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Indeks skrotow stosowanych w pracy

ACVR2A (ang. Activin A Receptor Type 24) Receptor aktywiny A typu 2A

AMH (ang. Anti-Mullerian Hormone) hormon anty-Mullerowski

AMHC (ang. Anti-Mullerian Hormone C-mature region) region dojrzalty C-koncowy
hormonu anty-Mullerowskiego

AMHRII (ang. Anti-Mullerian Hormone Receptor type II) receptor typu II dla hormonu
anty-Mullerowskiego

ATP-aza (ang. adenosine 5'triphosphatase) adenozyno 5'-trifosfataza

BER (ang. Base Excision Repair) naprawa przez wycigcie zasady

BMI (ang. Body Mass Index) indeks masy ciata

BMP (ang. Bone Morphogenic Protein) biatko morfogenetyczne kos$ci

BTBD7 (ang. BTB Domain Containing 7) biatko 7 zawierajace domen¢ BTB

CAP (ang. College of American Pathologists) Szkota Patologéw Amerykanskich
DAB 3,30-diaminobenzydyna

DHT dihydrotestosteron

DIDO1 (ang. Death Inducer - Obliterator I) obliterator 1 indukujacy $mier¢

DNA (ang. Deoxyribonucleic Acid) kwas deoksyrybonukleinowy

EPCAM (ang. Epithelial Cell Adhesion Molecule) molekuta przylegania komorki
nabtonkowej

ER (ang. estrogene receptor) receptor dla estrogenu
EXO1 (ang. exonuclease 1) egzonukleaza 1
FIGO (ang. International Federation of Gynecology and Obstetrics) Migdzynarodowa

Federacja Ginekologii i Potoznictwa
G (1,2,3) (ang. grade) stopien dojrzatosci histologicznej

H&E (ang. haematoxylin and eosin) hematoksylina 1 eozyna

HDI (ang. Human Development Index) Wskaznik Rozwoju Spotecznego

HIFU (ang. High-Intensity Focused Ultrasound) fale ultradzwigkowe o duzym
nat¢zeniu

HMGBI1 (ang. High Mobility Group Box I) bialko o wysokiej mobilnosci grupy 1
HNPCC (ang. Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer) dziedziczny rak jelita
grubego niezwigzany z polipowatoscig

HRR (ang. Homologous Recombination Repair) naprawa przez homologiczng
rekombinacje

HTZ hormonalna terapia zastepcza

IHC immunohistochemia

KP karmienie piersig

MHN (ang. Anti-Mullerian Hormone N-pro-region) proregion N-koncowy hormonu

anty-Mullerowskiego
miR-155 (ang. micro-ribonucleic acid 155) mikro - kwas rybonukleinowy - 155

miR-21 (ang. micro-ribonucleic acid 21) mikro - kwas rybonukleinowy - 21

MIS (ang. Mullerian Inhibiting Substance) Mullerowska Substancja Hamujaca
MLH MutL homolog 1

MMR (ang. Mismatch Repair) system naprawy btednie sparowanych zasad



MMRd (ang. Mismatch Repair deficient) deficyt systemu naprawy btednie sparowanych
zasad

MREI11 (ang. MRE11A double strand break repair nuclease) nukleaza naprawiajaca
pekniecia dwuniciowe typu MRE11A

mRNA (ang. Messenger ribonucleic acid) przekaznikowy kwas rybonukleinowy
MSH2 MutS homolog 2

MSH3 MutS homolog 3

MSH6 MutS homolog 6

MSI (ang. Microsatellite Instability) niestabilno$¢ mikrosatelitarna

MSI-H (ang. Microsatellite Insatbility - High) wysoka niestabilno§¢ mikrosatelitarna
MSI-L (ang. Microsatellite Instability - Low) niska niestabilno$¢ mikrosatelitarna
MSS (ang. Microsatellite Stable) stabilno§¢ mikrosatelitarna

NCI (ang. National Cancer Institute) Amerykanski Narodowy Instytut Nowotworow
NER (ang. Nucleotide Excision Repair) naprawa przez wyciecie nukleotydu

NSMP (ang. No Specific Molecular Profile) bez specyficznego profilu molekularnego
OM ostatnia miesigczka

PCNA (ang. Proliferatng Cell Nuclear Antigen) antygen jadrowy komorki dzielacej si¢
PCR (ang. Polymerase Chain Reaction) reakcja tahcuchowa polimerazy

PMS2 PMS1 homolog 2

PMS3 PMS1 homolog 3

POLE (ang. DNA polymerase epsilon catalytic subunit) podjednostka katalityczna
DNA polimerazy epsilon

PR (ang. progesterone receptor) receptor dla progesteronu

proAMH (ang. pro - anti-Mullerian hormone) prekursor hormonu anty-Mullerowskiego
ProMisE (ang. Proactive Molecular Risk Classifier for Endometrial Cancer) Proaktywny
Molekularny Klasyfikator Ryzyka Raka Endometrialnego

RFC (ang. Replication factor C) czynnik replikacyjny C

RPA (ang. Replication protein A) biatko replikacyjne A

RT-PCR (ang. real-time polymerase chain reaction) reakcja tancuchowa polimerazy w
czasie rzeczywistym

RYR3 (ang. Ryanodine receptor 3) receptor rianodynowy 3

SBE (ang. Smad Binding Element) element wigzacy Smad

SEC31A (ang. Protein transport protein Sec31A) Bialko Sec31A trensportujace biatka
SPECT (ang. Single Photon Emission Computed Tomography) tomografia komputerowa
emisyjna pojedynczych fotonow

ssDNA (ang.  single-strand  deoxyribonucleic ~ acid)  jednoniciowy  kwas
deoksyrybonukleinowy

SSRs (ang. Simple Sequence Repeats) powtdrzenia prostej sekwencji

SULF2 (ang. extracellular sulfatase Sulf-2) pozakomorkowa sulfataza Sulf-2

TCGA (ang. The Cancer Genome Atlaas Research Network) Sie¢ Badan nad Atlasem
Genomu Raka

TGF-p (ang. Transforming Growth Factor - Beta) transformujacy czynnik wzrostu beta
TMA (ang. Tissue Microarrays) mikromacierze tkankowe

WHO (ang. World Health Organisation) Swiatowa Organizacja Zdrowia



1. Rak trzonu macicy
1.1. Trzon macicy i endometrium

Rozw¢j ptodowy narzadow zenskiego ukladu rozrodczego jest procesem ztozonym
1 wieloetapowym. Narzady rozrodcze u kobiet podzieli¢ mozna na trzy gldéwne czgsci: gonady,
drogi rodne oraz narzady piciowe zewnetrzne. Wszystkie wymienione elementy wywodza si¢
z czterech pierwotnych zrédel: mezodermy, pierwotnych komorek zarodkowych, nabtonka
jamy ciata (coelomy) oraz mezenchymy [1]. Macica, a z nig rowniez jajowody, szyjka macicy
1 trzecia gorna czg$¢ pochwy, powstaja podczas procesu organogenezy przez przeksztalcenie
parzystych przewoddw przysrodnerczowych (przewodow Miillera) w okresie od okoto 8 do 12

tygodnia cigzy (Rycina 1) |2].

\

Przewody przys$roédnerczowe
(jajowody)

Zanikajace kanaliki Srédnercza

Sznury korowe

Potaczone przewody przysrod- J
nerczowe
(kanat maciczno-pochwowy)

Rycina 1. Narzgdy piciowe wewnetrzne u pici zenskiej, okoto 8 tygodnia cigzy.
(opracowanie: Maja Szadurska, wykorzystano za zgodg autorki).

W okresie dziecigcym macica ma ksztatt stozka o §cietym szczycie i wklestej podstawie
skierowanej doglowowo, za$ ostateczny, gruszkowaty ksztalt trzon macicy przyjmuje
w okresie pokwitania.

Anatomicznie trzon macicy potozony jest w czesci srodkowej jamy miednicy mniejszej,

skierowany ku przodowi i przylegajacy w dolnej czgsci swojej §ciany przedniej do pecherza



moczowego. Otrzewna ciggtym faldem pokrywa dno pecherza, tworzy plytki zachytek
pecherzowo-maciczny i przechodzi na trzon macicy pokrywajac jego 2/3 $ciany przedniej, dno
1 $cian¢ tylng. Nastepnie otrzewna tworzy gleboki zachytek maciczno-odbytniczy, zwany tez
jamg Douglasa i przechodzi na strukture sgsiadujaca z czescig tylng trzonu macicy — odbytnice
[3]. Prawidlowe polozenie macicy nieci¢zarnej u kobiety w okresie popokwitaniowym
okreslone jest jako posrodkowe i1 osiowe, fizjologicznie nieco pochylone ku przodowi (tzw.
przodopochylenie), a ponadto trzon pozostaje w miernie nasilonym zgi¢ciu ku przodowi (tzw.
przodozgiecie) [4].

Sciana trzonu macicy zbudowana jest z trzech gtéwnych warstw, fatwo rozroznialnych
makroskopowo na przekrojach poprzecznych. Zewngtrzng warstwe stanowi otrzewna, zwana
omaciczem. Jest to cienka warstwa luznej tkanki tacznej wldknistej z lezacym bezposrednio na
niej nablonkiem jednowarstwowym kostkowym - mig¢dzybtonkiem (tac. mesothelium).
Podotrzewnowo znajduje si¢ sSrodkowa (mierzaca zwykle 1-1,5¢cm), najgrubsza warstwa $ciany
macicy — blona migsniowa, ktora stanowi tzw. migsien maciczny (tac. myometrium).
Histologicznie, myometrium sktada si¢ z wrzecionowatych komorek migsni gtadkich utozonych
w tworzace zwarty uktad peczki, za$ posrod nich widoczna jest rowniez niewielka ilos¢ luzne;j
tkanki tacznej, stanowigcej swoiste rusztowanie zardwno dla peczkow migsniowych, jak 1 dla
licznych naczyn krwionos$nych i chtonnych [5]. Wewngtrzng warstwa wyscielajacg jame
macicy jest blona $luzowa (tac. endometrium) (Rycina 2), ktéra lezy bezposrednio na btonie
migsniowej. W $cianie trzonu macicy nie stwierdza si¢ natomiast btony podsluzowej, ktorej
role w innych narzadach zastepuje w macicy dwuwarstwowy uktad endometrium. Cienka
warstwa podstawna majaca bezposredni kontakt z migsniowka zawiera liczne rozgateziajace
si¢ kandelabrowato naczynia oraz liczne komodrki macierzyste dla tacznotkankowego
podscieliska 1 nablonka gruczotowego. Warstwa czynno$ciowa o zmiennej, zaleznej od fazy
cyklu menstruacyjnego grubosci, lezaca dosrodkowo, na warstwie podstawnej zbudowana jest
z lezacych wséréd zasadochlonnych, nieco wrzecionowatych, komorek podscieliska,
wyscielonych nabtonkiem walcowatym lub kostkowym cewkowych struktur gruczotow
macicznych oraz licznych naczyn krwiono$nych o spiralnym przebiegu odchodzacych od

opisanych wyzej naczyn warstwy podstawnej [6].
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Iacina 2. Budowa histologicén& biony &'luzowej trzonu macicj} (endorﬁétriﬁ
w okresie rozrodczym (faza wydzielnicza, powigkszenie 200x); (B) endometrium w okresie spoczynku

m ) (A) endometrium

(pomenopauzalnym, powiekszenie 100x).1 — miesniowka gladka trzonu macicy (myometrium), 2 —
warstwa podstawna btony sluzowej, 3 — warstwa czynnosciowa blony sluzowej. (opracowanie wiasne).
1.2. Cykl menstruacyjny

Cykliczne, trwajace przecigtnie 28 dni zmiany histologiczne i funkcjonalne blony
Sluzowej trzonu macicy wywotywane i regulowane sg siecia wzajemnych powiazan
hormonalnych zwigzanych z dojrzewaniem komorki jajowej, peknigciem pecherzyka
jajnikowego 1 wytworzeniem si¢ jajnikowego ciatka zottego.

W wieku wezesnodziecigcym, endometrium jest nieaktywne, a wraz z dojrzewaniem
pierwszego pecherzyka jajnikowego, zwykle w wieku 10-15 lat rozpoczyna swoja cykliczng
przemiang i pozostaje czynne az do okoto 45-55 roku zycia. Kiedy rezerwa pecherzykow
jajnikowych zostaje wyczerpana, endometrium pozbawione stymulacji hormonalnej staje si¢
nieaktywne 1 zanikowe (atroficzne) [7]. O ile nie dojdzie do zaptodnienia komorki jajowej, cykl
przemian endometrium fizjologicznie sktada si¢ z pigciu faz o r6znej wzgledem siebie dlugosci:

e Faza wzrastania (faza proliferacyjna) trwa okoto 11 dni (od 5 do 16 dnia cyklu
menstruacyjnego). Hormonami dominujacymi w tej fazie sa estrogeny, zwtaszcza estron,
pobudzajace proliferacj¢ komorek macierzystych warstwy podstawnej. W tej fazie
histologicznie endometrium charakteryzuje si¢ duzg komodrkowoscia, regularnymi
odlegtosciami miedzy okragtymi lub cewkowymi na przekrojach gruczotami macicznymi.
Nablonek gruczotow jest walcowaty, jednowarstwowy z tzw. pseudostratyfikacja czyli

pozorng warstwowoscig wynikajaca ze sttoczenia komorek.
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W warstwie podstawnej w tej fazie widoczne s3 liczne figury podziatu zardéwno
w komorkach nabtonkowych, jak i podscieliskowych.

Faza wydzielnicza (faza sekrecyjna) trwajaca rowniez okoto 11 dni (od 16 do 27 dnia
cyklu). Pod wptywem peknigcia pecherzyka jajnikowego dochodzi do uwolnienia oocytu
1 uksztattowania z ulegajacych luteinizacji komoérek ziarnistych i tekalnych hormonalnie
czynnego ciatka zottego. Przewaga progestagenow nad estrogenami stanowi sygnat dla
endometrium do ostatecznych przygotowan na przyjecie potencjalnie zaptodnionej
komorki jajowej. Naczynia spiralne warstwy czynno$ciowe] poszerzaja si¢, gruczoly
falduja sie, rozszerzajg 1 silnie skrecaja si¢ zmieniajac przebieg na spiralny, co z kolei
sprawia wrazenie znaczacego zmniejszenia si¢ przestrzeni podscieliska zawartego migdzy
poszczegolnymi gruczotami. Komorki nablonka rozpoczynaja intensywng aktywno$é
wydzielnicza, co mikroskopowo widoczne jest jako tworzenie pod- i nadjadrowych
wodniczek i sprawia wrazenie “klawiszy fortepianu”. W $wietle gruczotow pojawia si¢
znaczaca ilo$¢ $luzu, a komorki podscieliska poczatkowo oddalaja si¢ od siebie wskutek
narastajagcego obrzeku miedzykomorkowego. Ponadto, zwigkszaja stosunek jadrowo-
cytoplazmatyczny, a ich jadra stajg si¢ nadbarwliwe (hyperchromatyczne), by
w koncowym okresie fazy wydzielniczej przyja¢ wyglad nieco przypominajacy doczesng
(tzw. komorki predecydualne). Przedostatniego i ostatniego dnia fazy zaobserwowac
mozna migracj¢ granulocytow oboje¢tnochlonnych do przestrzeni migedzykomorkowej
podscieliska.

Faza niedokrwienia trwajaca krotko, zwykle okoto 24 godzin, ma miejsce w 27 lub 28
dniu cyklu menstruacyjnego, o ile nie dojdzie do zaptodnienia komorki jajowej. Ciatko
z6lte konczy czynno$¢ wydzielnicza, a poziom estrogenéw wzrasta, co powoduje dos¢
gwalttowny skurcz tetnic spiralnych warstwy czynnosciowej endometrium i nastgpowe jej
niedokrwienie.

Faza zluszczania trwa przecietnie 2-3 dni (osobniczo moze by¢ nieco dtuzsza). Naczynia
ponownie rozszerzajg si¢ 1 pgkaja, gtownie za sprawg naporu krwi tetniczej. Fragmenty
obumartych wskutek uprzedniego niedokrwienia struktur podscieliska
1 gruczotéw macicznych, razem z wydzieling §luzowa i1 krwia odptywaja na zewnatrz.
Poczatek obserwowanego makroskopowo krwawienia miesi¢cznego, czyli pierwszy dzien
krwawienia stanowi zarazem pierwszy dzienh nowego cyklu.

Faza odnowy trwa okolo 1-2 dni i rozpoczyna si¢ z chwilg ustania krwawienia.

W komorkach nabtonkowych i podscieliskowych warstwy podstawnej rozpoczyna si¢



intensywna aktywno$¢ mitotyczna, co skutkuje rozplemem nabtonka na powierzchni
odstonigtej zluszczaniem powierzchni warstwy podstawnej. Faza odnowy plynnie

przechodzi w faze wzrastania (Rycina 3) [S].

Fizjologicznie warstwa podstawna endometrium podlega wplywom hormonalnym
W stopniu mniejszym niz warstwa czynno$ciowa i w warunkach prawidlowych nie ulega
zhuszczaniu. Obserwujac zaleznosci zachodzace migdzy stanem i funkcja btony sluzowej trzonu
macicy a dynamikg zmian stezenia hormondéw plciowych wysnu¢ mozna wnioski, ze
progestageny maja dzialanie antyproliferacyjne i kierujg funkcjg komoérek endometrium tak, by
produkcja i wydzielanie $luzu dominowaty nad podziatami komoérkowymi, co okreslane jest
terminem przemiany przeddoczesnowej. Celem opisanych zmian jest stworzenie optymalnych
warunkow do zagniezdzenia potencjalnie zaplodnionego oocytu. Estrogeny z kolei, wykazuja
dzialanie doktadnie odwrotne, stymulujac nabtonek i podscielisko warstwy podstawnej do
rozrostu. Przeciwstawna rola w regulacji cyklu komorkowego w endometrium, oprécz
fizjologicznej — wzbudzaniai utrzymywania cyklu menstruacyjnego, ma rdwniez istotne skutki

patologiczne w najbardziej skrajnej swojej formie — inicjacji karcynogenezy [5, 6].

2.0 Q@®| ¥ &

estradiol progesteron

Rycina 3. Cykl menstruacyjny. Zaleznos¢ architektoniki blony Sluzowej endometrium od fazy cyklu
Jajnikowego oraz poziomu estrogenow i progesteronu. Na osi poziomej (x) przedstawiono poszczegolne
dni cyklu. (opracowanie wiasne).



1.3. Epidemiologia raka trzonu macicy

Rak trzonu macicy jest najczestszym nowotworem zlosliwym zenskiego uktadu
rozrodczego w krajach uznanych przez Organizacj¢e Narodow Zjednoczonych za te, o0 wysokim
indeksie Wskaznika Rozwoju Spotecznego (ang. Human Development Index, HDI), za$ biorac
pod uwage populacje ogolnoswiatowa — drugim najczestszym [8, 9]. Do krajow
z dynamicznie rosngcym odsetkiem zachorowan sukcesywnie dotaczaja te, ktore w ostatnich
kilku dziesiecioleciach znaczaco poprawiajg status socjoekonomiczny swoich obywateli,
a wiec Chiny, Brazylia czy Republika Poludniowej Afryki [10]. Statystyki §wiatowe bardzo
dobrze oddaja trendy zachorowalnosci w Polsce, gdzie wedlug danych Krajowego Rejestru
Nowotworow na rok 2019, rak trzonu macicy zajmuje miejsce czwarte pod wzgledem czgstosci
zachorowan na nowotwory zlo§liwe u kobiet ogdtem i1 pierwsze miejsce pod wzgledem
zachorowalno$ci na nowotwory ztosliwe zenskiego uktadu rozrodczego [11].

W krajach rozwinigtych odsetek przezy¢ S-letnich od chwili diagnozy jest wysoki
i siega nawet 80%. Wedlug statystyk $wiatowych rak trzonu macicy zajmuje dopiero 14-te
miejsce pod wzgledem umieralnosci z powodu nowotwordéw, bedac przyczyna okoto 90000
zgonow rocznie. Wspdtczynniki zgondw standaryzowane wzgledem wieku, na rok 2018,
wahaja si¢ od <l zgonu na 100000 chorych/rok w krajach o niskiej zachorowalnosci, do 6
zgondw na 100000 chorych /rok w krajach o zachorowalnosci wysokiej lub sredniej ale
o ograniczonym dostegpie spoteczenstwa do opieki zdrowotnej [10]. Polskie dane plasuja raka
trzonu macicy na miejscu szostym pod wzgledem umieralno$ci kobiet na nowotwory ogdtem
1 na miejscu drugim, zaraz po raku jajnika, pod wzgledem umieralnosci na nowotwory
zenskiego uktadu rozrodczego. Ponadto, wraz z dynamicznym rozwojem naszego kraju pod
wzgledem gospodarczym, socjalnym i ekonomicznym od roku 2005 obserwowany jest

gwalttowny trend wzrostu liczby zachorowan, jak i $miertelnosci [11].

