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POPIS KRATICA

LCN-2 - lipokalin-2

NGAL - neutrofilnoj gelatinazi pridruzeni lipokalin (eng. neutrofil gelatinasis associated

lipocalin)

MMP — matriks metaloproteinaza

MMP-9 — matriks metaloproteinaza-9

EC - karcinom endometrija (eng. endometrial cancer)

FIGO — Federation Internationale de Gynecologie et d'Obstetrique
EEC G3 - endometrioidni karcinom endometrija gradus 3

EMT- epitelno mezenhimalna tranzicija

ECM - ekstracelularni matriks

OS — eng. overall survival

DFS — eng. disease free survival

SI — eng. staining index



1. UVOD

1.1. Epidemiologija karcinoma endometrija

Karcinom endometrija najces¢a je zlo¢udna novotvorina ZzZenskoga spolnog sustava u
razvijenim zemljama i obuhvaca gotovo 50% svih ginekoloskih karcinoma (1, 2). To je sedmi
najcesc¢i zlo¢udni tumor medu Zenama u svijetu, Sto ¢ini 4% svih karcinoma u Zena. Karcinom
endometrija ima nisku incidenciju u zemljama u razvoju, Sto potvrduje da vanjski ¢imbenici
utjeCu na nastanak ove bolesti (3). Najveca incidencija karcinoma endometrija je u SAD-u s
oko 20/100 000, a slijedi Europa s oko 11 — 14/100 000 Zena godisnje (4) (Slika 1). Pojavnost
ovog karcinoma raste s povecanjem zivotne dobi (5). Povisenje incidencije povezuje se s
epidemijom pretilosti i fizickom neaktivno$éu (5, 6). Ovaj karcinom rijetko se javlja u
premenopauzi. Vise od 90% oboljelih Zena ima viSe od 50 godina, s najve¢om incidencijom od

70. do 75. godine zivota (2, 3).

Karcinom endometrija opéenito je bolest s dobrom prognozom s 5-godi$njim prezivljenjem
oko 80% u razvijenim i 70% u zemljama u razvoju (3). U Europi se o¢ekuje da ¢e oko 9000
zena godiSnje umrijeti od karcinoma endometrija. U sljede¢ih nekoliko godina ne oc¢ekuje se
znaajno smanjenje incidencije i mortaliteta jer rana detekcija i dosadasnji nacini lijecenja

nisu imali znacajnog utjecaja na mortalitet.

Karcinom endometrija Cetvrti je po ucestalosti karcinom u Zena u Hrvatskoj (7). U 2012. g.
rak maternice novodijagnosticiran je u 651 Zene, a gotovo 50% njih bilo je u dobi od 55 do 69
godina (7). U Hrvatskoj, §to je 1 svjetski trend, zabiljeZen je porast incidencije od 0,8% u

dvadesetogodisnjem razdoblju (1988. —2008.) (Slika 2.).
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Slika 1.

Incidencija karcinoma endometrija i njime uzrokovan mortalitet u svijetu. (Preuzeto iz

Globocan, IACR; http//globocan.iarc.fr.)
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Slika 2.

Analiza incidencije karcinoma endometrija u Hrvatskoj, 1988. — 2008. g.; dobno
standardizirana, na 100 000 zena. (Preuzeto iz I. Kelava, K. Tomici¢, M. Koki¢ et al. Breast

and gynecological cancers in Croatia, 1988—2008. Croat Med J. 2012 Apr; 53(2): 100-108.)

1.2.  Etiologija i faktori rizika

Vecina karcinoma endometrija je sporadi¢na. Dugotrajna estrogenska stimulacija endometrija,
koja nije oponirana progesteronom, smatra se glavnim predisponiraju¢im c¢imbenikom u
razvoju bolesti (4, 8, 9).

Na temelju epidemioloskih podataka te pra¢enjem bolesnica s rakom endometrija spoznalo se
da postoje dva tipa ove bolesti: tip I (estrogen ovisan) i tip II (estrogen neovisan), §to je
ustvrdio ve¢ Bockman u svom radu iz 1983. (10). Estrogen ovisan karcinom endometrija
znatno je ¢eS¢i (> dvije tre¢ine bolesnica) 1 uglavnom se javlja u mladih, premenopauzalnih i
perimenopauzalnih Zena. Povezan je s pretiloS¢u, hiperlipidemijom, Secernom bolescu te
drugim znakovima hiperestrinizma. Obi¢no je histoloski dobro diferenciran, niskog stupnja

malignosti, s visokim vrijednostima estrogenskih i progesteronskih receptora i ima dobar



odgovor na hormonsku terapiju. Prognoza je povoljna, recidivi i metastaze su rijetki. Smatra
se da tip I EC nastaje na bazi hiperplazije endometrija. Pod hiperplazijom endometrija
podrazumijevaju se razliciti stupnjevi proliferacije zlijezda nastali zbog produljenog ili
perzistirajuéeg podrazaja endometrija estrogenima, bez suprimiraju¢eg djelovanja
progesterona. Naime, zbog produljenog podrazaja estrogenima, endometrij nepravilno
proliferira, inhibirana je apoptoza i potaknuta angiogeneza (5, 11). Nepravilna proliferacija 1
hiperplazija bez atipije reverzibilne su promjene, konzervativno izljeCive. Atipicnu
hiperplaziju, zbog nuklearnih atipija i aneuploidije, treba smatrati ireverzibilnom promjenom,
pravom prekancerozom. Stanja koja su povezana s hiperestrinizmom 1 kod kojih je ceSca
pojavnost EC tipa I su: debljina, perzistentne anovulacije, neradanje, uporaba hormonske
nadomjesne terapije bez gestagena te uporaba tamoksifena. Cimbenici koji su povezani s
manjkom estrogena smanjuju rizik za nastanak tipa I EC, a to su multiparitet 1 koriStenje
oralnih kontraceptiva. Dodatno, puSenje, unos velike koli¢ine crne kave i fizicke vjezbe
smanjuju rizik za nastanak ove bolesti (5, 12—15). Izra¢unato je da poviSenje u tjelesnoj masi
od 5 kg/m2 udvostrucuje rizik za nastanak ove bolesti — RR 1,95 (16). Zene s karcinomom
dojke, posebno one koje su lijeCene tamoksifenom, imaju veéi rizik za razvoj karcinoma
endometrija. Iako je hiperestrinizam faktor rizika za obje bolesti, epidemioloSki podatci
pokazuju kako je u Zena oboljelih od karcinoma dojke ipak ceS¢i tip II endometralnog

karcinoma (17).

Estrogen neovisan rak endometrija, tzv. tip II, javlja se u kasnoj postmenopauzi uz atrofi¢an
endometrij, kod asteni¢nih, mrSavih bolesnica. Obi¢no je slabo diferenciran, s dubljom
invazijom u miSi¢nu stijenku te vecega klinickog stadija (18). Patohistoloski, obi¢no se
dijagnosticira serozni karcinom, karcinom svijetlih stanica ili anaplasti¢ni tip. Prognoza
bolesti je nepovoljna, s visokom stopom smrtnosti (19, 20). S obzirom na navedena obiljezja
endometralnog karcinoma i novije podatke temeljene na molekularnoj analizi preporucuje se
tzv. dualisticki model karcinogeneze endometralnog raka, u kojem se razlikuju dva glavna

tipa endometralnog karcinoma (21).

Vec¢ina EC-a nema genetsku podlogu i sporadi¢ni su, iako je rizik za nastanak karcinoma
endometrija u Zena koje imaju rodakinju u prvom koljenu s EC-om, udvostrucen (22). Mali
dio endometralnih karcinoma, oko 2 — 9%, povezan je sa sindromom Lynch, §to je sindrom
nasljednoga nepolipoznog karcinoma kolona, koji se nasljeduje kao autosomna mutacija u
genima odgovornima za popravak DNK-a (23, 24). Karcinom endometrija je najcesci

karcinom, uz karcinom kolona, u ovih Zena, s rizikom Zivotnog pojavljivanja od 40 do 70%.
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Zenama s utvrdenim mutacijama u genima odgovornim za popravak DNK-a, preporucuje se
jednom godisnje biopsija endometrija, iako jo§ nema dokumentiranih dokaza za poboljSanje
prezivljenja (25). Prema nekim autorima profilakti¢ka histerektomija 1 adneksektomija
preporucuju se nakon zavrSetka reprodukcije, iako nema randomiziranih istrazivanja koja bi

to potvrdila (5, 26,27).
1.3. Histologija karcinoma endometrija
HistoloSka podjela karcinoma endometrija prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (18):

» endometrioidni adenokarcinom
¢ s plocastom diferencijacijom
e viloglandularni
e sekretorni
e cilijjarni
mucinozni karcinom
serozni karcinom
karcinom svijetlih stanica
mijesani tipovi karcinoma
plocasti karcinom
karcinom prijelaznog epitela
karcinom malih stanica

nediferencirani

YV V V V V V VYV VYV VY

ostali.

Oko 80% karcinoma endometrija pripadaju histoloski endometrioidnom tipu (Slika 3.). Izraz
endometriodni oznacuje slicnost ovog histoloSkog tipa Zlijezdama proliferativnog
endometrija. Postoji viSe tipova endometridnog karcinoma endometrija: sekretorni,
viloglandularni, cilijarni te endometrioidni karcinom s plo¢astom diferencijacijom. Sekretorni
podtip podsjeca na sekretorni endometrij jer se u vec¢ini tumorskih stanica nalaze glikogenske
vakuole. Viloglandularni podtip endometrioidnog karcinoma obiljezava papilarno bujanje
epitela koji oblaze oskudnu fibrovaskularnu stromu resica i blaga atipija jezgara. Oba podtipa
dobro su diferencirana i imaju izrazito dobru prognozu. Cilijarni podtip izrazito je rijedak
dobro diferencirani karcinom s kribriformnom histoloSkom slikom 1 tumorskim stanicama
endometrioidnog karcinoma s posebnim cilijama, vrlo povoljne prognoze. Endometrioidni

karcinom s plocastom diferencijacijom obiljezava postojanje keratinizacije vidljive
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standardnim tehnikama bojanja, intercelularni mostovi te dodatni kriteriji (18). Skvamozni
elementi ne odreduju gradus tumora (stupanj diferenciranosti). Osim navedenih podtipova
endometrioidnog karcinoma postoje joS: mucinozni karcinom, plocasti karcinom, mijesani
tipovi karcinoma, nediferencirani karcinom te serozni 1 svijetlostanicni karcinom
endometrija. Mucinozni adenokarcinom tip je endometralnoga karcinoma koji nalikuje
mucinoznom karcinomu endocerviksa. Prognosticki je slican endometrioidnom karcinomu.
Plocasti karcinom endometrija izrazito je rijedak, a dijagnoza se postavlja kad su ispunjeni
odredeni kriteriji (nema prisutnog adenokarcinoma u endometriju; plocCasti karcinom nema
povezanosti s plocastim epitelom vrata maternice; nema prisutnoga plocastog karcinoma vrata
maternice). U nediferenciranom karcinomu ne moze se zamijetiti ni zljezdana ni plocasta

diferencijacija, a prognoza mu je nepovoljna.

Serozni karcinom najagresivniji je tip karcinoma endometrija (28, 29, 30). Histoloski je
graden od Zlijezda i resica oblozenih atipi¢nim cilindricnim epitelom seroznog tipa s cesto
izrazenim pleomorfizmom uz brojne mitoze i nekrozu (Slika 4.). Miometrijska invazija
postoji u vecini tumora, a takoder je Cesta i vaskularna invazija. Svijetlostanic¢ni karcinom
obiljezen je svijetlim stanicama koje poput onih u seroznom karcinomu oblazu Zlijezdane
tvorevine, resice ili stvaraju solidna ZariSta, a ucestalost je oko 2% karcinoma endometrija
(31). Serozni i karcinom svijetlih stanica izrazito su nepovoljne prognoze, ¢esto se otkrivaju u

uznapredovalom klinickom stadiju (32, 33).

Treba napomenuti da se viSe od 40% neendometrioidnih karcinoma endometrija odnosi na

mijeSane karcinome s endometriodnom komponentom (30).

Histolosko gradiranje temelji se na arhitekturalnom 1 nukleolarnom gradusu, a odreduje se za
endometrioidni karcinom i njegove podskupine te za mijeSani i mucinozni karcinom. Prema
FIGO (Federation Internationale de Gynecologie et d'Obstetrique) odrednicama
endometriodni karcinom gradusa 1 graden je od Zlijezdnih formacija uz manje od 5% solidnih
zariSta, ne ukljucuju¢i plocastu diferencijaciju; gradus 2 tumor je graden od Zlijezdnih
formacija, a solidna ZariSta tumora obuhvacaju 5 — 50% tumora ne ukljucujuc¢i plocaste
dijelove; a u gradus 3 karcinomu vise od 50% tumora gradeno je od solidnih dijelova ne
ukljucujuéi plocaste dijelove. IzraZena nuklearna atipija podize gradus za jedan stupanj, tj.
ako je ona izrazena, tumor dijagnosticiran kao gradus 1 ili 2 u arhitekturalnom stupnju prelazi

u gradus 2 odnosno 3.

Serozni i svijetlostanicni karcinomi uvijek su gradusa 3.



Slika 3.

Endometrioidni karcinom endometrija gradus 1 (hematoxilin-eosin bojanje, uvecanje x 400 ).

Slika 4.

Serozni karcinom endometrija (hematoxilin-eosin bojanje, uvecanje x 100).



1.4. Dijagnoza karcinoma endometrija

Najces¢i je simptom karcinoma endometrija nenormalno vaginalno krvarenje, koje se javlja u
visSe od 90% pacijentica. U premenopauzalnom ili perimenopauzalnom razdoblju javlja se
nepravilno krvarenje, izvan redovnoga menstruacijskog krvarenja. U postmenopauzi sama
pojava vaginalnog krvarenja naj¢e$¢i je simptom ove bolesti te 10% Zena koje krvare u tim

godinama ima karcinom endometrija, a postotak raste kako se povecava zivotna dob (34, 35).
1.4.1. Biopsija i kiretaza

Temelj dijagnoze karcinoma endometrija histoloSka je analiza uzorka sluznice maternice.
Uobicajeni nacin uzimanja uzorka je kiretaZa, i to frakcionirana, u kojoj se odvojeno uzima
uzorak iz cerviksa te iz kavuma uterusa. Osjetljivost ove metode je 81 — 99%, a specifi¢nost
98% (36, 37). Novija metoda uzimanja uzorka je histeroskopija, u kojoj se sluznica bioptira
pod kamerom, a osjetljivost metode je 86% te specificnost 99%. Postoji teoretski rizik da se
histerskopijom bolest prosiri u trbuh, iako ne postoje dokazi o utjecaju te metode na prognozu
bolesti (38). Histeroskopija se preporucuje ako klasi¢nom kiretazom nismo dobili dovoljno

materijala za dijagnozu.

HistoloSki nalaz dobiven biopsijom sluznice maternice osnova je za planiranje daljnjih
tretmana. Histoloski podtip 1 gradus odreduju tip kirurSkog zahvata. Agresivni histoloski
oblici (serozni, svijetlostani¢ni, anaplasti¢ni, karcinosarkom) zahtijevaju opsezniji kirurski

zahvat, te se preporucuje ove pacijentice uputiti u tercijarne centre (39).
Dijagnosticka obrada te procjena stupnja prosirenosti bolesti ukljucuje:

e anamnezu, klinicki i1 ginekoloski pregled,
e transvaginalni ultrazvuk,

e KKS, DKS, biokemijske pretrage krvi,

e sediment urina,

e kreatinin-klirens,

e radioloSke pretrage.

1.4.2. UZV dijagnostika

Zenama koje krvare u postmenopauzalnom razdoblju ultrazvuk je potrebno u¢initi kako bi se

procijenilo kojim Zenama treba napraviti biopsiju, odnosno iskljucilo Zene kojima to nije



potrebno. Prema dostupnim studijama, ako se za normalnu UZV debljinu endometrija odredi
granica od 4 mm, osjetljivost je ove metode za detekciju karcinoma endometrija 96% (40).
Naravno, ako je ultrazvucni prikaz endometrija otezan ili slabo vidljiv, potrebno je zenama

koje krvare postmenopauzalno napraviti probatornu kiretazu (41).

