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1. WYKAZ SKROTOW

[American Association of Gynecologic Laparoscopists] - Amerykanskie
Stowarzyszenie Laparoskopii Ginekologicznej

[Angiopoietin] - Angiopoetyna

[B-cell lymphoma 2] - Regulator apoptozy BCL-2

[Basic fibroblast growth factor] - Zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow
[Body mass index] - Wskaznik masy ciata

[Bovine serum albumin] - Roztwor surowiczej albuminy bydlecej

[Oxalyl chloride] - Chlorek kobaltu

[Cyclooxygenase 2] - Cyklooksygenaza typu 2

[3,3'-Diaminobenzidine] - 3,3-diamino-czterochlorek benzydyny

[Dilation and curettage] - Rozszerzenie kanatu szyjki i wylyzeczkowanie jamy
macicy

[Endometrial intraepithelial neoplasia] - Srodnabtonkowa neoplazja
endometrium

[Estrogen receptors] - Receptory estrogenowe

[European Society of Human Reproduction and Embryology] - Europejskie
Towarzystwo Embriologii 1 Rozrodu Cztowieka

[International Federation of Gynecology and Obstetrics] - Miedzynarodowa
Federacja Ginekologow 1 Potoznikow

[Gel infused sonography] - Sonohisterografia z uzyciem zelu

[Hypoxia inducible factor 1] - Czynnik indukowany hipoksja typu 1
[Horseradish peroxidase] - Peroksydaza chrzanowa

[Hormone replacement therapy] - Hormonalna terapia okresu menopauzalnego
[Intravascular Absorption Syndrome] - Zespot absorpcji wewnatrznaczyniowe;j
[Insulin-like growth factor] - Insulinipodobny czynnik wzrostu typu 1
[Intrautherine adhesions] - Zrosty wewngtrzmaciczne

[Intrauterine Device] - Wktadka wewnatrzmaciczna
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IQR
KGF

[Intrauterine insemination] - Inseminacja wewngtrzmaciczna
[Interquartile range] - Przedzial migdzykwartylowy

[Keratinocyte growth factor] - Czynnik wzrostu keratynocytow

LNG-IUS [Levonorgestrel-releasing intrauterine system] - Wewnatrzmaciczny system

NPV
PBS
PID
PPM
PPV
PR

RCOG

uwalniajacy lewonogestrel

[Negative Predictive Value] - Warto$¢ predykcyjna ujemna

[Phosphate buffered saline] - Buforowana fosforanem sol fizjologiczna
[Pelvic inflammatory disease] - Zapalenie narzgdow miednicy mniejszej
[Matrix Metallo-proteinase] - Metyloproteinazy macierzowe

[Positive Predictive Value] - Wartos$¢ predykcyjna dodatnia
[Progesteron receptors] - Receptory progesteronowe

[Royal College of Obstetricians and Gynaecologists] - Kroélewskie
Stowarzyszenie Ginekologoéw i Potoznikoéw

SDF-1/CXCL12 [Stromal cell-derived factor- 1] - Czynnik komorek zrebu typu 1

SF-1
SHBG

SIS

SVEGF

TGFp1
TVUS

uPA

VEGF

[Steroidogenic factor 1] - Steroidowy czynnik typu 1
[Sex hormone binding globulin] - Glikoproteiny wigzace hormony ptciowe

[Saline infused sonography] - Sonohisterografia z uzyciem roztworu soli
fizjologicznej

[Soluble Vascular Endothelial Growth Factor] - Rozpuszczalna forma
naczyniowo-srédbtonkowego czynnika wzrostu.

[Transforming growth factor f1] - Transformujacy czynnik wzrostu beta typ 1
[Transvaginal ultrasonography] - Ultrasonografia przezpochwowa

[Urokinase-type plasminogen activator] - Aktywator plazminogenu o typie
urokinazy

[Vascular endothelial growth factor] - Naczyniowo-srédbtonkowy czynnik
wzrostu

VEGFR-2/KDR [Kinase insert domain vascular endothelial growth factor receptor 2] -

Receptor dla naczyniowo-srédbtonkowego czynnika wzrostu typu 2



2. WSTEP

2.1  Wprowadzenie

Polip endometrialny jest okreslany jako miejscowy rozrost tkanki endometrialnej
zawierajacy zarowno nablonek gruczotowy jak i komorki zrgbu. Powstaje jako monoklonalny
rozrost komorek zrebu endometrium z wtornym monoklonalnym tagodnym rozrostem
gruczolow endometrium. W wiekszo$ci przypadkow w polipie nie dochodzi do zmian
typowych dla cyklicznego wplywu estrogendw 1 progesteronu na tkanke endometrialng.
Komponenta gruczotowa nie wykazuje aktywnosci proliferacyjnej ani sekrecyjnej [1].
Podziat polipoéw:

e Polipy hiperplastyczne - spetniajace wszystkie histologiczne kryteria

e Polipy atroficzne - w ktorych dochodzi do zaniku nabtonka gruczotowego

e Polipy czynno$ciowe - ktore w szczegélnych przypadkach reaguja na zmiany

hormonalne w przebiegu cyklu miesigczkowego [2].

Do czynnikéw ryzyka wystapienia polipa endometrialnego zalicza si¢ wiek, otyto$¢ oraz
stosowanie lekéw hormonalnych [3,4]. Polipy endometrialne czesto przebiegaja
bezobjawowo, natomiast gdy pojawiaja si¢ symptomy jest to najczesciej nieprawidtowe
krwawienie z drég rodnych lub nieptodnos¢. W okoto 20% moga wystgpowaé mnogo.

Ryzyko wspotistnienia w polipie zmian rozrostowych wynosi 0,2-12,9 % [5,74].

2.2  Epidemiologia

Polip endometrialny jest patologig ginekologiczng, ktorego czesto$¢ wystepowania
waha si¢ od 7,8% do 34,9 % w zalezno$ci od rodzaju badania [6,56,59]. Liczba ta jest z
pewnoscig niedoszacowana, poniewaz duza czg$¢ polipow endometrialnych przebiega
bezobjawowo. Polipa endometrialnego spotyka si¢ u 1-12 % bezobjawowych pacjentek w
czasie kontrolnego badania ultrasonograficznego [11,12]. Polipy endometrialne spotykane sg
zaréwno przed jak i po menopauzie. W okresie reprodukcyjnym ryzyko wystapienia ros$nie
wraz z wiekiem, natomiast nie udowodniono tej korelacji u pacjentek po menopauzie [6-9].
Grupg wickowa w ktorej najczesciej spotykamy polipy endometrialne jest przedziat 40-49 rok
zycia [10]. Wsréd pacjentek zglaszajacych si¢ do lekarza z powodu nieprawidlowego

krwawienia z drog rodnych w okresie przedmenopauzalnym az u 10-40 % przyczyna tych



dolegliwo$ci jest polip endometrialny [6,8,13]. Udowodniono, ze wystepowanie polipa
endometrialnego ma wplyw na ptodnos¢. Badania podaja r6zng czesto$¢ wystepowania polipa
ednometrialnego wsrdd pacjentek zmagajacych si¢ z problemem zaj$cia w cigz¢ - mozna
przyjaé, ze zakres ten wynosi 1,9-24% [14]. Analizujac przypadki pacjentek poddanych
technikom wspomaganego rozrodu, pos$rod tych z nawracajagcymi niepowodzeniami
implantacji w 16,7 % przypadkdéw przyczyna jest wystepowanie polipa endometrialnego
[15]. Polipy sa najczgstsza zmiang patologiczng endometrium i w wigkszo$ci przypadkoéw nie
wspottowarzyszg im inne patologie endometrium [11]. W badaniach Mossy i wsp. ryzyko
wystapienia transformacji nowotworowej w polipie endometrialnym u pacjentek objawowych
wynosi 2,84% [74]. Karakaya i wsp. podaje wspotwystepowanie w polipie endometrialnym
raka endometrium na poziomie 9% w grupie pacjentek po menopauzie [16].

2.3  Etiopatogeneza

Patogeneza powstawania polipdw endometrialnych nie jest do dnia dzisiejszego jasno
wyjasniona [17]. W piSmiennictwie spotyka si¢ kilka teorii co do etiologii tych zmian.

Pierwsza z nich wigze ten miejscowy rozrost tkanki endometrialnej z obecno$cia
zwigkszonej liczby receptoréw estrogenowych a w konsekwencji nasilong stymulacja
estrogenowg. Koncentracja receptorow estrogenowych (ER) w komoérkach gruczotowych jest
znacznie wyzsza niz w pozostatych obszarach endometrium - dochodzi gtownie do
zwigkszenia obecnos$ci receptoréw typu alfa (ER-a). Dodatkowo w tych samych komoérkach
nabtonka gruczotowego pokrywajacego polip ekspresja receptorow progesteronowych (PR)
rowniez jest podwyzszona [18,19]. Natomiast gdyby przeanalizowa¢ obecnos¢ receptorow
dla hormonow piciowych w komodrkach zrebu zaobserwowano znacznie obnizong liczbe ER i
PR [20]. Moze to dowodzi¢, ze w zre¢bie polipa nie dochodzi do zmian hormonalnych
obserwowanych w pozostalym, prawidtowym endometrium.

Wptyw stymulacji hormonalnej dotyczy zaro6wno hormondéw endogennych jak i
egzogennych. Szczegdlng grupe pacjentek stanowia kobiety leczone z powodu raka piersi
preparatami selektywnych modulatorow receptora estrogenowego np. Tamoxifenem, u
ktorych czgéciej niz w populacji ogolnej spotyka si¢ polipy endometrialne [21-23].
Wykazano, iz wystapienie polipa u takich pacjentek wzrasta nawet o 30-60% w czasie tej
terapii [9,25-27]. Tamoxifen w macicy pobudza receptory estrogenowe. Zwigksza poprzez to
ryzyko pojawienia si¢ nie tylko polipa edometrialnego ale réwniez rozrostu endometrium i

raka endometrium. Polipy powstajace u pacjentek stosujacych Tamoxifen réznig si¢ od
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polipéw wystepujacych u innych pacjentek - w tym przypadku spotykamy zmniejszong liczbe
ER i zwickszong liczbe PR [23]. W polipach powigzanych z Tamoxifenem zmniejsza si¢
réwniez liczba komoérek odpowiedzialnych za apoptozg, CO W powigzaniu ze stymulacja
hormonalng umozliwia niekontrolowany wzrost polipa [28-31]. Podobny wplyw na
wystepowanie polipow endometrialnych spotyka si¢ u kobiet stosujgcych hormonalng terapie
w okresie okoto- i po menopauzalnym. Wystepuje u nich zwigkszone ryzyko powstania
polipa endometrialnego [18,32,33]. Zwigzane jest to z ciagla stymulacjg hormonalng, glownie
estrogenowg. Co ciekawe, stosowanie terapii gestagenowej preparatami o silnym dziataniu
antyestrogenowym oraz zastosowanie doustnej antykoncepcji dwusktadnikowej zmniejsza
ryzyko wystapienia polipa endometrialnego [32,34].

Chromosomalna analiza zrebu polipa endometrialnego pokazala w wigkszosci
przypadkoéw klonalng translokacje w regionach 6p21-22, 12913-15 lub 7922 [24]. Moze to
tlumaczy¢ genetyczne predyspozycje do powstawania polipow endometrialnych. Mutacje w
genie HMGIC zlokalizowanym w chromosomie 12 spotykane w polipach endometrialnych sg
réwniez odpowiedzialne za powstawanie mig¢$niakéw macicy, thuszczakow, gruczolakow jak i
przewlektych chtoniakow ptuc [35].

Kolejna teoria dotyczaca etiopatogenezy polipa wigze go z wystgpowaniem lokalnego
przewlektego zapalenia w tkance endometrialnej. Duzy udziat w tym procesie przypisuje si¢
komorkom tucznym. To one uwalniajgc cytokiny 1 czynniki wzrostu inicjuja 1 kontroluja
proces zapalny. Ilo$¢ aktywnych komorek tucznych w zrebie polipa jest siedmiokrotnie
wyzsza niz w pozostatych obszarach endometrium [36]. Kluczowym enzymem bioragcym
udzial w tym procesie jest cyklooksygenaza-2 (COX-2). Jej ekspresja jest znaczaco wyzsza w
komorkach polipow endometrialnych w porownaniu z prawidlowym endometrium [37,38].
Inni autorzy [39-41] sugeruja rowniez mozliwg rolg w tworzeniu polipa endometrialnego
innych czynnikow tj. biatka p63, cytochromu p450 oraz steroidogennego czynnika-1 (SF-1).
Same komorki tuczne po aktywacji majg tez zdolno$¢ do uwalniania czynnikow
zwigkszajacych liczbe oraz gesto$¢ naczyn krwionosnych. Potwierdzeniem tej teorii jest
zwigkszona ekspresja czynnikéw pro-angiogennych takich jak naczyniowo-srodbtonkowy
czynnik wzrostu (VEGF) lub zasadowy czynnik wzrostu fibroblastoéw ( bFGF). Oba czynniki
dziataja na angiogenez¢ poprzez stymulacje migracji komorek $rodbtonka naczyniowego.
Oba moga wykazywaé zwickszong ekspresje w komoérkach polipa endometrialnego [42,199].

Waznym elementem w prawidlowym funkcjonowaniu endometrium jest rOwnowaga
pomigdzy aktywnos$cig mitotyczng a apoptoza, w ktdrej uczestnicza zarowno komorki uktadu

odpornosciowego jak i hormony, interleukiny, cytokiny oraz biatka. Jednymi z markerow
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tych zmian sg biatka z grupy Bcl-2 (inhibitor apoptozy) oraz Ki67 (marker komoérkowej
proliferacji) [43]. Analiza ekspresji Bcl-2 zaréwno w komorkach gruczotowych jak i
komorkach zrebu polipa pokazata znaczny wzrost ekspresji Bcl-2 w fazie proliferacyjnej.
Wyjasniatoby to niezrownowazony apoptozg, miejscowy wzrost komorek prowadzacy do
powstania polipa, niepodlegajacy zmianom hormonalnym. Analiza Ki67 pokazata wyraznie
zwigkszong ekspresje tego biatka w komodrkach gruczotowych polipa w fazie proliferacyjne;.
Ekspresja Ki67 w komorkach zrgbu byta wyzsza w fazie wydzielniczej [43]. Dowodzi to
zwigkszonej proliferacji komorek obu sktadowych polipa w poréownaniu z komoérkami
prawidtowego endometrium.

Wsréd czynnikdow ryzyka pojawienia sie polipa endometrialnego podaje si¢ wiek,
nadci$nienie t¢tnicze oraz otylo$¢ jako zrodlo konwersji obwodowej hormonoéw plciowych
[3,4]. Naukowcy w ostatnim czasie zwracaja uwage na podwyzszony wspotczynnik BMI,
poniewaz otylo$¢ stala si¢ choroba cywilizacyjng. Otytos¢ charakteryzuje si¢ obnizonym
poziomem SHBG, zwigkszong obwodowg aromatyzacja androgenow do estrogenow w tkance
thuszczowej oraz wzglednym hiperandrogenizmem funkcjonalnym. Dodatkowo podwyzszone
w krwi markery zapalne takie jak biatko ostrej fazy i cytokiny moga mie¢ bezposredni wptyw
na endometrium i powstawanie zmian w jego obrgbie. Udowodniono podwyzszony poziom
tych samych cytokin zaréwno u pacjentek z polipami endometrialnymi jak i u pacjentek
otyltych [44].

Analiza badan, ktore ukazaty si¢ w przeciggu ostatnich lat poprowadzita do wysnucia
teorii, ze by¢ moze mamy do czynienia z dwiema gléwnymi przyczynami powstawania
polipéw endometrialnych. Pierwszy rodzaj stanowityby polipy powstate wskutek stymulacji
hormonalnej, drugi typ obejmowatby te, w ktorych dochodzi do nadmiernej reakcji zapalnej 1
w efekcie wyrzutu wielu czynnikéw proangiogennych, cytokin i biatek regulatorowych. Ta
dwoisto$§¢ moglaby ttumaczy¢ zarowno rézny wzrost polipéw, zréoznicowanie objawow jak 1
potencjalng zdolno$¢ do wspotistnienia z innymi patologiami endometrium tj. rozrostem lub

rakiem endometrium.

2.4  Histopatologia polipa endometrialnego

Polip endometrialny jest z definicji zmiang rosngcg do $wiatta jamy macicy powstatg
na skutek rozrostu zaré6wno tkanki gruczotowej, zrebu tkankowego oraz naczyn krwionosnych
[1]. Makroskopowo opisuje si¢ je jako okragte, gtadkie uszyputowane zmiany zajmujace jamg

macicy ale mogace rowniez ,,wyrasta¢” przez ujscie szyjki macicy do $wiatta pochwy.
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Szyputa polipa endometrialnego najczesciej jest wyraznie odgraniczona, ale spotykamy
rownieze tzw. ,polipy siedzace” z szeroka podstawa [2]. Na powierzchni polipa mozna
spotka¢ niewielkie torbiele oraz rzadko ogniska martwicy. Te ostatnie zmiany czgsciej
spotyka si¢ w przypadku wspotistnienia z polipem endometrialnym innych patologii
endometrium - zwlaszcza raka blony S$luzowej macicy. Do postawienia rozpoznania
wymagany jest cho¢ jeden fragment polipa zawierajacy nablonek powierzchni $wiatla jamy
macicy. Histopatologiczne rozpoznanie opiera si¢ na stwierdzeniu minimum dwoch z trzech
szczegblnych histologicznych cech polipa endometrialnego. Do tych cech nalezg :

(1)  nieregularny ksztatt i znieksztatcenie gruczotow

(2)  nadmierne widknienie lub nadmierne osadzanie si¢ wtokien kolagenowych w

zrebie

(3)  obecnos¢ grubosciennych naczyn krwionosnych.

