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Streszczenie |

Wprowadzenie: Obecnos$¢ metalotioneiny w endometrium i doczesnej, czynnika antyapoptotycznego, jest zwia-
zana z opornos$cig na apoptoze zardwno komorek endometrium, jak i komodrek doczesnej zalezng od aktywnoSci
komorek uktadu odpornosciowego. Celem niniejszego badania byta ocena immunoreaktywnosci metalotioneiny
w ogniskach zaSniadu u pacjentek leczonych wylacznie operacyjnie i u chorych, u ktérych dodatkowo zastosowa-
no chemioterapi¢. Metoda: Analizowano immunoreaktywno$¢ metalotioneiny zaréwno w komérkach trofoblastu,
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jak i w komorkach btony doczesnej uzyskanych w wyniku tyzeczkowania jamy macicy przeprowadzonego z powo-
du rozpoznania cigzy za$niadowej catkowitej. Pacjentki podzielono na dwie podgrupy: chorych, ktére wymaga-
ty dodatkowej chemioterapii po zabiegu operacyjnym, oraz chorych, u ktorych takiego leczenia nie zastosowano.
Wyniki: Stwierdzono statystycznie znamienny nizszy poziom immunoreaktywnosci metalotioneiny w obrebie ko-
morek trofoblastu pochodzacych od pacjentek z zasniadem groniastym catkowitym leczonych wytacznie operacyj-
nie w poréwnaniu z pacjentkami, u ktdrych leczenie operacyjne uzupetniono chemioterapia. Wniosek: Opornosé
na apoptoze moze zaleze¢ od wewnatrzkomdrkowej obecnosci metalotioneiny, co prawdopodobnie ma wpiyw na
przebieg Kliniczny za$niadu groniastego.

Stowa kluczowe: metalotioneina, zasniad groniasty catkowity, chemioterapia, endometrium, doczesna

Summary |

Introduction: The presence of metallothionein in both the endometrium and decidua is associated with the resis-
tance of both endometrial and decidual cells to immune-mediated apoptosis. Consequently, the aim of the pres-
ent study has been to typify metallothionein immunoreactivity within the molar lesions of both the patients who
were treated with surgery alone and those who were also given chemotherapy. Methods: We analyzed the immu-
noreactivity of metallothionein in both the trophoblast and decidual cells derived from patients on whom curet-
tage was performed due to a diagnosis of complete molar pregnancy. These patients were then divided into two
subgroups according to whether or not they required chemotherapy following the surgical procedure. Results:
We observed a statistically significantly lower metallothionein immunoreactivity levels within the trophoblast cells
derived from the complete hydatidiform mole patients who had had surgery alone in comparison to the levels
found in those patients for whom surgery was followed by chemotherapy. Conclusion: Resistance to apoptosis
linked with metallothionein intracellular immunoreactivity may influence the clinical course of hydatidiform mole.

Key words: metallothionein, complete hydatidiform mole, chemotherapy, decidua, endometrium

