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Streszczenie
Cel pracy: Celem pracy byta ocena korelacji pomiedzy aktywnoscig fosforylazy tymidynowej (TP) a ekspresja
plytkopochodnego czynnika wzrostowego komdrek srodbtonka (PD-ECGF) w raku endometrium.
Materiaty i metody: Do badan zakwalifikowano 40 pacjentek z rakiem endometrium, ktorym pobrano wycinki z
guzow operowanych w | Klinice Ginekologii i Onkologii Ginekologicznej UM w todzi. Kontrole stanowity wycinki z
endometrium pobrane od 15 kobiet poddanych zabiegowi usuniecia macicy z przyczyn nieonkologicznych.
Aktywnosc¢ TP oznaczano w cytozolu metodg spektrofotometryczng, a ekspresje PD-ECGF w tych samych guzach
metodg immunohistochemiczng. Otrzymang aktywnosc TP porownywano z gestoscig mikronaczyn (MD) mierzong
immunohistochemicznie oraz ze stopniem dojrzatosci histopatologicznej i stopniem zaawansowania klinicznego
wg FIGO.
Wyniki: Aktywnosc cytozolowa TP byta statystycznie skorelowana z ekspresja PD-ECGF w raku endometrium.
Ponadto stwierdzono statystycznie wyzszg aktywnosc cytozolowg TP w raku endometrium niz w prawidfowym
endometrium, w ktorym nie zaleZata od fazy cyklu miesigczkowego kobiet. W raku endometrium aktywnosc ta byta
skorelowana z gestoscig mikronaczyn w guzie, a nie zalezata od stopnia dojrzatosci histopatologicznej i stopnia
zaawansowania Kklinicznego wg FIGO.
Whioski: TP wydaje sie byc aktywng formag czynnika wzrostowego PD-ECGF w raku endometrium, co jest zgodne
z danymi literaturowymi utozsamiajgcymi TP z PD-ECGF w innych guzach oraz z badaniami wiasnymi ukazujgcymi
skorelowanie aktywnosci TP w cytozolu z ekspresja PD-ECGF i z angiogenezg. Odpowiednie modulowanie tej
aktywnosci moze by¢ wykorzystane w terapiach stosowanych po operacji.

Stowa kluczowe: fosforylaza tymidynowa / plytkopochodny czynnik wzrostowy
komorek Srodblonka / nowotwory endometrium /
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Abstract

Objectives: The aim of the study was to assess the correlation between the activity of thymidine phosphorylase
(TP) and the platelet derived-endothelial cell growth factor (PD-ECGF) expression in endometrial carcinoma.
Methods: The study group consisted of 40 tissue samples taken from patients with endometrial carcinoma, who
underwent surgery in First Clinic of Gynecology and Oncologic Gynecology of Medical University in Lodz. The con-
trol tissue samples were taken from patients who were operated on for non-oncologic reason.

The activity of TP was measured by the spectrophotometric method in the cytosol of tumor cells, and the immuno-
histochemical staining of PD-ECGF was performed in the same tumors.

The results of TP activity were compared with the microvessel density (MD) assessed by immunohistochemical
analysis and with clinico-pathological features like tumor grade and FIGO stage.

Result: A positive correlation between the enzyme activity and expression of TP/PD-ECGF protein was found.
Moreover, a significantly higher TP activity was confirmed in malignant tumors from endometrial cancer patients
when compared to the controls.

A positive correlation between the enzyme activity and MD was also stated, but there was no connection to the
grade of tumors and FIGO stage.

Since the TP activity proved to be related to PD-ECGF expression and angiogenesis, we can state that TP seems to
be an active form of PD-ECGF growth factor in endometrial carcinoma. This is in agreement with the results of many
publications on other malignancies. The proper modulation of this activity may be useful in adjuvant therapies.
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endometrial neoplasms

Whioski

Rak blony Sluzowej trzonu macicy zajmuje w Polsce piate
miejsce wsrod zachorowan na nowotwory (11,8%) i jest najczes-
ciej rozpoznawanym rakiem narzadu rodnego kobiet po szesc-
dziesiatym roku zycia. Zachorowalno$¢ na niego stale wzrasta.
Obserwuje si¢ rowniez zwigkszajaca liczbe mtodych kobiet w
okresie reprodukcyjnym zapadajacych na t¢ chorobg [1].

Fosforylaza tymidynowa (TP) katalizuje odwracalng fosforo-
liz¢ tymidyny do tyminy i 2-deoksyrybozylo-1-fosforanu [2]. W
cytozolu komorek ssakéw TP odgrywa wazna rolg w degradacji
nukleozydow oraz w procesie odzyskiwania pirymidyn. Mecha-
nizm tego procesu jest od lat wykorzystywany w chemioterapii
opartej na pochodnych fluoropirymidynowe. Z tego wzgledu, na-
dal poszukiwane sa skuteczne aktywatory enzymu [3, 4].

