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1. Uvod

1.1. Novotvorine vrata maternice

1.1.1. Povijesni pregled

2000. g.p.n.e. prvo spominjanje ginekoloskih oboljenja u Egiptu (papirus)

450. g. p.n.e. Hipokrat je opisao slucaj raka maternice

600. g. p.n.e. prikazana dva tipa raka maternice ulcerozni i neulcerozni

1575. g. Pare je preporucio amputaciju kao nacin lijeCenja raka vrata maternice
1793. g. Baillie opisao invaziju na mokra¢ni mjehur i rektum

1822. g. Sauter prvi puta izveo vaginalnu histerektomiju kao nacin lijeCenja raka
vrata maternice

1829. g. prvi puta Recamier spominje metastaziranje

1895. g. Roentgen otkrio x-zrake, Wertheim primijenio abdominalnu
histerektomiju 1 provjeru limfnih ¢vorova

1902. g. Shauta ucinio radikalnu histerektomiju kao nacin lijeenja raka vrata
maternice

1903. g. prvi puta Cleaves upotrijebio intrauterinu aplikaciju radija kao nacin
lijec¢enja

1943. g. Papanicolaou i Traut razvili eksfolijativnu citologiju za dijagnozu i probir
1950. g. konstruiran prvi linearni akcelerator

1951. g. predstavljeno je kobaltno lijecenje

1963. g. predstavljen intrakavitarni aplikator Fletcher-Suit'

1.1.2. Epidemiologija, etiologija, klini¢ka i histolosSka podjela raka

vrata maternice
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U Hrvatskoj su u 2000. godini najc¢eSca sijela raka u Zena bila: dojka,
debelo crijevo, pluca, jajnik, Zeludac, tijelo maternice, vrat maternice i guSteraca.
Invazivni karcinom vrata maternice po ucestalosti zauzima tre¢e mjesto od svih
zlo¢udnih oboljenja zZenskog reprodukcijskog sustava, iza karcinoma endometrija
1 jajnika. GodiSnje se u Hrvatskoj otkrije 450 novooboljelih ili njih 19 na 100.000
ena.

U usporedbi s drugim zemljama, posebice s onima koje ve¢ desetlje¢ima
provode programe probira, Hrvatska ima loSije trendove kretanja mortaliteta od
karcinoma vrata maternice. Pad incidencije vidljiv je od 1970. do 1991., ali se
nakon toga zaustavlja, a poslijednjih je godina ¢ak pocCeo rasti. Najveca stopa
incidencije invazivnog raka vrata maternice u Hrvatskoj je u dobi 45-49. 1 70-
74.godine, a intraepitelni karcinom u dobi od 35-39. godine. 29% od ukupnog
broja oboljelih Zena u dobi je 65 i viSe godina starosti.”

Smatra se da je humani papiloma virus (HPV) nuZan za nastajanje
karcinoma vrata maternice. HPV DNA nazoc¢na je u oko 93% slucajeva raka vrata
maternice i njegovih prete¢a.’ Osim infekcija HPV-om, kao dodatni rizi¢ni
¢imbenici se spominju:

e gspolna aktivnost prije 17. godine

e viSe partnera ili partner koji je imao viSe partnerica

® nezaSti¢eni spolni odnos

® anamneza spolno prenosive bolesti

¢ infekcija HIV-om (2-3 puta povecava rizika za razvoj raka vrata
maternice)

* pusenje

e dugotrajno uzimanje oralnih kontraceptiva

¢ velik broj poroda i pobacaja

e prehrana s malo povréa i voca

* majka je u trudno¢i uzimala dietilstilbestrol (DES)

¢ viSe od 50. godina Zivota

iy . . .y . “ 3.4-
® nizi socioekonomski status (niza naobrazba, siromastvo)™ 8

Sve ovo ukazuje na izloZenost cervikalnog epitela razli¢itim podrazajima

uzrokovanim infekcijom, fizikalnim i kemijskim ¢imbenicima, od kojih neki
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mogu djelovati i1 kancerogeno. Odgovor cervikalnog epitela na podraZaje
predstavljaju promjene koje variraju od degeneracije, regeneracije, hiperplazije,
metaplazije, displazije pa sve do nastanka novotvorine, a najintezivnije su u zoni
transformacije.

Cervikalna intraepitelijalna neoplazija (CIN) je pojam Sto ukljucuje
promjene dosad poznate kao displazija (bez obzira na intenzitet) i karcinoma in
situ (CIS). U najnovije se vrijeme pokusava uvesti novo nazivlje pa se govori o
cervikalnim novotvorevinama niskog rizika (CIN 1) i intraepitelnim
novotvorinama visokog rizika (CIN II i CIN III). Bethesda sustav primjenjuje
nazive-plocasta intraepitelna promjena niskog stupnja (rizika) (L-SIL, «low SIL»)
u koju su ukljuc¢ene promjene poput koilocitne atipije i CIN I. Drugu skupinu ¢ine
ploCaste intraepitelne promjene visokog stupnja (rizika) (H-SIL, «high SIL») u
koju ulaze promjene s obiljezjima za CIN II i CIN IIl. CIN ne pokazuje
karakteristicne makroskopske promjene. One su nespecifi¢ne i mogu se ocitovati
kao leukoplakija, erozija, cervicitis ili nema nikakvih makroskopskih promjena.
Najve¢i broj se razvija u zoni transformacije epitela, odnosno na granici
viSeslojnoploc¢astog i cilindricnog epitela. Mjesto gdje viSeslojnoplo€asti epitel
prelazi u mucinozni cilindri¢ni epitel naziva se skvamokolumnarna granica, a ¢ija
se pozicija tijekom Zivota Zene mijenja. PoCetna je upravo na mjestu vanjskog
usc¢a, dok se kod Zena koje su rodile pomice prema van (egzocervikalni dio) i
vidljiva je golim okom. Cilindri¢ni epitel koji tako izlazi iz endocervikalnog
kanala zamijenjuje se ploCastim, prerastanjem plocCastog epitela s egzocervikalne
porcije (epidermizacija) i $to je puno vaznije ploCastom diferencijacijom iz
pluripotentnih  pricuvnih stanica (ploCasta metaplazija) smjeStenih ispod
cilindricnog cervikalnog epitela. Ovo podrucje novostvorenog plocastog epitela
naziva se prijelazna zona (zona transformacije) 1 zajedno sa skvamokolumnarnom
granicom centralno je mjesto nastanka prekanceroza i karcinoma vrata maternice.
Tijekom Zivota (reproduktivha dob) ova granica se povla¢i prema
endocervikalnom kanalu i obicno u postmenopauzi viSe nije vidljiva golim
okom.”"

Histogenetski razvoj cervikalne neoplazme ide kroz vise to¢aka':
1. inicijator djeluje na skupinu stanica

2. promotor mijenja pojedinacne stanice u toj skupini
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3. promijenjena stanica proliferira 1 gubi lokalne kontrolne
mehanizme, nastaje skupina atipi¢nih stanica

4. proliferirane stanice sticu dopunske genetske promjene koje
rezultiraju promijenom stani¢nog fenotipa (tumorska progresija)

5. na jednom mjestu ili na viSe njih istovremeno klonovi maligno
transformiranih stanica razaraju bazalnu membranu i Sire se u
stromu, odnosno dolazi do mikroinvazivnog karcinoma (MIC)

6. MIC raste koceci lokalne zastitne mehanizme i prelazi u invazivni
karcinom stadija IB

Makroskopski je podru¢je nastanka novotvorine najceS¢e uzdignuto,
zrnato i tamnije od okolnog te izrazito sklono kontaktnom krvarenju. U pocetku
promjene su najcesce egzofiticne (papilarne), krhke, sklone nekrozi i krvarenju.
Rjede su, u starijih Zena, endofiti¢ne, submukozne obi¢no u cervikalnom kanalu.
Tada je jedina vidljiva promjena poveCanje vrata maternice. VeCe promjene
obi¢no su egzulcerirane zbog opsezne nekroze tumorskog tkiva.

Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (SZO) i Internacionalnom
udruZenju ginekoloskih patologa (IUGP), a prema histoloSkom tipu rak vrata
maternice dijeli se u tri skupine:

1. planocelularni karcinom

2. adenokarcinom

3. ostali epitelni tumori.

U skupinu ostali epitelni tumori ulaze:

- adenoskvamozni karcinom, «Glassy cell», mukoepidermoidni
karcinom

- adenoid cisti¢ni karcinom, adenoid bazalni karcinom

- tipi¢ni karcinoid, atipi¢ni karcinoid, sitnostani¢ni karcinom.'®"!

Medunarodna federacija ginekologa i opstetri¢ara (FIGO) je 1994. godine
prihvatila novo kirur§ko-patolo§ko stupnjevanje raka vrata maternice.'” Utvrditi
toCan stadij bolesti vrlo je vazno i zbog o¢ekivanog ishoda bolesti i zbog pracenja
bolesnica («follow up»). Sto je bolest otkrivena u visem stadiju to je i prognoza

losija. Stadij je postao sinonim za prognozu.
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Tablica 1. Medunarodna klasifikacija karcinoma vrata maternice (FIGO,

1994.)

KS
0 In situ TM

[ Invazivni TM iskljucivo ogranic¢en na vrat maternice

[A Pretklini¢ki TM — dijagnoza samo patohistoloska

Mikroskopska invazija nije vea u dubinu od 3 mm, a
proSirenost je u promjeru manja od 7 mm.

TM se nije prosirio po povrsini ve¢oj od 7 mm i invadira stromu
IA2 | u dubini veéoj od 3 mm, ali ne dublje od 5 mm, mjereno od baze
epitela povrsine ili Zljezde, od kojih promjena polazi.

Promjena je veca negoli pod IA2, bez obzira doima li se tako i
klinicki

IB1 | Promjena klini¢ki nije veca od 4 cm.

IA1]

IB

IB2 | Promjena je klinic¢ki veca od 4 cm.

TM se progirio izvan vrata maternice, ali ne doseze do stijenke
zdjelice; moze biti zahvacena rodnica, ali ne i donja tre¢ina.
Zahvaéene su samo gornje dvije trecine rodnice. Nema ocitih
znakova zahvadenosti parametrija.

[1B Parametriji su jasno zahvaceni.

TM se prosirio na zid zdjelice i/ili zahvaca donju tre¢inu rodnice
i/ili uzrokuje hidronefrozu ili insuficijenciju bubrega.

[TIA Nije se prosirio na zid zdjelice.

[1IB Sirenje na zid zdjelice ili hidronefroza ili insuficijencija bubrega.
TM se progirio izvan zdjelice ili zahvaca sluznicu mokracnog
mjehura ili rektuma.

IVA Sirenje na susjedne organe.

IVB Sirenje na udaljene organe.

[I

ITA

III

I\Y%

1.1.3. Simptomi, dijagnoza i lijeCenje raka vrata maternice

Karcinom vrata maternice se najceS¢e pojavljuje u Zena izmedu 40. do 55.
godine Zivota. To su obi¢no Zene niskog socioekonomskog statusa koje su stupile
u brak i/ili rodile prije 20. godine Zivota. Prvi je znak bolesti sukrvavi iscjedak iz

rodnice nevezan uz menstruacijski ciklus. Klasi¢ni je simptom povremeno,
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bezbolno krvarenje ili prljanje («spotting») koje nastupa obi¢no nakon spolnog
odnosa ili kupanja, tzv. kontaktno krvarenje. Uz ovo, neke bolesnice navode i bol
te osjecaj nelagode kod odnosa. Napredovanjem bolesti krvarenja su ucestalija,
obilnija i duze traju. Pojavljuju se bolovi u ledima, kukovima i natkoljenicama
kao rezultat Sirenja bolesti u zdjelicu. Ovi su simptomi uzrokovani pritiskom na
obturatorni 1 ishijadi¢ni Zivac. U nekih se bolesnica pojavljuje i dizurija kao znak
infiltracije prednjih parametrija. Razvoj edema donjih udova je rezultat blokade
limfne drenaze i pritiska na zdjeli¢ne vene. Opstrukcijska uropatija sa znakovima
hidronefroze uz poviSene serumske vrijednosti ureje 1 kreatinina znak je
uznapredovale bolesti. Hematurija i1 krvarenje iz rektuma pojavljuju se u
preterminalnoj fazi bolesti i obi¢no su praceni bljedilom, mrSavljenjem i
kaheksijom.">'*
Dijagnozu postavljamo, a mogucéu proSirenost bolesti odredujemo na

temelju ovih pregleda i pretraga:

- ginekoloski pregled u spekulima i rektovaginalni palpacijski

pregled

- kolposkopija i biopsija sumnjivih dijelova vrata maternice

- biopsija s vidljivog tumora vrata maternice

- endocervikalna kiretaza - naroCito znaCajna kada karcinom nije

vidljiv na povrSini vrata maternice

- ultrazvucni pregled zdjelice i trbuha

- cistoskopija (odredivanje prodora u mokraéni mjehur)

- infuzijska urografija (pomak struktura u zdjelici)

- rektosigmoidoskopija (odredivanje prodora u debelo crijevo)

- kompjutorizirana tomografija ili magnetska rezonanca

- rentgenska snimka pluca

- scintigrafija skeleta
U novije vrijeme uvodi se kirurSko-patolosko odredivanje stadija i to za stadije I i
II. Odstranjenje zdjeli¢nih i paraaortalnih limfnih ¢vorova i njihova patohistoloska

pretraga omogucuju korektno stupnjevanje bolesti.'*!*!?

LijeCenje raka vrata maternice ovisi o stadiju bolesti, a moZe biti:
- kirursko

- zracenje
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- kemoterapijom

- kombinirano.
Izbor lijecenja ovisi o klinickoj procjeni stadija bolesti, ali i o stavu (algoritam,
postupnik) institucije u kojoj se lijeCenje provodi. Odluka o vrsti lijeCenja donosi
se timski; osim ginekologa u timu su i anesteziolog, radioterapeut, patolog,
citolog, a po potrebu kirurg i urolog. U poslijednjem desetljecu svjedoci smo
brojnih kontroverzi u izboru lijeCenja za stadije bolesti I i II. Dok se ginekolozi
zalazu za primarno kirurSki pristup, radioterapeuti daju prednost zracenju nakon
kojeg slijedi kirurSki zahvat. Rezultati prezivljenja vrlo su sli¢ni, ali ve¢ina autora
navodi prednost primarnog kirurSkog lijeenja za stadije 11 IIA, jer se na taj nacin
jedan dio bolesnica moZe posStedjeti komplikacija wuslijed radijacijskog
lijecenja, 314 1619

Iako je stadij bolesti najvazniji prognosticki ¢imbenik, u predvidanju tijeka

1 ishoda bolesti koristimo se dodatnim klini¢kim, patohistoloskim i genetskim
znaCajkama tumora. Prognosticki loSiji tumori su oni:

- koji su ve¢i od 3 cm u promjeru

- koji su slabije diferencirani

- u kojih su tumorske stanice nadene u limfokapilarnim prostorima

- koji su ve¢inom aneuploidni (analiza proto¢nom citometrijom)

- u ¢ijim je stanicama izrazenija ekspresija HER-2/neu

antigena.13’14’18’19

- unovije vrijeme angiogeneza i utjecaj tipa HPV-a.

