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1. UVOD

Pojam neinvazivni karcinom (karcinom in situ) poznat je od tridesetih godina proslog
stoljeca, a prepoznavanje prostorne i vremenske veze izmedu neinvazivnog karcinoma i
invazivnog karcinoma dovelo je do pretpostavke kako se invazivni karcinom razvija iz
dobro definirane lezije prethodnika — prekursora.

Izmedu normalnog epitela i neinvazivnog karcinoma vrata maternice stoji ¢itav niz
razli¢itih abnormalnosti epitela koje se najces¢e nazivaju displazijama ili cervikalnim
intraepitelnim neoplazijama (CIN). Jedna od znacajnih karakteristika bolesti vrata
maternice je vaskularizacija, osobito ona atipi¢na. Ove iskustvene spoznaje rabe se u
kolposkopskoj dijagnostici vise desetljeca.

S druge strane, angiogeneza kao proces kojim nastaju nove krvne Zile intenzivno se
proucava posljednja Cetiri desetljeca. Istrazivanje angiogeneze pomoglo je rasvjetljavanju
1 proSirenju mnogih spoznaja, a osobito onih koje su vezane uz rast i metastaziranje
solidnih tumora. Medutim, angiogeneza je ukljucena u mehanizme nastanka i nekih
neneoplasti¢nih bolesti — o ¢emu ¢e biti rijeci u daljnjem tekstu.

Iako znanja potrebna za razumijevanje angiogeneze rastu i svakodnevno se gomilaju,
svi se slazu kako je to vrlo kompliciran i nedovoljno istrazen proces.

Utjece li CIN na angiogenezu, i kako, te imaju li stanice CINa (a one se najcesce
morfoloski i strukturno ne razlikuju od stanica invazivnog karcinoma) potencijal izazvati
angiogenezu nedovoljno je istraZeno. Stoga je ovo istrazivanje ucinjeno s ciljem da

doprinese rasvjetljavanju odnosa izmedu CINa i angiogeneze.

1.1. Opcéenito o cervikalnoj intraepitelnoj neoplaziji

U proteklih pedesetak godina postojanje prekursora raka vrata maternice postalo je
opc¢e prihvacena i poznata ¢injenica. Spoznaja kako je neinvazivni karcinom prethodnik
invazivnog karcinoma dovela je do programa citoloSkog otkrivanja i lijecenja ove
promjene prije razvoja invazivnog raka. Tijekom programa otkrivanja neinvazivnog
karcinoma postalo je jasno kako postoje i druge manje teske epitelne abnormalnosti vrata

maternice. Za niz epitelnih abnormalnosti koje se pojavljuju izmedu normalnog epitela i



neinvazivnog karcinoma 1956. godine Reagan i suradnici uvode naziv displazija (1).
Ovisno o debljini epitela koju zahvacéa, displazija je podijeljena na blagu, srednju i tesku.
Prvi medunarodni kongres eksfolijacijske citologije 1961. godine definirao je neinvazivni
karcinom ovako: "Samo one slucajeve treba klasificirati kao neinvazivni karcinom ¢iji
povrsni epitel cijelom debljinom ne pokazuje znakova diferencijacije u odsustvu invazije.
Proces moze zahvatiti i cervikalne Zlijezde". Displazija je odredena kao "svi drugi
poremecaji diferencijacije plocastog epitela povrSine 1 Zlijezda (osim neinvazivnog
karcinoma)" (1). Klju¢ za razlikovanje displazije bio je da se atipi¢ne stanice ne S§ire
cijelom debljinom epitela i odsustvo invazije. Medutim, opazena je mala reproducibilnost u
razlikovanju teske displazije i neinvazivnog karcinoma, te je pronadeno kako i displazija i
neinvazivni karcinom predstavljaju monoklonske proliferacije abnormalnih plocastih
stanica koje sadrze aneuploidnu DNA (1,2). Na osnovi ovih bioloskih studija Richartuvodi
koncept kako svi tipovi prethodnika planocelularnog karcinoma cerviksa predstavljaju
jedinstvenu bolest koju je nazvao cervikalna intraepitelna neoplazija (CIN) (1).

CIN terminologija podijelila je prethodnike karcinoma vrata maternice u tri skupine.
CIN 1 odgovarala je promjenama ranije dijagnosticiranima kao blaga displazija, CIN 2
odgovarala je srednje teskoj, a CIN 3 teskoj displaziji i neinvazivnom karcinomu. U
vrijeme uvodenja ove terminologije, vierovalo se da CIN definira nizhistoloskih promjena
koje dijele zajednicku etiologiju i biologiju.

Posljednjih dvadesetak godina doslo je do poplave informacija o etiologiji karcinoma
vrata maternice i njegovih prethodnika. Siroko je prihvadeno da rak vrata maternice i
njegove odgovarajuée prethodnike uzrokuju barem djelomice specifi¢ni tipovi humanog
papiloma virusa HPV koji inficiraju anogenitalni trakt (3,4).

Kako je raslo razumijevanje patogeneze prethodnika raka vrata maternice postajalo je
jasnije kako osnovni zaklju¢ak CIN terminologije nije tocan. Niz histoloskih promjena
opisan kao CIN ne predstavlja jednu bolest u razli¢itim stupnjevima razvoja ve¢ umjesto
toga dva razli¢ita bioloska entiteta: jedan — produktivne virusne infekcije i drugi — pravi
neoplasticki proces ogranicen na epitel.

U veéine bolesnica produktivna HPV infekcija plocastog epitela vrata maternice je

samoogranicavajuéi proces koji ¢esto dovodi do ravne promjene (condyloma planum), a



rjede do egzofiticne promjene (condyloma acuminatum) uzrokovane jednim od 22 tipa
HPYV koji inficira ljudsku anogenitalnu regiju (5,6,7,8,9). Ove su promjene tipi¢no
diploidne ili poliploidne. Ravne promjene u kojima postoji produktivna virusna infekcija
pokazuju citoplazmatsku vakuolizaciju 1 abnormalnosti jezgre. Ove promjene su u
proslosti oznacavane kao koilocitna atipija, koilocitoza, ravni kondilom, blaga displazija
ili CIN 1 (10).

Promjene visokog stupnja (high-grade) ¢esto su aneuploidne i prave su intraepitelne
neoplazme s moguénoséu napredovanja u invazivni planocelularni karcinom ako se
ostave bez terapije. One su sastavljene od proliferacije atipi¢nih stanica tipa bazalnih
stanica s visokim odnosom jezgre i citoplazme, a oznacene su kao srednje teska i teska
displazija i neinvazivni karcinom ili CIN 2 i CIN 3. Za razliku od intralepitelnih promjena
niskog stupnja (low-grade), intraepitelne promjene visokog stupnja su udruZene s
ograni¢enim brojem HPV tipova visokog onkogenog rizika koji ukljucuju tipove 16, 18131
(5,6,9). Prevalencija HPV u lezijama visokog i niskog stupnja je sli¢na i iznosi oko 90%.

Richart je predlozio da terminologija CIN 1, 2 i 3 bude zamijenjena terminima
low-grade cervikalna intraepitelna neoplazija (Lo-CIN) koja ukljuc¢uje promjene prije
klasificirane kao ravni kondilom i CIN 1 i high-grade cervikalna intraepitelna neoplazija
(Hi-CIN) koja ukljucuje CIN 2 i CIN 3 (11). Druga terminoloSka modifikacija ugradena je
u Bethesdin sustav citoloske dijagnostike i upotrebljava termine low-grade squamous
intraepithelial lesion (L-SIL) (skvamozna intraepitelna promjena niskog stupnja) za
promjene prije klasificirane kao koilocitna atipija i CIN 1 i high-grade squamous
intraepithelial lesion (H-SIL) (skvamozna intraepitelna promjena visokog stupnja) za
promjene prije nazivane CIN 2 i CIN 3 (12,13). Obje terminologije su iste osim S§to se
razlikuju u upotrebi termina lezija, odnosno neoplazija.

Nijedna od ovih terminologija nije savrSena, a s obzirom na napredak molekulskih
tehnologija u buduénosti se moze ocekivati novo nazivlje za prethodnike raka vrata

maternice.



1.1.1. Prevalencija

Cervikalna intraepitelna neoplazija (CIN, SIL) je bolest zena u reprodukcijskoj dobi.
Ima karakteristike spolno prenosive bolesti (SPB). Neke studije pokazuju porast
prevalencije i smanjenje srednje Zivotne dobi osoba s CIN 2 1 CIN 3 posebno u tinejderki i
zena ispod 30 godina starosti (14,15). Sli¢no, nove studije pokazuju porast incidencije
CINa i invazivnog karcinoma medu izraelskim Zidovkama, kod kojih povijesno postoji

mali rizik nastanka karcinoma vrata maternice (16).

1.1.2. Etiologija

Epidemioloska istrazivanja otkrila su brojne moguce ¢imbenike rizika za nastanak
karcinoma vrata maternice i njegovih prethodnika. Rizici ukljuéuju ranu dob prvog
seksualnog odnosa, ranu dob prve trudnode, broj seksualnih partnera, puSenje, oralne
kontraceptive, socioekonomski status, vremenski period od zadnjeg PAPA nalaza, broj
poroda, neke rasne i etnicke ¢imbenike, imunosupresiju 1 infekciju specificnim tipovima
humanog papiloma virusa (HPV tipovi 16 1 18) i1 infekciju herpes simpleks virusom tip 2

(HSV 2) (17-34).
1.1.3. EtioloSka uloga humanih papiloma virusa i herpes simplex virusa tip 2

Vise od 60 razli¢itih tipova humanih papiloma virusa opisano je do sada (34,35), a
prema nekim izvorima najmanje 100 razli¢itih podtipova (36), a za ocekivati je da ¢e ih u
buduénosti biti jos vise.

Epidemioloske, klinicko-patoloske i molekularne studije dovele su u vezu prisustvo
specifi¢nih tipova HPVirazvoj anogenitalnog karcinoma i njegovih prethodnika. Malo je
dvojbe da HPV igra centralnu, ako ne i kljuénu ulogu u patogenezi karcinoma vrata
maternice 1 njegovih prethodnika (34). Proteini HPV kapside nadeni su
imunohistokemijski u skvamoznim intraepitelnim lezijama niskog stupnja (L-SIL, CIN 1)
(31). HPV je utvrden u cervikalnim intraepitenim promjenama uz pomo¢ molekularnih
tehnika kao §to su Southern blot hibridizacija, in situ hibridizacija i molekularne
hibridizacije (5,6,8,37,38,39). Do sada je izolirano oko 30 specifi¢nih tipova HPV koji

inficiraju anogenitalni trakt (5,35).



Papiloma virusi su tumorski virusi gradeni od dvostruke DNA karakterizirani
replikacijom u jezgri inficiranih stanica.

S obzirom na vrstu lezije koju anogenitalni HPV proizvode pokusalo ga se podijeliti u tri
skupine. U HPV niskog onkogenog potencijala ukljuéeni su oni koji uzrokuju
anogenitalne kondilome i skvamozne intraepitelne lezije niskog stupnja (L-SIL, CIN 1), a
rijetko su udruzeni sa skvamoznim intraepitelnim lezijama visokog stupnja (H-SIL, CIN 2
13),a gotovo nikada s karcinomom cerviksa. U tu skupinu ukljuceni su tipovi 6, 11,42,43 i
44. U skupinu umjerenog onkogenog potencijala ukljuceni su tipovi 31, 33,35, 51152. Oni
mogu biti udruzeni sa svim stupnjevima SILa (CINa) ali rijetko s invazivnim karcinomom.
HPVi Cesto udruzeni s invazivnim planocelularnim karcinomom nazvani su virusima
visokog onkogenog potencijala i ukljucuju tipove 16, 18, 451 56. Mislilo se, naime, kako ¢e
histoloska morfologija moéi predvidjeti tip HPVa, medutim pokazalo se kako je CIN s
virusoloskog motrista vrlo heterogena bolest. Na primjer, L-SIL (CIN 1) vrlo je heterogena
s obzirom na udruzenost s HPV tipom. 11% CIN 1 udruzeno je s vise tipova HPVa, 19 -
25% udruzeno je s nepoznatim ili novim tipovima HPVa, 21 - 29% s HP V tipovima visokog
onkogenog potencijala, a 19% s HPVa niskog onkogenog potencijala (5,9). Skvamozne
intraepitelne lezije visokog stupnja (H-SIL, CIN 2 i 3) manje su heterogene u odnosu
prema izoliranim tipovima HPVa. Tako je HPV tip 16 naden u 71% (37), HPV tipovi 16 i
18u 61% (5), a HPV tipovi 16, 18133 u 88% (9) skvamoznih intraepitelnih lezija visokog
stupnja (H-SIL, CIN 21 3).

Zivotni ciklus HPVa nije poznat u potpunosti, ali su poznati osnovni principi ovog
procesa.

Normalni ciklus replikacije papiloma virusa je visoko reguliran proces koji se oslanja
na virusom kodirane proteine i stupanj diferencijacije epitelnih stanica domacéina. Misli se
da HPV inficira bazalni sloj stanica epitela gdje ostaje kao odvojeni izvankromosomski
djeli¢ kruzne DNA nazvan episom. Prisustvo jednog jedinog episomskog virusa u
bazalnom sloju osigurava rezervoar inficiranih stanica koje su odgovorne za latentnu ili
subklini¢ku infekciju. Replikacija episomske DNA je ogranicena na bazalni sloj stanica i
dogada se samo jednom u zivotnom ciklusu stanice (3). Latentna virusna infekcija moze se

dokazati samo molekularnim metodama (40,41,42). Kako virusom inficirane stanice



sazrijevaju 1 pomicu se prema povrSini epitela, o stanici ovisni ¢imbenici transkripcije
specifiéni za diferencijaciju poti¢u proizvodnju virusne kapside, Sto omogucava
proizvodnju velike koli¢ine cjelovitih virusa (3). Produktivna virusna infekcija odgovorna
je za karakteristi¢an citopatski efekt koji ukljucuje akantozu, citoplazmatsku vakuolizaciju
(nazvanu koilocitozom ili koilocitnom atipijom), atipiju jezgara i multinukleaciju.
Citopatski efekt moZe se otkriti citoloski i histoloski u stanicama povrs$nih slojeva plocastog
epitela.

Vijerojatno je kako veliki broj Zena dode u kontakt s HPV tijekom seksualnih odnosa,
medutim HP Vitip 61 16 dokazani su izvan genitalnog trakta ¢ak i u predskolske djece (40).
U mnogih Zena virusna infekcija ostaje latentna i moze se otkriti samo metodama
molekularne hibridizacije, ali se klinicka, citoloska i histoloska slika ne razvija (41).

Dokazi o etioloskoj ulozi HSV 2 u razvoju raka vrata maternice potjecu uglavnom iz
sero-epidemioloskih studija koje su pronasle vise stope HSV 2 antitijela u bolesnica s
karcinomom cerviksa nego u kontrolnim skupinama (32,33).

Smatra se kako HSV 2 moze uzrokovati transformaciju bez stalnog prisustva virusa u
stanicama mehanizmom djelovanja "hit and run" ("udari i bjezi") (43).

Usprkos tome neki epidemiolozi nisu nasli znacajne razlike u prevalenciji protutijela
protivHSV 2 u bolesnica s SILa (CINa) i pripadajuce kontrolne skupine te nisu uvjereni u

vaznost djelovanja HSV 2 (44).

1.1.4. Drugi etioloski ¢imbenici

Epidemioloske studije pokazuju kako je velika ve¢ina SIL (CIN) i karcinoma cerviksa
¢vrsto povezana s HPVa i kako tradicionalni rizicni ¢imbenici kao S$to su niski
socio-ekonomski status, broj seksualnih partnera, Zivotna dob prvog seksualnog odnosa
djeluju kao podloga za HPV infekciju.

Opazeno je povecanje incidencije CINa u korisnika oralnih kontraceptiva (17), ali se
nije mogla dokazati uzro¢na veza izmedu upotrebe oralnih kontaceptiva 1 CINa (24).

PusSenje je udruzeno s pove¢anim rizikom CINa nezavisno od seksualne aktivnosti

(19,24), a visoke razine nikotina 1 kotinina nadene su u cervikalnoj sluzi §to u¢vrséuje vezu



pusenja i CINa (20). Unato¢ tome $to pusenje djeluje kao pravi nezavisni riziéni ¢imbenik
ne moze se zakljuditi kako je ono izravni uzro¢nik CINa.

Niska razina vitamina A i C te folata u serumu, tkivima i njihov nizak unos hranom
udruzen je s poveéanjem prevalencije CINa (26,28,29), dok Zzene s pove¢anim unosom
beta-karotena imaju povecani rizik nastanka CINa (27).

Vami epidemioloski ¢imbenici u nastanku CINa ¢ini se da su imunosupresija i
imunodeficijencija. Vulvovaginalna neoplazija, CIN i karcinom vrata maternice ¢e$¢i su u
Zena na imunosupresivnoj terapiji (45), a opazena je i povecana prevalencija CINa u

bolesnica inficiranih humanim imunodeficijentnim virusom (HIV) (46).
1.2.Klinic¢ke i patohistolosSke znacajke CIN (SIL)

1.2.1. Klinicke znacajke CIN (SIL)

CIN (SIL) se pojavljuje dva puta CeS€e na prednjoj usni vrata maternice nego na
straznjoj usni. Na lateralnim uglovima cerviksa rijetko se vidi. Podrucje transformacijske
zone predodreduje razdiobu i progirenost CIN (SIL) na izloZenoj povrsini cerviksa. Sirenje
CIN (SIL) duz cijelog endocervikalnog kanala nije ograniceno, ali rijetko prelazi na sam
uterus. Nema sveopceg slaganja glede stani¢nog podrijetla CIN (SIL). Ve¢ina CIN (SIL)
zapocinje na spoju plocastog i cilindriénog epitela transformacijske zone s jednim krajem
promjene koji granici s endocervikalnim cilindriénim epitelom. Smatra se da ve¢ina CIN
(SIL) nastaje iz bazalnih stanica epitela transformacijske zone koja je nastala stapanjem

plocastog metaplasticnog epitela s prirodnim ploc¢astim epitelom (1).
1.2.2. PatohistoloSke znacajke CIN (SIL)

CIN (SIL) je karakteriziran abnormalnom stani¢nom proliferacijom, sazrijevanjem i
citoloSkom atipijom. Citoloske abnormalnosti obuhvacaju hiperkromaziju jezgara,
abnormalnu distribuciju kromatina, polimorfizam jezgara, povecanje odnosa jezgra —
citoplazma. Atipija jezgara je glavna odlika CIN (SIL). Granice stani¢nih jezgara su
nepravilne, kromatin je grub, zrnat ili vlaknast. Promjene jezgara se nalaze na svim

razinama epitela bez obzira na stupanj sazrijevanja citoplazme. Povec¢ana mitoticka



aktivnost na svim razinama epitela i prisustvo patoloskih mitoza takoder su obiljezja CIN
(SIL) (47, 48).

Promjene jezgre i citoplazme CIN (SIL) su u skladu s progresivnim gubitkom normalne
diferencijacije (49).

Tradicionalna podjela intraepitelne neoplazije osniva se na udjelu epitela zauzetog
bazaloidnim nediferenciranim stanicama i dijeli se semikvantitativno na tri kategorije:

CIN 1 —bazaloidne stanice zauzimaju donju tre¢inu epitela,

CIN 2 — bazaloidne stanice zauzimaju do dvije donje trecine epitela,

CIN 3 —bazaloidne stanice zauzimaju vise od dvije treine debljine epitela (1).

Prihvacanjem Bethesdine nomenklature histoloska klasifikacija svodi se na L-SIL koji

obuhvaca CIN 1 i H-SIL koji obuhvaéa CIN 2 i CIN 3.

1.2.3. CIN 1 (L-SIL)

Danas se zna da CIN1 (L-SIL) predstavlja morfolosku manifestaciju produktivne
infekcije HPV virusom, a mogu je uzrokovati svi ili ve¢ina anogenitalnih tipova. U
produktivnoj infekciji proizvode se brojni virusni partikli, a inficirani ploc¢asti epitel
pokazuje citopatski efekt HPVa (50). Citopatski efekt se drzi za najkarakteristicnije
citolosko 1 histolosko obiljezje CIN 1 (L-SIL). On ukljucuje: perinuklearne citoplazmatske
Supljine, atipiju jezgara i anizocitozu. Atipija jezgara je karakterizirana povecanjem,
hiperkromazijom 1 nepravinlim nabiranjem jezgrine membrane. Stanice blize povrSini
mogu imati jezgre koje su poneSto manje i1 piknoticne. Kombinacija atipije jezgre i
citoplazmatske Supljine naziva se koilocitoza ili koilocitna atipija. Produktivno inficirane
stanice HP Vom tipi¢no su poliploidne, a mnoge su i binuklearne ili multinuklearne.

Promjene grade udruzene s CIN 1 (L-SIL) posljedica su proliferacije bazalnih 1
parabazalnih stanica u inficiranom epitelu. Posljedi¢na hiperplazija moze biti jako
raznolika 1 poprima mnogo oblika, ali je naj¢eSce karakterizirana papilomatozom i
akantozom. Jedan od najces¢ih oblika akantoze je umjereno zadebljanje epitela 1 valovita
blago uzdignuta povrS§ina. Drugi oblici epitelne hiperplazije koji se mogu pojaviti u

produktivnoj HPV infekciji su papilarni produljci koji sadrze fibrovaskularnu stromu i



epitelne Siljke koji izrastaju izepitela. U kolposkopskoj literaturi se zato opisuju kao Siljasti
kondilomi.

Kod CIN1 (L-SIL) ¢esto je na povrsini sloj parakeratoze. Kada prevladava zahvaéanje
Zlijezda HPV inficiranim epitelom i akantoza, histoloski izgled postaje endofiti¢an —

invertirani papilom.

