003 i p<0,0001) miedzy
wspoétczynnikami sVEGFR1/VEGF-A oraz sVEGFR2/VEGF-A w osoczu oraz homogenacie guza

0s6b chorych na guzy srédczaszkowe (n=69).

Wspétczynnik sVEGFR1/VEGF-A (mgP) w grupie badanej w homogenacie jest okoto 2,5
razy wiekszy, a wspoétczynnik sVEGFR2/VEGF-A (mgP) okoto 18 razy mniejszy niz w osoczu.

Analiza wskazuje, ze w homogenacie guza po wyrazeniu stezen badanych parametréw na
1 mg biatka inhibicja jest okoto 2,5 krotnie wyisza w przypadku sVEGFR1/VEGF-A
a w przypadku sVEGFR2/VEGF-A okoto 18 krotnie nizsza w homogenacie guzéw w poréwnaniu

do osocza krwi chorych.
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Ryc.19 Wartosci wspoétczynnika sVEGFR1/VEGF-A w osoczu oraz homogenacie oséb chorych

na guzy $rédczaszkowe (n=69) po przeliczeniu na 1 mg biatka (mgP).

Wspdtczynnik sSVEGFR1/VEGF-A jest istotnie wyzszy w homogenacie niz w osoczu krwi

chorych (p=0,0003).
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Ryc.20 Wartosci wspétczynnika sVEGFR2/VEGF-A w osoczu oraz homogenacie oséb chorych

na guzy $rédczaszkowe (n=69) po przeliczeniu na 1 mg biatka (mgP).

Wspdtczynnik sVEGFR2/VEGF-A jest istotnie nizszy w homogenacie niz w osoczu

chorych (p<0,0001).



Tabela 15. Wspdtczynniki sVEGFR1/VEGF-A oraz sVEGFR2/VEGF-A w homogenacie oséb
chorych na glejaki o niskim stopniu zaawansowania (glejaki 1), wysokim stopniu

zaawansowania (glejaki Il), oponiaki i guzy przerzutowe (Meta) po przeliczeniu na 1 mg biatka

(mgP).
Glejaki | Glejaki I Oponiaki M Meta
Wspétczynnik n=5 n=16 n=18 n=30
Me Me Me Me p
(Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3)
0,716 0,127 0,430 0,09 0,0453
SsVEGFR1/VEGF-A (0,25-2,41) (0,05- (0,08-0,99) (0,05-0,22)
0,23)
1,041 0,048 0,280 0,07 0,0014
sVEGFR2/VEGF-A (0,10-1,58) (0,02- (0,16-0,63) (0,03-0,17)
0,19)

Ocena wspodtczynnikéw sVEGFR1/VEGF-A i sVEGFR2/VEGF-A po przeliczeniu na 1 mg biatka
stezen parametréw uzytych do ich wyliczenia w homogenatach poszczegdlnych grup guzéw,

wskazuje na istotne réznice obu wspétczynnikdéw w analizowanych guzach srédczaszkowych.

Odnotowano, ze najwieksza inhibicja dotyczyta glejakéw o niskim stopniu zaawansowania
i oponiakdéw, duzo nizsza byta dla glejakéw o wysokim stopniu zaawansowania i minimalna dla

nowotwordw przerzutowych.

Zaobserwowane réznice zilustrowano na rycinie 21.
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Ryc.21 Wartosci wspotczynnika sVEGFR1/VEGF-A w homogenacie oséb chorych na guzy

$rddczaszkowe (n=69) po przeliczeniu na 1 mg biatka (mgP).

Najwieksza inhibicja wystepowata w grupie chorych z glejakami o niskim stopniu
zaawansowania, nieco nizsza u chorych z oponiakami, a najnizsza w podgrupie z glejakami
o wysokim stopniu zaawansowania i w guzach przerzutowych. Zaobserwowano istotne

statystycznie réznice pomiedzy poszczegdlnymi grupami nowotwordw (p=0,0453).
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Ryc.22 Wartosci wspétczynnika sVEGFR2/VEGF-A w homogenacie oséb chorych na guzy

Sréddczaszkowe (n=69) po przeliczeniu na 1 mg biatka (mgP).

Najwieksza inhibicja wystepowata w grupie chorych z glejakami o niskim stopniu
zaawansowania, nieco nizsza u chorych z oponiakami, a najnizsza w podgrupie z glejakami
o wysokim stopniu zaawansowania i w guzach przerzutowych. Odnotowano, ze wspétczynnik
SVEGFR2/VEGF-A byt istotnie nizszy w glejakach o wysokim stopniu zaawansowania i guzach

przerzutowych niz w oponiakach (w obu przypadkach p=0,015).



Tabela 16. Stezenie badanych parametréw angiogenezy w osoczu krwi osdb chorych na guzy

Srddczaszkowe z podziatem na ptec (K=45, M=24).

Kobiety Meizczyzni
n=45 n=24
Parametr P
Me
Q1-Q3
59,62 42,900
VEGF-Aos 0,2780
(23,94-185,89) (17,59-107,90)
141,22 155,0
SVEGFR1,s 0,3570
(99,00-185,00) (111,195-316,75)
6300,54 6757,88
SVEGFR2,; 0,8758
(5065,52-8394,35) (5601,46-8379,23)

Stezenia badanych parametrow angiogenezy w osoczu w grupie kobiet (n=45) oraz

mezczyzn (n=24) nie wykazywaty rdznic istotnych statystycznie.

Tabela 17. Stezenie badanych parametréw angiogenezy w homogenacie tkanki guza oséb

chorych z podziatem na ptec (K=45, M=24).

Kobiety Mezczyzni
n=45 n=24
Parametr p
Me
Q1-Q3
1577,59 2013,90
VEGF-A 0,2562
(198,60-2095,68) (267,45-2559,29)
527,87 505,52
sVEGFR1 0,7688
(281,98-940,43) (334,19-988,46)
340,24 357,61
SsVEGFR2 0,6569
(242,30-696,30) (136,58-908,28)

Stezenia badanych parametrow angiogenezy w tkance guza w grupie kobiet (n=45)

oraz mezczyzn (n=24) nie wykazywaty réznic istotnych statystycznie.



Tabela 18. Stezenie badanych parametréw angiogenezy w osoczu krwi osdb chorych na guzy

$rddczaszkowe z podziatem na wiek pacjentéw (<65 n=42, >65 n=27).

<65 lat >65 lat
Parametr n=42 osocze n=27 osocze P
Me
Q1-Q3
49,65 57,16
VEGF-A (19,81-185,89) (20,16-121,04) 0,8499
142,42 160,27
SVEGFR1 (110,54-235,09) (98,42-279,21) 0,9854
6671,56 6347,88
SVEGFR2 (5581,39-8394,35) (4345,65-8451,77) 0,3686
2,795 3,32
sVEGFR1/VEGF-A (0,90-8.20) (1,60.5.15) 0,7368
120,06 178,00
SVEGFR2/VEGF-A (31,59-300,54) (49,95-270,40) 0,9405

W badanej grupie z podziatem na wiek (< 65lat oraz >65 lat) nie zaobserwowano réznic
istotnych statystycznie stezen parametréw angiogenezy w osoczu.

Tabela 19. Stezenie badanych parametréw angiogenezy w homogenacie guza oséb chorych na
guzy $rdodczaszkowe (n=69) z podziatem na wiek (<65 n=42, >65 n=27).

<65 lat >65 lat
n=42 homogenat n=27 homogenat
Parametr p
Me
Q1-Q3
1576,12 1858,02
EGF-A ’ )
VEGF-Au (151,92-2225,20) (274,30-2341,04) 0,3368
466,57 628,89
EGFR1 ’ ' 257
SVEGFR L (261,99-912,22) (354,13-1021,11) 0,2573
369,05 284,75
SVEGFR2u (240,47-787,27) (162,08-657,44) 0,2678

W badanej grupie z podziatem na wiek (< 65lat oraz >65 lat) nie zaobserwowano réznic
istotnych statystycznie stezen parametréw angiogenezy w homogenacie tkanki guza.




11. Dyskusja

Angiogeneza jest fizjologicznym procesem powstawania nowych naczyi
krwionos$nych, niezbednym do prawidtowego rozwoju organizmu zwitaszcza w okresie
embrionalnym. U oséb dorostych angiogeneza zachodzi rzadko m.in. podczas rozwoju
endometrium w trakcie cyklu menstruacyjnego dorostych kobiet czy w czasie gojenia sie rany
[70]. Nasila sie natomiast w przebiegu choréb o podtozu niedokrwiennym, zapalnym czy
nowotworowym. Proces ten regulowany jest przez szereg substancji proangiogennych oraz
antyangiogennych pozostajgcych ze sobg w réwnowadze w warunkach fizjologicznych.
W momencie zaburzenia rownowagi inhibitoréw oraz aktywatoréw angiogenezy rozpoczyna

sie proces tworzenia nowych naczyn krwionos$nych [51, 71].