1.4. Czynniki ryzyka

Z uwagi na wysoka zachorowalno$¢ na raka endometrium, czynniki wptywajace na
zwigkszone ryzyko rozwoju s3 przedmiotem wielu badan 1 przegladow systematycznych.
W ich toku wyodrebniono trzy kategorie stanow sprzyjajacych karcynogenezie w obrebie
endometrium. Pierwsza kategori¢ stanowig osobnicze odmienno$ci anatomiczne
1 fizjologiczne, przede wszystkim nadwaga lub otytos¢, bezdzietno$¢, wczesna pierwsza
miesigczka 1 pdzna menopauza, cykle bezowulacyjne 1 wiek powyzej 55 roku zycia. Druga
kategori¢ stanowig choroby powigzane swojg patofizjologia z duzym ryzykiem wzbudzenia

przemiany nowotworowej, takie jak zespot Lyncha, zespot Cowdena, oraz nowotwory jajnika
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aktywnie wydzielajace estrogeny. Trzecia, ostatnig grupg tworza znane czynniki egzogenne
uznane za wplywajace na wzrost zachorowan na raka endometrium [12]. W tej grupie przede
wszystkim zwraca si¢ uwage na przedtuzong ekspozycje na zewnatrzpochodne estrogeny np.
terapi¢ tamoksyfenem oraz stosowanie jednosktadnikowej hormonalnej terapii zastgpczej [13].
Zwigzek rozwoju raka endometrium z wystgpowaniem nadcis$nienia te¢tniczego i cukrzycy
wydaje si¢ by¢ nadal przedmiotem wielu kontrowersji. Zaledwie jedno na cztery badania
kohortowe wykazaty istotny statystycznie wynik w konteks$cie zaktadanej dodatniej korelacji
pomiedzy nimi. [14-17].

Niekwestionowang role wsrod faktorow inicjujacych i promujacych rozwoj raka trzonu
macicy pelnig estrogeny, a doktadnie ich przedtuzajaca si¢ relatywna przewaga stgzenia nad
progestagenami, co skutkuje nadmierng sygnalizacja dla komorek warstwy podstawnej
endometrium do proliferacji. Bez wzgledu na Zrédlo nadmiaru estrogendéw, czy sa one
pochodzenia endogennego, produkowane przez nadmiernie rozwinigtg tkanke thuszczowa, czy
ich nadmiar stanowi wynik braku réwnowagi hormonalnej wskutek cyklu miesiecznego bez
owulacji, czy tez sg dostarczane do organizmu z zewnatrz w formie leku, ostateczny efekt jest

taki sam — nadmierny rozrost btony §luzowej trzonu macicy [12].

1.5. Patofizjologia, histopatologia i karcynogeneza raka trzonu macicy

Rak endometrioidny jest najczgstszym typem histologicznym raka endometrium,
stanowigc okoto 85% jego przypadkow. Jest on zwigzany i czgsto poprzedzony stymulowanym
nadmiarem estrogenow, specyficznymi zmianami genetycznymi czy tez rozrostem gruczotow
endometrium ze znaczacym zwigkszeniem stosunku gruczotowo-podscieliskowego. Rozrost
endometrium jest procesem stanowigcym pewne kontinuum poglebiajacej si¢ zlozonosci
architektonicznej gruczotdw i1 pojawiania si¢ narastajacej atypii komorkowej nabtonka [18].
Wigkszos$¢ przypadkdw rozrostu ogotem nie ulegnie transformacji do raka, jednakze biorac pod
uwage tylko zaawansowang forme¢ rozrostu — rozrost z atypia, szacuje si¢ ze blisko 25%
pacjentek, jesli nie leczona, rozwinie na jego podtozu raka endometrium [19]. Ponadto, sposrod
pacjentek, u ktorych na podstawie biopsji endometrium lub wyskrobin trzonu macicy
zdiagnozowano rozrost endometrium z atypig i wkrotce po diagnozie wykonano histerektomig,
az u 45% w materiale pooperacyjnym odnaleziono ogniska raka endometrioidnego [20].

Stopien dojrzatosci histologicznej (ang. grade) raka endometrium okresla si¢ za pomocg
skali dojrzatosci  histologicznej wedlug Miedzynarodowej Federacji  Ginekologii
i Potoznictwa (ang. International Federation of Gynecology and Obstetrics, FIGO)
wyrozniajacej grade 1 (G 1 / wysoko dojrzaty), grade 2 (G 2 / $rednio dojrzaty) i grade 3 (G 3

11



/ nisko dojrzatly). Kryterium przyporzadkowania raka do jednego ze stopni jest odsetek utkania
litego, nie ptaskonabtonkowego, odpowiednio </= 5% - grade 1; 6-50% - grade 2 1 >50% grade
3 (Rycina 4). Obecno$¢ znacznej atypii cytologicznej w wigkszosci komorek raka (>50%
komorek) pozwala niezaleznie od odsetka komponenty litej podnies¢ stopien dojrzatosci

histologicznej FIGO o jeden punkt, a raki: surowiczy i jasnokomodrkowy endometrium

wylaczone s3 z jego okreslania, gdyz ich biologia oraz obraz mikroskopowy kazdorazowo

& &;,h , A
histologicznej wg FIGO

& N » 3

ik SN iy
roznych stopniach dojrzatosci

(ol R R N L AT e 4% 8% s Ca
Rycina 4. Rak endometrioidny o (skala
dojrzatosci histologicznej wedtug Miedzynarodowej Federacji Ginekologii i Pofoznictwa, ang.
International Federation of Gynecology and Obstetrics). (4) rak endometrioidny wysoko dojrzaly, grade
1/G1 — obecnie zalecane: o niskim stopniu ztosliwosci histologicznej /low-grade/ (powigkszenie 100x).
(B) rak endometrioidny srednio dojrzaty, grade 2/G2 — obecnie zalecane: o niskim stopniu ztosliwosci
histologicznej /low-grade/ (powigkszenie 100x). (C) rak endometrioidny nisko dojrzaly, grade 3/G3 —
obecnie zalecane: o wysokim stopniu zlosliwosci histologicznej /high-grade/ (powigkszenie 100x).
(opracowanie witasne).

W roku 2019 Migdzynarodowe Towarzystwo Patologéw Ginekologicznych (ang.
International Society of Gynecological Pathologists), a w roku 2020 réwniez Grupa
Klasyfikacyjna Guzow Swiatowej Organizacji Zdrowia przy Migdzynarodowej Agencji Badan
nad Nowotworami (ang. World Health Organistaion /WHO/ Calssification of Tumours Group,
International Agency for Research on Cancer) rekomendowata uproszczenie klasyfikacji

stopnia dojrzatosci do systemu zaledwie dwustopniowego gdzie niski stopien zlosliwosci

histologicznej (ang. low-grade) zawiera guzy wysoko (grade 1) i $rednio dojrzale (grade 2),
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a wysoki stopien ztosliwosci histologicznej (ang. high-grade ) stanowia guzy nisko dojrzale
(grade 3) [22].

Wspoélczesnie rozpoznanie raka endometrium stawiane jest na podstawie jego
morfologii na poziomie mikroskopowym. Zgodnie z podzialem zaproponowanym przez
Bokhmana, wyrdéznia si¢ dwa gléwne typy patogenetyczne. Typ 1 stanowig raki
endometrioidne, zwykle o niskim lub posrednim stopniu zto§liwos$ci histologicznej, zwigzane
z hyperestrogenizmem o dowolnej przyczynie, czesto o przebiegu indolentnym. Typ II to tzw.
guzy nieendometrioidne, o wysokim stopniu ztosliwosci tak histologicznej, jak i1 klinicznej,
niezwigzane bezposrednio z nadmierng ekspozycja na estrogeny. Do tej grupy zaliczane sg

przede wszystkim raki jasnokomoérkowe i surowicze trzonu macicy [23] (Rycina 5).

(")

(a) | ‘@ v

e 254 )

Rycina 5. Przyktady rakéw

) endometrium okfeélanyéh Jako t)'/p 1 wg Bokhmana. TBypy histologiczne
przedstawione na zdjeciach wedlug Klasyfikacji Guzéw Nowotworowych 5 edycji wg Swiatowej
Organizacji Zdrowia, Guzy Zenskich Narzqdéw Rozrodczych (ang. WHO Classification of the Tumours
Fifth edition, Female Genital Tumours.) (A) rak jasnokomorkowy trzonu macicy (ang. clear cell
carcinoma of the uterine corpus) (powigkszenie 100x). (B) rak surowiczy trzonu macicy (ang. serous
carcinoma of the uterine corpus) (powigkszenie 100x). Raki nieendometrioidne nie podlegajg
stopniowaniu dojrzatosci histologicznej, wszystkie bowiem wykazujg wysoki stopien agresywnosci i sq
zwigzane ze zig prognozq nawet przy niskim stopniu zaawansowania klinicznego. (opracowanie
wlasne).

Pomimo poczatkowej jasno$ci przekazu takiego podziatu, jego duzej uzytecznosci
1 atrakcyjnosci do celow edukacyjnych i epidemiologicznych, w drugiej dekadzie XXI wieku
zaczeto coraz czesciej zaznaczaé, ze klasyfikacja Bokhmana nie pozwala na jasng 1 oczywista

stratyfikacj¢ guzéw trzonu macicy. Postgpy w dziedzinie biologii molekularnej i onkologii

zwrocily uwage na takie kliniczne, histopatologiczne, patofizjologiczne i molekularne cechy
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guzow, ktore ostatecznie nie pozwalaty na klasyfikacje niektorych z nich do zadnego z typow
Bokhmana [24]. Ponadto, o ile w przypadku wigkszo$ci rakéw o niskim stopniu zto§liwosci
histologicznej, zgodno$¢ diagnozy histopatologicznej pomiedzy réznymi patomorfologami
badajacymi te same przypadki, byta niemal stuprocentowa, to w przypadku czg¢sci rakow
o wysokim stopniu ztosliwos$ci histologicznej, z nakladajacymi si¢ z obu typéw Bokhmana,
niejednoznacznie pozwalajacymi si¢ sklasyfikowa¢ cechami molekularnymi, rozbiezno$¢
opinii tej samej grupy patomorfologdw, w zakresie stawianych rozpoznan byta juz istotna [25].

W roku 2013, grupa badaczy skupiona wokot Sieci Badan nad Atlasem Genomu Raka
(ang. The Cancer Genome Atlas Research Network - TCGA), stworzyla i opublikowata
zintegrowang charakterystyke genomowgq raka endometrium, w ktoérej wyodrebnita cztery
roéznigce si¢ prognostycznie odmienne molekularnie grupy: grupa 1 z mutacjami POLE
charakteryzujaca si¢ dobrym rokowaniem, grupa 2 z deficytem naprawy btednie sparowanych
zasad (ang. Mismatch repair deficient, MMRd) z rokowaniem po$rednim, grupa 3 wykazujaca
alteracje molekularne z matg iloscig kopii rowniez zwigzana z posrednim rokowaniem, oraz
grupa 4 guzow z mutacja w genie 7P53 1 alteracjami molekularnymi z duzg ilo$cig kopii
charakteryzujaca si¢ ztym rokowaniem [26]

Kilka zespotow badawczych podjeto proby zaimplementowania grup molekularnych
okreslonych przez TCGA do praktyki klinicznej, opracowujgc 1 proponujac ograniczony panel
oznaczen immunohistochemicznych (IHC) wraz z oceng molekularng mutacji POLE, stuzacy
do zakwalifikowania danego przypadku raka endometrium do jednej z czterech grup. Proby te,
w kontekScie okreslania prognozy 1 przewidywania przebiegu klinicznego, okazaty sig
uzyteczne zwlaszcza w stosunku do rakow endometrioidnych nisko zrdéznicowanych,
a potencjalnie rowniez pomocne w pozostatych typach histologicznych raka endometrium [27,
28]. Jak si¢ wydaje, obecnie najbardziej praktycznym modelem jest opracowany w roku 2015,
a ostatecznie w roku 2018 zwalidowany na grupie 452 pacjentek chorujacych na raka
endometrioidnego alogrytm: Proaktywny Molekularny Klasyfikator Ryzyka Raka
Endometrialnego (ang. Proactive Molecular Risk Classifier for Endometrial Cancer, ProMisE)
[29] (Rycina 6). Okreslenie charakterystyki molekularnej wraz z cechami mikroskopowymi
wydaje si¢ wspolczesnie najbardziej optymalnym podejsciem do stratyfikacji pacjentek ze
wzgledu na prognoze, jednakze z uwagi na wysoki koszt takiej diagnostyki w zestawieniu
z wysokag 1 stale rosngcg czgstoScig zachorowan, powszechne, zaawansowane,
multidyscyplinarne podejscie do diagnostyki raka trzonu macicy wydaje si¢ by¢ ciagle trudne

do osiagnigcia w codziennej praktyce kliniczne;.
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Rycina 6. Algorytm diagnostyczny zintegrowanego, histopatologiczno-molekularnego rozpoznania raka

aberrantna

endometrium. Zgodnie z zatozeniami Proaktywnego Molekularnego Klasyfikatora Ryzyka Raka
Endometrioidnego ProMisE, (ang. Proactive Molecular Risk Classifier for Endometrial Cancer)oraz
Sieci Badan nad Atlasem Genomu Raka (ang. The Cancer Genome Atlas Research Network - TCGA),
algorytm winien by¢ stosowany jako integralna czes¢ procesu diagnostycznego kazdego przypadku raka
endometrium, niezaleznie od jego typu histologicznego, wigczajqc migsakoraki (ang. carcinosarcomas).
MMR — naprawa blednie sparowanych zasad (ang. Mismatch Repair), MSS - stabilnosé
mikrosatelitarna (ang. Microsatellite Stable)) MMRd — deficyt systemu naprawy blednie sparowanych
zasad (ang. Mismatch Repair deficient), NSMP — bez specyficznego profilu molekularnego (ang. no
specific molecular profile) (opracowanie wiasne).
1.6. Hormon anty-MiillerowskKi i jego receptory

1.6.1. Rola fizjologiczna hormonu anty-Miillerowskiego

Hormon anty-Miillerowski (ang. Anti-Miillerian Hormone, AMH), znany rowniez pod
nazwa Miillerowskiej substancji hamujacej (ang. Miillerian Inhibiting Substance MIS) zostat
opisany po raz pierwszy przez Alfreda Josta w latach 50-tych ubieglego wieku. Poczatkowo
badania prowadzone na modelu zwierzecym (myszy) wykazaty, ze poczawszy od konca
siodmego tygodnia cigzy, komorki Sertolego u zarodkéw pici meskiej, produkuja znaczace
ilosct AMH, co powoduje regresj¢ przewodow Miillera, a pozostajace pod wplywem
produkowanego przez komoérki Leydiga testosteronu przewody Wolffa zostajg zachowane [30].
Ksztaltowanie meskich narzadéw plciowych zewngtrznych jest promowane przeksztatceniem

testosteronu w dihydrotestosteron (DHT). U plci zenskiej natomiast, gdzie to przewody

Miillerowskie musza zosta¢ zachowane dla prawidtowego rozwoju uktadu rozrodczego,
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sekrecja AMH przez komorki warstwy ziarnistej jajnika — pre-antralne i mate antralne
pecherzyki jajnikowe (<8mm) rozpoczyna si¢ okolo 36 tygodnia cigzy. Najwyzsze stezenia
AMH obserwuje si¢ u kobiet okoto 25 roku zycia natomiast wraz z koncem rezerwy jajnikowe;j

poziom AMH obniza do wartosci bliskich zeru [31].

1.6.2. Struktura hormonu anty-Miillerowskiego

Hormon anty-Miillerowski nalezy do nadrodziny transformujacych czynnikéw wzrostu
TGF-B. Chemicznie, czasteczka AMH jest glikoproteing o masie 140 kDa.
U cztowieka, gen kodujacy AMH ztozony z 275 par zasad podzielonych na 5 exonow, znajduje
si¢ na ramieniu krotkim chromosomu 19 (19p13.3), a jego bezposrednim produktem jest
560-cio aminokwasowy prekursor — proAMH. Zanim nastgpi glikozylacja, usuwany jest
fragment zlozony z 24 aminokwasow. Tak powstata, glikozylowana czasteczka proAMH ma
mas¢ zaledwie 70 kDa 1 aby uzyska¢ swoja ostateczng konformacj¢ musi zosta¢ potaczona
mostkami siarczkowymi z druga, identyczng czasteczka. Domena C-koncowa o masie 25 kDa,
zwana regionem dojrzalym (ang. AMHC/mature region), odpowiedzialna za aktywno$¢
biologiczng hormonu i1 wigzanie si¢ z wiasciwym sobie receptorem aby czynnie petni¢ swoja
funkcje, w przeciwienstwie do innych cztonkéw nadrodziny TGF-B, potrzebuje domeny N-

koncowejo masie 115 kDa, zwanej proregionem (ang. MHN/ pro-region) [32, 33].

1.6.3. Szlaki sygnalizacyjne hormonu anty-Miillerowskiego

Tak jak pozostali cztonkowie rodziny TGF-f, szlaki sygnalizacyjne hormonu anty-
Miillerowskiego rozpoczynaja si¢ od potaczenia z receptorami o aktywnosci kinaz serynowo-
treoninowych (Rycina 7). Receptorem pierwszorzedowym jest typ Il (ang. Anti-Miillerian
Hormone Receptor type 11, AMHR-II), ktory po potaczeniu z ligandem fosforyluje receptor
typu I (ang. Anti-Miillerian Hormone Receptor type I, AMHR-I), by ten z kolei spowodowat
fosforylacje pierwszego efektora cytoplazmatycznego, tzw. Smad receptorowego (R-Smad).
W takiej aktywnej formie, kompleks wchodzi w interakcje z Smad4, efektorem
cytoplazmatycznym zwanym tez Smad wspolnym (ang. Common Smad). Nastepnym krokiem
na szlaku sygnalizacji jest transport powstatego kompleksu do jadra komérkowego, gdzie wigze
si¢ on z elementem wigzacym Smad (ang. Smad Binding Element, SBE), bedacym czeScia
promotoréw gendw docelowych lub tzw. genéw raportowych (ang. reporter genes) [34]. Do tej
pory odkryto zaledwie jeden typ receptora II dla rodziny TGF-B, wigzacego si¢ wybiorczo
z AMH, ktorym jest AMHR-IIL, ale az trzy receptory typu I: Alk2, Alk3 1 Alk6 biorace udziat
w AMH-zaleznym szlaku sygnalizacji. Ponadto, o ile jedynym ligandem dla AMHR-II jest
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wlasnie AMH, to wspomniane receptory typu I nie sg juz tak wybiorcze 1 biorg udzial rowniez

w sygnalizacji mediowanej przez biatka morfogenetyczne ko$ci (ang. bone mophogenic

proteins, BMPs) [35].

Hormon anty-Mullerowski
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Rycina 7. Szlak sygnalizacyjny hormonu anty-Miillerowskiego. AMH — hormon anty-Miillerowski,
AMHRI — receptor dla hormonu anty-Miillerowskiego typu I, AMHRII — receptor dla hormonu anty-
Miillerowskiego typu II, RSmad — receptorowy efektor cytoplazmatyczny, Co-Smad — efektor
cytomplazmatyczny wspolny, SBE — element wigzqcy Smad, CoTf — kofaktor transktypcyjny, P — reszta

fosforanowa. (opracowanie wiasne).
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1.6.4. Struktura i fizjologiczna ekspresja AMHR-II

Gen kodujacy receptor typu II dla hormonu anty-Miillerowskiego (AMHR-II)
zlokalizowany jest na chromosomie 12q13.13. To zawierajagce 573 aminokwasy bialko,
strukturalnie ztozone jest z N-koncowej domeny pozakomdrkowej, kodowanej przez pierwsze
trzy eksony, pojedynczej domeny transbtonowej, kodowanej przez kolejny, jeden ekson oraz
C-koncowej domeny wewnatrzkomérkowej o aktywnosci kinazy serynowo-treoninowe;j,
kodowanej przez ostatnie siedem eksondéw. Lacznie, gen AMHRII zawiera zatem 11 eksonow
obejmujgcych ponad 8kb sekwencji nukleotydowej, zas jego produkt zaklasyfikowa¢ mozna,

dzieki charakterystycznej konformacji, do biatek btonowych typu I [36] (Rycina 8).

C B4
B3 C
o
BS

Rycina 8. Uproszczona struktura przestrzenna receptora dla hormonu anty-Miillerowskiego typu Il
(AMHRII). Budowa receptorow biatkowych tradycyjnie porownywana jest do dloni. Tak, jak inne
receptory typu 1l z rodziny TGF-f3, biatko AMHRII posiada trzy petle tworzgce palce (ang. finger loops)
oznaczone jako F1, F2 i F3. Region petli palca F1 zaznaczono kolorem zielonym, mostki dwusiarczkowe
nadajqce i utrzymujgce domenie ksztalt tzw. wklestej dioni (ang. concave palm) zaznaczono kolorem
czerwonym. (opracowanie wiasne).