Nema dokaza da screening asimptomatskih Zena ultrazvukom smanjuje smrtnost od raka
endometrija. Vecéina karcinoma endometrija dijagnosticira se u ranoj fazi zbog ranih
simptoma. Studije potvrduju da screening asimptomatskih Zena rezultira nepotrebnim
dodatnim biopsijama, zbog lazno pozitivnih rezultata, Sto povecava rizik od komplikacija, a

bez utjecaja na mortalitet od ove bolesti (42).
1.4.3. Radioloska dijagnostika

U preoperativnoj obradi pacijentica s karcinomom endometrija preporucuje se uciniti RTG
prsista radi detektiranja presadnica u plué¢a. Ako se nakon klini¢koga ginekoloskog pregleda
posumnja na Sirenje bolesti u zdjeliStu, preporucuje se uciniti MS CT zdjelice ili magnetsku
rezonanciju (42). Ni jedna od te dvije metode ne smatra se pouzdanom za procjenu Sirenja
bolesti u limfne ¢vorove. Pouzdanost procjene cervikalne ili miometrijske infiltracije kod MR
i MS CT zdjelice jednaka je kao i kod uporabe UZV-a. Takoder, obje metode preciznije

dijagnosticiraju cervikalnu nego miometrijsku infiltraciju (42, 43).

PET/CT nije u rutinskoj primjeni, ve¢ samo iznimno u slu¢aju nejasnog nalaza prvih pretraga
(CT ili MR) za utvrdivanje prosSirenosti bolesti. CT prsista radi se u slucaju pozitivnog RTG-a

prsista.
1.4.4. Laboratorijske analize

Rutinski se preporucuje uciniti: KKS, DKS, biokemijske pretrage krvi, sediment urina,

kreatinin-klirens.

Glikoprotein Ca 125 ne upotrebljava se rutinski u dijagnostici karcinoma endometrija. Ipak,
postoje radovi koji navode da je preoperativno poviSeni Ca 125 pokazatelj viSeg stadija

bolesti 1 zahvacenosti limfnih ¢vorova (44, 45).
1.4.5. Stupanj prosirenosti bolesti

Najvise se upotrebljava FIGO klasifikacija iz 2009. godine (46):

e IA Tumor ogranicen na uterus, bez ili < 2 miometrijske invazije



e IB Tumor ogranicen na uterus, > ¥2 miometrijske invazije

o II Invazija cervikalne strome, ali ne izvan uterusa

o IITA Tumor invadira serozu uterusa ili adneksa

o IIIB Zahvacenost vagine i/ili parametrija

e IIIC1 Zahvacenost pelvickih limfnih ¢vorova

e IIIC2 Zahvacdenost para-aortalnih limfnih ¢vorova, sa zahvacenosti pelvickih limfnih
¢vorova ili bez nje

e IVA Tumor invadira mukozu mjehura i/ili mukozu crijeva

o IVB Udaljene presadnice uklju¢uju¢i abdomen 1/ili ingvinalne limfne ¢vorove

FIGO klasifikacija temelji se na kirurskoj i patohistoloskoj analizi proSirenosti bolesti.
Konac¢ni patoloski nalaz mora sadrzavati:

e histoloski tip tumora,

stupanj diferencijacije (gradus) tumora,

analizu uterusa: lokalizaciju tumora (fundus, odnosno donji uterini segment), veli¢inu
tumora, debljinu zahvacenosti miometrija (<1/2, >1/2 — uz napomenu definiranja
ukupne debljine stijenke i dubine invazije u milimetrima), definiranje zahvacenosti
seroze maternice te strome cerviksa,

e prisutnost limfovaskularne invazije (LVI),

broj, lokaciju i status limfnih ¢vorova,

peritonealnu citologiju, obvezno u slu€aju seroznog karcinoma,

analizu adneksa, zasebno jajovoda i jajnika (47).

1.5. Terapija
1.5.1. Kirursko lijeCenje

Kirurski je zahvat temelj lijeenja karcinoma endometrija 1 u osnovi obuhvaca histerektomiju
s obostranom adneksektomijom te uzimanje peritonealnog ispirka. Radikalna histerektomija s
disekcijom parametrija preporucuje se kada postoji Sirenje bolesti u okolicu cerviksa, $to nije

ucestalo.

Prema FIGO preporukama, ako govorimo o karcinomima endometrija koji se ubrajaju u grupu

visokog rizika (endometrioidni gradus 3, serozni, svijetlostani¢ni 1 karcinosarkom) i srednjeg
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rizika (endometriodni G2 s miSi¢nom infiltracijom ili endometrioidni G1 s dubokom
miSi¢nom infiltracijom), osim histerektomije s adneksektomijom potrebno je uciniti jos
omentektomiju te pelvicku i paraaortalnu limfadenektomiju i biopsije peritoneuma zbog
sklonosti ovih histoloskih tipova limfogenom i transperitonealnom Sirenju (46,48). Radi
definiranja potrebe limfadenektomije primjenjuje se intraoperacijska analiza dubine invazije
miometrija. Poznato je da su presadnice u limfne ¢vorove CeS¢e kod endometrioidnog
karcinoma gradusa 3 i1 u karcinomu endometrija tipa II (neendometrioidni karcinomi) (49).
Invazija miometrija takoder je u pozitivnoj korelaciji sa zahvac¢enim limfnim ¢vorovima (50).
Ucestalost presadnica u limfne ¢vorove kod infiltracije do pola miometrija je 6%, kod viSe od

pola miometrija 12%, a 40% ako je rije¢ o gradusu 3 (50).

Iako otkrivanje presadnica u limfne ¢vorove detektira pacijentice s loSijom prognozom, ostaje
nejasno utjece li limfadenektomija na prezivljenje. Postoje studije koje su pokazale da
limfadenektomija poboljSava prezivljenje, ali ve¢ina njih, medu kojima su prospektivne i
randomizirane studije, nije pokazala da limfadenektomija utjee na prezivljenje (51-59).
Limfadenektomija je povezana je s veCom stopom kirurSskih komplikacija, i sistemnih i

lokalnih, posebice s limfedemom i limfocistom (RR 3,72; RR 8,39) (55).

Tradicionalno, kirurSki zahvat izvodi se laparotomijom, ali moZe se uciniti i laparoskopija,
laparoskopski asistirana vaginalna histerektomija te robotski asistirana laparoskopija.
Laparoskopski pristup ima dulje operacijsko vrijeme, ali manji gubitak krvi i krace bolnicko
lijecenje (60, 61). Izvjestaji o usporedbi prezivljenja pacijentica operiranih laparotomijom 1

laparoskopijom su malobrojni 1 takve se studije tek ocekuju.
1.5.2. Radioterapija

Radioterapija zdjelice u karcinomu endometrija najceS¢e se rabi kao adjuvantno lijeCenje
postoperacijski i provodi se u svrhu smanjenja rizika povrata bolesti lokalno i regionalno.
Adjuvantna radioterapija moZe se dati samo vaginalnom brahiterapijom, zdjelicnom
radioterapijom +/- paraaortalnom radioterapijom ili kombinacijom unutrasnjeg i vanjskog

zracenja.

Prema smjernicama za dijagnostiku, lijecenje i pracenje bolesnica oboljelih od raka maternice
Hrvatskog drustva za ginekologiju 1 opstetriciju iz 2013. (62) u nastavku su navedene

osnovne preporuke lijecenja karcinoma endometrija, podijeljene po FIGO stadijima:

» LijecCenje bolesti ograni¢ene na maternicu (FIGO stadiji 1 — 2)
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Primarno lijeCenje

e Primarno lijeenje bolesnica s ograni¢enom bolesti je kirursko lijecenje.

e U lijecenju bolesnica sa stadijem 1A moze se izostaviti zdjeli¢na i paraaortalna
limfadenektomija.

e U stadiju 1B i 2 mora se napraviti zdjeli¢na limfadenektomija s paraaortalnom
limfadenektomijom ili bez nje (63).

e Kod postojanja medicinskih kontraindikacija za operacijski zahvat moguce opcije

lije¢enja su primjena hormonske terapije te zdjelicne 1 intrakavitarne radioterapije

(64).
Adjuvantno lijeCenje

U stadiju 1 bolesnice s rakom endometrija niskog rizika najéesce se samo prate, a moze se

primijeniti i adjuvantna vaginalna brahiterapija ako su prisutni ¢imbenici rizika (65).
Prema rizi¢nim ¢imbenicima za povrat bolesti stadij 1 dijelimo u 3 rizi¢ne kategorije:
— bolest niskog rizika: stadij 1A gradusa 1 i 2, endometrioidnog tipa,

— bolest srednjeg rizika: stadij 1A gradusa 3 endometrioidnog tipa i stadij 1B gradusa 112

endometrioidnog tipa,

— bolest visokog rizika: stadij 1B gradusa 3 endometrioidnoga tipa i bilo koji stadij tumora

neendometrioidne histologije (svijetlostani¢ni, serozni karcinom).

Ostali rizi¢ni ¢imbenici za povrat bolesti su: dob pacijentice (visokorizi¢ni ¢imbenik je dob
iznad 60 godina), prisutnost LVI, veli¢ina tumora (tumor ve¢i od 2 cm) te zahvacenost donjeg

uterinog segmenta (65).

Osim navedenih ¢imbenika rizika za odluku o primjeni adjuvantnog lijeCenja u stadiju 1
izuzetno je vazno poznavanje statusa limfnih ¢vorova; ako je status limfnih ¢vorova nepoznat,
slijedi slobodnija primjena adjuvantne terapije, ali ako postoji histoloska potvrda negativnih
limfnih ¢vorova (NO), tada su ipak navedeni ¢imbenici rizika manjeg znacenja 1 moguce je

izbje¢i adjuvantno lijecenje.

Kemoterapija se u posljednje vrijeme sve viSe preporucuje adjuvantno u lijeCenju
endometralnih karcinoma visokog rizika. Pregledni ¢lanak Cochrane opisuje 9 randomiziranih

studija u kojima je primijenjena adjuvantna kemoterapija, ve¢inom bazirana na platini, samoj
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ili s dodatkom radioterapije. ZakljuCak je analize da postoji poboljSanje prezivljenja u
pacijentica tretiranih kemotearpijom (OS HR=0,74, 95% CI 0,64-0,89), DFS HR=0,75, 95%
CI 0,64-0,89) (66). Rizik povrata bolesti izvan zdjelice bio je znacajno manji u pacijentica
koje su dobile kemotearpiju. Rizik povrata bolesti u zdjelici bio je bolje preveniran
radioterapijom (RR=1,28; 95% CI 0,97-1,68). Postoji trend sve veceg davanja adjuvantne

kemoterapije o ¢emu je izvjesteno u FIGO godi$njem izvjescu (50).

U stadiju FIGO II primjenjuje se adjuvantna zdjeli¢na i vaginalna radioterapija, a primjenu
adjuvantne kemoterapije treba razmotriti kod karcinoma gradusa 3, prisutne LVI, i invazije
miometrija viSe od polovine debljine. Predoperativno zracenje zdjelice i brahiterapija mogu se

primijeniti ako je zahvacen vrat maternice (67).
» Lijecenje bolesti prosirene izvan maternice (FIGO stadiji 3 — 4)

Neoperabilnu zdjelicnu bolest treba lijeciti radioterapijom i kemoterapijom te naknadno

reevaluirati u smislu procjene operabilnosti.

Puno rjede radioterapijom se koristi kao primarnim lije€enjem inoperabilnih pacijentica, bez
obzira na to je li razlog inoperabilnosti lokalno proSirena bolest ili povecani operacijski rizik.
U tih pacijentica radioterapija mozZe biti radikalna ili palijacijska u svrhu ublazavanja

komplikacija bolesti.

Kod diseminirane bolesti treba, u palijaciji, razmotriti korist ekstenzivnog kirur§kog zahvata,

ali samo u pacijentica dobrog opceg stanja.
» Lijecenje recidivirajuce/metastatske bolesti

Zahtijeva individualizirani pristup svakoj pojedinoj bolesnici uvazavaju¢i dob, opce stanje,
komorbiditete, stupanj proSirenosti bolesti (udaljene presadnice/lokalni recidiv), prije

primijenjenu terapiju te vrijeme proteklo od adjuvantnog lijecenja odnosno od same operacije.

e Lokoregionalni recidiv na podruc¢ju koje nije prethodno zraceno, bez postojanja
udaljenih presadnica, lijeci se kompletnom radioterapijom. U obzir takoder dolazi
neki od radikalnih kirur§kih operacijskih zahvata u zdjelici (npr. prednja, straznja ili
totalna zdjelicna egzenteracija).

e Recidiv na mjestu prethodno lije¢enim vanjskom radioterapijom lijeci se

preferencijalno kirurski ako je promjena resektabilna 1 nema sistemske diseminacije
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(68). Ako je promjena neresektabilna ili ako su uz lokalni recidiv prisutne i udaljene
presadnice, u obzir dolazi lije¢enje hormonskom terapijom ili kemoterapijom (69, 70).

e Recidiv bolesti nakon ordinirane brahiterapije lijeci se kirurSkom eksploracijom; u
slu¢aju bolesti ogranicene na vaginu ili zahva¢anja samo zdjeli¢nih limfnih ¢vorova
ordinira se radioterapija s brahiterapijom ili bez nje, s kemoterpijom ili bez nje. U
obzir dolazi neki od radikalnih kirurSkih operacijskih zahvata u zdjelici (npr. prednja,
straznja ili totalna zdjelicna egzenteracija (63)).

e Metastatska bolest lijeci se kemoterapijom (cisplatina/doksorubicin/paklitaksel,
cisplatina/doksorubicin), hormonskom terapijom (megestrol-acetat, aromatazni
inhibitori, tamoksifen) i simptomatsko-potpornim metodama (71,72,73). U

monoterapiji upotrebljavaju se cisplatina, karboplatina, doksorubicin, paklitaksel (74).
1.6. Klinicko-patoloski prognosticki cimbenici u karcinomu endometrija

FIGO stadij najvazniji je prognosticki ¢imbenik u karcinomu endometrija. Prezivljenje po
stadijima je sljedece: 89.6% za stadij IA 1 77,6% za stadij IB.; za stadij Il 74%, za stadij IIIA
56%, I1IB i IIC1 57% , za stadij IIIC2 49,4% 122% za stadij IV (75).

Histoloski  tip snazan je Cimbenik u ishodu bolesti. Neendometrioidni tipovi karcinoma
(serozni, svijetlostani¢ni, nediferencirani) imaju loSije preZivljenje u usporedbi s
endometrioidnim. Iako je udio endometriodnih tipova karcinoma ve¢i (izmedu 80 — 85%),
neendometrioidni se javljaju u viSim klinickim stadijima u usporedbi s endometrioidnim.
Sveukupno 5-godis$nje prezivljenje endometrioidnih ukljucivo sve FIGO stadije je 75 — 80%,

a neendometriodnih 35 —45% (5, 76, 77).

Histoloski gradus ima takoder snaZan utjecaj na preZivljenje. Svi neendometrioidni tumori
klasificirani su kao tumori visokoga gradusa. Endometrioidni tipovi karcinoma endometrija

gradusa 1 i 2 imaju bolje prezivljenje nego tumori visokoga gradusa (50).

Utjecaj dubine invazije miometrija na prognozu bolesti oCituje se ve¢ u razlici preZivljenja
FIGO stadija IA 1 IB, ali 1 u viSim stadijima bolesti ovo je nezavisni prognosti¢ki ¢imbenik

loSijeg prezivljenja (78, 79).

Zahvacenost limfnih ¢vorova nezavisni je Cimbenik loSijeg prezivljenja. Kad se u procjeni
rizika bolesti ukljuce i ostali rizi¢ni ¢imbenici (nepovoljni histoloski tip, vi$i gradus i duboka
miometrijska invazija), pacijentice s metastatskim limfnim ¢vorovima imaju znac¢ajno loSije

prezivljenje (78).
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Postoje studije koje pokazuju da je zahvacenost krvnih zila i limfovaskularnih prostora

¢imbenik losijeg prezivljenja (80, 81).

