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Streszczenie

Biatka grupy |d moga kontrolowa¢ proces neoangiogenezy nowotworowej poprzez interakcje z silnymi czynni-
kami mitogennymi: epidermalnym czynnikiem wzrostu (epidermal growth factor — EGF) i jego receptorem — EGF-R.
Celem pracy byto zbadanie, czy ocena ekspresji biatka Id1, EGF i EGF-R ma zwigzek ze stopniem zr6znicowania
histologicznego i zaawansowania klinicznego raka jajnika. Analizowano dane 95 kobiet, w tym pochodzace od 83
pacjentek z guzami ztoéliwymi. U pozostatych 12 kobiet stwierdzono zmiany nieztosliwe jajnika. Srednia wieku ba-
danych kobiet wynosita 52,6 +15,1 roku (zakres 15-83 lat), w tym 43 pacjentki (45,2%) byty przed menopauza.
W grupie badanej prawie potowa guzéw ztosliwych byta rakami surowiczymi (n = 38), ponadto badano 23 raki §lu-
zowe, 7 endometrioidalnych oraz 15 guzéw r6znego pochodzenia, w tym 6 guzéw przerzutowych i 5 germinalnych.
Stwierdzono istotne statystycznie réznice w stezeniu czynnika EGF i jego receptora EGF-R w zaleznosci od statusu
menopauzalnego (odpowiednio p = 0,01 i p = 0,002). Stopien zrdéznicowania histologicznego istotnie wptywat na
stezenie EGF (p = 0,01). Ponadto stopien zaawansowania klinicznego miat istotny wptyw na ekspresje 1d1 (p = 0,09)
oraz na stezenie EGF (p = 0,01). Stwierdzono réznice w ekspresji Id1 w zaleznosci od rodzaju histologicznego guza
(p = 0,005) i zaawansowania klinicznego. Stezenie czynnika EGF w surowicy byto skorelowane z receptorem EGF-R
(p = 0,003) oraz z ekspresja biatka Id1 (p = 0,0005). Stezenie receptora EGF-R byto dodatnio skorelowane z ekspre-
sja Id1 (p = 0,004). Podsumowujac, badanie ekspresji biatka Id1 i ocena stezenia EGF i EGFR w surowicy moga by¢
wykorzystane jako dodatkowe parametry charakteryzujace rézne typy ztosliwych guzéw jajnika u kobiet.

Stowa kluczowe: rak jajnika, biatko 1d1, EGF, EGFR, angiogeneza

Summary

Introduction: Inhibitors of DNA binding/inhibitors of differentiation (Id) protein family (Id1, Id2, 1d3 and Id4)
may play an important role in various cancer angiogenesis stimulation through interactions with strong
mitogenic and angiogenic factors such as EGF and EGFR.

Aim of the study: Our aim was to assess if the expression of Id1 protein with EGF and EGF-R serum
concentration assessment is associated with selected epidemiological, clinical and histological features of
malignant ovarian tumours.

Material and methods: The study group included 95 women operated because of ovarian tumours. In this
group, 83 masses proved to be malignant. The findings were correlated with the tumour type, histological
grading and tumour FIGO stage. Tumour Id1 protein was assessed by immunohistochemistry and EGF with EGF-R
serum concentrations were examined by ELISA.

Results: The mean age of the patients was 52.6 +15.1 years and 43 (45.2%) of women in this group were
premenopausal. Histological examination revealed that in the malignant group there were 38 serous ovarian
cancers, 23 mucinous cancers, 7 endometrioid cancers and 13 other malignant tumours including 6 metastatic
to the ovary. Significant differences were found between concentrations of EGF and EGF-R depending on the
patient's menopausal status (p = 0.01 and p = 0.002, respectively). Histological grade was significantly
correlated with EGF concentrations in women with malignant ovarian tumours (p = 0.01). FIGO stage was also
significantly correlated with Id1 expression (p = 0.09) and EGF concentration (p = 0.01). Also, significant
correlations were found between Id1 expression, and histological grade and tumour FIGO stage (both p = 0.005).
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EGF and EGF-R concentrations were significantly correlated with each other (p = 0.008). Moreover, both EGF and
EGF-R concentrations were correlated with Id1 expression (p = 0.0005 and p = 0.004, respectively).

Conclusion: Our results indicate that Id1 protein and EGF with EGF-R concentration assessment may be
used as additional prognostic markers in women with various types of malignant ovarian tumours.