Gruczoly sg poszerzone, czgsto bardzo gesto stloczone, z obecno$cig dodatkowych
potaczen migdzykomoérkowych [45,46]. Dodatkowo w czasie wzrostu polipa dochodzi do
wydtuzenia gruczotdow w osi dlugiej co jest jego cechg charakterystyczng. W polipie
endometrialnym dodatkowo mozna spotka¢ gruczoty Sluzowe. W przypadku przewagi
gruczotow §luzowych, przeplatanych nielicznymi gruczotami endometrialnymi zmiane taka
réznicujemy z polipem szyjkowym. Gleboka warstwa endometrium, zwlaszcza w dolnej
czesci trzonu macicy moze by¢ pomylona z polipem endometrialnym, poniewaz zawiera
zmniejszong ilo$¢ gruczotéw oraz zwigkszong ilos¢ tkanki wioknistej w zrgbie. W czegsci
polipow, zwlaszcza tych spotykanych u pacjentek starszych gruczoty s3a zmienione
torbielowato oraz posiadajg zwiotczate $ciany. Zmiany skladajace si¢ z poszerzonych
gruczotow wylozonych cienkim, atroficznym nabtonkiem nazywa si¢ polipami starczymi
(,,senile polyps™).

Polipy czynnosciowe spotyka si¢ w ok. 36% przypadkéw. Gruczoly w ich obrgbie
dos¢ trudno odrozni¢ od prawidtowego endometrium, poniewaz wykazuja reakcj¢ na zmiany
pozioméw hormondéw w przebiegu cyklu miesigczkowego. Jakkolwiek zarowno funkcja
proliferacyjna jak i sekrecyjna jest w nich mniej wyrazona i czgsto ,,op6zniona” w stosunku
do otaczajacego, prawidlowego endometrium. W polipach powstatych wskutek dziatania
lekow antyestrogenowych (np.Tamoxifenu) zmiany te sg z reguty nasilone, maja zwigkszony
wspolczynnik wioknienia 1 czesciej spotyka sie w nich metaplazje §luzowa. W ich przypadku
czesciej tez dochodzi do wspotistnienia z rozrostem endometrium lub rakiem btony §luzowe;j

macicy [47-49].
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Ocena ekspresji naczyniowo-sréodblonkowego czynnika wzrostu (VEGF) w polipach
endometrialnych i prawidlowym endometrium

Rycina 1. Histopatologiczne obrazy polipa endometrialnego (powigkszenie 200x)

(A)  Widoczne znieksztatcone gruczolty endometrialne o nieregularnym ksztatcie
(B)  Wspdtistnienie w polipie gruczotéw endometrialnych i sluzowych
(C)  Nadmierne wioknienie zrgbu

(D)  Strzatka zaznaczone gruboscienne naczynie krwiono$ne.

W  przypadku wspotwystepowania w  polipie  endometrialnej  neoplazji
srodnabtonkowej (EIN - endometrial intraepithelial neoplasia) rozpoznaje si¢ dyskretne
zmiany na tle polipa. Gtéwnie sa to obszary z geograficznym rozmieszczeniem
zaggszezonych nieprawidtowych gruczotow [50]. W czgéci przypadkow zmienione,

poszerzone gruczoty mogg by¢ mylnie rozpoznawane jako cechy rozrostu endometrium,
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zwlaszcza gdy obejmuja jednorodnie cata powierzchnie polipa. W przypadku stwierdzenia w
polipie zmian o charakterze EIN nalezy taka zmian¢ réznicowaé z rakiem endometrium
powstajacym W istniejacym wczesniej polipie oraz rakiem polipowatym, gdzie nie wystgpuja
prawidlowe elementy gruczotow endometrialnych i tkanki wioknistej [51]. Ryzyko
wystapienia w polipie endometrialnym rozrostu atypowego lub raka waha si¢ od 0-12,9 %
[6,52-55;60-62]. Ryzyko rosnie wraz z wiekiem pacjentki. Podejrzewa si¢ rowniez, ze
wielkos$¢ polipa ma wpltyw na to ryzyko [61,62] cho¢ niektére badania np. Namazova i wsp.
nie potwierdzajg takiej korelacji [149].

Warto doda¢, ze diagnoze polipa endometrialnego cz¢sto utrudnia rozkawatkowanie
materialu biologicznego. Dlatego tak wazng rolg przyktada si¢ do histeroskopowego usuwania

zmian pod kontrolg wzroku.

2.5  Diagnostyka polipa endometrialnego

AAGL (American Association of Gynecologic Laparoscopists) opracowato wytyczne

dotyczace podejrzenia wystepowania polipéw endometrialnych [56]:

1) Ryzyko wystgpienia polipa endometrialnego ro$nie wraz z wiekiem.

(2)  Najczestszym objawem wystgpowania polipa endometrialngo jest nieprawidtowe
krwawienie z drog rodnych.

(3)  Pacjentki cierpiace na nieptodno$¢ maja wicksze ryzyko wystapienia polipa
endometrialnego.

4) Polipy endometrialne maja zdolno$¢ resorpcji, dotyczy to 25% przypadkow
obejmujacych polipy o niewielkich wymiarach.

(5)  Zastosowanie lekow hormonalnych takich jak np. Tamoxifen predysponuje do

wystapienia polipa endometrialnego.

Wytyczne AAGL dotyczace diagnozowania polipéw endometrialnych [56]:

Q) Przezpochwowe badanie ultrasonograficzne (TVUS) jest narzedziem z wyboru w
przypadku diagnostyki polipéw endometrialnych.

(2)  Zastosowanie narzedzi dopplerowskich podwyzsza czulos¢ i swoistos¢ TVUS w
diagnostyce polipa.

3) Zastosowanie wewnatrzmacicznego wlewu srodka kontrastujacego podwyzsza czuto$¢

1 swoisto$¢ TVUS w diagnostyce polipa endometrialnego.
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(4)  Nie nalezy w przypadku pacjentek z podejrzeniem polipa endometrialnego dokonywacé

wylyzeczkowania jamy macicy (D&C) bez kontroli wzroku.

2.5.1 Kliniczne objawy polipa endometrialnego

Najczestszym objawem wystepowania polipa endometrialnego jest nieprawidtowe
krwawienie z drog rodnych. Krwawienie to ma charakter obfitych krwawien miesigczkowych
lub/i krwawien miedzymiesigczkowych oraz krwawien/plamien po menopauzie. W
miedzynarodowej nomenklaturze FIGO przyczyny nieprawidtowych krwawien z drog
rodnych (AUB - abnormal uterine bleeding) dzielimy wg klasyfikacji PALM (zaburzenia
strukturalne) — COEIN (przyczyny czynnosciowe) gdzie P - polyps - polipy, A- adenomiosys-
adenomioza, L - leiomyoma - miesniaki macicy, M - malignancy - zmiany nowotworowe,

C - coagulopathy — zaburzenia krzepnigcia, O - ovulatory dysfunktion — zaburzenia owulaciji,
E — endometrial - zaburzenia czynno$ci endometrium, | — iatrogenic - przyczyny jatrogenne,
N - not otherwise classified - przyczyny nieustalone [57].

Co ciekawe badania dowodza, ze ani lokalizacja ani wielko$¢ ani mnogo$¢ polipow
endometrialnych nie ma wplywu na ilo$¢ utraconej krwi [58,59,63]. Krwawienie jest efektem
przekrwienia zrebu prowadzacego do zastoju krwi i martwicy [64]. Ten objaw spotyka si¢ U
duzego odsetka pacjentek z ta patologia endometrium - w zaleznos$ci od zrédta od 10 do 40%
a niektore opracowania podaja az 68% wystepowanie tego objawu [6,8,13]. Ryzyko
wystapienia krwawienia z droég rodnych u pacjentek z polipem endometrialnym jest 0 6%
wyzsze U pacjentek w okresie menopauzalnym niz w przypadku pacjentki przed menopauza
[65]. Szacuje si¢ ze od 30% do 45% przypadkow krwawien po menopauzie spowodowanych
jest wystgpowaniem polipa endometrialnego [86-88].

Drugim istotnym objawem obecno$ci polipa endometrialnego jest nieptodnos¢.
Czestos¢ wystepowania polipa endometrialnego u pacjentek z nieptodnoscig pierwotng
wynosi od 3,8-38,5%, a u pacjentek z nieptodnoscig wtorng 1,8-17% [14,66]. W os$rodkach
leczenia nieptodnosci, w ktorych standardem jest wykonanie histeroskopii diagnostycznej
rébwniez u pacjentek bezobjawowych 1 bez podejrzenia patologii w badaniu
ultrasonograficznym az u 11-45% pacjentek znajduje si¢ nieprawidlowosci w obrebie jamy
macicy [15,73,75]. Polipy endometrialne stanowig wsrdd nich najczestszg anomalig - spotyka
si¢ je u ok. 32% pacjentek [71,73]. Wyjasnienia tej sytuacji upatruje si¢ w problemach z
zagniezdzeniem zarodka w zmienionym endometrium, zmian¢ receptywnosci endometrium

pokrywajacego polipa [68,69], zmniejszeniem powierzchni zdolnej do zaimplantowania
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zarodka oraz problemem ze swobodnym przemieszczaniem si¢ plemnikow - duze polipy
moga stanowi¢ przeszkod¢ mechaniczng [65]. Badania wykazaty, ze ani wielko$¢ ani ilos§¢
polipéw nie ma wyptywu na odsetek cigz [70]. Yanaihara i wsp. zbadali czy lokalizacja
polipa wplywa na odsetek spontanicznych cigz i poprawe plodnosci. I tak odsetek cigz w
przeciggu 6 miesiecy po polipektomii wynosit 57,4%, u kobiet u ktorych polip zlokalizowany
byt w rogu macicy blokujac uj$cie maciczne jajowodu, 40,3% w przypadku polipéw mnogich,
28,5 % w przypadku gdy polip byt zlokalizowany na $cianie tylnej, 18,8% w przypadku
polipa na $cianie bocznej a 14,8 % w przypadku wystepowania polipa na $cianie przedniej
macicy [72]. Analizy podawane w wigkszos$ci publikacji prowadzg do wnioskdéw, ze zmiany
rozpoznane przed rozpoczeciem leczenia powinny by¢ usuniete w trakcie histeroskopii
diagnostycznej/zabiegowej. Inaczej wygladaja zalecenia dotyczace zmian, ktére rozpoznano
de novo w cyklu terapeutycznym np. przy technikach wspomaganego rozrodu. Polskie
Towarzystwo Medycyny Rozrodu podaje, ze nie wykazano, aby polipy endometrialne o
wielko$ci do 2 cm stwierdzane de novo w cyklu terapeutycznym znaczaco zmniejszaty szanse
na cigz¢. Zaleca si¢ ich usunigcie w przypadku stwierdzenia ich obecnosci przed leczeniem
lub w przypadku niepowodzenia leczenia [76]. Dowodzg tego badania Lassa i wsp., ktorzy w
grupie 83 kobiet poddanych stymulacji i punkcji jajnikéw celem pobrania oocytéw w cyklu
terapeutycznym rozpoznali polipy mniejsze niz 2 cm. U 49 z nich zakonczono cykl z
podaniem zarodka/zarodkéw do jamy macicy. U 34 przerwano procedurg, zarodki zamrozono
1 wykonano histeroskopowa polipektomie¢. Nie zauwazono statystycznie znaczacych rdznic w
odsetku uzyskanych cigz w obu grupach [77]. Ostateczna decyzja powinna by¢ podjeta po
przeanalizowaniu sytuacji klinicznej pacjentki, ilosci oraz jakosci zarodkow, jej historii
leczenia 1 wieku. Ostatnio podnosi si¢ kwestie stanu zapalnego, ktory moze odpowiada¢ za
powstawanie polipa ale réwniez uniemozliwia¢ prawidtowe zagniezdzenie si¢ zarodka [70].
W zrebie polipa produkowane sg substancje takie jak metyloproteinazy macierzowe (PPM)
zaburzajace znaczaco proces implantacji [79] czy interferon gamma, ktory dziata toksycznie
na nasienie jak rowniez rozwijajacy sie zarodek [80]. W polipie endometrialnym spotyka si¢
rébwniez obnizong ekspresje¢ biatka tozyskowego 14, czynnika odpowiedzialnego za
prawidtowe rozpoznanie antygenow na powierzchni zarodka oraz niedopuszczenie do reakcji
humoralnej podczas zagniezdzania [81,82]. Glikodeina, glikoproteina, ktora hamuje
polaczenie oocyt-plemnik 1 aktywnos$¢ komorek NK w okresie okoto owulacyjnym posiada
bardzo niskg ekspresje w ludzkim endometrium. Jej niskie poziomy utatwiajg zaptodnienie i
poprawiaja receptywno$¢ endometrium. W przypadku wystepowania polipa endometrialnego

lub migsniakow macicy poziomy tego biatka sa podwyzszone co utrudnia proces zaptodnienia
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[78]. Yu Sun i wsp. [83] udowodnili czgstsze wystepowanie polipéw endometrialnych u
pacjentek z obustronng niedroznos$cig jajowodoéw. Przyczyny az dwukrotnie czestszego
wspotistnienia tych dwodch patologii upatruje si¢ w podobnej, zapalnej etiopatogenezie obu

chordb.

2.5.2 Badania obrazowe

Diagnostyka obrazowa opiera si¢ na wizualizacji polipa endometrialnego w badaniu
ultrasonograficznym. Moze to by¢ zwykla ultrasonografia przezpochwowa (TVUS) lub
sonohisterografia. Ultrasonografia przezpochwowa jest podstawowym narzedziem w
diagnostyce ginekologicznej. Ocenia si¢, ze dodatnia warto$¢ predykcyjna czyli proporcja
prawdziwie dodatnich wynikow wsrod wszystkich dodatnich wynikéw badania (PPV) dla
TVUS w rozpoznawaniu polipa endometrialnego wynosi 75-100%, natomiast ujemna warto$¢
predykcyjna (NPV) 87-97% [56]. Ultrasonografia przezpochwowa pozwala oceni¢ ksztatt
jamy macicy oraz budowe endometrium i jego nieprawidtowosci. Polipy endometrialne
rozpoznaje si¢ jako hiperechogeniczne okragle lub soczewkowate zmiany, o regularnym
obrysie i niejednorodnej gestosci [84]. Obraz ultrasonograficzny nie jest specyficzny i mozna
go pomyli¢ z np. mig¢$niakami podsluzowkowymi [85]. Na jako$¢ obrazowania ma wplyw
kilka czynnikow. Najwazniejszym jest faza cyklu w ktoérej przeprowadzamy badanie - wg
roznych autorow badanie nalezy wykonywa¢ do 10-12 dnia cyklu. Pozwala to doktadnie
oceni¢ endometrium, ktore we wczesnej fazie proliferacyjnej ma uporzadkowana,
charakterystyczng budowe skladajaca sie¢ z trzech linii - warstwy podstawnej i echa
srodkowego. W fazie wydzielniczej natomiast ma pogrubiata, nieuporzadkowang strukture,
ktora moze utrudnia¢ rozpoznawanie zmian w obrgbie endometrium [92]. Kolejnym
czynnikiem sa warunki anatomiczne pacjentki - pacjentki ze znacznag otytoscia, z silnym
tytozgieciem macicy, po licznych zabiegach wewnatrzmacicznych, z licznymi mig$niakami
macicy modelujgcymi przebieg endometrium stanowig wyzwanie diagnostyczne.
Dodatkowe zastosowanie ultrasonografii dopplerowskiej kodowanej kolorem pozwala na
lepsza oceng¢ charakteru zmian. Ultrasonografia z opcja kolorowego Dopplera pozwala
uwidoczni¢ charakterystyczne centralnie przebiegajace naczynie/naczynia krwionosne
stanowigce naczynie odzywcze tzw. ,feeding vessel” [64,90,91]. Zastosowanie tej techniki
zwieksza czuto$¢ badania do 97% [64]. Trudnosci w diagnostyce réznicowej stanowig
mies$niaki podsluzowkowe, ktore dos¢ czesto majag te same cechy ultrasonograficzne [45].

Zastosowanie kolorowego Dopplera pozwala zréznicowaé obie zmiany, poniewaz naczynia
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mig$niakow podsluzowkowych sg liczniejsze oraz majg bardziej obwodowy przebieg,
aczkolwiek ocena przeptywoéw w obrgbie uwidocznionych naczyn nie ma znaczenia w
diagnostyce réznicowej poniewaz jest podobna jak w polipie endometrialnym. Niektorzy
autorzy np. Lieng i wsp. [89] podejmujg badania, w ktorych przy pomocy TVUS z
zastosowaniem kolorowego Dopplera i uzyciem $rodka cieniujagcego podawanego dozylnie
prébuja roznicowa¢ zmiany tagodne tj. polipa od zmian podejrzanych o ztosliwosé.
Wykorzystuja tu ocen¢ przeptywow w naczyniach w obrebie obserwowanych zmian.
Wykazali brak réznic w unaczynieniu polipéw endometrialnych i raka endometrium na
podstawie oceny Pl (index pulsacji), RI (index oporu), VI (index unaczynienia), FI (index
przeptywu), VFI (index waskularyzacji przeptywu) przed podaniem $rodka kontrastowego.
Natomiast po podaniu kontrastu warto$ci wszystkich w/w indeksow byly nizsze w grupie z
rakiem endometrium. Kolejnym elementem, ktorym zainteresowali si¢ badacze byto
zastosowanie ultrasonografii dopochwowej z zastosowaniem obrazowania 3D. Wiaze si¢ to z
koniecznoscig posiadania odpowiedniej glowicy, ale zwigksza czuto$¢ TVS do 100 % [89].
Kolejnym narzedziem diagnostycznym jest sonohisterografia (Saline Infused
Sonography-SIS, gel installation sonography GIS) polegajaca na podaniu do jamy macicy
roztworu soli fizjologicznej/zelu i ocenie ksztaltu jamy macicy oraz zmian w niej Si¢
znajdujacych (polipy, zrosty wewnatrzmaciczne etc.). W trakcie badania wyraznie mozna
oceni¢ zmiany endometrium o charakterze polipdw endometrialnych, ich liczbe, lokalizacje 1
wielkos$¢ [93,101]. Ta metoda znajduje zastosowanie zwlaszcza przy rozpoznawaniu matych
zmian pominigtych w trakcie TVUS [94-97]. Dos$¢ czgsto polipy sa przypadkowym
znaleziskiem w czasie diagnostyki nieptodnosci i wykonywania histerosalpingografii z
zastosowaniem S$rodka kontrastowego. Nie jest to zalecana metoda diagnostyki polipow
endometrialnych ze wzglegdu na narazenie na promieniowanie, ryzyko nietolerancji
preparatow jodowych czy dyskomfort bolowy [103]. W zalezno$ci od autora czutos¢ SIS w
diagnostyce polipéw endometrialnych wacha si¢ od 75-95% [Bronz] a 85-90% [Bonilla-
Musoles] a swoistos¢ 60-90% [Bronz] a 80-95% [Bonilla-Musoles] [98-100]. Badania
dowodza zdecydowanie lepszej czulosci 1 swoistosSci w rozpoznawaniu polipa
endometrialnego metoda SIS w poréwnaniu z TVUS [102,104]. Pozwala to zmniejszy¢ liczbe

niepotrzebnych zabiegéw diagnostycznych.
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Rycina 2. Obraz ultrasonograficzny polipa endometrialnego w plaszczyznie strzatkowej oraz
przekroju poprzecznym (materiat wiasny).

