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Id-2 protein expression and microvessel
density assessment in various types
of malignant ovarian tumors

Ocena ekspresji biatek Id2 i gestosci
mikronaczyfn w réznych typach ztosliwych
nowotworow jajnika

Original article/ Artykut oryginalny

Summary

Background. Recent data indicate that inhibitors of DNA binding/inhibitors of differentiation
(Id) protein family (Id-1, -2, -3 and -4) proteins may play a significant role in the progression,
neoangiogenesis control and metastases formation of various types of malignancies, including
ovarian cancer

Aims. Our aim was to assess if the expression of 1d2 proteins is associated with selected cinical
features and microvessel density in women with malignant ovarian tumors.

Material and methods. The study group included 56 women operated because of ovarian can-
cer. The findings were correlated with the tumor type, histological grading and tumor FIGO
stage. Tumor Id2 protein expression was assessed by immunohistochemistry and microvessel
density was examined as CD-34 expression.

Results. The mean age of the patients was 57+ 12,8 (SD) years and 37 (66,1%) of women in
this group were postmenopausal. Histological examination revealed that there 27 were serous
ovarian cancers (n=27), 12 mucinous cancers, 4 endometrioid cancers and 13 other malignant
tumors. Expression of Id2 protein estimated semiquantitatively (as 1 to 9 points) was found
in 52 cases. Id2 protein was found in both nuclei and cytoplasm of cancer cells, however, some
staining was seen in pericytes adjacent to tumor microcapillary lumen. Patients menopausal status
had no influence on the intenstity of protein staining. Low FIGO stage (I and II) tumors had
medium or high Id2 expression. Microvessel density, but not Id2 expression was significantly
correlated with tumor histological type (p=0,008) with the lowest values found in serous tu-
mors and the highest values found in mucinous cancers. A significant correlation between 1d2
expression and MVD was found (R=0,38; p=0,003).The median of MVD was almost twice lower
in a group of cancers with low when compared to high 1d2 protein expression.
Conclusions. Our results indicate that 1d2 protein with microvessel density assessment may be
used as additional prognostic factors in women with various types of malignant ovarian tumors.
Key words: ovarian cancer,Id2 protein, CD34, microvessel density

Streszczenie

Wprowadzenie. Bialka z grupy 1d (Id1,1d2,1d3,1d4) odgrywaja istotna rol¢ w procesie wzrostu
réznych nowotwordow oraz maja wplyw na angiogenez¢ w guzach ztosliwych.

Cel pracy. Celem pracy byto zbadanie czy ekspresja biatka Id2 oceniana immunohistochemicznie
w guzach ztoéliwych jajnika moze mie¢ zwiazek z ggstoscig mikronaczyn nowotworowych oce-
nianych przy pomocy markera CD34.

Material i metody. W grupie 56 zbadanych guzéw zto§liwych stwierdzono ekspresjg Id2 w 52
przypadkach. W grupie kobiet przed menopauza ekspresja biatka 1d2 byla wyzsza w porow-
naniu z grupa kobiet po menopauzie, jednak status menopauzalny nie miat istotnego wptywu
na intensywnos$¢ ekspresji 1d2. Gesto$¢ mikronaczyn réznila sig istotnie w z zaleznosci od ro-
dzaju histologicznego guza (p=0,008). Najnizsze warto§ci MVD stwierdzono w guzach suro-
wiczych, a najwyzsze w guzach §luzowych. W przypadkach potwierdzonej ekspresji biatka
1d2 nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w réznych typach histologicznych nowotwo-
row ztosliwych (p=0,58). Stwierdzono istotne statystycznie zaleznosci migdzy gesto$cia mi-
kronaczyn a ekspresja biatka Id2 (R=0,38; p=0,003). W grupie o stabej ekspresji biatka 1d2
stwierdzono, ze mediana ggstosci mikronaczyn jest prawie dwukrotnie nizsza w poréwnaniu
z grupa o wysokiej ekspresji  1d2.

Wyniki. Wyniki omawianych badan wskazuja, ze ocena ekspresji Id2 moze stanowic dodatko-
wy parametr prognostyczny charakteryzujacy rozne typy zlosliwych guzow jajnika.

Stowa kluczowe: rak jajnika, biatko 1d2,CD34, mikroangiogeneza



38 A. CZEKIERDOWSKI, S. CZEKIERDOWSKA, W. BEDNAREK, J. DANILOS, D. MORAWSKA

INTRODUCTION

Ovarian cancer, due to long and asymptomatic develop-
ment and very often advanced clinical stage at diagno-
sis, is one of genitourinary tract neoplasms in females
related to the poorest prognosis. Malignant tumor devel-
opment usually begins from genetic changes found in
ovarian surface epithelium. The reasons of such chang-
es development are barely known. However, it is a well
known fact that in the majority of ovarian cancer cases
we can observe oncogenes activation with simultaneous
inactivation of tumor suppressors. HLH (Helix-Loop-
Helix) transcription factors family members exert essen-
tial functions in various regulatory mechanisms [1,2].
These proteins play pivotal role in regulation of such
processes as expression of many important genes, cell
cycle control and cell differentiation [3]. Highly conser-
vative HLH region found in these proteins is responsible
for homo- and heterodimerization that is indispensable for
DNA binding and transcription regulation. The members
of HLH proteins subfamily called Id (Inhibitor of differ-
entiation/DNA synthesis) lack basic region and hence are
not able to bind DNA. Nevertheless, the proteins are able
to bind to HLH transcription factors. Id-HLH het-
erodimers serve as negative regulators of transcription
factors [4]. The majority of HLH proteins stimulate gene
expression. On the other hand, Id proteins inhibit gene
expression and prevent HLH transcription factors from
DNA binding. Up to now four proteins of Id family were
described: Id1, 1d2, 1d3 and 1d4. Id genes are expressed
mainly in embryonic cells and in differentiating cells
[5,6].

The latest studies show that Id proteins are important
factors influencing early stage of carcinogenesis in liver
cells, endometrial epithelial cells and uterine cervix
epithelial cells. Moreover, some studies demonstrate that
increased /d genes expression in malignant tumors can
be a marker of aggressive phenotype of the cancer, poor
prognosis and increased angiogenic potential of the tu-
mor. The described lesions were found in various malig-
nant tumors such as pancreatic cancer, glioma, colon
cancer and myeloma [6,7,8,9].

So far little is known about the role of Id genes
expression disturbances in patients with ovarian cancer.
1d2 protein serves as a tumor suppressor that inhibits
expression of proteins related to cell proliferation such
as pl6 and p21 and hence acts as an antagonist of Id1
protein [6].

