Orvostudomanyi Ertesité
2014, 87 (2):89-93

www.orvtudert.ro

Prognosztikus értékii-e a C0X-2, MMP-9 és VWF expresszio az
endometrialis carcinoma kiilonbozo szoveti altipusaiban?
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Expresia COX-2, MMP-9 si VWF in diferite subtipuri
histologice ale carcinomului endometrial: potentiali
markeri cu valoare prognostica?

Carcinomul endometrial se dezvoltd de obicei pe fond de
hiperplazie sau atrofie endometriald, si subtipurile histolo-
gice astfel dezvoltate, impreuna cu stadiul tumorii au valoare
prognosticd. Scopul studiului nostru este cercetarea unor bio-
markeri implicati in carcinogeneza, care la nivelul tesutului
tumoral favorizeaza cresterea, diseminarea i cresterea
capacitdtii de metastazare in oglinda posibilitatii aplicérii
unei terapii individualizate. Am examinat expresia biomarke-
rilor COX-2, MMP-9, VWF cu metoda imunohistochimica
in 23 carcinoame de tip endometrioid cu diferite grade de
diferentiere, in 7 adenocarcinoame mucinoase, 7 adenocarci-
noame seroase. Vizualizarea reactiei am efectuat cu cromoge-
nul DAB (diamino-benzidina). Rezultatele au fost evaluate de
doi patologi, in mod independent, in scopul evaludrii cantita-
tive si calitative in functie de localizarea reactiilor. Rezultatele
obtinute au demonstrat corelarea directd a proteinei COX-2
cu gradul de diferentiere a tumorii in carcinomul de tip endo-
metrioid. Se exprima intens si difuz in adenocarcinomul de
tip mucinos, iar expresia este focala si puternica in subtipul
seros. Expresia biomarkerului MMP-9 este identicé in cele
trei tipuri de adenocarcinoame, iar VWF ca marcaj endotelial
scoate in evidenta angiogeneza intensd in carcinomul de tip
seros si mucinos, fata de carcinomul endometrial de tip endo-
metrioid, fard expresia acestei proteine la nivelul celulelor
tumorale si celor stromale. Coexpresia COX-2 si MMP-9 este
un marker al invazivitatii, VWF este un factor care contribuie
la mecanismul angiogenezei. In acest sens, inhibitorii Cox-2
ar contribui la cresterea eficacitétii chimioterapiei, impreund
cu terapia antiangiogeneza in cadrul terapiei individualizate.
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Has the COX-2, MMP-9 and VWF expression a
prognostic value in different histologic subtypes of
endometrial carcinoma?

Hiperplasia or atrophy of the endometrium is usually
the background of endometrial carcinoma, prognostical
value is given by the development of hystological subtypes
together with the tumor staging. The aim of our study is to
examine the biomarkers implicated in the carcinogenesis,
that promotes tumor growth on the celular level, dissemi-
nation, capacity to metastasize in hope of the possibility of
apply an individualized therapy. The expression levels of
COX-2, MMP-9, VWF were evaluated in 23 endometrioid
type endometrial carcinoma samples with different hysto-
logical differentiation grade, 7 mucinous, 7 serous adeno-
carcinoma. We used DAB (diamino-benzidine) chromo-
gen for viewing reaction. Two pathologists examined the
results, which were evaluated quantitatively, qualitatively
in function of the reaction's localisation. The results dem-
onstrated a direct correlation between COX-2 protein
with the differentiation grade of endometrioid carcinoma.
It expresses intense and diffuse in mucinous adenocarci-
noma, expression is focal and strong in the serous type.
Expression of MMP-9 is almost similar in the three type
of adenocarcinoma, VWF demonstrates intens angiogen-
esis by endothelial and stromal cells marking in serous
and mucinous type of carcinoma, towards of endometri-
oid type endometrial carcinoma. Co-expression of COX-2
and MMP-9 contributes to an invasiveness increase, VWF
is a factor of angiogenesis mechanism. In this regard, the
increase of the effectiveness of chemotherapy and antian-
giogenesis therapy is a contribution of COX-2 inhibitors
would help in individualized therapy.
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A méhtest endometriumabdl kiindul6 daganatok nagyon
elterjedtek az utdbbi 2 évtizedben. A daganatok nagyrésze
a mirigykomponensbdl indul ki, az endometrium
hiperplazia vagy atrofia talajan. A daganatoknak 75% -
80%-a endometrioid adenocarcinoma, 5% mucindzus
tipusu, 4% szerdzus, a fennmaradd részt mas, ritkabb
szovettani tipusok képviselik [1], és a szovettani tipusnak
prognosztikus értéke van.

