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Streszczenie
Cel pracy: Ocena ekspresji receptora LH/hCG (LH/hCGR) oraz bialka hCG w komdrkach raka jajnika.
Materiaf: Wycinki pierwotnego raka jajnika (n= 20), potwierdzonego badaniem histopatologicznym, tkanka jajni-
ka prawidfowego (n=5) oraz tkanka fozyska (n=2).
Metody: W celu oceny ekspresji LH/hCGR i biatka hCG wykonano reakcje immunofluorescengji posredniej na
skrawkach mrozeniowych badanych tkanek.
Wyniki: Ekspresje receptora LH/hCG stwierdzono w 12 (60%) rakach jajnika. We wszystkich przypadkach nowo-
tworow wykazano obecnos¢ biatka hCG. Koekspresje biatka hCG i receptora LH/hCG obserwowano najczesciej
w pojedynczych komdrkach w utkaniu guza. Jednoczesnie obecne byty komorki, w ktdrych ekspresji ulegato biatko
hCG, ale nie stwierdzano w nich ekspresji receptora LH/hCG.
Whioski: Ekspresja receptora LH/hCG jest biologiczna cecha niektdrych rakow jajnika. Obecnos¢ koekspresji recep-
tora LH/hCG i biatka hCG w niektorych komdrkach nowotworowych moze swiadczy¢ o auto-lub parakrynnym od-
dziatywaniu podjednostki BhCG w mikrosrodowisku raka jajnika. Niezbedne sa dalsze badania celem oceny roli
LH/hCGR i biatka hCG w przebiegu procesu Nowotworowego.
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Abstract

Objectives: Ovarian cancers still remain a significant worldwide epidemiological problem. The vast majority of
newly diagnosed cases are in advanced clinical stages, and the five -year survival rate in all clinical stages amounts
up to less than fifty percent. A better understanding of the biology of ovarian cancer can bring us closer to suc-
cessful treatment and recovery. The aim of this study was to evaluate the expression of luteinizing hormone
(LH)/human chorionic gonadotropin (hCG) receptor (LH/hCGR) and the expression of hCG protein in the ovarian can-
cer tissue.

Materials: Histologically proven primary ovarian cancer samples (n=20) were obtained from women undergoing
gynecologic surgery. Frozen sections of ovarian cancer tissues were evaluated by means of indirect immunofluores-
cence.

Results: The expression of hCG protein was ubiquitous throughout all samples, while LH/hCGR was detected in only
sixty percent of samples. Co-expression of LH/hCGR and hCG protein was detected in some individual cells in tumor
tissue. Some cancer cells expressed only hCG protein, but not LH/hCGR.

Conclusions: Expression of LH/hCG receptor is a characteristic feature of various histological types of ovarian can-
cer. Co-expression of LH/hCGR and hCG protein in individual cancer cells may point to an autocrine or paracrine
mechanism of _hCG activity in the tumor microenvironment. Further studies are needed to evaluate LH/hCGR and
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hCG protein function in the course of neoplastic development.
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Wstep

Rak jajnika stanowi istotny problem epidemiologiczny
w Polsce i w innych krajach Europy i Ameryki Poinocne;.
Wigkszos¢ przypadkdw rozpoznawana jest w zaawansowanym
stadium choroby, gdzie odsetek pigcioletnich przezy¢ wynosi
okoto 30%. Wigkszo$¢ nowotwordéw ztosliwych jajnika to no-
wotwory wywodzace si¢ z nablonka pokrywajacego jajnik i je-
go podscieliska.

Gonadotropina kosmowkowa (hCG) jest jednym z naj-
starszych filogenetycznie hormonow glikoproteinowych i jest
zbudowana z dwoch podjednostek a i B. Podjednostka o jest
wspdlna dla hormonu luteinizujacego, folikulotropiny i tyre-
otropiny, natomiast podjednostka [ jest rozna i stanowi o bio-
logicznych wtasciwosciach kazdego z tych hormondw. Lancu-
chy B poszczegdlnych hormondw posiadaja podobne sekwen-
cje aminokwasowe. Najwyzszy stopien homologii odnotowa-
no w przypadku LH i hCG (85% sekwencji fancucha jest ho-
mologiczna) i dlatego hCG i LH moga taczy¢ si¢ z tym samym
receptorem. Wystgpowanie podjednostki beta gonadotropiny
kosmdéwkowej jest powszechna cecha niewywodzacych sig
z trofoblastu nowotwordw narzadow piciowych niezaleznie od
ich typu histologicznego i stopnia zaawansowania klinicznego
[1, 2]. Niewiele jednak wiadomo o roli i mechanizmach dzia-
fania gonadotropiny kosmowkowej produkowanej przez tkan-
ke nowotworowa [3, 4].

