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Wstep

1.1. Wprowadzenie

Rak kory nadnercza (RKN) jest endokrynnym nowotworem zlo§liwym wystepujacym
z czestoscig 0,5-2 przypadkow na milion rocznie [1,2]. Czeséciej wystepuje u kobiet niz u
me¢zczyzn w stosunku okoto 2,5-3:1 [3]. Wyrdzniamy dwa szczyty zachorowan: w pierwszej
oraz piatej dekadzie zycia [1,2,4]. Guzy nadnerczy u dzieci przewazaja u ptci zenskiej i czgsto
towarzysza im objawy kliniczne, wsrdd ktorych najczestszym objawem jest wirylizacja
(84,2%). Z kolei Zespot Cushinga (ZC) bez cech wirylizacji u dzieci wystepuje niezwykle
rzadko (5,5%) [5,6].

Guzy czynne hormonalnie wystgpuja czgsciej u kobiet niz u m¢zczyzn. Pomimo, iz 60-
70% RKN jest zwykle czynna hormonalnie, to klinicznie nie zawsze jest to oczywiste,
poniewaz zwigkszona jest produkcja prekursoréw, a nie biochemicznie czynnych hormonow
steroidowych. W przypadku guzow aktywnych hormonalnie u okoto 30-40% dorostych
pacjentéw obserwuje si¢ kliniczny obraz ZC z klasycznymi objawami bawolego karku, twarzy
ksiezycowatej, osteoporozy, nadcisnienia oraz $wiezo rozpoznanej cukrzycy. Pozostate 20-
30% pacjentow prezentuje objawy w postaci wirylizacji z towarzyszacym hirsutyzmem,
zaburzeniami cyklu miesigcznego, czy zaburzeniami libido [7]. Wigkszo§¢ RKN wystepuje pod
postacig znacznej wielkosci guza. U tych pacjentéw objawy zwykle zwigzane sg z masg guza i
uciskiem na okoliczne tkanki. Pierwszymi dolegliwosciami sg zwykle: utrata masy ciala,
nudnosci, uczucie petnosci w jamie brzusznej, bole plecow oraz inne zwigzane z przerzutami
odleglymi najczesciej lokalizujacymi si¢ w plucach (45%), watrobie (42%) 1 wezlach
chionnych (24%) [8].

RKN nalezy do nowotworow o ztym rokowaniu, a jego wyleczenie mozna osiggnac
poprzez catkowitg resekcje zmiany. Dlatego tez leczenie chirurgiczne jest leczeniem z wyboru.
Mitotan znajduje zastosowanie zarowno w leczeniu adjuwantowym, jak i w przypadkach
guzéw nieresekcyjnych. Natomiast rola radio- oraz chemioterapii pozostaje nadal
kontrowersyjna. Przezywalno$¢ po zabiegu operacyjnym oscyluje w granicach 30% 1 jest
zwigzana z wysokim odsetkiem nawrotow. Rozpoznanie stawiane jest w oparciu o analize¢
histopatologiczng przy uzyciu Weiss Score, jednakze analiza wydalania steroidow w moczu
moze okaza¢ si¢ pomocna w rozréznieniu pomiedzy RKN a gruczolakiem nadnercza, a takze

innymi guzami nadnercza. Gléwnymi czynnikami prognostycznymi sg: stopien zroznicowania



1 zaawansowania nowotworu oraz wedlug ostatnich doniesien obecno$¢ hiperkortyzolemii

[4.8].

W ciagu dwoch ostatnich dekad dokonal si¢ znaczacy postep w rozumieniu biologii
molekularnej RKN, jakkolwiek nadal ma to niewielki wptyw na przezycie pacjentow [9].
Wydaje sie, ze najczestsze zaburzenia wystepujace w RKN dotyczg dwoch szlakow
sygnatlowych: szlaku Wnt/f kateniny oraz szlaku insulinopodobnego czynnika wzrostu 2 (/GF-
2 insulin-like growth factor 2). Jednakze dotychczasowe dane wskazuja, iz prawdopodobnie
zaburzenia te nie sg wystarczajace do powstania transformacji nowotworowej. Jak dotad,
gléwne czynniki odpowiedzialne za patogeneze¢ RKN pozostaja nieznane [5]. Rzadkos¢
wystepowania choroby podziatata stymulujaco na rozwdj; nowych metod terapeutycznych.
Niezwykle potrzebne sa nowe koncepcje leczenia RKN. Obecnie wysitek wielu grup ma
charakter migdzynarodowy i skierowany jest na rozszerzenie genomiki oraz sekwencjonowania
nowej generacji. Miejmy nadziej¢, ze doprowadzi to do glebszego zrozumienia patogenezy

RKN, a tym samym do stworzenia doskonalszych opcji terapeutycznych [5].

Jak dotad, nie badano wptywu obecnosci receptorow estrogenowych, progesteronowych
1 androgenowych w raku kory nadnercza na rokowanie pacjentdow poddanych zabiegowi
operacyjnemu. Receptory te nalezg do grupy receptorow jadrowych, bedacych jednoczesnie
czynnikami transkrypcyjnymi. W zwigzku z tym, obecno$¢ wyzej wymienionych receptoréw
w chorobach nowotworowych stata si¢ przedmiotem zainteresowania wielu naukowcow.
Wiemy, iz istnieje zwigzek pomigdzy obecnoscig receptorow estrogenowych i
progesteronowych a rokowaniem u chorych na raka sutka, czy jajnika. Oceniano takze
obecno$¢ receptoréw estrogenowych i progesteronowych w raku pluca, jak réwniez wplyw
obecnosci receptorow androgenowych na rokowanie u pacjentow z rakiem prostaty. Ponadto
badany jest zwigzek obecnosci receptorow estrogenowych, progesteronowych i
androgenowych w nowotworach przewodu pokarmowego jak na przyktad: rak jelita grubego,

rak zotadka, czy rak trzustki.

Ocena obecnosci receptorow estrogenowych, progesteronowych i androgenowych w
raku kory nadnercza moze okaza¢ si¢ przydatnym elementem na drodze rozwoju nowych opcji
terapeutycznych, a doktadnie leczenia celowanego. Istnieje nadzieja na poprawe rokowania
pacjentéw, dla ktorych leczenie chirurgiczne oraz terapia mitotanem pozostaja jedynymi

szansami na wyleczenie.



Receptory estrogenowe (RE), progesteronowe (RP) oraz androgenowe (RA) naleza do

rodziny receptorow jadrowych, do ktorych naleza rowniez: receptory steroidowe, receptor dla

hormonéw tarczycy, receptor dla witaminy D, receptor kwasu retinowego oraz
wewnatrzkomorkowe receptory sieroce, dla ktoérych nie udato si¢ w pelni udokumentowac
istnienia endogennego liganda [10, 11]. Receptory jadrowe stanowig grupe homologicznych
biatek, ktore po zwigzaniu z odpowiednim ligandem dziataja w jadrze komorkowym, jako
czynniki transkrypcyjne, regulujac w ten sposodb wiele proceséw komorkowych. Po zwigzaniu
si¢ z okreslong sekwencja nukleotydowa w obszarze promotorowym danego genu moga
wptywac pobudzajaco lub hamujaco na proces transkrypcji genu [12].

Receptory RE, RP oraz RA sg wrazliwe na dziatanie poszczegdlnych hormondéw
odpowiednio: estrogenow, progestagenéw oraz androgenoéw. Z kolei dziatanie powyzszych
hormonéw mozemy podzieli¢ na genomowe, czyli zwigzane z regulacja transkrypcji genow
oraz niegenomowe, ktore opiera si¢ na interakcji z biatkami regulatorowymi zar6wno w blonie
komorkowej, jak i1 cytoplazmie. W zwigzku z tym, jest dziataniem znacznie szybszym, niz w

przypadku mechanizmu genomowego [13].

Tab. 1. Podzial receptorow z uwagi na mas¢ czasteczkows i lokalizacj¢ genu [14].

Rodzaj receptora Masa (kDa) Gen Lokalizacja

REa 67 ESR1 Chromosom 6q.25.1
REP 59 ESR2 Chromosom 14q23.2
RPa 90 PGR Chromosom 11q22-q23
RPB 120 PGR Chromosom 11g22-q23
RA 110-114 AR Chromosom Xq12




1.2. Rak kory nadnercza

Klasyfikacja kliniczna raka kory nadnercza

Zwykle zastosowanie znajduje klasyfikacja European Network for the Study of Adrenal
Tumors (ENSAT), z uwagi na najlepsze odzwierciedlenie rokowania dla pacjentéw z rakiem

kory nadnercza [16].

Tab. 2. Klasyfikacja FEuropean Network for the Study of Adrenal Tumors (ENSAT) dla raka kory
nadnercza na podstawie [16].
Stadia I oraz II dotycza pacjentow z guzami nicinwazyjnymi o wymiarach odpowiednio <5 cm
1>5 cm, bez zajecia weztow chtonnych i bez przerzutow odlegtych. Do stadium III kwalifikuje
si¢ pacjentdw z zajeciem wezlow chtonnych, naciekaniem okolicznych tkanek, czy obecnoscia
zatoré6w z komorek nowotworowych. Stadium IV dotyczy chorych, u ktérych stwierdza si¢

towarzyszgce przerzuty odlegte.

Stadium ENSAT 2008

I T1, N0, MO

1 T2, NO, MO

i T1, T2, N1, MO
T3- T4,NO- N1, MO

v T1-T4, NO-N1, M1




Objawy, diagnostyka laboratoryjna i obrazowa

Wigkszos¢ RKN wystepuje pod postacig znacznej wielkosci guza. U tych chorych
objawy zwigzane s3 zwykle z masg guza i1 uciskiem okolicznych tkanek. Pierwszymi
dolegliwosciami sg zwykle: utrata masy ciala, nudnos$ci, uczucie petnosci w jamie brzuszne;,
bole plecow oraz inne zwigzane z przerzutami odlegtymi najczgsciej lokalizujacymi si¢ w

ptucach (45%), watrobie (42%) 1 weztach chlonnych (24%) [8].

Ryc. 1. Obraz Tomografii Komputerowej przedstawiajacy guz nadnercza lewego o wymiarach
107x94x115mm, u 27- letniej chorej, ktory ulega niejednorodnemu wzmocnieniu po podaniu kontrastu
7 20-40 HU do 30-70 HU. Zmiana uciska i modeluje gorny biegun nerki lewej, przylega do $ledziony i

ogona trzustki [9].
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Tab. 3. Zalecane elementy diagnostyki RKN na podstawie European Network for the Study of Adrenal
Tumors (ENSAT) Maj 2005r.

Testy hormonalne

e Test hamowania deksametazonem “test krotki”

Nadmierne wydzielanie (1 mg, 23:00 h)

Glukokortykoidow

(minimum 3 z 4 testow) e Wolny kortyzol w moczu (zbidérka dobowa-24h)

e Poziom kortyzolu w surowicy

e Poziom ACTH w surowicy

e DHEA-S (surowica)
e 17-OH-progesteron (surowica)

. . e androstendion (surowica)
Steroidy ptciowe oraz

. e testosteron (surowica)
prekursory steroidowe

e 17-beta-estradiol (surowica, jedynie u m¢zczyzn oraz u kobiet

w okresie postmenopauzalnym)

e potas (surowica)
Nadmierne wydzielanie e wskaznik aldosteron/renina (tylko u pacjentéw z obecnos$cia

Mineralokortykoidow nadci$nienia tetniczego i/lub hipokaliemig)

e  Wydzielanie Metoksykatecholamin z moczem
Wykluczenie e (dobowa zbiorka moczu-24h)

pheochromocytoma e meta- i normetanefryny (osocze)

Diagnostyka obrazowa

e TK lub MRI jamy brzusznej oraz TK klatki piersiowe;
e Scyntygrafia kosci (w przypadku podejrzenia zmian o
charakterze metastatycznym)

e FDG-PET (opcjonalnie)

Monitorowanie pacjenta

,, follow-up”

e TK lub MRI jamy brzusznej oraz TK klatki piersiowej, co 2-3

miesigce
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1.3. Estrogeny i receptory estrogenowe

Estrogeny

Naleza do grupy hormondéw steroidowych, sa pochodnymi cholesterolu (ryc.2).
Powstaja poprzez aromatyzacje androgendéw. Ich synteza zachodzi gléwnie w jajnikach,
tozysku, w mniejszym stopniu w jadrach (komorki podporowe kanalikow nasiennych) i korze
nadnerczy (w warstwie siatkowatej) (ryc. 3). Postacig najbardziej aktywng biologicznie jest
estradiol (E2) (ryc. 2), nieco stabszg estron, a najstabsze dziatanie wykazuje estriol [17]. Maja
strukture silnie lipofilng, co pozwala na dyfuzje¢ przez blon¢ komoérkowa, a nastgpnie na
zwigzanie si¢ z receptorem wewnatrzjadrowym. Sag transportowane we krwi w formie
nieaktywnej, zwigzanej z biatkiem wigzacym hormony ptciowe SHBG (sex hormone binding
globulin) w przypadku estradiolu, natomiast estron wigze si¢ z albuminami w okoto 90% [17,
18]. Estrogeny reguluja wzrost, réznicowanie komorek oraz warunkuja prawidlowy rozwoj
uktadu rozrodczego. Ich biologicznie dziatanie zalezne jest od obecno$ci receptora
estrogenowego. Ponadto majg wplyw na: tkanke kostna, uktad kragzenia, moézgowie. Znany jest
zwigzek pomiedzy obnizeniem poziomu estrogendw u kobiet w okresie menopauzalnym, a
wzrostem ryzyka osteoporozy. Zaobserwowano takze wzrost ryzyka chorob sercowo-

naczyniowych u kobiet po menopauzie [9, 19].

Odszczepienie bocznego laficucha cholesterolu

\/\/\/

ACTH
Kjéﬁ (cAMP) O:S)Q + cccc

Cholesterol Pregnenoclon + aldehyd zokapronowy

Podstawowe struktury hormonéw steroidowych

CH OH
H OH
OH
HO O
178-Estradiol Testosteron Kortyzol Progesteron
Zwigzki estranowe (C,,) Zwigzki androstanowe (C,,) Zwigzki pregnanowe (C,,)

Ryc. 2. Odszczepienie bocznego tancucha cholesterolu oraz strukturalna budowa chemiczna

hormonow: estradiolu, testosteronu, kortyzolu i progesteronu [20].
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Ryec. 3. Budowa histologiczna prawidtlowego nandercza z podziatem na warstwy: kiebkowata
(zona glomerulosa), pasmowata (zona fasciculata), siatkowata (zona reticularis) oraz

rdzen nadnercza (medulla) [15].

Budowa i dzialanie receptora estrogenowego

Wyrézniamy dwie izoformy receptora estrogenowego: REa 1 REP, ktore sag kodowane
przez dwa odrebne geny (ESR/ dla REa i ESR2 dla REB) na dwoch réznych chromosomach.
REa kodowany jest w regionie q24-q27 na chromosomie 6, natomiast REP} w regionie q23.2 na
chromosomie 14. Izoforma alfa ma mase¢ 67 kDa, a izoforma beta 59 kDa. Obie izoformy
sktadaja si¢ z 6 domen funkcjonalnych, oznaczanych literami od A do F (podobnie jak inne
receptory jadrowe). Do domen funkcjonalnych zaliczamy: domen¢ N-koncowa - wiazaca
koaktywatory, domeny wiazacej DNA, region zawiasowy oraz domeny wiazacej ligand [22]
(ryc. 4).
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Domena zawiasowa

NLS
AF1 ] AF2
N = AB C D E/F C
DBD LBD

Ryc. 4. Schemat przedstawiajacy budowe receptora estrogenowego z uwzglednieniem funkcji
poszczegdlnych domen: N - koniec aminowy, AF1 i AF2 - miejsca aktywacji transkrypcji, DBD -
domena wigzgca DNA, NLS - sygnal lokalizacji jadrowej, SLBD - domena wigzgca ligand, C - koniec
karboksylowy (na podstawie [9, 12] oraz wtasnej modyfikacji).

Domena A/B

Jest regionem o najwigkszej zmienno$ci wsrdd receptorow jadrowych. Jest fragmentem
modulatorowym, zawierajacym subdomeng o funkcji aktywacji transkrypcji AF1 (activation
function 1). Ponadto jest niezalezny od przytaczenia liganda, jednak specyficzny dla promotora

oraz tkanki. Moze takze odpowiada¢ za oddziatywanie ze swoistymi dla komorki kofaktorami

[11].

Domena C

Jest to domena wigzaca DNA domena DBD (DNA binding domain) - wykazuje
najwigkszg konserwatywnos$¢ ze wszystkich domen, stanowi 96% homologii pomigdzy
izoforma o i  receptora estrogenowego. Jest ona odpowiedzialna za dimeryzacje receptora oraz

przytaczenie kompleksu ligand- receptor do odpowiedniej sekwencji nukleotydéw DNA [9].
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Domena D

Region zawiasowy taczy domeny DBD oraz LBD. Jest on domeng ruchoma, ktora
umozliwia rotacj¢ DBD nawet do 180 st. w stosunku do pozostatych domen, ponadto zawiera

sygnat lokalizacji jadrowej NLS (nuclear localisation signal) [11].

Domena E

Jest domeng wielofunkcyjng ze wzgledu na mozliwo$¢ wigzania ligandu, dimeryzacje
oraz oddzialywanie z biatkami szoku termicznego. Zawiera takze, podobnie jak domena
zawiasowa sygnat lokalizacji jadrowej. Ponadto peini funkcje aktywatora transkrypcji

zaleznego od AF2 (activation function 2), znajdujgcego si¢ w odcinku karboksylowym [23].

Domena F

Jej funkcja pozostaje nie w peini poznana [24].

