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IZVLECEK

Ozadje: Rak endometrija (EC) je eden najpogostejsih ginekolo-
skih rakov v razvitih drzavah in ima slabo prognozo pri napredo-
vali bolezni. Uvedba dopolnilnega zdravljenja z imunoterapijo je
obcutno izboljsala prezivetje bolnic z napredovalim EC s pomanj-
kljivim popravljanjem neujemanja pri podvajanju DNA (MMRd),
za katerega je znacilna visoka mikrosatelitska nestabilnost
(MSI-H). Se pa pri vec¢ kot dveh tretjinah bolnic razvijejo tumorji
z ohranjenim popravljanjem neujemanja (MM Rp), ki so mikro-
satelitsko stabilni (MSS) in se na imunoterapijo slabo odzivajo.
To kaze na veliko klini¢no potrebo po razvoju novih pristopov za
zdravljenje bolnic z napredovalim EC, ki so MM Rp-MSS.

Metode: Prosto dostopne klini¢ne in transkriptomske podatke iz
kohorte TCGA-UCEC smo prenesli z uporabo knjiznice TCGA-
Biolinks v okolju R Studio. Vkljuc¢ene so bile bolnice s primarnim
EC v napredovalem stadiju ter razpolozljivimi klini¢nimi in tran-
skriptomskimi podatki. Razlike v izrazanju genov glede na status
MMR smo analizirali z uporabo knjiznice DESeq2. Za oceno
povezav med ravnmi razli¢no izrazenih genov in specifi¢nim pre-
Zivetjem (DSS) smo v podskupini MM Rp-MSS uporabili Coxove
modele sorazmernih tveganj. V osnovni analizi smo primerjali
tumorje tipa MM Rp-MSS s tumorji tipa MM Rd-MSI-H. Pri tem
smo MSS tumorje molekularnih podtipov POLE™", TP53  ter
tumorje z nespecifi¢nim molekularnim profilom (NSMP) raz-
vrstili v skupino MM Rp-MSS. V podanalizi pa smo primerjavo
ponovili po izkljuc¢itvi POLE™* tumorjev iz skupine MM Rp-MSS
(MMRp-MSS (brez POLE™?) proti MMRd-MSI-H).

Rezultati: Od 545 bolnic z EC je bila pri 139 bolnicah prisotna
napredovala bolezen (27 tipa MMRd-MSI-H, 112 tipa MMRp-
MSS). Med podskupinama s tumorji tipa MMRp-MSS in tipa
MMRA-MSI-H ni bilo pomembnih razlik v prezivetju. Analiza
sprememb v izrazanju genov (|kratna razlika vizrazanju| >

2, prilagojeni p < 0,01) je pokazala 974 genov. Od tega je bilo

268 genov pomembno povezanih z DSS v skupini s tumorjem
tipa MMRp-MSS. Z daljsim prezivetjem je bilo povezano

vecje izrazanje genov, povezanih z aktivacijo imunskega

sistema in zaviranjem signalne poti Wnt. Nasprotno pa je vecje
izrazanje genov, vkljucenih v onkogeno signalizacijo, izogibanje
imunskemu sistemu, nevronsko diferenciacijo ter preoblikovanje
zunajceli¢nega matriksa, napovedovalo slabsi izid. Podanaliza,
v kateri smo primerjali MM Rp-MSS (brez POLE™") proti
MMRdA-MSI-H, je pokazala povsem primerljive rezultate: tudi v
tej analizi ni bilo razlik v prezivetju med skupinama, obenem pa
so bili opazeni podobni vzorci diferencialnega izrazanja genov
ter enaka funkcionalna vozlis¢a, povezana s prezivetjem, kot v
osnovni primerjavi MM Rp-MSS proti MM Rd-MSI-H.

Zakljucki: Napredovali EC tipa MMRp-MSS se na ravni tran-
skriptoma razlikuje od napredovalih tumorjev tipa MM Rd-MSI-
-H. V tumorjih tipa MM Rp-MSS smo identificirali izrazanje
naborov genov, povezanih s prognozo. Te ugotovitve izpostav-
ljajo mozne terapevtske tarce za to podskupino EC z visokim
tveganjem in podpirajo razvoj strategij zdravljenja, prilagojenih
molekularnemu podtipu.

Kljuéne besede: napredovali rak endometrija, popravlja-

nje neujemanja (MMR), imunoterapija, transkriptomska
analiza, terapevtske tarce
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ABSTRACT

Background: Endometrial cancer (EC) is one of the most common
gynaecological malignancies in developed countries and has a

poor prognosis in advanced disease. The introduction of adjuvant
treatment with immunotherapy has significantly improved survival
in patients with advanced EC with deficient mismatch repair
(MMRA), which is characterized by high microsatellite instability
(MSI-H). However, more than two-thirds of patients develop
tumours with proficient mismatch repair (MMRp), which are
microsatellite stable (MSS) and respond poorly to immunotherapy.
This highlights a substantial clinical need for the development of
new therapeutic approaches for patients with advanced EEC who are
MMRp-MSS.

Methods: Clinical and transcriptomic data from the TCGA-UCEC
cohort were downloaded using the TCGABiolinks package in
RStudio. Patients with primary, advanced-stage EC and available
clinical, molecular, and transcriptomic data were included.
Differential gene expression according to MMR status was
performed using DESeq2. Cox proportional hazards models

were fitted to evaluate associations between levels of differenti-
ally expressed genes and disease-specific survival (DSS) in the
MMRp-MSS subgroup. In the primary analysis, we compared
MM Rp-MSS tumours with MM Rd-MSI-H tumours. In this
analysis, MSS tumours belonging to the POLE™, TP53 ,, and
nonspecific molecular profile (NSMP) subtypes were classified

as MM Rp-MSS. In the subanalysis, we repeated the comparison
after excluding POLE™ tumours from the MM Rp-MSS group
(MMRp-MSS excluding POLE™vs. MMRd-MSI-H).

