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1. Uvod
1.1. Epidemiologija

Karcinom endometrija naj¢esca je zlocudna novotvorina Zenskog spolnog sustava u
zemljama razvijenog svijeta (1). Promatrajuci na globalnoj razini, radi se o Sestoj po ucestalosti
neoplazmi u Zena (2). S ucestalo$¢u javljanja od 6%, karcinom endometrija ¢etvrta je najceSca
zlocudna bolest u Zena u Republici Hrvatskoj nakon karcinoma dojke, kolona i pluc¢a (3).
Incidencija karcinoma endometrija u RH 2002. godine iznosila je 21,4/100 000 stanovnika (4),
2006. godine 23,1/100 000 (5), dok posljednji izvjestaj koji datira iz 2016. godine prijavljuje
incidenciju ovog karcinoma od 32,1/100 000 stanovnika (3). Iz toga je vidljivo da je incidencija
karcinoma endometrija u stalnom porastu. Karcinom endometrija najées¢e se dijagnosticira
nakon menopauze, a u visSe od 90% slucajeva dijagnosticira se u Zena starijih od 50 godina (6)
s vi§kom incidencije izmedu 60. 1 70. godine Zivota (7). Medijan dobi prilikom dijagnosticiranja
iznosi oko 63 godine, a u otprilike 4% slucajeva dijagnoza se postavlja u Zena mladih od 40
godina (6). Velika studija koja je pratila internacionalne trendove pojave karcinoma
endometrija tijekom perioda od 35 godina uocila je najvecu stopu incidencije u Sjedinjenim
Americkim DrZavama te Sjevernoj i Isto¢noj Europi, dok su najnize stope incidencije
zabiljezene u Juznoj Africi i Indiji. Visa incidencija karcinoma endometrija u razvijenom
svijetu povezuje se s duzim ocekivanim trajanjem zivota kao i s razlikama u Zivotnom stilu.
Porast incidencije zapaZen je kako u RH tako i u svijetu, s naglaskom na zemlje s brzom
socioekonomskom tranzicijom (2). Posebno zabrinjava €injenica da se karcinom endometrija
sve ¢esSc¢e javlja u sve mladoj dobi (8). Takvi trendovi porasta incidencije ove zlo¢udne bolesti
mogli bi se povezati s boljim dijagnosti¢kim metodama i porastom dobi stanovnistva, a smatra
se kako je za velik udio novooboljelih zasluzna vladajuca epidemija pretilosti, pogotovo kada

govorimo o pojavi karcinoma endometrija u populaciji Zena mlade Zivotne dobi (8,9).



1.2.  Etiologija

Etiologija karcinoma endometrija nije do kraja razjasnjena, medutim poznati su brojni
rizi¢ni faktori koji se mogu povezati s ve¢om ucestalo$¢u javljanja ovog tumora. Jedan od
najznacajnijih rizi¢nih faktora je prekomjerna stimulacija endometrija estrogenom, a studije sve
viSe paznje posvecuju prekomjernoj tjelesnoj tezini kao zna¢ajnom rizicnom faktoru zasluznom
za sve vecu ucestalost pojave karcinoma endometrija u mladoj dobi (10). Proliferacija i
diferencijacija tkiva endometrija uvelike su ovisne o estrogenu i progesteronu pa tako disbalans
u razini ovih dvaju hormona moze utjecati na promjene u endometriju koje u krajnjoj liniji
mogu dovesti do maligne transformacije. Naime, estrogen potice proliferaciju endometrija, a
osim mitogenog, ima i mutageni potencijal koji velikim djelom proizlazi iz djelovanja njegovih
metabolita (11). S druge strane, progesteron ima negativan regulatorni u¢inak na proliferativne
estrogenske ucinke. Endogeni endokrini uzorak razvoja karcinoma endometrija moze se stoga
zasnivati na deficitu progesterona, zbog ¢ega dolazi do neoponirajuceg djelovanja estrogena.
Takav se slucaj, primjerice, javlja kod sindroma policisti¢nih jajnika (engl. polycystic ovary
syndrome, PCOS), kao 1 anovulatornih ciklusa uslijed drugih uzroka (11,12). Rana dob menarhe
1 kasna dob menopauze izlazu Zenu ve¢em broju menstrualnih ciklusa, a time 1 duljoj ekspoziciji
ucinku estrogena. Na sli¢an nacin, paritet ima bitan utjecaj na izloZenost Zene estrogenu tijekom
zivota buduc¢i da za vrijeme trudnoce postoji pomak u ravnotezi spolnih hormona, pri ¢emu
dolazi do pada razine estrogena i porasta razine progesterona. Time se razjasnjava ¢injenica da
multiparitet ima protektivni u¢inak na razvoj karcinoma endometrija, dok je nuliparitet rizicni
¢imbenik za njegov razvoj (10,13). Metabolicki 1 endokrini ucinci pretilosti (engl. Body Mass
Index, BMI > 30kg/m2) mogu objasniti na koji nacin ona utjeCe na razvoj karcinoma
endometrija. Naime, periferno masno tkivo izvor je proupalnih citokina koji mogu djelovati
stimulativno na rast endometrija, dok je razina protektivnih molekula poput adiponektina i

proteina koji veze inzulinski faktor rasta smanjena. Osim toga, u perifernom masnom tkivu
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dolazi do konverzije androstendiona u estron i aromatizacije androgena u estradiol (8,11).
Nadalje, pretilost je usko povezana s hiperinzulinemijom, a inzulin na brojne nafine moze
doprinijeti malignoj alteraciji endometrija. Inzulin posjeduje mitogenu 1 antiapoptoticku
aktivnost 1 dijeli signalne puteve s inzulinu sli¢nim faktorom 1, medijatorom hormona rasta te
na taj nain potiCe proliferativne procese. Isto tako, inzulin smanjuje jetrenu produkciju
globulina koji veze spolne hormone (engl. sex hormone binding globuline, SHBG), sto dovodi
do povecane biodostupnosti estrogena na periferiji (14). Hiperinzulinemija je povezana i s
pove¢anom produkcijom androgena u jajniku 1 nadbubreznoj zlijezdi, koji se potom
aromatiziraju u estrogene u masnom tkivu. U prilog inzulinskoj teoriji idu 1 meta-analize koje
su dokazale znacajno poviSenu koncentraciju inzulina i peptida C u Zena s karcinomom
endometrija (14-16). Uz endogeno poviseni estrogen, egzogena primjena estrogena dovodi do
sliénih ucinaka. Tako Cdista estrogenska hormonska nadomjesna terapija u peri- i
postmenopauzalnom razdoblju moZe povecati rizik od razvoja karcinoma endometrija.
Terapija Tamoxifenom, modulatorom estrogenskih receptora koja se primjenjuje u estrogen
ovisnom karcinomu dojke, takoder moze dovesti do proliferacije endometrija. S druge strane,
kombinirani estrogensko-progestinski oblici hormonske nadomjesne terapije, kombinirana
hormonska kontracepcija, kao i ¢isto progestinska hormonska kontracepcija smanjuju rizik od
karcinoma endometrija. Od hormonskih uc¢inaka, osim ve¢ spomenutog neposrednog ucinka
androgenih hormona, bitno je spomenuti da androgeni mogu i izravno poticati proliferativne
procese. To je joS jedan od mehanizama na koji stanja povezana s hiperandrogenizmom (npr.
PCOS) mogu utjecati na malignu transformaciju endometrija (10-12). Od ostalih rizi¢nih
faktora potrebno je spomenuti stariju dob, bijelu rasu, genetsku predispoziciju 1 obiteljsku
povijest drugih neoplazmi Zenskog spolnog sustava. Starija dob povezana je s duljom
ekspozicijom estrogenu, kao i deficitom progesterona u peri- i postmenopauzalnom razdoblju.

Veca incidencija karcinoma endometrija u Zena bijele rase povezuje se sa socioekonomskim
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statusom, duzim ocekivanim trajanjem zivota i zivotnim stilom (npr. pretilost) (10). Od
genetskih mutacija naj¢es¢e su mutacije u genima za popravak krivo sparenih baza DNA (engl.
mismatch repair protein, MSH 1,2,6), koje rezultiraju mikrosatelitnim nestabilnostima i
pojavom Lynchovog sindroma, unutar kojeg se kao jedan od entiteta javlja i karcinom
endometrija. Karcinom endometrija moze se pojaviti i u sklopu Cowdenovog sindroma
povezanog s mutacijama PTEN (engl. phosphatase and tensin homolog) gena. Ve¢i rizik od
razvoja karcinoma endometrija imaju i nositeljice BRCA1 (engl. breast cancer) gena (14,18).
Takoder, veci rizik javlja se 1 u Zena koje su preboljele ili imaju obiteljsku povijest raka ovarija
ili raka dojke s obzirom da se radi o malignitetima koji pokazuju ovisnost o estrogenu. Na
posljetku, visok udio masti u prehrani smatra se rizi€nim ¢imbenikom za razvoj karcinoma
endometrija, dok je pusSenje u vecini studija okarakterizirano kao protektivni faktor, iako manji

dio studija prijavljuje oprecne rezultate (8,10).

1.2. Klasifikacija karcinoma endometrija

Tradicionalno, prema Bokhmanu, karcinom endometrija klasificira se kao tip I ili tip II.
Takva podjela temelji se na klini¢kim, endokrinolo§kim i epidemioloSkim opazanjima (19). Tip
I karcinoma endometrija ovisan je o estrogenu i povezan s hiperplazijom endometrija dok su
karcinomi tipa II estrogen neovisni i povezani s atrofijjom endometrija (19). Osim ovakve
podjele, karcinomi endometrija mogu se klasificirati prema histopatoloSkim karakteristikama.
Pri takvom nacinu klasifikacije, Svjetska zdravstvena organizacija (SZO) klasificira karcinom
endometrija kao endometrioidni, mucinozni, serozni, serozni intraepitalni karcinom
endometrija, karcinom svijetlih stanica, neuroendokrini, mjeSoviti, nediferencirani i
dediferencirani (20). Postoje povezanosti izmedu ove dvije klasifikacije pa su tako tumori tipa
I najces¢e endometrioidni, dok je najviSe karcinoma tipa II serozno. Karcinomi endometrija

mogu se razlikovati prema brojnim osobinama — bioloskim, klinickim, morfoloskim 1
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genetickim. Tradicionalna klasifikacija, prognosti¢ka u svojoj srzi, ne uzima u obzir mnoge od
tih znacajki, stoga slabo moze predvidjeti odgovor na terapiju. 1z tog razloga, kako bi se bolje
mogle predvidjeti potencijalne mete za terapijske postupke, predlozena je genomska

klasifikacija karcinoma endometrija (21).

1.2.1. Dualisti¢na klasifikacija

1.2.1.1. Karcinom endometrija tipa 1

Ovaj tip ucestalije se javlja i ¢ini 70-80% svih karcinoma endometrija (22). Povezan je
s poviSenim razinama estrogena, pretiloS¢u, pozitivnoS¢u na hormonske receptore i
endometrioidnom hiperplazijom kao prekurskom lezijom. Umjereno je ili visoko diferenciran,
obic¢no niZeg gradusa te bolje prognoze. Ukoliko usporedujemo ovaj tip tumora s histoloskom

klasifikacijom, moZemo govoriti o endometrioidnim tumorima (21, 22).

