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Abstract

Introduction: Endothelin-1 is a vasoconstrictor peptide primarily synthesized by endothelial
and smooth muscle cells. Increased expression of this peptide has been observed in inflam-
mation, hypoxia, ischemia, various cardiovascular diseases and various types of cancer. In
addition to vasoconstrictive, significant mitogenic, proangiogenic and anti-apoptotic effects
have also been proven.

Aim: To examine the expression of endothelin-1 in the unaffected mucosa 10 cm and 20 cm
away from the colon adenocarcinoma and the lamina propria of the colon mucosa of healthy
subjects.

Materialand methods: The samples were obtained bybiopsyat the Center for Gastroenterology,
Clinical Hospital Center “Dr. Dragisa MiSovi¢-Dedinje” in Belgrade from patients with ma-
lignant colon tumors. During the diagnostic colonoscopy, colon mucosa samples were taken
10 cm and 20 cm distal to the primary tumor lesion (n = 10). A control group of samples
(n = 10) was obtained by endoscopic biopsy of the healthy subjects in the same institution.
Immunohistochemical staining on paraffin samples was performed according to the establi-
shed protocol. For statistical analysis of frequency, Fisher’s exact probability test was used,
using 2 x 2 contingency tables.

Results: Statistically significant difference in the frequency of endothelin-1 expression was
detected neither in the surface epithelium nor in the endothelial cells of the lamina propria of
the colon mucosa at a distance of 10 cm (p = 0.38) or 20 cm (p = 0.67) from the tumor compa-
red to the lamina propria of colon mucosa of healthy subjects. Also, no statistically significant
difference was detected in the frequency of high and low expression of endothelin-1 in the
epithelium and blood vessels of the lamina propria of the colon mucosa at a distance of 10 cm
and 20 cm from the tumor (p = 0.82).

Conclusion: Endothelin-1 is variably expressed in the colon mucosa, predominantly by epi-
thelial and endothelial cells. A statistically significant difference in the frequency of high and
low expression of endothelin-1 between the groups was not detected.
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Sazetak

Uvod: Endotelin-1 je vazokonstriktorni peptid koga prvenstveno sintetiSu endotelne i
glatke misi¢ne Celije. Povec¢ana ekspresija ovog peptida zapazena je u inflamaciji, hipoksiji,
ishemiji, razli¢itim kardiovaskularnim bolestima i karcinomima. Pored vazokonstriktiv-
nog, dokazani su i znacajni mitogeni, proangiogeni i antiapoptozni efekti.

Cilj: Ispitati ekspresiju endotelina-1 u nezahvacenoj sluznici udaljenoj 10 cm i 20 cm od
adenokarcinoma debelog creva i sluznici debelog creva zdravih ispitanika.

Materijal i metode: Uzorci poticu od biopsija izvr$enih u Centru za gastroenterologi-
ju Klini¢ko-bolnickog centra ,,Dr Dragisa Misovi¢ - Dedinje“ u Beogradu kod osoba sa
malignim tumorom debelog creva. Tokom dijagnosti¢ke kolonoskopije uzeti su uzorci
sluznice debelog creva udaljeni 10 cm i 20 cm distalno od primarnog tumora (n = 10).
Kontrolna grupa uzoraka (n = 10) dobijena je endoskopskom biopsijom zdravih ispitani-
ka u istoj ustanovi. Imunohistohemijsko bojenje na endotelin-1 na parafinskim uzorcima
radeno je prema ustanovljenom protokolu. Za statisticku analizu ucestalosti koriscen je
Fiderov test tacne verovatnoce, primenom 2x2 tablica kontigencije.

Rezultati: Nije detektovana statisticki znacajna razlika ucestalosti ekspresije endotelina-1
ni u povr$nom epitelu ni u endotelnim ¢elijama sluznice debelog creva na udaljenosti 10
cm (p = 0,38), ni 20 cm (p = 0,67) od tumora u poredenju sa sluznicom debelog creva
zdravih ispitanika. Takode, nije detektovana statisticki znacajna razlika u ucestalosti vi-
soke i niske ekspresije endotelina-1 u epitelu i krvnim sudovima lamine proprije sluznice
debelog creva na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora (p = 0,82).

Zakljucak: Endotelin-1 je u sluznici debelog creva varijabilno eksprimiran, dominantno
od strane epitelnih i endotelnih celija. Statisticki znacajna razlika u ucestalosti visoke i
niske ekspresije endotelina-1 izmedu grupa nije detektovana.