Results: Of the 545 patients with EC, 139 had advanced disease
(27 with MM Rd-MSI-H tumours and 112 with MM Rp-MSS
tumours). There were no significant differences in survival between
the MM Rp-MSS and MM Rd-MSI-H subgroups. Differential gene
expression analysis (| fold change| > 2, adjusted p < 0.01) identified
974 genes. Of these, 268 genes were significantly associated with
DSS within the MM Rp-MSS tumour group. Higher expression of
genes involved in immune system activation and inhibition of the
Wit signalling pathway was associated with longer survival. In
contrast, higher expression of genes involved in oncogenic signal-
ling, immune evasion, neuronal differentiation, and extracellular
matrix remodelling predicted poorer outcomes. The subanalysis
comparing MMRp-MSS (excluding POLE™) with MMRd-MSI-H
showed fully comparable results: again, no survival differences were
observed between the groups, and similar patterns of differential
gene expression and the same functional survival-related hubs
emerged as in the primary comparison of MM Rp-MSS versus
MMRd-MSI-H.

Conclusions: Advanced MMRp-MSS ECs are transcriptio-
nally distinct from advanced MMRd-MSI-H tumours. Within
MM Rp-MSS tumours, we identified gene expression programs
assoctated with prognosis. These findings highlight potential
therapeutic targets for this high-risk subgroup and support the
development of molecular subtype-adjusted treatment strategies.

Keywords: advanced endometrial cancer, mismatch repair
(MMR), immunotherapy, transcriptomic analysis, therapeu-
tic targets

uvoD

Rak endometrija (EC) je najpogostejsi ginekoloski rak v razvitih
drzavah z ocenjenimi 420.000 novimi primeri in 98.000
smrtnimi izidi po svetu v letu 2022 (1). Njegova pojavnost
globalno narasca, predvsem zaradi debelosti, sedecega Zivljenj-
skega sloga in presnovnih motenj (2-5). EC se obicajno pojavi

po menopavzi, vec¢ina primerov med 65. in 75. letom starosti

(6), ¢eprav se pojavnost pri zenskah pred menopavzo prav tako
povecuje zaradi naras¢ajoce pogostosti dejavnikov tveganja (7).

Tradicionalno se EC razvrsca v dve glavni histoloski skupini:
tip I, ki je endometrioidni, odvisen od estrogenov in praviloma
povezan z ugodno prognozo; ter tip 11, ki je neendometrioidni,
obic¢ajno ni odvisen od estrogenov in je povezan s slabsimi

izidi (8). Endometrioidni tumorji se dodatno razvrscajo vrake
nizkega gradusa (stopnji 1in 2), ki so ve¢inoma povezani z dobro
prognozo, ter visokega gradusa (stopnja 3), ki imajo praviloma
slabso prognozo (9). Stadij tumorja, opredeljen po sistemu
Mednarodne zveze za ginekolosko onkologijo (FIGO), razlikuje
stiri stadije, zgodnje (FIGO I-1I) in napredovale (FIGO IT1-1V)
10,10).

Poleg histologije in stadija je molekularna klasifikacija postala
bistvena za stratifikacijo bolnic in nac¢rtovanje zdravljenja.
Evropsko zdruzenje za ginekolosko onkologijo (ESGO),
Evropsko zdruzenje za radioterapijo in onkologijo (ESTRO) ter
Evropsko zdruzenje za patologijo (ESP) priporocajo razvrstitev
tumorjev EC v stiri molekularne podtipe: POLE (DNA polimera-
za g)-mutirani (POLE™®), tumorji s pomanjkljivim popravljanjem
neujemanj pri podvajanju DNA (»mismatch repair deficient,
MMRA), tumorji brez specifi¢nega molekularnega profila
(NSMP) in tumorji zabnormalnim p53 (p53,, ) (11). Tamoleku-
larna klasifikacija natan¢neje opredeljuje prognozo in usmerja
terapevtske strategije.

Veéino primerov EC (okoli 80 % (12)) diagnosticirajo v zgodnjem
stadiju, ki je pogosto ozdravljiv zgolj s kirurskim posegom

(11-13). Prinapredovalih EC in v primeru ponovitve bolezni
imajo bolnice slabo prognozo, s 5-letnim celokupnim prezivetjem
(»overall survival, OS) le 20-25 % (14). Pri bolnicah z napre-
dovalim EC ali ob ponovitvi bolezni se priporoca citoreduktivna
operacija znamenom popolne odstranitve tumorja, ¢e je izvedlji-
va ob sprejemljivem tveganju, ¢emur sledi sistemska kemoterapija
s kombinacijo karboplatina in paklitaksela (11,12, 15). Zal ima
kemoterapija sama omejeno in kratkotrajno korist.

Pribolnicah s tumorji tipa MMRd, ki predstavljajo priblizno
25-30 % primerov EC (18-20), so opisali daljse prezivetje ob
zdravljenju z zaviralci imunskih kontrolnih to¢k (immune chec-
kpoint inhibitors«, ICI), ki se danes uporabljajo v kombinaciji s
klasi¢no kemoterapijo. To se obic¢ajno pripisuje visjemu muta-
cijskemu bremenu tumorja in povecani ekspresiji receptorja za
programirano celi¢no smrt 1 (PD-1) ter njegovih ligandov (PD-1.1
in PD-L2), kar omogoca odzivnost na terapije z anti-PD-1 in
anti-PD-L1 u¢inkovinami (18, 20, 21). Nasprotno pa ima vec¢ina
bolnic (69-75 %) tumorje z ohranjenim popravljanjem neujemanj
pri podvajanju DNA (>mismatch repair proficient«, MMRp)

(22, 23), ki se slabo odzivajo na obstojece reZime kemoterapije z
imunoterapijo (15, 24-26). To poudarja pomembno neizpolnjeno
potrebo po razvoju novih terapevtskih strategij, saj ima najvecja
molekularna podskupina bolnic z napredovalim EC le omejeno
korist od obstojecih zdravljen;.