Coaep:xanue |

Baepenue: Hamune MeTanioToHerHa B 9HIOMETPHH U B AUy alIbHON 000I0YKE MATKK, AHTUATIONTOTHYECKOTrO
(bakTOpa, CBA3aHO C PE3MCTEHTHOCTBIO K aNoNTO3y KaK KJIETOK SHIOMETPUS, TaK U KIIETOK JELUy alIbHOI 000JI04KH,
3aBHCALLEH OT aKTMBHOCTH KJIETOK MMMYHOJIOTMYECKO# CHCTeMBI. Llesib HacTosIIero ncciefoBanns — jaTh OUEHKY
nMMyHopeakTnBHOCT MT B 04arax my3bIpHOTO 3aHOCa y MAMEHTOK, Y KOTOPBIX MPUMEHIIIN MCKITIOUNTENLHO OIe-
PALMOHHOE JIEYeHHE, 1 TeX, KOTOPbIX JJONONHUTENIBHO MOJBEPIIM XuMUuoTepanii. MeTof: AHaIu3upoBaIi UMMYHO-
PEeaKTHBHOCTb METAJNIOTHMOHEMHA B KJIETKaX TPohobIacTa, a TakKe B KIIeTKaxX JeLyalbHOi 000N0UKH, MOy YeH-
HBIX B PE3YJIbTaTe BbICKAOIMBAHMSI OJOCTU MATKH, IIPOBEJIEHHOIO MOCIE AMarHOCTUPOBAHUS OEPEMEHHOCTH NPU
T0JTHOM My3bIPHOM 3aHoce. IauuenTok onpefenm B 1Be OArPYNNbL: 60JIBHBIX, KOTOPbIE HY>KAAIUCh B A0TOIHNU-
TEJIBHON XUMUOTEPANIMK I0CTIE XMPYPridecKO ONepalyn, i OONLHBIX, y KOTOPBIX TAKOE JIEYEHNE HE TIPUMEHSTIOCh.
Pe3yabraTbr: KoHcTaTnpoBanm cTaTUCTHYECKN 3HAUMMBII 60J1ee HU3KMIl yPOBEHb MMMYHOPEAKTUBHOCTI METAIIO-
THOHEMHa B 00J1aCT! KJIEeTOK TpohoOracTa, B3ATbIX Y MALMEHTOK C TIOJHBIM ITy3bIPHBIM 3aHOCOM, Y KOTOPbIX TIpHUMe-
HUJIU VICKITIOUUTEJIBHO ONEPALOHHOE JIEUEHNE B CPABHEHNH C NALMEHTKaMU, Y KOTOPbIX ONEPaLyoHHOE JieueHne
COBMECTHIIM C XUMHUOTepanueil. BeiBo: Pe3ucTeHTHOCTB K anonTo3y MOXKET 3aBUCETh OT BHYTPUKIIETOYHOTO HAJM-
Yusl METAVIOTHOHEVHA, YTO BEPOSTHO BIMSET HA KIMHUYECKOE TeYEHNE My3bIPHOTO 3aHOCA.

KiioueBsle ci10Ba: METAIIOTHOHEVH, TIOJHBII My3bIPHBIH 3aHOC, XUIMHOTEPATIHS, SHAOMETPHIA, ey albHast 060-
JIouKa (MaTKu)

WSTEP INTRODUCTION

acjentki z zasniadem groniastym catkowitym wy-
magaja Scistej obserwacji klinicznej przez peiny rok
od rozpoznania, poniewaz w niektérych przypad-
kach konieczna jest uzupeiniajaca chemioterapia. Sku-
tecznos$¢ chemioterapii jest Scisle zwigzana ze stanem
migdzykomorkowego mikrosrodowiska nowotworu'-?.
Jedng z istotnych zmian mikrosrodowiska na poziomie
molekularnym okreslajaca skuteczno$¢ chemioterapii sta-

262 | nowi opornosc komorek nowotworowych na apoptoze.

atients with complete hydatidiform mole require
precise clinical observation for a full year follow-
ing diagnosis because some cases also need an ap-
plication of chemotherapy. The effectiveness of the che-
motherapy is closely linked to the status of the tumor
microenvironment?. One of the important molecular
changes in the microenvironment that determines the ef-
fectiveness of the chemotherapy is tumor-cell resistance
to apoptosis. This phenomenon seems to be linked to the
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Wydaje sig, iz zjawisko to jest zwigzane z obecnoScig me-
talotioneiny (MT) w cytoplazmie zar6wno komorek no-
wotworowych, jak i komorek zrebu®, jako ze ekspresje
MT stwierdzono w obu rodzajach komorek®?. Ponadto
wiadomo, ze silna ekspresja MT w komorkach raka jaj-
nika wigze si¢ z opornoscig na chemioterapi¢ na bazie
pochodnych platyny?. To zjawisko opornosci na apop-
tozg jest szczegOlnie wazne dla zachowania homeostazy
w obrebie btony Sluzowej macicy, gdzie komorki trofo-
blastu penetrujg do btony doczesnej, poniewaz mikrosro-
dowisko endometrium jest zdominowane przez migrujace
komorki uktadu odpornosciowego. Wtasciwa rownowa-
ga miedzy komorkami trofoblastu, doczesnej i komorka-
mi odpornosciowymi jest utrzymywana dzigki opornosci
komorek doczesnej i trofoblastu na apoptoze!-19.

