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1. Wstep

1.1 Rak blony $luzowej trzonu macicy — wprowadzenie

Gruczolakorak blony $luzowej trzonu macicy (rak blony S$luzowej trzonu macicy, rak
endometrium) to nowotwor ztosliwy wywodzacy sie z blony §luzowej wyscielajacej wnetrze
jamy macicy. Zazwyczaj jest chorobg izolowang, niezwigzang z zespolami dziedzicznymi.
Jedynie w 3-5% przypadkow posiada podtoze genetyczne bedac sktadowa zespotu Lynch II,
w ktorym ryzyko wystgpienia raka btony $luzowej trzonu macicy wynosi 33-60% [1].
Wedlug klasycznego podziatu dzielony jest na typ 1 oraz 2. Do typu pierwszego zaliczane sg
nowotwory wrazliwe na estrogeny, roOwniez te, ktore stanowig skladowa zespotu Lyncha.
Do typu drugiego, rzadszego, zaliczane sg raki surowicze (uterine serous carcinoma),

jasnokomorkowe (clear cell carcinoma), migsakoraki (carcinosarcoma) [2].

1.2. Epidemiologia raka blony Sluzowej trzonu macicy

Rak blony Sluzowej trzonu macicy jest szostym najczesciej diagnozowanym nowotworem
ztosliwym u kobiet. Zachorowalno$¢ na ten typ nowotworu stale rosnie. Czesciej wystgpuje
on w okresie pomenopauzalnym (75%). Rozpoznaje si¢ go gtdéwnie (75%) w szostej 1 siodme;j
dekadzie zycia (mediana 60 lat). Rzadko wystgpuje przed 45 rokiem zycia. W tej grupie
wiekowej obserwuje si¢ okoto 10% wszystkich zachorowan [3].

W roku 2020 odnotowano okoto 417 000 nowych zachorowan 1 97 000 zgonow.
Wskazniki zachorowalnos$ci znacznie rdéznig si¢ w poszczegdlnych regionach S$wiata.
Najwyzsze obserwuje si¢ w Ameryce Potnocnej, Europie, Mikronezji/Polinezji
1 Australii/Nowej Zelandii. Najnizsze notowane sa w wigkszo$ci regionow Afryki i Azji
Potudniowo-Srodkowej. Mniejsze zroznicowanie regionalne stwierdza si¢ w zakresie
wspotczynnikow  umieralno$ci.  Najwyzsze  wystepuja w  Europie  Wschodniej,
Mikronezji/Polinezji, na Karaibach i Ameryce Podinocnej. Wskazniki zachorowalno$ci
w wielu krajach, w r6znych regionach $wiata rosty i ustabilizowaty si¢ od konca lat 90
ubieglego wieku. Ten wzrost byl najszybszy w RPA 1 kilku krajach azjatyckich. W analizach
pokoleniowych tego typu tendencje wzrostowe byty najbardziej widoczne w Japonii,
na Filipinach, Biatorusi, Singapurze, Indiach, Litwie, Kostaryce 1 Nowej Zelandii,
odzwierciedlajac czgsciowo istotny wzrost czgsto§ci wystepowania czynnikow ryzyka takich
jak nadwaga 1 brak aktywnosci fizycznej w kolejnych pokoleniach [4].

W Stanach Zjednoczonych rak btony $luzowej trzonu macicy jest czwartym co do

czgstosci, po raku piersi, pluca oraz jelita grubego, nowotworem zto§liwym u kobiet i stanowi
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7% (891 560 przypadkéw) wszystkich rozpoznawanych nowotworéw. Jednoczesnie jest
wsrod kobiet szosta co do czgstosci przyczyng zgondow z powodu schorzen nowotworowych,
odpowiadajac za ich 4%. W roku 2022 odnotowano w USA 65 950 nowych przypadkow [5].
Do wartosci wspomnianych wskaznikéw zblizyty si¢ w ostatnich dekadach zachorowalno$¢

1 $miertelno$¢ na ten typ nowotworu w populacji polskiej (Tabela I).

Tabela I. Zachorowalnos¢ oraz umieralnos¢ polskich kobiet na raka trzonu macicy w
latach 2009-2019 [6].

Rok Bezwzgledna Bezwzgledna Wspotczynnik Wspotezynnik
liczba liczba zachorowalno$ci umieralnos$ci
zachorowan zgondw surowy standary- surowy standary-
zowany zowany
W) W)
2009 5061 969 25.65 15.04 491 2.39
2010 5125 1042 25.79 14.83 5.24 2.50
2011 5251 1085 26.42 14.88 5.46 2.53
2012 5426 1162 27.29 15.13 5.84 2.73
2013 5706 1243 28.72 15.62 6.26 2.75
2014 5644 1280 29.93 16.02 6.44 2.73
2015 6243 1690 31.46 16.61 8.52 3.31
2016 6266 1600 31.59 16.41 8.07 3.20
2017 5984 1761 30.17 15.68 8.88 3.35
2018 6059 1781 30.56 15.51 8.98 3.24
2019 6023 1859 30.39 15.23 9.38 3.41

W liczbach bezwzglednych to ponad 6000 nowych przypadkow 1 prawie 1900 zgonow
ze szczytem zachorowan przypadajacych na 7 dekade zycia (w USA S$redni wiek chorej na
raka blony $luzowej trzonu macicy przypada na rok 63) [7]. Nalezy jednak pamigtac, ze 20%
rakéow btony $luzowej trzonu macicy wystgpuje u kobiet w wieku przedmenopauzalnym.
W samej Unii Europejskiej to okoto 88000 nowych przypadkoéw rocznie [8, 9].

Otylos¢, bedaca jednym z najczestszych czynnikow ryzyka raka endometrium,
przybiera w krajach rozwinigtych charakter epidemii i stanowi coraz wigkszy problem na
catym $wiecie. Stad, mozna si¢ spodziewac, ze w najblizszych latach rak endometrium bedzie
stanowit coraz wigksze zagrozenie dla kobiet na caltym $wiecie. Zwiekszona zachorowalnos¢
na raka endometrium czg¢$ciowo moze by¢ odzwierciedleniem starzenia si¢ spoleczenstw,
jednak nie ma wigkszych watpliwosci, ze choroba ta bedzie stanowi¢ coraz wigksze

wyzwanie dla pracownikow opieki zdrowotne;.



1.3. Czynniki ryzyka

Raki blony S$luzowej trzonu macicy stanowig niejednorodng grupe nowotwordéw, ktore
znacznie roznig si¢ pod wzgledem rokowania. Dane epidemiologiczne wskazuja,
7ze najwyzszy odsetek nowych zachorowan przypada na kraje wysoko uprzemystowione,
gdzie wystepuja liczne czynniki, powszechnie uznawane jako predysponujace do ich
powstawania.

Dla rakow typu 1 sa to: wiek powyzej 50 lat, otytos$¢, cukrzyca, nadci$nienie (niektore
dane informujg, ze jest to skladowa zespotu metabolicznego 1 wigze si¢ z cukrzyca oraz
otytoscig a niezaleznie nie zwicksza ryzyka tego nowotworu), hiperestrogenizm (egzo- oraz
endogenny) oraz jego przyczyny — wczesna miesigczka (przed 12 rokiem zycia), brak
owulacji, brak lub tylko jedna cigza, p6zna menopauza, stosowanie tamoksyfenu (wybiorczy
modulator receptora estrogenowego) w leczeniu raka piersi (zwlaszcza u pacjentek wczedniej
przyjmujacych estrogeny), cykle bezowulacyjne (okres okotomenopauzalny, zaburzenia
hormonalne takie jak zespot policystycznych jajnikow), hormonalna terapia zastepcza bez
komponenty progesteronowej [10, 11].

Stosowanie tamoksyfenu u chorych na raka piersi powoduje trzykrotny wzrost ryzyka
rozwoju raka endometrium. Fakt, Ze tamoksyfen wykazuje korzystne dzialanie
w zapobieganiu nawrotom raka piersi, a wzrost ryzyka rozwoju raka endometrium
w przypadku jego stosowania dotyczy przede wszystkim raka o niskiej ztosliwosci 1 niskim
stopniu zaawansowania sprawia, ze ten lek jest nadal stosowany u odpowiednio dobranych
chorych [12, 13].

Analiza przegladu pisSmiennictwa podnosi w tym zakresie istotng role otytosci. Prawie
70% chorych na raka blony S§luzowej trzonu macicy jest otyla. Zwraca si¢ uwage
na zwigkszong konwersje androgenow do estronu w adipocytach. Masa ciata okoto 22,5 kg
powyzej idealnej masy ciala doprowadza do zwigkszenia produkcji endogennych estrogenow
przez obwodowa konwersje androstendionu we wspomniany estron. Kobiety z BMI powyzej
40 charakteryzuje znacznie krotsze przezycie po rozpoznaniu nowotworu. W grupie pacjentek
z rakiem oraz BMI>40 ryzyko wzgledne zgonu wynosi 6,25 w poréwnaniu do chorych z BMI
w zakresie 24-30, u ktorych to ryzyko wynosi 2,53. Ponadto, wykazano, ze samo BMI>30
wiaze si¢ z 2-3 krotnie zwigkszonym ryzykiem rozwoju tego nowotworu w stosunku
do kobiet z prawidlowymi jego warto$ciami [3, 14].

Typ 2 stanowi do 15% wszystkich rakow btony S§luzowej trzonu macicy.
Histologicznie przypomina raka surowiczego lub jasnokomorkowego 1 jest z definicji
klasyfikowany jako niskozréznicowany (G3). Kobiety chorujace na raka typu 2 sg na ogo6t
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starsze od tych zapadajacych na raka typu 1, szczupte 1 wykazujg brak typowych czynnikoéw
ryzyka dla dominacji estrogennej. Raki te powstajg w zanikowym endometrium na drodze
wstepnego raka in situ. W tkance nowotworowej brak jest receptorow estrogenowych
i progesteronowych. Jedynymi znanymi czynnikami ryzyka wystgpienia raka typu 2 jest wiek
oraz wczesniejsze napromienianie macicy promieniowaniem jonizujacym (np. w trakcie
leczenia raka szyjki macicy) [15].

Wsrdéd czynnikow protekeyjnych raka btony $luzowej trzonu macicy wymienia si¢
krotki okres reprodukcyjny, wielodzietno$¢ (wielokrotne okresy protekcyjnego dziatania
progesteronu), stosowanie ztozonej hormonalnej terapii zastepczej lub doustnych preparatow
antykoncepcyjnych (ochronne dzialanie gestagenéw), wktadki wewnatrzmaciczne (zaburzona
odpowiedz na hormony piciowe zwigzana z indukcja przewleklego stanu zapalnego), a takze

palenie tytoniu (spadek stezenia estrogendow we krwi przyspiesza menopauzg) [16].

Najistotniejsze czynniki ryzyka raka endometrium zestawiono w Tabeli II.

Tabela II. Czynniki ryzyka raka endometrium [17].

