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REZIME

UVOD: Rak grlica materice je Cetvrti po ucestalosti maligni tumor zena u svetu, a
vode¢i uzrok smrti medu ginekoloskim malignitetima. U lecCenju stadijuma FIGO I-
FIGOIIA invazivnog tumora se primenjuju razliiti operativni postupci koji za
posledicu mogu imati visok morbiditet i gubitak reproduktivne funkcije. Analiza
patoloskih parametara bolesti i ekspresije bioloskih markera povezanih sa agresivnim
ponaSanjem tumora je od velikog znacaja u izboru odgovarajué¢eg onkoloskog pristupa,
uklju¢iv§i mogucnost primene ciljane terapije. CILJ RADA: Odredjivanje
imunohistohemijske ekspresije markera hipoksije, neoangiogeneze i metabolic¢kih
markera i njihova korelacija sa ve¢ utvrdenim prognostiCkim parametrima u cilju
utvrdivanja razlike u grupi ranih invazivnih tumora izmedu mikroinvazivnih tumora
stadijuma FIGO IAl i FIGO1A2 i invazivnih tumora stadijuma FIGO IB1. Radi
odredivanja njihovog prognostickog znacaja u ovoj grupi uradena je komparativna
analiza intenziteta njihove ekspresije. METODE: Ispitivanje je sprovedeno na 176 Zena
sa ranim invazivnim karcinomom grli¢a, koje su podeljene u dve grupe - 132 Zene
stadijuma FIGO IBI<20mm i 44 pacijentkinje u grupi mikroinvazivnih tumora
stadijuma FIGO IA. Osnovni patoloSki parametri tumora su odredeni standardnom
patohistoloskom analizom, a ekspresija HIF-lalfa, GLUT1, c-Met, CAIX i VEGF
imunohistohemijskim ispitivanjem. Procena intenziteta ekspresije uradena je
semikvantitavnom metodom. REZULTATI: Ekspresija HIF-1alfa je bila veca u grupi
mikroinvazivnih tumora u odnosu na grupu FIGO IBI1 sa statisti¢ki znac¢ajnom razlikom
(p<0.001). U grupi FIGO IBI najvise je bilo sluc¢ajeva sa slabom ekspresijom HIF-
lalfa, a u grupi FIGO IA sa umerenom. Ekspresija GLUT1, c-Met i CA IX je bila veca
u FIGO IB1 nego u FIGO IA stadijumu, dok u ekspresiji VEGF nije bilo znaajne
razlike. U obe grupe je utvrden skoro podjednak broj umereno i slabo pozitivnih
slu¢ajeva GLUT], ali je c-Met, CA IX 1 VEGF ekspresija bila niska u vecini slucajeva
ranih invazivnih tumora. Znacajna korelacija sa GOG skorom i dubinom infiltracije
zapazena je kod c-Met, ali ne i kod drugih markera. Samo je ekpresija HIFlalfa bila
povezana sa gradusom tumora, a u grupi mikroinvazivnih karcinoma je postojala
korelacija CA IX i tumorskog gradusa na samoj granici statisticke znacajnosti.
ZAKLJUCAK: U grupi mikroinvazivnih tumora postojala je veéa ekspresija HIF-
lalfa. U stadijumu FIGO IB1<20mm utvrdena je veca ekspresija metaboli¢kih markera
(GLUTY, c-Met i CA IX). Izmedu stadijuma FIGO IA i FIGO IB1<20mm nije bilo
razlike u eskpresiji VEGF. Prognosticki znacaj HIF-lalfa, GLUT1, c-Met, CA IX i
VEGF u ranim invazivnim karcinomima grli¢a nije utvrden (dokazan).

Kljuc¢ne reci: HIF-1alfa, Metaboli¢ki markeri, Karcinom grli¢a, Prognoza
Naucna oblast: Medicina
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Cervical cancer is fourth most common female malignant tumor in
the world, as well as leading cause of mortality among gynecological malignancy.
Treatment of FIGO I-FIGOIIA invasive tumor stadium includes various operational
procedures which can have, as a consequence, high level of morbidity and loss of
reproductive functions. Analysis of pathological parameters of disease and expression
of biological markers connected to aggressive behavior of the tumor is of utmost
importance in choosing adequate oncological approach, including possibility of using
targeted therapy. AIM OF STUDY : Determination of immunohistochemical expression
of hypoxic, neoangiogenic and metabolic markers and their correlation with already
established prognostic parameters with an objective of defining differences in a group of
early invasive tumors between microinvasive tumor stadiums FIGO IA1 and FIGO 1A2
and invasive tumor stadium FIGO IB1. To define their prognostic importance, a
comparative analysis of expression intensity was made in this group. METHODS:
Examination was conducted on 176 women, with early invasive cervical carcinoma, that
were split in two groups — 132 women with tumor stadium FIGO IB1<20mm and 44
women in group of microinvasive tumor FIGO IA. Primary pathological parameters of
tumor were determined using standard pathological analysis, whilst HIF1lalpha, GLUTL,
c-met, CAIX and VEGF expressions using immunohistochemical examination.
Estimation of expression intensity was performed using semiquantitative method.
RESULTS: HIFlalpha expression was higher in the group of microinvasive tumors
comparing to group FIGO IB1 with statistical significance (p<0.001). Group FIGO IB1
indicated the highest incidence of weak HIFlalpha expression, whilst group FIGO IA of
moderate expression. Expressions of GLUT1, c-Met and CA IX were higher in FIGO
IB1 comparing to FIGO IA stadium, whilst in VEGF expression there was no
significant difference. In both groups, approximately similar number of moderate and
weak positive cases of GLUT1 were determined, whilst c-Met, CA 1X and VEGF
expressions were low in majority of samples of early invasive tumors. Significant
correlation with GOG score and infiltration depth were noticed in c-Met, but not in the
group of other markers. Only HIFlalpha expression was correlated with tumor gradus,
whilst in the group of micro invasive carcinoma, a correlation between CA IX and
tumor gradus existed on a limit of statistical significance. CONCLUSION: In the group
of microinvasive tumors, high expression of HIF1alpha was exhibited. In the stadium of
FIGO IB1<20mm higher expression of metabolic markers was determined (GLUT1, c-
Met and CA IX). Between the stadiums FIGO IA and FIGO IB1<20mm there was no
difference in expression of VEGF. Prognostic significance of HIF-1alpha, GLUT1, c-
Met, CA IX and VEGF in the early stage of invasive cervical carcinoma was not
concluded.

Keywords: HIF-1alpha, Metabolic markers, Cervical cancer, Prognosis
Scientific area: Medicine
Scientific field: Pathology
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1. UvVOD

1.1. Incidencija raka grli¢a materice

Rak grlica materice je ¢etvrto po ucestalosti maligno oboljenje kod Zena u svetu sa oko
530000 novih registrovanih slucajeva svake godine (1). U Evropi se godiSnje otkrije
60000 novoobolelih, a 30000 Zena umre od ove bolesti. Ucestalost oboljevanja se
znacajno razlikuje u pojedinim evropskim zemljama. Najnizu stopu incidence u Evropi
imaju Finska i Holandija — 2,3 na 100.000 zena. Niska incidencija je direktna posledica
uspesnog sprovodenja organizovanog skrining programa sa kojim se zapocelo Sezdesetih
godina proSlog veka. Najve¢i pad incidencije u periodu od pocetka organizovanog

skrininga zabeleZen je u Finskoj, ¢ak 80% (2).

U Centralnoj Srbiji broj novih slucajeva na godisnjem nivou u 2002. je bio 1400, tako
da se rak grlica materice nalazio na drugom mestu po ucestalosti malignih tumora kod
Zena iza raka dojke. Standardizovana stopa incidencije raka grlica materice bila je 27,2
na 100.000 Zena, $to je tada bila najviSa stopa incidencije u Evropi (3). Od 2008. godine
se smanjuje broj novih registrovanih slu¢ajeva, pa se Srbija sa incidencijom od 24,1 na
100.000 Zena nalazila na petom mestu, iza Rumunije, Makedonije, Bugarske i Litvanije.
U 2012. godini Srbija ima incidenciju 23,8 i stopu mortaliteta od 7,7%o Sto nasu zemlju,
po ovom parametru, ponovo stavlja na ¢etvrto mesto medu zemljama Evrope. U 2013.
broj novoobolelih je bio 1122 (standardizovana stopa incidencije 19,9), a broj umrlih
Zena 415 (stopa mortaliteta 6,0%o) (4).

1.2. Faktori rizika

Najznacajniji faktor rizika za nastanak karcinoma grlica materice je infekcija visoko
onkogenim tipovima Humanog Papiloma virusa (HPV). Opisano je preko 240 tipova
HPV, od kojih je za vise od 40 predilekciona regija donji genitalni sistem. Od njih su
najvazniji visoko onkogeni tipovi: 16, 18, 31, 33, 35, 39,45, 51, 52, 56, 58, 59, 68 (5,6,7).
Drugi faktori koji doprinose nastanku raka grli¢a materice ili kofaktori su pusenje (8),
paritet, koris¢enje hormonske kontracepcije (9,10) i neke druge seksualno prenosive
bolesti kao Sto su infekcija HSV tip 2, Chlamydia trachomatis (11,12) i infekcija HIV
virusom.




Dr Harald zur Hausen je 2008. godine dobio Nobelovu nagradu za medicinu zbog svog
doprinosa u objasnjenju uzrocno — posledi¢ne veze izmedu HPV infekcije i nastanka
karcinoma grlica materice. Njegovo otkrice je omogucilo ne samo bolje shvatanje
karcinogeneze ve¢ 1 primenu novih metoda prevencije 1 skrininga malignih promena na

grlicu.

1.3. Prevencija karcinoma grli¢a materice

Primarna prevencija karcinoma grli¢ca materice sprovodi se primenom vakcine protiv
HPV infekcije. Pretpostavka je da bi HPV vakcinacija mogla spreciti 70-80% slucajeva
od ukupnog broja obolelih od karcinoma grlica materice (13). U pojedinim zemljama
kao Sto je Australija, pojedine zemlje Evrope, HPV vakcina je obavezna, dok je u

drugim zemaljama ona dobrovoljnog karaktera (14).

Sekundarni oblik prevencije je skrining na karcinom grli¢a materice.

1.3.1. Karcinom grli¢a materice i skrining

Medju svim malignim tumorima karcinom grlica materice se najefikasnije moze
kontrolisati skriningom (15). U najveéem broju zemalja skrining je oportuni i zavisi od
inicijative same zene i njenog ginekologa. U zemljama koje ga sprovode postoji
nejednakost u obuhvatu izmedju pojedinih regiona. Visok obuhvat se postize u
ekonomski visoko razvijenim delovima u kojima se zZene ¢ak i ¢esce pregledaju nego Sto
je preporuceno, dok istovremeno postoji mali obuhvat u drugim oblastima najcesce
niskog socio-ekonomskog standarda tako da je sveukupno oportuni skrining

neujednacenog kvaliteta i niske efikasnosti.

U vise zemalja Evrope sprovodi se pravi organizovani skrining (Nordijske zemlje,
Velika Britanija, Holandija i delovi Italije), sto je dovelo do velikog pada incidencije
oboljevanja, ponavljanjem pregleda na svakih tri do pet godina (16,17,18,19). U svakoj
od ovih zemalja postoji usvojen Nacionalni program za prevenciju raka grli¢a materice

kao vodi¢ za sprovodjenje i kontrolu kvaliteta sprovodjenja skrining programa.




1.3.2. HPV tipizacija kao skrining program

Prisustvo HPV partikula u ¢elijama karcinoma grli¢a materice krece se i do 99,7% (20).
Zbog toga je HPV tipizacija predloZena kao prvi — pocetni vid organizovanog skrining
programa i kao takva prihvaéena u zemljama poput Holandije ili Turske. U vecini
ostalih zemalja HPV test se Kkoristi kao dodatni dijagnosti¢ki postupak kod grani¢nih
citoloSkih nalaza i prac¢enja posle intervencija (21,22). Do sada su koris¢ene metode
odredivanja virusne DNK, ali su se pojavili 1 novi testovi koji odreduju virusnu RNK,

Sto se smatra osetljivijom i pouzdanijom metodom.

Imunocitohemijski CINtec dual test (p16+Ki67 antitelo) se koristi u skriningu kao
komercijalni test koji pokazuje prisustvo HPV infekcije u celiji i njenu onkogenu
transformaciju. pl6 antitelo se smatra surogat markerom c¢elijske infekcije visoko
onkogenim tipom HPV, dok Ki67 kao proliferativni marker ukazuje na njenu onkogenu
transformaciju.

Pronalaskom ovih novih markera, u visoko razvijenim zemljama je napravljen potpuno
novi model organizovanog skrining programa u kojem se kao prvi test radi LBC PAP
test, a zatim se u slucaju pozitivnog nalaza, u zavisnosti od starosti pacijentkinje, radi

HPV tipizacija ili imunocitohemija (CINtec test) (23,24).

1.3.3. Papanikolau (PAP) test

Bez obzira da li se sprovodi organizovani ili oportuni skrining osnovni test koji se
primenjuje je Papanikolau (PAP) test. Mikroskopskim pregledom cervikovaginalnih
briseva, bojenih PAP metodom, otkrivaju se citoloske promene koje ukazuju na
promene na grlicu materice ne samo kod invazivnih karcinoma, ve¢ i u formi
prekancerskih lezija ¢ijim se uklanjanjem sprecava nastanak malignih bolesti (25).

Konvencionalni PAP test zadovoljava vecinu kriterijuma dobrog skrining testa. Brz je i
lak za izvodenje, jeftin, neskodljiv za pacijentkinju, ali mu je specifi¢cnost mala. Zbog
toga je uvedena nova metoda, PAP test u tecnom medijumu — LBC PAP test. Postoji
neslaganje izmedu pojedinih autora o tome da li je senzitivnost ovog testa veca ili je
potpuno ista kao kod konvencijalnog testa, ali ono u ¢emu se svi slazu jeste njegova
velika prednost u izvodenju dodatnih analiza iz istog medijuma, kao sto su HPV
tipizacija i imunocitohemija (26).




1.3.4. Citoloska interpretacija PAP testa

Nacin i kriterijumi citoloske interpretacije ovih testova su identi¢éni —uocavaju se
promene na ploc¢astoslojevitom (skvamoznom) epitelu ektocerviksa i zlezdanom epitelu
endocerviksa. U upotrebi su dve razlicite klasifikacije: numericka - PAP i deskriptivna —
Bethesda klasifikacija.

Prvu numericku PAP Klasifikaciju formulisao je Georgios Papanikolau 1949.god, i od
tada je, prate¢i promene u terminologiji ginekoloSke patologije, napravljeno nekoliko
revizija osnovne varijante Cesto prilagodjene zahtevima citoloskih laboratorija i
klini¢kih lekara — ginekologa u pojedinim zemljama. Po zemljama u kojima se
primenjuju ove revizije nose imena na pr. Francuska revizija, Minhenska nomenklatura
(27). Bez obzira na promene, ova klasifikacija se i dalje primenjuje svrstavajuci

promene na epitelu u pet grupa, PAP I-V, od jasno benignih do jasno malignih (28).

Bethesda klasifikacija je uglavnom potisnula PAP klasifikaciju Sirom sveta. U
ameri¢kom gradu Bethesdi 1988. godine je formulisana nova citoloska klasifikacija koja
polazi od saznanja da su sve promene koje se deSavaju na skvamoznom epitelu
sekvencijalne, prolaze kroz iste faze bez obzira gde je skvamozni epitel lokalizovan
(vulva, vagina, cerviks). Imaju zajedni¢ku oznaku SIL (skvamozna intraepitelna lezija),
a u zavisnosti od trecine epitela koju zahvataju dodaje se prefiks L (low)-SIL (za donju
tre¢inu) ili H (high)-SIL (za srednju i gornju tre¢inu) ¢ime se odredjuje i njihov klini¢ki
tretman. Kasnije je ova citoloska terminologija — klasifikacija prihvaéena i u patologiji.
Od 1989. ova klasifikacija je pretrpela nekoliko revizija, od kojih je poslednja bila
2014.godine (29,30,31).

1.4. Histopatologija promena na grliéu

Histopatoloska klasifikacija promena na grli¢u prati citoloSku u kategoriji preinvazivnih
lezija, dok je citoloska klasifikacija invazivnih promena napravljena na osnovu

histoloske podele tipa i stepena diferencijacije malignog tumora.




PatoloSke promene na grli¢u mogu se svrstati u dve osnovne grupe (32):
- Preinvazivne promene

- Invazivne promene

1.4.1. Preinvazivne promene

Preinvazivne promene na skvamoznom epitelu grlica su sekvencijalne prirode i u
zavisnosti od zahvacéene tre€ine skvamoznog epitela, prema Bethesda klasifikaciji, se

dele na:

- L-SIL - Promena je niskog stepena, kada je zahvacena donja tre¢ina epitela i

kod ovakvih nalaza u vise od 2/3 slucajeva dolazi do spontane regresije;

- H-SIL - Promena je visokog stepena, kada su zahvacene srednja treéina ili cela
debljina skvamoznog epitela, kada je spontana regresija moguéa u manje od
tre¢ine slucajeva, a potencijal za progresiju mnogo veci, pa zato zahteva dalji

klini¢ki tretman.

Za promene na Zlezdanom epitelu endocerviksa nije dokazan sekvencijalni karakter
njihovog nastanka, pa se kao jedina preinvazivna lezija izdvaja intraepitelni
adenokarcinom (adenocarcinoma in situ — AlIS), koji se klinicki tretira na isti na¢in kao i

preinvazivna promena na skvamoznom epitelu.

1.4.2. LAST terminologija

Godine 2012. predlozena je nova klasifikacija promena uslovljenih HPV infekcijom na
kozi/sluznici donjeg genitalnog sistema (33). Ideja ovog projekta je bila da usvojena
nomenklatura predstavlja jedinstveni histopatoloski sistem podele epitelnih promena koji
reflektuje dosadasnja saznanja o uslovno — posledicnoj vezi HPV infekcije i
karcinogeneze. Takode, ona predlaze optimalno koriséenje dostupnih biomarkera i
omogucava jasniju i bolju komunikaciju izmedu razli¢itin medicinskih specijalnosti

ukljucenih u zbrinjavanje ovih premalignih i superficijalnih invazivnih skvamoznih lezija.




Sumiranjem visedecenijskih ispitivanja u oblasti HPV infekcije i promena na
skvamoznom epitelu pokazano je da se interakcija izmedu njih ostvaruje na dva
osnovna nacina (34). U prvom, skvamozni epitel podrzava virusnu produkciju, ali je
promena tranzitornog tipa. Istorijski, za ovaj tip promene se koristio naziv promena
niskog stepena odnosno low-grade lesions - LSIL, ili intraepitelna neoplasia gradus 1
ili laka displazija, a ukoliko pokazuje karakteristicnu arhitekturalnu gradu sa

koilocitozom promena se nazivala kondilomom.

Drugi tip interakcije se karakteriSe nastankom prekanceroznih promena tezeg stepena.
Kontrolni mehanizmi izmedu virusne genske ekspresije 1 epitelne diferencijacije su
osteceni, tako da prekomerna onkogena virusna ekspresija prouzrokuje nekontrolisanu

¢elijsku proliferaciju odnosno klonalnu ekspanziju relativno nediferentovanih ¢elija.

Ovakve prekancerozne promene su morfoloski jednake morfologije bez obzira na pol i
svoju lokalizaciju u donjem anogenitalnom traktu, pa odatle proizilazi i jedinstvena
terminologija u formi LSIL i HSIL (prestaje upotreba termina poput CIN, VAIN, VIN,
AIN; PaIN).

Sli¢an problem je postojao i u citoloSkoj klasifikaciji, ali je on prevaziden primenom
Bethesda klasifikacije, usvojene skoro 25 godina pre LAST terminologije, pri ¢emu se
Bethesda danas primenjuje ne samo u ginekoloskoj citologiji ve¢ i u citologiji analnog

brisa.

1.4.3. Invazivne promene

Podela invazivnih lezija (malignih tumora) na grlicu prema Svetskoj zdravstvenoj
organizaciji (engl. World Health Organization-WHO) izvrSena je na osnovu njihovog

histotopskog porekla (35). Karcinomi grli¢a se dele na:
- karcinom porekla skvamoznog epitela (skvamocelularni karcinom);

- karcinom porekla zlezdanog epitela (adenokarcinom) sa mucinoznom
(endocervikalnom) ili endometrijalnom diferencijacijom, ali i drugim mnogo

redjim tipovima diferencijacije;

- drugi epitelni tumori — karcinomi, medu kojima je nac¢es$¢i adenoskvamozni tip.




Najucestaliji tip karcinoma je skvamocelularni (prisutan u 80-90% slucajeva), dok je

adenokarcinom redi (10-20%).

U zavisnosti od veli¢ine tumora, dubine i Sirine invazije i zahvacenosti okolnih organa
obavezno se odredjuje patoloski stadijum tumorske bolesti prema kriterijumima FIGO i
PTNM Klasifikacije, kao i1 histoloski gradus (dobro, srednje ili slabo diferentovan

karcinom), uz procenu limfovaskularne invazije.

Prema Brodersovoj klasifikaciji, gde se kao kriterijum Kkoristi prisustvo i stepen

orozavanja, uz nuklearni pleomorfizam, skvamoceluarni karcinomi se dele na:

- dobro diferentovane (Kkeratinizacija izrazita, sa brojnim keratinskim perlama,

nukelarni polimorfizam slabo izrazen)

- srednje diferentovane (retke keratinske perle, uz naglaseniju nuklearnu atipiju i

brojne patoloske mitoze)

- slabo diferentovane (nema orozavanja u tumoru, veoma je izrazen nuklearni

pleomorfizam i vrlo su brojne patoloske mitoze)

1.4.4. Odredivanje stadijuma karcinoma grli¢a

Za odredivanje stadijuma bolesti upotrebljavaju se paralelno FIGO (u prvom redu
klinicka) i pTNM (patoloska) klasifikacija (36).

1.4.4.1. FIGO klasifikacija

Stadijum I: Karcinom je ograni¢en na grli¢ (Sirenje tumora na korpus uterusa ne menja

stadijum)

IA Invazivni karcinom koji se moze dijagnostikovati isklju¢ivo mikroskopski. Dubina
invazije ne sme biti ve¢a od 5 mm (mereno od baze epitela, skvamoznog povrsinskog ili
Zlezdanog) niti Sira od 7 mm. Invazija vaskularnih prostora, krvnih ili limfnih, ne menja

stadijum. Tumori ove grupe se nazivaju mikroinvazivnim karcinomima.




IA1 Ogranicen na grli¢, dubina invazije strome < 3 mm, horizontalno Sirenje < 7 mm.
IA2 Ogranicen na grli¢, dubina invazije >3 mm, ali <5 mm, horizontalno $irenje <7 mm,

IB Klini¢ki vidljiva lezija ograni¢ena na grli¢, ili mikroskopski detektovani tumori veci

od stadijuma IA.

IB1 tumori > IA2, ali manji od 4 cm u najveéem precniku, klini¢ki vidljiva lezija ili

mikroskopska promena
IB2 Klinicki vidljiva lezija, > 4 cm u najveéem precniku

Stadijum Il: Sirenje karcinoma izvan tkiva grli¢a, ali bez Sirenja do zidova karlice i

bez zahvatanja donje tre¢ine vagine

IIA1 Sirenje na gornje dve tre¢ine vagine, bez zahvatanja parametrija, tumor < 4 cm u

najvecem precniku

IIA2 Sirenje na gornje dve tre¢ine vagine, bez zahvatanja parametrija, tumor > 4 cm u

najvecem precniku
1B Tumor infiltruje parametrija (jedna ili obostrano)

Stadijum I11: Sirenje karcinoma do zidova karlice, tumor zahvata donju treéinu vagine
ili postoji hidronefroza i nefunkcionalan bubreg bez evidencije ranije

prisutnog oboljenja.
IITA Tumor zahvata donju tre¢inu vagine, bez Sirenja na zidove karlice
111B Sirenje tumora do zidova karlice, i/ili hidronefroza, i/ili nefunkcional bubreg

Stadijum IV: Sirenje karcinoma izvan karlice ili zahvatanje mukoze besike ili rektuma,
Sto je dokazano biopsijom. Bulozni edem sam po sebi se ne moze

klasifikovati kao stadijum 1V.
IVA Zahvatanje okolnih organa

IVB Sirenje karcinoma na udaljene organe




1.4.4.2. pTNM Klasifikacija
PTNM — patoloska - klasifikacija prati klini¢ku FIGO klasifikaciju, od koje se razlikuje

uvodenjem klase ,,N“ i ,,M*“. Oznaka ,,N* prati zahvatanje limfnih nodusa u formi: Nx
(status limfnih zlezda ne moze biti odreden), No (nema zahvaéenih limfnih ¢vorova),
N1 (postoje metastatski depoziti u regionalnim limfnim nodusima). Kategorija ,,M*
prati odsustvo ili prisustvo metastaskih depozita u udaljenim organima van male karlice

i moze biti: Mo (nema metastaza) ili M1 (metastaze prisutne).

Patoloski izvestaj ne bi trebalo da uti¢e na promenu stadijuma bolesti koji je klinicki
definisan, ali daje nove karakteristike tumora koje utiCu na njegovu prognozu (tip i
gradus tumora, limfovaskularna invazija, mikrometastaze u limfnim nodusima, broj

pozitivnih limfnih ¢vorova)

1.5. Lecenje karcinoma grli¢a

1.5.1. Mikroinvazivni karcinom grli¢a

Mestwerdt je 1947.godine prvi put uveo termin mikroinvazivnog karcinoma, definisuci
ga kao tumor ¢ija je dubina invazije strome manja od 5 mm. Od tada su kriterijumi za
dijagnozu mikroinvazivnog tumora menjani nekoliko puta. Godine 1985. FIGO
odreduje dubinu invazije strome kao kriterijum za karcinom stadijuma IA, koji se
smatra predklinickom promenom, jer se dijagnostikuje isklju¢ivo mikroskopski i deli ga
u dve podgrupe: stadijum IAl sa minimalnom stromalnom invazijom i 1A2, sa
maksimalnom dubinom invazije 5 mm i Sirinom do 7 mm. U ovoj podeli nije

napravljena jasna razlika izmedu ova dva stadijuma.

FIGO je 1995. godine napravio precizniju definiciju ova dva stadijuma, u kojima su 1Al
I IA2 i dalje invazivni tumori vidljivi samo mikroskopski, razli¢iti medu sobom samo
po dubini invazije strome, definii¢i kao kriterijum za IA1 dubinu do 3 mm. Invazija

vaskularnih prostora ne utice na promenu stadijuma bolesti.




1.5.1.1. Stadijum 1Al

Definitivna dijagnoza ovog stadijuma mora biti potvrdena ekscizijom celukupne
promene bilo konizacijom bilo histerektomijom. HirurSki tretman je cCesto
individualizovan i prilagodava se (najces¢e) dobijenim patoloskim parametrima kao Sto
su status resekcionih ivica i limfovaskularne invazije (LVI). Rizik od nodalnih
metastaza, rekurencije ili smrti, bez LV je samo virtuelan. Ukoliko postoji LVI, rizik je
takode mali, 3,5%. Prema FIGO klasifikaciji iz 1995. godine pacijentkinjama kojima je
u stadijumu IA1 uradena limfadenektomija, samo kod 0,8% je utvrdeno postojanje

limfonodalnih metastaza (37).

1.5.1.2. Stadijum 1A2

Hirursko lecenja pacijentkinja stadijuma [A2 prema preporukama vecine onkoloskih
centara u svetu podrazumeva modifikovanu radikalnu histerektomiju uz pelviénu
limfadenktomiju, bez obzira §to je % rekurentnih invazivnih promena i dalje mali i

iznosi oko 5% (ne uzimajuci obzir postojanje LVI).

Uradene su brojne studije u cilju povezivanja dubine invazije tumora i znacaja LVI, sa

dobijenim razli¢itim rezultatima —sumirani rezultati prikazani u Tabeli 1. (38,39,40)

Tabela 1. Uporedni prikaz rezultata studija o znacaju povezanosti LVI i dubine invazije

tumora
Dubina invazije (mm) Broj pacijenata % LVI % LVI —medijana-
<1,0 548* 0-10 4.4
1,0-3,0 596** 3-30 16,4
3,1-5,0 350*** 2-36 19,7

* Simon at al,1986; ** Lee et al, 2006;*** Costa et al. 2009
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Definitivan znacaj LVI kao prognostickog parametra u slucajevima mikroinvazivnog
tumora jo$ uvek nije jasno definisan. Medutim, postoji preporuka po kojoj je potrebno
primeniti D2-40 antitelo pri patoloskoj analizi uzoraka, da bi se invazija limfaticnog

prostora razlikovana od artefakta - retrakcije okolnog vezivnog tkiva (41).

