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Действие внутриматочной релизинговой спирали с левоногестрелом на процессы пролиферации и апоптоза эндометрия
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РЕЗЮМЕ: Внутриматочная релизинговая спираль с levonorgestrel (LHg-IUS) доказала свою эффективность при лечении меноррагии. С целью оценки эффектов, оказываемых LHg-IUS на процессы пролиферации и апоптоза эндометрия, экспресии ядерного антигена клеточной пролиферации  (PCNA), экспрессии белков Fas и Bcl-2 эндометрия исследование проводилось на стадии ранней пролиферации менструального цикла перед и спустя 3 месяца просле введения LNg-IUS. 

МЕТОДЫ: Экспрессия PCNA, белков Fas и Bcl-2 была проанализирована при помощи авидин-биотинового иммунопероксидазного метода. Апоптоз оценен терминальным дезоксинуклеотид-транферраза-медиаторным методом меченых концевых цепей дезокси-АТФ (TUNEL). 

РЕЗУЛЬТАТЫ: PCNA, иммунолокализованный в ядрах эндометриальных желез и в строме стал спустя три месяца внедрения LNg-IUS менее обильным (Р < 0,05). Количество белка Bcl-2, который иммунолокализован в цитоплазме желез эндометрия, но отсутствует в строме, через 3 месяца стало скудным. Fas антиген, локализованный до введения спирали только в железах эндометрия, через 3 месяца обнаруживался и в железах, и в строме. Уровень клеточного апоптоза желез и стромы за 3 месяца использования спирали значительно повысился по сравнению с изначальными показателями (Р < 0,05). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ: LNg-IUS вызывает подавление пролиферации эндометрия и усиляет процессы апоптоза эндометриальных желез и стромы. Усиление апоптоза, связанное с увеличением в эндометрии экспресии Fas антигена и подавлением экспрессии Bcl-2 белка, может являться один из основных молекулярных механизмов, при помощи которых LNg-IUS вызывает появление атрофических изменений в эндометрии. 
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Введение

Внутриматочная релизинговая спираль с levonorgestrel популярна и используется не только в качестве средства контрацепции (Sturridge and Guillebaud, 1997), но и для лечения меноррагии (Kerstin Andersson and Rybo, 1990; Barrington and Bowen-Simpkins, 1997; Ikomi and Gupta, 1998; Fedele  с соавт., 1999). Эффективное действие LNg-IUS рассматривалось как альтернатива гистероскопической резекции эндометрия (Crossingnani  с соавт., 1999) при лечении дисфункционального маточного кровотечения. LNg-IUS нашла применение и среди больных, страдающих меноррагией вследстсвие аденомиоза (Fedele с соавт., 1997). Однако достоверный молекулярный механизм действия спирали, подавляющей маточные кровотечения, до сих пор не известен.

Состояние эндометрия матки у млекопитающих регулируется процессами апоптоза (Suganuma с соавт., 1997). Fas антиген является медиатором при проведении сигналов апоптоза гематопоэтических клеток (Itoh с соавт., 1991; Itoh and Nagata, 1993; Suda с соавт., 1993). Также известно, что он является рецептором Fas лиганда, фактора гибели. Система Fas/Fas лигандов участвует в процессах раннего медиаторно-обусловленного апоптоза не только среди различных опухолевых (Nagata and Golatein, 1995) клеток, но и в эндометрии (Harada с соавт., 1999). Семейство Bcl-2 белка, напротив, контролирует соотношение выживания и гибели клеток (Nunez с соавт., 1990; Korsmeyer, 1992). Генный продукт Bcl-2, внедренный в клетки in vivo или in vitro, предохраняет от гибели подверженные апоптозу клетки в нормальной клеточной популяции, что стимулируется фактором трофической депривации или другими стимулами без изменения пролиферации (Reed, 1994; Matsuo с соавт., 1997). Была описана роль белка Bcl-2 в процессах клеточного выживания и блокировки реакций апоптоза (Otsuki с соавт., 1994; Tao с соавт., 1997; Jones с соавт., 1998; Matsumoto с соавт., 1999).