1.7. Molekularne promjene u karcinomu endometrija

Velik broj molekularnih markera u dosadaSnjim je istrazivanjima analiziran da se razjasni
karcinogeneza endometralnih karcinoma i1 odrede molekularni putevi koji sudjeluju u

karcinogenezi, progresiji i metastaziranju bolesti.
Molekularni biomarkeri, op¢enito, mogu se odredivati genomskim ili proteomskim analizama.

Genomska analiza (ekspresijskog profila) zapravo podrazumijeva profil ili otisak svih gena u
odredenom tkivu ili stani¢noj populaciji u odredenom vremenu. Kako je humani genom posve
poznat, omogucéena je potpuna analiza svakog ljudskog gena i otkrivanje biomarkera koji
koreliraju s odredenom bolesti. Genomska analiza moZe se odredivati razliitim metodama, a
najcesce se provode dva tipa analize DNK-a, a to su analiza slijeda i analiza genske

ekspresije.

Proteomske analize znace zapravo odredivanje proteina koji su kodirani odredenim genima, a
nositelji su svih bioloskih funkcija. Proteom je skup svih proteina i proteomskih oblika koje
organizam proizvodi tijekom Zivota. PodloZan je neprestanim promjenama kroz interakcije s
genomom ili vanjskim ¢imbenicima. Jedna od metoda kojom se odreduje prisutnost proteina u
odredenom tkivu je imunohistokemija, Sto je 1 koriSteno u ovom istraZivanju. Termin
imunohistokemija odnosi se na proces lokalizacije specifi¢nih antigena u tkivu, s pomocu
ciljno usmjerenih protutijela, koriste¢i se osnovnim principom u imunologiji da se odredeno
protutijelo veZe 1 prepoznaje samo ciljni antigen. Imunohistokemija pruza dodatne informacije
prilikom rutinske morfoloske analize tkiva. Imunohistokemijske analize, zajedno s
haematoxylin-eosin bojanjima, uobifajno se rade u vecini patoloSkih laboratorija. Ove
analize jednostavnije su za izvodenje i znatno jeftinije od genomskih analiza. S obzirom na to
da ih je moguce rutinski raditi u tumorima uklopljenim u parafinske kocke, te analize ¢esto
imaju prednost pred analizom genoma, posebno ako se njima mogu dobiti slicne prognosticke

i prediktivne informacije.

Vecina istrazivanja genetskih aberacija u karcinomu endometrija bila je usmjerena na
utvrdivanje razlika izmedu tipa I i tipa II karcinoma endometrija (82—89). Mnoge od tih
studija bile su selektivne i s malim brojem pacijenata te su analize preZivljenja dale

proturjecne rezultate (84, 90—95). Tablica 1. prikazuje saZetak genetskih promjena
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odredenih imunohistokemijski i njihovu ucestalost u tipu I i tipu II karcinoma

endometrija.
Funkcija Promjena Tip I (%) Tip II (%)
K-ras Onkogen Mutacija 13-26 0-10
HER-2/neu Amplifikacija,
Onkogen . Rijetko 18-80
ekspresija
PIK3CA Onkogen Mutacija 26-36 26-36
FGFR2 Onkogen Mutacija 12 12
Mutacija, delecija, 35-55
PTEN Tumor supresor L 0-11
metilacija
P53 Tumor supresor Mutacija 5-10 80-90
Mutacija, metilacija,
P16 Tumor supresor B 10 1040
expresija
Bcl-2 Tumor supresor Mutacija 65 67
Bax Onkogen Mutacija 48 43
Transkripcijski .
ER, PR Ekspresija 70-73 19-24
faktori
-catenin Onkogen Mutacija 25-38 0-5
2243
E-cadherin Tumor supresor Mutacija, metilacija 57-75

Tablica 1. Molekularne alteracije u tipu I i tipu II endometralnog karcinoma. (Preuzeto iz

Engelsen 1. et al. Biologic markers in endometrial cancer treatment. APMIS 2009.)

Pokazano je da su molekularne alteracije ukljuCene u razvoj endometrioidnih karcinoma
endometrija tipa I razli¢ite od onih u tipu Il endometralnih karcinoma (96—98) (Tablica 1).
Endometrioidni karcinomi endometrija pokazuju mikrosatelitnu nestabilnost (MI) i mutacije
u PTEN-u, K-rasu, B-cateninu i PIK3CA. Neendometrioidni karcinomi pokazuju promjene u

pS3, pl6, HER2/neu, E cadherinu te gubitak heterozigotnosti u nekoliko kromosoma. Neke
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od utvrdenih molekularnih alteracija u karcinogenezi endometralnih karcinoma, pokusSavaju

se koristiti u ciljanoj terapiji karcinoma endometrija (99—103).

Od potencijalnih ciljanih terapija u endometralnom karcinomu umjeren ucinak pokazali su

inhibicija EGFR, VEGFR i PI3K/PTEN/AKT/mTOR signalnog puta (104,105) (slika 5) . U

studijama s rekurentnom i metastatskom bolesti odgovor na ove terapije bio je u rasponu od 5

do 12.5 %, a stabilna bolest utvrdena je u rasponu od 10 do 49% (99).

TRASTUZUMAB

ERLOTINIB

PI3 kinaza HER?2 receptor |
ekstracelularno X /\ /\ EGFR
intracelularno \/ \/

PIP2 stani¢na proliferacija

AKT <+— PIP3

mT%)R I_
TEMSIROLIMUS
1

EVEROLIMUS

apoptoza

Slika 5.

BEVACUZIMAB

|

VEGF A

l

SORAFENIB

VEGF R AI_

endotelna stanica

Shematski prikaz molekularnih meta kojima se u klini¢kim ispitivanjima koristi za ciljanu
terapiju u stanicama endometralnog karcinoma i endotelnim stanicama. VEGF-
A=eng.Vascular endothelial growth factor -A. VEGFR=eng. Vascular endothelial growth
factor receptor. mMTOR=eng. Mammalian target of rapamycin. EGFR=eng. Epidermal growth

factor receptor. HER-2= eng. Human epidermal growth factor receptor 2.

PI3K=Phosphotidylinositol-3-kinase. PIP2=Phosphotidylinositolphosphate-2. PIP3=Phosph
otidylinocitolphosphate-3. AKT=Serine/threonine-specific protein kinase. PTEN=Phosphate

and tensin homolog on chromosome ten.
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1.7.1. Lipokalin-2

Lipokalin-2 ili NGAL (eng. neutrophil gelatinasis associated lipocalin) ili siderokalin je 25
kDa glikoprotein koji ima ulogu u urodenoj imunosti, a prisutan je i u mnogim fizioloskim 1
patoloskim stanjima. Na PubMed-u postoji vise od 2200 radova koji se bave istrazivanjem
ove molekule. Istrazivala se ne samo njegova osnovna funkcija, ve¢ i njegova uloga kao
biomarkera u dijagnozi, pracenju i prediktivnoj vrijednosti u mnogim benignim i malignim
bolestima. LCN-2 je sekretorni glikoprotein koji luce epitelne stanice, makrofagi i tumorske
stanice. Axelson je 1995. ustvrdio da je razina LCN-2 u plazmi zdravih ljudi oko 72 ng/ml (u
rasponu od 40 do 109 ng/ml) (107). Njegova poviSena koncentracija u krvi nadena je u
razli¢itim stanjima kao $to su metastatski karcinom dojke i debelog crijeva, akutna ozljeda
bubrega, upala gusterace i preeklampsija (108—110). Kao biomarker LCN-2 spominje se u
akutnoj ozljedi bubrega, anemiji i raku (111-114, 15).

LCN-2 pripada vecoj porodici lipokalina. Strukturno, lipokalini su male sekretorne molekule
koje uglavnom sluze kao transportni proteini lipofilnih molekula. Sastavljene su od 8 lanaca
antiparalelnih beta-uzvojnica i kao porodicu obiljezava ih mala sli¢nost u aminokiselinskom
slijedu, ali zajedniCka sekundarna i tercijarna struktura molekule (116). Obiljezje je svih
lipokalina sredi$nja Supljina molekule, oblika poput Salice, koja omogucava vezivanje malih
hidrofobnih molekula, ukljucuju¢i retinoide, hormone i masne kiseline (117). Lipokalini se
opcenito klasificiraju kao ekstracelularni transportni proteini. Lipokalin-2 je sekretorni protein
1 vecina ga se iz stanice izlucuje u nekompleksnom obliku. Pokazalo se da lipokalini imaju
velik afinitet vezivanja u komplekse sa solubilnim makromolekulama (117). Tako se
lipokalin-2 kovalentno veze s visokim afinitetom s matriks metaloproteinazom-9 preko

intermolekularne disulfidne veze.

LCN-2 je prvotno izoliran iz kulture stanica misjeg bubrega zarazenog simian virusom (SV
40) ili polioma virusom (106). Triebel i suradnici izolirali su tada 25 kDa protein povezan s
monomernim oblikom matriks metaloproteinaze-9 i to kovalentnom disulfidnom vezom.
Takoder su pokazali da ovaj kompleks ne utjeCe na enzimsku aktivnost MMP-9 sugerirajuci
da je uloga LCN-2 ocuvanje stabilnosti MMP-9 molekule. Kjeldesen i suradnici izolirali su
LCN-2 iz humanih neutrofila pokazuju¢i da neutrofili stimulirani bakterijskim produktima
izluCuju LCN-2. T u humanim neutrofilima, kao 1 u stanicama miS§jeg bubrega, LCN-2 je
naden u kompleksu s MMP-9. Lipokalin 2 prvotno je definiran kao snazni bakteriostatski
agens protiv razliitth gram negativnih mikroorganizama djeluju¢i na bakterijsku

sekvestraciju zeljeza (118).
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Slika 6.

Molekula lipokalina-2 s 8 paralelnih B-uzvojnica i srediSnjom Supljinom molekule. (Preuzeto
iz Flower DR. The lipocalin protein family. Structure and function. Biochem J 1996; 318(Pt
1): 1-14.)

Poslije se, neoc¢ekivano, pokazalo da je lipokalin protein stresa koji se oslobada u razli¢itim

sterilnim upalnim stanjima kao $to su upala vezana za adipozitet i rak (119).

Lipokalin-2 pojacano je izraZen u razli¢itim vrstama karcinoma ukljucuju¢i dojku, jajnik,

debelo crijevo, jednjak, Zeludac, gusteracu 1 pluca (108,120—128) (Slika 7.).

Uloga LCN-2 u ljudskim neoplazmama je kontradiktorna. U viSe vrsta tumora dokazana je
njegova protumorska uloga — u karcinomima dojke, Zeludca, jednjaka i tumorima mozga
podrijetla glije (108, 120, 125, 126, 129). Podatci iz razlicitih studija pokazuju da LCN-2
moze utjecati na progresiju karcinoma djeluju¢i na dva osnovna procesa; jedno je djelujuci
na apoptozu i proliferaciju, a drugo na migraciju i invaziju (116, 117). Ostaje nejasno djeluje

li na ove procese LCN-2, u razli¢itim tumorima, istim ili razli¢itim mehanizmima. S druge
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strane, opisano je u nekim karcinomima da LCN-2 ima antitumorski uc¢inak, kao Sto se

pokazalo u karcinomu debelog crijeva i gusterace (123, 127).

LCN-2 je, kao sekretorni protein, pojacano izrazen i u tkivima i u tjelesnim tekuéinama u
stanjima kao Sto su upale, ishemija i razli¢iti metabolicki poremecaji (130—134). Radovi
pokazuju da pojacani LCN-2 izrazaj postoji u serumu i urinu osoba s malignim tumorima
ukljuéujuéi tumore dojke, debelog crijeva i mozga (108, 110, 120, 135—138, 129). Mnogi
radovi o karcinomima naveli su kako postoji povezanost povisenog izrazaja LCN-2 i losije
prognoze bolesti. Tako Zhang i suradnici navode kako u stanicama plocastog karcinoma
jednjaka postoji poviSena razina lipokalina-2 i da je enzimska aktivnost kompleksa LCN-2 i
MMP-9 izrazenija u karcinomu nego u normalnoj sluznici te kako ta poviSena ekspresija
znacajno korelira s tumorskom invazijom (125). Bauer i suradnici 2008. izvjestavaju o jakom
izrazaju LCN-2 u karcinomu dojke vecega histoloskoga gradusa, prisutnosti metastaza u
limfnim ¢vorovima, negativnim steroidnim receptorima i visokom Ki-67 proliferacijskog
indeksa. Stoga zakljuuju kako bi LCN-2 izraZzaj mogao sluziti kao predskazatelj loSije

prognoze karcinoma dojke (120).

Kuben i suradnici pokazuju da poviSeni izrazaj kompleksa LCN-2 i MMP-9 u karcinomu

zeludca korelira s loSijom prognozom bolesti (126).

U zaklju¢ku, LCN-2 je pojacano izraZzen u solidnim tumorima razli¢itoga histoloSkog
podrijetla 1 naj¢esc¢e korelira s viSim stadijima i loSom prognozom bolesti. Nadalje, blokiranje
LCN-2 izraZaja u stani¢nim linijjama viSe vrsta karcinoma usporava tumorski rast i progresiju
bolesti (139, 140).

Dvije su glavne hipoteze koje pokusavaju objasniti kako LCN-2 olakSava tumorigenezu (slika
7.). Vodeca je hipoteza da LCN-2 promice epitelno-mezenhimalnu tranziciju (EMT). Druga je
hipoteza, iako slabo istrazena, da LCN-2 djeluje na promicanje tumorskog rasta djeluju¢i na
promet zeljeza u tumorskoj stanici. Smatra se da LCN-2 poti¢e EMT preko MMP-9 i na
druge nacine. MMP-9 se s velikim afinitetom veZe na LCN-2 te je u tom kompleksu zasti¢ena
od proteoliticke degradacije 1 moze obavljati svoju funkciju, a to je cijepanje medustanicnog
matriksa (141, 142). MMP-9 izmedu ostalog degradira i E-cadherin, klju¢nu molekulu koja
odrzava adheziju medu stanicama i ¢ije je uniStenje bitno za dogadanje EMT (142). Aktivni
MMP-9 takoder djelomicno utjeCe na VEGF izrazaj §to povecava angiogenezu u tumoru
(143). Radovi na karcinomu Zeludca pokazali su da pacijenti s visokom koncentracijom

kompleksa LCN-2/MMP-9 u karcinomu imaju loSiju prognozu nego oni sa slabim ili
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nikakvim izraZajem ovog kompleksa (126). Smanjenje izrazaja LCN-2 u stani¢nim linijama
kolangiokarcinoma dovelo je da smanjenja pokretljivosti i invazivnosti tumorskih stanica
(144). U stanicama karcinoma dojke LCN-2 ekspresija vodi izrazaju SLUG-a (transkripcijski
faktor), Sto je klju¢ni EMT regulator, sugeriraju¢i da osim MMP-9 ovisnog EMT, postoje i
drugi putevi kojima LCN-2 potice EMT (139).

Smatra se da osim djelovanja na ekstracelularni MMP-9, LCN-2 u poboljSavanju EMT,
djeluje i na unutarstani¢ne signalne putove. Djelovanje LCN-2 u EMT neovisno o MMP-9
opisano je u ne-neoplastickim tkivima. U jetri egzogeni LCN-2 brzo i jako povecava izrazaj
ERK1/2 u hepatocitima 1 povecava stanicnu pokretljivost (145). Nadalje, pokazano je u
kulturi hepatocita da je poviSeni izraZzaj LCN-2 povezan s pove¢anim izrazajem gena vezanih

uz EMT, kao $to su vimentin i fibronektin (146).

Slika 7.

Uloga LCN-2 u tumorskoj progresiji. (Preuzeto iz: Flower DR. The lipocalin protein family.
Structure and function. Biochem J 1996.). EMT- epitelno mezenhimalna tranzicija; ER-

endoplazmatski retikul.
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1.7.3. Matriks metaloproteinaza-9

Kao $to je spomenuto, radovi ucestalo spominju kompleks LCN-2/MMP-9 koji, pokazalo se,
postoji u viSe tipova karcinoma. Dokazan je u tkivima te u serumu 1 urinu pacijenata oboljelih
od karcinoma (109, 110, 126, 129, 135, 142).

