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Streszczenie Plynna biopsja polega na molekularnej analizie ptynnego materiatu biologicznego uzyskanego metoda nieinwazyjna lub
minimalnie inwazyjna. Ta nowatorska metoda jest wykorzystywana w réznych dziedzinach medycyny, a szczegdlnie czesto
w onkologii, w tym w diagnostyce raka endometrium, ktdry jest jednym z najczesciej diagnozowanych nowotwordw
ginekologicznych na §wiecie. Rak endometrium stanowi powazny problem medyczny i spoleczny, co skfania badaczy do
poszukiwania nowych metod diagnostycznych, a takze obiecujacych celéw dla terapii ukierunkowanej molekularnie.
W przypadku tego nowotworu materialem stuzacym do badan mogg by¢ m.in. krazace komérki nowotworowe, krazace DNA
guza, egzosomy, pozakomdorkowe RNA, pozakomérkowe mikroRNA oraz nowotworowo przeksztalcone plytki krwi.
Potencjalne wykorzystanie kliniczne materialéw pochodzacych z plynnej biopsji obejmuje najczeséciej ustalenie rozpoznania
choroby nowotworowej, wybor terapii, prognoze wynikéw leczenia, monitorowanie przebiegu odpowiedzi na terapie,
obserwacje ewolucji guza, wykrywanie choroby resztkowej oraz wykrywanie opornosci na leczenie. Przeprowadzenie plynnej
biopsji w raku endometrium jest mozliwe z wykorzystaniem réznorodnego materiatu biologicznego, w tym krwi (osocze,
surowica), popluczyn z jamy macicy, moczu i poptuczyn z jamy otrzewnej. Ptynna biopsja moze si¢ okaza¢ wielkg rewolucja
w diagnostyce raka endometrium i jest uwazana za potencjalng $ciezke do wprowadzenia medycyny spersonalizowane;.

Stowa kluczowe: plynna biopsja, rak endometrium, pozakomérkowe kwasy nukleinowe, egzosomy, mikroRNA

AbS'[ra ct Liquid biopsy involves molecular analysis of liquid biological material obtained by non-invasive or minimally invasive
methods. This innovative method has been used in various fields of medicine, especially in oncology, including the diagnosis
of endometrial cancer which is one of the most commonly diagnosed gynecologic cancers across the world. Since endometrial
cancer is a serious medical and social problem, researchers are on the lookout for new diagnostic methods as well as novel
targets for molecularly targeted therapy. Materials with potential applications in analyses include circulating tumor cells,
circulating tumor DNA, exosomes, cell-free RNA, cell-free microRNAs and tumor-educated platelets. Materials obtained by
liquid biopsy may have a variety of clinical uses in cancer diagnosis, selection of therapy, prediction of treatment prognosis,
monitoring of therapeutic response, tracing the pattern of tumor evolution, detection of minimal residual disease, and
determination of resistance to treatment. Liquid biopsy in endometrial cancer can be performed using different biological
materials including blood (plasma, serum), uterine lavage fluid, urine, and peritoneal lavage fluid. Liquid biopsy may prove
to be a truly revolutionary method in the diagnostic work-up for endometrial cancer, and it is considered to be a step forward
on the path towards personalized medicine.
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WSTEP

tynna biopsja (liquid biopsy) polega na pobraniu
Pplynnego materialu biologicznego w celu przepro-

wadzenia analizy molekularnej uzyskanego materia-
tu. Jest to metoda nieinwazyjna lub minimalnie inwazyjna,
uznawana za przyszlo§¢ nowoczesnej onkologii. W przy-
padku choréb nowotworowych do krwiobiegu zostajg
uwolnione m.in. komoérki nowotworowe i fragmenty kwa-
séw nukleinowych, ktére nastepnie mogg zosta¢ poddane
analizie molekularnej. Elementy plynnej biopsji sa wyko-
rzystywane nie tylko w onkologii, ale takze w innych dzie-
dzinach medycyny, np. w kardiologii (oznaczanie krazacych
komorek srodblonka) i w diagnostyce prenatalnej (poza-
komorkowe plodowe DNA, cell-free fetal DNA, cffDNA).
Wraz z rozwojem technologii ptynna biopsja zaczeta umoz-
liwia¢ réwniez badanie wszystkich innych niz krew ptynow
ustrojowych, w tym m.in. moczu, ptynu mézgowo-rdze-
niowego, ptynu pobranego z jam ciala w przypadkach wo-
dobrzusza lub wysigku oplucnowego, a takze stolca, sliny
czy popluczyn z jamy macicy:?.
Potencjalne wykorzystanie kliniczne materialéw pochodzg-
cych z plynnej biopsji obejmuje najczesciej: ustalenie roz-
poznania choroby nowotworowej, wybodr terapii, prognoze
wynikow leczenia, monitorowanie przebiegu odpowiedzi
na terapie, obserwacje ewolucji guza, wykrywanie choro-
by resztkowej oraz wykrywanie opornosci na leczenie®.
Opisano wiele choréb nowotworowych, w ktérych przebie-
gu wykorzystywano plynna biopsje, m.in. nowotwory piersi,
jajnika, ptuc, watroby, prostaty, glowy i szyi, drég zoéicio-
wych, jelita grubego, pecherza moczowego czy miesaki®.
Plynna biopsja moze w przyszlosci zastapi¢ biopsje tra-
dycyjne, ktore sa badaniami inwazyjnymi, kosztownymi,
czasochfonnymi, obarczonymi ryzykiem wystapienia po-
wiklan i trudnymi do wielokrotnego wykonania w czasie
prowadzonej terapii®.

PLYNNA BIOPSJA W RAKU ENDOMETRIUM

Rak endometrium jest jednym z najczesciej diagnozowa-
nych nowotworéw ginekologicznych na $wiecie”®. Zgod-
nie z danymi z Krajowego Rejestru Nowotworéw w 2016
roku w Polsce nowotwory ztosliwe trzonu macicy odnoto-
wano u 6266 pacjentek, co stanowito 7,7% ogdlnej liczby
nowotwordw zlodliwych u kobiet w Polsce (4. miejsce pod
wzgledem czestosci wystepowania u kobiet). Liczba zgo-
néw z powodu tego typu nowotworu wyniosta w tym roku
1600, co odpowiadato 3,6% ogdtu zgonéw z powodu no-
wotworéw zlosliwych (7. miejsce pod wzgledem czestosci
zgondw wérdd kobiet)®. Jednym z najczestszych objawéw
raka endometrium s3 nieprawidlowe krwawienia z drog
rodnych. Wiasciwym postepowaniem w przypadku ich wy-
stepowania jest niezwloczne uzyskanie materiatu do oceny
histopatologicznej, co zapewnia weryfikacje¢ natury krwa-
wienia"?. Wiekszo$¢ pacjentek, u ktorych obserwuje sie
nieprawidlowe krwawienie z droég rodnych, nie choruje na
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INTRODUCTION

a sample of biological material to conduct a molecu-

lar analysis that helps with cancer diagnosis and treat-
ment. This non-invasive or minimally invasive method has
already been heralded as the future of modern oncology.
In patients with cancer, cancerous cells and fragments of
nucleic acids are released into the bloodstream. These ma-
terials can be subjected to molecular analysis. Elements
of liquid biopsy are used not only in oncology, but also in
other areas of medicine, e.g. in cardiology (determination
of circulating endothelial cells) and prenatal diagnostics
(cell-free fetal DNA, cff[DNA). Based on advancements in
technology, liquid biopsy has also created a possibility to
examine all body fluids other than blood - urine, cerebro-
spinal fluid, fluid sampled from body cavities in patients
with ascites or pleural effusion as well as stool, saliva or
uterine lavage fluid®.
Materials obtained by liquid biopsy may have a variety of
clinical uses in cancer diagnosis, selection of therapy, pre-
diction of treatment prognosis, monitoring of therapeutic
response, tracing the pattern of tumor evolution, detection
of minimal residual disease, and determination of resis-
tance to treatment®*. There are reports on the applica-
tion of liquid biopsy in a number of neoplastic diseases
including cancers of the breast, ovary, lungs, liver, prostate,
head and neck, bile ducts, large bowel, urinary bladder, or
sarcomas®.
In the future, liquid biopsy may replace traditional biopsies
which are not only invasive, but also costly, time-consum-
ing, associated with the risk of complications, and difficult
to perform multiple times during therapy®.

Liquid biopsy is a procedure which involves taking

LIQUID BIOPSY IN ENDOMETRIAL CANCER

Endometrial cancer is one of the most commonly di-
agnosed gynecologic cancers throughout the world”®.
According to the Polish National Cancer Registry data, en-
dometrial malignancies were diagnosed in a total of 6,266
patients in 2016, which represented 7.7% of the total num-
ber of malignant tumors diagnosed in women in Poland
(4™ most prevalent cancer type in women). The number of
deaths from this type of cancer in that year reached 1,600,
which accounts for 3.6% of all deaths from malignant neo-
plasms (7% most fatal cancer in women)®. One of the most
common symptoms of endometrial cancer is abnormal
vaginal bleeding. Appropriate management in patients pre-
senting with this symptom involves immediate collection
of material for histopathological examination to determine
the nature of bleeding'”. Most women with abnormal vagi-
nal bleeding do not have endometrial cancer, but neverthe-
less undergo an invasive diagnostic procedure associated
with the risk of various complications. Liquid biopsy, on
the other hand, offers an opportunity to avoid uterine cu-
rettage, which is an invasive procedure.
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raka endometrium, przechodzi jednak inwazyjny zabieg
diagnostyczny, obarczony ryzykiem réznych powiklan.
W wypadku wykonania ptynnej biopsji mozliwe jest unik-
niecie inwazyjnego zabiegu wylyzeczkowania jamy macicy.
Wyzwaniem klinicznym w odniesieniu do plynnej biopsji
w raku endometrium jest identyfikacja nowych celéw mo-
lekularnych i biomarkeréw. Z tego powodu wysilki badaczy
koncentrujg si¢ na odkryciu nowych, nieinwazyjnych metod
zrozumienia architektury molekularnej guza. W raku endo-
metrium plynna biopsja obejmuje takie aspekty kliniczne,
jak wczesne ustalenie rozpoznania choroby nowotworowej,
fenotypowanie, dobdr terapii i monitorowanie choroby
w czasie rzeczywistym. Klasyczna posta¢ plynnej biopsji
obejmuje analize materialu pozyskanego z krwi obwodowej,
natomiast w raku endometrium badacze wykorzystujg réw-
niez m.in. popluczyny pobrane z jamy macicy, co stanowi
alternatywng forme przeprowadzania plynnej biopsji. Ptyn
pobrany z jamy macicy zawiera wiele bialek charakterystycz-
nych dla réznych funkcji endometrium oraz wskazujacych
na jego stan. Analiza popluczyn z jamy macicy obejmuje
réwniez ocen¢ heterogennosci genetycznej raka endome-
trium, co rozwigzuje potencjalny problem niepelnej charak-
terystyki genetycznej®®. Oprocz krwi i poptuczyn z jamy
macicy do przeprowadzenia plynnej biopsji w raku endo-
metrium badacze wykorzystuja rowniez mocz i popluczyny
z jamy otrzewnej. Natomiast do wykonania badan z krwi
uzywa sie zar6wno osocza, jak i surowicy'” (ryc. 1).
Dynamiczny rozwoj aparatury oraz metod diagnostycznych
umozliwil znaczne poglebienie wiedzy na temat etiopato-
genezy raka endometrium, wskazujac na heterogennos¢
molekularng zwigzang z histologiczng réznorodnoscia tego
typu raka, a tym samym pozwalajac na wprowadzenie no-
wych, spersonalizowanych strategii diagnostycznych i tera-
peutycznych stosowanych w przypadku tego nowotworu.
Coraz czeéciej w diagnostyce klinicznej analiza cytologiczna
jest faczona z analizg molekularng. Duze nadzieje wiaze si¢
z plynng biopsja.