Недавно было открыто (Rogers с соавт. 2000), что при использовании имплантанта  levonorgestrel (Norplant) на фоне или в отсутствии кровотечения, в эндометрии не возникает изменения уровня экспрессии Bcl-2, Fas и caspase 3. Также доступны несколько исследований, рассматривающих механизм подавляющего меноррагию молекулярного действия LNg-IUS на эндометрий. Настоящее исследование проведено, чтобы установить, какие изменения пролиферативной активности, апоптоза, экспрессии Fas антигена и белка Bcl-2 возникают в эндометрии за счет применения LNg-IUS. Это первое исследование, демонстрирующее эффекты LNg-IUS на процессы пролиферации и апоптоза эндометриальной ткани.

Материалы и методы

Кюретаж образцов эндометрия

В исследовании приняли участие пятнадцать женщин среднего возраста 32,5 лет (29 - 39) с возобновляющейся меноррагией, вызванной аденомиозом. Клиническая диагностика аденомиоза была проведена с использованием метода магнитного резонанса. Использована Lng-IUS (Oy Leiras, Turku, Finland) с Т-образной полиэтиленовой основой. LNg, составляющий 50% веса спирали, находится внутри цилиндрической полости и гомогенно высвобождается из полидиметилисилоксанового резервуара, покрытого поддерживающей уровень мембраной на вертикальном стержне устройства. Итоговое количество LNg внутри устройства составляет 46 мг, релизинговый уровень составялет 20 мкг/день. LNg-IUS была введена каждой из больных через семь дней после начала менструации. Кюретаж образцов эндометрия был произведен до и спустя 3 месяца после введения спирали с информированного согласия участвующих в исследовании женщин. Оба образца были забраны на 5 - 7 день поздней менструальной фазы, совпадающей с ранней пролиферативной фазой эндометрия. Образцы эндометрия фиксированы 4% нейтральным буферным раствором формалина, дегидратированы и обработаны парафином. Препараты диаметром 4 мкм депарафинизированы и использованы для проведения иммуногистохимических анализов. 

Иммуногистохимические анализы

Иммуногистохимическое окрашивание произведено авидин-биотин иммунопероксидазным методом, с использованием поливалентного иммунопероксидазного набора (Omnitag, Lipshaw, MI, США) согласно существующим описаниям (Maruo and Mochizuki, 1987). В качестве первичных антител использованы мышиные моноклональные антитела к ядерному антигену пролиферирующих клеток человека (PCNA) (Miles, Elkhart, IN, США), человеческому Fas антигену (UB2, MBL, Nagoya, Япония) и Bcl-2 белку (Miles). Для улучшения иммуноокрашивающего эффекта Bcl-2 применен метод возвращенного антигена (Quenby с соавт., 1998). Образцы для иммуноокрашивания белка Bcl-2 нагреты до 95-99оС в буферном растворе цитрата 10 ммоль/л, pH 6.0. Антитела к PCNA и Bcl-2 были предварительно разведены с соотношении 1:100, антитела к Fas антигену - в соотношении 1:200. Первая инкубация проведена с первичными антителами, вторая - с биотиновыми поливалентными антителами. Третья инкубация произведена авидин пероксидазой хрена. После этого путем инкубации со свежеприготовленным раствором 3-амино-9-этилкарбозола и перекисью водорода была проведена хромогенная реакция. Препараты окрашены контрастным гемотоксилином Харриса, помещены в раствор фосфата глицерина, а затем микроскопически изучены.

Также проведены контрольные пробы, с целью убедиться в специфичности иммунологических реакций: сопредельный контроль препаратов с использованием того же иммунопероксидазного метода, но без антител к PCNA, Fas антигену и белку Bcl-2, использование в пробе вместо препаратов неиммунных IgG (Miles) с теми же разведениями первичных антител. Замещение специфических первичных антител неиммунными IgG привело к позитивному иммуноокрашиванию.

