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SAZETAK

Epitelno mezenhimalna tranzicija u stromi adenokarcinoma in situ i invazivnog
adenonkarcinoma vrata maternice

Ivana Omazié

Cesto je te$ko razlikovati adenokarcinom in situ od podetne invazije invazivnog
adenokarcinoma vrata maternice. Imunohistokemijske promjene povezane s invazijom

adenokarcinoma vrata maternice slabo su istrazene.

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi fenotipske promjene vezane uz epitelno-mezenhimalnu

tranziciju u adenokarcinomu in situ i invazivnom adenokarcinomu vrata maternice.

Imunohistokemijska ekspresija vimentina, glatkomiSi¢cnog aktina, CD34 i E-kadherina
odredivana je u 10 uzoraka urednog endocervikalnog epitela, 10 uzoraka adenokarcinoma in
situ i 10 uzoraka invazivnhog adenokarcinoma. Intenzitet imunohistokemijske ekspresije

procjenjivan je na skali od 0 do 3 (O=nema ekspresije, 3=jaka ekspresija).

U usporedbi s normalnim endocervikalnim epitelom i AlS, pronadeno je pojacano bojanje
periglandularne strome IAC na SMA. Reakcija je bila srednje (2) izrazena u 6/10 slucajeva
IAC, a jaka (3) u samo jednom slu€aju IAC. CD34 je bio jako izrazen (3) u svim slu€ajevima
normalnog endocervikalnog epitela i AlS. Srednja (2) izrazenost CD34 bila je prisutna u 7/10
slucajeva IAC, a niska (1) u 3/10 sluCajeva. Intenzitet ekspresije SMA i CD34 ovisio je o
dubini invazije atipiénih tumorskih Zlijezda. Nisu pronadene razlike u imunohistokemijskoj

ekspresiji vimentina i E-kadherina izmedu normalnog endocervikalnog epitela, AIS i IAC.

Epitelno-mezenhimalna tranzicija mogla bi biti mehanizam invazije adenokarcinoma vrata
maternice. Ipak, potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se odredilo koji bi se
imunohistokemijski markeri mogli koristiti u razlikovanju adenokarcinoma in situ od

invazivnog adenokarcinoma vrata maternice.

Kljuéne rije€i: adenokarcinom in situ, invazivni adenokarcinom, vrat maternice, epitelno-

mezenhimalna tranzicija



SUMMARY

Epithelial mesenchymal transition in the stroma of adenocarcinoma in situ and

invasive adenocarcinoma of the uterine cervix
Ivana Omazié

It is often hard to differentiate among adenocarcinoma in situ and early invasive endocervical
adenocarcinoma. Little is known of the immunohistochemical changes associated with the

invasion of endocervical adenocarcinoma.

The aim of this study was to examine the phenotypic changes associated with the epithelial-
mesenchymal transition in adenocarcinoma in situ and invasive adenocarcinoma of the

uterine cervix.

The immunohistochemical expression of vimentin, smooth-muscle actin, CD34 and E-
cadherin was assessed in 10 cases of normal endocervical epithelium, 10 cases of
adenocarcinoma in situ and 10 cases of invasive adenocarcinoma. The intensity of the
immunohistochemical expression was evaluated on a scale from 0 to 3 (0O=no expression,

3=high expression).

Compared to normal endocervical epithelium and AlS, there was an increase in the staining
of the periglandular stroma for SMA in IAC. The expression was moderate (2) in 6/10 cases
of IAC and high (3) in only one case of IAC. CD34 was strongly expressed (3) in all cases of
normal endocervical epithelium and AlIS. Moderate (2) CD34 expression was found in 7/10
cases of IAC and low (1) in 3/10 cases. The intensity of the expression of both SMA and
CD34 correlated with the depth of invasion of atypical tumor glands. There was no difference
in the immunohistochemical staining for vimentin and E-cadherin among normal endocervical
epithelium, AIS and IAC.

Epithelial-mesenchymal transition might be a mechanism of invasion in endocervical
adenocarcinoma. However, further studies are required to determine which
immunohistochemical markers could be used in the differentiation of adenocarcinoma in situ

from invasive adenocarcinoma of the uterine cervix.

Key words: adenocarcinoma in situ, invasive adenocarcinoma, cervix uteri, epithelial-

mesenchymal transition



1. UvOD

1.1 Grada vrata maternice

Materni¢ni vrat graden je od dva dijela: egzocervikalnog i endocervikalnog (1). Dio koji se
nastavlja na rodnicu naziva se egzocervikalnim dijelom i prekriven je viSeslojnim,
neoroznjelim ploc¢astim epitelom (2). Endocervikalni dio ili kanal prekriven je jednorednim,
mucinoznim cilindricnim epitelom koji stvara uvu€enja u stromu (kripte), koje se obicno
nazivaju endocervikalnim Zzlijezdama, $to nije to¢no, ali je uvrijezeno. Mjesto prelaska
plo¢astog u mucinozni cilindri¢ni epitel naziva se skvamokolumnarnom granicom (1). Polozaj
skvamokolumnarne granice nije stalan. U djetinjstvu i postmenopauzi granica se nalazi
visoko u endocervikalnom kanalu, dok se u generativnoj dobi, ponajprije zbog rasta cerviksa
u pubertetu, pomi¢e prema egzocerviksu. Pod utjecajem hormonskih promjena i vaginalne
bakterijske flore dolazi do metaplazije cilindri€nog epitela metaplasti¢nim plo€astim epitelom
uslijed ¢ega nastaje sekundarna skvamokolumnarna granica (2). Podrucje izmedu primarne i
sekundarne skvamokolumnarne granice naziva se zonom transformacije i najéescée je mjesto

nastanka prekanceroza i invazivnih karcinoma materni¢noga vrata (1).

