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ONKOLOGIA

Granulocytak szuperoxid-anion
termelése endometrium carcinoma
felismerésekor és kezelés utan
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Osszefoglalds: A szerzdk 30 endometrivm carcinomds betegbdl szarmazd vémmintiban
vizsgdltdk a polymorphonuclearis leukocytdk (PMNL) szuperoxid-anion termelését.
Méréseiket a komplex kezelés megkezdése eldtt és 9 esetben legalibb egy évvel a
kezelés befejezése utdn is elvégezték. Az eredményeket dsszehasonlitottak az
eoészséaes kontrollokéval. A phorbol-dibutyrittal sumuldlt szuperoxid-anion termelést
spektrofotometrias modszerrel vizsgaltak és a ferricitokrém ¢ abszorbancidjanak szu-
peroxid dizmutazzal gatolhatd valtozasaként mérték. A 31 egészséges kontrollbol szar-
mazd granulocytik dtlagos szuperoxid-anion termelése 1,541 nM/perc/10° sejt
(SD=0,201 nM/perc/107sejt) volt. A betegek mintai lényegesen alacsonyabb szuperox-
id-anion termelést mutattak. A granulocytdk szuperoxid-anion termelése az endometri-
um carcinominak mér korai stadiumaiban is alacsonyabb volt (1.112 nM/perc/10° sejt),
mint a kontrolloké. A myometrium infiltracié mélységétdl fliggéen nem volt l€nyeges
kiilonbség a betegek szuperoxid termelésében. A (erdpia befejeztével, a klinikailag
tumormentes betegek granulocytiinak szuperoxid-anion termelése lényegesen javult
(1,357 nM/perc/10 scjt), de az tovdbbra is alacsonyabb volt, mint a kontrolloké.
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A reaktiv oxigéngyokoknek egyre nagyobb
szerepel tulagdonit @ mai orvostudomany. A sza-
bad oxigéngyokok pathogenetikai szerepe tébb
perinatolégiai korképben is 1gazolhatd [1] [2].
Régdta ismert, hogy a szabadgyokok szerepet jat-
szanak a rosszindulati daganatok kialakuldséban
is [3] [4]. Paradox mddon a reaktiv oxigéngyd-
kiknek a bakiériumok €s daganatsejiek clleni nem
specitikus immunreakciokban is igazolhato szerc-
pitk van [5]. A polimorfonuklearis sejiek szuper-
oxid-anion termelését szamos enzim mikodése
befolydsolja. A micloperoxidaz, katalaz, cito-

krom-c ¢s a szuperoxid dizmuldz enzimek szerepe
a legfontosabb. Egyiittes aktivitisuk ereddje az
effektor sejtek szuperoxid-anion szekrécidja,
mely a célsejt pusziulasat 1dézi el6 [6]. Az egész-
séges sejtek védelmét nagyrészt a vorosvértestek
antioxiddns aktivitdsa biztositja [1]. Bar humdn
tumorokban igen kevés adat 4ll rendelkezésre, az
eddig elért eredmények arra utalnak, hogy a reak-
tiv oxigéngyokok termelése ndgyogyaszati tumo-
rokban is dsszefiigg a betegség kiterjedésével. A
granulocytdk szuperoxid-anion termelésénck
csokkenését irtdk le petefészekrdkos betegek cisz-
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platin-kezelése utdn [7]. A kezelési ciklusok befe-
Jeziével a termelés normalizalodott. Allatkisérletes
maodellben a forbolmirisztat-acetdttal indukalt szu-
peroxid-anion termelés kezdetben emelkedett,
majd a daganat névekedésével parhuzamos csok-
kenést mutatott [8]. A polimorfonukledris sejtek
funkcidjanak cstkkenését a neutrofil sejtszam no-
vekedése kisérte a daganatos betegség elérehala-
ddsa sordn.

Granulocytik szuperoxid-anion termelését még
nem vizsgaltak endometrium carcinomaban. Ran-
domszerden végzetl el6zetes vizsgdlataink arra
utalnak, hogy a granulocytdk oxigéngyok ter-
melése a petefészek- és méhnyakrakhoz hason-
l6an endometrium carcinomiiban is megvaliozik.

