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1. UvVOD

1.1. Cisplatin

1.1.1 Cisplatin — od otkric¢a do danas

Cisplatin (CI2HBN2Pt), hemijski nazvan cis-diaminodihlorplatinum(ll), je jedinjenje
metala platine skvero-planarne geometrije. Na sobnoj temperaturi je beli ili Zuti kristalni prah.
Slabo je rastvorljiv u vodi, rastvorljiv je u dimetilprimanidu. Cisplatin je stabilan pri normalnim
uslovima (temperatura i pritisak), ali tokom vremena moze da se transformiSe u svoj trans-
izomer. Molekularna tezina ovog jedinjenja iznosi 301.1 gm/mol, gustina 3.74 g/cm?®, tacka
topljenja je na 270 °C, rastvorljivost u vodi je 2.53 g/l na 25 °C (HSDB, 2018).

Posle intravenske administracije cisplatina, njegovo poluvreme eliminacije (ti2) iznosi 25
do 50 minuta. Vise od 90% leka u krvi je kovalentno vezano za proteine plazme. Visoka
koncentracija cisplatina moze se na¢i u organima kao $to su: bubreg, jetra, creva, a slabo prolazi
hematoencefalnu barijeru te je u zanemarljivim koncentracijama u centralnom nervnom sistemu
(CNS). Tokom prvih 6 sati se veoma mala koli¢ina leka ekskretuje bubrezima, ali za 24 sata 25%
prvobitne koncentracije leka je izlu¢eno, a za 5 dana se 43% administrirane doze se moze naci u
urinu mahom kovalentno vezano za proteine i peptide. Bilijarni i intestinalni put izlu€ivanja
cisplatina je zanemarljiv (Brunton L i sar., 2011).

Cisplatin je prvi sintetisao Peyrone daleke 1844. godine, a njegova hemijska stuktura je
razjasnjena 1 detaljno objaSnjena od strane Alfreda Wernera 1893. godine. Tek 1960. godine,
kada su zapoceta istraZivanja Rozenberga na mic¢igenskom drZzavnom univerzitetu (Rosenberg B
i sar., 1965), doslo se do saznanja da elektrolizom dobijeni proizvodi platinskih mreznih
elektroda imaju sposobnost da inhibiraju ¢elijsku deobu kod Escherichiae colli, pa je nastalo
veliko interesovanje za ovo jedinjenje oko moguceg daljeg usmeravanja istrazivanja u pravcu
hemioterapije kod onkoloskih pacijenata pomocu cisplatine.

Zainteresovanost za ovo jedinjenje je postala velika na globalnom zdravstvenom nivou,
od kako je pokazana njegova antitumorska aktivnost usmerena na maligne tumore brojnih
organa, kao Sto su: ovarijumi, testisi, solidni tumori glave 1 vrata, grli¢ materice itd. Proslo je 10
godina od otkri¢a njegovih citotoksi¢nih osobina 1960. godine pa sve do kraja 1970. godine kada

je zauzeo kljucno mesto u sistemskoj hemioterapiji karcinoma poreklom od germinativnih ¢elija
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(Lebwohl D i sar., 1998). U poredenju sa drugim hemioterapijskim agensima, cisplatin pokazuje
najsnazniju antitumorsku aktivnost. On je prvo jedinjenje platine koje je odobreno od strane
FDA (Food and Drug Administration) u tretmanu malignih tumora (Kelland L, 2007). Sve ovo je
dovelo do interosovanja za jedinjenjima dvovalentne platine i drugim jedinjenjima koja sadrze
metal u osnovi, kao potencijalnih antitumorskih agenasa (Frezza M i sar., 2010).

Kasnije je cisplatin uveden kao sastavni deo mnogih hemioterapijskih protokola za jo$
neke tumore kao §to su karcinomi: mekih tkiva, kostiju, misi¢a, krvhih sudova i sarkomi.
Kombinacija cisplatina sa drugim hemioterapeuticima, $to je slu¢aj u mnogobrojnim danas
odobrenim hemioerapijskim protkolima, je znatno poboljsala terapijski odgovor mnogih tumora
a imajuéi u vidu rezistenciju na lekove i moguce znacajne nezeljene efekte (Desoize B i sar.,
2002).

Danas, cisplatin zajedno sa drugim derivatima platine spada u grupu hemioterapeutika
koji imaju alkilirajuée dejstvo. Smatra se da ima alkilirajuc¢e dejstvo, ubija kancerske celije u
svim fazama c¢elijskog ciklusa i inhibiSe replikaciju. Primarno mesto delovanja je N7-guanin, ali
stupa i u kovalentne veze sa adeninom i citozinom (Varagi¢ G i sar., 2012).

Sa molekularnog nivoa gledano, cisplatin predstavlja odli¢an primer kako mala promena
u hemijskoj strukturi signifikantno moze poboljsati bioloski efekat na ciljnim ¢elijama (Goodsell
DS, 2006). Na osnovu brojnih pretklini¢kih i klini¢kih ispitivanja cisplatina koja su usledila, do
danas je sintetisano nekoliko hiljada analoga kako bi se dobio bolji terapijski indeks leka.
Trinaest jedinjenja od napred navedenih je evaluirano u klinickim trajalima, a samo su
karboplatin 1 oksaliplatin pokazali odredenu prednost nad cisplatinom 1 dobili dozvolu za
upotrebu Sirom sveta. Trenutno je devet platina derivata tj. analoga u klini¢kim trajalima Sirom
sveta kao Sto su: tetraplatin, enloplatin, lobaplatin i drugi (Weiss RB 1 sar., 1993).

Na Slici 1 prikazana je kompijuterski modelirana molekularna struktura cisplatina,

karboplatina i oksaliplatina.
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cisplatin

carboplatin

oxaliplatin

Slika 1. Kompjuterski modelirana molekularna struktura cisplatina, karboplatina i oksaliplatina
(Goodsell, 2006).

Danas je pored cisplatina, u upotrebi i karboplatin. Karboplatin, cis-diamino(1,1-
cikolbutankarboksi) platinum (I1) je u upotrebi kao hemioterapeutik za karcinom pluca, jajnika i
glave i vrata. Promenjena hemijska struktura ovog platina analoga dovela je do njegove sporije
reaktivnosti, sporije Kinetike vezivanja za dezoksiribonukleinsku kiselinu (DNK), iako u in vitro
uslovima stvara iste reakcione produkte kao i ekvivalentne doze cisplatina. Neke studije
pokazuju da cisplatin 1 karboplatin pokazuju razli¢ite morfoloske promene u MCF-7 celijskoj
liniji tokom citotoksi¢ne aktivnosti (Natarajan G i sar., 1999). Smanjena reaktivnost ovog
jedinjenja se objasnjava proteinsko-karboplatinskim kompleksima koji se izlu¢uju iz organizma.
Velika je razilka u poluvremenu eliminacije ova dva leka — od 1.5 do 3.6 sati u slucaju cisplatina
do 30 sati u slucaju karboplatina, $to moZe lakSe 1 CeS¢e dovesti do ispoljavanja nezeljenih
efekata. Sa druge strane, karboplatin ima generalno gledaju¢i manji broj nezeljenih efekata u
odnosu na cisplatin, naroc¢ito u pogledu nefrotoksi¢nosti. Glavni nedostatak karboplatina je
njegov mijelosupresivni efekat $to dovodi do smanjenog stvaranja svih ¢elija krvne loze (Canetta
Risar., 1985).

Generalno gledano, pokazano je da je karboplatin manje potentni hemioterapeutik od
cisplatina, u zavisnosti od tipa karcinoma, njegov efekat je 1/8 do 1/45 deo dejstva koja se
postizu cisplatinom. U klinickom radu se pokazalo da bi se dobio isti efekat kao primenom

cisplatina, potrebno je dati 4 puta ve¢u dozu karboplatina (Go RS i sar., 1999).
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Strukturne formule nekih platinskih analoga date su na Slici 2.
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Slika 2. Strukturne formule platinskih analoga: A- cisplatin, B- karboplatin, C- oksaliplatin, D —

\\‘\‘

ormaplatin, E — enloplatin (Weiss RB i sar., 1993).

1.1.2. Cisplatin u kombinovanim hemioterapijskim protokolima

Cisplatin u kombinaciji sa drugim hemioterapeuticima pokazuje odli€nu antitumorsku
aktivnost kod brojnih maligniteta. Odgovor na platinu je inicijalno visok, ali mnogi onkoloski
pacijenti mogu imati recidiv boleti koji je rezistentan na platinu. Mehanizmi kojima se stice ova
rezistencija su: promene u Celijskom preuzimanju i izbacivanju cisplatine, smanjena
biotransformacija leka i detoksikacija u jetri, povec¢anje mehanizama popravke DNK i drugih
antiapoptotskih mehanizama (Gottesman i sar., 2002).

Da bi se ovaj problem prevaziSao, danas se cisplatin Cesto kombinuje sa drugim
hemioterapijskim agensima u protokolima za lecenje brojnih malignih tumora.

Kombinacije ovog leka sa drugim hemioterapeuticima za tretman odgovarajucih

karcinoma date su na Tabeli 1.
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Tabela 1. Kombinacija cisplatina sa drugim hemioterapeuticima u leCenju karcinoma.

Kombinacija cisplatina sa datim lekom

Tip karcinoma za ¢ije leCenje je preporucena
data  kombinacija  lekova u  okviru

odgovarajuceg hemioterapijskog protokola

Paklitaksel

Karcinom jajnika, dojke, pluca, glave i vrata,

melanom

Paklitaksel i 5-flurouracil (5-FU)

Ezofagealni i gastri¢ni adenokarcinom

Tegafur-uracil (UFT)

Sitnocelijski karcinom pluéa

Doksorubicin

Difuzni maligni pleuralni mezoteliom

Ciklofosfamid i doksorubicin

Karcinom pluvacnih Zlezdi

Gemcitabin

Karcinom Zuéne kese

Anvirzel

Karcinom dojke, debelog creva, pluca,

prostate, pankreasa i melanom

Bevacizumab

Sitnocelijski karcinom pluca

Vinblastin i bleomicin

Metastatski granuloza ¢elijski karcinom jajnika

Metotreksat i bleomicin

Uznapredovali skvamoznocelijski karcinomi

muskog reproduktivnog trakta

Everolimus Urotelijalni karcinom mokraéne beSike
Metformin Adenokarcinom pluc¢a
Vindezin Sitnocelijski karcinom pluca

Cisplatin se administrira isklju¢ivo intravenski. Uobi¢ajena doza je 20 mg/m?%/dan tokom

5 dana, 20-30 mg nedeljno tokom 3-4 nedelje ili 100 mg/m? dat odjednom svake 4 nedelje. Kako

bi se izbegla renalna toksi¢nost, potrebno je meriti diurezu a dnevno obavezno pacijentu

obezbediti unos 1-2 | infuzionih rastvora. Na taj nacin je predvidjena doza cisplatina diluirana u

slanom rasvoru (fizioloskom), glukozi, manitolu i drugim infuzijama koje treba da se daju

pacijentu na svaka 4-6 sata tokom ovog tretmana (Brunton L i sar., 2011).
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Obzirom da aluminijum intereaguje sa neaktivnim cisplatinom, ovaj lek, tokom pripreme
ili administracije, ne sme da dodje u kontakt sa iglom ili drugim delovima infuzionog sistema
koji sadrze aluminijum.

Cisplatin u kombinaciji sa bleomicinom, etopozidom, ifosfamidom, vinblastinom, sa
terapijskim odgovorom od oko 90% Kkoristi se u sklopu kombinovanih hemioterapijskih
protokola za leCenje karcinoma testisa. Dobar terapijski odgovor u kombinovanim
hemioterapijskim protokolima sa paklitakselom postize se u le¢enju karcinoma ovarijuma.

Svoje bitno mesto sam ili u kombinaciji sa drugim hemioterapeuticima, cisplatin je nasao
i U leCenju karcinoma mokraéne besSike, grlica materice, endometrijuma, svih formi karcinoma
pluca, tumora glave i vrata, analnog i1 rektalnog karcinoma 1 brojnih pedijatrijskih neoplazija
(Dasari Si sar., 2014).

Ovaj lek sinergisticki deluje u novim terapijskim protkolima za lecenje pojedinih
karcinoma koji predvidaju istovremenu primenu hemioterapije i radioterapije — hemioiradijaciju,
na taj nafin Sto povecava osetljivost tumorskih Celija na zracenje pa se zato ovaj vid
kombinovane terapije cisplatina sa zra¢énom terapijom primenjuje kod uznapredovalih stadijuma

nekih karcinoma, kao Sto je karcinom grli¢éa materice, pluca i jednjaka.

1.1.3. Molekularni mehanizam dejstva cisplatina

Za sada je poznato nekoliko membranskih transportera za platinske analoge do P-

CTR1, SLCs, AQP2 i AQP9. MDR1 je ATP-vezujué¢i kasetni transporter, poznat i kao P-
glikoprotein (Shen i sar., 2012; Johnson i sar., 1996).

Ulazak cisplatina u ¢eliju je omoguéen bakarnim transporeteom — CTR1 (Ishida i sar.,
2002). Potvrdeno je da na humanim c¢elijama, cisplatin pokreée brzu degradaciju CTRI, §to
dovodi do daljeg smanjenog influksa cisplatina i moguce posledi¢ne rezistencije na isti (Lin i
sar., 2002; Holzer i sar., 2006). Genetski nokaut vezan za CTR1 na kraju rezultuje u vidu
celularne rezistencije na cisplatin in vivo. Celije sa pove¢anom CTR1 ekspresijom imaju veéu
platina akumulaciju i u najve¢em broju slucajeva vecu senzitivnost na isti. Kasnije je otkriven
TMEM205, membranski protein povezan sa celularnom rezistencijom na cisplatin. Veca

ekspresija ovog molekula je u jetri, pankreasu i nadbubrezima. Overekspresija TMEMZ205 u
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¢elijama moze imati ulogu u celularnoj rezistenciji na platinu (Shen i sar., 2012). Glukoza
Transporter 1 (Glut 1) nije u direktnoj vezi sa transportom cisplatina u ¢eliju (Shen i sar., 2012).
Molekul cisplatina postaje aktivan samim ulaskom u ¢eliju. U samoj citoplazmi, molekuli
hlora iz cisplatina bivaju zamenjeni molekulima vode. Ovakav hidrolizovani produkt je potentan
elektrofil koji moze da stupi u reakciju sa bilo kojim nukleofilom, ukljucuju¢i sulfhidrilne grupe
na proteinima i azotne donor atome na nukleinskim kiselinama. Cisplatin se vezuje za N7
reaktivni centar na purinskim reziduama i na taj nain uzrokuje oStecenje Celijske DNK,
blokirajuéi ¢elijsku deobu 1 uzrokujuéi posledi¢nu apoptozu. 1,2 unakrsni linkovi purinskih baza
sa cisplatinom su najznacajniji od svih DNK promena. Na osnovu ovoga moze se reci da je

molekul DNK target za citotoksi¢nost cisplatina (Beck i sar., 1973; Fraval i sar., 1978).

1.1.3.1. Cisplatinom indukovan oksidativni stres, celijska apoptoza i modulacija kalcijumske

signalizacije

Pod fizioloSkim uslovima c¢elija kontroliSe reaktivne kiseoni¢ne radikale balansirajuci
njihovu eliminaciju pomoc¢u nekih od “sistema za ciS¢enje” kao Sto su: redukovan glutation —
GSH, superoksid dismutaza — SOD, katalaza — CAT. U uslovima oksidativnog stresa, ekscesivni
nivoi reaktivnih kiseoni¢nih radikala mogu narusiti strukturu proteina, lipida i DNK dovode¢i do
fatalnih lezija koje vode u process kancerogeneze. Celije karcinoma imaju vise reaktivnih
kiseoni¢nih radikala koji dovode do oksidativnog stresa, viSe od normalnih ¢elija ¢ime dolazi do
dalje onkogene stimulacije, povecane metabolicke aktivnosti i mitohondrijalne disfunkcije
(Eljack ND i sar., 2014).

Upravo pomenuti oksidativni stres je osnovni mehanizam cisplatinske toksi¢nosti. Na
prvom mestu su pogodene mitohondrije, dolazi do smanjenog nivoa mitohondrijalnog proteina
sulfhidrilnih grupa, inhibicije preuzimanja kalcijuma i redukcije mitohondrijalnog membranskog
potencijala (Saad i sar., 2004).

Pored pomenutog, cisplatin takodje indukuje reakivne kiseoni¢ne radikale (RKR) koji
vode ¢eliju u process apoptoze tj. ¢elijske smrti. Apoptoza se deSava nakon aktivacije brojnih
signalnih puteva, koji zavise od vrste kancerske celije. Samo formiranje RKR-a zavisi od

koncentracije cisplatina i duzine ekspozicije njegovom dejstvu (Brozovi¢ i sar., 2010).
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Intracelularna redoks homeostaza je odrzavana pomocu molekula koji sadrze tiolne grupe (-SH).
Pod odredenim okolnostima tiolne grupe mogu dovesti do formiranja tiolnih radikala koji mogu
intereagovati sa molekularnim kiseonikom i tako generisati nove RKR (Desoize i sar., 2002).

Ekscesivni RKR mogu indukovati apoptozu pomocu intrizi¢nih i ekstrizi¢nih signalnih
puteva (Ozben i sar., 2007). Kod ekstrizi¢nih signalnih puteva RKR su generisani pomoc¢u Fas
liganda kao polazni dogadaj za Fas aktivaciju fosforilacijom, Sto je sve neophodno za
indukovanje ovog vida apoptoze (Gupta i sar., 2012). Kod intrizi¢nih signalnih puteva funkcija
RKR je da dovedu do otpustanja citohroma ¢ pomocu aktivacije Bcl-2 i Bcl-xL proteina i
deaktivacije Bcl-2 pridodatog X proteina (Martindale i sar., 2002).

RKR mogu indukovati apoptozu i procesom autofagije, koja podrazumeva katabolicki
proces sekvestracije citoplazmatskih komponenti, njihovu lipozomalnu degradaciju (Shrivastava
i sar., 2011). Sve napred opisano vezano je za visoke nivoe RKR-a dovode¢i, na taj nacin, do
apoptoze i nekroze kancerskih ¢éelija (Hampton MB i sar., 1997).

Ranije spomenute hidrolizovane celularne forme cisplatina pokazuju 1000 puta jacu
aktivnost od samog cisplatina i deluju na inhibiciju mitohondrijalne respiracije razdvajanjem
oksidativne fosforilacije (Aggarwal SK, 1993). Ovaj proces rezultuje efluksom jona kalcijuma iz
mitohondrija i dovodi do porasta celularnog nivoa kalcijuma usled ¢ega dolazi do poremecaja
celularne homeostaze kalcijuma i posledi¢nog poremecaja celijske funkcije.

Cisplatinom uzrokovana toksi¢nost, naroc¢ito nefrotoksicnost, povezana je sa smanjenjem
intracelularne koncentracije mitohondrijalnog glutationa (GSH) i proteina sa SH grupama.
Nikotinamid adenin dinukleotid (NADH), koji pomaze u ocuvanju SH grupa, opada pod
dejstvom cisplatina. Posledicno smanjenje GSH 1 NADH dovodi do inhibicije nekih
dehidrogenaza rezultuju¢i u razdvajanju oksidativne fosforilacije Sto sve ima za rezultat i1 kao
posledicu oksidativni stres. Ovi slobodni radikali napadaju poluzasi¢ene masti 1 proteine i
iniciraju lipidnu peroksidaciju. Na osnovu napred navedenog ovaj proces poprima dimenzije
autolize ugrozavaju¢i membranski integritet ¢elije (Aggarwal, 1998).

Dakle, cisplatinsko narusavanje kalcijumske homeostaze dovodi do primarnih dogadaja
kao §to su lipidna peroksidacija i enzimska inhibicija. Ovi dogadaji dovode do mitohondrijalne
disfunkcije, smanjenja adenozin trifosfata (ATP) i drugih faktora. Sve to dovodi do apopotoze i

posledi¢ne nekroze. Na osnovu ovoga namece se zakljuak da povecanje koncentracije
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kalcijuma, npr.suplementacijom, moze imati ulogu u citoprotekciji, koja u slucaju kancerskih
¢elija nije zeljeni dogadaj.

Apoptoza je kontrolisani vid ¢elijske smrti, koja, u zavisnosti od energije, vodi ¢eliju u:
skvréavanje, hromatinsku kondenzaciju, ostecenje Ccelijske membrane, fosfatidilserinsku
ekternalizaciju i aktivaciju familije cisteinskih proteaza koje se zovu kaspaze (Salvesen GS,
1997; Salvesen GS i sar., 2004; Cummings BS i sar., 2000). Aktivacija kaspaza je klju¢ni
dogadaj u inicijaciji apopotoze, narocito kaspaze 8 koja aktivira membranske receptore smrti i
kaspaze 9 koja indukuje mitohondrijalnu disfunkciju. Enzimski sitem kaspaza je ili inicijator ili
izvrsilac apoptoze. Inicijacija apoptoze podrazumeva aktivaciju kaspaze 8 1 9 koja rezultuje u
aktiviranju nizvodnih i egzekutornih kaspaza kao $to su kaspaze 3 i 7 (Salvesen GS i sar., 2004).
Kaspaze 3 1 7 su odgovorne za mnoge biohemijske dogadaje u apoptozi ukljucujucéi cepanje i
aktiviranje adenozin difosfat(ADP)-riboza polimeraze, §to dovodi do DNK fragmentacije.

Cisplatin primarno indukuje celijsku smrt procesom apoptoze, i upravo defekti u
signalnom putu izvrSenja apoptoze dovode do cisplatinske rezistencije. Postoje dva glavna
signalna puta ¢elijske smrti procesom apoptoze. Prvi od njih, ekstrizicki, iniciran je vezivanjem
liganada za faktor tumorske nekroze o (TNFa) receptor super familiju $to je praéeno
oligomerizacijom i aktiviranjem prokaspaze-8 preko adaptornih molekula sve do formacije
smrtonosnog signalizacijskog kompleksa. Nasuprot njemu drugi signalni put, intrizicki, iniciran
je Celijskim stresom, oSte¢enjem DNK, rezultuju¢i u oslobadanju citohroma c¢ iz mitohondrija
izazivajuéi aktivaciju prokaspaze-9 kroz interakciju sa apoptoza aktivacionim faktorom-1 i
formirajuc¢i na taj nacin jedan aktivan apoptozomalni kompleks. Bcl-2 familija proteina regulise
oste¢enja DNK koja su indukovana apoptozom regulacijom oslobadanja citohroma ¢ u odgovoru

na oste¢enja DNK (Nunez G i sar., 1998;Kischkel FC i sar., 1995).

1.1.3.2. Ostali celularni mehanizmi dejstva cisplatina

Protein kinaza C (PKC) je familija blisko povezana sa fosfolipidno zavisnim enzimima
koji imaju klju¢nu ulogu u signalnoj transdukciji i Celijskoj regulaciji (Basu A i sar., 2007).
Oprecna su misljenja da li je aktivacija ili nishodna regulacija PKC neophodna za cisplatinsku

senzitizaciju (Isonishi S i sar., 1990; Hirata J i sar., 1993). Efekti PKC na celularnu senzitivnost
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ili rezistenciju na cisplatin zavise od broja izoenzima PKC i njihovog celularnog delovanja (Basu
Alisar., 2010).

Mitogen aktivirane proteinske kinaze predstavljaju familiju strukturno slicnu
serin/treonin protein kinazama koji kontroliSu brojne ekstracelularne signale (Chang L i sar.,
2001; Johnson GL i sar., 2002). Cisplatinom indukovana ekstracelularna signalna regulacijska
kinaza (ESR) aktivacija prethodi odgvoru na p53-posredovano DNK ostecenje, obzirom da ESR
direktno fosforilizira p53 uzrokuju¢i DNK ostecenja (DeHaan RD i sar., 2001). Dokazano je da
cisplatin izaziva aktivaciju ESR-a u nekoliko razli¢itih tipova celija, iako i dalje postoje
kontraverze da li ova aktivacija doprinosi ili spreCava nastanak c¢elijske smrti izazvane
cisplatinom (Tang MK i sar., 2010; Wang X i sar., 2000; Yeh PY i sar., 2002; Nowak G, 2002).

c-Jun-N-terminalna kinaza (JNK) tj. stres aktiviraju¢a protein kinaza postaje aktivna
posredstvom razli€itih stresnih stimulanasa koji dovode do oste¢enja DNK. Oba izomera cis i
trans cisplatina dovode do aktivacije JNK signalnog puta u ¢eliji. Proapoptoti¢ni ¢lan p53
familije, p73, forimira kompleks sa JNK i na taj nacin se ¢elija uvodi u cisplatinom indukovan
proces apoptoze (Jones EV i sar., 2007).

Kratkoziveéi protein p53 se aktivira procesom fosforilacije pomocu Ataxia
teleangiectasia mutiranog signala oSte¢enja DNK. Sada aktivirani p53 aktivira dalje Mdm2, koji
zapravo predstavlja E2 ubikvitin ligazu. Naime, p53 moZe aktivirati gene ukljucene u:
stimulaciju mitoze, DNK popravku 1 apoptozu. Regulacija celijske smrti apoptozom
indukovanom cisplatinom pomoc¢u p53 moZe se vrsiti sledeCim mehanizmima: degradacijom
inhibitornog proteina oblika kukuruza, uticajem na antiapoptoti¢nu aktivnost B-celijskog velikog
limfoma preko ekspresije fosfataza i tenzinskih homologa i inhibitora (Basu A i sar., 2010).

Ekstracelularni uslovi stresa su, takode, vaZzan moderator cisplatinom indukovane
apoptoze, pomocu aktivacije p38 MAPK familije. Receptor epidermalnog faktora rasta — EGFR
je supstrat za p38 MAPK i cisplatinom indukovanu receptorsku internalizaciju, za §ta je sve
okidac tj. triger upravo p38-posredovana fosforilacija receptora (Winograd-Katz SE i sar., 2006).
Dakle, u ovom signalnom putu, vazna je uloga p38 MAPK-regulatornog proteina koji interaguje
sa p53 1 na taj nacin stimuliSe transkripciju proapoptotskih gena PUMA 1 NOXA koji dalje vode
¢eliju u proces apoptoze (Cuadrado A i sar., 2007).