Key words: ovarian cancer, Id1 protein, EGF, EGFR, angiogenesis

Rak jajnika pozostaje jednym z najgorzej rokujacych
nowotworéw narzadu ptciowego u kobiet. Mechanizmy
kontrolujace aktywacje i inaktywacje wielu genéw kon-
trolujacych transformacje nowotworowa oraz szlaki
neoangiogenezy warunkujace powstawanie przerzutéw
odlegtych sa przedmiotem wielu badanh eksperymental-
nych i klinicznych. Nowe wyniki badah nad biatkami
z grupy Id (skrét od Inhibitor of differentiation/DNA
synthesis) wskazuja, ze petnig one istotng funkcje
w biologii nowotworéw. Obecnie potwierdzono istnienie
czterech r6znych typow biatek I1d nazwanych kolejno Id1,
Id2, 1d3 i Id4. Geny Id majg wtasciwosci onkogenow ze
wzgledu na ich zdolnos¢ do indukgji proliferacji komorek
oraz supresji czynnikéw transkrypcyjnych podrodziny
biatek HLH, ktérych aktywnos¢ blokowana jest przez
biatka Id [1, 2]. Wiekszos¢ biatek HLH stymuluje ekspre-
sje gendw, jednak, co jest rzadkie w tej grupie, niektére
z biatek Id maja gtéwnie dziatanie hamujgce. Biatka te
blokuja wigzanie sie DNA z czynnikami transkrypcyjny-
mi HLH. Z uwagi na onkogenne wtasciwosci biatek Id
oraz obserwacje, ze brak ekspresji genéw Id w liniach
komérek nowotworowych prowadzi do zahamowania
wzrostu, wydaje sie prawdopodobne, ze biatka Id moga
odgrywat istotng role w mechanizmach transformacji
nowotworowej [3]. Wyniki wielu badan wskazujg ponad-
to, ze wiekszos¢ z nich, w tym biatka Id1, Id2 i Id3, moze
odgrywat wazna role we wczesnych etapach kanceroge-
nezy raka watroby, raka szyjki macicy czy raka endome-
trium [4, 5]. Biatka Id maja wtasnosci hamowania apopto-
zy i réznicowania szeregu komaérek, w innych natomiast
stymuluja ich niekontrolowany wzrost. Stwierdzono, ze Id1
jest waznym regulatorem wzrostu i réznicowania komo-
rek raka sutka [6]. Dotad niewiele wiadomo na temat zna-
czenia zaburzonej ekspresji genéw Id u chorych na raka
jajnika. Podwyzszong ekspresje réznych onkoprotein ko-
dowanych przez geny z grupy Id stwierdzono w szeregu
zaawansowanych klinicznie postaci nowotworéw ztosli-
wych, w tym m.in. w raku trzustki, rakach jelita grubego
oraz réznych glejakach i szpiczakach [7-9]. W ostatnich la-
tach coraz czesciej sugerowana jest ich rola jako potencjal-
nych nowych markeréw nowotworowych [10-12].

Badania dotyczace zwiazku ekspresji Id1 z r6znymi
typami histologicznymi raka jajnika s3 do tej pory nie-
liczne i prowadzono je gtéwnie w hodowlach komorek.
Schindl i wsp. [13] wykazali istotne zaleznosci pomiedzy
zwiekszong ekspresjg Id1 a stopniem zréznicowania
oraz zaawansowania nowotworu i znacznym skroce-
niem Sredniego okresu przezycia tych chorych. Najnow-
sze badania Maw i wsp. [14] potwierdzaja znaczacy

udziat biatka Id1 w progresji nowotworowej raka jajnika
oraz w powstawaniu naczyh nowotworowych. Wyniki
badan Lydena i wsp. [8] zasugerowaty m.in., ze podwyz-
szona ekspresja Id1 i 1d3 w naczyniach krwionosnych
nowotworéw wptywa na zmiane fenotypu komorek
srédbtonka na fenotyp angiogenny i indukuje zjawisko
tzw. przetaczenia angiogennego (angiogenic switch) [15].
Ling i wsp. [12] wykazali, ze zwiekszona ekspresja Id1 ak-
tywuje gen kodujacy czynnik wzrostu srédbtonka naczy-
niowego (vascular endothelial growth factor — VEGF), co
z kolei prowadzi do zwiekszonej ekspresji VEGF w gu-
zach. Aktywna forma VEGF stymuluje proliferacje komé-
rek srédbtonka i powstawanie nowych naczyn. Obser-
wacje te potwierdzili Ding i wsp. [16], ktérzy badali
wptyw biatek Id1 na receptor epidermalnego czynnika
wzrostu (ang. epidermal growth factor — EGF) w komor-
kach nowotworowych pecherza moczowego.

