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Streszczenie |

Angiogeneza to proces, ktory odgrywa zasadnicza rolg w rozwoju guza nowotworowego, warunkujgc zardwno jego wzrost,
jak i tworzenie przerzutow. Najsilniejszymi stymulatorami prawidiowej oraz patologicznej angiogenezy sa biatka naleza-
ce do rodziny naczyniowo-srodbfonkowego czynnika wzrostu (vascular endothelial growth factor, VEGF). W regulacji pro-
cesu angiogenezy, jako koreceptor VEGFR-2, uczestniczy réwniez neuropilina-1 (NP-1). Neuropilina-1 odgrywa istotng
role w regulacji angiogenezy podczas rozwoju embrionalnego, jak rowniez podczas patologicznej angiogenezy w guzach
nowotworowych. Celem pracy byla ocena ekspresji NP-1 w guzach jajnika oraz analiza zaleznosci pomiedzy ekspresja
NP-1 a wybranymi czynnikami kliniczno-patologicznymi w grupie chorych na ten nowotwdr. Material i metody: Anali-
zie poddano wzgledny poziom NP-1 w 168 tkankach pobranych podczas zabiegdéw operacyjnych wykonywanych w Klini-
ce Ginekologii Onkologicznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (tkanki zdrowe - 32 proby, guzy fagodne - 42, guzy
granicznej zloSliwosci — 10, rak jajnika — 76, guzy przerzutowe - 8). Wzgledny poziom NP-1 oznaczano przy zastosowa-
niu metody Western blotting. Wyniki: Znamiennie czesciej obserwowano wystepowanie wysokiej ekspresji NP-1 we weze-
snych stopniach zaawansowania raka jajnika (p=0,01), w rakach innych niz surowicze (p=0,04) oraz u chorych z wy-
sigkiem otrzewnowym (0,03). Nie stwierdzono statystycznie istotnego wplywu ekspresji neuropiliny-1 na wystgpowanie
pozytywnej odpowiedzi na chemioterapi¢, na diugos¢ czasu wolnego od choroby oraz dtugos$¢ czasu catkowitego przezy-
cia (w tescie log-rank). Wnioski: Podwyzszony poziom NP-1 w niskich stopniach zaawansowania raka jajnika moze wska-
zywac na istotne znaczenie neoangiogenezy na wezesnym etapie rozwoju procesu nowotworowego.

Stowa kluczowe: rak jajnika, angiogeneza, limfangiogeneza, czynniki prognostyczne, neuropilina

Summary |

Background: Angiogenesis is a key process in the development of a malignant tumor, enabling both growth of primary
lesion and spread of metastases. Most potent stimulators of normal and pathological angiogenesis are proteins of the vas-
cular endothelial growth factor (VEGF) family. Regulation of angiogenesis process is also mediated by neuropi-
lin-1 (NP-1), as coreceptor VEGFR-2. NP-1 plays a crucial role controlling both normal angiogenesis during embryonal
development and pathological angiogenesis in malignant tumors. The aim of this paper was to assess NP-1 expression
in ovarian cancer and to analyze correlations between NP-1 expression and selected clinical-pathological factors
in a group of ovarian cancer patients. Material and method: Analyzed was the relative level of NP-1 in 168 surgical spec-
imens collected during surgical procedures performed at the Department of Oncologic Gynecology of Medical
University in Gdafsk. Tissue samples included: 32 healthy tissues, 42 benign tumors, 10 borderline tumors, 76 ovarian
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cancers, 8 metastatic tumors. Relative NP-1 level was assessed using Western blotting technology. Results: Overexpression
of NP-1 was seen significantly more often in early clinical stages of ovarian cancer (p=0.01), in cancers other than serous
(p=0.04) and in patients with peritoneal exudate (p=0.03). Log-rank test did not reveal any significant correlation
between NP-1 expression and favorable response to chemotherapy, disease-free survival or total survival time. Conclu-
sions. Elevated NP-1 level seen in initial clinical stages of ovarian cancer may indicate crucial role of neoangiogenesis
in the early phase of tumor development.

Key words: ovarian cancer, angiogenesis, lymphangiogenesis, prognostic factors, neuropilin

Conepxanue |

AHruorene3 (pa3BuTie KPOBEHOCHBIX COCY/IOB) 3TO NMPOLECC, KOTOPbIil UrpaeT NPUHLMMHANLHYIO POJb B PA3BUTUH OMYXO-
71 HOBOOOPA30BaHHI1, 00YCaBMBast KaK UX POCT, TaK U MosiBeHue MeTacTa3. Haubomnee CUIbHBIMU CTUMYISTOPaMH Tpa-
BUJILHOTO 1 NIATOJIOMMYECKOro aHrHOreHe3a SBISIIOTCS OeNKY MPUHAJIEXKALHe K Tpymne (akTopoB pocTa SHAOTENHs cocy-
noB (BOI'® — cokpaligHHoe Ha3BaHME HA AHIMMICKOM s3bIKe — (haKTOp pocTa 3HAOTENUs cocyoB). B perymsuuu
TpoLiecca aHrMoreHesa, B kauectse Kopetentopa BOI'®P-2, npunumaer yyactue Takske Heiiponuius-1 (HIT-1). Hefipo-
MWIMH-1 UrpaeT CYLIECTBEHHYIO POJib B PEryJMpOBAHMM AHTMOrEHe3a BO BpeMsl SMOPHOHANLHOTO PasBUTHSI, a Takxke
BO BpEMsi TATONOTMYECKOTO AHTHOTeHe3a MK OMyXoJisix HoBooOpasoawuil. Ilems paGoTsl cocrosina B ToM, 4T00BI Olfe-
HUTD BblpasutenbHocTh HIT-1 B omyxomsix sMuHuKa, a Takxke CAeNaTh aHANN3 B3aMMO3aBUCUMOCTH MEXJLy 3KCIpeccuelt
HII-1 1 n36paHHbIME KIMHUYECKO-NIATONOrMYECKMMU (haKTOpamu B rpymne GOMbHBIX CTPAJAIOLIMX YKa3aHHbIM HOBOOOpa-
30BaHneM. Marepuan u MeTof: AHanu3upoBasicsi OTHOCHTeNbHbI YpoBeHb HIT-1 B 168 TKaHsx, KoTopble ObLIN B3SThI
BO BpeMsi onepauuii nposefeHHbIx B Knunnke Oukonornyeckoil ['muexonorun Meuuusckoro Yuusepeuteta B [jaHbcke
(3nopoBble TKaHM — 32 mpolbl, OMyXomM 100poKayecTBeHHble — 42, OMyXoJM TPaHUYHON 370KavyecTBeHHOCTH — 10,
paK suuHuKa — 76, omyxom Metactatuyeckue — 8). OtHocuTenbHblil ypoBeHb HIT-1 o6o3Havancs npu nenosib30BaHnu
metofia Bectepn 6motTunr. Pe3ynbTaThl: 3aMeTHO yallle 0TMEYaIoch MosiBieHue Bbicokoil BbipasutenbHocT HIT-1 npu
PaHHMX CTAWSIX pa3BuTHs paka suunyka (n=0,01), npu pakax UHLIX KpoMe chiBopoTouHble (1=0,04), a Takke y GONbHBIX
¢ GptorHHbIM 3kccyaToM (1=0,03). He Gbl1o 0TMEUYeHO CTaTHCTHUECKH CYLIECTBEHHOE BAMSHUE SKCIPECCUH HEHpOmu-
JMHa-1 Ha MOsBNEHMe MONOKUTENLHOTO OTBETA HA XMMUOTEPANMIO, Ha MPOJOKUTENLHOCTh BPEMEHH CBOOOJHOTO OT
Gosie3HH, @ TaKXKe Ha MPOJOJKUTENLHOCTb BPEMEHH TIONHOTO COXPaHeHHsl KU3HH (B TecTe Jor-paHk). Beisoppl: [Tobl-
wenHbli ypoens HIT-1 npu HeBbIcOKolt cTenenn pasBuTHs paka SMYHAKA MOXKET yKa3bIBaTh HA CYILECTBEHHOE 3HAUEHNE
HEOAHTMOTeHe3a Ha PAHHEM 3Tare Pa3BUTHs MPOLECca HOBOOOPA30BaAHMSI.

