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Streszczenie
Wstep: Wsrod nowotwordw narzgdow ptciowych, rak jajnika charakteryzuje sie najwiekszg liczbg zgonow w stosunku
do zachorowarn | znajduje sie na czwartym migjscu pod wzgledem przyczyn zgonow spowodowanych rakiem
u kobiet.
Inwazyjny wzrost nowotworu zwigzany jest z pojawieniem sie w guzie naczyn krwionosnych. Powstawanie
unaczynienia poprawia utlenowanie komorek guza i utatwia zaopatrywanie w substancje niezbedne do ich rozplemu.
Dotychczas poznano okoto 30 czynnikow stymulujgcych powstawanie naczyr krwionosnych. Do czynnikéw tych
nalezg miedzy innymi: VEGF, IL-8 oraz B-FGF.
Cel pracy: Celem naszych badari byto porownanie stezeri VEGF, IL-8 i B-FGF w surowicy krwi i ptynie otrzewnowym
U pacjentek leczonych z powodu raka jajnika.
Materiat i metody: W badaniu wzieto udziat 21 pacjentek z rakiem jajnika leczonych operacyjnie. Stezenia VEGF,
IL-8, B-FGF oznaczono metoda ELISA, zestawem odczynnikéw Quantikine firmy R&D Systems Inc., Minneapolis,
USA.
Wyniki: W ptynie z jamy otrzewnej stwierdzono istotnie statystycznie wyzsze stezenia VEGF, IL-8 oraz B-FGF
w porownaniu do surowicy Krwi.
Whioski: Oznaczenie stezenn czynnikow proangiogennych w ptynie z jamy otrzewnej moze byc¢ przydatne
w diagnostyce, prognozowaniu przebiegu i monitorowaniu leczenia pacjentek z rakiem jajnika.
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Abstract

Epithelial ovarian cancer is the leading cause of cancer death from gynecological malignancies.
Angiogenesis is considered essential for tumor growth and the development of metastases. VEGF, IL-8, B-FGF are
potent angiostimulatory molecules and their expression has been demonstrated in many solid tumors, including

ovarian cancer.

The aim of this study was to compare the levels of VEGF, IL-8 and B-FGF in the serum and ascites of patients with
ovarian cancer. VEGF, IL-8, B-FGF concentrations were measured by ELISA (Quantikine R&D). The median VEGF,
IL-8 and B-FGF levels were significantly higher in the ascites than sera of ovarian cancer patient. VEGF, IL-8, B-FGF
levels in ascites might be regarded as an additional tool in the diagnosis of ovarian cancer.
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Wstep

Wsrod nowotworow narzadow piciowych, rak jajnika wy-
roznia si¢ najwigksza liczba zgonéw w odniesieniu do zachoro-
wan i znajduje sig na czwartym miejscu pod wzgledem przyczyn
zgondw spowodowanych rakiem u kobiet [1, 2]. Pomimo duzego
postgpu w medycynie, rozwoju technik operacyjnych oraz wpro-
wadzeniu nowych sposobdw leczenia chemicznego raka jajnika,
odsetek przezy¢ S-letnich nie zmienit sig istotnie, co jest spowo-
dowane glownie faktem wykrywania tego nowotworu w péznych
stopniach zaawansowania klinicznego [1]. Od czasu wprowadze-
nia oznaczen st¢zen markera Ca 125 do praktyki klinicznej, po-
zostaje on nadal podstawowym markerem biochemicznym raka
jajnika [3, 4]. Ekspresja Ca 125 jest zwiazana glownie z nowo-
tworami nablonkowymi. Wysoka czulos$¢ i swoistos¢ markera Ca
125 obserwujemy gtdwnie w wysokich stopniach zaawansowa-
nia klinicznego choroby, szczegdlnie u kobiet po menopauzie,
natomiast we wczesnych stopniach zaawansowania klinicznego
jest ona zdecydowanie nizsza [4]. W zwiazku z powyzszym,
trwaja poszukiwania dodatkowych czynnikow, ktore zwigkszy-
lyby odsetek wykrytych rakéw jajnika we wezesnych stopniach
zaawansowania klinicznego oraz umozliwityby lepsze monitoro-
wanie przebiegu choroby.