1.2.4. CIN 2i CIN 3 (H-SIL)

Biljeg zlo¢udnog potencijala vecine tkiva je aneuploidija. Studije kromosomske
kariotipizacije i mjerenja sadrzaja DNA podupiru koncept kako je aneuploidna CIN (SIL)
pravi prethodnik karcinoma vrata maternice (51,52). Metodama Feulgen
mikrospektroskopije 1 proto€ne citometrije CIN 1 lezije su diploidne 1/ili poliploidne dok su
CIN 21 CIN 3 aneuploidne (53). Aneuploidne lezije pokazivale su sposobnost perzistiranja
ili napredovanja dok su diploidne ili poliploidne lezije tezile regresiji (1). Aneuploidne
lezije imaju izraZeniju atipiju jezgara, izraZeniju stani¢nu neorganiziranost, a najbolja
histoloSka usporednica aneuploidiji su patoloSke mitoze (54).

U CIN 2 1 CIN 3 (H-SIL) nezrele bazaloidne stanice zauzimaju viSe od donje tre¢ine
epitela. Gomilanje jezgara, polimorfizam 1 gubitak normalnog stani¢nog polariteta su
dodatno obiljezje. Stani¢ne jezgre nezrelih bazaloidnih stanica su povecane u odnosu na
odgovarajuce slojeve normalnog epitela. Cesto je ono najizrazenije u donjoj polovici
epitela, dok povrsni slojevi mogu pokazivati neki stupanj povecanja jezgara. Za razliku
CIN 1 (L-SIL) kromatin jezgre je grublje zrnat. Istaknuti nukleoli 1 kromocentri su
rijetkost. Normalne i patoloske mitoze su prisutne. Citoplazma je obi¢no oskudna §to ima
za posljedicu povecanje odnosa jezgre i citoplazme. Granice izmedu primitivnih stanica su
nejasne. Stanice koje pokrivaju stanice bazaloidnog tipa takoder imaju atipicne jezgre, ali
viSe citoplazme 1 zbog toga manji odnos jezgre i citoplazme, izraZenije stani¢ne granice i
jako izrazen HPV citopatski efekt koji ukljucuje perinuklearne haloe bi- 1
multi-nukleacije. U povrSnim slojevima mogu se vidjeti pojedina¢ne male stanice
piknoti¢nih hiprekromatskih jezgara i guste acidofilne citoplazme. Ove stanice nazivaju se

diskeratociti.



1.3. Opéenito o angiogenezi

Angiogeneza je osnovni proces kojim se stvaraju nove krvne zle (55). Ona je
neophodna u reprodukeciji, razvoju i cijeljenju rana. Pod ovim uvjetima ona je visoko
reguliran proces, odnosno ukljucuje se u kratkom periodu od nekoliko dana da bi potom
bila potpuno zakoc¢ena. Za razliku od muskaraca, gdje se javlja u patoloskim stanjima i u
slucajevima ranjavanja, ona normalno postoji u Zena, a vezana je uz jaku
neovaskularizaciju koja prati ovulaciju 1 cijeljenje endometrija nakon menstruacije i
zavrSava za 2-3 dana (56).

Angiogeneza se proucava godinama, osobito u odnosu na rast solidnih neoplazmi. Prva
istrazivanja toga tipa zapocela su 1962 godine u Bethesdi kada su F. Becker i J. F olkman
proucavali hemoglobinske otopine kao mogucu zamjenu za transfuziju. Ovim otopinama
radena je perfuzija solidnih izoliranih organa npr. psece Stitne Zlijezde u izoliranim
staklenim posudama. Zlijezde su se odrzale u Zivotu oko dva tjedna. Kako bi odredili mogu
li ovi izolirani organi podupirati rast, u njih su injicirali stanice misjeg melanoma. Razvili
su se sicusni tumorine veéi od 1 do 2 mm promjera koji nikad nisu razvili vaskularizaciju.
Medutim tumori nisu bili mrtvi 1 presadeni u misa domacdina brzo su rasli do volumena
veéeg od 1 [em’] i brzo se vaskularizirali. Kasnije su Folkman i suradnici spoznali da
endotelne stanice bubre, aline mogu proliferirati u prisustvu hemoglobinskih otopina koje
ne sadrze trombocite (56). To je bio jedan od najranijih ekperimentalnih modela koji je
pokazao kako tumorski rast moze biti zako¢en ako se tumor drz u "prevaskularnom
stanju" (56) iz ega autori zakljucuju da su tumorski rast solidnih tumora i metastaziranje
ovisni o angiogenezi. Naime, u nastalom tumoru, svakom poveéanju broja tumorskih
stanica prethodi povecanje broja novih krvnih kapilara.

Bez obzira na izvor poticaja angiogeneze, ope karakteristike kapilarnog rasta su
slicne. Ukratko, nove kapilare izrastaju iz malih venula bez miSi¢nog sloja, u prisustvu
angiogenskog poticaja endotelne stanice venula zapocinju razgradnju bazalne membrane
1 Sire se kroz stijenku venula. Kretanje endotelnih stanica prema izvoru angiogenskog
poticaja udruzeno je s njihovim linearnim rasporedom kako bi formirale kapilarni izbojak
u kojem se stvara lumen. Endotelna proliferacija zauzima mjesto unutar izbojka, ali

obi¢no ne i na vrhu. Vrsak jednog izbojka anastomozira s drugim stvarajuéi kapilarnu
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petlju kroz koju zapocinje cirkulacija krvi. Novi izbojci zapocinju od svake kapilarne petlje
itvore potpunu kapilarnu mrezu. F ormira se nova bazalna membrana u koju su uklopljeni

periciti (57).
1.3.1. Angiogeneza kao osnovni patoloSki proces u raznim bolestima

Mnoge su bolesti vodene stalnom nereguliranom angiogenezom. Na primjer u
reumatoidnom artritisu, nove kapilarne krvne Zile prodiru u zglobove i razaraju hrskavicu.
Neovaskularizacija oka je najc¢es¢i uzrok sljepoce i dominira u oko 20tak o¢nih bolesti
(55). U dijabetesu, novostvorene kapilare iz mreznice prodiru u staklovinu, krvare i1
uzrokuju  sljepou. Osim  dijabeticke retinopatije  angiogeneza, odnosno,
neovaskularizacija je osnovni uzrok retrolentalne fibroplazije 1 neovaskularnog
glaukoma, te u hemangiomima. Neovaskularizacija se nalazi i u angiofibromima
nazofarinksa, obi¢no u adolescenata. Cini se da je jaka proliferacija i ljustenje epidermisa
u psorijazi ovisno o abnormalnom kapilarnom rastu u dermisu. Kapilarna proliferacija
unutar aterosklerotiénih plakova moze krvariti 1 doprinijeti iznenadnoj okluziji npr.
koronarnih arterija, $to je ranije smatrano nepovezanim stanjima. Medutim, Folkman 1
suradnici smatraju ih angiogenim bolestima (58). Mikroskopska krvarenja u procesu
angiogeneze nastaju u trenutku kada endotelne stanice zapo¢nu razgradnju bazalne

membrane krvne zile 1 pocnu Sirenje kroz njenu stijenku (57).

1.3.2. Tumorska angiogeneza

Tumorske stanice koje poticu stvaranje novih kapilarnih petlji (opisanih ranije u
tekstu) nastavljaju brzo rasti oko kapilarnih petlji stvaraju¢i mikroskopske cilindre.
Promjer ovih cilindara obi¢no ne iznosi vise od 150-200 pum, koliko iznosi moguénost
difuzije kisika (59). Isti autori su naslutili kako osim kisika 1 glukoze na rast tumorskih
stanica utjecu i drugi ¢cimbenici.

Budu¢i je angiogeneza u normalnim uvjetima vrlo dobro reguliran proces uloZeni su
veliki napori kako bi se odgovorilo na pitanje kako tumori slamaju prirodni otpor

kapilarnom rastu i poticu angiogenezu. Kapilarne krvne Zile sastoje se od endotelnih
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stanica i pericita. Ova dva tipa stanica nose genetsku informaciju za stvaranje cijevi, grana
i cijele kapilarne mreze.

Otkriveno je kako proces angiogeneze mogu pokrenuti, ali i zakociti posebne molekule.

1968. godine dobiveni su eksperimentalni dokazi kako tumori mogu potaknuti rast
novih kapilarnih krvnih zla (55,58). Tvari koje mogu potaknuti angiogenezu, odnosno
prvi c¢imbenici angiogeneze otkriveni su na osnovi privla¢nosti heparina za
kromatografiju u ranim 1970tim godinama (55,58).

Na osnovu heparinskog afiniteta za kromatografiju najprije su izolirani bF GF (basic
fibroblastic growth factor) i aF GF (acid fibroblastic growth factor). Ove molekule su
polipeptidi, a razlikuju se svojim bioloskim i biokemijskim svojstvima (55). [zolirani su i
drugi npr. angiogenin, TGF a i B (transforming growth factors o i3 ). aF GF 1 bF GF su
pleiotropni i mogu poticati rast razli¢itih stanica: endotelnih, glatkomisi¢nih, fibroblasta i
nekih epitelnih stanica, a poticu i rast neurita (55).

Vascular endothelial growth factor (VEGF/VPF) takoder nazvan c¢imbenikom
vaskularne permeabilnosti i platelet-derived endothelial cell growth factor (PD-ECGF)
djeluju iskljuc¢ivo kao mitogeni za vaskularne endotelne stanice (55). Tumor necrosis
factor a (TNF a) potice sekreciju bF GF u endotelnim stanicama i privlaci i aktivira
monocite i makrofage (55).

Kao angiogenski ¢imbenici mogu djelovati i jo§ neki niskomolekulski peptidi: 1-
Butyryl — glycerol kojeg luce adipociti diferencirani iz37T3 fibroblasta (60), prostaglandini
PGE, i PGE, (61), nikotinamid (62), itd.

Angiogenski ¢imbenici izolirani su izrazlicitih tkiva, neki su izolirani iztumora, a neki
iz tekucine koju stvaraju rane.

Svi ovi angiogenski ¢imbenici poticu proliferaciju endotelnih stanica in vitro i poti¢u
angiogenezu in vivo, a ¢ini se da svi dijele isto svojstvo jakog afiniteta za heparin (56). U
proucavanju tumorske angiogeneze rano je uocena povezanost tumorskog rasta i
posebnih netumorskih stanica makrofaga i mastocita. Za angiogenezu se pokazao
najznacajnijim, od svih produkata mastocita i makrofaga, heparin za kojeg je dokazano

kako potice pokretljivost endotelnih stanica in vitro (55,56,58).
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Stjecanje angiogenskih svojstava tumora vrlo je slozen proces. Angiogenski fenotip
moze biti dosegnut s viSe mehanizama, a prijasnje misljenje kako se tumorska
angiogeneza moze objasniti jednostavno oslobadanjem angiogenskih molekula nije vise
odrzivo. Tumorske stanice izlu¢uju angiogenske ¢cimbenike kao §to je VEGF, ali je nejasno
kako se ovo izluivanje razlikuje od izlu¢ivanja u preangiogenoj tumorskoj stanici.
Nadalje, aktivacija angiogeneze je pod nadzorom tumorskih koéni¢kih gena. Tako,
normalne stanice izlu¢uju proteine kao $to je thrombospondin koji ko¢i angiogenezu, koji
je nisko reguliran u tijeku tumorigeneze (56). Koncept kako tumorske stanice mogu
proizvoditi ¢imbenike koji ili poticu ili ko¢e angiogenezu i kako je poc¢etak angiogenske
aktivnosti odreden ravnotezom ovih ¢imbenika, mozZe biti opéenito primijenjen na tumore.
Ova zamisao poduprta je dokazom kako tumorske stanice istovremeno izlu¢uju proteaze
(npr. aktivator plazminogena) i njihove inhibitore (npr. plazminogen aktivator inhibitor).
Njihova ravnoteza to¢no regulira razinu izvanstani¢ne proteolize i tako potice ili koci
angiogenezu (63).

Tumorske stanice nisu samo izvor angiogenskih molekula, nego su izvor tvari koje
mogu regrutirati makrofage i aktivirati ih za angiogensku aktivnost (64). Tumori takoder
mogu regrutirati mastocite, a oni nabijeni heparinom mogu pojacati ucinak bF GF
proizvedenog u tumorskim stanicama (64). Kolagenaze i heparinaze izlucene od
tumorskih stanica ili pridruzenih neneoplasticnih stanica mogu pokrenuti bF GF
pohranjen u medustani¢cnom matriksu. Kada je angiogeneza uzrokovana bF GF
histologija pokazuje da prevladava vaskularna endotelna stani¢na populacija dok je
proliferacija glatkih miSiénih stanica i fibroblasta manje izrazena (55).

Pocetak angiogeneze u cijeljenju rana mozda je manje slozen od tumorske
angiogeneze. Makrofazi su glavni izvor angiogenske aktivnosti pri cijeljenju rana. Oni
oslobadaju bF GF kao i TNF a. Angiogenska aktivnost makrofaga aktivira se u dnu rana
kada je napetost kisika niska, a laktamata visoka zbog anaerobnog metabolizma (65).
Koncept tumora kao nezacijeljene rane zasniva se dijelom na ovom opazanju.

Prisustvo tumorskih stanica ili makrofaga koji su aktivirali angiogenski fenotip
potrebna je, ali ne i dovoljna za poticanje neovaskularizacije. Mikrocirkulacija tome

postavlja mnoge prepreke. Jedna od njih su periciti koji pomazu endotelnim stanicama da
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zadrze stanje mirovanja. Ova koc¢nica osniva se na kontaktu stanica na stanicu izmedu
endotelne stanice i pericita, a dovodi do aktiviranja latentnog TGF B kojeg proizvode obje
stanice (55). Ne zna se kako tumori preskoce ovu zapreku.

Iz niza pokusa i zapazanja nedvojbeno je kako tumorsko bujanje ovisi 0 angiogenezi.
Istrazivanja tumorskog rasta medutim, nisu otkrila kada i kako dolazi do pojave
angiogenskog stanja tijekom ranog tumorskog razvoja. U jednom od modela istrazivanja
tumorskog rasta transgeni misevi pokazuju onkogene u § stanicama otoci¢a gusterace koji
nasljedno ponavljaju progresiju od normale do hiperplazije i neoplazije (66). F olkman i
suradnici proucavali su tumorigenezu i angiogenezu na soju transgenih miseva u kojih
zapravo svaka [ stanica otoCi¢a gusterace pokazuje onkogene pri rodenju. Rezultati
njihovog istrazivanja pokazuju kako se angiogenska aktivnost pojavljuje u podskupu
hiperplasti¢nih otoc¢ica prije stvaranja tumorske tvorbe (67), dakle, izazivanje angiogeneze
i posljedi¢ne neovaskularizacije prethodi stvaranju tumora i povezano je s prijelazom iz
hiperplazije u neoplaziju. Cini se da je onkogena aktivacija i posljedi¢na B stani¢na
hiperplazija potrebna, ali ne i dovoljna da proizvede karcinom. Ovo istrazivanje pokazuje
kako je izazivanje angiogeneze vazan korak u karcinogenezi, ali hiperplazija sama za sebe
ne obvezuje angiogenezu. Histoloska analiza pokazuje kako je neovaskularizacija osobina
svakog solidnog tumora, ali osobina samo nekih hiperplasti¢nih otoc¢iéa gusterace, izcega
su autori zakljucili kako se angiogenska sposobnost razvija kao posljedica nekih lokalnih
promjena unutar populacije hiperplasticnih otoci¢a tijekom preneoplasticnog perioda.

Zakljucak ove i drugih studija o tumorigenezi u transgenih miseva je sukladna s
modelima u kojima onkogeni ukidaju kontrolu rasta i poticu stani¢nu proliferaciju i
posljedi¢cnu hiperplaziju. Nastanak angiogeneze, pritom, ¢ini se da je jedan od onih
dogadaja koji su vazni za pretvorbu normalnog epitela u karcinom.

Biologija angiogeneze nenapisana je knjiga. O angiogenezi treba saznati jo§ mnogo
kako eksperimentalnih tako i prakti¢nih spoznaja. Upoznavanje angiogeneze zahtjeva
odgovor na mnoga pitanja, na primjer: Sto sprijeava endotelne mitogene sadrzane u
normalnim tkivima da poti¢u endotelnu proliferaciju? Zasto se ¢ini da tumori
kontinuirano oslobadaju ¢imbenike endotelnog rasta? Kakvo je stanje angiogeneze u

neneoplasticnim patoloskim stanjima kojima dominira neovaskularizacija?
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Klinicka primjena istrazivanja angiogeneze je trojna: dijagnostiCka primjena,
ubrzavanje angiogeneze u cijeljenju rana, koc¢enje angiogeneze u novotvorinama.

Na primjer, lokalna primjena bFGF u kroni¢nim ranama ubrzava angiogenezu i
cijeljenje rane (595).

Stalni napredak u razumijevanju mehanizma angiogenskog procesa na biokemijskoj i
molekulskoj razini kao i stjecanje prakti¢nih dijagnostickih i klinickih spoznaja vjerojatno
¢e osigurati dijagnostic¢ku i terapijsku dobrobit u razli¢itim bolestima.

Uz niz otvorenih pitanja takoder se namece pitanje kakvo je stanje angiogeneze u
patoloskim stanjima koja su opée priznata kao premaligna stanja ili neinvazivni karcinom.

Pocetak angiogeneze je kriticni dogadaj u rastu i metastaziranju tumora (68). Solidni
tumori nisu sposobni narasti ve¢i od 1 do 2 mm u promjeru u odsustvu angiogeneze.
Angiogeneza takoder pridonosi razvoju metastaza, dopustajuci Sirenje tumorskih stanica
u cirkulaciju. Stupanj angiogeneze moze biti u vezi s pojavom metastaza i osigurava
informacije o prognozi. Prvi kvantitativni dokaz kako intenzitet angiogeneze moze
predvidjeti vjerojatnost metastaza opisan je kod koznog melanoma (69). Gustoéa
tumorskih mikro-krvnih Zila moze biti u meduzavisnosti s udaljenim metastazama (70) i
metastazama u regionalnim limfnim ¢vorovima kod karcinoma dojke (70,71) i kao takva
biti nezavisan prognosti¢ki parametar. Sli¢éno je opisano i za tumore jajnika (72), plucéa
(73), prostate (74) 1 druge tumore.

Ove spoznaje potaknule su sli¢na istrazivanja i kod karcinoma vrata maternice.

Rutgers i suradnici (75) postavili su hipotezu kako povec¢ana angiogeneza moze biti
odgovorna za pogorsanje prognoze plo¢astog karcinoma vrata maternice. Oni, medutim,
nisu nasli znacajnu povezanost izmedu broja krvnih zila i stadija bolesti (P<0.85) i broja
krvnih zla sa statusom bolesti u periodu pracenja (P<0,65). U¢inak broja krvnih zila nije
statisticki znacajan ¢ak ni kad se stadij zanemari, pa su morali odbaciti hipotezu kako
tamo gdje postoji povecana gustoéa mikrokrvnih Zzila postoji povezanost s pogorsanjem
prognoze plocastog karcinoma vrata maternice sa snagom od oko 70% (75).

Kainz i suradnici istrazivali su prognosticku vrijednost mikrovaskularne gustoce

karcinoma vrata maternice stadija IB do II1B i utvrdili kako nema znacajne meduzavisnosti
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mikrovaskularne gustoce i utvrdenih prognosti¢kih ¢imbenika kao $to su zahvacéenost
zdjeli¢nih limfnih ¢vorova, invazije krvnih prostora i reakcije strome (76).

S druge strane, Wiggins i suradnici dosli su do zakljucka da je gustocéa krvnih Zila u
tumoru znacajno udruzena s invazijom krvnih prostora. Svoj zakljucak potkrijepili su
opazanjem ranog recidiva (unutar prve godine nakon operacije) u bolesnica s visokom
mikrovaskularnom gusto¢om tumora, a bez zahvacanja krvnozilnih putova i limfnih
¢vorova (77).

Prema tome ¢ini se da angiogeneza ne osigurava samo hranidbene tvari za rast tumora
nego takoder povecava vjerojatnost metastaza neovaskularizacijom u podrucju tumora.
Broj mikro-krvnih zila ¢ini se da je pretkazivac ranog recidiva u bolesnica niskog rizika
(negativni limfni ¢vorovi, negativno zahvacanje vaskularnih prostora) ukazujuéi kako je
tumorska angiogeneza nezavisni prognosticki ¢imbenik ploc¢astog raka vrata maternice
(78). Do sli¢nog su rezultata dosli i drugi autori (79). Oni su utvrdili zna¢ajnu razliku u
pojavi metastaza u limfnim ¢vorovima kod karcinoma vrata maternice s visokom gusto¢om
mikro-krvnih zila tumora.

Nije jasno, regulira li angiogeneza ponasanje tumora ili je samo pokazatelj rasta i
metastatskog potencijala tumora (80).

Iz navedenog slijedi da bi kvantitativna analiza angiogeneze mogla biti korisna u
predvidanju prognoze u bolesnica s karcinomom vrata maternice IB i ITA, i nudi
moguénost individualnog tretmana, ali je korisna i za izbor bolesnica za buducu
protuangiogensku terapiju (81,82).

Stanje mikrocirkulacije je vazan klinicki pokazatelj u kolposkopiji za evaluaciju
cervikalne neoplazije, ali je takoder od bioloske vaznosti u razumijevanju karcinogeneze
(83).

Zile koje prehranjuju cervikalnu intraepitelnu neoplaziju razlikuju se poveéanom
gusto¢om, nepravilno$¢u i udaljenos¢éu medu kapilarama u odnosu na normalnu
prokrvljenost vrata maternice (83). Atipi¢ne krvne zile predstavljaju nove krvne Zile
vjerojatno potaknute na rast humoralnim tumorskim angiogenskim ¢imbenicima (84).
Ponovna izgradnja zavr$ne krvne mreze prethodno postojeceg cilindricnog epitela u

neinvazivnoj cervikalnoj neoplaziji uzrokovana je kompresijom kapilara zbog epitelne
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proliferacije. Neovaskularizacija je kolposkopski opazena u onim sluéajevima CINa koji
¢e napredovati do invazivnog karcinoma (84). Proces neovaskularizacije koji je prepoznat
razvojem horizontalnih krvnih Zila, mozda je direktan uc¢inak angiogenskih ¢imbenika.
Pocetne promjene krvnih zila mogu prethoditi histoloskim kriterijima neoplazije vrata
maternice (84).

