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Znaczenie czynnikéw VEGF i VEGFR w klinicznej ocenie chorych
na raka watrobowokomorkowego
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Magdalena Feliksbrot-Bratosiewicz?, Urszula Wilkowojska?, Marek Krawczyk'

Cel badan. Czynnik VEGF jest jednym z najsilniej dziatajacych promotoréw angiogenezy i wywiera wptyw na rozwoj
raka watrobowokomorkowego (HCC). Celem pracy byto ustalenie wzajemnych relacji pomiedzy krazacym i tkankowym
czynnikiem VEGF, charakterystyka patomorfologiczng guza i oceng kliniczna stopnia zaawansowania nowotworu
u chorych chirurgicznych leczonych na HCC.

Materiati metoda. Badaniem objeto 146 chorych zHCC, zakwalifikowanych na podstawie oceny klinicznej do: resekgji
watroby (Grupa A, N = 53 chorych), transplantacji watroby (Grupa B, N = 49) lub do leczenia paliatywnego (Grupa C,
N = 44). Od badanych pobierano 2 ml swiezej krwi dla oznaczenia liczby endotelialnych komérek progenitorowych
o fenotypie CD34+,309+ (EPCS) oraz 8 ml krwi dla oznaczenia poziomu koncentracji VEGF w surowicy badaniem se-
rologicznym (ELISA). Wszystkie guzy oceniono histopatologiczne (wycinki lub biopsja celowana USG), pod wzgledem
budowy, stopnia dojrzatosci, obecnosci naciekania mikrokrazenia. Barwienie na obecnos¢ w tkankach VEGF oraz
VEGFR przeprowadzono technika immunohistochemii z przeciwciatami anty-VEGF/VEGFR i analiza morfometryczna
wynikéw (Dako Cytomation). Dane opracowano statystycznie, uznajac wartosci p < 0,05 za znamienne.

Wyniki. Chorzy w grupach réznili sie warientem budowy guzéw (Chisq = 13,44; p < 0,001), obecnoscia naciekania
mikrokrazenia (Chisq = 9,43; p < 0,01), lecz nie stopniem dojrzatosci guzéw (NS). Réznice stwierdzono w odsetku
krazacych EPCs (Chisq = 30,55; p < 0,001) oraz srednim poziomie VEGF i VEGFR w tkance guzéw (Chisq = 9,67;
p < 0,008). Wariant budowy, stopien dojrzatosci i naciekanie mikrokrazenia nie wptywat na réznice w odsetku EPCs
oraz w poziomie koncentracji VEGF/VEGFR w surowicy i tkance.

Whioski. Oznaczenie krazacych EPCs oraz biatka VEGF i VEGFR w tkance HCC $wiadczy o potencjale guza do angioge-
nezy i wskazuje na stopier zaawansowania raka. Tylko oznaczenie liczby krazacych EPCs dostarcza informacji w okresie
poprzedzajacym decyzje o losach chorego. Oznaczenie czynnikdw angiogenezy jest wartosciowym uzupetnieniem
klinicznej oceny chorych.

Significance of VEGF and VEGFR factors for clinical evaluation of hepatocellular carcinoma
patients

Aim. VEGF factor is the most active promotor of angiogenesis that supports HCC development. This study aimed to
evaluate the relationships between expression of circulating and tumour VEGF and VEGFR factors, tumour pathomor-
phologic characteristics and the clinical stage of tumour development in HCC patients receiving surgery.

Material and methods. The study reports on 146 patients that were qualified for liver resection (Group A, N = 53),
liver transplantation (Group B, N = 49), and palliation (Group C, N = 44), according to standard systems of clinical
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evaluation. The samples of 2 mL of venous blood was collected and immediately evaluated by flow cytometer for
the endothelial progenitor cells enumeration (EPCs). The samples of 8 mL of venous blood was centrifuged for serum
and the measurement of serum VEGF concentration by ELISA. The tissue samples of HCC were examined for tumour
grading and architectural growth pattern, and for the expression of VGEF/VEGFR-2 by using anty-VEGF/anty-VEGFR
antibodies for immunohistochemical staining. The factors expression was evaluated by morphometric analysis (Da-
koCitomation). The data were analysed statistically; p-values < 0.05 were considered as significant.