1.2 Klasifikacija novotvorina vrata maternice

Svjetska zdravstvena organizacija najnovijom klasifikacijom tumora zenskog spolnog
sustava iz 2014. godine daje novu podjelu prekanceroza i invazivnih karcinoma vrata
maternice. Prekursori, odnosno promjene koje prethode invazivhim karcinomima vrata
maternice, a koje se razvijaju u ploastom epitelu, svrstane su u intraepitelne lezije plo€astog
epitela (engl. squamous intraepithelial lesions — SIL) (3). Ove promjene mogu biti niskoga
stupnja (engl. low-grade squamous intraepithelial lesions — LSIL), u koje se ubrajaju
promjene koje su se prije hazivale cervikalnom intraepitelnom neoplazijom 1. stupnja (CIN
1), i visokog stupnja (engl. high-grade squamous intraepithelial lesions — HSIL), u koje se
ubrajaju promjene koje su se prije nazivale cervikalnom intraepitelnom neoplazijom 2. i 3.
stupnja (CIN 2 i CIN 3) (3, 4). Prekursor, odnosno promjena koja prethodi razvoju invazivnog

adenokarcinoma vrata maternice naziva se adenokarcinomom in situ (AIS) (3).



Karcinomi vrata maternice su ovom, najnovijom klasifikacijom svrstani u karcinome ploCastog
epitela i karcinome Zljezdanog epitela. U skupinu karcinoma Zljezdanog epitela svrstani su
endocervikalni adenokarcinom uobiajenog tipa, mucinozni karcinom (gastrichog tipa,
intestinalnog tipa i tipa stanica prstena pecatnjaka), viloglandularni, endometrioidni,
svijetlostanicni, serozni, mezonefricni i adenokarcinom sa sastavnicom neuroendokrinog

karcinoma (3) (Tablica 1).

Tablica 1. Klasifikacija adenokarcinoma vrata maternice i prethodecih lezija. Prema: Kurman
RJ, Carcangiu ML, Herrington CS, Young RH. WHO classification of tumours of female
reproductive organs. 4. izd. Lyon: International agency for research on cancer; 2014. (3).

Tumori Zljezdanog epitela i

njihovi prekursori

Adenokarcinom in situ
Adenokarcinom
Endocervikalni adenokarcinom
uobi¢ajenog tipa
Mucinozni karcinom bez
posebnih obiljezja
Gastricni tip
Intestinalni tip
Tip stanica prstena
pecatnjaka
Viloglandularni karcinom
Endometrioidni karcinom
Svijetlostani¢ni karcinom
Serozni karcinom
Mezonefriéni karcinom
Adenokarcinom sa sastavnicom

neuroendokrinog karcinoma

1.3 Adenokarcinom in situ i invazivni adenokarcinom vrata maternice
Karcinom materni¢noga vrata Cetvrta je najCeSc¢e dijagnosticirana zlo¢udna novotvorina u

Zena, odgovorna za 7.5% smrti od zlocudnih novotvorina (5). Karcinom ploastoga epitela,
kao najCes¢i karcinom materniénoga vrata, dugo je vremena bio u srediStu pozornosti.
Medutim, posljednjih 50 godina primije¢en je porast relativne prevalencije invazivnoga
adenokarcinoma vrata maternice, koji danas ¢ini 25% primarnih karcinoma vrata maternice
(4, 6). Taj porast pripisuje se padu prevalencije karcinoma ploCastog epitela zahvaljujuci
programima probira, ali i boljoj detekciji adenokarcinoma in situ i invazivhog
adenokarcinoma. Ce$ée otkrivanje rezultat je unapriedenja opreme za uzimanje citologkih

uzoraka te boljeg prepoznavanja citoloskih obiljeZja adenokarcinoma (6).



Adenokarcinom in situ definira se kao intraepitelna lezija gradena od atipi¢nog Zljezdanog
epitela zlo¢udnoga izgleda, ali bez invazije strome, koja, ako se ne lije€i, nosi visok rizik
razvoja invazivnog adenokarcinoma (IAC) (7). Preduvjet za dijagnozu invazivnog
adenokarcinoma vrata maternice je prisutnost stromalne invazije. Od invazivnih
adenokarcinoma najzastupljeniji je adenokarcinom uobicajenoga tipa, dok su ostali oblici,
kao Sto su mucinozni, viloglandularni, endometrioidni, serozni i karcinom svijetlih stanica,

znatno rjedi (4).

Adenokarcinom vrata maternice je, kao i karcinom ploCastoga epitela, usko vezan uz
infekciju visokorizi¢nim tipovima HPV-a. Osobitost adenokarcinoma je veca prevalencija tipa
18 u odnosu na tip 16 te visoka prevalencija tipa 45, vezanog uz tip 18 (8). Cimbenici rizika
za infekciju HPV-om te posljedi¢ni razvoj prekanceroznih promjena i invazivhog karcinoma
ploCastog epitela, kao §to su: rano stupanje u spolne odnose, u€estalo mijenjanje partnera i
pusenje, ujedno su i ¢imbenici rizika za razvoj adenokarcinoma (6) . Pretpostavlja se da
koristenje oralne hormonske kontracepcije takoder povisuje rizik razvoja adenokarcinoma

materni¢noga vrata (9).