V nasi $tudiji smo prvi primerjali profile transkriptoma primarnih,
napredovalih tumorjev EC tipov MMRd-MSI-H in MM Rp-MSS
pred zacetkom sistemskega zdravljenja iz podatkovne zbirke The
Cancer Genome Atlas (TCGA). Odkrili smo pomembne razlike v
transkriptomu obeh podskupin. V podskupini MM Rp-MSS smo
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identificirali izrazanje stevilnih genov, ki so vkljuceni v klju¢ne
celi¢ne procese, ki vplivajo na usodo tumorskih celic in so povezani
zizidi prezivetja bolnic. Identificirani geni predstavljajo nove
terapevtske tarce, specificne za MMRp-MSS tumorje, kar odpira
moznost razvoja prilagojenih terapij in s tem izboljSanja izidov
zdravljenja pri tej podskupini bolnic.

2. MATERIALI IN METODE

2.1. PRIDOBIVANJE PODATKOV

Klini¢ne in transkriptomske podatke iz kohorte TCGA - uterine
corpus endometrial carcinoma (UCEC) smo pridobili z uporabo
knjiznice TCGABiolinks v okolju R Studio (27) dne 1. 6. 2025.

2.2. OPIS KOHORTE

Kohorta TCGA-UCEC vkljucuje bolnice z endometrijskimi
adenokarcinomi in seroznimi karcinomi, ki so jih zdravili s
kirursko odstranitvijo tumorja (histerektomijo). Bolnice so imele
primarni tumor brez metastaz in pred operativnim posegom

niso prejele kemoterapije ali radioterapije. Zbiranje vzorcev je
potekalo v 22 klini¢nih centrih po Zdruzenih drzavah Amerike

in Kanadi. Ujemajoci se klini¢ni (vklju¢no s podatki o moleku-
larnem podtipu) podatki in podatki transkriptoma so bili na

voljo za 482 bolnic. Od tega jih je 139 imelo napredovalo bolezen,
opredeljeno kot stadij FIGO ITI-IV.

Status MM Rd-MSI-H temelji na statusu mikrosatelitske
nestabilnosti (>microsatelite instability«, MST), ki so ga preiskali
zuporabo panela stirih mononukleotidnih ponovitvenih lokusov
(poliadeninski odseki BAT25, BAT26, BAT40 in receptor za
transformirajo¢i rastni faktor tipa I) ter treh dinukleotidnih
ponovitvenih lokusov (CA ponovitve v D2S123, D5S346 in
D17S250). Vzoreci so bili razvr§éeni kot tumorji z visoko mikro-
satelitsko nestabilnostjo, ¢e so bili spremenjeni trije oznacevalci
alivec.

Osnovni opis bolnic, vkljuc¢enih v to studijo, je prikazan v

tabeli 1. Podrobnejsi opis cele kohorte je navoljo vizvirnem

¢lanku Kandoth in sod. (28). V osnovni analizi smo primerjali
MMRp-MSS tumorje (n = 112) proti MMRd-MSI-H (n = 27)
tumorjem. V podanalizi pa smo enak pristop ponovili po izkljucitvi
POLE™! tumorjev (n = 15) iz skupine MMRp-MSS (MMRp-MSS
(brez POLE™") (n = 97) proti MMRd-MSI-H (n = 27)).

2.3. ANALIZA SPREMEMB V IZRAZANJA GENOV

Podatke o izrazanju genov smo pridobili kot matrike surovih
Stetij (>raw counts«) izrazanja RNA in kot vrednosti fragmentov
nakilobazo eksona na milijon poravnanih odcitkov (»fragments
per kilobase of exon per million mapped reads«, FPKM). Analizo
diferencialnega izrazanja genov smo izvedli na surovih stetjih

z uporabo paketa DESeq2 v okolju R Studio (29). Diferen¢no
izrazene gene smo opredelili na podlagi praga spremembe
izrazanja (»fold change«), ve¢jega od 2 (absolutna vrednost), in
prilagojene p-vrednosti (po metodi Benjamini-Hochberg, BH),
manjse od 0,01.

2.4. ANALIZE PREZIVETJA

Krivulje prezivetja smo pripravili s Kaplan-Meierjevo metodo.
Za oceno razmerja tveganja (>hazard ratio«, HR) za specifi¢no
prezivetje (»disease-specific survival«, DSS) in prosti interval
brez bolezni (»disease-free interval«, DFT) smo prilagodili univa-
riatne Coxove proporcionalne modele tveganja. Pri ocenjevanju

povezave med izrazanjem genov in prezivetjem smo najprej
dolocili optimalno mejno vrednost glede na DSS z uporabo log,
transformiranih vrednosti FPKM z uporabo knjiznice maxstat v
okolju R Studio (30).

Gene, povezane s klini¢nimi izidi, smo razvrstili v funkcionalne ka-
tegorije za lazjo interpretacijo njihove bioloske vloge. Vsak gen je bil
dodeljen podvozliscu, ki najbolj opisuje njegovo biolosko funkcijo
(npr. »regulatorji Wnt poti«, »kemokini/imunsko signaliziranje«,
»regulatorji zunajceli¢nega matriksa«), ter SirSemu vozlis¢u (npr.
»onkogeno signaliziranje«, »imunski/vnetni odziv«, »zunajceli¢ni
matriks/adhezija in remodeliranje«), izpeljanemu iz podatkovnih
baz poti (GO Slim, KEGG, Reactome) v okolju R Studio. Geni brez
neposrednih anotacij v podatkovnih zbirkah so bili ro¢no razvrsce-
nina podlagi objavljenih funkcionalnih dokazov.

3. REZULTATI

3.1. OPIS KOHORTE

Analizirali smo klini¢ne in transkriptomske podatke 139 bolnic
s primarnim, napredovalim tumorjem EC pred zacetkom
sistemskega zdravljenja. Med njimi je bilo 27 (19,4 %) tumorjev
tipa MMRdA-MSI-H in 112 (80,6 %) tumorjev tipa MMRp-MSS
(tabelal).

