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1. UVOD

1.1. EPIDEMIOLOGIJA I ETIOLOGIJA

Karcinom jajnika na Sestom je mjestu po ucestalosti malignih novotvorina u zena. U
svijetu se dijagnosticira oko 225 500 novooboljelih Zena godisnje, od ¢ega prosjecno

umire 140 200 zena (1).

Prosjena godiSnja stopa ucestalosti vec¢a je u industrijaliziranim zemljama s niskim
natalitetom, s izuzetkom Japana, te znac¢ajno varira ovisno o etnickoj pripadnosti. Krece
se od 5/100 000 zena u zemljama u razvoju do iznad 19/100 000 Zena u razvijenim
zemljama. Ucestalost raste proporcionalno s dobi Zene, uz najveci broj bolesnica u

dobnoj skupini od 60 do 64 godine (2).

Stopa smrtnosti je, unato¢ blagom padu, i dalje visoka. U razvijenim zapadnim
zemljama karcinom jajnika je na prvom mjestu u ukupnoj smrtnosti od zloc¢udnih

novotvorina spolnog sustava, iako ¢ini samo 4% zlo¢udnih novotvorina u Zena (3).

U Republici Hrvatskoj karcinom jajnika, jajovoda i adneksa na petom je mjestu po
ucestalosti malignih oboljenja u Zena. Prema podacima Registra za rak Hrvatskog
zavoda za javno zdravstvo (HZJZ), u 2011. godini zabiljeZeno je 449 novootkrivenih
slu¢ajeva, najviSe njih u dobnoj skupini od 65-69 godina, uz prosje¢nu stopu ucestalosti

od 20.2/100.000 (4).

Etiologija karcinoma jajnika je viSestruka. Najznacajniji ¢imbenik rizika za razvoj ove
bolesti je obiteljska anamneza karcinoma jajnika ili dojke, iako je genetska
predispozicija (naj¢e$¢e u obliku nasljedne mutacije BRCA 1 ili BRCA 2 gena)
prisutna u samo 5-10% karcinoma jajnika (5-7). Uz BRCA mutaciju u pravilu nastaju

serozni karcinomi visokog gradusa (2).

Jedna od najCesS¢e citiranih teorija o etiologiji karcinoma jajnika, temeljena na

epidemioloSkim istraZivanjima, je ,hipoteza neprekinutih ovulacija®.



Ovulacija traumatizira povrSinski epitel jajnika ¢ime se stimulira proliferacija i
osigurava mikrookoli§ za mogucéu malignu transformaciju. U ¢imbenike koji smanjuju
rizik nastanka karcinoma jajnika ubrajaju se trudnoca, upotreba oralnih kontraceptiva,

te kirurSki uvjetovani protektivni ¢imbenici kao Sto su podvezivanje jajovoda, te

socio-ekonomski status, nuliparitet te hormonsko nadomjesno lijeCenje povecéavaju
rizik nastanka ove bolesti. Manje zastupljene hipoteze o nastanku karcinoma jajnika
ukljuc¢uju gonadotropinsku i androgenu hipotezu. Istrazivanja o ostalim potencijalnim
¢imbenicima rizika, kao Sto su indeks tjelesne mase, prva trudnoca, dojenje, talk,
puSenje, prehrana bogata masnocama, virusne infekcije u djetinjstvu, ionizirajuce

zracenje itd, neujednacena su, neuvjerljiva i proturje¢nih rezultata (3, 8, 9).

1.2. HISTOLOSKA KLASIFIKACIJA KARCINOMA POKROVNOG
EPITELA JAJNIKA

Tumori pokrovnog epitela ¢ine 80% tumora jajnika. Vazeca klasifikacija karcinoma
pokrovnog epitela jajnika, prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (SZO), temelji se

na morfoloskoj procjeni stanic¢nog tipa (10).

Na osnovu stani¢nog tipa, invazivni karcinomi jajnika dijele se na:
e Serozne
e Mucinozne
e Endometrioidne
e Svijetlostani¢ne
e Maligne Brennerove tumore
e Karcinome prijelaznog epitela
e Karcinome plocastih stanica
e MijesSane karcinome

e Nediferencirane karcinome (10)

60-80% karcinoma pokrovnog epitela jajnika ¢ine karcinomi seroznog tipa (1, 3).



1.3. KLINICKA SLIKA

Nespecifi¢ni klini¢ki simptomi koji se esto zanemaruju ili podcjenjuju, razlog su Sto se
u gotovo dvije tre¢ine bolesnica karcinom jajnika otkrije u prosirenom stadiju bolesti.
Veliki broj bolesnica ima barem jedan od navedenih simptoma: nadutost, punoca ili
pritisak u donjem dijelu trbuha ili zdjelice, bol u trbuhu ili donjim dijelovima leda,
gubitak energije, Cesto mokrenje, pecenje pri mokrenju, zatvor, nedostatak apetita,
proljev i mucninu. Medutim, svi ovi simptomi su nespecifi¢ni, pojavljuju se i u drugih
oboljenja, a katkada i u zdravih Zena. Osim spomenutih op¢ih simptoma, mogu se
pojaviti i nepravilnosti ciklusa, bolne menstruacije ili krvarenje u postmenopauzi. Kada
bolest uznapreduje, pojavljuju se ascites, subileus, ileus, gubitak na tezini i kaheksija

@2, 11).

Prve presadnice uglavnom nastaju u zdjelici, na serozi rektuma i peritoneumu
Douglasovog prostora ili mjehura. Vrlo Cesto je zahvacen i omentum. Tumorske
presadnice mogu se naci na svim lokacijama unutar peritonealne Supljine i po povrSini
jetre. Karcinom jajnika se $iri i limfogeno u ingvinalne, zdjeli¢ne 1 paraaotalne limfne
¢vorove. MozZe do¢i i do zahvacanja pleure te razvoja hidrotoraksa. Hematogenim
putem karcinom jajnika se Siri uglavnom u jetru i plu¢a dok su metastaze u kosti i

mozak rjede (2, 11).

1.4. DIJAGNOSTIKA KARCINOMA JAJNIKA

Prezivljenje zena oboljelih od karcinoma jajnika usko je vezano uz stupanj proSirenosti
bolesti u trenutku njenog otkrivanja. Prosje¢no ukupno petogodiSnje prezivljenje za
razdoblje od 2003. do 2009. godine, prema SEER analizi (engl. Surveillance
Epidemiology and End Results), iznosi 44.2%, uz znatne razlike ovisno o klinickom

stadiju bolesti (12).

Zbog svog anatomskog poloZaja jajnici su teSko pristupacni fizikalnom pregledu.
Neinvazivne radioloSke pretrage nisu dostatne za postavljenje dijagnoze te zahtijevaju

patohistoloSku potvrdu.



lako su istrazivanja usmjerena prema pronalazenju dovoljno osjetljivih i specifi¢nih
dijagnostickih biomarkera, jo§ uvijek nemamo pouzdanu metodu probira za rano

otkrivanje bolesti (13-15).

Dostupne metode probira u zdravih i asimptomatskih zena ukljucuju odredivanje
vrijednosti tumorskog markera Ca 125 u krvi te pregled transvaginalnim ultrazvukom
(14). Tako metoda odredivanja tumorskog markera Ca 125 nije dovoljno osjetljiva i
specificna, kretanje njegove vrijednosti je od koristi u pracenju rezultata lijeCenja i1

ranom otkrivanju povrata ili progresije bolesti.

Detaljna osobna 1 obiteljska anamneza, kompletan klini¢ki pregled uz radioloske
slikovne metode (UZV, Rtg i CT) te razina Ca 125 tumorskog markera predstavljaju
prvi korak prema dijagnozi i procjeni prosirenosti bolesti. Cimbenici koji mogu pomo¢i
u procjeni moguce malignosti tumora jajnika su: dob bolesnice, zahvacanje oba jajnika,
fiksacija tumorske tvorbe pri kliniCkom pregledu, prisutnost slobodne trbuSne tekucine
(ascites), ultrazvucna slika kompleksne promjene sa solidnim podrucjima, CT nalaz

metastatskih ¢vorova te poviSeni tumorski marker (3).

Unato¢ svim ovim parametrima potrebna je patohistoloSka potvrda bolesti pa je
primarni kirurski zahvat (,,staging laparotomija) slijede¢i neophodan korak u potvrdi

dijagnoze i procjeni proSirenosti bolesti (2).

1.5.  FIGO KLASIFIKACIJA KARCINOMA JAJNIKA

U lije¢enju karcinoma jajnika nuzan je multidisciplinarni pristup, a modalitet lijeCenja

ovisi o prosirenosti bolesti (16).

Klini¢ki stadij bolesti odreduje se prema FIGO Kklasifikaciji (franc. Federation
Internationale de Gynecologie et d’Obstetrique) iz 2006. godine (Tablica 1.) iako
Ginekolosko-onkolosko drustvo (Gynecology Oncology Committee of FIGO) radi na
njenoj reviziji s ciljem uklju¢enja karcinoma jajnika, jajovoda 1 primarnog

peritonealnog karcinoma u jedinstveni sustav (2).



Tablica 1. FIGO klasifikacija karcinoma jajnika

I Tumor ogranicen na jedan ili oba jajnika

IA Tumor ogranien na jedan jajnik; bez ascitesa; bez tumora na vanjskoj
povrsini; kapsula intaktna

1B Tumor ograni¢en na oba jajnika; bez ascitesa; bez tumora na vanjskoj
povrsini; kapsula intaktna

IC IA ili IB uz tumor na povrsini jednog ili oba jajnika i/ili ruptura kapsule ili
prisutnost malignih stanica u ispirku ili ascitesu

II Tumor zahvaca jedan ili oba jajnika uz Sirenje tumora na organe zdjelice

ITA Tumor se prosirio 1/ili metastazirao na maternicu i/ili jajovode

IIB  Tumor se prosirio na druge organe zdjelice

IIC  IIA ili [IB uz tumor na povrSini jednog ili oba jajnika ili rupturom kapsule
ili prisutnost malignih stanica u ispirku ili ascitesu

11 Tumor zahvaca jedan ili oba jajnika uz Sirenje tumora izvan male zdjelice
(histoloski  dokazani  peritonealni  implantati)  Vili  pozitivni
retroperitonealni ili ingvinalni limfni ¢vorovi, povrSinske metastaze na
jetri, histoloski dokazane metastaze po tankom crijevu ili omentumu.

IITA  Histoloski potvrdene mikroskopske metastaze po povrSini peritoneuma ili
histoloski dokazano S$irenje na tanko crijevo ili mezenterij, negativni
limfni ¢vorovi

IIB  Metastaze po povrSini peritoneuma manje od 2 cm u promjeru, limfni
¢vorovi negativni

IIIC  Metastaze po povrsini peritoneuma vece od 2 cm u promjeru 1/ili pozitivni
retroperitonealni ili ingvinalni limfni ¢vorovi

v Tumor zahvaca jedan ili oba jajnika uz udaljene metastaze, maligne

stanice u pleuralnom izljevu, parenhimalne metastaze u jetri.

Temeljem saznanja da je gradus tumora klju¢an ¢imbenik u klini¢kom stadiju I bolesti,

GCIG grupa (engl. Gynecologic Cancer Intergroup), predlaze promjene u klasifikaciji

ovog stadija uz dodatak gradusa tumora za svaki podtip (IA-IC).

U slu€aju nepotpunog primarnog kirurSkog zahvata kojim se definira klinicki stadij

bolesti, prema EORTC preporukama (engl. European Organization for Research and

Treatment of Cancer), klinicki stadij I klasificirao bi se kao ,,stadij Ix* (17).

Takoder, kako ostatna bolest nakon primarnog citoreduktivnog kirurS§kog zahvata
predstavlja najvazniji nezavisan prediktivni ¢imbenik prezivljenja (7, 18), autori

smatraju da bi koliina ostatne bolesti trebala biti ukljucena u standardnu klasifikaciju

klinickog stadija III (17).



1.6. LIJECENJE KARCINOMA JAJNIKA

1.6.1. Kirursko lijecenje

Lijecenje karcinoma jajnika pocinje kirurSkim zahvatom. Opseg kirurSkog lijeCenja

ovisi 0 stupnju pros$irenosti bolesti.

Ukoliko je rije¢ o bolesnicama mlade zivotne dobi koje jo§ nisu radale preporucuje se,
u stadiju IA, adneksetomija s biopsijom suprotnog jajnika uz infrakolicnu
omentektomiju, zdjeli€nu 1 paraaortalnu limfadenektomiju (minimalno ipsilateralnu),
multiple biopsije peritoneuma te eventualno apendektomiju (2, 7, 19). Kod karcinoma
jajnika stadija IB radi se histerektomija s adneksetomijom uz sve spomenuto kod stadija

1A (2,7, 19).

Standardni postupak kod bolesnica u stadiju IC 1 viSem je maksimalno kirurSko
odstranjenje tumorske mase — primarna citoredukcija, koja ukljucuje histerektomiju s
adneksetomijom, potpunu suprakolitnu ometektomiju, zdjelicnu 1 paraaortalnu
limfadenektomiju, apendektomiju, a zatim eksploraciju svih peritonealnih povrsina i
povrs§ina parenhimatoznih organa, biopsiju dijafragme uz mutiple slijepe biopsije,
biopsije s mjesta priraslica, ukoliko postoje, kao i odstranjenje svake intraabdominalne

tumorske mase, ako je moguce u cijelosti (2, 7, 19).

Postotak bolesnica s proSirenim stadijem bolesti u kojem je moguca optimalma
citoredukcija (cjelokupno odstranjenje makroskopske bolesti iz abdomena), prema
razli¢itim istraZivanjim varira od 17-87%, Sto dijelom ovisi o iskustvu i tehnickoj
vjestini kirurga, a dijelom o ¢imbenicima kao S§to su invazija u vitalne organe ili

komorbiditet (19, 20).

Uloga sekundarnog citoreduktivnog kirurS§kog zahvata u bolesnica s povratom bolesti je
dvojbena, iako postoje naznake u poboljSanju ukupnog preZivljenja kod bolesnica s
kompletnom sekundarnom citoredukcijom. Trenutno su u tijeku tri randomizirane
kontrolirane studije (DESKTOP III, GOG231 i SOCceR) koje usporeduju samu

kemoterapiju sa kombinacijom kirur§kog zahvata i kemoterapije (21).



1.6.2. Lijecenje kemoterapijom

Rak jajnika u FIGO I stadiju (A i B) gradusa 1 i 2 ne zahtijeva primjenu kemoterapije.
Prema rezultatima dvije studije, ICON (engl. International Collaborative Ovarian
Neoplasm) i EORTC, u ovih bolesnica dostatan je optimalan kirurSki zahvat prema
internacionalnim smjernicama. Ove bolesnice zahtijevaju klini¢ko praéenje, uz
vjerojatnost petogodisnjeg prezivljenja oko 90%. Za tumore u FIGO I stadiju gradusa 3

i tumore u FIGO IC stadiju kemoterapija je neophodna (2, 5, 22).

Dobra citoredukcija omogucava bolju prognozu i stvara povoljne uvjete za lijeCenje
kemoterapijom. Razlog zbog Cega neki od tumora dobro reagiraju na kemoterapiju, a

neki loSe, nije ustanovljen.

Uvodenjem cisplatine u kemoterapijski protokol postizu se znacajniji rezultati u
lije€enju. Uz terapiju cisplatinom u pocetku se ordinirao najc¢eS¢e ciklofosfamid.
Kasnije se cisplatina zamjenjuje svojim derivatom koji ima manju nefrotoksi¢nost —
karboplatinom, a umjesto ciklofosfamida uvodi se paklitaksel koji se pokazao

efikasnijim (7).

Karboplatina i paklitaksel, koji se daju tijekom 6 ciklusa, standardna su terapija kod
seroznog karcinoma jajnika. Uz ovaj kemoterapijski protokol oko 65% bolesnica imat
¢e dobar odgovor na lijeCenje, uz prezivljenje bez progresije bolesti (PES, engl.
progression free survival) od 16 do 21 mjesec te ukupno prezivljenje od 32 do 57

mjeseci (7).

Kod bolesnica u stadiju III seroznog karcinoma jajnika, kojima je napravljena
optimalna kirurSka citoredukcija (ostatni tumor manji od 1 cm), intraperitonealna
terapija pokazuje dobre rezultate (23). Nazalost, razina komplikacija je visoka i samo
oko polovine bolesnica uspije dovrsiti 6 ciklusa terapije pa se ovakav nacin lijecenja jos§
uvijek ne preporucuje kao novi standard lije€enja karcinoma jajnika u stadiju III i1 IV (2,
5). Terapija zracenjem nije uc¢inkovita u uznapredovanom stadiju tumora. Zbog blizine

vitalnih abdominalnih organa ne moze se primijeniti optimalna terapijska doza.



Kako se u trenutku postavljanja dijagnoze oko 2/3 bolesnica nalazi u uznapredovaloj
fazi bolesti (FIGO II1 i IV), usprkos dobrom odgovoru na lijecenje, prezivljenje je lose.
Vecina bolesnica imat ¢e povrat bolesti uz medijan slobodnog intervala bez bolesti od

16 mjeseci (2).