1.2. Angiogeneza

Stvaranje krvnih Zila u embriju nazivamo vaskulogenezom u kojoj se
krvne Zile formiraju iz endotelnih stani¢nih prekursora koje nazivamo angioblasti.
Angiogeneza ili neovaskularizacija je proces stvaranja krvnih Zila u odraslih 1 do
nedavno se smatralo da je rezultat grananja i Sirenja ve¢ postojecih krvnih Zila.
Medutim, eksperimenti ukazuju na dva puta stvaranja novih krvnih Zila:

1. angiogeneza pomocu endotelnih prekusorskih stanica («endothelial

progenitor cells», EPCs) iz koStane srzi;
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2. angiogeneza iz veé postoje¢ih krvnih Zila.?*

Angiogeneza je znacajna u nizu fizioloSkih, ali 1 patoloSkih procesa u
ljudskom organizmu. Fizioloski nalazi se tijekom embrionalnog razvoja, cijeljenja
rane, za vrijeme formiranja Zutog tijela i folikula jajnika te u rastu endometrija.
PatoloSka angiogeneza je znakovita za kardiovaskularne bolesti (ateroskleroza),
kroni¢ne upalne bolesti (reumatoidni artritis, Mb. Chron), dijabetes (dijabeticka
retinopatija), psorijaza, endometrioza i pretilost. Rast i razvoj te metastaziranje
malignih tumora ovisi o angiogenezi.*****

Angiogeneza se prouc¢ava godinama. Prva istrazivanja toga tipa zapocela
su 1962. godine u Bethesdi kada su F. Becker i J. Folkman proucavali
hemoglobinske otopine kao mogucu zamjenu za transfuziju. Ovim otopinama
radena je perfuzija solidnih izoliranih organa, npr. Stitne Zlijezde psa u izoliranim
staklenim posudama. Zlijezde su se odrZale na Zivotu oko dva tjedna. Kako bi
odredili mogu li ovi izolirani organi podupirati rast, u njih su injicirali stanice
misjeg melanoma. Razvili su se si¢us$ni tumori, ne ve¢i od 1-2 mm promjera koji
nikad nisu razvili vaskularizaciju. Medutim, tumori presadeni u miSa domacina
brzo su rasli i vaskularizirali do volumena veceg od 1 cm’. Kasnije su Folkman i
suradnici spoznali da endotelne stanice bubre, ali ne mogu proliferirati u
hemoglobinskim otopinama koje ne sadrze trombocite. To je bio jedan od
najranijih eksperimentalnih modela koji je pokazao kako tumorski rast moze biti
zakocen ako se tumor drZzi u «prevaskularnom stanju» iz ¢ega autori zakljucuju
da su tumorski rast i metastaziranje ovisni o angiogenezi. Naime, u nastalom
tumoru svakom povecanju broja tumorskih stanica prethodi povecanje broja novih

krvnih kapilara. *°

1.2.1. Angiogeneza iz endotelnih prekursorskih stanica

Formiranje hematopoetskog 1 vaskularnog sustava zapoCinje tijekom
embrionalnog razvoja &ije su preteée dva tipa stanica :>'
1) hemangioblasti — stanice koje se pretvaraju u hematopoetske zametne
stanice

2) angioblasti — stanice koje predstavljaju osnovu vaskularnog sustava.
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Angioblasti proliferiraju, migriraju u periferna tkiva i diferenciraju se u
endotelne stanice koje formiraju arterije, vene i limfne zile.”*® Oni poticu i
stvaranje pericita, glatkih miSi¢nih stanica te zajedno Cine periendotelni stani¢ni
zid.

U novije vrijeme je otkriveno postojanje angioblastima sli¢nih stanica koje
zovemo EPCs («endothelial precursor cells») u koStanoj srzi odraslih ljudi.27 One
u odredenom trenutku ulaze u krvoZilni sustav, migriraju do oSte¢enog ili
tumorski promjenjenog tkiva gdje poticu stvaranje kapilarne mreZe. Priroda ovog

. Dy 022627
mehanizma je joS nedovoljno istrazena. “=

1.2.2. Angiogeneza iz ve¢ postojeéih krvnih zila

U ovom tipu angiogeneze nove kapilare izrastaju iz malih venula bez
miSi¢nog sloja. U nazo¢nosti angiogenskog poticaja zapocinje razgradnja bazalne
membrane i endotelne stanice venula Sire se kroz stijenku venula. Kretanje
endotelnih stanica prema izvoru angiogenskog poticaja udruzZeno je s njihovim
linearnim rasporedom kako bi formirali kapilarni izbojak u kojem se stvara lumen.
Endotelna proliferacija zauzima mjesto unutar izbojka, ali obi¢no ne i na vrhu.
Vrsak jednog izbojka anastomozira s drugim stvarajuci kapilarnu petlju kroz koju
zapocinje cirkulacija krvi. Novi izbojci zapocinju od svake kapilarne petlje i tvore
novu kapilarnu mrezu. Formira se nova bazalna membrana u koju su uklopljeni
periciti.24’25’28 Najbitniji dijelovi ovog procesa su:

a) vazodilatacija kao odgovor na duSicni oksid i izazvanu pojacanu
propustljivost ve¢ postoje¢ih krvnih Zila uslijed djelovanja
vaskularnog endotelijalnog ¢imbenika rasta (VEGF),

b) proteoliticka razgradnja bazalne membrane roditeljskih krvnih Zila
metaloproteinazama i prekid medustani¢nog kontakta izmedu
endotelijalnih  stanica krvnih Zila uzrokovano plasminogen
aktivirajuéim ¢imbenikom®

¢) migracija endotelnih stanica prema angiogenom stimulatoru

d) proliferacija endotelnih stanica, odmah pokraj vodeceg izbojka

migrirajucih stanica
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€)

sazrijevanje endotelnih stanica Sto ukljuCuje inhibiciju rasta i
remodeliranje u kapilau’u30

mobiliziranje periendotelnih stanica (ukljuCujuc¢i pericita za male
kapilare i glatkih miSi¢nih stanica za velike krvne zile) da bi

podrzavale endotelne strukture i formirale pravu krvnu Zilu (slika 1).
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A. Angiogeneza iz prekursorskih endotelnih stanica (EPCs)

zrela krvozilna
mreza

EPCs

kostana |
SrZ

B. Angiogeneza iz ve¢ postojecih krvnih zila

zrela krvozilna
mreza

Slika 1. Shematski prikaz dva tipa angiogeneze (preuzeto iz KumarV, Fausto N,
Abbas A: Pathologic Basis of Disease, 7t Edition, W.B. Saunders Company,
2004.)
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1.2.3. Cimbenici rasta ukljuceni u angiogenezu

U svim tipovima angiogeneze (fizioloSkim 1 patoloskim) aktivacija
endotelnih stanica prvi je registrirani proces. Tako aktivirane endotelne stanice
umnazaju se dvadeset do dvije tisu¢e puta brze nego one u zrelom tkivu.
Aktivacija endotelnih stanica zbiva se pod utjecajem citokina. U angiogenezu su
ukljuceni brojni ¢imbenici od kojih neki stimuliraju, a neki inhibiraju angiogenezu
(tablica 2,314.)

VEGEF je prvi 1 najznacajniji stimulator angiogeneze. Izluuju ga tumorske
stanice, makrofagi i druge stanice koje sudjeluju u procesu imunoloskog
odgovora.”'® Otkrio ga je Dvorak i suradnici, a molekularnu strukturu definirao
je Ferrara. Postoji viSe grupa VEGF: VEGFA, VEGFB, VEGFC 1 VEGFD, od
kojih je VEGFA najvazniji. To je multifunkcionalan glikoprotein molekularne
tezine od 34 do 45 kD koji ima niz znacajnih djelovanja na endotel krvnih Zila.
Razli¢ite izoforme daju isti bioloski rezultat. VEGF ima malu, ali znacajnu
zajednicku sekvencu s PDGF-om (“platelat derived growth factor”).”” 4
Djelovanje na endotelne stanice se odvija preko dvije vrste receptora koji imaju
aktivnost tirozin kinaze: flt-1 i KDR. Razliciti efekti prate interakciju izmedu
VEGEF 1 receptora. Prvo se javlja Cetverostruki porast citoplazmatskog kalcija
(Ca®). Nakon toga dolazi do poveéenja permeabilnosti malih krvnih Zila, posebno
postkapilarnih venula i malih vena za cirkuliraju¢e male molekule. Posljedica toga
je nakupljanje proteina malih peptida u ekstracelularnom prostoru. Osim toga
dolazi i do aktivacije metaloproteinaza ekstracelularnog matriksa. To su enzimi
koji razlaZzu proteine i stvaraju podlogu za formiranje novog miljea proteina i
njihovih komponenti te ostalih tvari koji ¢e omoguciti proliferaciju, diferencijaciju
1 migraciju endotelnih stanica. Na taj nacin se stvaraju uvjeti za razvoj novih
krvnih Zila 1 protok krvi kroz njih. Novoformirani ekstracelularni matriks je
potpora endotelnim stanicama i fibroblastima za migraciju. Plazmatski fibrinogen
izvan krvnih zila stvara ugruske i fibrinske tracke. Fibrinski gel koji se nalazi u
tumorskoj stromi je formiran pod utjecajem plazmina, tvari koja nastaje iz
aktiviranog  plazminogena.  Plazmin, takoder,  samostalno  aktivira
metaloproteinaze ekstracelularnog matriksa koje su sposobne razgradivati

elemente matriksa.
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VEGF povecava mikrovaskularnu permeabilnost promjenom funkcionalne
aktivnosti vezikularno vakuolarnih organela (VV0).*"*?  VEGF uzokuje
proliferaciju, migraciju i diferencijaciju endotelnih stanica. Ujedno dovodi do
poticaja drugih ¢imbenika bitnih za angiogenezu kao plazminogen aktivatora
(PAs), intersticijskih kolagenaza te tkivnog ¢imbenika.

43-46

Lucenje VEGEF je potaknuto djelovanjem razliitih citokina

(TGE-o,, TGE-B i PDGF)*"* te hipoksijom.”"

i ¢imbenika rasta

Povecanje permeabilnosti u mikrocirkulaciji vazno je za neoangiogenezu.
Proteini plazme koji izlaze u ekstravaskularni prostor ¢ine novu podlogu koja
omoguc¢ava migraciju endotelnih stanica i formiranje novog matriksa.

Novoformirane krvne Zile su krhke 1 potrebno je posti¢i njithovu stabilnost
Sto zahtijeva ugradnju pericita i glatkih miSi¢nih stanica te ugradnju proteina
vanstani¢nog matriksa. Angiopetini 1 i1 2 (Ang 1 i Ang 2), trombocitni ¢imbenik
rasta (PDGF) 1 beta transformiraju¢i ¢imbenik rasta (TGF-p) sudjeluju u procesu
stabilizacije krvnih Zila. Ang 1 veZe se na receptore endotelnih stanica Tie 2 da bi
mobilizirali periendotelne stanice. PDGF sudjeluje u mobilizaciji glatkih miSi¢nih
stanica, dok TGF-J stabilizira novostvorene krvne Zile pojacavajuci proizvodnju
vanstani¢nih proteina. Ang 1/Tie 2 interakcija posreduje u sazrijevanju krvnih Zila
od jednostavnih endotelijalnih struktura u razvijenije krvoZzilne strukture. Ang 2 se
isto veze na Tie 2, ali ima suprotni ucinak, smanjujuc¢i osjetljivost endotelnih
stanice na ¢imbenike rasta kao $to je VEGF ili u nedostatku VEGEF, a istovremeno

pojatavaju osjetljivost na inhibitore angiogeneze.*” 2

1.2.4. Ostali mehanizmi ukljuceni u kontrolu angiogeneze

Uloga razli¢itih citokina tijekom angiogeneze je uvjetovana njihovim
medudjelovanjem te vanjskim ¢imbenicima na njih. Primjer takvog vanjskog
¢imbenika su hormoni koji svojim djelovanjem mogu potaknuti angiogenezu.

Stanice imunoloskog sustava kao monociti/makrofagi, limfociti i mastociti

mogu mijenjati ravnotezu izmedi stimulatora i inhibitora angiogeneze. T-limfociti
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su vazni za aktivaciju endotelne ekspresije razliitih metaloproteinaza kroz CD-
40/CD-40-ligand interakciju.

Hipoksija je vazan ¢imbenik koji poti¢e neovaskularizaciju.

Mnogi onkogeni c-myb, sis i src su dokazani kao stimulatori ekspresije
mnogih molekula ukljuenih u angiogenezu. Mutant ras onkogen sudjeluje u
regulaciji produkcije stimulatora angiogeneze kao §to su TGF-a,, TGF-3 i VEGF.
Osim toga aktivacija onkogena potice proizvodnju i aktivaciju enzima koji razlazu
bazalnu membranu i ekstracelularni matriks.

Tumor supresor geni i njihovi proteini takoder imaju ulogu u poticanju
angiogeneze. Inaktivacija pS3 gena i njegovog proteina smanjuje proizvodnju
trombospondina, inhibitora angiogeneze te se na taj nacin stimulira
alngi()genc‘,zal.53’54

Iz niza pokusa i zapazanja nedvojbeno je kako tumorsko bujanje ovisi o
angiogenezi. Istrazivanja tumorskog rasta, medutim, nisu otkrila kada i kako
dolazi do pojave angiogenskog stanja i pojave tumorskog rasta. U jednom od
modela istrazivanja transgeni miSevi pokazuju onkogene u beta stanicama otocic¢a
gusterace koji nasljedno ponavljaju progresiju od normale do hiperplazije i
neoplazije. Folkman i sur. proucavali su tumorogenezu i angiogenezu na soju
transgenih miSeva u kojih zapravo svaka beta stanica guSterae pokazuje
onkogene pri rodenju. Rezultati njhovog istrazivanja pokazuju kako se
angiogenska aktivnost pojavljuje u podskupu hiperplasti¢nih otoci¢a prije
stvaranja tumorske tvorbe, dakle izazivanje angiogeneze 1 posljedi¢na
neovaskularizacija prethodi stvaranju tumora i povezano je s prijelazom iz
hiperplazije u neoplaziju.”® Zaklju¢ak ove i drugih studija o tumorogenezi u
transgenih misSeva je sukladna s modelima u kojima onkogeni ukidaju kontrolu
rasta 1 potiCu stanicnu proliferaciju 1 posljedicnu hiperplaziju. Nastanak
angiogeneze, pritom, ¢ini se da je jedan od onih dogadaja koji su vaZzni za
pretvorbu normalnih epitelnih stanica u karcinomske.**

Klinicka primjena istraZivanja angiogeneze je trojna: dijagnosticka,
ubrzavanje angiogeneze u cijeljenju rana te upotreba inhibitora angiogeneze u

terapijske svrhe.
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Tablica 2. Pregled stimulatora angiogeneze i njihovih receptora

CIMBENIK OSOBITOSTI RECEPTOR

vaskularni endotelijalni ¢cimbenik  endotelni mitogen, ¢imbenik preZivljavanja i stimulator Flk-1/KDR

rasta (VEGF) permeabilnosti kojeg proizvode mnoge tumorske stanice Flt-1(oba na
aktiviranom
endotelu

postelji¢ni ¢imbenik rasta slab endotelijalni mitogen Flt-1

osnovni ¢imbenik rasta fibroblasta endotelijalni mitogen, stimulator angiogeneze, ¢cimbenik FGFR1-4

prezivljavanja, stimulator Flk-1 ekspresije

kiseli ¢imbenik rasta fibroblasta  endotelni mitogen, stimulator angiogeneze FGFR1-4

(aFGF/FGF-1)

¢imbenik rasta fibroblasta 3 endotelni mitogen, stimulator angiogeneze FGFR1-4

(FGF-3/Int-2)

¢imbenik rasta fibroblasta 4 endotelni mitogen, stimulator angiogeneze FGFR1-4

(FGF-4/Hst/K-FGF)

tranformirajuci ¢imbenik rasta ¢  endotelni mitogen, stimulator angiogeneze EGFR

(TGF- &) stimulator VEGF ekspresije

epidermalni ¢imbenik rasta slab endotelni mitogen, stimulator ekspresije VEGF EGFR

(EGF)

hepatocitni ¢imbenik rasta/ endotelni mitogen, stimulator angiogeneze c-MET

¢imbenik rasprienja(HGF/SF)

tranformirajuci ¢imbenik rasta 8 in vivo kao stimulator angiogeneze i inhibitor TGF- R LII,

(TGF- B) endotelnog rasta, stimulator VEGF ekspresije II1

tumor nekroti¢ni ¢imbenik & in vivo kao stimulator angiogeneze, endotelni mitoge TNFR-55

(TNF- &) (niske konc.) ili inhibitor (visoke konc.), stimulator VEGF (TNFR-75)

ekspresije

trombocitini ¢imbenik rasta mitogen i ¢imbenik pokretljivosti endotelijalnih stanica PDGFR

(PDGF) fibroblasta, in vivo stimulator angiogeneze

granulocitni-kolonija in vivo se ponasa kao stimulator angiogeneze s nesto G-CSFR

stimuliraju¢i ¢cimbenik (G-CSF)

mitogene aktivnosti za enotelne stanice
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Tablica 3. Pregled endogenih inhibitora angiogeneze

ENDOGENI INHIBITOR

angiostatin

endostatin

trombocitni ¢imbenik 4

(PF4)

prolaktin (16-kDa dio)