1.2.1.2. Karcinom endometrija tipa 11

Javlja se s u€estalo$¢u od 20 do 30% (22). Nije povezan s pretilos¢u, dapace, cesce se
javlja kod Zena koje nisu pretile, negativan je na hormonske receptore, povezan je s atrofijom
endometrija. Obic¢no je slabo diferenciran i viSeg gradusa od tipa I. Prognoza mu je uglavnom
loSija nego kod tumora tipa II. Pri usporedbi s histoloSkom klasifikacijom govorimo o
takozvanim ne-endometrioidnim karcinomima od kojih je karcinom tipa II naj¢esée seroznoga

tipa (21).

1.2.2. Histoloska klasifikacija

Tablica 1. Klasifikacija karcinoma endometrija prema SZO (20).

Histoloski tip
Endometrioidni adenokarcinom

e s plocastom diferencijacijom
e  sekretorni tip
e viloglandularni tip
Mucinozni adenokarcinom
Serozni intraepitelni karcinom endometrija
Serozni karcinom
Karcinom svijetlih stanica
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Neuroendokrini tumori
e  Neuroendokrini tumori niskog gradusa
- karcinoid
e  Neuroendokrini tumori visokog gradusa
- neuroendokrini karcinom malih stanica
- neuroendokrini karcinom velikih stanica
MijeSoviti adenokarcinom
Nediferencirani karcinom
Dediferencirani karcinom

Endometrioidni adenokarcinom javlja se u priblizno 80% svih karcinoma
endometrija, a karakterizira ga sli¢nost s proliferativnim endometrijem. Prema konfiguraciji
moze biti zljezdani, papilarni ili djelomicno solidan. Endometrioidni adenokarcinom s
plocastom diferencijacijom sadrzi plocaste elemente u najmanje 10% tumora. S obzirom na
karakter plocastog epitela nekada se ovaj karcinom dijelio u: adenoakantom kod kojeg zarista
plocastog epitela imaju benigan karakter i akantoskvamozni karcinom kod kojeg su zarista
plocastog epitela malignog karaktera. Medutim, danas se smatra da ova podjela nema klinicki
znacaj te se vise ne koristi. Viloglandularni podtip ovog karcinoma obiljezen je papilarnim
bujanjem epitela s oskudnom stromom. Sekretorni podtip obiljezava prisutnost vakuola u
tumorskim stanicama koje se javljaju supra- i subnuklearno. Nalikuje ranoj sekretornoj fazi
endometrija (20, 23). Mucinozni adenokarcinom u ¢istoj formi pojavljuje se veoma rijetko,
ali mucinozna ZariSta u endometroidnom karcinomu ¢esto se pronalaze. NajceS¢e se radi o
dobro diferenciranom tumoru. Serozni karcinom nepovoljne je prognoze 1 obi¢no visokog
gradusa. Nuklearne atipije su izrazene, jezgre prominentne, a citoplazma oskudna. NajceSce se
javlja u pacijentica starijih od 65 godina u atroficnom endometriju ili u polipu. Serozni
intraepitelni karcinom endometrija predstavlja oblik seroznog karcinoma ograni¢enog na
epitel bez prodiranja u stromu. Specifi¢no je za ovaj karcinom da moze do¢i do rasipanja
njegovih stanica i metastaziranja na ekstrauterina sijela cak i bez dokazane invazije. Tumorsko
tkivo klarocelularnog karcinoma gradeno je od poligonalnih stanica svijetle ili eozinofilne

citoplazme s teSkom nuklearnom atipijom. Tipi¢an su nalaz gusta eozinofilna izvanstani¢na
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globula 1 hijalina tjeleSca. Poput seroznog karcinoma, karcinomi svijetlih stanica po definiciji
su tumori visokog gradusa (automatski gradus III). Jednako kao i serozni karcinom, najcesce
se javljaju u atroficnom endometriju ili unutar glandularnog polipa endometrija. Otkriva se u
uznapredovalom stadiju. Nediferencirani karcinom obiljezen je gubitkom diferencijacije 1
veoma nepovoljnom prognozom. Cesto se pojavljuju u bolesnica s Lynchovim sindromom, a
dijagnoza se zbog slicnosti s drugim novotvorinama moze postaviti samo pomocu
imunohistokemije. Dediferencirani karcinom sastoji se od dvije komponente od kojih je jedna
nediferencirana i infiltrira miometrij, dok je druga komponenta endometroidni adenokarcinom
gradusa I ili I koja obi¢no oblaze materiSte. MjeSovitim karcinomom smatra se svaki
karcinom koji se sastoji od dvaju ili viSe tipova karcinoma od kojih je barem jedan karcinom
tipa II. Udio drugog karcinoma mora biti najmanje 5%, a prognoza se ne postavlja prema
karcinomu koji je zastupljen veéim udjelom, ve¢ prema karcinomu viSeg gradusa.
Neuroendokrini karcinom veoma je rijedak, a pojavljuju se u Zena starije Zivotne dobi. Dobro
diferencirani neuroendokrini tumori endometrija (karcinoidi) predstavljaju rijetkost. MoZemo
razlikovati neuroendokrine karcinome sitnih i velikih stanica, pri ¢emu je kod neuroendokrinih
karcinoma sitnih stanica citoplazma oskudna, a kromatin pokazuje tzv. ,,salt and pepper
uzorak (granuliran poput soli i papra). Velikostani¢ni karcinomi oblinije su citoplazme i brojnih
mitoza. Ovi karcinomi mogu biti organizirani u gnijezda, trabekule i tracke ili se mogu pojaviti
difuzno. Kao prva manifestacija, mogu se javiti znakovi metastatske bolesti. Radi se o

karcinomima izuzetno loSe prognoze (20-23).

Prema FIGO (franc. Fédération Internationale de Gynécologie et d’Obstétrique,
Internacionalna federacija za ginekologiju 1 opstetriciju) sustavu, endometrioidni
adenokarcinom i njegove inacice kao 1 mucinozni adenokarcinom endometrija klasificiraju se
u tri stupnja diferenciranosti odnosno gradusa. Odredivanje stupnja diferenciranosti tumora

temelji se na arhitekturalnom (odnos zljezdane 1 solidne komponente u tumoru) i nuklearnom
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gradusu (izgled i1 veli¢ina jezgara, broj i1 veli¢ina nukleola, izgled kromatina). Prednost u
odredivanju diferenciranosti tumora ima arhitekturalni gradus, pri cemu se kod tumora gradusa
I ili IT konac¢na ocjena gradusa povecava za jedan ukoliko je prisutna nuklearna atipija gradusa

II1. Arhitekturalna gradacija prikazana je u tablici 2, a nuklearna u tablici 3 (20,21).

Tablica 2. Podjela karcinoma endometrija prema arhitekturalnom gradusu tumora (20).

Gradus I Tumor graden od Zljezdanih formacija uz manje od 5 % solidnih podrucja
Tumor graden od zljezdanih formacija, ali se nalaze i solidna Zarista tumora od
Gradus II
6 do 50 %
Gradus III Vise od 50 % tumora gradeno je od solidnih Zarista

Tablica 3. Podjela karcinoma endometrija prema nuklearnom gradusu (20).

Gradus 1 stanice s ovalnim ili izduzenim jezgrama, fino rasprSenog kromatina, nezamjetljivim
nukleolima i sporadi¢énim mitozama

Gradus II stanice Cije jezgre pokazuju karakteristike izmedu gradusa I i IT1

Gradus III stanice s nepravilnim, polimorfnim jezgrama, grubo granuliranog kromatina, velikim
velikim eozinofilnim nukleolima i brojnim mitozama

Kada je prisutan neki drugi subtip karcinoma endometrija osim endometrioidnog ili
mucinoznog, ovakva se klasifikacija ne primjenjuje. Serozni, klarocelularni, nediferencirani 1
dediferencirani karcinomi smatraju se karcinomima visokog gradusa, odnosno gradusa III.
Stupnjevanje mjeSovith karcinoma zahtjeva poseban pristup. HistoloSki gradus tumora, uz
stadij bolesti, jedan je od glavnih prognostickih faktora, stoga ga svakako treba uzeti u obzir

(24).

1.2.3. Genomska klasifikacija

Istrazivacka mreza TCGA (engl. The Cancer Genome Atlas Research Network) provela
je opseznu genomsku analizu karcinoma endometrija. Velik broj karcinoma analiziran je
metodom sekvencioniranja nove generacije u kombinaciji s drugim metodama analize DNA.

Studija se fokusirala na endometroidni, serozni i mjeSoviti tip tumora. Na temelju rezultata,
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karcinomi endometrija kategorizirani su u Cetiri genomska razreda: 1) tumori s velikim brojem
somatskih mutacija unutar egzonuklearne domene DNA polimeraze epsilon (engl. polymerase
epsilon exonuclease domain, POLE), 2) tumori s mikrosatelitnom nestabilnoscu, ¢esto povezani
s metilacijom MLH1 promotora i mutacijama KRAS i PTEN gena, 3) tumori s malim brojem
alteracija kopija i manjim brojem mutacija (engl. Copy number low) u kojih su ¢este CTNN B1
mutacije 1 4) tumori nalik seroznima, s velikim brojem alteracija kopija, karakteristicnom
mutacijom TP53 1 visokom stopom drugih mutacija (engl. Copy number high).

Ovakva je klasifikacija zasad izazovna i skupa, medutim njezina je vaznost neosporna buduci

da pruza uvid u dosad nepoznate karakteristike tumora kao i potencijalne terapijske moguénosti

(21,25).

1.3. Klinicka slika

Najznacajnija klinicka manifestacija karcinoma endometrija jest abnormalno vaginalno
krvarenje. Ono se javlja rano u tijeku bolesti kada je u vecine bolesnica tumor ogranic¢en na
maternicu. Kako je najve¢i broj pacijentica u postmenopauzi, naj¢esée se radi o
postmenopauzalnom krvarenju koje se definira kao pojava vaginalnog krvarenja najmanje
godinu dana nakon posljednje menstruacije. Literatura navodi da se kod 20% pacijentica s
takvim oblikom krvarenja kao uzrok potvrdi maligna bolest, bilo endometrija ili cerviksa
(26,27). U pacijentica u pre- ili perimenopauzi, bolest ¢e se takoder manifestirati krvarenjem,
no tada ¢e ono biti intermenstrualno (27). Kod te podskupine pacijentica postavljanje dijagnoze
moze predstavljati izazov s obzirom da ciklusi u premenopauzalnom razdoblju postaju
iregularni. Samo 15% slucajeva karcinoma endometrija javlja se bez krvarenja (26). Budu¢i da
rana dijagnoza karcinoma endometrija pruza vece Sanse za izljecenje, u svake pacijentice u
post- ili perimenopauzi s abnormalnim krvarenjem te u mladih bolesnica sa zna¢ajnim rizicnim
faktorima (npr. anovulacija), bitno je pomisSljati na malignu bolest te postojanje iste

pravovremeno potvrditi ili iskljuciti (26,28). Kasne manifestacije karcinoma endometrija
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ukljucuju bolove, vaginalni iscjedak ili piometru te one upucuju na ve¢ uznapredovalu bolest

7).

1.4. Dijagnostika

American Cancer Society (ACS) preporuca da bi sve Zene starije od 65 godina trebale
biti upozorene na rizike i simptome karcinoma endometrija i savjetovane da se jave na procjenu
ako primijete simptome. Sto se ti¢e samog probira, nema dokaza koji bi ga podupirali osim u
slucaju zena s Lynch sindromom kojima je, iako kontroverzno, preporuceno raditi biopsije
endometrija pocetno s 35-om godinom Zivota zbog visokog rizika od razvoja karcinoma.
Takoder, trebale bi biti savjetovane o vodenju menstrualnog kalendara te prijaviti svako
abnormalno krvarenje. Veliku ulogu u prevenciji bolesti ima i regulacija rizi¢nih faktora kao
Sto su dijabetes, pretilost ili poviSeni krvni tlak, a kod Zena na hormonskoj nadomjesnoj terapiji

dokazan je protektivni u¢inak uvodenja progesterona u terapiju (28).