Czynnik Wzgledne ryzyko
Dhugotrwale stosowanie duzych dawek estrogenow od 10 do 20
menopauzalnych bez przeciwwskazan
Wysokie skumulowane dawki tamoksyfenu 3do7
Guz produkujacy estrogen >5
Otylos¢
BMI 30 do 34 kg/m? 1,7 *
BMI 35 do 39 kg/m? 4,3 *
BMI > 40 kg/m? 6,4 *
Nierodztwo 3
Cukrzyca, nadci$nienie, choroby tarczycy lub pecherzyka 1,3do3
z6lciowego
Starszy wiek 2do3
Nieptodnos¢ 2do3
P6zny wiek naturalnej menopauzy (>52 lat) 2do3
Wczesny wiek menarche (<12 lat) 1,5do 2
Zaburzenia miesigczkowania 1.5
Rasa biata 2
Dhugotrwate stosowanie duzych dawek ztozonych doustnych 0,3 do 0,5 (zmniejszenie
srodkow antykoncepcyjnych ryzyka)
Palenie papieroséw 0,5 (zmniejszenie ryzyka)

* W poréwnaniu z kobietami o BMI od 20 do 24 kg/m ?
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1.4. Molekularne podstawy patogenezy raka endometrium typu 1i 2

Ze wzgledu na réznice etiologiczne i histopatologiczne wyrdézniamy dwa podtypy raka
endometrium. Wigkszo$¢ (okoto 80%) stanowi typ 1 (endometrioidalny), ktory powstaje
na podtozu atypowego, ztozonego rozrostu endometrium i zazwyczaj cechuje si¢ wysokim
stopniem dojrzatosci [18]. Raki typu 2 rozwijajg si¢ na podtozu atroficznego endometrium
u relatywnie starszych kobiet. Uwaza si¢, ze pierwszym stadium ich rozwoju jest
srodnabtonkowy rak endometrium (endometrial intraepithelial carcinoma, EIC) [19].

Typ 1 raka blony §luzowej trzonu macicy poprzedzaja stany przedrakowe okreslane
jako rozrosty (hiperplazje) endometrium. Rozrdznia si¢ dwa typy rozrostu, pierwszy bez
atypii oraz drugi z atypia. Progresja do raka dotyczy okoto 2% hiperplazji bez atypii oraz 23%
hiperplazji z atypia [20]. Pacjentki z atypowa hiperplazja maja 30-40% szanse
na roéwnoczesng obecno$¢ raka endometrium [7].

W typie 2, za zmian¢ prekursorowg raka btony §luzowej trzonu macicy uwaza si¢ EIC,
powstajacego na podtozu atroficznego endometrium. Niektérzy badacze twierdza, ze w EIC
oraz w surowiczym raku jajnika (serous ovarian carcinoma, SOC) wystepuje podobna
ekspresja genow, co ich zdaniem $§wiadczy o migracji komoérek z macicy do jajowodu
I powodowanie raka jajnika [21].

Jednym z najlepiej opisanych gendéw, ktore majg istotny wplyw na wzrost
gruczolakoraka endometrium jest nalezacy do gendéw supresorowych PTEN. Gdy jego
produkt - biatko PTEN dziata prawidtowo, szlak sygnalizacyjny w ktorym posredniczy
rowniez role PTEN w migracji 1 adhezji komoérek. Stad, mutacja tego genu jest jedng
z najwczesniejszych w procesie karcinogenezy, prowadzi do powstania atypowego rozrostu
endometrium a wspoélistnienie ze zmutowang aktywacja genu PIK3CA powoduje progresje
do raka trzonu macicy [22].

Badania wykazaty rowniez, ze nadekspresja czasteczki adhezji L1 (L1 cell adhesion
molecule, LICAM) jest zwigzana z wysokim ryzykiem zaawansowania nowotworu, zajeciem
przestrzeni naczyniowo-limfatycznych (lymphovascular space invasion, LVSI), glebokoscia
nacieku myometrium oraz skroceniem 5-letniej przezywalnosci. Nadekspresja genu tego
bialka jest zwigzana z typem 2 raka trzonu macicy, ale dotyczy takze okoto 17% przypadkow
raka typu 1. W obu typach zwigzana jest z gorszym rokowaniem, nawet w przypadku
niskiego zaawansowania klinicznego [23].

W typie 2 szczegdlng uwage zwraca nadekspresja biatka p53, ktorego gen ulegt

mutacji i nie moze kontrolowa¢ procesow naprawczych DNA [24]. Wykazano rowniez,
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ze duze zaggszczenie mikronaczyn wigze si¢ z dluzszym przezyciem bez progresji choroby.
Z pewnoscig ta korelacja wymaga dalszych weryfikacji, poniewaz bogate unaczynienie
ogniska pierwotnego raka wigze si¢ zwykle z jego duzag ztosliwoscig [25]. Wystepowanie
wielu zaburzen molekularnych ma odzwierciedlenie w znacznych roéznicach prognostycznych.
Rak endometrium typu 1 w 70% ograniczony jest do macicy, a 5-letnie przezycie nan chorych
wynosi ponad 85%. Rokowanie chorych na raka endometrium typu 2, charakteryzujacego
si¢ znacznie bardziej agresywnym przebiegiem, jest zte. Wysoki odsetek rakow, nawet tych
we wczesnych stadiach zaawansowania klinicznego (z brakiem lub niewielkim naciekiem
blony mig$niowej) charakteryzuje si¢ znacznym rozsiewem poza macice [26, 27]. U ponad
60% chorych na raka endometrium typu 2 choroba jest znacznie zaawansowana. W stopniu
Il 5-letnie przezycie wynosi 43% a w IV stopniu zaawansowania klinicznego — 3%.
W przypadku niezastosowania chemioterapii adjuwantowej lub brachyterapii dopochwowej

u 23% chorych w | stopniu zaawansowania dochodzi do nawrotu choroby [28].

1.5. Objawy kliniczne i diagnostyka

Wezesna diagnostyka raka btony §luzowej trzonu macicy jest najwazniejsza determinantg
udanej terapii oraz przezycia. Chociaz nowotwor ten stanowi powazny problem medyczny,
przez dtugi czas byt chorobg lekcewazona, ktorej badacze poswigcali znacznie mniej uwagi
niz nowotworom ztosliwym innych narzadoéw. Pierwszym objawem raka endometrium
w prawie 90% przypadkéw jest nieprawidtowe krwawienie z macicy. Jego wystapienie
u kobiety po menopauzie zawsze nalezy uznaé¢ za wystarczajacy powod do rozpoczecia
wstepnej diagnostyki. Rak endometrium rozpoznawany jest u okoto 10% kobiet
z krwawieniem po menopauzie. U kolejnych 20-40% krwawienie spowodowane jest
rozrostem, polipem lub inng patologiag endometrium. W pozostatych 50-70% przypadkow
nie znajduje si¢ zadnej organicznej przyczyny, za§ krwawienie przypisuje atrofii endometrium
lub pochwy [29, 30].

Nalezy pamigtaé, ze przy nieprawidlowym krwawieniu z pochwy do podstawy
diagnostyki nalezy badanie ginekologiczne, ktorego celem jest wykluczenie innego niz jama
macicy zroédta krwawienia. Ponadto, nalezy wykonaé test cigzowy u kobiet w wieku
rozrodczym, oceni¢ morfologie, czas protrombinowy, czas kaolinowo-kefalinowy, wigkszos¢
wytycznych zaleca roéwniez wykonanie przezpochwowego badania ultrasonograficznego
celem pomiaru grubo$ci endometrium. Liczne publikacje wskazuja grubo$¢ 4 mm jako punkt
odcigcia dla  fizjologicznego  endometrium  pomenopazualnego oraz 16 mm

dla przedmenopazualnego. Biopsja aspiracyjna blony $luzowej jamy macicy lub badanie
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tkanek pozyskanych w wyniku diagnostycznego wytyzeczkowania jamy macicy ostatecznie
dostarcza materiatu do badan mikroskopowych [30]. Schorzeniu moga towarzyszy¢ uptawy
a wraz z zaawansowaniem choroby rowniez bole podbrzusza, wzdgcia, wczesne uczucie
sytosci, zaburzenia czynnosci pg¢cherza moczowego oraz jelit, bol podczas wspodizycia
plciowego az w koncu dusznos$ci wynikajagce z obecnosci wysicku w optucnej na skutek
przerzutéw. Okolo 5% kobiet z rozpoznaniem raka btony sluzowej trzonu macicy nie zglasza
zadnych objawow [3, 31].

Poniewaz 25% kobiet, u ktorych w badaniu cytologicznym wykryto atypowe komorki
btony §luzowej jamy macicy choruje na raka endometrium, w kazdym takim przypadku
nalezy wykona¢ biopsj¢ endometrium. Stwierdzenie w badaniu cytologicznym podejrzanych
lub nowotworowych komorek endometrium oznacza zwigkszone ryzyko rozpoznania wysoce
ztosliwego, stabo zréznicowanego lub zaawansowanego raka btony §luzowej trzonu macicy
[32, 33].

Standardowa procedura w diagnostyce raka endometrium jest wylyzeczkowanie
kanatu szyjki i jamy macicy w znieczuleniu miejscowym lub ogdélnym w warunkach
szpitalnych. Istnieja tez mniej inwazyjne metody, takie jak biopsja aspiracyjna przy uzyciu
kaniuli Pipelle de Cornier, biopsja szczoteczkowa jamy macicy oraz biopsja przy uzyciu
aspiratora Vabra, ktére mozna wykonywa¢ w warunkach ambulatoryjnych bez znieczulenia.
Doktadnos¢ biopsji wykonanej ambulatoryjnie przy uzyciu kaniuli Pipelle de Cornier u kobiet
po menopauzie z krwawieniem i endometrium nie grubszym niz 6 mm jest poréwnywalna z
dokladnoscia wytyzeczkowania kanalu szyjki 1 jamy macicy [34]. U pacjentek z grubszym
endometrium 1 prawidlowym wynikiem biopsji metodg Pipelle de Cornier wskazane jest
wykonanie histeroskopii w celu wykluczenia tagodnych zmian, takich jak polip endometrium.
Chociaz czulo$¢ przezpochwowego USG 1 biopsji endometrium sg podobne, badano takze
skuteczno$¢ ich potaczenia. Czuto$¢ tacznego zastosowania obu metod wzrosta do 100%
[35].

Obecnie wprowadzane sg roézne testy 1 metody wczesnej detekeji raka endometrium
oparte na zdobyczach biologii molekularnej. Jednym z nich jest test PapSEEK wykrywajacy
18 mutacji genow (m.in. PTEN, TP53, PIK3CA, PIK3RI) w tym aneuploidi¢ i nieprawidtowa
liczbe ramion chromosomoéw w materiale tkankowym pochodzacym z jamy macicy [36].
Niestety, nie sg one powszechnie dostepne iuzyteczne w praktyce klinicznej. Glownymi
ograniczeniami w ich wykorzystaniu sa kosztowne imato dostgpne badania genetyczne,
a takze konieczno$¢ prowadzenia diagnostyki na §wiezym materiale. Stad, stosujac znacznie
tansze 1 bardziej dostepne badania immunohistochemiczne oraz molekularng analize mutacji

w obrebie genu POLE wspotcze$nie wyrdzniono 4 grupy rakow endometrium:
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z mutacjg w obrebie genu POLE

z deficytem naprawy niesparowanych zasad (mismatch repair deficient, MMRA).

Nowotwory z mutacja w obrebie gendw nalezacych do systemu naprawy btednie

sparowanych zasad, ktore charakteryzuja si¢ niestabilnoscig mikrosatelitarng

(microsatellite instability, MSI)

z mutacja p53

niesklasyfikowane pod wzglegdem molekularnym (non-specific molecular profile,

NSMP) [37, 38].

1.6. Klasyfikacja zaawansowania klinicznego

Stopien zaawansowania klinicznego raka btony §luzowej trzonu macicy okreslany jest

na podstawie dwoch najczesciej stosowanych klasyfikacji: chirurgiczno-patologicznej wedtug

FIGO (International Federation of Gynecology and Obstetrics) z 2009 roku oraz TNM

(T-tumor; N-nodes; M-metastitis) (Tabela III). Oba systemy uwzgledniajg rozlegtos¢ nacieku

myometrium, a takze regionalne i odlegle przerzuty nowotworowe.

Tabela III. Klasyfikacja stopnia zaawansowania klinicznego raka blony §luzowej trzonu
macicy wedlug FIGO/TNM [39].