1.5.2. Stadijum IB i 1A

Zbog znafajne razlike u prognozi i prezivljavanju u zavisnosti od veli¢ine tumora,
stadijum IB je podeljen na podstadijume: IB1 gde je tumor manji od 20 mm i IB2 gde je
tumor> 20 mm. Po pravilu, IB1 stadijumi se leCe radikalnom histerektomijom sa
obostranom adneksektomijom, dok je pristup stadijumu IB2 razlicit — radikalna
histerektomija sa postoperativnom zra¢nom terapijom, primarna zracna terapija, zracenje i

klasi¢na histerektomija, neodjuvantna hemioterapija, a zatim radikalna histerektomija.

1.5.3. Prognosti¢ki parametri za stadijum FIGO IB-11A

Najvasniji prognosticki parametri, odredeni histopatoloSkom analizom, su: histoloski tip
1 gradus tumora, veli¢ina primarnog tumora, dubina stromalne invazije, prisustvo ili
odsustvo limfovaskularne invazije, status limfnih nodusa, zahvacenost parametrija i

stanje resekcionih ivica na vagini.

1.5.3.1. Gradus tumora

Najkontroverzniji znacaj medu prognostickim parametrima ima gradus tumora. Nema
uniformno preporu¢nog nacina gradiranja tumora u WHO Kklasifikaciji. Ona se delom
bazira na istorijskoj Brodersovoj klasifikaciji, a zatim i njenoj modifikaciji koji su
uradili Wentz i Reagan. Oni definiSu sitno 1 krupnocelijski skvamocelularni karcinom,
zadrzavajuci stepen orozavanja kao kriterijum (42). Poslednji nemacki vodi¢ za
cervikalni kancer, German S3 Guidelines, determiniSe znacaj gradusa tumora samo u
njegovoj korelaciji sa drugim parametrima. Binarni model gradiranja, tumori niskog i
visokog stepena maligniteta, ima bolji prognosticki znaCaj, bez obzira Sto se

keratinizacija ne ukljucuje kao kriterijum, ve¢ morfoloski aspekt polja invazije (43,44).

11



1.5.3.2. Veli¢ina i volumen tumora

Veli¢ina tumora ima jak prognostic¢ki znacaj. Brojnim studijama se pokazalo da tumori
dijametra <20 mm imaju nisku incidenciju LVI i metastatski izmenjenih pelvi¢nih
limfnih nodusa, $to ih svrstava u grupu sa boljim ishodom bolest (45). Tumorski
volumen je verovatno precizniji parametar prognoze u odnosu na merenje jedne ili dve
dimenzije kod karcinoma u ranom stadijumu (46). Smatra se da je tumori volumena
<420 mm? nemaju metastaze u limfnim ¢vorovima, ali se ovaj kriterijum ne primenjuje
u vecini onkoloskih centara zbog problema pri merenju (baza je merenje u tri dimenzije

— dve horizantalne i tre¢e, dubine invazije tkiva ili debljine tumora).

1.5.3.3. Limfovaskularna invazija (LVI)

Prognosticki znac¢aj LVI je takode nejasan. Od 25 studija koje su obuhvatile 6500
pacijentkinja samo 3 su navele LVI kao nezavisan prognosti¢ki parametar (47).
Pretpostavka je da ve¢i uticaj na ishod bolesti imaju u sluCajevima tumora malog
dijametra (< 20 mm). Jedan od nacina da se definiSe znacaj LVI je bio pokusaj
kvantifikacije “koli¢ine” invadiranih limfovaskularnih prostora, ali ni on nije Siroko
prihvacen (48). Preporuka je da se u patoloskom izvestaju navede odsustvo ili prisustvo
LVI (fokalno ili masovno). Najnoviji suplementi TNM definiSu invaziju krvnih sudova
(venskih) ne samo prisustvom karcinomskih ¢elija u lumenu ve¢ i kao invaziju samo zida

krvnog suda.

1.5.3.4. Perineuralna invazija (PNI)

Uticaj perineuralnog $irenja (PNI) jo$ uvek nije utvrden (49,50). Dok pojedini autori
smatraju da nema uticaj na ponovnu pojavu bolesti, drugi istiCu da je 5-godiSnje
prezivljavanje manje, ali bez statisticki znacajne razlike (92% vs 95%), dok za 5-
godisnje prezivljavanje bez znakova bolesti nema znacaja. PNI je udruzena sa velicinom

tumora, dubinom invazije i LVI (51,52).
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1.5.3.5. Nacin invazije strome

Nacin invazije strome moze biti razliCit: karcinomske celije “guraju” okolnu stromu
(“pushing” type), prstoliki tip invazije (“finger like™) ili se rasprSuju poput spreja (“spray
like type”) za koga se smatra da je povezan sa najloSijim 5-godiSnjim prezivljavanjem
(68,7% vs 80,9% vs 88,5%, p< 0,0004) (53,54). Opisano je nekoliko morfoloskih oblika
tumorskog remodeliranja okoline. Snazna peritumorska stromalna reakcija, mali
zapaljenski odgovor i izrazita neovaskularizacija bi mogli biti udruzeni sa loSim ishodom

(55,56).

1.6. Tumori malog dijametra

Poslednjih godina, kao posebna grupa se, kako po svojim prognostickim parametrima
tako i po drugacijem pristupu njihovom lecenju, izdvajaju tumori malog dijametra ¢ija
je najveca dimenzija manja od 20 mm. Prema sadasnjoj FIGO klasifikaciji oni pripadaju
stadijumima IA-1B1. Standardni tretman podrazumeva operativno lecenje (radikalnu
histerektomiju sa pelvicnom limfadenektomijom) S§to dovodi do infertiliteta i/ili
postoperativnih komplikacija (¢ak do 38% slucajeva). Do 85% pacijentkinja tumora
stadijuma FIGO IB1 nema metastaze u regionalnim limfnim nodusima, tako da

zahvacenost parametrija predstavlja najvazniji prognosticki parametar (57).

Horn i saradnici (45) su u svojoj analizi utvrdili znac¢ajno nizu stopu pozitivnih limfnih
¢vorova kod tumora manjih od 20 mm, zbog ¢ega predlazu reviziju stadiranja u okviru
FIGO IB stadijuma. Brojne studije su uradene u cilju utvrdivanja znacaja invazije
parametrija kao prognostiSkog parametra. Potvrdeno je da mali tumori (<20 mm) sa
negativnim limfnim ¢vorovima, imaju minimalan rizik za infiltraciju parametrija (0,4-

0,6%), Sto zavisi od LV1 i/ili dubine infiltracije tumorom u cervikalnom tkivu (58,59).

Sa steCenim novim saznanjima iz sprovedenih studija promenio se i onkoloski pristup
leCenju ovog stadijuma bolesti (60). U cilju oCuvanja fertiliteta, kod odabrane grupe
pacijentkinja, uvedena je nova vrsta operacije — radikalna trahelektomija sa pelvicnom
limfadenektomijom kojom se ostavlja materica, a uklanja deo grlica sa parametrijama.
Postoje misljenja da je dovoljno raditi ponavljane LLETZ intervencije (Large Loop
Excision of the Transformation Zone) sa pelvicnom limfadenektomijom (Lindsay i sar.)
(61).
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Zbog sve vecih zahteva koji se postavljaju ispred lekara onkologa — uspeSnost lecenja
invazivnih promena sa minimalnim morbiditetom i mortalitetom, uz, ukoliko je potrebno,
ocuvanje fertiliteta, postavlja se pitanje definisanja adekvatnog prognostickog parametra
bolesti. Pored patoloskih karakteristika tumora dobijenih standardnom histopatoloskom
analizom, prateé¢i subcelularne promene u tumoru, razvija se molekularna patologija.
Odredivanjem molekularnih karakteristika ¢elija karcinoma grli¢a i njihove ekspresije
mogao bi se definisati panel molekularnih markera koji bi ukazali na prognosticki visoko
rizicnu grupu pacijenata ¢ak i pre zapoCinjanja terapije (62,63). Istovremeno bi se na
osnovu ekspresije nekih od njih mogla primeniti 1 ciljana terapija kao specificniji

terapijski modalitet (64,65,66).

1.7. Molekularne promene u tumoru

Smatra se da je nastanak i Sirenje tumora posledica tri osnovna dogadaja:

1) diskretne somatske mutacije dovode do gubitka funkcije supresor gena i
ispoljavanja funkcije onkoproteina
2) epigenetske modifikacije menjaju obrasce ekspresije gena

3) promene u mikrookolini tumora

Zbog svoje znacajne uloge u nastanku, razvoju i $irenju tumora, mikrosredina je postala
predmet intenzivnog ispitivanja mnogih naucnih disciplina poslednjih decenija.
Pokazano je da ona ima bitan uticaj na klonalnu evoluciju tumora 1 odredivanje
,»sudbine® ¢elijskih klonova, dovode¢i do nekontrolisanog rasta i proliferacije malignih
¢elija. Mikrosredina se moZe posmatrati kroz nekoliko komponenti: hemijska
mikrosredina odnosno njena pH vrednost; parcijalni pritisak kiseonika (PO2) i
koncentracija drugih malih molekula i metabolita (glukoze, glutamina, laktata) i
celularna mikrosredina koja ukljucuje stromalne celije i ekstracelularni matriks koji one
produkuju. U grupu stromalnih ¢elija svrstane su vaskularne endotelne ¢elije, periciti,
fibroblasti, miofibroblasti, ali i ¢elije produkovane u kostnoj srzi kao $to su makrofagi,

neutrofili, mast ¢elije i mezenhimalne stem celije.
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1.7.1. Hipoksija — HIF-1alfa

Kao najvazniji faktor mikrosredine izdvojena je tkivna hipoksija kojoj se daje uloga
pokretaca u procesu maligne transformacije. Pad nivoa kiseonika u tkivu otezava Celijsku
adaptaciju i1 klonsku selekciju putem genetskih mutacija i epigenetskih modifikacija kako
bi se olakSalo odrzavanje mati¢nih Celija karcinoma, izbegao imunoloski odgovor,

potencirala sposobnost metastaziranja i povecala otpornost na terapiju.

Nivo kiseonika u tkivu moze se direktno meriti koriS¢enjem posebnih kompjuterizovanih
sistema kao $to je EppendorfpO2 histography sistem kojim se plasiranjem mikroelektroda
»in situ™ (u tumor ili tkivo) odreduje njegov parcijalni pritisak. Ispitivanja su vrSena u
normalnom tkivu dojke i dobijene su srednje vrednosti pritiska od 65 mmHg. Medutim, u
radu Vaupela i saradnika (67) mediana vrednosti parcijalnog pritiska u tumorskom tkivu
karcinoma dojke, grli¢a, glave i vrata je bila 10 mmHg. Interesantno je da se nivo
hipoksije nije bitno razlikovao u metastazama u odnosu na mesto primarne tumorske
lokalizacije i bio je nezavisan od bitnih karakteristika kako tumora (veli¢ine, stadijuma,
histoloSkog tipa ili gradusa), tako i demografskih karakteristika pacijenata. Prvi radovi na
temu povezanosti niskog PO2 i karcinoma grli¢a materice radeni jo§ 1993. Hockel i
saradnici su dobili istu medianu vrednosti kao i Vaupel i saradnici kod pacijenata sa
uznapredovalim tumorskim procesom, procenjuju¢i hipoksiju kao lo§ prognosticki
parametar (68). Pad nivoa kiseonika je posledica difuzijom ograni¢enog dotoka kiseonika
(rapidna proliferacija tumorskih celija th sve viSe udaljava od krvnih sudova) ili
perfuzijom limitiranog procesa (strukturalno i funkcionalno izmenjeni krvni sudovi u
tumoru nemaju konstatan protok krvi, tako da kancerske ¢elije u njihovoj neposrednoj
okolini mogu postati hipoksi¢no izmenjene). Podru¢ja nekroze u uznapredovalim
solidnim tumorima upravo odrZavaju stanje produzene kiseoni¢ne insuficijencije koja

smanjuje vitalnost tumorskih ¢elija (69).

Celije reaguju na smanjenu dostupnost kiseonika promenom genske ekspresije koja je
posredovana aktivacijom signalnih molekula kao sto je Hypoxia-inducible factor 1 (HIF-
1). Semenza i autori su 1991. godine u svojoj studiji sprovedenoj na genu koji enkodira
eritropoetin (EPO), ukazali na postojanje DNA sekvence odgovorne za transkripciju EPO
u uslovima hipoksije, nazvavsi ga hypoxia response elements (HRE) (70). Studijama koje
su usledile utvrdeno je da transkriptivna aktivnost mnogih regulatornih gena inicirana
vezivanjem specificnog proteina za HRE u uslovima hipoksije. Kasnije su ovaj protein
identifikovali kao HIF-1, zbog cega se imunohistohemijska ekspresija ovog biomarkera
koristi kao parametar endogene hipoksije.
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1.7.1.1. HIF — l1alfa struktura

HIF-1 je heterodimericni protein sagraden od kiseonik zavisne, nestabilne podjedinice
HIF-1alfa i konstitutivne, stabilne HIF-1beta podjedinice (71,72). Prvo je otkrivena HIF-
1beta podjedinica pod nazivom aryl hydrocarbon nuclear translocator (ARNT), kao
heterodimerni partner aryl hydrocarbon receptor (AhR), za koga se vezuje i olakSava
njegovu translokaciju do jedra. Zatim je utvrdeno da oni pripadaju familiji bHLH-PAS
proteina (helix-loop-helix motiv), koji je neophodan za formiranje dimera izmedu HIF-
lbeta i HIF-1alfa, kao i za njihovo vezivanje za HRE-DNA sekvencu na target genu.
Zanimljivo je da je PAS domen prisutan samo na ¢lanovima HIF-1alfa, ARNT, AhR i
PAS i da nije naden ni u jednoj drugoj familiji proteina. Postoje tri izoforme HIF-alfa
podjedinice —HIF-1alfa, HIF-2alfa i HIF-3alfa, od kojih se najmanje zna o HIF-3alfa, a
najvise o HIF-lalfa. HIF-alfa podjedinice podlezu prolinskoj hidroksilaciji, ubikvitinaciji
i proteazomskoj degradaciji, koje su inhibirane u ishemijskim uslovima, $to dovodi do
stabilizacije 1 brzog nagomilavanja proteina, uslovljavaju¢i povecane transkriptivne

aktivnosti (73). Do sada je otkriveno preko 1500 HIF-alfa ciljanih gena (74).

ODbDD

[ ]
HIF-1a bHLH PAS - N-TAD I C-TAD

P-300/CBP

oDDD

HIF-2a bHLH PAS - N-TAD I C-TAD

OoDpbb

[ l
HIF-3a bHLH PAS - N-TAD .

ARNT
(HIF-1p)

bHLH PAS TAD

Slika 1. Funkcionalni domeni HIF gena (preuzeto iz Masoud GN, Li W. HIF-1a
pathway: role, regulation and intervention for cancer therapy. Acta Pharm Sin B.
2015 Sep; 5(5): 378-389) Masoud GN, Li W. HIF-1a pathway: role, regulation
and intervention for cancer therapy.Acta Pharm Sin B. 2015; 5(5): 378-389.
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HIF-lalfa ima dva transaktivaciona domena (TAD), koja se razlikuju po svom
terminalnom kraju: N terminalni kraj (N-TAD) i COOH (C-TAD) i odgovorni za
transkriptivnu aktivnost (75). C-TAD je domen koji reaguje sa ko-aktivatorima kao $to je
P-300/CBP u cilju modulacije transkripcije HIF-1alfa u uslovima hipoksije, dok je N-
TAD odgovaran za stabilnost HIF-1alfa ne dozvoljavaju¢i njegovu degradaciju (76). Sve
HIF-alfa subjedinice se razlikuju od HIF-beta po svom oxygen-dependent degradation
domain (ODDD), koji se delimi¢no preklapa sa N-TAD u strukturi i kao §to mu ime kaze,
veoma je bitan kiseonik zavisan modulator (77). Za razliku od HIF-3alfa, HIF-2alfa ima
veliku slicnost sa aminokiselinskom gradom HIF-lalfa (48% identi¢nih sekvenci), §to
omucava ovoj podjedinici da vezuju¢i se sa HRE, takode napravi heterodimerni lanac sa
HIF-1beta. Medjutim, za razliku od HIF-1alfa koji je sveprisutan u ¢elijama Coveka,
distribucija HIF-2alfa je viSe striktna i vezana za specifiéna tkiva. U visokim
koncentracijama HIF-2alfa je prisutan naroc€ito u plu¢ima, srcu i jetri, dok je HIF-1alfa u
mnogo manjoj koli¢ini detektabilan u svim humanim tkivima (78,79). HIF-3alfa je
otkriven najkasnije, nema nikakvu unutra$nju transkriptivnu aktivnost u poredenju sa C-
TAD domenom HIF-1alfa i HIF-2alfa i smatra se da dominantno utie negativno na

gensku ekspresiju kontrolisanu HIF/DNA aktivnoscu.

1.7.1.2. Regulacija HIF-1alfa aktivnosti

HIFlalfa se u telu transkribuje i sintetiSe kroz seriju signalnih dogadaja u koje su
ukljuceni faktori rasta ili drugi signalni molekuli (80,81,82). HIF-1lalfa podleze brzoj
degradaciji u uslovima normalne koncentracije kiseonika, pa mu je i poluzivot vrlo

kratak, samo 5minuta (83).

1. U kiseonik-zavisnoj regulaciji ekspresije HIF-lalfa veoma su znacajna dva
mehanizma, u kojima vodec¢u ulogu imaju hidroksilaze: tumor supresor protein
von Hippel-Lindau (pVVHL) zavisani pVHL nezavisan put, u kojem ucestvuje
C-TAD i kofaktor P-300/CBP. Uklju¢ivanjem pVHL reguliSe se stabilnost
HIF-1alfa, a drugi, nezavisni od pVHL reguliSe transaktivaciju, odnosno

transkripciju delujuéi na target gene.
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2. U kiseonik-nezavisnom nacinu regulacije HIF-lalfa ukljucuje se onkogena
aktivacija u kojoj faktori rasta, citokini i drugi signalni molekuli teze da

povecaju koli¢inu stvorenog HIF-1alfa unutar Celije.

1.7.1.2.1. Regulacija signalnog puta preko faktora rasta

Aktivacijom (P13K) delovanjem faktora rasta se reguliSe HIF-lalfa proteinska
translacija. Ovaj put, koji se naziva P13K/mTOR signalni put, antagonizovan je
aktivno$¢u tumor supresornog proteina (PTEN) koji reverzibilno fosforilise P13K

produkte (84).

Neki drugi faktori rasta aktiviraju RAS gen koji redom stimuliSe RAS/RAF/MEK/ERF
kaskadu kinaza. Kao krajnji efekat postize se povecano stvaranje HIFlalfa, ali je ERK
pored povecane sinteze ukljucen 1 u povecanu transkripciju, jer on fosforilise kofaktor

P-300/CBP i time povecava ukupni HIF-1alfa/P-300/CBP kompleks (85).

1.7.1.2.2. Mdm2 regulacija

Mdm2 je tumor supresor gen koji igra vaznu ulogu u negativnoj kontroli aktivnosti p53.
Mdmz2 protein zajedno sa E3 ubikvitin ligazom inaktivira transkripciju p53 proteina. U
mnogim ispitivanjima je pokazano da je gubitak aktivnosti p53 supresornog gena u
pojedinim tumorima udruzen s povecanim nivoom HIFlalfa. U uslovima normalne
koncentracije kiseonika p53 se vezuje za HIF-lalfa i dozvoljava Mdm2 uslovljenu
ubikvitinaciju i proteozomalnu degradaciju HIF-1alfa. U hipoksi¢nim tumorima gubitak
ili mutacija p53 gena smanjuje ili potpuno spre¢ava vezivanje HIF-lalfa i njegovu

razgradnju ¢ime se njen nivo povecava (86).

1.7.1.2.3. Heat shock protein 90(Hsp90)

Heat shock protein 90(Hsp90) se direktno vezuje za HIF-1alfa uzrokuju¢i konformalne
promene njegove strukture, koje uti¢u na vezivanje HIF-1alfa podjedinice sa HIF-1beta
i time na transkriptivnu aktivnost. Takode, Hsp90 stabilizuje HIF-1alfa u odnosu na

njegovu pVHL nezavisnu degradaciju. (87)
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1.7.1.3. Ciljana terapija

Razli¢iti mehanizmi kontrole ekspresije HIF-lalfa podstakli su brojna istrazivanja u
onkologiji u svrhu pronalazenja i primene ciljane terapije kod razli¢itih formi malignog
tumora kod kojih je dokazana povecana ekspresija HIF-1alfa. Ova terapija je usmerena
ne samo direktno protiv HIF-lalfa ve¢ i indirektno, nasuprot drugih brojnih
molekularnih promena nastalih u tumorskoj ¢eliji i njenoj okolini, u kojima je HIF-1alfa
delujuci na oko 1500 gena potencirao njihova maligna svojstva. Nedovoljna efikasnost
hemioterapije i nesumnjiv uticaj HIF-1alfa u tumorskoj patologiji inicirali su ekspanziju
naucnih ispitivanja vezanih najpre za njegov metabolizam, a zatim i na stvaranje novih

lekova koji deluju na nekom od sledecih nivoa (Slika 2):

1. Inhibitori  HIF-lalfa mRNA 4. Inhibitori HIF-1alfa dimerizacije

ekspresije . -
5. Inhibitori HIF-1alfa/DNA vezivanja

2. Inhibitori HIF-1alfa translacije o o
6. Inhibitori HIF-1alfa transkriptivne

3. Inhibitori HIF-1alfa stabilizacije aktivnosti

Chetomin
Wortmannin 1 Hsp90 Inhibitors

LY294002 _i HDACs Inhibitors 3‘(’3710""‘)
Temsirolimus | »
Everolimus —— I m | o —
Sirolimus - -~

== _| v -, =7

Aminoflavone i = % ~> . /
PX-478 2 HIF-12 mRNA HIF-12 protein T HRE ' U )\)/

Echinomycin Nucleus

Acriflavin Anthracyclines

Cardiac glycosides
Camptothecins
2ME2’s

Slika 2. Sematski prikaz primene HIF-1alfa inhibitora u razli¢itim mestima metabolizma
HIF-1lalfa Masoud GN, Li W. HIF-1a pathway: role, regulation and
intervention for cancer therapy.Acta Pharm Sin B. 2015; 5(5): 378-389.
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Mnogi od ovih lekova se nalaze u razli¢itim fazama klinickih ispitivanja, nekih od njih
se ve¢ koriste u tretmanu onkoloskih pacijenata dok su se drugi do sada Koristili u
potpuno druge svrhe kao npr. kardijacni glikozidi koji se dugo primenjuju u terapiji
kardioloskih oboljenja. Smatra se da glikozidi vr$e inhibiciju translacije HIF-1alfa (88),
bas kao i Campothecini (inhibitori topoizomeraze I) ili Evorolimus i Sirolimus koji su
vec registrovani kao hemioterapeutska sredstva (89). U grupi inhibitora vezivanja HIF-
lalfa/DNA svakako su najpoznatiji antraciklini, gde su ispitivanja najvisSe odmakla u

slucajevima karcinoma prostate (90).

Aktivirani HIF-1alfa igra veoma vaznu ulogu u adaptaciji tumorskih ¢elija na promene
u koncentraciji kiseonika aktivacijom preko 100 gena koji su odgovorni za tumorsko
prezivljavanje i progresiju. Oni su ukljuceni u procese metabolizma glukoze, ¢elijsku
proliferaciju, migraciju i angiogenezu. Pojacana aktivacija HIF-lalfa dovodi do
pojacane ekspresije markera angiogeneze (vaskularni endotelni faktor rasta- VEGF) i
metaboli¢kih markera, kao $to su: Glukozni transporter 1 (GLUT1), c-Met i karbon
anhidraze 9 (CA9).

1.7.2. Transporteri glukoze - GLUT

1.7.2.1. Grada, uloga i podela

Hipoksija uslovljava prelazak sa oksidativnhog na glikoliticki metabolizam ¢ime se
pojacava produkcija anaerobnog adenozin tri fosfata (ATP), glikolitickih enzima 1

transportera glukoze.

Daleke 1930. godine Oto Warburg je u svom radu opisao pojacanu glikoliticku aktivnost
u kanceru, pa je fenomen povecane glikolize u prisustvu kiseonika nazvan »Warburgov
efekat«. Transport glukoze kroz éelijske membrane obavlja se posredstvom transportera
glukoze. Bez obzira §to je do sada otkriveno najmanje 14 razli¢itih transportera glukoze,
najvise se zna o GLUT1, GLUT2, GLUT3, GLUT4 i GLUTS5 (91). GLUT1 je prisutan u
skoro svim tkivima ¢oveka i reguliSe bazalni unos glukoze u ¢eliju insulin nezavisnim
mehanizmom. GLUT3 je vec¢inom distribuiran u neuronima, GLUT2 u jetrinim i

pankreati¢nim beta ¢elijama, GLUT4 u miSi¢ima 1 masnom tkivu, a GLUTS u tankom
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crevu 1 uglavnom reguliSe metabolizam fruktoze. GLUTI i GLUT3 se pojacano
eksprimiraju na karcinomskim c¢elijama, a GLUT1 gen je jedan od najznacajnih ciljnih
gena za HIFlalfa signalni molekul. GLUT geni inace pripadaju familiji transportera
SLC2A (solute carrier 2A), podeljenih u tri grupe: grupa | (GLUT1-GLUT4, uklju¢ujuéi i
gensku duplikaciju GLUT3 koji se zove GLUT14) o kojoj se najvise zna; grupa I, kojoj
pripadaju »Cudne« izoforme GLUTS5 (regulise metabolizam fruktoze), GLUT7, 9 i 11 dok
se izoforme GLUT®6, 8, 10 i 12 i GLUT13 svrstavaju u grupu Il (92). GLUT je sagraden
od 12 hidrofobnih alfa heliksnih domena smestenih u ¢elijskoj membrani sa svojim NH2-
I COOH terminalnim krajem na citoplazmatskoj strani membrane 1 velikim
intracelularnim loop —om izmedu transmembranskog domena 6 i 7 (Sto objasnjava
membransku imunohistohemijsku pozitivnost GLUT1 biomarkera). U grupi | postoji
podudarnost 39-65% aminokiselinskih sekvenci izmedu GLUT1-GLUTS5, i najmanje 28%
izmedu GLUT1 1i svih ostalih ¢lanova GLUT familije. Clanovi GLUT familije imaju
razli¢it afinitet za glukozu (ili fruktozu). Smatra se da je da je on najizraZeniji kod
GLUTI1, GLUT3 1 GLUT4. Urodeni poremecaj (heterozigotne ili homozigotne mutacije)
na nivou GLUT gena mogu izazvati urodena metaboli¢ka oboljenja (glikogenoze) kao $to
je Fanconijeva bolest. Njihova razlicita distrubucija u tkivu ¢oveka je uslovila je niz
ispitivanja kod netumorskih hroni¢nih oboljenja kao $to su dijabetes i kardiovaskularna
oboljenja, ali 1 kod brojnih tumorskih procesa u kojima se prevashodno odreduje nivo

GLUT1 (93).

1.7.2.2. Ekspresija i metabolizam transportera glukoze kod malignih tumora

Preko 80 godina se zna da je rast kancerskih ¢elija praen povecanom potroSnjom
energije dobijenom porastom metabolizma glukoze. Glukoza se transportuje u ¢eliju na

dva razli¢ita nadina:

a) Pomo¢u SGLT (sodium-dependent glucose transporter) familije kada se

transport obavlja nasuprot gradijenta koncentracije;

b) GLUT familije transportera glukoze koji olaksavaju transport duz gradijenta

koncentracije.
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Kako je GLUT1 prisutan u skoro svim normalnim tkivima, nije iznenadenje ni njegovo
prekomerno prisustvo u brojnim malignim tumorima kao §to su hepati¢ni, pankreati¢ni,
kutani, tumori dojke, jednjaka, mozga, bubrega, plu¢a, kolorektuma, endometrijuma,
ovarijalni ili cervikalni (94,95). Sprovedeno je nekoliko studija koje su ukazale na

blisku povezanost GLUT1 ekspresije, razvoja tumora i njegove lose prognoze.