1oomem T ™ ———— - TR
Rycina 3. Obraz ultrasonograficzny polipa endometrialnego wraz z charakterystycznym
unaczynieniem uzyskanym w czasie badania z opcja kolorowego Dopplera (materiat wtasny).
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Rycina 4. Obraz ultrasonograficzny polipa endometrialnego wraz z charakterystycznym "naczyniem
odzywczym" widocznym po zastosowaniu techniki power Doppler (materiat wiasny).
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Rycina 5. Obraz ultrasonograficzny polipa endometrialnego wraz z charakterystycznym
unaczynieniem uzyskanym w czasie badania z opcja kolorowego Dopplera (materiat wiasny).

Rycina 6. Ultrasonograficzny obraz hiperechogenicznych zmian w jamie macicy, poczatkowo
rozpoznanych jako polipy endometrialne, ktore w trakcie histeroskopii zabiegowej okazaty sie by¢
mig¢sniakami podsluzéwkowymi (materiat whasny).

Rycina 7. Obraz 3D polipa endometrialnego (materiat wlasny).
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Soares i wsp. porownal czulo$¢ i swoistos¢ wszystkich w/w badan pod katem
diagnostyki polipa endometrialnego. I tak TVS posiada czulo$¢ na poziomie 75%, swoisto$¢
96 %, histerosalfingografia posiada czuto$¢ na poziomie 50%, swoistos¢ 82%. Najlepiej w
tym zestawieniu prezentuje si¢ SIS z czuloScig i swoistoscig na poziomie 100% [105].
Analiza badan pokazata brak roznic w czutosci i1 swoistosci pomiedy histeroskopig
diagnostyczng a SIS [93,106]. Przewaga SIS jest fakt, ze pozwala oceni¢ rowniez pozostate
elementy macicy jak i miednicy mniejszej - gtownie drozno$¢ jajowodoéw u pacjentek z
nieptodnoscig. Minusem SIS jest brak mozliwosci wzrokowej oceny zmiany oraz ryzyko PID
1 bol, jaki pacjentka odczuwa w czasie zabiegu.

Ostatnim etapem diagnostyki polipa endometrialnego jest histeroskopia diagnostyczna
z ewentualng celowang biopsja, ktora charakteryzuje si¢ czutosciag w przedziale 58-99% a
swoistoscig w przedziale 87-99%, PPV 21-100%, NPV 66-99% [107-109]. Dzi¢ki
miniaturyzacji sprzetu, ograniczajacej traumatyzacje macicy, histeroskopia jest zabiegiem
mozliwym do wykonania bez znieczulenia pacjentki. Pozwala ma ocen¢ ksztaltu jamy
macicy, ujs¢ macicznych jajowodoéw, kanatu szyjki, stwierdzenie obecnosci ciat obcych
(najczgsciej TUD) w macicy, resztek po poronieniu w skrajnych przypadkach. Ponadto
zgodnie z zasada “see and treat” pozwala na przeprowadzenie jednoczasowo zabiegu
diagnostyczno-leczniczego, czyli uwidocznienie oraz usunig¢cie zmian patologicznych
w kanale szyjki i jamie macicy. Wigksza czulo$¢ zaobserwowano w grupie Kkobiet
po menopauzie niz w grupie przedmenopauzalnej (97,3% vs 91,2%). Czutos¢ histeroskopii
ocenia si¢ na wyzsza niz 95%. Garuti i wsp. podaja czutos$¢ histeroskopii na poziomie 95,3%
[110,111], natomiast Gkrozou iwsp. w przeprowadzonej metaanalizie okreslili czutos¢
metody na 97% [112]. Az 100% czuto$¢ w swoich badaniach uzyskal Loiacono i wsp. [113].
Niewatpliwie duza czuto$¢ histeroskopii §wiadczy takze o trafnosci kwalifikacji pacjentek
do zabiegu histeroskopii na podstawie obrazu ultrasonograficznego. Warto zwrdci¢ tutaj
uwage na dos¢ duza grupe pacjentek z nieptodnoscig. Mimo, iz histeroskopi¢ diagnostyczng
mozna wykona¢ juz w warunkach ambulatoryjnych, jesli nie ma uzasadnionych podejrzen co
do obecnosci polipa endometrialnego w przypadku pacjentek leczacych si¢ z powodu
nieptodnosci, zarowno RCOG (Royal College of Obstetricians and Gynaecologists) jak i
ESHRE (European Socisty of Human reproduction and Embryology) nie =zalecaja
wykonywania histeroskopii diagnostycznej jako badania rutynowego [114].

Dias i wsp. w swojej publikacji doniesli, Zze sama ocena wizualna polipa w
histeroskopii moze pomdc w rozpoznaniu zmiany 0 charakterze nowotworowym [115]. Do

cech podejrzanych zaliczamy hiperwaskularyzacj¢ zmiany i otaczajacego endometrium,
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obecno$¢ naczyn 0 nieregularnym przebiegu, obecno$¢ ognisk 0 charakterze martwicy lub
owrzodzen na powierzchni polipa oraz nieregularna powierzchnia samej zmiany [116]. Warto
jednak podkresli¢, ze sama ocena makroskopowa nie zawsze daje pewno$¢ co do diagnozy.
Najczestszg  watpliwoscig, ktora napotykaja operatorzy jest rozroznienie polipa
endometrialnego od migsniaka podsluzowkowego. Dzieje si¢ tak w szczegdlnosci w
przypadku duzych zmian oraz zmian o szerokiej podstawie ktére moga, ale nie musza
odpowiada¢ tzw. polipom ,siedzacym”. W przypadku watpliwosci lekarza wykonujacego
zabieg zalezy zawsze rozwazy¢ pobranie probki i kontynuacj¢ dzialan po uzyskaniu
rozpoznania histopatologicznego. Histeroskopia diagnostyczna jest tatwa do wykonania w
warunkach ambulatoryjnych i nie ma koniecznos$ci hospitalizowania pacjentki. Wiaze si¢
natomiast jak kazdy zabieg ginekologiczny z pewnym ryzykiem powiktan takich jak
krwawienie, zapalenie otrzewnej przy zastosowaniu medium ptynnego oraz w skrajnym
przypadku uszkodzenie $cian macicy. Jakkolwiek ryzyko tych powiktan przy odpowiednim
przeszkoleniu personelu i wysokiej jakoSci sprzgcie jest niskie — oceniane na poziomie 0,82%
[118]. Najnowsze wytyczne ACOG z 2020 roku zalecaja przeprowadzenie histeroskopii
diagnostycznej w warunkach ambulatoryjnych z ewentualng polipektomia w jak najwigkszym
odsetku przypadkow [117].

Metoda Czulos¢ Swoistosé¢ PPV NPV
diagnostyczna

TVS 75 96 75-100 87-97
TVS + Doppler 97 95 94-98 92-95
TVS +3D 100 71-99 89-99 100
SIS 58-100 35-100 70-100 83-100
HSG 38 34 69-72 20-39
Slepa biopsja( D&C) 8-36 7-58 19 22
Histeroskopia 58-99 87-99 21-100 66-99

diagnostyczna

Tabela 1. Wartos$¢ diagnostyczna réoznych metod w obrazowaniu i rozpoznawaniu polipow
endometrialnych.
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Rycina 8. Histeroskopowy obraz uszyputowanego polipa endometrialnego (materiat wlasny).

Rycina 9. Histeroskopowy obraz duzego polipa endometrialnego wypetniajacego catg jam¢ macicy
(materiat wlasny).

Rycina 10. Histeroskopowy obraz uszyputowanego polipa endometrialnego (material wtasny).

Rycina 11. Histeroskopowy obraz mnogich polipéw endometrialnych (materiat wlasny).
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Rycina 12. Histeroskopowy obraz okragtej zmiany w jamie macicy, ktora okazata si¢ mig$niakiem
podsluzéwkowym (materiatl wiasny).

2.6 Leczenie polipow endometrialnych

Leczenie polipéw endometrialnych mozna podzieli¢ na leczenie zabiegowe i leczenie
hormonalne. W niektorych przypadkach znajduje uzasadnienie zastosowanie leczenia
zachowawczego, poniewaz dochodzi do samoistnej resorpcji zmiany. Dewaay wykazata, ze
czegsciej takie zjawisko spotyka si¢ u pacjentek mtodszych, bezobjawowych oraz tych ktorych
polipy maja niewielkie rozmiary [119]. Za graniczny wymiar zmiany przyj¢to Srednice 10
mm. Lieng i wsp. wykazali, ze az w 27% przypadkow w ich grupie badanej, obserwowanej
przez rok, doszto do spontanicznej regresji zmiany [120].

Decyzja o rodzaju podjetego leczenia powinna opiera¢ si¢ na przestankach
dotyczacych objawow pacjentki, wieku, ryzyka wspotistnienia zmian przed/lub
nowotworowych oraz ewentualnych problemow zwigzanych z nieptodnoscig [121-123].

AAGL (American Association of Gynecologic Laparoscopists) opracowato wytyczne
dotyczace leczenia polipéw endometrialnych [56]:

1) Leczenie zachowawcze mozna zastosowa¢ w przypadku matych i bezobjawowych
zmian.

2 Polipektomia histeroskopowa pozostaje ,,zlotym standardem” leczenia polipow
endmetrialnych.

(3)  Nie wykazano réznic w zaleznoSci od zastosowanej techniki/narzedzi w polipektomii
histeroskopowe;j.

4) Pacjentki w okresie menopauzalnym nalezy a priori kwalifikowa¢ do zabiegowego

usunigcia zmiany.
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(5) Histeroskopia jest metodg z wyboru i goruje nad zabiegiem histerektomii ze wzgledu
na dostepno$¢, niska inwazyjnos$é, niski koszt i o wiele mniejsze ryzyko wystapienia
powiktan.

(6) Pacjentki objawowe, zmagajace si¢ z nieplodno$cig powinny by¢ poddane leczeniu

zabiegowemu.

2.6.1 Histeroskopia

Ztotym standardem w leczeniu polipéw endometrialnych jest histeroskopia. Usuniecie
zmiany na wysokosci podstawy pod kontrolg wzroku daje gwarancj¢ braku nawrotu [9]. Przy
prawidtowo wykonanym zabiegu ryzyko nawrotu po polipektomii histeroskopowej waha si¢
w granicach 2,5-3,7% [124,125]. Takie postepowanie daje rowniez mozliwo$¢ usunigcia
zmiany w catosci, co jest szczegOlnie wazne w przypadku wspoétistnienia w polipie innej
patologii tj. rozrostu lub raka endometrialnego [126]. Metod mechanicznego usunigcia
podejrzanej zmiany z jamy macicy jest kilka. Najlepsze efekty uzyskuje sie przy
zastosowaniu narzedzi bipolarnych. Zmiany o $rednicy powyzej 20 mm, umiejscowione w
dnie oraz zmiany wystepujace u pacjentek po menopauzie nalezy usuwacé przy pomocy petli
resektoskopu. Natomiast zmiany mate o $rednicy ponizej 20 mm, z wyraznie odgraniczong
szypula nalezy usuwac przy pomocy nozyczek histeroskopowych pod bezposrednig kontrolg
wzroku [5,127,128]. W przypadku duzych zmian niektore osrodki zalecaja zastosowanie
morcelatora histeroskopowego [129,130]. Oczywiscie sam zabieg jest uzalezniony od wielu
czynnikow- jakosci sprzetu, do§wiadczenia operatora, warunkow anatomicznych, liczby i
wielkosci polipow [131,132]. Do najczestszych, aczkolwiek rzadko spotykanych powiklan
nalezg: infekcja, krwawienie, PID, uszkodzenie $cian macicy. Specyficznym powiktaniem
dotyczacym histeroskopii jest IAS (Intravascular Absorption Syndrome) jako skutek
wewnatrznaczyniowej absorbcji medium zastosowanego przy histeroskopii. Istnieje niewiele
zgloszonych przypadkéw tego zespotu [133].

W badaniach Lagana i wsp. udowodniono, ze =zastosowanie przed zabiegiem
pochodnych gestagenow, w szczegdlnosci desogestrelu, powodowato atrofi¢ endometrium co
skutkowato lepszag widoczno$cia 1 warunkami zabiegu - ulatwiajac 1 skracajac czas
histeroskopii. Dodatkowo przy niewielkich skutkach ubocznych zmniejszono obfitos¢
krwawienia po zabiegu [134]. Ryzyko wystapienia zespotu Ashermana po polipektomii jest
niskie, gdyz nie dochodzi do uszkodzenia miometrium w przeciwienstwie do klasycznego

wylyzeczkowania jamy macicy bez kontroli wzroku [135]. Nieliczne o$rodki kliniczne w
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celu zapobiezenia wystgpieniu zrostow wewnatrzmacicznych (IUA-intrautherine adhesions)
lub w skrajnym przypadku zespotu Ashermanna u pacjentek w wieku reprodukcyjnym
zalecaja stosowanie kwasu hialuronowego po zabiegu [141]. Reasumujac, histeroskopowe
usuni¢cie polipa endometrialnego pozostaje ,,ztotym standardem” leczenia tej patologii
endometrium, dodatkowo jest zabiegiem obarczonym niskim odsetkiem powiktan,
powtarzalnym, wzglednie tatwo dostgpnym i tanim [136].

Niektore osrodki zalecaja pozabiegowe zastosowanie terapii progesteronowej, ktora
jak pokazaly badania, zapobiega nawrotowi zmiany oraz powoduje wzrost poziomu
hemoglobiny u pacjentek, u ktorych polip endometrialny objawial si¢ nieprawidtowymi
krwawieniami z drog rodnych [137].

Nalezy pamieta¢ o prawidlowej kwalifikacji do zabiegu histeroskopowego. Zadne
wytyczne dotyczace dobrej praktyki nie zalecaja histeroskopii jako obowigzkowego narzedzia
diagnostycznego w przypadku nieptodnosci. Natomiast w sytuacji  uzasadnionego
podejrzenia polipa endometrialnego, opartego na badaniach obrazowych lub/i wczesniej
wykonanej histeroskopii  diagnostycznej ze wskazan, wykonanie histeroskopii =z
réwnoczasowa polipektomia poprawia ptodnos¢ i zwigksza odsetek wystgpienia cigzy u takiej
pacjentki z 43% do ok. 80% [138,139]. Dotyczy to zaréwno cigz spontanicznych jak i
pacjentek poddanych nastgpnie technikom wspomaganego rozrodu np. wykonanie
polipektomii przed planowanym zabiegiem IUl zwigksza znamiennie odsetek ciaz [140].

Niestety ciagle istnieja osrodki, ktore nie posiadajac histeroskopu zabiegowego
probuja usungé zmiang ,,na $lepo” podczas zabiegu wylyzeczkowania kanatu i jamy macicy.
Ta technika niestety czesto nie usuwa zmiany lub prowadzi do fragmentacji polipa, co
utrudnia a czesto uniemozliwia diagnoze histopatologiczng [86]. Przy zastosowaniu tego
sposobu leczenia az 50-85% polipow nie zostaje usunietych [15]. Wedlug innych badan tylko
8% zmian o charakterze polipa endometrialnego jest usuwanych bez kontroli wzroku [142-
144]. Biorac pod uwage czynniki ryzyka i mozliwos¢ powiktan wystepujacych po zabiegu
tyzeczkowania (tj. krwawienie, ryzyko uszkodzenia $cian macicy, ryzyko infekcji, ryzyko
ktorym obarczone jest znieczulenie), znaczaco przewyzszajacych korzysci ptynace z tego
zabiegu, nie jest on zalecany w przypadku podejrzenia polipa endometrialnego. W takich
przypadkach pacjentki powinny by¢ kierowane do o$rodkow referencyjnych dysponujacych

odpowiednim sprzgtem histeroskopowym.
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Rycina 13. Obraz histeroskopowy uszyputowanego polipa endometrialnego wychodzacego ze $ciany
przedniej u 38-letniej pacjentki (material wtasny).

Rycina 14. Obraz histeroskopowy po usunigciu polipa u w/w pacjentki z widocznym kikutem szyputy
(materiat whasny)

2.6.2 Leczenie hormonalne

Leczenie hormonalne nie jest metoda z wyboru w przypadku polipow
endometrialnych. Stosuje si¢ ja raczej w celu zapobiezenia wystgpienia wznowy po
wczesniejszym leczeniu zabiegowym. Dane dotyczace udowodnionego dziatania tej metody
sa skape. Sugeruje si¢ zastosowanie wewnatrzmacicznych systeméw uwalniajacych
lewonogesterel (LING-IUS) w przypadku pacjentek leczonych terapig estrogenowa lub
Tamoxifenem. Dzialanie to ma na celu zapobiezenie wystapienia nie tylko polipa
endometrialnego ale rowniez rozrostu endometrium [145].

Wada-Hiraike zaproponowatl zastosowanie dwusktadnikowej doustnej antykoncepcji
jako sposobu leczenia polipéw endometrialnych, ktoére podzielit nie ze wzgledu na wielko$¢
czy lokalizacj¢ ale na budowe. Odsetek regresji zmian po 2-5 miesigcznym leczeniu
hormonalnym byt wigkszy w przypadku polipéw tzw ,,siedzacych” niz uszypulowanych a

wigc tych trudniejszych technicznie do usunigcia w czasie histeroskopii [146]. Przyczyny
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apoptozy komorek endometrium i spadku odsetka proliferacji w komorkach gruczotowych
tego zjawiska upatruje si¢ w przeciwzapalnym dziataniu progesteronu, zwigkszonym odsetku
pod wptywem dwusktadnikowej antykoncepcji doustnej oraz statych poziomoéw hormondéw
powodujacych stabilizacje tkanki endometrialnej [147]. Zdania dotyczace zastosowania HRT
sg podzielone. Niektorzy badacze podajg spadek czestosci wystepowania polipow w trakcie
terapii, thtumaczac to supresyjnym dziataniem na endometrium. Mittal i wsp. nie udowodnili
takiego dziatania HRT, poniewaz w zr¢bie polipa obserwuje si¢ obnizong ekspresje
receptorow progesteronowych [20,128]. Watpliwosci powoduje takze leczenie hormonalne
stosowane bez  wczedniejszego  stwierdzenia  charakteru zmiany w  badaniu

histopatologicznym.