Lokalizacja tkankowa receptoréow estrogenowych

Rozmieszczenie REa i REP wykazuje znaczne zréznicowanie tkankowe. W niektorych
narzgdach wystepujg oba typy receptora, natomiast w innych wykazuje przewage jedynie jeden
typ receptora. Na podstawie badan ekspresji mRNA dla REa i REf metoda RT-PCR
uwidoczniono roéznice w dystrybucji receptoréw w poszczegélnych tkankach. Przewage
ekspresji REa stwierdzono w komorkach: jajnika, macicy, gruczotu sutkowego, najadrzy, jader,
nerek, nadnerczy, podwzgorza oraz przysadki moézgowej. Ekspresja REa w komorkach
nadnerczy prawdopodobnie jest zwigzana z procesem prawidlowego rozwoju nadnerczy
zardwno w okresie rozwoju plodowego, jak rowniez ma zwigzek z produkcja DHEA w okresie
przedpokwitaniowym oraz w wieku dojrzaltym [25, 26, 27, 28]. Nieco mniejsza ekspresja REa
ma miejsce w komorkach epitelialnych prostaty, pecherza moczowego, watroby, serca oraz
aorty [29, 30, 31]. Natomiast najwyzszy poziom ekspresji mRNA dla REP stwierdzono w
komorkach gruczolu krokowego oraz jajnika. Ponadto obecno$¢ REP potwierdzono w

komorkach pecherza moczowego, ptuca oraz jader [29, 32].
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Tab. 4. Rozmieszczenie REa i REB w ukladach i narzadach (na podstawie [9] oraz wtlasnej

modyfikacji).

Narzad/Uklad Obecnos¢ REa | Obecnos¢ RES
Mozgowie + +

Phuca +

Gruczot piersiowy + +

Nerki +

Przewdd pokarmowy +

Uktad moczowy + +

Macica + (dominujacy)

Gruczot krokowy + (dominujacy)
Kosci + +

Receptory estrogenowe w chorobach nowotworowych
Rak piersi

Nadal pozostaje jedng z gléwnych chorob nowotworowych u kobiet, stanowigc okoto
29% zachorowan na nowotwory. Jest drugg przyczyna zgonu z powodu choroby nowotworowe;j
w tej populacji [33]. Wraz z odkryciem hormonozalezno$ci raka piersi pod koniec XIX wieku
i odkryciem RE miat miejsce dynamiczny rozwoj badah nad nowymi mozliwo$ciami leczenia
tego nowotworu. Istnieje wiele publikacji dotyczacych obecnosci receptorow estrogenowych
w raku piersi [34, 35]. Poza leczeniem chirurgicznym oraz radioterapia, zastosowanie znajduje
réwniez leczenie systemowe, w tym leczenie hormonalne.

Obecnos¢ RE w komorkach raka piersi daje wigksze szanse pozytywnej odpowiedzi na
leczenie hormonalne. Ponadto lepsze rokowanie dotyczy pacjentek zaréwno RE+, RP+, jak i
HER2+ (HER2, human epidermal growth factor 2). Z drugiej strony brak obecnosci RE jest
waznym, niezaleznym wskaznikiem wyzszego ryzyka nawrotu choroby, jak i1 krotszej
przezywalnosci [36]. Jednakze istniejg doniesienia, iz w sytuacji w ktorej ma miejsce ekspresja
tylko jednego receptora: RE+RP-HER2- lub RE-RP+HER2- rokowanie pacjentek jest gorsze
niz w przypadku pacjentek RE+PR+HER2-, a jednocze$nie porownywalne do pacjentek z

potrdjnie negatywnym rakiem piersi TNBC (triple negative breast cancer).
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Rak prostaty

Faktem powszechnie znanym jest wptyw androgendéw i RA na rozwoj raka prostaty.
Z uwagi na zmieniajacy si¢ wraz z wiekiem mezczyzn stosunek testosteronu do estradiolu,
zainteresowano si¢ rolg estrogendw 1 RE w powstawianiu 1 progresji raka prostaty [37, 38].
W badaniach Royouela 1 wsp. wykazano obecnos¢ REa 1 REB zaréwno w komorkach
stromalnych 1 podstawnych prostaty, jak i w raku prostaty [39]. Ponadto w kolejnej pracy
zauwazono zwigkszenie ekspresji receptora REoa wraz ze wzrostem stopnia zlo$liwosci
histologicznej raka prostaty [40]. Z drugiej strony istnieja doniesienia o protekcyjnej roli RES,
ktory mialby mie¢ hamujacy wplyw na rozwdj raka prostaty poprzez hamowanie ekspresji

receptora REa i RA oraz hamowanie wzrostu komorek nowotworowych [41].

Rak jajnika

Najczes$ciej rozwija si¢ u kobiet w okresie okoto- 1 postmenopauzalnym. W wigkszosci
przypadkéw wywodzi si¢ z komoérek pokrywajacych jajnika [42]. Bardzo czgsto wykrywany
jest w pdznym stadium zaawansowania, poniewaz nie jest objawowy na wczesnym etapie
rozwoju [43]. Pomimo faktu, iz okoto % przypadkow raka jajnika wykazuje ekspresje RE,
odpowiedz na leczenie hormonalne nie jest zadowalajaca [44]. Wedlug dostepnej literatury
istniejg badania sprzeczne, co do wynikéw dotyczacych proporcji REa i RES w raku jajnika.
Jednak wiekszos¢ publikacji zdaje si¢ popiera¢ wersje, w ktorej REa pelni dominujacg role w
raku jajnika. Nadal jednak potrzeba kolejnych badan, aby wyjasni¢ wplyw REa i REB na
patogeneze raka jajnika. Ponadto trwaja badania nad szlakiem PI3K/Akt/mTOR w raku jajnika,

jak 1 mozliwo$cig zastosowania inhibitorow tego szlaku [45].

Rak pluca

Nadal pozostaje wiodaca przyczyng zgonu z powodu choroby nowotworowej na
Swiecie. Najczestsza postacig histologiczng jest niedrobnokomoérkowy rak ptuca NDKRP
(NSCLC, non- small cell lung cancer). Cho¢ udowodniono, ze gtéwna przyczyna raka ptuca
pozostaje palenie tytoniu, to okoto 53% wszystkich kobiet z rakiem ptuca nigdy nie palito [46,
47]. Jednakze pomimo stale zmniejszajacej si¢ liczby palaczy tytoniu, nadal obserwowany jest
wzrost zachorowalno$ci na raka pluca, w znacznej mierze gruczolakoraka [48, 49]. Zwiazek z

obecnoscig ekspresji RE w raku ptuca zauwazono juz w latach 80 XX wieku. Od tego czasu
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powstato wiele publikacji dotyczacych zwigzku RE z rakiem pluca. Znaczna ilo§¢ badan
potwierdza obecno$¢ REa 1 REff w NDKRP, a w szczegdlnosci w przypadkach gruczolakoraka
[49, 50, 51]. Wiadomo, iz estrogeny maja swoj udzial w rozwoju oraz progresji NDKRP, w
szczegolnosci po zwigzaniu z izoforoma [ receptora estrogenowego [52]. Istnieja réwniez
doniesienia, ktore wykazuja obecno$¢ RE zar6wno w NDKRP, jak i w zdrowej tkance pluca
oraz wykazuja, iz w obu przypadkach uzyskano biologiczng odpowiedZz na zastosowanie
estrogenu [49].

W tegorocznej publikacji Hsu LH 1 wsp., ktéra przedstawita badanie obejmujace 1434
pacjentek z NDKRP wykazano, iz dominujacym typem receptora estrogenowego byt REB [53].
Ponadto wnioskowano, iz obecno$¢ receptora estrogenowego ma negatywny wplyw na
rokowanie pacjentow z gruczolakorakiem ptuca. Pomimo wielu przeprowadzonych badan
zwigzek RE 1 NDKRP nadal pozostaje kontrowersyjny. W duzej mierze poprzez brak
konsensusu, co do stopnia ekspresji RE w NDKRP, jak réwniez wewnatrzkomorkowej
dystrybucji RE. Sugeruje si¢ standaryzacj¢ stosowanych przeciwciat oraz zdefiniowanie

pozytywnej odpowiedzi [50].

Rak jelita grubego

Wedlug dostepnych publikacji REB jest obecny w liniach komérkowych raka jelita
grubego: HCT116, HCT8, DLD-1, LoVo, HT29, Colo3290, SW480, Colo205, przy
jednoczesnym braku ekspresji REa [9]. Ponadto zaobserwowano utrate RE w trakcie
transformacji nowotworowej jelita grubego [54]. Ponadto wykazano, iz poziom mRNA REB w
komorkach raka jelita grubego jest nizszy, niz w zdrowej tkance jelita grubego, przy
porownywalnym poziomie REa [55]. To kolejny przypadek nowotworu (jak np. w raku

prostaty), w ktorym REP zdaje si¢ mie¢ wplyw protekcyjny w rozwoju nowotworu.

Rak kory nadnercza

Ilo$¢ publikacji dotyczacych ekspresji receptora estrogenowego w raku kory nadnercza
jest skapa. Najczesciej obejmuja one niewielkg ilos¢ przypadkow z uwagi na rzadkosé
nowotworu. W badaniu Barzon L 1 wsp. z 2008r. wykazano wzmozong ekspresj¢ REa, jak i
zwigkszong produkcje IGF-2, ktory to bierze udzial w indukcji proliferacji komoérkowej w
komorkach raka kory nadnercza [56]. W kolejnej publikacji Siriani i wsp. z 2012r. na linii
komorkowej raka kory nadnercza H295R badano efekt dzialania tamoksyfenu na proliferacje
powyzszej linii komorkowej. W wyniku doswiadczenia wykazano znaczace zahamowanie

proliferacji komorek linii H295R po zastosowaniu tamoksyfenu [57].
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1.3. Progesteron i receptory progesteronowe

Progesteron

To hormon o budowie steroidowej (ryc. 5). Jest pochodng pregnenolonu, ktory jest
réwniez prekursorem dla testosteronu (ryc. 6). Wytwarzany jest przez komorki jajnika w
drugiej fazie cyklu miesiecznego oraz komorki jader, warstwg pasmowatg i siatkowata kory
nadnerczy, w osrodkowym uktadzie nerwowym, a w okresie cigzy- przez ciatko zoétte i tozysko.
Cigza jest okresem, w ktorym dochodzi do wzrostu poziomu progesteronu, koniecznego jest do
rozwoju plodu, wptywajacego na laktacje¢, niezbednego do utrzymania cigzy [58, 59]. Poza
wptywem na uklad rozrodczy progesteron ma wplyw na uklad krwiono$ny, kostny oraz

osrodkowy uktad nerwowy [60].

Progesteron

Ryc. 5. Wzor strukturalny progesteronu [61].

CHOLESTEROL == PREGNENOLON == 17a- HYDROKSYPREGNENOLON == DEHYDROEPIANDROSTENDION

l ! 1

PROGESTERON ==  17a- HYDROKSYPROGESTERON == ANDROSTENDION

|

TESTOSTERON

|

ESTRADIOL

Ryc. 6. Schemat przemian hormonow steroidowych [21].
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Budowa i dzialanie receptora progesteronowego

Wyrézniamy, podobnie jak w przypadku receptora estrogenowego, dwie izoformy A i
B. Moga one tworzy¢ homo (A/A, B/B) lub heterodimery (A/B), jednakze sa kodowane przez
ten sam gen znajdujacy si¢ na chromosomie 11. Powstaja w wyniku alternatywnego splicingu.
Receptor progesteronowy zbudowany jest z 4 domen funkcjonalnych: domeng regulatorowa,
domeneg wigzacag DNA, domeng¢ zawiasowa i domen¢ wigzaca ligand [62]. Ponadto izoforma B
receptora (RP-B) zawiera dodatkowo forme BUS (B- upstream segment), znajdujaca si¢ na
koncu aminowym, ktéra pelni funkcje aktywatora transkrypcji. Izoforma A jest krétsza od
izoformy B o 164 aminokwasy. Pomimo duzego podobienstwa izoformy receptora
progesteronowego wykazuja czesto przeciwstawne dziatanie, jako ze sg funkcjonalnie r6znymi
czynnikami transkrypcyjnymi [63, 64]. Wyrozniamy takze trzeciag izoforme receptora
progesteronowego RP-C, ktdra nie jest izoformg funkcjonalng, jako Ze nie wigze si¢ z DNA.
Ekspresja izoformy C jest ograniczona [65]. Lokalizacja RP-A ma miejsce gtownie w jadrze
komorkowym, natomiast RP-B jest izoforma krazaca pomig¢dzy przedziatami: jadrowym i
cytoplazmatycznym. Dlatego tez RP-B moze dziala¢ w dwoch mechanizmach: zar6wno
genomowym, jak i szybkim niegenomowym, czyli na przyktad dziata¢ poprzez szlaki kinaz:
MAPK, c-Src, PI3K/Akt, czy Jak2 [66, 67, 69].Wobec braku potaczenia z ligandem przy
fragmencie C-koncowym RP transkrypcja zostaje zahamowana. W momencie polaczenia z
ligandem dochodzi do dimeryzacji receptora, a nastepnie do uruchomienia aktywnos$ci
transkrypcyjnej. Ponadto dziatanie receptora RE i1 RP jest ze sobg zwigzane, chociazby z uwagi
na fakt, iz indukcja transkrypcji genu dla RP jest pobudzana poprzez estrogen, a jednoczesnie

hamowana poprzez obecno$¢ samego progesteronu [70].

Lokalizacja tkankowa receptora progesteronowego

Ekspresja receptora progesteronowego ma miejsce w wielu tkankach m.in.: macicy,
gruczole sutkowym, mozgowiu, trzustce, kosécu, jajnikow, jader oraz w uktadzie moczowym
[71, 72, 73]. Ekspresja RP ma miejsce zarowno w komorkach nabtonka, jak i stromalnych
gruczotu sutkowego, jak réwniez macicy [74]. RP-B jest dominujacg izoforma, ktéra niezbedna
jest do prawidtowego rozwoju gruczotu sutkowego, z kolei RP-A jest konieczna do
prawidtowego rozwoju tkanek macicy [75]. RP wystepuje takze w osteoblastach uktadu
kostnego, gdzie poprzez dziatanie protekcyjne progesteronu ma wplyw na remodeling,

przeciwdziatajac utracie tkanki kostnej [76]. W mozgowiu u szczurdw stwierdzono obecnos¢
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receptorow progesteronowych w podwzgorzu, gdzie dominujacy jest RP-A oraz w korze
mozgowej, gdzie przewaza izoforma RP-B. Porgesteron poprzez dziatanie z RP odpowiada za
zachowania seksualne u zwierzat. Badania dotyczace dziatania RP w moézgowiu u ludzi sg

znacznie ograniczone [77].

Receptory progesteronowe w chorobach nowotworowych

W opublikowanych badaniach nadekspresja RP-B dla nowotworéw korelowata ze
stopniem zlosliwosci dla raka endometrium oraz raka nabtonkowy jajnika, natomiast niedobor

RP-A wystepowat w rakach przewodowych gruczotu sutkowego [78, 79].

Rak piersi

Na podstawie duzych, wieloosrodkowych badan klinicznych (Women’s Health
Initiative, Million Woman's study, Finish Cancer Registry) wykazano, ze kobiety przyjmujace
hormonalng terapi¢ zast¢pcza zawierajacg progestageny w potaczeniu z estrogenami sg w
grupie wyzszego ryzyka rozwoju nowotwory gruczotu sutkowego. Jednakze w badaniu
Fournier 1 wsp. wykazano, iz ryzyko powstania raka piersi nie wzrasta istotnie w przypadku

stosowania naturalnych progestagenéw w poréwnaniu do syntetycznych [80].

Rak jajnika i endometrium

Wedlug raportu FIGO (International Federation of Gynecology and Obstetrics) z
2013r. rak jajnika jest sibdmag na $wiecie przyczyna zachorowan na nowotwory u kobiet.
Cechuje si¢ wysoka $miertelnoscig. W okoto 85%-90% jest to rak wywodzacy si¢ z komorek
nabtonkowych [42, 81]. Rak endometrium jest jednym z czestszych nowotworéw narzadu
rodnego u kobiet. Okoto 70-80% przypadkéw raka endometrium stanowig raki gruczotowe,
zwiazane z ekspozycja na estrogeny nieprzeciwstawiong dziataniem progesteronu. Zwykle ten
typ nowotworu cechuje si¢ nizszym stopniem zaawansowania oraz lepszym rokowaniem [59].
Wykazano, iz progesteron dziala protekcyjnie przeciwko indukowanemu estrogenami
rozrostowi nowotworowemu endometrium. Dlatego terapia progesteronowa znalazta
zastosowanie w leczeniu zarowno w przypadkach hiperplazji endometrium, jak i wezesnych
stadiach raka endometrium [82]. Najczesciej do zachorowan dochodzi w okresie okoto- i

postmenopauzalnym. Szczyt zachorowan przypada na okres pomiedzy 50-65 rokiem zycia
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[83]. Wzrost zachorowan na raka endometrium zaobserwowano w latach 70 XX wieku, kiedy
to wprowadzono HTZ (hormonalng terapi¢ zastepcza), bazujaca wylacznie na estrogenach.
Sytuacja ta zmienita si¢ od momentu wiaczenia progestagenéw do HTZ [84]. Ekspresja izoform
RP-A i RP-B ma miejsce w komodrkach nabtonkowych i stromalnych endometrium, a nat¢zenie
ekspresji ma zwigzek z fazami cyklu miesi¢cznego kobiet. Przy czym zauwazono, iz RP-A jest
1izoformg dominujgcg w komodrkach stromalnych, a jego ekspresja ulega zmniejszeniu w fazie
lutealnej. Natomiast RP-B dominuje w komorkach nabtonka gruczotowego w fazie sekrecyjne;j
cyklu. Ponadto wydaje si¢, iz to stromalna izoforma RP odpowiada za antyproliferacyjne

dziatanie progesteronu na tkanki [85].