In physiologic conditions, Id2 protein is responsible
for cell differentiation control and is especially important
during embryo- and organogenesis. The protein is also
regulated by androgens during spermatogenesis [10].
Abnormal Id2 expression leads to excessive and uncon-
trolled proliferation of cells. Id2 inhibits signaling path-
ways of Rb protein that is a major cell cycle controlling
factor [1]. RbD signaling pathway suppression is charac-
teristic for carcinogenesis and was observed in the ma-
jority of malignant tumors [2,11]. The results of our study

WSTEP

Rak jajnika ze wzgledu na dlugotrwaty i bezobjawowy
rozwdj oraz najczgsciej rozpoznanie choroby w zaawan-
sowanym stadium klinicznym jest jednym z najgorzej
rokujacych nowotwordéw narzadow pitciowych u kobiet.
Nowotwor ztosliwy najczgsciej rozwija si¢ na podiozu
zmian genetycznych w komoérkach nabtonka powierzch-
niowego jajnika. Przyczyny powstawania tych zmian sa
stabo poznane. Wiadomo jednak, ze w wigkszosci przy-
padkoéw raka jajnika mozna zaobserwowaé aktywacjg
onkogenow z jednoczesna inaktywacja gendw supreso-
rowych. Wérod réznych mechanizméw regulacyjnych
istotng funkcj¢ petnia czynniki transkrypcyjne nalezace
do rodziny biatek HLH (,,Helix-Loop-Helix) [1,2].
Biatka te odgrywaja istotna rolg w procesach odpowie-
dzialnych za ekspresje szeregu waznych genow, kontro-
Ig cyklu komorkowego oraz w réznicowaniu komorek [3].
Wysoce konserwatywny region HLH tych biatek posred-
niczy przede wszystkim w procesie homo- i heterodime-
ryzacji, ktory jest niezbgdny dla wiazania si¢ DNA
i regulacji jego transkrypcji. Biatka podrodziny HLH
okreslane jako biatka ,,Id” (od ,Inhibitor of differentia-
tion/DNA synthesis”) wykazuja brak regionu taczacego
i w zwiazku z tym nie posiadaja zdolnosci wiazania
z DNA. Moga si¢ natomiast taczy¢ z czynnikami trans-
krypcyjnymi HLH. Powstajace heterodimery Id-HLH
pelnia funkcje negatywnych regulatoréw czynnikow
transkrypcyjnych [4]. Podczas gdy wigkszos¢ biatek HLH
wplywa stymulujaco na ekspresj¢ genow, biatka Id dzia-
taja hamujaco, co uniemozliwia wiazanie DNA z czyn-
nikami transkrypcyjnymi HLH. Jak dotad opisano czte-
ry biatka tej grupy okreslane jako Id1, Id2, Id3 oraz 1d4.
Geny Id wykazuja ekspresje przede wszystkim w komor-
kach w czasie rozwoju embrionalnego oraz w komorkach
podlegajacych réznicowaniu. [5,6]

Najnowsze doniesienia wskazuja, ze biatka Id sa
istotnymi czynnikami majacymi wptyw na wczesna fazg
transformacji nowotworowej migdzy innymi komoérek
watroby, komorek nabtonka btony §luzowej endometrium
oraz szyjki macicy. Wyniki szeregu badan wskazuja
ponadto, ze stwierdzenie zwigkszonej ekspresji genow Id
w nowotworach ztosliwych moze by¢ markerem bardziej
agresywnego fenotypu nowotworu, co zwigzane jest z
gorszym rokowaniem oraz ze zwigkszonym potencjatem
angiogennym guza. Opisywane zmiany potwierdzono
miedzy innymi w takich nowotworach ztosliwych jak: rak
trzustki, glejaki, raki jelita grubego i szpiczaki [6,7,8,9].

Jak dotad niewiele wiadomo na temat znaczenia
zaburzonej ekspresji genow Id u chorych na raka jajni-
ka. Biatko z rodziny Id okreslane jako Id2 peti funkcje
czynnika supresorowego, ktory blokuje ekspresje biatek
zwiazanych z proliferacja jak p16, p21 i jest w zwiazku
z tym swoistym antagonista biatka Id1 [6].

W warunkach fizjologicznych biatko Id2 odpowie-
dzialne jest za kontrolg proceséw réznicowania komorek,
co ma szczeg6lne znaczenie podczas embrio- i organo-
genezy. Bialko to podlega réwniez regulacji androgenne;j
w procesie spermatogenezy [10]. Nieprawidtowa ekspre-
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suggest that up-regulation of Id1 and 1d2 proteins is often
observed in ovarian cancer and is not related to histolog-
ical type of the tumor [12,13]. Lack of differences of 1d2
expression in various stages of the disease suggests that
1d2 expression changes develop at the very early phase
of carcinogenesis [13].

sja 1d2 prowadzi do nadmiernej i nickontrolowanej pro-
liferacji komorek. Biatko to ma wpltyw hamujacy szlaki
zwigzane z biatkiem Rb jednym z istotnych czynnikow
kontrolujacych cykl komérkowy [1]. Supresja szlaku
zwigzanego z biatkiem Rb jest charakterystyczna dla
karcinogenezy, zjawisko to potwierdzono w wigkszosci
nowotworow ztosliwych [2, 11]. Uzyskane przez nas
wyniki badan wstepnych sugeruja, ze zwigkszona ekspre-
sja biatek Id1 i Id2 czgsto towarzyszy rozrostom nowo-
tworowym jajnika i nie jest zalezna od rodzaju histo-
logicznego guza ztosliwego [12,13]. Brak istotnych réz-
nic w zaleznosci od stopnia zaawansowania choroby
sugeruje, ze zaburzenia zwigzane z ekspresja biatek 1d2
prawdopodobnie pojawiaja si¢ na bardzo wczesnym eta-
pie procesu karcinogenezy [13].

Fig. 1. Interactions of Id proteins
as factors that are able to control
four major processes involved in
carcinogenesis (uncontrolled pro-
liferation, anaplasia, neoangioge-
nesis and tissue invasiveness)
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Lyden et al. [9] in a model of transgenic mice with
Id gene defect have shown that these proteins play
a crucial role in tumor angiogenesis. However, the cor-
relation between Id proteins and serum markers of angio-
genesis as well as microvessels density (analyzed using
immunochemistry methods) is still not examined. Many
authors suggested that angiogenesis marker can serve as
an additional prognostic factor in rapidly growing malig-
nant tumors [21,22]. Quantitative microvessel density
analysis (MVD) is the most commonly applied method
for angiogenesis evaluation [14,15]. MVD value can be
used as an additional parameter for overall survival es-
timation in patients with various types of malignant tu-
mors and to predict individual response to chemothera-
py [16]. Regulatory signaling pathways related to Id
proteins are able to control various processes important
for carcinogenesis and angiogenesis (Fig. 1). The aim of
our study was to analyze the relationship between 1d2
expression and microvessel density and selected clinical
and histological features of ovarian cancer patients.

