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Uzasadnienie podje¢cia tematu badawczego

Rak endometrium stanowi jedng z najbardziej powszechnych form nowotworow



ginekologicznych u kobiet. Wezesnie wykryty charakteryzuje si¢ stosunkowo dobrym rokowaniem.
Zaawansowane stadium choroby wiaze si¢ jednak ze stabym wynikiem leczenia. Wspotczesne
terapie stosowane w przypadku zaawansowanego raka endometrioidnego obejmuja zabiegi
chirurgiczne, chemoterapi¢, radioterapi¢ i terapi¢ hormonalng. Pozytywna odpowiedZ na powyzsze
metody leczenia bywa zroznicowana. Angiogeneza odgrywa zasadnicza role zaréwno w
prawidtowej jak i1 patologicznej fizjologii ludzkiego endometrium. Tak jak w przypadku wielu
innych rodzajow nowotwordéw, tworzenie nowych naczyn krwiono$nych zaopatrujacych
rozrastajacy si¢ guz, wystepuje rowniez w przypadku raka endometrioidnego. W niniejszej pracy
koncentruj¢ si¢ na roli angiogenezy oraz jej modyfikacji w patofizjologii 1 leczeniu raka
endometrioidnego.

Opublikowanie sekwencji genomu ludzkiego wytycza wyrazny kierunek poszukiwania
nowych metod diagnostycznych i terapeutycznych. Polaczenie metod morfologicznych z dobrze
poznang biologig zmian przednowotworowych 1 inwazyjnych z technikami biologii molekularnej,
umozliwiajacymi jednorazowa ocen¢ ekspresji kilkuset genow, a nawet kilku tysiecy gendw,
znacznie zwigksza precyzje diagnostyki i1 terapii oraz stanowi klucz do zastosowania terapii
molekularnie ukierunkowanej (terapia celowana) u chorych. Mozliwo$¢ uzycia kryteriow
molekularnych do doboru witasciwej terapii dla danego pacjenta spowodowalo gwattowny rozwoj
medycyny spersonalizowanej, zwtaszcza w onkologii. Indywidualizacja leczenia polegataby na
dostosowywaniu metod terapii do indywidualnych cech chorego i jego choroby. W ramach
okreslonej jednostki chorobowej, dla chorych, dobierano by odpowiednia, skuteczng 1 bezpieczng
terapi¢. Powoduje to, ze techniki biologii molekularnej staja si¢, coraz powszechniejszym
narzgdziem diagnostycznym w praktyce klinicznej. Zaleta diagnostyki molekularnej jest to, ze
umozliwia wykrywanie zmian nowotworowych u oséb wysokiego ryzyka juz w poczatkowym
etapie choroby, poniewaz zmiany na poziomie molekularnym wyprzedzaja zmiany na poziomie
fenotypowym. Dodatkowo umozliwia wykrywanie lekooporno$ci, zwigkszajac precyzje strategii
leczenia.

Wiele mechanizméw zwigzanych jest z odmiennym profilem ekspresji genow
uczestniczacych w regulacji aktywnos$ci angiogenezy. Poznanie tych roéznic, moze miec istotne
znaczenie zaréwno w diagnostyce jak 1 w terapii. Obecnie jedng z metod skutecznej terapii
przeciwnowotworowej, jest antyangiogenna terapia celowana na produkty ekspresji gendéw
uczestniczacych w regulacji angiogenezy. Terapia ta daje pozytywne efekty w przypadku leczenia
wielu nowotwordw, jednakze w miare wydtuzania czasu leczenia, czg¢sto pojawia si¢ lekoopornosc.

Utrzymujac terapi¢ antyangiogenng zmienia si¢ lek, a czasami takze lek 1 cel molekularny. W
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konsekwencji, ciaggle trwaja poszukiwania nowych celow terapeutycznych w leczeniu molekularnie
ukierunkowanym.

Przestanka do podjecia badan byla hipoteza zakladajaca, ze profil ekspresji genow
zwigzanych z regulacjg aktywno$ci angiogenezy moze by¢ markerem diagnostycznym,
prognostycznym, a takze celem terapeutycznym raka endometrium. Celem przedstawionych badan
jest typowanie gendéw uczestniczacych w regulacji angiogenezy, zmieniajacych swoja aktywnos$¢
transkrypcyjng w zaleznosci od stopnia zrdznicowania histopatologicznego gruczolakoraka
endometrium, ktore moglyby stanowi¢ uzupetniajacy marker diagnostyczny, prognostyczny, a takze
cel terapeutyczny.

Profile stezen mRNA w wycinkach endometrium o réznym stopniu zrdéznicowania
histopatologicznego gruczolakoraka, wyznaczono metoda mikromacierzy ekspresyjnych, z
zastosowaniem plytek HG-U133A (Affymetrix). Ocene¢ zrdéznicowania grup badanych
transkryptomow, rozpoczeto od normalizacji otrzymanych wynikow za pomocg programu RMA
Express. W kolejnym etapie badan, przeprowadzono grupowanie hierarchiczne danych,
umozliwiajagce wstgpng ocen¢ podobienstwa profilu stgzen mRNA w badanych wycinkach
endometrium. Otrzymane wyniki wskazujg, ze profil stezenia mRNA genow uczestniczacych w
regulacji angiogenezy, zmienia si¢ w zaleznos$ci od stopnia zréznicowania histopatologicznego
gruczolakoraka. Najmniejsze r6znice w odniesieniu do grupy referencyjnej obserwowano w
gruczolakoraku w stopniu zréznicowania histopatologicznego G1, podczas gdy transkryptomy
gruczolakoraka endometrium w stopniu G2 i G3 stanowity odrebng podgrup¢. Podobne wnioski
mozna wyciggna¢ na podstawie statystyk opisowych charakteryzujacych profil stezenia 691 mRNA
zwigzanych z regulacja angiogenezy w badanych grupach wycinkoéw gruczolakoraka endometrium
(te 1 inne informacje sa zawarte w pracy nr 1).

Poszukujac odpowiedzi na pytanie, ktore z obserwowanych roznic poziomu mRNA sg
statystycznie znamienne, przeprowadzono jednoczynnikowg analize wariancji ANOVA,
umozliwiajacg porownanie kilku $rednich bez przeprowadzania kilku testow t. Otrzymany wynik
wskazuje, ze w grupie 691 mRNA, liczba mRNA réznicujacych grupy wycinkéw gruczolakoraka
endometrium, zmienia si¢ w zalezno$ci od sity réznicowania. Przy wartosci p<0,05 lub p<0,001
liczba mRNA wynosi od 203 mRNA do 45 mRNA.

Kontynuujac analiz¢ wariancji metodg wielokrotnych poréwnan - kazdej $redniej z kazda, z
zastosowaniem testu post-hoc Tukeya, uzyskano bardziej szczeg6towe informacje, dotyczace réznic
stezenia mRNA pomig¢dzy poszczegdlnymi grupami transkryptoméw. Otrzymany wynik wskazuje,

ze liczba mRNA roznicujacych Glvs K = 27 mRNA, G2 vs K =113 mRNA oraz G3 vs K = 81



mRNA przy zalozeniu, ze wartos¢ p<0.05.

Specyficznos¢ mRNA w roznicowaniu poszczegolnych grup pomigdzy soba, oceniono na
podstawie diagramu Venna. Otrzymane wyniki wskazuja, ze 6 mRNA zawsze rdéznicowato grupy
wycinkow gruczolakoraka endometrium od kontroli, niezaleznie od stopnia zrdéznicowania
histopatologicznego, podczas gdy liczba specyficznych mRNA dla r6znicowania tylko G1 vs K =
15, G2 vs K =43 oraz G3 vs K =15 mRNA.

Ten etap analizy zakonczono testem nadreprezentatywnos$ci w programie Panther - Gene List
Analysis, umozliwiajagcym wytypowanie sposrod mRNA roznicujacych te czasteczki, ktoére maja
istotne znaczenie dla angiogenezy nowotworowej. Otrzymane wyniki wskazuja, ze dla
gruczolakoraka endometrium w stopniu zréznicowania G1, sg to czasteczki mRNA trzech genow:
ENG (TGFBR3), EDIL3 oraz NRPZ2, charakteryzujace si¢ istotnym wzrostem st¢zenia w
odniesieniu do grupy poréwnawczej. Wzrost stezenia mRNA obserwowano rowniez w
gruczolakoraku endometrium w stopniu zréznicowania histopatologicznego G2 dla mRNA genu
SEMA3B (semaforyna 3B), i stopniu zréznicowania G3 dla mRNA genu SEMA3F.

Wszystkie pozostale czasteczki mRNA wytypowane w tescie nadreprezentatywnos$ci jako
znaczace dla angiogenezy nowotworowe] wystepowaty w gruczolakoraku w stopniu G2 1 G3 w
stezeniu znacznie mniejszym niz w kontroli. Cechg charakterystyczng bylo to, ze zmniejszenie
poziomu mRNA stopniowo zwigkszalo si¢, wraz ze wzrostem stopnia zréznicowania
histopatologicznego gruczolakoraka endometrium. Do tej grupy mRNA zaliczono jedng z izoform
mRNA ENG (TGFBR3) powstajaca w wyniku modyfikacji potranskrypcyjnej, mRNA TEK oraz
mRNA VEGFC. Pule wyciszanych gendéw, ktére stwierdziliSmy w naszym badaniu uzupetniajg
mMRNA SEMA5A4 oraz mRNA HOXAS.

