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Analiz¹ objêto 22 pacjentki, u których stwierdzono b³onê œluzow¹ jamy macicy z cecha-
mi ³agodnej proliferacji oraz 17 kobiet z rakiem endometrium. Przy wykorzystaniu metod im-
munohistochemicznych oceniano ekspresjê BCL-2, P53 oraz Ki-67. Œredni¹ wartoœæ indek-
su ekspresji P53 w przypadku zmian proliferacyjnych oceniono na 17.185. Natomiast w gru-
pie raków endometrium indeks ten wyniós³ œrednio 37.440 (ró¿nica istotna statystycznie –
p<0,001). Wartoœæ indeksu ekspresji dla Ki-67 w grupie z rakiem endometrium wynosi³a
œrednio 59.804. U pacjentek z proliferacj¹ b³ony œluzowej jamy macicy indeks ekspresji Ki-
67 oceniono œrednio na 27.526. Stwierdzono istotn¹ statystycznie zale¿noœæ pomiêdzy eks-
presj¹ Ki-67 w gruczo³ach a rozpoznaniem histopatologicznym (p<0,001). Œrednia wartoœæ
indeksu ekspresji dla BCL-2 w grupie z rakiem endometrium wynosi³a 69.824. W grupie pa-
cjentek z endometrium proliferacyjnym indeks ekspresji BCL-2 oceniono œrednio na 44.448.
Ró¿nice pomiêdzy ekspresj¹ BCL-2 w gruczo³ach a rozpoznaniem histopatologicznym w te-
œcie Kruskala-Wallisa nie by³y znamienne statystycznie (p=0,114). Wysoka ekspresja Ki-67
w tkance gruczo³owej wi¹¿e siê z rozpoznaniem raka b³ony œluzowej jamy macicy. Wysokie
wartoœci indeksu P53 w obrêbie sk³adnika gruczo³owego s¹ wyk³adnikiem procesu nowotwo-
rowego endometrium. Wartoœci indeksu ekspresji BCL-2 w tkance gruczo³owej nie wykazu-
j¹ zale¿noœci z procesem nowotworzenia w obrêbie b³ony œluzowej jamy macicy. Stwierdzo-
no korelacjê istotn¹ statystycznie pomiêdzy wartoœciami indeksu ekspresji P53 a Ki-67 w ob-
rêbie sk³adnika gruczo³owego w przypadkach raka endometrium. 

S³owa kluczowe: rak endometrium, ³agodna proliferacja, b³ona œluzowa jamy macicy,
apoptoza, BCL-2, Ki-67, P53

(Przegl¹d Menopauzalny 2003; 6: 24–30) 
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Rak endometrium jest jednym z najczêœciej wystê-
puj¹cych w Polsce nowotworów z³oœliwych narz¹du
p³ciowego kobiety. W ci¹gu ostatnich lat w krajach wy-
soko uprzemys³owionych, w tym równie¿ w Polsce,
obserwuje siê wzrost zachorowalnoœci na raka trzonu
macicy [1–5]. 

Apoptoza jest ci¹giem procesów, wystêpuj¹cych na
poziomie molekularnym, biochemicznym i morfolo-
gicznym, które w konsekwencji prowadz¹ do œmierci
komórki [6]. Udzia³ apoptozy w powstawaniu nowotwo-
rów i jej wp³yw na ich wzrost jest obecnie przedmiotem
licznych badañ [7–15]. Analizê przebiegu procesu apop-
tozy mo¿na dokonywaæ m.in. poprzez ocenê aktywnoœci
genów hamuj¹cych transformacjê nowotworow¹ zwa-
nych te¿ antyonkogenami. Gen p53 jest genem supreso-
rowym (antyonkogenem). Produkuje on bia³ko P53, któ-
re bierze udzia³ w regulacji cyklu komórkowego, kon-
troli naprawy DNA oraz inicjacji apoptozy [12, 16–23].
Odpowiada za nienaruszalnoœæ genomu [11, 17, 22, 24,
25]. W przypadku niemo¿noœci usuniêcia nieprawid³o-
woœci w DNA inicjuje apoptozê [11, 15, 22, 26–28]. Ak-
tywacja œmierci komórki odbywa siê m.in. poprzez ha-
mowanie ekspresji genu bcl-2, który produkuje bia³ko
BCL-2 [22, 24, 29]. Fizjologiczna rola tego bia³ka pole-
ga na hamowaniu procesów apoptozy [15, 30, 31]. 