W 1987 roku wyizolowano z plytek krwi proteing, ktora
okazala si¢ klasycznym czynnikiem wzrostu. Zostatla nazwana
ptytkopochodnym czynnikiem wzrostowym komorek $rodbton-
ka (PD-ECGF), poniewaz poprzez zwiazanie si¢ ze swoistymi
receptorami komorkowymi wykazywata czynno$¢ angiogenna
[5].- W 1989 roku PD-ECGF zostat oczyszczony z ludzkich ptytek
krwi [6]. Okazalo sig, ze PD-ECGF ma zdolno$¢ stymulacji bio-
syntezy DNA, wzrostu komorkowego oraz chemotaksji komorek
$rodblonka in vitro oraz angiogenezy in vivo [6].

W potowie lat dziewigc¢dziesiatych wzrosto zainteresowanie
TP, gdyz zaczgto ja identyfikowa¢ z PD-ECGF [7-10]. Badania
wykazaty, ze aktywnos¢ TP, ekspresja PD-ECGEF, czy ekspresja
genu PD-ECGF w guzach moze by¢ wyzsza niz w tkankach pra-
widlowych [11-16], a moze tez by¢ zlokalizowana poza nowo-
tworem, w makrofagach naciekajacych, czy komoérkach zrgbo-
wych guza [15,17-19]. Wyzsza ekspresja czynnika wzrostowego
PD-ECGF koreluje z bardziej intensywnym tworzeniem nowych
naczyn, wigksza agresywnos$cia guza i krotszym czasem przezy-
cia chorych [15, 20, 21]. Gdy badano enzym TP, to stwierdzono,
ze wysoka aktywnos$¢ TP promuje proliferacjg komorek srodbton-
kowych przez redukowanie st¢zenia tymidyny [22] i ze produkt
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degradacji tymidyny, 2’-deoksyryboza, posiada angiogenng i
chemotaktyczng aktywno$¢ [4]. Jak wynika z nowszych badan,
w tkance nowotworowej TP jest aktywowana przez chemiczny i
fizyczny stres [23]. Indukcja ta chroni komorki guza przed apo-
ptoza i pomaga przetrwac niekorzystne warunki, poprzez zwigk-
szenie metabolizmu nukleozydowego oraz angiogenezy [24]. Z
tego wzgledu, poszukiwane sa skuteczne inhibitory enzymu.

Cel pracy

Opinia, ze czynnik wzrostowy PD-ECGF promuje neoan-
giogenezg zyskuje poparcie, jednak precyzyjny mechanizm jego
dziatania pozostaje niejasny [25]. Sadzi si¢, ze PD-ECGF posiada
aktywnos¢ TP i dlatego prowadzone sa obecnie badania aktyw-
no$ci TP w réznorodnych tkankach nowotworowych i prawidto-
wych, w powiazaniu z wielorakimi czynnikami, celem szukania
wspolzalezno$ci migdzy nimi.

Na podstawie badan immunohistochemicznych stwierdzono,
ze ekspresja PD-ECGF w raku endometrium jest wyzsza niz w
prawidlowym endometrium i moze korelowac z gestoscia mikro-
naczyn (microvessel density — MD) [26, 27], natomiast badan ak-
tywnosci TP i jej korelacji z MD w raku endometrium do tej pory
nie prowadzono. Biorac pod uwagg powyzsze, celem pracy byla
ocena aktywnosci enzymu TP w cytozolu komorek endometrium
prawidlowego i nowotworowego oraz skorelowanie tej aktywno-
sci z ekspresja PD-ECGF i z ggsto$cia mikronaczyh w guzie w
powiazaniu ze stopniem zaawansowania klinicznego wg FIGO
oraz stopniem zréznicowania histopatologicznego raka endome-
trium.

Materiaty i metody

Materiat do badan stanowity okoto 2 gramowe wycinki z
guzow endometrium, pobrane w trakcie zabiegu od 40 pacjentek
w wieku pomenopauzalnym leczonych chirurgicznie z powodu
raka endometrium w 1 Klinice Ginekologii i Onkologii Gineko-
logicznej UM w Lodzi o stopniu zaawansowania klinicznego wg
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FIGO ( FIGO I, n=26; FIGO II, n = 7; FIGO III, n = 7) i stopniu
zrdznicowania histopatologicznego (G-1, n = 17; G-2, n = 17,
G-3, n = 6). Kontrolg stanowily probki endometrium pobrane od
15 kobiet w wieku przedmenopauzalnym poddanych zabiegowi
ginekologicznemu w zwiazku z nieonkologicznymi schorzenia-
mi. Podczas operacji 6 z nich znajdowato si¢ w fazie lutealnej, 9
w fazie folikularnej cyklu miesiaczkowego.

Po pobraniu, wycinki tkanki (guza lub odwarstwionego en-
dometrium w przypadku zmian nienowotworowych) zamrazano
w cieklym azocie, a nastgpnie przechowywano w zamrazarce ni-
skotemperaturowej (-80° C).

Rozpoznania histopatologiczne

Fragmenty tkankowe po uprzednim utrwaleniu w 10% for-
malinie byly zatapiane w parafinie, a nast¢pnie z bloczkow para-
finowych wykonywane byly skrawki, ktore barwiono hematok-
syling i eozyna. Rozpoznania histopatologiczne ustalane byty na
podstawie kryteriow WHO bezposrednio po zabiegu operacyj-
nym w [ Klinice Ginekologii i Onkologii Ginekologicznej UM.
Dla celow pracy preparaty byly ponownie przejrzane w Zaktadzie
Patologii Nowotworow Katedry Onkologii UM w Lodzi.