Akt pripada familiji serin/treonin kinaza koji vrsi nishodnu regulaciju fosfoinozitid 3-

kinaze i ima kritiénu ulogu u celularnom prezivljavanju (Brazil DP i sar., 2001). Dokazano je da
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je cisplatinom indukovano oStecenje Celijske DNK uzrokovano fosforilacijom BAD-a pomocu
Akt signalnog puta (Hayakawa J i sar., 2000). Upravo ova BAD fosforilacija je odgovorna za
¢elijsku vijabilnost nakon tretmana cisplatinom i kod senzitivnih i kod rezistentnih ¢elija. Dakle,
rekacija Celije na oSte¢enje DNK izazvano cisplatinom ¢e odluciti da li ¢e ¢elija nastaviti dalji
zivot 1 mitotske aktivnosti ili ulazi u proces apoptoze.

Ciklobutankarboksilat (c-Abl) je veoma bitan tirozin kinazni receptor koji se, nakon
ostecenja DNK, prebecaje iz citoplazme u nukleus i povezuje se sa fosforilisanom MEK kinazom
1. Ovaj kompleks aktivira jun amino-terminalnu kinazu/stresom aktiviranu proteinsku kinazu
(JNK/SAPK) (Kharbanda S i sar., 2000). Aktivacija c-Abl i JNK uslovljena je prepoznavanjem
cisplatinom indukovanog oste¢enja DNK pomoc¢u misme¢ sitema (MMS) popravke DNK, a c-
Abl odgovor je odsutan kod MMS deficijentnih ¢elija (Nehme A i sar., 1999). Ovaj kompleks
MMS/c-Abl se vezuje za p73, ¢lana p53 familije i poinje proces apoptoze. Fosforilizacija i
stabilizacija p73 moZe povecati svoju proapoptotsku aktivnost odvajanjem od p63, jo$ jednim
¢lanom familije p53 (Basu A i sar., 2010). Cisplatin moze izazvati cepanje c-Abl §to je supstrat
za kaspaze i proteoliticko cepanje c-Abl, §to je vazan faktor u cisplatinom indukovanoj apoptozi

(Machuy N i sar., 2004).

1.1.4. Rezistencija ¢elija na dejstvo platinskih analoga

Etiologija celularne rezistencije na dejstvo platinskih analoga je multifaktorijalna i u
odgovraju¢oj meri moze biti unakrsna izmedu sva tri analoga koja se primenjuju. U vecini in
vitro istrazivanja, karboplatina je pokazala unakrsnu rezistenciju sa cisplatinom, a oksaliplatina
nije. Brojni su faktori koji uzrokuju senzitivnost celije na platinske analoge, kao Sto su:
intracelularno nakupljanje leka, status transportera zaduZenih za influks 1 efluks leka,
intracelularni status glutationa i drugih sulfindrila koji se vezuju za lek i inaktiviraju ga, kao i
status mehanizama popravke DNK (Mejer C i sar., 1990). Mehanizmi popravke DNK ostec¢enja
indukovanih platinskim derivatima podrazumeva i participaciju NER signalnog puta.
Overekspresija NER komponenti u ovom putu je povezana sa loSim terapijskim odgovorom na
cisplatin kao i1 oksaliplatin u hemioterpiji karcinoma plucéa, kolona i Zeluca, dok smanjena
ekspresija NER komponenti povecava senzitivnost na cisplatin primenjen kod karcinoma

ovarijuma (Pare L i sar., 2008). Visok nivo ekspresije jedne od NER komponenti, ERCC1, u
21



tumorskim c¢elijama 1 c¢elijama krvi je povezan sa slabim terapijskim odgovorom kod
hemioterapije solidnih tumora (Dolan S i sar., 2007).

Posebno je karakteristicno za celularnu rezistenciju samo na cisplatin to, da je ona sa
gubitkom funkcije MMS proteina kao $to su: h(MLH1, hMLH2 i hMSH6.

U odsustvu funkcije MMS, senzitivne celije se ne mogu replicirati ili transkribovati
odgovarajuc¢e delove genetskog materijala. Neke DNK polimeraze mogu premostiti oste¢enja
DNK izazvana platinskim analozima, naroc¢ito onim prouzrokovanih cisplatinom. One su mnogo
manje efikasne u popravci istih oSte¢enja uzrokovanih oksaliplatinom. Na osnovu toga, ove
polimeraze u velikom stepenu uti¢u na nivo celularne rezistencije na platinske derivate.

Cisplatinska rezistencija povezana je sa:

e smanjenjem aktivnog preuzimanja leka u ¢eliju $to je dokazano na kvascu,

e overekspresijom bakarnih efluksnih transportera ATP7A i ATP7B
Napred navedeni faktori dovode do rezistencije na hemioterapiju cisplatinom kod
solidnih tumora (Kruh GD, 2003).

1.1.5. Toksic¢nost cisplatina

Kao §to je ranije opisano, cisplatin se kovalentno vezuje za purinske baze DNK i ova
interakcija je glavni uzrok citotoksi¢nih efekata cisplatina (Yousef MI i sar., 2009).
Hemioterapija cisplatinom je obi¢no povezana sa vise toksi¢nih nezeljenih efekata ukljucujuci
nefrotoksi¢nost, hepatotoksi¢nost i kardiotoksi¢nost. Smanjenje antioksidativnih odbrambenih
snaga dovodeci do oksidativnog stresa, velikog broja slobodnih kiseoni¢nih radikala, poremecaja
enzimskog antioksidativnog sistema, smanjenje glutationa je klju¢na stvar za nastanak

cisplatinom uzrokovane toksi¢nosti (Kart A i sar., 2010).

1.1.5.1. Nefrotoksicnost

Bubreg u najvecem stepenu akumulira cisplatin i glavni je organ u cisplatinskoj ekskreciji
iz organizma. Njegova koncentracija u epitelnim cCelijama prokismalnih tubula je 5 puta veca od

serumske koncentracije (Kuhlmann MK i sar., 1997). Upravo ova nesrazmerna koncentracija
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cisplatina u bubreznom tkivu dovodi do cisplatinom indukovane nefrotoksi¢nosti (Arany I 1 sar.,
2003).

Biosinteza aminokiselina lizina 1 metionina doprinosi stvaranju Kkvatenernog
amonijumskog jedinjenja — karnitina, koji je zaduzen za transport masnih kiselina iz citozola do
mitohondrija kada su lipidi zaduzeni za generisanje metabolicke energije. OStecenja bubrega su
indukovana inhibicijom sinteze karnitina i karnitinske reapsorpcije u proksimalnim tubulima
(Daugaard G i sar., 1989).

Cisplatin se eliminiSe putem bubrega procesima glomerularne filtracije i tubularne
sekrecije (Yao X i sar., 2007). Aktivna je akumulacija ovog leka u renalnim parenhimatoznim
¢elijjama i na taj nacin se prevazilazi njegova koncentracija u plazmi.

Posle ulaska cisplatina u ¢eliju pomocu transportera Ctrl i OCT2, vrs$i se njegova
biotransformacija do citenil glicin konjugata i ostalih tiola pomocu nekih lokalizovanih enzima
(Ishida S i sar., 2002).

Cisplatinska nefrotoksi¢nost moze se prevazi¢i adekvatnom hidratacijom organizma.
Amifostin je tiofosfatni citoprotektivni agens koji redukuje renalnu toksic¢nost uzrokovanu od
strane viSe uzastopnih administriranja cisplatina, ali jo§ uvek nije nasao svoje mesto u

svakodnevnoj klini¢koj praksi (Brunton L i sar., 2011).

1.1.5.2. Hepatotoksicnost

Visoke doze cisplatina pored nefrotoksi¢nosti dovode i do hepatotoksi¢nosti. Osnovni
razlog za to je oksidativni stres koji nastaje pri dejstvu ovog leka i posledi¢éno dovodi do
smanjenja glutationa (Yilmaz HR i sar., 2004). Pored ovog dejstva opisani su i signifikantna
elevacija hepati¢nog malonilaldehida i redukcija u nivou antioksidativnih enzima (Mansour HH i
sar., 2006).

Najpoznatiji biomarkeri koji su direktni pokazatelji ovog toksi¢nog efekta cisplatina su
transaminaze jer su one po lokalizaciji u citoplazmi, pa prelaze u cirkulaciju posle celijskih
oStecenja. Za poremecenu funkciju jetre, pokazatelj je 1 elevacija nivoa hepati¢nih enzima 1
bilirubina (Iseri S i sar., 2007). Cisplatinska hepatotoksi¢nost moze biti pogorSana povecanom

ekspresijom citohroma P450-2E1 enzima (Caro AA i sar., 2004).
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U smislu histopatoloskih promena na jetri, u ovom slucaju bi¢e prisutni: nekroza,
infiltracija Celija zapaljenja oko portnih prostora sa sinosuidalnom dilatacijom (Kart A i sar.,
2010). Postoje studije koje dokazuju da je moguca zastita od ovog vida cisplatinske toksi¢nosti

pomocu suplementacije selena i vitamina E (Iraz M i sar., 2005).

1.1.5.3. Kardiotoksicnost

Do pojave kardiotoksi¢nosti uzrokovane cisplatinom dovode: otpustanje laktat
dehidrogenaze (LDH) i keratin kinaze (CK) iz kardiomiocita i cisplatinom indukovana lipidna
peroksidacija membrana kardiomiocita. Degeneracija i nekroza kardiomiocita sa okolnom
fibroznom tkivnom reakcijom i vakuolizovanom citoplazmom mnogih okolnih misi¢nih ¢elija
bile bi osnova histopatoloskih promena ovog vida cisplatinske toksi¢nosti (Al-Majed AA i sar.,
2006).

Kardiotoksi¢nost ovog leka se ogleda i u indukovanju vidjivih znakova hiperkalijemije na
elektrokardiogramu i izazivanje poremecaja ritma koji su uzrokovani elektrolitnim disbalnsom a

koji je nastao kao poseban vid toksi¢nosti cisplatina.

1.1.5.4. Ostali vidovi toksicnosti cisplatina

Pored pomenutih, jo§ neke opisane toksi¢ne reakcije usled primene cisplatina su:
gastrotoksic¢nost, ototoksi¢nost, neurotoksi¢nost, mijelosupresija, alergijske reakcije i toksicni
efekti koji oStecuju reprodukciju (Hartmann JT i sar., 2003).

Cisplatinom indukovana ototoksi¢nost se manifestuje gubitkom sluha i tinitusom, moze
biti unilateralna 1 bilateralna, ¢eSc¢e se javlja pri ponovljenim dozama cisplatina kod dece.

Gastrotoksi¢nost nastala od strane cisplatina se, kao 1 wusled primene drugih
hemioterapeutika, manifestuje u smislu nauzeje i povracanja, koji se dobro kupiraju upotrebom
5-HT3 antagonista, NK1-receptorskih antagonista i kortikosteroida u okviru premedikacije (Rolia
Fisar., 2016).
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Posle multiplog administriranja visokih doza cisplatina, moze do¢i do pojave progresivne
periferne motorne i senzorne neuropatije, koja se moze pogorsati posle zavrsetka hemioterapije
cisplatinom, a Cesto se javlja u kombinovanim hemioterapijskim protokolima cisplatina sa
taksanima.

Mijelosupresija koja se javlja kao neZeljeni efekat cisplatina je slabog do srednjeg
stepena, manifestovana kao tranzitorna leukopenija i trombocitopenija. Anemija se rede javlja,
mahom posle multiplih ciklusa hemioterapije cisplatinom.

Elektrolitni disbalansi u vidu hipomagnezijemije, hipokalcemije, hipokalijemije i
hipofosfatemije se zajednicki mogu javiti kao nezeljeni efekat terapije ovim lekom.
Hipokalcemija i hipomagnezijemija, sekundarno nastale usled renalnih oSte¢enja, mogu dovesti
do tetanije ako se ne tretiraju. Na osnovu toga, rutinske provere nivoa elektrolita u plazmi kod
pacijenata koji primaju ovu vrstu terapije su obavezne.

Anafilakticke reakcije sa klinickom slikom facijanog edema, bronhokonstrikcije,
tahikardije i hipotenzije se mogu desiti par minuta posle administracije cisplatina i potrebno je da

budu tretirane standardnom terapijom za anafilaksu (Brunton L i sar., 2011).

1.2. Karcinom grli¢a materice

1.2.1. EpidemioloSki podaci

Karcinom grli¢a materice (cervikalni karcinom), sa viSe od pola miliona novih slu¢ajeva
svake godine, je treci po u€estalosti medu malignim tumorima u svetu i ¢ini 8,8% svih slucajeva
karcinoma u Zenskoj populaciji. Stopa incidencije od ovog oboljenja je dvostruko ve¢a u manje
razvijenim regionima sveta nego u razvijenijim regionima, $to vazi i za stopu mortaliteta od ovog
karcinoma. Nasa zemlja je 2002. godine je imala, sa 27,3 slu¢aja na 100.000 ispitanika, najvecu
incidenciju raka grlica materice u Evropi (Small W Jr i sar., 2017). Danas je u Srbiji ovaj
karcinom, posle karcinoma dojke, na drugom mestu po broju novootkrivenih karcinoma u
zenskoj populaciji.

Daleke 1987. godine Srbija je, sa incidencom od 18,5 novootkrivenih slu¢ajeva na 100

000 zena, imala srednju stopu ucestalosti oboljevanja od ove bolesti. I pored napretka promocije
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zdravlja i preventivnih grana medicine, ipak je tokom godina incidenca jos vise rasla, kao Sto je i
napred navedeno (Kesi¢ V i sar., 1987).

Istrazivanja su pokazala da svake godine u svetu od cervikalnog karcinoma oboli oko 500
000 Zena, a njih oko 230 000 umre od ovog maligniteta (Armstrong BK i sar., 1992). Najveca
incidenca oboljevanja od ovog karcinoma u svetu zabelezena je u Peruu 54.6, a najmanja u
Izraelu 4.2 na 100 000 zena. U Americi, incidenca oboljevanja od ovog maligniteta iznosi 8-10
na 100 000 zena (Petkovi¢ S i sar., 2004).

Promocijom skrining programa ucestalost oboljevanja od cervikalnog karcinoma u
Evropi se smanjila. U zemljama isto¢ne Evrope, kao i u nasoj zemlji ipak se uoCava porast
ucestalosti javljanja ove bolesti. Prosecna starost u kojoj se otkriva cervikalni karcinom iznosi
35-52 godine. U zadnje vreme, kod mladjih Zena, su u porastu morbiditet i mortalitet od ovog
oboljenja. Patohistoloski u 85-90% slucajeva cervikalnog karcinoma, u pitanju je planocelularni
tip, a u 10-15% adenokarcinom. Uglavnom se pojavljuje posle 25. godine zivota sa vrhuncem
izmedu 48. i 55. godine (Grubisi¢ G i sar., 2003).

Registrovano je 527 600 novootkrivenih sluc¢ajeva oboljevanja od cervikalnog karcinoma
kao 1 265 700 smrtnih slucajeva od istog, tokom 2012. godine, Sirom sveta (Torre LA i sar.,
2015). Petogodisnje prezivljavanje kod obolelih od ove bolesti u periodu 2000.-2007.godine
iznosi 62%, od najmanjeg — 57% u isto¢noj Evropi do najveceg — 67% u severnoj Evropi. Ova
stopa je najniza u Bugarskoj, Litvaniji i Poljskoj — 55%, a najvisa u Norveskoj — 71% (Sant M i
sar., 2015).

Cervikalni karcinom je naj¢esci kod Zena niskog socioekonomskog statusa, kod onih koje
su rano stupile u seksualne odnose, imale veliki broj partnera, veliki broj porodaja i ranu prvu
trudnoc¢u 1 kod Zena koje su u braku sa muSkarcima c¢ije su prve zene bolovale od ove bolesti.
Nasuprot ovome, ova bolest je retka medu zenama islamske i jevrejske veroispovesti, verovatno
zbog religioznog obrezivanja njihovih partnera kao i medu Zenama koje su u monogamnoj
zajednici bez dece (Grubisi¢ G i sar., 2003).

Prezivljavanje od cervikalnog karcinoma je signifikantno poraslo od perioda 1999.-2001.
godine kada je iznosilo 61% do perioda 2005.-2007. godine kada je iznosilo 65% (Marth C i sar.,
2017).

Na osnovu epidemioloSkih podataka, na Tabeli 2 su prikazane populacione grupe za

nastanak ove bolesti.
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Tabela 2. Populacione grupe za nastanak cervikalnog karcinoma.

I Niskorizi¢ne grupe

Zene koje nisu imale polne kontakte

Zene klini¢ki zdrave sa urednim citolo$kim nalazom

Zene kojima je odstranjena materica (histerektomisane)

Zene preko 60 godina, ako su do tad bile zdrave

II Srednje rizi¢ne grupe

Polno aktivne Zene

Zene koje su imale vi$e porodaja i/ili pobacaja

Zene sa neadekvatnim kolposkopskim nalazom

I Visokorizi¢ne grupe

Zene koje su rano imale prvi polni odnos

Zene koje su imale vise partnera

Osobe sa niskim socioekonomskim standardom

Zene ¢&iji su partneri promiskuitetni

1.2.2. Etiologija i patogeneza

Kancerogeni faktori deluju na normalnu ¢eliju i izazivaju neadekvatnu deobu DNK kao i
multiple promene u celiskom genomu. Normalna celija reaguje i1 pokuSava da neutraliSe
karcinogene, ali ako u tome ne uspe kre¢e multifazni proces karcinogeneze. Najpre sledi faza
inicijacije koja predstavlja pretvaranje normalne Celije u transformisanu kopiju. Nakon ove faze
sledi promotivna faza, kada prestaje represija proliferacije transformisanih ¢éelija Sto uzrokuje
njihovo umnozavanje. Protein kinaza C je celularni receptor za promotor i ovaj kompleks menja
gensku ekspresiju i klonalnu ekspoziciju. Dakle promocija ne menja specificne strukture DNK
ve¢ ima efekat na ekspresiju genoma. Dalja kontinuirana ekspozicija celije promotorom je
neophodna da inicira ¢elisku replikaciju 1 klonalnu ekspanziju u poslednjoj fazi patogeneze, u

fazi progresije (Turek LP, 1994).
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Studije zadnjih 25 godina koje su se bavile etiopatogenezom cervikalnog karcinoma,
uglavnom su isticale povezanost ove bolesti sa seksualnom aktivno$¢u, brojem seksualnih
patrnera i seksualnom aktivnoséu muskog partnera (Castellsagué X i sar., 2002). Povezanost
cervikalnog karcinoma sa karcinomom penisa, jo§ jednom potvrduje pretpostvku da su
cervikalna intraepitelna lezija (CIN) i cervikalni kancer seksualno transmisivne bolesti (Brinton
LA isar., 1989; Meisels A i sar., 2007).

Svi ostali uoceni rizici i ¢inioci predstavljaju samo kofaktor osnovnog faktora — infekcije.
Osnovni etioloski infektivni karcinogen, Sezdesetih i sedamdesetih godina dvadesetog veka je
bio Herpes simplex virus (HSV). Uporedo sa ovom teorijom veliki broj radova istice i
citomegalovirus, Epstein Barrov virus i Hlamidiju kao moguc¢i etioloski faktor (Franco EL, 1991;
Meisels A i sar., 2007). Zadnjih dvadeset godina medutim, usmerenost celokupne medicinske
strune javnosti je okrenuta prema humanom papiloma virusu (HPV) kao glavnom etioloskom
¢iniocu cervikalnog karcinoma, $to je kona¢no krunisano Nobelovom nagradom za medicinu
2008. godine - Prof. Zur Hausenu (Bosch FX i sar., 2002).

HPV infekcija je osnovni faktor cervikalne karcinogeneze dok su: pusenje, upotreba
kontraceptiva, paritet, promiskuitet, infekcije (drugim bakterijama, virusima i hlamidijom),
deficit vitamina (A, C i E), stanja depresije i beznada — samo rizi¢ni faktori kokarcinogenze.
Koinfekcija, ekspresijom infekcije hlamidijom trahomatis (ChT) i herpes simplex virusom tip 2
(HSV 2), kod HPV pozitivnih pacijentkinja je jedan od moguéih kokarcinogena.

Od ostalih kofaktora treba spomenuti da dijete i nepravilna ishrana, koju prati nedostatak
vitamina A (probetakarotena), vitamina C, likopena i tokofreola (vitamina E), moZe biti sa jedne
strane znacajan Cinilac karcinogeneze a sa druge strane njihov povecan unos moZze predstavljati
vazan protektivni faktor (Potischman N i sar., 1996).

Na Tabeli 3 dat je prikaz faktora rizika za nastanak cervikalnog karcinoma.
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Tabela 3. Prikaz faktora rizika za nastanak cervikalnog karcinoma.

Demografski faktori

Reprodukcijska dob

Gradska populacija

Rasa (crna, hispanska, azijatska, americke Indijanke)

Nizak socioekonomski status

Nizak nivo obrazovanja

Ponasanje i polne navike

Rana dob prvog polnog odnosa

Veliki broj partnera

PuSenje cigareta

Dugotrajna upotreba oralnih kontraceptiva

Ishrana oskudna karotenom, folatima i vitaminom C

Medicinski faktori

Rana prva trudnoc¢a

Multiparitet

Anamneza polno prenosivih bolesti

Infekcija specifi¢nim tipovima humanog papiloma virusa

Nenormalan PAPA nalaz

Infekcija virusom humane imunodeficijencije

Imunosupresija bilo koje etiologije

Zapazeno je da pojedinacni tipovi HPV-a koji zahvataju grli¢ materice imaju razlicite
nivoe onkogene asocijacije. HPV-6 i HPV-11 retko imaju onkogenu asocijaciju, HPV-30 ima
nisku onkogenu asocijaciju, a HPV-16 i HPV-18 imaju visoku onkogenu asocijaciju. Ucestalost
otkrivanja HPV-16 se povecava sa stepenom intraepitelnih lezija, od 20% kod lezija stepena 1
(CIN 1), do 43% kod lezija stepena 2 i 50% kod lezija stepena 3 (CIN IlI). Kod invazivnog
skvamoznog karcinoma grli¢a materice HPV 16 se detektuje u vise od 47% (Alani RM i sar.,
1998; Zivadinovié R i sar., 2014).
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Petnaest HPV tipova je klasifikovano kao visokoriziéni (16, 18, 31, 33, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59, 68, 73 i 82), tri je klasifikovano kao verovatno visokorizi¢ni (26, 53 i 66), a jedanaest je
klasifikovano kao niskorizi¢ni tipovi za nastanak cervikalnog karcinoma (6, 11, 40, 42, 43, 44,
54, 61, 70, 81 i CP108). Distribucija u opstoj populaciji sa rizikom za karcinom grli¢a materice
je za HPV 16 (53%), 18 (15%), 45 (9%), 31(6%), 33 (3%) (Burk RD i sar., 2003; Thomas KK i
sar., 2000).

Rasprostranjenost pojedinih HPV tipova, koji su u vezi sa karcinomom cerviksa, pocev

najrasprostranjeniji tip u svetu i jedan je od najcesce prisutnih kod cervikalnog karcinoma (Patel
H i sar., 2013). Drugi najrasprostranjeniji tip u zapadnim zemljama je HPV-18, u Aziji su to
HPV-58 i HPV-56, u Juznoj Americi HPV-58 a u Evropi HPV-31. U Azijskim zemljama je
rasprostranjenost HPV-51 i HPV-52 veca nego HPV-18 (Clifford GM i sar., 2003).

Dugacak period latencije izmedu inicijalne HPV infekcije 1 pojave karcinoma ukazuje da
samo HPV nije dovoljan za malignu transformaciju. Za nastanak karcinoma cerviksa od prvog
abnormalnog razmaza potrebno je nekad i oko 15 godina. Oc¢igledno je da su neophodni dodatni
faktori (pusenje, pad imuniteta, oralni kontraceptivi, avitaminoza) kako bi ¢éelije zarazene HPV-
om prerasle u kancerogeni fenotip (Zivadinovi¢ R i sar., 2011).

Prema danasSnjim shvatanjima, karcinom cerviksa se razvija kroz razlicite faze lezija
poznatih kao intraepitelne neoplazije cerviksa (CIN) ili skvamozne intraepitelne lezije (SIL).
Tradicionalno se smatralo da CIN I, CIN 1l i CIN Il predstavljaju morfolosku i biolosku
progresiju jednog preneoplasticnog kontinuuma koji tokom godina prerasta u invazivni
karcinom. Teorije progresije su uglavnom bile zasnovane na kontrolnim pregledima Pap
razmaza. Postojanje lezija niskog stepena (LSIL) uz lezije visokog stepena (HSIL) u istom delu
tkiva se takode smatralo direktnim dokazom progresije SIL-a. Medutim, nekoliko studija kojima
je ispitivano da li takav kontinuum zaista postoji, pokazalo je da HSIL moze da se
razvije inicijalno kao lezija teSkog stepena i da nije neophodno da mu LSIL prethodi (Pinto AP i
sar., 2000; Zivadinovié¢ R i sar., 2009).

Vecina HPV infekcija je prolazna i smatra se da samo kod Zena koje imaju upornu HPV
infekciju povezanu sa specificnim HPV tipovima moze da se razvije karcinom cerviksa. Ali ova
dva faktora (perzistencija i onkogeni HPV tipovi) jo§ wuvek nisu dovoljni.

Osim perzistencije specifi¢nih onkogenih HPV tipova, za razvoj karcinoma cerviksa potrebni su
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ekoloski, genetski, bioloski i/ili hormonski uzajamni faktori koji mogu da izazovu nepovratnu
genotoksi¢nost i razmnozavanje ¢elija (Meijer CJ i sar., 2000; Stanimirovi¢ B, 2012).

Dokazano je da na tendenciju CIN-a da se povlaci, opstaje ili napreduje moze da utice
HPV DNK pozitivnost u duzem vremenskom periodu, prisustvo visokorizi¢nih onkogenih HPV
tipova i virusno opterecenje (broj kopija) HPV genoma, uz razlicite faktore okruzenja i
imunoloske faktore domacina ukljucene u razvoj karcinoma cerviksa. Karcinogeneza cerviksa je
dug proces za koji su osim postojanosti HPV infekcije potrebni i uzajamni faktori (Zivadinovié
R, 2011).