Metabolizam glukoze se menja kroz aktivaciju ili inhibiciju nekoliko razli¢itih signalnih

puteva.

1.7.2.2.1. P13K-Akt signalni put

Ovim mehanizmom se izazove intracelularna aktivacija receptora mnogih tirozin kinaza
ukljucujuci receptor epidermalnog faktora rasta — epidermalni growth factor receptor
(EGFR), insulin-like growth factor-1 (IGF-1) i insulin receptor. U insulin zavisnim
tkivima dolazi do pojacane ekspresije GLUT4 na c¢elijskoj membrane u cilju unosa
glukoze u ¢eliju. Istovremeno nastaje translokacija GLUT1 i GLUTS3 iz intracelularnog
prostora do plazma membrane. PI3K je kinaza koja se aktivira faktorima rasta,
odgovornim za regulaciju rasta i prezivljavanje ¢elija. Gubitak P13K inhibitora tumor
supresorne fosfataze i PTEN-a, stvara pojacanu ekspresiju P13K odnosno

nekontrolisanu ¢elijsku proliferaciju i nastanak tumora (96).

1.7.2.2.2. Ras mehanizam

Ras GTP-aze uc¢estvuju u celijskoj proliferaciji, prezivljavanju i diferencijaciji, delujuci
kao kljuc¢an faktor translokacije u oba aktivaciona puta: P13K/Akt i Raf-MEK-Erk.
Postoje tri Ras gena koji kodiraju cetiri klase proteina: K-Ras4A, K-Ras4B, H-Ras i N-
Ras. Ekscesivna Ras aktivacija dovodi do nekontrolisane proliferacije ¢elija. Dokazano
je da Ras mutacija postoji u 25% tumora i da je c¢esto udruzena sa pojacanom
ekspresijom GLUT, pa je pretpostavljeno da je ovo nacin na koji opstaje — prezivljava
mali broj celija u uslovima metabolickog stresa odnosno niske koncentracije
glukoze(97).
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1.7.2.2.3. c-myc

Clanovi myc familije, pa i c-myc su celularni onkogeni koji su uklju¢eni u kontrolu
¢elijske proliferacije i smrti. Kancerske ¢elije imaju mutacije na nivou c-myc gena kojih
ima nekoliko hiljada i smatra se da direktno indikuju GLUT1 gensku ekspresiju i

povecani unos glukoze (98).

1.7.2.2.4. Tumor supresor gen p53

Razni metabolicki i genotoksi¢ni signali aktiviraju p53 protein sto dovodi prekida
¢elijskog ciklusa ili apoptoze. Aktivirani Akt preko Mdm2 puta dovodi do degradacije
p53. U kancerskim c¢elijama gubitak p53 dovodi do povecane ekspresije GLUTL,
GLUT3, GLUT4 i GLUT12 (99).

1.7.2.2.5. HIF-1alfa

HIF-1alfa bilo direktno, deluju¢i na GLUT gene kao svoj ciljne, bilo indirektno preko
sva cetiri prethodno navedena metabolicka puta, koji su im zajednicki, uticu na
ekspresiju GLUT molekula na povrsini membrane (100). Smatra se da pod uticajem
povecane aktivnosti HIF-1alfa u kancerskim celijama dolazi do maksimalnog povecanja
nivoa GLUT1 i GLUT3 (101).

1.7.2.3. GLUT kao biomarker maligniteta

Poslednjih godina postoji veliko interesovanje da se identifikuje proteinski marker
tumorskih celija koji ¢e imati klinicki znacaj kao prognosticki ili prediktivni biomarker

odgovora na primenjeni vid onkoloskog lecenja.

1.7.2.3.1. GLUT kao marker metaboli¢ke aktivnosti

Cinjenica da tumorske ¢elije imaju pojacanu metaboli¢ku aktivnost uslovila je primenu
nove metode u radiologiji - FDG-PET scan metode kojom se utvrduje postojanje
malignog tumora i njegov stadijum u razli¢itim karcinomskim tipovima. Metoda se
zasniva na povecanom unosu glukoze i pojacanoj ekspresiji transportera glukoze u

tumorskim c¢elijama. Pozitivna relacija izmedu ekspresije GLUT1 i PET/SUV signala
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postoji u brojnim karcinomskim tipovima ukljucujuc¢i kolorektalni, cervikalni,
ovarijalni, melanom i mezoteliom, sugerisu¢i da GLUT1 moze biti metabolicki
biomarker u tumorima. Sli¢na korelacija je utvrdena i u slucaju GLUT3 kod malignog
melanoma. GLUTL1 je ¢ak prepoznat kao potencijalni marker hipoksije, faktor koji je
ukljuc¢en u rezistenciju tumora na radioterapiju i hemioterapiju. Pokazano je da
ekspresija GLUTL1 u pojedinim tumorskim tipovima korelira sa tumorskom hipoksijom,
Sto je vrlo znacajno uzimajuci u obzir teskoce da se hipoksija detektuje neinvazivnim

metodama.

1.7.2.3.2. GLUT kao prognosti¢ki parametar

GLUT1 i GLUT3 su posebno identifikovani kao prognosticki losi parametri. GLUTI je
indikator loSeg prezivljavanja kod malignih tumora pluca (kao i GLUT3), kolerektuma,
pankreasa, dojke, jajnika, jednjaka, mokraéne besike i oralnih tumora. U poslednje
vreme se nastavlja sa ispitivanjem uloge glukoznih transportera i otkrivanja tumora i

odgovora na terapiju.

1.7.2.4. GLUT kao potencijalna ciljana terapija

Povec¢ano unoSenje glukoze u malignu ¢eliju shodno brojnim ispitivanjima, svrstava
glukozne transportere u kategoriju skoro idealne ciljane terapije. Inhibicija unosa
glukoze dovodi do aktivacije tumor supresor LKB1—- AMP-kinaza puta, sa posledi¢cnom
aktivacijom tumor supresor gena p53, Sto preko indukcije inhibitora p2lcipl and
p27kipl ciklin zavisnih kinaza dovodi do inhibicije rasta kancerskih ¢elija, inhibicije
angiogeneze 1 indukcije apoptoze. Najveci broj ispitivanja uraden je na GLUTI1
biomarkeru. KoriS¢enje GLUT]1 antitela u antikancerskoj terapiji dovodi do smanjenja
¢elijske proliferacije 1 povecanja apoptoze kod nesitnocelijskih tumora pluca i
karcinoma dojke, gde ima sineristi¢no dejstvo sa ve¢ poznatim i koriS¢enim lekovima
poput paklitaksela, cisplatine ili gefitiniba. Takode, inhibicija GLUT1 povecava
senzitivnost tumora oralne regije na cisplatin, ¢ime se paznja usmerava na pronalazenje
novih inhibitora GLUTL1 aktivnosti. Pored toga, pojedini HIFlalfa inhibitori smanjuju
unos glukoze, glikolizu i ovarijalne metastaze putem inhibicije GLUTL1. Ispitivanja se
vrse 1 na drugim GLUT biomarkerima (GLUTS3, 4, 5, 8 i 11), a njihovo delovanje utice

na smanjenje proliferacije ¢elija, ¢elijsku smrt i/ili stimulaciju apoptoze.

24



1.7.3. c-Met — marker metabolizma

1.7.3.1. c-Met metabolizam: c-Met pripada grupi receptora tirozin kinaza, koji se
aktivira Hepatocitnim faktorom rasta — Hepatocyte Growth Factore (HGF), ¢ime

ucestvuje u celijskoj proliferaciji, kretanju, migraciji i invaziji (Slika 3).
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Slika 3. Sematski prikaz uloge c-Met u ¢elijskom metabolizmu. Dai T. Targeting MET
in Cancer: Obstacles and Potentials. Transl Biomed. 2015, 6:1.

Met je integralni protein plazma membrane koji prenosi signal iz ekstracelularne sredine u
citoplazmu. Aktivira se vezivanjem ekstracelularnog domena HGF (koji se jos zove faktor
oziljavanja). c-Met se eksprimira na povrSini epitelnih celija, dok HGF stvaraju
mezenhimalne Celije tako da se on u svojoj inaktivnoj proteoglikanskoj formi nalazi u
ekstracelularnom matriksu. Delovanjem ekstracelularne proteaze — HGF aktivatora se
razlaze a zatim vezuje U svojoj aktivnoj formi za c-Met. HGF aktivator — serin proteaza se
originalno stvara u jetri, ali selektivno 1 na mestima tkivnog oStecenja 1 malignim
tumorima. Osnovni dogadaj u aktivaciji HGF-c-Met signalnog puta je aktivacija c-met
tirozin kinaze §to dovodi do trans- autofosforilizacije i vezivanja proteina prilagodavanja
—,,adapter* proteina kao $to je growth factor receptor-bound protein 2 (GRB2) i GRB2
associated binding protein2 (GAB2). Tako zapo€inje direktna ili indirektna aktivacija
nekoliko razli¢itih signalnih puteva (102). CD44 je drugi protein koji se vezuje za c-Met

na povrS$ini membrane. To je transmembranski adhezivni molekul koji se interponira
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izmedu ekstracelularnog matriksa i intracelijskog citoskeleta. Njegov ekstracelularnim
domen je neophodan za vezivanje trokomponentnog kompleksa: c-Met, CD44 i HFG, a

njegov citoplazmatski ,,rep* za Ras aktivaciju aktiviranim c-met-om.

c-Met zavisnim signalnim putevima se prenose biohemijske informacije od ¢elijske
membrane (gde se c-Met nalazi) do jedra. Njegova aktivnost ukljucuje delovanje
proteinskih adaptera membranske ,,skele” i modifikatora povrSinskih signala, od koji su
pojedini jedinstveni za c-Met. S druge strane, kao metabolicki marker ukljucen je i u

stereotipne signalne puteve, koje ,,deli* sa receptorima drugih tirozin kinaza u ¢eliji.

1.7.3.1.1. MAPK kaskada

MAPK predstavlja sistem od tri kinaze koje fosforilisu i1 aktiviraju jedna drugu.
Aktivacijom c-met putem vezivanja sa GRB2 i GAB2 dolazi do aktivacije Ras
signalnog puta, koji menja trodimenzionalnu konfiguraciju Raf §to dovodi do
fosforilizacije i aktivacije MAPK/ERK kinaza. Aktivirani ERK se prenose do jedra, gde

uslovljavaju transkripciju faktora uklju€enih u ranu fazu G1-S ¢elijskog ciklusa.

1.7.3.1.2. c-Met - P13K/Akt/mTOR aktivacija

c-Met moze direktno aktivirati P13K/Akt/mTOR ili indirektno putem Ras mehanizma,
dovode¢i do supresije apoptoze inaktivacijom bcl2 1 aktivacijom MDM?2 puta koji
promovise degradaciju pro-apoptotickog proteina p53. Takode, antagonizuje ekspresiju
regulatora cCelijskog ciklusa kao $to su Myc 1 cyclin D1 1 aktivira mTOR put koji

stimuliSe sintezu proteina i povecanje Celija.

1.7.3.1.3. Signal transducers and activators of transcription (STATS) signalni put

STAT mehanizmi podrazumevaju ucesce brojnih signalnih citokina u regulaciji osnovnih
¢elijskih procesa. Aktivacija STAT3 putem c-Met tirozinaza zavisne fosforilizacije
dovodi do odvajanja STAT3 od svog receptora, njegove homodimerizacije, a zatim i do
translokacije do jedra. Pretpostavka je da u jedru funkcionise kao transkriptivni faktor koji
reguliSe ekspresiju nekoliko gena uklju¢enih u proces celijske proliferacije 1

diferencijacije(103).
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1.7.3.1.4. IxBo—NF-kB kompleks

NF-kB kompleks predstavlja grupu transkriptivnih faktora koji se nalaze u citoplazmi u
svom inaktivnom obliku delovanjem inhibitornih proteina nazvanih IkB. IkB se razlazu
reakcijama fosforilizacije za koji je okida¢ degradacija IkB kinaze u lizozomima. Njihov
put do lizozoma je regulisan ligand uslovljenom aktivacijom c-Met-a. Vezivanjem
liganda nastaje ubikvitilizacija c-Met na raznim mestima, ¢ime ona postaju prepoznatljiva
ubikvitin vezuju¢im domenima na endociticnim protein adapterima, koji se nalaze na
odredenim mestima- Kklatrin prekrivenim delovima - povrSine ¢elije. Njihovim
odvajanjem nastaje endozomalna mreza, u kojoj se na untrasnjoj povrSini membrane
multivezikularnih tela nalazi c-Met. Vezivanjem ovih telaSaca za lizozome nastaje

razgradnja odnosno proteoliza c-Met (104).

c-Met sustinski i kvalitativno i kvantitativno uti¢e na signalnu modulaciju. Kvalitativno
ucesce podrazumeva angazovanje namenskih prenosioca signala i subcelijsku separaciju
signalnih puteva, dok kvantitativno predstavlja njegovo udruzivanje sa proteinskim
adapterima bilo u smislu pojacanja aktivnosti ili njegove degradacije putem
preraspodele ekstracelularnog domena ili ubikvitilizacije unutar ¢elije. Mezenhimalno —
epitelna komunikacija je kriti¢na za formiranje trodimenzionalne strukture tela ¢elijskim
promenama zajedni¢ki nazvanim invazivni rast: proliferacija i prezivljavanje (otpornost
na signale apoptoze), poveCana pokretljivost Celija, disocijacija — rasipanje celija,
epitelna tubulogeneza, infiltracija tkiva i stimulacija neoangiogeneze. Ovakav, Met
zavisan signalni put, je neophodan za normalne Zivotne procese kao S§to je
embriogeneza, regeneracija i oZiljavanje tkiva (105). U tumorskim ¢elijama, usled
prekomerne aktivnosti ovog signalnog puta, nastaje i prekomerna aktivnost signalnih
proteina potenciraju¢i osnovne karakteristike maligniteta, kao Sto je rast tumora,

invazija i metastaziranje.

1.7.3.2. KancerskKi rast i metastaze

U najvecem broju tumora c-Met je transkriptivno indukovan hipoksijom, citokinima
zapaljenja i pro-angiogenim faktorima koji su obilno prisutni u reaktivnoj stromi tumora
(106). To znaci da je aktivacija c-Met kasni dogadaj koji pogorSava vec steCena maligna

svojstva prenoSenjem proliferativnog, anti-apoptotskog i ,,promigratornog™ signala
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kancerskim ¢elijama. Smatra se da je za ispoljavanje invazije neophodna aktivacija svih
signalnih Met puteva, dok je blokiranje jednog dovoljno da promeni ¢elijske odgovore
odnosno ciljana inhibicija jednog ne moze biti nadoknadena drugim, jo§ uvek aktivnim
putem. Ovo saznanje je bilo osnova za pokusaj primene ciljane terapije koja bi
inhibirala samo jedan ili istovremeno vise signalnih puteva ali je prime¢eno da postoji

problem vezan za fenomen koji se naziva ,,zavisnost od onkogena“.

1.7.3.3. Mehanizam ,,zavisnosti od onkogena“

Bez obzira §to nastanak i razvoj tumora nastaje kao posledica niza genetskih promena u
pojedinim vrstama tumora jedan jedini dominantni onkogen je ,kriv* za tumorski rast i
prezivljavanje, tako da je njegova inhibicija primenom adekvatne ciljane terapije dovoljna
da zaustavi neoplasticni fenotip. Medutim, u praksi to nije tako lako izvodljivo uglavnom
zbog pojave novih mehanizama za ,,beg®“ i rezistenciju na lekove (107). Tri su razli¢ita
nacina ,,zavisnosti od onkogena“: 1. genetsko obnavljanje, 2. onkogeni Sok, 3.sinteticka

letalnost.

Genetsko obnavljanje

Ova hipoteza se zasniva na Cinjenici da maligne ¢elije podlezu konstantnom genetskom
driftu (skretanju) nastalom kao posledica kontinuiranog delovanja faktora koji su izazvali
tumorski proces. Kancerske ¢elije gube ili aktivho odbacuju svaku ¢elijsku funkciju koja
je nebitna za CcCelijsko prezivljavanje, Sto na molekularnom nivou znac¢i mutaciju
neadeptibilnih signalnih puteva ili epigenetsku modifikaciju. Inaktivacija signalnih puteva
posle genetskog drifta se moze pojaviti na biohemijskim ili transkriptivnim nivoima kao
posledica hroni¢nog onkogenog signala. Neizvesna aktivnost dominantnih onkogena
verovatno ¢e se suprostaviti odredenim stepenom reaktivne adaptacije ukljucivanjem
kompenzatornih puteva. Upravo ovaj mehanizam je proucavan na nivou MET gena gde je
pokazano prisustvo od njih zavisnih tzv ,osetljivih® i ,,ravnodusnih® signalnih puteva.
MET/EGFR inhibicija rezultira padom aktivnosti Ras/P13K signalnih kaskada dok mnogi
drugi signali koji takode uticu na MET/EGFR kao §to su §to su STAT i NF-kB ostaju
aktivni (108). Ovaj podatak podupire postulat da celije raka imaju brojne indolentne ili
funkcionalno neutralne puteve i mali deo funkcionalno aktivnih, ali dovoljnih

mehanizama, za samoobnavljanje.
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Velika kompleksnost mehanizama uklju¢enih u c-Met signalni put uslovljava i veliku
Sarolikost lekova koji se nalaze u raznim fazama klinickih trajala kao potencijala terapija
(109). Primena nekih od njih se zasniva na ¢injenici da je c-Met neophodan za
embrioloski razvoj i oziljavanje tkiva, Sto ukljucuje ispitivanje supstanci koje funkcionisu
kao agonisti c-Met-a. Medutim, postoje problemi koji su vezani sa primenom ovakve
terapije jer je utvrdeno da njihova davanje kod prethodno zdravih osoba moze izazvati
nastanak tumora. Nasuprot toga se nalaze inhibitori koji bi trebalo da suprimiraju rast i
progresiju pojedinih tipova tumora, ali su udruzeni sa visokom toksi¢noscéu. Kao trece,
koristi se ¢injenica da je MET/EGFR signalni put prototip ,,zavisnosti od onkogena®, a
kako je to put aktiviran u razli¢itim tumorima, onda bi supstanca koja kontrolise njegovu
aktivnost mogla biti primenjena kao zajednicka ciljana terapija u razli¢itim onkoloskim

tretmanima (110,111).

1.7.4. Carbon anhidraza IX (CA IX)

Carbon anhidraza (CA) je velika familija metaloproteinaza koji katalizuju reverzibilnu
konverziju ugljen dioksida i vode do bikarbonata i protona. Ugljen dioksid je naden u
svim Zivim organizmima 1 nalazi se u ravnotezZi sa bikarbonatnim jonima HCO3",
nerastvorljivim u lipidnoj membrani, zbog ¢ega moraju biti transportovani. CO,
je,medutim, mnogo rastvorljiviji i prelazi v/izvan Celije slobodnom difuzijom. Da bi se
ubrzala konverziona reakcija CO,:HCO3", organizam produkuje specifiéne enzime,
zajednicki nazvane (ugljene) karbon anhidraze — CA. Postoji 16 razlic¢itih tipova CA,
koji se razlikuju po aminokiselinskom ostatku, mestu ekspresije i enzimskim
mogucénostima (112). Do sada je poznato 6 genetskih familija CA: a, B, v, 8, { i n-CAs,

a samo je o forma prisutna kod ki¢menjaka.

1.7.4.1. Struktura Carbon anhidraza i mehanizam delovanja

Kataliticki domeni svih CA imaju kompleksnu trodimenzionalnu kristalnu strukturu
sagradenu od alfa i beta lanaca (slika 3). 16 razlicitih alfa izoformi se razlikuju u tkivnoj
distribuciji, subcelularnoj lokalizaciji i molekularnim biofizioloskim mogucnostima.

Kao metal prisutni su dvovalentno gvozde, cink, kadmijum ili kobalt.
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Hilvo et al, J Biol Chem, 2008
Alterio et al: PNAS 2009

Slika 4. Kompleksna trodimenzionalna kristalna struktura Carbon anhidraza
(Alterio et al., Proc Natl Acad Sci 2009;106(38):16233-8.)

CA IX je transmembranska cink metaloproteinaza, prvi put otkrivena u HeLa celijama
humanog karcinoma grlic¢a 1992. godine. Sagraden je od ekstracelularnog proteoglikanskog
domena - PG domen, transmembranskog »sidra« i unutrasnjeg, kratkog C-terminalnog
kraka (repa) (113). PG domen kao Kkataliticki deo je uklju¢en u hidrataciju CO, u
situacijama acidofilnijih PH vrednosti, Sto je razlikuje u odnosu na druge CA. Metalni jon je
kao 1 kod svih metaloproteinaza kataliti¢ki aktivno mesto. Ovo jedinstveno aktivno mesto
ima polovinu hidrofobnih i suprotnu polovinu hidrofilnih mesta, §to omoguéava ovim

enzimima da deluju kao jedan od najefikasnijih katalizatora u prirodi (114).

U normalnom tkivu ¢oveka CA IX je prisutna samo u gastrointestinalnom traktu na
bazolateralnoj membrani epitelnih ¢elija koje oblazu luminalnu stranu Zeluca, tankog
creva 1 zucne kese, ali se pojacano eksprimira u ve¢ini malignih tkiva. Kancerske ¢elije
odrzavaju neutralnu PH vrednost unutar ¢elije putem CA IX mehanizma, ¢ime favorizuju
svoje prezivljavanje. Kiselo ekstracelularno okruzenje aktivira metaloproteinaze i
oslobada faktore rasta, Sto olakSava tumorsku invaziju 1 metastaziranje (115). Takode se
smatra da CA IX smanjuje adherenciju izmedu celija putem E-kadherinskih veza sa
citoskeletom. Danas se misli da postoje preklapajuce funkcije i1 lokalizacije na povrSini
¢elije izmedu E — kadherina 1 beta katenina (Cija je najvaznija funkcija celijska
adherencija), pri ¢emu se E kadherini nalaze viSe na lateralnoj, a CA1X na bazalnoj strani
membrane. Relokalizacija E kadherina (koji je preklapajuéi sa CA IX) je povezana sa c-

Met mehanizmom u kome su ukljucene tirozin kinaze(116).
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1.7.4.2. CA IX i hipoksija u mikrookolini tumora

Karakteristika mnogih solidnih tumora je hipoksija u njihovoj mikrosredini. HIF-1alfa je
vodec¢i transkriptivni faktor koji reguliSe adaptaciju tumorskih celija u hipoksi¢nim
uslovima. Anaerobna glikoliza kao mehanizam adaptacije dovodi do pojaanog stvaranja
mlecne kiseline 1 CO,, Sto povecava kiselost u ekstracelularnom prostoru. Smatra se da
CA IX ima najvazniju ulogu u odrzanju intracelularne pH vrednosti kancerske ¢elije u
uslovima ekstremne kiselosti spoljne sredine i da njena aktivnost nastaje kao posledica
direktne stimulacije faktorom HIF-lalfa. CA IX aktivnost omoguéava intracelularnu
alkalinizaciju, koja promoviSe proliferaciju i ekstracelularnu acidozu koja stimuliSe
invaziju. Zbog toga se CA IX smatra endogenim markerom hipoksije (117), koji uti¢e na
prezivljavanje, ali pre svega na invaziju i metastaziranje, kompleksnim mehanizmima koji

jo§ uvek nisu potpuno poznati (118).

1.7.4.3. CA IX i ciljana terapija

Dokazano je da ekstracelularna acidoza u tumorima smanjuje efikasnost brojnih
citostatika, pa je primena anti CA 1X terapije kao ciljane, vezana za primenu inhibitora
aktivnosti karbon anhidraze u cilju smanjivanja hipoksije, pove¢anja pH vrednosti sredine
1 pojacanja dejstva poznatih citostatika kao $to je doksorubicin (119) ili cisplatina (120). S
druge strane, mnoga istrazivanja se vrSe u cilju primene inhibitora CA IX kao jedine,
prave ciljane terapije kod pojedinih tumora, kao $to su tripl negativni karcinomi dojke,
karcinomi kolona, bubrega. Poznata je strategija inhibicije CA IX malim molekulima kao
Sto su aromaticni sulfonamidi, ali 1 stvaranje liganda izmedju citotoksi¢nog leka 1 antitela

koje prepoznaje CA IX na kancerskoj ¢eliji kao antigen (121).

1.7.5. VEGF (vascular endothelial growth factor)

Vaskularni endotelni faktor rasta je glavni angiogeni faktor rasta koji reguliSe
angiogenezu preko VEGF tirozin kinaznih receptora (VEGFR). Formiranje novih
krvnih sudova je bitan fiziloski dogadaj, od embrionalnog razvoja do zarastanja rana
kod odraslih, ali 1 patoloSski u procesu tumorogeneze (122). VEGF ucesnici u
angiogenom odgovoru povecavaju mikrovaskularnu propustljivost, indukujuéi

endotelno kapilarnu proliferaciju, migraciju, prezivljavanje i sekreciju metaloproteinaza.
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1.7.5.1. Struktura VEGF i mehanizam delovanja

Covekov genom sadrzi pet razli¢itih gena koji enkodiraju pet razli¢itih VEGF familija:
VEGF-A (nazvanu samo VEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D i placentarnu PIGF.
VEGF familija su homodimeri sagradeni od dve subjedinice, koje reaguju preko njima
odgovarajucih receptora: VEGFR1 (Flt-1 tirozin kinaza), VEGFR2(KDR) i VEGFR3
(Ftl-4).VEGFA ima 10 puta jaéi afinitet prema VEGFRI1, ali je vode¢i dogadaj u
angiogenezi, u fizioloskim uslovima, vezivanje VEGFA sa VEGFR2(123). Vezivanje
dovodi do autofosforilizacije specificnih tirozinskih ostataka u citoplazmatskom
domenu VEGFR2, $to pokrete brojne celularne odgovore, signale u endotelnim

¢elijama.

Sumirano, 14 receptora, 96 enzima i 28 transkriptivnih faktora ucestvuju u VEGFA/
VEGFR?2 signalnom putu. Ukupan broj reakcija provociranih istim dogadajem obuhvata
95 protein-protein interreakcija, 36 VEGFA indukovanih direktnih fosforilizacija, 5
defosforilizacija, 4 ubikvitinizacije, 1 metilaciju, 1 glutationilaciju i 1 nitrozilaciju (124).

Autofosforilizacija VEFGFR2 dovodi do pada aktivnosti ERK i ostalin PKC zavisnih

puteva, Sto uslovljava proliferaciju endotelnih ¢elija (125).

VEGFR?2 zavisna aktivacija PI3K-AKT signalnog puta regulise ¢elijsko prezivljavanje,
anti-apoptoti¢nu funkciju i funkciju ¢éelijske permeabilnosti. AKT indukuje NFkB koji
potom preko aktivacije Cyclin D1, cyclooxygenase-2 (COX-2) and c-myc regulise
proliferaciju i prezivljavanje.

Migracija endotelnih ¢elija indukovana VEGF se ostvaraje kroz signalnu aktivaciju
p38MAPK (actin polymerization) i FAK (focal adhesion turnover), stvaranjem stres

vlakana, §to zahteva kooperaciju VEGFR2 i intergrina, naro¢ito a5p33(126).