A Kklasszikus prognosztikai faktorok (szoveti tipus, a
miometrialis invazio mélysége, a daganat differencialt-
sagi foka) mellett szamos olyan molekuldris elvaltozas
mutathaté ki a daganatsejtek szintjén, amelyek a klasz-
szikus prognosztikus markerekkel értékelve személyre
szabott terapids lehetdséget nyujtanak [2].

Az utdbbi évek irodalmaban egyre nagyobb szerephez
jut azon uj biomarkerek vizsgalata, amelyek a daganat
metasztazisképzo hajlamat jellemzik.

A ciklo-oxigendz - 2 (COX-2) fontos szerepet jatszik a
prosztaglandinok szintézisében, és a termelédését nagy-
mértékben befolyasolja a daganatos sejtek novekedési
tendencidja, a sejtek novekedésében és differecialodasi
iranyaban szerepet jatszo gén, ezért a COX-2 egy megha-
tarozo szerepet tolt be a tumorgenézisben [3].

A matrix — metallo - proteindz - 9 (MMP-9) fiziolo6-
gias korilmények kozott az endometrium stroma sejtje-
iben is termelddik, mialtal feltehetGen szerepet jatszik a
stromareakcid kialakitdsaban és az érinvazio egyik vég-
rehajté molekuldja. Szamos irodalmi adat bizonyitja az
MMP-9 tumorgenézisben és angiogenézisben betoltott
szerepét, azaltal, hogy befolydsolja a tumor novekedését
és terjedését és eldsegiti az epithelialis sejtek progenitor
Gssejtjeinek beépiilését a tumor érhdldzataba [4].

A von Willebrand factor (VWF) egy plazma fehérje,
amelynek a véralvadasban és gyulladasban betdltott sze-
repét jol feltérképezett mechanizmusok bizonyitjak [5]. A
VWE-rdl feltételezik, hogy szerepet jatszik a tumor terje-
désében, és a metasztazisok kialakuldsaban azaltal, hogy
a daganatsejtek kapcsolatba lépve a véralvadasi kaszkad
faktoraival, elGsegitik a trombocitak extravazacidjat és
behatoldsat a daganat koriili szovetekbe, megkonnyitve a
daganatsejtek kilépését a daganat kotelékébdl [ 5].

Az irodalmi adatok ismeretében a COX-2 és MMP-9
koexpresszidjara fokuszaltunk, arra keresve a valaszt, hogy
a két protein expresszidjanak a mértéke kiillonbozik-e az
endometrium carcinoma kiillonboz6 szoveti tipusaiban
és Osszefliigg-e a daganat differencialtsagi fokaval. A VWF
expressziojat vizsgalva a faktor és a daganatsejtek kdlesonha-
tasat kerestiik a daganatsejtek és a daganatos stroma szintjén.
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Anyag és modszer

37 méhtri kaparékbdl kiilonbozd szoveti
carcinomanak diagnosztizalt és klinikailag dokumentalt
daganat esetében vizsgaltuk a COX-2, MMP-9 és VWF

expressziot. A szoveti tipus gyakorisagat és prognoszti-

tipust

kai jelentéségét figyelembe véve 23 endometrioid (10 GI,
9 GII, 4 GIII), 7 mucindzus és 7 szerdzus endometrialis
adenocarcinomat vizsgaltunk.

Az antigének immunhisztokémiai kimutatasat a forma-
linban fix4lt, paraffinba agyazott tumormintakbol 5 um
vastag metszeteken végeztiik el, a metszetek megfeleld el6-
készitése utan. Az antigén feltarast kovetéen (nedves hével
és nyomas alatt, ImM citrat pufferben (pH:6 és pH:9) az
antigének azonositdsat 30 perces inkubalassal a COX-2
(Dako, klon CX-294, higitas 1:100), MMP9 (Novocastra,
klon 15W2, higitas 1:40) és VWF (Novocastra, klon 36B11,
higitas 1:200) primér antitestekkel végeztiik a protokollban
jelolt higitasban. Masodlagos antitestként UltraVision
LP Large Volume HRP Polymer Detection System (Lab
Vision) hasznaltunk. A reakciotermékeket DAB (diamino-
benzidin) kromogénnel vizualizaltuk. A lokalizacié meg-
hatarozasara hematoxilin hattérfestést alkalmaztunk. Az
antitestek specificitasat pozitiv és negativ kontrollokkal
ellendriztiik.

