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Streszczenie

Naczyniaki wczesnodziegie to najczgscie] wystpujace tagodne guzy okresu niemeadgo
o unikalnym przebiegu klinicznym. Rozrosty te maledo grupy anomalii naczyniowych o
roznorodnym spektrum kliniczno-patologicznym. Welszasci nie wymagaj terapii i ulegag
samoistnej regresji stanayi jedynie defekt estetyczny, w postaci znieksztatcgkdrnych
wystgpujacych po zaniku. W niektérych naczyniakach, zwiaaze przypadku zmian olbrzymich
stanowy powany problem kliniczny, zwizany z upéledzeniem czynniei zyciowych Ilub
powstawaniem owrzod#e Metod leczenia naczyniakow wczesnodziegth jest wiele, w ktérych
najczstsze zastosowanie ma farmakologia, interwencjauigficzna lub laseroterapia Zazwyczaj
stosuje si metody skojarzone. Przelomem w terapii tych gusfato s¢ zastosowanie w 2008 roku
propranololu, blokera-receptoréw charakteryzigego s¢ wysoky skutecznécia i bardzo doby
tolerancj w poréwnaniu z zastosowanymi wér&j metodami leczenia farmakologicznego. Pomimo
wysokiej efektywnéci mechanizm dziatania propranololu na naczyniakkqgstaje nadal niejasny.
Dotychczas poznany jest efekt naczynioruchowy opiolu polegaicy na wywotaniu skurczu
naczyi w kapilarach naczyniaka, zmniejsmaj przeptyw krwi i powodujcy jego zbledricie.
Doskpne wyniki bada wskazuj, rowniez, ze maze on jednoczZaie hamowa angiogeneg oraz
pobudzé apoptoz w komorkach naczyniaka. Istrdepojedyncze prace sugeqog, ze propranolol
wptywa na naczyniaki poprzez zmniejszenie ekspresjinnikow wzrostu VEGF i bFGF oraz
poziomu ekspresji proteaz. Przypuszczaréwniez, ze lek pobudza wybrane receptory aktyaeu|
degradag komorek srédbtonka nacazy kapilarnych, dziki czemu przypiesza proces apoptozy.
Zachwianie réwnowagi zjawiska zaprogramowasgjierci komorek mége powodowdé réznego
rodzaju zaburzenia patologiczne w komorce, ktérgamoie¢ wptyw na powstawanie naczyniakow
lub nowotwordéw. Niezkdnymi czynnikami utrzymuagcymi homeostag w organizmie regulacymi
proces apoptozyasbiatka proapoptotyczne i antyapoptotyczne. Klucpomprzedstawicielem biatek
antyapoptotycznych jest biatko Bcl-2, ktore wykazujtasciwosci hamujce biatka proapoptotyczne,
a take funkcje stabilizujce btore komorkows. Z grupy biatek proapoptotycznych najlepiej pozman
jest Bax. Biatko to przipiesza replikagj materiatu genetycznego. #dd regulatoréw apoptozy na
uwag: zastuguje réwnie Kaspaza3. Enzym ten odgrywa centgalole w zjawisku zaprogramowane;j
smierci komérek poprzez kondensachromatyny, degradaciPNA oraz rozktad wielu substratow.
Pomimo wieloletnich bada wiedza w zakresie etiopatogenezy naczyniakéw oer&zhanizmu
dziatania propranololu na proces apoptozy jest Inaigdalostateczna. Fakty te statg smspiracy dla

autora pracy do poglia bada, ktérych celem byty:



1) Ocena ekspresji wybranych bialek regatyph proces apoptozy: Bax, Bcl-2, oraz Kaspazy3
w naczyniakach wczesnodziecych.

2) Analiza ekspresji wybranych biatek w poszczegdn fazach ewolucji naczyniakow
wczesnodziegcych.

3) Ocena potencjalnego wptywu propranololu na edgprbadanych biatekegulupcych proces

apoptozy: Bax, Bcl-2, oraz Kaspazy3 w naczyniakachesnodziegrych.