Rodzine receptoréw dla EGF stanowia cztery kinazy ty-
rozynowe typu | — biatka te s3 podobne do siebie struktu-
ralnie i okreslane sa czesto jako EGF-R (erbB-1), HER-2/neu
(erbB-2), HER-3 (erbB3) oraz HER-4 (erbB4). Proteiny te,
m.in. taczac sie ze sobga, wzajemnie tworzg struktury ho-
modimeryczne i heterodimeryczne. Homodimeryzacja
receptoréw EGF-R i heterodimeryzacja z innymi receptora-
mi z rodziny EGF, takimi jak HER-2/neu, indukuje aktywa-
cje wewngatrzkomérkowych szlakéw sygnatowych m.in.
szlak fosfolipazy C, fosfatydyloinozytol-3’-kinazy, biatek G,
biatek Ras aktywujgcych GTP-aze [17, 18]. Receptor epi-
dermalnego czynnika wzrostu (EGF-R) jest syntetyzowany
w wiekszosci typow komorek, z wyjatkiem komaérek hema-
topoetycznych [18]. Receptor dla EGF jest silnym mitoge-
nem, ktéry moze wptywaé na ujawnianie sie w komérkach
fenotypu nowotworowego. Aktywacja tego receptora od-
grywa ponadto istotng role w adhezji komérek nowo-
tworowych, ich migracji, inwazji, przezyciu i angiogenezie,
czyli procesach zwigzanych ze wzrostem nowotworéw
ztosliwych [19, 20].

W jajniku u kobiet EGF-R odgrywa istotna role w re-
gulacji wzrostu komérek nabtonkowych jajnika oraz ma
wptyw na folikulogeneze. W badaniach nad czynnikami
regulujacymi synteze receptoréw rodziny EGF-R wykaza-
no, ze nadekspresja onkogenu erbB-2 jest zwigzana
z wieksza agresywnoscia biologiczng nowotworéw, co
moze by¢ dodatkowym wskaznikiem w prognozowaniu
rakéw jajnika [21, 22]. W poprzednim doniesieniu auto-
rzy niniejszej pracy wykazali zwiazek ekspresji biatek
z grupy 1d2 z typem histologicznym i stopniem zréznico-
wania réznych typoéw raka jajnika [23].
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Nie zbadano jednak do tej pory mozliwego zwigzku
biatka Id1 z ekspresja innego silnego stymulatora angio-
genezy, jakim jest EGF i jego receptor (EGF-R) w réznych
typach histologicznych raka jajnika. Celem pracy byto
zbadanie, czy ocena ekspresji biatka Id1 w guzach ztosli-
wych i nieztosliwych jajnika ma zwigzek ze stezeniami
EGF i EGF-R oraz ze stopniem zréznicowania histologicz-
nego i zaawansowania klinicznego nowotwordw.

Materiat i metody

Badaniami objeto grupe 95 kobiet, ktére byty leczo-
ne operacyjnie z powodu guzéw ztosliwych i nieztosli-
wych jajnika w | Klinice Ginekologii Onkologicznej i Gi-
nekologii Uniwersytetu Medycznego w Lublinie w latach
2007-2009. W kazdym przypadku oceniano wiek chorej,
jej status menopauzalny, typ histologiczny i stopien zréz-
nicowania guza oraz stopief zaawansowania klinicznego
raka jajnika wg FIGO. Menopauze zdefiniowano jako wiek,
w ktérym uptynat minimum rok od ostatniego krwawienia,
albo ukonczone 50 lat zycia u kobiet z usunietg wczesniej
macica. Materiat do badan histologicznych i immunohisto-
chemicznych pobierano z centralnej czeci zmiany z pomi-
nieciem obszaréw martwiczych oraz obszaréw naciekania
sgsiednich narzadéw. Badania immunohistochemiczne
wykonano na skrawkach parafinowych utrwalonych w for-
malinie o grubosci 5 um. Po odparafinowaniu i uwodnie-
niu materiatu tkankowego w szeregu alkoholowym zasto-
sowano procedure odstoniecia determinanty antygenowej,
wykorzystujac bufor cytrynianowy (0,01 M; pH = 6,0) i in-
kubacje w tazni wodnej w 98°C przez 30 min. Aktywnos¢
endogennej peroksydazy blokowano 3-procentowym roz-
tworem nadtlenku wodoru przez 20 min w temperaturze
pokojowej. Preparaty ptukano kazdorazowo 3 razy po
5 min w buforze TBS, a potem inkubowano z przeciwcia-
tem pierwotnym skierowanym przeciwko badanemu anty-
genowi Id1 (Invitrogen, USA) w rozcienczeniu 1 : 50 przez
noc w temperaturze 4°C. Nastepnie zastosowano przeciw-
ciato wtorne z kompleksem streptawidyna/biotyna sko-
niugowane z peroksydaza (zestaw LSAB2/HRP kit; DAKO,
Dania). Peroksydaze wykrywano przy uzyciu chromoge-
nu roztworu czterochlorku 3’-3-diaminobenzydyny (DAB,
DAKO Dania). Preparaty zostaty dodatkowo wybarwione
hematoksyling Mayera. Do oceny preparatéw histologicz-
nych wykorzystano mikroskop Olympus CX41 z kamera
cyfrowa DP12 zintegrowany z komputerem PC. Obraz mi-
kroskopowy archiwizowano i analizowano przy uzyciu pro-
gramu DP-Soft firmy Olympus (Japonia).