Potaczenie czasteczki gonadotropiny kosmoéwkowej ze
specyficznym receptorem bfonowym (LH/hCGR) indukuje
transdukcje sygnatu do wnetrza komoérki, co prowadzi do jej
odpowiedzi. Pierwsze doniesienie o obecnosci receptora
LH/hCG w komorkach raka jajnika pochodzi z 1997 roku [5].

Wiele pozniejszych badan potwierdzito obecnosé
LH/hCGR w licznych tkankach raka jajnika, przy czym nie
wszystkie guzy wykazuja ekspresj¢ mRNA receptora [6].

Obecnosc tego receptora wykazano takze w niektorych li-
niach komorkowych raka jajnika [7].

Cel pracy

Celem pracy byta ocena ekspresji receptora LH/hCG oraz
biatka hCG w tkance raka jajnika.

940

Material i metody

Material tkankowy pochodzit od kobiet leczonych opera-
cyjnie w Klinice Onkologii Ginekologicznej oraz od rodzacych
na Oddziale Porodowym Ginekologiczno-Potozniczego Szpi-
tala Klinicznego (GPSK) Uniwersytetu Medycznego w Po-
znaniu. Analizowany material stanowifa tkanka raka jajnika
(n=20) oraz niezmieniona patologicznie tkanka jajnika (n=5),
co zostato potwierdzone badaniem histopatologicznym. Jako
kontroli pozytywnej na obecno$¢ LH/hCGR i biatka hCG
uzyto tkanke tozyska z ciazy donoszonej (n=2), gdzie obec-
nos¢ tych biatek jest dobrze udokumentowana w literaturze
[8, 9 ]. Wiek kobiet z rakiem jajnika wahat si¢ od 49 do 79 lat
(Srednia wieku 58,1 lat). Badania przeprowadzono za zgoda
Lokalnej Komisji Bioetycznej przy UM w Poznaniu.

W celu oceny ekspresji i1 lokalizacji receptora LH/hCG
i biatka hCG zastosowano metod¢ immunofluorescencj-
i posredniej. Do wykonania reakcji uzyto nastepujacych prze-
ciwcial pierwszorzedowych: poliklonalne, kozie anty-ludzkie,
skierowane przeciwko receptorowi LH/hCG (rozcienczone
w stosunku 1:50 w PBS) (Santa Cruz Biotechnology, CA,
USA) oraz poliklonalne, krolicze anty-ludzkie wykrywajace
podjednostke B biatka hCG (1:40) (Serotec, UK). Przeciwcia-
fa drugorzedowe: osle, anty-kozie znakowane rodaming
(TRITC) (1:100) (Santa Cruz Biotechnology) oraz krolicze,
anty-mysie znakowane fluoresceing (FITC) (1:100) (DakoCy-
tomation, Denmark). W przypadku kontroli ujemnej przeciw-
ciata pierwszorzgdowe zostaly pominigte. Skrawki zostaly na-
stgpnie zatopione w medium z DAPI (4',6-diaminoino-2-feny-
lindol) (Vector Laboratories, CA, USA) celem uwidocznienia
jader komoérkowych. Preparty oceniono i wykonano zdjecia
przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego Olympus BX41
(Olympus Japan) pod 400-krotnym powigkszeniem. Do cyfro-
wej analizy obrazu uzyto oprogramowania AnalySIS*B.

