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Sazetak

Uvod: FKBPL (FK506-binding protein-like), pripada familiji imunofilina, FK506 vezujucih
proteina, i predstavlja aktuelno Siroko ispitivani negativni regulator rasta tumora, angiogeneze i
metastaza, sa perspektivom u razvoju ciljane onkoloske terapije. Visi nivo ekspresije FKBPL kod
pacijenata sa karcinomom dojke je dokazan kao nezavisni prognosticki faktor duzeg prezivljavanja,
kao 1 duzeg intervala bez relapsa u grupi sa visokom ekspresijom estrogenskog receptora, dok je
nizi nivo ekspresije FKBPL povezan sa loSijom prognozom prezivljavanja. Pokazano je da je
povecana ekspresija FKBPL kod pacijenata sa karcinomom dojke pra¢ena nizom ekspresijom
estrogenog receptora (ER), veCom zavisno$¢u rasta tumora od estrogene stimulacije i veCom
senzitivnoS¢u tumora na endokrinu terapiju Tamoksifenom. U okviru predklinickih studija
dokazano je inhibitorno dejstvo FKBPL 1 njegovih derivata na rast kancerskih stem celija
karcinoma dojke. Ekspresija FKBPL takode je ispitivana na kulturama kancerskih stem celija
karcinoma ovarijuma i ciljana terapija bazirana na FKBPL je pokazala antiangiogeno dejstvo kojim
dovodi do usporavanja rasta kolonija stem c¢elija karcinoma ovarijuma posredstvom inhibicije
migracije endotelnih ¢elija. Dokazana je genska ekspresija FKBPL u stromi karcinoma
endometrijuma, dok su trenutno jedini izvor o imunohistohemijskoj ekspresiji FKBPL u
endometrijumu i karcinomu endometrijuma enciklopedijske baze podataka. Prema dostupnim i
relevantnim izvorima, do sada nije izvedena analiza znacaja nivoa ekspresije antiangiogenog
FKBPL proteina u karcinomima endometrijuma, sa detaljnim sagledavanjem klju¢nih prognostic¢kih
parametara.

Ciljevi: Ciljevi ovog istrazivanja su bili da se ispita nivo ekspresije FKBPL, VEGF-A 1 ER, kao i
pojedina¢na povezanost nivoa ekspresije VEGF-A i ER sa nivoom ekspresije FKBPL, u
endometrioidnom karcinomu i benignoj hiperplaziji endometrijuma; da se ispita povezanost nivoa
ekspresije FKBPL sa prose¢nom gustinom krvnih sudova u endometrioidnom karcinomu i benignoj
hiperplaziji endometrijuma; i da se ispita povezanost nivoa ekspresije FKBPL u endometrioidnom
karcinomu endometrijuma sa dubinom invazije miometrijuma, prisustvom limfovaskularne invazije,
histoloskim gradusom tumora 1 klinickim stadijumom bolesti.

Metode: Studijsku populaciju je ¢inilo 90 slucajeva endometrioidnog karcinoma i 40 slucajeva
benigne hiperplazije endometrijuma. Kalupi su izdvojeni iz arhive sluzbe za patologiju a klinicki 1
histoloski podaci su dobijeni uvidom u dokumentaciju pacijenata u Klinicko - bolni¢kom centru
Zemun. Imunohistohemijska bojenja na FKBPL, VEGF-A, ERa i CD34 su uradena, prema
uputstvima proizvodaca, u laboratoriji Instituta za patologiju, Medicinskog fakulteta u Beogradu.
Intenziteti ekspresije FKBPL i VEGF-A su izvedena dvostruko slepom analizom od strane dva
patologa, kao i morfometrijskom metodom odredivanja procenta povrSine zlezdanog tkiva sa
pozitivnom reakcijom antitela. Nivo ERa je odreden u okviru dvostruko slepe analize odredivanjem
intenziteta skalom 0 - 3, procentualne zastupljenosti ERa pozitivnih epitelnih ¢elija skalom 0 - 5 1
Allered-ovim skorom koji je suma vrednosti prethodne dve skale i u rasponu je 0 - 8. Krvni sudovi
obelezeni antitelom CD34 su analizirani odredivanjem vaskularne gustine morfometrijskom
metodom, na delu uzorka. Morfometrijska merenja su radena softverom za analizu slike Fiji: an
open-source platform for biological-image analysis.

Rezultati: Intenzitet ekspresije FKBPL je pokazao statisticki znacajno (p<0.001) nize vrednosti u
endometrioidnom karcinomu nego u benignoj hiperplaziji endometrijuma, umerenu pozitivhu
korelaciju (p<0.05) sa sva tri parametra ekspresije ERa, i umerenu negativnu korelaciju (p<0.05) sa
nivoom ekspresije VEGF-A na nivou celog uzorka. Nije pronadena znaCajna povezanost nivoa
ekspresije FKBPL sa prognostickim parametrima karcinoma endometrijuma, dubinom invazije



miometrijuma, prisustvom limfovaskularne invazije, gradusom i stadijumom S§to se delom moze
objasniti limitacijom studije zbog relativno bioloski uniformnog uzorka karcinoma endometrijuma,
slicnim gradusima i stadijumima. Morfometrijska metoda analize FKBPL 1 VEGF-A nije prosla
fazu validacije 1 na$ zakljucak je da odredivanje procenta povrSine pozitivne reakcije u zlezdama
nije adekvatan metod u odnosu na karakteristike imunohistohemijske reakcije ovih antitela, kao 1 da
se semikvantitativna dvostruko slepa analiza pokazala kao metoda uzbora, koja je pokazala visok
stepen unutrasnjeg slaganja. Svi parametri nivoa ekspresije ERa su pokazali znacajno veci intenzitet
(p<0.001) u tkivu hiperplazija u odnosu na karcinome endometrijuma. Nivo ekspresije VEGF-A je
bio znacajno visi (p<0.001) u tkivu karcinoma u odnosu na tkivo hiperplazija, dok je u grupi
karcinoma intenzitet ekspresije VEGF-A bio znacajno povezan sa gradusom tumora (p<0.05).
Vaskularna gustina je bila znacajno veca (p<0.001) u uzorcima karcinoma u odnosu na tkivo
hiperplazija. Intenzitet ekspresije FKBPL je pokazao znafajnu negativnu korelaciju sa nivoom
vaskularne gustine (p<0.001).

Zakljucak: Prema naSim saznanjima, predstavljamo prvu sveobuhvatnu studiju o
imunohistohemijskoj ekspresiji FKBPL u endometrioidnom karcinomu endometrijuma, koja
pokazuje znaCajno smanjenje intenziteta ekspresije FKBPL u poredenju sa tkivoma benigne
hiperplazije endometrijuma sa visokom prediktivnom vredno$¢u u malignih promena. Studija daje
uvid u korelaciju ekspresije FKBPL i ERa kao poznatog faktora proliferacije endometrijuma i
VEGF-A kao jednog od centralnih pro-angiogenih faktora i ciljnih proteina za antiangiogenu
terapiju karcinoma endometrijuma.

Kljucne reci: endometrioidni karcinom endometrijuma; angiogeneza; FKBPL (FK506 - binding
protein - like); vaskularni endotelni faktor rasta - A, estrogeni receptor alfa; vaskularna gustina.
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ANALYSIS OF THE EXPRESSION OF ANTIANGIOGENIC FKBPL PROTEIN,
VASCULAR ENDOTHELIAL GROWTH FACTOR AND ESTROGEN RECEPTOR IN
UTERINE ENDOMETRIOID CARCINOMA AND BENIGN ENDOMETRIAL
HYPERPLASIA

Abstract

Background: FKBPL (FK506 binding protein-like), is a divergent member of the immunophilin
family, FK506 binding proteins, and is currently a widely studied negative regulator of tumor
growth, angiogenesis, and metastasis, with a perspective in the development of targeted therapy in
gynecological oncology. A higher level of FKBPL expression in breast cancer patients has been
proven to be an independent prognostic factor of longer survival, as well as a longer relapse-free
interval in the group with high estrogen receptor expression, while a lower level of FKBPL
expression is associated with a worse survival prognosis. It has been shown that increased
expression of FKBPL in patients with breast cancer is accompanied by lower expression of ER,
greater dependence of tumor growth on estrogen stimulation, and greater sensitivity of tumors to
endocrine therapy. In the framework of preclinical studies, the inhibitory effect of FKBPL and its
derivatives on the growth of breast cancer stem cells has been proven. The expression of FKBPL
was also examined on the cultures of ovarian cancer stem cells and the targeted therapy based on
FKBPL showed an antiangiogenic effect, which leads to the slower growth of ovarian cancer stem
cell colonies, by inhibiting the migration of endothelial cells. The gene expression of FKBPL in the
stroma of endometrial carcinoma has been proven, while currently, the only available source on the
immunohistochemical expression of FKBPL in the endometrium and endometrial carcinoma is the
encyclopedic human protein database. According to available and relevant sources, there are no
publications offering a comprehensive analysis on the subject of expression of the anti-angiogenic
FKBPL protein in endometrial cancers has been performed, with a detailed review of the key
prognostic parameters.

Objectives: The objectives of this study were to examine the expression level of FKBPL, VEGF-A,
and ER, as well as the individual association of the expression level of VEGF-A and ER with the
expression level of FKBPL, in endometrioid carcinoma and benign endometrial hyperplasia; to
examine the association of FKBPL expression levels with vascular density in endometrioid
carcinoma and benign endometrial hyperplasia; and to explore the association of FKBPL expression
levels in endometrioid endometrial carcinoma with the depth of myometrial invasion, presence of
lymphovascular invasion, histological tumor grade and clinical stage of the disease.

Methods: The study population consisted of 90 cases of endometrioid carcinoma and 40 cases of
benign endometrial hyperplasia. Paraffin molds were obtained from the archives of the pathology
service, and clinical and histological data were obtained from patient documentation at the Zemun
Clinical Hospital Center. Immunohistochemical stainings for FKBPL, VEGF-A, ERa, and CD34
were performed, according to the manufacturer's instructions, in the laboratory of the Institute of
Pathology, Faculty of Medicine in Belgrade. Expression intensities of FKBPL and VEGF-A were
performed by double-blind analysis by two pathologists, as well as by the morphometric method of
determining the percentage of the glandular tissue surface with a positive antibody reaction. The
level of ERa was determined in a double-blind analysis by determining the intensity on a scale of 0-
3, the percentage of ERa-positive epithelial cells on a scale of 0-5, and Allered's score, which is the
sum of the values of the previous two scales and is in the range of O-8. Blood vessels labeled with
the CD34 antibody were analyzed by determining the vascular density using the morphometric
method, on part of the sample. All morphometric measurements were made with Fiji image analysis
software: an open-source platform for biological-image analysis.

Results: FKBPL expression intensity showed statistically significantly (p<0.001) lower values in
endometrioid carcinoma than in benign endometrial hyperplasia, moderate positive correlation
(p<0.05) with all three parameters of ERa expression, and moderate negative correlation (p<0.05)



with the level of VEGF-A expression observed analyzing the whole sample. No significant
association of FKBPL expression level with prognostic parameters of endometrial cancer, depth of
myometrial invasion, presence of lymphovascular invasion, grade, and stage was found, which can
partly be explained by the limitation of the study due to a relatively biologically uniform sample of
endometrial cancer, with similar grades and stages. The morphometric method of FKBPL and
VEGF-A analysis did not pass the validation stage, and our conclusion is that determining the
percentage of the surface of the positive reaction in the endometrial glands is not an adequate
method in relation to the characteristics of the immunohistochemical reaction and distribution of
these antibodies, as well as that the semiquantitative double-blind analysis proved to be a method of
choice, which showed a high degree of internal consistency. All parameters of ERa expression level
showed a significantly higher intensity in hyperplasia tissue compared to endometrial carcinomas
(p<0.001). The level of VEGF expression was significantly higher (p<0.001) in cancer tissue
compared to hyperplasia tissue, while in the cancer group, the intensity of VEGF-A expression was
significantly associated with tumor grade (p<0.05). Vascular density was significantly higher in
cancer samples compared to hyperplasia tissue (p<0.001). The intensity of FKBPL expression
showed a significant negative correlation with the level of vascular density (p<0.001).

Conclusions: To our knowledge, we present the first comprehensive study on the
immunohistochemical expression of FKBPL in endometrioid endometrial carcinoma, which shows
a significant decrease in the intensity of FKBPL expression compared to benign endometrial
hyperplasia tissues with a high predictive value in malignant changes. The study provides insight
into the correlation of the expression of FKBPL and ERa as a known endometrial proliferation
factor and VEGF-A as one of the central pro-angiogenic factors and target proteins for
antiangiogenic therapy of endometrial cancer.

Key words: endometrioid endometrial carcinoma; angiogenesis; FKBPL (FK506-binding protein-
like); vascular endothelial growth factor -A; estrogen receptor alpha; vascular density
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Scientific subfield: tumor biology
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1. UVOD
1.1. Epidemiologija karcinoma endometrijuma

Karcinomi endometrijuma (eng. endometrial carcinoma, EC) predstavljaju najées¢e maligne
tumore zenskog reproduktivnog sistema, i Sesti su po ucestalosti javljanja u zenskoj populaciji.
Ucestalost pojave EC je najveca u populaciji zenskih osoba u perimenopauzalnom, menopauzalnom
1 postmenopauzalnom dobu, sa najviSom incidencijom izmedu 55. 1 64. godine zivota. Kumulativni
rizik od oboljevanja od EC je 3%. lako ucestaliji u navedenom zivotnom dobu, procenjeno je da je
priblizno 20% Zena dijagnostikovano pre nastupanja menopauze, a oko 5% Zena pre 40. godine
zivota, ¢ineci grupu pacijentkinja heterogenom i stvarajuéi varijacije u terapijskim ciljevima. Prema
izveStajima Americkog udruzenja za borbu protiv raka (eng. American Cancer Society) procenjuje
se da ¢e u populaciji Sjedinjenih Ameri¢kih Drzava (SAD) godis$nje biti dijagnostikovano 66570
sluCajeva, a da ¢e godisnje, usled ove bolesti, preminuti 12940 Zena. Incidencija oboljevanja je, od
perioda 2000 - tih godina, u porastu za oko 1% godisnje, dok je mortalitet, koji je bio u
dvodecenijskom padu 1990 - ih godina, od 2009. do 2018. pokazao porast od oko 2% godisnje
(American Cancer Society, 2021). Prema izveStajuma Instituta za javno zdravlje "Dr Milan
Jovanovi¢ Batut" za 2020. godinu tumori tela materice su na petom mestu prema stopi oboljevanja u
zenskoj populaciji Republike Srbije ¢ine¢i 4.3% svih novobolelih Zena od malignih bolesti. Veca
ucestalost je prijavljena za grupe obolelih od karcinoma dojke u 22.6%, karcinoma pluca 1 bronha u
11.3%, karcinoma kolona i rektuma sa 10.5% 1 karcinoma grli¢a materice sa 5.6% od svih slucajeva
novobolelih od malignih blesti (Slika 1).
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Slika 1. Lokalizacije malignih tumora prema ucestalosti oboljevanja u zenskoj populaciji u
Republici Srbiji za 2020. godinu.

Prema istom izvoru maligni tumori tela materice predstavljaju sedmi po ucestalosti uzrok umiranja
medu zenama obolelih od malignih bolesti sa 3.1%. Vecéa ucestalost smrtnih ishoda je prijavljena za
grupe obolelih od karcinoma dojke u 19.5%, karcinoma pluca 1 bronha u 17.5%, karcinoma kolona 1
rektuma sa 10.4%, karcinoma pankreasa sa 5.9% i karcinoma grli¢a materice sa 4.9% od svih
slucajeva preminulih od malignih blesti (Institut za javno zdravlje Srbije, 2022) (Slika 2).
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Slika 2. Lokalizacije malignih tumora prema ucestalosti smrtnih ishoda u zenskoj populaciji u
Republici Srbiji za 2020. godinu.

Povecanje globalne incidence od 132% tokom prethodne tri decenije se dovodi u vezu sa
povecanom ucestaloS¢u faktora rizika za nastanak EC. Pored povecanja prosecne starosti
populacije, 1 prate¢eg kumulativnog efekta na stopu oboljevanja, kao najznacajniji faktor rizika se
navodi povecanje broja gojaznih osoba u svetskoj populaciji. Najvise vrednosti stopa oboljevanja su
uocene na severnoamerickom kontinentu (86.6 / 100 000), isto¢noevropskim zemljama (52.5 / 100
000), kao 1 zemljama centralne Evrope (21.9 / 100 000). Povecanje incidencije je primeceno u svim
starosnim grupama, a u navedenom periodu broj pacijentkinja godiSnje dijagnostikovanih sa EC pre
40-te godine je dvostruko povecan. Ova grupa pacijentkinja ¢ini 4% dijagnostikovanih karcinoma
endometrijuma niskog gradusa. Najveci porast incidencije je primefen u zemljama sa viSim
prosecnim prihodima stanovniStva, dok je u ovim zemljama, tokom navedenog vremenskog
perioda, opaZzeno 15% - no smanjenje stope mortaliteta. Nasuprot ovim nalazima primecena je
znacajno visa stopa mortaliteta u grupi pacijentkinja sa niskim i srednjim prihodima. Ova znacajna
negativna korelacija odnosa stope oboljevanja i umiranja sa socioekonomskim statusom se povezuje
sa nedostupnos¢u kvalitetne medicinske nege i rane dijagnostike, kao i sa ¢injenicom da je u ovoj
grupi Zena ucestalost agresivnijih tipova EC bila visa (Crosbie , 2022).

1.2. Faktori rizika za razvoj karcinoma endometrijuma

Kljucni faktori rizika za nastanak EC predstavljaju: visoka izloZenost estrogenima, endogenog ili
egzogenog porekla (bez oponiranog progesteronskog dejstva), visok indeks telesne mase, fizicka
neaktivnost, rana menarha (pre 12 godine zivota), kasna menopauza (nakon 55 godine zivota),
infertilitet, nuliparnost, sindrom policisti¢nih jajnika (eng. polycystic ovary syndrome, PCOS),
Linc¢ov sindrom, kao i upotreba leka Tamoksifena, selektivnog estrogenog modulatora, koji se
primenjuje u grupi pacijentkinja sa karcinomom dojke. Jedna od prekretnica u razumevanju
patogeneze EC su podaci o uticaju jake estrogene stimulacije neoponirane dejstvom progesterona.
Ovakav zakljucak je proistekao iz studija gde je uoc¢eno znacajno povecanje ucestalosti javljanja EC
kod zena koje su primale hormonsku supstitucionu terapiju (HST) koja je sadrzala samo estrogene,
dok je u populaciji Zzena koje su koristile preparate koji su sadrzali estrogene i progestine, ova
pojava izostala. U istrazivanju sprovedenom na grupi od 716738 ispitanica u postmenopauzalnoj
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dobi, analizirana je razlika izmedu grupe zena koje nisu koristile HST, i Zena koje su koristile Cetri
razliCita terapijska protokola HST. Prva grupa je koristila samo estrogene preparate. Druga grupa je
koristila estrogene sa kontinuiranim dodavanjem progestina. Treca grupa je koristila estrogene sa
periodi¢nim dodavanjem progestina. Cetvrta grupa je koristila Tibolon, sintetski steroidni preparat,
niskog nivoa estrogena, progesteronske 1 androgene aktivnosti. Porede¢i sa zenama koje nisu
koristile HST, ova studija je pokazala znacajan porast incidencije EC (p<0.04) u grupi koja je
koristila samo estrogene, kao 1 u grupi koja je koristila Tibolon (p<0.0001), znacajan pad
incidencije (p=0-005) u grupi koja je koristila estrogene sa kontinuiranim dodavanjem progestina, a
u grupi koja je koristila estrogene sa periodi¢nim dodavanjem progestina nije uocena razlika u
oboljevanju od EC. Interesantan nalaz je prijavljen u vidu razlike efekata ovih preparata izmedu
grupe osoba sa visokim i regularnim ili niskim BMI. Naime, nezeljeni efekti estrogene HST 1
Tibolona su bili najizrazeniji u grupi ispitanica sa niskim i regularnim BMI, a protektivni efekat
kombinovane HST je bio najizraZeniji u grupi gojaznih ispitanica (Beral, 2005). Pored opseznih
studija koje su pruzile Sirok spektar informacija na ovu temu, uloga estrogena, iako ocigledna i
centralna ostaje kontroverzna usled opazanja da se EC javljaju najces¢e u periodu pred, tokom i
nakon menopauze, kada je dokazana niza koncentracija cirkuliSu¢ih estrogena. Ova pojava se
naziva "paradoks endometrijuma" 1 predstavlja nepotpuno rasvetljenu dilemu o nastanku i razvoju
EC 1 ulozi estrogena u navedenom procesu (Miyamoto, 2019). Povecanje indeksa telesne mase
(eng. body mass index, BMI) je jedan od centralnih faktora rizika za razvijanje EC. Pokazano je da
pacijentkinje sa vrednostima BMI ve¢im od 40kg/m? imaju 20 puta vecu verovatno¢u oboljevanja
od EC u odnosu na grupu pacijentkinja sa BMI vrednostima izmedu 18.5 - 25 kg/m?. Ovaj porast je
ekvivalentan riziku od oboljevanja od karcinoma pluéa u grupi pacijenata sa istorijom dugogodisnje
abnormalno uterino krvarenje u reproduktivnom periodu. Dijagnoza se postavlja patohistoloSkim
pregledom kiretmana kavuma uterusa. Uobicajena terapija je hiruSka (histerektomija), radioterapija
1 hemoterapija, o ¢emu ¢e biti re¢i u daljem tekstu (American Cancer Society, 2021; Herrington,
2020).