1.7.5.2. Regulacija VEGF aktivnosti

Postoji kontrolni sistem koji reguliSe VEGFRA/VEGFR2 signalni put. Nivo VEGFR2
na plazma membrani se odreduje putem endocitoze i sekretornog transporta kroz
Goldzijev aparat 1 u taj proces je uklju¢en 31 molekul (11 enzima i1 1 receptor)
(127).Funkcija endotelnih celija i formiranje krvnih sudova se tako reguliSe
recikliranjem VEGFR2 od endozoma do plazma membrane. Angiogeneza zahteva

koordinisanu akciju razli¢itih faktora rasta, metabolita i ¢elijskih adhezivnih molekula u
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endotelnim ¢elijama. Za vreme angiogeneze, VEGFA se vezuje za VEGFR2 i tako
aktivira multiple signalne puteve (MAPK, P13K, AKT, PIC-y i male GTPases) koji
mogu pokazivati slicnosti 1 razlike u zavisnosti od vaskularizacije tkiva. U dobro
vaskularizovanim tkivima, regulacija se ostvaruje kroz aktivaciju/inhibiciju razli¢itih
izoformi VEGF i njegovih receptora. U avaskularnim tkivima VEGF se nalazi u svojoj
inaktivnoj formi u ekstracelularnom matriksu, tako da se njegova aktivnost ostvaruje
kroz dinamicku medusobnu reakciju sa drugim komponenetama ¢elijske spoljne sredine
i/ili ostalih faktora kao §to je CTGF, koji inhibira angiogenu aktivnost VEGF (128).Kao
sve aktuelni molekularni marker isti¢u se inhibitori aktivnosti VEGF u spoljnjoj sredini
tako da je u 2016.i 2017. veliki broj radova objavljen u cilju ispitivanja angiostati¢nog
dejstva MULTIMERIN2 — MMRN2 (129).

1.7.5.3. VEGF i kancerski rast

Osamdesetih godina proslog veka su pocela prva istrazivanja o povezanosti VEGF i
kancerskog rasta, kada je utvrdeno postojanje vaskularnog permeabilnog faktora (VPF),
kasnije prepoznatog kao VEGF, u ascitnoj tecnosti kancerskih pacijenata. Proces
neoangiogeneze je prihvacen kao kljuéni dogadaj tumorogeneze jer omogucuje rast,
invaziju i metastaziranje tumora stvaranjem VEGF od strane malignih ¢elija. Hipoksi¢ni
uslovi tumorske mikrosredine (u vreme kada tumor dostize veli¢inu 0,2-2 mm) dovode do
pojacane eksresije HIF-1alfa, koji izmedu svojih 1500 target gena u Celiji, “pogada” 1 gen
za ekspresiju VEGF (130). Sam proces aktivacije je veoma kompleksan i ukljucuje veliki
broj metabolita, kako u ¢eliji tako 1 izvan nje, tako da nova istrazivanja sve vise prosiruju

mogucnosti ukljucuvanja aktuelnih target terapija.

1.7.5.4. VEGF i ciljana terapija

Inhibitori angiogeneze se klasifikuju u dve velike grupe (131): 1) direktni infibitori koji
pogadaju endotelne ¢elije u rastucoj vaskulaturi 1 2) indirektni inhibitori koji oStecuju bilo
tumorske celije bilo sa tumorom udruZene stromalne celije. Direktni inhibitori su
angiostatin, endostatin, arestin, kanstatin i tumstatin koji spreCavaju proliferaciju i
migraciju endotelnih ¢elija nasuprot spektra angiogenih induktora kao §to je VEGF ili IL-
8. U grupi indirektnih inhibitora su Bevacizumab, Talidomid, Sunitibin, Temsirolimus
kao anti-kancerska terapija u razli¢itim indikacijama, usmerena protiv odredenih faktora

rasta.
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Medutim, opste je prihvaceno misljenje da ovi lekovi mogu zaustaviti tumorski rast, ali
ga ne mogu eradicirati, tako da se ova vrsta terapije ne moze primenjivati samostalno,

ve¢ samo u kombinaciji sa drugim vidovima hemioterapije.
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2. CILJEVI RADA

Odredjivanje imunohistohemijske ekspresije markera hipoksije (HIF-1alfa),
neoangiogeneze (VEGF) i metaboli¢kih markera (GLUT1, c-Met i CA 1X) u ranim

invazivnim karcinomima grlica.

Korelacija imunohistohemijske ekspresije navedenih markera sa ve¢ utvrdenim
prognostickim klinickim parametrima kod ranih invazivnih karcinoma (veli¢ina

tumora, tumorski stadijum, histoloski tip, limfovaskularna invazija).

Utvrdivanje razlike ekspresije imunohistohemijskih markera u grupi ranih
invazivnih tumora izmedu mikroinvazivnih tumora stadijuma FIGO IAl i FIGO

A2 i invazivnih tumora stadijuma FIGO IB1.

Komparativna analiza intenziteta ekspresije markera hipoksije, neoangiogeneze i
metabolickih markera 1 ishoda le¢enja kod ranih invazivnih karcinoma stadijuma

FIGO IA 1 FIGO IB1 radi odredivanja njihovog prognostickog znacaja.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Dizajn studije

Studija preseka je obuhvatila sve pacijentkinje sa karcinomom grli¢a materice koje su
hirurski lecene na Klinici za ginekologiju i akuserstvo Klini¢kog centra Srbije (KCS) u
Beogradu zbog ranog invazivnog karcinoma grli¢a materice u periodu od 1996.-2001.

godine.
Kriterijumi za ukljuc¢ivanje u studiju su bili:

- Pacijentkinje sa klinickim stadijumom bolesti FIGO IA i FIGO IB1 kod kojih je
tumor bio jednak ili manji od 20 mm.
- Pacijentkinje koje su pra¢ene najmanje 15 godina od trenutka postavljanja

dijagnoze i pocetka leCenja
Kriterijumi za isklju€ivanje iz studije:

- Pacijentkinje sa klinickim stadijumom FIGO IB1 kod kojih je tumor bio ve¢i od
20 mm

- Pacijentkinje sa stadijumom FIGO IB2 i vise

- Pacijentkinje za koje ne postoje precizni klinicki podaci pracenja ili koje su
pracene manje od 15 godina

- Neodgovarajuc¢a medicinska dokumentacija u Sluzbi za patologiju KCS Beograd

U cilju utvrdivanja sli¢nosti ili razlika u ekspresiji bioloskih markera u odnosu na grupu
malih invazivnih tumora > 20 mm u kojima nije bilo metastaza u limfnim ¢vorovima, u
studiju je ukljuceno 30 slucajeva cervikalnih karcinoma razliitog stadijuma, ali sa
potvrdenim limfonodalnim metastazama. S obzirom da se nije utvrdivao prognosticki
znacaj imunohistohemijskih (IHC) markera u ovoj grupi, slucajevi su odabrani
metodom slucajnog odabira, uz postovanje kriterijuma da nijedna Zena nije prethodno
imala neki drugi vid onkoloskog tretmana svoje bolesti 1 da nema udruzenih drugih

maligniteta, ukljucujudi i ginekoloske maligniteta izvan grlica.
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3.2. Veli¢ina uzorka

U periodu od 1996.-2001. godine operisane su ukupno 784 Zene sa invazivnim
karcinomom grli¢a materice u razli¢itim stadijuma bolesti. Primenom gore navedenih
kriterijuma za ukljuc¢ivanje 1ili iskljuivanje iz studije obradeno je ukupno 176

pacijentkinja.

3.3. Prikupljanje podataka i postupci u analizi

Osnovni relevantni klini¢ki podaci o pacijentkinji su prikupljeni ponovnim pregledom
istorija bolesti. Uvidom u patohistoloske nalaze dobijeni su podaci o opseznosti uradene
operacije, veli¢ini tumora i broju izvadenih limfnih nodusa. Dimenzije tumora su
odredene najpre dvodimenzionalnim merenjem maksimalne dubine invazije i popre¢nog
Sirenja pri prijemu operativnhog materijala za patolosku obradu. Tre¢a dimenzija je
definisana brojem uzastopnih tkivnih preseka debljine 3 mm, na kojima je mikroskopski
potvrdeno postojanje tumora. Ukoliko je tumor bio prisutan na vise od 7 preseka

formiranih jedan za drugim, smatralo se da tumor ima tre¢u dimenziju vec¢u od 20 mm.

Pracenje pacijentkinja je ostvareno kroz medicinsku dokumentaciju, telefonsko
anketiranje ili ponovno pozivanje pacijentkinja na kontrolni pregled. Podaci od znacaja su
ukljucivali eventualne recidive bolesti, smrt izazvanu osnovnom bole$¢u (karcinom grli¢a

materice), komplikacije leenja kao 1 smrtni ishod kao posledicu leCenja osnovne bolesti.

3.4. Analiza patohistoloskih parametara bolesti

Iz arhiviranih patohistoloskih izveStaja u Sluzbi za patologiju KCS, odeljenje
ginekoloske patologije, dobijeni su podaci o definitivnom stadijumu tumorske bolesti,
veli¢ini tumora, tipu i stepenu diferencijacije, prisustvu ili odsustvu limfovaskularne
invazije. Iskljuéeni su svi slucajevi malih tumora (manjih od 20 mm) u kojima je

postojala infiltracija vagine, parametrija ili metastaze u limfnim ¢vorovima.
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3.5. Analiza arhiviranih patohistoloskih preparata

Na osnovu prethodno definisanih kriterijuma, iz trajne medicinske dokumentacije,

ponovo su pregledani standardni patoloski preparati zbog:
- Moguc¢nosti greske napravljene pri postavljanju prvobitne dijagnoze

- Eventualne promene kriterijuma i/ili izbegavanja subjektivizma kod odredivanja
pojedinih patohistoloskih parametara (pTNM reklasifikacija stadijuma tumorske

bolesti, odredivanje stepena diferencijacije tumora).

- Odreden je GOG skor za svaki pojedinacni slucaj (GOG skor kao kriterijum za
zratnu terapiju postoperativno se primenjuje od 2010. godine i predstavlja
proizvod najvece dimenzije tumora, dubine infiltracije zida grli¢a po tre¢inama i

LVI) (132).

- Ponovnim pregledom procenjivan je kvalitet uzoraka i odabiran preparat sa ¢ijeg
kalupa su se pravili preseci za imunohistohemiju. Uzimani su uzorci sa najmanje
50% tumorskog tkiva u slucaju invazivne promene kao i najreprezentativniji
preparat kod mikroinvazivnih promena (s obzirom na mikroskopske veli¢ine
tumorskog procesa). Nisu koriS¢eni preseci u kojima postoji vise od 50%
nekroze tkiva. Primarna obrada tkiva radena je u periodu 1996-2001. po
standardima propisanim za obradu 1 tkivnu fiksaciju, a svi patohistoloski

preparati bojeni su metodom Hematoksilin — eozin (H&E).

3.6. Tkivni mikroniz (tissue microarray) — TMA

Sa svakog odabranog parafinskog kalupa (kalupa donora), iz polja najhomogenijeg
tumorskog tkiva, uzimana su dva tkivna cilindra upotrebom 2 mm $iroke punkcione igle
I umetnuta u novi parafinski kalup (kalup primalac-TMA kalup). Za navedeni postupak
je koris¢en poluautomatski aparat ,,UNITMA®“. U novom, TMA kalupu tako je
napravljena serija od 30 slucajeva, uz dodatna 4 mesta koja odgovaraju pozitivnim
probama za svako primenjeno antitelo. Sa svakog TMA kalupa pravljeni su preseci
debljine 4pum, koji su nakon deparafinizacije i tretiranja toplotom, obelezavani

antitelima primenom imunohistohemijske analize.
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3.7. Imunohistohemijska analiza

Imunohistohemijsko bojenje HIF-1lalfa, GLUT1, c-Met, CA IX i VEGF je uradeno
ruc¢no, standardizovanom procedurom prema preporukama proizvodaca. Tkivni
mikronizovi su deparafinisani primenom ksilola, dehidrirani u nizu alkohola opadajuce
koncentracije, a zatim inkubirani 5minuta u 3% vodonik peroksidu u cilju blokiranja
endogene tkivne peroksidaze.Kao primarna monoklonska antitela primenjeni su: HIF-
lalfa (Abcam, klon EP1215Y, razblazenje 1:100), c-Met (Spring, klon E18110,
razblazenje 1:200), GLUT-1 (Spring, klon E13810, razblazenje 1:100), CAIX (Abcam,
klon EPR4151(2), razblazenje 1:100) i1 VEGF (DAKO, klon VGI1, razblazenje 1:50).
Posle 30 minuta inkubacije primarnih antitela na sobnoj temperaturi za
imunohistohemijsku identifikaciju testiranih antigena primenjen je Streptavidin — Biotin
kompleks ( UltraVision Detection System Thermo Scientific). Kao hromogen je
koris¢éen DAKO Liquid DAB+ Substrate Chromogen System. Preparati su zatim
ispirani u tris buffer solution (TBS; 0.05M, pH 7.6), a potom kontrastirani
hematoksilinom. Za svako primenjeno antitelo koriS¢ena je pozitivna kontrola: za HIF-
lalfa, citoplazmatsko bojenje u uzorcima ovarijalnog karcinoma, GLUT1 -
membranska pozitivnost kod karcinoma dojke, CA I1X — membransko bojenje u
uzorcima sluznice normalnog Zeluca, za c-Met — pozitivno membransko bojenje u
uzorcima karcinoma dojke i za VEGF, pozitivno bojenje u citoplazmi endotelnih ¢elija

krvnih sudova.

3.8. Analiza imunohistohemijske ekspresije

Imunohistohemijska ekspresija je analizirana odredivanjem intenziteta bojenja i

procentom pozitivnih tumorskih ¢elija.

Intenzitet bojenja su odredivala dva patologa istovremeno. U grani¢nim slu¢ajevima
trazeno je misljenje treceg patologa pa je definitvna procena konkretnog slucaja uradena
na osnovu vecinskog misljenja (2:1). Kvantitativna skala za intenzitet bojenja je

svrstana u Cetiri kategorije: 0 (bez bojenja), 1+ (slabo), 2+ (srednje) i 3+ (jako).
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Procenat pozitivnih karcinomskih ¢elija uraden je semikvantitaivno koris¢enjem ,,Image
J* softverskog programa. Napravljeno je pet klasa, od 0-4: 0 (< 5%), 1 (6-25%), 2 (26-
50%), 3 (51-75%) i 4 (76-100%) pozitivnih karcinomskih ¢elija.

Finalni imunohistohemijski skor je racunat kao kombinacija skora intenziteta bojenja i
procenta pozitivnih karcinomskih ¢elija (0-12). Za potrebe statisticke analize definisana
je skala definitivnog skora na slede¢i nacin: 0- nema ekspresije, 1-4 slaba ekspresija,

umerena 5-8 i jaka 9-12.

3.9. Statisticka obrada podataka
U ovoj studiji koriSéene su deskriptivne i analiti¢ke statisticke metode.
U deskriptivnoj analizi koris¢eni su:

- Apsolutni i relativni brojevi (n, %)
- Mere centralne tendencije (aritmeti¢ka sredina, medijana)

- Mere disperzije (standardna devijacija, interval varijacije)
Od analitickih statistickih metoda upotrebljeni su testovi razlike i analiza povezanosti.
Testovi razlike koji su koriS¢eni u radu su:

- Parametarski (Studentov t-test, ANOVA)

- Neparametarski - korelacija imunohistohemijskih rezultata sa duZinom
prezivljavanja i ishodom lecenja je analizirana Kaplan — Meierovom metodom
prezivljavanja, ¥ testom i testovima sume rangova Mann-Whitney U i Kruskall

Wallis.

Analiza povezanosti - Prognosticki faktori bitni za ishod su analizirani Cox-ovom

hazardnom metodom.

Svi statisti¢ki testovi su posmatrani pri verovatno¢i nulte hipoteze p-vrednosti < 0,05.
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4. REZULTATI

Opsti podaci o pacijentkinjama ispitivane grupe

Ispitivanje je sprovedeno na Klinici za ginekologiju i akuserstvo i Sluzbi za patologiju
KCS u Beogradu. Sve pacijentkinje su hirurski leCene zbog karcinoma grlica materice u
periodu od januara 1996. do decembra 2001. Slucajevi za koje nije postojala potpuna
medicinska dokumentacija su iskljuéeni iz ispitivanja, tako da je u studiju ukljuc¢eno 176
pacijentkinja stadijuma FIGO IA i FIGO IB1 <20 mm.

Po stadijuma bolesti prema vazec¢oj FIGO klasifikaciji distribucija pacijentkinja je
sledeca:

- Stadijum IA1 25 pacijentkinja

- Stadijum 1A2 19 pacijentkinja

- Stadijum IB1 132 pacijenktinje

U Tabeli 2. prikazana je procentualna distribucija ispitanica po FIGO stadijumima

Tabela 2.- Distribucija ispitanica po FIGO stadijumima

N %
FIGO IB1 132 75.0
FIGO IA 44 25.0
Ukupno 176 100.0

Posle hirur§ke intervencije kao FIGO IB1 stadirano je 3/4 pacijentkinja, 25% kao
mikroinvazivni karcinom, od cega je FIGO IAl bilo 25, a FIGO IA2 19 slucajeva
(Slika 5)
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Slika 5. Skvamocelularni karcinom:

A) mikroinvazivni na standardnom preseku (H&E, x50),
B) mikroinvazivni na TMA (H&E, x50)
C) invazivni na standardnom preseku ( H&E, x50),

D) invazivni na TMA (H&E, x50)
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Sve pacijentkinje tumorskog stadijuma FIGO IA su bile samo praéene i nisu imale
dodatni onkoloski tretman lecenja. U grupi FIGO IB1 40 Zena je imalo postoperativni
zraéni tretman, a 92 su bile klini¢ki pracene. Prose¢na duzina njihovog pracenja je bila
183 meseca. U tom periodu nije bilo recidiva maligne bolesti niti smrtnog ishoda kao

posledice primarnog karcinoma grli¢a materice.

Prosecna starost pacijentkinja je iznosila 46,58 = 9,371 godina. Najmlada pacijentkinja
u grupi FIGO IBI je imala 27 godina, a najstarija 70.U grupi mikroinvazivnih najmlada

pacijentkinja je imala 32, a najstarija 67 godina.

Tabela 3. Distribucija zena po godinama starosti i FIGO stadijumu

Grupa N AS. SD Median Minimum  Maksimum
FIGO IB1 131 45,89 9,558 45,00 27 70
FIGO IA 44 48,64 8,565 47,00 32 67
Ukupno 175 46,58 9,371 45,00 27 70

Nema statisti¢ki znacajne razlike po starosti (t=-1,694; p=0,092).

70

Starost

FIGO 1B1 mikroinvazivni
Grupa

Slika 6. Graficki prikaz distribucije zena po godinama starosti i FIGO stadijumu

karcinoma grli¢a
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Takode, uradena je analiza dimenzija tumora prema njihovoj duzini, Sirini i dubini
infiltracije tkiva grlica. Distribucija analiziranih sluc¢ajeva u stadijumima FIGO 1A i

FIGO IB1 po dimenzijama tumora prikazana je u tabeli 4.

Tabela 4. Distribucija analiziranih slucajeva po stadijumima bolesti i dimenzijama

tumora
Grupa N AS. SD Median Minimum Maksimum
Duzina FIGO IB1 132 14.08 4.841 15.00 3 20
FIGO IA 44 534  1.804 6.00 2 7
Ukupno 176 1190 5.723 12.00 2 20
Sirina FIGO IB1 132 1232 4503 12.00 2 20
FIGO IA 44 4.18 1.992 4.00 1 7
Ukupno 176  10.28 5.352 10.00 1 20
Dubina FIGO IB1 132 895 4.110 10.00 2 20
FIGO IA 44 2.80  1.440 3.00 1 5
Ukupno 176 741 4504 6.00 1 20

Prosecne dimenzije tumora u stadijumu FIGO IA su bile: duzina 5,34 mm, Sirina 4,18
mm i dubina 2,80 mm. U okviru ovog stadijuma izdvojena je grupa stadijuma FIGO

IA2 ¢ije su dimenzije date u tabeli 5.

Tabela 5. Dimenzije tumora u stadijumu FIGO 1A2

IA2  Duzina invazije (mm) Sirina invazije (mm) Dubina invazije

6,311 6,4+13 46+0,5

Prose¢na duzina tumora u grupi IB1 (ujedno 1 njegova maksimalna dimenzija) je bila

14,08 mm, $irina 12,32 mm i dubina 8,95 mm.
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Najveci broj slucajeva karcinoma grlica imalo je skvamocelularnu diferencijaciju. Od
ukupno 176 slucajeva bilo je 162 skvamoznih, samo 14 adenokarcinoma. U obe grupe
pacijentkinja po stadijumima, najveci broj slucajeva karcinoma grlica procenjeno je,
shodno Brodersovoj Klasifikaciji, kao srednje diferentovan skvamocelularni karcinom
(103 u grupi FIGOIB1 i 31 u grupi FIGO IA). Interesantno je da je najmanje bilo dobro
diferentovanih tumora - samo 11 ukupno u obe grupe, dok je FIGO IB1 stadijumu bilo
Cetiri puta viSe slabo diferentovanih tumora. Distribucija po gradusu tumora prikazana

je u tabeli 6, a graficki prikaz po istom Kriterijumu na slici 7.

Tabela 6. Distribucija po gradusu tumora u stadijumu FIGOIA i FIGOIB1 karcinoma

grlica
Gradus tumora
Ukupno
1 2 3
N 4 103 25 132
FIGO IB1
% 3,0 78,0 18,9 100
Grupa
N 7 31 6 44
FIGO IA
% 15,9 70,5 13,6 100
N 11 134 31 176
Ukupno
% 6,3 76,1 17,6 100

Postoji statisti¢ki znacajna razlika izmedu grupa (y>=4.805; p=0,028).

Gradus
tumora
Ll
m2
Lk

100.0%

80.0%

60.0%

40.0%

200%

FIGO 1B1 mikroinvazivni

Grupa

Slika 7. Grafi¢ki prikaz distribucije po gradusu tumora u stadijumu FIGOIA i FIGOIB1

karcinoma grli¢a
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Takode, uradena je distribucija slu¢ajeva po dubini infiltracije u zavisnosti od zahvacena
tre¢ine zida grli¢a u okviru stadijuma (tabela 7). Skoro podjednak broj slucajeva (48 147) u
okviru stadijuma FIGO IB1 je imalo infiltraciju druge i tre¢e tre¢ine, dok je u grupi
mikroinvazivnih tumora bila prisutna infiltracija samo prve tre¢ine odnosno plitka, pocetna,

infiltracija strome, $to objasnjava statisticki znacajnu razliku izmedu dve grupe ispitanica.

Tabela 7. Distribucija slu¢ajeva po dubini infiltracije u stadijumu FIGO IB1 i FIGO IA

Zahvacena trecina zida grlica

Ukupno
1 2 3
N 37 48 47 132
FIGO 1B1
% 28,0 36,4 35,6 100
Grupa
N 44 0 0 44
FIGO IA
% 100 0 0 100
N 81 48 47 176
Ukupno
% 46,0 27,3 26,7 100

Postoji statisti¢ki znagajna razlika izmedu grupa (x? =55.036; p < 0,001).

Za svaku pacijentkinju je naknadno izracunat GOG skor, kao proizvod tri varijable —
maksimalne veli¢ine tumora, trec¢ine zida grli¢a koja je infiltrovana i prisustva LVI. LVI

je postojala kod 40 zena u grupi FIGO IB1.

Tabela 8. Prose¢ne vrednosti GOG skora u stadijumu FIGO IB1 i FIGO IA

Grupa N AS. SD Median Minimum Maksimum
FIGO IB1 126 55,83 40,611 53,00 1 266
FIGO IA 44 2,86 3,475 1,00 1 20
Ukupno 170 42,12 42,004 41,00 1 266

Postoji statisti¢ki znacajna razlika izmedu grupa (Z=-8.798; p< 0,001).

Maksimalna vrednost GOG skora u stadijumu FIGO IB1 je bila 266, a minimalna 1,
¢ime je utvrdena proseCna vrednost bila 55,83 + 40,61. U grupi mikroinvazivnih
karcinoma najmanja vrednost GOG skora takode je bila 1, a najveéa 20, ¢ime je

ustanovljena prosecna vrednost od 2,86.
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Slika 8. Imunohistohemijska ekspresija HIF-1alfa:

A) HIF-1alfa negativno tumorsko tkivo (x400),
B) slaba HIF-1alfa ekspresija (x400),
C) umerena HIF-1alfa ekspresija (x400),

D) jaka HIF-1alfa ekspresija ( x400)
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Analiza ekspresije markera hipoksije i metabolickih markera

Analiza ekspresije HIF-1alfa

Prema ve¢ unapred utvrdenim kriterijumima izraCunavan je stepen ekspesije HIF-1alfa
kao proizvod intenziteta bojenja (Slika 8) 1 % pozitivnih karcinomskih ¢elija i iskazan

na skali vrednosti 0-12.

U grupi FIGO IB1 najveéi broj slucajeva je imao slabu ekspesiju — 62 (47,3%), dok je
jaka ekspresija bila prisutna u 24 (18,3%). U grupi mikroinvazivnih tumora dobijeni su
drugaciji rezultati: u neSto vise od polovine ukupnih slucajeva, 24 ili 54,5%
konstatovana je ekspresija umerenog stepena, a samo 6 slucajeva (13,6%) je pokazivalo

slabo imunohistohemijsku reakciju, sto je prikazano u Tabeli 9.

Tabela 9. Analiza ekspresije HIF-1alfa u stadijumu FIGO IB1i FIGO IA

HIF-lalfa
ne slaba umerena jaka  Ukupno

Grupa FIGO1B1 N 3 62 43 24 132
% 15 47,3 32,8 18,3 100

FIGO IA N 0 6 24 14 44

% 0 13,6 54,5 31,8 100

Ukupno N 2 68 67 38 175
% 11 38,9 38,3 21,7 100

Utvrdeno je da postoji statisticki zna¢ajna razlika izmedu grupa (x*=13.471; p< 0,001)
pri ¢emu je veléi intenzitet ekspresije HIF-lalfa prisutan u grupi mikroinvazivnih

karcinoma u odnosu na grupu FIGO IB1 (uporedni graficki prikaz dat na Slici 9).
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Slika 9. Graficki prikaz distribucije jacine ekspresije HIF-1alfa u stadijumu FIGO IB1 i
FIGO IA

Analiza ekspresije GLUT1

Metabolicki marker GLUT1 je u najve¢em broju slucajeva grupe IB1, 69 ili 51,9%
pokazivao slabu pozitivnost, a u 5 sluCajeva je bio potpuno negativan. U grupi
mikroinvazivnih karcinoma 5 slucajeva (11,4%) je pokazivalo jaku ekspresiju, a
negativnih slucajeva nije bilo. Najucestalija je bila reakcija umerenog intenziteta, 22 ili
50,0%. Razlic¢iti intenzitet IHC bojenja GLUT1 antitelom prikazan je na Slici 10, a
distribucija ekspresije GLUT1 u stadijumu FIGO IB1 i FIGO IA u Tabeli 10.

Tabela 10. Analiza ekspresije GLUT1 u stadijumu FIGO IB1i FIGO IA

GLUT1
- Ukupno
ne slaba  umerena jaka
5 68 36 23 132
FIGO 1B1
% 3,8 51,9 26,7 17,6 100
Grupa
N 0 17 22 5 44
FIGO IA
% 0 38,6 50,0 11,4 100
N 5 85 57 28 176
Ukupno
% 2,9 48,6 32,6 16,0 100
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Slika 10. Imunohistohemijska ekspresija GLUT1:

A) GLUT1 negativno tumorsko tkivo (x400),
B) slaba GLUT1 ekspresija (x400),
C) umerena GLUT1 ekspresija (x400),

D) jaka GLUT1 ekspresija ( x400)
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Postoji statisti¢ki znacajna razlika izmedu grupa po udestalosti GLUT1 (3>=9,145;
p=0,028) - veéa je u grupi FIGO IB1, ali za razliku od prethodnih analiza, nema razlike
po trendu (x>=1,156; p=0,319). (Slika 11)

1000% Glut1

W ne
M siaba
M umerena

M jaka
80.0%

60.0%
40.0%

200%

0.0%

FIGO 1E1 mikroinvazivni

Grupa

Slika 11. Graficki prikaz distribucije jac¢ine ekspresije GLUT1 u stadijumu FIGO IB1 i
FIGO IA

Analiza ekspresije c-Met

Ekspresija c-Met u obe grupe bila je niska. U grupi FIGO IB1 83 slu¢aja od ukupno 13
(63,4%) je imalo nisku ekspresiju, a samo 6 (4,6%) je pokazivalo jaku ekspresiju. U grupi
mikroinvazivnih tumora nije bilo intenzivne ekspresije, ve¢ je ¢ak 37 od 44 (84,1%)
imalo slabu ekspresiju. U obe kategorije bilo je slucajeva u kojima uopSte nije bilo
reakcije, 9 u grupi IB1 i 4 u grupi IA. Procena intenziteta IHC ekspresije c-Met (Slika 12)
i njena distribucija u stadijumima FIGO 1A i FIGO IB1 prikazani su u Tabeli 11. odnosno
graficki na Slici 13.
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Slika 12. Imunohistohemijska ekspresija c-Met

A) c-Met negativno tumorsko tkivo (x 400),
B) slaba c-Met ekspresija (x800),
C) umerena c-Met ekspresija (x400),

D) jaka c-Met ekspresija (x400)
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Tabela 11. Distribucija intenziteta IHC reakcije c-Met u grupi FIGO IB1i IA

karcinoma grli¢a

c-Met
- Ukupno
ne slaba umerena jaka
9 84 33 6 132
FIGO 1B1
% 6,9 63,4 25,2 4,6 100
Grupa
4 37 3 0 44
FIGO IA
% 91 84,1 6,8 0 100
N 13 120 36 6 176
Ukupno
% 7,4 68,6 20,6 3,4 100

Postoji statisti¢ki znacajna razlika izmedu grupa (x°=7,687; p=0,007), veéi intenzitet

ekspresije c-Met prisutan je u grupi FIGO IB1.
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Slika 13. Graficki prikaz distribucije intenziteta IHC reakcije c-Met u grupi FIGO IB1 i

IA karcinoma grlica

53



Slika 14. Imunohistohemijska ekspresija CA 1X:

A) CA X negativno tumorsko tkivo (x 400),
B) slaba CA IX ekspresija (x200),
C) umerena CA X ekspresija (x400),

D) jaka CA IX ekspresija (x400)
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Analiza ekspresije CA IX

Analizom ekspresije CA IX uocena je jaka imunohistohemijska ekspresija u samo
jednom slucaju u grupi FIGO IB1, dok je najveéi broj analiza svrstano U grupu bez
pozitivne reakcija ili je ona slabog intenziteta, 53 odnosno 76 slucajeva, $to zajedno

iznosi ¢ak 97,7% u ovoj grupi.