FIGO TNM DEFINICJA
| T1 Nowotwér $cifle ograniczony do trzonu macicy
1A Tla Brak nacieku lub glebokos¢ nacieku migsnidowki obejmuje < 50%
1B Tlb Naciek obejmuje > 50% migéniowki
I T2 Nowotwoér nacieka podScielisko szyjki macicy, ale nie wychodzi poza
macice
I T3 lub N1-2 | Lokalne i/lub regionalne naciekanie
lub oba
IIIA T3a Nowotwor nacieka na surowicowke i/lub przydatki
111B T3b Przerzuty do pochwy i/lub przymacicz
1IC Przerzuty do we¢ztéw miednicy i/lub okotoaortalnych
11IC1 N1 Zajete wezty chtonne miednicy
mc2 N2 Zajete wezly okoloaortalne z zajetymi lub nie weztami chtonnymi
miednicy
v Naciek pecherza moczowego i/lub §luzéwki odbytnicy i/lub przerzuty
odlegle
IVA T4 Naciek pecherza moczowego i/lub sluzéwki odbytnicy
IVB M1 Przerzuty odlegte, obejmujace przerzuty do narzadéw jamy brzusznej
i/lub weztéw chtonnych pachwinowych
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1.7. Postepowanie terapeutyczne oraz S-letnie przezycie

1.7.1. Zasady ogolne

Podstawg leczenia chorych na raka endometrium jest zabieg operacyjny obejmujacy usuni¢cie
macicy z przydatkami oraz petng srodoperacyjng oceng stopnia zaawansowania choroby [40,
41]. Przezycie w znacznym stopniu zalezy od zaawansowania klinicznego, ktory okresla si¢
na podstawie klasyfikacji chirurgiczno-patologicznej wg FIGO (Tabela III). U chorych,
u ktorych ze wzgledu na cechy molekularne 1 histologiczne istnieje wysokie ryzyko
wystgpienia wznowy miejscowej 1 zle rokowanie, stosuje si¢ teleradioterapi¢ miednicy

lub brachyterapi¢ dopochwowa [42, 43].

1.7.2. Ocena przedoperacyjna

Obrazowanie odleglych przerzutéw raka endometrium w okresie przygotowywania chorej
do operacji standardowo ograniczone jest do wykonania badania radiologicznego klatki
piersiowej oraz badan laboratoryjnych. Tomografia komputerowa ma mata wartos¢ 1 jest
wskazana jedynie w przypadku podejrzenia szerzenia si¢ choroby poza miednice [44].
Dokladniejszy jest rezonans magnetyczny miednicy, ktéry w poréwnaniu z tomografiag
komputerowa pozwala lepiej uwidoczni¢ macic¢ 1 otaczajace ja struktury [45]. Stgzenia
antygenow rakowych moga by¢ przydatne w ocenie prawdopodobienstwa szerzenia si¢
choroby poza macice, ale nie jest to badanie na tyle czute, aby mogto zastapi¢ chirurgiczng
ocen¢ stopnia zaawansowania choroby. Ich podwyzszone stezenie moze by¢ pomocne
w okredleniu stopnia zaawansowania choroby podczas terapii oraz przezycia po jej

zakonczeniu.

1.7.3. Leczenie operacyjne

Podstawg leczenia raka endometrium jest leczenie chirurgiczne. Zabieg polega
na histerektomii z obustronnym usunigciem jajnikéw, wezldw okotoaortalnych oraz
miednicznych. Poptuczyny miedniczne sa pobierane celem wykrycia komorek
nowotworowych 1 ustalenia zaawansowania klinicznego. Zabieg laparoskopowy wigze si¢
z mniejszg liczbg powiktan w stosunku do technik klasycznych. Operacje cytoredukcyjne
powinny by¢ wykonywane z dostepu laparotomicznego, ktéry zmniejsza ryzyko fragmentacji
guza i rozprzestrzeniania procesu nowotworowego na sasiednie tkanki [4].

Lokalizacja wezta wartowniczego stata si¢ istotnym elementem leczenia operacyjnego
raka blony S$luzowej trzonu macicy. Technika ta polega na wstrzyknigeciu zieleni

indocyjaninowej do szyjki macicy, co pozwala zlokalizowa¢ droge sptywu chtonki z macicy.
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Dzigki temu znalezienie przerzutdbw przez operatora staje si¢ latwiejsze. Wymaga
to obrazowania przy pomocy kamery z mozliwoscig fuzji obrazu widzialnego oraz
fluorescencji podczerwieni [46].

Histerektomia przezpochwowa nie jest zalecana, poniewaz uniemozliwia rewizj¢
miednicy oraz usuni¢cie weztow chtonnych. Jest to o tyle wazne, ze wigkszo$¢ operowanych
pacjentek jest w | stopniu zaawansowania klinicznego i to od oceny miednicy oraz badania
histologicznego tkanek pobranych w trakcie operacji zalezy dalsze postepowanie
terapeutyczne [47].

Usunigcie weztow chtonnych miednicy 1 okotoaortalnych stanowi podstawe
chirurgicznej] oceny stopnia zaawansowania raka endometrium. Limfadenektomia
ma znaczenie terapeutyczne, diagnostyczne i umozliwia ocen¢ stopnia zaawansowania
choroby. Usunigcie weztéw chlonnych odgrywa istotng rol¢ w ocenie stopnia zaawansowania,
poniewaz umozliwia doktadne okreslenie zasiegu choroby i rokowanie [4].

Wyniki wielu badan retrospektywnych wskazuja, ze limfadenektomia moze by¢
wykorzystana do oceny konieczno$ci przeprowadzenia i zakresu leczenia pooperacyjnego,
wykazuje rowniez potencjalng warto$¢ terapeutyczng [48, 49].

W wielu badaczy probowato zidentyfikowaé¢ czynniki prognostyczne, ktore
umozliwityby zakwalifikowanie chorych na raka endometrium do poszczegdlnych grup
ryzyka. Taki podzial gwarantowalby dopasowanie zakresu leczenia chirurgicznego
1 adjuwantowego w zaleznosci do szacowanego ryzyka wystapienia nawrotu choroby [50,
51]. Najwazniejszymi czynnikami predykcyjnymi nawrotu choroby i zgonu u chorych na raka
endometrium s3: wysoki stopien zaawansowania chirurgicznego, niska dojrzatos¢
histologiczna tkanek nowotworowych, typ nieendometrioidalny, glebokie naciekanie btony
mig$niowe] macicy, zajecie uktadu chlonnego, $rednica guza pierwotnego powyzej 2 cm
1 naciekanie podscieliska szyjki macicy. Wielu badaczy kwalifikuje chore na raka
endometrium do grupy niskiego ryzyka, jesli nowotwoér ograniczony jest do trzonu macicy,
stopien jego zlosliwosci histologicznej ocenia si¢ na pierwszy lub drugi, jest to typ
endometrioidalny raka (typ 1), a naciekanie blony mig$niowej nie przekracza 50%. Jednak
u 4-5% chorych z grupy niskiego ryzyka stwierdza si¢ jednak zajecie weztow chlonnych [4,
10, 31, 40].

1.7.4. Radioterapia pooperacyjna

W raku endometrium radioterapia miednicy wigzka zewnetrzng poprawia lokalng kontrole
ogniska pierwotnego, ale nie ma znaczacego wplywu na poprawe przezycia. Dane dotyczace

niepowodzen wskazuja, ze ponad 70% nawrotéw choroby w przypadku raka w 1 stopniu
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zaawansowania, charakteryzujacego si¢ niska dojrzatoscig histologiczng lub glebokim
naciekaniem btony mig¢s$niowej, dotyczy wznowy w obrebie szczytu pochwy. Zalecenie
radioterapii adjuwantowej powinno obejmowac zaréwno przypadki chorych z kompletna,
jak 1 niewystarczajacg oceng stopnia zaawansowania raka. Poniewaz u chorych, u ktorych nie
przeprowadzono oceny stopnia zaawansowania, stosuje si¢, w celu zmniejszenia liczby
nawrotOw w obrebie $cian bocznych 1 weztéw chtonnych miednicy, radioterapi¢ adjuwantowa
w postaci napromieniania wigzka zewnetrzng, to ze wzgledu na mozliwo§¢ wystapienia
przerzutow, do pol napromieniania rutynowo powinno si¢ wilacza¢ takze okolicg

okotoaortalng [52, 53].

1.7.5. Pooperacyjna chemioterapia

Chemioterapia jest standardowo stosowana w leczeniu miejscowo zaawansowanego
i rozsianego raka endometrium. Ze wzgledu na istotng wrazliwo$¢ raka endometrium
na wspolczesne chemioterapeutyki, opisano proby rozszerzenia tego typu leczenia takze
na wczesniejsze stadia choroby u chorych z grupy wysokiego ryzyka. Poniewaz wigkszos$¢
chorych w IV stopniu zaawansowania klinicznego lub z nawrotem choroby jest w starszym
wieku, przeszta juz wczes$niej napromienianie miednicy lub ma ograniczone rezerwy
hematologiczne, mozliwo$¢ zastosowania u nich niektérych chemioterapeutykow moze by¢
ograniczona ze wzgledu na ich toksycznos$¢. Terapia hormonalna, w pierwszym rzedzie
progestagenami, jest mniej toksyczna, a wskaznik odpowiedzi u prawidtowo dobranych
chorych wynosi 20%. W przypadku stosowania chemioterapii jednolekowej najwigksza
aktywno$§¢ wykazuja preparaty platyny, taksany 1 antracykliny wykazujac wskaznik
odpowiedzi na poziomie 20-30% [54, 55].

1.7.6. Leczenie pooperacyjne oparte na charakterystyce choroby

Wigkszo$¢ niepowodzen w leczeniu chorych na raka endometrium jest spowodowana
niewykryciem pozamacicznych ognisk nowotworu w czasie podstawowego leczenia. Rak
trzonu macicy moze si¢ rozprzestrzenia¢ 4 drogami: 1) przez naciekanie sasiadujacych
struktur, 2) droga naczyn krwiono$nych, 3) przez =zajecie ukladu chlonnego oraz
4) zluszczanie si¢ komorek wraz z rozsiewem wewnatrzotrzewnowym. W przypadku kazdej
z nich miejsce wznowy nowotworu bedzie inne, dlatego tez, konieczne bedzie zastosowanie
innego rodzaju terapii adjuwantowej. Glegbokie naciekanie blony migsniowej wskazuje

na mozliwo$¢ rozsiewu droga krwiono$na [56], zajecie wezldw chlonnych i1 podscieliska
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szyjki macicy na szerzenie si¢ drogg limfatyczng [57], 3 stopien ztosliwosci histologicznej
1 zajecie naczyn chtonnych razem lub osobno wigza si¢ ze wznowa w obrebie pochwy,
a IV stopien zaawansowania klinicznego lub kombinacja takich cech raka jak:
rak nieendometrioidalny, naciek podscieliska szyjki macicy, zajecie weztow chlonnych
1 obecno$¢ komorek nowotworowych w rozmazie cytologicznym z otrzewnej zwigzane sg
ze wznowa w obrgbie jamy otrzewnej [58].

Obecnos¢ cech nowotworu, na podstawie ktoérych mozna przewidzie¢ droge szerzenia
si¢ z ogniska pierwotnego jak réwniez lokalizacje ukrytych przerzutow, sugeruje koniecznosé
ukierunkowania terapii pooperacyjnej na te obszary, ktoére uznano za miejsca wysokiego
ryzyka. Zatem, w przypadku chorych z ryzykiem wznowy w obrebie pochwy korzystne
powinno by¢ zastosowanie brachyterapii dopochwowej, u tych z ryzykiem rozsiewu droga
limfatyczng wdrozenie radioterapii wigzkg zewnetrzna, a u chorych z mozliwym rozsiewem
droga naczyn krwiono$nych wiaczenie chemioterapii systemowej [55, 59]. W przypadku
stwierdzenia cech wskazujacych na mozliwos¢ wielokierunkowego szerzenia si¢ nowotworu

nalezy zastosowac¢ kilka metod leczenia [54].

