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Sygna³ angiogenny naczyniowo-
-œródb³onkowego czynnika wzro-
stu (VEGF) jest przenoszony po-
przez 2 wysoce specyficzne re-
ceptory œródb³onka naczyniowego
Flt-1 (fms-like tyrosine kinase re-

ceptor – VEGFR-1) oraz Flk-1/KDR
(fetal liver kinase 1/kinase insert do-

main containing receptor – VEGFR-
2), nale¿¹ce do klasy III recepto-
rów, posiadaj¹cych w³asn¹ kinazê
tyrozynow¹ oraz 7 zewn¹trzkomór-
kowych domen immunoglobulino-
podobnych (Ig) [1]. W wi¹zaniu
VEGF do Flt-1 i Flk-1 poœredniczy
druga domena Ig [2]. W trakcie
badañ nad angiogenez¹ zacho-
dz¹c¹ w tkance ³o¿yskowej odkry-

to i opisano obecnoœæ krótszej,
rozpuszczalnej formy receptora
Flt-1 (sFlt-1), niezwi¹zanej z b³o-
n¹ komórkow¹ œródb³onka [1]. 

Chocia¿ VEGF jest wydzielany
przez ró¿ne komórki organizmu, to
ekspresja Flk-1 i Flt-1 jest œciœle
ograniczona do œródb³onka naczy-
niowego [3]. Nadekspresjê tych
receptorów obserwowano przede
wszystkim w chorobach nowotwo-
rowych i procesach patologicz-
nych z towarzysz¹cym niedotlenie-
niem tkanek [4], jakkolwiek rela-
tywnie nisk¹ ekspresjê obserwuje
siê tak¿e w œródb³onku prawid³o-
wych naczyñ [1]. 

Wczesne badania Petersa
i wsp. dobrze opisa³y lokalizacjê
i w³aœciwoœci receptora Flt-1, po-

Znane s¹ 2 wysoce specyficzne re-

ceptory dla VEGF, obecne na ko-

mórkach œródb³onka naczyniowego:

Flt-1 (VEGFR-1) i Flk-1/KDR

(VEGFR-2) oraz forma rozpuszczal-

na Flt-1 – sFlt-1, która swoj¹ aktyw-

noœæ przejawia w przestrzeni ze-

wn¹trzkomórkowej. Stwierdzono ich

nasilon¹ ekspresjê w przebiegu wie-

lu chorób, u których podstawy pato-

morfologiczne le¿¹ w zaburzonym

procesie angiogenezy. Nale¿¹ do

nich zw³aszcza nowotwory i choro-

by wykazuj¹ce cechy przewlek³ego

niedotlenienia tkanek. Celem pracy

by³a ocena aktywnoœci transkrypcyj-

nej i form alternatywnego sk³adania

mRNA genów receptorów VEGFR-1

i VEGFR-2 w ocenie progresji zmian

œródnab³onkowych i raka szyjki ma-

cicy. Materia³ badawczy stanowi³y

43 wycinki pochodz¹ce z prawid³o-

wej szyjki macicy, 38 – LSIL, 

17 – HSIL i 21 wycinków raka p³a-

skonab³onkowego w stopniu klinicz-

nego zaawansowania IB-IIB. W ce-

lu porównania ekspresji Flt-1 i Flk-1

w wycinkach ró¿ni¹cych siê mas¹,

przyjêto wspólny wspó³czynnik –

liczba kopii mRNA/1 µg ca³kowite-

go RNA w badanej tkance. W gru-

pie LSIL obecnoœæ mRNA genu Flt-

1 w zmianie œródnab³onowej powo-

dowa³ wzrost wzglêdnego ryzyka

progresji (RW=2,26±1,24). Dla re-

ceptora Flk-1, w tej samej grupie

wspó³czynnik ten wynosi³

RW=2,41±1,13. Wykazano 5-krotny

wzrost ryzyka wzglêdnego progre-

sji zmiany dla genów Flt-1 i Flk-1

w grupie HSIL. W grupie RAK ryzy-

ko progresji zmiany wynosi³o odpo-

wiednio RW=8,17±4,25

i RW=4,58±2,1 dla genów Flk-1 i Flt-

1. Obecnoœæ rozpuszczalnej formy

receptora sFlt-1 nie wp³ywa na

wzrost ryzyka progresji zmiany

w grupie RAK i w niewielkim stopniu

wp³ywa w grupie HSIL. 

S³owa kluczowe: angiogeneza, rak

szyjki macicy, SIL, Flt-1 (VEGFR-1),

Flk-1 (VEGFR-2), sFlt-1. 
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twierdzaj¹c jego udzia³ w proce-
sie neowaskularyzacji, gojeniu siê
ran i wczesnych etapów organo-
genezy, stwierdzaj¹c jego obec-
noœæ w pêcherzyku ¿ó³tkowym
embrionów mysich; potwierdzili ro-
lê Flt-1 w procesie wzrostu, ró¿-
nicowania siê œródb³onka i me-
chanizmach naprawczych naczyñ
[5]. Istnieje podobieñstwo w pozy-
tywnej regulacji ekspresji Flt-1
i VEGF w patologii z towarzysz¹-
cym niedotlenieniem tkanek; oba
czynniki posiadaj¹ w regionie trans-
krypcyjnym, w pozycji 976 do 937,
miejsce wi¹¿¹ce HIF-1, którego nie
stwierdzono w genomie Flk-1 [6].
Obserwacja ta sugeruje, ¿e niedo-
tlenienie nie tylko wp³ywa na eks-
presjê VEGF, ale tak¿e parakrynnie
wp³ywa na indukcjê Flt-1 poprzez
mechanizm VEGF-zale¿ny [7]. 