EGF dio

Trombospondin-1
(TSP-1)

interferon-o (IFN- a)

interferon-p (IFN- f)
interferon y (IFN- y)

interleukin 12 (IL-12)

tkivni inhibitor metalo-
proteinaza (TIMP1-3, CDI)

proliferin-protein (PRP)

2-methoksi estradiol

KARAKTERISTIKE I NACIN DJELOVANJA

sistemski inhibitor angiogeneze, fragment plasminogena nastao
proteolitickim djelovanjem elastaze, inhibira proliferaciju endotelnih
stanica nepoznatim mehanizmom

sistemski inhibitor angiogeneze, proteoliticki fragment kolagena XVIII,
dio perivaskularnog ekstacelularnog matriksa, inhibira proliferaciju
endotelnih stanica i angiogenezu nepoznatim mehanizmom

inhibira angiogenezu preko bFGF receptora, aktivni dio moze se
dobiti cijepanjem N-kraja u klinickim istraZivanjima kao
antiangiogeni ¢imbenik

inhibira angiogenezu, uz bFGF i VEGF stimuliranu proliferaciju
endotelnih stanica(S-faza)

inhibira EGF i laminin-ovisnu pokretljivost endotelnih stanica i
angiogenezu

TSP-1(dio) veZe se uz CD36 na endotelne st. i inhibira angiogenezu
mehanizmom koji vjerojatno ukljucuje proliferaciju, migraciju i
preZivljenje stanica

inhibira angiogenezu antimititi¢kim i antimigriraju¢im u¢inkom na
endotelne st. blokiraju¢i produkciju od strane parenhimalnih st., u
klini¢kim istraZivanjima kao antiangiogeni ¢cimbenik

inhibira migraciju i proliferaciju endotelnih st.

inhibira migraciju i proliferaciju endotelnih st.

inhibira angiogenezu stimulirajuci stvaranje IFN- vy i
interferon-stimulirajuéi protein 10, u kl. istraZivanjima

antiangiogeni ¢imbenik

inhibirajuéi metaloproteinze blokira razrjemenje ekstacelularnog
matriksa i invaziju endotelnih st.

direktno inhibira migraciju misjih endotelnih st.

inhibira proliferaciju endotela i angiogenezu nepoznatim
mehanizmom
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Tablica 4. Pregled egzogenih inhibitora angiogeneze

EGZOGENI INHIBITOR

TNP-470 (AG

pentosan polisulfat

tecogalan

batimastat (BB-94)

marimastat (BB2516)

suramin

CM101

vitaxin

vitamin D3 analozi

thalidomid

minocyclin

KARAKTERISTIKE I NACIN DJELOVANJA

sintetski analog fumagilina, gljivi¢ni inhibitor proliferacije endotelnih
st.i angiogeneze, u kl. istraZivanjima kao antiangiogeni ¢cimbenik

inhibira parakrine aktivnosti heparin-vezujuceg angiogenog ¢imbenika
rasta (bFGF,VEGF), u kl. istraZivanjima kao antiangiogeni ¢imbenik

sulfatni bakterijski polisaharidno proteoglikanski kompleks koji inhibira
proliferaciju endotelnih st., posebno u kombinaciji s tamoxifenom

sintetski inhibitor metaloproteinaza, inhibira invaziju endotelnih st., u
kl. istrazivanjima

sintetski, peroralni inhibitor metaloproteinaza, inhibira invaziju
endotelnih st., u kl. istraZivanjima

interferira u visestruke endotelne finkcije i aktivnost bFGFR

streptokokni polisaharid, veZe se specificno na aktivirane endotelne st.
i stimulira krvoZilnu upalu

humani anti avp3 antitijelo, spre¢ava vezivanje avf3 integrin uzrokujuéi
endotelnu apoptozu

inhibira angiogenezu nepoznatim mehanizmom

prethodno upotrebljavan kao sedativ, teratogen, antiangiogen, u kl.
istrazivanjima kao angiogeni ¢imbenik

tetraciklin s antiangiogenim djelovanjem
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1.3.Gustoca intratumorske mikrocirkulacije (MVD)

Gustoca tumorske mikrocirkulacije (MVD, engl. “microvessel density” ili
IMD, “intratumor microvessel density”) je pokazatelj intenziteta angiogeneze.
Govorl o broju krvnih Zila po jedinici povrSine. Niz studija ukazuju na povezanost
MVD-a s ekspresijom stimulatora angiogeneze, tumorskim rastom i pojavom

udaljenih metastaza.

1.3.1. MVD i stimulatori angiogeneze

Mnoge studije su pokazale direktnu povezanost izmedu izlucivanja
proangiogenih citokina i MVD-a. VEGF ekspresija korelira s MVD-om u mnogim
solidnim tumorima (prostata,”® debelo crijevo™®, jetra’’, dojka’®). Toi i sur. su
komparirali MVD i1 VEGF 1 PDGF kod 152 bolesnice s invazivnim duktalnim
karcinomom dojke te su dokazali da u 70% slucajeva postoji pojacana ekspresija
oba stimulatora angiogeneze.” Vrijednosti VEGF-a i PDGF-a u krvi su bile
znaCajno povezane s vrijednoS¢u MVD-a. Signifikatnu povezanost MVD-a s
lugenjem VEGF-a nalazimo u radovima o karcinomu Zeluca *° te karcinomu
cerviksa *°. Objavljeni su radovi koji pokazuju povezanost MVD-a i drugih

stimulatora angiogeneze kao bEGE. %6162

1.3.2. MVD i tumorska mikrocirkulacija

Razlicite radioloske pretrage tumorskog krvozilja koreliraju s MVD-om.
Magnetska rezonanca (MR), color doppler i pozitronska emisijska tomografija ®
su radioloske pretrage kojima se pokazalo da i one mogu dokazati promjene u
MVD-u. Odredivanje volumena plazme magnetskom rezonancom u tkivu tumora
pokazuje da je poremeceni volumen plazme u tkivu tumora povezan s porastom
MVD-a, odnosno pojaCanom angiogenezom. Medutim, studija Bracha i sur. iz
2000. godine o cervikalnom karcinomu nije pokazala ¢vrstu povezanost MVD-a i
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1.3.3. MVD i metastaze/prognoza

Budu¢i da je pojava metastaza najznacajniji prognosticki ¢imbenik u
bolesnica s karcinomom, odredivanje metastatskog potencijala primarnog tumora
od velikog je znacenja. Liota i sur. su jo§ prije 20 godina na animalnom modelu
dokazali povezanost MVD-a, s brojem intravaskularnih tumorskih stanica i
pojavom pluénih metastaza.®> Stupanj angiogeneze u mnogim tumorima moZe
predvidjeti pojavu metastaza. Ovo je zapaZanje najprije opisano kod melanoma.
Dokazana je jasna razlika stadija bez neovaskularizacije kada su metastaze rijetke
1 stadija s intenzivnom neovaskularizacijom koji je povezan s Cestim lokalnim i
udaljenim metastazama.

Nizom radova je dokazano da je MVD nezavisni prognosticki ¢imbenik u
predvidanju ishoda mnogih karcinoma.”®

MVD se moZe odrediti upotrebom imunohistokemijskih biljega koji se
vezu za razli¢ite komponente endotelne stanice. To su antitijela protiv specificnih
antigena. Postoje dvije kategorije doti¢nih antitijela, odnosno biljega. Prvu
skupinu ¢ine panendotelni stani¢ni biljezi koji se veZu osim na endotelne stanice i
na fibroblaste, stanice upalnog odgovora ili stromalne stanice. Drugu skupinu ¢ine
antitijela koja se veZzu samo na aktivirane endotelne stanice ili endotelne stanice u
proliferaciji. Antitjela koja se veZu na panendotelne biljege dobro reagiraju s
endotelnim stanicama velikih krvnih Zila, ali loSije s malim krvnih Zilama u
tumoru. Antitijela koja se vezu na faktor VIII obiljezavaju velike krvne Zile s
visokom specificnos$¢u, dok je osjetljivost za kapilare slabija. Doti¢na antitijela
obiljeZavaju ne samo krvne Zile ve¢ se vezu i na limfne Zile. Transmembranski
glukoprotein CD31 je sastavni dio ne samo endotelnih stanica ve¢ i mnogih
drugih stanica uklju¢enih u hematopoezu. Pozitivna mu je strana da se kao biljeg

podjednako nalazi i na velikim 1 malim krvnim Zilama.
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Negativna strana vidi se u tome Sto se antitijela za CD31 vezu i na plazma stanice
i druge stanice upalnog odgovora. Transmembranski protein CD34 nalazi se na
povrSini endotelnih stanica, posebno onih koji prate aktivnu angiogenezu.
Specifi¢nost im je kompromitirana ¢injenicom da se takoder nalaze i na drugim
mezenhimalnim stanicama.®®*’

Endoglin (CD 105) je dio receptorskog kompleksa za TGF-f 1 i 3
molekule koje se stvaraju u tumorskoj angiogenezi. Endoglinska antitijela
preferiraju aktivirane endotelne stanice koje sudjeluju u tumorskoj angiogenezi.

CD 105 ima mnoge prednosti pred panendotelnim biljezima. Razlicite
studije su dokazale da je mnogo osjetljiviji 1 specificniji od svih dosad
upotrebljenih. Dokazano je da se anti CD 105 antitijela veZu na sve novostvorene
endotelne stanice 1 krvne Zile te samo na 20% prethodno formiranih krvnih Zila
(neneoplasti¢ne). Ne veZe se na upalne 1 stromalne stanice. To smanjuje broj lazno

pozitivnih rezultata.®®

1.4. PAPILOMA VIRUSI COVJEKA

1.4.1. Povijest

Poznato je joS od antickih vremena da se genitalne bradavice (condyloma
acuminata) mogu prenijeti spolnim putem. Cinjenica da je karcinom vrata
maternice ¢eS¢i u promiskuitetnih osoba, osnova je hipoteze postavljene 1842.
godine, o virusnoj etiologiji ovog raka.® Proglo je viSe od jednog stolje¢a da bi
hipoteza o ulozi papilomavirusa covjeka u nastanku raka vrata maternice postala
ponovo zanimljiva 70°1903. godine prvi je put iznesen pojam epitelioze, odnosno
proliferacije epitelnih stanica pod utjecajem raznih virusa.”' Ciuffo je 1907.
godine potvrdio virusnu etiologiju bradavica na osnovu pokusa bezstani¢nog
prijenosa papilomavirusa.””> Rous i suradnici su postavili hipotezu o
medudjelovanju papilomavirusa u divljeg kuni¢a (engl. cottontail rabbit

papillomavirus - CRPV) 1 kemijskih kancerogena (mazut) u nastanku raka koze.”
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Godine 1949. uz pomoc¢ elektronskog mikroskopa prvi je puta u bradavicama

v . . . “ . . 74
covjeka videna virusna Cestica (slika 2).

SLIKA 2. Papilomavirus ¢ovjeka viden elektronskim mikroskopom

Nedostatak kultura stanica za uzgoj HPV-a dugo je vremena onemogucavao
istrazivanja biologije i funkcije tog virusa. Koss i Durfee” primjenili su 1956.
godine naziv koilocitna atipija za opis promijenjenih stanica plocastog epitela
karakteriziranih s perinuklearnom vakuolizacijom i perifernim pomicanjem
zgusnute strome (koilociti). Koilociti su nadeni u obriscima vrata maternice
bolesnica oboljelih od displazije i invazivnog karcinoma. 1965. godine Crawford
je detaljno opisao HPV DNA.”® Godine 1976. Meisels i Fortin’’ te Purola i Savia’®
ukazali su na istovjetnost stanica genitalnih bradavica za koje je poznato da sadrze
HPV 1 koilocite. Tek je uporaba metoda molekularne biologije omogucila
razumijevanje odnosa izmedu HPV-a i karcinoma vrata maternice. Zur Hausen i
suradnici prvi su izolirali nove tipove HPV iz anogenitalne regije. 1980. iz
genitalnih bradavica izoliran je HPV 6, 1982. godine izoliran je HPV 11 iz
papiloma grkljana, % a HPV 16*' i HPV 18% izolirani su iz karcinoma vrata
maternice. Prvi opisani slijed nukleotida cijelog genoma bio je slijed govedeg
papilomavirusa tip 1 (engl. bovine papillomavirus — BVP 1).** Vise od 85
razli¢itih genotipova papiloma virusa do danas je klonirano i sekvencionirano, a
viSe od 120 novih tipova je djelomi¢no sekvencionirano.** 1985. godine zapocela
su istrazivanja bioloSkih funkcija, posebno nacina specifiénog prepisivanja i
ugradivanja genoma HPV-a u stanice karcinoma vrata maternice.**® U stanicama

NIH3T3 postignuta je zloéudna preobrazba pomoéu DNA HPV 16,* kao i
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imortalizacija primarnih kultura fibroblasta i keratinocita ovjeka.*® Kljuénu
ulogu u nastanku zlo¢udne preobrazbe imaju rani geni E6 i E7 HPV-a Sto je
otkriveno kasnih osamdesetih godina proglog stolje¢a.*® Dokazano je da produkt
gena E7 tipova visokog rizika HPV veze i inaktivira produkt tumor supresorskog
gena Rb.” Produkt gena E6 veZe produkt tumor supresorskog gena p5391 ¢ime
p53 moZze biti inaktiviran ili cak ralzgraden.92 U prilog ovome govore i
epidemioloska istraZivanja koja ukazuju na Cinjenicu da je zaraza
papilomavirusom ¢ovjeka glavni Cimbenik nastanka i razvoja raka vrata maternice
te se moZe reci kako ne postoji karcinom vrata maternice negativan na HPV. Ako
je nalaz negativan uzrok moze biti jedan od slijedecih ¢imbenika: 1. pogresno
uzimanje uzroka, 2. osjetljivost metode detekcije, 3. postojanje joS netipiziranih
HPV-a, 4. delecija i rearanziranja genoma HPV-a ili 5. prekid genoma HPV-a

.. . L. 3
tijekom ugradnje u kromosom domaéina. ’

1.4.2. Klasifikacija papilomavirusa ¢ovjeka

Papilomavirusi nalaze se u obitelji Papovaviridae, podobitelji
Papillomaviridae.
Gradeni su od dvolancane kruzne DNA veli¢ine oko 8 000 pb (parova baza);
virion je bez ovojnice, promjera 55 do 60 nm ** s ikozaedarnom kapsidom koja se
sastoji od 72 kapsomere.
Papiloma virusi su vrsno specifi¢ni, tj. svaki papilomavirus je patogen za
odredenu vrstu domacina, a ime i dobivaju prema svom domacinu; npr.
papilomavirus Covjeka - HPV (engl. human papillomavirus), govedi
papilomavirus - BPV (engl. bovine papillomavirus) itd.
Za razliku od vecine drugih virusa u kojih proteini kapside imaju razlicitu
antigenu strukturu, kod svih papilomavirusa Zivotinja i ljudi proteini kapside
imaju konzervirani slijed aminokiselina.” Stoga protutijela na npr. proteine
kapside BPV kriZno reagiraju s papilomavirusima ¢ovjeka.”® To je razlog §to se
specifi¢ni tipovi HPV ne mogu identificirati seroloSkim metodama (serotipovi),
ve¢ sekvencioniranjem DNA (genotipovi).