Fizjologicznie ekspresja AMHRII wystepuje w przewodach Miillera oraz gonadach obu
ptci. W badaniach prowadzonych w pierwszej potowie lat 90-tych XX wieku, Baarends oraz
niezaleznie diClemente wykazali za pomoca hybrydyzacji in situ, obecno§¢ mRNA AMHR-II
w komorkach mezenchymalnych otaczajacych nabtonek przewodow Miillera [37-39]. Ponadto,
Allard w roku 2000 wskazat na zmienny ilo$ciowo poziom jego ekspresji, ktory tworzy
specyficzny gradient. Najsilniejsza ekspresja obserwowana jest w czesci doglowowej

przewodow Miillera, jedynie $ladowa w ich czgsci doogonowej, a w konicu u pici meskiej

zupehnie zanika razem z ostateczng regresja przewodoéw Miillera [40]. W jajniku, AMHRII
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obecne jest na komorkach ziarnistych pgcherzykow preantralnych oraz antralnych. Ekspresja
AMHRII w jadrze (np. na komoérkach Leydiga) wykazuje zmienno$¢ gatunkowg zanikajac po
okresie pokwitania (np. u krolika) lub utrzymujgc si¢ przez cale zycie (np. u szczura

1 cztowieka) [40, 41].

1.6.5. Rola hormonu anty-Miillerowskiego i jego receptoréw w chorobach

nowotworowych

Ze wzgledu na fizjologiczng role AMH w roznicowaniu pici, w aspekcie klinicznym,
rutynowo wykorzystuje si¢ oznaczenia st¢zenia AMH w surowicy krwi w przypadkach
obojnactwa prawdziwego i u chlopcéw bez palpacyjnie wyczuwalnych jader, celem
udowodnienia ich obecnosci [42]. Za$ u kobiet, AMH sosowany jest jako marker oceny rezerwy
jajnikowej 1 wskaznik przewidywanej odpowiedzi na wprowadzenie zygoty do jamy macicy,
w protokotach zaptodnienia in vitro [43-45]. Réwnoczesnie ze wzrostem zainteresowania
wykorzystania tego parametru A4 tzw. medycynie reprodukcyjnej
1 endokrynologii, zaczeto zastanawia¢ si¢ nad potencjalnym wykorzystaniem AMH i ekspresji
jego receptorow w onkologii.

Oczywistym, biorgc pod uwage typ komoérek wydzielajacych AMH u obu pfei, byto
skierowanie uwagi na niektore guzy podscieliskowe ze sznurow piciowych (ang. sex-cord
stromal tumours) oraz ziarniszczaki dorostych (ang. adult granulosa-cell tumours).
W przypadkach obu grup guzéw oznaczenie poziomu st¢zenia AMH w surowicy stanowi
istotny wskaznik w diagnostyce i monitorowaniu efektow leczenia tych nowotwordw. [46-49].
Ponadto, zwigkszong ekspresj¢ AMHRII wykazano m.in. w czerniaku gatki ocznej [50], raku
stercza [S1], raku piersi [51, 52], raku szyjki macicy [53], raku jajnika [54], a takze w raku
endometrium [55-57].

W btonie $luzowej trzonu macicy, zardéwno w fazie proliferacji, jak i sekrecji u kobiet
w wieku rozrodczym, a takze w endometrium atroficznym — pomenopauzalnym obserwowany
jest zauwazalny, cho¢ niski poziom ekspresji receptora AMHRII, ktéry to wzrasta w rozroscie
1 raku endometrium [55-57]. Dotychczas, wysitki naukowcow skupione byly na potencjalnym
wykorzystaniu ekspresji AMHRII w terapii raka jajnika. W roku 2018, Deshayes z zespotem
proponowali znakowane izotopem promieniotwdrczym przeciwciata przeciwko AMHRII jako
alternatywng terapi¢ adjuwantowg po operacji cytoredukcyjnej ze skutkiem zadowalajagcym
u pacjentek z drobnoogniskowym zajeciem otrzewnej. Ponadto, w swojej pracy dowodzili, ze
zastosowanie odpowiednio dobranego izotopu gwarantuje efekt zaréwno terapeutyczny, jak

i diagnostyczny dzigki metodzie tomografii emisyjnej pojedynczych fotonéw (ang. single

19



photon emission computed tomography, SPECT) pozwalajacej na uwidocznienie sygnatu
wysylanego przez znakowane tymze izotopem przeciwcialo potaczone z docelowym
receptorem [S58].

Te badania nie tylko dajg nadziej¢ na ,,skrojong na miar¢” terapi¢ pacjentkom z rakiem
jajnika, ale w korelacji z udowodniong zwigkszong ekspresja AMHRII réwniez w innych
nowotworach, w tym przede wszystkim w raku endometrium, otwieraja pole do wzmozenia
wysitkow celem poszukiwania nowych rozwigzan terapeutyczno-diagnostycznych.

Analizujagc obecnie znane fakty, rodzi si¢ rowniez pytanie w jaki sposob
wyselekcjonowaé, juz na samym poczatku procesu diagnostycznego, na etapie diagnostyki
patomorfologicznej, grupy pacjentek z rakiem endometrium, ktore z takiej potencjalnej terapii
odniostyby najwieksza korzys¢ od tych pacjentek, u ktorych korzys¢ byltaby znikoma lub nie
byloby jej wcale. Pytanie to na razie pozostaje otwarte [S9, 60].

1.7. Niestabilno$¢ mikrosatelitarna

1.7.1. Naprawa blednie sparowanych zasad i niestabilno$¢ mikrosatelitarna

Integralno$¢ genomu komorki utrzymywana jest dzieki procesowi naprawy btednie
sparowanych zasad (ang. mismatch repair, MMR). Jest to proces naprawy btedéw powstatych
w kwasie deoksyrybonukleinowym (ang. deoxyribonucleic acid, DNA) w wyniku
nieprawidlowego sparowania zasad azotowych podczas replikacji, czyli tworzenia kopii
matrycowego DNA, gdzie kazda zasada azotowa w jednej nitce DNA musi stworzy¢
komplementarng par¢ z odpowiednia zasada, na odpowiednim miejscu drugiego tancucha, aby
utworzy¢ finalnie poprawny dwuniciowy tancuch DNA [61]. W przypadku nieprawidlowego
sparowania par przez enzymy syntetyzujace kopie tancucha matrycowego, MMR wykrywa
btedy 1 wycina nieprawidtowe zasady wstawiajac na ich miejsce wiasciwe. Pozostawienie
nieprawidlowych sparowan skutkuje zmianami dlugosci DNA mikrosatelitarnego czyli
niestabilnosci mikrosatelitarnej (ang. microsatellite instability, MSI)
1 co za tym idzie, podatnosci takiego lancucha na rozerwanie 1 wystgpienie wielu kolejnych,
znacznie powazniejszych btedow, ktore kumulujac si¢ moga prowadzi¢ do inicjacji
karcynogenezy, taka sytuacja nosi nazwe fenotypu mutatorowego (ang. mutator phenotype)

[62].

1.7.2. Geny odpowiedzialne za MMR i ich nieprawidlowosci
Nieprawidtowe warianty gendw uczestniczagcych w procesie naprawy niesparowanych

zasad najczgsciej dotycza gendw MLHI, MSH2, MSH6 oraz PMS2. Mutacje te moga by¢
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nabyte, tzw. sporadyczne (ang. aquired a.k.a. sporadic) lub wrodzone, tzw. linii zarodkowe;j

(ang. germline) [63, 64].

1.7.2.1. MLH1

Gen MLHI (MutL homolog 1) zlokalizowany jest na krotkim ramieniu chromosomu 3
(3p22.2) 1 zawiera 24 eksony. Pierwotnie odkryty u bakterii Escherichia coli, koduje biatko
MLHI1 tworzace w procesiec MMR heterodimer z biatkami PMS2 (najczesciej), PMS3 lub
MLH3 (rzadziej), ktory to tworzac kompleks z innym heterodimerem — MSH2-MSH6
umozliwia inicjacj¢ procesu naprawy btedoéw sparowania zasad [65, 66]. W zdecydowane;j
mniejszo$ci nowotwordw sporadycznych ze stwierdzong niestabilno$cig mikrosatelitarng
nieprawidlowos$¢ genu MLHI ma forme¢ mutacji, najczestszg bowiem formga alteracji sg tu
zmiany epigenetyczne, ktore redukuja lub catkowicie wyciszaja ekspresje MLHI [67]. Wsrdd
najczestszych, a zarazem najistotniejszych zmian epigenetycznych wymienia si¢ metylacje
regionu promotora genu MLHI oraz nadekspresje regulatorowego mikroRNA — miR-155
peliagcego fizjologicznie role wyciszajaca niektore geny podlegajace silnej ekspresji.
Potwierdzeniem dla takiego zjawiska jest odwrotna proporcjonalna korelacja pomig¢dzy
wykrywalnym poziomem ekspresji biatka MLH1 oraz MSH2 a poziomem ekspresji miR-155
[68].

O niezwykle istotnej roli biatka MLH1 w utrzymaniu stabilno$ci genomowej §wiadczy
réwniez jego udzial w mejotycznym procesie crossing-over, gdy heterodimer MLH1-MLH3
jest niezbedny do utworzenia chiazm migdzy siostrzanymi chromosomami i zakonczenia
drugiej metafazy. Podczas spermatogenezy skutkuje to przedwczesnym oddzielaniem si¢
chromosomow od siebie, zatrzymaniem w pierwszym podziale mejotycznym

a w konsekwencji wysokim ryzykiem uszkodzenia plemnikéw 1 nieptodnoscia [69-71].

1.7.2.2. MSH2

Gen MSH2 (MutS homolog 2) zlokalizowany jest na chromosomie 2p21-p16.3
1 zawiera 46 eksony. Produkt biatkowy o nazwie tozsamej z nazwag genu, ma mozliwosci
stworzenia aktywnego homomultimeru, jednak zjawiskiem czgstszym jest tacznie sie¢
z biatkiem MSH6 w heterodimeryczny kompleks MutSa, a taczac si¢ z MSH3 — MutSp [72].
Oproécz niezaprzeczalnie istotnej roli w naprawie blednie sparowanych zasad, MSH2 bierze
rowniez udziat w innych, niezwigzanych bezposrednio z MMR procesach naprawy przez
wyciecie nukleotydow (ang. nucleotide excision repair, NER), naprawy przez wycigcie zasady

(ang. base excision repair, BER) oraz w procesie naprawy przez homologiczng rekombinacj¢
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(ang. homologous recombination repair, HRR) [73, 74]. Zatem niedostateczna aktywno$¢
MSH2 lub jej brak wplynie na zmniejszenie lub catkowite zniesienie aktywnosci wyzej
wspomnianych procesOw jednoczesnie. Nieprawidtowos¢ funkcji genu MSH2 ma zwykle
form¢ mutacji w nowotworach w przebiegu zespoléw wrodzonych, a dodatkowo
u niewielkiego odsetka pacjentdéw w wyniku delecji genu EPCAM lezacego na chromosomie 2
tuz przed MSH?2, usunigty moze zostac, niejako ,,przypadkowo” pierwszy ekson genu MSH2
bedacy jego regionem promotorowym. Natomiast w nowotworach sporadycznych,
obserwowane sg zmiany epigenetyczne z metylacja regionu promotora i nadekspresjg miR-155

oraz miR-21[68, 75, 76].

1.7.2.3. MSH6

Gen MSH6 (MutS homolog 6 ak.a G/T binding protein /GTBP/ ak.a. pl160)
zlokalizowany jest na chromosomie 2p16.3 1 zawiera 19 eksonow. MSH6 jest niewielkim
biatkiem (1360 aa), o aktywnosci wewngtrznej adenozyno 5’-trifosfatazy (ang. adenosine 5 -
triphosphatase, ATPase/ATP-aza), ktore aktywne jest jedynie wtedy, gdy wraz z opisanym
wczesniej biatkiem MSH2, stworzy heterodimer. Pomimo S$cistego zwigzku z MSH2,
aberrantna funkcja genu dla MSH6 jest odpowiedzialna za fenotyp mutatorowy
o zaledwie $redniej lub matej mocy sprawczej, podczas gdy zmieniony w dowolny sposdb,
przez mutacje czy tez epigentycznie, MSH2 odpowiedzialny jest za powstanie silnego fenotypu

mutatorowego [77, 78].

1.7.24. PMS2

Gen PMS2 (PMS1 homolog 2) zlokalizowany jest na chromosomie 7p22.1 1 zawiera 18
eksonow. Produktem genu jest biatkko PMS2 o aktywnos$ci enzymu — endonukleazy latentne;,
czyli takiej, ktora aktywna jest jedynie w formie zwigzanej. W przypadku PMS2 konieczne jest
jego zwiazanie z bardzo stalym w swojej konformacji motywem wigzacym metal (ang. metal-
binding motif) na homologach MutL: PMS2 i MLHI - MutLa oraz PMS2
1 MLH3 — MutLy. Aktywno$¢ PMS2 jako endonukleazy sprowadza si¢ do podziatow DNA
w taki sposob, ze kompleks rozpoznaje niepoprawng wskutek blednego sparowania sekwencje,
a nastgpnie PMS2 przecina obie nici DNA w okolicach tej sekwencji, ale tylko jedna ni¢ — ta
z ,,.btedng” zasada, przecinana jest na calej dtugosci, druga natomiast przecieta zostaje tylko
czgsciowo lub wrecz pozostaje nieuszkodzona. Caty ten proces okresla si¢ mianem

,hiktowania” (ang. nicking), czyli tworzenia tzw. podziatow [79]. Dominujgcymi zmianami
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genu skutkujacymi nieprawidlowa jego funkcja, sa mutacje, zazwyczaj w regionie promotora

[80].

1.7.3. Proces wykrywania i naprawy blednie sparowanych zasad

Punktem wyjscia do badan nad procesem wykrywania i naprawy biednie sparowanych
zasad u czlowieka, jest szlak MMR u bakterii Escherichia coli, ktdry szeroko i intensywnie
badany pozwolil na scharakteryzowanie go zaré6wno pod wzglgdem biochemicznym, jak
1 genetycznym [81]. W toku badan dowiedziono ze proces MMR jest niezwykle staty
1 wykazuje nastgpujace, bardzo istotne podobienstwa filogenetyczne pomiedzy Prokaryota
1 Eukariota:
o specyficznos¢ kierunkowa wobec nici DNA z podziatlem (ang. nick-directed strand
specificity) - naprawa jest ograniczona tylko do jednej nici, nowo syntetyzowanej, bez
przerywania ciggtosci nici matrycowe;j;
. dwukierunkowo$¢ procesu — naprawa moze toczy¢ si¢ w dwodch, przeciwnych
kierunkach: 5°- 3’1 3’- 5” a punktem rozpoczecia jest punkt podziatu nici (ang. nick);
. specyficzno$¢ substratu — naprawa sluzy przywrdéceniu komplementarnosci nici
wzgledem siebie a moze dotyczy¢ zardwno bledu prostego, nie wymuszonego dodatkowymi
zdarzeniami podczas syntezy nowej nici, jak i bledu sparowania bedacego skutkiem malej

insercji lub matej delecji [81-83].

Proces MMR rozpoczynajg heterodimery MutSa 1 MutSp, sktadajace si¢ odpowiednio
z MSH2 1 MSH6 oraz MSH2 1 MSH3, posiadajace aktywno$¢ ATP-azy. MutSa rozpoznaje
proste bledy sparowania pojedynczej pary zasad oraz bardzo krotkie sekwencje bledéw malej
insercji lub delecji, podczas gdy MutSp odpowiedzialny jest za rozpoznawanie nieco dtuzszych
sekwencji btgdow malej insercji lub delecji. Heterodimery MutL powstaja przez polaczenie
MLH1 z PMS2 tworzac w ten sposob MutLa; MLH1 z PMS1 tworzy MutLp, i wreszcie MLH1
z MLH3 tworzy MutLy. O ile rola MutLa oraz MutLy jest znana i opisana do$¢ dobrze,
pierwszy pelni istotng funkcje w procesie MMR, za$§ drugi uczestniczy w mejozie, to rola
biologiczna MutL pozostaje zagadka [81].

MutLa jest heterodimerem, o jak si¢ wydaje sporych mozliwosciach. Posiadajac
aktywnos$¢ ATP-azy wewngtrznej reguluje terminacje¢ wycinania zasady rozpoznanej jako
btednej, tak by system biatek w MMR zaangazowanych niejako ,,silg rozpgdu™ nie spowodowat
wyciecia rOwniez zasady matrycowej lub prawidtowo sparowanych zasad sasiednich [83].

Ciekawym jest, ze oprocz roli regulatora, ten dimer sam posiada aktywno$¢ endonukleazy,

23



a doktadnie endonukleazy PCNA/RFC-zaleznej (ang. proliferating cell nuclear antigen/
replication factor C), ktéra jest jednym z kluczowych enzymoéw MMR zaleznego od podziatu
nici, 3’-ukierunkowanego, w ktory to proces wiaczona zostaje Egzonukleaza 1 — EXO1. PCNA
uwazane jest za czynnik inicjujacy MMR 1 resyntetyzujacy DNA. Wchodzac w interakcje
z MSH6 i MSH3 wspomagaja tworzone przez nie kompleksy MutS w lokalizacji btedu
sparowania. EXO1 dziata jako dwukierunkowa egzonukleaza, tzn. w kierunkach, 3°-5’15°-3".
Jednakze, o ile z tatwoscig rozpoczyna swoje dziatanie w kierunku 5’ jedynie przy
wspomagajacej obecnosci MutS 1 RPA (ang. replication protein A), to aby dziataé
w kierunku przeciwnym, 3’, EXO1 potrzebuje endonukleazy MutLo [84-86].

Innymi katalizatorami dla procesu naprawy btednie sparowanych zasad sa, wspomniane
wyzej, RPA 1 RFC, a takze HMGB1 (ang. high mobility group box 1 protein) 1 DNA pol & (ang.
DNA polymerase delta /0/). RPA zaangazowane jest w proces MMR na wszystkich jego
etapach, bowiem wigze przerwany heterodupleks DNA zanim MutS rozpoczng wycinanie
zasady, ochrania wytworzony w ten sposob pozbawiony zasady region ssDNA (ang. single
stranded DNA) 1 ulatwia resynteze¢ prawidtowej zasady. Aktywno§¢ RPA regulowana jest za
pomocg jego fosforylacji 1 defosforylacji. Ufosforylowany RPA duzo efektywniej stymuluje
resyntez¢ DNA niz forma defosforylowana, ta za§ duzo efektywniej stymuluje wycinanie
btednie sparowanej zasady niz forma ufosforylowana [87, 88]. HMGBI jest biatkiem wigzacym
si¢ z blednie sparowang zasada, ktore rozwija helise DNA w miejscu docelowym
1 poprzez niewielkie zagigcie podwojnej nici eksponuje je dla procesu MMR [89]. In vitro
HMGBI1 wchodzi w interakcje z MSH2 1 MSH6, a takze moze peti¢ role substytutu RPA
w przypadku braku tego ostatniego. Opisane zalezno$ci wydaja sie tlumaczy¢, dlaczego
dysfunkcja lub catkowity brak MLH1, MSH2, MSH6 i PMS2 stanowia powazne zaburzenie
procesu wykrywania i naprawy blednie sparowanych zasad, podczas gdy zaburzenia
w funkcjonowaniu RPA, RFC, HMGBI1, EXO1 czy PCNA stanowig problem, ktory mozna
naprawi¢ przez prostg substytucje funkcji jednego z biatek innym [88-90] (Rycina 9).
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repair, MMR). Proces w uproszczeniu podzieli¢ mozna na trzy fazy. Faza pierwsza, rozpoznania — PCNA
(ang.  proliferating  cell nuclear antigen) i kompleks MutS  zlozony z  MSH2
i MSH6 odnajduje blqgd i rekrutuje kompleks MutL ztozony z MLHI i PMS2. Faza druga, wyciecia —
MutL nacina ni¢ syntezowang, w procesie biorq udziat rowniez egzo- i endonukleazy EXOI (ang.
exonuclease 1) i RPA (ang. replication protein A) przy udziale katalizatora RFC (ang. replication factor
C). Faza trzecia, resyntezy — miejsce uprzedniego wyciecia uzupetniane jest przy udziale polimerazy
i ligazy, na matrycy nici macierzystej, ktora nie ulega przecieciu podczas catego procesu. (opracowanie
wlasne).

