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ABSTRACT

“w tye. The ai of the study was the analysis of the new olecular genetici  uno arkers (p,%
c erbB -, Ki 6 , bel~) hor onal receptors (ER, PR) and ploidy disturbances and their relation to the
osti portant prognostic factors for endo etrial cancer.

Ixs ; n. Prospective study.
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Maéde-'d s. The study group consisted of 88 endo etrial cancer patients. The biopsies of the tu ours
obtained at operations were routinely histopathologically exa ined. Subsequently, the
i unohistoche ical tu or arkers were deter ined. The sa e biopsies were exa ined by

icrodissection and flow cyto etric ploidy analysis and karyotyping. The findings were co pared with
the osti portant prognostic factors for endo etrial cancer, ainly with clinical stage of the disease,
grade and histopathological type.

K esujyts. Aneuploidy was found in 1% in the group of poorly differentiated endo etrial cancers (G in
contrast to % in the group of Gl and G- tu ours. High expression of p ;% Ki 6 , ¢ erbB - and low
rate of sex hor ' one receptors was found in the prognostically unfavourable group (G

Con s gns. Aneuploidy see s to be ani portant prognostical factor for endo etrial cancer patients.
Identification of p ;% Ki 6 ,‘c erbB -, ER a PR is a useful tool to specify a group of prognostically
unfavourable patients.

Key . d# s. endo etrial cancer, DNA ploidy, oleculari  uno arkers, prognostic factors.

SOUHRN

o ' st ¢ Studiu vych vybranych oleKuldrme ickychi uno arkeru (p ;% c erbB -, Ki 6 .

bel ), hor ondin ch receptoru (ER, PRy az vanv burs g ploidits nddorovych bun:k endo etridIn ho
karcino u a jejich Ko parace s hlavir i prognosticky iffaktory.

Typ std ¢. Prospektivi studie.
F=zev *1 #;jo pr+ ov ste. Gynekologicko porodnickd kfinika LF UP a FN Olo ouc, Laborate
experi entdln  edio ny, Ustav olekuldrn a transplanthy  edio ny LF UP a FN Olo ouc, Ustav
patologie LF UP a FN Olo ouc.

ych ope ych pri drn: pro karcino endo etria.

Peropera’ﬁ'skml_b'jmtkma y ateridl z tu oru byl klapicky histopatologicky zpracovdn a ndslednr
vyt en i unohistoche icKy Ke stanoverr vybranych ofeKuldrifch —arkerw. Stejny ateridl byl po
ikrodisekci nddorovg tkdn: vy.ef en prutokovou cyto |etri ke stanovenl z ven v bunsne ploidits.

ysledky byly ko jarovdny s hlavi¥ i prognosticky aktory, zej imicky [ stadie
one ocn:l, gradinge icky type nddoru.
Vystd ky. L Iych endo etridin cll tu oru (Gy se qwtnou prognfzou js e
prokdzali pr1 to ' nost gneuploidn ch karyotypu, za#™ co u nddoru Gl a G=jenffe  J. Zes ych
i uno arkeru “¢ly hejvy,l expresi u prognosticky mepTznivych p+padu p,s,‘Ki 6 ‘a c erbB -~.

U stejug skupiny tu ofu js e prokdzali p1to nost steroic
Z=ver. y  progm y ych
i uno farkerw js e prpkdzali zvy,.enou expresi p % Ki 6 3¢ erbB-u prognosti ivych tu oru.

Srrzendqp to nost stefoidn ch receptoru pak byla prokdzdna u stej
s oV karcinoT endo etria, DNA ploidita, olekuldrn i
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U OD

MATERIAL A METODIKA

Karcinom endometria je po karcinomu prsu v soucas-
né dob¢ nejCastéjsim ze zhoubnych nadort postihujicich
reprodukéni organy Zen. Trvaly nardst incidence zejmé-
na v ekonomicky rozvinutych zemich je evidentné pod-
minén prohlubujicim se komplexnim vlivem civilizac-
nich faktord, a to zejména prodluZujicim se vékem,
reprodukénim chovanim a zplsobem Zivota soucasné
populace. Pies relativné nizkou mortalitu umira v Ceské
republice v dasledku vyssi incidence na toto onemocné-
ni téméf stejny pocet Zen jako na karcinom déloZniho
hrdla.