U dijagnostickom postupku primarni je postupak detaljna anamneza koja ukljucuje
informacije o uzimanju odredenih lijekova (hormonska nadomjesna terapija, tamoksifen, oralna
kontracepcija) 1 mogué¢im podleze¢im stanjima koja su povezana s karcinomom endometrija
(pretilost, Lynch sindrom, karcinom dojke, hipertenzija) te ginekoloSku anamnezu (rana
menarha, kasna menopauza, paritet) (29). Za daljnju evaluaciju najve¢i broj smjernica
preporuca transvaginalni ultrazvuk i1 biopsiju endometrija. Transvaginalni ultrazvuk najcesce je
prvi odabir u dijagnostici karcinoma endometrija zbog dostupnosti i visoke senzitivnosti. Njime
se moZe izmjeriti debljina endometrija za koju je nekoliko meta-analiza, koje su koristile
grani¢no mjerenje od 5 mm ili manje, imalo 96% senzitivnost i vjerojatnost od 2,5% za rak
endometrija u Zena u postmenopauzi. Daljnja dijagnostika zahtijeva uzorak tkiva endometrija
Sto biopsiju endometrija ¢ini metodom izbora te se preporuca uciniti frakcioniranu
eksplorativnu kiretazu ili biopsiju pod kontrolom histeroskopije. Sto se ti¢e slikovnih metoda,
magnetska rezonancija moze pruziti dodatne informacije o zadebljanju endometrija ili

18



strukturnim abnormalnostima kada transvaginalni ultrazvuk nije adekvatan, dok kompjutorska

tomografija 1 pozitronska emisijska tomografija opcenito nemaju vecu korist u pocetnoj

procjeni (28). Definitivna se dijagnoza moze postaviti nakon histerektomije, adneksektomije ili

zdjeli¢ne 1 paraaortalne limfadenektomije, kada se provodi patohistoloSka analiza materijala

kojom se utvrduje i stupanj prosirenosti bolesti. Jedina je iznimka serozni karcinom endometrija

kod kojeg su potrebni ispirak i slijepe biopsije peritoneuma zdjelice 1 gornjeg dijela abdomena

te resekcija infrakoli¢nog dijela omentuma (28,30).

Za stupanj proSirenosti bolesti najvise se rabi FIGO klasifikacija. Njen temel]

predstavljaju kirurSka i patohistoloska analiza bolesti, a prikazana je u tablici 4 (30).

Tablica 4. TNM i FIGO Klasifikacija karcinoma endometrija (20).

TNM FIGO Kirursko — patoloski nalaz

X Prisutnost primarnog tumora se ne moze procijeniti

TO Nema dokaza postojanja primarnog tumora

Tis Karcinom in situ

Tl | Tumor ograni¢en na korpus uterusa

Tla 1A Bez invazije ili s invazijom manjom od polovine debljine miometrija

Tlb IB Invazija > polovine debljine miometrija

T2 I Tumor invadira stromu vrata maternice, bez Sirenja van maternice

T3 III Lokalno i/ili lokoregionalno prosireni tumor

T3a IIA Tumor invadira serozu trupa maternice i/ili adneksa

T3b 1B Tumor se $iri na vaginu i/ili na parametrije

NX Status limfnih ¢vorova se ne moze procijeniti

NO Regionalni limfni ¢vorovi nisu zahvaceni
1ic Presadnice u zdjeli¢ne i/ili para-aortalne limfne ¢vorove

N1 IIC1 Pozitivni zdjeli¢ni limfni ¢vorovi

N2 mc2 Pozitivni para-aortalni limfni ¢vorovi £ pozitivni zdjeli¢ni limfni ¢vorovi
v Tumor invadira sluznicu mjehura 1/ili crijeva, sa ili bez postojanja udaljenih

presadnica
T4 IVA Tumor invadira sluznicu mjehura i/ili crijeva
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MO Nema udaljenih presadnica

Ml IVB Udaljene presadnice, ukljucujudi intraabdominalne presadnice i/ili ingvinalne
limfne ¢vorove

1.5. Terapijski postupci
1.5.1. LijeCenje endometrioidnog karcinoma endometrija

Prema smjernicama koje su postavili Hrvatsko onkolosko drustvo, Hrvatsko drustvo za
ginekologiju 1 opstetriciju te Hrvatsko ginekoloSko-onkolosko drustvo, kirurSko lijecenje
predstavlja vodecu vrstu lijecenja kod pacijentica oboljelih od karcinoma endometrija. Osnovni
se kirurSki zahvat sastoji od histerektomije s obostranom salpingo-ovarijektomijom (TAH
BSO). Takoder, kirurski zahvat ukljucuje odredivanje stupnja prosirenosti bolesti. Inspekcija i
palpacija abdominalnih organa, lavat peritoneuma te biopsija sumnjivih lezija pomazu u
definiranju iste. Ukoliko je kirurSka procjena stupnja prosirenosti bolesti nepotpuna, potrebna
je radioloska slikovna dijagnostika. U tom sluc¢aju indicirana je slobodnija primjena adjuvantne
terapije ili ponavljanje operacijskog zahvata radi ponovnog kirurskog stupnjevanja. Od
adjuvantne radioterapije u obzir dolazi vaginalna brahiterapija, zdjeli¢na s ili bez paraaortalne

radioterapije ili kombinacija unutrasnjeg 1 vanjskog zracenja (30).

1.5.2. Primarno lijeCenje

Kod pacijentica u kojih je bolest ograni¢ena samo na maternicu (FIGO I-II), osnovni
oblik lijecenja je kirurSki zahvat. U stadiju bolesti FIGO IA limfadenektomija prilikom
kirurSkog lijeCenja moze se izostaviti. Stadij IB 1 II zahtijevaju zdjelicnu limfadenektomiju s
mogucénoséu uklanjanja paraaortalnih limfnih ¢vorova. Kada postoje kontraindikacije za
kirursko lijecenje, indicirane su hormonska terapija te zdjeli¢na i intrakavitarna radioterapija.
Pacijentice u kojih je bolest proSirena izvan maternice (FIGO III-IV), potrebno je podvrgnuti
operativnom zahvatu i u slu¢ajevima kada je potpuno odstranjenje tumora moguce, ali i u smislu

redukcije tumora. LijeCenje radioterapijom i (kemo)brahiterapijom u slucaju neoperabilne
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zdjeli¢ne bolesti, vr§i se uz naknadnu reevaluaciju operabilnosti. Ukoliko je bolest
diseminirana, a pacijentica dobrog opceg stanja, potrebno je razmotriti moguénost kirurskog

zahvata (30).

1.5.3. Adjuvantno lijeCenje
Indikacija adjuvantne terapije temelji se na kirur§koj procjeni proSirenosti bolesti.
Ovisno o procijenjenom riziku recidiva karcinoma, utjecat ¢e na izbor i vrstu adjuvantne

terapije. Prema ¢imbenicima rizika za pojavu recidiva stadij I bolesti dijelimo u tri kategorije:

1. bolesti niskog rizika: stadij IA, gradusa I i II, endometrioidnog tipa

2. bolesti srednjeg rizika: stadij IA, gradusa III, endometrioidnog tipa i stadij IB gradusa |
1 I endometrioidnog tipa

3. bolesti visokog rizika: stadij IB, gradusa III, endometrioidnog tipa ili bilo koji stadij

neendometrioidni histoloski tip tumora.

Drugi rizi¢ni ¢imbenici za recidiv su dob iznad 60 godina, tumori ve¢i od 2 cm, donji
uterini segment zahvacen tumorskim tkivom te prisutnost limfovaskularne invazije. Ukoliko je
status limfnih ¢vorova nepoznat, primjena adjuvantne kemoterapije je slobodnija, medutim, ako
je dokazano da su limfni ¢vorovi negativni, lijecenje je moguce izbjeci. Bolesnice u stadiju I s
niskim rizikom naj€esce se samo prate, dok primjena vaginalne brahiterapije dolazi u obzir kada
su prisutni ostali ¢cimbenici rizika. Kod srednje 1 visoko rizi¢ne bolesti primjenjuje se adjuvantna
radioterapija kao terapija izbora. U stadiju II primjenjuje se vaginalna i zdjelicna adjuvantna
radioterapija, a dodatno kemoterapija dolazi u obzir u bolesti gradusa III, kod limfovaskularne
invazije 1 kod invazije tumora u viSe od pola debljine stijenke miometrija. Ukoliko je zahvacen
vrat maternice, mozZe se primijeniti i predoperativno zracenje zdjelice i brahiterapija. Kod
pacijentica u Il 1 IV stadiju bolesti, pristup je individualiziran. Osnova lije¢enja je kemoterapija
s primjenom lijekova kao $to su cisplatina/doksorubicin ili cisplatina/doksorubicin/paklitaksen.

Kod stadija III korisna je primjena neoadjuvantne, primarne ili adjuvantne radioterapije (30).
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1.5.4. Lijecenje recidiva i metastaza

LijeCenje pacijentica kod kojih je doSlo do recidiva bolesti zahtijeva individualiziran
pristup ovisan o dobi, opem stanju i komorbiditetima pacijentice, o stanju prosirenosti bolesti
te o ranije primijenjenoj terapiji 1 vremenu koje je proslo od primijenjene terapije do pojave
recidiva. Recidiv podrucja koje prethodno nije zraceno i1 koje nema udaljenih presadnica,
moguce je lijeCiti primjenom kompletne radioterapije. U obzir dolaze neki od radikalnih
kirurskih operativnih zahvata u zdjelici. Mjesto koje je ranije lijeCeno radioterapijom uz pojavu
recidiva, lijeci se uglavnom kirur§kim zahvatom. Ukoliko je recidiv neresektabilan ili postoje
udaljene presadnice, lijeCenje se bazira na hormonskoj terapiji ili kemoterapiji. Lijecenje
kemoterapijom (cisplatina/doksorubicin/paklitaksel) primjenjuje se u terapiji metastatske
bolesti. U primjeni je hormonska terapija (megestrol-acetat, aromatizirani inhibitori,

tamoksifen) i simptomatsko lijecenje (30).

1.5.5. LijeCenje neendometrioidnog karcinoma endometrija

U lijecenju neendometrioidnog raka maternice primarno je kirursko lije¢enje. Primjena
adjuvantnog lijeCenja trebala bi biti strogo individualizirana. Pacijentice sa stadijem IA bez
invazije miometrija mogu se samo pratiti, dok kod stadija IA s invazijom miometrija i stadija
IB, nakon kirurS§kog lijeCenja obavezna je primjena jedne vrste adjuvantne terapije. Za
pacijentice stadija II, III 1 IV, indicirana je kemoterapija kao osnova lijeCenja s ili bez ciljane
radioterapije. Kod lijecenja seroznog karcinoma preporuca se kombinacija platine 1 taksana

(25).

