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Ekspresja markera limfangiogenezy Prox-1 w raku jajnika

Expression of lymphangiogenesis marker Prox-1 in ovarian cancer
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Streszczenie

Limfangiogeneza w raku jajnika jest mato poznana. Naczynia limfatyczne wspomagaja wzrost guza,

a jednoczesdnie sa gtéwna droga przerzutéw komérek nowotworowych. Ocena ekspresji wybranych markeréw
srédbtonka naczyn limfatycznych moze by przydatna do oceny przebiegu procesu limfoangiogenezy, oceny
zeztosliwienia guza oraz zdolnosci do powstawania przerzutéw. Szczegdlnie obiecujace moga byé badania
nad ekspresja biatek specyficznych dla limfangiogenezy, takich jak Prox-1 czy jadrowy czynnik transkrypcyjny.
Ocena tych markeréw by¢ moze umozliwi ich wykorzystanie w roli czynnikéw prognostycznych uzytecznych
przy przewidywaniu leczenia. W niniejszej pracy badano zaleznosci pomiedzy ekspresjg Prox-1, réznymi typami
histologicznymi oraz réznym stopniem zréznicowania histologicznego raka jajnika. Ekspresja Prox-1
wystepowata we wszystkich badanych typach histologicznych raka jajnika. Nie uzyskano jednak réznic
istotnych statystycznie (p > 0,05) w odniesieniu do typu i stopnia zréznicowania histologicznego. Dalsze
badania uwzgledniajace wiekszg grupe chorych, zakres zabiegu chirurgicznego oraz inne wyktadniki
limfangiogenezy prawdopodobnie pozwola na wykrycie innych zaleznosci.

Stowa kluczowe: rak jajnika, limfangiogeneza, czynnik transkrypcyjny Prox-1
Summary

Lymphangiogenesis in ovarian cancer is not yet well characterised. Lymphatic vessels help tumor
progression, and simultaneously represent the most important pathway for neoplastic cell dissemination. The
estimation of the lymphatic endothelium markers expression can be useful in the evaluation
of lymphangiogenesis, cancer progression and ability of metastatic spreading. It is especially interesting
the research on specific lymphatic markers, such as Prox-1, nuclear transcription factor. We investigated
correlation between expression of Prox-1, histological type and grading of ovarian cancer. Our studies show
the expression of Prox-1in all investigated histological types of ovarian cancer. We did not observe the statistis
correlation (p > 0.05) with reference to type and grading. Further investigations taking into account bigger
number of patients, spectrum of operation, and other exponents of limphangiogenesis, probably allow to
discover different correlations.
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Wstep

Rak jajnika charakteryzuje najwyzsza smiertelnosé
sposréd wszystkich nowotworéw narzadu ptciowego ko-
biet. Rocznie umiera z jego powodu wiecej kobiet niz
tacznie na nowotwory szyjki macicy oraz raka endome-
trium. Okoto 70% guzéw jajnika jest wykrywanych
w Il i IV stopniu zaawansowania klinicznego [1, 2]. Po-

nad 5 lat od momentu stwierdzenia choroby zyje 85%
kobiet ze zdiagnozowanym | stopniem zaawansowania
klinicznego. Odsetek 5-letniego przezycia wsrdd pacjen-
tek w zaawansowanym stadium spada az do 25% [3].
Przyczyna p6znego wykrywania raka jajnika sa asymp-
tomatyczne cechy choroby oraz brak odpowiednich, po-
wszechnie stosowanych metod skriningowych, ktore
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umozliwityby wykrywanie jej we wczesnych stadiach za-
awansowania.