U grupi mikroinvazivnih tumora nije bilo slucajeva sa umerenom ili jakom reakcijom.
Dominirali su slu¢ajevi sa slabo pozitivhom reakcijom, njih 38 ili 86,4%. Na Slici 14
prikazani su razliCiti stepeni ekspresije IHC reakcije primenom CA IX antitela, a u
Tabeli 11 distribucija sluc¢ajeva u stadijumu FIGO IA i FIGO IBI po intenzitetu IHC

bojenja.

Tabela 11. Distribucije intenziteta IHC reakcije CA 1X u grupi FIGO IB1i IA

karcinoma grlica

CAIX
ne slaba umerena jaka Ukupno
N 53 76 2 1 132
FIGO 1B1
% 40,0 57,7 1,5 0,8 100
Grupa
6 38 0 0 44
FIGO IA
% 13,6 86,4 0 0 100
N 58 113 2 1 176
Ukupno
% 33,3 64,9 1,1 0,6 100

Analizom dobijenih rezultata konstatovano je da postoji statisticki znaCajna razlika
izmedu grupa (°=6,528; p=0,012) — veéi intenzitet ekspresije je bio prisutan u
stadijumu FIGO IB1.
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Slika 15. prikazuje distribuciju dobijenih rezultata prema intenzitetu CAIX imunohisto-
hemijske reakcije.

CAIX
M ne
M slaba

M umerena
W jaka

100.0%

0.0%

FIGO 1B1 mikroinvazivni

Grupa

Slika 15. Sematski prikaz distribucije dobijenih rezultata prema intenzitetu CAIX

imunohistohemijske reakcije

Analiza ekspresije VEGF

Veliki broj slucajeva, 83/132 (62,6%) slucaja u stadijumu FIGO IB1 i 28/44 (63,6%) u
grupi mikroinvazivnih karcinoma nije imao VEGF pozitivnu reakciju. U ove dve grupe
nije postojao nijedan slu¢aj umerene ili jake ekspresije, tako da izmedu stadijuma FIGO IA
i FIGO IB1 nije utvrdena statisticki znacajna razlika u nivou ekspresije VEGF (Tabela 12).

Na Slici 16 prikazani su razliciti stepeni ekspresije IHC reakcije primenom VEGF antitela.

Tabela 12. Analiza ekspresije VEGF

VEGF
ne slaba umerena Ukupno

Grupa FIGO 1B1 N 83 49 0 132
% 62,6 37,4 0 100

FIGO IA N 28 16 0 44

% 63,6 36,4 0 100

Ukupno N 111 65 0 176
% 62,0 36,1 0 100

Nema statisticki znacajne razlike u ekspresiji VEGF.
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Slika 16. Imunohistohemijska ekspresija VEGF:

A) VEGF negativno tumorsko tkivo (x400),
B) slaba VEGF ekspresija (x400),
C) umerena VEGF ekspresija (x400),

D) jaka VEGF ekspresija ( x400)
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Analiza ekspresije HIF-1lalfa, GLUT1, c-Met i CA IX po patohistoloskim

parametrima

Povezanost ekspresije sa GOG skorom i dubinom infiltracije po zahva¢enim

treéinama zida

Povezanost markera hipoksije i metabolickih markera sa dubinom infiltracije strome po

tre¢inama i izraCunatim GOG skorom prikazana je u Tabeli 13.

Tabela 13. Povezanost intenziteta ekspresije HIF-1alfa, GLUT1, c-Met i CAIX sa GOG

skorom

Spearman's rho

Dubina infiltracije po tre¢inama GOG skor
Rho p vrednost N Rho p vrednost N
HIF-1alfa -0,115 0,128 175 -0,040 0,606 176
GLUT1 0,023 0,758 175 0,050 0,518 176
c-Met 0,239 0,001 175 0,240 0,002 176
CA IX -0,041 0,590 174 -0,059 0,451 176

Postoji statisti¢ki znac¢ajna razlika izmedu grupa (x?=7,687; p=0,007), veéi intenzitet

prisutan je u grupi FIGO IBL1.

Konstatovano je da postoji povezanost GOG skora i dubine infiltracije u zavisnosti od
zahvacene trecine zida grlica u okviru stadijuma jedino kada je u pitanju c-Met.
Korelacija je pozitivnog smera (porast vrednosti jedne varijable prati porast vrednosti
druge), slaba je 1 statisticki znacajna (p=0,002). Prakti¢no, $to je ve¢i GOG skor 1 veca

dubina infiltracije, to je veca ekspresija c-Met. Ostale korelacije su zanemarljivo male.

Zatim je analiza uradena po istim parametrima, ali pojedinac¢no za grupu IB1 1 IA, Sto je

prikazano u Tabeli 14.
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Tabela 14. Analiza ekspresije markera i GOG skora u stadijumu FIGO I1B1i FIGO IA

Spearman's rho

Dubina infiltracije po

tre¢inama GOG skor
Grupa Rho  pvrednost N Rho pvrednost N
FIGO 1B1 HIF-lalfa 0,068 0,437 131 0,219 0,014 132
GLUT1 0,118 0,178 131 0,157 0,080 132
c-Met 0,171 0,051 131 0,120 0,183 132
CAIX 0,108 0,223 130 0,139 0,123 132
FIGO IA HIF-lalfa 0,229 0,135 44
GLUT1 0,224 0,145 44
c-Met 0,025 0,870 44
CAIX -0,151 0,328 44

Uvidom u prethodnu tabelu konstatuje se da ostaje jedina znacajna korelacija izmedu

dubine infiltracije strome po tre¢inama i c-Meta-a (Sto je dubina veca, veci je i nivo

ekspresije ovog metabolickog markera).Ova korelacija je

slaba 1 na granici

konvencionalnog nivoa znacajnosti od 0,05. Nema povezanosti ostalih markera sa GOG

skorom i dubinom infiltracije.

Povezanost ekspresije HIF-1alfa, GLUTL, c-met i CAIX sa gradusom tumora

Veza izmedu ekspresije markera hipoksije i metabolickih markera i gradusa tumora

prikazana je u tabeli br. 15.
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Tabela 15. Analiza ekspresije markera u odnosu na gradus tumora u stadijumu FIGO
IB1 i FIGO IA karcinoma gli¢a

Spearman'’s rho

Gradus tumora

Grupa
Rho p vrednost N
HIF-1alfa 0,200 0,022 132
GLUT1 0,030 0,736 132
FIGO 1B1
c-Met 0,033 0,712 132
CAIX 0,105 0,236 132
HIF-1alfa -0,112 0,471 44
GLUT1 0,147 0,340 44
FIGO IA
c-Met 0,207 0,178 44
CA IX -0,260 0,088 44

Postoji statisticki znacajna korelacija izmedu gradusa tumora i HIF-1alfa. Korelacija je
slaba, pozitivnog je smera i znadajna je (p=0,022). Sto je veéi gradus tumora, to je veéi

nivo ekpsresije HIF-1alfa u FIGO1B1 grupi.

Korelacija izmedu gradusa tumora i CAIX u grupi mikroinvazivnih karcinoma (FIGO
IA) je blizu konvencionalnog nivoa znacajnosti, negativhog je smera (povecanje

gradusa prati pad ekspresije CA IX).

Ekspresija GLUTL i c-Met nije povezana sa gradusom tumora.

Korelacija grupe malih invazivnih tumora i grupe sa limfonodalnim metastazama

Nakon utvrdivanja razlike u statistickoj znacajnosti pojedinacnih patoloskih parametara
izmedu grupe mikroinvazivnih tumora i tumora grupe FIGOIB1, uradeno je poredenje
istih patoloskih karakteristika ovih tumorskih stadijuma sa kontrolnom grupom
invazivnih karcinoma grli¢a sa metastazama u limfnim ¢vorovima (LM), bez obzira na
njihov FIGO stadijum 1 broj pozitivnih zlezda. U ovoj grupi sve Zene su imale
metastatsku bolest u limfnim nodusima, ali su njihovi FIGO stadijumi bili razli¢iti: 2/30
pacijentkinja su bile u stadijumu FIGO 1AL, 10/30 FIGO IB1 (svi > 20 mm), 9/30 zena
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FIGO 1B2 stadijuma(tumor> 40 mm). 4 Zene su imale infiltraciju vagine - FIGO IIA

stadijum, a 5 Zena je imalo infiltrovana parametrija - FIGO IIB stadijum.

Prosec¢na starost pacijentkinja u grupi sa LM je bila 51,9+11,8, godina, a u druge dve

grupe 46,58 £ 9,371 godina, Sto daje razliku na granici statisticke znacajnosti.

Dimenzije tumora i volume tumora po ispitivanim grupama prikazane su u Tabeli 16.

Tabela 16. Dimenzije tumora i volumen tumora po ispitivanim grupama

Grupa N  AS. SO Median Min Maks Rezultat
testiranja
FIGO1B1 132 14,08 4,841 15,00 3 20
5 FIGO IA 44 5,34 1,804 6,00 2 7 42=112.830
Duzina
LM 30 29,87 11,846 32,50 1 46  p<0.001
Ukupno 206 14,51 9,391 13,00 1 46
FIGO1B1 132 12,32 4,503 12,00 2 20
i FIGO IA 44 4,18 1,992 4,00 1 7 F=177.027
1rina
LM 30 28,87 12,733 30,00 1 55  p<0.001
Ukupno 206 12,99 9,516 10,00 1 55
FIGO1B1 132 8,95 4,110 10,00 2 20
Dubi FIGO IA 44 2,80 1,440 3,00 1 5 F=146.955
ubina
LM 30 21,40 10,284 21,50 1 45 p<0.001
Ukupno 206 9,45 7,534 8,00 1 45
FIGO1B1 132 191625 1706,072 1440 48 8000
FIGO IA 16 188.06 61.663 196.00 48 245 ,2=71977
Volumen
LM 30 24381.47 20066.961 19775.00 1 72000 p<0.001
Ukupno 178 5547.18 11860.973 1580.00 1 72000

Prosecan volumen tumora u grupi mikroinvazivnih je bio 196 mm?, u FIGO IB1 1440

mm3, dok je u grupi metastatskih tumora bio vise nego 10 puta veci - 19775 mm3. U

grupi metastaskih tumora bila su dva slu¢aja mikroinvazivnih, pa je uradeno poredenje

po sve tri dimenzije tumora i dobijena znacajna razlika, sto je bilo ocekivano. Duzina

tumora u grupi sa LM je bila u velikom rasponu vrednosti — od 1 mm do 46 mm, sa

prosekom 32,50+11,86 mm. Prose¢na Sirina tumora je 30£12,33 mm, a dubina

infiltracije 21,50£10,28 mm.
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Histoloski tip

Svi karcinomi u grupi Zena sa LM su bili skvamocelularne diferencijacije, tako da je od

ukupnog broja zena ukljucenih u studiju (206) bilo samo 8 adenokarcinoma, §to u

statistickom smislu, zbog malog broja slucajeva, ¢inu ovu kategoriju neadekvatnom za

poredenje. Distribucija tumora po histoloskom tipi u okviru stadijuma FIGO IB1 i LM

grupe data je u tabeli 17.

Tabela 17. Distribucija ucestalosti tumora u stadijumu FIGO IB1 i LM po histoloskom

tipu
Histoloski tip
Ukupno
1 2
N 118 14 132
FIGO 1B1
% 89,4 10,6 100
Grupa
N 30 0 30
LM
% 100 0 100
N 148 14 162
Ukupno
% 91,4 8,6 100

Gradus tumora

Uporedivanjem gradusa tumora kao patoloskog parametra bolesti nije utvrdena

statisticki znacajna razlika izmedu grupa. U grupi sa LM nije bilo dobro diferentovanih

slu¢ajeva, G2 tumor je bio prisutan u 23/30 slucaja(76,7%) a G3 u 7/30

sluc¢ajeva(23,3%), tako da u ukupnom broju od 206 pacijentkinja preovladavaju tumori

umerene diferencijacije (Tabela 18).
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Tabela 18. Distribucija karcinoma grli¢a u stadijumu FIGO IA, FIGO IB1 i LM po

gradusu
Gradus tumora
Ukupno
1 2 3
N 4 103 25 132
FIGO 1B1
% 3,0 78,0 18,9 100
N 7 31 6 44
Grupa FIGO IA
% 15,9 70,5 13.6 100
N 0 23 7 30
LM
% 0 76,7 23.3 100
N 11 157 38 206
Ukupno
% 53 76,2 18,4 100

Nema statisti¢ki znacajne razlike u gradusu tumora izmedu poredenih grupa (¥>=5,844;

p=0,064).

Limfovaskularna invazija — LVI

U skoro trecini slucajeva grupe FIGO IB1 (40/132) i kod 2 slucaja mikroinvazivnih

tumora utvrdeno je postojanje LVI. Svi slucajevi u grupi sa LM su imali LVI. Njihova

distribucija je prikazana u Tabeli 19, odnosno na Slici 17.

Tabela 19. Distribucija LVI u tumoru po stadijumu tumorske bolesti

LVI

Ukupno
ne da
N 90 42 132
FIGO IB1
% 68.2% 31.8% 100.0%
N 42 2 44
Grupa FIGO IA
% 95.5% 4.5% 100.0%
N 0 30 30
LM
% 0.0% 100.0% 100.0%
N 132 74 206
Ukupno
% 64,1 35,9 100

Postoji statisti¢ki znacajna razlika izmedu grupa (x?=73,299; p< 0,001).

63



LvSI

M ne
Mda

100.0%

B0.0%

60.0%

40.0%

20.0%

FIGC 1B1 mikroinvazivni metastatska bolest

Grupa

Slika 17. Sematski prikaz distribucije LVI u tumoru u stadijumu FIGO IA, FIGO IBI i
LM

Korelacija ekspresije markera sa LVI

Korelacija markera sa LVI uradena je u cilju utvrdivanja povezanosti LVI i ekspresije
najpre HIF-lalfa kao markera hipoksije u tumoru (Tabela 20), a zatim i ostalih

metaboli¢kih markera i VEGF, §to je prikazano u Tabeli 21.

Tabela 20. Korelacija intenziteta ekspresije HIF-1alfa i LVI

HIF-1lalfa
- Total
ne slaba umerena jaka

broj 1 50 53 28 134

ne
LV % sa LVI 0,8 37,9 40,2 21,2 100
’ broj 3 36 18 16 72

a
% sa LVI 4,1 49,3 24,7 21,9 100
broj 4 86 71 44 206

Ukupno

% saL VI 2,0 42,0 34,6 21,5 100

Nije utvrdena statisti¢ki zna¢ajna razlika HIF-1alfa ekspresije izmedu grupa sa i bez

LVI po ucestalostima (7,441; p=0,057).
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Tabela 21. Korelacija intenziteta ekspresije GLUT1,c-Met, CA IX i VEGF sa LVI

LVI Rezultat
N AS. SD  Median Perc.25 Perc.75 testiranja

ne 134 5,25 3,15 6,00 3,00 8,00 =
GLUT1 2=-0,803
da 72 4,85 3,08 4,00 2,00 8,00 p=0,406
Met ne 134 3,33 2,51 3,00 1,00 5,00 Z=-2,034

c-Me

da 72 4,05 2,66 4,00 2,00 6,00 p=0,042

ne 134 1,48 1,53 1,00 0 2,00 7=-
CA IX 0,490
da 72 1,86 2,17 1,00 0 3,00 p=0,624

ne 134 0,39 0,54 0 0 1,00 =.
VEGF Z=-0,962
da 72 0,77 1,44 0 0 1,00 p=0,336

U grupi metabolickih markera i markera neoangiogeneze samo je c-Met pokazivao

statisticki znacajnu korelaciju sa LVI (2,034; p=0,042).

Analiza ekspresije HIF-1alfa po grupama

U grupi sa limfonodalnim metastazama 6/30 sluéajeva (20%) je imalo jaku ekspresiju HIF-

lalfa, u 2/30 THC reakcije nije bilo, a najveci broj slucajeva 18/30 (42%) je bilo slabog

intenziteta IHC bojenja. Analiza ekspresije HIF1-alfa po grupama data je u Tabeli 22.

Tabela 22. Analiza intenziteta ekspresije u FIGO IB1, FIGO IA stadijumu i grupi sa LM

HIF-1lalfa
- Ukupno
ne slaba umerena jaka
N 2 63 43 24 132
FIGO 1B1
%  1.5% 47.3% 328%  18.3% 100.0%
N 0 6 24 14 44
Grupa FIGO IA
%  0.0% 13.6% 545%  31.8% 100.0%
N 2 18 4 6 30
LM
%  6.7% 60.0% 13.3%  20.0% 100.0%
N 4 86 71 44 206
Ukupno
% 2.0% 42.0% 34.6% 21.5% 100.0%
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Postoji statisticki znacajna razlika izmedu grupa (x°=18,894; p< 0,001). Naknadnim
poredenjima je utvrdeno da je razlika znacajna izmedu grupe sa LM i1 mikroinvazivnih
tumora (p< 0,001), kao i mikroinvazivnih karcinoma i stadijuma FIGO IB1 (p=0,001).
Takode, postoji statisticki znacajna razlika izmedu grupe sa LM i FIGO IB1 stadijuma
(p< 0,001).

Napomena: U naknadnim poredenjima p vrednost je korigovana sa Bonferroni

korekcijom. Dobijeni rezultati prikazani su na Slici 18.

HIF1
alfa
Wne
M slaba
M umerena
W jaka

100.0%

80.0%

60.0%

40.0%

200%

0.0%

FIGO 1B1 mikroinvazivni metastatska bolest

Grupa

Slika 18. Graficki prikaz intenziteta ekspresije HIF-1alfa u stadijumu FIGO 1B1, FIGO
IAiLM

Kvalitativna analiza HIF-1alpha ekspresije

Utvrdeno je da postoji statisticki znadajna razlika izmedu ispitivanih grupa (¥>=22,270;
p< 0,001) ukoliko se kao parametar poredenja koristi numeric¢ki Kriterijum, odnosno
broj pozitivnih ili negativnih HIF-1alfa sluc¢ajeva. Razlika je znacajna izmedu grupe sa
LM i mikroinvazivnih tumora (p=0,001), grupe mikroinvazivnih tumora i stadijuma
FIGO IB1(p< 0,001), kao i izmedu grupe sa LM i FIGO IBI1 stadijuma (p< 0,001).
Napomena: u naknadnim poredenjima p vrednost je korigovana sa Bonferroni

korekcijom. Dobijeni rezultati prikazani su u Tabeli 24.
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Tabela 24. Kvalitativna analiza HIF-1alfa ekspresije po ispitivanim grupama

Grupa N A.S. SD Median | Minimum | Maksimum
FIGO 1B1 132 5.18 3.281 4.00 0 12
FIGO IA 44 7.59 2.591 8.00 2 12
LM 30 5.90 4.699 5.00 0 12
Ukupno 206 5.66 3.355 6.00 0 12

Analiza ekspresije GLUT1 po grupama

U grupi tumora sa metastazama polovina slucajeva je pokazivala slabu GLUTI

ekspresiju, a zabelezen je i jedan slucaj u kome nije bilo GLUT1 pozitivnosti. Sli¢ni
rezultati dobijeni su i u grupi FIGO IB1 gde je bilo 51,9% (69/132) tumora slabe

GLUTTI reaktivnosti. Uporedivanjem rezultata uoc¢eno je da nema razlike u ekspresiji

GLUT! izmedu stadijuma FIGO IB1 i grupe sa LM, ali da ona postoji izmedu stadijuma
FIGO IA i FIGO IB1 (ve¢a je u stadijumu FIGO IB1), kada se poredenje vrsi po

gradiciji nivoa ekspresije (tj. po broju slucajeva koji nemaju ekspresiju ili je ona slaba,

umerena ili jaka) — Tabela 25 odnosno Slika 19.

Tabela 25. Distribucija po intenzitetu ekspresije GLUT1 po ispitivanim grupama

GLUT1
- Ukupno
ne slaba |umerena| jaka
N 5 69 35 23 132
FIGO 1B1
% 3,8 51,9 26,7 17,6 100
N 0 17 22 5 44
Grupa | FIGO IA
% 0 38,6 50,0 114 100
N 1 15 8 6 30
LM
% 33 50,0 26,7 20,0 100
N 6 101 65 34 206
Ukupno
% 2,9 48,8 31,7 16,6 100

Nema statisticki znacajne razlike izmedu grupe sa metastazama u limfnim ¢vorovima i

stadijuma FIGO IB1 (;2=1,883; p=0,390).
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Slika 19.
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Graficki prikaz distribucije po intenzitetu ekspresije GLUTL u ispitivanim

grupama

Kvalitativna analiza GLUT1lekspresije

Statisticki znacajne razlike nije bilo ni kada se kao kriterijum koristio broj pozitivnih i

negativnih slucajeva u kategoriji ekspresije GLUT1 izmedu cervikalnih tumora FIGO

IB1 stadijuma, mikroinvazivnih karcinoma i karcinoma sa metastazama u limfnim

évorovima — Tabela 26.

Tabela 26. Kvalitativna analiza GLUT1 ekspresije po ispitivanim grupama

Grupa N A.S. SD Median | Minimum | Maksimum
FIGO 1B1 132 | 4.88 3.388 4.00 0 12
FIGO 1A 44 5.61 2.159 6.00 2 9
LM 30 5.37 3.079 4.00 0 12
Ukupno 206 5.11 3.121 4.00 0 12

Nema statisticki zna¢ajne razlike izmedu grupa (x>=3,879; p=0,144).
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Analiza ekspresije c-Met

c-Met ekspresija nije bila prisutna u 9 slucajeva (6,9%) FIGO IB1 stadijuma, 4 slucaja
mikroinvazivnih (9,1%) 1 2 (6,7%) sluc¢aja metastatskih tumora, ali je stepen ekspresije
ovog markera uglavnom bio nizak (respektivno 63,4%, 84,1% i 46,7%). U grupi
mikroinvazivnih tumora nije bilo jake ekspresije, dok je u grupi tumora sa metastazama
13,3% slucajeva imalo jaku pozitivnost. Poredenje izmedu grupa po kvalitativnom

parametru ekspresije prikazano je u Tabeli 27, odnosno na Slici 20.

Tabela 27. Distribucija po intenzitetu ekspresije c-Met po ispitivanim grupama

c-Met
- Ukupno
ne slaba umerena  jaka
N 9 83 33 6 131
FIGO 1B1
% 6,9 63,4 25,2 4,6 100
N 4 37 3 0 44
Grupa FIGO IA
% 9,1 84,1 6, 0 100
N 2 14 10 4 30
LM
% 6,7 46,7 33,3 13,3 100
N 15 134 46 10 206
Ukupno
% 7,3 65,4 22,4 4,9 100

Postoji statisticki znacajna razlika izmedu grupa (x?=13,135; p=0,001). Poredenjem
izmedu grupa je utvrdeno da postoji znacajna razlika izmedu grupe sa metastazama 1
mikroinvazivnih tumora (p=0,001), kao i tumora stadijuma FIGO IA i FIGO IB1
(p=0,020). Nema znacajne razlike izmedu grupe sa metastazama u LN i stadijuma FIGO
IB1 (p=0,234). (U naknadnim poredenjima p vrednost je korigovana sa Bonferroni
korekcijom).
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Slika 20. Graficki prikaz intenziteta ekspresije c-Met u stadijumu FIGO IB1, FIGO 1A
i LM

Kvalitativna analiza ekspresije c-Met

Ukoliko se kao parametar poredenja koristi samo ima ili nema ekspresije, dobijaju se

isti rezultati, prikazani u Tabeli 28, odnosno na Slici 21.

Tabela 28. Kvalitativna analiza c-Met ekspresije po ispitivanim grupama

Grupa N AS. SD Median  Minimum Maksimum
FIGO 1B1 131 3,77 2,95 4,00 0 9
FIGO IA 44 2,14 1,534 2,00 0 6
LM 30 4,93 2,828 4,00 0 9
Ukupno 205 3,59 2,582 3,00 0 9

Postoji statisti¢ki zna¢ajna razlika izmedu grupa (¥>=22,133; p< 0,001). Daljom
korelacijom je potvrdena znacajna razlika izmedu LM i mikroinvazivnih tumora (p<
0,001), kao i mikroinvazivnih tumora i invazivnih stadijuma FIGO IB1 (p=0,001).
Nema znacajne razlike izmedu grupe LM i stadijuma FIGO IB1 (p=0,102). (U

naknadnim poredenjima p vrednost je korigovana sa Bonferroni korekcijom.)
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Slika 21. Graficki prikaz distribucije slucajeva sa pozitivnom ili negativnom c-Met

ekspresijom u ispitivanim grupama

Analiza ekspresije CA IX

Uporednim pregledom jacine ekspresije CAIX u ispitivane tri grupe karcinoma grlica
primeceno je da u vecina slucajeva, pa ¢ak 1 u grupi tumora sa metastazama u LN,
postoji slaba ekspresija ovog markera. U ovoj grupi 60% (18/30) tumora je imalo nisku
pozitivnost, ali je broj slucajeva sa umerenim stepenom pozitivnosti bio 7/30 odnosno
23,3%, Sto pravi najvecu razliku izmedu ove grupe i grupe mikroinvazivnih 1 invazivnih

tumora FIGO IB1(23,3%; 0%; 1,5%). (Tabela 29, Slika 22)

Tabela 29. Distribucija po intenzitetu ekspresije CA IX po ispitivanim grupama

CAIX
- Ukupno
ne slaba umerena jaka
N 52 75 2 1 132
FIGO 1B1
% 40,0 57,7 1,5 0,8 100
N 6 38 0 0 44
Grupa FIGO IA
% 13,6 86,4 0 0 100
N 4 18 7 1 30
LM
% 13,3 60,0 23,3 3,3 100
N 62 131 9 2 206
Ukupno
% 30,4 64,2 4,4 1,0 100
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Postoji statisti¢ki znacajna razlika izmedu grupa (x*=21,695; p< 0,001). Poredenjem je
utvrdena znacajna razlika izmedu tumora stadijuma FIGO IA i FIGO IBI< 20 mm
(p=0,018) i izmedu grupe sa LM i stadijuma FIGO IBI< 20 mm (p=0,018). (U

naknadnim poredenjima p vrednost je korigovana sa Bonferroni korekcijom)

CAIX
M ne
W siaba

M umerena
M jaka

100.0%

80.0%

60.0%

40.0%

20.0%

0.0%

FIGC 1B1 mikroinvazivni metastatska bolest

Grupa

Slika 22. Graficki prikaz intenziteta ekspresije CA IX u stadijumu FIGO IB1, FIGO 1A
i LM

Kvalitativna analiza ekspresije CA IX

Isti nivo znacajnosti dobijenih razlika utvrden je i kada se kao kriterijum koristi
parametar postojanja ili izostajanja ekspresije u ove tri grupe, $to je prikazano u Tabeli

30, odnosno na Slici 23.
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Tabela 30. Distribucija slucajeva sa pozitivnom ili negativnom CA IX ekspresijom u

Ispitivanim grupama

Grupa N A.S. SD Median  Minimum Maksimum
FIGO 1B1 130 1.21 1.503 1.00 0 9
FIGO IA 44 1.77 1.198 2.00 0 4
LM 30 3.17 2.627 3.00 0 9
Ukupno 204 1.62 1.787 1.00 0 9

Postoji statisticki zna¢ajna razlika izmedu grupa (3°=24,180; p< 0,001). Naknadnim

poredenjima je utvrdeno da postoji statisticki znacajna izmedu mikroinvazivnih tumora i

stadijuma FIGOIB1< 20 mm (p=0,006), kao i izmedu grupe sa LM i stadijumaFIGO

IB1< 20 mm (p< 0,001). U naknadnim poredenjima p vrednost je korigovana sa

Bonferroni korekcijom.