Rak prostaty

Istnieja doniesienia o obecno$ci RP w komodrkach stromalnych prostaty, jak i udziatu
receptora progesteronowego w progresji raka prostaty [86]. Ponadto zauwazono, iz wysoka
ekspresja RP ma zwigzek z gorszym rokowaniem pacjenta, a wysoki poziom RP moze by¢
traktowany, jako niezalezny negatywny czynnik prognostyczny u chorych z rakiem prostaty

[87].

Rak kory nadnercza

Istnieje skapa ilo$¢ informacji na temat obecnoS$ci receptora progesteronowego

w komorkach raka kory nadnercza. W publikacji Patrici de Cremoux i1 wsp. badano ekspresje
receptora estrogenowego oraz progesteronowego zarowno w zdrowych nadnerczach, jak i
nowotworach kory nadnercza. Autorzy stwierdzili znamienng ekspresje RP oraz REP

w zdrowych nadnerczach i guzach nadnerczy. Natomiast REa wykazywal bardzo niska
ekspresje [88]. Wedlug badaczy RP jest obecny w zdrowych nadnerczach, jak i tych
zmienionych nowotworowo. Zwigkszonej ekspresji RP towarzyszy niski poziom ekspresji REa
i wysoki poziom ekspresji REB. Pomimo, iz patofizjologia wysokiego poziomu RP w
komorkach nadnerczy nadal pozostaje niejasna, mozna zadaé pytanie o podtoze mechanizmu
dziatania receptoréw w komorkach nadnercza i ich potencjalnej roli w procesie nowotworzenia,

a takze o mozliwosci zastosowania terapii hormonalne;.
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1.4. Androgeny i receptory androgenowe

Androgeny

Pochodne cholesterolu, nalezace do rodziny hormondw steroidowych nazywane czesto
meskimi hormonami ptciowymi. Ich produkcja zachodzi zarowno u me¢zczyzn w komoérkach
sr6dmigzszowych jader (komorki Leydiga), jak 1 w jajnikach u kobiet, a takze w warstwie
siatkowatej 1 pasmowatej kory nadnerczy obu ptci [89][90]. Ponadto synteza testosteronu ma
miejsce w niektorych rejonach OUN (osrodkowego uktadu nerwowego) [91]. Do androgenow
zaliczamy: testosteron (TTE) (ryc. 7), dihydrotestosteron (DHT) - aktywna posta¢ testosteronu,
androstendion, dehydroepiandrosteron (DHEA) [89, 91]. Wigkszo$¢ (ok. 99%) testosteronu
transportowana jest w osoczu w postaci nieaktywnej hormonalnie, zwigzanej z biatkiem SHBG
(sex hormone binding globulin) lub zwigzanej z albuminami, natomiast 1-2% pozostaje w
postaci wolnej [90, 92]. Najwiekszym powinowactwem do receptora androgenowego cechuje
si¢ dihydrotestosteron, mniejsze powinowactwo wykazuje testosteron, a nastepnie
androstendion i dehydroepiandrosteron [93].

Do najwazniejszych funkcji androgendéw naleza: wplyw na wyksztalcenie meskich
narzadoéw pitciowych w okresie ptodowym, wplyw na procesy dojrzewania ptciowego - w tym
wyksztatcenie drugorzedowych i trzeciorzedowych cech piciowych u me¢zezyzn, wptyw na
prawidtowa spermatogeneze, udziat w procesach anabolicznych organizmu (udziat w procesie
wzrostu kos$ci czy rozwoju tkanki migsniowej). Ponadto bierze udzial w prawidlowym rozwoju
funkcji poznawczych. U kobiet wykazuje dzialanie przeciwstawne do estrogenow. Przy

nadmiernym wydzielaniu androgendw u kobiet moze dojs¢ do wirylizacji [94].

OH

Testosteron

Ryc. 7 . Wzér strukturalny testosteronu [61]
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Budowa i dzialanie receptora androgenowego

Gen dla receptora androgenowego znajduje si¢ na chromosomie X i koduje biatko o
masie czgsteczkowej 110-114 kDa [95]. Sktada si¢ on z 4 domen czynno$ciowych: domeny
regulujacej transkrypcje, domeny wigzacej DNA, domeny zawiasowe] 1 domeny wigzace]
steroidy. Znajdujaca si¢ w pierwszym z o$miu egzonéw kodujacych biatko sekwencja zasad:
cymetydyna, adenina, guanina (CAG), zdaje si¢ mie¢ zwigzek z nasileniem aktywnos$ci
receptora. Wzrost ilo$ci powtdrzen (CAG), wiagze si¢ ze spadkiem jego aktywnos$ci. Natomiast
krotsze allele moga przyczynia¢ si¢ do wzrostu jego aktywnos$ci [93]. Badania wykazaty
obecnos¢ dwoch izoform receptora androgenowego (RA): RA-A i1 RA-B. Izoformy wystepuja
w wielu tkankach 1 moga wykazywac réznice w dzialaniu w zaleznosci od lokalizacji, jednakze
nie zostato to udowodnione [96]. W przypadku braku androgenéw dochodzi do wigzania

receptora z biatkami 1 zahamowania proceséw transkrypcji.

Lokalizacja tkankowa receptora androgenowego

Wedtug dostepnego pismiennictwa potwierdzono obecno$¢ receptorow androgenowych
w komorkach zrgbu 1 wydzielniczych gruczotu krokowego, spermatogoniach, spermatocytach,
komorkach Sertoliego i Leydiga jader, w komoérkach fibroblastow, w komorkach gruczotow
potowych i1 wlosow, komoérkach watrobowych. Ponadto obecno$¢ RA stwierdzono w
miesniowce gladkiej prostaty, macicy, pecherza moczowego, przewodu pokarmowego oraz
tetnicach i tetniczkach [97, 98]. Istniejg rowniez doniesienia o obecnosci RA w chondrocytach,
osteoblastach (analogicznie jak w przypadku ekspresji receptorow estrogenowych). Dziatanie
androgenow w tkance kostnej moze by¢ dwojakie: poprzez bezposrednie dziatanie na RA oraz
posrednio - poprzez dziatanie na receptory estrogenowe na drodze aromatyzacji testosteronu.
Postuluje si¢ rowniez mozliwy wplyw androgendw na angiogenez¢ poprzez RA obecne w

nabtonku naczyn krwiono$nych. Nadal trwaja prace badajace powyzszy zwigzek [99].

Receptory androgenowe w chorobach nowotworowych
Rak gruczolu krokowego

Powszechnie znana jest rola RA w rozwoju oraz leczeniu raka prostaty. W przypadku
zmniejszonej liczby powtorzen CAG (<22), a co za tym idzie wzrostu aktywnos$ci RA, wzrasta

ryzyko rozwoju raka prostaty [100]. Obecno$¢ RA u pacjentéw niekwalifikujacych sie do

24



zabiegu operacyjnego jest wskazaniem do rozpoczecia terapii antyandrogenowej. Co raz
wiekszym problemem jest rak prostaty oporny na kastracje, co przyczynia si¢ do poszukiwania

nowych opcji terapeutycznych.
Rak piersi

Z uwagi na warto$¢ prognostyczng i predykcyjng standardowo oznaczano obecno$¢
receptoréow RE, RP oraz receptora ludzkiego nabtonkowego czynnika wzrostu HER2 (human
epidermal growth factor 2) w raku piersi. Od niedawna zainteresowano si¢ obecno$cig
receptora RA w tej grupie chorych. Wydaje sig, iz RA petni wazng role zarowno w zdrowym,
jak 1 zmienionym nowotworowo gruczole piersiowym [101]. Szczegdlng role¢ RA upatruje si¢
w przypadkach dotyczacych potrojnie negatywnego raka piersi TNBC. W opublikowanej w
pracy He J z 2012r., zwiazanej z tematyka TNBC, stwierdzono rzadsze wystgpowanie
przerzutéw do weztow chtonnych u pacjentek ze stwierdzong obecnoscig RA, niz w przypadku
pacjentek niewykazujacych obecnosci RA. Obecno$¢ RA pacjentek z TNBC powigzano z
wigksza przezywalno$cig [102]. W zwiazku z powyzszym, postuluje si¢ wprowadzenie
oznaczen RA, jako standardu, upatrujgc szansy na zastosowanie leczenia celowanego w
przypadku pozytywnych oznaczen. Natomiast najwicksze korzysci z leczenia osiggnigto by w

przypadkach TNBC RA+.

Rak jajnika i rak endometrium

Ekspresja RA ma miejsce zarowno w zdrowych komorkach jajnika, jak rowniez w
komorkach raka jajnika. Ponadto RA ulega cze$ciej ekspresji niz RE 1 jest wykrywany nawet
w 90% badanych przypadkow raka jajnika [103]. Edmondson i1 wsp. wykazali, iz komorki
nablonkowe jajnika w reakcji na pobudzenie RA reaguja zwickszong proliferacjg i op6znieniem
procesu apoptozy [104]. Dodatkowo w pracy Shi i wsp. wykazano, ze androgeny maja wptyw
na przetrwanie komoérek raka jajnika poprzez zwigkszenie ekspresji, aktywno$ci oraz
fosforylacji telomerazy [105]. Ponadto dzigki dziataniu androgenéw wykazuja zdolno$¢ do
degradacji biatka p27 (inhibitora cyklu komorkowego).

Wedhug dostepnego pismiennictwa funkcja androgenéw w patogenezie raka jajnika oraz
endometrium nadal nie jest w petni jasna. Jednak wedlug pracy opublikowanej przez Douglas
1 wsp., istnieje zwigzek miedzy ekspozycja na podwyzszone poziomy androgenéw a rozwojem
raka endometrium jak i1 raka jajnika. Z uwagi na wykazane antyproliferacyjne dzialanie
androgenow w przypadku raka endometrium, RA moglby sta¢ si¢ potencjalnym celem terapii
celowanej. W przeciwienstwie do raka jajnika, w ktorym to androgeny moga przyczyniac si¢
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do rozwoju nowotworu. W tym przypadku proponowane jest zastosowanie terapii anty-

androgenowe;j.
Rak kory nadnercza

Jak dotad istnieje niewiele publikacji na temat obecno$ci RA w raku kory nadnercza.
W pracy Rossi 1 wsp. z 1998r. badano ekspresje RA w komodrkach zdrowych nadnerczy 1 linii
komorkowej NCI-H295 raka kory nadnercza, a takze wptyw dihydrotestosteronu (DHT) na
wzrost wyzej wymienionych komoérek. Wykazano obecnos¢ RA w komorkach zdrowych
nadnerczy, natomiast komorki linii komorkowej NCI-H295 nie wykazaty istotnej ekspresji RA.
Z kolei zastosowanie DHT moze mie¢ wptyw na hamowanie proliferacji komoérek zdrowych

nadnerczy [106].
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2. CELE PRACY

ocena czestosci wystepowania receptora estrogenowego alfa, progesteronowego
1 androgenowego w zdrowych nadnerczach (warstwa kigbkowata, pasmowata,

siatkowata) oraz w tagodnych i zlosliwych guzach nadnercza

ocena zaleznosci pomiedzy ekspresja receptorow estrogenowych, progesteronowych
1 androgenowych a cechami klinicznymi 1 demograficznymi chorych leczonych

operacyjnie z powodu nowotwordéw kory nadnercza
ocena wartosci rokowniczej obecnosci receptorow estrogenowych, progesteronowych i

androgenowych w grupie chorych poddanych zabiegowi operacyjnemu z powodu raka

kory nadnercza
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3. MATERIAL

Materiat do badania stanowity 33 wycinki raka kory nadnercza od chorych poddanych
leczniczemu zabiegowi chirurgicznemu w Klinice Chirurgii Ogolnej, Endokrynologicznej
1 Transplantacyjnej Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego w Gdansku (UCK) w latach 1998-
2014, przechowywane w postaci bloczkow parafinowych. Ponadto do badan wiaczono 50
guzdw tagodnych otrzymanych podczas zabiegu adrenalektomii w Klinice Chirurgii Ogdlnej,
Endokrynologicznej i Transplantacyjnej UCK w latach 2008-2014 oraz 20 zdrowych nadnerczy
uzyskanych podczas nefrektomii z powodu raka nerki w Klinice Urologii UCK w latach 2008-
2014. Z uwagi na ograniczong dostepnos¢ materialu biologicznego oraz dostepnos¢ do
dokumentacji medycznej ostatecznie wykonano oznaczenia immunohistochemiczne
odpowiednio u 27 chorych z rakiem kory nadnercza, 49 guzach tagodnych i 20 zdrowych
nadnerczach. Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode Niezaleznej Komisji Bioetycznej do
Spraw Badan Naukowych przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym.

Badania immunohistochemiczne na obecno$¢ receptorow  estrogenowych,
progesteronowych i androgenowych przeprowadzono na materiale utrwalonym w formalinie
1 przechowywanym w postaci bloczkow parafinowych. Oceng¢ histopatologiczng wszystkich
skrawkdw z  oznaczeniami immunohistochemicznymi receptorow  estrogenowych,
progesteronowych i1 androgenowych przeprowadzito dwéch patomorfologéw dr n. med. Piotr
Czapiewski i Adam Gorczynski z Zaktadu Patomorfologii UCK w Gdansku.

W bazie danych zawarto nastepujace informacje: wiek oraz pte¢ chorego, date
1 doszczetnos¢ zabiegu operacyjnego, posta¢ histologiczng guza, wielko$¢ guza, aktywnos$¢
hormonalng guza, wyniki nadan biochemicznych, date ostatniej obserwacji chorego.

Dane dotyczace przebiegu choroby: diagnostyka hormonalna przed zabiegiem oraz przebieg
choroby po leczeniu operacyjnym uzyskiwano z dostepnej dokumentacji medyczne;.

Badana grupa obejmowata tacznie 96 chorych (w tym 27 przypadkow raka kory
nadnercza, 49 gruczolakoéw nadnercza oraz 20 prawidtowych nadnerczy). W grupie chorych
z rakiem kory nadnercza 19 (70,4%) stanowity kobiety, a 8 (29,6%) me¢zczyzni. W grupie
chorych z gruczolakiem nadnercza kobiety i mezczyzni stanowili odpowiednio 31 (63,3%) 1 18
(36,7%). Natomiast w grupie badanych z prawidlowymi nadnerczami 3 (15%) stanowity

kobiety, a 46 (85%) me¢zczyzni.
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Skala Allred

Jest to skala, umozliwiajaca procentowa oceng ilosci komorek (od 0 do 5) barwigcych

si¢ metodg immunohistochemiczng wraz z oceng intensywnosci barwienia (od 0 do 3).

Maksymalny wynik skali wynosi osiem. Skala ta pomaga w ocenie prawdopodobienstwa

odpowiedzi na leczenie hormonalne. Znajduje zastosowanie m. in w planowaniu leczenia

hormonalnego u chorych z rakiem sutka.

Tab. 5. Schemat skali Allred ,,Allred score” [34].

34-66%-4 pkt
67-100%- Spkt

Procent pozytywnie Intensywnos$¢ Wynik
wybarwionych jader barwienia

komorkowych

Brak — 0 pkt Brak- 0 pkt Punkty za procentowe
<1% -1 pkt Staba reakcja- 1 pkt wybarwienie jader
1-10%- 2 pkt Posrednia reakcja- 2pkt komorkowych
11-33%- 3 pkt Mocna reakcja- 3 pkt +

Punkty uzyskane za

intensywnos$¢ barwienia

Skala Remelle ,,Remelle score”

Tab. 6. Schemat skali Remelle — IRS [107].

81-100%- 4 pkt

Mocna reakcja- 3 pkt

Procent pozytywnie wybarwionych Intensywnos$¢ Wynik

jader komérkowych barwienia

Brak- Opkt Brak- 0 pkt Punkty za procentowe
<10% - 1 pkt Staba reakcja- 1 pkt wybarwienie jader
10-50%- 2 pkt Posrednia reakcja- komorkowych
51-80%- 3 pkt 2pkt +

Punkty uzyskane za

intensywno$¢ barwienia
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Skala H-score ,,H-score”

Jest kolejng powszechnie stosowang potilosciowa metoda oceniajaca oznaczenia
immunohistochemiczne nazywana “H-score”. Zakres skali obejmuje wartosci od 0 do 300.
Wynik uzyskiwany jest na podstawie sumy procentowego wybarwienia komorek w stopniu
silnym, srednim oraz stabym. Jest to skala preferowana w wielu osrodkach ze wzgledu na jej

szeroki zakres. Wynik otrzymujemy poprzez zastosowanie formuty:

3 x % silnie wybarwionych komorek + 2x % $rednio wybarwionych komorek + 1x % stabo

wybarwionych komorek.

Charakterystyka kliniczna badanej grupy chorych

Material do badania stanowity zdrowe nadnercza (20), gruczolaki (49) oraz raki kory
nadnercza (27) (tab. 7).

W grupie badanych z prawidlowymi nadnerczami 3 (15%) stanowily kobiety, a 46
(85%) mezczyzni (tab. 8) Wsrdd chorych z gruczolakiem nadnercza kobiety 1 mezczyZzni
stanowili odpowiednio 31 (63,3%) 1 18 (36,7%) (tab. 9). Natomiast w grupie chorych z rakiem
kory nadnercza 19 (70,4%) stanowity kobiety, a 8 (29,6%) mezczyzni (tab. 10). Sredni wick w
momencie zabiegu operacyjnego u chorych z gruczolakiem nadnercza i z rakiem nadnercza
wynosit odpowiednio 61 lat 1 49 lat.