Betegek és modszerek

Tijckorou beleegyezést kivvetGen ¢hgyomri perifé-
rids vérmintdt vettiink 30 endometrium carcinomds né-
betegtdl valamint 31 cgészséges ndtdl. Az esetek 16bb-
ségcben mindennemt terdpids beavatkozdst megeld-
soen keriilt sor a vérvételre, A vizsgdlatban résztvevs
beicgek preoperativ helyi sugdrkezelést kivetden hasi
méheldvolitasen estek a1, majd kombindlt posztoper-
aliv sugirkezelésben részesiiltek. Kilenc betegnél keze-
I¢s betejezése utdn tobb mint egy ¢évvel lehetéségiink
volt a vizsgalat ismételt elvégzésére.

A mintavétethez EDTA-tartalmd zdrt rendszeri
eszkiizikel alkalmaztunk. Az egészséges kontollokat
Jeindulatd betegség miatt hospitalizalt nékrél valamin
olyan kolléganokiol vetttik, akik nem szedtck semmi-
lyen gydgyszert. A vérmintdkat Ficoll oldatra (1,0772
g/ml} rétegeztiik ¢és a vordsvertestekel szobahdn torénd
centrifugalassal (1g 40-60 percig) tdvolitotiuk el. A
ehérversejtckben gazdag feliiliszot Percoll siiriségi
griidiens oldatra rétegeztik (£,0948-1.0775 g/ml) majd
350 g-vel 20 percig centrifugiltuk 20°C-on. A két
Percoll réieg koze lilepedett polimorfonukledris sejteket
kétszer mostuk Hank's oldattal (pH 7.4). A sejiek
dletképességdt Tripankék festék-Kizdardsi probdval
cllendrizilik és a scjtek 98%-a bizonyult dletképesnek.
Mikroszkopos vizsgdlattal szuszpenzidkban 94-986
voll a granulocyldk ardnya. A vordsvériestek elhanya-
golhatd mennyisége miall hipotdnids lizisre nem volt
szikség.

A szuperoxid-anion termelest a ferricitokrom c ab-
szorbanciajanak szuperoxid dizmuotdzzal gatolhatd
csokkendseként mértik. A granulocytdkal (3x107)
Hank’s oldatban (pH 7.4 inkubdltuk forbol-12.13-dibu-
tyrittal (PDBu} 1S percig 37°C-on. A mintdk végso
iérfogata 0.5 ml volt, a ferricytokréom ¢ ¢s a PDBu
koncentrdcidja 50 pmol/l illetve 1060 mmol/l volt. Az
abszorbencia vdltozasdl 550 nm-cn méniik kettds suga-
ri Shimadzu UV-160A spektrofotoméierrel (Shimadzu
Scisakushe Ltd., Kyorto, Japan) 25°C. Az oldatba
Kivdlusztolt szuperoxid-anion mennyiségét a redukale

ferricitokrém ¢ moldris ¢xtinkcids kocfficiense
(2.1x104 M-1lcm-1) alapjan szamitottuk ki. A médszer
kifcjlesztésérol és részletes énékelésérdl korabbi tanul-
minyok sziamoltak be [5, 6], dec hatékonysdgirol
dllatkisérletes modellen magunk is meggydzadtiink
[8]. Szenzitivitdsat flow-cytometrids mddszerrel ellend-
riztik, s az igy kapott eredményck j6 korrelicior mu-
tattak a spekirofluorimetridas mérésckkel [11]. A mad-
szer specifitdsdt az biztositja, hogy a szuperoxid ter-
melést a szuperoxid-dizmutdzzal meggétolhaté ferrici-
tokrom ¢ redukcioként mérjiik. Ezaltal kikiiszoboljiik
mis rcaktiv oxigéngydkok torzité hatdsdl. A szuperox-
id-anion termelést jelentdsen cstkkentnek tekintettiik,
ha az nem érte el az cgészségesck atlagdtél 2xSD-vel
alacsonyabb ¢éricket.

A nbgydgydszali daganatok stddiumbeosztasdban a
Jelenleg érvényben 16vs FIGO ajénldsokat kivettiik,
Az alacsony esctszamok miatt clérchaladort stddiu-
mokban az alstddiumokra vald bontdst melléztiik,

A Student-féle t-probit alkalmaziuk a folytonos val-
toz0k dtlagértékeinek dsszehasonlitdsdra. A p<0,05
kiilénbséget tekintettik szignifikdnsnak.