Klju¢ne redi:
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debelog creva,
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Uvod

Endotelin-1 je potentan vazokonstriktorni peptid
koga dominantno sintetiSu i sekretuju endotelne i glatke
misi¢ne celije u uslovima hipoksije, ishemije i inflamaci-
je. Najcesce deluje parakrino, vezujuéi se za receptore na
susednim glatkim misi¢nim celijama i reguliSe njihov to-
nus. Osim pomenutih tipova celija, koje su dugo jedine
bile proucavane kao izvor endotelina-1, pokazano je da
endotelin-1 sintetiSu i neuroni, astrociti, hepatociti, me-
zangijalne celije bubrega, duktalne epitelne celije u dojci i
Sertolijeve celije testisa (1).

Zbog vazokonstriktorne uloge, endotelin-1 se naj-
vi$e proucavao kao vazan faktor u nizu bolesti kardiova-
skularnog sistema, ali sve veci broj istrazivanja ukazuje
na njegovu ulogu u kancerogenezi. Najpre je otkriveno
da endotelin-1 ima mitogena svojstva, koja ostvaruje kroz
interakciju sa brojnim faktorima rasta (2). Kasnije se po-
kazalo da ima proangiogeni efekat, tj. da podstice proli-
feraciju vaskularnog endotela, glatkih misi¢nih celija, fi-
broblasta i pericita i formiranje novih krvnih sudova (3, 4).
Endotelin-1 ima i antiapoptozna svojstva (5), stimulise
invazivnost i nastanak metastaza u karcinomu ovarijuma
i melanomu (3,6,7).

U novije vreme, endotelin-1 se istrazuje kao vazan
faktor u nastanku i Sirenju kolorektalnog adenokarcino-
ma (1). Pokazano je da u kolorektalnom adenokarcinomu
endotelin-1 eksprimiraju kako novoformirani krvni sudo-
vi, makrofagi i miofibroblasti, tako i same tumorske celije.
Takode, pokazano je da je ekspresija endotelina-1 poveca-
na u adenomu i kolorektalnom karcinomu, u poredenju sa
zdravom sluznicom (1, 8).

U odredivanju ekspresije endotelina-1 koriste se
razli¢ite metode (in situ hibridizacija, Western Blot) ali i
imunohistohemija, mada podaci o imunohistohemijskoj
ekspresiji endotelina-1, kako u zdravom debelom crevu,
tako i u tumoru, variraju (8).

S obzirom na to da smo u ranijim istrazivanjima
pokazali da postoje promene u brojnim parametrima
vezanim za vaskularizaciju lamine proprije, proliferaciju
zlezdanih epitelnih celija i remodelovanje ekstracelular-
nog matriksa u nezahvacenoj sluznici debelog creva uda-
ljenoj od tumora (9), zeleli smo da ispitamo ekspresiju en-
dotelina na ovim uzorcima.

Detekcija endotelina-1 u tumorskim celijama je od
znacaja najpre zbog potencijalne terapijske upotrebe an-
tagonista endotelin-1-receptora signalnog puta. Primena
antagonista endotelin-1 receptora daje obecavajuce rezul-
tate u lecenju pre svega plu¢ne arterijske hipertenzije, ali i
razli¢itih solidnih tumora (10-15), dok se njihova upotre-
ba u lecenju ili sprecavanju metastaza kod kolorektalnog
karcinoma jo$ uvek ispituje (16, 17).

Cilj naseg istrazivanja, dakle, bio je da ispitamo ek-
spresiju endotelina-1 ulamini propriji sluznice debelog cre-
va zdravih ispitanika, kao i u nezahvacenoj sluznici na uda-
ljenosti 10 cm i 20 cm od adenokarcinoma debelog creva.