Promjene zavr$ne krvne mreze odrazavaju pocetne promjene u metabolizmu stanica.
Mogucée je da krvno-zilne promjene predstavljaju prvi morfoloski dokaz cervikalne
neoplazije i pojavljuju se prije zamjetljivih znacajnih morfoloskih promjena (84).

Opazanja sugeriraju da cervikalne intraepitelne neoplazije (CIN) predstavljaju
proliferacijsko stanje epitela s bioloskim karakteristikama karcinoma. U abnormalnim
kolposkopskim lezijama s histoloskim promjenama kao Sto su displazija ili neinvazini
karcinom, kromosomi su aneuploidni (84) $to predstavlja bioloski rak prema misljenju
nekoliko istrazivaca (85,86). Jedina razlika prema klinickom karcinomu, ¢ak i uz
morfologiju istovjetnu karcinomu je $to ovaj epitel ne invadira stromu.

Prema tome moguce je da je visoki stupanj CINa karcinom u stanju mirovanja.
Povec¢ana kapilarna udaljenost kakva se vidi u neinvazivnom karcinomu ogranicava
tumorski rast i tako neinvazivni karcinom cerviksa moZze ostati uspavan na cerviksu
tijekom neogranicenog vremenskog perioda. Invazija strome moguca je samo uz pojavu
neovaskularizacije $to se kolposkopski opaza razvojem horizontalnih krvnih zila.

Teoretski, rast tumora moze se podijeliti u dvije faze (58,69,87) " prevaskularnu" fazu
kakva se vidi kod intraepitelne neoplazije i ima ograni¢eni tumorski rast te nije sposobna
7za metastaziranje 1 "vaskularnu" fazu koja je karakterizirana brzim rastom tumora i
sposobno$c¢u metastaziranja (70). S obzirom na rezultate najnovijih istrazivanja, postavlja
se pitanje jesu li teoretske postavke dalje odrzive?

Stajalista u literaturi o angiogenosti premalignih prethodnika raka vrata maternice su
donekle proturjeéna iako najsvjezija literatura podupire angiogenski potencijal CIN

promjena (88-94).
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2. CILJ I HIPOTEZA RADA

Dostupne spoznaje ne pruzaju odgovor o kritichom momentu pocetka angiogeneze,
iako pruzaju dovoljno dokaza kako bez angiogeneze nema niti pocetne invazije. Nejasno
je, takoder, u kojim se premalignim lezijama vaskularizacija svojom kakvocom i
kvantitetom pocinje razlikovati od vaskularizacije normalnog epitela vrata maternice.
Medutim, namecée se zamisao kako bi poznavanje stupnja neovaskularizacije kako po
kakvo¢i tako i po kvantitetu bilo korisno za predvidanje ponaSanja odredene cervikalne
intraepitelne neoplazije, i primjenu odredenog terapijskog zahvata, s osnovnom hipotezom
da su CINe angiogenski aktivne.

Dosadasnje studije radene su na manjem broju uzoraka, a kako se vidi iz dosad
iznesenog postoje mnoge nejasnoce i dileme oko samog postojanja angiogeneze u CIN, te o

znacenju istih.
Temeljem svega iznesenog ciljevi ovoga rada su:

1. Odrediti prethodi li angiogeneza promjenama na epitelu usporedivanjem razlika

u kvantiteti i kvaliteti krvnih Zila kontrolne skupine I i kontrolne skupine II.

2. Ustanoviti eventualnu razliku u broju 1 kvaliteti krvnih Zila ispod bazalne
membrane displasticnog epitela u odnosu na kvantitet i kvalitet krvnih zila

ispod normalnog epitela.
3. Utvrditi povezanost broja i povrSine presjeka krvnih Zila sa stupnjevima CINa.

4. Vidjeti utjecaj upale na brojnost i povr$inu presjeka krvnih Zila vrata maternice s

cervikalnom intraepitelnom neoplazijom i bez nje.

5. Odrediti odnos kvantiteta i kvaliteta krvnih zila ispod CIN promjena s klasi¢énim
histoloskim pokazateljima (veli¢ina tumorskih stanica, broj mitoza, nazo¢nost

koilocita i dr.)

6. Istraziti primjenjivost najboljih histokemijskih i imunohistokemijskih metoda u
svakodnevnom rutinskom odredivanju angiogenskog potencijala neke

cervikalne intraepitelne lezije.
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3. MATERIJAL I METODE
3.1. Materijal

Materijal je izabran iz arhive Klinickog zavoda za patologiju i sudsku medicinu
Klinicke bolnice Osijek. Sastoji se od materijala dobivenog histerektomijom, konizacijom
ili ciljanom biopsijom vrata maternice. Sastoji se od 30 uzoraka s patohistoloSkom
dijagnozom CIN 1, 30 uzoraka s patohistoloSkom dijagnozom CIN 2 i 30 uzoraka s
patohistoloskom dijagnozom CIN 3. Uzorci tkiva s dijagnozama CIN 1 i1 CIN 2 uglavnom
su dobiveni ciljanim biopsijama vrata maternice, a uzorci tkiva s CIN 3 promjenama
konizacijom. Materijal s cervikalnim intraepitelnim neoplazijama usporedivan je s
materijalom vrata maternice dviju kontrolnih skupina. Kontrolna skupina I (K 1) je
skupina €iji su uzorci tkiva vrata maternice 30 bolesnica kojima je maternica odstranjena
zbog uzroka koji nisu u svezi s cervikalnom intraepitelnom neoplazijom. Kontrolnu
skupinu II (K 2) ¢ine oni dijelovi vrata maternice koniziranog zbog CIN 3 koji su bili
pokriveni pravilnim epitelom.

Svi uzorci koriSteni u istrazivanju pripadali su bolesnicama u generativnoj dobi.
3.2. Metode

Materijal fiksiran preko noé¢i u 10% neutralnom formalinu pH 7,0-7,6 obraden je
standardnim histokemijskim postupkom i uklopljen u parafinske blokove iz kojih su
dobiveni 4-6 um tanki rezovi koju su najprije obojani standardnim histokemijskim
bojanjem hemalaun eozin (HE). Nadalje materijal je obraden specijalnim histokemijskim
bojanjem PAS (Perjodna kiselina sa Schiffovim reagensom) i metodom po Malloryu kako
bi se istakle krvne Zile.

Navedenim postupkom dobiveni rezovi obradeni su i imunoshistokemijskom metodom.
Koristila se indirektna konjugirana metoda s univerzalnim LSAB2 Kit HRP Rabbit/Mouse
(Liquid DAB)(K 0673; DAKO, Danska) pri ¢emu je kao primarno protutijelo
upotrijebljeno monoklonsko protutijelo ¢imbenik VIII — von Willebrandov ¢imbenik
(F-VIII ili VWF) (rabbit anti-human; N 1505; ready-to-use, for LSAB2/EnVision; DAKO.

Danska) 1 monoklonsko protutijelo CD 31, Endothelial cell (mouse anti-human; N1596;

19



ready-to-use, for LSAB2/EnVision; DAKO. Danska) za dokaz endotelnih stanica i krvnih
zila. Vec¢ina autora do sada je isticala VWF jedinim specifi¢nim biljegom za dokaz krvnih
zila (95,96).

U materijalu displasticnog i normalnog vrata maternice odredivan je broj krvnih zila i
povrsina presjeka njihova lumena uzistovremeno mjerenje najveéeg promjera krvnih zila
i njihova opseg kako ispod displasti¢cnog tako i ispod normalnog epitela u kontrolnoj
skupini I (K 1) i kontrolnoj skupini IT (K 2).

Ukupne povrsine krvnih Zila, povrSine njihovih lumena, promjera i opsega odredivane
su kvalitativnom morfometrijom u programu " ISSA for windows" firme VAMS, Zagreb
instaliranog na Klinici za Zenske bolesti i porode u Zagrebu, Zavod za ginekolosku i
perinatalnu patologiju.

Mjerenja ispod displasti¢nog i normalnog epitela u ovom programu ucinjena su na oko
4-5 slucajno izabranih podruéja ispod CINa ili normalnog epitela svjetlosnim
mikroskopom s objektivom 16 i ukupnim poveéanjem 160 puta u podrucju dimenzije oko
300 x 250 pm (75000 pm ?).

Stupanj upale wu ispitivanom materijalu odredivan je polukvantitativnom
morfometrijskom analizom i oznacen je kao neznatna ili blaga — I, umjerena —I1 i teska —
IIT upalna reakcija.

Istovremeno je polukvantitativnim pristupom odredivana veli¢ina stanica u CINu broj
mitoza te prisustvo ili odsustvo koilocita. CINe su u odnosu na veli¢ine stanica razvrstane
u tri skupine: I skupina — sitne stanice kod kojih je odnos jezgra : citoplazma u korist
jezgre; II skupina stanica kod kojih je odnos jezgra : citoplazma podjednak, a stanice
pokazuju plocastu diferencijaciju i III skupina stanica — su izrazito krupne stanice s
odnosom jezgra : citoplazma u korist citoplazme. Broj mitoza odredivan je na 10 vidnih
polja velikog poveéanja (VP VP)ipodijeljen u tri skupine: I skupina —0-5 mitoza/10VP VP;
IT skupina — 6-10 mitoza/lOVPVP i III skupina — s >10 mitoza/10VPVP. CINe s
koilocitima svrstane su u skupinu I, a one bez koilocita u skupinu II.

U radu su koriSteni standardni svjetlosni mikroskop marke Opton i personalno

racunalo s programom za kvantitativnu morfometrijsku analizu.
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Dobiveni rezultati statisticki su obradeni testiranjem analize varijance metodom
(ANOVA), a kriterij znacajnosti bio je Fischerov test (F -test).

Ukoliko postoje dvije nezavisne varijable obje distribuirane po zakonu normalne
razdiobe s odgovarajuéim stupnjevima slobode, njihove varijance mogu se postaviti u
odnos. Opisani odnos predstavlja F-test ili Fischerov test. F-testom potvrduje se ili
odbacuje osnovna hipoteza H, o tome da nezavisne varijable pripadaju istom osnovnom
skupu. U radu je koristen prag signifikantnosti, i to za vjerojatnost pogreske prve vrste od
o= 0,05. Ukoliko je izracun F ve¢i od F, hipoteza H, se odbacuje kao neistinita i prihvaca
se alternativna hipoteza. U slucaju kada je izraCun F manji od F, osnovna hipoteza H,

prihvacda se kao istinita (97).
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Mjerenjem je dobiveno oko 36.000 sirovih podataka koji su statisticki obradeni prema

zadanim ciljevima.

4.1. Rezultati cilja broj 1.

Cilj broj 1. tezi odrediti prethodi li angiogeneza promjenama na epitelu. U tu svrhu
usporedivane su kontrolne skupine K 1 (uzorci vrata maternice odstranjene zbog razloga
kojinisu u vezi s CINom) i kontrolne skupine K 2 (oni dijelovi vrata maternice koniziranog
zbog CIN 3 koji su bez patohistoloske abnormalnosti).

Usporedivani su i statisticki obradeni parametri: promjer, opseg i povrSina krvnih Zila,
te ukupni broj krvnih Zila i broj krvnih Zila uzbazalnu membranu epitela. Naknadno su od
ukupnog broja krvnih zila odvojene one uz bazalnu membranu epitela te ostatak oznacen
kao krvne zile strome ili stromalne krvne zile. Obrada podataka je izvedena posebno za

svaku histokemijsku (PAS, Mallory) i imunohistokemijsku metodu (F-VIII i CD 31).

1. Odnos promjera krvnih Zila kontrolne skupine K 1 i K 2 kod metode F-VIII

Kad se promjeri krvnih zila kontrolne skupine K 1 i K2 medusobno usporede tj. kad ih
se postavi u frekvencijske distribucije te napravi grafikone njihovih normalnih razdioba
kod ove metode dolazi do grupiranja podataka kontrolne skupine K 1 oko srednje
vrijednosti od 55,54 um uz standardnu devijaciju od 17,89 pum, a srednja vrijednost
promjera krvnih Zila kod kontrolne skupine K 2 grupira se oko 66,96 um uz standardno
odstupanje od 17,81 um. Izhistograma normalnih distribucija moze se izvesti zakljucak da
kontrolna skupina K 1 i kontrolna skupina K 2 kod imunohistokemijske metode F-VIII
pripadaju istom osnovnom skupu §to se potvrduje i kod F -testa. F = 1,00 Sto je manje od F,
=2,1,a P =0,98 8to je vece od P, = 0,05 (P>0,05) Sto znaci da ne postoji statisti¢ki znacajna

razlika izmedu promjera krvnih Zila kontrolnih skupina K 11K 2 (tablice 1 i 2).
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Tablica 1. Vrijednosti parametara kontrolne skupine K 1 u metodi F-VIII

metoda: F-VIII

skupina: K 1
Stam:l.a rd‘r.1a Varijanca S‘r.ednja Medijan Malisima]na Mi_n.imalna Raspon F —test/P
devijacija vrijednost vrijednost | vrijednost
Promjer
17,89 319,94 55,54 54,87 111,90 26,81 85,09 -
[ um]
Opseg
41,08 1.687,42 160,73 163,16 289,74 94,84 194,91 -
[ um]
Povrsina
5 492,11 242.169,80 | 988,96 1.003,34 | 2.468,06 306,93 2.161,13 -
[km~]
Broj uz
0,70 0,50 1,20 1,29 3,30 0,20 3,10 -
B. M.
Ukupni
3,81 14,52 12,06 11,25 21,00 6,00 15,00 -
broj
Broj u
3,82 14,56 10,86 9,85 20,30 5,48 14,82 -
stromi

Tablica 2. Odnos vrijednosti parametara izmedu kontrolnih skupina K 1 1 K 2 u metodi F-VIII

metoda: F-VIII

skupina: K 2 / Usporedba kontrolne skupine K1 i kontrolne skupine K 2

Stanc.1.a rd.r.1a Varijanca S.r.ednj a Medijan Malisimalna Mi?imalna Raspon F —test/ P
devijacija vrijednost vrijednost | vrijednost
Promjer
17,81 317,03 66,96 63,27 106,33 44,76 61,57 1,00/0,98
[ um]
Opseg
45,04 2028,3 174,5 171,91 295,57 114,53 181,04 1,2/0,61
[ pm]
Povrsina
. 508,07 [258.138,69 | 1.017,86 926,68 2.283,36 386,39 1.896,98 | 1,06/0,85
[bm~]
Broj uz
0,82 0,68 1,24 1,25 3,5 0 3,5 1,36/0,39
B. M.
Ukupni
3,92 15,4 15,1 14,38 24,75 9,25 15,5 1,06/0,87
broj
Broj u
4,15 17,18 13,86 12,25 24,25 7,75 16,5 1,17/0,64
stromi
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I1. Odnos velicina opsega krvnih Zila kontrolnih skupina K 1 i K 2 u metodi
F-VIII.

Odnos opsega krvnih zila kontrolne skupine K 1 i K 2 definiran je njihovom srednjom
vrijednos$cu i standardnom devijacijom, a za kontrolnu skupine K I u imunohistokemijskoj
metodi F-VIII iznosi 160,73 um uz standardnu devijaciju od 41,08 um, dok za kontrolnu
skupinu K 2 iznosi 174,50 um uz standardno odstupanje od 45,04. Statistickim F -testom
doslo se do zakljucka kako ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu veli¢ine opsega
krvnih Zila kontrolne skupine K 11K 2, odnosno F = 1,2 §to je manje od F, =2,1tj. P =0.61
Sto je vece od P, = 0,05 (P>0,05) (tablice 11 2).

II1. Odnos povrsina krvnih Zila kontrolnih skupina K 1i K 2 u metodi F-VIII

Analizirajuéi povrsine krvnih Zila kontrolne skupine K 1 i K 2 u imunohistokemijskoj
metodi F-VIII vidljivo je da je srednja vrijednost povrSina krvnih zila kontrolne skupine K
1 iznosila 988,96 um? uzstandardno odstupanje od 492,11 pm? a za kontrolnu skupinu K 2
srednja vrijednost povr§ina iznosila 1017,86 pm? uzstandardno odstupanje od 508,07 um®.
Statistickim F-testom dolazi se do zaklju¢ka kako nema statisticki znacajne razlike u
povr§inama kontrolnih skupina K 11K 2 jer je F =1,06 Sto je manje od F,= 2,1, odnosno P
= 0,85 Sto je vece od P, = 0,05 (P>0,05) (tablice 11 2).

1V. Odnos broja krvnih Zila uz bazalnu membranu epitela u kontrolnim
skupinama K 1 i K 2 metodom F-VIII.

Srednja  vrijednost broja krvnih zila uz bazalnu membranu epitela
imunohistokemijskom metodom F-VIII za kontrolnu skupinu K 1 iznosi 1,20 uz
standardnu devijaciju od 0,70, a za kontrolnu skupinu K 2 iznosi 1,24 uz standardnu
devijaciju 0,82. Statistickim F-testom dolazi se do zakljucka kako ne postoji statisticki
znacajna razlika u broju krvnih zila uz bazalnu membranu epitela u kontrolnim
skupinama K'11K2 jer je F = 1,36 §to je manje od F;=2,1, odnosno P = 0,39 §to je vece od
P, = 0,05 (P>0,05) (tablice 1 i 2) (grafikon 1).
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grafikon 1

ODNOS BROJA KRVNIH ZILA UZ BAZALNU MEMBRANU KONTROLNE
SKUPINE
K1 i K2 KOD METODE F - VI

14
12 %
10} %
/\
: é§ K1 - F VIl

N K2-F Vil

broj krvnih Zila

V. Odnos ukupnog broja krvnih Zila u kontrolnim skupinama K 1i K 2 u
metodi F-VIII

Srednja vrijednost ukupnog broja krvnih zila u imunohistokemijskoj metodi F-VIII za
kontrolnu skupinu K 1 iznosi 12,06 uz standardnu devijaciju od 3,81, a za kontrolnu
skupinu K 2 iznosi 15,10 uz standardnu devijaciju 3,92. Statistickim F -testom doslo se do
zakljucka kako nema statisticki znacajne razlike u ukupnom broju krvnih zla izmedu
kontrolnih skupina K'11K2 jer je F =1.06 Sto je manje od F,= 2,1, odnosno P = 0,87 §to je
vece od P, = 0,05 (P>0,05) (tablice 11 2).

VI. Odnos broja stromalnih krvnih Zila u kontrolnim skupinama K 1i K 2 u
metodi F-VIII

Srednja vrijednost broja stromalnih krvnih zila u kontrolnoj skupini K 1 u metodi
F-VIII iznosi 10,86 uz standardnu devijaciju od 3,82 dok za kontrolnu skupinu K 2 iznosi
13,86 uz standardno odstupanje od 4,15. F-testom dolazi se do zakljucka kako nema

statisticki znacajne razlike izmedu broja stromalnih krvnih Zila u skupinama K 11K 2 jer je
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F =1,17 8to je manje od F;=2,1, odnosno P = 0,64 §to je ve¢e od P, = 0,05 (P>0,05) (tablice
112).

VII. Odnos promjera krvnih Zila kontrolnih skupina K 1 i K 2 metodom CD
31.

Usporedivanjem promjera krvnih zla kontrolnih skupina K 1 1 K 2 u
imunohistokemijskoj metodi CD 31 uocava se da je srednja vrijednost promjera za
kontrolnu skupinu K 1 oko 60,64 um uz standardno odstupanje od 29,09 um, a za
kontrolnu skupinu K 2 srednja vrijednost frekvencija promjera nesto je veca iiznosi 63,68
um uz standardno odstupanje od 20,85 pm. Kod metode CD 31 dolaz se do zakljucka da
kontrolne skupine K 1 1 K 2 kada se govori o promjeru krvnih Zila potjecu iz istog skupa,
odnosno, da ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu promjera krvnih zla kontrolne
skupine K 11K 2 jer je F = 1,90 sto je manje od F, = 2,1 uzP = 0,8 §to je ve¢e po P, = 0,05

(P>0,05) (tablice 3 i 4).

Tablica 3. Vrijednosti parametara kontrolne skupine K 1 u metodi CD 31
metoda: CD 31
skupina: K 1
Stam{a rd.rila Varijanca S.r.ednja Medijan Malisimalna Mi?imalna Raspon F —test/P
devijacija vrijednost vrijednost | vrijednost
Promjer
29,09 845,98 60,64 52,36 194,97 32,28 162,69 -
[ pm]
Opseg
53,44 2.856,15 163,2 149,71 391,65 92,11 299,53 -
[ pm]
Povrsina
5 499,44 [249.442,42 | 895,72 835,86 3.031,64 243,59 2.788,05 -
[pm ]
Broj uz
0,82 0,68 1,24 1,25 3,5 0 3,5 -
B. M.
Ukupni
4,01 16,09 14,09 13,33 24,6 9 15,6 -
broj
Broj u
4,07 16,59 12,93 12 23 7,75 15,25 -
stromi
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Tablica 4. Odnos vrijednosti parametara izmedu kontrolnih skupina K 11 K 2 u metodi CD 31
metoda: CD 31
skupina: K 2 / Usporedba kontrolne skupine K1 i kontrolne skupine K 2
Stanc}_a rd.r_la Varijanca S.r_ednj a Medijan Malisimalna Mi?ima]na Raspon F —test/P
devijacija vrijednost vrijednost | vrijednost
Promjer
20,85 434,73 63,68 57,57 112,37 35,63 76,74 1,90/0,8
[ um]
Opseg
46,48 2.160,53 167,08 154,17 273,43 104,11 169,32 1,32/0,45
[pm]
Povrsina
5 586,1 343.510,52 | 1.026,81 930,98 2.558,08 363,73 2.194,35 | 1,37/0,38
[pm "]
Broj uz
0,76 0,58 1,34 1,33 3,75 0 3,75 1,17/0,67
B. M.
Ukupni
4,56 20,82 19,63 19,79 30,75 11 19,75 1,29/0,48
broj
Broju
4,68 21,91 18,29 18,71 30,5 10,75 19,75 1,32/0,45
stromi

VIII. Odnos velicine opsega krvnih Zila kontrolnih skupina K 1i K 2 u metodi
CD 31

Srednja vrijednost opsega krvnih Zila kontrolne skupine K 1 iznosi 163,20 um uz
standardno odstupanje od 53,44 pum dok srednja vrijednost opsega krvnih Zila kontrolne
skupine K 2 iznosi 167,08 um uz standardno odstupanje od 46,48 pm. Statistickim
F-testom dolazi se do zakljucka da ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu veli¢ine
opsega krvnih Zila kontrolnih skupina K 11K 2 jer je F = 1,32 §to je manje od F, = 2,1,
odnosno P = 0,45 Sto je ve¢e od P,= 0,05 (P>0,05) (tablice 3 14).