Wyniki
Analiza immunohistochemiczna
Za wynik dodatni uznano taki, w ktéorym uwidoczniono

$wiecenie czesci lub wszystkich komodrek na kolor czerwony
(dodatnia reakcja na obecnos¢ LH/hCGR), lub zdtty
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(koekspresja LH/hCGR i biatka hCG). Za wynik ujemny
uznano taki, w ktérym nie uwidoczniono zadnego z powyz-
szych koloréow fluorescencji.

Ekspresja receptora LH/hCG

W kazdym przypadku ocenianego preparatu analizowano
5 kolejnych skrawkow seryjnych. Obecnosc¢ receptora wykaza-
no w dwunastu tkankach raka jajnika, co stanowi 60% bada-
nych przypadkdw. Nie wszystkie komdrki wykazywaly ekspre-
sj¢ receptora LH/hCG. Obecnos¢ LH/hCGR w tkankach ra-
ka jajnika stwierdzono w komorkach, ktore rozsiane byty po-
jedynczo lub tez tworzyty niewielkie skupiska. W osmiu przy-
padkach raka jajnika nie zaobserwowano obecnosci receptora
LH/hCG w zadnym z analizowanych skrawkow. W typie hi-
stopatologicznym adenocarcinoma serosum obecnosc recep-
tora LH/hCG stwierdzono w siedmiu przypadkach, w tym
w pigciu preparatach o stopniu dojrzatosci G1 1 w jednym
o stopniu G2. W jednym przypadku nie uzyskano danych
o stopniu dojrzatosci analizowanego preparatu. W typie ade-
nocarcinoma endometrioides obecnos¢ receptora LH/hCG
obserwowano w trzech z pigciu przypadkow. Wszystkie anali-
zowane przypadki pozytywne na obecno$¢ LH/hCGR cecho-
wal pierwszy stopien dojrzatosci nowotworu. Oba przypadki
raka jajnika o typie histologicznym carcinoma mucocellularae
wykazaty obecnos¢ receptora LH/hCG, w tym jeden przypa-
dek cechowat stopien dojrzatosci G1, a drugi preparat stopien
G2. Brak receptora LH/hCG stwierdzono w trzech badanych
przypadkach raka jajnika o typie carcinoma clarocellularae,
wszystkie przypadki wykazywaly drugi stopien dojrzalosci
nowotworu (G2). (Tabela I).

Tabela I. Ekspresja receptora LH/hCG w badanych tkankach raka
jajnika w zaleznosci od stopnia dojrzatosci nowotworu i typu
histopatologicznego.

Typ histopatologiczny n | LH/hCGR (+) | G1 G2 | G3
Adenocarcinoma seroum 10 7 5 1
Adenocarcinoma endometroides 5 3 3 -
Carcinoma clarocellularae 3 0 -
Carcinoma mucocellularae 2 2 1 1

Koekspresja receptora LH/hCG i biatka hCG

We wszystkich przebadanych tkankach raka jajnika wyka-
zano obecnos¢ proteiny hCG w wielu komorkach. Czgs¢ ko-
morek nowotworowych cechowato wspotwystgpowanie prote-
iny hCG oraz receptora LH/hCG. Koekspresj¢ obydwu biatek
obserwowano najczgsciej] w pojedynczych komodrkach nowo-
tworowych. Jednoczesnie obecne byly komorki, w ktorych
ekspresji ulegato biatko hCG, ale nie stwierdzano w nich eks-
presji receptora LH/hCG. (Rycina 1c).

Nie zaobserwowano obecnosci biatka hCG w przypadku
zdrowych tkanek jajnikow. W grupie kontrolnej pozytywnej,
ktoéra stanowifa tkanka tozyska wykazano obecnos¢ biatka
hCG i LH/hCGR. (Rycina 1b).

Dyskusja
Wiele doniesien naukowych z ostatnich lat podnosi pro-
blem znaczenia gonadotropin w patogenezie raka jajnika.
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Punktem wyjscia hipotezy gonadotropinowej staty si¢ ob-
serwacje epidemiologiczne wskazujace na czestsze wystegpowa-
nie raka jajnika w okresie peri- i pomenopauzalnym, kiedy
stezenie gonadotropin jest wysokie [10]. W roku 1983 Cramer
i Welch w swoich badaniach nad patogeneza raka jajnika za-
obserwowali zwigzek pomigdzy zwigkszonym stezeniem gona-
dotropin w surowicy a rozwojem raka jajnika u zwierzat.