1.3. Klasifikacija karcinoma endometrijuma
1.3.1. Histoloska klasifikacija karcinoma endometrijuma

Histoloski tipovi EC su: endometrioidni, serozni, svetlocelijski, nediferentovani, dediferentovani,
mesSoviti karcinom, mezonefricki, karcinom skvamoznih ¢elija bez dalje moguénosti odredenja,
mucinozni karcinom - intestinalni tip, karcinom nalik mezonefrickom karcinomu i karcinosarkom
bez dalje mogucénosti odredenja (Herrington CS, 2020). Prema tradicionalnoj podeli EC su
klasifikovani prema Bokhmanu na tip I, endometrioidni karcinom endometrijuma (eng.
endometrioid endometrial carcinoma, EEC) 1 tip II, karcinomi endometrijuma ne - endometrioidne
morfologije. EEC su dominantno estrogen zavisni, nastaju na bazi hiperplazije i imaju povoljniju
prognozu. EC tip II, nastaju na bazi atrofije endometrijuma, agresivnijeg su bioloskog ponaSanja i
povezani su sa pojavom mutacije gena TP53. EEC ¢ini 85% slucajeva i predstavlja visoko
estrogeno zavisan tumor, sa mnoStvom dokaza koji ukazuju nastanak na bazi hiperplazije
(Bokhman, 1983).

1.3.2. Molekularna klasifikacija karcinoma endometrijuma

Aktuelne metode stratifikacije EC wuklju¢uju grupisanje na osnovu molekularno bioloskih
karakteristika, koje su prepoznate kao visoko povezane sa specificnim klinickim tokom, sustinski
nezavisne od histoloSkog podtipa i gradusa. Ciljevi nove klasifikacije obuhvataju prvenstveno
unapredenje prognosticke vrednosti klasifikacije karcinoma endometrijuma, ali i podizanje stope
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reproducibilnosti, kao i stepena slaganje izmedu inicijalne dijagnoze postavljene na materijalu
dobijenom kiretazom kavuma uterusa sa kona¢nim nalazom utvrdenim histopatoloSkim pregledom
nakon histerektomije.

Molekularna kategorizacija se zasniva na preciznoj interpretaciji imunohistohemijske (IHC) analize
broja mutacija popravke - neslaganja (eng. mismatch repair, MMR), IHC analizi ekspresije p53
proteina (proteinskog produkta onkogena TP53), kao i analizi mutacija gena koji kodira enzim
DNK polimerazu epsilon (eng. polymerase epsilon, POLE) genskim sekvencioniranjem.

Novi sistem molekularne klasifikacije definiSe Cetri tipa EC:

1) Ultramutirani (POLE - mutantni) EC su najfrekventniji u grupi mladih Zena unutar populacije
pacijentkinja sa EC. Oni ne pokazuju korelaciju bioloSkog ponasanja sa poznatim metabolickm
faktorima, 1 karakteriSu se veoma dobrim klinickim ishodima, niskom stopom recidiviranja,
nezavisno od histoloSkog tipa, kao i mortalitetom manjim od 1%.

2) Hipermutirani (eng. MMR deficient, MMRd) EC se javljaju u starosno heterogenoj grupi
pacijentkinja i predstavljaju grupu tumora sa umereno dobrom prognozom koja je zavisna od
klinickog stadijuma. MMRd karakteriSe mikrosatelitska nestabilnost usled deficijentne popravke
neslaganja, sa desetostruko ve¢om stopom mutacija u odnosu na grupu mikrosatelitski stabilnih
tumora (eng. micro satellite stable, MSS) i tumora sa niskom stopom MMR mutacija (eng. MMR-
proficient, MMRp). Vecina slucajeva je posledica somatskih mutacija a u oko 10% slucajeva javlja
se u okviru Lin¢ovog sindroma, kao posledica deficijentnog MMR procesa unutar germinativnih
¢elija, dok je vecina slucajeva posledica somatskih mutacija, prvenstveno povezanih sa epigenetski
uzrokovanom hipermetilacijom promotora MLH1 gena.

3) EC sa velikim brojem kopija p53 proteina (p53 - abnormalan) karakteriSu mutacije gena TP53, sa
znaCajnim porastom broja kopija, i niskom stopom broja mutacija. Ovaj molekularni profil je
pronaden u 20% EC. Uprkos ¢injenici da je mutacija p53 pojava karakteristicna za serozni
karcinom 1 karcinosarkom uterusa, priblizno 50% tumora ove molekularne grupe ¢ine pacijentkinje
sa EC drugih histoloskih tipova, ukljucuju¢i sluc¢ajeve EEC niskog gradusa. Ovu grupu karakterise
nesrazmerano visok stepen mortaliteta (50 - 70%).

4) EC bez specificnog molekularnog profila (eng. no specific molecular profile, NSMP) predstavlja
dijagnozu iskljucenja i odnosi se na grupu tumora koju ¢ine EC bez uocenog odstupanja u ekspresiji
p53, bez POLE mutacija, kao i MMRp EC. NSMP c¢ine najve¢im delom EEC i karakteriSe je
prognoza koja varira od odlicne do umereno povoljne, 1 koja je visoko zavisna od klinickog
stadijuma bolesti i histoloskog gradusa i podtipa tumora (Crosbie, 2022).

1.3.3. Odredivanje gradusa endometrioidnog karcinoma endometrijuma

Kljuéni prognosticki 1 prediktivni faktori za EC su histoloski gradus i klinicki stadijum tumora.
Aktuelnim sistemom gradiranja, prema FIGO (International Federation of Gynecology and
Obstetrics), EC su podeljeni na: dobro, srednje i1 slabo diferentovane tumore (gradusa 1, 2 i 3), dok
su ove kategorije, u slu¢aju EEC, grupisane kao promene niskog gradusa (eng. low grade - gradusi
1 12) 1 promene visokog gradusa (eng. high grade - gradus 3).

FIGO sistem gradiranja se zasniva na glandularnoj arhitektonici. Dobro diferentovan EEC ima

karakteristi¢anu glandularnu arhitektoniku, gde se pored pleomorfizma uocava tkivna atipija, koja

se odlikuje pojavom blisko postavljenih tumorskih zlezda bez prisustva razdvajajuce strome, §to se

naziva kompleksnim obrascem rasta. Sa progresijom dediferencijacije, tumorske Zlezde postaju sve

blize postavljene i zbijanjem formiraju polja solidnog izgleda, a u daljem toku se uocavaju sve

uniformnija polja tkiva sa opadaju¢om moguénoS¢u raspoznavanja zlezdanih struktura, Sto se
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naziva solidnim obrazacem rasta. Odredivanje histoloskog gradusa EC je bazirano na proceni
zastupljenosti navedenih obrazaca rasta. Tumori gradusa 1 imaju <5% tumorskog tkiva sa solidnim
obrascem rasta, dok ostatak tkiva grade jasno uocljive tumorske zlezde u kompleksnom obrascu.
Tumori gradusa 2 imaju 6% do 50%; a tumori gradusa 3 su sa >50% tumorskog tkiva sa solidnim
obrascem rasta (Slika 3). Pri gradiranju EEC neophodna je distinkcija izmedu solidnih polja rasta
tumora 1 delova tumora sa skvamoznom metaplazijom. Gradus EEC se uveéava za vrednost 1, u
slucajevima kada je citoloska atipija visoko izrazena u preko 50% tumorskih ¢elija. (Soslow, 2019).




Slika 3. Endometrioidni karcinom endometrijuma A) dobro diferentovan — gradus 1, B) srednje
diferentovan — gradus 2 i C) slabo diferentovan — gradus 3. HE x200

1.3.4. Odredivanje stadijuma karcinoma endometrijuma

Stadijum bolesti prema Tumor-Nekroza-Metastaza (TNM) baziranom sistemu i FIGO klasifikaciji
je odreden u zavisnosti od slede¢ih parametara: ogranic¢enost tumora na telo uterusa, dubina invazije
miometrijuma (u zavisnosti da li je dubina invazije vec¢a ili manja od 50% debljine), invzija strome
cerviksa, lokalna invazija okolnih struktura (zahvatanje seroze uterusa, adneksa, vagine,
parametrija, mukoze creva, mokra¢ne besike), prisustvo metastaza u pelvicnim i paraaortalnim
limfnim ¢vorovima, kao i prisustvo udaljenih metastaza (Brierley, 2016; FIGO Cancer Report,
2018) (Tabela 1-4).



Tabela 1.

TNM Kklasifikacija karcinoma uterusa: T stadijum

T stadijum

Opis

Oznaka

Tx

Ne postoji mogucnost
evaluacije primarnog
tumora

Tx

TO

Nema dokaza o prisustvu
primarnog tumora

TO

Tis

Carcinoma in situ

Tis

Tl

Tumor ogranicen na telo
materice

Tl stadijum neodreden

Tumor ogranicen na telo
materice, lokalizovan
unutar endometrijuma,
vr$i invaziju manje od
polovine debljine
miometrijuma

Tla

Tumor ogranicen na telo
materice, vr$i invaziju
polovinu ili preko
polovine debljine
miometrijuma

T1b

T2

Tumor vr$i invaziju
strome grli¢a materice
bez Sirenja izvan
materice

T2

T3

Tumor vr$i invaziju
lokalnih i/ili regonalnih
struktura

T3 stadijum neodreden

Tumor vr$i invaziju
seroze materice ili
adneksalne strukture
(direktnim Sirenjem ili
metastazirajuci)

T3a

Tumor vr$i invaziju
vagine ili parametrija
(direktnim Sirenjem ili
metastazirajuci)

T3b

T4

Tumor vr$i invaziju
mokraéne besike ili
mukoze creva

T4




Tabela 2. TNM Kklasifikacija karcinoma uterusa: N stadijum

N stadijum

Opis Oznaka

N stadijum neodreden

Ne postoji mogucnost
evaluacije limfnih nodusa

N stadijum neodreden

NO

Nema dokaza o prisustvu NO
metastaza u limfnim
nodusima

Izolovane tumorske ¢elije NOG+)
dijametra do 0.2mm iz
jednog ili vise
regionalnih limfnih
nodusa

N1

Metastaze u pelviénim N1 neodreden

limfnim nodusima

Metastaze u pelviénim Nlmi
limfnim nodusima
dijametra do 2mm, vece

od 0.2mm

Metastaze u pelvicnim Nla
limfnim nodusima
dijametra veceg od 2mm

N2

Metastaze u N2 neodreden
paraaortalnim limfnim

nodusima

Metastaze u N2mi
paraaortalnim limfnim
nodusima dijametra do

2mm, vece od 0.2mm

Metastaze u N2a
paraaortalnim limfnim
nodusima dijametra
veceg od 2mm

Tabela 3. TNM Kklasifikacija karcinoma uterusa: M stadijum

M stadijum

Opis

Mx

Ne postoji mogucnost evaluacije prisustva udaljenih
metastaza

Ml

Udaljene metastaze, podrazumevaju (metastaze u
ingvinalnim limfnim nodusima, plu¢ima, jetri,
kostima 1  peritonenalne = metastaze, ne
podrazumevaju (metastaze u vagini, adneksalnim
strukturama, pelvicnim 1 paraaortalnim limfnim
nodusima)




Tabela 4.

FIGO klasifikacija stadijuma karcinoma uterusa

FIGO stadijum

Opis

Oznaka

Tumor ogranicen na telo materice

I

Tumor ogranicen na telo materice,
ne vr$i invaziju ili vr$i invaziju u
manje od polovine debljine
miometrijuma

IA

Tumor ogranic¢en na telo materice,
vr8i invaziju polovine ili u preko
polovine debljine miometrijuma

IB

II

Tumor vrsi invaziju strome grli¢a
materice bez Sirenja izvan
materice

II

III

Tumor vrsi invaziju lokalnih i/ili
regonalnih struktura

III

Tumor vr$i invaziju seroze
materice ili adneksalne strukture
(direktnim Sirenjem ili
metastazirajuci)

IITA

Tumor vrsi invaziju vagine ili
parametrija (direktnim Sirenjem ili
metastazirajuci)

I11B

Metastaze u pelvi¢nim i/ili
paraaortalnim limfnim nodusima

IIcC

Metastaze u pelvicnim limfnim
nodusima

IICl1

Metastaze u paraaortalnim sa ili
bez metastaza u pelviénim
limfnim nodusima

IIc2

IV

Tumor infiltracija mokraéne
besike 1/ili mukoze creva, sa ili
bez udaljenih metastaza

1Y%

Tumor infiltracija mokra¢ne
besike i/ili mukoze creva

IVA

Prisustvo udaljenih metastaza
ukljucujuéi metastaze u trbusnoj
duplji /ili metastaze u
ingvinalnim limfnim nodusima

IVB




1.3.5. Prekancerozne i hiperplasti¢ne promene endometrijuma

Prekancerozne lezije endometrijuma su od znacaja pri ranoj dijagnostici kao i proceni rizika za
razvoj EC. Kroz evoluciju patohistoloske dijagnostike, u svrhu povecanja dijagnosticke i
prediktivne preciznosti, klasifikacija ovih hiperplasti¢nih lezija je izmenjena i1 unapredena.
Ustanovljene aktuelne standardizovane kategorije hiperplasticnih promena su rezultat kako
uniformisanja patohistoloskih nalaza, koji su predstavljali prepreku usled visokog stepena
neslaganja pri analizi od strane vise patologa, tako i1 rezultat grupisanja morfoloskih formi
hiperplasti¢nih promena u jedinstvene grupe, na osnovu korelacije sa klini¢kim tokom, podizuci
prediktivnu vrednost ovih nalaza. Vrednost tradicionalnih klasifikacija, nije samo od istorijskog
znacaja, ve¢ je uvid u nju od vaznosti radi unapredenog razumevanja hiperplasti¢énih promena od
strane patologa. Tradicionalno hiperplasticne promene su sredinom 20-og veka bile klasifikovane u
Cetri histoloSke kategorije:

1. Cisti¢na hiperplazija endometrijuma (lat. Hyperplasia endometrii cystica): Ovaj nalaz je smatran
regularnim nastavnom proliferativne faze menstrualnog ciklusa, 1 definisan je umnozavanjem
zlezdanih 1 stromalnih struktura endometrijuma. U Zlezdanoj komponenti je analizirano
karakteristi¢cno prisustvo cisticne dilatacije, 1 prema distribuciji ova promene je definisana kao
fokalna ili difuzna. Analizom ¢elijskih osobina, kao $to su prisustvo mitoza i nukleocitoplazmatski
indeks, promena je bivala semikvantitativno ocenjena kao blaga, umerena ili teSka (Slika 4).

2. Prosta hiperplazija endometrijuma (lat. Hyperplasia simplex endometrii): Definisana kao
promena morfoloski nalik endometrijumu u kasnoj proliferativnoj fazi, sa lakostepenom dilatacijom
lumena Zlezda.

3. Adenomatozna hiperplazija endometrijuma (lat. Hyperplasia adenomatosa endometrii):
Definisana kao umnozavanje Zzlezda, bez pratee proliferacije stromalnog tkiva, sa blisko
postavljenim umnozenim Zlezdanim strukturama izmedu kojih nema razdvajajuceg vezivnog tkiva
ili prisustvom u vidu diskretnih trakastih ostataka veziva. U ¢elijama zlezdanog epitela su vidljivi
znaci atipije. Promena je na osnovu distribucije podeljena na fokalnu i difuznu, a na osnovu procena
nivoa atipije semikvantitativno odredena kao laka, srednja ili teska.

4. Glandularna hiperplazija sa naglasenom atipijom (lat. Hyperplasia glandularis atipica): Promena
je definisana naglasenom pojavom atipije, a na osnovu toga klasifikovana kao podtip sa dominantno
naglaSenom tkivnom ili sa dominantno naglaSenom ¢elijskom atipijom (Opri¢, 2004).

U periodu izmedu izmedu 1994-2014. godine prema klasifikaciji svetske zdravstvene organizacije
(eng. World Health Organisazion, WHO) ustanovljene 2014. godine, hiperplasticne promene su
definisane na osnovu dva klju¢na histoloska parametra: tkivne arhitektonike 1 celijske atipije.
Promena tkivne arhitektonike je definisana kao prisutvo prostog ili kompleksnog obrasca rasta
umnozenih zlezda endometrijuma. Prosti obrazac je definisan kao umnozavanje zlezda
endometrijuma praceno proliferacijom strome koja ih medusobno razdvaja. Ovaj obrazac je najbliza
morfoloSka paralela pojmovima cisti¢ne i proste hiperplazije endometrijuma u okviru tradicionalne
histoloske klasifikacije. Kompleksni obrazac, je definisan kao nalaz proliferacije blisko postavljenih
zlezda endometrijuma bez razdvajajuc¢e strome ili sa diskretnim trakastim ostacima stromalnog
tkiva izmedu umnoZzenih Zlezdanih struktura. Ovaj obrazac je najbliza morfoloska paralela
adenomatoznoj 1 atipi¢noj hiperplaziji endometrijuma, podtipu sa tkivnhom atipijom u okviru
tradicionalne histoloske klasifikacije. Dok je Celijska atipija predstavljena kroz karakteristicne
parametre pleomorfizma, kao S§to su: hiperhromazija, povecan nukleocitoplazmatski indeks,
odstupanja od regularnog oblika, veli¢ine, konzistencije jedra, odstupanje od regularne grade celije,
prisustvo mitoza regularne ili patolo§ke morfologije.
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Slika 4. Hiperplazija endometrijuma sa cisticnom dilatacijom zlezdanih lumena, bez znakova
¢elijske atipije. HE x40

Na osnovu zastupljenosti ovih parametara definisana su Cetri podtipa hiperplazija endometrijuma:
1. Prosta hiperplazija bez atipije (lat. Hyperplasia simplex non-atipica)

2. Prosta hiperplazija sa atipijom (lat. Hyperplasia simplex atipica)

3. Kompleksna hiperplazija bez atipije (lat. Hyperplasia complex non-atipica)

4. Kompleksna hiperplazija sa atipijom (lat. Hyperplasia complex atipica)

Prema klasifikaciji WHO iz 2014. godine hiperplastiéne promene su reklasifikovane u dve
kategorije:

a) prosta hiperplazija endometrijuma bez atipije/benigna hiperplazija endometrijuma (eng. benign
endometrial hyperplasia, BEH) i

b) kompleksna hiperplazija endometrijuma sa atipijom/endometrialna intraepitelna neoplazija (eng.
endometrial inraepithelial neoplasia, EIN).

BEH je hormonski indukovana promena endometrijuma koja se klinicki uobicajeno uocava
ultrazvuénim pregledom materice kao zadebljanje tkiva endmetrijuma. Ove promene Cesto su
pracene abnormalnim uterinim krvarenjem i histoloSkim nalazom u vidu umnoZzavanja Zlezda i
strome endometrijuma. Kod BEH, rizik od razvoja EC je 1 - 3%.

EIN se smatra prekursorskom lezijom EC, a podaci bazirani na klini¢kom iskustvu su pokazali da
¢e kod 30% Zena sa dijagnostikovanom EIN-om, tokom prve godine pracenja, biti dijagnostikovan
EC (Herrington, 2020, Fadare, 2019).
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1.4. Angiogeneza

Rast krvnih sudova se odvija u vidu vaskulogeneze i angiogeneze. Vaskulogeneza je stvaranje
primitivnih  krvnih sudova 1 vaskularnih pleksusa u delovima tkiva koja nisu prethodno
vaskularizovana. Odvija se diferencijacijom angioblasta i karakteristi¢na je za embrionalni period
razvoja. Angiogeneza je rast novih krvnih sudova iz prethodno postojece vaskulature. Postoje Cetri
mehanizama angiogeneze: vaskularno grananje, intususepcija, elongacija 1 inkorporacija
progenitorskih endotelnih celija poreklom iz kostne srzi u zid postoje¢ih kapilara na mestu
formiranja novog krvnog suda. Prvi, i najSire prihvaceni, mehanizam vaskularnog grananja se
naziva klasi¢na angiogeneza. Ovaj proces se odvija kroz faze aktivacije endotelnih celija,
degradaciju bazalne membrane, migracije 1 proliferacije endotelnih celija sa formiranjem
vaskularnih pupoljaka i tubusa, stabilizacije novostvorenog krvnog suda, mobilizacijom pericita 1
razvojem glatkomi$i¢nih Celija. Intususepcija se odvija deponovanjem matriksa uzduznom osom
lumena krvnog suda, duz koje se zatim odvija migracija endotelnih ¢elija, kona¢no dele¢i ga na dva
odvojena suda. Vaskularna elongacija se najve¢im delom javlja tokom faze rasta
organizma.Angiogeneza je deo regularnog razvoja u fetalnom dobu, dok je u adultnom periodu deo
fizioloskih procesa, kao S§to su menstrualni ciklus, zarastanje rana, ali je i deo patoloskih procesa
poput endometrioze, dijabetske retinopatije 1 reumatoidnog arteritisa. Najve¢im delom je
stimulisana hipoksijom tkiva (Roskar, 2021; Holland, 2003).

Rast tumora se, prema njegovoj zavisnosti od vaskularizacije, moze podeliti na dve faze. Prva je
inicijalna faza rasta kada je tumorski rast nezavistan od stvaranja novih krvnih sudova, zbog
sposobnosti da se snabde potrebnim nutritientima i kiseonikom putem difuzije iz okolnih tkiva. Ova
faza traje sve dok zapremina tumorskog tkiva ne postane ve¢a od 2 mm?. Sledeéa faza je vaskularno
zavisna, kada je za dalji rast neophodno formiranje novih krvnih sudova, kako bi se podrzali
metabolicki zahtevi neoplasti¢nog tkiva (Roskar, 2021). U fizioloskim uslovima je regulisana
faktorima koji je stimuliSu ili inhibiraju, dok rast tumora karakteriSe gubitak kontrole nad
angiogenezom. Ovo se deSava kroz konstantnu sintezu proangiogenih i smanjenjem stvaranja
antiangiogenih faktora, §to se naziva ,,angiogeni prekidac¢“, a dovodi do brzog formiranja krvnih
sudova. Nedovoljno inhibirana, patoloska angiogeneza, je kljucni proces nekontrolisanog rasta
tumora (Weston, 2000).