Flk-1/KDR jest g³ównym regula-
torem waskulogenezy w okre-
sie embriogenezy i angiogenezy
w stanach patofizjologicznych or-
ganizmu dojrza³ego [8]. Badania
hybrydyzacji in situ mRNA Flk-1
mysich embrionów wykaza³y obec-
noœæ tego receptora w komórkach
endotelialnych we wszystkich eta-
pach procesu embrio- i organoge-
nezy, poczynaj¹c od momentu po-
jawienia siê wysepek krwiotwór-
czych w pêcherzyku ¿ó³tkowym
8,5-dniowego zarodka [8]. Ekspre-
sja receptora towarzyszy prolifera-
cji komórek œródb³onka, tworzeniu
siê nowych naczyñ i ca³ego drze-
wa naczyniowego oraz drastycz-
nie spada w tkance mózgowej po
uzyskaniu jej pe³nej dojrza³oœci
[8]. Sygna³ mitogenny przenoszo-
ny na drodze VEGF-Flk-1 spe³nia
osiow¹ rolê w angiogenezie no-
wotworowej, jakkolwiek badania
eksperymentalne wskazuj¹ zró¿ni-
cowane rozmieszczenie tego sy-
gna³u w tkance nowotworowej.
W badaniach eksperymentalnych
centrum zmiany charakteryzowa³o
siê mniejsz¹ liczb¹ naczyñ w po-
równaniu z bogatym unaczynie-
niem na obwodzie [9]. 

Rozpuszczalna forma receptora
Flt-1 (sFlt-1) zosta³a wykryta w me-
dium hodowlanym komórek HU-
VEC i w surowicy pacjentów cho-
ruj¹cych na ró¿ne nowotwory; nie
wykryto natywnej formy rozpusz-
czalnego receptora Flk-1 (sFlk-1)
[10]. sFlt-1 jest kodowany przez
gen Flt-1, pozbawiony jest jedynie
szóstej i siódmej domeny immuno-
globulinopodobnej, podczas gdy
pierwsza, druga i trzecia s¹ nie-
zbêdne dla prawid³owego wi¹za-
nia siê VEGF [11]. Ponadto recep-
tor pozbawiony jest domeny œród-
b³onowej i wewn¹trzkomórkowej
kinazy tyrozynowej. Ta specyficz-
na budowa powoduje, ¿e sFlt-1 ³¹-
cz¹c siê z wybranymi izoformami
VEGF zachowuje siê jak czynnik
antyangiogenny, zmniejszaj¹c efekt
biologiczny VEGF [10]. 

Celem pracy by³o zbadanie ak-
tywnoœci transkrypcyjnej genów re-
ceptorów VEGF – VEGFR-1 (Flt-1),
VEGFR-2 (Flk-1) oraz wystêpowa-
nie form alternatywnego sk³adania
mRNA Flt-1 – sFlt-1 w ocenie pro-
gresji zmian œródnab³onkowych
i raka szyjki macicy. 

MATERIA£ I METODY

Bezpoœrednim materia³em ba-
dawczym przeznaczonym do ana-
lizy molekularnej by³o 119 wycin-
ków tkankowych zakwalifikowa-
nych do nastêpuj¹cych grup
morfologicznych: 
I. Grupa kontrolna (K) – 43 wy-

cinki tkankowe pochodz¹ce
z prawid³owej szyjki macicy, 

II. Grupa LSIL – 38 wycinków, 
III. Grupa HSIL – 17 wycinków, 
IV. Grupa raka p³askonab³onkowe-

go w stopniu klinicznego za-
awansowania IB-IIB (RAK) –
21 wycinków. 

Wycinki do badania molekular-
nego by³y pobrane w bezpoœred-
nim s¹siedztwie miejsca bioptatu
do badania histopatologicznego,
w celu uzyskania jak najwiêkszej
zgodnoœci patologii molekularnej
i morfologicznej w badanych gru-

So far there have been known two

highly specific VEGF receptors

that occur in vascular endothelium:

Flt-1 (VEGFR-1) and Flk-1/KDR

(VEGFR-2) and the soluble form  of

Flt-1 – sFlt-1. High expression of

these receptors was observed in

many cancers and as a result of

chronic tissue hypoxia. The aim of

this study was to evaluate transcrip-

tive activity and forms of alternati-

ve splicing of VEGFR-1 and

VEGFR-2 genes mRNA and their

relationship with the progression of

squamous intraepithelial lesions

and cervical cancer. Tissue speci-

mens used for molecular analysis

were obtained form 119 women.