CAIX

FIGO 1B1

mikroinvazivni metastatska bolest

Grupa

Slika 23. Graficki prikaz distribucije slucajeva sa pozitivnom ili negativnom CA IX

ekspresijom u ispitivanim grupama.
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Analiza ekspresije VEGF

Najveci broj cervikalnih karcinoma, bez obzira na stadijum nije pokazivao ekspresiju
VEGF, ukljucivsi 1 17/30 odnosno 56,7% slucajeva u grupi tumora sa LN. U
slu¢ajevima gde je ekspresija bila prisutna, predominirala je ona slabog intenziteta
(37,4%:36,4%:30%), ali najvecu razliku predstavljaju 4/30 (13,3%) slucaja umerene
ekspresije u grupi sa LM, S§to je dovelo do statisticki znacajne razlike po kriterijumu

gradacije nivoa pozitivnosti u ispitivanim grupama (Tabela 31, odnosno Slika 24).

Tabela 31. Distribucija po intenzitetu ekspresije VEGF po ispitivanim grupama

VEGF
Ukupno
ne slaba umerena
N 83 49 0 132
FIGO 1B1
% 62,6 37,4 0 100
28 16 0 44
Grupa FIGO IA
% 63,6 36,4 0 100
N 17 9 4 30
LM
% 56,7 30,0 13,3 100
N 127 74 4 206
Ukupno
% 62,0 36,1 2,0 100
&
g
FIGO 1B1 mikroinvazivni metastatska bolest

Grupa

Slika 24. Graficki prikaz intenziteta ekspresije VEGF u stadijumu FIGO IB1, FIGO IA
i LM
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Postoji statisticki znaCajna razlika po ucestalosti izmedu ove tri grupe (p=0,005),
najveca ekspresija je bila u grupi sa LM. Razlog je §to u tumorima sa metastazama u

limfnim ¢vorovima postoji umerena ekspresija VEGF-a.

Kvalitativna analiza ekspresije VEGF

Kada je uradjena statisti¢ka analiza u kojoj se VEGF ekspresija ne tretira kao gradacija,
ve¢ se kao kriterijum koristi prisustvo ili odsustvo IHC reakcije, utvrdeno je da nema

znadajne razlike izmedu grupa (y?=1,342; p=0,511). (Tabela 32)

Tabela 32. Kvalitativna analiza slu¢ajeva sa pozitivnom ili negativnom VEGF

ekspresijom u ispitivanim grupama

Grupa
N AS. SD Median Perc. 25 Perc. 75
FIGO1B1 132 0,40 0,54 0 0 1
VEGF FIGO IA 44 ,039 0,54 0 0 1
LM 30 1,30 2,05 0 0 2

Analiza Kkorelacije ekspresije HIF1alfa, metabolickih markera i VEGF

Smatra se da hipoksija u mikrookolini tumora ima jednu od najvaznijih uloga u
nastanku i Sirenju tumora §to se realizuje kroz niz metabolickih signalnih puteva na Koji
ona uti¢e. Da bismo utvrdili da li postoji povezanost ekspresije HIFlalfa sa drugim
ispitivanim markerima, kao i korelaciju izmedu svakog od njih pojedina¢no, uradili smo

Spearmanov test korelacije na nivou znacajnosti od 0,05.
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Tabela 33. Distribucija ekspresije markera po kriterijumu prisustva ili odsustva IHC

reakcije

Numericke vrednosti

Spearman's rho

HIFl-alfa GLUT1 c-Met CAIX
Correlation Coefficient 0577
GLUTLT — :
Sig. (2-tailed) < 0,001
Correlation Coefficient 0,160" 0,304™
c-Met - -
Sig. (2-tailed) 0022  <0,001
CA IX Correlation Coefficient 0,296™ 0,340™ 0,345™
Sig. (2-tailed) <0,001 <0001l <0,001
VEGE Correlation Coefficient 0,593™ 0,497™ 0,209™ 0,199™
Sig. (2-tailed) <0,001 <0001 0,003 0,004

Poredenje je uradeno po kriterijumu numericke vrednosti -ekspresija je prisutna ili nije

(Tabela 33) kao i po kriterijumu kategorijalne vrednosti (ekspresija je slaba, umerena ili

jaka), §to je prikazano u Tabeli 34.

U oba slucaja dobijena je statisti¢ki znacajna korelacija izmedu HIF-1alfa i drugih

markera, kao i metabolickih markera i VEGF medu sobom.

Tabela 34. Distribucija ekspresije markera po kriterijumu intenziteta IHC reakcije

Kategorijalne vrednosti

Spearman'’s rho

HIF-1alfa GLUT1 c-Met CA IX
Correlation Coefficient 0,568™
GLUTL — :
Sig. (2-tailed) < 0,001
Correlation Coefficient 0,184™ 0,336™
c-Met _ _
Sig. (2-tailed) 0,008 < 0,001
CA IX Correlation Coefficient 0,259 0,318™ 0,297
Sig. (2-tailed) <0001 <0001  <0,001
VEGE Correlation Coefficient 0,643 0,489 0,228 0,206™
Sig. (2-tailed) <0,001 <0001 0,001 0,003
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5. DISKUSIJA

Uvodenjem skrining programa Visoko razvijene zemlje beleze uglavnom slucajeve
premalignih promena na grlicu. Medjutim, za ostatak sveta, invazivni karcinom grlic¢a je
1 dalje jedan od vodecih uzroka morbiditeta i mortaliteta kod zenske populacije. U Srbiji
je ovaj maligni tumor na 3. mestu po stopi mortaliteta, jer se veliki broj pacijentkinja
javlja u odmaklim stadijumima bolesti, kada je neophodna primena dodatne zra¢ne ili

kombinovane hemioradioterapije.

Cilj svakog dobro organizovanog sistema prevencije jeste da se promena otkrije u
stadijumima kada je potpuno izle€iva (preinvazivne promene na grli¢u) ili u ranim
fazama bolesti kada je primenjena tretmanska opcija povezana sa najmanjim
morbiditetom i mortalitetom. Uzimajuc¢i u obzir podatak da je starosna granica za
invazivne promene sve niza, postavlja se pitanje gde je granica opravdanosti na relaciji
tezina promene — izbor tretmana, imajuci u vidu da jedan deo zena do pojave bolesti nije

ostvario svoju reproduktivnu funkciju.

Ideja nase studije je bila da napravi korelaciju izmedu ve¢ poznatih i utvrdenih
histopatoloSkih parametara bolesti u grupi invazivnih karcinoma < 20 mm i da ih
uporedi sa novim, aktuelnim bioloskim markerima za koje se misli da uti¢u na tok i
prognozu bolesti. Utvrdivanje sli€nosti ili razlika koje postoje izmedu grupa FIGO IA i
FIGO IB1< 20 mm moglo bi potvrditi opravdanost razli¢itih onkoloskih pristupa

izmedu njih ili ih svrstati u prognosticki istu grupu.

U studiju je ukljuceno ukupno 176 Zena, 44 u grupi FIGO IA 1 132 u grupi FIGO IB1.
Kako medu njima nije bilo statisticki znacajne razlike u godinama starosti (prosek godina
46,58 = 9,371, nayjmlada 27, a najstarija 70 godina) uzorak se po ovom kriterijumu mogao
smatrati ujednacenim. Izmedu grupe IA 1 IB1 su korelirani relevantni tumorski
prognosticki histopatoloski parametri. S obzirom da je od ukupnog broja analiziranih
slucajeva bilo samo 6 adenokarcinoma, dok su svi ostali dijagnostikovani kao
skvamocelularni, nije se mogla napraviti validna statisticka analiza o povezanosti tipa
diferencijacije tumora i ispitivanih markera (mala, nereprezentativna veli¢ina uzorka u

grupi adenokarcinoma). Ukljucivanjem kontrolne grupe, metastatskih cervikalnih
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karcinoma, u kojoj su svi bili skvamozne diferencijacije, jo§ viSe umanjuje %
zastupljenosti zlezdanih tumora. Drugi parametar koji se nije korelirao izmedu grupe 1A i
IB1, a koji je iskljucen iz istih razloga kao 1 prethodni (mala veli¢ina uzorka, nepodobna
za statistiCku analizu u grupi mikroinvazivnih tumora) je bila limfovaskularna invazija.
LVI je zabelezena u 40 slucajeva stadijuma FIGO IB1, ali samo u dva od 44 slucaja u
grupi IA. Mala ucestalost LVI uz istovremeno relativno male prosecne dimenzije tumora
(duzina 14,08 mm, Sirina 12,32 mm i dubina 8,95 mm) objasnjava niske prosecne
vrednosti GOG skora u grupi FIGO IB1. Danas prihvacena gornja granica GOG scora za
primenu postoperativnog zra¢nog tretmana je 120. Medutim, GOG score nije koris¢en u
periodu Kkoji studija obuhvata tako da je deo pacijentkinja u ovoj studiji imalo
postoperativni zracni tretman, nezavisno od vrednosti GOG skora. Da GOG skor nije
idealan kao kriterijum za primenu postoperativne zracne terapije, pokazuju novije studije
koje pokuSavaju da redefiniSu ili izdvoje »visoko rizicne parametre«. U svom radu
Pieterse i saradnici definisu u okviru GOG grupe LUMC visoko rizi¢no pozitivne (HR+)
ili negativne (HR-) pacijente. HR+ pacijenti su oni koji pokazuju dva od tri navedena
Kriterijuma: tumor > 40 mm, invazija> 15 mm i/ili postojanje LVI (133). Posmatrajuci
dubinu infiltracije strome kroz odredenu tre¢inu debljine zida, konstatovali smo da je
skoro podjednaka po broju slucajeva bila infiltracija srednje 1 duboke trec¢ine (48 1 47).
Medutim, prosec¢na dubina infiltracije je bila 8,95 mm, Sto je manje od kriterjjumom
definisanih 15 mm. Ukoliko bismo ga primenili na nasu grupu FIGO IB1 nijedna

pacijentkinja ne bi bila kandidat za postoperativni radiotretman.

Bez obzira da 1i koristili osnovni oblik izracunavanja GOG skora ili neku njegovu
varijantu, primeticemo da histoloski gradus tumora nije uklju¢en kao parametar. Razliciti
su, pa Cak 1 opre¢ni rezultati o uticaju gradusa tumora na njegovu prognozu. U svom radu
Pickel i koautori navode da prognoza cervikalnog karcinoma kod ranih invazivnih tumora
ne zavisi od njegovog gradusa (134). Do sli¢nog zakljucka u svojoj obimnoj studiji dolaze
Takeda 1 saradnici, definiSu¢i samo LVI i ¢istu adenokarcinomsku diferencijaciju kao loSe
prognosticke parametre (135). Gentili 1 saradnici se slazu da je u slucaju mikroinvazivnog
karcinoma odredivanje gradusa tumora bez uticaja na njegovu prognozu (136). Kroz niz
objavljenih studija Horn sa svojim saradnicima ukazuje na znacaj tumorskog gradusa u
ginekoloskoj patologiji (45). Sublimiraju¢i dugogodisnja iskustva zakljucuje da je nacin

odredivanja gradusa u skvamoznom karcinomu kroz tri stepena nejasno definisan i da bi
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bilo znacajnije koristiti binarnu gradaciju kakva postoji kod malignih tumora drugih
ginekoloskih lokalizacija (137). Medutim, brojni radovi prate povezanost bioloskih
markera i stepena diferencijacije kod invazivnog skvamocelularnog karcinoma razlicitih
primarnih lokalizacija, koriste¢i razliCite, ali trostepene gradacije (Brodersova
klasifikacija ili Reagonova varijanta Brodersove klasifikacije). U svom radu postovali
smo originalnu Brodersovu klasifikaciju koja je kori$¢ena u periodu koji obuhvata studija,
tako da je u grupi IB1 bilo 78% srednje diferentovanih tumora i 70,4% u grupi IA.
Ponovnim pregledom slucajeva, konstatovali smo da je prisustvo keratinizacije i

keratinskih perli bio vodec¢i parametar u odredivanju gradusa tumora.

U prvom delu studije pracena je ekspresija HIF-1alfa, GLUT1, c-Met, CA IX i VEGF u
okviru grupe malih invazivnih tumora, sa sagledavanjem statisticki znacajnih sli¢nosti
ili razlika izmedu grupe mikroinvazivnih i invazivnih tumora < 20 mm. Zatim je
uradeno poredenje dobijenih rezultata sa stepenom ekspresije istih markera u kontrolnoj
grupi invazivnih karcinoma grliéa materice sa prisutnim metastazama u limfnim
nodusima, radi odredivanja povezanosti pojedinih ve¢ definisanih histopatoloskih

parametara kao $to gradus tumora, FIGO stadijum, LVI i LM.

HIF-1alfa kao parametar hipoksi¢nih uslova u promenjenoj tumorskoj mikrosredini je u
poslednjoj deceniji predmet brojnih studija u cilju procene uticaja hipoksije na razlicite

osobine tumora, ali su dobijeni rezultati vrlo razliciti.

Brojna, rana ispitivanja su uradena na tumorima dojke i jajnika, a zatim su proSirena na
ostale ginekoloSke tumore, pa i1 na tumore drugih lokalizacija nezavisno od tipa
diferencijacije. Najveéi broj ispitivanja je raden na slucajevima uznapredovalog tumora
ginekoloSkih 1 neginekoloskih lokalizacija, ali ne 1 na pocetnim, malim invazivnim
promenama. U vecini ovih radova se uticaj HIF-1alfa markera posmatra u korelaciji sa
markerom neoangiogeneze odnosno VEGF. Sumirani rezultati studije Jin i koautora koji
posmatraju prognosticki uticaj ekspresije HIF-lalfa markera na tumore ginekoloskog
porekla pokazuju znacajnu, ali jo§ uvek nedovoljno jasnu ulogu ovog markera hipoksije
(138). Njihova meta analiza je obuhvatila 59 razlicitih studija sa zakljuckom da je HIF-
lalfa udruzen sa FIGO stadijumom, histoloSkim gradusom, metastazama u limfnim
nodusima, 5-godisnjim prezivljavanjem i stopom rekurencije. Rezultati su bili slede¢i:

ekspresija u stadijumu III-1V ili u slucaju prisutnih metastaza u limfnim nodusima je
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bila znacajno veéa nego u stadijumu I-II sa ili bez metastaza u limfnim nodusima,
respektivno (p< 0,00001; p< 0,0001); u odnosu na gradus tumora (gradus 3 vs. gradus
1: p< 0,00001; gradus 3 vs. gradus 2: p=0,002; gradus 2 vs. gradus 1: p< 0,00001), 5-
godisnje prezivljavanje bez bolesti (p=0,001) i 5-godisnje prezivljavanje (p< 0,0001).

Medjutim, rezultati u domenu veze eksperija HIF-lalfa - cervikalni karcinom su
neujednaceni i delom opre¢ni. U radu Huang i koautora se navodi da je prekomerna
ekspresija HIF-1alfa u invazivnim karcinomima prisutna u 94,6% ispitanika, uz
znacajnu povezanost sa FIGO stadijumom (P=0,024 — §to je stadijum veci, veca je
ekspresija) i veli¢inom tumora (p = 0,003), koju mi u svom radu nismo dobili (139). U
nasem radu je utvrdeno da postoji statisticki znacajna razlika u ekspresiji HIF-lalfa
unutar grupe malih invazivnih tumora. Veéi nivo ekspresije konstatovan je kod
slu¢ajeva mikroinvazivnih tumora u odnosu na tumore FIGO 1B1 stadijuma (x*=13,471;
p< 0,001). U grupi mikroinvazivnih tumora u nesto vise od polovine ukupnih slucajeva,
24 ili 54,5% utvrdena je ekspresija umerenog stepena, dok je 14 slucajeva pokazivalo
jaku pozitivnost (29,9%). Samo 6 slucajeva (13,6%) u grupi mikroinvazivnih tumora je
pokazivalo slabu imunohistohemijsku reakciju, a u grupi IB1 ¢ak 47,3%, §to bi znacilo

da hipoksija odnosno HIF-1alfa ima vrlo bitnu ulogu u ranom procesu karcinogeneze.

Interesantno, u pojedinim studijama je pokazano da nema znacajne razlike izmedju
povecane ekspresije HIF-1alfe u HSIL promenama i invazivnom karcinomu, §to se smatra
dokazom da je ovaj endogeni metaboli¢ki marker ukljuen u rane faze nastanka tumora,
Sto ga dovodi u vezu sa visokoonkogenim HPV (140,141), koji zapoc€inje proces preko
svojih onkoproteina E6 i E7. HPV E6 inaktivator p53 tumor supresornog gena povecava
stabilnost HIF-1alfa i pojacava ekspresiju HIF-lalfa zavisnog VEGF u hipoksi¢nim
uslovima tako da se veruje da HIF-1alfa ne samo da je prognostic¢ki parametar ve¢ i da
ima vaznu ulogu u progresiji od preinvazivne ka invazivnoj promeni. Bodily i saradnici
smatraju da povecana vrednost HIF-lalfa kroz pojaCanu transkriptivnu aktivnost u
pocetnim stadijumima invazije poti¢e od uc¢es¢a E7 onkoproteina, dok je E6 odgovoran za
supresiju funkcije p53 protoonkogena apoptoze, stimuliSu¢i pocetnu proliferaciju i
neoangiogenezu (142). Sli¢ni zakljucei o porastu HIF-lalfa ekspresije u prvim, ranim
fazama cervikalne karcinogeneze dobijeni su u poslednjih par godina. U svom radu iz
2018. Sen 1 saradnici posmatraju uticaj HRHPV E6 1 E7 na nastanak karcinoma grlica

kroz modulaciju DNA metilacije (143). Epigenetski mehanizmi dovode do promena na
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DNA uslovljavajuci poremecaj DNA-proteinske interakcije. Epigenetika ima vaznu ulogu
u nastanku kancera modifikovanjem celijskog ciklusa, ¢éelijske adhezije, puta apoptoze,
signalnih puteva, a time i mikrookruzenja celije. Smatra se da hipermetilacija i histonska
deacelitacija uzrokuju povecano stvaranje HIF-1alfa. Durzynska i koautori u svom radu iz
2017. su dobili sli¢ne rezultate, pominju¢i uc¢es¢e HPV E2 onkoproteina u onkogenoj
transformaciji ¢elije domacina. Smatraju da je poremecaj ekspresije E6 i E7 onkoproteina
koji dovodi do poremecaja transformacije i time iniciranja nastanka rane invazivne
promene uslovljen gubitkom aktivnosti E2. Sumirali su rezultate dve nezavisne studije
koje su pokazale da E6 i E7 izazivaju represiju E-cadherina, adherentnog molekula na
povrsini Celije, §to indukuje HIF-lalfa pojacanu aktivnost u pocetnim fazama invazije
(144). Time HIF-lalfa olakSava disrupciju Ccelijske membrane i poremeca;
ekstracelularnog matriksa koji su fizicka barijera nasuprot tumorske celijske migracije.
Zbog svega navedenog, sve viSe se prihvata zakljucak da postoji sinergija izmedu HIF-
lalfa ekspresije 1 HPV infekcije kao dogadaja koji olakSava tumorsku progresiju od
premaligne promene do invazivne, Sto apsolutno moze objasniti veéu ekspresiju HIF-

lalfa koji smo dobili u grupi mikroinvazivnih tumora (145).

Dobijeni rezultati o vezi izmedu HPV infekcije i HIF-1alfa ekspresije na polju invazivnih
karcinoma grlica doveli su do sve intenzivnijih ispitivanja njihove povezanosti sa
nastankom drugih tumora. Posebno su interesantni radovi koji prate HPV infekciju i
nastanak tumora na razli¢itim lokacijama anogenitalne regije i regije glave i vrata (146).
Govore o uticaju izmenjenih signalnih puteva koji dovode do maligne transformacije,
posebno PI3K/mTOR puta, za koga se zna da je direktno povezan sa HIF-1alfa, $to bi
moglo objasniti povecanu ekspresiju ovog markera u pocetnim stadijumima. Ali,
istovremeno se prati imunoloski odgovor kroz aktivnost PD-L1 markera prisutnog na T
limfocitima, jer je primeceno da u grlicu na mestima pocetne invazije postoji veoma
obilna limfocitna zapaljenska reakcija (147). Zbog toga je sve vise istrazivanja u kojima
se ispituju koekspresija HIF-1alfa i PD-L1 u inicijalnom procesu maligne transformacije.
Zhang 1 saradnici zakljucuju da skvamozni karcinomi plu¢a nastaju kroz reakciju domacin
- HPV16/18 EG6 i E7 aktivacijom razli¢itih signalnih puteva ukljuc¢ujucéi p53/pRb, VEGF i
HIF-1alfa (148). Pitanje koje se namece u ovom slucaju je da li je HPV promoter ili

izaziva¢ skvamoznih karcinoma pluc¢a?
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Cinjenica je da se poveéana vrednost HIF-lalfa u pocetnim — prvim stadijumima
malignog procesa sve ¢eS¢e posmatra kroz ekspresiju drugih markera na ¢iju aktivnost
uti¢e hipoksija u mikrookolini tumora. Jedan od njih je i SOX2, marker karcinomskih
stem celija, za koga je pokazano da u inicijalnim fazama maligne transformacije pod
direktnim dejstvom pojacane aktivnosti HIF-lalfe ukazuje na intenzivniju Celijsku
proliferaciju, pa ¢ak i na »loptast oblik« tumora. Mathieu i saradnici povezuju hipoksiju
odnosno njen endogeni marker HIF-1alfa sa po¢etnom poveé¢anom transkripcijom stem
¢elijskih markera: NANOG; SOX2, OCT4 (i drugih) u jedanaest kancerskih linija

ukljucujudi i karcinom grlic¢a (149).

Zatim smo uporedivali posebno grupe malih invazivnih tumora u odnosu na kontrolnu
grupu, u koju su ukljucene pacijentkinje sa pozitivnim limfonodalnim statusom, bez
obzira na FIGO stadijum, tako da se u ovoj grupi nalaze Zene u stadijumu FIGO IA1,
FIGO IB1 (nezavisno od veli¢ine tumora), FIGO IB2, FIGO IIA i FIGO IIB. Broj
pozitivnih zlezda nije bio bitan za ukljucivanje u ovu grupu. U ovoj grupi 19/30
slu¢ajeva je imalo negativnu ili slabu reakciju na HIF-1alfa, 5/30 umerenu i 6/30 jaku.
Dobijeni rezultati pokazuju statisti¢ki znacajnu razliku izmedu ove dve grupe (p=0,024)

u ekspresiji markera hipoksije.

U grupi malih invazivnih tumora postojala je statisticki znacajna korelacija izmedu
gradusa tumora i HIF-lalfa. Korelacija je slaba, pozitivnog je smera i znacajna je
(p=0,022). Sto je veéi gradus tumora to je veéi nivo ekpsresije HIF-1alfa u FIGO1B1
grupi. U grupi invazivnih tumora IB1 nije postojala statisticki znacajna korelacija
izmedu dubine infiltracije tkiva, odnosno njene trec¢ine (p=0,437) niti u odnosu na

izraCunat GOG skore (p=0,014).

U ve¢ pomenutom radu Hounga, pored visoke ekspresije HIF-lalfa u vecini slucajeva
(94,6%) postoji i znacajna povezanost sa FIGO stadijumom (P=0,024) i veli¢inom tumora
(p = 0.003), koju mi u svom radu nismo dobili (139). Takodje, u radu Kima i saradnika,
HIF-1alfa jaka pozitivnost je bila prisutna u 39,7% analiziranih karcinoma grli¢a i1
znacajno je korelirala sa FIGO stadijumom (p< 0,001), §to se ne slaze sa naSim
rezulatatima i LM (p< 0,001), sto je konstatovano i u naSem ispitivanju (152). Medjutim,
nije bilo znacajne udruzenosti ekspresije HIFlalfa sa velicinom tumora (p = 0.210) 1

invazijom krvnih i limfnih sudova (p=0,725). Prema radu Iwasaki i koautora, 28 slu¢ajeva

82



od 54 je bilo pozitivno na HIF-1alfa, pri ¢emu je konstatovana znacajna udruzenost sa
FIGO stadijumom (p=0,0349) i tipom tumora (znacajnija ekspresija u adenokarcinomima
u odnosu na skvamocelularne), ali nema wudruzenosti sa LM (p=0,5615),

limfovaskularnom invazijom (p=0,2350) niti velicinom tumora (p=0,5826) (150).

Nasi rezultati se o€igledno delimi¢no podudaraju sa ve¢ objavljenim rezultatima drugih
autora uz izvesna neslaganja. Interesantno je da je svaka studija u odnosu na prethodne
imala odstupanja u znacajnosti u bar po nekom patohistoloSkom parametru. Postoji vise
nacina da se objasne razlike u dobijenim rezultatima. Antitela koje se koriste za THC
analizu u studijama su razli¢itih proizvodaca i smatra se da ovo moze biti jedno od
objasnjenja zaSto se dobijaju kontroverzni rezultati (151). Stepen citoplazmatske 1
nuklearne pozitivnosti varira, $to utice na procenu jaCine ekspresije. Pojedini autori
ukljucuju samo nuklearnu pozitivnost, dok se u drugim radovima pozitivnom reakcijom
smatra i nuklearno i citoplazmatsko bojenje (152). Duponte i autori pri tome prave
korelaciju izmedu jacine ekspresije i mesta gde se eksprimira HIF-1alfa, povezuju¢i ih sa
aktivacijom razli¢itih signalnih puteva ovog markera hipoksije. Nuklearna pozitivnost bi
ukazivala na aktivirani MAPK put 1 time na pojacanu celijsku proliferaciju.
Citoplazmatsku pozitivnost na HIF-lalfa, po njegovog misljenju, ¢ak ne bi trebalo
uzimati u obzir, jer je to vrlo kratak dogadaj u celijskom metabolizmu, koji oznacava
period translokacije markera ka jedru u kome aktivira svoje ciljne gene. Drugi autori, kao
Youssef, naglaSavaju da je jaka nuklearna pozitivnost povezana sa ve¢om agresivnoscu
tumora (153).Vrlo bitan razlog su razlike u interpretaciji rezultata izmedu patologa, koji u
studijama ucestvuju, kako u proceni intenziteta bojenja tako i procenta pozitivnih Celija,
uzimajuci u obzir ¢injenicu da se uglavnom ne koristi automatska analiza ekspresije
(154). U novijim radovima koji ukazuju na pojacanu ekspresiju HIF-lalfa kao
prognosticki parametar za karcinome endometrijuma se takode mogu nac¢i jo§ neka
objasnjenja za konstatovane razlike. Nema jasno definisanog polja u kome se ekspresija
odreduje. Jedno od objaSnjenja je razli¢ito mesto koje se uzima, »bode« sa parafinskog
kalupa sa izradu TMA. Karcinomske plaZe kod jasno invazivnih promena su dominante u
uzorku, za razliku od mikroinvazivnih lezija u kojima postoji deo strome, u Kkojoj
udaljenost krvnih sudova od karcinomskih plaza utice na jacinu hipoksije i time na
ekspresiju HIF-lalfa. Kod veéine radova vezanih za cervikalne karcinome,

imunohistohemijska reakcija se odreduje samo u karcinomskim plazama, dok se na
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primerima endometrijalnih karcinoma govori 0 inverznom uticaju stromalne i
karcinomske pozitivnosti HIF-1alfa — visoka stromalna i niska karcinomska HIF-1alfa
pozitivnost su lo§ prognosticki parametar (155). U radu Seeber i saradnika posmatra se
povezanost nekroze i ekspresije HIF-1alfa takode u endometrioidnim karcinomima sa
akcentom samo na nuklearnu pozitivnost u karcinomskim ¢éelijama u tri razlicita aspekta:
perinekroticna pozitivnost, difuzna pozitivnost ili meSovita (kombinacije prethodne dve)
Sto ukazuje na razli¢itost tumacenja i nejedinstvenost stava u odredivanju pozitivnosti
markera hipoksije (156). To naravno dovodi u pitanje upravo mesto sa kojeg je potrebno

uzeti reprezentativan uzorak (odnos karcinomska/stromalna komponenta).