Интенсивность иммуноокрашивания Fas и Bcl-2 оценивалась более чем двумя наблюдателями, и была отмечена как (-) в случае отсутствия окрашивания; (+) в случае слабого, но отчетливо различимого окрашивания; (++) в случае умеренного окрашивания и (+++) в случае интенсивного окрашивания. Основной процент PCNA-позитивных ядер образцов эндометриальной ткани был определен путем подсчета количества ядер желез эндометрия и эндометриальной стромы (>1000 в каждой группе).

Терминальный дезоксинуклеотид-транферраза-медиаторный метод меченых концевых цепей дезокси-АТФ (TUNEL)

С целью выявления подверженных апоптозу клеток используется точное выявление иммунопероксидазой меченых дигоксигенином геномных ДНК. В этом методе в соответствии с инструкцией производителя применяется набор Apoptag (Oncor, Gaithersburs, MD, США). Залитые парафином и фиксированные в формалине образцы ткани покрываются предметным стеклом молекулярной биологической гистохимической системы. Препараты депарафинизируются, а белки образцов разлагаются протеиназой К. Эндогенная пероксидазная активность подавляется 2%-й перекисью водорода в буферном растворе фосфата. Образцы помещаются в уравновешивающий буферный раствор TdT фермента, а затем быстро омываются. К образцам добавляют две капли антидигоксинина пероксидазы. Активность пероксидазы определяется с использованием раствора субстрата 3,3-диаминобензидина в течение 5 минут при комнатной температуре. При негативной контрольной реакции вместо TdT фермента используют дистиллированную воду. В качестве позитивной контрольной реакции используется образец молочной железы крысы на четвертый день после окончания кормления. Основной процент апоптоз-позитивных ядер в каждой группе образцов эндометриальной ткани определен путем подсчета числа ядер эндометриальных желез и стромы (>1000 в каждой группе).

Статистический анализ

PCNA-позитивный уровень и апоптоз-позитивный уровень выражены значением ±SD. Для определения статистического значения разницы между величинами до и после применения LNg-IUS используется парный t-коэффициент Стьюдента. Статистически значимым признано значение Р<0,05.

Результаты

PCNA иммунолокализован и в железах эндометрия, и в эндометриальной строме. Количество PCNA эндометрия стало менее обильным спустя 3 месяца после введения LNg-IUS (рисунки 1А и В). По результатом определения основного процента PCNA-позитивных ядер в железах и строме эндометрия, и там, и там уровень PCNA значительно снизился за 3 месяца использования LNg-IUS (Р<),05) по сравнению с аналогичным до начала использования (Таблица 1).

Апоптозные ядра, определенные с помощью TUNEL, были обнаружены на поверхности эндометрия, в эндометриальных железах и строме. После 3 месяцев использования LNg-IUS они стали много более обильными (рисунок 2В), чем до ее введения (рисунок 2А). Количественная оценка уровня апоптоза на базе анализов TUNEL показала значительный прирост апоптоз-позитивного уровеня ядер эндометриальных желез и стромы спустя 3 месяца после введения спирали (Р<0,05) (Таблица 1).

Перед введением LNg-IUS иммуногистологическое окрашивание Fas антигена эндометрия было редким и едва заметным в эндометриальных железах (рисунок 3А). Интенсивность окрашивания Fas антигена после использования спирали стало преобладать как в железах эндометрия, так и в его строме.

Белок Bcl-2 был иммунолокализован в цитоплазме эндометриальных желез, в строме он не определялся. Иммуноокрашивание белка Bcl-2 в эндометриальных железах до введения LNg-IUS было умеренным (рис. 4А), но стало скудным три месяца спустя (рис. 4В).

PCNA-позитивный уровень, апоптоз-позитивный уровень, экспрессия Fas антигена и белка Bcl-2 эндометрия до и спустя 3 месяца после применения LNg-IUS сумированы в таблице 1. PCNA-позитивный уровень был значительно ниже до введения спирали, что справдливо и для апоптоз-позтивного уровня. Через 3 месяца использования спирали значительно увеличился уровень экспрессии Fas антигена, в то время как экспрессия белка Bcl-2 понизилась по сравнению с изначальными показателями.