Inwazyjny wzrost nowotworu zwiazany jest z pojawieniem
si¢ w guzie naczyn krwiono$nych. Powstawanie unaczynienia
poprawia utlenowanie komoérek guza i ulatwia zaopatrzenie
w substancje niezbgdne do ich rozplemu [5, 6]. Dotychczas
poznano okoto 30 czynnikow o dziataniu stymulujacym angio-
genezg. Poza bezposrednim wpltywem na poszczegdlne etapy
angiogenezy, czynniki te moga pobudzaé¢ ekspresj¢ innych sub-
stancji proangiogennych lub aktywowac je dzigki wiasciwos-
ciom proteolitycznym [7]. Do czynnikdw tych naleza migdzy
innymi: czynnik wzrostu $rodbtonka naczyniowego (VEGF),
interleukina 8 (IL-8) oraz zasadowy czynnik wzrostu fibrobla-
stow (B-FGF) [8]. VEGF jest silnym i wysoce selektywnym mi-
togenem stymulujacym komorki §rodbtonka naczyniowego [7].
VEGEF nalezy do grupy czynnikéw wzrostu wiazacych si¢ z he-
paryna, wraz z czynnikiem wzrostu ptytek, ptytkopochodnym
czynnikiem wzrostu, czynnikiem wzrostu tozyska i czynnikami
wzrostu fibroblastow [9]. Konstytutywna ekspresje genu VEGF
w prawidlowe;j tkance jajnikowej oraz raku jajnika po raz pierw-
szy wykazat Olson w 1994 roku. Kolejni badacze udowodnili,
ze zwigkszona ekspresja VEGF w tkance nowotworowej, kore-
luje z gorszym rokowaniem w wielu nowotworach ztosliwych,
w tym réwniez w raku jajnika [10]. IL-8 wplywa na proliferacjg
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komorek nowotworowych oraz bierze udziat w angiogenezie [7].
Dzialanie proangiogenne IL-8 polega na indukcji migracji i pro-
liferacji komorek $rodbtonka naczyniowego, fibroblastow oraz
zwigkszaniu sekrecji czynnikow proangiogennych np. VEGF
[11]. Stgzenia interleukiny-8 w surowicy krwi sa wyzsze u pa-
cjentek z rakiem jajnika, niz u kobiet zdrowych. Postuluje sig,
iz oznaczanie poziomow IL-8 moze stanowi¢ istotny marker w
raku jajnika [12]. Czynnik wzrostu fibroblastow (FGF) odkryto
w 1974 roku jako czynnik majacy mitogenne dziatanie na kolonie
fibroblastow. Wykazano takze, ze FGF ma dzialanie proangio-
genne w rozwoju nowotwordw poprzez stymulacjg niekontrolo-
wanej i patologicznej angiogenezy [7]. W powstawaniu naczyn,
najwigksze znaczenie przypisuje si¢ zasadowemu czynnikowi
wzrostu fibroblastow (B-FGF), ktory jest zaliczany do silnych
stymulatoréw angiogenezy, takze w nowotworach jajnika [13].
Stwierdzono réwniez, ze FGF wykazuje dziatanie synergistycz-
ne z VEGF w procesie tworzenia naczyn zarowno w warunkach
in vivo jak i in vitro [14].

Cel pracy

Celem naszych badan bylo poréownanie stgzen VEGF, IL-8
i B-FGF w surowicy krwi i ptynie otrzewnowym u pacjentek
leczonych z powodu raka jajnika.

Materiat i metodyka

W badaniu wziglo udziat 21 pacjentek z rakiem jajnika le-
czonych operacyjnie w Katedrze i Klinice Potoznictwa, Chorob
Kobiecych i Ginekologii Onkologicznej Collegium Medicum
w Bydgoszczy, Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu
w latach 2005-2007.

U pacjentek z podejrzanymi onkologicznie guzami jajnika
w dniu poprzedzajacym zabieg operacyjny pobierano 10 ml krwi
z zyty tokciowej. Po okoto 30 minutach od pobrania krew zostata
odwirowana (1000 obrotow/min. przez 15 minut). U pacjentek
zrakiem jajnika, u ktorych srodoperacyjnie stwierdzono obecnos¢
ptynu w jamie otrzewnej, pobierano 10ml ptynu, ktéry nastepnie
odwirowano (1000 obrotow/min. przez 15 minut). Surowicg oraz
plyn z jamy otrzewnej zamrazano w temperaturze -70°C do czasu
wykonania oznaczen. Stgzenia VEGF, IL-8, B-FGF oznaczono
metoda ELISA, zestawem odczynnikow Quantikine firmy R&D
Systems Inc., Minneapolis, USA. Wartosci referencyjne w suro-
wicy: VEGF - 62 — 707pg/ml, IL-8 ponizej 31,2pg/ml, B-FGF
86-124%. Pomiaru dokonano przy uzyciu aparatu Labsystems
Multiskan RC.
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Analizg statystyczna wykonano przy uzyciu programu kom-
puterowego Statistica for Windows firmy StatSoft®. Na przepro-
wadzenie badan uzyskano zgodg¢ Komisji Bioetycznej Collegium
Medicum w Bydgoszczy, Uniwersytetu Mikolaja Kopernika
w Toruniu — KB/522/2004. Praca byla finansowana z grantu
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego 2 POSE 088 30.
Wszystkie pacjentki wyrazity swiadoma zgodg na uczestnictwo
w badaniu.