Az eredményeket a biomarkerek expresszidjanak
intenzitdsa és a lokalizacio fiiggvényében mindségileg
és mennyiségileg értékeltitk. Fokélisnak tekintettitk a
daganatsejtek kevesebb mint 10 %-at jelolé reakciot,
mig a daganatsejtek tobb mint 50 %-at jelolét diffuz
expresszioként értékeltiik. A reakciok kvantifikalasat
egymastol fiiggetlentll két patologus végezte a sejtstruk-
tarakhoz kotott lokalizacié (mag/citoplazma/membran)
tiiggvényében.

Eredmények

Az endometrioid adenocarcinoma esetén a COX-2
expresszié jol titkrozi a daganat differencidltsagi fokat
(1.abra), a daganatsejtek erds, citoplazmatikus és memb-
ranfestddést mutatnak, melynek intenzitdsa a daga-
nat gradusanak emelkedésével fokozddik (2.a abra), az
expresszié csokkent a gyengén differencialt daganatok-
ban. Mucinézus adenocarcinomdban a reakcié diffuz
és erGteljes, citoplazmara lokalizalodik (2.c dbra). Ezzel
szemben a szerdzus tipusban fokalis és erételjes az
expresszio, citoplazmatikus megjelenéssel (2.b abra).
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1.dbra. COX-2 expresszid kiilonboz6 differencialtsagi foku
endometrioid tipusu endometridlis carcinomaban.

Az MMP-9 expresszi6 az endometrioid adeno-carcinoma
mindhdrom differencialodasi fokaiban egyenlé aranyban
oszlik el. A reakcio féleg a citoplazmaban van jelen, néhol a
magban is eléfordul. A mucindzus adenocarcinoméban dif-
fuz, de gyenge expressziot mutat citoplazmatikus festddéssel,
egyes helyeken a magban is fellelhetd. A szerdzus tipusban
nem specifikus, magra lokalizal6dé reakcid jellemz6.

A VWEF expresszio mindharom szoveti altipusban csu-
pan az endothélre lokalizalddik, a daganatsejtek és a stroma
szintjén immunhisztokémiai moddszerrel a fehérjét nem
sikertilt vizualizalni. Az antitest erételjes érproliferaciot
jelol a szerdzus (3.a dbra) és mucinozus (3.b abra) szovet-
tani tipusban, kevésbé az endometrioid tipust carcinoma
mindharom differencidltsagi tipusaban.

Megbeszélés

A COX-2 (dontéen a képz6d6 PGE2 révén) a
multifaktorialis carcinogenesis folyamatat szamos helyen
befolyasolhatja, szerepet jatszik a daganatos progresszi-
6ban, az apoptozis rezisztenciaban, az angiogenézisben
valamint a tumorinvazioban és a metasztazisképzésben.

Az eredményeink azt mutatjdk, hogy a COX-2
expresszié novekvd tendencidt mutat az endometrioid
adenocarcinoma differencidlodasi fokaval, minél kevésbé
differencialtak a daganatos sejtek, annal erdteljesebb
a reakcié intenzitasa. Az irodalmi adatoktdl eltéréen
ennek az antigénnek az expressziéja a membrant is érin-
tette a citoplazmatikus megjelenéssel parhuzamosan [3].
A membranhoz vald kot6dését azzal magyardzzuk, hogy
a normal sejtekben a COX-2 a sejtmembran két olda-
lan, illetve az endoplazmatikus retikulum fel6li oldalon
helyezkedik el, ami arra enged kovetkeztetni, hogy az
expresszid lokalizacidjanak a valtozasa a sejten beliil a sejt
daganatos atalakulasaval, illetve ennek differencialtsagi
fokaval hozhaté Osszefiiggésbe. Mucindzus és szerdzus
adenocarcinomdban erételjes, csak a citoplazmara loka-
lizalodo antigénexpresszio figyelheté meg, azzal az elté-
réssel, hogy a mucindzus tipusban a reakcié diffiiz, mig a
szerozusban fokalis.

Az irodalmi adatok szerteagazéak a COX-2expresszio-
jatilletGen. Ismert tény, hogy perimenopauzaban az egész-

2. abra. COX-2 expresszié (DAB kromogén): a. endometrioid tipusu adenocarcinomaban (diffiz, 10X), b. serosus
adenocarcinomaban (gocos, 20X), c. mucinosus adenocarcinomaban (diffiz, 20X)
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3. dbra a. VWF expresszid, mint az angiogenézis markere
(DAB kromogén): serosus adenocarcinomaban (10X).

séges endometrium is enyhén expresszalja az epithelium
felszinén fiiggetleniil a menstruacios ciklus fazisatol. Az
endometrium hiperplazia és az endometrialis carcinoma
szovettani kiértékelése soran bebizonyosodott, hogy
hiperpléziaban is megjelenik a COX-2 expresszi6. Ezzel
ellentétben nem talaltak jelentds kiilonbséget a hisztolo-
giai gradust és a rak stadiumat illetGen [6].