KnioueBbie cioBa; paK sIMYHMKaA, aHTMOTr€HE3, III/IMCbaHI‘I/IOFCHCB, q)aKTOpr NPOrHOCTUYECKHUE, HeﬁpOHI/IHI/IH

WSTEP

ozpoznanie, a nastepnie leczenie raka jajnika to wiel-

kie wyzwanie w ginekologii onkologicznej. Rak jajnika

jest przyczyna najwyzszej SmiertelnoSci sposrod wszyst-
kich nowotwordw narzadu rodnego u kobiet. Na §wiecie rocz-
nie odnotowuje si¢ ponad 200 000 nowych zachorowafi i oko-
fo 115 000 zgondw z jego powodu V. Niekorzystne rokowanie
w raku jajnika stanowi przyczyne poszukiwan skuteczniej-
szych i mniej toksycznych metod leczenia. Prowadzone sa row-
niez badania nad nowymi biomarkerami, ktore pozwolityby
na wprowadzenie skutecznego skryningu, jak tez wyodrebnie-
nie pacjentek, u ktorych nalezaloby zastosowac bardziej ,,agre-
sywne” leczenie lub terapi¢ celowana.
Angiogeneza to proces, ktory odgrywa zasadniczg rolg w roz-
woju guza nowotworowego, warunkujac zarowno jego wzrost,
jak i tworzenie przerzutow®. Najsilniejszymi stymulatorami
prawidlowe] oraz patologicznej angiogenezy s biatka naleza-
ce do rodziny naczyniowo-$rodbfonkowego czynnika wzro-
stu (vascular endothelial growth factor, VEGF). Obecnie wy-
roznia si¢ nastgpujace podtypy VEGF. VEGF-A, VEGEF-B,
VEGF-C, VEGF-D oraz VEGF-E (wirusowy homolog

238 | VEGE: orf wirus VEGF)*. Do rodziny receptorow VEGF

INTRODUCTION

constitutes a significant challenge in oncologic gynecolo-

gy. Ovarian cancer is the leading cause of mortality among
all types of female genital malignancies. Each year worldwide about
200 000 new cases and 115 000 deaths due to ovarian cancer are
registered”. Unfavorable prognosis associated with ovarian can-
cer spurs the search for more effective and less toxic therapeutic
modalities. Studies are underway, looking for new biomarkers, en-
abling a more effective screening and selection of patients, who re-
quire more aggressive treatment or targeted therapy.
Angiogenesis is a crucial process in the development of ma-
lignant tumors, enabling both growth of primary lesion and
spread of metastases®¥. Most potent stimulators of both nor-
mal and pathological angiogenesis are proteins of the vascu-
lar endothelial growth factor (VEGF) family. The following
subtypes of VEGF are currently known: VEGF-A, VEGF-B,
VEGEF-C, VEGF-D and VEGF-E (viral homolog of VEGF; orf
virus VEGF)®. VEGF receptors include VEGFR-1 (Flt-1), its
soluble form VEGFRs (sFlt-1) and VEGFR-2 (KDR/FIk-1).
The third receptor, VEGFR-3 (Flt-4), mediates transmission of
lymphangiogenic signals®9.

Detection and subsequent treatment of ovarian cancer still
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naleza: VEGFR-1 (Flt-1), jego rozpuszczalna forma VEGFRs
(sFlt-1) oraz VEGFR-2 (KDR/Flk-1). Tizeci z receptorow:
VEGFR-3 (Flt-4) posredniczy w przekazywaniu sygnatow lim-
fangiogennych®>9,

W regulacji procesu angiogenezy, jako koreceptor VEGFR-2,
uczestniczy rowniez neuropilina-1 (NP-1), ktora jest recepto-
rem dla dwoch roznych ligandow: semaforyny A klasy trzeciej
(Sema3A) i VEGF1657. Neuropilina-1 to blonowa glikopro-
teina o masie czasteczkowej 130-140 kDa, wystepujaca w ko-
mdrkach $rodbtonka naczyf, neuronach oraz komorkach me-
zenchymy otaczajacej naczynia krwionosne. Odgrywa istotng
role zarowno w regulacji angiogenezy podczas rozwoju em-
brionalnego, jak i podczas patologicznej angiogenezy w gu-
zach nowotworowych. Nadekspresja tego czynnika prowa-
dzi do powstawania nadmiernej liczby naczyfi krwiono$nych
o nieprawidtowej budowie. Z kolei niedobor neuropiliny-1 lezy
u podloza zmniejszonej waskularyzacji neuronow i pecherzyka
z6lciowego, zaburzen rozwojowych fuku aorty oraz powstawa-
nia nieprawidiowej sieci aksonow®1?.,

CEL PRACY

Celem pracy byta ocena ekspresji neuropiliny-1w tkankach po-
chodzacych z guzéw tagodnych jajnika, guzow o granicznej
zlosliwosci, guzow przerzutowych, rakow jajnika oraz tkanek
zdrowych. W grupie chorych na raka jajnika analizie podda-
no zaleznoSci pomiedzy ekspresja neuropiliny-1 a wybrany-
mi czynnikami kliniczno-patologicznymi, takimi jak: wiek pa-
cjentek, stopien zaawansowania klinicznego choroby, wielko$¢
choroby resztkowej, obecno$¢ wysicku w jamie otrzewnowej,
stopiefi zroznicowania histopatologicznego, typ histologicz-
ny nowotworu. Okreslono rowniez wplyw ekspresji neuropili-
ny-1 na wyniki leczenia w grupie chorych na raka jajnika (od-
powiedZ na chemioterapi¢ [ rzutu, czas do wznowy, catkowity
czas przezycia).