Podminkou dobrych terapeutickych vysledkd je ade-
kvatni, komplexni a v€asné zahdjena 1écba. Stejné jako
pri 1é¢bé jinych zhoubnych tumorti adekvatni znamena,
Ze 1é¢ba ma prinést maximalni terapeuticky efekt, ale
soucasné musi predstavovat i minimalni zat€Z pro pa-
cienta. Jak undertreatment, tak overtreatment pacienta
poskozuji.

Pro zvoleni spravné terapeutické strategie je nutno
brat v tvahu celou fadu faktord, mezi nimiZ jsou zejmé-
mi prognostickymi faktory jsou stile klinicko-patologic-
ké parametry, zejména stadium onemocnéni, grade
a histopatologicky typ nadoru, existuje cela rada dalSich
faktorti, které mohou ovliviiovat a predikovat pribéh
onemocnéni, a proto jsou dilleZité pro stanoveni rozsahu
opera¢niho vykonu a piipadné nutnosti nasledné radiac-
ni nebo jiné adjuvantni terapie. Mezi takto vyznamné
prognostické faktory patfi i molekuldrni imunomarkery
a DNA ploidita nadorovych bunék.

Vyzkum v oblasti molekuldrné genetickych biomarke-
i zaZiva v soucasné dobé v celé onkologii mohutny roz-
mach a plati to i pro obor onkogynekologie. Nové bio-
markery jsou vyznamné nejen po strance teoretické,
nebot pfispivaji k zodpovézeni zdkladnich otazek pribeé-
hu karcinogeneze, ale promitaji se i do vlastni klinické
mediciny. Dnes je jiZ zfejmé, Ze iniciace nadorového
procesu se odehrava v disledku zmén v genetické infor-
maci nenddorovych bunék. Hlavni udélosti inicidlni faze
karcinogeneze je aktivace proonkogent, inaktivace
tumor supresorovych gend, mikrosatelitovd nestabilita
a celd rada dalSich geneticky podminénych zmén.
V oblasti chromozomélniho genomu dochazi velmi Cas-
to k vyznamnym zménam, a to nejen na urovni jednoho
nukleotidu, ale také na drovni celych chromozomi, coz
je Casto dokumentovano ztradtou heterozygocie a aneu-
ploidii, v nékterych pfipadech i polyploidii. Rozsah
a charakter téchto poruch se pak ptfimo promita do biolo-
gického chovani tumoru, a tim determinuje i klinicky
prabéh maligniho nadorového onemocnéni.

Cilem nasi studie bylo sledovat vybrané imunomar-
kery (p53, c-erbB-2, Ki 67, bcl-2) hormondlni recepto-
ry (ER,PR) a zmény v bunécné ploidit¢ nadorovych
mi faktory, zejména s klinickym stadiem onemocnéni,
gradem tumoru a piipadné histopatologickym typem
nadoru.

Klinicky soubor tvoii 88 pacientek s histopatologicky
prokdzanym karcinomem endometria. Po stanoveni dia-
gndzy, obvykle na podkladé vysetfeni bioptického mate-
ridlu ziskaného pti diagnostické hysteroskopii nebo pro-
batorni kyretdzi, byly pacientky indikovany k operacni
1é¢be&, nejcastéji hysterektomii s oboustrannou adnexeto-
mii doplnénou v indikovanych ptipadech lymfadenekto-
mii v oblasti panevni a paraaortalni. Operacni vykon byl
provadén z abdominalniho, vagindlniho, laparoskopické-
ho nebo kombinovaného pfistupu.