IX. Odnos povrsina krvnih Zila kontrolnih skupina K 1i K 2 u metodi CD 31

Srednja vrijednost povrSina krvnih zila kontrolne skupine K1 u imunohistokemijskoj
metodi CD 31 iznosi 895,72 pm?* uz standardno odstupanje od 499,44 um?, a za kontrolnu
skupinu K 2 iznosi 1026,81 um?” uz standardno odstupanje od 586,10 um?. Statistickim F -

testom doslo se do zakljucka kako nema statisticki znacajne razlike u povr§inama krvnih
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zila u imunohistokemijskoj metodi CD 31 bududi je F = 1,37 §to je manje od F, = 2,1,

odnosno P = 0,38 sto je ve¢e od P, = 0,05 (P>0,05) (tablice 3 i 4).

X. Odnos broja krvnih Zila uz bazalnu membranu epitela u kontrolnim
skupinama K 1 i K 2 u metodi CD 31.

Srednja  vrijednost broja krvnih zila uz bazalnu membranu epitela
imunohistokemijskom metodom CD 31 za kontrolnu skupinu K 1 iznosi 1,24 uz
standardnu devijaciju od 0,82, a za kontrolnu skupinu K 2 iznosi 1,34 uz standardnu
devijaciju od 0,76. Statistickim F -testom dolazi se do zakljucka kako ne postoji statisticki
znacajna razlika u broju krvnih zila uz bazalnu membranu epitela u kontrolnim
skupinama K'11K2 jer je F = 1,17 §to je manje od F;=2,1, odnosno P = 0,67 §to je vece od
P, = 0,05 (P>0,05) (tablice 3 1 4) (grafikon 2).

grafikon 2
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XI. Odnos ukupnog broja krvnih Zila u kontrolnim skupinama K 1 i K 2 u
metodi CD 31

Srednja vrijednost ukupnog broja krvnih Zila u imunohistokemijskoj metodi CD 31 za
kontrolnu skupinu K 1 iznosi 14,09 uz standardnu devijaciju od 4,01, a za kontrolnu
skupinu K 2 iznosi 19,63 uz standardnu devijaciju od 4,56. Statistickim F -testom doslo se
do zakljucka kako nema statisticki znacajne razlike u ukupnom broju krvnih zila izmedu
kontrolnih skupina K 11K?2 jer je F = 1,29 §to je manje od F,= 2,1 odnosno P = 0,48 §to je
vece od P, = 0,05 (P>0,05) (tablice 3 1 4).

XI1. Odnos broja stromalnih krvnih Zila u kontrolnim skupinama K 1i K 2 u
metodi CD 31

Srednja vrijednost broja krvnih zla strome kontrolne skupine K 1 iznosi 12,93 uz
standardno odstupanje od 4,07, a srednja vrijednost u skupini K 2 iznosi 18,29 uz
standardno odstupanje 4,68. Statistickim F-testom doSlo se do zaklju¢ka kako nema
statisticki znacajne razlike u broju stromalnih krvnih zila izmedu kontrolnih skupina K 11
K2jerjeF =1,32§toje manje od F,=2,1, dok je P = 0,48 $to je vece od P, = 0,05 (P>0,05)
(tablice 314).

XIII. Odnos promjera krvnih Zila kontrolnih skupina K 1 i K 2 u metodi po
Malloryu

Srednja vrijednost promjera krvnih zla u uzorcima bojanim metodom Mallory za
skupinu K 1 iznosi 73,67 pm uz standardno odstupanje od 24,11 um, srednja vrijednost
promjera kontrolne skupine K 2 ima vrijednost 61,95 um uz standardno odstupanje od

20,46 um. Koriste¢i F -test dolazi se do zakljucka kako nema statisticki znacajne razlike
izmedu promjera krvnih Zila kontrolne skupine K 11K 2 jer F = 1,38 $to je manje od F, =

2,1,a P =0,37 sto je ve¢e od P, = 0,05 (P>0,05) (tablice 51 6).

X1V. Odnos velicine opsega krvnih Zila kontrolnih skupina K 1i K 2 u metodi
po Malloryu

Srednja vrijednost opsega krvnih zila u uzorcima cerviksa bojenim po Malloryu za

kontrolnu skupinu K 1 iznosi 192,02 pm uz standardnu devijaciju od 61,93 um, a za
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Tablica 5. Vrijednosti parametara za kontrolnu skupinu K 1 u metodi Mallory

metoda: Mallory

skupina K 1
Stanc.1.a rd.1.1a Varijanca S.r.ednja Medijan Malisimalna Mi?imalna Raspon F —test/ P
devijacija vrijednost vrijednost | vrijednost
Promjer
24,11 581,49 73,67 69,75 140,34 37,36 102,98 -
[ um]
Opseg
61,93 3.835,81 192,02 183,58 349,46 101,82 247,64 -
[ pm]
Povrsina
. 459,71 211.331,82 | 1.093,19 1.046,50 | 2.298,96 472,92 1.826,04 -
[m~]
Broj uz
0,52 0,27 0,99 1 2,33 0 2,33 -
B. M.
Ukupni
3,95 15,59 15,69 15 23,67 8,67 15 -
broj
Broj u
3,9 15,23 14,7 14 22,67 7,67 15 -
stromi

Tablica 6. Odnos vrijednosti parametara izmedu kontrolnih skupina K 1 i K 2 u metodi Mallory

metoda: Mallory

skupina: K 2 / Usporedba kontrolne skupine K1 i kontrolne skupine K 2

Stam.i.a rd.r.1a Varijanca S.r.ednj a Medijan Malisimalna Mi?imalna Raspon F —test/P
devijacija vrijednost vrijednost | vrijednost
Promjer
20,46 418,5 61,95 59,84 131,8 28 103,8 1,38/0,37
[ um]
Opseg
49 2.400,69 160,28 151,24 305,81 80,04 225,77 1,59/0,20
[pm]
Povrsina
. 827,12 |684.126,82 | 1.057,34 837,48 4.126,83 358,21 3.768,62 | 3,23/0,00
[pm ]
Broj uz
0,72 0,51 1,21 1 2,67 0 2,67 1,88/0,09
B. M.
Ukupni
3,71 13,77 16,39 16 26,67 9,67 17 1,13/0,73
broj
Broj u
4,03 16,21 15,18 14,5 25,67 7 18,67 1,06/0,87
stromi
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kontrolnu skupinu K 2 iznosi 160,28 pm uz standardnu devijaciju od 49,00 pm.
Statistickim F-testom dolazi se do zakljucka kako nema statisticki znacajne razlike u
veli€ini opsega krvnih Zila kontrolnih skupina K 11K 2 jer je F = 1,5 §to je manje od F, =
2,1, dok je P = 0,20 Sto je vece od P, = 0,05 (P>0,05) (tablice 51 6).

XV. Odnos povrsina krvnih Zila kontrolnih skupina K 1 i K 2 u metodi po
Malloryu

U metodi po Malloryu srednja vrijednost povrsine krvnih zila kontrolne skupine K 1
iznosi 1093,19 um? uz standardnu devijaciju od 459,71 um? a srednja vrijednost povriina
kontrolne skupine K 2 iznosi 1057,34 um® uz standardnu devijaciju od 827,12 pm’.
Koriste¢i statisticki F -test doslo se do zakljucka kako postoji statisticki znacajna razlika u
veliCini povrSina krvnih Zila kontrolnih skupina K 11K 2 jer je F = 3,23 §to je ve¢e od F, =
2,1, odnosno P = 0,00 Sto je manje od P, = 0,05 (P<0,05) (tablice 51 6).

XVI. Odnos broja krvnih Zila uz bazalnu membranu epitela u kontrolnim
skupinama K 1 i K 2 metodom po Malloryu

Srednja vrijednost broja krvnih zila uzbazalnu membranu epitela u metodi po Malloryu
za kontrolnu skupinu K 1 iznosi 0,99 uz standardnu devijaciju od 0,52, a za kontrolnu
skupinu K 2 iznosi 1,21 uz standardnu devijaciju od 0,72. Statistickim F -testom dokaze se
kako ne postoji statisticki znacajna razlika u broju krvnih zila uz bazalnu membranu
epitela u kontrolnim skupinama K 1 1 K2 za metodi po Malloryu jer je F = 1,88 §to je manje
od F,=2,1, odnosno P = 0,09 sto je ve¢e od P, = 0,05 (P>0,05) (tablice 51 6).

XVII. Odnos ukupnog broja krvnih Zila u kontrolnim skupinama K 1i K2 u
metodi po Malloryu

Srednja vrijednost ukupnog broja krvnih zila kontrolne skupine K 1 u histokemijskom
bojenje po Malloryu iznosi 15,69 uzstandardnu devijaciju od 3,95, a za kontrolnu skupinu
K 2 imosi 16,39 uz standardnu devijaciju od 3,71. Statistickim F-testom dolaz se do
zakljucka kako nema statisticki znacajne razlike u ukupnom broju krvnih Zzla kontrolne
skupine K11K2 jer je F = 1,13 §to je manje od F, = 2,1, odnosno, P = 0,73 §to je vece od P,
= 0,05 (P>0,05) (tablice 51 6)
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XVIII. Odnos broja stromalnih krvnih Zila u kontrolnim skupinama K 1i K 2
u metodi po Malloryu

Srednja vrijednost broja krvnih zila strome kontrolne skupine K 1 iznosi 14,70 uz
standardnu devijaciju od 3,90, a za kontrolnu skupinu K 2 iznosi 15,18 uz standardnu
devijaciju od 4,03 u metodi po Malloryu. Statistickim F-testom dokaze se kako nema
statisticki znacajne razlike u broju stromalnih krvnih Zila u kontrolnim skupinama K 11K
2jerjeF =1,068toje manjeod F,=2,1,a P =0,87 $to je ve¢e od P, = 0,05 (P>0,05) (tablice
516).

XIX. Odnos promjera krvnih Zila kontrolne skupine K 1i K 2 u metodi PAS

Usporedivanjem promjera krvnih zila kontrolnih skupina K 11 K2 u metodi PAS doslo
se dorezultata da je srednja vrijednost promjera krvnih zla kontrolne skupine K 1 iznosila
78,33 um uzstandardno odstupanje od 22,47 um, a srednja vrijednost promjera krvnih zila
kontrolne skupine K 2 je 69,48 um uzstandardno odstupanje od 25,62 um. Koriste¢i F -test
doslo se do zakljucka da nema statisticki znacajne razlike izmedu promjera krvnih Zila
kontrolnih skupina K 11K 2 u metodi bojenja PAS jer je F = 1,3 §to je manjeod F,=2,1,a
P = 0,48 8to je vece od P, = 0,05 (P>0,05) (tablice 71 8).

XX. Odnos velicine opsega krvnih Zila kontrolnih skupina K 1i K 2 u metodi
PAS

Srednja vrijednost opsega krvnih zila u uzorcima bojenim po PASu za kontrolnu
skupinu K 1 iznosi 199,56 pm uz standardnu devijaciju od 53,13 um, a za kontrolnu

skupinu K 2 iznosi 175,61 um uz standardnu devijaciju od 55,45 um. F = 1,0 §to je manje
odF,=2,1,aP =0,825to je vece od P, =0,05 te se F -testom dolaz do zakljucka kako nema
statisticki znacajne razlike u veli¢ini opsega krvnih zla kontrolne skupine K 1 1 K2

(P>0,05) (tablice 7 i 8).

XXI1. Odnos povr§ina krvnih Zila kontrolnih skupina K 1 i K 2 u metodi PAS

U metodi PAS srednja vrijednost povrSina krvnih zla kontrolne skupine K 1 iznosi

1478,02 um” uzstandardnu devijaciju od 963,44 um?, a srednja vrijednost povrsine krvnih
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Tablica 7. Vrijednosti parametara kontrolne skupine K 1 u metodi PAS

metoda: PAS
skupina: K 1
Stanc}_a rd.r_la Varijanca S.r_ednja Medijan Malisimalna Mi.rTimalna Raspon F —test/P
devijacija vrijednost vrijednost | vrijednost
Promjer
22,47 504,81 78,33 76,37 136,38 48,73 87,65 -
[ um]
Opseg
53,13 2.822,73 199,56 194,52 337,94 126,18 211,76 -
[ um]
Povrsina
) 963,44 |928.213,33 | 1.478,02 1.190,45 | 4.588,78 470,22 4.118,56 -
[pm "]
Broj uz
0,98 0,95 1,38 1,33 5,33 0,33 5 -
B. M.
Ukupni
3,18 10,11 16,1 16 22,67 9,67 13 -
broj
Broj u
3,26 10,64 14,72 14,67 21,67 8 13,67 -
stromi
Tablica 8. Odnos vrijednosti parametara izmedu kontrolnih skupina K 11 K 2 u metodi PAS
metoda: PAS
skupina: K 2 / Usporedba kontrolne skupine K1 i kontrolne skupine K 2
Stam.j.a rd.r.1a Varijanca S.r.ednj a Medijan Malisimalna Mi?imalna Raspon F —test/ P
devijacija vrijednost vrijednost | vrijednost
Promjer
25,62 656,42 69,48 66,34 145,38 38,32 107,05 1,3/0,48
[ um]
Opseg
55,45 3.074,79 175,,61 164,99 335,36 104,16 231,2 1,0/0,82
[pm]
Povrsina
R 788,97 |622.468,66 | 1.172,51 935,65 4.408,79 473,49 3.935,30 | 1,49/0,29
[pm~]
Broj uz
0,81 0,65 1,61 1,67 4 0,33 3,67 1,46/0,31
B. M.
Ukupni
5,31 28,17 17,76 17,17 34,33 10,33 24 2,7/0,01
broj
Broju
5,42 29,36 16,15 15,33 33,67 8,33 25,33 2,7/0,01
stromi
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Zila kontrolne skupine K 2 iznosi 1172,51 pm? uz standardnu devijaciju od 788,97 pum?.
Statisticki F - test govori kako nema statisticki znacajne razlike u veli¢ini povrSina krvnih
zila kontrolnih skupina K 11K 2 jer je F = 1,49 §to je manje od F,=2,1, odnosno P = 0,29
Sto je vece od P, = 0,05 (P>0,05) (tablice 71 8).

XXII. Odnos broja krvnih Zila uz bazalnu membranu u kontrolnim
skupinama K 1 i K 2 metodom PAS

Srednja vrijednost broja krvnih zila uz bazalnu membranu epitela u metodi PAS za
kontrolnu skupinu K 1 iznosi 1,38 uz standardnu devijaciju od 0,98, a za kontrolnu
skupinu K 2 iznosi 1,61 uz standardnu devijaciju od 0,81. Statistickim F -testom dokaZe se
kako ne postoji statisticki znacajna razlika u broju krvnih zila uz bazalnu membranu
epitela u kontrolnim skupinama K 11K 2 za metodu PAS jer je F =1,46 §to je manje od F, =
2,1, odnosno P = 0,31 §to je vece od P, = 0,05 (P>0,05) (tablice 7 1 8).

XXIII. Odnos ukupnog broja krvnih Zila u kontrolnim skupinama K 1i K 2 u
metodi PAS

Srednja vrijednost ukupnog broja krvnih zila histokemijskim bojenjem PAS za
kontrolnu skupinu K 1 iznosi 16,10 uz standardnu devijaciju od 3,18, a za kontrolnu
skupinu K 2 iznosi 17,76 uzstandardnu devijaciju od 5,31. F -testom dolazi se do zakljucka
kako postoji statisticki znacajna razlika u ukupnom broju krvnih Zila kontrolne skupine K
liK2jerjeF =2,78tojeveéeodF,=2,1,a P =0,01 §to je manje od P, = 0,05 (P<0,05)
(tablice 71 8).

XX1V: Odnos broja stromalnih krvnih Zila izmedu kontrolnih skupina K 1 i
K2 u metodi PAS

Srednja vrijednost broja stromalnih krvnih zila kontrolne skupine K 1 iznosi 14,72 uz
standardnu devijaciju od 3,26, a kontrolne skupine K 2 iznosi 16,15 uz standardno
odstupanje od 5,42 u metodi PAS. Statistickim F -testom dode se do zakljucka kako postoji
statisticki znac¢ajna razlika u broju stromalnih krvnih zila kontrolnih skupina K11K2u
metodi PAS jer je F = 2,7 §to je ve¢e od F; = 2,1 odnosno P = 0,01 §to je manje od P, = 0,05
(P<0,05) (tablica 71 8).
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Usporedivanjem parametara dobivenih mjerenjem i brojanjem krvnih zila ispod
bazalne membrane epitela i neposredno uz nju u kontrolnim skupinama K 11K 2 u
imunohistokemijskim metodama F-VIII i CD 31 doslo se do zakljucka kako nema
statisticki znacajne razlike medu skupinama K 1 i K 2 kod niti jednog od testiranih
parametara jer je (P>0,05), odnosno, moze se zakljuditi kako uzorci skupina K 11 K 2
pripadaju istom osnovnom skupu (tablice 1, 2, 3 1 4).

Statistickim testiranjem rezultata dobivenih mjerenjem 1 brojanjem krvnih zila u
histokemijskim metodama Mallory i PAS uocavaju se statisticki znacajne razlike medu
testiranim skupinama K 11 K2 kod nekih parametara, dok za ve¢inu testiranih parametara
takoder kao i u imunohistokemijskim metodama medu skupinama nema statisticki
znacajne razlike. U metodi Mallory postoji statisti¢ki znac¢ajna razlika u veli¢ini povrsina
krvnih zila (P>0,05), a u metodi P AS statisti¢ki znacajna razlika medu skupinama K 11K 2
postoji u ukupnom broju krvnih zila i broju stromalnih krvnih zila P = 0,01 (P<0,05). Ovo
najvjerojatnije proizlazi zbog neprikladnosti metode za ovu vrstu istrazivanja i
subjektivnog dojma istrazivaca zbog kojeg je tesko odluciti je li nesto krvna zila ili artefakt.
Zbog statistickih rezultata, kao i zbog subjektivnog dojma otezanog brojanja i mjerenja, u
daljnjem tekstu bit ée prikazani rezultati dobiveni imunohistokemijskim metodama F-VIII
1CD 31.

Podudarnost skupina K 1 1 K2 u imunohistokemijskim metodama za prikazkrvnih zila
ukazuju kako promjene u kvalitetu i kvantitetu krvnih zila kontrolnih skupina K 11K 2 ne

postoje, odnosno, kako promjene na krvnim zilama ne prethode CINi.

4.2. Rezultati cilja broj 2.

Cilj broj 2. ima zadatak ustanoviti razliku u kvalitetu i kvantitetu krvnih zla ispod
normalnog i displasti¢nog epitela. Stoga je najprije usporedena kontrolna skupina K 1 s
rastu¢im stupnjevima CINa prema metodama F-VIII i CD 31, a nakon toga su odnosi
kvalitete i kvantitete krvnih zila testirani izmedu kontrolne skupine K2 i CIN 3 prema istim

imunohistokemijskim metodama.
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L. Odnos velicine promjera krvnih Zila izmedu kontrolne skupine K 1i CIN 1,
CIN 2 i CIN 3 metodom F-VIII

Srednja vrijednost promjera krvnih Zila kontrolne skupine K 1 iznosi 55,54 um uz
standardno odstupanje od 17,8 um, srednja vrijednost veli¢ine promjera CIN 1 iznosi
63,88 um uzstandardno odstupanje od 28,47 um, skupine CIN 2 72,27 um uz standardno
odstupanje od 38,04 um i skupine CIN 3 57,88 um uzstandardno odstupanje od 23,2 pm u
imunohistokemijskoj metodi F -VIII. Statistickim F -testom utvrdena je statisti¢ki znacajna
razlika u promjeru krvnih Zila izmedu kontrolne skupine K 1 1 CIN 1 jer je F; = 2,5 §to je
vece od Fg4, odnosno P, = 0,01 Sto je manje od P, (P<0,05), a takoder postoji statisti¢ki
znacajna razlika u promjeru krvnih zila izmedu skupina K 11 CIN 2 jer je F, = 4,5 §to je
vece od F,4, odnosno P, = 0.000 $to je manje od P, (P<0.05). Nema statisti¢ki znacajne
razlike izmedu veli¢ine promjera krvnih Zila skupina K 11 CIN 3 jer je F3 = 1,6 §to je manje
od F 4, odnosno P53 = 0.16 §to je vece od P, (P>0,05) (tablica 9).