MMP-9, molekula ¢iji se izrazaj ovom radu istrazuje zajedno s lipokalinom-2, pripada
porodici matriksina. Matriks metaloproteinaze (MMP), takoder zvane i matriksini, skupina su
strukturno srodnih proteolitickih enzima (147, 148). Izlucuju ih stanice ili su stalno prisutni na
stani¢noj membrani, a hidroliticki razgraduju ekstracelularni matriks (ECM) 1 molekule na
povrsini stanica (147, 148). Podijeljene su u osam razli¢itih strukturnih podrazreda, koji su
sposobni cijepati sve komponenete ECM-a. MMP se sintetizira kao neaktivni zimogeni (pro-
MMP) u nekoliko tipova stanica, a aktivira se nakon S§to se izlu€e u izvanstani¢ni prostor i to
pod djelovanjem drugih MMP-a ili serin proteaza, ukljucujuéi plazmin (149, 150). MMP
sudjeluje u brojnim procesima remodeliranja, u normalnim i patoloskim stanjima, ukljucujuci
karcinogenezu (149, 151). Njegova proteoliticka aktivnost uglavnom je regulirana s Cetiri
endogena tkivna inhibitora metaloproteinaza (151). Neki od matriksina povezani su s
kljuénim dogadajima u razvoju raka, ukljuujuéi rast neoplasti¢nih stanica, apoptozu,
angiogenezu i metastaziranje (149).

Brojne studije pokazuju da MMP igra klju¢nu ulogu u cijelom nizu fizioloskih procesa kao
Sto su embrionalni razvoj, morfogeneza organa, ovulacija, implantacija embrija, rast Zivaca,
remodeliranje kostiju, cijeljenje rana, angiogeneza i apoptoza (147, 148).

Poremecaj aktivnosti MMP uocen je u cijelom nizu oboljenja: rak, artritis, nefritis,
kardiovaskularne i neurodegenerativne bolesti itd.

U endometriju je dokazana prisutnost razli¢itih vrsta MMP-a : MMP-1, MMP-2, MMP-9, a
njihova uloga ocituje se i u fizioloskim procesima i u patologiji endometrija (152—158). Za
MMP-9 vjeruje se kako razgradujuci bazalnu membranu i ekstracelularni matriks sudjeluje u
tumorskoj progresiji i metastaziranju (108). U malignim oboljenjima endometrija MMP-9
izluCuju 1 stromalne 1 epitelne stanice, stromalni fibroblasti, neutrofili i makrofagi. MMP-9
ubraja se u skupinu gelatinaza, a naziv je dobio po tome Sto razgraduje denaturirane
kolagene, tj. gelatine. To je velika molekula ¢ija je molekularna masa 92000 kDa. Razlicite
istrazivacke metode utvrdile su prisutnost MMP-9 u endometriju, sa znacajnim porastom
razine tijekom mjesecnice. Dosadasnji radovi pokazuju kako MMP-9 ima pojacani izrazaj u

stanicama karcinoma endometrija u usporedbi s normalnim endometrijem (155, 157, 158).
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1.7.3. Lipokalin-2 i MMP-9 u karcinomu endometrija

Dokazan je povisSen izrazaj LCN-2 u endometralnoj hiperplaziji i u stanicama endometralnog
karcinoma u usporedbi s normalnim endometrijem (159, 160). U stani¢nim linijjama
karcinoma endometrija dokazano je djelovanje LCN-2 na poviSenje produkcije citokina,
prevenirajuci tako apopotozu i povecavajuci pokretljivost stanice (161). Povezanost LCN-2 i
karcinoma endometrija istrazivala se tek u posljednje tri godine. Postoje samo tri rada (prema
bazi podataka PubMed) koji prouc¢avaju LCN-2 u karcinomu endometrija i sva tri navode
kako je poviSen izrazaj LCN-2 u stanicama karcinoma endometrija povezan s agresivnijim
ponasanjem i loSijom prognozom (160, 162, 163). U tim radovima nije obradivan zajednicki
izrazaj LCN-2 i MMP-9 u karcinomu endometrija i utjecaj tog izrazaja na ponasanje bolesti.
Mannelqvist i suradnici 2012. pronaSli su poviSen izrazaj LCN-2 u 49% karcinoma
endometrija uz veliku izrazenost u tumorima nuklearnog gradusa 3 i vise od 50% solidnog
rasta. PetogodiSnje prezivljenje pacijentica s nepostojanjem LCN-2 izrazaja bilo je 81%, sa
srednjom izrazenoséu 73%, a pacijentice koje su imale jako izrazen LCN-2 imale su
petogodisnje prezivljenje 38% (p=0.0007). U multivarijantnoj analizi LCN-2 izraZaj pokazao
se kao neovisan prognosticki ¢imbenik s dodatkom histoloskog gradusa 1 FIGO stadija (162).
Myamoto i suradnici 2011. istrazuju izrazaj LCN-2 u karcinomu endometrija 1 usporeduju
ga s normalnim Zlijjezdanim tkivom endometrija. Pokazali su da je povecan izrazaj LCN-2
povezan s visokim histoloskim gradusom, uznapredovalim FIGO stadijem, dubinom invazije

miometrija, pozitvnim limfnim ¢vorovima i kra¢om duljinom preZivljenja (163).
1.7.4. Problematika istraZivanja

U dosadasnja dva rada u kojima se proucavalo imunohistokemijski izrazaj LCN-2 u
karcinomu endometrija obraden je malen broj ispitanica s karcinomom endometrija
neendometriodnog tipa, samo 2, odnosno 26 (162, 163). Unutar podgrupe slabo
diferenciranih karcinoma nije radena analiza postoje li razlike u prognozi, sklonosti
metastaziranju ili u preZivljenju kada se korelira s LCN-2 izrazajem. Navedeni radovi na
karcinomima endometrija nisu odredivali izrazaj MMP-9 niti su proucavali njegovu
povezanost s LCN-2 te povezanost s ponasanjem bolesti. Ne postoje radovi koji analiziraju
mogucu povezanost 1 prognostiCku vaznost zajednickog izrazaja LCN-2 i MMP-9 u
karcinomu endometrija, a pogotovo ne u grupi visokoga gradusa. U ovom radu istrazivao se

izrazaj LCN-2 i MMP-9 u endometralnom karcinomu visokoga gradusa (koji u cjelokupnoj

23



smrtnosti od karcinoma endometrija sudjeluje preko 90%) te se njihov izraZaj usporedio s

prognozom bolesti.
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2. CILJEVI I HIPOTEZE

Primarni cilj istrazivanja bio je odrediti je li ponasanje karcinoma endometrija visokoga
gradusa koji pokazuju zajednicki izrazaj LCN-2 i MMP-9 agresivnije u odnosu na one koji

imaju izrazaj samo LCN-2 ili samo MMP-9 ili ni jedno ni drugo.
Stoga je ucinjeno sljedece:

e imunohistokemijski se odredio izrazaj LCN-2 i MMP-9 u karcinomima endometrija
visokoga gradusa

e odredila se duzina prezivljenja bez bolesti (eng. disease-free survival — DFS) — u
skupini bolesnica s negativnim 1 pozitivnim izrazajem LCN-2 i MMP-9, u
kombinaciji i pojedinac¢no

e odredila se duzina ukupnog prezivljenja (eng. overall survival - OS) u skupini
bolesnica s negativnim i pozitivnim izraZzajem LCN-2 i MMP-9, u kombinaciji i
pojedinacno

e odredila se povezanost imunohistokemijskog izrazaja LCN-2/MMP-9 s FIGO
stadijem, dobi bolesnica, limfovaskularnom invazijom, miSi¢nom invazijom 1i
histoloskim podtipom karcinoma

e Coxovom regresijskom analizom utvrdila se nezavisna prognosti¢ka vrijednost
imunohistokemijskog izrazaja LCN-2 i MMP-2, FIGO stadija, vaskularne invazije i

histolo§kog podtipa karcinoma endometrija.

U skupini ispitanica sa zajedni¢kim izrazajem LCN-2 i MMP-9 ocekivalo se krace ukupno
prezivljenje 1 prezivljenje bez bolesti. Uvazavajuéi prethodne radove koji su proucavali
izraza) LCN-2 u stanicama karcinoma endometrija, ocekivao se jaci izrazaj LCN-2 i MMP-9
u seroznom i svijetlostanicnom nego u endometriodnom karcinomu gradusa 3. U vi§im FIGO
stadijima pretpostavljalo se da ¢e izrazaj LCN-2 i MMP-9 biti jaci, kao 1 u karcinomima s

nalazom limfokapilarne invazije.
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3. ISPITANICE I METODE

3.1. Ispitanice

U studiju su bile ukljucene bolesnice s karcinomom endometrija serozne, svijetlostani¢ne i
endometrioidne histologije gradusa 3 koje su u razdoblju od 1998. do 2010. lijecene u KBC-u
Split. Kriteriji ukljucenja u studiju bili su:

1. bolesnice s karcinomom endometrija koje su operirane, lijecene i praéene u KBC-u Split i

¢iji su uzorci tkiva pohranjeni u Zavodu za patologiju KBC-a Split,

2. bolesnice kod kojih je u€injena operacija karcinoma endometrija (histerektomija, obostrana

adneksektomija, omentektomija),

3. bolesnice u kojih je onkolosko lije¢enje provedeno prema postupnicima klinicke prakse

Odjela za onkologiju (eksterna radioterapija zdjelice i/ili brahiradioterapija i/ili kemoterapija).
Kriteriji isklju€enja bili su :

1. predoperacijsko onkolosko lijecenje Sto obuhvaca zracenje zdjelice i/ili kemoterapiju i/ili
hormonsku terapiju,

2. ostatna bolest nakon operacije,

3. FIGO stadij IV,

4. bolesnice koje nisu lijeCene ili prac¢ene u KBC-u Split,

5. bolesnice ¢iji uzorak tumorskog tkiva nije bio primjeren.

Nakon zavrSenoga kirurSkog i onkoloSkog lijeCenja ispitanice su pracene na Odjelu za
onkologiju KBC-a Split. U prve dvije godine nakon zavrSetka lijjecenja kontrolni pregledi
radeni su svaka 3 mjeseca, a nakon toga svakih 6 mjeseci. Kontrolni pregledi obuhvacali su:
ginekoloski pregled, laboratorijske nalaze, UZV abdomena 2 x godi$nje, CT abdomena i

zdjelice 1 x godisnje te druge pretrage ako je za to postojala potreba.

Postujuéi gore navedene kriterije, a prema rezultatima imunohistokemijskog bojanja, bile su
formirane 4 grupe ispitanica: LCN-2+/MMP-9+; LCN-2+/MMP-9-; LCN-2-/MMP-9+; LCN-
2-/MMP-9-.
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Veli¢ina uzorka i snaga istrazivanja:

Procjenu potrebne veliCine uzorka proveli smo prema primarnom cilju istrazivanja za
usporedbu izrazaja LCN-2 i MMP-9 u kombinaciji, unutar grupe visokoga gradusa karcinoma
endometrija, za bolesnice kod kojih je doslo do povrata bolesti i one kod kojih nije. Na
temelju podataka iz dosadasnjih istrazivanja (7, 24, 25) oekujemo umjerenu veli¢inu ucinka
(effect size). Kako bismo ispitali takvu razliku (veli¢ina u¢inka=0,3) uz snagu od 80% 1 razinu
pogreske tipa alfa od 0,05, potrebno nam je najmanje 88 bolesnica s karcinomom visokoga
gradusa. Procjena potrebne veli¢ine uzorka provedena je uz pomo¢ programa G*Power

Version3.1.3.
3.2. Postupci i materijali

Uzorci tumorskog tkiva endometrija prikupljeni su iz arhive Klinickog zavoda za patologiju,
sudsku medicinu i citologiju. Histoloske preparate tumorskog tkiva endometrija obojene
standardnom hemalaun-eozin metodom ponovno je mikroskopski pregledao patolog. Za
mikroskopsku analizu preparata koristio se mikroskop marke Olympus BX41.
Mikroskopskim pregledom provjeren je: histoloski tip tumora, gradus tumora, dubina prodora
u miometrij i limfovaskularna invazija. Ostali podatci prikupljeni su iz papirnate arhive
Klinickog zavoda za patologiju, Klinike za Zenske bolesti i porode i Odjela za onkologiju. Za
imunohistokemijsku procjenu LNC-2 1 MMP-9 koristio se reprezentativni, serijski uzorak iz

istoga parafinskog bloka.
3.3. Imunohistokemijska analiza

Parafinski rezovi postavljeni su na ,,superfrost plus* (Thermo Scientific, Gerhard Menzel,
Njemacka) predmetna stakla. Nakon deparfinizacije u ksilolu slijedila je rehidracija kroz
alkohole sve nize koncentracije, te kuhanje u puferu (pH=9) 20 minuta u mikrovalnoj peci
snage 700W. Nakon hladenja preparata slijedilo je ispiranje u destiliranoj vodi (2 x) i otopini
fosfatnog pufera (3x). Daljnja obrada provodila se u automatskom bojacu (DAKO, Danska) a
sastojala se od tretiranja preparata 3% otopinom vodikova peroksida 10 minuta, ispiranja u

dvostruko destiliranoj vodi i primjene primarnih protutijela:

a) inkubacija primarnog Stakorskog monoklonalnog NGAL protutijela (R&D Systems,

Minneapolis, Minnesota, SAD) u koncentraciji 1 : 50 s tvornickim razrjedenjem tijekom noci;
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b) inkubacija primarnog poliklonalnog zec¢jeg protutijela MMP-9 (DAKO, Glostrup,

Danska) u koncentraciji 1 : 75 jedan sat.

Slijedilo je ispiranje PBS-om i primjena sekundarnog protutijela (LSAB metoda, DAKO,
Danska) 30 minuta te ponovno ispiranje PBS-om. Vizualizacija se provela primjenom
kromogena diaminobenzidina (DAB, DAKO, Glostrup, Danska) i supstrata (1 kap kromogena
/1 ml supstrata) koji se inkubirao tijekom 10 minuta, isprao u tekucoj vodi tri puta i
kontrastno obojio hematoksilinom. Nakon dehidracije u alkoholima sve ve¢ih koncentracija i
ispiranja ksilolom slijedilo je pokrivanje u automatskom poklapacu (DAKO, Glostrup,

Danska).

Pozitivna kontrola za LNC-2 bili su preparati akutne upale crvuljka, a za MMP-9 preparati
karcinoma debelog crijeva. Negativna kontrola bili su preparati na kojima je primijenjen PBS

bez primarnog protutijela.

Ocitavanje imunohistokemijskih bojanja:

Za izrazaj oba ispitivana protutijela pozitivnom reakcijom smatrala se smeda obojanost
citoplazme u viSe od 5% tumorskih stanica, a intenzitet obojenja tumacio se kao: 0 — nema
obojenja, 1 — ima obojenja. Obojenje se, za potrebe statitsticke obrade, tumacilo kroz SI (eng.
staining index= index bojanja ) Sto je umnozak intenziteta bojanja (0 — 3) i povrSine bojanja
(1=5 — 10% tumora; 2=10 — 50%; 3=>50% tumora pozitivno ) dajuc¢i index bojanja, eng.
staining index —SI od 0 — 9. (Slika 8., 9., 10., 11., 12.).

Preparati su analizirani na mikroskopu marke Olympus BX41. (Slika 8., 9., 10., 11.,12.).
3.4. Statisticke analize

Za opis ispitivanih varijabli koristile su se uobic¢ajene deskriptivne mjere: apsolutne i relativne
frekvencije za kategorijske varijable, aritmeticka sredina i standardna devijacija ili medijan i
raspon za kontinuirane varijable, ovisno o normalitetu raspodjele. Statisticki znacajnu
povezanost dviju kvalitativnih varijabli analizirali smo hi kvadrat testom 1 logistickom
regresijom (omjer izgleda). Logistickom regresijskom analizom ispitivala se povezanost
zajednicke ekspresije LCN-2 i MMP-9 s povratom bolesti 1 klini¢ko-patoloskim varijablama.
Za ispitivanje utjecaja istrazivanih varijabli na DFS-u i OS-u koristila se analiza preZivljenja
(Kaplan-Meireova krivulja, log rank test) i unifaktorijalna Coxova regresija. U analizi DFS-a i
OS-a koristila se i multifaktorijalna Coxova regresijska analiza. Razina znacajnosti za sve

statisticke postupke bila je P < 0.05.
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Slika 8.