Izbor modaliteta lijecenja i kemoterapijskog protokola kod ovih bolesnica temelji se na
inicijalnom kemoterapijskom protokolu i odgovoru na lije¢enje. Te se bolesnice mogu
podijeliti u dvije podskupine ovisno o trajanju slobodnog intervala bez bolesti.
Bolesnice s povratom bolesti unutar 6 mjeseci od zavrsetka inicijalnog lijeCenja spadaju
u skupinu rezistentnih na terapiju temeljenu na platini, imaju loSiju prognozu i
kandidati su za istrazivanje kemorezistencije, uz novi pristup u lije€enju. Bolesnice sa
slobodnim intervalom bez bolesti duljim od 6 mjeseci odnosno godine dana, smatraju
se djelomi¢no osjetljivim odnosno osjetljivim na primijenjeni protokol lijecenja (2, 7,

16).

Terapija temeljena na platini standardni je pristup za bolesnice s kemosenzitivhim
tumorom, uz medijan prezivljenja od 18 do 29 mjeseci. Optimalna terapija bolesnica,
koje su djelomicno osjetljive, nije jasno definirana. U lijeCenju povrata bolesti
primjenjuju se kombinacije karboplatine s vepesidom, topotekanom, doksorubicinom i

ciklofosfamidom (2, 7, 16).

Iako je bolje poznavanje patogeneze karcinoma jajnika omogucilo razvoj novih
terapijskih strategija (24-28), rezultati lijeCenja povrata bolesti nakon prvog kirur§kog
zahvata i prve linije kemoterapije jo§ uvijek su loSi. Inhibitori angiogeneze,
monoklonska protutijela i hormonalna terapija nisu se pokazali znacajnije uspjeSnim u

lijecenju raka jajnika.

Velika ocekivanja u poboljSanju prognoze karcinoma jajnika vezana su uz neke
bioloske lijekove kao Sto su bevacizumab — Avastin (monoklonalno antitijelo protiv
VEGF), PARP inhibitor olaparib, u Zena koje su nositelji BRCA mutacije (7) te MEK
inhibitor - selumetenib, koji se istraZuje u lijecenju seroznih karcinoma niskog gradusa

(29).



1.7. DVOSTRUKI MODEL NASTANKA KARCINOMA JAJNIKA

Nedostatak jasno definiranih prekursora bolesti, uz izostanak ili nespecifi¢nost
klini¢kih simptoma u ranoj fazi bolesti, razlog je Sto se vise od dvije tre¢ine karcinoma
pokrovnog epitela jajnika dijagnosticira u uznapredovalom klinickom stadiju. Najveca
prepreka u detekciji ranog stadija karcinoma jajnika je nepoznavanje i nerazumijevanje
njegove histopatogeneze, a napori u istrazivanju desetlje¢ima su bili usmjereni

prvenstveno na jajnike (1).

Prema tradicionalnom shvacanju karcinomi jajnika nastaju iz njegova pokrovnog
epitela 1 epitelnih inkluzijskih cista (specijalizirani oblik mezotela koji dijeli
morfoloSke 1 imunohistokemijske karakteristike s epitelom peritoneuma), lokalno se
Sire u susjedne organe zdjelice 1 trbusnu Supljinu te kona¢no daju udaljene metastaze.
Ovaj se epitel moze diferencirati u razlicitim pravcima (Mullerova neometaplazija) $to

rezultira razli¢itim histoloSkim tipovima karcinoma jajnika (30, 31).

Danas se smatra da serozni karcinomi jajnika nastaju kao rezultat klonalne proliferacije
sekretornih stanica iz distalnog fimbrijalnog kraja jajovoda 1 zahvacaju jajnik
sekundarno (32-39). Kao prekursorske lezije seroznih karcinoma opisuju se ,p53
potpis* (engl. ,,p53 signature®), serozni tubarni intraepitelni karcinom (STIC, engl.
serous tubal intraepithelial carcinoma) i papilarna tubarna hiperplazija (PTH) (1, 30,

40).

Morfoloska, imunohistokemijska i molekularna istrazivanja na seroznim tumorima dala
su osnovu za prijedlog dualistiCkog modela karcinogeneze koji karcinome pokrovnog
epitela jajnika grupira u dvije glavne kategorije: tip I i tip II. Pojam tip I 1 tip II tumora,
odnosi se iskljuivo na razli¢iti put nastanka ovih dviju grupa tumora. Serozni

karcinomi niskog 1 visokog gradusa predstavljaju prototip predloZzenog modela (41).

Karcinomi jajnika tradicionalno su se gradirali prema trostupanjskoj shemi, kao dobro,
umjereno i slabo diferencirani, sugeriraju¢i da se radi o homogenoj bolesti sa glediSta
patogeneze. Koristeni su razli€iti sustavi stupnjevanja, ukljuc¢uju¢i FIGO, WHO, GOG

te Silverberg-Shimitzu modifikacija (42).
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Malpica i suradnici 2004. godine predlazu novi binarni model stupnjevanja prema
kojem se serozni karcinomi jajnika dijele na one niskog — LGSC (engl. Low Grade
Serous Carcinoma) i visokog gradusa — HGSC (engl. High Grade Serous Carcinoma),
model koji je temeljen prvenstveno na morfoloSkom stupnju atipije jezgara i broju
mitoza na 10VPVP (43). Ovakav model uvazava predlozene molekularne razlike medu

seroznim karcinomima, a pokazao se lako primjenjivim i reproducibilnim (44).

Prema predloZzenom modelu, serozni karcinomi visokog gradusa (~85% seroznih
karcinoma), slijede put karcinogeneze tumora tipa II, predstavljaju klinicki vrlo
agresivne neoplazme koje nastaju iz seroznih intraepitelnih karcinoma fimbrija
jajovoda (STIC), a dijagnosticiraju se u uznapredovalom stadiju bolesti. Mutacija p53
gena rani je dogadaj u patogenezi ovih tumora, a prisutna je u gotovo 95% slucajeva

(30).

Nekoliko ¢injenica govori u prilog tubarnog porijekla seroznog karcinoma visokog
gradusa:
- definitivni prekursori HGSC nisu dokazani sa sigurno$¢u niti u jajniku
niti u peritoneumu
- nalaz STIC-a u odsutnosti karcinoma jajnika, u Zena sa 1 bez BRCAI1
mutacije (Slika 1)
- STIC je udruzen isklju¢ivo s HGSC
- duzina telomera je razli¢ita u STIC-u i HGSC jajnika/peritoneuma
- molekularne studije su pokazale da je u bolesnica sa STIC-om i seroznim
karcinom visokog gradusa prisutna identi¢na p5S3 mutacija
- genetsko profiliranje dodatno je prikazalo da je genski izrazaj seroznih
nego povrSinskom epitelu jajnika, a imunohistokemijske studije su
pokazale da serozni karcinomi visokog gradusa izraZzavaju PAXS,
HMFG2 i Stathmin 2 (biljege karakteristicne za sekretorne stanice
jajovoda), a ne kalretinin (mezotelni biljeg) (1, 30).
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Slika 1. Koegzistencija karcinoma fimbrija jajovoda (A-D) i karcinoma jajnika (E). A,
C, D - mikroskopsko ZzariSte intraepitelnog karcinoma (TIC) 1 invazivnog karcinoma
(INV) fimbrija jajovoda. B - pozitivan p53 imunohistokemijski izrazaj. E - velika
tumorska masa na povrsini jajnika (preuzeto iz Kindelberger et al. Am J Surg Pathol
2007;31:161-9).

S obzirom na rezultate ovih istraZivanja, zna€ajan broj karcinoma klasificiranih kao
primarni karcinom jajnika predstavlja sekundarnu bolest, te neki autori smatraju da bi
bilo prikladnije napustiti termin ,,serozni karcinom jajnika* i umjesto toga nazvati te

karcinome ,,seroznim karcinomima zdjelice® (2, 45).

Serozni karcinomi niskog gradusa slijede put karcinogeneze tip I, oponaSajuc¢i adenom-
karcinom slijed kolorektalnog karcinoma, uz histoloski prepoznatljive prekursorske
lezije (adenom — borderline tumor — mikropapilarni borderline tumor — mikropapilarni
borderline tumor s mikroinvazijom - serozni karcinom niskog gradusa). Morfoloski, u
seroznim karcinomima niskog gradusa uz invazivhu komponentu tumora, cesto je

prisutna i benigna i borderline komponenta (44).
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Prema najnovijim klini¢ko-patoloskim i imunohistokemijskim studijama, pretpostavlja
se da su i serozni karcinomi niskog gradusa takoder porijekla epitela jajovoda.
Papilarna tubarna hiperplazija (PTH) smatra se mogu¢om prekursorskom lezijom, a
odgovara hiperplasticnom epitelu jajovoda koji oblikuje male intraluminalne pupoljke
(mikropapile) gradene od sekretornih i cilijarnih stanica koji se otkidaju od povrSine
sluznice, plutaju u lumenu jajovoda i implantiraju na povrsinu jajnika ili peritoneuma.
Smatra se da je mehanizam kojim se epitel jajovoda implantira na jajnik povezan s
ovulacijom, a stanice koje se implantiraju odgovaraju maticnim stanicama koje se

mogu diferencirati u cilindricne stanice s trepetljikama ili sekretorne stanice (30, 40).

Prilikom ovulacije, epitel jajovoda direktno je izloZzen stromi jajnika 1 njegovom
mikrookoliS§u - citokinima, slobodnim radikalima i1 ¢imbenicima rasta, koji poticu
tumorsku progresiju od kortikalne inkluzijske ciste preko seroznog cistadenoma,
borderline tumora uobiCajenog tipa, mikropapilarnog borderline tumora do invazivnog
seroznog karcinoma niskog gradusa. Fenotipske promjene pracene su 1 molekularnim
promjenama, prvenstveno mutacijom KRAS ili BRAF gena koje su specifi¢ne za ovu

grupu tumora (30, 40).

1.8. KLINICKI ZNACAJ DVOSTRUKOG MODELA NASTANKA
KARCINOMA JAJNIKA

Koncept prema kojem su serozni karcinomi zapravo porijekla jajovoda ima vrlo vazan
klini¢ki znacaj. Stanice seroznog tubarnog intraepitelnog karcinoma (STIC) mogu se
implantirati ne samo na jajnik nego i na peritoneum, Sto moze biti razlog zbog kojeg se
serozni karcinomi uglavnom prezentiraju kao proSirena bolest. Ova ¢injenica mozZe
objasniti i zaSto trenutno dostupne metode rane detekcije, kao Sto su odredivanje
serumske razine Ca 125 1 UZV, nisu doprinijele otkrivanju ovog tipa tumora u ranom

stadiju bolesti, niti smanjile smrtnost (30).

Kako su probir i rana detekcija seroznih karcinoma neuspjeSni, buduce metode

prevencije trebale bi biti usmjerene na jajovod.
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Posteda jajovoda prilikom histerektomije radi benignih stanja nema poznati fizioloski
znacaj. Ukoliko se jajovod prihvati kao mjesto porijekla vecine seroznih karcinoma,
tada bi prevencija u smislu odstranjenja jajovoda mogla znacajno smanjiti rizik razvoja

karcinoma (1, 40).

Zene koje su nositelji BRCA mutacije danas se profilakti¢ki podvrgavaju obostranom
odstranjenju jajnika i jajovoda, sa ili bez odstranjenja maternice. S obzirom na
predlozenu hipotezu, otvara se mogucénost da odstanjenjem jajovoda uz poStedu jajnika
smanjimo rizik nastanka karcinoma, a sacuvamo fertilitet 1 hormonalnu funkciju kod
zena u premenopauzi. Takoder, odstranjenjem jajovoda umjesto podvezivanjem, s
ciljem trajne kontracepcije, uinkovito bi se smanjio rizik nastanka ovog tipa

karcinoma (30).

U Kanadi je 2010. godine potaknuta javna kampanja od strane ginekoloSkih onkologa,
u sklopu Programa istraZivanja karcinoma jajnika, u smislu promjene kirurSke prakse s
ciljem smanjenja ucestalosti karcinoma jajnika. Buduca klinicka istrazivanja ovakvog
tipa potrebna su radi procjene ucinkovitosti ovih mjera na smanjenje incidencija

karcinoma jajnika (40).

1.9. MOLEKULARNE OSOBITOSTI SEROZNIH KARCINOMA JAJNIKA

Najznacajniju razliku na molekularnoj razini izmedu seroznih karcinoma tip I i tip II

predstavljaju mutacije pS3 tumor supresorskog gena i BRAF/KRAS onkogena (46, 47).

1.9.1. pS3 TUMOR SUPRESORSKI GEN

Gen p53 smyjesten je na kratkom kraku kromosoma 17, na lokusu 17p13.1 te Sifrira 393
aminokiselinski nuklearni p53 fosfoprotein (48). Ima ulogu multifunkcionalnog
transkripcijskog c¢imbenika uklju¢enog u regulaciju kontrole stani¢nog ciklusa,

programirane stani¢ne smrti i ocuvanje integriteta DNA (49).
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Kao odgovor na osteenje DNA, posttranslacijskom modifikacijom regulira se
stabilnost 1 transkripcijska aktivnost p53 proteina (50). Akumulirani p53 protein
reverzibilno zaustavlja stani¢ni ciklus na razini G1/S ili G2/M kontrolne tocke, ¢ime
stanica «kupuje» vrijeme potrebno za popravak ostecene DNA (51). Gubitak ili
inaktivacija p53 tumor supresorskog gena poveéava nestabilnost genoma i osjetljivost

stanice na malignu transformaciju.

Imunohistokemijska analiza je brza, efikasna i prakti¢na metoda za klini¢ku uporabu i
analizu velikog broja uzoraka. Metode molekularne dijagnostike mogu poblize odrediti
tip mutacije, ali su mnogo sloZenije, skuplje i duZe traju te ih je teZe primijeniti u
svakodnevnoj rutinskoj praksi. Stoga se imunohistokemijska analiza Cesto koristi kao

surogat za molekularnu analizu.

Inaktivacija p53 gena najceS¢e nastaje kao posljedica missense mutacije u podrucju
egzona 4-9 1 vezana je uz posttranslacijsku stabilizaciju 1 duzi poluzivot
nefunkcionalnog p53 proteina, Sto omogucuje njegovu imunohistokemijsku detekciju
(32, 52-56). Za razliku od mutiranog, nepromijenjeni p53 protein relativno je nestabilna
molekula, s kratkim poluvremenom raspada, S§to je <¢ini nedetektibilnom pri

imunohistokemijskoj obradi (56).

Studija koja je usporedila primjenu metode imunohistokemije sa metodama
molekularne dijagnostike, razlike u rezultatima pripisuje mutacijama izvan egzona 5-9
(~11% mutacija), koje dovode do stvaranja razgranatog p53 proteina, a koji se ne moze
otkriti primjenom imunohistokemijske metode (57). Tumori sa ovim tipom mutacije
pS3 gena pokazuju tendenciju ranijeg recidiva nakon ordinirane kemoterapije 1

znacajno krace prezivljenje u FIGO stadiju III/IV (58, 59).

Funkcionalna mutacija p53 tumor supresorskog gena prisutna je u vise od 75%
karcinoma visokog gradusa (3, 47, 60). Ucestalost ove mutacije znatno je niZa u

seroznim karcinomima niskog gradusa, a moze se naci u oko 8% ovih tumora (61).
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Prognosticka vrijednost visoke ispoljenosti p53 proteina u karcinomima jajnika, unatoc
brojnim studijama, ostaje dvojbena. Iako su neke studije u univarijantnoj (62, 63)
odnosno multivarijantnoj (49, 52, 53, 58, 64) analizi prikazale znacajnu korelaciju
izmedu mutacije p53 gena i/ili prekomjerne imunohistokemijske ispoljenosti p53
proteina i prezivljenja, postoje studije koje takve rezultate nisu mogle potvrditi (57, 65-

68).

U vecini studija, prekomjerna je ispoljenost p53 proteina vezana uz viSi gradus i
klini¢ki stadij tumora (69, 70). Lassus i suradnici prikazali su trend kraceg preZivljenja
bolesnica s p53 pozitivnim tumorima i u ranom stadiju bolesti, a njegova prekomjerna

ispoljenost pokazala se deset puta jacim pokazateljem loSeg klini¢kog ishoda od

gradusa tumora (54).

1.9.2. MITOGENOM - AKTIVIRANA PROTEIN KINAZA (MAPK)

RAS/RAF/MEK/MAPK signalni put, prototip MAP kinaznog puta aktiviranog
mitogenim ¢imbenicima, ima vaznu ulogu u regulaciji stani¢nog rasta, proliferacije,
diferencijacije, apoptoze, angiogeneze i migracije (71). Predstavlja multifunkcionalnu
serin / treonin kinazu koja se aktivira kao odgovor na razliite izvanstani¢ne podrazaje
te posreduje prijenosu signala sa stanicne povrSine u jezgru, aktivirajuéi razlicite

citoplazmatske i nuklearne proteine (72).

Mutacija ili prekomjerni izrazaj komponenti ovog signalnog puta, ukljucuju¢i KRAS i
BRAF, aktivira MAPK kaskadu pridonose¢i zlo¢udnoj transformaciji stanice.
Aktivacija ove kaskade moze se na¢i u Sirokom spektru karcinoma ukljucujuci

karcinome gusterace, debelog crijeva, pluca, dojke 1 prostate (73).

Somatska mutacija KRAS ili BRAF gena prisutna je u 65-88% seroznih karcinoma
niskog gradusa. Mutacija nastaje u ranoj fazi razvoja tumora i vezana je uz aktivaciju
mitogenom-aktivirane protein kinazne (MAPK) kaskade odnosno

RAS/RAF/MEK/MAPK(ERK) signalnog puta (74).
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Unato¢ in vitro studijama o MAPK signalnom putu (75, 76), malo se zna 0 MAPK
ispoljenosti u tkivnim uzorcima karcinoma jajnika te o mogucem utjecaju aktivirane
MAPK na tumorsku progresiju ili ishod bolesti. Ispoljenost aktivne MAPK korelira sa
KRAS i BRAF mutacijom, ali moZe biti prisutna i u tumorima niskog gradusa i u
karcinomima visokog gradusa bez mutacije KRAS i BRAF gena, sugeriraju¢i da

aktivacija nije vezana isklju¢ivo uz RAS/RAF/MEK/MAPK signalni put (77).