Vzorky peroperacné ziskaného tumoru byly standardné
zpracovany po 24hodinové fixaci 10% formaldehydem,
zality do parafinovych blockid s naslednym barvenim pro
svételnou mikroskopii a stanoveni histopatologické diagno-
zy. Po potvrzeni diagnézy endometridlniho karcinomu byly
vzorky s dostateCnym mnoZstvim dobre zachované nadoro-
vé struktury zpracoviny v tkatovych fezech o sile 5-8 um
na podloznich sklech potazenych Vectabondem (Vector).
Pro detekci jednotlivych markerti byla pouZzita standardni
nepiimd imunohistochemickd technika se souborem krali-
¢ich nebo mysich protilatek pro p53, c-erbB-2, Ki 67, bcl-2,
PR a ER. Kvantifikace pozitivity znaceni byla vyjadiovana
v procentech. Jako hranice pozitivity pro p53, c-erbB-2, Ki
67 a bcl-2 byla stanovena hodnota medidnu. Jako p53 a bcl-
2 pozitivni byla hodnoceny vzorky s jadernym barvenim 20
9% nadorovych bunék a vice, pro Ki-67 pak pozitivita barve-
ni nad 40 %. Vzorky s membranovou pozitivitou c-erbB-2
byly hodnoceny jako pozitivni s vice nezZ 10 %. Hranice
pozitivity pro ER a PR byla zvolena na 5 %.

DNA ploidita byla stanovena opét ze vzorkt mikrodi-
sekované parafinizované nadorové tkané metodou pruto-
kové cytometrie. Barvend jadra byla méfena na pritoko-
vém cytometru FACS Calibur a ziskana data analyzovana
pomoci programu ModFit-LT. DNA histogramy byly
klasifikovany jako diploidni nebo aneuploidni vzhledem
k jejich obsahu DNA v oblasti GO/GI peaku. Nélezy byly
srovnavéany s vnitinim standardem v podobé¢ jader izolo-
vanych z normélnich diploidnich bunék. Pokud to kvali-
ta vzorku dovolila, byly hodnoceny i proliferujici butiky
v a G2/M fazi bunééného cyklu.

Klinicky soubor pacientek jsme rozdélili podle chirur-
gického stagingu na skupinu nemocnych s dobrou a Spat-
nou prognézou. Do skupiny 59 nemocnych s dobrou pro-
gnézou byly zatazeny pacientky s FIGO klasifikaci I. Do
skupiny se Spatnou prognézou pak 29 nemocnych
s pokrocilym onemocnénim FIGO II.-IV.

Podle stupné biologické zralosti tumoru jsme nemoc-
né rozdélili do skupiny 74 prognosticky pfiznivych
nemocnych (G1 a G2) a skupiny 14 prognosticky nepiiz-
nivych (G3).

Po strance histopatologické klasifikace byl nador sta-
noven jako endometroidni karcinom u 84 nemocnych,
u 4 Slo o ser6zné papildrni, resp. smiSené typy nadora.
Vzhledem k malému zastoupeni téchto prognosticky
nepiiznivych typi jsme je samostatné nevyhodnocovali.

Stanovenim karyotypu byly tumory rozdéleny na
euploidni a aneuploidni. Do skupiny nadord aneuploid-
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nich byly zafazeny nalezy jader hypoploidnich i poly-
ploidnich.

Vysledky stanoveni imunomarkerti, estrogenovych
a progesteronovych receptori a bunécné ploidity jsme
vyhodnotili ve vztahu k pfedpokladané prognéze one-
mocnéni stanovené podle zatazeni nemocnych do skupin
s dobrou a $patnou progndzou, at jiz podle FIGO stadia,
nebo grade tumoru.

Statistické vyhodnoceni vysledki bylo provedeno uspo-
fadanim dat do kontingenc¢nich tabulek (Crosstabulation)
a spocitanim Fischerovych testil, hodnoticich homogenitu
porovndvanych skupin pacientek. Testy byly provedeny na
hladiné vyznamnosti p=0,05. Ke zpracovani byl pouzit
statisticky software SPSS v.15,SPSS Inc Chicago,USA.
Za statisticky vyznamné byly povaZovany vysledky
s oboustrannou exaktni signifikanci mensi nez 0,05.