2.7 Naczyniowo-$srodblonkowy czynnik wzrostu (VEGF)

2.7.1 Charakterystyka

Naczyniowo-srodbtonkowy czynnik wzrostu (VEGF, vascular endothelial growth
factor) zostal scharakteryzowany jako wigzacy heparyng naczyniowy czynnik wzrostu ze
szczegdlnym powinowactwem do komorek $rodblonkowych [150,151]. Poczatkowo
zdefiniowano go jako czynnik przepuszczalnosci naczyn krwionosnych (VPF-vascular
premeability factor), ktory powigzano z naczyniami krwiono$nymi obecnymi w guzach
[152]. Nastepnie odkryto receptory dla VEGF : VEGFR-1 /flt-1/ oraz VEGFR-2 /KDR/flk-1/.
Oba receptory charakteryzujg si¢ obecnos$cig siedmiu domen podobnych do immunoglobulin
w ich czes$ciach zewnatrzkomorkowych 1 dlatego zostaly zarejestrowane jako nowa
podrodzina receptorow kinazy tyrozynowej [153,154]. Poczatkowo rozpoznano VEGF typ A.
Nastepnym krokiem bylo wykrycie dodatkowych czynnikéw wzrostu nalezacych do rodzi ny
VEGF, dzielgcych wspolne receptory, takich jak tozyskowy czynnik wzrostu (PIGF) oraz
pozostate trzy czynniki o charakterze VEGF (VEGF B-D). VEGF-A wiaze si¢ z receptorami
VEGFR-1 (flt-1) oraz VEGFR-2 (KDR/flk-1) [155]. VEGFR-2 posredniczy w niemal
wszystkich znanych odpowiedziach komdorkowych na VEGF. Funkcja VEGFR-1 jest mniej
zbadana. Zaklada si¢, ze moduluje on dziatanie sygnalizacji VEGFR-2. Inng funkcja
VEGFR-1 moze by¢ dzialanie jako receptora putapki, ktory ogranicza wigzanie VEGF na
VEGFR-2. Trzeci opisany receptor, VEGFR-3, nie wigze VEGF-A. Jego ligandami sa VEGF-
C i VEGF-D i posredniczy on w tworzeniu sieci naczyn limfatycznych [156]. Odkryto, ze

VEGF jest wyrazany w przestrzennym i czasowym powigzaniu z fizjologicznymi zdarzeniami
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angiogenezy in vivo [157,158]. VEGFR-1 jest rowniez wytwarzany w postaci rozpuszczalnej
(SVEGFR-1). Dzieje si¢ tak dzieki alternatywnemu skladaniu mRNA. Dziala on jak
specyficzny antagonista 0 wysokim powinowactwie poprzez konkurencyjne wiazanie VEGF.
[159]. Ponadto stwierdzono, ze ekspresja VEGF jest nasilona przez niedotlenienie [160] oraz
ze angiogeneza zapoczatkowana przez VEGF jest powigzana nie tylko ze wzrostem guzow,
ale rowniez innymi chorobami wspdtistniejacymi z nieprawidlowym naczyniotworzeniem i

nieprawidlowym gojeniem si¢ ran [161,162].

2.7.2 Funkcja VEGF

Zaktada sie, ze VEGF jest glownym regulatorem angiogenezy i waskulogenezy.
Potwierdzaja to badania, ktére skoncentrowaty si¢ przede wszystkim na mechanizmach, za
pomoca ktorych VEGF reguluje waskulogenez¢ 1 angiogenez¢ podczas rozwoju
embrionalnego oraz na roli VEGF w etiologii chorob zwigzanych z nieprawidiowa
neowaskularyzacja.

Rol¢ VEGF jako centralnego regulatora waskulogenezy wykazano w badaniach, w
ktorych zastosowano technik¢ modyfikacji genéw u myszy. Zwierzeta, ktorym brakuje tylko
jednego z dwoch alleli VEGF ging wewnatrzmacicznie z powodu wad rozwojowych uktadu
sercowo-naczyniowego [163-165]. Te obserwacje wskazujg, ze rozwoéj ukladu sercowo-
naczyniowego zalezy od generacji precyzyjnych gradientow st¢zenia VEGF oraz ze
zmniejszenie ilosci VEGF wytwarzanego podczas rozwoju zarodka moze prowadzi¢ do
zaburzenia angiogenezy prowadzacymi do $mierci zarodka. Catkowity brak genu VEGFR-2
powoduje brak wzrostu zarodka na tle braku wytworzenia si¢ naczyn krwionosnych [166].
Zaktocenie genu kodujacego receptor VEGFR-1 nie zapobieglo rdéznicowaniu komorek
srodbtonka u zwierzat homozygotycznych, ale rozw¢j funkcjonalnych naczyn krwiono$nych z
tych komorek srodbtonka zostal powaznie zaburzony [167].

Osobng grupe badan stanowily eksperymenty potwierdzajace role VEGF w
angiogenezie guzow. Wytwarzanie czynnikow angiogennych przez komoérki nowotworowe
jest niezbedne dla rozwoju guzow zwtaszcza litych [168]. VEGF przyczynia si¢ rowniez do
rozwoju nowotwordéw ze wzgledu na jego zdolno$¢ do zwiekszania przepuszczalnosci naczyn
krwiono$nych. VEGF indukuje tworzenie si¢ fenestracji W naczyniach krwiono$nych i
tworzenie organelli pecherzykowo-wakuolowych, ktore tworza kanaty przez ktore moze

dochodzi¢ do wynaczynienia biatek krwiopochodnych. Prowadzi to do wsparcia wzrostu
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komorek srodbtonka 1 komoérek nowotworowych oraz umozliwia inwazje komorek zrebu
[168,169].

Synteza VEGF jest indukowana w gtownej mierze przez hipoksj¢. Niedotlenienie a
czesto rowniez hipoglikemia, sg glownymi stymulatorami ekspresji VEGF-A [170,171].
Wydaje sie, ze produkcja innych cztonkow rodziny VEGF, takich jak VEGF-B, VEGF-C i
PIGF, nie jest w takim stopniu nasilona tylko przez niedotlenienie, ale rowniez przez inne
czynniki. Zaktada si¢, ze glownym regulatorem ekspresji VEGF w komorkach jest
niedotlenienie, ale odpowiedz komorkowa nie bytaby prawidlowa bez wspotdziatania innych
czynnikow takich jak czynnik martwicy nowotworéw (TNF), czynnik wzrostu fibroblastow
typu 4 (FGF-4), insulinopodobny czynnik wzrostu typu 1 (IGF-1), transformujacy czynnik
wzrostu beta (TGF-beta), czynnik wzrostu keratynocytow (KGF), interleukina 1b (IL-1b) i
interleukina 6 (IL-6) oraz gonadotropiny [172-177]. Inne cytokiny, takie jak interleukina 10
(IL-10) i interleukina 13 (IL13) moga hamowaé¢ uwalnianie VEGF [178]. Kolejnym
elementem bioracym udzial w mechanizmie dziatania VEGF jest tlenek azotu. Tlenek azotu
przyczynia si¢ do Wzrostu przepuszczalnosci naczyn krwiono$nych a jego wytwarzanie jest
regulowane przez VEGF. Wskazuje to na dodatnie sprzezenie zwrotne wystepuje miedzy
tymi dwoma czynnikami [179-181]. Transkrypcja mRNA VEGF jest w gtéwnej mierze
regulowana przez czynnik indukowany hipoksja typu 1 (HIF-1, hypoxia-inducible factor 1),
ktory zawiera domene¢ transaktywujacag [182]. Krazacy VEGF wigze si¢ nastgpnie z

receptorami VEGF na komorkach $rédbtonka uruchamiajac szlak kinazy tyrozynowej [187].

2.7.3 VEGF aendometrium.

Endometrium jest dynamiczng tkanka, ktora poczawszy od pokwitania az do
przekwitania podlega regularnym przemianom 1 réznicowaniu w odpowiedzi na wiele
czynnikow takich jak hormony plciowe, czynniki wzrostu, cytokiny etc. Kazdy cykl
miesigczkowy skutkuje powstaniem uktadu naczyniowego, ktérego celem jest odzywienie
proliferujacych a nastepnie wydzielajacych komoérek endometrium. Ten proces wymaga
skoordynowanego uktadu regulatorowego, ktory obejmuje nie tylko czynniki angiogenne ale
réwniez niedotlenienie jako jeden z gtoéwnych faktorow przeksztalcen endometrium [183].
Do gltownych mediatorow angiogenezy w endometrium zaliczamy $rodbtonkowy czynnik
wzrostu nabtonka naczyniowego (VEGF), rozpuszczalny receptor VEGF-1, angiopoetyne
(ANGPT), czynnik komorek zrgbu 1 (SDF-1/CXCL12) oraz interleuking 8 [184-186]. Rola

VEGF jest stymulacja proliferacji, zwigkszenie przepuszczalnosci $rodbtonka naczyn oraz
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migracja komorek $rodbtonka. Cze$¢ badan podaje, ze najsilniejsze dziatanie VEGF
poczatkowo obserwuje si¢ tuz po zakonczeniu krwawienia menstruacyjnego we wczesnej
fazie proliferacyjnej. Dzieje si¢ tak ze wzgledu na aktywacje czynnika indukowanego
niedotlenieniem HIF-1a [187]. HIF-1a jest czynnikiem transkrypcyjnym reagujacym poprzez
wigzanie z elementami odpowiedzi na niedotlenienie w promotorach gendéw kodujacych
VEGF [183]. W warunkach prawidtowego natlenowania jego ekspresja jest zmniejszona.
Wiedza o zréznicowaniu ekspresji VEGF podczas cyklu miesigczkowego jest ciagle
ograniczona a wyniki badan wzajemnie si¢ wykluczajg. Cze$¢ badan podaje, ze pik ekspresji
obserwuje si¢ podczas pdznej fazy wydzielniczej i wczesnej fazy proliferacyjnej [188].
Aczkolwiek inne badania nad receptorami dla VEGF w ludzkim endometrium podaja, ze
najwyzsza ckspresja VEGF jest spotykana jednak pod koniec fazy proliferacyjnej i w
pierwszej potowie fazy wydzielniczej [193]. Shifren i wsp. [189] zbiorczo podaje, ze poziom
VEGF ro$nie 3,6-krotnie poczawszy od wczesne] fazy proliferacyjnej do poznej fazy
wydzielniczej. Oprocz zwigkszonej ekspresji HIF-lo w endometrium obserwuje si¢
zwickszona produkcje CoCly, czynnika nasladujacego niedotlenienie, ktory indukuje stan
podobny do hipoksji poprzez blokowanie proteasomalnej degradacji biatek HIF-1a. Istnieja
teorie, ze wazng role w angiogenezie maja leukocyty wewnatrznaczyniowe, ktore dostarczaja
VEGF bezposrednio do komorek $rodbtonka. Niektore badania podaja, ze ekspresja VEGF
najsilniej wyrazona jest w komorkach gruczolowych endometrium, a stabiej w komorkach
zrgbu endometrium [190,191]. Inne natomiast podaja odwrotng korelacje [183,192].
Nadrzgednymi czynnikami majacymi wptyw na przeksztalcenia endometrium sa hormony
ptciowe. Estrogen i jego pochodne sg glownym czynnikiem kierujagcym tworzeniem nowego
tozyska naczyniowego, promowaniem wzrostu i roznicowania komorkowego w endometrium.
Okada i wsp. wykazali, ze estradiol (E2) znaczaco hamuje transkrypcje mRNA dla SVEGF-1
czyli czynnika antagonistycznego i hamujacego dziatanie VEGF [194]. Oznacza to, ze realny
potencjat angiogenny czynnika wzrostu $rddblonka naczyniowego zalezy od rownowagi
VEGF-sVEGFR-1 na poziomie lokalnym. Drugim najwazniejszym hormonem steroidowym
biorgcym udzial w cyklu miesigczkowym jest progesteron. Poczatkowe niewysokie poziomy
progesteronu stabilizuja ekspresje VEGF. Wraz ze zwigkszajacym sie¢ poziomem
progesteronu w pdznej fazie wydzielniczej dochodzi do hamowania wzrostu VEGF.
Dodatkowo progesteron obniza ekspresj¢ receptorow estrogenowych w endometrium, tym
samym hamujac dziatanie VEGF [195].

Przesledzono rowniez jak wyglada ekspresja VEGF w chorobach rozrostowych

endometrium. Angiogeneza jest kluczowym procesem we wzroscie i rozprzestrzenianiu si¢

29



nowotworow. Czynniki wzrostu, w tym VEGF pelnig gldéwng role w tym procesie. Poniewaz
wigckszo$¢ zmian przed- i nowotworowych jest Scisle skorelowana z dzialaniem estrogenow
na tkank¢ endometrialng przyjmuje si¢, ze rowniez ekspresja VEGF jest zwigkszona. Badania
wykazaly [196], ze ekspresja mRNA dla VEGF jest znaczgco wyzsza u pacjentek chorujacych
na nowotwor ztosliwy endometrium jak i w grupie z rozrostem endometrium w porownaniu Z
grupa kontrolng z prawidlowym endometrium. Dowodzi to istotnej roli angiogenezy w
rozwoju patologicznych zmian endometrium i moze stanowi¢ potencjalny biomarker
prognostyczny. Co ciekawe, dochodzi glownie do wzrostu ekspresji VEGF B, ktory
odpowiada za organizacj¢ interakcji srodbtonek-macierz i poprzez zwigkszenie ekspresji uPA
(aktywator plazminogenu o typie urokinazy) utatwia degradacje macierzy i rozprzestrzenianie
si¢ nieprawidtowych komorek. Badania wykazaty zwigkszone poziomy VEGF w surowicy
pacjentek z nowotworami ginekologicznymi- tj. w raku piersi i endometrium, niec mozna
natomiast traktowaé tej obserwacji jako objawu patognomonicznego poniewaz podwyzszone
warto$ci VEGF obserwuje si¢ rowniez u pacjentek chorych z powodu zmian tagodnych takich
jak migsniaki macicy i widkniaki piersi. Dodatkowo stwierdza si¢ zwigkszong ekspresje
receptorow dla VEGF, gléwnie VEGFR-2/KDR w komoérkach nowotworowych raka
endometrium [197]. Zwigkszona ckspresja VEGF nie tylko wspotwystepuje z rakiem
endometrium, ale udowodniono réowniez liczbowa korelacje migdzy poziomem ekspresji
VEGF w komorkach nowotworowych a stopniem zawansowania nowotworu. Ekspresja
VEGF jest znaczaco wyzsza w przypadku wyzszego stadium wg FIGO (International
Federation of Gynecology and Obstetrics System), gtebszej inwazji myometrium, stabszego
zroznicowania komorek oraz utraty wrazliwosci na hormony [198].

Doniesien o badaniach ekspresji VEGF w polipie endometrialnym jest niewiele.
Xuebing i wsp. [42] kontynuujac swoje badania dotyczace receptoréw dla hormonow
steroidowych 1 ich obecno$ci w komdrkach polipa endometrialnego przesledzili ekspresj¢
VEGF oraz TGF-betal w polipie endometrialnym. Wykazali, ze w komorkach polipa
endometrialnego ekspresja VEGF i TGF-betal jest znaczaco wyzsza niz w prawidtowym,
otaczajacym zmian¢ endometrium. Erinanca i wsp. w 2016 roku badali ekspresje VEGF oraz
nestyny w polipie endometrialnym [199]. Ekspresja VEGF byla statystycznie wyzsza W
polipie endometrialnym niz w grupie kontrolnej zawierajacej prawidlowe endometrium fazy

proliferacyjne;.
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3. ZALOZENIA I CEL PRACY

. Ocena zwigzku pomigdzy ekspresja VEGF a wystepowaniem polipa endometrialnego.
Identyfikacja typowego dla polipéw wzorca ekspresji VEGF.
. Okreslenie korelacji migdzy wielkos$cia polipa endometrialnego a ekspresja VEGF.

. Uzyskanie informacji o ekspresji VEGF w fazie proliferacyjnej i sekrecyjnej cyklu

miesigczkowego.
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4. MATERIAL I METODY

4.1  Dobér pacjentek

Grupa badana liczyta 200 pacjentek hospitalizowanych w Klinice Ginekologii
Operacyjnej 1 Ginekologii Onkologicznej ICZMP w latach 2011-2013. Podstawa do
wlaczenia do badania byla analiza wynikow badan histopatologicznych wykonanych w
Zaktadzie Patomorfologii ICZMP.

Grupa badawcza (nazwana ,,Polipy”) liczyta 100 pacjentek, ktore mialty wykonang w
Klinice Ginekologii Operacyjnej i Ginekologii Onkologicznej ICZMP histeroskopig
zabiegowa wraz z usuni¢gciem polipa endometrialnego, potwierdzonego w badaniu
histopatologicznym bez obecno$ci innych patologii. Grupa badana zawierala zar6wno
pacjentki objawowe, ktore zglosity si¢ do lekarza prowadzacego z powodu np.
nieprawidlowych krwawien z drog rodnych lub nieplodnosci oraz pacjentki bezobjawowe
ktére skierowano do szpitala z powodu nieprawidlowego obrazu ultrasonograficznego.
Mediana wieku wynosila 58 lat a przedziat wiekowy 27-88 lat. Wykluczone byty pacjentki, u
ktérych w preparacie histopatologicznym oprocz polipa endometrialnego rozpoznano inng
patologie endometrium, pacjentki u ktorych w samym polipie endometrialnym rozpoznano
wspoltowarzyszaca inng patologie oraz pacjentki u ktérych w preparacie histopatologicznym
stwierdzono material niediagnostyczny lub brak materiatu do przeprowadzenia badania.
Wykluczono pacjentki z innymi patologiami narzadu rodnego jak np. mig$niaki macicy,
torbiele jajnikow etc. Pacjentki nie przyjmowaty lekow hormonalnych minimum 3 miesigce
przed zabiegiem.