Materiat do bada pochodzit z Kliniki Chirurgii i Onkologii Dziegicej UM w todzi i Kliniki
Chirurgii i Urologii Dzieci i Miodziey UM w Gdaisku. Badaniem objo 71 wycinkéw z
naczyniakow wczesnodziecych z usunitych operacyjnie od dzieci obu pici w wieku 1 do 60
mieskcy. Sredni wiek dzieci wynosit 21,7 miegiy (+ 13,7). Badania zostaly wykonane w Zaktadzie
Patomorfologii Rozwojowego USK nr 4 w todzi. Geupeczory propranololem stanowito 27
wycinkéw z naczyniakow w wiekérednim 25,5 miesty (£ 15,6). Okres leczenia trwélednio 8,8
(= 4,4). Grug porébwnawcz stanowity 44 wycinki z usuafych operacyjnie naczyniakdw u dzieci
nieleczonych propranololem w wiektednim 19,4 miescy (+ 12,0).

Wszystkie wycinki naczyniakéw, zaréwno dla grupgdonej i nieleczonej, zostaty utrwalone
i zatopione w bloczkach parafinowych, a gpsie postayly do sporadzenia rutynowych preparatéw
barwionych hematoksylini eozyrn (H+E). W celu zbadania ekspresji biatek requdygh proces
apoptozy Bax, Bcl-2 i Kaspazy3 <zostaly przeprowa#zo przy pomocy bada
immunohistochemicznych, z zastosowaniem systemekdghego PowerVision wediug metody
immunoperoksydazowej, zzyciem pierwotnych, mysich przeciwciat monoklonalhyd®odatkowo
wykonano badanie markerem GLUT1 w celu potwierdzenrozpoznania naczyniaka
wczesnodziegcego.

Ocenie obrazu immunohistochemicznego poddawandokazowo 1000 komorekodbionka
naczyi w obrbie zmiany (naczyniaka). Za dodatrekspresj przyjmowano kgzowe zabarwienie
jadra komérkowego w badaniach immunoekspresji bi@kx oraz kizowe zabarwienie cytoplazmy
w badaniach Bcl-2 i Kaspazy3. Wybrmmetod interpretacji barwig immunohistochemicznych
zastosowano réwntedo analizy grupy poréwnawczej. Wyniki poddano ailstatystycznej przy
uzyciu nasgpujacych testéw: test U Manna-Whitney’a, testu KruskAallisa, test niezaimosci Chi2
Pearsona. Analizy wykonywano za pom@akietu statystycznego Statistica 12.

Analizie poddano grup 71 dzieci z naczyniakami, 27 z nich stanowito grupczora
propranololem, pozostale 44 wycinki z naczyniakéwpg poréwnawcz. Z uwagi na fakt, 4
koncowemu badaniu poddano tylko najbardziej miarodajdezyny pod wzgdem jakdciowym
i ilosciowym liczba preparatow jest zmicowana w zalenosci od rodzaju badanego biatka.
Poréwnanie poziomow ekspresji biatlek w naczyniakéetzonych i nieleczonych propranololem
wykazywato na przeeinie wyzsze wartéci ekspresji biatka Bax (p=0,013) orazzsie wartéci
biatka Bcl-2 w naczyniakach leczonych (p=0,015)alaujac grug leczom ekspresja biatka Bax w