W rozwoju nowotworu wyrdznia sie nastepujgce etapy: inicjacja, promocja i progresja.
Inicjacja konczy sie powstaniem komorki inicjowanej tj. z uszkodzonym genotypem lub
o zmienionym fenotypie — nowotworowym. W czasie promocji powstaje niewielki guzek,
ktory wykorzystuje zjawisko dyfuzji do pobierania materiatéw odzywczych i tlenu od
gospodarza. Progresja nowotworu wigze sie z koniecznos$cig wytworzenia wtasnego systemu
naczyniowego w procesie angiogenezy, zapewniajgcego staty doptyw materiatéw niezbednych

do tworzenia nowych komérek guza.

Waznym momentem w powstawaniu nowotworowych naczyn krwionosnych jest tzw.
przetom angiogenny (ang. angiogenic switch) czyli przejscie nowotworu z fazy awaskularnej
w faze naczyniowa. Wodwczas nowotwér nabiera cech inwazyjnosci i zdolnosci do
przerzutowania [67]. Rozwdéj wiasnego unaczynienia umozliwia nowotworowi wytworzenie

klonéw opornych, szybki wzrost i powstanie ognisk wtérnych.

Wzrost wiekszosci nowotworéw zalezy od wtasciwego unaczynienia aczkolwiek istniejg
nowotwory takie jak struniak, ktére posiadajg znikomg sie¢ naczyn krwionosnych i odzywiajg

sie drogg dyfuzji [71].



11.1 Badania we krwi
11.1.1 VEGF-A

Jak pisze Dvorak, angiogeneza nowotworowa jest ,niegojgcy sie rang”, procesem
przewlektym, w trakcie ktérego wydzielane sg rézne czynniki proangiogenne [92]. Gtdwng
cytoking aktywujgca tworzenie nowych naczyn krwionosnych w trakcie trwania procesu
nowotworowego, w tym réwniez guzéw srdodczaszkowych, jest naczyniowo—s$rédbtonkowy
czynnik wzrostu VEGF-A. Powszechnie znana jest rola VEGF-A w angiogenezie, remodelingu
czy nasileniu przepuszczalnosci naczyn zwtaszcza w procesie nowotworowym, sg jednakze

doniesienia na temat jego roli w innych stanach chorobowych.

VEGF dzieki swoim wiasciwosciom inicjuje proces zapalny. Podczas reakcji zapalnej
nastepuje uwalnianie VEGF z ptytek krwi i granulocytéw [115]. Zwiekszajgc przepuszczalnosé
naczyn, ufatwia on tworzenie obrzeku i przechodzenie komodrek z krwioobiegu do miejsc
toczgcego sie zapalenia [116]. VEGF zwieksza swoje stezenie w trakcie endometriozy [64],

a takze w otytosci [117], ktérym to zjawiskom towarzyszy przewlekte zapalenie.

Badania wykazaty, ze VEGF moze stanowié¢ istotny czynnik w przewlektych
procesach zapalnych skéry zwigzanych z nadwrazliwoscia typu opdznionego [118].
Zhang Y. i wsp. zaobserwowali zwiekszone stezenie VEGF w warstwie rogowej naskorka
u chorych na atopowe zapalenie skory [119]. VEGF jest syntetyzowany w keratynocytach
i fibroblastach skéry i ma swéj udziat rowniez w patomechanizmie wyprysku kontaktowego
kiedy alergeny kontaktowe stymulujg wytwarzanie VEGF [120, 121]. Wykazano zwiekszong
ekspresje VEGF w keratynocytach i komadrkach jednojgdrzastych na srédbtonku w zmianach
skdrnych o charakterze wyprysku [122]. VEGF ma réwniez udziat w patomechanizmie choréb
zapalnych skoéry takich jak tuszczyca, tradzik rézowaty, choroby pecherzowe, opryszczkowe

zapalenie skory i rumien wielopostaciowy [123, 124, 125].

Stezenie VEGF wzrasta w wolu migzszowym i guzkowym gruczotu tarczowego
w poréwnaniu z osobami zdrowymi [130, 131]. Wzrost stezenia VEGF zaobserwowano
rowniez w chorobie Graves Basedova, gdzie stymulacja gruczotu tarczowego przez TRAb
(przeciwciata przeciwko receptorom TSH) nasila angiogeneze [132-134]. Podwyzszone

stezenie VEGF stwierdzono takze u ludzi z chorobg Hashimoto, co koreluje dodatnio



ze stopniem unaczynienia tarczycy [132, 134]. Silna ekspresja VEGF obserwowana jest

w limfocytarnym zapaleniu tarczycy, a takze w rakach tarczycy [134, 135].

Podwyzszone stezenie VEGF wystepuje u pacjentéw chorych na cukrzyce.
W badaniach in vitro na liniach szczurzych komérek mezengialnych zaobserwowano,
ze wysokie stezenia glukozy zwiekszajg ekspresje VEGF [136]. Wykazano podwyziszone
stezenie biatka VEGF oraz ekspresje mRNA VEGF w nerkach oséb chorych na nefropatie
cukrzycowg [137, 138].

VEGF ma swdj udziat rowniez w rozwoju miazdzycy. Blaszki miazdzycowe powstajgce
w naczyniach tetniczych odpowiadajg za obszar niedokrwienia tkanek. Celletti F.L. i wsp.
stwierdzili, ze po wstrzyknieciu VEGF, do krwi zwierzat przedostaje sie wiele komodrek
macierzystych, ktére kierowane sg do miejsca niedokrwienia. Bodziec hipoksemiczny z tych
okolic jest stymulatorem do uwolnienia ze szpiku progenitorowych komérek srédbtonka, ktére
po przejsciu w funkcjonalne komérki sréddbtonka tworzg nowe naczynie w procesie
neoangiogenezy (waskulogenezy). Powstanie unaczynienia przyspiesza tworzenie blaszki
miazdzycowej [139, 140]. Z drugiej strony stymulujgc angiogeneze w blaszce miazdzycowej

VEGF odpowiada za jej destabilizacje i pekniecie.

VEGF stymuluje wzrost i przezywalnosé¢ komérek Schwanna w warunkach hipoks;ji,
zwieksza proliferacje astrocytéw, stymuluje wzrost aksondéw w hodowlach siatkéwki czy
zwojéw nerwowych korzenia grzbietowego (DRG) [126, 127]. Takze w warunkach in vitro
zwieksza przezywalnos$¢ komadrek nerwowych w sytuacji hipoksji i stresu oksydacyjnego [128].
Badania immunoenzymatyczne wykazaty obecno$¢ VEGF w neuronach i komérkach glejowych

[129, 127].

VEGF-A odgrywa wazng role w odpowiedzi immunologicznej, kiedy dochodzi do
ekspresji VEGF. Nadekspresja VEGF wptywa hamujgco na dojrzewanie komodrek
dendrytycznych ostabiajagc odpowiedZz immunologiczng gospodarza skierowang przeciwko

rozwijajgcemu sie nowotworowi [141].

W niniejszej pracy zaobserwowano istotny, 4 krotny wzrost stezenia VEGF-A w osoczu

krwi 0séb chorych na guzy srédczaszkowe w poréwnaniu do grupy kontrolnej.

Uzyskane wyniki pozostajg w zgodzie z wynikami Nowackiej A. i wsp., ktérzy przed

zabiegiem w osoczu krwi chorych poddanych operacji usuniecia guza stwierdzili istotnie



wyzsze stezenie VEGF-A niz w grupie kontrolnej [142] oraz z badaniem stezenia VEGF
w surowicy krwi chorych na glejaka wielopostaciowego i chorych z guzami przerzutowymi do
mozgu przeprowadzonymi przez Rafata N. i wsp., gdzie takze odnotowano stezenie wyzsze
VEGF niz w grupie oséb zdrowych [143]. Handzhiev D. i wsp. istotnie wyzsze stezenia VEGF-A
zaobserwowali tylko w grupie chorych na glejaki o niskim stopniu ztosliwosci [144], a Siedlecki
Z. [145] nie stwierdzit istotnych réznic pomiedzy chorymi z guzami srédczaszkowymi, a grupa

kontrolna.

Analiza literatury na temat stezen VEGF we krwi w innych rodzajach nowotworéw
wskazuje, ze oceny poziomu VEGF dokonywano w osoczu lub w surowicy krwi. Gornall R.J.
i wsp. stwierdzili w surowicy krwi chorych na raka macicy silng dodatnig korelacje stezenia
VEGF i liczby ptytek krwi i sgdza, ze te komoérki sg jego Zrodtem. Autorzy nie odnotowali
zaleznosci stezenia VEGF i objawéw postepu choroby [146]. Shimada H. i wsp. zaobserwowali
w surowicy krwi chorych na raka piersi zaleznos¢ stezenia VEGF i progresji choroby, ztej
odpowiedzi na leczenie i krétszego przezycia. Autorzy wykazali, ze VEGF jest niezaleznym
czynnikiem prognostycznym [147]. Holzer G. i wsp. ocenili stezenie VEGF w surowicy krwi u
chorych na kilka rodzajow raka kosci i stwierdzili jego stezenie wyzsze u chorych niz w grupie
kontrolnej [148], a Oehler M.K. i wsp. wykazali wysokie stezenie VEGF u chorych na raka
jajnika [149]. George D.. i wsp. w osoczu krwi chorych na raka prostaty zaobserwowali
istotnie wyzsze VEGF niz u zdrowych i uwazajg, ze ten czynnik moze by¢ wskaznikiem

klinicznym progresji raka prostaty [202].