Guzy jajnika — podobnie jak inne guzy lite — maja nie-
jednorodna budowe. Obok komérek nowotworowych i ko-
morek zrebu sg obecne fibroblasty oraz komérki srédbton-
kowe, a takze leukocyty. Te ostatnie, infiltrujac tkanke guza,
odgrywaja znaczaca role w regulacji wzrostu, migracji ko-
morek oraz w aktywacji angiogenezy i limfangiogenezy
[4, 5]. Uktad limfatyczny jest niezbedny do utrzymania ho-
meostazy przestrzeni pozaustrojowej oraz odgrywa wazng
role w regulacji odpowiedzi immunologicznej. Naczynia lim-
fatyczne biorg istotny i aktywny udziat w patofizjologii sta-
néw zapalnych oraz rozwoju nowotworéw. Indukowana
przez guz limfangiogeneza pozostawata przez dtugi okres
w cieniu dobrze poznanych proceséw angiogenezy nowo-
twordw, gtownie z powodu nieznanych specyficznych mar-
keréw pozwalajacych na odréznienie srodbtonka naczyn
limfatycznych od srédbtonka naczyn krwionosnych [4]. Me-
chanizmy molekularne regulujace limfangiogeneze sa do-
tad stabo poznane, chociaz wiadomo, ze Srédbtonkowe
czynniki wzrostu naczyn (vascular endothelial growth factor C
— VEGF-C i VEGF-D) stymuluja wzrost endoteliocytéw i po-
wstawanie nowych naczyh chtonnych [4, 6]. Odkrycie
pierwszego czynnika limfangiogennego — VEGF-C — wyka-
zato, jak wazng role odgrywaja naczynia limfatyczne w roz-
woju wielu nowotworéw. Rozwo6j naczyn limfatycznych,
a nastepnie zajecie weztéw chtonnych przez komérki guza
s jednymi z gtéwnych etapéw progresji nowotworu [6-8].
Badania nad rakiem piersi, szyjki macicy czy odbytnicy po-
twierdzity, Ze zwiekszona liczba naczyn krwionosnych i lim-
fatycznych w pierwotnej tkance nowotworowej jest czynni-
kiem prognostycznym i moze decydowaé o wznowie
choroby nowotworowej [4, 7].

Ostatnio zidentyfikowano wiele markeréw specyficz-
nych dla srédbtonka naczyn limfatycznych oraz opisano
nowe modele badawcze wzrostu naczyh chtonnych
[4, 5, 7]. Pojawita sie wiec nadzieja na doktadniejsze po-
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znanie procesow kierujacych limfangiogeneza. Jednym
z istotnych, niedawno poznanych markeréw jest biatko
Prox-1. Jest to jadrowy czynnik transkrypcyjny, ktéry od-
grywa gtéwna role w trakcie limfangiogenezy ptodowej
i wydaje sie pozytecznym markerem w réznicowaniu ko-
morek Srodbtonka limfatycznego od innych komoérek
Srodbtonkdw naczyh krwionodnych [9-11].

Cel pracy

Celem pracy byta ocena ekspresji jadrowego czynnika
transkrypcyjnego Prox-1 w materiale uzyskanym podczas
operacji pacjentek z rakiem jajnika. Analiza immunohisto-
chemiczna ekspresji Prox-1 pozwala na wyznaczenie loka-
lizacji okreslonych komérek w obrebie tkanek. Ekspresje
markera oceniano w trzech typach histologicznych nowo-
tworu oraz w réznych stopniach zaawansowania klinicz-
nego i zréznicowania histologicznego raka jajnika.

Materiat i metody

W doswiadczeniu poddano analizie marker Prox-1
stanowigcy biatko specyficzne dla limfangiogenezy. Oce-
niano ekspresje Prox-1 w tkance guza metoda immuno-
histochemiczna u 65 kobiet operowanych w | Klinice Gi-
nekologii Onkologicznej i Ginekologii Uniwersytetu
Medycznego w Lublinie z powodu raka jajnika. Prepara-
ty wykonano zgodnie z przepisami zawartymi w instruk-
cjach. Skrawki tkanek utrwalono formaldehydem i zato-
piono w parafinie. Tak przygotowane do analizy zwiazki
zachowuja wtasciwosci antygenowe.