Adenokarcinom in situ obi¢no je asimptomatski (10). Srednja dob pojave adenokarcinoma in
situ je 30 do 40 godina, &to je 10 do 15 godina ranije od srednje dobi pojave invazivnog
adenokarcinoma vrata maternice (4). Za razliku od adenokarcinoma in situ, invazivni
adenokarcinom daje simptome, ali su €esto nespecifi¢ni i blagi. Pacijentice se javljaju zbog
sukrvavog iscjetka, povremenog, bezbolnog krvarenja i boli u podrucju zdjelice (2). Ipak,
velik dio pacijentica otkriva se u asimptomatskoj fazi bolesti zahvaljujuci programima probira
za karcinom vrata maternice Papa testom (citopatoloSkim razmazom po Papanicolaou) ili
testiranjem na visokorizi¢ne tipove HPV-a. Svaki pozitivan test na visokorizi¢ne tipove HPV-a
takoder je potrebno nadopuniti Papa testom (10). Kako je nalaz atipiénih zljezdanih stanica
Papa testom Cesto nedostatan za definitivnu interpretaciju, svaki pozitivni citoloski nalaz
mora slijediti kolposkopska pretraga i ciljana biopsija (11). Zbog smjestaja unutar
endocervikalnog kanala, AIS i invazivni adenokarcinom &esto nisu vidljivi kolposkopski $to

predstavlja izazov za adekvatno uzimanje biopsije (10).

Konac&na dijagnoza AIS i invazivhog adenokarcinoma postavlja se na temelju patohistoloske
analize bioptata. Normalno se u podrucju zone transformacije nalazi jednoslojni cilindri€ni

epitel s bazalno smjestenim jezgrama i obilnom mucinoznom citoplazmom (6).



AIS se mikroskopski ocCituje pseudostratifikacijom jezgara, povecanjem omjera jezgre i
citoplazme u korist jezgre, mitozama i apoptozom (10). Jezgre su uvecane i izduzene, Cesto
se i preklapaju, a unutar citoplazme stanica nalaze se na razli€itoj visini ¢ime se dobiva
dojam da se nalaze u vide redova (stratuma). Pseudostratifikacija epitela te povecanje
jezgara daju epitelu hiperkromatski izgled koji se moze primijetiti i na malom povecanju
mikroskopa (Slika 1). Unutar mnogih Zlijezda podrucje atipi€noga epitela ostro je ograni¢eno

od normalnog endocervikalnog epitela te se jasno uoCava razlika u izgledu (6).

Slika 1. Adenokarcinom in situ vrata maternice. Pseudostratifikacija i hiperkromazija jezgara
uoCavaju se ve¢ na manjem povecanju. Na slici je vidljiva i intraepitelna promjena pokrovnog

viSeslojnog plo¢astog epitela visokog stupnja (HSIL). (HE x100)

Mikroskopsko razlikovanje AIS od invazivnog adenokarcinoma u nekim je sluajevima tesko.
Pocetni proboj bazalne membrane obiljezen je reakcijom okolne strome, a odredivanje
klinickog stadija ovisi o dubini, odnosno udaljenosti od pokrovnog epitela endocerviksa, kao i
o Sirini polja u kojem se ove osobine nalaze (12). Invazivni adenokarcinom najceSceg,
uobicajenog tipa, graden je od nepravilnih Zljezdanih struktura oblozZenih atipi¢nim epitelom,
koje infiltriraju stromu vrata maternice. U odnosu na mikroskopske osobine AIS, invazivni
adenokarcinom pokazuje sloZeniju arhitekturu Sto se ocituje kao konfluirajuce ili kribriformne
Zljezdolike tvorbe s jezgrama koje su takoder hiperkromatske i mitotski aktivhe, no
polimorfnije i uogljivih jezgrica (Slika 2). Cesto se unutar Zljezdolikih tvorbi nalazi nekrotiéni

detritus, a mitoze su brojnije i, ponekad, jasno patolo$ke (6).



Slika 2. Invazivni adenokarcinom vrata maternice. Nepravilne Zljezdane strukture obloZzene
atipinim epitelom infiltriraju stromu vrata maternice. U odnosu na mikroskopske osobine
AIS, invazivni adenokarcinom pokazuje slozeniju arhitekturu $to se o ituje kao konfluirajuée

ili kribriformne Zljezdolike tvorbe oblozene atipi¢nim epitelom. (HE x200)

Na malim bioptiCkim uzorcima ponekad je potrebno razlikovati neke dobro¢udne promjene
nejasne morfologije, invaziju endometrioidnog karcinoma endometrija u stromu cerviksa ili
diferencijalno dijagnosticki razluciti o kojem se tipu adenokarcinoma vrata maternice radi.
Metoda izbora pri tome je imunohistokemija jer su gotovo svi adenokarcinomi in situ i
invazivni adenokarcinomi pozitivni na HPV tipove visokoga rizika pa difuzna pozitivhost na
pl6 govori u prilog takvih lezija (Slika 3). Istovremena pozitivnost na marker staniCne

proliferacije Ki67 ima dodatnu vrijednost u razlikovanju malignih od benignih lezija (6).

Slika 3. Imunohistokemijska reakcija na p16 jako je pozitivha u Zlijezdama s osobinama
adenokarcinoma in situ, dok je u okolnim endocervikalnim Zlijezdama urednog epitela

negativna. (p16 x100)



1.4 Dezmoplasti¢na reakcija strome i fenomen epitelno-mezenhimalne tranzicije
Prema TNM Kklasifikaciji i Medunarodnoj federaciji ginekologa i porodni¢ara (FIGO)

stupnjevanje karcinoma vrata maternice je kliniCko (7, 12). Iznimka su rani stadiji invazivne
bolesti, Cije je razlikovanje od preinvazivnih lezija moguce isklju€ivo histopatoloski. Rano
prepoznavanje i mjerenje dubine invazije strome preduvijet je ispravne dijagnoze, lijeenja i
prognoze. Ne postoje jasne smjernice za odredivanje stromalne invazije kod Zljezdanih
lezija, Sto predstavlja glavni izazov u suvremenoj dijagnostici. Osobit problem nastaje kada
do invazije dolazi duboko u endocervikalnim kriptama. Tada, u slu€aju oskudne i plitke

biopsije, invazija mozZe biti podcijenjena (12).