Przeprowadzona analiza piSmiennictwa na temat VEGF we krwi chorych z guzami
$rddczaszkowymi i zinnymi nowotworami potwierdza obecnosc jego wysokich stezen we krwi

chorych i udziat tego czynnika w angiogennej proliferacji naczyn.

11.1.2 sVEGFR1

W przeprowadzonych badaniach zaobserwowano, ze w osoczu krwi chorych z guzami
Srédczaszkowymi (w catej grupie) wystepuje wyzsze stezenie sVEGFR1 w wartosSciach

bezwzglednych i po przeliczeniu na 1 mg biatka niz we krwi oséb zdrowych.

Z analizy piSmiennictwa wynika ze, stezenie sVEGFR1 badano w rdéznych sytuacjach

klinicznych, gdzie dochodzito do zmian w intensywnosci angiogenezy, czesto tacznie z oceng



stezenia VEGF-A. Podwyzszone stezenie sVEGFR1 stwierdzili Di Marco G.S. i wsp. w osoczu
krwi 130 chorych na przewlekta chorobe nerek w zawansowanym stadium choroby (3-5
stadium). Uzyskang surowice od tych chorych oraz rekombinowany sVEGFR1 autorzy
wykorzystali do zbadania ich wptywu na angiogeneze ptodéw kurczat [150]. Zaobserwowali
dziatanie antyangiogenne sVEGFR1 w postaci indukcji apoptozy komodrek endotelialnych
w warunkach in vitro i zmniejszenia tworzenia tlenku azotu NO w hodowlach komoérek
srddbtonka. Robak E. i wsp. odnotowali zwiekszone stezenie sVEGFR1 we krwi chorych
z toczniem uktadowym, przy czym najwyzsze jego wartosci stwierdzono u chorych w aktywnej
fazie choroby [151]. Autorzy sugerujg, ze zrédtem sVEGFR1 sg komorki endotelialne, ale takze
monocyty i makrofagi. Podwyzszone stezenie sVEGFR1 wykazali Ismail Erturk i wsp. w osoczu
krwi chorych na cukrzyce insulinozalezng, u ktérych stosowanie metforminy spowodowato
obnizenie stezenia tego receptora [152]. Wykazano, ze sVEGFR1 odgrywa istotng role

w utrzymaniu stanu awaskularnosci rogéwki poprzez hamowanie VEGF-A [153].

W dostepnym pismiennictwie znaleziono badania dotyczace oceny stezenia sVEGFR1
we krwi pacjentéw z chorobg nowotworowg. Wierzbowska A. i wsp. stwierdzili wysokie
stezenie sSVEGFR1 we krwi chorych na ostrg biataczke szpikowa i ostrg biataczke limfatyczng
oraz zaobserwowali dodatnig korelacje stezenia receptora i liczby blastéw w szpiku, a takze
liczby krwinek biatych we krwi obwodowej [154]. Gadomska G. i wsp. opisali obnizone stezenie
SsVEGFR1 u chorych na czerwienice prawdziwg i nadptytkowosé samoistng [155]. Autorzy
sgdzg, ze sVEGFR1 jest odpowiedzialny za blokowanie ligandu dla VEGF na powierzchni
komodrek endotelialnych i zmniejszenie dostepnosci VEGF do VEGFR2 stacjonarnego. Boiocchi
L. i wsp. stwierdzili u chorych na czerwienice prawdziwg i mielofibroze pierwotng badaniem
immunohistochemicznym ekspresje sVEGFR1 i VEGF-A w komorkach szpiku kostnego:
megakariocytach, makrofagach i niedojrzatych prekursorach mieloidalnych szpiku kostnego
[156]. Autorzy uwazajg, ze wystepuje wewnetrzna autokrynna regulacja pomiedzy VEGF-A
i SVEGFR1. Wykazano, ze wysokie stezenie VEGF jest bodZzcem stymulujgcym synteze

i wydzielanie do krwi sVEGFR1 przez komdrki endotelium [157].

Znaleziono takze badania dotyczgce sVEGFR1 w guzach litych. Kemik O. i wsp.
przeprowadzili ocene stezenia sVEGFR1 we krwi oraz badaniem immunohistochemicznym
ustalili lokalizacje receptora w komérkach u chorych z watrobowokomaérkowym rakiem [158].

Stwierdzili wysokie stezenie sVEGFR1 w surowicy krwi oraz ekspresje tego receptora



w komorkach nowotworu. Badacze zaobserwowali korelacje ekspresji sSVEGFR1 z przerzutami,
stopniem zaawansowania choroby oraz zréznicowaniem komérek guza. Uwazajg, ze pomiar
SVEGFR1 oraz VEGF-A w surowicy krwi chorych moze odzwierciedla¢ powstawanie guza,
przerzuty i proces angiogenezy. Thielemann A. i wsp. oraz Zarychta E. i wsp. oceniajgc stezenie
VEGF-Aiobu receptordw rozpuszczalnych zaobserwowali w osoczu krwi chorych na raka piersi

wysokie stezenie SVEGFR1, ktore rosto wraz z postepem choroby [159, 160].

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze w Swietle ostatnich badan, obok znanego
dziatania sVEGFR1 jako receptora ,putapkowego” dla krazgcego VEGF-A, w chorobie
nowotworowej podkreslana jest jego rola jako markera progresji guza, a takze jako

biomarkera odpowiedzi na terapie antyangiogenna.

Przeprowadzone badanie wskazuje, ze znaczgco wysokiemu stezeniu VEGF-A we krwi
towarzyszy wysokie stezenie sVEGFR1 we krwi spowodowane, jak sie wydaje, stymulujgcym
dziataniem VEGF-A na komoérki endotelialne i komorki zapalne towarzyszace procesowi
nowotworzenia i stanowi wewnetrzny mechanizm kompensacyjny w warunkach silnej

aktywacji angiogenezy.

11.1.3 sVEGFR2

Przeprowadzone obecnie badania wykazaty, ze w osoczu krwi 0sdb chorych
(catej grupy) stezenie sVEGFR2 byto istotnie nizsze w grupie kontrolnej — w wartosciach

bezwzglednych i po przeliczeniu na 1 mg biatka.

Z analizy dostepnej literatury dotyczgcej sVEGFR2 wynika, ze stezenia tego receptora
VEGF badano w chorobach naczyi. Wieczér R. i wsp. wykazali we krwi chorych z choroba
naczyn obwodowych, a takze w grupie chorych z miazdzycg i towarzyszgcy cukrzycg typu 2
obnizone stezenie sVEGFR2 [161, 162]. Natomiast Ruszkowska B. i wsp. nie stwierdzili
istotnych réznic stezenia sVEGFR2 w osoczu krwi chorych z dobrze kontrolowang cukrzyca
typu 2 [163]. Podwyzszone stezenie sVEGFR2 zaobserwowat Sugimoto M. i wsp. u ciezarnych
kobiet z towarzyszacg cukrzycg lub cukrzycg ciezarnych w poréwnaniu do kobiet w cigzy bez
cukrzycy [164]. Wysokie stezenie sVEGFR2 odnotowat Suman K. i wsp. we krwi chorych
z cukrzycy typu 2 z towarzyszacg retinopatig proliferacyjng i zaobserwowat jego wzrost wraz

z progresjg retinopatii [165]. Ahmed M. Abu El-Asrar i wsp. stwierdzili wyzsze stezenie



SsVEGFR2 w ptynie ocznym u chorych z cukrzycowg retinopatig proliferacyjng w pordwnaniu

do oséb bez cukrzycy [166].

Przeglad piSmiennictwa wskazuje na obecno$¢ badain dotyczacych sVEGFR2
w nowotworach: guzach litych i rozrostach hematologicznych. Grochota—Matecka I. i wsp.
[167], Thielmann A. i wsp. [159], a takze Zarychta E. i wsp. [160] opisujg podwyzszone stezenie
sVEGFR2 we krwi chorych na raka piersi. Zarychta E. i wsp. sg zdania, ze podwyzszone stezenie
SVEGFR2 moze stanowi¢ pozytywny czynnik prognostyczny, natomiast Grochota—Matecka
w swoich badaniach nie potwierdzajg tej obserwacji. Thielmann A. i wsp. zaobserwowali
korelacje stezenia sVEGFR2 i klinicznego stadium choroby [159, 167]. Yoshiko Aoyagi wsp.
stwierdzili wysokie stezenie sVEGFR2 w osoczu krwi chorych na raka okreznicy [168].
Gadomska G. i wsp. zanotowali obnizone stezenie sVEGFR2 w grupie 72 chorych na
przewlekte nowotwory mieloproliferacyjne (nadptytkowos¢ samoistna, czerwienica
prawdziwa, mielofibroza pierwotna) [155]. Autorzy uwazajg, ze obnizenie stezenia tego
receptora mogto odzwierciedla¢ jego zuzycie w sytuacji wysokiego stezenia VEGF-A

aktywujgcego angiogeneze.