1.5.6. Ciljna terapija
Sve bolje razumijevanje signalnih puteva u patogenezi karcinoma endometrija otvara
mogucnosti ciljanoj terapiji. Neke od meta takve terapije su tumor supresorski gen PTEN i

vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF) (31).
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1.5.7. Pracenje
Nakon zavrsenog lijeCenja, daljnje prac¢enje u vidu opc¢eg klinickog i ginekoloskog pregleda,

obavlja se svakih tri mjeseca u prve dvije godine pracenja, zatim svakih Sest mjeseci do pete godine
prac¢enja. Vaginalna citologija indicirana je jednom u godini, a ostale dijagnosticke procedure prema
klini¢koj indikaciji (30).
1.6. Prognosticki ¢cimbenici

Neki od najznacajnijih prognostickih ¢imbenika za ishod u pacijentica s karcinomom
endometrija su: dob, histoloski tip tumora, histoloski gradus, invazija miometrija, FIGO stadjij,
postojanje limfovaskularne invazije tumora, zahvadenost limfnih c¢vorova te utjecaj
angiogeneze i limfangiogeneze na ishod bolesti §to je sve ¢eS¢a tema istrazivanja. Mlade Zene
s karcinomom endometrija obicno imaju bolju prognozu od starijih. Istrazivanja pokazuju da
pacijentice starije od 63 godine imaju znac¢ajno smanjeno ukupno prezivljenje i1 prezivljavanje
bez recidiva. Losija prognoza kod starijih pacijentica povezuje se s veCom ucestalos¢u gradusa
III tumora i ucestalijim javljanjem tipova karcinoma s loSijom prognozom. Nezavisni
prognosticki utjecaj dobi na ishod, pronaden je u nekim studijama, ali nije bilo konsenzusa pri
potvrdivanju takvih nalaza (32-34). Brojne studije potvrdile su kako je ukupno prezivljenje kao
1 prezivljavanje bez pojave recidiva znatno manje kod tumora tipa II u odnosu na tumore tipa I.
Serozni karcinom prepoznat je kao izrazito agresivan tumor, dok se endometrioidni
adenokarcinom u pravilu povezuje s dobrom prognozom pri ¢emu treba imati na umu da je kod
adenoskvamozne inacice endometrioidnog karcinoma prognoza nesto losija (32,33).

Histoloski gradus snaZno je povezan s prognozom, stadijem, metastazama u limfne
¢vorove 1 invazijom miometrija. Studije navode petogodisnje prezivljenje od 94% u pacijentica
s gradusom tumora I, 84% u onih s gradusom II te 72% kod gradusa III. Boronow i suradnici
prijavljuju petogodisnje prezivljenje od 81% kod pacijentica s gradusom I stadijem 11 50% u
pacijentica s gradusom III, stadijem I. Lurain i suradnici navode da pacijentice stadija II imaju

pet puta vecu Sansu za razvoj recidiva od pacijentica u stadiju bolesti I ili Ib (35,36).
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FIGO sustav iz 1988. podijelio je pacijente sa stadijem I na tri kategorije; stadij IA ukljucuje
pacijente bez invazije miometrija, stadij IB pacijente s invazijom manjom od }2 miometrija i stadij
duboke invazije miometrija koji se povezuje se s losijom prognozom. Studija u kojoj je sudjelovalo
vise od 400 pacijenata pokazala je da je petogodiSnje prezivljenje kod tumora ograni¢enih na
endometrij 94%, 91% u tumora koji zahvacaju unutarnju tre¢inu miometrija, 84% u tumora koji se
Sire na srednju tre¢inu miometrija i 59% u tumora koji infiltriraju vanjsku tre¢inu miometrija (37).

Zahvacéanje limfnih C¢vorova predstavlja naj¢es¢u ekstrauterinu lokaciju karcinoma
endometrija. Izvjestaji FIGO-a i Nacionalnog instituta za rak u SAD-a pokazuju da petogodisnje
prezivljenje iznosi od 80 do 90% za stadij I i Il bolesti, a da pacijenti s nodalnim metastazama imaju
prezivljenje od samo 44 do 52% (38).

Studije navode FIGO stadij kao nezavisni prediktor loSe prognoze pri cemu visi stadij korelira
s nizom stopom prezivljenja 1 kra¢im vremenom do pojave recidiva.Tumorska angiogeneza i
limfangiogeneza su vazni faktori za Sirenje tumora. Istrazivanja pokazuju povezanost izmedu
mikrovaskularne gustoce (engl. microvessel density, MVD), gustoce limfnih Zila (engl. lymphatic
vessel density, LVD) i ukupnog prezivljenja te prezivljavanja bez recidiva. MVD na invazivnoj
fronti tumora (IF) i MVD centru tumora (CT) kao i LVD na IF veéina istrazivanja povezuje s losijim
ishodom, dok pojedina istrazivanja limfne Zile u centru tumora opisuju kao protektivni faktor.
Limfovaskularna invazija (engl. lymphovascular space invasion, LVSI) je bitan prognosticki
¢imbenik za pojavu recidiva i ukupno prezivljenje kod pacijentica s karcinomom endometrija te se
radi o ¢imbeniku nezavisnom od histoloskog gradusa tumora i dubine invazije miometrija. Osim
toga, LVSI povecava vjerojatnost metastaziranja u zdjelicne limfne ¢vorove (39-41).

1.7. Angiogeneza i limfangiogeneza

Formiranje mreze krvnih i1 limfnih zila u tumoru bitno je buduéi da proliferacija kao i
metastatska sposobnost tumora ovise o opskrbi kisikom i drugim nutrijentima kao i o uklanjanju
otpadnih tvari.Procesi oformljavanja krvnih i limfnih zila nazivaju se angiogenezom odnosno

limfangiogenezom. SnaZnija angiogeneza, odnosno limfangiogeneza dovode do veée MVD
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odnosno LVD. Vise studija pronalazi jasnu povezanost izmedu procesa angiogeneze i
limfangiogeneze i prognoze u onkoloskih pacijenata. Medutim, o utjecaju pojaCanog stvaranja
krvnih odnosno limfnih Zila u pojedinim podrucjima tumora na prognozu jos se uvijek ne zna
dovoljno. Stoga su upravo na tom polju potrebna dodatna istrazivanja(42-44).
1.7.1. Angiogeneza

Vise desetaka proteina identificirano je u smislu aktivatora angiogeneze ukljucujuc¢i VEGF,
bazi¢ni fibroblastni ¢imbenik rasta, angiogenin, transformirajuc¢i ¢imbenik rasta alfa , faktor
tumorske nekroze alfa, trombocitni faktor rasta, interleukin -8 1 brojne druge. Nasuprot njima, neki
od inhibitora angiogeneze su angiostatin, endostatin, interferoni, trombocitni faktor 4, inhibitori
tkivne metaloproteinaze 1,2,3 i dr. Poznato je kako je snaznija angiogeneza u tumoru povezana s
losijom prognozom. Proucavajuéi angiogenezu u karcinomu endometrija, uoceno je da je jace
izrazena u karcinomima endometrijima nastalim na podlozi atroficnog endometrija u odnosu na
karcinome nastale iz hiperplazije endometrija kao prekursorske lezije. Neke studije povezale su
jacu angiogenezu s histopatoloski nepovoljnim znacajkama tumora, medutim takva povezanost je
u drugim studijama izostala. Angiogeneza se moze procjenjivati u centru tumora i na njegovoj
invazivnoj fronti. Studije koje su mjerile razinu VEGF-a kao u razli¢itim podruc¢jima karcinoma
endometrija i detektirale 4-10 puta vise vrijednosti tog proteina na IF u odnosu na CT, povezale su
takve nalaze s veoma loSom prognozom u pacijentica. Slicno tome, u mnogim je studijama veca

MVD IF povezana s loSom prognozom (42-44).

1.7.2. Limfangiogeneza

Neki od induktora limfangiogeneze su VEGF A,C i D, ¢imbenik rasta hepatocita, angiopoetin
1, fibroblastni C¢imbenik rasta, trombocitni faktor rasta, endotelin-1. U supresivnim pak
mehanizmima sudjeluju tumorski ¢imbenik rasta f, interferon y, koStani morfogenetski protein 2,
endostatin i brojni drugi. Limfangiogeneza je u brojnim studijama povezana s vecom ucestalos¢u
metastaza u limfne ¢vorove. Pojedine studije kao najvaznije nalaze vezane uz limfangiogenezu u

karcinom endometrija navode povezanost LVD s limfnom invazijom (LI) i LVSI (45,46,47,48).
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2. Ciljevi istrazivanja

2.1.

Glavni cilj istrazivanja

Glavni cilj istrazivanja bio je analizirati angiogenezu i limfangiogenezu u karcinomu

endometrija kroz utvrdivanje srednje gustoce malih krvnih zila (MVD) i limfnih zila (LVD) u

centru tumora i na invazivnoj fronti tumora, te potom analizirati njihov prognosticki utjecaj.

2.2

Specificni ciljevi istrazivanja

izdvojiti biopticke uzorke karcinoma endometrija

uzorke pregledati i klasificirati prema klinicko-patoloskim parametrima, $to ukljucuje i
raspodjelu u tip I i tip II tumore

u odabranim uzorcima utvrditi MVD u centru tumora i na invazivnoj fronti

u odabranim uzorcima utvrditi LVD u centru tumora i na invazivnoj fronti

utvrditi postoji li razlika u gustoéi krvnih Zzila i gusto¢i limfnih zila u centru tumora i na
invazivnoj fronti

utvrditi postoji li razlika u gusto¢i krvnih Zzila 1 gusto¢i limfnih zila s obzirom na tip
tumora (tip I vs. tip II)

usporediti LVD s invazijom limfnih prostora

usporediti MVD s invazijom krvnih Zila u tumorskom tkivu

utvrditi prognosti¢ki znac¢aj MVD 1 LVD u bolesnica s karcinomom endometrija
usporedbom s poznatim prognosti¢kim ¢imbenicima kao $to su klinicki stadij bolesti
(FIGO), pojava recidiva, duzinu sveukupnog i prezivljavanja bez pojave bolesti u

bolesnica.
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3. Ispitanici, materijali i postupci

3.1. Ispitanici i materijali

U ovoj retrospektivnoj studiji analiziran je tumorski materijal 74 pacijentice s
dijagnozom karcinoma endometrija. U studiju su ukljuene pacijentice u kojih je u periodu od
2002. do 2006. godine ucinjena inicijalna histerektomija 1 bilateralna salpingo-ooforektomija
kao standardni terapijski postupak kod navedene dijagnoze na Klinici za ginekologiju i
porodnistvo Klinickog bolnickog centra (KBC) Rijeka. U 29 pacijentica je uz navedeni
operativni postupak ucinjena i1 zdjeli¢na limfadenektomija, a u 16 pacijentica zdjelicna i
paraaortalna limfadenektomija. Uzorci tkiva odabrani su iz arhivske baze Zavoda za patologiju,
Medicinskog fakulteta u Rijeci. Biopticki uzorci fiksirani su u 10% puferiranom formalinu te
uklopljeni u parafin, rezani 1 bojeni rutinskim patohistoloskim bojenjem hemalaun-eozinom
(HE) kako bi se odredili uzorci koji zadovoljavaju kriterije za ukljucenje u studiju. Za potrebe
ove studije patohistoloski podatci su prikupljeni iz racunalne baze podataka Zavoda za
patologiju Medicinskog fakulteta u Rijeci, a klinicki podatci iz medicinske dokumentacije
bolesnika na Klinici za ginekologiju KBC-a Rijeka. U studiju su uklju¢ene sve pacijentice za
koje su bili dostupni svi potrebni patohistoloski i1 klini¢ki podaci te u kojih je pracenje bilo
moguce u periodu od najmanje 5 godina od postavljene dijagnoze. Za sve analizirane uzorke
tkiva dokazano je postojanje endometroidnog, seroznog, klarocelularnog, mucinoznog ili
mjeSovitog tipa adenokarcinoma endometrija, a tumori su sukladno tome klasificirani kao
tumori tipa I 1 tumori tipa II. Sve su pacijentice klasificirane prema FIGO klasifikaciji za

karcinom endometrija iz 2009.
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3.2. Postupci
3.2.1. Odredivanje prognostickih parametara

Biopticki materijali tumorskog tkiva fiksirani su u 10% puferiranom formalinu nakon
cega su uklopljeni u parafin i narezani na 3 do 4 um debljine te su nakon deparafinacije i
rehidracije bojane rutinskom HE metodom. Cjelokupni materijal bio je pregledan i
reklasificiran, a patohistoloska obrada ukljucivala je sljedece patohistoloske parametre:
histoloski tip tumora, gradus tumora, dubinu invazije miometrija, metastaze u regionalne limfne

¢vorove i stadij tumora prema FIGO klasifikaciji.