Wyniki

Poréwnano stgzenia czynnikow proangiogennych w suro-
wicy krwi oraz w plynie z jamy otrzewnej u pacjentek z rakiem
jajnika. W ptynie z jamy otrzewnej stwierdzono istotnie staty-
stycznie wyzsze stgzenia VEGF, IL-8 oraz B-FGF w poréwnaniu
do surowicy krwi.

Wyniki przedstawiono w tabeli I oraz na rycinach 1-3.

Dyskusja

Powstawanie i rozwoj sieci naczyn krwionosnych w gu-
zach nowotworowych jest ztozonym procesem, ktory od wielu
lat stanowi przedmiot zainteresowania onkologéw. Wraz z roz-
wojem wiedzy dotyczacej angiogenezy oraz poznania réznych
czynnikéw stymulujacych i hamujacych powstawanie naczyn
w tkance nowotworowej, opracowano tzw. posrednie metody
oceny angiogenezy. Metody te polegaja na ocenie st¢zenia czyn-
nikoéw proangiogennych w ptynach ustrojowych lub ich ekspresji
w tkance nowotworowe;.

Nowotwory ztosliwe jajnika stanowia jeden z najtrudniej-
szych probleméw w ginekologii onkologicznej. Spowodowane
jest to przede wszystkim trudno$ciami w wyodrgbnieniu grupy
wysokiego ryzyka, brakiem objawow we wczesnym stadium
choroby oraz brakiem dostatecznie swoistej i czutej metody diag-
nostycznej uzytecznej w masowych badaniach przesiewowych.
Obecnie uwaza sig, ze badanie kliniczne uzupetione diagnosty-
ka obrazowa powinno by¢ poszerzone o oznaczenie markeréw
nowotworowych [15].

Na podstawie wielu badan wykazano, ze angiogeneza za-
lezna od VEGF odgrywa kluczowa rol¢ w biologii nowotwordéw
jajnika. Przebieg kliniczny wigkszosci przypadkow raka jajni-
ka jest zwiazany z powstawaniem duzych ilo$ci plynu w jamie
otrzewnej.

W badaniu stwierdzono istotnie statystycznie wyzsze stg-
zenia VEGF w ptlynie z jamy otrzewnej w poréwnaniu do su-
rowicy krwi (2082,85pg/ml vs 424,5pg/ml; p<0,005). Podobne
wyniki uzyskal Barton porownujac st¢zenia VEGF w surowicy
krwi oraz w ptynie z jamy otrzewnej u pacjentek z rakiem jajni-
ka w III i IV stopniu zaawansowania klinicznego wedtug FIGO.
W plynie z jamy otrzewnej stwierdzit istotnie wyzsze stgzenia
VEGF w poréwnaniu do surowicy krwi [16].

Wyzsze stgzenia VEGF w ptynie z jamy otrzewnej w po-
réwnaniu do surowicy krwi stwierdzit takze Zebrowski i wsp.,
badajac pacjentdw z nowotworami zto§liwymi: zoladka, jelita
grubego oraz jajnika [17].

Olson i wsp. wywnioskowali, ze VEGF zwigkszajacy prze-
puszczalno$¢ naczyn, moze by¢ glownym czynnikiem odpo-
wiedzialnym za powstawanie ptynu w jamie otrzewnej w raku
jajnika [18]. Rudlowski i wsp. stwierdzili istotne statystycznie
korelacje pomigdzy wysokimi st¢zeniami VEGF w ptynie z jamy
otrzewnej a stopniem zaawansowania klinicznego raka jajnika.
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Rycina 1. Stgzenia VEGF w surowicy krwi i ptynie z jamy otrzewnej u pacjentek
z rakiem jajnika.
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Rycina 2. Stezenia IL-8 w surowicy krwi i ptynie z jamy otrzewnej u pacjentek
z rakiem jajnika.
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Rycina 3. Stezenia 3-FGF w surowicy krwi i ptynie z jamy otrzewnej u pacjentek
z rakiem jajnika.
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Tabela I. Pordwnanie stezen czynnikéw proangiogennych w surowicy krwi oraz ptynie z jamy otrzewnej u pacjentek z rakiem jajnika

(Me-mediana, Q1-pierwszy kwartyl, Q2-drugi kwartyl).