Imunohistokemijski izrazaj LCN-2 u karcinomu endometrija (endometrioidni karcinom
gradus 3); uvecanje x 400; index bojanja, SI = 6.
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Slika 9.

Imunohistokemijski izrazaj LCN-2 u karcinomu endometrija (endometrioidni karcinom
gradus 3); uvecanje x 400; index bojanja, SI =9.

30



Slika 10.

Imunohistokemijski izraZzaj LCN-2 u karcinomu endometrija (serozni karcinom); uvecanje x
400; index bojanja, SI = 6.
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Slika 11.

Imunohistokemijski izrazaj MMP-9 u karcinomu endometrija (serozni karcinom); uvecanje x
400; index bojanja, SI = 9.
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Slika 12.

Imunohistokemijski izrazaj MMP-9 u karcinomu endometrija (endometrioidni karcinom
endometrija gradus 3); uveéanje x 200; index bojanja, ST =9.

33



4. REZULTATI

Klinicko-patoloski podatci 85 bolesnica s karcinomom endometrija visokoga gradusa

prikazani su u tablici 2.

Tablica 2. Klini¢ko-patoloski podatci bolesnica s karcinomom endometrija visokoga

gradusa

Klinic¢ki podatci

Bolesnice (N = 85)

Prosjecna zivotna dob

FIGO stadij
1
2
3

Histoloski tip
ECG3
Serozni karcinom endometrija

Svijetlostani¢ni karcinom endometrija

Limfadenektomija
Uc¢injena

Nije ucinjena

Radioterapija
Da
Ne

Kemoterapija
Da
Ne

Ishod
Zive bez bolesti
Umrle zbog karcinoma endometrija

Umrle zbog drugih razloga

67 ( raspon 39 — 86)

44 (52%)
15 (18 %)
26 (30%)

36 (43%)
40 (47%)
9 (10%)

40 (47,5%)
45 (52,5%)

45 (53%)
40 (47%)

30 (35%)
55 (65%)

43 (51%)
31 (36 %)
11 (13 %)
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Rezultati imunohistokemijskom analizom odredene izrazenosti proteina

LCN-2 1 MMP-9 u karcinomu endometrija visokoga gradusa prikazani su u Tablici 3. i 4.

Tablica 3. IzraZzenost LCN-2 i MMP-9 u karcinomima endometrija visokoga gradusa

LCN-2 MMP-9
Negativno 26 (30,6%) Negativno 28 (32,9%)
Slindex. 1 6 (7,1%) Slindex.1 6 (7,1%)
ST index 2 9 (10,6%) SIindex 2 6 (7,1%)
Si index 3 7 (8,2%) Si index 3 5 (5,9%)
SIindex 4 11 (12,9%) SIindex 4 14 (16,5%)
ST index 6 11 (12,9%) SIindex 6 14 (16,5%)
SIindex 9 15 (17,6 %) STindex 9 12 (14.1%)
Pozitivnih 59 (69,5%) Pozitvnih 56 (65,9%)

*SI (eng. staining index= index bojanja ) je umnozak intenziteta bojanja (0 —3) i povrSine
bojanja (1=5 — 10% tumora; 2=10 — 50%; 3=>50% tumora pozitivno) dajuci index bojanja,
eng. staining index — Sl od 0 —9 (162).

Tablica 4. Prikaz broja pacijentica prema LCN-2 u odnosu na MMP-9

MMP?9 izrazaj — broj pacijentica (%)

Neg Poz

Neg 16 (55,2%) 10 (17,9%) 26
LCN2 izrazaj-broj
pacijentica (%) Poz 13 (44,8%) 46 (82,1%) 59

29 56

Izmedu LCN-2 i MMP-9 postoji pozitivna linearna korelacija, Spearman' ¢ = 0,476 (P<
0,001). Postoji slaba, ali statisti¢ki znacajna korelacija (tbl. 4.).

35



U tablici 5. prikazan je broj (%) pacijentica s pozitivnim/negativnim LCN-2 izraZzajem u
odnosu na histoloski tip karcinoma endometrija, FIGO stadij, zahvacenost limfnih ¢vorova

tumorom i limfovaskularnu invaziju.

Tablica 5. Prikaz broja (%) ispitanica prema istraZivanim varijablama u odnosu na

LCN-2 izrazaj

LCN-2 izrazaj -broj
pacijentica (%)

Negativan  Pozitivan P*
Histoloski tip ECG3 13(50) 23(39) <0,001
Serozni 5(19,2) 35(59,3)

svjetlostani¢ni  8(30,8) 1(1,7)

FIGO stadij 1 15(57,7) 29(49,2) 0,768
4(15.4) 11(18,6)
3 7(26,9) 19(32,2)
Limfni évorovi Negativni 9(75) 22(75,9) 0,953
Pozitivni 3(25) 7(24,1)
Limfovaskularna Negativna 15(60) 40(69) 0,590
invazija
Pozitivna 10(40) 18(31)

* test, ECG3= endometrioidni karcinom endometrija gradus 3.

Postoji statisticki znacajna povezanost LCN-2 1 histoloskog tipa u smislu 3 x viSe ispitanica sa
seroznim karcinomom u skupini pozitvnih LCN-2 nego u skupini negativnih LCN-2. Za 18
puta je viSe ispitanica sa svijetlostani¢nim karcinomom u skupini LCN-2 negativnih nego u
skupini LCN-2 pozitivnih. Za 1,3 puta je viSe endometrioidnih karcinoma gradusa 3 u skupini

LCN-2 pozitivnih (x> =21,1; p< 0,001).

Nije dokazana statisti¢ki zna¢ajna povezanost LCN-2 s FIGO stadijem ( y* = 0,527;
p=0,768), s nalazom limfadenektomije (}*=0,003; p=0,953) te s limfovaskularnom
invazijom (y°=0,291; p=0,590).
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U tablici 6. prikazan je broj pacijentica (%) s pozitivnim/negativnim MMP-9 izrazajem u
odnosu na histoloski tip karcinoma endometrija, FIGO stadij, zahvacenost limfnih ¢vorova

tumorom i limfovaskularnu invaziju.

Tablica 6. Prikaz broja (%) ispitanica prema istraZivanim varijablama u odnosu na

MMP-9 izrazaj

MMP-9 izrazaj -broj
pacijentica (%)

negativan  pozitivan p*
Histoloski podtip ECG3 12(41,4) 24(42,9) 0,081
Serozni 11(37,9) 29(51,8)

Svijetlostani¢ni  6(20,7) 3354

Figo stadij 1 15(51,7) 29(51,8) 0,835
2 6(20,7) 9(16,1)
3 8(27,6) 18(32,1)
Limfni évorovi neg. 10(66,7) 21(80,8) 0,525
poz. 5(33,3) 5(19,2)
Limfovaskularna neg. 18(64,3) 21(80,8) 0,979
invazija
poz. 10(35,7) 5(19,2)

*)(2 test; ECG3= endometrioidni karcinom endometrija gradus 3.

Nije dokazana statisticki znacajna povezanost MMP-9 izrazaja s histoloSkim podtipom
(p=0,081), FIGO stadijem (x2= 0,361; p=0,835) i limfovaskularnom invazijom (XZ: 0,001;
p=0,979). Takoder nismo dokazali ni statisticki znaajnu povezanost izmedu nalaza

limfadenektomije i MMP-9 izrazaja (x> =0,404; p=0,525).
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U tablici 7. prikazan je broj pacijentica prema kombinacijama LCN-2 i MMP-9 izraZzaja u
odnosu na histoloski tip karcinoma endometrija, FIGO stadij, zahva¢enost limfnih ¢vorova

tumorom i limfovaskularnu invaziju.

Tablica 7. Prikaz broja ispitanica (% ) prema kombinaciji LCN-2 i MMP-9 izrazaja

LCN-2, MMP-9 izrazaj, broj (%) pacijentica
Kombinacije

LCN-2neg/ LCN-2neg/ LCN-2poz/ LCN-2 poz/
MMP-9 MMP-9 MMP-9 MMP-9

neg. poz. neg. poz.
Histoloski EECG3 7 6 5 18 (39,1)
podtip
Serozni 3 2 8 27 (58,7)
Svijetlostani¢ni 6 2 0 1
FIGO stadij 1 8 7 7 22 (47,8)
2 4 0 2 9 (19,8)
3 4 3 4 15 (32,6)
Limfni ¢vorovi Negativni 6 3 4 18 (81,8)
Pozitivni 2 1 3 4(18,2)
Limfovaskularna Negativni 9 9 9 31 (68,9)
Invazija
Pozitivni 6 4 4 14 (31,1)

Prema kombinacijama LCN-2 i MMP-9 izrazaja formirane su 4 grupe pacijentica; LCN-2
neg/ MMP-9 neg, LCN-2 neg/ MMP-9 poz, LCN-2 poz/ MMP-9 neg, LCN-2 poz/ MMP-9
poz. U skupini LCN-2 neg/MMP-9 neg bilo je 16 (18,8%) pacijentica, u skupini LCN-2 neg/
MMP-9 poz. 10 (11,7 %), u skupini LCN-2 poz/ MMP-9 neg. 13 (15,2%), a najveci broj
pacijentica utvrden je u skupini LCN-2 poz/MMP-9 poz, 46 (54,1 %). Promatrajuci histoloski
podtip, u ovoj su skupini najviSe bile zastupljene pacijentice sa seroznom karcinomom, 58%,
a pacijentica s endometrioidnim karcinomom gradusa 3 bilo je 39,1%. U skupini LCN-2
poz/MMP-9 poz 81,8% pacijentica imalo je negativne limfne Cvorove, a negativnu

limfovaskularnu invaziju u toj skupini imalo je 68,9% tumora.
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Vrijeme prezivljenja

Prosjek prezivljenja svih ispitanica zajedno je 88,9 mjeseci (SE: 7 mjeseci; 95% CI 75 —
102 mjeseca. Aritmeticka sredina vremena bez bolesti je 79,9 mjeseci (SE: 7,4 mj.; 95%CI

65—94). Medijan je 55 mjeseci.

Tablica 8. Vrijeme preZivljenja u odnosu na LCN-2 izrazaj

LCN-2 izrazaj *0OS (SE) 95%CI Medijan (SE) **p
(95%CI)

Negativan 113 (11) 91 —134 <0,001

Slab 94 (9,6) 75-113

Umjeren 105 (13,3) 78,6 —131

Jak 35(5,1) 25—-45 30 (6) (18 —42)

*Aritmeticka sredina vremena prezivljenja u mjesecima, **Log. Rank:32. OS — vrijeme
prezivljenja, eng. overall survival; SE = standard error; CI = confidence interval.

LCN-2 izraZaj *Ep
Negativan 113 (11) 91 —-134 0,039
Pozitivan 77 (8) 61 —92 52 (10) (33 —171)

** Log Rank:4,3

U skupini ispitanica s pozitvnim LCN-2 izrazajem, izmedu grupe slabog i umjerenog LCN-2
izrazaja, ne postoji statisticki znacajna razlika (log rank= 0,431; p= 0,511). Izmedu grupe
slabog 1 jakog izrazaja za 2,7 x je duZe prezivljenje u skupini slabog izrazaja nego u skupini
jakog LCN-2 izrazaja (log rank=13,5; p=0,001). Izmedu grupe umjerenog i jakog LCN-2
izrazaja za 3 x je duze preZivljenje (log rank 11,1; p= 0,001). Izmedu grupe negativnog,
slabog i umjerenog LCN-2 izrazaja nema statisticki znacajne razlike u prezivljenju (log

rank=0,458; p= 0,795) (tbl. 8.).
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Tablica 9. Vrijeme prezZivljenja bez bolesti (eng. DFS) u odnosu na LCN-2 izrazaj

LCN-2 izrazaj *DFS (SE)  95%ClI Medijan (SE) **p
(95%CI)

Negativan 105 (12) 81 —129 <0,001

Slab 79 (10) 60 —99

Umjeren 97 (14) 69 — 125

Jak 20 (3) 14 - 26 153)9—21

SE = standard error; CI = confidence interval. *Aritmeticka sredina vremena prezivljenja
bez bolesti u mjesecima, **Log. Rank:39,5.

LCN-2 izrazaj **p
Negativan 105 (12) 81 — 129 0,018
Pozitivan 67 (8) 51 -84 43 (17)9—-77

*Aritmeticka sredina vremena preZivljenja bez bolesti u mjesecima, ** Log Rank:5,6.

Unutar skupine ispitanica pozitivnog LCN-2 izraZaja, izmedu grupe slabog i umjerenog

LCN-2 izrazaja, nije dokazana statisticki zna€ajna razlika u preZivljenju (Log rank:0,51;

p=0,476). Izmedu grupe slabog 1 jakog LCN-2 izrazaja ima statisticki znacajne razlike. Za 4 x

je duza aritmeticka sredina prezivljenja bez bolesti nego u skupini jakog LCN-2 izrazaja. (Log

rank: 19,7; p<0,001). Izmedu grupe umjerenog i jakog LCN-2 izrazaja za 4,8 x je duze

prezivljenje bez bolesti u skupini umjerenog nego u skupini jakog LCN-2 izrazaja (y’=11;

p=0,001). Izmedu grupe negativnog, slabog i umjerenog LCN-2 izraZaja nije dokazana

statisti¢ki znacajna razlika u prezivljenju (Log rank:0,46; p=0,794) (tbl. 9.).
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Tablica 10. Vrijeme sveukupnog prezZivljenja (eng. OS) u odnosu na MMP-9 izrazaj

MMP-9 izrazaj *OS (SE) 95%Cl1 Medijan (SE) (95%CI) **p
Negativan 114 (10) 94 — 134 0,003
Slab 83 (13) 57 -108

Umjeren 105 (13) 79 — 132

Jak 41 (4) 33-50 37 (5) (27 —47)

*Aritmeticka sredina vremena preZivljenja u mjesecima, **Log. Rank:13,8

MMP-9 izrazaj **p
Negativan 114 (10) 94 - 134 0,02
Pozitivan 76,5 (9) 60 —-93 47(8) (31 —63)

*Aritmeticka sredina vremena prezZivljenja u mjesecima, ** Log Rank: 5,6. SE = standard

error; CI = confidence interval.

Unutar skupine pacijentica s pozitivnim MMP-9 izraZajem postoji statisticki znacajna razlika
(Log rank=6,7; p= 0,035). Izmedu skupine umjerenog 1 jakog MMP-9 izrazaja postoji
statistiCki znacajna razlika, za 1,3 x postoji razlika u preZivljenju (Log rank=5,9; p=0,015).
Izmedu skupine slabog i umjerenog MMP-9 izraZaja nema statisticki znaajne razlike
(’=0,046; p= 0,831). Izmedu skupine slabog i jakog MMP-9 izrazaja nismo dokazali
statistiCki znacajnu razliku u prezivljenju (Log rank=1,8; p=0,178). Izmedu grupe negativnog,
slabog i umjerenog MMP-9 izrazaja nema statisticki znacajne razlike u prezivljenu (Log

rank= 0,596, P=0,742)
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Tablica 11. Vrijeme preZivljenja bez bolesti (eng. DFS) u odnosu na MMP-9 izrazaj

MMP-9 izrazaj *DFS (SE) 95%CI Medijan (SE) *Ep
(95%CI)

Negativan 97 (10) 77—116 <0,001

Slab 37 (5) 26 — 47

Umjeren 98 (14) 70—126

Jak 28 (5) 19 —38 18 (5) (13 —123)

*Aritmeticka sredina vremena prezivljenja bez bolesti u mjesecima, **Log. Rank:19,4. SE =

standard error; CI = confidence interval.

MMP-9 izrazaj **p
Negativan 97 (10) 77—116 0,008
Pozitivan 67 (9) 49 — 84 32 14)(5—159)

*Aritmeticka sredina vremena preZiviljenja bez bolesti u mjesecima,** Log Rank: 7,0.