MATERIAL AND METHODS

The study included 56 women surgically treated for
malignant ovarian tumors in I Oncologic Gynecology and
Gynecology Ward, Medical University of Lublin between
2006 and 2008. Each patient was analyzed according to
age and menopausal status. The analysis considered
histological type, histological grading and FIGO staging.
Menopausal status of the patients was defined as patient’s
age at one year after the last menstrual bleeding or, in
women with the history of hysterectomy, completion of
50 years of age. Histological analysis and immunohis-
tochemistry was performed in samples taken from cen-
tral, representative part of the tumor without areas of
necrosis and tumor infiltration of other organs. Immuno-
histochemistry was performed on formalin fixed, paraf-
fin embedded tissue sections (5 wm thick). After depar-
affination and hydration of tissue samples in alcohol
series the samples were incubated in citrate buffer (0.01
M; pH 6.0) in water bath for 30 minutes in 95-97°C to
expose antigenic determinant. Endogenous peroxidase
activity was inhibited using 3% solution of hydrogen
peroxide for 20 minutes in room temperature. The slides
were washed 3 times for 5 minutes in TBS buffer and
next incubated with primary antibody against Id2 (Santa
Cruz Biotechnology, USA) diluted 1:100, overnight in
4°C and against CD34 (Dako, Cytomation) diluted 1:100,
for 1 hour in room temperature. In the next step we used
streptavidin/biotin complex labeled secondary antibody
conjugated with peroxidase (LSAB2/HRP kit; DAKO,
Denmark). Peroxidase was detected using a chromoge-
ne - a solution of 3,3-diaminobenzidine tetrachloride
(DAB) (DAKO Denmark). In addition to that, the slides
were stained with Mayer’s hematoxylin. Identically
prepared tumor slides without incubation with antibod-
ies served as a negative control. In accordance with
manufacturer’s recommendations, normal testis samples

Lyden i wsp. [9] w badaniach nad rola biatek Id wy-
konanych na transgenicznych myszach z defektem genu
Id stwierdzili, ze biatka te pelnia krytyczna role
w powstawaniu naczyn w guzach. Nie zbadano jednak
dotychczas mozliwego zwiazku biatek Id z surowiczymi
markerami angiogenezy oraz gestoScia mikronaczyn
oceniang immunohistochemicznie. W szeregu prac zasu-
gerowano, ze markery te moga by¢ dodatkowym czyn-
nikiem prognostycznym w przypadku szybko rosnacych
guzow ztosliwych [21,22]. Najczesciej stosowana meto-
da oceny angiogenezy jest iloSciowe badanie gestosci
mikronaczyn (MVD) [14, 15]. MVD moze by¢ wykorzy-
stywana jako dodatkowy parametr prognozowania dhugo-
$ci przezycia chorych na rozne rodzaje nowotworéw
zto§liwych oraz w prognozowaniu indywidualnej odpo-
wiedzi na chemioterapi¢ [16]. Szlaki regulatorowe zwia-
zane z biatkami Id kontroluja szereg proceséw istotnych
dla kancerogenezy i angiogenezy (Ryc.1). Celem pracy
byta ocena zalezno$ci pomiedzy ekspresja biatka 1d2
1 gestodcia mikronaczyn a wybranymi cechami klinicz-
nymi i histologicznymi nowotworéw zlosliwych jajnika
u kobiet.

MATERIAt I METODY

Badaniami objgto grupe 56 kobiet, ktore byty leczone
operacyjnie z powodu guzow ztosliwych jajnika w I Kli-
nice Ginekologii Onkologicznej i Ginekologii Uniwersy-
tetu Medycznego w Lublinie w latach od 2006 do 2008
roku. U kazdej pacjentki odnotowano wiek oraz jej sta-
tus menopauzalny. W analizie uwzglgdniono typ histo-
logiczny i stopien zréznicowania histologicznego guza,
stadium zaawansowania klinicznego wg FIGO. Status
menopauzalny pacjentek zdefiniowano jako wiek, w kto-
rym uptynat minimum rok od ostatniego krwawienia albo
u kobiet po wczesniejszym usunigciu macicy, ukonczo-
ne 50 lat zycia. Materiat do badan histologicznych
i immunohistochemicznych pobrano z centralnej repre-
zentatywnej czg$ci zmiany z pomini¢ciem obszarow mar-
twiczych oraz obszardéw naciekania sasiednich narzadow.
Badania immunohistochemiczne wykonano na skrawkach
parafinowych o grubosci 5 mm utrwalonych w formali-
nie. Po odparafinowaniu i uwodnieniu materiatu tkanko-
wego w szeregu alkoholowym zastosowano procedure
odstonigcia determinanty antygenowej wykorzystujac
inkubacjg preparatow w buforze cytrynianowym (0,01 M;
pH 6,0) w tazni wodnej przez 30 min w temp. 95-97°C
Aktywno$¢ endogennej peroksydazy blokowano 3%
roztworem nadtlenku wodoru przez 20 minut w tempe-
raturze pokojowej. Preparaty ptukano kazdorazowo
3x5min w buforze TBS, a nastgpnie inkubowano z prze-
ciwcialem pierwotnym skierowanym przeciwko badane-
mu antygenowi Id2 (Santa Cruz Biotechnology, USA)
w rozcienczeniu 1:100 przez noc w temp. 4°C oraz prze-
ciwko antygenowi CD34 (Dako, Cytomation) 1:100
przez 60 min; w temperaturze pokojowej. W kolejnym
etapie zastosowano przeciwcialo wtorne z kompleksem
streptawidyna/biotyna skoniugowanym z peroksydaza
(LSAB2/HRP kit; DAKO, Dania). Peroksydazg wykry-
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with confirmed Id2 expression, served as a positive
control for Id2 staining. Histological analysis of tumor
samples was performed on Olympus CX41 microscope
equipped with DP12 digital camera. Microscopic imag-
es were analyzed and archived using DP-Soft software
(Olympus, Japan).

wano przy uzyciu chromogenu roztworu czterochlorku
3’-3-diaminobenzydyny (DAB) (DAKO Dania). Prepa-
raty zostaly dodatkowo wybarwione hematoksyling
Mayer’a. Kontrolg negatywna stanowily identycznie przy-
gotowane preparaty guzow, ale bez zastosowania prze-
ciwciat. W kontroli pozytywnej markera 1d2 wykorzysta-
no wg zalecen producenta fragmenty prawidlowego ja-
dra meskiego, gdzie potwierdzono ekspresjg biatka Id2.