Test nadreprezentatywno$ci wskazuje brak mRNA réznicujacych gruczolakoraka od
kontroli, ktore bylyby charakterystyczne dla wszystkich stadiéw zrdznicowania histopatologicznego
(G1 vs K; G2 vs K oraz G3 vs K). Podobnie nie wykazano mRNA istotnych dla angiogenezy
nowotworowej wspdlnych dla G1 vs K, G2 vs K oraz G1 vs K i G3 vs K.

Profil stgzenia mRNA gendw uczestniczacych w regulacji angiogenezy moze stanowic
marker diagnostyczny w roznicowaniu gruczolakoraka w niskim i wysokim stopniu zaawansowania
gruczolakoraka endometrium.

Z neoangiogenezg zwigzana jest natomiast ekspresja markerow tego procesu, miedzy innymi
czynnika wzrostu $rddbtonka naczyn (VEGF), endogliny (CD105), transblonowej glikoproteiny,
ktéra jest receptorem transformujacego czynnika wzrostu, TGF-?, oraz neuropiliny (NRP), ko-

receptora dla VEGF. Konwencjonalnie prognozowanie przebiegu choroby nowotworowej i1 leczenia



opiera si¢ gtownie na doktadnym okresleniu stopnia zaawansowania klinicznego. Zrozumienie
komoérkowych proceséw odpowiedzialnych za rozsiew nowotworéw i poznanie molekularnych
markeré6w inwazyjnosci moze by¢ uzyteczne nie tylko do udoskonalania diagnostyki 1
prognozowania przebiegu choroby, ale takze do opracowania lekow “celowanych”, skierowanych
wybidrczo w stosunku do czynnikow odpowiedzialnych za inwazyjno$¢ nowotwordéw, oraz do
opracowania nowych schematow terapeutycznych, pozwalajacych na zastosowanie takich lekow.

Wykazano, Ze inhibicja endogliny pobudza indukowany przez TGF-B1 wzrost oraz hamuje
migracj¢ komorkowa. Z drugiej strony, endoglina zidentyfikowana zostata jako sktadnik szlaku
srodblonkowej syntazy tlenku azotu, ktory moduluje aktywnos$¢ cyklooksygenazy-2. Wydaje sie, iz
endoglina moduluje przejscie od komoérek progenitorowych s$rédblonka do czynnych komorek
srédbtonkowych.

Angiogeneza ma zasadnicze znaczenie w wielu procesach fizjologicznych i patologicznych,
w tym w progresji choroby nowotworowej. Unaczynienie konieczne jest dla wzrostu nowotworu
oraz metastazy. W przypadku niewystarczajagcego ukrwienia komoérki nowotworowe ulegaja
apoptozie/martwicy. Z jednej strony biorac pod uwage wyrazng dystrybucje endogliny w tkankach, a
z drugiej udowodniong integracj¢ czynnosciowa z TGF-B, nie jest zaskoczeniem, ze uczestniczy ona
w angiogenezie. Udziat endogliny w angiogenezie potwierdza zaobserwowana §mieré myszy w
wyniku wad rozwojowych naczyn, u ktoérych stwierdzono brak endogliny. Zaobserwowano wyrazng
korelacj¢ pomigedzy poziomami endogliny, a markerami proliferacji komorek, takimi jak Ki-67.
Wykorzystujac techniki immunohistochemiczne zaobserwowano wyzsza ekspresj¢ endogliny na
komorkach srodblonka ulegajacych czynnej angiogenezie, w tym komorki srodbtonka nowotworu,
w poréwnaniu do prawidlowego $rodbtonka.

Ekspresje neuropilin obserwuje si¢ w zdrowym dojrzalym jak i rozwijajacym si¢ uktadzie
naczyniowym, zaroOwno na komodrkach $rodbtonka, komoérkach mieéni gladkich naczyn jak i w
srodbtonku naczyniowym raka. Jest to wazna obserwacja dotyczaca ich roli w promowaniu
angiogenezy w chorobach nowotworowych.

Przeprowadzone badania sugeruja, ze neuropiliny z jednej strony sa mediatorami
proangiogennymi poprzez wigzanie z VEGF, a z drugiej antyangiogennymi poprzez interakcje z
semaforynami klasy 3, gdzie jak si¢ sadzi, konkuruja o wigzanie z VEGF. Istnieje wiele dowodow
wskazujacych, ze SEMA uczestnicza w regulacji apoptozy, migracji komodrkowej, wzrostu
nowotworu czy angiogenezy. SEMA3 wywieraja szczegdlny wptyw na komorki srodbtonka. NRP2
preferencyjnie wigze si¢ z SEMA3B, 3C, 3D i 3F. Blokujac interakcje¢ VEGF-NRP, izoforma
SEMAJ3F hamuje zalezng od VEGF proliferacj¢ 1 migracj¢ komorek.



SEMAZ3F jest inhibitorem adhezji 1 migracji komorek. Po czg¢sci wynika to ze zmian
sygnalizacyjnych, ktore maja wplyw na aktywacje¢, badz tez stabilizacje powierzchniowych integryn.
Inhibicja integryny przez SEMA3F moze wyjasnia¢ blokowanie migracji zaréwno komorek
srodbtonka jak i rakowych, co prowadzi do ograniczenia angiogenezy i metastazy.

Sadzi si¢, ze przynajmniej dwa bialka z rodziny semaforyn klasy 3 wykazujg dziatanie
antyangiogenne, w ktorym uczestniczg neuropiliny, w tym na pewno bierze udziat SEMA3F.
Analiza z udzialem mikromacierzy wykazata, ze w naszym badaniu dwa geny z rodziny semaforyn
klasy 3 ulegty nadekspresji, tj. SEMA3B oraz SEMA3F. SEMA3B jest genem nadreprezentatywnym
w roznicowaniu G2 vs K, za§ SEMAJ3F roznicuje stopien G3 z kontrolg. Nadekspresja SEMA 3F
moze hamowa¢ migracje komorkowa, czego efektem moze by¢ negatywny wptyw na angiogeneze.
Wedtug mnie, jest to wazne spostrzezenie.

Wykazano na przyktad, ze SEMA3F hamowato indukowana przez VEGF oraz przez
zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow angiogeneze, proliferacje oraz przezycie komorek. Brak
bFGF wiazacego neuropiliny, w potaczeniu z faktem, ze SEMA3F nie hamuje wigzania zasadowego
czynnika wzrostu fibroblastéw z jego receptorem, sugeruje, ze SEMA3F oddziatuje poprzez NRP-2.
W innych badaniach wykazano, ze SEMA3F hamuje angiogenez¢ nowotworu in vivo. Badania
sugeruja, i1z dzialajac poprzez NRP-2, VEGF promuje angiogenezg, podczas gdy SEMA3F jest
inhibitorem tego procesu angiogenezy. Te cechy szczegdlne NRP i SEMA3 powoduja, iz mogg one
by¢ potencjalnym celem terapii anty-angiogennych.

W badaniach analizowano rol¢ NRP-2 w pierwotnych komorkach $rédblonka u ludzi.
Wykazano, ze NRP-2 wchodzi w interakcje¢ zarowno z VEGFR-2 jak 1 VEGFR-3. Oceniajac
nadekspresje badz hamowanie funkcji NRP-2, wykazano zasadnicze znaczenie NRP-2 dla przezycia
1 migracji komorek $rodblonkowych, indukowanych przez VEGF-A oraz VEGF-C. Stwierdzono
rowniez, ze NRP-2 spenia role ko-receptora dla VEGFR. Jako, ze VEGFR-2 jest zawsze obecny w
komorkach §rédblonkowych, gdzie nastepuje ekspresja VEGFR-3 wykazali, ze NRP2 wchodzi w
interakcj¢ nie tylko z VEGFR-3, lecz réwniez z VEGFR-2. Jesli interakcja pomigdzy VEGFR i
NRP2 ulega wzmocnieniu poprzez ko-ligand, to mozna przyjac, ze NRP2 spehnia funkcj¢ ko-
receptora obu tych VEGFR. Uzyskane przez nich wyniki wykazujg, ze NRP2 peini funkcj¢ ko-
receptora dla VEGFR w odpowiedzi na VEGF-C. W naszej analizie wykazatem, ze VEGF-C jako
gen z nadekspresja w stadium G2 i G3 podlegat bardzo silnemu wyciszeniu. Skutkiem tego moze
by¢ rownie silny spadek stezenie swoistego mRNA, co w istotny sposob wptynie na spadek
przezycia i migracji komoérek srodbtonkowych.

SEMASA jest molekuta, ktéra wykazuje w roznych rakach, dziatanie zar6wno onkogenne



jak 1 supresyjne. Wysoki poziom ekspresji SEMASA oraz jego receptora, pleksyny-B3, wigze si¢ z
agresywnoscig raka trzustki oraz raka prostaty. Stwierdzono, ze ich ekspresja stanowi gldwna sile
nap¢dowaq uczestniczaca w inwazji, migracji, proliferacji i wzro$cie tych nowotwordow. W badaniach
in vitro wykazano, ze ekspresja SEMASA prowadzi migdzy innymi do spadku poziomu apoptozy w
komorkach §rodblonka. Ponadto, down-regulacje SEMASA obserwowano w probkach raka ptuc, co
wigzano z ogolnie niskim poziomem przezycia, zarbwno na poziomie transkrypcyjnym jak i
translacyjnym. Mozliwe jest istnienie warunkowego mechanizmu odpowiedzialnego z regulacje
kaskad sygnalizacyjnych.