U istrazivanju Givant-Horwitza i suradnika, ispoljenost MAPK u stanicama seroznog
karcinoma jajnika u izljevu, vezana je uz pokazatelje povoljnijeg klinickog ishoda te

znacajno korelira sa prezivljenjem (78).

1.9.3. TOPOIZOMERAZA Ila

Topoizomerazallo. je nuklearni enzim koji katalizira promjene u sekundarnoj i
tercijalnoj strukturi DNA; neophodna je za replikaciju, rekombinaciju i transkripciju

DNA te za kondenzaciju i razdvajanje kromosoma u mitozi (79, 80).

Aktivnost topo II gena, smjestenog na lokusu q21 kromosoma 17 (81), pod kontrolom
je p53 tumor supresorskog gena, koji blokira vezivanje transkripcijskog faktora NF-Y
(nuklearni faktor-Y) za topo Ila promotor (82). Mutacija p53 gena dovodi do
nekontrolirane i neadekvatne ekspresije topolla enzima $to ima za posljedicu povecanu

proliferativnu aktivnost tumora (83).

Ispoljenost topollo proteina niza je u benignim i borderline tumorima nego u
invazivnim karcinomima jajnika. ViSa razina ispoljenosti opaza se u bioloski
agresivnim 1 brzo proliferiraju¢im tumorima (80, 84), a moZe se na¢i u 30-70%

karcinoma jajnika (81).

Prema vecini studija ispoljenost topolla proteina korelira sa stadijem 1 gradusom
tumora (85, 86). Medutim, prema Brustmann-u (87), prekomjerna ispoljenost topolla
proteina odgovara agresivnom fenotipu seroznog karcinoma jajnika bez obzira na stadij

bolesti.
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Novija istrazivanja upuéuju na potencijalnu vaznost topoizomeraze Ila ( topo Ila ) u
nastanku tumora. Visoka ispoljenost topolla proteina pokazala se kao nezavisan
prognosticki ¢imbenik loseg klini¢kog ishoda kod karcinoma dojke i plocastih lezija
cerviksa (85) te karcinoma pluéa ne-malih stanica (88). Prema studiji Brustmann-a,
prekomjerna ispoljenost topolla proteina odraz je ne samo poveéane proliferativne

aktivnosti tumora nego i kvalitativne promjene uzrokovane malignom transformacijom

(79).
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CILJEVI ISTRAZIVANJA I HIPOTEZA

Ciljevi

Cilj ovog istrazivanja je, primjenom metode imunohistokemije, na uzorcima seroznih

karcinoma jajnika utvrditi:

2.2

postoji li razlika u imunohistokemijskoj ispoljenosti p53 proteina, aktivirane
APK 1 topolla u morfoloski razli€itim tipovima seroznog karcinoma jajnika
utvrditi povezanost ispoljenosti p53 proteina, aktivirane MAPK 1 topolla sa
klini¢ko-patoloskim prognostickim pokazateljima u seroznim karcinomima
jajnika

utvrditi povezanost ispoljenost p53 proteina, aktivirane MAPK, topolla i
klini¢ko-patoloskih prognostickih pokazatelja sa duZinom slobodnog intervala
bez bolesti, ukupnim prezivljenjem i odgovorom na kemoterapiju u seroznim
karcinomima jajnika

utvrditi potencijalnu prognosticku i prediktivnu vrijednost analiziranih

pokazatelja

Hipoteza

Serozni karcinomi jajnika heterogena su skupina koja ¢e se na osnovu morfoloskih I

imunohistokemijskih karakteristika mo¢i razdvojiti u dvije kategorije (tip I I tip II).

Ocekujemo da ¢e tumori tipa I biti niskog gradusa, imunohistokemijski
karakterizirani povefanom razinom aktivirane MAPK, niskom razinom
topoizomeraze II alfa, a bolesnice s ovim tipom tumora imat ¢e duZi slobodni
interval bez bolesti i duZe ukupno preZivljenje.

Ocekujemo da ¢e tumori tipa II biti visokog gradusa, imunohistokemijski
karakterizirani pove¢anom razinom p53 proteina i topoizomeraze II alfa, a
bolesnice s ovim tipom tumora imat ¢e kraci slobodni interval bez bolesti i

kra¢e ukupno prezivljenje.
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3. ISPITANICE I METODE ISTRAZIVANJA

Istrazivanje je provedeno na Klinickom zavodu za patologiju, sudsku medicinu i

citologiju KBC-a Split.

3.1. Ispitanice

Analiziran je operativni materijal (arhivirani parafinski blokovi tumorskog tkiva) 81
seroznog karcinoma jajnika, bolesnica operiranih na Klinici za Zenske bolesti 1 porode

KBC Split, u razdoblju od 01.01.1995. — 31.12.2005.godine.

U istrazivanje su ukljuene bolesnice, ¢iji su uzorci tumorskog tkiva uzeti pri prvom
operativnom zahvatu, prije inicijalne kemoterapije. Bolesnice sa seroznim karcinomom
¢ije parafinske kocke tumora viSe nisu bile dostupne kao i1 one koje nakon operativnog
zahvata nisu imale adekvatno dokumentirano pracenje ili su lijecenje nastavile u nekoj

drugoj ustanovi, iskljuCene su iz ovog istrazivanja.

Uvidom u medicinsku dokumentaciju (povijesti bolesti bolesnica lije¢enih u Centru za
tumore KBC Split i povijesti bolesti bolesnica operiranih u Klinici za zenske bolesti 1
porode KBC Split) dobiveni su klinicki podaci, podaci o primijenjenom kirurSkom 1
onkoloskom lijeCenju, odgovoru na primijenjeno lijeCenje, tijeku bolesti te klinickom

ishodu bolesti.

Klini€ki stadij tumora odreden je prema FIGO klasifikaciji (2).

Analiza prezivljenja napravljena je na temelju dostupnih podataka pracenja bolesnica.
DuZinom ukupnog prezivljenja (OS, engl. Overall Survival) smatrao se vremenski
interval izmedu datuma operacije 1 smrti bolesnice od karcinoma jajnika odnosno

datuma posljednje kontrole na Klinici za onkologiju, zaklju¢no sa 01.10.2010.godine.

Slobodnim intervalom bez bolesti (DSF, engl. Disease Free Survival), za bolesnice koje
nakon kirur§kog lijeCenja nisu imale ostatnu bolesti, smatran je vremenski interval

izmedu datuma operacije i datuma dijagnoze povrata bolesti.
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Podaci o prezivljenju dobiveni su iz povijesti bolesti bolesnica, uvidom u smrtne listi¢e
i direktnim kontaktom s lije¢nicima bolesnica. Bolesnice su praéene prosjecno 41.5

mjesec (u rasponu od 2 do 162 mjeseca).

Odgovor na primijenjeno onkolosko lije¢enje (prvu liniju kemoterapije) definiran je,
prema RECIST preporukama (engl. Response Evaluation Criteria in Solid Tumors)

(89), kao:

potpuni odgovor - odsustvo svih klini¢kih i radioloskih pokazatelja bolesti

djelomican odgovor - 30%-tno ili ve¢e smanjenje tumora

stabilna bolest - stanje bez promjene od pocetka lijecenja; smanjenje
volumena tumora za manje od 30%; povecanje tumora
za manje od 20%

e progresivna bolest - povecanje volumena tumora za vise od 20% ili

pojava nove lezije

Periodom trajanja potpunog odgovora na kemoterapiju (CR, engl. Complete Response),
smatran je interval izmedu datuma zadnjeg ciklusa kemoterapije koji je doveo do

potpunog odgovora i datuma povrata bolesti.

Periodom prac¢enja do progresije bolesti (PFS), kod bolesnica koje su imale djelomican
odgovor na lijeCenje (PR, engl. Partial Response) ili stabilnu bolest (SD, engl. Stable
disease), smatrao se vremenski interval od datuma zadnjeg ciklusa kemoterapije do

datuma progresije bolesti.

Periodom trajanja objektivnog odgovora na onkolosko lije¢enje (OR, engl. Objective
Response) smatrao se vremenski interval od datuma kada je postignut kompletan (CR)

ili djelomic¢an odgovor (PR) na lije¢enje do datuma recidiva ili progresije bolesti.

Klini¢kim odgovorom na lije€enje (CBR, engl. Clinical Benefit Rate) definiran je
postotak Zena koje su imale odgovor na lije¢enje prema RECIST kriterijima u smislu

kompletnog (CR), djelomi¢nog odgovora (PR) ili stabilne bolesti (SD).
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U analizi osjetljivosti ili rezistencije na primjenjeno citostatsko lijeCenje bolesnice su
grupirane ovisno o vremenskom periodu povrata ili progresije bolesti. Bolesnice koje
su imale povrat bolesti unutar 6 mjeseci smatrane su kemorezistentnim. Unutar te
skupine izdvojili smo bolesnice sa stabilnom bolesti ili progresijom bolesti tijekom prve
linije terapije odnosno povratom bolesti unutar mjesec dana od zavrSetka kemoterapije,
koje su smatrane kemorefraktornim. U skupini kemosenzitivnih bile su bolesnice s

povratom bolesti nakon 6 mjeseci od inicijalnog lijeCenja.

3.2. Metode

3.2.1. Histoloska analiza

Morfoloskom analizom arhiviranih patohistoloskih stakala (bojanih standardnom
metodom hemalaun eozin), slijede¢i predlozene kriterije Baltimorskih autora (43, 90),

uzorci su podijeljeni u dvije morfoloSke grupe:

1. grupa karcinoma niskog gradusa odgovarala je invazivhom seroznom karcinomu
niskog gradusa najve¢im dijelom karakteriziranim mikropapilarnom i kribriformnom
slikom sa malim solidnim gnijezdima i tra¢cima relativno uniformne populacije stanica
malih, okruglih jezgara (stupanj atipije jezgara definiran kao gradus 1). Uz nisku
mitotsku aktivnost (<12) i ¢esto prisutna psamomska tjeleSca, u ovoj grupi nisu nadena

podrucja nekroze (Slika 2).



22

2. grupa karcinoma visokog gradusa odgovarala je klasi¢noj slici invazivnog seroznog
karcinoma sa kompleksnim papilarnim i solidnim uzorkom 1 izrazitom citoloSkom
atipijom (tumorske stanice velikih pleomorfnih, ¢esto multinuklearnih jezgara — atipija
jezgara definirana kao gradus 2 i 3). Uz obilnu nekrozu, u ovoj grupi je prisutna visoka
razina mitotske aktivnosti (>12 na 10 VPVP) uz Ceste abnormalne mitotske figure

(Slika 3).
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Mitotska aktivnost definirana je kao broj mitoza na deset vidnih polja velikog

povecanja (x 400), u najaktivnijim podrucjima tumora.

Vaskularnom invazijom smatralo se prisutstvo tumorskih stanica u endotelom

omedenim prostorima.

3.2.2. Imunohistokemijska analiza

Nakon morfoloske analize, reprezentativni rezovi tumorskog tkiva dodatno su bojani
primjenom imunohistokemijske LSAB metode, prema standardnom protokolu, u
Laboratoriju za imunohistokemiju Klinickog zavoda za patologiju, sudsku medicinu 1

citologiju KB Split.

Uzorci tumora za analizu dobiveni su 3-5u rezovima arhiviranih parafinskih blokova te
bojani imunohistokemijski, primjenom misjih monoklonalnih protutijela za p53 protein
(DAKO, Glostrup, Denmark, M7001) u razrijedenju 1:50, zecjeg purificiranog
poliklonalnog protutijela za aktivnu MAPK - pTEpY (Promega, Madison, WI, V8031)
u razrijedenju 1:500 1 miSjeg monoklonalnog protutijela za topoizomerazu Ila (DAKO,

Glostrup, Denmark, 7816 ) u razrijedenju 1:75.

Histolo8ki rezovi su, nakon deparafiniranja i rehidracije, obradeni zagrijavanjem u
mikrovalnoj peé¢i (750 W, 110° C) u citratnom puferu. Ohladeni su rezovi isprani u
destiliranoj vodi 1 PBS puferu, inkubirani sa H>O, radi blokiranja endogene
peroksidaze te inkubirani sa primarnim protutijelima u vlaznoj tamnoj komori. Potom
su isprani PBS-om i inkubirani u vlaznoj komori na sobnoj temperaturi s veznim
protutijelom. Slijjedi ispiranje s PBS-om 1 inkubacija sa streptavidinom. Nakon ispiranja
u PBS-u preparati su inkubirani sa kromogen diaminobenzidinom (DAKO) u vlaznoj
komori, te kontrastno obojani hematoksilinom, dehidrirani u gradijentu alkohola,

izbistreni u ksilolu te prekriveni kanada balzamom i pokrovnim stakalcima.
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Imunoreaktivnost na p53 procijenjena je nalazom smede granularne ili difuzne
obojanosti jezgara tumorskih stanica. Pozitivnim rezultatom (prekomjernom

ispoljenosc¢u) p53 proteina smatrana je obojanost vise od 10 % jezgara (52, 58, 62-64).

Ispoljenost aktivnog (fosforiliranog) oblika MAPK procijenjena je primjenom zecjih
poliklonalnih protutijela, pTEpY, koja specifi¢no reagiraju sa fosforiliranim oblikom
MAPK. Uzorci u kojima je vise od 5% stanica pokazalo imunoreaktivnost (smedi

kromogen u jezgri i/ili citoplazmi) smatrani su pozitivnim (77).

Topoizomeraza Ila proliferativni indeks definiran je kao postotak topolla pozitivnih
jezgara (smeda granularna ili difuzna obojanosti jezgre) brojen na 1000 malignih
stanica, u podrucjima najvece proliferativne aktivnosti tumora. Pozitivnim rezultatom

smatrana je obojanost vise od 10% jezgara tumorskih stanica (81).

Kod svih imunohistokemijskih bojanja uradena je pozitivna i negativna kontrola.

3.2.3. Molekularna analiza

U Laboratoriju za klinicku i1 sudsku genetiku Klinickog zavoda za patologiju, sudsku
medicinu i citologiju KBC-a Split provedena je molekularno-geneticka analiza
tumorskog tkiva. DNA iz 73 adekvatna parafinska reza izolirana je pomocu kita za
izolaciju High Pure PCR Template (Roche Applied Science, Njemacka), prema
uputama prizvodaca. Za mjerenje koncentracije izolirane DNA koristio se aparat
fluorimetar Qubit ®Fluorometer (Invitrogene,SAD) i Qubit test -Quant-iT™A dsDNA
BR Assay Kit (Invitrogen,SAD). Kvaliteta izolirane genomske DNA provjerena je na

1.5%-tnom agaroznom gelu.

Za analizu mutacija u genima Kkoristila se lanCana reakcija polimeraze (PCR,
engl.polymerase  chain  reaction), na instrumentu za umnazanje DNA
(GeneAmpu®PCR System 9700 (Applied Biosystems, SAD), a koji omogucuje

eksponencijalno umnazanje ciljanog dijela DNA u in vitro uvjetima.
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Uzorci dobiveni umnazanjem provjereni su na horizontalnoj elektroforezi u 2%-tnom
agaroznom gelu pripremljenom u puferu 1XTBE uz prisustvo DNA standarda 50 bp
DNA Ladder (Invitrogen,SAD).

Za detekciju mutacije u genu BRAF koriStena je restrikcijska endonukleaza TspRI
(FastDigest TspR, Fermentas). Za detekciju mutacija gena KRAS koriSteni su
LightMix® Kit k-ras Mutations Codons 12/13 (TIB MolBiol, Njemacka) i kit
LightCycler” FastStart DNA Master HybProbe (Roche, Njemacka), prema uputama

proizvodaca.

3.3.  Statisticki postupci

U analizi podataka koristeni su y* test, Mann-Whitney U test, log-rank test i Kaplan-

Meierove krivulje prezivljenja te Cox-ova uninominalna i multinominalna analiza.

Zaklju¢ivanje o statistickim hipotezama u ovom radu provedeno je uz razinu

znacajnosti P<0.05 kod svih primjenjenih testova.

Pri statistickoj obradi podataka koristio se program SPSS verzija 10.0 for Windows.
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4. REZULTATI

4.1. Obiljezja ispitanica

U ispitivanje su uklju¢ene Zene oboljele od seroznog karcinoma jajnika, operirane na
Klinici za zenske bolesti i porode KBC-a Split, u vremenskom razdoblju od 1995. —
2005.g. Samo deset bolesnica (12.3%) dijagnosticirano je u ranom klinickom stadiju
bolesti. 61 bolesnica (75.3%) umrla je od osnovne bolesti (karcinom jajnika).

U Tablici 2. prikazane su ispitanice prema kvalitativnim varijablama i medijanu

(minimum-maksimum) kvantitativnih varijabli, ukupno i u odnosu na ishod bolesti.