Tabela IV. Postepowanie terapeutyczne oraz S-letnie przezycie chorych na raka
endometrium w zaleznosci od stopnia zaawansowania klinicznego [60].

: 5 letnie
Zaawansowanie . e . .
Kliniczne Opis Mozliwosci leczenia | przezycie

(%)
I 1A Obustronne IA (90%)
guz ograniczony | Guz ograniczony do endometrium | usuniecie jajnikow i
do trzonu macicy | lub <50% grubosci migsénia jajowodow
macicy Histerektomia IB (78%)
IB Limfadenektomia
Naciek >50% grubosci mig$nia miednicy oraz
macicy okoloaortalna
I Guz nacieka szyjke¢ macicy i nie | Obustronne 74%
szerzy si¢ poza macice usunigcie jajnikow i
jajowodow
Histerektomia
Limfadenektomia
miednicy oraz
okotoaortalna
Radioterapia
I A Obustronne A (56%)
rozprzestrzenianie | Guz obejmuje blong surowicza usuniecie jajnikow i
lokalne i i/lub przydatki jajowodow 1B (36%)
regionalne B Histerektomia
Zajecie pochwy lub przymacicza | Limfadenektomia
miednicy oraz
okotoaortalna
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Radioterapia

nc Terapia IC1 (57%)
przerzuty do weziow miednicy adjuwantowa
(IIICT) lub weztow IC2 (49%)

okotoaortalnych z/bez weztow
miednicy (111C2)

v IVA Redukcja IVA (22%)
przerzuty przerzuty do pecherza oraz jelit chirurgiczna guza

brzuszne oraz IVB Terapia

odlegte przerzuty odlegle (wlaczajac adjuwantowa IVB (21%)

wezly brzuszne oraz
pachwinowe)

1.7.7. Czas przezycia

Wedlug szacunkow badania EUROCARE-4, skorygowane o wiek 5-letnie wzgledne
przezycie (RS) chorych na raka endometrium osiggneto 76% w Europie w latach 1995-1999,
wahajac si¢ od 68% w Portugalii do 84% w Szwecji [61]. Jednak chore w zaawansowanych
stadiach majg zle rokowanie, a przezycie rézni si¢ znacznie w przypadku typow
histologicznych i1 molekularnych. Raki endometrioidalne typu 1 o niskim stopniu ztosliwos$ci
z zajeciem mniej niz 50% migsniowki macicy majg korzystne rokowanie, zblizajace si¢
do 100% 5-letnich wskaznikow przezycia. Raki endometrioidalne o niskim stopniu
ztos§liwosci z ponad 50% naciekaniem mig$nidéwki macicy oraz rak endometrium o wysokim
stopniu zto§liwosci maja znacznie gorsze rokowanie z wigkszym odsetkiem przerzutow
do weztow chlonnych i nawrotow po leczeniu [62]. Raki endometrioidalne o wysokim
stopniu ztosliwosci zostaly powigzane z zaledwie 46% 5-letnich wskaznikow przezycia
w pordwnaniu z 93% 5-letnich wskaznikow przezycia pacjentek z rakiem endometrioidalnym
o niskim stopniu ztosliwosci [63].

Zatem wczesne wykrycie raka endometrium jest krytycznym czynnikiem w wyborze
terapii oraz wptywa na przezycie chorych. Stad, konieczne jest poszukiwanie specyficznych
biomarkerow, ktore utatwig diagnoze lub rokowanie. Kliniczne, chirurgiczne i patologiczne
czynniki prognostyczne raka endometrium badane s3 od lat. Obecne wysitki
sg ukierunkowane na wyjasnienie profili mutacji 1 markery molekularne, ktore doprowadza

do lepszej klasyfikacji histologicznej raka oraz wysokiej zdolnos$ci do identyfikowania
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przypadkow o ztych cechach prognostycznych. Poniewaz klinicy$ci zmierzaja w kierunku
spersonalizowanej medycyny onkologicznej, istnieje pilna potrzeba zrozumienia
i zidentyfikowania kluczowych czynnikéw zaangazowanych w biologie nowotworow,
nie tylko w celu przewidywania przebiegu raka endometrium, ale takze w celu wyltonienia
podgrup do odpowiedniej terapii celowanej. Pomimo znacznego postepu w diagnostyce,
terapii 1 identyfikacji nowych czynnikéw rokowniczych osiaggane wyniki leczenia raka
endometrium pozostajg nadal dalekie od oczekiwan. Najwigksze nadzieje sa pokladane
w terapii spersonalizowanej ukierunkowanej na pojedyncze biatka.

Typ raka blony S$luzowej trzonu macicy, jego stopien ztosliwosci histologicznej,
kliniczne zaawansowanie, glebokie naciekanie blony mig$niowej macicy, zaj¢cie uktadu
chlonnego, $rednica guza pierwotnego powyzej 2 cm i naciekanie podscieliska szyjki macicy
sg uznanymi czynnikami o znaczeniu rokowniczym, jednakze ztozona biologia zlosliwych
zmian nowotworowych endometrium wymaga analizy wielu innych markeréw. Wraz
z postepem wiedzy niektére z nich zostaja zreklasyfikowane, tj. przesunigte z grupy
potencjalnych do uznanych, znaczenie innych upada lub nadal jest ewaluowane, wreszcie

znane wczesniej biatka stajg si¢ przedmiotem badan w aspekcie prognostycznym.

1.8. Bialko PRL

Biatko PRL zostato po raz pierwszy opisane przez Diamond’a i wsp. w 1994 roku, jako biatko
obecne w linii komorkowej fibroblastow 3T3 pobudzonych mitogenem oraz w komorkach
regenerujacej si¢ watroby myszy [64, 65]. W poOzniejszym etapie badan zostalo ono
sklasyfikowane jako PRL-1. Wyszukiwanie najbardziej zblizonych struktur w bazach danych
pozwolito zidentyfikowa¢ nastgpne biatka nazwane PRL-2 oraz PRL-3 [66].

Biatko PRL-3 jako pierwsze zostato powigzane z progresja nowotworowa. Uzywajac
profilowania genowego na probkach raka jelita grubego, PRL-3 wykryto w znacznych
ilosciach we wszystkich probkach pochodzacych z przerzutéw tego nowotworu [67, 68].

PRL-3 to biatko nalezace do rodziny biatkowych fosfataz tyrozynowych oznaczonych
symbolem 4A3 (protein tyrosine phosphatase 443), nazywane jest rowniez trzecig fosfataza
regenerujaca watrobe (phosphatase of regenerating liver-3). Gtowna funkcja PRL-3 jest
regulacja fosforylacji (defosforylacja) czynnikow biorgcych udzial w cyklu komoérkowym,
wzroscie komorki, réznicowaniu 1 transformacji nowotworowej. Skutkiem ekspresji PRL-3

jest takze miejscowe nasilenie angiogenezy [69].

20



1.9. Klasyfikacja bialek PRL

Biatka PRL naleza do rodziny fosfataz tyrozynowych, ktore odgrywaja istotng rolg
w regulacji fizjologicznych oraz patologicznych procesow komodrkowych. Te enzymy
sg niezbedne w procesach fosforylacji, a wigc w przekazywaniu sygnatu komorkowego
(np. Sciezka sygnatowa kinazy MAP), cyklu komoérkowym, a takze ich wzroscie,

réznicowaniu, transformacji, adhezji, migracji oraz apoptozy [70].

1.10. Budowa PRL-3

PRL-3 to biatko o malej masie czasteczkowej okoto 20 kDa oraz homologii aminokwaséw
w calej rodzinie PRL na poziomie 75% [66]. Wystepuja liczne izoformy transkryptu PRL,
ale tylko pelne (173 aminowkasy dla biatka PRL-1 i PRL-3 oraz 167 aminokwaséw dla biatka
PRL-2) sg brane pod uwage w badaniach, poniewaz tylko one ulegaja efektywnej translacji.
Gen kodujacy biatko PRL-3 znajduje si¢ na ramieniu dlugim chromosomu 6smego w regionie

drugim, prazku czwartym i subprazku trzecim — 8q24.3 [71, 72].

1.11. Lokalizacja komorkowa i tkankowa PRL-3

Biatko PRL-3 po raz pierwszy zostato opisane w jadrze komoérkowym, jednak dalsze badania
wigzaty je z blonami komorkowymi [73]. Dumaual 1 wsp. [74], uzywajac hybrydyzacji in situ
potwierdzili obecno$§¢ PRL-1 oraz PRL-2 w tkankach ludzkich. PRL-2 bylo wszechobecne,
natomiast obecno$¢ PRL-1 znaczna, ale nie w takim stopniu jak PRL-2. Sugeruje to,
Zze uczestniczag one Ww podstawowych 1 powszechnych procesach komodrkowych.
W przeciwienstwie, PRL-3 jest wykrywane w duzej ilosci tylko w migéniu sercowym,
miegs$niach szkieletowych oraz w tkance gruczotowej. Naukowcy upatrujg tutaj przyczyng
kancerogennego wptywu PRL-3, sugerujac jakoby komodrki wykazujace niska ekspresje
enzymu nie mogac poradzi¢ sobie z jego nadekspresja ulegaja transformacji nowotworowej

[75, 76].

1.12. PRL-3 a choroby nowotworowe

Nadekspresja biatka PRL-3 w tkankach nowotworowych zostata po raz pierwszy opisana

przez Saha i wsp. [67] w badaniach nad rakiem jelita grubego. Bardelli i wsp. [73],
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zaobserwowali zwiekszong ekspresje PRL-3 w przerzutach raka jelita grubego niezaleznie od
miejsca migracji komorek nowotworowych, w przeciwienstwie do innych nowotworow.
Nadekspresja PRL-3 zostata nastgpnie opisana w przebiegu raka: endometrium [77, 78],
szyjki macicy [79], jajnika [80, 81], sutka [82], czerniaku [83], glejaku [84], raku watroby
[85], nerki [86], pecherza moczowego [87], prostaty [88], zotadka [89], przetyku [90] 1 wielu
innych [91].

1.13. PRL-3 w chorobach ginekologicznych

1.13.1. Rak endometrium

W badaniu Guzinskiej-Ustymowicz 1 wsp. [77] obecno$¢ biatka PRL-3 stwierdzono
we wszystkich badanych ogniskach pierwotnych. W ogniskach przerzutowych tylko w 1 z 12
nie stwierdzono obecno$¢ PRL-3. Silna ekspresja PRL-3 w ognisku pierwotnym raka
endometrium byta istotnie skorelowana z zaawansowaniem klinicznym wg FIGO. Wykazano,
ze im nizszy stopien zaawansowania klinicznego tym wyzsza sita ekspresji PRL-3. Sugeruja,
ze PRL-3 moze by¢ markerem uzupelniajagcym uznane czynniki prognostyczne takie jak:
wiek, zaawansowanie kliniczne wg FIGO, typ 1 zroznicowanie histologiczne, zajgcie
przestrzeni naczyniowo-limfatycznej 1 weztéw chlonnych, ktory bylby niezwykle pomocny

przy planowaniu postgpowania terapeutycznego.

1.13.2. Endometrioza

Ruan 1 wsp. [92] przy pomocy badan immunohistochemicznych stwierdzili, Zze ekspresja
PRL-3 jest nasilona w ogniskach endometriozy 1 koreluje z jej stopniem zaawansowania
oraz nawrotami. Wykazali, ze ekspresja PRL-3 byla najwyzsza w tkance ektopowe;j
endometrium 1 zmniejszata si¢ w komodrkach endometrium eutopowego (kolejno:
gruczotowych 1 podscieliska). 17B-estradiol, a takze egzogennie podana IL-6 powodowaty
wzrost ekspresji PRL-3, a jednoczesny wptyw tych dwoch biatek powodowat jeszcze bardziej
nasilong ekspresje fosfatazy lecz bez efektu synergii. Dzialanie progesteronu powodowato

spadek ekspresji PRL-3.
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1.13.3. Rak szyjki macicy

Ma i Li [79] wykazali, ze ekspresja PRL-3 ro$nie w §rodnablonkowej neoplazji szyjki macicy
stopnia pierwszego 1 drugiego (CIN 1 i CIN 2) w poréwnaniu z tkankg zdrowa. W raku
ptaskonabtonkowym szyjki macicy stwierdzili wyzsza ekspresj¢ PRL-3 w ogniskach

przerzutowych niz w ognisku pierwotnym.