1.5. Vaskularni endotelni faktor rasta

Familija vaskularnih endotelnig faktora rasta (eng. vascular endothelial growth factor, VEGF) je
grupa proangiogenih liganada kojoj pripadaju VEGF-A, -B, -C, -D, i placentalni faktor rasta (eng.
placental growth factor, PIGF). Otkrivena je od strane Dvoryak 1983. godine. VEGF imaju
centralnu ulogu u procesu fizioloske 1 patoloske angiogeneze. Ovi faktori rasta su sekretovani i
unutar masnog tkiva i povezani su sa gojaznoséu. Oni uspostavljaju svoje centralne efekte preko
specifi¢nih receptora kao §to su VEGFR1 (eng. fms-like tyrosine kinase 1, FLT1), VEGFR2 (eng.
kinase insert domain receptor, KDR), 1 VEGFR3. Ostali receptori preko kojih VEGF deluju su
neuropilin 1 i 2 (Zyta, 2014; Sharkey, 2000). Uprkos ¢injenici da svi spadaju u grupu srodnih
tirozin kinaznih membranskih receptora, efekti VEGF receptora se razlikuju. Dok su FLT1 i KDR
povezani sa angiogenezom, VEGFR3 ucestvuje u procesu limfangiogeneze. Poznata je i solubilna
forma VEGF-R1 (sFLT) za koju se smatra da predstavlja antiangiogeni marker.

VEGF-A je endogeno sekretovani protein koji povecava vaskularnu permeabilnost, stimuliSe
proliferaciju i migraciju endotelnih ¢elija, i u brojnim studijama je prepoznat kao jedan od klju¢nih
faktora fizioloSke 1 patoloske angiogeneze. Ekspresija VEGF-A dokazana je kao faktor
angiogeneze u benignim i malignim lezijama endmetrijuma. Uloga njihove ekspresije je dokazana u
fizioloSkoj angiogenezi menstrualnog ciklusa, kao i u patoloskoj angiogenezi i1 pokazan je uticaj
egzogene hormonske terapije na smanjenje njihove ekspresije. VEGF-A je najistaknutiji i naj¢esce
proucavan proangiogeni faktor, za koji je pokazano da ima centralnu ulogu u angiogenezi EC.
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Pojedine studije pokazuju povezanost povec¢ane imunohistohemijske ekspresije VEGF-A 1 procesa
dediferencijacije tumorskih ¢elija EC. Navedene studije istovremeno sugeriSu povecaje ekspresije
VEGF-A u EC kao marker loSije prognoze i agresivnijeg bioloskog ponaSanja tumora. Dziobek 1
sar. navode postojanje pozitivne korelacije nivoa imnunohistohemijske ekspresije VEGF-A sa
histoloskim gradusom EC, dok je povecanje ekspresije VEGF-B uoceno u EC gradusa 11 2 u
poredenju sa zdravim kontrolama. Takode je uoceno pratece sniZenje ekspresije ovog faktora u
tumorima gradusa 3 koje je protumaceno kroz potencijalnu regulatornu ulogu VEGF-B u kontroli
procesa angiogeneze u EC, ¢iji gubitak uti¢e na agresivnije biolosko ponasanje koje prati gubitak
diferencijacije. Holland 1 sar. navode sli¢ne rezultate na uzorku zdravih kontrola, atipicne
kompleksne hiperplazije i EC gradusa 1, 2 1 3. Ova studija navodi odsutvo ekspresije VEGF-A u
benignim promenama endometrijuma, nasuprot rastu ekspresije u slucajevima atipi¢cne kompleksne
hiperplazije, kao i u EC. Ovi nalazi se mogu protumaciti kao potencijalna uloga VEGF-A u
malignoj transformaciji u tkivu endometrijuma (Dziobek, 2019; Holland, 2003).

Pojedinim studijama analizirana je prognosticka i prediktivna uloga serumskih koncentracija
VEGF, kao i solubilnih formi njihovih receptora. Saarelainen i sar. su analizom preoperativno
odredenih serumskih vrednosti VEGF, sFLT i1 CD105 konstatovali postojanje korelacije izmedu
poviSenih vrednosti VEGF u serumu pacijentkinja koje su podvrgnute histerektomiji zbog EEC, sa
prisustvom metastaza (Saarelainen, 2014). Pojedinim studijama je pokazana povezanost
preoperativno poviSenih nivoa VEGF-R2 sa duzinom prezivljavanja, kao i vrednost povecane
serumske koncentracije VEGF kao prediktivnog faktora prisustva metastatskih depozita unutar
paraaortalnih limfnih nodusa kod pacijentkinja sa EC (Kotowicz, 2017).

Standardni terpijski protokol za EC c¢ini histerektomija sa ili bez adjuvantne radioterapije i/ili
hemoterapije, u zavisnosti od rizika od recidiva bolesti. Zbog nedostatka efikasnih terapijskih
opcija, leCenje pacijenata sa EC u uznapredovalom stadijumu je veoma kompleksno.

Zbog vaznosti neovaskularizacije za rast tumora, ulozeni su napori da se razvije antiangiogena
terapija za leCenje EC. Glavne klase antiangiogenih lekova su anti-VEGF monoklonska antitela
(bevacizumab), solubilni VEGFR (aflibercept), inhibitori angiopoetin-Tie2 receptora (trebananib) i
inhibitori tirozin kinaze (brivanib, cediranib, nintedanib, sunitinib i lenvatinib) (Roskar, 2021).
Bevacizumab je trenutno najSire ispitivani lek iz grupe anti-VEGF ciljnih lekova. On predstavlja
monoklonsko anti-VEGF antitelo koje se ve¢ primenjuje u terapiji karcinoma kolona, pluca i dojke.
Uprkos visegodisnjim ispitivanjima monoterapija bevacizumabom nije dala povoljne terapijske
ishode u populaiciji pacijentkinja sa EC. S druge strane, terapijski rezim koji je ukljucivao
kombinaciju hemoterapije 1 bevacizumaba pokazao je produZenje perioda prezivljavanja bez
progresije, kao i ukupno veée prezivljavanje u grupi pacijentinja sa TP53 mutiranim EC (p53 -
abnormalan). Istovremeno, novije studije su pokazale da bevacizumab daje obecavajuce rezultate u
kombinaciji sa mTOR inhibitorima everolimusom i temsirolimusom. Tokom pretklinickih
ispitivanja, ovaj terapijski rezim je pokazao nizak nivo toksi¢nih 1 nezeljenih efekata, a u studiji je
takode definisana preporucena terapijska doza 1 istrazivanje je uSlo u II fazu klini¢kih
ispitivanja(Lee, 2021). Najnovija klini¢ka ispitivanja pokazuju da je kombinacija inhibitora tirozin
kinaze, lenvatiniba, i monoklonskog antitela koje je blokator PD-1 (eng. Programmed Cell Death
Protein 1, PD-1) po imenu pembrolizumab jedina pokazala vecu stopu prezivljavanja u poredenju
sa hemoterapijom. Ova kombinacija je posebno efikasna kod prethodno lecenih pacijentkinja sa EC
koji pripadaju grupi mikrosatelitski stabilnih (MSS) 1 tumorima sa niskom stopom MMR mutacija
(MMRp) (Park,2022).

Ipak, antiangiogena terapija je ograni¢ena na male specificne grupe pacijenata, povezana je sa
nezeljenim efektima i mnogi pacijenti koji su prvobitno reagovali na ciljanu terapiju, vremenom
razvijaju rezistenciju, $to ukazuje na dalju potrebnu boljim razumevanjem mehanizama i faktora
ukljucenih u angiogeni proces EC. Potencijalni obecavajué¢i iskoraci u unapredenju ciljanih
terapijskih opcija za EC se mogu oc¢ekivati u okviru definisanja terapijskih grupa oslanjajuci se na
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molekularne karakteristike EC, ali 1 u uskladivanju patohistoloske sa novom molekularnom
klasifikacijom, kroz tumacenje genetskih aberacija u kontekstu poznatih bioloskih specifi¢nosti
podtipova EC.

1.6. Estrogeni receptor

Estrogeni receptor pripada superfamiliji jedarnih receptora ligand vezujucih transkripcionih faktora
koji posreduju biolosko dejstvo estrogena. Poznate su dve izoforme ER, alpha i beta, i njihova
aktivnost ima poznato dejstvo na proliferativnu aktivnost zdravog tkiva endometrijuma. Dosadasnja
paradigma karcinogeneze glasi da je nastanak tip I karcinoma endometrijuma posredovan
dominantno dugotrajnom hiperestrogenom stimulacijom, neoponiranom progesteronskom
stimulacijom. EEC Cesto u razli¢itoj meri eksprimira ER, i smatra se da je njegov rast stimulisan
dejstvom estrogena (Rodriguez, 2021.) (Slika 5).

Pored toga u klini¢koj praksi je pokazana, uloga 1 znacaj nivoa ekspresije ER u karcinomima
endometrijuma kao nezavistan, i kao pouzdaniji prognosticki faktor od histoloskog gradusa i dubine
invazije (Martin, 1983). Medutim, uloga estrogena u kancerogenezi endometrijuma nije u
potpunosti razjasnjena, utoliko Sto se veéina karcinoma endometrijuma javlja u peri- ili post
menopauzi, kada su nivoi estrogena u serumu generalno smanjeni, $to moze biti delom objasnjeno
¢injenicom da maligna transformacija ima tendenciju javljanja u aktivno proliferiSu¢im celijama,
usled viSeg potencijala akumulacije somatskih mutacija kroz greske u replikaciji DNK tokom
duplikacija 1 mitoza. T. Miyamoto i T. Shiozawa su u svojoj studiji definisali kancerogenezu
posredovanu estradiolom (E2) kao sposobnost geneze novih kancerskih ¢elija: 1) iz aktivno
repliciraju¢ih celija sa deficitom sistema za popravku DNK i 2) posredstvom metabolita E2 koji
mogu dovesti do nastanka somatskih mutacija, stoga bi se moglo ocekivati da fizioloski visoki nivoi
estrogena u serumu, odnosno visoki nivoi E2, kao S§to se Cesto vidi kod Zena sa normalnim
menstrualnim ciklusom, stimuliSu karcinogenezu endometrijuma. Medutim, 80% EK se javlja kod
Zena u peri- ili postmenopauzi, ¢iji su nivoi E2 u relativno niskom opsegu (Miyamoto, 2019). Nivoi
E2 u serumu su takode Cesto relativno niski kod Zena koje primaju hormonsku supstitucionu
terapiju (HST), Sto je dobro poznati faktor rizika za nastanak EC, posebno naglaSen u grupi
pacijentkinja koje primaju estrogene preparate bez primene progestina (Miyamoto, 2019;
Weiderpass, 1999). Pojedine zene sa HST su pokazale visok nivo E2, §to sugeriSe zavisnost
koncentracije od primenjene doze E2. Autori su razmatrali i PCOS koji predstavlja jedan od
poznatih faktora rizika za nastanak EK kod mladih zena, iako pacijentkinje sa PCOS ¢esto pokazuju
nesto nize nivoe E2 u serumu od zdravih zZena (Miyamoto, 2019; Navaratnarajah, 2008.). Takode
treba napomenuti da rizik od EC moze zavisiti ne samo od nivoa E2, ve¢ i od hiperandrogenemije
kod PCOS. Ova klini¢ka opaZzanja su nazvana’’paradoksom karcinoma endometrijuma’’, u okviru
nepotpuno razjasnjene uloge ER u kancerogenezi EC. Pokazano je da ERa ima dominantnu ulogu u
rastu endometrijuma, $to se bazira na studijama fiziologije endometrijuma gde je pokazano da je
ekspresija ERo najvisa u proliferativnoj fazi, dok pokazuje znacajan pad u sekretornoj fazi
menstrualnog ciklusa. Istovremeno je uo¢eno smanjenje ekspresije ERf i androgenog receptora, uz
opazanje da je njihov osnovni nivo ekspresije tokom svih faza menstrualnog ciklusa nizi od nivoa
ekspresije ERa. Navedene studije su pokazale i da je dejstvo ERa oponirano aktivno$éu ERP
(Mylonas, 2004; Mylonas, 2005). Estrogeni receptor alfa (ERa) je glavni faktor preko kojeg
estrogeni stimuliSu mitogenu i proliferativnu aktivnost u zdravom endometrijumu i EC (Saimi,
2021).
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Slika 5. Ekspresija ERa A) visokog intenziteta i B) srednjeg intenziteta u tkivu endometrioidnog
karcinoma endometrijuma, ERa x200

Pokazano je da estradiol (E2) stimuliSe proliferaciju i migraciju ¢elija EC dejstvom na ERa.
Paradoksalno, pokazalo se da je prisustvo ERa pozitivnosti u EEC pozitivan prognosticki marker,
za razliku od ERa negativnih EC (Slika 6) koji su agresivniji tumori sa loSijom prognozom (Backes,
2016).
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Slika 6. Ekspresija ERa A) niskog intenziteta i B) odsustvo ekspresije ERa u tkivu
endometrioidnog karcinoma endometrijuma, ERa x200
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Pokazano je da je odsustvo ekspresije ERa u znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa stadijumom i
gradusom bolesti, ali ne sa vremenom bez recidiva bolesti ili sa ukupnim prezivljavanjem
pacijentkinja. Odsustvo ekspresije ERa je snazan prediktor zahvatanja limfnih cvorova.
Pacijentkinje sa ERo negativnim EC ceS¢e bivaju dijagnostikovane sa viSim gradusom i u
uznapredovalom stadijumu bolesti (Backes, 2016). Eksperimantima na zdravom i neoplasticnom
tkivu endometrijuma je potvrdena je smanjena ekspresija ERf u EC, kao i promenu odnosa
ekspresije ERa 1 ERP u neoplasti¢nim promenama endometrijuma (Mylonas, 2005; Hapangama,
2015; Haring, 2012). Upravo ovi podaci nam daju potencijalni deo odgovora na navedeni paradoks,
dok istovremeno sugeriSu da efekat ERa nije samostalno odgovoran za nastanak, razvoj i
perzistiranje karcinoma endometrijuma, $to ukazuje da, neopozivo znacajno, dejstvo ER na
nastanak EC, 1) ne predstavlja samostalni faktor, 2) da pored dejstva estrogena neoponiranog
progesteronom ulogu u tumorskom rastu ima i aktivnost ERa neoponirano aktivnoséu ERf, 3) da
aktivnost ERa potencijalno ima ulogu "inicijalne kapisle" u malignoj transformaciji, dok faktori
progresije tumorskog rasta i perzistencije tumorske tkivne arhitektonike ostaju otvorena dilema.
Navedena opazanja nas navode na zakljuak da je ispitivanje povezanosti ekspresije ERa sa
nivoima ekspresije FKBPL logican i obecavaju¢i slede¢i korak u naSem istrazivanju koji nudi
potencijalni novi uvid u rasvetljenje dela neodgovorenih pitanja u vezi sa biologijom
endometrioidnog karcinoma endometrijuma.

1.7. FKBPL

FKBPL (eng. FK506-binding protein-like) je jedan od aktuelno Siroko ispitivanih faktora koji vrse
inhibiciju angiogeneze, utvrdenog anti-tumorskog dejstva, sa perspektivom u razvoju ciljane
terapije kod onkoloskih bolesnika. On pripada proteinima iz visoko postojane familije imunofilina,
specificno grupi FK506 vezujucih proteina (eng. FK506-binding protein, FKBP). Njeni ¢lanovi
imaju fundamentalnu ulogu u regulaciji signalnih puteva inflamacije, adaptivnog imunoloskog
odgovora i1 kancerogeneze, kroz svoju funkciju Saperona i svojom peptidilprolil izomeraznom
(PPlase) aktivnos¢u. Osnovni clan ove porodice, FKBP12 je dobro poznati vezuju¢i ligand
imunosupresivnih lekova, takrolimus (FK506) i sirolimus (rapamicin). Takrolimus smanjuje
aktivnost peptidilprolil izomeraze vezivanjem za FKBP12, stvaraju¢i novi kompleks. Ovaj
kompleks FKBP12 — FK506 intereaguje sa i inhibira kalcineurin, ¢ime inhibira i transdukciju
signala T-limfocita 1 transkripciju interleukina-2. Veci proteini familije FKBP, kao §to su FKBP51,
FKBP52 i FKBPL, sadrze dodatne regione, ukljucuju¢i domene ponavljanja tetratrikopeptida
(TPR), koji su vazni za raznovrsnost njihove protein - protein interakcije sa signalnim putevima
povezanim sa inflamatornim odgovorom.

Otkrice FKBPL-a se dogodilo 1997. godine u okviru studije koja je imala cilj pronalazenje gena
koji imaju ulogu u formiranju rezistencije indukovane radioterapijom (Robson, 1997). Inicijalno
imenovan ,,8.6“ 1 protein ,regulisan jonizujuim zracenjem* (eng. downregulated by ionizing
radiation, DIR1) (Robson, 1999). Nakon otkri¢a, analizom strukture sekvence proteina (Slika 7)
ustanovljeno je strukturno preklapanje i ustanovljena je srodnost sa proteinima predstavnicima
familije FK506 vezujucih proteina. Strukturno preklapanje je uoceno kako na nivou celokupne
sekvence aminokiselina, kao i na funkcionalnim PPlase-nim i TPR domenima, a ispitivani protein
je imenovan proteinom slicnim FK506 vezuju¢im proteinima, FKBPL (Slika 8) (Tabela 5). Daljim
ispitivanjem funkcije proteina, pokazano je da FKBPL ima ulogu u stavaranju radiorezistencije. U
okviru studije kojom su ispitivani proteini potencijalno povezani sa p21, FKBPL je identifikovan 1
imenovan kao WISp39 (WAF-1/CIP1 stabilizing protein 39). Utvrdeno je da FKBPL/WISp39 ima
znacajnu ulogu u multiproteinskom kompleksu uklju¢enom u regulaciju kontrolne tacke faze G2
¢elijskog ciklusa nakon izlaganja visokim dozama zracenja. Pokazana je uloga FKBPL-a u
stabilizaciji p21. Jascur 1 saradnici su predlozili da FKBPL kao potencijalno mesto ciljane terapije
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moze pruziti povoljnije ishode u grupi bolesnika sa tumorima sa prekomernom ekspresijom p21 1/ili
pojavom hemorezistentncije i/ili radiorezistencije (Jascur, 2005; Robson, 2012).

METPPVNTIGEKDTSQPQQEWEKNLRENLDSVIQIRQQPRDPPTETL
ELEVSPDPASQILEHTQGAEKLVAELEGDSHKSHGSTSQMPEALQAS
DLWYCPDGSFVKKIVIRGHGLDKPKLGS.C.CRVLALGFPFGSGPPEG
WTELTMGVGPWREETWGELIEKCLESMCQGEEAELQLPGHTGPPV
GLTLASFTQGRDSWELETSEKEALAREERARGTELFRAGNPEGAAR
CYGRALRLLLTLPPPGPPERTVLHANLAAGQPQLAAQS.C.DRVLER
EPGHLKALYRRGVAQAALGHNLEKATADLKKVLAIDPKNRAAQEE
LGKVVIQGKVVIQGLRKMFG

Slika 7. Aminokiselinska sekvenca FKBPL (eng.FK506-binding protein-like) sa crvenom bojom
naglaSenom sekvencom antiangiogenog peptidnog FKBPL derivata je AD-01. Izvor: Robson, 2012.

FKBPL je ¢lan familije FK506 vezujucih proteina, divergentnog delovanja, vazan za interakciju sa
molekularnim Saperonom Hsp90 i1 kljuéni negativni regulator rasta tumora, angiogeneze i
metastaziranja. Specificnost njegovog dejstva nastupa usled zanemarljive aktivnosti PPlaze, a sa
dominantnom aktivnos¢u TPR domena Pokazano je da je FKBPL prirodno sekretovani anti-
angiogeni protein koji ispoljava svoje efekte ciljanim dejstvom na povrSinski Celijski receptor,
CD44, na aktivno migriraju¢im endotelnim ¢elijama. Ovim putem FKBPL inhibira migraciju i
formiranje krvnih sudova (Annett, Nov 2020).

L. Nelson i saradnici su pokazali znacaj nivoa ekspresije FKBPL kod pacijenata sa karcinomom
dojke (eng. breast cancer, BC), kao prognostickog faktora prezivljavanja specificnog za karcinom
dojke (eng. breast cancer specific survival, BCSS). U ovoj studiji je pokazano da je nizi nivo
ekspresije FKBPL povezan sa loSijom prognozom prezivljavanja, kao i da je nivo ekspresije
FKBPL zadrzao sopstveni prognosticki znacaj nezavisno od drugih poznatih prognostickih faktora.
Pokazano je da je FKBPL znaCajan prediktor intervala bez relapsa u grupi pacijentkinja sa
karcinomima dojke sa visokom ekspresijom ER dok je grani¢na prediktivna znacajnost opisana u
grupi tretiranoj tamoksifenom (Nelson, 2015). Uloga FKBPL kao negativnog regulatora rasta
tumora, metastaziranja i angiogeneze ustanovljena je u studijama BC. Mc Clements i saradnici su
prikazali inhibitorno dejstvo FKBPL 1 njegovih derivata na rast mati¢nih celija raka dojke (eng.
cancer stem cells, CSC) u okviru predklini¢ih studija koje su na putu razvijanja ciljane FKBPL
bazirane terapije. Ova studija pokazuje da FKBPL i njegov peptidni derivat ALM201 smanjuju
migraciju i1 invaziju CSC dojke, kao i da inhibiraju rast mamosfera CSC dojke otpornih na
endokrinu terapiju (McClements, 2019).