Nema uspostavljene jasne granice (cut off vrednosti) koja odreduje prekomernu
ekspresiju HIF-1lalfa. Kim u svom radu definise za HIF-lalfa kao grani¢nu vrednost
ekspresije 8, $to je ujedno gornja granica umerene ekspresije. Interesantno je da, kada u
svom radu upotrebimo istu cut off vrednost, razlika u statisti¢koj znacajnosti ekspresije
ovog markera izmedu grupe mikroinvazivnih i grupe FIGO IB1 ne bi postojala. Ovaj
zaklju¢ak nas ponovo vraca na konstatovanu veliku subjektivnost u interpretaciji, Sto
stvara konfliktne rezultate izmedu studija 1 zbog Cega se apsolutno insistira na koris¢enju
digitalne analize. Najbolji primer za to je odredivanje jacine ekspresije HER2 kod
karcinoma dojke, koja je inkorporirana ne samo u dijagnostici ve¢ i1 u primeni ciljane
terapije. Od kada je pocelo koris¢enje Trastzumaba kao terapijske opcije, u velikom broju
laboratorija u USA je pocela primena digitalizovane analize imunohistohemijskih
rezultata HER2, dok je za manuelno odredivanje predvideno retestiranje FISH tehnikom
kod slu¢ajeva HER2++. Danas se smatra da je ¢ak jednostavnije i podjednako uspesSno
raditi samo softversku analizu IHC ekspresije, uz tendenciju napustanja FISH (157). Za
ginekoloSke tumore, medutim, jo§ uvek nema usvojene strategije u smislu jasne
preporuke za nacin na koji bi se odredivala 1 kvantifikovala IHC analiza. Sve je vise
radova c¢iji je cilj odredivanje povezanosti hipoksije odnosno HIF-lalfa sa razli¢itim
malignim tumorima 1 patoloSkim procesima koji se ne zasnivaju na analizi dobijenih
rezultata posle imunohistohemijskih metoda, ve¢ metoda PCR ili real time PCR (qPCR)
tehnika, koje prate promene na nivou genskih sekvenci, uz moguénost njihove

kvantifikacije.
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Ne smemo zanemariti Cinjenicu da opSte stanje pacijenta takode moze uticati na
varijacije u vrednostima HIF-1alfa, kao Sto je hiperglikemija ili hemoglobinemija (158).
Takode, hipoksija u tkivu ne prati samo maligne bolesti, ve¢ je prisutna i drugim
patoloskim stanjima. Kod kardioloskih oboljenja u lecenju se koriste glikozidi, za koje
je poznato da pripadaju grupi antiHIF-1alfa lekova. To podsti¢e sve vece interesovanje
na temu povezanosti terapije glikozidima i njihovog efekta na malignu bolest. U radu
Zhang i grupe autora (159) pokazano je da ¢ak 20 konvencionalnih lekova, od ¢ega su
11 kardijacni glikozidi, ukljucujuéi Siroko primenjivani digoksin, inhibiraju HIF-1alfa
proteinsku sintezu i ekspresiju HIF1alfa ciljnih gena. U koncentraciji od 0,4M oni mogu
inhibirati 88% HIF1 zavisne genske transkripcije ukljucivsi i HIF-2alfa, ali i gene za
ekspresiju VEGF 1 GLUT. Poslednjih godina ispitivanja su vrSena na tumorima
razli¢itih primarnih lokalizacija, ukljucivsi i gliobastome mozga (160), gde je pokazano
da primenom kardija¢nih glikozida, zajedno sa padom ekspresije HIF-lalfa ide i pad
nivoa CA IX. Medutim, mi nemamo podatke u svojoj studiji da li su pacijentkinje
koristile terapiju glikozidima (realno je ocekivati da neke jesu s obzirom na njihovu

starost u vreme kad je bolest otkrivena).

Jo§ par kontroverzi: primeceno je da postoji pozitivna reakcija na HIF-lalfa u
normalnom tkivu, ali i pozitivno dejstvo povecanih vrednosti faktora hipoksije u
pojedinim malignim tumorima na njihov tok i prognozu. HIF-1alfa pozitivnost, slaba ili
umerena, prisutna je nekim normalnim tkivima (npr. hondrocitima) (161), ali i u
normalnom tkivu oko tumora, §to se objasnjava prenosenjem povecanog intersticijskog
pritiska ili stvaranjem metabolickih produkata koji uticu na oslobadanje 1i/ili
konzumaciju kiseonika (162). Zapazeno je da postoje promene ekspresije obe HIF
izoforme u toku menstrualnog ciklusa: porast HIF-lalfa ekspresije u normalnom
perimenstrualnom endometrijumu (luteo-folikularni prelaz) i HIF-2alfa, koji nije
prisutan u menstruaciji, ali jeste u ranoj/srednjoj sekretornoj fazi ciklusa. Maybin i
koatori zakljuCuju da hipoksija i HIFlalfa imaju veoma znacajnu ulogu u fiziologiji

normalnog menstrualnog ciklusa za obnavljanje endometrijuma (163).

Interesantan je zakljucak Filliesa i saradnika, da je prekomerna ekspresija HIF-l1alfa u
ranim fazama bolesti kod T1 i T2 stadijuma skvamocelularnih karcinoma poda usne
duplje, dobar prognosticki parametar. Ovaj marker se koristi za selekciju pacijenta u

ranim stadijumima bez limfonodalnih metastaza, kojima je potreban (niske vrednosti
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HIF-1alfe) ili nije (visoke vrednosti HIF-1alfe) dodatni zra¢ni tretman. Zbog toga, autor
veliku paznju posvecéuje odredivanju grani¢nih vrednosti, definiSu¢i je kroz razliciti %

pozitivnih karcinomskih ¢elija (> 1% ili > 5% ili > 10%) (164).

Brojne studije uradene poslednjih godina pokazale su da u malignim tumorima
razli¢itog primarnog porekla i diferencijacije (mozak, pluca, dojka,besika, bubreg, grli¢,
kolorektalni, ezofagealni...), postoji porast ekspresije GLUT1 markera, kao posledica
povecane potrebe za glukozom i njenim posledi¢nim povecanim unosom u maligne
¢elije. Bez obzira na ovako Siroko prihva¢eno misljenje o pojacanoj ekspresiji, dobijeni
rezultati su, kroz godine istrazivanja, bas kao i sluc¢aju HIF-1alfa, ostali dosta razliciti i
heterogeni (165). Youness i saradnici u svom radu iz 1996. godine konstatuju da samo
42% karcinoma dojke pokazuje ekspresiju GLUT1(166), a zatim slede i sli¢ni rezultati
u radovima drugih autora gde je % pozitivnih tumorskih ¢elija vrlo sli¢an (47% odnosno
51%) (167,168). Jedno od mogucih objasnjenja jeste da neki drugi transporteri mogu
biti odgovorni za poveéani unos glukoze u ovim tumorima (169,170). Istovremeno,
nasuprot ovih rezultata, stoji rad Godoy-a i autora u kome je dobijen vrlo visok procenat
pozitivnih slucajeva — ¢ak 91%, a za ovom 1 druge studije sa sliénim rezultatima
(171,172). U nasem radu procenat pozitivnih slucajeva je takode bio veliki. GLUTL je u
najvecem broju slucajeva grupe FIGO IB1, 68 ili 51,9% pokazivao slabu pozitivnost, a
u 5 slucajeva je bio potpuno negativan. U grupi mikroinvazivnih 5 slu€ajeva (11,4%) je
pokazivalo jaku ekspresiju, a negativnih slucajeva nije bilo. Najucestalija je bila

reakcija umerenog intenziteta, 22 (50,0%).

Upravo zbog dobijenih kontradiktornih vrednosti u 2017. godini napravljen je
sistemati¢ni pregled i meta analiza koja je obuhvatila 27 studija 1 4079 pacijenata u radu
Yu Mina i saradnika, sa slede¢im dobijenim rezultatima: ekspresija GLUT1 je povezana
sa slabo diferentovanim tumorima (p < 0.001), limfonodalnim metastazama (p = 0.002)
i veli¢inom tumora (p < 0.001;), ali ne i sa polom ili staro$¢u pacijenta. Kao definitivan
zakljucak je navedeno da je GLUT]I idealan prognosti¢ki marker kod brojnih malignih
tumora (173).

Sli¢ni rezultati dobijeni su i1 u kategoriji iskljuc¢ivo ginekoloskih tumora. U radu Choa i
koautora zakljucuje se da kod ovarijalnih epitelnih karcinoma postoji pojacana ekspresija

GLUT]1 i njegova statisticki znacajna povezanost sa limfonodalnim metastazama (174). U
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grupi endometrijalnih karcinoma FIGO I stadijuma tumorske bolesti uocena je statistic¢ki
znacajna povezanost dubine invazije miometrijuma - S§to je dublja infiltracija veca je
ekspresija (p=0,001) i stepena diferencijacije — kod slabije diferentovanih tumora jaca je
eskpresija ovog markera (p=0,001) (175). Canpolat i saradnici konstatuju da je jacina
ekspresije GLUT1 manja u endometrijalnim hiperplazijama bez atipije, ali je znacajno
veca kod endometrijalnih hiperplazija sa atipijom i jo$ intenzivnija kod adenokarcinoma,
ali da je nema u normalnom proliferativnom endometrijumu. Zbog toga ga smatra
hipotetickim diferencijalno dijagnostickim markerom, pri tom konstatuju¢i da osim
povezanosti sa gradusom tumora u grupi adenokarcinoma, nema korelacije sa drugim
patohistoloskim parametrima (176). U naSem radu takode nije dobijena povezanost nivoa
ekspresije GLUT1 sa dubinom infiltracije zida grli¢a niti GOG skorom u stadijumu FIGO
IB1. Mendes navodi da nema pozitivhosti GLUT1 u normalnom skvamoznom epitelu, ali
da njegova ekspresija raste od preinvazivnih ka invazivnim lezijama, sugeriSuci
pretpostavku da je povecani unos glukoze kasni dogadaj u celularnoj transformaciji (177).
Porast nivoa ekspresije dobijen u nasoj studiji u stadijumu FIGO IB1 u odnosu na FIGO
IA bi se mogao uklapiti u navedeni zakljucak. Postoji statisti¢ki zna€ajna razlika izmedu
grupa po ucestalosti GLUT1 (X2=9,145; p=0,028) - veca je u grupi FIGO IB1- ali nema
razlike po trendu (x*=1,156; p=0,319). Na seriji od 60 uradenih biopsija grliéa kod
lokalno uznapredovalog cervikalnog karcinoma, Kanjanapan (178) za razliku od
Mendesa, dobija povezanost GLUT1 sa drugim parametrima kao $to su stadijum, veli¢ina
tumora, metastaze u limfnim nodusima i zahvatanje korpusa uterusa, ali ne i sa gradusom
tumora. U naSoj studiji takode nije konstatovana statisticki znacajna povezanost izmedu
GLUT1 i gradusa tumora u grupi FIGO IA (p=0,340) i grupi FIGO IB1 (p=0,736). U ve¢
navedenom radu Kima i koautora, GLUT1 ekspresija takode nije povezana sa FIGO
stadijumom, gradusom tumora, njegovom veli¢inom pa ni LVI, a u odnosu na LM
pokazuje reciproéan odnos. Ho i saradnici iz MD Anderson kancer centra (179)
zakljuuju da GLUT1 (ali i HIF-1alfa, pa i CAIX) nema prediktivni znacaj u odnosu na
ishod bolesti kod lokalno odmaklih cervikalnih karcinoma. U nasoj studiji nije dobijena
razlika u ekspresiji izmedu malih invazivnih tumora 1 slucajeva metastatske tumorske
bolesti niti povezanost sa LVI i LM. Interesantna je studija Wanga i autora iz 2017 (180),
koja predstavlja sublimaciju dobijenih rezultata iz 26 studija sprovedenih na 2948
pacijenata sa malignim tumorima razli¢ite lokalizacije. Tri studije su ukljucile primarne

karcinome grlica, a 23 su ispitivale povezanost ekspresije GLUT1 i prezivljavanja.
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Dobijena je neverovatna heterogenost u ovoj kategoriji (P < 0.00001, 1> = 68%), zbog
¢ega su autori napravili podelu u podgrupe da bi utvrdili razlog velike neuskladenosti
dobijenih rezultata. Utvrdeno je da je povecana ekspresija GLUTI1 lo§ prognosticki
parametar prezivljavanja kod karcinoma dojke i skvamoznih karcinoma glave i vrata, ali
ne i karcinoma grlic¢a istog tipa diferencijacije (p = 0.59)! Takode, nije bilo povezanosti
izmedu TNM stadijuma bolesti i ekspresije ovog markera (raspon dobijenih statistickih
vrednosti je bio od 0,14 do 2,96 sa prosekom p=0,72). Meta regresivna analiza je
pokazala da starost, pol ili pripadnost naciji nisu uticali na neujednacenost rezultata.
Zatim je sledila analiza pojma prekomerne ekspresije GLUT1. Pokazalo se da je grani¢na
vrednost ekspresije 10-30% kao i > 50% korelirala sa loSom prognozom (respektivne
vrednosti p su bile p < 0.00001; p=0,001), ali ne i vrednosti 1-5%.

Da bismo definisali pojam pojacane ekspresije analizirali smo nac¢ine na koji su to drugi
autori radili u svojim studijama i konstatovali da su razlike u definisanim granicama
vrlo velike, odnosno da su kriterijumi neujednaceni. Carvalho definiSe pozitivnu
ekspresiju za sve slucajeve gde je procenat pozitivnosti kancerskih c¢elija > 10%,
neodredujuci pri tome jacinu ekspresije (181). U ve¢ pomenutom radu Kanjanapan
koristi predloZzenu skalu za ekspresiju GLUT1 kod melanoma, kao proizvod intenziteta
bojenja 1 % pozitivnih ¢elija, gde vrednost 1 ima pozitivnost manja od 25%, $to je veé
2,5 puta vece od pretpostavljenog nivoa Carvalha za visok stepen ekspresije. Sedlecki
daje nesto drugaciju skalu u kojoj vrednost 1 pripada slucajevima u kojima je procenat
pozitivnih Celija < 10%, takode uzimajuéi u obzir intenzitet membranskog bojenja
(182). Lako je zakljuciti da postoje velike nominalne razlike u dobijenim rezultatima
preko kojih se definiSe statisticka znacajnost ekspresije GLUT1 u odnosu na uobicajene

histopatoloSke parametre.

Ambrosetti ide i dalje i u svom radu iz 2018.godine(183) naglasava da IHC bojenje na
celom preseku tumora u odnosu na TMA ima veliku prednost u tumacenju dobijenih
rezultata iz viSe razloga: proteinska ekspresija se odreduje na vecoj povrsini, odnosno
mnogo vec¢em broju Celija, Sto povecava validnost dobijenih rezultata. S druge strane, na
jednom preseku postaje vidljiva tumorska heterogenost, koja se ispoljava kroz razlicite
patoloske karakteristike (ukljucujuéi i gradus), a time i razliiti nivo ekspresije GLUT1 i
njegove povezanosti sa histoloskim parametrima koje dobijaju u svojoj analizi. Potom se

bave analizom heterogene ekspresije ne samo GLUT]1, ve¢ i HIF-1alfa i CAIX na renal
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cell karcinomima, kako u okviru tumora jednog pacijenta tako i izmedu tumora razli¢itih
pacijenata. Izmedu ostalog, smatra se da izgled tumora (na pr.lobulirana grada) sugerise
postojanje razli¢itih ¢elijskih linija, §to bi znacilo da lezije veleg gradusa imaju

superponirane genetske abnormalnosti, a time i drugacije ekspresije metabolickih markera.

Ekspresija c-Met u ispitivanim grupama je bila niska. U grupi FIGO IB1 83 slucaja od
ukupno 132 (63,4%) je imalo nisku ekspresiju, a samo 6 (4,6%) je pokazivalo jaku
ekspresiju. U grupi mikroinvazivnih tumora nije bilo intenzivne ekspresije, ve¢ je ¢ak
37 od 44 (84,1%) imalo slabu ekspresiju. U obe kategorije bilo je slu¢ajeva u kojima
uopste nije bilo reakcije, 9 u grupi IB1 i 4 u grupi IA, tako da je utvrdena statistic¢ki
znacajna razlika izmedu grupa (x°=7,687; p=0,007) - veci intenzitet prisutan je u grupi
FIGO IB1.

c-Met (mesenchymal epithelial transition factor) je receptor tirozin kinaze sa multiplim
funkcijama kroz normalni embrionalni razvoj tkiva, organogenezu, oziljavanje i zbog toge
se eksprimira u razli¢itim epitelima. Saznanja 0 njegovoj bitnoj ulozi u normalnom
razvoju tkiva i rezoluciji podstakla su brojna ispitivanja o utvrdivanju znacaja njegove
ekspresije u razli¢itim malignim tumorima. U istraZivanju Hassa 1 koautora iz 2017. na
slu¢ajevima invazivnih urogenitalnih tumora (mokra¢na beSika, prostata 1 jajnici)
konstatovano je da u oko 70% svih ovarijalnih epitelnih tumora postoji pojacana
ekspresija c-met, a da je u u 31% ta ekspresija bila jakog stepena. Ekspresija je bila jaca
ukoliko je tumor bio agresivnijeg podtipa. U nasem radu dobili smo pozitivnost u 63,4%
invazivnih tumora, §to je priblizna vrednost dobijena u prethodnoj studiji, ali je visoka
vrednost u naSoj imala mnogo manju ucestalost (samo 4,6%). Moguce objasnjenje bi bilo
da se radi o manje agresivnim skvamocelularnim tumorima, u odnosu na agresivnije
varijante kao Sto su serozni visokog stepena maligniteta ili svetlo celijski karcinomi
jajnika, koji su udruZeni sa naglaenom neoangiogenezom, a koja nije potvrdena u nasim
slucajevima (184). Interesantna su zapazanja autora da je c-Met ekspresija u tumoru
uslovljena razli¢itim mestima na kojima se stvara njegov ligand HGF u tumoru 1 /ili
njegovoj mikrosredini. Tako se kod agresivnih karcinoma mokraéne besSike ili kolona pod
uticajem interleukina 8 (IL-8) u fibroblastima mikrosredine potencira neoangiogeneza i
pojacano stvara HGF, koji razliitim mehanizmima stimuliSe stvaranje c-Met,
pojacavajudi invaziju i metastaziranje. Zbog toga je ¢ak predlozeno da se IL-8 u krvi, a ne

c-Met IHC metodom, odreduje kao prognosticki parametar kod ovih pacijenata (185). S
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druge strane, kod ovarijalnih karcinoma ustanovljena je autokrina/ parakrina funkcija
ovarijalnih kancerskih ¢elija u kontekstu lu¢enja HGF (pored njegovog stvaranja u
mezenhimu) sa poslediénom visokom ekspresijom c-met i izrazitom neoangiogenezom
(186). Imajuci u vidu relativno slabu ekspresiju HIF-1alfa i u najve¢em broju slucajeva u
nasoj studiji nepostojanja ekspresije VEGF, mali broj karcinoma sa izrazitom c-Met
ekspresijom mogao bi biti posledica slabe stimulisanosti fibroblasta i/ili drugih ¢elija u
mikrosredini. Sve je veéi akcenat na znaCaj uzajamne interreakcije tumorskih celija i
mikrosredine, jer se pokazalo da brojne celijske populacije u okolini malignog tumora
mogu direktno i indirektno reagovati sa karcinomskim c¢elijama i medusobno menjati

svojstva 1 funkcije ukljucenih partnera (187).

Kim u svom radu dolazi do zakljucka da je c-met ekspresija povezana sa FIGO
stadijumom tumora, LVI (p=0,001) i LM (0,001), ali ne i sa tipom tumora, gradusom ili
njegovom veli¢inom. U meta-analizi velikog broja sluc¢ajeva 2016.godine Peng i saradnici
(188) su korelirali ekspresiju c-Met kod cervikalnog karcinoma, displazija i normalnog
cervikalnog tkiva, zaklju¢ivsi da je u 60,66% cervikalnih karcinoma postojala ekspresija
c-Met (u naSoj studiji 63,4%), ali da je ona bila prisutna i u zdravom tkivu (19,74%).
Studija je obuhvatila 685 cervikalnih karcinoma razli¢itog stadijuma i 228 normalnih,
zdravih grli¢a. c-Met ekspresija je bila znacajno veca kod karcinoma u odnosu na
displaziju i normalno tkivo, kod displazija u odnosu na neizmenjene cervikse, ali je
statisticka heterogenost u dobijenim rezultatima izmedu grupa bila vrlo velika (p =
0.00001). Zatim je odredivana povezanost ekspresije c-Met sa relevantnim klinickim i
patoloSkim parametrima i pokazano da ona postoji u odnosu na LVI i limfonodalne
metastaze, ali da nije povezana sa gradusom 1 veli¢inom tumora, njegovom
diferencijacijom, infiltracijom parametrija, stadijumom bolesti i dubinom invazije zida
grlica (p> 0,05). Medutim, u naSoj studiji je dobijena povezanost sa GOG skorom i
dubinom infiltracije u cervikalnom zidu, statisticki je znacajna (p=0,002) — Sto je veci
GOG skor i dubina infiltracije, to je veca ekspresija c-met. Peng kod analize korelacije c-
Met i patoloskih parametara ponovo istiCe umerenu heterogenost izmedu obuhvacenih
studija prema dobijenim rezultatima u grupi LM (p=0,05), ali nisku kod LVI. Za razliku
od Penga, Chen u svojoj analizi povezanosti c-Met i cervikalnog karcinoma zakljucuje da
ovaj marker promoviSe progresiju bolesti i metastaziranje, koreliraju¢i sa LM (p=0,001) i

odmaklim stadjumom tumorske bolesti (p=0,001), ali ne i sa gradusom tumora (p=0,06)
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objasnjavajuci to velikim brojem G2 tumora (189). U grupi nasih 176 sluc¢ajeva malih
invazivnih tumora takode nije bilo uzajamne povezanosti izmedu tumorskog gradusa i C-
Met-a, pri ¢emu je najveéi broj tumora upravo bio srednjeg stepena diferencijacije. Od
svih ispitivanih markera jedino je c-Met ekspresija pokazivala znacajnu korelaciju sa LVI
(p=0,042). Medutim, zbog raznolikosti dobijenih rezultata kao i ¢injenice da mikroRNK
(miR) utice na ekspresiju c-Met, Chen svoje istrazivanje prebacuje na odredivanje miR-
34a manje subjektivnom metodom kao Sto je PCR, kada dobija iste rezultate u odnosu na
LM, stadijum tumorske bolesti ali razli¢ite u odnosu na gradus tumora, konstatujuci
znacajnu povezanost miR i slabije diferentovanih tumora (p=0,023). Poslednjih par
godina intenziviraju se ispitivanja o povezanosti c-Met i HPV infekcije u nastanku
skvamocelularnog karcinoma na razli¢itim lokalizacijama (cerviks, analni kanal,
orofaringealna regija), sugeriSu¢i njihovu strogu udruZenost. Smatra se da je c-Met
proteinska ekspresija regulisana E6 domenom HRHPV pozitivnih éelija, preko p53
supresor protoonkogena (190), pri ¢emu bitan dogadaj koji utie na aktivaciju ovog
signalnog puta jeste hipoksija mikrosredine koja se ispoljava pojaCanom ekspresijom

HIF-1alfa (191).

HPV16 E6 deluje na KDMSC (novootkriveni tumor supresor gen) dovodec¢i do njegove
poliubikvitilizacije, aktivacije proteaza i potom njegove degradacije sa posledi¢nom
prekomernom aktivacijom c-Met i EGFR, podstaknutom tzv. super-pojacivac¢ima, koje
sadrze i c-Met i EGFR. Time se prekomernoj aktivaciji c-Met i EGFR daje klju¢ni
dogadaj u cervikalnoj karcinogenezi (192). Jo$ uvek nije otkriveno §ta su super-
pojacivaci kod cervikalnog karcinoma, ali se zna da su to celijski specificni DNA
domeni koji odreduju tkivni i ¢elijski identitet i koji promovisu kancerski rast i do sada

su definisani kod karcinoma prostate i dojke.

Time je sada c-Met —u data klju¢na uloga ne samo u tumorskoj invaziji i metastaziranju
vec 1 u kancerogenezi, pa se postavlja pitanje zasto ipak postoji relativno visoki procenat
niske ekspresije ili potpuni izostanak reakcije ovog metabolickog markera u malignom
tkivu. U naSoj studiji je takode postojao visoki procenat sluc¢ajeva sa niskom eskpresijom
— U grupi mikroinvazivnih tumora 84,1%, u stadijumu FIGO IB1 63,4%, a u grupi sa
metastazama u limfnim nodusima 46,7%. Zhang u svom radu iz 2018. sublimira znanja o
aberantnim putevima aktivacije c-Met u tumorskoj progresiji kroz 4 razli¢ita nacina:

preko drugih faktora rasta kao sto je EGFR i IL-1, transkriptivnom regulacijom preko
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HIF-1alfa zbog hipoksije u mikrosredini, deregulacijom transkriptivnim faktorima Ets i
Sp1l, kao i padom aktivnosti miR-34a (193). Nedovode¢i u pitanje povezanost HGF i c-
Met sa progresijom tumora, posmatra dobijene rezultate u kontekstu primenjene metode
(IHC, PCR, FISH, Western blot i ELISA) koje odreduju porast ova dva markera kroz
razli¢ite puteve aktivacije. Tako dobija razli¢ite vrednosti ekspresije c-Met u Sirokom
intervalu kod gastri¢nih karcinoma od 9.6 do 71%, a kod hepatocelularnih karcinoma 20-
100%. Zhang ide dalje, poredeéi rezultate koji se dobijaju u okviru iste metode, na pr.IHC
primenom antitela razliCitih proizvodaca ili primenom istog antitela, ali razliCitim
postavljenim kriterijumima interpretacije. Razlike izmedu antitela objasnjava Cinjenicom
da razlicita antitela prepoznaju razli¢ite c-Met epitope i domene, zbog ¢ega se dobijaju i
razlike u membranskom i/ili citoplazmatskom bojenju. Na primer, ako se kao Kkriterijum
prekomerne ekspresije koristi pozitivnost > 5% celija koriste¢i Santa Crus ili Daco
antitelo, 46,1% gastriénih karcinoma imace jaku membransku 1 citoplazmatsku
pozitivnost. U drugoj studiji koriS¢enjem istih antitela, ali drugih kriterijuma 63%
pacijenata pokazivalo je c-Met ekspresiju definisanu kao pozitivnu u > 25% tumorskih
¢elija intenziteta pozitivnosti 2+ ili 3+ (194). Ako se koristi Ventana antitelo prekomerna
ekspresija u istom karcinomu prisutna je u 9,6 do 23,8% slucajeva. Istovremeno,
primenom FISH i qPCR tehnike genska amplifikacija c-Met primeéena je u 2 do 23%
slucajeva (195).