1.13.4. Rak jajnika

Polato 1 wsp. [80] wykazali dodatnig korelacje miedzy zaawansowaniem raka jajnika
a ekspresjg PRL-3 w komorkach. Reich 1 wsp. [93] stwierdzili, ze im wyzsza ekspresja PRL-3
tym wigksze zaawansowanie procesu nowotworowego. Wykazali réwniez, ze poziom
ekspresji PRL-3 w raku jajnika byt znacznie wyzszy przed chemioterapiag w poroéwnaniu
do stanu po. Kolejne doniesienia potwierdzaly, ze rak jajnika stanowi pewien wyjatek, jesli
chodzi o ekspresje tej fosfatazy. Dowiedziono, ze nadekspresja PRL-3 wystepuje w poznej
fazie rozwoju nowotworu. Ponadto, wykazano brak roznic w ekspresji PRL-3 miedzy
ogniskiem pierwotnym a ogniskami przerzutowymi tlumaczac to przebiegiem schorzenia,

w ktorym przerzuty maja miejsce zazwyczaj w otrzewnej a nie w innych narzadach [80].

1.13.5. Rak sutka

W raku sutka wystepuje istotny zwigzek miedzy nadekspresja PRL-3 a czestoscig
przerzutowania, jak rowniez korelacja miedzy ekspresja PRL-3 1 VEGF. Odnotowano,
ze ekspresja PRL-3 obecna jest nie tylko na komoérkach srodbtonka, co sugeruje, ze PRL-3
moze regulowa¢ angiogenez¢ nie tylko na zasadzie oddziatywania autokrynnego, ale
1 parakrynnego [82, 94]. VEGF uczestniczy w migracji komorek $rodbtonka umozliwiajac
formowanie naczyn nowotworowych stanowigc marker ztego rokowania [95]. Parker 1 wsp.
[96] wykazali, ze lokalizacja PRL-3 jest charakterystyczna dla utkania naczyniowego
inwazyjnego guza sutka, ktory charakteryzuje si¢ dziesigciokrotnie wyzsza ekspresja

w porownaniu do zdrowej tkanki gruczotu.

1.14. Sygnalizacja PRL-3 w angiogenezie

Guo 1 wsp. [97] jako pierwsi dostarczyli dowodow na role PRL-3 w angiogenezie

nowotworowej (neoangiogenezie). Wykazali ekspresje PRL-3 w sercu ptodu, rozwijajacych
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si¢ naczyniach krwiono$nych 1 niedojrzatych erytrocytach, co sugeruje istotng role PRL-3
we wczesnych etapach angiogenezy przebiegajacej fizjologicznie. Nastgpnie zbadali funkcje
PRL-3 w angiogenezie nowotworowe] wykazujac, ze komorki jajnika chomika chinskiego
(CHO) 1 ludzkie komorki raka okrgznicy DLD-1 z ekspresja PRL-3 moga przyciaggad
migrujace ludzkie komorki $roédbtonka naczyn pepowinowych (HUVEC), i ze komorki
DLD-1 moga wzmacnia¢ tworzenie naczyn przez HUVEC.

VEGF moze rowniez promowaé transkrypcje genu PRL-3, indukujac ekspresje
czynnika transkrypcyjnego MEF2C. Inne badanie wykazato, ze PRL-3 uczestniczy
w sygnalizacji VEGF, potencjalnie poprzez aktywacje¢ Src, promujac angiogeneze
w pierwotnych hodowlach mysiego i ludzkiego srédbtonka [98].

W  gruczolakoraku endometrium, PRL-3 indukuje neoangiogenez¢ na skutek
pobudzania ekspresji VEGF poprzez fosforylowane kinazy regulowane sygnalem
zewnatrzkomoérkowym (pERK) [78]. Do podobnych wnioskow doszli takze badacze
analizujac raka ptuc [99].

1.15. PRL-3 a naczynia krwionos$ne i uklad krazenia

W wielu badaniach wykryto zalezno$¢ migdzy PRL-3 1 komorkami $rodbtonka, ktore tworza
nowe naczynia krwiono$ne. Wykazano, ze rola PRL-3 w powstawaniu naczyn polega
na rekrutacji komoérek $rodbtonka krazacych we krwi. Obecno$¢ PRL-3 stwierdzano
W rozwijajacym si¢ mie$niu sercowym ptodu 1 w mniejszym stezeniu w tkance dojrzate;,
jak réwniez w krwinkach czerwonych we wczesnym okresie hematopoezy [97].

Neoangiogeneza nowotworowa jest kluczowym procesem we wzroscie i progresji
nowotworow [100]. Dokladne poznanie tego procesu oraz jego zwalczanie w procesie
nowotworowym lezy u podstaw patogenezy 1 terapii tych schorzen. Badania
immunohistochemiczne wykazaly istotny zwigzek miedzy ekspresja PRL-3 1 VEGF
oraz gestos$cig naczyn krwiono$nych i1 limfatycznych w raku ptuca [99].

Xu 1 wsp. [98] opisali zalezno$¢ pomigdzy VEGF, MEF2C oraz PRL-3. Udowodnili,
ze tylko jeden z dwoch promotoréw transkrypcji PRL-3, prowadzacych do powstania dwoch
transkryptow, jest stymulowany przez VEGF. Mozliwe, ze jeden promotor jest
odpowiedzialny za konstytutywna ekspresj¢ PRL-3 podczas gdy drugi wykazuje aktywnos¢
tylko w obecnosci VEGF. Transkrypcja genu PRL-3 byla zwigkszona takze w obecnosci
MEFF2C. Potwierdza to teze, ze aktywno$¢ PRL-3 nie jest SciSle powigzana z iloscig
transkryptu. Poniewaz w przesztosci potwierdzano juz udziat VEGF w stymulowaniu

ekspresji MEF2C 1 aktywacji MEF2-zaleznej aktywno$ci komorek $rodblonka [101]
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pozwolito to sformutowac¢ wniosek, ze VEGF moze indukowa¢ PRL-3 w komdérkach HUVEC
przez wzrost transkrypcji czynnika MEF2C. Wywnioskowano, ze VEGF wydzielany przez
komorki nowotworowe zwigksza ekspresj¢ MEF2C, ktore z kolei zwigksza ekspresje PRL-3,
co promuje formowanie naczyn nowotworowych [98].

Zwiazek PRL-3 z neoangiogenezg nowotworowa badano takze w raku jelita grubego.
Ekspresja biatka byla wykrywana w nabtonku oraz komoérkach miegsni gltadkich zwigzanych
z naczyniami krwiono$nymi. Potwierdzono zwigzek miedzy ekspresja PRL-3
a unaczynieniem guza [73]. W dodatku, w przypadkach, gdy stwierdzano obfity naciek
naczyniowy oraz obecnos$¢ odlegtych przerzutow, komorki nowotworowe tworzace zatory
wykazywaty nadekspresje PRL-3 [102].

Bessete 1 wsp. [75] sugeruja, ze PRL-3 stanowi niezbedny transkrypt w rozwoju
organizméw w fizjologicznie zachodzacych procesach i dopiero jego nadekspresja prowadzi
do zaburzen homeostazy. Obecno$¢ PRL-3 w komorkach $rodbtonka swiadczy o tym,
ze bialko to moze uczestniczy¢é w nowotworowej neoangiogenezie, ale takze moze byc¢
efektem degradujacego wptywu PRL-3 na $ciany naczyn bedac skutkiem zmian profilu
cytoszkieletu komoérkowego, co doprowadza do ich rozszczelnienia i przenikania przez nie

komorek nowotworowych do krwiobiegu.
2. Cel pracy

Celem pracy byla analiza immunoekspresji biatka PRL-3 (PTP4A3) w raku
endometrioidalnym w odniesieniu do obecno$ci w tkance nowotworowej czynnika wzrostu
komorek s$rodbtonka naczyn (VEGF) oraz wykazanie czy wnosza one wartosci
prognostyczne. Cele szczegotowe obejmowaty:
1. Analize ekspresji PRL-3 metodami immunohistochemicznymi oraz VEGF przy
zastosowaniu Western immunoblot.
2. Analize ekspresji PRL-3 w odniesieniu do:
a. wieku chorych,
b. stopnia zaawansowania klinicznego raka,
zrdéznicowania histologicznego,

C
d. glebokosci nacieku migsnia macicy,

@

obecnosci przerzutow w weztach chtonnych miedniczych i okotoaortalnych,

f. obecnosci w tkance nowotworowej VEGF.
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3. Material i metody

3.1. Material

Grupe badang stanowity 43 chore w wieku od 48 do 78 lat (§rednia 62), z rozpoznaniem raka
endometrioidalnego btony §luzowej trzonu macicy (gruczolakorak endometrioidalny,
adenocarcinoma, typ 1 EC) leczonych w latach 2016-2020 w Oddziale Ginekologiczno-
Potozniczym SPZOZ Wojewoddzki Szpital Zespolony im. J. Sniadeckiego w Biatymstoku.
Nowotwory klasyfikowano zgodnie z kryteriami histologicznymi podanymi przez WHO.
Stopien zaawansowania klinicznego okreslano za pomocg kryteriow podanych przez FIGO.
Na przeprowadzenie badan uzyskano zgod¢ Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego
w Bialymstoku Nr. R-1-002/286/2017. Kobiety witaczono do badania po wyjasnieniu
procedury badawczej i po wyrazeniu przez nie pisemnej zgody. Zakres leczenia operacyjnego
obejmowal co najmniej catkowita histerektomi¢ i obustronng salpingooforektomi¢. Pacjentki
przed operacja nie byly poddane chemioterapii ani radioterapii. Badania
immunohistochemiczne 1 Western blot wykonywane byly wylacznie w materiale pobranym
do rutynowych badan diagnostycznych z ognisk pierwotnych usunietych podczas zabiegu
operacyjnego stanowigcego podstawowa sktadowa kompleksowej terapii. Liczbe zajetych
przerzutami  weztdéw  chtonnych oraz ich topografi¢ uzyskano =z  raportow
patologicznych. Materiat pooperacyjny utrwalano przez okres od 24 do 48 godz.
w 10% zbuforowanej formalinie. Fragmenty tkankowe zatapiano w histologicznej parafinie
o temperaturze topnienia 58°C. Kolejne skrawki grubosci 4 pum cigto z blokéw parafinowych
1 umieszczano na mikroskopowych adhezyjnych szkietkach podstawowych Polysine®
(Menzel Thermo Scientific, Germany). Preparaty odwadniano w szeregu stopniowanych
alkoholi (70%, 96% 1 2x alkohol absolutny), odparafinowywano ksylenami i barwiono

hematoksyling i eozyna.

3.2. Analiza immunohistochemiczna

Skrawki 4 pm odparafinowywano w ksylenach (3 x 10 min.), odwadniano w szeregu alkoholi
o malejacych stezeniach: 99,8%, 96%, 85%, 70% (po 3 min.) i ptukano w wodzie kranowe;j
(5 min.) oraz destylowanej (5 min.). Nastgpnie zablokowano aktywnos$¢ endogennej
peroksydazy w 1% roztworze nadtlenku wodoru (30 min.) 1 ponownie preparaty ptukano

w wodzie kranowej (5 min.) oraz destylowanej (5 min.). W celu odmaskowania epitopu
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antygenu skrawki umieszczono w buforze cytrynianowym o pH 6,0 (Dako REALTM, Target
Retrieval Solution, kod S2031; Dako Denmark A/S, Glostrup, Denmark) i poddano obrébce
termicznej (2 x 5 min., moc kuchenki mikrofalowej 600 W). Po wystudzeniu preparaty
plukano w wodzie destylowanej (3 x 5 min.), a nastepnie w buforze fosforanowym (PBS;
Sigma-Aldrich, kod P4417) o pH 7,4 (3 x 5 min.).