Results. Patients differed by the tumour architectural growth pattern (chi-squared = 13.44, p < 0.001), and tumour
microvascular invasion (chi-squared = 9.43, p < 0.01), but not by the stage of tumour differentiation. They presented
with significant differences in the rate of circulating EPCs (chi-squared = 30.55, p < 0.001), and the level of tumour
VEGF/VEGFR concentration (chi-squared = 9.67, p < 0.008). The tumour growth pattern, the maturity and microva-
scular invasion were not influenced by the rate of circulating EPCs and serum/tumour VEGF/VEGFR concentration.
Conclusions. The rate of circulating EPCs and the level of VEGF/VEGFR tumour tissue concentration corresponded
to the tumour potential of angiogenesis and indicated the stage of tumour development. Only the enumeration
of circulating EPCs provide useful information prior the treatment decision denoting angiogenesis factors may be

beneficial in the course of patients’ clinical evaluation.

Stowa kluczowe: rak watrobowokomorkowy, angiogeneza, biatko VEGF, endotelialne komérki progenitorowe
Key words: hepatocellular carcinoma, angiogenesis, VEGF protein, endothelial progenitor cells
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Naczyniowo-$rédbtonkowy czynnik wzrostu VEGF (Vascu-
lar Endothelial Growth Factor) jest jednym z najsilniej dziataja-
cych promotoréw angiogenezy, uwazanej za istotny proces
w rozwoju raka watrobowokomérkowego (HCC) [1, 2].

Dane przytaczane w licznych pracach wskazuja, ze wy-
soki poziom koncentracji VEGF obecny w surowicy krwi oraz
w tkance guza przemawia za intensywnym rozwojem nowo-
tworu i jest zZtym czynnikiem prognostycznym [3, 4]. Nie brak
jednak doswiadczen i obserwacji klinicznych negujacych
znaczenie czynnika VEGF w rozwoju HCC (hepatocellular
carcinoma), a zwtaszcza jego roli w progresji nowotworowe;j
[5, 6]. Kontrowersje budzi takze znaczenie badar aktywnosci
VEGF w klinicznej ocenie chorych i podejmowaniu decyz;ji
o sposobie ich leczenia [7-12].

W pracy przedstawione zostaty wyniki badan poziomu
expresji VEGF i jego receptora VEGFR-2 we krwi obwodowej
iw tkance wycietego raka watrobowokomarkowego. Jej ce-
lem byto ustalenie wzajemnych relacji pomiedzy krazacym
i tkankowym czynnikiem VEGF, charakterystyka patomor-
fologiczna guza i oceng kliniczng stopnia zaawansowania
nowotworu u chorych chirurgicznych leczonych na HCC.

Materiat i metody

Badaniem objeto tacznie 146 chorych na raka watrobo-
wokomorkowego. Kazdy wyrazit pisemna zgode na udziat
w badaniu, zaaprobowanym przez Komisje Bioetyczng War-
szawskiego Uniwersytetu Medycznego (Grant Narodowego
Centrum Nauki, No. NN 403 177940/E154). Na podstawie
stopnia zaawansowania klinicznego chorych z HCC zakwa-
lifikowano do trzech grup postepowania:

— doresekcji watroby — Grupa A — zaliczono 53 chorych
(31 M, 22 K, srednia wieku 55 lat), u ktérych rozpoznano
guz w | stopniu zaawansowania klinicznego (T1, NO,
MO0, O-A1 wg oceny BCLC — Barcelona Clinic Liver Can-
cer), w okresie wydolnosci watroby. U 29 guz rozwinat
sie w watrobie zdrowej, u 24 w watrobie marskiej po
przebyciu wirusowego zapalenia watroby HBV/HCV;
u 9 z nich stwierdzono chorobe alkoholowg (ALD). Po-
ziom alfa-fetoproteiny w surowicy krwi wynosit srednio
15,5 ng/mL (SD+/-1457), liczba ptytek krwi 160 x 109/L
(SD+/-74000), INR 1,06 (SD+/-0,14);