Wirdd potencjalnych celéow oznaczen w plynnej biopsji
w raku endometrium wymienia si¢ m.in.: krazace komor-
ki nowotworowe (circulating tumor cells, CTCs), krazace
DNA guza (circulating tumor DNA, ctDNA), pozakomor-
kowe DNA (cell-free DNA, cfDNA), egzosomy (exosomes),
pozakomorkowe RNA (cell-free RNA, cfRNA), pozakomor-
kowe mikroRNA (cell-free miRNA, cfmiRNA) oraz nowo-
tworowo przeksztatcone plytki krwi (tumor-educated pla-
telets, TEPs)>*!11819 (ryc. 2). W niniejszym opracowaniu
omowiono elementy molekularne najczesciej opisywane
w literaturze przedmiotu jako cele oznaczenn molekular-
nych w plynnej biopsji w raku endometrium.

KRAZACE KOMORKI NOWOTWOROWE
(CTCs)

Krazace komorki nowotworowe sg pojedynczymi komorka-
mi guza, ktére krazg we krwi obwodowej po odtaczeniu si¢
od ogniska pierwotnego. Komorki te uwazane sa za zro-

CURR GYNECOL ONCOL 2019, 17 (1), p. 27-42

Surowica"?
Serum12)

Poptuczyny z jamy

(1 ;

Osocze . otrzewnej™

Plasma Peritoneal lavage
fluid™

Materiat biologiczny
w raku endometrium
Biological material in
endometrial cancer

Poptuczyny z jamy
macicy™®
Uterine lavage
fluid™®

MOCZ(MJS)
Urine™™

Ryc. 1. Zrédla materiatu biologicznego wykorzystywanego do-
tychczas do przeprowadzania plynnej biopsji w raku en-
dometrium-17)

Fig. 1. Sources of biological material used to date for performing
liquid biopsy in endometrial cancer-17)

A clinical challenge related to the application of liquid bi-
opsy in endometrial cancer is the identification of new mo-
lecular targets and biomarkers. Consequently, the efforts
of researchers are aimed at developing novel non-invasive
methods of understanding the molecular architecture
of tumors. In endometrial cancer, liquid biopsy involves
a number of clinical aspects such as early cancer diagno-
sis, phenotyping, choice of therapy, and real-time moni-
toring of the disease. Conventional liquid biopsy relies on
the analysis of material obtained from peripheral blood.
In endometrial cancer, researchers also use uterine lavage
fluid, which is an alternative form of liquid biopsy. Fluid
sampled from the uterine cavity contains a number of pro-
teins that are specific to different functions of the endome-
trium and indicate its condition. The analysis of uterine
lavage fluid also comprises an assessment of genetic hetero-
geneity associated with endometrial cancer, thus resolving
the potential problem of incomplete genetic characteriza-
tion*?. In addition to blood and uterine lavage fluid, other
materials used for conducting liquid biopsy in endometrial
cancer include urine and peritoneal lavage fluid. Blood tests
are performed both with plasma and serum™'-'” (Fig. 1).

Rapid development of equipment and diagnostic methods
has significantly expanded the knowledge of etiopathogen-
esis of endometrial cancer, revealing molecular heteroge-
neity associated with the histological diversity of this type
of cancer, and thus allowing the launch of new, personal-
ized diagnostic and therapeutic strategies for the treat-
ment of this cancer type. Increasingly, cytological analysis
is combined with molecular analysis in clinical diagnostic
work-up, and high hopes are being pinned on liquid biopsy.
Potential targets in liquid biopsy analysis in patients with
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Plynna biopsja
Liquid biopsy
Potencjalne cele oznaczerr molekularnych4 11819 Potencjalne wykorzystanie kliniczne>*
Potential targets for molecular assays®*'"%1 Potential clinical application?
Krazace komérki nowotworowe (circulating tumor cells, CTCs) T

Girculating tumor cells (CTCs)

Pozakomarkowe DNA (cell-free DNA, cfDNA), mitochondrialne
pozakomérkowe DNA (mitochondrial cell-free DNA, cfmtDNA), krazace
DNA guza (circulating tumor DNA, ctDNA)

Cell-free DNA (cfDNA), mitochondrial cell-free DNA (cfmtDNA), circulating
tumor DNA (ctDNA)

Egzosomy, zwane réwniez pecherzykami pozakomérkowymi
(extracellular vesicles, EV's), krazacymi egzosomami (circulating
exosomes), onkosomami (oncosomes), krazacymi mikropecherzykami
(circulating microvesicles, cMV)

Exosomes, also referred to as extracellular vesicles (EVs), circulating
exosomes, oncosomes, circulating microvesicles (cMV)

Nowotworowo przeksztatcone pytki krwi
(tumor-educated platelets, TEPs)
Tumor-educated platelets (TEPs)

Pozakomarkowe mikroRNA (cell-free miRNA, cfmiRNA)
Cell-free miRNA (cfmiRNA)

Pozakomarkowe RNA (cell-free RNA, cfRNA)
Cell-free RNA (cfRNA)

_/

DIAGNOZA
DIAGNOSIS

PROGNOZA
PROGNOSIS

WYBOR TERAPII
> SELECTION OF THERAPY

MONITOROWANIE TERAPII
MONITORING OF THERAPY

WYKRYWANIE CHOROBY RESZTKOWE)
DETECTION OF MINIMAL RESIDUAL DISEASE

Ryc. 2. Schemat ukazujgcy wybrane potencjalne cele molekularne i potencjalne wykorzystanie kliniczne materiatu pobranego w czasie ptyn-

nej biopsji w raku endometrium®*+111519)

Fig. 2. Diagram presenting selected potential molecular targets and potential clinical applications of material collected by liquid biopsy in

endometrial cancer®*1-1819)

dto odlegtych przerzutéw®. CTCs zostaly po raz pierwszy
opisane w 1869 roku przez Ashwortha, a wraz z rozwojem
techniki zostaly przebadane pod katem przydatnosci jako
biomarkery diagnostyczne, prognostyczne i predykcyjne
w wielu typach nowotworéw. CTCs sg wydzielane zaréwno
przez pierwotne, jak i wtdrne guzy nowotworowe. Podkre-
§la sig, ze ich oznaczanie ma przewage nad wykonywaniem
tradycyjnej biopsji tkankowej ze wzgledu na latwos¢ po-
brania materialu, mozliwo$¢ wielokrotnego przeprowadze-
nia badan oraz badanie calo$ci materialu pochodzacego
z guza, a nie tylko jego wybranej czeéci. Tradycyjna biop-
sja jest rowniez niekomfortowa dla pacjenta i nie zawsze
mozliwa do przeprowadzenia. W poréwnaniu z liczbg ele-
mentéw morfotycznych wystepujacych we krwi CTCs sa
rzadko wystepujacymi znaleziskami, a ich izolacja, okresle-
nie liczby, a takze charakterystyka stanowia techniczne wy-
zwanie. Oczekiwana uzytecznos¢ kliniczna CTCs wymaga
przeprowadzenia dalszych badan, ktére moga pomoc roz-
winaé w przyszloéci nowe strategie antynowotworowe(®?1,
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endometrial cancer include circulating tumor cells (CTCs),
circulating tumor DNA (ctDNA), cell-free DNA (cfDNA),
exosomes, cell-free RNA (cfRNA), cell-free miRNA
(cfmiRNA), and tumor-educated platelets (TEPs)24111819)
(Fig. 2). This paper presents the molecular elements which
are most commonly described in the literature as targets
for molecular testing in fluid biopsy in endometrial cancer.

CIRCULATING TUMOR CELLS (CTCs)

Circulating tumor cells are individual cells shed from the
primary tumor which circulate in the peripheral blood of
patients with cancer. CTCs are considered to be a source of
distant metastases®”. CTCs were first described in 1869 by
Ashworth, and as technology advanced, they were investi-
gated for their utility as diagnostic, prognostic and predic-
tive biomarkers in many types of cancer. CTCs are released
both by primary and secondary tumors. It is stressed that
the analysis of CTCs is superior to traditional tissue biopsy,
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Uwaza sie¢, ze stwierdzenie CTCs we krwi obwodowej
w nowotworach litych wigze sie ze ztg prognoza. Kiss i wsp.
przeprowadzili analize obecnosci CTCs we krwi chorych
z rakiem endometrium poddanych zabiegowi operacyjne-
mu przy uzyciu narzedzia do separacji komorek MetaCell®.
Badanie wykazalo, ze az w 75% przypadkéw raka endo-
metrium wykryto CTCs. Moze to wskazywac, ze wykorzy-
stanie tej technologii pozwoli na wydajne wychwytywanie
CTCs, co w dalszej kolejno$ci umozliwi ich hodowle przy
zachowaniu oryginalnego fenotypu. W efekcie mozliwe be-
dzie dalsze badanie charakterystyki funkcjonalnej i mole-
kularnej tych komorek®?.

Z kolei Bogani i wsp. oceniali obecnos¢ CTCs we krwi po-
branej od 28 pacjentek z 3. stopniem zréznicowania raka
endometrium wedlug FIGO (Fédération Internationale de
Gynécologie et d'Obstétrique) przy uzyciu narzedzia Cell-
Search CTC®. Obecnos¢ CTCs stwierdzono jedynie u 7%
chorych (jako wynik pozytywny przyjeto wykrycie co naj-
mniej 2 CTCs), co korelowalo z naciekaniem miometrium
i zajeciem weztéw chionnych. Co wigcej, wystepowanie
CTCs wykazano jedynie u pacjentek z typem endometrio-
idalnym raka endometrium®. Wydaje sie, ze tak duze roz-
bieznosci w wykrywaniu CTCs moga wynikac z zastosowa-
nia réznych metod badawczych.

Alonso-Alconada i wsp. okredlili profil ekspresji gendw
zwigzanych z przej$ciem nablonkowo-mezenchymalnym
(epithelial-mesenchymal transition, EMT) oraz komorka-
mi macierzystymi w CTCs wyizolowanych z krwi obwo-
dowej 34 pacjentek z rakiem endometrium w stadiach od
IB do IV w poréwnaniu z grupg kontrolng, ktérg stanowi-
to 27 zdrowych osob. Eksperyment pozwolil na wykrycie
CTCs wérdéd chorych wysokiego ryzyka cechujacych sie
niekorzystnym rokowaniem. Wskazano réwniez poten-
cjalne markery CTCs, takie jak: ETV5, NOTCHI, SNAII,
TGFBI, ZEBI i ZEB2. Natomiast ekspresja CTNNBI, STS,
GDF15, RELA, RUNX1, BRAF oraz PIK3CA moze by¢ ce-
lem terapeutycznym w raku endometrium®@.

