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Analiza ekspresji wybranych czynnikow krzepniecia krwi
w guzie pierwotnym raka piersi i ogniskach przerzutowych
w okolicznych weztach chtonnych

Marek Z. Wojtukiewiczl, Zbigniew Sawickil, Ewa Sierkol, Lech Zimnoch?

Wstep. W Polsce rak piersi jest glowng przyczyng zachorowan i zgonow kobiet z powodu nowotworow zlosliwych. W prze-
biegu tego nowotworu stosunkowo czesto obserwuje si¢ wystwpowanie powikiari zakrzepowo-zatorowych. Celem niniejszej pra-
¢y byla ocena ekspresji wybranych czynnikow krzepniecia krwi w ognisku pierwotnym tego nowotworu i przerzutach nowotwo-
rowych w wezlach chionnych pachowych.

Material i metody. Material do badan stanowily wycinki raka gruczotowego piersi pobrane podczas zabiegow operacyj-
nych. W badaniach wykorzystano barwienie immunohistochemiczne wediug metody ABC.

Wyniki. Wykazano ekspresje czynnika tkankowego (TF), fragmentu 1+2 protrombiny (F1 + 2) i fibryny zaréwno w ogni-
sku pierwotnym, jak rowniez w przerzutach nowotworowych.

Whnioski. Przeprowadzone badania wskazujq, iz w raku piersi dochodzi do lokalnej aktywacji krzepniecia krwi zarowno
w ognisku pierwotnym, jak i w miejscach przerzutow nowotworowych zlokalizowanych w wezltach chionnych. Z uwagi na fakt,
ze skltadowe ukladu hemostazy, m. in. TF, trombina i fibryna ulatwiajg wzrost i rozsiew nowotworow, celowe wydaje si¢ prze-
prowadzenie u chorych na raka piersi badar klinicznych z zastosowaniem czynnikow interferujgcych z ukladem krzepniecia

krwi.

Stowa kluczowe: rak piersi, krzepnigcie krwi

Wprowadzenie

Rak piersi jest najczestszym nowotworem zioSliwym u ko-
biet w Polsce. Jest on przyczyng okoto 20% wszystkich
zachorowan na nowotwory oraz okoto 15% ogoétu zgo-
now z tego powodu. Leczenie chorych na raka piersi ma
charakter wielodyscyplinarny i dlugotrwaty. Wybor ro-
dzaju leczenia jest uzalezniony m.in. od stadium kliniczne-
go zaawansowania choroby nowotworowej. Niestety,
u wielu pacjentdéw, z uwagi na obecno$¢ przerzutdw odle-
glych, juz w momencie ustalenia rozpoznania, leczenie
radykalne nie moze by¢ podjete. Ponadto brak przerzutow
odleglych w chwili rozpoznania choroby nowotworowe;j
wecale nie gwarantuje sukcesu terapeutycznego, poniewaz
u czesci chorych, pomimo zastosowania skojarzone;j tera-
pii przeciwnowotworowej, dochodzi po pewnym czasie
do nawrotu choroby. Rozsiew nowotworu jest mozliwy
dopiero wowczas, gdy w ognisku pierwotnym pojawia si¢
zmiany fenotypu komoérek nowotworowych, umozliwia-
jace zwiekszona zdolno$¢ miejscowego naciekania, od-
dzielenia si¢ od masy nowotworu zlo§liwego, penetracji
blony podstawnej naczynia, przemieszczania si¢ i prze-
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zycia w lozysku naczyniowym oraz przezycia i proliferacji
w miejscu odleglym. Okazuje sig, iz w interakcjach po-
miedzy komorka nowotworowg a otaczajacym ja Srodowi-
skiem istotna role odgrywa uktad hemostazy. Efektem
aktywacji krzepniecia krwi sa zaréwno klinicznie jawne
powiktania zakrzepowo-zatorowe, np. zakrzepica zyt gle-
bokich konczyn, wedrujace zapalenie zyl powierzchow-
nych, niebakteryjne zakrzepowe zapalenie wsierdzia,
zakrzepica tetnic mozgowych i palcow, jak réwniez niepra-
widlowosci stwierdzane jedynie w badaniach laboratoryj-
nych krwi, m.in. wzrost stezenia kompleksu trombina —
antytrombina III, fibrynogenu, produktéw degradacji fi-
brynogenu, zwigkszenie aktywnoSci czynnika XIII czy
zmniejszenie aktywnoSci biatka C [1-4].