Tab. 1. Id2 expression and micro- m Id2 expression P MVD-CD34 P
vessel density (MVD-CD34) in ova- (range) (range)
rian cancer samples according to
menopausal status, clinical staging Menopausal status
according to FIGO, histological Before MNP 19 6 (5-8) 7= -1.08 24,1 (11,8-35,7) 7=1,55
grading and histological type of —0.27 —0.11
the cancer After MNP 37 5 (3-7) p=0, 29,7 (21,9-39,8) p=0,
Histological grading
Gl 6 8 (4-8) 31,9 (24,9-41,5)
H=2,41 H=1,54
G2 25 5 (0-7) p=0,29 22,8 (12,4-36,2) p=0.46
G3 25 5 (3-7) 29,2 (22,8-39,8)
FIGO staging
I(15)+11(3) 18 6 (4-8) 7-1.28 31,8 (22,8-39,8) 7-0.96
1I(34)+ IV(4) 38 5 (3-7) p=0,19 26,2 (15,6-36,2) p=0,33
Histological type
Serous 27 5 (0-8) 21,9 (13-34,1)
Mucinous 12 6 (5-7) H=1,93 38,6 (31,2-48,2) H=11,78
Endometrioid 4 5(4,7) p=0,58 28,5 (24,3-34,3) |  P0-008
other 13 5 (5-6) 28,8 (12,4-37-8)
MNP — menopause
MVD-CD34 — microvessel density assessed as CD34 antigen expression
Tab. 1. Ekspresja biatka Id2 oraz n Ekspresja 1d2 P MVD-CD34 P
gestos¢ mikronaczyfi (MVD-CD34) (zakres) (zakres)
w nowotworach ztosliwych jajnika
w zaleznosci od statusu menopau- Status menopauzalny
zalnego, stopnia zaawansowania Przed MNP 19 6 (5-8) 7= -1.08 24,1 (11,8-35,7) 7-155
klinicznego wg FIGO, oraz stopnia 37 s (37 p=0,27 29.7 (21.9-39.8 p=0,11
zréznicowania  histologicznego Fo MNP G-7) ’ 7 (21,9-39.8) ’
i podziatu histologicznego Stopien zréznicowania histologicznego
Gl 6 8 (4-8) 31,9 (24,9-41,5)
H=2,41 H=1,54
G2 25 5 (0-7) =020 22,8 (12,4-36,2) oy
G3 25 5(3-7) 29,2 (22,8-39,8)
Stopien zaawansowania klinicznego wg FIGO
1(15)+11(3) 18 6 (4-8) 7-1.28 31,8 (22,8-39,8) 7-0.96
1I(34)+ IV(4) 38 5 (3-7) p=0,19 26,2 (15,6-36,2) p=0,33
Typ histologiczny
Surowicze 27 5 (0-8) 21,9 (13-34,1)
Sluzowe 12 6 (5-7) H=1,93 38,6 (31,2-48,2) H=11,78
Endometrioidalne | 4 5 (4,7) p=058 28,5 (24.3-343) |  P~0.008
pozostate 13 5 (5-6) 28,8 (12,4-37-8)
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MNP — menopauza

MVD-CD34 — gestos¢ mikronaczyn oceniana jako ekspresja antygenu CD34
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Semi-quantitative assessment of Id2 expression was
performed according to the method published by
Shindl et al. [18] modified to analyze the differences
in localization of color reaction. We determined the
percentage content of cancer cells expressing 1d2 in
comparison to all cells in the field of view. Addition-
ally, we assessed the intensity of color reactions. If
the expression was found in 1-10% of cells, the sam-
ple was given 1 point, in 11-30% of cells - 2 points,
in 31-50% of cells - 3 point, in 51-80% of cells -
4 points and over 80% of cells - 5 points. Weak re-
action was given 1 point, medium - 2 points and in-
tense reaction - 3 points. Depending on the localiza-
tion of Id2 expression in nuclear and/or cytoplasmic
area, a positive reaction was given additional 1 or
2 points. Total number of points for each sample were
ranging from 0 to 10 points. Depending on the num-
ber of points obtained during analysis, Id2 expression
was considered as follows: 0-3 points as lack of ex-
pression or weak expression, 3.1-6.9 points as medi-
um and more than 7 points as high.

Microvessels density was assessed using Weidner
et al. method [14]. The method was used to detect re-
gions of the preparation containing the highest num-
ber of stained microvessels (x40 and x100 magnifica-
tion). Next, the selected regions were analyzed using
x200 magnification to find capillaries. The analysis
did not concern the vessels larger than 20 um in di-
ameter. In each tumor sample five selected regions
containing the highest number of microvessels were
analyzed. Mean values of the results obtained in sub-
sequent measurements were counted and statistically
analyzed. Each brown-stained cell or group of cells,
separated from surrounding microvessels, tumor cells
or other elements of connective tissue was counted as
a separate microvessel. According to Weidner’s sug-
gestion the presence or absence of capillary lumen was
not considered.

Statistical analysis was performed using Statistica v.
6.0 software (Statsoft, Poland). Because of abnormal
distribution of the analyzed parameters, to assess statis-
tical significance of the results we performed Mann-
Whitney U test for two samples and ANOVA analysis
using Kruskal method for more than two samples. The
results were considered statistically significant for an
o-level of 5% and p values below 0.05.

RESULTS

The examined group consisted of 56 patients with ova-
rian cancer between 27 and 80 years of age (mean
57.03+12.8). In the studied group 19 women (33.9%)
were in premenopausal age and 37 (66.1%) were after
menopause. Mean age in premenopausal group was
43+7.3 years whereas in postmenopausal group: 64.2+8.2
years. The results of microvessels density (MVD-CD34)
and 1d2 expression are shown in Table 1. Because of
sloping distribution of the analyzed parameters, the data

Do oceny preparatow histologicznych wykorzystano
mikroskop Olympus CX41 z kamera cyfrowa DP12 zin-
tegrowane z komputerem PC. Obraz mikroskopowy ar-
chiwizowano i analizowano przy uzyciu programu DP-
Soft firmy Olympus (Japonia).

Potilosciowa ocena ekspresji biatka Id2 zostata wy-
konana wg metody opisanej przez Schindl’a i wsp. [18],
ktora zmodyfikowano tak, aby uwzglednia¢ roznice
w lokalizacji odczyndéw barwnych. Okre§lony zostat od-
setkowy udzial komoérek nowotworowych, ktore wyka-
zywaly ekspresje 1d2 w porownaniu z wszystkimi komor-
kami w polu widzenia. Oceniano takze intensywnos¢ od-
czyndéw barwnych. Jezeli ekspresje stwierdzono w 1-10%
komorek to przyznawano 1 pkt, za 11-30% - 2 pkt, za
31-50% - 3 pkt, za 51-80% - 4 pkt, a powyzej 80%
przyznawano 5 pkt. Staby odczyn oceniano na 1 pkt,
$redni odczyn na 2pkt, intensywny na 3 pkt. W zalezno-
$ci od lokalizacji ekspresji 1d2 w obszarze jadrowym
i/lub cytoplazmatycznym za stwierdzenie dodatniego od-
czynu przyznawano odpowiednio dodatkowo 1 lub 2 pkt.
Po zsumowaniu liczba punktéw dla ocenianego przypad-
ku wynosita od 0 do 10. Zaleznie od uzyskanej liczby
punktow ekspresj¢ biatka Id2 oceniano jako: brak lub
staba (0-3 pkt), srednia (3,1-6,9 pkt), wysoka (powyzej
7 pkt).