Na uwage zastuguje badanie Albuguergue R.J.C. i wsp., gdzie wykazano, ze
alternatywnie sktadana izoforma sVEGFR2 jest antagonista endogennego VEGF-A, co
uniemozliwia jego wigzanie ze stacjonarnym VEGFR3 i w konsekwencji prowadzi do
hamowania proliferacji limfatycznych komdrek endotelialnych [169]. Harris H. i wsp.
zaobserwowali, ze u kobiet z rakiem piersi wystepuje w osoczu krwi podwyzszone stezenie
SVEGFR2 oraz sVEGFR3 [170], co $wiadczy o zaburzeniach limfangiogenezy. Becker J. i wsp.
badali stezenie u 49 chorych z pierwotnym neuroblastoma w réznych stadiach rozwoju
i tworzenia przerzutéw. Stwierdzili postepujacy spadek stezenia sVEGFR2 we krwi najbardziej

wyrazony w 3 i4 stadium choroby [171].

Oba rozpuszczalne receptory tj. sVEGFR1 i sVEGFR2 uwazane sg za endogenne
naturalne inhibitory angiogenezy z uwagi na zdolnos¢ blokowania wolnych krazacych
czgsteczek VEGF-A, co wydatnie zmniejsza dostepnos¢ tego aktywatora do stacjonarnego
inhibitora sVEGFR2 — na powierzchni komérek srédbtonka. Dziatanie sVEGFR1 jako ,,putapki”
dla VEGF-A byto znane i potwierdzone od dawna. W przypadku sVEGFR2 takze sg badania

wskazujgce na jego hamujgcy wplyw na angiogeneze. Kemik O. i wsp. wykazali wptyw



SsVEGFR2 w postaci blokady réznicowania raka watrobowokomaorkowego, a Aweimer A. i wsp.

hamujacy wptyw sVEGFR2 na raka gruczotu krokowego [158, 172].

Ocena statystyczna badanych parametréow w osoczu krwi zaleznie od rodzaju guza
wykazata istotnie niskie stezenie sVEGFR2: najnizsze w grupie glejakdéw o niskim stopniu

zaawansowania, a najwyzsze w grupie chorych o wysokim stopniu zaawansowania .

Obnizone stezenie sVEGFR2 we krwi chorych na nowotwory srédczaszkowe wydaje sie
stanowi¢ kolejny mechanizm kompensacyjny w warunkach nasilonej angiogenezy.
Podkreslenia wymaga wysokie stezenie sVEGFR2 we krwi w warunkach prawidtowych
(tj. przy niezmienionej angiogenezie) wielokrotnie przewyzszajace stezenie sVEGFR1. Nalezy
sqdzi¢, ze fizjologiczne wysokie stezenie sSVEGFR2 we krwi w warunkach prawidtowych stanowi

zabezpieczenie organizmu przed potencjalng aktywacjg angiogenezy.

11.2 Guzy srédczaszkowe — homogenaty

Poréwnanie stezenia VEGF-A w osoczu chorych oraz homogenacie guzow (cata grupa
badanych) wykazato, ze w tkance nowotworu jest okoto 35 krotnie wyzsze w wartosciach

bezwzglednych, a po przeliczeniu na mgP (mg biatka) 421 krotnie razy wyzsze.

Stezenie sVEGFR1 w homogenacie guzéw bylo 4 krotnie wyisze niz w osoczu,
a po przeliczeniu na 1 mg biatka stezenie sVEGFR1 byto w homogenacie okoto 60 krotnie

wyzsze.

Stezenie sVEGFR2 w homogenacie tkanki guzéw byto okoto 19 razy mniejsze niz

W 0soczu, a po przeliczeniu na 1 mg biatka o okoto 20% nizsze niz w osoczu badanych chorych.

Badania immunoenzymatyczne wykonane w préobkach guzéw nowotworowych
wskazujg na wysokg ekspresje VEGF-A w komdrkach nowotworowych oraz w komérkach

sréddbtonka naczyn odzywiajgcych guz.

Wsréd 69 obecnie badanych chorych z guzami S$rédczaszkowymi badaniem
histopatologicznym skrawkéw pobranych $rédoperacyjnie stwierdzono u 21 oséb glejaka,

u 18 — oponiaka, a u 30 — guzy przerzutowe. Analiza stezenn badanych parametrow



w homogenatach od chorych z poszczegdélnymi rodzajami nowotworu wykazata istotne

réznice tylko w zakresie stezen VEGF-A.

11.2.1 Glejaki

W grupie chorych z glejakami wyodrebniono podgrupe 5 chorych z niskim stopniem
zaawansowania (Il) i podgrupe 16 chorych z wysokim stopniem zaawansowania (lll-3o0soby,
IV-13 o0sdb). Przeprowadzone badanie wykazato, ze w homogenacie uzyskanym z glejakow
o wysokim stopniu zaawansowania byfto najwyisze stezenie VEGF-A w wartosciach

bezwzglednych i po przeliczeniu na 1 mg biatka. Wsrdd chorych byto 9 mezczyzn i 12 kobiet.

Glejaki stanowig ponad 40% pierwotnych nowotworéw wewnatrzczaszkowych,
a jednoczes$nie 70-80% pierwotnych nowotwordw ztosliwych osrodkowego uktadu
nerwowego [173]. Nalezg do guzdéw z najwiekszg angiogenezg sposrdd wszystkich guzéow
litych. Wsréd nich glejak wielopostaciowy jest najczestszym i najbardziej agresywnym
pierwotnym guzem modzgu u dorostych o szybkim rozwoju i duzej czestosci ognisk
niedokrwienia i martwicy. W warunkach hipoksji pod wptywem HIF-1 w jadrze komdérkowym
dochodzi do ekspresji wielu genéw odpowiedzialnych za produkcje biatek o dziataniu
proangiogennym. Wsrdd nich najsilniejszym i najlepiej poznanym jest VEGF-A odpowiedzialny
za neoangiogeneze. W glejakach poznano 5 gtéwnych mechanizmdw tego procesu : ,,vascular
co-option” — naczyniowa kooptacja (wtgczenie do naczynia — tworzenie mankietow wokot
prawidtowych mikronaczyn); angiogeneza — tworzenie naczyn na bazie juz istniejacych
(najczesciej przez paczkowanie); waskulogeneza — powstawanie naczyn z progenitorowych
komodrek srdodbtonka pochodzacych ze szpiku kostnego; naczyniowa mimikra — zdolnosé
komodrek guza do tworzenia czynnosciowej sieci naczyniopodobnej; transdyferencjacja

komorek srédbtonka glejaka wielopostaciowego (GMB) [174].

Transdyferencjacja GBM jest charakterystyczna dla glejakdw o najwyzszym stopniu
zaawansowania i polega na przeprogramowaniu komdrek macierzystych srodbtonka
naczyniowego guza w kierunku funkcjonalnych komérek s$rédbtonka naczyniowego.
Te komorki to GSCs (podobne do komdrek macierzystych komérki glioblastoma), ktére
zlokalizowane sg w okotonaczyniowych niszach (w poblizu naczyn krwiono$nych). Wykazano,

ze komérki GSCs posiadajg zdolnos¢ do wydzielania pecherzykdow pozakomdrkowych



(EV —extracellular vesicles), ktére miedzy innymi zawierajg VEGF-A odpowiedzialny za inicjacje

angiogenezy nowotworowej [175].

Ostatnie badania wykazaty, ze komérki GSCs wchodzg w Sciste relacje
z mikrosrodowiskiem gospodarza za posrednictwem komorek sréodbtonka mikronaczyn moézgu
(BMECs — brain microvascular endothelial cell) [176]. VEGF-A zawarty w pecherzykach
pozakomérkowych uwalnianych przez komadrki GSCs dziata proangiogennie na komdrki BMECs
pobudzajgc je do angiogenezy na rzecz guza, a wraz z obecnymi w pecherzykach
pozakomérkowych metaloproteinazg 9 (MMP-9) i urokinazowym aktywatorem plazminogenu

(u-PA) doprowadza do rozluznienia i destrukcji bariery krew—madzg (BBB — brain-blood-barier).

Analiza dostepnej literatury dowodzi, ze wiele badan poswiecono obecnosci VEGF
w glejakach. Wiekszos¢ stanowiag badania immunohistochemiczne wskazujace na ekspresje
VEGF/VEGF-A w skrawkach uzyskanych z guza [177, 178, 179]. Ekspresja VEGF-A rosta wraz
z przeksztatcaniem postaci niskozaawansowanej glejaka w posta¢ wysokozaawansowang
[180]. W obszarach martwiczych glejakéw wysokozaawansowanych obserwowano wysoki

poziom ekspresji mMRNA VEGF (co zwigzane byto z hipoksjg tych okolic) [181].

