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Streszczenie

Miesaki macicy sg niejednorodng grupg nowotworow zarowno pod wzgledem Klinicznym jak i histologicznym. Pro-
ces onkogenezy zwigzany z mutacjg genow skutkuje nadmierng proliferacjg oraz niekontrolowanym podziatem
mitotycznym komorek poprzez blokowanie szlakow apoptozy. Kaspaza 9 oraz biatko p53 odgrywajg istotng role w
procesie zaprogramowanej Smierci komaorki.

Cel pracy: Celem pracy byta ocena immunohistochemiczna ekspresji kaspazy 9 oraz biatka p53 w migsakach
macicy.

Materiat i metody: Ocenie poddano 28 preparatdow z rozpoznaniem histopatologicznym leiomyosarcoma uteri.
Grupe kontrolng stanowity tkanki miesniakow macicy (n=28). Po wywotaniu reakcji barwnej przy uzyciu przeciwciat
przeciwko kaspazie 9 i p53, oceniano 100 komdrek w polu widzenia o powiekszeniu 400x, w obrebie 5 pol. Do
analizy statystycznej wynikow zastosowano test parametryczny t-Studenta oraz U Manna-Whitneya.

Wyniki: Ekspresja kaspazy 9 byta istotnie statystycznie nizsza (p<0,05) w tkance migsakdw (33,2%) w pordwnaniu
do miesniakdw macicy (60,4%). Takze ekspresja biatka p53 byta znamiennie statystycznie nizsza w tkance migsa-
kow w odniesieniu do migsniakéw macicy (30,1% vs 51,3%, p<0,001).

Whioski: Wykazana nizsza ekspresja kaspazy 9 i biatka p53 w tkance migsakow macicy wskazuje na zaburzenie
procesow apoptozy towarzyszgce rozwojowi tych nowotworow.

Stowa kluczowe: leiomyosarcoma / kaspaza 9 / biatko p53 /

Adres do korespondencji:

Wiestawa Bednarek

| Katedra i Klinika Ginekologii Onkologicznej i Ginekologii Uniwersytetu Medycznego w Lublinie

Polska, 20-081 Lublin, ul. Staszica 16
Tel. (81) 5327847, fax. (81) 5320608

Otrzymano: 15.10.2013

e-mail: wbed@wp.pl

600

© Polskie Towarzystwo Ginekologiczne

Zaakceptowano do druku: 02.03.2014

Nr 8/2014



Ginekol Pol. 2014, 85, 600-604

ginekologia

Krzysztof Kutak et al. Ocena ekspresji kaspazy 9 i biatka p53 w migsakach macicy.

Abstract

Uterine sarcomas are heterogeneous malignancies, both clinically and histologically. The process of oncogenesis
depends on gene mutations and uncontrolled mitotic cell division that is promoted by blocking pathways of apop-
tosis. Caspase 9 and p53 protein play an important role in the process of cell apoptosis.

Objectives: The aim of the study was to assess the expression of selected apoptosis proteins (caspase 9 and
p53) using immunohistochemistry.

Material and methods: A total of 28 tissue samples diagnosed in postoperative histopathological examination
as leiomyosarcoma were tested. Twenty eight samples of leiomyomas were used as the control group. Colorful
reactions with appropriate antibodies were performed to assess the expression of caspase 9 and p53. From every
section 5 fields on view were chosen, in each one 100 cells were assessed using 400x magnification. T-Student
parametric test and U Mann-Whitney test were used for statistical analysis.

Results: Expression of caspase 9 was significantly lower (p<0.05) in leiomyosarcoma tissues (33.2%) as compa-
red to leiomyomas (60.4%,). Expression of p53 protein was significantly lower in leiomyosarcoma tissues than in
leiomyomas (30.1% vs. 51.3%, p<0.001).

Conclusions: Significantly lower expression of caspase 9 and p53 in leiomyosarcoma tissue samples suggests

that impaired deregulation of apoptosis mechanisms plays a role in the development of these tumors.

Key words: leiomyosarcoma / caspase 9 / p53y

Wstep

Migsaki macicy naleza do rzadkich nowotworéw narzadu
plciowego. Czgstos¢ ich wystgpowania stanowi 2-5 % wszyst-
kich nowotwordéw ztosliwych macicy. Wspdtczynnik zachoro-
walno$ci na migsaki macicy waha si¢ 0,5-2 /100000 kobiet [1, 2].
Migsaki sa nowotworami o duzym potencjale ztosliwosci, daja-
cymi szybko odlegle przerzuty, a przezycie pigcioletnie nawet we
wczesnych stadiach zaawansowania klinicznego nie przekracza
50% [3]. Najczestszym typem histologicznym migsaka macicy
jest migsak gtadkomig$niowy — leiomyosarcoma (LMS), stano-
wiacy 50-70% nowotworow tej grupy [4].