1.2.3. Dijagnostika i klinic¢ka slika

Dijagnostika maligniteta grlica materice podrazumeva na prvom mestu: ginekoloski
pregled, rektovaginalni pregled radi procene raSirenosti bolesti u parametrije, kolposkopiju,
citologiju, HPV tipizaciju i ciljanu biopsiju. Za dijagnostiku uznapredovalih faza bolesti i
procenu rasirenosti bolesti, od dijagnostike se koriste: ultrazvu¢ni pregled male karlice i1
abdomena, cistoskopija, rektosigmoidoskopija, radiografija plu¢a, kompijuterizovana
tomografija (CT), nuklearna magnetna rezonanca (NMR), pozitronska emisiona tomografija
(PET) i scintigrafija skeletnog sistema.

Kolposkopija je dijagnostic¢ka metoda, koja se koristi u dijagnostici promena na donjem
genitalnom traktu Zene (grli¢u materice, vagini i vulvi). Kolposkop je mikroskop sa sistemom
uvelicavanja slike, koji ima sopstveni izvor svetlosti. Kolposkopija moze biti nativna i proSirena.
Nativna kolposkopija podrazumeva vizualizaciju donjeg genitalnog trakta bez upotreba dodatnih
hemijskih sredstava i1 prakti€no se 1 ne koristi. ProSirena podrazumeva koris¢enje 3% sircetne
kiseline i Lugolovog rastvora (kalijum jodida) - najces¢e u upotrebi. Savremena kolposkopija

podrazumeva obaveznu primenu nativne i proirene kolposkopije zajedno (Zivadinovi¢ R, 2015).
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Slika 3. Slika kolposkopa Klinike za ginekologiju i akuserstvo
Klini¢kog centra Ni§ (Zivadinovié R, 2015).

Na Slici 3 je prikazan kolposkop Klinike za ginekologiju i akuserstvo Klinickog centra
Nis.

Eksfolijativna citologija je dijagnosticka procedura, gde se na osnovu individualnih
Celijskih karakteristika, spontano ili mehanicki deskvamiranih epitelnih celija, sti¢e utisak o
stanju i karakteristikama celog tkiva (Zivadinovi¢ R, 2015).

Ova metoda zahvaljuju¢i svojoj neinvazivnosti, relativno viskoj senzitivnosti, brzini
izvodenja, moguc¢nosti dinamickog pracenja bez Stetnog dejstva, ceni i ekonomicnosti, ispunjava
sve zahteve idealnog masovnog skrining testa. Jo§ od 1943. godine kada je George N.
Papanicolau uveo ovu metodu, do danas, jedino je citologija priznata za skrining metodu
premalignih 1 malignih promena na grli¢u maerice i predstavlja metodu sekundarne prevence
(Zivadinovi¢ R, 2015).

Epitel genitalnog trakta je veoma pristupacan za uzimanje citoloskog uzorka. Sa
maturacijom ovaj epitel spontano deskvamira, jer Celije u povrSnim slojevima imaju slabiju
intercelularnu athezivnost i dezmozomalne mosti¢e (Zivadinovi¢ R i sar., 2002). Zahvaljujuéi

anatomskoj pristupacnosti grlica materice, spontanoj i asistiranoj deskvamaciji cervikalnog
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epitela, omoguceno je relativno lako uzimanje i kolekcioniranje citoloSkog uzorka sa egzo i
endocerviksa. Nakon kolekcioniranja, sledi bojenje (diferencijalnom metodom bojenja po
Papanikolau) i konacno citomorfoloska analiza skeniranje i klasifikacija nalaza. Skeniranje
citoloskih nalaza predstavlja proces lokacije i interpretacije, koji se simultano odvijaju. Nakon
lociranja suspektne celije sledi njena detaljna analiza i1 konaCna interpretacija tezine
citomorfoloske izmenjenosti na osnovu koje se vrsi i kona¢na klasifikacija nalaza (Zivadinovi¢
R, 2012).

Uvodenje citoloskog skrining testa (Papa test) 1940-ih DZordza Papanikolau i primena
organizovanog skrinig programa u zapadnim zemljama 1970-ih je zna¢ajno smanjilo incidencu i
mortalitet karcinoma grli¢a materice. Medutim postoje velika ograni¢enja Papa testa koja se
ogledaju u: sloZenoj infrastrukturi koju je neophodno obezbediti, dugotrajnost edukacije kadrova
koji treba da se bave ocitavnjem nalaza, subjektivnost u interpretaciji i bodovanju (skorovanju)
nalaza, potrebna dodatna klini¢ka ispitivnja ili ponavljanja testa sa posledicnim sekundarnim
troSkovima i psiholoSkom frustracijom pacijentkinja. Zbog ovih ograni¢enja, sva paznja U
budu¢em konceptu skrininga bi¢e usmerena u istrazivackim naporima za bolje razumevanje
molekularnih promena koje nastaju u procesu cervikalne karcinogeneze uzrokovane HPV
infekcijom i eventualnom implementacijom HPV testa u primarni skrining cervikalnog
karcinoma.

Biopsija grlica sa patohistoloSkom verifikacijom jedina pruza pravu informaciju o
stepenu nekog neoplasti¢nog procesa. Prethodnim metodama (kolposkopijom 1 citologijom) koje
sluze za masovni skrining se izdvoje suspektni nalazi koji se kasnije ciljanom biopsijom
definitivno dijagnostikuju. Jedino histopatoloSka dijagnoza postavljena biopsijom ili kiretmanom
je indikacija za odgovarajuce lecenje.

Kolposkopska slika 1 citoloski nalaz mogu svojim intenzitetom i specifi¢no$¢u da postave
sumnju na invazivni proces, ali jedino biopsijom se ta sumnja moZze potvrditi ili odbaciti. Ovde
treba ista¢i da se podrazumeva da se radi o ciljanoj biopsiji pod kolposkopom. Kolposkopijom se

markira najsuspektnije mesto sa koga se uzima ciljana biopsija (Zivadinovié R i sar., 2005).
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Slika 4. Kljesta za ciljanu biopsiju grli¢a materice (Zivadinovié R i sar., 2015).

Na Slici 4 prikazan je izgled kljesta za ciljanu biopsiju grlica materice.

Cervikalna intraepitelna neoplazija i rani invazivni karcinom obi¢no su asimptomatski i
otkrivaju se tokom skrininga ili rutinskog pregleda. U predklini¢koj fazi bolesti, obzirom na
odsutnost simptoma, tokom navedene dijagnostike dolazi se do: suspektnog ili pozitivnog nalaza
Papanikolau testa, patoloskih kolposkopskih slika (Aceto-white epitel, punktacija, baza, mozaik,
leukoplakija, erozija, atipi¢na transformaciona zona, atipi¢ni krvni sudovi, jod negativan epitel).
Na osnovu svega toga, neophodno je uraditi ciljanu biopsiju sa patohistoloskom verifikacijom
(Zivadinovié R i sar., 2015).

Prvi klini¢ki vidljiv znak cervikalnog karcinoma moze biti sukrvicav iscedak iz vagine
nepovezan sa menstrualnim ciklusom ili oskudno kontaktno krvarenje. Karakteristike ovog
krvarenja su povremenost, bezbolnost, ¢esto je posle polnog odnosa ili kupanja. Pacijentkinje
nekad, pored krvarenja, navode bol i osecaj nelagodnosti prilikom sno$aja, koji je uglavnom
posledica nekroze tumora ili pridruzene pelvi¢ne inflamatorne bolesti. Sa napredovanjem bolesti,
javljaju se bolovi u karlicnim kostima i u kukovima, dizuri¢ne tegobe zbog opstrukcije uretera,
otoci donjih ekstremiteta zbog kompomitovane limfne drenaze, a moze do¢i i do hidronefroze uz
povisene vrednosti azotnih produkata. U preterminalnoj fazi bolesti javljaju se hematurija i

rektoragija, pra¢ene sekundarnom anemijom i malignom kaheksijom (Dinulovi¢ D, 2006).

1.2.4. FIGO klasifikacija i terapijski modaliteti

Stadijum karcnoma grlica materice se odreduje FIGO klasifikacijom, a na osnovu

klinickog rektovaginalnog pregleda i ostalih opisanih dijagnosti¢kih metoda. Cervikalni
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karcinom je jedini ginekoloSki malignitet koji se klinic¢ki stadira na osnovu tumorske veliCine,
invazije vagine i parametrija, ekstenzije na rektum i beSiku i prisustva udaljenih metastaza
(Marth C i sar., 2017).

Patohistoloski parametri koji su neophodni za stadiranje bolesti i dalje odlu¢ivanje o
terapijskom tretmanu su:

e veliCina tumora (< 4cm i1 > 4cm);
e stromalna invazija;

e tumorska diferencijacija;

e limfovaskularna invazija;

e status resekcionih margina;

e Dbroj i status limfnih nodusa.

Odredivanje stadijuma bolesti je neophodno pre odlucivanja o terapijskom tretmanu.
Samo stadiranje bolesti se vrsi konzilijarno prilikom prezentovanja pacijenta Konzilijumu za
ginekoloski malignitet tercijarne zdravstvene ustanove. Pacijentkinje se prezentuju Konzilijumu
sa kompletnom uradenom dijagnostikom, na samom konzilijumu ginekolog-onkolog vrsi
ginekoloski 1 rektovaginalni pregled i na osnovu svih napred navedenih parametara Konzilijum,
sastavljen od ginekologa-onkologa, hemioterapeuta, radioterapeuta i patologa, stadira bolest i, na
osnovu stadijuma bolesti donosi odluku o terapijskom tretmanu.

Stadijum O cerviklanog karcinoma, odreden po FIGO klasifikaciji, predstavlja carcinom
in situ (CIS) je, zapravo, intraepitelni karcinom koji nije probio bazalnu membranu. Obi¢no mu
prethode ve¢ pomenute cervikalne intraepitelne neoplazije kao vid prekanceroza. U odnosu na
zahvacenost cervikalnog epitela, one mogu biti:

e Cervikalna intraepitelna neoplazija 1 (CIN I) — zahvaéenost tre¢ine epitela;
e Cervikalna intraepitelna neoplazija 2 (CIN Il) — zahvaéenost dve trecine epitela;
e Cervikalna intraepitelna neoplazija 3 (CIN I11) — zahvacenost tri treéine epitela;

Lecenje svih navedenih lezija podrazumeva terapijske procedure na grli¢u materice koje
se dele na: ablativne (destruktivne) i ekscizione. U ablativne tehnike ubrajaju se:
elektrokauterizacija, krioterapija, hladna koagulacija i laserska vaporizacija. U ekscizione
spadaju: konizacija nozem, konizacija laserom, konizacija ultrazvucnim nozem, loop ekscizija,
histerektomija (Zivadinovi¢ R, 2015).
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Predklinicka faza bolesti obuhvata FIGO stadijumime Ial i Ia2. U stadijumu Ilal
(mikroinvazivni karcinom) utvrden je prodor kroz bazalnu membranu do 3mm, bez obzira na
eventualnu zahvaéenost krvnih i limfnih sudova, S§to sve nema uticaj na petogodiSnje
prezivljavanje i1 prognozu bolesti. Mikroskopski merljiva invazija strome do S5Smm sa
horizontalnim Sirenjem do 7mm tj. stadijum Ia2, rezultira znafajnim porastom zahvacéenosti
krvno-limfnog sistema, ali bez razlike u broju recidiva i petogodisnjem prezivljavanju ovih
pacijentkinja spram onih koje imaju FIGO stadijum Ial (Stanojevi¢ Z, 2009).

Stadijum Ib ¢ine karcinomi vecih dimenzija i to: podstadijum Ibl veli¢ine do 4cm, a
podstadijum Ib2 ve¢i od 4cm. Karcinom koji se lokalno S§iri izvan cerviksa na vaginu ne
zahvatajuéi njenu donju tre¢inu i ne zahvatajuéi zid karlice se stadira kao FIGO stadijum Il sa
podstadijumima u odnosu na zahvacéenost parametrija utvrdivanjem rektovaginalnim pregledom:
Ila — nisu zahvacena parametrija i [Ib — zahvacéenost parametrija. FIGO stadijum III ve¢ obuhvata
karcinom koji zahvata donju treinu vagine i proSirio se na karlicne zidove. Na osnovu
zahvacenosti okolnih struktura deli se na 2 podstadijuma:

e llla—zahvacenost dve trecine vagine bez Sirenja na zidove karlice
e |llIb — zahvacenost cele vagine sa Sirenjem na karli¢ne zidove

IV FIGO stadijum podrazumeva karcinom koji zahvata okolne karlicne organe ili
udaljenu metastatsku bolest. Na osnovu toga deli se na podstadijum 1Va u koji spada karcinom
koji zahvata mokra¢nu beSiku ili rektum 1 podstadijum IVb u koji spada metastatska bolest tj.
cervikalni karcinom sa metastazama na udaljenim organima (Stanojevi¢ Z, 2009).

Hirurski tretman bilo opsezni bilo poStedni, u zavisnosti od patohistoloSkih parametara, je
zlatni terapijski standard kod mikroinvazivnog karcinoma. Kod pacijentkinja u stadijumu la2, Ib
1 IIa (lokalno ograni¢en invazivni cervikalni karcinom) standardni tretman je hirurski koji
podrazumeva radikalnu histerektomiju sa regionalnom (pelvicnom) limfadenektomijom. Kod
lokalno uznapredovalog cervikalnog karcinoma, od stadijuma Ilb do stadijuma 1Va, zlatni
standard u le¢enju predstavlja hemioterapija, koja se obi¢no istovremeno kombinuje sa zraénom
terapijom u okviru jedinstvene hemioiradijacije. Upotreba hemioterapije u leCenju cervikalnog
karcinoma je usko ograniCena na rane stadijume invazivnog karcinoma kod kojih se na
patohistoloSkom preparatu dokaZe prisustvo metastaza u lokalnim pelvi¢nim limfnim Zlezdama,
utvrdi prisustvo limfovaskularne invazije, a kod uznapredovalih stadijuma bolesti se obi¢no

kombinuje sa radioterapijom u vidu spomenute hemioiradijacije.
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Pacijentkinje kod kojih je indikovan i1 sproveden primarno hirurski vid leCenja, mogu
posle, u zavisnosti od procene rizika za recidiv na osnovu patohistoloSkog nalaza i analize ostalih
faktora, da adjuvantno prime cisplatin odnosno budu podrvgnute postoperativnoj hemioiradijaciji
(Petrelli F i sar., 2014).

Za terapiju cervikalnog karcinoma, preporu¢ena doza cisplatina je 40 mg/m? telesne
povrsine jednom nedeljno u 6 terapijskih ciklusa (Marth C 1 sar., 2017). Cisplatin kao
monoterapija ostvaruje ukupni terapijski odgovor od 20 do 30%, pri ¢emu je pokazan dozno
zavistan efekat ali bez poboljsanja PFS-a (perioda bez progresije bolesti) i OS (ukupnog
prezivljavanja) primenom vece doze cisplatina (Moore DH i sar., 2010). U bolesnica za koje se
procenjuje da je terapijski odgovor koji ostvaruje monocisplatin nedovoljan, bolji odgovor moze
se ostvariti kombinovanjem cisplatina sa drugim citostatskim agenasima kod npr. metastatske
bolesti (bleomicinom, ifosfamidom, etopozidom, paklitakselom, gemcitabinom, navelbinom ili
topotekanom) (Falcetta FS i sar., 2016). Medutim, ovi citostatski rezimi, nemaju uticaj na
ukupno prezivljavanje primenjeni kod svih stadijuma u kojima je indikovana hemioterapija i svi
pokazuju znatno vecéu toksi¢nost (Kumar L i sar., 2016).

Kod metastatske bolesti, terapijski modalitet izbora bila bi palijativna hemioterapija u
vidu primene kombinovanog citostatskog protokola cisplatina sa topotekanom ili paklitakselom
Sto se pokazalo kao superiornija kombinacija nego monoterapija cisplatinom (Marth C i sar.,
2017). Pored ovoga, razmatrana je i kombinacija ve¢ postojeceg paklitaksela sa cisplatinom i
bevacizumaba (monoklonalno antitelo na vaskularni faktor rasta), a na osnovu efikasnosti i
toksi¢nosti navedenih lekova, 1 to u smislu prve terapijske linije za recidivatni i metstatski
cervikalni karcinom (Datta NR i sar., 2017).

Karcinom grli¢éa materice je srednje osetljiv na zracenje. Vidovi radioterapije koji se
mogu primeniti kod cervikalnog karcinoma u sklopu hemioiradijacije su: transkutano zracenje,
intrakavitarno zracenje (brahiterapija), izrada odredenih kalupa usmine 1 intersticijalno zracenje
(Dinulovi¢ D, 2006). Transkutanim zracenjem su pogodene ¢elije na ivici tumora, koje su bolje
oksigenisane i samim tim radiosenzitivnije. Primenjuje se frakcionisano u dozi od 1.6 do 2 Gy
dnevno, pet puta nedeljno . Ukoliko je anatomski moguce, kod uznapredovalih stadijuma bolesti,
pored ovog vida zraCenja moze se sprovesti i intrakavitarno zraenje — brahiterapija koja

obuhvata postavljanje radioaktivnih izvora u materi¢nu duplju i to obi¢no radioaktivni cezijum
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(Cs) i iridijum (Ir) u dozi 70-80 Gy. Efekat ova dva vida radioterapije je kumulativan (Landoni F
i sar., 2017).

Kod lokalno uznapredovalog cervikalnog karcinoma, hemioterapija cisplatinom moze se
primeniti i neoadjuvantno, posle koje sledi hirurski tretman, pa postoperativna hemioiradijacija
tj. kombinacija zra¢ne terapije i monocisplatin (CDDP) protokola (de Azevedo CRAS i sar.,
2017).

1.3. Ki-67 proliferativni marker i ¢elijski morfometrijski parametri

Ki-67, marker proliferacije poznat kao prediktivni faktor za razvoj tumora, definisan je
kao nuklearni antigen (povezan sa hetero i euhromatinom) izrazen tokom svih aktivnih faza
¢elijskog ciklusa (G1, S, G2, M) osim Go faze. Stepen ekspresije markera Ki-67 koristi se za
odredivanje statusa proliferacije ¢elija (Panjkovi¢ M 1 sar., 2006), a moze se odrediti pomocu
nekoliko kvalitativnih i1 kvantitavnih metoda, kao S$to su: imunohistohemijske analize sa
monoklonalnim antitelima, elektronska mikroskopija, ELISA, floucitometrija, imunocitohemija
(Yim EK i sar., 2006).

Ki-67 imunoreaktivnost je veoma vazan prognosticki marker u brojnim malignim
tumorima (Valenti G 1 sar., 2017). Danas se vr$i odredivanje mitotske aktivnosti, u procentima, u
zoni tumorskog tkiva. Ovaj nacin je naSao primenu u brojenju Ki-67 pozitivnih ¢elija (indeks
proliferacije Ki-67) (Lee S i sar., 2017). Kao odli¢an proliferacioni marker, Ki-67 se pokazao
esencijalan za gradiranje tumora 1 prognosti¢ku evaluaciju. Za standardno odredivanje terpijskog
protokola kod nekih karcinoma, kao §to je karcinom dojke, danas neophodno je odredivanje
indeksa proliferacije Ki-67 (Fujii K i sar., 2017).

Monoklonalno antitelo Ki-67 prvi je opisao daleke 1983. godine Johanes Gerdes i
zaklju¢io da moze biti koristan marker za celijsku proliferaciju. Preko 10 godina kasnije,
imunska bojenja sa antitelima na Ki-67 antigen su uvedena kao brza i efikasna metoda za
evaluciju faktora rasta tj. proliferacije raznih tipova tumora, a na osnovu njegove osobine da
specificno involvira ¢elije u proliferaciji. Antitelo na ovaj antigen prvi put je izolovano tokom
dodatne dijagnostike Hockinovog limfoma. Ovo antitelo se isticalo od drugih po tome S$to je

jedino reagovalo (tj. bojilo) ¢elije u fazi proliferacije, a nikakvu reakciju nije pokazivalo sa
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ostalim ¢elijama. I kod celija sa oste¢enjem DNK, Ki-67 ekspresija ostaje nepromenjena. Ovaj
protein je konstantno prisutan u dele¢im c¢elijama u svakom delu celijskog ciklusa, uz
varijabilnost u Gz fazi i u ranoj S fazi kada je na niskom nivou. Njegova koncentracija raste
tokom S i G, faze, a najveca je tokom mitoze. Pored neujednacenog nivoa ekspresije, tokom
ciklusa je neujednacena i njegova lokalizacija. Ki-67 protein ima ekstremno kratak poluzivot oko
20 min po ciklusu, sa vrthom katabolizma na kraju mitoze (Ross W 1 sar., 1995). Kao $to je ve¢
opisano, monoklonalno antitelo na rekombinantne fragmente Ki-67 antigena a koje je u upotrebi
je MIB-1.
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Slika 5. Struktura humanog hromozoma 10. (preuzeto sa:

https://en.wikipedia.org/wiki/Ki67_(protein)#/media/File:Human_chromosome_10_ideogram.sv

9).

Ki-67 je kodiran od strane gena koji se nalazi na dugom kraku humanog hromozoma 10
(10925), kao Sto je prikazano na Slici 5. Ovaj gen kodira dve proteinske izoforme molekularne
tezine 345 1 395 kDa. Ki-67 promotor je bogat guaninom i citozinom i ima klju¢nu ulogu u

transkripciji Ki-67 gena. Tri Sp-1 vezujuéa mesta na Ki-67 promotoru, indentifikovana
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elektroforetskom metodom, esencijalna su za njegovu bazalnu transkripcionu aktivnost. Bilo koji
faktori koji na bilo koji nac¢in mogu delovati na Ki-67 promotorsku aktivnost imace direktnog
efekta na ekspresiju Ki-67 gena (Wang MJ i sar., 2011).

Na Slici 6 prikazana je kompijuterski modelirana struktura Ki-67 proteina.

rd 0
u = N " V4

) -

Slika 6. Kompijuterski modelirana struktura Ki-67 proteina (preuzeto sa:
https://en.wikipedia.org/wiki/Ki-67_(protein)#/media/File:Protein_MKI167_PDB_1r21.png).

Kako HPV infekcija dovodi do povecane proliferacije epitelnih ¢éelija, povecana Ki-67
ekspresija moze biti indikator HPV infekcije (Kanthiya K i sar., 2016). Studije brojnih autora su
pokazale da imunopozitivnost na Ki-67, kao markera ¢elijske proliferacije linearno raste sa
progrediranjem stadijuma CIN-a pa idu¢i sve do cervikalnog karcinoma (Nam EJ i sar., 2008;
Kim K i sar., 2008). Studija azijskih autora dokazala je da je ekspresija Ki-67 u invazivhom
karcinomu 100%, 75% u CIN-u Il i CIN-u Il, 22% u CIN-u | i samo 11% u lezijama cerviksa
bez displazije (Piri R i sar., 2015).

U novijim studijama, ovaj marker svakako nalazi svoje mesto u vidu testa za dokazivanje
koekspresije ovog markera i p16 (pl6/Ki-67 koekspresija) Sto bi predstavljalo novi pristup u
skriningu cervikalnih intraepitelnih neoplazija, naroCito onih veceg gradusa. Za razliku od

klasiéne Pap citologije, koja predstavlja zlatni standard skrininga karcinoma grli¢a materica, ovaj
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vid dvostrukog bojenja u okviru citologije bi znatno poboljSao uspeSnost skrininga ovog
karcinoma kod mladih Zena (lkenberg H i sar., 2013).

Morfometrijski parametri su u ekspanziji zahvaljujuéi brojnim softverskim sistemima. Na
osnovu njih moguée je do¢i do veoma preciznih kvantitativnih vrednosti pokazatelja u samoj
¢eliji, koji mogu posluziti za korelaciju sa patohistoloSkim nalazom i prognostickim faktorima
bolesti ¢iji je patohistoloski supstrat obradivan (Benzerdjeb N i sar., 2016).

Softverski paketi, koji su danas u upotrebi za kvantitativne morfmetrijske analize su:
LUCIA, ImageJ, Micro Image, Statistica. Pored softverskih paketa, za kvantitativne analize

koriste se FISH i CISH metode. Na Slici 7 je prikazan izgled menija softverskog paketa Image J.
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Slika 7. Softverski paket za morfometrijske kvantitativne analize ImagelJ. (preuzeto sa:
https://www.google.rs/search?g=image+j+download&rlz=1C1NHXL_srRS765RS765&source=|
nms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwih8sTRmY TfAhWIkiwKHfPJA 8Q AUIDigB&biw=16

00&bih=789#imgrc=uxjhdmrjJIEVDM).

Brojni su Celijski parametri ove vrste koji se mogu odrediti, a neki od njih su:

mikrovaskularna gustina, velika duzina ose, mala duZina ose, povrS§ina, obim, slucajni precnik,
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cirkularnost, odnos oblika, zaobljenost, punoca, perimetar, Feretov dijametar, solidnost,
integrisana opti¢ka gustina ¢elije (Caruntu ID i sar., 2005).

Morfometrijske analize mogu se vrsiti kako na celularnom, tako i na nuklearnom nivou.
Pored patohistoloskog materijala, mogu se vr$iti i na citoloSkom materijalu.