Jedan od najranijih znakova invazije opéenito je dezmoplastitna reakcija strome, koja
nastaje medudjelovanjem epitelne komponente tumora i mezenhimalne strome koja ju
okruzuje (12, 13). U dezmoplasti¢noj peritumoralnoj stromi prisutna je posebna vrsta
fibroblasta koji se nazivaju fibroblasti povezani s karcinomom (engl. carcinoma associated
fibroblasts — CAFs) ili miofibroblasti (14). Takvi fibroblasti imaju promijenjeni fenotip
karakteriziran smanjenom ekspresijom CD34, a pojaanom ekspresijom glatkomisi¢nog
aktina (engl. smooth muscle actin — SMA) (13-15). Pokazalo se da su ti miofibroblasti vazan
faktor za invaziju i metastatsko Sirenje karcinoma te stoga brojni radovi predlazu odredivanje
ekspresije CD34 i SMA u diferencijalnoj dijagnozi preinvazivnih i invazivnih lezija (14). Ne
postoji suglasje oko mehanizma nastanka miofibroblasta, ali velik broj autora podupire teoriju

epitelno-mezenhimalne tranzicije (EMT) (13).

Epitelno-mezenhimalna tranzicija je bioloski proces kojim epitelne stanice putem viSestrukih
biokemijskih promjena stje€u mezenhimalni stani¢ni fenotip. Proces prva opisuje Elizabeth
Hay promatrajuc¢i razvoj primitivne pruge kod pile¢ih embrija, pod nazivom epitelno-
mezenhimalna transformacija. Termin transformacija kasnije se zamjenjuje s tranzicija kako
bi se naglasila reverzibilnost procesa. Epitelno-mezenhimalna tranzicija se klasificira u tri
podtipa. Tip 1 EMT-a vezuje se uz implantaciju, embriogenezu i razvoj organa, a tip 2 EMT-a
nalazimo u procesima cijeljenja rana, regeneracije tkiva i fibroze organa. Tip 3 EMT-a odvija
se u neoplastitnim stanicama koje tim putem stje€u invazivnu i metastatsku sposobnost.
Upravo tip 3 EMT-a neki autori smatraju odlu€ujuéim za stjecanje metastatskog potencijala u
epitelnim tumorima. Mnogi su znanstvenici ovu teoriju osporavali €injenicom kako stanice
metastatskih kolonija histopatoloski nalikuju primarnom tumoru, odnosno pokazuju epitelni, a
ne mezenhimalni fenotip. Danas se to objaSnjava procesom mezenhimalno-epitelne
tranzicije (MET) kojim se, zbog promijenjenog mikrookoliSa i nedostatka signala iz primarnog

tumora, ponovno uspostavlja epitelni fenotip u karcinomskim metastazama (16).



Epitelno-mezenhimalna tranzicija opisana je u metastaziranju brojnih tumora, ukljuCujuci i
cervikalne karcinome (12). Sukladno sve vecem prepoznavanju EMT-a kao mehanizma
stjecanja metastatskog potencijala, nametnula se potreba za odredivanjem morfolo3kih,
imunohistokemijskih i molekularnih kriterija za definiranje EMT-a. Epitelne stanice su
apikalno-bazalno polarizirane stanice medusobno vezane tijesnim spojevima, adherentnim
spojevima i dezmosomima. Suprotno tome, mezenhimalne stanice su vretenastog izgleda i
medusobno slabo vezane $to im daje sposobnost migracije (17). E-kadherin, koji je prisutan
u adherentnim spojevima, veze se za beta-katenin i formira kompleks vezan uz aktinski
citoskelet. Na taj na€in onemogucava invaziju i metastaziranje epitelnih stanica te odrzava
njihovu polarnost. Gubitak ekspresije E-kadherina te pojatana ekspresija mezenhimalnog
intermedijarnog filamenta vimentina smatraju se molekularnim obiljezjima epitelno-

mezenhimalne tranzicije (17, 18).

Vodeni poznatom cinjenicom da su gotovo svi karcinomi materni¢noga vrata pozitivni na
HPV tipove visokoga rizika, brojni radovi nastojali su pokazati povezanost HPV infekcije s
indukcijom epitelno-mezenhimalne tranzicije. Hellner i sur., a kasnije i Cheng i sur. pokazali
su da ekspresija HPV16 E6 i E7 onkogena u epitelnim stanicama suprimira ekspresiju E-
kadherina, a povisuje ekspresiju vimentina i glatkomiSicnog aktina, $to su osnovna
molekularna obiljezja epitelno-mezenhimalne tranzicije (19, 20). Zanimljivo je da su Hellner i
sur. pokazali da opseg ekspresije molekularnih obiliezja EMT-a ne odgovara opsegu
povec¢anja mMRNA ekspresije $to ukazuje da HPV16 onkoproteini mogu inducirati EMT i

netranskripcijskim mehanizmima (20).



2. HIPOTEZA

Hipoteza ovog istraZzivanja je da se uslijed fenomena epitelno-mezenhimalne tranzicije
fenotip mezenhimalnih stanica strome, u adenokarcinomu in situ i invazivhom
adenokarcinomu vrata maternice, mijenja te da je ta promjena to izraZenija $to je promjena u
epitelu izraZenija, a Sto bi se ocitovalo promijenjenom imunohistokemijskom reakcijom na
odredene antigene. Hipoteza je takoder da se izrazenost E-kadherina u epitelnim stanicama
adenokarcinoma in situ i invazivnog adenokarcinoma vrata maternice mijenja, odnosno da je

slabija kod izrazenije promjene epitela.