Tablica 2. Prikaz broja (%) Zena oboljelih od seroznog karcinoma jajnika prema
kvalitativnim varijablama i medijana (min-max) kvantitativne varijable, ukupno i u

odnosu na ishod bolesti

VARIJABLE ZIVE UMRLE UKUPNO

n=21 (26%) n=60 (74%) n=81

Dob (godine) 55 61,0 60,0

(40-71) (37-89) (37-89)

Klinicki stadij: I-11 10(47,6) 0(0) 10 (12,3)
I-1v 11 (52,4) 60 (100) 71 (87,7)
Gradus tumora niski 5(45.5) 6(54.5) 11(12.3)
visoki 15(21.4) 55(78.6) 70(86.4)
Vaskularna invazija da 7(33.3) 44(73.3) 51(63.0)
ne 14(66.7) 16(26.7) 30(37.0)
nema 13(61.9) 6(10.3) 19(24.1)
Ostatni tumor <2cm 5(23.8) 10(17.2) 15(19.0)
> 2cm 3(14.3) 42(72.4) 45(57.0)
pS3 pozitivan 12(57,1) 47(78,3) 59 (72,8)
negativan 9(42,9) 13(21,7) 22(27,2)
MAPK pozitivan 9(42,9) 10(16,7) 19(23,5)
negativan 12(57,1) 50(83,3) 62(76,5)
Topoizomeraza 2-alfa pozitivan 15(75) 46(75) 61(75,3)

negativan 5(25) 15(25) 20(24,7)
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4.2. PatohistoloSka obiljeZja tumora

Prema prethodno definiranim patohistoloskim kriterijima, 13.6% (11/81) uzoraka
seroznih karcinoma zadovoljavalo je morfoloske kriterije za karcinom niskog gradusa
(prototip tip I tumora) dok je 86.4% (70/81) uzoraka odgovaralo karcinomu visokog

gradusa (prototip tipa II tumora).

U Tablici 3. prikazane su kvalitativne i kvantitativne varijable u odnosu na gradus

tumora.

Tablica 3. Prikaz broja (%) kvalitativnih varijabli i medijana (min-max) kvantitativnih

varijabli u odnosu na gradus tumora

Serozni karcinom

Serozni karcinom

niskog gradusa visokog gradusa P
VARIJABLE n=11 (13.6%) n=70 (86.4%)
Dob (godine) 52 (44-71) 63.5 (37-89) 0.028*
Klinicki stadij I-1I 4 (36.4) 6 (8.6) 0.026"
II-1v 7 (63.6) 64 (91.5) ’
) nema 7 (63.6) 12 (17.1)
Ostatni tumor ' 1) 19.1) 14 (20.2) 001"
>2cm 3(27.3) 44 (62.9) ’
Mitoze "
(broj/ 10VPVP) 9 (1-12) 27 (13-65) < 0.001
Vaskularna ne
invazija da 1(1) 801')9) §8 g?gg <0.001"

*Mann-Whitney U test
Ty? test

Raspon dobi bolesnica u grupi karcinoma niskog gradusa bio je od 44 do 71 godine
(medijan, 52), dok je raspon u grupi bolesnica s karcinomom visokog gradusa bio od 37
do 89 godina (medijan, 63.5). Prisutna je statisticki znaCajna povezanost gradusa

tumora s dobi bolesnica (Z=2.2; P=0.028).
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7/11 (63.6%) bolesnica u grupi niskog gradusa i 64/70 (91.5%) bolesnica u grupi
visokog gradusa imale su prosirenu bolest (FIGO stadij III/IV). Bolest je otkrivena u
ranoj fazi (FIGO stadij I/II) u 35.4% bolesnica iz grupe niskog gradusa te samo 8.6%
bolesnica iz grupe visokog gradusa (y° = 4.5; P = 0.026).

Nakon kirur§kog zahvata, 63.6% bolesnica u grupi niskog gradusa te samo 17.1%

bolesnica iz grupe visokog gradusa je bilo bez ostatnog tumora.

Ostatni tumor vec¢i od 2 cm bio je prisutan u 62.9% bolesnica u grupi visokog gradusa i

27.3% bolesnica iz grupe niskog gradusa (x> = 9.9; P = 0.019).

Samo nemjerljiva lezija (pretezno ascites), bez ostatnog solidnog tumora, bila je
prisutna u dvije od sedam bolesnica u grupi niskog gradusa i dvije od dvanaest

bolesnica s karcinomom visokog gradusa.

32% karcinoma niskog gradusa imalo je manje od 2 mitoze/10 VPVP uz medijan od 9
mitoza/10 VPVP (min-max, 1-12). U grupi karcinoma visokog gradusa, umjerenu
nuklearnu atipiju (gradus 2) imalo je 31%, a tesku (gradus 3) 69% karcinoma.

Medijan mitoza u grupi visokog gradusa bio je 27 (min-max, 13-65) i za tri puta je veci

u odnosu na karcinome niskog gradusa (Z=4.6; P<0.001).

Vaskularna invazija je bila prisutna u 71.4% karcinoma visokog gradusa i samo 9.1%

karcinoma niskog gradusa (y°= 13.3; P < 0.001).
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4.3. Imunohistokemijska analiza

Rezultati imunohistokemijske analize p53 proteina, MAPK proteina i topoizomeraze

[Io u seroznim karcinomima niskog i visokog gradusa prikazani su u Tablici 4.

Tablica 4. Prikaz broja (%) Zena prema kategorijama imunohistokemijskih varijabli i

medijana (min-max) Ki 67, u odnosu na gradus tumora

Serozni karcinomi Serozni karcinomi
VARIJABLE niskog gradusa visokog gradusa P
N =11 (13.6%) N=70 (86.4%)
} 11 (100) 10 (14.3) ¥
P53 .\ 0.(0) 60 (85.7) <0.001
} 4 (36.4) 58 (82.9) +
MAPK + 7 (63.6) 12 (17.1) 0.003
} 7 (63.6) 13 (18.6) +
Topo Ila N 4 (36.4) 57 (81.4) 0.001
Ki67 medijan (min-max) 19 (7-54) 56.5 (18-98) <0.001*
T x2 test

*Mann-Whitney test

Niti jedan uzorak seroznog karcinoma niskog gradusa nije pokazao pozitivan

imunohistokemijski izrazaj p53 proteina.

U skupini karcinoma visokog gradusa, 85.7% uzoraka pokazuje difuznu, jaku

nuklearnu obojenost na p53 protein, dok je 14.3% tumora iz ove skupine negativno.

Postoji statisticki znacajna razlika u izraZaju p53 proteina izmedu ove dvije skupine

seroznih karcinoma (P < 0.001).
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U skupini MAPK pozitivnih tumora 63.6% cine serozni karcinomi niskog gradusa za

razliku od skupine visokog gradusa na koju otpada svega 17.1% (¢2=9.0, P=0.003).

Serozni karcinomi visokog gradusa predstavljaju 82.9% MAPK negativnih tumora. U
skupini seroznih karcinoma visokog gradusa 14,3% uzoraka (10/70) pokazalo je

pozitivan izrazaj i MAPK i p53 proteina.

Uocen je statisticki zna¢ajno veci izrazaj topoizomeraze Ila u grupi seroznih karcinoma
visokog gradusa (y2=11.2, P=0.001). Serozni karcinomi visokog gradusa predstavljaju
81,4% topoizomeraza 2 alfa pozitivnih tumora dok na karcinome niskog gradusa otpada

svega 18,6%.

Statisticki znacajna razlika uocCena je i u izrazaju Ki67 proteina izmedu ove dvije
skupine (z = 4.4, P < 0.001). U skupini seroznih karcinoma niskog gradusa medijan je
bio 19 (min-max, 7-54) za razliku od skupine karcinoma visokog gradusa u kojoj je

median bio 56.5 (min-max, 18-98).

Reprezentativno imunohistokemijsko bojanje analiziranih parametara prikazano je na
slici 4A-D za serozne karcinome niskog gradusa i slici 5SA-D za serozne karcinome

visokog gradusa.
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Slika 4. Imunohistokemijske karakteristike seroznih karcinoma niskog gradusa (tip I
tumori): A negativan p53 izrazaj (200x), B pozitivan MAPK izrazaj (200x), C
negativan topolla izrazaj (200x), D niska Ki67 proliferativna aktivnost (200x).

Slika 5. Imunohistokemijske karakteristike seroznih karcinoma visokog gradusa (tip 11
tumori): A pozitivan p53 izrazaj (200x), B negativan MAPK izrazaj (200x), C
pozitivan topolla izrazaj (200x), D visoka Ki67 proliferativna aktivnost (200x).
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U Tablici 5. prikazane su ispitivane varijable i rezultati logisticke regresije u odnosu na

imunohistokemijski izrazaj p53 proteina.

Tablica 5. Prikaz broja (%) ispitivanih varijabli i rezultata logisti¢ke regresije u odnosu

na imunohistokemijski izrazaj pS3 proteina

VARIJABLE p53- p33+ P OR(95%CI) P
Dob <60 14 (63.6) 23 (40.4) 0.108 2,6(0,94-7,2)  0.067
> 60 8 (36.4) 34(59.6)
Klinicki I[ill 5(22.7) 5(8.8) 0.195 3.1(0.79-11,9) 0.016%*
stadij mrirv - 17(77.3) 52(91.2)
Gradus niski 11(100) 0(0) <0.001*

visoki  10(14,3) 60(85.7)
Ostatni nema 8(36.4) 11(19.3) 0.282 1.45(0.82-2.6) 0.202
tumor <2cm  3(13.6) 12(21.1)

>2cm  11(50.0) 34(59.6)

Vaskularna - 12(54.5)  16(28.1)  0.027*  3.1(1.1-8.5)  0.031*
invazija + 10(45.5)  41(71.9)
p<0,05*

Logistickom se regresijom nade da je omjer izgleda za pozitivan imunohistokemijski
izrazaj pS3 proteina 3.1 puta veéi u skupini bolesnica s prosirenom boles¢u (y2=1.7;
P=0.016) te 3.1 puta veci u bolesnica sa nalazom tumora u vaskularnim prostorima
(x2=4.9; P=0.031). Niti jedan tumor niskog gradusa (tip I tumor) nije pokazao

pozitivan izrazaj pS3 proteina.

Nije dokazana statistiCki znaCajna povezanost dobi bolesnica (¥2=2.6; P=0.108) i

ostatnog tumora (y2=2.5; P=0.282) sa imunohistokemijskim izraZajem p53 proteina.
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U Tablici 6. prikazane su ispitivane varijable i rezultati logisticke regresije u odnosu na

imunohistokemijski izrazaj MAPK proteina.

Tablica 6. Prikaz broja (%) ispitivanih varijabli i rezultata logisticke regresije u odnosu

na imunohistokemijski izrazaj MAPK proteina.

VARIJABLE MAPK- MAPK+ P OR(95%CI) P

Dob <60  30(50.0) 7(36.8) 0317 1.7(0.59-49) 0319
>60  30(50.0)  12(63.2)

Gradus  niski  4(36.4)  7(63.6)  0.003  6.45(1.6-16.3) 0.009*
visoki  58(82.9)  12(17.1)

Ostatni  nema  13(21.7)  6(31.6)  0.668  0.81(0.441-  0.162

tumor  <2cm  12(20.0) 3 (15.8) 1.5)

>2cm 35(58.3)  10(52.6)

Klini¢ki I 6(10.0)  42L1) 0207  240.69.6) 0217
stadij M-IV 54(90.0)  15(78.9)

Vaskularna - 42(70.0)  9(47.4) 0072  2.6(0.9-7.5)  0.077
invazija + 18(30.0)  10(52.6)
p<0,05*

Logistickom se regresijom nade da je omjer izgleda za pozitivan MAPK
imunohistokemijski izrazaj 6.45 puta vec¢i u skupini karcinoma niskog gradusa (tip I

tumori) (¢2=9; P=0.009).

Nije dokazana statisticki znacajna povezanost dobi bolesnica (y2=1.0; P=0.319),
klinickog stadija (y2=1.6; P=0.217), ostatnog tumora (x2=0.8; P=0.162) i nalaza
tumora u vaskularnim prostorima (y2=3.2; P=0.077) sa imunohistokemijskim

izrazajem MAPK proteina.
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U Tablici 7. prikazane su ispitivane varijable i rezultati logisticke regresije u odnosu na

imunohistokemijski izrazaj topoizomeraze Ila.

Tablica 7. Prikaz broja (%) ispitivanih varijabli i rezultata logisticke regresije u odnosu na

imunohistokemijski izrazaj topoizomeraze [la

VARIJABLE Topo Ila - Topo Ia + P OR(95%CI) P

Dob <60 12(60.0) 25(42.4) 0.172 2(0.73-5.7) 0.176
> 60 8(40.0) 34(57.6)

Gradus niski 7(35.0) 4(18.6) 0.001%* 6.45(1.6-26.3)  0.002*
visoki 13(65.0) 57(81.4)

Ostatni Ne 7(35.0) 12(20.3) 0.364 1.5(0.84-2.7) 0.162
tumor <2cm 4(20.0) 11(18.6)
>2cm 9(45.0) 36(61.0)

Klinicki I-11 4(20.0) 6(10.2) 0.253 2.2(0.55-8.8) 0.262
stadij I-1v 16(80.0) 53(89.8)

Vaskularna - 10(50.0) 18(30.5) 0.115 2.3(0.81-6.4) 0.12
invazija + 10(50.0) 41(69.5)

p<0,05*

Logistickom se regresijom nade da je omjer izgleda za negativan topo Ila

imunohistokemijski izrazaj 6.45 puta veci u skupini karcinoma niskog gradusa (tip I

tumori) (x2=12.1; P=0.002).

Nije dokazana statisticki znacajna povezanost dobi bolesnica (y2=1.9; P=0.176),

klinickog stadija (y2=1.3; P=0.262), ostatnog tumora (x2=2.0; P=0.162) i nalaza

tumora u vaskularnim prostorima (y2=2.5; P=0.12) sa imunohistokemijskim izrazajem

topo Ila proteina.
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Zbog izrazito skromnih podataka u dostupnoj literaturi, a s ciljem da se utvrdi moguca
vrijednost imunohistokemijske analize MAPK izrazaja, istrazivanje je nadopunjeno

molekularnom analizom KRAS/BRAF gena.

Mutacija KRAS gena dokazana je u 54,5% seroznih karcinoma niskog gradusa i u samo
13.8% seroznih karcinoma visokog gradusa (y2=7.4, P=0.006). Ni u jednom od

analiziranih uzoraka nije bila prisutna BRAF mutacija.

Sedam uzoraka seroznih karcinoma visokog gradusa (11.7%) pokazalo je i KRAS
mutaciju 1 p5S3 imunopozitivnost. U pet od sedam ovih tumora, uz podrucja koja
morfoloSki odgovaraju karcinomima visokog gradusa, nadeni su i dijelovi koji

odgovaraju borderline tumorima i seroznim karcinomima niskog gradusa.

Nadalje, u istrazivanju je usporeden KRAS mutacijski status sa imunohistokemijskim

MAPK izrazajem.

Usporedba imunohistokemijskog MAPK izrazaja i KRAS mutacijskog statusa u

seroznim karcinomima visokog i niskog gradusa prikazana je u Tablici 8.

Tablica 8. Prikaz broja bolesnica prema imunohistokemijskom MAPK izrazaju i

KRAS mutacijskom statusu u odnosu na gradus tumora.

Serozni karcinomi niskog  Serozni karcinomi visokog

VARIJABLE
gradusa, n gradusa, n

KRAS mutacija 5 1
MAPK + 1
MAPK -

KRAS “divlji tip”

MAPK + 2 11
MAPK - 3 43
Ukupno

11 62
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Povezanost izmedu imunohistokemijskog MAPK izrazaja i KRAS statusa tumora nije
dovoljno statisticki znacajna da bi imunohistokemijska analiza mogla pouzdano otkriti
KRAS mutaciju. Pet od Sest uzoraka u skupini seroznih karcinoma niskog gradusa

pokazala su pozitivan imunohistokemijski MAPK izrazaj uz KRAS mutaciju.

Medutim, sedam od osam uzoraka iz skupine karcinoma visokog gradusa, uz KRAS
mutaciju nije pokazala imunohistokemijski MAPK pozitivan izrazaj. Takoder, 40%
seroznih karcinoma niskog gradusa 1 20.4% karcinoma visokog gradusa sa ,,divljim

tipom*“ KRAS gena pokazuju pozitivan imunohistokemijski MAPK izrazZa;.

Dobiveni rezultati analize pokazuju da imunohistokemijsko odredivanje MAPK
izraZaja ima samo ograni¢enu vrijednost u predvidanju KRAS mutacije, uz osjetljivost
metode od 0.43, specificnost od 0.78, pozitivnom prediktivnom vrijednos¢u od 0.32 i

negativnom prediktivnom vrijednosc¢u od 0.85.
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4.4. Analize preZivljenja

Analiza prezivljenja Log rank testom za slobodni interval bez bolesti (DFS) prema

ispitivanim pokazateljima prikazana je u Tablici 9.