After histological examination they

were divided into several morpho-

logical groups: control group – 43

specimens of normal cervix, LSIL

group – 38 specimens, HSIL group

– 17 specimens, RAK group – 21

specimens of squamous cancer  in

IB-IIB stage. To compare genes

expression in specimens different

in weight, there was established

a common coefficient – a number

of copies of mRNA per 1 µg of total

mRNA. In LSIL group, the presen-

ce of Flt-1 gene mRNA in squamo-

us intraepithelial lesions caused an

increase in relative risk of progres-

sion (RR=2.26±1.24), whereas, in

the same group, this parameter for

Flk-1 gene mRNA was

RR=2.41±1.13. A fivefold increase

in the progression relative risk in

HSIL group was shown. In RAK

group the progression risk for Flt-1

and Flk-1 genes was

RR=8.17±4.25 and RR=4.58±2.1,

respectively. The presence of the

soluble form sFlt-1 had no effect on

the increase in the progression risk

in RAK group and had a minimal ef-

fect in HSIL group. 

Key words: angiogenesis, cervical

cancer, squamous intraepithelial le-

sion, Flt-1 (VEGFR-1), Flk-1

(VEGFR-2), sFlt-1. 
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pach. Materia³ tkankowy przezna-
czony do oceny ekspresji genów,
bezpoœrednio po pobraniu, zamra-
¿ano do -70oC. 

Ekstrakcja RNA
Po wstêpnym kruszeniu komó-

rek w ciek³ym azocie z homoge-
natu ekstrahowano DNA i RNA
przy zastosowaniu zmodyfikowanej
metody wg Chomczyñskiego i Sa-
chi [17], a nastêpnie wyznaczano
stê¿enie kwasu nukleinowego
w ekstrakcie technik¹ spektrofoto-
metryczn¹ z zastosowaniem
RNA/DNA kalkulator Gene Quant

LKB – Pharmacia Biotech. 

Analiza aktywności 
transkrypcyjnej genu Flt-1 i Flk-1

Aktywnoœæ transkrypcyjn¹ bada-
nych genów wyznaczano na pod-
stawie analizy kinetyki reakcji QRT-
-PCR, w której matryc¹ by³y ekstrak-
ty ca³kowitego RNA otrzymywane
z wycinków tkanek. W pierwszej
czêœci badañ projektowano reak-
cjê QRT-PCR dla badanych trans-
kryptów i produktów ich modyfika-
cji potranskrypcyjnej. Sprawdzano
empirycznie i optymalizowano za-
projektowane reakcje oraz potwier-
dzano specyficznoœæ amplimerów
technik¹ elektroforezy w ¿elu pola-
krylamidowym barwionym srebrem
i metod¹ sekwencjonowania enzy-
matycznego. Dla wszystkich zapro-
jektowanych reakcji QRT-PCR przy-
jêto identyczne warunki termiczne
oraz mieszaninê reakcyjn¹ ró¿ni¹-
c¹ siê tylko zestawem oligonukle-
otydów – starterów i sond wyzna-
kowanych fluorochromami FAM
i TAMRA. W drugim etapie wyzna-
czono liczby kopii mRNA badanych
traskryptów w 1 µg ca³kowitego
mRNA badanego wycinka. 

Projektowanie specyficznych 
starterów i sond stosowanych 
w reakcji QRT-PCR 
dla mRNA Flt-1, Flk-1 i sFlt-1

Sekwencjê nukleotydów starte-
rów oraz sond dla reakcji 

RT-QPCR zaprojektowano przy
u¿yciu programu komputerowego
Primer ExpressTM Version 1.0 ABI
PRISM, na podstawie sekwencji
badanych genów pochodz¹cych
z bazy danych Gen Bank (http:
//www.ncbi.nlm.nih.gov/irx/genbank).
Korzystaj¹c z bazy danych BLAST
2 SEQUENCES RESULTS VER-
SION BLASTN 2.0.11 porównano
kolejnoœæ nukleotydów genu VEGF,
znalezione pod numerem dostêpu
– accession – NM_003376 (266),
M63978. 

Sekwencjonowanie amplimerów
Ostatnim etapem sprawdzenia

specyficznoœci zaprojektowanych
reakcji QRT-PCR umo¿liwiaj¹cych
detekcjê produktów modyfikacji
potranskrypcyjnej mRNA Flt-1
i Flk-1 by³o sekwencjonowanie
produktów amplifikacji prowadzo-
ne metod¹ Sangera [18]. Amplifi-
kacjê sekwencyjn¹ prowadzono
z zastosowaniem dideoksynukle-
otydów wyznakowanych odpowied-
nio: ddATP barwnikiem dichlo-
ro[R6G], ddCTP barwnikiem di-
chloro[ROX], ddGTP barwnikiem
dichloro[R110] i ddTTP barwnikiem
dichloro[TAMRA] w termocyklerze
GeneAmp PCR System 9600 firmy
Perkin Elmer. Nastêpnie otrzyma-
ne produkty rozdzielono przy u¿y-
ciu automatycznego analizatora
sekwencji ABI PRISMTM 310. i za-
nalizowano stosuj¹c program DNA
Sequencing Analysis SoftwareTM

Version 3.7. Kolejne etapy sekwen-
cjonowania przeprowadzano zgod-
nie z zaleceniem protoko³u do³¹-
czonego do zestawu odczynników
sekwencyjnych zalecanych przez
firmê Perkin Elmer. 