— do transplantacji watroby — Grupa B — zaliczono
49 chorych (34 M, 15 K, srednia wieku 50 lat), u ktérych
rozpoznano guz w Il stopniu zaawansowania kliniczne-
go (T1/T2, NO, M0), pojedynczy guz < 5 cm lub 3 guzy
o $rednicy < 3 cm, tj. spetniajacy,kryteria mediolanskie,
A2-A4 wg oceny BCLC), w okresie wydolnosci watroby
(watroba marska w grupie wydolnosci A/B wg Childe’a).
U wszystkich przyczyng marskosci byto zakazenie wiru-
sowe HBV/HCV; u 10 potwierdzono chorobe alkoholowa.
Poziom alfa-fetoproteiny wynosit srednio 43,35 ng/mL
(SD+/-3444), liczba ptytek krwi 75 x 109/L (SD+/-46000),
INR 1,13 (SD+/-0,13);

— do leczenia paliatywnego — Grupa C — zaliczono
44 chorych (24 M, 20 K, Srednia wieku 61 lat), u ktérych
rozpoznano zaawansowanego raka w watrobie zdro-
wej lub marskiej (stopien kliniczny 11l/IVB-C wg oceny
BCLC). U 8 chorych guz rozwinat sie w zdrowej watro-
bie, u 34 w watrobie marskiej w przebiegu zakazenia
HBV/HCV; u 10 potwierdzono chorobe alkoholowa.
Poziom alfa-fetoproteiny u chorych wynosit srednio
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59,05 ng/ml, (SD+/-1748), liczba ptytek krwi 123 x 109/L

(SD+/-82000), INR 1,13 (SD+/-0,13).

W okresie poprzedzajacym leczenie (1-3 dni przed ope-
racja lub po decyzji o leczeniu paliatywnym) od chorych
pobierano prébki krwi. Dla oznaczenia w badaniu cyto-
metrycznym progenitorowych komérek endotelialnych
pobierano 2 ml krwi zylnej na odczynnik K3EDTA. Prébke
analizowano niezwtocznie, oznaczajac odsetek komorek
o fenotypie CD34+,309+,45+ i CD34+,309+,45-, zgodnie
z procedura wieloparametrycznego bramkowania apro-
bowanego przez International Society of Hematology and
Graft Engineering (ISHAGE), opisanego szczegétowo w po-
przednio raportach [13-15]. Wyniki podano jako sume od-
setka komérek o fenotypie CD309+ w subpopulacji komdrek
macierzystych CD34+.

Na badanie serologiczne poziomu koncentracji VEGF
w surowicy krwi pobierano 8 ml krwi, z ktérej surowice, po
odwirowaniu prébki z szybkoscig 3000 obrotéw/minute
przez okres 10 minut, sktadowano w temperaturze -80°C.
Koncentracje VEGF oznaczano za pomocg testu immuno-
enzymatycznego (Quantikine Human VEGF Immunoassay,
R&D Systems, Minneapolis, MN, USA); 100 ul standardu re-
kombinowanego ludzkiego czynnika VEGF taczono z prébka
badanej surowicy, rozcieficzano, nanoszono na ptytke po-
kryta mysim monoklonalnym przeciwciatem specyficznym
dla VEGF i inkubowano przez 2 godziny w temperaturze
pokojowej. Po sptukaniu do prébki dodawano peroksyda-
ze chrzanowg i poliklonalne przeciwciato specyficzne dla
VEGF i po kolejnym sptukaniu — 3,3}5,5" substrat tetrame-
tylobenzudyny (TNB). Czuto$¢ metody wynosita 9 pg/ml,
a wspotczynnik precyzji badania i pomiedzy badaniami
wynosit 4,4-6,7% i 6,2-8,8%.