Shingo Takano i wsp. wykazali, ze stezenie VEGF u pacjentéw z glejakiem
wielopostaciowym jest znamiennie wyzsze w tkance mdézgu w poréwnaniu do gwiazdziakdw,
oponiakdw i chtoniakdw ztosliwych oraz grupy kontrolnej. Stezenie VEGF w ptynie z torbieli
glejaka byto 200-300 krotnie wyzsze niz w surowicy i byto skorelowane z unaczynieniem

[182].

W badaniach Lamszus K. i wsp. zaobserwowano 30 krotnie wyzsze stezenie VEGF-A
w glejakach niz w gwiazdziakach rozlanych (p<0,001), ktére korelowato z gestoscig

mikronaczyn (p<0,001) [183].

VEGF-A jest uwazany za gtéwny mediator indukowania wzrostu guza zaleznego od
hipoksji poprzez pobudzenie receptora kinazy tyrozynowej wchodzgcej w sktad stacjonarnych
receptorow VEGFR1 i VEGFR2, co inicjuje réznorakie dziatania jak: aktywnos¢ proangiogenng,
zwiekszenie przepuszczalnosci naczyd oraz stymuluje migracje komoérek srdodbtonka
[178, 180]. Obok hipoksji waznym czynnikiem pobudzajgcym angiogeneze glejakéw sa

mutacje niektorych gendw, np. mutacja p53 [184].



11.2.2 Oponiaki

Badaniem histopatologicznym wsrdéd chorych z guzami srédczaszkowymi stwierdzono
w 18 przypadkach | stopied zaawansowania. Analiza statystyczna uzyskanych wynikow
wykazata, ze w homogenacie guzéw chorych z oponiakami istotnie nizsze byto stezenie VEGF
niz w grupie chorych z glejakami o wysokim stopniu zaawansowania. W grupie 18 chorych na

oponiaki byto 16 kobiet i 2 mezczyzn.

Oponiaki to pierwotne guzy modzgu, ktére stanowig od 20% do 36% guzdw
$rddczaszkowych [185, 186]. Mahzouni P. i wsp. wykonali retrospektywne badania
immunohistochemiczne w blaszkach tkankowych osadzonych w parafinie od 83 chorych
z rozpoznanym oponiakiem [185]. We wszystkich prébkach (100%) wykazano obecnos¢ VEGF
i zaobserwowano korelacje pomiedzy ekspresjg VEGF, a stopniem zfosliwosci guza. Ling C.
i wsp. oceniali prognostyczng warto$¢ angiogenezy przez zbadanie proliferacji i gestosci
mikronaczyn oraz hipertrofii komérek endotelialinych. Stwierdzono ich zwigzek z krétszym

okresem przezycia [187].

Codzienne obserwacje kliniczne wskazujg, ze oponiakom czesto towarzyszy obrzek
okotoguzowy, ktéry bardzo pogarsza rokowanie. Ding Y.S. i wsp. badali role VEGF
w powstawaniu  obrzeku okotoguzowego. U 37 chorych z oponiakami dokonano
resekcji guza i S$rédoperacyjnie pobrano skrawki tkanki nowotworowej. Badaniem
immunohistochemicznym oceniono ekspresje biatka VEGF, a uzywajagc metody RT-PCR
(ang. reverse transciptase polymerase chain reaction) ekspresje mRNA VEGF. Rozlegtosé
obrzeku badano przy pomocy rezonansu magnetycznego. Stwierdzono, ze stezenie VEGF
obnizyto sie wraz ze wzrostem odlegtosci od guza, a obecno$é mRNA VEGF — wykazano tylko
w guzie [188]. Autorzy wnioskujg, ze makroczgsteczki VEGF sg wydzielane przez tkanke guza
i przechodza do prawidtowej tkanki mézgu, co powoduje obrzek tej okolicy. Markovic M. i wsp.
u 78 chorych z oponiakiem z towarzyszgcym obrzekiem okotoguzowym i bez obrzeku
w probkach pobranych srddoperacyjnie podczas resekcji guza wykonali badanie ekspresji
VEGF i stwierdzili korelacje wysokiej ekspresji VEGF z wielkoscig obrzeku w grupie chorych
z towarzyszgcym obrzekiem oraz korelacje VEGF z wydtuzeniem czasu leczenia i wiekszg liczbg
powikfan pooperacyjnych [189]. VEGF powoduje istotny wzrost przepuszczalnosci naczyn

guza, co umozliwia wysiek ptynu z przestrzeni okotonaczyniowej do migzszu madzgu,



a to powoduje zwiekszenie cisnienia ptynu miedzykomdérkowego i wazogeniczny

(naczyniopochodny) obrzek mézgu [185].

Wsréd czynnikéw pobudzajgcych angiogeneze w oponiakach na pierwszym miejscu
wymieniana jest hipoksja tkanek stymulujgca synteze i uwalnianie VEGF-A. Hipoksja
prowadzgca do martwicy guza jako patomechanizm angiogenezy w przypadku oponiakéw ma
znaczenie jedynie w formie atypowej (Il WHO) i postaci anaplastycznej (Il WHO) [190].
U wiekszosci jednakze chorych z oponiakami inne mechanizmy powinny by¢ rozwazane jak:
stymulacja syntezy VEGF przez hormony ptciowe zeniskie lub obecnos¢ w komdrkach
nowotworowych oponiaka specjalnych receptoréw dla VEGF, ktorych aktywacja stymuluje

angiogeneze i tworzenie obrzeku mdzgu wokodt guza [188].

11.2.3 Guzy przerzutowe

Wsrod 30 chorych z guzami przerzutowymi byto 17 kobiet i 13 mezczyzn. U 20 chorych
stwierdzono pierwotne ognisko nowotworowe: u 14 byt to nowotwdr ptuc, w 2-6ch
przypadkach rak gruczotu piersiowego i po 1 przypadku rozpoznano nowotwadr szyjki macicy,
odbytnicy, nadnercza i nerki. U pozostatych 10 pacjentéw nie udato sie ustali¢ ogniska

pierwotnego.

Dane literaturowe wskazujg, ze guzy przerzutowe do mdzgu sg najczestszymi wsrdd
nowotworéw Srédczaszkowych i wystepujg z czestoscia 8,3 do 14,3 na 100 000 ludzi [191].
Najczesciej ognisko pierwotne stwierdza sie w ptucach, gruczole piersiowym i skorze

(czerniak ztosliwy) skad pochodzi od 67-80% wszystkich przerzutéw do mozgu [192].

Mozg jest szczegdlnym miejscem naszego organizmu i posiada zabezpieczenie przed
ingerencjg obcych czynnikéw i komdrek w postaci selektywnej bariery krew—mébzg BBB
(ang. blood-brain-barier). BBB zbudowana z komérek endotelialnych utrzymuje réwnowage
centralnego uktadu nerwowego dzieki zabezpieczeniom jak: ciggtos¢ Scistych potaczen,
zmniejszona aktywnosc¢ pinocytozy, nadaktywnos¢ pomp btonowych w kierunku wyrzucania

poza komadrke substancji obcych [193].

Przeprowadzone obecnie badanie stezenia VEGF-A w homogenacie guzdow

Srodczaszkowych wykazato najwyzsze stezenia tego aktywatora angiogenezy u chorych



z glejakami i z guzami przerzutowymi, co stwierdzono w wartosciach bezwzglednych

i po przeliczeniu na 1mgP.

Obecne wyniki pozostajg w zgodzie z badaniami Huanga H. i wsp. [194]. Autorzy przy
pomocy techniki ELISA badali zawartos¢ biatka VEGF w skrawkach kilku rodzajow guzéw
Srddczaszkowych i stwierdzili wysoka ekspresje VEGF w glejakach i guzach przerzutowych
z nerek. Identyfikowali oni rodzaje VEGF i zaobserwowali, ze dominowaty izoformy VEGF121
i VEGF165. Lee Su Kim i wsp. na modelu zwierzecym (myszy) wykazali, ze komérki przerzutéw
do moézgu od chorych na raka gruczotu piersiowego uwalniaty wiecej VEGF-A i IL-8 do
supernatantu hodowli niz komoérki guza z ogniska pierwotnego. Zdaniem autordw istotnie
wieksze tworzenie i uwalnianie VEGF warunkuje zdolnos¢ komodrek przerzutowych do

tworzenia ognisk wtérnych [195].

Yang Y.i Cao Y. w ciekawej pracy poglgdowej przytaczajg najbardziej prawdopodobne
mechanizmy, ktére decydujg o znaczeniu VEGF w pobudzaniu powstawania przerzutéw
nowotworowych. Najwazniejsze z nich to: stymulacja angiogenezy guza, tworzenie
prymitywnych naczyn guza o zaktdconej organizacji i sktonnosci do przerzutowania przez
nieprawidtowe $ciany naczyn, promocja procesu zapalnego w guzie, zmiany w guzie
skutkujgce ogniskami hipoksji, remodeling naczyn zaleiny od interakcji komérek raka
i komérek endotelium naczyniowego, podtrzymywanie odrodzenia przerzutow w odlegtych

narzadach [196].