Wyznaczanie liczby kopii mRNA
techniką QRT – PCR

Otrzymany w ekstrakcji RNA
stanowi³ matrycê w reakcji Q-RT-
PCR prowadzonej jednostopniowo
z zastosowaniem termostabilnego
enzymu Tth. Wprowadzenie jonów
Mg2+ i Mn2+ do mieszaniny reakcyj-
nej w odpowiednich proporcjach

umo¿liwi³o wykonanie reakcji QRT-
PCR w jednej probówce, w mie-
szaninie reakcyjnej zawieraj¹cej
1 x Tth PCR Buffor zawieraj¹cy
fluorochrom zapewniaj¹cy odpo-
wiednie t³o dla pomiaru fluore-
scencji po ka¿dym cyklu termicz-
nym QRT-PCR, 3mM MgCl2, 400
µM. dATP, 400 µM. dTTP. 400 µM.
dGTP, 400 µM. dCTP, 1 x wzmac-
niacz reakcji PCR, 0,5 µM MnSO4,
0,3 µM starter 1 i starter 2, 0,2
µM sondy wyznakowanej fluoro-
chromami FAM i TAMRA, 1–10 µg
ca³kowitego RNA, 2.5 U polimera-
zy DNA Tth. Reakcjê Q-RT-PCR
wykonywano z zastosowaniem de-
tektora sekwencji ABI PRISMTM

7700. 

WYNIKI

Aktywność transkrypcyjna i formy
alternatywnego składania mRNA
Flt-1 i Flk-1 w grupie kontrolnej

W 65,12 proc. badanych wycin-
ków nie zarejestrowano aktywnoœci
transkrypcyjnej jakiegokolwiek ge-
nu receptorów VEGF, podczas gdy
w 34,88 proc. jedynym zaobserwo-
wanym typem mRNA by³a rozpusz-
czalna forma receptora Flt-1 –
sFlt 1. Aktywnoœæ transkrypcyjna
tego genu charakteryzowa³a siê
zró¿nicowanymi wartoœciami nie
przekraczaj¹c jednak liczby
3,2 x104 kopii mRNA/1 µg ca³ko-
witego RNA. W 2,32 proc. przy-
padków zarejestrowano wysok¹
aktywnoœæ transkrypcyjn¹ powy-
¿ej 10 000 kopii mRNA w 1 µg
ca³kowitego RNA badanego wy-
cinka przy 25,58 proc. niskiej
ekspresji poni¿ej 1 000 kopii
mRNA (rycina). 

Aktywność transkrypcyjna i formy
alternatywnego składania mRNA
Flt-1 i Flk-1 w grupie LSIL

W grupie LSIL, poza obecnoœci¹
mRNA sFlt-1 wystêpuj¹cego w gru-
pie kontrolnej (p>0,05; Chi2Pearso-
na=1,26), zarejestrowano aktywnoœæ
transkrypcyjn¹ genów receptorów
VEGF i stwierdzono obecnoœæ
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mRNA Flt-1 w 11 proc. (p<0,05;
Chi2Pearsona=28,7) i Flk-1 w 16 proc.
(p<0,05; Chi2Pearsona=12,5) bada-
nych wycinkach tkankowych (tabe-
la). W wycinkach tkankowych wy-
kazuj¹cych aktywnoœæ transkryp-
cyjn¹ Flt-1 procentowy rozk³ad
przypadków w przedzia³ach ni-
skiej, œredniej, wysokiej ekspresji
by³ identyczny, mieœci³ siê w za-
kresie 3–5 proc. i ró¿ni³ siê zna-
miennie od grupy kontrolnej
(p<0,02; Chi2Pearsona=4,6) (rycina). 

W przypadku Flk-1 8 proc. by-
³o poni¿ej 1 000, 5 proc. w prze-
dziale œrednich wartoœci, i tylko
3 proc. powy¿ej 10 000 kopii
mRNA w 1 µg ca³kowitego mRNA
badanego wycinka ró¿ni¹c siê
znamiennie od grupy kontrolnej
(p<0,001; Chi2Pearsona=58,9). 

Aktywnoœæ transkrypcyjna sFlt-1
w LSIL by³a identyczna jak w gru-
pie kontrolnej i nie zaobserwowa-
no znamiennych ró¿nic (p>0,05;
Chi2Pearsona=0,66). 

Pojawienie siê mRNA sFlt-1 nie
wp³ywa znamiennie na wzrost ryzy-

ka wzglêdnego progresji LSIL
(RW=1,17±0,54; 95 proc.=012-
2,23). W przypadku stwierdzenia
obecnoœci mRNA genu Flt-1
w zmianie œródnab³onkowej powo-
duje wzrost wzglêdnego ryzyka pro-
gresji – RW=2,26±1,24; (95 proc.
=0,14–4,66). Podobne wartoœci za-
obserwowano dla receptora Flk-1,
którego wspó³czynnik RW wynosi³
2,41±1,13; (95 proc. =0,2–4,62). 

Aktywność transkrypcyjna i formy
alternatywnego składania mRNA
Flt-1 i Flk-1 w grupie HSIL

mRNA receptora Flt-1 zaobser-
wowano w 47,06 proc. badanych
wycinkach i by³o statystycznie zna-
miennie czêœciej wykrywane ni¿
w grupie kontrolnej i LSIL (p<0,05;
Chi2Pearsona=9,189) (tabela). 

