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Streszczenie

Wstep: Nowotwory ztosliwe jajnika ze wzgledu na swa znaczng agresywnos¢ sg przyczyna wysokiej smier-
telnosci wsrdd kobiet. Biatko CAS (cellular apoptosis susceptibility protein) jest zwigzane z mikrotubulami wrze-
ciona kariokinetycznego i prawdopodobnie bierze udziat w procesach progresji nowotworéw. Biatko Ki-67 jest
biatkiem proliferacyjnym, ktérego immunoekspresja jest wskaznikiem stopnia proliferacji nowotworéw.

Cel pracy: Ocena immunoekspresji biatka CAS oraz jej zwiazku z aktywnoscia proliferacyjna nowotworu
wyrazong immunoekspresja biatka Ki-67.

Materiat i metody: Badaniami objeto 43 pacjentki z surowiczymi nowotworami ztosliwymi jajnika, ktérym
w 29 przypadkach towarzyszyty przerzuty nowotworu. Immunoekspresje biatka CAS oznaczano metoda pétilo-
Sciowa, natomiast immunoekspresje biatka Ki-67 badano za pomoca komputerowej analizy obrazu.

Wyniki: W grupie guzéw jajnika dajacych przerzuty stwierdzono znamiennie wyzsza immunoekspresje biat-
ka CAS w poréwnaniu z grupa guzéw niepowodujacych przerzutéw. Odsetek komérek wykazujacych immuno-
ekspresje biatka Ki-67 byt znamiennie wyZzszy w guzach z przerzutami niz w przypadkach, w ktérych przerzutéw
nie stwierdzono. W obu badanych grupach wykazano dodatnig korelacje pomiedzy immunoekspresja biatka
CAS a stopniem proliferacji nowotworu wyrazonym immunoekspresjg biatka Ki-67, jednak korelacja ta nie byta
znamienna statystycznie.

Whioski: Wyniki badan przeprowadzonych przez autoréw niniejszej pracy moga sugerowac, ze ocena immu-
noekspresji biatek zwigzanych z proliferacja i apoptoza w surowiczych nowotworach jajnika moze by¢ pomocna
w identyfikacji guzéw o wyzszym potencjale przerzutowym.
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Summary

Introduction: Ovarian cancer takes fourth place as a cause of death from all cancers and first place from
gynaecological malignancies in Poland. Recent investigations have noted the prognostic significance of proteins
linked with proliferation (Ki-67) and apoptosis (CAS — cellular apoptosis susceptibility protein).

The aim of the study was to evaluate the immunoexpression of CAS and Ki-67 proteins in metastatic and
non-metastatic serous ovarian tumours, as well as to find possible relationships between this immunoexpres-
sion and tumour proliferation activity.

Material and methods: The analysis comprised 43 women diagnosed and treated for malignant epithelial
ovarian tumours. The immunoexpression of CAS protein was assessed semiquantitatively, whereas immuno-
expression of Ki-67 was performed using a computer image analysis system.

Results: The immunoexpression of both CAS and Ki-67 proteins was significantly increased in the metastatic
group as compared with patients without metastases. Also, a positive correlation was found between immuno-
expression of Ki-67 and CAS protein, but this correlation was not significant.

Conclusions: In conclusion, our data suggest that increased immunoexpression of CAS and Ki-67 proteins in
serous ovarian tumours may be helpful in identifying cases of higher metastatic potential.

Key words: apoptosis, proliferation, serous ovarian tumours, CAS, Ki-67

Adres do korespondencji:
Pawet Stawerski, Zaktad Nefropatologii, Uniwersytet Medyczny, ul. Pomorska 251, 92-213 t6dz, e-mail: pawel.stawerski@umed.lodz.pl