Zastosowanie przez nas mikromacierzy wykazalo, ze w gruczolakoraku endometrium
SEMASA ulega bardzo silnemu wyciszeniu w stadium G2 1 G3. Na podstawie powyzszego mozna
przyjac, ze w badanym przez nas nowotworze SEMAS5A nie wptywa na wysokg agresywnos¢ raka.
Jest to korzystne dla pacjentdw spostrzezenie.

Wedtug naszej wiedzy jeszcze jedno biatko zastuguje na uwage, mianowicie EDIL 3 zwany
tez DEL-1. Jest biatkiem macierzy pozakomoérkowej, ktére jako jedne z pierwszych
scharakteryzowano w morfogenezie naczyn. EDIL 3 byl intensywnie badany wykazujac silne
dziatanie angiogenne i jest zwigzane z regulacja angiogenezy oraz adhezji komoérkowej. Jest to
embrionalne biatko komorek endotelialnych 1 nie ulega ekspresji po urodzeniu, jednak ulega
ekspresji w wielu typach nowotworow. W naszych badaniach wykazalismy, ze EDIL 3 ulega silnej
nadekspresji. Nadekspresja EDIL3 moze zmniejszy¢ apoptoz¢ komorek nowotworowych i
doprowadzi¢ do wzrostu unaczynienia guza, co sprzyja wzrostowi guza. Mozliwosci EDIL 3 w
modulowaniu unaczynienie guza sprawiajg, ze moze by¢ one potencjalnym celem antyangiogenne;j
terapii raka.

Podsumowujac, wyniki badan wskazuja na istotng role NRP2 w czynno$ciach komoérek
srodbtonka, tacznie z VEGF 1 by¢ moze réwniez pleksynami i integrynami. Pozostaje kwestia w jaki
sposOb wymienione biatka wspotdziatajg ze sobg, a jej wyjasnienie pozwoli na lepsze zrozumienie
mechanizmow lezacych u podtoza angiogenezy. W tym $wietle, wyniki moich badan sugeruja
zdecydowanie, ze NRP-2 moze by¢ interesujagcym celem badan farmakologicznych.

Endoglina odgrywa wazng rol¢ w progresji nowotworu oddziatujac na procesy angiogenezy,
migracji 1 przerzutowania. Wystepuje na powierzchni komoérek srodbtonkowych nowotworowych
naczyn krwiono$nych jak i na niektérych typach komoérek nowotworowych. Endoglina jest
pomocniczym koreceptorem dla TGF-f, odpowiedzialnym za proliferacje¢, roznicowanie, migracje¢ i
adhezje komorek. Wiadomo, iz TGF-1 spetnia rolg czynnika ttumigcego rozwoj nowotworu. Co

wiecej, indukuje on rowniez stan zapalny 1 uwalnia czynniki angiogenne z komorek zapalnych in



vivo.

Endoglina (CD105) jest swoistym markerem proliferujacych, aktywnych komorek
srédbtonkowych naczyn krwiono$nych. Biatko to jest obecne w naczyniach guzoéw litych i ma
prognostyczne znaczenie w terapii przeciwnowotworowej. Ekspresja CD105 wigze si¢ ze stabym
rokowaniem w szeregu rodzajach choroby nowotworowej. Proangiogenna rola endogliny sugeruje,
iz wykrycie endogliny mogloby zosta¢ wykorzystywane jako marker pozwalajacy na analizg
angiogenezy oraz gestosci mikronaczyn guza. Wykazano, ze przeciwciata endogliny moga stanowié
znacznie przydatniejsze markery gesto$ci mikronaczyn guza niz powszechnie stosowane biatka
srodblonka.

Endoglina towarzyszy receptorowi TGF-B. Reguluje on wazne procesy komorkowe, takie
jak, proliferacja, migracja, apoptoza, adhezja, organizacja cytoszkieletu czy modyfikacja macierzy
pozakomorkowej. Wykazano, iz TGF-B1 spehnia role czynnika thumigcego rozwoj nowotworu, przy
czym indukuje on rowniez stan zapalny 1 uwalnia czynniki angiogenne z komodrek zapalnych in
vivo.

Endoglina jest homodimerem, sktadajacym si¢ z dwoch podjednostek (95 kDa), potaczonych
mostkiem disiarczkowym. Wystepuje w dwoch izoformach, roéznigcych sie dlugoscia domeny
cytoplazmatycznej. Forma dluga zawiera 46, a krotka 14 reszt aminokwasowych. Nie ma
funkcjonalnych réznic pomigdzy tymi izoformami.

Wykazano, Ze inhibicja endogliny pobudza indukowany przez TGF-B1 wzrost oraz hamuje
migracje. Wyniki sugerujg, ze endoglina moduluje dziatanie TGF-1 jako czesci kompleksu TGF-
BR. Z drugiej strony, endoglina zidentyfikowana zostala jako sktadnik szlaku srédblonkowe;j
syntazy tlenku azotu, ktéry moduluje aktywno$¢ cyklooksygenazy-2 (COX-2). Wydaje sie, iz w
fazie rozwoju, endoglina moduluje przej$cie z fazy progenitorowej srédblonkowego do czynnych
komorek §rodbtonka.

Endoglina wystepuje na komorkach srodbtonkowych naczyn uczestniczacych w procesie
angiogenezy. W ludzkich komorkach prawidtowych CD105 wystepuje w niskim stezeniu. W wielu
nowotworach, endoglina obecna jest zarowno w naczyniach peryferyjnych, jak 1 w naczyniach
zlokalizowanych wewnatrz guzow nowotworowych. W angiogenezie nowotworowej endoglina
bierze udziat w aktywowaniu antyapoptotycznych sygnaléw w niedotlenionych regionach guza.
Endoglina ulega nadekspresji w aktywnej tkance §rodbtonka naczyniowego w trakcie angiogenezy
guza.

Angiogeneza ma zasadnicze znaczenie w wielu procesach fizjologicznych i patologicznych,

w tym w progresji choroby nowotworowej. Angiogeneza guza odgrywa istotng role we wzroscie
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nowotworu, przy czym uwaza si¢, ze ma rowniez zwigzek z metastaza. Rak endometrioidny stanowi
najbardziej powszechng forme¢ ztosliwego nowotworu kobiecego uktadu rozrodczego, w krajach
rozwinigtych. Stwierdzono, Ze sygnalizacja TGF-B odgrywa istotng role w transformacji rakowej
ludzkich komorek. Jego wptyw na raka jest dwuznaczny, bowiem TGF-B zapobiegaja rozwojowi
guza we wczesnym etapie kancerogenezy, natomiast w stadium zaawansowanym stajg si¢
promotorem metastazy. Sugeruje si¢, iz endoglina jest zasadniczym czynnikiem rozwoju réznych
rodzajow raka. Up-regulacja endogliny w raku endometrioidnym zostata wykazana za pomoca
barwienia immunohistochemicznego. Wczesniejsze badania skladnikéw kanonicznego szlaku
sygnatowego TGF-B, wykazaty przerwanie §ciezki w pierwotnym raku endometrioidnym. Z jednej
strony biorgc pod uwage wyrazng dystrybucje endogliny w tkankach, a z drugiej integracje
czynnos$ciowg z uktadem TGF-p, nie jest zaskoczeniem, Ze uczestniczy ona w angiogenezie.

W wyniku przeprowadzonych badan wykazatem, ze ekspresja tego biatka byta dobrze
wyrazona w probach stanowigcych kontrole w tym badaniu. Reakcja na ten enzym byta widoczna
tylko w komorkach §rodbtonka.

Oceniajac ekspresje endogliny w $§rodbtonku naczyniowym w stadium G1 w badanych
strukturach zmienionego nowotworowo endometrium wykazalem, ze gesto$¢ optyczna produktu
reakcji immunohistochemicznej na ten parametr byta wysoka, osiggajac 145% kontroli. Analizujac
poziom endogliny w stadium G2 w badanych strukturach wykazatem, ze ogo6lna gestos¢ optyczna
produktu reakcji immunohistochemicznej na to biatko w $rodbtonku osiggata poziom nizszy niz w
stadium G1, stanowigc 75% jej poziomu. Oceniajgc poziom endogliny w stadium G3 w badanych
strukturach  tkankowych wykazatem, ze ogolna gestos¢ optyczna produktu reakcji
immunohistochemicznej na ten enzym byla najwyzsza ze wszystkich badanych grup. Osiagala ona
prawie 160% poziomu grupy kontrolne;.

Analiza ekspresji endogliny w raku endometrium wykazata, ze ogdélna gesto$¢ optyczna
produktu reakcji immunohistochemicznej na to biatko w stadium G2 byta niewiele wyzsza niz w
kontroli. Stwierdzono, ze stanowila ona 110% kontroli. W stadium G1 i G3 ekspresja ta byla
wysoka 1 stanowita okoto 150% kontroli. Nie ujawniono réznic znamiennie statystycznych miedzy
tymi stadiami.