Ocigledno je da se velike razlike u stepenu ekspresije ali i korelacije ekspresije c-Met sa
patoloskim parametrima mogu objasniti upotrebom razli¢itth tehnika ali i
subjektivnizmom u interpretaciji. Moran Kim (196) posmatra dobijene vrednosti
HGF/c-Met koris¢enjem razli¢itih laboratorijskih postupaka u kontekstu primene
razli¢ite ciljane terapije. Autor ispituje IHC analizu jasno definiSuci vrstu i klon antitela
koji primenjuje — CONFIRM SP44 klon vezuje za mogucnost primene onartuzumaba
(ve¢ u II fazi klinickog trajala), definiSu¢i kao grani¢nu vrednost > 50% pozitivnih
kancerskih ¢elija, intenziteta reakcije 2+ 1 3+. Odredivanje genske amplifikacije i broja
kopija c-Met kao kriterijum primene terapije joS uvek nisu jasno definisane, pogotovu
Sto se smatra da je amplifikacija i genska mutacija c-Met relativno retka u tumoru. Kao
bolju moguénost navode procenu aktivacije odnosno fosforilizacije c-Met, ali bez
jasnog odgovora na pitanje kako redukcija IHC signala korelira sa terapijskim

odgovorom. Problem jo$ ve¢im prave saznanja da su fosforne grupe nestabilne i brzo se
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razgraduju pod uticajem kiseonika, uz pretpostavku da fosfo-epitopi variraju u okviru
jednog istog tumorskog tipa ili izmedu razliitih tkiva. Kao kriterijum za primenu
onartuzumab and ficlatuzumab anti c-Met onkoloske terapije predlozeno je odredivanje

HGF nivoa u krvi.

Primena novih saznanja pokrenula je pitanja o na¢inu tretmana pojedinih kancerskih
tipova kao Sto je karcinom pankreasa. Posmatraju¢i ovaj izuzetno agresivan tumor,
doslo se do zakljucka da se ceo proces karcinogeneze i metastaziranja obavlja kroz
tumor-iniciraju¢e  ¢elije, epitelijalno-mezenhimnu  tranziciju, kancer-udruzene
fibroblaste i inflamatorni odgovor. U fokusu su ekspresije HGF odnosno c-Met, insulin-
like growth factors (IGFs) i interleukin-6 (IL-6) ukljucenih u Ras-MAPK, MYC and
STATS3 signalni put, povezan sa HIF-1alfa. Nova strategija u leCenju predlaze potpuno
drugaciji pristup raku pankreasa kao sistemskoj bolesti ¢ak 1 u najranijim fazama, uz
isklju¢ivanje dosadasnjeg konvencionalnog onkoloskog tretmana, koji se pokazao
neefikasan (197). Eksosomu, strukturi otkrivenoj pre 3 dekade u retikulocitima, se daje
vrlo bitna uloga u pokretanju reakcije kancerska celija — tumorska mikrosredina. Od
2014. do danas je napisan veliki broj radova koje ga stavljaju u zizu interesovanja
povezujuéi za niz molekularnih markera od kojih smo i mi neke odredivali u svojoj

studiji (198).

Analizom ekspresije CA IX uocena je jaka imunohistohemijska pozitivnost samo u
jednom slucaju u grupi FIGO IB1, dok je najveéi broj analiza svrstano u grupu bez
pozitivne reakcije ili je ona slabog intenziteta, 52 odnosno 75 slucajeva, Sto zajedno

iznosi ¢ak 97,7% u ovoj grupi.

U grupi mikroinvazivnih tumora nije bilo slu¢ajeva sa umerenom ili jakom reakcijom.

Dominirali su slucajevi sa slabo pozitivnhom reakcijom, njih 38 ili 86,4%.

Prva ispitivanja povezanosti CA IX i cervikalnog karcinoma zapoceta su u prosloj dekadi,
a prvi dobijeni rezultati su bili obecavajuci. U radu Olive i saradnika (199) se konstatuje
fokalna pozitivnost u vise od 90% kancerskih celija, sa apostrifiranjem CAIX kao
markera koji bi mogao ukazati na transformaciju iz premaligne promene u invazivnu.
Zakljucci su doneSeni na osnovu misljenja da CA IX pozitivnost ukazuje na vijabilne
hipoksicne ¢elije, Sto bi ga razlikovalo u odnosu na HIF-1alfa pozitivne ¢elije. Ovakav

postulat je doprineo nastanku brojnih radova koji povezuju CA IX ekspresiju i druge
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ginekoloske tumore, ali su dobijeni rezultati bili heterogeni. Medu ginekoloskim
tumorima ispitivanja su uradena u grupi ovarijalnih karcinoma, kada je dobijena umerena
I jaka pozitivnost, zajedno, u samo 18% analiziranih uzoraka (200). Najveca ekspresija je
bila prisutna u karcinomima mucinozne i endometrioidne diferencijacije, ali nije
korelirala sa stadijumom tumora niti tumorskim gradusom. Isti autor u svom radu
ispitujuci povezanost CA X i vulvarnog karcinoma, dobija potpuno drugacije rezultate,
konstatujuc¢i da 35,5% skvamocelularnih karcinoma pokazuje umerenu i jaku ekspresiju, a
jaka ekspresija korelira sa tumorskim stadijumom, veli¢inom tumora, dubinom infiltracije
strome 1 metastazama u limfnim ¢vorovima. Time svrstava CA IX u kategoriju losSih
prognostickih parametara (201). Iste godine pocinju ispitivanja u grupi cervikalnih
karcinoma u cilju utvrdivanja prognostickog znacaja ovog markera u ranim stadijuma
cervikalnog karcinoma. U radu Darcy i Liao (202) se zakljucuje da jaka ekspresija nije
udruzena sa godinama starosti i rasom pacijenta, Celijskim tipom tumora, gradusom,
pozitivnim marginama, LN 1 LVI, ali jeste sa veli¢inom tumora ukoliko se ona definise
kao < 2, 2-2.9, ili > 3 cm (jaka ekspresija 4.7% vs. 23.2% vs. 32.5%, P=0.003) odnosno sa
infiltracijom unutrasnje dve tre¢ine u odnosu na spoljnu tre¢inu debljine zida (visoka
ekspresija: 6.1% vs. 23.7%, p=0.028). Kao jaku ekspresiju definiSe pozitivnost preko 80%
tumorskih ¢elija, naglaSavajuci da je ona povezana sa kra¢im prezivljavanjem, nezavisno
od espresije VEGF. Rezultati naSe studije se delom poklapaju sa ovim rezultatima — CA
IX jeste povezan sa veli¢inom tumora (ve¢i je kod malih invazivnih u odnosu na grupu
invazivnih tumora), ali ne i sa njegovim gradusom. Takode, nismo dobili povezanost
dubine infiltracije i nivoa ekspresije CA IX. U kontrolnoj grupi sa metastazama u limfnim
nodusima intenzitet ekspresije se znacajno razlikovao u odnosu na tumore FIGO IB1
stadijuma. Ono $to je zajednicko za nasu studiju i prethodno navedenu jeste da ni u jednoj
nije utvrdena povezanost ekspresije CA IX sa LVI. Kim u svojoj velikoj studiji ne dobija
korelaciju izmedu FIGO stadijuma, gradusa, veli¢ine tumora pa ni LVI i LN. Upravo ova
raznolikost dobijenih rezultata skrece ispitivanje na povezanost cervikalnog karcinoma 1

drugih karbon anhidraza kao $to je CA XIIL.

Sumirajuéi iskustva drugih autora, van Kuijk pravi retrospektivu povezanosti CA IX i
razli¢itih tumorskih tipova razlicitih lokalizacija u svojoj studiji iz 2016. na ukupno 603
pacijenata (203). Zakljucuje da je CA IX loS prognosti parametar povezan sa kra¢im

periodom prezivljavanja nezavisno od vrste tumora i njegovog primarnog porekla.

94



Medutim, imaju¢i u vidu velike razlike u dobijenim rezultatima, ispitivanja se pored
[HC sprovode i kao genetska u cilju utvrdivanja SNP (Single-nucleotide
polymorphism), odnosno pleomorfizma jednog nukleotida $to je definisano kao razlika
u jednom nukleotidu u genskoj sekvenci koju dele ¢lanovi jedne vrste. One mogu biti
udruzene sa nastankom razli¢itih bolesti ukljucujuci 1 malignitete. CA 1X se nalazi na
hromozomu 9p13—p12 i ima 11eksona, koji kodiraju 459 amino kiselina CA 1X. U radu
Yanga iz 2017.godine, pokazano je da jedna SNP ¢ini zenu osetljivijom na nastanak
karcinoma grli¢a, a da promenjeni nivo miRNK-34a preko inhibicije supresije CAIX
utiCe na pojaanu migraciju i invazivnost karcinomskih ¢elija. Interesantno je da je
istovremena IHC analiza CA 1X pokazala korelaciju samo sa stadijumom tumora
(p=0,014), ali ne i sa njegovom diferencijacijom, dubinom stromalne infiltracije

(p=0,913) i tumorskim gradusom ($to se uklapa i sa nasim rezultatima) (204).

Acosta-Moreno ispituju¢i uticaj razliCitth biomarkera na prognozu i odgovor na
radioterapiju kod pacijentkinja u odmaklom stadijumu bolesti kod cervikalnog karcinoma
u svojoj prospektivnoj studiji registruje pozitivnost na CA IX u samo 18% slucajeva
(205). THC analiza je radena na sveZim biopti¢kim uzorcima tumorskog tkiva, a pre
primenjene terapije. Posle viSegodiSnjeg pracenja autori zaklju€uju da ovaj marker kao ni
GLUT]I, koji je bio pozitivan u 36% ispitanica, nisu imali znacaja kao prognosticki

parametri, $to je u suprotnosti sa najvec¢im brojem prethodno uradenih studija.

Kao i kod analize ekspresije prethodna tri markera — HIF-lalfa, GLUT1 i c-Met,
postavlja se pitanje grani¢ne vrednosti za CA IX. U navedenom radu Ambrosetija i
saradnika, predlaze se upotreba "German i mmunoreactive score” koji kao grani¢nu
vrednost koristi pozitivnost u viSe od 85% tumorskih celija. Pozitivnost ispod te
vrednosti se definiSe kao 1, a iznad 85% kao 2, a definitivna vrednost (0-6) se dobija
mnoZenjem sa procenjenim intenzitetom bojenja. Rezultati su utoliko vece iznenadenje
jer su radeni na renal cell tumoru koji se smatra pozitivnom kontrolom imunoekspresije
CA IX antitela. Autor dobija koriS¢enjem ove grani¢ne vrednosti vec¢u korelaciju
patoloskih parametara sa CA XII u odnosu na CA IX! Time je jasno pokazano koliko se
skale u pojedinim studijama medusobno razlikuju (pa i u naSem radu), tako da i
interpretirani rezultati 1 njthova poredenja nesumnjivo sadrze dozu individualnog

pristupa.
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Neoangiogeneza je jedan od klju¢nih dogadaja inkorporiranih u razvoj malignih tumora
uopste. Zbog toga je odredivanje ekspresije VEGF kao markera ovog procesa u Zzizi
ispitivanja radi utvrdivanja njegovog prognostickog znacaja ili u cilju primene target
terapije. Medutim, dobijene rezultate mozda najbolje opisuje prva recenica u radu Zhanga
1 koautora iz 2017. koji kazu da je “prognosticka uloga VEGF u cervikalnom karcinomu
do danas ostala kontroverzna” (206). To je meta analiza velikog broja studija koje su
obuhvatile 1306 pacijenata sa cervikalnim karcinomom razli¢itog stadijuma, inaCe prva
meta analiza uradena u kategoriji povezanosti VEGF (VEGF-A) i karcinoma grlica.
Zakljucak studije jeste udruzenost ekspresije VEGF sa loSim isodom bolesti i prisustvom
LN (p < 0.001), odnosno da je veca moguénost nastanka LN metastaza povezana sa
lo$ijom prognozom. Jedna od ranije sprovedenih istraZivanja posmatrala je odnos VEGF
genetskog polimorfizma, tkivne ekspresije VEGF i njegovog uticaja na ishod operisanih
zena u slucajevima ranog invazivnog karcinoma grli¢a (207), sa zakljuCkom da genetske
promene mogu modulirati angiogenezu, nivo VEGF i time direktno uticati na ishod
bolesti kod ovih pacijentkinja. Medutim, mehanizam uzajamnog delovanja jo§ uvek nije
definitivno razjasnjen. Obermair je odredivao gustinu malih krvnih sudova u stadijumu
FIGO IB (a ne VEGF ekspresiju u karcinomskim c¢elijama) konstatuju¢i da je vecéa
gustina povezana sa manjim prezivljvanjem (63% vs 89.7%, p=0001).U prvoj GOG
analizi navedeno je da pad tumorske angiogeneze udruzen sa manjim prezivljavanjem u
visoko rizi¢nim ranim invazivnim tumorima grli¢a, objasnjavajuci to vecom osetljivoséu
na primenjenu postoperativnu terapiju u slucajevima dobre prokrvljenosti tumora.
Interesantno je da je jedini nezavisni prognosticki parametar bila ekspresija CD31, a ne

VEGF (208).

Drugaciji rezultati su dobijeni u radu Miniona 1 Tewarija iz 2018.god. koji nalaze vezu
izmedu HPV infekcije 1 pojaCane neoangiogeneze tako S§to E6 pojacava pS3
ubikvitinizaciju, a E7 inaktivaciju retinoblastoma gena, indukuju¢i HIF-lalfa sa
posledicnom aktivacijom VEGF i stimulacijom neoangiogeneze (209). VEGF se
uglavnom ne posmatra kao izolovani biomarker u kontekstu nastanka tumora, ve¢ u
korelaciji sa svojim inhibitorima odnosno stimulatorima aktivnosti. U radu Yanni i
koautora, takode iz 2018.godine, posmatra se ekspresija VEGF u zapaljenskim procesima
na grlicu, CIN promenama i skvamoznim karcinomima, sa zakljuckom da postoji

statistiCki znacajna razlika u ovim stanjima (pozitivna ekspresija VEGF u CIN | -10%,
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CIN 11 -18.2% i CIN 11l -35.7% je bila znacajno niza u odnosu na CSCC grupu - 73.8%);
p< 0.05).U grupi normalnih cerviksa i zapaljenskih lezija nije bilo ekspresje VEGF.
Ekspresija VEGF nije korelira sa tumorskim gradusom, ali se razlikovala po stadijumima
bolesti. U stadijumu | bilo je 60% pozitivnih slu¢ajeva (nije napravljena razlika u
ekspresiji u okviru podstadijuma), a u stadijumu Il 84% (p< 0,05). Znacajna razlika
postoji izmedu grupa sa LN i bez LN (80,9% vs 47,5%, p< 0,05), sa potvrdenom
korelacijom izmedu tumorske angiogeneze i VEGF(p< 0,01). Autor ovog puta poveéanu
ekspresiju VEGF posmatra u korelaciji sa padom ekspresije inhibitora neongiogeneze
TSP-1 (210). Kao grani¢nu vrednost pozitivnosti navodi proizvod intenziteta i % pozivnih
tumorskih ¢elija > 3 (skala pozitivnosti < 30% vrednost 1, 30-60% vrednost 2, > 60%
vrednost 3, §to se razlikuje od skale koriS¢ene u naSem radu). Rojas 1 saradnici povezuju
HPV infekciju 1 aktivaciju EGFR puta sa stimulacijom aktivnosti VEGF konstatujuéi da
kod uznapredovalih stadijuma cervikalnog karcinoma postoji povec¢ana ekspresija VEGF
u 31,1% slucajeva, a da u grupi sa poveéanim EGFR postoji 57% VEGF pozitivnih
tumora. Upravo ova grupa pacijenata sa istovremenim povecanjem ekspresije EGFR i
VEGF ima lo$ ishod maligne bolesti (211). Rahmani prati povezanost VEGF i Her-2,
konstatuju¢i da u cervikalnim karcinomima postoji njihova ekspresija u 63,07% 1 43,07%
sluCajeva, pri ¢emu nema povezanosti izmedu VEGF, tipa tumora, stadijuma bolesti i
gradusa tumora (p> 0,05). Her-2 takode ne korelira sa stadijumom, ali je povezan sa
stepenom tumorske diferencijacije (212). Kao kriterijum pozitivnosti za VEGF Koristi
uocenu citoplazmatsku pozitivnost u > 10% tumorskih ¢elija. Wang u svojoj analizi (213)
dobija pozitivnost VEGF u 61% cervikalnih karcinoma, povezujué¢i ga skvamoznom
diferencijacijom tumora, stadijumom tumorski bolesti, gradusom tumora i njegovom
veli¢inom. Tao utvrduje pad aktivnosti miR-144 u cervikalnom karcinomu u odnosu na
zdravo tkivo grli¢a, kao 1 izmedu metastatskih i nemetastatskih tumora, identifikujuci
VEGFA i VEGFC kao dva nova njegova target gena (214). miRNA su definisani kao
klasa endogena, mala nekodiraju¢a RNA sagradena od 18-25 nukleotida ukljucena u
brojne bioloske procese ukljucujuéi rast, diferencijaciju, invaziju, apoptozu. Mogu biti
onkogeni ili geni supresori $to zavisi od njihovog target gena. Pad aktivnosti miR-144
povezan je sa porastom ekspresije VEGFA i VEGFC, i u korelaciji su FIGO stadijumom
(p=0,004) 1 limfonodalnim metastazama (p=0,007), ali ne i sa drugim patoloskim

parametrima.
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Kao potencijalni novi marker iz grupe VEGF (izmedu ostalog zbog velike raznolikosti
dobijene u rezultatima za VEGF-A) sve vise se prepoznaje VEGF-C, za koga se smatra
da ubrzava metastaze u cervikalnom karcinomu jer je pokazano da se njegov receptor
Flt-4 (VEGF-3) jako eksprimira u tumorskim ¢elijama ubrzavaju¢i limfoangiogenezu

(215).

Mnogi autori smatraju da je hipoksija u tumorskoj mikrosredini pokreta¢ niza dogadaja
koji uti¢u na dalji razvoj tumora, invaziju i nastanak metastaza. Time HIF-1alfa dovode u
vezu sa brojnim signalnim putevima koji se aktiviraju ili inhibiraju tokom malignog
procesa, bilo direktno ili indirektno, delovanjem na 150 razli¢itih gena. Zbog toga su
uradena brojna ispitivanja koja povezuju ekspresiju HIF-1alfa sa razli¢itim biomarkerima,
ukljucivsi 1 one koje smo mi, u okviru svoje studije, odredivali. Medutim, rezultati koji su
dobijeni su veoma raznoliki, bas kao i objasnjenja koja su data za dobijene zakljucke. U
pocetku jednostavne interpretacije postajale su sve kompleksnije, sa uklju¢ivanjem
velikog broja novih biomarkera preko kojih autori pokuSavaju da objasne dobijene razlike

ili slicnosti u odnosu na prethodno uradene studije.

Uzajamna pozitivna korelacija faktora hipoksije 1 markera ukljucenih u te signalne puteve
na startu je smatrana skoro kao aksiom, ali su kasnije studije donekle izmenile ovakve
konstatacije. Prva ispitivanja uradena u cilju utvrdivanja korelacije HIF1alfa i VEGF bila
su obecavajuca, a metode odredivanja ekspresije jednostavne (uglavnom IHC) (216).
Pozitivna iskustva dovela su do koriS¢enja bevacizumaba u tretmanu odmaklog
cervikalnog karcinoma, ¢ak bez potrebe odredivanja nivoa ekspresije VEGF pre njegove
primene. Vremenom se, medutim, menja kompletan pristup odredivanju povezanosti ova
dva markera. Veoma je interesantan rad Chakraborty iz 2018.godine koji posmatra vezu
HIF-1alfa ekspresije i VEGF kroz ekspresiju LIMD1 i VHL, koji su tumor supresorni
geni za HIF-lalfa. U normalnim cerviksima, LIMD1 ekspresija je srednjeg/visokog
intenziteta u bazalnom i parabazalnom sloju skvamoznog epitela, ali i u spinoznom, dok
je VHL ekspresija potpuno suprotna — niska — u svim ovim slojevima, sugerisu¢i mozda
njegovu krucijalnu ulogu u ¢elijskoj diferencijaciji i proliferaciji (217). Ekspresije oba
gena se ne menjaju tj nezavisne su od HPV infekcije. Autori konstatuju i prisustvo HIF-
lalfa i VEGF u istom bazalnom/parabazalnom sloju smatrajuc¢i da su one posledica niske

vrednosti VHL. Medutim, u raznim stadijumima cervikalnog karcinoma vrednosti
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LIMD1 padaju, ali vrednost VHL je nepromenjena. Utvrdeno je da genska alteracija
LIMD1 (metilacija/delecija) raste od SIL promena ka invazivnom karcinomu, dok se
alteracija VHL odrzava u invazivnim tumorima. Autor konstatuje pri tome prekomernu
aktivnost HIF-1alfa i VEGF, ali kao osnovni lo§ prognosticki parametar ne posmatra ova
dva markera (i njihovu korelaciju) ve¢ gensko ostecenje LIMD1 i VHL: U drugim
studijama, kao §to je Zhangova iz 2017. ne potrvduje se zapazanje o povezanosti VEGF i
HIF-1alfa, ve¢ se konstatuje korelacija izmedu VEGF i HIF-2alfa (p< 0,01), uz
objasnjenje da se HIF-lalfa i HIF-2alfa eksprimiraju u razli¢itim vremenima
tumorogeneze — HIF-1alfa u uslovima akutnog procesa, a HIF-2alfa u hroni¢noj hipoksiji
koja je potentniji stumulator neoangiogeneze (218). Smatramo da se dobijeni rezultat
podudara sa nasim zakljuckom o povezanosti HIF-lalfa i VEGF, s obzirom da smo
ispitivanje radili na pocetnim, malim tumorskim promenama, a ne na odmaklim

stadijumima u kojima hipoksija kao hroni¢ni faktor tumorogeneze, perzistira.

Park 1 koautori navode da postoji statisti¢ki znacajna korelacija izmedu GLUT1 1 HIF-
lalfa kod cervikalnih karcinoma (samo u slucaju njegove citoplazmatske pozitivnosti,
p=0,005), CA IX i nuklearnog HIF-1alfa (ali ne i citoplazmatskog), p=0,005 kao i CA
IX 1 VEGF (p=0,003) (219). U naSoj studiji nije posebno odvajana i pravljena korelacija
prema mestu lokalizacije HIF-lalfa pozitivnosti, ali se dobijeni rezultati delimi¢no
podudaraju sa Parkovim rezultatima. Kao i on, dobili smo povezanost GLUT1 i HIF-
lalfa (mozda, jer smo ukljucivali i nuklearnu pozitivnost), vezu izmedu CA IX 1 HIF-
lalfa ekspresije (broj slucajeva sa samo nuklearnom pozitivnoséu HIF-lalfa bio je
zanemarljiv) i pozitivnu korelaciju HIF-lalfa i VEGF. Ovaj rezultat nije bio
iznenadujuci s obzirom da se CA IX smatra endogenim markerom hipoksije. Kada je u
pitanju povezanost HIF-1alfa i c-Met koja je dokazana in vitro uslovima, slaba in vivo u
slu¢aju pankreaticnih karcinoma, onda je mozda prva studija koja ih je potvrdila u
slucaju cervikalnog karcinoma rad Kima i koautora. Oni navode da korelacija ne postoji
kod intraepitelnih promena, ali postoji kod invazivnih lezija, ne pravec¢i razliku izmedu
ranih 1 odmaklih stadijuma. Istu korelaciju u grupi invazivnih karcinoma izmedu HIF-

lalfa i c-Met smo potvrdili u nasem radu.

U svojoj studiji iz 2016.godine, Moreno i saradnici navode da je mnogo bolje u smislu

prognoze 1 odgovora na terapiju kod cervikalnih karcinoma, odredivati kombinaciju

99



biomarkera nego ekspresiju pojedinacnih (220). Tako je poredio ekspresiju samo
GLUTL, koekspresiju GLUT1 i CA IX, koekspresiju GLUT1 i HKII (heksokinaza I)
kao 1 istovremenu koeskpresiju sva tri doSavsi do zakljucka da tada postoje velike
razlike u statistickoj znacajnosti prognoze bolesti (respektivno p=0,16, p=0,88, p=0,90 i
p=0,03). Kim i koautori, medutim, nisu dobili znacajnu korelaciju izmedu HIF-1alfa i
CA IX niti izmedu HIF-1alfa i GLUT]1. Nije bilo znacajne korelacije ni izmedu drugih
markera medusobom, tj nije bilo povezanosti ekspresije c-met, GLUT1 1 CAIX §to se ne
podudara sa naSim zaklju¢cima. Moguce objaSnjenje je homogenost ispitivane grupe
koju smo u svojoj studiji odabrali (tumori grupe FIGO IA i FIGO IB1< 20 mm), dok su
prethodno navedene studije bile uglavnom neujednacene i ukljucivale su Siroki spektar

promena — od displazija do odmaklih stadijuma invazivnog karcinoma grlica.

Problem je definisati pravu kombinaciju bioloskih markera koju bi trebalo odredivati.
Ellingsen i koautori, ¢ak $tavise, tvrde da nije realno ocekivati da prekomerna ekspresija
i korelacija HIF-l1lalfa i CA IX aktivnosti bude potencijalni biomarker tumorske
hipoksije ili lo§ prognosticki parametar u tako heterogenoj bolesti, kao Sto je cervikalni
karcinom (221). Heterogenost dobijenih rezultata i zaklju¢aka o njihovoj povezanosti
proisticu iz novih saznanja o procesima maligne transformacije $to dovodi do
interponiranja 1 uklju¢ivanja novih markera u metabolizam starih, ve¢ davno poznatih
(222). Danas se zna da je molekularni profil tumora potpuno razli¢it u njegovim
razli¢itim delovima, §to namece potrebu za potpuno drugacijim nacinom odabira
uzoraka za analizu. Takode, naj¢eS¢e nema primene samo jedne metode u radu, vec se
pravi kombinacija nekoliko, u cilju izbegavanja metodoloske greske u rezultatima.
Interpretacija dobijenith rezultata je vecinom automatizovana, ali ostaje problem
definisanja grani¢nih vrednosti ekspresije koje se uporeduju. Sve navedeno, bar
delimi¢no, doprinosi razlikama u dobijenim rezultatima i iz njih izvedenim zaklju¢cima
u sprovedenim studijama, ukljucivsi i nasu, u kojoj je primenjena samo jedna, IHC
metoda ispitivanja na malom uzorku tumora dobijenom TMA postupkom, analiza je
radena jednim delom softverski (odreden je broj odnosno % pozitivnih ¢elija), dok je
kvalitativnu analizu radio ¢ovek. U cilju objektivizacije postoji sve jaca tendencija
sprovodenja meta analiza sa sumiranjem dobijenih rezultata u razli¢itim ispitivanjima

Sto bi obezbedilo primenu nove ciljane ili eventualno, individualne onkoloske terapije.
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. ZAKLJUCCI

. U grupi mikroinvazivnih tumora samo je ekspresija HIF-1alfa bila pojacana, dok je

ekspresija c-Met, CA IX i VEGF bila niska ili je nije bilo kod vecine ispitanika.

. U stadijumu FIGO IB1<20mm najucestalija je bila slaba 1 umerena
imunohistohemijska reakcija HIF -lalfa, GLUT1 i c-Met, ali je ekspresija CA IX i

VEGF u najvecem broju sluc¢ajeva bila negativna ili slabog intenziteta.

. Postoji statisticki znacajna korelacija ekspresije HIF-lalfa i gradusa tumora kod
stadijuma FIGO IA i1 FIGO IB1< 20mm karcinoma grli¢a, a u grupi mikroinvazivnih
tumora je postojala povezanost CA IX i tumorskog gradusa na samoj granici
statisticke znaCajnosti. Kod ostalih markera nije bilo povezanosti intenziteta
ekspresije 1 tumorskog gradusa. Znacajna korelacija sa dubinom infiltracije i GOG

skorom zapazena je kod c-met, ali ne i kod drugih markera.

. Kod mikroinvazivnih tumora u poredenju sa tumorima stadijuma FIGO IB1<20mm

utvrdena je veca ekspresija markera hipoksije - HIF-1alfa.

. U stadijumu FIGO IB1< 20mm je postojala veca ekspresija metabolickih markera -

GLUTL, CA IX i c-Met.

. Izmedu stadijuma FIGO IA 1 FIGO IB1< 20mm nije utvrdena znacajna razlika u

intenzitetu ekspresije VEGF.

. U ekspresiji HIF1alfa, GLUT1, c-met, CA IX i VEGF utvrdena je njihova znacajna

medusobna pozitivna korelacija (koekspresija).

. Nije utvrden znacaj HIF-lalfa, GLUT1, C-Met, CA IX i VEGF kao prognostickih

parametara u odnosu na ishod bolesti, duzinu prezivljavanja i pojavu recidiva bolesti.
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