Srednia wieku operowanych pacjentek wynosi-
ta 54,6 roku. Badano ekspresje w trzech typach histolo-
gicznych raka jajnika: surowiczym (31 pacjentek
— 47,7%), Sluzowym (23 pacjentki — 35,5%) i endome-
trialnym (11 pacjentek — 16,9%). Uwzgledniano stopien
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Ryc. 2. Rak jajnika typu sluzowego — znacznie nasilona ekspre-
sja Prox-1
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Tab. I. Licznos¢ i procent nasilenia ekspresji markera Prox-1 u pacjentek operowanych z powodu raka jajnika

Tabela licznosci: nasilenie ekspresji Prox-1

Klasa liczba skumulowana liczba % skumulowany %
0 14 14 21,53846 21,5385
1 39 53 60,00000 81,5385
2 12 65 18,46154 100,0000
braki 0 65 0,00000 100,0000

Tab. Il Licznos¢ i procent typu histologicznego raka jajnika u operowanych pacjentek

Tabela licznosci: typ histologiczny

Klasa liczba skumulowana liczba % skumulowany %
surowiczy 31 31 47,69231 47,6923
endometrialny 11 42 16,92308 64,6154
Sluzowy 23 65 35,38462 100,0000
braki 0 65 0,00000 100,0000

Tab. lll. Licznos¢ i procent stopnia zréznicowania histologicznego operowanych guzéw jajnika

Tabela licznosci: zr6znicowanie histologiczne

Klasa liczba skumulowana liczba % skumulowany %
G2 40 40 61,53846 61,5385
Gl 8 48 12,30769 73,8462
G3 17 65 26,15385 100,0000
braki 0 65 0,00000 100,0000

zrdéznicowania histologicznego — grading (G1, G2, G3)
oraz stopien zaawansowania klinicznego (wg klasyfika-
cji FIGO). Stopien nasilenia ekspresji Prox-1 oceniano wg
skali i stwierdzono brak ekspresji (0) w 14 przypadkach
(2—-3-stopniowej 5%), stabo nasilong ekspresje (1) obser-
wowano w 39 guzach (60%), a znacznie nasilong (2)
w 12 przypadkach (18,5%). Stabo oraz znacznie nasilong
ekspresje biatka Prox-1 w raku jajnika typu Sluzowego
przedstawiono na rycinach 1.i 2.

W tabelach I, Il i Il przedstawiono licznos¢ i procent:
nasilenia ekspresji Prox-1, rozpoznania histopatologicz-
nego i stopnia zréznicowania raka jajnika u 65 operowa-
nych pacjentek.

Wyniki
Uzyskane wyniki opracowano statystycznie, stosujac
test y2. Ekspresje Prox-1 stwierdzono w 51 badanych

skrawkach raka jajnika. W badanej grupie analiza staty-
styczna zwiazku nasilenia ekspresji Prox-1 z typem histo-
patologicznym raka jajnika nie wykazata istotnej zalez-
nosci (p = 0,12). Podobnie nie stwierdzono zaleznosci
statystycznej nasilenia ekspresji Prox-1 ze stopniem zr6z-
nicowania histologicznego (p = 0,36). Wyniki przedsta-
wiono w tabelach IV i V. Dalsze badania uwzgledniajace
wieksza grupe chorych, zakres zabiegu operacyjnego
oraz inne wyktadniki limfangiogenezy prawdopodobnie
pozwolg na wykrycie innych zaleznosci.

Dyskusja

Tworzenie naczyh uktadu limfatycznego wykazuje du-
ze podobienstwo do procesu angiogenezy. Proces po-
wstawania nowych naczyh krwionosnych czesto towarzy-
szy rozwijajacym sie naczyniom limfatycznym, jednakze
stosunek jednych kapilar do drugich rézni sie w zalezno-
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Tab. IV. Analiza statystyczna zwigzku nasilenia ekspresji Prox-1 z typem histopatologicznym raka jajnika

Nasilenie ekspresji Prox-1

Typ histologiczny Analiza
0 1 2 statystyczna

surowiczy 6 (19,4%) 21(67,7%) 4 (12,9%) 72=739

Sluzowy 7 (30,4%) 9 (39,2%) 7 (30,4%) p=0,12

endometrialny 1(9,1%) 9 (81,8%) 1(9,1%)