MATERIAL I METODY

Analizie poddano dane dotyczace 168 chorych operowa-
nych w Katedrze i Klinice Ginekologii i Ginekologii Onko-
logicznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego od kwietnia
2004 do czerwca 2007 roku. Fragmenty tkanek pochodzacych
ze zmienionych nowotworowo jajnikow oraz zdrowe tkanki jaj-
nika byly pobierane w trakcie zabiegéw operacyjnych. Tkanki
zamrazano w temperaturze cicklego azotu, a nastgpnie prze-
chowywano w temperaturze -70°C. Analizowany material obej-
mowat 32 tkanki zdrowe (pobrane fragmenty jajnika od cho-
rych operowanych z powodu innych nienowotworowych zmian
narzadu rodnego), 42 zmiany tagodne jajnika, 10 guzow gra-
nicznej zfosliwosci, 76 rakow jajnika, 8 guzow Krukenberga.
Wszystkie pacjentki podpisaly Swiadomg zgode na udziat w ba-
daniu, ktore zostalo zaaprobowane przez Niezalezng Komisje
Bioetyczng do spraw Badai Naukowych przy Gdadskim Uni-
wersytecie Medycznym (nr NKEBN/556/2006).

Badania histopatologiczne materiatu pooperacyjnego przepro-
wadzono w Zakfadzie Patomorfologii Gdaniskiego Uniwersytetu
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Regulation of angiogenesis is also mediated by neuropi-
lin-1 (NP-1) as coreceptor VEGFR-2, which is a receptor for
two different ligands: class Il semaphorin A (Sema3A) and
VEGF1657. NP-1 is membrane glycoprotein with a molecu-
lar mass of 130-140 kDa, present in vascular endothelial cells,
neurons and mesenchymal cells surrounding blood vessels.
NP-1 plays also an important role in the regulation of both
normal angiogenesis during embryonal development and path-
ological angiogenesis taking place in malignant tumors. Over-
expression of this factor results in formation of excessive num-
ber of pathological blood vessels. On the other hand, deficit
of NP-1 may be the underlying cause of poor vascularization
of neurons and gall bladder, developmental disorders of aortic
arch and formation of abnormal axonal network®10.

AIM OF PAPER

The aim of this paper was to assess the expression of NP-1 in tis-
sues originating from benign ovarian tumors, borderline grade
tumors and metastatic tumors, ovarian cancer and healthy tis-
sues. In the group of patients with ovarian cancer, analyzed pa-
rameters included: correlation between NP-1 expression and
selected clinical-pathological parameters, e.g. patients’ age,
clinical stage, residual tumor volume, presence of peritoneal
exudate, histological grade, histological type of tumor. Anoth-
er analyzed issue was correlation between NP-1 expression and
treatment outcome in the group of patients with ovarian can-
cer, quantified by such parameters as response to first-line che-
motherapy, recurrence-free survival and total survival time.

MATERIAL AND METHOD

Analysis encompassed data obtained from 168 patients oper-
ated on at the Department and Chair of Gynecology and On-
cologic Gynecology of the Medical University in Gdansk, col-
lected since April 2004 thru June 2007. Fragments of tissues
originating from neoplastic ovaries and healthy ovaries were
obtained during surgical procedures. Specimens were frozen
in liquid nitrogen and stored at the temperature of -70°C.
Analyzed material consisted of 32 healthy tissues (small frag-
ments of healthy ovaries were collected from patients operated
on for non-neoplastic conditions of the genital system), 42 be-
nign ovarian lesions, 10 borderline tumors, 76 ovarian cancers
and 8 Krukenberg’s tumors. All patients signed an informed
consent to participate in the study, which otherwise was also
approved by an independent Bioethical Commission for Sci-
entific Research at the Medical University in Gdansk (no.
NKEBN/556/2000).

Histological studies of surgical specimens were performed
at the Institute of Pathology of Gdafisk Medical Universi-
ty (head: professor Wojciech Biernat). Biochemical studies of
frozen specimens of ovarian tumors and healthy tissues were
performed at the Faculty of Biochemistry of Gdarnisk Universi-
ty (head: professor Barbara Lipifiska).

Data concerning patients themselves, course of disease and
treatment outcomes were collected based on medical history | 239
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Medycznego (kierownik: prof. Wojciech Biernat). Badania bio-
chemiczne zamrozonych Srodoperacyjnie fragmentow guzow
jajnika i tkanek zdrowych wykonywano na Wydziale Biochemii
Uniwersytetu Gdanskiego (kierownik: prof. dr hab. Barbara Li-
pifiska).

Dane dotyczace pacjentek, przebiegu ich choroby, wynikow le-
czenia uzyskiwano z wywiadu z chorg badz jej rodzina, z hi-
storii choréb oraz protokotéw operacyjnych. Za optymalny
zabieg cytoredukeyjny uznano taki, w trakcie ktorego w jamie
otrzewnowej nie pozostawiano zmian makroskopowych po-
dejrzanych o proces nowotworowy lub pozostawiano zmiany
o $rednicy ponizej 1 cm. Chemioterapie I rzutu opartg na pa-
klitakselu i pochodnych platyny zastosowano u 67 chorych.
Catkowita odpowiedz kliniczna i patologiczna okre$lana byta
na podstawie zalecen RECIST (Response Evaluation Crite-
ria in Solid Tumors) z 2000 roku badZ na podstawie wyniku
operacji sprawdzajacej (SLL wykonano u 18 chorych). Czas
wolny od choroby okreSlany byl jako czas, jaki uptynat od dnia
catkowitej odpowiedzi na pierwszg lini¢ chemioterapii do cza-
su stwierdzenia wznowy. Dlugos¢ czasu przezycia mierzono
od daty pierwotnej operacji do daty zgonu lub zakonczenia ob-
serwacji (06.06.2008 r.).