Zaburzenia krzepnigcia krwi moga by¢ inicjowane
przez komorki nowotworowe, moga by¢ pochodzenia ja-
trogennego [5-7], jak tez moga by¢ skutkiem dzialania
innych bodzcow patogenetycznych (np. otytos¢, unieru-
chomienie, zakazenia, etc.) [8]. Powiklania zakrzepowo-
-zatorowe wystepuja w kazdym stadium zaawansowania
choroby nowotworowej. Moga o kilka lat wyprzedza¢ roz-
poznanie choroby nowotworowej [9], moga pojawiaé si¢
w jawnej klinicznie fazie choroby nowotworowej [10], mo-
ga tez by¢ bezposrednia przyczyna zgonu chorego na no-
wotwor [11]. Aktywacja krzepnigcia krwi u tych chorych
moze zachodzi¢ nie tylko w tozysku naczyniowym, ale
takze w przestrzeni pozananczyniowej 2, 12].



Koncepcja monoklonalnego rozwoju nowotworu za-
ktada, iz nowotwor zloSliwy jest jednym klonem ,,prako-
morki”. Spostrzezenia kliniczne w wielu wypadkach nie
potwierdzaja tej teorii. Istnieja rdznice fenotypowe po-
miedzy komérkami nowotworowymi zarowno w obrgbie
jednego ogniska nowotworowego, jak rowniez pomiedzy
réznymi ogniskami nowotworowymi. Przejawia si¢ to
w szczegOlnosci heterogennoScia cech morfologicznych
poszczegdlnych komorek nowotworowych [13]. Efektem
wystepowania réznic pomiedzy komérkami nowotwo-
rowymi, nawet w tym samym ognisku chorobowym, sa
miedzy innymi ich odmienne wia$ciwosci antygenowe,
metaboliczne i proliferacyjne [14]. W komdrkach nowo-
tworowych w ognisku pierwotnym i w przerzutach nowo-
tworowych w weztach chtonnych pachowych wykazano
poréwnywalng ekspresje receptoréw EGFR [15] i c-erbB2
[15, 16] oraz biatka p53 [15, 16], Ki-67 [16], a takze odse-
tek komorek w fazie S [17]. Natomiast znaczace réznice
iloSciowe wystepuja w ekspresji receptoréw hormonal-
nych [18, 19]. Z kolei analiza 54 przypadkéw obustron-
nych metachronicznych rakéw piersi wykazata, iz ekspre-
sja biatka p53 oraz HER?2 jest w tych przypadkach po-
rownywalna, natomiast réznice wystepuja w nasileniu
stopnia ekspresji receptoréw hormonalnych [20].

Jak dotad zbadano ekspresje bialek uktadu krzep-
niecia krwi w ognisku pierwotnym wielu nowotwordw zto-
§liwych [21-26], brak jest jednak jakichkolwiek danych
dotyczacych ekspres;ji sktadowych ukfadu krzepniecia krwi
w przerzutach nowotworowych pochodzacych z raka pier-
si. Porownanie ekspresji bialek uktadu krzepniegcia krwi
w ognisku przerzutowym w odniesieniu do miejsca pier-
wotnego moze pomoc w okreSleniu roli uktadu hemosta-
zy w rozwoju raka piersi.

Cel pracy

Celem pracy byta ocena ekspresji wybranych biatek ukfa-
du krzepnigcia krwi (czynnik tkankowy — TF, fragment
1+2 protrombiny — F1+2, fibryna) w ognisku pierwot-
nym raka piersi i przerzutach nowotworowych zlokalizo-
wanych w obrebie pachowych weztéw chionnych.