Tab. V. Analiza statystyczna zwiazku nasilenia ekspresji Prox-1 ze stopniem zréznicowania histologicznego (G)
Stopien zréznicowania Nasilenie ekspresji Prox-1 Analiza

histologicznego 0 1 2 statystyczna
Gl 3 (37,5%) 4 (50%) 1(12,5%) 2= 438
G2 10 (25%) 22 (55%) 8 (20%) p=0,36
G3 1(5,9%) 13 (76,5%) 3 (17,6%)

Sci od rodzaju tkanki. Zaleznosci pomiedzy naczyniami
krwionosnymi i chtonnymi oraz ich skoordynowany roz-
woj sugeruja, ze pewne makroczasteczki moga kontrolo-
wac zarbwno angiogeneze, jak i limfangiogeneze.
Istnieje wiele dowodéw, ktére wskazujg, ze neoan-
giogeneza jest podstawowym warunkiem wzrostu no-
wotwordw, a w jej proces zaangazowany jest caty zbior
substancji bioaktywnych [6, 12-14]. Substancje te regu-
luja nie tylko przebieg angiogenezy, ale réwniez limfan-
giogenezy, a niejednokrotnie samej tylko limfangioge-
nezy. Od dawna wiadomo, ze przerzuty niektérych
nowotworéw odbywaja sie droga naczyn limfatycznych.
Ta progresja z lokalnie ograniczonej choroby do choroby
obejmujacej réwniez wezty chtonne stanowi zta progno-
ze dla pacjenta [6-8, 15]. Proliferacja naczyn limfatycz-
nych regulowana przez wiele czynnikéw wzrostu petnia-
cych kluczowag funkcje w procesie limfangiogenezy
stanowi zatem przedmiot zainteresowania licznych grup
naukowcéw, poznanie mechanizmoéw jej przebiegu da-
toby bowiem szanse na opracowanie metod leczniczych
i by¢ moze profilaktycznych choréb nowotworowych.
Biatka glikoproteinowe nalezgce do rodziny $réd-
btonkowego czynnika wzrostu (VEGF), okreslone jako
VEGF-C i VEGF-D, s3 uwazane za najwazniejsze czynniki
regulatorowe limfangiogenezy. Czynniki te sg silnymi
mitogenami Srédbtonka limfatycznego oraz krwionosne-
go. Ponadto, VEGF-C powoduje wzrost przepuszczalno-
sci naczyn. Czynniki te sa ligandami receptora VEGFR-3,
ktérego ekspresja receptora jest ograniczona do $r6d-
btonka kietkujgcych naczyn limfatycznych, a takze
do tworzacych sie w okresie embriogenezy naczyn
krwionosnych. Receptory VEGF-C i VEGF-D zostaty ziden-
tyfikowane jako stymulatory limfatycznej proliferacji
endotelialnej, dziatajace poprzez aktywacje receptora
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3 VEGF (VEGFR-3), ktéry funkcjonuje jako specyficzny re-
ceptor w dojrzatych tkankach i wykazuje silng ekspresje
w obrebie komérek srédbtonka [6, 7, 13, 14, 16]. W wielu
badaniach klinicznych wykazano korelacje miedzy eks-
presja VEGF-C i VEGF-D w obrebie guza a przerzutami
do weztéw chtonnych [14, 17, 18]. Nadekspresja VEGF-C
i VEGF-D w komérkach raka ptuc u myszy wskazuje
na zwiekszenie procesu limfangiogenezy i nastepujace
przerzuty do weztdw chtonnych