Wedtug tej teorii podwyzszone stezenie gonadotropin i es-
trogenow stymuluje komorki nabtonka jajnika, prowadzac do
ich zwigkszonej proliferacji 1 nastgpnie transformacji nowo-
tworowej [11].

W ciagu ostatniej dekady zwracano uwage na znaczenie fi-
logenetycznie najstarszych substancji, ktore sa produkowane
w komorkach, tj. alfa-fetoproteing (AFP) i hCG. W warun-
kach fizjologicznych hCG jest wytwarzana w syncytiotrofo-
blascie fozyska. Jej biologiczna rola polega na dziataniu lute-
otropowym, czyli stymulowaniu ciatka zottego do produkcji
progesteronu. Wykazano takze, ze gonadotropina kosmdowko-
wa jest wydzielana przez blastocyste 1 oddziatywujac na ko-
morki endometrium poprzez receptor LH/hCG pelni wazna
role w okresie przedimplantacyjnym oraz w implantacji bla-
stocysty [12].

Z przegladu pismiennictwa dokonanego przez Keay’a
i wsp. wynika, ze gonadotropina kosmowkowa poprzez swoj
receptor obecny na komodrkach trofoblastu moze stymulowac
cyklaze adenylowa 1 produkcje progesteronu, co wskazuje na
jej auto- lub parakrynne oddziatywanie w tozysku [13].

Wykazano tez, ze gonadotropina kosmdéwkowa jest czyn-
nikiem neoangiogennym. Dodanie jej do hodowli komdrek
cytotrofoblastu stymuluje je do sekrecji czynnika wzrostu
$rodbtonka naczyniowego (VEGF — vascular endothelial
growth factor), odgrywajac w ten sposob wazna role we wcze-
snej angiogenezie tozyska [14]. Inkubacja komorek endotelial-
nych endometrium z gonadotroping kosmowkowa prowadzi
do migracji i formowania nowych kapilar [15].

Kurbacher i wsp. przeprowadzit badania na ludzkich li-
niach komorkowych raka jajnika i wykazat rozrost komérek
nowotworowych po stymulacji gonadotroping kosmowkowa
i hormonem luteinizujacym. Ponadto zaobserwowal, ze odpo-
wiedz komorek jest zalezna od dawki gonadotropiny. Opty-
malng dawka proliferacyjna w przypadku LH okazata si¢
wartos$¢ bedaca gorng granica normy dotyczacej tej gonado-
tropiny w okresie okofomenopauzalnym [16].

Steinmeyer wraz ze swoim zespolem badawczym oceniat
ekspresje receptora LH/hCG w czterech liniach komorkowych
ludzkiego raka jajnika. W kazdej badanej linii komdrkowej
stwierdzono obecnos¢ mRNA receptora LH/hCG. Ekspresja
receptora roznita si¢ w poszczegolnych liniach komoérkowych
w zaleznosci od rodzaju, stgzenia i czasu inkubacji z agonista
receptora (hCG, EGF, 8-bromo-cAMP). W linii komorkowe;j
OVCAR-3 obserwowano stata, konstytutywna ekspresje
mRNA receptora, natomiast w linii COLO-704 obecnos¢
mRNA receptora cechowata tylko te probki, ktore nie byty
poddane inkubacji z agonistami receptora. Z kolei w liniach
EFO-21 i EFO-27 obecnos¢ receptora zalezala od st¢zenia
i czasu inkubacji z hCG i EGF. Wyniki tych badan wskazuja,
ze gonadotropina kosmowkowa stymuluje wzrost komorek
raka jajnika, a jej dzialanie zalezy nie tylko od stgzenia hor-
monu, ale i od czasu inkubacji [7].
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Rycina 1. Ekspresja receptora LH/hCG i biatka hCG w tkankach raka

jajnika.

Immunofluorescencja posrednia na skrawkach mrozeniowych przy

uzyciu przeciwciat poliklonalnych skierowanych przeciw LH/hCGR

i podjednostce { biatka hCG.

Jadra komérkowe znakowane DAPI (kolor ciemno niebieski).