Poznato je da su nuklearni morfometrijski parametri prognosticki faktor za cervikalni
karcinom i prekanceroze grliéa materice (Guillaud M i sar., 2004). Celijski morfometrijski
parametri na patohistoloskim preparatima cervikalnog karcinoma koji bi mogli biti u korelaciji sa
terapijskim odgovorom su: povrSina, perimetar, cirkularnost, solidnost, zaobljenost, Feretov

dijametar, integrisana opticka gustina ¢elije.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Na osnovu navedenih podataka o incidenci i mortalitetu od karcinoma grli¢a materice u
naSoj zemlji, cisplatinu kao hemioterapeutskom agensu koji ima svoje indikaciono podrucje u
terapiji cervikalnog karcinoma, markeru proliferacije Ki-67 i njegovoj vaznosti u pogledu
prognoze bolesti i softverskih paketa za kvantitativnu morfometrijsku analizu, postvaljeni su

slede¢i ciljevi ovog istrazivanja:

1. Ispitati terapijski odgovor karcinoma grlica materice na hemioterapiju cisplatinom u
zavisnosti od proliferativnog indeksa Ki-67;

2. Utvrditi povezanost celijskih morfometrijskih paramatara sa terapijskim odgovorom
karcinoma grli¢a materice na hemioterapiju cisplatinom,;

3. Utvrditi koji Celijski morfometrijski parametri kod karcinoma grli¢a materice imaju
najvecu senzitivnost u predikciji terapijskog odgovora na hemioterapiju cisplatinom;

4. Ispitati moguénost koriS¢enja indeksa proliferacije Ki-67 u trijazi pacijentkinja sa
karcinomom grlica materice kod kojih se ocekuje dobar terapijski odgovor na hemioterapiju
cisplatinom, ¢ime se izbegava nepotrebno povecanje nezeljenih terapijskih efekata a omoguéva
individualni terapijski priustup;

5. Utvrditi povezanost indeksa proliferacije Ki-67 i morfometrijskih ¢elijskih parametara na
vremenski interval bez progresije bolesti (PFS);

6. Utvrditi individualnu i zajednicku senzitivnost indeksa proliferacije Ki-67 i ¢elijskih
morfometrijskih parametara u proceni terapijskog odgovora na hemioterapiju cisplatinom kod
pacijentkinja sa karcinomom grli¢a materice;

7. Utvrditi grani¢ne vrednosti Ki-67 indeksa u predikciji terapijskog odgovora karcinoma

grli¢a materice na hemioterapiju cisplatinom.
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3. HIPOTEZE ISTRAZIVANJA

3.1. Nulte hipoteze

e Terapijski odgovor na hemioterapiju cisplatinom kod karcinoma grli¢a materice nije u
korelaciji sa vrednostima proliferativnog indeksa Ki-67;

e Ne postoji povezanost izmedu Ccelijskih morfometrijskih parametara i terapijskog
odgovora na hemioterapiju cisplatinom kod karcinoma grli¢a materice;

e Ne postoji mogucnost koris¢enja Ki-67 proliferativnog indeksa u trijazi pacijentkinja sa
karcinomom grlica materice kod kojih se ocekuje dobar terapijski odgovor na
hemioterapiju cisplatinom;

e Ne postoji povezanost indeksa proliferacije Ki-67 i morfometrijskih ¢elijskih parametara
na vremenski interval bez progresije bolesti PFS (progression free surviving);

e Individualna i zajedni¢ka senzitivnost indeksa proliferacije Ki-67 1 c¢elijskih
morfometrijskih parametara nema ulogu u proceni terapijskog odgovora na hemioterapiju

cisplatinom kod pacijentkinja sa karcinomom grli¢a materice.
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3.2. Radne hipoteze

e Terapijski odgovor na hemioterapiju cisplatinom kod karcinoma grli¢a materice je u
korelaciji sa vrednostima proliferativnog indeksa Ki-67;

e Postoji znacajna povezanost izmedu celijskih morfometrijskih parametara i terapijskog
odgovora na hemioterapiju cisplatinom kod karcinoma grli¢a materice;

e Postoji mogucnost koris¢enja Ki-67 proliferativnog indeksa u trijazi pacijentkinja
pacijentkinja sa karcinomom grlica materice kod kojih se ocekuje dobar terapijski
odgovor na hemioterapiju cisplatinom;

e Postoji znacajna povezanost indeksa proliferacije Ki-67 i morfometrijskih ¢elijskih
parametara na vremenski interval bez progresije bolesti PFS (progression free surviving);

e Individualna i zajedni¢ka senzitivnost indeksa proliferacije Ki-67 1 c¢elijskih
morfometrijskih parametara ima ulogu u proceni terapijskog odgovora na hemioterapiju

cisplatinom kod pacijentkinja sa karcinomom grli¢a materice.
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4. ISPITANICE I METODE ISTRAZIVANJA

4.1. Podaci o ispitanicama uklju¢enim u istraZivanje

Ovo istrazivanje predstavlja prospektivnu studiju kojom je obuhvaceno 59 pacijentkinja
leCenih od karcinoma grli¢a materice na Klinici za onkologiju Klini¢kog centra Ni§, pocevsi od
januara 2018. godine. U istrazivanje su bile uklju¢ene samo pacijentkinje kod kojih za sada u
zvani¢nim protokolima o lecenju postoje indikacije za primenu ove vrste terapije, a na 0snovu
odluke za primenu hemioterapije od strane Konzilijuma za ginekoloski malignitet Klinike za
onkologiju Klinickog centra Nis.

Ovim istrazivanjem obuhvacene su pacijentkinje sa uznapredovalim karlinomom grli¢a
materice. Na osnovu toga, eksluzioni kriterijumi za odabir pacijenkinja bili su:

e pacijenkinje sa la FIGO stadijumom cervikalnog karcinoma;
e pacijenkinje sa Ib FIGO stadijumom cervikalnog karcinoma;
e pacijenkinje sa lla FIGO stadijumom cervikalnog karcinoma;
e pacijenkinje sa IV FIGO stadijumom cervikalnog karcinoma;

Pacijenkinje u FIGO stadijumima la, Ib i Ila podlezu prvenstveno hirur§koj terapiji pa
potom ostalim modalitetima onkoloske terapije 1 zbog nemogucnosti diferenciranja terapijskog
odgovora u odnosu na vid primenjene terapije, one su iskljuCene iz ovog istrazivanja, a
pacijentkinje u FIGO stadijumu IV imaju metastatsku bolest pa su, takode, iskljuCene iz
istrazivanja.

Sve ispitivane pacijentkinje sa uznapredovalim cervikalnim karcinomom (FIGO
stadijumi IIb, IIla 1 IIIb) imale su odluku Konzilijuma za ginekoloski malignitet Klinike za
onkologiju Klinickog centra Ni§ za sprovodenje radikalne hemioiradijacije u okviru koje je
sprovodena hemioterapija cisplatinom.

Sve ispitanice imale su patohistoloSku verifikaciju bolesti sprovedenu metodom ciljane
biopsije na Klinici za ginekologiju 1 akuSerstvo Klinickog centra Ni$, a biopsijski materijal je

obradivan u u Centru za patologiju 1 patolosku anatomiju Klinickog centra Nis.
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Ovim istrazivanjem obuhvacene ispitanice su bile, na osnovu tercila dobijenih vrednosti
indeksa proliferacije Ki-67, podeljene u tri grupe koje su primale cisplatin po monocisplatin
protokolu (CDDP) uz adekvatnu premedikaciju.

Prvu grupu pacijenkinja ¢inilo je njih 17, sa vrednostima indeksa proliferacije Ki-67 <
40%, drugu grupu 19 pacijentkinja sa vrednostima indeksa proliferacije Ki-67 41-60% i trecu
grupu 23 pacijenkinje sa vrednostima indeksa proliferacije Ki-67 > 60%.

Terapijski odgovor na primenjenu hemioterapiju u odnosu na marker Ki-67 i citolosku
morfometriju je pracen godinu dana od pocetka prve hemioterapije svake bolesnice u odnosu na
vremenski period bez progresije bolesti (PFS).

Pracenje efekata terapije vrsilo se posle zadnjeg ciklusa terapije i nakon godinu dana od
dana prve hemioterapije, kada je raden CT ili NMR pregled ciljnih organa i ginekoloski pregled.
Terapijski odgovor je definisan kao: progresija bolesti (PD) i stabilna bolest (SD).

Ovo istrazivanje odobreno je od strane Etickog komiteta Medicinskog fakulteta

Univerziteta u Nisu (12-1250/7).

4.2. Podaci o hemioterapiji cisplatinom u ovom istraZivanju

Sve ispitanice ukljuene u ovo istrazivanje bile su podvrgnute hemioterapiji
monocisplatinom (CDDP protokol) koja je primenjivana na osnovu konzilijarne odluke.

Sve pacijenkinje su, uz adekvatnu premedikaciju, primale isti citostatik — cisplatin
(cisplatin ,,Ebewe”, EBEWE Pharma, Ges.m.b.H. Nfg.KG, Unterach, Austria) u dozi od 40
mg/m? u Sest terapijskih ciklusa jednom nedeljno u Klinici za onkologiju Klini¢kog centra Nis.

Tokom hemioterapije, pacijentkinje su bile podvrgnute 1 zra¢noj terapiji sprovedenoj
takode na Klinici za onkologiju Klinickog centra NiS, koja je obuhvatala transkutanu terapiju,

takode u istoj dozi od 45 Gy u 25 seansi kod svake pacijetkinje.
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4.3. Imunohistohemijska analiza

Sve pacijentkinje ukljuene u ovo istrazivanje imale su patohistolosku verifikaciju
planocelularnog cervikalnog karcinoma nacinjenu metodom ciljane biopsije grli¢a materice u
Klinici za ginekologiju i akuSerstvo Klinickog centra NiS. Biopsijski materijal je standardno
obradivan hematoksilin-eozin (HE) bojenjem u Centru za patologiju i patoloSku anatomiju
Klini¢kog centra Nis.

Kod svih ispitivanih pacijentkinja histopatoloski nalaz je dopunjen dodatnim
imunohistohemijskim bojenjem na proliferativni marker Ki-67. lzabrani su reprezentativni
parafinski blokovi svakog uzorka za dodatno imunohistohemijsko bojenje.

Imunohistohemijsko bojenje biopsijskog materijala cervikalnog karcinoma vrSeno je na
aparatu Dako-Autostainer Link 48 (Dako, Burlington, Ontario, Canada). Hromogen koji je
koris¢en je diaminobenzidanin (DAB) u vidu EnVision Flex Target Retrieval Solutions (Dako).
Koris¢en je Kit (Dako), po sledstvenim uputstvima za upotrebu. U toku imunohistohemijske
analize kori$c¢eno je antitelo Anti-Ki67 (MiB-1, ready to use; Dako, Glostrup, Denmark).

Ki-67 proliferativni indeks (indeks proliferacije Ki-67) je procentualni odnos vrednosti
broja pozitivnih kancerskih ¢elija na 10 vidnih polja (uveéanje x400) i neobojenih kancerskih

¢elija cervikalnog karcinoma.

4.4. Morfometrijska analiza

Fotodokumentacija je nacinjena fotografisanjem preparata pomocu digitalne kamere
Leica DFC295 (Leica Microsystems, Germany). Kamera je prethodno bila montirana na
mikroskopu Olympus BX50 (Olympus, Japan). Softverski paket koji je koris¢en za upravljanje
kamerom bio je LAS Software Bep3uja 4.4.0 (Leica Microsystems, Germany).

Morfometrijska analiza vrSena u ovom istazivanju, radena je pomocu softverskog paketa
za analizu i obradu digitalnih fotografija ImageJ Bep3uja 1.50 (Wayne Rasband, National
Institute of Health, USA; http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html).
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Kalibracija sistema u pomenutom softverskom paketu vrSena je za svaku pojedinac¢nu
fotografiju tako Sto je fotografija merne skale otvarana preko opcije File — Open. Oznacavana je
duzina od 100um, a zatim preko opcije Analyze — Set scale unosena je vrednost od 100um. Na

osnovu toga je program odredivao broj piksela po jednom mikrometru (slika 8).

4 Image) > =
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
Clojc|ofE 4|« [\[Ala|o]z] /s |a]] | |»
Set Scale......

4 x400 (1) - Copy.tif = = i

g Set Scale
329.90x247.42 ym (640x480); RGB; 1.2MB

Distance in pixels: |194

Known distance: |100.00
Pixel aspectratio: |{1.0

Unitoflength: |um
Click to Remove Scale

[~ Global

b 2 gi=ile o Scale: 1.940 pixels/um
lil‘lll Il'I I‘llllllll'l o

Slika 8. Kalibracija sistema u programu ImageJ.

Nakon kalibracije sistema, mereni su definisani parametri tako Sto je otvarana svaka
fotografija preko opcije File — Open, a zatim je svaka fotografija pretvarana u 8-bitni format
preko opcije Image — Type — §8-bit. Preko opcije Analyze — Set measurements odabrani su
parametri: Area, Min & max gray value, Standard deviation, Mean gray value, Medial gray
value, Modal gray value, Perimetar, Shape descripters, Feret's diameter, Integrated density
(slika 9). Definisani parametri predstavljali su sledece:

e Area je predstavljala povrsinu éelije i izrazavana je u jedinicama pm?, a raunata

je u odnosu na broj piksela obuhvacenih zadatom linijjom povufenom preko
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grani¢ne linije ¢elije na slici, a koji je program prevodio u pm? na osnovu
prethodne kalibracije;

Perimetar je predstavljao obim ¢elije 1 izraZzavan je u jedinicama pum, a racunat je
kao broj piksela zadate linije povucene preko grani¢ne linije ¢elije na slici, a koji
je program prevodio u pum na osnovu prethodne kalibracije;

Feretov dijametar je predstavljao najveci promer ¢elije i izrazavan je U jedinicama
pm, a racunat je kao broj piksela izmedu dve najudaljenije tacke zadate linije
povucene preko grani¢ne linije Celije na slici, a koji je program prevodio u um na
osnovu prethodne kalibracije;

Integrisana opti¢ka gustina je predstavljala intenzitet prebojenosti piksela na slici
na osnovu ¢ega je procenjivana gustina tkiva i izrazavana je u arbitraznim
jedinicama (a.i.), a dobijena je softverskim poredenjem prebojenosti zadatog dela
slike sa osnovnom bojom;

Cirkularnost je prestavljala opis oblika celije i izrazavana je koeficijentom, a

racunata je softverski kao

Circ.=4r-

A
gde je: A — povrsina ¢elije; C — obim ¢elije. Cirkularnost vrednosti 1 predstavlja
idealno kruzni oblik, dok smanjenje vrednosti ukazuje na elipti¢ni oblik;

Zaobljenost (round; roundness) je prestavljala opis oblika celije i izrazavana je

koeficijentom, a racunata je softverski kao

A

- [ Major ."I.\’i.%‘]z

Round = 4-

gde je: A — povrsina ¢elije; Major Axis — najveéi promer ¢elije;

Solidnost je definisana kao koeficijent koji se dobiija kad se povrSina ¢elije podeli
konveksnim odeljkom ¢elije, dok konveksni odeljak celije predstavlja kruznu
liniju najmanjeg obima koja moze da bude opisana oko celije bez da celiju

preseCe u nekom delu. Ovaj parametar je ilustrativan za iregularne oblike celije

(Broeke J i sar., 2015).
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Preko opcije Calibrate birano je Function — Uncalibrated i Unit — od da bi se prikazala
kalibraciona kriva. Nakon toga birano je Analyze — Tools — Roi manager gde su ukljucene
opcije Show all i Labels. Za unos jedara birana je opcija Free hand selection — T, a kad se
zavr$i unos jedara, birano je Measure — Roi manager — Table — Results sumarize — New

table.

4 Image) =
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
OOz £ |\ Ala|o| 2] | s]a| | | |»
Text tool (double-click to configure)
i 25070_15b,pg (50%) -oiEl Set Measurements [ x |
1280x1024 pixels; 8-hit; 1.2MB
IV Area v Mean gray value

v Standard deviation ¥ Modal gray value
¥ Min & max grayvalue [~ Centroid

I~ Center of mass v Perimeter

[~ Bounding rectangle [ Fitellipse

IV Shape descriptors |V Feret's diameter
[V Integrated density [~ Median

I~ Skewness I Kurtosis

[~ Areafraction [~ Stack position

™ Limitto threshold |~ Display label

I InvertY coordinates [~ Scientific notation
I~ Add to overlay

Redirectto: Im

Decimal places (0-9): |3

oK I Cancel] Helpl

Slika 9. Definisanje parametara u programu ImageJ.
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4.5. Statisticka analiza

Analiza dobijenih podataka nakon istrazivanja vrSena je pomoc¢u programa IBM Corp.
Released 2011. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0. Armonk, NY: IBM Corp.

Za analizu veze izmedu dve kategorijske promenljive koje su imale dve ili vise kategorija
koris¢en je Hi—kvadrat (y?) test nezavisnosti. Tokom poredenja dve kategorijske promenljive
koje su imale po dve kategorije, koris¢ena je i korekcija neprekidnosti prema Jejtsu (Yates'
correction for continuity) koja kompenzuje precenjenu vrednost y* koja predstavlja rezultat za
matricu 2 X 2. Broj slu¢ajeva u svakoj éeliji bila je u skladu sa preporukama za validnost y?
vrednosti. Statisticki znacajna veza je postojala ako je bio zadovoljen uslov da je p < 0,05. Za
procenu jacine veze koris¢eni su koeficijent fi (phi) i Kramerov V pokazatelj (Cramer's V). Na
osnovu ovih koeficijenata opisivani su: mali uticaj, srednji uticaj i veliki uticaj.

Kao neparametarski test koris¢en je Man-Vitnijev (Mann—Whitney) test za ispitivanje
dve nezavisne grupe na neprekidnoj skali, a neparametarski Kruskal-Volisov (Kruskal-Wallis)
test koriS¢en je za ispitivanje tri ili viSe nezavisnih grupa na neprekidnoj skali. Statisticki
znacajna veza opisivana je ako je zadovoljen uslov da je p < 0,05. Ako je tokom analize
Kruskal-Volisov test pokazao da postoji statisti¢ki znacajna razlika medu grupama, naknadno je
raden Man-Vitnijev test za poredenje pojedina¢nih parova grupa.

JacCina 1 smer linearne veze izmedu dve neprekidne promenljive odredivani su na osnovu
koeficijenta Pirsonove (Pearson) linearne korelacije (r). Ja¢ina korelacije je opisivana na osnovu
apsolutne vrednosti koeficijenta r kao: r = 0,1 — 0,29 mala korelacija; r = 0,3 — 0,49 srednja
korelacija; r = 0,5 — 1 jaka korelacija (Pallant 2009).

Jednofaktorska analiza varijanse (One Way ANOVA) koriséena je za poredenje varijansi
izmedu viSe od dve grupe koje su imale normalan raspored vrednosti. Smatrano da postoji
statisti¢ki zna¢ajna razlika ako je p < 0,05.

Za analizu duzine prezivljavanja koriS¢ene su Kaplan-Majerova kriva prezivljavanja i
ROC kriva, pri ¢emu su na taj na¢in odredene cut off vrednosti za parametre koji imaju statisticki
znacajan uticaj na duzinu prezivljavanja.

Rezultati istrazivanja prikazani su tabelarno i graficki pomoc¢u programa IBM Corp.
Released 2011. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0. Armonk, NY: IBM Corp. i
Microsoft 2007. Microsoft Excel. Redmond, Washington: Microsoft.
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5. REZULTATI

Istrazivanje je obuhvatilo 59 pacijentkinja koje su bile u IIb, IIla i IIIb stadijumu bolesti.
Najmlada pacijenktinja koja je ukljuCena u istraZivanje imala je 41 godinu, dok je najstarija
imala 75 godina starosti (58,02 + 8,58 godina starosti). Pacijentkinje su podeljene u tri starosne
grupe: mlade od 50 godina (9 ispitanica), 51 do 60 godina (30 ispitanica) i starije od 61 godine
(20 ispitanica).

Distribucija pacijentkinja po starosti i po stadijumu bolesti, prikazana je na grafikonu 1.

Statisticki znacajno ¢eScée su ispitanice mlade od 50 godina imale IIb stadijum bolesti.

14
12
10 . . .
s Starost ispitanica:
g 8 N . S
] m <50 godina
Zg, 6 B 51-60 godina
g 4 I > 61 godine
, Bl =l =i
0 B T 1 *
11 b I a I b p<005

Stadijum bolesti

Grafikon 1. Distribucija ispitanica u odnosu na godine starosti i stadijum bolesti.

Distribucija pacijentkinja po starosti i po duzini prezivljavanja, prikazana je na grafikonu
2. Statisticki znacajno duze vreme prezivljavanja (preko 12 meseci) imale su ispitanice starosne
dobi izmedu 51 i 60, dok su statisti¢ki znacajno krace vreme prezivljavanja (krace od 6 meseci)

imale ispitanice koje su imale vise od 61. godine starosti.
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Grafikon 2. Distribucija ispitanica u odnosu na godine starosti i duzinu prezivljavanja.

Na grafikonu 3 prikazana je distribucija pacijentkinja u odnosu na upotrebu barijernih
kontraceptivnih sredstava i stadijum bolesti. Statisticki znaajno viSe ispitanica koje nisu
koristile barijerna kontraceptivna sredstva imale su IlIb stadijum bolesti, dok je statisti¢ki

znacajno bilo vise ispitanica koje su koristile kontracepciju u I1b stadijumu bolesti.
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*

14— *
o 12—
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Stadijum bolesti

Grafikon 3. Distribucija ispitanica u odnosu na upotrebu barijernih kontraceptivnih sredstava i
stadijum bolesti.
Distribucija ispitanica po periodu prvog odnosa i broja partnera u odnosu na stadijum

bolesti prikazana je u tabeli 4. Nije uocena statisticki znacajna razlika izmedu ispitanica koje su
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stupile u polne odnose pre 18. i nakon 18. godine u odnosu na stadijum bolesti. Takode,
statistiCki znacajna razlika nije zabelezena ni izmedu ispitanica koje su imale do dvojice 1 onih

koje su imale vise od dvojice partnera.

Tabela 4. Distribucija ispitanica po periodu prvog odnosa i broja partnera u odnosu na stadijum

bolesti.
Stadijum bolesti
Ukupno p
b Il a b

Prvi < 18. godine 9 8 8 25
_ 0,735

odnos > 18. godine 15 11 8 34

Broj do 2 18 14 11 43
0,905

partnera vise od 2 6 5 5 16

Ukupno 24 19 16

Distribucija ispitanica u odnosu na pusacki status i stadijum bolesti prikazana je u tabeli
5. Nije uocena statisticki znacajna razlika izmedu ispitanica koje su bile pusaci i one koje to nisu

u odnosu na stadijum bolesti.

Tabela 5. Distribucija ispitanica u odnosu na pusacki status i stadijum bolesti.

Stadijum bolesti Ukupno p
Ib Il a b
ne 9 8 3 20
PuSenje 0,309
da 15 11 13 39
Ukupno 24 19 16 59

Distribucija ispitanica u odnosu na praktikovanje godiSnje posete ginekologu i stadijum
bolesti prikazana je u tabeli 6. Nije uocena statisticki znacajna razlika izmedu ispitanica koje su

praktikovale godisnju ginekolosku kontrolu 1 one koje to nisu u odnosu na stadijum bolesti.

55



Tabela 6. Distribucija ispitanica u odnosu na godi$nju posetu ginekolgu i stadijum bolesti.

Stadijum bolesti Ukupno p
Ilb Il a b
GosiSnja poseta ne 9 10 9 28
. 0,437
ginekologu da 15 9 7 31
Ukupno 24 19 16 59

Distribucija pacijentkinja u odnosu na PAPA testiranje i stadijum bolesti, prikazana je na
grafikonu 4. StatistiCki znacajno viSe ispitanica koje su radile PAPA test u okviru poslednjih

godinu dana imalo je Ilb stadijum bolesti.
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R . . e
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Stadijum bolesti

Grafikon 4. Distribucija ispitanica u odnosu na dinamiku radenog PAPA testa i stadijum bolesti.

Distribucija ispitanica u osnosu na pojavu kontaktnih krvarenja i stadijuma bolesti
prikazana je na grafikonu 5. Ispitanice koje nisu imale kontaktna krvarenja statisticki znacajno
¢es¢e su imale IIb stadijum bolesti (p < 0,001), dok su ispitanice sa kontaktnim Krvarenjima

statistiCki znaCajno ¢es¢e imale IIIb stadijum bolesti 1 to za p < 0,05.
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Distribucija ispitanica u osnosu na pojavu iregularnih krvarenja i stadijuma bolesti
prikazana je na grafikonu 6. Nije utvrdena statisticki znacajna veza izmedu pojave iregularnih

krvarenja i nekog od stadijuma bolesti.
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Grafikon 5. Distribucija ispitanica u odnosu na pojavu kontaktnih krvarenja i stadijuma bolesti.
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Grafikon 6. Distribucija ispitanica u odnosu na pojavu iregularnih krvarenja i stadijuma bolesti.
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Distribucija ispitanica u osnosu na pojavu kontaktnih i iregularnih krvarenja zajedno i
stadijuma bolesti prikazana je na grafikonu 7. Ispitanice koje nisu imale obe vrste krvarenja
statisti¢ki znacajno Ce$¢e su imale IIb stadijum bolesti, dok su ispitanice i sa kontaktnim i sa

iregularnim krvarenjima statisticki znacajno ces¢e imale IIIb stadijum bolesti i to za p < 0,05.
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Grafikon 7. Distribucija ispitanica u odnosu na pojavu obe vrste krvarenja i stadijuma bolesti.
Tabela 7 prikazuje Pirsonove koeficijente korelacije dobijene poredenjem godina starosti
ispitanica i pojedinacnih ispitivanih morfometrijskih parametara ¢elija. Svi dobijeni koeficijenti

ukazuju na malu korelaciju izmedu starosti ispitanica 1 morfoloskih karakteristika ¢elija.

Tabela 7. Korelacija izmedu godina starosti ispitanica i morfoloskih parametara celija.

Morfometrijski parametar r
Povrsina ¢elija (63,34 £ 17,23 pm?) -0,23
) _ Perimetar ¢elija (31,55 + 4,66 um) -0,11
Godine starosti
R Cirkularnost ¢elija (0,8 + 0,03) 0,11
Ispitanica
Solidnost ¢elija (0,94 + 0,01) -0,04
(58,02 £ 8,58)
Feretov dijametar Celija (11,71 £ 1,6 um) -0,16
Integrisana opticka gustina celija (20,87 = 2,34 a.i.) 0,02
Zaobljenost ¢elija (0,69 = 0,05) -0,16
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Na grafikonima 8 i 9 prikazana je meduzavisnost povrsine ¢elija 1 perimetara ¢elija sa
duzinom prezivljavanja ispitnica. Dokazano je da su statisticki znacajnu vecu povrSinu i
perimetar ¢elija imale ispitanice koje su imale najduze vreme prezivljavanja (duze od 12 meseci)
u poredenju sa ispitanicama koje su imale prezivljavanje krace od 6 meseci za p < 0,001, ali u
poredenju sa ispitanicama koje su imale prezivljavanje izmedu 6 i 12 meseci, za p < 0,05. Oba
morfometrijska obeleZja Celija, i povrSina i perimetar, povecavali su se sa povecanjem duzine

prezivljavanja ispitanica.
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Grafikon 8. Uticaj veli¢ine povrSine ¢elija na duzinu prezivljavanja ispitanica.
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Grafikon 9. Uticaj veli¢ine perimetra ¢elija na duzinu prezivljavanja ispitanica.