SLEDKY

Rozdéleni souboru dle grade tumoru udava tabulka 1.
Ve skupiné 74 nemocnych s prognosticky pfiznivym

Tab. 1. Grade tumoru

Gl 3
G~

84,1 %
52,7 %
23,1 %
38,5 %
20,5 %
20,5 %
87,2 %
87,2 %

euploidn

p53
bel-2
c-erbB-2
Ki-67
ER

aneuploidnt

pS>

bel-2
| c-erbB-.
| Ki-67
ER

PR

G

euploidn

p53
bel-2
c-erbB-2
Ki-67
ER

PR

aneuploidn
ocl-2
c-erbB-2
Ki-67
ER

PP

gradem (G1 + G2) bylo 39 tumord (53 %) s euploidnim
karyotypem, zatimco u 35 nadorti (47 %) byl nalez jader
hypo- nebo polyploidnich. Expresi studovanych imuno-
markerd a steroidnich receptord, resp. jejich zastoupeni
ve skupiné euploidnich a aneuploidnich tumorti udava
tabulka 1.

Ve skupiné 14 biologicky nevyzralych tumort (G3)
byl euploidni karyotyp zjistén u 4 nemocnych (28 %),
zatimco aneuplidita byla prokdzana u 10 (71 %) tumord.
PrestoZe procentudlni rozdil obou skupin je relativné
vysoky, nema statistickou validitu, zfejmé v disledku
malého zastoupeni biologicky nezralych tumort.

Srovndme-li expresi p53 ve skupiné prognosticky
pfiznivych tumort (G1 + G2) se skupinou G3, pak
exprese pS3 byla pozitivni v 23 % u prvé skupiny,
zatimco v 64 % ve skupiné druhé. Vysledek ma statis-
tickou vyznamnost. Totéz plati i pro Ki 67 (25 versus
64 %) a rovnéz pro c-erbB-2 (17 versus 46 %) U ostat-
nich imunomarkerti nedosiahly rozdily statistické
vyznamnosti.

U steroidnich receptorti jsme prokdzali statistickou
vyznamnost mezi obéma skupinami jen u progesterono-
vych receptortl, kde pozitivita u dobfe diferencovanych

Tab. ~.. FIGO stadia
FIGOI1
FIGO I 67,

euploidn




tumort byla v 89 %, zatimco u Spatné diferencovanych
jen v 64 %.

Rozdéleni souboru podle FIGO stadia udava tabulka 2.

Ve skupiné nemocnych v klinickém stadiu FIGO I
(I'a-c)bylo 59 nemocnych. U 26 z nich (44 %) byl nalez
bunék euploidnich, u 33 (60 %) byl karyotyp aneuploid-
ni. Expresi studovanych imunomarkerd a steroidnich
receptorti, resp. jejich zastoupeni ve stejné skupiné
euploidnich a aneuploidnich tumort udava tabulka 2.

Do prognosticky nepfiznivého stadia FIGO II-IV bylo
zatazeno 29 nemocnych (33 %). Euploidnich tumort
bylo 17 (58 %), zatimco aneuploidnich bylo 12 (41 %).
Statisticky vyznamny rozdil zjiStén nebyl.

Srovnani sledovanych imunomarkerti mezi prognos-
ticky pfiznivym stadiem FIGO I a stadii II-IV neproka-
zalo statisticky vyznamné rozdily. Signifikantni rozdily
mezi uvedenymi skupinami jsme vSak prokazali jak pro
E, tak P receptory, které byly vyrazné Cast€ji pozitivni
u inicidlnich, prognosticky pfiznivych onemocnéni.