23



PRZEGLAD MENOPAUZALNY 1/2010

Wstep

Rak jajnika jest sz6stym co do czestosci wystepowa-
nia nowotworem ztoéliwym u kobiet w Polsce. Smiertel-
nos¢ z jego powodu jest wysoka — zajmuje czwarte miej-
sce wsrdd wszystkich zgonéw z powodu nowotworow
ztosliwych u kobiet i pierwsze miejsce wsrdd nowotwo-
row narzadéw ptciowych u kobiet w Polsce [1]. Odsetek
piecioletnich przezy¢ miesci sie w granicach 80-90% przy
wczesnym wykryciu i niskim stopniu zaawansowania
klinicznego do 25% przy pdznej diagnostyce i wysokim
stopniu zaawansowania klinicznego [2]. Do klasycznych
czynnikdéw rokowniczych w raku jajnika zalicza sie m.in.
stopien rozwoju tego nowotworu wg klasyfikacji FIGO,
stopien dojrzatosci histologicznej, wielkos¢ guza pier-
wotnego, a takze wiek pacjentki oraz obecnosé przed
operacja takich objawow klinicznych, jak na przyktad
wodobrzusze [3]. Prowadzone w ostatnich latach bada-
nia zwracaja uwage na znaczenie prognostyczne ekspre-
sji biatek zwigzanych z adhezjg i proliferacja komoérek
nowotworu. W niezbyt licznym jeszcze pismiennictwie
poswieconym temu zagadnieniu podkresla sie znaczenie
biatek proliferacyjnych — Ki-67 (MIB-1) oraz biatka zwia-
zanego z apoptozg — CAS (cellular apoptosis susceptibility
protein). Biatko Ki-67 jest antygenem jadrowym, ktérego
ekspresja jest Scisle zwigzana z cyklem komorkowym.
Dzieki temu moze on by¢ traktowany jako istotny marker
proliferacji w danej populacji komdrek [4]. Biatko CAS jest
homologiem biatka genu segregacji chromosoméw CSEL
Dziatanie biatka CAS jest co najmniej dwukierunkowe
— bierze ono udziat zarébwno w procesach apoptozy, jak
i proliferacji komérek [5, 6], jednak mechanizmy dziata-
nia czastki CAS nie sa jeszcze do kofica wyjasnione.

Cel pracy

Celem pracy byto okreslenie, czy immunoekspresja
biatka CAS oraz biatka Ki-67 wiaze sie z potencjatem prze-
rzutowym surowiczych nowotwordw jajnika oraz zbada-
nie, czy immunoekspresja biatka Ki-67 koreluje z nasile-
niem immunoekspresji biatka CAS w tych przypadkach.

Materiat i metody
Pacjentki

Badaniami objeto materiat pooperacyjny pobrany
od 43 chorych diagnozowanych i leczonych z powodu
ztodliwych nowotwordéw surowiczych jajnika w latach
1997-2002 w Instytucie Ginekologii i Potoznictwa Uni-
wersytetu Medycznego w todzi.

Badany materiat podzielono na grupy w zaleznosci
od wystepowania przerzutéw nowotworu. Do grupy
pierwszej zaliczono pacjentki, u ktérych stwierdzono
obecnosé przerzutdw nowotworowych (29 pacjentek —
67,44%, w tym 3 raki w stopniu G1, 9 w G2 i 17 w G3).
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Do grupy drugiej wtaczono chore, u ktérych przerzutéw
nie stwierdzono (14 przypadkéw — 32,56%, w tym 5 ra-
kéw w stopniu G1, 5w G2 i 4 guzy w stopniu G3).

Ocena w mikroskopie $wietlnym

Materiat do badan stanowity skrawki tkankowe z ma-
teriatéw pooperacyjnych, z ktérych wykonano technika
parafinowg preparaty mikroskopowe zabarwione hema-
toksyling i eozyna. W celu oceny stopnia zaawansowania
histologicznego nowotworu zastosowano obowiazujace
wg Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) kryteria mor-
fologiczne [7].

Badania immunohistochemiczne

Zastosowano mysie monoklonalne przeciwciata firmy
Novocastra klasy 1gG przeciwko antygenowi CAS (rozcien-
czenie 1 : 80) i antygenowi MIB-1 (rozcieficzenie 1 : 100),
przestrzegajac procedur zaleconych przez producenta.

Immunoekspresje biatka CAS oceniano metoda poti-
losciowa. W kazdym preparacie oceniano pod mikrosko-
pem komérki nowotworowe w 10 sgsiadujacych polach
widzenia, w powiekszeniu 400x, stosujac nastepujaca
skale: 0 — brak odczynu w komérkach nowotworu; 1 -
staby odczyn w nielicznych (< 25%) komérkach nowo-
tworu; 2 — odczyn w komérkach nowotworu o srednim
nasileniu, obejmujacy 26-74% komérek guza; 3 — silny
odczyn w wiekszosci (> 75%) komérek nowotworu.

Badania morfometryczne

Immunoekspresje biatka Ki-67 oceniano metoda
ilosciowa przy uzyciu komputerowego systemu do ana-
lizy obrazu pracujacego pod kontrola oprogramowania
MultiScan —wersja 8.08, wyprodukowanego przez firme
Computer Scanning Systems (Warszawa). Okrelano
odsetek komérek immunododatnich w 1000 komérek
raka w kazdym preparacie (funkcja automatyczna).

Andliza statystyczna

Wyniki badan przedstawiono jako Srednie + odchy-
lenie standardowe (SD). Do oceny réznic pomiedzy gru-
pami stosowano test one-way ANOVA i test post-hoc:
RIR Turkeya (rozktad byt normalny i wariancje réwne).
Do oceny zaleznosci pomiedzy badanymi parametrami
stosowano metode Pearsona. Za istotny statystycznie
przyjeto poziom p < 0,05.