Apoptoza jest jednym z kluczowych procesdw w rozwoju
nowotworow, a jej zaburzenia w komorkach moga prowadzié¢ do
inicjacji nowotworzenia. W migsakach macicy, ze wzgledu na
rzadko$¢ ich wystgpowania zjawisko apoptozy jest mato pozna-
ne. W regulacji tego procesu bierze udziat wiele szlakéw komor-
kowych, migdzy innymi kaskada kaspaz, istotng rol¢ odgrywa
réwniez biatko p53.

Kaspazy wykazuja aktywno$¢ proteaz cysteinowych, wyste-
puja w cytozolu zywych komorek i odpowiadajg za wewnatrzko-
morkowg transdukcje sygnahu inicjujacego apoptozg. Kaspaza 9
pehi funkcje kaspazy inicjatorowej. W odpowiedzi na bodziec
mitochondrialny aktywuje kaspazy efektorowe -3,-6,-7, prowa-
dzac do proteolizy biatek i zmian morfologicznych komorki, co
w konsekwencji przyczynia si¢ do jej $Smierci [S]. Zatem, ozna-
czenie ekspresji kaspazy 9 moze stuzy¢ jako wskaznik aktyw-
nosci apoptotycznej komodrek obumierajacych na drodze we-
wnatrzpochodnej (mitochondrialnej). Proces apoptozy moze by¢
regulowany przez szlak wewngtrzny lub zewnetrzny. W szlaku
zewngtrznym, za pomoca umiejscowionych w btonie komoérko-
wej tzw. receptorow $mierci, dochodzi do odebrania tzw. sygnatu
$mierci i utworzenia kompleksu DISC (Death Inducing Signalling
Complex). W nastepstwie, uruchomiona zostaje kaskada kaspaz,
a DNA jadrowe ulega kondensacji oraz fragmentacji. W szlaku
wewnetrznym kaspaza 8 rozcina biatko BID (BH3-Inferacting
Domain Death Agonist Protein) prowadzac do aktywacji cyto-
chromu c.
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Uwolnienie cytochromu ¢ do cytozolu indukuje kaspazy
efektorowe poprzez utworzenie kompleksu z biatkiem APAF-1
(Apoptotic protease activating factor 1) oraz prokaspaza 9 zwa-
ng apoptosomem [6, 7]. Kaspazy efektorowe majg wlasciwosci
proteolityczne w stosunku do bialek strukturalnych jak i enzyma-
tycznych, doprowadzajac w koncowej fazie do catkowitej dezin-
tegracji komorki przez jej selektywne niszczenie [8-10].

Wewngtrzny szlak apoptozy jest czgsto nazywany ,.Sciezka
mitochondrialng” zalezna od p53 [11]. Biatko p53 kodowane
jest przez gen TP53, zlokalizowany na chromosomie 17p13.1.
Odgrywa ono kluczowa rol¢ w prawidtowym przebiegu cyklu
komorkowego, przez co okreslane jest mianem ,straznika ge-
nomu”. Oprdcz indukcji procesow naprawy materiatu genetycz-
nego, jedna z jego gtéwnych funkcji jest aktywacja transkrypcji
gendow odpowiadajacych za aktywacje apoptozy w odpowiedzi
na uszkodzenie DNA. Ta proapoptotyczna aktywnosc¢ biatka p53
moze by¢ zwiazana z jego dzialaniem przeciwnowotworowym,
uniemozliwiajacym dalsze funkcjonowanie komoérkom z uszko-
dzonym materiatlem genetycznym. Utrata aktywnosci tego biatka
zostata zaobserwowana w ponad polowie nowotworow, a naj-
czestszym mechanizmem w jakim dochodzi do tego zjawiska jest
mutacja punktowa genu 7P53 [12, 13]. W wigkszosci nowotwo-
row biatko p53 jest nieaktywne badz nie wystepuje w ogole, co
umozliwia komérkom nowotworowym powielanie zmutowanego
genu i uzyskanie ,,niesmiertelnosci”’. Oddzialywanie biatka p53
na komorki nowotworowe i zahamowanie ich proliferacji moze
ogranicza¢ dalszy rozwdj nowotworu, co w przysztosci moze by¢
wykorzystane w terapii onkologiczne;.