3. CILJEVI RADA

Cilievi rada su imunohistokemijski, uz pomo¢ protutijela, ispitati izrazenost vimentina,
glatkomiSi¢nog aktina i CD34 u stanicama strome koje okruzuju endocervikalne Zlijezde te
izrazenost E-kadherina u epitelnim stanicama i utvrditi postoji li razlika u izrazenosti
imunohistokemijske reakcije kod vrata maternice bez premalignih  promjena,
adenokarcinoma in situ i invazivnog adenokarcinoma vrata maternice, a ako postoji radi li se

o statisticki zna¢ajnoj razlici.



4. MATERIJALI I METODE

Za ispitivanje je koristeno po 10 bioptiCkih uzoraka tkiva vrata maternice uklopljenog u
parafin, na kojima je, metodom bojenja hemalaun-eozinom (HE), postavljena dijagnoza AlS
ili invazivnog adenokarcinoma vrata maternice. Uzorci tkiva potjecali su iz arhive Zavoda za
patologiju i citologiju ,Ljudevit Jurak® Klini¢kog bolni¢kog centra ,Sestre milosrdnice® u
Zagrebu. Dijagnoza AIS ili invazivnog adenokarcinoma postavljena je na konizatima vrata
maternice, odnosno na uzorcima vrata maternice nakon histerektomije. Za kontrolnu skupinu
koriSteno je 10 uzoraka tkiva vrata maternice koji su izuzeti i rutinski pregledani na
maternicama odstranjenima iz razloga koji nisu bili zlo¢udne prirode (prolaps, miomi). Svi ovi
uzorci obradeni su standardnom metodom, fiksirani u 10% puferiranom formalinu, uklopljeni

u parafinske blokove, rezani na debljinu od 5 ym, deparafinizirani i obojeni HE.

Od izabranih reprezentativnih uzoraka tkiva iz parafinskih blokova ucinjena su po 4 dodatna
reza koji su obradeni imunohistokemijskom metodom. Prisutnost fibroblasta i miofibroblasta
analizirana je pomoc¢u monoklonskih protutijela proizvodaca Dako Epos, Danska na vimentin
(monoklonsko misje; klon V9; kod 0725; razrjedenje 1:50), SMA (monoklonsko misje; klon
1A4; kod 0851; razriedenje 1:50) i CD34 (monoklonsko misje; klon QBENnd10; kod 7165;
razriedenje 1:50). Ekspresija E-kadherina analizirana je pomo¢u monoklonskog protutijela na
E-kadherin (monoklonsko misje; klon NCH-38; kod IR059; ready to use). Za vizualizaciju je
koristen LSAB sustav na automatiziranom stroju za imunohistokemijsko bojenje Dako
TechMate uz primjenu streptavidin imunoperoksidaze prema protokolu MSIP (engl.

microwave streptavidin immunoperoxidase).

Reprezentativni rezovi analizirani su mikroskopski. Reakcija na vimentin, SMA i CD34
procjenjivana je na povecanju mikroskopa 100x, u kontrolnoj skupini u podruéju gdje je
naden najveéi broj endocervikalnih Zlijezda, a u skupini s AIS i IAC na cijeloj povrsini
odabranog reza s patoloSkom promjenom. Mezenhimalne stanice smatrane su pozitivnima
ako je citoplazma pokazivala zutosmedu obojenost. Izrazenost reakcije u stanicama strome
vrednovana je semikvantitativo u obliku postotka stanica koje su pokazivale
imunoreaktivnost. Ukoliko reakcija nije bila uopce izrazena vrednovana je s 0, slabo izrazena
reakcija (u manje od 33% stanica) vrednovana je s 1, srednje izrazena reakcija (u 33 do 66%
stanica) vrednovana je s 2, a jako izrazena reakcija (u vise od 66% stanica) vrednovana je s
3. Izrazenost reakcije na E-kadherin procjenjivana je na membrani epitelnih stanica Zlijezda
(12).



Za statisti¢ku analizu dobivenih podataka koriSten je programski paket IBM SPSS Statistics
za Windows (inacica 20.0) i Microsoft Excel (ina€ica 12). Usporedivana je razlika u
imunohistokemijskoj ekspresiji SMA i CD34 izmedu skupina AIS i IAC. S obzirom na male
skupine i raspodjelu podataka, testiranje statisticke znalajnosti provedeno je
neparametrijskim t-testom za nezavisne uzorke. Prihvacena moguénost pogreske je a< 0,05,
a sve p-vrijednosti manje od 0,05 smatrane su statistiCki znacajnima. Deskriptivha statistika
provedena je za dob pacijentica prikazom frekvencije (N), aritmetiCke sredine (Mean),
standardne devijacije (SD), standardne gresSke (SE), minimalne i maksimalne vrijednosti (Min
i Max).
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5. REZULTATI

Dob bolesnica s AIS i IAC te bolesnica kontrolne skupine prikazana je na Tablici 2.
Prosje¢na dob pacijentica s AIS iznosila je 37,5 godina (raspon 28-51), a prosjeCna dob
pacijentica s invazivnim adenokarcinomom iznosila je 48,6 godina (raspon 38-68) (Tablica
3).

Tablica 2. Dob bolesnica s AIS i IAC te bolesnica kontrolne skupine.

BROJ AlS IAC KONTROLA
1 40 43 49
2 30 38 47
3 S5 65 67
4 51 56 45
5 45 38 72
6 35 44 68
7 47 38 37
8 28 43 54
9 34 68 49

10 30 53 52

Tablica 3. Deskriptivha statistika za dob bolesnica. Frekvencija (N), aritmeticka sredina
(Mean), standardna devijacija (SD), standardna greSka (SE), minimalna i maksimalna

vrijednost (Min i Max).

N Mean SD SE Min Max
AIS 10 37,50 7,91 2,50 28 51
IAC 10 48,60 11,26 3,56 38 68
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Tablica 4. Dob, klinicka dijagnoza, u€injeni zahvat i kona¢na dijagnoza bolesnica iz kontrolne

skupine.