Tipovi HPV oznacavaju se brojevima, prema vremenskom slijedu njihovih

otkri¢a. Izolati iz iste vrste domacina prvobitno su se tipizirali prema sli¢nosti
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genoma temeljenoj na hibridizacijskim svojstvima: novi izolat oznacen je kao
novi tip ako je pokazivao manje od 50% unakrsne hibridizacije u restrikcijskim
uvjetima s prethodno definiranim tipovima HPV. Budu¢i da danas postoji
mogucnost sekvencioniranja genomske DNA, nova definicija genotipova temelji
se na homologiji slijeda nukleotida. Razli¢itim tipovima smatraju se izolati koji
dijele manje od 90% nukleotida u konzerviranim regijama genoma, L1, E6 1 E7.”
Izolirane su i varijante specificnih tipova odnosno subtipovi. Da bi se neki virus
smatrao subtipom, mora imati viSe od 90% homologije s originalnim tipom.
Razli¢iti podtipovi mogu imati drugacije bioloSke znacajke. Tako je otkriveno da
neki podtipovi HPV-16 imaju izraZeniju sposobnost zlo¢udne preobrazbe od
drugih.”®
Osim §to su vrsno specifi¢ni, ovi virusi imaju specifiCan tropizam za
epitelne stanice (koZa 1 sluznice). Na tim mjestima izazivaju proliferaciju
epitela.99 Te dobro¢udne proliferacije epitela ili papilomi u odredenim uvjetima
imaju sposobnost zlo¢udne preobrazbe. Papilomavirusi ¢ovjeka zarazavaju epitel
spojnice oka, usne Supljine, grkljana, dusnika, jednjaka, mokra¢nog mjehura,
analnog otvora i genitalne regije oba spola.
Prema tkivu kojeg najcesce inficiraju pojedini se papilomavirusi ¢ovjeka dijele u
tri grupe: kutanu, mukokutanu i mukoznu. Mukokutanoj grupi pripadaju: 1. virusi
koji inficiraju kozu i sluznicu usne Supljine, 2. virusi izolirani iz bolesnika s
epidermodysplasia verruciformis, te 3. virusi koji zaraZavaju anogenitalnu regiju.
U anogenitalne viruse ubraja se viSe od 40 razli€itih tipova.
Na osnovu sposobnosti (potencijala) izazivanja zlocudne preobrazbe ovi se

virusi dijele u tri grupe:

1. niski rizik: HPV tip 6, 11, 26, 40, 42, 43, 44, 53, 54, 55, 62, 66

2. visoki rizik: HPV tip 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68

3. vjerojatno visoki rizik: 26,53,66.

1.4.3. Genom papilomavirusa ¢ovjeka

Za razlicite tipove HPV-a organizacija genoma je ista. Genom svih HPV-a
sastoji se od 7 200 do 8 000 pb i moZe se podijeliti u tri regije: 1. uzvodnu

regulatornu regiju (engl. upstream regulatory region — URR) veliCine oko 1 kb
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koja se naziva i dugacka kontrolna regija (engl. long control region - LCR) ili
nekodirajuca regija (engl. noncoding region — NCR), 2. ranu kodirajucu regiju
(engl. early - E), veliCine oko 4,5 kb, i 3. kasnu kodirajucu regiju (engl. late - L),
veliCine 2,5 kb (slika 3).

uzvodna transformirajuci geni,

regulatorna regija stimulacija rasta
URR E6 E7

kasni gen, kodira za
male proteine kapside

regulacija virusne
replikacije

6.0 kilobaza 2.0

E1l

kasni gen, kodira za regulacija virusne

glavne proteine kapside / E5 \ transkripcije i replikacije

stimulacija izlazak viriona
rasta iz stanice

SLIKA 3. Genom papilomavirusa ¢ovjeka

Uzvodna regulatorna regija (URR) sadrzi niz elemenata koji pod utjecajem
raznih transkripcijskih ¢imbenika virusa i stanice domacina, kao i1 drugih
molekula, reguliraju transkripciju 1 replikaciju papilomavirusa. Ova regija ima
oko 850 pb. Kod srodnih papilomavirusa ova regija nije u cjelosti jednaka, vec
sadrzi kratke konzervirane sljedove nukleotida. Pretpostavlja se da svaki takav
slijed ima specificnu i vaznu ulogu za pojedine papilomaviruse. Do sada su dobro
upoznata Cetiri takva slijeda: 1. mjesto poliadenilacije mRNA gena kasne regije
koje se nalazi blizu 5' kraja URR, 2. mjesto vezanja proteina E2 koje ovisi o tipu
papilomavirusa, 3. mjesto vezanja proteina E1 i 4. TATA kutije promotora gena
E6. Smatra se da epitelna specificnost HPV-razina transkripcije pojedinih gena i
replikacija izravno ovisi o koli¢ini 1 kvaliteti razli¢itih ubikvitarnih
transkripcijskih ¢imbenika koji se nalaze u srediSnjim dijelovima plocastog
epitela, a vezu se za srediSnji dio URR (slika 3). Dosad je opisano najmanje 11

transkripcijskih ¢imbenika od kojih su najvazniji: aktivator proteina 1 (AP1),
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nuklearni faktor (NE-I), Oct 1, Spl, YY1, TEF-1." Vezanje tih i drugih

transkripcijskih ¢imbenika regulira transkripciju okvira €itanja rane regije.

P0|y'A pojacivac Ori E6
E - el [E|elE
v[2[o[N] [N [N] [N] [N[O[N[N] [o0]2] |1]2|2 [o]
A T[T AlAl [T|T [T A ol
5 v[y] [T]7 2 3
[Y[v]y

SLIKA 4. Shematski prikaz URR HPV sli¢an za sve anogenitalne HPV. Simboli
A, N, O, TiY predstavljaju transkripcijske ¢imbenike AP1, NF-I, Octl, TEF-1,
YY1

Rana i kasna regija sadrZe gene koji kodiraju za proteine neophodne za replikaciju
i transkripciju virusa te preobrazbu stanica domaéina.”

ORF EI (engl. open reading frame — ORF) kodira za fosfoprotein
molekulske mase 68 do 85 kDa koji ima vaznu ulogu u izvankromosomalnoj
replikaciji virusa. Pokazuje aktivnost ATP-aze 1 helikaze.'*"'%*

ORF E2 kodira za dva proteina koji imaju viSe funkcija. Jedan od njih
predstavlja glavni replikacijski protein papilomavirusa. Naime, protein E2 stvara
kompleks s enzimski aktivhim E1 i s mjestom pocetka replikacije - ori (engl.
origin of replication). Ori predstavlja djelomi¢ni palindrom od 18 pb, a nalazi se u
regiji URR. Kompleks izmedu E1, E2 i ori prepoznaje replikacijski sustav stanice
domacéina i sintetizira novu virusnu molekulu DNA.'” Produkt gena E2 vaZan je i
kao pozitivni i kao negativni regulator transkripcije virusnih gena. Kad nastaje
prepisivanjem cijelog gena ORF E2 ima ulogu transkripcijskog aktivatora (u
skra¢enom obliku protein sadrzi samo DNA vezuju¢u domenu koji ima ulogu
transkripcijskog represora).'® Proteini E2 su vrlo vaZni i u regulaciji ekspresije
proteina E6 1 E7. Smanjuju prevodenje gena E6 i E7, Cime se smanjuje koliCina

onkoproteina E6 i E7 u stanici.'”>'® Protein E2 moZe imati i ulogu u

programiranoj stani¢noj smrti (apoptoza).'”’
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ORF E4 kodira za nekoliko proteina ¢ija uloga jo§ uvijek nije jasna, a
pretpostavlja se da imaju znacenje u produktivnoj zarazi te izlasku viriona iz
stanice domagina.'*®

ORF E5 kodira za mali, hidrofobni protein, preteZno prisutan u stani¢noj
membrani te ima malu sposobnost zlo¢udne preobrazbe.

ORF E6 kodira za onkoprotein molekulske mase 16-18 kDa, a koji se
sastoji od 150 aminokiselina. SadrZi dva zinc finger cisteinska motiva (Cis-X-X-
Cis)."” Prema slijedu aminokiselina E6 odgovara C-kraju proteina E7. Protein E6
nalazi se u jezgri i citoplazmi. Cisteinski motiv vjerojatno je vazan za odrZavanje
proteina E6 u jezgri. Transkripcija gena E6 (kao 1 E7) pod negativnom je
kontrolom E2. ZapaZena je povecana koli¢ina specificne mRNA E6 i E7 kada je
HPV ugraden u genom domacina. Ugradnjom virusnog genoma gubi se ekspresija
gena E7 1 E2, a time 1 kontrola nad onkogenima E6 1 E7, €iji su transkripti jedini
prisutni u zlo¢udnim promjenama.110 Protein E6 pokazuje veliku homologiju u
slijedu aminokiselina s proteinom adenovirusa E1B i velikim T-antigenom SV40.
Ti proteini imaju sposobnost vezanja s razli¢itim regulatorskim proteinima kao §to
je p53 koji je tumor supresorski gen, ukljuen u regulaciju dinamike stani¢nog
ciklusa, $to je vazno za popravak oSte¢ene DNA ili vodenje stanice u apoptozu.
Preko E6AP (engl. E6 associated protein) dogada se vezanje proteina E6 s p53.
Kompleks E6-E6AP veZze 1 razgraduje tumor supresorski protein p53
ubikvitinskim putem,111 Sto dovodi do smanjenja koli¢ine p53 u stanici i gubitka
njegovog reparatornog svojstva. Vezanje E6 s E6AP spreCavan ubikvitinizaciju i
razgradnju tirozin kinaze Blk, $to moze dovesti do stimulacije proliferacije
stanica,'' E6 ima antiapoptoticki u&inak koji je djelomitno posredovan
razgradnjom p53 i Bak,'"> E6 moZe aktivirati i telomerazu, staniénu reverznu
transkriptazu, Sto pospjeSuje rast transformiranih stanica. Aktivaciju telomeraze
moze posredovati i onkogen mye."'* Osim navedenog pojacava i ucinak proteina
E7 u imortalizaciji stanica.

ORF E7 kodira za onkofosfoprotein E7, graden od 100 aminokiselina.
Ovaj protein pokazuje veliku homologiju u slijedu aminokiselina s proteinima
druga dva DNA-virusa: proteinom adenovirusa E1A i velikim T-antigenom SV
40."" Homologne regije su prvo odredene kao dva konzervirana odsjecka proteina
E1A adenovirusa: CDI i CDII (engl. conserved domains). Pri kraju regije CDII

nalazi se mjesto prepoznavanja kazein kinaze II (engl. casein kinase - CKII) koja
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predstavlja mjesto fosforilalcije.116 C-kraj posjeduje dvije zinc-finger regije (Cis-
X-X-Cis) za koje se pretpostavlja da stabiliziraju protein E7 1 omogucavaju
njegovu dimerizaciju.'"” Protein E7 visokim afinitetom veZe hipofosforilirani
oblik proteina RB ¢ime se upli¢e u transkripciju u ranim fazama stani¢nog
ciklusa,” a ujedno se veze i za proteine pl07 i p130 koji imaju vaznu ulogu u
kontroli stani¢ne proliferalcije.118 Vezanje HPV za RB 1 proteine p120 1 p170
sprecava njihovo vezanje za E2F §to dovodi do nekontrolirane proliferacije
stanice.'" Pokusi in vitro su pokazali da je prisutnost gena za E6 i E7 HPV 16 ili
HPV 18, ali ne i HPV 6/11, dovoljna da izazove imortalizaciju stanica u kulturi.''
Za zlocudnu preobrazbu nuzna je ekspresija oba gena.m Vazno je napomenuti da
niskorizi¢ni HPV mijenjaju stanicu, ali ne izazivaju zlo¢udnu preobrazbu stanice.
Osim pokusa in vitro E6 i E7 su uvijek nadeni u karcinomima vrata maternice $to
ukazuje da je prekomjerna ili neregulirana ekspresija tih gena nuZna za odrZzavanje
zlo¢udnog stanja. Te studije podupire i dokaz da u nazoCnosti antisense RNA gena
E6 i E7 dolazi do gubitka zlo¢udnog fenotipa.'?'

Kasna regija smjesStena je nizvodno od rane regije, a sadrzi dvije ORF (L1
i L2) koje kodiraju za dva proteina kapside.” Protein L1 je glavni protein kapside.
Ima ga dvostruko viSe od manjeg strukturnog proteina L2. L1 ima jako
konzervirani slijed aminokiselina u svih papilomavirusa Zivotinja i ljudi. Odredeni
slijed aminokiselina proteina L.2 sa¢uvan je u svim spolnim HPV-ovima i mogao
bi biti razlogom specifi¢nog tropizma tih virusa.'** Cini se da transkripciju kasne
regije odreduju regulatori transkripcije stvoreni u stanicama domacina, obzirom
da je stvaranje proteina L1 i L2 strogo ograniCeno na intermedijalan i

superficijalan sloj epitela.

1.4.4. Zivotni ciklus papilomavirusa ¢ovjeka

Kao posljedica mikrotraume epitela, virus ulazi u pricuvne-pluripotentne
stanice. Cini se da ove stanice posjeduju receptore za papilomaviruse ¢ovjeka.'”
Ulaskom u stanicu replikacija virusa odvija se na tri na¢ina: 1. niska razina
umnoZavanja neposredno nakon ulaska virusa u bazalnu stanicu oStecenog epitela,

2. latentno, minimalno umnoZavanje prati diobu pri¢uvnih-pluripotentnih stanica
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(latentna zaraza), i1 3. normalno umnaZanje — stvaranje novih viriona u

diferenciranim stanicama epitela (produktivna zaraza) (slika 5).
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SLIKA 5 . Zivotni ciklus papilomavirusa ¢ovjeka (110)

Nakon ulaska u stanicu virus se stabilizira u episomalnom stanju i umnozi
u oko 20 do 100 kopija. Replikacija episomalne DNA u latentnoj se zarazi
odrZava na razini koja prati diobu bazalnih 1 parabazalnih slojeva. Obzirom da se
u latentnoj zarazi ne stvaraju kompletni virioni ne dolazi do nastanka
karakteristi¢nog citopatskog uc¢inka te se nazoc¢nost HPV-a moze utvrditi jedino
metodama molekularne biologije. U viSim slojevima virus umnaZa svoj genom
usporedno s diferencijacijom stanica domacina. U diferenciranim stanicama,
odnosno intermedijalnom i supreficijalnom sloju, dolazi do ekspresije kasnih gena
i koriStenja specificnih ¢imbenika transkripcije iz stanice domacina koji
stimuliraju stvaranje proteina kapside virusa. Taj proces omogucava stvaranje
zrelog virusnog potomstva i nastanak karakteristicnog citopatskog ucinka HPV

koji se moze dokazati u citoloSkim obriscima i histopatoloskim rezovima (slika 6).
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SLIKA 6. Koilociti

Ovaj prikaz vrijedi za tipove HPV-a niske zloudne sposobnosti. Razlika
imedu nisko- i visoko rizicnih HPV-a krije se u fizickom stanju njihovih genoma
u stanici domacina. Episomalni oblik DNA HPV-a prisutan je u kondilomima i
CIN L'* Kada je virus u episomalnom obliku regija ORF E2 je intaktna Sto
omogucava reguliranu transkripciju ORF E6 1 E7. U zloCudnim je promjenama
stvaranje viriona HPV-a neznatno, jer je njihova DNA uglavnhom ugradena u
kromosom domaéina.®® Uslijed ugradnje dogada se delecija gena E2 (ponekad i
E41ES5)iL2.'"® Obzirom da gen E2 kodira za supresor transkripcije gena E6 1 E7,
njegovom delecijom gubi se 1 kontrola transkripcije ovih gena, a time i
kontrolirana proliferacija stanica. Rijetki su slu¢ajevi karcinoma vrata maternice
gdje se HPV moze nadi u episomalnom obliku, a u tim slu¢ajevima gen E2 je

obi¢no mutiran.

1.4.5. Utjecaj virusnih onkoproteina E6 i E7

U svim karcinomima vrata maternice nadena je povecana ekspresija
virusnih gena E6 i E7. Preotpostavlja se da ti geni imaju znaajnu ulogu u
nastanku ovog karcinoma S§to je potvrdeno i in vitro pokusima imortalizacije
stanica fibroblasta u kulturi® nakon transfekcije s proteinima E6 1 E7. In vitro
pokusi, medutim, pokazuju da je za transformaciju stanica nuZna suradnja ovih
gena s drugim stani¢nim genima kao Sto je onkogen H-ras.'*

Dokazano je da E6 ima sposobnost vezanja s razli¢itim vaZnim

regulatornim proteinima kao S$to je p53.102 Vezanje E6 s p53 dovodi do
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razgradnje p53 ¢ime se gubi njegova uloga u kontroli gena koji kontroliraju zastoj
u Gl-fazi, pa se, dozvoljavanjem prolaza kroz stanicni ciklus prije nego $to je
DNA popravljena, omogucava nakupljanje mutiranih gena.