Mas szerzOk [7] szerint a COX-2 expresszid kor-
reldl egy magasabb hisztoldgiai gradussal és egy mély
miometrialis invazioval, de nem fligg 6ssze a nyirokcso-

"o

mokba torténd attétképzé hajlammal, és a daganat 6szt-
rogén-és progeszteron receptor statuszaval [3,7].

Az MMP-9 expresszié azendometrioid adenocarcinoma
mindhdrom (GI-GIII) differencialodési altipusaban nagy-
mértékben jelen van és egyenld aranyban oszlik el. Mig
a mucindzus tipusban egy diffiz, de gyenge expressziot
mutat, nagyrészt a citoplazmara lokalizalddva, addig a
szerozus adenocarcinomaban nuklearis expresszidt mutat,
de fokalisan a citoplazmaban is megtalalhato.

Néhany tanulmanyban megfigyelték, hogy rosszin-
dulatd daganatokban az MMP-9 nem feltétleniil csak a
daganatos sejtekben expresszalodik, hanem a stréma sej-
tekben is fellelhetd példaul a fibroblasztokban, igy feltéte-
lezhetd, hogy a stroma sejtjei altal szekretédlt MMP-9 részt
vesz az angiogenézisben és az alaphartya lebontasaban,
el6segitve a daganat novekedését és terjedését [8].

Az sem kizart, hogy a daganatos sejtek aktivaljak az
MMP-9 biomarkert a stroma sejtekbdl az invazié meg-
konnyitésére [9].

Az endotélsejtek és a trombocitk dltal termelt VWE a
cancerogenézis célpontjaba keriilt azaltal, hogy bebizonyo-
sodott, hogy a daganatsejtek a véralvadasi kaszkad fakto-
raival és a trombocitakkal vald interakcija angiogenézist
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3. dbra b. VWF expresszio, mint az angiogenézis markere
(DAB kromogén): mucinosus adenocarcinomaban (20X).

indukal, és eldsegiti a szolid tumorok terjedését illetve noveli
az attétképzési hajlamot. Az altalunk hasznalt antitesttel és
a modszerrel nem sikertilt vizualizalnunk az antigént sem
a daganatsejtekben, sem az Gket koriilvev$ stroma sejtje-
iben, ellenben erételjesen jelolve az endothélsejteket, az
angiogenézis mértékét lazabb vagy stirtibb halo formajaban

jelolte a daganat differencidltsdgi fokanak fliggvényében.

Annak ellenére, hogy az angiogenézist morfometriai mod-
szerekkel nem kvantifikaltuk (nem képezve a kutatdsunk
targyat), meg kell emlitentink, hogy az immunhisztokémiai
szoveti értékelés soran fokozott angiogenézist talaltunk a
gyengén differencialt daganatokban (endometrioid tipust
carcinoma GIII és szerdzus carcinoma).

Egyes szerz6k a VWF-t az angiogenézis negativ
mondulatoranak tekintik, a proapoptotikus tulajdonsaga
révén csokkentve a metasztazisok szamat a programozott
sejthalal beinditdsaval. Ezt az észrevételt VWF hianyos
egereken kisérletezve be is bizonyitottak [5].

Kovetkeztetések

A COX-2 a multifaktorialis carcinogenesis mechaniz-
musat szamos ponton befolyasolhatja, szerepet jatszik
a daganatos progresszioban, az apoptdzis gatlasaban,
az angiogenezisben valamint a tumorinvazioban és a
metasztazisképzésben.

Az expresszié lokalizacidjanak a valtozdsa a sejten
beliil a prognosztikus jelentéséggel bird kiilonbozd
szoveti tipusokban daganat differencialtsagi fokaval
hozhaté 0Osszefiiggésbe. Koexpresszidja az MMP-9-el
noveli a daganatok invaziokészségét, kimutatdsuk a
tumorszovetben prognosztikus jelentdségti.
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A VWF megbizhat6 markere az angiogenézisnek, mely

fokozottnak bizonyult szerézus adenocarcinomaban a

mucinézus és endometrioid szoveti altipusokhoz viszo-

nyitva.

A szelektiv COX-2 gatlok alkalmazdsa a kemoterapias

kezelés hatékonysaganak a fokozasdra az individualizalt

terapia részét képezheti az angiogenézis ellen iranyulo

terdpidval tarsitva az endometridlis carcinomdk kiilon-

b6z szoveti altipusaiban.
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