Ostatnio publikowane dane wskazuj¹ na to, ¿e regu-
lacja programowanej œmierci komórki jest powi¹zana
z proliferacj¹. Zazwyczaj im bardziej nasilone jest na-
mna¿anie komórek, tym aktywniejsze s¹ czynniki po-
budzaj¹ce programowan¹ œmieræ komórki. Dlatego te¿
analizy przebiegu apoptozy powinny byæ prowadzone
równolegle z ocen¹ procesów proliferacji komórki. Jed-
nym z czêsto stosowanych wskaŸników proliferacji jest
badanie indeksu ekspresji antygenu Ki-67. Zdaniem
wielu autorów badanie ekspresji tego antygenu pozwa-
la na szybk¹ i powtarzaln¹ ocenê frakcji wzrostowej ba-
danej populacji komórek [32–34]. Antygen Ki-67 jest
niehistonowym bia³kiem j¹drowym, œciœle zwi¹zanym
z procesem proliferacji komórek [33–37]. 

CCeell

1. Badanie ekspresji bia³ek BCL-2 i P53, zwi¹zanych
z procesem apoptozy, w tkance gruczo³owej w ³a-
godnych zmianach rozrostowych b³ony œluzowej ja-
my macicy oraz w raku endometrium. 

2. Ocena indeksu ekspresji antygenu proliferacji ko-
mórkowej Ki-67 w tkance gruczo³owej w ³agodnych
rozrostach endometrium oraz w raku b³ony œluzowej
jamy macicy. 

3. Badanie zale¿noœci pomiêdzy wartoœciami indeksu
ekspresji markerów apoptozy BCL-2 i P53 z indek-
sem ekspresji wskaŸnika proliferacji komórkowej
Ki-67 w tkance gruczo³owej endometrium w ³agod-
nych rozrostach b³ony œluzowej jamy macicy i w ra-
ku endometrium. 

MMaatteerriiaa³³  ii mmeettooddyy

Spoœród 500 pacjentek objêtych badaniem, u któ-
rych wykonano ³y¿eczkowanie diagnostyczne jamy
macicy oraz histopatologiczn¹ ocenê wyskrobin w In-
stytucie Ginekologii i Po³o¿nictwa Uniwersytetu Me-
dycznego w £odzi w latach 1999–2003 r., do analizy
przeznaczono materia³ uzyskany od 39 kobiet w wieku
od 40. do 65. roku ¿ycia. Pacjentki podzielono na
2 grupy w zale¿noœci od rozpoznania histopatologicz-
nego: b³ona œluzowa jamy macicy z cechami prolifera-
cji (n=22) oraz rak endometrium (n=17). 

BBaaddaanniiaa  hhiissttooppaattoollooggiicczznnee
Materia³ utrwalony w 10-proc. zbuforowanej para-

finie zatapiano w bloczki parafinowe. Skrawki parafi-
nowe, po na³o¿eniu na szkie³ka adhezyjne i wysusze-
niu w cieplarce o temp. 56°C przez 24 godz., poddano
odparafinowaniu w szeregu sk³adaj¹cym siê z ksyle-
nów i alkoholi. Skrawki po odparafinowaniu barwiono
rutynowo w hematoksylinie i eozynie i poddawano
ocenie histopatologicznej. 

Nastêpnie przy wykorzystaniu metod immunohi-
stochemicznych oceniano ekspresjê markeru prolifera-
cji Ki-67 oraz wskaŸników apoptozy: P53 oraz BCL-2
w materiale biopsyjnym z endometrium. 

MMeettooddyy  iimmmmuunnoohhiissttoocchheemmiicczznnee
Badania immunohistochemiczne przeprowadzone

zosta³y wg metody immunoperoksydazowej, opisanej
przez Hsu i wsp. [38], z u¿yciem monoklonalnych
przeciwcia³, skierowanych przeciwko badanym bia³-
kom i awidynowo-biotynowo-peroksydazowego sys-
temu detekcji zwanego systemem ABC (ang. Avidin-
-Biotin-Peroxidase-Complex). 