Podskupina MM Rd-MSI-H je imela mediano starosti 58,0 leta
in mediano indeksa telesne mase (ITM) 33,15 kg/m2 Vecina
bolnic je imela tumorje z endometrioidno histologijo (96,3 %),
pri ¢emer je bila vecina diagnosticirana v stadiju FIGO II1 (85,2
%). Podskupina MM Rp-MSS je bila starejsa (mediana 65,0 leta;
p = 0,003) zmediano ITM 30,82 kg/m?2. Histoloska porazdelitev
med endometrioidnim (47,3 %) in seroznim (47,3 %) tipom je
bila v podskupini MM Rp-MSS bolj uravnotezena v primerjavi s
podskupino MMRd-MSI-H, vecina pa je bila razvrséena v stadij
FIGO III (83,0 %). Znotraj tumorjev MMRp-MSS je prevladoval
molekularni podtip p53 (67,0 %).

abn

3.2. 1ZIDI PREZIVETJA PRI BOLNICAH S PRIMARNIM,
NAPREDOVALIM EC SE NE RAZLIKUJEJO GLEDE NA MMR STATUS

Specifi¢no prezivetje se med tumorji MM Rp-MSS in MM Rd-
-MSI-H ni statisti¢no znacilno razlikovalo (MMRp-MSS proti
MMRdA-MSI-H, razmerje tveganja (HR) = 0,95; 95-odstotni
interval zaupanja (CI): 0,44-2,05; p = 0,89) (slika 1A). Podobno
med skupinama ni bilo razlik v prostem intervalu brez bolezni
(MMRp-MSS proti MM Rd-MSI-H, HR = 0,91; 95-% CI:
0,47-1,76;p = 0,77) (slika 1B).

Prav tako se v podanalizi tumorjev MMRp-MSS (brez POLE™)
in MMRd-MSI-H specifi¢no prezivetje med skupinama ni
statisti¢no znacilno razlikovalo (MMRp-MSS (brez POLE™")
proti MMRd-MSI-H, HR =1,17; 95-% C1: 0,54-2,55; p = 0,69)
(dopolnilnaslika 1A). Podobno med skupinama ni bilo statisti¢no
znacilnih razlik v prostem intervalu brez bolezni (MMRp-MSS
(brez POLE™® proti MMRd-MSI-H, HR = 1,10; 95-% CI:
0,56-2,14; p = 0,79) (dopolnilnaslika 1B).

3.3. NAPREDOVALI TUMORJI ENDOMETRIJA MMRp-
MSS IN MMRd-MSI-H KAZE)JO POMEMBNE RAZLIKE V
TRANSKRIPTOMU

Z analizo diferencialnega izrazanja genov smo med tumorji
MMRp-MSS in MMRd-MSI-H identificirali 974 statisti¢no
znacilno spremenjeno izrazenih genov (absolutna sprememba
izrazanja > 2, prilagojena p-vrednost < 0,01), od katerih je bilo
87 znizano in 887 povecano izrazenih v tumorjih MMRp-MSS
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v primerjavi s tumorji MM Rd-MSI-H (slika 2; dopolnilna tabela
1). Vpodanalizi, ki izkljuc¢uje POLE™ tumorje, smo med tumorji
MMRp-MSS (brez POLE™?) in MMRd-MSI-H identificirali
1180 statisticno znacilno diferencirano izrazenih genov. Od teh
jebilo 127 genov znizano, 1053 pa povecano izrazenih v tumorjih
MMRp-MSS (brez POLE™") v primerjavi s tumorji MMRd-
-MSI-H (dopolnilnaslika 2, dopolnilna tabela 2).

Skupina znizano izrazenih genov v tumorjih MM Rp-MSS

v primerjavi s tumorji MMRd-MSI-H je vklju¢evala gene,
povezane z metabolizmom steroidov/ksenobiotikov (npr.
AKRICI1/2/3, AKRIBI0, ADHIC, ADH4, ALDH3AI, NQOI),
metabolizmom/transportom lipidov (FABPI, FABP4, LPCAT2,
GPX2), zunajceli¢nim matriksom/adhezijo I TGA4, AMIGO?2,
CNTNI1, MUCI13), in gene, ki kodirajo za sekretorne signalne
peptide (NTS, INSL4, UCNS3, ADM, ANG, APLN). Pri tumorjih
MMRp-MSS smo opazili tudi zmanjsano izrazanje genov,

Tabela 1: Demografske in klinicne znacilnosti bolnic.

vkljucenih vimunski odziv, zlasti pro-vnetnih ter efektorskih/
kemotakti¢nih genov, kot so ILI1A, CSF3, CCL22, GZMK, KLRBI
in RAETI1L. Znizano izrazeni so bili tudi nekateri regulatorji
razvoja in transkripcije, kot so HOXAI0, BMP2, NPASI, ter ve¢
¢lanov druzine TRIM/SP.

V podanalizi smo potrdili enak vzorec znizanega izrazanja
genov v podskupini MMRp-MSS (brez POLE™") v primerjavi

s tumorji MM Rd-MSI-H, kot smo ga opazili v osnovni analizi.
Med znizano izrazenimi geni so prevladovali geni, vklju¢eni v
metabolizem steroidov in ksenobiotikov (AKR/ADH/ALDH),
metabolizem in transport lipidov (FABP/LPCAT), ter regu-
latorji zunajceli¢nega matriksa in celi¢ne adhezije (integrini/
adh. molekule). Poleg tega smo v podskupini MM Rp-MSS (brez
POLE™") opazili tudi $irSe zniZanje izraZanja genov, ki kodirajo
imunske oznacevalce, vklju¢no s T-celi¢nimi efektorskimi geni
(CD3D/E/G, CD8A, ITK, EOMES, TIGIT, SH2DIA) in B-ce-

Znacilnost
(n=27)

Starost - leta, p = 0,003

Podskupina MMRd-MSI-H Podskupina MMRp-MSS  Celotna kohorta

(n =112) (n =139)

Mediana (razpon) - leta 58,00 (35,00-81,00) 65,00 (33,00-86,00) 63,00 (33,00-86,00)

ITM - kg/m?