Ostatnie badania wskazuja na potencjalne korzysci ptyna-
ce z zastosowania inhibitorow poszczegdlnych kaspaz w terapii
przeciwnowotworowej i przeciwzapalnej. Poszukuje si¢ rowniez
substancji, ktore w sposdb selektywny moglyby wywota¢ nad-
mierng apoptoz¢ guzéw nowotworowych, poprzez aktywacje
kaspazy 3 1 9. Kaspaza 9 moze stanowi¢ czynnik prognostyczny
terapii przeciwnowotworowej a oznaczenie jej ekspresji w mig-
sakach macicy, moze mie¢ kluczowe znaczenie w poszukiwaniu
zrodet patogenezy procesu nowotworowego [6, 14, 15, 16].
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Cel pracy

Celem pracy byta ocena ekspresji kaspazy 9 i biatka p53
w migsakach i mig$niakach gtadkokomorkowych macicy.

Materiat i metody

Badaniami obj¢to grupe 28 kobiet, leczonych operacyjnie
w I Katedrze i Klinice Ginekologii Onkologicznej i Ginekologii
Uniwersytetu Medycznego w Lublinie w latach 2006-2011, z po-
wodu migsaka gladkokomérkowego macicy (leiomyosarcoma) -
(grupa I), w 11 II stopniu zaawansowania klinicznego wg FIGO
[17]. Grupe kontrolng stanowito 28 pacjentek z rozpoznaniem
migsniaka macicy (leiomyoma) — (grupa II).

Z bloczkdéw parafinowych zawierajacych materiat tkankowy
usunigtych guzoéw sporzadzono preparaty mikroskopowe. Prepa-
raty poddano obrobce metoda immunohistochemii peroksydazo-
wej (peroxidase-based immunohistochemistry).

Do wywotania reakcji barwnej, w celu oceny ekspresji ka-
spazy 9 oraz biatka p53 uzyto nastgpujacych przeciwciat:

— kroliczego, poliklonalnego przeciwciata przeciwko ka-
spazie 9: Anti-CASP9 antibody produced in rabbit (Sigma
Aldrich, nr kat.: HPA001473) w rozcieniczeniu 1 : 50 oraz
przeciwciata drugorzgdowego: Anti-Rabbit IgG (whole
molecule) — Peroxidase antibody produced in goat (Sigma
Aldrich, nr. kat.: A0545)

— mysiego, monoklonalnego przeciwciata przeciwko biatku
p53: Monoclonal Anti-p53 antibody produced in mouse
(Sigma Aldrich, nr kat.: P6874) w rozcienczeniu 1 : 800
oraz przeciwciata drugorzedowego Anti-Mouse IgG (Fab
specific) — Peroxidase antibody produced in goat (Sigma
Aldrich, nr. kat.: A9917).

Przeprowadzono proces barwienia zgodnie z procedura za-
lecang przez producenta. Nastgpnie przy uzyciu hematoksyliny
Mayera wybarwiono jadra komdrkowe.

Preparaty histologiczne ogladano uzywajac mikroskopu
Olympus BX-41, wyposazonego w kamer¢ cyfrowa Olympus
DP25. Wybrano po 5 pol i oceniano 100 komérek w polu wi-
dzenia przy powigkszeniu 400x. Obliczono odsetek komodrek
wykazujacych reakcj¢ barwna, czyli odsetek komorek, w ktorych
wykazano dodatnia ekspresj¢ analizowanych biatek.

Analiz¢ statystyczna wykonano przy pomocy programu
Statistica v. 6.0 (Statsoft, Polska). Do wykrycia istotnosci réznic
migdzy cechami dla dwoch grup uzyto testu parametrycznego t-
Studenta a takze semi-nieparametrycznego testu U Manna-Whit-
neya. Przyjeto 5% btad wnioskowania i zwigzany z nim poziom
istotnosci statystycznej p<0,05, wskazujacy na istnienie roznic.

Wyniki

Wybrane cechy charakterystyki klinicznej badanych grup
kobiet przedstawiono w tabeli 1.

Ekspresj¢ kaspazy 9 odnotowano odpowiednio w: 33,2% ko-
morek dla grupy I oraz 60,4% komorek dla grupy II. Stwierdzono
istotnie statystycznie nizsza (p<0,05) ekspresj¢ kaspazy 9 w tkan-
ce migsakow macicy w poréwnaniu do migs$niakéw. Obecnos¢
ekspresji biatka p53 w preparatach leiomyosarcoma stwierdzono
w 30,1% komorek oraz w 51,3% komorek migsniakow. (Tabela
).