W grupie HSIL zarejestrowana
aktywnoœæ transkrypcyjna genu
Flt-1 by³a znamiennie wy¿sza od
grupy kontrolnej (p<0,001; 
Chi2Pearsona=23,35) i LSIL (p<0,05;
Chi2Pearsona=9,19) i tylko w

12 proc. przypadków charaktery-
zowa³a siê nisk¹ ekspresj¹ poni¿ej
1 000, przy jednoczesnych 24
proc. wysokiej ekspresji powy¿ej
10 000 kopii mRNA w 1 µg ca³ko-
witego mRNA badanego wycinka
tkankowego (rycina). 

Obecnoœæ mRNA receptora 
Flk-1 stwierdzono w 58,82 proc.
wszystkich badanych wycinków
i by³a znamiennie wy¿sza (p<0,05,
Chi2Pearsona=10,16) w porównaniu
z grup¹ kontroln¹ (tabela). Aktyw-
noœæ transkrypcyjna genu Flk-1 by-
³a równie¿ znamiennie wy¿sza od
wystêpuj¹cej w grupie kontrolnej
(p<0,001; Chi2Pearsona=21,63) i LSIL
(p<0,01; Chi2Pearsona=14,15) (tabe-
la), charakteryzuj¹c siê wiêksza
liczb¹ przypadków mieszcz¹cych
siê w przedzia³ach œredniej (29
proc.) i wysokiej (24 proc.) ekspre-
sji tego genu. 

Rozpuszczaln¹ izoformê recep-
tora Flt-1 (sFlt-1) stwierdzono
w 70,59 proc. wszystkich bada-
nych wycinkach tkankowych nie

Ryc. Porównanie procentowego rozk³adu aktywnoœci transkrypcyjnej genów receptorów VEGF w przedzia³ach do 1 000, 1 000-10 000 i powy¿ej 10
000 kopii mRNA Flt-1, Flk-1 i sFlt-1 w 1 µµg ca³kowitego RNA w grupie kontrolnej (K), LSIL, HSIL i raka szyjki macicy (RAK).

100 proc.

90 proc.

80 proc.

70 proc.

60 proc.

50 proc.

40 proc.

30 proc.

20 proc.

10 proc.

0 proc.

brak ekspresji

<1 000

1 000–10 000

>10 000

LSIL HSIL RAK LSIL HSIL RAK KsFlt LSIL HSIL RAK
K Flt-1 Flt-1 Flt-1 Flt-1 K Flt-1 Flt-1 Flt-1 Flt-1 1 sFlt-1 sFlt-1 sFlt-1

43 34 9 12 43 32 7 6 19 32 5

1 2 6 3 1 1 11 3 3 10
1 2 2 5 10 3 2 4 8      
2 4 3 1 4 4 1 1 5 3
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obserwuj¹c jednoczeœnie cech
znamiennej statystycznie ró¿nicy
czêstoœci wystêpowania w porów-
naniu do grupy kontrolnej (p>0,05;
Chi2Pearsona=6,28) i LSIL (p>0,05;
Chi2Pearsona=3,81) (tabela). Obec-
noœæ mRNA sFlt-1 w 18 proc. re-
jestrowano poni¿ej 1 000, w
24 proc. w przedziale œredniej
ekspresji i w 29 proc. powy¿ej 
10 000 kopii mRNA w 1 µg ca³ko-
witego mRNA badanego wycinka
bez wyraŸnej ró¿nicy w stosunku
do grupy kontrolnej (p>0,05;
Chi2Pearsona=2,65) i z wy¿sz¹ eks-
presj¹ w porównaniu z LSIL
(p<0,05; Chi2Pearsona=10,17) – rycina. 

W sposób bezpoœredni, w bada-
niu prospektywnym, ocena ryzyka
wzglêdnego progresji zmian morfo-
logicznych w zale¿noœci od wyst¹-
pienia mRNA Flk-1 wykaza³y 5-krot-
nie wy¿sze ryzyko progresji zmiany
w stosunku do wycinka tkankowego
bez potranskrypcyjnej obecnoœci
mRNA tego genu (RW=5,16±2,65;
95 proc.=0,04–10,36). W przypadku
stwierdzenia w badanym wycinku
tkankowym obecnoœci mRNA Flt-1
ryzyko progresji bêdzie podobne, jak
w przypadku genu poprzedniego re-

ceptora i wynosi RW=5,78±2,94; 95
proc.=0,08–11,48. Obecnoœæ mRNA
sFlt-1 w ocenianym fragmencie tkan-
kowym w grupie HSIL wskaza³ na
niewielki wzrost wzglêdnego ryzyka
progresji zmiany (RW=2,93±1,82; 95
proc.=0,64–6,5) – tabela. 

Aktywność transkrypcyjna
i formy alternatywnego składania
mRNA Flt-1 i Flk-1 
w grupie raka szyjki macicy

W grupie raka p³askonab³onko-
wego zarejestrowana aktywnoœæ
transkrypcyjna genu Flt-1 by³a zna-
miennie wy¿sza od grupy kontrol-
nej (p<0,001; Chi2Pearsona=21,44),
LSIL (p<0,01; Chi2Pearsona=11,34)
i nie zaobserwowano ró¿nicy w po-
równaniu z grup¹ HSIL (p>0,05;
Chi2Pearsona=4,2) – rycina. 