Mediana (razpon)

33,15 (20,78-45,73)

30,82 (18,03-53,78)

31,20 (18,03-53,78)

Manjkajo€i podatki

2 (7,41 %)

6 (5,36 %)

8 (5,76 %)

Rasa ali etniéna skupina - §t. (%)

Histoloski tip - §t. (%), p < 0,001
Endometrioidni

26 (96,30 %)

53 (47,32 %)

Belopolte 18 (66,67 %) 68 (60,71 %) 86 (61,87)
Temnopolte 6 (22,22 %) 30 (26,86 %) 36 (25,90 %)
Azijke 1 (3,70 %) 3 (2,68 %) 4 (2,88 %)
AmeriSke Indijanke ali staroselke Aljaske 1 (3,70 %) 1 (0,89 %) 2 (1,44 %)
Havajke ali druge prebivalke pacifiSkih otokov | 1 (3,70 %) 3 (2,68 %) 4 (2,88 %)
Ni poro¢ano 0 7 (6,25 %) 7 (5,04 %)

79 (56,83 %)

Gl 4 (15,38 %*) 8 (15,09 %*) 12 (15,19 %*)
G2 7 (26,92 %*) 12 (22,64 %*) 19 (24,05 %*)
G3 15 (57,69 %*) 33 (62,26 %*) 48 (60,76 %*)

Serozni adenokarcinom

0

53 (47,32 %)

53 (38,13 %)

MeS&ani karcinom
FIGO stadij po histerektomiji - §t. (%)

1 (3,70 %)

23 (85,18 %)

6 (5,36 %)

93 (83,04 %)

7 (5,04 %)

116 (83,45 %)

0

1 (0,88 %)

1(0,72 %)

Molekularni podtip

3 (11,11 %)

18 (16,07 %)

21 (15,11 %)

POLE™t 0 15 (13,39 %) 15 (10,80 %)

MMRd-MSI-H 27 (100 %) 0 27 (19,42 %)

NSMP 0 22 (19,64 %) 22 (15,83 %)

p53,,, 0 75 (66,96 %) 75 (54,00 %)
opombe:

* odstotek v skupini endometrioidnih tumaorjev.

ITM - indeks telesne mase; MMRd-MSI-H - pomanijkljivo popravljanje neujemanja pri podvajanju DNA in visoka mikrosatelitska nestabilnost;

FIGO - Mednarodna zveza za ginekolosko onkologijo; NSMP - nespecificni molekularni profil; pS3,, - abnormalni pS3; MMRp-MSS -
ohranjeno popravljanje neujemanja pri podvajanju DNA in mikrosatelitska stabilnost; POLE, DNA polimeraza g; POLE™ — POLE-mutirani.
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Slika 1: I1zidi preZivetja pri bolnicah s primarnim, napredovalim EC glede na MMR status.
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Opombe: (A) Kaplan-Meierjeva krivulja verjetnosti specificnega preZivetja glede na MMR status (MMRd-MSI-H, n = 27, MMRp-MSS, n = 112). (B) Kaplan-
Meierjeva krivulja verjetnosti prostega intervala brez bolezni glede na MMR status (n kot v A). DSS - preZivetje, specificno za bolezen; EC, rak endometrija;
MMRd-MSI-H - pomanjkljivo popravljanje neujemanja pri podvajanju DNA in visoka mikrosatelitska nestabilnost; MMRp-MSS - chranjeno popravljanje
neujemanja pri podvajanju DNA in mikrosatelitska stabilnost.

Slika 2: Diferencialno izrazeni geni med primarnimi, napredovalimi tumorji endometrija tipov MMRp-MSS in MMRd-MSI-H.
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Opombe: Graf prikazuje primerjavo izrazanja genov med tumorji MMRp-MSS (n = 112) in MMRd-MSI-H (n = 27). Modre tocke oznacujejo
gene, ki so statisticno znac¢ilno znizano izrazeni, oranzne tocke pa gene, ki so statisticno znacilno povecano izrazeni v tumorjih
MMRp-MSS v primerjavi z MMRd-MSI-H. Sive totke predstavljajo gene brez statisticno znacilnih razlik v izraZzanju. Prag za diferencialno
izrazanje je dolocen kot absolutna sprememba izrazanja > 2 (navpicne ¢rtkane ¢rte) in prilagojena p-vrednost < 0,001 (vodoravna
Crtkana ¢€rta). Na sliki je oznacenih 10 najbolj spremenjenih genov glede na velikost absolutne spremembe izrazanja. MMRd-MSI-H -
pomanjkljivo popravljanje neujemanja pri podvajanju DNA in visoka mikrosatelitska nestabilnost; MMRp-MSS - ohranjeno popravljanje
neujemanja pri podvajanju DNA in mikrosatelitska stabilnost.
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liécnimi markerji (MS4A1, FCRLA), skupaj s kemokini (CXCL9,
CXCLI13, CCL20, CXCL3). To dodatno poudarja izrazitejsi
imunski fenotip tumorjev MM Rd-MSI-H.

Nasprotno pa je skupina genov z vecjo izrazenostjo v tumorjih
MMRp-MSS v primerjavi s tumorji MM Rd-MSI-H vkljucevala
gene, vkljuéene v razvoj organizma (npr. WNT6,/7A/10A/11,
FGF3/11/19, BMP5/7, geni HOX, HMGA?2), gene, vkljucene

v prenos signala v nevronih (komponente poti GABA,
glutamata in nevrotrofinov, kot so GABRA5/B2/R2/Q, GRIAL,
GRIK1/5, GRM4, NTRK1/3, SNAP25), ter gene, povezane
zremodeliranjem zunajceli¢nega matriksa/adhezijo (CO-
L4A3/4A4/6A6/9A1/9A3/11A2/20A1/22A1, MMP7, TIMPS3,
ADAMS33/TS16, LAMC3, COMP, MFAP5, CRTACI). Pri
tumorjih MM Rp-MSS smo opazili selektivno indukcijo genov,
povezanih z imunskim odzivom, vklju¢no z interferonom stimu-
liranimi in imunomodulatornimi geni (ISG15, IFIT1/2/3, IFI0,
IFI441, RSAD2, BST2, HERCS5, IFNLI), citokini/imunomodu-
latorji (IL6, IL10, ILI3RA2, ILI2RB2) ter oznacevalci kontrolnih
to¢k (PVRIG, KLRG2).