POZAKOM()RKOWE DNA (cfDNA),
KRAZACE DNA GUZA (ctDNA)

Opracowanie nieinwazyjnej metody plynnej biopsji na
podstawie analizy pozakomorkowego DNA stwarza mozli-
wo$é¢ rozwoju nowych metod diagnostycznych w chorobach
nowotworowych. cfDNA zostato po raz pierwszy opisane
ponad 50 lat temu, a w nastepnych latach zauwazono, ze
wystepuje ono w zwiekszonej ilosci u 0séb z chorobg nowo-
tworowg w pordwnaniu z grupg kontrolna. Czes¢ cfDNA,
ktora pochodzi z guza, nazywana jest krazacym DNA guza
(ctDNA). Jego analiza pozwala na identyfikacje zmian
specyficznych dla danego typu nowotworu®. Wykrywa-
nie i charakterystyka ctDNA na poziomie molekularnym
stanowia duze wyzwanie ze wzgledu na jego ograniczone
wystepowanie i niewystarczajacg liczbe probek pobranych
w czasie pojedynczej, klasycznej biopsji. W konsekwencji
uzyskanie szczegotowych informacji odnosnie do hetero-
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for material can be collected easily, tests can be performed
repeatedly, and the entire tumor-derived material - rather
than just a selected part — can be analyzed. Another impor-
tant aspect to consider is that traditional biopsy causes pa-
tient discomfort, and it is not always possible or practical.
Compared to the number of morphotic elements found in
human blood, CTCs are rare to find, and their isolation, de-
termination of count, and characterization pose a technical
challenge. The expected clinical benefits of CTCs require
further studies which may contribute to the development
of new anticancer strategies in the future®?. The detection
of CTCs in peripheral blood in patients with solid tumors
is believed to be associated with poor prognosis. Kiss et al.
evaluated the presence of CTCs in the blood of patients
with endometrial cancer who underwent a surgical pro-
cedure, using MetaCell® separation technology for CTCs.
The study found that 75% of endometrial cancer cases were
associated with the presence of CTCs. The findings may
suggest that the technology applied in the study is capable
of efficiently capturing CTCs. As the next step, they can
be cultured while maintaining their original phenotype.
As a result, it will be possible to conduct further studies on
the functional and molecular characteristics of these cells®?.
Bogani et al. evaluated the presence of CTCs in blood col-
lected from 28 patients diagnosed with grade 3 endometri-
al cancer according to the FIGO (Fédération Internationale
de Gynécologie et d'Obstétrique) classification. The study
was conducted using CellSearch CTC® kit. Only 7% of
study patients were found to be positive for CTCs (a posi-
tive result was the detection of at least 2 CTCs). The pres-
ence of CTCs was significantly correlated with myometrial
invasion and lymph node involvement. Also, CTCs were
detected only in patients with endometrioid endometrial
cancer®). It appears that such large discrepancies in the de-
tection of CTCs may be due to the application of different
study methods.

Alonso-Alconada et al. determined the expression pro-
file of genes associated with the epithelial-mesenchymal
transition (EMT) and stem cells in CTCs isolated from
the peripheral blood of 34 patients with endometrial can-
cer ranging from grade 3 stage IB to stage IV, compared to
27 healthy controls. The study detected CTCs in a group
of high-risk patients with unfavorable prognosis. Also,
potential CTC markers were identified, including ETV5,
NOTCHI, SNAII, TGFB1, ZEBI and ZEB2, while the ex-
pression of CTNNBI, STS, GDF15, RELA, RUNX1, BRAF
and PIK3CA suggested potential therapeutic targets in en-
dometrial cancer®.

CELL-FREE DNA (cfDNA),
CIRCULATING TUMOR DNA (ctDNA)

The elaboration of a non-invasive method of liquid biopsy
based on cell-free DNA analysis provides an opportunity
for the development of new diagnostic methods for cancer.
cfDNA was first described more than 50 years ago, and
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gennosci guza i genomu nowotworu moze nie by¢ mozliwe.
Obiecujace wydaje si¢ natomiast wykorzystanie cfDNA
jako biomarkera zmian zachodzacych w obrebie DNA
guza, takich jak mutacje punktowe, niestabilno$¢ mikrosa-
telitarna, hipermetylacja DNA, a takze utrata heterozygo-
tyczno$ci®®.

Dobrzycka i wsp. oznaczali cfDNA w grupie 109 pacjentek
z rakiem endometrium (87 z typem 11 22 z typem II), pod-
danych brzusznej histerektomii z obustronnym wycigciem
przydatkow metoda polimorfizmu dlugosci fragmentéw
restrykcyjnych (polymerase chain reaction — restriction frag-
ments length polymorphism, PCR-RFLP). Material badany
stanowila krew obwodowa (osocze) pobrana od kazdej cho-
rej na dzien przed przeprowadzeniem operacji. Zaobserwo-
wano, ze cfDNA bylo stosunkowo czesto wykrywane u pa-
cjentek we wezesnym stadium raka endometrium typu IL
Autorzy wskazuja, ze oznaczenie cfDNA moze zosta¢ wy-
korzystane jako nowa metoda diagnostyczna w tym typie
nowotworu, a takze stuzy¢ jako marker w prognozowaniu
rokowania i umozliwia¢ indywidualizacj¢ schematu lecze-
nia w typie II raka endometrium. Dodatkowo wyniki moga
sugerowa¢, ze obecnos¢ cfDNA moze by¢ obiecujacym,
niezaleznym markerem prognostycznym opartym na DNA
dla raka endometrium typu II przed postawieniem diagno-
zy, cho¢ podkresla sie, iz obecnie pochodzenie cfDNA nie
jest jeszcze w pelni zrozumiale®.

Cicchillitti i wsp. oznaczali stezenie cfDNA surowicy u 59
pacjentek z rozpoznanym rakiem endometrium, od kto-
rych pobrano krew obwodowa przed zabiegiem oraz przed
wlaczeniem leczenia. W grupach G2 i G3 raka endome-
trium wykazano znacznie zwigkszony poziom cfDNA
w poréwnaniu z grupg G1. Podwyzszone stezenie cfDNA
zaobserwowano réwniez u chorych powyzej 65. roku zycia
w poréwnaniu z mlodszymi kobietami, co jednak nie ko-
relowalo ze stopniem ztodliwosci histologicznej (grading).
W grupie mlodszych pacjentek odnotowano korelacje po-
miedzy uwalnianiem cfDNA i stopniem raka endometrium,
najwieksze w G2 i G3 w poréwnaniu z grupg G1. W su-
rowicy pacjentek oznaczono réwniez stezenie cfmtDNA
(mitochondrial cell-free DNA), czyli mitochondrialnej frakcji
cfDNA, nie wykazano jednak roznic wjego poziomie zaréw-
no w raku endometrium w poréwnaniu z grupa kontrolna,
jak 1 pomiedzy poszczeg6lnymi stopniami ztosliwosci hi-
stologicznej i zaawansowania anatomicznego choroby (sta-
ging). Niektore z dotychczas przeprowadzonych badan wy-
kazaly potencjalny zwigzek pomiedzy krazacym cfmtDNA
a chorobami nowotworowymi, jednak praca Cicchillitti
i wsp. jest prawdopodobnie jedyna, w ktdrej badano jego
wystepowanie w raku endometriumV.

Vizza i wsp. oznaczali cfDNA metoda ilosciowej reakcji
tanicuchowej polimerazy (quantitative polimerase chain
reaction, QPCR) w surowicy 60 pacjentek z rozpoznanym
rakiem endometrium oraz 22 pacjentek bez schorzen gi-
nekologicznych. Wykazano, ze zawartos¢ cfDNA w grupie
G1 raka endometrium i w grupie kontrolnej byta podobna,
istotny wzrost zawartosci catkowitego cfDNA zaobserwo-
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in the course of time it was shown to occur in increased
amounts in cancer patients compared to control groups.
Circulating tumor DNA (ctDNA) is tumor-derived frag-
mented DNA in the bloodstream. ctDNA analysis is
a method to identify changes that are specific to particu-
lar tumor types®. The detection and characterization of
ctDNA at the molecular level represent a major challenge
because of its limited occurrence and insufficient num-
ber of samples taken during a single conventional biopsy.
Consequently, it may not be possible to obtain appropri-
ately detailed information about tumor heterogeneity and
cancer genome. However, a potentially promising strategy
is to use cfDNA as a biomarker of changes occurring within
tumor DNA, such as point mutations, microsatellite insta-
bility, DNA hypermethylation and loss of heterozygosity®®.
Dobrzycka et al. conducted a study in a group of 109 pa-
tients with endometrial cancer (87 with type I and 22 with
type II) who underwent abdominal hysterectomy with bi-
lateral adnexectomy. The researchers evaluated cfDNA by
PCR-RFLP (polymerase chain reaction — restriction frag-
ment length polymorphism analysis). The study material
was peripheral blood (plasma) collected from each patient
one day prior to surgery. cfDNA was detected relatively
frequently in patients with early-stage type II endometrial
cancer. The authors concluded that cfDNA analysis could
be used as a novel diagnostic method in this cancer type,
and might serve as a marker to predict patient prognosis
and allow personalized treatment in type II endometrial
cancer. In addition, the findings suggest that the presence
of cfDNA may be a promising, independent DNA-based
prognostic marker for type II endometrial cancer prior
to diagnosis, even though it is stressed that the origin of
cfDNA is not yet fully understood®”.

Cicchillitti et al. measured the blood serum concentration
of cfDNA in a total of 59 patients diagnosed with endome-
trial cancer, based on peripheral blood samples collected
before surgery and prior to the start of treatment. cfDNA
levels were considerably higher in patients with G2 and G3
endometrial cancer than in the G1 group. Elevated cfDNA
levels were also noted in patients over 65 years of age com-
pared to younger women, however, no correlation was found
with histological malignancy grade. Correlations between
cfDNA release and endometrial cancer grade were observed
in younger patients: the highest in G2 and G3 compared
to G1. Also, the content of mitochondrial cell-free DNA
(cfmtDNA) was assessed in the patients’ serum, but there
were no differences in cfmtDNA level either in endometrial
cancer in comparison to the control group or between dif-
ferent histological malignancy grades and the anatomical
extent of the disease (cancer staging). Some of the studies to
date have shown a potential relationship between circulating
cfmtDNA and cancer, however, the study by Cicchillitti et al.
is probably the only one where cfmtDNA was investigated in
the context of endometrial cancer*?.

Vizza et al. evaluated cfDNA by quantitative polymerase
chain reaction (qPCR) in serum samples collected from
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wano natomiast w grupach G2 i G3, co moze wskazywa¢ na
przydatnos¢ cfDNA jako markera prognostycznego w tym
nowotworze?.