Grupa kontrolna (nazwana ,.Endometrium”) liczyta 100 pacjentek. Stanowity ja
pacjentki w przedziale wiekowym 21-55 lat, ktére w trakcie hospitalizacji w Klinice
Ginekologii Operacyjnej i Ginekologii Onkologicznej ICZMP poddane byty zabiegowi
wylyzeczkowania jamy macicy, natomiast badanie histopatologiczne nie wykazato obecnosci
patologii endometrium- stwierdzono obecnos¢ prawidtowego endometrium fazy folikularnej
(49 pacjentek) lub lutealnej (51 pacjentek). Grupe kontrolng stanowily pacjentki skierowane
do szpitala z powodu zaburzen statyki narzadu rodnego, pacjentki z nietrzymaniem moczu,
pacjentki z nieprawidlowym wynikiem badania cytologicznego oraz bezobjawowe pacjentki z
podejrzeniem polipa endometrialnego w badaniu ultrasonograficznym, ktére to podejrzenie

nie potwierdzito si¢ w trakcie histeroskopii. Mediana wieku wynosita 45 lat. Wykluczono z
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grupy kontrolnej pacjentki z innymi patologiami ginekologicznymi (min. migsniaki macicy,
guzy przydatkow), pacjentki u ktérych w preparacie histopatologicznym rozpoznano inne
patologie endometrium lub stwierdzono materiat niediagnostyczny lub brak materiatu do
przeprowadzenia badania. Kazda z pacjentek wyrazita na pismie $§wiadomg i dobrowolng
zgode na poddanie si¢ zabiegowi histeroskopii zabiegowej i/lub zabiegowi wylyzeczkowania
kanatu 1 jamy macicy. Pacjentki w trakcie hospitalizacji w Klinice Ginekologii Operacyjnej i
Ginekologii  Onkologicznej ICZMP mialy wykonane przezpochwowe badanie
ultrasonograficzne oceniajagce narzad rodny przy pomocy aparatu Accuvix V10, w
szczegblnosci oceng Srednicy polipa endometrialnego.

Powtorne badanie histopatologiczne zostato przeprowadzone przez wykwalifikowany
personel medyczny zgodnie z procedurg obowigzujaca w Instytucie Centrum Zdrowia Matki
Polki w Lodzi. Badania immunohistochemiczne przeprowadzono w Instytucie Biologii
Medycznej Polskiej Akademii Nauk w Lodzi.

Eksperymenty przeprowadzone z uzyciem materiatu biologicznego pochodzacego od
pacjentek zakwalifikowanych do badania otrzymaly zgod¢ nr 50/2016 Komisji Etyki Badan
Naukowych Instytutu Centrum Zdrowia Matki Polki w Lodzi.

Badanie zrealizowano w ramach grantu Mtody Naukowiec ICZMP finansowanego z

dotacji Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.
4.2  Odczynniki

W celu odstonigcia i uwidocznienia antygenéw w skrawkach tkanek utrwalonych w
formalinie i zatopionych w parafinie zastosowano zestaw Antigen Unmasking Solution
(Vector Labs, Burlingame, US). Do detekcji VEGF wykorzystano pierwszorzgdowe krolicze
poliklonalne przeciwciata skierowane przeciwko biatku VEGF (Anti-VEGF PU483-UP
BioGenex) oraz drugorzedowe konskie immunoglobuliny skierowane przeciwko rejonowi Fc
przeciwciat kroliczych (ImmPRESS® HRP Horse Anti-Rabbit 1gG Polymer Detection Kit,
Vector Labs, Burlingame, USA) w rozcienczeniu 1:100. Do wizualizacji utworzonego
kompleksu antygen-przeciwciatlo uzyto zestawu ImmPACK DAB peroxidase substrate
(Vector Labs, Burlingame, USA). Zasada oznaczenia z wykorzystaniem tego zestawu sktada
si¢ z dwoch etapow — w pierwszym dochodzi do przylaczenia streptawidyny sprz¢zonej z
peroksydaza chrzanowa (HRP) do sprzgzonych z biotyng przeciwciat drugorzedowych,
zwigzanych z kompleksem VEGF-przeciwciata pierwszorzedowe (wykorzystane naturalne
powinowactwo biotyny do streptawidyny), w drugim etapie dochodzi do reakcji chromogenu
DAB (substrat dla HRP) z peroksydaza chrzanowa i utworzenia wskutek utlenienia DAB
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produktu koncowego o brgzowym zabarwieniu. Szkietka mikroskopowe, pokryte Poli-L-
lizyna, zakupiono z firmy Menzel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Odczynniki
przeznaczone do utrwalenia preparatéw immunohistochemicznych zakupiono z firmy DAKO
(Agilent Carpinteria, Santa Clara, USA). Wodg¢ destylowang, rozpuszczalniki organiczne,

hematoxyline oraz pozostale odczynniki zakupiono z firmy Merck ( Darmstadt, Niemcy).
4.3  Analiza immunohistochemiczna ekspresji VEGF

Probki tkanek uzyskane w trakcie histeroskopii zabiegowej lub wytyzeczkowania
jamy macicy utrwalono w 10% roztworze formaldehydu przez 12 godzin a nastepnie
umieszczono je w bloczku parafinowym. Za pomocg mikrotomu rotacyjnego Accu-Cut SMR
200 (Sakura Finetek, Tokyo, Japan) bloczki poci¢to na mikroskrawki (4um), ktore
umieszczono na szkietkach mikroskopowych. Przed wykonaniem barwienia preparatow
przeciwciatami anty-VEGF szkietka przeptukano ksylenem (3-krotnie po 5 min) w celu
usuni¢cia parafiny a nast¢pnie przeptukano w 100 % etanolu dwukrotnie po 10 min, 95%
etanolu dwukrotnie po 10 min, oraz przez minut¢ w wodzie destylowanej, aby uwodnié
preparat. W celu potwierdzenia rozpoznania oraz wykluczenia innych patologii endometrium,
preparaty wybarwiono hematoksyng 1 eozyng (H+E) a nastgpnie dokonano powtornej oceny
mikroskopowej. Celem odstonigcia i uwidocznienia antygenéw na powierzchni preparatu
uzyto zestawu Antigen Unmasking Solution (Vector Labs, Burlingame, US). Preparaty
inkubowano w temperaturze 120°C przez 1 min z odczynnikiem zawierajacym kwas
cytrynowy a nastgpnie przeptukano dwukrotnie PBS przez 5 minut. Inaktywacji
wewnatrzkomoérkowej peroksydazy dokonano poprzez inkubacj¢ preparatow  ze 3%
roztworem nadtlenku wodoru (przygotowanym kazdorazowo przed barwieniem) przez 20 min
w temperaturze pokojowej a nastgpnie szkietka przeptukano trzykrotne PBS. W celu
zablokowania niespecyficznego wigzania przeciwcial, preparaty przeptukano przez 20 min
roztworem surowiczej albuminy bydlgcej (BSA). Inkubacje z pierwszorzgdowymi
przeciwciatami skierowanymi przeciwko ludzkiemu antygenowi VEGF (Anti-VEGF PU483-
UP BioGenex ) przeprowadzono przez 30 minut w temperaturze pokojowej a nastepnie
przemyto probki trzykrotnie w PBS w celu usunigcia niezwigzanych przeciwcial. W
przypadku kontroli negatywnej, nie zastosowano przeciwcial pierwszorzgdowych. Inkubacje
z drugorzgdowymi przeciwciatami przeprowadzono przez 30 min w temperaturze pokojowej,
po czym przeprowadzono trzykrotne ptukanie preparatow w PBS. Nastepnie na preparaty
nalozono roztwor streptawidyny kowalencyjnie sprzezonej z enzymem peroksydazy
chrzanowej oraz substrat dla HRP 3,3-diamino-czterochlorkiem benzydyny (ImmPack DAB
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peroksidase substrate, Vector Lab), az do uzyskania brgzowego zabarwienia preparatow
(okresowo sprawdzano skutecznos¢ detekcji pod mikroskopem). Ostatnim etapem barwienia
immunohistochemicznego byto dodanie hematoksyliny w celu wizualizacji tla
(niespecyficzne wigzanie) a nast¢pnie trzykrotne przeptukanie roztworem PBS. W celu
przygotowania preparatow do oceny mikroskopowej najpierw szkietka przeplukano woda
destylowang a nastepnie uwodniono poprzez ptukanie kolejno w 95% etanolu (dwukrotnie po
10 sekund), 100% etanolu (dwukrotnie po 10 sekund) i ksylenie (dwukrotnie po 10 sekund).
Preparaty pokryto preparatem utrwalajgcym i poddano analizie mikroskopowej. Zastosowano
mikroskop odwrocony AxioObserved D1 uzbrojonego w kamere AxioCam HRm (Carl Zeiss,
Niemcy). Do analizy ilosciowej wykorzystano oprogramowanie Axio Vision ver. 4.8 (Carl
Zeiss, Oberkochen, Niemcy). Analiza mikroskopowa zostala przeprowadzona niezaleznie
przez dwoch wykwalifikowanych pracownikow. Miejsca barwienia VEGF oceniono na
podstawie parametréw odciecia dotyczacych odcienia, nasycenia i jasnosci barwienia. Dla
kazdego wybranego pola preparatu dobierano optymalne o$wietlenie oraz ostro$¢ obrazu.
Zastosowano 400-krotne powickszenie mikroskopowe. Regiony uznane za pozytywnie
wybarwione odniesiono procentowo do powierzchni calego obrazu. Aby ocena wynikow
mikroskopowych byla reprezentacyjna dla danej probki, analizowano dziesi¢¢ losowo
wybranych p6l mikroskopowych (dla kazdej niezaleznej probki), a nastepnie $rednig z tych
pol uznano za wynik ostateczny. We wszystkich przeanalizowanych preparatach po wybraniu
obrazéw do analizy zastosowano te same poziomy odcigcia tla (niespecyficzne wigzanie

przeciwcial).
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Rycina 15. Etapy detekcji immunohistochemicznej ekspresji VEGF

4.4

(A) Powierzchnia endometrium z czynnikiem wzrostu srodbtonka naczyniowego (VEGF)

(B) Wigzanie pierwszorzedowych przeciwciat kroliczych (Ab I) skierowanych przeciwko C-
koncowi antygenu VEGF

(C) Laczenie  drugorzedowych przeciwciat konskich (AB 1) =z przeciwciatami
pierwszorzedowymi przy udziale biotyny

(D) Reakcja streptawidyny —sprzezonej z peroksydaza chrzanowg (HRP-streptawidyna) z
biotyng sprzgzong z przeciwciatami drugorzgdowymi a nastgpnie reakcja enzymatyczna
peroksydazy chrzanowej z 3,3-diamino-czterochlorkiem benzydyny (DAB) dajaca w
efekcie brazowe zabarwienie miejsc z obecnym antygenem VEGF.

Kwantyfikacja uzyskanych danych eksperymentalnych

Pola mikroskopowe wybrane do oceny poddano analizie jakosciowej z zastosowaniem

popularnego systemu punktacji opierajacego si¢ na ocenie odsetka komoérek pozytywnie

wybarwionych oraz ocenie intensywnosci barwienia. Ocen¢ ekspresji VEGF dokonano wg

przedstawionych ponizej systemow.
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Ocena ekspresji naczyniowo-srodblonkowego czynnika wzrostu (VEGF) w polipach
endometrialnych i prawidlowym endometrium

Punktacja [0-5]

Odsetek komorek pozytywnie
wybarwionych

Brak ekspresji VEGF
<1 % komorek pozytywnie wybarwionych
1-10 % komorek pozytywnie wybarwionych

10-33 % komorek pozytywnie
wybarwionych

33-66 % komorek pozytywnie
wybarwionych

>66 % komorek pozytywnie wybarwionych

Tabela 2. System oceniajacy odsetek komorek VEGF-pozytywnych.

Punktacja [0-3]

Intensywnos$¢ Swiecenia

0
1

Brak wybarwienia
Stabe wybarwienie wigkszosci komorek

Umiarkowane wybarwienie wigkszo$ci
komorek

Silne wybarwienie wigkszosci komorek

Tabela 3. System oceniajgcy intensywno$¢ $wiecenia komorek VEGF-pozytywnych

(intensity index).
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Ocena ekspresji naczyniowo-srédblonkowego czynnika wzrostu (VEGF) w polipach
endometrialnych i prawidlowym endometrium

10-33% 33-66% >66%

Rycina 16. Obrazy histopatologiczne poddane ocenie mikroskopowej oceniajgcej odsetek VEGF-
pozytywnie wybarwionych komorek (powigkszenie 400x) (materiat wiasny).
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Rycina 17. Obrazy histopatologiczne poddane ocenie mikroskopowej oceniajacej intensywnos¢
$wiecenia komorek VEGF-pozytywnych (powigkszenie 400x) (material wlasny).

45  Analiza statystyczna

Analizy statystycznej obejmujacej wszystkie testy oraz wykresy wykonano za pomoca
pakietu statystycznego Statistica wersja 12.5 (Statsoft, Dell Software) na licencji uczelnianej
dla Uniwersytetu Medycznego w L.odzi. Analize przeprowadzono w Zaktadzie Biostatystyki i
Medycyny Translacyjnej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi.
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Przy uzyciu testu Shapiro-Wilka oceniono czy nasza proba badawcza pochodzi
z populacji o0 normalnym rozktadzie. Rownos¢ wariancji w poszczegdlnych probach oceniono
testem Levine’a. Do oceny roznic w ekspresji VEGF pomigdzy grupa badang (z rozpoznanym
polipem endometrialnym) a grupa kontrolng (bez patologii endometrium) oraz rdznicy
pomiedzy ekspresja VEGF w grupie z prawidlowym endometrium w fazie proliferacyjnej i w
fazie lutealnej zastosowano nieparametryczny test W Manna-Whitneya. Dane zostaty
zaprezentowane jako mediany i roztgpy kwartalne (IQR) (lower quartile-LQ-25% dolnych
kwartyli, upper quartile-UQ-75% kwartyli). Aby skorelowa¢ ze sobg dane zmienne i
nieposiadajgce rozkladu normalnego (np. zwigzek z wiekiem pacjentek lub faza cyklu a
ekspresja VEGF) uzyto korelacji Spearmana (r). Po przeprowadzeniu analizy wariancji
przeprowadzilismy test ad hoc (Kruskala-Wallisa), gdy testy statystyczne wykazaly brak
jednorodnos$ci wariancji. ZatozyliSmy wyniki za statystyczne znamienne gdy p (poziom
istotnosci) < 0.05. Zgodnie z zakresami ustalonymi przez Cohena, przyjeto silng korelacje
pomiegdzy badanymi zmiennymi dla r > 0.5, umiarkowang dla r{0.3;0.5} a korelacje stabg dla
r<0.3.
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5. WYNIKI

Grupa badana liczyta 200 os6b, mediana wieku w momencie badania 48 lat. Do podgrup
,Polipy” oraz ,,Endometrium” zostalo zaliczone po 100 oséb, mediany wieku w momencie

badania wynosity odpowiednio 58 i 45 lat.

] Grupa:
Grupa: Wszyscy Grupa: Polipy ] p (testu
Endometrium
N =200 N =100 UMW)
N =100
Me (I0R) Min- Me (I0R) Min- Me Min-
e e
Max Max (IQR) Max
) 48 (42 — 21- | 58 (475— | 27- | 45(40- 21 -
Wiek [lata] <0,0001
58) 88 68) 88 47,5) 55

Tabela 4. Charakterystyka wiekowa grupy badanej.
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Rycina 18. Poréwnanie wieku pomigdzy grupami ,,Polipy” i ,,Endometrium”.

Grupy istotnie statystycznie roznig si¢ wiekiem (test U-Manna-Whitneya p < 0,0001).

Pacjentki z rozpoznanym polipem endometrialnym byly znamiennie statystycznie starsze
(mediana wieku [Me]=58; zakres miedzykwartylowy [IQR] 47,5-58) niz pacjentki z
prawidlowym endometrium (Me=45; IQR 40-47,5) (p<0,0001)
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Ocena ekspresji naczyniowo-srédblonkowego czynnika wzrostu (VEGF) w polipach
endometrialnych i prawidlowym endometrium

Analiza grupy badanej oraz grupy kontrolnej z uwzglednieniem VEGF-pozytywnie

wybarwionych komorek.

Odsetek pozytywnie ) )

wybarwionych [0 - 5] Polipy Endometrium p
0 5 17 0.011
1 15 23 0.194
2 17 31 0.053
3 21 16 0.411
4 20 11 0.106
5 22 2 <0.001

Razem 100 100 200

Tabela 5. Rozktad liczebno$ci poszczegdlnych odsetkow komorek pozytywnie wybarwionych w
badanych grupach.

p <0.001
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Rycina 19. Poréwnanie odsetka VEGF-pozytywnie wybarwionych komorek w obu badanych grupach.
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Grupa: Wszyscy Grupa: Polipy Grupa: P
N=200 N=100 Endometrium
prawidtowe N=100 Test
UuMw
ME Min- ME Min- ME Min-
Max Max Max
(IQR) (IQR) (IQR)
Odsetek
komorek
VEGF- 2(1-4) | 0-5 |[3(2-4) | 0-5 |2(1-3)| 0-5 |<0,0001
pozytywnie
wybarwionych

Tabela 6. Charakterystyka grupy

badane;j

wybarwionych komoérek

z uwzglednieniem odsetka VEGF-pozytywnie

Odsetek VEGF-pozytywnie wybarwionych komorek istotnie rozni si¢ pomigdzy grupami (test
U-Manna-Whitneya p <0,0001).

% pozytywnie wybarwionych

— Mediana
[]25%-75%
T Min-Maks

Polipy Endometrium

Grupa

Rycina 20. Odsetek VEGF-pozytywnie wybarwionych komoérek w obu badanych grupach z
uwzglednieniem mediany
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Ocena ekspresji naczyniowo-srédblonkowego czynnika wzrostu (VEGF) w polipach
endometrialnych i prawidlowym endometrium

Analiza grupy badanej oraz grupy kontrolnej z uwzglednieniem intensywnos$ci §wiecenia

VEGF- pozytywnie wybarwionych komorek.