Wyniki

Wyniki badah pétilosciowych immunoekspresji biat-
ka CAS i badan ilosciowych immunoekspresji biatka
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Ki-67 przedstawiono w tabeli I. Wykazano znamiennie
wyzszg immunoekspresje biatka CAS w grupie guzéw
z przerzutami w poréwnaniu z grupg bez przerzutéw
(p < 0,02, ryc. 1. i 2.). Raki surowicze jajnika z przerzuta-
mi charakteryzowaty sie réwniez istotnym statystycznie
wzrostem immunoekspresji biatka Ki-67 w poréwnaniu
z grupa rakéw, w ktérej przerzutéw nowotworowych
nie stwierdzono (p < 0,006, ryc. 3.-4.).

Przeprowadzone badania korelacyjne (ryc. 5.) wy-
kazaty ponadto dodatnia korelacje miedzy immunoek-

Tab. I. Immunoekspresja biatek CAS i Ki-67 w grupach z prze-
rzutami i bez przerzutdéw raka surowiczego jajnika (rednia
+ odchylenie standardowe — SD)

Grupa CAS Ki-67
przypadki z przerzutami 2,00 £0,73 33,65 +12,89
przypadki bez przerzutéw 1,4 +0,86 22,23 15,37
p < 0,02 < 0,006

spresja biatka CAS i biatka Ki-67, jednak nie byta ona
znamienna statystycznie (r = 0,2, p > 0,05).

Ryc. 1. Immunoekspresja biatka CAS w grupie nowotworéw
bez przerzutéw (pow. 400x)

Ryc. 2. Immunoekspresja biatka CAS w grupie nowotworéw
z przerzutami (pow. 400x)
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Ryc. 4. Immunoekspresja biatka Ki-67 w grupie nowotworéw
z przerzutami (pow. 400x)

Ryc. 3. Immunoekspresja biatka Ki-67 w grupie nowotworéw
bez przerzutéw (pow. 400x)
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n=43 r=0,2 p > 0,05

Ryc. 5. Korelacja immunoekspresji biatka CAS oraz Ki-67
w surowiczych nowotworach jajnika
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Dyskusja

Wazna role w rozwoju i progresji nowotwordw (w tym
rowniez nowotwordw surowiczych jajnika) odgrywaja
procesy proliferacji i apoptozy [8, 9]. Do klasycznych mar-
keréw apoptozy zalicza sie gtéwnie biatka z rodziny bcl2.
CAS jest stabo dotychczas poznanym biatkiem biorgcym
udziat zaréwno w procesach proliferacji komérek, jak
i w procesach apoptozy. Biatko to jest homologiem biatka
produktu genu odpowiedzialnego za segregacje chromo-
somoéw podczas fazy G1 cyklu komérkowego. Dlatego tez
biatko CAS jest wykrywane w komérkach proliferujacych,
natomiast w komérkach nieproliferujacych nasilenie eks-
presji biatka CAS jest niskie. Z drugiej strony biatko CAS
jest zwigzane z procesem apoptozy wyzwalanej przez
czynnik martwicy nowotworéw (tumour necrosis factor o
— TNF-a). Mechanizm tego dziatania jest wciaz niejasny.
Przypuszcza sie, ze rolg biatka CAS jest udziat w transpor-
cie z i do jadra biatek zwigzanymi z procesem apoptozy.
W zwigzku z tym dualizmem funkgji biatko CAS prawdopo-
dobnie stuzy jako swoisty przetgcznik regulujacy kierunek,
w ktérym zmierza historia komorki — zaprogramowana
Smier¢ lub proliferacja. Mimo Zze badania nad rola biatka
CAS w patogenezie nowotworéw prowadzito dotad nie-
wielu autoréw, w dostepnym piSmiennictwie zwraca sie
uwage na wysoka korelacje miedzy wykrywalnoscig biat-
ka CAS a niskim stopniem zréznicowania histologicznego
nowotworéw ztosliwych piersi, watroby oraz surowicze-
go raka jajnika [10, 11]. Wyniki badan przeprowadzonych
przez autoréw niniejszej pracy uzupetniaja te obserwa-
cje o spostrzezenie, ze immunoekspresja biatka CAS jest
statystycznie znamiennie wieksza w grupie rakéw suro-
wiczych jajnika z przerzutami w zestawieniu z grupg bez
przerzutdw nowotworu. Opisywane zjawiska majg praw-
dopodobnie zwiazek z zaburzeniami regulacji podziatow
komoérkowych przez biatko CAS, a takZze z deregulacja
proceséw apoptozy. Byé moze zaburzenia te s3 zwiazane
z mutacjami w obrebie genu CSEI kodujgcego biatko CAS,
ktore opisywali Wantabe i wsp. [12] oraz Tanner i wsp. [13].
Peiro i wsp. [14] wskazywali nawet na mutacje w obrebie
chromosomu 20q13.2 wraz mutacjami genu kodujacego
cykline 1 jako na jedna z gtéwnych Sciezek wiodacych do
powstania raka surowiczego jajnika. Interpretacja wyni-
kéw uzyskanych przez autordéw tej pracy wymaga duzej
ostroznosci, poniewaz wigze sie z nierozstrzygnietg kwe-
stia: czy biatko CAS rzeczywiscie bierze udziat w procesach
zwigzanych z powstawaniem przerzutéw raka jajnika, czy
tez wzrost jego immunoekspresji w grupie z przerzutami
zwiagzany jest z wiekszym potencjatem przerzutowym gu-
z6w 0 wyzszym stopniu ztosliwosci histologicznej. Mimo
przedstawionych powyzej zastrzezen i watpliwosci wyni-
ki naszych badan pozwalaja sadzi¢, ze immunoekspresja
biatka CAS moze by¢ przydatna jako marker agresywnosci
w raku surowiczym jajnika.