Tablica 9. Analiza prezivljenja Log rank testom za slobodni interval bez bolesti (DFS)

prema ispitivanim pokazateljima

VARIJABLA Prosjek SE  95% CI Medijan LR P
DSF
(mjeseci)
P53 - 64 10 44-84 73 1.58 0.209
+ 65 13 39-90 21
MAPK - 57 11 36-79 22 6.7 0.0135*
+ 85 11 63-107 81
Topo Ila - 69 19 32-107 29 0.02 0.876
+ 73 13 48-98 37
Klini¢ki I-11 149 9 131-166 14.5 <0.001*
stadij I-1v 46 10 26-65 21
Gradus niski 94 24 47-140 1 0.317
visoki 66 12 43-89 29
Vaskularna - 87 15 58-116 73 2.1 0.150
invazija + 56 14 29-83 22
Dob (g) <60 62 12 38-86 23 2.14 0.144
>60 94 19  56-131

Skupina bolesnica dijagnosticiranih u ranom klinickom stadiju imala je slobodan
interval bez bolesti (DFS) 149 mjeseci, za razliku od bolesnica dijagnosticiranih u
kasnom klinickom stadiju koje su imale DFS samo 46 mjeseci. Slobodni interval bez
bolesti je 3.24 puta kraci kod bolesnica u kasnom stadiju u odnosu na rani stadij bolesti

(LR=14.5, P <0.001).
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Bolesnice u skupini MAPK pozitivnih tumora imaju 1.49 puta duzi DFS (85 mjeseci) u
odnosu na bolesnice sa negativnim MAPK izrazajem u tumorskom tkivu (57 mjeseci)

(LR=6.7, P=0.0135).

Nije dokazano da su dob bolesnica (P=0.144), nalaz vaskularne invazije (P=0.150),
gradus tumora (P=0.317), imunohistokemijski izrazaj p53 proteina (P=0.209) i
topoizomeraze Ila (P=0.876) statisticki znacajno povezani s duzinom prezivljavanja

bez bolesti.

Pokazatelji kod kojih su se dokazale statistiCki znacCajne razlike u DFS prikazani su

graficki Kaplan-Meierovim krivuljama (Slike 6 i 7).
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Slika 6. Prikaz Kaplan-Meierove krivulje preZivljenja za slobodni interval bez znakova
bolesti (DFS) prema klinickom stadiju I-1II (isprekidana linija) i klinickom stadiju III-IV
(puna linija) (LR 14.5, P<0.001).
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Slika 7. Prikaz Kaplan-Meierove krivulje preZivljenja za slobodni interval bez znakova
bolesti (DFS) prema pozitivnhom (isprekidana linija) i negativnom izrazaju MAPK

proteina (puna linija) (LR 6.7, P=0.0135).
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Rezultati Coxove regresijske uninominalne analize za slobodni interval bez bolesti

(DFS) prikazani su u Tablici 10.

Tablica 10. Coxove regresijske uninominalne analize za slobodni interval bez bolesti

(DSF)
VARIJABLE RR 95%CI P
P53 -k 1.73 0.725-4.1 0.217
+
MAPK -k 5.1 1.2-21.7 0.027%*
+
Topo Ila -k 0.936 0.405-2.2 0.877
+
gradus niski* 1.7 0.59-4.96 0.325
visoki
vaskularna ne* 1.76 0.80-3.85 0.158
invazija da
klinicki I-11* 18.3 2.2-148 0.007*
stadij M-IV
dob <60* 0.97 0.93-1 0.146
>60

Cox-ovom regresijskom uninominalnom analizom za slobodni interval bez bolesti

(DSF), relativni rizik za povrat bolesti u bolesnica sa MAPK negativnim tumorom je 5

puta ve¢i u odnosu na skupinu bolesnica sa MAPK pozitivhim tumorom (RR=5.1;

95%Cl=1.2-21.7; P=0.027).

U bolesnica s proSirenom boles¢u (klinicki stadij III-IV), relativni rizik za povrat

bolesti je 18.3 puta veéi u odnosu na bolesnice s ranim klinickim stadijem bolesti

(RR=18.3; 95%Cl1=2.2-148; P=0.007).
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Rezultati multinominalne Coxove regresijske analize za slobodni interval bez bolesti

(DFS) prikazani su u Tablici 11.

Tablica 11. Multinominalna Cox regresijska analiza za slobodni interval bez bolesti (DSF)

VARIUJABLE RR 95% CI P
MAPK e 3.7 0.77-17.8 0.1015
+
Klini¢ki stadij [T 21.6 2.7-171 0.004*
-1V

U multinominalnoj Coxovoj regresijskoj analizi, u koju smo ukljucili sve istraZivane
varijable, rizik za povrat bolesti je 21.6 puta vec¢i u skupini bolesnica s klinickim
stadijem III-IV, u odnosu na bolesnice s klinickim stadijem I-1I (RR=21.6; 95%CI=2.7-
171; P=0.004).

Rizik za povrat bolesti u bolesnica s MAPK negativnim tumorom je 3.7 puta veci, na
nivou znacajnosti od 90%, u odnosu na bolesnice sa MAPK pozitivhim tumorom

(RR=3.7; 95% CI1=0.77-17.8; P=0.1015).

Klini¢ki stadij i MAPK potvrdili su se kao dva potencijalno nezavisna prediktora
slobodnog intervala bez povrata bolesti. Ostale varijable uklju¢ene u ovu analizu nisu

pokazale statisticki znacajnu povezanost sa slobodnim intervalom bez povrata bolesti.

Ukoliko zbog malog uzorka 1 velikog rasapa 95% CI iskljuc¢imo klini¢ki stadij koji je
dominantan, a ostavimo sve ostale varijable, kao jedina bitna varijabla u procjeni rizika
povrata bolesti ostaje MAPK. U skupini bolesnica s MAPK negativnim tumorom, na
nivou znacajnosti od 92%, rizik za povrat bolesti je 4.3 puta ve¢i u odnosu na bolesnice

s MAPK pozitivnim tumorom (RR=4.3; 95% CI=0.83-22.2; P=0.077) (Tablica 12).

Tablica 12. Multinominalna Cox regresijska analiza za slobodni interval bez bolesti (DSF),

bez klinickog stadija
VARIJABLE RR 95% CI P
_k
MAPK 4.3 0.83-22.2 0.077
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Analiza prezivljenja Log rank testom za ukupno preZzivljenje (OS) prema ispitivanim

pokazateljima prikazana je u Tablici 13.

Tablica 13. Analiza prezivljenja Log rank testom za ukupno prezivljenje (OS) prema

ispitivanim pokazateljima

VARIJABLE Prosjek OS  SE 95% CI ~ Medijan LR P
(mjeseci)
P53 - 55 9 39-72 38 2.42 0.12
+ 50 7 36-65 25
MAPK - 51 7 38-65 29 0.89 0.345
+ 51 10 30-71 21
Topo Il - 61 13 35-86 37 0.14 0.707
+ 56 8 40-71 26
Klinicki stadij I-11
[I-1v 42 6 30-54 24 18.8 <0.001*
Gradus niski 104 20 65-144
visoki 51 7 37-64 25 4.53  0.033*
Vaskularna Ne 84 12 60-107 48 8,44  0.004*
invazija Da 41 7 27-55 23
Ostatni tumor Ne 123 13 97-149 31.6 <0.001*
<2 cm 51 8 36-66 40
>2 cm 26 4 18-34 19
Dob <60 69 10 50-88 40 412 0.042%
>60 43 9 26-61 19

Niti jedna bolesnica iz ovog istraZivanja, dijagnosticirana u ranom klinickom stadiju
bolesti, nije umrla. Bolesnice dijagnosticirane u kasnom klinickom stadiju Zive u
prosjeku 42 mjeseca (LR=18.8, P=<0.001). Ukupno prezivljenje duze je 1.6 puta u
bolesnica mladih od 60 godina (LR=4.12, P=0.042).
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Bolesnice sa karcinomom visokog gradusa imaju 2,04 puta krace prezivljenje u odnosu

na bolesnice s karcinomom niskog gradusa (LR=4.53, P=0.033).

Analiziraju¢i skupinu bolesnica s nalazom tumora u vaskularnim prostorima, OS je bio
2,05 puta kraci u odnosu na bolesnice bez vaskularne invazije (41 naspram 84 mjeseci)

(LR=8.44, P=0.004).

Nije dokazano da je izrazaj p53 proteina, MAPK 1 topoizomeraze Ila statisticki

znacajno povezan s duzinom prezivljenja.

Pokazatelji kod kojih su se dokazale statistiCki znacajne razlike u OS prikazani su

graficki Kaplan-Meierovim krivuljama (Slike 8-12).
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Slika 8. Prikaz Kaplan-Meierove krivulje ukupnog preZivljenja (OS) prema klinickom
stadiju I-II (isprekidana linija) 1 stadiju III-IV (puna linjja) (LR=18.8, P=<0.001).
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Slika 9. Prikaz Kaplan-Meierove krivulje ukupnog prezZivljenja (OS) prema niskom

gradusu (isprekidana linija) i visokom gradusu tumora (puna linija) (LR=4.53,

P=0.033).
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Slika 10. Prikaz Kaplan-Meierove krivulje ukupnog preZivljenja (OS) prema ostatnom

tumoru; bez ostatnog tumora (isprekidana linija), ostatni tumor <2 cm (tockana linija) i

ostatni tumor >2 cm (puna linija) (LR=31.6, P=<0.001).
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Slika 11. Prikaz Kaplan-Meierove krivulje ukupnog prezivljenja (OS) u odnosu na
tumor bez vaskularne invazije (isprekidana linija) i tumor s vaskularnom invazijom

(puna linija) (LR=8.44, P=0.004).
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Slika 12. Prikaz Kaplan-Meierove krivulje ukupnog preZivljenja (OS) prema dobnoj
kupini <60 godina (isprekidana linija) i skupini >60 godina (puna linija) (LR=4.12,
P=0.042).
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Rezultati Coxove regresijske uninominalne analize za ukupno prezivljenje (OS)

prikazani su u Tablici 14.

Tablica 14. Coxove regresijske uninominalne analize za ukupno prezivljenje (OS)

VARIJABLE

RR 95% CI p
Dob <60* 1.7 12.8 0.044%
(0] >60 . -Z. .
%
P53 X 1.64 0.89-3 0.115
%
MAPK X 0.74 0.38-1.5 0.389
2%
Topo Ila X 12 0.68-2.25 0.492
k
Vaskularna Ne 2.5 1444 0.002%
invazija Da
Klini¢ki stadii L-II* 32.8 2.3-459 0.010%
C sta _] III-IV . - .
Y
Gradus nisk1™ 3.8 12-12 0.025%
visoki
0*
Ostatni tumor <2cm 2.8 1.9-4 <0.001*
>2 cm

*referentni nivo

Relativni rizik smrtnog ishoda u bolesnica starijih od 60 godina veci je 1.7 puta u

odnosu na bolesnice mlade od 60 godina (RR=1.7; 95%CI=1.4-4.4; P=0.002).

Prisutnost vaskularne invazije povecava relativni rizik smrtnog ishoda 2.5 puta

(RR=2.5; 95%ClI=1.4-4.4; P=0.002).

Relativni rizik smrtnog ishoda ve¢i je 3.8 puta u bolesnica s karcinomom visokog
gradusa u odnosu na karcinomom niskog gradusa (RR=3.8; 95% CI=1.2-12, P=0.025).
Nalaz ostatnog tumora nakon primarnog kirurSkog zahvata povecava relativni rizik

smrtnog ishoda 2.8 puta (RR=2.8; 95%CI=1.9-4; P=<0.001).
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Niti jedna bolesnica iz ovog istrazivanja, dijagnosticirana u klinickom stadiju I-II, nije
umrla. Relativni rizik smrtnog ishoda u bolesnica s klinickim stadijem III-IV veéi je
32.8 puta u odnosu na bolesnice s klini¢kim stadijem I-II (RR=32.8; 95%CI1=2.3-459;
P=0.010). Zbog velikog rasapa 95% CI, klinicki stadij nije uzet u obzir u daljnjoj

analizi.

Nije dokazano da su ostali analizirani pokazatelji: izrazaj p53 proteina, MAPK i
topoizomeraze Ila te gradus tumora statistiCki znacajno povezni s veéim relativnim

rizikom smrtnog ishoda.

Rezultati multinominalne Coxove regresijske analize za ukupno prezivljenje (OS)

prikazani su u Tablici 15.

Tablica 15. Multinominalna Cox regresijska analiza za ukupno prezivljenje (OS)

VARIJABLE RR 95% CI p
<60* 1.21 0.72-2.0 0.471
Dob
>60
ne 1.7 0.93-2.9 0.084
Vaskularna invazija
da
niski* 1.56 0.47-5.2 0.463
Gradus
visoki
nema%*
Ostatni tumor <2cm 2.6 1.7-3.9 <0,001*
>2 cm

*referentni nivo

Multinominalnom Coxovom regresijskom analizom nadeno je da je rizik za smrtni
ishod u bolesnica s ostatnim tumorom 2.6 puta veci u odnosu na bolesnice bez ostatnog
tumora nakon primarnog kirur§kog zahvata (RR=2.6; 95% CI=1.7-3.9; P<0,001) i

potencijalni je nezavisni prediktor smrtnog ishoda.
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Rizik za smrtni ishod bolesnica sa vaskularnom invazijom u tumorskom tkivu 1.7 puta
je veéi, na nivou znacajnosti od 92%, u odnosu na bolesnice bez prisutne vaskularne
invazije (RR=1.75; 95% CI=0.96-3.2; P=0.069) Sto ovu varijablu ¢ini potencijalnim

nezavisnim prediktorom smrtnog ishoda.
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4.5. Odgovor tumora na kemoterapiju

U analizu je uklju¢eno 57 bolesnica s klinickim stadijem III i IV. Iskljucene su
bolesnice koje su imale proSirenu bolest, a nisu primile kemoterapiju zbog starije dobi

i/ili loSeg opcéeg stanja ili su primile manje od 4 ciklusa u prvoj liniji kemoterapije.

Sve bolesnice primale su kemoterapiju temeljenu na platini. 34 bolesnice (60%) dobile
su kombinaciju platine i taksola. Dvije bolesnice lijeCene su samo platinom, a 23
bolesnice kombinacijom platine s drugim lijekovima (etopozid, ciklofosfamid,

doxorubicin, gencitabin, epirubicin, farmarubicin).

U Tablici 16. prikazane su bolesnice prema gradusu i odgovoru tumora na lije¢enje,

prema RECIST kriterijima 89).

Tablica 16. Prikaz broja (n) bolesnica prema gradusu i odgovoru tumora na lijeCenje

Potpuni Djelomi¢an  Stabilna  Progresija
VARIJABLE odgovor odgovor bolest bolesti Ukupno
(CR) (PR) (SD) (PD)
niski 5 0 1 1 7
Gradus
visoki 25 5 6 14 50
Ukupno 30 5 7 15 57

Potpuni odgovor na lijeCenje imalo je 53% bolesnica (30/57). Medu bolesnicama koje
su ukljucene u analizu samo sedam je imalo tumor niskog gradusa (tip I tumor). Pet od

sedam bolesnica iz ove skupine imalo je potpuni odgovor na prvu liniju kemoterapije.

61.4% bolesnica imalo je objektivan odgovor na lijecenje, dok je njih 74% imalo

klini¢ki odgovor na primjenjeno lijecenje.
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U Tablici 17. prikazane su ispitivane varijable u odnosu na potpuni, objektivni i klinicki

odgovor na lijecenje.

Tablica 17. Prikaz broja (%) bolesnica prema ispitivanim varijablama u odnosu na

potpuni, objektivni i klinicki odgovor na lijecenje.

CR' OR? CBR’
VARIJABLE P P P
n(%) n(%) n(%)
- 8(26.7) 9(25.7) 11(26.2)
P53 0.804 0.844 0.846
+ 22(73.3) 26(74.3) 31(73.8)
- 25(83.3) 30(85.7) 35(83.3)
MAPK 0.596 0.212 0.322
+ 5(16.7) 5(14.3) 7(16.7)
- 9(30) 10(28.6) 10(23.8)
Topo Ila 0.486 0.568 0.825
+ 21(70) 25(71.4) 32(76.2)
ne 8(26.7) 8(22.9) 8(19)
Ostatni
<2cm  12(40) <0.001* 13(37.1) <0.001*  13(31) 0.003*
tumor
>2cm 10(33.3) 14(40) 21(50)
Vaskularna ne 12(40) 13(37.1) 14(33.3)
248 0.397 0.878
invazija da 18(60) 22(62.9 28(66.6)
niski  5(16.7) 5(14.3) 6(14.3)
gradus
visoki  25(83.3) 30(85.7) 36(85.7)

CR' potpuni odgovor; OR” objektivni odgovor; CBR’ klini¢ki odgovor na lije¢enje

Prisutna je statisticki znacajna razlika medu bolesnicama sa i bez ostatnog tumora, u

odnosu na potpuni (y2 =24, P<0.001), objektivni (¥2 =20.9, P<0.001) i klinicki

odgovor na kemoterapiju (32 =11.9, P=0.003).

Nije dokazano da ostale ispitivane varijable imaju utjecaj na potpuni, objektivan ili

klini¢ki odgovor na lijecenje.
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U Tablici 18. prikazane su ispitivane varijable u odnosu na duzinu perioda bez povrata
bolesti (DSF) u bolesnica koje su imale potpuni odgovor na prvu liniju kemoterapije

(CR).

Tablica 18. Prikaz vremena do pojave povrata bolesti (DSF) u bolesnica sa potpunim

odgovorom na lije¢enje (CR), u odnosu na ispitivane varijable

CR
VARIJABLA prosjek SE 95% CI Medijan LR P
(mjeseci)
P53 - 44 12 22-67 36 0.55 0.457
+ 49 13 24-74 22
MAPK - 40 10 21-60 22 3.53 0.060
+ 69 16 38-100
Topo Ila - 22 6 10-35 18 2.38 0.123
+ 60 13 33-86 31
Ostatni nema 38 16 6-70 20 0.75 0.686
tumor <2cm 36 9 19-53 29
> 2cm 49 12 24-73 28

Postoji statisticki znacajna razlika, na nivou znacajnosti od 94%, da ¢e bolesnice s
kompletnim odgovorom na kemoterapiju, uz MAPK negativni tumor, imati krace
vrijeme do pojave povrata bolesti (LR=3.53, P=0.060). Nije dokazan utjecaj ostalih

ispitivanih varijabli na trajanje kompletnog odgovora na kemoterapiju.
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U Tablici 19. prikazano je vrijeme objektivnog odgovora do pojave povrata bolesti ili

progresije, u odnosu na ispitivane varijable.