W poprzednim badaniu wykazaliSmy, ze zardwno endo-
metrium, jak i doczesna charakteryzuja si¢ ekspresja MT
i ze intensywnos$¢ immunoreaktywnoSci MT waha si¢ za-
leznie od fazy cyklu miesigczkowego albo stadium rozwo-
ju cigzy*19. Dodatkowo ekspresje MT stwierdzono w ko-
morkach trofoblastu!1?. Ie-Ming Shih zasugerowal, ze
choc zasniad groniasty moze nacieka¢ miejscowo i dawac
przerzuty, to pod wzgledem biologicznym stanowi jedy-
nie nieprawidfowo rozwinigtg tkanke tozyskowa, a nie no-
wotwor sensu stricto">. Niemniej jednak zasadniczy pro-
ces ztoSliwy obejmuje zar6wno naciekanie podScieliska,
jak i tworzenie przerzutdéw odlegtych, co oznacza, ze nie-
ktore pacjentki z zasniadem groniastym catkowitym beda
wymagaty chemioterapii. Co wigcej, rozwoj zasniadu gro-
niastego wigze si¢ z aberracja chromosomalng w komor-
kach trofoblastu, jaka nie wystepuje w tych komorkach
podczas ciazy prawidtowej">. Kim i wsp. stwierdzili, ze
ekspresja 213 réznych gendw w komorkach trofoblastu
u kobiet z zaSniadem jest odmienna od ekspresji tych sa-
mych genow w komorkach trofoblastu pobranych od ko-
biet z ciaza prawidiowa'®. Dla celow obecnego badania
postanowiono przeanalizowac interakcje migdzy komor-
kami trofoblastu i komérkami uktadu odpornosciowego,
zaleznie od rodzaju leczenia zastosowanego w danym
przypadku — wylacznie operacyjnego albo operacyjnego
z uzupelniajaca chemioterapia.

Celem obecnego badania byto okreSlenie immunoreak-
tywnoSci zmian zaSniadowych u pacjentek leczonych wy-
tacznie operacyjnie oraz u chorych, u ktorych dodatkowo
zastosowano chemioterapie.

MATERIAL I METODA
PACJENTKI

Oceniane probki tkanek uzyskano od 22 pacjentek, u kto-
rych przeprowadzono tyzeczkowanie jamy macicy po roz-
poznaniu catkowitego zas$niadu groniastego. Diagnoze
postawiono na podstawie przezpochwowej ultrasonogra-
fii i poziomu B-HCG w osoczu ocenianego w pierwszym
trymestrze cigzy [Srednia wartos$¢: 16 073 (=16 515)],
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presence of metallothionein (MT) within the cytoplasm
of both the tumor and stomal cells®; indeed, MT expres-
sion has been found in both types of cells“?. Moreover, it
is well known that the strong expression of MT in ovarian
cancer cells is associated with resistance to a platinum-
based chemotherapy regime'?”. The phenomenon of re-
sistance to apoptosis is especially important for homeo-
stasis within the endometrium (where the trophoblast
cells infiltrate the decidua since the endometrium micro-
environment is dominated by infiltrating immune cells)
— the proper balance between trophoblast, decidual, and
immune cells is maintained by the resistance of decidual
and trophoblast cells to apoptosis!''*!¥. In our previous
study we demonstrated that both the endometrium and
decidua are typified by the expression of metallothionein
and that the intensity of MT immunoreactivity fluctuates
according to the particular phase in the menstrual cycle
or stage in the development of the pregnancy!*'9. Addi-
tionally, MT expression has been found in trophoblast
cells"12, Te-Ming Shih has posited that while hydatidi-
form moles may locally invade and metastasize, biologi-
cally they merely represent abnormally formed placental
tissue and not true neoplasia'®. In contrast, the funda-
mental malignant process comprises both the infiltration
of the stroma and the formation of distinct metastases,
and this means that some cases of complete hydatidiform
mole will require chemotherapy. Furthermore, the devel-
opment of hydatidiform mole is linked to a chromosom-
al aberration within trophoblast cells not present in these
same cells during normal pregnancy!?. Kim et al. have
revealed that the gene expression for 213 different genes
in the trophoblast cells of women with complete hydatid-
iform mole (CM) is quite different when compared with
the same gene expression in the trophoblasts taken from
women with normal pregnancies!!®. For the purposes of
this study, then, we have decided to look at the interac-
tion between immune and trophoblast cells, taking into
account the type of therapy applied in each case: surgery
alone or surgery followed by chemotherapy.
Consequently, the aim of the present study has been to
typify the MT immunoreactivity within molar lesions in
both the patients treated with surgery alone and those
also given chemotherapy.