W stadium G1 ekspresj¢ na endogling ujawniono réwniez w zmienionych nowotworowo
komorkach. Poziom tej ekspresji byl bardzo niski. Stanowit on okoto 45% wartosci ujawnionej w
sroédbtonku grupy kontrolnej. Ekspresje endogliny wykazano réowniez w stadium G2 badanego
nowotworu, ale ujawniala si¢ ona na niskim poziomie, stanowigc okoto 125% poziomu stadium G1.

W stadium G3 stwierdzono wysoki poziom ekspresji endogliny. Byla ona poréwnywalna do
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warto$ci ujawnionej w srodbtonku grupy kontrolnej. Stanowita ponad 2-krotng warto$¢ poziomu

stadium G1 (dodatkowe informacje na ten temat znajduja si¢ w pracy nr 2).

Aby zainicjowa¢ neowaskularyzacje, guz musi przestawi¢ si¢ na fenotyp angiogenny.
Wyniki badan sugeruja, ze dzieje si¢ to we wczesnej fazie rozwoju nowotworu. Co wiecej, uwaza
si¢, ze ogranicza on tempo progresji guza. Rola angiogenezy wewnatrz guza u pacjentow z rakiem
endometrioidnym zostala juz do$¢ dobrze udokumentowana w literaturze.

Jak juz wiadomo, endoglina ulega preferencyjnej ekspresji w angiogennym $rodbtonku guza.
Ekspresja endogliny na $rodbtonki guza moze mie¢ zatem wartos¢ diagnostyczng, o ile zostanie
opracowana mozliwo$¢ obrazowanie tej ekspresji in vivo. Jes§li obrazowanie z wykorzystaniem
endogliny pozwala na szczegdlowa identyfikacj¢ unaczynienia guza in vivo, to by¢ moze komorki
odpowiadajace za ekspresje endogliny stang si¢ rowniez celem terapeutycznym.

Komorki srodbtonka w prawidtowym, nieaktywnym $rodbtonku sg stabilne 1 wykazuja
bardzo niski wskaznik obrotu. Dla kontrastu, $rodblonek angiogenny charakteryzuje si¢ szybkim
obrotem 1 okre$lany jest jako ,,aktywowany”. Jednym z potencjalnych markerow aktywowanego
srodblonka jest endoglina. W tkankach zdrowych, ekspresja endogliny prawie w ogdle nie
wystepuje. Jest ona wysoce selektywna w stosunku do neoangiogenezy, jednego z podstawowych
czynnikow warunkujacych metastaze. Wedtug mojej wiedzy nie istniejg badania, ktére mozna by
porowna¢ z naszymi wynikami. Prawdopodobnie to pierwsze doniesienie, w ktorym oceniano
poziomy endogliny w tkance pacjentow z rakiem endometrioidnym w roZnym stopniu
zréznicowania komorkowego (G1 - G3).

W naszej ocenie z wykorzystaniem mikromacierzy oraz programu Panther wykazatem, ze
gen endogliny ujawnia si¢ jako roznicujacy ze zmiang ekspresji w dwoch kompozycjach. W
ukladzie G1 vs K gen ten ulega wyraznej nadekspresji. Mozna wiec przyjac, ze wzrost stezenia
mRNA dla ENG bedzie prowadzit do hamowania wzrostu komorek, a tym samym bedzie pehnic
role czynnika hamujacego wzrost nowotworu.

Z grupy transkryptoméw G2 vs K oraz G3 vs K program Panther wskazatl réwniez na
endogling, jako gen roznicujacy. Tym razem jednak ujawniono wyciszenie genu, a co za tym idzie
spadek stezenia mRNA. Konsekwencja tego stanu rzeczy bedzie pobudzenie indukowanego przez
czynnik TGF-? wzrostu komorek, a zatem wzro$nie prawdopodobienstwo progresji nowotworu.

Wiadomo, zZe sygnalizacja TGF-$ odgrywa istotng role¢ w transformacji rakowej ludzkich
komorek. Jednak jego wpltyw na raka jest dwuznaczny, bowiem jak si¢ sadzi, TGF-$ zapobiegaja

rozwojowi guza we wczesnym etapie kancerogenezy, natomiast w stadium zaawansowanym staje
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si¢ promotorem metastazy. Sugeruje si¢ takze, iz endoglina jest zasadniczym czynnikiem rozwoju
réznych rodzajow raka. Up-regulacja endogliny w raku endometrioidnym zostata wykazana za
pomoca barwienia immunohistochemicznego (IHC). Woczesniejsze badania skladnikéw
kanonicznego szlaku sygnatowego TGF-B, wykazaly przerwanie $ciezki w pierwotnym raku
endometrioidnym.

Stosujac technike IHC wykazano podwyzszony poziom endogliny w raku endometrioidnym.
W naszych badaniach, ekspresje endogliny analizowali§my zaré6wno na poziomie mRNA jak i
biatka, chcac wykaza¢ czy obserwowany wzrost poziomu biatka jest wynikiem up-regulacji mRNA.
Nie stwierdzono istotnej zmiany ENG mRNA, natomiast poziom biatka ulegl statystycznemu
wzrostowi w badanych probkach, w poréwnaniu do tkanki zdrowej, co jest zgodne z wynikami
IHC.

Analizowano schematy ekspresji endogliny jako markera w pierwotnym gruczolakoraku
jelita grubego oraz w zdrowej blonie §luzowej jelita. O ile przeciwciata CD31 barwity naczynia
krwionosne w takim samym stopniu w jelicie prawidlowym, jak i rakowym, to ekspresje endogliny
obserwowano gldwnie w zmianach rakowych, przy niewielkiej ekspresji lub catkowitym jej braku w
naczyniach wolnej od nowotworu btony $§luzowej. W innych badaniach rowniez wykazano, iz
ekspresja endogliny moze stuzy¢ jako lepszy marker prognostyczny wyniku leczenia niz tradycyjne
markery naczyniowe. W innym badaniu poréwnywano wartosci ekspresji endogliny i antygenu
zwigzanego z czynnikiem VIII. Analiza wielowariantowa wykazata, Zze endoglina stanowi
niezalezny czynnik prognostyczny przezycia, w przeciwienstwie do antygeny zwigzanego z
czynnikiem VIII. Oczywiste jest, ze u pacjentow z rakiem endometrioidnym endoglina stanowi
bardziej swoisty 1 istotniejszy prognostyk przezycia, co potwierdzaja wyniki innych badan w tym
zakresie. Autorzy doszli do wniosku, ze endoglina jest lepszym markerem angiogenezy. Te 1 inne
badania sugerujg, ze endoglina moze zosta¢ uznana za wiarygodny marker wyniku choroby. Ponad
to, stwierdzno, ze endoglina stanowi bardziej swoisty 1 czulszy antygen w porownaniu do innych
markeréw angiogenezy nowotworowe;.

W wielu badanych rodzajach raka, ekspresja endogliny, okre$lona metoda barwienia
immunohistochemicznego, byta $cisle zwigzana z nizszym wskaznikiem przezycia pacjenta. Nie
jest to niespodzianka, bowiem zwigkszone unaczynienie guza stanowi uznany marker stabej
prognozy. Co wiecej, w nowotworach zoladkowo-jelitowych, piersi, prostaty i innych, ekspresja
endogliny wigzata si¢ z obecnos$cia odlegtych przerzutow. Tak wigc, ekspresja endogliny wydaje si¢
posiada¢ warto$¢ prognostyczng w wielu rodzajach guzow litych.

Co wiecej, stwierdzono iz niektore czynniki prognostyczne, jak gltebokos$¢ nacieczenia
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miometrium, stopien ztosliwosci oraz obszar nacieczenia naczyn limfatycznych, zwigzane sg z
gestoscig unaczynienia. Pacjenci z wigksza liczbg mikronaczyn wykazywali gorszy wskaznik
przezycia, zarbwno w analizie jedno- i wielowariantowej. Zaobserwowano takze, ze pacjenci z
niska gestoscig unaczynienia wykazywali sredni wskaznik przezycia 123 miesigce w porownaniu do
75 miesiecy u pacjentdéw z wysoka gestoscig unaczynienia guza.

Podsumowujac, endoglina poprzez stopien unaczynienia jest istotnie zwigzana ze stadium
choroby wedtug FIGO, proliferacja nowotworu oraz prognoza w raku endometrioidnym. Wykazano
rowniez tendencje w kierunku wyzszego wskaznika przezycia po radioterapii u pacjentow z wysoka
gestoscig mikronaczyniowa.

Bezposredni wptyw VEGF na komorki §rodbtonka jest od dawna znany, natomiast rola NRP
w tym kontekscie jest aktualnie badana. Dziatanie angiogenne za posrednictwem wigzanie VEGF z
NRP-2 zostalo scharakteryzowane w mniejszym stopniu i wydaje sie, ze jego regulacja przebiega w
sposob odmienny od NRP-1.