W podsumowaniu tej czesci badan poswieconych porédwnaniu stezenn badanych
parametréw procesu angiogenezy nalezy podkresli¢ zasadnicze znaczenie naczyniowo—
Srodbtonkowego czynnika wzrostu VEGF-A w trzech typach nowotworéw srédczaszkowych:

o charakterze pierwotnym (glejaki, oponiaki) i w guzach przerzutowych.

Glejaki charakteryzujgce sie wybitnie pobudzong i rozwinietg angiogenezg
wykorzystujg rézne wtasciwosci VEGF-A do wytworzenia rozmaitych odmian neoangiogenezy.
Odkryta niedawno niewielka iloSciowo ale ogromnie wazna czynnosciowo pula komadrek
glejaka podobnych do komérek macierzystych uwalniajac do krwi pecherzyki pozakomaérkowe
zawierajgce réznorakie cytokiny, chemokiny a wsréd nich VEGF, doprowadza do lokalnego

i ogdlnego rozprzestrzenienia sie komorek guza.



W przypadku oponiakéw rola VEGF obok stymulacji angiogenezy nowotworu polega
na udziale w patomechanizmie tworzenia obrzeku okotoguzowego o charakterze
angiopochodnym, ktérego obecno$é znacznie pogarsza rokowanie i sprzyja nawrotom

choroby.

Guzy przerzutowe wykorzystujg VEGF zwtaszcza do rozluznienia wysciotki
srodbtonkowej naczyn, co skutkuje ostabieniem a nastepnie pokonaniem bariery krew — mozg

przez komorki guzéw inwazyjnych.

11.3 Wspoétczynniki sVEGFR1/VEGF-A i sVGEGFR2/VEGF-A

Przeprowadzone badania VEGF-A wykazaty jego wysokie stezenie w homogenacie
guzéw w catej badanej grupie chorych (tab. 6 i 7) oraz w poszczegdlnych guzach
Srddczaszkowych (tab. 10 i 11), co wskazuje na aktywacje angiogenezy, a takze na komorki
guzéw jako zrédto VEGF-A. Z tabeli 11 wynika réwniez, ze nie ma istotnych rdéznic stezenia
krgzacych receptoréw VEGF tj. sVEGFR1 i sVEGFR2 pomiedzy analizowanymi rodzajami guzow
Srodczaszkowych. Jednakze autorzy niektérych prac wskazujg na przydatnosé rownoczesnej
oceny biochemicznej choroby nowotworowej przy pomocy dwdch parametréw tj. sVEGFR1

i VEGF-A lub sVEGFR2 i VEGF-A.

Z analizy literatury wynika, ze do pomiaru tzw. potencjatu angiogennego w chorobie
nowotworowej uzywano wskaznikow VEGF-A/sVEGFR1 i VEGF-A/sVEGFR2 dla wykazania
dominacji proangiogennej aktywnosci lub  wspétczynnikébw  sVEGFR1/VEGF-A
i SVEGFR2/VEGF-A dla podkreslenia znaczenia upos$ledzonej inhibicji angiogenezy.

Wiadomo, ze we krwi oséb zdrowych wystepuje przewaga hamowania angiogenezy.
Pokazuje to tabela 12, gdzie przedstawiono wspétczynniki sVEGFR1/VEGF-A
i SVEGFR2/VEGF-A w osoczu krwi dla badanej grupy chorych z guzami srédczaszkowym i dla
grupy kontrolnej. Pokazano w tej tabeli 10 krotng inhibicje w grupie kontrolnej i obnizong do
2,78 krotnosci inhibicje w grupie chorych dla wspoétczynnika sVEGFR1/VEGF-A. W przypadku
wspoétczynnika sVEGFR2/VEGF-A inhibicja dla grupy kontrolnej wynosi wielokrotnos¢ liczby —
928, oraz dla oséb chorych tylko 122, 81 krotnosc.



Stezenie badanych parametrow angiogenezy tj. VEGF-A, sVEGFR1 i sVEGFR2
przeliczono na 1 mg biatka, a uzyskane wyniki wyrazone w pg/mg biatka uzyto do ustalenia
wspotczynnikdw co zostato pokazane w tabeli 13. Wspdtczynnik sVEGFR1/ VEGF-A w osoczu
krwi oséb zdrowych wynosi 0,141 i jest 3 krotnie wyzszy od wyliczonego dla grupy chorych,
ktéry jest rowny 0,05. Wspdtczynnik sVEGFR2/VEGF-A po przeliczeniu na 1 mg biatka wynosi

dla kontroli 13,0 i jest 7 krotnie wyzszy od stwierdzonego dla oséb chorych (1,79).

W tabeli 15 pokazano oba wspoéfczynniki obliczone dla homogenatéw 4 rodzajéw
badanych guzéw po wyrazeniu stezen parametréw angiogenezy na 1 mg biatka. Im warto$é
wspotczynnika jest wyzsza, tym sita hamowania angiogenezy jest wieksza. Najwiekszg site
hamowania angiogenezy w przypadku obu zastosowanych wspoétczynnikdw stwierdzono
w glejakach o niskim stopniu zaawansowania, nieco nizszg w oponiakach, niskg w glejakach

o wysokim stopniu zto$liwosci i najnizszg w nowotworach przerzutowych.

Z przegladu dostepnego pisSmiennictwa wynika, ze ocene stezen parametrow
angiogenezy takich jak w obecnym badaniu, wykonali we krwi (osocze, surowica) Thielemann
A. i wsp. u kobiet chorych na raka sutka, Aoyagi Y. i wsp. u chorych na raka okreznicy,
Kulapaditharom B. i wsp. u chorych na raka kolczystokomdrkowego szyi i gtowy i uzyli ich do
obliczenia wskaznikow angiogenezy [159, 197, 198]. Badania stezenia parametréw
angiogenezy w homogenacie tkanki guzéw przeprowadzili w raku sutka Toi M. i wsp, a Tang
T-Y. i wsp. we krwi i ptynie mdzgowo-rdzeniowym u chorych na biataczke z przerzutami do

osrodkowego uktadu nerwowego [199, 200].

Udato sie odnalezé jedynie 2 badania stezen VEGF i jego krazgcych receptordow

w homogenatach guzéw srédczaszkowych.

Autorzy pierwszej publikacji Takano S. i wsp. do oceny potencjatu angiognnego
wykorzystali wspotczynnik VEGF/sVEGFR1 u 69 chorych z glejakami
(39 chorych z glejakiem wielopostaciowym, 29 z gwiazdziakiem anaplastycznym i 4
z anaplastycznym oligogwiazdziakiem) [201]. Obok stezenn VEGF-A i sVEGFR1 zbadali oni
technikg PCR takze stezenia mRNA VEGF i mRNA VEGFR1. Wykazali, ze w warunkach hipoksji
nie ulega zmianie ekspresja mRNA sVEGFR1, ale wydzielanie biatka sVEGFR1 zostato
zahamowane. Autorzy uwazajg, ze sVEGFR1 jako endogenny inhibitor VEGF odpowiada za

regulacje angiogenezy w glejakach.



W drugiej publikacji Lamszus K. i wsp. przeprowadzili pomiary stezenia VEGF-A i jego
krgzacych receptorow w ekstrakcie homogenatéw od 99 chorych z guzami srédczaszkowymi
i w 5 skrawkach prawidtowego mdzgu [183]. Zastosowali oni wspdtczynnik sVEGFR1/VEGF-A
i stwierdzili, ze jest on 2,6 krotnie nizszy w homogenacie uzyskanym od chorych z glejakiem
wielopostaciowym (najbardziej ztosliwym wsrdd glejakéow) niz u chorych  z rozsianym
gwiazdziakiem. Autorzy sugerujg, ze zastosowanie tego wspoétczynnika moze by¢ uzyteczne do

oceny inhibicji angiogenezy, szczegdlnie w przypadkach ludzkich glejakow.

W  naszych badaniach  wykazano, e  wspdtczynniki  sVEGFR1/VEGF-A
i SVEGFR2/VEGF-A pozwalajg na precyzyjng ocene potencjatu angiogennego w homogenacie
3 rodzajow najczesciej wystepujacych wsrdd ludzi nowotwordw  Srédczaszkowych.
Potwierdzono przydatnos$é uzytego wczesniej wspoétczynnika sVEGFR1/VEGF-A i udato sie
wykazac bardzo niska site hamowania przez wewnetrzny mechanizm inhibicyjny angiogenezy

u chorych z guzami przerzutowymi.