Tab. 7. Charakterystyka kliniczna badanej grupy 96 chorych z prawidlowymi nadnerczami,
gruczolakami oraz rakami nadnercza.

Cecha Liczba chorych
(%)
Posta¢ histologiczna
prawidtowe nadnercza 20 (21%)
gruczolak nadnercza 49 (51%)
rak nadnercza 27 (28%)

Tab. 8. Charakterystyka kliniczna badanej grupy 20 chorych z prawidlowymi nadnerczami.

Cecha Liczba chorych
(%)
Wiek
Srednia 65
zakres 50-80
Ple¢
kobiety 3 (15%)
mezcezyzni 17 (85%)
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Tab. 9. Charakterystyka kliniczna badanej grupy 49 chorych z gruczolakiem nadnercza.

Cecha Liczba chorych
(%)

Wiek- gruczolaki nadnercza

Srednia 61

zakres 40-84
Ple¢

kobiety 31 (63,3%)

mezezyzni 18 (36,7%)
Wielko$¢ guza

<Scm 34 (69,4%)

>5Scm 15 (30,6%)
Aktywnos$¢ hormonalna*

obecna 13 (33,3%)

brak 26 (67,7%)
Obecnos¢ hiperkortyzolemii*

obecna 6 (15,4%)

brak 33 (84,6%)

*w 10 przypadkach gruczolakow nadnercza brak w dokumentacji medycznej informacji o aktywnoS$ci
hormonalnej i hiperkortyzolemii. (W przypadkach aktywnos$ci hormonalnej byto rozpatrywane rowniez
wydzielanie mineralokortykoidow, jednak ze wzgledu na niewielka liczebnos¢ grupy nie wiaczano do

analizy).

Tab. 10. Charakterystyka kliniczna badanej grupy 27 chorych z rakiem kory nadnercza.

Cecha Liczba chorych
(%)

Wiek- gruczolaki nadnercza

srednia 49

zakres 21-69
Ple¢

kobiety 19 (70,4%)

mezcezyzni 8 (29,6%)
Wielkos¢ guza

<Scm 3 (11,1%)

>5cm 24 (88,9%)
Aktywnos$¢ hormonalna*

obecna 5(33,3%)

brak 10 (66,7%)
Obecnos¢ hiperkortyzolemii*

obecna 5(31,3%)

brak 10 (66,7%)

*w 12 przypadkach raka kory nadnercza brak w dokumentacji medycznej informacji, co do

wystepowania aktywnosci hormonalnej / hiperkortyzolemii.

Z uwagi na fakt, iz u badanych z rakiem kory nadnercza aktywno$¢ hormonalna byta
rowna wystepujacej liczbie przypadkéw hiperkortyzolemii, do dalszych obliczen wiaczono

jedynie hiperkortyzolemie.
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4. Metody

4.1 Analiza immunohistochemiczna

Oznaczenia immunohistochemiczne wykonano w okresie od stycznia do marca 2015r.
w Zakladzie Patomorfologii UCK w Gdansku. Fragmenty guzéw dostarczono do laboratorium
w postaci bloczkéw parafinowych umieszczonych w plastikowych kasetkach. Material do
oceny ekspresji poszczegdlnych receptorow stanowily w przypadku guzow lagodnych
nadnercza mikromacierze (TMAs - tissue microarrays), natomiast bloczki z materiatem raka

nadnercza oraz zdrowe nadnercza zostaty skrojone z dostgpnego w kasetkach materiatu.

Procedura immunohistochemiczna

Do badan immunohistochemicznych wykorzystano materiat tkankowy utrwalony w 4%
roztworze formaldehydu oraz zatopiono w niskokropliwej parafinie. Nastgpnie bloczki
parafinowe umieszczono w kasetkach plastikowych, co umozliwito doktadniejsze skrajanie.
Bloczki w kasetkach krajano na mikrotomie Leica SM 2000R na skrawki o grubosci 3-5 pm,
ktére zostaly naniesione na silanizowane szkietka podstawowe i suszone przez calg noc w
temperaturze 50°C. Preparaty pozbawiano parafiny poprzez zanurzenie w ksylenie oraz
ponownie nawadniano poprzez zanurzenie w kolejnych rozcienczeniach alkoholu etylowego.
Szkietka byly nastepnie przeptukiwane woda destylowang i umieszczone w zbuforowanym
roztworze soli fizjologicznej (PBS).

Odczyny immunohistochemiczne wykonano na przypadkach: 20 zdrowych nadnerczy,
49 guzach tagodnych nadnercza, oraz 27 rakach kory nadnercza. Do oznaczen
immunohistochemicznych receptora estrogenowego, progesteronowego i androgenowego

zastosowano odczynniki firmy Dako oraz system detekcyjny Dako EnVison FLEX (tab. 11).
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Tab. 11. Rodzaje zastosowanych przeciwciat oraz rodzaj systemu detekcyjnego wykorzystane do oceny
ekspresji poszczegodlnych receptorow RE, RP oraz RA.

Typ badanego | Klon Immunogen Typ System

receptora przeciwciala | detekcyjny
aminokwasy
1-300 ludzkiego receptora krolicze En Vision

REa EP1 estrogenowego alfa FLEX/HRP
rekombinowana forma A ludzkiego

RP-A,RP-B | PgR636 | receptora progesteronowego mysie En Vision

FLEX/HRP

aminokwasy

RA AR441 | 229-315 ludzkiego receptora mysie En Vision
androgenowego FLEX/HRP

Skrawki poddano procedurze odmaskowania w urzadzeniu Dako w buforze zasadowym
(pH=9) En Vision Flex Dako przez 1,5 godziny, podgrzewajac do temperatury 99°C przez 40
minut. Nastgpnie umieszczano preparaty w aparacie Dako Autosteiner. Oznaczenia dla
receptordw estrogenowych oraz progesteronowych wykonano w catosci w aparaturze Dako
Autosteiner Link 48, natomiast oznaczenie dla receptora androgenowego wykonano reczenie,

uzywajac przeciwciata w rozcienczeniu 1:800.

Czas inkubacji przeciwcial trwat 1 godzing w systemie recznym. Natomiast w
aparaturze Dako dla receptora estrogenowego oraz progesteronowego proces polegal na
wielokrotnym przeplukiwaniu preparatow buforem, przedmuchiwaniu oraz naniesieniu na
preparat kolejno przeciwciata pierwotnego 1 wtornego. Na koncu, celem uzyskania
odpowiedniego kontrastu, barwiono preparaty hematoksyling i przeptukiwano woda. Caty
proces w aparaturze Dako trwal okoto 4 godzin. Nastepnie preparaty zakraplano $rodkiem

utrwalajacym 1 przykrywano szkietkiem nakrywkowym.

W odniesieniu do receptora estrogenowego 1 progesteronowego, jako kontroli dodatniej
uzywano fragmentéw raka piersi, ktorego komorki wykazywaty wczesniej dodatnie jadrowe
barwienie dla receptora estrogenowego. W odniesieniu do receptora androgenowego, jako
kontroli dodatniej uzywano fragmentdw raka prostaty, ktorego komorki wykazywaly wezesniej

dodatnie jadrowe barwienie dla receptora androgenowego.

Oceng obecnosci receptoréw estrogenowych, progesteronowych i androgenowych
przeprowadzito dwoch patomorfologéw (dr n. med. Piotr Czapiewski oraz lek. Adam
Gorczynski z Katedry 1 Zakladu Patomorfologii Uniwersytetu Medycznego w Gdansku).
Ekspresja oraz intensywno$¢ barwienia preparatow byta porownywana z wykonang dodatnig

kontrolag odpowiednio dla receptorow: estrogenowego, progesteronowego i androgenowego.
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W ocenie uwzglgdniano obecno$¢ receptorow w jadrach komorek zdrowych nadnerczy,
guzow tagodnych i raka nadnerczy. Ponadto w zdrowych nadnerczach oceniano odrebnie
warstwy klebkowata, pasmowatg 1 siatkowatg. Wszystkie przypadki zostaly ocenione w trzech
skalach: Allred, Remelle oraz H-score dla uzyskania doktadniejszych wynikéw. W przypadku
rozbiezno$ci, ktora dotyczyta okoto 15% przypadkow, ostateczna ocena preparatow ustalana

byta podczas konsultacji pomigdzy patologami.

5. Analiza statystyczna

Analiza statystyczna zostala wykonana w Zaktadzie Medycyny Nuklearnej, Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego przy uzyciu programu komputerowego Statistica 10 we wspolpracy
z Panem dr Tomaszem Bandurskim. Baza danych obejmowata nast¢pujace informacje: imi¢
1 nazwisko chorego, date urodzenia, pte¢, wiek w chwili zabiegu operacyjnego, rozpoznanie
histopatologiczne, date zabiegu operacyjnego, wielkos¢ guza (w przypadku guzow nadnercza),
ocen¢ aktywnosci hormonalnej (w przypadku guzéw nadnercza), wyniki badan
biochemicznych, date ostatniej obserwacji lub zgonu chorego. Sposrod zastosowanych trzech
skali oceny intensywnos$ci barwienia: Allred, Remelle i H-score, przyj¢to H-score, poniewaz
zawiera ona najszerszy zakres. Ponadto dla celow statystycznych przyjeto dwa kryteria oceny
H-score >0% oraz H-score >10, ze wzgledu na brak standaryzacji dla raka kory nadnercza w

ocenie barwien immunohistochemicznych.

Analize jednoczynnikowa przeprowadzono przy uzyciu testu chi-kwadrat i testu Fishera
(dla matych liczebnie grup). Podczas tej analizy okre$lono zalezno$¢ pomigdzy
wystepowaniem receptoroOw estrogenowych, progesteronowych i androgenowych a cechami
klinicznymi chorych. Czas przezycia chorych liczono od daty zabiegu operacyjnego do daty
ostatniej obserwacji lub daty zgonu. Czas przezycia wyrazano w miesigcach. Krzywe przezycia
dla raka kory nadnercza wykonano metoda Kaplana- Meiera i pord6wnano za pomoca testu log-
rank. Dodatkowo wykonano analize¢ wieloczynnikowa z zastosowaniem modelu regresji Coxa.

Prog zmienno$ci statystycznej przyjeto na poziomie 0,05.
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6. WYNIKI

6.1. Porownanie cech klinicznych i demograficznych pomiedzy analizowanymi grupami

Do chwili zamknigcia bazy danych w kwietniu 2015t. sposrod ogotu pacjentéw z rakiem
kory nadnercza zyto 10 (37%). Mediana okresu przezycia dla chorych z rakiem kory nadnercza
wynosita 39,5 miesigca. Wedlug dostepnego pismiennictwa w zalezno$ci od badan czas
piecioletniego przezycia waha si¢ od 16-38%. Grupa chorych z RKN byla mtodsza niz chorych
z gruczolakiem nadnercza. Srednia wieku pacjentéw z RKN i gruczolakiem nadnercza wynosita
odpowiednio 49 i 61 lat (p<0,05) (tab. 12). Zaréwno w grupie badanych z rakiem, jak 1
gruczolakiem nadnercza przewazaly kobiety, stanowigc odpowiednio 70,4% i 63,3% (p=0,35).
Wsrod chorych z RKN przewazaly guzy >5cm w porownaniu do gruczolakow, gdzie
odpowiednio wartos$ci te wynosity 88,9% 1 30,6% (p<0,001). Nie wystgpity znamienne
statystycznie rdéznice w aktywno$ci hormonalnej i1 hiperkortyzolemii dla rakéw oraz
gruczolakéw kory nadnercza, przy czym dla RKN aktywno§¢ hormonalna byla réwna
obserwowanej hiperkortyzolemii. Dla badanych z rakiem kory nadnercza z wielkoscig guza

<S5cm oraz >5cm $redni wiek wynosit odpowiednio 63 147 lat (p=0,04) (ryc. 8).

Tab. 12. Porownanie zaleznosci rozpoznania histopatologicznego dla chorych z gruczolakiem
nadnercza i rakiem nadnercza a cech klinicznych i demograficznych chorych (test
Fishera).

Cecha Rak nadnercza Gruczolak p
nadnercza

Wiek

Srednia 49 61 <0,001

Zakres 36-62 51-70

Ple¢

K 19 (70,4%) 31 (63,3%) 0,35

M 8 (29,6%) 18 (36,7%)

Wielkos$¢ guza

<Scm 3 (11,1%) 34 (69,4%) <0,001

>Scem 24 (88,9%) 15 (30,6%)

Aktywno$¢ hormonalna

Tak 5(33,3%) 13 (33,3%) 0,62

Nie 10 (66,7%) 26 (66,7%)

Hiperkortyzolemia

Tak 5(31,3%) 6 (15,4%) 0,16

Nie 10 (66,7%) 33 (84,6%)
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Ryec. 8.
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Wykres ramka-wasy przedstawiajgcy zalezno$¢ wielkosci guza dla wartosci >5cm i
<Scm od wieku w chwili zabiegu operacyjnego badanych z rakiem kory nadnercza (t-
Studenta, p=0,04) (N=27).
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6.2. Mikrofotografie

C

Ryc. 9. Mikrofotografia przedstawiajaca dodatni odczyn dla receptora estrogenowego (RE) w warstwie:
A. klebkowatej kory nadnercza (powigszenie 20 x), B. pasmowatej kory nadnercza (powigkszenie 20 x),
C. siatkowatej kory nadnercza (powigkszenie 40x)
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Ryc. 10. Mikrofotografia przedstawiajaca dodatni odczyn dla receptora estrogenowego (RE):
A. gruczolak nadnercza (powigkszenie 40x) B. rak kory nadnercza (powigkszenie 40x)
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Ryc. 11. Mikrofotografia przedstawiajaca dodatni odczyn dla receptora progesteronowego (RP):
A. w warstwie klgbkowatej kory nadnercza (powigkszenie 40x), B. w warstwie pasmowatej kory
nadnercza (powigkszenie 20 x), C. w warstwie siatkowatej kory nadnercza (powigkszenie 40 x)
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Ryc. 12. Mikrofotografia przedstawiajaca dodatni odczyn dla receptora progesteronowego (RP):
A. gruczolak nadnercza (powigkszenie 20x), B. rak kory nadnercza (powigkszenie 20x)
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Ryc. 13. Mikrofotografia przedstawiajaca dodatni odczyn dla receptora androgenowego (RA) w warstwie:
A. klebkowatej kory nadnercza (powickszenie 20 x), B. pasmowatej kory nadnercza (powigkszenie20 x)
C. siatkowatej kory nadnercza (powigkszenie 20 x)
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Ryc. 14. Mikrofotografia przedstawiajaca dodatni odczyn dla receptora androgenowego (RA):
A. gruczolak kory nadnercza (powigkszenie 20 x), B. rak kory nadnercza (powigkszenie 20 x)
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6.3.  Wyniki immunohistochemia

Oznaczenia receptorow: estrogenowego (RE), progesteronowego (RP) oraz
androgenowego (RA) zostaly wykonane w 20 przypadkach zdrowych nadnerczy (z
zachowaniem podzialu na warstwy: ktebkowata, pasmowatg oraz siatkowata), 49 przypadkach

gruczolakow, 27 rakach kory nadnercza.

W ponizszych tabelach (tab. 13, tab. 14) zamieszczono iloSciowe oraz procentowe
warto$ci dla obecnosci poszczegdlnych receptorow, w zalezno$ci od rozpoznania
histopatologicznego. Pozwala to, na lepsze zobrazowanie wynikow. Uwzgledniono podziat
zdrowych nadnerczy na warstwy. Szczegétowy opis wynikdéw dotyczacych zdrowych

nadnerczy 1 guzoéw nadnercza zamieszczono ponize;j.

W wyniku analizy zdrowych nadnerczy stwierdzono obecno$¢ RE w warstwach
kigbkowatej, pasmowatej 1 siatkowatej odpowiednio w 17 (85%), 7 (35%) 1 3 (18%)
przypadkach. Obecnos$¢ RP stwierdzono w warstwach ktebkowatej, pasmowatej i siatkowatej
odpowiednio w 18 (90%), 17 (85%) 1 8 (40%) przypadkach. Natomiast obecnos¢ RA
stwierdzono w warstwach kigbkowatej, pasmowatej i siatkowatej odpowiednio w 14 (70%), 11
(55%) 1 6 (30%) (tab. 13). Wartosci te stanowity sum¢ wynikow H-score>0% dla obu pici

facznie, w poszczegdlnych warstwach zdrowych nadnerczy.

Tab. 13. Wystepowanie receptorow estrogenowych (RE), progesteronowych (RP) i
androgenowych (RA) w zdrowych nadnerczach.

Rodzaj receptora RE >0% RP >0% RA >0%

Warstwa klebkowata 17 (85%) 18 (90%) 14 (70%)

Warstwa pasmowata 7 (35%) 17 (89%) 11 (55%)

Warstwa siatkowata 3 (18%) 8 (40%) 6 (30%)
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Obecno$¢ RE w gruczolakach i rakach stwierdzono odpowiednio w 3 (6,1%) 15 (18%)
badanych guzach. Obecno$¢ RP w gruczolakach 1 rakach stwierdzono odpowiednio w 24 (49%)
1 13 (48,1%) badanych guzach. Nie stwierdzono znamiennych statystycznie roznic pomiedzy
gruczolakami a rakami kory nadnercza w wystgpowaniu RE i1 RP odpowiednio p=0,10 1 p=0,94.
Natomiast pomig¢dzy gruczolakami i rakami kory nadnercza wykazano znamienng statystycznie
roznice w ekspresji RA (p=0,005). Obecnos¢ RA w gruczolakach i rakach stwierdzono

odpowiednio w 42 (85,7%) 1 15 (55,6%) badanych guzach (tab. 14).