Pierwotnie neuropiliny zidentyfikowano jako neuronalne receptory a wtasciwie ko-receptory
dla semaforyn klasy 3 odpowiedzialnych za wzrost aksondw (axon guidance) i dziatajacych w
okresie rozwoju uktadu nerwowego. Funkcjonujag one przede wszystkim jako ko-receptory
poniewaz brak im wewnetrznej zdolnos$ci sygnalizacyjnej. W neuronach 1 innych typach komorek
tworza kompleks ze specyficznymi pleksynami tworzac funkcjonalne receptory semaforyn. Badania
wykazaly, ze neuropiliny sa réwniez ko-receptorami dla $rédbtonkowo naczyniowego czynnika
wzrostu (VEGF), a tym samym zaangazowane sg w procesach angiogenezy. Neuropilina 1 (NRP-1)
wspotdziala miedzy innymi z VEGF-A oraz z jego receptorem 2 (VEGFR-2) nasilajac angiogenezg.
Neuropilina-2 (NRP-2) jest ko-receptorem dla VEGF C i D oraz wspotdziata z VEGFR 3 angazujac
si¢ w procesy limfogenezy. Jej ekspresje obserwuje si¢ przede wszystkim na powierzchni komorek
srodbtonka naczyn limfatycznych, ale tez zylnych. Ekspresj¢ NRP wykazano réwniez na
regulatorowych limfocytach T 1 komdrkach dendrytycznych co wskazuje na ich udziat w procesach
odpornosciowych. I w tym przypadku wywieraja gtownie efekt hamujacy.

Ekspresje neuropilin wykazano w wielu nowotworach: raku jajnikdw, trzustki czy prostaty a
takze w komorkach astocytomy czy tez melanomy 1 wielu innych co mozna wigza¢ gidwnie ze
wzrostem angiogenezy 1 zwickszong przezywalno$ciag komoérek guza. Ekspresja neuropilin w
guzach wiaze si¢ nie tylko z obecnoscig tych bialek na powierzchni komorek §rodbtonka, ale tez na
powierzchni i cytoplazmie komoérek guza. Funkcja VEGF a tym samym NRP nie ogranicza si¢
jedynie do angiogenezy 1 przepuszczalnosci naczyn. VEGF wptywa na funkcje komorek

odpornosciowych obecnych w mikrosrodowisku guza co z kolei wptywa na odpowiedZ gospodarz

14



na guza. Receptory VEGF reguluja rowniez aktywnos$¢ fibroblastow w zrebie guza.

NRP przypisuje si¢ gldwna role w sygnalizacji z powodu ich zdolnosci do interakcji z i
oddziatywania na funkcj¢ wielu receptorow sprz¢zonych z kinaza tyrozynowa i integryn. Obecnie
wiadomo, ze neuropiliny wchodza w reakcje z na przyktad transformujagcym czynnikiem wzrostu ?
(TGF-B ), czynnikiem wzrostu hepatocytow (HGF) czy plytko pochodnym czynnikiem wzrostu
(PDGF). Reagujac z receptorem MET (receptorem czynnika wzrostu hepatocytow,) zwiekszajacym
zdolno$¢ HGF do stymulacji inwazji komorek raka trzustki do inwazji, jak réwniez proliferacji 1
przezycia glejakow. Reagujac z receptorami TGF-? mogg wzmaga¢ sygnalizacj¢ a konsekwencja
moze by¢ przej$cie nablonkowo-mezenchymalne (EMT).

Udowodniono, ze zwigkszona ekspresja NRP-1 koreluje ze zwiekszong inwazyjnoscia i
skréceniem czasu przezycia pacjenta a NRP-2 ze spadkiem apoptozy i szybszym wzrostem guza.
Sadzi si¢, ze neuropiliny moga wptywaé na proliferacje, migracje, inwazyjnos¢, przyleganie czy
zdolno$¢ do tworzenia przerzutow. Nowe techniki leczenia nowotworéw opieraja si¢ na probach
inaktywacji, blokowania okreslonych bialek specyficznych dla komorek endotelialnych guza lub
komorek guza. W ten sposdb mozna znacznie ograniczy¢ skutki uboczne w leczeniu nowotwordw.
W tym celu nalezy skupi¢ si¢ na identyfikacji biatek swoistych dla guza.

Kliniczne testy z udziatem pacjentdw z zaawansowanym rakiem zotadka i piersi wskazuja,
ze wysoka ekspresja NRP-1 jest prognostykiem stabej odpowiedzi na bevacizumab. Wskazuje to, ze
nalezy stosowac terapi¢ mieszang uwzgledniajac tez leki celowane w NPR. Badania przedkliniczne
wskazuja, ze leki skierowane do NPR powinny by¢ stosowane w terapii walki z rakiem. Ekspresja
NPR jest minimalna w wigkszo$ci dojrzatych tkanek, co redukuje mozliwos$¢ zaburzania funkcji
normalnych tkanek. Badania na myszach wskazuja na minimalne efekty uboczne. Zastosowanie
przeciwcial specyficznych do NPR-1 lub NRP-2 hamowalo wzrost guza i przerzuty

Rak endometrioidny macicy mimo, ze jest jednym z najczg$ciej diagnozowanych rakow
zenskiego uktadu plciowego, gtownie wystepujacym u kobiet po menopauzie, pod wzgledem
ekspresji neuropilin nie zostat przebadany. We wczes$niejszej naszej pracy wykazalismy na
podstawie badan profilu ekspresji genéw, ze NRP-2 moze by¢ waznym czynnikiem w diagnostyce 1
leczeniu raka endometrioidnego. Zatozeniem obecnej pracy jest potwierdzenie tego faktu na
poziomie biatka.

Badajac gestos¢ optyczng neuropiliny 1 nie stwierdzitem ekspresji NPR-1 w zdrowym
endometrium stanowigcym materiat kontrolny. W stadium G1 ekspresj¢ NRP-1 ujawniono tylko w
komorkach guza. Poziom tej ekspresji byt niski. Odczyn lokalizowatl si¢ tylko w cytoplazmie.

Ekspresja NRP-1 w stadium G2 raka byla wyzsza niz w stadium GI1 i stanowita okoto 190%
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poziomu stadium G1. W komorkach guza ujawniliSmy odczyn cytoplazmatyczny. W stadium G3
ekspresja NRP-1 byl porownywalna ze stadium G2. Byla to zmiana statystycznie znamienna w
stosunku do grupy G1. Stanowita ponad 180% warto$¢ poziomu stadium G1. Podobnie jak w

poprzednich stadiach obserwowalismy odczyn cytoplazmatyczny.

Podobnie jak w przypadku NRP1 nie zaobserwowaliSmy ekspresji NPR2 w materiale
kontrolnym. W materiale pobranym z guzéw odczyn byt widoczny w $rodbtonku naczyniowym oraz
komorkach guza. W $rédbtonku naczyniowym ekspresja NRP-2 w stadium G1 1 G2 byta na tym
samym poziomie. W stadium G3 ekspresja byla wyzsza, ale nie byt to wzrost znamienny

statystycznie.

W komorkach nowotworowych w stadium G1 poziom ekspresji NRP-2 ujawniony w tym
stadium byt niski 1 stanowil 50% ekspresji komorek $rédbtonka. Odczyn byt zlokalizowany tylko w
cytoplazmie. Ekspresja NRP-2 obserwowana w stadium G2, byla wyzszym w poréwnaniu ze
stadium G1 1 stanowila okoto 120% poziomu stadium G1. W komorkach guza stwierdzono odczyn
cytoplazmatyczny, a w czes$ci komorek rowniez silny odczyn btonowy. W stadium G3 ekspresja
NRP-2 byta najwyzsza. Zmiana byla statystycznie znamienna zarowno w stosunku do stadium G1
jak 1 G2. Stanowila ponad 140% warto$¢ poziomu stadium G1. W komorkach guza ujawniliSmy
odczyn cytoplazmatyczny. W preparatach wystgpowalty wyspy komoérek z bardzo silnym odczynem
btonowym. Ilo$¢ ich byla znacznie wigksza niz w G2 (wigcej informacji zawarto w pracy nr 3).

Rak endometrioidny macicy jest jednym z najczesciej diagnozowanych nowotwordow
ginekologicznym. Zgodnie z WHO klasyfikowany jest na 3 histologiczne typy rdznigce sie¢
stopniem zrdznicowania komorek: G1, G2 1 G3). Czesto$¢ wystepowania, duza $miertelnos¢
zmusza do ciagglego poszukiwania nowych terapii o wigkszej skutecznosci i mniejszych skutkach
ubocznych, wydluzajacych przezycie, poprawiajacych komfort zycia pacjenta. Jednoczesnie trwaja
poszukiwania markerdw pozwalajacych na wezesne wykrycie zmian nowotworowych.