Uloga proteina E7 u zlo¢udnoj promjeni ostvaruje se preko produkata
tumor supresorskog gena Rb (engl. retinoblastoma gene),""! koji se nalazi na
kromosomu 13q14 ¢ovjeka, a kodira za fosfoprotein molekulske mase 110 kDa i
veli¢ine 928 aminokiselina.'”” pRB je glavni negativni regulator staniénog
ciklusa. Tijekom GO i G1-faze stanicnog ciklusa Rb je hipofosforiliran i vezan za
transkripcijski ¢imbenik E2F-1 koji ima vaznu ulogu u ekspresiji stani¢nih
regulatornih gena kao Sto je c-myc. Vezanje Rb i proteina p107 1 p130 za E2F-1
onemogucava djelovanje E2F Cime se sprecava ulazak stanice u S-fazu. Pocetak
sinteze DNA 1 prijelaz stanice iz G1 u S-fazu zahtijeva raspad te veze, koja se
dogada hiperfosforilacijom Rb. Visoka razina nevezanog E2F-1 stimulira
ekspresiju drugih stani¢nih regulacijskih gena i1 dovodi do proliferacije. Vezanje
HPV E7 za Rb i proteine p107 i p130 onemogucava njihovo vezanje s E2F-1, §to
uzrokuje nekontroliranu proliferaciju stanice. Rb inhibira i transkripciju preko
inhibitora ciklin ovisne kinaze, gena pl6;yksa koji ima ulogu u stanicnog
proliferaciji. Vezanje E7 s pRb omogucava prekomjernu ekspresiju pl6gaa u
stanici.

Protein E7 remeti kontrolu stani¢ne proliferacije tako da inaktivira ciklin
ovisne inhibitore kinaze p21<" i p27KIP'I. Inaktiviranje p21 CIP-d p27 KIp-1
oslobada CDK od njihovih stani¢nih regulatora §to moZe dovesti do
nekontrolirane proliferacije stanica.

Gubitak funkcije proteina p53 i Rb dovodi do kontinuirane replikacije i
proliferacije stanica. Stimulirana je sinteza DNA bez popravka oSte¢ene DNA,
nakupljaju se genetske greSke, izostavljena je programirana smrt stanice i tako

dolazi do zlo¢udne preobrazbe.
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SLIKA 7. Model patogeneze karcinoma vrata maternice temeljen na povecanoj

ekspresiji E6 1 E7

Model patogeneze karcinoma vrata maternice temeljen na inaktivaciji E2
(do kojeg je doslo usljed ugradnje i1 posljedicne povecane ekspresije E6 1 E7) ne
objasnjava u potpunosti nastanak ovog karcinoma (slika 7). Iako je npr., u vecini
karcinoma vrata maternice nadena virusna DNA ugradena u genom stanica
domacina, u nekim invazivnim karcinomima nadena je i HPV DNA u

8

episomalnom obliku.'”® Osim toga spajanje HPV-om transformiranih stanica s

netransformiranim rezultira stvaranjem zdravih hibrida usprkos cCinjenici da u
njima i dalje postoji povecana ekspresija ORF E6 i E7.'*

Zaraza HPV-om biljezi se prosjecno desetak godina prije nastanka
karcinoma vrata maternice. Osim toga, samo mali broj Zena zaraZenih s HPV-om
visokog rizika razvije karcinom. Svi ti nalazi govore u prilog dodatnih dogadaja
ili ¢imbenika koji su bitni za nastanak karcinoma. Stoga je identifikacija dodatnih

genetskih — kromosomskih promjena vrlo vazna za razumijevanje biologije ovog

karcinoma.
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2. Cilj

Kako je navedeno u uvodu sve viSe paZnje posvecuje se znaCenju HPV-
infekcije 1 angiogeneze u nastanku i prognozi raka vrata maternice. Mnoga pitanja

su otvorena. S ciljem da se makar dijelom odgovori na neka od njih u studiji ¢e se:

1. Odrediti znacenje podtipa HPV-a kod bolesnica lijeCenih zbog invazivnog

karcinoma vrata maternice.

2. Odrediti prognosti¢ku vrijednost MVD-a koriste¢i monoklonalno antitijelo CD

105.

3. Usporediti vrijednost podtipa HPV i MVD-a kao prognostickih ¢imbenika s
ostalim do sada poznatim prognostickim ¢imbenicima (dob bolesnice, klinicki
stadij tumora, histoloski tip, stupanj zrelosti, invazija limfokapilarnih prostora i

nacin lijecenja).

4. Povezati utjecaj podtipa HPV-a i MVD-a s prognozom te odgovoriti na pitanje

o njihovom moguéem utjecaju na izbor terapije.

5. Usporediti gustocu krvnih Zila po jedinici povrSine (MVD) kod karcinoma

plocastih 1 Zljezdanih stanica vrata maternice.
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3. Bolesnice i metode

U studiji je promatrano 120 bolesnica, lijeCenih od 1996. do 2002. godine
zbog karcinoma vrata maternice klinickog stadija IB- IIB. Bolesnice su lijeCene u
Klinici za Zenske bolesti i porode KBC-a Zagreb i Medicinskog fakulteta
SveuciliSta u Zagrebu. U studiji su koriSteni epidemiolosko-klini¢ki podaci iz
medicinske dokumentacije Arhiva Klinike. U promatrane epidemioloske podatke
ukljuceno je: dob bolesnice u trenutku postavljanja dijagnoze iskazane u
godinama, opstetriCka anamneza iskazana kao broj poroda i broj pobacaja,
odredivanje menopauzalnog statusa (bolesnica je u menopauzi ako je proslo vise
od godinu dana od poslijednje menstruacije do postavljanja dijagnoze).

Dijagnoza raka vrata maternice je postavljena prema slijede¢em
dijagnostickom protokolu: klinicki ginekoloski pregled (izgled porcije i pregled
parametrija), PAPA test, kolposkopija, biopsija. Iz uzorka biopsije su odredeni
klasi¢ni PHD parametri: histoloski tip tumora, stupanj zrelosti, dubina invazije i
zahvacenost limfokapilarnih prostora. Tkivo uzeto za histolosku analizu fiksirano
je 24 sata u 10% otopini formalina. Nakon fiksacije i obrade uklapano je u
parafin. Parafinski blokovi su rezani na debljinu 3-5 mikrona, potom bojani
standardnom metodom hemalaun-eozin, a po potrebi i dodatnim metodama kao
npr. PAS, PAS-dijastaza, Mallory, Gomory.

Histoloska podjela je definirana u tri tipa: karcinom plocastih stanica,
Zlijezdanih te ostali epitelni tumori. Stupanj zrelosti odreden je kao karcinom I, II
1 III stupnja, a sve prema podjeli prihvacenoj od SZO 1 IUGP-a. Zahvacenost
limfokapilarnih prostora odredeno je dvjema kategorijama: kao zahvaceni ili ne, o
¢emu se izjasnio patolog pri pregledu preparata.

Osim ovih klasi¢nih parametara iz bioptickog uzorka odredili smo podtip HPV-a i
MVD.
A) Odredivanje prisutnosti i genotipizacija HPV pomocu Inno Lippa test (PCR i
reverzne hibridizacije)
1. Izolacija DNK iz parafinskih uzoraka
U svrhu izolacije DNK pripremili smo serije po 3 parafinska reza. Rezovi

su inkubirani u 1 ml ksilena, 5 minuta na 55°C i centrifugirani na 10 000 g 5
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minuta na sobnoj temperaturi. Isti postupak ponovljen je jo§ dva puta. Nakon
pazljivog odstranjivanja ostatka ksilena, uzorci su kratko inkubirani po dva puta u
Iml 100% etanola te centrifugirani 5 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon
odstranjivanja etanola, pelet smo kratko posusili na zraku i potom ga inkubirali u
200uL digestijkog pufera sa svjeze dodanom proteinazom K preko noc¢i na 55°C.
Proteinaza je inaktivirana 10 min na 100°C.

(modificirano prema: Wright i Manos, 1990. godine). Uzorci ¢e biti pohranjeni na

-20°C do daljnje analize.

2. Polimerazna lancana reakcija (PCR)

Da bi se provijerila kvaliteta i integritet izolirane DNA odnosno prisutnost
inhibitora, za svaki uzorak prvo se provela reakcija umnazanja specificnim
pocetnicima za B globin PC04 i GH20 prisutnim u svim stanicama.

Koristili smo tri para pocetnica zajedniC¢ka za vecinu tipova HPV:
degenerirane pocetnice My09/My11 i CPI/CPII G te Gp5/6+. Svaki smo uzorak
potom proveli kroz sve reakcije s pocetnicima specifi¢nih tipova HPV-a za niski i

visoki rizik.

3. Reverzna hibridizacija

To je metoda koja je bazirana na hibridizaciji specificnih DNA proba koje
su imobilizirane na nitroceluloznim ili najlonskim trakicama. Dizajniran je set
pocetnica (SPF 10) u svrhu umnazanja dijela L1 gena virusne DNA. Produkt
amplifikacije sa SPF pocetnicama je veli¢ine samo 65 pb i omogucuje detekciju
25 novih tipova. Pocetnice SPF su obiljezeni biotinom. Denaturirani biotinizirani
produkti PCR-a se hibridiziraju sa specificnim oligonukleotidnim probama koje
su imobilizirane kao paralelne linije na membranskim stripovima. Nakon
hibridizacije i ispiranja streptavidin-konjugirana alkalna fosfataza se dodaje 1 veze
za biotinizirane hibride koji su se prethodno formirali. Inkubacija s BCIP/NBT

kromogenom daje ljubicaste precipitate i rezultati se vizualno interpretiraju.

B) Odredivanje MVD-a
1. Obrada i bojenje materijala za imunohistokemijsku analizu
Od istih parafinskih blokova ucinili smo jo$ jedan rez debljine 4um za

imunohistokemijsku analizu. Oni su bili suSeni na 60°C 1 sat, a nakon toga
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deparafinizirani. Da se zaustavi endogeno djelovanje peroksidaze preparati su 30
min. tretirani na sobnoj temperaturi s 3% vodikovim peroksidom. Nakon toga
inkubirani su 15 min. u mikrovalnoj pe¢nici snage 1000 W sa EDTA, pH 8,0.
Kao protutijelo koristili smo miSje monoklonalno antitijelo CD105-
endoglin u razrjedenju 1:50. Svi preparati su bili inkubirani 30 minuta na sobnoj
temperaturi. Mjesto vezanja primarnog antitijela vizualizirano je LSAB tehnikom
(Dako, Kopenhagen, Danska).
Koristili smo se Weidnerovim preporukama o veli¢ini vidnog polja i nacinu
brojenja:130
® mjesta najveCe gustoCe krvnih zila («hot spots») traZe se na
najmanjem povecanju (10-100x), nakon toga brojenje pojedinacnih
krvnih Zila radi se na povecanju 200-400x, veliina vidnog polja je
0,12 -1 mm’
e u rezultate se ubrajaju ne samo kompletne krvne Zile ve¢ i tracci
endotelnih stanice i pojedinacne endotelne stanice,
¢ lumen krvnih Zila nije potreban kao ni nazoc¢nost eritrocita.
2. Selekcija i kvantifikacija polja
Na cjelokupnom preparatu trazili smo vruce toCke (“hot spots”) pod
povecanjem (100x) kao mjesta najvece gustoce krvnih Zila.
3. Brojenje krvnih Zila
Nakon odredenja mjesta najvece gusto¢e krvnih Zila pod povecanjem od
100x, mikroskop smo postavili na povecanje 400x te smo odredili broj krvnih
Zila po jedinici povrSine (jedno vidno polje:0,196mm2). Zbrajali smo krvne Zile u
dva vidna polja.
4. Broj ispitivaca
Brojanje su provela dva ispitivaca, no ukoliko je razlika u rezultatu veca
od 10% uveden je 1 treci ispitivac.
PatohistoloSka analiza, imunohistokemijska obrada preparata i PCR
provedene su u Klinickom zavodu za patologiju KBC-a Zagreb.
Ispitanice su razvrstane po klinickim stadijima klasifikacije International
Federation of Gynacology and Obstetrics (FIGO) koji su opisani na tablici 1.
Drugi klinicki stadij bolesti koji je proSiren na parametrija (IIB) je po
internom protokolu Zavoda za ginekoloSku onkologiju naSe Klinike podijeljen na:

- IIB proximalis (zahvacéena do polovice parametrija)
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- IIB distalis (zahvaceno viSe od polovice parametrija, ali
zdjeli¢ni zid nije zahvacen).

Nakon odredivanja klinickog stadija bolesti kod bolesnica je provedeno
lijeCenje po tadasnjem protokolu Zavoda za ginekolosku onkologiju KBC-a
Zagreb. Bolesnice klinickog stadija IB, IIA 1 IIB podvrgnute su bile
preoperacijskom zracenju LINAC TP 40 Gy u toCku A, a nakon toga aplikacija
radioaktivnog cezija 38 Gy u toCku A. Nakon takvog zraCenja ucinjena je
histerektomija, obostrana adneksektomija i resekcija gornje trec¢ine rodnice. Dva
tjedna nakon operacije u dijela ispitanica provedeno je dodatno zraenje dva
nasuprotna polja na parametrija do 55 Gy u tocku B. Kada zbog Zivotne dobi
iznad 60 godina ili mogucih anestezioloSkih komlikacija nije provedeno
operacijsko lijeCenje nakon zracenja, provedena je kompletna radijacijska terapija
po shemi: LINAC TP 40 Gy u tocku A, prva aplikacija 35 Gy u tocku A, druga
aplikacija 12 Gy u tocku A. Kod dijela bolesnica provedena je konkomitantna
kemoradijacija prilikom ¢ega su dobivale cisplatinu u dozi 50 mg dnevno kroz pet
dana kombinirano sa zra¢enjem LINAC-TP.

Prezivljenje smo odredili kao razdoblje od postavljene dijagnoze do
datuma posljednje kontrole u Klinici, iskazano u mjesecima.

Svi promatrani parametri su se usporedili s provedenim terapijskim postupkom te
se analizirao njihov utjecaj na konac¢ni ishod, odnosno preZzivljenje.

Iz studije smo iskljucili bolesnice koje nisu zadovoljile kriterije za
postavljanje dijagnoze, kao i one bez svih promatranih epidemioloSko-klini¢kih
podataka.

Obzirom da su koriSteni patohistoloski preparati bolesnica lijeCenih u
Klinici uzeti tijekom standardne protokolarne dijagnosticke obrade, i naknadno
jo§ imunohistokemijski obradivani, te su koriSteni epidemioloSko-klinicki podaci
iz medicinske dokumentacije postivajuci lije¢nicku tajnu 1 etiku nije bilo potrebno
ishoditi odobrenje Etickog povjerenstva ustanove u kojoj je istraZivanje

provodeno.
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STATISTICKE METODE

Statistickom obradom dobivenih podataka od 102 bolesnice pokazali smo
znacenje ispitivanih ¢imbenika (pojedinacno i u kombinaciji).

Kod univarijatne analize za neparametrijske &imbenike koristili smo x>
test, a za parametrijske ANOVA statisticku metodu.

Analiza vjerojatnosti preZivljenja temeljila se na podacima o pracenju
bolesnica od dana postavljanja dijagnoze do smrti od osnovne bolesti (nepovoljan
dogadaj) ili prestanka istraZivanja (povoljan dogadaj, tzv. cenzus ispitanika).

Vjerojatnost preZivljenja izraCunali smo metodom Zivotnih tablica i
prikazali graficki Kaplan-Meierovim krivuljama.

Statisticki pokazatelji analize prezivljenja temeljili su se na log-normalnoj
raspodjeli podataka.

Istodobni utjecaji svih pokazatelja na prognozu prezivljavanja analizirali
smo metodom multivarijatne regresije na nepotpunim podacima tj. Coxovim
regresijskim testom.

Prijelomne vrijednosti (cut off) za broj krvnih Zila po jedinici povrSine i
Zivotnu dob bolesnica koji najbolje razgraniCavaju vjerojatnost preZivljavanja
nasli smo kao vrijednost najveceg y° testa, proporcionalnom rizi¢nom
regresijskom metodom.