Wzgledny poziom neuropiliny-1 w analizowanych tkankach
oznaczano przy zastosowaniu metody Western blotting. Do wy-
krycia i oznaczenia poziomu NP-1 w tkankach postuzono si¢
chemiluminescencyjng metodg detekeji antygenow. Zastosowa-
no przeciwciata monoklonalne anty-NP-1 (Abcam, Cambridge,
UK) w rozcieficzeniu 1:500. Immobilon ptukano przez 5 minut
w roztworze substratow dla peroksydazy chrzanowej (Lumi-
-Light Western Blotting Substrate, Roche Diagnostics), po czym
eksponowano na Klisz¢ rentgenowska (Foton XR-1N, Cezal),
a czas ekspozycji wynosit od 10 sekund do 2 minut, w zaleznosci
od intensywnoSci sygnatu. Klisze rentgenowska nastepnie ptuka-
no w roztworze wywolywacza i utrwalacza. W celu oznaczenia
wzglednych poziomow badanego biatka we wszystkich badanych
probach wykonywano zdjecia klisz rentgenowskich oraz przepro-
wadzano densytometryczng analiz¢ uzyskanych produktow biat-
kowych z zastosowaniem programu [Dscan EX 3.0 for Windows
(Scanalytics, Inc.). Jednoczesnie w badanych probach wykony-
wano detekeje biatka B-aktyny stanowigcego wewnetrzng kontro-
le. Wartosci przedstawiajace wzgledne poziomy analizowanych
biatek wyrazano jako stosunek Swiecenia prazka biatkowego do-
tyczacego danego markera do prazka B-aktyny z tej samej proby.
Obliczenia statystyczne wykonano przy uzyciu pakietu opro-
gramowania statystycznego Statistica 7.1 (StatSoft, Inc., 2005)

1 2 1 3 3 4

obtained from patients or their relatives, case history and sur-
gical protocols. Cytoreductive procedure was considered op-
timal, when no visible suspicious-looking lesions remained
in the peritoneal cavity, or residual lesions measured less than
| cm. First-line chemotherapy based on paclitaxel and plati-
num derivates was implemented in 67 patients. Total clinical-
pathological response was recognized according to RECIST
criteria (Response Evaluation Criteria in Solid Tumors) issued
in 2000, or based on the result of second-look surgery (per-
formed in 18 patients). Disease-free survival was defined as
time elapsing from day of statement of total response to first-
line chemotherapy to date of detection of a recurrence. Surviv-
al time was measured from day of primary surgery to day of
death or termination of the study (June, 6, 2008).

Relative NP-1 level in analyzed tissue samples was assessed us-
ing the Western blotting technique. Detection and quantification
of NP-1 in tissue samples was performed using chemilumines-
cence and antigen detection with monoclonal antibodies anti-NP-1
(Abcam, Cambridge, UK) at a solution 1:500. Immobilon was
flushed for 5 minutes in a solution of substrates for horse-radish
peroxidase (Lumi-Light Western Blotting Substrate, Roche Diag-
nostics), subsequently exposed on radiographic film (Foton XR-
IN, Cezal, Poland) with exposure time ranging from 10 seconds
to 2 minutes, depending on signal intensity. Next, radiographic
films were flushed in a solution of developer and fixative. In order
to determine relative levels of protein in question in all samples
tested, pictures were taken of radiographic films and protein prod-
ucts obtained underwent densimetric analysis using the software
1Dscan EX 3.0 for Windows (Scanalytics, Inc.). Concomitantly,
as internal quality control, samples were tested for the presence of
B-actin. Values reflecting relative levels of proteins studied were ex-
pressed as a ratio of luminescence of protein strip corresponding
to a particular marker and B-actin strip in the same sample.
Statistical analysis was performed using Statistica 7.1 software
package (StatSoft, Inc., 2005) and Analyse-it (Microsoft Excel, Micro-
soft Corp.). Results of statistical analyses are presented by pro-
viding calculated level of statistical significance (p) of the “ze-
ro-hypothesis” being verified. Values of p inferior to 0.05 were
interpreted as statistically significant. Cut-off value of level of
a particular protein studied was determined using the receiver op-
erating characteristic curve (ROC). Survival time was analyzed
and survival curves were traced according to the Kaplan-Meier
method. Survival time in particular subgroups was compared us-
ing the log-rank test and the Cox F test (due to a relatively short
follow-up and modest size of subgroups analyzed). Information

-«— NP-1 (160 kDa)

-— ..*. — NP-1(120 k0a)

Rys. 1. Przyktadowy wynik detekcji biatka NRP-1 w lizatach tkankowych (I - tkanka zdrowa, 2 — guz tagodny, 3 — guz granicznej zlosliwosci,

4 - rak jajnika, 5 — guz Krukenberga)

Fig. 1. An example of detection of NP-1 in tissue lysates (I — healthy tissue, 2 — benign tumor, 3 — borderline tumor, 4 — ovarian cancer,

5 — Krukenberg’s tumor)
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Typ tkanek Obecnos¢ biatka/ilos¢ tkanek % Zakres wyniku Mediana
Type of tissues Number of positive samples/total number of samples Range of result Median
%{igm ztols(sayetl 2932 90,6 0,14-3,93 0,57
gg;:yg;a?uongg; 33/42 100 0,02-447 0,94
Bocmetomos | 1000 100 002396 047
Do to) 62/76 9038 0,05-2,05 038
gﬁff?%@éﬁ??ﬂﬁ (1) 1717 100 0,13-2,01 1,01
ﬁfe"g;;;"{,‘,’,'f,;}"p"'e (W) 1 55 59 88,1 0,05-2,05 028
?ﬁ%ﬁéﬁf;? 3;%%? 8/8 100 0,09-1,07 0,45

Tabela 1. Ekspresja neuropiliny-1 (izoformy 160 kDa) w poszczegdlnych grupach tkanek
Table 1. Expression of neuropilin-1 (isoform 160 kDa) in particular types of tissues

oraz Analyse-it (Microsoft Excel, Microsoft Corp.). W wyni-
kach analiz statystycznych podano obliczony poziom istotno-
Sci statystycznej (p) weryfikowanej hipotezy zerowej. Wartosci
p<0,05 interpretowano jako znamienne statystycznie. W opra-
cowaniu statystycznym do wyznaczenia warto$ci odciecia w po-
ziomie analizowanego biatka zastosowano analize ROC (rece-
iver operating characteristic curve). W analizie czasu przezycia
oraz do wykreslenia krzywych przezycia stosowano metode Ka-
plana-Meiera. Czas przezycia w roznych grupach pordwnywa-
no z zastosowaniem testu log-rank oraz F Coksa (ze wzgledu
na stosunkowo krotki okres obserwacji i mate liczebnosci ana-
lizowanych podgrup). Informacje na temat catkowitego czasu
przezycia oraz czasu wolnego od choroby uznano za kompletne
w przypadku, gdy punkt koficowy (zgon, wznowa procesu no-
wotworowego) wystepowal przed zakoficzeniem okresu obser-
wacji. W pozostatych przypadkach obserwacije uznano za ucigte.
7 uwagi na to, iz rozwazane punkty koficowe wystepowaly
w niektorych analizowanych podgrupach rzadziej niz w 50%
przypadkow, odstapiono od obliczania mediany czasu prze-
zycia. W analizie czynnikow rokowniczych stosowano test
log-rank oraz jednoczynnikowy test Coksa.