Podobny kierunek zmienionej inhibicji w homogenatach poszczegdlnych rodzajéw
nowotworéw mozna wykazaé takie przy pomocy wspoétczynnika sVEGFR2/VEGF-A przy
wyzszej istotnosci statystycznej. Wartosé stezenia sVEGFR2 rzutuje na wielko$é wspoétczynnika
SVEGFR2/VEGF-A. W obecnym badaniu wykazano obnizone stezenie sVEGFR2 w osoczu krwi
chorych w poréwnaniu do oséb zdrowych, a takze obnizone stezenie SVGEGFR2 w homogenacie
guzoéw srédczaszkowych w poréwnaniu do osocza krwi chorych. Z kilku cytowanych wczesniej
publikacji wynika, ze obnizenie stezenia sVEGFR2 we krwi chorych na nowotwory wystepuje
w najbardziej zaawansowanych stadiach choroby. Becker J. i wsp. zaobserwowali postepujacy
spadek stezenia sVEGFR2 u chorych z pierwotnym neuroblastoma najbardziej wyrazony
w 3 i 4 stadium choroby [171], Gadomska G. i wsp. zaobserwowali obnizenie stezenia VEGFR2
w rozrostowych chorobach uktadu krwiotwdrczego (czerwienica prawdziwa, nadptytkowos¢

samoistna, mielofibroza pierwotna) [155].

Wydaje sie, ze mozna i nalezy w wiekszym stopniu wykorzystaé wspdtczynnik
SVEGFR2/VEGF-A do oceny znaczenia inhibicji angiogenezy ze wzgledu na potencjalnie duzg

pojemnos¢ inhibicyjng tego krazgcego receptora VEGF.



Ograniczenia badania

Przeprowadzone badanie posiada pewne ograniczenia, ktére mozina zdefiniowaé

nastepujaco:

1. Zbyt mata liczba chorych, co jest widoczne przy podziale grupy chorych na
podgrupy zaleznie od stwierdzonego rodzaju nowotworu. Grupa 5 chorych
o matym stopniu glejaka zaawansowania zostata wytoniona dopiero w wyniku
wstepnej analizy statystycznej (duza rozbiezno$¢ uzyskanych wynikéw).

2. Badanie dotyczyto uktadu VEGF i jego krgzacych receptoréw — najwazniejszego
i najsilniejszego. Nie uwzgledniono uktadu angiopoetyna i Tie-2 oraz dziatania
proangiogennego czynnika wzrostu fibroblastéw (FGF-2).

3. Wyttumaczenie obnizenia sVEGFR2 we krwi i w homogenacie guzéw od chorych
jest oparte o wyniki innych badaczy, ze wzgledu na brak obecnie testéw

pozwalajgcych na badanie stezenia potaczen (komplekséw) sVEGFR2—-VEGF-A.



12. Whnioski

1. Wysokie stezenie VEGF-A we krwi chorych i w homogenatach guzéw
Sréddczaszkowych Swiadczy o pobudzeniu angiogenezy.

2. Wielokrotnie wyisze stezenie VEGF-A w homogenatach guzéw niz we krwi chorych
wskazuje na komorki guza jako zrédto VEGF-A.

3. Podwyzszone stezenie sSVEGFR1 w osoczu krwi i homogenacie guzow od chorych
jest mechanizmem kompensacyjnym uruchomionym przez wysokie stezenie
VEGF-A.

4. Obnizone stezenie sVEGFR2 we krwi i w homogenacie guzéw wydaje sie byé
spowodowane jego zuzyciem w procesie hamowania wzmozonej angiogenezy.

5. Analiza stezen VEGF-A w poszczegdlnych typach nowotwordw (glejaki o niskim/
wysokim stopniu zaawansowania, oponiaki, guzy przerzutowe) wskazuje, ze
pobudzenie angiogenezy wystepuje we wszystkich typach badanych nowotworow
Srddczaszkowych ale ze zrdinicowang intensywnoscia. Najwyzszg aktywnosc
proangiogenng stwierdzono u chorych z glejakami o wysokim stopniu
zaawansowania i u chorych z guzami przerzutowymi.

6. Zastosowane wspodtczynniki sVEGFR1/VEGF-A i sVEGFR2/VEGF-A pozwalajg na
uzyskanie dodatkowej informacji o wewnatrzustrojowe] inhibicji angiogenezy

zaleznej od krazgcych receptorow VEGF-A.



13. Streszczenie

Angiogeneza jest procesem tworzenia nowych naczyn krwionosnych w oparciu
o istniejgca juz sie¢ naczyn wiosowatych. Proces ten jest uzalezniony od czynnikéw pro — oraz
antyangiogennych, ktore w stanie fizjologicznym pozostajg ze sobg w rdownowadze.
W procesie nowotworowym na skutek zjawiska ,switch on” dochodzi do zaburzenia tej
rownowagi i przewagi czynnikow proangiogennych (a wiec VEGF-A), co prowadzi do aktywacji
angiogenezy. Krazgce receptory VEGF-A — sVEGFR1 i sVEGFR2 sg uwazane za endogenne
inhibitory angiogenezy, jednakze ich rola w procesie nowotworzenia jest niejasna.

Celem pracy byta ocena potencjatu angiogennego na podstawie pomiaru stezenia
VEGF-A oraz jego krazacych receptoréw sVEGFR1 i sSVEGFR2 w osoczu krwi (chorzy, osoby
zdrowe) i w tkance guza osdb chorych na nowotwory $rédczaszkowe.

Badaniem objeto 69 oséb (45 kobiet i 24 mezczyzn) chorych w wieku od 20 do 80 lat,
(Srednia 61,6 lat) leczonych operacyjnie w powodu guzéw srddczaszkowych. Wsrdd badanych
probek znajdowat sie materiat od 21 chorych na glejaki — wyrdézniono grupe chorych
z glejakami o niskim stopniu zaawansowania (I i Il — 5 0sdb) oraz o wysokim stopniu
zaawansowania (lll i IV — 16 oséb), 18 osdb chorych na oponiaki (I stopiert) i od 30 chorych
z guzami przerzutowymi (Il i IV stopien).Grupe kontrolng stanowito 30 zdrowych ochotnikdw
w wieku od 20-55 lat (Srednia 51,3 lat).

Materiatem do badan byta krew obwodowa oraz wycinek tkanki guza. W skrawku guza
uzyskanego podczas zabiegu operacyjnego oraz w osoczu krwi testem ELISA oznaczono
stezenie VEGF-A, sVEGFR1 i sVEGFR2. Dokonano rdéwniez oznaczenia stezenia biatka
w surowicy. Badane parametry angiogenezy przeliczono na 1 mg biatka oraz wyliczono
wspotczynniki sSVEGFR1/VEGF-A i sVEGFR2/VEGF-A.

Stwierdzono statystycznie istotnie wyzsze stezenie VEGF-A oraz sVEGFR1 w osoczu
krwi od 0séb chorych w porédwnaniu do grupy kontrolnej. Stezenie sVEGFR2 w osoczu krwi
0sob chorych byto istotnie nizsze. Zaobserwowano statystycznie istotnie wyzsze stezenie
VEGF-A w homogenatach guzéw w poréwnaniu do osocza.

Wyciggnieto nastepujgce wnioski: 1. Wysokie stezenie VEGF-A we krwi chorych
i w homogenatach guzéw s$rddczaszkowych sSwiadczy o pobudzeniu angiogenezy.

2. Wielokrotnie wyzsze stezenie VEGF-A w homogenatach guzéw niz we krwi chorych



wskazuje na komorki guza jako zrédto VEGF-A. 3. Podwyzszone stezenie sVEGFR1 w osoczu
krwi i homogenacie guzéw od chorych jest mechanizmem kompensacyjnym uruchomionym
przez wysokie stezenie VEGF-A. 4. Obnizone stezenie sVEGFR2 we krwi i w homogenacie
guzéw wydaje sie by¢ spowodowane jego zuzyciem w procesie hamowania wzmozonej
angiogenezy. 5. Analiza stezen VEGF-A poszczegdlnych typdw nowotwordw (glejaki o niskim/
wysokim stopniu zaawansowania, oponiaki, guzy przerzutowe) wskazuje, ze pobudzenie
angiogenezy wystepuje we wszystkich typach badanych nowotwordw srédczaszkowych ale
ze zréznicowang intensywnoscig. Najwyzszg aktywnos¢ proangiogenng stwierdzono u chorych
z glejakami o wysokim stopniu zaawansowania i u chorych z guzami przerzutowymi.
6. Zastosowane wspotczynniki sVEGFR1/VEGF-A i sVEGFR2/VEGF-A pozwalajg na uzyskanie
dodatkowej informacji o wewnatrzustrojowej inhibicji angiogenezy zaleznej od krazacych

receptorow VEGF-A.



14. Abstract

Angiogenesis is the process of creating new blood vessels based on the existing
capillary network. This proces depends on pro — and anti — angiogenic factors, which in a
physiological state are in balance with each other. In the neoplastic process, as a result of the
"switch on" phenomenon, this balance is disturbed and proangiogenic factors (VEGF-A)
predominate, which leads to the activation of angiogenesis. The circulating VEGF-A receptors
sVEGFR1 and sVEGFR2 are considered endogenous angiogenesis inhibitors, however, their
role in carcinogenesis is unclear.