V podanalizi smo potrdili enak vzorec zvisanega izrazanja
genov v podskupini MMRp-MSS (brez POLE™") v primerjavi

s tumorji MM Rd-MSI-H, kot smo ga opazili v osnovni analizi.
Med povisano izrazenimi geni so prevladovali geni, vkljuc¢eni v
razvoj in diferenciacijo (npr. signalizacije WNT, FGF in BMP
ter Stevilni transkripcijski regulatorji, vklju¢no z geni HOX).
Poleg tega smo zaznali tudi povecano izrazanje genov, povezanih
s prenosom signalov v nevronih (npr. komponente poti GABA,
glutamata in nevrotrofinov). Povisano izrazeni so bili tudi geni,
vkljuceni v remodeliranje zunajceli¢nega matriksa in celi¢no
adhezijo (npr. kolageni, matriks metaloproteinaze). V tumorjih
MMRp-MSS (brez POLE™"Y) smo opazili Se zviSano izrazanje
genov, povezanih z interferonsko stimulacijo, imunomodulacijo in
izbranimi citokini, skupaj s povecanim izrazanjem oznacevalca
kontrolnih tock PVRIG.

3.4. SPREMEMBE V TRANSKRIPTOMU, POVEZANE Z 1ZIDI
PREZIVETJA PRI NAPREDOVALIH TUMOR]JIH ENDOMETRIJA
MMRp-MSS

V nadaljevanju smo raziskali, kateri izmed diferencialno izrazenih
genov med podskupinama MM Rp-MSS in MMRd-MSI-H
vplivajo na prezivetje v podskupini MM Rp-MSS in bi lahko
predstavljali potencialne terapevtske tarce pri tej skupini bolnic.
Ugotovili smo, da je 268 genov statisti¢no znacilno povezanih z
izidi prezivetja (prilagojena p-vrednost < 0,01). Seznam genov je
prikazan v dopolnilni tabeli 3.

Sedem genov je bilo povezanih z izbolj$ano prognozo (slika 3).
Gre za gene, povezane s citotoksi¢nimi in imunskimi efektorski-
mi funkcijami (GZMK, CCLZ22) ter z aktivnostjo naravnih celic
ubijalk (KLRB1/CDI161). Modulatorji poti Wnt (NOTUM, SP5),
gen za olfaktorni receptor OR51E]I in faktor za obdelavo RNA
PNLDCI so bili prav tako povezani z boljsimi izidi prezivetja v
podskupini MM Rp-MSS.

Ta zas¢itni profil se je potrdil tudi v podanalizi, ki izkljucuje
POLE™!tumorje. Isti nabor genov, vklju¢no z geni poveza-

nimi z imunskimi efektorskimi funkcijami (GZMK, CCL22,
KLRBI/CDI61), modulatorji poti Wnt (NOTUM, SP5) ter genov
PNLDCI in OR51E]1, je bil povezan z boljsimi izidi pri podskupini
MMRp-MSS (brez POLE™"). Poleg tega se je kot dodatni ugoden
oznacevalecizkazal Se TMEMI132B (dopolnilna slika 3, dopolnil-
na tabela 4).

Nasprotno pa je bilo vec kot 200 genov povezanih s slabsimi

izidi v podskupini MM Rp-MSS. Ti geni so bili razvrsceni v ve¢
funkcionalnih vozlis¢ (glej dopolnilno tabelo 3), od katerih je pet
najvecjih prikazanih nasliki 4.

Imunsko/vnetno vozlisce je vkljucevalo gene, stimulirane z
interferonom (RSAD2, HERC5, BST2, M X2, ISGI15, IFI44L,
RTP4), modulatorje prirojene imunosti (SSC4D, ILIRL2),
KLRG2, oznacevalec neaktivnosti celic ubijalk /T-celic ter druge
(glej dopolnilno tabelo 3). Ti vzorci nakazujejo, da sta kroni¢no
signaliziranje tipa I interferona in iz¢rpanost imunskega sistema
povezana s slabsim prezivetjem pri bolnicah z napredovalimi
tumorji tipa MMRp-MSS.

Onkogeno vozlisce je bilo obogateno z geni, povezanimi s celi¢no
dediferenciacijo in proliferacijo. Med geni, povezanimi z dedife-
renciacijo, so bili obogateni transkripcijski faktorji, povezani z
razvojem (SOX11), aktivatorji in modulatorji poti Wnt (RSPO4,
WNT7A, BRINPI), receptoriji s tirozin kinazno aktivnostjo ter
receptorji, povezani z G-proteinom (GPCR) (GPR158, ALK,
CNRI, HTR3C, SSTRI1, ADRAID), onkogeni transkripcijski
faktorji (THRBI, PLAGI) ter drugi (glej dopolnilno tabelo 3).

Med geni, povezanimi s proliferacijo, so bili obogateni regula-
torji celi¢nega cikla (CDKN2A, TRIM58, FAMI110B, DLL3),
rastni faktorji in njihovi receptorji (PCBP3, IGFBP6, NPY) ter
onkogeni transkripcijski regulatorji (ACTNZ2, LIN28A) (glej
dopolnilno tabelo 3). Ti nabori genov kazejo, da transkripcijski
programi, ki vzdrzujejo onkogeno signalizacijo, napovedu-

jejo slabse izide pribolnicah z napredovalimi tumoriji tipa
MMRp-MSS.