Badanie gestos$ci mikronaczyn metoda
immunohistochemiczna

W tym celu stosowano mysie monoklonalne przeciwciato
CD31 firmy Dako w rozcienczeniu 1:50, z wezesniejszym przy-
gotowaniem w kuchence mikrofalowej (2x10 min. 360 W) w bu-
forze cytrynowym o pH6.0. Inkubacja z przeciwciatem trwata
1,5 godziny. Po zakonczeniu barwienia preparaty dobarwiano
hematoksyling a efekt barwny uzyskiwano za pomoca diamino-
benzydyny. Kontrolg negatywna stanowilty przypadki barwione
identycznie, jednak z pominigciem przeciwciata pierwszej fazy.

Przeciwcialo CD31 jest stosunkowo swoistym i czutym mar-
kerem komorek endotelialnych. Przy jego pomocy dokonywano
obliczen ggstosci naczyn w guzie. Za pozytywny wynik barwie-
nia uznawano kazda pojedyncza wybarwiona brunatnie komoérke
Iub grupg komorek bez wzgledu na obecnos$é swiatta wewnatrz
naczynia. Jako wynik MD przyjmuje si¢ $rednig ilo$¢ naczyn na
jedno pole widzenia pod powigkszeniem 400x obliczona z 10
pol.

Badanie ekspresji PD-ECGF metoda immunohistochemiczna

Zastosowano mysie monoklonalne przeciwciato anty-TP fir-
my NovoCastra (klon P-GF.44C) w rozcienczeniu 1:30, z wczes-
niejszym gotowaniem w kuchence mikrofalowej (2x10min.
360Wat) w buforze cytrynowym o pH 6.0. Inkubacja z przeciw-
cialem trwata 1/2 godziny. Sposob przygotowania preparatow do
barwienia byt taki sam jak w przypadku barwienia CD31. (Wy-
korzystano przeciwciata monoklonalne — CD 31 (klon JC 70)
przeciwko PECAM firma Dako, PD-ECGF firma NovoCastra. W
obu przypadkach wykorzystano system wywotujacy firmy Dako
»EnVision HRP System”).

Jako dodatnie przypadki przyjmowano takie, w ktorych
stwierdzano powyzej 5% dodatnich komérek w polu widzenia
pod duzym powigkszeniem (400x). Przyjeto skalg od 0 do 3 wg
Fujiwaki i wsp. [26]. Barwily si¢ glownie cytoplazma, czasem
jadra komorek nabtonkowych, oraz czg$¢ komorek podscieliska,
ktorych jednak nie oceniano a jedynie komorki nabtonkowe.
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Przygotowanie materialu w postaci frakcji cytozolowe;j

Materiat zamrozony w postaci wycinkow z guzow endo-
metrium 1 prawidlowego endometrium rozdrabniano przy 40C i
homogenizowano w homogenizatorze Ultra-Turrax firmy Janke
-Kunkel w ciagu 1min. w buforze zawierajacym 1mM EDTA,
0,02% 2-merkaptoetanol, 2mM fluorek fenylometanosulfonowy
(PMSF), 10mM Tris-maleinian (pH6,5), z dodatkiem takiej ilo-
$ci gliceryny, aby uzyskac jej 10% roztwor. Nastgpnie homogenat
wirowano w 100 000 x g przez 1 godzing w temperaturze 40°C.
Frakcje¢ cytozolowa w ten sposob otrzymang zbierano i analizo-
wano w niej aktywno$¢ fosforylazy tymidynowej bezposrednio
po wirowaniu.

Oznaczanie aktywnosci fosforylazy tymidynowej

Aktywnos¢ TP oznaczano w cytozolu komorek metoda spek-
trofotometryczng wedhug metody Yoshimura i wsp. [11], zmody-
fikowanej przez Miszczak-Zaborska i wsp.[14] wykorzystujacej
powstawanie wolnej zasady pirymidynowej w obecnos$ci arsenia-
nu w srodowisku zasadowym. W tych warunkach, w zakresie pro-
mieniowania ultrafioletowego (A=300 nm) nast¢puje przesunigcie
widma tyminy w stosunku do tymidyny. Mieszanina inkubacyjna
w koncowej objetosci 0,5ml zawierata 0,1M bufor Tris-arsenowy
(pH6,5), 10mM tymidyng, oraz badany preparat cytozolowy. Po
godzinnej inkubacji w 37°C reakcja byta zatrzymywana przez
dodanie 0,5ml 1M NaOH, a powstata tyming mierzono poprzez
pomiar absorbancji przy dtugosci fali 300nm wobec $lepej proby
odczynnikowej i po odjeciu pochtaniania proby, w ktorej reak-
cja byla zatrzymana przez dodanie 0,5ml 1M NaOH przed doda-
niem preparatu enzymatycznego. Wartos¢ absorbancji mnozono
przez wspoélczynnik, ktory dla metody spektrofotometrycznej w
obecnosci arsenianu wyniost 0,3, uzyskujac wynik w uM tyminy
(T ) w probie. Wspotczynnik ten zostal obliczony na podstawie
roOwnania y = ax +b, dla y = absorpcja , x = stgzenie tyminy po
wykresleniu krzywej wzorcowej zaleznosci absorbancji od stgze-
nia tyminy w uM w probie, gdzie AA wyniosto 3,3. Aktywno$¢
enzymu mierzono bezposrednio po otrzymaniu cytozolu przy po-
mocy spektrofotometru firmy Beckman DU 650.