Za dobivanje ovakvog rezultata u kojem postoji statisticki znacajna razlika izmedu
veli¢ina promjera krvnih zila kontrolne skupine K 1 i veli¢ine promjera CIN 11 CIN 2,a ne
postoji statisticki znacajna razlika u veli¢ini promjera krvnih Zila izmedu kontrolne
skupine K 1 1 CIN 3 ne moZe se biti siguran da nacin dobivanja uzoraka nije utjecao na
rezultat jer su uzorci K 11 CIN 3 dobiveni histerektomijom odnosno konizacijom, a uzorci
za CIN 1 1 CIN 2 ciljanom biopsijom cerviksa, dakle razlikuju se u veli¢ini, ali i u
orijentaciji tkiva na histoloSkom rezu. Nadalje, vjerojatnost da ne postoji statisticki
znacajna razlika izmedu promjera krvnih Zzila kontrolne skupine K 1 i promjera krvnih Zila
CIN 3 je "nategnuta" tj. postoji mogucénost promjene rezultata s rastom broja pregledanih
uzoraka. Medutim, ne moZe se sa sigurnoscu tvrditi da znac¢ajnost, odnosno neznacajnost
razlika u promjerima izmedu kontrolne skupine K 1 i CIN 1, CIN 2 i CIN 3 potjec¢u od
nacina pribavljanja materijala za dijagnosticku pretragu.

11. Odnos velicine opsega krvnih Zila izmedu kontrolne skupine K 1 i CIN 1,
CIN 2 i CIN 3 u metodi F-VIII

Srednja vrijednost opsega krvnih zila kontrolne skupine K 1 iznosila je 160,73 pm uz

standardnu devijaciju od 41,08 um, skupine CIN 1 iznosila je 170,21 pm uz standardnu
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devijaciju od 69,54 pm, skupine CIN 2 iznosila je 175,38 pm uz standardnu devijaciju od
47,34 um, a skupine CIN 3 157,26 um uz standardnu devijaciju od 63,04 um. Statistickim
F -testom doslo se do zaklju¢ka da postoji statisticki znacajna razlika u veliini opsega
krvnih Zzila izmedu K 1 i CIN 1 jer je F; = 2,8 §to je vece od F,, odnosno P; = 0,00 Sto je
manje od P, (P<0,05). Ne postoji statisticki znacajna razlika u veli¢ini opsega krvnih zla
izmedu kontrolne skupine K 11 CIN 2 jer je F, = 1,1 §to je manje od F ,, odnosno P, =0.43
Sto je ve¢e od P, (P>0,05). Takoder postoji statistiCki znacajna razlika u veli¢ini opsega
krvnih zila izmedu K 1 1 CIN 3 jer je F3 = 2,3 $to je vece od F, odnosno P5; = 0,02 §to je
manje od P, (P<0,05) (tablica 9).

II1. Odnos velicine povrSina krvnih Zila izmedu kontrolne skupine K 1 i CIN
1, CIN 2i CIN 3 kod metode F-VIII

Srednja vrijednost veli¢ine povrsina krvnih Zila kontrolne skupine K 1 je 988,96 pm? uz

2, srednja vrijednost veli¢ine povrgina krvnih Zla

standardno odstupanje 492,11pum
skupine CIN 1 iznosi 1293,83 um” uzstandardno odstupanje od 1014,85 um?, skupine CIN
2 iznosi 1235,28 um” uz standardno odstupanje od 651,95 um?, a skupine CIN 3 934,75
um” uzstandardno odstupanje od 806,77 um?. Statisti¢kim F -testom doslo se do zakljucka
kako postoji statisticki znacajna razlika u veli¢ini povrSina krvnih zila izmedu kontrolne
skupine K11 CIN 1 jer je F| = 4,2 §to je vece od F, odnosno P; = 0,00 Sto je manje od P,
(P<0,05). Statisti¢ki znacajna razlika ne postoji i izmedu kontrolne skupine K 1 1 CIN 2 jer
jeF,=1,76 to je manje od F ,, odnosno P, = 0,12 to je ve¢e od P, (P>0,05). Statisticki postoji
znacajna razlika u veli¢ini povrsine krvnih zila kontrolne skupine K 1 i CIN 3 jer je F5 =
2,6 §to je vece od F, odnosno P = 0,01 Sto je manje od P, (P<0,05) (tablica 9).

1V. Odnos broja krvnih Zila uz bazalnu membranu izmedu kontrolne skupine
K 1iCIN 1, CIN 2i CIN 3 kod metode F-VIII.

Srednja vrijednost broja krvnih zila uzbazalnu membranu kontrolne skupine K 1 iznosi
1,2 uz standardno odstupanje od 0,70, srednja vrijednost broja krvnih zila uz bazalnu
membranu epitela kod skupine CIN 1 iznosi 2,95 uz standardno odstupanje od 1,4, kod
skupine CIN 2 iznosi 4,22 uz standardno odstupanje od 1,36, a kod skupine CIN 3 iznosi

9,48 uz standardno odstupanje od 3,32. Statistickim F -testom dolazi se do zakljucka kako
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postoji statisticki znac¢ajna razlika u broju krvnih zila uzbazalnu membranu epitela jer je
F,;=39,F,=3,7, F3=22,1§to je sve ve¢e od F, = 2,1, odnosno P, = 0,00, P, = 0,001 P5 =
0,000 Sto je sve manje od P, (P<0,05). Vjerojatnost i Fisherov test ukazuju na slijedece: da
kontrolna skupina K 1 i skupina displasti¢nih promjena CIN 3 ne pripadaju istome skupu
kada se usporeduje broj krvnih zila uz bazalnu membranu epitela analizom varijance

(ANOVA) (tablica 10) (grafikon 3).

grafikon 3
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V. Odnos ukupnog broja krvnih Zila izmedu kontrolne skupine K 1i CIN 1,
CIN 2 i CIN 3 kod metode F-VIII.

Srednja vrijednost ukupnog broja krvnih zila kontrolne skupine K 1 iznosi 12,06 uz
standardno odstupanje od 3,81, srednja vrijednost ukupnog broja krvnih zila skupine CIN
1 iznosi 14,21 uzstandardno odstupanje od 4,11, skupine CIN 2 iznosi 16,45 uzstandardno
odstupanje od 3,89, skupine CIN 3 18,49 uz standardno odstupanje od 6,46. Statisti¢ki

F -testom doslo se do zakljucka kako ne postoji statisticki znacajna razlika u ukupnom
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broju krvnih Zila izmedu kontrolne skupine K1iCIN 11 CIN 2 jer je F ;=1,1, odnosno F, =
1,3 Sto je oboje manje od F,, odnosno P; = 0,68, odnosno P, = 0,91 §to je oboje vece od P,
(P>0,05). Postoji statisticki znacajna razlika izmedu ukupnog broja krvnih zila kontrolne
skupine K'11CIN 3 jer je F3=2,8 §to je ve¢e od F ,, odnosno P53 =0,0045 §to je manje od P,
(P<0,05) (tablica 10).

Kada je u pitanju ukupan broj krvnih zila tada on nije znacajan u razlikovanju
kontrolne skupine K1 i CIN 1 i CIN 2 u metodi F-VIII, ali je apsolutno znacajan za
razlikovanje K1 od CIN 3. Drugim rije¢ima ukupan broj krvnih Zila vazan je parametar za

razlikovanje kontrolne skupine K1 i CIN 3.

V1. Odnos broja stromalnih krvnih Zila izmedu kontrolne skupine K 1i CIN 1,
CIN 2 i CIN 3 u metodi F-VIII

Srednja vrijednost broja stromalnih krvnih zila u metodi F-VIII u kontrolnoj skupini K
1 iznosi 10,86 uz standardnu devijaciju 3,82, skupine CIN 1 iznosi 11,27 uz standardnu
devijaciju od 4,17, skupine CIN 2 iznosi 12,23 uz standardnu devijaciju od 3,42 i skupine
CIN 3 iznosi 9,01 uz standardno odstupanje od 4,48. Statistickim F -testom utvrdi se kako
ne postoji statisticki znacajna razlika u broju krvnih zila strome jerje F 1 =1,2, F,=1,21F;
=1,37 §toje sve manje od F,=2,1, odnosno P; = 0,62, P,=0,54 1 P3= 0,38 Sto je sve vece od
P,= 0,05 (P>0,05) (tablica 10).

VII. Odnos veli¢ine promjera krvnih Zila izmedu kontrolne skupine K 2 i CIN
3 kod metode F-VIII

Srednja vrijednost veli¢ine promjera kontrolne skupine K 2 u metodi F-VIII iznosi
66,96 um uz standardno odstupanje od 17,81 um, a srednja vrijednost veli¢ine promjera

skupine CIN 3 iznosi 57,88 um uz standardno odstupanje od 23,2 pm.
Statisticki F-testom dolazi se do zakljucka kako nema statisticki znacajne razlike u
veli¢ini promjera kontrolne skupine K2 i CIN 3 jer je F = 1,7 §to je manje od F g, odnosno P

= 0,16 sto je ve¢e od Pg ((P>0,05) (tablica 11).
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VIII. Odnos velic¢ine opsega krvnih Zila kontrolne skupine K 2 i CIN 3
metodom F-VIII

Srednja vrijednost veli¢ine opsega krvnih Zila kontrolne skupine K 2 iznosi 174,5 pm uz
standardno odstupanje od 45,04 um, a srednja vrijednost veli¢ine opsega krvnih Zila
kontrolne skupine CIN 3 iznosi 157,26 um uz standardno odstupanje od 63,04 pm.
Statistickim F -testom dolazi se do zakljucka kako ne postoji statisticki znacajna razlika u
veli¢ini opsega krvnih Zila kontrolne skupine K2 i CIN 3 jer je F = 1,95 §toje manjeod F g,
odnosno P = 0,07 sto je vece od Pg (P<0,05) (tablica 11).

IX. Odnos velic¢ine povr§ina krvnih Zila kontrolne skupine K 2 i CIN 3 kod
metode F-VIII

Srednja vrijednost veli¢ine povrS§ina krvnih zla kontrolne skupine K 2 iznosi 1017,86
um? uz standardno odstupanje od 508,07 um?, a skupine CIN 3 iznosi 934,75 um” uz
standardno odstupanje od 806,77 pm?. Statisticki F-testom dolaz se do zakljutka kako
postoji statisticki znacajna razlika u veli¢ini povr§ina krvnih zila izmedu kontrolne
skupine K21 CIN 3 jer je F =2,5 §to je vece od Fg, odnosno P = 0,01 sto je manje od P,
(P<0,05) (tablica 11).

X. Odnos broja krvnih Zila uz bazalnu membranu epitela kontrolne skupine K
21i CIN 3 kod metode F-VIII

Srednja vrijednost broja krvnih Zila kontrolne skupine K 2 iznosi 1,24 uz standardno
odstupanje od 0,82, a skupine CIN 3 iznosi 9,48 uz standardno odstupanje od 3,32.
Statistickim F-testom dolazi se do zakljucka kako postoji statisticki znacajna razlika u
broju krvnih Zila uzbazalnu membranu epitela jer je F = 16,2 Sto je vece od F ,, odnosno P

= 0,000 sto je manje od P, (P<0,05) (tablica 11) (grafikon 4).
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grafikon 4

ODNOS BROJA KRVNIH ZILA UZ BAZALNU MEMBRANU KONTROLNE
SKUPINE K2 i CIN3 KOD METODE F - Viil

35
30 |
25 o
7
g .
: .
‘é 15 %
10 | /
/
.
5| /
.
0 Z L ' . — : = B K2 - F VIl
2z B 5 4 6 8 12 14 16 18 [ CIN3-F VIl
broj

XI. Odnos ukupnog broja krvnih Zila kontrolne skupine K 2 i CIN 3 kod
metode F-VIII

Srednja vrijednost ukupnog broja krvnih Zila kontrolne skupine K 2 iznosi 15,1 uz
standardno odstupanje od 3.92, a skupine CIN 3 iznosi 18,49 uzstandardno odstupanje od
6,46. Statistickim F -testom dolazi se do zakljucka kako postoji statisticki znacajna razlika
u ukupnom broju krvnih zila kontrolne skupine K 2 i skupine CIN 3 jer je F = 2,7 §to je
vece od F,, odnosno P = 0.01 $to je manje od P,, (P<0,05) (tablica 11).

XI1. Odnos broja stromalnih krvnih Zila izmedu kontrolne skupine K 2 i CIN
3 u metodi F-VIII

Srednja vrijednost broja stromalnih krvnih Zila kontrolne skupine K 2 iznosi 13,86 uz
standardnu devijaciju od 4,15, a skupine CIN 3 iznosi 9,01 uz standardnu devijaciju od

4,48 u metodi F-VIII. Statistickim F -testom ne nalazi se statisticki znacajne razlike izmedu
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kontrolne skupine K2 1 CIN 3 s obzirom na broj stromalnih krvnih Zila jer je F = 1,16 §to je
manje od F,, odnosno P = 0,68 §to je vece od P, = 0,05 (P>0,05) (tablica 11).

XIII. Odnos promjera krvnih Zila izmedu kontrolne skupine K 1i CIN 1, CIN
2i CIN 3 u metodi CD-31

Srednja vrijednost veli¢ine promjera krvnih Zila kontrolne skupine K 1 iznosi 60,64 um
uz standardno odstupanje od 29,05 um, a srednja vrijednost veli¢ine promjera kod CIN 1
iznosi 63,58 um uz standardno odstupanje od 23,49 um, za CIN 2 iznosi 63,37 um uz
standardno odstupanje od 21,92 um, a za CIN 3 iznosi 65,71 um uzstandardno odstupanje
0d 27,95 um. Statistickim F -testom dolazi se do zakljucka da ne postoji statisticki znacajna
razlika u veli¢ini promjera krvnih zila kontrolne skupine K 1 1 skupina CIN 1, CIN 2 i CIN
3jerjeF;=1,5,F,=1,71F3=1,08toje svemanje od F,,a P, =0,24,P,=0,111P3=0,83 Sto
je vece od P, (P1,5>0,05) (tablica 12).

X1V. Odnos veli¢ine opsega krvnih Zila izmedu kontrolne skupine K 1i CIN 1,
CIN 2 i CIN 3 u metodi CD 31

Srednja vrijednost veli¢ine opsega krvnih zila kontrolne skupine K 1 iznosi 163,2 umuz
standardno odstupanje od 53,44 um, skupine CIN 1 iznosi 174,57 um uz standardno
odstupanje od 57,63 um, skupine CIN 2 iznosi 170,2 um uz standardno odstupanje od
48,44 um 1 skupine CIN 3 iznosi 180,42 pum uz standardno odstupanje od 76,79 pm.
Statistickim F-testom dolazi se do zaklju¢ka da ne postoji statisticki znacajna razlika
izmedu kontrolne skupine K 1 i skupina CIN 1 i CIN 2 u veli¢ini opsega krvnih Zila u
metodi CD 31 jersuF;=1,11F,=1,2 §to je manje od F,, odnosno P, =0.67,a P, =0,58 §to
je vec¢e od P, (P>0,05). Grani¢ni slucaj postoji u veli¢ini opsega krvnih zila kontrolne
skupine K 1 1 CIN 3 jer je F3 = 2,06 §to je manje od F, = 2,1, odnosno P = 0,050 $to je
jednako P, (P =0,05) (tablica 12).
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XV. Odnos velic¢ine povrsina krvnih Zila kontrolne skupine K 1 i CIN 1, CIN 2
i CIN 3 u metodi CD 31

Srednja vrijednost povrsina krvnih Zila kontrolne skupine K 1 iznosi 895,72 um” uz
standardno odstupanje od 499,44 pm? srednja vrijednost veli¢ine povr§ina krvnih zila
skupine CIN 1 iznosi 1295,95 pm?” uzstandardno odstupanje od 967,16 um?, skupine CIN
2 iznosi 1124,77 pm?* uz standardno odstupanje od 518,82 pm?, a skupine CIN 3 iznosi
1430,63 pm? uz standardno odstupanje od 1769,94 pm?. Statistickim F -testom dolazi se do
zakljucka kako postoji statisti¢ki znacajna razlika u veli¢ini povr§ina krvnih Zila izmedu
kontrolne skupine K1 iCIN 11CIN 3 jer je F;=3,7,a F3=12,5 8to je ve¢e od F,, P; = 0,00,
a P3=10,000 Sto je manje od P, (P<0,05), ali ne postoji statisticki znac¢ajna razlika u veli¢ini
povrsina krvnih Zila izmedu kontrolne skupine K1 1 CIN 2 jer je F, = 1,0 §to je manje od F,
odnosno P, = 0,83 5to je vece od P, (P>0,05) (tablica 12).

XV1. Odnos broja krvnih Zila uz bazalnu membranu epitela izmedu kontrolne
skupine K 1i CIN 1, CIN 2 i CIN 3 kod metode CD 31.

Srednja vrijednost broja krvnih zila uzbazalnu membranu epitela kontrolne skupine K
1 iznosi 1,24 uz standardno odstupanje od 0,82. Srednja vrijednost broja krvnih Zila uz
bazalnu membranu epitela za skupinu CIN 1 iznosi 3,24 uz standardno odstupanje od
1,84, za skupinu CIN 2 iznosi 5,08 uz standardno odstupanje od 1,83, a za CIN 3 9,17 uz
standardno odstupanje od 2,81 u metodi CD 31. Statistickim F-testom dolazi se do
zaklju¢ka kako postoji statisticki znacajna razlika u broju krvnih zla uz bazalnu
membranu epitela izmedu kontrolne skupine K1 iCIN I, CIN21CIN3jerje F;=4,9,F,=
4,9,a F3=11,6 to je sve ve¢e od F ,, odnosno P, = 0,000, P, =0,000, P3 = 0,000 $to je manje
od P, (P<0,05) (tablica 13) (grafikon 5).
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grafikon 5
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XVII. Odnos ukupnog broja krvnih Zila izmedu kontrolne skupine K 1i CI 1,
CIN 2i CIN 3 u metodi CD 31

Srednja vrijednost ukupnog broja krvnih zila kontrolne skupine K 1 iznosi 14,09 uz
standardno odstupanje od 4,01. Srednja vrijednost ukupnog broja krvnih Zila skupine CIN
1 iznosi 17,3 uz standardno odstupanje od 5,64, skupine CIN 2 18,03 uz standardno
odstupanje od 4,49, a skupine CIN 3 iznosi 17,63 uz standardno odstupanje od 5,49.
Statistickim F -testom dolazi se do zakljucka kako ne postoji statisticki znacajna razlika
izmedu kontrolne skupine K 1 i skupina CIN 1, CIN 2 i CIN 3 u odnosu na ukupan broj
krvnih Zila u metodi CD 31 jer je F, =1,97,F,=1,21F3=1,8 §to je manje od F 4, odnosno P,
= 0,064, P, =0,53, a P3= 0,089 5to je sve vece od P, (P>0,05) (tablica 13).
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XVIII. Odnos broja stromalnih krvnih Zila izmedu kontrolne skupine K 1 i
CIN 1, CIN 2i CIN 3 u metodi CD 31

Srednja vrijednost broja stromalnih krvnih zila u metodi CD 31 za kontrolnu skupinu K
1 izosi 12,93 uz standardnu devijaciju od 4,07, za skupinu CIN 1 iznosi 14,06 uz
standardnu devijaciju od 5,03, za skupinu CIN 2 iznosi 12,95 uz standardnu devijaciju od
4,01 1 za skupinu CIN 3 iznosi 8,47 uzstandardnu devijaciju od 4,25. Statistickim F -testom
dolazi se do zaklju¢ka kako ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu kontrolne
skupine K11CIN1,CIN2,CIN 3jerjeF=1,52,F,=1,01F3=1,18toje svemanjeod F,=
2,1,tesu Py =0,24,P,=10,94 a P; = 0,81 $to je sve ve¢e od P, (P1,3>0,05) (tablica 13).

XIX. Odnos veli¢ine promjera kontrolne skupine K 2 i CIN 3 kod metode CD
31

Srednja vrijednost veli¢ine promjera krvnih Zila kontrolne skupine K 2 iznosi 63,68 pm
uz standardno odstupanje od 20,85 um, a skupine CIN 3 iznosi 65,71 pum uz standardno
odstupanje od 27,95 um. Statistickim F-testom dolazi se do zakljucka da ne postoji
statisticki znacajna razlika u veli¢ini promjera krvnih Zzila izmedu kontrolne skupine K2 1
skupine CIN 3 jer je F = 1,79 §to je manje od F 4, odnosno P = 0,12 $to je vece od P, (P>0,05)
(tablica 14).

XX. Odnos velic¢ine opsega krvnih Zila kontrolne skupine K 2 i CIN 3 kod
metode CD 31

Srednja vrijednost veli¢ine opsega krvnih Zila kontrolne skupine K 2 iznosi 167,08 pm
uz standardno odstupanje od 46,48 um, dok za skupinu CIN 3 iznosi 180,42 um uz

standardno odstupanje od 76,79 um. Statisti¢ki postoji znac¢ajna razlika u veli¢ini opsega
krvnih Zila kontrolne skupine K2 1 CIN 3 jer je F = 2,72 §to je ve¢e od F ,, odnosno P = 0,00
Sto je manje od P, (P<0,05) (tablica 14).

XXI. Odnos velicine povrsina krvnih Zila kontrolne skupine K 2 i skupine CIN
3 kod metode CD 31

Srednja vrijednost veli¢ine povrS§ina krvnih zla kod metode CD 31 za kontrolnu

skupinu K 2 iznosi 1026,81 um” uzstandardno odstupanje od 586,10 pm?, a skupine CIN 3
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je 1430,63 pm”uz standardno odstupanje od 1769,94 um?”. Kad je rije¢ o veli¢ini povrgina
krvnih zila statistickim F -testom dolazi se do zakljucka kako postoji statisticki znacajna
razlika u njihovoj veli¢ini izmedu kontrolne skupine K2 i CIN 3 kod metode CD 31 jer je F
=9,11 §to je vece od F 4, odnosno P = 0,000 Sto je manje od P, (P<0,05) (tablica 14).