]Il il

Idrowe tkanki  Guzytagodne Guzy granicznej Raki jajnika I+11 I+ Guzy Krukenberga
Healthy tissues  Benign tumors Krukenberg’s tumor

o=
=

Wazgledny poziom NP-1 (160 kDa)
Relative level of NP-T (160 kDa)

=
o

o

zhodliwosci  Ovarian cancers [+1l - lll+V
Borderline
tumors

Rys. 2. Wzgledny poziom NP-1 (160 kDa) w poszczegdlnych
tkankach

Fig. 2. Relative level of NP-1 (160 kDa) in particular types of
tissues
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concerning total survival time and disease-free survival were con-
sidered complete only if the end-point (death, recurrence of tu-
mor) occurred prior to termination of predefined follow-up peri-
od. In the remaining cases, observations were considered cut-off.
Due to the fact, that in some subgroups these end points occurred
in less than 50% of cases, calculation of median survival time was
deemed useless. Prognostic factors were analyzed using the log-
rank test and the single-factor Cox regression model.

RESULTS
EXPRESSION OF NP-1

As a result of immunodetection of protein in tissue lysates using
anti-NP-1 antibodies, two protein strips were obtained correspond-
ing to molecular masses of 120 and 160 kDa (fig. 1). The latter
strip was present in 29 out of 32 healthy tissues (90.6%), whereby
relative protein level ranged from 0.14 to 3.93, in all of 42 benign
tumors (100%; 0.02-4.47) and in all of borderline tumors (100%;
0.02-3.96), in 69 out of 76 ovarian cancers (90.8%:; 0.05-2.05) and
in 7 out of 8 Krukenberg’s tumors (87.5%; 0.09-1.07). Table 1 sum-
marizes these data and median values corresponding to relative
levels of long isoform of NP-1 in particular groups of tissues. High-
est NP-1 level was seen in early clinical stages of ovarian cancer
(median: 1.01) and in benign cancers (median: (.94).

In the case of short isoform (120 kDa), no statistically signif-
icant differences were noticed in relative level of this protein
in analyzed groups of tissues. Further analysis concerning clin-
ical significance of NP-1 in ovarian cancer patients was per-
formed based in results obtained with the 160 kDa isoform.

EXPRESSION OF NP-1 REGARDING SELECTED
CLINICAL-PATHOLOGICAL PARAMETERS
IN OVARIAN CANCER PATIENTS

Comparison of NP-1 expression with regard to selected clini-
cal-pathological parameters in ovarian cancer patients is
summarized in table 2. Analysis of correlation between NP-1 ex-
pression and clinical stage of ovarian cancer reveals that high
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Cecha Liczba chorych Niska ekspresja neuropiliny-1 Wysoka ekspresja neuropiliny-1 p
Variable Number of patients Liczba chorych (%) Liczba chorych (%)
Low NP-1 expression High NP-T expression
Number of patients (%) Number of patients (%)

Wiek chorych
Patients'age
<50 25 8(32,0 17 (68,0

(32,0) (68,0) 0,09 (%)
>50 51 8(15,7) 43(84,3)
Stopier zaawansowania klinicznego wg FIGO
FIGO clinical stage
I+l 17 0(0 17 (100

(0) (100 001 (9
H+IV 59 16(27,1) 43(72,9)
Stopier zr6znicowania histopatologicznego guza
Histological grade
G1+G2 3 7(16,3) 36(83,7) 018(%
63 33 9(27,3) 24(72,7) '
Wysiek w jamie otrzewnej
Peritoneal exudates
Brak
Absent 31 10(323) 21(67,7) 004
Obecny '
Present 45 6(133) 39(86,7)
Typ histologiczny
Histological type
Surowiczy
Serous 46 13(28,3) 33(711,7)
Inny 0,04 (%)
Other 30 3(10,0) 27(90,0)
Wielkos¢ choroby resztkowej
Size of residual disease
<l 38 8(21,1) 30(78,9) 069
>1m 38 8(21,1) 30(78,9) '

Tabela 2. Ekspresja neuropiliny-1 w odniesieniu do wybranych cech kliniczno-patologicznych u chorych na raka jajnika. Zaleznosci pomie-
dzy badanymi cechami a poziomem ekspresji neuropiliny-1 oceniono przy zastosowaniu testu y* lub doktadnego testu Fishera (*¥),

ROC=0,12

Table 2. Expression of neuropilin-1 depending on selected clinical-pathological variables in ovarian cancer patients. Correlation between these
variables and level of neuropilin-1 expression was analyzed using the * test and the Fisher exact test (*), ROC=0.12

WYNIKI
EKSPRESJA NEUROPILINY-1

W wyniku immunodetekeji biatka w lizatach tkankowych z za-
stosowaniem przeciwcial anty-NP-1 uzyskiwano dwa prazki
biatkowe o masach okofo 1201 160 kDa (rys. 1). Prazek biatko-
wy odpowiadajacy masie 160 kDa zostat wykryty w 29/32 tkan-
kach zdrowych (90,6%), a wzgledny poziom biatka wynosit
od 0,14 do 3,93, w 42/42 guzach tagodnych (100%, 0,02-4,47),
w 10/10 guzach granicznej zfosliwosci (100%, 0,02-3,96),
w 69/76 rakach jajnika (90,8%, 0,05-2,05) oraz w 7/8 guzach
Krukenberga (87,5%, 0,09-1,07). W tabeli 1 przedstawiono po-
wyzsze dane oraz warto$ci median odpowiadajace wzglednym
poziomom izoformy diugiej NP-1 w poszczegolnych grupach
tkanek. Najwyzszy poziom NP-1 odnotowano we wczesnych
stopniach zaawansowania raka jajnika (mediana 1,01) oraz
w guzach fagodnych (mediana 0,94).

W przypadku izoformy krotkiej (120 kDa) nie stwierdzono sta-

242 | tystycznie istotnych roznic dotyczacych wzglednego poziomu

expression of this protein is seen significantly more often in stag-
es I and II (p=0.01). Concerning histological types of ovarian
cancer, high expression of NP-1 is seen more frequently in other-
than-serous cancers (p=0.04). Significant correlation was found
between high NP-1 expression and peritoneal exudate (0.03).