Nevronsko/sinapti¢no vozlisce je vkljucevalo gene, ki kodirajo

Slika 3: Diferencialno izrazeni geni v tumorjih MMRp-MSS v primerjavi z MMRd-MSI-H, ki so povezani z bolj§im specificnim prezivetjem, pri bolnicah z

napredovalimi tumorji endometrija MMRp-MSS.
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Opombe: Podatki so prikazani kot razmerje tveganja in 95-odstotni interval zaupanja. MMRd-MSI-H - pomanjkljivo popravljanje neujemanja pri podvajanju
DNA in visoka mikrosatelitska nestabilnost; MMRp-MSS - chranjeno popravljanje neujemanja pri podvajanju DNA in mikrosatelitska stabilnost.
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ionske kanale (CLCN4, CLCNKB, KCNT1/2/9, KCNHS),

gene, vkljucene v prenos signala v sinapsah (SLC6A11, GABRE,
SNAP25, FREMS), ter druge (glej dopolnilno tabelo 3). Ti
vzorci nakazujejo, da ta nabor genov, povezanih z diferenciacijo
nevronov, napoveduje slabse prezivetje pri bolnicah z napredova-
limi tumorji tipa MM Rp-MSS.

Nazadnje je vozlisce zunajceli¢nega matriksa/adhezije vkljuceva-
lo kolagene (COL4A4, COL6A6, COL9AI), regulatorje zunajce-
licnega matriksa (CRTACI, PAPLN, CHAD, ADAMTSI6), gene,
povezane z adhezijo (MMP7, MMP24, FBLN2, CEACAM]19),
ter druge (glej dopolnilno tabelo 3). To nakazuje, da so ti nabori
genov, povezani z remodeliranjem zunajceli¢nega matriksa in
disfunkcijo adhezije, povezani s slabso prognozo pri bolnicah z
napredovalimi tumorji tipa MMRp-MSS.

V podanalizi brez POLE™! tumorjev smo ponovno potrdili, da

je povisano izrazanje genov iz klju¢nih funkcionalnih vozlis¢

se naprej neugodno povezano s prezivetjem v podskupini
MMRp-MSS (brez POLE™Y) (dopolnilnaslika 3, dopolnilna
tabela 4). Imunsko/vnetno vozlisce je vkljucevalo gene, povezane
z interferonsko signalizacijo, in protivirusne gene (npr. IFNLI/2,
IFNBI, PTX3, BPIFA2). Onkogeno vozlisce je vkljucevalo gene,
vkljucene v razvoj in onkogeno signalizacijo (PLAGI, NEURODI,

ENI1, NR5AD), ter GPCR/RTK signalne komponente (CNR],
HTR3C, PROKR2, ADRAID). Nevronsko/sinapti¢no vozlisce

je vkljucevalo gene za ionske kanale (KCNHS, KCNT1/2/9,

SCNS3B) ter sinapti¢ne regulatorje (SLC6A1I, TAGLNS,
DPYSL5). Vozliscée zunajcelicnega matriksa/adhezije je vkljuce-
valo kolagene (COL4A3/4A4, COL6A6, COL9AI) in regulatorje
zunajceli¢nega matriksa in adhezije (RELN, OTOG, PAPLN,
CDHo6, CLDNI9).

4. RAZPRAVA IN ZAKLJUCKI

V nasi studiji smo identificirali razlike v izrazanju genov med
primarnimi, napredovalimi tumorji endometrija MM Rd-MSI-
-H in MM Rp-MSS pred zac¢etkom sistemskega zdravljenja ter
odkrili kandidate genov, ki bi lahko sluzili kot terapevtske tarce
ali prognosti¢ni biooznacevalci vtumorjih MM Rp-MSS. Visja
izrazenost genov, povezanih z aktivacijo imunskega sistema in
inhibicijo poti Wnt, je bila povezana z boljsim prezivetjem pri
bolnicah z napredovalimi tumorji tipa MMRp-MSS. Nasprotno
paje povisana izrazenost genov, vkljuc¢enih v onkogeno signalizi-
ranje, izogibanje imunskemu nadzoru, nevronsko diferenciacijo
in remodeliranje zunajcelicnega matriksa, napovedovala slabse
izide v podskupini MM Rp-MSS. Enake vzorce smo potrdili tudi

Slika 4: Diferencialno izraZeni geni v tumorjih MMRp-MSS v primerjavi z MMRd-MSI-H, ki so povezani s slab8im specificnim preZivetjem, pri bolnicah z

napredovalimi tumorji endometrija MMRp-MSS.
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Prikazanih je prvih 10 genov na posamezno vozlisde.

Opombe: Podatki so prikazani kot razmerje tveganja in 95-odstotni interval zaupanja. MMRd-MSI-H - pomanjkljivo popravljanje neujemanja pri podvajanju
DNA in visoka mikrosatelitska nestabilnost; MMRp-MSS - ohranjeno popravljanje neujemanja pri podvajanju DNA in mikrosatelitska stabilnost.
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v podanalizi, iz katere smo izkljuc¢ili POLE™ tumorje iz podsku-
pine MM Rp-MSS, za katero trenutno $e ni dovolj jasnih smernic
glede zdravljenja napredovalih oblik (11).

Zanimivo je, da so se glavna vozli$c¢a, povezana z izidi prezivetja v
podskupini MMRp-MSS (z ali brez POLE™ttumorjev), zdruze-
vala v osrednjih programih onkogeneze, ki predstavljajo uveljav-
ljene znacilnosti ne le raka endometrija, temve¢ raka nasploh
(31D). Kot klju¢ni napovedni dejavnik izstopa modulacija poti
Whnt: inhibitorji Wnt (NOTUM (32), SP5 (33)) so bili povezani

z ugodnejsimi izidi, medtem ko so bili aktivatorji Wnt (RSPO4
(34), WNT7A (35)) povezani s slabsim prezZivetjem. Ta opazanja
potrjujejo uveljavljeno vlogo spremenjene signalizacije Wnt in
dediferenciacije pri spodbujanju agresivne narave tumorjain
neodzivnosti na terapevtike (36). Wnt tako predstavlja obetavno,
apremalo raziskano terapevtsko tarco pri tumorjih endome-
trija MMRp-MSS. V skladu z negativnim vplivom onkogenov

na prognozo bolnic so bili s slabsimi izidi povezani tudi geni,
vkljuceni v celi¢no proliferacijo in regulacijo celi¢nega cikla, kar
poudarja, da nekontrolirana rast kot ena od znacilnosti raka (31)
vpliva tudi na prognozo v podskupini MM Rp-MSS.