Ocene poétilosciowa ekspresji biatka 1d1 przeprowa-
dzono wg zmodyfikowanego sposobu opisanego przez
Schindla i wsp. [4]. Okreslono odsetkowy udziat komérek
nowotworowych wykazujacych ekspresje Id1 oraz inten-
sywnos¢ odczyndw barwnych, nadajac im odpowiednia
liczbe punktéw w nastepujacy sposéb: 0-10% — O pkt;
11-20% — 1 pkt; 21-50% — 2 pkt; 51-80% — 3 pkt; powy-
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zej 80% — 4 pkt, oraz za staby odczyn —1 pkt, sredni od-
czyn — 2 pkt; intensywny odczyn — 3 pkt. Uzyskane
punkty zostaty przemnozone przez wartosé odsetkowa
komérek wykazujacych ekspresje 1dl. Ze wzgledu na
stwierdzone réznice w lokalizacji ekspresji Id1 w obszarze
jadrowym i/lub cytoplazmatycznym przyznawano odpo-
wiednio 1 (jadro) lub 2 (cytoplazma) punkty. Dodatkowo
przyznano punkt za obecnos¢ reakcji barwnej w naczy-
niach nowotworowych. Po zsumowaniu liczba przyzna-
wanych punktéw dla ocenianego przypadku wahata sie
od 0 do 14. W zaleznosci od uzyskanej liczby punktéw
ekspresje biatka Id1 definiowano jako: brak (0 pkt), staba
(2—-4 pkt), srednia (5-8 pkt) albo wysokg (9-14 pkt).

Ocena stezenia epidermalnego czynnika wzrostu
i jego receptora w surowicy

Krew pacjentek pobrana w dniu operacji z zyty
odtokciowe]j pozostawiano w temperaturze pokojowej
przez 30-60 min w celu utworzenia skrzepu. Surowice
odwirowywano z predkoscig 2500 obrotéw na minute
przez 20 min, a nastepnie zamrazano w prébéwkach Ep-
pendorfa w temperaturze —80°C i przechowywano do
czasu wykonywania oznaczen.

Stezenie rozpuszczalnych form EGF i EGF-R1 w suro-
wicy oznaczano metodg immunoenzymatyczng (ELISA)
przy uzyciu standardowej 96-dotkowej ptytki i wykorzy-
staniu zestawoéw Human sEGF Immunoassay i Human
SEGF-R1 Immunoassay (R&D Systems, Minneapolis, USA).
Oznaczenia wykonano zgodnie z podanym przez produ-
centa protokotem. Odczytu absorbancji dokonywano we
wszystkich przypadkach przy dtugosci fali 450 nm, sto-
sujac 8-kanatowy czytnik Mulitskan RC (Labsystems).
Stezenia badanych cytokin obliczano na podstawie krzywej
semilogarytmicznej uzyskanej ze stezen standardowych
przy uzyciu programu Genesis Life (Labsystems, USA).

Analize statystyczng wykonano za pomocg programu
Statistica v.6.0 (Statsoft, Polska). Ze wzgledu na brak
zgodnosci z rozktadem normalnym, do wykrycia istotno-
ci réznic miedzy cechami niepowigzanymi dla dwéch
grup uzyto nieparametrycznego testu U Manna-Whitneya
oraz testu kolejnosci rang ANOVA wg Kruskala w przy-
padku wiecej niz dwoch grup. Przyjeto 5-procentowy btad
wnioskowania i zwigzany z nim poziom istotnosci staty-
stycznej p < 0,05 wskazujacy na istnienie istotnych réznic
badzZ zaleznosci.