Bolivar i wsp. wykonali sekwencjonowanie cfDNA wy-
izolowanego z osocza krwi obwodowej oraz DNA guza
uzyskanego od 48 pacjentek z rozpoznanym rakiem en-
dometrium w celu identyfikacji wystepujacych mutacji.
Na podstawie literatury przedmiotu ocenia sig, ze okoto 90%
rakéw endometrium charakteryzuje si¢ co najmniej jedng
mutacja w genach CTNNBI, KRAS, PTEN lub PIK3CA.
Badanie wykazalo, ze u 94% chorych wykryto co najmniej
jedng mutacje w analizowanych genach, a u 33% pacjentek
co najmniej jedng mutacje w guzie, ktéra odpowiadata mu-
tacji wykrytej w osoczu. Odnotowano, iz obecno$¢ mutacji
w osoczu byla istotnie zwigzana z zaawansowanym stadium
choroby, gleboka inwazja miometrium, inwazjg naczyn
limfatycznych i krwiono$nych oraz pierwotnym rozmiarem
guza. Ogolem mutacje w osoczu wykryto u 18% chorych
we wczesnym stadium raka endometrium. Autorzy pod-
kreglaja, ze przyszle badania moga by¢ pomocne w okre-
$leniu czasu, jaki musi uptynaé po operacji, aby nie mozna
bylo wykry¢ mutacji we krwi obwodowej, i w uzyskaniu
odpowiedzi na pytanie, czy ich ponowne pojawienie sie
wskazuje na nawré6t choroby®.

Zhang i wsp. w swoim badaniu oceniali warto$¢ pre-
dykcyjng CTCs wykazujacych ekspresje tarczycowego
czynnika transkrypcyjnego typu 1 (thyroid transcription
factor-1, TTF-1) na wystgpowanie nawrotow i wskaznik
przezycia w grupie 78 pacjentek z rakiem endometrium
przy uzyciu metody cytometrii przeptywowej, testu im-
munoenzymatycznego (enzyme-linked immunosorbent
assay, ELISA) i ilosciowej reakcji tancuchowej poli-
merazy z odwrotng transkryptaza (quantitative reverse
transcription-polymerase chain reaction, RT-qPCR) we
krwi i w tkankach. Chore zostaly podzielone na dwie
grupy: TTF-1-pozytywna i TTF-1-negatywng. Zaobser-
wowano, ze do grupy TTF-1-pozytywnej nalezaly gtow-
nie pacjentki z rozpoznanym stadium II oraz III-IV
wedlug klasyfikacji TNM, a w grupie TTF-1-negatywnej
dominowaty stadia I i I raka endometrium. Odsetek na-
ciekania naczyn i przerzutéw do weztéw chtonnych byl
wyzszy w grupie TTF-1-pozytywnej, stezenia antygenow
nowotworowych CA-125 (cancer antigen 125), CA-15-3
(cancer antigen 15-3) i podfrakeji 4. ludzkiego biatka
z komorek nablonkowych najadrza (human epididymis
protein 4, HE4) réwniez byly wyzsze w surowicy pacjen-
tek z grupy TTF-1-pozytywnej. Dodatkowo poziom eks-
presji surwiwiny (survivin) i B-kateniny (B-catenin) byt
wyzszy, a miR-15a i PTEN nizszy w poréwnaniu z grupg
TTF-1-negatywng. Dalsza obserwacja, trwajaca 25 mie-
siecy, wykazata, Ze czas przezycia wolnego od progresji
choroby i $redni czas przezycia byly nizsze w grupie
TTF-1-pozytywnej, natomiast odsetek nawrotow w tej
grupie byl wyzszy. Badacze wskazuja, ze ekspresja TTE-1
w CTCs moze by¢ dobrym wskaznikiem w ocenie roko-
wania w raku endometrium®.
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60 patients with diagnosed endometrial cancer and 22
patients without gynecologic conditions. The content of
cfDNA in patients with G1 endometrial cancer and in the
control group was similar, but a significant increase in total
cfDNA was shown in patients with G2 and G3 endometrial
cancer, which may suggest that cfDNA could be a useful
prognostic marker in this cancer type?.

Bolivar et al. performed the sequencing of cfDNA extracted
from peripheral blood plasma and matching tumor DNA
obtained from 48 patients diagnosed with endometrial
cancer, in order to identify existing mutations. Based on the
available literature, it is estimated that approximately 90%
of endometrial cancers are characterized by at least one
mutation in the CTNNBI, KRAS, PTEN or PIK3CA genes.
At least one mutation in the analyzed genes was detected
in 94% of patients. In addition, 33% of patients had at least
one mutation in the tumor that matched the mutation de-
tected in plasma. The presence of mutations in plasma was
found to be significantly correlated with advanced disease
stage, deep myometrial invasion, lymphatic and vascular
invasion, and primary tumor size. Overall, 18% of patients
with early-stage endometrial cancer had a mutation detect-
ed in plasma. The authors stress that future studies may be
helpful in determining the postoperative period required
for mutation clearance from the peripheral blood, and
finding whether mutation re-emergence is a predictor of
disease recurrence®®.

Zhang et al. evaluated the predictive value of CTCs express-
ing thyroid transcription factor-1 (TTF-1) on the recurrence
and survival rates in 78 patients with endometrial carcinoma
using flow cytometry, enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA), and quantitative reverse transcription-polymerase
chain reaction (RT-qPCR) in blood and tissues. The pa-
tients were divided into two groups: TTF-1-positive and
TTF-1-negative. It was observed that patients in the
TTF-1-positive group had mainly TNM stages II and
III-IV, while TNM stages I and II predominated in the
TTF-1-negative group. The rates of vascular infiltration and
lymph node metastases were higher in the TTEF-1-positive
group than in the TTF-1-negative group. Also, the levels
of cancer antigens CA-125 and CA-15-3, and human epi-
didymis protein 4 (HE4), were higher in the blood serum of
TTE-1-positive patients. Furthermore, the levels of survivin
and B-catenin mRNA expression werefound tobehigherinthe
TTF-1-positive than in the TTF-1-negative group, and the
levels of miR-15a and PTEN mRNA expression were lower in
the TTE-1-positive group. After the follow-up of 25 months
it was shown that the progression-free survival and median
survival time had decreased - and the recurrence rate had
increased - in the TTF-1-positive group compared to the
TTF-1-negative patients. The researchers thus concluded
that TTF-1 expression in CTCs might be a good predictor of
prognosis in endometrial cancer®.

Nair etal. analyzed uterine lavage fluid collected from patients
without histopathologic evidence of cancer. Samples were ob-
tained from a total of 107 patients undergoing hysteroscopy.
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Nair i wsp. wykonali badanie plynu popluczynowego
z jamy macicy u pacjentek bez histopatologicznych cech
choroby nowotworowej. Material pobrano od 107 pacjen-
tek poddanych histeroskopii, a analiz¢ komérkowego i po-
zakomorkowego DNA (cfDNA) przeprowadzono, wyko-
rzystujac metode sekwencjonowania nowej generacji, PCR
i metode Sangera. Po zabiegu u 7 pacjentek zdiagnozowano
raka endometrium (6 przypadkéw w stadium IA i 1 przy-
padek mikroskopijnego ogniska raka w polipie); u kazdej
z nich znaleziono zwigzane z nowotworami mutacje gendw
zarowno w komorkowym DNA, jak i w ¢fDNA. Dodat-
kowo u 4 pacjentek, w przypadku ktorych dostepne byly
probki tkankowe, zaobserwowano wystepowanie tych sa-
mych mutacji co w popluczynach. Autorzy wskazuja, ze ich
odkrycia sugeruja przyszla mozliwo$¢ ich zastosowania do
wykonywania badan przesiewowych w kierunku wczesne-
go wykrywania raka endometrium®©?.

EGZOSOMY

Egzosomy, nazywane réwniez pecherzykami pozakomorko-
wymi (extracellular vesicles, EVs), onkosomami (oncosomes)
lub krazacymi mikropecherzykami (circulating microvesicles,
cMV), to mate pecherzyki pochodzace z komorek, obec-
ne prawdopodobnie we wszystkich plynach ustrojowych.
Przenosza rozne komponenty molekularne ze swojej komor-
ki macierzystej (takie jak np. lipidy, biatka, mRNA, miRNA,
a nawet DNA), majg zdolno$¢ do potaczenia z komorkami
i przekazania swojego tadunku. Pelnig wazng funkcje w ko-
munikacji miedzykomoérkowej, wptywajac na procesy za-
réwno fizjologiczne, jak i patologiczne. Sg uwalniane przez
wszystkie typy komorek, w warunkach prawidtowych, jak
réwniez patologicznych, jednak w przypadku komorek
nowotworowych proces ten zachodzi w wiekszym stopniu
w poréwnaniu z komérkami prawidlowymi®'93*2. Kraza-
ce egzosomy po raz pierwszy zostaly opisane w 1981 roku
jako pozakomodrkowe pecherzyki uwalniane przez komorki
nowotworowe. Uwaza sie, ze biorg udzial w powstawaniu
i progresji choroby nowotworowej oraz opornosci na che-
mioterapie¢ poprzez ich transfer do komérek sgsiadujacych
lub oddalonych. Krazace egzosomy pochodzace z komoérek
nowotworowych prawdopodobnie pobudzajg ich prolifera-
cje, angiogeneze i powstawanie przerzutéw poprzez hamo-
wanie antynowotworowej odpowiedzi immunologicznej.
Potencjalnym celem leczenia jest terapia ukierunkowana
przeciw tym molekutom. Oczekuje sie, ze wykrycie kraza-
cych egzosoméw, w szczegolnosci charakterystycznych dla
danego rodzaju guza, wraz z analizg ich zawartosci ulatwi
réwniez wczesne wykrycie guza, prognozowanie rokowania
i monitorowanie terapii antynowotworowej®?.

Maida i wsp. oceniali, czy egzosomy pochodzace z komo-
rek nowotworowych raka endometrium moga transpor-
towa¢ tadunek egzosomalny (w tym funkcjonalne mate
RNA) do sasiadujacych fibroblastow. Badanie przeprowa-
dzono na linii komérkowej ludzkiego raka endometrium
Ishikawa oraz na linii fibroblastow endometrium, a takze
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Cellular and cell-free DNA (cfDNA) were analyzed by
next-generation sequencing, PCR, and Sanger sequenc-
ing. After the procedure, 7 patients were diagnosed with
endometrial cancer (6 cases of stage IA cancer, and 1 case
of a microscopic focus within a polyp). All the patients
were shown to have significant cancer-associated gene mu-
tations both in cellular DNA and ¢fDNA. In addition, in
4 patients in whom tissue samples were available, the muta-
tions were found to be the same as those detected in uterine
lavage fluid. Based on their findings, the authors concluded
that their approach could be used in the future in screening
tests to detect early stages of endometrial cancer®.