Tablica 19. Prikaz vremena do pojave povrata ili progresije bolesti u bolesnica sa

objektivnim odgovorom na lije¢enje (OR), u odnosu na ispitivane varijable

OR
VARIJABLA prosjek SE 95% CI Medijan LR P
(mjeseci)

P53 - 37 10 17-56 31 0.5 0.459
+ 31 7 17-45 20

MAPK - 27 6 16-39 20 3.33 0.068
+ 62 16 31-93 68

Topo Ila - 21 6 8-33 9 2.5 0.114
+ 37 8 22-52 28

Ostatni nema 38 17 4-72 20 0.22 0.894
tumor <2cm 32 7 17-46 28
> 2cm 32 9 15-49 20

Postoji statisticki znacajna razlika, na nivou znacajnosti od 93%, da ¢e bolesnice s
objektivnim odgovorom na terapiju te MAPK negativnim tumorom imati krac¢e vrijeme

do pojave povrata bolesti (LR=3.33, P=0.068).

Nije dokazan utjecaj ostalih ispitivanih varijabli na trajanje kompletnog odgovora na

kemoterapiju.
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Za bolesnice koje su imale djelomi¢an odgovor na kemoterapiju ili stabilnu bolest

prikazali smo vrijeme do progresije bolesti (PFS), u odnosu na ispitivane varijable
(Tablica 20).

Tablica 20. Prikaz vremena do progresije bolesti (PFS) u bolesnica sa djelomi¢nim

odgovorom (PR) i stabilnom bolesti (SD), u odnosu na ispitivane varijable

Prosjek
VARIJABLE PSF SE 95% CI  medijan LR P
(myj)
- 106 15 76-135
P53 0.07 0.797
+ 72 13 48-97
- 71 16 39-103
MAPK 0.01 0.942
+ 105 14 78-133
- 100 14 73-128
Topo Ila 1.52 0.217
+ 61 7 48-74
Ostatni <2cm 83 8 66-99
13 12.8 0.002*
tumor > 2cm 45 11 24-66
Vaskularna ne 99 15 69-128
2.12 0.145
invazija da 82 10 62-102

Bolesnice s ostatnim tumorom manjim od 2 cm imaju gotovo dvostruko duzi period bez
progresije bolesti (LR=12.8, P=0.002). Iako se moze uociti da bolesnice s MAPK
pozitivnim, a p53 i topo Ila negativnim tumorom imaju nesto duzi period bez progresije

bolesti, ova razlika nije dosegla statisticku znacajnost.

Pokazatelji, kod kojih je prisutna statisticki zna¢ajna razlika u trajanju perioda bez
recidiva ili progresije bolesti, nakon primjenjenog onkoloskog lijeCenja, prikazani su

grafi¢ki Kaplan-Meierovim krivuljama (Slike 13, 14).
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Slika 13. Prikaz Kaplan-Meierove krivulje prezivljenja za slobodni interval bez
znakova bolesti (DFS) u bolesnica s potpunim odgovorom (CR) na kemoterapiju,
prema pozitivnom (isprekidana linija) i negativhom izrazaju MAPK proteina (puna

linija) (LR 3.53, P=0.060).
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Slika 14. Prikaz Kaplan-Meierove krivulje prezivljenja bez progresije bolesti (PFS)
prema ostatnom tumoru; bez ostatnog tumora (isprekidana linija), ostatni tumor <2 cm

(toCkana linija) 1 ostatni tumor >2 cm (puna linija) (LR=12.8, P=0.002).
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U Tablici 21. prikazane su bolesnice u odnosu na gradus tumora i osjetljivost tumora na

primijenjenu kemoterapiju.

Tablica 21. Prikaz broja bolesnica (n) prema gradusu tumora i osjetljivosti tumora na

kemoterapiju
VARIJABLE Osjetljivi ~ Rezistentni Refraktorni Ukupno
niski 4 2 1 7
Gradus
visoki 20 16 14 50
Ukupno 24 18 15 57

Dvije od sedam bolesnica s tumorom niskog gradusa (tip I tumori) bile su rezistentne, a
jedna refraktorna na primjenjeno lijeCenje. U skupini bolesnica s tumorom visokog
gradusa, ukupno 60% tumora nije bilo osjetljivo na primjenjenu terapiju: 32% (16/50)
tumora bilo je rezistentno, a 25% (14/50) refrakterno. U daljnjoj analizi, zbog malog
broja uzorka, rezistentni i refraktorni tumori definirani su kao jedna skupina. Ispitivane
varijable u odnosu na osjetljivost tumora na primjenjeno lijeCenje prikazane su u

Tablici 22.

Tablica 22. Prikaz broja (%) bolesnica prema ispitivanim varijablama u odnosu na

osjetljivost tumora na kemoterapiju temeljenu na platini

Kemoosjetljivi Kemorezistentni
VARIJABLE P
tumori, n(%) tumori, n(%)
- 8(33.3) 8(24.2)
P53 0.649
+ 16(66.7) 25(75.8)
- 19(79.2) 26(78.8)
MAPK 0.972
+ 5(20.8) 7(21.2)
- 7(29.2) 7(21.2)
Topo Ila 0.491
+ 17(70.8) 2678.8)

Nije dokazana statisticki znacajna povezanost imunohistokemijskog izrazaja p53
proteina (x2=0.208; P=0.649), MAPK (%2=0.001; P=0.972) i topo Ila (x2=0.474;

P=0.491) sa osjetljivos¢u tumora na primjenjeno lijecenje.



56

S. RASPRAVA

Karcinom jajnika ima najvecu stopu smrtnosti medu karcinomima zenskog spolnog
sustava. Porijeklo 1 patogeneza karcinoma jajnika, unato¢ dugogodi$njim

istrazivanjima, jo$ uvijek su velikim dijelom nepoznanica 30).

Prema istraZivanjima posljednjih godina, ¢ini se da karcinom jajnika nije jedinstvena
bolest ve¢ se sastoji od tumora koji se mogu klasificirati na osnovu razli¢ite morfoloSke
slike 1 molekularno-genetskih karakteristika. Slijedom ovih istrazivanja Kurman i
suradnici predlozili su dualisticki model koji razli¢ite histoloske tipove karcinoma
pokrovnog epitela jajnika kategorizira u dvije skupine oznacene kao tip I 1 tip II (41,

44).

Serozni karcinomi niskog i1 visokog gradusa predstavljaju prototip predlozenog modela.
Iako su imenovani kao karcinom niskog i visokog gradusa, vazno je naglasiti da ne
predstavljaju dva gradusa unutar homogene skupine seroznih tumora, ve¢ da su
morfoloSke razlike medu njima odraz bioloskih i1 genetskih razli¢itosti odnosno puta
karcinogeneze, Sto ima za posljedicu i razliito klini¢ko ponaSanje te prognozu u ove

dvije skupine (41, 44).

Udio seroznih karcinoma niskog gradusa medu seroznim neoplazmama je nizak i
prosjecno iznosi 10% (61, 91). Slijede¢i jasno definirane morfoloske kriterije prema
Malpici i suradnicima (43), u ovom istrazivanju bilo je 13.6% seroznih karcinoma
niskog gradusa (tip I tumori). 86.4% seroznih karcinoma morfoloski je odgovaralo

karcinomu visokog gradusa (tip II tumori).

Prema dosadaS$njim saznanjima, epidemiologija seroznih karcinoma niskog gradusa
znacajno je razli¢ita od one visokog gradusa, $to ide u prilog konceptu da serozni

karcinomi niskog gradusa ¢ine razli¢it klinicki 1 bioloski entitet.
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U velikoj epidemioloskoj studiji objavljenoj 2008. g., u koju je bilo uklju¢eno 12 400
bolesnica, 6.3% seroznih karcinoma bilo je niskog gradusa. Dob pojavnosti bolesti
(55.5 g. u odnosu na 62.6 g.), trend godiSnje stope ucestalosti (-3.8% u odnosu na
1.4%) te prosje¢no ukupno prezivljenje u bolesnica s proSirenom boles¢u (85 u odnosu
na 36 mjeseci) znacajno su se razlikovali u skupini bolesnica sa seroznim karcinomom
niskog gradusa u odnosu na one visokog gradusa (92). Slicne rezultate prikazali su
Malpica i suradnici (43), Bodurka i suradnici (93) te Seidman i suradnici (91), za
bolesnice sa seroznim karcinomom niskog gradusa (41, 51 1 57 godina) te bolesnice s
karcinomom visokog gradusa (55, 57 1 65 godina). I u ovom istrazivanju, sukladno do
sada objavljenim rezultatima, karcinomi niskog gradusa javljaju se u mladoj Zivotnoj

dobi (52 u odnosu na 63.5 godine).

Rezultati epidemioloskih istrazivanja i predlozeni model karcinogeneze imaju znacajne
posljedice na dosadasnje metode ranog probira i nacin lije¢enja. Probir koji ukljucuje
klinicki pregled, Ca 125 i transvaginalni UZV, gotovo je u potpunosti neu¢inkovit za
karcinome visokog gradusa dok je primjenjiv za one niskog gradusa koji se razvijaju
postupno iz jasno definiranih prekurorskih lezija, ali koji ¢ine tek mali udio karcinoma
jajnika. Prema rezultatima epidemioloske studije iz 2008. godine (92), tre¢ina bolesnica
sa karcinomom niskog gradusa otkrije se u klinickom stadiju I, uz prosjek ukupnog
prezivljenja od 123 mjeseci. Tek 9% bolesnica sa karcinomom visokog gradusa otkrije
se u ovom klinickom stadiju, $to je u skladu s rezultatima naSeg istrazivanja prema
kojem je bolest otkrivena u ranoj fazi (klinicki stadij I i II) u samo 8.6% bolesnica iz

skupine visokog gradusa te u 35.4% bolesnica iz skupine niskog gradusa (P = 0.026).

Prema rezultatima naSeg istrazivanja, sukladno podacima iz literature, serozni
karcinomi visokog gradusa imali su loSije klinicko — patoloske karakteristike u
usporedbi s karcinomima niskog gradusa: proSirenu bolest (P=0.026), ostatni tumor
ve¢i od 2 cm nakon citoreduktivnog operativnog zahvata (P=0.019), ve¢i mitotski
indeks (P<0.001) te prisutnu vaskularnu invaziju (P<0.001), Sto je odraz agresivnog

fenotipa ove skupine tumora.
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Klinicki stadij, ostatna bolest nakon kirurSkog zahvata i gradus tumora u nekoliko su se
studija pokazali kao vazan nezavisni prognosticki ¢imbenik ukupnog prezivljenja (52,
54, 68, 70, 94-98), iako su rezultati ovih studija teSko usporedivi jer koriste razli¢it

model stupnjevanja uz uklju¢ivanje razlicitih stadija bolesti.

Prema velikoj studiji na 4317 zena u Danskoj, predlozeni binarni model pokazao se kao
nezavisan prognosticki ¢imbenik prezivljenja (99). Ove rezultate podvrduju dvije
studije (43, 93), prema kojima bolesnice s karcinomom niskog gradusa imaju zna¢ajno
bolje prezivljenje, dok jedna studija (91) naglasava potrebu analize veceg broja uzoraka
da bi se procjenila prognosti¢ka vrijednost. U naSem istrazivanju, bolesnice sa seroznim
karcinomom visokog gradusa imale su 2,04 puta kraCe prezivljenje u odnosu na
bolesnice s karcinomom niskog gradusa (P=0.033); niti jedna bolesnica
dijagnosticirana u ranom kliniCkom stadiju bolesti nije umrla, dok su bolesnice
dijagnosticirane u kasnom klini¢kom stadiju zivjele u prosjeku 42 mjeseca (P=<0.001);

ukupno preZivljenje bilo je 1.6 puta duZe u bolesnica mladih od 60 godina (P=0.042).

Volumen ostatne bolesti nakon citoreduktivnog kirurSkog zahvata vrlo je vazan
prognosticki pokazatelj. Opsezan primarni kirurSki zahvat prema FIGO smjernicama
(2) temel;j je terapije karcinoma jajnika. Kod 10 do 25% bolesnica s pretpostavljenim
ranim stadijem bolesti ograni¢enim na jajnike 1 zdjelicu, nakon ovakvog zahvata, do¢i
¢e do revizije kliniCke prosirenosti bolesti, velikim dijelom zbog prisutnih metastaza u
zdjeli¢ne limfne ¢vorove (100). Prema ovim autorima, bolesnice koje imaju klinicki
stadij Illc, iskljucivo zbog zahvacanja limfnih ¢vorova, imaju povoljniju prognozu u

usporedbi s ostalim bolesnicama u stadiju Illc.

Napretkom kirurskih tehnika, optimalnom citoredukcijom smatra se minimalni ostatni
tumor manji od 1 cm (7, 18, 100, 101). U naSem istrazivanju nismo mogli definirati
ostatnu bolest na razini od 1 cm ve¢ smo se koristili starom granicom razdvajanja od 2
cm. Zaklju¢ivanje na ovoj razini bilo je vjerodostojnije jer su arhivirani podaci o
ostatnoj bolesti dijelom bili izrazeni numericki, a dijelom opisno. Prema rezultatima
naseg istrazivanja, 37.1% bolesnica u skupini seroznih karcinoma visokog gradusa i
72.7% bolesnica u skupini niskog gradusa imalo je optimalan citoreduktivni kirurski

zahvat, definiran granicom razdvajanja od 2 cm.
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Prema predlozenim EORTC-GCG indikatorima kvalitete za primarni citoreduktivni
kirurs§ki zahvat (19), prihvatljivim standardom smatra se ukoliko je >50%
citoreduktivnih  operacija zavrSilo kompletnom citoredukcijom, definiranom

nepostojanjem makroskopski vidljive ostatne bolesti pri operativnom zahvatu.

Bristow i suradnici (96), na 51 uzorku karcinoma niskog gradusa, zakljuuju da je
optimalan citoreduktivni zahvat povezan uz bolje ukupno prezivljenje te bi trebao biti
primarni cilj u lije€enju bolesnica s ovim tipom tumora. Medijan ukupnog prezivljenja
za bolesnice s optimalnom citoredukcijom (ostatni tumor manji od 1 cm) iznosio je
115.4 mjeseci u odnosu na 43.1 mjesec kod bolesnica s ostatnim tumorom vecim od 1
cm (P<0.0002). Ova razlika prisutna je i u nasem istrazivanju, iako je uzorak premali za
adekvatnu statisticku analizu: medijan ukupnog prezivljenja u bolesnica bez ostatnog
tumora ili s tumorom manjim od 2 cm iznosio je 81 mjesec (27-158 mjeseci) u odnosu

na 30 mjeseci (7-55) kod bolesnica s ostatnim tumorom ve¢im od 2 cm.

Prema naSim rezultatima, suboptimalna citoredukcija povecava relativni rizik smrtnog
ishoda 2.6 puta (P<0.001), a ostatni tumor se u multinominalnoj analizi potvrdio kao
potencijalno nezavisan prediktor smrtnog ishoda, s ¢ime su u skladu i rezultati drugih

studija (7, 18, 100).

Unato€ saznanjima o centralnoj ulozi p53 signalnog puta u razli¢itim vrstama tumora,
procjena uloge p53 statusa u uzorcima tumora ostaje bez odgovora, uz zbunjujuce i
cesto proturijeCne navode u literaturi (50, 102). Dio autora svoje zakljucke temelji na
molekularnoj analizi p53 statusa (55, 57-59, 67, 103). Odredeni broj studija povezuje
p53 mutaciju sa loSijim ishodom bolesti (55, 57, 58, 103) i vjerojatnoséu

kemorezistencije (55). Dvije studije (59, 67) nisu potvrdile ova zapaZanja.

Metodoloske razlike u interpretaciji rezultata imunohistokemijske analize u razli¢itim
istrazivanjima doprinose neujednacenim rezultatima (54, 63, 84, 104). U dijelu studija
koriSten je sloZeniji semikvantitativni sustav analize koji je uzimao u obzir postotak
obojenih jezgara uz intenzitet obojanosti (47, 49, 53, 54, 65, 69, 70, 97, 105-107), dok
je dio autora koristio jednostavniji sustav uz granicu razdvajanja od 10% (52, 62-64,

66, 68, 84, 108).
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Razlike u imunohistokemijskim protokolima i nedostatak jedinstvenog sustava procjene
imunohistokemijskog izrazaja, onemogucéavaju adekvatnu analizu i usporedbu ovih

studija.

Razlika u imunohistokemijskom izrazaju p53 proteina u karcinomima niskog i visokog
gradusa mogla bi biti dijagnosticki korisna (47, 54, 108). Tek nekoliko studija
istrazivalo je p53 imuhistokemijski izrazaj u seroznim karcinomima niskog i visokog
gradusa (84, 108). Ove studije su pokazale da postoji znaCajna razlika u
imunohistokemijskom izrazaju medu tumorima niskog (tip I) i visokog gradusa (tip 1I)
(16.7% vs 53.6% 1 18% vs 64%). S tim su u skladu i rezultati ovog istrazivanja koji su
potvrdili visoki p53 izrazaj u grupi karcinoma visokog gradusa (85.7% karcinoma
visokog gradusa imalo je pozitivan izrazaj p53 proteina). Mutacija p5S3 gena moze biti
prisutna u oko 8% seroznih karcinoma niskog gradusa (47). U naSem istrazivanju,
pozitivan izrazaj pS3 proteina nije zabiljeZen niti u jednom uzorku seroznih karcinoma

niskog gradusa.