(a) Tkanka tozyska z pominieciem przeciwciat pierwszorzedowych
(kontrola ujemna), jedynie dodatnia reakcje z DAPI
(powiekszenie x400).

(b) Tkanka fozyska — wiele dodatnich komoérek wykazujacych ekspresje
LH/hCGR (kolor czerwony; strzatki) (kontrola dodatnia) x400.

(c) Tkanka raka jajnika - dodatnia reakcja immunofluorescencyj na
obecnosé¢ biatka hCG (kolor zielony) na wielu komérkach
i koekspresja biatka hCG LH/hCGR na czesci komérek
nowotworowych (kolor czerwono-z6tty) x400.
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Interesujace dane pochodza z badan Wimalasena, w kto-
rych pobierano komorki nowotworowe z ognisk przerzuto-
wych, a nastgpnie w warunkach in vitro obserwowano zacho-
wanie si¢ nowotworu po inkubacji w obecnosci folikulotropi-
ny (FSH), hormonu luteinizujacego (LH), BhCG i nabfonko-
wego czynnika wzrostu (EGF). Znaczny rozrost komorek no-
wotworowych zaobserwowano po podaniu FSH, BhCG i na-
btonkowego czynnika wzrostu [17].

Z kolei Konishi 1 wsp. wykazali, ze gonadotropiny nie tyl-
ko stymuluja proliferacj¢ komorek, ale tez hamuja apoptoze
komorek nabtonka jajnika i komorek raka jajnika. Dane te
sugeruja, ze gonadotropiny odgrywaja rolg w rozwoju raka
jajnika oraz opornosci na leczenie cytostatykami. Ten sam ze-
spot badawczy uwaza, ze mozna prawdopodobnie zastosowac
terapi¢ hormonalng antygonadotropinowa w leczeniu raka
jajnika [10].

Innego zdania jest Makar, ktory na podstawie przegladu
literatury uwaza, ze odpowiedz na stosowang dotychczas tera-
pie hormonalna jest bardzo niewielka (okoto 8%), zatem pro-
wadzenie jej u chorych na raka jajnika wymaga dalszej oceny
w dobrze zaprojektowanych probach randomizowanych [18].

Schiffenbauer nie tylko stwierdzatl, ze proces powstawania
raka jajnika jest zalezny od gonadotropin, ale réwniez wyka-
zywal, ze utrata hormonalnej funkcji jajnika w okresie meno-
pauzy, gdy stezenie gonadotropin jest wysokie, powoduje roz-
rost komorek nowotorowych przez pobudzenie angiogenezy.
Angiogeneza za$ jest zalezna od $rodbtonkowego czynnika
wzrostu, ktorego poziom w okresie menopauzy jest regulowa-
ny przez gonadotropiny, gtéwnie lutroping [19].

Zatozeniem naszej pracy byta hipoteza, ze BhCG poprzez
swoje autokrynne lub parakrynne oddzialywanie moze byc
odpowiedzialna za mechanizmy lezace u podstaw rozwoju ra-
ka jajnika, a obecno$¢ receptorow LH/hCG w mikrosrodowi-
sku nowotworu moze modyfikowaé przebieg procesu nowo-
tworowego. Stosujac metode¢ immunofluorescencyjna wyka-
zalismy, ze w 60% badanych przez nas przypadkow raka jajni-
ka dochodzi do ekspresji receptora LH/hCG. Obecnos¢ recep-
tora LH/hCG stwierdziliSmy w gruczolakorakach surowi-
czych, w rakach endometrialnych i sluzowych, natomiast nie
obserwowalismy ekspresji w rakach jasnokomodrkowych. Po-
dobne dane uzyskat Mandai i wsp. analizujac obecnosc recep-
tora LH/hCG w tkankach raka jajnika. W zadnym z pigciu
przebadanych skrawkow raka jajnika o typie carcinoma claro-
cellularae nie wykazano obecnosci receptora [20].