Material i metody

Materiat do badan stanowily fragmenty naciekajacego przewodo-
wego raka gruczolowego (adenocarcinoma ductale infiltrans) po-
chodzace z ogniska pierwotnego i przerzutéw nowotworowych w
okolicznych weztach chtonnych, pobrane podczas zabiegu opera-
cyjnego od 10 chorych na raka piersi. Fragmenty guzéw nowo-
tworowych utrwalono w zbuforowanej formalinie, a nastgpnie za-
topiono w parafinie o niskiej temperaturze topnienia. Wycinki
nowotworéw poddano barwieniom technika immunohistoche-
miczng wedlug metody ABC z wykorzystaniem zestawOw Vecta-
stain Kits firmy Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA
[27]. Powyzsza metoda opiera si¢ na tworzeniu kompleksow awi-
dyna — biotyna, z wykorzystaniem diaminobenzydyny jako sub-
stratu. Ocena ekspresji badanych bialek zostata dokonana przy
zastosowaniu nastgpujacych unikatowych, wysokospecyficznych
przeciwcial:
- przeciwcialo T,G, - reagujgce z fibryng II. Uzyto mieszaniny
dwdch, mysich przeciwcial monoklonalnych: intact oraz

F(ab'),, Otrzymano je od dr Bohdana Kudryka z Lindsley F.
Kimball Research, New York, Blood Center, NY, USA;

— krolicze, poliklonalne przeciwcialo przeciwko ludzkiemu re-
kombinowanemu czynnikowi tkankowemu. Otrzymano je od
prof. Waltera Kisiela z University of New Mexico, Depart-
ment of Patology, School of Medicine, Albuquerque, USA;

— krolicze, poliklonalne przeciwcialo przeciwko fragmentowi
protrombiny 1+2. Otrzymano je od prof. Waltera Kisiela
z University of New Mexico, Departament of Patology, Scho-
ol of Medicine, Albuquerque, USA.

Poszukiwane antygeny uwidocznialy si¢ jako brazowy produkt re-

akcji.

Wyniki
TF

Silng ekspresje TF zwiazanego z komo6rkami nowotworo-
wymi wykazano zarOwno w ognisku pierwotnym raka pier-
si, jak rowniez w miejscach przerzutéw nowotworowych w
okolicznych weztach chtonnych. Antygeny TF stwierdzo-
no takze w Scianach drobnych naczyf krwiono$nych oraz
w makrofagach — zar6wno w obrgbie guza pierwotnego,
jak rowniez w przerzutach nowotworowych w weztach
chtonnych (Ryec. 1, 2).

Fragment protrombiny 1+2

Nier6wnomierna, intensywna ekspresje¢ antygendw frag-
mentu protrombiny 1+2 wykazano w komorkach nowo-
tworowych w ognisku pierwotnym raka piersi oraz w miej-
scach przerzutéw nowotworowych w okolicznych weztach
chionnych. Zaobserwowana ekspresja tego peptydu byta
nier6wnomierna — tzn. nie wszystkie komdrki nowotworo-
we wykazywaly obecno$¢ F1+2. Wystepowanie F1+2
stwierdzono takze w makrofagach i Scianach drobnych
naczyn krwiono$nych — zaréwno w obrebie guza pierwot-
nego, jak rowniez w przerzutach nowotworowych (Ryc. 3,
4).

Fibryna

Wykazano silny odczyn immunohistochemiczny na obec-
no$¢ antygendw fibryny, powiazany z komérkami nowo-
tworowymi raka piersi, zlokalizowanymi w obrgbie ogni-
ska pierwotnego. Natomiast w komorkach nowotworo-
wych raka piersi zlokalizowanych w przerzutach
nowotworowych w pachowych weztach chionnych eks-
presja fibryny byta stabsza niz w ognisku pierwotnym.
W niektorych przypadkach ekspresja fibryny byta widocz-
na we wszystkich komérkach nowotworowych, w innych
za$ — byla bardzo nieréwnomierna — dotyczyta tylko czesci
komorek raka piersi (Ryc. 5, 6).