BROJ DOB KLINICKA ZAHVAT PHD
DIJAGNOZA

1 49 Uterus myomatosus  Histerektomija Leiomyomata uteri

2 47 Uterus myomatosus  Histerektomija Leiomyomata uteri

3 67 Prolapsus uteri Histerektomija Opis

4 49 Uterus myomatosus  Histerektomija Leiomyomata uteri
Slozena atipi¢na

5 45 hiperplazija Histerektomija Opis
endometrija

6 72 Prolapsus uteri Histerektomija Opis

7 68 Prolapsus uteri Histerektomija Opis

8 37 Uterus myomatosus  Histerektomija Leiomyomata uteri

9 54 Prolapsus uteri Histerektomija Opis

10 52 Prolapsus uteri Histerektomija Opis

IzraZenost imunohistokemijske reakcije na vimentin u stanicama strome kontrolne skupine,
AIS i IAC nije se razlikovala te je u sve tri skupine vrednovana s 2 ili 3. Samo u 1/10
slu¢ajeva iz kontrolne skupine, i to oko Zlijezda smjestenih dublje unutar endocervikalnog

kanala, imunohistokemijska reakcija vrednovana je s 1 (Tablica 5).

Tablica 5. Imunohistokemijska reakcija na vimentin u stromi oko Zlijezda kontrolne skupine,
AIS i IAC.

KONTROLNA
SKUPINA

AIS

>
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Imunohistokemijska reakcija na SMA u stromi oko Zlijezda kontrolne skupine bila je u svih
10/10 slu€ajeva izrazena tek u pojedina¢nim stanicama te vrednovana kao 1. U stromi oko
Zlijezda s osobinama AIS vrlo oskudna reakcija vrednovana kao 1 pronadena je takoder u
svih 10/10 analiziranih uzoraka. U stromi oko Zlijezda invazivhog adenokarcinoma
imunohistokemijska reakcija na glatkomidiéni aktin razlikovala se ovisno o dubini invazije
Zlijezda. Oko Zlijezda koje su plice invadirale stijenku vrata maternice reakcija je bila
oskudna i vrednovana kao 1 u 3/10 slu€ajeva, a srednje izrazena i vrednovana kao 2 u 6/10
slu¢ajeva. U 1/10 slucajeva, kod kojega je invazija tumorskim stanicama bila vrlo duboka,
reakcija je bila jako izraZzena te vrednovana kao 3 (Tablica 6, Slika 4). Statistickom analizom
utvrdena je statistiCki zna¢ajna razlika u intenzitetu reakcije na SMA izmedu AIS i invazivnog
adenokarcinoma (neparametrijski t-test za nezavisne uzorke, p<0,0001).

Tablica 6. Imunohistokemijska reakcija na SMA u stromi oko Zlijezda kontrolne skupine, AlS i
IAC.

KONTROLNA
BROJ AIS
SKUPINA
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Slika 4. Izrazenost SMA u stanicama strome oko Zlijezda s osobinama AIS (lijevo) i IAC
(desno). (SMA x200)
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Imunohistokemijska reakcija na CD34 u stromi oko Zlijezda kontrolne skupine bila je u svih
10/10 slu€ajeva jako izrazena te vrednovana kao 3. U stromi oko Zlijezda s osobinama AlIS
jako izrazena reakcija vrednovana kao 3 takoder je pronadena u svih 10/10 uzoraka AIS. U
stromi oko Zlijezda s IAC reakcija na CD34 razlikovala se ovisno o dubini invazije Zlijezda. U
7/10 slu€ajeva, kod kojih su Zlijezde pli¢e invadirale stijenku vrata maternice, reakcija je bila
srednje izrazena te vrednovana kao 2, a u 3/10 sluc€ajeva, kod kojih je invazija tumorskim
stanicama bila vrlo duboka, reakcija je bila slabo izrazena te vrednovana kao 1 (Tablica 7,
Slika 5). Oko pojedinacnih Zlijezda koje su najdublje invadirale stromu reakcija je bila
negativna (Slika 6). StatistiCkom analizom utvrdena je statisti¢ki zna€ajna razlika u intenzitetu
reakcije na CD34 izmedu AIS i invazivhog adenokarcinoma (neparametrijski t-test za
nezavisne uzorke, p<0,0001).

Tablica 7. Reakcija na CD34 u stromi oko Zlijezda kontrolne skupine, AlS i IAC

KONTROLNA
BROJ AIS
SKUPINA
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Slika 5. Izrazenost CD34 u stanicama strome oko Zlijezda s osobinama AIS (lijevo) i IAC
(desno). (CD34 x200)
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Slika 6. Negativna reakcija na CD34 u stanicama strome koje okruzuju jednu od najdublje
infiltrirajuc¢ih tumorskih Zlijezda IAC. (CD34 x400).

Izrazenost imunohistokemijske reakcije na E-kadherin u epitelnim stanicama Zlijezda
kontrolne skupine, AIS i IAC nije se razlikovala te je u sve tri skupine bila jaka i vrednovana s
3+ (Tablica 8, Slika 7). U 1/10 slu€ajeva invazivhog adenokarcinoma jaka izrazenost reakcije

(3+) bila je prisutna €ak i u Zlijezdi koja je najdublje infiltrirala stijenku vrata maternice.