Tab. 14. Wystepowanie receptorow estrogenowych (RE), progesteronowych (RP)

i androgenowych (RA) u pacjentow z rakiem i gruczolakiem nadnercza.

RE p RP p RA P
>0% >0% >0%

Gruczolak nadnercza 3(6,1%) | 0,10 24 (49%) 0,94 42 (85,7%) 0,005

Rak nadnercza 5 (18%) 13 (48,1%) 15 (55,6%)
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6.3.1. Zdrowe nadnercza

Receptor estrogenowy

Receptor estrogenowy (RE) zostat okreslony dla 20 przypadkow zdrowych nadnerczy.
Najwigkszy odsetek dla receptora estrogenowego stwierdzono w warstwie kigbkowatej kory
nadnercza, gdzie byt pozytywny w 85% przypadkow. W warstwie pasmowatej i siatkowate]
stanowil odpowiednio 35% 1 18%. Za wynik dodatni przyjeto jakakolwiek ekspresje receptora
estrogenowego (H-score>0%). Istotne statystycznie roznice wystgpowaty pomiedzy ekspresja
receptora estrogenowego w warstwach pasmowatej 1 klgbkowatej (p<0,05) oraz siatkowatej i
ktebkowatej (p<0,05) (ryc. 15). Sredni H-score dla warstwy kigbkowatej, pasmowatej,
siatkowatej wynosil odpowiednio 22,25; 5,25 1 2,0. Analiza zostala takze wykonana dla
punktow odcigcia H-score <10/>10 oraz mediany H-score, jednak nie wptyneto to na uzyskanie
wynikow znamiennych statystycznie. Ponadto nie stwierdzono istotnej réznicy w ekspresji RE
we wszystkich warstwach w zalezno$ci od plci (tab. 15). Do zobrazowania wynikow
zastosowano test ANOVA Friedmana w postaci wykresu ramka-wasy. Z uwagi na lepsze
zobrazowanie réznic pomiedzy poszczegdlnymi warstwami kory nadnercza w ekspres;ji

receptora RE przedstawiono wykres ze $rednig H-score (ryc. 15).

Wy kres ramka-wasy
35

30

25

20

15

p<0,05

10

p<0,05

5

0 i

5 O Srednia

p Hscore ER k Hscore ER [1 Srednia+Btad std
s Hscore ER T Srednia+1,96*Btad std

Ryec. 15. Poréwnanie $redniej wartosci H-score dla receptora estrogenowego pomiedzy

warstwami zdrowego nadnercza: k - warstwa ktebkowata, p - warstwa pasmowata, s -
warstwa siatkowata, (test chi2 ANOVA, p<0,05 dla warstw p - ki s - k) (N=20).
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Tab. 15. Korelacja pomi¢dzy ekspresja receptora estrogenowego (RE) a ptcig w grupie chorych
z prawidtowymi nadnerczami. RE wyrazono dla trzech punktow odcigcia: 0 vs >0%,
H-score <10 vs >10 oraz < vs > mediany dla H-score (doktadny test Fishera).
RE RE p RE RE P RE RE p
0% >0% H-score | H-score H-score | H-score
(%) (%) <10 >10 med. med.
(%) (o) < >
(o) (%0)
Warstwa
kl¢bkowata
Kobiety 0 3 0 3 2 1
0) | (100) (0) (100) (66,7) | (33,3)
0,59 0,19 0,56
Mezczyzni 3 14 8 9 9 8
(17,6) | (82,4) (47,1) (52,9) (52,9) (47,1)
Warstwa
pasmowata
Kobiety 3 0 3 0 3 0
(100) (0) (100) (0) (100) (0)
0,25 0,60 0,25
Mgzczyzni 10 7 14 3 10 7
(58,8) | (41,2) (82,4) (17,6) (58,8) (41,2)
Warstwa
siatkowata
Kobiety 3 0 3 0 3 0
(100) (0) (100) (0) (100) (0)
0,60 0,71 0,60
Mezczyzni 14 3 15 2 14 3
(82,4) | (17,6) (88,2) (11,8) (82,4) (17,6)
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Receptor progesteronowy

Obecnos¢ receptordw progesteronowych stwierdzono w najwickszym odsetku dla
warstwy ktebkowatej oraz pasmowatej kory nadnercza, odpowiednio 90% 1 89%. W warstwie
siatkowatej stanowit 40%. Za wynik dodatni przyje¢to jakakolwiek ekspresj¢ receptora
estrogenowego (H-score >0%). Istotne statystycznie réznice wystepowaly pomigdzy ekspresja
receptora progesteronowego w warstwach p 1 s (p<0,05) oraz s i k (p<0,05) (ryc. 16). Analiza
zostala takze wykonana dla punktéw odcigcia H-score <10/>10 oraz mediany H-score, jednak
nie wptyneto to na uzyskanie wynikéw znamiennych statystycznie. Sredni H-score dla warstwy
klebkowatej, pasmowatej, siatkowatej wynosit odpowiednio 140; 45; 5.25. Ponadto nie
stwierdzono istotnej roznicy w ekspresji RP we wszystkich warstwach w zaleznos$ci od plci
(tab. 16). Do zobrazowania wynikow zastosowano test ANOV A Friedmana w postaci wykresu
ramka-wasy. Z uwagi na lepsze zobrazowanie r6znic pomi¢dzy poszczegdlnymi warstwami

kory nadnercza w ekspresji receptora RP przedstawiono wykres ze §rednig H-score.

Wy kres ramka-wasy
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p<0,05
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-20 o Srednia
p Hscore PR k Hscore PR [ Srednia+Btad std
s Hscore PR T Srednia+1,96*Btad std
Ryc. 16. Poréwnanie $redniej warto§ci H-score dla receptora progesteronowego pomiedzy

warstwami zdrowego nadnercza: k - warstwa ktebkowata, p - warstwa pasmowata, s -
warstwa siatkowata, (test chi2 ANOVA, p<0,05 dla warstw p - s is - k) (N=20).
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Tab. 16. Korelacja pomiedzy ekspresja receptora estrogenowego (RP) a ptcia w grupie chorych
z prawidlowymi nadnerczami. RP wyrazono dla trzech punktow odcigcia: 0 vs >0%, H-
score <10 vs >10 oraz < vs > mediany dla H-score (doktadny test Fishera).
RP RP P RP RP p RP RP p
0% >0% H-score | H-score H-score | H-score
(%) (%) <10 >10 med. med.
(Yo0) (%) < >
(%) (o)
Warstwa
kl¢bkowata
Kobiety 0 3 0 3 0 3
0) | (100) (0) (100) (0) (100)
0,71 0,58 0,05
Mezczyzni 2 15 3 13 12 5
(11,8) | (88,2) (18,8) (81,3) (70,6) (29,4)
Warstwa
pasmowata
Kobiety 0 3 1 2 1 2
0) | (100) (33,3) | (66,7) (33,3) | (66,7)
0,70 0,60 0,42
Mgzczyzni 2 15 4 13 10 7
(11,8) | (88,2) (23,5) (76,5) (58,8) (41,2)
Warstwa
siatkowata
Kobiety 2 1 3 0 2 1
(66,7) | (33,3) (100) (0) (66,7) (33,3)
0,66 0,60 0,66
Mgzczyzni 10 7 14 3 10 7
(58,8) | (41,2) (82,4) (17,6) (58,8) (41,2)
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Receptor androgenowy

Najwigksza ekspresja RA w zdrowych nadnerczach dotyczyta warstwy kiebkowatej 1
pasmowatej, gdzie odpowiednio wynik byl dodatni w 70% 1 55% przypadkoéw. Natomiast w
warstwie siatkowatej ekspresja RA wynosila 30%. Za wynik dodatni przyjeto jakakolwiek
ekspresje receptora estrogenowego (H-score>0%). Analiza zostala takze wykonana dla
punktoéw odcigcia H-score <10/>10 oraz mediany H-score, jednak nie wptyneto to na uzyskanie
wynikow znamiennych statystycznie. Stwierdzono brak istotnych statystycznie roéznic w
wyniku H-score pomigdzy poszczegdlnymi warstwami prawidlowego nadnercza (ryc. 17). W
zadnym z przypadkow nie osiagnieto p<0,05. Srednie wartosci H-score dla poszczegdlnych
warstw: kltgbkowatej, pasmowatej, siatkowatej wynosity odpowiednio 30, 25, 14. Ponadto nie
stwierdzono istotnej réznicy w ekspresji RA we wszystkich warstwach zdrowych nadnerczy w
zaleznosci od pici (tab. 17). Do zobrazowania wynikéw zastosowano test ANOVA Friedmana
w postaci wykresu ramka-wasy. Z uwagi na lepsze zobrazowanie réznic pomig¢dzy
poszczegdlnymi warstwami kory nadnercza w ekspresji receptora RA przedstawiono wykres

ze $rednig H-score.

Wy kres ramka-wasy
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Ryec. 17. Poréwnanie $redniej wartosci H-score dla receptora androgenowego pomiedzy

warstwami zdrowego nadnercza: k - warstwa ktebkowata, p - warstwa pasmowata, s -
warstwa siatkowata, (test chi2 ANOVA, p=0,06 dla warstw p - s is - k) (N=20).

49



Tab. 17. Korelacja pomigdzy ekspresja receptora androgenowego (RA) a ptcia w grupie chorych
z prawidlowymi nadnerczami. RA wyrazono dla trzech punktéw odcigcia: 0 vs >0%,
H-score <10 vs >10 oraz < vs > mediany dla H-score (doktadny test Fishera).
RA RA p RA RA p RA RA p
0% >0% H-score | H-score H-score | H-score
(%) (%) <10 >10 med. med.
(%) (“o) < >
(%) ()
Warstwa
kl¢bkowata
Kobiety 2 1 2 1 2 1
(66,7) | (33.3) (66,7) | (33,3) (66,7) | (33,3)
0,20 0,34 0,66
Mezczyzni 4 13 6 11 10 7
(23,5) | (76,5) (35,3) (64,7) (58,8) (41,2)
Warstwa
pasmowata
Kobiety 2 1 2 1 2 1
(66,7) | (33.3) (66,7) | (33,3) (66,7) | (33,3)
0,42 0,66 0,58
Mgzczyzni 7 10 10 7 9 8
(41,2) | (58.8) (58,8) (41,2) (52,9) (47,1)
Warstwa
siatkowata
Kobiety 2 1 2 1 2 1
(66,7) | (33,3) (66,7) (33,3) (66,7) (33,3)
0,68 0,68 0,68
Mgzczyzni 12 5 12 5 12 5
(70,6) | (29.,4) (70,6) (29,4) (70,6) (29,4)
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6.3.2. Poréwnanie ekspresji receptora w trzech grupach: rak nadnercza, gruczolak

nadnercza, zdrowe nadnercza.
Receptor estrogenowy

Ponizej przedstawiono $rednig wyniku H-score dla receptora estrogenowego (RE) w
zalezno$ci od rozpoznania histopatologicznego w grupie badanych z rakiem kory nadnercza
(acc - adrenocortical cancer), gruczolakiem (aca - adrenocortical adenoma) oraz
prawidtowych nadnerczy (normal — adrenal gland). Jako pierwszy przedstawiono wykres dla
prawidtowych nadnerczy - jest to wynik dla ocenianych lacznie trzech warstw nadnercza
(ktebkowatej, pasmowatej oraz siatkowatej) (ryc. 18A). Jako drugi przedstawiono wynik
ocenianych trzech warstw nadnercza z osobna (ryc. 18B). W te$cie Kruskala-Wallisa
stwierdzono réznice w $redniej warto$ci H-score dla receptora estrogenowego pomiedzy
badanymi z gruczolakiem nadnercza a prawidtlowymi nadnerczami, gdzie réznice wynosity
odpowiednio 0,71 1 9,83. Najwyrazniejsze roznice w $rednim wyniku H-score wystapity dla
warstwy klebkowatej (ryc. 18). Srednie wartosci H-score RE dla raka kory nadnerczy,
gruczolaka nadnerczy, warstwy pasmowatej, siatkowatej 1 kigbkowatej wynosity odpowiednio
1.18; 0.71;5.25; 2.0; 22.25. Mediany dla H-score RE w przypadku tacznej oceny wszystkich
trzech warstw nadnercza dla raka, gruczolaka, warstwy pasmowatej, siatkowatej wynosity 0,
natomiast dla warstwy kiebkowatej 15.

Ryec. 18. Srednia warto$¢ H-score dla receptora estrogenowego (RE) w poszczegolnych grupach

chorych z rakiem nadnercza, gruczolakiem oraz prawidlowymi nadnerczami - test
Kruskala-Wallisa (N=136).

A. we wszystkich warstwach facznie
B. zpodzialem na warstwy: pasmowata (p), siatkowatg (s) i klebkowatg (k)
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Receptor progesteronowy

Ponizej przedstawiono $rednig wyniku H-score dla receptora progesteronowego (RP) w
zaleznosci od rozpoznania histopatologicznego w grupie badanych z rakiem kory nadnercza
(acc), gruczolakiem (aca) oraz prawidlowych nadnerczy (normal). Jako pierwszy
przedstawiono wykres dla prawidtlowych nadnerczy - jest to wynik dla ocenianych lacznie
trzech warstw nadnercza (klgbkowatej, pasmowatej oraz siatkowatej) (ryc. 19A). Jako drugi
przedstawiono wynik ocenianych trzech warstw nadnercza z osobna (ryc. 19B). W tescie
Kruskala-Wallisa stwierdzono roznice w $redniej wartoSci H-score dla receptora
progesteronowego pomigdzy badanymi z rakiem kory nadnercza a prawidlowymi nadnerczami
(p=0,03) oraz gruczolakiem nadnercza a prawidlowymi nadnerczami (p<0,001). Srednie
warto$ci H-score RP dla raka, gruczolaka i prawidlowego nadnercza wynosity odpowiednio
28.9; 63,6; 9,6. Wartosci mediany H-score RP wynosity dla raka kory nadnercza, gruczolaka

oraz prawidtowego nadnercza odpowiednio 0; 01 25.
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Ryc. 19. Srednia warto$é H-score dla receptora progesteronowego (RP) w poszczegdlnych
grupach chorych z rakiem nadnercza, gruczolakiem oraz prawidtowymi nadnerczami —
(test Kruskala-Wallisa, p<0,001) (N=136).

A. we wszystkich warstwach tacznie

B. z podziatem na warstwy: pasmowata (p), siatkowatg (s) i klebkowata (k)
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Receptor androgenowy

Ponizej przedstawiono $rednig wyniku H-score dla receptora androgenowego (RA) w
zaleznos$ci od rozpoznania histopatologicznego w grupie badanych z rakiem kory nadnercza
(acc), gruczolakiem (aca) oraz prawidlowych nadnerczy (normal). Jako pierwszy
przedstawiono wykres dla prawidlowych nadnerczy - jest to wynik dla ocenianych tgcznie
trzech warstw nadnercza (kigbkowatej, pasmowatej oraz siatkowatej) (ryc. 20A). Jako drugi
przedstawiono wynik ocenianych trzech warstw nadnercza z osobna (ryc. 20B). W tescie
Kruskala-Wallisa stwierdzono roznice w S$redniej wartosci H-score dla receptora
androgenowego pomiedzy badanymi z rakiem kory nadnercza a gruczolakiem nadnercza
(p<0,001) oraz pomigdzy gruczolakiem nadnercza a prawidlowymi nadnerczami (p=0,04).
Srednie H-score RA dla raka, gruczolaka i prawidlowego nadnercza wynosity odpowiednio
6,26; 25,32; 23,2. Wartosci mediany H-score RA dla raka kory nadnerczy, gruczolaka oraz

prawidtowego nadnercza wynosity odpowiednio 1,0; 25; 5.
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Rye. 20. Srednia warto$é H-score dla receptora androgenowego (RA) w poszczegdlnych grupach
chorych z rakiem nadnercza, gruczolakiem oraz prawidtowymi nadnerczami — (test
Kruskala-Wallisa, p<0,001) (N=136).

A. we wszystkich warstwach tacznie

B. z podziatem na warstwy: pasmowata (p), siatkowata (s) i kigbkowata (k)

53




6.4. Ocena zaleznos$ci pomiedzy ekspresja badanych receptoréw a cechami
klinicznymi i demograficznymi w grupie chorych operowanych z powodu guza

nadnercza.

W badanej grupie chorych z 49 gruczolakami nadnercza oraz 27 rakami kory nadnercza
poréwnywano wystgpowanie receptoréw: estrogenowych, progesteronowych i androgenowych

z cechami klinicznymi 1 demograficznymi.

Ze wzgledu na mata liczebno$¢ grupy zastosowano dokladny test Fishera. Nie
stwierdzono znamiennej statystycznie rdznicy w wystepowaniu receptorow estrogenowych i
progesteronowych pomiedzy grupa chorych z gruczolakiem i rakiem kory nadnercza (tab. 18,
19). Natomiast stwierdzono réznice w ekspresji receptora androgenowego zarowno dla
ekspresji RA (0%)/(>0%), jak réwniez dla wynikéw RA 10<H-score<10 (tab. 20). Receptor
androgenowy wystepowat czgsciej u badanych z gruczolakiem nadnercza, niz u chorych z
rakiem kory nadnercza odpowiednio 85,7% 1 55,6%. Rowniez wigcej wynikdéw z H-score RA
>10 wystgpito u badanych z gruczolakiem nadnercza w stosunku do badanych z rakiem

odpowiednio 65,3% 125,9% (tab. 20).