Nasilenie proliferacji w nowotworach surowiczych
jajnika autorzy niniejszej pracy badali, okreslajac im-
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munoekspresje biatka Ki-67 w poszczegblnych grupach.
Biatko Ki-67 jest szeroko stosowane jako marker prolife-
rujacych komérek nowotworowych. Wraz z liczba proli-
ferujacych komérek rosnie rowniez indeks proliferacyjny
mierzony jako odsetek komoérek nowotworu wykazu-
jacych dodatnia immunoekspresje biatka Ki-67. Zalez-
nos¢ taka wykazato wielu autoréw w licznych tkankach
[15, 16). Liczni autorzy wigza rowniez indeks proliferacyj-
ny z rokowaniem w chorobach nowotworowych, w tym
w nowotworach surowiczych jajnika [16, 17]. Wykazanie
przez autoréw niniejszej pracy, ze indeks Ki-67 jest staty-
stycznie znamiennie wyzszy w grupie rakéw surowiczych
jajnika z przerzutami w zestawieniu z grupa bez przerzu-
téw nowotworu, jest zgodne z wiekszoscig danych opu-
blikowanych w dostepnym na ten temat piSmiennictwie
[15-17].

W badaniach Brustmanna [18] wykazano istnienie
dodatniej zaleznosci pomiedzy ekspresja czastki CAS
a stopniem proliferacji komérek surowiczego raka jajnika
wyrazonym indeksem mitotycznym. Wyniki prezentowa-
nych badah wydaja sie potwierdzac te obserwacje, auto-
rzy stwierdzili bowiem tendencje do dodatniej korelacji
pomiedzy nasileniem proliferacji nowotworu wyrazonym
immunoekspresja biatka Ki-67 a immunoekspresja biat-
ka CAS w nowotworach surowiczych jajnika. Korelacja ta
jednak nie okazata sie znamienna statystycznie. By¢ moze
przeprowadzenie badan z udziatek wiekszej grupy chorych
pozwolitoby w petni potwierdzi¢ badania Brustmanna.

Podsumowujac, nalezy podkresli¢, ze zwiekszenie
immunoekspresji odpowiedzialnego za apoptoze i proli-
feracje biatka CAS i wzrost aktywnosci antygenu prolife-
racyjnego Ki-67 moze sugerowac zwiekszony potencjat
przerzutowy rakéw surowiczych jajnika. Stopief ztosli-
wosci histologicznej nowotworu wraz z jego aktywnoscia
proliferacyjng i potencjatem przerzutowym sa jednymi
z najwazniejszych czynnikéw wptywajacych na rokowa-
nie w nowotworach surowiczych jajnika. Tak wiec wyda-
je sie, ze uzyskane przez autoréw niniejszej pracy wyniki
moga by¢ pomocne w wyodrebnieniu grupy pacjentek
o zwiekszonym ryzyku progresji i rozsiewu nowotworow
surowiczych jajnika.

Whioski

1. Ocena immunoekspresji biatka CAS i biatka Ki-67
w surowiczych nowotworach jajnika moze by¢ po-
mocna w identyfikacji guzéw o wyzszej agresywno-
sci i wyzszym potencjale przerzutowym.

2. Wzrost immunoekspresji biatka CAS koreluje ze
wzrostem aktywnosci proliferacyjnej nowotworu,

mierzonej immunoekspresja biatka Ki-67, jednak
zaleznosc¢ ta nie jest znamienna statystycznie.
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