Na grafikonu 10 prikazan je uticaj cirkularnosti ¢elije na duzinu prezivljavanja ispitnica.
Dokazano je da postoji statisticki znacajan uticaj ovog morfometrijskog ¢elijskog parametra na
duzinu preZivljavanja ispitanica. PreZivljavanje duze od 12 meseci imale su ispitanice koje su
imale statisticki znaCajno najmanje vrednosti cirkularnosti ¢elija (p = 0,003), dok statisticki
znacajna razlika u vrednostima cirkularnosti ¢elija izmedu dve susedne grupe formirane po

duzini prezivljavanja nije uocena.
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Grafikon 10. Uticaj cirkularnosti éelija na duzinu prezivljavanja ispitanica.

Na grafikonima 11 1 12 prikazan je uticaj solidnosti Celije 1 Feretovog dijametra celije na
duzinu prezivljavanja 1ispitnica. Statisticki znaCajan uticaj solidnosti celija na duZinu
prezivljavanja nije dokazan, a vrednosti ovog morfometrijskog parametra su se smanjivale sa
povecanjem duZine prezivljavanja ispitanica. Feretov dijametar se statisticki znac¢ajno uvecavao
sa povecanjem duzine prezivaljvanja i to izmedu ispitanica koje su prezivele 6 do 12 meseci 1
ispitanica koje su prezivele viSe od 12 meseci za p = 0,001, a izmedu ispitanica koje su prezivele
manje od 6 mesecei i ispitanica koje su preZivele viSe od 12 meseci za p < 0,001. Na grafikonima
13 i 14 je prikazan uticaj integrisane opticke gustine Celija i zaobljenosti ¢elije na duZinu
prezivljavanja ispitnica. Integrisana opticka gustina i zaobljenost ¢elija su imale rast vrednosti sa
poveéanjem duzine prezivljavanja. Statisticki znacajne razlike ovih parametara uocene su
izmedu prve i druge, i prve i treCe grupe formirane na osnovu duzine prezivljavanja i to za

p < 0,05, odnosno p < 0,001 za razliku izmedu integrisanih optickih gustina prve i tre¢e grupe.
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Grafikon 11. Uticaj solidnosti ¢elija na duzinu preZivljavanja ispitanica.
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Grafikon 12. Uticaj Feretovog dijametra ¢elija na duzinu prezivljavanja ispitanica.
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Grafikon 13. Uticaj integrisane opti¢ke gustine ¢elija na duzinu prezivljavanja ispitanica.
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Grafikon 14. Uticaj zaobljenosti ¢elija na duzinu prezivljavanja ispitanica.



Grafikoni 15-21 prikazuju uticaj ispitivanih morfometrijskin parametara na stadijum
bolesti ispitanica. PovrSina Celija i perimetar ¢elija pokazuju smanjenje svojih vrednosti sa
napredovanjem bolesti, ali bez statisticki znacajne razlike medu pojedinim stadijumima bolesti.
Cirkularnost ¢elija ima ujednacene srednje vrednosti sa diskretnim povecanjem vrednosti u III b
stadijumina bolesti, dok solidnost ¢elija diskretno varira i ima ujednacene srednje vrednosti, ali
ovi parametri takode ne pokazuju statisticki znaCajnu razliku u razli¢itim stadijumima bolesti.
Feretov dijametar celija pokazuje smanjenje vrednosti sa napredovanjem bolesti, ali bez
statistiCki znaCajne razlike medu vrednostima grupisanim u odnosu na stadijume bolesti.
Integrisana opticka gustina Celija 1 zaobljenost Celija pokazuju diskretan rast vrednosti u III a
stadijumu bolesti, a zatim dalji pad vrednosti sa porastom stadijuma bolesti, ali bez statisti¢ki

znacajnih razlika prilikom poredenja vrednosti izmedu razli¢itih stadijuma bolesti.
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Grafikon 15. Uticaj povrSine ¢elija na stadijum bolesti ispitanica.
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Grafikon 16. Uticaj perimetra ¢elija na stadijum bolesti ispitanica.
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Grafikon 17. Uticaj cirkularnosti ¢elija na stadijum bolesti ispitanica.
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Grafikon 18. Uticaj solidnosti ¢elija na stadijum bolesti ispitanica.
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Grafikon 19. Uticaj Feretovog dijametra ¢elija na stadijum bolesti ispitanica.
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Grafikon 20. Uticaj integrisane opticke gustine ¢elija na stadijum bolesti ispitanica.
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Grafikon 21. Uticaj zaobljenosti ¢elija na stadijum bolesti ispitanica.
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Distribucija ispitanica u odnosu na vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije sa podelom
njegovih vrednosti u tri grupe i starosti bolesnica nije pokazala statisti¢ki zna¢ajnu vezu iako je
uocljivo da su najvece vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije imale ispitanice sa manjim brojem
godina, dok su manju vrednost Ki-67 indeksa proliferacije imale ispitanice sa ve¢om srednjom
vrednosti godina starosti i ve¢im odstupanjima od te srednje vrednosti (grafikon 22). Nasuprot
tome, podelom vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije u dve grupe (> 60% i < 60%), uocena je
grani¢na (p = 0,05) statisticki znacajna razlika izmedu starosti ispitanica 1 vrednosti Ki-67
indeksa proliferacije, pri ¢emu su vece vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije imale ispitanice koje

su bile statisticki znac¢ajno mlade (grafikon 23).
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Grafikon 22. Uticaj godina starosti ispitanica na Ki-67 indeks proliferacije.
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Grafikon 23. Uticaj godina starosti ispitanica na Ki-67 indeks proliferacije.

Na grafikonu 24 predstavljen je uticaj Ki-67 indeksa proliferacije na duZzinu
prezivljavanja ispitanica. Statisticki znaCajno krace vreme prezivljavanja, krace od 6 meseci,
imale su ispitanice sa vrednostima Ki-67 indeksa proliferacije menjim od 40%, a statisticki
znacajno su najduZze vreme preZivljavanja (viSe od 12 meseci) imale ispitanice sa vrednostima
Ki-67 indeksa proliferacije ve¢im od 60% i to za p < 0,001. Sa manjom statistickom znacajnoséu
(p < 0,05) bio je uticaj vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije < 60% na duzinu prezivljavanja
izmedu 6 1 12 meseci.

Na grafikonu 25 predstavljen je uticaj pariteta na vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije.
Utvrdeno je da su ispitanice sa manjim brojem porodaja i pobacaja imale vece vrednosti Ki-67
indeksa proliferacije i to sa statistickom znacajnoséu p < 0,05 za vrednosti 40-60%, a sa

statistickom znacajnoséu p < 0,001 za vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije > 60%.
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Grafikon 24. Uticaj vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije na duzinu prezivljavanja ispitanica.
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Grafikon 25. Uticaj pariteta na vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije.
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Grafikon 26 prikazuje uticaj koriS¢enja barijerne kontracepcije na vrednosti Ki-67
indeksa proliferacije. Statisticki znacajno ¢eS¢e su ispitanice koje nisu koristile kontraceptivna

sredstva imale vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije < 40% (p < 0,05).
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Grafikon 26. Uticaj upotrebe barijernih kontraceptivnih sredstava na vrednosti Ki-67 indeksa

proliferacije.

Tabela 8 prikazuje uticaj vremena prvog odnosa i broja partnera na vrednosti Ki-67

indeksa proliferacije. Medu ovim parametrima nije utvrden statisti¢ki znac¢ajan odnos.

Tabela 8. Distribucija ispitanica u odnosu na vreme prvog odnosa i broja partnera na vrednosti

Ki-67 indeksa proliferacije.

Ki-67
<40 41-60 > 60 P
: < 18. godine 9 7 9
. ,267
Prviodnos . 15 godine 6 11 17 0.26
. do 2 8 14 21
Broj partnera vige od 2 7 4 5 0,14
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Pusacki status, kao 1 duzina puSackog staza u godinama, nisu pokazali statisticki znacajan
uticaj na vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije (grafikon 27 i 28), iako je primetno da su

ispitanice sa kra¢im pusackim stazom imale vece vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije.
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Grafikon 27. Distribucija ispitanica u odnosu na pusacki status i vrednosti Ki-67 indeksa
proliferacije.
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Grafikon 28. Uticaj duzine puSackog staza na vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije.
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Grafikon 29 prikazuje uticaj broja konzumiranih kutija cigareta na dnevnom nivou na
vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije. Utvrdena je statisticki znacajna razlika (p < 0,05) u broju
konzumiranih cigareta dnevno izmedu ispitanica koje su imale vrednosti Ki-67 indeksa
proliferacije vece od 60%, u odnosu na ispitanice koje su imale vrednosti Ki-67 indeksa
proliferacije manje od 40%. Ispitanice koje su imale vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije vece
od 60% konzumirale su prosecno pola kutije cigareta dnevno, dok su ispitanice koje su imale
vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije manje od 40% konzumirale u proseku jednu ili vise od

jedne kutije cigareta dnevno.
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Grafikon 29. Uticaj broja konzumiranih kutija cigareta na dnevnom nivou na vrednosti Ki-67

indeksa proliferacije.

Tabela 9 prikazuje distribuciju ispitanica u odnosu na pojavu razli¢itih vrsta krvarenja i

vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije. Pojava kontaktnog krvarenja nije bila statisticki znacajno
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povezana sa odredenim nivoima vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije, kao ni pojava kontaktnog
i iregularnog krvarenja. Iregularno krvarenje javljalo se statisti¢ki znacajno ¢eS¢e kod ispitanica

koje su imale vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije manje od 40% i to za p < 0,05.

Tabela 9. Distribucija ispitanica u odnosu na pojavu krvarenja i vrednosti Ki-67 indeksa

proliferacije.

Ki-67
<40 41-60 > 60 P
Kontaktna krvarenja SZ 141 g ié 0,387
Iregularna krvarenja 2: 150 180 179 0,045
Oba krvarenja gz 3 144 251 0,14

Na grafikonu 30 prikazan je uticaj povrsine celija na vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije
i dokazano je da su statisticki znacajno vecu povrsinu ¢elija imale ispitanice sa vrednostima Ki-
67 indeksa proliferacije > 60% u odnosu na ispitanice ¢iji je Ki-67 indeks proliferacije imao
vrednosti < 40% za p < 0,05. Grafikon 31 prikazuje statisticki znacajnu razliku u povrsini Celija
izmedu grupe ispitanica sa vrednostima Ki-67 indeksa proliferacije < 60% i grupe koja je imala
vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije > 60% pri ¢emu su ispitanice sa vrednostima Ki-67 indeksa

proliferacije > 60% imale statisticki znacajno veéu povrsinu ¢elija za p < 0,05.
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Grafikon 30. Uticaj povrsine ¢elija na trogrupne vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije.
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Grafikon 31. Uticaj povrsine ¢elija na dvogrupne vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije.



Grafikoni 32 i 33 prikazuju uticaj perimetra celija na vrednosti Ki-67 indeksa
proliferacije. Statisticki znaCajno povecanje perimetra ¢elija dokazano je kod ispitanica koje su
imale vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije > 60% u odnosu na grupu koja ja imala vrednosti Ki-
67 indeksa proliferacije < 40% i u odnosu na grupu ispitanica koje su imale vrednosti Ki-67
indeksa proliferacije < 60% i to za p < 0,05.

Grafikoni 34 i 35 prikazuju uticaj cirkularnosti ¢elija na vrednosti Ki-67 indeksa
proliferacije. Statisticki znacajna razlika je uoc¢ena izmedu grupa sa vrednostima Ki-67 indeksa
proliferacije < 40% i > 60%, kao i izmedu 40% i 60% i vrednostima > 60% za p < 0,05. Sem
toga, uoceno je i statisticki znaCajno smanjenje cirkularnosti ¢elija kod ispitanica koje su imale
vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije > 60% u odnosu na ispitanice koje su imale vrednosti Ki-67

indeksa proliferacije < 60% i to za p < 0,001.
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Grafikon 32. Uticaj perimetra ¢elija na trogrupne vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije.
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Grafikon 33. Uticaj perimetra Celija na dvogrupne vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije.
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Grafikon 34. Uticaj cirkularnosti ¢elija na trogrupne vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije
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Grafikon 35. Uticaj cirkularnosti ¢elija na dvogrupne vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije.

Grafikoni 36 i 37 prikazuju uticaj solidnosti celija na vrednosti Ki-67 indeksa
proliferacije. Statisticki znaCajno smanjenje vrednosti solidnosti ¢elija dokazano je kod ispitanica
koje su imale vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije > 60% u odnosu na grupu koja ja imala
vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije < 40% i to za p < 0,05.
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Grafikon 36. Uticaj solidnosti ¢elija na trogrupne vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije.
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Grafikon 37. Uticaj solidnosti ¢elija na dvogrupne vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije.
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Grafikoni 38 i 39 prikazuju uticaj Ferctovog dijametra ¢elija na vrednosti Ki-67 indeksa
proliferacije. Statisticki znacajno povecanje Feretovog dijametra c¢elija dokazano je kod
ispitanica koje su imale vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije > 60% u odnosu na grupu koja je
imala vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije < 40% i u odnosu na grupu ispitanica koje su imale

vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije < 60% i to za p < 0,05.
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Grafikon 38. Uticaj Feretovog dijametra celija na trogrupne vrednosti Ki-67 indeksa

proliferacije.
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Grafikon 39. Uticaj Feretovog dijametra ¢elija na dvogrupne vrednosti Ki-67 indeksa

proliferacije.

Grafikoni 40 i 41 prikazuju uticaj integrisane opticke gustine ¢elija na vrednosti Ki-67
indeksa proliferacije. Statisticki znacajno povecanje integrisane opticke gustine ¢elija dokazano
je kod ispitanica koje su imale vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije > 60% u odnosu ha grupu
koja ja imala vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije < 40% za p < 0,001, kao i kod ispitanica koje
su imale vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije izmedu 40 i 60 u odnosu na grupu koja je imala
vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije < 40% za p < 0,05. Statisticki znacajno povecanje
integrisane opticke gustine ¢elija za p < 0,001 dokazano je kod ispitanica koje su imale vrednosti
Ki-67 indeksa proliferacije < 60% u odnosu na grupu koja je imala vrednosti Ki-67 indeksa

proliferacije > 60%.
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Grafikon 40. Uticaj integrisane opticke gustine ¢elija na trogrupne vrednosti Ki-67 indeksa

proliferacije.
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Grafikon 41. Uticaj integrisane opticke gustine ¢elija na dvogrupne vrednosti Ki-67 indeksa

proliferacije.



Grafikoni 42 i 43 prikazuju uticaj zaobljenosti celija na vrednosti Ki-67 indeksa
proliferacije. Statisticki znaCajno povecanje vrednosti zaobljenosti celija dokazano je kod
ispitanica koje su imale vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije > 60% u odnosu na grupu koja ja
imala vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije < 60% i to za p < 0,05.
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Grafikon 42. Uticaj zaobljenosti ¢elija na trogrupne vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije.

83



800 p = 0,009

7507

700

650

600

5501

Zaobljenost

5007

Ki-67

Grafikon 43. Uticaj zaobljenosti ¢elija na dvogrupne vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije.

Kaplan-Majerova analiza prezivljavanja je pokazala da se prosecno vreme prezivljavanja
u mesecima u grupi ispitanica sa IIb stadijumom bolesti nije statisticki znacajno razlikovalo u

odnosu na ispitanice sa Il stadijumom bolesti (Log Rank=0.382; p=0,537), §to je prikazano na
grafikonu 44.
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Grafikon 44. Kaplan-Meirova kriva prezivljavanja ispitanica u mesecima u odnosu na stadijum

bolesti u kome se one nalaze.

Tabela 10. Vrednosti Ki-67 proliferativnog indeksa po stadijumima bolesti ispitanica.

.. . Ki-67 PI (9%
Stadijum bolesti - I (%6) Log Rank test p
x SD
b (n=24) 10,71 0,56
0,382 0,537
11 (n=35) 12,00 0,01 ’ ’

Na tabeli 10 prikazana je distribucija srednjih vrednosti indeksa proliferacije Ki-67 po
stadijumima bolesti ispitanica uklju¢enih u ovo istrazivanje.
Pacijentkinje su podeljene u tri grupe u odnosu na vrednosti Ki-67 proliferativnog

indeksa 1 to: prva grupa <40%, druga grupa 40-60% i treca grupa >60%. Kaplan-Majerovom
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analizom prezivljavanja je utvrdeno da vreme prezivljavanje raste sa porastom vrednosti Ki-67
proliferativnog indeksa (Ki-67 PI), odnosno da je u grupi pacijentkinja koje imaju vrednosti Ki-
67 PI <40% statisticki znacajno kraée u odnosu na pacijentkinje iz druge dve grupe (Log

Rank=9,189; p=0,010), §to je prikazano na grafikonu 45.
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Grafikon 45. Kaplan-Meirova kriva prezivljavanja u mesecima u odnosu na grupe ispitanica

podeljenih po vrednostima Ki-67 proliferativnog indeksa.
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Tabela 11. Prose¢no vreme prezivljavanja u mesecima u odnosu na grupe ispitanica u zavisnosti

od vrednosti Ki-67 proliferativnog indeksa.

Vreme prezivljavanja

grupama spitanice, (mesec 5%CI e P
% SD
< 40% (n=17) 10,17 0,75 8,709-11,644
40-60% (n=19) 12,00 0,01 12,00-1200 9,189 0,010
> 60% (n=23) 12,00 0,01 12,00-12,00

Na tabeli 11 prikazana je distribucija srednjih vrednosti prezivljavanja u mesecima kod tri
grupe ispitanica podeljenih na osnovu vrednosti Ki-67 proliferativnog indeksa.

Na osnovu dobijenih rezultata, pacijentkinje su dodatno podeljene u dve grupe na osnovu
Cut off vrednosti Ki-67 proliferativnog indeksa od 60% dobijene na osnovu ROC krive (prva
grupa < 60% i druga grupa > 60%). Kaplan-Majerovom analizom prezivljavanja je utvrdeno da
je proseéno prezivljavanje u grupi pacijetkinja koje imaju vrednosti Ki-67 preko 60% statisticki
znacajno duze u odnosu na pacijentkinje koje imaju vrednosti Ki-67 ispod ili jednako 60% (Log
Rank=35,349; p<0,001), sto je prikazano na grafikonu 46.
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Grafikon 46. Kaplan-Meirova kriva prezivljavanja u odnosu na dve grupe ispitanica po osnovu
Cut off vrednosti Ki-67 proliferativnog indeksa.

Tabela 12 pokazuje proseéno vreme prezivljavanja U mesecima u odnosu na

novoformirane dve grupe ispitanica definisane na osnovu Cut off vrednosti indeksa proliferacije
Ki-67.
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Tabela 12. Prose¢no vreme prezivljavanja U mesecima u odnosu na grupe ispitanica definisane

na osnovu Cut off vrednosti indeksa proliferacije Ki-67.

Vreme preZivljavanja

Grupe na osnovu Ki-67 Pl (meseci) 95 9% ClI Log Rank p
x SD
< 60% (n=34) 7,18 0,45 6,306-8,062
35,349  <0,001
> 60% (n=25) 11,61 0,16  11,310-11,928

Mann—Whitney testom utvrdeno je da postoji statsiticki znacajni porast duzine
prezivljavanja izmedu susednih grupa ispitanica formiranih na osnovu Ki-67 indeksa

proliferacije (p < 0,001), $to je prikazano na grafikonu 47.
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Grafikon 47. Poredenje duZine preZivljavanja izmedu grupa pacijentkinja koje su formirane na

osnovu veli¢ine indeksa proliferacije Ki-67 (p < 0,001).
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Slika 10. Patohistoloski preparat isecka tkiva karcinoma grli¢a materice sa vrednostima indeksa
proliferacije Ki-67 < 40% (HE bojenje; x200).

Na slici 10 prikazan je patohistoloski preparat isecka tkiva karcinoma grli¢éa materice,

bojen HE metodom, pacijentkinje sa niskom vrednosti indeksa proliferacije Ki-67 (< 40%).
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Slika 11. Patohistoloski preparat isecka tkiva karcinoma grlica materice sa vrednostima indeksa

proliferacije Ki-67 < 40% (imunohistohemijsko bojenje na proliferativni marker Ki-67; x400).

Na slici 11 prikazan je patohistoloski preparat iseCka tkiva karcinoma grlica materice,
bojen imunohistohemijskim bojenjem na proliferativni marker Ki-67, pacijentkinje sa niskom

vrednosti indeksa proliferacije Ki-67 (< 40%).
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Slika 12. Patohistoloski preparat isecka tkiva karcinoma grli¢a materice sa vrednostima indeksa
proliferacije Ki-67 40-60% (HE bojenje; x200).

Na slici 12 prikazan je patohistoloski preparat iseCka tkiva karcinoma grlica materice,

bojen HE metodom, pacijentkinje sa srednjom vrednosti indeksa proliferacije Ki-67 (40-60%).
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Slika 13. Patohistoloski preparat isecka tkiva karcinoma grli¢a materice sa vrednostima indeksa

proliferacije Ki-67 40-60% (imunohistohemijsko bojenje na proliferativni marker Ki-67; x400).

Na slici 13 prikazan je patohistoloski preparat isecka tkiva karcinoma grlica materice,
bojen imunohistohemijskim bojenjem na proliferativni marker Ki-67, pacijentkinje sa srednjom
vrednosti indeksa proliferacije Ki-67 (40-60%).
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Slika 14. Patohistoloski preparat isecka tkiva karcinoma grlica materice sa vrednostima indeksa
proliferacije Ki-67 > 60% (HE bojenje; x200).

Na slici 14 prikazan je patohistoloski preparat iseCka tkiva karcinoma grlica materice,

bojen HE metodom, pacijentkinje sa visokom vrednosti indeksa proliferacije Ki-67 (> 60%).
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Slika 15. Patohistoloski preparat isecka tkiva karcinoma grlica materice sa vrednosti indeksa

proliferacije Ki-67 > 60% (imunohistohemijsko bojenje na proliferativni marker Ki-67; x400).

Na slici 15 prikazan je patohistoloski preparat isecka tkiva karcinoma grlica materice,
bojen imunohistohemijskim bojenjem na proliferativni marker Ki-67, pacijentkinje sa visokom

vrednosti indeksa proliferacije Ki-67 (> 60%).

95



. ROC kriva za Povrsinu

4

=
m
1

Sensitivity

0,4

0,27

0.0 T T T
0.0 02 04 0& 0g 1,0

1 - Specificity

Grafikon 48. ROC kriva za ¢elijski morfometrijski parametar - povrsinu celija.

Na grafikonu 48 je prikazana ROC kriva povrsine ¢elija kao prognosticki marker za
prezivljavanje kod bolesnica sa karcinomom grli¢a materice. Utvrdeno je da povrSina predstavlja
statisticki znaCajan prognosticki citomorfometrijski parametar u proceni preZivljavanja
(AUC=0,767; p=0,002) i da je Cut off vrednost ovog parametra 67,17 um2, odnosno to je

vrednost koja najbolje determins$e prezivljavanje pacijentkinja.

96



Povrsina
1,0

| —1=B7 17
| =BT 17
= =B7 17-censored
— =67 17-censored

0,534

|

Cum Survival

0,0

meseci

Grafikon 49. Kaplan-Meirova kriva prezivljavanja u odnosu na Cut off vrednost ¢elijskog

morfometrijskog parametra - povrsine cCelija.

Tabela 13. Prose¢no vreme prezivljavanja pacijentkinja u mesecima

u odnosu na grupe prema povrsini ¢elija.

Vreme preZivljavanja
Povrsina ¢elija (meseci) 95 % CI Log Rank p
x SE
<67,17 um? (n=41) 7,83 0,45 6,856-8,703

> 67,17 um? (n=18) 10,61 0,47 9,685-11,537

12,661 <0,001

Pacijentkinje su podeljene u dve grupe udnosu na Cut off vrednsot povrsine ¢elija, koja je
iznosila 67,17 um?. Kaplan-Majerovom analizom preZivljavanja je utvrdeno da proseéno vreme
prezivljavanja znacajno duze u grupi pacijentkinja koje imaju vrednosti povrsine > 67,17 pum?

(Log Rank=12,661; p<0,001), $to je sve prikazano na grafikonu 49 i tabeli 13.
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Grafikon 50. ROC kriva za citoloski morfometrijski parametar — perimetar ¢elija.

Na grafikonu 50 je prikazana ROC kriva perimetra celija kao prognostickog
morfometrijskog parametra za prezivljavanje kod bolesnica sa karcinomom grlica materice.
Perimetar celija je statisticki znacajan prognosticki morfometrijski marker u proceni
prezivljavanja (AUC=0,778; p=0,001). Utvrdeno je da je Cut off vrednost ovog markera 33,88

M, odnosno to je vrednost koja najbolje determinse prezivljavanje pacijentkinja.
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Grafikon 51. Kaplan-Meirova kriva prezivljavanja u odnosu na Cut off vrednost ¢elijskog

morfometrijskog parametra — perimetra ¢elija.

Tabela 14. Prose¢no vreme prezivljavanja pacijentkinja U mesecima u odnosu na grupe

prema perimetru Celija.