Таблица 1. Влияние LNg-IUS на эндометрий

	Фактор
	До введения
	После 3 месяцев после введения

	PCNA-позитивный уровень (%)

  Эндометриальные железы

  Эндометриальная строма
	36,2 8,9

15,6  4,2
	28,2  11,2*

10,5  5,3*

	Апоптоз-позитивный уровень (%)

  Эндометриальные железы

  Эндометриальная строма
	22,7 13,6

8,6  2,2
	37,4  8,8*

11,9  8,8*

	Fas
	+
	+++

	Bcl-2
	+
	


* Р < 0,05, в сравнении со значениями до введения

Обсуждение

LNg-IUS, изначально разработанная в качестве "идеального" контрацептива, проявила себя в последние годы как эффективное средство уменьшения потери крови при менструальных кровотечениях (Kerstin Andersson and Rybo, 1990; Sivin and Stern, 1994; Barrington and Bowen-Simpkins, 1997; Crosignani с соавт., 1997; Fedele  с соавт., 1997, 1999; Sturridge and Guillebaud, 1997; Ikomi and Gupta, 1998). Неконтрацептивное применение LNd-IUS говорит о том, что это устройство может быть безопасной, нехирургической альтернативой при лечении меноррагии. 

LNg спирали локально уменьшает экспрессию рецепторов эстрогена и прогестерона эндометрия (Zhu с соавт., 1999). Предположительно, уменьшение количества рецепторов эндометрия лежит в основе аменорреи, вызываемой LNg-IUS. Исследователи (Pakarinen с соавт., 1995) указывают, что локальное воздействие LNg прекращает циклические изменения эндометрия относительно менструального цикла, а также уменьшает толщину эндометрия, что регистрируется на ультразвуковом исследовании. LNg также вызывает атрофию желез эндометрия и децидуализацию стромы (Silverberg  с соавт., 1986; Jones and Critchley, 2000); во время использования происходит LNg-IUS истончение слизистой и опухание стромы (Lukkainen с соавт., 1990).

Роль апоптоза эндометрия в регуляции менструального цикла также исследовалась (Kokawa с соавт., 1996). Подверженные апоптозу клетки редко встречаются в эндометрии, независимо от его состояния (нормальный, эктопический, аденомиотический) (Suganuma с соавт., 1997; Jones с соавт., 1998). Апоптоз выявляется в раннюю пролиферативную фазу, в основном в железистом эпителии, а также у небольшого количества клеток стромы, и уменьшается во время секреторной фазы (Vaskivou с соавт, 2000). Во время настоящего исследования образцы ткани были взяты на 4 - 7 день менструальной фазы, что совпадает с ранней пролиферативной фазой менструального цикла, до и спустя 3 месяца после введения LNg-IUS. Апоптоз-позитивные ядра были заметны не только в эндометриальных железах и на поверхности эпителия, но и в строме.

Несколько исследований экспрессия Fas в эндометрии определили, что она имеет место быть только в железах эндометрия и отсутствует в его строме (Harada с соавт., 1996; Watanabe с соавт., 1997; Yamashita с соавт., 1999). В настоящем исследовании при кюретаже эндометрия до введения спирали результаты были аналогичными. В соответствии с увеличивающимся апоптозом в эндометрии, экспрессия Fas увеличилась через 3 месяца после введения LNg-IUS не только в клетках желез, но и в стромальных клетках. Это представляет огромный интерес для исследования молекулярной основы увелечения апоптоза, происходящего в эндометрии под действием LNg-IUS по сравнению с изначальным уровнем.