Eredménvek

A kontrol] esetek dtlagos szuperoxid-anion (er-
melése 1,541 nM/perc/10° sejt volt (SD=0,201 nM/
perc/10° sejt). Kilenc betegiinknél az endometrium
carcinoma felismerésekor, a kezelés megkezdése
elott, és atlagosan 20 hénappal (tartoméany=12-31
honap) késdbb is elvégeztilk a vizsgalatot, A kezelés
elétti dtlagos szuperoxid-anion termelés 1,014 nM/
perc/10° sejt volt (SD=0,445 nM/perc/10° sejt). A
kezelés utan legaldbb 1 évvel klinikailag tumor-
mentcs betegekben mért atlagos szuperoxid-anion
termelés 1,357 nM/perc/10° sejt volt (SD=0,172 nM/
perc/10" sejty volt (/. dbra). A felismeréskor mért
értckekhez képest jelentds javuldst tudtunk kimutat-
ni (p<0.05). Ennek ellenére a kezelés eldtti és a
kezelés wtdni értékek 1s alacsonyabbak voltak, mint a
kontrolloké (sorrendben p<0,007 és p<0,01). Endo-
metrium carcinoma korai stddiumaiban a granulo-

kezelés utan

kontroll kezelés ¢l

1. Gbra Granulocyték szuperoxid-anion fermelése
endometrium carcinoma kezelése elétt és utdn,
Oszlopok: esetszém
Sulypontozott vonalak: atlagos szuperoxid termelés £5D
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cytak szuperoxid-anion termelését nem befolya-
solta az, hogy a folyamat milyen mélyen infiltralta
a myometriumot. Felszines €s mély infiltracio
esetén 1,145 nM/perc/10” sejt (n=14) illetve 1,061
nM/perc/1(Y sejt (n=3) volt az dtlagos szuperoxid-
anion produkcié. Az endometriumra lokalizdlt
esetck (n=8) dtlagos szuperoxid-anion termelése
1,112 nM/perc/10° sejt volt (SD=0,303 nM/perc/
10" sejt) (2. dbra}.

Esetszin

kontrolt Ia b e Ilath

lila~b

2. abra Granulocyldk stadivmfiiggd szuperoxid-anion
termelése endometrium carcinoméban
Oszlopok: esetszém
Sulypontozott vonalak: dtlagos szuperoxid termelés £5D

Megbeszélés

A reaktiv oxigéngyokok kedvezétlen hatdsa
sziamos korkép kialakuldsdért tehetd feleldssé
[t] [2]. Ugyanezek a molekuldk azonban fontos
szercpet jatszanak mind a mikroorganizmusok
mind pedig a rosszindulatd daganatok elleni véde-
kezésben is [3] [9]. Allatkisérletben a polimor-
tonuklearis sejtek szuperoxid-anion termelése
csbkkent a betegség eldrehaladasaval [8]. Humén
gastrointestinalis tumorokban és tiidSrakban szin-
tén a granulocytdk reaktiv oxigéngydk-termelésé-
nek csokkenését igazoltdk, bar az irodalomban
emelkedett granulocyta aktivitdsrdl szolo tanul-
miny is eléfordul [9] [10]. Ciszplatin alapu ke-
moterdpiaban részesiilé petefészek- és méhnyak-
rikos betegekben a szuperoxid-anion termelés ke-
zeléseket kovetd rovid tartamil csokkenésér irtak
le [7]. A kezelési ciklusok befejeziével a granulo-
cyta aktivitds visszatért a normdlis €rt€kre, vagy
azt meg is haladta. Ezek alapjan az a kovetkezte(és
vonhatd le, hogy maga a kemoterdpias kezel€s
okozza a szuperoxid-anion termelés csokkenéset.
Tanulmédnyunkban az endometrium carcinoma
telismerésekor mért értékhez képest jelentds javu-
ldst wdtunk kimutatni legalabb egy évvel a keze-
1és belejezése utdn. Ennek ellenére a kezelés eldtt
és a kezells utdni értékek is alacsonyabbak vol-
tak, mint a kontrolloké.