Aktywnos¢ wilasciwa TP zostata okreslona w mikromolach
uwolnionej tyminy w ciagu jednej godziny reakcji, w temperatu-
rze 37°C przeliczonej na miligram biatka. Stezenie biatka w ma-
teriale oznaczono metoda Bradforda [28].

Metody statystyczne

W analizie statystycznej uwzgledniono $rednia statystycz-
na, odchylenie standardowe (SD), oraz test t-Studenta. Warto$¢
p<0,05 uznano za istotna. Przy badaniu korelacji zastosowano
test istotnosci wspotczynnika Pearsona.

Wyniki

Aktywno$¢ whasciwa TP oznaczona w cytozolu komoérek
raka endometrium byla istotnie statystycznie wyzsza niz w endo-
metrium prawidtowym (p<0,001). (Rycina 1).

Aktywnos¢ wilasciwa TP oznaczona w endometrium uzy-
skanym od kobiet poddanych zabiegowi zwiazanemu z nieonko-
logicznymi dolegliwosciami znajdujacych si¢ w fazie lutealnej,
aczkolwiek wyzsza niz w endometrium kobiet znajdujacych sig w
fazie folikularnej cyklu miesiaczkowego, byla jednak bez staty-
stycznej istotnosci, p>0,05 (dla fazy lutealnej aktywnos¢ TP wy-
razona w uM tyminy/h/mg biatka wynosita 0,63 + 0,23 natomiast
dla fazy folikularnej 0,43 + 0,28.).

Nr 8/2009



Ginekol Pol. 2009, 80, 596-601

PRACE ORYGINALNE

ginekologia

Kubiak R, et al.

Aktywnosé wlasciwa TP

Rycina 1. Poréwnanie cytozolowej aktywnosci wtasciwej TP w raku endometrium
(n = 40) i endometrium prawidtowym (n =15), p<0,001.
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Rycina 2. Korelacja pomigdzy cytozolowa aktywno$cig wiasciwg TP badang
metoda spektrofotometryczng a ekspresjg PD-ECGF badang immunohisto-
chemicznie w raku endometrium (n = 40, p<0,0005).
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Rycina 4. Odczyn immunohistochemiczny z uzyciem przeciwciata CD31
ujawniajacy komorki srodbfonka naczyn. Zastosowano mysie monoklonalne
przeciwciato CD31 firmy Dako (pow. 100x).
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Rycina 5. Korelacja pomigdzy cytozolowg aktywnoscig wtasciwa TP badang
metoda spektrofotometryczng a gestoécig mikronaczyn badang immunohisto-
chemicznie w raku endometrium (n = 40; p<0,001).

Rycina 3. Silny odczyn immunohistochemiczny przeciwko PDECGF. Zastosowano
mysie monoklonalne przeciwciato anty-TP firmy NovoCastra (klon P-GF.44C)

W prawym gérnym rogu gniazdo raka z metaplazjg ptaskonabtonkowa — brak
ekspresji (pow. 200x).

W raku endometrium stwierdzono istotng statystycznie ko-
relacj¢ pomigdzy aktywnoscia whasciwa TP badana w cytozolu
metoda spektrofotometryczng a ekspresja PD-ECGF badang im-
munohistochemicznie (p<0,0005). (Rycina 2).

Silna reakcj¢ barwna z uzyciem przeciwciala przeciwko
PD-ECGF obejmujaca zardwno cytoplazmg jak i jadra komorek
raka endometrialnego przedstawiono na rycinie 3. Widoczne jest
gniazdo raka z metaplazja ptaskonabtonkowa pozbawione dodat-
niej ekspresji.

Odczyn immunohistochemiczny z uzyciem przeciwciala
CD31 ujawniajacy komorki $rodblonka naczyn w raku endome-
trium przedstawiono na rycinie 4.
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Rycina 6. Cytozolowa aktywno$¢ wtasciwa TP w raku endometrium o réznym
stopniu zaawansowania choroby. (FIGO I, n =26; FIGO Il,n=7; FIGO lll, n = 7;
p>0,05).

Stwierdzono istotng statystycznie korelacj¢ pomigdzy ak-
tywnos$cia wlasciwa TP badang spektrofotometrycznie w cyto-
zolu a gestoscia mikronaczyn badana immunohistochemicznie
(p<0,001). (Rycina 5).
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Tabela I. Cytozolowa aktywno$¢ wtasciwa TP w mikromolach T x mg biaka-' x h -!
w zaleznosci od stopnia zroznicowania histopatologicznego raka endometrium.

Spetrsinconanls | gania | 50 | 7
G-1,n=17 2,3 1,9
G-2,n=17 3,4 2,1 P >0,05
G-3,n=6 2,6 1,1

Nie stwierdzono natomiast istotnej statystycznie korelacji
migdzy cytozolowa aktywnoscia wlasciwa enzymu w raku a stop-
niem zaawansowania klinicznego wg FIGO i stopniem zr6znico-
wania histopatologicznego (p>0,05). (Rycina 6, tabela I).