Intensywnos¢ Polipy Endometrium
Swiecenia [0 - 3] endometrialne prawidtowe .
0 6 17 0.062
1 21 53 <0.001
2 31 23 0.276
3 42 7 <0.001
Razem 100 100 200

Tabela 7. Zgodnos¢ rozktadu w zakresie poszczegdlnych kategorii intensywnosci $wiecenia w grupie
polipy i endometrium prawidtowe.

p < 0.001
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Rycina 21. Porownanie intensywnosci $wiecenia komorek VEGF-pozytywnych w obu badanych
grupach.

43



) Grupa: Endometrium p
Grupa: Wszyscy Grupa: Polipy
prawidtowe (test
N =200 N =100
N =100 UMW)
Me (IQR) | Min-Max | Me (IQR) | Min-Max | Me (IQR) | Min-Max

Intensywnos$¢
Swiecenia 2(1-2) 0-3 2(1-3) 0-3 1(1-2) 0-3 < 0,0001
komorek
VEGF-
pozytywnych

Tabela 8. Charakterystyka grupy badanej z uwzglgdnieniem intensywnosci $wiecenia VEGEF-
pozytywnie wybarwionych komorek

Intensywnos$¢ $wiecenia istotnie statystycznie rozni si¢ pomigdzy grupami (test U-Manna-

Whitneya p < 0,0001).

3.5
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intensywnos¢ swiecenia
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05+

0.0

Polipy

Endometrium

Grupa

— Mediana
[]25%-75%
T Min-Maks

Rycina 22. Intensywno$¢ $wieceniaVEGF-pozytywnie wybarwionych komorek w obu badanych

grupach z uwzglednieniem mediany
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Okreslenie typowego dla polipow wzorca ekspresji VEGF.
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Rycina 23. Porownanie liczebnos$ci okreslonych stopni wybarwienia komérek VEGF-pozytywnych w
grupie badanej oraz w grupie kontrolnej
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Rycina 24. Krzywa AUC pokazujgca czutos¢ i swoisto$¢ parametru [%] komorek VEGF-
pozytywnych w réznicowaniu mi¢dzy polipami a endometrium niezmienionym dla punktu odcigcia 4

Dla punktu odcigcia 4 tj odsetka VEGF-pozytywnie wybarwionych komorek w przedziale 33-
66 % :

J czutos$c: 69% (95%CI 57.71%-78.27%)
o swoisto$¢: 65% (95% Cl 56.94%-74.42.

o wskaznik mocy diagnostycznej AUC dla tego parametru wynosi 0,68
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Rycina 25 Poréwnanie liczebnosci okre§lonych progéow intensywnosci §wiecenia komorek VEGF-
pozytywnych w grupie badanej oraz w grupie kontrolnej.
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Rycina 26. Krzywa AUC pokazujaca czuto$¢ i swoisto$¢ parametru intensywnos¢ $wiecenia komorek
VEGF-pozytywnych w réznicowaniu migdzy polipami a endometrium niezmienionym dla punktu
odcigcia 2

Dla punktu odcigcia 2 tj. umiarkowanego wybarwienia wigkszo$ci komorek VEGF-
pozytywnych warto$ci parametru wynoszg odpowiednio:

o czutos¢: 73% (95% CI 63.04%-81.16%)
o swoisto$¢: 70% (95% CI 59.89%-78.55%)

. Wskaznik mocy diagnostycznej AUC dla tego parametru wynosi 0,75
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Rycina 27. Drzewo decyzyjne okreslajace zgodnos¢ kwalifikacji dla wzorca ekspresji VEGF w
polipie endometrialnym

Wzorzec ekspresji w naszym badaniu VEGF w komorkach polipa endometrialnego to
Intensywnos$¢ Swiecenia powyzej 2 (tj. umiarkowane wybarwienie komorek VEGF-
pozytywnie wybarwionych) oraz odsetek wybarwionych komérek min 4 (tj. powyzej
33% VEGF-pozytywnie wybarwionych komérek).
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Odsetek pozytywnie wybarwionych komoérek [0 - 5]
Intensywnosc 0 1 2 3 4 5 | Wiersz
$wiecenia
0 22 0 0 0 1 0 23
1 0 27 25 13 8 1 74
2 0 7 17 15 9 6 54
3 0 4 6 9 13 17 49
Ogot 22 38 48 37 31 24 200

Tabela 9. Korelacja pomiedzy odsetkiem VEGF-pozytywnie

wybarwionych komorek a

intensywnoscig $wiecenia komorek VEGF-pozytywnych ogdtem w catej grupie badanej (n=200).

Korelacja Spearmana (R = 0,63 p < 0,0001). Silna dodatnia korelacja pomigdzy procentem

VEGF-pozytywnie wybarwionych a intensywnos$cig §wiecenia komorek VEGF-pozytywnych.

Intensywnos¢ swiecenia
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Rycina 28. Korelacja pomiedzy procentem VEGF-pozytywnie wybarwionych komorek a

intensywnoscia $wiecenia komorek VEGF-pozytywnych ogétem w catej badanej grupie (n=200).
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Analiza grupy pacjentek z polipami endometrialnymi.

Odsetek pozytywnie wybarwionych komoérek w grupie polipow
endometrialnych [0 - 5]
Intensywnos¢
Swiecenia w
grupie polipow 0 1 2 3 4 5 Wiersz
endometrialnych
[0-3]
0 5 0 0 0 1 0 6
1 0 8 6 3 3 1 21
2 0 3 7 10 6 5 31
3 0 4 4 8 10 16 42
Ogot 5 15 17 21 20 22 100

Tabela 10. Korelacja pomigdzy odsetkiem VEGF-pozytywnie wybarwionych komorek a
intensywnoscia $wiecenia komorek VEGF-pozytywnych w grupie polipéw endometrialnych (n=100).

R = 0,49, p < 0,0001. Silna dodatnia korelacja pomiedzy procentemVEGF- pozytywnie

wybarwionych komoérek a intensywnos$cia swiecenia VEGF-pozytywnych komorek w grupie

polipéw endometrialnych.
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Rycina 29. Korelacja pomigdzy odsetkiem VEGF-pozytywnie wybarwionych komorek a

intensywnoscia $wiecenia VEGF-pozytywnych komoérek w grupie polipéw endometrialnych.
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Analiza grupy kontrolnej (z prawidtowym endometrium).

Odsetek pozytywnie wybarwionych komoérek w grupie

prawidlowego endometrium [0 - 5]

Intensywnos¢
Swiecenia
komorek .
! 0 1 2 3 4 5 Wiersz
prawidlowego
endometrium
[0-3]
0 17 0 0 0 0 0 17
1 0 19 19 10 5 0 53
2 0 4 10 5 3 1 23
3 0 0 2 1 2 1 7
Ogot 17 23 31 16 11 2 100

Tabela 11. Korelacja pomigdzy odsetkiem VEGF-pozytywnie wybarwionych komorek a

intensywnoscia $wiecenia komorek VEGF-pozytywnych w grupie prawidtowego endometrium

(n=100).

R = 0,64, p < 0,0001. Silna dodatnia korelacja pomi¢dzy procentem VEGF-pozytywnie

wybarwionych a intensywnoscig $wiecenia komorek VEGF-pozytywnych w grupie

prawidlowego endometrium.
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Rycina 30. Korelacja pomigdzy odsetkiem VEGF-pozytywnie wybarwionych komorek a

intensywnoscig swiecenia komérek VEGF-pozytywnych w grupie z prawidlowym endometrium.
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Rycina 31. Zalezno$¢ migdzy wiekiem a odsetkiem VEGF-pozytywnie wybarwionych komoérek w
calej badanej grupie (n=200).

R=0,11 p =0,1299.
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Rycina 32. Zaleznos¢ pomiedzy wiekiem a odsetkiem VEGF-pozytywnie wybarwionych komoérek w
obu badanych grupach.

Polipy: R =-0,12 p =0,2277. Endometrium: R = -0,05 p = 0,5678.
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Rycina 33. Zalezno$¢ pomigdzy wiekiem a intensywnoscig swiecenia komorek VEGF-pozytywnych
w catlej badanej grupie.

R =0,21 p <0,0234.
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Rycina 34. Zalezno$¢ pomiedzy wiekiem a intensywnoscig swiecenia komorek VEGF-pozytywnych
w obu badanych grupach.

Polipy: R = 0,00 p = 0,9877. Endometrium: R =-0,11 p = 0,2710.

Nie wykazano istotnych statystycznie korelacji pomigdzy wiekiem a procentem pozytywnie
wybarwionych w catej grupie badanej, jak i w podgrupach. Znaleziono istotng statystycznie,

staba dodatnig korelacj¢ pomiedzy wiekiem a intensywnos$cig wybarwiania w catej grupie
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badanej (R = 0,21 p < 0,0001). Takiej korelacji nie odnotowano w podgrupach endometrium i

polipy.

Porownanie grupy badanej z grupa kontrolng w zaleznosci od fazy cyklu (faza | i faza Il)

biorgc pod uwage odsetek VEGF-pozytywnie wybarwionych komorek

24

Il Grupa: Polipy
[0 Grupa: Endometrium | Faza

22 Bl Grupa: Endometrium Il Faza

14

N
N
|

Liczba obs.

_\
)
\

0 1 2 3 4
% pozytywnie wybarwionych

(9]

Rycina 35. Porownanie liczebnosci okreslonych stopni wybarwienia komorek VEGF-pozytywnych w
grupie badanej oraz w grupie kontrolnej z uwzglednieniem fazy cyklu.

Odsetek VEGF-pozytywnie wybarwionych komorek istotnie r6zni si¢ pomiedzy grupami i
tak w przypadku poréwnania grup polipy endometrialne vs endometrium I fazy p <0.0001
natomiast w przypadku poréwnania grup polipy endometrialne vs endometrium Il fazy p =

0.0288
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Rycina 36. Odsetek komorek VEGF-pozytywnych w grupie badanej oraz w grupie kontrolnej z
uwzglednieniem fazy cyklu.

Poréwnanie grupy badanej z grupa kontrolng w zalezno$ci od fazy cyklu ( faza I 1 faza II)

biorac pod uwage intensywno$¢ swiecenia komorek VEGF-pozytywnych.
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Rycina 37. Pordwnanie liczebnosci okre§lonych progéw intensywnosci $wiecenia komorek VEGF-
pozytywnych w grupie badanej oraz grupie kontrolnej z uwzglednieniem fazy cyklu.

Intensywnos$¢ swiecenia komorek VEGF-pozytywnych istotnie rézni si¢ pomigdzy grupami |
tak w przypadku poréwnania grup polipy endometrialne vs endometrium I fazy p <0.0001
natomiast w przypadku poréwnania grup polipy endometrialne vs endometrium Il fazy p =
0.0008
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Rycina 38. Intensywno$¢ $wiecenia komoérek VEGF-pozytywnych w grupie badanej oraz w grupie
kontrolnej z uwzglednieniem fazy cyklu.

Analiza grupy kontrolnej z uwzglednieniem fazy cyklu.

Grupa: Typ Endometrium | Grupa: Typ Endometrium - . .
I faza (N waznych = 49)| 11 faza (N waznych = 51) | tastorn U
. . Manna-
Me (IQR) | Min-Max | Me (IQR) | Min - Max Whitneya
Wiek [lata] [45(41-48)] 29-54 46 (40 - 48) 21 -55 0,9862
Odsetek
pozytywnie
wybarwionych | 1(0-2) 0-5 2(2-3) 0-4 0,0003
komorek
[0-5]
Intensywnos¢
$wiecenia 1(0-1) 0-3 1(1-2) 0-3 0,0005
komorek [0 - 3]

Tabela 12. Charakterystyka grupy kontrolnej
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Rycina 39. Rozktad wieku w grupie kontrolnej z uwzglednieniem fazy cyklu.
Grupy nie r6znig si¢ istotnie statystycznie wiekiem (p testu U-Manna-Whitneya = 0,9862).

Korelacje wieku z odsetkiem VEGF-pozytywnie wybarwionych oraz intensywnoS$cig
Swiecenia VEGF-pozytywnych komorek okazaty si¢ by¢ nieistotne statystycznie bez wzgledu

na fazg, w ktoérej znajdowalo si¢ endometrium

Odsetek pozytywnie Grupa: Endometrium | | Grupa: Endometrium 11
wybarwionych faza faza p
komorek [0 - 5]

0 13 4 0.029
1 17 6 0.022
2 10 21 0.048
3 4 12 0.046
4 3 8 0.132
5 2 0 )
Razem 49 51 100

Tabela 13. Porownanie odsetka VEGF-pozytywnie wybarwionych komoérek w grupie kontrolnej z
uwzglednieniem fazy cyklu.

U pacjentek w grupie endometrium faza Il odsetek VEGF- pozytywnie wybarwionych
komorek jest znamiennie wyzszy niz u pacjentek w grupie endometrium faza I (p testu U-
Manna-Whitneya = 0,003).
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Rycina 40. Poréwnanie odsetka VEGF-pozytywnie wybarwionych komoérek w grupie kontrolnej z
uwzglednieniem fazy cyklu.

o Intepsywno,sc Grupa: Endometrium faza/Grupa: Endometrium faza
swiecenia komorek [0 | 1 p
-3]
0 13 4 0.029
1 29 24 0.492
2 4 19 0.002
3 3 4 0.705
Razem 49 51 100

Tabela 14. Poréwnanie intensywnosci swiecenia VEGF-pozytywnych komorek w grupie kontrolnej z
uwzglednieniem fazy cyklu.

U pacjentek z grupy endometrium faza Il intensywnos$¢ §wiecenia jest znamiennie wyzsza niz

u pacjentek z grupy endometrium faza I (p testu U-Manna-Whitneya = 0,0005).
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Rycina 41. Porownanie intensywnosci §wiecenia komorek VEGF-pozytywnych w grupie kontrolnej z

uwzglednieniem fazy cyklu.

Intensywnos$¢ §wiecenia komorek [0 — 3]
Procent
wybarwionych 0 1 2 3
komorek [0 — 5]
0 13 0 0 0
1 0 16 1 0
2 0 9 1 0
3 0 2 1 1
4 0 2 0 1
5 0 0 1 1

Tabela 15. Korelacja pomigdzy odsetkiem VEGF-pozytywnie wybarwionych komorek a

intensywnoscig $wiecenia VEGF-pozytywnych komorek w grupie endometrium I fazy.

58



Wykazano bardzo wysoka dodatnig korelacje pomiedzy odsetkiem VEGF-pozytywnie
wybarwionych komorek a intensywnos$cia §wiecenia VEGF-pozytywnych komorek (R = 0,84
p < 0,0001) w grupie endometrium I fazy.
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Rycina 42. Korelacja pomigdzy odsetkiem VEGF-pozytywnie wybarwionych komorek a
intensywnoscig $wiecenia komorek VEGF-pozytywnych w grupie endometrium | fazy.

Intensywnos¢ $wiecenia komorek [0 — 3]

Procent

wybarw’ionych 0 1 5 3
komorek

[0-5]

0 4 0 0 0

1 0 3 3 0

2 0 10 9 2

3 0 8 4 0

4 0 3 3 2

5 0 0 0 0

Tabela 16. Korelacja pomigdzy odsetkiem VEGF-pozytywnie wybarwionych komorek a
intensywnoscia $wiecenia VEGF-pozytywnych komoérek w grupie endometrium fazy II.
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Korelacja nie przekroczyta progu istotnosci (R = 0,27 p = 0,0550)
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Rycina 43. Korelacja pomigdzy odsetkiem VEGF-pozytywnie wybarwionych komorek a

intensywnoscig $wiecenia komorek VEGF-pozytywnych w grupie endometrium Il fazy

Ocena zaleznosci pomigdzy $rednicg polipa endometrialnego a ekspresja VEGF.

Srednia

Min-Max

Mediana

Q1

Q3

IQR

Srednica

polipa [mm]

8,34

3-18

8

10

Tabela 17. Charakterystyka polipéw endometrialnych w grupie badane;.
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Rycina 44. Korelacja pomig¢dzy odsetkiem VEGF-pozytywnie wybarwionych komoérek a $rednica
polipa endometrialnego.

R=-0.08, p=0.4462
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Rycina 45. Korelacja pomigdzy intensywnoscia $wiecenia komorek VEGF-pozytywnych a $rednica
polipa endometrialnego.

Srednica polipa nie koreluje istotnie z odsetkiem VEGF-pozytywnie wybarwionych komérek

(p=0,7227) ani z intensywnos$cig swiecenia komoérek VEGF-pozytywnych (p=0,4462)
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6. DYSKUSJA

Polip endometrialny stanowi jedng z najczgstszych patologii ginekologicznych.
Etiopatogeneza powstawania tej zmiany do dnia dzisiejszego stanowi podstawe licznych
badan, ktorych celem jest odnalezienie czynnika odpowiedzialnego za ten miejscowy tagodny
rozrost tkanki gruczotowej i zrebu endometrium. Zaproponowano kilka mechanizmow
tltumaczacych proces powstawania polipow. Jeden z nich bazuje na czynnikach
proangiogennych czego dowodem moze by¢ typowy obraz ultrasonograficzny przy
zastosowaniu opcji kodowania kolorem ukazujacy charakterystyczne ,,naczynie odzywcze”.

Naczyniowo-srodbtonkowy czynnik wzrostu (VEGF) jest jednym z gloéwnych
faktoréw odpowiedzialnych za angiogenez¢ w organizmie czlowieka. Odpowiada nie tylko za
fizjologiczny rozwdj sieci naczyniowej, ale liczne badania dowodza rowniez jego roli w
powstawaniu zmian patologicznych w calym organizmie, takze w obrgbie endometrium.
Zwickszong ekspresje VEGF stwierdza si¢ w wielu chorobach ginekologicznych takich jak
migéniaki macicy, endometrioza oraz w patologiach endometrium [200,201]. Wartos¢
diagnostyczna i prognostyczna VEGF w kontekscie powstawania i diagnozowania polipow
endometrialnych nie zostala jednak $cisle okreslona.