Wykrycie ekspresji neuropilin na powierzchni komoérek srdédbtonka, ale przede wszystkim
komorek guza wskazuje, ze sg one szczeg6lnie wazne w biologii nowotwordw. Te wielofunkcyjne,
transblonowe glikoproteiny, wazne w procesie rozwoju uktadu nerwowego, procesach angiogenezy
czy limfangiogenezy oraz odpornosci zapewniajg nowotworom szybki rozwdj. Reagujac z ré6znymi
czynnikami biatkowymi: VEGF, HCG,FGF, TGF-? czy tez semaforynami a takze integrynami,
zapewniaja nie tylko rozwdj naczyn zaro6wno krwionos$nych jak i1 limfatycznych, ale poprzez
dzialanie antyapoptotyczne, wplyw na aktywno$¢ limfocytow T., uniemozliwiajag samoobrong

gospodarza. Udziat w EMT zapewnia migracj¢ i tworzenie przerzutow.
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Ekspresje lub nadekspresj¢ neuropilin przede wszystkim NRP-2 wykazano jak dotad w
komorkach wielu nowotworow. Wiaze si¢ ze wzrostem ilo$ci naczyn i stabg prognoza przezycia (w
osteosarkomie i w niedrobnokomérkowym raku ptuc), przerzutami do weztéw (w raku piersi).
Ekspresja NRP-2 jest up-regulowana zarowno we wczesnych, jak 1 zaawansowanych stadiach
neuroblastoma. Wplyw nadekspresji neuropiliny na pierwotne komorki srodbtonka u cztowieka nie
zostat jak dotad zbadany. Przebadano pod tym wzgledem wiele rakow jednak nadal niewiele
wiadomo o ekspresji neuropilin w raku endometrioidnym. W moich wcze$niejszych badaniach
wykazalem, ze z genow mogacych mie¢ wplyw na procesy angiogenezy w obrebie raka
endometrioidnego wyrazne zmiany w ekspresji mRNA cechujag mig¢dzy innymi NRP-2,wskazujac,
ze NRP-2 moze by¢ waznym celem farmakologicznym w leczeniu tego raka. Obecne badania miaty
na celu stwierdzenie czy zmiana ekspresji mRNA ma swoje przelozenie na zmiany ekspres;ji biatek
NRP-1 i NRP-2.

W materiale kontrolnym nie stwierdzono ekspresji zadnego z biatek natomiast byly w ilosci
wykrywalnej w tkance guzéw. Ekspresja obu bialek rosta wraz ze spadkiem stopnia zr6znicowania
komorek guza. NRP-1 stwierdziliSmy tylko w komdrkach nowotworu, natomiast NRP-2 zar6wno w
srodbtonku naczyn jak i w komodrkach rakowych. Nalezy podkresli¢ narastajgcg w kierunku G1-G3
ekspresje NRP-2 w btonie komoérkowej. Narastajaca ekspresja obu biatek w komodrkach guza
stwarza idealne warunki do jego rozwoju. Ekspresja NRP2 na powierzchni komoérek $rédblonka
umozliwia rozw¢] naczyn, szczeg6Olnie limfatycznych. Istnieja dowody potwierdzajace, iz
neuropiliny sg rowniez mediatorami angiogenezy, na przyklad w chorobie nowotworowe;.
Wchodzac réwniez w interakcje 1 modulujg funkcje VEGFR1 oraz VEGFR2. Badania sugeruja, iz
dziatajac poprzez NRP-2, VEGF promuje angiogeneze, podczas gdy w tym samym czasie SEMA3F
jest inhibitorem angiogenezy.

Poprzez regulacje integryn sygnalizacja VEGF/NRP wptywa na stopien zr6znicowania tego
nowotworu. Szczegdlnie interesujg nas pojawiajace si¢ koncepcje iz sygnalizacja VEGF/NRP w
komorkach nowotworowych promuje zachowania agresywne oraz, ze mediatorem takiego dzialania
jest w czg$ci, zdolnos¢ NRP do modulowania funkcji integryny. Neuropiliny moga rowniez spetniaé
role receptorow dla VEGF 1 ulegaja ekspresji na powierzchni komorek $rodblonkowych i
nowotworowych. Postulowano rowniez role neuropilin w szeregu kluczowych etapach procesu
neowaskularyzacji u osobnikow dorostych. Przeprowadzone badania sugeruja, ze neuropiliny sa
mediatorami dziatania proangiogennego, poprzez wigzanie z VEGF oraz antyangiogennego poprzez
interakcje z semaforynami klasy 3, gdzie jak si¢ sadzi, konkuruja o wigzanie VEGF. Wiemy juz na

przyktad, ze ekspresja NRP-2 w raku piersi i1 prostaty skorelowana jest z chorobg agresywna.
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Ekspresja NRP1 powoduje rowniez podwyzszong angiogenez¢ 1 wzrost guza.

Poniewaz jak juz wspomniano NRP-2 jest zaangazowana w wiele procesOw zwigzanych z
rozwojem nowotworow (angiogeneza, limfangiogeneza, metastaza), a wigc detekcja NRP-2 moze
stanowi¢ narzedzie diagnostyczne 1 prognostyczne we wielu guzach w tym réwniez raku
endometrioidnym macicy. Z danych literaturowych wynika, ze ekspresja neuropilin w komorkach
nowotworow ztosliwych, przy niewielkiej ich ekspresji w zdrowych, dojrzatych tkankach stwarza
mozliwo$¢ zastosowania NRP-2, ale rowniez NRP-1 jako celéw nowych terapii w walce z tymi
nowotworami 1 w ten sposéb zahamowac¢ lub spowolni¢ rozw¢j guzéw. W tym Swietle, wyniki
naszych badan sugeruja zdecydowanie, ze NRP-1 a szczeg6lnie NRP-2 mogg by¢ interesujagcym
celem badan farmakologicznych.

Biatka macierzy pozakomodrkowej (ECM) sa gtownymi pozakomorkowymi sktadnikami
mikro$rodowiska guza. Niektore doniesienia sugeruja, iz zmiany mikrosrodowiska spowodowane
przez zmiany ekspresji bialek pozakomorkowych, moga wpltywa¢ na wzrost komorek, naciekanie,
migracje, anoikis czy metastaze. Tak wiec, ukierunkowanie na biatka ECM moze posiada¢ warto$¢
terapeutyczng.

Biatkiem takim jest migdzy innymi EDIL3, znanym réwniez jako DEL-1. EDIL-3, znany
jako lokus s$rddblonka lub DEL-1 jest zwigzany z macierza zewnatrzkomorkowa, glikoproteing
uwalniang z komorek $rodbtonka. Jest ono wydzielanym biatkiem ECM, ktére zostato po raz
pierwszy scharakteryzowane w morfogenezie naczyniowe;.

Biatko to jest ligandem integryny. Odgrywa wazng role¢ w posredniczeniu w angiogenezie i
moze odgrywaé wazng role w przebudowie i rozwoju Sciany naczynia. Wplywa takze na
zachowanie komorek §rodbtonka.

EDILS3 jest pozakomdrkowym biatkiem macierzy i podlega rozwojowej regulacji i ekspres;ji
podczas embriogenezy. EDIL3 wykrywany jest w angioblastach i wczesnych komorkach srodbtonka
w rozwijajacych si¢ narzadach, w tym w sercu, ptucach czy nerkach. Ponadto, EDIL3 wptywa na
endocytoze, apoptoze, migracj¢ komorek lub ich kombinacje.

EDIL3 byt intensywnie badany w waskularyzacji, wykazujac silne dziatanie angiogenne lub
waskularyzacyjne poprzez integracje avB3 integryny. Co wigcej, biatko to odgrywa role w
modulowaniu adhezji immunocytow poprzez interakcje z integrynami specyficznymi dla
leukocytow. EDIL-3 wulega nadekspresji w wielu chorobach nowotworowych, jak rak
watrobowokomodrkowy 1 moze petni¢ rol¢ czynnika prognostycznego w ztym rokowaniu. Rola
EDIL3 w nowotworach ujawnia si¢ takze w kilku nowotworach zlosliwych. Na przyktad, w

przypadku raka trzustki, EDIL3 jest jednym z czynnikow zrgbowych, ktore wskazuja na zle
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rokowanie. Inne badanie koncentrujace si¢ na kancerogenezie wrzodziejacego raka jelita grubego
zwigzanego z zapaleniem jelita grubego sugeruje, ze EDIL3 moze ufatwia¢ ten proces. EDIL3
mozna rowniez wykryé w ekzosomach komorek raka pecherza moczowego, utatwiajac progresje
nowotworu.

Na przyktad, w przypadku HCC, dane genomiczne sugeruja podwyzszony poziom EDIL3 w
poréwnaniu z normalng watrobg, a analizy kliniczne ujawnity, iz EDIL3 moze wplywaé na
prognoze w HCC.

W obecnej pracy (pozycja nr 4 w cyklu), koncentrujemy si¢ na udziale EDIL3 w raku
endometrium, wykazujac, iz EDIL3 moze charakteryzowa¢ si¢ wysokim poziomem ekspresji u
pacjentek z rakiem endometrium. Celem badan byla ocena ekspresji bialek EDIL3 w wycinkach
endometrium, z zastosowaniem analizy immunohistochemicznej. Wedtug mojej wiedzy jest to
pierwsza praca, w ktorej podjeto probe skorelowania ekspresji biatka EDIL3 z analiza
mikromacierzowa, ktorg opublikowalismy wczesniej.

EDIL3 po raz pierwszy zidentyfikowano jako biatko macierzy pozakomorkowej, Jego
ekspresja nastgpowata w komodrkach srodbtonka w embrionalnym okresie rozwoju naczyn. Co
wigcej, okazato si¢, ze ekspresja EDIL3 utrzymuje si¢ na niskim poziomie w zdrowej tkance
mozgowej 1 wzrasta wraz z niedotlenieniem moézgu. To sugeruje, ze biatko to moze uczestniczyé w
indukowanej przez niedotlenienie angiogenezie.

Wykazano, ze EDIL3 posiada zdolno$§¢ wzmacniania angiogenezy nowotworu poprzez
stymulacje proliferacji spoczynkowych komorek $rodblonkowych, co wskazuje, iz EDIL moze
stanowi¢ nowy cel terapii antyangiogennej 1 odgrywa istotng role w patogenezie guza.