Skrawki parafinowe, po na³o¿eniu na szkie³ka adhe-
zyjne i wysuszeniu w cieplarce o temp. 56°C przez 24
godz., poddano odparafinowaniu w szeregu sk³adaj¹-
cym siê z ksylenów i alkoholi. Nastêpnie hamowano ak-
tywnoœæ endogennej peroksydazy, przy u¿yciu 3-proc.
nadtlenku wodoru w metanolu, przez 5 min. W celu
otworzenia drogi dla przeciwcia³ przeciwko bia³kom:
P53, BCL-2 i Ki-67, podgrzewano skrawki 6-krotnie,
w buforze cytrynianowym o pH 6,0, w kuchence mikro-
falowej, korzystaj¹c z nastêpuj¹cych poziomów mocy:
150 W, 350 W, 450 W, 650 W [39]. Po wyp³ukaniu
w buforze TRIS o pH 7,6 skrawki inkubowano 20 min
z rozcieñczon¹ surowic¹ normaln¹ (aby wyeliminowaæ
niespecyficzne reakcje t³a). Tak przygotowane skrawki
poddawano 24-godzinnej inkubacji, w temp. 4°C, z od-
powiednio rozcieñczonymi przeciwcia³ami pierwotny-
mi, skierowanymi przeciwko badanym antygenom.
Charakterystykê i zastosowanie rozcieñczenia u¿ytych
przeciwcia³ przedstawia tab. I. Nastêpnie, po 
2-krotnym wyp³ukaniu skrawków w buforze TRIS za-
stosowano 3-etapow¹ procedurê ABC, w której bioty-



PPRRZZEEGGLL¥¥DD  MMEENNOOPPAAUUZZAALLNNYY  66//2200003326

nylowane, drugie przeciwcia³o ³¹czy siê z przeciwcia-
³em pierwotnym, a w drugim etapie reaguje z kilkoma
cz¹steczkami awidyny, skoniugowanej z peroksydaz¹
chrzanow¹. W systemie tym wykorzystuje siê powino-
wactwo awidyny, jednego z bia³ek jaja kurzego do bio-
tyny – witaminy z grupy B. Awidyna mo¿e wi¹zaæ
4 cz¹steczki biotyny, dziêki czemu kompleksy antygen-
-przeciwcia³o staj¹ siê ³atwiejsze do uwidocznienia
w reakcji barwnej. Ten ostatni etap detekcji jest przy-
k³adem reakcji enzymatycznej, w której, przy zastoso-
waniu substratu dla peroksydazy-3,3 diaminobenzydy-
ny (DAB) powstaje barwny, br¹zowy produkt. Po za-
koñczeniu procedury immunohistochemicznej podbar-
wiono j¹dra komórkowe hematoksylin¹ Meyera, a na-
stêpnie odwadniano skrawki w szeregu alkoholi i prze-
prowadzano przez szereg acetonów i ksylenów. Tak
przygotowane zatapiano w balsamie kanadyjskim. 

Kontrolê negatywn¹ metody stanowi³y skrawki,
w których zastêpowano pierwotne przeciwcia³a buforem
TRIS, stosuj¹c dalej opisan¹ procedurê immunohistoche-
miczn¹. Kontrol¹ pozytywn¹ by³y skrawki daj¹ce znan¹
wczeœniej, silnie pozytywn¹ reakcjê w kierunku badanych
bia³ek (P53 – skrawki raka sutka, BCL-2, Ki-67 – skraw-
ki wêz³a ch³onnego z ch³oniakiem limfoblastycznym). 

Wszystkie przeciwcia³a by³y mysimi, monoklonal-
nymi immunoglobinami wyprodukowanymi przez fir-
mê Novocastra. 

Dla powy¿szych markerów indeks proliferacji
i apoptozy liczono w tkance gruczo³owej endometrium
podœcieliska, a wynik, jako indeks ekspresji podano jako
stosunek liczby komórek wykazuj¹cych ekspresjê bada-
nego bia³ka do liczby wszystkich komórek w du¿ym po-
lu widzenia. Do badania i oceny morfometrycznej pos³u-
¿ono siê mikroskopem (Nikon, MICROPHOT-FXA),
a do oceny iloœciowej systemem MultiScanBase V.
8.08 firmy Computer Scanning Systems, Ltd. Badano
10 pól widzenia w miejscu najwiêkszej ekspresji tzw.
hot spots w powiêkszeniu 400 razy. 