Omowienie

Juz w 1865 roku Armand Trousseau opisal u chorych na
nowotwory przewodu pokarmowego zwigkszong zapadal-
nos$¢ na zakrzepice. Obecnie wiadomo, iz zaburzenia he-
mostazy sa czgstym powiklaniem choroby nowotworowe;.
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ye. 1. Rak piersi — ognisko pierwotne. Metoda ABC. Dodatni odczyn
immunohistochemiczny na obecnos¢ czynnika tkankowego
w komorkach nowotworowych (=) i w §cianach drobnych naczyn
krwiono$nych (@=). Powickszenie okoto 200 x
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Ryec. 3. Rak piersi — ognisko pierwotne. Metoda ABC. Dodatni odczyn
immunohistochemiczny na obecno$¢ fragmentu protrombiny 1+2
w komorkach nowotworowych (==») i Scianach drobnych naczyn
krwiono$nych (@= ). Powickszenie okoto 200 x

Co ciekawe, zaobserwowano, iz u chorych na raka piersi
wystapienie zylnych incydentdéw zakrzepowo-zatorowych
w trakcie chemioterapii uzupelniajacej jest niekorzyst-
nym czynnikiem ryzyka [28]. Zwraca si¢ uwage na fakt, iz
aktywacja krzepnigcia krwi u chorych na nowotwory nie
jest tylko procesem wtoérnym do obecnosci nowotworu,
ale moze sprzyjaé takze rozwojowi zarOwno guza pier-
wotnego, jak i tworzeniu nowotworowych przerzutéw od-
legtych [29, 30]. Gtéwnym prokoagulantem odpowiedzial-
nym za aktywacj¢ krzepnigcia krwi u chorych na nowotwo-
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Ryc. 2. Rak piersi — wezet chionny pachowy. Metoda ABC. Dodatni

odczyn immunohistochemiczny na obecnos¢ czynnika tkankowego
w komdrkach nowotworowych (==»). Powi¢kszenie okoto 200 x

r ~ vk = 5 v ]

Ryc. 4. Rak piersi — wezel chionny pachowy. Metoda ABC. Dodatni
odczyn immunohistochemiczny na obecnos¢ fragmentu protrombiny
1+2 w komoérkach nowotworowych (==). Powigkszenie okoto 200 x

ry jest czynnik tkankowy (TF) [31]. W warunkach prawi-
dtowych TF nie kontaktuje si¢ z krwig. W wyniku prze-
rwania ciagtosci §ciany naczynia krwiono$nego, a takze
wskutek dziatania czynnikéw takich, jak TNE, C5a, en-
dotoksyny i mukopolisacharydy bakterii, FGF, PDGE,
VEGEF dochodzi do ekspresji TF i w konsekwencji — do
uruchomienia kaskady krzepnigcia krwi [32].

Nasilona ekspresj¢ TF w komdérkach nowotworo-
wych wykazano w ognisku pierwotnym réznych nowotwo-
réw, m.in. w raku trzustki [22, 25], zotadka [21], krtani [23,
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Ryc. 5. Rak piersi — ognisko pierwotne. Metoda ABC. Dodatni odczyn
immunohistochemiczny na obecno$¢ fibryny w komdrkach
nowotworowych (=), makrofagach (4= ) i cianach drobnych
naczyn krwiono$nych (@=). Powigkszenie okoto 200 x

25], jajnika [25], ptuca [24, 25], piersi [26, 33]. W bada-
niach doswiadczalnych (na modelu zwierzgcym) zaobser-
wowano, iz nasilenie stopnia ekspresji TF w komorkach
nowotworowych koreluje z ich zdolno$cia do tworzenia
przerzutdw [29]. Badania in vitro wykazaly, iz obecno$§¢
antygendéw TF w komoérkach nowotworowych moze by¢
czynnikiem predykcyjnym — oporno$¢ na doksorubicyne
obserwuje si¢ czesSciej w przypadku obecnosci w raku
piersi komoérek nowotworowych nie wykazujacych eks-
presji TF [34].