Prema studiji Ikede i suradnika (94), imunohistokemijski izrazaj p53 proteina nije se
pokazao znaCajnim kao prediktor ukupnog prezivljenja. S tim u skladu su i rezultati
naSeg istrazivanja u kojem nismo dokazali da je imunohistokemijski izrazaj p53
proteina znacCajno povezan sa prezivljenjem bez povrata bolesti niti s ukupnim
prezivljenjem. Ovakvi rezultati potvrdili su se 1 u drugim istrazivanjima (59, 65-68).
Medutim, prema nekim studijama, pozitivan izrazaj pS3 proteina vezan je uz loSije
prezivljenje i kraci period bez povrata bolesti u univarijantnoj analizi (52, 62-64, 105,
109, 110), dok su se u dijelu studija izraZaj p53 proteina ili mutacija pS3 gena pokazali
kao nezavisni prognosticki ¢imbenici ukupnog prezivljenja 1 prezivljenja bez znakova

bolesti (49, 53, 54, 58, 70, 97, 98, 106, 111).

Unato¢ istrazivanjima koja podupiru predloZeni dualni model karcinogeneze (46, 60,
112, 113), ostaje otvoreno pitanje mogu li se serozni karcinomi visokog gradusa razviti
iz seroznih borderline tumora ili seroznih karcinoma niskog gradusa, koji slijede tip 1

put karcinogeneze (44, 90, 114).
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Prema istrazivanju Singera i suradnika 47), p53 mutacija je rani dogadaj kod karcinoma
visokog gradusa, dok je kod malog broja karcinoma niskog gradusa, koji imaju p53

mutaciju, ova mutacija kasni dogadaj ukljuc¢en u tumorsku progresiju.

Takoder, jo$ uvijek ne postoji siguran dokaz da se svi serozni karcinomi niskog gradusa
razvijaju adenom-karcinom slijedom. Vecéa ucestalost BRAF mutacije u seroznim
borderline tumorima u usporedbi sa seroznim karcinomima niskog gradusa, uz
¢injenicu da se KRAS 1 BRAF mutacija medusobno iskljucuju, otvara mogucénost da

dio seroznih karcinoma niskog gradusa ne nastaje ovim slijedom (61, 115).

Osim prikaza sporadi¢nih slu¢ajeva (116, 117), ova problematika do sada je proucavana
samo u nekoliko studija na malom broju uzoraka (118, 119). Ove studije su pokazale
da, u rijetkim slucajevima, serozni karcinomi niskog i visokog gradusa mogu biti
prisutni istovremeno te da karcinomi visokog gradusa mogu dijeliti slican genetski
profil s karcinomima niskog gradusa. Prema istrazivanju Boyda i McCluggagea (118),
istovremena prisutnost seroznog karcinoma niskog 1 visokog gradusa ili
nediferenciranog karcinoma, moze predstavljati dediferencijaciju, a dodatna p53
mutacija moZe biti razlog transformacije seroznih karcinoma niskog gradusa u serozne

karcinome visokog gradusa.

Za razliku od seroznih karcinoma visokog gradusa (prototip karcinoma tipa II) koji su
karakterizirani mutacijom p53 1 BRCAI gena uz naznaCenu kromosomsku i
molekularnu nestabilnost, osnovna molekularna osobitost seroznih karcinoma niskog
gradusa (prototip karcinoma tipa 1) je poremecaj RAS/RAF/MEK/MAPK(ERK)
signalnog puta (61, 90, 115). Stoga smo na naSem uzorku istrazili postoji li razliit
imunohistokemijski izrazaj aktivirane MAPK u skupini seroznih karcinoma niskog i

visokog gradusa.

Aktivirana MAPK posreduje u prijenosu signala sa stani¢ne povr§ine u jezgru gdje biva
inaktivirana defosforilacijom (120), §to se odrazava i u raspodjeli imunohistokemijskog
bojanja. U ovom istrazivanju, svi MAPK pozitivni uzorci pokazali su nuklearnu i

citoplazmatsku raspodjelu, §to je u skladu s prijaSnjim istrazivanjima (77, 121).
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Iako je objavljeno dosta studija o ulozi MAPK signalnog puta u regulaciji stani¢nog
ciklusa (71, 72, 75) i karcinogenezi (76, 122, 123), imunohistokemijski izrazaj
aktivirane MAPK u seroznim karcinomima do sada je analiziran samo u dvije studije
(77, 78). Hsu i suradnici (77), prikazali su razli¢itu ucestalost aktivirane MAPK u
karcinomima niskog (81%) u odnosu na visoki gradus (41%). Razlika je prisutna i u
nasem istrazivanju gdje je 63.3% karcinoma niskog gradusa i samo 17.1% karcinoma
visokog gradusa imalo pozitivan imunohistokemijski izrazaj MAPK proteina
(P=0.003). Autori iz gore navedene studije navode da nisu nasli povezanost MAPK
izrazaja s klinickim stadijem niti sa kemorezistencijom, $to smo potvrdili i u

rezultatima naseg istrazivanja (P=0.217; P=0.972).

Analizom prezivljenja, prikazali smo da bolesnice sa MAPK pozitivhim tumorom
imaju znacajno duzi period slobodnog intervala bez povrata bolesti (P=0.0135) te da je
relativni rizik za povrat bolesti u bolesnica s MAPK negativnim tumorom 5 puta veéi u
odnosu na MAPK pozitivne tumore (P=0.027). Multinominalnom analizom, MAPK se
potvrdio kao potencijalno nezavisan prediktor slobodnog intervala bez povrata bolesti.
Ova znacajnost izgubila se u analizi ukupnog prezivljenja (P=0.345). Hsu i suradnici
(77) prikazali su znacajnu razliku u ukupnom prezivljenju u odnosu na izrazaj

aktivirane MAPK samo na razini dvogodisnjeg prezivljenja.

Rezultati studije, u kojoj se analizirala MAPK (p-ERK) aktivnost na 24 uzorka svjeze
smrznutih stanica seroznog karcinoma jajnika iz ascitesa, upucuju na bolje ukupno

prezivljenje bolesnica s pozitivnim izrazajem (P=0.014) (78).

Istrazivanje smo nadopunili KRAS i BRAF mutacijskom analizom. Usporedili smo
KRAS/BRAF mutacijski status s imunohistokemijskim izrazajem aktivirane MAPK,

Sto je do sada napravljeno u samo jednoj studiji (77).

KRAS mutacija znacajno je ¢eS¢a u seroznim karcinomima niskog gradusa koji slijede
tip I put karcinogeneze (45, 61, 115). U nasem istrazivanju, ucestalost KRAS mutacije
odgovara navodima u literaturi (44), prema kojoj KRAS/ BRAF mutacija moZe biti
prisutna u dvije tre¢ine ovih tumora. 54.5% seroznih karcinoma niskog gradusa te 13%

karcinoma visokog gradusa imalo je KRAS mutaciju.
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Niti jedan uzorak iz naSeg istrazivanja nije imao BRAF mutaciju, §to je u skladu s
istrazivanjima drugih autora. U studiji Wong-a i suradnika (124) te Grishama i
suradnika (125), BRAF mutacija bila je prisutna u 2% odnosno 5.3% seroznih
karcinoma niskog gradusa. Autori navode da bi ova mutacija, zbog viSe ucestalosti u
seroznim borderline tumorima (28% do 48%) u odnosu na serozne karcinome niskog
gradusa, mogla imati ulogu povoljnog prognostickog biomarkera. Prema Grishamu i
suradnicima (125), BRAF mutacija bi izdvojila bolesnice sa seroznim borderline

tumorom kod kojih se ne o¢ekuje progresija u serozni karcinom niskog gradusa.

Hsu 1 suradnici (77) nisu zabiljeZili niti jedan slu¢aj KRAS ili BRAF mutacije u skupini
karcinoma visokog gradusa. Prema Romeru i suradnicima (61), KRAS mutacija moZze
se nac¢i u 0% do 14% seroznih karcinoma visokog gradusa. U naSem istraZivanju,

KRAS mutacija bila je prisutna u 13% seroznih karcinoma visokog gradusa.

Kod sedam uzoraka karcinoma koji su morfoloski odgovarali karcinomima visokog
gradusa, zabiljezili smo 1 mutaciju KRAS gena koja je obiljezje puta karcinogeneze tip
I 1 pozitivan imunohistokemijski izrazaj p53 proteina, obiljezje puta karcinogeneze tip
II. Sli¢na opazanja do sada su zabiljezena u jo$ dvije studije (118, 119), Iako je i u
nasSoj studiji, kao i u preostale dvije studije, mali broj uzoraka u kojima je primije¢eno
morfoloSko, imunohistokemijsko 1 molekularno preklapanje izmedu seroznih
karcinoma niskog 1 visokog gradusa, ovi rezultati govore u prilog moguéem postojanju

prelaska tumora tipa I u tip II, vjerojatno kroz dodatno sticanje pS3 mutacije.

Prema rezultatima naSeg istrazivanja, pozitivan MAPK izrazaj bio je prisutan u nekim
uzorcima seroznih karcinoma niskog 1 visokog gradusa koji su bili negativni na KRAS
mutaciju (dva od pet uzoraka niskog gradusa i 11 od 54 uzorka visokog gradusa), Sto
govori u prilog ¢injenici da aktivacija MAPK signalnog puta nije isklju¢ivo vezana uz
KRAS mutaciju. Sli¢ne rezultate prikazali su Hsu 1 suradnici (77) koji su zabiljezili
MAPK pozitivnost uz KRAS/BRAF negativnu mutaciju u pet od devet seroznih

karcinoma niskog gradusa i u 9 od 25 karcinoma visokog gradusa.



64

Hsu i suradnici (77) navode da je imunohistokemijski izrazaj aktivirane MAPK
dovoljno osjetljiv 1 specifican da predvidi KRAS mutaciju, $to je u suprotnosti s
rezultatima naseg istrazivanja. Prema na$im rezultatima, imunohistokemijski MAPK
izrazaj nije dovoljno osjetljiv (0.43) niti specifi¢an (0.78), iako je dovoljno pouzdan
(0.85) da isklju¢i KRAS mutaciju u slucaju negativnog imunohistokemijskog MAPK

izrazaja.

Topoizomeraza Ila pokazala se kao pouzdan indikator stani¢ne proliferacije u nekim
vrstama tumora kao Sto su vulvarne skvamozne lezije (126), oralne skvamozne lezije
(127) te astrocitom (128). Imunohistokemijski izrazaj topoizomeraze Ila u
karcinomima jajnika analiziran je u malom broju studija, a njihove rezultate nemoguce
je usporediti prvenstveno zbog razli¢ite metodologije 1 upotrebe razli¢itih vrijednosti
razgrani¢enja u odredivanju visokog 1 niskog topo Ila izrazaja, §to je osnovni

nedostatak dosadas$njih studija (79, 81, 86, 87, 129).

Prema naSim saznanjima, potencijalna razlika u topoizomeraza Ila ispoljenosti unutar
grupe seroznih tumora niskog 1 visokog gradusa u odnosu na predlozeni model
ovarijalne karcinogeneze te njezina potencijalna prognosticka vrijednost, do sada nije
istrazivana. Prema naSim rezultatima, prisutna je statisticki znaCajna razlika u
imunohistokemijskom topo Ila izrazaju izmedu skupine seroznih karcinoma niskog i
visokog gradusa (P=0.001). Pozitivan izrazaj topo Ila proteina prisutan je kod 81.4%
karcinoma visokog gradusa, a omjer izgleda za negativan imunohistokemijski izrazaj
6.45 puta je veci u skupini karcinoma niskog gradusa (P=0.002), ¢ime smo potvrdili

znacajnost ovog markera u razdvajanju ove dvije skupine tumora.

Rezultati studija, u kojima je analizirana imunohistokemijska razina topo Ila izrazaja,
upucuju da je porast razine ovog proteina uglavnom vezan uz mitotsku aktivnost,
gradus tumora te viSi FIGO stadij bolesti, ali 1 da moze biti odraz agresivnijeg fenotipa
tumora bez obzira na stadij bolesti (79, 85, 87). Dio rezultata je u skladu s nasim
istrazivanjem: pozitivan imunohistokemijski topo Ila izraZaj vezan je uz visoki gradus
tumora (P=0.002), medutim nismo dobili znacajnu razliku u izrazaju topo Ila proteina

u odnosu na klinicki stadij bolesti.
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Visoki imunohistokemijski izrazaj topolla pokazao se prediktorom kra¢eg ukupnog
prezivljenja kod bolesnika s karcinomom plu¢a ne-malih stanica (88). Tri studije
proucavale su prognostiCku ulogu imunohistokemijskog izrazaja topoll proteina u
karcinomima jajnika (79, 86, 87), uz razliCite granice razdvajanja. Prema dvijema
studijama Brustmann-a (79, 87), =zabiljezen je statisticCki znaCajan utjecaj
imunohistokemijskog izrazaja topo Ila proteina na prezivljenje (P=0.0182; P=0.0011).
Uz vrijednost razgranic¢enja od 10%, u ovoj studiji nije pronadena povezanost
topoizomeraze Ila sa ukupnim prezivljenjem niti prezivljenjem bez povrata bolesti. U
budu¢im istrazivanjaima potrebno je ujednaciti metodologiju 1 definirati granice

razdvajanja, Sto bi omogucilo donoSenje zakljucaka primjenjivih u klinickoj praksi.

Morfoloska razlika izmedu seroznog karcinoma niskog 1 visokog gradusa moze
ponekad predstavljati diferencijalno dijagnosticki problem. Ponekad serozni karcinom
moze arhitekturalno oponasati karcinom niskog gradusa, a dio njih moZe imati gradus 2
nuklearnu atipiju po Silverbergu, pri ¢emu je potrebno napomenuti da je procjena
stupnja nuklearne atipije podloZzna subjektivnoj procjeni patologa. S obzirom na
rezultate nase analize, morfoloski problemati¢ni serozni karcinomi s pozitivnim topo
IIa i p5S3 imunohistokemijskim izrazajem vjerojatnije slijede tip II put karcinogeneze,
stoga ovi markeri mogu (pored nuklearne atipije i broja mitoza) biti koristan dodatni

alat u razlikovanju karcinoma niskog gradusa (tip I) od onih viskog gradusa (tip II).

Trenutno ne postoje rutinski dijagnosticki testovi uz koje bi se mogao predvidjeti

odgovor na odredene kemoterapijske protokole.

Posljednja tri desetljeca, radikalno kirurSko odstranjenje tumora nakon kojeg slijedi
kemoterapija temeljena na platini 1 taksanima predstavlja standard u terapiji karcinoma
jajnika. Unato¢ visokoj stopi odgovora na inicijalno lijeenje, ucinak je ogranien

razvojem kemorezistencije (130).
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Prema rezultatima naSeg istrazivanja, klinicki odgovor na prvu liniju kemoterapije
(CBR) imalo je 74% bolesnica u stadiju III i IV, uz medijan ukupnog prezivljenja od 42
mjeseca (10-162) i medijan prezivljenja bez povrata bolesti od 20.5 mjeseci, Sto je u
skladu s dostupnom literaturom (7, 131). Kod bolesnica s klinickim odgovorom na
terapiju, medijan prezivljenja bez progresije bolesti (PFS) bio je 5 mjeseci (2-28

mjeseca).

Uz manji volumen ostatnog tumora djelotvornost kemoterapije je veca 101), Sto
potvrduju 1 rezultati naSeg istrazivanja. Analiziraju¢i povezanost ostatnog tumora s
odgovorom na prvu liniju kemoterapije, nadena je statisticki znaCajna razlika u
bolesnica s optimalnom u odnosu na bolesnice sa suboptimalnom citoredukcijom

(P<0.001).

U ovom istrazivanju nismo dokazali  statisticki  znaCajnu  povezanost
imunohistokemijskih varijabli (p53 proteina, MAPK 1 topo Ila) s osjetljivoS¢u tumora

na primijenjenu kemoterapiju.

Prema rezultatima dviju studija, mutacija p53 gena ucestalija je u bolesnica koje ne
postizu kompletan odgovor na kemoterapiju (83% nasuprot 16%). Autori navode da
p53 genski status utjeCe na osjetljivost tumora na cisplatinu, dok nema utjecaja na
osjetljivost tumora na taksane (130, 132). Ovakva zapaZanja potvrdena su u jo$
nekoliko studija (54, 55, 133). Do jednakih saznanja doSli su Gadducci i suradnici
(134), koji navode da taksani poticu apoptozu signalnim putem koji ne ukljucuje p53
gen. Prema autorima, kod bolesnica koje imaju tumor s prisutnom mutacijom p53 gena
manja je vjerojatnost da ¢e posti¢i kompletan odgovor na standardnu terapiju, a
odredivanje p53 mutacijskog statusa moze biti koristan prediktor odgovora na lijjecenje.
U drugoj studiji istih autora (135) opisan je jasan trend prema boljem odgovoru na
kemoterapiju, duZem periodu bez pregresije bolesti i ukupnom prezivljenju bolesnica sa

seroznim karcinomom jajnika i “divljim” tipom p53 gena.
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Rezultati naseg istrazivanja nisu u skladu s ovim studijama. 22/30 (73%) bolesnica u
nasem istrazivanju 1imale su kompletan odgovor na terapiju 1 pozitivan
imunohistokemijski izrazaj p53 proteina. Sline rezultate prikazali su Lavarino i
suradnici (136), Hashiguchi i suradnici (65), Mano i suradnici (137) te Yakirevich i
suradnici (68), u ¢ijim studijama izrazaj p53 proteina nije vezan uz odgovor na
kemoterapiju. U istrazivanju Wonga i suradnika (138), ¢ini se da bolesnice sa
nepromijenjenim p53 genom, iako je on rijedak u karcinomima visokog gradusa, imaju
loSije ukupno prezivljenje uz veci stupanj kemorezistencije u odnosu na bolesnice s

mutiranim p53 genom.