1.7.4. Molekularne podloze niestabilno$ci mikrosatelitarnej i jej rola w

karcynogenezie

Mikrosatelity czyli tzw. powtorzenia prostej sekwencji (ang. simple sequence repeats,
SSRs), to zlozone z 1-6 par zasad powtarzajace si¢, ulokowane obok siebie, jedna za druga
fragmenty DNA. Stanowig one okoto 3% genomu ludzkiego i sg podstawg do okreslenia
»genetycznego odcisku palca”, bowiem sg zmienne osobniczo, indywidualne dla danego
osobnika, a co wiecej kazdy osobnik posiada mikrosatelity okre§lonej dla siebie dtugosci [91].
Mikrosatelity zwigzane s3 najczgsciej z regionami niekodujacymi: intronami i sekwencjami
miedzygenowymi. Ekspansja mikrosatelit pod postacia zmiany dystrybucji 1 czgstosci
powtdrzen jest zwykle skutkiem 1 odzwierciedleniem konkretnej mutacji lub grupy mutacji,

stad chetnie wykorzystuje si¢ je jako markery genetyczne. Fizjologicznie w regionach

kodujacych mechanizmy zapobiegajace przesunigciu ramki odczytu, mocno ograniczaja
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mozliwo$¢ wydluzania sekwencji trdjnukleotydowych, z uwagi na mozliwo$¢ modyfikacji
funkcji kodowanego biatka. W przypadku niedostatecznie sprawnego procesu naprawy btednie
sparowanych zasad, spowodowanego przez upos$ledzong funkcje jednego lub kilku biatek
kluczowych (MLHI1, MSH2, MSH6 lub PMS2), btedy w replikacji kumulujg si¢ w postaci
licznych nowych mikrosatelit zarowno w regionach kodujacych, jak i niekodujacych [92].
Poniewaz do powstania btgdu dochodzi w procesie replikacji DNA, w fazie ,,S” — syntezy cyklu
komorkowego, tymze btgdem obarczona jest jedynie ni¢ nowosyntetyzowana, a ni¢ matrycowa
pozostaje niezmieniona. Polimeraza DNA $§lizga si¢, wskutek btedu sparowania 1 tworzy petle
insercyjno-delecyjna, a gdy MMR nie funkcjonuje prawidtowo i nie jest w stanie naprawic
powstatego btedu nici potomnej, dochodzi na niej do trwatego przesunigcia ramki odczytu,
a w efekcie kodowane na takiej matrycy biatko ma nieprawidtowy sktad aminokwasowy 1 jest
niefunkcjonalne lub tez nie powstaje wcale. Takie zjawisko nazywane jest niestabilno$cig
mikrosatelitarng [93].

Niestabilno$¢ mikrosatelitarna jest procesem unikalnym wzgledem polimorfizmow
DNA, poniewaz bledy replikacji majg charakter ilosciowy, nie jako$ciowy, co wprost oznacza,
ze nieprawidlowe sekwencje rdznig si¢ nie kolejnoscig zasad w sekwencji a dlugosciag
powtorzen okreslonej, statej sekwencji. Czesto§¢ mutacji powstajacych na podtozu MSI
zalezne jest od locus, w ktorym btedy powtdrzen wystepuja, a dodatkowo, im dtuzsza jest
nieprawidlowa sekwencja mikrosatelitarna, tym prawdopodobienstwo wystapienia mutacji
11ich czgstos¢ jest wyzsza [92].

Podstawa do okreslenia szczegdlowego statusu niestabilnosci mikrosatelitarnej byta
poczatkowo metoda reakcji tancuchowej polimerazy (ang. polymerase chain reaction, PCR),
gdzie pordownywano /oci mikrosatelit DNA guza z DNA referencyjnym, pochodzacym z tkanki
zdrowej. Amerykanski Narodowy Instytut Nowotworow (ang. National Cancer Institue, NCI)
zarekomendowal sprawdzanie ta3 metoda dwodch loci powtdrzen pojedynczego nukleotydu:
BAT-25 1 BAT-26 oraz trzech loci powtdrzen wielonukleotydowych: D2S123, D5346
1 D17S250. Niestabilnos¢ w tylko jednym locus uznano za status niskiej niestabilnosci
mikrosatelitarnej — MSI-Low /MSI-L/, w dwoch lub wiecej, za wysoka niestabilnos¢
mikrosatelitarng - MSI-High /MSI-H/, za$ brak jakiejkolwiek aberracji w wymienionych loci
okreslono mianem stabilnosci mikrosatelitarnej — MSS. Obecnie, coraz czg¢sciej podnosi si¢
jednak temat r6znic w potencjale mutagennym mi¢dzy nowotworami MSI-L 1 MSS wskazujac
réznice na tyle mate, ze w zasadzie cze$¢ badaczy uznaje rozdzial wspomnianych grup za

niepotrzebny [94].
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Nowotworami, w ktérych udowodniona jest rola MSI w karcynogenezie sa m.in. rak
jelita grubego [93], rak zotadka [95], rak jajnika [96], rak watroby i drog zétciowych [97], rak
urotelialny [98], niektére nowotwory pierwotne osrodkowego ukladu nerwowego [99],
nowotwory skory [100, 101] czy tez przedmiot niniejszych badan — rak endometrium [102,
103]. MSI stwierdzane w tkance nowotworowej, moze mie¢ swoje podtoze w spontanicznej,
nabytej zmianie na poziomie epigenetycznym lub by¢ efektem odziedziczonej w sposob
autosomalny dominujgcy mutacji w jednym z genow kluczowych dla MMR (MLH1, MSH?,
MSHG6 i PMS2) lub w genie EPCAM. Wrodzony defekt w naprawie btednie sparowanych zasad
jako zespdt predysponujacy do nowotworzenia wielu tkanek i narzadow, zwykle w wieku
mtodszym niz w przypadku nowotwordéw sporadycznych, po raz pierwszy opisany zostat
w roku 1913 przez Alfreda S. Warthina [104]. Obserwacje te potwierdzit w roku 1971 Henry T.
Lynch, ktorego imi¢ nadano temuz zespolowi w latach 80-tych XX wieku 1 jakkolwiek nazwa
zalecang dla niego jest dziedziczny rak jelita grubego niezwigzany z polipowatoscig (ang.
hereditary non-polyposis colorectal cancer, HNPCC), to wydaje si¢ ona nie oddawac istoty
zaburzenia i nieprawdziwie zawe¢zac je jedynie do raka jelita grubego [105].

W komorkach prawidtowego endometrium oraz w komoérkach linii eksperymentalne;j
dobrze zréznicowanego raka endometrioidnego, tzw. komoérkach Ishikawy zaobserwowano
indukowany estradiolem wzrost ekspresji genow MLHI 1 MSH?2 [106]. Ponadto, obnizony
poziom ekspresji biatek MMR koreluje z obnizong ekspresja receptorow progesteronowych
(ang. progesterone receptor, PR) 1 estrogenowych (ang. estrogene receptor, ER), a dla tych
pierwszych jest to warto$¢ istotna statystycznie [107]. I wreszcie, do$¢ istotnym zjawiskiem
w karcynogenezie raka endometrium wydaje si¢ wykazanie znaczaco wiekszego potencjatu do
transaktywacji receptora estrogenowego alfa (ER alpha), gdy ten zwiazany jest poprzez domeng
interakcyjng  MSH3/MSH6 =z biatkiem MSH2 [108]. Chociaz szczegdlowe szlaki
karcynogenezy MMRd-zaleznej sa ciagle przedmiotem badaf, to wylania si¢ obraz pewnej
wzajemnej relacji miedzy hyperestrogenizmem a niestabilnos$cig mikrosatelitarng, na drodze
nowotworzenia.

Niezwykle ciekawym 1 otwierajacym nowa perspektywe na karcynogenez¢ MMRd-
zalezng, wydaje si¢ fakt, iz w obrgbie genu kodujacego typ Il receptora dla TGF-3 odnaleziono
dwa regiony powtorzen mikrosatelitarnych. Mutacja w sekwencji BAT-RII domeny
pozakomoérkowej TGF-BRII powoduje znaczacy spadek ekspresji tego receptora i1 silnie
dodatnio koreluje ze statusem MSI-H [109]. Dodatkowo, udokumentowano réwniez, jako
przyczyng¢ inhibicji funkcji tego receptora, insercj¢ dodatkowych fragmentéw GT (guanina-

tymina) w mikrosatelitarny region kodujacy poly(GT)3 [110]. Podobienstwa pomig¢dzy
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receptorami typu II dla bialek z rodziny TGF-B, zarowno na poziomie struktury genu,
konformacji biatka, tworzonych kompleksow i ich funkcji w szlakach sygnalizacyjnych sa na
tyle istotne, ze stanowi¢ mogg teoretyczny punkt wyjscia do rozwazan czy MMRd przyczynia

si¢ do powstania rakow endometrium wykazujacych ekspresj¢c AMHRII.
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2. Cel badania

Cele glowne:

Ocena  wzajemnej korelacji  pomiedzy  poziomem  ekspresji AMH
1 AMHRII a statusem deficytu naprawy btednie sparowanych zasad (MMRd) w raku
endometrium.

Ocena wptywu wybranych zmiennych ilosciowych (np. wiek pacjentki, BMI pacjentki
itp.) 1 jakosciowych (np. typ raka wg Bokhmana, stopien zaawansowania wg FIGO
itp..), na status korelacji pomiedzy poziomem ekspresji AMH i AMHRII a deficytem

naprawy btednie sparowanych zasad (MMRd) w raku endometrium.

Cele poboczne badania

Ocena czgsto$ci wystepowania deficytu naprawy btednie sparowanych zasad (MMRA)
w raku endometrium, w grupie pacjentek operowanych
w Wojewodzkim Szpitalu Specjalistycznym w Olsztynie w latach 2006-2010

Ocena wzajemnych korelacji poszczegdlnych ocenianych zmiennych ilo§ciowych i
jako$ciowych ze statusem stabilno$ci mikrosatelitarnej w raku endometrium, w grupie
pacjentek operowanych w Wojewodzkim Szpitalu Specjalistycznym w Olsztynie w
latach 2006-2010.

Ocena poziomu zgodnos$ci wynikdw oznaczen immunohistochemicznych ekspresji
biatek MMR z wynikami badania metoda RT-PCR przy pomocy zamknigtego,
automatycznego systemu Idylla MSI Test.
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3. Materialy i metody
3.1. Material badawczy

Badania zostaty przeprowadzone w oparciu o materiat zarchwizowany w Zakladzie
Patomorfologii Wojewddzkiego Szpitala Specjalistycznego w Olsztynie, stanowigcy bloki
parafinowe zawierajace wycinki tkankowe raka endometrium, pochodzace od 230 pacjentek.
Zakres zabiegu operacyjnego obejmowal histerektomi¢ z obustronng salpingoooferektomia,
w wiekszosci przypadkéw dodatkowo poszerzong o limfadenektomie i ptukanie otrzewnej
(ang. washing). Wszystkie zabiegi wykonano w Oddziale Klinicznym Ginekologii,
Potoznictwa 1 Ginekologii Onkologicznej Wojewddzkiego Szpitala Specjalistycznego
w Olsztynie, w latach 2006-2010. Przeprowadzenie badan zostato poprzedzone uzyskaniem
zgody Komisji Bioetycznej Warminsko-Mazurskiej Izby Lekarskiej w  Olsztynie
(OIL.164/15/Bioet; 2 kwietnia 2015).

3.2. Charakterystyka grupy badanej oraz Kkryteria wlaczenia i wylaczenia z grupy
badanej
3.2.1. Charakterystyka ogélna grupy badanej
Celem zebrania danych demograficznych oraz klinicznych przeanalizowano dostg¢pna
dokumentacje medyczng 1 ostatecznie sklasyfikowano pacjentki na podstawie potwierdzonego
przez dwoch lekarzy specjalistow z zakresu patomorfologii  wyniku badania
histopatologicznego materiatu pooperacyjnego. Zebrane dane obejmowaty typ histologiczny
raka trzonu macicy okreslony wedlug obowiazujacej w czasie pierwotnie przeprowadzonego
badania histopatologicznego Klasyfikacji Guzéw Nowotworowych Swiatowej Organizacji
Zdrowia: Patologia i Genetyka Guzow Piersi i Zenskich Narzadéw Rozrodczych (ang. World
Health Organisation Classification of Tumours: Pathology and Genetics of Tumours of the
Breast and Female Genital Organs) [111], stopien zaawansowania choroby nowotworowej
wedlug Migdzynarodowej Federacji Ginekologii i Potoznictwa (ang. International Federation
of Gynecology and Obstetrics, FIGO) do roku 2009 wedlug wytycznych z roku 1988 [112], za$
od roku 2009 zgodnie z wytycznymi 6wcze$nie nowo wprowadzonymi [113]. Dodatkowo
zgromadzono dane dotyczace statusu hormonalnego, statusu cyklow miesigczkowych,
wspotistniejgcego nadcisnienia tgtniczego i cukrzycy typu 2, stosowania hormonalnej terapii
zastepczej, liczby poroddw, czasu karmienia piersig, wieku pacjentki oraz indeksu masy ciata

(ang. body mass index, BMI).
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BMI obliczono zgodnie z wytycznymi Swiatowej Organizacji Zdrowia, gdzie wartosci
uznane za niedowage zawieraja si¢ w BMI <18,5 kg/m2; waga prawidtowa: BMI = 18,5-
25kg/m2; nadwaga: BMI = 25-30 kg/m2 oraz otytos¢: BMI >30 kg/m2 [114]. Status cyklow
miesigczkowych okreslono zgodnie z wytycznymi brytyjskimi wydanymi przez Narodowe
Centrum Wspoélpracy na Rzecz Zdrowia Kobiet i Dzieci (ang. National Collaborating Centre
for Women's and Children's Health), gdzie okres przedmenopauzalny zdefiniowano jako czas
nieregularnie wystepujacych miesigczek i wazomotorycznych objawdéw ogolnych, zas okres
menopauzy rozpoznawany jest wowczas, gdy miesigczka nie wystepuje przez co najmniej 12
kolejnych miesiecy, pod warunkiem nie stosowania przez pacjentke antykoncepcji hormonalne;j
[115].

Na podstawie ponownej oceny mikroskopowej preparatow, znajdujacych sig
w zasobach Archiwum Zaktadu Patomorfologii Wojewodzkiego Szpitala Specjalistycznego
w Olsztynie, dokonano reewaluacji i weryfikacji uprzednio postawionych rozpoznan
histopatologicznych zgodnie z obecnie obowigzujacymi: 5 edycja Klasyfikacji Guzow
Nowotworowych wedtlug Swiatowej Organizacji Zdrowia, Guzy Zefiskich Narzadow
Rozrodczych [116] oraz Klasyfikacja Stopnia Zaawansowania Raka Trzonu Macicy wedtug

Miedzynarodowej Federacji Ginekologii 1 Poloznictwa z roku 2018 [117].

3.2.2. Kryteria wlaczenia pacjentek do badania

Do badania wtaczono pacjentki ze zweryfikowanym rozpoznaniem raka endometrium,
niezaleznie od stopnia zaawansowania, pod warunkiem kompletnosci innych,
wyszczegolnionych wyzej, danych klinicznych uzyskanych z archiwalnej dokumentacji

medycznej.

3.2.3. Kryteria wylaczenia pacjentek z badania
Z badania zostaly wylaczone pacjentki, u ktorych po weryfikacji rozpoznania stwierdzono
nowotwor mezenchymalny lub nowotwor mieszany nablonkowo-mezenchymalny lub zmiang
prekrusorowg dla raka endometrium Ilub zmian¢ nienowotworowa. Zdyskwalifikowano
rowniez pacjentki, u ktérych ponowna ocena histopatologiczna nie byta mozliwa, z powodu
braku materiatu w zasobach Archiwum Zaktadu Patomorfologii (materiat ulegt zniszczeniu lub
wypozyczeniu do innej jednostki prowadzacej leczenie pooperacyjne pacjentki). Do badania
nie dopuszczono takze materiatu, ktéry w procesie weryfikacji rozpoznania okazal si¢ by¢
suboptymalnym ze wzgledoéw ilosciowych (zbyt mato utkania raka) lub jako$ciowych (zbyt

duzy odsetek martwicy o dowolnej przyczynie w utkaniu raka).
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3.2.4. Charakterystyka szczegétowa grupy badanej
Z grupy 230 pacjentek po szczegdtowej analizie i zastosowaniu kryteriow wlaczenia
1 wylgczenia z badania wyodrgbniono 218 pacjentek (n=218). Dane zebrane od badanej grupy
obejmowaty typ histologiczny guza, stopien zaawansowania guza trzonu macicy wg FIGO,
a takze szereg zmiennych ilosciowych oraz jakosciowych przedstawionych w Tabeli 1.
Analizowane parametry iloSciowe obejmowaty liczb¢ porodéw i poronien, $rednig masg
urodzeniowg dziecka probantki, $redni czas karmienia piersig, wiek wystgpienia ostatniej

miesigczki oraz BMI (Tabela 2).

0 1 Razem pacjentek
Cukrzyca t. 2 165 53
Nadci$nienie 134 84
Palenie papierosow 191 27 218
Antykoncepcja hormonalna 212 6
HTZ 198 20

Tabela 1. Zestawienie analizowanych zmiennych jakosciowych dla grupy badanej (n = 218). 0 - wartos¢
ujemna, odnoszqca si¢ do liczby pacjentek nieposiadajgcych danej cechy. 1 - wartos¢ dodatnia,
odnoszgca sie do liczby pacjentek posiadajqcych dang ceche. HTZ — hormonalna terapia zastepcza.

Zakres wartosci Srednia Mediana
Liczba porodow 0-12 2.7 )
Liczba poronien 0-3 1,1 0
Srednia masa
urodzeniowa dziecka 1900-4790 3478,8 3500
Sredni czas
karmienia piersig 0-48 6,2 9,2
Wiek wystapienia
ostatniej miesigczki 31-62 50,6 51
BMI 17,1-49,2 30,5 32,1

Tabela 2. Zestawienie obrazujgce analizowane zmienne ilosciowe, zakresy ich wartosci, wartos¢ srednig
i mediane wartosci obserwowanych w grupie badanej. Srednig mase urodzeniowq dziecka wyrazono w
gramach. Sredni czas karmienia piersig wyrazono w miesigcach. Indeks masy ciata (ang. body mass
index, BMI) wyrazono za pomocq iloczynu masy ciata w kilogramach i wysokosci ciata
w metrach podniesionej do potegi drugiej [kg/m’].

W grupie badanej u 49 pacjentek rozpoznano raka endometrioidnego G1 trzonu macicy
Gl (n = 49), u 146 raka endometrioidnego G2 trzonu macicy (n = 146), u 6 raka

endometrioidnego G3 trzonu macicy (n = 6), u 8 raka surowiczego trzonu macicy (n = 8), u 4
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raka jasnokomorkowego trzonu macicy (rn =4), a u 5 pacjentek raka mieszanego trzonu macicy
(n=295).

Najliczniej reprezentowanym stopniem zaawansowania raka trzonu macicy wg FIGO
byt stopien I (n = 156), z czego stopien 1A stwierdzono u 100 pacjentek (» = 100), a IB u 56
pacjentek (n = 56). Stopien FIGO II stwierdzono u 30 pacjentek (n = 30). Stopien III
stwierdzono tacznie u 29 pacjentek (n = 29), z czego stopien IIIA u 10 pacjentek (n = 10),
stopien IIIB u 3 pacjentek (n = 30, stopien IIIC1 u 14 pacjentek (n = 14), a stopien IIIC2
stwierdzono u 2 pacjentek (n = 2). Stopien I'V stwierdzono u 3 pacjentek (n = 3), z czego stopien
zaawansowania choroby u wszystkich z nich oceniono na IVB wg FIGO. W badanej grupie nie

stwierdzono wystepowania stopnia [VA.

3.3. Preparatyka tkankowa
3.3.1. Przygotowanie materialu pooperacyjnego i badanie histopatologiczne

Preparaty tkankowe, w trakcie zabiegu operacyjnego, natychmiast po ich chirurgicznym
usunig¢ciu, byly umieszczane w czystym pojemniku wypetnionym 4% zbuforowanym (bufor
fosforanowy) roztworem formaldehydu, co odpowiada 10% zbuforowanemu roztworowi
formaliny o pH zawierajacym si¢ w zakresie 7,2-7,4. Objetos¢ utrwalacza stanowila
kazdorazowo co najmniej dziesigciokrotno$¢ objetosci preparatu tkankowego. Materiat
w opisanych, zgodnych ze skierowaniem pojemnikach transportowany byl w mozliwie
najkrotszym czasie, zwykle nie przekraczajacym 30 min. do Zakladu Patomorfologii.
Nastepnie, materiat zostat poddany obrobce wstepnej, polegajacej na nacigciu preparatu trzonu
macicy w poprzek tak, aby ulatwi¢ penetracj¢ tkanek przez roztwor formaliny. Czas utrwalania
materiatu liczony od chwili umieszczenia w utrwalaczu do chwili rozpoczgcia badania
makroskopowego wynosil od 12 do 24h. Opis makroskopowy oraz pobranie odpowiednich
wycinkow dokonywane byly przez lekarza specjalist¢ patomorfologii lub lekarza w trakcie
specjalizacji, posiadajacego odpowiednie przeszkolenie i wiedz¢ w zakresie badania
makroskopowego. Uprzednio utrwalone wycinki preparatu operacyjnego umieszczono
w ponumerowanych, zgodnie z obowigzujacym w zakladzie patomorfologii systemem
oznaczania, kasetkach. W celu wysycenia materialu parafing, kasetki w kolejnosci pobrania
umieszczono w koszykach stalowych, a te w procesorze tkankowym. Standardowym
protokolem przepajania zastosowanym na opisywanym materiale byl zalecany przez
producenta (Leica), protokot 10-cio godzinny. Bloki parafinowe przygotowano na platformach
do zatapiania wycinkow tkankowych, tzw. histoembederach, przez odpowiednio

przeszkolonych diagnostow laboratoryjnych. Z tak przygotowanych blokow parafinowych,
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przy uzyciu mikrotoméw saneczkowych, wykonano skrawki o grubosci 6 um, ktore
umieszczono na powierzchni czystej wody o temperaturze 37°C celem ich wyplaszczenia
1 rozprostowania powstatych w czasie skrawania zagniecen. Skrawki zostaty umieszczone na
szkietkach mikroskopowych podstawowych, ktére nastepnie suszono w temperaturze 37°C.
Barwienie rutynowe preparatdéw hematoksyling i eozyna (H&E) wykonano w zamknigtych
barwiarkach automatycznych. Wybarwione preparaty przykryto szkietkami nakrywkowymi
w zamkni¢tych nakrywarkach automatycznych. Ocena mikroskopowa zostata dokonana przez
jednego z lekarzy specjalistow patomorfologii, a diagnoza nowotworu zto§liwego w kazdym
przypadku zostala potwierdzona niezaleznie przez innego czlonka zespotu diagnostycznego
zaktadu, réwniez lekarza specjaliste patomorfologii. Typ histologiczny guza zostal okreslony
w chwili przeprowadzania badania histopatologicznego wedlug obowigzujacej wowczas
(w latach 2006-2010 ) Klasyfikacji Nowotworéw Swiatowej Organizacji Zdrowia — ,,Patologia
i Genetyka Guzow Piersi i Narzadow Zenskiego Uktadu Rozrodczego” [111] a stopien
zaawansowania okreslany byl w latach 2006-2009 wedlug Klasyfikacji Stopnia
Zaawansowania Raka Trzonu Macicy wedlug Miedzynarodowej Federacji Ginekologii
1 Poloznictwa z roku 1988 [112], za§ w latach 2009-2010 wedtug edycji tejze klasyfikacji
obowiazujacej od roku 2009 [113] (Suplement 1). Proces preparatyki tkankowej oraz oceny
makro- 1 mikroskopowej materiatu w latach przeprowadzania diagnostyki wybranych do
niniejszych badan przypadkow, tj. 2006-2010, odbywal si¢ zgodnie z wytycznymi zawartymi
w Praktycznym Przewodniku Obchodzenia si¢ z Materialem w Patologii Chirurgicznej (ang.
The Practical Guide to Specimen Handling in Surgical Pathology) wydanym przez Szkote
Patologow Amerykanskich (ang. The College of American Pathologists, CAP) [118].