AAnnaalliizzaa  ssttaattyyssttyycczznnaa
Analizê statystyczn¹ uzyskanych wyników przepro-

wadzono wykorzystuj¹c pakiet statystyczny SYSTAT

for Windows (Version 5.03, SYSTAT, Inc, Evaston, 
Illinois, USA, licencja nr: DA021594). Dla oceny ró¿-
nic pomiêdzy wartoœciami przeciêtnymi cech w ró¿-
nych grupach wykorzystano test Kruskala-Wallisa dla
wiêcej ni¿ dwóch zmiennych oraz test Manna-Whit-
neya – dla dwóch zmiennych. Przyjêto znamiennoœæ
badanych ró¿nic na poziomie p<0,05. 

WWyynniikkii

Œredni¹ wartoœæ indeksu ekspresji P53 w przypad-
ku zmian proliferacyjnych oceniono na 17.185. W gru-
pie raków endometrium indeks ten wyniós³ œrednio
37.440. Istnieje silna istotna statystycznie (p<0,001)
zale¿noœæ pomiêdzy ekspresj¹ P 53 w gruczo³ach a roz-
poznaniem histopatologicznym (tab. II, ryc. 1.). 

Tab. I. Charakterystyka i zastosowane rozcieñczenia u¿ytych przeciwcia³

Przeciwcia³o Rozcieñczenie Rodzaj Krótka charakterystyka
ekspresji

P53 1:50 J Przeciwcia³o przeciw ludzkiemu bia³ku P53, (zarówno formie dzikiej, jak i zmutowanej), 
które wp³ywa na regulacjê cyklu komórkowego, kontrolê naprawy DNA, inicjacjê apoptozy; 
ekspresjê tego bia³ka stwierdza siê w wielu ludzkich nowotworach. 

BCL-2 1:80 B Przeciwcia³o przeciw ludzkiej onkoproteinie BCL-2, hamuj¹cej apoptozê: zwiêkszona ekspresja 
tego bia³ka towarzyszy 90% ch³oniaków grudkowych, a tak¿e wielu innym nowotworom. 

Ki-67 1:100 J Przeciwcia³o przeciw antygenowi proliferacji komórkowej Ki-67, którego ekspresjê stwierdza 
siê w proliferuj¹cych komórkach, we wszystkich fazach cyklu komórkowego z wyj¹tkiem fazy G0. 

J – ekspresja j¹drowa, B – ekspresja b³onowa

Tab. II. Rozk³ad wartoœci indeksu ekspresji P53 w grupie
rozrostów b³ony œluzowej jamy macicy i wœród przypadków
raka endometrium (p<0,001) 

wartoœæ indeksu ekspresji dla P53

proliferacja endometrium 17.185

rak endometrium 37.440. 

Ryc. 1. Wartoœci indeksu ekspresji P53 w grupie rozro-
stów b³ony œluzowej jamy macicy i wœród przypadków ra-
ka endometrium (p<0,001) 
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Wartoœæ indeksu ekspresji dla Ki-67 w grupie z ra-
kiem endometrium wynosi³a œrednio 59.804. U pacjen-
tek z proliferacj¹ b³ony œluzowej jamy macicy indeks
ekspresji Ki-67 oceniono œrednio na 27.526. Stwier-
dzono istotn¹ statystycznie zale¿noœæ pomiêdzy eks-
presj¹ Ki-67 w gruczo³ach a rozpoznaniem histopatolo-
gicznym (p<0,001) (tab. III, ryc. 2.). 

Œrednia wartoœæ indeksu ekspresji dla BCL-2 w gru-
pie z rakiem endometrium wynosi³a 69.824. W grupie
pacjentek z endometrium proliferacyjnym indeks eks-
presji BCL-2 oceniono œrednio na 44.448. Ró¿nice po-
miêdzy ekspresj¹ BCL-2 w gruczo³ach a rozpoznaniem
histopatologicznym w teœcie Kruskala-Wallisa nie by³y
znamienne statystycznie (p=0,114) (tab. IV, ryc. 3.). 