Dyskusja

Z danych literaturowych wynika, ze aktywno$¢ TP byta wyz-
sza w niektorych tkankach nowotworowych niz w odpowiadaja-
cych im tkankach prawidlowych [11, 12, 15, 21]. Dane uzyskane
wczesniej w naszym laboratorium potwierdzity te doniesienia dla
raka sutka i raka jajnika [13, 14], ale nie dla mig$niaka macicy
[16]. Wysoka aktywno$¢ TP w guzach bywa wykorzystywana w
leczeniu pacjentéw pochodnymi fluoropirymidynowymi, w me-
tabolizmie ktorych enzym ten bierze udziat [3,4], ale w guzach
watroby oraz tarczycy na przyktad nie stwierdzono znaczacych
réznic migdzy aktywnos$cia TP w tkance prawidlowej i nowotwo-
rowej [12]. W prezentowanej pracy stwierdzilismy, iz aktywnos$¢
wiasciwa TP mierzona spektrofotometrycznie w cytozolu komo-
rek zmienionego nowotworowo endometrium byta statystycznie
istotnie wyzsza niz w endometrium niezmienionym nowotwo-
rowo, co jest zgodne z danymi uzyskanymi przez Suzuki i wsp.
dla fosforylazy pirymidynowej badanej spektrofotometrycznie
w cytozolu prawidtowym i nowotworowym tkanek macicy [29].
Wysoka aktywno$¢ TP moze by¢ wigc wykorzystana obok che-
mioterapii [3, 4, 30] w radioterapii, co zostato opisane w pracy
Tominoga i wsp. czy Nakashima i wsp.[31, 32].

Ekspresj¢ czynnika wzrostowego PD-ECGF w endometrium
niezmienionym nowotworowo podczas przebiegu cyklu menstru-
acyjnego kobiety badali Fujimoto i wsp. i stwierdzili, ze ekspresja
PD-ECGF byta wyzsza w fazie lutealnej w poréwnaniu z faza
folikularng cyklu [33]. Badania przeprowadzone przez Zhang’a
i wsp. wykazaty wyzsza ekspresj¢ PD-ECGF w komorkach na-
btonka wydzielniczego w p6znej fazie lutealnej i menstruacyjnej,
natomiast nizsza w fazie proliferacyjnej endometrium. Badania
przeprowadzone przez Abbas i wsp. w 2004 roku potwierdzity
wczesniejsze doniesienia [34, 35]. W naszej pracy dla fazy lu-
tealnej aktywno$¢ TP wyrazona w uM tyminy/h/mg biatka byta
réwniez wyzsza, bo wynosita 0,6340,23 natomiast dla fazy foli-
kularnej nizsza, bo wynosita 0,43+0,28. Nie byta to jednak r6z-
nica statystycznie znamienna. Trzeba nadmieni¢, ze badania te
nie byly gtéwnym celem naszej obecnej pracy i zbyt mata liczba
przypadkow, ktora stanowita dostgpna kontrolg, nie pozwala nam
na wyciagnigcie jednoznacznych wnioskow.
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StwierdziliSmy natomiast w prezentowanej pracy, ze eks-
presja PD-ECGF mierzona immunohistochemicznie byta istotnie
statystycznie skorelowana z cytozolowa aktywnoscia TP mierzo-
ng spektrofotometrycznie w tych samych guzach endometrium.
Podobna korelacj¢ ujawnili Takebayashi i wsp. rowniez dla gu-
z6w litych [12].

W 1993 roku Akiyama i wsp. przeprowadzili badania, w kto-
rych czg$ciowe komplementarne DNA enzymu TP (cDNA) otrzy-
manego z ludzkiego tozyska zostato sklonowane przy pomocy re-
akcji PCR. Zbadana zostata sekwencja nukleotydowa najdtuzsze-
go klonu (288 par zasad) [36]. Okazato sig, ze sekwencja ta byta
w 100% identyczna z sekwencja PD-ECGF reszty 149- 244 [36].
PD-ECGF wykazat strukturalne i biochemiczne podobienstwo z
TP, ktorej aktywnos$¢ enzymatyczna mierzono radiochemicznie
[8]. Stwierdzono, ze PD-ECGF i TP byty produktami tego samego
genu, oraz ta sama jednostka transkrypcyjna [7]. Porownana zo-
stata takze masa molekularna ludzkiego oczyszczonego biatka TP
oraz rekombinantu PD-ECGF: (rPD-ECGF). Wynosily one od-
powiednio 55kDa dla TP i 52 kDa dla PD-ECGF. Mniejsza masa
czasteczkowa PD-ECGF wynikala z tego, iz przy N-terminalnym
koncu polipeptydu PD-ECGF wystgpowalo o 10 aminokwaséw
mniej [9]. Dowiedziono réwniez, ze przeciwciata anty-PD-ECGF
miaty zdolno$¢ rozpoznawania TP, natomiast przeciwciata anty
-TP rozpoznawaty rPD-ECGF [7, 36]. Dotychczas jednak caty
sktad aminokwasowy czasteczki TP nie zostal ustalony. Korelacja
cytozolowej aktywnosci TP z ekspresja PD-ECGF, ktora stwier-
dzilismy w prezentowanej pracy wydaje si¢ jednak potwierdzac¢
poglad, ze PD-ECGF jest bialkowa, nieaktywna forma TP.