W analizie Chi? uwzglgdniono: wiek, pte¢, wielko$¢ guza, obecno$¢ hiperkortyzolemii,
rodzaj rozpoznania histopatologicznego. Nie stwierdzono zaleznos$ci pomigdzy obecno$cia
rozpatrywanych oddzielnie receptorow estrogenowych i progesteronowych a analizowanymi
cechami demograficznymi i klinicznymi. Zwigzku takiego nie stwierdzono réwniez, po
przyjeciu kryteriow wystepowania dla H-score (<10)/(>10) oraz dla warto$ci powyzej i ponizej
mediany H-score, dla ktorej wyniki byly zbiezne jak dla analizy (0%)/(>0%). Dlatego nie
uwzgledniano mediany H-score w tabelach. Stwierdzono zwigzek obecnosci RA z wielkoscig
guza (p=0,02, tab. 20) dla punktu odcigcia H-score RA (<10)/(>10). Dodatkowo réznica
wielkos$ci guza pomigdzy gruczolakami i rakami byta istotna statystycznie (p<0,001). Wsrod
rakow przewazaty guzy o wielkosci >5cm w stosunku do gruczolakéw odpowiednio 88,9% i
30,6%. Ponadto stwierdzono réznice w ekspresji RA pomigdzy gruczolakami i rakami kory
nadnerczy dla dwoch punktow odcigcia: (0%)/(>0%) (p=0,005) oraz H-score (<10)/(>10)
(p=0,001). Ekspresja RA byta wicksza w przypadku gruczolakéw w stosunku do rakéw dla
punktéw odciecia RA (0%)/(>0%) oraz H-score RA (<10)/(>10) odpowiednio 85,7% 1 55,6%
oraz 65,3% 1 25,9% (tab. 20).
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Tab. 18.

klinicznych chorych (N=76, test Chi?).

Wystepowanie ekspresji receptora estrogenowego (RE) w odniesieniu do cech

Cecha RE RE p RE H-score | RE H-score p
(0%)(%) | (>0%)(%) (<10)(%) | (=10) (%)
Wiek
<55 6 (18,2) 27 (81,8) 0,06* 33 (100) 0(0) 0,56*
>55 2(4,7) 41 (95,3) 42 (97,7) 1(2,3)
Pte¢
K 6(12) 44 (88) 0,44* 50 (100) 0(0) 0,34*
M 2(7,7) 24 (92,3) 25(96,2) 1(3,8)
Wielko$¢ guza
<Scm 6 (15,4) | 35(94,6) 0,14* 37 (100) 0(0) 0,51%*
>5cm 2(54) |33(84,6) 38(97,4) 1(2,6)
Hiperkortyzolemia
Tak 2 (18,2) 9 (81,8) 0,25* 11(100) 0(0) 0,80%*
Nie 3(6,8) 41 (93,2) 43 (97,7) 1(2,3)
Rozpoznanie
histopatologiczne
Gruczolak 46 (93.,9) 3(6,1) 0,10* 48 (98) 1(2) 0,64%*
Rak 22 (81,5) 5(18.,5) 27 (100) 0(0)
*doktadny test Fishera
Tab. 19. Wystepowanie ekspresji receptora progesteronowego (RP) w odniesieniu do cech
klinicznych chorych (N=76, test Chi?).
Cecha RP RP p RP H-score | RP H-score p
(0%)(%) | (>0%)(%) (<10)(%) | (210)(%)
Wiek
<55 17 (51,5) 16 (48,5) 0,97 23 (69,7) 10 (30,3) 0,99
>55 22 (51,2) 21 (48,8) 30 (69,8) 13 (30,2)
Ple¢
K 26 (52) 24 (48) 0,86 37 (74) 13 (26) 0,26
M 13 (50) 13 (50) 16 (61,5) 10 (38,5)
Wielkos¢ guza
<Scm 20 (54,1) 17 (45.,9) 0,64 27 (73) 10 (27) 0,55
>5cm 19 (48,7) 20 (51,3) 26 (66,7) 13 (33,3)
Hiperkortyzolemia
Tak 6 (54,5) 5(45,5) 0,52%* 9 (81,8) 2 (18,2) 0,36*
Nie 22 (50) 22 (50) 31(70,5) 13 (29,5)
Rozpoznanie
histopatologiczne
Gruczolak 25 (51) 24 (49) 0,94* 35(71,4) 14 (28,6) 0,42%*
Rak 14 (51,9) 13 (48,1) 18 (66,7) 9 (33,3)
*doktadny test Fishera
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Tab. 20. Wystepowanie ekspresji receptora androgenowego (RA) w odniesieniu do cech
klinicznych chorych (N=76, test Chi?).

Cecha RA RA p RA RA p
(0%)(%) | >0%)(%) H-score H-score
(<10)(%) | (=10)(%)
Wiek
<55 7(21,2) 26 (78,8) | 0,35* 15 (45,5) 18 (54,5) | 0,39*
>55 12 (27,9) | 31(72,1) 22 (51,2) 21 (48,8)
Ple¢
K 14 (28) 36 (72) 0,29%* 25 (50) 25 (50) 0,75
M 5(19,2) 21 (80,8) 12 (46,2) 14 (53,8)
Wielkos¢ guza
<5cm 7 (18,9) 30 (81,1) | 0,18%* 13 (35,1) 24 (64,9) | 0,02
>5cm 12 (30,8) | 27(69,2) 24 (61,5) 15 (38,5)
Hiperkortyzolemia
Tak 3(27,3) 8(72,7) 0,58* 4 (36,4) 7(63,6) | 0,32*
Nie 11 (25) 33 (75) 22 (50) 22 (50)
Rozpoznanie
histopatologiczne
Gruczolak 7 (14,3) 42 (85,7) | 0,005* 17 (34,7) 32(65,3) | 0,001
Rak 12 (44,4) | 15(55,6) 20 (74,1) 7 (25,9)
*doktadny test Fishera

Ocena ekspresji poszczegolnych receptorow w zaleznosci od wieku

W niniejszym badaniu stwierdzono statystycznie znamienng zalezno$¢ od wieku dla:
- receptora estrogenowego z punktem odciecia RE 0% vs >0%, gdzie wiek u pacjentow z
dodatnig i ujemng ekspresjg RE wynosit odpowiednio 38 lat i 51 lat (p=0,03, ryc. 21)
- receptora androgenowego z punktem odcigcia H-score RA <10 vs >10, gdzie wiek u

pacjentéw wynosit odpowiednio 52 lat i 41 lata (p=0,04, ryc. 22)

Dla ekspresji receptora progesteronowego oraz dla obecnosci lub braku
hiperkortyzolemii nie stwierdzono istotnych réznic w wieku badanych.
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Wykres ramka-wasy: wiek (lata)
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Ryc. 21. Wykres ramka- wasy przedstawiajacy zaleznos$¢ ekspresji receptora estrogenowego od

wieku w chwili zabiegu operacyjnego (t-Studenta, p=0,03) (N=27).
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Ryc. 22. Wykres ramka- wasy przedstawiajacy zaleznos¢ ekspresji receptora androgenowego dla
H-score>10 (nie/tak) od wieku w chwili zabiegu operacyjnego (t-Studenta, p=0,04)
(N=27).
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6.5. Ocena rokowniczego znaczenia ocenianych receptorow dla raka kory nadnercza.

W chwili zamknigcia bazy danych (kwiecien 2015r.) sposrod ogotu 27 badanych z
rakiem kory nadnercza zylo 10 pacjentow (37%). Mediana okresu przezycia dla chorych z
rakiem kory nadnercza wynosita 39,5 miesigca. W analizie uwzglgedniano badanych, u ktoérych
znana byta data ostatniej obserwacji u zyjacych lub data zgonu. Do analizy przezycia wlaczono

21 pacjentow (ryc. 23).

Funkcja przezycia

o Kompletne + Uciete
1,2

111
10 |
09}
08t
07t
06}

0,5

Prawdopodobienstwo przezycia

04}

0,3}

0,2 |

0,1
-50 0 50 100 150 200 250

Czas przezycia w miesigcach

Ryc. 23. Krzywa przezycia calkowitego Kaplana- Meiera u chorych z rakiem kory nadnercza (N=21).

Nie stwierdzono istotnej roznicy w przezyciu pacjentdow z guzami aktywnymi
hormonalnie w pordwnaniu do badanych nie wykazujacych aktywno$ci hormonalnej. Ze
wzgledu na fakt, iz wszyscy chorzy wykazujacy aktywnos$¢ hormonalng cechowali si¢
hiperkortyzolemia, mozna stwierdzi¢, ze hiperkortyzolemia nie wptywata w znaczacy sposéb

na przezycie chorych z rakiem nadnercza.
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Ryec. 24.

Krzywa przezycia catkowitego Kaplana- Meiera u chorych z rakiem kory nadnercza

zujemng RE (0%) oraz dodatnig ekspresja receptora estrogenowego RE (>0%) (N=21).

Z uwagi na zbyt matlg liczebno$¢ grupy pacjentow z punktem odciecia dla wartosci
10<H-score RE<10 nie wykonano wykresu dla tej grupy badanych.
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Prawdopodobienstwo przezycia

Praw dopodobienstw o przezycia Kaplana-Meiera
o Kompletne + Uciete

Log-rank, p=0,87
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Ryec. 25.

Krzywa przezycia catkowitego Kaplana- Meiera u chorych z rakiem kory nadnercza z
uyjemng RP (0%) oraz dodatnia RP (>0%) eckspresja receptora progesteronowego

(N=21).
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Ryc. 26.

Krzywa przezycia catkowitego Kaplana- Meiera u chorych z rakiem kory nadnercza

z warto$ciami 10<H-score <10 dla receptora progesteronowego (N=21).
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Ryec. 27.

Krzywa przezycia catkowitego Kaplana-Meiera u chorych z rakiem kory nadnercza
z uyjemng RA (0%) oraz dodatnia RA (>0%) ekspresja receptora androgenowego
(N=21).
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Ryc. 28.

Krzywa przezycia catkowitego Kaplana-Meiera u chorych z rakiem kory nadnercza
z wartosciami 10<H-score < 10 dla receptora androgenowego (RA) (N=21).
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Analiza jednoczynnikowa dotyczyta oceny ekspresji poszczego6lnych receptorow RE,

RP 1 RA na catkowity czas przezycia w grupie badanych z rakiem kory nadnercza. Jedynie w

przypadku receptora androgenowego, dla punktu odcigcia H-score (<10)/(>10), stwierdzono

znamienny wptyw na rokowanie (p=0,04, ryc. 28).

6.6. Wieloczynnikowa analiza Coxa dla raka kory nadnercza

W analizie uwzgledniano badanych, u ktérych znana byla data ostatniej obserwacji u

zyjacych lub data zgonu. Jako punkt odcigcia receptorow wybrano kryterium 0% vs >0%. W

analizie nie uwzgledniono wielkosci guza (<5cm vs >5c¢m), poniewaz tylko w przypadku 11,1%

(3 przypadki) chorych z rakiem kory nadnercza w chwili zabiegu operacyjnego guza byt

mniejszy niz Scm. Wigkszos¢ 88,9% (24 przypadki) guzéw znajdowata si¢ w przedziale

powyzej Scm. Zadna z rozpatrywanych w analizie wieloczynnikowej cech nie ma znaczenia

rokowniczego (p>0,05 w kazdym z przypadkow).

Tab. 21. Analiza wieloczynnikowa oparta na modelu Cox’a, obejmujaca wptyw cech klinicznych
chorych na czas przezycia u chorych z rakiem kory nadnercza
(N=21).
Calkowity czas przezycia
p WR 95% 72U

Wiek 0,21 1,11 0,93-1,33
Ple¢ 0,64 0,42 0,01-14,89
Hiperkortyzolemia 0,22 0,18 0,01-2,82
Receptor estrogenowy 0,1 0,02 0,00
Receptor progesteronowy 0,78 1,0 0,97-1,03
Receptor androgenowy 0,73 1,03 0,85-1,24

WR - wspotczynnik ryzyka
ZU - 95% zakres ufnosci
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7. OMOWIENIE WYNIKOW

W niniejszej pracy podjeto probe oceny klinicznego znaczenia ekspresji receptorow
estrogenowych (RE), progesteronowych (RP) i androgenowych (RA) u chorych poddanych
leczniczemu zabiegowi operacyjnemu z powodu raka kory nadnercza. Dla lepszego
poréwnania wiaczono do badania grupe kontrolng gruczolakow nadnercza. Dodatkowo
wzbogacono prace o ocene ekspresji powyzszych receptorow w poszczegolnych warstwach
kory zdrowych nadnerczy, poniewaz do tej pory nie oceniano w jednym badaniu wyst¢gpowania
receptorow estrogenowych, progesteronowych oraz androgenowych w zdrowych ludzkich
nadnerczach. Kazdy z receptorow byt oceniany we wszystkich grupach chorych. W przypadku
rakow 1 gruczolakoéw oceniono takze zalezno$¢ pomiedzy obecnos$cig receptorow a wybranymi
cechami klinicznymi. Natomiast wylacznie w przypadku rakow oceniono warto$¢ rokownicza

wszystkich trzech typow receptorow, wykonujac analize jedno- i wieloczynnikowa.

Wystgpowanie RE, RP oraz RA ma miejsce w prawidlowych tkankach organizmu
ludzkiego. W zalezno$ci od narzadu oraz pflei ich ilo$¢ jest zrdznicowana. W warunkach
patologii moze dochodzi¢ do zaburzen zardéwno ilosciowych, jak i1 jakosciowych wyzej
wymienionych receptorow, a takze do zmian w proporcjach pomiedzy poszczegdlnymi
izoformami. Obecnos¢ lub brak ekspresji receptoréw wiagze si¢ z r6zng dynamikg nowotworow
oraz ma wptyw na wybor odpowiedniej terapii, a takze rokowanie chorych. Dlatego istotne jest
poznanie zaréwno fizjologicznego wystepowania receptorow, jak i oceny ich ekspresji w
warunkach patologicznych, co moze przyczyni¢ si¢ do lepszego zrozumienia patogenezy

nowotworowo zmienionej tkanki kory nadnercza.
Receptor estrogenowy

Obecno$¢ RE stwierdzono m.in. w komorkach: jajnika, macicy, gruczotu sutkowego,
najadrzy, jader, nerek, nadnerczy, podwzgorza oraz przysadki mézgowej, a takze w gruczole
krokowym, pecherzu moczowym, ptucach, watrobie 1 ukladzie krwiono$nym [25-29].
Obecnos¢ RE w komorkach nowotworowych ma miejsce w wielu nowotworach.
Sztandarowym przyktadem jest rak piersi oraz nowotwory narzadu rodnego u kobiet, gdzie
obecnos$¢ lub brak receptora RE decyduje o wyborze metody leczenia chorych [34]. Ponadto
obecnos$¢ ER 1 PR rokuje lepiej w tej grupie chorych [108] (tab. 22). Z kolei w badaniach
dotyczacych raka prostaty zauwazono, ze wraz ze wzrostem ekspresji receptora REa wzrasta
stopien ztos§liwos$ci histologicznej guza [40, 44] (tab. 22). Jednocze$nie RE, zdaje si¢ mie¢

hamujacy wpltyw na rozwdj nowotworu [45]. Wiadomo réwniez, ze estrogeny maja swoj udziat
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W rozwoju oraz progresji niedrobnokomorkowego raka ptuca, w szczegdlnosci po zwigzaniu z
REP [52]. Dodatkowo wnioskowano, iz obecnos$¢ receptora estrogenowego ma negatywny
wpltyw na rokowanie pacjentow z gruczolakorakiem ptuca. Ilos¢ publikacji dotyczaca
obecno$ci RE w komorkach raka kory nadnercza jest skapa i zwykle obejmuje niewielka ilos¢
przypadkow (najliczniejsza grupa liczyla 17 przypadkow raka kory nadnercza [109]). Istnieja
pojedyncze publikacje dotyczace obecnosci REa oraz REa i REP w raku kory nadnercza [56,
88] (tab. 22). W powyzszych doniesieniach obecno$¢ receptora estrogenowego stwierdzano
zardowno w prawidtowych nadnerczach gruczolakach oraz w raku kory nadnercza. W pracy
Shen 1 wsp., w ktorej wsrod 17 badanych przypadkow raka kory nadnercza wykryto obecnosé
RE w 8 przypadkach (47%). W pracy de Cremoux 1 wsp. badano obecno$¢ RE w zdrowych
nadnerczach, gruczolakach i 12 przypadkach raka kory nadnercza. Obecnos¢ REB wykryto w
83% przypadkow raka kory nadnercza [88]. Poziom REa natomiast byt niski we wszystkich
przypadkach: zdrowych, gruczolakéw oraz rakoéw nadnercza. W pracy Barzon i wsp.
stwierdzono, ze ekspresja RE ma miejsce gldéwnie w warstwie kilebkowatej i pasmowatej
nadnerczy [56]. Przy czym zauwazono, iz dominujacym typem we wszystkich badanych
grupach nadnerczy byt ERB. W przypadku raka kory nadnercza obecno$¢ REP wykazano u
65% badanych. Ponadto w poréwnaniu do zdrowych nadnerczy i gruczolakéow rak kory
nadnercza charakteryzowal si¢ znacznie wyzszym stosunkiem REo/REP oraz wyzszym
poziomem aromatazy. Sugerowatoby to, iz lokalna produkcja aromatazy mogtaby przyczyni¢
si¢ do wzmozone]j proliferacji komodrkowej komorek raka kory nadnercza np. w drodze
mechanizmu auto/parakrynnego. Ponadto stwierdzono lepsze rokowanie dla grupy RE (+)
(p<0,05) niz w przypadku grupy bez ekspresji RE [109]. Wyniki te moga sugerowac, iz
korzystniejsza jest obecnos$¢ izoformy B RE. Powyzsze wyniki sg jednak rozbiezne. Brak
standaryzacji w ocenie RE w przypadku raka kory nadnercza oraz stosowanie przeciwciat
réznych producentéw do oceny RE moga wplywacé na roznice w wynikach. Ponadto stosowano
rozne kryteria oceny ekspresji RE. W przypadku pracy de Cremoux podano informacje o
wykorzystaniu metody i odczynnikow analogicznie jak w przypadku raka piersi. Natomiast w
pracy Barzon i wsp. kryterium pozytywnej detekcji przyjeto na poziomie >0% dodatnio
wybarwionych jader komoérkowych, a w pracy Shen dodatnia ekspresja dotyczyta >5%
pozytywnie wybarwionych jader komorkowych. W niniejszym badaniu zdecydowano si¢ na
oznaczanie REa z uwagi zarowno na sytuacj¢ finansowa, jak rowniez mniejszg i1lo$¢ publikacji
dotyczacych oznaczen izoformy a RE. Oznaczenie REP jest obecnie wykonywane do