25 preparatach wynosita 47,1% (+ 14,7), natomiagirapie nieleczonej ksztattowata sia poziomie
39,4% (x11,5). W przypadku biatka Bcl-2 w 26 wycieck z naczyniakow leczonycfrednia

i odchylenie standardowe wyniosto 28,4% (+7,7). Tgasem w grupie nieleczonej poziom ekspresji
Bcl-2 wyniést 33,7% (+8,1). Rozklady pozioméw ekesgir Kaspazy3 (p=0,758) nie adity si¢
istotnie mgdzy leczonymi 25,8% (£ 9,6) i nieleczonymi naczyaimni 25,3% (+ 9,5). Uzyskane przez
autora wyniki ekspresji Bax i Bcl-2 magvskazyw& na potencjalne dziatanie propranololu na proces
apoptozy. Obecrio wyzszej ekspresji biatka Bax w grupie leczonej i std®wo nizszej ekspresiji
biatka Bcl-2 swiadczy o silnym dziataniu proapoptotycznym inakiyycym dziatanie
antyapoptotyczne. Dodatkowo przeprowadzono agalzmian ekspregj powyzszych biatek

w zaleznosci od fazy aktywnéci guzéw, wieku dziecka oraz czasu leczenia. Znandg
statystyczn pozostatych czynnikow zaobserwowano jedynie w paeiku analizy biatka Bcl-2 w
calej grupie analizowanejdznie, w ktorej ekspresja biatka znaca zmniejszata siwraz z wiekiem
oraz okresem podawania propranololu. Uzyskane vinorikz przeprowadzona analiza statystyczna

pozwolita na sformutowanie nagtujacych wnioskow:

v/ Komorki naczyniakéw wczesnodziecych wykazuy ekspresj wszystkich badanych biatek
regulupcych proces apoptozy Bax Bcl-2 i Kaspazy3.

v’ Ekspresja biatka Bcl-2 zmienia ¢siw zalenosci od fazy rozwoju naczyniakéw
wczesnodzieecych. Wysoka ekspresja biatka Bcl-2ane st z okresem proliferacji zmiany.

v’ Potencjalnym mechanizmem dziatania propranololuaszgniakach wczesnodziecich jest
aktywacja procesu apoptozy w utkaniu guza poprzesilenie ekspresji biatka Bax

i zmniejszenia ekspresji biatka Bcl-2.



Abstract

Infantile hemangiomas are the most common benignotus in childhood. They are
characterized by unique clinical course and predemt in some cases they present a serious
- problem or only leave cosmetic defects on a pati€hese neoplasms are heterogeneous
both clinically and pathologically. The majority thfem do not require treatment and undergo
spontaneous regression leaving only a cosmeticcdelftowever, some can be a serious
condition impairing bodily functions or causing efations, especially in the case of large
tumours. Among many methods used in treating ileahemangiomas, the most commonly
used are pharmacotherapy, laser, and surgicalmesds. These methods are frequently
combined. The therapy of infantile hemangiomas measlutionized in 2008 by introduction
of propranolol. This drug has proven to be higHfeaive and very well tolerated compared
to previous pharmacological methods (steroids,rfieten, chemotherapy). However, the
mechanism of its influence on hemangiomas remancgear. So far, it has been discovered
that propranolol causes constriction of the tumow&pillaries thus reducing its blood flow
and causing it to pale. Research suggests it céim inbibit angiogenesis and stimulate
apoptosis in hemangioma cells. There are isoladg@ens suggesting that propranolol acts on
the hemangiomas by reducing the expression of VH@¥;F and proteases. It is also
suspected that the drug acivates specific receptaidriggers the degradation of capillaries’
endothelial cells, which accelerates apoptosis.alarice in apoptotic processes leads to
various morphological disorders in the cells and/nmaluce the formation of hemangiomas
and neoplasms. The key factors that maintain amihdostasis are pro- and anti-apoptotic
proteins. In the former group, Bax protein remdiest described to date. It speeds up DNA
replication. In turn, one of the most importantiapoptotic agents is Bcl-2 protein. It
stabilizes the cell’'s membrane and supresses @ activity of other proteins. Caspase-
3 is also a worth-mentioning regulator of apoptostss enzyme plays its key role by causing
the condensation of chromatin and degradation oARN well as other substrates. Despite
years of research, our knowledge of hemangioméa®gathogenesis and the mechanism of
propranolol’s influence on apoptosis remains insight. This has inspired the following

study, of which the aim was:

v’ Evaluating the expression of chosen apoptosis-atiggl proteins in infantile
hemangiomas: Bax, Bcl-2 and Caspase3.
v Analysing the expression of chosen proteins irptheses of proliferation and involution

of infantile hemangiomas.



v  Assessing the potential influence of propranolol e expression of proteins

regulating apoptosis: Bax, Bcl-2 and Caspase3fantile hemangiomas.