FKBPL je deo kompleksa kohaperona HSP90/ERa. Stabilnu prekomernu ekspresiju FKBPL u CSC
dojke je pracena povecanom zavisnoS$¢u tumorskog rasta od estrogene stimulacije i posledi¢no
vecom senzitivnoS¢u tumora na antiestrogenu terapiju tamoksifenom McKeen i saradnici su
pokazali da FKBPL ucestvuje u regulaciji ekspresije ER i da je visoka ekspresija FKBPL je pra¢ena
smanjenjem nivoa ERa u CSC dojke (McKeen, 2010).
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Slika 8. Prikaz proteinskog preklapanja celokupne sekvence, PPlase - nog domena i domena TPR
izmedu FKBPL i predstavnika familije FKBP imunofilina, FKBP52, FKBP51, FKBP38, i FKBP12.
Izvor: Robson T, 2012.

FKBPL (eng. FK506-binding protein-like); PPlaza (eng. epeptidyl-prolyl cis—trans isomerise); TPR
(eng. tetratricopeptide repeat)

Ekspresija FKBPL takode je ispitivana na kulturama CSC karcinoma ovarijuma 1 ciljana terapija
bazirana na FKBPL je pokazala antiangiogeno dejstvo kojim dovodi do usporavanja rasta kolonija
kancerskih stem celija karcinoma ovarijuma. Ova studija o karcinomu jajnika je pokazala da
terapeutski peptidni derivati FKBPL-a stimuli$u diferencijaciju CSC jajnika i smanjuju njihov broj,
kao 1 da odlazu inicijaciju tumora i rast visoko vaskularizovanih ksenotransplantata. Ova studija
navodi kao zakljucak da se antitumorski efekat FKBPL-a i njegovih terapeutskih peptidnih derivata
ostvaruje putem poremecaja procesa angiogeneze (Annett, Feb 2020.). S druge strane, informacije 1
studije o ekspresiji i ulozi FKBPL-a u EC su izuzetno retke. Pojedina¢na eksperimentalna studija u
kojoj je ispitivan genetski profil EC u cilju definisanja potencijalnih smernica za istrazivanje novih
biomarkera navodi postojanje ekspresije gena koji kodira FKBPL unutar stromalnih ¢elija, koje su
mikrodisekcijom izdvojene iz tkivnih iseCaka EC. Ova studija je istovremeno analizirala
mikrodisekovanu komponentu tumorskih ¢elija EC, i u rezultatima nisu navedeni podaci o
ekspresiji gena koji kodira FKBPL (Iguchi, 2014.). Prema dostupnim relevantnim izvorima
podataka, u okviru centralizovane baze atlasa humanih proteina (eng. The Human Protein Atlas,
THPA) imunohistohemijska ekspresija FKBPL je pronadena u epitelu zlezda endometrijuma,
pokazuju¢i citoplazmatsku, membransku i nuklearnu ekspresiju, umerenog i visokog intenziteta, sa
karakteristi¢no izraZenom luminalnom pozitivno$¢u pri pozitivnosti visokog intenziteta (Slika 9).
Prema ovom relevantnom izvoru u ¢elijama strome endometrijuma nije zabeleZena ekspresija (The
Human Protein Atlas, Tissue expression of FKBPL, n.d.). Isti izvor navodi podatke o ekspresiji
FKBPL u tumorskim ¢elijama EC. Podaci su pokazali da ekspresija, u tumorskim celijama EC,
varira od slucajeva EC bez ekspresije do pojave ekspresije niskog i retko umerenog intenziteta. U
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bazi podataka ovog relevantnog izvora nije dostupna informacija o ekspresiji FKBPL u stromalnim
¢elijama EC (The Human Protein Atlas, Expression of FKBPL in endometrial cancer, n.d.).

Tabela 5. Prikaz procentualne homologije predstavnika familije FKBP sa FKBPL unutar celokupne
sekvence aminokiselina i u okviru PPlase-nog i TPR domena. Izvor: Robson, 2012.

Stepen homologije sa FKBPL (%)

Celokupna PPlase-ni TPR
sekvenca domen domen
FKBP52 23 17 33
FKBP51 21 10 29
FKBP38 14 7 21
FKBPL 100 100 100
FKBP12 17 8 -

FKBPL (eng. FK506-binding protein-like); PPlaza (eng. epeptidyl-prolyl cis—trans isomerise); TPR
(eng. tetratricopeptide repeat)

Prema dostupnim i relevantnim izvorima, do sada nije izvedena analiza znacaja nivoa ekspresije
ovog proteina u EK, sa detaljnim sagledavanjem klju¢nih prognostickih i prediktivnih osobina.

Slika 9. Ekspresija FKBPL (eng. FK506-binding protein-like) visokog intenziteta u zlezdanom
tkivu endometrijuma, sa karakteristicnom luminalno naglaSenom pozitivno$¢u, FKBPL x200
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Definisani su sledeci ciljevi:

1. Ispitivanje nivoa ekspresije FKBPL, VEGF-A 1 ER u endometrioidnom karcinomu
endometrijuma i benignoj hiperplaziji endometrijuma.

2. Ispitivanje povezanosti nivoa ekspresije FKBPL sa nivoima ekspresije VEGF-A i ER u
endometrioidnom karcinomu endometrijuma i poredenje sa odnosima nivoa ekspresije u benignoj
hiperplaziji endometrijuma.

3. Ispitivanje povezanosti nivoa ekspresije FKBPL sa prose¢nom gustinom krvnih sudova u
endometrioidnom karcinomu endometrijuma i u benignoj hiperplaziji endometrijuma.

4. Ispitivanje povezanosti nivoa ekspresije FKBPL u endometrioidnom karcinomu endometrijuma
sa dubinom invazije miometrijuma, prisustvom limfovaskularne invazije, histoloSkim gradusom
tumora 1 klinickim stadijumom bolesti
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3. MATERIJAL I METODE
3.1. Uzorak

Uzorci su dobijeni iz Klini¢ko-bolnickog centra Zemun, Beograd, Srbija u periodu od 10 godina
(2010 - 2020). Studija je obuhvatila dve grupe ispitanica:

Prvu grupu ¢ine slucajevi EEC. Ukupno 90 pacijentkinja podvrgnutih histerektomiji, kojima je
dijagnostikovan EEC. Kriterijumi za ukljucivanje pacijenata sa dijagnozom EEC bili su: izvrSena
histerektomija, dostupnost klini¢kih podataka o stadijumu bolesti i dostupnost parafinskih blokova
koji sadrze tumorsko tkivo koje pokriva najmanje 5 mm?. Kriterijumi isklju¢enja su bili: drugi
histoloski tipovi EC, nedovoljna koli¢ina tumorskog tkiva za imunohistohemijsko bojenje 1 analizu,
druga udruzena maligna oboljenja i podatak o prethodnoj primeni onkoloske terapija.

Drugu grupu ¢ine sluc¢ajevi BEH. Ukupno 40 pacijenata podvrgnutih eksplorativnoj kiretazi, kojima
je dijagnostikovana BEH. Kriterijum iskljucenja iz studije je bio uzorkovanje kiretmana kavuma
uterusa van proliferativne faze, kod pacijentkinja u reproduktivnom periodu.

Reprezentativni parafinski kalupi i odgovarajuce plocice obojene hematoksilinom i eozinom (HE),
na kojima su dijagnostikovani slucajevi od interesa, u periodu od 2010 - 2020. godine, su izdvojeni
iz arhive Sluzbe za klinicku patologiju, Klinicko bolnickog centra Zemun. Patolog je evaluirao HE
obojene plocice i odabrao parafinske kalupe sa kojih su iseeni preparati odgovarajuce veli¢ine i
kvaliteta. Potom su odabrani parafinski kalupi bili pregledani i u istrazivanje su bili ukljuceni oni sa
dovoljnom koli¢inom tkiva za izradu potrebnih preseka za imunohistohemijsku analizu. Od svih
dostupnih plocica, svakog pojedinacnog slucaja, je odabran po jedan reprezentativni preparat sa
tumorskim tkivom povriine najmanje 5 mm?. Demografski, histoloski i klini¢ki podaci ispitanica su
izdvojeni istorija bolesti pacijenata u Klinicko bolnickom centru Zemun. Analizirani su dostupni
podaci o starosti svih pacijentkinja, patoloSkom i klinickom stadijumu bolesti odredenom prema
TNM sistemu i FIGO sistemu odredivanja stadijuma, histoloSkom gradusu odredenom na osnovu
FIGO sistema gradiranja, dubini invazije miometrijuma (eng. depth of myometrial invasion, DMI) i
prisustvu limfovaskularne invazije (eng. [ymphovascular invasion, LVI) kod pacijentkinja sa EEC.
Imunohistohemijske analize, fotografisanje patohistoloskih preparata i analize istih, su obavljene na
Institutu za patologiju Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Odobrenje za upotrebu
parafinskih kalupa i klini¢kih podataka je usvojeno odlukom Eti¢kog odbora, KBC Zemun, broj
resenja 12/1.

3.2. Imunohistohemijska bojenja

Odabrani reprezentativni kalupi su seceni na mikrotomu, a zatim su isecci tkiva debljine 4 pm
premesSteni u vodeno kupatilo odakle su preuzeti i1 nalepljeni na plocice. IseCci su zatim
deparafinizovani i dehidrirani. Nakon toga je izvrSeno demaskiranje antigena koriS¢enjem Tris (tris
(hydroxymethyl) aminomethane) - pufera pH 9,0 za FKBPL i citratnog pufera pH 6,0 za VEGF-A 1
ERa, u vodenom kupatilu u trajanju od 30 min na temperaturi 95 C. Tokom blokiranja aktivnosti
endogenih peroksidaza, plo€ice su tretirane rastvorom koji sadrzi 3% vodonik peroksida u fosfatom
puferisanom fizioloSkom rastvoru (eng. phosphate-buffered saline, PBS) tokom 10 minuta.
Nespecificno vezivanje antigena je blokirano koriS¢enjem 1% rastvora govedeg serumskog
albumina (eng. bovine albumin serum, BSA) u PBS-u tokom 30 minuta. Kori$¢ena su sledeca
primarna antitela su: zecije-poliklonsko anti-FKBPL (kataloski broj: 10060-1-AP, Proteintech,
1:800) antitelo, miSje monoklonsko anti-VEGF (VG-1, Santa Cruz, Dalas, Texas, SAD, 1:100)
antitelo 1 mi§je monoklonsko antitelo za estrogeni receptor (klon 6F11, Novocastra, Newcastle,
Tyne, UK, 1:100). Period inkubacije za sva tri antitela je trajao 1 sat. Inkubacija sva tri antitela je
izvrSena na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije, ploCice sa tkivnim ise¢cima su isprane u PBS-u,
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a zatim ftretirane sistemom hromogena streptavidin - peroksidaza konjskog dubriva (eng.
horseradish peroxidase, HRP) u trajanju od 30 minuta. Nakon ovog koraka primenjen je EnVision
sistem za detekciju (DAKO, Jena, Germany), kori¢enjem 3,3-diaminobenzidina kao supstratnog
hromogena, a zatim je svaka plocica tretirana kontrastnim bojenjem Meyer-ovim hematoksilinom.
Negativne kontrole su bile tretirane prema istiom imunohistohemijskom protokolu, sa razlikom u
koris¢enju 1% BSA u PBS umesto primarnog antitela. Kao pozitivnu eksternu kontrolu za FKBPL,
koristili smo tkivo Stitaste Zlezde.

3.3.Histopatoloska evaluacija

Evaluacija imunohistohemijski obojenih preseka tkiva je izvrSena dvostruko slepim ocitavanjem.
Sve slajdove su analizirala dva patologa sa 10 1 25 godina iskustva u dijagnostici u oblasti
patologije Zenskog reproduktivnog sistema (D.D.O. i D.M.O.).

Imunoreaktivnost antitela FKBPL je gradirana na dva nacina (dvostrukim skorom):
a)semikvantitativno, sa dodeljenim vrednostima intenziteta ekspresije:

0 - bez ekspresije;

1 - slab intenzitet;

2 - umeren intenzitet;

3 - jak intenzitet reakcije antitela,
b) morfometrijskom metodom odredivanja nivoa ekspresije FKBPL, kojom je izvrSena selekcija
signala u spektru boja odgovaraju¢eg hromogena. Nakon izdvajanja pozitivnog signala, na svakoj
slici, je odreden procenat povrSine vidnog polja sa pozitivnom reakcijom izracunat kao broj piksela
vidnog polja podeljen brojem piksela sa pozitivhom reakcijom hromogena. polje od interesa je
odredeno izdvajanjem polja strome u okviri slike vidnog polja. Pri analizi ¢e biti koris¢en Color
Treshold aplikacija, kao i Color Deconvolution aplikacija u okviru softvera za analizu slike Fiji: an
open-source platform for biological-image analysis. Za izraCunavanje prosecne povrsSine vidnog
polja koris¢en je softver za analizu slike Fiji: an open-source platform for biological-image
analysis.
Imunoreaktivnost antitela VEGF-A je gradirana na dva nacina (dvostrukim skorom):

a) semikvantitativno, sa dodeljenim vrednostima intenziteta ekspresije:

0 - bez ekspresije;

1 - slab intenzitet;

2 - umeren intenzitet;

3 - jak intenzitet reakcije antitela,
b)morfometrijskom metodom odredivanja nivoa ekspresije VEGF-A, kojom je izvrSena selekcija
signala u spektru boja odgovaraju¢eg hromogena. Nakon izdvajanja pozitivnog signala, na svakoj
slici, je odreden procenat povrSine vidnog polja sa pozitivnom reakcijom izracunat kao broj piksela
vidnog polja podeljen brojem piksela sa pozitivhom reakcijom hromogena. polje od interesa je
odredeno izdvajanjem polja strome u okviri slike vidnog polja. Pri analizi ¢e biti koris¢en Color
Treshold aplikacija, kao i Color Deconvolution aplikacija u okviru softvera za analizu slike Fiji: an
open-source platform for biological-image analysis. Za izraCunavanje prosecne povrsine vidnog
polja koris¢en je softver za analizu slike Fiji: an open-source platform for biological-image
analysis.
Imunoreaktivnost antitela ERa je izmerena Allred skorom sa predstavljenim vrednostima O - 8, koji
predstavlja zbir, vrednosti skora intenziteta reakcije i skora procenta pozitivnih Celija. Skor
intenziteta reakcije ¢e biti izrazen vrednostima:
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0 - bez ekspresije;

1 -slab intenzitet;

2 - umeren intenzitet;

3 - jak intenzitet reakcije
Skor procenta ERa pozitivnih Celija ¢e biti izraZzen vrednostima:

0 - bez reakcije;

1 - manje od 1% pozitivnih epitelnih ¢elija EEC ili BEH;

2 -1 do 10% pozitivnih epitelnih ¢elija EEC ili BEH;

3 -11 do 33% pozitivnih epitelnih ¢elija EEC ili BEH;

4 - 34 do 66% pozitivnih epitelnih ¢elija EEC ili BEH

5 - 67 do 100% pozitivnih epitelnih ¢elija EEC ili BEH.
Za vizuelizaciju krvnih sudova je koriS¢eno antitelo CD34, kao konstitutivni marker endotelnih
¢elija. ProseCna gustina krvnih sudova u reprezentativnim vidnim poljima je analizirana
koriS¢enjem Vessel Analysis aplikacije u okviru softvera za analizu slike Fiji: an open-source
platform for biological-image analysis.

3.4. Statisticka analiza

Demografske  karakteristike  ispitivane  populacije,  klinicke  karakteristike  tumora,
imunohistohemijska ekspresija faktora angiogeneze FKBPL i VEGF, zatim ER i CD34+, kao i
morfometrijskih parametara angiogeneze u endometrioidnom karcinomu uterusa su prikazani
metodama deskriptivne statitike (aritmetickom sredinom sa standardnom devijacijom ili medijanom
sa interkvartilnim opsegom za numericke podatke i apsolutnim i relativnim frekvencijama za
atributivne podatke). Raspodela podataka je ispitana grafickim metodama, kao i koriS¢enjem
deskriptivnih statistickih mera, aritmeticke sredine, standardne greSke i1 koeficijenta iskoSenosti.
Razlike izmedu dve grupe uzoraka su analizirane koriS¢enjem Studentovog t testa (za nezavisne
uzorke) ili Mann Whitney testa za numericke podatke, i Pirsonovog Hi kvadrat testa i FiSerovog
testa tatne verovatnoce za kategorijalne podatke. Kod varijabli sa viSe modaliteta je primenjena
jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) ili Kruskal Volisov test. Povezanost ispitivanih varijabli
je ispitana koriS¢enjem Pirsonov-og koeficijenta korelacije. Ukoliko nisu ispunjeni uslovi za
primenu ovog koeficijenta, korisS¢en je Spirmanov koeficijent korelacije. Za koeficijente korelacije,
pored p vrednosti, bi¢e tumacena i tzv. veliina efekta (mala, srednja, jaka) preporucena od strane
Koen-a (engl. Cohen). Univarijantna 1 multivarijantna logicka regresija su upotrebljene u
utvrdivanju povezanosti nivoa ekspresije FKBPL sa ostalim ispitivanim karakteristikama. Multiple
regresione analize su sprovedene u viSe koraka, uz primenu metode najmanjih kvadrata. Ovaj metod
je omoguco odabir limitiranog seta statisticki znacajnih prediktora, odabranih za uklju¢enje u model
na osnovu postojanja statisticke znacajnosti u prethodno sprovedenim analizama. Rezultati
regresionih analiza su prikazani slede¢im parametrima: B, Wald Chi-Square, odnos 3ansi (OS), i
njemu pripadajuci 95% interval poverenja (IP). Svi testovi su bili dvosmerni. P<0.05 je bio smatran
statistiCki znaCajnim. StatistiCke analize su sprovedene koriS¢enjem SPSS statistickog programa
(IBM SPSS, verzija 21).
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4. REZULTATI

4.1. Studijska populacija

Studija je obuhvatila uzorak od 90 slucajeva EEC, od kojih je jedan slucaj iskljucen iz rezultata
studije, usled naknadno utvrdenih artefakta fiksacije, koji su znacajno uticali na verodostojnost
imunohistohemijskih bojenja usled autoliti¢nih promena tkiva i sledstvene degradacije proteinskih
struktura, ukljucujudi ispitivane antigene ciljnih proteina. Prose¢na starost pacijentkinja u populaciji
sa dijagnozom EEC bila je 65,58+8,59 godina. U studiju je ukljuceno i 40 slucajeva BEH, dobijenih
eksplorativnom kiretazom kavuma uterusa. ProseCna starost pacijentkinja u populaciji sa
dijagnozom BEH je bila 45,23+5,79 godina. U grupi pacijentkinja sa EEC je bilo 36 (40.4%)
slucajeva FIGO gradusa 1, 49 (55.1%) slucajeva FIGO gradusa 2 i 4 (4.5%) slucajeva FIGO
gradusa 3 (Slika 10). Prema objedinjenoj kategorizaciji histoloskih gradusa koji se primenjuje u
slucajevima endometrioidnog histoloskog podtipa EC u grupi pacijentkinja sa malignom boles¢u je
bilo 95.5% (n=85) niskogradusnih (eng. low grade) karcinoma, dok su visokogradusni (eng. high
grade) karcinomi Cinili 4.5% (n=4) ove grupe (Slika 10).

h M EEC niskog FIGO gradusa
G3 9 (G1iG2)
4,5% W EECvisokog FIGO gradusa

(G3)

A 0 10 20 30 40 50 60 B

Slika 10. Zastupljenost histoloskih gradusa u uzorku endometrioidnih karcinoma endometrijuma
(eng. endometrioid endometrial carcinoma, EEC) (A); zastupljenost histoloskih gradusa u uzorku
EEC prema modifikovanoj kategorizaciji specificnoj za EEC (B)

FIGO (eng. International Federation of Gynecology and Obstetrics)

Relativno visoka bioloska uniformnost je pored srodnih histoloskih gradusa, u uzorku nasSe studije
pokazana 1 kroz znaCajnu uniformnost stadijuma bolesti. Vec¢ina pacijentkinja sa EEC je
dijagnostikovana u ranim stadijumima bolesti T1 62 (69,7%) prema TNM klasifikaciji i prvom
stadijumu (stadijum I) klasifikovano prema FIGO sistemu. U grupi pacijentkinja sa EEC je bilo 30
(33.7%) slucajeva TNM stadijuma T1A, 32 (36%) slu¢ajeva TNM stadijuma T1B, 18 (20.2%)
slucajeva TNM stadijuma T2 1 9 (10.1%) slucajeva TNM stadijuma T3. U grupi pacijentkinja sa
EEC je bilo 28 (31.5%) slucajeva FIGO stadijuma IA, 32 (36%) sluc¢ajeva FIGO stadijuma IB, 18
(20.2%) slucajeva FIGO stadijuma 111 10 (11.2%) slu€ajeva FIGO stadijuma III (Tabela 6).
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Tabela 6. Prikaz zastupljenosti stadijuma karcinoma endometrijuma prema TNM i1 FIGO
klasifikaciji

Endometrioidni karcinom endometrijuma

n=89
T1A 33.7 (n=30)
T1B 36.0 (n=32)
TNM stadijum (%)
T2 20.2 (n=18)
T3 10.1 (n=9)
1A 31.5 (n=28)
IB 36.0 (n=32)
FIGO stadijum (%) II 20.2 (n=18)
111 11.2 (n=10)
v 1.1 (n=1)

Tumor-Nekroza-Metastaza (TNM) bazirani sistem; FIGO (International Federation of Gynecology
and Obstetrics) sistem odredivanja stadijuma

Dubina invazije miometrijuma je bila vec¢a od polovine debljine miometrijuma u skoro dve trecine
(n=56) populacije pacijentkinja sa dijagnozom EEC, dok je u 33 slucaja EEC dubina invazije bila
manja ili jednaka polovini debljine miSi¢nog zida uterusa (Tabela 7) (Slika 11). Prisustvo LVI, kao
prognosticki i potencijalni opredeljuju¢i faktor za primenu adjuvantne terapije, uoc¢eno je u oko
jedne tre¢ine (n=30) populacije pacijentkinja sa dijagnozom EEC (Slika 12).