3.2.2. Imunohistokemijsko bojanje

Za vizualizaciju krvnih 1 limfnih Zzila koristilo se dvostruko dvobojno
imunohistokemijsko bojenje. Blokovi tkiva fiksirani formalinom uklopljeni u parafin koji su
sadrzavali invazivni karcinom rezani su na rezove debljine 4 pm, susili su se preko no¢i na
55°C te su potom deparafinizirani i dehidrirani standardnim postupkom. Na svakom tkivnhom
rezu korisStena su dva razliita antitijela kako bi se vizualizirale krvne i limfne zile; pan-
endotelni marker CD 31 (monoklonalno mi§je protutijelo, klon JC70A, Dako, Danska) i limfno
endotelni marker podoplanin D2-40 (monoklonalno misje protutijelo, klon D2-40, 1:100, Dako,
Danska). Za otkrivanje antigenskih epitopa koriStena je vodena kupelj temperature 96°C.
Rezovi su uronjeni tijekom 15 minuta u Tris-EDTA otopinu ¢iji je pH iznosio 9,0. Sljedeci
korak izveden je pomoc¢u automatskog imunobojaca Dako Autostainer Plus (DakoCytomation
Colorado Inc, Fort Collins, CO, USA). Najprije je primarno antitijelo D2-40 inkubirano u
trajanju od 30 minuta. Nakon blokiranja endogene peroksidaze s peroksid blokiraju¢om
solucijom (Dako, kod K8000) tijekom 5 minuta, primijenjen je detekcijski sistem Flex
EnVision+ (Dako, kod K8000) u trajanju od 30 minuta. Diaminobenzidin (DAB) kromogen je

koristen kroz 10 minuta kako bi se razvilo D2-40 bojenje. Drugo primarno antitijelo CD 31

inkubirano je tijekom 30 minuta. Sekundarno biotinilirano antitijelo (Dako, kod K5005)
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primjenjeno je kroz 30 minuta, praceno dodavanjem streptavidin-alkalne fosfataze (Dako, kod
K5005) takoder u trajanju od 30 minuta. Kromogen crvenilo (Dako, kod K5005) je koristeno
kako bi se razvilo CD 31 bojenje. Rezovi su prebojani Mayerovim hematoksilinom (Dako, kod
S3309) tijekom 15 sekundi te isprani vodenim medijem (Dako, kod S3025). Limfne i krvne zile
vizualizirane su razli¢itim bojama. Limfati¢ni endotel oboji se smede, a endotel krvnih zila
crveno. KoriStene su prikladne kontrole kako bi se osigurala kvaliteta bojenja. Kao unutarnja
pozitivna kontrola za CD 31 koristio se endotel velikih krvnih zila. Za kontrolu D2-40, koristene

su tonzile. Za negativnu kontrolu izostavilo se primarno antitijelo.

3.2.3. Evaluacija gustoée krvnih i limfnih Zila te invazije limfnih i krvnih Zila

MVD i LVD u svakom su uzorku zasebno procjenjivane u CT i na IF. Svjetlosnim
mikroskopom pregledani su bioptic¢ki uzorci karcinoma endometrija na malom poveéanju (x10)
s ciljem utvrdivanja mjesta s najvisim MVD-om i LVD-om, tzv. vruce tocke (engl. hot spots).
Na svakom preparatu odabrane su Cetiri vruce tocke u centru tumora (CT) 1 Cetiri vruce tocke
na invazivnoj fronti (IF). Ova podrucja analizirana su potom odvojeno, svako za sebe. U ovoj
studiji CT je definiran kao lumeni krvnih 1 limfnih Zila u glavnoj tumorskoj masi, okruzene
tumorskim stanicama. MVD 1 LVD na IF odredivani su neposredno izvan tumora na mjestu
invazije u miometrij, a zile udaljene viSe od 1 velikog vidnog polja (x200) od invazivne fronte
tumora nisu brojane. Aritmetickom sredinom dobivena je srednja vrijednost odnosno MVD 1
LVD, koje su prikazane kao broj zila po velikom vidnom polju (povecanje x200). Invazija
limfnih Zila odredena je kao prisutnost tumorskih stanica unutar smede D2-40 obojene zile.
Invazija krvnih Zila odredena je kao prisutnost tumorskih stanica unutar crvene CD31 obojene

zile.

3.2.4. Statisticka obrada podataka
Statisticka obrada podataka provedena je pomocu programa MedCalc za Windows,

verzija 18 (MedCalc Statistical Software bvba, Ostende, Belgija). KoriStene metode ukljucivale
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su y2-test za usporedbu proporcija. Znacajnost razlika izmedu MVD-a i LVD-a u razli¢itim
tumorskim zonama analizirana je pomoc¢u Wilcoxonovog testa. Za ispitivanje razlika izmedu
skupina dobivenih na temelju razlicitih klinickih parametara koristeni su Mann-Whitneyjev U-
test 1 Kruskal-Wallisov test. Korelaciju izmedu varijabli izrazili smo kroz Kendall tau rank
korelaciju. Metoda logisticke regresije koriStena je kako bi se izracunao omjer izgleda (engl.
odds ratio, OR) za prediktore recidiva u univarijatnoj i multivarijatnoj analizi. Povezanost
analiziranih parametara s ukupnim prezivljenjem bolesnica i prezivljavanjem bez povrata
bolesti procijenjena je pomocu Kaplan-Meierove metode, a razlike izmedu krivulja
prezivljavanja testirane su na statisticku znacajnost koriStenjem log-rank testa. Parametri s
prognosti¢kim znacenjem ukljuceni su u multivarijantni Coxov regresijski model. Rezultati s

vrijednostima p<0,05 oznaceni su kao statisticki znacajni u svim testovima.
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4, Rezultati

4.1. Klinickopatoloska obiljezja bolesnika

U ovoj studiji sudjelovale su 74 bolesnice s karcinomom endometrija. Medijan dobi
sudionica iznosio je 66 godina s rasponom od 33 do 89 godina, a 49 bolesnica (66,2%) bilo je
starije od 60 godina. S obzirom na histoloski tip tumora 64 uzorka bila su endometrioidnog tipa
epitela (86,5%) te su klasificirani kao tip I tumori, a 10 uzoraka (13,5%) je bilo ne-
endometrioidnog tipa epitela (serozni, klarocelularni i mjeSoviti adenokarcinomi) pa su
klasificirani kao tip II tumori. Trideset i tri uzorka (44,6%) endometrioidnog karcinoma
endometrija bilo je dobro diferencirano, odnosno gradusa 1 (G1), 24 uzoraka (32,4%) bila su
umjereno diferencirana (G2), a 17 uzoraka (23,0%) slabo diferencirano (G3). Trideset i Cetiri
bolesnice (45,9%) bile su u klini¢kom stadiju bolesti FIGO IA, 23 bolesnice (31,1%) bile su u
FIGO stadiju IB, 14 (18,9%) ih je bilo u stadiju I, 2 (2,7%) u stadiju IIIA te je 1 bolesnica bila

(1,4%) u stadiju IVB. Niti jedna bolesnica nije bila u stadiju FIGO IIIB, IIIC niti IVA.

Bolesnice su pracene od trenutka postavljanja dijagnoze do posljednje kontrole ili do
smrtnog ishoda, pri ¢emu je pracenje klinickog tijeka bilo moguce za sve bolesnice ukljucene
u studiju. Tijekom pracenja zabiljezen je smrtni ishod u 23 od 74 bolesnice. Pritom je u 15
bolesnica (20,3%) smrt nastupila uslijed osnovne bolesti dok je 8 bolesnica (11%) umrlo radi
drugog uzroka smrti. Preostale bolesnice redovito su kontrolirane u ginekolosko — onkoloskoj
ambulanti KBC-a Rijeka. Pojava recidiva zabiljeZena je u 16 bolesnica (21,6%). Medijan
mjeseci do pojave prvog recidiva bolesti bio je 14,5 mjeseci s rasponom od 2 do 108 mjeseci.
Kod 6 bolesnica mjesto recidiva bilo je podrucje male zdjelice, u 1 bolesnice recidiv se pojavio
u podrucju vagine, dok je 1 bolesnica uz recidiv u podrucju vagine imala prisutne i udaljene
metastaze. U 8 bolesnica zabiljeZena je pojava recidiva drugih lokalizacija, izuzev vagine 1
zdjelice te se radilo o razli¢itim udaljenim metastazama (jetra, retroperitoneum, kost i druge).

Medijan prezivljenja za sve pacijentice iznosio je 88 mjeseci s rasponom od 2 do 134 mjeseca.
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Period pracenja za zive pacijentice imao je medijan od 90,5 mjeseci s rasponom od 24

do 134 mjeseca. U 45 bolesnica ucinjena je limfadenektomija, u 29 pacijentica (39,2%)

zdjeli¢na, a u 16 pacijentica (21,6%) zdjeli¢na 1 paraaortalna. Limfni ¢vorovi bili su pozitivni

samo kod 1 bolesnice (2,2%), a radilo se o metastazi u zdjeliénim limfnim ¢vorovima.

Klini¢kopatoloska obiljezja bolesnica prikazana su u Tablici 5.

Tablica 5. Klinickopatoloska obiljeZja bolesnica s karcinomom endometrija

Obiljezje Ukupan broj bolesnika
N (%)

Dob bolesnika (godine) <60 25 (33.8%)
=60 49 (66.2%)

Tip tumora tip I 64 (86.5%)
tip 11 10 (13.5%)

Histoloski gradus G1 33 (44.6%)
G2 24 (32.4%)
G3 17 (23.0%)

Dubina invazije miometrija
<1/2 44 (59.5%)
=12 30 (40.5%)

Limfovaskularna invazija Negativna 32 (43.2%)
limfati¢na 26 (35.1%)
limfati¢na i 16 (21.6%)
vaskularna

Status limfnih ¢vorova Negativni 44 (97.8%)
pozitivni 1 (2.2%)

Recidiv Ne 58 (78.4%)
Da 16 (21.6%)

FIGO stadij
1A 34 (45.9%)
IB 23 (31.1%)
II 14 (18.9%)
IIIA 2 (2.7%)
IVB 1 (1.4%)
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Nakon primarnog operativnog lijeCenja dodatnu terapiju primile su 34 bolesnice; od
toga je u 9 provedena iskljucivo brahiterapija, u 1 isklju¢ivo kemoterapija, u 15 bolesnica je
provedeno iskljucivo zracenje zdjelice, a zraCenje zdjelice u kombinaciji s kemoterapijom
provedeno je u 2 bolesnice, dok je u 7 bolesnica provedena kombinacija kemoterapije, zracenja

zdjelice 1 brahiterapije.