Ekspresja bialka p53 byla znamiennie nizsza (p<0,001)
w tkance migsakow macicy w poréwnaniu z mig$niakami ma-
cicy. Ryciny 1. i 2. przedstawiaja dodatnia ekspresj¢ kaspazy 9
odpowiednio w tkance migsaka gltadkokomodrkowego macicy
i mig$niaka. Ryciny 2. i 3. dokumentuja wystgpowanie dodatnie;j
ekspresji biatka pS3 w tkance odpowiednio migsaka i mig$niaka
macicy.

Tabela I. Charakterystyka cech klinicznych grup badanych.

Istotnos¢ statystyczna
Cechy kliniczne: ?;:l!:)an:yosarcoma n=28 ?;:l!:)z'pl‘:/oma n=28 réznic pomiedzy grupami
(test t-Studenta)
Wiek 29-76 lat 40-67 lat
Mediana: 51,5 Mediana: 49 p=0,27
Srednia: 50,82 lat Srednia: 49,25 lat
Status menopauzalny Miesiaczkujace: 19 (67,86%) | Miesigczkujgce: 24 (85,71%) <0.001
Menopauza: 11 (32,14%) Menopauza: 4 (14,29%) <
Nieprawidtowe krwawienia o o _
z jamy macicy 12 (42,86%) 20 (71,43%) p=0,029
Dolegliwosci bélowe o o _
podbrzusza 18 (64,29%) 17 (60,71%) p=0,385

Tabela I1. Srednia ekspresja (+/- odchylenie standardowe) p53 i kaspazy 9 w tkankach migsakow i migsniakow macicy.

R — NARTETE Ocena istotnosci statystycznej réznic miedzy
(}r:=28) ( n={8) grupami, przy uzyciu testow: t-Studenta oraz
(Manna-Whitneya)
p53 30,1 +/-1,1 51,3 +/-2,6 | T=37,66, p<0,001 (Z=6,054, p<0,001)
Kaspaza 9 33,2 +/-1,1 60,4+/-2,2 | T=55,14, p<0,05 (Z=6,054, p<0,001)
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Rycina 1. Obraz dodatniej, cytoplazmatycznej ekspresji kaspazy 9 w migsaku
macicy. Jadra komérkowe wybarwiono hematoksyling (powigkszenie 400x).

Rycina 3. Obraz dodatniej, cytoplazmatycznej ekspresji biatka p53 w migsaku
macicy. Jadra komérkowe wybarwiono hematoksyling (powigkszenie 400x).

Rycina 2. Obraz dodatniej, cytoplazmatycznej ekspresiji kaspazy 9 w mig$niaku
macicy. Jadra komorkowe wybarwiono hematoksyling (powigkszenie 400x).

Rycina 4. Obraz dodatniej, cytoplazmatycznej ekspresiji biatka p53 w mig$niaku
macicy. Jadra komérkowe wybarwiono hematoksyling (powigkszenie 400x).

Dyskusja

Mimo dynamicznego rozwoju medycyny molekularnej pro-
ces kancerogenezy pozostaje niewyjasniony. U podstaw tego zto-
zonego zjawiska lezy migdzy innymi zaburzenie rOwnowagi mig-
dzy procesami proliferacji i apoptozy. Uwaza sig, ze wrazliwos¢
guza nowotworowego na chemio- i radioterapi¢ jest zalezna od
prawidlowego dziatania mechanizméw programowanej $mierci
komorki [18]. Ocena ekspresji bialek bioracych udzial w procesie
apoptozy w migsakach macicy jest waznym krokiem prowadza-
cym do wyjasnienia patogenezy tej choroby, a posrednio do roz-
woju skutecznych metod terapii.

W przeprowadzonych badaniach stwierdzono obnizona licz-
be komorek z dodatnia ekspresja biatka P53 i kaspazy 9 w tkance
migsakow w poréwnaniu do migsniakow macicy, co moze suge-
rowac istnienie zaburzen procesu apoptozy towarzyszace rozwo-
jowi migsakow macicy.

Mimo, ze ekspresja biatka P53 w tkankach migsakéw ma-
cicy byta przedmiotem analizy licznych prac badawczych, ich
wyniki nie sg jednoznaczne [19-22].

inekologia
Gl
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Niemann i wsp. w badaniach na grupie 34 kobiet z rozpozna-
niem leiomyosarcoma i 18 kobiet z rozpoznaniem leiomyoma za-
obserwowali zwigkszong ekspresje biatka P53 w 16 (47%) przy-
padkach leiomyosarcoma i brak ekspresji tego biatka we wszyst-
kich przypadkach leiomyoma [19]. Ekspresja P53 byta (istotnie)
statystycznie wyzsza w guzach o wyzszym stopniu ztosliwosci
(high grade morphology). Co wigcej, badania follow-up wykaza-
ly znacznie krotszy czas przezycia pacjentek z wysoka ekspresja
pS53 w tkance guza.