W raku endometrium po raz pierwszy w 1998 roku Fujiwaki
i wsp. [26] odwazyli si¢ nazwac badana przez siebie ekspresjg
PD-ECGF immunochistochemiczna ekspresja TP, ktora zaobser-
wowali w badanych 41% guzéw. Stwierdzili oni réwniez znacz-
na korelacjg migdzy ekspresja TP a MD, a jako ze w raku endo-
metrium uwaza si¢ wysoka gestos¢ mikronaczyn za niezalezny
czynnik prognostyczny [38-40], wigc na tej podstawie wyciagngli
réwniez wniosek, ze i TP moze petni¢ wazna rolg w angiogenezie
[26]. Wyniki te byly zgodne z uzyskanymi dla ekspresji TP w raku
jelita grubego, sutka, ptuc oraz zotadka [43,44,45,46]. W prezen-
towanej pracy zbadano korelacje migdzy cytozolowa aktywnos-
ciag TP a MD. Aktywnos$¢ enzymu byta dodatnio skorelowana z
MD i dlatego wydaje sig¢ rowniez, ze aktywnos¢ ta moze petnic
wazna rolg w angiogenezie potwierdzajac jednoczes$nie poglad,
ze PD-ECGF jest biatkowa, nieaktywna forma TP.

Gloéwnym celem Sivridis i wsp. bylo zbadanie ekspres;ji i
dystrybucji TP w raku endometrium, ktora stwierdzono immu-
nohistochemicznie w komoérkach nowotworowych, zrgbowych
fibroblastach i makrofagach oraz w komoérkach mig$niowki gtad-
kiej. Badania te wykazaly, ze bialko TP bylo produkowane i uwal-
niane przez komorki nowotworowe, a w odpowiedzi na wzrost
guza oraz zwigkszanie si¢ jego inwazyjnosci bylo uwalniane bar-
dziej wydajnie przez zrgbowe fibroblasty i komorki migsniowki
endometrium. Nie stwierdzono korelacji pomigdzy stopniem za-
awansowania klinicznego wg FIGO, a ekspresja biatka TP, nato-
miast zauwazono zaleznos$¢ tej ekspresji od stopnia ztosliwosci
histologicznej raka endometrium [17]. W prezentowanej pracy w
ocenie ekspresji biatka PD-ECGF barwity si¢ gtéwnie cytopla-
zma, czasem jadra komorek nabtonkowych, oraz czg¢$¢ komorek
podscieliska. Nie stwierdziliSmy istotnej statystycznie korelacji
migdzy cytozolowa aktywno$cia TP a stopniem zréznicowania
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histopatologicznego raka i stopniem zaawansowania klinicznego
wg FIGO, cho¢ aktywnos$¢ TP w FIGO I byla wyzsza niz w FIGO
II i FIGO III. Fox i wsp., Gasparini i wsp. wykryli rowniez, Zze
procesy neoangiogenezy odgrywaly zasadnicza rolg w poczatko-
wych stadiach tworzenia raka sutka, ktorym towarzyszyta wyso-
ka ekspresja PD-ECGF/TP [45, 46]. Suzuki i wsp. nie stwierdzili
znaczace] korelacji pomigdzy cytozolowa aktywno$cia enzymu
a stopniem zaawansowania klinicznego i stopniem zréznicowa-
nia histopatologicznego raka endometrium, a Mazurek i wsp.[27,
47] pomigdzy ekspresja biatka TP a podanymi wyzej parametra-
mi w tym raku. Nasze wyniki otrzymane spektrofotometrycznie
dla cytozolowej aktywnosci TP potwierdzity te otrzymane przez
Suzuki 1 wsp. 1 immunohistochemicznie dla ekspresji biatka TP
przez Mazurka i wsp. sugerujac jednocze$nie, ze aktywnos¢ TP
odpowiada biatku PD-ECGF w raku endometrium [27, 47].

Mechanizm dziatania TP na angiogenezg pozostaje do konca
niewyjasniony, cho¢ wg nowszej teorii Browna i wsp. 2-deoxy
-D-ryboza, produkt dzialania enzymatycznego TP, wywotywata
komorkowy stres oksydacyjny, co generowato powstawanie wol-
nych rodnikéw i promowalo wydzielanie czynnikéw angiogen-
nych, wigc szukanie inhibitoréw tej aktywnosci enzymatycznej
wydaje si¢ by¢ nadal uzasadnione[23].

Whnioski

TP wydaje si¢ by¢ aktywna forma czynnika wzrostowego
PD-ECGF w raku endometrium, co jest zgodne z danymi literatu-
rowymi utozsamiajacymi TP z PD-ECGF w innych guzach oraz
z badaniami wlasnymi ukazujacymi skorelowanie aktywnosci TP
w cytozolu z ekspresja PD-ECGF i z angiogeneza. Odpowiednie
modulowanie tej aktywno$ci moze by¢ wykorzystane w terapiach
stosowanych po operacji.

Praca zostata wykonana w ramach grantu KBN 4 T09B 038 22

Pismiennictwo

1. Jesionek-Kupnicka D, Biefkiewicz A. Onkologia. Podrecznik dla studentow i lekarzy. Gdansk:
Medical Press, 2004.

2. litzsch M, el Kouni M, Cha S. Kinetic studies of thymidine phosphorylase from mouse liver.
Biochemistry. 1985, 24, 6799-6807.