CORRELATION BETWEEN NP-1 EXPRESSION
AND RESPONSE TO FIRST-LINE
CHEMOTHERAPY

No statistically significant difference was noticed in incidence
of positive response to chemotherapy depending on NP-1 ex-
pression (fig. 3; table 3).

PROGNOSTIC SIGNIFICANCE
OF NP-1 EXPRESSION

Combined treatment of ovarian cancer patients provided to-

tal remission in 37 patients (55.2%). During follow-up (un-
til 06.06.2008), recurrent disease was noticed in 35 patients

CURR. GYNECOL. ONCOL. 2009, 7 (4), p. 237-247
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Ekspresja neuropiliny-1 Pozytywna odpowiedz na chemioterapie
NP-T expression Favorable response to chemotherapy
Tak Nie P
Yes No
iska 6(37,5%) 10 (62,5%) .
VH\gffka 31(60,8%) 20(39,2%)

Tabela 3. Czestosé wystepowania pozytywnych odpowiedzi na chemioterapie w zaleznosci od poziomu ekspresji neuropiliny-1
Table 3. Frequency of favorable response to chemotherapy depending on the level of NP-1 expression

biatka w badanych grupach tkanek. Dalszg analiz¢ obejmujacg
znaczenie kliniczne NP-1 u chorych na raka jajnika przeprowa-
dzono na podstawie wynikow dotyczacych izoformy 160 kDa.

EKSPRESJA NEUROPILINY-1
W ODNIESIENIU DO WYBRANYCH CECH
KLINICZNO-PATOLOGICZNYCH
U CHORYCH NA RAKA JAINIKA

Poréwnanie ekspresji neuropiliny-1 w odniesieniu do wybranych
cech kliniczno-patologicznych u chorych na raka jajnika przed-
stawiono w tabeli 2. Oceniajac zaleznos¢ pomiedzy poziomem
ekspresji neuropiliny-1 a zaawansowaniem klinicznym raka jaj-
nika, znamiennie czesciej obserwowano wystepowanie wysokiej
ekspresji neuropiliny-1 w i IT stopniu (p=0,01). Pordwnujac
typy histologiczne raka jajnika, stwierdzono czgstsze wystepowa-
nie wysokiej ekspresji neuropiliny-1 w rakach innych niz surowi-
cze (p=0,04). Znamiennie cz¢Sciej obserwowano wysoka ekspre-
sje neuropiliny-1 u chorych z wysiekiem otrzewnowym (0,03).

ODPOWIEDZ NA CHEMIOTERAPIE
I RZUTU W ODNIESIENIU DO EKSPRESJI
NEUROPILINY-1

Nie stwierdzono statystycznie istotnej rdznicy w czgsto-
Sci wystepowania pozytywnej odpowiedzi na chemioterapie

3 1 Pozytywna odpowiedz 3
30 Favorable respanse

NN
(=T ]

—_
wi

Liczba pacjentow
Number of patients

—_
o

Niska Wysoka
Low High

Ekspresja neuropiliny-1 w raku jajnika
NP-T expression in ovarian cancer
Rys. 3. Czestos¢ wystepowania pozytywnych odpowiedzi na chemio-
terapie w zaleznosci od poziomu ekspresji neuropiliny-1
Fig. 3. Frequency of favorable response to chemotherapy depend-
ing on the level of NP-1 expression
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(46.1%). Data concerning time-interval between diagnosis
and progression of the disease were considered complete.
In the remaining 41 women (53.9%), no tumor recurrence has
been noticed until termination of follow-up. Data concern-
ing time-interval between diagnosis and termination of fol-
low-up in this group of patients were considered as cut-off
observations.

DISEASE-FREE SURVIVAL
DEPENDING ON NP-1 EXPRESSION

Differences in disease-free survival were noticed, depending on
the level of NP-1 expression. Disease recurrence was delayed
in the group of patients with high expression of NP-1 expression
(Cox F test; p=0.02). Nevertheless, at log-rank test, the differ-
ence did not reach statistical significance (p=0.09) (fig. 4).

TOTAL SURVIVAL
DEPENDING ON NP-1 EXPRESSION

Differences in total survival time were noticed, depending on
the level of NP-1 expression. Longer survival was seen in pa-
tients presenting high NP-1 expression (Cox F test; p=0.04).
Nevertheless, at log-rank test, the difference did not reach sta-
tistical significance (p=0.1) (fig. 5).

DISCUSSION

The role of angiogenesis in the development of ovarian can-
cer has not been fully elucidated, while the results of studies
analyzing the impact of particular markers and modulators
of angiogenesis on prognosis are contradictory. In this paper
we attempted to explore clinical significance of NP-1 in ovari-
an cancer patients. In the first phase of this study, out of several
proteins involved in regulation of angiogenesis, we assessed the
expression of NP-1 in normal tissue, benign tumors and malig-
nant tumors of the ovaries. In the second phase, we analyzed
correlations between level of expression of the factor in ques-
tion and selected clinical-pathological variables in ovarian can-
cer patients, probability of favorable response to chemothera-
py and prognostic significance of analyzed parameters.

As a result of immune detection of the protein in tissue lysates
using anti-NP-1 antibodies, two protein strips were obtained,
corresponding to molecular weights of 120 and 160 kDa.
According to literature data, theoretical molecular mass of | 243
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Prawdopodobienristwo przezycia Kaplana-Meiera

(zas wolny od choroby

Survival probability (Kaplan-Meier method)

Progression free survival
O Kompletne + Uciete
Complete (ut-off
101
09+
= 08F
£
g = 07 Test F Coksa p=0,02712
jé fé Cox F test
= =
2 § 06} Testlog-rank p=0,09841
s Log-rank test
= : H —
a 0,5}
0,41
e +
0 relNP-1-d>R0Codp
"o 10 20 30 40 50 60 70 — Tak
Yes
-——= Nie
(zas No
Time
Ekspresja neuropiliny-1 Wysoka (TAK) Niska (NIE)
NP-17 expression High (YES) Low (NO)
Obserwacje kompletne
Complete follow-up 24 (40,0%) 11(68,7%)
Obserwacje uciete
Cut-off follow-up 34(60,0%) 5 (13%)

Rys. 4. Czas wolny od choroby (progression free survival) w zaleznosci od poziomu ekspresji neuropiliny-1. Wartos¢ odciecia wyznaczono przez

krzywg ROC=0,12

Fig 4. Disease free survival (progression free survival) depending on the level of NP-1 expression. Cut-off value was determined by curve

ROC=0.12

w zaleznoSci od poziomu ekspresji neuropiliny-1 (rys. 3, ta-
bela 3).
ZNACZENIE PROGNOSTYCZNE
EKSPRESJI NEUROPILINY-1