W przedstawionej rozprawie doktorskiej zbadano ekspresie VEGF w polipe
endometrialnym oraz sprobowano okresli¢ wzorzec ekspresji wystepujacy w polipie w
poréwnaniu do endometrium niezmienionego patologicznie. Sprébowano zbadaé korelacje
pomiedzy ekspresjg naczyniowo-§rédbtonkowego czynnika wzrostu a usredniong wielkoscig
polipa. Przesledzono réwniez ekspresj¢ VEGF w prawidlowym endometrium analizujac jej
zmiany w zaleznosci od fazy cyklu miesigczkowego.

W naszym badaniu stwierdzono istotng statystycznie réznice w ekspresji VEGF w
tkankach polipa endometrialnego w poréwnaniu z prawidlowym endometrium. Podobne
whnioski uzyskali w 2011 Xuebing i wsp. Jako jedni z pierwszych przeanalizowali czy
powstawanie polipa endometrialnego wigze si¢ z wigksza manifestacja czynnikow
proangiogennych takich jak VEGF i transformujacy czynnik wzrostu o typie beta-1 (TNF-
B1). Kontynuowali swoje poprzednie badania gdzie ocenili ekspresj¢ receptorow dla
piciowych hormonow steroidowych W obrgbie polipa endometrialnego. Poddali analizie 70
pacjentek, ktorym przeprowadzono histeroskopie i po wykluczeniu innych patologii oceniono
ekspresje¢ VEGF w polipie endometrialnym i prawidlowym endometrium otaczajacym

zmiang. Zarowno w fazie proliferacyjnej jak 1 w fazie sekrecyjnej immunohistochemiczna
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analiza wykazata statystycznie istotng roznice zarOwno w intensywnos$ci swiecenia komorek
VEGF pozytywnie wybarwionych jak i odsetku komorek VEGF pozytywnie wybarwionych
na korzy$¢ polipa endometrialnego. Analiza ekspresji VEGF w przebiegu cyklu w nablonku
gruczotowym pokrywajacym polipa jak réwniez u zdrowych pacjentek pokazata zmiennos¢
cykliczng- ekspresja rosta od wczesnej fazy proliferacyjnej do fazy sekrecyjnej.
Zasugerowali rowniez, ze to regulacja hormonalna - gléwnie estrogenowa ma wplyw na
ekspresj¢ naczyniowo-$§rodbtonkowego czynnika wzrostu. Co za tym idzie to aromataza
majgca wplyw na miejscowg produkcje estrogenu moze mie¢ decydujacy wpltyw na
formowanie si¢ polipa endometrialnego [42].

Podobne wnioski co w naszej pracy uzyskatl Erinanc i Toprak [199]. W grupie badane;j
liczacej 20 pacjentek po histeroskopowym usunieciu polipa ocenili ekspresje naczyniowo-
srédblonkowego czynnika wzrostu w porownaniu do prawidtowego endometrium spoza
zmiany. Warto dodaé, Ze ich grupa badana charakteryzowala si¢ znaczaco nizsza $rednig
wieku oscylujaca okoto 40 rz. Badacze oceniali rowniez ekspresje nestyny jako markera dla
srédblonkowych komoérek podlegajacych migracji. Takze w tym badaniu réznica w ekspresji
VEGF, jak réwniez nestyny byla statystycznie istotna na korzys$¢ polipéw endometrialnych.
Etiopatologia polipow endometrialnych pozostaje niejasna. Wnioski zaré6wno z naszego
badania jak i wyzej przytoczonych $wiadcza o waznej roli w powstawaniu tej zmiany
czynnikdw wzrostu w szczegdlnosci naczyniowo-srodbtonkowego czynnika wzrostu. By¢
moze kolejnym krokiem w poznaniu patogenezy polipa endometrialnego jak rdwniez innych
patologii endometrium bytaby analiza korelacji pomigdzy wystapieniem patologii - ekspresja
receptoréw dla hormonéw piciowych a ekspresjg naczyniowo-$rodblonkowego czynnika
wzrostu.

Projektujac eksperyment medyczny zdecydowaliSmy, Ze materiat histopatologiczny w
grupie kontrolnej bedzie pochodzit od pacjentek u ktorych nie stwierdzono Zadnej patologii
endometrium. W obu wyzej przytoczonych badaniach materiat poréwnawczy stanowito
endometrium pochodzace od pacjentek z grup badanych u ktérych stwierdzono polipa
endometrialnego. Nie mozna wykluczy¢, ze u takich pacjentek dochodzi do zaburzenia w
budowie, sktadzie komérkowym 1 ekspresji cytokin prozapalnych, interleukin i czynnikow
wzrostu w catym endometrium. Aby unikna¢ potencjalnego zafalszowania wynikow
podjelismy decyzje o wiaczeniu do grupy kontrolnej pacjentek u ktorych teoretycznie nie
wystepuja patologie bezposrednio wptywajace na endometrium.

W naszym badaniu w oparciu o dwa parametry oceniajace ekspresje VEGF w polipach

endometrialnych tj. odsetek pozytywnie wybarwionych komorek oraz intensywnos$¢
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$wiecenia komorek, ustalono wzorzec ekspresji VEGF w polipach endometrialnych. Jest to:
intensywnos$¢ Swiecenia powyzej 2 (tj. umiarkowane lub silne wybarwienie komorek VEGF-
pozytywnie wybarwionych) oraz odsetek wybarwionych komoérek min 4 (tj. powyzej 33%
VEGF-pozytywnie wybarwionych komorek). Wskaznik mocy diagnostycznej wynikajacy z
naszego badania wskazuje, ze to intensywno$¢ Swiecenia o wartosci 2 jest parametrem
najbardziej rdznicujacym tkanki polipa i prawidlowe endometrium. Test o najwyzszej mocy
w sensie sity dyskryminacyjnej polipa od endometrium rozpoznawalby jasno$¢ wybarwienia
komorek VEGF-pozytywnych na poziomie umiarkowanej jasnosci wybarwiena przy
jednoczasowym wybarwieniu minimum 1/3 komérek VEGF-pozytywnych. W analizowanych
pracach naukowych nie wszyscy autorzy zdecydowali si¢ okres§li¢ wzorzec ekspresji VEGF w
polipie endometrialnym. Erinanc i wsp. [199] ocenili typowa dla polipa endometrialnego
ekspresj¢ na 3+ przy czym jest to wynik z polagczonej oceny jasno$ci wybarwienia i odsetka
komorek VEGF-pozytywnych. Stosowali oni rowniez zmieniong ostatnig skale - odsetek
pozytywnie wybarwionych komoérek oceniali w 25% interwatach tj. 0 do 25%, 25-50% oraz
>50%.

Analizujac publikacje naukowe mozna dotrze¢ do dwoch badan oceniajacych
ekspresje naczyniowo-srédblonkowego czynnika wzrostu w polipie endometrialnym. Autorzy
jednak skupiaja si¢ S$ci$le na nieplodniosciowym aspekcie wystgpowania polipdw
endometrialnych. W przedstawionej rozprawie doktorskiej porownano ekspresje VEGF w
polipie endometrialnym do prawidlowego endometrium zaréwno w fazie proliferacyjnej jak 1
sektrecyjnej, przy czym oceniano probki w przebiegu catej fazy. Xiao i wsp. zbadali czy
obecnos¢ polipa ma wptyw na zmiany w ekspresji czynnikow proangiogennych (VEGF oraz
cyklooksygenazy typu 2) w grupie 60 pacjentek w $cisle okreslonym momencie cyklu - tzw.
okienku implantacyjnym czyli ok. 6-8 dni przed wystgpieniem miesigczki [207]. Chen i wsp.
w 2016 opublikowali wyniki swoich badan na grupie 80 pacjentek gdzie grupe kontrolng
stanowity kobiety z meskim czynnikiem nieptodnosci lub nieptodnoscig idiopatyczng, od
ktorych material do badania pobrano w potowie fazy sekrecyjnej, kiedy to dochodzi do
zagniezdzenia zarodka [208]. Co ciekawe analiza w obu ww. badaniach pokazata, ze
ekspresja VEGF w tkankach polipa byla statystycznie znaczaco nizsza niz w prawidlowym
endometrium. Nalezy jednak przypomnie¢, ze prawidtowe endometrium dla obu autoréw to to
pobrane od pacjentek w okienku implantacyjnym. Moze to swiadczy¢ o waznej roli VEGF w
procesie implantacji oraz dowodzi¢, ze zaburzenia jego ekspresji zmniejszaja receptywnosé
endometrium, zmniejszaja mozliwosci waskularyzcji tkanek endometrium tak potrzebnego do

prawidlowej implantacji 1 dalszego wzrostu zarodka. Nalezy jednak podkresli¢, ze grupe
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kontrolng w obu eksperymentach stanowila $ci$le wyselekcjonowana grupa pacjentek w
bardzo specyficznym momencie cyklu menstruacyjnego i nie moze by¢ bezposrednio
poréwnywana z naszym badaniem.

Jednym z celéw naszego badania byto zbadanie korelacji pomigdzy ekspresja VEGF a
wielko$cia polipa endometrialnego. Srednica polipa nie koreluje istotnie z odsetkiem VEGE-
pozytywnie wybarwionych komorek ani z intensywnoscig $wiecenia komorek VEGF-
pozytywnych w tkankach polipa. Jedyne dostepne opracowania skupiaja si¢ na zbadaniu
zwigzku pomiedzy wielkoscig polipa a ryzykiem wystgpienia w nim rozrostu endometrium
lub raka endometrialnego. Badania Namazova nie potwierdzity korelacji pomiedzy tymi
dwiema zmiennymi [149]. W badaniach Oujanga ta zalezno$¢ pojawia si¢ dopiero w
zaawansowanym stadium choroby, u pacjentek z naciekiem myometrium [202]. Natomiast
Lasmar po analizie az 1136 preparatow pochodzacych od bezobjawowych pacjentek z
rozpoznanym i usuni¢tym w trakcie histeroskopii polipem edometrialnym doszedt do wniosku
ze dopiero $rednica polipa wigksza niz 15 mm niesie ze sobg zwigkszone ryzyko wystapienia
rozrostu endometrium [203].

Angiogeneza jest podstawg prawidtowego wzrostu, réznicowania i funkcjonowania
endometrium. Mediatorem tych zmian jest naczyniowo-srodbtonkowy czynnik wzrostu. W
naszym badaniu przesledziliSmy zmiany w jego ekspresji w przebiegu cyklu miesigczkowego.
Ekspresja VEGF byta silniejsza w fazie wydzielniczej w poréwnaniu do fazy proliferacyjne;j
co udowodniliSmy w czasie analizy statystycznej. Jedna z najwczes$niejszych prac odnoszaca
si¢ do zagadnienia dystrybucji naczyniowo-srodbtonkowego czynnika wzrostu pochodzi z
1996, gdzie Torry i wsp. wykryli silng immunoaktywno$¢ VEGF w komorkach gruczotowych
wlasnie w fazie sekrecyjnej przy niewielkim stopniu $wiecenia w fazie proliferacyjne;.
Dodatkowo to wtasnie w komodrkach gruczolowych ekspresja naczyniowo-§rodbtonkowego
czynnika wzrostu byta najsilniejsza [204]. Shifren i wsp. w 1996 roku opublikowali wazne
opracowanie dotyczace wplywu naczyniowo-srédbtonkowego czynnika wzrostu na
endometrium, efektow jego dziatania oraz roli w powstawaniu patologii tej tkanki. Zwrécili
tez uwage na nadrzedng regulacj¢ angiogenezy kontrolowanej poprzez VEGF przez
steroidowe hormony pitciowe. To wlasnie koncowe tetniczki bedace celem dziatania VEGF,
odzywiajace funkcjonalng warstwe endometrium s3 jednocze$nie wysoce wrazliwe na
dzialanie hormonow ptciowych. Ekspresja naczyniowo-srodblonkowego czynnika wzrostu w
przebiegu cyklu hormonalnego pokrywa si¢ ze wzrostem poziomoéw hormonow ptciowych-
gldwnie estrogenu produkowanego przez komorki ziarniste w jajniku [189]. Hornung i wsp.

zbadali zaréwno produkcje matrycowego RNA jak i immunohistochemiczng obecno$¢
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gotowego produktu pod postacig naczyniowo-srodblonkowego czynnika wzrostu. Wzrost
ekspresji VEGF zaobserwowali w poznej fazie proliferacyjnej oraz w fazie wydzielnicze;j.
Koreluje to z wynikami naszego badania gdzie wzrost aktywnosci angiogennej opisanej
ekspresja VEGF przypada na faz¢ sekrecyjng. Autorzy sugeruja, ze to uwalniany VEGF do
swiatla komorek gruczotowych moze stanowi¢ jeden ze sygnaléw dla rozwijajacej si¢
blastocysty oraz odpowiada¢ za prawidlowy rozwoj trofektodermy [205]. Sugino i wsp.
udowodnili w swoim badaniu ze ekspresja VEGF jest wicksza w potowie fazy wydzielniczej
w endometrium, ale rowniez w komoérkach kosmowki we wezesnej cigzy [191]. Meduri i
wsp. analizujac obecno$¢ naczyniowO-srodbtonkowego czynnika wzrostu w endometrium
skupili si¢ na obecnosci receptorow dla tego biatka. Przebadali endometrium pochodzace od
30 prawidtowo miesigczkujacych pacjentek. I tak obecnos¢ receptora dla VEGF o typie Flt-1
w S$cianach naczyn krwiono$nych byla znaczaco wyzsza w drugiej fazie cyklu niz w
pierwszej. Natomiast w tkankach nablonka gruczotlowego i zr¢bu endometrium pik
wystepowania Flt-1 przypadal na drugg potowe fazy sekrecyjnej i 5-8 dnia cyklu (odbudowa
tkanki po zluszczeniu si¢ w trakcie miesigczki). Co ciekawe ekspresja receptora Flk-1/KDR
zwanego tez VEGFR-2, uznawanego za gldéwnego mediatora odpowiedzi komorkowej w
komoérkach naczyn krwiono$nych obecnych w endometrium byla wyzsza w fazie
proliferacyjnej co $wiadczy o silnej proliferacji kapilar powigzanej z regeneracja tkanki
endometrialnej w pierwszej fazie cyklu. Ko-ekspresja obu receptorow- Flt-1 oraz FIk-1/KDR
byta maksymalna w potowie fazy sekrecyjnej [192,193]. Podobng analiz¢ przeprowadzit
Tsung-Hsuan i wsp. W grupie liczacej 60 kobiet w wieku reprodukcyjnym zbadali ekspresje
receptorow dla VEGF jak 1 wzér ekspresji samego VEGF w przebiegu cyklu miesigczkowego
ktory podzielili na fazg proliferacyjna, okoto owulacyjna, wczesno-wydzielnicza, srodkowo-
wydzielniczg oraz pézno-wydzielnicza. Ekspresja VEGF wzrastata od fazy proliferacyjnej do
fazy pozno-wydzielniczej. Natomiast ekspresja receptora Flk-1 byla wysoka w przebiegu
catego cyklu z nieznacznym wzrostem w fazie p6zno-wydzielniczej [206].

Wiele opracowan skupito si¢ na roli naczyniowo-§rodbtonkowego czynnika wzrostu w
procesie implantacji jako jednego z glownych czynnikow odpowiedzialnych za prawidlowy
jej przebieg. Hannan i wsp. przeanalizowali ptyn pochodzacy z jamy macicy zaré6wno u
zdrowych kobiet jak i tych leczacych sie z powodu idiopatycznejnieptodnosci pod katem
obecnosci cytokin. I to wtasnie poziom VEGF byl znaczaco zredukowany u pacjentek z
nieptodnosciag w porownaniu do pacjentek ptodnych w potowie fazy sekrecyjnej i uznany jako
glowny regulator prawidtowej implantacji [209]. Podobne opracowanie opublikowat

Boomsma i wsp. w 2009 roku, skupit si¢ on na pacjentkach poddawanych procedurze in vitro.
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Przebadali oni ptyn z jamy macicy, pobrany u 210 pacjentek tuz przed transferem zarodka
pod katem obecnoscii ekspresji regulatorow implantacji takich jak interleukiny (m.in. IL-
1beta, IL-5, IL-10), interferon gamma (IFN-gamma), czynnik martwicy nowotworow (TNF-
alfa) i naczyniowo-srodbtonkowy czynnik wzrostu. Wsrod pacjentek u ktorych implantacja
powiodia si¢ (detekcja przez poziom HCG) ekspresja VEGF byta statystycznie znaczaco
wyzsza [210]. Mozna przyjac¢ ze prawidtowy poziom VEGF jest bezwzglednie konieczny do
udanego procesu zagniezdzenia i dalszego wzrostu jaja ptodowego. Ograniczeniem naszego
badania jest fakt, ze badaliSmy ekspresj¢ VEGF w przebiegu calej fazy sekrecyjnej, nie
wyodrebniajgc z niej tzw. okienka implantacyjnego.