XXII. Odnos broja krvnih Zila uz bazalnu membranu epitela kontrolne
skupine K 2 i CIN 3 u metodi CD-31

Srednja vrijednost broja krvnih zila uzbazalnu membranu epitela kontrolne skupine K
2 imosi 1,34 uz standardno odstupanje od 0,76, a uz bazalnu membranu displasticnog
epitela skupine CIN 3 iznosi 9,17 uzstandardno odstupanje od 2,81. Statistickim F -testom
doslo se do zakljucka kako u metodi CD 31 postoji statisticki znacajna razlika u broju

krvnih zla uz bazalnu membranu epitela jer je F = 13,6 Sto je vece od F,, odnosno P =

0,000 $to je manje od P, (P<0,05) (tablica 14) (grafikon 6).

grafikon 6
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XXIII. Odnos ukupnog broja krvnih Zila kontrolne skupine K 2 i CIN 3 u
metodi CD 31

Srednja vrijednost ukupnog broja krvnih Zila kontrolne skupine K 2 iznosi 19,63 uz
standardno odstupanje od 4,56, a kod CIN 3 17,63 uz standardno odstupanje od 5,49.
Statistickim F -testom doslo se do zakljucka kako ne postoji statisticki znacajna razlika u
ukupnom broju krvnih Zila kontrolne skupine K2 i CIN 3 jer je F = 1,5 $to je manje od F,
odnosno P = 0,32 $to je vece od P, (P>0,05) (tablica 14).

XX1V. Odnos broja stromalnih krvnih Zila izmedu kontrolne skupine K 2 i
CIN 3 u metodi CD 31

Srednja vrijednost broja stromalnih krvnih zla u metodi CD 31 za kontrolnu skupinu K
2 iznosi 18,29 uz standardno odstupanje od 4,68, a za CIN 3 iznosi 8,47 uz standardno
odstupanje od 4,25. Statistickim F -testom F = 1,22 §to je manje od F 4, a P = 0,60 §to je vece
od P, (P>0,05) (tablica 14).

Statistickim F-testom u imunohistokemijskoj metodi F-VIII utvrde se promjenjive
statisticki znacajne razlike u kvaliteti (promjer, opseg 1 povrSina krvnih zla) izmedu
kontrolne skupine K 1 1 CIN 1, CIN 2 1 CIN 3 (tablica 9), ali srodnom
imunohistokemijskom metodom CD 31 ovaj nalaz nije potvrden za sve ispitivane
parametre, nego samo za varijablu — povrsina i to izmedu kontrolne skupine K11 CIN 11
CIN 3 (tablica 12). Sli¢no, usporedbom kontrolne skupine K 2 i CIN 3 u metodi F-VIII
nadena je statisticki znacajna razlika u veliCini povrSina krvnih zila, ali nisu nadene
statisticki znacajne razlike u veli¢ini promjera 1 opsega krvnih zila ispitivanih skupina
(tablica 11). Usporedbom kontrolne skupine K 2 i CIN 3 u metodi CD 31 utvrdi se
statisticki znacajna razlika u veli¢ini opsega 1 povrSina krvnih Zila ispitivanih skupina
(tablica 14).

Kvaliteta krvnih Zzila ispod normalnog 1 displasticnog epitela uglavnom je toliko
varijabilna da iu slucajevima dokazane statisticki znacajne razlike u jednoj metodi isto ne
moZe biti potvrdeno drugom metodom.

Kako su rezultati statisticke analize s obzirom na parametre koji opisuju kvalitetu
krvnih zla (promjer, opseg i povr§ina) promjenjivi, smatra se da su ovi parametri

nepouzdane veli¢ine za procjenu angiogeneze.
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Usporedivanjem kvantiteta krvnih zila izmedu kontrolne skupine K11 CIN 1, CIN 2 i
CIN 3 u imunohistokemijskoj metodi F-VIII, nadena je statisticki znacajna razlika broja
krvnih zila uz bazalnu membranu epitela za sve stupnjeve CINe, te statisticki znacajna
razlika ukupnog broja krvnih zila izmedu kontrolne skupine K 1 i CIN 3 (tablica 10).

Metodom CD 31 takoder je nadena statisticki znacajna razlika u broju krvnih zila uz
bazalnu membranu epitela izmedu kontrolne skupine K 1 i rastucih stupnjeva CIN-a.
Ovom metodom statisti¢ki znacajne razlike u ukupnom broju krvnih zila izmedu kontrolne
skupine K 1 i razli¢itih stupnjeva CINa nije nadeno (tablica 13).

Usporedbom kontrolne skupine K 2 i CIN 3 u metodi F-VIII dobivena je statistic¢ki
znacajna razlika u broju krvnih Zila uzbazalnu membranu i u ukupnom broju krvnih Zila.
Izmedu kontrolne skupine K 2 i CIN 3 u metodi CD 31 statisticki znacajna razlika u
kvantitetu krvnih Zila postoji samo za broj krvnih zila uzbazalnu membranu epitela, dok se
za ukupan broj krvnih zila statisti¢ki ne razlikuje.

Vazno je napomenuti kako se broj stromalnih krvnih zila izmedu kontrolne skupine K 1
1 CIN 1, CIN 2 i CIN 3 te izmedu kontrolne skupine K 2 i CIN 3 u obje upotrijebljene
imunohistokemijske metode i u metodi Mallory statisticki ne razlikuju.

Statistickom obradom rezultata mjerenja obavljenih na materijalu obradenom
histokemijskim metodama Mallory i PAS istice se statisticki znacajna razlika u broju
krvnih zila uz bazalnu membranu epitela u metodi Mallory za sve stupnjeve CIN-a
usporedene s kontrolnom skupinom K 1 (tablica 15). Statisticki znacajna razlika u broju
krvnih zila uzbazalnu membranu epitela nadena je izmedu kontrolne skupine K11 CIN 2 i
CIN 3 u metodi PAS. U metodi PAS uzto je nadena statisticki znacajna razlika u ukupnom
broju i broju stromalnih krvnih zila izmedu skupine K 1 i CIN 1. (tablica 16).

Testiranjem parametara kvalitete (promjer, opseg i povr§ina krvnih zla) u metodi
Mallory nadena je statisticki znacajna razlika u veli¢ini povrSina krvnih zila izmedu
kontrolne skupine K 1 i CIN 1 i CIN 3, dok usporedba istih parametara u metodi PAS

nigdje nije pokazala statisticke znacajnosti. (tablice 17, 18).

Najveéa vrijednostizviSene obrade rezultata u ovom cilju je dokaz konstantne statisticki
znacajne razlike u broju krvnih Zila uz bazalnu membranu epitela izmedu kontrolnih

skupina i CIN 1, CIN 2 i CIN 3 u svim ispitanim metodama.
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4.3. Rezultati cilja broj 3.

Cilj broj 3. ima zadatak utvrditi povezanost broja i povrSine presjeka krvnih zila sa
stupnjevima CINa. CIN 1 je ovdje referentna skupina prema kojoj su usporedivane

skupine CIN 2 i CIN 3 prema zadanim parametrima.

1. Odnos ukupnog broja krvnih Zila izmedu CIN 1, CIN 2 i CIN 3 u metodi
F-VIII

Srednja vrijednost ukupnog broja krvnih Zzila u metodi F-VIII za CIN 1 iznosi
14,21+/-4,11, za CIN 2 16,45+/-3,89, a za CIN 3 18,49+/-6,49 (tablica 10). Statisticki
F -testom dolazi se do zakljucka kako ne postoji statisticki znacajna razlika u ukupnom
broju krvnih zla izmedu skupine CIN 1 i skupina CIN 2 jer je F = 1,09 §to je manje od F , =
2,1,a P =0,75 Sto je vece od P, = 0,05 (P>0,05), ali postoji statisticki znacajna razlika u
ukupnom broju krvnih Zila izmedu skupine CIN 11 CIN 3 jer je F =2,48 §to je vee od F ,,a
P = 0,009 $to je manje od P, (P<0,05) (tablica 19).

11. Odnos broja krvnih Zila uz bazalnu membranu epitela izmedu CIN 1, CIN
2i CIN 3 u metodi F-VIII

U metodi F-VIII izmedu skupina CIN 1 i CIN 2 nema statisticki znacajne razlike u
broju krvnih Zila uz bazalnu membranu epitela jer je F; = 1,05 §to je manje od F,, a P, =
0,88 5to je vece od P, (P1>0,05). Izmedu skupina CIN 11 CIN 3 postoji statisticki znacajna
razlika u broju krvnih zla uzbazalnu membranu epitela jer je F,= 5,66 §to je vee od F,, a
P,=0,000 $to je manje od P, (P,<0,05). (tablica 19) Izmedu CIN 21 CIN 3 takoder postoji
statisticki znacajna razlika jer je F3 = 5,94 §to je vece od F 4, a P3= 0,000 $to je manje od P,

(P<0,1) (tablica 21) (grafikon 7).
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grafikon 7
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III. Odnos velic¢ine povrsina krvnih Zila izmedu skupina CIN 1, CIN 2i CIN 3
u metodi F-VIII

U ovoj metodi postoji statisti¢ki znacajna razlika izmedu veli¢ine povr§ina krvnih zila
skupma CIN 11 CIN 2, jer je F; = 2,42 §to je ve¢e od F,, a P; = 0,01 Sto je manje od P,
(P1<0,05), dok ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu skupina CIN 1 1 CIN 3 jer je
F,= 1,58 §to je manje od Fg4, a P,= 0,19 $to je vece od P, (P,>0,05) (tablica 19).

1V. Odnos ukupnog broja krvnih Zila izmedu skupina CIN 1, CIN 2i CIN 3 u
metodi CD 31

Statistickim F -testom dolazi se do zakljucka kako ne postoji statisti¢ki znacajna razlika
izmedu ukupnog broja krvnih zila u metodi CD 31 jer je F; = 1,58 ,a F,= 1,05 §to je sve
manje od F,, odnosno P, = 0,20 1 P, = 0,88 Sto je sve vece od P, (P;,>0,05) (tablica 20).
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V. Odnos broja krvnih Zila uz bazalnu membranu epitela izmedu skupina CIN
1, CIN 2i CIN 3 u metodi CD 31

U metodi CD 31 izmedu CIN 11 CIN 2 nema statisticki znacajne razlike u broju krvnih
zila uzbazalnu membranu epitela jer je F = 1,00 Sto je manje od F,, a P, = 0,88 $to je vece
od P, (P>0,05). Izmedu CIN 1 1 CIN 3 postoji statisticki znacajna razlika u broju krvnih
zila uzbazalnu membranu epitela jer je F,=2,32 Sto je ve¢e od F, a P, = 0,02 $to je manje
od P, (P,<0,05) (tablica 16). Izmedu CIN 2 i CIN 3 takoder postoji statisticki znacajna
razlika u broju krvnih zila uzbazalnu membranu epitela u metodi CD 31 jer je F3=2,34 Sto

je ve¢e od F,, a P3=0,019 $to je manje od P, (<0,1) (tablica 21)(grafikon 8).

grafikon 8
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V1. Odnos velicine povrSine krvnih Zila izmedu CIN 1, CIN 2 i CIN 3 u metodi
CD 31

U metodi CD 31 postoji statisticki znacajna razlika u veli¢ini povr§ina izmedu skupina
CIN 11 CIN 2 jer je F; = 3,47 Sto je vece od F,, a Py = 0,00 Sto je manje od P, (P<0,05).

Takoder postoji statisticki znacajna razlika u veli¢ini povrsina krvnih Zila izmedu skupina
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CIN 11 CIN 3 jer je F,= 3,49 §to je vece od F, a P, = 0,001 $to je manje od P, (P,<0,05)
(tablica 20).

Statistickom  obradom rezultata dobivenih mjerenjem i brojanjem u
imunohistokemijskim metodama F-VIII i CD 31 dobiveni su rezultati prikazani u
tablicama 19 1 20 izkojih je vidljiva konstantna statisti¢ki znacajna razlika u broju krvnih
zila uz bazalnu membranu epitela izmedu CIN 1 (prema kojoj su CINe usporedivane) i
CIN 3. Dakle, najtezi stupnjevi CINe (teska displazija i neinvazivni karcinom) povezani su
sa statisticki znacajnim porastom broja krvnih Zila uz bazalnu membranu epitela.
Statisticki znacajna razlika u broju krvnih zila uzbazalnu membranu epitela izmedu CIN 1
1 CIN 2 nije dokazana. U obje imunohistokemijske metode takoder je dokazana statisti¢ki
znacajna razlika u broju krvnih zila uzbazalnu membranu epitela izmedu skupina CIN 2 i
CIN 3 (tablica 21).

Ukupan broj krvnih Zzila i veli¢ine povrSina presjeka krvnih Zila nemaju istu snagu

statisticke znac¢ajnosti medu skupinama CINa u obim imunohistokemijskim metodama.

4.4. Rezultati cilja broj 4.

Ovim ciljem istrazivan je odnos upale na brojnost i povr§inu presjeka krvnih zila vrata
maternice s cervikalnom intraepitelnom neoplazijom i bez nje.

Rezultati su obradeni tako S§to su svakoj biopsiji s odredenim intenzitetom upale
pridruzeni pripadajuéi brojevi krvnih Zila uz bazalnu membranu epitela, ukupni broj
krvnih zila i povr§ina presjeka krvnih zla. Na taj su nacin dobiveni grafikoni koji

prikazuju odnos upale i navedenih parametara u istrazivanim skupinama.

I. Odnos intenziteta upale i broja krvnih Zila uz bazalnu membranu epitela te ukupnim

brojem krvnih Zila i povrSinom presjeka krvnih Zila kod kontrolne skupine K 1.

Grafikon 9. prikazuje odnos intenziteta upale i broja krvnih zla — uz bazalnu
membranu epitela, ukupnim brojem krvnih zila te odnos prema povrsini presjeka krvnih
zila. Analizom dobivenih vrijednosti moZe se reé¢i kako je u kontrolnoj skupini K 1 broj
krvnih Zila uzbazalnu membranu epitela u metodama F-VIII 1 CD 31 konstantan ine ovisi

o intenzitetu upale. Kod metode Mallory biljezi se neznatan porast broja krvnih Zila s
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porastom intenziteta upale, a kod metode PAS broj krvnih zila kod srednje izrazene upale
je najveci da bi kod jake upalne reakcije biljezio umjereni pad broja krvnih zila uzbazalnu
membranu epitela. Ukupan broj krvnih Zila u kontrolnoj skupini K 1 u metodama F-VIII i
CD 31 uglavnom je konstantan u odnosu na intenzitet upale, dok se u metodama Mallory i
P AS biljezi porast ukupnog broja krvnih zila u kontrolnoj skupini K 1. Povrs§ina presjeka
krvnih zila kontrolne skupine K 1 u odnosu na intenzitet upale uglavnom je konstantna

veli¢ina ili biljezi neznatan pad u veli¢ini povr§ina s porastom intenziteta upale

Il. Odnos intenziteta upale i broja te povrSine presjeka krvnih Zila u
kontrolnoj skupini K 2.

Na grafikonu 10. dan je slikovni prikaz odnosa intenziteta upala i broja krvnih zila uz
bazalnu membranu epitela, ukupnog broja krvnih Zila i povr§ine presjeka krvnih zila. Broj
krvnih Zila uzbazalnu membranu epitela u kontrolnoj skupini K2 pokazuje neznatan blagi
porast s porastom intenziteta upale u svim upotrijebljenim metodama. Ukupan broj krvnih
zila kontrolne skupine K 2 u metodi F-VIII s porastom intenziteta upale pokazuje blagi
pad. U metodi CD 31 ukupan broj krvnih Zila s porastom intenziteta upale pokazuje
neznatan blagi porast, dok je u metodama Mallory i PAS uglavnom konstantan. Veli¢ina

povrsina presjeka krvnih Zila kontrolne skupine K 2 u svim metodama pokazuje neznatan
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blagi porast veli¢ine presjeka krvnih Zila kod najveéeg intenziteta upale dok je u blagoj i

srednje izrazenoj upalnoj reakciji veli¢ina povrsine presjeka uglavnom konstantna.

IIl. Odnos intenziteta upale te broja (uz bazalnu membranu i ukupnog)
krvnih Zila i povrSine presjeka krvnih Zila u skupini CIN 1.

Iz grafikona 11. vidljivo je da je broj krvnih Zila uz bazalnu membranu epitela s

povecanjem intenziteta upale u blagom neznatnom porastu u sve ¢etiri metode u skupini
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CIN 1, a najveéa varijabilnost vidljiva je u metodi PAS. Ukupni broj krvnih zla s
povecanjem intenziteta upale u sve Cetiri promatrane metode uglavnom se ne mijenja i
grupira se oko konstantnih vrijednosti. U CIN 1 skupini povrsine presjeka krvnih zla s
povecanjem intenziteta upale teze smanjivanju u sve Cetiri promatrane metode, ali

smanjenje povrSine presjeka uglavnom je neznatno.

1V. Odnos intenziteta upale i broja krvnih Zila (uz bazalnu membranu i
ukupnog) te povrsine presjeka krvnih Zila u skupini CIN 2.

Na grafikonu 12. vidljivo je kako u skupini CIN 2 broj krvnih zla uz bazalnu

membranu epitela kod rastuceg intenziteta upale u metodi F-VIII pokazuje diskretan,
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sasvim neznatan pad s porastom intenziteta upale. Gotovo identi¢an rezultat pokazuje
metoda Mallory. U metodi CD 31 broj krvnih Zila uz bazalnu membranu epitela ne
pokazuje varijabilnosti u odnosu na rastuci intenzitet upale, dok PAS metoda pokazuje
neznatno blago povecanje broja krvnih Zila uz bazalnu membranu epitela kod rastuéeg
intenziteta upale. Ukupni broj krvnih Zila u skupini CIN 2, u sve cetiri upotrijebljene
metode ne pokazuje varijabilnosti u odnosu na rastuéi intenzitet upale 1 tez biti
konstantan. Kada se promatraju povrSine presjeka krvnih Zila u skupini CIN 2 u odnosu

na intenzitet upale opaza se neznatan blagi porast povrSine presjeka krvnih Zila s
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povecanjem intenziteta upale u tri upotrijebljene metode (PAS, CD 31, F-VIII), dok su

povrsine presjeka uglavnom konstantne u metodi Mallory.

V. Odnos intenziteta upale i broja (broja uz bazalnu membranu epitela i
ukupnog broja) te povrsine presjeka krvnih Zila u skupini CIN 3.

Na grafikonu 13. je vidljivo kako se broj krvnih zila uz bazalnu membranu epitela

skupine CIN 3 kod metode CD 31 krece uglavnom oko konstantnih vrijednosti i ne
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podlijeZze promjenama koje bi bile u zavisnosti od rastuéeg intenziteta upale. U metodi
F-VIII broj krvnih zila uz bazalnu membranu epitela s rastu¢im intenzitetom upale
pokazuje neznatan, blagi pad broja krvnih Zila uz bazalnu membranu epitela. Sli¢an
neznatan, moze se reci diskretan pad broja krvnih zila uzbazalnu membranu epitela biljez
se 1 u metodama Mallory i PAS. U skupini CIN 3 ukupan broj krvnih zila u sve Cetiri
upotrijebljene metode ne pokazuje zavisnosti o stupnju upalnih promjena i u sve cetiri
metode kreée se oko konstantnih vrijednosti. PovrSina presjeka krvnih Zila u skupini CIN 3
s povecanjem intenziteta upale biljezi u sve Cetiri upotrijebljene i ispitane metode neznatan
pad veli¢ine povrSine presjeka krvnih zila s poveéanjem intenziteta upale.

Rastuéi intenzitet upale ne utjece bitno na povecanje broja krvnih zila niti u jednoj od

ispitanih skupina bezobzira radi li se o kontrolnim skupinama ili o skupinama s izrazenom
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cervikalnom intraepitelnom neoplazijom (CIN 1, CIN 2 i CIN 3) kako u broju krvnih zila
uz bazalnu membranu epitela tako i u ukupnom broju krvnih zila. Na povrSine presjeka
krvnih zla rastuéi intenzitet upale uglavnom utjece varijabilno $to zavisi od primijenjene
metode. U kontrolnim skupinama K 11 K2 bez obzira na intenzitet upale veli¢ine povr§ina
presjeka krvnih zila su konstantne ili biljeze neznatan pad povrSine s poveéanjem
intenziteta upale. Drugim rijeima intenzitet upale ne utjece na broj krvnih Zila niti ispod
normalnog niti ispod neoplastiénog epitela, dok upala utjece varijabilno na kvalitetu —
veli¢inu povrSine presjeka krvnih zila, odnosno, povrS§ina presjeka krvnih zila nije
parametar kojeg bismo mogli koristiti u procjeni angiogenskog potencijala neoplasti¢ne

promjene.

4.5. Rezultati cilja broj 5.

Zadatak cilja broj 5 je utvrditi odnos ili utjecaj klasi¢nih histoloskih pokazatelja kao Sto
su veli¢ina tumorskih stanica, broj mitoza i prisustvo koilocita na kvalitetu 1 kvantitetu
krvnih zila ispod CIN promjena.

Rezultati su obradeni tako Sto je svakoj biopsiji u kojoj su polukvanititativno odredeni
veli¢ina tumorskih stanica, broj mitoza i prisustvo, odnosno, odsustvo koilocita pridruzeni
broj krvnih zila uzbazalnu membranu epitela, ukupan broj krvnih Zila i veli¢ina povr§ina
krvnih zila prema rezultatima koji su dobiveni imunohistokemijskim F-VIII 1 CD 31,
odnosno, histokemijskim metodama Mallory i PAS. Na taj nacin dobiveni su uredeni
parovi brojeva koji su iskoriSteni za graficki prikaz rezultata za svaku skupinu CINe
posebno.

Na ovaj nacin utvrdeno je, kako u CIN 1 veli¢ina stanica ne utjece bitno na broj krvnih
zila uz bazalnu membranu epitela kao niti u CIN 3 jer u svim upotrijebljenim metodama
broj krvnih zila uzbazalnu membranu epitela neznatno koleba oko konstantnih vrijedno-
sti. U CIN 2 opaZen je neznatan porast broja krvnih Zila uz bazalnu membranu epitela u
promjenama sa stanicama srednje veli¢ine 1 pad broja krvnih Zila uz bazalnu membranu
epitela u promjenama s velikim stanicama (grafikoni 14, 151 16). Na istim ovim grafikoni-
ma graficki je prikazan i odnos veli¢ine stanice CINa u odnosu na ukupan broj krvnih zila.