ZakljuCivanje o statistickim hipotezama u ovom radu proveli smo uz

razinu sigurnosti p<0.05 kod svih primijenjenih testova.
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4. REZULTATI

U studiji je nakon isklju¢ivanja po principima iznesenim u materijalima i
metodama preostalo 102 bolesnice s rakom vrata maternice klinickog stadija 1B
do IIB koje su lijeCene u Klinici za Zenske bolesti i porode KBC-a Zagreb u
razdoblju od 1996. do 2002.godine. Prosjecna Zivotna dob ispitanica bila je 51,38
+14,04 u rasponu od 26 do 83 godine. U bolesnica je prosje¢an broj poroda bio
2,2 #1,2 (0-7), prosjecan broj pobacaja 1+1,4 (0-10), a u trenutku postavljanja
dijagnoze njih 65 (63,7%) je bilo u menopauzi.

U vremenu pracenja 5-98 (58,37+29,65) mjeseci umrlo je 23 (22,5%)
bolesnice zbog raka vrata maternice.

Prosjec¢na vrijednost MVD-a u nasih ispitanica bila je 17,02+6,48 (5-40), u
prezivjelih bolesnica 15,04+4,35 (5-30) a u umrlih bila je 23,83+7,95 (10-40).

Vrijednost MVD-a koja najbolje razgrani¢ava prezivljenje je 20, a na isti
nacin izracunata prijelomna vrijednost starosti bolesnica iznosila je 60 godina.

Radi bolje preglednosti ucestalost 1 raspodjela bolesnica s rakom vrata
maternice obzirom na ispitivane ¢imbenike i konacni ishod prikazana je na

tablicama 7 1 8.
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Tablica 7 . Raspodjela bolesnica s karcinomom cerviksa prema epidemioloskim

podacima, klinickom stadiju, histoloskim karakteristikama i MVD-u

CIMBENICI N=102 %
dob > 60 godina 28 27,5
dob<60 godina 74 72,5

menopauza
da 65 63,7
ne 37 36,3
klinicki stadij
IB 45 44.1
IIB prox. 36 35,3
11B dist. 21 20,6
histoloski tip tm.
PC 76 74,5
AC 15 14,7
ASC 11 10,8
stupanj zrelosti tm.
I 22 21,6
II 67 65,7
I 12 11,8
zahvacenost LKP
da 18 17,6
ne 84 82,4
MVD =20 28 27,5
MVD< 20 74 72,5

PC-Ca planocellulare
AC-Adenocarcinoma

ASC-Ca adenosquamosum
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Tablica 8. Raspodjela bolesnica s karcinomom cerviksa prema nacinu lijecenja i

tipu HPV-infekcije

CIMBENICI N=102 %
cisplatina
da 37 36,3
ne 65 63,7
PZR+OP 37 36,3
PZR+OP+ZR 36 35,3
ZR 29 28,4
HPV pozitivne 89 87,3
HPV negativne 13 12,7
monoinfekcija HPV tip 16
N=82
da 70 85,4
ne 12 14,6
HPV mijesani tip
da 7 6,9
ne 95 93,1
ukupno:HPV tip 16
pozitivne 77 75,5
negativne 25 24.5
ukupno:HPV tip 18
pozitivne 6 5.9
negativne 96 94,1
ukupno:HPV tip 58
pozitivne 6 5,9
negativne 96 94,1
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Tablica 9. Ucestalost HPV infekcija (monoinfekcija) u bolesnica s karcinomom

vrata maternice

HPV tip Broj slu¢ajeva %0
neg. 13 13,7
16 70 73,7

18 4 4,2

44 2 2,1

52 2 2,1

56 1 1,1

58 3 3,2
ukupno 95 100

Tablica 10. Ucestalost HPV infekcija (mijeSana) u bolesnica s karcinomom vrata

maternice

HPV tip Broj slu¢ajeva %0
16+18 2 28,6
16442 1 14,3
16445 1 14,3
16+58 2 28,6

16+11+58 1 14,3

ukupno 7 100
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Tablica 11. Pojavnost tipa mono HPV-infekcije u odnosu na histoloski tip tumora

HPV | HPV HPV HPV | HPV | HPV | HPV

neg. tip16 |tip18 |tip44 | tip 52 | tip 56 | tip 58
PC 9 58 1 2 2 0 2
AC 3 6 1 0 0 1 1
ASC 1 6 2 0 0 0 0
Ukupno 13 70 4 2 2 1 3

Tablica 12. Pojavnost mijeSanih HPV infekcija u odnosu na histoloski tip tumora

HPV tip | HPV tip | HPV tip | HPV tip | HPV tip

16+11+58 | 16+18 16+42 16+45 16+58
PC 0 2 1 1 1
ASC 1 0 0 0 1
Ukupno 1 2 1 1 2
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Tablica 13. Cimbenici koji utjeéu na preZivljenje bolesnica s rakom vrata

maternice-univarijatna i multivarijatna analiza

STATISTICKA ANALIZA
CIMBENIK UNIVARIJATNA
log rank p)
dob > 60 godina 6,31 0,012
menopauza 0,23 0,634
klinicki stadij
IB/IIB prox. 7,95 0,0048
IIB prox./IIB dist. 4,48 0,0343
IB/IIB dist. 26,01 <0,0001
histoloski tip
PC/AC 0,09 0,7677
AC/ASC 0,25 0,6142
PC/ASC 0,13 0,7135
stupanj zrelosti
tumora
1,37 0,2413
/11
0,56 0,4556
II/11T
0,04 0,8432
/111
invazija LKP 4,16 0,0414
cisplatina 0,12 0,73
PZR+OP 2,4 0,1215
PZR+OP+ZR 5,21 0,0224
7R 20,5 <0,0001
HPV tip 16 poz. 11,28 0,0008
HPV mijesani tip inf. 6,12 0,0134
HPYV neg. 0,40 0,5259
MVD> 20 29,05 <0,0001
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Kako bi utvrdili prognosticko znacenje pojedinih ¢imbenika u odnosu na
prezivljenje ucinili smo univarijatnu 1 multivarijatnu analizu (Cox-ovu regresijska
metoda) Sto je prikazano na tablici 13. te na grafikonima 1-8.

Univarijatnom analizom statisticki znacajnim u odnosu na prezivljenje
pokazali su se: dob iznad 60. godine (p=0,012), klini¢ki stadij bolesti IB u odnosu
na IIB proximalis (p=0,0048) i IIB distalis (p<0,0001), te IIB proximalis u odnosu
na [IB distalis (p=0,0343), zahvacenost limfokapilarnih prostora (p=0,0414),
lijeCenje kombinacijom «zraCenje+operacija+zratenje» u odnosu na sve ostale
primjenjene metode (p=0,0224), samo zraCenjem u odnosu na sve ostale
primijenjene metode lijeCenja (p<0,0001), infekcija HPV tipom 16 (p=0,0008),
mijeSana infekcija HPV-om (p=0,0134) i MVD2= 20 (p<0,0001).

Nismo dokazali razliku u preZzivljenju bolesnica u odnosu na
menopauzalni status, histoloski tip tumora, stupanj zrelosti, primjenjeno lijeCenje
cisplatinom i nedokazanu infekciju HPV-om.

Od promatranih znacajki univarijatnom analizom najvecu

prognosticku vrijednost ima: MVD> 20 (p<0,0001).
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Grafikon 1. Raspodjela prezivljenja bolesnica u odnosu na dob (ispod i iznad 60
godina zivota)
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Grafikon 3. Raspodjela prezivljenja bolesnica u odnosu na zahvacenost

limfokapilarnih prostora.

Cimbenici bolje Zivotne prognoze prema univarijatnoj analizi za bolesnice
s rakom vrata maternice pokazali su se: dob ispod 60. godina Zivota (grafikon 1.),
klinicki stadij IB u odnosu na ostale promatrane stadije (grafikon 2.),
nezahvacenost limfokapilarnih prostora (grafikon 3.), lijeCenje kombinacijom
«preoperativno zracenje+operacija+zratenje» u odnosu na ostale primijenjene
metode lijeCenja (grafikon 4.), monoinfekcija HPV-om (grafikon 6.), infekcija
HPV tipom 16 u odnosu na ostale promatrane tipove HPV-a (grafikon 7.) i
MVD<20 (grafikon 8.).

Cimbenici losije Zivotne prognoze prema univarijatnoj analizi za bolesnice
s rakom vrata maternice pokazali su se: dob iznad 60. godina Zivota (grafikon 1.),
klinicki stadij (grafikon 2.), zahvacenost limfokapilarnih prostora (grafikon 3.),
lijeCenje samo zracenjem (grafikon 5.), mijeSana infekcija HPV-om (grafikon 6.)

te MVD 2 20.
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Grafikon 4. Raspodjela prezivljenja bolesnica u odnosu na lijecenje kombinacijom
«zracenje+operacija+zracenje» u odnosu na sve ostale primjenjene metode
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Grafikon 5. Raspodjela prezZivljenja bolesnica u odnosu na lijeenje samo
zracenjem u odnosu na sve ostale primjenjene metode

Za pojaSnjenje grafikona 5. potrebno je istaknuti da su 1oSiji rezultati samo
zracenjem u odnosu na ostale metode posljedica Cinjenice da su tom metodom
lije¢eni uznapredovaliji stadiji bolesti (vidi grafikon 2.). Naime, od ukupno 4
bolesnice klinickog stadija IB koje su samo zracene umrla je jedna, od ukupno 15
bolesnica stadija IIB prox. koje su samo zracene umrlo ih je 4, a od 10 bolesnica

stadija IIB dist. koje su samo zracene umrlo ih je 9(90%).
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Grafikon 6. Raspodjela preZivljenja bolesnica u odnosu na infekciju mijeSanim
tipom HPV-a (viSe tipova)
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Tablica 14. Usporedba MVD-a u odnosu na histoloski tip tumora

histoloski tip 95% interval
tumora MVD (I) | MVD (1I) pouzdanosti
I II p donja gornja
vrijednost | vrijednost
PC AC 16,58+6,49 [18,20+4,30] 0.653 [ -5.9913 2.7492
PC ASC |16,58+6,49 [18,45+£8,73| 0.645 | -6.8656 3.1144
AC ASC |18,20+4,30 |18,45+8,73| 0.995 | -6.3948 5.8857

Dokazali smo koriste¢ci ANOVA statisticku metodu kako nema statisticki

znacajne razlike MVD-a obzirom na histoloski tip tumora (tablica 14).
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Tablica 15. Prikaz prediktivnih ¢imbenika i njihove neovisne znaajnosti za

prezivljenje bolesnica s karcinomom vrata maternice (Cox-ova regresijska

metoda)
MULTIVARIJATNA ANALIZA
95% interval
CIMBENIK |o&ekiva pouzdanosti
niB) | p donja gornja
vrijednost | vrijednost
DOB (60) 2,442 10,125 0,781 7,635
klinicki stadij | 0,689 [0,049| 0,267 1,781
zahvacenost 0,285 (0,018 0,101 0,804
limfokapilarnih
prostora
MVD(20) 12,005 10,000 3,916 36,802
samo ZR 0,366 (0,060| 0,129 1,041
mijeSana HPV | 5,735 (0,007 1,595 20,627
infekcija
Coxovom regresijom analizirali smo sve Cimbenike koje smo

univarijatnom analizom dobili statisticki znacajnima te smo formirali model za
prezivljenje bolesnica s karcinomom vrata maternice visoke predikcije
(X2:74,222, df=7, p<0,0001) (tablica 15). Dokazali smo kako je statisticki
neovisno znacajan MVD> 20 (p<0,001), zatim infekcija mijeSanim tipovima
HPV-a (p=0,007) i zahvacenost limfokapilarnih prostora (p=0,018), a grani¢no
znaCajan klinicki stadij (p=0,049) i lijeCenje samo zracenjem (p=0,06) za
preZivljenje bolesnica s karcinomom vrata maternice. MVD> 20 (p<0,0001),
infekcija mijeSanim tipovima HPV-a (p=0,007) 1 zahvacenost limfokapilarnih
prostora (p=0,018) su prediktori loSe Zivotne prognoze u bolesnica s rakom vrata

maternice.
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5. RASPRAVA

U ginekoloskoj onkologiji poseban znacaj imaju tumori vrata maternice jer
se naj¢esce pojavljuju u Zena generativne dobi, a rana dijagnostika je kod ovih
tumora najuspjeSnija. Invazivni karcinom vrata maternice po ucestalosti zauzima
trece mjesto od svih zlo¢udnih oboljenja Zenskog reprodukcijskog sustava, iza
karcinoma jajnika i endometrija. GodiSnje se u Hrvatskoj otkrije 450
novooboljelih ili 19 na 100 000 Zena.” Karcinom plo¢astih stanica &ini 75-85%
svih karcinoma vrata maternice, dok je incidencija adenokarcinoma u stalnom
porastu i na njega danas otpada 15-25% svih karcinoma vrata maternice. Za
prezivljavanje i prognozu bitni su: klinicki stadij bolesti, veli¢ina tumora,
histoloski tip i stupanj zrelosti te stanje limfnih ¢vorova. Dodatni ¢imbenici
prognoze su: analiza ploidije stanica (analiza protonom citometrijom) te
ekspresija HER-2 neu alntigenal.m'19 Danas je gotovo sigurno kako se onkogeni
¢imbenici koji izazivaju nastanak atipi¢nih stanica i moguci razvoj do karcinoma
prenose spolnim putem. Nastojanje kliniara i patologa je Sto to¢nije odrediti
proSirenost tumora kako bi se odabrao najbolji najpoStedniji zahvat, a bez
povecanja rizika od kasnije progresije bolesti. Nacin lijeCenja mora uvijek biti Sto
postedniji jer je osim izljeCenja od primarne bolesti bitno osigurati $to vecu
kvalitetu Zivota. Na temelju klinickog stadija odluCuje se o nacinu lijeCenja
tumora vrata maternice. Poznato je da je do klinickog stadija IA1 dostatna samo
konizacija, a ve¢ za viSe stupnjeve nuzno je uciniti radikalan zahvat. Kako se jo§
ne primjenjuje odredivanje klinicko-patoloskog stadija kao za ostale tumore
Zenskih spolnih organa na raspolaganju su dva, glede rezultata, gotovo
ravnopravna nacina lijeCenja (radikalni kirurski ili radikalno zracenje). Da bi se
postigao napredak u terapiji i smanjila smrtnost naroCito u ranijim stadijima
bolesti potrebno je na temelju razli¢itth parametara Sto preciznije pretpostaviti
bioloSko ponaSanje tumora i u ranim stadijima bolesti prepoznati bolesnice s
visokim rizikom za pojavu recidiva, metastaza i smrtnog ishoda. S druge pak
strane prepoznavanjem bolesnica niskog rizika, mnoge Zene ¢e biti poStedene

nepotrebne agresivne terapije i komplikacija nastalih zbog nje.
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Poznato je da bolesnice s tumorom vrata maternice prije primjene
terapijskog postupka lije¢nik mora upoznati na njima razumljiv na¢in s moguéim
posljedicama 1 rizicima lijeCenja. Sudskomedicinski je nedvojbena odgovornost
lijecnika ako primijeni opseZniji terapijski postupak nego je to nuZno, i
nepotrebno dovede do narugavanja kvalitete Zivota.'’

Prognoza bolesnica IB 1 IIA klinickog stadija raka vrata maternice ovisi o
postojanju metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima. PetogodiSnje preZivljenje
od oko 90% u bolesnica bez pozitivnih limfnih ¢vorova pada na 50% kada su
limfni ¢vorovi zahvaceni. 10% bolesnica bez Sirenja bolesti u limfne ¢vorove
razvije kasnije recidiv bolesti, a 50% s pozitivnim limfnim ¢vorovima prezive
nakon terapije zradenjem."”' Zbog svega navedenog postoji potreba pronalaZenja
preciznijih prognosti¢kih ¢imbenika loSeg ishoda bolesti.