MATERIAL AND METHODS

PATIENTS

The tissue samples evaluated in our study were obtained
from 22 patients on whom curettage was performed fol-
lowing a diagnosis of complete molar pregnancy. The di-
agnosis was established based on transvaginal ultraso-
nography and on the levels of beta HCG serum observed
during the first trimester of pregnancy [mean 16 073
(%16 515)] and was confirmed through histopathologi-
cal verification. The tissue samples were collected during
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a dodatkowo potwierdzono w badaniu histopatologicz-
nym. Probki tkanek pobierano podczas zabiegdw operacyj-
nych przeprowadzanych w Klinice Ginekologii, Potoznic-
twa i Onkologii Uniwersytetu Jagiellofiskiego w Krakowie
miedzy listopadem 2006 a grudniem 2009 roku. Pacjentki
dodatkowo podzielono na dwie podgrupy: chorych, kt6-
re wymagaly dodatkowej chemioterapii po zabiegu ope-
racyjnym, oraz chorych, u ktorych takiego leczenia nie
zastosowano. U pacjentek wymagajacych uzupetniajg-
cej chemioterapii obserwowano wzrost poziomu B-HCG
w osoczu po zabiegu. W ramach chemioterapii poda-
wano metotreksat. W kazdym przypadku uzyskano Swia-
doma zgode pacjentki, a przed samym badaniem takze
akceptacje Komisji Etycznej Uniwersytetu Jagiellonskiego
(DK/KB/CM/0031/447/2010).

IMMUNOHISTOCHEMIA

Analiza immunohistochemiczna zostata przeprowadzo-
na w Zaktadzie Patomorfologii Uniwersytetu Jagiellon-
skiego. Po zbadaniu catego materiatu tkankowego uzy-
skanego od wszystkich pacjentek przez wylyzeczkowanie
(preparaty barwione hematoksyling-eozyna przygoto-
wane z materiatu utrwalonego w sposob standardowy
w roztworze formaliny i zatopionego w bloczkach para-
finowych) wybierano reprezentatywny jeden bloczek pa-
rafinowy do dalszych badai immunohistochemicznych.
W kazdym przypadku skrawki o grubosci 4 um obejmu-
jace kosmki bfony doczesnej i kosmki zasniadu barwio-
no w celu uwidocznienia ekspresji MT. Wykorzystano
mysie przeciwciala monoklonalne przeciw metalotione-
inie [UCIMT] (ab 12228) (Abcam plc, 330, Cambridge
Science Park, Cambridge, Wielka Brytania) w rozcieficze-
niu 1:25, z zastosowaniem inkubacji probek w tempera-
turze +4°C przez calg noc w komorze wilgotnej i po-
minigciem procedury ujawnienia antygenu (unmasking)
zgodnie z instrukcja producenta. Analiza immunohisto-
chemiczna byta przeprowadzona recznie przy uzyciu sys-
temu wykrywania UltraVision LPValue (Thermo Scientif-
ic, Lab Vision Corporation, Fremont, CA, USA). W celu
uwidocznienia produktow reakcji wykorzystano AEC
(3-amino-9-etylo-karbazol) jako chromogen (AEC Sub-
strate Chromogen Ready-to-Use, DAKO, Dania) (zabar-
wienie produktu finalnego na kolor pomaranczowo-czer-
wony) albo DAB+chromogen (DAKO, Carpinteria, CA,
USA) (zabarwienie ztoto-brazowe produktu finalnego),
uzywajac przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Na-
stepnie stosowano barwienie kontrastowe skrawkow he-
matoksyling Meyera i zanurzano je w zelu glicerolowym.
Dodatkowo wykorzystano probke tkanki z raka sutka jako
pozytywna kontrolg dla MT. Wszystkie barwienia prze-
prowadzono zgodnie z tg samg procedura, z pominig-
ciem pierwotnej reakcji z przeciwcialem jako kontroli ne-
gatywnej.

Ekspresja MT (w cytoplazmie, z barwieniem jader komor-

264 kowych Iub bez ich barwienia) w komorkach doczesnej

surgical procedures performed in the Department of
Gynecology, Obstetrics, and Oncology of the Jagiello-
nian University, Krakow, Poland between November,
2006 and December, 2009. The patients were additional-
ly divided into two subgroups according to whether or
not they had needed chemotherapy following the surgical
procedure. An increase in the beta HCG serum level was
observed following the surgical procedure in those pa-
tients who did require chemotherapy. For the chemother-
apy methotrexate was used. The patient’s consent was
obtained in each case, and prior to the present study we
also obtained the approval of the Jagiellonian Universi-
ty Ethical Committee for our research program (DK/KB/
CM/0031/447/2010).