Nastgpnie przeprowadzono inkubacje z mysim przeciwcialem monoklonalnym
przeciwko ludzkiemu PRL-3 (318): sc-130355 (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas,
Texas, USA) przez noc w temperaturze 4°C. Reakcje przeprowadzono z uzyciem
biotynylowanego przeciwciata anty-mysiego i1 peroksydazy chrzanowej skoniugowanej
ze streptawidyng Dako LSAB2 System-HRP nr. kat. K0672 (Dako Denmark A/S, Glostrup,
Denmark). Barwe reakcji peroksydazy opracowano za pomocg EnVision™ FLEX DAB+
Substrate Chromogen System (Dako Omnis) nr. kat. GV825 (Dako Denmark A/S, Glostrup,
Denmark). Po zakonczeniu reakcji immunohistochemicznej preparaty zostaly wyptukane
w wodzie biezacej (10 min.) i destylowanej (5 min.), zabarwione hematoksyling (1 min.)
i odwadniane w szeregu alkoholi o wzrastajacych stezeniach i szeregu ksylenow, a nastepnie
zamknigte szkietkiem nakrywkowym montowanym w histofluidzie. Kontrole¢ pozytywna
stanowila prawidlowa tkanka watroby. Kontrolg negatywna przeprowadzono bez
pierwszorzedowego przeciwciata zastepujac je zbuforowang solg fizjologiczng (PBS).

Barwienie PRL-3 przeciwcialem monoklonalnym specyficznym dla tego biatka bylo
silnie wyrazone w cytoplazmie, jak réwniez w jadrze komorek dodatnich. Liczbe dodatnio
wybarwionych komorek zliczano w 10 losowych polach (mikroskop Olympus BX53M,
pow. 400x). Immunoekspresj¢ oceniano w umownej czterostopniowe]j skali na podstawie
intensywnos$ci barwy, gdzie 0 (-) oznacza mniej niz 5% komorek dodatnich (brak); 1 (+)
oznacza 5-25% komorek dodatnich (staba), 2 (++) oznacza 26-75% komodrek dodatnich

(Srednia); 3 (+++) oznacza ponad 76% komorek dodatnich (wysoka).

3.3. Analiza Western immunoblot

Fragmenty tkanek nowotworowych przemywano 0,9% NaCl, wazono, porcjowano
i przechowywano do czasu analizy w temperaturze -70°C. Do przeprowadzenia badan
rozdrabniano je mechanicznie i zawieszano w buforze 0,05M Tris-HCl o pH 7,6 w relacji 1 g
tkanki na 3 ml buforu. Tak przygotowane homogenizowano przy pomocy homogenizatora
nozowego (25 000 obr./min., 45 s, 4°C) oraz ultradzwiekowego (20 kHz, 4 x po 15 s, 4°C).
Po odwirowaniu (10 000 obr./min., 15 min., 4°C), ekstrakt (supernatant) poddawano

elektroforezie na 10% zelu poliakryloamidowym.
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Biatka PRL-3 i VEGF wykrywano metodg Western immunoblot. Elektroforezie
poddano probki ptynu nadosadowego. Zastosowano standardy mas czasteczkowych: 95, 54
I 20 kDa (Bio-Rad; Hercules, CA, USA). Po zakonczeniu elektroforezy, zel pozostawiano
przez 5 min. w mieszaninie zawierajgcej 0,025M Tris, 0,2M glicyne w 20% metanolu (v/v).
Transfer bialek na nitroceluloze o wielkosci poréw 0,2 um prowadzono przy natezeniu pradu
100 mA w ciggu 1 godz.,, za pomocg aparatu SIGMA — SU 20-SDB. Nitroceluloz¢
zawierajacg biatkowe standardy mas czasteczkowych barwiono 0,2% roztworem Panceau S
przez 1 min., a nastgpnie odbarwiano roztworem TBS-T o nastepujacym skladzie: 0,02M
bufor Tris-HCI 0 pH 7,4 - zawierajacy 0,15M NaCl oraz 0,05% Tween 20.

W celu uniemozliwienia powstania niespecyficznych wigzan, nitroceluloze
poddawano dziataniu 5% roztworu odttuszczonego, suszonego mleka w TBS-T przez 1 godz.,
w temperaturze pokojowej z okresowym delikatnym mieszaniem. Nastepnie nitroceluloze
inkubowano z monoklonalnym przeciwcialem w odpowiednich rozcienczeniach (miano
1:200, 1:150, 1:100) przeciwko ludzkiemu PRL-3 Antibody (318): sc-130355; 20 kDa (Santa
Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, Texas, USA) oraz VEGF Antibody (C-1): sc-7269; 21 kDa
monomer; 42 kDa dimer (Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, Texas, USA)
w 5% roztworze odttuszczonego, suszonego mleka w TBS-T w czasie 1 godz. Po inkubacji
nitroceluloze ptukano roztworem TBS-T (1 x 15 min., 2 x po 10 min.) wolno mieszajac.

Celem wykrycia badanych czynnikow dodawano drugie przeciwciato (miano 1:7500)
przeciwko catej czasteczce kroliczej 1gG, sprzezone z fosfataza alkaliczng 1 inkubowano
przez 30 min. z wolnym mieszaniem. Nastepnie nitroceluloze ptukano roztworem TBS-T
(5 x po 5 min.) i poddawano dziataniu odczynnika Sigma-Fast BCIP/NBT przez 30 min.

w celu wybarwienia immunoreaktywnego biatka znakowanego fosfataza alkaliczna.

3.4. Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej przeprowadzonej przy pomocy
profesjonalnego pakietu Statistica 13.0PL (StatSoft Inc. Polska). W pierwszym etapie
przeprowadzono test Shapiro-Wilka, w kolejnych etapach analizy wykorzystano testy
nieparametryczne, dla oznaczenia istotnosci réznic statystycznych wykorzystano test Manna-
Whitneya-Wilcoxona. Poziom istotnosci (p) uznawano za statystycznie znamienny, gdy jego

warto$¢ wynosita <0,05.
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4. Wyniki

4.1. Charakterystyka kliniczno-patologiczna badanych

Badana grupa liczyta 43 chore (mediana wieku: 62 lata, zakres: 48-78 lat). Wsrdd nich
w wieku ponizej 60 r.z. byto ich 25 (58,1%). Lat 60 1 wigcej miato 18 (41,9%). W badanej
grupie bylo 16 (37,2%) nierodek, 14 (32,5%) posiadato jedno dziecko i 13 (30,3%) posiadato
wiecej niz jedno dziecko. Trzydziesci jeden chorych (72,1%) byto po menopauzie.

Wsrdd 43 operowanych z powodu raka endometrioidalnego: 23 (53,5%) bylo w 1
stopniu klinicznego zaawansowania wg FIGO (IA) — 16 (37,2%) oraz (IB) — 7 (16,3%), w
stopniu II - 9 (20,9%) oraz w stopniu III - 11 (25,6%). Posréd wszystkich 43 chorych
poddanych leczeniu zdiagnozowano 19 (44,2%) przypadki raka endometrium typu
endometrioidalnego w stopniu histologicznego zrdéznicowania G1, 11 przypadkow G2
(25,6%) oraz 13 (30,2%) G3. W 16 (37,2%) przypadkach wykazano naciek nieprzekraczajacy
50% grubosci warstwy migsniowej macicy. W 27 (62,8%) przypadkach byt on rowny lub
przekraczal 50% grubosci myometrium. Przerzuty do weztow chtonnych obecne byly u 11

(25,6%) leczonych (Tabela V).

Tabela V. Charakterystyka kliniczno-patologiczna badanych.

Badana cecha Liczba (%)
Liczba badanych 43 (100%)
Wiek

mediana (lata) 62

zakres (lata) 48-78
<60 lat 25 (58,1)
> 60 lat 18 (41,9)
Liczba przebytych ciaz i porodow

nierodki 16 (37,2)
jedno dziecko 14 (32,5)
> jedno dziecko 13 (30,3)
Charakterystyka okresu menopauzy

przed menopauza 12 (27,9)
PO menopauzie 31(72,1)
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Stopien zaawansowania klinicznego wg klasyfikacji FIGO

I 23 (53,5)
1A 16 (37,2)
IB 7(16,3)
11 9 (20,9)
I 11 (25,6)

Stopien zr6znicowania histologicznego

Gl 19 (44,2)
G2 11 (25,6)
G3 13 (30,2)
Nowotworowy naciek mi¢snia macicy

<50% 16 (37,2)
>50% 27 (62,8)
Przerzuty do weztéw chlonnych

nie 32 (74,4)
tak 11 (25,6)

4.2. Korelacja ekspresji PRL-3 i obecnosci VEGF w raku
endometrioidalnym z czynnikami kliniczno-patologicznymi

Ekspresje PRL-3 wykazano we wszystkich 43 badanych przypadkach raka (Ryc. 1). Analiza
nasilenia immunoekspresji biatka PRL-3 w odniesieniu od wieku operowanych chorych
nie wykazata zaleznoS$ci istotnych statystycznie. Immunoekspresj¢ o stabym nasileniu (+)
u kobiet 60-letnich i mtodszych stwierdzono w jednym przypadku (4%). W grupie kobiet
po 60 r.z. odnotowano takze jeden przypadek (5,5%) (p=0,834). Immunoekspresj¢ o nasileniu
srednim (++) wykazano u 7 (28%) chorych 60 letnich i mlodszych oraz u 5 (27,8%) chorych
powyzej 60 r.z. (p=0,942). Wysoka immunoekspresj¢ PRL-3 (+++) odnotowano w 17 (68%)
przypadkach chorych 60 letnich i mtodszych oraz 12 (66,7%) przypadkach chorych po 60 r.z.
(p=0,485) (Tabela VI).

Ocena nasilenia immunoekspresji biatka PRL-3 w odniesieniu do stopnia
zaawansowania klinicznego wg FIGO (I/I vs III) nie wykazala zaleznosci istotnej
statystycznie dla immunoekspresji o stabym nasileniu (+) (p=0,067). Immunoekspresje
o nasileniu $rednim (++) wykazano u 6 (18,8%) chorych w zaawansowaniu wczesnym.
Nie wykazano jej w zaawansowaniu poznym. Wysoka immunoekspresj¢ PRL-3 (+++)
odnotowano w 24 (75%) przypadkach chorych w zaawansowaniu wczesnym oraz 10 (90,9%)

przypadkach stopnia III wg FIGO (p=0,011) (Tabela VI).
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W zaleznosci od zrdéznicowania histologicznego nowotworo6w nie odnotowano
immunoekspresji stabej (+). Nasilenie $rednie immunoekspresji PRL-3 (++) wykazano
w 9 (30,0%) przypadkach G1/G2 i1 3 (28,7%) G3 natomiast nasilenie wysokie (+++)
odnotowano w 21 (70,0%) przypadkach G1/G2 oraz 10 (71,4%) G3. Roéznice te nie byly
istotne statystycznie (odpowiednio: p=0,679 i p=0,743) (Tabela VI).

Srednie i wysokie nasilenie immunoekspresji PRL-3 mialo istotny statystycznie
zwigzek z glgbokoscia nacieku myometrium. Przy nacieku <50% grubosci $rednie (++)
nasilenie immunoekspresji wykazano w 2 (12,5%) przypadkach, natomiast nasilenie wysokie
w 12 (75,0%). Gdy naciek byt >50% nasilenie $rednie (++) odnotowano w 6 (25,9%)
przypadkach, a nasilenie wysokie w 20 (82,8%). Poréwnanie stopnia nasilenia
immunoekspresji $redniej (++) i wysokiej (+++) do glebokosci nacieku wykazato rdznice
istotne statystycznie (odpowiednio: p=0,007 i p=0,028) (Tabela VI).