Izmedu skupine slabog, umjerenog i jakog MMP-9 izrazaja postoji statisti¢ki vazna razlika
(Log rank: 8,9; p=0,011). Izmedu skupine umjerenog i jakog MMP-9 izraZaja postoji
statistiCki vazna razlika. Prezivljenje je 3,5 x duze u skupini umjerenog izrazaja nego u
skupini jakog MMP-9 izrazaja (Log rank: 7,6; p= 0,006). Izmedu skupine slabog i umjerenog
MMP-9 izraZaja nema statisti¢ki bitne razlike (Log rank: 0,114; p= 0,735). Izmedu skupine
slabog i jakog MMP-9 izrazaja nema statisticki vazne razlike (Log rank: 3,1; p= 0,076).
Izmedu grupe negativnog, slabog i umjerenog MMP-9 izrazaja nismo dokazali statisticki

vaznu razliku u prezivljenju (Log rank:1,26; p=0,533).
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Tbl. 12. Vrijeme prezivljenja (eng.OS) bolesnica s karcinomom endometrija visokoga
gradusa (N=85) u odnosu na histiolo$ki tip, FIGO stadij, nalaz limfnih ¢vorova i

limfovaskularnu invaziju

*OS (SE) 95%CI  Medijan (SE) *Ep

95%CI
Histoloski tip Endometrioidni gradus 3 91 (10) 70-112 0,918
Serozni + svijetlostani¢ni 85(9) 68-103
FIGO stadij 1 116 (8) 100-131 <0,001
2 52 (14) 24-81 25(2) (22 —28)
3 62 (12) 39-85 34 (10) (15 -53)
Limfni ¢vorovi Negativni 98 (8) 82-115 0,033
Pozitivni 50 (10) 31-69 345(3) (28 — 40)
Limfovaskularna Negativna 98 (8) 81-114 0,061
invazija
Pozitivna 54 (8) 38-70 46 (9) (26 — 44)

*Aritmeticka sredina vremena prezivljenja u mjesecima, eng overall survival,OS; ** log rank.

SE = standard error; CI = confidence interval.

Postoji statisticki vazna razlika u preZivljenju pacijentica razli¢itih FIGO stadija (Log rank 18;
p<0,001). Razlika u prezZivljenju dokazana je izmedu skupine pacijentica s negativnim i one s
pozitivnim limfnim ¢vorovima (Log rank 4,56; p=0,033). Nismo dokazali statisticki vaznu
razliku u preZivljenju s obzirom na postojanje limfovaskularne invazije (Log rank=3,5; p=
0,061). Nismo dokazali statisticki vaznu razliku u prezivljenju u skupini karcinoma
endometrija visokoga gradusa izmedu skupine endometrioidnog karcinoma endometrija
gradusa 3 i skupine seroznog i svijetlostani¢nog karcinoma endometrija (Log rank 0,011; p=

0,918).
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Tablica 13. Vrijeme preZivljenja bez bolesti (eng. DFS) bolesnica s karcinomom
endometrija visokoga gradusa (N=85) prema histoloSkom tipu, FIGO stadiju, nalazu

limfnih ¢vorova i limfovaskularnoj invaziji

*DFS 95%ClI Medijan (SE) *%p
(SE) 95%CI
HistoloSki podtip Endometrioidni gradus 3 79 (12) 56-102 55 0,96
Serozni + svijetlostani¢ni 77 (9) 59-95 48
FIGO stadij 1 106 (9) 88-123 <0,001
2 43 (15) 13-73 12 (1,2) (10-14)
3 38 (6) 25-50 26 (9) (8-43)
Limfni ¢vorovi Negativni 92 (9) 74-109 0,095
Pozitivni 46 (11) 24-67 26 (9) (9-43)
Limfovaskularna Negativna 89 (9) 71-106 45 (9) (28-63) 0,042
invazija
Pozitivna 26 (7) 11-41

*Vrijeme prezivljenja bez bolesti u mjesecima, eng. disease free survival=DFS; ** Log rank.

SE = standard error; CI = confidence interval.

Dokazana je statisti¢ki znacajna razlika duZine vremena bez bolesti prema FIGO stadiju (Log
rank=19,7; p<0,001) i nalazu limfovaskularne invazije (Log rank=4; p=0,042). Nismo
dokazali statisticki vaznu razliku duzine vremena bez bolesti u skupini karcinoma endometrija
visokoga gradusa izmedu skupine endometrioidnog karcinoma endometrija gradusa 3 i
skupine seroznog i svijetlostani¢nog karcinoma endometrija (Log rank= 0,002; p= 0,96) te
izmedu skupine pacijentica s pozitvnim 1 negativnim limfnim ¢vorovima (Log rank= 2,8;

p=0,095).
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Slika 13.

Vrijeme prezivljenja bolesnica s karcinomom endometrija visokoga gradusa.
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Slika 14.

Vrijeme preZivljenja bez bolesti (eng.DFS) bolesnica s karcinomom endometrija visokoga

gradusa (N=85).
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Tablica 14. Vrijeme prezivljenja (eng. OS) bolesnica s karcinomom endometrija

visokoga gradusa (N=85) u odnosu na LCN-2/MMP-9 izrazaj

LCN-2/ MMP 9 izrazZaj- *OS (SE) 95%CI Medijan (SE) (95%CI) **p
kombinacije

LCN2 neg./ MMP 9 neg. 122 (12) 98-145 0,121
LCN2 neg./ MMP 9 poz. 93 (21) 93-133

LCN?2 poz./ MMP 9 neg. 82 (14) 54-109

LCN2 poz./ MMP 9 poz. 73 (9) 55-91 47 (9) 28-65

LCN2/ MMP 9 izrazaj- *OS (SE) 95%CI Medijan (SE) (95%CI) *Ep
kombinacije

LCN2 neg./ MMP 9 neg. 122 (12) 98-145 0,055
LCN2 poz./ MMP 9 neg. 95 (13) 69-122

+ LCN2 neg./ MMP 9 poz.

LCN2 poz./ MMP 9 poz. 73 (9) 55-91 47 (9) 28-65

*Aritmeticka sredina vremena prezZivljenja u mjesecima, **Log. Rank:5,8. SE = standard
error; CI = confidence interval.

Dokazana je statisti¢ki znacajna razlika u OS-u izmedu skupine LCN-2 negativan/MMP-9
negativan izrazaj u usporedbi sa skupinom ispitanica LCN-2 pozitivan/MMP-9 pozitivan
izrazaj; log-rank= 5: p= 0,025. Nije dokazana statisticki vazna razlika u vremenu preZivljenja
izmedu skupine LCN-2 negativan/MMP-9 negativan izraZzaj u usporedbi sa skupinom
ispitanica LCN-2 negativan/MMP-9 pozitivan 1 LCN-2 pozitivan/MMP-9 negativan; log-
rank= 1,7; p=0,195. Nije dokazana ni razlika u OS-u izmedu skupine LCN-2
negativan/MMP-9 pozitivan + LCN-2 pozitivan / MMP-9 negativan i skupine LCN-2
pozitivan/MMP-9 pozitivan; log-rank= 1,3 ; p=0,249.
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Tablica 15. Vrijeme prezivljenja bez bolesti (eng. DFS) bolesnica s karcinomom

endometrija (N=85) visokoga gradusa u odnosu na LCN-2/MMP-9 izrazaj

LCN-2/MMP-9 izrazaj- *DFS (SE) 95%CI Medijan (SE) (95%CI) **p
kombinacije

LCN-2 neg./MMP-9 neg. 100 (12) 76 -125 0,039
LCN-2 neg./MMP-9 poz. 95 (21) 54 -136

LCN-2 poz./MMP-9 neg. 80 (15) 51-109

LCN-2 poz./MMP-9 poz. 60 (9) 42 -79 30 (13) 3,7 -56

*Aritmeticka sredina vremena prezivljenja u mjesecima, **Log. Rank:8,3. SE = standard
error; CI = confidence interval.

Dokazana je statisticki znacajna razlika u DFS-u izmedu skupine s LCN-2 negativan/ MMP-9
negativan izrazaj u usporedbi sa skupinom LCN-2 pozitivan/MMP-9 pozitivan izrazaj; log-
rank=>5,9: p=0,014. Nije dokazana statisticki vazna razlika u vremenu preZivljenja bez bolesti
izmedu skupine s LCN-2 negativan/MMP-9 negativan izrazaj u usporedbi sa skupinom
ispitanica LCN-2 negativan/MMP-9 pozitivan izrazaj; log-rank=0,616; p=0,432. Nije
dokazana statisticki vazna razlika u DFS-u izmedu skupine LCN-2 negativan/MMP-9
negativan izrazaj 1 skupine LCN-2 pozitivan/MMP-9 negativan izraZaj; log-rank=0,877;
p=0,349, niti razlika u DFS-u izmedu skupine LCN-2 negativan/MMP-9 negativan izraZaj i
skupine LCN-2 negativan /MMP-9 pozitivan izrazaj; log-rank=0,002; p=0,966. Ne postoji
statisticki znacajna razlika u DFS-u izmedu skupine LCN-2 neg./ MMP 9 poz. i skupine
LCN2 poz./ MMP 9 poz.; log-rank=2,0; p=0,154 niti postoji razlika izmedu skupine LCN2
poz./ MMP 9 neg. i skupine LCN2 poz./ MMP 9 poz.; log-rank= 1,9; p=0,168.
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Tablica 16. Vrijeme prezivljenja bolesnica s karcinomom endometrija visokoga gradusa

(N=85) bez bolesti (eng. DFS) u odnosu na LCN-2/MMP-9 izrazaj

LCN-2/MMP-9 izrazaj- *DFES (SE) 95%Cl1 Medijan (SE) (95%CI) **p
kombinacije

LCN-2 neg./ MMP-9 neg. 100 (12) 76 -125 0,015
LCN-2 neg./ MMP-9 poz. 95 (14) 68 -122

+ LCN-2 poz./MMP-9 neg.

LCN-2 poz./MMP-9 poz. 60 (9) 42 -79 30 (13) 3,7 -56

*Aritmeticka sredina vremena prezivljenja u mjesecima, **Log. Rank:8,3. SE = standard
error; CI = confidence interval.

Dokazana je statisti€ki znacajna razlika u DFS-u izmedu skupine LCN-2 negativan/MMP-9
negativan izrazaj u usporedbi sa skupinom ispitanica s LCN-2 pozitivan /MMP-9 pozitivan;
log-rank= 5,9: p= 0,014. Nije dokazana statisti¢ki znacajna razlika u vremenu preZivljenja bez
bolesti izmedu skupine LCN-2 negativan/MMP-9 negativan izrazaj u usporedbi sa skupinom
ispitanica LCN-2 negativan/MMP-9 pozitivan i LCN-2 pozitivan/MMP-9 negativan; log-
rank= 0,977; p=0,323. Postoji razlika grani¢ne statisticke znacajnosti u DFS-u izmedu
skupine LCN-2 negativan / MMP-9 pozitivan + LCN-2 pozitivan/ MMP-9 negativan 1
skupine LCN-2 pozitivan /MMP-9 pozitivan; log-rank= 5,9 ; p=0,061.

Tablice 17. — 22. prikazuju univarijantne i multivarijantne analize sveukupnog preZivljenja te
vremena prezivljenja bez bolesti za ¢itavu skupinu karcinoma endometrija visokoga gradusa,

te zasebno za endometrioidni karcinom gradus 3 i serozni karcinom:
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Tablica 17. Univarijantna i multivarijantna analiza vremena prezivljenja (eng. OS)
pacijentica s karcinomom endometrija visokoga gradusa (N=85) prema LCN-2 i MMP-

9 izrazaju te klinicko-patoloSkim svojstvima

Varijabla Univarijantna analiza Multivarijantna analiza

HR 95% CI P HR 95% CI P

Histoloski tip 1,04 0,5-21 0,919

ECG3

Serozni i

svijetlostani¢ni

FIGO stadij

1 4,7 2,1-10,5 <0,001 3,9 1,6-9,2 0,002
2-3

Limfovaskularna
invazija
Negativna 1,99 0,95 -4,1 0,067

Pozitivna

Limfni ¢vorovi
Negativni 3,4 1,0-11 0,044 2,2 0,3-134 0,387
Pozitvni

MiSic¢na invazija
< 2 miometrija 2,9 14-6 0,004

> 2 miometrija

Dob

<65 1.8 091-38 0,089

>65

LCN-2

Negativni, slab i 6.6 3.1-13.9 <0.001 6.1 23-16 <0.001

srednje jaki izrazaj

Jaki izrazaj

MMP-9

Negativni, slabi i 3.5 1.7-7.1 0.001 0.82 0.31-2.2 0.682
srednje jaki izrazaj

Jaki izrazaj

ECG3 — endometrioidni karcinom gradus 3; HR = hazard ratio; CI = confidence interval.

U multivarijantnoj analizi sveukupnog prezivljenja karcinoma endometrija visokoga gradusa
jaki izrazaj LCN-2 pokazao se kao nezavisan prognosticki ¢imbenik (p<0,001, HR-6,1), uz
FIGO stadij. Jaki izrazaj MMP-9 nije pokazao prognosticku vrijednost u multivarijantnoj

analizi sveukupnog prezivljenja (p=0,682).
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Tablica 18. Univarijantna i multivarijantna analiza vremena prezZivljenja bez bolesti
(eng. DFS) pacijentica s karcinomom endometrija visokoga gradusa (N=85) prema

LCN-2 i MMP-9 izraZaju te klini¢ko-patoloSkim svojstvima

Varijabla Univarijantna analiza Multivarijantna analiza

HR 95% CI P HR 95% CI P

Histoloski tip
ECG3 0.865 0.53-14 0.565

Serozni i
svijetlostaniéni
FIGO stadij

1 4.1 2-8.4 <0.001 3.7 1.8-7.8 0.001
2-3

Limfovaskularna

invazija

Negativna 1.99 1-3.9 0.048

Pozitivna

Limfni ¢vorovi
Negativni 2,5 0,82-7,7 0,11
Pozitvni

Misic¢na invazija

< % miometrija 2,5 1,3-5 0,006 0,242 0,03-2,1 0,196

> 2 miometrija

Dob

<65 1,5 0,78 -2,9 0,225

>65

LCN-2

Negativan, slab i 7.3 3.6-15 <0.001 6.2 2.6-15 <0.001

srednje jak izrazaj
Jak izrazaj

MMP-9

Negativan, slab i 3.9 1.98-7.6 <0.001 1.2 0.52-2.8 0.676
srednje jak izrazaj
Jak izrazaj

ECG3 — endometrioidni karcinom gradus 3; HR = hazard ratio; CI = confidence interval.

U multivarijantnoj analizi vremena preZivljenja bez bolesti (eng. DFS) karcinoma
endometrija visokoga gradusa, jak izrazaj LCN-2 pokazao se kao nezavisan prognosticki
¢imbenik (p<0,001, HR-7,3), uz FIGO stadij. Jak izrazaj MMP-9 nije pokazao prognosti¢ku

vrijednost u multivarijantnoj analizi sveukupnog prezivljenja (p=0,676).
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Tablica 19. Univarijantna i multivarijantna analiza vremena prezZivljenja (eng. OS)
pacijentica s endometrioidnim karcinomom endometrija gradus 3 prema LCN-2 i MMP-9

izrazaju te klinicko-patoloSkim svojstvima

Varijabla Univarijantna analiza Multivarijantna analiza
HR 95% CI P HR 95% CI P
FIGO stadij
1 6,8 1,5-3,1 0,013 7,1 1,4-37 0,020
2-3
Limfovaskularna
invazija
Negativna 2,0 0,66-6,4 0,213
Pozitivna
LCN-2
Negativan, slab i 9,6 2,7-3,4 0,001 11 2,3-52 0,002

srednje jak izrazaj
Jak izrazaj

MMP-9
Negativan, slab i 2,9 0,95-9,2 0,062 0,54 0,12-2,4 0,413

srednje jak izrazaj
Jak izrazaj

HR = hazard ratio; CI = confidence interval.