Gestos¢ mikronaczyn oceniano w sposob podany
przez Weidnera i wsp. [14]. Wedtug tej metody w pre-
paratach guzow lokalizowano regiony o najwigkszej licz-
bie wybarwionych mikronaczyn pod powigkszeniem
mikroskopu x40 1 x100. Nastepnie w wybranych miej-
scach guza znajdowano kapilary przy powigkszeniu
mikroskopu x200. W ocenie tej nie byly brane pod uwagg
mikronaczynia o $rednicy powyzej 20 um. W kazdym
guzie oceniano pi¢¢ wybranych miejsc o najwigkszej
liczbie mikronaczyn w badanej zmianie nowotworowe;.
Wyniki z kolejnych pigciu pomiaréw usredniono i podda-
wano analizie statystycznej. Jako odrgbne pojedyncze
mikronaczynie byla traktowana kazda wybarwiona na
brazowo komorka lub grupa komorek srodbtonka, oddzie-
lona od sasiednich mikronaczyn, komoérek guza oraz
innych elementow tkanki tacznej. Zgodnie z propozycja
Weidnera obecno$¢ lub brak §wiatla w badanej kapilarze
nie byla brana pod uwagg.

Analizg statystyczna wykonano przy pomocy progra-
mu Statistica v.6.0 (Statsoft, Polska). Ze wzgledu na brak
zgodnosci z rozkladem normalnym do wykrycia istotno-
$ci réznic migdzy cechami niepowiazanymi dla dwoch
grup uzyto nieparametrycznego testu U Manna-Whitney’a
oraz testu kolejnosci rang ANOVA wg Kruskala, w przy-
padku poréwnywania wigcej niz dwoch grup. Przyjgto
5% btad wnioskowania i zwigzany z nim poziom istot-
nosci statystycznej p<0,05 wskazujacy na istnienie istot-
nych réznic badz zalezno$ci.

WYNIKI

Badana grupa obejmowata 56 chorych z nowotworami
ztosliwymi jajnika w wieku od 27 do 80 lat ($rednia
57,03+12,8). W grupie tej 19 (33,9%) kobiet byto przed
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in the table were shown as median value (MD) and 25-
and 75-percentile. Because of low number of patients
with II and IV stage of ovarian cancer, to allow statis-
tical analysis the patients were grouped as follows: I and
II stage patients according to FIGO were analyzed as one
group, while III and IV stage patients were analyzed as
the other.

Median value of microvessels density assessed using
CD34 marker in the examined group was 29 (range 7.6-
61.2). Microvessels density analysis has shown statis-
tically significant differences between CD34 expression
in various histological subtypes of cancer (H=11.7
p=0.008). The lowest MVD values were found in serous
tumors (MD=21.9). Median values for MVD-CD34 in
endometrial tumors were a little higher (MD=28.45). The
highest median values for microvessels density were
observed in mucous tumors (MD=38.6). In the remain-
ing group of malignant tumors median MVD-CD34 value
was 28.8. The relationship between microvessel density
and patients’ age was statistically insignificant. In pre-
menopausal women CD34 expression was lower in com-
parison to postmenopausal patients (24.1 vs. 29.7); how-
ever, the results did not achieve statistical significance.
Differences between median values of MVD-CD34 de-
pending on histological grading and FIGO staging were
statistically insignificant.

43

menopauza a 37 (66,1%) kobiet bylo po menopauzie.
Srednia wieku w grupie przedmenopauzalanej wynosita
43+7,3 lat, natomiast w grupie pomenopauzalnej 64,2+8,2
lat. Wszystkie wyniki oceny ggstosci mikronaczyn
(MVD-CD34) oraz ekspresji bialka Id2 przedstawiono
w tabeli I. Z uwagi na sko$ny rozktad wynikow pomiaru
badanej cechy dane w tabeli przedstawiono w postaci
mediany (MD), oraz podania 25-go i 75-go percentyla.
Ze wzgledu na niewielka liczbg przypadkow w II i IV
stopniu zaawansowania klinicznego dla celéw statystycz-
nych potaczono te guzy w grupy. Przypadki z I stopniem
zaawansowania klinicznego wg FIGO potaczono z gru-
pa pacjentek w II stopniu zaawansowania. Analogicznie
grupg kobiet w III stopniu zaawansowania klinicznego
potaczono z grupa kobiet w IV stopniu zaawansowania.

Mediana ggsto$ci mikronaczyn oceniana przy wykorzy-
staniu markera CD34 w badanej grupie wynosita 29 (za-
kres 7,6-61,2). Oceniajac gestos¢ mikronaczyn stwierdzo-
no wystgpowanie istotnych statystycznie réznic w ekspres;ji
CD34 w réznych typach histologicznych nowotworow
ztosliwych (H=11,7 p= 0,008). Najnizsze wartosci MVD
stwierdzono w guzach surowiczych (MD=21,9). Nieco
wyzsze warto$ci mediany MVD-CD34 obserwowano
w guzach endometrialnych (MD=28,45). Najwyzsza me-
diang ggstosci mikronaczyn odnotowano w guzach $lu-
zowych (MD=38,6). W grupie pozostatych guzow zlo-
$liwych mediana MVD-CD34 wynosita 28,8. Nie stwier-
dzono istotnych statystycznie zaleznosci gestosci mikro-
naczyn od wieku pacjentek. W grupie kobiet przed
menopauza ekspresja CD34 byta nizsza w pordwnaniu do
grupy kobiet po menopauzie (24,1 w poréwnaniu do
29,7), lecz rdznica ta nie byla statystycznie istotna. Nie
wykazano wystgpowania istotnych statystycznie roznic
w warto$ciach median MVD-CD34 w zaleznosci od stop-
nia zréznicowania histologicznego i zaawansowania kli-
nicznego wg FIGO.