The aim of the study was to assess the angiogenic potential by measuring the
concentration of VEGF-A and its circulating receptors sVEGFR1 and sVEGFR2 in the blood
plasma (issue controls) and tumor tissue of patients with intracranial neoplasms.

The study included 69 patients (45 women and 24 men) aged 20 to 80 (mean 61,6
years) treated surgically for intracranial tumors. Among the tested samples there was material
from 21 patients with gliomas —a group of patients with low-stage gliomas (I and Il - 5 people)
and high-stage gliomas (lll and IV — 16 people) was distinguished, 18 people with meningiomas
(I grade) and from 30 patients with metastatic tumors (grade lll and IV). The control group
consisted of 30 healthy volunteers aged 20-55 (mean 51,3 years).

The material for the study was peripheral blood and a section of tumor tissue. The
concentration of VEGF-A, sVEGFR1 and sVEGFR2 was determined in the tumor section
obtained during surgery and in the blood plasma by ELISA. Protein concentration was also
determined. The studied angiogenesis parameters were converted to 1 mg of protein and the
sVEGFR1/VEGF-A and sVEGFR2/VEGF-A ratios were calculated.

Statistically significantly higher concentrations of VEGF-A and sVEGFR1 in the blood
plasma of the patients were found in comparison to the control group. The concentration of
SsVEGFR2 in the blood plasma of patients was significantly lower. A statistically significantly
higher concentration of VEGF-A was observed in tumor homogenates compared to plasma.
The following conclusions were drawn: 1. A high concentration of VEGF-A in the blood of
patients and in the homogenates of intracranial tumors sindicates the stimulation of
angiogenesis. 2. Many times than in the blood higher concentration of VEGF-A in tumor

homogenates than in blood of patients indicates tumor cells as a source of VEGF-A.



3. Increased concentration of sSVEGFR1 in blood plasma and tumor homogenate from patients
is @ compensatory mechanism triggered by high concentration of VEGF-A. 4. The reduced
concentration of sVEGFR2 in the blood and in the tumor homogenate seems to be caused by
its consumption in the process of inhibiting increased angiogenesis. 5. The analysis of VEGF-A
concentrations of individual types of tumors (low/high—grade gliomas, meningiomas,
metastatic tumors) indicates that angiogenesis is stimulated in all types of intracranial tumors
studied, but with varying intensity. The highest proangiogenic activity was found in patients
with high—grade gliomas and in patients with metastatic tumors. 6. The used sVEGFR1/VEGF-
A and sVEGFR2/VEGF-A ratios allow to obtain additional information about the intra—body

inhibition of angiogenesis dependent on circulating VEGF-A receptors.
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17. Wykaz tabel

Tabela 1. Podzial pierwotnych nowotworéw OUN wedlug Swiatowej Organizacji Zdrowia
(WHO, World Health Organization) z 2007 roku.

Tabela 2. Rodzina VEGF-rola biologiczna.
Tabela 3. Charakterystyka kliniczna chorych z guzami §rodczaszkowymi.

Tabela 4. Stezenie badanych parametréw w osoczu krwi 0s6b chorych na guzy srédczaszkowe

(n=69) w poréwnaniu do grupy kontrolnej (n=30).

Tabela 5. Stgzenie badanych parametrow angiogenezy w osoczu krwi 0sob chorych na guzy
$rédczaszkowe (n=69) w porownaniu do grupy kontrolnej (n=30) po przeliczeniu na 1 mg

biatka (pg/mgP).

Tabela 6. Stezenie badanych parametrow angiogenezy w osoczu oraz homogenacie 0sob

chorych na guzy $rodczaszkowe (n=69).

Tabela 7. St¢zenie badanych parametréw w osoczu krwi i homogenacie guza 0sob chorych na

guzy $rddczaszkowe (n=69) po przeliczeniu na 1 mg biatka (pg/mgP).

Tabela 8. Stezenie badanych parametréw angiogenezy w osoczu krwi 0sob chorych na: glejaki
0 niskim stopniu zaawansowania (glejaki 1), o wysokim stopniu zaawansowania (glejaki 1),

oponiaki i guzy przerzutowe (Meta).
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Tabela 12. Wspotczynniki sVEGFR1/VEGF-A oraz sSVEGFR2/VEGF-A w osoczu krwi 0sob

chorych na guzy $rddczaszkowe oraz w grupie kontrolnej.



Tabela 13. Wartosci wspotczynnikow sVEGFR 1/VEGF-A oraz sSVEGFR2/VEGF-A w osoczu
krwi o0s6b chorych na guzy s$rdédczaszkowe (n=69) oraz w grupie kontrolnej (n=30) po

przeliczeniu na 1 mg biatka (mgP).
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Tabela 16. Stezenie badanych parametrow angiogenezy w osoczu krwi 0sob chorych na guzy

srodczaszkowe z podzialem na pte¢ (K=45, M=24).

Tabela 17. Stezenie badanych parametrow angiogenezy w homogenacie tkanki guza osob

chorych z podzialem na pte¢ (K=45, M=24).

Tabela 18. Stezenie badanych parametréw angiogenezy w osoczu krwi oraz homogenacie 0sob

chorych na guzy srodczaszkowe z podziatem na wiek pacjentdw (<65 n=42, >65 n=27).

Tabela 19. Stezenie badanych parametrow angiogenezy w homogenacie guza osob chorych na

guzy srodczaszkowe (n=69) z podziatem na wiek (<65 n=42, >65 n=27).



18. Wykaz rycin
Rycina 1. Powstawanie nowego naczynia krwiono$nego.

Rycina 2. Podzial grupy badanej ze wzgledu na pte¢. Kobiety stanowily 65% (n=45),
a mezezyzni (n=24) 35% wsrod osob badanych.

Rycina 3. Podziat grupy badanej ze wzgledu na typ histopatologiczny guza.
Rycina 4. Podziat grupy badanej ze wzgledu na wiek.

Rycina 5. Stezenie VEGF-A w osoczu w grupie 0sob chorych na guzy srédczaszkowe oraz

grupie kontrolnej.

Rycina 6. Stezenie sSVEGFR1 w osoczu 0sob chorych na guzy $rddczaszkowe oraz grupie

kontrolnej.

Rycina 7. Stezenie sVEGFR2 w osoczu 0so6b chorych na guzy $rodczaszkowe oraz grupie

kontrolnej.
Rycina 8. St¢zenie VEGF-A wyrazone w pg/mgP w osoczu krwi 0so6b chorych oraz zdrowych.
Rycina 9. Stezenie sSVEGFR 1 wyrazone w pg/mgP w osoczu krwi 0séb chorych oraz zdrowych.

Rycina 10. Stezenie sVEGFR2 wyrazone w pg/mgP w osoczu krwi osob chorych oraz
zdrowych.

Rycina 11. Stezenie VEGF-A w osoczu oraz homogenacie guza osob chorych.

Rycina 12. Stezenie sSVEGFR1 w osoczu oraz tkance guza osob chorych na guzy

srédczaszkowe (n=69).
Rycina 13. Stezenie sVEGFR2 w osoczu oraz homogenacie guza osob chorych.

Rycina 14. Stezenie VEGF-A w osoczu oraz homogenacie w grupie osob chorych po

przeliczeniu na 1 mg biatka (mgP).

Rycina 15. Stezenie sSVEGFR1 w osoczu oraz homogenacie w grupie 0séb chorych po

przeliczeniu na 1 mg biatka (mgP).

Rycina 16. Stezenie sSVEGFR2 w osoczu 0sob chorych na glejaki I (n=5), glejaki II (n=16),
meta (n=30) oraz oponiaki (n=18).



Rycina 17. Stezenie VEGF-A w homogenacie u 0so6b chorych na glejaki 1 (n=5), glejaki 11
(n=16), meta (n=30) oraz oponiaki (n=18).

Rycina 18. Stezenie VEGF-A w homogenacie 0sob chorych na glejaki o niskim stopniu
zaawansowania (glejaki 1, n=5), wysokim stopniu zaawansowania (glejaki Il, n=16), oponiaki

(n=18) 1 guzy przerzutowe (meta, n=30) po przeliczeniu na 1 mg biatka (mgP).

Rycina 19. Wartosci wspotczynnika sVEGFR1/VEGF-A w osoczu oraz homogenacie os6b
chorych na guzy $rodczaszkowe (n=69) po przeliczeniu na 1 mg biatka (mgP).

Rycina 20. Wartosci wspotczynnika sVEGFR2/VEGF-A w osoczu oraz homogenacie 0s6b
chorych na guzy $rédczaszkowe (n=69) po przeliczeniu na 1 mg biatka (mgP).

Rycina 21. Wartosci wspotczynnika sVEGFR1/VEGF-A w osoczu oraz homogenacie osob
chorych na guzy $rédczaszkowe (n=69) po przeliczeniu na 1 mg biatka (mgP).

Rycina 22. Wartosci wspotczynnika sSVEGFR2/VEGF-A w osoczu oraz homogenacie osob
chorych na guzy $rodczaszkowe (n=69) po przeliczeniu na 1 mg biatka (mgP).