Poczatkowe badania sugerowaty, ze VEGF-C i VEGF-D
sg jedynymi czynnikami regulujacymi rozw6j naczyh lim-
fatycznych w guzach. Stwierdzono, ze zwiekszona ekspre-
sja VEGF-C i VEGF-D stymuluje limfangiogeneze w nowo-
tworach [6-8]. PdéZniejsze obserwacje dotyczace guzdw
nowotworowych, w ktérych wystepowaty przerzuty nowo-
tworowe droga naczyn limfatycznych, wykazaty, ze eks-
presja VEGF-C i VEGF-D w tkance guza byta wyraznie
zmniejszona, co sugerowato udziat innych czynnikéw
wzrostu w procesie limfangiogenezy. Wsréd nich wymie-
nia sie m.in. VEGF-A, poniewaz moze on posrednio induko-
wac proces powstawania naczyh limfatycznych poprzez
rekrutacje i aktywacje komérek wykazujacych ekspresje
receptora VEGFR-1 szczegblnie monocytéw, makrofagdw
i neutrofilow [13]. Komérki te sa zdolne do produkcji lim-
fangiogennych czynnikéw VEGF-C i VEGF-D. Podobnie
do VEGF-A, posrednim induktorem jest réwniez FGF-2,
ktory dziata poprzez szlak VEGF-C/-D i receptor VEGFR-3.
Najnowsze badania wykazaty, Ze moze on réwniez stymu-
lowaé bezposrednio wzrost komérek srédbtonka limfa-
tycznego in vitro. Przydatnos¢ VEGF jako markera w iden-
tyfikowaniu naczyn limfatycznych w nowotworowych
ztosliwych jest jednak coraz czesciej podwazana [8, 14].

Tworzenie naczyh w guzach jajnika jest uzaleznione
od dziatania VEGFE Czynnik wzrostu naczynh srédbtonka
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wzmaga przepuszczalnos¢ naczyf, co jest znamienng
witasciwoscig naczyn nowotworowych. Wptywa na mi-
gracje endoteliocytéw, a to wigze sie z powstawaniem
przerzutéw. Ze wzgledu na swoje unikalne cechy cytoki-
na ta stanowi potencjalne biatko docelowe do diagnozo-
wania i terapii nowotworéw narzadu ptciowego. Wiele
prac dokumentuje nadekspresje VEGF w guzach jajnika,
co ma znaczenie kliniczne w prognozowaniu i dostoso-
wywaniu odpowiedniej terapii [6]. Ocena wolnego VEGF
(sVEGF) w surowicy pacjentek chorych na raka jajnika
moze by¢ ponadto klinicznie przydatna do okreslenia
tempa wzrostu guza, nawrotow i powstawania przerzu-
tow.

Obecnie szacuje sie, ze odmienng ekspresje w na-
btonku limfatycznym i krwionosnym wykazuje bli-
sko 300 gendw [8]. Pod koniec lat 90. XX w. wykryto
jeden z najczesciej wykorzystywanych markeréw $rod-
btonka limfatycznego — LYVE-1[7, 8, 19]. Jest on homolo-
giem biatka CD44, ktére bierze udziat w procesie
migracji do weztéw chtonnych komérek uktadu immu-
nologicznego, a takze komérek nowotworowych.

WSsrod istotnych markeréw limfangiogenezy wymie-
nia sie takze jadrowy czynnik transkrypcyjny Prox-1. Jest
on najwczesniejszym markerem limfatycznym w trakcie
rozwoju ptodowego [9]. Ponadto, przypuszcza sie, iz jest
on krytycznym genem programujacym fenotyp limfa-
tyczny [20, 21]. Pomimo ze jest niezbedny do wzrostu
naczynh limfatycznych i jego ekspresja ma gtéwnie miej-
sce w ich $rédbtonku, wystepuje takze w innych rodza-
jach komorek i tkanek, wtgczajac w to hepatocyty, ko-
morki miesnia sercowego, komérki trzustki, neurocyty
oraz tkanki soczewki [22, 23]. Podkresla sie mozliwosé
hamowania dziatania proteiny Prox-1 poprzez specyficz-
ne przeciwciata anty-Prox-1, jednakze obecnie ich zasto-
sowanie jest bardzo ograniczone; trwajg nad nim bada-
nia [8]. Wraz z innymi markerami limfangiogenezy
biatko Prox-1 moze stanowi¢ istotny wskaznik postepu
procesu nowotworowego. Publikacje opisujace ekspre-
sje tego markera sag mato znane i brak jest danych
w literaturze odnosnie do korelacji miedzy r6znymi mar-
kerami limfangiogenezy. Badania wydaja sie jednakze
bardzo obiecujace i powinny dostarczy¢ istotnych infor-
macji do zrozumienia mechanizméw dziatania wzrostu
naczyh limfatycznych i ich roli w rozwoju procesu neo-
plastycznego.