Fig. 2. Relationship between mi-
crovessel densities identified using
(D34 antigen and Id2 expression.
MVD-CD34 - microvessel density

R=0,38; p=0,003

assessed as CD34 antigen expres-
sion

Ryc. 2. Wykres zaleznosci miedzy
gestoscig mikronaczyn identyfiko-
wanych za pomoca (D34 a ekspre-
sja biatka Id2. MVD-CD34 - ge-
stos¢ mikronaczyr oceniana jako
ekspresja antygenu CD34

W & OO0 O ~N @ O

ekspresja 1d2
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Mean 1d2 protein expression in the examined group
represented as a point value was 5.5 (range 0-10). Dif-
ferences between Id2 protein expression in various
histological subtypes of cancer were statistically insignif-
icant (H=1.9 p=0.58). In premenopausal women Id2
expression was higher than in postmenopausal patients.
Nevertheless, menopausal status did not influence 1d2
expression (point values 6 and 5 points respectively).
Moreover, patients’ age also did not significantly influ-
ence 1d2 expression. Differences between 1d2 expression

Fig. 3. An example of low expres-
sion of Id2 protein in clinically
advanced serous ovarian cancer
(G2, FIGO 1V), weak color reac-
tion (brown-staining) localized
mainly in cytoplasm of cancer
cells, in some cells the reaction is
visible in nuclei also; magnifica-
tion 200x)

Ryc. 3. Przyktad niskiej ekspresji
biatka Id2 w zaawansowanym kli-
nicznie surowiczym raku jajnika
(G2, st. IV wg FIGO), stabe odczy-
ny barwne (zabarwienie brazowe)
zlokalizowane w gtoéwnie cytopla-
zmie komérek nowotworowych,
w czesci komérek reakcja widocz-
na rowniez w jadrze komorkowym;
(pow. 200x)

Fig. 4. Medium expression of Id2
in mucous ovarian cancer of bor-
derline grading (G1, FIGO I)
- strong color reaction (brown-sta-
ining) observed in both cytoplasm
and nuclei in a part of cancer
cells, magnification 200x

Ryc. 4. Srednia ekspresja Id-2
w raku Sluzowym jajnika o gra-
nicznej ztosliwosci (G1, st. I wg
FIGO) - silna reakcja barwna (za-
barwienie brazowe) widoczna
w cytoplazmie i jadrach czesci ko-
moérek nowotworowych; powigksze-
nie 200x

Srednia ekspresja biatka 1d2 oceniana punktowo
w badanej grupie wynosita 5,5 (zakres 0-10). Nie stwier-
dzono wystgpowania istotnych statystycznie rdznic
w ekspresji biatka Id2 w r6znych typach histologicznych
nowotworow ztosliwych (H=1,9 p=0,58). W grupie ko-
biet przed menopauza ekspresja biatka 1d2 byta wyzsza
w porownaniu z grupa kobiet po menopauzie. Jednak
status menopauzalny nie mial istotnego wptywu na in-
tensywnosc¢ ekspresji 1d2 (wartosci punktowe odpowied-
nio 6 pkt i 5 pkt). Wick kobiet rowniez nie miat istot-

oncology am
radiotherapy
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depending on histological grading and FIGO staging were
statistically insignificant. Lack of color reaction meaning
no Id2 expression was observed in 4 cases. The color
reactions of various intensities were observed in 52 cases.
Low expression of Id2 protein (0-3 points) was found in
11 cases and the example of such staining is shown in
Fig. 3. Medium expression of Id2 protein (3.1-6.9 points)
was found in 23 cases and microscopic image of such
example is shown in Fig. 4. High expression of 1d2
protein (more than 7 points) was found in 18 cases and

Fig. 5. High expression of Id2
(brown-stained) in serous ovarian
cancer (G3, FIGO III); color reac-
tion in the majority of cancer cells
in both nucleus and cytoplasm,
magnification 200x

Ryc. 5. Wysoka ekspresja Id2 (za-
barwienie brazowe) w surowiczym
raku jajnika (G3, st.wg FIGO III);
reakcja barwna w wigkszosci komo-
rek nowotworowych zaréwno w ja-
drze i cytoplazmie; powigkszenie
200x

Fig. 6. An example of Id2 expres-
sion (brown-stained) around mi-
crovessels in serous cancer (G1,
FIGO )

Ryc. 6. Przyktad ekspresji Id2
(zabarwienie brazowe) wokét mi-
kronaczyn w raku surowiczym (G1,
st.wg FIGO I)
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nego wptywu na ekspresj¢ biatka 1d2. Nie wykazano
wystgpowania istotnych statystycznie réznic w ekspresji
Id2 w zalezno$ci od stopnia zréznicowania histologicz-
nego nowotworu oraz stopnia zaawansowania nowotwo-
ru. Brak obecnosci odczynow barwnych i ekspres;ji biat-
ka 1d2 stwierdzono w 4 przypadkach. W 52 przypadkach
zaobserwowano obecno$¢ odczynow barwnych o réznej
intensywno$ci. W 11 przypadkach stwierdzono staba
ekspresje biatka Id2 (0-3 pkt), przyktad takiej ekspresji
przedstawia ryc. 3. W 23 przypadkach obserwowano
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the example of such expression is shown in Fig. 5.
A typical example of 1d2 expression around microves-
sels in serous cancer (G1, FIGO 1) is shown in Fig. 6.
Statistically significant relationship between microvessel
density and Id2 protein expression was found (R=0.38
p=0.003) (Fig. 2). In a group characterized by low ex-
pression of 1d2 (0-3 points) median value of microvessel
density was MD=21.9 (range 13-24.5). In cases of
medium expression of Id-2 (range 3.1-6.9 points) medi-
an value was assessed for MD=29.7 (range 18.4-36.2).
In a group characterized by high expression of Id2 (more
than 7 points) median value of microvessel density was
MD=36.35 (16.2-46.2).

DISCUSSION

Id proteins exert important role in tumor biology. As
oncoproteins, they inhibit apoptosis and cell differenti-
ation as well as stimulate cell growth. Increased expres-
sion of Id can be observed in clinically advanced malig-
nant tumors such as pancreatic cancer, gliomas, colon
cancer, breast cancer and myelomas [2, 3, 17]. Recent
studies concerning Id proteins suggest that they are in-
volved in tumor angiogenesis as well as to influence
tumor invasiveness [5]. In our study, we have assessed
1d2 expression in relation to microvessels density and
demonstrated that increased 1d2 expression statistically
significantly correlates with high microvessels density.
Interestingly, the color reaction showing Id2 protein
localization was observed not only in tumor cells but also
in endotheliocyte surrounding cells (most probably peri-
cytes). The mechanisms involved in Id2 protein activity
in angiogenesis still need to be elucidated. 1d2 proteins
activity is opposite to Id1 function. Too high expression
of 1d2 protein leads to blockade of signaling pathway
inhibiting Rb protein and indirectly increase expression
of strong angiogenic factor - VEGF [11, 19]. The results
obtained by our team suggest, that Id2 protein and its
interactions with proangiogenic factors are involved in
very early stages of tumorigenesis, as we did not find any
statistically significant differences in Id2 expression
between early and advanced stages of malignant tumors
[13]. The latest studies show, that 1d2 protein is involved
not only in angiogenesis but also in lymphangiogenesis
- the process related to increased invasiveness of the
tumor. Stallone et al. [19] have assessed the influence
of 1d2 protein on lymphangiogenesis in Kaposi sarcomas
and have demonstrated the relationship between increased
expression of Id2 and expression of lymphatic vessels
markers such as VEGF-3 and LYVE-1. Moreover, they
also observed a mutual co-localization of the examined
markers in sarcoma cells in vitro. The latest results
suggest that 1d2 protein is involved in alternative mech-
anisms of various malignant tumor vascularization. Sui
et al. [20] have confirmed the observation that Id2 pro-
tein regulates molecular pathways involved in vascular
mimicry, a process in which tumor cells, independently
from endotheliocytes, form vessel-like structures. It en-