3. Ackland S, Peters G. Thymidine phosphorylase: its role in sensitivity and resistance to antican-
cer drugs. Drug Resist Upaat. 1999, 2, 205-214.

4. Focher F, Spadari S. Thymidine phosphorylase: a two-face Janus in anticancer chemotherapy.
Curr Cancer Drug Targets. 2001, 1, 141-153.

5. Miyazono K, Heldin C. High-yield purification of platelet-derived endothelial cell growth fac-
tor: structural characterization and establishment of a specific antiserum. Biochemistry. 1989,
28,1704-1710.

6. Miyazono K, Okabe T, Urabe A, [et al.]. Purification and properties of an endothelial cell growth
factor from human platelets. J Biol Chem. 1987, 262, 4098-4103.

7. Sumizawa T, Furukawa T, Haraguchi M, [et al.], Thymidine phosphorylase activity associated
with platelet-derived endothelial cell growth factor. J Biochem. 1993, 114, 9-14.

8. Moghaddam A, Bicknell R. Expression of platelet-derived endothelial cell growth factor in
Escherichia coli and confirmation of its thymidine phosphorylase activity. Biochemistry. 1992,
31,12141-12146.

9. Usuki K, Gonez L, Wernstedt C, [et al.]. Structural properties of 3.0 kb and 3.2 kb transcripts
encoding platelet-derived endothelial cell growth factor/thymidine phosphorylase in A431 cells.
Biochim Biophys Acta. 1994, 1222, 411-414.

10. Haraguchi M, Miyadera K, Uemura K, [et al.]. Angiogenic activity of enzyme. Nature. 1994,
368,198.

11. Yoshimura A, Kuwazuru Y, Furukawa T, [et al.]. Purification and tissue distribution of human
thymidine phosphorylase; high expression in lymphocytes, reticulocytes and tumors. Biochim
Biophys Acta. 1990, 1034, 107-113.

12. Takebayashi Y, Yamada K, Miyadera K, [et al.]. The activity and expression of thymidine phos-
phorylase in human solid tumours. Eur J Cancer. 1996, 32A, 1227-1232.

13. Kubiak R, Miszczak-Zaborska E, Jesionek-Kupnicka D, [et al.]. The activity of thymidine phos-
phorylase correlates with tumor size and lymph nodes status in breast carcinoma. Z Naturforsch
C. 1999, 54, 1096-1102.

© Polskie Towarzystwo Ginekologiczne

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21,

22,

23,

24,

25,

26.

27,

28,

29,

30.

31.

32.

33.

34,

35.

36.

37.

38.

39.

40.

4.

42,

43,

44.

45,

46.

47.

ginekologia

Miszczak-Zaborska E, Wéjcik-Krowiranda K, Kubiak R, [et al.]. The activity of thymidine phos-
phorylase as a new ovarian tumor marker. Gynecol Oncol. 2004, 94, 86-92.

Watanabe Y, Nakai H, Ueda H, [et al.]. Platelet-derived endothelial cell growth factor predicts of
progression and recurrence in primary epithelial ovarian cancer. Cancer Lett. 2003, 200, 173-
176.

Miszczak-Zaborska E, Greger J, Wozniak K, [et al.]. The activity of thymidine phosphorylase in
the uterine myomas and the myometrium in perimenopausal women. Z Naturforsch C. 1997,
52, 850-854.

Sivridis E, Giatromanolaki A, Koukourakis M, [et al.]. Thymidine phosphorylase expression in
endometrial carcinomas. Clin Exp. Metasatasis. 1999, 17, 445-450.

Takahashi Y, Bucana G, Liu W, [et al.]. Platelet-derived endothelial cell growth factor in human
colon cancer angiogenesis: Role of infiltrating cells. J Natl Cancer Inst. 1996, 88, 1146-1151.

Tanaka Y, Kobayashi H, Suzuki M, [et al.]. Thymidine phosphorylase expression in tumor-infil-
trating macrophages may be correlated with poor prognosis in uterine endometrial cancer. Hum
Pathol. 2002, 33, 1105-1113.

Saeki T, Takashima S, Hosokava S, [et al.]. Differential expression of platelet-derived endothelial
cell growth factor (tymidine phosphorylase) in nonpolypoid and polypoid lesions of the colon. nt.
JOncol. 1996, 8, 1105-1111.

Maeda K, Chung Y, Ogawa Y, [et al.]. Thymidine phosphorylase/platelet-derived endothelial cell
growth factor expression associated with hepatic metastasis in gastric carcinoma. BrJ Cancer.
1996, 73,884-888.

Finnis C, Dodsworth N, Poliitt C, [et al.]. Thymidine phosphorylase activity of platelet-derived
endothelial cell growth factor is responsible for endothelial cell mitogenicity. Eur J Biochem.
1993, 212, 201-210.

Brown N, Jones A, Fujiyama C, [et al]. Thymidine phosphorylase induces carcinoma cell oxida-
tive stress and promotes secretion of angiogenic factors. Cancer Res. 2000, 60, 6298-6302.

Toi M, Atiqur Rahman M, Bando H, [et al.]. Thymidine phosphorylase (platelet-derived endothe-
lial-cell growth factor) in cancer biology and treatment. Lancet Oncol. 2005, 6, 158-166.