Известно, что экспрессия белка Bcl-2 в эндометрии циклически изменяется соответственно менструальному циклу, а пик его экспрессии приходится на фазу пролиферации (Otsuki  с соавт., 1994; Harada с соавт., 1996; Suganuma с соавт., 1997; Tao с соавт., 1997; Watanabe с соавт., 1997; Jones с соавт., 1998; Yamashita с соавт., 1999). Группа авторов (Jones с соавт., 1998) ранее отметила, что экспрессия белка Bcl-2 в эктопическом эндометрии при аденомиозе остается низкой и не изменяется с менструальной фазой. По данным настоящего исследования, минимальная экспрессия Bcl-2 белка отмечена во время кюретажа в раннюю пролиферативную фазу до введения LNg-IUS, но после 3 месяцев применения LNg-IUS она стала определяться еще хуже. Уменьшение количества Bcl-2 белка в эндометрии через 3 месяца применения спирали может объясняться усилением апоптоза, произошедшего под воздействием LNg-IUS. 

Надо отметить, что у женщин, использующих имплантант с левоноргестрелом (Norplant) во время или в отсутствии кровотечений уровень экспрессии Fas, Bcl-2 и caspase 3 в эндометрии не изменяется (Rogers с соавт., 2000). Это может быть связано с тем, что концентрация LNg в эндометриальной ткани у них много ниже, чем у женщин, использующих LNg-IUS. По данным исследований (Rogers с соавт., 2000) функциональный слой эндометрия в промежуток времени 3 - 12 месяцев использования Norplant не претерпевает изменений, в то время как с другой стороны (Jones and Critchley, 2000) было отмечено быстрое истончение функционального слоя через 1 месяц применения LNg-IUS.

Текущее исследование демонстрирует уменьшение пролиферативной активности эндометрия с усилением апоптозом как эндометриальных желез, так и стромы после введения LNg-IUS. Увеличение апоптоза за 3 месяца использования спирали соответствует усилению в эндометрии экспрессии Fas антигена одновременно с уменьшением экспрессии белка Bcl-2. Так как Fas антиген является медиатором апоптоза, а белок Bcl-2 - продуктом апоптоз-подавляющих генов, усиление процессов апоптоза эндометриальных желез и стромы, вызываемое внедрением LNg-IUS, можно представить в качестве основного молекулярного механизма, вызывающего атрофические изменения эндометрия и облегчающего явление меноррагии.

Подтверждение

Это исследование поддержано грантом Международного Института Исследования Контрацепции, Population Council, Нью-Йорк, США. Авторы благодарны Dr Pekka Lahteenmaki за поддержку и пожертвования в пользу LNg-IUS.

Комментарии к рисункам
Рис.1. Иммуногистохимическая локализация ядерного антигена клеточной пролиферации  (PCNA) до (А) и через 3 месяца (В) после введения LNg-IUS. Иммунолокализация PCNA отмечена в эндометриальных железах и строме. PCNA экспрессия в эндометрии перестала быть столь обильной через 3 месяца использования спирали. Е = эндометриальный эпителий желез, S = эндометриальная строма. Цена деления = 10 мкм. Увеличение *400.

Рис. 2. Апоптоз по результатам  TUNEL до (А) и через 3 месяца (В) после введения LNg-IUS. Апоптоз-позитивные ядра были отмечены на поверхости эндометрия, в железах эндометрия и строме. Через 3 месяца они стали более обильными. Е = эндометриальный эпителий желез, S = эндометриальная строма. Цена деления = 10 мкм. Увеличение *400.

Рис. 3. Иммуногистохимическая локализация Fas антигена в эндометрии до (А) и через 3 месяца (В) после введения LNg-IUS. Иммунолокализация Fas антигена отмечена в эндометриальных железах и отствует в его строме. Экспрессия Fas антигена в эндометрии через 3 месяца использования спирали становится более обильной как в железах, так и в строме эндометрия. Е = эндометриальный эпителий желез, S = эндометриальная строма. Цена деления = 10 мкм. Увеличение *400.

Рис. 4. Экспрессия белка Bcl-2 до (А) и через 3 месяца (В) после введения LNg-IUS. Экспрессия белка Bcl-2 до введения спирали была отмечена в эндометриальных железах и строме, но перестала стала скудной через 3 месяца использования спирали. Е = эндометриальный эпителий желез, S = эндометриальная строма. Цена деления = 10 мкм. Увеличение *400.