W  znacznej czg¢sci badan podkresla si¢ hormonalng kontrole fizjologicznej
angiogenezy ktora jest wymagana do prawidtowego rozwoju endometrium, koniecznego do
prawidtowej implantacji. To dzieki zwigkszeniu przepuszczalnosci naczyn krwiono$nych w
przebiegu cyklu dochodzi do zmiany cienkiego, slabo unaczynionego endometrium w
pogrubiatg bogato odzywiong tkanke zapewniajaca odpowiednie srodowisko dla rozwijajacej
si¢ cigzy. Wzor ekspresji naczyniowo-$rodbtonkowego czynnika wzrostu zbadany w naszym
opracowaniu jest podobny do tego uzyskanego w badaniach przeprowadzonych przez
Shifren’a. Opracowanie Okady i wsp. dowiodlo ze leczenie preparatami estrogenowymi
podnosi poziom VEGF a obniza poziom sVEGFR-1 a w konsekwencji podnosi wspotczynnik
VEGF/sVEGFR-1 co skutkuje wzrostem i roznicowaniem endometrium w przebiegu cyklu
miesigczkowego. Dodatkowo zastosowanie antagonistow receptora progesteronowego (RU-
486) zmniejsza produkcje w/w czynnikow najprawdopodobniej poprzez zmniejszenie ilosci
receptorow dla estrogenu [194]. Potwierdza to teori¢, ze VEGF jest czynnikiem mediacyjnym
dziatania hormonéw pitciowych na endometrium. Warto podkresli¢ ze dziatanie VEGF nie
ogranicza si¢ tylko do wptywu na endometrium, jego regeneracj¢ i implantacj¢ ale rdwniez
wplywa na przebieg owulacji a nastgpnie funkcjonowanie ciatka zottego 1 jego wpltyw na
rozwijajaca si¢ cigzg. Czynnik wzrostu $rodblonka naczyniowego jest jednym z glownych
regulatorow proliferacji komoérek $rodblonkowych, angiogenezy, waskulogenezy, i
przepuszczalnosci naczyn. Jego ekspresja jest $ci§le skorelowana zaro6wno z fizjologicznymi
przemianami endometrium koniecznymi do prawidtowej implantacji i embriogenezy jak
réwniez z patologicznymi zmianami dziejacymi si¢ w endometrium prowadzacymi do
powstawania patologii takich jak polipy endometrialne. W przedstawionej rozprawie
doktorskiej udowodniono, ze ekspresja VEGF jest znaczaco wyzsza w tkankach polipa
endometrialnego w poréwnaniu do prawidtowego endometrium. Podjeto probe okreslenia

typowego wzorca ekspresji VEGF w polipie endometrialnym. Potwierdzono rowniez
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wczesniejsze doniesienia naukowe o wyzsze] ekspresji VEGF w fazie wydzielniczej w
poréwnaniu do fazy proliferacyjnej. Do zalet badania zaliczy¢ nalezy wilaczenie duzej
populacji wyselekcjonowanych pacjentek oraz proba odpowiedzi na pytanie czy istnieje
korelacja pomiedzy wielkoscig polipa endometrialnego a ekspresja VEGF, tematem

niepodejmowanym do tej pory w opracowaniach naukowych.
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7. WNIOSKI

. Istnieje zwigzek pomigdzy ekspresja naczyniowo-§rédblonkowego czynnika wzrostu a
wystgpieniem polipa endometrialnego, co potwierdza prawdopodobng role tego

czynnika angiogennego w patogenezie polipa endometrialnego

. Polip endometrialny charakteryzuje si¢ wltasnym wzorcem ekspresji VEGF, ktory

jednakze ma umiarkowane znaczenie w réznicowaniu z prawidtowym endometrium.
. Ekspresja VEGF jest niezalezna od wielkosci polipa endometrialnego.

. Ekspresja naczyniowo-srodbtonkowego czynnika wzrostu zalezy od faz cyklu

menstruacyjnego i jest najwyzsza w fazie sekrecyjnej cyklu.
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8. STRESZCZENIE

Whprowadzenie: Polip endometrialny jest jedng z najczeSciej spotykanych patologii
ginekologicznych. W zaleznos$ci od badan czestos¢ wystgpowania waha si¢ od 7,8 az do 34,9
% [6,56,59]. Patogeneza powstawania polipéw endometrialnych nie jest do dnia dzisiejszego
jasno wyjasniona. Jedna z teorii wigze ten miejscowy rozrost tkanki endometrialnej ze
zwickszong ekspresja czynnikow proangiogennych, a w szczegdlno$ci naczyniowo-

srodbtonkowego czynnika wzrostu (VEGF).

Cele i zalozenia pracy: Ocena zwigzku pomigdzy ekspresja VEGF a wystepowaniem polipa
endometrialnego wraz z identyfikacja typowego dla polipéw wzorca ekspresji VEGF. Ocena
korelacji miedzy wielko$cig polipa edometrialnego a ekspresja VEGF. Ocena roéznicy w

ekspresji VEGF w przebiegu cyklu miesigczkowego w prawidtowym endometrium.

Materialy: Przeprowadzono badanie kliniczno-kontrolne. Badaniem obj¢to populacje 200
pacjentek hospitalizowanych w Klinice Ginekologii Operacyjnej i Ginekologii Onkologicznej
ICZMP w latach 2011-2013. Grupa badawcza liczyla 100 pacjentek, zawierata pacjentki
objawowe oraz pacjentki bezobjawowe, ktore skierowano do szpitala z powodu
nieprawidlowego obrazu ultrasonograficznego. Pacjentki mialy wykonang histeroskopie
zabiegowag wraz z usuni¢ciem polipa endometrialnego. Wykluczone zostaly pacjentki u
ktorych w preparacie histopatologicznym oprocz polipa endometrialnego rozpoznano inng
patologi¢ endometrium, pacjentki u ktorych w samym polipie endometrialnym rozpoznano
wspottowarzyszaca inng patologi¢. Wykluczono pacjentki z innymi patologiami narzadu
rodnego. Grupa kontrolna liczyta 100 pacjentek. Stanowily ja pacjentki, ktore w trakcie
hospitalizacji w Klinice Ginekologii Operacyjnej i Ginekologii Onkologicznej ICZMP
poddane byty zabiegowi wylyZzeczkowania jamy macicy, natomiast badanie histopatologiczne
nie wykazato obecnosci patologii endometrium- stwierdzono obecnos¢ prawidlowego
endometrium fazy folikularnej (49 pacjentek) lub lutealnej (51 pacjentek). Grupg kontrolng
stanowity pacjentki skierowane do szpitala z powodu zaburzen statyki narzadu rodnego,
pacjentki z nietrzymaniem moczu, pacjentki zmagajace si¢ z problemem nieptodnos$ci ktore w
przeciggu ostatnich 3 miesigcy nie przyjmowaty lekéw hormonalnych oraz bezobjawowe
pacjentki z podejrzeniem polipa endometrialnego w badaniu ultrasonograficznym, ktore to

podejrzenie nie potwierdzito si¢ w trakcie histeroskopii.
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Metody: Do analizy immunohistochemicznej do detekcji VEGF zastosowano
pierwszorzedowe poliklonalne przeciwciata krolicze (Anti-VEGF PU483-UP BioGenex).
oraz drugorzedowe konskie immunoglobuliny (ImmPRESS® HRP Horse Anti-Rabbit 1gG
Polymer Detection Kit, Vector Labs, Burlingame, USA) w rozcienczeniu 1:100. Do
wizualizacji utworzonego kompleksu antygen-przeciwciato uzyto zestawu ImmPACK DAB
peroxidase substrate (Vector Labs, Burlingame, USA). Probki endometrium utrwalone w 10%
roztworze formaldehydu zostaty zatopione w parafinie a nastgpnie zostaly pocigte na mikro
skrawki (4 um) przy uzyciu mikrotomu rotacyjnego Accu-Cut SMR 200. Obrazy uzyskane w
analizie immunohistochemicznej poddano analizie ilo§ciowej, stosujgc potilosciowy system

punktacji.

Whnioski: Istnieje zwigzek pomigdzy ekspresja naczyniowo-$rodbtonkowego czynnika
wzrostu (VEGF) a wystapieniem polipa endometrialnego co potwierdza prawdopodobnag role¢
tego czynnika angiogennego w patogenezie polipa endometrialnego. Polip endometrialny
charakteryzuje si¢ wlasnym wzorcem ekspresji VEGF, ktory jednakze ma umiarkowane
znaczenie w roéznicowaniu z prawidlowym endometrium Ekspresja VEGF jest niezalezna od
wielkos$ci polipa endometrialnego. Ekspresja naczyniowo-§rédbtonkowego czynnika wzrostu

zalezy od faz cyklu menstruacyjnego i jest najwyzsza w fazie sekrecyjnej cyklu.
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9. ABSTRACT

Introduction: Endometrial polyp is one of the most common gynecological pathologies.
Depending on the research, the incidence ranges from 7.8 to 34.9% [6,56,59]. The
pathogenesis of endometrial polyp formation has not been clearly defined. One theory links
this local proliferation of endometrial tissue with increased expression of proangiogenic

factors and in particular vascular endothelial growth factor (VEGF).

Purpose: The objective of this study is to determine the relationship between VEGF
expression and the occurrence of an endometrial polyp along with the identification of a
pattern of VEGF expression typical for polyps. Additionally, the study aimed to evaluate the
correlation between the size of the edometrial polyp and VEGF expression. The next goal of
the work isto study the difference in VEGF expression in normal endometrium during the

menstrual cycle.

Materials: A case-control study was conducted. The study included a population of 200
patients hospitalized in the Department of Surgical Gynecology and Oncological Gynecology
of the Polish Mother’s Memorial Hospital Research Institute in Lodz in the years 2011-2013.
The research group consisted of 100 patients, including both symptomatic and asymptomatic
patients who were referred to the hospital due to an abnormal ultrasound image. These
patients had a surgical hysteroscopy with endometrial polyp removal, confirmed in
histopathological examination without the presence of other pathologies. Excluded were
patients who, in addition to the endometrial polyp, were diagnosed with a different pathology
of the endometrium in the histopathological specimen, patients who had a concomitant
pathology found in the endometrial polyp itself, and patients with other gynecological
diseases: The control group consisted of 100 patients who underwent curettage of the uterine
cavity during hospitalization at the Department of Surgical Gynecology and Oncological
Gynecology, while the histopathological examination did not reveal the presence of
endometrial pathology - normal follicular phase (49 patients) or luteal phase (51 patients)
endometrium was found. Patients with other pathologies of the endometrium or insufficient
material or lack of material for examination were excluded from the control group. The
control group consisted patients referred to the hospital due to prolapse of the reproductive

organ, urinary incontinence, patients with infertility problems who had not taken hormonal
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drugs within the last 3 months and asymptomatic patients with suspected endometrial polyp in

an ultrasound examination, which is not confirmed during hysteroscopy.

Methods: For immunohistochemical analysis were used: primary polyclonal rabbit antibodies
(Anti-VEGF PU483-UP BioGenex) and secondary immunoglobulins (ImmPRESS® HRP
Horse Anti-Rabbit 1gG Polymer Detection Kit, Vector Labs, Burlingame, USA) at a 1: 100
dilution. The ImmPACK DAB peroxidase substrate kit (\Vector Labs, Burlingame, USA) was
used to visualize the formed antigen-antibody complex. Endometrial specimens fixed in 10%
formaldehyde were embedded in paraffin and then cut into micro sections (4 pm) using an
Accu-Cut SMR 200 rotating microtome. Images obtained in immunohistochemical analysis

were subjected to quantitative analysis using a semi-quantitative scoring system.

Conclusions: There is a relationship between the expression of vascular endothelial growth
factor (VEGF) and the occurrence of the endometrial polyp, which confirms the likely role of
this angiogenic factor in the pathogenesis of the endometrial polyp. The endometrial polyp is
characterized by its own VEGF expression pattern, which is not so relevant in differentiating
from normal endometrium VEGF expression is independent of the size of the endometrial
polyp. Vascular endothelial growth factor expression depends on the phases of the menstrual

cycle and is highest in the secretory phase of the cycle.
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kontrolnej z uwzglednieniem fazy cyklu.

Tabela 14. Porownanie intensywnosci $wiecenia VEGF-pozytywnych komorek w grupie
kontrolnej z uwzglednieniem fazy cyklu.

Tabela 15. Korelacja pomigdzy odsetkiem VEGF-pozytywnie wybarwionych komorek a

intensywnosciag §wiecenia VEGF-pozytywnych komoérek w grupie endometrium | fazy.
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Tabela 16. Korelacja pomi¢dzy odsetkiem VEGF-pozytywnie wybarwionych komorek a
intensywnoscig §wiecenia VEGF-pozytywnych komoérek w grupie endometrium fazy 11

Tabela 17. Charakterystyka polipow endometrialnych w grupie badane;.
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11. SPIS RYCIN

Rycina 1. Histopatologiczne obrazy polipa endometrialnego (powigkszenie 200x)

Rycina 2. Obraz ultrasonograficzny polipa endometrialnego w ptaszczyznie strzatkowej oraz
przekroju poprzecznym (material wtasny).

Rycina 3. Obraz ultrasonograficzny polipa endometrialnego wraz z charakterystycznym
unaczynieniem uzyskanym w czasie badania z opcja kolorowego dopplera (materiat wtasny).
Rycina 4. Obraz ultrasonograficzny polipa endometrialnego wraz z charakterystycznym
"naczyniem odzywczym" widocznym po zastosowaniu techniki power doppler (materiat
wiasny).
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by¢ migsniakami pod§luzowkowymi (materiat wiasny).

Rycina 7. Obraz 3D polipa endometrialnego (material wiasny).

Rycina 8. Histeroskopowy obraz uszyputowanego polipa endometrialnego (materiat wtasny).
Rycina 9. Histeroskopowy obraz duzego polipa endometrialnego wypetniajacego cala jame
macicy (materiat wlasny).

Rycina 10. Histeroskopowy obraz uszyputowanego polipa endometrialnego (materiat
wlasny).

Rycina 11. Histeroskopowy obraz mnogich polipéw endometrialnych (materiat wtasny).
Rycina 12. Histeroskopowy obraz okraglej zmiany w jamie macicy, ktora okazata si¢
migs$niakiem podsluzowkowym (material wlasny).

Rycina 13. Obraz histeroskopowy uszyputowanego polipa endometrialnego wychodzacego ze
Sciany przedniej u 38-letniej pacjentki (material wlasny).

Rycina 14. Obraz histeroskopowy po usuni¢ciu polipa u w/w pacjentki z widocznym
kukutem szypuly (materiat wtasny)

Rycina 15. Etapy detekcji immunohistochemicznej ekspresji VEGF

Rycina 16. Obrazy histopatologiczne poddane ocenie mikroskopowej oceniajacej odsetek

VEGF-pozytywnie wybarwionych komorek (powigkszenie 400x) (materiat wlasny).
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Rycina 17. Obrazy histopatologiczne poddane ocenie mikroskopowej oceniajgcej
intensywnos$¢ $wiecenia komoérek VEGF-pozytywnych (powickszenie 400x) (materiat
wiasny).

Rycina 18. Poréwnanie wieku pomi¢dzy grupami ,,polipy” i ,,endometrium”.

Rycina 19. Poréwnanie odsetka VEGF-pozytywnie wybarwionych komérek w obu badanych
grupach.

Rycina 20. Odsetek VEGF-pozytywnie wybarwionych komorek w obu badanych grupach z
uwzglednieniem mediany

Rycina 21. Poréwnanie intensywnosci $wiecenia komoérek VEGF-pozytywnych w obu
badanych grupach.

Rycina 22. Intensywnos$¢ $wiecenia VEGF-pozytywnie wybarwionych komorek w obu
badanych grupach z uwzglgdnieniem mediany

Rycina 23. Por6éwnanie liczebnosci okre$lonych stopni wybarwienia komorek VEGF-
pozytywnych w grupie badanej oraz w grupie kontrolnej

Rycina 24. Krzywa AUC pokazujaca czuto$¢ i swoistos¢ parametru [%] komoérek VEGF-
pozytywnych w réoznicowaniu mi¢dzy polipami a endometrium niezmienionym

Rycina 25. Porownanie liczebnosci okreslonych progéw intensywnosci §wiecenia komorek
VEGF-pozytywnych w grupie badanej oraz w grupie kontrolnej.

Rycina 26. Krzywa auc pokazujaca czulo$¢ i swoisto§¢ parametru intensywno$é §wiecenia
komorek VEGF-pozytywnych w rdznicowaniu migdzy polipami a endometrium
niezmienionym

Rycina 27. Drzewo decyzyjne okreslajace zgodnos¢ kwalifikacji dla wzorca ekspresji VEGF
w polipie endometrialnym

Rycina 28. Korelacja pomiedzy procentem VEGF-pozytywnie wybarwionych komorek a
intensywnos$cig $wiecenia komoérek VEGF-pozytywnych ogétem w catej badanej grupie
(n=200).

Rycina 29. Korelacja pomigdzy odsetkiem VEGF-pozytywnie wybarwionych komorek a
intensywnoscig swiecenia VEGF-pozytywnych komoérek w grupie polipow endometrialnych.
Rycina 30. Korelacja pomigdzy odsetkiem VEGF-pozytywnie wybarwionych komorek a
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Rycina 32. Zalezno$¢ pomigdzy wickiem a odsetkiem VEGF-pozytywnie wybarwionych
komoérek w obu badanych grupach.

Rycina 33. Zalezno$¢ pomiedzy wiekiem a intensywnoscig $wiecenia komorek VEGF-
pozytywnych w catej badanej grupie.

Rycina 34. Zalezno$¢ pomig¢dzy wiekiem a intensywno$cig $wiecenia komorek VEGF-
pozytywnych w obu badanych grupach.

Rycina 35. Porownanie liczebno$ci okreslonych stopni wybarwienia komoérek VEGF-
pozytywnych w grupie badanej oraz w grupie kontrolnej z uwzglednieniem fazy cyklu.
Rycina 36. Odsetek komorek VEGF-pozytywnych w grupie badanej oraz w grupie kontrolnej
z uwzglednieniem fazy cyklu.

Rycina 37. Porownanie liczebnosci okreslonych progow intensywnos$ci §wiecenia komorek
VEGF-pozytywnych w grupie badanej oraz grupie kontrolnej z uwzglgdnieniem fazy cyklu.
Rycina 38. Intensywno$¢ $wiecenia komorek VEGF-pozytywnych w grupie badanej oraz w
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Rycina 39. Rozktad wieku w grupie kontrolnej z uwzglednieniem fazy cyklu.

Rycina 40. Porownanie odsetka VEGF-pozytywnie wybarwionych komoérek w grupie
kontrolnej z uwzglednieniem fazy cyklu.

Rycina 41. Poréwnanie intensywnos$ci $wiecenia komorek VEGF-pozytywnych w grupie
kontrolnej z uwzglednieniem fazy cyklu.

Rycina 42. Korelacja pomigdzy odsetkiem VEGF-pozytywnie wybarwionych komorek a
intensywnoscig $wiecenia komorek VEGF-pozytywnych w grupie endometrium | fazy.
Rycina 43. Korelacja pomigdzy odsetkiem VEGF-pozytywnie wybarwionych komorek a
intensywnoscig $wiecenia komorek VEGF-pozytywnych w grupie endometrium Il fazy
Rycina 44. Korelacja pomigedzy odsetkiem VEGF-pozytywnie wybarwionych komorek a
Srednicg polipa endometrialnego.

Rycina 45. Korelacja pomigdzy intensywnoscia $wiecenia komorek VEGF-pozytywnych a

Srednicg polipa endometrialnego.
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