Aktywnoœæ transkrypcyjna genu
Flk-1 równie¿ by³a znamiennie wy¿-
sza od wystêpuj¹cej w grupie kon-
trolnej (p<0,001;Chi2Pearsona=32,02)
i LSIL (p<0,001; Chi2Pearsona=22,92)
i w 5 proc. przypadków zareje-
strowano nisk¹ ekspresjê poni¿ej
1 000, w 48 proc. mieœci³a siê
w przedziale œrednich wartoœci

i w 19 proc. by³o powy¿ej 10 000
kopii mRNA w 1 µg ca³kowitego
mRNA badanego wycinka tkanko-
wego (rycina). Nie stwierdzono
ró¿nic w aktywnoœci transkrypcyj-
nej tego receptora w porównaniu
z grup¹ HSIL (p>0,05; Chi2Pearso-
na=1,34). 

Obecnoœæ mRNA sFlt-1 w 48
proc. rejestrowano poni¿ej 1 000,
w 38 proc. w przedziale œrednich
wartoœci i w 14 proc. powy¿ej 10
000 kopii mRNA w 1 µg ca³kowitego
mRNA badanego wycinka z wyraŸn¹
ró¿nic¹ w stosunku do grupy kontro-
lnej (p<0,001; Chi2Pearsona=26,94)
i LSIL (p<0,001; Chi2Pearsona=21,39),
oraz HSIL (p<0,05; Chi2Pearsona=10,3)
– rycina. 

Ocena ryzyka wzglêdnego pro-
gresji zmian morfologicznych
w zale¿noœci od wystêpowania
mRNA poszczególnych recepto-
rów zaobserwowano, ¿e rozpusz-
czalna forma receptora Flt-1 (sFlt-
1) nie wp³ywa na wzrost ryzyka
progresji zmiany. Wystêpowanie
mRNA Flk-1 w tkance raka szyjki
macicy powoduje szeœciokrotny
wzrost wzglêdnego ryzyka progre-
sji (RW=5,16±4,91; 95 proc.

Tab. Ryzyko wzglêdne progresji zmiany œródnab³onkowej ma³ego (LSIL), du¿ego stopnia (HSIL) i raka p³askonab³onkowego szyjki macicy w stopniu
klinicznego zaawansowania IB – IIB w zale¿noœci od pojawienia siê formy alternatywnego sk³adania mRNA Flt-1, Flk-1 i sFlt-1

LLSSIILL  NN==3388 GGrruuppaa  kkoonnttrroollnnaa  NN==4433 RRyyzzyykkoo  BB³³¹¹dd  
9955  pprroocc..nn pprroocc.. nn pprroocc.. wwzzggllêêddnnee ssttaannddaarrddoowwyy

FFlltt--11 4 11 0 0 2,41 1,13 0,2–4,62

FFllkk--11 6 16 0 0 1,17 0,54 0,12–2,23

ssFFlltt--11 16 42 15 34,9 2,26 1,24 0,14–4,66

HHSSIILL  NN==1177 GGrruuppaa  kkoonnttrroollnnaa  NN==4433

nn pprroocc.. nn pprroocc..

FFlltt--11 8 47 0 0 5,78 2,94 0,08–11,48

FFllkk--11 10 59 0 0 5,16 2,65 0,04–10,36

ssFFlltt--11 12 71 15 34,9 2,93 1,82 0,64–6,5

RRAAKK  NN==1177 GGrruuppaa  kkoonnttrroollnnaa  NN==4433

nn pprroocc.. nn pprroocc..

FFlltt--11 9 43 0 0 4,58 2,1 0,46–8,7

FFllkk--11 15 71 0 0 8,17 4,25 0,13–16,47

ssFFlltt--11 21 100 15 34,9 – – –

n – liczba przypadków z badanym czynnikiem ryzyka
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=3,24–16,02). W przypadku mRNA
Flt-1 wzglêdne ryzyko progresji jest
nieco ni¿sze (RW=4,58) – tabela. 

OMÓWIENIE

W przeprowadzonych badaniach
w tej pracy nie zarejestrowano
obecnoœci mRNA Flt-1 i Flk-1/KDR
we wszystkich wycinkach tkanko-
wych prawid³owej strefy regenera-
cji szyjki macicy, a jedynym typem
receptora obecnym w badanym
materiale by³a rozpuszczalna for-
ma Flt-1 – sFlt-1, której mRNA wy-
stêpowa³o w 34,88 proc. wszyst-
kich wycinków w przeciwieñstwie
do doniesienia Guidi i wsp. [13],
którzy wykazali obecnoœæ mRNA
receptorów VEGF – Flt-1 i KDR
w 66,7 proc. prawid³owych wycin-
kach szyjki macicy. Obserwacje te
mog¹ potwierdzaæ udzia³ tej izo-
formy receptora Flt-1 w fizjologicz-
nym procesie metaplazji i prawi-
d³owym formowaniu podnab³onko-
wej sieci naczyñ. 