Histopatologicznie zbadano 102 guzy wyciete opera-
cyjnie i 44 wycinki pobrane podczas biopsji gruboigtowych
u chorych leczonych paliatywnie. Preparaty utrwalono
w 10-procentowej formalinie i zatopiono w parafinie. Bloczki
tkanki skarawano na sekcje grubosci 4 um, wybarwiano
hematoksylina/eozyna. Oceniono stopien zréznicowania
guza wg skali Edmondsona-Steinera, wariant budowy (be-
leczkowy, pseudogruczotowy, lity) i obecnos¢ naciekania
przez nowotwdr mikrokrazenia.

Barwienie tkanek na obecnos¢ VEGF oraz VEGFR prze-
prowadzono technika immunohistochemii, stosujac prze-
ciwciata anty-VEGForaz anty-EGFR (Dako Cytomation) i ze-
staw przeciwciat drugorzedowych sprzezonych z czastecz-
kami peroksydazy chrzanowej ImmPress Anty-Mouse-HRP
Detection Kit (Vector Laboratories). Barwienia przeprowa-
dzono w autostainerze Leica Bond-MAX (Leica). Procedura
obejmowata odparafinowanie, odzyskiwanie antygenéw
w wysokiej temperaturze, blokowanie niespecyficznych
wigzan 2,5-procentowa surowicg konska, inkubacje z prze-
ciwciatami pierwszorzedowymi w stezeniu 1:100 i detekcje
sygnatu. Wizualizacje barwienia uzyskano, stosujac jako
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chromogenu 3,3’-diaminobenzydyny. Tkanki wybarwiono
hematoksyling dla uwidocznienia jagder komdrkowych. Pre-
paraty zamknieto w automatycznej zaklejarce. Poziom im-
munoreaktywnosci biatek oznaczono technikg morfometrii
przy uzyciu automatycznego analizatora obrazu i programu
Image Pro Plus (Media Cybernetics) w 5 reprezentatywnych
polach widzenia. Analiza obejmowata pole powierzchni
reakcji immunologicznej i natezenie reakcji. Usrednionym
poziomem immunoreaktywnosci biatka VEGF w tkance byt
iloczyn sredniego pola powierzchni i sredniego natezenia
reakgji, wyrazony w jednostkach umownych (j.u.).

Dane zostaty zapisane na dysku i analizowane w programie
Statistica 6.0. Dane liczbowe przedstawione zostaty jako srednia
+/-SD, z przedziatem reprezentatywnosci proby 95% Cl. Analize
statystyczna wzajemnych relacji badanych zmiennych prze-
prowadzono za pomoca testu Chi-kwadrat Kruskala-Wallisa
i testu U Manna-Whitneya, a korelacje zachodzace pomie-
dzy zmiennymi oceniono testem Spearmana. Wyniki analizy
o wartosci p < 0,05 uznano za znamienne statystycznie.

Wyniki

W ocenie klinicznej (klasyfikacja TNM, Childa-Pugha,
BCLC,  kryteria mediolanskie”), chorzy z grupy A,B,C, roznili
sie w istotny sposéb stopniem zaawansowania choroby
nowotworowej, srednim poziomem AFP w surowicy krwi
(Chisq = 6,2; p < 0,04), liczba ptytek krwi (Chisq = 50,32;
p < 0,001) i wskaznikiem INR Chisq =31,13; p < 0,001).

W grupie chorych po resekcji watroby (Grupa A)
przewazaty guzy o budowie litej, natomiast w grupach cho-
rych po transplantacji (Grupa B) i chorych leczonych palia-
tywnie (Grupa C) — wariant beleczkowy guza (Chisq = 13,44;
p < 0,001). Chorzy leczeni paliatywnie wyrdzniali sie wiek-
szg liczba inwazji nowotworu do naczyn mikrokrazenia
(Chisq = 9,43; p < 0,01). Pomiedzy grupami nie byto réznic
istotnych statystycznie w stopniu dojrzatosci nowotworu (NS).