DDyysskkuussjjaa

Opisano wiele biomarkerów nowotworowych, ale
niewiele z nich do tej pory zbadano w aspekcie przy-
datnoœci w diagnostyce i okreœleniu rokowania raka en-
dometrium. Dotychczasowe wyniki badañ w wielu
przypadkach s¹ niejednoznaczne [40, 41]. 

Antygen Ki-67 wystêpuje w proliferuj¹cych ko-
mórkach [33, 35]. Zdaniem wielu autorów badanie
ekspresji tego bia³ka pozwala na szybk¹ i powtarzal-
n¹ ocenê frakcji wzrostowej badanej populacji komó-
rek [32, 33]. Zdaniem niektórych badaczy Ki-67 nie
jest uniwersalnym markerem proliferacji [42]. Van
Bockstalele i wsp. zaobserwowali ekspresjê Ki-67
w komórkach nowotworowych i stymulowanych, lecz
nie stwierdzili dodatniego odczynu tego bia³ka w pra-
wid³owych komórkach szpiku kostnego. Ich zdaniem
ekspresja bia³ka mo¿e s³u¿yæ jako marker niezrówno-
wa¿onego wzrostu. W prawid³owym cyklu menstrua-
cyjnym najwy¿sza ekspresja Ki-67 wystêpuje w fazie
proliferacyjnej, a najni¿sza w fazie wydzielniczej [43,
44]. W dotychczasowych badaniach stwierdzono wy-
sok¹ ekspresjê Ki-67 w przypadkach rozrostu z³o¿o-
nego b³ony œluzowej jamy macicy oraz raka endome-
trium. Niska ekspresja Ki-67 wystêpuje m.in. w poli-
pach endometrialnych oraz w endometrium z atypo-
wym rozrostem (Morsi) [43, 45, 46]. W naszym ma-
teriale stwierdziliœmy wysokie wartoœci indeksu eks-
presji w elementach gruczo³owych raka endome-
trium. Wyniki te s¹ zgodne z danymi z piœmiennictwa
– najwy¿sze wartoœci indeksu ekspresji Ki-67 stwier-
dzano w elementach gruczo³owych raka endome-
trium [43, 46]. 

W dotychczasowych obserwacjach w endometrium
prawid³owym nie obserwowano ekspresji bia³ka P53.
Najwy¿sz¹ ekspresjê zauwa¿ono w rakach oraz w aty-
powych rozrostach [47, 48]. W naszym materiale
stwierdziliœmy istotne statystycznie ró¿nice pomiêdzy
œrednimi wartoœciami indeksu ekspresji sk³adnika gru-
czo³owego w obrêbie proliferacji p53 b³ony œluzowej

Tab. III. Rozk³ad wartoœci indeksu ekspresji Ki-67 w gru-
pie rozrostów b³ony œluzowej jamy macicy i wœród przy-
padków raka endometrium (p<0,001) 

wartoœæ indeksu ekspresji dla Ki67

proliferacja endometrium 27,256

rak endometrium 59,804

Ryc. 2. Wartoœci indeksu ekspresji Ki-67 w grupie rozro-
stów b³ony œluzowej jamy macicy i wœród przypadków ra-
ka endometrium (p<0,001) 
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Tab. IV. Rozk³ad wartoœci indeksu ekspresji BCL-2
w grupie rozrostów b³ony œluzowej jamy macicy i wœród
przypadków raka endometrium (p=0,114) 

wartoœæ indeksu ekspresji dla BCL-2

proliferacja endometrium 44.448

rak endometrium 69.824

Ryc. 3. Wartoœci indeksu ekspresji BCL-2 w grupie rozro-
stów b³ony œluzowej jamy macicy i wœród przypadków ra-
ka endometrium (p=0,114) 
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jamy macicy a rakiem endometrium. Komórki raka en-
dometrium charakteryzowa³y siê nasilon¹ ekspresj¹
P53. Mutacja genu p53 nastêpuje najprawdopodobniej
w koñcowych etapach nowotworzenia. Tym t³umaczy
siê brak lub niewielk¹ ekspresjê bia³ka P53 w rozro-
stach bez cech atypii [43, 46, 48, 49]. 