Materijali i metode

Uzorci tkiva

Bioptati sluznice debelog creva dobijeni su prilikom
endoskopskog pregleda u Centru za gastroenterologiju
Klini¢ko-bolnickog centra ,,Dr Dragisa MiSovi¢ - Dedinje“
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u Beogradu od pacijenata sa karcinomom debelog creva.
Prilikom dijagnosticke kolonoskopije uzimani su uzorci
sluznice debelog creva udaljeni 10 cm i 20 cm distalno od
suspektne primarne tumorske lezije (n = 10) (kasnije je
za suspektnu tumorsku leziju, histopatoloskom analizom,
potvrdeno da se radi o adenokarcinomu debelog creva,
NOS). Kao kontrola su uzeti ekvivalentni bioptati sluznice
debelog creva (n = 10) iz iste ustanove, od pacijenata kod
kojih je kolonoskopija bila indikovana zbog: anemije, gu-
bitka telesne tezine ili prisustva krvi u stolici. Kod pacije-
nata kontrolne grupe nalaz na debelom crevu prilikom ko-
lonoskopije bio je ili sasvim uredan ili su dijagnostikovani
nekomplikovani hemoroidi. Pacijenti sa infektivnim koliti-
som i inflamatornim bolestima debelog creva iskljuceni su
iz ispitivanja. Uzorci su uzimani uz saglasnost etickog ko-
miteta KBC ,,Dr Dragi$a Misovi¢ - Dedinje” (18.10.2017).
Demografski podaci pacijenata prikazani su u tabeli 1.

Tabela 1. Demografske karakteristike pacijenata

Pol
Ispitanici Broj Starost -
Muski Zenski
Zdravi 10 71,5 6 4
Oboleli 10 73,5 5 5

Obrada uzorka, imunohistohemijsko bojenje i semi-
kvantitativna procena ekspresije

Tkivo creva fiksirano je u 10% puferisanom forma-
linu i kalupljeno u parafinu. Uzorci su se¢eni na mikro-
tomu, na isecke debljine 4 - 5 pm i bojeni imunohistohe-
mijski antitelom na endotelin-1 (Abcam, ab117757, 1:250).
Mikrofotografije preparata snimljene su digitalnom kame-
rom Leica DFC295 (Leica, Heerbrugg, Svajcarska) pove-
zanom sa svetlosnim mikroskopom DM400B LED (Leica,
Weltzar, Nemacka).

Imunohistohemijsko bojenje na parafinskim uzor-
cima radeno je prema ustanovljenom protokolu. Ukratko,
demaskiranje antigena vr$eno je metodom toplotom indu-
kovanog otkrivanja antigena (engl. heat induced antigen
retrival) u mikrotalasnoj tokom 20 minuta, u citratnom
puferu (pH = 6). Za blokiranje endogene peroksidaze u
tkivu kori$¢en je komercijalni preparat (EnVison™FLEX
Peroxidase-Blocking Reagent, SM801, Dako) tokom 20 mi-
nuta. Inkubacija ise¢aka sa primarnim antitelima, razbla-
zenim u komercijalnom diluentu (Large Volume UltraAb
Diluent, Thermo Scientific LabVision, TA-125-UD), u raz-
blazenju 1:250, vrseno je preko no¢i na 4°C. Sekundarna
antitela obelezena HRP-om (EnVisonTMFLEX/HRP dete-
ction reagent, SM802, Dako) inkubirana su 60 minuta na
sobnoj temperaturi. Za razvijanje imunohistohemijske
rekacije je primenjen hromogen 3,3’-diaminobenzidin
(DAB, DM827, Dako) u rastvoru sa odgovaraju¢im sup-
stratom (EnVison™FLEX Substrate Buffer, SM803, Dako)
1 minut. Kako bi se naglasila jedra, isecci su kontrastirani
Majerovim (Mayer) hematoksilinom 30 sekundi.

Zbog veoma varijabilne i generalno niske ekspresi-
je endotelina-1 u svim nasim uzorcima (slika 1A), uzorke

smo grupisali u dve kategorije: nisku ekspresiju, kada je
endotelin-1 eksprimiran u < 50% epitelnih celija/krvnih
sudovova na preseku i visoku eskpresiju, kada je endote-
lin-1 eksprimiran u > 50% epitelnih celija/krvnih sudovo-
va na preseku.

Kao negativnu kontrolu u imunohistohemijskom
bojenju koristili smo endoskopski uzorak sluznice debe-
log creva pacijenta sa kolorektalnim karcinomom, gde
smo izostavili primarna antitela, dok smo kao pozitivnu
kontrolu koristili uzorak kolorektalnog adenokarcinoma
(slika 1B).

Statisticka analiza

Usled numerickih ogranicenja za izvodenje hi-kva-
drat testa, u cilju statisticke analize ucestalosti koris¢en
je FiSerov test tacne verovatnoce, primenom 2 x 2 tablica
kontigencije.