Tako u CIN 1 veli¢ina stanica nema utjecaj na ukupan broj krvnih zila ispod promjene,
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osim u metodi PAS kod koje postoji pad ukupnog broja krvnih zila s poveéanjem veli¢ine
stanica. U CIN 2 takoder nema utjecaja veli¢ine stanica na ukupan broj krvnih zila osim u
metodi PAS gdje postoji linearni porast broja krvnih zila s pove¢anjem veli¢ine stanica u
promjeni. U CIN 3 postoji trend smanjivanja ukupnog broja krvnih zila s pove¢anjem veli-
¢ine stanica promjene.

U CIN 1 veli¢ina stanica promjene obrnuto je proporcionalna s veli¢inom povr§ina

krvnih zla (grafikon 17). U CIN 2 veli¢ina stanica promjene obrnuto je proporcionalna s
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veli¢inom povrSina krvnih Zila (grafikon 18). U CIN 3 najvece povrSine krvnih zila su u
promjenama sa srednje velikim stanicama dok se kod malih i velikih stanica veli¢ine pov-

r§ina krvnih zZila smanjuju (grafikon 19).
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Buducdi da se u CIN 3 odnos veli¢ine stanica promjene i povrSina krvnih zla razlikuje
od istog odnosa u CIN 11 CIN 2 moze se rec¢i kako ovaj odnos nema isti trend ponasanja u
CINa razli¢itog stupnja. S obzirom na takav promjenljivi odnos ne moZze se sa sigurnos¢u
tvrditi utjece li velicina stanica na povrsine krvnih Zzila ispod CINe.

Opcenito, moze se zakljuciti kako veli¢ina stanica CINa nema bitnog utjecaja niti na
kvalitetu niti na kvantitetu krvnih Zzila ispod same promjene bez obzira na njezin stupanj.

U CIN 1 vidljivje linearni porast broja krvnih Zila uzbazalnu membranu epitela s pora-
stom broja mitoza u metodi F-VIII, dok je u ostalim metodama najveci broj krvnih zZila uz
bazalnu membranu epitela kod umjerenog broja mitoza, a kod malog i velikog broja mito-
za broj krvnih zila uzbazalnu membranu epitela se smanjuje. Rastuc¢i broj mitoza u CIN 2
dovodi do neznatnog povecanja broja krvnih zila uzbazalnu membranu epitela. S rastu¢im
brojem mitoza u CIN 3 broj krvnih zila uzbazalnu membranu epitela se smanjuje ili ne ut-

jeCe na broj krvnih zila uz bazalnu membranu epitela (grafikoni 20, 21 122).
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Opéenito, rastuéi broj mitoza u cervikalnim intraepitelnim neoplazijama ne utjece bitno
na rast broja krvnih zila uzbazalnu membranu epitela, odnosno, ova dva procesa ne odvi-
jaju se istovremeno.

U CIN 1 ukupni broj krvnih zila s rastu¢im brojem mitoza ima trend opadanja. S pora-
stom broja mitoza u CIN 2 vrijednosti ukupnog broja krvnih zila kolebaju sa smanjivanjem
ukupnog broja krvnih Zila uz umjereni broj mitoza. U CIN 3 vrijednosti ukupnog broja
krvnih zila kolebaju s najveéim ukupnim brojem krvnih zila oko umjerenog broja mitoza
(grafikoni 20, 21 1 22).

Opcenito, rastuci broj mitoza promjenljivo utjece na ukupan broj krvnih zila ispod cer-
vikalne intraepitelne neoplazije.

U CIN 1 veli¢ina povr§ina krvnih zla rastu s porastom broja mitoza (grafikon 23). U
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CIN 2 nema pravilnosti utjecaja rastu¢eg broja mitoza na veli¢inu povrSina krvnih zla
(grafikon 24). U CIN 3 (grafikon 25) s rastu¢im brojem mitoza povrsine krvnih zila se nez-
natno povecavaju ili kolebaju izmedu najnizih vrijednosti kod malog i velikog broja mitoza
1 znacajnim povecanjem povrsina krvnih zila kod umjerenog broja mitoza.

S obzirom na varijabilnost odnosa broja mitoza i veli¢ina povrSina krvnih zila moZze se

reci kako veli¢ina povr§ina krvnih zila nije u zavisnosti od broja mitoza u CIN 1.
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U svim skupinama cervikalne intraepitelne neoplazije (CIN 1, CIN 2 i CIN 3) postoji
trend povecanja broja krvnih Zila uz bazalnu membranu epitela uz prisustvo koilocita

(grafikoni 26, 27 1 28).
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Ukupan broj krvnih zila u CIN 1 je ili konstantan ili se povecava u promjenama bezkoi-

locita (grafikon 29). U CIN 2 i CIN 3 odnos odsustava koilocita prema ukupnom broju
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krvnih zila je varijabilan (grafikoni 301 31).
U CIN 1 veli¢ine povrSina krvnih zila se kod odsustva koilocita smanjuju (grafikon 32).
U CIN 2 (grafikon 33) veli¢ina povrsina krvnih Zila u odnosu na odsustvo koilocita je vari-

jabilna u zavisnosti od upotrijebljene metode kao 1 u skupini CIN 3 (grafikon 34).
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S obzirom da se u CINa u odnosu na odsustvo koilocita veli¢ine povr§ina krvnih Zila ne-
kad smanjuju, a nekad poveéavaju u ovisnosti od upotrijebljene metode zakljuci se kako iz-
medu prisutnosti 1 odsutnosti koilocita i veli¢ina povrSina krvnih zla ispod CIN-a nema

medusobne zavisnosti.
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Opcenito, prisustvo koilocita u CINa utjeCe na porast broja krvnih zila uzbazalnu mem-
branu epitela dok pravilnost utjecaja na ukupan broj krvnih zila i veli¢inu njihove povrsi-
ne nije opazena.

Cini se kako klasiéni histologki pokazatelji kao $to su veli¢ina neoplasti¢nih stanica ili
broj mitoza nemaju utjecaja na angiogenski potencijal cervikalnih intraepitelnih neopla-

zija.
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4.6. Rezultati cilja broj 6.

IstraZivanje primjenjivosti najboljih histokemijskih 1 imunohistokemijskih metoda u sva-
kodnevnom rutinskom odredivanju angiogenskog potencijala CINa dalo je slijedece rezulta-
te:

I: Metoda F-VIII snazno obiljezava endotel krvnih Zila, ali isto tako snazno obiljezava
upalne stanice i makrofage, a u vlastitom laboratoriju stvara snazano smedkasto pozadinsko
obojanje. U slucajevima jako izrazenih upalnih reakcija na uzorcima, ovom metodom
otezano je brojanje i mjerenje krvnih Zzila, osobito onih uz bazalnu membranu epitela.

II. Metoda CD 31 uspjesno obiljezava endotel krvnih zila bez bojanja podloge, ali je inten-
zitet bojanja endotela nesto slabiji nego u prethodnoj metodi. Medutim, kada se broje krvne
zile uz bazalnu membranu epitela to je znatno lakSe nego u prethodno opisanoj metodi.

III. Mallory je histokemijska metoda u kojoj istraziva¢ mora imati golemo iskustvo u pa-
tohistologiji jer se u ovoj metodi pojavljuje mnostvo pukotina u materijalu koje oponasaju
kapilarne i zilne prostore. Brojanje 1 mjerenje krvnih zila zahtjeva iznad-prosjecnu koncen-
traciju i veci utrosak vremena, a da pri tome istrazivac¢ nije uvijek siguran sto je krvna zila, a
Sto artefakt. Metoda je jeftina, ali nije specifi¢na i trazi viSe vremena od prethodne dvije me-
tode.

IV. PAS je poput Mallory-a jeftina, svima dostupna, ali nespecificna metoda, koja zahtje-
va golemu koncentraciju, a da istrazivac kao i u prethodnoj metodi nije siguran je li u¢inio
brojanje i mjerenje na zadovoljavajuéi nacin. Statistickom obradom mjerenja u¢injena meto-
dom PAS cesto odstupaju od ostalih mjerenja.

Imunohistokemijske metode imaju prednosti u istrazivanju angiogeneze. lako se
parametri kao $to su promjer, opseg 1 povrSina krvnih Zzila nisu mogli dovesti u vezu s
angiogenezom povezanom s CINa jasno se pokazalo kako se broj krvnih zila uz bazalnu
membranu epitela kontrolnih skupina K 1 1 K 2 i CINa statisticki razlikuje u svim
upotrijebljenim metodama, ali postoji znacajna razlika u broju krvnih Zila uz bazalnu
membranu epitela izmedu standardnih i imunohistokemijskih metoda. Imunohistokemijske
metode F-VIII 1 CD 31 u identifikaciji malih kapilarnih krvnih Zila uz bazalnu membranu
epitela su podjednako uspjesne, ali su daleko ucinkovitije od standardnih metoda. Malena

prednost
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moze se dati metodi CD 31 Sto se tice komfora istraZivaca, ali se ne smije zaboraviti niti
¢injenica kako je metoda F-VIII jeftinija. Temeljem vlastitog iskustva moZe se re¢i kako su
obje metode podjednako ucinkovite u odsutnosti jake upale. Kod izrazene jake upale

prednost u svakom slucaju treba dati imunohistokemijskoj metodi CD 31.

Rezultati imunohistokemijske obrade metodama F-VIII 1 CD 31 prikazuju stanje
mikrocirkulacije uzduz bazalne membrane epitela vrata maternice (Slike 1-18). Uzduz
bazalne membrane normalnog epitela vrata maternice kontrolne skupine K 1 prikazuju se
vrlo rijetki kapilarni vaskularni prostori (Slike 1-4). Sli¢no stanje kapilarne mikrocirkulacije
nalazi se uzduz bazalne membrane normalnog i neneoplasticnog epitela kontrolne skupine K
2 (Slike 5-8). Kapilarni vaskularni prostori uzduz bazalne membrane epitela pocinju se
isticati ispod CIN 1 promjena (Slike 9-12). Broj kapilarnih vaskularnih prostora uzduz
bazalne membrane epitela CIN 2 promjena povecava se (Slike 13 1 14), a posebno se
brojnoscu istiCe uzduz bazalne membrane CIN 3 promjena (Slike 15 i 16). Na prijelazu
izmedu zrelog plocastog epitela i neoplasti¢nog epitela CIN 3 promjena nalazi se umnazanje
mikro krvnih Zila neposredno ispod CIN 3 promjene, ali ne i ispod zrelog plocastog epitela u

susjedstvu (Slike 17 1 18).
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Slika 1. Zona transformacije epitela, kontrolna skupina K 1 (F-VIII, 160x)

2. Stanje krvnih Zila ispod normalnog cilindricnog sluzavog epitela kontrolne

Slika

skupine K 1 (F-VIII, 160x)

76



Slika 3. Krvne Zile prikazane imunohistokemijskom metodom CD 31 ispod normalnog
cilindri¢nog sluzavog epitela u blizini zone transformacije, kontrolna skupina K 1 (160x)

Slika 4. Prikaz krvnih Zila ispod normalnog plocastog epitela zone transformacije
kontrolne skupine K 1 (CD 31, 160x)



Slika 5.Prikazuje stanje krvnih Zila ispod normalnog plocastog epitela zone

transformacije kontrolne skupine K 2 (F-VIII, 160x)

v

Slika 6. Prikazuje stanje krvnih Zila ispod normalnog cilindricnog sluzavog epitela

kontrolne skupine K 2 (F-VIII, 160x)
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Slika 7. Krvne Zile ispod zrelog ploéastog metaplasti¢nog epitela kontrolne skupine K 2
prikazane s CD 31 (160x)

Slika 8. Biljegom CD 31 prikazane krvne Zile ispod normalnog cilindricnog sluzavog
epitela kontrolne skupine K 2 (160x)
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Slika 9. Prikazuje stanje krvnih Zila ispod CIN 1 epitela (F-VIII, 160x)

Slika 10. Pojava krvnih kapilara neposredno uz bazalnu membranu ispod CIN 1
(F-VIII, 160x)
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Slika 12. Imunohistokemijiskim biljegom CD 31 prikazani detalji sa slike 10 (160x)
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Slika 13. Prikaz krvnih kapilara uz bazalnu membranu epitela ispod CIN 2 (F-VIII,
160x)

Slikaj 14. UmnoZeni kapilarni Zilni prostori uz bazalnu membranu ispod CIN 2 (CD 31,
160x)
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Slika 15. Prikazuje brojne krvne kapilare neposredno uz bazalnu membranu ispod CIN

3 promjene (F-VIII, 160x)

Slika 16. UmnoZene krvne kapilare neposredno uz bazalnu membranu ispod CIN 3

promjene (CD 31, 160x)
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Slika 17. Prijelaz normalnog plocastog prema neoplasticnom plocastom epitelu (F-VIII,
160x)

Slika 18. Detalj s prethodne fotografije prikazan imunohistokemijskom metodom CD 31 (160x)
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5. RASPRAVA



5. RASPRAVA

Angiogeneza — sposobnost stvaranja novih krvnih Zila je svojstvo solidnih tumora koje im
omogucuje rast i Sirenje.

Vaskularizacija cerviksa, osobito ona atipi¢na, ve¢ je dugo vremena poznata kao znacajan
klini¢ki pokazatelj koji se pri kolposkopiji rabi u dijagnostici neinvazivnog i invazivnog
karcinoma vrata maternice (83,84).

Ovaj rad je osmis$ljen s namjerom istrazivanja angiogenetskog potencijala cervikalnih
intraepitelnih neoplazija. Njegov prvi zadatak bio je utvrditi prethodi li angiogeneza
promjenama na epitelu.

Mjerenjem veliine promjera krvnih Zila, njihova opsega i povrSine te ukupnog broja
krvnih  zila 1 broja krvnih Zila neposredno uz bazalnu membranu epitela
imunohistokemijskim metodama (F-VIII i CD 31) nije nadeno statisticki znacajne razlike u
kvaliteti i kvantitetu krvnih zila izmedu dviju kontrolnih skupina. Kontrolna skupina I (K 1)
su uzorci vrata maternice bolesnica kojima je histerektomija u€injena u generativnoj dobi a
zbog razloga koji nisu bili u svezi s CINom, dok je kontrolna skupina II (K 2) sastavljena od
onih uzoraka vrata maternice bolesnica koniziranih zbog CIN 3 koji su bez utvrdene
patohistoloSke abnormalnosti u smislu CINa. Usporedivanjem kvantitete i kvalitete krvnih
zila nadena je statisticki znacajna razlika medu kontrolnim skupinama za veli¢ine povrSina
krvnih Zila u metodi Mallory i za ukupan broj 1 broj stromalnih krvnih zila u metodi PAS koje
su se pokazale kao izrazito neprikladne za uoc€avanje kapilarnih Zilnih prostora. Vazno je
napomenuti kako niti jedno poznato istraZivanje nije usporedivalo cervikalne intraepitelne
promjene s dvije kontrolne skupine jednom koja nema nikakve veze s CINom i1 drugom koja
pripada vratu maternice s CINom ali bez patohistoloske abnoramalnosti. Niti jedno
objavljeno istrazivanje nije medusobno testiralo kontrolne skupine. Na ovaj je nacin
dokazano kako se promjene kvantitete 1 kvalitete krvnih zila ne nalaze u odsustvu CINa.
Statistickim metodama uspjelo se dokazati kako obje kontrolne skupine pripadaju istom
osnovhom podskupu kada se promatra kvaliteta i kvantiteta krvnih Zila ispod

neneoplasticnog epitela.
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U ovom istrazivanju kvaliteta krvnih zila ispod displasticnog epitela izraZzena
parametrima promjera, opsega i povrsine presjeka krvnih zila u odnosu na iste osobine krvnih
zila 1spod neneoplasiticnog epitela kontrolnih skupina K 1 1 K 2 nije se statisticki znacajno
razlikovala, ali je utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u kvantitetu krvnih Zila displasticnog
epitela u odnosu na kvantitetu krvnih zila ispod neneoplasticnog epitela kada se brojanje
ogranicilo na usku zonu neposredno uz bazalnu membranu epitela.

Porast mikrovaskularnog zbroja s poveé¢anjem stupnja intraepitelne neoplazije prema CIN
3 te malo ali statisticki beznacajno smanjene mikrovaskularnog zbroja u invazivnim
karcinomima naspram CIN 3 nasao je Davidson sa suradnicima (91) $to je protumaceno
oskudnos¢u strome u tipicnim invazivnim karcinomima kada se usporede s
mikroinvazivnim. Isti autori nisu nasli korelaciju izmedu prisutnosti HPV DNA bilo kojeg
specifi¢nog tipa 1 mikrovaskularnog zbroja. Doprinosi li prisustvo specificnog HPVa
angiogenezi preostaje da se istrazi u buduénosti.

Kada se rezultati dobiveni ovim istrazivanjem usporede s rezultatima Smith-McCune i
Weidnera (90) vidi se da su ovi autori nasli statisticki znacajnu razliku u broju krvnih Zzila
izmedu normalnog tkiva i CIN 2 i CIN 3 promjena, medutim, nisu nasli statisti¢ki znacajne
razlike u broju krvnih zila CIN 1 i susjednog normalnog tkiva. Iz navedenog su zakljucili
kako stupanj angiogeneze raste sa stupnjem CINe. Zamjerka njihovom radu je mali broj
istrazenih uzoraka — ukupno 23 koji su ukljucivali 3 kondiloma, 3 CINI[,6 CIN 21 11 CIN 3
promjena. Ovi autori unutar CINa nalaze statisticki znacajnu razliku odnosa broja krvnih zila
izmedu CIN 1 i CIN 2, ali ne i za CIN 2 i CIN 3 iz ¢ega su zakljucili kako svojstva
angiogeneze postaju izrazenija kako promjena napreduje. Ono §to je u potpunosti jednako
izmedu ovog rada i rada Smith-McCune 1 Weidnera je Cinjenica da se neovaskularizacija
potaknuta CINom odvija u uskom podrué¢ju neposredno ispod displasticnog epitela, odnosno
uz njegovu bazalnu membranu i ne $iri se niti lateralno niti ispod te zone (Slike 1-18).

Cinjenica da je neovaskularizacija naglasenija u uznapredovalim CIN promjenama je ili
odraz naglasenije potrebe za opskrbom krvlju zbog porasta metaboli¢ke aktivnosti ili je
angiogeneza preduvjet za kasniji razvoj invazivnih klonova. Kao takove CINe mogu sluziti
kao model za proucavanje stadija uklju¢enih u neovaskularizaciju tumora. Mada je rad

Smith-McCune i1 Weidnera fundamentalan u istrazivanju angiogeneze cervikalnih
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intraepitelnih neoplazija moze mu se osim malog broja istraZzenih uzoraka zamjeriti 1
¢injenica kako su uzorci bili izabrani tako da svaki sluzi ujedno 1 kao kontrolna skupina,
odnosno, sadrzi neneoplasticki epitel, te na taj nacin nisu obratili dovoljnu pozornost na
mogucnost horizontalnog djelovanja ¢imbenika angiogeneze. U njihovom radu angiogeneza
je a priori shvacena kao lokalno zbivanje bez potrebe stvarnog dokazivanja da je tomu tako.
Dobra strana njihovog rada je matematicki model za izrazavanje angiogenskog odnosa kojeg
izrazavaju kao broj krvnih zila po centimetru ispod displasti¢ne promjene podijeljen s brojem
krvnih zila po centimetru ispod normalnog epitela. Naravno, normalni epitel u praksi, paiu
ovom istrazivanju najc¢esc¢e znaci neneoplasticni epitel, a pri tome obuhvaca zrelu i nezrelu
metaplaziju, hiperplaziju bazalnih stanica cilindri¢nog epitela i sli¢no.

Cinjenica da je neovaskularizacija naglaenija u uznapredovalim CIN promjenama je ili
odraz naglasenije potrebe za opskrbom krvlju zbog porasta metaboli¢ke aktivnosti ili je
angiogeneza preduvjet za kasniji razvoj invazivnih klonova. Kao takove CINe mogu sluziti
kao model za proucavanje stadija uklju¢enih u neovaskularizaciju tumora. Mada je rad
Smith-McCune 1 Weidnera fundamentalan u istrazivanju angiogeneze cervikalnih
intraepitelnih neoplazija moze mu se osim malog broja istrazenih uzoraka zamjeriti i
¢injenica kako su uzorci bili izabrani tako da svaki sluzi ujedno i kao kontrolna skupina,
odnosno, sadrzi neneoplasticki epitel, te na taj nacin nisu obratili dovoljnu pozornost na
mogucénost horizontalnog djelovanja ¢imbenika angiogeneze. U njihovom radu angiogeneza
je a priori shvac¢ena kao lokalno zbivanje bez potrebe stvarnog dokazivanja da je tomu tako.
Dobra strana njihovog rada je matematicki model za izrazavanje angiogenskog odnosa kojeg
izrazavaju kao broj krvnih zila po centimetru ispod displasti¢ne promjene podijeljen s brojem
krvnih zila po centimetru ispod normalnog epitela. Naravno, normalni epitel u praksi, paiu
ovom istrazivanju najc¢esce znaci neneoplastic¢ni epitel, a pri tome obuhvaca zrelu i nezrelu
metaplaziju, hiperplaziju bazalnih stanica cilindri¢nog epitela i sli¢no.