Wyniki

W badanej grupie 95 kobiet z nowotworami przydat-
kow Srednia wieku wynosita 52,6 +15,1 roku (zakres
15-83 lat), w tym 43 pacjentki (45,2%) byty przed meno-
pauza. U 83 chorych potwierdzono obecnosé¢ guza ztosli-
wego jajnika, w pozostatych 12 przypadkach zmiany jaj-
nika okazaty sie nieztosliwe. W badanej grupie prawie
potowa guzéw ztosliwych okazata sie rakami surowiczymi
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(n = 38). U pozostatych kobiet stwierdzono 23 raki $luzo-
we, 7 endometrioidalnych oraz 15 guzéw réznego po-
chodzenia, w tym 6 guzdw przerzutowych i 5 ztosliwych
guzéw germinalnych. Wsréd chorych z nowotworem
ztosliwym jajnika stopien zaawansowania klinicznego
wg FIGO przedstawiat sie nastepujaco: w | stopniu za-
awansowania byto 21 chorych, w Il stopniu — 6 pacjen-
tek, w lll — 49 kobiet, a w IV stopniu — 2 chore. Stopien
zr6znicowania histologicznego przedstawiat sie naste-
pujaco: 9 rakéw w stopniu G1, 35 w stopniu G2, pozosta-
te 34 guzy byty w stopniu G3.

W wyniku oceny ekspresji biatka Id1 stwierdzono
obecnos¢ odczyndéw barwnych o roznej intensywnosci
w 83 przypadkach nowotworéw ztosliwych jajnika. Przy-
ktady reakcji barwnej przedstawiono na rycinach 1-4.
W 24 przypadkach (25%) stwierdzono wysoka (9-14 pkt)
ekspresje biatka Id1. W ponad 40% przypadkow (n = 40)

gy

Ryc. 1. Przyktad niskiej ekspresji biatka 1d1 (4 pkt) w surowi-
czym raku jajnika (powiekszenie 200x). Reakcje barwne (kolor
brazowy) widoczne przede wszystkim w cytoplazmie

Ryc. 3. Wysoka ekspresja biatka Id1 (12 pkt) w surowiczym ra-
ku jajnika (powiekszenie 200x). Wiekszos¢ komorek nowotwo-
rowych wykazuje odczyny barwne (kolor brazowy) zaréwno
w cytoplazmie, jak i w jadrach komérkowych

odnotowano $rednig (5-8 pkt), a w pozostatych przypad-
kach niska (2—-4 pkt) ekspresje biatka Id1. W pozostatych
12 przypadkach (12%) nie stwierdzono odczynéw barw-
nych w komérkach nowotworowych. W grupie tej potowe
przypadkéw stanowity guzy nieztosliwe jajnika. W czesci
badanych przypadkéw stwierdzono odczyny barwne
w komérkach wokét mikronaczyn zaréwno bezposrednio
sasiadujacych ze Swiattem kapilary, co wskazuje na endo-
teliocyty, oraz w komérkach im towarzyszacych, wokot
Sciany naczynia, prawdopodobnie w pericytach (ryc. 4.).
Srednie stezenie EGF i jego receptora w catej grupie wy-
nosito odpowiednio 0,74 pg/ml (0,12-1,5 pg/ml) oraz 150
(0,6-256 pg/ml). Stwierdzono istotne zaleznosci pomiedzy
stezeniem EGF i jego receptorem (R = 0,29; p = 0,003)
(ryc. 5.). Ekspresja Id1 byta istotnie skorelowana zaréwno
ze stezeniami czynnika EGF (p = 0,0005), jak i ze steze-
niami jego receptora (p = 0,004) (ryc. 6.1 7.). Wyniki oce-

: £ S :I) L .
Ryc. 2. Przyktad sredniej ekspresji biatka 1d2 (8 pkt) w surowi-
czym raku jajnika (powiekszenie 200x). Cze$¢ komorek charak-
teryzuje sie bardzo intensywna ekspresja Id1. Odczyny barwne
(kolor brazowy) widoczne gtownie w cytoplazmie komorek

e 5 ¢ i » L
Ryc. 4. Przyktad ekspresji biatka 1d1 wokét mikronaczyn nowo-
tworowych w raku jajnika (powiekszenie 200x). Odczyny barwne
widoczne w jadrach komérkowych oraz w cytoplazmie. Mikro-
naczynia zaznaczono strzatkami, w ich $wietle widoczne nie-
wybarwione, bezjadrzaste erytrocyty
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R =0,29; p = 0,003

EGF-R [pg/ml]
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EGF [pg/ml]

Ryc. 5. Wykres zaleznosci pomiedzy stezeniem EGF a steze-
niem jego receptora (EGF-R) w surowicy

R =0,35; p = 0,0005

ekspresja Id1
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Ryc. 6. Wykres zaleznosci pomiedzy stezeniem EGF a ekspresja
biatka Id1

R=02;p=0,04

ekspresja Id1

-20 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
EGF-R [pg/ml]