U 32 uzorka (43,2%) nije bilo prisutne niti limfaticne niti vaskularne invazije. U 26
uzoraka (35,1%) bila je prisutna limfati¢na invazija (LI) , a u 16 uzoraka (21,6%) limfati¢na 1
vaskularna invazija. Svi uzorci s vaskularnom invazijom (VI) imali su prisutnu i limfati¢nu
invaziju, a nismo uoCili niti jedan uzorak s izoliranom vaskularnom invazijom. Prema
ocekivanjima, pojava recidiva znacajno se razlikovala izmedu podskupina bolesnica ovisno o
prisutnosti limfati¢ne 1 vaskularne invazije, §to je prikazano na slici 1 (p<0.0001). Znacajno
veca ucestalost pojave recidiva bolesti uofena je u podskupini bolesnica s prisutnom
vaskularnom invazijom u tumoru, u kojoj je 14/16 bolesnica (87.5%) razvilo recidiv, a u
preostale dvije podskupine bolesnica s negativnom limfovaskularnom invazijom (LVSI) (1/32)
1 pozitivnom samo limfnom invazijom (LI) (1/25) samo 3.1%, odnosno 3.8 % bolesnica je

razvilo recidiv.
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Slika 1. Raspored pojave recidiva bolesti u odnosu na skupine bolesnica, bolesnice bez
LVSI u odnosu na bolesnice s prisutnom LI i bolesnice s prisutnom LI i VI Stupci
predstavijaju pojavu recidiva kako je navedeno u legendi. Uocava se razlika u pojavi recidiva

bolesti te znacajno veca ucestalost recidiva u tumorima s prisutnom vaskularnom invazijom

P<0.0001 (y2-test).

4.2. MVDiLVD u razli¢itim tumorskim podru¢jima

MVD odredena je u uzorcima karcinoma endometrija imunohistokemijski obojanim s
anti-CD 31 protutijelom. U bioptickim uzorcima histerektomija najbolji rezultati za prikaz
krvnih zila 1 endotelnih stanica dobiveni su imunohistokemijski s anti-CD 31 protutijelom.
Obzirom da su druga protutijela koja se koriste u te svrhe, anti-CD 34 i faktor VIII, izrazeniiu

velikom broju glatkomiSiénih stanica miometrija, §to u ovim uzorcima bitno otezava procjenu
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angiogenih parametara. LVD odredena je u wuzorcima karcinoma endometrija

imunohistokemijski obojanim s anti-D2-40 protutijelom.

Prilikom procjene bojanja u obzir su uzeti formirani lumeni krvnih i limfnih Zila,
nakupine pozitivno obojanih endotelnih stanica i pojedinacne endotelne stanice. Pregledom
uzoraka uocen je razli¢it broj, oblik i raspored krvnih zila i limfnih Zila u uzorcima karcinoma

endometrija.

Medijan MVD-a u cijeloj skupini u centru tumora iznosio je 7.63 (raspon 2,25-48), a na

invazivnoj je fronti medijan bio znacajno visi i iznosio je 13,5 uz raspon 5,25-66 (p<0,0001).

Medijan LVD-a u cijeloj skupini u centru tumora iznosio je 7.25 (raspon 2,25-22,25), a
na invazivnoj fronti medijan je bio znacajno visi 1 iznosio je 11.25 uz raspon 3,75-66
(p<0,0001). Dakle, usporedbom gusto¢e krvnih i1 limfnih Zila u razli¢itim tumorskim
podru¢jima cijele skupine tumora uoceno je da su vrijednosti MVD 1 LVD znacajno viSe na
invazivnoj fronti tumora. Jednaki rezultati uoceni su i za podskupinu tumora tipa I, dok kod
podskupine tumora tipa Il nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u gusto¢i krvnih 1 limfnih zila na

invazivnoj fronti u odnosu na centar tumora. Rezultati analize sumirani su u tablici 6.

Tablica 6. Usporedba MVD i LVD u razli¢itim tumorskim podrudjima cijele skupine

tumora i podskupinama tumora, tipa I i tipa II

Ukupan broj CT IF p vrijednost*

bolesnika
Medijan (Raspon) Medijan (Raspon)

Svi tumori MVD N=74 7.63 (2.25-48) 13.5 (5.25-66) <0.0001
LVD N=74 7.25 (2.25-22.25) 11.25 (3.75-66) <0.0001

Tumori tip I MVD N=64 7.5 (2.25-35.75) 13 (5.25-66)
<0.0001
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LVD N=64 7.25(2.25-22.25) 11.75 (3.75-66) <0.0001

Tumoritipll  MVD N=10 10.13 (4.33-48) 16.25 (8-52.25) 0.275

LVD 8.63 (3.75-21.25) 9.25 (5.75-14) 0.652
N=10

* Wilcoxon test. CT, centar tumora, IF, invazivna fronta.

4.3. Usporedba MVD u odnosu na LVD u razli¢itim tumorskim podrucjima

Sljede¢i cilj naSeg istrazivanja bio je usporediti MVD u odnosu na LVD u uzorcima
tumorskog tkiva karcinoma endometrija. Kada smo promatrali CT nismo uocili znacajnu
razliku u MVD u odnosu na LVD u cijeloj skupini tumora niti u pojedinim podskupinama
bolesnica. No, na invazivnoj fronti tumora uocena je znacajno visa MVD u odnosu na LVD u
cijeloj skupini tumora (p<0,006) i u skupini tumora tipa II (p=0,004), dok uocena visa MVD na
IF kod tumora tipa I nije dostigla statisticku znacajnost, ali se nalazi na razini statistickog

trenda. Rezultati analize prikazani su u tablici 7.

Tablica 7. Usporedba MVD u odnosu LVD u razli¢itim tumorskim podrucjima cijele

skupine tumora i podskupinama tumora, tipa I i tipa IT

Ukupan broj MVD LVD p vrijednost*

bolesnika
Medijan (Raspon) Medijan (Raspon)

Svi tumori CT N=74 7.62 (2.25-48) 7.25(2.25-22.25)  0.389
IF  N=74 13.5 (5.25-66) 11.25 (3.75-66) <0.006
Tumoritipl ~ CT N=64 7.5 (2.25-35.75) 7.25(2.25-22.25)  0.564
IF  N=64 13 (5.25-66) 11.75 (3.75-66) 0.088
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Tumoritipll CT N=10 10.13 (4.33-48) 8.63(3.75-2125)  0.344

IF  N=10 16.25 (8-52.25) 9.25 (5.75-14) 0.004

*Mann-Whitneyev test CT, centar tumora, IF, invazivna fronta.

Kada smo promatrali povezanost MVD s LVD nismo utvrdili njihovu povezanost u
cijeloj skupini tumora niti u podskupini tumora tipa I. No, u podskupini tumora tipa II uocili
smo snaznu, statisticki znacajnu pozitivnu korelaciju u CT (1=0.600, p=0.02) koja pokazuje
obrat povezanosti, odnosno korelacija iz pozitivne prelazi u negativnu na IF tumora, no rezultat

je na razini statistickog trenda (1=- 0.405, p=0.086). Rezultati analize prikazani su u tablici 8.

Tablica 8. Povezanost MVD-a i LVD-a u razli¢itim podrucjima tumora u cijeloj skupini

te u promatranim podskupinama bolesnica

LVD
CT IF

Svi tumori 7! 0.047 -0.034

p! 0.558 0.664

Tumori tip 1 7! -0.053 0.008

MVD p! 0.533 0.929
Tumori tip 11 7! 0.600 -0.405

p! 0.020 0.086

'Kendall tau rank korelacijski koeficijent

4.4. Usporedba MVD i LVD s obzirom na tip tumora

Analizirana je 1 MVD u razli¢itim podruc¢jima tumora tipa I u odnosu na ista podrucja u
tumoru tipa Il te LVD u razli¢itim podruc¢jima tumora tipa [ u odnosu na ekvivalentna podrucja
u tumoru tipa II. Uocena visa MVD u CT tipa II (medijan 10,13, raspon 4,33-48,0) u odnosu
na CT tipa I (medijan 7.5, raspon 2,25-35,75) nije dostigla statisticku znacajnost, no nalazi se

na razini trenda 1 vjerujemo da bi u vecoj skupini uzoraka dostigla znacajnost (p=0.058). Na
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IF tumora tipa I uocena je znacajno visa LVD (medijan 11,75, raspon 3,75-66) u odnosu na IF
tumora tipa II (medijan 9,25, raspon 5,75-14; p=0.033). Rezultati analize prikazani su u tablici

9.

Tablica 9. Usporedba MVD i LVD s obzirom na tip tumora na razlic¢itim lokalizacijama

u tumorskom tkivu

Tip I tumori Tip II tumori

Obiljezje p vrijednost'
Medijan (Raspon) Medijan (Raspon)

MVD CT 7.5 (2.25-35.75) 10.13 (4.33-48.0) 0.058

MVD IF 13 (5.25-66) 16.25 (8-52.25) 0.278

LVD CT 7.25(2.25-22.25) 8.63 (3.75-21.25) 0.208

LVD IF 11.75 (3.75-66) 9.25 (5.75-14) 0.033

Mann-Whitneyev test

4.5. Usporedba MVD i LVD s obzirom na klinickopatoloske parametre

Prilikom analize povezanosti MVD i LVD s klinickopatoloskim parametrima
obradivana je cijela skupina tumora, a prognosticki ¢imbenici koji su uzeti u obzir su histoloski
gradus tumora, dubina invazije miometrija, FIGO stadij bolesnica i prisutnost invazije limfnih
1 krvnih zila.

Za potrebe statisticke analize povezanosti analiziranih parametara s histoloSkim
gradusom tumora, uzorke tumora smo grupirali u dvije skupine, G1 1 G2 u odnosu na G3.
Takvo grupiranje ucinjeno je s namjerom odvajanja i usporedivanja bolesnica sa slabije
diferenciranim tumorom i lo§ijom prognozom u odnosu na one s bolje diferenciranim tipovima
tumora 1 boljom prognozom. Uocena viSa gustofa krvnih zila u CT i na IF u slabije
diferenciranim tumorima (G3) nije dostigla statisticku znacajnost (Tablica 10). Kada smo

promatrali gustocu krvnih i limfnih Zila u odnosu na dubinu invazije tumora u miometrij nismo
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dobili niti jedan statisticki znaCajan rezultat. Suprotno od ocekivanog, testiranjem razlika
medijana nije uo¢ena razlika u MVD na IF s povrSinskom invazijom miometrija (manje od 50%
debljine miometrija) u usporedbi s duboko invazivnim tumorima (p=0.467), a jednako tako nije

bilo niti razlike MVD-a u CT izmedu ove dvije skupine (p=0.107).