Srednia warto$¢ odsetka endotelialnych komérek proge-
nitorowych CD34+,309+ (EPCs) u 146 chorych zHCC uczest-
niczacych w badaniu ustalono na 43,89% CD34+, SD+/-
16,25 (41,23-46,5595% Cl). Odsetek komoérek EPCs w Grupie A
wynosit Srednio 37,13%, SD +/-12,64 (33,64-40,62 95% Cl),
w Grupie B 40,2%, SD+/-12,57 (36,58-43,81 95% Cl), w Gru-
pie C— 56,16, SD+/-17,7 (50,09-61,38 95% Cl); Chisq =30,55;
p < 0,001.

Poziom koncentracji biatka VEGF w tkance guza wyno-
sit 77,69 j.u., SD+/-12,99 (63,82-96,4 95% Cl) w Grupie A,
80,85 j.u., SD+/-13,11 (77,09-84,64 95% Cl) w Grupie B,
87,08 j.u., SD +/-10,5 (83,89-90,28 95% Cl) w Grupie C;
Chisq=9,67, p < 0,008 (ryc. 1).

Poziom koncentracji biatka VEGF-R w tkance guza wyno-
sit110,11 j.u., SD+/-59,11 (93,82-126,4 95% Cl) w Grupie A,
125,84 j.u., SD+/-48,29 (111,97-139,71 95% Cl) w Grupie B,
161,69j.u.,SD +/-53,15(145,53-177.85 95% Cl) w Grupie C;
Chisq =9,67; p < 0,001 (ryc. 2).



Rycina 1. Wynik barwienia immunohistochemicznego raka watrobowokomoérkowego na obecnos¢ VEGF. A — immunoreaktywnosé
w prawidtowej watrobie; B — staba immunoreaktywnosci w komérkach HCC; C — $rednio nasilona intensywnos¢ znakowania w komérkach HCG;
D — obraz komorek raka powigkszony 20 X, pokazujacy znakowanie zlokalizowane w cytoplazmie; powiekszenie A-C 10 x; D 20 x
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Rycina 2. Wynik znakowania immunohistochemicznego raka watrobowokomaérkowego na obecno$¢ EGFR. A — silna immunoreaktywnos¢
komorek raka; B — brak immunoreaktywnosci w komérkach HCC; C — srednio nasilona intensywnos¢ znakowania; D — znakowanie komdrek raka
potozonych na obrzezach gniazd nowotworowych. Skala — 100 pm
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Tabela I. Wyniki badar czynnikéw angiogenezy u 146 chorych z HCC ocenianych w programie

Czynniki Grupa A Grupa B Grupa C Statystyka
angiogenezy stopien klin. | — resekcja stopien klin. Il — transplantacja stopieri klin. lll/IV — paliacja
% EPCs 37,13;SD +/-12,64 40,2; SD+/-12,57 56,16; SD+/-17,7 Chisq =30,5
(33,64-40,62 95% Cl) (36,58-43,81 95% Cl) (50,09-61,38 95% Cl) p < 0,001
VEGF w guzie 77,69; SD+/-12,99 80,85; SD+/-13,11 87,08;SD +/-10,5 Chisq =9,67
(jou.) (63,82-96,4 95% Cl) (77,09-84,64 95% Cl) (83,89-90,28 95% Cl) p < 0,008
VEGFR w guzie 110,11; SD+/-59,11 125,84; SD+/-48,29 161,69; SD +/-53,15 Chisq=9,67
(jou.) (93,82-126,4 95% Cl) (111,97-139,71 95% Cl) (145,53-177,85 95% Cl) p < 0,001

352,56; SD+/-203,42
(296,49-408,63 95% Cl)

VEGF w surowicy
(pg/mL)

317,46; SD 241,97
(247,96-386,96 95% Cl)

319,64;SD 333,18 NS
(216,84-422,46 95% Cl)

Poziom koncentracji biatka VEGF w surowicy krwi wyno-
sit Srednio 352,56 pg/ml, SD+/-203,42 (296,49-408, 63 95%
Cl)w Grupie A, 317,46 pg/ml, SD 241,97 (247,96-386,96 95%
Cl) w Grupie B,319,64 pg/mL, SD 333,18 (216,84-422,46 95%
Cl) w Grupie C; (N.S.).