EXOSOMES

Exosomes, also referred to as extracellular vesicles (EVs),
oncosomes or circulating microvesicles (cMV), are small
cell-derived vesicles which are probably found in all bodily
fluids. They carry various molecular components from
their stem cells (lipids, proteins, mRNA, miRNA, and even
DNA), and have the ability to connect to cells and transfer
their cargo. Exosomes are involved in cell-to-cell signal-
ing, and play a role in both physiological and pathologi-
cal processes. Exosomes are released by all cell types, both
under normal and pathological conditions, but in cancer
cells the process is more pronounced compared to normal
cells@®!*332) " Circulating exosomes were first described in
1981 as extracellular vesicles released by cancer cells. They
are believed to be involved in the development and progres-
sion of cancer, and resistance to chemotherapy via transfer
to adjacent or distant cells. Circulating exosomes derived
from tumor cells probably stimulate their proliferation,
angiogenesis and metastasizing by inhibiting anti-tumor
immune response. Consequently, therapy targeted against
these molecules might be a potential therapeutic approach.
It is expected that the detection of circulating exosomes,
especially specific to a particular tumor type, combined
with the analysis of their contents will contribute to early
tumor detection, prediction of prognosis and monitoring
of response in cancer treatment®?.

Maida et al. investigated whether exosomes derived from
endometrial cancer cells were able to transport exosomal
cargo (including functional small RNAs) to neighboring fi-
broblasts. The study was conducted on the human Ishikawa
endometrial cancer cell line and endometrial fibroblast cell
line as well as endometrial cancer specimens and normal
endometrial samples obtained from patients undergoing
hysterectomy. The study showed that exosomes could be
transferred from the Ishikawa cells to most endometrial fi-
broblasts, both normal and cancer-derived, and also within
the Ishikawa cells®.

Xu et al. attempted to evaluate the role of circular RNA
(circRNA) present in extracellular vesicles isolated from
the blood serum of 3 patients with stage III endometrial
adenocarcinoma compared to 3 healthy controls. The study,
conducted by RNA sequencing (RNA-Seq), identified al-
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na pobranych wycinkach raka endometrium oraz endome-
trium prawidtowego od chorych poddanych histerektomii.
Eksperyment wykazal, ze egzosomy moga by¢ przenoszone
z linii Ishikawa do wigkszosci fibroblastow endometrium,
zaréwno prawidlowych, jak i pochodzacych z raka, a takze
w obrebie komorek Ishikawa®?.

Xu i wsp. podjeli probe oceny roli kolistego RNA (circular
RNA, circRNA) obecnego w pecherzykach pozakomérko-
wych wyizolowanych z surowicy 3 pacjentek z gruczolako-
rakiem endometrium w stadium IIT w poréwnaniu z grupg
kontrolng, ktéra stanowily 3 zdrowe pacjentki. Badanie
z wykorzystaniem techniki sekwencjonowania RNA (RNA
sequencing, RNA-Seq) wskazalo odmienng ekspresje 275
circRNA (zwigkszenie ekspresji 209 circRNA oraz zmniej-
szenie ekspresji 66 circRNA), a dalsza analiza wykazala ich
potencjalne zaangazowanie w 5 szlakow sygnalowych. Do-
datkowo poziom ekspresji 2 circRNA zostal potwierdzony
z uzyciem metody real-time PCR"®.

Z kolei Mariscal i wsp. badali wplyw EVs na zdolno$¢ do
tworzenia przerzutéw poprzez CTCs w raku endometrium,
zwigzanych z przej$ciem nablonkowo-mezenchymalnym
m.in. na linii komérkowej raka endometrium HeclA
i w osoczu grupy badanej. Identyfikacja bialek zaanga-
zowanych w interakcje i pofaczenia wystepujace miedzy
komérkami, jak réwniez miedzy komoérkami i macierza
pozakomorkows, a takze zdolnos¢ CTCs do adhezji do
$rédblonka mogg sugerowad, ze EV's uczestniczg w osiedla-
niu si¢ CTCs w miejscach przerzutowych. Autorzy wskazu-
ja, ze ocena potencjalnej wspolpracy pomiedzy CTCsiEVs
moze stanowi¢ zrédto biomarkerow, dostarczajac waznych
informacji klinicznych w przypadku wykonywania plynnej
biopsji w raku endometrium?.

Roman-Canal i wsp. badali ekspresje miRNA w EVs wy-
izolowanych z popluczyn otrzewnowych uzyskanych od 25
pacjentek z rozpoznanym rakiem endometrium (grupa ba-
dana) oraz plynu puchlinowego pobranego od 25 pacjen-
tow ze zdekompensowang marskoscig watroby (grupa kon-
trolna). Przeprowadzona analiza umozliwita identyfikacje
114 miRNA, ktérych ekspresja ulegala istotnej statystycznie
zmianie u chorych z rakiem endometrium w poréwnaniu
z grupg kontrolng. Sposréd nich wytypowano 8 miRNA,
ktére moga stanowi¢ obiecujacy biomarker raka endome-
trium: miRNA-383-5p, miRNA-10b-5p, miRNA-34c-3p,
miRNA-449b-5p, miRNA-34c-5p, miRNA-200b-3p,
miRNA-2110 oraz miRNA-34b-3p. Prawdopodobnie jest to
do tej pory jedyne badanie dotyczace miRNA w EVs w tym
nowotworze, jednak niektére z miRNA wskazanych jako
réznicujgce byly opisywane w innych badaniach dotycza-
cych raka endometrium. Badacze uwazaja, ze plyn otrzew-
nowy stanowi potencjalne bogate zrédlo biomarkerow
u pacjentek z rakiem endometrium?.

Egzosomy, a dokladnie obecne w nich miRNA, zostaly
réwniez zbadane w pobranym w sterylnych warunkach
moczu chorych z rakiem endometrium (22 pacjentki)
w pordéwnaniu z grupa kontrolng (5 pacjentek), do ktd-
rej zakwalifikowano kobiety z objawami zblizonymi do
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tered expression in 275 circRNAs (upregulated in 209
circRNAs, and downregulated in 66 circRNAs). Further
analysis showed their potential involvement in 5 signaling
pathways. In addition, the level of expression of 2 circRNAs
was confirmed using real-time PCR"®.

Mariscal et al. studied the effect of tumor EV's on the meta-
static efficiency of CTCs in endometrial cancer, associated
with the epithelial-to-mesenchymal transition. The study
material consisted of HeclA endometrial cell line and
plasma collected from the study group. The identification
of proteins involved in cell-cell and cell-extracellular ma-
trix interaction and binding, coupled with evidence of CTC
adhesion to functionalized endothelium, may suggest that
EVs contribute to the homing of CTCs at metastatic sites.
The authors indicate that the evaluation of potential asso-
ciations between CTCs and EVs may be a source of bio-
markers, providing relevant clinical information in liquid
biopsy performed in patients with endometrial cancer”.
Roman-Canal et al. investigated the expression of miRNAs
in EVs isolated from peritoneal lavage fluid obtained from
a total of 25 patients diagnosed with endometrial cancer
(study group) and ascitic fluid collected from 25 patients
with decompensated cirrhosis (control group). The analy-
sis identified 114 miRNAs which were statistically signifi-
cantly dysregulated in patients with endometrial cancer
compared to the control group. Among them, 8 miRNAs
were found to have a promising diagnostic potential as bio-
markers in endometrial cancer, including miRNA-383-5p,
miRNA-10b-5p, miRNA-34c-3p, miRNA-449b-5p,
miRNA-34c-5p, miRNA-200b-3p, miRNA-2110 and
miRNA-34b-3p. It is probably the only study on miRNAs
in EVs in this tumor type to date, but some of the miRNAs
with a differentiating potential have also been investigated
in other studies focused on endometrial cancer. Research-
ers believe that peritoneal fluid is a potentially rich source
of biomarkers in patients with endometrial cancer®.
Exosomes, or more precisely miRNAs present in them,
were also examined in urine collected in sterile conditions
from 22 patients with endometrial cancer in comparison to
5 control patients presenting with symptoms similar to endo-
metrial cancer (abnormal uterine bleeding, postmenopausal
bleeding, thickened endometrium, lesions in the uterine cav-
ity) but without cancer diagnosis. The study was conducted
using Western blot and PCR. Based on the miRBase data-
base, a panel of 84 miRNAs was selected. It was concluded
that diversified miRNA expression within exosomes could
be used to discover new biomarkers useful for the diagnosis
of endometrial cancer, with miR-200c-3p identified as a can-
didate biomarker. The authors argue that urine has a number
of advantages over blood as a source of biomarkers because,
being an excretory product, it contains more abnormal mol-
ecules than blood serum which is controlled to maintain ho-
meostasis and perform physiological functions".
Wyciszkiewicz et al. were probably the first to study the
presence of small heat shock proteins (sHsp) in exosomes
obtained from the serum of 9 patients with endometrial
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raka endometrium (nieprawidlowe krwawienia maciczne,
krwawienia pomenopauzalne, pogrubiale endometrium,
zmiany w jamie macicy) bez rozpoznania choroby no-
wotworowej. Badanie przeprowadzono z uzyciem metod
Western blot i PCR, a na podstawie bazy danych miRBase
wybrano panel 84 miRNA. Stwierdzono, ze zréznicowana
ekspresja miRNA w obrebie egzosoméw moze zostaé wy-
korzystana do odkrycia nowych biomarkeréw w diagno-
styce raka endometrium, wskazujac miR-200c-3p jako po-
tencjalnego kandydata do tej roli. Autorzy zwracaja uwage,
ze mocz w poréwnaniu z krwig ma wiele zalet jako zrddlo
biomarkerdw, poniewaz jako produkt wydalniczy zawiera
wiecej nieprawidtowych molekul niz surowica, ktéra jest
kontrolowana w celu utrzymania homeostazy i pelnienia
funkeji fizjologicznych™?.

Wyciszkiewicz i wsp. w swojej pracy prawdopodobnie po
raz pierwszy badali obecno$¢ matych biatek szoku ciepl-
nego (small heat shock proteins, sHsp) w egzosomach uzy-
skanych z surowicy 9 pacjentek z rakiem endometrium,
14 z rakiem jajnika i 7 z endometriozg. Stezenie sHsp,
a takze markeréow odpowiedzi immunologicznej zostalo
oznaczone w surowicy, plynie otrzewnowym i w egzoso-
mach za pomocag metody ELISA. Badanie wykazalo, ze
najwieksza aktywno$¢é ATP-azy Na*/K*, bedacej markerem
EVs, odnotowano u chorych z rakiem endometrium. Co
wiecej, u tych samych pacjentek zaobserwowano réwniez
najwyzsza ekspresje aB-krystaliny. Przeprowadzona ana-
liza nie wykazata natomiast istotnych statystycznie réznic
w przypadku stezenia Hsp20 zaréwno w egzosomach, su-
rowicy, jak i w plynie otrzewnowym; z kolei w badaniach
nad Hsp22 uzyskano istotnos¢ statystyczng jedynie w przy-
padku plynu otrzewnowego. Najnizsze stezenie tego biatka
wykazano wéréd chorych na raka endometrium w poréw-
naniu z chorymi z rakiem jajnika i endometriozg. Autorzy
planujg przeprowadzenie badan obejmujacych wieksza
grupe pacjentek i zbadanie korelacji pomiedzy sHsp a da-
nymi klinicznymi, co mogloby by¢ pomocne w opracowa-
niu nowych narzedzi diagnostycznych u pacjentek z choro-
bami ginekologicznymi®®®.