W przypadku wystapienia przerzutow do weztow chlonnych w 11 (90,9%) ogniskach
pierwotnych gruczolakorakéw endometrium stwierdzono immunoekspresje wysoka (+++).
Odnotowano w tym zakresie zalezno$¢ istotng statystycznie (p=0,005) (Tabela VI).

Obecnos¢ VEGF stwierdzono w 28 (65,1%) z 43 badanych przypadkéw wylacznie
z wysoka (+++) immunoekspresja PRL-3. Wykazano, Ze istnieje statystycznie istotna
korelacja pomigdzy wysoka (+++) immunoekspresjg biatka PRL-3 w ognisku pierwotnym

nowotworu a obecno$cig w jego tkankach VEGF (p<0,001) (Tabela VI).

Tabela VI. Zwiazek miedzy immunoekspresjg PRL-3 w raku endometrioidalnym a
czynnikami kliniczno-patologicznymi.

Immunoekspresja PRL-3
n | (+) p (1) p () p
n (%) n (%) n (%)
Wiek
<60 25 | 1(4%) 0,834 | 7 (28%) 0,942 | 17 (68%) 0,485
>60 18 | 1(5,5%) 5(27,8%) 12 (66,7%)
Zaawansowanie
kliniczne
/11 32 | 2(6,3%) 0,067 | 6(18,8%) 24 (75%) 0,011
111 11 | 1(9,1%) 0 10 (90,9%)
Zroznicowanie
histologiczne
G1/G2 30 |0 9 (30,0%) 0,679 | 21(70,0%) | 0,743
G3 13 |0 3 (28,7%) 10 (71,4%)
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Naciek

myometrium

<50% 16 | 2(12,5%) 2 (12,5%) 0,007 | 12 (75,0%) | 0,028
>50% 27 |0 6 (25,9%) 20 (82,8%)
Przerzuty do

wezlow

chlonnych

Nie 32 | 13 (40,6%) 0 19 (59,4%) | 0,005
Tak 11 |0 0 11 (90,9%)

VEGF

Nie 15 |0 7 (46,7%) 8 (53,3%) <0,001
Tak 28 |0 0 28 (100%)

Ryc. 1. Immunoekspresja PRL-3 w raku endometrium w czterostopniowej skali na podstawie
intensywnosci barwy.

A - (0) mniej niz 5% komorek dodatnich (brak); B - (+) 5-25% komorek dodatnich (staba),
C - (+1+) 26-75% komorek dodatnich (Srednia); D - (+++) ponad 76% komorek dodatnich
(wysoka). Nie zaobserwowano ekspresji PRL-3 w komodrkach endometrium w tkankach
sasiadujacych z nowotworem. Ekspresja PRL-3 zachodzita gldownie w cytoplazmie.
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Biatka wyizolowane z tkanek nowotworowych zostaty rozdzielone zgodnie z ich masa
czasteczkowa przy zastosowaniu metody Western blot. W pooperacyjnym materiale
tkankowym wszystkich chorych wtaczonych do badania wykazano ekspresje PRL-3 i VEGF.
Przyktadowy wynik badania obrazuje Ryc. 2 i 3. Sciezki 1-8 zawieraja materiat pochodzacy

od operowanych chorych.
1 2 3 4 5 6 7 8
m.c. kDa
95
54
PRL-3
—

Ryc. 2. Immunoidentyfikacja biatka PRL-3 technika Western blotting. Standardy mas
czasteczkowych: 95, 54, 20 kDa (Bio-Rad; Hercules, CA, USA).

m.c. kDa

95

54

VEGF

20

Ryc. 3. Immunoidentyfikacja biatka VEGF technika Western blotting. Standardy mas
czasteczkowych: 95, 54, 20 kDa (Bio-Rad; Hercules, CA, USA).
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5. Dyskusja

Rak endometrioidalny zajmuje czwarte miejsce w strukturze zachorowalno$ci na nowotwory
ztosliwe u kobiet [103]. Od lat trwajg proby znalezienia specyficznych markeréw przydatnych
w jego wczesnej diagnostyce, ktore zwigzane sg kancerogenezg, powstawaniem przerzutow
lub odgrywaja kluczowa role w terapii. Wérod nich znajduja si¢ badania skoncentrowane
na roli i udziale biatka PRL-3 (PTP4A3).

Liczne badania nad rolg biatka PRL-3 nalezacego do rodziny biatek fosfatazy
tyrozynowej (PTP) - enzyméw, ktore biorg udziat w jednej z najwazniejszych dla komorki
reakcji - defosforylacji reszt tyrozynowych (wptywajaca na aktywacje badz inaktywacje
enzymow) pozwolity ustali¢, ze PRL-3 poza stabo zbadang rolg fizjologiczng uczestniczy
roOwniez w nowotworzeniu. Procesami, w ktorych bierze udzial jest przebudowa
cytoszkieletu, regulacja adhezji 1 cyklu komodrkowego komoérek nowotworowych
oraz transformacja nabtonkowo-mezenchymalna. Poprzez te mechanizmy biatko PRL-3
czynnie uczestniczy w inwazji, migracji i1 przerzutowaniu komorek nowotworowych
oraz neoangiogenezie. Wyniki dotychczas opublikowanych badan dowodzg, ze PRL-3 peini
istotng role w przebiegu raka jelita grubego, zotadka, piersi oraz jajnikéw. Wykazano w nich
udziat biatka PRL-3 w procesie neoangiogenezy i przerzutowaniu [ 104, 105, 106].

PRL-3 odgrywa wazng role w migracji komorek nowotworowych oraz fizjologicznym
procesie rozwijajacych si¢ zarodkow (epithelial-mesenchymal transition, EMT), podczas
ktérego komorki nabtonkowe przeistaczaja si¢ w komorki mezenchymalne. W podobny
sposob komorki nowotworowe pochodzenia nablonkowego zmieniajg si¢ w ruchliwe komorki
mezenchymalne. Dochodzi do utraty potaczen migdzykomorkowych a komorki rakowe
w takiej formie mogg migrowa¢ do odleglych czesci organizmu. Po uwolnieniu z ogniska
pierwotnego dokonuja inwazji otaczajacych tkanek, wnikaja do naczyn chtonnych
lub krwiono$nych, nastepnie migruja przez Sciany naczyn do otaczajacych tkanek, gdzie
osiedlajg si¢, namnazajg i1 indukuja neoangiogenez¢. Tam ponownie przeksztalcajg si¢
w komorki nabtonkowe 1 $cisle do siebie przylegajac tworzg ognisko przerzutowe.

Udowodniono, ze zwigkszona ekspresja PRL-3 koreluje z zaawansowaniem
nowotworu. O ile w ogniskach pierwotnych obecna jest ona w réznym stopniu nasilenia,
to w przerzutach tych nowotworow, czy to do weztow chitonnych czy tez do narzadow
odleglych, w wiekszosci badan okreslana jest jako bardzo wysoka.

W raku jelita grubego wykazano pozytywna ekspresj¢ biatka PRL-3 w ognisku

pierwotnym w okoto 30% przypadkéw, natomiast w przerzutach do wezléw chtonnych
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w 100%. Przeanalizowano zmiany ekspresji biatka PRL-3 z podzialem na ognisko pierwotne,
paczki (pojedyncze lub mate grupy inwazyjnych komorek nowotworowych we froncie guza,
ktore naciekajg desmoplastyczne podscielisko), front inwazji oraz w przerzutach raka jelita
grubego do wezlow chtonnych i narzadéw odleglych. W ognisku pierwotnym ekspresja
PRL-3 obecna byta w 36,9% badanych przypadkéw, we froncie inwazji guza w 64,3%,
natomiast w paczkach frontu inwazji byta pozytywna az w 81,4%. W 100% byta dodatnia
w przerzutach do weztow chlonnych oraz przerzutach do watroby i w 97,1% przerzutéw
do ptuc. Wykazano korelacje ekspresji biatka PRL-3 w paczkach frontu inwazji a inwazja
naczyniowg przez komorki nowotworowe. Badania te sugeruja udziat biatka PRL-3 jako
markera obecno$ci przerzutowania raka jelita grubego do weztow chtonnych oraz narzadow
odlegtych, niezaleznego od innych parametréw kliniczno-histopatologicznych [107].

Song 1 wsp. [108] po raz pierwszy opisali silng ekspresje PTP4A3 w raku jelita
grubego korelujaca z progresja nowotworu i powstawaniem przerzutoéw. Badania ekspresji
PRL-3 w innych nowotworach dowiodly, ze biatko to jest bezposrednio zaangazowane
w proces proliferacji komorek nowotworowych, jak rowniez wykazuje silny zwigzek
z mechanizmami odpowiedzialnymi za powstawanie przerzutéw [73].

Celem badan wlasnych byto zbadanie ekspresji PRL-3 w ognisku pierwotnym raka
endometrioidalnego oraz ocena korelacji miedzy nasileniem jego ekspresji a cechami
kliniczno-patologicznymi 1 obecnoscig w tkance nowotworowe] VEGF. Zakres badan wpisuje
si¢ we wspolczesne trendy intensywnie analizujace udzial PRL-3 we wczesnych zmianach
proliferacyjnych, dysplastycznych i zaawansowanych nowotworach w obrebie drog rodnych.

Dotychczas opublikowano kilka doniesien dotyczacych roli PRL-3 w patologii
zenskiego narzadu ptciowego. Ruan 1 wsp. [92] stosujac metody
immunohistochemiczne wykazali wysoka ekspresje PRL-3 w endometriozie, ktora koreluje
ze stopniem jej zaawansowania oraz czg¢stoscig nawrotow.

Ma oraz Li [79] wykazali, ze ekspresja biatka PRL-3 rosnie w $rédnablonkowe;j
neoplazji szyjki macicy typu II 1 III (CIN II, III) w poréwnaniu z tkanka prawidlows.
W materiale pochodzacym od chorych na raka plaskonabtonkowego (squamous cell
carcinoma, SCC) zauwazyli, ze ekspresja PRL-3 réznita si¢ istotnie w zaleznosci
od rozmiaréw ogniska pierwotnego, nacieku przestrzeni naczyniowo-limfatycznej
(lymphovascular space invasion, LVSI) oraz obecnosci przerzutow do weztéw chtonnych,
w ktorych byla silniejsza niz w ognisku pierwotnym.

W badaniach wiasnych wyniki oceny ekspresji PRL-3 w ognisku pierwotnym chorych
na raka endometrioidalnego odniesiono do istotnych cech kliniczno-patologicznych.

W trakcie analiz nie stwierdzono zaleznos$ci nasilenia immunoekspresji PRL-3 z wiekiem
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pacjentek. Jest to zgodne z doniesieniem Ooki 1 wsp.[109], ktorzy stwierdzili brak zwigzku
migdzy ekspresja PRL-3 a wiekiem chorych na ptaskonabtonkowego raka (SCC) przetyku.

Liczne dane wskazuja na statystycznie istotng dodatnig korelacje migdzy ekspresja
PLR-3 a stopniem zaawansowania klinicznego raka jajnika [81], zotadka [110], jelita grubego
[67].