Uloga standardne kemoterapije u lijeCenju seroznih karcinoma niskog gradusa je
dvojbena. U ovom trenutku ne postoji specifican nacin lijeCenja za serozne karcinome
niskog 1 visokog gradusa, jer protokoli standardnog lijeCenja ne razlikuju ove dvije
grupe tumora. Prema istrazivanju Gershensona 1 sur., temeljenom na analizi 112
uzoraka bolesnica sa seroznim karcinomom niskog gradusa i proSirenom bolesti, autori
zakljucuju da su serozni tumori niskog gradusa manje osjetljivi na standardno lijecenje
od seroznih karcinoma visokog gradusa (139). lako se prema radovima jo$ nekoliko
autora (140-143) smatra da su tip I tumori rezistentniji na uobiCajeno lijeCenje
(platina/taksani), broj uzoraka ove skupine tumora u nasem istrazivanju premali je da

bismo mogli izvuéi vjerodostojne zakljucke.

Pretklinicka istrazivanja bioloskog profila seroznih karcinoma niskog gradusa (144) te
istrazivanja na transgenim mis$jim modelima i kulturama epitelnih stanica jajovoda
(145) imaju za cilj bolje razumijevanje patogeneze seroznih karcinoma, $to vodi prema
racionalnom istraZivanju novih ciljanih lijekova. Istrazivanja koja govore u prilog
visokoj ucestalosti KRAS/BRAF mutacije u karcinomima niskog gradusa ¢ine ovaj put

karcinogeneze atraktivhom metom (74, 146-149).

MAPK signalni put ima vaznu ulogu ne samo u karcinogenezi nego i u odgovoru
tumora na lijeenje (123). Pokazao se potencijalnim prognostickim ¢imbenikom kod
ne-malih karcinoma pluc¢a (121) i dojke (150). Ovaj signalni put je moguce ukljucen u

rezistenciju na tamoxifen, doxorubicin 1 paclitaxel, u karcinomima dojke (151).
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Prema rezultatima naSeg istrazivanja, karcinomi s negativnim izrazajem MAPK
proteina i kompletnim odgovorom na prvu liniju kemoterapije imaju kraci period bez
povrata bolesti u odnosu na one s pozitivnim izrazajem MAPK proteina. U dostupnoj
literaturi nismo mogli na¢i objasnjenje za ovaj trend. Ono §to smo uocili u ovom
istrazivanju je da su svi MAPK pozitivni tumori iz skupine bolesnica klinickog stadija
[T i IV, koje su dobile kemoterapiju, ujedno imali negativan imunohistokemijski izrazaj
pS3 proteina. Daljnja istrazivanja uz ukljuc¢ivanje veceg broja bolesnica potrebna su da

bismo mogli donijeti vjerodostojne zakljucke primjenjive u klinickoj praksi.

Nedavno su objavljeni preliminarni rezultati faze II klinickog istrazivanja AZD6244
(selumetenib) iz skupine MEK inhibitora koji su obecavaju¢i (29). U skladu s ovim
rezultatima bilo bi zanimljivo u budué¢im studijama procijeniti vrijednost
imunohistokemijskog odredivanje razine MAPK protein u procjeni odgovora na

lijecenje selumetenibom.

Topoizomeraza Ila potencijalna je meta za ciljanu terapiju topo II inhibitorima. Uloga
ovih inhibitora u karcinomima jajnika ostaje nejasna. Dingemans i suradnici (85) nisu
nasli nedvojbenu povezanost aktivnosti topo II gena i klini¢ke rezistencije na terapiju.
Medutim, prema studiji Koshiyame i suradnika (152), topo Ila indeks tumora odraz je
njegove kemosenzitivnosti na lijekove koji djeluju na topo II gen. Njegov indeks u
jajnicima znacajno korelira sa in vitro inhibicijom tumorskog rasta, za doxorubicin 1
etopozid. Visoki izrazaj topolla proteina mogu¢ je indikator osjetljivosti na topoll
inhibitore, pri ¢emu bi se izdvojila skupina bolesnica koje bi mogle imati korist od

individualnog pristupa terapiji.

Prema rezultatima jedne studije (86), pozitivan topo Ila izrazaj ima prediktivno
znacenje u ukupnom prezivljenju bolesnica lijeCenih standardnom terapijom na bazi
platine. Rezultati naSeg istraZzivanja ne mogu potvrditi ova zapaZanja;
imunohistokemijski izraZaj topo Ila proteina nije se pokazao znacajnim kao prediktor

odgovora na standardnu terapiju.
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Razdvajanje seroznih karcinoma jajnika u dvije skupine koje se osim po morfologiji
razlikuju 1 po mehanizmu nastanka, molekularnim osobitostima, prekursorskim
lezijama te bioloSkom tijeku, Sto je potvrdeno i u ovoj studiji, u buducnosti bi trebalo
utjecati na potencijalne metode prevencije i probira uz razliit pristup lijeCenju

bolesnica sa seroznim karcinoma jajnika niskog i visokog gradusa.
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ZAKLJUCCI:

Serozni karcinomi niskog gradusa (tip I tumori) 1 visokog gradusa (tip II tumori)
statisticki se znacajno razlikuju prema imunohistokemijskom izrazaju p53
proteina (P=<0.001), MAPK (P=0.003), i topoizomeraze Ila (P=0.001), te se
imunohistokemijsko bojanje na navedene biljege moze koristiti u razdvajanju

morfoloski dvojbenih uzoraka.

. Mutacija KRAS gena nadena je u 54.5% karcinoma niskog gradusa i u samo
13.8% karcinoma visokog gradusa (P=0.006). BRAF mutacija nije nadena ni u
jednom uzorku. Pozitivna imunohistokemijska reakcija na p53 protein nadena je

u 85.7% karcinoma visokog gradusa i ni u jednom karcinomu niskog gradusa.

. Pozitivan MAPK izrazaj bio je prisutan u dva od pet uzoraka niskog gradusa i u
11 od 54 uzorka visokog gradusa koji su bili negativni na KRAS mutaciju, Sto
govori u prilog ¢injenici da aktivacija MAPK signalnog puta nije iskljucivo

vezana uz KRAS mutaciju.

Imunohistokemijsko odredivanje MAPK izrazaja dovoljno je pouzdano (0.85)
da isklju¢i KRAS mutaciju u slucaju negativnog imunohistokemijskog MAPK

izrazaja.

Kod sedam (11.7%) uzoraka karcinoma, koji su morfoloski odgovarali
karcinomima visokog gradusa, zabiljezili smo 1 mutaciju KRAS gena koja je
obiljezje puta karcinogeneze tip I i pozitivan imunohistokemijski izrazaj p53
proteina, obiljezje puta karcinogeneze tip II. U pet od sedam ovih uzoraka
nadeni su i morfoloski dijelovi koji odgovaraju seroznom borderline tumoru 1/ili
seroznom karcinomu niskog gradusa. Prema rezultatima ove studije, postoje
morfoloska, imunohistokemijska i molekularna prekapanja koja upucuju na
mogucénost transformacije karcinoma niskog gradusa u karcinome visokog

gradusa, vjerojatno potaknuta mutacijom pS53 gena.



6.

10.

71

Prema rezultatima uninominalne analize, klini¢ki stadij bolesti (P=0.007) i
pozitivan imunohistokemijski izrazaj MAPK proteina (P=0.027) vezani su uz
duzi slobodni interval bez bolesti (DSF), dok su dob bolesnica iznad 60 godina
(P=0.044), veli¢ina ostatnog tumora (P<0.001), nalaz vaskularne invazije
(P=0.002), visi gradus tumora (P=0.025) te klinicki stadij III-IV (P=0.010)

povezani s kra¢im ukupnim prezivljenjem (OS).

Prema rezultatima multinominalne analize, ostatni tumor (P<0.001) i vaskularna
invazija (P=0.084) nezavisni su predskazatelji kraeg prezivljenja bolesnica sa
seroznim karcinomom jajnika, dok su se klini¢ki stadij bolesti (P=0.004) i
pozitivan imunohistokemijski izrazaj MAPK proteina (P=0.077) potvrdili kao

nezavisni predskazatelji slobodnog intervala bez povrata bolesti.

Imunohistokemijski izrazaj p53 proteina, MAPK i topoizomeraze Ilo nije

povezan s odgovorom na kemoterapiju temeljenu na platini.

Ostatna bolest povezana je s potpunim (P<0.001), objektivnim (P<0.001) i
klinickim odgovorom na prvu liniju kemoterapije (P=0.003) odnosno s duzinom
vremena do progresije bolesti (P=0.002) u bolesnica s djelomi¢nim odgovorom

ili stabilnom bolesti nakon prve linije kemoterapije.

Bolesnice sa MAPK negativnim karcinomom i potpunim odgovorom na prvu
linijju kemoterapije imaju krac¢e vrijeme do pojave recidiva bolesti, na nivou

znacajnosti od 94% (P=0.060).
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7. SAZETAK

Cilj istrazivanja. Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi razinu imunohistokemijske
ispoljenosti p53 proteina, MAPK i topoizomeraze Ila u seroznim karcinomima jajnika
niskog i1 visokog gradusa, te utvrditi njihovu povezanost sa klinicko-patoloskim
prognostickim pokazateljima, duzinom slobodnog intervala bez bolesti i ukupnim

preZivljenjem te odgovorom na kemoterapiju.

Materijali i metode. U istrazivanje je uklju¢ena 81 bolesnica sa seroznim karcinomom
jajnika, operirana u razdoblju od 1995. do 2005. godine. Uzorci tumora bojani su
imunohistokemijski primjenom protutijela za p53, MAPK 1 topo Ila. Ucinjena je 1

KRAS/BRAF mutacijska analiza na uzorcima 73 tumora.

Rezultati. Deset bolesnica (12.3%) dijagnosticirano je u ranom klinickom stadiju
bolesti. Od 81 seroznog karcinoma, 13.6% morfoloski je odgovaralo karcinomu niskog
gradusa (tip I tumori), a 86.4% karcinomu visokog gradusa (tip II tumori). Serozni
karcinomi niskog i visokog gradusa statisticki se znacajno razlikuju prema
imunohistokemijskom izrazaju p53 proteina (P=<0.001), MAPK (P=0.003), i
topoizomeraze Ila (P=0.001). Pozitivna imunohistokemijska reakcija na p53 protein
nadena u 85.7% karcinoma visokog gradusa i u niti jednom karcinomu niskog gradusa.
Mutacija KRAS gena nadena je u 54.5% karcinoma niskog gradusa i u samo 13.8%
karcinoma visokog gradusa (P=0.006). BRAF mutacija nije nadena ni u jednom
uzorku. Pozitivan MAPK izrazaj bio je prisutan u dva od pet uzoraka niskog gradusa i
u 11 od 54 uzorka visokog gradusa koji su bili negativni na KRAS mutaciju, $to govori
u prilog ¢injenici da aktivacija MAPK signalnog puta nije iskljucivo vezana uz KRAS
mutaciju. Kod sedam (11.7%) uzoraka karcinoma koji su morfoloski odgovarali
karcinomima visokog gradusa, zabiljezili smo 1 mutaciju KRAS gena koja je obiljezje
puta karcinogeneze tip I 1 pozitivan imunohistokemijski izrazaj p53 proteina, obiljeZje
puta karcinogeneze tip II. U pet od sedam ovih uzoraka nadeni su i morfoloski dijelovi

koji odgovaraju seroznom borderline tumoru 1/ili seroznom karcinomu niskog gradusa.
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Prema rezultatima uninominalne analize, klinicki stadij bolesti (P=0.007) i pozitivan
imunohistokemijski izrazaj MAPK proteina (P=0.027) vezani su uz duZzi slobodni
interval bez bolesti (DSF), dok su dob bolesnica iznad 60 godina (P=0.044), veli¢ina

ostatnog tumora (P<0.001), nalaz vaskularne invazije (P=0.002), vis$i gradus tumora
(P=0.025) te klinicki stadij III-IV (P=0.010) povezani s kra¢im ukupnim prezivljenjem
(OS). Prema rezultatima multinominalne analize, ostatni tumor (P<0.001) i vaskularna
invazija (P=0.084) nezavisni su predskazatelji kraéeg prezivljenja bolesnica sa
seroznim karcinomom jajnika, dok su se klinicki stadij bolesti (P=0.004) i pozitivan
imunohistokemijski izrazaj MAPK proteina (P=0.077) potvrdili kao nezavisni
predskazatelji slobodnog intervala bez povrata bolesti. Imunohistokemijski izrazaj pS3
proteina, MAPK i topoizomeraze Ilo nije povezan s odgovorom na kemoterapiju
temeljenu na platini. Bolesnice sa MAPK negativnim karcinomom i potpunim
odgovorom na prvu liniju kemoterapije imaju krace vrijeme do pojave recidiva bolesti

(P=0.060).

Zakljucak: Iako je istraZzivanje ograni¢eno malim brojem seroznih karcinoma niskog
gradusa, dokazali smo da se karcinomi niskog i visokog gradusa znacajno razlikuju
prema imunohistokemijskom izrazaju p53 proteina, MAPK, i topoizomeraze Ila te se
imunohistokemijsko bojanje na navedene biljege moze koristiti u razdvajanju
morfoloski dvojbenih uzoraka. Postoje morfoloSka, imunohistokemijska i molekularna
prekapanja izmedu ove dvije skupine karcinoma, koja upucuju na mogucénost
transformacije karcinoma niskog gradusa u karcinome visokog gradusa, vjerojatno
potaknuta mutacijom p53 gena. Razdvajanje seroznih karcinoma jajnika u dvije grupe u
buduénosti bi trebalo utjecati na potencijalne metode prevencije i probira, uz razlicit

pristup lijeCenju bolesnica sa seroznim karcinoma jajnika niskog i visokog gradusa.
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8. SUMMARY

Background: The aim of this study was to assess the immunohistochemical expression
of p53, MAPK and topoisomerase II alpha in ovarian serous carcinomas (OSCs), and
their relation with clinicopathological prognostic factors, disease free and overall

survival and chemotherapy response.

Methods: The study included 81 patients with OSCs who underwent surgery between
1995 and 2005. Formalin fixed paraffin embedded tumour sections were reviewed and
examined immunohistochemically using antibodies against pS3, MAPK and topoll
alpha. KRAS and BRAF mutational analysis was performed on 73 available

microdissected samples.

Results: Ten patients (12.3%) were diagnosed in early stage of disease. Of 81 cases of
OSCs, 13.6% were of low-grade (Type I) and 86.4% were of high-grade (Type II)
morphology. We have found statistically significant differences in the
immunohistochemical expression of p53 (P=<0.001), MAPK (P=0.003) and topo Ila
(P=0.001) between these two groups. In the high-grade group, 85.7% of cases showed
positive p53 immunoexpression, but none of the low-grade samples was p53 positive.
KRAS mutation was found in 54.5% of low-grade and 13.8% of high-grade OSCs
(P=0.006). None of the samples had BRAF mutation. MAPK positivity showed two of
five low-grade carcinomas and 11 of 54 high-grade carcinomas with wild-type KRAS,
suggesting that activation of MAPK pathway is not ultimately related to KRAS
mutation. We identified seven (11.7%) high-grade samples that showed both KRAS
mutation, which is a hallmark of Type I pathway of carcinogenesis, and p53
immunopositivity, which is a hallmark of Type II pathway. In five of seven high-grade
samples we have found elements of serous borderline tumour and/or low-grade serous
carcinoma. On uninominal analysis, early FIGO stage (P=0.007) and positive MAPK
immunoexpression (P=0.027) were significantly associated with longer disease free
survival (DFS), while age over 60 (P=0.044), residual disease (P<0.001), vascular
invasion (P=0.002), high-grade morphology (P=0.025) and FIGO stage III-IV
(P=0.010) were related to significantly shorter overall survival (OS).
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Multinominal analysis revealed that residual disease (P<0.001) and vascular invasion
(P=0.084) were independent predictors of shorter survival, while early FIGO stage
(P=0.004) and positive MAPK immunoexpression (P=0.077) were independent
predictors of disease free survival. Positive p53, MAPK and topo Ila
immunoexpression was not associated with response to platinum-based chemotherapy.
Patients with MAPK negative carcinomas and complete response to first-line

chemotherapy have significantly shorter disease free interval (P=0.060).

Conclusions: Although this study is limited by its humble number of low-grade
samples, we have found statistically significant differences in the immunohistochemical
expression of p53, MAPK and topo Ila between low-grade and high-grade carcinomas,
therefore immunohistochemical staining with these markers could be a useful
additional tool in distinguishing morphologically questionable samples. There are
morphological, immunohistochemical and molecular overlaps between these two
groups, which indicate the possibility of transformation of low-grade into high-grade
carcinomas, probably triggered by p53 gene mutation. Separation of ovarian serous
carcinomas in two groups in the future should influence the potential methods of
prevention and screening, with a different approach to treatment of patients with low-

grade and high-grade serous carcinomas.
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