Abulafia i1 suradnici nisu nasli statisticki znacajne razlike u mikrovaskularnom broju
izmedu CISa i kontrole te su zakljucili kako neinvazivni karcinom plocastih stanica nije
angiogenican (88). Ovi autori su prikazali da je mikroinvazivni karcinom plocastih stanica
angiogenican, ali da dubinu invazije ne prati povecanje angiogeneze. Leung i suradnici

takoder odricu CINa angiogenski potencijal (98).
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U ovom istrazivanju nadena je statisticki zna¢ajna razlika u broju krvnih zila neposredno
ispod ili uz bazalnu membranu epitela kada su se CIN 1, CIN 2 1 CIN 3 usporedivale s brojem
krvnih 7zila ispod bazalne membrane neneopasticnog epitela skupine K 1 u
imunohistokemijskim metodama F-VIII i CD 31, metodi po Malloryu 1 izmedu kontrolne
skupine K 11 CIN 21 CIN 3 umetodi PAS pri ¢emu je P, » 3<0,05, odnosno P, 3<0,05. Kada se
broj krvnih Zzila ispod, odnosno, uz bazalnu membranu epitela usporedivao izmedu skupine
CIN 3 1 K 2 skupine statisti¢ki znacajna razlika dobivena je u imunohistokemijskim
metodama CD 31 1 F-VIII te histokemijskim metodama Mallory i PAS (P<0.05).

Sli¢ne rezultate uz upotrebu drugih statisti¢kih testova polucili su u svome radu Dellas i
suradnici (89).

Kwvaliteta krvnih Zila ispod displasti¢nog epitela izrazena parametrima promjera, opsega i
povrsine presjeka u odnosu na iste osobine ispod neneoplasti¢nog epitela kontrolnih skupina
u nacelu je bila izrazito varijabilna te se ukoliko je i uocena statisticki znacajna razlika u
jednoj od metoda isto nije moglo potvrditi drugom metodom. Sli¢nih pokusaja usporedivanja
kvalitete krvnih zila ispod normalnog i neoplasti¢nog epitela u literaturi nije nadeno.

Usporedba ukupnog broja krvnih zila u zadanom istrazivanom vidnom polju dala je
takoder promjenljive rezultate. Utjecaj CINa na ukupan broj krvnih zila uocen je izmedu
kontrolnih skupina K 1 i K 2 u odnosu na CIN 3 u metodi F-VIII (P<0,05). U ostalim
metodama nema statisticki znacajne razlike u ukupnom broju krvnih zila izmedu CIN
promjena i kontrolnih skupina kao niti izmedu razli¢itih stupnjeva CIN promjena.

Prema rezultatima ovog istrazivanja neovaskulaziracija u CINa je ograni¢ena na uski
pojas neposredno ispod displasti¢nog epitela i uzduz bazalne membrane, i ne §iri se niti
lateralno ni u dubinu iz ovog podrucja, a nalaz je suglasan s nalazima u literaturi (89, 90, 91).

Usporedivanjem osnovnih parametara izmedu pojedinih stupnjeva CINa u ovome radu je
utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u broju krvnih zila uz bazalnu membranu epitela izmedu
CIN 11 CIN 3 u imunohistokemijskim metodama F-VIII i CD 31 (P<0,05). Ovim metodama
nadena je statisticki znacajna razlika u broju kapilarnih vaskularnih prostora uz bazalnu
membranu epitela takoder 1 izmedu CIN 2 i CIN 3 (P<0,05). Statisti¢ki znacajno povecanje
mikrokrvnih zila izmedu CIN 1, odnosno blagog intraepitelnog poremecaja i CIN 3, teSkog

intraepitelnog poremecaja nadeno je i u literaturi (89, 90, 91).
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Odnos ukupnog broja krvnih Zila 1 odnos povrSine presjeka krvnih zila izmedu razli¢itih
stupnjeva CINa toliko je razli¢it u svim ispitivanim slucajevima i u svim upotrijebljenim
metodama da se ne moze povezati s rastu¢im stupnjevima CINa.

Rastu¢i intenzitet upale ne utjeCe bitno na povecanje broja krvnih zila, kako ukupnog tako
1 broja krvnih zila uz bazalnu membranu epitela niti u jednoj od ispitivanih skupina bez
obzira radi li se o kontrolnim skupinama ili o skupinama s izrazenom CINom. Utjecaj upale
na angiogensku aktivnost obradila je Smit-McCune (90) na nacin da je broj CD 68 pozitivnih
stanica po jedinici povrSine normalnog tkiva usporedila s angiogenskim odnosom svake CIN
promjene i pri tome nije nasla statisticki znacajne povezanosti u odnosu angiogeneze i upale.
Poznato je naime da displasticno tkivo izaziva imunoloski odgovor domacina, a upalne
stanice sadrze i izlucuju mnoge angiogenske sastojke (55). Ove ¢injenice podupiru misljenje
kako je angiogeneza nezavisna od koli¢ine prisutne upale i kao takva odrazava samo jedno od
svojstava displasti¢nog/neoplasticnog epitela. Neki autori predlazu daljnje istrazivanje
kroni¢ne upale, spolno prenosivih bolesti i HPVa kao moguceg uzroka angiogeneze (92).

Niti jedan od radova prezentiranih u literaturi ne daje podatke je li istrazivan odnos
klasi¢nih histoloskih obiljezja CINa kao Sto je veli¢ina stanica, broj mitoza i prisustvo ili
odsustvo koilocita. U ovom istrazivanju nije se uspjela utvrditi povezanost veli¢ine epitelnih
stanica CINe i broja krvnih zila uz bazalnu membranu epitela. Veli¢ina epitelnih stanica
CINe ne utjece bitno niti na ukupan broj krvnih zila ispod promjene dok su vrijednosti
veli¢ina povrsina krvnih zila ispod CINa vrlo promjenljive te se pouzdani zakljucci o ovom
odnosu ne mogu donijeti. Do sli¢nih opaZanja doslo se i u odnosu broja mitoza CINa. Cini se
kako broj mitoza u CINi ne utjee bitno na rast broja krvnih zila uz bazalnu membranu
epitela, a odnos rastu¢eg broja mitoza CINe i ukupnog broja krvnih zila je promjenljiv. Jako
je promjenljiv i odnos veli¢ine povrSina krvnih Zila naspram broja mitoza. U ovom
istrazivanju je opazeno kako prisustvo koilocita u CINa utjece na porast broja krvnih Zila uz
bazalnu membranu epitela dok pravilnost utjecaja na ukupan broj krvnih zila i veli¢inu
njihove povrsine nije opazen. Podatak slican ovome nije naden ni u starijoj ni u najnovijoj
literaturi. Daleka usporedba moze se povuéi s radom u kojem nije nadeno meduzavisnosti
izmedu HPV DNA i broja endotelnih stanica CIN (94). Ova opazanja dovode do zakljucka

kako na angiogenezu ne utjecu klasicni histoloski parametri kao $to je veli¢ina stanica i broj
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mitoza. Drugim rije€ima, pracenje ovih parametara nije od koristi u zaklju¢ivanju o
angiogenskom potencijalu neke CIN promjene.

Imunohistokemijske metode nezamjenjive su u istrazivanju angiogeneze.
Imunohistokemijske metode F-VIII 1 CD 31 su u identifikaciji kapilarnih krvnih Zila
podjednako uspjesne, a daleko ucinkovitije od klasi¢nih histokemijskih bojanja kao Sto su
PAS i Mallory. Malenu prednost moze se dati metodi CD 31 Sto se ti¢e komfora istrazivaca,
ali se ne smije zaboraviti niti ¢injenica da je metoda F-VIII jeftinija. Na osnovi vlastitog
iskustva moze se re¢i kako su obje metode podjednako u¢inkovite u odsutnosti jake upale.
Kod izrazene jake upale imunohistokemijska metoda CD 31 je u prednosti.

Potvrdu kako premaligne, pa ¢ak i neneoplasti¢ne i preneoplasti¢ne lezije mogu izazivati
neovaskularizaciju pronalazi se u literaturi. Tako su Brem i Gullino tvorci pionirskog rada
koji je otkrio moguénost da i neneoplasti¢ne lezije ili lezije koje se mogu smatrati
preneoplasti¢nima posjeduju sposobnost neovaskularizacije, odnosno, imaju angiogenski
potencijal. Poznato je, naime, da je mlije¢na zlijezda sisavaca sklona hiperplasticnim
promjenama. Neke od ovih promjena nose visoki rizik nastanka klini¢ki malignog tumora
iako je ovaj potencijal nemoguce predvidjeti. Takvim promjenama mogu biti smatrani i
papilomi dojke miSa, a njihovim presadivanjem u Sarenicu kuni¢a izazvali su pojavu
neovaskularizacije koju nisu mogli izazvati termicki obradenim djeli¢ima istog materijala
kao niti djeli¢ima normalnog tkiva misje jetre (69). Ovaj pokus Brem i suradnici ponovili sus
tkivima ljudske dojke i1 ustanovili kako epitelne promjene koje morfoloski izgledaju
hiperplasti¢no ve¢ imaju sposobnost izazvati angiogenski odgovor bas kao i karcinom. Tako
su dosli do zakljucka kako se mogu razlikovati promjene dojke sa sposobnosc¢u neoplasti¢ne
transformacije i prije negoli se pojave morfoloski znakovi atipija i invazije. Njihovo
istrazivanje iznijelo je na vidjelo da osim invazivnih karcinoma dojke, neinvazivni karcinom
dojke i intraduktalni papilomi mogu izazvati neovaskularizaciju (99). Oc¢ito da sposobnost
nastanka novih krvnih Zzila ne znaci da je epitel neoplastican niti da ¢e sigurno postati
neoplasti¢an. Oni su na taj na¢in dokazali ve¢ prije gotovo trideset godina kako angiogeneza,
odnosno neovaskularizacija nije ekskluzivno pravo invazivnih tumora.

Neovaskularizaciju kao obiljezje duktalnog neinvazivnog karcinoma dojke u svojim

istrazivanjima o utjecaju invazivnih karcinoma dojke na prognozu uocili su Weidner i Bosari
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sa suradnicima (70,71). Oni je opisuju kao prsten ili okvir neovaskularizacije prisutan uz
duktalni neinvazivni karcinom 1 pokazuju samo kao slucaj angiogeneze udruZene s
neinvazivnim karcinomom. Smatraju je odgovorom na ¢imbenik ili ¢imbenike angiogeneze
koje lu¢i susjedni invazivni duktalni karcinom (70). Pojacana neovaskularizacija opazena je
neposredno uz hiperplasticne noduluse prostate 1 prostati¢nu intraepitelnu neoplaziju (PIN)

(100), a sli¢ni podatci dobiveni su i za intraepitelne tumore mokra¢nog mjehura.

Iz predocenih vrijednosti mjerenja, vrijednosti statisticke obrade te specificne
morfologije, a u prvom redu na temelju zakljucka cilja broj dva moze se reéi da

istraZzivanje snazno podupire osnovnu hipotezu da su CINe angiogene!

StajaliSta u literaturi o angiogenosti prethodnika raka vrata maternice su ponesto
proturje¢na (88,98) iako najnovija literatura podupire angiogenski potencijal CINa.
Sposobnost CINa da proizvodi nove krvne zile pokusSalo se bezuspjesno iskoristiti za
predvidanje recidiva CINa (92). Najnoviji literaturni podatci ne samo $to imaju slicne dokaze
glede angiogenske aktivnosti CINa nego su oti§li i mnogo dalje. Tako je Dobbs sa
suradnicima uspio dokazati ekspresiju VEGF u CINa i invazivnom karcinomu kao i
korelaciju izmedu VEGF ekspresije 1 gusto¢e novostvorenih krvnih zila (93). Tang i
suradnici dokazali su da se ekspresija TP/timidin fosforilaze (proizvodi je isti gen kao i
PD-ECGEF i izaziva angiogenezu in vitro kao in vivo) znacajno ne razlikuje izmedu stanica
CINa i invazivnog plocastog karcinoma, ali nisu uspjeli dokazati znacajnu razliku u
ekspresiji TP medu pojedinim stupnjevima CINa (101). Intenzitet ekspresije PD-ECGF/TP
znacajno je snazniji u CIN 3 i invazivnom plocastom karcinomu cerviksa nego u displaziji
srednjeg stupnja prema radu Isake i suradnika, medutim, oni nisu nasli meduzavisnosti
izmedu gusto¢e mikrocirkulacije i ekspresije ovih ¢imbenika angiogeneze (102) Jos dalje se
otiSlo u radu Lebrechta i suradnika koji uspjeli dokazati znacajno povecanje serumskog
VEGF kod bolesnica s CIN 1-3 i s cervikalnim karcinomom nego u zdravih zena (103).

Vecina podataka iz literature ¢vrsto dokazuje angiogensku sposobnost CINa, dapace, kao
1 ovo istrazivanje pokazuje kako angiogeneza zapocCinje vrlo rano u premalignim

promjenama vrata maternice Sto se barem djelomice moze dovesti u vezu s pojacanom
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ekspresijom angiogenskih c¢imbenika kao Sto je VEGF 1 PD-ECGF/TP koje izlucuju
abnormalne stanice.

Angiogeneza je vrlo sloZzen proces kontroliran ravnoteZom pozitivnih 1 negativnih
regulatornih elemenata 1 ¢imbenika mikrookolisa (101), a osim u evoluciji tumora potrebna
je za cijeljenje rana 1 nastanak jednog dijela neneoplasticnih bolesti. U vecini tumora
neovaskularizacija se pojavljuje dok su tumori u neinvazivnom obliku. Stoga je,
upoznavanje sa stanjima kod kojih je povecana gustoc¢a mikrocirkulacije dokaz lokalnog
prisustva ili izlu¢ivanja ¢imbenika angiogeneze samo mali korak u upoznavanju ovog
procesa. Procese angiogeneze treba proucavati s osnovnim ciljem da se spoznaje o njenom
nastajanju iskoriste za upoznavanje ili provodenje mehanizama za njezino sprijeavanje.
Kocenje angiogeneze je najnoviji pristup u terapiji raka. Neki rezultati ve¢ su postignuti. S
inhibitorom angiogeneze TNP-470 postignuta je remisija metastatskog karcinoma vrata
maternice (104). Na osnovu ovog podatka nameée se misljenje kako protuangiogenska
terapija ima svoje mjesto ne samo u lijeCenju invazivnog karcinoma nego i u prevenciji
progresije iz premalignog stanja u invazivni karcinom (105).

Najveci doprinos ovoga rada je u tome $to je prvi puta odnos CINa i angiogeneze istrazen
na velikom broju uzoraka. Odnos CINa i angiogeneze obraden je uporabom dviju
imunohistokemijskih metoda F-VIII i CD 31 koje su pokazale sukladnost u dobivenim
rezultatima. Prethodna istrazivanja ovog problema napravljena su na malom broju uzoraka
koji su ujedno sluzili i kao kontrolna skupina. Histokemijske metode za utvrdivanje
angiogeneze nazalost nisu dale zadovoljavajuce rezultate te se one ne mogu upotrebljavati u
svakodnevnom radu. Dokaz kako prisustvo koilocita u CINu utjece na broj krvnih zila uz
bazalnu membranu neoplasti¢nog epitela znacajan je te sugerira daljnja istrazivanja, jer je

odnos HPV infekcije u CINu i angiogeneze nedovoljno istrazen i nepoznat proces.
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6. ZAKLJUCCI

Temeljem vlastitog istrazivanja i dobivenih rezultata glede angiogeneze u cervikalnim

intraepitelnim neoplazijama dolazi se do slijede¢ih zakljuc¢aka:
1. Angiogeneza ne prethodi cervikalnoj intraepitelnoj neoplaziji.
2.  Angiogeneza se javlja u CINa u uskom sloju uzbazalnu membranu epitela.

3. Srastué¢im stupnjem cervikalne intraepitelne neoplazije povezan je rastuéi broj

krvnih zila uz bazalnu membranu epitela.

4. Intenzitet upale ne utjeCe na broj krvnih Zla niti ispod normalnog niti ispod

displasti¢nog epitela.

S.  Prisustvo koilocita utje¢e na porast broja krvnih zila uz bazalnu membranu

epitela.

6. Imunohistokemijske metode F-VIII i CD 31 su metode izbora u procjeni
angiogenskog potencijala CINe, ali se u slu¢ajevima ja¢e upalne reakcije u stromi

preporucuje metoda CD 31.
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Ovim istrazivanjem nastojalo se odgovoriti na pitanje jesu li cervikalne intraepitelne
neoplazije sposobne izazvati neovaskularizaciju — angiogenzu.

Kvantiteta (zbroj krvnih Zila uz bazalnu membranu epitela i ukupan broj krvnih Zila
zadanog vidnog polja) te kvaliteta krvnih Zila (promjer, opseg i povr§ina) usporedivani su
izmedu 30 uzoraka CIN 1, 30 uzoraka CIN 2, 30 uzoraka CIN 3 te dviju kontrolnih
skupina od kojih svaka sadrzi po 30 uzoraka tkiva cerviksa bez patohistoloske
abnormalnosti, a medusobno se razlikuju po tome sto su uzorci skupine K 1 uzeti s cerviksa
bolesnica histerektomiranih zbog razloga koji nemaju veze s CINom, a uzorci skupine K 2
od bolesnica s CIN 3, ali s mjesta bez patohistoloske abnormalnosti. Uzorci su
histokemijski obradeni po PASu i Malloryu te imunohistokemijski metodama s biljezima
anti-F-VIII 1 anti-CD 31. Kvantitativni i kvalitativni parametri obradeni su kvantitativnom
morfometrijskom analizom u programu "ISSA for windows" firme VAMS , Zagreb.
Klasi¢ni histoloski pokazatelji kao stupanj upale, veli¢ina stanica CINe, broj mitoza CINe i
prisustvo koilocita obradeni su polukvantitativnim pristupom i usporedeni s rezultatima
kvantitativne morfometrije. Rezultati su statisticki obradeni testiranjem analize varijance
metodom (ANOVA), a kriterij znacajnosti bio je Fischerov F -test.

Znacajne kvantitativne i kvalitativne razlike izmedu krvnih zila kontrolnih skupina K 1
1 K 2 nisu nadene (P>0,05). Nadena je statisticki znacajna razlika u broju krvnih zila
neposredno ispod ili uzbazalnu membranu epitela izmedu CIN 1, CIN 2, CIN 3 i kontrolne
skupine K 1 u imunohistokemijskim metodama F-VIII i CD 31 i metodi Mallory
(P125<0,05) te izmedu CIN 3 i kontrolne skupine K 2 u svim primjenjenim metodama (P
<0,05). Statisticki znacajna razlika u ukupnom broju krvnih zila nadena je samo izmedu
kontrolnih skupina K 1 1 K 2 i CIN 3 u metodi F-VIII (P<0,05). Pouzdana korelacija
izmedu stupnja CINe i kvaliteta krvnih Zila nije nadena. Broj krvnih Zila neposredno uz
bazalnu membranu epitela izmedu CIN 1 i CIN 3, te izmedu CIN 2 i CIN 3 u obje
imunohistokemijske metode statisticki se znacajno razlikuje (Pg_.yi;1<0,05 1 P¢p 3;<0,05).

Korelacija stupnja upale, veli¢ine stanica CINe, broja mitoza CINe s kvalitetom i
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kvantitetom krvnih zila CINa nije nadena. Medutim, prisustvo koilocita utjece na broj
krvnih zila uz bazalnu membranu displasti¢nog epitela.

Bududi postoji znacajna razlika u broju krvnih zila uz bazalnu membranu izmedu
normalnog i displastiénog epitela, a taj broj raste s porastom stupnja CINe, doslo se do
zakljucka da su cervikalne intraepitelne neoplazije angiogene.

Klju¢ne rijeéi: cervikalna intraepitelna neoplazija, angiogeneza, kvantitativna
morfometrija.

Key words: cervical intraepithelial neoplasia, angiogenesis, quntitative morphometrics
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ANGIOGENESIS OF CERVICAL INTRAEPITHELIAL
NEOPLASIA (CIN):QUANTITATIVE
MORPHOMETRIC ANALYSIS

MILANKA MRCELA
2005.

8. SUMMARY

The aim of this research was to answer whether cervical intraepithelial neoplasias are
able to provoke neovascularisation — angiogenesis.

The quantity (the sum of micro-vessels along with the basement membrane of
epithelium and total number of vessels of set microscopic view field) and the quality of
vessels (diameter, circumference and area) were compared between 30 specimens of CIN
1, 30 specimens of CIN 2, 30 specimens of CIN 3 and two control groups each of them
containing 30 specimens of cervical tissue without any pathohistological abnormality and
differing from each other in the fact that specimens of control group K 1 were taken from
patients who underwent hysterectomy for reasons unrelated to CIN and group K 2 whose
specimens were taken from patients with CIN 3 lesions but taken from parts which had no
pathohistological abnormality. Samples were treated with histochemical methods PAS and
Mallory and with immunohistochemical methods with anti-F-VIII and anti-CD 31
markers. Quantitative and qulitative parameters were processed using quantitative
morphometric analysis in program "ISSA for windows", produced by VAMS, Zagreb.
Classic histological criteria such as degree of inflammation, the CIN cell size, the number
of CIN mitoses and the presence of koilocytes were all processed by semiquantitative
approach and compared with the results of quantitative morphometrics. The results were
statistically analysed by method testing analysis of variance (ANOVA) based on Fischer’s
(F -test) test as the criterion of significance.

No significant difference between control groups K 1 and K 2 (P>0,05) was found.

Statistically significant difference was found in the sum of micro-vessels directly below or
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along the basement membrane between CIN 1, CIN 2, CIN 3 and the control group K 1
using immunohistochemical methods F-VIII, CD 31 and histochemical method Mallory
(P123<0,05) and between CIN3 and the control group K2 in all aplied methods (P<0,05). A
reliable correlation between CIN grades and vessels quality was not found. The number of
vessels close to the basement membrane of epithelium between CIN 1 and CIN 3, and CIN
2 and CIN 3 in both immunohistochemical methods was significantly different
(Prvin<0,05 and P¢p 3;<0,05). The correlation between inflammation degree, CIN cell
size, number of CIN mitoses and quality and quantity of blood vessels was not found.
However, the presence of koilocytes affects the number of blood vessels along the

basement membrane of dysplastic epithelium.

Since there is a significant difference in the number of blood vessels along the basement
membrane between normal and dysplastic epithelium, and that number increases with the

rise of CIN grade, it was concluded that CIN lesions are angiogenic.
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