IMMUNOHISTOCHEMISTRY

Immunohistochemical analysis was performed in the
Department of Pathomorphology of the Jagiellonian
University. After evaluating the entire curettage materi-
al (H&E stained slides made from the material routine-
ly fixed in formalin solution and processed to paraffin
blocks) from each case, the adequate single paraffin block
was selected for further immunohistochemistry. For each
case, four-micrometer slides that contained the decidu-
as and molar villi were stained to visualize the expression
of MT. Mouse monoclonal [UCIMT] to metallothionein
(ab 12228) (Abcam plc, 330 Cambridge Science Park,
Cambridge, UK) was used in dilution 1:25, with incuba-
tion of the specimens at +4°C over night in the humidi-
fied chamber without an unmasking procedure according
to the manufacturer’s instruction. Immunohistochemis-
try was performed manually by the application of the Ul-
traVision LPValue Detection System (Thermo Scientific,
Lab Vision Corporation, Fremont, CA, USA). Visualiza-
tion of the reaction products was performed using AEC
(3-amino-9-ethyl-carbazole) as a chromogen (AEC Sub-
strate Chromogen Ready-to-Use, DAKO, Denmark) (or-
ange-red color of the final product) or DAB+chromogen
(DAKO, Carpinteria, CA, USA) (gold-brown color of
the final product) for 10 min at room temperature. Sec-
tions were counterstained with Meyer’s hematoxylin and
mounted in glycergel. Furthermore, a breast cancer spec-
imen was used as a positive control for MT. All stainings
were done according to the same procedure, except that
the primary antibody was omitted as a negative control.

The MT expression (cytoplasmic with/without nuclear
staining) in decidual cells and molar villi was analyzed
by an experienced pathologist (G.K.). The degree of MT
positivity was then evaluated semiquantitatively as a per-
centage of the overall number of MT-positive decidual
and trophoblastic cells found in the entire specimen (at
least 10 high power — obj. magn. x40 - fields), using the
following scale: 0 — no reactivity, + 1 — staining of up to
10% of the cells (usually weak cytoplasmic), +2 — expres-
sion in 11-30% of the cells (usually marked cytoplasmic,
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i w kosmkach zasniadu byta oceniana przez doswiadczo-
nego patomorfologa (G.K.). Nasilenie ekspresji MT oce-
niano metodg potilosciowg jako odsetek komdrek MT-
-dodatnich w stosunku do catkowitej liczby komorek
doczesnej i komorek trofoblastu widocznych w prepara-
cie (co najmniej 10 pdl widzenia przy wysokim, 40-krot-
nym powigkszeniu), z zastosowaniem nastepujacej skali:
0 - brak reaktywnosci, +1 — wybarwienie do 10% komo-
rek (zwykle stabe zabarwienie cytoplazmy), +2 — ekspre-
sjaw 11-30% komorek (zwykle wyraZne zabarwienie cyto-
plazmy, czasem takze jader), 43 — silna ekspresja obecna
w ponad 30% komorek.

ANALIZA STATYSTYCZNA

Rozktad zmiennych w badanych grupach kobiet oceniany
testem Shapiro-Wilka wskazuje, ze wyniki wszystkich ba-
danych odbiegaly od normy. Znamiennos¢ statystyczng
rdznic migdzygrupowych oceniano testem Kruskala-Wal-
lisa z jednoczynnikowq analizg wariancji i rangowaniem.
Tam, gdzie to mozliwe, stosowano test U Manna-Whit-
neya. Wszystkie analizy statystyczne przeprowadzono
przy wykorzystaniu oprogramowania Statistica 8.0. Za
prog znamiennosci statycznej przyjeto wartos¢ p<0,03.

WYNIKI

Komorki trofoblastu MT-immunopozytywne stwierdzono
we wszystkich przypadkach zasniadu groniastego catko-
witego (rys. 1-3), a statystycznie znamienne roznice zaob-
serwowano mi¢dzy poziomem immunoreaktywnosci MT

sometimes also nuclear), +3 — high expression, in more
than 30% of the cells.

STATISTICAL ANALYSIS

The distribution of variables in the study groups of wom-
en checked with the use of the Shapiro-Wilk test showed
that each of the women was different from normal. The
statistical significance between the groups was deter-
mined by the Kruskal-Wallis test one-way analysis of
variance by ranks. The Mann-Whitney U test was then
used as applicable. All statistical analyses were carried
out with the Statistica 8.0 software program. A p<0.05
was considered indicative of statistical significance.