Wariant budowy histologicznej guza, stopien dojrzatosci
i obecnos¢ naciekania przez guz naczyn mikrokrazenia nie
wplywat w istotny sposéb na réznice w poziomie czynnikow
angiogenezy (NS).

Dyskusja

Naczyniowo-srédbtonkowy czynnik wzrostu VEGF wy-
wiera bezposredni lub posredni wptyw na wiele czynnikéw
stymulujacych proces angiogenezy [16, 17]. Interakcja po-
miedzy VEGF i receptorami VEGFR prowadzi miedzy innymi
do mobilizacji ze szpiku kostnego endotelialnych komérek
progenitorowych (EPCs), charakteryzujacych sie pozytywna
reakcja z przeciwciatami réznicowania powierzchniowego
CD34 i CD309. EPCs uczestnicza w budowie patologiczne-
go ukrwienia rozwijajgcego sie raka, a ich liczba we krwi
obwodowej wzrasta wraz z rozwojem nowotworu [18]. Wie-
loosrodkowe badania wskazuja, ze oznaczenie ilosciowe
populacji EPCs we krwi obwodowej umozliwia rozpoznanie
i ocene stopnia zaawansowania HCC, ustalenie rokowa-
nia, a takze monitorowanie przebiegu choroby i wynikéw
jej leczenia [19-21]. W badaniu przedstawionym w pracy
srednig wartos$¢ odsetka endotelialnych komérek progeni-
torowych (EPCs) we krwi obwodowej wszystkich chorych
na HCC, ktérych wigczono do badania, ustalono na 43,89 %
(SD+/-16,25;41,23-46,55 95% Cl) populacji komorek CD34+.
Endotelialne komorki progenitorowe (EPCs) stanowity nie-
liczng subpopulacje komorek o fenotypie CD309+ posrod
komorek hematopoetycznych CD45+ i komérek srodbtonka
naczyniowego CD45-. Stwierdzono istotne statystycznie
réznice w odsetku EPCs pomiedzy chorymi zdatnymi do
leczenia chirurgicznego i chorymi, ktérych stan to lecze-
nie wykluczat. Wyniki te wskazujg jednoznacznie na wzrost
potencjatu angiogenezy guza w zaleznosci od stopnia jego
zaawansowania klinicznego i potwierdzaja doswiadczenia
w tym zakresie wielu osrodkéw na Swiecie [22-24].
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W badaniu wykazano réwniez zaleznos¢ pomiedzy na-
dekspresja tkankowa biatek VEGF oraz VEGFR a klinicznym
stopniem zaawansowania nowotworu. Prawidtowos¢ ta
zwraca uwage badajacych zjawiska angiogenezy nowo-
tworowej od czasu doniesiern Misego w 1996 roku [12].
Dla okreslenia koncentracji czynnika VEGF i jego receptora
w tkance HCC wykorzystano w pracy technike immunohi-
stochemii. W odréznieniu od innych badan tego typu [6, 8,
21] do pomiaru poziomu immunoreaktywnosci badanych
biatek wykorzystano technike morfometrii. Jej istota jest
densytometria przy uzyciu automatycznego analizatora
obrazu i programu Ilmage Pro Plus (Media Cybernetics) i wy-
razenie poziomu immunoreaktywnosci badanych biatek
w jednostkach umownych (j.u.). Tak okreslony poziom kon-
centracji VEGF i VEGFR wydaje sie duzo bardziej precyzyjny
i wiarygodny niz procentowe okreslenie komérek o pozy-
tywnie wybarwionej cytoplazmie, w arbitralnie wybranych
polach widzenia [2, 6, 10, 21, 25]. Badania wykazaty istotne
statystycznie réznice pomiedzy badanymi grupami cho-
rych, a takze zwigzek pomiedzy poziomem koncentracji
biatek VEGF i VEGFR w tkance guza i stopniem klinicznym
zaawansowania choroby, ocenianym za pomocg standar-
dowych systemow klasyfikacji. Poziom koncentracji biatka
VEGF w tkance guza odpowiada potencjatowi nowotwo-
ru do angiogenezy, a zatem do bardziej ekspansywnego
rozwoju i wiekszej ztosliwosci. Ogdlnoustrojowa emanacja
expresji tkankowego VEGF, a zarazem przejawem jego od-
dziatywania jest zwiekszona liczba endotelialnych komérek
progenitorowych w krazeniu obwodowym. Powiazanie to,
jak rowniez zwigzek ekspresji wymienionych czynnikéw
angiogenezy, wykazane zostato w omawianym badaniu.