Tabela 7. Zastupljenost dubine invazije miometrijuma u uzorku endometrioidnih karcinoma
endometrijuma

Endometrioidni karcinom endometrijuma
n=89
<50% 37.1 (n=33)
DMI (%)

>50% 62 (n=56)

Dubina invazije miometrijuma (eng. eng. depth of myometrial invasion, DMI) prisutna do 50%
debljine miometrijuma (<50%); veca od 50% debljine miometrijuma (>50%)

26



Slika 11. Dubina invazije miometrijuma tumorskim tkivom karcinoma endometrijuma manja od
polovine debljine miSi¢nog zida uterusa A), dubina invazije u vise od polovine debljine misi¢énog
zida uterusa B).
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33,7%

W EEC bez prisustna LI

B EEC sa prisustvom LYI

66,3%

Slika 12. Zastupljenost limfovaskularne invazije (eng. lymphovascular invasion, LVI) u uzorku
endometrioidnih karcinoma endometrijuma (eng. endometrioid endometrial carcinoma, EEC).

4.2. Analiza stepena unutrasnjeg slaganja dvostruko slepog analiziranja imunohistohemijskih
bojenja

Analiza pouzdanosti rezultata dobijenih dvostruko slepim ocitavanjem intenziteta reakcije
imunohistohemijskog bojenja za FKBPL u uzorcima EEC i1 BEH, izvrSena odredivanjem
Chronbach-ovog alfa koeficijenta, je pokazala visok nivo slaganja izmedu rezultata nezavisne
analize nivoa ekspresije od strane dva patologa (Tabela 8).

Tabela 8. Analiza pouzdanosti dvostruko slepog analiziranja intenziteta reakcije
imunohistohemijskih bojenja za FKBPL u endometrioidnim karcinomima endometrijuma i
benignim hiperplazijama endometrijuma

Cronbach-ov alfa koeficijent Unutra$nja konzistentnost

FKBPL
0.994 Odli¢na
(intenzitet)

FKBPL(eng. FK506-binding protein-like)

Analiza pouzdanosti rezultata dobijenih dvostruko slepim ocitavanjem intenziteta reakcije
imunohistohemijskog bojenja za ERa u uzorcima EEC i BEH izvrSena odredivanjem Chronbach-
ovog alfa koeficijenta je pokazala visok nivo slaganja izmedu rezultata nezavisne analize od strane
dva patologa (Tabela 9).
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Tabela 9. Analiza pouzdanosti dvostruko slepog analiziranja intenziteta reakcije
imunohistohemijskih bojenja za ERa u endometrioidnim karcinomima endometrijuma i benignim
hiperplazijama endometrijuma

Cronbach-ov alfa koeficijent Unutrasnja konzistentnost

ERa
0.997 Odli¢na
(intenzitet)

Estrogeni recepror alfa (ERa)

Pouzdanosti rezultata dobijenih dvostruko slepim ocitavanjem procenta epitelih ¢elija sa pozitivnom
reakcijom imunohistohemijskog bojenja za ERa u uzorcima EEC i BEH izvrSena odredivanjem
Chronbach-ovog alfa koeficijenta je pokazala visok nivo slaganja izmedu rezultata nezavisne
analize od strane dva patologa (Tabela 10).

Tabela 10. Analiza pouzdanosti dvostruko slepog analiziranja procenta epitelnih celija sa
pozitivnom reakcijom imunohistohemijskih bojenja za ERa u endometrioidnim karcinomima
endometrijuma i benignim hiperplazijama endometrijuma

Cronbach-ov alfa koeficijent Unutra$nja konzistentnost

ERa
0.987 Odli¢na
(procenat)

Estrogeni recepror alfa (ERa)

Pouzdanosti rezultata Allred-ovog skora, predstavljenog sumom skora nivoa intenziteta i skora
procentualne zastupljenosti epitelnih ¢elija sa pozitivnom reakcijom imunohistohemijskog bojenja
za ERa u uzorcima EEC 1 BEH, dobijenih dvostruko slepim oc€itavanjem ispitivana odredivanjem
Chronbach-ovog alfa koeficijenta je pokazala visok nivo slaganja izmedu rezultata nezavisne
analize od strane dva patologa (Tabela 11).
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Tabela 11. Analiza pouzdanosti rezultata Allred-ovog skora izraCunatog prema vrednostima
dobijenih dvostruko slepim analiziranjem skora nivoa intenziteta i procenta tumorskih celija sa
pozitivnom reakcijom imunohistohemijskih bojenja za ERa u endometrioidnim karcinomima
endometrijuma i benignim hiperplazijama endometrijuma

Cronbach-ov Alfa koeficijent Unutra$nja konzistentnost

Allred-ov skor 0.996 Odli¢na

Analiza pouzdanosti rezultata dobijenih dvostruko slepim ocitavanjem intenziteta reakcije
imunohistohemijskog bojenja za VEGF-A u uzorcima EEC i1 BEH izvrSena odredivanjem
Chronbach-ovog Alfa koeficijenta je pokazala visok nivo slaganja izmedu rezultata nezavisne
anlize od strane dva patologa (Tabela 12).

Tabela 12. Analiza pouzdanosti dvostruko slepog analiziranja intenziteta reakcije
imunohistohemijskih bojenja za VEGF-A u endometrioidnim karcinomima endometrijuma i
benignim hiperplazijama endometrijuma

Cronbach-ov Alfa koeficijent Unutrasnja konzistentnost

VEGF-A

(intenzitet) 0.970 Odli¢na

VEGF-A (eng. vascular endothelial growth factor-A)

4.3. Ekspresija FKBPL u endometrioidnom karcinomu endometrijuma i1 benignoj hiperplaziji
endometrijuma

4.3.1. Razlika ekspresije FKBPL u endometrioidnom karcinomu endometrijuma i benignoj
hiperplaziji endometrijuma

U grupi pacijentkinja sa karcinomima endometrijuma je uofen nizak nivo intenziteta ekspresije
FKBPL. Ukljucujuéi slucajeve sa odsustvom ekspresije, kao i one koji su imali pozitivnost slabog
intenziteta, 83 od 89 slucajeva je pokazalo nizak nivo intenziteta ekspresije FKBPL (Slika 13). U
retkim slucajevima je uoCen umeren intenzitet ekspresije (n=6). U grupi slucajeva EEC nije uocen
visok intenzitet imunohistohemijske ekspresije FKBPL (Tabela 13).
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Slika 13. Ekspresija FKBPL (eng. FK506-binding protein-like) A) niskog intenziteta i B) odsustvo
ekspresije FKBPL u tkivu endometrioidnog karcinoma endometrijuma, FKBPL x200
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Tabela 13. Intenzitet ekspresije FKBPL u endometrioidnom karcinomu endometrijuma

Intenzitet ekspresije Ucestalost Procenat
FKBPL
0 44 49.4
1 39 43.8
2 6 6.7
3 0 0
Ukupno 89 100

FKBPL (eng. FK506-binding protein-like)

Nasuprot ovim rezultatima u grupi pacijentkinja sa hiperplazijom endometrijuma je uocen umeren i
visok nivo ekspresije FKBPL u 39 od 40 slucajeva (Slika 14), dok je samo u jednom slucaju BEH
uocena ekspresija slabog intenziteta (Tabela 14).
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Slika 14. Ekspresija FKBPL (eng. FK506-binding protein-like) A) visokog intenziteta i B) srednjeg
intenziteta u benignoj hiperplaziji endometrijuma, FKBPL x200

Tabela 14. Intenzitet ekspresije FKBPL u benignoj hiperplaziji endometrijuma

Intenzitet ekspresije Ucestalost Procenat
FKBPL
0 0 0
1 1 2.5
2 14 35
3 25 62.5
Ukupno 40 100

FKBPL (eng. FK506-binding protein-like)

Postojala je znacajna razlika u ekspresiji FKBPL izmedu EEC i BEH (p<0,001), koja jasno ukazuje
na smanjenje intenziteta i gubitak ekspresije unutar tkiva sa malignim promenama endometrijuma
(Tabela 15) (Slika 15).
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Tabela 15. Ekspresija FKBPL u endometrioidnim karcinomima 1 benignoj hiperplaziji
endometrijuma

BEH EEC Znacajnost
n=40 n=89 (p)
2.5% 93.3%
0/1
(n=1) (n=83)
FKBPL <0.001
97.5% 6.7% (
2/3
(n=39) n=6)

FKBPL (eng. FK506-binding protein-like); BEH (eng. benign endometrial hyperplasia), EEC (eng.
endometrial endometrioid carcinoma)

100 - 93 3 975

g

3

50 - BEH

40 - mECC

10 - 14

, L

/1 FKEPL 23

25

Slika 15. Ekspresija FKBPL u endometrioidnim karcinomima i benignoj hiperplaziji endometrijuma

FKBPL (eng. FK506-binding protein-like); BEH (eng. benign endometrial hyperplasia), EEC (eng.
endometrial endometrioid carcinoma)

4.3.2. Analiza dijagnosticke tacnosti ekspresije FKBPL

Imunohistohemijska analiza je pokazala umeren do visok intenzitet ekspresije FKBPL u 97,5%
(n=39) uzoraka BEH, a nizak intenzitet ili odsustvo ekspresije u 93,3% (n=83) slucajeva EEC.
FKBPL bojenje je pokazalo visoku pozitivnu prediktivnu vrednost (98,8%) 1 visoku negativnu
prediktivnu vrednost za malignu dijagnozu (86,7%) (Tabela 16).
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Tabela 16. Mere dijagnosticke tacnosti ekspresije FKBPL

Senzitivnost PPV Specifi¢nost NPV Preciznost

FKBPL 93.3% 98.8% 97.5% 86.7% 94.6%

FKBPL (eng. FK506-binding protein-like); pozitivna prediktivna vrednost (PPV); negativna
prediktivna vrednost (NPV)

4.3.3. Korelacija ekspreije FKBPL sa analiziranim prognostickim faktorima
4.3.3.1. Korelacija ekspresije FKBPL sa tumorskim gradusom

U grupi EEC-a FIGO gradusa 1 uocen je gubitak ekspresije u 18 od 36 slucajeva. Sli¢ni rezultati su
uoceni u grupi EEC-a sa viSim histoloskim gradusom medu kojima u 26 od 53 slucaja nije bilo
imunohistohemijske ekspresije FKBPL (Tabelal 7-18).

Tabela 17. Intenzitet ekspresije FKBPL u karcinomu endometrijuma FIGO gradusa 1

Intenzitet ekspresije

FKBPL Ucestalost Procenat
0 18 50
1 15 41.7
2 3 8.3
3 0 0
Ukupno 36 100

FKBPL (eng. FK506-binding protein-like); FIGO (eng. International Federation of Gynecology
and Obstetrics)

Tabela 18. Intenzitet ekspresije FKBPL u karcinomu endometrijuma FIGO gradusa 2 1 3

Intenzitet ekspresije

FKBPL Ucestalost Procenat
0 26 49.1
1 24 453
2 3 5.7
3 0 0
Ukupno 53 100

FKBPL (eng. FK506-binding protein-like); FIGO (eng. International Federation of Gynecology
and Obstetrics)

Nije pronadena znacajna povezanost (p=0.622) intenziteta ekspresije FKBPL sa histoloskim
gradusom tumora (Tabela 19) (Slika 16.).
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Tabela 19. Korelacija ekspresije FKBPL sa histoloskim gradusom karcinoma endometrijuma

Znacajnost
Gl G2/G3
()
91.7% 94.3%
0/1
(n=33) (n=50)
FKBPL 0.622
8.3% 5.7%
2/3
(n=3) (n=3)
FKBPL (eng. FK506-binding protein-like); G1,G2, 1 G3 (gradus 1,2, 1 3)
100 -
96 -
a0 -
TO -
G0 -
S0 mGl
40 mG2/G3
0 -
-
10 - 8,3 2,7
o _ I e

0/1

FEBPL

2/3

Slika 16. Korelacija ekspresije FKBPL sa histoloSkim gradusom karcinoma endometrijuma

FKBPL (eng. FK506-binding protein-like); G1,G2, 1 G3 (gradus 1,2, 1 3)

4.3.3.2. Korelacija ekspresije FKBPL sa stadijumom bolesti

U grupi EEC-a TNM stadijuma Tla uocen je gubitak ekspresije u 16 od 30 slucajeva. Sli¢ni
rezultati su uoceni u grupi EEC-a visih stadijuma, medu kojima u 26 od 53 slucajeva u stadijumu u
Ib, 10 od 18 slucajeva u stadijumu 2, i u 4 od 9 slucajeva u stadijumu 3, nije bilo
imunohistohemijske ekspresije FKBPL (Tabela 20-23).
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Tabela 20. Intenzitet ekspresije FKBPL u karcinomu endometrijuma TNM stadijuma T1la

Intenzitet ekspresije

FKBPL Ucestalost Procenat
0 16 53.3
1 10 33.3
2 4 13.3
3 0 0
Ukupno 30 100

FKBPL (eng. FK506-binding protein-like); Tumor-Nekroza-Metastaza (TNM) bazirani sistem

Tabela 21. Intenzitet ekspresije FKBPL u karcinomu endometrijuma TNM stadijuma T1b

Intenzitet ekspresije

FKBPL UCcestalost Procenat
0 14 43.8
1 17 53.1
2 1 3.1
3 0 0
Ukupno 32 100

FKBPL (eng. FK506-binding protein-like); Tumor-Nekroza-Metastaza (TNM) bazirani sistem

Tabela 22. Intenzitet ekspresije FKBPL u karcinomu endometrijuma TNM stadijuma T2

Intenzitet ekspresije

FKBPL Ucestalost Procenat
0 10 55.6
1 7 38.9
2 1 5.6
3 0 0
Ukupno 18 100

FKBPL (eng. FK506-binding protein-like); Tumor-Nekroza-Metastaza (TNM) bazirani sistem

Tabela 23. Intenzitet ekspresije FKBPL u karcinomu endometrijuma TNM stadijuma T3

Intenzitet ekspresije

FKBPL Ucestalost Procenat
0 4 44.4
1 5 55.6
2 0 0
3 0 0
Ukupno 9 100

FKBPL (eng. FK506-binding protein-like); Tumor-Nekroza-Metastaza (TNM) bazirani sistem
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Nije pronadena statisticki znacajna povezanost (Rho=0.019; p>0.005) intenziteta ekspresije FKBPL
sa TNM stadijumom tumora.

U grupi EEC-a FIGO stadijuma IA uocen je gubitak ekspresije u 14 od 28 slucajeva. Sli¢ni rezultati
su uoceni u grupi EEC-a visih stadijuma, medu kojima u 15 od 32 slucajeva u stadijumu u IB, 10 od
18 slucajeva u stadijumu II, i u 5 od 10 slucajeva u stadijumu III, nije bilo imunohistohemijske
ekspresije FKBPL (Tabela 24-27). Jedini slu¢aj EEC u nasem uzorku koji je pripadao FIGO
statijumu IV je imao umeren intenzitet ekspresije FKBPL.

Tabela 24. Intenzitet ekspresije FKBPL u karcinomu endometrijuma FIGO stadijuma IA

Intenzitet ekspresije

FKBPL Ucestalost Procenat
0 14 50
1 10 35.7
2 4 14.3
3 0 0
Ukupno 28 100

FKBPL (eng. FK506-binding protein-like); FIGO (eng. International Federation of Gynecology
and Obstetrics) sistem

Tabela 25. Intenzitet ekspresije FKBPL u karcinomu endometrijuma FIGO stadijuma IB

Intenzitet ekspresije

FKBPL Ucestalost Procenat
0 15 46.9
1 16 50
2 1 3.1
3 0 0
Ukupno 32 100

FKBPL (eng. FK506-binding protein-like); FIGO (eng. International Federation of Gynecology
and Obstetrics) sistem

Tabela 26. Intenzitet ekspresije FKBPL u karcinomu endometrijuma FIGO stadijuma II

Intenzitet ekspresije

FKBPL Ucestalost Procenat
0 10 55.6
1 7 38.9
2 1 5.6
3 0 0
Ukupno 18 100

FKBPL (eng. FK506-binding protein-like); FIGO (eng. International Federation of Gynecology
and Obstetrics) sistem
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Tabela 27. Intenzitet ekspresije FKBPL u karcinomu endometrijuma FIGO stadijuma III

Intenzitet ekspresije

FKBPL Ucestalost Procenat
0 5 50
1 5 50
2 0 0
3 0 0
Ukupno 10 100

FKBPL (eng. FK506-binding protein-like); FIGO (eng. International Federation of Gynecology
and Obstetrics) sistem

Nije pronadena statisticki znacajna povezanost (Rho=0.047; p>0.005) intenziteta ekspresije FKBPL
sa FIGO stadijumom tumora

4.3.3.3.Korelacija ekspresije FKBPL sa dubinom invazije miometrijuma

U grupi EEC-a sa dubinom invazije <50% debljine miometrijuma uocen je gubitak ekspresije u 17
od 33 slucajeva, dok je u grupi EEC-a sa dubinom invazije >50% debljine miometrijuma u 54 od 56
slucajeva nije bilo imunohistohemijske ekspresije FKBPL (Tabela 28-29).

Tabela 28. Intenzitet ekspresije FKBPL u karcinomima endometrijuma sa DMI <50%

Intenzitet ekspresije

FKBPL Ucestalost Procenat
0 17 51.5
1 12 36.4
2 4 12.1
3 0 0
Ukupno 33 100

FKBPL (eng. FK506-binding protein-like); DMI (eng. depth of myometrial invasion)

Tabela 29. Intenzitet ekspresije FKBPL u karcinomima endometrijuma sa DMI >50%

Intenzitet ekspresije

FKBPL Ucestalost Procenat
0 27 48.2
1 27 48.2
2 2 3.6
3 0 0
Ukupno 56 100

FKBPL (eng. FK506-binding protein-like); DMI (eng. depth of myometrial invasion)
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Nije pronadena znacajna povezanost (p>0.05) intenziteta ekspresije FKBPL sa DMI (Tabela 30)
(Slika 17).

Tabela 30. Korelacija ekspresije FKBPL sa dubinom invazije miometrijuma

Znacajnost
<50% >50%
()
87.9% 96.4%
0/1
(n=39) (n=54)
FKBPL
12.1% 3.6% =005
2/3
(n=4) (n=2)
FKBPL (eng. FK506-binding protein-like);
100 - 96,4
o -
a0 -
T
o0 4 DRl
S50 - =500
10 | m 2500
0 -
20 - 12,1
10 - IIIIIIII 36
0 4 T
01 2/3

FEEPL

Slika 17. Korelacija ekspresije FKBPL sa dubinom invazije miometrijuma

DMI (eng. depth of myometrial invasion); (<50%) dubina invazije prisutna do 50% debljine
miometrijuma; (>50%) vise od 50% debljine miometrijuma

4.3.3.4. Korelacija ekspresije FKBPL sa prisustvom limfovaskularne invazije

U grupi EEC-a bez prisustva LVI uocen je gubitak ekspresije u 29 od 59 slucajeva, dok je u grupi
EEC-a sa prisustvom LVI u 15 od 30 slu¢ajeva nije bilo imunohistohemijske ekspresije FKBPL
(Tabela 31-32).
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Tabela 31. Intenzitet ekspresije FKBPL u karcinomima endometrijuma bez LVI

Intenzitet ekspresije

FKBPL Ucestalost Procenat
0 29 49.2
1 25 42.4
2 5 8.5
3 0 0
Ukupno 59 100

FKBPL (eng. FK506-binding protein-like); LVI (eng. lymphovascular invasion)

Tabela 32. Intenzitet ekspresije FKBPL u karcinomima endometrijuma sa LVI

Intenzitet ekspresije

FKBPL Ucestalost Procenat
0 15 50
1 14 46.7
2 1 3.3
3 0 0
Ukupno 30 100

FKBPL (eng. FK506-binding protein-like); LVI (eng. lymphovascular invasion)

Nije pronadena znacajna povezanost (p>0.05) intenziteta ekspresije FKBPL sa prisustvom LVI
(Tabela 33) (Slika 18).

Tabela 33. Korelacija ekspresije FKBPL sa prisustvom LVI

Znacajnost
Ne Da
(p)

91.5% 96.7%
0/1

(n=54) (n=29)

FKBPL

8.5% 3.3% =0.05
2/3

(n=5) (n=1)

FKBPL (eng. FK506-binding protein-like); LVI (eng. lymphovascular invasion)
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Slika 18. Korelacija ekspresije FKBPL sa prisustvom limfovaskularne invazije

FKBPL (eng. FK506-binding protein-like); LVI (eng. lymphovascular invasion)

4.3.4. Validacija metode za morfometrijsku analizu ekspresije FKBPL

Morfometrijski metod kvantifikacije intenziteta imunohistohemijske reakcije antitela kojim se
intenzitet pozitivnosti predstavlja kroz procenat povrsine regije od interesa se pokazao neadekvatim
usled specificnosti imunohistohemijske reakcije antitela FKBPL. Obzirom da se FKBPL pozitivna
imunohistohemijska reakcija javlja u svim epitelnim celijama endometrijuma jednako, u toku
procesa validacije, ovom metodom su dobijene vrednosti 100% pokrivenosti povrSine Zlezdanog
epitela pozitivnim signalom hromogena, kao analizirane regije od interesa, na svim preparatima gde
je pozitivna imunohistohemijska reakcija na FKBPL bila prisutna, bez razlike izmedu slucajeva koji
su prethodnom analizom svetlosnim mikroskopom utvrdeni slab, umeren i jak intenzitet
imunohistohemijske reakcije. Na§ zaklju¢ak je bio da se kvantifikacija intenziteta
imunohistohemijske reakcije FKBPL ne moze adekvatno izrSiti ovom metodom, zato Sto promena
intenziteta pozitivnosti FKBPL ne pokazuje varijacije u distribuciji, ve¢ su rezlike u intenzitetu
vidljive kao promene u svetlosnom spektru hromogena.
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4.4. Ekspresija ERa u endometrioidnom karcinomu endometrijuma i benignoj hiperplaziji
endometrijuma

4.4.1. Intenzitet ekspresije ERa u endometrioidnom karcinomu endometrijuma i1 benignoj
hiperplaziji endometrijuma

Pozitivnost ERa je u uzocima EEC bila niskog intenziteta kod 46,1% slucajeva, umerenog
intenziteta kod 26,95% (n=24), a visokog intenziteta kod 26,95% (n=24) (Tabela 34).