Z kolei Dziechciowski i wsp. ocenili znaczenie diagnostycz-
ne i prognostyczne mikroczastek (microparticles, MPs) we
krwi obwodowej i macicznej u 37 pacjentek z rakiem endo-
metrium w poréwnaniu z grupa kontrolng (23 zdrowych
ochotniczek). Celem badania bylo okreslenie liczby mikro-
czgstek CD144+, CD14+ oraz calkowitej ich liczby (TF+)
metodg cytometrii przeptywowej. Wykazano, ze catkowita
liczba mikroczastek u chorych z rakiem endometrium byta
znacznie wyzsza niz w grupie kontrolnej. Ponadto w grupie
z rakiem endometrium liczba MPs we krwi macicznej oka-
zala si¢ wyzsza niz we krwi obwodowej. Wykazano réw-
niez, iz liczba MPs koreluje ze stopniem histologicznym
i stadium klinicznym guza. Badacze wywnioskowali, ze
MPs sg potencjalnym kandydatem na marker w raku en-
dometrium i by¢ moze bardzo istotnym elementem kan-
cerogenezy, jednoczesnie zaznaczajac, ze istnieje potrzeba
przeprowadzenia dalszych badan w celu potwierdzenia ich
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cancer, 14 with ovarian cancer and 7 with endometriosis.
The levels of sHsps and immune response markers were
analyzed in the serum, peritoneal fluid and exosomes by
ELISA. The activity of Na*/K*-ATPase, a marker of EVs,
was found to be the highest in endometrial cancer patients.
The same group of patients also had the highest expression
of aB-crystallin. On the other hand, no statistically signifi-
cant differences in Hsp20 levels were observed either in
exosomes, serum or peritoneal fluid samples. With respect
to Hsp22, statistical significance was achieved only for the
peritoneal fluid. The lowest concentration of the protein
was found in patients with endometrial cancer compared
to patients with ovarian cancer and endometriosis. The au-
thors plan to conduct studies in a larger group of patients,
and to investigate the correlation between sHsp and clinical
data, which might contribute to the development of new di-
agnostic tools for patients with gynecologic conditions®?.
Dziechciowski et al. evaluated the diagnostic and prog-
nostic significance of microparticles (MPs) in peripheral
and uterine blood in 37 patients with endometrial cancer
compared to the control group (23 healthy volunteers).
The aim of the study was to determine the number of
CD144+ and CD14+ microparticles as well as their total
number (TF+), by flow cytometry. The total number of MPs
was found to be considerably higher in patients with endo-
metrial cancer than in the control group. In addition, the
MP count in uterine blood was higher than in peripheral
blood of patients with endometrial cancer. The number of
MPs was also shown to correlate with the histological grade
and clinical stage of the tumor. The authors concluded that
MPs were potentially a candidate marker of endometrial
cancer and perhaps a critical element of endometrial car-
cinogenesis. However, they also noted that further studies
were needed to verify their clinical utility, and suggested
they should be focused on the uterine cavity, where the
proliferation of endometrial cancer begins®?.

TUMOR-EDUCATED PLATELETS (TEPs)

In addition to cancer cells and their products, normal
cells present in the tumor microenvironment — contain-
ing potentially important information - are also released
into the bloodstream. The new diagnostic role of tumor-
educated platelets relies on interactions between blood
platelets and cancer cells. This relationship has an impact
on tumor growth and spread. It affects both the expres-
sion of important tumor cell genes and the RNA profile
of blood platelets. It has been postulated that the tumor
itself, as well as its accompanying cells, have the ability to
“teach” or “educate” blood platelets. The resulting TEPs
can be used in the detection of cancer and monitoring of
therapeutic outcomes. Studies in this area are based on
mRNA sequencing of TEPs. To date, this new research
method has been used in a range of tumors including
non-small cell lung cancer, colorectal cancer, breast, liver
and bile duct cancer®-®),
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uzytecznosci klinicznej; analizy te powinny by¢ skoncen-
trowane na jamie macicy, gdzie rozpoczyna si¢ proliferacja
raka endometrium®©?.

NOWOTWOROWO PRZEKSZTALCONE
PLYTKI KRWI (TEPs)

Oprocz komorek nowotworowych i ich produktéow do
krwiobiegu uwalniane sg réwniez prawidlowe komorki
obecne w mikro$rodowisku nowotworu, potencjalnie za-
wierajace wazne informacje. Nowa, diagnostyczna rola
nowotworowo przeksztalconych plytek krwi (do tej pory
w nomenklaturze polskiej brakuje odpowiednika tej na-
zwy) polega na wykorzystaniu interakcji pomiedzy plyt-
kami krwi a komoérkami nowotworowymi. Relacja ta od-
dzialuje na wzrost guza i jego rozprzestrzenianie. Ma ona
wplyw zaréwno na ekspresje istotnych genéw komérek no-
wotworowych, jak i na profil RNA plytek krwi. Uwaza sie,
Ze sam guz nowotworowy, a takze towarzyszace mu ko-
morki moga ,uczy¢’, ,edukowa¢” plytki krwi, a powstale
w ten sposob TEPs moga zosta¢ wykorzystane m.in. w wy-
krywaniu choroby nowotworowej i w monitorowaniu efek-
tow terapii. W badaniach wykonuje si¢ sekwencjonowanie
mRNA TEPs. Do tej pory te nowa metode badawcza wyko-
rzystano w nowotworach takich jak niedrobnokomoérkowy
rak pluc, rak jelita grubego, rak piersi oraz watroby i drog
z6tciowych@®39),

Plytki krwi s3 znane z ich roli w hemostazie oraz z tego,
ze inicjujg gojenie si¢ ran, a od niedawna podkresla si¢ ich
udzial w systemowej i lokalnej odpowiedzi na wzrost guza.
Best i wsp. wykazali, ze sekwencjonowanie mRNA TEPs
pozwolilo rozrézni¢ osoby zdrowe i chorych na nowotwo-
ry w 96%, natomiast wsréd 6 badanych typéw nowotwo-
réw pierwotnych lokalizacje guza okreslono prawidtowo
w 71%. Uwaza sie, ze TEPs moga by¢ wykorzystywane
jako biologiczne zrodio wiedzy o $ciezkach molekularnych
w chorobach nowotworowych i dostarcza¢ informacji o ty-
pie nowotworéw oraz ich podklasach®?.

Dotychczas w pi$miennictwie brakuje prac badajacych
bezposrednio wystepowanie i ewentualne znaczenie TEPs
w raku endometrium, mozna jednak przypuszcza¢, biorac
pod uwagg ich wykorzystanie w ptynnych biopsjach w in-
nych typach nowotwordw, ze moga by¢ interesujacym mar-
kerem molekularnym réwniez w raku endometrium.

Dane literaturowe wskazuja, ze trombocytoza, a nawet
poziom plytek krwi w gornej granicy normy wiaze si¢
z zaawansowanym stadium choroby nowotworowej, a cze-
sto rowniez z przerzutami, i jest negatywnym markerem
prognostycznym w przypadku wielu nowotworéw, w tym
w raku endometrium®®.

Inne badania sugeruja, ze podawanie kwasu acetylosa-
licylowego, modulujacego aktywno$¢ ptytek krwi, moze
zmniejszy¢ ryzyko zachorowania na rézne typy nowo-
tworéw, w tym miedzy innymi raka endometrium, acz-
kolwiek podkresla sig, iz hipoteza ta wymaga dalszych
badan®.
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Platelets are known to be implicated in hemostasis and ini-
tiation of the wound healing process. Recently, their role in
systemic and local response to tumor growth has also been
highlighted. Best et al. reported that mRNA sequencing of
TEPs helped to differentiate between healthy individuals
and cancer patients with 96% accuracy. Across 6 different
tumor types under analysis, the location of the primary tu-
mor was correctly determined in 71% of cases. It is argued
that TEPs can be used as a biological source of knowledge
on molecular pathways in neoplastic diseases, and provide
information on cancer types and subclasses®”.

The literature only contains a limited number of studies in-
vestigating the presence and potential significance of TEPs
in endometrial cancer. However, given the fact that they are
useful in liquid biopsies in other types of cancer, it can be
presumed that they may be an interesting molecular mark-
er in endometrial cancer as well.

Literature reports indicate that thrombocytosis (and even
blood platelet levels at the upper limit of normal) is asso-
ciated with advanced-stage cancer, often with metastases,
and represents a negative prognostic marker in many can-
cer types, including endometrial cancer®®.

Other studies suggest that the administration of acetylsali-
cylic acid, which modulates platelet activity, may reduce
the risk of different types of cancers, including endometrial
cancer. It needs to be stressed, though, that this hypothesis
requires further investigation®.

CELL-FREE microRNA (cfmiRNA),
CELL-FREE RNA (cfRNA)

Cell-free microRNAs originate from plasma, blood cells and
the endothelium. Both cfmiRNAsand circulating microRNAs
have important diagnostic and prognostic implications in
cancer therapy. However, cell-free miRNA still has not been
studied in sufficient detail. miRNAs are known to be regu-
latory molecules for mRNA, and have a significant role in
the regulation of biological processes such as differentiation
and development, apoptosis, cell death, hematopoiesis and
proliferation. miRNAs have been detected in various types
of cancer, e.g. lymphoma, prostate cancer, hepatocellular
carcinoma, gastric cancer, melanoma, and cervical cancer.
The most commonly studied miRNAs include miR-20a,
miR-21, miR-155, miR-218 and miR-210“”. miRNAs are
implicated in the regulation of gene expression by binding to
complementary mRNA molecules. miRNAs have an enor-
mous potential as a diagnostic and prognostic biomarker in
multiple types of pathologies occurring in humans®?.

Studies are also underway to investigate cell-free RNA pres-
ent in peripheral blood, with the overriding goal to use
cfRNA as a potential biomarker to detect CTCs. Based on
the findings of studies on other types of cancer, it can be con-
cluded that cfRNA may also be used as a diagnostic marker in
endometrial cancer, however targeted research is necessary
to validate this claim. Yu et al. showed that the cfRNA levels
in the blood of patients in relation to survival rates were in-
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POZAKOMORKOWE mikroRNA (cfmiRNA),
POZAKOMORKOWE RNA (cfRNA)

Pozakomoérkowe mikroRNA pierwotnie pochodzi z oso-
cza, komorek krwi oraz ze §rédblonka. Zaréwno cfmiRNA,
jak i krazace mikroRNA odgrywaja wazng role w dia-
gnostyce i prognostyce terapii choréb nowotworowych.
Wiedza na temat pozakomoérkowego miRNA jest jednak
nadal niewystarczajaca. miRNA sg czgsteczkami regulato-
rowymi dla mRNA i w znaczgcy sposob uczestniczg w re-
gulacji proceséw biologicznych, takich jak réznicowanie
i rozwdj, apoptoza, $mier¢ komdrkowa, hematopoeza czy
proliferacja. miRNA byly oznaczane w réznych typach no-
wotwor6w, np. w chloniaku, raku prostaty, raku watrobowo-
komorkowym, raku zoladka, czerniaku i raku szyjki macicy.
Do miRNA najczesciej oznaczanych w badaniach nauko-
wych zalicza si¢: miR-20a, miR-21, miR-155, miR-218 oraz
miR-210“?. Rola miRNA polega na udziale w regulacji
ekspresji genéw poprzez wigzanie si¢ z komplementarny-
mi czgsteczkami mRNA. miRNA cechuje si¢ ogromnym
potencjalem wykorzystania w charakterze biomarkera dia-
gnostycznego i prognostycznego w wielu typach patologii
obserwowanych u czlowieka®.