3.3.2. Mikromacierze tkankowe
Sposrod preparatdow mikroskopowych barwionych metoda H&E, zawierajacych fragmenty
raka endometrium, pochodzacych od kazdej z badanych pacjentek wybrano jeden
reprezentatywny, zawierajacy co najmniej 5 mm? utkania raka. Wyselekcjonowane w ten
sposoOb preparaty zostaly zeskanowane przy uzyciu urzadzenia Panoramic MIDI II, 3DHistech,
a za pomocg dedykowanego programu komputerowego — Panoramic Viewer, 3DHistech
wyznaczono z kazdego z preparatdow po trzy obszary o powierzchni 1,5 mm?
Z odpowiadajacych oznaczonym preparatom blokow parafinowych, tzw. blokow donorowych,
wycieto wyznakowane rdzenie o ksztalcie walca (o polu podstawy réwnym 1,5mm?),

pogrupowano 1 opisano je w kolejnosci odpowiadajacej numerom blokéw rosngco,

a nastepnie zatopiono rdzenie ponownie w blokach parafinowych, tzw. blokach akceptorowych,
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zawierajacych po 81 takich rdzeni tkankowych. Uzyskane w ten sposob bloki mikromacierzy
tkankowych (ang. tissue microarrays TMA) spreparowano za pomocg urzadzenia TMA Grand

Master, 3DHistech, zgodnie z protokolem wyznaczonym przez producenta.

3.3.3. Barwienia immunohistochemiczne
Do barwien immunohistochemicznych wykorzystano skrawki blokow parafinowych
zawierajacych mikromacierze, o grubosci 4 pm. Proces skrawania i nanoszenia na szkietko

mikroskopowe podstawowe odbywal si¢ wedtug opisanego wyzej (vide: 5.3.1) protokotu.

e AMHRII

Barwienie metoda immunohistochemii wykonano przy uzyciu barwiarki automatycznej
DakoAutostainer Link48. Celem uzyskania odczynu barwnego odzwierciedlajacego ekspresje
AMHRII, przygotowane w opisany wyzej sposob preparaty TMA poddano deparafinizacji,
uwodnieniu oraz odstonieciu antygendéw poprzez podgrzewanie ich w temperaturze 97°C przez
20 minut w roztworze o pH 9, wskazanym przez producenta - EnVision FLEX Target Retrieval
Solution, na platformie PTLink Dako. Nastgpnie, celem inhibicji aktywnos$ci endogennej
peroksydazy, preparaty inkubowano przez 5 min. w roztworze EnVison FLEX peroxidase-
Blocking Reagent. Kolejnym krokiem byta 20 min. inkubacja z przeciwciatami anty-AMHRII
(ab197148; 1:1600, Abcam) oraz roztworem EnVision FLEX/HRP przez kolejnych 20 min.
Aby uwidoczni¢ reakcj¢ barwng antygenu z przeciwciatem, preparaty inkubowano (10 min.)
w kazdorazowo S§wiezo przygotowanym roztworze 3,30-diaminobenzydyny (DAB).
Kontrbarwienie (ang. counterstaining) przeprowadzono za pomocg roztworu hematoksyliny
zalecanego przez producenta platformy — ENVision FLEX Hematoxylin, a proces ten trwal,
zgodnie z protokolem, 5 min. Na koniec, celem odwodnienia tkanki, kazdy z preparatow
plukano w roztworach alkoholu etylowego o wzrastajacym stezeniu 70%, 96% oraz
w alkoholu absolutnym, a takze w ksylenie. Nast¢pnie, na preparaty naniesiono Dako Mounting
Medium (pehniace role spoiwa szkietek 1 srodowiska poprawiajacego wiasciwosci optyczne
gotowego preparatu) i nakryto szkietkami mikroskopowymi nakrywkowymi. Jako tkankowa
kontrole pozytywng dla AMHRII zastosowano wycinki ludzkiego stercza.

e MLHI1, MSH2, MSH6 i PMS2
Do wykonania barwienia immunohistochemicznego dla MLH1, MSH2, MSH6 1 PMS2
zastosowano platforme¢ automatycza BenchMark Ultra, Ventana Medical Systems. Celem
uzyskania reakcji barwnej postepowano zgodnie ze standardowym, rekomendowanym przez

producenta protokotem do zestawu OptiView DAB IHC Detection Kit. Preparaty TMA zostaty
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deparafinizowane i uwodnione, a poszukiwane antygeny odsloni¢to poprzez 4-minutowa
inkubacje w temperaturze 72°C, a nast¢pnie ptukanie preparatow roztworem EZ Prep. Po
ponownym podgrzaniu preparatow do 100°C dodano utrwalacz komoérkowy Ventana Cell
Conditioner, z ktorym to inkubowano materiat przez 64 minuty dla MLH1, MSH2 i MSH6 oraz
92 minuty dla PMS2. Nastgpnie, preparaty ptukano w buforze reakcyjnym Ventana Reaction
Buffer, oraz inkubowano przez 4 min. w roztworze Ventana OV PEROX IHBTR,
w celu zahamowania aktywnos$ci endogennej peroksydazy. Czas inkubacji z poszczegdlnymi
przeciwciatami zgodny byt z indywidualnymi protokotami kazdego z barwien dodatkowych
1 wynosit: 24 min. dla Ventana anti-MLH1 (M1) Mouse Monoclonal Primary Antibody, 32 min.
dla Ventana anti-PMS2 (A16-4) Mouse Monoclonal Primary Antibody oraz 12 min. dla Ventana
anti-MSH2 (G219-1129) Mouse Monoclonal Primary Antibody i Ventana anti-MSH6 (SP93)
Rabbit Monoclonal Primary Antibody. Nast¢pnie wszystkie preparaty inkubowano przez 8 min.
w roztworze OptiView HQ Linker i kolejne 8 min. w OptiView HRP Multimer. Zgodnie
z zaleceniami producenta, zastosowano kontrbarwienie dwuetapowe, skltadajace si¢
z 4-minutowej inkubacji w hematoksylinie (Ventana Hematoxylin II) oraz 4-minutowe;j
inkubacji w Ventana Bluing Agent. Kontrolag pozytywna dla wszystkich czterech odczyndéw

byta $ciana ludzkiej okreznicy.

3.3.4. Ocena mikroskopowa barwien immunohistochemicznych

Wszystkie odczyny immunohistochemiczne ocenione zostaly przy uzyciu mikroskopu
swietlnego, dla AMHRII w oparciu o skale IRS (ang. immunoreactive score of Remmele and
Stegner) (Tabela 3) [119], zas dla MLH1, MSH2, MSH6 1 PMS2, w oparciu o zalecang przez
producenta przeciwcial skalge MMR RxDx panel scoring algorithm (ZTabela 4) [120].

A B
0 — brak komorek z odezynem dodatnim 0 — odczyn ujemny
1 —<10% komorek z odczynem dodatnim 1 — odczyn stabo dodatni
2 —11-50% komorek z odczynem dodatnim 2 — odczyn $rednio dodatni
3 —51-80% komorek z odczynem dodatnim 3 — odczyn silnie dodatni
4 —>80% komorek z odczynem dodatnim

Tabela 3. Skala IRS wg Remmele i Stegnera: odsetek komorek z odczynem dodatnim (A)
i intensywnos¢ odczynu barwnego (B). lloczyn obu parametrow (A x B) stanowi wynik pétilosciowej
skali IRS Remmele i Stegnera.
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Interpretacja Charakterystyka reakcji barwnej

Komorki raka wykazujace odczyn barwny jadrowy o
Dodatni (zachowany) /+/ dowolnej intensywnos$ci przewyzszajacej intensywnosé
wybarwienia tla.

Komorki raka nie wykazujace jadrowego odczynu barwnego,
Ujemny (utracony) /-/ wykazujace odczyn barwny inny niz jadrowy pod warunkiem
braku odczynu jadrowego lub odczyn jadrowy barwy szare;.

Tabela 4. Algorytm oceny odczynu immunohistochemicznego panelu Ventana MMR RxDx, zastosowany
w ocenie i interpretacji odczynow barwnych odzwierciedlajqcych ekspresje biatek MMR: MLHI, MSH?2,
MSH6, PMS2.

W ocenie ekspresji zarowno AMHRII, jak 1 panelu MMR, niezaleznie dla kazdego
preparatu przed przystapieniem do analizy i interpretacji odczynu barwnego oceniono jako$¢
techniczng wykonanej preparatyki pod katem adekwatnej do oceny morfologii oraz
charakterystyki tla wedlug kryteriow opisanych w Tabeli 5. W przypadku stwierdzenia
niediagnostycznosci danego preparatu, proces barwienia immunohistochemicznego
powtarzano, uprzednio rewidujac poprawnos$¢ zastosowanego protokolu technologicznego

barwienia specjalnego, immunohistochemicznego.

Preparat diagnostyczny Preparat niediagnostyczny
Komorki  i/lub  struktury  komorkowe
.| Komorki 1 struktury komoérkowe niewidoczne lub widoczne ale obarczone
Morfologia . . e
dobrze widoczne dowolnym artefaktem uniemozliwiajacym|
ocene
Nieinterferujace z komorkami Interferujace z komérkami i/lub strukturami
Tlo 1/lub strukturami komoérkowymi komorkowymi  w  sposéb  znacznie
podlegajacymi ocenie utrudniajacy lub uniemozliwiajacy ocene

Tabela 5. Algorytm walidacji przydatnosci diagnostycznej preparatu barwionego metodg
immunohistochemii.
3.4. Badania molekularne statusu MMR metoda RT-PCR

3.4.1. Kryteria wlaczenia pacjentek do badania molekularnego

Do testu molekularnego metoda reakcji tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym
(ang. real-time polymerase chain reaction RT-PCR) zakwalifikowano probki tkanki raka trzonu
macicy pochodzace od pacjentek, ktére w co najmniej jednym, dowolnym oznaczeniu
immunohistochemicznym bialek MMR uzyskaly status ,,/-/ uyjemny”. Algorytm doboru proby

do badan molekularnych obrazuje Rycina 10.
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Ocena IHC
MMR

v y v

A
Wszystkie ) 5 ] )
( odczyny /+/ ) ( 1-2 odczyny /-/ ) 3-4 odczyny /-/
A 4 v
. Btad
Btad techniczny kwalifikacji
materiatu
A

v v v A

MSS, rekwalifikacja i
nie wykonano RT-PCR Ponowne IHC ew. ponowne
RT-PCR IHC

Rycina 10. Algorytm kwalifikacji materiatu do oceny statusu mechanizmu naprawy blednie

sparowanych zasad - MMR (ang. mismatch repair) metodg reakcji tancuchowej polimerazy
w czasie rzeczywistym - RT-PCR (ang. real-time polymerase chain reaction ). Kwalifikacja materiatu
dokonywana byta na podstawie reakcji barwnej przeciwciat skierowanych przeciw czterem glownym
biatkom naprawy blednie sparowanych zasad. Sposob oceny reakcji barwnej opisano w Tabeli 2. MSS
- Stabilnos¢ mikrosatelitarna (ang. microsatellite stable). (opracowanie wilasne)

3.4.2. Opis zastosowanego systemu RT-PCR
Analiz¢ okreslonego uprzednio metodami immunohistochemii statusu MMRd wykonano
z zastosowaniem automatycznego zamknigtego systemu Biocartis Idylla MSI Test. System ten
jest ztozony z konsoli polaczonej z instrumentem testowym, w ktdrym za pomoca
jednorazowych kartridzy przeprowadzana jest amplifikacja, a jej rezultaty po zakonczonej
procedurze, przy uzyciu dedykowanego oprogramowania MSI Test Type Package widoczne sg
w formie skroconego raportu na ekranie konsoli. Raporty petne przesytane sg i przechowywane
w dysku wirtualnym (tzw. ,,chmurze”), indywidualnej dla pracowni wykonujacej test i mozliwe
do odczytania tylko dla upowaznionych pracownikéw tejze jednostki. Raporty generowane sa
w formie zabezpieczonych, nieedytowalnych plikow. Ogdlng zgodnos¢ wynikow pomiedzy
zastosowanym w niniejszych badaniach systemem Biocartis Idylla MSI Test a metoda
referencyjng — systemem Promega MSI Analysis System v1.2, producent okresla na poziomie
99,7%, za$ zgodnos¢ z oznaczeniami IHC na poziomie 97,5% [121].

Test Idylla MSI testuje panel siedmiu biomarkerow monomorficznych: ACVR2A —
receptor typu Il z rodziny TGF-B; BTBD7 — regulator ekspresji genow odpowiedzialnych za
polaczenia migdzykomorkowe, DIDO1 — induktor apoptozy, MRE11 — biatko o aktywnosci
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egzo- i endonukleazy, RYR3 — receptor rianodynowy, regulator gospodarki wapniowe;j
w komorce, SEC31A — biatko wspomagajace transport z retikulum endoplazmatycznego
1 SULF2 — koreceptor wspomagajacy sygnalizacj¢ receptorow typu Il rodziny TGF- [12].

Do testow, w kazdym z badanych przypadkow uzyto materiatu pochodzacego z tych
samych blokéw parafinowych, z ktorych uprzednio wyodrebniono rdzenie mikromacierzy
tkankowych. Z kazdego z nich, wykonano preparat barwiony metoda H&E w celu
zakwalifikowania materiatu do badania 1 wyznaczenia obszaru do p6zniejszej makrodysekcji
na skrawkach niebarwionych o grubosci 6pum. Komorki nowotworu w obszarze wyznaczonym
stanowily >20% komorek w obszarze ogotem, a obszar kazdorazowo wynosit 48-50mm?, przy
czym aby spetni¢ warunek dotyczacy odpowiedniej komdrkowosci mozliwe byto uzycie tkanki
pochodzacej z wiecej niz jednego skrawka danego obszaru. Wyznaczony przez producenta
poziom komodrkowosci podyktowany jest potencjalng mozliwoscia uzyskania wynikow
falszywie ujemnych z powodu nie braku, lecz niewystarczajacej do detekcji odsetkowej ilosci
alleli zmutowanych w probce.

Przygotowany material umieszczono w kartridzu, za$ ten w instrumencie testowym.
Zawarte w kartridzu enzymy 1 odczynniki chemiczne w polaczeniu z wytwarzanymi przez
urzadzenie cieptem oraz falami ultradzwigkowymi o duzym natezeniu (ang. high-intensity
focused ultrasound, HIFU) powoduja deparafinizacje, lize komoérek 1 uwolnienie kwasow
nukleinowych. Reakcja PCR odbywa si¢ przy uzyciu stabilnych starterow, specyficznych dla
wyzej wymienionych biomarkerow. Detekcja i analiza tychze, mozliwa jest dzigki markerom
molekularnym znakowanym fluorescencyjnie, ktore dzieki r6znej temperaturze topnienia oraz
typu wystepowania docelowych biomarkerow (typ dziki vs amplikon zmutowany) wykrywane
sa jako roznice w profilach fluorescencji, a po analizie dokonanej przez oprogramowanie,
wyrazane w formie wyniku genetycznego dla biomarkera i statusu MSI dla catej probki.

Czas przetwarzania pojedynczego testu, a wigc pojedynczej probki, wynosi w uzytym
do badania systemie 150 minut. Wynik testu interpretowany jest automatycznie przez
oprogramowanie systemu 1 zostaje udostgpniony na ekranie konsoli w formie skroconej
natychmiast po ukonczeniu testu (Rycina 11), a w formie rozszerzonej, wynik jest dostepny
online na indywidualnym koncie w chmurze zaktadu wykonujacego test. W formie skrocone;j
przedstawiany jest on jako ogdlny status MSI: MSS/MSI-H/Nieprawidtowy oraz indywidualnie
dla kazdego biomarkera: Nie wykryto mutacji/Wykryto mutacje/Nieprawidiowy. Caty
przeprowadzony dla danej probki test uwaza si¢ za wykonany prawidlowo jesli co najmniej 5
z 7 biomarkeréw wykazuje wynik inny niz ,,Nieprawidtowy”. Status probki okreslony zostaje

jako niestabilno$¢ mikrosatelitarna jesli w co najmniej 2 z 7 biomarkeréw wykryto mutacjg.
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Whymik testu (1) Urzadzenie medyczne do diagnestyki in vitro, Do uzytku w pracedurach diagnostycznych

IcdyllaTl PASI Test

Status probki M5I M5I-H

ACVRZA Mie wykryto mutacji

Whnik hMSI 0.08

BTED7 Wrykryto mutacje

Wiynik bS5 1.00

DIDO Wykryto mutacje

Whynik k5l 0.87

MRE11 Wykryto mutacje

Wynik MSI 092

RYR3 Wykryto mutacje

Winik b5 0.4z

SEC31A Mie wykiryto mutacji

Wynik M5I 0.01

SULF2 Wykryto mutacje

Winik M5 0.96

Status jakosc 7 biomarkerdw M35I zostato wzmecnionych
prawidlowo, w zwigzku z czym wynik testu jest
WAZNY.

Report printed from ldylla™ Explore

2. BIOCARTIS

Rycina 11. Przykiadowy raport skrocony wykonanego testu “ldylla MSI Test”. Status niestabilnosci
mikrosatelitarnej (ang. microsatellite instability) okreslony zostat osobno, dla kazdego z 7 badanych
biomarkerow, a ponadto na podstawie ogolnej ilosci wzmocnien biomarkerow, dla catej probki
okreslono status jakosci.

3.5. Analiza statystyczna

Zaleznosci pomiedzy poziomem ekspresji AMH 1 AMHR a obecnoscig MSI-H, przy udziale
pozostalych zmiennych — ilosciowych (wiek pacjentki, indeks BMI pacjentki, liczba porodow,
liczba poronien, $rednia masa noworodka, $redni czas karmienia piersia)
1 jakosciowych (typ nowotworu wg Bokhmana, stopien zaawansowania wg FIGO, stosowanie
antykoncepcji, stosowanie hormonalnej terapii zastgpczej, obecnos¢ cukrzycy, palenie)
poszukiwano wykorzystujac uogolnione modele liniowe (GLZ). Budoweg¢ modeli
przeprowadzono dla wszystkich badanych efektow oraz poszukiwano najlepszego podzbioru
zmiennych wyjasniajagcych stosujac kryterium informacyjne Akaike. Budowe modeli
prowadzono dla r6znych kombinacji zmiennych, co wynikato z konfiguracji podklas, jako
realizacji wariantow wyrdznianych kategorii zmiennych.

Zalezno$ci pomigdzy zdiagnozowang obecnoscia MMRA, a niezaleznymi pozostatymi
badanymi zmiennymi zakodowanymi jako dwustanowe (TAK; NIE), tj. porodami,
wystepowaniem  poronien, stosowaniem antykoncepcji hormonalnej, stosowaniem
hormonalnej terapii zastepczej, cukrzycy typu 2, nadci$nieniem tetniczym byly testowane

dwustronnym testem doktadnym Fishera [123].
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Zwiazki pomiedzy obecnosciag MMRd, a badanymi zmiennymi ilo§ciowymi, tj. liczba
porodow, wspotczynnikiem BMI pacjentki i jej wiekiem byty testowane w modelu regresji
logistycznej [124], uwzgledniajac wszystkie zmienne, jak réwniez w modelach
z pojedynczymi niezaleznymi zmiennymi, gdyz model regresji logistycznej nie wyjasnia
efektow interakcji zmiennych niezaleznych. Modelowano prawdopodobienstwo obecnosci
MMRd [p (MMRd)=1] zaleznie od zmiennych niezaleznych. Poszukiwanie najlepszego uktadu
dla tych zmiennych zostato przeprowadzone metoda estymacji Rosenbrocka 1 quasi Newtona,
a w przypadku budowy modelu dla zwigzku prawdopodobienstwa MMRd zaleznie do masy
urodzeniowej dziecka metoda Hooke’a-Jeevesa przemieszczania uktadu [125].