CZYNNIK PROANGIOGENNY | SUROWICA KRWI | PLYN Z JAMY OTRZEWNEJ P

Me 424,50 2082,85

VEGF [pg/ml| Q1 333,00 679,30 <0,005
Q3 576,60 2971,40
Me 22,70 396,90

IL-8 [pg/ml] Q1 16,30 253,20 < 0,005
Q3 57,40 483,30

Me 1,00 25,60

B-FGF [pg/ml] Q1 0,00 15,10 <0,005

Q3 3,70 230,10

Badacze stwierdzili réwniez, ze wysokie stgzenia VEGF
w plynie z jamy otrzewnej negatywnie korelujg z czasem prze-
zycia pacjentek [19].

Przedstawione powyzej dane z piSmiennictwa oraz wyni-
ki badan wlasnych moga §wiadczy¢ o tym, ze VEGF moze by¢
wydzielany przez komoérki nowotworowe guza bezposrednio do
jamy otrzewne;.

Ekspresj¢ IL-8 wykazano w réznych rodzajach nowotwo-
row zlosliwych [20], Ivarsson i wsp. stwierdzili ekspresje IL-8
w nabtonku oraz zrgbie raka jajnika [21]. W przeprowadzonych
przez nas badaniach stwierdziliSmy istotnie statystycznie wyzsze
stezenia IL-8 w plynie z jamy otrzewnej w pordwnaniu do su-
rowicy krwi u pacjentek z rakiem jajnika (396,9 pg/ml vs 22,70
pg/ml; p=0,001). Istotnie wyzsze stezenia IL-8 w ptynie z jamy
otrzewnej w stosunku do surowicy krwi pacjentek z rakiem jajni-
ka stwierdzit rowniez Radke i wsp. [22]. Podobna zalezno$¢ wy-
kazat rowniez Barcz i wsp. analizujac st¢zenia IL-8 w surowicy
krwi i w ptynie z jamy otrzewnej pacjentek z endometrioza [23].
Na podstawie uzyskanych danych z piSmiennictwa oraz wyni-
koéw badan wlasnych mozna przypuszczaé, ze IL-8 jest wydzie-
lana przez komorki nowotworowe guza bezposrednio do jamy
otrzewnej. Wysokie st¢zenia IL-8 w ptynie z jamy otrzewne;j su-
geruja rowniez istotna rolg miejscowej reakcji zapalnej w prze-
biegu raka jajnika.

Czynniki z rodziny FGF byly pierwszymi zidentyfikowany-
mi substancjami wptywajacymi na wzrost naczyn, stwierdzono
ze stymuluja proliferacjg, migracj¢ oraz roznicowanie komorek
srodbtonka. Ponadto odkryto, ze guzy nowotworowe syntetyzuja
FGF w znacznych iloéciach, co sugeruje ich istotna rolg w an-
giogenezie nowotworowej [24]. Obecnos¢ B-FGF stwierdzono
w prawidlowej tkance jajnikowej a takze w r6znych nowotwo-
rach jajnika [25].
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W przeprowadzonym badaniu stwierdzono istotnie sta-
tystycznie wyzsze stgzenia B-FGF w plynie z jamy otrzewnej
w porownaniu do surowicy krwi u pacjentek z rakiem jajnika
(25,6 pg/ml vs 1,0 pg/ml; p=0,001). Podobne wyniki uzyskat
Barton analizujac stgzenia B-FGF w surowicy i ptynie z jamy
otrzewnej u pacjentek z rakiem jajnika w stopniu III i IV wedtug
FIGO. Stgzenia B-FGF w ptynie z jamy otrzewnej byly istotnie
wyzsze w porownaniu do obserwowanych w surowicy krwi [16].
Powyzsze dane moga potwierdza¢ dotychczasowe spostrzezenia,
ze rowniez B-FGF pochodzi gtownie z komodrek guza pierwot-
nego oraz przerzutow nowotworowych i jest wydzielany bezpo-
srednio do ptynu otrzewnowego.

Whnioski

1. U pacjentek z rakiem jajnika stwierdzono obecnos¢ czyn-
nika wzrostu §rodbtonka naczyniowego, interleukiny 8,
zasadowego czynnika wzrostu fibroblastow w plynie
Z jamy otrzewne;.

2. Wykazano, ze stgzenia czynnika wzrostu $rdédblonka
naczyniowego, interleukiny 8 i zasadowego czynnika
wzrostu fibroblastow w ptynie z jamy otrzewnej sa istot-
nie wyzsze w porownaniu do surowicy krwi, co moze su-
gerowac istnienie miejscowego srodowiska promujacego
angiogenez¢ nowotworowa.

3. Oznaczenie st¢zen czynnikdéw proangiogennych w plynie
z jamy otrzewnej u pacjentek z rakiem jajnika moze by¢
przydatne rokowniczo jednak konieczne jest przeprowa-
dzenie badan obejmujacych wigksza grupg chorych.
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