Granulocytdk szuperoxid-anion termelését még
nem vizsgdltdk endometrium carcinoméaban. A
betegek polimorfonukledris sejtjeinek stimulalt
aktivitdsa lényegesen alacsonyabb mint az egész-
s¢ges kontrolloké (1,149 illetve 1,541 nM/perc/
10" sejt). A granulocytdk szuperoxid-anion terme-
lését szamos tényezd befolyasolja, melyek kozott
legfontosabbak a pH, az elektrolitok és tapanya-
gok szérum-koncentriciéja. Daganatos betegsé-
gekben e tényezdk jelentdsen csak eldrehaladott
stadiumban valtoznak meg. Vizsgdlatainkat csak
jo altalanos allapoti, miithet$ betegekre korlatoz-
tuk. Az cmlitett faktorok lényeges eltérése rutin
szérum biokémiai vizsgalatokkal is kizdrhatd. A
granulocytafunkcids vizsgdlatra tobbségben még
a kivizsgalds idején keriilt sor, tehat akkor amikor
a betegek meég kezelésben nem részestiltek. A
patholégiai Ia stidiumi esetek szuperoxid-anion
termelése markdnsan alacsonyabb volt, mint a
kontrolloké (1,112 vs. 1,541 nM/perc/10° sejt,
p=0,01). A myometrium infiltricié mélysége, ami
az endometrium carcinoma egyik legfontosabb
prognosztikai ényezdje, nem latszik befolydsolni
a granulocytak szuperoxid-anion termelését.
Eredményeink arra utalnak, hogy a granulocytak
csokkent szuperoxid-termelése elsddlegesen nem
a gazdaszervezet daganatos progresszidra adott
immunvalaszanak megnyilvanuldsa. Sokkal valo-
sziniibb, hogy a granulocytdk karosodott szuper-
oxid-anion termelése teremtett kedvezd feltételt a
daganat kialakulasdhoz. A korai eseteknél a mii-
téti preparatumok mikroszképos vizsgalata is iga-
zolja, hogy a daganat nem terjed il a kiindulasi
SZEeTven.

Az a tény, hogy a polimorfonukledris sejtek
csokkent szuperoxid-anion termelése mar a tumor
progresszié igen korai fazisdban kimutathatd, arra
utal, hogy a karosodott immunvélasz nem a tumor
progresszid eredménye. Ez szemben all az allatki-
sérletek alapjin sziiletett feltételezéssel, mely sze-
rint a reaktiv oxigéngyokok csokkent termelése
csak a betegség eldrehaladasaval alakul ki, Az
endometrium carcinoma felismerésekor mért érté-
kekhez képest jelentGs javuldst mutattunk ki gyo-
gyult betegekben. Ennek ellenére a kezelés elotts
és a kezelés utdni értékek is alacsonyabbak vol-
tak, mint a kontrolloké. Eredményeink arra utal-
nak, hogy a nem specifikus immunvalasz karoso-
déasa elsédleges szerepet jatszhat az endometrium
carcinoma kialakulaséban és klinikai manifeszta-
cigjaban. Adataink alapjén az endometrium carci-
noma korai stidiumdban mar kialakult a nem
specifikus védekez6 rendszer elfrehaladott kdro-
sodasa. Tovabbi vizsgalatokat igényel annak el-
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dontése, hogy a granulocytik szuperoxid-anion
termelését hogyan lehet normalizéalni, s ennek
van-¢ jelentdsége a prevencioban és a terdpidban.

Koszonetnyilvanitas A vizsgalalokra a DOTE Me-
cenatira Grant 6/96 valamint az OTKA-17002 tdmoga-
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'The authors have studied the superoxide anion pro-
duction of granulocytes from endometrial cancer
patients before and after treatment. Polymorphonuclear
leukocytes have been separaled from peripheral blood
samples by density gradient sedimentation. The cells
were stimulated with phorbol-dibutyrate and their
superoxide-anion production was measured by spectro-
tluorimetry as superoxide-dismutase inhibitable reduc-
tion of ferrycytochrome ¢ absorbance. The mean super-
oxide-anion production of granulocytes from 31 heal-
thy controls was [.54] nM/min/10° cells (SD= 0.201
nM/min/10" cells). Samples from patients showed sig-
nificantly reduced superoxide-anion production,
PMNL activity was found to be alrcady reduced in the
carliest stage of discase (1.112 nM/min/10" cells). The
depth of myometrial invasion showed na correlation
with the superoxide-anion production of the granulo-
cytes. More than one year after completion of the treat-
ment nine patients with no evidence of diseasc had sig-
nificantly improved superoxide-anion production
(1.357 nM/min/10" cells), however it still rematned
below the normal mean level.
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