Tablica 8. Reakcija na E-kadherin u epitelnim stanicama zlijezda kontrolne skupine, AIS i
IAC

BROJ KONTROLNA AIS IAC
SKUPINA
1 S St S
2 3+ 3+ 3+
S S St S
4 3+ 3+ 3+
5 S St S
6 3+ 3+ 3+
7 S St S
8 3+ 3+ 3+
9 S St S
10 3+ 3+ 3+
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Slika 7. Usporedni prikaz izrazenosti E-kadherina u epitelu Zlijezda kontrolne skupine (lijevo),
AIS (sredina) i IAC (desno). (E-kadherin x200)
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6. RASPRAVA

Porast prevalencije adenokarcinoma vrata maternice nametnuo je potrebu za definiranjem
diferencijalno dijagnostiCkih kriterija za razlikovanje adenokarcinoma in situ i invazivnog
adenokarcinoma te AIS i IAC od sli¢nih benignih i reaktivnih promjena. Rano prepoznavanje
invazivne bolesti preduvijet je uspjeSnog lije¢enja i prognoze, a unatol postojecim
smjernicama, postoje velike objektivne poteSkoce prilikom odredivanja stromalne invazije,
osobito kada je rije€¢ o poc€etnoj invaziji strome. O tome svjedole i istrazivanja koja su
pokazala da se za velik broj dijagnoza AlS, postavljenih na inicijalnoj biopsiji, nakon konacne

operacije ispostavi da se radilo o invazivnom adenokarcinomu. (21).

PoteSkoc¢e pri procjeni dubine invazije adenokarcinoma vrata maternice nastaju zbog
razliCitog nacina njegovog rasta (osobito kod egzofiticnih tumora), ali i znacajne
subjektivnosti dijagnosti¢ara (interobserver variability). Zbog toga je, osim mjerenja dubine
same invazije, oko cijih naina takoder postoje opre¢na misljenja, predlozena i drugacija
procjena invazije s obzirom na nacin rasta invazivnih Zlijezda, koja zasada nije Siroko

prihvaéena (22).

Neki autori radova predlazu odredivanje imunohistokemijskin markera dezmoplasti¢ne
reakcije strome, odnosno epitelno-mezenhimalne tranzicije kao mehanizma njezinog
nastanka, u svrhu ranog prepoznavanja invazivne bolesti i razlikovanja AIS i IAC. Medutim,
periglandularna stromalna reakcija moze biti izrazito slabo izrazena te joj nedostaju
uobiCajene osobine dezmoplasticne reakcije strome, a time i jasnhi znakovi epitelno-

mezenhimalne tranzicije (23).

Rezultati ovog istrazivanja nisu nedvojbeno potvrdili postavljenu hipotezu da se, uslijed
fenomena epitelno-mezenhimalne tranzicije, fenotip mezenhimalnih stanica strome koje
okruzuju endocervikalne kripte u maternichom vratu bez premalignih promjena, u
adenokarcinomu in situ i u invazivhom adenokarcinomu mijenja, te da je ta promjena to

izrazenija Sto je promjena u epitelu izraZenija.

Imunohistokemijski jako izraZena reakcija na vimentin oko Zlijezda sve tri skupine bila je
oCekivana s obzirom da je stroma, koja okruzuje Zzlijezde, mezenhimalnog podrijetla. U
jednom slu€aju iz kontrolne skupine, i to oko Zlijezda smjeStenih dublje unutar
endocervikalnog kanala, reakcija je bila slabije izrazena Sto vjerojatno odrazava fizioloSku

razliCitost gustoCe vezivne strome na toj anatomskoj lokaciji.
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Neki radovi opisuju imunohistokemijsku ekspresiju vimentina unutar samih tumorskih stanica
adenokarcinoma in situ i invazivhog adenokarcinoma vrata maternice te ju usporeduju s
ekspresijom unutar normalnog endocervikalnog epitela i nekih reaktivnin promjena (24).
Stewart i sur. nasli su izrazitiju ekspresiju vimentina unutar najdublje infiltrirajucih tumorskih
stanica endocervikalnog adenokarcinoma, ali ne i u prevladavaju¢im i tipi¢nim Zljezdanim
tumorskim elementima (25). U ovom radu, medutim, naglasena imunohistokemijska reakcija
na vimentin u epitelnim stanicama AIS i IAC nije zamije¢ena. Takoder, miljenja smo kako bi
identifikacija ekspresije unutar samih tumorskih stanica bila izrazito teSka zbog intenzivhog

bojenja okolne strome, a 0 ¢emu svjedoce i sami autori.

Imunohistokemijska reakcija na glatkomiSi¢ni aktin u skupini bolesnica s AIS i IAC bila je
donekle iznenadujuéa. U stromi oko Zlijezda s osobinama AIS reakcija je bila slabo izrazena
u svih 10 sluajeva. Reakcija oko Zlijezda s osobinama IAC ovisila je o dubini invazije
Zlijezda te je oko Zlijezda koje su pli¢e invadirale stijenku vrata maternice bila slabo izrazena,
dok je oko dublje invadiraju¢ih Zlijezda bila jako izrazena. Ovakav nalaz mogao bi se
objasniti €injenicom da epitelne stanice AlS, kao i epitelne stanice IAC s pliCom invazijom
stijenke, nisu jo§ zadobile dovoljan broj mutacija da bi utjecale na fenotipske osobine stanica
strome. Oslanjajuéi se na literaturu, koja opisuje impresivnu i statistiCki zna€ajnu razliku u
ekspresiji SMA izmedu AIS i IAC, oCekivali smo jage izrazenu reakciju u skupini invazivnih

adenokarcinoma (21, 26).