publikacji. Wszystkie oznaczenia RE w niniejszej pracy dotyczg izoformy REa.
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Obecno$¢ receptora estrogenowego stwierdzono we wszystkich warstwach
prawidtowych nadnerczy, przy czym warstwa ktebkowata stanowita najwiekszy odsetek (85%).
Kolejno w warstwie pasmowatej i siatkowatej odsetek ten wynosit: 35% 1 18%. Sa to wyniki
zbiezne z wynikami uzyskanymi przez Barzon i wsp. RE stwierdzono réwniez u 6,1%
przypadkéw gruczolakéw oraz 18,5% rakow nadnercza, co oznacza, iz RE estrogenowy
wystepuje trzy razy czescie] w przypadku RKN niz gruczolaka. Wyniki dotyczace pozytywne;j
ekspresji RE dla przypadkoéw raka kory nadnercza nie pokrywajg si¢ z zakresami podawanymi
w powyzszych przykladach piSmiennictwa. Moze wynikaé to z faktu, iz badano jedynie
ekspresj¢ REa, jak réwniez dlatego, ze przyj¢to rozne punkty odcigcia dla pozytywnej oceny
obecnosci RE. Natomiast podobnie jak w pracy Barzon i wsp. stwierdzono najwigkszy odsetek
ekspresji RE w warstwie kiebkowatej zdrowego nadnercza [56]. Nie potwierdzono jednak
zwigzku obecno$ci RE z rokowaniem u chorych z rakiem kory nadnercza w przeciwienstwie
do pracy Shen i wsp. [ 109]. Ponadto nie stwierdzono zalezno$ci pomiedzy wystepowaniem RE,
a cechami klinicznymi badanych chorych. Wykazano natomiast, ze pacjenci wykazujacy
ekspresje¢ RE sg miodsi niz badani bez jego ekspresji. Pomimo, iz wigkszo$¢ zachorowan
dotyczy kobiet nie udato si¢ do tej pory ustali¢ przyczyny tego faktu. Wysoka czestos$¢
zachorowan na nowotwory kory nadnerczy wsrod pacjentek z hiperkortyzolemia podczas ciazy
moglaby $§wiadczy¢ o wrazliwosci nowotworéw nadnerczy na zenskie hormony [110]. Co
cieckawe w pracy Barzon i wsp. przeprowadzano terapi¢ z uzyciem estrogenow na linii
komorkowej NCI-H295R raka kory nadnercza i stwierdzono wzrost proliferacji komorkowe;.
Natomiast w badaniu Montanaro i wsp. z 2005r. stwierdzono hamowanie proliferacji tej samej
linii komoérkowej po podaniu tamoksyfenu (antyestrogen) [111]. Ze wzgledu na fakt, iz w jedne;j
pracy badano wpltyw receptora estrogenowego na rokowanie pacjentow, a dwie wykazaly
zwigzek z pomigdzy estrogenami a proliferacja komorkowa linii komorkowej RKN nadal nie
mozna jednoznacznie przesadzi¢ o roli RE w patogenezie raka kory nadnercza. Ilo§¢ badan
dotyczacych ekspresji receptora estrogenowego w raku kory nadnercza jest skgpa. Najczesciej
obejmuja one niewielkg ilo$¢ przypadkéw z uwagi na rzadko$¢ nowotworu. Z pewnoscig
konieczne sa badania wieloosrodkowe, ktére obejmowatyby wigkszg ilos¢ przypadkow.
Ponadto wydaje si¢ zasadnym ujednolicenie metody oznaczania RE. Dodatkowo
wykorzystanie linii komodrkowej NCI-H295R stwarza mozliwo$¢ przeprowadzania badan

molekularnych oraz badan z zastosowaniem terapii lekowych w warunkach in vitro.

65



Receptor progesteronowy

Obecnos¢ receptora progesteronowego potwierdzono w wielu tkankach m.in.: macicy,
gruczole sutkowym, mézgowiu, trzustce, ko§¢cu, jajnikow, jader oraz uktadu moczowego [71,
72, 73]. W opublikowanych badaniach nadekspresja RP-B dla nowotworéw korelowata ze
stopniem ztosliwosci dla raka endometrium oraz raka nablonkowego jajnika, natomiast
niedobor RP-A wystepowal w rakach przewodowych gruczotu sutkowego [78, 79]. Istnieja
takze publikacje dotyczace mozliwego udziatu receptora progesteronowego w progresji raka
prostaty [86, 87] (tab. 22). Wedlug wiedzy autorki istnieje jedna publikacja dotyczaca ekspres;ji
RP w raku kory nadnercza u ludzi. Wcze$niej badano obecno$¢ RP w zdrowych nadnerczach u
matp, gdzie nie potwierdzono obecnosci RP [112]. W pracy de Cremoux i wsp. badano
obecno$¢ RP w zdrowych nadnerczach, gruczolakach i 12 przypadkach raka kory nadnercza.
Wykazano w niej, iz RP jest obecny zarowno w komoérkach zdrowych nadnerczy jak i w guzach,
przy czym wyzsza ekspresjg cechowaty si¢ guzy nadnercza, a najwyzsza ekspresja dotyczyta
rakow [88] (tab. 22).

W niniejszym badaniu najwigksza ekspresj¢ RP stwierdzono w warstwie kigbkowatej
oraz pasmowatej kory nadnercza, a nastgpnie siatkowatej, ktora wynosita odpowiednio 90%,
89,5% 1 40%. W badanej grupie gruczolakéw receptor progesteronowy stwierdzono w 24
przypadkach (49%), a w przypadku raka kory nadnercza w 13 przypadkach (48%). Nie
stwierdzono zalezno$ci pomiedzy wystgpowaniem receptora progesteronowego, a cechami
klinicznymi badanych chorych. Nie stwierdzono takze wptywu na rokowanie u pacjentow z
rakiem kory nadnercza. Skapa ilo$¢ badan oraz publikacji na temat obecnosci receptora
progesteronowego w tym nowotworze sprawia, iz funkcja RP w jego patogenezie nadal
pozostaje niejasna. Mozna by podjaé probe analizy wspotwystepowania RE i RP w raku kory
nadnercza. Jednak wymagaloby to wigkszej grupy badanych. Warto takze zada¢ pytanie o
poditoze mechanizmu dziatania receptorow progesteronowych w komorkach nadnerczy i ich

potencjalnej roli w procesie nowotworzenia.

Receptor androgenowy

W pismiennictwie mozna znalez¢ dowody na obecnos¢ receptorow androgenowych w
komorkach uktadu rozrodczego i moczowego u kobiet oraz mezczyzn, w komorkach
fibroblastow, w komorkach gruczoléw potowych i wlosow, komorkach przewodu

pokarmowego 1 watroby, tetnicach i tetniczkach, osteoblastach, a takze w korze nadnercza [97,
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98, 99, 112]. Powszechnie uznany jest zwigzek RA z rakiem prostaty [100]. Wzrosto rowniez
zainteresowanie RA wsrdd naukowcow badajacych raka piersi, szczegolnie szukajacych
nowych metod terapeutycznych u pacjentek z potrojnie ujemnym rakiem piersi (ZNBC) [101,
102]. Dodatkowo stwierdzono, iz jednoczesna obecno$¢ u badanych REa oraz RA rokuje gorze;j
[101] (tab. 22). Rowniez badany jest wplyw RA na rozwoj raka jajnika, gdzie zauwazono, iz
komorki nabtonkowe jajnika w reakcji na pobudzenie RA reaguja zwigkszong proliferacjg 1

opOznieniem procesu apoptozy [104, 105].

W niniejszym badaniu ekspresj¢ RA stwierdzono w warstwie ktgbkowatej, pasmowatej
1 siatkowatej kory nadnercza, gdzie odpowiednio byt dodatni w 70%, 55% 1 30% przypadkow.
W badanej grupie gruczolakow receptor androgenowy stwierdzono w 42 przypadkach (85,7%),
a w przypadku rakow byt obecny w 15 przypadkach (55,6%). Ekspresja RA wystepuje czesciej
w przypadku zdrowych nadnerczy (w warstwie ktebkowatej) oraz gruczolakach, roznicujac je
od raka kory nadnercza. Receptor androgenowy wystepowatl czesciej u badanych z
gruczolakiem nadnercza niz u chorych z rakiem odpowiednio: (85,7%) vs (55,6%). Jak rowniez
wigcej wynikow z H-score >10 wystapito u badanych z gruczolakiem nadnercza w stosunku do

badanych z rakiem odpowiednio: (65,3%) vs (25,9%).

Stwierdzono réwniez zwigzek obecnosci receptora androgenowego z wielkoscig guza
(p=0,02) dla punktu odciecia H-score RA (<10)/(>10). Dodatkowo ro6znica w wielko$ci guza
pomigdzy gruczolakami i rakami byla istotna statystycznie (p<0,001). Wsrdéd rakow
przewazaly guzy >5cm w stosunku do gruczolakow podobnej wielkosci odpowiednio 88,9% 1
30,6%. Podobne wyniki dotyczace wielko$ci guzéw mozna znalez¢é w dostepnym
pismiennictwie. Poza wielko$cig guza istotne sg takze cechy radiologiczne takie jak: obecnos¢
ognisk martwicy, gesto$¢ tkankowa czy reakcja na podanie kontrastu, ktore pozwalaja na
roznicowanie zmian tagodnych i ztosliwych [16]. W niniejszym badaniu stwierdzono takze
roznice w ekspresji RA pomiedzy gruczolakami i rakami kory nadnercza dla dwoch punktow
odcigcia: RA (0%)/(>0%) (p=0,005) oraz H-score RA (<10)/(>10) (p=0,001). W tych
przypadkach ekspresja RA byta wigksza dla gruczolakéw w stosunku do rakow dla punktow
odcigcia RA (0%)/(>0%) oraz H-score RA (<10)/(>10) odpowiednio: 85,7% vs 55,6% oraz
65,3% vs 25,9%.

Sredni wiek badanych z wielkoscia guza <5cm i >5cm wynosit odpowiednio 63 lat i 47
lata. Moze mie¢ to zwigzek z wigksza dynamika wzrostu i1 zdolnoscig proliferacji
patologicznych komorek u mtodszych pacjentow. W konsekwencji guzy szybciej stajg sie
objawowe i chorzy sg wcze$niej operowani.
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W dostepnym pismiennictwie mozna znalez¢ informacje o obecnosci RA w komorkach
zdrowych nadnerczy, gruczolakach nadnercza oraz linii komorkowej raka kory nadnercza NCI-
H295 [112, 113]. Jednak ilo$¢ publikacji jest bardzo ograniczona. Interesujagce sg badania
przeprowadzone prze Rossi 1 wsp., w ktorych badano wptyw dihydrotestosteronu (DHT) na
proliferacje linii komdrkowej NCI-H295 i stwierdzono zredukowanie jej proliferacji. Co wigcej
po podaniu antyandrogendéw uzyskano rewersje tego efektu, co mogloby $§wiadczy¢ o
bezposrednim oddziatywaniu androgenow na komoérki nadnercza w drodze aktywacji receptora
androgenowego. Jednak istnieje takze publikacja, w ktdrej nie potwierdzono obecnosci RA w
komorkach ludzkich nadnerczy [114]. Roznice w badaniach moga wynikaé¢ zaréwno z
zastosowania odmiennego typu przeciwciat jak i mozliwych réznic w poziomach RA badanych
tkanek. Nowotworem, ktorego patogeneza bezsprzecznie zwigzana z RA jest rak prostaty
[100,115] (tab. 22). Wsrdéd wytycznych FEuropean Association of Urology (EAU) poza
leczeniem operacyjnym oraz w zalezno$ci od stopnia zaawansowania choroby stosuje si¢
rowniez blokade androgenowg najczesciej tzw. Maksymalng blokade androgenowsg, w ktorej

sktad wchodzi:
-agonista/ antagonista LHRH (np. buserelina/abareliks)

- antyandrogen steroidowy (np. octan cyproteronu/ megestrolu) lub niesteroidowy (np.

flutamid, bikalutamid)

Ponadto zastosowanie w terapii znajduje estrogen pod postacig dietylstilbestrolu (DES),
jednak z uwagi na liczne powiklania sercowo-naczyniowe nie jest lekiem czgsto stosowanym.
W przypadku raka prostaty opornego na kastracj¢ trwaja poszukiwania nowych opcji
terapeutycznych. Zgodnie z wytycznymi EAU, zastosowanie w leczeniu znajduje octan
abirateronu (inhibitor CYP17) oraz enzalutamid. W przeciwienstwie do bikalutamidu,
enzalutamid cechuje si¢ wigkszym powinowactwem do RA i skuteczniej blokuje transfer
receptora do jadra komorkowego. Obydwa terapeutyki zwykle stosuje si¢ po terapii
decetaxelem [114]. W trakcie badan sg takze szczepionki z immunizowanych komorek
autologicznych czy terapia czynnikiem stymulujagcym kolonii granulocytow (GM-CSF,
Granulocyte- Macrophage Colony Stimulating Factor), a takze proby zastosowania terapii

genowe;.
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Tab. 22. Warto$¢ rokownicza receptorow RE, RP, RA w wybranych chorobach nowotworowych.

Autor RE | RP | RA Nowotwor Wplyw na calkowity czas Uwagi
przezycia
analiza jedno- analiza wielo-
czynnikowa czynnikowa
Alexieva- + + rak piersi RP (p<0,001) RE (p=0,02) najlepsze rokowanie u
Figush i wsp. RP (p=0,04) badanych RE (+) i RP (+)
[108]
Bae i wsp. [36] -+ | - RE (-)PR (+) RE (-)RP (+) u badanych z jednym
(p=0,009) RE (+)RP (-) pozytywnym receptorem
RE (+)RP (-) | hazard ratio=4.79 | (przy tym rowniez HER2-)
(p=0,001) gorsze rokowanie | rokowanie jest gorsze niz
gorsze uRE (+)iRP (+),a
rokowanie zblizone do rokowania
pacjentek z TNBC
Peters i wsp. + + nie podano RA (+) REa (+) | 4,6 X wyzsze ryzyko
[101] gorsze rokowanie | zgonu i u badanych REa
(p=0,002) (+H)iRA (+)
Bonkoff'i wsp. + rak prostaty nie badano RE (+) RE o korelowat
[40] gorsze rokowanie | pozytywnie ze skalg
(p<0,001) Gleasona, przy
Grindstad 1 wsp. + RP (+) gorsze RP(+) gorsze RP - niezalezny czynnik
[87] (p=0,006) (p=0,012) prognostyczny gorzej
rokujacy
Pertschuk i wsp. + nie podano AR (+) pozytywna korelacja z
[115] lepsze (p=0,02) | odpowiedzia na leczenie
hormonalne (p=0,03)
de Cremoux i + + rak kory nie badano nie badano badano 12 RKN
Wsp. nadnercza poziom REP (+) (83%
[88] przypadkdw)wyzszy niz
REa
RP (+)
Shen i wsp. + RE(+) RE(+) badano 17 RKN
[109] lepsze lepsze rokowanie | RE(+) korelowaly z
rokowanie (p=0,02) wczesniejszym stadium
(p=0,0032) zaawansowania
Barzon i wsp. + + nie badano nie badano badano 16 RKN

[56]

REP niski i REa wysoki
RA wysoki

Jak dotad terapia chorych z rakiem kory nadnercza nie jest zadowalajaca, a rokowanie

pacjentow jest niepomys$lne. Trwaja rownolegle badania pogltebiajace wiedz¢ o molekularnych

zaburzeniach w raku kory nadnercza. Analiza obecno$ci receptorow hormonalnych w raku kory

nadnercza stanowi wazny aspekt poznawczy. Jakkolwiek wiekszos¢ z analizowanych

parametrow nie wptywa na rokowanie w badanej grupie chorych, wyniki niniejszej pracy moga

stanowi¢ pewien krok na drodze do lepszego zrozumienia patofizjologii omawianego

nowotworu. Mozna zada¢ pytanie, w ktorym momencie oraz w jakim mechanizmie dochodzi

do zmiany w ekspresji receptorow hormonalnych w trakcie transformacji nowotworowe;.