Vreme preZivljavanja

Perimetar éelija (meseci) 95 % ClI Log Rank p
x SD
< 33,88 um (n=41) 7,73 0,44 6,876-8,578
1 7 < 1
>3388um (n=18) 10,83 0,44 9,972-11,964 6.80 0.00

Pacijentkinje su podeljene u dve grupe u odnosu na Cut off vrednosti perimetra ¢elija
koja je iznosila 33,88 um. Kaplan-Majerovom analizom prezivljavanja je utvrdeno da prose¢no
vreme prezivljavanja znacajno duze u grupi pacijentkinja koje imaju vrednosti perimetra celija

> 33,88 um (Log Rank=16,807; p<0,001), §to je sve prikazano na grafikonu 51 i tabeli 14.
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Grafikon 52. ROC kriva za ¢elijski morfometrijski parametar — cirkularnost ¢elija.

Na grafikonu 52 je prikazana ROC kriva perimetra celija kao prognosti¢kog
morfometrijskog parametra za prezivljavanje kod bolesnica sa karcinomom grlica materice.
Cirkularnost je stratisticki znacajan prognosticki morfoloski marker u proceni preZivljavanja
(AUC=0,719; p=0,010). Cut off vrednost ovog parametra iznosi 0,80 tj. predstavlja grani¢nu

vrednost koja najbolje determinSe pacijentkinje.
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Grafikon 53. Kaplan-Meirova kriva prezivljavanja u odnosu na Cut off vrednost ¢elijskog

morfometrijskog parametra — cirkularnost ¢éelija.

Tabela 15. Prose¢no vreme prezivljavanja pacijentkinja u mesecima u odnosu na grupe

prema cirkularnosti ¢elija.

] Vreme prezivljavanja
Cirkularnost P ! !

. (meseci) 95 % CI Log Rank p
Celija —
x SE
<0,80 (n=30) 9,67 0,48 8,714-10,619
8,271 0,004
> 0,80 (n=28) 7,68 0,54 6,617-8,740 ’ '

Prema cut off vrednosti cirkularnosti ¢elija (0,80) pacijentkinje su podeljene u dve grupe
Kaplan-Majerovom analizom je utvrdena statisticki znaaja razlika u duzini prezivljavanja,
odnosno duze prezivljavaju pacijentkinje koje imaju cirkularnost ¢elija < 0,80 (Log Rank=8,271;
p=0,004).
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Grafikon 54. ROC kriva za citoloski morfometrijski parametar — Feretov dijametar éelija.

Grafikon 54 pokazuje da je Feretov dijametar celija visoko stratisticki znafajan
prognosticki ¢elijski morfometrijski parametar u proceni prezivljavanja (AUC=0,846; p<0,001).
Cut off vrednost ovog parametra iznosi 11,86 pum tj. predstavlja grani¢nu vrednost koja najbolje

determinS$e prezivljavanje pacijentkinja.
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Grafikon 55. Kaplan-Meirova kriva prezivljavanja u odnosu na Cut off vrednost ¢elijskog

morfometrijskog parametra — Feretov dijametar celija.

U odnosu na Cut off vrednosti Feretovog dijametra (11,86 um) formirane su dve grupe
ispitanica. Kaplan-Majerovom analizom prezivljavanja je utvrdeno da je proseno vreme
prezivljavanja znacajno duze u grupi pacijentkinja koje imaju vrednosti Feretovog dijametra

¢elija> 11,86 um (Log Rank=13,877; p<0,001), §to je sve prikazano na grafikonu 55 i tabeli 16.
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Tabela 16. Prose¢no vreme prezivljavanja pacijentkinja u mesecima u odnosu na grupe prema

Feretovom dijametru celija.

.. Vreme prezivljavanja
Feretov dijametar P ! !

i (meseci) 95 % Cl Log Rank p
celija —
x SE
< = -
<11,86 um (n=34) 7,79 0,45 6,917-8,671 13,877 <0.,001
> 11,86 um (n=25) 9,88 0,58 8,748-11,012
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Grafikon 56. ROC kriva za citoloSki morfometrijski parametar — integrisana opti¢ka gustina

celija.
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Grafikon 56 prikazuje ROC krivu za Integrisanu opticku gustinu ¢elija koja predstavlja

znacajan marker u determinaciji pacijentkinja sa karcinomom grli¢a materice (AUC=0,789;

p=0,011).
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Grafikon 57. Kaplan-Meirova kriva prezivljavanja u odnosu na Cut off vrednost ¢elijskog

morfometrijskog parametra — integrisane opticke gustine ¢éelija.

U odnosu na Cut off vrednosti integrisane opticke gustine ¢elija od 20 a.i., formirane su
dve grupe ispitanica. Kaplan-Majerovom analizom prezivljavanja je utvrdeno da je prose¢no
vreme prezivljavanja znaajno duze u grupi pacijentkinja koje imaju vrednosti integrisane
opticke gustine celija > 20 a.i. (Log Rank=29,801; p<0,001), §to je prikazano na grafikonu 57 i
tabeli 17.
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Tabela 17. Prose¢no vreme prezivljavanja pacijentkinja U mesecima u odnosu na grupe prema

integrisanoj optickoj gustini ¢elija.

. . Vreme preZivljavanja
Integrisana opticka

Lsting celiia (meseci) 95 % CI Log Rank p
g ) % SE
<20 a.i. (n=23) 6,39 0,52 5,377-7,405
2 1 < 1
> 20 a.i. (n=35) 10,23 0,38 9,520-10,937 9.80 0.00
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Grafikon 58. ROC kriva za citoloski morfometrijski parametar — zaobljenost ¢elija.
Na grafikonu 58 predstavljena je ROC kriva zaobljenosti ¢elija kao posebnog Celijskog

morfometrijskog parametra, koja se nije izdvojila kao znacajan prognosticki parametar u

predikciji prezivljavanja pacijentkinja sa karcinomom grli¢a materice (AUC=0,642; p=0,095).
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Grafikon 59. ROC kriva za citoloski morfometrijski parametar — solidnost éelija.
Na grafikonu 59 predstavljena je ROC kriva solidnosti ¢elija kao zasebnog ¢elijskog

morfometrijskog parametra, koja je statisticki znacajan prognosti¢ki parametar za predikciju

prezivljavanja pacijentkinja sa karcinomom grli¢a materice (AUC=0,727; p=0,008).
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Grafikon 60. Kaplan-Meirova kriva prezivljavanja u odnosu na Cut off vrednost ¢elijskog

morfometrijskog parametra — solidnost ¢elija.

U odnosu na Cut off vrednost za solidnost ¢elija (0,94) formirane su dve grupe ispitanica.
Kaplan-Majerovom analizom prezivljavanja je utvrdeno da je prosecno vreme prezivljavanja
znacajno duze u grupi pacijentkinja koje imaju vrednost solidnosti ¢éelija < 0,94 (Log

Rank=5,730; p=0,017), §to je prikazano na grafikonu 60 i tabeli 18.
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Tabela 18. Prose¢no vreme prezivljavanja pacijentkinja U mesecima u odnosu na grupe prema

solidnosti ¢elija.

Vreme preZivljavanja

Solidnost celija (meseci) 95 % CI Log Rank p
x SE
<0,94 (n=21) 9,71 0,59 8,555-10,874
5,730 0,017
> 0,94 (n=38) 8,10 0,47 7,191-9,019
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6. DISKUSIJA

Ovo istrazivanje obuhvatilo je ispitanice obolele od karcinoma grlica materice u
stadijumu IIb, IlIa i IIIb tj. u inoperabilnoj fazi bolesti. Statistickom analizom nadeno je da su
ispitanice koje su mlade od 50 godina bile u IIb stadijumu bolesti. Zene ispod 50 godina starosti
se ¢eS¢e javljaju na kontrolne sistematske jednogodiSnje ginekoloske preglede, pa je njima
karcinom dijagnostikovan u manjem stadijumu bolesti, dok se sa godinama smanjuje poseéenost
zena ginekologu te se eventualni ginekoloSki karcinomi posledi¢no otkrivaju u viSim
stadijumima bolesti. Druga istrazivanja pokazuju da je pik incidencije dijagnostikovanja ovog
karcinoma u evropskoj populaciji imedu 44. i 49. godine zivota, dok je u latinoamerickoj,
azijskoj 1 africkoj populaciji ta incidenca pomerena na period od 50. do 55. godine Zivota
(Schoell W i sar., 1999). Organizovani skrining ovog karcinoma je glavni faktor koji dovodi do
dijagnostikovanja ovog karcinoma, pa i njegova organizacija i sprovodenje u zavisnosti od
organizacije zdravstva jedne zemlje. Skrining dovodi do dijagnostikovanja ovog karcinoma u
odredenim stadijumima bolesti i u odredenim Zivotnim godinama ispitanica (Franco E i sar.,
2001).

U ovom istrazivanju dokazano je da su statisti¢ki znacajno duze vreme prezivljavanja
(preko 12 meseci) imale ispitanice starosne dobi izmedu 51. 1 60. godine Zivota, dok su statisticki
znacajno krace vreme prezivljavanja (kra¢e od 6 meseci) imale ispitanice koje su imale vise od
61 godine starosti. Ovakav terapijski odgovor ispitanica treée starostne grupe objasnjava se
njithovom vecim brojem godina Zivota, drugim eventualnim komorbiditetima koje imaju, padom
imuniteta organizma u tom zivotnom dobu i postmenopauzom — smanjenjem protektivne uloge
polnih hormona. Terapijski odgovor ispitanica druge starosne grupe je, takode, ocekivan,
obzirom da je veéina njih u perimenopauzi kao i u manjem stadijumu bolesti. Distribucija
ispitanica po godinama starosti i po stadijumu bolesti je oéekivana obzirom na evoluciju i
progresiju svake maligne bolesti, pa se u nizim Stadijumima bolesti otkrivaju karcinomi kod
mladih Zena, a u trenutku ispitivanja starije zene su ve¢ u odmakloj fazi bolesti tj. u visem
stadijumu bolesti.

U ovoj studiji dokazano je da je statisticki znacajno viSe ispitanica koje nisu koristile
barijerna kontraceptivna sredstva imalo IIIb stadijum bolesti, dok je statisticki znacajno vise

ispitanica koje su koristile barijernu kontracepciju bilo u 1lb stadijumu bolesti. Ispitanice koje
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nisu koristile barijerne kontraceptive su, posledi¢no, imale ve¢u mogucnost nastanka infekcije
izazvane humanim papiloma virusom (HPV), koja uz slabu hormonsku odbranu kao i
imunolosku, dovodi do progresije bolesti. Dok, za razliku od njih, one koje su koristile barijernu
kontracepciju su uglavnom bile u Ila stadijumu, Sto znaci da su one, obzirom na koris¢eni vid
kontracepcije, imale manju moguénost nastanka HPV infekcije, i uz dobru hormonsku i
imunolosku odbranu organizma, oc¢ekivano je da imaju nizi stadijum bolesti. Dokazano je da je
HPV infekcija neophodni faktor u nastanku i razvoju preinvazivnih intraepitelnih neoplazija
grlica materice i invazivnih karcinoma donjeg Zenskog genitalnog trakta i najrelevantnija je za
razvoj cervikalnog karcinoma. Upravo time se i objasnjava znaCaj HPV testiranja u vidu
tipizacije virusa kako bi se doslo do podataka da li je pacijentkinja zaraZzena visoko onkogenim
tipovima ovog virusa, $to potvrduje Cinjenicu da je HPV testiranje sastavni deo skrininga ovog
karcinoma (Goodman A, 2015). Takode, na osnovu ovih rezultata moze se konstatovati da su
starije ispitanice koje su u uznapredovalim stadijumima bolesti, rede koristile barijernu
kontracepciju u mladosti, §to zbog manje edukovanosti o seksualnim slobodama, polnim
odnosima i vidovima zaSti¢enog polnog odnosa, Sto zbog manje zastupljenih i razvijenih
vidovima barijerne kontracepcije u to vreme.

Tokom ovog istrazivanja nije uocena statisticki znacajna razlika izmedu ispitanica koje
su stupile u polne odnose pre 18. i nakon 18. godine u odnosu na stadijum bolesti. Statisticki
znacajna razlika nije zabelezena ni izmedu ispitanica koje su imale do dvojice i onih koje su
imale viSe od dvojice partnera. Obzirom da je karcinom grlica materice polno transmisivna
bolest usled HPV infekcije, prema tome dovoljan je i jedan partner HPV+ da bi se prenela
infekcija, ali ako se ima viSe partnera nevezano za vreme prvog odnosa, ako niko od njih nije
HPV+, ne¢e do¢i do infekcije HPV i posledi¢ne onkogeneze cervikalnog karcinoma. Dakle, u
etiologiji cervikalnog karcinoma, glavni etioloski faktor je upravo HPV infekcija, jer
perzistentna HPV infekcija dalje evoluira u pravcu nastanka invazivnog karcinoma grlica
materice, nevezano za stadijum bolesti ovog karcinoma tj. njegovu progresiju. Zakljucci drugih
autora upucuju na to da je najveéi rizik za nastanak ovog oboljenja rano stupanje u polne odnose,
¢esta promena partnera, vec¢i broj porodaja (Simi¢ V i sar., 2013).

Ovim istraZivanjem nije uocena statisticki znacajna razlika izmedu ispitanica koje su bile
pusaci duvana i onih koje to nisu u odnosu na stadijum bolesti. U velikoj EPIC studiji Roura i

saradnika ucestvovalo je 308 036 ispitanica dajuci krv 1 popunjavajuci upitnik, a izmedu ostalog
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i u cilju ispitivanja povezanosti pusenja duvana i nastanka cervikalnih intraepitelnih neoplazija,
cervikalnog karcinoma in situ i invazivnog cervikalnog karcinoma. Rezultati su pokazali da je
pusenje duvana vazan faktor rizika za nastanak kako prekancersakih lezija gli¢a materice, tako i
in situ cervikalnog karcinoma i invazivnog cervikalnog karcinoma kod ispitanica koje su bile
HPV+ (Roura E i sar., 2014). Dakle, bitna je i povezanost ova dva faktora rizika. Ovim
istrazivanjem potvrden je znacaj puSenja duvana kao etioloskog faktora za nastanak cervikalnog
karcinoma ali bez konkretnog uticaja na stadijum bolesti. PuSenje duvana je kofaktor u
onkogenezi ovog karcinoma zajedno sa HPV infekcijom i oba ova faktora su bitna samo kao
etioloski faktori ove bolesti, a ne 1 za progresiju bolesti tj. ne uti¢u na stadijum bolesti, kao Sto je
i dokazano.

Ovom studijom nije uocena statisticki znaCajna razlika izmedu ispitanica koje su
praktikovale godi$nju ginekolosku kontrolu i onih koje to nisu u odnosu na stadijum bolesti.
Naime, radi se o promenama koje se ne vide golim okom, obzirom da obavezni ginekoloski
pregled podrazumeva bimanuelni pregled i1 pregled pod spekulumom, a PAPA test (citoloski
pregled) i kolposkopija ne spadaju u obavezni deo svakog ginekoloskog pregleda.

Da je PAPA testiranje (citoloska dijagnostika) jedina priznata metoda skrininga ovog
karcinoma, pokazuje i ova studija, jer je potvrdeno da je statisticki znacajno vise ispitanica koje
su radile PAPA test u okviru poslednjih godinu dana, imalo IIb stadijum bolesti (najnizi stadijum
od inoperabilnih stadijuma). Medutim, citoloska dijagnostika ima ograni¢enja jer je veé
dokazano da je senzitivnost PAPA testa oko 70% i manje (Nayar R i sar., 2014), a i PAPA
testiranje se ne radi kod klinicki vidljivog karcinoma grlica materice. Odavno je poznato da je
samo citologija priznata kao metoda skrininga cervikalnog karcinoma, a to potvrduje i skorasnja
meta-analiza Meggiolara 1 saradnika, Sto je u skladu i1 sa rezultatima ovog istrazivanja
(Meggiolaro A i sar., 2016). U naSoj zemlji se u najvecem broju tercijarnih centara a i na nivou
primarne zdravstvene zastite, pa i u ovom istrazivanju, radi konvencionalni PAPA razmaz t;.
testiranje a ne likvidni PAPA test. Novija studija Phaliwonga i saradnika upravo dokazuje da su
senzitivnost, specifi¢nost, pozitivna prediktivna vrednost, negativna prediktivna vrednost i
preciznost likvidne citologije mnogo vece nego kod konvencionalne citologije (Phaliwong P i
sar., 2018).

-----

pokazano je da ispitanice koje nisu imale kontaktna krvarenja statisti¢ki znacajno ¢esce su bile u
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IIb stadijumu bolesti, a ispitanice sa kontaktnim krvarenjima statisticki znacajno ¢esc¢e su imale
IIIb stadijum bolesti, dok nije utvrdena statisticki znacajna veza izmedu pojave iregularnih
krvarenja i nekog od stadijuma bolesti, a kod ispitanica koje nisu imale obe vrste krvarenja
statisticki znacajno CeS¢e su imale IIb stadijum bolesti, dok su ispitanice i sa kontaktnim i sa
iregularnim krvarenjima statisticki znacajno ¢eS¢e imale IIIb stadijum bolesti. Poznato je da je
krvarenje jedan od ranih znakova ove bolesti ali to ne znaci da je jedan od znakova ranih
stadijuma cervikalnog karcinoma, S§to se moze zakljuciti iz ovih rezultata. Studija preseka
Xavier-Junior JC i saradnika je pokazala povezanost krvarenja iz donjeg genitalnog trakta i
razliitih patohistoloskih tipova cervikalnog karcinoma i donet je generalni zakljucak da zene od
30. godine zivota koje imaju genitalno krvarenje da je neophodno da budu podvrgnute
kolposkopskom pregledu kao prvom dijagnosticCkom pokazatelju na prisustvo eventualnog
cervikalnog karcinoma (Xavier-Junior JC i sar., 2015).

Tumori veéih dimenzija zahtevaju ishranu i1 oksigenaciju i kod njih je prisutna
neonagiogeneza. Naime, tumori veli¢ine ispod 5 mm (mikroinvazivni karcinom) snabdevaju se
kiseonikom i hranljivim materijama proceseom dijateze, dok oni preko 5 mm u procesu
neoangiogeneze imaju nove krvne sudove za ovu namenu. Novostvoreni krvni sudovi nemaju
sve elemente u svom zidu, fragilni su i krvare i spontano.

Podatak da ispitanice u ovom istrazivanju u IIb stadijumu bolesti nisu imale kontaktno
krvarenje objasnjava se time da je ono 1 zastupljenije kod vecih stadijuma bolesti 1 da je veli¢ina
tumora manja u ovom stadijumu, kao na primer kod ispitanica I1Ib stadijuma, koje se obi¢no tek
tada javljaju ginekologu kada je prisutna veca proSirenost bolesti na okolne strukture odnosno
veli¢ina tumora ovog stadijuma bolesti je dosta veca.

Iregularna ginekoloska krvarenja mogu biti 1 znak poremecaja menstrualnog ciklusa 1
perimenopauze, kao i karcinoma tela materice, a nisu samo prisutna kod cervikalnog karcinoma,
tako da ne koreliSu sa stadijumom bolesti §to je pokazano i u ovom istrazivanju. Obzirom da
krvarenje nije obavezan znak ovog oboljenja, logicno je da se ne javlja u neSto nizim
stadijumima ove bolesti 1 sa manjom veli¢inom tumorskog tkiva kao $to je u ovom istrazivanju
dokazano (ispitanice Ilb stadijuma su sa najmanjim stadijumom bolesti u ovoj studiji), a
ispitanice sa obe ove vrste krvarenja ve¢ ukazuju na prosirenost bolesti kod njih, te je jasno da su

stadijum bolesti i veli¢ina tumora ve¢i u tim slu¢ajevima.
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Celijski morfometrijski parametri obuhvataju kvantifikaciju ¢elije bilo u smislu njene
povrsine, njene gustine, njenog obima, njenog dijametra, njene cirkularnosti i sli¢no. U starijoj
zivotnoj dobi se smanjuju i ove karakterisitike ¢elija usled smanjenja intracelularne te¢nosti 1
matriksa. U skladu sa tim i sa starosnom strukturom ispitanica u ovom istrazivanju, nadena je
mala negativna korelacija izmedu starosti ispitanica i vecéine ispitivanih morfometrijskih
karakteristika ¢elija. U starijoj Zivotnoj dobi, zbog Cinjenice da je epitel grlica materice hormon
senzitivan, ne formiraju se svi slojevi epitela, ve¢ samo bazalni i parabazalni sloj koji
podrazumevaju ¢elije manjeg obima i veli¢ine. Karcinom grlica materice se kod zena ove
starosne dobi razvija na manjim epitelnim c¢elijama, rezervnim i1 metaplasticnim c¢elijama.
Poznato je da sitnocelijski tipovi karcinoma grlica materice, za koje se smatra da poticu iz
rezervnih multipotentnih ¢elija, imaju agresivniji klini¢ki tok, da su bez intraepitelnih prekursora,
zbog Cega se najcescée 1 otkrivaju u kasnijoj fazi bolesti.

Ovim istrazivanjem dokazano je da su statisticki znaCajnu vecu povrSinu 1 perimetar
¢elija imale ispitanice koje su imale najduze vreme prezivljavanja (duze od 12 meseci) u
poredenju sa ispitanicama koje su imale prezivljavanje kraée od 6 meseci, a oba ova
morfometrijska obelezja celija, povecavala su se sa povecanjem duzine prezivljavanja ispitanica.
Ovakav terpijski odgovor kod ispitanica vece Celijske povrsine 1 dijametra je ocekivan jer su to
¢elije koje se jo§ dele tj. u mitozi su, tako da na njih ima bolji efekat sprovedena hemioterapija
monocisplatinom pa je prezivljavanje vece, a Celije u deobi moraju imati vecu povrSinu i
perimetar. Kod ¢elija sa malim vrednostima ovih morfmometrijskih parametara, hemioterapija
monocisplatinom je postigla manji efekat i posledi¢no je manje prezivljavanje i losiji terapijski
odgovor.

U dostupnoj literaturi nema dovoljno podataka o ¢elijskim morfometrijskim parametrima
kod ovog karcinoma i njihovoj komparaciji sa drugim parametrima, ve¢ su vecina istrazivanja
bazirana na ispitivanju nuklearnih morfometrijskih parametara, te ispitivanje ove vrste
parametara predstvalja novinu kako u morfometriji tako i u proceni terapijskog odgovora.

Studija Yacouba i saradnika analizirala je nuklearne morfometrijske parametre tkiva
uznapredovalog cervikalnog karcinoma ispitanica koje su bile podvrgnute neoadjuvantnoj
hemioterapiji sa cisplatinom i 5-fluorouracilom u kombinaciji sa zratnom terapijom, sli¢no kao u
ovoj studiji. Nadena je znacajna redukcija nuklearne aree intermedijarnog sloja tumorskih ¢elija

kod dobrih rispondera na primenjenu kombinovanu terapiju, Sto potvrduje da je pre terapije
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vrednost ovog parametra bila vecéa, te je postignut bolji terapijskih odgovor jer je i jedarna
povrsina veca u celijskoj deobi kao i1 celokupna povrSina cCelija, koja je ispitivana u ovom
istrazivanju (Yacoub S i sar., 1994).

Ovom studijom dokazano je da postoji statisticki znacajan uticaj cirkularnosti na duzinu
prezivljavanja ispitanica jer prezivljavanje duze od 12 meseci su imale ispitanice sa statisticki
znacajno najmanjom vrednosti cirkularnosti ¢elija, dok statisti¢ki znacajna razlika u vrednostima
cirkularnosti ¢elija izmedu dve susedne grupe formirane po duzini prezivljavanja nije uocena.
Cirkularnost ¢elija je takode jedan od ¢elijskih morfometrijskih parametara - obelezja mitoze pa
kod delelecih Celija, usled mitoze i podele citoplazme, sama cirkularnost ¢elije je narusena, ¢elija
je nepravilnog oblika, cirkularnost je manja, povefava se povrSina cCelije i njen obim tj.
perimetar, terapijski odgovor na primenjenu hemioterapiju je bolji i prezivljavanje je vece, §to
rezultati ove studije i pokazuju. Nasuprot ovome, kod slabodele¢ih ¢éelija, pravilnost njihovog
oblika je veca, cirkularnost kao parametar koji to pokazuje je veci, ¢elije se ne dele i, kao takve,
pokazuju losiji terapijski odgovor na primenjenu hemioterapiju i manju stopu prezivljavanja.

Pored ovih do sada opisanih celijskih morfometrijskih parametara, ispitivana je i
solidnost ¢elija, ¢iji uticaj na duzinu prezivljavanja nije dokazan, a vrednosti ovog
morfometrijskog parametra su se smanjivale sa povecanjem duzine preZivljavanja ispitanica.
Obzirom da solidnost same ¢elije nije parametar koji ime veze sa ¢elijskom deobom, nema veze
sa terpijskim odgovorom na hemioterapiju kao i1 posledi¢no na duzinu prezivljavanja.

Nasuprot tome, Feretov dijametar, kao najveci pre¢nik celije, se statisticki znacajno
uvecavao sa povecanjem duZine prezivaljvanja i to izmedu ispitanica koje su preZivele 6 do 12
meseci 1 ispitanica koje su prezivele vise od 12 meseci, kao 1 izmedu ispitanica koje su preZivele
manje od 6 meseci i ispitanica koje su prezivele vise od 12 meseci. To je i o¢ekivano, jer i ovaj
parametar, kao i prethodno pomenuti, povrsina (area) i perimetar (obim) su pokazatelji ¢elijske
deobe. Dakle, ¢elije koje su u fazi deobe (sa ve¢im vrednostima ovih parametara) su osetljivije
na hemioterapiju i posledi€no te ispitanice imaju bolji terapijski odgovor i veéu duZinu
preZivljavanja.

Ovim istrazivanjem od ¢elijskih morfometrijskih parametara pored opisanih, obuhvacéeni
su 1 integrisana opticka gustina celije 1 zaobljenost. Rezultati su pokazali da se integrisana

opticka gustina Celije povecavala, kao i1 zaobljenost ¢elija sa povecanjem duzine prezivljavanja, a
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statistiCki znacajne razlike u ovim parametrima uocene su izmedu prve i druge, i prve i trece
grupe formirane na osnovu duzine prezivljavanja.