RESULTS

MT-immunopositive trophoblast cells were found in all
the cases of complete mole hydatidiform (figs. 1-3), and
statistically significant differences were observed between
the MT immunoreactivity levels within the molar lesions
of those patients who had undergone both the surgical
procedure and subsequent chemotherapy compared to
the levels found in those who had had only the surgery
(fig. 4).

MT-immunopositive decidual cells were discovered in all
the cases of complete mole hydatidiform (figs. 1, 5). We
did not, however, observe statistically significant differ-
ences between the MT-immunoreactivity levels in the de-
cidual cells of patients with complete mole who had had
surgery alone when compared with the levels found in the

Rys. 1. Silna ekspresja MT w wielu komdrkach, zaréwno btony
doczesnej (prawa potowa zdjecia), jak i komdrek trofo-
blastycznych kosmka zasniadu groniastego (lewa polowa
zdjecia). Powiekszenie 10X. Chromogen AEC

Fig. 1. Strong expression of MT in many cells of both decidua
(right half of the picture) and trophoblastic cells of the
molar villus (left half of the picture). Obj. magn. x10 (AEC
as chromogen)
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Rys. 2. Stabo dodatni odczyn immunohistochemiczny MT ko-
mdrek trofoblastycznych (silniejszy w warstwie posred-
niej syncytiotrofoblastu niz w warstwie cytotrofoblastu)
w kosmku zasniadu. Powiekszenie 20x. Chromogen AEC

Fig. 2. Weak MT-immunopositivity of the trophoblastic cells
(stronger in intermediate/syncytiotrophoblast than in the
cytotrophoblast) of the molar villus. Obj. magn. x20 (AEC
as chromogen)

265



266

ARTYKUE REDAKCYJNY/EDITORIAL

Rys. 3. Silna reakcja na MT w prawie wszystkich komdrkach bio-
ny doczesnej. Powiekszenie 10X. Chromogen DAB

Fig. 3. Strong reaction for MT in almost all decidual cells. Obj.
magn. x10 (DAB as chromogen)

w obrebie zmian zasniadowych od pacjentek poddanych
operacji i chemioterapii a poziomem immunoreaktywno-
Sci stwierdzonym u 0s6b leczonych wytgcznie chirurgicz-
nie (rys. 4).

Komorki doczesnej MT-immunopozytywne wykryto we
wszystkich przypadkach zas$niadu groniastego catkowi-
tego (rys. 1, 5). Nie zaobserwowano jednak statystycz-
nie znamiennych r6znic mi¢dzy poziomem immuno-
reaktywnosci MT w komdrkach doczesnej u pacjentek
z za$niadem catkowitym leczonych wyltacznie operacyj-
nie a poziomem stwierdzanym w komorkach pacjentek
z zasniadem catkowitym leczonych operacyjnie, a nastep-
nie chemioterapig (rys. 6).

Rys. 5. Umiarkowana ekspresja MT w komdrkach trofoblastycz-
nych. Powigkszenie 60x. Chromogen AEC

Fig. 5. Moderate expression of MT in trophoblastic cells. Obj.
magn. x60 (AEC as chromogen)
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Rys. 4. Poziom immunoreaktywnosci MT w ogniskach zasniadu
pacjentek leczonych zardwno operacyjnie, jak i chemiotera-
pig (CH) w poréwnaniu z poziomem stwierdzanym u pa-
cjentek leczonych wytgceznie operacyjnie (C)

Fig. 4. MT immunoreactivity levels within the molar lesions of pa-
tients who underwent both the surgical procedure and sub-
sequent chemotherapy (CH) compared to the levels found
in patients who underwent surgery alone (C)

cells of the complete mole patients who had had surgery
followed by chemotherapy (fig. 6).

DISCUSSION

In our study we observed a statistically significantly low-
er MT immunoreactivity level within the trophoblast cells
derived from the patients who were treated for complete
hydatidiform mole with surgery alone in comparison to
those patients for whom chemotherapy was needed fol-
lowing the surgery.