Rezultati

Ekspresija endotelina-1 znacajno je varirala u svim
uzorcima. U saglasnosti sa Atlasom ljudskih proteina
(engl. Human protein atlas) (https://www.proteinatlas.org/
ENSG00000078401-EDN1/tissue/colon), ekspresiju en-
dotelina-1 u uzorcima sluznice zdravog debelog creva i u
nezahvacenoj sluznici udaljenoj 10 cm i 20 cm od tumora
procenjivali smo semikvantitativno, kao visoku i nisku, u
dva odeljka: u epitelnim celijama i krvnim sudovima. U
lamini propriji sluznice debelog creva endotelin-1 u uzor-
cima svih grupa eksprimiraju pojedinacne celije, najvero-
vatnije makrofagi. U epitelnim ¢elijama, u svim uzorcima,
endotelin-1 je varijabilo eksprimiran citoplazmatski u po-
vr$nom epitelu (slika 1 C, D) i u pojedinanac¢nim celijama
Liberkinovih kripti. Takode, endotelin-1 je varijabilno ek-
sprimiran u endotelnim celijama kapilara i malih krvnih
sudova u lamini propriji sluznice debelog creva svih uzo-
raka (slika 1 C, D).

Iako 3 uzorka sluznice debelog creva na udaljenosti
10 cm od tumora pokazuju veoma visoku ekspresiju en-
dotelina-1 u povrsnom epitelu, nije detektovana statistic-
ki znacajna razlika u ucestalosti visoke ekspresije endo-
telina-1 ni u povr$nom epitelu ni u endotelnim ¢elijama
lamine proprije sluznice debelog creva na udaljenosti 10
cm i 20 cm od tumora u poredenju sa laminom proprijom
sluznice debelog creva zdravih ispitanika (slika 2, tabela
2). Takode, nije detektova statisticki znacajna razlika u
ucestalosti visoke i niske ekspresije endotelina-1 u epitelu
i krvnim sudovima lamine proprije sluznice debelog creva
na udaljenosti 10 cm i 20 cm od tumora (tabela 2).

Diskusija

Ekspresija endotelina-1 u sluznici debelog creva
zdravih ispitanika i nezahvacenoj sluznici udaljenoj 10
cm i 20 cm od tumora je varijabilna. Pokazali smo da je
endotelin-1 eksprimiran u epitelu (kako povr$nom, tako
i u epitelu Liberkinovih kripti) dominantno citoplazmat-
ski. Endotelin-1 eksprimiraju endotelne celije pojedinih
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Slika 1. Varijabilna citoplazmatska ekspresija endotelina-1 u
povrsnom epitelu u lamini propriji sluznice debelog creva na
udaljenosti 20 cm od tumora: crna strelica pokazuje arteficijalno
odvojeni deo povrsnog epitela sa jakom citoplazmatskom
ekspresijom endotelina-1, dok je asteriksom oznacen deo
povr$nog epitela sluznice sa niskom, varijabilnom ekspresijom
endotelina-1 (A). Jaka ekspresija endotelina je u pozitivnoj
kontroli (adenokaricinomu debelog creva, NOS), crvena strelica
pokazuje jedan od endotelin-1 pozitivnih krvih sudova u
karcinomu (B). Tipi¢na ekspresija endotelina-1 u sluznici debelog
creva na udaljenosti 10 cm od tumora, sa ekspresijom u povrsnom
epitelu i pojedinim krvnim sudovima lamine proprije (C, D)

kapilara i malih krvnih sudova lamine proprije sluznice
debelog creva svih nasih isecaka, kao i retke, disperzne mo-
nonuklearne celije (verovatno makrofagi) lamine proprije.
Ekspresiju endotelina-1 kvantifikovali smo kao nisku (u
manje od < 50% epitelnih/endotelnih ¢elija) i visoku (>
50% epitelnih/endotelnih celija). U nasim uzorcima nije
detektovana statisticki znacajna razlika u ucestalosti viso-
ke i niske ekspresije endotelina-1 izmedu grupa.

Sve vise istrazivanja naglasava ulogu endotelina-1
u nekim od klju¢nih koraka u kancerogenezi: proliferaci-
ji, apoptozi, neoangiogenezi, migraciji tumorskih celija i
nastanku metastaza. Endotelin-1 svoje dejstvo ostvaruje
vezujudi se za dva glavna receptora (koji su po svojoj gra-
di receptori povezani sa G-proteinom), ETAR i ETBR. O
znacaju endotelina-1 u nastanku i progresiji tumora govori
postojanje nekoliko klinickih studija koje testiraju prime-
nu antagonista ovih receptora u terapiji karcinoma ovari-
juma, dojke i prostate (20).