Tabela 34. Intenzitet ekspresije ERa u endometrioidnom karcinomu endometrijuma

Intenzitet ekspresije Ucestalost Procenat
ERa
0 0 0
1 41 46.1
2 24 27.0
3 24 27.0
Ukupno 89 100

Estrogeni recepror alfa (ERa)

U svim uzorcima BEH ekspresija ERa je bila umerenog do visokog intenziteta (Tabela 35).
Komplementarno ovom nalazu, visoke vrednosti za Allred-ovog skora su bile prisutne u 90%
(n=36) slucajeva BEH.

Tabela 35. Intenzitet ekspresije ERa u benignoj hiperplaziji endometrijuma

Intenzitet ekspresije Ucestalost Procenat
ERa
0 0 0
1 0 0
2 7 17.5
3 33 82.5
Ukupno 40 100

Estrogeni recepror alfa (ERa)

Postojala je znacajna razlika u intenzitetu ekspresije ERa izmedu EEC i BEH (p<0,001), koja jasno

ukazuje na smanjenje intenziteta ekspresije unutar tkiva sa malignim promenama endometrijuma
(Tabela 36) (Slika 19).
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Tabela 36. Razlika intenziteta ekspresije ERa u endometrioidnom karcinomu endometrijuma i
benignoj hiperplaziji endometrijuma

Vrednosti BEH EEC Znacajnost
Intenzitet n=40 n=89 (p)
ekspresije 1 0% (n=0) 46.1% (n=41)
ERa. <0.001
2/3 100% (n=40) 53.9% (n=48)

Estrogeni recepror alfa (ERa); BEH (eng. benign endometrial hyperplasia), EEC (eng. endometrial
endometrioid carcinoma)

100 -

s 8

- 16,1
50 mEEH

40 + mECC

10 23

Intenzitet ekspresije 2/3

ERa

Slika 19. Razlika intenzitet ekspresije ERo u endometrioidnom karcinomu endometrijuma i
benignoj hiperplaziji endometrijuma

Estrogeni recepror alfa (ERa); BEH (eng. benign endometrial hyperplasia), EEC (eng. endometrial
endometrioid carcinoma)

4.4.2. Procentualna zastupljenost ERa pozitivnih ¢elija endometrioidnom karcinomu endometrijuma
1 benignoj hiperplaziji endometrijuma

U grupi pacijenata sa EEC, 78,7% (n=70) je pokazalo ekspresiju ERa u manje od 66% tumorskih
zlezda, dok je 21,3% (n=19) pokazalo pozitivnu reakciju u preko 67% tumorskih Zlezda (Tabela
37).
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Tabela 37. Procentualna zastupljenost ekspresije ERo u endometrioidnom karcinomu
endometrijuma

Procentualna zastupljenost

ekspresije ERa Uestalost Procenat

0 0 0
I 1 1.1
2 2 22
3 46 51.7
4 21 23.6
> 19 213

Ukupno 89 100

Estrogeni recepror alfa (ERa)

Visoka procentualna zastupljenost ekspresije ERa je bila prisutna slu¢ajevima BEH, medu kojima
je 32 od 40 uzoraka hiperplazije endometrijuma pokazalo pozitivnost u vise od 66% epitelnih ¢elija.
Ni u jednom uzorku BEH procenat ERa pozitivnih epitelnih ¢elija nije bio manji od 34% (Tabela
38).

Tabela 38. Procentualna zastupljenost ekspresije ERa u benignoj hiperplaziji endometrijuma

Procentualna zastupljenost

ekspresije ERa Uestalost Procenat
0 0 0
1 0 0
2 0 0
3 0 0
1 8 20
S} 32 0
Ukupno 40 100

Estrogeni recepror alfa (ERa)

Postojala je znacajna razlika u procentualnoj zastupljenosti ekspresije ERa izmedu EEC i BEH
(p<0,001), koja jasno ukazuje na smanjenje intenziteta ekspresije unutar tkiva sa malignim
promenama endometrijuma (Tabela 39) (Slika 20).
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Tabela 39. Razlika procentualne zastupljenosti ekspresije ERa u endometrioidnom karcinomu
endometrijuma i benignoj hiperplaziji endometrijuma

Vrednosti BEH EEC Znacajnost
Procentualna n=40 n=89 (@)
zastupljenost <5(<66%) 20.0 (n=8) 78.7% (n=70)
ekspresije <0.001
ERa 5(67-100%) 80.0 (n=32) 21.3% (n=19) '

Estrogeni recepror alfa (ERa); BEH (eng. benign endometrial hyperplasia), EEC (eng. endometrial
endometrioid carcinoma)

100 -

787

g

8

50 - mEEH

40 4 mECC

1

<5 (<66%)

S(67-100%)

Procentualna zastupljenost
ekspresijeERa

Slika 20. Razlika procentualne zastupljenosti ekspresije ERa u endometrioidnom karcinomu
endometrijuma i benignoj hiperplaziji endometrijuma

Estrogeni recepror alfa (ERa); BEH (eng. benign endometrial hyperplasia), EEC (eng. endometrial
endometrioid carcinoma)

4.4.3.Nivo ekspresije ERa u endometrioidnom karcinomu endometrijuma i benignoj hiperplaziji
endometrijuma odreden Allred-ovim skorom

Visoke vrednosti Allred skora uocene su kod 28,1% (n=25), dok su umerene vrednosti skora
primecene u 68,6% (n=61) EEC uzoraka, dok je 2,2% (n=2) pokazalo niske vrednosti skora (Tabela
40).
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Tabela 40. Nivo ekspresije ERa u endometrioidnom karcinomu endometrijuma odreden Allred-
ovim skorom

Allred-ov skor Ucestalost Procenat

0 0 0
1 0 0
2 1 1.1
3 2 2.2
4 35 39.3
5 19 12.4
6 15 16.9
7 8 9
8 17 19.1

Ukupno 89 100

Visoke vrednosti Allred-ovog skora su uocene u slu¢ajevima BEH, medu kojima je 90% uzoraka
hiperplazije endometrijuma imalo skor 4 ili 5. Ni u jednom uzorku BEH vrednosti Allred-ovog
skora nisu odgovarale vrednostima niskog intenziteta (Tabela 41).

Tabela 41. Nivo ekspresije ERa u benignoj hiperplaziji endometrijuma odreden Allred-ovim
skorom

Allred-ov skor Ucestalost Procenat

0 0 0
1 0 0
2 0 0
3 0 0
4 0 0
5 0 0
6 4 10
7 7 17.5
8 29 72.5

Ukupno 40 100

Postojala je znaCajna razlika u nivo ekspresije ERa odredenog Allred-ovim skorom izmedu EEC 1
BEH (p<0,001), koja jasno ukazuje na smanjenje intenziteta ekspresije unutar tkiva sa malignim
promenama endometrijuma (Tabela 42) (Slika 21).
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Tabela 42. Razlika nivoa ekspresije ERa u endometrioidnom karcinomu endometrijuma i benignoj
hiperplaziji endometrijuma odredenog Allred-ovim skorom

. BEH EEC Znacajnost
Vrednosti =40 1=89 ()
Allred-ov <7 10% (n=4)  71.9% (n=64)*
skor
<0.001
7/8 90% (n=36) 28.1% (n=25)

Estrogeni recepror alfa (ERa); BEH (eng. benign endometrial hyperplasia), EEC (eng. endometrial
endometrioid carcinoma)

100 -

g

8

50 - mEEH

10 - mECC

10 -

o T

=7 Allred-ov skor /8

Slika 21. Razlika nivoa ekspresije ERa u endometrioidnom karcinomu endometrijuma i benignoj
hiperplaziji endometrijuma odredenog Allred-ovim skorom

Estrogeni recepror alfa (ERa); BEH (eng. benign endometrial hyperplasia), EEC (eng. endometrial
endometrioid carcinoma)

Medijana vrednosti Allred-ovog skora je bila 8 u uzorcima BEH, a vrednosti u grupi sa dijagnozom
EEC medijana je bila 5 (Tabela 43).
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Tabela 43. Deskriptivne statisticke mere vrednosti Allred-ovog skora u endometrioidnom
karcinomu endometrijuma i benignoj hiperplaziji endometrijuma

BEH EEC
Allred-ov = — . — — .
skor Medijana  Minimum Maksimum Medijana  Minimum Maksimum
Pl 8 6 8 5 2 8
P2 8 6 8 5 2 8

BEH (eng. benign endometrial hyperplasia), EEC (eng. endometrial endometrioid carcinoma); P1 1
P2 (patolog 11 2)

Nadena je statisticki znacajna razlika (Z=6.637, p<0.001) u vrednostima Allred-ovog skora izmedu
grupe EEC 1 BEH (Tabela 43). Analizom dijagnosticke preciznosti razlike vrednosti Allred-ovog
skora izmedu EEC i BEH najvisa specifi¢nost, senzitivnost i najviSe prediktivne vrednosti su
uocene za grani¢nu vrednost (eng. cut-off value) 7 Allred-ovog skora (Tabela 44, 45 i Slika 22).

Senzitivhost

0.4

02

00"
0.0 0.2 0.4 06 0.8 1.0

1-Specificnost

Slika 22. Povrsina ispod krive Allred-ov skor u diferencijalnoj dijagnozi izmedu endometrioidnog
karcinoma i benigne hiperplazije endometrijuma.

49



Tabela 44. PovrSina ispod krive za nivo dijagnosticke preciznosti razlike vrednosti Allred-ovog
skora izmedu EEC i BEH izmerenih od strane patologa 1.

Povrsina Standardna Znacainost
ispod krive greska J
Allred-ov skor 0.853 0.032 <0.001

Tabela 45. Mere dijagnosticke preciznosti razlike vrednosti Allred-ovog skora izmedu EEC i BEH
od strane patologa 1.

Cut-off Senzitivnost PPV Specificnost NPV
>7 71.9% 94.1% 90% 59%

Grani¢na vrednost (eng. Cut-off value); pozitivna prediktivna vrednost (PPV); negativna
prediktivna vrednost (NPV)

4.4 .4. Korelacija ekspresije FKBPL i ERa

Intenzitet ekspresije FKBPL, posmatran na kompletnom setu uzoraka pacijenata sa BEH i EEC, bio
je u umereno pozitivnoj korelaciji (p<0,05) sa parametrima ekspresije ERa (intenzitet, procenat i
visoke vrednosti Allred-ovog skora) (Tabela 46-48) (Slika 23-25).

Tabela 46. Korelacija intenziteta ekspresije ERa sa intenzitetom ekspresije FKBPL u celokupnom
uzorku

FKBPL
Vrednosti 0/1 2/3 Znacajnost
Intenzitet ! 47.6 (n=40) 22 (n=1)
ekspresije <0.05
ERa 2/3 52.4 (n=44) 97.8 (n=44)

Estrogeni recepror alfa (ERa); FKBPL (eng. FK506-binding protein-like)
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Slika 23. Korelacija intenziteta ekspresije ERa sa intenzitetom ekspresije FKBPL u celokupnom
uzorku

Estrogeni recepror alfa (ERa); FKBPL (eng. FK506-binding protein-like)

Tabela 47. Korelacija procentualne zastupljenosti ekspresije ERa sa intenzitetom ekspresije FKBPL
u celokupnom uzorku

FKBPL
Vrednosti 0/1 2/3 Znacajnost
Procentualna <5(£66%) 77.4 (n=65) 28.9 (n=13)
zastupljenost 0 <0.05
ckspresije ERa ~ ~(07-100%) 226 @0=19)  71.1 (n=32) ’

Estrogeni recepror alfa (ERa); FKBPL (eng. FK506-binding protein-like)
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Slika 24. Korelacija procentualne zastupljenosti ekspresije ERa sa intenzitetom ekspresije FKBPL u

celokupnom uzorku

Estrogeni recepror alfa (ERa); FKBPL (eng. FK506-binding protein-like)

Tabela 48. Korelacija nivoa ekspresije ERa odredenog Allred-ovim skorom sa intenzitetom

ekspresije FKBPL u celokupnom uzorku

FKBPL
Vrednosti 0/1 2/3 Znacajnost
Allred-ov skor 7</; 71.4 (n=60) 17.8 (n=8) 0,05
28.6 (n=24) 82.2 (n=37) ’

FKBPL (eng. FK506-binding protein-like)
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Slika 25. Korelacija nivoa ekspresije ERa odredenog Allred-ovim skorom sa intenzitetom
ekspresije FKBPL u celokupnom uzorku

FKBPL (eng. FK506-binding protein-like)

Allred-ov skor je pokazao najjacu korelaciju sa intenzitetom ekspresije FKBPL u celokupnom
uzorku.

4.4.5. Korelacija ekspresije ERa sa tumorskim gradusom

U grupi EEC-a FIGO gradusa 1 uocena je relativno ujednacena distribucija slucajeva sa slabim,
umerenim 1 jakim intenzitetom ekspresije ERa, dok je u grupi EEC sa viSim histoloskim gradusom
priblizno jednaka bila zastupljenost slucajeva sa slabim u odnosu na zastupljenost slucajeva sa
intenzitetom ekspresije umerenog i jakog intenziteta imunohistohemijske ekspresije ERa (Tabela
49-50).

Tabela 49. Intenzitet ekspresije ERa u karcinomu endometrijuma FIGO gradusa 1

Intenzitet ekspresije

ERa Ucestalost Procenat
0 0 0
1 13 36.1
2 11 30.6
3 12 33.3
Ukupno 36 100

Estrogeni recepror alfa (ERa); FIGO (eng. International Federation of Gynecology and Obstetrics)
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Tabela 50. Intenzitet ekspresije ERa u karcinomu endometrijuma FIGO gradusa 2 1 3

Intenzitet ekspresije

ER Ucestalost Procenat
0 0 0
1 28 52.8
2 13 24.5
3 12 22.6
Ukupno 53 100

Estrogeni recepror alfa (ERa); FIGO (eng. International Federation of Gynecology and Obstetrics)

Nije pronadena znacajna povezanost (p=0.120) intenziteta ekspresije ERa sa histoloskim gradusom
tumora (Tabela 51) (Slika 26).

Tabela 51. Korelacija ekspresije ERa sa histoloskim gradusom karcinoma endometrijuma

Vrednosti G1 G2/G3 Znacajnost
Intenzitet )
ekspresije 1 36.1% (n=13) 52.8% (n=28)
ERa 0.120
2/3 63.9% (n=23) 47.2% (n=25)

Estrogeni recepror alfa (ERa) ; G1,G2, 1 G3 (gradus 1,2,13)

100 -

g

3

63,9

22,8

20 mGl

40 4 mG2/G3

10

Intenzitet ekspresije 2/3

ER

Slika 26. Korelacija ekspresije ERa sa histoloskim gradusom karcinoma endometrijuma

Estrogeni recepror alfa (ERa) ; G1,G2, 1 G3 (gradus 1,2,1 3)
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U grupi EEC-a FIGO gradusa 1 najucestaliji su bili (44.4%) slucajevi sa izmedu 11 do 33% ERa
pozitivnih epitelnih ¢elija. Slicni procentualna zastupljenost ekspresije ERa je uocena (52.8%) u
grupi EEC-a sa viSim histoloskim gradusom (Tabela 52-53).

Tabela 52. Procentualna zastupljenost ekspresije ERa u karcinomu endometrijuma FIGO gradusa 1

Procentualna
zastupljenost ekspresije Ucestalost Procenat
ERa

0 0 0
1 0 0
2 0 0
3 16 44.4
4 9 25
5 11 30.6

Ukupno 36 100

Estrogeni recepror alfa (ERa); FIGO (eng. International Federation of Gynecology and Obstetrics)

Tabela 53. Procentualna zastupljenost ekspresije ERa u karcinomu endometrijuma FIGO gradusa 2
i3

Procentualna
zastupljenost ekspresije Ucestalost Procenat
ERa

0 0 0
1 1 1.9
2 3 5.7
3 28 52.8
4 12 22.6
5 9 17

Ukupno 53 100

Estrogeni recepror alfa (ERa); FIGO (eng. International Federation of Gynecology and Obstetrics)

Nije pronadena znacCajna povezanost (p=0.132) procentualne zastupljenosti ekspresije ERa sa
histoloskim gradusom tumora (Tabela 54) (Slika 27).
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Tabela 54. Korelacija procentualne zastupljenost ekspresije ERa u karcinomu endometrijuma sa
gradusom tumora

Vrednosti Gl G2/G3 Znacajnost
Procentualna ()

zastupljenost <5(<66%) 69.4% (n=25)  83% (n=44)
ekspresije

ERa 5(67-100%) 30.6% (n=11) 17% (n=9)

0.132

Estrogeni recepror alfa (ERa); G1,G2, 1 G3 (gradus 1,2, 1 3)

100 -

<]

mGl
20,6 mG2/G3

a0 S T
<5 =66 S 67-100%)
Procentualna zastupljenost
ekspresijeERa

Slika 27. Korelacija procentualne zastupljenost ekspresije ERa u karcinomu endometrijuma sa
gradusom tumora

Estrogeni recepror alfa (ERa); G1,G2, 1 G3 (gradus 1,2, 1 3)

Nivo ekspresije ERa odreden Allred-ovim skorom nije pokazao znacajnu povezanost (p>0.05) sa
histoloskim gradusom karcinoma endometrijuma. Medijana vrednosti Allred-ovog skora za EEC
FIGO gradusa 1 je bila 6, dok je u grupi EEC visih gradusa medijana vrednosti Allred-ovog skora
iznosila 5 (Tabela 55).
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Tabela 55. Deskriptivne statisticke mere Allred-ovog skora u endometrioidnim karcinomima
endometrijuma u odnosu na histoloski gradus

Gl G2/G3
Allred-ov = — - = — -
skor Medijana  Minimum Maksimum Medijana Minimum Maksimum
P1 8 6 8 5 2 8
P2 8 6 8 5 2 8

G1,G2,1G3 (gradus 1,2,13); P11 P2 (patolog 112)

4.5. Ekspresija VEGF-A u endometrioidnom karcinomu endometrijuma 1 benignoj hiperplaziji
endometrijuma

4.5.1. Razlika ekspresije VEGF-A u endometrioidnom karcinomu endometrijuma i benignoj
hiperplaziji endometrijuma

U uzorcima EEC uocen je nizak 1 umeren intenzitet ekspresije VEGF-A utvrden u 42,7% (N=38)
EEC (Slika 28) (Tabela 56).

=t
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58



Tabela 56. Intenzitet ekspresije VEGF-A u endometrioidnom karcinomu endometrijuma

Intenzitet ekspresije Ucestalost Procenat
VEGE-A
0 51 57.3
1 36 40.4
2 2 2.2
3 0 0
Ukupno 89 100

VEGF-A (eng. vascular endothelial growth factor-A)

Imunohistohemijska ekspresija VEGF-A nije pokazana u 95% (N=38) slucajeva BEH, dok su
slucajevi sa prisutvom reakcije pokazali slab intenzitet ekspresije (Slika 29)(Tabela 57).
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Slika 29. Ekspresija VEGF-A, A) niskog intenziteta i B) odsustvo ekspresije VEGF-A u tkivu
benigne hiperplazije endometrijuma. VEGF-A x200

Tabela 57. Intenzitet ekspresije VEGF-A u benignoj hiperplaziji endometrijuma

Intenzitet ekspresije Ucestalost Procenat
VEGF-A
0 38 95
1 2 5
2 0 0
3 0 0
Ukupno 40 100

VEGF-A(eng. vascular endothelial growth factor-A)

Postojala je znaCajna razlika u intenzitetu ekspresije VEGF-A izmedu EEC 1 BEH (p<0,001), koja
jasno ukazuje na povecan intenzitet ekspresije unutar tkiva sa malignim promenama endometrijuma
(Tabela 58) (Slika 30).
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Tabela 58. Razlika nivoa ekspresije VEGF-A u endometrioidnim karcinomima i benignoj
hiperplaziji endometrijuma

BEH EEC Znacajnost
n=40 n=89 (p)
0 95% (n=38) 57.3% (n=51)
VEGF-A <0.001
172 5% (n=2) 42.7% (n=38)

VEGF-A (eng. vascular endothelial growth factor-A); BEH (eng. benign endometrial hyperplasia),
EEC (eng. endometrial endometrioid carcinoma)

100 -

g

3

50 - mEBEH

427

40 WmECC

10

o VEGF-A 1/2

Slika 30. Razlika nivoa ekspresije VEGF-A u endometrioidnim karcinomima i benignoj hiperplaziji
endometrijuma

BEH (eng. benign endometrial hyperplasia), EEC (eng. endometrial endometrioid carcinoma)

4.5.2. Korelacija ekspresije FKBPL i VEGF-A

Intenzitet ekspresije FKBPL, posmatran na kompletnom uzoraku BEH 1 EEC, je bio u umereno
negativnoj korelaciji (p<0,05) sa intenzitetom ekspresije VEGF-A (Tabela 59) (Slika 31).
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Tabela 59. Korelacija intenziteta ekspresije VEGF-A sa intenzitetom ekspresije FKBPL u
celokupnom uzorku

FKBPL
Vrednosti 0/1 2/3 Znacajnost
0 57.1 (n=48) 91.1 (n=41)
VEGE-A 172 42.9 (n=36) 8.9 (n=4) p<0,05

VEGF-A(eng. vascular endothelial growth factor-A); FKBPL (eng. FK506-binding protein-like)

100 -

21,1

g

8

FEBPL
mo1

w23

50 -

129

10 -

10 -

o T

0 VEGF-A 1/2

Slika 31. Korelacija intenziteta ekspresije VEGF-A sa intenzitetom ekspresije FKBPL u
celokupnom uzorku

VEGF-A (eng. vascular endothelial growth factor-A); FKBPL (eng. FK506-binding protein-like)

4.5.3. Korelacija ekspresije VEGF-A sa tumorskim gradusom

U grupi EEC-a FIGO gradusa 1 najucestaliji su bili (94.4%) slucajevi sa slabim intenzitetom ili bez
ekspresije VEGF-A, dok je celokupan uzorak EEC-a sa vi§im histoloskim gradusom bio negativan
ili slabog intenziteta ekspresije VEGF-A (Tabela 60-61).
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Tabela 60. Intenzitet ekspresije VEGF-A u karcinomu endometrijuma FIGO gradusa 1

Intenzitet ekspresije

VEGF-A Ucestalost Procenat
0 14 38.9
1 20 55.6
2 2 5.6
3 0 0
Ukupno 36 100

VEGF-A (eng. vascular endothelial growth factor-A); FIGO (eng. International Federation of
Gynecology and Obstetrics)

Tabela 61. Intenzitet ekspresije VEGF-A u karcinomu endometrijuma FIGO gradusa 2 i 3

Intenzitet ekspresije

VEGF-A Ucestalost Procenat
0 34 64.2
1 19 35.8
2 0 0
3 0 0
Ukupno 53 100

VEGF-A (eng. vascular endothelial growth factor-A); FIGO (eng. International Federation of
Gynecology and Obstetrics)

Pronadena je znacajna povezanost (p=0.019) intenziteta ekspresije VEGF-A sa histoloSkim
gradusom tumora (Tabela 62) (Slika 32).