Celije koje su u fazi deobe imaju veliku koncentraciju dezoksiribonukleinske kiseline
(DNK), intezivno se dele, prisutna je hiperhromazija i povecana gustina njihovih jedara usled
vece koncentracije DNK sa intezivnim deobama, pokazuju veci stepen atipije na osnovu cega su
takvi karcinomi agresivniji sa posledi¢no lo$ijim terapijskim odgovorom i manjojm duzinom
prezivljavanja. Kod vecih ¢elija karcinoma, koje su karakteristika zrelijeg i dobro diferentovanog
epitela, obrnute su vrednosti ovog morfometrijskog parametra tj. integrisana opticka gustina ceije
je veca, ovi karcinomi su klini¢ki manje agresivni sa posledi¢no boljim terapijskim odgovorom i
vecom duzinom prezivljavanja. Zbog same mitoze i deobnih vretena Celija koja se u mitozi Sire,
veéa je i zaobljenost kao pojedinacnog parametra u mitozi, bolji je terapijski odgovor i
posledi¢no veca duzina prezivljavanja.

U rezultatima ove studije prikazan je i uticaj ispitivanih celijskih morfometrijskih
parametara na stadijum bolesti ispitanica.

Povrsina ¢elija 1 perimetar ¢elija pokazuju smanjenje svojih vrednosti sa napredovanjem
bolesti, ali bez statisticki znacajne razlike medu pojedinim stadijumima bolesti. Ova dva
rezultata su i oéekivana, obzirom na to da se zna da je kod visih stadijuma bolesti manja
osetljivost ¢elija na hemioterapiju zbog posledicnog manjeg broja mitoza, a kada ¢elije nisu u
mitozi svi morfometrijski parametri koji se povecavaju u c¢elijskoj deobi, u ovom slucaju se
smanjuju. Dobijeni rezultati su i ocekivani obzirom da ispitivani celijski morfometrijski
parametri nisu u direktnoj vezi sa stadijumom bolesti.

Cirkularnost, kao pojedina¢ni morfometrijski parametar, ima ujednacene srednje
vrednosti sa diskretnim smanjivanjem vrednosti u razli¢itim stadijumina bolesti, ali takode bez
statisitCke znacajnosti. Solidnost Celija diskretno varira i ima ujednacene srednje vrednosti, ali i
ovaj parametar takode ne pokazuje statisticki znacajnu razliku u razli¢itim stadijumima bolesti.
Solidnost ¢elije, kao pojedinacni parametar nema veze sa mitozama, samim tim i sa terapijskim
odgovorom pa posledi¢no 1 sa prezivljavanjem i stadijumom bolesti.

Takode bez statisticki znacajne razlike medu vrednostima koje su grupisane u odnosu na
stadijume bolesti jos dva celijska morfometrijska parametra, Feretov dijametar i integrisana

opticka gustina celije, pokazuju smanjenje vrednosti kod uznapredovale bolesti. Kod vecih

116



stadijuma bolesti, manja je osetljivost na primenjenu hemioterapiju, manje je ¢elija u mitozi i
¢elijski dijametar 1 integrisana opti¢ka gustina ¢elije se smanjuju.

Zaobljenost ¢elija pokazuje diskretan rast vrednosti u Illa stadijumu bolesti, a zatim dalji
pad vrednosti sa porastom stadijuma bolesti, ali bez statisticki znacajnih razlika prilikom
poredenja vrednosti izmedu razli¢itih stadijuma bolesti, $to je takode bilo oc¢ekivano 1 u skladu je
sa ve¢ opisanim mitotskim karakteristikama c¢elija.

Svi navedeni razultati ovog istrazivanja u skladu su nalazima Reagana i saradnika u vidu
celularnih morfoloskih pa samim tim i morfometrijskih promena Ccelijskih parametara u
izmenjenom stanju tokom onkogeneze tj. tokom velikog broja mitoza Sto je svojstveno
karcinomima, pa i karcinomu grli¢a materice (Reagan J i sar., 1953).

Kao $to je ve¢ konstatovano, vec¢ina dostupne literature opisuje promene nuklearnih
morfometrijskih parametara ¢elija tokom procesa onkogeneze. Rani i saradnici su u skorasnjem
istrazivanju upravo dokazali da nuklearni morfometriski parametri — nuklearna area, perimetar i
dijametar, imaju statisticki znacajne promene veli¢ine tokom onkogeneze koje mogu biti
znacajne tokom diferencijacija premalignih od malignih PAPA razmaza u cilju diferencijalne
dijagnostike skvamocelularnog karcinoma grli¢a materice (Rani D i sar., 2014). Upravo se i
ovim istrazivanjem koje je radeno na uzorku tkiva isklju¢ivo skvamocelularnog cervikalnog
karcinoma doslo do istih podataka u varijaciji veli¢ine ovih morfometrijskih parametara ali na
celularnom nivou, $to predstavlja novinu u odnosu na do sada radena istrazivanja.

Mikroskopska procena 1 interpretacija iseCaka tkiva je glavni nosilac patohistoloske
dijagnostike tumora koja se smatra zlatnim standardom u odnosu na ostale dijagnosticke
mogucnosti u onkologiji. Pravilno postavljena histopatoloska dijagnoza tipa karcinoma,
odredivanje njegovih imunohistohemijskih karakteristika 1 morfometrijskih obeleZja omogucava
nam usmeravanje ka ciljanoj vrsti terapije i predikciju terapijskog odgovora na istu, a sve sa
ciljem individualizacije terapije 1 Sto boljeg terapijskog odgovora i1 posledi¢nog duzeg
prezivljavanja.

Merenje morfometrijskih osobina ¢elija i njenih struktura u patohistologiji nam
omogucava kvantifikaciju dobijenih rezultata 1 mogucnost predikcije terapijskog odgovora
(Kalisnik M, 1985). Primena stereologije predstavlja znacajan izazov koji pruza velike

moguénosti u stvaranju reproducibilnih kriterijuma sa stvarnom prakticnom primenom u

117



dijagnostickoj medicini i predikciji uspeSnosti terapije (Hadzi¢ M, 1995). Kvantitativne razlike
izmedu benignih 1 malignih ¢elija opisao je jos Melamed 1996. godine (Melamed M, 1996).

Morfometrijske metode koje se koriste u onkoloSkoj patologiji imaju svoje velike
mogucnosti primene pre svega u cilju postavljanja rane dijagnoze, posledi¢noj primeni adekvatne
terapije i u cilju izbegavanja dalje hiperdijagnostike tj. smanjenju broja nepotrebnih i skupih
kako dijagnostickih tako i terapijskih opcija na osnovu predikcije terapijskog odgovora (Kutlesi¢
C i sar., 2000). Metode koje su koris¢ene u ovom istraZivanju su stereologke metode prvog reda
u koje spadaju sve one metode koje kvantifikuju odredene osobine kancerskih ¢elija. Pored
citoloSke morfometrije, veoma je zastupljena i nuklearna morfometrija kao 1 morfometrija
nukleolusa. Nuklearne analize u vidu ispitivanja nuklearne teksture, gustine i morfometrije su
ve¢ nasle svoje mesto kao prognosticki faktor invazivnog cervikalnog karcinoma (Weyn B i sar.,
2000). Nuklearna morfometrijska analiza kod tkiva cervikalnog karcinoma danas je unapredena
kori$¢enjem novih tehni¢kih moguénosti — fiberopticke mikroendoskopije (Keahey PA i sar.,
2015).

Nuklearna morfometrijska analiza u patologiji grlica materice, nasla je svoju vecu
primenu u diferencijaciji normalnih od premalignih cervikalnih lezija (Swartz R i sar., 2003).
Morfometrijski parametri koji su nam ukazivali na ¢elijsku deobu tokom ovog istrazivanja,
kori$¢eni su i u svrhu diferenciranja malignih od nemalignih lezija grli¢a materice samo na nivou
¢elijskog jedra (nukleusa) i nukleolusnih organizacionih centara (levleva NF i sar., 2006).

Veoma interesantno zapazanje povodom predikcije terapijskog odgovora pomocu
celularne morfometrije i statusa nekih nutrijenata dato je u Hemachandranovom saops$tenju.
Naime, ono govori o nutritivnom statusu malignih celija 1 vrednostima celularnih
morfometrijskih parametara. Radi se o prac¢enju nivoa vitamina B12 1 folne kiseline, kao klju¢nih
u sintezi DNK. Obzirom da maligne ¢elije imaju nekontrolisani proliferativni potencijal, kod
pacijenata koji ve¢ imaju lo§ status ovih nutrijenata, moze se ocekivati njihov nedostatak u
sintezi DNK novih malignih ¢elija. Ovo je narocito zanimljivo propratiti u grupaciji ispitanica
loSijeg socioekonomskog statusa koje imaju bar cervikalnu intraepitelnu neoplaziju. Ukoliko
dode do progresije u karcinom in situ ili invazivni cervikalni karcinom, treba ponoviti status ovih
nutrijenata koji treba komparirati sa prethodnim, kao i morfometrijske parametre koje takode

treba komparirati. Na osnovu dobijenih rezultata takode se moze predvideti i terapijski odgovor
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kod cervikalnog karcinoma jo$ pre pocetka terapije, $to je od velike vaznosti u individualnom
terapijskom pristupu (Hemachandran M, 2004).

U ovoj studiji podela ispitanica po vrednostima Ki-67 indeksa proliferacije prvobitno u tri
grupe u komparaciji sa staroscu ispitanica nije pokazala statistiCku znacajnost. Nasuprot tome,
podelom ispitanica po vrednostima Ki-67 indeksa proliferacije u dve grupe (> 60% i < 60%),
uoCena je statisticki znaCajna razlika izmedu starosti ispitanica i vrednosti Ki-67 indeksa
proliferacije, pri cemu su vece vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije imale ispitanice koje su bile
statisticki znac¢ajno mlade. Dakle, doslo se do zakljucka da najveée vrednosti ovog indeksa imaju
ispitanice sa najmanjim brojem godina i obrnuto. Ki-67 proliferativni indeks pokazuje
proliferacionu sposobnost, koja se tokom godina smanjuje pa posledi¢no i ovaj indeks kod
starijih ispitanica. Ovi rezultati su u suprotnosti sa rezultatima Lianga i saradnika koji u svom
istrazivanju nisu nasli statisticku signifikantnost izmedu Ki-67 ekspresije i godina zivota
ispitanica, verovatno zbog razli¢itih starosnih grupa koje su bile zastupljene u tom istrazivanju
naspram starosnih grupa ove studije (Liang SN i sar., 2015).

Statisticki znacajno krace vreme prezivljavanja, krace od 6 meseci, imale su ispitanice sa
vrednostima Ki-67 indeksa proliferacije manjim od 40%, a statisticki znac¢ajno su najduze vreme
prezivljavanja (vise od 12 meseci) imale ispitanice sa vrednostima Ki-67 indeksa proliferacije
ve¢im od 60%. Sa manjom statistickom znacajno$¢u bio je uticaj vrednosti Ki-67 indeksa
proliferacije < 60% na duzinu prezivljavanja izmedu 6 i 12 meseci.

Ki-67 je nuklearni protein — nehistonski ¢elijski proliferacioni antigen, koji je pokazatelj
¢elijske proliferacije i prisutan je tokom svih aktivnih faza ¢elijskog ciklusa — G1, S, G2 i mitoza,
a odsutan je u Go fazi. Nekontrolisana proliferacija je klju¢ tumorske progresije i brzina i
uspesnost proliferacije su u direktnoj vezi sa predikcijom prognoze bolesti a u novije vreme, na
oshovu toga, moze se napraviti 1 adekvatan individualan terapijski pristup §to je kljuc
personalizovane terapije karcinoma. Kvantifikacija tumorske proliferacije moZe se odrediti
imunohistohemijski koriste¢i Ki-67 antitelo MIB-1 koje indentifikuje i markira ¢elije u kasnoj
Gi1, S, G2 fazi i tokom mitoze (Gerdes J i sar., 1983; van Diest PJ i sar., 1998). Nivo Ki-67
ekspresije se upotrebljava kao prognosticki determinacioni indeks kod karcinoma, §to je danas
zlatni standard i obavezan parametar kod odredivanja terapije karcinoma dojke (Bustreo S i sar.,
2016).
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Imunohistohemijsko bojenje ¢elija u fazi proliferacije sa Ki-67 antitelom danas je u
velikoj upotrebi za odredivanje stepena mitotske aktivnosti kod proliferacije tumorskih celija,
narocito kod karcinoma dojke. Poznata je korelacija izmedu Ki-67+ ¢éelija i mitotske sposobnosti,
mada ne ulaze sve Ki-67+ Celije u mitozu, ve¢ neke bivaju odstranjene procesom apoptoze
(Jalava P i sar., 2006).

U ovoj studiji statisti¢ki znacajno kra¢e vreme prezivljavanja, krace od 6 meseci, imale
su ispitanice sa vrednostima Ki-67 indeksa proliferacije manjim od 40%, a statisticki znacajno su
najduze vreme prezivljavanja (viSe od 12 meseci) imale ispitanice sa vrednostima Ki-67 indeksa
proliferacije veéim od 60%. Proliferaciona sposobnost ¢elije omogucava bolji odgovor na
delovanje citostatika, jer citostatici deluju na celiju u fazi deobe, pa se time postize bolji
terapijski odgovor i posledi¢na veca duzina prezivljavanja kod grupe sa ve¢im vrednostima Ki-
67 proliferacionog indeksa, odnosno losiji terapijski odgovor sa posledi¢no manjom duzinom
prezivljavanja kod grupe sa manjim vrednostima Ki-67 proliferacionog indeksa.

Ovom studijom, utvrdeno je i da su ispitanice sa manjim brojem porodaja i pobacaja
(stopa pariteta) imale vece vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije i posledi¢no veéu duzinu
prezivljavanja. Ovi rezultati su i ocekivani, obzirom da su osobe sa visokom stopom pariteta na
naSim prostorima mahom loSijeg socioekonomskog statusa, imaju viSe nezaStiCenih polnih
odnosa, a svi oni zajedno poznati su faktori rizika za nastanak cervikalnog karcinoma.

U poredenju sa studijom Lee-a i saradnika, koji su dokazali moguénost protektivnog
efekta pariteta na luminalni tip karcinoma dojke koji eksprimira Ki-67 (Lee SK i sar., 2014),
ovom studijom doslo se do rezultata da ispitanice manjeg pariteta imaju veéi Ki-67 indeks
proliferacije 1 posledi¢no vecu duzinu prezivljavanja, $to Se moZe objasniti da su koriS¢enjem
barijerne kontracepcije, zbog koje imaju niZu stopu pariteta, te su ispitanice bile zasticene od
moguce HPV infekcije visoko onkogenim tipovima koja bi ih odvela u brzu onkogenezu ka
agresivnijim formama cervikalnog karcinoma. Naravno, paritet kao anamnesticki podatak, ne
moze biti od posebne znacajnosti prilikom odredivanja isklju¢ivo njegove znacajnosti kao
parametra u predikciji terapijskog odgovora kod karcinoma grli¢a materice.

U skladu sa rezultatima dobijenim na osnovu pariteta ispitanica, dokazano je i da su
ispitanice koje nisu Koristile barijerna kontraceptivna sredstva, statisticki znacajno cesce imale
vrednosti najnize vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije odnosno veci paritet. Ovi rezultati su i

ocekivani posle ukazivanja veze pariteta sa duzinom prezivljavnja ispitanica ove studije.
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Ispitanice koje nisu koristile barijernu kontracepciju imale su ve¢u moguénost HPV infekcije
visoko onkogenim tipovima ovog virusa pa samim tim i sledstvenu brzu onkogenezu ka
agresivnijnim formama cervikalnog karcinoma. Ispitanice koje su koristile ovu kontracepciju,
posledi¢no su imale manju stopu pariteta, dakle ve¢ dokazani veéi Ki-67 indeks proliferacije i
posledi¢no bolji terapijski odgovor i duzinu prezivljavanja.

Ovim istrazivanjem sagledan je 1 uticaj vremena prvog polnog odnosa i broja partnera na
vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije. Izmedu ovih parametara nije utvrden statisticki znacajan
odnos. Ovi rezultati su i ocekivani, obzirom da vreme prvog polnog odnosa i broj partnera,
nemaju veze sa HPV infekcijom i posledicnom okogenezom cervikalnog karcinoma, jer dovoljan
je odnos sa samo jednom HPV + osobom da dodje do infekcije i onkogeneze ukoliko je visoko
onkogeni HPV tip, a moguce je i imati viSe polnih odnosa ali samo sa HPV- osobama, §to ne
dovodi do onkogeneze bez obzira na broj partnera.

Od anamnestickih podataka uzetih u obzir u ovoj studiji, puSacki status, kao i duzina
pusackog staza u godinama, nisu pokazali statisticki znacajan uticaj na vrednosti Ki-67 indeksa
proliferacije, iako je primetno da su ispitanice sa kra¢im pusackim stazom imale vece vrednosti
Ki-67 indeksa proliferacije. Ali, utvrdena je statisticki znacajna razlika u broju konzumiranih
cigareta dnevno izmedu ispitanica koje su imale vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije vece od
60% u odnosu na ispitanice koje su imale vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije manje od 40%.
Ispitanice koje su imale vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije ve¢e od 60% konzumirale su
prosecno pola kutije cigareta dnevno (10 cigareta), dok su ispitanice koje su imale vrednosti Ki-
67 indeksa proliferacije manje od 40% konzumirale u proseku jednu ili vise od jedne kutije
cigareta dnevno (do 40 cigareta dnevno).

Dakle, rezultati ove studije pokazali su da ispitanice sa kra¢im pusSackim stazom imaju
veci Ki-67 proliferacioni indeks §to je i ocekivano jer puSenje dovodi do inhibicije ¢elijskih
deoba, onda je i smanjenja proliferativne sposobnosti, pa je jasno da ispitanice kra¢eg puSackog
staza logi¢no imaju veci Ki-67 proliferacioni indeks. Obzirom da nikotin, kao glavni sastojak
duvanskog dima, inhibira ¢elijsku deobu i posledi¢no je manji broj mitoza i smanjen Ki-67
proliferacioni indeks, te zbog toga ispitanice sa vec¢im brojem dnevno popusenih cigareta imaju
losiji terapijski odgovor i posledicno manju duzinu prezivljavanja.

Dokazano je da duzina telomera predstavlja bitan parametar celularnog starenja

(Bernadotte A i sar., 2016). Pusenje duvana zbog prisutnih hemijskih supsatnci u cigaretama i
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duvanskom dimu moze indukovati oksidativni stres i ireperabilna oSte¢enja telomerske DNK
(Alexandrov K i sar., 2006). Vecina studija pokazuje da pusac¢i imaju krace telomere (Révész D i
sar., 2015), pa je njima posledi¢no zbog toga smanjena mitotska sposobnost ¢elija (Astuti Y i
sar., 2017), te i kancerske ¢elije grlica materice imaju nizu proliferativnu sposobnost i nizi Ki-67
proliferativni indeks sa posledi¢no losijim terapijskim odgovorom i smanjenom duZinom
prezivljavanja.

Od znakova cervikalnog karcinoma, u statisticku obradu podataka ove studije, uzeta je
pojava kontaktnog krvarenja koja nije bila statisticki znacajno povezana sa odredenim nivoima
vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije, kao ni pojava kontaktnog i iregularnog krvarenja.
Iregularno krvarenje javljalo se statisticki znacajno ceS¢e kod ispitanica koje su imale vrednosti
Ki-67 indeksa proliferacije manje od 40%, koje su imale los§iji terapijski odgovor a §to se klinicki
manifestovalo iregularnim krvarenjima, koja su nevezana za iregularnosti u menstrualnim
krvarenjima i za iregularna krvarenja poreklom od endometrijalnog karcinoma.

Skorasnja studija Yanazumea i saradnika, navodi da jo$ nisu dovoljno razjasnjene
okolnosti pod kojima dolazi do genitalnog krvarenja posle radioterapije bolesnica obolelih od
karcinoma grli¢a materice. Navodi se da ovaj vid postiradijacionog krvarenja moze biti shva¢en
kao kriti¢ni prognosticki faktor i indirektno biti povezan sa loSom prognozom bolesti. Pored
anemije kao glavnog faktora rizika kod ovih pacijentkinja, navodi se i mogucnost da one treba da
budu tretirane antitelom na vaskularni faktor rasta — bevacizumabom u preventivne svrhe
(Yanazume S i sar., 2018). Mozda upravo rezultati ovog istrazivanja mogu biti kljuc
razjasnjavanja etioloskih faktora krvarenja, obzirom da su ispitanice ove studije bile podrvgnute
radikalnoj hemioiradijaciji, i odredivanje Ki-67 proliferacionog indeksa tkiva karcinoma ovih
pacijentkinja ne samo da ima prediktivni znacaj u prognozi terapijskog odgovora ve¢ moze imati
taj znacaj 1 u smislu predvidanja nastanka mogucih komplikacija buduce terapije.

Ovom studijom dokazano je da su statisticki znafajno vecu povrSinu Ceija imale
ispitanice sa vrednostima Ki-67 indeksa proliferacije > 60% u odnosu na ispitanice ¢iji je Ki-67
indeks proliferacije imao vrednosti < 40%. Takode, podelom ispitanica ne dve grupe po Cut off
vrednostima Ki-67 indeksa proliferacije, dokazana je statisticki znacajna razlika u povrsini ¢elija
izmedu grupe ispitanica sa vrednostima Ki-67 indeksa proliferacije < 60% i grupe koja je imala

vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije > 60%.
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Ve¢ odavno je poznato da je Ki-67 protein striktno povezan sa ¢elijskom proliferacijom.
Tokom interfaze, iskljucivo je prisutan u nukleusu, dok je tokom mitoze lokalizovan na povrsini
hromozoma. Obzirom da je prisutan tokom svih faza ¢elijskog ciklusa osim Go faze, predstavlja
odlican marker za procenu deleée sposobnosti ispitivane celijske populacije. Frakcija Ki-67+
¢elija (indeks proliferacije Ki-67) uglavnom korelira sa klinickim tokom bolesti i odgovorom na
primenjenu terapiju (Scholzen T i sar., 2000). Prvenstveno je to dokazano na pracenju pacijenata
obolelih od karcinoma dojke, karcinoma prostate i malignih limfoma, gde on predstvalja
prediktivni marker stope prezivljavanja.

Jos od prvog otkri¢a Ki-67 markera, pre 34 godine u Institutu za patologiju u Kilu, znalo
se da ¢e ovaj imunohistohemijski proliferacioni marker pokazati svoju veliku prognosticku
signifikantnost u mnogobrojnim budu¢im prospektivnim trajalima koji su usledili sa ciljem
praéenja duzine prezivljavanja obolelih od raznih vrsta karcinoma. Zbog mnogobrojnih
metodoloskih poteskoca, ovaj marker u prvim godinama svog otkri¢a nije bio prihvacen kao
prognosti¢ki marker. Medutim, tokom vremena, razvojem novih imunohistohemijskih tehnika,
semikvantitativnom i kvantitativnom odredivanju Ki-67+ ¢elija u tkivu karcinoma, ovaj marker
danas zauzima znaCajno mesto u gradaciji brojnih neoplazmi i predikciji individualnog
terapijskog pristupa koji se preduzima nakon Ki-67 evaluacije kancerskog materijala (Kreipe H,
2018). Na osnovu toga, ovo istrazivanje dodatnom kvantifikacijom kancerskog tkiva grli¢a
materice odredivanjem cCelijskih morfometrijskih parametara na ve¢ imunohistohemijski obraden
tkivni materijal na marker Ki-67, samo moze dodatno pomo¢i i ucvrstiti znacaj ovog markera u
individualizaciji terapije karcinoma grlica materice, predikciji terpijskog odgovora i duZine
preZivljavanja ovih bolesnica. Rezultati dobijeni ovom studijom su, na osnovu napred
navedenog, samo signifikantniji u ispunjenju zadatih ciljeva studije 1 mogu biti od velike pomo¢i
u svakodnevnoj klini¢koj praksi.

Nedavno istrazivanje Sheela Devi i saradnika, pokazuje rezultate uzgredne obrade tkiva
renalnog clear cell karcinoma imunohistohemijski na Ki-67 marker i odgovarajuc¢im
kompijuterskim softverom kvantitativno u pogledu odredivanja nuklearnih morfometrijskih
parametara. Dokazan je porast nuklearne povrsine tih celija, nuklearnog dijametra, nuklearnog
perimetra, kao i Ki-67 proliferativnog indeksa kod proporcionalno vecih tumora koji rezultuju

ve¢im stadijumom ove bolesti (Sheela Devi CS i sar., 2017). U ovoj studiji je dokazano da se
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povrsina ¢elije U celosti povecavala sa Ki-67 aktivno$c¢u Celije Sto je imalo za posledicu vec
dobro poznat efekat na terpijski odgovor i duzinu prezivljavanja.

Svojstveno ovim rezultatima, ova studija je pokazala i uticaj perimetra ¢elija na vrednosti
Ki-67 indeksa proliferacije. Statisticki znacajno povecanje perimetra ¢elija dokazano je kod
ispitanica koje su imale vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije > 60% u odnosu na grupu koja ja
imala vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije < 40% i u odnosu na grupu ispitanica koje su imale
vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije < 60%.

Jo$ jedan od celijskih morfometrijskih parametara pracenih u ovom istrazivanju je
cirkularnost ¢elija. Statisticki znacajna razlika je uoCena izmedu grupa sa vrednostima Ki-67
indeksa proliferacije < 40% i vrednostima > 60%, kao i izmedu 40 i 60% i vrednostima > 60%
(p < 0,05), a uoceno je i statisti¢ki znacajno smanjenje cirkularnosti ¢elija kod ispitanica koje su
imale vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije > 60% u odnosu na ispitanice koje su imale vrednosti
Ki-67 indeksa proliferacije < 60% za p < 0,001.

Drugaciji rezultati su dobijeni ispitujuci uticaj solidnosti ¢elija na vrednosti Ki-67
indeksa proliferacije od do sada iskomentarisanih morfometrijskih parametara. Statisti¢ki
znacajno smanjenje vrednosti solidnosti ¢elija dokazano je kod ispitanica koje su imale vrednosti
Ki-67 indeksa proliferacije > 60% u odnosu na grupu koja ja imala vrednosti Ki-67 indeksa
proliferacije izmedu < 40%. Ovi rezultati mogu se objasniti time da se kod ispitanica sa najve¢im
vrednostima Ki-67 indeksa posledi¢no najveca proliferacija i tada je mera kompaktnosti ¢elije —
solidnost ¢elije najmanja.