Poleg programov onkogeneze je na prognozo v populaciji
MMRp-MSS (zali brez POLE™tumorjev) vplivalo tudi izrazanje
genov imunskih poti. Vecja izrazenost genov, ki kodirajo oznace-
valce citotoksic¢nosti (GZMK, CCL22) in oznacevalce celic ubijalk
(KLRBI/CDIO6I), je bila povezana z izboljSanim prezivetjem, kar
poudarja velik pomen ohranjenega imunskega nadzora za potek
bolezni (37). Nasprotno pa sta povisano izrazanje genov, povezanih
s signalizacijo interferona, ter prisotnost znakov imunske iz¢rpa-
nosti napovedovala slabso prognozo. CCpranc signalna pot interfe-
rona kljuc¢na za protitumorsko imunost, lahko njena kronic¢na ali
dolgotrajna aktivacija paradoksalno oslabi delovanje imunskega
sistema, spodbuja iz¢rpanost T-celic ter prispeva k terapevtski
odpornosti in napredovanju tumorja pri stevilnih vrstah raka
(38-43). To nakazuje, da negativna povezava med signalizacijo
interferona in prezivetjem v podskupini MM Rp-MSS verjetno
odraza stanje neustreznega delovanja imunskega sistema, ne pa
ucinkovitega imunskega nadzora, kar bi lahko pojasnilo omejeno
ucinkovitost kombinacij ICI s kemoterapijo pri bolnicah s tumoriji
MMRp-MSS.

Dodatno sta k neugodnim izidom prispevala tudi nevronska di-
ferenciacija in remodeliranje zunajcelicnega matriksa. Tumorske
celice lahko izkoris¢ajo nevronske signalne poti za povecanje
prezivetja, invazivnosti, metastatskega potenciala in odpornosti
na zdravljenje pri razli¢nih vrstah raka (44, 45), vklju¢no z rakom
debelega crevesa, pljué, dojke in prostate (44, 46, 47). Podobno
spremembe v sestavi kolagena, aktivnosti matriks metaloprote-
inaz in molekul adhezije olaj$ajo invazijo in metastaziranje, kar
poudarja klju¢no vlogo preoblikovanja mikrookolja pri razvoju
agresivnega tumorja (48-50).

Nasa studija prispeva nova spoznanja in razlago, zakaj se tumorji
MMRA-MSI-H in MM Rp-MSS razli¢no odzovejo na kombina-
cije ICI s kemoterapijo. Boljsi odziv tumorjev MM Rd-MSI-H
obicajno pripisujejo njihovi pove¢ani imunogenosti zaradi
okvarjenega popravljanja DNA in vi§jega mutacijskega bremena
v primerjavi s tumorji MMRp-MSS (18, 51, 52). Kljub temu
nekatere bolnice z MM Rd-MSI-H ne odgovorijo na zdravljenje z
ICT in kaZejo minimalno imunsko infiltracijo (51), kar potrjuje, da
so poleg statusa MMR klju¢ni dejavniki u¢inkovitosti zdravljenja
tudi obseg imunske infiltracije ter interakcije imunskih celic z
drugimi celi¢cnimi populacijami znotraj tumorskega okolja.

Razlike v sestavi imunskih celic glede na status MMR so opazili
tako priraku endometrija kot pri raku debelega ¢revesa in danke,
kjer je pomanjkljivost MMR posebej pogosta (53). Priraku

debelega ¢revesa tumorji tipa MMRd kaZejo vecjo infiltracijo
citotoksi¢nih T-limfocitov in celic ubijalk ter vsebujejo »imunska
zaris$ca« aktiviranih T-celic v neposredni blizini rakavih celic,
kiizloc¢ajo kemokine. Ta zarisc¢a vtumorjih MM Rp manjkajo
(54). Pri raku endometrija je mogoce tumorje podobno razslojiti
v skupine glede na imunsko infiltracijo, vklju¢no z imunsko
aktivnim, imunsko osiromasenim in imunsko dominantnim
fenotipom. Imunsko aktivni fenotip prevladuje pri tumorjih
POLE™*, medtem ko je imunsko osiromasen fenotip pogostejsi
pri NSMP inp53, ,lahko pase pojavi tudi v nekaterih podskupi-
nah MMRd-MSI-H in POLE™"(55). Te razlike verjetno odrazajo
razli¢ne programe izrazanja genov, ki smo jih identificirali med
tumorji MMRp-MSS in MMRd-MSI-H.

Ce povzamemo, nasa studija poudarja, da lahko pri napredovalem
raku endometrija tipa MM Rp-MSS znaki imunske aktivacije,
zlasti izrazenost oznacevalcev citotoksi¢nih T-limfocitov in celic
ubijalk, pomagajo opredeliti podskupine bolnic, ki bodo verjetne-
jeimele korist od imunoterapije. Nasprotno pa tumorji, za katere
so znacilni okrepljeno izrazanje onkogenov, imunosupresivni
programi, aktivacija nevronskih signalnih poti, remodeliranje
zunajceli¢nega matriksa, predstavljajo agresivnejse fenotipe,
odporne na pristope, ki se osredotocajo na imunski sistem, in zato
zahtevajo alternativna ali kombinirana zdravljenja. Prostorska
analiza transkriptoma posameznih celic bi lahko izboljsala strati-
fikacijo bolnic z napredovalim EC, ki bi imele korist od kombi-
niranega zdravljenja z ICI in kemoterapijo, omogocila pa bi tudi
razvoj tar¢no usmerjene terapije pri EC tipa MM Rp-MSS.

DOPOLNILNO GRADIVO

Dopolnilna gradiva (dopolnilne slike in dopolnil-
ne tabele) za ta ¢lanek so na voljo na spletni povezavi:
https://dirros.openscience.si/IzpisGradiva.php?id=28918
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