DISKUSE

V soucasné dobé je jiz vSeobecné akceptovan nazor,
Ze vznik maligniho tumoru je podminén primarné gene-
tickou poruchou, at jiz vzniklou sporadicky, nebo na
podkladé dédi¢né podminéné dispozice. Kancerogeneze
je mnohastuptiovy proces, ktery vznika jako nerovnova-
ha mezi normalni bunécnou proliferaci a apoptézou, tj.
planovanou bunécnou smrti. Na vzniku nadorti se mtize
podilet velké mnozstvi genll. Hlavnimi udalostmi podile-
jicimi se na inicidlni fazi kancerogeneze jsou zmény
zahrnujici aktivaci proonkogentl, inaktivaci tumor supre-
sorovych genil, mikrosatelitovou instabilitu, aneuploidii,
bodové mutace, translokace, amplifikace, ztratu hetero-
zygozity a dalsi.

Onkogeny vznikajici poruchou — mutaci — proonkoge-
nu jsou patologické geny, které kéduji proteiny, které,
jsou-li v patologickém mnoZstvi nebo abnormni formé,
mohou vést k nadorové transformaci buriky. Mezi nej-
znaméjsi onkogeny patii gen c-erbB-2 jinak zndmy jako
HER2/neu a bcl-2. Onkogeny mohou téz vytvaret kom-
plexy s produkty tumor supresorovych genil, a tim zpu-
sobit jejich inaktivaci.

Amplifikace a zvySena exprese c-erbB-2 u karcinomu
endometria byla popsdna v 10-40 % [13, 20]. C-erbB-2
onkogen kéduje podobné jako EGRF (epidermal growth
factor receptor) rlstovy faktor, a proto se vyskytuje
u agresivnich typti nddord a mél by proto korelovat s hor-
§i prognézou. Nicméné vysledky klinickych studii
nejsou jednoznacné [13, 20,22, 24, 26]. Nase vysledky
prokazaly zvySenou expresi tohoto markeru u prognos-
ticky nepfiznivych pfipadi podle grade, ne vSak FIGO
stadia.

Bcl-2 je onkogen, ktery inhibuje apoptézu a prodlu-
Zuje preZiti buriky. Jeho exprese se méni béhem men-
strua¢niho cyklu, je vysoka v proliferacni fazi a nizka
v obdobi menstruace. Vysoké hodnoty jsou rovnéz
nachazeny u hyperplazie endometria. U endometridlni-

ho karcinomu je zvySena exprese popisovdna zejména
u karcinomu typu I a je davana do souvislosti s vétsi
hloubkou myometridlni invaze, stagingem, gradingem
a horsi prognézou [1, 24]. U karcinomu typu II, a zejmé-
na u nepfiznivych histopatologickych typt nadort je
jeho exprese naopak nizka [9, 27]. U naSi sestavy
nemocnych byly vyssi hodnoty proteinu bcl-2 zjiStény
u skupiny prognosticky nepfiznivych nemocnych z hle-
diska gradingu, ne vSak stagingu. Vysledky vSak nema-
ji statistickou validitu.

Tumor supresorové geny hraji dileZitou roli v kon-
trole bunécného déleni tim, Ze kéduji proteiny, které
inhibuji / reguluji bunééné déleni. Dokazou kontrolo-
vat bunécné déleni a vzniklé chyby bud opravi, nebo
buiiky zastavi v dal§im déleni. Funguji tedy jako tzv



Cyklické zmény na endometriu v pribéhu men-
struaéniho cyklu jsou podminény ovaridlni produkci
pohlavnich steroidi, tj. estrogenu a progesteronu. Est-
rogenové a progesteronové receptory se vazou po své
aktivaci na specificka cilovd mista v DNA, kde modu-
luji expresi pfislusnych genti. Kromé piimé aktivace
cilovych genti byl popsan i nepifimy mechanismus ucin-
ku pfes vazbu na transkripni faktory [23]. Kromé své
fyziologické funkce ve zdravém endometriu hraji ste-
roidni receptory i dalezitou roli v rozvoji endometrial-
ni karcinogeneze. Absence steroidnich receptord je

povaZovana za negativni prognosticky faktor a je nej- T4C€ je podporov. yzKu ny grante

castéji nalézana u nepfiznivych histopatologickych
typl a agresivnich endometridlnich tumort [3, 9, 10].
V nasi studii jsme prokézali ve shodég s literdrnimi ida-