W badaniach wtasnych immunoekspresje PRL-3 wykazano we wszystkich ogniskach
pierwotnych analizowanych rakow endometrioidalnych. Wigkszo$¢ przypadkow (n=32)
dotyczyla postaci wezesnych (FIGO I/II). Intensywno$¢ immunoekspresji PRL-3 na tym
etapie zaawansowania oceniano na wysoka (75% przypadkéw) oraz  $rednig (18,8%
przypadkdéw). Staba immunoekspresj¢ wykazano jedynie w 6,3% badanych ognisk
pierwotnych. W postaciach zaawansowanych raka dominowata immunoekspresja wysoka,
ktorg stwierdzono w 90,9% przypadkow. Wykazano, ze wysoka immunoekspresja PRL-3
skorelowana jest ze stopniem zaawansowania klinicznego raka endometrioidalnego
oraz obecnoscig przerzutow do weztdw chionnych.

Uzyskane wyniki prezentuja trend opisany przez Hao i1 wsp. [111], ktorzy wykazali,
ze w raku przejsSciowokomorkowym pecherza moczowego (transitional cell carcinoma of
bladder, BTCC) wystepuje znaczaco wysoka ekspresja PRL-3 oraz korelacja migdzy
stopniem zaawansowania (miejscowej inwazji) a sitg ekspresji PRL-3, ktora siggata 71,4%
przypadkow z glebokim naciekiem nowotworu.

W  badaniach wlasnych nie stwierdzono korelacji pomigdzy nasileniem
immunoekspresji PRL-3 a stopniem ztosliwos$ci histologicznej komorek ogniska pierwotnego
raka endometrioidalnego. W analizowanych preparatach, niezaleznie od stopnia
zrdznicowania histologicznego dominowata immunoekspresja wysoka.

Wykazano, ze PRL-3 bierze udzial w indukcji neoangiogenezy poprzez rekrutacje
komorek srodblonka z krazacej krwi oraz bierze udzial w budowie mikrokrazenia [97, 98],
ma réwniez wplyw na ruchliwo$¢ komorek, inwazyjnos¢ i przerzutowanie [112].

W badaniach witasnych sita immunoekspresji PRL-3 w ognisku pierwotnym
korelowatla z obecnoscig przerzutow. Wysoka immunoekspresja towarzyszyta 90,9%
przypadkow, w ktorych przerzuty stwierdzono.

VEGF moze indukowa¢ tworzenie mikronaczyn oraz promowaé proliferacje
1 migracj¢ komorek $rodbtonka naczyniowego [113]. Poniewaz jest waznym czynnikiem
neoangiogenezy nowotworowej jego obecno$s¢ w tkankach nowotworowych oceniono przy
pomocy metody Western Blot. Wykazano istotng statystycznie korelacje pomiedzy silng
immunoekspresjg biatka PRL-3 w ognisku pierwotnym nowotworu a obecno$cia w jego

tkankach VEGF.
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W gruczolakoraku endometrium najwigkszym problemem diagnostyki i terapii jest
brak spojnosci istniejagcych podziatow: morfologicznego, immunohistochemicznego
i molekularnego. Brak jednoznacznego obrazu zmian utrudnia precyzyjne rokowanie.
Na znaczeniu coraz bardziej zyskuja podzialy molekularne, jednak narzedzia oceniajace
ekspresje gendw nadal sg stosunkowo mato dostepne i kosztowne. Zréznicowanie komorek
nowotworowych, réznorodna ekspresja genéw oraz obecno$¢ ich produktow (biatek) jest
zjawiskiem udokumentowanym. Rozpatrujac heterogenno$¢ pojedynczego ogniska
pierwotnego, stwierdza si¢ najczesciej roznice na poziomie ekspresji. Nawet w przypadku
oznaczenia wiodacych markerow o znaczeniu prognostycznym i predykcyjnym stwierdza si¢
réznice wewnatrz guza w zalezno$ci od miejsca pobrania materiatu [114]. Wskazuje to
na potencjalny wplyw heterogennos$ci na wybory terapeutyczne oraz konieczno$¢ ostroznego
podej$cia  klinicznego do uzyskiwanych wynikow. W praktyce klinicznej znajduje
to odzwierciedlenie w rekomendacjach dotyczacych adiuwantowego leczenia raka
endometrioidalnego [4, 115]. Istnienie zjawiska heterogennosci sktania cze¢$¢ badaczy
do podwazania zasadno$ci uzycia materiatu tkankowego pochodzacego z biopsji do oceny
biatek predykcyjnych, gdyz w przypadku ewaluacji jedynie niewielkiej czgsci masy guza
istnieje istotne ryzyko blednej oceny [116]. Heterogenno$¢ nie ogranicza si¢ do uznanych
biomarkerdéw - wspotczesne badania wskazujg kolejne biatka, ktorych zréznicowang ekspresje
ujawnia si¢ w ogniskach pierwotnych lub pomiedzy ogniskami raka endometrioidalnego.
Co najistotniejsze, podobnie jak w przypadku innych nowotworéw, tak i1 w raku
endometrioidalnym przypuszcza si¢, ze to wilasnie te dodatkowe, mniej dotychczas
rozpoznane czynniki maja najwiekszy wptyw na rokowanie w indywidualnych przypadkach
[117].

Fosfataza tyrozynowa 4A3 (trzecia fosfataza regenerujagca watroby, PRL-3)
jest biatkiem stosunkowo mato poznanym. Udokumentowano wyzsza jego ekspresje
w utkaniu raka endometrioidalnego i jego przerzutach [77].

Gltowng fizjologiczng funkcja PRL-3 jest regulacja cyklu komodrkowego
oraz proliferacji poprzez regulacj¢ czynnosci serynowo-treoninowej kinazy biatkowej Akt.
Nadekspresje PRL-3 stwierdza si¢ réwniez podczas wzrostu i roéznicowania komorek.
Aktywnos¢ tego biatka taczy sie z nasileniem angiogenezy. Ponadto, PRL-3 pelni funkcje
regulacyjne w mechanizmach odpowiedzialnych za mobilnos¢ komoérek nowotworowych
[118]. Uwaza sie, ze nadekspresja PRL-3 wiaze si¢ rowniez z gorszym rokowaniem [119].

W badaniach raka watrobowokomorkowego wskazano biatko GATADI
jako regulujace ekspresje PRL-3. Stwierdzono rowniez skuteczne hamowanie proliferacji

komoérek nowotworowych na skutek zastosowania inhibitora BR1 odziatywujacego
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selektywnie z PRL-3, co po raz kolejny zwrdcito uwage na PRL-3 jako potencjalny cel
terapeutyczny [120].

Wykazano skuteczno$¢ zastosowania u myszy szczepionki immunizujacej przeciwko
komoérkom raka piersi z nadekspresja PRL-3 [121]. Mechanizm tego procesu nie zostat
jednak do chwili obecnej poznany, co uniemozliwia podjecie badan u ludzi.

W dotychczas przeprowadzonych badaniach obecno$¢ PRL-3 w raku
endometrioidalnym stwierdzano w okoto 58-75% natomiast nadekspresj¢ (+2 lub +3) w 67%
badanych przypadkow [77, 78]. Wyniki badan wilasnych pozostaja w zgodnosci
z przytoczonymi powyze] zakresami. Wyzsze poziomy ekspresji PRL-3 wigze si¢
w literaturze z gorszym rokowaniem. Podobng obserwacj¢ w zakresie wzrostu ekspresji
PRL-3 w ogniskach wtérnych odnotowano w rakach zotadka [122], jajnika [80, 81], szyjki
macicy [79], niedrobnokomoérkowym raku ptuc [99] oraz raku watroby [123].

W rakach piersi oprocz podwyzszonej ekspresji PRL-3 w stosunku do piersi zdrowej
wykazano, ze jej poziom w ognisku pierwotnym koreluje z ryzykiem wystgpienia przerzutow
[111]. Wielu badaczy podkresla zwigzane z nadekspresja PRL-3 gorsze rokowanie, obecno$¢
angioinwazji 1 neoangiogenezy oraz czestsza obecno$¢ przerzutow w weztach chtonnych [78,
119]. W raku piersi wyzsze poziomy biatka PRL-3 stwierdzano w przerzutach do weztow
chlonnych pachowych (95,2%) niz w ognisku pierwotnym (70,7%) [82].

Biatko PRL-3 nie jest jednak jeszcze dostatecznie poznane pod wzgledem
heterogennos$ci jego ekspresji w ognisku pierwotnym 1 ogniskach przerzutowych. Radke
1 wsp. [124] opisali jego ekspresj¢ u 24 pacjentek, stosujac trzystopniowa skale (0, +1, +2).
Stwierdzili ekspresj¢ w 22 przerzutach (91,7%) oraz w 16 guzach pierwotnych (66,7%).
Istotno$¢ statystyczng obserwacji potwierdzili testem ¥ dla préb sparowanych (p=0,033).
Podobne wyniki uzyskal Hao 1 wsp. [82] badajac grupe 63 pacjentek z wykorzystaniem oceny
ekspresji mRNA oraz oceny poétilosciowej (0, +1, +2, +3) obecnosci biatka z wykorzystaniem
immunohistochemii. W ogniskach przerzutowych wykazali ekspresj¢ PRL-3 na poziomie
95,2% (60/63 przypadkow) oraz dodatnig ekspresje¢ mRNA na poziomie 0,961 (+0,110).
Odpowiadajace wartosci w ogniskach pierwotnych byty istotnie nizsze. Ekspresja PRL-3
dotyczyta 77,8% (49/63 przypadkéw; p=0,003), natomiast poziomy mRNA 0,842 (+£0,191;
p=0,022). Heterogenno$¢ ekspresji PRL-3 w przerzutach opisal Xing i wsp. [125].
W przeprowadzonych badaniach wykazali oni wyzszy odsetek ekspresji PRL-3 (76,2%)
w przerzutach rakow zotadka do watroby w stosunku do ognisk pierwotnych (19,4%). W raku
jelita grubego heterogenno$¢ ekspresji PRL-3 w przerzutach do weztoéw chtonnych wynosita
91,6%, natomiast w ognisku pierwotnym jedynie 18,4%.

W badaniach wtasnych stwierdzono zwigzki ekspresji PRL-3 z uznanymi dla raka
38



endometrioidalnego czynnikami o znaczeniu rokowniczym. Stopien zaawansowania

klinicznego, glebokos¢ nacieku nowotworowego, obecno$¢ przerzutdw sa w nowotworach

zto§liwych istotnymi czynnikami prognostycznymi. Wykazanie korelacji zmian nasilenia

immunoekspresji biatka PRL-3 w zalezno$ci od wspomnianych czynnikéw wskazuje

na potrzeb¢ poszerzenia badan wptywu PRL-3 na biologi¢ ogniska pierwotnego nowotworu

oraz przebieg choroby. Ich lepsze poznanie moze wplynaé na poglebienie wiedzy o ztozonych

mechanizmach przerzutowania.

6. Whnioski

Wyniki przeprowadzonych badan stanowig podstawe nastgpujacych wnioskow:

1.

We wszystkich ogniskach pierwotnych badanych rakéow endometrioidalnych
wykazano immunoekspresje PRL-3.

Sita immunoekspresji PRL-3 nie zalezy od wieku chorych.

W ogniskach pierwotnych, ktore charakteryzowata wysoka immunoekspresja PRL-3
potwierdzono obecno$¢ VEGF.

Wysoka immunoekspresja PRL-3 skorelowana jest ze stopniem zaawansowania
klinicznego raka endometrioidalnego oraz obecnoscig przerzutow do weziow
chlonnych.

Nasilenie immunoekspresji PRL-3 nie =zalezy od stopnia zrdéznicowania
histologicznego raka endometrioidalnego.

Srednia i wysoka immunoekspresja PRL-3 skorelowana jest z glebokoscia nacieku
nowotworowego mig¢snia macicy.

Wykazano istotng statystycznie korelacje pomiedzy wysoka immunoekspresjg PRL-3
w ognisku pierwotnym nowotworu a obecnoscig w jego tkankach VEGF.

Stwierdzenie wysokiej immunoekspresji PRL-3 w ognisku pierwotnym raka

endometrioidalnego moze by¢ niekorzystnym czynnikiem prognostycznym.
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