Prowadzone s3 réwniez badania nad pozakomoérkowym
RNA obecnym we krwi obwodowej. Ich celem jest wyko-
rzystanie cfRNA jako potencjalnego biomarkera wykry-
wajacego CTCs. Biorac pod uwage badania nad innymi
typami nowotwordw, mozna przypuszczaé, ze cfRNA moze
zosta¢ wykorzystane jako marker diagnostyczny réwniez
w raku endometrium, wymaga to jednak przeprowadzenia
ukierunkowanych badan. Yu i wsp. wykazali, ze stezenie
cfRNA oznaczone we krwi pacjentéw w powigzaniu ze
wskaznikiem przezycia bylo niezalezne od stadium nie-
drobnokomoérkowego raka ptuca®?. Kim i wsp. oznaczali
cfRNA w moczu chorych na raka pecherza moczowego.
Wykazali oni, iz pozakomoérkowe RNA jest potencjalnym
markerem diagnostycznym tego nowotworu, a takze moze
stuzy¢ jako marker przesiewowy w kierunku raka pecherza
moczowego u pacjentéw z krwiomoczem™?).

Zavesky i wsp. w swojej pracy po raz pierwszy podjeli
probe oceny ekspresji cfmiRNA w moczu pacjentek m.in.
z rakiem endometrium, wykorzystujac metode RT-PCR
(reverse transcription-polymerase chain reaction) z uzyciem
trzech odmiennych metod izolacji RNA. Grupe kontrolng
stanowil mocz zdrowych kobiet w okresie pomenopau-
zalnym. Autorzy stwierdzili, ze miRNA obecne w moczu,
zwlaszcza jako czg$¢ cfRNA wydalanego przez nerki, po-
winno ujawni¢ swodj potencjal diagnostyczny réwniez
w nowotworach ginekologicznych. Sposrod 11 miRNA
zakwalifikowanych do badania jedynie ekspresja miR-106b
byla istotnie statystycznie obnizona w raku endometrium
w poréwnaniu z grupg kontrolng. W przypadku ozna-
czania egzosomalnego RNA nie wykazano statystycznie
istotnych réznic w ekspresji miRNA w tym nowotworze.
Autorzy podkreslaja, ze niezbedne jest przeprowadzenie
dalszych badan przy uzyciu wigkszej liczby prébek klinicz-
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dependent of the stage of non-small cell lung cancer?. Kim
et al. evaluated cfRNAs in the urine of patients with bladder
cancer, demonstrating that it is a potential diagnostic marker
for this cancer, and may also be used as a screening marker
for bladder cancer in patients with hematuria®?.

Zavesky et al. made the first attempt to study the expres-
sion of cfmiRNAs in patients with endometrial cancer by
RT-PCR (reverse transcription-polymerase chain reaction)
using three different RNA isolation methods. The control
group was the urine of healthy postmenopausal women.
The authors argued that miRNAs present in urine, especially
as part of cfRNAs excreted by the kidneys, should also prove
its valuable diagnostic potential in gynecologic cancers.
Among 11 miRNAs selected for the study, only miR-106b
expression was found to be statistically significantly re-
duced in endometrial cancer compared to the control group.
In exosomal RNA assays, no statistically significant dif-
ferences in miRNA expression were shown in this type of
tumor. The authors emphasize that further research is needed,
with more clinical samples and more extensive application of
expression profiling methods, in order to verify the diagnos-
tic potential of urinary miRNAs in gynecologic cancers!'®.
In their next study, the researchers showed that the diagnos-
tic potential of urine-derived cfmiRNAs might be linked to
the type of fraction used for isolation, highlighting that dif-
ferent urine fractions should be examined for their miRNA
expression in order to identify new diagnostic markers®.

OTHER MOLECULAR TARGETS

In addition to the biomolecules discussed above, other po-
tential biomarkers have been studied to determine their
usefulness in endometrial cancer diagnostics, including
the profile of gene expression (e.g. PTEN, p53), degree of
DNA methylation, protein markers (e.g. pRb2/p130, HE4),
markers of angiogenesis (e.g. vascular endothelial growth
factor, VEGF), cell proliferation (e.g. Ki-67), cell adhesion
(e.g. LICAM), apoptosis (e.g. pHH3), tumor suppression
(e.g. ARID1A), hormones and their receptors (e.g. estro-
gen, progesterone, human epidermal growth factor re-
ceptor 2, HER2) or elements of the immune system (e.g.
tumor-infiltrating lymphocytes, TILs, leukocytes), and
plasma proteins (e.g. DKK-1) and their metabolites"”.
Notably, it has not been clearly defined which of the biomol-
ecules and testing methods can be recognized as elements
used in liquid biopsy in endometrial cancer, and which of
them should rather be classified as conventional (i.e. immu-
nological or serological) methods. They seem to be closely re-
lated and often impossible to assign to a particular category,
while uncertainty tends to be caused by the lack of uniform
nomenclature or a precise definition of the scope of liquid
biopsy in endometrial cancer. Some authors conduct studies
which potentially meet the criteria of liquid biopsy, but they
do not include their methods explicitly in this group.
Martignetti et al. described the case of a 67-year-old female
patient (body mass index, BMI >34) who was referred for
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nych i zastosowaniu na wiekszg skale metod oceny profi-
lu ekspresji, by moc potwierdzi¢ potencjal diagnostyczny
miRNA pochodzacego z moczu w nowotworach gineko-
logicznych®). W swojej kolejnej pracy zwrdcili natomiast
uwage, ze potencjal diagnostyczny cfmiRNA pochodzgce-
go z moczu moze by¢ uzalezniony od rodzaju frakeji uzytej
do izolacji, wskazujac, ze w przyszlosci nalezy zbada¢ rézne
frakcje moczu pod katem ekspresji miRNA w celu ustalenia
nowych markeréw diagnostycznych®?.

POZOSTALE CELE MOLEKULARNE

Oprocz omoéwionych biomolekut w charakterze biomar-
kera w przypadku raka endometrium prébuje sie¢ wyko-
rzystywac profil ekspresji gendéw (np. PTEN, p53), stopien
metylacji DNA, markery biatkowe (np. pRb2/p130, HE4),
markery angiogenezy (np. czynnik wzrostu §rédblonka na-
czyniowego — vascular endothelial growth factor, VEGF),
proliferacji komérkowej (np. Ki-67), adhezji komérkowej
(np. L1ICAM), apoptozy (np. pHH3), supresji nowotworu
(np. ARID1A), hormony i ich receptory (np. estrogenowe,
progesteronowe, receptor ludzkiego naskorkowego czynni-
ka wzrostu 2 — human epidermal growth factor receptor 2,
HER2) czy elementy ukladu immunologicznego (np. lim-
focyty naciekajace guz - tumor-infiltrating lymphocytes,
TILs, leukocyty), biatka osoczowe (np. DKK-1) i ich me-
tabolity*).

Warto zauwazy¢, ze nie okreslono jednoznacznie, ktore
z biomolekul i metod ich oznaczania mozna zakwalifiko-
wac w raku endometrium jako elementy wykorzystywane
w plynnej biopsji, a ktore zaliczy¢ do klasycznych metod,
np. immunologicznych czy serologicznych. Wydaje sie,
ze s3 one ze sobg $cisle powigzane i czesto niemozliwe do
przyporzadkowania, a watpliwoéci dotycza raczej nomen-
Kklatury i braku przyjecia dotychczas jednoznacznej defini-
cji zakresu ptynnej biopsji w raku endometrium. Niektorzy
autorzy przeprowadzaja badania, ktére potencjalnie spet-
niajg zalozenia plynnej biopsji, jednak nie zaliczajg swoich
metod bezposrednio do tej grupy.

Martignetti i wsp. opisali przypadek 67-letniej pacjentki
(wskaznik masy ciata — body mass index, BMI >34), ktora
z powodu nieprawidlowego obrazu endometrium w bada-
niu ultrasonograficznym zakwalifikowano do zabiegu hi-
steroskopii. Pobrano popluczyny z jamy macicy w celu wy-
konania sekwencjonowania DNA oraz identyfikacji cfDNA;
obraz jamy macicy w czasie histeroskopii nie wzbudzil po-
dejrzenia choroby rozrostowej. Analiza histopatologiczna
wykazala prawidlowy obraz endometrium bez cech hi-
perplazji czy raka, jednak analiza molekularna poptuczyn
wskazala na obecnoé¢ pigciu mutacji w czterech genach
(PTEN R130G oraz S338fs; PIK3CA N3451; FBXW7 R505C
i FGFR2 S252W). Po dokonaniu przegladu pi$miennic-
twa okazalo si¢, ze wszystkie powyzsze mutacje moga by¢
zwigzane z rakiem endometrium, z czego mutacja PTEN
R130 jest wykazywana nawet w 48% guzow. Dziesig¢ mie-
siecy pozniej pacjentka zgtosila si¢ z powodu krwawie-
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hysteroscopy due to abnormal endometrial findings on the
ultrasound examination. Uterine lavage fluid was collected
to perform DNA sequencing and identify cfDNA. During
hysteroscopy, the condition of the uterine cavity did not
prompt the suspicion of a proliferative disease. Histopatho-
logic analysis revealed normal endometrium with no evi-
dence of hyperplasia or cancer, however, molecular analysis
of the lavage fluid identified a total of five driver mutations
in four genes (PTEN R130G and $338fs; PIK3CA N345[;
FBXW7 R505C and FGFR2 S252W). A review of the lit-
erature showed that all of the above mutations might be
associated with endometrial cancer, with the PTEN R130
mutation identified in up to 48% of tumors. Ten months
later, the patient returned with postmenopausal bleeding.
A biopsy was performed, revealing complex hyperplasia
with atypia. The patient was referred for total laparoscopic
hysterectomy. Postoperative histopathological examination
showed a single focus of endometrioid endometrial adeno-
carcinoma (stage IA G1), without any evidence of myome-
trial invasion. A fragment of tumor tissue was collected and
subjected to DNA analysis. Two oncogenic somatic PTEN
mutations, R130G and Ser338fs, were detected. They were
the same mutations which had been identified 10 months
before in uterine lavage fluid. The frequency of mutated al-
leles was found to be higher than in the previous exami-
nation. Statistical analysis demonstrated that it would be
highly unlikely for the two identical PTEN mutations iden-
tified in two different samples to occur by chance alone!'®.