Model regresji logistycznej byl estymowany metoda najwickszej wiarygodnos$ci
a wspoélczynniki regresji (parametry modelu) testowano funkcja Walda [124]. Metoda
najwigkszej wiarygodno$ci polega na estymacji funkcji wiarygodnosci wyznaczonych
parametréw modelu na postawie prob, odpowiadajacej zaobserwowanemu zdarzeniu,
zaleznemu od szukanych (estymowanych) parametréw, a nastepnie a posteriori na znalezieniu
takich warto$ci parametrow, dla ktorych funkcja ta osigga najwigksza warto$é.

Powigzanie obecnosci MMRdA ze stopniem zaawansowania nowotworow wg
klasyfikacji FIGO przetestowano testem niezaleznos$ci chi-kwadrat, przy czym z uwagi na
niewielkg liczbe danych w niektérych kategoriach, dokonano grupowania klas rozwojowych
w trzy kategorie (FIGO [; FIGO 111 FIGO IlII&IV), aby spetni¢ zatozenia funkcji testowej [126].

W przypadku takiego grupowania liczba obserwacji w kazdej kategorii byta wyzsza od
5, a wartos$ci oczekiwane dla wyznaczonych kategorii wynosily odpowiednio Figo I — 25.23,
FIGO II — 4.72 1 FIGO HI&IV —5.04. W analizie zastosowano wersj¢ testu chi-kwadrat
Pearsona z poprawka na ciagtos¢. W przypadku analizy powigzania czgstos¢ wystgpowania
MMRd zaleznie od typdw nowotwordw porownano liczbe zdarzen z obecnoscia MMRd w raku
endometrioidnym G2 wzgledem wszystkich pozostatych. Taka klasyfikacja wynikata réwniez
z niewielkiej liczby przypadkéw w wyrdznionych grupach nowotworéw oraz wymogow
formalnych stosowania testow statystycznych. W tej analizie, w sytuacji tabeli 2x2

zastosowano dwustronny test doktadny Fishera [123].
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4. Wyniki
4.1. Podzial grupy badanej, wyniki barwien immunohistochemicznych i reakcji tan-
cuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym

Badana grupa 218 pacjentek zostata podzielona na 6 podgrup, na podstawie typu histo-
logicznego raka wedtug klasyfikacji WHO 1 stopnia zr6znicowania wedtug FIGO [109, 110]:
rak endometrioidny Grade 1 (n = 49), rak endometrioidny Grade 2 (n = 146), rak endometrio-
idny Grade 3 (n = 6), rak surowiczy (n = 8), rak jasnokomodrkowy (n = 4), rak mieszany endo-
metrium (n = 5). Ekspresje AMH, po postacig cytoplazmatycznej reakcji barwnej o réznym
stopniu nasilenia, zaobserwowano w materiale pochodzacym od 23/218 pacjentek (Rycina 12).

Wartos$ci $rednie ekspresji  AMH ocenionej wedlug skali Remmele

1 Stegnera przedstawiono w Tabeli 6.
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Rycina 12. Przykiady odczynu barwnego, cytoplazmatycznego, uzyskanego metodg immunohistochemii
z wykorzystaniem przeciwciat przeciwko hormonowi anty-Miillerowskiemu, AMH (ang. anti-Miillerian
hormone). (4) rak endometrioidny G1, ogniskowy silny odczyn cytoplazmatyczny. (B) rak endometrio-
idny G 1 ogniskowy sredni odczyn cytoplazmatyczny. (C) rak mieszany endometrium, ogniskowy staby
odczyn cytoplazmatyczny w komponencie Sluzowej. (D) rak surowiczy, ogniskowy staby odczyn cytopla-
zmatyczny. (Powigkszenie 200x)
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Llcz.ba Srednia | Min. Maks.
. .. | pacjentek z . . . .
Typ Liczebnos¢ . wartos¢ | wartoS¢ | wartos¢
: . dodatnia .. . .. | SD
histologiczny grupy ekspresja ekspresji | ekspresji | ekspresji
AMH AMH AMH AMH
Rak
endometrioidny 49 3 1.78 1.0 3.0 1.072
G1
Rak
endometrioidny 146 15 1.33 0.67 2.33 0.590
G2
Rak
endometrioidny 6 0 - - - -
G3
Rak surowiczy 8 0 - - - -
Rak 4 3 2.0 133 267 | 0.667
jasnokomorkowy
Rak mieszany 5 0 - - - -

Tabela 6. Wartosci ekspresji hormonu anty-Miillerowskiego, AMH (ang. anti-Miillerian hormone)

w poszczegolnych podgrupach zroznicowanych ze wzgledu na typ histologiczny raka endometrium. Po-
dane wartosci ekspresji oparte sq o wyniki oceny barwienia immunohistochemicznego, dokonanej przy

pomocy skali Remmele i Stegnera. Wartos¢ srednia ekspresji stanowi Sredniq arytmetyczng wszystkich
wartoSci podanych przez oceniajqcego dla materiatu o dodatniej ekspresji w danej podrugpie. SD —

odchylenie standardowe (ang. standard deviation).

Ekspresje AMHRII, w postaci odczynu barwnego, cytoplazmatyczno-blonowego obser-

wowano we wszystkich objetych badaniem typach histologicznych raka endometrium (Rycina

13). Wartosci $rednie ekspresji dla wszystkich podgrup byty podobne (Tabela 7).
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Rycina 13. Przykltady odczynu barwnego, cytoplazmatyczno-blonowego, uzyskanego metodg immuno-
histochemii z wykorzystaniem przeciwciata przeciwko receptorowi typu Il dla hormonu anty-Miillerow-
skiego, AMHRII (ang. anti-Miillerian hormone receptor type Il). (4) rak endometrioidny G2, silny od-

sy
AN PR Sl

czyn cytoplazmatyczno-btonowy. (B) rak endometrioidny G1 , sSredni odczyn cytoplazmatyczno-btonowy.
(C) rak endometrioidny G1, staby odczyn cytoplazmatyczno-btonowy. (D) rak endometrioidny G3, staby
odczyn cytoplazmatyczno-blonowy. (Powigkszenie 200x)
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Srednia | Min. Maks.
Tvp histologiczn Liczebno$¢ | warto$¢ | wartoS¢ | wartos¢ SD
yp siezny grupy ekspresji | ekspresji | ekspresji
AMHRII | AMHRII | AMHRII
Rak endometrioidny G1 49 5.69 2.67 8.0 1.645
Rak endometrioidny G2 146 6.32 2.33 12.0 1.801
Rak endometrioidny G3 6 6.44 4.67 8.0 | 1559
Rak surowiczy 8 6.25 4.00 8.0 1.591
Rak jasnokomorkowy 4 6.83 4.67 8.0 1.575
Rak mieszany 5 7.60 6.00 8.0 0.894

Tabela 7. Wartosci ekspresji receptora typu Il dla hormonu anty-Miillerowskiego, AMHRII (ang. anti-
Miillerian hormone receptor type Il) w poszczegolnych podgrupach zréznicowanych ze wzgledu na typ
histologiczny Podane ekspresji oparte sq
o wyniki oceny barwienia immunohistochemicznego, dokonanej przy pomocy skali Remmele

raka endometrium. wartosci
i Stegnera. Wartos¢ Srednia ekspresji stanowi sredniq arytmetyczng wszystkich wartosci podanych przez
dla dodatniej

SD — odchylenie standardowe (ang. standard deviation).

oceniajgcego materiatu 0 ekspresji w danej podrugpie.

Ekspresja biatek MLH1, MSH2, MSH6 1 PMS2, nalezacych do grupy MMR,
w barwieniach specjalnych metodami immunohistochemii ma charakter odczynu barwnego ja-
drowego 1 oceniana jest przy uzyciu algorytmu Ventana MMR RxDx, okreslonego przez produ-
centa panelu przeciwciatl. Prawidlowy odczyn jadrowy oznacza obecno$¢ danego biatka, za$
brak reakcji barwnej $wiadczy o niestabilno$ci mikrosatelitarnej w kontekscie funkcji danej
sktadowej grupy biatek MMR (Rycina 14, Rycina 15). Status deficytu naprawy blednie sparo-
wanych zasad (MMRd) w obrgbie catej grupy badanej, stwierdzony przy pomocy IHC, zaob-
serwowano ogotem w 21,56% przypadkow, zas§ przy uzyciu RT-PCR w 16,05% przypadkow,

co stanowi 74,45% pacjentek ze stwierdzonym w IHC statusem MMRd (Tabela 8).
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Rycina 14. Przykiady odczynu barwnego, jgdrowego, uzyskanego metodg immunohistochemii z wyko-
rzystaniem przeciwcial przeciwko biatkom MLHI (ang. MutL protein homolog 1)(4 i C) oraz MSH?2
(ang. MutS homolog 2) (B i D). Jgdrowy odczyn w komorkach podscieliska
i komorkach nacieku zapalnego stanowi dowod na obecnosé funkcjonalnych biatek MLHI
i MSH2 w tych komorkach, co pozwala uwazacé je za tzw. kontrole wewnetrzng poprawnosci technicznej
wykonanych odczynow immunohistochemicznych. (4) rak endometrioidny Gl
z zachowang ekspresjq jadrowg MLHI. (B) rak edometrioidny G1 z zachowang ekspresjq jgdrowg
MSH?2. (C) rak endometrioidny G2, nieobecny odczyn jgdrowy oznacza brak funkcjonalnego biatka
MLHI. (D) rak endometrioidny GI, nieobecny odczyn jgdrowy oznacza brak funkcjonalnego biatka
MSH?2. (Powigkszenie 100x)
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Rycina 15. Przykiady odczynu barwnego, jgdrowego, uzyskanego metodg immunohistochemii
z wykorzystaniem przeciwciat przeciwko biatkom MSH6 (ang. MutS homolog 2)(A i C) oraz PMS?2 (ang.
PMSI protein homolog 2) (B i D). Jgdrowy odczyn w komorkach podscieliska
i komorkach nacieku zapalnego stanowi dowod na obecnos¢ funkcjonalnych biatek MSHG6
i PMS2 w tych komorkach, co pozwala uwazaé je za tzw. kontrole wewnetrzng poprawnosci technicznej

wykonanych odczynow immunohistochemicznych. (4) rak endometrioidny Gl
z zachowang ekspresjq jgdrowg MSHG6. (B) rak edometrioidny G2 z zachowang ekspresjq jgdrowq
PMS2. (C) rak endometrioidny G, nieobecny odczyn jgdrowy oznacza brak funkcjonalnego biatka
MSH6. (D) rak endometrioidny Gl, nieobecny odczyn jgdrowy oznacza brak funkcjonalnego biatka
PMS2. (Powigkszenie 100x)
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Typ histologiczny Liczebno$s¢ | MMRd | MMRd | Odsetek pacj en.tek
grupy IHC RT-PCR | MMRd w grupie
Rak endometrioidny G1 49 7 4 14%
Rak endometrioidny G2 146 36 29 25%
Rak endometrioidny G3 6 1 1 17%
Rak surowiczy 8 2 1 25%
Rak jasnokomérkowy 4 0 0 0%
Rak mieszany 5 1 0 20%

Tabela 8. Liczba pacjentek (wyrazona w wartosciach bezwzglednych) oraz odsetek pacjentek ze
stwierdzonym deficytem naprawy blednie sparowanych zasad, MMRd (ang. Mismatch repair deficient)
w materiale pochodzqcym z guza endometrium w zaleznosci od jego typu histologicznego. MMRd THC
—deficyt naprawy biednie sparowanych zasad stwierdzony za pomocq panelu immunohistochemicznego.
MSI RT-PCR - deficyt naprawy blednie sparowanych zasad stwierdzony za pomocq reakcji tancuchowej
polimerazy w czasie rzeczywistym na grupie pacjentek ze stwierdzonym MMRd metodg THC.

4.2. Zréznicowanie ekspresji AMH

Poziom ekspresji AMH nie zalezal od statusu MMRd (Tabela 9), a redukcja zmiennych do

najlepszego podzbioru (Tabela 10), wskazuje, ze poziom AMH zalezat od §redniego czasu kar-

mienia piersig, indeksu BMI pacjentki, liczby poronien i typu nowotworu wg Bokhmana

(p <0,05).
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Srednia - Test naj. wiar. typu 1 (AMH_MMRd) Rozklad: NORMALNY
F. wiazaca: LOG
Efekt X -
Stopnie Log- Chi-
Swobody Naj.wiar Kwadr. P

Wyraz wolny 1 -138,606
Srednia masa noworodka 1 -138,401 0,4106 0,521644
Sredni czas KP 1 -134,366 8,0697 0,004501
oM 1 -134,165 0,4016 0,526256
BMI 1 -130,570 7,1907 0,007328
Porody 1 -130,379 0,3828 0,536083
Poronienia 1 -109,097 42,5638 0,000000
Cukrzyca 1 -119,148
MMRd [IHC] 1 -118,680 0,9353 0,333477
Nadcisnienie 1 -112,518 12,3246 0,000447
Antykoncepcja hormonalna 0 -112,518 0,0000
HTZ 1 -117,845
Papierosy 0 -117,843 0,0038
Typ nowotworu 4 -60,312 115,0617 0,000000

Tabela 9. Poziom ekspresji hormonu anty-Miillerowskiego, AMH, model ogolny ze wszystkim efektami.
KP — karmienie piersiq, OM — ostatnia miesigczka, BMI — indeks masy ciata (ang. body mass index),
MMRd — deficyt naprawy blednie sparowanych zasad (ang. Mismatch repair deficiency), IHC — immu-
nohistochemia, HTZ — hormonalna terapia zastepcza. p - prawdopodobienstwo I rodzaju, tj. odrzucenia
hipotezy zerowej.

Srednia - Test naj. wiar. typu 1 (AMH_MMRd) Rozklad: NORMALNY F.
wigzaca: LOG
Efekt Stopnie Log- Chi-
Swobody Naj.wiar Kwadr. P

Wyraz wolny 1 -138,606

Srednia tasa 1 138,401 0,41064 0,521644
Sredni czas KP 1 -134,366 8,06975 0,004501
oM 1 -134,165 0,40162 0,526256
BMI 1 -130,570 7,19065 0,007328
Porody 1 -130,379 0,38285 0,536083
Poronienia 1 -109,097 42,56383 0,000000
Typ nowotworu 2 -90,579 37,03494 0,000000

Tabela 10. Poziom ekspresji hormonu anty-Miillerowskiego, model z zastosowang redukcjq zmiennych
do najlepszego podzbioru. KP — karmienie piersiq, OM — ostatnia miesigczka, BMI — indeks masy ciata
(ang. body mass index). p - prawdopodobienstwo I rodzaju, tj. odrzucenia hipotezy zerowej.

4.3. Zréznicowanie ekspresji AMHRII

Poziom ekspresji AMHRII, podobnie jak w przypadku AMH, nie zalezat od statusu MSI-H
(Tabela 11) a najlepiej dopasowany model sprowadza zalezno$¢ ekspresji receptora AMH typu

IT tylko od typu nowotworu (p = 0,05664, na granicy istotnos$ci statystycznej).
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Srednia - Test naj.

wiar. typu 3 (AMHR_MMRd) Rozklad: NORMALNY F.

wigzaca: LOG

Efekt Stopnie Log- Chi-
Swobody Naj.wiar Kwadr. P
ﬁ;ﬁ;’;‘sg e 1 -376,175 0,89766 0,343411
Sredni czas KP 1 -375,942 0,43146 0,511275
OM 1 -375,727 0,00114 0,973119
BMI 1 -376,411 1,37011 0,241793
Porody 1 -375,822 0,19067 0,662360
Poronienia 1 -375,727 0,00144 0,969731
MMRd [IHC] 1 -375,756 0,05994 0,806584
Typ nowotworu 5 -381,100 10,74668 0,056640

Tabela 11. Poziom ekspresji receptora typu Il dla hormonu anty-Miillerowskiego, AMHRII, model

0golny ze wszystkimi efektami. Na czerwono zaznaczono typ nowotworu jako jedyny parametr wykazu-

Jjacy zwiqzek z ekspresjg AMHRII na poziomie zblizonym do granicy istotnosci statystycznej. KP — kar-

mienie piersig, OM — ostatnia miesigczka, BMI — indeks masy ciata (ang. body mass index), MSI-H —

wysoka niestabilnos¢ mikrosatelitarna (ang. microsatellite instability — high), IHC — immunohistoche-

mia, HTZ — hormonalna terapia zastepcza. p - prawdopodobienstwo [ rodzaju, tj. odrzucenia hipotezy

zerowej.

4.4. Zroznicowanie statusu MMRd

Wszystkie badane zaleznosci pomigdzy obecnoscia MMRd, a pozostalymi zmiennymi za-

kodowanymi jako dwustanowe, tj. porodami, wystegpowaniem poronien, stosowaniem antykon-

cepcji hormonalnej, hormonalnej terapii zastepczej, cukrzyca typu 2, diagnozowanym nadci-

snieniem byly nieistotne statystycznie (Tabela 12).
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Zmienna MMRd Test dokladny Fishera
NI isE |5 ’
Palenie TAK 2 > 0.382
Nadci$nienie 1I:I Ali 17028 ; 0.448
Antykoncepcja hormonalna ,}\I Ali 116 305 1.000
Poronienia 11:1 AIE 13428 ?(5) 0.163
Porody ,}\I Ali 12600 314 0.211
Htz ,}\I Iii 11655 332 1.000
Cukrzyca ,}\I [ii {4328 296 0.828

Tabela 12. Zaleznosci pomiedzy zdiagnozowang obecnoscig MMRd, a niezaleznymi badanymi zmien-
nymi zakodowanymi jako dwustanowe testowane dwustronnym testem doktadnym Fishera. MMRd — de-
ficyt systemu naprawy blednie sparowanych zasad. (0) - nieobecne. (1) - obecne. HTZ — hormonalna
terapia zastepcza. p - prawdopodobienstwo [ rodzaju, tj. odrzucenia hipotezy zerowej.

Prawdopodobienstwo obecnosci MMRd nie wigzato si¢ z wiekiem pacjentki, liczba po-
rodow i wskaznikiem BMI pacjentki (model catoéciowy: funkcja straty: 87.084; y*(dr=6=5.527;
p=0.478), zadna ze zmiennych nie  wykazywala  istotnego  powigzania
z prawdopodobienstwem MMRA (Tabela 13). Rowniez modele budowane tylko dla pojedyn-
czych zmiennych niezaleznych wskazywaly na nieistotno$¢ zwigzku (wiek pacjentki: funkcja
straty: 94.811; y*ae=1=1.413; p=0.234; BMI pacjentki: funkcja straty: 95.479; y*a=1y=0.078;
p=0.779; liczba porodoéw: funkcja straty: 94.070; x*we=1=2.895; p=0.089). Prawdopodobien-
stwo obecnosci MMRdA nie wigzalo si¢ z masa noworodka (funkcja straty: 89.720;
2@e=1=0.255; p=0.614), ze $rednim czasem karmienia piersia (funkcja straty: 95.517;
2@=1=0.0009; p=0.976), jak réwniez liczbg poronien (funkcja straty: 95.022; y*ar=1=0.991;
p=0.320).
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Stala | Wiek Liczba Liczba Masa | Sredni czas

. BMI , . karmienia
BO matki porodéw | poronien | noworodka A
piersia
Parametr regresji | -1.944 | 0.040 -0.011 0.151 0.320 -0.001 -0.151
Blad standardowy |2.7683| 0.0446 | 0.0328 0.1011 0.2855 0.0004 0.1011
-95% p.u. 7.404| -0048 | -0.076 -0.048 -0.244 -0.001 -0.080
+95% p.u. 3518 | 0.128 0.053 0.351 0.883 0.0003 0.043
Chi-kwadrat 0493 | 0.795 0.114 2.239 1.252 1.860 0.347

Walda

p 0483 | 0.372 0.735 0.135 0.263 0.1735 0.556

Tabela 13. Model regresji logistycznej wyjasniajgcej prawdopodobiernstwo obecnosci deficytu systemu
naprawy biednie sparowanych zasad (MMRA) [p (MMRd)=1] zaleznie od wieku pacjentki, liczby poro-
dow, liczby poronien, indeksu masy ciata (ang. body mass index, BMI), masy noworodka
i Sredniego czasu karmienia piersiq.

Réznice pomiedzy obserwowanymi, a oczekiwanymi liczbami przypadkow obecnosci
statusu MMRd w wyr6znionych trzech kategoriach stopni zaawansowania nowotworow wg
FIGO, wskazuja na zwigzek statystycznie istotny (ch-2-6.852; df=2, p=0.033), a obecnos¢
MMRd, byta czgéciej notowana w przypadku stopnia FIGO I (IA i IB), natomiast rzadziej
w wyzszych stopniach zaawansowania (Tabela 14). Obecnos¢ MMRd byta takze czgsciej ob-

serwowana w przypadku raka endometrioidnego G2 w poréwnaniu do innych typow (test do-

ktadny Fishera: p=0.047)(Tabela 15).