Slika 2. Ekspresija endotelina-1: niska (A) i visoka (B) u sluznici

debelog creva zdravih ispitanika. Ekspresija endotelina-1: niska

(C) i visoka (D) u sluznici debelog creva udaljenoj 10 cm od

tumora. Ekspresija endotelina-1 niska (E) i visoka (F) u sluznici
debelog creva udaljenoj 20 cm od tumora

Jedan od nacina na koji endotelin-1 stimulise pro-
gresiju tumora je indukcija hipoksijom inducibilnog fak-
tora 1-a (engl. hypoxia inducible factora la - HIF-1a) i va-
skularnog endotelnog faktora rasta (VEGF) (18). Takode,
endotelin-1 stimuliSe aktivaciju fibroblasta u miofibrobla-
ste u karcinomu i posreduje u interakcijama izmedu tu-
morskih celija i ¢elija imunskog sistema (19). Dakle, en-
dotelin-1 direktno ili indirektno saraduje sa klju¢nim ele-
mentima tumorske mikrosredine (20).

Pokazano je da brojne celijske linije kolorektalnog
adenokaricnoma sintetisu i sekretuju endotelin-1. Takode
je, primenom imunohistohemijskih metoda na huma-
nim uzorcima, pokazana njegova ekspresija u kolorek-
talnom adenokarcinomu, narocito na invazivnom frontu.
Ekspresija endotelina-1 u kolorektalnom adenokaricnomu
korelirala je sa TNM stadijumom ispitanika (1).

S obzirom na to da smo u ranijim istrazivanjima
nezahvacene sluznice debelog creva udaljene od tumora

Tabela 2 . Ekspresija endotelina-1 u epitelnim ¢elijama krvnim sudovima sluznice debelog creva zdravih ispitanika
na udaljenosti 10 cm i 20 cm od adenokarcinoma

Ekspresija endotelina-1 Zdravi ispitanici (K) 10 cm od tumora 20 cm od tumora oy P -vr%dnost ,
(FiSerov test tacne verovatnoce)

Epitelne celije > 50% 2 5 3 K/10 cm p = 0,35

. o . K/20cmp =109
Epitelne celije < 50% 8 5 7 10 cm/20 cm p = 0,65
Endotelne celije > 50% 7 8 6 K/10 cm p = 0,87

o K/20cmp=0,9

Endotelne celije < 50% 3 2 4

10 cm/20 cm p = 0,65
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pokazali da u ovoj sluznici postoji promena u ukupnom
broju krvnih sudova, broju novoformiranih krvnih su-
dova, promena u zastupljenosti i distribuciji fibroblasta/
miofibroblasta i remodelovanje ekstracelularnog matriksa
(9), a da je endotelin-1 direktno ili indirektno povezan i
sa angiogenezom i sa aktivacijom fibroblasta u karcinomu,
postojala je opravdana pretpostavka da bi ekspresija endo-
telina-1 mogla biti promenjena u nasim uzorcima u odno-
su na sluznicu debelog creva zdravih ispitanika. To bi nas
pribliZilo boljem razumevanju slozenih procesa koji pret-
hode nastanku tumora i/ili su posledica sistemskog efekta
rastuceg tumora. Medutim, u na$im uzorcima, ekspresija
endotelina-1 je veoma heterogena i ne razlikuje se izmedu
zdravih pacijenata i pacijenata sa tumorom.

Ipak, promenu ekspresije endotelina-1 na udaljeno-
sti 10 cm i 20 cm od tumora ne mozemo sasvim iskljuciti
zbog malog broja pacijenata u naSem uzorku. Takode, treba
razmotriti nacin da se ekspresija endotelina-1 kvantifikuje
putem objektivnih morfometrijskih metoda. Istrazivanju
bi doprinelo proucavanje ne samo eskpresije endotelina-1
ve¢ i njegovih receptora.

Zakljuc¢ak

Endotelin-1 je u sluznici debelog creva zdravih is-
pitanika i u nezahvacenoj sluznici debelog creva udaljenoj
10 cm i 20 cm od tumora eksprimiran dominantno u epi-
telnim i endotelnim celijama. U nasim uzorcima nije de-
tektovana statisticki znacajna razlika u ucestalosti visoke i
niske ekspresije endotelina-1 izmedu grupa.
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