Okazuje si¢ takze, iz obecno$¢ TF w komdrkach no-
wotworowych moze mieé znaczenie prognostyczne.
U chorych na raka piersi, u ktorych stwierdzono ekspresje
TF w komoérkach nowotworowych ogniska pierwotnego
obserwowano krétszy okres przezycia catkowitego, w po-
rownaniu do chorych, u ktorych nie stwierdzono obec-
nosci tego biatka o takiej lokalizacji [26]. Zaobserwowano
rowniez, iz ryzyko powstania przerzutdw nowotworowych
do watroby jest wigksze u pacjentek, u ktérych w komor-
kach nowotworowych wykazano ekspresje TF [26].

Tak wiec, prawdopodobne jest, iz biatko to moze od-
grywaé czynna role w przebiegu procesu nowotworowego.
TF moze wplywaé na rozwdj choroby nowotworowe;j
dwiema drogami: bezposrednio — poprzez nasilanie prze-
kaznictwa wewnatrzkomodrkowego — oraz posrednio — po-
przez pobudzanie zewnatrzpochodnego ukiadu krzepnie-
cia krwi. Aktywacja przekaZnictwa wewnatrzkomorko-
wego moze dokonywac si¢ badz poprzez przylaczenie
czynnika VlIla do tego biatka, badz niezaleznie od czynni-
ka VIla - poprzez domeng¢ cytoplazmatyczng TFE. Przy
czym wydaje si¢, iz wlasnie domena cytoplazmatyczna TF
odgrywa wiodaca role w procesie tworzenia przerzutow
nowotworowych. Badania na liniach komérkowych wy-
kazujacych ekspresje¢ tzw. kadtubowego TF (truncated

odczyn immunohistochemiczny na obecnos¢ fibryny w komoérkach
nowotworowych (=), makrofagach (4= ) i §cianach drobnych
naczyniach krwiono$nych (@=). Powigkszenie okoto 200 x

TF) wykazaly znacznie zmniejszona zdolno$¢ tworzenia
przerzutéw w poréwnaniu do linii komdrek nowotworo-
wych z pelna czasteczka TF [35]. TF odgrywa bardzo waz-
na role w procesie angiogenezy — przede wszystkim po-
przez pobudzanie syntezy VEGF [36]. W wyniku powyz-
szych proces6w komorki nowotworowe moga nabywaé
nowe cechy umozliwiajace w konsekwencji tworzenie no-
wotworowych przerzutéw odleglych.