Fl FI FI
MMRd ?O ﬁo " g?v Razem
0 130 (123.30) 20 (23.26) 21 (25.83) 171
6.70 -3.26 -4.83
1 26 (32.70) 10 (6.74) 11 (6.17) 47
-6.70 3.26 4.83
Razem 156 30 32 218

Tabela 14. Roznice pomiedzy liczbg stwierdzonych i oczekiwanych przypadkow wystegpowania deficytu
systemu naprawy biednie sparowanych zasad (MMRA) zaleznie od stopnia zaawansowania raka trzonu
macicy wg Miedzynarodowej Federacji Ginekologii i Poloznictwa (FIGO). Zastosowano wersje testu
chi-kwadrat Pearsona z poprawkq na ciggtos¢. Roznice pomiedzy wartoscig obserwowang i oczekiwang
oznaczono w tabeli kolorem czerwonym; liczebnosci obserwowane podano przed nawiasem, wartosci

obserwowane podano w nawiasie.

Rak Pozostale
MMRd endometrioidny typy Razem
raka
G2
107 (114.28) 64 (58.60)
2 -7.28 5.40 171
39 (31.72) 8 (13.40)
! 7.28 -5.40 47
Razem 146 72 218

Tabela 15. Roznice pomiedzy liczbg stwierdzonych i oczekiwanych przypadkow wystepowania deficytu
systemu naprawy biednie sparowanych zasad (MMRA) zaleznie od typow histologicznych i stopnia doj-
rzatosci raka endometrium. Zastosowano dwustronny test doktadny Fischera. Roznice pomigdzy
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wartoscig obserwowang i oczekiwang oznaczono w tabeli kolorem czerwonym, liczebnosci obserwo-
wane podano przed nawiasem; wartosci obserwowane podano w nawiasie.
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5. Dyskusja

Okreslenie nowego, opartego na charakterystyce molekularnej, podziatu raka endometrium
rzucitlo nowe §wiatto na wspotczesne rozumienie patogenezy i przebiegu tego nowotworu.
Wyroéznienie czterech grup: ultra-zmutowanej POLE, hyper-zmutowanej MMRd, z mutacja
w genie TP53 1 alteracjami molekularnymi z duzg iloScig kopii oraz najliczniejszej, bez
specyficznego wzoru molekularnego, stworzyto z jednej strony podstawy, a z drugiej szerokie
mozliwosci do dociekan na temat innych uprzednio znanych czynnikow tak o potwierdzonym,
jak 1 o niepewnym wptywie na rozwoj i przebieg tej choroby.

W kontekscie klasyfikacji molekularnej, raki endometrium nalezace do kategorii
MMRd stanowia druga, pod wzgledem liczebno$ci grupg, a ich czgsto$¢ wystepowania
w duzych badaniach kohortowych waha si¢ od 22,8% do 30,7 % [121, 127-129]. Jednoczes$nie,
pacjentki z alteracjami genetycznymi i epigenetycznymi w zakresie systemu MMR w guzie
endometrium, stosunkowo latwo jest wyodrgbni¢ tanimi 1 prostymi metodami
diagnostycznymi, takimi jak rekomendowany przez $wiatowe towarzystwa naukowe panel
immunohistochemiczny zawierajacy cztery typy przeciwcial: anty-MLH1, MSH2, MSH6
i PMS2 [129]. W dwoch, przeprowadzonych na duzych grupach pacjentek, badaniach
prospektywnych [130, 131] oraz pigtnastu retrospektywnych [132-146] stwierdzono, ze
korzy$ci z przeprowadzania identyfikacji grupy MMRd metodami IHC s3 nieporéwnywalnie
wyzsze od potencjalnych aspektow negatywnych takiego postgpowania pod postacig np.
przypadkéw zakwalifikowanych btednie do grupy NSMP z powodu bledow technicznych
barwien czy tez suboptymalnej oceny uzyskanych reakcji. Ponadto, pomimo swoistos$ci rowne;j
100%, czutos¢ innych, bardziej zaawansowanych metod biologii molekularnej, w$rod ktorych
najprostsza i najbardziej dostgpng wydaje si¢ RT-PCR, jest znacznie nizsza niz czutos¢ IHC
[147, 148]. W przypadku Idylla MSI Test, w o$miu dostepnych analizach poréwnawczych,
waha si¢ ona dla raka endometrium w zakresie od 58% do 94%, przy czym dla raka jelita
grubego czutos¢ tej metody jest wyzsza 1 zawiera si¢ w przedziale 95-99,8% [147-154].
Przyjmujac IHC za metodg referencyjna, wyniki badania Idylla MSI Test w grupie pacjentek
objetych niniejszg analizg (#=218) nie odbiegaja od wczesniej wspomnianych danych
literaturowych . Status MMRd wyznaczony za pomocg IHC uzyskato 47 pacjentek, co
odpowiada 21,56% catej grupy badanej, za$ za pomoca RT-PCR, Idylla MSI Test 35 pacjentek,
co odpowiada 16,05% catej grupy. Zgodno$¢ oznaczen RT-PCR z ITHC oceniono zatem na

74,47%.
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Raki endometrium w poréwnaniu do rakéw jelita grubego, znacznie czgsciej wykazuja
tylko minimalne zmiany w mikrosatelitach, obejmujace zaledwie jedno do trzech powtorzen
sekwencji w locus niestabilnym [150, 155, 156]. Falszywie ujemne wyniki oznaczen testem
Idylla MSI obserwuje si¢ zwlaszcza w przypadkach z mutacjg germinalng w genie hMSH6.
Ttlumaczy¢ to mozna kilkoma zaobserwowanymi w licznych doniesieniach okoliczno$ciami.
Obrot komorkowy (ang. epithelial turnover) w nabtonku jelita grubego zachodzi w czasie
krétszym niz w nabtonku gruczolowym endometrium, stad liczba replikacji komérkowych
zachodzacych w jelicie jest wieksza, a w konsekwencji nieprawidtowe petle insercyjno-
delecyjne sa diuzsze [157, 158]. Co wigcej, niemal wszystkie (11/12 przypadkow)
obserwowane w niniejszym badaniu przypadki rakow o statusie MMRd potwierdzonym w THC,
ktére w Idylla MSI Test uzyskaty status MSS prezentowaty niski stopien zaawansowania
klinicznego FIGO ( FIGO IA-FIGO II), co moze oznacza¢ relatywnie niska sumaryczna liczbe
podzialéw komoérkowych od momentu powstania raka, a tym samym oznaczaé nie zwigkszenie
ogolnej liczby powtorzen btednie sparowanych zasad, a znacznie mniejsza liczbe powtorzen
nukleotydu lub sekwencji w obrgbie petli insercyjno-delecyjnych [156]. Ponadto, brak
stuprocentowej zgodnos$ci, poza btgdami technicznymi preparatyki, ktore zostaty wykluczone,
thumaczy¢ mozna réwniez specjalizacjg poszczegolnych heterodimeréw systemu MMR.
Kompleks MSH2-MSH6 zaangazowany jest w naprawe btednego sparowania pojedynczej pary
zasad 1 dwunukleotydowych petli insercyjno-delecyjnych, podczas gdy MSH2-MSH3
odpowiedzialny jest za petle dtuzsze, sktadajace si¢ z 2-13 nukleotydéw [159]. Ta, zaledwie
drobna nieprawidlowos¢ w MMR w zaleznosci od czutosci metody (IHC vs RT-PCR), zdaniem
niektorych autoréw, moze oznacza¢ dodatni wynik (MMRd) w IHC, za§ w RT-PCR ujemny,
przy czym sytuacja odwrotna zaobserwowana zostata w zaledwie 4-6% przypadkow [150, 159,
160].

Niewatpliwie, w aspekcie rewolucji w charakterystyce molekularnej raka endometrium,
ktora rozpoczeta sie¢ w roku 2015 od doniesienia TCGA 1 jak si¢ wydaje, nadal trwa, palaca
staje si¢ potrzeba odnalezienia i dopasowania roli w karcynogenezie dla wczesniej odkrytych
czynnikdw. Wsrod nich, niezwykle ciekawa wydaje si¢ ewentualna protekcyjna rola AMH
1 w powstawaniu i rozwoju tego nowotworu [161]. AMH, ktdérego st¢zenie osoczowe koreluje
z progesteronem 1 estradiolem, obecne jest w dzielagcych si¢ komoérkach endometrium
1 wykazuje potencjat proapoptotyczny [162]. Jego rola, jako inhibitora nadmiernie wyrazonej
proliferacji endometrium w fazie wzrostu jest zauwazalna u kobiet w wieku rozrodczym, za$
wraz z poczatkiem menopauzy st¢zenie AMH w surowicy wykazuje wartosci bliskie zeru.

Wydaje si¢ wigc, ze hormon ten moze wykazywaé skuteczne dziatanie antagonistyczne
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w stosunku do estrogenow, ktore w niezrOwnowazonym progesteronem nadmiarze moga
promowa¢ karcynogeneze. Dodatkowym potwierdzeniem takiego zalozenia jest tez fakt, iz
znakomita wigkszo$¢ przypadkéw raka endometrium — 80,49%, zaobserwowana zostata
u pacjentek po okresie menopauzy, ze $rednig wieku 62,5 lat [163], kiedy stezenie AMH
w surowicy krwi spada ponizej granicy wykrywalno$ci standardowymi metodami
laboratoryjnymi. Mimo, ze wiek nie jest jedynym czynnikiem determinujacym ekspresj¢ AMH
w komorkach nabtonka gruczotowego endometrium, wyniki wskazujg na brak obecnosci AMH
w utkaniu raka u wszystkich chorych kobiet w wieku przedmenopauzalnym (0/24) [55]. Mozna
zatem stwierdzi¢, ze AMH osoczowy i lokalny, tkankowy wspolpracujg ze sobg w kontekscie
protekcyjnym chronigc endometrium przed rozwojem raka. Wieloczynnikowos$¢ i wysoki
poziom skomplikowania inicjacji i rozwoju raka endometrium znajduje rowniez potwierdzenie
w dos$¢ zaskakujacym fakcie braku réznicy w ekspresji AMHRII w zalezno$ci od wieku
pacjentek [56, 164, 165], co sktania do konkluzji, ze powigzania pomiedzy st¢zeniem AMH
a poziomem ekspresji jego receptora pozostaja pod wptywem innych zmiennych. W grupie
badanej $redni wiek zachorowania (61,7) nie odbiegat od danych §wiatowych statystyk [163,
166, 167], zas pomiedzy statusem MMR a wiekiem pacjentek nie stwierdzono zaleznosci (p =
0,372). Co wigcej, w zadnym z badan kohortowych, wieloparametrowych przeprowadzonych
na grupie pacjentek z rakiem endometrium MMRd wiek zachorowania nie r6znit si¢ w sposob
istotny od wieku zachorowania na raka w ogoéle [163, 167]. Wérod pacjentek ze stwierdzonym
zespotem Lyncha, czyli wrodzonym defektem jednego lub kilku gendéw systemu MMR, rak
endometrium jest stwierdzany srednio w wieku 50-59 lat [168]. Nalezy zaznaczy¢, ze w grupie
molekularnej rakow MMRd, stanowigcej 20-30% wszystkich rakow endometrium [169],
zawierajg si¢ rowniez te przypadki, w ktorych niestabilno§¢ mikrosatelit ma podtoze
epigenetyczne lub mutacja w genach MLH1, MSH2, MSH6 1 PMS2 ma charakter sporadyczny.
Zaledwie 5% wszystkich zachorowan na raka endometrium stanowia pacjentki z zespotem
Lyncha [170]. Swiadomos¢ statystyki wystepowania dziedzicznego deficytu systemu MMR
pozwala na zrozumienie r6znic w wieku zachorowania na raka endometrium we wspomnianych
grupach 1 thumaczy wynik niniejszego badania.

Poniewaz wysoki, niezrOwnowazony progestagenami poziom estrogendéw ma
udowodniony, niezaprzeczalny, prokarcynogenny wpltyw na bton¢ §luzowa trzonu macicy,
kazdy z czynnikoéw zmniejszajacych catkowity czas ekspozycji endometrium na nie, moze
potencjalnie hamowa¢ promocj¢ i rozw¢j raka [12, 13, 171]. Mechanizmy endokrynne
wywolujace 1 sterujace procesem laktacji naleza do jednych z najbardziej ztozonych sieci

zalezno$ci hormonalnych. Substancjg kluczowa jest prolaktyna, ktérej wydzielanie regulowane
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jest w mechanizmie auto- i parakrynnym m.in.. przez oksytocyng, serotoning czy histamine,
za$ endokrynnie, na poziomie podwzgorza i przysadki przez dopaming, z modulujacym
wpltywem hormonow jajnikowych przez dopaming, z modulujgcym wptywem estrogenow
1 progesteronu [172]. Wywotywana wysokim poziomem prolaktyny supresja wydzielania
estrogenu wydaje si¢ by¢, w konteks$cie skrocenia catkowitego czasu ekspozycji na niego,
mechanizmem istotnym w zapobieganiu rozwojowi raka endometrium [173]. W trzech duzych
metaanalizach badajacych wnioski z r6znych badan kohortowych, obejmujacych tacznie
783356 kobiet, z ktorych 6452 rozwingto raka endometrium stwierdzono, ze catkowity czas
karmienia piersig ujemnie koreluje z ryzykiem rozwinigcia tego nowotworu, zmniejszajac je
o ok. 11% [174-176]. Zgodnie z tymi danymi, zakladajac protekcyjna role AMH
w karcynogenezie, osoczowy poziom tego hormonu powinien by¢ tym wyzszy, im dtuzszy byt
catkowity okres laktacji. Ta teoria, nie znajduje potwierdzenia w doniesieniu amerykanskim
(n=2419; p=0,009), gdzie pomimo znaczaco wigkszej grupy badanych, réwniez w zakresie
dzietno$ci, wyniki analiz nie koreluja z poziomem AMH [177]. Polemike z danymi
amerykanskimi stanowi badanie przeprowadzone na mniejszej grupie badawczej [55],
w ktorym wykazano, ze ekspresja AMH w utkaniu raka endometrium ro$nie istotnie pod
warunkiem co najmniej 10-cio miesigcznego czasu karmienia piersia.

Dane dotyczace zwigzku karmienia piersig a poziomu ekspresji AMHRII 1 statusu MMR
w raku endometrium sg bardzo skape. Analizy kohortowe, w tym niniejsza, nie ujawnity jak
dotad takich korelacji [169, 170]. Wydaje si¢ zatem, ze w aspekcie jakosciowym, jak
1 1losciowym obecno$s¢ AMHRII na komorkach tego nowotworu podlega innym czynnikom
regulujgcym i tak jak deficyt systemu naprawy btednie sparowanych zasad pozostaje niezalezng
od czasu karmienia piersia.

Szerokie zastosowanie pomiaré6w poziomu AMH w diagnostyce nieptodnosci
a zwlaszcza w okre$laniu tzw. rezerwy jajnikowej, doprowadzito do badan nad potencjalnym
znaczeniem poziomu AMH w nawracajacych poronieniach zwanych “nawykowymi”. Bez
wzgledu na wiek pacjentki oraz zagniezdzenie zarodka czy brak zagniezdzenia, ten rodzaj
niepowodzen potozniczych zwigzany byl ze znaczaco wyzszym, niz w populacji ogélne;j,
poziomem AMH [178-181]. Dostepne analizy wskazuja na nieliniowa, ujemng korelacje
miedzy dzietnoscia, rozumiang jako catkowita liczba zywych urodzen, a ryzykiem rozwoju raka
trzonu macicy [182, 183]. Tylko nieliczni autorzy w swoich pracach uzywajg pojgcia nie
dzietnosci, lecz catkowitej liczby cigz, rozrdzniajac przy tym te zakonczone poronieniem
1 urodzeniem martwym, od zakonczonych urodzeniem zywym. Jak do tej pory, brak jest

wiarygodnych dowodow na bezposredni zwigzek poronien z rozwojem raka endometrium. Trzy

S7



na cztery badania kohortowe wskazuja na brak korelacji miedzy liczbg poronien a ryzykiem
rozwoju raka macicy [184-186], za$ pomimo, ze w jednym z nich wskazano, ze ryzyko to jest
nizsze o 13%, to porownywane dwie grupy pacjentek sktadaty sie z kobiet, ktore w swojej
historii potozniczej miaty jedynie wczesne poronienia, bez urodzen (zywych czy martwych)
oraz z kobiet nigdy nie bedacych w cigzy [187]. W tym konteks$cie, w wyselekcjonowane;j
z catej puli badanych pacjentek (n = 218), podgrupie z historig poronien (n=42), rola wysokiej
ekspresji AMH jest nadal zagadkowa 1 wymaga dalszych badan przeprowadzonych na znacznie
wiekszej probie.

Sposréd czynnikéw o dobrze udokumentowanym, kancerogennym wplywie na
endometrium, szczegdlne miejsce zajmuje nadwaga i otylosé [188]. Sledzac europejskie
1 $wiatowe dane epidemiologiczne obrazujace odsetek populacji kobiet z BMI >25
w poszczegblnych krajach na przestrzeni ostatnich 10 lat, nalezy dojs¢ do wniosku, Ze $rednia
masa ciala w spoteczenstwach krajow uznawanych przez ONZ za rozwini¢te stale rosnie [189].
Co wigcej, gdy porowna si¢ dane dotyczace otylosci ze statystykami zachorowalnosci na raka
endometrium [190], okazuje si¢, ze trend wzrostowy obu tych parametréw w ujeciu globalnym,
jest niemalze wprost proporcjonalny, co podkresla silng rol¢ hiperestrogenizmu powodowanego
nadmiernie obfitg tkankg thuszczowa w rozwoju raka trzonu macicy. Nalezy jednak zaznaczy¢,
ze etiologia 1 przebieg tego nowotworu sg ztozone 1 wieloczynnikowe, o czym $§wiadczy¢ moga
doniesienia udowadniajace lepsza przezywalnos$¢ pacjentek z rakiem endometrium dotknigtych
jedynie otyto$cia, w porownaniu do pacjentek z rakiem trzonu macicy, oraz otytoscig i cukrzyca
typu 2 [191-194]. W metaanalizie obejmujacej 13 badan kohortowych, tacznie 1214 kobiet,
z czego 403 spehiaty kryteria otytosci wedlug WHO (BMI >30), w 5/13 prac stwierdzono
odwrotnie proporcjonalng zalezno$¢ stezenia AMH w surowicy krwi od masy ciata. Jednak,
pomimo ze w wigkszo$ci z analizowanych badan (8/13) takiej zalezno$ci nie stwierdzono,
zaznacza si¢, ze kazde z tych badan osobno, przeprowadzone zostato na matej grupie kobiet,
wiec nie jest mozliwym wyciggnigcie z tych prac jednoznacznych wnioskow [195]. Niniejsze
badanie, swoimi wynikami przychyla si¢ do opinii, ze otylo$¢ zwigzana jest z wyzsza, niz
u kobiet o prawidlowej masie ciala, ekspresja AMH w raku endometrium.

Wsréd badaczy nie ma zgodnosci, co do zwigzku otylosci ze statusem MMRd w raku
trzonu macicy. W analizach przeprowadzonych przez cztery niezalezne osrodki stwierdzono
istotng statystycznie wigksza czestos¢ wystepowania rakdéw MSS u pacjentek otylych [196-
199]. Nalezy tu zaznaczy¢, ze w 3/4 badaniach grupy byty o okoto 50% mniejsze niz w
niniejszej analizie, za$ jedynie w badaniu McCourt i wsp.(2007) grupa obejmowata 473

pacjentki z rakiem trzonu macicy. Wyniki przeciwstawne przedstawila grupa kanadyjska
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porownujac 525 kobiety z tym nowotworem i 1052 kobiety zdrowe [200]. W badaniach
Amankwah i1 wsp.(2013) otytos¢ czgsciej wystepowata u pacjentek z grupy MMRJ. Niniejsze
badanie nie wykazato istotnego statystycznie zwigzku migdzy BMI a statusem systemu
naprawy blednie sparowanych zasad (p = 0,779). Thumaczy¢ to mozna liczebno$cig grupy
badanej (n = 218), posrednig wobec wspomnianych analiz oraz homogennos$cig etniczng grupy
[201].