Badanie nie wykazato natomiast istotnych statystycz-
nie réznic w poziomie koncentracji naczyniowo-$rédbton-
kowego czynnika wzrostu VEGF w surowicy krwi, a takze
istotnej korelacji pomiedzy koncentracjg VEGF w surowicy
i pozostatymi zmiennymi. Poziom koncentracji VEGF wynosit
$rednio 329,88 pg/ml i byt najwyzszy u chorych z grupy A,
tj. chorych ze zdrowa lub wydolna watroba, a najnizszy
u chorych z grupy B, tj. chorych z marskosciag watroby.
W pismiennictwie istniejg duze rozbieznosci co do oceny



wptywu biatka VEGF na rozwéj HCC. Podwyzszony poziom
koncentracji VEGF w surowicy krwi wydaje sie by¢ wczesnym
etapem uogdlnienia HCC, poprzedzajgcym rozsiew choroby
i tworzenie sie przerzutéw odlegtych [2, 6-8, 20-22, 24-26].
Wykazano réwniez korelacje pomiedzy wysokim poziomem
koncentracji czynnika VEGF w surowicy krwi i obecnoscia
naciekania przez nowotwor naczyn mikrokrazenia [1, 21,
27, 28]. Zte rokowanie dotyczy zwilaszcza chorych z guzami
charakteryzujacymi sie poziomem VEGF przekraczajacymi
400 pg/ml i jednoczesnym wysokim poziomem ekspresji
metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej (Matrixma-
taloproteinaze — MMP-2, MMP-9). U wymienionych chorych
stwierdzono zaréwno zwiekszong liczbe nawrotéw po rady-
kalnym leczeniu chirurgicznym, jak i obnizenie catkowitej
przezywalnosci oraz czasu przezywalnosci bez choroby [6,
23]. Przytoczone doswiadczenia kontrastujg z réwnie licznymi
doniesieniami o niskich poziomach koncentracji czynnika
VEGF u chorych z HCC, ktére nie odbiegajg od wartosci znaj-
dowanych w surowicy krwi ludzi zdrowych. Tan i wsp. [26]
nie stwierdzili istotnych statystycznie zaleznosci pomiedzy
poziomem koncentracji VEGF w surowicy krwi i charaktery-
styka patomorfologiczng guza u chorych z HCC leczonych
przeszczepieniem watroby. Poon i wsp. [20] okreslili Sredni
poziom koncentracji VEGF w surowicy krwi u chorych na HCC
na 269 pg/ml, przy czym nie udato im sie wykazac znaczacego
zwiagzku pomiedzy koncentracja VEGF i wieloma parametrami
funkcji watroby oraz przebiegiem choroby. Nie znaleZli takze
istotnych réznic w poziomie czynnika VEGF w surowicy krwi
chorych z nawrotem i chorych pozostajacych wolnymi od
nowotworu po przebyciu radykalnego leczenia operacyj-
nego. W pismiennictwie wymienia sie rézne przyczyny tak
rozbieznych ocen. Wptyw moga mie¢ réznice rasowe wsréd
chorych z HCC — wyzsze i powiazane z przejawami klinicz-
nymi choroby poziomy koncentracji biatka VEGF w surowicy
krwi u chorych z Chin, a nizsze i niepowigzane, u Japoriczykéw
czy przedstawicieli rasy kaukaskiej [8, 20, 25-28]. Znaczenie
ma takze czy rak rozwinat sie w watrobie na tle zakazenia
wirusem HBYV, jak u wiekszosci chorych w Chinach, czy tez
na tle zakazenia HCV, przewazajacego w krajach Zachodu
[25, 26, 28]. Dowiedziono ponadto, ze poziom biatka VEGF
w surowicy krwi zalezy w istotny sposéb od liczby ptytek krwi
[7, 8, 20]. Moze by¢ zatem wyzszy u chorych majacych guz
w zdrowej, a przede wszystkim w wydolnej watrobie, tj. zwy-
kle kandydatéw do resekgcji watroby, a nizszy — u chorych
zguzem i matoptytkowoscia w przebiegu marskosci watroby,
tj. u chorych, u ktérych z wyboru metodg leczenia chirur-
gicznego HCC jest transplantacja watroby. Tak jak u chorych
ocenianych w badaniu.