Koncowym efektem aktywacji krzepnigcia krwi jest
powstawanie fibryny. Do przeksztalcania fibrynogenu
w fibryne konieczna jest obecno$¢ trombiny. Enzym ten
powstaje po odlaczeniu fragmentu F1+2 od czastki pro-
trombiny. A zatem na podstawie ekspresji fragmentu pro-
trombiny 1+2 mozna poSrednio wnioskowaé o stopniu
aktywacji krzepnigcia krwi w guzie nowotworowym [12].
Poza katalizowaniem konwersji fibrynogenu do fibryny,
trombina — proteza serynowa o masie molekularnej 36
kD wywiera takze wielokierunkowe dziatanie na komorki
prawidlowe, m.in. aktywuje plytki krwi, wywiera efekt mi-
togenny w stosunku do fibroblastéw oraz komoérek migéni
gtadkich, a takze moze wplywac na komorki Srodbtonka
naczyn i leukocyty [37]. Swoje dziatanie na komorki trom-
bina wywiera poprzez specyficzny receptor, ktérego pobu-
dzenie prowadzi do aktywacji kinazy biatkowej C, zmian
w metabolizmie fosfoinozytolu oraz mobilizacji jondéw
wapnia. Receptor o wysokim powinowactwie do trombiny
zostal zidentyfikowany nie tylko na komoérkach prawidto-
wych, ale réwniez na komorkach nowotworowych [37].
Obecnos¢ specyficznego receptora dla trombiny na ko-
morkach nowotworowych (tzw. TLTR - tethered ligand
trombin receptor, lub inaczej: PAR - 1 — protease activated
receptor) moze ttumaczy¢ wla$ciwosci proangiogenne, mi-
togenne i promigracyjne trombiny wykazywane w stosun-
ku do komérek nowotworowych. W warunkach in vitro
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wykazano, iz nasilenie ekspresji tego receptora koreluje ze
zwigkszeniem czgstosci powstawania przerzutoéw odle-
glych, za$ jego blokowanie prowadzi do zahamowania in-
wazji komorek raka piersi [37]. W warunkach doswiad-
czalnych zaobserwowano, iz stymulacja komorek czernia-
ka zlo§liwego i raka jelita grubego trombing prowadzi do
pobudzenia miejscowego wzrostu guza nowotworowego
oraz zwigkszenia zdolnoSci tworzenia przerzutow nowo-
tworowych [38]. Wykazano takze, iz trombina poSredniczy
w indukowanej przez komoérki nowotworowe agregacji
plytek krwi (TCIPA — tumor cell-induced platelet aggrega-
tion) oraz prowadzi do wzrostu ekspresji czastek adhe-
zyjnych (P - selektyny i ICAM - 1) w komorkach $§rod-
blonka naczyn, utatwiajac w ten sposdb tworzenie przerzu-
tow przez komoérki nowotworowe [39].

Fibryna nie tylko odgrywa role w hemostazie, ale
takze bierze czynny udzial w rozwoju nowotworu. Tworzy
ona przestrzenng sie¢, ktéra z jednej strony moze byc
szkieletem dla rozwijajacego si¢ guza, z drugiej za§ — me-
chaniczng bariera uniemozliwiajaca skuteczna reakcje
ukfadu odpornosciowego przeciwko antygenom komo-
rek nowotworowych. Fibryna jest czynnikiem pobudza-
jacym ekspresje TF, co na zasadzie wzajemnego sprzeze-
nia zwrotnego prowadzi do zwigkszonej produkg;ji fibryny.
Fibryna moze stymulowac¢ proliferacje i migracje komorek
§rodbtonka, a takze moze nasila¢ angiogeneze [40].

W ocenianym materiale ekspresj¢ TF, fibryny oraz
fragmentu 142 protrombiny zaobserwowano zaréwno
w obrebie guza pierwotnego, jak rowniez w przerzutach
nowotworowych w okolicznych weztach chtonnych. Po-
wyzsze dane §wiadcza o tym, iz zaré6wno w ognisku pier-
wotnym raka piersi, jak rowniez w miejscach przerzutow
nowotworowych, dochodzi do aktywacji krzepnigcia krwi
inicjowanej przez komorki nowotworowe.

Z uwagi na fakt, ze sktadowe uktadu hemostazy,
m.in. TF, trombina i fibryna wspomagaja wzrost i rozsiew
nowotworéw, mozna przypuszczac, iz w przysziosci jed-
nym z elementéw leczenia chorych na raka piersi moze
by¢ zastosowanie preparatéw interferujacych z uktadem
krzepniecia krwi.

Whioski

Wykazanie w badaniach wiasnych ekspresji TF, fragmen-
tu 142 protrombiny oraz fibryny, zar6wno w obrebie gu-
za pierwotnego, jak rowniez w ogniskach przerzutowych
w pachowych weztach chlonnych wskazuje, ze u chorych
na raka piersi dochodzi do pozananczyniowej aktywacji
krzepnigcia krwi zaleznej od czynnika tkankowego zwigza-
nego z komoérkami nowotworowymi.

Prof. dr hab. med. Marek Z. Wojtukiewicz
Klinika Onkologii AM

ul. Ogrodowa 12, 15-027 Bialystok

e-mail: mwojtuk@amb.edu.pl
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