Podobne wyniki otrzymali Jeffers i wsp., ktorzy stwierdzili
ekspresj¢ biatka pS3 w 13 z 23 przypadkow leiomoyosarcoma
(56,5%) oraz w 1 na 18 przypadkéw leiomyoma (5,5%) [20].
Wyniki naszych badan nie sa zgodne z powyzszymi doniesienia-
mi. Przyczyna réznic moga by¢ zaréwno roznice metodologiczne
jak réwniez kwalifikacja do grupy badanej wylacznie pacjen-
tek we wczesnym stopniu zaawansowania choroby wg FIGO.
Jednoczes$nie wyniki naszych badan sg zgodne z licznymi donie-
sieniami, w ktorych wykazano nizsza ekspresj¢ p53 w tkankach
migsakow w pordwnaniu do migsniakow [21, 22].
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W cytowanych pracach odnotowano podobne do zaobser-
wowanych przez nas proporcje komorek wykazujacych ekspresje
p53 zaro6wno w migsniakach jak i migsakach macicy.

W dostgpnej literaturze brak jest badan oceniajacych aktyw-
nos¢ kaspazy 9 w migsakach macicy, dlatego przeprowadzone
badania sa pionierskie i nie ma mozliwosci poréwnania wynikow
z wynikami otrzymanymi przez innych badaczy.

Ze wzgledu na zlozony charakter procesu apoptozy na pod-
stawie wynikdw naszych badan nie mozna jednoznaczne stwier-
dzi¢, czy zaburzenia procesu apoptozy maja istotny wplyw na
rozwdj migsakdw macicy.

Niepowodzenia w leczeniu chorob nowotworowych moty-
wuja badaczy do ciaglego poszukiwania nowych, bardziej sku-
tecznych metod terapii. Jednym z kierunkow jest poszukiwanie
zwigzkow indukujacych w komodrkach nowotworowych proces
apoptozy. Enzymami bioracymi udziat w tym procesie s m.in.
kaspazy. Wiedza na temat budowy i funkcji tych bialek moze by¢
przydatna do opracowywania nowych strategii terapeutycznych.
Ciekawym obiektem badawczym jest ponadto beta-2-mikroglo-
bulina, zwigkszajaca aktywacje kaspazy 3 [6, 23].

Interesujaca koncepcja w celowanej terapii onkologicznej
jest potaczenie substancji pro- jak i antyapoptotycznych, kto-
re z jednej strony wybiorczo eliminuje komodrki nowotworowe
a z drugiej strony chroni komdrki prawidtowe. Skutecznos¢ le-
czenia cytostatycznego jest czgsto ograniczona przez zjawisko
opornosci wielolekowej komorek nowotworowych, ktére jest
zalezne od tzw. bialek transportowych np. glikoproteiny P, dla
ktdrej kaspazy stanowig substrat. W warunkach doswiadczalnych
Iaczne zastosowanie lekow cytostatycznych z inhibitorami ka-
spaz znacznie zwigksza selektywnos¢ cytostatykow wobec ko-
morek nowotworowych [24].

Mato zadowalajace wyniki leczenia migsakow macicy skta-
niajg badaczy do poszukiwania nowych rozwiazan terapeutycz-
nych opartych o wiedz¢ na temat biologii tych rzadkich nowo-
tworow. Poznanie molekularnych mechanizméw nowotworzenia,
w tym procesu apoptozy w guzach nienablonkowych wydaje si¢
by¢ konieczne do rozwoju metod diagnostycznych i terapeutycz-
nych.

Whioski

Przeprowadzone badania moga sugerowaé wystepowanie
zaburzen apoptozy w komorkach migsakow gltadkokomorko-
wych. W migsakach macicy zaobserwowano mniejsza ekspre-
sj¢ kaspazy 9 i biatka p53 w pordwnaniu z ekspresja tych biatek
w migs$niakach macicy. W niniejszej pracy oceniano ekspresje
bialek enzymatycznych towarzyszacych tylko mitochondrial-
nemu szlakowi indukcji apoptozy. Wskazane sa dalsze badania
w celu odpowiedzi na pytanie na ile zjawisko apoptozy w mig-
sakach macicy jest zaburzone.
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