To our knowledge, this is the first investigation to focus
on the immunoreactivity levels of MT within hydatidi-
form mole and decidual cells in light of the subsequent
need of the patient for adjuvant chemotherapy.
Metallothionein is a well-known cysteine-rich protein
involved in the protection of MT-positive cells against
apoptosis. MT intracellular immunoreactivity was ob-
served in both the endometrium and decidua of all the
patients. Furthermore, the MT endometrial immunoreac-
tivity levels were found to fluctuate according to the par-
ticular phase of the menstrual cycle®. In our previous
study we postulated that the presence of MT in both the
endometrium and decidua is linked with resistance to im-
mune-mediated apoptosis. As the MT immunoreactivity
level fluctuates in response to the different menstrual cy-
cle phases, the immune cell infiltration within the endo-
metrium also changes. During the implantation process,
the homeostasis of the decidua and the endometrium is
regulated by the interaction of trophoblast, endometri-
um, and immune cells. Molecular changes such as MT
fluctuation secure an adequate level of resistance to im-
mune-mediated apoptosis in both trophoblast and de-
cidual cells. The proper course of this interaction among
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OMOWIENIE

W badaniu stwierdzono statystycznie znamiennie nizszy
poziom immunoreaktywno$ci MT w komérkach trofobla-
stu pobranych od pacjentek leczonych z powodu zasnia-
du groniastego catkowitego wytacznie operacyjnie w po-
rownaniu z osobami, u ktérych po operacji konieczne
byto dodatkowe wiaczenie chemioterapii.

Wediug wiedzy autordw jest to pierwsze badanie dotycza-
ce korelacji migdzy poziomem immunoreaktywnosci MT
w komorkach zasniadu groniastego i w komorkach do-
czesnej a koniecznoScig pdzniejszego zastosowania uzu-
petniajacej chemioterapii u danej pacjentki.
Metalotioneina jest ogolnie znanym biatkiem bogatym
w cysteing, biorgcym udzial w ochronie komdérek MT-
-dodatnich przed apoptozg. Wewnatrzkomoérkowy im-
munoreaktywnos¢ na MT stwierdzono zar6wno w bionie
Sluzowej macicy, jak i w bfonie doczesnej u wszystkich pa-
cjentek. Wykazano poza tym, ze poziom immunoreaktyw-
nosci MT w endometrium zmienia si¢ zgodnie z fazg cy-
klu menstruacyjnego"?. W poprzednim badaniu autorzy
sugerowali, ze obecno$¢ MT zaréwno w btonie Sluzowej
macicy, jak i w bfonie doczesnej wigze si¢ z opornoscia
na apoptoze¢ zalezng od czynnikow immunologicznych.
Jako ze immunoreaktywno$¢ MT jest rézna w roznych
fazach cyklu menstruacyjnego, nasilenie nacieku komo-
rek immunologicznych w obrebie bfony §luzowej maci-
cy takze podlega zmianom. W czasie procesu implanta-
cji homeostaza btony doczesnej i biony §luzowej macicy
zalezy od interakcji miedzy trofoblastem, endometrium
i komoérkami immunologicznymi. Zmiany na poziomie
molekularnym, np. wahania ekspresji MT, zapewniajg
odpowiedni stopiefi odpornosci na apoptoze zalezng od
czynnikow immunologicznych zaréwno komérkom trofo-
blastu, jak i komorkom btony doczesnej. WiaSciwy prze-
bieg tej interakcji miedzy komorkami trofoblastu, docze-
snej i uktadu odpornosciowego ma kluczowe znaczenie
dla rozwoju prawidiowej ciazy. Jednak podczas implan-
tacji komorek trofoblastu w ognisku zasniadu réwnowa-
ga mi¢dzy apoptozg i regulacja procesdw proliferacji zo-
staje zaburzona zaréwno w komorkach trofoblastu, jak
i w komorkach endometrium. Ekspresja czasteczki anty-
apoptotycznej Bel-2 jest silniejsza w komorkach trofobla-
stu w ognisku zasniadu niz w prawidtowych komérkach
trofoblastu. Podobnie ekspresja EGFR (receptora dla na-
skorkowego czynnika wzrostu), zwigzanego z prolifera-
cja komorkowa, byta silniejsza w komorkach trofobla-
stu pochodzacych od kobiet z zasniadem groniastym niz
w komorkach trofoblastu kobiet bedacych w pierwszym
trymestrze prawidiowe;j cigzy!”. Co wigcej, ekspresja pro-
apoptotycznego biatka, np. pS3 - silnie wyrazona w pra-
widlowych trofoblastach — byta prawie niewykrywalna
w trofoblastach pochodzacych z ognisk zasniadu”. Naj-
bardziej zauwazalnymi komdrkami uktadu immunolo-
gicznego naciekajacymi btong doczesnag byly komorki NK
(natural killer), zawierajace w cytoplazmie granzym B,
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Rys. 6. Rdznice w poziomie immunoreaktywnosci MT miedzy
komdrkami blony doczesnej u pacjentek z zasniadem gro-
niastym catkowitym leczonych wylgcznie operacyjnie (C)
W poréwnaniu z pacjentkami z zasniadem catkowitym
leczonych operacyjnie, a nastegpnie chemioterapiq (CH)