Rak watrobowokomorkowy jest procesem ogdlnoustro-
jowym, rozwijajacym sie w wiekszosci przypadkéw u cho-
rych na marskos$¢ watroby, zwtaszcza w marskosci zwigzanej
z zakazeniem wirusami hepatotropowymi HBV/HCV. Na
obecnym etapie wiedzy szansa wyleczenia istnieje tylko

w przypadku guzéw matych, dobrze zréznicowanych i znaj-
dujacych sie na wczesnym etapie rozwoju, tj. w I/1l stopniu
zaawansowania klinicznego. Stwarza ja jedynie leczenie
chirurgiczne, resekcja lub transplantacja watroby. Kandydaci
wymagaja starannej i wtasciwej oceny, ktdrg przeprowadza
sie za pomoca standardowych, klinicznych systemoéw kla-
syfikacji BCLC, MELD, Childa-Pugha. Oznacza sie zarazem
stopiet zaawansowania raka wg TNM, cho¢ informacje te
zostaja zweryfikowane i dostepne sa dopiero po badaniu
patomorfologicznym. Pomimo starannie dobranych kry-
teriow i restrykcyjnego sposobu ich przestrzegania przy
kwalifikacji chorych do leczenia resekcjg lub transplantacja
watroby podawana w pismiennictwie czestos¢ nawrotéw
choroby przekracza 25-40% (zaleznie od statystyk) w ciagu
pierwszych trzech lat od operacji [3-5, 8, 20, 21, 27, 28]. Do-
$wiadczenia te skfaniaja do poszukiwania dodatkowych kry-
teriow oceny, bazujacych w znacznie wiekszym stopniu niz
obecnie na charakterystyce patomorfologicznej guzaijego
wiasciwosciach [2, 6, 23]. Jednym z kierunkéw sa badania
nad mechanizmami zwigzanymi z procesem angiogenezy
nowotworowej. Podwyzszony poziom koncentracji naczy-
niowo-$rédbtonkowego czynnika wzrostu (VEGF — Vascular
Endothelial Growth Factor) i jego receptora (VEGFR) w tkance
guza jest jednym z przejawdw intensywnej angiogenezy
i zwiekszonej aktywnosci biologicznej nowotworu. Klinicz-
nym wykfadnikiem tej aktywnosci jest zwiekszona liczba
progenitorowych komérek nabtonka naczyniowego (EPCs
— Endothelial Progenitor Cells) w krazeniu obwodowym, tym
wieksza, im bardziej jest zaawansowany proces nowotworo-
wy. Ocena obu czynnikéw, tj. krazacych we krwi obwodowej
EPCsibadanie koncentracji tkankowego VEGF/VEGFR stano-
wi istotny oraz godny polecenia element catosciowej oceny
chorych w procesie kwalifikacji do leczenia chirurgicznego.

Whioski

Oznaczenie krazacych endotelialnych komérek progenito-
rowych (EPCs) oraz biatka VEGF i VEGFR w tkance HCC $wiad-
czy o potencjale guza do angiogenezy i wskazuje na stopien
zaawansowania raka. Oznaczenie czynnikdw angiogenezy
jest wartosciowym uzupetnieniem klinicznej oceny chorych.
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