Leczenie skojarzone u chorych na raka jajnika umozliwito
uzyskanie catkowitej remisji choroby u 37 (55,2%) pacjen-
tek. W okresie obserwacji (do 06.06.2008 r.) wznowe pro-
cesu nowotworowego stwierdzono u 35 badanych (46,1%).
Dane dotyczace czasu pomigdzy rozpoznaniem a wysta-
pieniem progresji choroby uznano za obserwacje komplet-
244 | ne. U pozostalych 41 (53,9%) kobiet do czasu zakoficzenia

NP-1 is 120-130 kDa, while several larger proteins undergoing
glycation may be also present!”. Concerning correlation be-
tween NP-1 expression and selected clinical-pathological fea-
tures in ovarian cancer patients, high level of expression was
seen significantly more often in clinical stages I and II, in tu-
mors other than serous and in patients with peritoneal exudate.
No significant correlation was found between NP-1 expression
and favorable response to chemotherapy, disease-free survival
and total survival time (in log-rank test).

Higher NP-1 level in malignant lesions as compared with be-
nign lesions or healthy tissues has been reported in breast
cancer’V, non-small-cell lung cancer?, prostate cancer’®,

CURR. GYNECOL. ONCOL. 2009, 7 (4), p. 237-247
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obserwacji nie stwierdzono nawrotu procesu nowotworowe-
go. Dane dotyczace czasu od rozpoznania choroby do za-
koficzenia obserwacji w tej grupie pacjentek uznano za ob-

serwacje ucicte.

CZAS WOLNY OD CHOROBY
W ZALEZNOSCI OD POZIOMU EKSPRESJI

NEUROPILINY-1

Zaobserwowano roznice w diugosci czasu wolnego od choroby
w odniesieniu do poziomu ekspresji neuropiliny- 1. Nawr6t choro-
by obserwowany byt pdZniej w grupie chorych z wysoka ekspresja

pancreatic cancer'¥, brain tumors"¥ and in colorectal
cancer'!®,

Significantly shorter survival correlated with elevated lev-
els of NP-1 has been documented in patients with brain
tumors™, colorectal cancer’”, acute myelocytic leuke-
mia® and in breast cancer!!”. Divergent results were pre-
sented by Kamiya et al.?” Assessing the level of mRNA for
NP-1 in patients with colorectal cancer, they denoted signif-
icantly longer survival in the group of patients with elevated
expression of that gene.

Analysis of cell lines of pancreatic cancer by Wey et al.?" re-
vealed that elevated level of NP-1 was associated with higher

Prawdopodobienstwo przezycia Kaplana-Meiera
Catkowity czas przezycia

O Kompletne

Survival probability (Kaplan-Meier method)

Overall survival

+ Udiete

10

09t

08 r

0,7}

Survival probability

06

Prawdopodobienistwo przezycia

05r

04}

03

Complete

(ut-off

Test F Coksa p=0,04290
ox F test

Test log-rank p=0,12926
Log-rank test

relNP-1-d>R0Codp

10

20

(zas
Time

— Tak
Yes

-——Nie
No

50 60 70

Ekspresja neuropiliny-1
NP-1 expression

Wysoka (TAK)
High (YES)

Niska (NIE)
Low (NO)

Obserwacje kompletne
Complete follow-up

15(25,0%)

8(50,0%)

Obserwacje uciete
Cut-off follow-up

45 (75,0%)

8(50,0%)

Rys. 5. Catkowity czas przezycia w zaleznosci od poziomu ekspresji neuropiliny-1
Fig. 5. Total survival time depending on level of NP-1
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neuropiliny-1 (F Coksa p=0,02). Jednak rdznica ta w tescie log-
rank nie osiggneta znamiennosci statystycznej (p=0,09) (rys. 4).

CALKOWITY CZAS PRZEZYCIA
W ZALEZNOSCI OD POZIOMU EKSPRESII
NEUROPILINY-1

Zaobserwowano roznice w diugosci catkowitego czasu przezy-
cia w zaleznosci od poziomu ekspresji neuropiliny-1. Diuzsze
przezycia stwierdzono u chorych z wysoka ekspresja neuropili-
ny-1 (F Coksa p=0,04). Jednak rdznica ta w tescie log-rank nie
osiagnefa znamiennosci statystycznej (p=0,1) (rys. ).

OMOWIENIE

Znaczenie angiogenezy w rozwoju raka jajnika nie zostato
do kofica poznane, a wyniki prac analizujacych wptyw poszcze-
gdlnych markeréw i modulatorow angiogenezy na prognozo-
wanie u pacjentow z tym nowotworem sg sprzeczne.

W prezentowanej pracy podjeto probe oceny klinicznego zna-
czenia neuropiliny-1 u chorych na raka jajnika. W pierwszym
etapie sposrod wielu biafek uczestniczacych w regulacji pro-
cesu angiogenezy oceniono ekspresje NP-1 w komorkach tka-
nek niezmienionych, guzach tagodnych oraz guzach nowo-
tworowych jajnikow. W drugiej czeSei pracy analizie poddano
zaleznoSci pomiedzy poziomem ekspresji badanego czynnika
a wybranymi cechami kliniczno-patologicznymi u pacjentow
z rakiem jajnika, czestoScig wystepowania pozytywnej odpo-
wiedzi na chemioterapi¢ oraz oceniono znaczenie prognostycz-
ne analizowanych czynnikow.

W wyniku immunodetekeji biatka w lizatach tkankowych z za-
stosowaniem przeciwcial anty-NP-1 uzyskiwano dwa prazki
biatkowe o masach okofo 120 i 160 kDa. Wedtug piSmiennic-
twa teoretyczna masa NP-1 wynosi ok. 120-130 kDa, spotyka
si¢ takze szereg wiekszych bialek ulegajacych glikozylacjit'?.
Oceniajac zalezno$¢ pomigdzy ekspresjg NP-1 a wybranymi
cechami kliniczno-patologicznymi u chorych na raka jajnika,
znamiennie czgsciej obserwowano wystepowanie wysokiej
ekspresji badanego czynnika w [ i II stopniu zaawansowania
klinicznego nowotworu, w rakach innych niz surowicze oraz
u pacjentow z wysiekiem otrzewnowym. Nie stwierdzono sta-
tystycznie istotnego wptywu ekspresji NP-1 na wystepowanie
pozytywnej odpowiedzi na chemioterapig, na dtugos¢ czasu
wolnego od choroby oraz dtugo$¢ czasu catkowitego przezy-
cia (w teScie log-rank).