Fig. 6. The differences between the MT immunoreactivity levels
in the decidual cells of patients with complete mole who
underwent surgery alone (C) compared with the levels of
those with complete mole who underwent surgery followed
by chemotherapy (CH)

trophoblast, decidual, and immune cells is crucial for the
development of normal pregnancy. However, during the
implantation of trophoblast cells in molar lesion the bal-
ance between apoptosis and the regulation of the pro-
liferation processes is disturbed in both the trophoblast
cells and the endometrium. Bcl-2 (anti-apoptotic mole-
cule) expression, however, was found to be stronger in the
trophoblast cells of the molar lesion than in normal tro-
phoblast cells. Similarly, the EGFR (epidermal growth
factor receptor), which is linked with cell proliferation,
was higher in the trophoblasts taken from women with
CM than in the trophoblasts derived from women ex-
periencing normal first-trimester pregnancies'!”. More-
over, while the expression of a pro-apoptotic protein such
as 53 was marked within normal trophoblasts, it was al-
most undetectable within the trophoblasts of the molar
lesion?. The most prominent cells within the immune
cell infiltration into the decidua are NK cells which con-
tain cytoplasm granzyme B, a strong activator of apop-
tosis in effector cells. The trophoblast cells in molar
lesions may evade immune cell control through the ex-
pression of PI-9 which is an inhibitor of granzyme B"9.
Ma et al. have recently performed proteomic analysis on
complete hydatidiform mole tissue, demonstrating that
the malignant transformation of hydatidiform mole is
linked to changes in the protein profile. They observed
32 different spots in proteomic analysis (comprising tro-
phoblast cells derived from both patients with molar and
those with normal pregnancies); represented were groups
of proteins such as cytoskeletal protein, stress-associat-
ed proteins, apoptosis-associated proteins, and proteins
that are involved in signal transduction as well as cell
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silny aktywator apoptozy w komorkach efektorowych.
Komorki trofoblastu w ogniskach zasniadu mogg unik-
na¢ kontroli ze strony komdrek immunologicznych dzigki
ekspresji PI-9 — inhibitora dla granzymu B"®. Ma i wsp.
w niedawno przeprowadzonej analizie proteomiczne;j
tkanki zasniadu groniastego catkowitego stwierdzili, ze
transformacja ztoSliwa zasniadu groniastego wigze si¢ ze
zmianami profilu biatkowego komdrek. Zaobserwowali
32 r6zne miejsca w analizie proteomicznej (obejmujacej
komorki trofoblastu pochodzace od pacjentek zaréwno
z zaSniadem, jak i z cigza prawidiowa); znalazly si¢ tu
grupy takich biafek, jak bialka cytoszkieletu, biatka stre-
sowe, biatka zwigzane z apoptozg i biatka uczestniczace
w transdukcji sygnatow, a takze w proliferacji i r6znico-
waniu komorek?. Dodatkowo Chan i wsp. wykazali, 7e
p-Stat3-Ser (727) [aktywator transkrypcji (Stat)3], bio-
racy udzial w regulacji apoptozy i w rozwoju zaSniadu
groniastego, rowniez moze stanowi¢ marker rozwoju in-
wazyjnego fenotypu zasniadu groniastego®”. Jesli rozwi-
nie si¢ taki fenotyp inwazyjny, pacjentka bedzie wymagata
chemioterapii, jak to zaobserwowano w przypadku raka
jajnika, w zaleznoSciach migdzy zastosowanym leczeniem
i stanem mikroSrodowiska nowotworu®'>¥_ a takze w cig-
7y zasniadowej®. W niniejszym badaniu stwierdzono, ze
poziom immunoreaktywno$ci MT byt wyzszy u pacjen-
tek, ktore wymagaly chemioterapii po operacji, niz u pa-
cjentek wymagajacych wylacznie leczenia operacyjnego.
Nie jest to wynik zaskakujacy, jesli uwzgledni si¢ ww. za-
lezno$¢ miedzy ekspresja MT i odpornoscig na apoptozg.

WNIOSEK

Opornos¢ na apoptozg moze zaleze¢ od wewngtrzkomor-
kowej obecnosci metalotioneiny, co prawdopodobnie ma
wplyw na przebieg kliniczny za$niadu groniastego.
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