Wykazano, 1z EDIL3 jest bialkiem macierzy, promujacym adhezj¢ komorek s$rodbtonka
poprzez interakcj¢ z receptorem integrynowym v3 oraz hamujacym tworzenie struktur
naczyniopodobnych. Wcze$niejsze badania wykazaly, ze EDIL3 odgrywa istotng role w mediacji
angiogenezy 1 moze by¢ istotnym czynnikiem przebudowy i rozwoju $cian naczyn. Wykazano na
przyktad, ze zmniejszenie ekspresji EDIL3 hamowalo wzrost komorek rakowych jelita grubego.
Nadekspresja EDIL3 przyspiesza wzrost guza poprzez wzmocnienie formowania si¢ naczyn, co
sugeruje, iz peptyd ten jest potencjalnym celem czynnikéw anty-angiogennych.

Angiogeneza odgrywa istotng role¢ w rozwoju i1 progresji nowotworu, co stanowi wypadkowa
dzialania szeregu czynnikow angiogennych 1 antyangiogennych, zard6wno samego guza jak i
komorek gospodarza. Biatko EDIL3 uczestniczy w adhezji komorek 1 inicjuje angiogenez¢ poprzez
wiazanie z avB3 i avB5. W pracach naukowych potwierdzono, ze poziom ekspresji avB3 i avp5 jest

wyzszy komorkach srédbtonkowych guza niz w zdrowych sinusoidalnych komorkach srodbtonka.
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Sugeruje to, ze komorki nowotworowe z wysokim poziom ekspresji EDIL3 potrafig stymulowaé
wzrost komorek naczyn $rédbtonka i promowaé angiogenezg¢ w HCC. Co wigcej, wykazano, ze
EDIL3 jest w stanie wydluzy¢ okres przezycia komorek §rodbtonka poprzez zdolno$¢ promowania
angiogenezy w wyniku hamowania apoptozy w komorkach srédbtonka.

Wczesniejsze badania wykazaly, ze ekspresja EDIL3 byta indukowana przez pochodzace z
guza czynniki VEGF. Na przyklad, mimo zasadniczej roli VEGF i czestej mutacji p53 w raku
trzustki, konieczne jest przeprowadzenie dalszych badan w celu okreslenia czy ten typ modulacji ma
wpltyw na podwyzszony poziom EDIL3.

Aktualne badania koncentrowaly si¢ na EDIL3, bialku komoérkowym, ktérego znaczenie
kliniczne i1 funkcje biologiczne w raku endometrium pozostaja nieznane. ObserwowalisSmy wzrost
poziomu EDIL3 w prébkach klinicznych, w poréwnaniu do zdrowych osobnikéw kontrolnych.
Uzyskane przez nas aktualne wyniki badan wskazuja, ze szlak zwigzany z EDIL3 odgrywa istotng
role w progresji ludzkiego raka endometrium. Obserwacje te potwierdzono w badaniach, gdzie
EDIL3 wykazywato dodatnig ekspresje u wigkszosci pacjentow z HCC, co wedlug tych autoréw
wskazuje, iz ludzkie komorki raka watroby posiadaja zdolno$¢ wydzielania EDIL3, uczestniczacego
w angiogenezie HCC.

Wedlug naszej wiedzy biatko EDIL3 zasluguje na szczeg6lng uwage. EDIL3 byt intensywnie
badany wykazujac silne dziatanie angiogenne i jest zwigzane z regulacja angiogenezy oraz adhezji
komorkowej. Jest to embrionalne biatko komodrek endotelialnych 1 nie ulega ekspresji po urodzeniu,
jednak ulega ekspresji w wielu typach nowotworéw. W naszych badaniach wykazalismy, ze EDIL3
ulega silnej nadekspresji (FC = (+)1,7940). W stadium G1 nadekspresja EDIL3 moze zmniejszy¢
apoptoze komorek nowotworowych i doprowadzi¢ do wzrostu unaczynienia guza, co sprzyja
wzrostowi guza. Mozliwo$ci EDIL3 w modulowaniu unaczynienie guza sprawiaja, ze moze by¢ one
potencjalnym celem antyangiogennej terapii raka.

Badajac szereg linii komorkowych HCC oraz prawidtowe linie komorkowe, zaobserwowano
ekspresje EDIL3 zaréwno w zdrowych jak i rakowych liniach komérkowych. To moze sugerowac,
ze EDIL3 moze nie by¢ bezposrednio zwigzane z kancerogennoscia linii komoérkowych guza. Co
ciekawe, wykazaliSmy, ze wewnatrzkomorkowy poziom biatka EDIL3 ros$nie wraz ze spadkiem
zroznicowania komodrkowego guza. pomimo duzych roznic w transkrypcji. Ta niespdjnos¢ w
transkrypcji 1 tlumaczeniu zostala wyjasniona réznica w wydzielanym EDIL3. Co wigcej,
nadmierna ekspresja lub obnizenie poziomu transkrypcji EDIL3 wplyngto tylko na wydzielany
EDIL3. Na podstawie tych obserwacji w liniach komoérkowych i probkach ludzkich, postulujemy, ze

EDIL3 jest utrzymywany w stanie gotowosci przez wiele typéw komorek.
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Przyczyna podwyzszenia poziomu EDIL3 w raku endometrium nie jest jak dotad jasna.
Istnieja na przyklad sugestie sugerujace, ze VEGF indukuje ekspresje EDIL3, przynajmniej w
komorkach ztos§liwych, by¢ moze na zasadzie synergizmu w tworzeniu nowych naczyh
krwionosnych. Niewykluczony jest udziat niektérych cytokin zapalnych, przynajmniej w
srodblonku.

Nasze badanie sugeruje, ze wysoki poziom autokrynnego EDIL3 moze przyczyniaé si¢ do
wspomagania progresji komorek rakowych, co moze prowadzi do niekorzystnych efektéw
klinicznych. Przerwanie kontaktu EDIL3 z integrynami, na przykilad za pomoca inhibitoréw u
pacjentow z wysokim poziomem EDIL3 moze mie¢ potencjalng wartos¢ terapeutyczna.

Stwierdzitem zaskakujacg lokalizacje ekspresji EDIL3 wylacznie w komoérkach zmienionych
nowotworowo w grupach badanych. W fazie G1 ujawniono wysoki poziom ekspresji tego biatka, po
czym w G2 1 G3 stwierdzono dalszy, wyrazny wzrost. Rownoczesnie nie ujawniono ekspresji
EDIL3 w grupie kontrolne;.

Sugerujemy, ze badany EDIL3 moze by¢ uznana za wiarygodny marker zmian chorobowych

w endometrium.

V. Podsumowanie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych:

8 prac oryginalnych opublikowanych w recenzowanych czasopismach posiadajacych IF

13 prac oryginalnych opublikowanych w recenzowanych czasopismach nie posiadajacych IF
1 praca pogladowa opublikowana w recenzowanym czasopismie posiadajacym IF

5 prac pogladowych opublikowanych w recenzowanych czasopismach nie posiadajacych IF
1 opis przypadku opublikowany w recenzowanym czasopi$mie posiadajacym IF

Catkowity Impact Factor pozostalego dorobku naukowego zgodnie z rokiem opublikowania

wynosi 7,866. Lacznie z cyklem prac 15.245
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Y.aczna punktacja MNiSW: 328

Liczba cytowan: 77 (Web of Since) / 131 (Scopus)

Index Hirscha: 4 (Web of Since) / 7 (Scopus)

Pozostate:

1 praca oryginalna w suplemencie czasopisma posiadajacego IF (IF=0,352; MNiSW=13)
1 praca oryginalna w suplemencie czasopisma nie posiadajacego IF (MNiSW=9)

33 streszczenia ze zjazdow miedzynarodowych (18) i krajowych (15)

Tematyka prac badawczych pozostatego dorobku naukowego:

Moje zainteresowania naukowe obejmuja zagadnienia dotyczace zaréwno badan
doswiadczalnych jak i1 klinicznych. Ze wzgledu na obrane specjalizacje, czyli ginekologia i
poloznictwo oraz ginekologia onkologiczna, badania dotycza szeroko pojetej oceny zdrowia kobiet,
czesto narazonych na leczenie chirurgiczne (zabiegi ginekologiczne i potoznicze, zabiegi z zakresu
ginekologii onkologicznej, uroginekologii, chordb piersi), a takze leczenie uzupelniajace
nowotworow zenskiego narzadu rodnego i gruczotu piersiowego jak chemioterapia i radioterapia.

Od poczatku mojej pracy zawodowej i naukowej zwigzany bytem z osrodkami zajmujacymi
si¢ ginekologia onkologiczng. Pierwszym miejscem mojej pracy byta Klinika Ginekologii i1
Onkologii Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego, nastepnie Klinika Ginekologii
Onkologicznej Centrum Onkologii im. Lukaszczyka w Bydgoszczy, a obecnie Oddziat Ginekologii
1 Potoznictwa z Ginekologia Onkologiczng Szpitala Specjalistycznego im. Rydygiera w Krakowie.

W pracy zawodowej 1 naukowej, moje zainteresowania dotyczg leczenia operacyjnego,
glownie w zakresie ginekologii onkologicznej i1 uroginekologii z uwzglednieniem technik
maloiwazyjnych.