Ciccolini J, Evrard A, Cuq P. Thymidine phosphorylase and fluoropyrimidines efficacy: a Jekyll
and Hyde story. Curr Med Chem Anticancer Agents. 2004, 4, 71-81.

Fujiwaki R, Hata K, lida K; [et al.]. Immunohistochemical expression of thymidine phosphorylase
in human endometrial cancer. Gynecol Oncol. 1998, 68, 247-252.

Fujimoto J, Toyoki H, Jahan |, [et al.]. Sex steroid-dependent angiogenesis in uterine endome-
trial cancers. J Steroid Biochem. Mol Biol. 2005, 93, 161-165.

Bradford M. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities of protein
utilizing the principle of protein — dye binding. Anal Biochem. 1976, 72, 248-254.

Suzuki M, Usui N, Furugen Y, [et al.]. Pyrimidine nucleoside phosphorylase activity in normal
tissues of the uterus and ovary and in benign and malignant lesions of these organs. Int J Clin
Oncol. 2001, 6, 19-24.

Schwartz E, Baptiste N, Wadler S, [et al.]. Thymidine phosphorylase mediates the sensitivity of
human colon carcinoma cells to 5-fluorouracil. J Biol Chem. 1995, 270, 19073-19077.

Tominaga T, Toi M, Ohashi Y, [et al.]. Prognostic and predictive value of thymidine phosphorylase
activity in early-stage breast cancer patients. Clin Breast Cancer. 2002, 3, 55-64.

Nakashima M, Nakano T, Ametani Y, [et al.]. Expression of thymidine phosphorylase as an effect
prediction factor for uterine cervical squamous cell carcinoma after radiotherapy: an immunohis-
tochemical study. Int J Gynecol Cancer. 2006, 16, 1309-1313.

Fujimoto J, Ichigo S, Sakaguchi H, [et al.]. Expression of platelet-derived endothelial cell growth
factor and its mRNA in uterine endometrium during the menstrual cycle. Mol Hum Reprod.
1998, 4, 509-513.

Zhang L, Mackenzie |, Rees M, [et al.]. Regulation of the expression of the angiogenic enzyme
platelet-derived endothelial cell growth factor/thymidine phosphorylase in endometrial isolates
by ovarian steroids and cytokines. Endocrinology. 1997, 138, 4921-4930.

Abbas M, Evans J, Sykes P, [et al.]. Modulation of vascular endothelial growth factor and thymi-
dine phosphorylase in normal human endometrial stromal cells. Fertil Steril. 2004, 82, Suppl 3,
1048-1053.

Akiyama S. Molecular basis for resistance to anticancer agents and reversal of the resistance.
Hum Cell. 1993, 6, 1-6.

Ishikawa F, Miyazono K, Hellman U, [et al.]. [dentification of angiogenic activity and the cloning
and expression of platelet- derived endothelial cell growth factor. Nature. 1989, 338, 557-562.

Salvesen H, Iversen O, Akslen L. Independent prognostic importance of microvessel density in
endometrial carcinoma. BrJ Cancer. 1998, 77, 1140-1144.

Wagatsuma S, Konno R, Sato S, [et al.]. Tumor angiogenesis, hepatocyte growth factor, and
¢-Met expression in endometrial carcinoma. Cancer. 1998, 82, 520-530.

Kaku T, Kamura T, Kinukawa N, [et al]. Angiogenesis in endometrial carcinoma. Cancer. 1997,
80, 741-747.

Matsumura M, Chiba Y, Lu C, [et al]. Platelet-derived endothelial cell growth factor/thymidine
phosphorylase expression correlated with tumor angiogenesis and macrophage infiltration in
colorectal cancer. Cancer Lett. 1998, 128, 55-63.

Yonenaga F, Takasaki T, Ohi Y, [et al.]. The expression of thymidine phosphorylase/platelet-
derived endothelial cell growth factor is correlated to angiogenesis in breast cancer. Pathol Int.
1998, 48, 850-856.

Volm M, Mattern J, Koomagi R. Expression of platelet-derived endothelial cell growth factor in
non-small cell lung carcinomas: relationship to various biological factors. Int J Oncol. 1998, 13,
975-979.

Tanigawa N, Amaya H, Matsumura M, [et al.]. Tumor angiogenesis and expression of thymidine
phosphorylase/platelet derived endothelial cell growth factor in human gastric carcinoma. Can-
cer Lett. 1996, 108, 281-290.

Fox S, Westwood M, Moghaddam A, [t al.]. The angiogenic factor platelet-derived endothelial
cell growth factor/thymidine phosphorylase is up-regulated in breast cancer epithelium and en-
dothelium. Br J Cancer. 1996, 73, 275-280.

Gasparini G, Harris A. Clinical importance of the determination of tumor angiogenesis in breast
carcinoma: much more than a new prognostic tool. J Clin Oncol. 1995, 13, 765-782.

Mazurek A, Kuc P, Terlikowski S, [et al.]. Evaluation of tumor angiogenesis and thymidine phos-
phorylase tissue expression in patients with endometrial cancer. Neoplasma. 2006, 53, 242-
248.

601



	GP_8-2009_calosc.pdf