Mnoge studije pokazuju da je intenzitet angiogeneze primarnog tumora
prikazan kao MVD dobar pokazatelj predvidanja pojave metastaza i
prezivljenja."** Karcinom dojke, mokraénog mjehura, prostate, endometrija, plu¢a
su primjeri u kojih je dokazano kako je agresivnost tumora i konac¢ni ishod bolesti
povezan sa sposobnoS¢ui stvaranja novih krvnih Zila u tumoru.’” % 2

Angiogeneza je sloZeni proces, rezultat je medusobnog djelovanja
stimulatora i inhibitora angiogeneze. Kada prevladaju stimulatori rezultat je
kaskadna reakcija koja vodi k formiranju novih krvnih Zila iz ve¢ postoje¢ih. U
slu¢aju malignih tumora ve¢ u preinvazivnoj fazi je dokazano postojanje
intenzivnijeg stvaranja novih krvnih Zila,”* §to dovodi do sklonosti invaziji u
stromu te pojacanog mestatskog potencijala. Kada govorimo o karcinomu
cerviksa prvi pokazatelj pojacane angiogeneze nalazimo kod CIN-a. Klinicki ta
promjena moZe se kolposkopski vidjeti na povrsini cerviksa kao atipicne krvne
zile, nakon premazivanja octenom kiselinom. CIN kod kojeg se razvija intenzivna
neovaskularizacija moZe preci u stadij brzog rasta, invazije i metastatskog Sirenja.
Odredivanje intenziteta angiogeneze invazivnog raka vrata maternice u vrijeme
postavljanja dijagnoze moze pomoc¢i u predvidanju rizika pojave udaljenih
metastaza ili recidiva bolesti.'*

Prekanceroze imaju jafe izraZenu angiogenezu nego normalni cervikalni
epitel. Taj proces znaCajno raste s tezinom epitelne lezije. Velik broj radova
pokazuje statisticki znacajnu razliku kod MVD-a CIN III i invazivnog karcinoma

vrata maternice, a neovaskularizacija kod CIN-a je zna¢ajni ¢imbenik invazivnog
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. 132-134
potencijala  neoplazme.

Intenzitet  neovaskularizacije ~ invazivnog
skvamoznog karcinoma vrata maternice je dobar predskazatelj prezivljenja
bolesnica s metastazama u regionalne limfne ¢vorove. Bolesnice s metastazama u
regionalnim limfnim c¢vorovima i visokim MVD-om imaju loSu prognozu.
Prognosticko znacenje angiogeneze u cervikalnom karcinomu nije dokazana od

133

svih autora. ™ U vecini radova MVD kao pokazatelj angiogeneze korelira s

prezivljenjem, metastazama u zdjeli¢ne limfne ¢vorove, invazijom limfokapilarnih
prostora. Medutim, neka istraZivanja nisu pokazala povezanost.'>*'*

Smatra se da upotreba razlicitih imunohistokemijskih biljega i razliite metode
brojanja obiljezenih endotelnih stanica 1 krvnih Zila utjeCu na suprotnosti u
kona¢nom rezultatu. Vecina ispitiva¢a su koristili monoklonalna protutijela za
razli¢ite antigene endotelnih stanica (CD31, CD34, faktor VIII), a nazivamo ih
panendotelnim biljezima. Doti¢na protutijela veZu se 1 na druge stanice kao Sto su
makrofagi, fibroblasti te dr. stanice imunog odgovora.

Endoglin (CD105) je glikoprotein, sastavni dio TGF-B1 receptorskog
kompleksa koji se stvara na aktiviranim endotelnim stanicama i potencijalno je
sigurniji biljeg tumorske neovaskularizacije.'*®

U ovom radu analizirana je raspodjela bolesnica u odnosu na promatrane
¢imbenike: klinicki stadij, histoloSki tip tumora, prezivljenje, stupanj zrelosti
tumora, zahvacéenosti limfokapilarnih prostora, menopauzalni status, dob, nacin
lije¢enja, MVD 1 HPV infekcija. Analizirajuci prezivljenje bolesnica u odnosu na
klinicki stadij bolesnica (IB, II B proximalis 1 II B distalis), pokazala se u ovom
radu statisticki znacajna razlika u prezivljenju izmedu klinickog stadija I Bi Il B
proximalis (p=0,0048) te II B proximalis i II B distalis (p=0,0343). Dawlatly i sur.
u svom radu nisu naSli statisticki znacajnu razliku u preZivljenju bolesnica u

odnosu na klini¢ki stadij bolesti.'”’

Prate¢i istodobni utjecaj kliniCkog stadija,
metastaza u limfne ¢vorove 1 veli¢ine tumora na preZivljenje Fuller 1 sur. utvrdili
su da se tada klinicki stadij nije pokazao statistiCki znacajan. NaSavs$i kod
klinickog stadija I B i II A s negativnim limfnim ¢vorovima 85% preZivljenje, a
kod onih s pozitivnim 50% preZivljenje zakljucio je da je status limfnih ¢vorova
najvazniji prognosti¢ki &imbenik."*® Do sli¢nog zakljutka dogao je i Hellebrekers
sa sur. pokazavsi u svom radu da je petogodiSnje prezivljenje nakon radikalne

histerektomije zbog rane invazivne novotvorine vrata maternice, u bolesnica s
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negativnim limfnim ¢vorovima 91%, a u onih s pozitivnim limfnim ¢vorovima
53%."

Analiziraju¢i prezivljenje bolesnica u odnosu na histoloski tip tumora
nismo na$li statisticki znacajnu razliku. Do istog rezultata doSli su u svojim

140,141 ..
7 Lai 1 sur. u svom radu

radovima Hellebrekers, Kjerstad i njihovi sur.
pokazuju da u bolesnica klini¢kog stadija I B i IIB nema statisticki znacajne
razlike u vremenu pojave recidiva u odnosu na histoloski tip tumora, kod
plocastih tumora 19,4 mjeseca, zljezdanih 16,2 , a u mjeSovitih 16,4 mjeseca.142
Nepostojanje statisticki znacajne razlike u prezivljenju bolesnica u odnosu na
histoloski tip tumora rezultat je studije Sivanesaratnama i sur. PetogodiSnje
prezivljenje je 92,1% kod neoroznjavajuc¢ih plocCastih tumora, 88,6% kod
oroznjavaju¢ih, a 97% kod 7ljezdanih. ™° U radovima Shorgea, Samlala,
Hopkinsa, Wanga i sur. nadeno je da je za preZivljenje bolesnica histoloski tip
tumora jedan od najznacajnijih prognostickih &imbenika.'*'*® Takoder, Monk,
Aoki i Tsai sa sur. svojim radovima pokazuju da histoloski tip tumora pripada u
skupinu znacajnih prognosti¢kih ¢imbenika.'*’""* Logiju prognozu za Zljezdane
tumore pokazali su Hsu, Rutledge i njihovi sur,'>!1%2

U ovoj studiji nije dokazana statisticki znaCajna razlika u preZivljenju
bolesnica obzirom na stupanj zrelosti tumora vrata maternice. Svagelj u svojoj
studiji iz 2002. nije naSao statisticki znacajnu razliku u prezivljenju bolesnica s
tumorom I i IT stupnja zrelosti, no dobio je statisticki zna€ajnu razliku preZivljenja
usporedujuéi bolesnice s Ii III stupnjem, te IIi III stupnja zrelosti tumora.'>
Kristensen i sur. pokazali su da je kod ranih ploc¢astih karcinoma vrata maternice
stupanj diferenciranosti uz veli¢inu novotvorine i dubinu invazije najznacajniji
prognosticki ¢imbenik.'>*

Analizom prezivljavanja bolesnica u odnosu na zahvacenost
limfokapilarnih prostora u radu je dokazano statisticki znacCajna povezanost
(p=0,018). Sevin i sur. pokazali su da je zahvacenost limfokapilarnih prostora po
prognostickom znacaju jednaka zahvacenosti limfnih ¢vorova, te da su oba ova
¢imbenika po znacaju odmah iza dubine invazije i1 veli€ine tumora.'> U drugoj
studiji istih autora slian je zakljucak, ali bez potvrde prognostickog znacaja
veli¢ine tumora.'”® Kod tumora stupnja I B i I A s negativnim limfnim &vorovima

Shorge i sur. nalaze da je najznacajniji prognosticki ¢imbenik prodor u
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limfokapilarne prostore te za bolesnice s negativnim limfnim ¢vorovima smatraju
dostatnom samo kirurSku teralpiju.143

Kamura i sur. pokazali su povezanost izmedu zahvacenosti limfokapilarnih
prostora, veliCine tumora, zahvacenosti parametrija i metastaza u dva ili vise

limfnih ¢vorova zdjelice.157

U bolesnica klinickog stadija I B Obermair i sur.
pokazali su da je za prognozu bolesnica s negativnim limfnim ¢vorovima
najvazniji status limfokapilarnih prostora i MVD odreden s faktor VIII (FVIII)
srodnim antigenom.'® U bolesnica klini¢kog stadija I B i II A s pozitivnim
limfnim ¢vorovima Samlal i sur. zaklju€uju da je najvazniji prognosticki ¢imbenik
zahvacenost limfokapilarnih prostoral.159 Fuller 1 sur. su dokazali da je prezivljenje
bolesnica s pozitivnim limfokapilarnim prostorima 63%, a u onih bez invazije
83%. Prema njima status limfokapilarnih prostora u odnosu na prezivljenje gubi u
potpunosti znacaj ako ga usporedimo s zna¢ajem zahvacenosti limfnih &vorova.'*®

Analiziraju¢i prezivljenje bolesnica u odnosu na MVD u ovoj studiji
pokazali smo postojanje izrazite statisticki znaCajne povezanosti (p< 0,0001).
Odredili smo cutt-off od 20 krvnih Zila po jedinici povrSine. PreZivljenje bolesnica
klinickog stadija I B do II B distalis kada je vrijednost MVD-a ispod prijelomne
vrijednosti je 89,19%, a kad je iznad 46,43%. Upotrebljavaju¢i panendotelne
biljege CD 31, CD 34 i F VIII mnogi autori su dokazali statisti¢ki znacajnu
povezanost prezivljenja i MVD-a kod klinickog stupnja I B do II B. Obermair i
sur. 1998. dokazali su 90% petogodisSnje preZivljenje bolesnica klini¢kog stadija I
B kod MVD manji od 20 1 63% prezZivljenje kod vrijednosti MVD-a vece od 20.
Zakljucili su da visoki MVD znacajno pobecava rizik recidiva i loSeg ishoda

bolesti.'®

Medutim, objavljeno je i nekoliko radova koji nisu nasli statisticki
znaCajnu povezanost MVD-a s klinickim stadijem, prognozom, metastazama u
zdjeli¢ne limfne &vorove i invazijom u limfokapilarne prostore.'**'*> Smatra se da
razli¢iti rezultati mogu biti posljedica razlika ispitivanih skupina bolesnica,
razli¢itih metoda brojenja krvnih Zila ili su uvjetovane upotrebom razliCitih
imunohistokemijskih biljega. Antitijela protiv panendotelnih biljega se osim na
novostvorene krvne Zile u tumoru veZu i na vece ve¢ postojece krvne Zile, limfne
Zile, makrofage 1 stanice upalnog odgovora te karcinomske 1 stromalne stanice.
Endoglin (CD 105) je dio receptorskog kompleksa za TGF-f 1 i 3
molekule koje se stvaraju u tumorskoj angiogenezi. Endoglinska antitijela

preferiraju aktivirane endotelne stanice koje sudjeluju u tumorskoj alngiogenezi.160
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CD 105 ima mnoge prednosti pred panendotelnim biljezima. Razlicite
studije su dokazale da je mnogo osjetljiviji 1 specificniji od svih dosad
upotrebljenih. Dokazano je da se anti CD 105 antitijela vezu na sve novostvorene
endotelne stanice i krvne Zile te samo na 20% prethodno formiranih krvnih Zila
(neneoplasti¢ne). Ne veZe se na upalne i stromalne stanice te se smanjuje broj
laZno pozitivnih nalaza. Takoder je bitno da se moZe upotrijebiti na arhivskom
materijalu.

CD 105 je u upotrebi zadnji nekoliko godina. Obajvljeni su mnogi radovi
koji su usporedivali prognosticko znacenje MVD-a odredenog CD 105 i MVD
odredenog drugim biljezima (CD 31, CD 34 i F VIIIR antigenom)."*® Svi oni su
dokazali pouzdanije rezultate predvidanja loSeg ishoda koriste¢i CD 105. To je
dokazano u karcinoma plu¢a, dojke, debelog crijeva, Zeluca te karcinoma
endometrija. 161-165
Nema radova koji su upotrebljavali CD 105 kao biljeg u karcinoma vrata
maternice pa je ovaj rad i dobiveni rezultati pionirski i njihovu vrijednost ¢emo
moc¢i evaluirati u buduénosti.

Usporedujuc¢i znacenje dobi i menopauzalnog statusa s preZivljenjem nasi
rezultati pokazuju statisti¢ki znacajnu povezanost dobi (p=0,012) i preZivljenja Sto
se ne moze tvrditi i za menopauzalni status (p=0,634). Od 74 bolesnice ispod 60
godina zivota njih 12 (16,21%) je umrlo, dok u onih iznad 60 godina Zivota (28)
umrle su njih 11(39,29%).

Analiziraju¢i prezivljenje bolesnica 1 nacin lijeCenja doSli smo do
zanimljivih rezultata. Kod 37 analiziranih bolesnica primijenjena je
kemoradijacija. Cisplatina u dozi od 50 mg dnevno kroz pet dana kombinirana je
sa zracenjem LINAC-TP. Skupina bolesnica koje su primale kemoradijaciju su
imale veci postotak prezivljenja u odnosu na skupinu bez cisplatine u terapiji, ali
razlika nije bila statistiCki znacajna (p=0,73). Povoljniji ishod lijeCenja u bolesnica
kod kojih je provedena kemoradijacija dokazana je u tri randomizirane studije i
jednoj meta-analizi. Randomizirane studije su obuhvatile 368, 526 i 403
bolesnice, a provedene su od strane GOG (GinekoloSko-onkoloSko drustvo) SAD-
a. Zakljucili su da upotreba konkomitantne kemoradijacije poboljSava ukupno
prezivljenje za oko 15% i statisticki znacajno sniZava pojavu lokalnih recidiva i

udaljenih metastaza.'®
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Bolesnice koje smo analizirali lijeCene su samo zraenjem, zracenjem 1
operacijom (histerektomijom, obostranom adneksektomija i resekcijom forniksa
vagine) te zraCenjem, operacijom i poslijeoperacijskim zracenjem. Najbolji
rezultati dobiveni su u bolesnica koje su zracene, operirane i kod kojih je nakon
svega provedeno poslijeoperacijsko zracenje. Najlosiji ishod imale su bolesnice u
kojih je provedeno lijeCenje samo zracenjem. Od 29 bolesnica koje su samo
zracene 50% ih je umrlo dok od 36 koje su zraCene, operirane pa opet zracene,
umrle su samo njih 4 (11,11%).

Analizom preZivljenja bolesnica u odnosu na nacin lijeCenja (kirurSki ili
kirurski uz dodatno zradenje) Svagelj je 2002. godine pokazao u svom radu kako
nema statistiki znalajne razlike.'” Kod tumora klini¢kog stupnja I B i II A
neovisno da li je primijenjena radikalna kirurSka terapija ili radikalno zracenje
Landoni 1 sur. nasli su petogodiSnje preZivljenje za operirane bolesnice 83%, a za
one koje samo zracene 74%. Isti autori nalaze pojavu recidiva u operiranih 25%, a
u zraCenih 26%. Morly i Seski pokazuju rezultate po kojima je petogodiSnje
prezivljenje bolesnica klini¢kog stadija I B lijeCenih radikalno kirurski 91,3%, a
onih s radikalnim zracenjem 87,3%. U 15 godina kasnije objavljenom radu
Hopkins i Morly takoder ne nalaze statisticki znacajnu razliku u preZivljenju
bolesnica lijeGenih samo zradenjem i operativno.'®'® Kugera je u svom radu
pokazao identi¢no prezivljenje bolesnica klinickog stadija I B i II A od 83% u

obje skupine.170

Kod tumora veli¢ine 3 cm ili manje u bolesnica klinickog stadija
IB Piver i sur. pokazuju da je podjednako petogodiSnje razdoblje bez recidiva
kako u operiranih 92,3%, tako i u zra¢enih 91,1%.171 Eifel i sur. na temelju
usporednih prikaza velikih publiciranih serija rezultata iz literature sugerira da je
petogodiSnje prezivljenje bolesnica klinickog stadija I B podjednako bilo da su
lijecene kirurski ili zratc“:enjem.172 No, navodi kako je oCuvanje jajnika jedina
znacajna, relativna indikacija za operacijsko lije¢enje u Zena mladih od 45 godina.
U svom radu Bilek i sur. pokazuju kako je vjerojatnost prezivljenja analizirana
metodom Zivotnim tablicama statisti¢ki znac¢ajno bolja u bolesnica klinickog
stadija I B koje su lijeCene samo kirurski u odnosu na one koje su
poslijeoperacijski i zradene.'” Calais i sur. pokazali su kako je zracenje i nakon
njega radikalna histerektomija sa zdjelicnom limfadenektomija najbolji na¢in

lijecenja, posebno klini¢kog stadija I B, a takoder navode kako zbog prethodne

e . “y - . v v .- 174
radijacije patohistoloski nalaz na cerviksu nema prognosticko znacenje.
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Losiji rezultati lije¢enja samo zra¢enjem u odnosu na ostale metode treba
shvatiti s dozom opreza jer su tom metodom lijeceni uznapredovaliji stadiji bolesti
(grafikon 5.). U nasem radu je pokazano kako od ukupno 4 bolesnice klinickog
stadija IB koje su samo zracene umrla je jedna, od ukupno 15 bolesnica stadija
IIB prox. koje su samo zracene umrlo ih je 4, a od 10 bolesnica stadija IIB dist.
isto tretirane, umrlo ih je 9 (90%). Ujedno su to bolesnice iznad 60 godina Zivota
koje nisu mogle biti operirane iz drugih razloga, ve¢ samo radikalno ozracene.