Ryc. 7. Wykres zaleznosci pomiedzy stezeniem EGF-R a ekspresja
biatka Id1
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ny ekspresji Id1 oraz stezenia EGF i EGF-R w grupach
uwzgledniajacych status menopauzalny, stopief zr6zni-
cowania histologicznego i zaawansowania klinicznego
nowotworu oraz rodzaj histologiczny guza przedstawio-
no w tabeli |. Stezenie EGF byto istotnie wieksze w ra-
kach zaawansowanych klinicznie i nisko zréznicowanych
w poréwnaniu z rakami nisko zaawansowanymi (p = 0,01)
i wysoko zréznicowanymi (p = 0,01). Najwyzsze wartosci
stezenia EGF i EGF-R oraz ekspresje 1d1 obserwowano
w rakach granicznych oraz pierwotnych rakach jajnika,
natomiast najnizsze w zmianach nieztosliwych. Réznice
pomiedzy grupami okazaty sie statystycznie istotne
(p < 0,05) lub bliskie istotnosci w przypadku EGF-R
(p = 0,07). Rodzaj histologiczny guza wptywat istotnie
(p = 0,005) na ekspresje biatka Id1, ktéra byta najwyzsza
w rakach surowiczych, a najnizsza w rakach endome-
trioidalnych. Ponad 65% przypadkow rakéw surowiczych
charakteryzowata sie $rednia lub intensywng (5-14 pkt)
reakcja barwna.

Dyskusja

Receptor EGF jest jednym z czynnikéw istotnych
w stymulacji procesu inwazji komérek nowotworowych.
Z drugiej strony najnowsze doniesienia sugeruja, ze biat-
ko Id1 petni kluczowa role w regulacji szlaku sygnatowe-
go zwigzanego z receptorem EGFE Wyniki badan wtas-
nych wskazuja na potencjalng przydatnos¢ oceny
ekspresji biatka Id1 oraz oceny stezenia EGF i jego recep-
tora (EGFR) w charakterystyce wybranych guzéw ztosli-
wych jajnika u kobiet. W dostepnym pismiennictwie ist-
nieje niewiele i do tego czesto sprzecznych doniesien na
temat roli biatka Id1 i jego potencjalnego zwiazku z EGF
i EGFR w progresji raka jajnika. Molekularne mechanizmy
odpowiedzialne za udziat Id1 w raku jajnika sa jak dotad
niejasne. Zhang i wsp [24]. badali wptyw biatka Id1 na
proliferacje komérek nowotworowych jajnika i zwigzek
ze szlakiem sygnatowym EGF-R. W trzech liniach nowo-
tworowych jajnika postuzono sie wektorem, by zwiekszy¢
ekspresje biatka Id1 i okreslono wskaznik proliferacji za
pomoca cytometri przeptywowej. Podwyzszona ekspresja
Id1 obecna byta w ponad 70% przypadkéw raka jajnika
i byta istotnie zwigzana z gorszym rokowaniem pacjen-
tek. Stwierdzono, ze ektopowa ekspresja Id1 prowadzi do
zwiekszonej proliferacji komérek. Indukowany wzrost
zwigzany byt z podwyzszong ekspresja EGFR zaréwno na
poziomie transkrypcyjnym, jak i biatkowym. Inaktywacja
Id1 poprzez transfekcje antysensownym wektorem Id1
powodowata obnizenie ekspresji EGF-R.

Uzyskane przez autoréw niniejszej pracy wyniki ba-
danh sugerujg, ze zwiekszona ekspresja Id1 wraz ze
zwiekszonymi stezeniami EGF i EGF-R czesto towarzysza
rakowi jajnika i s3 zalezne od typu histologicznego tego
nowotworu. Stwierdzone réznice w nasileniu ekspresji
Id1 pomiedzy zmianami nieztosliwymi, guzami o gra-
nicznej ztosliwosci oraz inwazyjnymi rakami jajnika su-
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Tab. I. Charakterystyka kliniczna pacjentek i ekspresja biatka Id-1 oraz EGF i jego receptora w badanych nowotworach ztosliwych