Przedmiotem kontrowersji pozostaje zalezno$¢ poziomu ekspresji AMH i AMHRII od
typu histologicznego raka endometrium, okreslonego wedhug 5 edycji Klasyfikacji Guzow
Nowotworowych WHO. W niniejszym badaniu stwierdzono istotng statystycznie zalezno$¢,
p<0,001 dla AMH 1 zblizong do granicy istotnosci statystycznej, p=0.056 zalezno$¢ dla
AMHRII. Najwyzszy sredni poziom ekspresji AMH stwierdzono w raku jasnokomérkowym
a catkowity brak ekspresji odnotowano w rakach surowiczym, endometrioidnym G3
i mieszanym. Najwyzszg $rednig ekspresja AMHRII charakteryzuja si¢ w badanej grupie raki
mieszane i jasnokomoérkowe, natomiast najnizsza raki endometrioidne G1. Dane literaturowe
dotyczace zwigzku hormonu anty-Miillerowskiego 1 jego receptora z typem histologicznym
raka endometrium sg bardzo skape. W pracy Dogana i wsp. (2015) zglebiajacej m.in. ta
zalezno$¢ cho¢ srednie wartosci ekspresji AMH, jak 1 AMHRII, zostaly okreslone jako
najwyzsze w rakach typu II wedlug Bokhmana — rakach nieendometrioidnych, to poziom
istotnosci statystycznej nie pozwala na uznanie takiej korelacji za pewna (p=0,352 dla AMH 1
p=0,699 dla AMHRII). Podobna konkluzja dotyczyla stopnia dojrzatosci histologicznej raka
endometrioidnego. Tak, jak 1 w niniejszym badaniu, $redni poziom ekspresji AMH
w opisywanym opracowaniu Dogana ksztaltowat si¢ na poziomie podobnym dla wszystkich
rakow endometrioidnych, niezaleznie od stopnia dojrzalosci histologicznej (p=0,127),
a w kontek$cie $redniego poziomu ekspresji AMHRIIL, najnizsza wykazywaly guzy dobrze
zrdznicowane, cho¢ 1 tu autor nie znalazt istotno$ci statystycznej (p=0,285) [165]. Nalezy
zaznaczy¢, ze zarOwno w niniejszej, jak 1 wyzej przytaczanej pracy, grupy pacjentek z rzadkimi
typami raka endometrium (np. jasnokomorkowym) byty nieliczne, a przez to wiarygodnos¢
wynikow 1 danych statystycznych jest watpliwa i wymaga potwierdzenia przez badania
przeprowadzone na duzej grupie przypadkow, podzielonej na réwnoliczne pod wzglgdem typu
histologicznego i1 stopnia zr6znicowania raka podgrupy. Taki projekt badawczy pomimo swojej
atrakcyjnosci, z uwagi na niskg zachorowalno$¢ na niektore z typow histologicznych, wydaje
si¢ trudny do realizacji na poziomie pozwalajagcym na wyciagnigcie wiarygodnych danych

statystycznych.
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Dostepne analizy wykonane zaréwno na matych (Dougleraki i wsp. (2019) n=101), jak
1 duzych grupach pacjentek (Amankwah i wsp. (2013) n = 524) zgodnie potwierdzaja, ze typ I
rakéw endometrium wg Bokhmana znaczaco przewaza nad typem II w kontekscie deficytu
systemu blednie sparowanych zasad [169, 196, 198-200]. Potwierdzajg to réwniez wyniki
niniejszej analizy (p = 0,047), gdzie wsrod pacjentek ze stwierdzonym dMMR az 93,6%
(44/47) stanowil typ I wg Bokhmana, a znaczaca wigkszos$¢ sposrod tych przypadkow (83%;
39/47) prezentowata posredni stopien dojrzatosci histologicznej wg FIGO (G2). Cz¢$¢ autorow
polemizuje z dostepnymi statystykami twierdzac, ze raki mieszane, surowicze czy
jasnokmoérkowe z deficytem systemu MMR mogly zosta¢ btednie ocenione, a w rzeczywistosci
stanowi¢ nisko dojrzate raki endometrioidne z wieloogniskowa, rozlang metaplazja
upodabniajacg je do rakow nieendometrioidnych. Nieprawidtowa ocena histopatologiczna
w takich przypadkach wynika zwykle z niejednoznacznej morfologii komorek raka oraz duzego
stopnia atypii komdrkowej przypominajacej ta, ktéra charakteryzuje raka surowiczego [198].

Zwiazki AMH, AMHRII ze stopniem zaawansowania raka endometrium pozostaja
watpliwe. Zaledwie jedno badanie potwierdza korelacje pomigdzy zajeciem szyjki macicy,
a wiec stopniem FIGO II a podwyzszonym poziomem osoczowego AMH, jednoczes$nie
stwierdzajac, ze w miar¢ postepu choroby, w wyzszych stopniach zaawansowania poziom ten
ponownie si¢ obniza [165]. Nalezy podkresli¢, ze wspomniane badanie przeprowadzone zostato
na matej grupie pacjentek (n = 51), a ponadto brano w nim pod uwage st¢zenie osoczowe AMH,
pomijajac jego ekspresje w komodrkach raka. Natomiast niniejsza analiza, nie potwierdza
zwigzku ekspresjt AMH ani AMHRII ze stopniem zaawansowania nowotworu.

Dane pochodzace od réznych grup badawczych, a dotyczace korelacji migdzy statusem
MMRJ a stopniem zaawansowania raka trzonu macicy sa sprzeczne. Przewazajaca czgsé
analiz, w tym niniejsza, dostrzega, iz raki ograniczone do trzonu macicy (FIGO I) czg$ciej niz
guzy ja przekraczajace, wykazuje deficyt w systemie naprawy blednie sparowanych zasad (p =
0,033). Trzy obszerne, wieloparametrowe badania [169, 196, 202] wskazujg niezaleznie, ze
cho¢ brak jest zgodnosci w kwestii klasyfikacji pacjentek do podgrup wyniki pozostaja
podobne. Podczas gdy Doghri 1 wsp. (2019) dzieli pacjentki na podgrupg ze stwierdzonym
zespotem Lyncha i ta ze sporadycznym deficytem MMR [202], Nagle 1 wsp. (2018) oraz
Gonzalez Villa i wsp. (2022) rozpatrujg zaleznos$¢ stopnia zaawansowania od statusu MMR nie
roznicujac grupy ze wzgledu na pierwotne jego podtoze [169, 196]. Niniejsze badanie
przychyla si¢ do rozpatrywania grupy MMRA jako catosci, gdyz posrednim jego celem jest
charakteryzacja deficytu MMR jako wspodlnej cechy pewnej grupy rakow endometrium,

heterogennej pod wzgledem podstaw molekularnych powstania tej cechy. Dougleraki
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1 wsp.(2019) w swoich badaniach nie stwierdzil zwigzku miedzy stopniem zaawansowania
a statusem MMR, natomiast na podkreslenie zastuguje fakt, iz rozpatrywang w tej analizie
grupe badawczg stanowily jedynie raki endometrioidne o niskim stopniu dojrzatosci
histologicznej (FIGO G3) 1 raki nieendometrioidne, co w konteks$cie opisanej juz zaleznos$ci
MMRd od typu histologicznego moze wyjasnia¢ taki wynik [198]. Badania przeprowadzone
przez Gordhandas i wsp.(2020) oraz Pina i wsp.(2018) przecza przedstawionym wyzej,
stwierdzajgc istotng statystycznie ( odpowiednio: p < 0,01 i p < 0,001) przewage rakow
0 wysokim stopniu zaawansowania w grupiec MMRd [127, 203]. Analizy te oparte byly
o0 znaczaco wigksze grupy badawcze (odpowiednio: n = 1612 i n = 245), a ponadto obaj autorzy
ro6znicuja raki MMRd ze wzgledu na rodzaj zaburzenia molekularnego powodujacego deficyt.
Jak si¢ wydaje, istnieje duza potrzeba przeprowadzenia dalszych badan na wigkszej grupie aby

ostatecznie rozstrzygnac¢ ten problem.
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6. Whnioski

1. Brak jest zalezno$ci pomiedzy statusem deficytu systemu naprawy blednie sparowanych
zasad (MMRA) a ekspresjg receptora typu II dla hormonu anty- Miillerowskiego (AMRHII)

1 hormonu anty- Miillerowskiego (AMH) w raku endometrium.

2. Na brak korelacji pomiedzy statusem deficytu systemu naprawy btednie sparowanych zasad
(MMRd) a ekspresja receptora typu II dla hormonu anty- Miillerowskiego (AMRHII)
1 hormonu anty- Miillerowskiego (AMH) w raku endometrium, nie wptywaja zadne z badanych
zmiennych tj. wiek pacjentki, BMI, wiek ostatniej miesigczki, stosowanie antykoncepcji
hormonalnej, stosowanie hormonalnej terapii zastgpczej, liczba porodow i poronien, $rednia
masa urodzeniowa dziecka probantki, czas karmienia piersia, nadci$nienie tetnicze, cukrzyca

typu 2 czy palenie papierosow.

3. W grupie pacjentek operowanych z powodu raka endometrium w Wojewddzkim Szpitalu
Specjalistycznym w Olsztynie w latach 2006-2010, defiicyt systemu naprawy blednie
sparowanych zasad (MMRd) stwierdzono za pomocg immunohistochemii u 47/218 pacjentek,
tj. 21,56%, a potwierdzenie tego statusu za pomoca RT-PCR uzyskano u 35/218 pacjentek, tj.
16,05%.

4. Status MMRd najczesciej] wystepowal u pacjentek z rakiem endometrioidnym (typ I
Bokhmana), w tym najcze$ciej w raku endometrioidnym o $rednim stopniu dojrzatosci
histologicznej (FIGO G2). Rak endometrium ze statusem MMRd najczgsciej prezentowal niski
stopien zaawansowania (FIGO I). Pozostate zmienne jakos$ciowe i iloSciowe pozostawaty bez

zwiazku ze statusem systemu naprawy biednie sparowanych zasad.

5. W grupie badanej 218 pacjentek, za pomocg panelu immunnohistochemicznego sktadajacego
si¢ z czterech przeciwciat (anty-MLHI1, anty-MSH2, anty-MSH6 i anty-PMS2) stwierdzono
deficyt systemu naprawy btgdnie sparowanych zasad u 47 pacjentek, co stanowi 21,56% calej
grupy. Przy pomocy zamknigtego, automatycznego systemu Idylla MSI Test, w grupie
pacjentek ze statusem MMRd oznaczonym immunohistochemicznie, status ten potwierdzono
w 35 przypadkach co stanowi 16,05% catej grupy badanej. Zgodno$¢ wynikow dwoéch
zastosowanych metod wynosi 74,47% (35/47).
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7. Spis rycin i tabel

Ryciny:

Rycina 1. Narzgdy plciowe wewnetrzne u plci Zenskiej, okoto 8 tygodnia cigzy.

Rycina 2. Budowa histologiczna blony sluzowej trzonu macicy.

Rycina 3. Cykl menstruacyjny.

Rycina 4. Rak endometrioidny o roznych stopniach dojrzatosci histologicznej wg FIGO
Rycina 5. Przyktady rakow endometrium okreslanych jako Typ Il wg Bokhmana

Rycina 6. Algorytm diagnostyczny zintegrowanego histopatologiczno-molekularnego
rozpoznania raka endometrium.

Rycina 7. Szlak sygnalizacyjny hormonu anty-Mullerowskiego.

Rycina 8. Uproszczona struktura przestrzenna receptora dla hormonu anty-Mullerowskiego,
typu 11.

Rycina 9. Schemat prawidtowego rozpoznawania i naprawy biednie sparowanych zasad.
Rycina 10. Algorytm kwalifikacji materiatu do oceny statusu mechanizmu naprawy blednie
sparowanych zasad metodq reakcji tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym.

Rycina 11. Przykiadowy raport skrocony wykonanego testu “Idylla MSI Test”.

Rycina 12. Przykiady odczynu barwnego, cytoplazmatycznego uzyskanego metodg IHC z
wykorzystaniem przeciwciat anty-AMH.

Rycina 13. Przykiady odczynu barwnego, cytoplazmatyczno-blonowego uzyskanego metodq
IHC z wykorzystaniem przeciwciat anty-AMHRII.

Rycina 14. Przykiady odczynu barwnego, jqdrowego uzyskanego metodg IHC z
wykorzystaniem przeciwciat anty-MLH]1 i anty-MSH?2.

Rycina 15. Przykiady odczynu barwnego, jgdrowego uzyskanego metodg IHC z
wykorzystaniem przeciwciat anty-MSHG6 i anty-PMS?2.
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Tabele:

Tabela 1. Zestawienie analizowanych zmiennych jakosciowych dla grupy badanej.

Tabela 2. Zestawienie analizowanych zmiennych ilosciowych, zakresy ich wartosci, wartos¢
Sredniq i mediane wartosci obserwowanych w grupie badanej.

Tabela 3. Skala IRS wg Remmele i Stegnera

Tabela 4. Algorytm oceny odczynu immunohistochemicznego panelu Ventana MMR RxDx
Tabela 5. Algorytm walidacji przydatnosci diagnostycznej preparatu barwionego metodq
IHC.

Tabela 6. Wartosci ekspresji AMH w poszczegolnych podgrupach zroznicowanych ze wzgledu
na typ histologiczny raka endometrium.

Tabela 7. Wartosci ekspresji AMHRII w poszczegolnych podgrupach zroznicowanych ze
wzgledu na typ histologiczny raka endometrium.

Tabela 8. Liczba pacjentek oraz odsetek pacjentek ze stwierdzonym deficytem naprawy
blednie sparowanych zasad.

Tabela 9. Poziom ekspresji AMH, model ogdlny ze wszystkimi efektami.

Tabela 10. Poziom ekspresji AMH, model z zastosowangq redukcjq zmiennych do najlepszego
podzbioru.

Tabela 11. Poziom ekspresji AMHRII, model ogolny ze wszystkimi efektami.

Tabela 12. Zaleznosci pomiedzy zdiagnozowang obecnoscig MMRd, a niezleznymi badanymi
zmiennymi zakodowanymi jako dwustanowe testowane dwustronnym testem doktadnym
Fishera.

Tabela 13. Model regresji logistycznej wyjasniajgcej prawdopodobienstwo obecnosci MMRd
zaleznie od zmiennych ilosciowych.

Tabela 14. Roznice pomiedzy liczbg stwierdzonych i oczekiwanych przypadkow wystepowania
MMRd zaleznie od stopnia zaawansowania raka trzonu macicy wg FIGO

Tabela 15. Roznice pomiedzy liczbg stwierdzonych i oczekiwanych przypadkow wystepowania

MMRd zaleznie od typow histologicznych i stopnia dojrzatosci raka endometrium.
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9. Streszczenie

W krajach o wysokim indeksie rozwoju spotecznego, w tym w Polsce, rak trzonu macicy
jest najczestszym nowotworem ztosliwym zenskiego uktadu rozrodczego. W zwigzku ze
zidentyfikowaniem jego czterech grup molekularnych: grupa 1 z mutacjami w genie POLE,
grupa 2 z deficytem systemu naprawy btednie sparowanych zasad (MMRd), grupa 3
z alteracjami molekularnymi o niskiej liczbie kopii i grupa 4 z mutacja w genie TP53
1 alteracjami molekularnymi o duzej liczbie kopii, zaczeto bada¢ zwiazki miedzy grupami
molekularnymi raka endometrium a czynnikami, ktore wptywaja na patogeneze choroby. Druga
najliczniejszag grupa molekularng raka endometrium, zaraz po rakach z alteracjami
molekularnymi o niskiej liczbie kopii, sg raki z deficytem MMRd. Jednymi za$, z obiecujacych
czynnikow mogacych mie¢ wptyw na karcynogeneze sa hormon anty-Miillerowski (AMH)
1 jego receptor typu II (AMHR-II). W kontek$cie onkologii AMH i jego receptory sa badane
jako potencjalne markery diagnostyczne i terapeutyczne, zwtaszcza w kontekscie znakowania
przeciwcialami promieniotwérczymi przeciwko AMHR-IL. Istnieje roéwniez potrzeba
identyfikacji podgrup pacjentek, ktore moglyby najbardziej skorzysta¢ z terapii opartych na
AMH i receptorach AMHR-II.

Celem przeprowadzonej pracy bylo zbadanie zwigzku miedzy deficytem MMRdA
a ekspresjg receptora AMHR-II w raku endometrium, oraz ocena zwigzku MMRd z ekspresja
AMH i wplywu czynnikéw srodowiskowych na te korelacje.

Badania zostaly przeprowadzone na materiatach zarchiwizowanych pochodzacych od
pacjentek operowanych z powodu raka trzonu macicy w latach 2006-2010 w Wojewo6dzkim
Szpitalu Specjalistycznym w Olsztynie. Badang grupe stanowito 218 pacjentek. Dane
demograficzne 1 kliniczne pacjentek zostaly zebrane 2z dokumentacji medycznej.
Przeanalizowano mikroskopowe preparaty nowotworoOw oraz wykonano panel barwien
immunohistochemicznych (IHC) i testy diagnostyczne metodg reakcji tancuchowej polimerazy
w czasie rzeczywistym (RT-PCR Idylla MSI Test) w celu oceny statusu MMRd.

Analiza wynikow wykazata brak korelacji miedzy statusem MMRJ a ekspresja receptora
AMHR-II. Niemniej jednak, stwierdzono powigzanie migdzy ekspresja AMHR-II a typem
nowotworu. Wykazano réwniez, ze poziom ekspresji AMH nie zalezy od statutu MMRd, ale
moze by¢ zalezny od czynnikdow, takich jak czas karmienia piersig, BMI, liczba poronien i typ
nowotworu. Nie zaobserwowano istotnych statystycznie zalezno$ci migdzy obecnosciag MMRd
a innymi zmiennymi, takimi jak porody, poronienia, antykoncepcja hormonalna, hormonalna
terapia zastgpcza, cukrzyca typu 2, nadcisnienie tetnicze, wiek pacjentki, BMI, liczba porodow,
srednia masa urodzeniowa dziecka, czas karmienia piersig i palenie papierosoOw. Najwieksze
wystepowanie MMRd zaobserwowano w rakach endometrium o niskim stopniu
zaawansowania 1 typie endometrioidalnym. Stwierdzono obecnos¢ MMRd u 21,56% pacjentek
badanej grupy za pomoca IHC i u 16,05% pacjentek za pomoca testu RT-PCR. Zgodno$¢
wynikow obu metod wyniosta 74,47%.

Podsumowujac, wyniki badania sugerujg brak zwigzku migdzy statusem MMRd a ekspresja
receptorow AMH i AMHR-II w raku endometrium. Jednak istnieje pewne powiazanie mi¢dzy
ekspresja AMHR-II a typem nowotworu, a rak endometrium o niskim stopniu zaawansowania
1 typie endometrioidalnym czesciej wigze si¢ z MMRd. Dodatkowo, analizowane czynniki,
takie jak wiek pacjentki, BMI, historia porodéw 1 poronien, nie wptywaja na obecnos¢ MMRd.
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10. Summary

In countries with a high Human Development Index, including Poland, endometrial cancer
is the most common malignant tumor of the female reproductive system. Along with the iden-
tification of its four molecular groups: group 1 with POLE gene mutations, group 2 with mis-
match repair deficiency (MMRd), group 3 with molecular alterations of low copy number, and
group 4 with TP53 gene mutations and molecular alterations of high copy number, research has
begun to establish the associations between the molecular groups of endometrial cancer and
factors that influence its development and progression. The second most prevalent molecular
group of endometrial cancer, right after the tumors with molecular alterations of low copy num-
ber, are MMRd cancers. Two of the promising factors, that may impact carcinogenesis are the
anti-Miillerian hormone (AMH) and its type II receptor (AMHR-II). In oncology, AMH and its
receptors are being investigated as potential diagnostic and therapeutic markers, particularly in
the context of radioimmunotherapy targeting AMHR-11 with radiolabeled antibodies. There is
also a need to identify subgroups of patients who may benefit the most from AMH and AMHR-
I1-based therapies.

The aim of the conducted study was to examine the relationship between MMRd defi-
ciency and the expression of the AMHR-I1 receptor in endometrial cancer, as well as to evaluate
the association between MMRd and AMH expression and the impact of other factors on these
correlations.

The study was conducted on archived materials from patients who underwent surgery
for endometrial cancer at the VVoivodeship Specialized Hospital in Olsztyn between 2006 and
2010. The study group consisted of 218 patients. Demographic and clinical data of the patients
were collected from medical records. Microscopic slides of tumors were analyzed, and im-
munohistochemical staining panels and the Idylla MSI RT-PCR test were performed to assess
the MMRd status.

The analysis of the results showed no correlation between MMRd status and the expres-
sion of the AMHR-I1I receptor. However, an association was observed between AMHR-II ex-
pression and the tumor type. It was also demonstrated that the level of AMH expression is
independent of MMRd status but may be influenced by other factors such as breastfeeding du-
ration, body mass index (BMI), number of miscarriages, and tumor type. No statistically sig-
nificant relationships were observed between MMRd presence and other variables such as
childbirth, miscarriages, hormonal contraception, hormone replacement therapy, type 2 diabe-
tes, hypertension, patient age, BMI, number of pregnancies, average birth weight, breastfeeding
duration, and smoking. The highest occurrence of MMRd was observed in low-grade endome-
trioid endometrial cancers. MMRd was detected in 21.56% of the patients in the study group
using immunohistochemistry and in 16.05% of the patients using the RT-PCR test. The con-
cordance between the results of both methods was 74.47%.

In conclusion, the study results suggest no association between MMRd status and the
expression of AMH and AMHR-I11 receptors in endometrial cancer. However, there is a certain
correlation between AMHR-II expression and tumor type, with low-grade endometrioid endo-
metrial cancer being more frequently associated with MMRd. Additionally, analyzed factors
such as patient age, BMI, childbirth and miscarriage history do not affect the presence of
MMRd.
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