U endometrioidnom karcinomu gradusa 3 multivarijantna analiza vremena prezivljenja
pokazala je da su viSi FIGO stadij i jak LCN-2 izrazaj nezavisni ¢imbenici loSijeg
prezivljenja, dok jak izrazaj MMP-9 to nije. Limfovaskularna invazija nije pokazala

prognosti¢ku vrijednost u univarijantnoj analizi.
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Tablica 20. Univarijantna i multivarijantna analiza vremena preZivljenja bez bolesti
(eng. DFS) pacijentica s endometrioidnim karcinomom endometrija gradus 3 prema LCN-

2 i MMP-9 izrazaju te klini¢ko-patoloskim svojstvima

Varijabla Univarijantna analiza Multivarijantna analiza
HR 95% CI P HR 95% CI P
FIGO stadij
1 5,2 1,4-18,6 0,012 4.4 1,14-17 0,032
2-3
Limfovaskularna
invazija
Negativna 1,6 0,57-4,8 0,355
Pozitivna
LCN-2
Negativan, slabi 7,4 2,3-24 0,001 6,2 1,6-25 0,009

srednje jak izraZaj
Jak izrazaj

MMP-9
Negativan, slab 1 3,8 1,2-12 0,023 1 0,26-4,2 0,948

srednje jak izraZaj
Jak izrazaj

HR = hazard ratio; CI = confidence interval.

U endometrioidnom karcinomu gradusa 3 multivarijantna analiza vremena preZivljenja bez
bolesti pokazala je da su visi FIGO stadij i jak LCN-2 izrazaj nezavisni ¢imbenici loSijeg
prezivljenja, dok je jak izrazaj MMP-9 pokazao vrijednost u univarijantnoj analizi, $to nije
potvrdila multivarijantna analiza. Limfovaskularna invazija nije se pokazala prognosticki

vaznom u univarijantnoj analizi.
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Tablica 21. Univarijantna i multivarijantna analiza vremena prezZivljenja (eng. OS)

pacijentica sa seroznim karcinomom endometrija prema LCN-2 i MMP-9 izrazaju te

klini¢ko-patoloSkim svojstvima

Varijabla Univarijantna analiza Multivarijantna analiza
HR 95% CI P HR 95% CI P
FIGO stadij
1 35 1,9-9,9 0,020 32 1-9,7 0,042
2-3
Limfovaskularna
invazija
Negativna 1,7 0,63-4,7 0,291
Pozitivna
LCN-2
Negativan, slab i 5,5 1,8-17 0,003 5,6 1,4-22 0,014
srednje jak izrazaj
Jak izrazaj
MMP-9
Negativan, slab i 2,9 1-8,2 0,048 0,81 0,21-3,1 0,761

srednje jak izrazaj

Jaki izrazaj

HR = hazard ratio; CI = confidence interval.

U seroznom karcinomu multivarijantna analiza vremena preZivljenja pokazala je da su visi

FIGO stadij i jak LCN-2 izraZaj nezavisni ¢imbenici loSijeg prezivljenja. Jak izrazaj MMP-9

pokazao je vaznost u univarijantnoj analizi, $to nije potvrdila multivarijantna analiza.

Limfovaskularna invazija nije pokazala prognosticku vrijednost.
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Tablica 22. Univarijantna i multivarijantna analiza vremena preZivljenja bez bolesti

(eng. DFS) pacijentica sa seroznim karcinomom endometrija prema LCN-2 i MMP-9

izrazaju te klinicko-patoloSkim svojstvima

Varijabla Univarijantna analiza Multivarijantna analiza
HR 95% CI P HR 95% CI P
FIGO stadij
1 2,7 1,1-6,9 0,037 33 1,2-9 0,018
2-3
Limfovaskularna
invazija
Negativna 1,75 0,68-4,5 0,247
Pozitivna
LCN-2
Negativan, slab i 9,3 2,9-29 <0,001 11,8 3-4,7 <0,001
srednje jak izrazaj
Jaki izrazaj
MMP-9
Negativan, slab i 32 1,2-8,4 0,019 0,81 0,25-2,6 0,731

srednje jak izrazaj

Jak izrazaj

HR = hazard ratio; CI = confidence interval.

U seroznom karcinomu multivarijantna analiza vremena prezivljenja bez bolesti pokazala je

da su visi FIGO stadij i jak LCN-2 izraZaj nezavisni ¢imbenici loSijeg preZivljenja. Jaki

izrazaj MMP-9 pokazao je vaznost u univarijantnoj analizi, $to nije potvrdila multivarijantna

analiza. Limfovaskularna invazija nije pokazala prognosticku vrijednost.
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Slika 15.

Svekupno prezivljenje i imunohistokemijski LCN-2 izrazaj u grupi pacijentica s

karcinomom endometrija visokoga gradusa (N=85).

Isprekidana linija pokazuje prezivljenje podgrupe pacijentica s negativnim LCN-2 izrazajem;
puna linija pokazuje preZivljenje podgrupe sa slabim, a tockasta linija s umjerenim LCN-2
izrazajem. Najdonja linijja pokazuje prezivljenje podgrupe pacijentica s jakim LCN-2

izrazajem. U analizi prezivljenja koriStena je Kaplan-Meireova metoda.
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Slika16.

PreZivljenje bez bolesti (eng. disease free survival) i imunohistokemijski LCN-2 izraZaj u

grupi pacijentica s karcinomom endometrija visokoga gradusa (N=85).

Isprekidana linija pokazuje prezivljenje podgrupe pacijentica s negativnim LCN-2 izraZajem,;
puna linija pokazuje preZivljenje podgrupe sa slabim, a tockasta linija s umjerenim LCN-2
izrazajem. Najdonja linija pokazuje prezivljenje podgrupe pacijentica s jakim LCN-2

izrazajem. U analizi preZivljenja koriStena je Kaplan-Meireova metoda.
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Slikal7.

Svekupno prezivljenje 1 imunohistokemijski MMP-9 izrazaj u grupi pacijentica s

karcinomom endometrija visokoga gradusa (N=85).

Isprekidana linija pokazuje preZivljenje podgrupe pacijentica s negativnim MMP-9 izraZajem;
puna linija pokazuje prezivljenje podgrupe sa slabim, a tockasta linija s umjerenim MMP-9
izrazajem. Najdonja linija pokazuje prezivljenje podgrupe pacijentica s jakim MMP-9

izrazajem. U analizi prezivljenja koriStena je Kaplan-Meireova metoda.
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Slika 18.

140 160

PreZivljenje bez bolesti (eng. disease free survival) i imunohistokemijski MMP-9 izrazaj u

grupi pacijentica s karcinomom endometrija visokoga gradusa (N=85).

Isprekidana linijja pokazuje preZivljenje podgrupe pacijentica s negativnim MMP-9

izrazajem; puna linija pokazuje preZivljenje podgrupe sa slabim, a tockasta linija s umjerenim

MMP-9 izraZzajem. Najdonja linija pokazuje prezivljenje podgrupe pacijentica s jakim MMP-9

izrazajem. U analizi prezivljenja koriStena je Kaplan-Meireova metoda.
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Slika 19.

Svekupno prezivljenje cetiri podgrupe pacijentica s karcinomom endometrija visokoga

gradusa (N=85) prema kombinacijama LCN-2/MMP-9 imunohistokemijskog izraZaja.

Puna linija pokazuje prezivljenje podgrupe pacijentica s negativnim LCN-2 i negativnim
MMP-9 izrazajem; tocCkasta linija pokazuje prezivljenje podgrupe s negativnim LCN-2 i
pozitivnim  MMP-9 izrazajem, isprekidana linija pokazuje prezivljenje podgrupe s
pozitivnim LCN-2 i negativnim MMP-9 izrazajem. Najdonja linija pokazuje prezivljenje
podgrupe pacijentica s pozitivnim LCN-2 i pozitivnim MMP-9 izrazajem. U analizi

preZivljenja koriStena je Kaplan-Meireova metoda.
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Slika 20.

PreZivljenje bez bolesti Cetiri podgrupe pacijentica s karcinomom endometrija visokoga

gradusa (N=85) prema kombinacijama LCN-2/MMP-9 imunohistokemijskog izraZaja.

Puna linija pokazuje preZivljenje podgrupe pacijentica s negativnim LCN-2 i negativnim
MMP-9 izrazajem; tocCkasta linija pokazuje prezivljenje podgrupe s negativnim LCN-2 i
pozitivnim  MMP-9 izraZzajem. Isprekidana linija pokazuje prezivljenje podgrupe s
pozitivnim LCN-2 i negativnim MMP-9 izrazajem. Najdonja linija pokazuje preZivljenje
podgrupe pacijentica s pozitivnim LCN-2 i pozitivnim MMP-9 izrazajem. U analizi

preZivljenja koriStena je Kaplan-Meireova metoda.
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5. RASPRAVA

Ovo je, prema naSem saznanju, prva studija koja je istrazivala zajednicki izrazaj LCN-2 i
MMP-9 u karcinomu endometrija visokoga gradusa te njihovu povezanost s klini¢ko-
patoloskim podatcima i prezivljenjem. Rezultati naSe studije pokazuju da u karcinomu
endometrija visokoga gradusa postoji visok izrazaj LCN-2 i MMP-9 pojedinacno 1 u
koekspresiji. Rezultati takoder pokazuju da je izrazaj obaju proteina, pojedinacno i u
koekspresiji, bio povezan s loSim ishodom bolesti (tbl. 8-11). Ukupno prezivljenje i
prezivljenje bez bolesti bili su kra¢i u grupi s jakom koekspresijom LCN-2 i MMP-9.
Univarijantna je analiza pokazala da je pozitivni izrazaj LCN-2 i MMP-9 povezan s kra¢im
prezivljenjem pacijentica s karcinomom endometrija visokoga gradusa (tbl. 17, 18).
Multivarijantna je analiza pokazala da je jak imunohistokemijski izrazaj LCN-2 povezan s
kra¢im ukupnim prezivljenjem i prezivljenjem bez bolesti (tbl. 17, 18) te da prognosticki
znacaj postoji i slian je 1 u seroznim karcinomima i u endometralnim karcinomima visokoga
gradusa (tbl. 19-22). Ovi su rezultati dijelom u skladu s rezultatima Mannelqvist 1 suradnika 1
Miyamota i suradnika. Oni su pokazali da je pozitivan LCN-2 izrazaj povezan s agresivnijim
ponasanjem bolesti i loSijom prognozom, a time is utjecajem na prezivljenje, ali analiza nije
radena unutar podgrupe slabo diferenciranih karcinoma endometrija (162, 163).
Napominjemo da u navedenim radovima nije istraZivan zajednicki izrazaj LCN-2 i MMP-9 i
njegov utjecaj na tijek bolesti. Navedeni radovi nisu odredivali izrazaj MMP-9, a koliko nam
je poznato iz dostupne literature, do sada ne postoje radovi koji analiziraju mogucu
povezanost 1 prognostiCku vaznost zajednickog izrazaja LCN-2 i MMP-9 u karcinomu
endometrija. Vaznost je ovog istraZivanja u tome da je, unutar grupe karcinoma endometrija
visokoga gradusa, analizom zajednickoga jakoga imunohistokemijskog izraZaja ispitivanih

markera moguce izdvojiti podgrupu bolesnica s losijim ishodom bolesti.

U naSem radu pozitivan LCN-2 izrazaj uocili smo u 69,5% karcinoma, §to je djelomic¢no u
skladu s rezultatima Mannelqvist i suradnika. Njihovo je istrazivanje pokazalo da u 49,5%
karcinoma endometrija postoji pozitivan LCN-2 izrazaj, ali je obuhvatilo karcinome
endometrija svih histoloskih gradusa, a vecina su bili endometrioidni karcinomi niskoga
gradusa. U dosada$njim studijama obradeno je samo 26 karcinoma endometrija i 2 karcinoma
endometrija visokoga gradusa (162, 163). Budu¢i da je u naSem radu analizirano 85
karcinoma endometrija visokoga gradusa, ova je studija potvrdila izraZzenost LCN-2 na znatno
vec¢em uzorku. NaSe istraZivanje nije obuhvatilo endometrioidne karcinome gradusa 1 i 2, jer

je cilj bio istraziti izrazaj LCN-2 i MMP-9 u karcinomu endometrija visokoga gradusa.
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Dosadasnji radovi su, usprkos Ccinjenici da je analiziran samo malen broj karcinoma
endometrija visokoga gradusa, pokazali da je izrazaj LCN-2 u karcinomima nizega gradusa
slabiji nego u endometrioidnim karcinomima gradusa 3 i1 karcinomima neendometrioidne
histologije (162). Osim toga, cilj istraZzivanja bio je analizirati postoji li povezanost LCN-2 i
MMP-9 izrazaja s klinicko-patoloskim podatcima, posebice s prezivljenjem, odnosno znaci li
pojedinacno i u koekspresiji pozitivni izrazaj LCN-2 i MMP-9 u grupi karcinoma endometrija

visokoga gradusa vecu vjerojatnost povrata bolesti.

Imunohistokemijski izrazaj pozitivnog LCN-2 oc€itovao se u stanicama karcinoma, i to u
citoplazmi, dok su njegova stroma 1 stanice urednog endometrija bile LCN-2 negativne (slika
8.-10.). Mannelqvist i suradnici u svojem radu o karcinomu endometrija takoder opisuju
imunohistokemijski izrazaj LCN-2 u citoplazmi. Ipak, u naSem istrazivanju sporadi¢no su
uocene karcinomske stanice s pozitivnim LCN-2 izrazajem i u jezgri. To je u skladu s
nalazom Lin i suradnika koji su LCN-2 izraZaj odredivali u stani¢noj liniji karcinoma
endometrija (161). Obrazac imunohistokemijskog bojanja u naSem istrazivanju bio je
homogen, tj. pozitivni tumori bili su uvijek pozitivni s istim intenzitetom, ali ¢esto nisu bili
difuzno nego fokalno pozitivni. Zato se koristila formula za izraCunavanje pozitiviteta, tzv.
staining indeks (SI), izracunat kao produkt intenziteta bojanja (0—3) i udjela pozitivnog dijela
tumora (0—3) dajuéi indeks bojanja (SI) od 0 do 9. Istovjetan nacin izrauna pozitiviteta

bojanja upotrebljavali su Mannelqvist 1 suradnici (162).

Nije primijec¢ena razlika u imunohistokemijskoj izraZzenosti ovog markera izmedu povrSnog
dijela tumora 1 invazivne strane. Ocekivali smo da ¢e LCN-2 izrazaj u tumorskim stanicama
biti veci na invazivnoj strani jer najcesca hipoteza o nacinu na koji LCN-2 izrazava svoje
protumorsko djelovanje je utjecaj na epitelno-mezenhimalnu tranziciju, preko MMP-9 ili

samostalno, na neki drugi nacin.

Takoder, nije potvrdena ni povezanost izrazaja LCN-2 s limfovaskularnom invazijom niti s
miSi¢nom invazijom. U suprotnosti je s naS§im rezultatima nalaz Miyamoto i suradnika koji su
u svom radu pokazali da je izrazaj LCN-2 bitno ve¢i kod prisutne invazije miometrija i
limfovaskularne invazije. Medutim, njihov je rad obuhvatio samo 62 karcinoma endometrija,

a od toga samo dva karcinoma endometrija neendometriodne histologije.

Nasi rezultati pokazali su da ne postoji povezanost LCN-2 izrazaja s FIGO stadijem Sto
upucuje na to da se ovaj marker ocituje u ranijim fazama nastanka karcinoma endometrija

visokoga gradusa. Nepovezanost LCN-2 izrazaja s FIGO stadijem utvrdili su 1 Mannelqvist i
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suradnici, dok su rezultati Miyamota i suradnika pokazali suprotno, tj. utvrdili su povezanost
LCN-2 izrazaja s visSim FIGO stadijima. Metodologija izraCunavanja pozitiviteta, tzv. SI,
koriStena je u naSem radu i u radu Mannelqvist i suradnika dok su Miyamoto i suradnici

pozitivitet odredivali samo kao udio pozitivnih stanica.