W dotychczas przeprowadzonych badaniach
stwierdzono, ¿e w prawid³owym cyklu menstruacyj-
nym najwy¿sza ekspresja bia³ka BCL-2 w obrêbie
b³ony œluzowej jamy macicy wystêpuje w fazie proli-
feracyjnej, najni¿sza w fazie wydzielniczej [43, 44].
Polipy endometrialne oraz endometrium z hiperplazj¹
atypow¹ charakteryzuj¹ siê wysok¹ ekspresj¹ BCL-2
[43, 50]. W przypadku raka b³ony œluzowej jamy ma-

cicy ekspresja BCL-2 jest niska [35]. Wielu autorów
uwa¿a, ¿e nie ma dowodów na udzia³ BCL-2 w trans-
formacji komórek ze stanu hiperplazji w raka [50–54].
Innego zdania jest Peiro i wsp. Wysoka ekspresja
BCL-2 wystêpuje w rakach estrogenozale¿nych o naj-
ni¿szym stopniu z³oœliwoœci i zwi¹zanych z recepto-
rem progesteronowym [50, 55, 56]. W naszym mate-
riale nie stwierdzono, aby wartoœci indeksu ekspresji
BCL-2 w sk³adniku gruczo³owym endometrium wy-
kazywa³y korelacjê z procesem nowotworzenia w ob-
rêbie b³ony œluzowej jamy macicy. 

WWnniioosskkii

1. Wysoka ekspresja Ki-67 w tkance gruczo³owej
wi¹¿e siê z rozpoznaniem raka b³ony œluzowej ja-
my macicy. 

2. Wysokie wartoœci indeksu P53 w obrêbie sk³adnika
gruczo³owego s¹ wyk³adnikiem procesu nowotworo-
wego endometrium. 

3. Wartoœci indeksu ekspresji BCL-2 w tkance gruczo-
³owej nie wykazuj¹ zale¿noœci z procesem nowotwo-
rzenia w obrêbie b³ony œluzowej jamy macicy. 

4. Stwierdzono korelacjê istotn¹ statystycznie pomiê-
dzy wartoœciami indeksu ekspresji P53 a Ki-67
w obrêbie sk³adnika gruczo³owego w przypadkach
raka endometrium. 

Summary
Aim: 1. was to evaluate the distribution of apoptosis-related proteins: P53 and BCL-2

in endometrial carcinoma and in benign proliferate endometrium; 2. to assess the
expression of Ki-67 in patients with endometrial carcinoma and with benign proliferate
endometrium. Material and methods: 22 cases of endometrial carcinoma and 17 cases of
benign proliferation were evaluated with the use of immunohistochemistric methods. The
expression of P53, BCL-2 and Ki-67 in glandular component was analyzed. Results:
Average value of P53 expression index in proliferate group was noticed as 17.185. In
contrast among patients with endometrial carcinoma we found that the average value of
P53 expression index was 37.440 (difference statistically significant – p<0.001). Average
value of Ki-67 expression index among endometrial carcinoma patients was 59.804. In
endometrial proliferative group the value of Ki-67 expression index was calculated at the
level of 27.526 (p<0.001). Mean value of BCL-2 expression index in group with
endometrial cancer was calculated at the level of 69.824. In proliferative endometrium
we noticed that value of BCL-2 expression index was at average 44.448. Differences were
not statistically significant (p=0.114). 

Conclusions: 1. High expression of Ki-67 in glandular component was strongly
associated with endometrial carcinoma. 2. In patients with endometrial carcinoma we
often detected high expressions of P53 in glandular component. 3. We did not observed
statistically significant differences of BCL-2 expression between women with endometrial
carcinoma and benign proliferate endometrium in glandular component. 4. We found
statistically significant correlation in the degree of the expression of P53 and Ki-67 in
glandular component in patients with endometrial carcinoma. 

Key words: endometrial cancer, benign proliferation, endometrium, apoptosis, BCL-2,
P53, Ki-67

Tab. V. Korelacja pomiêdzy wartoœciami indeksów ekspre-
sji BCL-2, P53, Ki-67 w grupie rozrostów b³ony œluzowej
jamy macicy i wœród przypadków raka endometrium

BCL-2 Ki-67 P53

BCL-2 R=0,102 R=0,0161
p=0,585 p=0,931

Ki-67 R=0,102 R=0,5396
p=0,585 p=0,002

P53 R=0,0161 R=0,5396
p=0,931 p=0,002
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