Tablica 10. Povezanost MVD i LVD s histoloskim gradusom tumora na razli¢itim

lokalizacijama u tumorskom tkivu

Gl1, G2 G3 p* vrijednost
Medijan (Raspon) Medijan (Raspon)
N=57 N=17

MVD CT 7.5 9.75 0.085
(2.25-35.75) (3.75-48)

MVD IF 13 16.5 0.085
(5.25-66) (8-52.25)

LVD CT 7.25 8.5 0.341
(2.25-22.25) (3.75-21.25)

LVD IF 11.75 10 0.289
(3.75-66) (5.75-24.25)

*Mann-Whitneyev test

Za potrebe statistiCke analize povezanosti analiziranih parametara s FIGO stadijem
bolesti, uzorke smo grupirali u tri skupine, IA, IB i zajedno stadije II, Il i IV. Takvo grupiranje
ucinjeno je zbog malenog broja slucajeva u pojedinim podskupinama, posebno u visSim
stadijima bolesti. Rezultati analize prikazani su u Tablici 11. Tumori viSeg FIGO stadija bolesti
(I, IIT 1 IV) imali su znacajno ve¢i MVD na IF u odnosu na tumore FIGO stadija IA i IB (p=
0,049). Nije uocena statisticki znacajna razlika u MVD u CT niti limfnih zila u CT i na IF u

odnosu na FIGO stadije bolesti.
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Tablica 11. Povezanost MVD i LVD s FIGO stadijem bolesti na razli¢itim lokalizacijama

u tumorskom tkivu

FIGO 1A FIGO IB FIGO IL II1i IV p
Obiljezje

Medijan (Raspon) Medijan (Raspon) Medijan (Raspon) vrijednost!
MVD CT 6.88 (2.25-33) 9.25 (3-35.75) 7.5 (2.5-48) 0.388
MVD IF 12.88 (6.5-52.25) 13 (5.25-41.25) 19.75 (5.25-66) 0.049
LVD CT 7.25(3-14.25) 8 (3.75-17.25) 5.50(2.25-22.25) 0.212
LVD IF 11.13 (3.75-24.25) 11.75 (6.75-22.5) 10 (7.25-66) 0.309

K ruskal-Wallis test

Kada smo analizirali povezanost MVD i LVD s prisutno$¢u LI i VI dobili smo

zanimljive rezultate. Naime, testiranjem razlike medijana uoc¢ena je znac¢ajno visa MVD u CT

i na IF u tumorskom tkivu bolesnica s prisutnom VI (p<0,0001; p =0.003). LVD nije bila

znacajno razlicita izmedu skupina bolesnica niti u CT niti na IF, a svi rezultati analize prikazani

su u Tablici 12.

Tablica 12. Povezanost MVD i LVD s prisutno$¢u VI i LI na razli¢itim lokalizacijama u

tumorskom tkivu

Obiljezje LVS'I'negativna LI p(.).zitivna VI pf)'zitivna .
Medijan (Raspon) Medijan (Raspon) Medijan (Raspon) vrijednost

MVD CT 5.5(2.25-18.5) 8.5(2.5-23.25) 15.38 (5.75-48.0) <0.0001

MVDIF  12.63 (5.25-31.5) 13.13 (5.5-35.25) 24.25 (8-66) 0.003

LVDCT  7.25(3-14.25) 6.63 (2.25-22.25) 8.88 (3.5-21.25) 0.114

LVD IF 11.25 (3.75-17.5) 11.88 (6.75-66) 11.5 (5.75-18.25) 0.544

K ruskal-Wallis test
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4.6. Utjecaj analiziranih parametara na pojavu recidiva

U ovoj analizi za sve parametre koriSteni su medijani za prijelomne vrijednosti.
Temeljem dobivenih prijelomnih vrijednosti uzorci su za svaki pojedini prediktor podijeljeni u
dihotome, odnosno one s visokim ili niskim brojem krvnih odnosno limfnih zila te se metodom
logisticke regresije izratunao OR za prediktore pojave recidiva. Rezultati univarijatne analize

prikazani su u tablici 13.

Tablica 13. Utjecaj pojedinih varijabli na pojavu recidiva. Univarijatna analiza

Prediktor OR 95% CI P value AUC
VI poz 37,54 7,32 - 192,52 <0.0001 0.923
MVD CT 24.54 3,03 - 198,97 <0.0001 0.779
MVD IF 6.14 1,58 to 23,91 0.0036 0.699
LVD CT 2.20 0,71 - 6,86 0.167 0.597
LVD IF 1.48 0,48 - 4,49 0.491 0.548

U univarijatnoj analizi prisutnost VI te viSa MVD u CT i na IF znacajni su prediktori
recidiva pa se ove varijable ukljuuju u multivarijatnu analizu. U multivarijatnoj analizi, jedino
je prisutnost VI u tumorskom tkivu zadrZala utjecaj na pojavu recidiva te je nezavisni
prognosticki parametar (OR 35,94; CI 6,31-204,96; p<0,0001; AUC=0.946), dok su MVD u

CT 1 MVD na IF iz modela izbaceni kao ne znacajni.

4.7. Analiza prezZivljavanja

U analizi prezivljenja za sve parametre takoder su koriSteni medijani za prijelomne
vrijednosti kojima su skupine bolesnica podijeljene na one s visokim ili niskim brojem krvnih
odnosno limfnih Zila. Prilikom analize prezivljenja prvo je odreden utjecaj parametara na
ukupno prezivljenje Kaplan-Meier-ovom metodom, a razlika izmedu krivulja prezivljavanja
utvrdena je pomocu log-rank testa. Ukupno prezivljenje definirano je kao prezivljenje od dana

postavljanja dijagnoze do datuma posljednjeg kontrolnog pregleda ili do smrti od osnovne
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bolesti, bolesnice koje su umrle radi drugog uzroka su cenzurirane. Analizom je dokazana

statistiCki znacajna razlika u prezivljavanju bolesnica s obzirom na neke analizirane parametre,

pa tako podskupina bolesnica s visim MVD-om u CT (p=0.0003), viSim MVD-om na IF

(p=0.012) 1 prisutnom VI (p<0.0001) znacajno krace zivi u odnosu na podskupinu bolesnika s

nizim vrijednostima tih angiogenih parametara i negativnom VI. Nije utvrdena razlika u duzini

prezivljavanja izmedu skupina bolesnica s obzirom na LVD u razli¢itim podru¢jima tumora.

Svi rezultati ove analize prezivljavanja prikazani su u tablici 14.

Tablica 14. Univarijatna analiza ukupnog preZivljavanja bolesnica s karcinomom

endometrija
5 Umrle od % petogodisSnjeg Log-rank test (y2-
Cimbenik N
bolesti preZzivljavanja test) p vrijednost

MVD CT <7.63 37 1 99 0.0003

>7.63 37 14 75
MVD IF <135 37 3 95 0.0115

>13.5 37 12 81
LVD CT <725 39 5 92 0.130

>7.25 35 10 82
LVDIF <11.25 38 7 89 0.601

>11.25 36 8 86
LVSI Negativna 32 0 100

LI poz 26 1 100 <0.0001

VI poz 18 14 42

U multivarijatnoj analizi, jedino je prisutnost VI u tumorskom tkivu zadrZala utjecaj na

ukupno prezivljavanje bolesnica te je nezavisni prognosticki parametar (HR 38,46; CI 5,29 -

279,48; p=0,0003), a iz modela su kao ne znacajni izba¢eni MVD CT i MVD IF.
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Sljede¢i je korak u statistickoj analizi prezivljenja bio analizirati prezivljavanja
bolesnica bez povrata bolesti. Prezivljavanje bez povrata bolesti definirano je kao interval od
datuma primarne operacije do dana dokumentiranja prvog recidiva bolesti. Ukoliko recidiva
nije bilo, prezivljavanje bez povrata bolesti promatrano je kao period od primarne operacije do
posljednjeg kontrolnog pregleda u ginekolosko-onkoloSkoj ambulanti KBC-a Rijeka.

U univarijatnoj analizi znaCajan utjecaj na prezivljavanje bolesnica bez povrata bolesti imali

su MVD CT, MVD IF i prisutnost VI u tumorskom tkivu (Tablica 15).

Tablica 15. Univarijatna analiza preZivljavanja bez povrata bolesti u bolesnica s

karcinomom endometrija

5 Broj %  petogodiSnjeg Log-rank test
Cimbenik N dokumentiranih prezivljenja  bez (y2-test) p
recidiva bolesti vrijednost
MVD CT <7.63 37 1 97 0.0001
>7.63 37 15 68
MVD IF <135 37 3 92 0.0055
>13.5 37 13 73
LVD CT <17.25§ 39 6 87 0.208
>7.25 35 10 77
LVD IF <11.25 38 7 87 0.412
>11.25 36 9 78
LVSI Negativna 32 1 100 <0.0001
LI poz 26 1 98
VI poz 16 14 22

Ponovno je u multivarijatnoj analizi samo prisutnost VI zadrZala utjecaj na
prezivljavanje bez povrata bolesti kod bolesnica (HR 14,99; CI 4,58-49,07; p<0,0001), a iz

modela su kao ne znac¢ajni izba¢eni MVD CT 1 MVD IF.
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S. Rasprava

Vise studija pokazalo je da MVD i LVD u pojedinim tumorima koreliraju s njihovom
agresivnoS¢u(49-62).Takoder, prisutnost LVSI tumora brojne studije navode kao prediktor
losije prognoze. Ova studija ispitivala je razlike u MVD i LVD u CT u odnosu na IF tumora.
Analizirana je razlika u gusto¢i krvnih u odnosu na limfne Zzile u pojedinim tumorskim
podrucjima, kao i odnos MVD u CT prema IF te LVD u CT prema IF tumora. Pri svakoj analizi
promatrana je cijela skupina tumora kao i tumori tipa I i tumori tipa II zasebno. Usporedivana
je povezanost gustoce zila u CT s gustoCom na IF tumora te povezanost gustoce zila s
vjerojatnoséu za LVSI. Ispitivana je povezanost MVD i LVD s poznatim prediktorima loSijeg
ishoda. Gustoc¢a krvnih odnosno limfnih zila u CT odnosno na IF tumora kao i LVSI analizirani
su kao moguce varijable s utjecajem na pojavu recidiva, ukupno prezivljenje i prezivljavanje
bez povrata bolesti. Isto tako, studija se osvrnula i na prisustvo recidiva u pacijentica ovisno o
tipu LVSI (LI u odnosu na VI). Ovom studijom utvrdeno je da je gusto¢a kako krvnih tako i
limfnih Zila pri sagledavanju svih tumora veca na IF, §to korelira s nalazima Donoghoeve i
suradnika(49). Guset i suradnici pri proucavanju angiogeneze u karcinomu endometrija opazili
su kako je taj proces jace izrazen na IF tumora u njihove skupine ispitanica, $to korelira s naSom
studijom(50). Takoder, Stefansson 1 suradnici u svojoj studiji zapaZaju ve¢u LVD na IF tumora
u odnosu na njegov centar(51), a sli¢ne rezultate navode i1 Saad i suradnici(52). NaSa studija
pokazala je da u svim tumorima kao 1 u podskupini tumora tipa II ima viSe krvnih u odnosu na
limfne Zile na IF. Vise studija koje su proucavale razlike u MVD u odnosu na tip tumora
navodilo je da je MVD veca u tumorima tipa II u odnosu na tumore tipa I. Pritom nije nuzno
pravljena razlika u distribuciji MVD u CT u odnosu na IF tumora. Gao i1 suradnici navode kako
nema statisticki znacajne razlike u LVD u CT i na IF tumora u odnosu na histolosku
klasifikaciju tumora(53). Sli¢ne rezultate navode i Steffanson i suradnici u €ijoj je studiji LVD