jajnika
N Id1 p EGF (pg/ml) p EGF-R (pg/ml) p
(zakres) (zakres) (zakres)
status menopauzalny
przed MNP 43 5 (2-8) 0,31 0,69 (0,49-0,89) 0,01 115 (56-210,1) 0,002
po MNP 52 7 3-9) 0,87 (0,74-0,94) 214 (95-219)
stopien zréznicowania histologicznego
Gl 9 6 (2-11) 0,28 0,52 (0,39-0,8) 0,01 147 (96-210 0,78
G2 35 6 (4-9) 0,87 (0,74-0,93) 211 (89-218)
G3 34 8 (6-11) 0,93 (0,61-0,96) 206 (92-218)
stopieh zaawansowania klinicznego wg FIGO
I 21 5 (3-7) 0,09 0,8 (0,4-0,87) 0,01 178 (104-219) 0,61
Il 6 6,5 (3-9) 0,49 (0,49-0,7) 88 (87-218)
1 (49) + IV (2) 51 8 (5-11) 0,9 (0,76-0,94) 211 (94-218)
typ histologiczny
zmiany nieztosliwe 12 2 (0-4) 0,005 0,62 (0,43-0,79) 0,08 98 (39-162) 0,37
raki surowicze 38 7,5 (3-9) 0,86 (0,61-0,94) 210 (94-217)
raki $luzowe 23 7 (5-11) 0,81 (0,76-0,93) 211 (89-219)
raki endometrioidalne 7 5 (4-9) 0,88 (0,81-0,98) 126 (87-218)
inne raki 15 4 (0-8) 0,69 (0,44-0,91) 142 (86-216)

* MNP — menopauza

geruja, ze zaburzenia zwigzane z ekspresja biatek 1d1
prawdopodobnie pojawiaja sie na bardzo wczesnym
etapie procesu kancerogenezy. Co ciekawe, wyniki ba-
dan przeprowadzonych przez autoréw niniejszej pracy
wykazaty, ze juz w przypadku nisko zaawansowanych
klinicznie rakéw ponad 70% miato wyraznie podwyzszo-
na ekspresje biatka Id1.

Najnowsze badania Maw i wsp. [14] potwierdzaja
istotny udziat biatek z grupy Id w progresji nowotworo-
wej jajnika. Autorzy wykazali, Ze podwyzszona ekspresja
Id1 mRNA oraz biatka Id1 badana immunohistochemicz-
nie ma zwigzek ze stopniem zaawansowania klinicznego
choroby bez wzgledu na rodzaj histologiczny guza. Po-
nadto u 30 pacjentéw z wysoka ekspresja Id1 stwierdzono
istotnie nizszy wskaznik przezycia (53%) w poréwnaniu
z pacjentami z niska ekspresja Id1, u ktérych wskaznik
wynosit 80% [14]. Chaudhary i wsp. [11] wykazali w ko-
morkach nabtonkowych prostaty zwigzek wzrostu eks-
presji 1d1 z indukcja proliferacji tych komérek. Inne biat-
ka tej grupy, w tym Id2 oraz 1d4, byty odpowiedzialne za
regulacje proceséw réznicowania w komérkach po sty-
mulacji androgenami.

Zwiazek pomiedzy ekspresja receptora EGF a progno-
zowaniem dtugosci przezycia chorych na nowotwory jest

od dawna przedmiotem wielu badan, jednakze otrzymy-
wane wyniki sg czesto sprzeczne. Nicholson i wsp. [25]
przeprowadzili retrospektywna analize ponad 200 badanh
klinicznych i stwierdzili, ze EGF-R stanowi istotny wskaznik
prognostyczny jedynie w pewnych typach nowotwordw,
takich jak: raki gtowy i szyi, raki jajnika, sutka oraz odbytu,
natomiast ma $rednig badz niska wartos¢ w przypadku ra-
kéw endometrium oraz niedrobnokomoérkowego raka
ptuc. Yonemura i wsp. [26] stwierdzili, ze pacjenci chorzy
na raka odbytu, u ktérych obserwowano zwiekszong eks-
presje zarébwno TGF-q, jak i EGF-R, charakteryzowali sie
gorszym rokowaniem, a 5-letni okres przezycia zaobser-
wowano tylko u 12% chorych. W badaniach tych, o ile po-
ziom ekspresji EGFR i TGF-o. w guzach chorych byt prawi-
dtowy lub jezeli obserwowano jedynie obecnosé samego
receptora albo jego liganda, odsetek 5-letniego okresu
przezycia pacjentéw wzrastat odpowiednio do 45 i 36%.
Podobne zaleznosci zaobserwowano w przypadku raka
sutka. Aziz i wsp. [27] zbadali 315 kobiet z nowotworami
sutka i stwierdzili zwiekszong ekspresje EGF-R w 70 przy-
padkach (22%). Chore ze zwiekszona ekspresja EGF-R cha-
rakteryzowaty sie krétszym okresem przezycia w porow-
naniu z pacjentkami, u ktérych stwierdzono brak EGF-R
(odpowiednio 3,39 roku i 4,62 roku). Podobnie, okres wol-
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ny od choroby byt krotszy u kobiet z obecnym EGF-R.
W obszernych badaniach prospektywnych Tsutsui i wsp.
[28] zbadali 1029 kobiet z rakiem piersi po przebytej ope-
racji chirurgicznej. Stwierdzono obecnoé¢ EGF-R w komér-
kach nowotworowych w 277 przypadkach (27%) oraz wy-
kazano, ze chore, u ktérych wystepuje ekspresja EGF-R,
wykazuja znaczaco gorsze rokowanie w poréwnaniu z pa-
cjentkami, u ktérych nie obserwowano ekspresji EGF-R.
Stwierdzono réwniez, ze zwiekszone stezenie EGF-R kore-
luje z zaawansowanym stopniem klinicznym, ze zwiekszo-
na proliferacja komérek nowotworowych oraz z brakiem
odpowiedzi pacjentek na terapie hormonalna. Ding i wsp.
[29] zbadali role Id1 w progresji komérek nowotworowych
raka pecherza moczowego in vitro w powigzaniu z czynni-
kiem EGF-R. Bezposredni udziat Id1 w indukowaniu zdol-
nosci inwazyjnych komérek nowotworowych zbadano
poprzez ocene ektopowej ekspresji genu /d1 w linii komér-
kowej RT112 raka pecherza moczowego. W badaniach in
vitro stwierdzono, ze inaktywacja Id1 przy udziale matych,
interferencyjnych czasteczek RNA moze prowadzi¢ do su-
presji inwazji linii komérek. Wyniki cytowanych badan
wykazaty ponadto, ze podwyzszona ekpresja Id1 byta
zwigzang ze zwiekszong ekspresja EGF-R oraz z wyzszym
stopniem klinicznego zaawansowania nowotworu.