Od poczatku pracy lekarza skupiatem si¢ na ocenie warto$ci rokowniczej przerzutow w
wezlach chlonnych w nowotworach ginekologicznych, ze szczegdélnym uwzglednieniem
najczestszego obecnie nowotworu dolnego odcinka narzadu rodnego kobiet, czyli raka
endometrium. Praca doktorska obroniona w 2009 roku na Uniwersytecie Jagiellonskim, pod
kierownictwem Pana prof. dr hab. med. Antoniego Basty dotyczyla wlasnie tego nowotworu, w
leczeniu ktorego, pomimo wprowadzenia klasyfikacji chirurgiczno-patomorfologicznej stopnia
zaawansowania, wielu autoréw podwazata konieczno$¢ usuwania weztéw chlonnych, podczas

pierwotnej operacji ginekologiczno-onkologicznej. W naszych wynikach potwierdzilismy
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konieczno$¢ usuwania weztow chtonnych wzdluz naczyn biodrowych miednicy matej [1,2]. W
kolejnym etapie badan nad optymalizacjg leczenia raka endometrium badaliSmy wystepowanie
przerzutdéw w wezlach okotoaortalnych i potwierdziliSmy, ze moga wystepowaé w nich przerzuty
niezaleznie od zaje¢cia weztow chlonnych miednicy. Takie wyniki, sg zgodne z obecnie zmieniong
najnowszg klasyfikacja stopnia zaawansowania FIGO (The International Federation of Gynecology
and Obstetrics ), gdzie w III stopniu zaawansowania nowotworu uj¢to osobno obecnos$¢ przerzutow
w wezlach chlonnych miednicy lub/i wezlach okotoaortalnych (stopnie Illa, IIlb, Illc) [3]. W raku
endometrium ocenialiSmy réwniez ryzyko wystgpienia powiktan srodoperacyjnych poszerzonego
zabiegu, w naszych wynikach przy doswiadczonym zespole operacyjnym ryzyko to byto nieistotne
statystycznie. We wnioskach zaproponowaliSmy obligatoryjne usuwanie we¢ztéw miednicy oraz
okoloaortalnych, co korzystnie wpltywa na prawidlowa ocen¢ czynnikdw prognostycznych
dotyczacych dalszego leczenia raka endometrium. Pelna informacja i prawidtowa ocena stopnia
zaawansowania pozwala na ograniczenie stosowania radioterapii (w tym brachyterapii) wsrod
pacjentek w niskim stopniu zaawansowania, a w przypadku wyzszego stopnia prowadzi do
prawidlowego zastosowania terapii uzupehniajacej (radioterapia, chemioterapia,
radiochemioterapia). Takie postepowanie poprawia wyniki leczenia, utatwia tez do niego dostep
oraz zmniejsza ilo$¢ powiktan terapii uzupetniajacej, jednak wymaga dobrze funkcjonujacego na

réznych poziomach wyspecjalizowanego osrodka onkologicznego[4].
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Na przetomie XX i1 XXI wieku pojawily si¢ doniesienia dotyczace oceny tzw. wezla
wartowniczego (sentinel node). UznaliSmy, ze wprowadzenie tego badania do ginekologii
onkologicznej moze umozliwi¢ zastosowanie matoinwazyjnych technik operacyjnych.
Uczestniczylem w badaniach mozliwo$ci oznaczania wezta wartowniczego, przeprowadzanych
przez zespot Kliniki Ginekologii i Onkologii Collegium Medicum Uniwersytetu Jagielonskiego.
Nasze badania dotyczyly oceny wezta wartowniczego w nowotworach sromu, szyjki macicy,
endometrium. W badaniach uzywano znacznika radioaktywnego oraz barwnikowego, znacznik
radioaktywny podawano 24-12 godzin przed zabiegiem, nast¢pnie wykonywano badanie
scyntygraficzne oraz ocen¢ S$rodoperacyjng gamma kamera, natomiast znacznik barwnikowy
podawano przed rozpoczgciem zabiegu. Wyniki wykazaly istotng statystycznie korelacje pomigdzy
wskazanym jako wartowniczy weztem chlonnym (SN), a dodatnim badaniem patomorfologicznym
w raku sromu, oraz raku szyjki macicy. W przypadku tych nowotworéw zlosliwych podanie
znacznika jest tatwo dostepne i nie budzi kontrowersji. W przypadku raka endometrium ze wzgledu
na ograniczone mozliwosci podania znacznika nie wykazano takiej korelacji, co wg mnie
potwierdza tez¢ o konieczno$ci wykonywania systemowej limfadenektomii w tym nowotworze
[1,2,3]. Ze wzgledu na to, ze Klinika Ginekologii i Onkologii CMUJ zajmowala si¢ takze, w
tamtym okresie, leczeniem raka piersi to przeprowadziliSmy badanie majace oceni¢ korelacje
pomiegdzy wielko$cig pierwotnego nowotworu piersi, a skutecznos$cig tej metody diagnostycznej i
stwierdziliSmy taki zwigzek [4]. Pierwsze badania nad wezlem wartowniczym na $wiecie dotyczyty
m.in. czerniaka, dlatego ocenialiSmy réwniez mozliwosci diagnostyczne tej metody w przypadku
bardzo rzadkiego schorzenia jakim jest czerniak sromu, wyniki naszych badan wykazaly korzysci
ptynace z diagnostyki wezta wartowniczego w tym nowotworze [5]. Obecnie technika detekcji
wezta wartowniczego jest szeroko stosowana w ginekologii onkologicznej, chirurgii onkologicznej,

dermatologii oraz leczeniu raka gruczotu piersiowego.
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Uczestniczytem rowniez w pracy zespotu Katedry Ginekologii 1 Potoznictwa CMUJ
badajagcym biatka uczestniczace w apoptozie i proliferacji RCAS1 i MT w raku endometrium. W
badaniu stwierdziliSmy zwigkszong ekspresje RCAS1 1 nieistotny wzrost MT porownywalny do
fazy wydzielniczej cyklu miesigczkowego, natomiast liczba komdrek CD56 znacznie si¢ obnizyla.
W wyniku tych badan stwierdzono, ze zdolno$¢ endometrium do okreslania aktywnosci
cytotoksycznej (zmiany ekspresji RCAS1) 1 wysokiej ochrony przed uszkodzeniem DNA (ekspresja
MT) wraz z towarzyszacymi zmianami liczby komorek odpornosciowych i ich aktywnosci,
obserwowanymi w prawidlowym endometrium podczas faz cyklu, wydaje si¢ miec istotne
znaczenie dla rozwoju gruczolakoraka endometrium [1].

W przypadku raka szyjki macicy uczestniczylem w badaniach nad ekspresjg biatek RCASI 1
B7H4 obecnych w makrofagach i fibroblastach guza nowotworowego. W badaniu stwierdziliSmy
korelacje pomiedzy wicksza immunoreaktywnoscia RCAS1 oraz B7H4, a wyzszym stopniem
zaawansowania nowotworu dotyczacym zaréwno miejscowego zaawansowania jak i przerzutow

odlegtych [2].
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W trakcie pracy zawodowej cz¢sto obserwujemy, ze skojarzone leczenie nowotworow moze
powodowac¢ skutki uboczne, dotyczace uktadu krwionos$nego, uktadu pokarmowego czy uktadu
moczowego. W zwigzku z tym pordéwnaliSmy grupe pacjentek leczonych operacyjnie — usunigcie
macicy z powodow nieonkologicznych z grupami pacjentek, uznanych za wyleczone, z powodu
raka endometrium (usunigcie macicy wraz z brachyterapig) oraz leczone z powodu raka jajnika
(usuniecie macicy z chemioterapig) pod katem zaburzen w uktadzie moczowym oraz jakosci zycia
[1,2]. Badania wykazaly istotnie statystycznie wigkszy odsetek kobiet z problemami dotyczacymi
uktadu moczowego (wysitkowe nietrzymanie moczu, pgcherz nadreaktywny, mieszane postacie
nietrzymania moczu) u pacjentek po uzupeiniajacej radioterapii zardwno jako powiktanie wczesne i
pozne. Jakos$¢ zycia byta oceniana, jako statystycznie istotnie gorsza u pacjentek po uzupetniajacej
radioterapii jak réwniez w przypadku uzupetniajacej chemioterapii. Wydaje sie, ze w przypadku
pacjentek z nowotworami zlosliwymi, zmiany w komforcie zycia, nie sg zwigzane tylko z
zaburzeniami w obrebie dolnego odcinka przewodu moczowego, ale rowniez ze $wiadomoscia

ryzyka nawrotu choroby podstawowe;.
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urinary function and the comfort of life in patients after endometrial cancer combined treatment.
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Podsumowujgc, méj taczny dorobek naukowy obejmuje 30 publikacii petnotekstowych
oryginalnych o wspétczynniku oddziatywania IF=15,245 (KBN/MN iISW=328). W 9 publikacjach

jestem pierwszym autorem.

W oparciu o liste Journal Citation Reports liczba cytowan (bez autocytowan) moich
publikacji wedtug bazy Web of Science wynosi 77, Index Hirscha 4. Natomiast wedlug bazy Scopus
liczba cytowan wynosi 131, a indeks Hirscha 7
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