3
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Stanoveni DNA ploidity, steroidnich hormondlnich
receptorti a nékterych imunohistochemickych markera,
zejména p53 a Ki 67 a c-erbB-2, pomahd specifikovat
skupinu prognosticky pfiznivych a nepfiznivych endo-
metridlnich karcinomu. Presné rozliSeni ma vyznam pro
stanoveni optimalni terapeutické strategie.
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Infrastrukturﬂ‘ldst tohoto projektu (Ustav ole

Kuldrn a transplantan  edio ny) byla podpd ena

ji sniZenou pfitomnost P-receptorii u biologicKy nezra-  Z operay ho progra U yZKu —a vyvoj pro inovace

lych endometroidnich tumort. Nizkou pozitivitu obou
steroidnich receptord jsme prokdzali u pokrocilych sta-
dii tumort (Figo II-IV).

Typickym karyotypem je 46 chromozomu sloZenych
do 23 part u zdravych lidskych bunék. Geneticky mate-
ridl v nddorovych buiikédch je naproti tomu charakterizo-
van urcitou mirou genetické nestability, ktera muzZe
v dasledku mitotickych poruch vyustit ve vyrazné zme-
ny genomu.Vyraznym prvkem nadorové progrese jsou
defekty v genech spjatych s udrZovanim chromozomové
stability a integrity. Pfebytek nebo ztrata jednoho nebo
vice chromozomil vede ke genetické nestabilité v nado-
rovych burikach. Bylo prokazano, Ze tato nestabilita je
Castym projevem maligni transformace a je typicka
zejména pro ur€ité druhy malignich nadord. U karcino-
mu endometria jsou aneuploidni zmény popisovany
v Sirokém rozmezi 1540 % [4, 11, 12, 25, 33]. Obecné
plati, Ze dobre diferencované tumory prognosticky pfiz-
nivé maji prevahu diploidnich bunék, zatimco pro agre-
sivni tumory je typicky aneuploidni karyotyp [14, 29, 30,
32]. Z klinického pohledu je dilezité, Ze vétSina autort
povazuje ploiditu za nezavisly prognosticky faktor [5,
15, 18, 19, 34]. U prognosticky hrani¢nich pfipadi
(FIGO I ¢, Gl — G2) pak vysledek stanoveni ploidity
miZe pfispivat k rozhodnuti o eventudlni adjuvantni tera-
pii [16].

V nasi sestavé nemocnych byly aneuploidni formy
karyotypl Castéji zastoupeny u biologicky nezralych
tumort (G3). Rozdil mezi prognosticky pfiznivymi
stadii G1 a G 2 a nepfiznivym gradem G3 vSak nebyl
statisticky vyznamny. Domnivame se, Ze je to dino
malym pocetnim zastoupenim tumord G3 v celém sou-
boru.

Nepodaftilo se ndm rovnéZ prokazat vyssi zastoupe-
ni aneuploidity u onemocnéni ve stadiu FIGO II-IV.
Vysvétlenim miZze byt slozeni obou srovnavanych
skupin. Do skupiny prognosticky pfiznivého stadia
FIGO I jsou zafazeny rovnéZ pacientky stadia Ic, kte-
ré je z hlediska prognézy zcela odlisné od stadia
Ta a Ib. Do skupiny FIGO III pak spadaji i nemocné
s pozitivni peritonedlni lavazi, i kdyZ podle stupné
myometridlni invaze mohlo jit o incipientni karcino-
my. Novd FIGO klasifikace tyto diskrepance jiz
zohledniuje [2].

(projekt Z.1.t /- 1rH ¥l sy,
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