bila vi$a na IF tumora tipa II u odnosu na tip I, medutim nije bilo statisti¢ki znacajne razlike.
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Nadalje, ista studija navodi, oprecno prethodnim navodima, kako nema statisticki znacajne
razlike izmedu MVD 1 histoloske klasifikacije tumora. U naSoj studiji, ve¢a MVD u CT i na IF
bila je pozitivno povezana s vjerojatnoséu VI. Povezanost izmedu LVD i vjerojatnosti LI nije
uocena. Povezanost MVD 1 VI navode i1 Steffanson i suradnici (62). Gao uocava pozitivnu
povezanost izmedu LVD 1 LVSI(56). Saad i suradnici dokazali su kako je LVD na IF pozitivno
povezana s LVSI dok Kaku uocuje povezanost MVD i1 LVSI. No, studije po tom pitanju nisu
konzistentene(53,54). Tako, primjerice, Sakaki i suradnici u svojoj studiji navode kako nije bilo
statisticki znaGajne povezanosti izmedu LVD na IF tumora i LVSL Sto se ti¢e povezanosti
gustoce MVD 1 LVD s drugim patohistoloskim obiljezjima poput histoloskog gradusa tumora
1 dubine invazije miometrija, ova studija nije pokazala povezanost izmedu tih obiljezja. lako je
uocena ve¢a MVD u CT 1 na IF slabije diferenciranih tumora u odnosu na bolje diferencirane
tumore, nasi rezultati nisu dostigli statisticku znacajnost, nego su na razini trenda(55). Medutim,
neke studije uspjele su dovesti u korelaciju limfovaskularnu gustou u tumoru s drugim
¢imbenicima rizika za loSiju prognozu. Kaku i suradnici zabiljeZili su povezanost MVD-a s
dubinom invazije miometrija(54). Stefansson 1 suradnici u svojoj studiji dokazali su pozitivou
korelaciju izmedu MVD u tumoru i viSeg gradusa tumora, kao i viSeg stadija prema FIGO
klasifikaciji. U istoj studiji, postojala je i pozitivna povezanost izmedu LVD na IF i histoloSkog
gradusa tumora. Medutim, statisti¢ki znacajne povezanosti izmedu LVD i FIGO stadija tumora
nije bilo (51). Ovi rezultati u skladu su s naSim rezultatima. Aybath i suradnici u svojoj su studiji
primjetili pozitivhu povezanost izmedu MVD 1 histoloskog gradusa tumora(63). Guset i
suradnici takoder navode snaznu korelaciju izmedu MVD 1 histoloSkog gradusa tumora pri
¢emu je vidljiv znacajan porast MVD s padom diferencijacije tumora. Ista studija nije
zabiljezila statisticki znacajnu razliku izmedu MVD i FIGO stadija(50). Gao 1 suradnici u svojoj
studiji navode statisti¢ki znacajnu povezanost izmedu MVD peritumoralno i stadija bolesti,

medutim, nema statisticki znacajne povezanosti izmedu gustoée limfnih zila, bilo
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peritumoralno ili intratumoralno, histoloskog gradusa tumora i invazije miometrija(53).
Jednake rezultate prijavljuju i Sadd i suradnici(52). Zanimljivi su nalazi Kawamure i suradnika
koji u svojoj studiji ve¢u LVD intratumoralno navode kao protektivni faktor. Naime, u studiji
spomenutih autora, invazija miometrija bila je znatno manja u pacijentica s ve¢om LVD u CT.
Usto su te pacijentice imale manje izrazenu infiltraciju drugih struktura tumorom, kao i opéenito
bolji ishod bolesti(57). U naSoj studiji prisutnost VI, kao i MVD u CT i na IF tumora u
univarijantnoj analizi bili su prediktori recidiva. UvrStanjem u multivarijantnu analizu samo
pozitivna VI zadrzala je vrijednost nezavisnog prediktora recidiva. Nadalje, u univarijantnoj
analizi znacajan utjecaj na ukupno preZivljavanje imali su VI, visi MVD u CT 1 vi§i MVD na
IF tumora. U multivarijantnoj analizi kao nezavisni prediktor ukupnog preZzivljavanja izdvojila
se samo VI. Jednaki rezultati dobiveni su 1 pri analizi prezivljavanja bez povrata bolesti. U
istrazivanju Visserove 1 suradnika, kao nezavisni prediktivni parametar za pojavu recidiva
dokazana je invazija u krvne zile(58). Studija je istraZivala tipove tumorske invazije s obzirom
na limfne ili krvne Zile i njihov utjecaj na recidiv karcinoma endometrija. Zanimljivo je da je i
u naSem uzorku pacijentica najveci postotak recidiva zapaZen u pacijentica s prisutnom VI
(87,5%), dok je znatno nizi stupanj recidiva zapaZen u pacijentica s prisutnom samo LI (3,8%).
Wakayama i suradnici dokazali su povezanost LVSI i recidiva(59). Stovise, razlu¢ivsi tipove
invazije na Cisto limfati¢nu, kombiniranu limfati¢nu 1 vaskularnu i ¢isto vaskularnu, primjetili
su kako je najcesc¢e mjesto recidiva kod cisto LI limfni ¢vor, kod cisto VI jajnik, a kod
kombiniranog tipa invazije recidiv ima udaljeno sijelo. Weinberg i suradnici u svojoj studiji
navode LVSI kao nezavisni prediktor lokalnog i udaljenog recidiva bolesti, ukupnog
prezivljenja i prezivljavanja bez progresije bolesti. Od ostalih rizi¢nih faktora, starija dob je
dokazana kao signifikantni prediktor kraceg perioda prezivljenja bez recidiva, a gradus III
tumora bio je signifikantni prediktor kra¢eg ukupnog prezivljenja(60). Prema Steffanson i

suradnicima, u univarijantnoj analizi MVD i1 LVD na IF bile su varijable od znacaja za
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petogodisnje prezivljenje bolesnica. Medutim, niti jedna od navedenih varijabli nije utvrdena
kao nezavisni prediktor za petogodiSnje prezivljenje. U istoj studiji kao nezavisni prediktor za
petogodisnje prezivljenje navodi se VI(44). Kako 1 suradnici povezali su MVD visi od 60 s
loSijim ukupnim prezivljenjem i kra¢im prezivljenjem bez pojave recidiva(54). U istrazivanju
Gao 1 suradnika, LVD na IF tumora pokazana je kao nezavisni prognosticki ¢imbenik za
ukupno prezivljenje i1 prezivljenje bez recidiva. Vidljivo je kako pri razmatranju najveceg broja
parametara studije nisu jednoznacne, no ipak je najkonzistentniji nalaz u svim studijama
povezanost VI s recidivom, kra¢im prezivljenjem i1 kra¢im prezivljavanjem bez povrata
bolesti(53-63). Mogu¢i razlozi za opre¢ne rezultate studija su brojni. Osim heterogenosti samog
tumora, prvenstveno se namecu pitanja razli¢ite metodologije u razli¢itim studijama. Tako
vecina studija nije razmatrala identi¢ne parametre, primjerice, pri analiziranju znacenja MVD;
neke studije posebno su promatrale razlike gustoée u pojedinim podruc¢jima (npr. u CT i na IF),
dok su druge studije promatrale MVD kao jednu jedinstvenu cjelinu. Nadalje, uzorci bolesnica
u razli¢itim studijama razlikovali su se po dobi, stadiju tumora, histoloSkom gradusu, tipu
tumora i drugim parametrima (63-67). Kako je poznato da potencijalni rizi¢ni ¢cimbenici utjecu
jedan na drugoga, tesko je usporedivati razli¢ita istrazivanja i njihove rezultate. Stoga bi bila
korisna standardizacija uzoraka bolesnika kako bi bile moguce to¢nije usporedbe i1 kako bi

rezultati studija bili jasniji(54).
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6.  Zakljucak

Rezultati naseg istrazivanja pokazali su da su MVD i LVD znacajno visi na IF
karcinoma endometrija u odnosu na CT. Nadalje, MVD znacajno je visa na IF u odnosu na
LVD u cijeloj skupini tumora i u promatranim podskupinama tumora. Tumori s prisutnom VI
imali su znacajno viSu MVD u CT i na IF. U univarijantnoj analizi, visi MVD u CT, visi MVD
na IF i prisutnost VI bili su povezani s pojavom recidiva bolesti, kra¢im ukupnim prezivljenjem
i kra¢im prezivljavanjem bez povrata bolesti kod bolesnica. Nase istrazivanje pokazalo je da
je VI u tumorskom tkivu karcinoma endometrija nezavisni prognosticki parametar pojave

recidiva, ukupnog prezivljenja i prezivljavanja bez povrata bolesti kod bolesnica.
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Sazetak

Karcinom endometrija ¢etvrta je najcesca zlocudna bolest Zena u RH, a incidencija javljanja u
stalnom je porastu. Prognosti¢ki ¢imbenici za ovu bolest su brojni, a njihovo razumijevanje
ograni¢eno. Cilj ovog istrazivanja bio je analizirati angiogenezu i limfangiogenezu u karcinomu
endometrija kroz utvrdivanje srednje gusto¢e malih krvnih zila (MVD) i limfnih zila (LVD) u
centru tumora (CT) i na invazivnoj fronti (IF) te odrediti njihov prognosticki znacaj
usporedbom s drugim poznatim prognostickim ¢imbenicima. Analiziran je tumorski materijal
74 pacijentice s dijagnozom karcinoma endometrija koje su u periodu od 2002. do 2006. godine
lije¢ene na KBC Rijeka. Medijan dobi sudionica iznosio je 66 godina s rasponom od 33 do 89
godina. Vizualizacija krvnih Zila postiguta je tretiranjem antitijelom CD 31 i kromogen
crvenilom, dok su limfne zile vizualizirane antitijelom D2-40 i diaminobenzidinom. Uvidom u
patohistolosku i drugu medicinsku dokumentaciju, prikupljena su svi relevantni podaci za
sudionice ovog istrazivanja. Svjetlosnim mikroskopom evaluirana je gustoc¢a krvnih i limfnih
zila u CT 1 na IF tumora te prisutnost limfovaskularne invazije. Podaci su statisticki obradeni u
programu MedCalc/Windows. Utvrdeno je da su MVD 1 LVD znacajno vise na IF karcinoma
u odnosu na CT. MVD je zna€ajno viSa na IF u odnosu na LVD u svim promatranim skupinama
tumora. U univarijantnoj analizi visi MVD CT 1 IF kao i prisutnost VI bili su povezani s
pojavom recidiva bolesti, kra¢im ukupnim preZivljenjem i kra¢im preZivljavanjem bez povrata
bolesti. VI u tumorskom tkivu karcinoma endometrija bio je nezavisni prognosticki parametar

pojave recidiva, ukupnog preZivljenja i preZivljavanja bez povrata bolesti kod bolesnica.

Kljucne rijeci: angiogeneza, limfangiogeneza, karcinom endometrija
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Summary

Endometrial carcinoma is the fourth most common malignant disease in women in Croatia. Its
incidence is constantly rising.Prognostic factors for this disease are numerous, but their
understanding is limited. The aim of this research was to analyze angiogenesis and
lymphangiogenesis in endometrial carcinoma by researching microvessel density (MVD) and
lymphatic vessel density (LVD) both in the center of the tumor (CT) and on the invasive front
(IF) and to determine their prognostic value through comparison with other known prognostic
factors. Tumor material from 74 patients diagnosed with and treated for endometrial carcinoma
between 2002. and 2006. on CHC Rijeka was analysed. Median age value was 66 with 33 as
lowest and 89 as highest value. Blood vessel were visualized with CD 31 antibody and red
chromogen kit, while lymphatic vessel were visualized with D2-40 antibody and
diaminobenzidine. All the relevant dana was gathered by examining pathohistological and other
medical documentation. MVD and LVD both in the CT and on the IF, as well as
lymphovascular invasion were evaluated with optical microscope. The data was statistically
analyzed with computer program MedCalc/Windows. MVD and LVD were significantly higher
on the IF than in the CT. MVD, compared to LVD, is significantly higher on the IF in all tumor
categories. Univariate analysis connects higher MVD CT and IF, as well as VI, with relapse of
the disease, shorter overall survival and shorter relapse free survival. VI in the tumor tissue of
endometrial carcinoma emerged as independent prognostic parametar of relapse occurence,

overall survival and relapse free survival.

Keywords: angioegenesis, endometrial carcinoma, lymphangiogenesis
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