Tabela 62. Korelacija ekspresije VEGF-A sa histoloskim gradusom karcinoma endometrijuma

Znacajnost
Gl G2/G3
(p)
0 38.9% (n=14) 64.2% (n=34)
VEGF-A 0.019
12 61.1% (n=22) 35.8% (n=19)

VEGF-A (eng. vascular endothelial growth factor-A); G1,G2, 1 G3 (gradus 1,2, 1 3)
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Slika 32. Korelacija ekspresije VEGF-A sa histoloskim gradusom karcinoma endometrijuma

VEGF-A (eng. vascular endothelial growth factor-A); G1,G2, 1 G3 (gradus 1,2,1 3)

4.5.4.Validacija metode za morfometrijsku analizu ekspresije VEGF-A

Morfometrijski metod kvantifikacije intenziteta imunohistohemijske reakcije antitela kojim se
intenzitet pozitivnosti predstavlja kroz procenat povrsine regije od interesa se pokazao neadekvatim
usled specificnosti imunohistohemijske reakcije antitela VEGF-A. Obzirom da se VEGF-A
pozitivna imunohistohemijska reakcija javlja u svim epitelnim celijama endometrijuma jednako,
citoplazmatskom i membranskom pozitivnoS¢u, u toku procesa validacije, ovom metodom su
dobijene vrednosti 100% pokrivenosti povrsine zlezdanog epitela pozitivnim signalom hromogena,
kao analizirane regije od interesa, na svim preparatima gde je pozitivha imunohistohemijska
reakcija na VEGF-A bila prisutna, bez razlike izmedu slucajeva koji su prethodnom analizom
svetlosnim mikroskopom utvrdeni slab, umeren 1 jak intenzitet imunohistohemijske reakcije. Nas
zakljucak je bio da se kvantifikacija imunohistohemijske reakcije VEGF-A ne moze adekvatno
1zr$iti ovom metodom, zato §to promena intenziteta pozitivnosti VEGF-A nepokazuje varijacije u
distribuciji, ve¢ su rezlike u intenzitetu vidljive kao promene u svetlosnom spektru hromogena.
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4.6. Vaskularna gustina u endometrioidnom karcinomu endometrijuma i benignoj hiperplaziji
endometrijuma

4.6.1. Razlika vaskularne gustine u endometrioidnom karcinomu endometrijuma i1 benignoj
hiperplaziji endometrijuma

Analizom vaskularne gustine (eng. microvessel density, MVD), porede¢i grupe od po 10 slucajeva
BEH i EEC, obojenih antitelom CD34, uo¢ena je znacajna razlika (p<0.001) u MVD izmedu EEC i
BEH. Uoceno je povecanje procenta povrsine tkivne strome pokrivene endotelnim ¢elijama krvnih
sudova obelezenih antitelom CD34 u sluc¢ajevima EEC u odnosu na BEH (Tabela 63) (Slika 33-35).

Tabela 63. Razlika vaskularne gustine izmedu EEC i BEH

BEH EEC Znacajnost
(n=10) (n=10) (p)
5.8% 22.4%
MVD SD=1.099 SD=7.997 <0.001

Vaskularna gustina (eng. microvessel density, MVD); BEH (eng. benign endometrial hyperplasia),
EEC (eng. endometrial endometrioid carcinoma)

VASKULARMA GUSTIMNA

25 7

22,4%

20 A

15

10

o, 8%

BEH EEC

Slika 33. Razlika vaskularne gustine izmedu EEC i BEH

BEH (eng. benign endometrial hyperplasia), EEC (eng. endometrial endometrioid carcinoma)
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Slika 34. Imunohistohemijsko bojenje antitelom CD34 u tkivu endometioidnog karcinoma A),
izdvojen signal hromogena antitela CD34 obelezen plavom bojom u odnosu na tkivne strukture B),
slika prevedena u 8bit-nu formu sa izdvojenom povrsinom krvnih sudova obeleZenom crnom bojom

0)

4.6.2. Korelacija intenziteta ekspresije FKBPL 1 vaskularne gustine

Uocena je znacajna povezanost (p<0.001) intenziteta ekspresije FKBPL sa nivoom vaskularne
gustine analizirano u celokupnom uzorku (n=20) preparata EEC i BEH obojenih antitelom CD34.
Rezultati su pokazali znacCajnu negativnu korelaciju izmedu intenziteta ekspresije FKBPL 1 nivoa
vaskularne gustine. Znacajnost je uocena u odnosu na oba seta vrednosti intenziteta ekspresije
FKBPL izmerenim nezavisnom analizom od strane dva patologa za navednu grupu slucajeva
(Tabela 64-65).
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Slika 35.Imunohistohemijsko bojenje antitelom CD34 u tkivu EEC A) i BEH B), izdvojen signal
hromogena antitela CD34 obelezen plavom bojom u odnosu na tkivne strukture EEC C) i BEH D) ,

slika prevedena u 8bit-nu formu sa izdvojenom povrsinom krvnih sudova obeleZenom crnom bojom
u EEC E) i BEH F)

BEH (eng. benign endometrial hyperplasia), EEC (eng. endometrial endometrioid carcinoma)

Tabela 64. Korelacija vaskularne gustine sa vrednostima intenziteta ekspresije FKBPL izmerenih od
strane patologa 1 u tkivima endometrioidnog karcinoma i benigne hiperplazije endometrijuma.

Znacajnost
P1 MVD
(p)
FKBPL Rho=0.793; N=20 <0.001

FKBPL (eng. FK506-binding protein-like), Vaskularna gustina (eng. microvessel density, MVD);
Koeficijent korelacije (Rho); P1 (patolog 1)
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Tabela 65. Korelacija vaskularne gustine sa vrednostima intenziteta ekspresije FKBPL izmerenih od
strane patologa 2 u tkivima endometrioidnog karcinoma i benigne hiperplazije endometrijuma.

Znacajnost
P2 MVD
()
FKBPL Rho=0.781; N=20 <0.001

FKBPL (eng. FK5006-binding protein-like); Vaskularna gustina (eng. microvessel density, MVD);
Koeficijent korelacije (Rho); P2 (patolog 2)
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55. DISKUSIJA

Imajuéi u vidu da su kljucni dokazi o antitumorskom i antiangiogenom dejstvu FKBPL-a, kao i
njegova interakcija sa ERa, najve¢im delom utvrdeni studijama na karcinomu dojke i jajnika, kao
tumorima tkiva biloSki srodnih endometrijumu, neobican je podatak o nedostataku ispitanosti
FKBPL-a u tkivu karcinoma endometrijuma. Glavni cilj ovog istrazivanja je bio da se ispita da li
postoji razlika u ekspresiji FKBPL izmedu tkiva endometrioidnog karcinoma i hiperplazije
endometrijuma;

Na osnovu analize imunohistohemijskog bojenja, nasa studija je pokazala da je u 97,5% uzoraka
benigne hiperplazije uocen jak ili umeren intenzitet ekspresije FKBPL, dok je nasuprot ovom
rezultatu, slab intenzitet, ili gubitak ekspresije, uocen u 93.3% endometrioidnih karcinoma. Analiza
je pokazala statisticki znacajnu razliku (p<0.001) snizene ekspresije antiangiogenog FKBPL
proteina u endometrioidnom karcinomu u odnosu na nivo ekspresije u uzorcima hiperplazije
endometrijuma.

Uloga FKBPL u bioloskom ponaSanju tumora je velikim delom definisana njegovim dejstvom na
tumorski rast kroz inhibiciju angiogeneze i posledi¢no usporavanje tumorskog rasta u prisustvu
FKBPL ili pojavu nekontrolisane prekomerne angiogeneze i ubrzanog tumorskog rasta u odsustvu
ekspresije FKBPL (Annett, 2020). NasSi rezultati koji pokazuju razli¢ite nivoe ekspresije FKBPL
izmedu endometrioidnog karcinoma i hiperplazije endometrijuma su u skladu sa studijama koje
analiziraju ulogu ekspresije FKBPL prate¢i njegov uticaj u bazi¢nim osbinama bioloskog ponasanja
tumorskih Celija. Ispitivanje nivoa FKBPL u medijumu kultura ¢elija zdravih pneumocita i
endotelnih ¢elija, u odnosu na medijum u kulturama ¢elija karcinoma dojke, od strane Valentine i
saradnika, je pokazalo da je FKBPL je detektovan u medijumu kultura zdravih ¢elija, a da nije
mogao biti detektovan u medijumu kulture ¢elija karcinoma dojke. U studiji je zakljuceno da je
FKBPL endogeno sekretovani protein ¢ija nishodna regulacija u neoplasti¢énim ¢elijama omogucava
nekontrolisani potencijal za rast tumora. Istom studijom je, daljim ispitivanjem, pokazano da je
primena precis¢enog rekombinantnog FKBPL, koji je bio ubrizgavan u ksenograftove tumorskog
tkiva, uocen izuzetan antiangiogeni, ali i antimigratorni efekat, usporavaju¢i grananje i rast krvnih
sudova. Ovo je bilo pra¢eno usporenim tumorskim rastom, kao i javljanjem tumorske nekroze.
Sli¢an efekat je pokazan inhibicijom vaskularnog grananja, nakon dodavanja peptidnog derivata
FKBPL-a, AD-01 u eseju aortnog prstena (eng. aortic ring assay) (Valentine, 2011).

U naSoj studiji je analizom vaskularne gustine uofena znacajna razlika (p<0.001) izmedi tkiva
endometrioidnog karcinoma i hiperplazije endometrijuma. Prema nasim rezultatima prosecno 5.8 %
povrsine strome je bilo pokriveno endotelnim ¢elijama u slucajevima hiperplazije endometrijuma,
nasuprot tumorskoj stromi u kojoj je pokrivenost prose¢no iznosila 22.4%. Daljom analizom
pokazana je znacajna povezanost (p<0.001) intenziteta ekspresije FKBPL sa nivoom vaskularne
gustine analizirane u celokupnom uzorku preparata karcinoma i hiperplazija obojenih antitelom
CD34. Rezultati su pokazali znacajnu negativnu korelaciju izmedu intenziteta ekspresije FKBPL 1
nivoa vaskularne gustine. Ovi rezultati su u skladu sa studijom Yakkundi i saradnika koja pokazuje
uticaj FKBPL na fizioloSku 1 tumorsku angiogenezu, na modelima FKBPL-knockdown
homozigotnih i1 heterozigotnih miseva. U navedenoj studiji je inicijalno potvrdena klju¢na uloga
FKBPL u fizioloskoj angiogenezi pokazana apsolutnim letalitetom embriona homozigotnih
FKBPL-knockdown miSeva. Heterozigotna FKBPL-knockdown grupa miseva je u eksperimentu
implantacije ksenograftova tumorskih celija karcinoma dojke pokazala brzi tumorski rast pracen
poviSenim vaskularnim grananjem u odnosu na ksenograftove implantirane na zdravim misevima.
Deo ove studije izveStava o niskom nivou sekrecije FKBPL u ¢elijskoj kulturi karcinoma dojke u
poredenju sa humanim mikrovaskularnim endotelnim ¢elijama (HMEC-1), i smanjenjem sekrecije
FKBPL od strane HMEC-1 pri kultivaciji u hipoksi¢nim uslovima (Yakkundi, 2015). U studiji
orijentisanoj ka formulisanju peptidom posredovanog sistema dostavljanja malih interferirajuc¢ih
molekula RNK, pokazan je efekat odsustva FKBPL-a u vidu duZeg perioda prezivljavanja
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tumorskih celija, ve¢eg stepena proliferacije 1 znacajno povecane vaskularne gustine u kulturama
¢elija karcinoma dojke tretiranih malom interferiraju¢om RNK koja je dovela do knockdown efekta
FKBPL-a (Bennett, 2015).

Daljom analizom faktora angiogeneze ispitali smo povezanost intenziteta ekspresije FKBPL i
VEGF-A u tkivima endometrioidnog karcinoma 1 hiperplazije endometrijuma. Pokazano je da je u
91.1% slucajeva koji su imali umeren ili jak intenzitet ekspresije FKBPL pronadeno odsustvo
ekspresije VEGF-A. Intenzitet ekspresije FKBPL je bio u negativnoj korelaciji (p<0.05) sa
intenzitetom ekspresije VEGF-A. Prethodne studije su pokazale da VEGF ne uti¢e na ekspresiju
FKBPL, sto je eksperimentalno demonstrirano ex vivo koriS¢enjem eseja aortnog prstena, gde je
nakon tretmana VEGF-om, poveana angiogeneza uocena u grupi heterozigotnih FKBPL-
knockdown miseva, kao 1 u grupi zdravih kontrola, Sto sugeriSe da FKBPL i VEGF uticu na
angiogenezu putem razli¢itih mehanizama (Yakkundi, 2015). U svetlu ovih izveStaja, negativna
korelacija, koju smo nasim rezultatima pokazali izmedu FKBPL i VEGF-A, moze ukazivati na
indirektnu interakciju ili na dve nezavisne promene koje se medusobno dopunjuju kao deo pro-
angiogenog prekidaca (eng. angiogenic switch) u karcinomu endometrijuma. Takode, imaju¢i u
vidu poznate podatke o pojedinacnoj povezanosti FKBPL i VEGF-A sa estrogenom i ERa (Berger,
2021; McKeen, 2010), moZemo sugerisati alternativnu pretpostavku o potencijalnoj unakrsnoj vezi
u regulaciji ravnoteze izmedu ova dva proteina sa kontrastnim angiogenim efektima.

Dosadasnje studije su pokazale povezanost estrogena i ERa sa FKBPL. Dokazano je da je sekrecija
FKBPL ushodno regulisana dejstvom estradiola. Istovremeno pokazano je da u FKBPL-knockdown
¢elijama dolazi do hiperfosforilacije ERa, $to je prac¢eno rezistencijom celija karcinoma dojke na
endokrinu terapiju. S druge strane ustanovljeno je da povecana ekspresija FKBPL pracena
povec¢anom senzitivno$¢u na terapiju tamoksifenom i nishodnom regulacijom ERa u ¢elijama
karcinoma dojke (McKeen, 2010). NaSa studija je pokazala drugacije rezultate. Analizom
povezanosti intenziteta ekspresije FKBPL i ERa u tkivima endometrioidnog karcinoma i
hiperplazije endometrijuma uoceno je da je da je 97.8% slucajeva sa umerenim ili visokim
intenzitetom FKBPL pokazalo umeren ili visok intenzitet ekspresije ERa, da je 77.4% sluc¢ajevima
sa niskim intenzitetom ili gubitkom ekspresije FKBPL pokazalo pozitivnost ERa u manje od 67%
epitelnih ¢elija, kao i1 da je 37 od 45 sluCajeva sa umerenim ili visokim intenzitetom ekspresije
FKBPL imalo visoke vrednosti Allred-ovog skora. U odnosu na sva tri parametra koja se odnose na
nivo ekspresije ERa pronadena je znacajna pozitivna korelacija (p<0.05) sa intenzitetom ekspresije
FKBPL. Allred-ov skor je pokazao najjacu korelaciju. Ovi nalazi su zanimljivi s obzirom da su
prethodni izveStaji pokazali da veca ekspresija FKBPL smanjuje ekspresiju ERa u delijama
karcinoma dojke, stoga je bilo ocekivano da ¢e ekspresija FKBPL i1 ERa biti u negativnoj korelaciji.
Jedno od potencijalnih objasnjenja za ove razlike moze biti da je ekspresija FKBPL stimulisana
estrogenom, dok je u nasoj studiji veéina pacijentkinja bila u postmenopauzalnom dobu, koje
karakteriSu nizi nivoi cirkuliSucih estrogena. S druge strane moZemo posmatrati ove interesantne
rezultate, kroz specifi¢nosti efektorskih i regulatornih mehanizama ERa koja se odnosi na razlicito 1
tkivno specificno dejstvo endokrine terapije Tamoksifenom u tkivu dojke i u endometrijumu.
Gottardis 1 saradnici su pokazali tkivnu specifi¢nost dejstva Tamoksifena serijom eksperimenata na
miSevima bez timusa kojima su implantirane ¢elije karcinoma endometrijuma ili onih kojima su
implantirane Celije karcinoma dojke koji su zatim tretirani estradiolom, tamoksifenom 1
kombinacijom ova dva preparata. Pored inicijalnih rezultata koji su pokazali 1) stimulaciju rasta
tumorskih ¢elija estradiolom u obe grupe i 2) izostanak stimulacije tumorskog rasta tamoksifenom u
¢elijama karcinoma dojke, a prisustvno stimulacije u ¢elijama karcinoma endometrijuma, 3) nakon
dodavanja 1 estradiola 1 tamoksifena, u celijama karcinoma endometrijuma je uoCena dodatna
indukcija rasta, dok je pokazano da tamoksifen inhibira rast stimulisan estradiolom u ¢elijama
karcinoma dojke. Ista studija je pokazala ushodnu regulaciju ER tamoksifenom u celijama
karcinoma endometrijuma, a smanjenje broja ER nakon primene estradiola (Gottardis, 1988). Druga
studija pozivajuci se na premisu izvedenu iz prethodno navedenih rezultata, je pokusala da objasni
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pojavu tkivne specificnosi razli¢itim strukturnim osobinama vezujuc¢ih mesta ERa izmedu de novo
nastalih karcinoma endometrijuma i onih koji su nastali nakon upotrebe Tamoksifena. Deo rezultata
je pokazao sa postoji razlika nukleotidnih obrazaca (motiva) genskih sekvenci u vezuju¢im mestima
na ERo, izmedu grupe koja je koristila tamoksifen i grupe de novo nastalih karcinoma. Vezujuca
mesta na ERa u grupi koja je koristila Tamoksifen je imala motive, estrogenog receptora 1, koji je
vezujuc¢e mesto androgenog, glukokortikoidnog i hormona Stitaste zlezde, dok su vezujuca mesta u
grupi de novo nastalih karcinoma imala motive SOX4 (sex-determening region Y box 4) i NANOG
(Nanog homeobox) domena, koji se vezuje za pojavu karcinoma endometrijuma. Ista studija je
pokazala razlike u regulaciji genske ekspresije usled razlicitih DNK vezujuc¢ih mesta za ERa ove
dve grupe. Autori su istakli slicnost karakteristicnih DNK vezuju¢ih mesta za ERa izmedu
karcinoma endometrijuma nastalih nakon upotrebe Tamoksifena i karakteristicnih vezuju¢ih mesta
za ERa u ¢elijama karcinoma dojke (Droog, 2017). U studiji McClements i saradnika je ispitivan
uticaj FKBPL 1 njegovih peptidnih derivata u maticnim tumorskim c¢elijama karcinoma dojke
rezistentnih na endokrinu terapiju Tamoksifenom. Rezultati su pokazali da eksperimentalno
izazvana visoka ekspresija FKBPL 1 primena njegovih derivata ADO1 1 ALM-201 inhibiraju rast
mati¢nih tumorskih ¢elija karcinoma dojke rezistentnih na endokrinu terapiju (McClements, 2019)

Pored antitumorskih i1 antiangiogenih efekata FKBPL, poznata je 1 uloga FKBPL kao potencijalnog
biomarkera (Nelson, 2015). U svetlu ovih podataka ispitali smo dijagnosticku tacnost intenziteta
ekspresije FKBPL u endometrioidnom karcinomu i benignoj hiperplaziji endometrijuma.

Analizom dijagnosticke tacnosti intenziteta ekspresije FKBPL je pored visoke senzitivnosti i
specifi¢nosti, pronadena je visoka pozitivna prediktivna vrednost (98,8%) i visoka negativna
prediktivna vrednost (86,7%) niskih nivoa ekspresije FKBPL za dijagnozu maligne promene.