Material for the study came from the DepartmenPetliatric Surgery and Oncology of the
Medical University of Lodz and the Department ofiRéric Surgery and Adolescent Surgery
and Urology of the Medical University of Gdansk.€eTktudy involved 71 samples from
surgically removed infantile hemangiomas from aaidof both sexes, aged 1 to 60 months.
The average age of the children was 21.7 montli8(#).The samples were examined in the
Department of Developmental Pathology of Medicaivdrsity of Lodz The study was based
on 27 samples treated with propranolol for an ayeraf 8,8 months, aged 25,5 +/-15,6
months.. The control group was comprised of 44 $asnfrom hemangiomas surgically
excised from children aged 19,4 +/- 12 months nested with propranolol. Samples from
both groups were preserved and embedded in pasaifinwere used to create hematoxylin
and eosin-stained specimens. The expression of Bak2 and Caspase3 proteins was
analyzed by immunohistochemistry wiBtowerVision Poly-HRP anti-Mouse IHC Detection
system. GLUT1 marker testing was also performed to confitme diagnosis of infantile

hemangioma.

When assessing immunohistochemistry we analyze® t@0s from vascular endothelium
within the lesion (hemangioma) at a time. Cellspliging brown-stained nucleus were
considered Bax-positive and those with brown-sthiogtoplasm Bcl-2- and Caspaze-3-
positive in respective immunoexpression studieg ame interpretation was applied to the
samples from the control group. The data were aedlywith U Mann-Whitney's test,
Kruskal Wallis™ test and Pearson's Chi"2 test.tA# tests were performed using Statistica
12.

We analyzed samples from 71 children with hemang® out of which 27 were treated with
propranolol and 44 made up the control group. Gitrext only the most reliable specimens
were used for final examination, their number varaepending on the studied protein.
Comparison of levels of protein expression in tursotreated and not treated with
propranolol showed moderately higher levels of Bpx0,013) and lower levels of Bcl-2

protein expression in hemangiomas that receivedréd@ment (p=0.015). Bax expression in
25 specimens after propranolol treatment was 4{1%4,7) and in the control group 39,45%
(x11,5). As for Bcl-2, in 26 specimens the exprassias 28,4% (x 7,7) and in the control
group 33,7% (£8,1.) In both groups the average esgon of Bcl-2 and Bax were



insignificantly higher in the proliferating thanethnvoluting phase. The levels of caspase-3
expression (p=0,758) did not vary significantlyvibe¢n the treated 25,8% ( + 9,6) and not
treated group 25,3% (£ 9,5).

We also analyzed the expression of said proteipsriing on the tumour’s growth phase, the
child’s age and duration of treatment. The meanresgion of Bcl-2 protein was significantly
higher than in the proliferative phase of involatidhe results were only statistically
significant for the expression of Bcl-2 protein’gpeession in the whole group. Its mean
expression level was markedly higher in the prddifiee phase than during involution and
decreased with children’s age and the durationropranolol therapy. Presented results and

statistical analysis allowed us to draw the follogvconclusions:

v The proteins regulating the programmed cell de&hx, Bcl-2 and Caspase3 - are
expressed in the infantile hemangioma cells.

v The expression of Bcl-2 changes with the progressfdhe tumor. High level of
expression is related to hemangioma's proliferation

v" A potential mechanism of propranolol's action ifairtile hemangiomas is activating
apoptosis in the tumour's tissue by increasing @aoression and decreasing Bcl-2

expression.