S obzirom na objavljene rezultate istrazivanja EMT-a na karcinomima drugih lokalizacija,
odnosno drugim vrstama karcinoma, u skupini IAC (a imajuéi u vidu u literaturi opisanu
pretvorbu fibroblasta u CAFs, odnosno u stanice s jate izrazenim osobinama glatkomisi¢nih
stanica) ipak se o€ekivala jaCe izrazena reakcija na glatkomiSicni aktin u stromi, Medutim, u
istrazivanjima u kojima se ova pojava opisuje proucavano je tkivo karcinoma drugih organa,
poglavito dojke i prostate, u kojemu su oko nakupina zlo¢udnih Zlijezda i stanica opisane i
peritumoralne retrakcijske pukotine. Nastanak ovih pukotina tumacden je promijenjenim
osobinama fibroblasta strome koji zadobivaju¢i glatkomisiéni fenotip dovode do retrakcije
strome i uocljivih peritumoralnih pukotina. U literaturi nisu pronadeni podaci o postojanju
peritumoralnih pukotina oko tumorskih Zlijezda adenokarcinoma vrata maternice, bilo da se
radilo o adenokarcinomu in situ ili invazivnom adenokarcinomu. Njihovo nepostojanje u tkivu
adenokarcinoma in situ moglo bi se objasniti €injenicom da zlo¢udne epitelne stanice jo$ nisu
razvile sposobnost lu€enja Cimbenika koji dovode do promjene fenotipa stanica strome, no
zasad ne postoji objasnjenje zbog Cega tih pukotina nema (ili do sada nisu opisane) u tkivu

invazivnog adenokarcinoma vrata maternice.
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Imunohistokemijska reakcija na CD34 u stanicama strome, koja je bila oCekivano jako
pozitivna oko Zlijezda kontrolne skupine, pokazala se jednako pozitivnom i oko Zlijezda s
osobinama AIS, dok je kod Zlijezda s osobinama IAC ovisila o dubini invazije Zlijezda i bila
slabo izrazena samo oko Zlijezda kod kojih je invazija tumorskim stanicama bila vrlo duboka.
Objasnjenje za ovakav rezultat vjerojatno odgovara onome o promjeni fenotipskih osobina
fibroblasta strome u smislu glatkomisiénoga fenotipa, a to je da zlocudne stanice AIS i plitko
invadirajuceg IAC joS nisu razvile sposobnost indukcije jako izrazenih fenotipskih promjena u

stanicama strome.

Najvecée iznenadenje bili su rezultati izrazenosti E-kadherina u stanicama AIS i IAC. Jaka
izrazenost E-kadherina u epitelnim stanicama endocervikalnih Zlijezda uredne grade iz
kontrolne skupine bila je oCekivana. Medutim, oCekivala se njegova slabija izrazenost u
stanicama AIS, a osobito IAC. Navedeno nije pronadeno vec je reakcija u sve tri skupine bila
jako izrazena. Premda je u literaturi pronadena razli€ita izrazenost E-kadherina u stanicama
prekanceroznih promjena i karcinomskim stanicama, ta se promjena, odnosno slabija
izrazenost ili gubitak izraZzenosti E-kadherina, na vratu maternice ispitivala na stanicama
plo¢astog epitela (27). U literaturi su pronadena dva moguéa objasnjenja za jednaku
izrazenost E-kadherina u epitelu Zlijezda sve tri ispitivane skupine. Prvo polazi od Cinjenice
da postoji vise vrsta kadherina pa bi mozda odredivanje ekspresije neke druge vrste bilo
prikladnije za adenokarcinome vrata maternice. Naime, kadherini su skupina adhezijskih
molekula izmedu stanica koje se dijele u tri podskupine: klasi¢ne kadherine, neklasi¢ne
kadherine i protokadherine. Najbolje je prou¢ena podskupina klasiénih kadherina, koja se
nadalje dijeli na uglavnom epitelni kadherin (E-kadherin), placentalni kadherin (P-kadherin) i
neuralni kadherin (N-kadherin). Han i sur. istrazivali su izrazenost i E-kadherina i P-
kadherina u endocervikalnom zljezdanom epitelu urednog izgleda, adenokarcinomu in situ i
invazivnom adenokarcinomu vrata maternice. Njihovi rezultati, kao i rezultati ovoga
istrazivanja, pokazuju oCuvanu imunohistokemijsku ekspresiju E-kadherina u AIS i IAC.
Zanimljivo je da autori nalaze pojaanu ekspresiju P-kadherina u zlo¢udnim Zljezdanim
lezijama i to s ve¢om ucestaloScu u invazivnim adenokarcinomima u odnosu na preinvazivni
adenokarcinom in situ. Kako P-kadherin nije prisutan u normalnom endocervikalnom
Zljezdanom epitelu, autori predlazu P-kadherin kao mogucéi marker invazivne bolesti u
Zljezdanim lezijama vrata maternice (28). Drugo moguce objasnjenje oCuvane ekspresije E-
kadherina u AIS i IAC je da ¢e do gubitka ekspresije E-kadherina do¢i u stanicama tumorskih
metastaza koje su pouzdano stekle metastatski potencijal, ali ne i u stanicama primarnog

tumora koje taj potencijal tek stjeCu (29).
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S obzirom na prilicno zanimljive rezultate ovoga istrazivanja radenog na malom uzorku,
svakako su potrebna daljnja istraZivanja na veéim uzorcima kako bi se zakljucilo o mogucoj
primjeni imunohistokemijskih markera u razlikovanju preinvazivnih Zljezdanih promjena vrata

maternice od invazivnog adenokarcinoma.
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7. ZAKLJUCCI

Mehanizam invazije adenokarcinoma vrata maternice mogao bi se, sli¢no kao kod zloéudnih
tumora nekih drugih organa, objasniti pojavom epitelno-mezenhimalne tranzicije. Potrebna
su daljnja istrazivanja na vec¢im uzorcima kako bi se utvrdilo koji su imunohistokemijski
markeri  najprikladniji za odredivanje epitelno-mezenhimalne tranzicije u stromi
adenokarcinoma vrata maternice te mogu li ti markeri biti primijenjeni u diferencijalnoj
dijagnozi adenokarcinoma in situ i invazivnog adenokarcinoma vrata maternice.
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