Ovi rezultati su u skladu sa nalazima studije Nelson L 1 saradnika koja navodi FKBPL kao
biomarker dobre prognoze karcinoma dojke. Ova studija je pokazala da je nizi nivo ekspresije
FKBPL u karcinomima dojke pra¢en kra¢im specificnim vremenskim intervalom prezivljavanja
(eng. breast cancer specific survival), ukljucuju¢i grupu bolesnika tretiranih Tamoksifenom.
Prognosticka znacajnost nivoa ekspresije FKBPL u karcinomu dojke se pokazala kao nezavisna od
drugih poznatih prognostickih faktora, veli¢ine tumora, gradusa, receptorskog statusa, zahvacenosi
limfnih nodusa, kao 1 u odnosu na Notingem-ski prognosticki indeks (Nelson, 2015).

U svetlu razmatranja FKBPL kao biomarkera u diferencijalnoj dijagnozi benignih i malignih
promena endometrijuma ispitali smo pouzdanost naSih rezultata o intenzitetu ekspresije FKBPL u
nasoj studiji. Ispitivanje pouzdanosti rezultata dobijenih dvostruko slepom analizom je pokazalo
visok stepen unutras$nje konzistentnosti za vrednosti intenziteta ekspresije FKBPL, VEGF-A, kao 1
parametara ekspresije ERa, intenziteta, procentualne zastupljenosti i Allred-ovog skora. Ovaj nalaz
je od posebnog znacaja u svetlu utvrdivanja optimalnog protokola za imunohistohemijsko bojenje
endometrijuma FKBPL-om, kao 1 utvrdivanja adekvatnog metoda za analizu intenziteta ekspresije,
zbog neophodne visoke reproducibilnosti, a obzirom da je ova studija, prema nama dostupnim
izvorima, trenutno jedina nau¢na publikacija o imunohistohistohemijskoj ekspresiji FKBPL u
endometrijumu, benignoj hiperplaziji i endometrioidnom karcinomu. Pregledom literature
pronadena je samo jedna dostupna publikacija koje analizirala gensku ekspresiju FKBPL u
karcinomu endometrijuma. Iguchi Y i saradnici navode da je, jedan iz grupe analiziranih proteina,
¢iju su gensku ekspresiju utvrdili unutar strome karcinoma endometrijuma, upravo FKBPL. U istoj
studiji podaci o epitelnoj ekspresiji izostaju (Iguchi, 2014). Jedna od retkih publikacija koja navodi
imunohistohemijski protokol bojenja za FKBPL, gde je koriS¢en sistem vizualizacije hromogenima
za svetlosnu mikroskopiju je studija u kojij Nelson i saradnnici ispituju ekspresiju FKBPL na
tkivnom mikronizu karcinoma dojke i istovremeno jedina publikacija koja je za ovu metodu
primenila skor intenziteta imunohistohemijske reakcije analizirane svetlosnim mikroskopim
gradirajuci je semikvantitativno od 0 do 3 (Nelson, 2015).0Odabir ovog pristupa je u skladu sa nasim
nalazima dobijenim tokom opisanog procesa validacije morfometrijske metode na osnovu kojih
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smo zakljucili da odredivanje procenta povrSine pozitivne reakcije FKBPL u zlezdama nije
adekvatan metod u odnosu na karakteristike imunohistohemijske reakcije 1 distribucije FKBPL u
tkivu endometrijuma, kao 1 da je semikvantitativna analiza intenziteta ekspresije FKBPL pokazana
kao metoda uzbora. Pored navedenih studija jedini dostupni relevantni izvor o ekspresiji FKBPL u
tkivu endometrijuma i karcinoma endometrijuma je pronaden u enciklopedijskoj bazi podataka
atlasa humanih proteina, ¢iji su podaci o visokoj ekspresiji u Zlezdanom tkivu zdravog
endometrijuma (The Human Protein Atlas, Tissue expression of FKBPL, n.d.), a niskoj ekspresiji u
epitelnim c¢elijama karcinoma endometrijuma, bili u skladu sa rezultatima rezultatima nase studije
(The Human Protein Atlas, Expression of FKBPL in endometrial cancer, n.d.).

Uzevsi u obzir izmerene visoke pozitivne i negativne prediktivne vrednosti za intenzitet ekspresije i
pokazani visok stepen unutrasnje konzistentnosti pri interpretaciji, potencijalna uloga FKBPL kao
biomarkera u endometrijumu moze biti razmotrena za primenu u patohistoloSkom pregledu
kiretmana kavuma uterusa, ako bi se rezultati slicni rezultatima nase studije potvrdili istrazivanjem
na dijagnosticki grani¢nim slucajevima, kao $to je intraepitelna neoplazija endometrijuma.

Nakon analize dijagnosticke vrednosti FKPBL, razmatrali smo povezanost njegove ekspresije sa
poznatim prognostickim faktorima karcinoma endometrijuma. Izostatak korelacije nivoa ekspresije
FKBPL, naSeg istrazivanja, sa histoloSkim gradusom, klinickim stadijumom, dubinom invazije
miometrijuma i prisustvom limfovaskularne invazije, moze biti posledica ograni¢avajucih faktora
studije, ukljucujuéi da je vecina karcinoma bila niskog gradusa (gradus 1 i 2), kao 1 stadijuma I, §to
¢ini grupu tumora srodnog bioloSkog ponasanja. Ova ogranienja odgovaraju uobicajenim
okolnostima u klini¢koj praksi, jer je vecina slucajeva endometrioidnog karcinoma endometrijuma
dijagnostikovano u rano zbog tipi¢nog simptoma abnormalnog uterinog krvarenja, §to zahteva dalje
ispitivanje pacijenata koje vodi pravovremenoj dijagnozi.

Pored odnosa sa ekspresijom FKBPL, u naSoj studiji je analizirana razlika ekspresije ERa u
endometrioidnom karcinomu 1 hiperplaziji endometrijuma. Svi analizirani parametri nivoa
ekspresije ERo, intenzitet, procentualna zastupljenost ERa pozitivnih ¢elija i Allred-ov skor su
pokazali statistiCki znacajnu (p<0.001) razliku u ekspresiji ERa, koja ukazuje na visi nivo ekspresije
ERa u hiperplastiénim u odnosu na tumorske promene. Ovo je u skladu sa opazanjima koja su
prijavljena u grupi ERa negativni karcinoma endometrijuma kao povezanih sa lo$ijom prognozom.
U istoj studiji je pozitivhost ERa okarakterisana kao pozitivan prognosticki faktor u grupi
karcinoma endometrijuma (Backes, 2016). Nasi rezultati sugeriSu da ovakva promena ekspresije
nije isklju¢ivo prisutna u okviru procesa dediferencijacije maligno izmenjenih Celija
endometrijuma, ve¢ kao potencijalno kontinuiran dogaadaj koji zapoCinje malignom
transformacijom. Interesantni rezultati koji su u skladu sa ovom idejom, su u nasoj studiji uoceni u
odnosu na visoku opazenu senzitivnost i specificnost za vrednost Allred-ovog skora jednaku ili
vecu od 7. Za ovu greani¢nu vrednost uocena je pozitivna prediktivna vrednost 94.1%, 1 negativna
prediktivna vrednost 59% u diferencijalnoj dijagnozi izmedu malignih 1 benignih promena. Ovi
nalazi koreliraju sa prethodno prijavljenim rezultatima o ulozi Allred-ovog skora kao prognostickog
biomarkera u karcinomima endometrijuma (Yunokawa, 2017).

Razlike u ekspresiji VEGF-A izmedu endometrioidnog karcinoma 1 hiperplazije endometrijuma su
pokazale znacajnost (p<0.001), dok je analizom povezanosti nivoa ekspresije VEGF-A pokazana
znacajna (p<0.05) korelacija sa histoloskim gradusom tumora. Ovakvi rezultati su delom bili u
skladu sa prethodnim studijama koje su pokazivale niske nivoe ekspresije VEGF-A u
hiperplasticnim, dok je povecana ekspresija pozitivno koorelirala sa procesom dediferencijacije u
karcinomima endometrijuma i bila povezana sa ¢e$§¢im metastaziranjem i loSijom prognozom. Nasi
rezultati su pokazali da je izostanak ekspresije primecen u 95% hiperplazija, dok je odnos
zastupljenosti karcinoma sa pozitivnom imunohistohemijskom reakcijom i onih bez pokazane
ekspresije VEGF-A bio skoro potpuno ujednacen. Medu VEGF-A pozitivnim karcinomima
endometrijuma uocen je interesantan obrazac distribucije medu tumorskim gradusima. Naime
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suprotno prethodnim izvesStajima studija nasi rezultati su pokazali da je 61.1% tumora gradusa 1
bilo pozitivno, a 64.2% tumora gradusa 2 i 3 je pokazalo izostanak ekspresije. Ista studija navodi
slicne rezultate na delu uzorka isti¢u¢i varijabilnost u ekspresiji u ovoj grupi tumora (Kamat, 2007).

Zbog vaznosti neoangiogeneze u tumorskom rastu, uloZzeni su napori da se razvije antiangiogena
terapija za leCenje karcinoma endometrijuma, kao Sto su anti-VEGF monoklonska antitela
(bevacizumab), solubilni VEGFR (aflibercept), inhibitori angiopoetin-Tie2 receptora (trebananib) i
inhibitori tirozin kinaze (brivanib, cediranib, nintedanib, sunitinib i lenvatinib). Ipak, antiangiogena
terapija je ograni¢ena na male specifine grupe pacijenata, povezana je sa nezeljenim efektima i
mnogi pacijenti koji su prvobitno reagovali na ciljanu terapiju, viemenom razvijaju rezistenciju, Sto
ukazuje na dalju potrebu za boljim razumevanjem mehanizama i faktora ukljuenih u angiogeni
proces karcinoma endometrijuma (Roskar, 2021).

Okoncana je prva faza klinickih ispitivanja trapijske primene ALM-201, peptidnog derivata
FKBPL, kod karcinoma jajnika i drugih uznapredovalih solidnih tumora i ALM-201 je dodeljen
status orphan drug za karcinome jajnika od strane Uprave za hranu i lekove —-FDA (eng. Food and
Drug Administration) (El Helali, 2022). U grupi za ispitivanje bezbednosti nalazila su se dva slucaja
karcinoma endometrijuma. Smatramo da nasi rezultati mogu postaviti osnovu za potencijalna dalja
ispitivanja uloge FKBPL i njegovih terapijskih derivata u eksperimentalnim studijama o
karcinomima endometrijuma, sa obe¢avaju¢im potencijalom za primenu u klinickoj praksi.
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6.ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata naSeg istrazivanja mozemo da izvedemo sledece zakljucke:

o Analizom ekspresije antiangiogenog FKBPL proteina pokazali smo statisticki znacajnu
razliku izmedu tkiva endometrioidnih karcinoma endometrijuma, sa slabim intenzitetom ili
gubitkom ekspresije, u odnosu na uzorke benigne hiperplazije endometrijuma, sa jakim ili umeren
intenzitetom ekspresije FKBPL

o Ispitivanjem povezanosti intenziteta ekspresije FKBPL i VEGF-A pokazana je znacajna
negativna korelacija u tkivima endometrioidnog karcinoma i hiperplazije endometrijuma

. Ispitivanjem povezanosti ekspresije FKBPL i ERa u tkivima endometrioidnog karcinoma i
hiperplazije endometrijuma pokazali smo znacajnu pozitivnu korelaciju u odnosu na intenzitet
ekspresije, procentualnu zastupljenost ERa pozitivnih epitelnih ¢elija i Allred-ov skor, od kojih je
Allred-ov skor pokazao najjacu korelaciju.

o Morfometrijskom analizom je uoCena statistiCki znacajna razlika povecane vaskularne
gustine u tkivu strome endometrioidnog karcinoma u odnosu na stromu u uzorcima benigne
hiperplazije endometrijuma.

. Rezultati naseg istraZivanja pokazuju statisticki znacajnu negativnu korelaciju izmedu
intenziteta ekspresije FKBPL i nivoa vaskularne gustine endometrioidnih karcinoma i benignih
hiperplazija endometrijuma.

o Ispitivanjem dijagnosticke tacnosti zakljucili smo da intenzitetenzitet ekspresije FKBPL
poseduje visok nivo senzitivnosti, specifiCnosti, sa visokim pozitivnim 1 negativnim prediktivnim
vrednostima u diferencijalnoj dijagnozi izmedu endometrioidnog karcinoma i benigne hiperplazije
endometrijuma.

. Ispitivanjem pouzdanosti rezultata dobijenih dvostruko slepom analizom pokazan je visok
stepen unutras$nje konzistentnosti za vrednosti intenziteta ekspresije FKBPL, VEGF-A, kao i za
vrednosti parametara ekspresije ERo, intenziteta, procentualne zastupljenosti ERa pozitivnih
epitelnih ¢elija 1 Allred-ovog skora.

o Rezultati naSe studije nisu pokazali statisticki znacajnu povezanost intenziteta ekspresije
FKBPL sa histoloskim gradusom, klini¢kim stadijumom, dubinom invazije miometrijuma i
prisustvom limfovaskularne invazije u grupi endometrioidnih karcinoma endometrijuma

. Analizom intenziteta ekspresije VEGF-A pokazana je statistiCki znacajna razlika izmedu
tkiva endometrioidnog karcinoma i1 benigne hiperplazije endometrijuma, koja ukazuje na povec¢anu
ekspresiju u malignim promenama.

o Analizom parametra nivoa ekspresije ERa, intenziteta, procentualne zastupljenosti ERa
pozitivnih epitelnih ¢elija 1 Allred-ovog skora pokazana je statisticki znaCajna razlika u ekspresiji
ERa, koja ukazuje na visi nivo ekspresije ERa u hiperplasticnim u odnosu na tumorske promene.

o Ispitivanjem dijagnosticke tacnosti pokazan je visok nivo senzitivnosti, specificnosti,
pozitivne 1 negativne prediktivne vrednosti Allred-ovog skora u diferencijalnoj dijagnozi izmedu
endometrioidnog karcinoma 1 benigne hiperplazije endometrijuma. Najveca senzitivnost i
specificnost je uocana za vrednosti Allred-ovog skora jednakih ili ve¢ih od 7 .
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o Dalje studije su potrebne da bi se utvrdilo da li se FKBPL moze koristiti kao dijagnosticki
biomarker i kao potencijalni kandidat za razvoj ciljane antiangiogene terapije karcinoma
endometrijuma.
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U3jaBa o ayTopcTBY

Mme v npe3nme aytopa ap Oanmno O6pagosuh
Bpoj nHaekca MM-2017 5182
UsjaBrbyjem

aa je OOKTOPCKa nmcepTaumja noa HaclrioBoMm

AHANUBA EKCIPECWUJE AHTUAHTMOIMEHOI ®KBM1 NMPOTEMHA, BACKYIIAPHOI
EHOOTE/IHOIT  ®AKTOPA  PACTA WU ECTPONEHOI  PELUEMTOPA Y
EHOOMETPUONOHOM KAPLMHOMY YTEPYCA N BEHWUIHOJ XUNEPIMNA3NJIA
EHOOMETPUJYMA

pe3ynTtaTt CoOnCTBeHOr UCTpaXnBadKor paaa,

Aa aucepTaumja y LenvHU HU y denoBuma Huje 6una npeanoxeHa 3a cTuuake apyre
AvnnomMe npema cTyamnjckum nporpammma gpyrmx BUCOKOLLIKOSICKMX YCTAHOBA;

[a cy pe3ynTaTi KOPEKTHO HaBeaEHN U

[Aa HWcaM KpLimo/na ayTopcka mnpaBa W KOpUCTUO/Na WMHTENeKTyanHy CBOjUHY ApYrux
nuua.

MoTnuc aytopa

Y beorpaay, 07.10.2022.




U3jaBa 0 UICTOBETHOCTMU LUTaMMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paga

Mme n npeanme aytopa ap ONanmno O6pagosuh

Bpoj nHgekca MM-2017 5182

Crtyaumjckn nporpam Buonoruja Tymopa u okcugatneHa obosbena

Hacrnos papa AHANN3A EKCIMPECUJE AHTUAHTMOIMEHOI™ ®KBIMI1 MPOTENHA,
BACKYNAPHOI EHOOTENHOI ®AKTOPA PACTA N ECTPOIEHOI PELIEMTOPA Y
EHOOMETPNOMOHOM KAPLINHOMY YTEPYCA W BEHWITHOJ XWMEPIMNA3WJIN
EHOOMETPUJYMA

MenTopu _[Mpod. ap fejaH Onpwuh u prof. dr Lana McClements

MsjaBreyjem Oa je wtamnaHa Bepsvja MOr LOKTOPCKOr paja MUCTOBETHA ereKTPOHCKO]
BEp3nju KOjy cam npefao/na pagu noxpakwbuBarwa y AurntanHom penosutopujymy
YHuBep3uteta y beorpaay.

[osBorbaBam ga ce objase Moju N4HM Nogaumn Be3aHu 3a obuvjarbe akageMcKor HasmBa
AOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe U npesnme, rogMHa u MecTto pohewa n gatym oabpaHe
paga.

OBu NMYHKU Nogaun mory ce 06jaBuTK HaA MPEXHUM CTpaHuuama gurntanHe 6mubnuoteke,
y eNeKTPOHCKOM KaTanory u 'y nybnukauvjama YHusepsuteta y beorpagy

Motnuc aytopa

Y Beorpagy, 07.10.2022.




UsjaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHusepautetcky 6ubnuoteky ,CseTosap Mapkosuh® ga y [durutanHu
penosutopmnjym YHuBepsuteta y beorpagy yHece Mojy LOKTOPCKY AucepTtauujy noA
HaCrnoBoOM:

AHANUBA EKCIPECUJE AHTUAHTMOIMEHOI ®KBM1 NMPOTEVHA, BACKYIIAPHOI
EHOOTENMIHOI  ®AKTOPA  PACTA W ECTPOIEHOI  PEUEMNTOPA VY
EHOOMETPNOMOHOM KAPLMHOMY YTEPYCA W BEHUITHOJ XWUMEPTMNA3UIN
EHOOMETPUJYMA

Koja je Moje ayTopcKo aerno.

HuncepTtauujy ca cBuM npunosnma npegao/na cam y enekTpoHckomM chopmaTty norogHoM 3a
TpajHO apxuBupare.

Mojy nokTopcky ancepTauujy noxpaweHy y qurntanHom penosvtopujymy YHuBepsuteTa y
Beorpaay v 4ocTynHy y OTBOPEHOM NPUCTYNy MOTy 4a KOPUCTE CBU KOju NowTyjy oapeande
cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeatmsHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a
Kojy cam ce ognyymo/na.

1. AytopcTto (CC BY)
2. AytopcTtBo — HekomepuwmjanHo (CC BY-NC)
@AyTOpCTBO — HekoMepuujanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKomepuwmjanHo — aenutn nog uctum ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTtBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)

6. AytopcTtBo — genutn nog uctum ycnosmma (CC BY-SA) (Monmmo ga 3aokpyxuTte camo
jedHy oA wecT noHyheHnx nuueHun. KpaTtak onvc nuueHLUM je cactaBHM 4e0 OBe 13jaBe).

Motnuc aytopa

Y Beorpagy, 07.10.2022.




1. AyTopcTBo. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTpMOyLUmjy 1 jaBHO caonwiTaBake gena,
N npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HayuH ogpeheH o cTpaHe ayTopa wnuv
AaBaoua nuueHue, 4Yak u y kKomepumjanHe cepxe. OBO je HajcnobogHuja of CBUX
nuueHuw.

2. AytopcTtBO — HekoMmepumjanHo. [lo3BorbaBate yMHOXaBawe, AUCTpMbyumjy 1 jaBHO
caonwTasawe fAerna, v npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauvH oapeheH of
CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He [Oo3BOrbasBa KoMepuwujanHy
ynotpeby gena.

3. AyTtopcTBO — HekomepuujanHo — 6e3 npepapa. [lo3BorbaBaTte yMHOXaBahe,
ancTpmnbyuujy n jaBHO caonwTaBake gena, 6e3 npomeHa, npeobnukosawa nnm ynotpebde
Aenay CBOM Jeny, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauvH ogpefneH of cTpaHe aytopa unm
Aasaoua nuueHue. OBa nuueHua He [O03BOfbaBa komepuwujanHy ynotpeby gena. Y
O[HOCY Ha CBe OcCTarne NuueHue, OBOM JIMLUEHLOM ce orpaHuyaBa Hajpehu obum npasa
Kopuwhena gena.

4. AyTOpCTBO — HeKkomMepuujanHo — AenuTU nog UCTUM ycrnoBuma. [lo3sosbaBate
YMHOXaBake, ANCTpnbyumjy 1 jaBHO caonwiTaBake Aena, u npepage, ako ce HaBeae nve
ayTopa Ha HauvH oapefeH oA cTpaHe ayTopa unu gasaoua nvueHue 1 ako ce npepaja
auctpubyupa nog MUCTOM uAM ciM4HOM nuueHuom. OBa nuueHua He [03BorbaBa
KoMmepuujanHy ynotpeby aena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepaga. [Jo3BorbaBate yMHOXaBahe, AUCTPUMOYyUMjy U jaBHO
caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnnkoBawa unn ynotpebe gena y ceBom geny,
aKo ce HaBefe MMe ayTopa Ha HaumH ogpeheH of cTpaHe ayTopa unu gaBaoua nuueHue.
OBa nuueHua go3BorbaBa kKoMepuujanHy ynotpeby gena.

6. AyTOopcTBO — pAenutn noa MUCTMM ycnoBuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBake,
AncTpubyuujy 1 jaBHO caonwiTaBawe Aena, U npepage, ako ce HaBede Mme aytopa Ha
HayuH ogpefeH o CcTpaHe ayTopa WNM [asaoua nuuUeHue M ako ce npepaga
anctpnbympa nog MCTOM  unM CAuMYHOM  NuueHuom. OBa nuueHua [o3BOrbaBa
koMmepuumjanHy ynotpeby aena u npepaga. CnuyHa je copTBepcknM nuueHuama, 0aHOCHO
nvueHuamMa OTBOPEHOr Koaa.