Raku vrata maternice prethodi dobro definirane premaligne promjene
nazvane cervikalne intraepitelne neoplazije (CIN). Na osnovu patohistoloSke
klasifikacije, ovisno o debljini zahvacenog epitela dijele se na tri stupnja. Ukoliko
se ne lijeCe ove lezije mogu spontano regredirati, ali i napredovati prema
invazivnom karcinomu. Rak vrata maternice kao i lezije koje mu prethode
uzro¢no je povezan s infekcijom papiloma virusom u covjeka (HPV). Genotipovi
HPV-a visokog rizika kodiraju za dva tipa onkoproteina E 6 i E 7 koji se veZu
tumor supresorske gene p53 i Rb. Vezanje E 6 za p53 dovodi do njegove
razgradnje ubikvitinskim putem ¢ime se ovaj protein inaktivira. Cinjenica da
samo mali broj Zena inficiranim HPV-om oboli od raka vrata maternice nakon
dugog razdoblja latencije ukazuje da samo virus nije dostatan za izazivanje
zlo¢udne preobrazbe. '3

Napredovanje iz premalignih lezija u invazivni karcinom povezano je s
aktivacijom onkogena i inaktivacijom tumor supresorskih gena. Gubitak
heterozigotnosti specificnih kromosoma ukazuje na deleciju jednog alela u
odredenom tumor supresorskom genu, Ciji je preostali alel Cesto inaktiviran
mutacijom.''*'%

Obzirom da se na osnovu morfoloskih promjena ne moze predvidjeti
ponaSanje lezija koje prethode invazivnom karcinomu nuZno je istraZivanje
potencijalnih molekularnih biljega koji ¢e omoguciti razumijevanje patogeneze
ovog karcinoma i otkrivanje lezija koje imaju veci rizik zlo¢udne preobrazbe.

Prateci studije koje dolaze iz razlicitih drzava Internacionalno udruzenje za
istrazivanje karcinoma je izvijestilo da je najucestaliji visokorizi¢ni HPV tip koji
inficira cerviks HPV 16 (53%), HPV 18 (15%), HPV 45 (9%), HPV 31 (6%),
HPV 33 (3%).'” Izvijes¢a iz razli¢itih krajeva svijeta govore da je HPV 16

najucestaliji dok pojavnost ostalih visokorizi¢nih tipova ovisi o geografskom
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poloZaju, demografskim kretanjima, klinicko-patoloSkim ¢imbenicima, a ovisi i 0
metodama detekcije. 176

Klasi¢ni sistemi genotipizacije HPV-a metodom PCR baziraju se na
umnazanju dijela virusne regije pomocu dogovornih My09/11 i Gp5/6+ pozitivnih
pocetnica te upotrebi specifinih pocCetnica za najucestalije tipove virusa. U
odredenog broja bolesnica postojanje virusne DNA je potvrdeno prethodnim
analizama koje su dale pozitivni rezultat nakon umnazanja s gorespomenutim
pocetnicama, ali tip specificne pocetnice su dale negativan rezultat. Metodom
Inno Lippa testom koja je kombinacija PCR i reverzne hibridizacije smo izolirali
viSe tipova koji se nisu mogli detektirati klasicnom PCR metodom. Prednost ove
metode je u tome S$to smo mogli utvrditi i viSestruke infekcije.

U radu smo proveli istraZzivanje na 102 pripravka DNA dobivenih iz
arhivskih uzoraka tkiva vrata maternice fiksiranih u formalinu i uklopljenih u
parafin dobivenih biopsijom, prije lijeCenja. 13 uzoraka (12,7%) su HPV DNA
negativni. U ostalih 89 (87,3%) detektirali smo 9 razli¢itih tipova HPV-a
metodom PCR-a i Inno Lippa-e. Raspodjela tumor pozitivnih uzoraka i tip HPV-a
prikazani su u tablici 9. HPV 16 je najces¢i tip s ucestaloS¢u 75,5% u naSem
uzorku. Drugi po ucestalosti je HPV 18 1 HPV 58 (5,9%), a uCestalost ostalih je
1-3%. HPV infekcija u premalignim lezijama i u cervikalnom karcinomu je u nizu
objavljenih radova izmedu 48 i 100%. Nasi rezultati su slicni (87,3%). Objavljeni
rezultati o HPV 16 kao najces¢em tipu izmedu 44 i 84% prate nasi rezultati od
75%."" 1za njega slijedi HPV 18 s pojavnoséu 2-39%.'" Nasi rezultati bliZi su
donjoj granici. HPV 16 i HPV 18 ¢ine oko 80% svih HPV tipova u nasoj studiji.
To ukazuje na postojanost povezanosti izmedu njih i etiologije ranog invazivnog
cervikalnog karcinoma.

Prema naSem istraZivanju u najvecem broju tumora u kojih je HPV DNA
pozitivan pronasli smo infekciju samo jednim tipom HPV-a (93,1%). U samo 7
slucajeva pronasli smo mijeSanu infekciju (6,9%). U radu Graflunda i sur.
ucestalost mijeSanih infekcija bila je 23,6%.'"

Skupina naSih bolesnica s mijeSanom infekcijom imala je statisticki
znacajno loSiju prognozu od onih inficiranih jednim tipom HPV-a. U studiji Pilch
i sur. kao i kod Graflunda i sur. pokazano je da je infekcija HPV 16 i 18 povezana
s ¢es¢im zahvacanjem limfnih ¢vorova, limfokapilarnih prostora i Sirenja u

parametrije, odnosno da imaju loSiju prognozu. Girardi i sur. nalaze loSiju
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prognozu bolesnica s HPV 16 pozitivnim karcinomom cerviksa. Medutim,
suprotno njima neki autori ne nalaze povezanost HPV-statusa i logije prognoze.'’”
7 U naSem radu bolesnice s HPV-16 infekcijom statisti¢ki znagajno (p=0,0008)
bolje prezivljavaju od skupine bolesnica koje su inficirane drugim tipom HPV-a,
Sto ukazuje na potrebu odredivanja tipa HPV-a kod karcinoma cerviksa. Dosada je
bila uvrijeZena Cinjenica da je HPV 18 povezan s adeno komponentom dok HPV
16 ceS¢i kod planocelularnog histoloSkog tipa. Medutim, mnogi radovi to
demantiraju.'”™' U naSoj studiji HPV 18 nadli smo u jednom slucaju
planocelularnog karcinoma, jednom kod adenokarcinoma i u dva slucaja
adenoskvamoznog karcinoma.

Koriste¢i ANOV A metodu u analizi odnosa imedu MVD i histoloskog tipa
tumora nismo naSli statisticki znacajnu razliku izmedu planocelularnog,
adekokarcinoma 1 adenoskvamoznog karcinoma u broju krvnih Zila po jedinici
povrSine u analizirane skupine bolesnica. Ovaj rezultat nismo mogli usporediti s
drugim autorima jer u literaturi o tome nema podataka.

Cox-ovom regresijom analizirali smo preZivljenje u ovisnosti o dobi
bolesnice iznad 60 godina Zivota, kliniCkom stadiju, invaziji limfokapilarnih
prostora, MVD-u > 20 i nacinu lijeCenja te HPV infekciji. To su sve ¢imbenici
koji su se pokazali znaCajnima prema univarijatnoj analizi. Rezultati su pokazali
da je MVD>20 najznacajniji neovisan prognosticki ¢imbenik za loS§ ishod
bolesnica (p<0,0001), takoder i HPV mijeSana infekcija te invazija
limfokapilarnih prostora, a grani¢no znacajan klinic¢ki stadij i lijeCenje samo
zracenjem u odnosu na druge metode lijeCenja. Nemoguce je dobivene rezultate
usporediti s podacima iz literature jer publiciranih radova o MVD-u, koristeci

CD105 i karcinomu vrata maternice u vrijeme pisanja ove disertacije nije bilo.
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6. ZAKLJUCCI

1.

Odredivanje tipa HPV-a je korisno jer pomaZe u izdvajanju bolesnica s

loSijom prognozom.

a) Pokazalo se da mijeSana infekcija (viSe tipova HPV-a) predstavlja
negativan prognosticki ¢imbenik u odnosu na monoinfekciju .

b) U slucaju monoinfekcije u ovom radu najpovoljnija prognoza
povezana je s HPV-om tip 16.

Odredivanje MVD-a koriste¢i monoklonalno antitijelo CD 105 je

nezavisan prognosti¢ki ¢imbenik kod bolesnica sa karcinomom vrata

maternice klinickog stadija IB-IIB bez obzira na histoloski tip

tumora.Vrijednost od 20 krvnih Zila po jedinici povrSine moZe izdvojiti

skupinu bolesnica kod kojih je statisticki znac¢ajno loSija prognoza.

. Univarijatnom analizom kao prognosticki ¢imbenici pokazali su se:

dob iznad 60. godine, klinicki stadij, zahvacenost limfokapilarnih
prostora, lijeCenje kombinacijom «zraCenje+operacija+zraenje» u
odnosu na sve ostale primjenjene metode, samo zraenje u odnosu na
sve ostale primijenjene metode lijeCenja, infekcija HPV tipom 16,
mijesana infekcija HPV-om i MVD> 20. Multivarijathnom analizom
kao prognosti¢ki Cimbenici pokazali su se: MVD> 20, infekcija
mijeSanim tipovima HPV-a i zahvacenost limfokapilarnih prostora.
Rezultati rada sugeriraju da MVD> 20 znaci loSiju prognozu kao i
mijesana infekcija HPV-om $to kod ovih bolesnica upucuje na potrebu
za intenzivnijim lijjecenjem.

Nema statisti¢ki znacajne razlike u MVD-u obzirom na histoloSki tip

tumora.
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7. Sazetak

Invazivni rak vrata maternice po ucestalosti zauzima 3. mjesto svih
zlo¢udnih oboljenja Zenskog reprodukcijskog sustava, a godiSnje se u Hrvatskoj
otkrije 19 novooboljelih na 100.000 Zena. Materijali i metode. Prospektivno je
praceno 120 bolesnica, lijeCenih u Klinici za Zenske bolesti i porode KBC-a
Zagreb 1 Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu tijekom razdoblja 1996-
2002. godine zbog raka vrata maternice klinickog stadija IB-IIB.Cilj. Odrediti
podtip HPV-a metodom PCR-om i Inno Lippa-om kod bolesnica lije¢enih zbog
invazivnog karcinoma vrata maternice, MVD (gusto¢a krvnih Zila po jedinici
povrSine) koriste¢i monoklonalna antitijela CD 105 te usporediti njihovu
vrijednost kao prognostickih ¢imbenika. Rezultati. Za analizu je preostalo 102
bolesnice, prosje¢ne dobi 51,38 £14,04 (26- 83) godine. U vremenu pracenja (5-
98 mjeseci) umrlo je 23 (22,5%) bolesnice zbog raka vrata maternice. Statisticki
je znacajna razlika u prezivljenju bolesnica u odnosu na: infekciju HPV tipom 16
(p=0,0008), postojanje mijeSane infekcije HPV-om (p=0,0134) i vrijednost MVD-
a> 20 (p<0,0001). Coxovom regresijom analizirali smo sve ¢imbenike, statisticki
znaCajne univarijatnom analizom, i formirali model za prezivljenje bolesnica s
rakom vrata maternice visoke predikcije (X2=74,222, df=7, p<0,0001). Statisticki
su neovisno znacajni prediktori prezivljenja: MVD> 20 (p<0,001), infekcija
mijeSanim tipovima HPV-a (p=0,007) i zahvacenost limfokapilarnih prostora
(p=0,018). Zakljucak. Odredivanje tipa HPV je potrebno kod bolesnica s
karcinomom vrata maternice. Histoloski tip tumora kao i stupanj zrelosti ne utjecu
na prognozu dok invazija limfokapilarnih prostora i klinicki stadij su pouzdani
prognosticki ¢imbenici. MVD> 20 se pokazao statistiCki najznacajnijim

prediktorom loSeg ishoda bolesnica s rakom vrata maternice.
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8. SUMMARY

Invasive cervical carcinoma is the third of all neoplasmas of female genital
reproductive system and 19/100 000 women would got ill in Croatia during a
year. 120 patients with cervical carcinoma clinical stage IB-IIB treated in
Department of Obstetrics and Gynecology Medical School, University of Zagreb
were examined prospectivly during period 1996-2002. The aim of the study was
to detect the of HPV-type using PCR and Inno Lippa method, MVD
(microvascular density) using monoclonal antybody CD105 and compare their
significance as prognostic factors.102 patients left for the analysis, an average
age 51,38+14,04 (26-83). During the folow up of 5-98 months 23 (22,5%) patients
died from cervical carcinoma. HPV type 16 infection (p=0,0008), mixed HPV
infection (p=0,0134) and MVD> 20 (p<0,0001) are connected with poor
surviving. Using Cox regression model we analysed all the significant factors by
univariate method and formed a model of high prediction for poor surviving
(((*=74,222, df=7, p<0,0001). MVD> 20 (p<0,001), HPV mixed infection
(p=0,007) and invasion of lymphocapilary spaces (p=0,018) are independent
predictive factors for poor surviving in patients with cervical carcinoma. In
conclusion, HPV detection in patients with cervical carcinoma is necessary.
Hystological type and maturation grade of the tumour are not connected with
surviving, but invasion of lymphocapilary spaces and clinical stage are reliable
prognostic factors. MVD> 20 was the most important predictive factor of poor

outcome in patients with cervical carcinoma.
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J.Lesin, Doktorska disertacija

89

KRATICE

I T Y R e

|\ I O R e e e e e e e T

22.

23.
24.
25.
26.
217.
28.
29.
30.
31.
32.

HPV
DNA
HIV
DES
CIN
CIS
L-SIL
H-SIL
MIC

. SZ0

. TUGP
. FIGO
. EPCs

VEGF

. PDGF
. VVO

PAs

IMD

MR
URR
TP
PC
AC
ASC
LKP
PRZR
0)
ZR

humani papiloma virus

deoksiribonukleinska kiselina

virus humane imunodeficijencije

dietilstilbestrol

cervikalna intraepitelijalna neoplazija

karcinom in situ

plocasta intraepitelna promjena niskog stupnja
plocasta intraepitelna promjena visokog stupnja
mikroinvazivni karcinom

Svjetska zdravstvena organizacija
Internacionalno udruZenje ginekoloskih patologa
Medunarodna federacija ginekologa i opstetriCara
endotelne prekusorske stanice (,,endothelial progenitor cells*)
vaskularnog endotelijalnog ¢imbenika rasta
(“platelat derived growth factor™)

vezikularno vakuolarnih organela

plazminogen aktivatora

. Angli Ang 2 angiopetini 1 i2
. PDGF
. TGF-p
. MVD

trombocitni ¢imbenik rasta

beta transformirajuéi ¢imbenik rasta

gusto¢a tumorske mikrocirkulacije (engl. ,,microvessel

density”)

gusto¢a tumorske mikrocirkulacije (“intratumor microvessel
density”)

agnetska rezonanca

zvodna regulatorna regija

ngl. “total pelvic”

planocelularni karcinom

denokarcinom

denoskvamozni karcinom

imfokapilarni prostor

reoperacijsko zracenje

operacija

zracenje