Nasa je studija pokazala da je 1 MMP-9 izrazaj visok u karcinomu endometrija visokoga
gradusa. Sveukupno 65,9% karcinoma endometrija visokoga gradusa bilo je MMP-9
pozitivno, a jak MMP-9 izrazaj (SI 6 i 9) utvrdili smo u 30,6% karcinoma. Karahan i
suradnici pokazali su u svojoj studiji da 90,5% karcinoma endometrija ima pozitivan MMP-9
izrazaj. Mozda je objaSnjenje razlike izmedu naSeg rezultata i rezultata Karahana i suradnika
u ispitivanoj skupini jer je njihovo istrazivanje ukljucilo 52 pacijentice s karcinomom
endometrija svih histoloskih tipova i gradusa, medu kojima je samo 11 karcinoma bilo
visokoga gradusa. Visok izrazaj MMP-9 u karcinomu endometrija, neovisno o
patohistoloSkim svojstvima tumora, utvrdili su i Planaguma i suradnici, Amalinei i suradnici,

Bogusiewicz i1 suradnici (164-166).

Imunohistokemijska analiza MMP-9 pokazala je da se on ocituje u citoplazmi tumorskih
stanica 1 u stromi tumora te u upalnim stanicama koje Cesto infiltriraju tumor (slika 11., 12.).
Sliéni su rezultati drugih radova koji su takoder pokazali postojanje MMP-9 u citoplazmi
tumorskih stanica, stromi tumora te u neutrofilnim leukocitima i makrofagima (155, 157,

158).

Koekspresija LCN-2 i MMP-9 u nasem radu nije odredivana kompleksom nego su
imunohistokemijski iz iste parafinske kocke, na dva serijska susjedna reza, odvojeno
analizirani izraZaji LCN-2 1 MMP-9, a njihova je korelacija odredena statistickim analizama.
Spearmanov  korelacijski test pokazao je bitnu pozitivhu korelaciju izmedu
imunohistokermijskih izrazaja LCN-2 i MMP-9. S obzirom na zajednicki izrazaj LCN-2 i
MMP-9 bile su formirane 4 podgrupe unutar ispitivane skupine, a prema kombinacijama
LCN-2 i MMP-9 izrazaja. Najvec¢i broj pacijentica (54,1%) utvrden je u podgrupi LCN-2
poz/MMP-9poz. Promatrajuci histoloSki podtip unutar ove podgrupe, nadeno je da su najvise
bile zastupljene pacijentice sa seroznim karcinomom (58%,). U istoj podgrupi 81,8%
pacijentica imalo je negativne limfne ¢vorove, a 68,9% negativnu limfovaskularnu invaziju.
Rezultat je iznenadujuéi jer smo ocekivali da bi upravo ta skupina morala imati pozitivne

limfne ¢vorove 1 pozitivnu limfovaskularnu invaziju kao pokazatelj tumorske invazivnosti.
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Ipak, pokazalo se da grupa sa zajednickim LCN-2 i MMP-9 pozitivnim izrazajem ima

najlosije prezivljenje, unato¢ negativnim limfnim ¢vorovima (slika 19., 20.).

Studije radene na razli¢itim histoloskim tipovima karcinoma nastalim na drugim organima ili
tkivima odredivale su kompleks koji LCN-2 tvori s MMP-9. Koristene su razli¢ite metode
molekularne biologije s pomocu kojih je ovaj kompleks utvrden u tkivu, urinu i serumu
pacijenata oboljelih od karcinoma (109, 110, 126, 129, 135, 142). Vec¢ina opisanih studija nije
odredivala imunohistokemijski izrazaj ispitivanih markera u tumorskim stanicama niti je
usporedivala njihov izrazaj s kompleksom u tkivu, urinu ili serumu. Budu¢i da se radi o
retrospektivnoj analizi, nedostatak naSe studije je to Sto kompleks LCN-2/MMP-9 nije
odredivan izravnim metodama nego je imunohistokemijski odvojeno analiziran LCN-2 i
MMP-9 na susjednim rezovima, a njihova je korelacija odredena statistiCkim analizama.
Inace, dosadasnje studije in vitro i in vivo pokazale su da se lipokalin-2 s velikim afinitetom
veze s MMP-9. Nije poznato koliki se udio MMP-9 veze s lipokalinom-2. Smatra se da unato¢
jakoj sklonosti kovalentnom vezivanju ovih dviju molekula, ve¢i dio LCN-2 i MMP-9 postoji
u nekompleksnom obliku (167). Objasnjenje za to je, mozda, da se ove molekule nalaze u
razli¢itim dijelovima stanice. Usto, kompleks LCN-2/MMP-9 ima veliku molekularnu masu
od 135 kDa i ne moze pro¢i glomerularnu membranu bubrega, a ipak je ovaj kompleks
utvrden 1 u urinu i u krvi pacijenata oboljelih od razli¢itih karcinoma. Stoga ostaje otvoreno
pitanje izlucuju li se MMP-9 i LCN-2 odvojeno kroz bubreg, a u urinu se ponovno spajaju u
kompleks. U prilog moguc¢em takvom zbivanju je in vitro eksperiment koji je pokazao da se
mijeSaju¢i MMP-9 i LCN-2 dobije kompleks ¢ija koli¢ina ovisi o koncentraciji LCN-2 i
MMP-9 (109).

U zakljucku, nasi rezultati potvrdili su dosadasnje rezultate da postoje pozitivni izraZaji LCN-
2 i MMP-9 u stanicama karcinoma endometrija. Usto, nasSa je studija pokazala da je LCN-2
izrazaj povezan s MMP-9 izrazajem u karcinomu endometrija visokoga gradusa. Pokazali
smo da je LCN-2 izraZaj viSe povezan sa seroznim i svjetlostani¢énim histolo§kim podtipom, a
manje s endometrioidnim karcinomom visokoga gradusa. Nasi su podatci takoder pokazali da

je zajednicki LCN-2 i MMP-9 izraZaj povezan s kra¢im prezivljenjem.

Dobiveni rezultati potvrduju hipotezu da je pozitivan LCN-2 izrazaj povezan s agresivnijim
ponasanjem karcinoma endometrija visokoga gradusa, sugerirajuéi na njegovu mogucéu
uporabu kao prognostickog biomarkera i metu za ciljanu onkolosku terapiju. Takoder,

rezultati analize koekspresije LCN-2 i MMP-9 upucuju na njithovo mogucée zajednicko
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djelovanje u karcinomu endometrija visokoga gradusa, kao Sto su pokazale studije na drugim

karcinomima.

S naSeg gledista, iako je ova studija radena na do sada najve¢em uzorku karcinoma
endometrija visokoga gradusa, taj je broj jo§ uvijek relativno malen. Kao drugi nedostatak
studije smatramo uporabu samo imunohistokemijske metode za odredivanje LCN-2 i MMP-9
izrazaja. Stoga je preporuka ponoviti istrazivanje na vecem uzorku i kombinirati s

odredivanjem kompleksa LCN-2/MMP-9 drugim metodama molekularne biologije.

Smatramo da bi sljede¢i korak u istrazivanju zajednickog LCN-2/MMP-9 izrazaja i1 njegova
znaCenja u pracenju tijeka bolesti bilo njihovo odredivanje u serumu i urinu bolesnica
oboljelih od karcinoma endometrija, bilo da se odreduje kompleks ili LCN-2 i MMP-9
odvojeno. To je moguce uciniti jednostavnim laboratorijskim metodama (168). Osim toga,
imunohistokemijska analiza mozZe se nadopuniti odredivanjem kompleksa LCN-2/MMP-9
gelatinskom zimografijom ili Western blot metodom ciljano u tkivu karcinoma endometrija,
kao Sto je to u¢injeno analizom nekih drugih karcinoma. Kao §to su pokazali radovi na drugim
karcinomima, na taj nain moguce je pratiti status bolesti jer se pokazalo da postoje razlike u

preoperacijskoj 1 postoperacijkoj razini LCN-2 u krvi 1 urinu (129) .
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6. ZAKLJUCCI

1. 694%  karcinoma endometrija visokoga gradusa ima  pozitivan
imunohistokemijski izrazaj LCN-2, a jak izraZzaj ima 30,5% Kkarcinoma
endometrija visokoga gradusa.

2. 67,1 % karcinoma endometrija visokoga gradusa ima pozitivan
imunohistokemijski izrazaj MMP-9, a jak izrazaj ima 30,6 % Kkarcinoma
endometrija visokoga gradusa.

3. Jak izrazaj LCN-2 povezan je s kra¢im preZivljenjem bolesnica s karcinomom
endometrija visokoga gradusa, i s DFS-om i OS-om, a ta povezanost postoji i u
endometrioidnim karcinomima visokoga gradusa i u seroznim karcinomima.

4. Jak izrazaj MMP-9 povezan je s kra¢im preZivljenjem bolesnica s karcinomom
endometrija visokoga gradusa , i s DFS-om i 0S-om, a ta povezanost postoji i u
endometrioidnim karcinomima visokoga gradusa i u seroznim karcinomima.

5. Izmedu LCN-2 i MMP-9 imunohistokemijskog izrazaja postoji pozitivna linearna
korelacija, Spearman' ¢ = 0,476 (P<0,001).

6. Prema kombinacijama LCN-2 i MMP-9 izrazaja formirane su 4 grupe pacijentica. U
skupini LCN-2 neg/MMP-9 neg je 16 (18,8%) pacijentica, u skupini LCN-2 neg/
MMP-9 poz. 10 (11,7 %), u skupini LCN-2 poz/ MMP-9 neg. 13 (15,2%), a najveci
broj pacijentica utvrden je u skupini LCN-2 poz/MMP-9 poz, 46 (54,1 %).

7. Podgrupa bolesnica sa zajednickim LCN-2 i MMP-9 izrazajem pokazuje krace
prezivljenje u odnosu na one koji imaju izraZzaj samo LCN-2 ili samo MMP-9 ili ni
jedno ni drugo.

8. Univarijantna analiza pokazuje povezanost i LCN-2 i MMP-9 izrazaja s kra¢im
DFS-om i OS-om bolesnica s karcinomom endometrija visokoga gradusa.

9. Multivarijantna analiza pokazuje povezanost jakog LCN-2 izraZzaja s kra¢im DFS-
om i OS-om bolesnica s karcinomom endometrija visokoga gradusa.

10. Prognosticka vrijednost LCN-2 postoji u endometrioidnom karcinomu visokoga

gradusa i u seroznom karcinomu endometrija.
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7. SAZETAK

Karcinom endometrija najeS¢a je zlotudna novotvorina zenskoga spolnog sustava u
razvijenim zemljama i obuhvaca gotovo 50% svih ginekoloskih karcinoma. Iako je to bolest s
dobrom prognozom i sveukupno visokim prezivljenjem, dio pacijentica je u grupi visokog
rizika za povrat bolesti i nepovoljni ishod. Grupa visokog rizika, u koju se ubrajaju serozni,
svijetlostani¢ni i endometrioidni karcinom endometrija gradusa 3, obuhvaéa tek oko 20 —
30% svih karcinoma endometrija, ali u sveukupnoj smrtnosti od ovog karcinoma sudjeluje s
80%. Kad se u grupi visokog rizika dogodi povrat bolesti, odgovor na sistemnu terapiju je
ograni¢en 1 prezivljenje nisko. Velik broj molekularnih markera u dosadasnjim je
istrazivanjima analiziran da se razjasni karcinogeneza endometralnih karcinoma i odrede
molekularni putevi koji sudjeluju u karcinogenezi, progresiji i metastaziranju bolesti. U
ovome radu promatran je izrazaj proteina LCN-2 i MMP-9. Oba su spomenuta markera
Siroko istrazivana u biologiji tumora, posebice lipokalin-2. U karcinomu endometrija postoje
tek tri rada koji proucavaju LCN-2, i nekoliko radova koji istrazuju MMP-9. Radovi koji
istrazuju zajednicki izrazaj lipokalina-2 i matriks metaloproteinaze-9 do sada nisu radeni.
Imunohistokemijskom metodom, na tkivu karcinoma endometrija uklopljenom u parafinske
kocke, odredio se izrazaj lipokalina-2 i matriks metaloproteinaze-9. Pokazalo se da su i
lipokalin-2 i matriks metaloproteinaza-9 prisutni u 69,4%, odnosno 67,6%, a jako izrazeni u
30,5 % odnosno 30,6 % karcinoma endometrija visokoga gradusa te da njihova izrazenost
korelira s loSijim preZivljenjem (sa sveukupnim prezivljenjem i prezivljenjem bez bolesti).
Takoder, podgrupa pacijentica s pozitivnim i LCN-2 i MMP-9 izraZajem imala je loSije
prezivljenje nego one koje su imale pozitivan izrazaj samo LCN-2 ili MMP-9 ili ni jedno ni
drugo. Univarijantna analiza pokazala je da i LCN-2 i MMP-9 imaju utjecaj na prezivljenje,
dok se u multivarijantnoj analizi pokazalo da je LCN-2 nezavisni prognostic¢ki ¢imbenik loSije
prognoze bolesti. Prognosti¢ka vrijednost ovih dvaju biomarkera je promatrana odvojeno u
endometrioidnom karcinomu visokoga gradusa i u seroznom karcinomu. Pokazalo se da
prognosti¢ka vrijednost postoji i u endometrioidnom karcinomu visokoga gradusa i u
seroznom karcinomu. Univarijantna analiza u endometrioidnom karcinomu visokoga gradusa
pokazala je da postoji povezanost izmedu jakog LCN-2 izrazaja i kraceg DFS-a i OS-a, dok je
za jaki MMP-9 izrazaj dokazana korelacija samo s kra¢im DFS-om. Mutivarijantna analiza
pokazala je da je samo jaki LCN-2 izrazaj povezan s kra¢im DFS-om i OS-om, a da ne
postoji takva povezanost s MMP-9 izrazajem. U seroznom karcinomu, univarijantna analiza

pokazala je povezanost jakog LCN-2 i MMP-9 izrazaja s kra¢im DFS-om i OS-om, dok je
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multivarijantnom analizom dokazano da je samo jaki LCN-2 izrazaj povezan s kra¢im DFS-

om i OS-om.
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8. SUMMARY

Endometrial cancer is the most common malignant neoplasm of the female genital tract in
developed countries and covers almost 50% of all gynecological cancers. Although it is a
disease with a good prognosis and overall survival, the part of the patients is at high risk for
recurrence and unfavorable outcome. High-risk group, which include serous, clear cell and
endome-trial cancer grade 3, covers about 20-30% of all endometrial cancer, but the overall
mortality from this cancer accounts for 80%. When relapse occurs in a group of high risk
carcinoma, the response to systemic therapy is limited and survival is law. A large number of
molecular markers has been analyzed in order to clarify the carcinogenesis of endometrial
cancer and to determine the molecular pathways involved in carcinogenesis, progression and -
metastasis of the disease. In this paper we studied the immunochistochemical expression of
the protein LCN-2 and MMP-9. Both mentioned markers has been widely investigated in
tumor biology, particularly LCN-2. In endometrial cancer, there are only three papers that
have studied LCN-2, and several works that have explored the MMP- 9. Works that explored
a common expression of LCN-2 and MMP-9 have not yet been done. Immunohistochemical
expression was determined on archived paraffin-embedded samples using LCN-2 and MMP-9
antibodies. It was shown that their expressions correlate with poorer survival (with overall
and disease-free survival). Also, the subgroup of patients with a positive LCN-2 and MMP-9
co-expression had worse survival than the group that had a positive expression of LCN-2 or
MMP-9 separately or neither. Univariate analysis showed that the LCN-2 and MMP-9 had an
impact on survival while multivariate analysis showed that LCN-2 was an independent
prognostic factor for poor prognosis. The prognostic relevance of these two biomarkers was
observed separately in high-grade endometrioid carcinomas and serous carcinomas.
Univariate analysis of endometrioid carcinomas grade 3 revealed correlation between strong
LCN-2 expression and shorter OS and DFS, while MMP-9 showed correlation with DFS
only. On multivariate analysis, only strong LCN-2 expression correlated with shorter DFS
and OS, while there was no such association with MMP-9. In serous carcinomas, univariate
analysis yielded correlation of both LCN-2 and MMP-9 with reduced survival, both OS and
DFS, while on multivariate analysis only LCN-2 expression correlated with poorer OS and
DFS. In conclusion, both markers have a prognostic value, comparable to ECG3 and serous

carcinoma.
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