Jednymi z najlepiej zbadanych i opisanych ligandéw
EGF-R zwigzanych z rakiem jajnika s3 epidermalny czyn-
nik wzrostu (EGF) i transformujacy czynnik wzrostu o
(transforming growth factor o. — TGF-c). Czynniki te zi-
dentyfikowano zaréwno w guzach litych, jak i w liniach
komérkowych nowotworéw jajnika. Obecnosé TGF-a.
stwierdzono w ok. 50-100%, EGF w 28-71% i amfiregu-
liny w 18% rakoéw jajnika [30, 31]. Ueda i wsp. [32] bada-
li wptyw EGF i TGF-o na migracje i inwazje komoérek w li-
niach z réznych typéw nowotworéw (SKG-Illb, OMC-4,
SNG-M i OMC-3) i zasugerowali, ze czynniki te sg pozy-
tywnymi regulatorami w procesie inwazyjnym komorek
guza, gdyz stymuluja migracje tych komérek, zwieksza-
ja ekspresje enzyméw proteolitycznych oraz wptywaja
na ich fenotyp angiogenny [32].

Witasne obserwacje sugeruja, ze rowniez w przypad-
ku biatka 1d1 jego zwiekszona ekspresja moze byé zwia-
zana z aktywacja angiogenezy. Stwierdzone intensywne
odczyny barwne w komérkach mikronaczyh nowotworo-
wych potwierdzaja te hipoteze. W nastepnym etapie ba-
dan interesujaca wydaje sie ocena gestosci mikronaczyn
proliferujacych w powiazaniu z ocenga ekspresji biatek Id.
Najnowsze badania dotyczace wptywu 1d2 na VEGF wy-
kazaty, ze biatko to dziata hamujaco na produkcje VEGF
[33]. Komérki nowotworowe watroby o podwyzszonej
ekspresji 1d2 charakteryzowaty sie jednoczesnie obnizo-
na ekspresja VEGF. Przeprowadzone dodatkowe badania
na genetycznie zmodyfikowanych komérkach z defek-
tem genu Id2 potwierdzity hamujacy wptyw tego biatka
na produkcje i sekrecje VEGF Autorzy zasugerowali, ze
zwiekszona ekspresja Id2 moze czeSciowo zmniejszac in-
wazyjnos¢ komérek nowotworowych poprzez ogranicze-
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nie ich migracji, na ktéra bezposrednio wptywa VEGFE
W badaniach wtasnych stwierdzono réwniez istotna role
zwiekszonej ekspresji I[d2 w r6znych typach rakéw jajni-
ka [23]. Niezwykle interesujgce nowe mozliwosci lecze-
nia chorych na raka jajnika otwiera wykorzystanie specy-
ficznych przeciwciat i terapia celowana na blokowanie
wybranych receptoréw czynnikéw angiogennych, w tym
przede wszystkim VEGF i EGF [34].

Whiosek

Badanie ekspresji biatka Id1 i ocena stezenia EGF
i EGF-R w surowicy moga by¢ wykorzystane jako dodat-
kowe parametry charakteryzujace r6zne typy ztosliwych
guzoéw jajnika u kobiet.
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