Obecnos¢ receptora LH/hCG wykazano w prawidiowych
komorkach nabtonka pokrywajacego jajnik, w guzach niezto-
sliwych, guzach granicznych oraz w raku jajnika. Wigkszos$c
autorow zgadza si¢ ze stwierdzeniem, ze ekspresja receptora
LH/hCG maleje wraz ze zlosliwoscia procesu neogenezy. Naj-
wigksza ekspresj¢ receptora obserwowano w prawidtowym
nablonku, a najmniejsza, lub jej catkowity brak w rakach typu
carcinoma solidum [21].

Wedlug Mandai i wsp. nie ma istotnego zwiazku pomig¢dzy
ekspresja receptora LH/hCG, a typem histologicznym i stop-
niem klinicznego zaawansowania nowotworu [20].

Nieznane sa przyczyny zroznicowania wystgpowania re-
ceptora w badanych tkankach. Pewne znaczenie przypisuje si¢
roznorodnosci wariantow splicingowych receptora hCG/LH
w guzach jajnika.
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Uwaza sig, ze alternatywny splicing receptora hCG/LH
moze by¢ zwiazany z regulacja ekspresji dojrzatego receptora,
gldéwnie w obrgbie domeny wigzacej ligand. Ten sam zespot
badawczy ocenial réwniez obecnos¢ réznych wariantow
mRNA receptora LH/hCG przy uzyciu metod biologii mole-
kularnej.

W analizowanym przez autoréw materiale wykazano, ze
w prawidtowej tkance jajnika istnieja co najmniej dwa roznej
dtugosci fragmenty mRNA receptora LH/hCG. Takiej same;j
dtugosci fragmenty zidentyfikowano w komoérkach raka jajni-
ka. Tylko w 40% rakéw jajnika komodrki wykazywaly obec-
nos¢ obu fragmentow mRNA receptora, podczas gdy w gu-
zach nieztosliwych az 80%. Zadnego z fragmentow mRNA nie
wykazano w ponad potowie rakow jajnika (51%) [20]. Na
podstawie badania sekwencji obu wariantdw receptora stwier-
dzono, ze fragment dluzszy odpowiada receptorowi peinej
dtugosci (full-lenght LH/hCGR), podczas gdy fragment krot-
szy cechowal si¢ brakiem eksonu 9. W oparciu o badania im-
munohistochemiczne ekspresj¢ receptora LH/hCG wykazano
w 40% rakow jajnika.

Ci sami autorzy stwierdzili réwniez lepsze rokowanie
1 dtuzszy czas przezycia u pacjentek, od ktorych materiat po-
brany do badania byl pozytywny na obecnos¢ receptora
LH/hCG. Te dane sugeruja, ze czgs¢ rakow jajnika ma podto-
ze hormonalne i ta wlasnie czg$¢ cechuje mniej agresywny
fenotyp.

W badaniach Gebauer i wsp. wykazano obecno$s¢ mRNA
receptora LH/hCG we wszystkich analizowanych liniach ko-
morkowych raka jajnika (OVCAR-3, COLO-704, EFO-21,
EFO-27). Bardzo cickawym spostrzezeniem byt fakt, ze wy-
krywalna byta tylko czgs¢ sekwencji mRNA receptora. Wysu-
nigto hipotezg, ze w komorkach raka jajnika czesto dochodzi
do ekspresji skroconej formy receptora. Niezwykle interesuja-
ce jest takze to, ze probki tkanek pochodzace z roznych ognisk
przerzutowych uzyskane od tego samego pacjenta wykazywa-
ty rézne warianty receptora LH/hCG [22].

Wyniki dotychczasowych badan sugeruja, ze rak jajnika
jest zaburzeniem ztozonym i zalezy od wielu mechanizmdw.

Whnioski

Przedstawione powyzej wyniki naszych badan pozwalaja

na wyciagnigcie nastgpujacych wnioskow:

1. Ekspresja receptora LH/hCG jest biologiczna cecha niekto-
rych rakow jajnika.

2. Obecnos¢ koekspresji receptora LH/hCG 1 biatka hCG
w niektorych komorkach nowotworowych moze swiadczy¢
o auto-lub parakrynnym oddziatywaniu podjednostki
BhCG w mikrosrodowisku raka jajnika.

3. Niezbe¢dne sg dalsze badania celem oceny roli LH/hCGR
1 biatka hCG w przebiegu procesu nowotworowego.
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