Wyzszy poziom NP-1 w tkankach nowotworowych w porow-
naniu ze zmianami tagodnymi czy tez tkankami zdrowymi od-
notowano w raku piersi‘'", w niedrobnokomérkowym raku ptu-
ca?, wraku prostaty'¥, w raku trzustki'®, w guzach mozgu>
oraz w raku jelita grubego!®.

Znamiennie krotsze przezycia u pacjentow z podwyzszonym
poziomem neuropiliny-1 wykazano w guzach mozgu'y, raku
jelita grubego!!”, w ostrej biataczce szpikowej!® oraz w raku
piersi™®. Odmienne wyniki przedstawili Kamiya i wsp.®” Oce-
niajac poziom mRNA neuropiliny-1 u chorych na raka jelita

246 | grubego, badacze odnotowali znamiennie diuzsze przezycia

incidence of resistance to chemotherapy by gemcitabine
and 5-FU.

Hall et al.®? failed to demonstrate higher expression of
NP-1 in ovarian cancers as compared with benign tumors.
Using the immunohistochemical technique, presence of
NP-1 was confirmed in 22 out of 35 samples of benign tumors
and in 34 out of 63 samples of ovarian cancers. In their stud-
ies, Stoeck et al.® identified mRNA for NP-1 in 4 cell lines of
ovarian cancer and in 10 neoplastic tissues, while they failed
to demonstrate the presence of NP-1 itself. These authors dis-
covered expression of NP-1 in mesothelial cells obtained both
from patients with ovarian cancer and from cell cultures. They
noticed that detection of NP-1 may be used as a means to iso-
late mesothelial cells from peritoneal exudate in ovarian can-
cer patients.

Osada et al.*¥ studied the presence of NP-1 in benign tumors,
borderline tumors and in ovarian cancer. Using the immuno-
histochemical technique, they confirmed the presence of this
receptor both in endothelial and in tumor cells, of mainly in-
tracytoplasmic location. High level of expression of this pro-
tein was noted in 35% of benign tumors, 28% of borderline tu-
mors and in 45% of ovarian cancers. These authors did not
find any correlation between level of NP-1 expression and clin-
ical stage, histological type and grade in the group of ovarian
cancers. Level of NP-1 correlated positively with level of VEGF
in tissues studied. Nevertheless, these authors failed to demon-
strate any prognostic role of NP-1 expression in ovarian can-
cer patients. Using the immunohistochemical technique, Baba
et al.?¥ demonstrated an elevated NP-1 level in a group of
ovarian cancers (n="70) as compared with borderline tumors
(n=8). They did not find NP-1 in benign ovarian tumors (n=6)
and in healthy tissues (n=3); likewise they did not find any cor-
relation between level of NP-1 and histological type and grade
in the group of ovarian cancers.

Results of this study confirm elevation of NP-1 level in early
stages of ovarian cancer, suggesting that angiogenesis may play
a crucial role at initial phases of development of ovarian cancer.

PISMIENNICTWO:

BIBLIOGRAPHY:

1. Ozols R. E: Challenges for chemotherapy in ovarian cancer.
Ann. Oncol. 2006; 17 supl. 5: v181-v187.

2. Folkman J.: Tumor angiogenesis: therapeutic implications.
N. Engl. J. Med. 1971; 285: 1182-1186.

3. Ferrara N.: Vascular endothelial growth factor as a target for
anticancer therapy. Oncologist 2004; 9 supl. 1: 2-10.

4. Hoeben A., Landuyt B., Highley M. S. i wsp.: Vascular
endothelial growth factor and angiogenesis. Pharmacol. Rev.
2004; 56: 549-580.

5. Shibuya M., Claesson-Welsh L.: Signal transduction
by VEGF receptors in regulation of angiogenesis and lymp-
hangiogenesis. Exp. Cell Res. 2006; 312: 549-560.

6. Veikkola T., Karkkainen M., Claesson-Welsh L., Alitalo K.:
Regulation of angiogenesis via vascular endothelial growth
factor receptors. Cancer Res. 2000; 60: 203-212.

7. OhH., Takagi H., Otani A. i wsp.: Selective induction of neu-
ropilin-1 by vascular endothelial growth factor (VEGE):

CURR. GYNECOL. ONCOL. 2009, 7 (4), p. 237-247




PRACE ORYGINALNE | POGLADOWE/ORIGINAL CONTRIBUTIONS

w grupie pacjentdw z wyzszym poziomem ekspresji analizo-
wanego genu.

Poddajac analizie linie komorkowe raka trzustki, Wey i wsp©@
wykazali, iz podwyzszony poziom neuropiliny-1 wigzal si¢
7 czestszym wystepowaniem opornoS$ci na chemioterapie
(gemcytabina, 5-FU).

Hall i wsp.?? nie stwierdzili wyzszej ekspresji neuropiliny-1 w ra-
kachjajnikaw pordwnaniuz guzamitagodnymi. Przy zastosowaniu
metody immunohistochemicznej obecno$¢ neuropiliny- 1 wykaza-
li w 22 na 35 prébek guzow tagodnych oraz w 34 na 63 analizo-
wane probki raka jajnika. W swoich badaniach Stoeck i wsp.®?
zaobserwowali obecno§¢ mRNA neuropiliny-1 w 4 liniach ko-
morkowych raka jajnika oraz w 10 tkankach nowotworowych, nie
udalo si¢ im oznaczy¢ biatka neuropiliny-1. Autorzy wykryli eks-
presje neuropiliny-1 w komdrkach mezotelialnych pochodzacych
zar6wno od chorych na raka jajnika, jak i z hodowli tkankowych.
Badacze zauwazyli, iz mozna zastosowaC oznaczanie neuropi-
liny-1 w celu wyizolowania komdrek mezotelialnych z wysigku
otrzewnowego u pacjentow z rakiem jajnika.

Osada i wsp.®¥ badali obecno$¢ neuropiliny-1 w guzach tagod-
nych, granicznej ztosliwosci oraz rakach jajnika. Stosujac me-
tode immunohistochemiczna, autorzy stwierdzili wystepowanie
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kach guzow o lokalizacji gltownie wewnatrzcytoplazmatycznej.
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tagodnych, 28% guzow granicznej ztoSliwosci oraz w 45% rakow
jajnika. Badacze nie odnotowali zaleznosci pomigdzy poziomem
ekspresji neuropiliny-1 a stopniem zaawansowania klinicznego,
typem histologicznym oraz stopniem zréznicowania histolo-
gicznego w grupie rakow jajnika. Poziom neuropiliny-1 wykazy-
wat pozytywng korelacj¢ z poziomem VEGF w badanych tkan-
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W prezentowanej pracy stwierdzono wzrost poziomu neuro-
piliny-1 we wezesnych stopniach zaawansowania raka jajni-
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w tym narzadzie.
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