Ponadto zauwazono, ze wielko$¢ guza >5cm cechuje zwykle mtodsza grupe pacjentow. Moze
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mie¢ to zwigzek z wigkszg zlosliwo$cig zmiany 1 wieksza dynamikg rozwoju nowotworu.
Najciekawsze wyniki dotyczyly wplywu RA na rokowanie pacjentow z RKN, gdzie obecnos¢
RA pozytywnie korelowata z czasem przezycia w tej grupie chorych. Zapewne badania
dotyczace RA w zdrowych i patologicznie zmienionych nadnerczach zasluguja na szczeg6lna
uwage, chociazby z uwagi na to, ze moga stanowi¢ podtoze do wzbogacenia terapii raka kory
nadnercza o leczenie hormonalne. Pomimo tego, iz jest to najwigksza do tej pory grupa chorych
z rakiem kory nadnercza (27), w ktérej badano obecnos$¢ receptorow estrogenowych,
progesteronowych i androgenowych, nadal potrzebne sa badania wieloosrodkowe obejmujace
wicksza liczbe przypadkéw. Praca zostala wzbogacona nie tylko o grupe gruczolakéw
nadnercza, ale takze o zdrowe nadnercza. W przypadku tych ostatnich istnieje niewielka ilos¢
badan oceniajgca wszystkie omawiane w tej pracy receptory. Jest to pierwsza praca na swiecie,
oceniajaca zardéwno obecno$¢ REa, RP i AR, jak rowniez ich wptywu na rokowanie u
pacjentéw z rakiem kory nadnercza, w cato$ci wykonana na materiale polskim. Ponadto jest to
takze pierwsza praca, w ktorej wykazano pozytywna warto$¢ rokownicza dla obecnosci
receptora androgenowego. W przysziosci by¢ moze bedzie mozliwe wyselekcjonowanie

odpowiedniej grupy chorych, ktorzy odniesliby korzysci z zastosowanej terapii hormonalne;.
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8. WNIOSKI

1. W zdrowym nadnerczu receptor estrogenowy alfa i androgenowy wystepuje gtoéwnie w
warstwie klgbkowatej nadnercza, natomiast receptor progesteronowy wystepuje

zardbwno w warstwie klebkowatej, jak 1 pasmowate;j.

2. Receptor estrogenowy alfa wystepuje trzy razy czgsciej w raku kory nadnercza
w poréwnaniu do zmian tagodnych, jakkolwiek ogdlna ilo§¢ dodatnich przypadkow nie
przekracza 20%. Receptor progesteronowy wystepuje w podobnym odsetku zardwno w
gruczolakach, jak 1 nowotworach ztosliwych nadnercza. Receptor androgenowy
wystepuje w wiekszosci guzoéw tagodnych, natomiast w rakach kory nadnercza

obserwowany jest w polowie przypadkow.

3. Obecno$¢ receptorow estrogenowego alfa, progesteronowego i androgenowego nie
wigze si¢ ani z cechami klinicznymi, ani demograficznymi w grupie chorych
operowanych z powodu guza nadnercza. Jakkolwiek $rednia wieku w grupie chorych z
rakiem kory nadnercza, ktéra wykazywata obecno$¢ RE badz RA jest nizsza w
porownaniu do przypadkow negatywnych, sugerujac zwigzek pomiedzy ich obecnoscia
a wiekiem chorych.

4. W grupie chorych z rakiem kory nadnercza wielko$¢ guza koreluje negatywnie z
wiekiem chorych wskazujac, ze nowotwor w przypadku miodszych chorych byt
bardziej agresywny. Ze wzgledu na niskg liczebnos¢ chorych z guzami <5cm konieczne
sg dalsze badania na wigkszym materiale, aby oceni¢ t¢ korelacje w wieloczynnikowej

analizie Cox’a.

5. Obecnos¢ receptora androgenowego wiaze si¢ z lepszym przezyciem w grupie chorych
poddanych leczniczemu zabiegowi operacyjnemu z powodu raka kory nadnercza.
Wydaje sig, ze obecno$¢ receptora estrogenowego czy progesteronowego nie ma
znaczenia rokowniczego w tej grupie chorych. Ze wzgledu na niska liczebnos$¢ badanej

grupy, wyniki wymagaja dalszej oceny na wickszym materiale klinicznym.
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9. STRESZCZENIE

Celem badania bylo okres$lenie klinicznego znaczenia obecno$ci receptora
estrogenowego alfa (REa), progesteronowego (RP) i1 androgenowego (RA) u chorych
operowanych z powodu gruczolaka (N=49) 1 raka kory nadnercza (RKN) (N=27). Oceniono
réwniez 20 zdrowych nadnerczy (ZN), pochodzacych od chorych operowanych z powodu raka
nerki. Baza danych zwieratla informacje dotyczace wieku, plci, rozpoznania
histopatologicznego, wielkosci 1 aktywnos$ci hormonalnej guza, caltkowitego czasu przezycia,
oraz obecnosci receptorow REa, RP 1 RA. Jadrowa ekspresje receptorow oceniono
immunohistochemicznie przy uzyciu przeciwciat monoklonalnych z firmy DAKO, POLSKA

(EP1, PgR 636, AR44), wyrazajac wynik w skali Allred, Remelle oraz H-score.

REa i RA wystepowat gtownie w warstwie kiebkowatej ZN 1 byt obecny odpowiednio
u 85% 1 55% badanych. RP wystepowal zarowno w warstwie klgbkowatej 1 pasmowatej
odpowiednio u 90% 1 85% badanych. REa wystepowat trzy razy czg¢sciej w RKN niz w
zmianach tagodnych (p=.0,10), jakkolwiek ogodlna ilos¢ dodatnich przypadkow nie
przekraczata 20%. RP wystepowat w podobnym odsetku zmian tagodnych i ztos§liwych
(p=0,94). RA wystepowal w wigkszosci gruczolakéw, natomiast w RKN - w potowie

przypadkoéw (p=0,005).

Nie stwierdzono zalezno$ci pomigedzy wystepowaniem analizowanych receptorow a
cechami demograficznymi i klinicznymi chorych. Jakkolwiek $rednia wieku u pacjentéw z
RKN byta nizsza u chorych z pozytywna ekspresja REa (p=0,03) i RA (p=0,04). Dodatkowo,
wiek chorych korelowat negatywnie z wielko$cig guza wskazujac, ze nowotwor w przypadku

mtodszych chorych byl bardziej agresywny.

W analizie jednoczynnikowej ekspresja RA miata korzystny wptyw na catkowity czas
przezycia chorych z rakiem kory nadnercza (p=0,04), natomiast w przypadku REa i RP nie
stwierdzono istotnej zalezno$ci. Wyniki przedstawionych badan moga w przysztosci pomoc w
wyselekcjonowaniu chorych, ktérzy odniesliby korzysci z zastosowanej terapii hormonalne;j,
jakkolwiek wymagaja ponownej oceny na wiekszym materiale, szczegodlnie z konteksScie
warto$ci rokowniczej 1 predykcyjnej analizowanych receptoréw. Jest to pierwsza praca na
swiecie (dodatkowo wykonana na materiale polskim) rownocze$nie oceniajaca obecnos¢ REa,
RP i AR w zdrowych nadnerczach jak rowniez w guzach nadnercza. Unikalna jest rowniez

analiza wartosci rokowniczej tych receptorow w RKN.
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9.1 SUMMARY

The clinical value of estrogen alfa, progesterone and androgen receptor in in

adrenocortical cancer patients

The aim of this study was to assess the clinical value of expression of estrogen alpha
(ERa), progesterone (PR) and androgen (AR) receptor in the group of patients treated surgically
for adrenocortical adenoma (ACA) (N=49) and cancer (ACC) (N=27). 20 normal adrenal
glands, obtained during surgical intervention for renal carcinomas, were also examined. The
patient database included age, gender, histology, tumour size, hormonal activity, overall
survival and expression of ERa, PR and AR. Nuclear expression of receptors was assessed
immunohistochemically with the use of monoclonal antibodies (EP1, PgR 636, AR441, DAKO
POLAND). The samples were scored according to Allred, Remelle and H-score system.

Normal adrenal glands exhibited ERo and AR expression predominantly in zona
glomerulosa (85% vs 55% of cases, respectively). PR was expressed in both zona glomerulosa
and zona fasciculata (90% vs 85% of cases, respectively). Even though the occurrence of ERa
was three times higher in ACA than in ACC (p=0.10), the overall number of positive ACA
cases did not exceed 20%. The number of PR positive cases was in similar in ACA and ACC

(p=0.94). AR was found in most of ACA cases but only in about a half of ACC cases (p=0.005).

There was no relationship between the presence of ERa, PR, AR and neither clinical nor
demographical features of patients with adrenal tumors. However, the mean age of ACC
patients with positive either ER or AR expression was lower in comparison to negative cases
(p=0.03 vs p=0.04, respectively). There was a negative correlation between patients’ age and
the tumour size, suggesting that the tumors were more aggressive in younger patients. In
univariate analysis a presence of AR (but not ER or PR) positively impacted overall survival in

ACC patients (p=0.04).

This is the first report of simultaneous analysis of ERa, PR and AR in normal adrenals,
ACA and ACC (including exclusively polish cohort). Because the positive prognostic value of
AR expression in ACC has never been reported, the study needs to be repeated in a larger group
of ACC patients, specifically focusing on the predictive and prognostic value of analyzed
marker. If confirmed, in the future those results can help to select ACC patients who may benefit

from anti-androgen treatment.
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Wykaz najczesciej stosowanych skrotéw

ACA
AF-1

AF-2

DBD

DHEA

DHT

E2

HU

IHC
LHRH

MRI
NDKRP
NLS
RA/AR
RE/ER
RP/PR
RKN/ACC
TK
RT-PCR

TMAs
TNBC
TTE

ZN/normal

gruczolak nadnercza (adrenocortical adenoma)

miejsce aktywacji transkrypcji 1( activation function 1)
miejsce aktywacji transkrypcji 2 (activation function 2)
domena wiazaca DNA (DNA binding domain)
dehydroepiandrosteron

dihydrotestosteron

estradiol

jednostki Hounsfielda (Hounsfield Units)

immunohistochemia ( immunohistochemistry)

luliberyna ( Luteinizing hormone-realizing hormone)

tomografia rezonansu magnetycznego ( magnetic rezonans imaging)
niedrobnokomorkowy rak ptuca ( ang. NSCLC non- small cell lung cancer)
sygnat lokalizacji jadrowej (nuclear localisation signal)

receptor androgenowy ( androgen receptor)

receptor estrogenowy ( estrogen receptor)

receptor progesteronowy ( progesterone receptor)

rak kory nandercza /(adrenocortical caner)

tomografia komputerowa

PCR w czasie rzeczywistym (real time PCR (polymerase chain reaction))

mikromacierze tkankowe (tissue microarrays)
potrojnie ujemny rak piersi ( triple negative breast cancer)

testosteron

zdrowe nadnercza (normal adrenal gland)
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Ryciny

Ryc. 1. Obraz Tomografii Komputerowej przedstawiajacy guz nadnercza lewego.

Ryc. 2. Odszczepienie bocznego lancucha cholesterolu oraz strukturalna budowa chemiczna
hormonéw: estradiolu, testosteronu, kortyzolu i progesteronu.

Ryc. 3. Budowa histologiczna prawidlowego nandercza z podziatem na warstwy.
Ryc. 4. Schemat przedstawiajacy budowg receptora estrogenowego.

Ryc. 5. Wzor strukturalny progesteronu.

Ryc. 6. Schemat przemian hormonow steroidowych.

Ryc. 7. Wzor strukturalny testosteronu.

Ryc. 8. Wykres ramka-wasy przedstawiajagcy zalezno$¢ wielkosci guza dla wartosci >5c¢m 1 <5c¢m od
wieku w chwili zabiegu operacyjnego badanych z rakiem kory nadnercza.

Ryc. 9. Mikrofotografia przedstawiajaca dodatni odczyn dla receptora estrogenowego (RE) w warstwie
k,p,s zdrowych nadnerczy.

Ryc. 10. Mikrofotografia przedstawiajgca dodatni odczyn dla receptora estrogenowego (RE) dla
gruczolaka i raka kory nadnercza.

Ryc. 11. Mikrofotografia przedstawiajgca dodatni odczyn dla receptora progesteronowego (RP) w
warstwie k,p,s zdrowych nadnerczy.

Ryc.12. Mikrofotografia przedstawiajaca dodatni odczyn dla receptora estrogenowego (RP) dla
gruczolaka i raka kory nadnercza.

Ryc.13.Mikrofotografia przedstawiajaca dodatni odczyn dla receptora estrogenowego (RA) w warstwie
k,p,s zdrowych nadnerczy.

Ryc. 14. Mikrofotografia przedstawiajaca dodatni odczyn dla receptora estrogenowego (RA) dla
gruczolaka i raka kory nadnercza.

Ryc. 15. Porownanie $redniej warto$ci H-score dla receptora estrogenowego pomiedzy warstwami
zdrowego nadnercza.

Ryc. 16. Porownanie $redniej wartosci H-score dla receptora progesteronowego pomiedzy warstwami
zdrowego nadnercza.

Ryc. 17. Porownanie $redniej wartosci H-score dla receptora androgenowego pomiedzy warstwami
zdrowego nadnercza.

Ryc. 18. Srednia warto$¢ H-score dla receptora estrogenowego (RE) w poszczegolnych grupach chorych
z rakiem nadnercza, gruczolakiem oraz prawidlowymi nadnerczami.

Ryc. 19. Srednia warto$¢ H-score dla receptora progesteronowego (RP) w poszczegélnych grupach
chorych z rakiem nadnercza, gruczolakiem oraz prawidtowymi nadnerczami
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Ryc. 20. Srednia warto$é H-score dla receptora androgenowego (RA) w poszczegélnych grupach
chorych z rakiem nadnercza, gruczolakiem oraz prawidtowymi nadnerczami.

Ryc. 21.Wykres ramka- wasy przedstawiajacy zalezno$¢ ekspresji receptora estrogenowego od wieku
w chwili zabiegu operacyjnego.

Ryc. 22. Wykres ramka- wasy przedstawiajacy zaleznos$¢ ekspresji receptora androgenowego dla H-
score > 10 (nie/tak) od wieku w chwili zabiegu operacyjnego.

Ryc.23.Krzywa przezycia catkowitego Kaplana- Meiera u chorych z rakiem kory nadnercza.

Ryc. 24. Krzywa przezycia catkowitego Kaplana- Meiera u chorych z rakiem kory nadnercza
z ujemng RE (0%) oraz dodatnig ekspresja receptora estrogenowego RE (>0%).

Ryc. 25. Krzywa przezycia calkowitego Kaplana- Meiera u chorych z rakiem kory nadnercza z dodatnig
RP (0%) oraz ujemng RP (>0%) ekspresja receptora progesteronowego.

Ryc. 26. Krzywa przezycia catkowitego Kaplana- Meiera u chorych z rakiem kory nadnercza
z wartosciami 10<H-score <10 dla receptora progesteronowego.

Ryc. 27. Krzywa przezycia catkowitego Kaplana-Meiera u chorych z rakiem kory nadnercza
z ujemng RA (0%) oraz dodatnia RA (>0%) ekspresja receptora androgenowego.

Ryc. 28. Krzywa przezycia catkowitego Kaplana-Meiera u chorych z rakiem kory nadnercza
z wartosciami 10<H-score < 10 dla receptora androgenowego (RA).
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Tabele

Tab. 1. Podziat receptorow z uwagi na mas¢ czasteczkowg i lokalizacj¢ genu.

Tab. 2. Klasyfikacja European Network for the Study of Adrenal Tumors (ENSAT) dla raka kory
nadnercza.

Tab. 3. Zalecane elementy diagnostyki RKN na podstawie ENSAT Maj 2005r.
Tab. 4. Rozmieszczenie REa 1 REP w uktadach i narzagdach.

Tab. 5. Schemat skali Allred ,,Allred score”.

Tab. 6. Schemat skali Remelle.

Tab. 7. Charakterystyka kliniczna badanej grupy 96 chorych z prawidlowymi nadnerczami,
gruczolakami oraz rakami nadnercza.

Tab. 8. Charakterystyka kliniczna badanej grupy 20 chorych z prawidlowymi nadnerczami.
Tab. 9. Charakterystyka kliniczna badanej grupy 49 chorych z gruczolakiem nadnercza.
Tab. 10. Charakterystyka kliniczna badanej grupy 27 chorych z rakiem kory nadnercza

Tab. 11. Rodzaje zastosowanych przeciwcial oraz rodzaj systemu detekcyjnego wykorzystane do
oceny ekspresji poszczegolnych receptorow RE, RP oraz RA.

Tab.12. Porownanie zaleznos$ci rozpoznania histopatologicznego dla chorych z gruczolakiem nadnercza
i rakiem nadnercza a cech klinicznych i demograficznych chorych.

Tab.13. Wystepowanie receptorow estrogenowych (RE), progesteronowych (RP) i androgenowych
(RA) w zdrowych nadnerczach.

Tab.14. Wystepowanie receptorow estrogenowych (RE), progesteronowych (RP) i androgenowych
(RA) u pacjentdow z rakiem i gruczolakiem nadnercza.

Tab. 15. Korelacja pomiedzy ekspresja receptora estrogenowego (RE) a plcig w grupie chorych
z prawidtowymi nadnerczami.

Tab. 16. Korelacja pomigdzy ekspresja receptora estrogenowego (RP) a ptcig w grupie chorych
z prawidtowymi nadnerczami.

Tab. 17. Korelacja pomigdzy ekspresja receptora estrogenowego (RA) a ptcia w grupie chorych
z prawidtowymi nadnerczami.

Tab. 18. Wystepowanie ekspresji receptora estrogenowego (RE) w odniesieniu do cech klinicznych
chorych.

Tab. 19. Wystepowanie ekspresji receptora progesteronowego (RP) w odniesieniu do cech klinicznych
chorych.

Tab. 20. Wystepowanie ekspresji receptora androgenowego (RA) w odniesieniu do cech klinicznych
chorych.
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Tab. 21. Analiza wieloczynnikowa oparta na modelu Cox’a, obejmujaca wptyw cech klinicznych
chorych na czas przezycia u chorych z rakiem kory nadnercza.

Tab. 22. Wartos$¢ rokownicza receptorow RE, RP, RA w wybranych chorobach nowotworowych.
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