$rednia ekspresje 1d2 (3,1-6,9 pkt), a przyktad przedsta-
wia ryc. 4. W 18 przypadkach stwierdzono silna ekspre-
sj¢ biatka Id2 (powyzej 7 pkt), przyktad takiej ekspresji
przedstawia ryc.5. Typowy przyklad ekspresji 1d2 zloka-
lizowanej wokot mikronaczyn w raku surowiczym Gl
w I stopniu zaawansowania klinicznego wg FIGO przed-
stawia ryc.6. Stwierdzono istotne statystycznie zalezno-
$ci migdzy gestoscia mikronaczyn a ekspresja biatka 1d2
(R=0,38 p=0,003) (ryc. 2). W grupie o stabej ekspresji
biatka Id2 (0-3 pkt) mediana ggstosci mikronaczyn
wynosita MD=21,9 (zakres: 13-24,5). W przypadku $red-
niej ekspresji 1d-2 (zakres: 3,1-6,9 pkt) mediana byta
rowna MD=29,7 (zakres: 18,4-36,2). W grupie o silnej
ekspresji bialka 1d-2 (powyzej 7 pkt) mediana ggstosci
mikronaczyn wynosita MD=36,35 (16,2-46,2).

DYSKUSJA

Biatka okreslane jako ,,Id” odgrywaja wazna role w bio-
logii nowotworow. Jako onkoproteiny hamuja apoptoze
komorek oraz ich roznicowanie, a takze stymuluja wzrost
komorek. Zwigkszona ekspresja Id wystepuje w zaawan-
sowanych klinicznie nowotworach ztosliwych takich jak:
rak trzustki, glejaki, rak jelita grubego, sutka oraz szpi-
czaki [2,3,17]. Dotychczasowe badania nad biatkami Id
sugeruja, ze moga mie¢ one istotny wpltyw na procesy
powstawania nowych naczyn w rozrostach nowotworo-
wych angiogenezy oraz wplywac na zdolnosci inwazyj-
ne guza [5]. Oceniajac ekspresje biatka Id2 w odniesie-
niu do gestosci mikronaczyn stwierdziliSmy, ze zwigkszo-
nej ekspresji biatka towarzyszy rowniez wysoka ggstos§¢
mikronaczyn, a zalezno$¢ pomigdzy tymi zmiennymi
okazata si¢ statystycznie istotna. Co ciekawe, odczyny
barwne wskazujace na lokalizacj¢ biatka 1d2 obserwowa-
no nie tylko w komoérkach nowotworowych, ale rowniez
w komorkach towarzyszacych bezposrednio endoteliocy-
tom, bedacych najprawdopodobniej pericytami. Jak do-
tad niewiele wiadomo na temat mechanizmow zwiaza-
nych z rola biatka Id2 w procesach angiogennych. Biat-
ka 1d2 charakteryzuja si¢ dziataniem opozycyjnym
w stosunku do biatek Id1. Zbyt wysoka ekspresja Id2 pro-
wadzi miedzy innymi do zablokowania szlaku, ktory
hamuje ekspresj¢ biatka Rb, co posrednio zwigksza eks-
presj¢ silnego czynnika angiogennego jakim jest VEGF
[11, 19]. Uzyskane przez nas wyniki sugeruja, ze poja-
wienie si¢ Id2 i jego interakcje z czynnikami proangio-
gennymi maja prawdopodobnie miejsce na bardzo wcze-
snych etapach transformacji nowotworowej, gdyz nie
stwierdzono istotnych réznic w ekspresji 1d2 w nisko
1 wysoko zaawansowanych guzach ztosliwych [13]. Naj-
nowsze wyniki badan sugeruja udziat biatka Id2 nie tylko
w powstawaniu naczyn nowotworowych, lecz réwniez
w limfangiogenezie, procesem zwiazanym ze wzrostem
zdolno$ci inwazyjnych nowotworu. Stallone 1 wsp. [19]
oceniali wptyw biatka Id2 na limfangiogenez¢ w migsa-
kach Kaposiego i wykazali zalezno$¢ pomigdzy zwigk-
szong ekspresja 1d2, a markerami naczyn limfatycznych
VEGF-3 i LYVE-1. Zaobserwowano rowniez wzajemna
ko-lokalizacjg¢ badanych markeréw w komodrkach migsa-
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ables nutrients, oxygen and waste product transport.
Western blotting analysis has shown significant changes
in Id2 and VE-cadherin expression. VE-cadherin serves
as a marker of vascular mimicry in melanoma cells of
both low and high aggressiveness. The cited authors
demonstrated that transient inhibition of Id2 expression
using small interfering RNA decrease VE-cadherin ex-
pression and block the development of vascular mimic-
ry in aggressive melanoma cells. Independently, the
authors have observed some changes in cell stability and
demonstrated that the transfected cells are characterized
by higher migration potential [20]. The described stud-
ies show that Id2 serves as a regulator of VE-cadherin
expression and is able to influence vessel-like capillary
structures.

The results of a few new studies demonstrate that Id1,
1d2 and 1d3 proteins are able to significantly influence
early stages of carcinogenesis in cases of breast cancer,
liver cancer and cervical cancer [21,22,23]. Recently, the
authors indicated that Id proteins can be considered
potential tumor markers. So far relatively little informa-
tion concerning the role of Id genes expression distur-
bance and its role in patients with ovarian cancer was
published. Small number of in vitro studies on ovarian
cancer cell lines concern mainly Id1 proteins. One of the
latest studies by Maw et al. [24] assessed microvessels
density (MVD) and Id1 protein expression as well as
mRNA for Id1, Id2 and Id3 in ovarian cancer samples.
The obtained results were correlated with clinical features
of the tumor and with overall survival rate of the patients.
The authors have observed, that both mRNA level and
MVD assessed as CD34 and VIII factor expression
strongly correlate with up-regulation of Idl protein.
Moreover, high expression of Id1 was related to shorter
overall survival of the patients.

Other authors demonstrated the relationship between
increased expression of Id1 and tumor grading, staging
and patients overall survival rate [18]. Our study did not
reveal such relationship for 1d2 protein; however, it can
be caused by relatively low number of studied tumors.