Funkcja, jak¹ pe³ni sFlt-1 w pro-
cesie angiogenezy czeka na pe³ne
wyjaœnienie, ale mo¿na przyj¹æ jej
hipotetyczn¹ rolê jako fizjologiczne-
go stabilizatora jednowarstwowego
œródb³onka naczyniowego uczest-
niczenia na zasadzie sprzê¿enia
zwrotnego w koñcowych etapach
angiogenezy i przepuszczalnoœci
naczyñ, oraz fizjologicznego hamul-
ca wzrostu naczyñ w tkance pra-
wid³owej [10]. Mechanizmem biolo-
gicznej regulacji, le¿¹cym u pod-
staw takiego dzia³ania, jest
mo¿liwoœæ tworzenia heterodime-
rycznych po³¹czeñ z VEGF i jego
receptorami na powierzchni b³ony
komórkowej endotelium. 

W przeciwieñstwie do badañ
hybrydyzacyjnych Guidi i wsp.
[13], w których wykazano obec-
noœæ mRNA Flt-1 w 66,7 proc.
i KDR w 100 proc. przypadków
zmian œródnab³onkowych ma³ego
stopnia, w prezentowanej pracy
nie zaobserwowano tak czêstej
ekspresji wymienionych receptorów
i obecnoœæ mRNA pierwszego re-
ceptora stwierdzono tylko w 11

proc., a Flk-1 w 16 proc. wycin-
kach w grupie kobiet ze zmiana-
mi œródnab³onkowymi ma³ego
stopnia. Pojawienie siê ekspresji
receptorów VEGF – Flt-1 i Flk-1,
nieobserwowanej w grupie kontro-
lnej jest zrozumia³e na podstawie
zdobytej wiedzy o sposobie prze-
noszenia sygna³u mitogennego
i chemotaktycznego, inicjowanego
ekspresj¹ VEGF [14], a zw³aszcza
znacz¹cy udzia³ Flk-1/KDR w pro-
gresji zmian nowotworowych. Wy-
mienieni autorzy wskazuj¹ jedno-
czeœnie, ¿e pomimo obserwowa-
nia mRNA prawie we wszystkich
badanych preparatach to wysoka
ekspresja by³a obserwowana tylko
w przypadku zmian œródnab³onko-
wych du¿ego stopnia i raku szyj-
ki macicy [13]. 

W przeprowadzonych w tej pra-
cy obserwacjach aktywnoœci trans-
krypcyjnej poszczególnych przy-
padków zmian œródnab³onkowych
ma³ego stopnia zwraca uwagê fakt
wystêpowania tej samej iloœci
mRNA sFlt-1, jak w grupie kontro-
lnej oraz w kilku tylko procentach
wartoœci ekspresji Flt-1 i Flk-1
przekracza³y 104 kopii w 1 µg
ca³kowitego mRNA badanego wy-
cinka tkankowego, co wskazuje na
niewielki wzrost aktywnoœci angio-
gennej tych przypadków, zwraca-
j¹c zasadnicz¹ uwagê na rolê
tych receptorów w przenoszeniu
sygna³u mitogennego i proliferacyj-
nego VEGF [14]. 

Porównawczo obserwacje doko-
nane w trakcie badania ekspresji
genów VEGF, Flt-1 i Flk-1 w raku
piersi stwierdzi³y jej obecnoœæ tak
w komórkach nab³onkowych zmia-
ny nowotworowej, jak i komórkach
podœcieliska poza b³on¹ naczynio-
w¹ [15]. Dane te sugeruj¹, ¿e
VEGF i jego receptory mog¹ od-
grywaæ znacz¹c¹ rolê nie tylko
w parakrynnej regulacji progresji
zmiany, ale tak¿e w mniej pozna-
wanych wzajemnych zale¿no-
œciach autokrynnych [15]. 

Zaobserwowanie w tej pracy ak-
tywnoœci transkrypcyjnej recepto-
rów Flt-1 i Flk-1 w badanych przy-

padkach zmian œródnab³onkowych
szyjki macicy sugeruje, ¿e poja-
wienie siê tej aktywnoœci powinno
byæ wyraŸnym wskaŸnikiem wi¹¿¹-
cym siê z ryzykiem progresji zmia-
ny, aczkolwiek prowadzona dalsza
ocena wzglêdnego ryzyka progre-
sji zmiany œródnab³onkowej w po-
równaniu z grup¹ kontroln¹ nie
wskaza³a na znaczny jego wzrost;
RW dla Flt-1 =2,26±1,24 (95 proc.
=0,14–4,66) i RW dla Flk-1
=2,41±1,13 (95 proc.=0,2–4,62).
Obserwacja ta potwierdza fakt nie
w pe³ni poznanej drogi przenosze-
nia sygna³u oraz autokrynnej i pa-
rakrynnej regulacji ekspresji genów
VEGF, Flt-1 i Flk-1 w patologii
œródnab³onkowej i raku szyjki ma-
cicy. W¹tpliwoœci te potwierdzaj¹
liczne badania eksperymentalne,
w których obserwowano ekspresjê
wymienionych genów w ró¿nych li-
niach komórkowych i ró¿nych mo-
delach badawczych [16–24]. 