The study by Paprocka et al. investigated the widely held as-
sumption that circulating endothelial cells (CECs) and en-
dothelial progenitor cells (EPCs) reflected the condition of
the endothelium, the extent of its damage and possibilities
of endothelial repair. Various types of cancer were found
to be associated with an elevated count of CECs and EPCs,
which may link them to cancer angiogenesis. The aim of the
study was to determine whether the CEC and EPC levels
in the blood circulation of women with early endometrial
cancer were different from those determined in healthy
women of similar age. The study was conducted by flow
cytometry, with labelling by anti-CD31, anti-CD45, anti-
VEGFR2/KDR and anti-CD34 antibodies. It was found
that the number of EPCs (CD34+, VEGFR2/KDR+) in the
peripheral blood of patients with endometrial cancer was
significantly elevated compared to the control group, while
the number of CECs (CD31+, CD45-) was similar in both
groups. A statistically significant increase in EPC count was
demonstrated only in G1 and FIGO IA patients. Based on
their findings, the authors suggested that new vessel for-
mation from selected endothelial precursors might occur
primarily at the early stages of tumor progression®®.

CONCLUSIONS
There is, as yet, no biomarker routinely used in endometri-

al cancer testing. However, as the prevalence of this type of
cancer increases, there is a need to develop a screening tool
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nia pomenopauzalnego, w wykonanej biopsji wykazano
zfozong hiperplazje z atypia, a chorg zakwalifikowano do
laparoskopowego zabiegu operacyjnego. Pooperacyjne ba-
danie histopatologiczne ujawnito pojedyncze ognisko raka
gruczolowego endometrialnego G1, stadium IA, bez cech
inwazji miometrium. Nastepnie pobrano fragment tkanki
guza i przeprowadzono analize DNA, ktora wykazata dwie
onkogenne somatyczne mutacje PTEN - R130G i Ser338fs,
te same, ktore wykryto 10 miesigcy wczesniej w popluczy-
nach z jamy macicy. Zaobserwowano réwniez zwigkszona
czesto$¢ wystepowania zmutowanych alleli w poréwnaniu
z pierwszym badaniem. Po wykonaniu analizy statystycz-
nej stwierdzono, ze przypadkowe wystapienie identycz-
nych mutacji PTEN w dwdch réznych probkach jest bardzo
mato prawdopodobne®®,

Zalozeniem pracy Paprockiej i wsp. bylo powszechne
przekonanie, ze krazace komdrki $rédblonka (circulating
endothelial cells, CECs) i komorki progenitorowe $rod-
btonka (endothelial progenitor cells, EPCs) odzwierciedlaja
stan $rddblonka, jego uszkodzenia i mozliwosci naprawy.
W roéznych typach nowotworéw stwierdzono zwigkszona
liczbe CECs i EPCs, co moze by¢ powigzane z angioge-
neza nowotworowa. Celem analizy byto ustalenie, czy we
krwi krazacej u kobiet z wczesnym rakiem endometrium
stezenia CECs i EPCs roznig si¢ w pordwnaniu ze zdrowy-
mi kobietami w podobnym wieku. Badanie wykonano za
pomoca cytometrii przeptywowej ze znakowaniem prze-
ciwcialami anty-CD31, anty-CD45, anty-VEGFR2/KDR
i anty-CD34. Zaobserwowano, ze liczba EPCs (CD34+,
VEGFR2/KDR+) we krwi obwodowe]j kobiet z rakiem
endometrium byla znaczaco zwiekszona w poréwnaniu
z grupg kontrolna, a liczba CECs (CD31+, CD45-) byla
podobna w obu grupach. Po wykonaniu analizy statystycz-
nie istotny wzrost liczby EPCs wykazano jedynie u chorych
z G1 i FIGO IA. Autorzy sugeruja, ze formowanie nowych
naczyn krwionoénych z wyselekcjonowanych prekursoréw
$rédbtonka moze zachodzi¢ gléwnie we wczesnych sta-
diach progresji nowotworu®®.

PODSUMOWANIE

Obecnie brak jest rutynowo stosowanego biomarkera dla
raka endometrium, jednak wraz ze wzrostem czestosci wy-
stepowania tego typu nowotworu istnieje potrzeba opraco-
wania narzedzia do badan przesiewowych zaréwno dla po-
pulacji ogolnej, jak i dla populacji podwyzszonego ryzyka.
Plynna biopsja szybko staje si¢ waznym narzedziem pre-
cyzyjnej, nowoczesnej onkologii. Przeprowadzane badania
wskazujg, iz zaréwno plynna biopsja wykonana z prébki
krwi obwodowej, jak i materiat pobrany z jamy macicy, mo-
czu czy popluczyn z jamy otrzewnej moga by¢ czutymi i spe-
cyficznymi testami diagnostycznymi w raku endometrium.

Szczegdlnie obiecujace sg badania $wiadczace o potencjale
wykorzystania plynnej biopsji do identyfikacji pacjentek
asymptomatycznych, bez klinicznych objawéw choroby
nowotworowej; na przyktad u jednej z chorych obecnoéé
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to be used both in the general and high-risk populations.
Liquid biopsy is fast becoming an important step towards
the development of modern precision oncology. Stud-
ies conducted to date show that both liquid biopsy using
a peripheral blood sample and biological material collected
from the uterine cavity, urine or peritoneal lavage fluid can
serve as sensitive and specific diagnostic tests in endome-
trial cancer.

Studies demonstrating the potential of liquid biopsy to be
used as a tool for identifying asymptomatic patients, with-
out any clinical signs of cancer, are particularly promising.
For example, in one patient, genetic mutations were de-
tected 10 months before the onset of symptoms. Currently
available diagnostic methods can be beneficial in detecting
small microscopic tumors or even individual cells contain-
ing cancer-specific mutations before morphological tissue
changes appear('®).

Conventional surgical biopsies of tissues are the diagnostic
“gold standard” in oncology, providing histopathological
information to determine whether a suspicious lesion is
malignant or benign. However, they are invasive methods
and, depending on the stage of the disease and the size of
tissue sample, the quality of genetic analysis of the tumor
may be limited“”. Even though collecting biological mate-
rial for liquid biopsy is less invasive than in conventional
tissue biopsy, both methods are associated with certain
limitations. Nonetheless, it is argued that liquid biopsy and
traditional tissue biopsy can serve as complementary meth-
ods for detecting genetic changes in cancerous tumors“®.
It needs to be stressed that the studies of liquid biopsy re-
viewed above involved diverse patient groups, and they
were conducted using different research methodologies
and in different conditions.

The studies published so far should be regarded as pilot
projects, while reliable evidence for the utility of molecu-
lar analysis in everyday practice in cases of endometrial
cancer is yet to emerge. Also, attention should be given to
numerous limitations associated with the presented meth-
ods, such as relatively short duration of experiments, and
hence short follow-up periods, which does not warrant far-
reaching conclusions. It must also be noted that the major-
ity of studies were carried out in small groups, and even
in individual patients (which could be motivated by eco-
nomic factors, given the relatively high cost of analyses).
Consequently, the reliability of results might be unfavor-
ably affected. Most analyses were conducted on the basis of
fundamentally different criteria, which makes them essen-
tially incomparable. Another factor to consider is that the
potential molecular targets in liquid biopsy for endometrial
cancer, as discussed in this review, do not exhaust the cur-
rently available and possible future methods for the deter-
mination of various other molecular elements.

Liquid biopsy in endometrial cancer seems to be an inter-
esting direction in the search for new molecular markers,
but more research is needed before the method finds ap-
plications in daily clinical practice.
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Ptynna biopsja w raku endometrium
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mutacji genetycznych wykryto 10 miesiecy przed wystapie-
niem objawéw. Dostepne obecnie metody diagnostyczne
mogg by¢ pomocne w wykrywaniu bardzo matych, mikro-
skopijnych guzéw, a nawet komorek zawierajacych mutacje
specyficzne dla nowotworu, jeszcze przed pojawieniem sie
morfologicznych zmian tkankowych®.

Klasyczne chirurgiczne biopsje tkankowe sa zlotym stan-
dardem onkologii, zapewniajg informacje histopatologicz-
ng, czy podejrzewana zmiana ma zlosliwy charakter. Sg
to z natury metody inwazyjne, a w zaleznoéci od stadium
choroby i ilo$ci pobranej tkanki jako$¢ analizy genetycznej
guza moze by¢ ograniczona®”). Uzyskanie materialu bio-
logicznego do przeprowadzenia plynnej biopsji jest poste-
powaniem mniej inwazyjnym niz w przypadku klasycznej
biopsji tkankowej, obie metody posiadajg jednak ograni-
czenia. Uwaza sie, ze plynna biopsja i biopsja tkankowa
mogg zosta¢ komplementarnymi metodami wykrywania
zmian genetycznych w guzach nowotworowych®®.

Nalezy podkresli¢, ze przedstawione badania dotyczace
plynnych biopsji obejmowaly zréznicowane grupy pacjen-
tek, zastosowano zaréwno odmienne metody badawcze,
jak i warunki ich przeprowadzania.

Opublikowane dotychczas badania nalezy uwaza¢ za pi-
lotazowe, a na dostarczenie wiarygodnych dowodéw na
przydatnoé¢ analizy molekularnej w codziennej praktyce
w przypadkach raka endometrium trzeba jeszcze poczekad.
Zwrdci¢ trzeba uwage na liczne ograniczenia przedstawio-
nych metod, w tym m.in. stosunkowo krotki czas wyko-
nywania eksperymentow, a co za tym idzie - krotki okres
obserwacji, ktory nie pozwala na wyciagniecie daleko ida-
cych wnioskow. Wigkszosé¢ badan zostata réwniez przepro-
wadzona w niewielkich grupach, a nawet dotyczyla poje-
dynczych pacjentek (na co mégl miec takze wplyw aspekt
ekonomiczny, jesli wezmie si¢ pod uwage stosunkowo
wysoki koszt wykonywania badan), co mogto wptyna¢ na
wiarygodnos¢ uzyskanych wynikéw. W wigkszosci analiz
przyjeto zupelnie odmienne kryteria ich przeprowadze-
nia, co czyni je w zasadzie niemozliwymi do poréwnania
pomiedzy sobg. Nalezy réwniez zaznaczy¢, ze oméwione
w niniejszej pracy potencjalne cele oznaczen molekular-
nych w plynnej biopsji w raku endometrium, zaczerpnie-
te z literatury przedmiotu, nie wyczerpuja calkowicie do-
stepnych zaréwno obecnie, jak i w przysztosci mozliwosci
oznaczen roznych pozostalych elementéw molekularnych.
Wykonywanie ptynnej biopsji w raku endometrium wydaje
sie interesujacym kierunkiem poszukiwan nowych marke-
réw molekularnych, jednak potrzeba jeszcze wielu badan,
zanim znajdzie ona zastosowanie w codziennej praktyce
klinicznej.
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