Uncontrolled activity of Id proteins in malignant
tumors influences end stage of cell differentiation, induces
angiogenesis and affects tumor invasiveness. Hence, Id
proteins can be potentially used as a target for therapeu-
tic intervention that influence various aspects of carcino-
genesis and tumor progression. The example of such
approach is presented in the study of Mern ef al. The
authors have demonstrated that Idl and Id3 expression
inhibition decreased development of breast cancer me-
tastases to the lungs [25]. Excessive expression of these
proteins in breast cancer correlates with poor prognosis.
Peptide aptamer 1d1/3-PA7 introduced to cancer cells
inhibited E47 protein sequestration induced by Id1 and
1d3 and increased CDKN1A and CDKNI1B kinase inhib-
itor expression and poly (ADP-ribose) polymerase
(PARP) cleavage. In consequence, the changes lead to
inhibition of cell cycle progression and apoptosis of breast
cancer cell lines (MCF7 and MDA-MB-231). The au-
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ka w hodowli in vitro. Najnowsze wyniki badan sugeru-
ja udziat biatka 1d2 w alternatywnych mechanizmach po-
wstawania unaczynienia réznych nowotworéow zlosli-
wych. Badania Sui i wsp. [20] potwierdzily istotna rolg
biatka 1d2 w regulowaniu szlakéw zwiazanych z mimi-
kra naczyniowa w ktorej komorki nowotworowe, nieza-
leznie od endoteliocytéw, tworza kanaty naczyniopodob-
ne. Umozliwia to transport substancji odzywczych, tle-
nu i produktéw przemiany materii. Analiza metoda
Western Blot wykazala istotne zmiany w ekspres;ji 1d2 i
VE-kadheryny, ktora jest markerem mimikry naczynio-
wej w stabo 1 wysoce agresywnych komoérkach czernia-
ka in vitro. Cytowani autorzy stwierdzili, ze przejsciowa
blokada ekspresji Id2 przy pomocy techniki wykorzystu-
jacej interferencyjne RNA hamuje ekspresj¢ VE-kadhe-
ryny oraz blokuje mimikr¢ naczyniowa w wysoce agre-
sywnych komoérkach czerniaka. Niezaleznie od tego
zaobserwowano zmiany w stabilnos$ci komorek, a komor-
ki transfekowane charakteryzowaty si¢ wyzszym poten-
cjatem migracyjnym [20]. Badania te dowodza, ze Id2
jest regulatorem ekspresji VE-kadheryny i moze wply-
waé na powstawanie naczyniopodobnej sieci kapilar.

Wyniki szeregu nowych badan wskazuja, ze biatka
Id1 Id2 i Id3 moga znaczaco wplywac¢ na wczesne etapy
karcinogenezy raka piersi, watroby i raka szyjki [21, 22,
23]. Ostatnio zwrdécono uwage na roleg biatek Id jako
potencjalnych markerow nowotworowych. Do tej pory
opublikowano relatywnie niewiele informacji na temat
zaburzonej ekspresji genow Id i jej znaczenia u chorych
na raka jajnika. Nieliczne badania prowadzone na liniach
komorkowych nowotwordéw jajnika dotycza przede
wszystkim biatek Id1. W jednym z najnowszych badan
Maw i wsp.[24] oceniali ggstos¢ mikronaczyn (MVD)
i ekspresje biatka Id1 oraz mRNA dla biatek Id1,Id2 i Id3
w raku jajnika. Wyniki skorelowano z cechami klinicz-
nymi nowotworu oraz dlugoscia przezycia chorych.
Autorzy stwierdzili, ze zaro6wno poziom mRNA jak
i MVD oceniana jako ekspresja CD34 i antygenu czyn-
nika VIII byty silnie skorelowane ze wzrostem ekspresji
biatka Id1. Co wigcej, wysoki poziom ekspresji tego
biatka miat zwiazek z krotszym okresem przezycia cho-
rych.

Wykazano pewne zalezno$ci migdzy zwigkszona
ekspresja Id1, a stopniem zréznicowania guza oraz za-
lezno$¢ pomigdzy ekspresja tego biatka, a zaawansowa-
niem nowotworu i krétszym czasem przezycia chorych
[18]. W przypadku biatka 1d2 nie stwierdzili§my takich
zalezno$ci, moze to jednak wynika¢ ze zbyt malej licz-
by badanych guzow.

Niekontrolowana aktywnos$¢ biatek Id w nowotwo-
rach zto§liwych wplywa na koncowe etapy réznicowa-
nia komorek, indukuje angiogenezg i wptywa na proce-
sy inwazyjne tkanek. Stad tez potencjalne wykorzystanie
biatek Id jako celu terapeutycznego moze wplynaé na
szereg roznych aspektéw transformacji nowotworowe;j i
progresji choroby. Przyktadem takich badan jest ostatnio
opublikowana praca Mern i wsp. w ktorej przedstawio-
no mozliwosci hamowania ekspresji Id1 i Id3 i blokowa-
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thors suggested that Id1/3-PA7, a non-toxic peptide fac-
tor, is able to exert antiproliferative effects and induce
apoptosis in breast cancer cells characterized by up-reg-
ulation of Id1 and Id3 proteins.

On the basis of presented results we suggest that 1d2
proteins as potentially new tumor markers can be used
to develop alternative methods of ovarian cancer treat-
ment [2]. Our results suggest that Id2 expression assess-
ment can become an additional prognostic factor useful
to characterize various types of malignant ovarian tumors.

nia przerzutow do ptuc w raku sutka [25]. Nadmierna eks-
presja tych biatek w raku sutka zwiazana jest ze znacz-
nie gorszym rokowaniem dla chorych. Aptamer peptydu
1d1/3-PA7 dostarczony do komodrek nowotworowych
hamowat migdzy innymi sekwestracje biatka E47 wywo-
tang przez 1d1 i 1d3 i zwigkszat ekspresje¢ inhibitora kinaz
CDKNI1A i CDKNI1B z towarzyszacym rozpadem ADP-
polimerazy rybozy (PARP). Zmiany te prowadzily w
efekcie do zahamowania cyklu komoérkowego oraz apop-
tozy komorek linii hodowlanych MCF7 i MDA-MB-231
raka piersi. Autorzy zasugerowali, ze nietoksyczny czyn-
nik peptydowy jakim jest Id1/3-PA7 moze wywolywac
efekty antyproliferacyjne i apoptoz¢ w komorkach raka
piersi, w ktorych wykryto zwigkszona ekspresj¢ biatek
Id1 i Id3.

Na podstawie przedstawionych wynikow badan sadzi-
my, ze bialka Id2 jako potencjalne nowe markery nowo-
tworowe moga byc wykorzystane w opracowaniu alter-
natywnych sposobow leczenia chorych na nowotwory
jajnika [2]. Wyniki badan wtasnych pozwalaja tez suge-
rowac, ze ocena ekspresji Id2 moze stanowi¢ dodatko-
wy parametr prognostyczny przydatny w charakterysty-
ce roznych typow ztosliwych guzéw jajnika u kobiet.
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