Przeprowadzona w tej pracy
analiza ryzyka wzglêdnego progre-
sji zmiany œródnab³onkowej du¿e-
go stopnia do bardziej zaawanso-
wanej zmiany morfologicznej w za-
le¿noœci od pojawienia siê form
alternatywnego sk³adanie mRNA
receptorów VEGF, wykaza³a nie-
wielki jego wzrost przy obecnoœci
sFlt-1, chocia¿ brak znamiennych
ró¿nic w aktywnoœci transkrypcyj-
nej i wystêpowaniu mRNA tej for-
my receptora w badanej tkance
pomiêdzy HSIL i grup¹ kontroln¹,
podczas gdy obecnoœæ mRNA po-
zosta³ych receptorów powoduje
wzrost ryzyka wzglêdnego progre-
sji; w przypadku Flt-1 – prawie 
6-krotnie i Flk-1 – 5-krotnie. Wyso-
kie znamienne ró¿nice aktywnoœci
transkrypcyjnej tych receptorów
pomiêdzy HSIL, grup¹ kontroln¹
oraz LSIL wskazuj¹ na mo¿liwoœæ
zastosowania oceny aktywnoœci
transkrypcyjnej wymienionych czyn-
ników angiogennych, jako czu³ych
markerów progresji zmiany œródna-
b³onkowej i raka szyjki macicy. 

Wbrew oczekiwaniom, wraz ze
wzrostem patologii morfologicznej,
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Aktywnoœæ transkrypcyjna i formy alternatywnego sk³adania mRNA genów receptorów Flt-1, Flk-1 w ocenie ryzyka progresji 
zmian œródnab³onkowych i raka szyjki macicy

nie zaobserwowano wzrostu aktyw-
noœci transkrypcyjnej Flt-1 i Flk-1
w badanych wycinkach tkanko-
wych raka szyjki macicy, a w nie-
których przypadkach by³a ni¿sza
od grupy HSIL. 

Prezentowane w tej pracy ob-
serwacje aktywnoœci transkrypcyj-
nej Flt-1 i Flk-1 zwracaj¹ uwagê
na 2 interesuj¹ce zjawiska – wy-
stêpowanie mRNA sFlt-1 we
wszystkich badanych wycinkach
tkankowych raka p³askonab³onko-
wego szyjki macicy oraz znamien-
nie wy¿szej liczby kopii tej izofor-
my w porównaniu z grup¹ kontro-
ln¹, LSIL i HSIL. 

Rola rozpuszczalnej formy re-
ceptora Flt-1 – sFlt-1 nie jest
w pe³ni poznana, jakkolwiek przy-
puszcza siê, ¿e poprzez du¿e po-
winowactwo do wszystkich izoform
VEGF stabilizuje te czynniki
w przestrzeni miêdzykomórkowej,
chroni¹c je przed dzia³aniem znaj-
duj¹cych siê w niej proteaz i tym
samym przed³u¿aj¹c czas pó³trwa-
nia cytokin angiogennych w œro-
dowisku zewn¹trzkomórkowym
[25]. W badaniu eksperymental-
nym ekspresji genu Flt-1 pozba-
wionego domeny tyrozynowo-tymi-
dynowej w ³o¿yskach mysich za-
obserwowano prawid³owy proces
angiogenezy i jedynie supresjê
chemotaksji monocytów, niejako
w odpowiedzi na VEGF [26]. Prze-
prowadzony eksperyment in vivo

wskaza³ tak¿e na funkcjê sFlt-1,
polegaj¹c¹ na wy³apywaniu izo-
form VEGF ze œrodowiska miêdzy-
komórkowego, zmniejszenie ich
dostêpnoœci do œródb³onka naczy-
niowego i tym samym zmniejsza-
nie efektu mitogennego wywo³ane-
go przez VEGF [26]. 

Po zakoñczeniu badañ wycin-
ków pochodz¹cych z raka p³asko-
nab³onkowego szyjki macicy naj-
wy¿sz¹ wartoœæ ryzyka wzglêdne-
go progresji w zale¿noœci od
wystêpowania form mRNA Flk-1
i Flt-1 zaobserwowano w przypad-
ku Flk-1, który powoduje wzrost
ryzyka 5-krotnie w stosunku do

przypadku braku obecnoœci mRNA
tego receptora. W przypadku
mRNA Flt-1 wzglêdne ryzyko pro-
gresji jest tylko nieco ni¿sze
(RW=4,58). 

Udokumentowanie zasadniczej
roli receptorów Flt-1, sFlt-1 i Flk-1
w angiogenezie nowotworów spra-
wia, ¿e s¹ poszukiwane ró¿ne bio-
logiczne czynniki przerywaj¹ce
przenoszenie sygna³u mitogenne-
go do komórek œródb³onka po-
przez supresjê receptora, staj¹c
siê celem poszukiwania nowych
metod terapeutycznych w onkolo-
gii. Jedn¹ z nich jest zastosowa-
nie rekombinowanej rozpuszczal-
nej formy Flk-1 (sFlk-1) silnie wi¹-
¿¹c¹ siê z receptorem, a wi¹zanie
to nie wymaga obecnoœci hepary-
ny [27]; inn¹ zastosowanie specy-
ficznego przeciwcia³a (scFv anty-
-KDR) ca³kowicie blokuj¹ce drogê
przenosz¹c¹ sygna³ angiogenezy
VEGF/KDR/Flk-1 [28]. 
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