W przedstawionych badaniach podjeto prébe oceny
korelacji pomiedzy ekspresja czynnika Prox-1 a niektéry-
mi cechami fenotypowymi raka jajnika. Pacjentki po-
dzielono ze wzgledu na typ histologiczny wystepujacego
u nich guza jajnika, a w kolejnym zestawieniu ze wzgle-
du na stopien zr6znicowania histologicznego raka jajni-
ka. Nie uzyskano jednak zaleznosci statystycznej pomie-
dzy poréwnywanymi grupami.

Uznanym markerem limfoangiogenezy jest podopla-
nina, ktéra jest przezbtonowa glikoproteing produkowa-
ng przez srédbtonek naczyn limfatycznych [3]. Mimo jej

niejasnej funkcji stwierdzono, ze myszy z defektem ge-
nu podoplaniny wykazuja letalne zaburzenia uktadu lim-
fatycznego. Udowodniono, ze defekt ten nie wptywat
jednak na prawidtowe funkcjonowanie uktadu krwionos-
nego. Ocena ekspresji podoplaniny, specyficznego
markera srodbtonkéw naczyn limfatycznych moze by¢
przydatna do oceny limfangiogenezy i Swiadczy¢ o zez-
tosliwieniu guza [13, 24]. Zahamowanie tego procesu
moze zatrzymac jego rozprzestrzenianie do naczyn lim-
fatycznych. Mechanizmy regulujace ekspresje podopla-
niny nie zostaty jednak dotad w petni poznane.

Najnowsze doniesienia zwracaja uwage na recepto-
ry kinaz tyrozynowych EphB2 i EphB4 oraz ich ligandy
— efryny, ktére sg regulatorami odpowiedzialnymi
za przestrzenne rozmieszczenie naczyn [8, 15]. Stwier-
dzono, ze delecja genu efryny prowadzi do nieprawidto-
wego rozwoju naczyn limfatycznych, a w konsekwencji
do ich dysfunkcji. W raku jajnika zwiekszona ekspresja
receptoréw efryny korelowata z krétszym przezyciem
i bardziej agresywnymi postaciami nowotworu.

Do markeréw procesu limfangiogenezy nalezy takze
neuropilina 2 (Nrp2), ktéra, dziatajac na zasadzie korecep-
tora, wigze sie z czynnikiem VEGF-C. Zwiekszona ekspresja
Nrp2 jest zwigzana z gorszym rokowaniem w przypadku
raka ptuc. Badania markeréw wysoce specyficznych dla
Srédbtonkéw naczyn limfatycznych umozliwiaja identyfi-
kacje i ilosciowg ocene naczyh limfatycznych w przebiegu
ztosliwego procesu nowotworowego [25].

W celu oceny zaawansowania procesu nowotworo-
wego, skutecznosci zastosowanego leczenia oraz wybo-
ru dalszego sposobu postepowania nalezatoby jedno-
czeSnie oceni¢ najwazniejsze markery limfangiogenezy,
takie jak czynniki wzrostu VEGF-C, VEGF-D, Prox-1, podo-
planina, LYVE-1iinne. Ich wzajemne korelacje moga bo-
wiem stanowi¢ podstawe wtasciwej decyzji terapeutycz-
nej. Oprocz odgrywania roli diagnostycznej moga one
w przysztosci stanowi¢ punkt docelowy nowoczesnych
metod terapeutycznych opierajacych sie na wytworze-
niu specyficznych dla danego markera przeciwciat.
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