Jako bitan morfometrijski parametar u Celijskoj deobi je 1 Feretov dijametar kao najveci
precnik celije. Ova studija pokazuje statisticki znac¢ajno povecanje Feretovog dijametra celija
kod ispitanica koje su imale vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije > 60% u odnosu na grupu koja
je imala vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije < 40% i u odnosu na grupu ispitanica koje su imale
vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije < 60%.

Statisticki znacajno povecanje integrisane opticke gustine celija dokazano je kod
ispitanica koje su imale vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije > 60% u odnosu na grupu koja je
imala vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije < 40%, kao i kod ispitanica koje su imale vrednosti
Ki-67 indeksa proliferacije izmedu 40% i 60% u odnosu na grupu koja je imala vrednosti Ki-67
indeksa proliferacije < 40%. Statisticki znaCajno povecanje integrisane opticke gustine celija

dokazano je kod ispitanica koje su imale vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije > 60%, u odnosu
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na grupu koja ja imala vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije < 60%, $to je i o¢ekivano, jer kod
velike proliferacije celija, veci je Ki-67 indeks kao pokazatelj te proliferacije, velika je povrSina
¢elije zbog mitoza koje su brojne kod visokog stepena proliferacije, te prema tome dolazi
posledi¢no do povecanja integrisane opticke gustine.

Jo§ jedan celijski morfometrijski parametar ispitivan u ovom istrazivanju je zaobljenost
¢elije. Statisticki znacajno povecanje vrednosti zaobljenosti Celija dokazano je kod ispitanica
koje su imale vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije > 60% u odnosu na grupu koja je imala
vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije izmedu < 60%. Obzirom da je veéi stepen proliferacija
tkiva koji ima visi Ki-67 proliferacioni indeks, u takvom stanju povecan je i broj mitoza tj.
¢elijskih deoba kada je inace ¢elija zaobljenija.

Skorasnja studija turskih autora, sprovedena na ¢elijama karcinoma bubrega, sprovedena
je pomocu odgovarajuceg softverskog sistema sa ciljem evaluacije nuklearnih morfometrijskih
parametara ovih ¢elija u vidu njihove predikcije i znacajnosti u proceni terapijskog odgovora kod
ove bolesti. Doslo se do rezultata da nuklearna povr$ina, zaobljenost, perimetar, volumen i ostali
parametri imaju veliki znacaj pored proliferativne aktivnosti u predvidanju prognoze i
prezivljavanja kod pacijenata obolelih od ovog karcinoma (Celik ZE i sar., 2013).

Da je ovaj tumor jedan od najispitivanijin u smislu morfometrijske kvantifikacije,
potvrduje 1 neSto starija studija izmirskih autora. Ona se bavila ispitivanjem nuklearnog
volumena i njegovom kvantifikacijom i njegovom korelacijom sa prognozom bolesti. Rezultati
su pokazali da ovaj parametar kod ovog karcinoma nije koristan u predikciji prezivljavanja
(Yorukoglu K i sar., 1998). Upravo iz tih razloga, danas je razvojem novih softverskih resenja u
vidu obrade fotografije i1 softverskih reSenja za adekvatnu kvantifikaciju odgovaraju¢ih Zeljenih
delova fotografije kao 1 uvodenjem novih nuklearnih, ali i ispitivanjem celularnih
morfometrijskih parametara u klinicki rad, reSen ovaj problem u mogucénosti predikcije
terapijskog odgovora i prezivljavanja kod onkoloskih pacijenata.

Kasnije je i dokazano da nuklearna povrSina, preimetar i dijametar, signifikantno
koreliraju sa proliferativnom aktivnoS¢u tumora 1 stadijumom bolesti, pa i daljim terapijskim
odgovorom i prognozom (Ozer E i sar., 2002). Ovim israzivanjem je vecina od ispitivanih
¢elijskih morfometrijskih parametara bila ista kao i parametri, u navedenim studijama, koji su
obuhvatili kvantifikaciju jedra. Obzirom da je jedro sastavni deo celije, logi¢na je povezanost

ovih istih ispitivanih parametara samo na ukupnom ¢elijskom nivou.
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Danas, savremenom tehnologijom optickog imidzinga i dijagnosti¢kih softvera,
omoguceno je da se simulira rasipanje svetlosti kroz ¢eliju. U procesu kancerogeneze, interna
struktura ¢elije je veoma dinamicna. Istrazivanje Lina i saradnika je vrSeno FDTD algoritmom
pomocu koga je vrSena simulacija i propagacija svetlosti kroz ¢eliju, kako normalnu tako i éeliju
tkiva cervikalnog karcinoma. Rezultati ove studije su pokazali da veli¢ina nukleusa i promene
refraktivnog indeksa ¢elija imaju bitnu ulogu u rasipanju svetlosti kroz samu ¢eliju, mitohondrije
i druge manje organele svojim prisustvom povecavaju ugao prelamanja svetlosti tj. njegovu
povrsinu i oblik same c¢elije, koji je podloZzan promenema u razli¢itim fazama ¢elijskog ciklusa i
ucestvuje u promenama ugla prelamanja svetlosti kroz ¢eliju. Ovim rezultatima je dokazano da
se pomocu ovih tehnika moze postaviti rana dijagnoza cervikalnog kancera (Lin X i sar., 2017).

U skladu sa tim istrazivanjem i u ovoj studiji se doslo do rezultata da celijski
morfometrijski parametri koji se odnose na oblik i strukturu same celije, koji su podlozni
promenama tokom celijskog ciklusa, u korelaciji su sa procenom terapijskog odgovora
kvantifikovanog tkiva cervikalnog karcinoma na primenjenu terapiju i posledicnu duZinu
prezivljavanja tih pacijentkinja.

Studija Ili¢a i autora predstavlja evaluaciju morfometrijskih parametara dezmoplasticnog
lobularnog karcinoma dojke 1 dokazuje statisticki znacajnu razliku u diferencijaciji izmedu
dezmoplasticnog 1 nedezmoplasticnog invazivnog lobularnog karcinoma dojke prateci
morfometrijske parametre kao $to su: povrSina, perimetar, Feretov dijametar i1 cirkularnost.
Povecane vrednosti ovih parametara su nadene u nedezmoplasti¢nom tipu karcinoma dojke (Ili¢
IR i sar., 2016).

U poredenju sa ovim rezultatima, u ovom istrazivanju, takode koreliraju povisene
vrednosti ovih parametara sa viSim indeksom proliferacije Ki-67 §to posledi¢no dovodi do boljeg
terapijskog odgovora i vece stope prezivljavanja bolesnica obolelih od cervikalnog karcinoma.

Ovo istrazivanje je pokazalo da se Kaplan-Majerovom analizom prezivljavanja prose¢no
vreme prezivljavanja u mesecima u grupi ispitanica sa IIb stadijumom bolesti nije statisticki
znacajno razlikovalo u odnosu na ispitanice sa Ill stadijumom bolesti. Ispitanice u svim
stadijumima bolesti koje su ukljuéene u ovu studiju bile su podrvgnute istoj vrsti terapije —
radikalnoj hemioiradijaciji kao terapiji izbora za lokalno uznapredovali cervikalni karcinom, a na
osnovu odluke Konzilijuma za ginekoloski malignitet Klinike za onkologiju Klinickog centra

Nis. Obzirom da su sve pacijentkinje u inoperabilnom stadijumu bolesti - lokalno uznapredovali
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karcinom grli¢a materice, o¢ekivano je sli¢no prezivljavanje ovih pacijenkinja, a obzirom da su i
bile podvrgnute istom terapijskom pristupu — radikalnoj hemioiradijaciji. Distribucija srednjih
vrednosti indeksa proliferacije Ki-67 po stadijumima bolesti ispitanica uklju¢enih u ovo
istrazivanje koja je data u rezultatima istrazivanja nam ukazuje na to da je sliCan stepen
proliferacije tumorskih celija u oba ova inoperabilna stadijuma bolesti koja zajednicki
predstavljaju uznapredovali karcinom grli¢a materice.

Novija studija Aghilija i saradnika pokazuje da je ovaj vid terapije kod lokalno
uznapredovalog cervikalnog karcinoma prvo, subjektivno veoma dobro tolerisan od strane
pacijentkinja a zatim i1 veoma efikasan u kurabilnosti ovih pacijentkinja i posledicno u duzini
prezivljavanja obolelih od ove bolesti (Aghili M i sar., 2018).

Dalja analiza prezivljavanja u ovoj studiji vrSena je po grupama ispitanica u odnosu na
vrednosti Ki-67 proliferativnog indeksa i to: prva grupa < 40%, druga grupa 40-60% i treca
grupa > 60%. Kaplan-Majerovom analizom prezivljavanja je utvrdeno da vreme prezivljavanja
raste sa porastom vrednosti Ki-67 proliferativnog indeksa, odnosno da je u grupi pacijentkinja
koje imaju vrednosti Ki-67 proliferacionog indeksa < 40% statisti¢ki znacajno krace u odnosu na
pacijentkinje iz druge dve grupe.

Na osnovu dobijenih rezultata, pacijentkinje su dodatno podeljene u dve grupe na osnovu
izracunatih Cut off vrednosti Ki-67 proliferativnog indeksa od 60% dobijene na osnovu Rok
krive (prva grupa < 60% i druga grupa > 60%). Kaplan-Majerovom analizom prezivljavanja je
utvrdeno da je prosecno prezivljavanje u grupi pacijetkinja koje imaju vrednosti Ki-67 indeksa
proliferacije preko 60% statisti¢ki znacajno duze u odnosu na pacijentkinje koje imaju vrednosti
ovog indeksa ispod ili jednako 60%.

Marker proliferacije Ki-67 je ve¢ prepoznat i validiran kao specifian i osetljiv biomarker
u cervikalnoj intraepitelijalnoj neoplaziji (Kruse AJ i sar., 2001; Maeda MY i sar., 2001). Ki-67
protein moZze biti biomarker proliferativne aktivnosti 1 progresivnog potencijala normalnih,
displasti¢nih i1 neoplasti¢nih promena cerviksa, sa odredenim terapeutskim implikacijama (Yim
EK i sar., 2006; Calil LN i sar., 2014). Takode, Ki-67 moze biti osetljiv bioloski pokazatelj
progresije nezavisno od starosne dobi i menopauzalnog statusa (Anju M i sar., 2008). Uprkos
napretku u razumevanju uloge Ki-67 u proceni disfunkcionalnih lezija grlica materice,

prognosti¢ka vrednost kod cervikalnog karcinoma je i dalje kontroverzna. lako nekoliko autora
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nije pokazalo nikakav odnos u vezi sa Ki-67 i prognozom kod cervikalnog karcinoma, drugi su
predlozili vaznost Ki-67 za procenu kinetike ¢elije u odgovoru na terapiju (Ross W i sar., 1995).

U dostupnoj literaturi nisu nadjene Cut off vrednosti markera proliferacije Ki-67 za
cervikalni karcinom. IzvrSenom statisitickom analizom pri kojoj su podeljene pacijentkinje na tri
grupe koje su se razlikovale po vrednosti Ki-67 indeksa proliferacije za po 20%, dokazano je da
sa porastom Ki-67 indeksa proliferacije za 20%, prezivljavanje pacijentkinja raste statisticki
znacajno za p < 0,001 u odnosu na prethodnu posmatranu grupu. U ovom istrazivanju utvrdena
je grani¢na vrednost markera proliferacije Ki-67 od 60% koja je uticala na statisticki znacajno
prezivljavanje pacijentkinja sa cervikalnim karcinomom.

Dodatnom statistickom analizom kori$¢enjem Mann—-Whitney testa utvrdeno je da postoji
statsiticki znacajni porast duzine prezivljavanja izmedu grupa pacijenkinja formiranih na osnovu
Ki-67 indeksa proliferacije.

Obzirom da su u ovo istraZivanje ukljucene pacijentkinje u uznapredovaloj fazi maligne
bolesti kada hirurSko lecenje viSe nije indikovano, prezivljavanje ovih pacijentkinja zavisi od
osetljivosti cervikalnog karcinoma na primenjenu hemioterapiju. Rezultati ove studije su
pokazali da postoji statisticki znacajna pozitivna korelacija izmedu vrednosti indeksa
proliferacije Ki-67 sa terapijskim odgovorom na hemioterapiju cisplatinom. Veci proliferativni
indeks Ki-67 ukazuje na veci broj ¢elija koje su u aktivnoj fazi deobe i koje su, kao takve,
najosetljivije na hemioterapiju.

U ovo istrazivanje ukljuc¢ene su samo ispitanice koje su u isto vreme pored hemioterapije
monocisplatinom bile i na zra¢noj terapiji. Postavilo se pitanje kako znati koji su efekti
hemioterapije, a koji radioterapije. Naime, sve ispitanice u ovom istrazivanju su bile podrvrgnute
istoj dozi zraCenja u istom broju terapijskih seansi — 50 Gy u 25 frakcija transdermalno. Obzirom
na ogranicavajuce efekte ove vrste terapije i da je danas zlatni standard upravo konkomitantna
terapija sa monocisplatinom u sklopu hemioiradijacije, kao i na to da su sve ispitanice bile
podvrgnute istoj dozi zracenja, ceo terapijski odgovor je pripisan hemioterapiji monocisplatinom.

Ovim istrazivanjem dokazano je, na primeru uznapredovalog cervikalnog karcinoma, da
visok indeks proliferacije Ki-67 uslovljava bolji terapijski odgovor na hemioterapiju cisplatinom,
Sto dalje uti¢e na duze prezivljavanje pacijentkinja. Na osnovu statisticki znacajnih razlika u

duzini prezivljavanja pacijentkinja sa cervikalnim karcinomom, definisani su: visok indeks
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proliferacije Ki-67 (>60%), srednji indeks proliferacije Ki-67 (40-60%) i nizak indeks
proliferacije Ki-67 (<40%).

Pacijentkinje sa visokim indeksom proliferacije Ki-67 (> 60%) su pokazale najbolji
terapijski odgovor ne hemioterapiju cisplatinom i imale su najvece prezivljavanje. Obzirom na
toksiCnost cisplatina kao hemioterapeutika i zraCenja kao vida terapije u smislu povecavanja
toksi¢nosti primenjene terapije, odredjivanje proliferativnog indeksa Ki-67 pre odluke o daljem
terapijskom tretmanu, moze posluziti za selektovanje pacijentkinja kod kojih se ocekuje dobar
terapijski odgovor sa najmanjim brojem nezeljenih efekata. Na ovaj nacin, u skladu sa
savremenim principima terapije onkoloskih pacijenata, odredjivanje indeksa proliferacije Ki-67
kod uznapredovalog cervikalnog karcinoma moze nam omoguciti individualni terapijski pristup
svake pacijentkinje.

Dostupna literatura daje Cut off vrednosti ovog markera koje su danas nezaobilazni
faktor u svakodnevnoj klinickoj praksi le€enja bolesnica obolelih od karcinoma dojke. Jo§ 2014.
godine postavljene su vrednosti ovog indeksa proliferacije koje imaju prediktivni znacaj u
proceni terapijskog odgovora na hemioterapiju karcinoma dojke i nezaobilazan su faktor
prilikom donosenja odluke Konzilijuma za dojku o terapijskom tretmanu ovih pacijentkinja u
vidu individualizacije terapijskog pristupa (Cserni G i sar., 2014).

Novija studija Busteroa i saradnika postavlja Cut off vrednosti indeksa proliferacije Ki-
67 u vrednosti od 20% kao najbolju vrednost za stratifikovanje visoko riziénih pacijentkinja
obolelih od luminalnog karcinoma dojke, kojoj treba pridodati 1 druge prognosticke faktore radi
bolje predikcije terapijskog odgovora, duzine stabilne bolesti i duzine preZivljavanja ovih
pacijenkinja (Bustreo S i sar., 2016).

Takode, u studiji Chena i saradnika se potvrduje ova Cut off vrednosti indeksa
proliferacije Ki-67 u vrednosti od 20% kod invazivnog karcinoma dojke (Chen Y i sar., 2016).

Studija Kuglikzeybeka i saradnika nije dokazala statisticki znac¢ajnu povezanost izmedu
Ki-67 ekspresije i prognoze bolesti kod difuznog krupnocelijskog B limfoma (Kiigiikzeybek BB i
sar., 2013), za razliku od istrazivanja Hasselbloma i saradnika koji dokazuju da mala Ki-67
ekspresija < 49%, kao nezavisni prediktivni faktor, statisticki znacajno korelira sa loSom
prognozom bolesti, malom duZinom stabilne bolesti i malom duZinom preZivljavanja
(Hasselblom S i sar., 2008). Sa druge strane o znacaju vrednosti ovog indeksa u ovoj bolesti jos

odavno potvrduje studija Hala i saradnika kojom je pokazano da oboleli od ove bolesti sa
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indeksom proliferacije < 80% imaju vecu verovatnocu javljanja relapsa bolesti od onih koji
imaju viSe vrednosti ovog indeksa od ve¢ spomenute vrednosti (Hall PA i sar., 1988).

Novija studija Tanga i saradnika postavlja Cut off vrednosti ovog markera kao
adekvatnog indikatora za prognozu bolesti i odluku o terapijskom tretmanu kod papilarnog
tiroidnog karcinoma, kao i za razlikovanje od benignih bolesti $titne zlezde. Rok analizom
dokazano je da vrednost ovog markera od 2,5% predstavlja znacajnu grani¢nu vrednost u duzini
prezivljavanja ovih pacijenata (Tang J i sar., 2018).

Pored ve¢ poznatog znacaja ovog markera kod opisanih karcinoma, utvrdena je i njegova
znacajnost u predikciji terapijskog odgovora i prezivljavanja kod pacijenata obolelih od
karcinoma mokraéne beSike, ali bez preciziranije datih Cut off vrednosti ovog markera kod ove
bolesti (Margulis V i sar., 2009).

U zemljama u razvoju, u trenutku dijagnostikovanja ove bolesti, obi¢no je ve¢ bolest
lokalno uznapredovala, pa pacijentkinjama nije indikovan hirurSki tretman, prevalenca ovog
oboljenja je veca i karcinom grli¢a materice je jedan od vodecih uzroka smrtnosti Zena u ovim
zemljama - posle karcinoma dojke nalazi se na drugom mestu po stopi mortaliteta. Ranije je
standardna terapija ove bolesti bila pelvi¢na iradijacija, sa dobrom prognozom u i stopom
prezivljavanja od 15 do 80%, u zavisnosti od proSirenosti bolesti. Napravljeni su mnogi pokusaji
kako bi se unapredila efikasnost radioterapije za ovu terapijsku indikaciju, ali bezuspesno. Jedna
od njih je povecavanje doze zracenja, §to je dovelo do povecavanja broja neZeljenih efekata ove
terapije kod ovih bolesnica. DoSlo se do reSenja da se razmotri mogucénost konkomitantne
hemioterapije uz istovremenu primenu standardne radioterapije. Teoretski, hemioterapija moze
delovati sinergisti¢ki sa radioterapijom u inhibiciji reparacije zracenjem izazavanih oStecenja,
boljom sinhronizacijom ulaska c¢elija u radiaciono senzitivnu fazu Celijskog ciklusa, inicijaciom
proliferacije kod ¢elija koje nisu u proliferaciji i redukovanjem frakcije hipoksi¢nih ¢elija koje
nisu osetljive na terapiju. Nezavisno od toga, hemioterapija individualno dovodi do
signifikantnog porasta smrti tumorskih ¢elija (Thomas GM, 1999). Obzirom da je doza
hemioterapeutika, kada se kombinuju sa zraCenjem, manja nego uobicajena doza za
hemioterpijske cikluse solidnih tumora, logi¢no je da ovaj vid terapije nije odgovarajuci za
metastatsku bolest, ve¢ samo za lokalno uznapredovalu, $to je i bio iskljucujuéi kriterijum ovog

istrazivanja jer nisu obuhvacene ispitanice sa metastatskom bolescu.
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Jos od 1980. godine, mnoge studije su pokazale da tretman ove bolesti sa cisplatinom, 5-
fluorouracilom i mitomicinom moze biti bezbedna kombinacija sa radioterapijom. Potom su
usledile studije koje su sve imale isti zakljuak da je najadekvatnija kombinacija cistostatika
cisplatina sa zracenjem i u vidu bezbednosti protokola i u vidu terapijskog odgovora.

Studija Keja i saradnika iz ginekolosko-onkoloske grupe je pokazala da konkomitantnim
davanjem cisplatina pored radioterapije kod bolesnica sa cervikalnim karcinomom stadijuma Ib
balki forma sa nodus negativnim nalazom, signifikantno dolazi do poboljSanja kontrole pelvi¢ne
rasirenosti bolesti 1 veée duzine prezivljavanja (Keys HM i sar., 1999).

Istovremeno sa ovom studijom, nacinjena je studija Rosa i njegovih saradnika sa isitim
ciljem, samo na grupi pacijenkinja u ve¢im stadijumima bolesti i to u — Ilb, Il i IV stadijumu,
slicno kao 1 u ovom istrazivanju. Jedna grupa pacijentkinja je bila podvrgnuta nedeljnim
jednodnevnim ciklusima hemioterapije monocisplatinom u vidu potencijacije tokom
radioterapije, druga grupa terapiji koju je ¢inila kombinacija cisplatina sa hidroksiureom i 5-
flurouracilom tokom zracenja, a tre¢a grupa je primala samo hidroksiureu kao vid potencijacije
tokom zracenja. Period odrzavanja stabilne bolesti 1 prezivljavanja u obe grupe koje su primale
cisplatin je bio signifikantno ve¢i nego u grupi koja je primala hidroksiureu. Obzirom da je
toksicnost monocisplatina kao terapijskog protokola mnogo manja nego toksicnost drugog
kombinovanog hemioterapijskog protokola primenjenog u ovom istraZivanju, cisplatin se
nametnuo kao imperativ u kombinovanoj terapiji ove bolesti i na osnovu toga u$ao u sve
zvanic¢ne protkole za leCenje ovih stadijuma karcinoma grlica materice, bacaju¢i u senku kako
ostale citostatike tako i raniji znacaj radioterapije u leCenju ove bolesti, minimizirajuci znacaj 1
terapijski uspeh ove terapije i uzimajuéi vodece mesto u terapiji ove bolsti sa uzimanjem zasluga
za sve terapijske efekte 1 dobru stopu prezivljavanja kod bolesnica obolelih od ove bolesti (Rose
PG i sar., 1999).

Na osnovu toga, celokupan terapijski odgovor ispitanica u ovom istrazivanju kao i stopa
prezivljavanja u mesecima pripisana je samo efektima hemioterapije monocisplatinom u sklopu
radikalne hemioiradijacije kojoj su bile sve ispitanice podvrgnute, pa se tokom celog ovog
istrazivanja svi terapijski efekti isklju€ivo pripisuju hemioterpiji na osnovu cega se bazira
procena terapijskog odgovora minimizirajuéi znacaj primenjene radioterapije u sklopu

konkomitantnog protokola.
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Jo$ jedna studija potvrduje ove dokaze. Morris 1 saradnici su pratili terapijski odgovor
bolesnica obolelih od cervikalnog karcinoma stadijuma Ib-1Va, koje su bile podeljene na grupu
koja je samo primala radioterapiju i grupu koja je pored radioterapije konkomitantno primala
cisplatin sa 5-fluorouracilom. Doslo se do rezultata da grupa pacijenkinja koja je bila na
hemioiradijaciji ima signifikantni skok u stopi prezivljavanja i1 odrZavanja stabilne bolesti
naspram onih koje su bile samo na iradijaciji (Morris M i sar-, 1999).

Sve navedene studije koje potvrduju efikasnost hemioterapije cisplatinom kod lokalno
uznapredovalog cervikalnog karcinoma su signifikantne u ovoj tvrdnji obzirom da su radene na
adekvatnom statisticki reprezentativnom uzorku pacijentkinja ¢ije je pra¢enenje bilo dovoljno
dugo, sto valorizuje zakljucke tih studija i na osnovu toga, sve kasnije radene studije u ovoj
oblasti daju primat i uzimaju u obzir procenu terapijskog odgovora ovih pacijentkinja na osnovu
primenjene hemioterapije monocisplatinom.

Novija studija Rosa i saradnika ponovo potvrduje signifikantno veci period stabilne
bolesti i duzinu prezivljavanja 526 pacijentkinja obolelih od lokalno uznapredovalog cervikalnog
karcinoma u grupi koja je primala monocisplatin konkomitantno tokom zracenja naspram grupe
koja je primala hidroksiureu kao vid potencijacije. Pored toga pacijenkinje koje su tretirane
hidroksiureom su pokazale veci stepen toksi¢nosti u smislu potenciranja kako neZeljenih efekata
radioterapije (i ranih i kasnih) tako i nezeljenih efekata hemioterapije, za razliku od grupe koja je
primala monocisplatin u kojoj nisu zabelezeni ni rani ni kasni znaci toksi¢nosti (Rose PG i sar.,
2007).

Jo§ jedna studija Strausa i1 saradnika dokazuje da je konkomitantna hemioiradijacija
cisplationom u dozi od 40 mg/m? nedeljno u 6 terapijskih ciklusa obeéavajuéi vid terapije
uznapredovalog cervikalnog karcinoma sa prihvatljivim stepenom toksi¢nosti naspram
nekadaS$nje samostalne primene radioterapije (Strauss HG i sar., 2002). Upravo se ova doza
cisplatina i primenjivala kod ispitanica ovog istraZivanja.

U ovom istrazivanju vrednosti dobijenih celijskih morfometrijskih parametara su
korelirane 1 sa prezivljavanjem ispitanica kako bi se dokazala njthova znacajnost u predikciji
terapijskog odgovora. Rok krivom povrSine celija, kao prognostickim markerom za duzinu
prezivljavanja kod bolesnica sa karcinomom grli¢a materice, utvrdeno je da povrSina kancerske
¢elije predstavlja statisticki znafajan prognosti¢ki citomorfometrijski parametar u proceni

prezivljavanja i da je Cut off vrednost ovog parametra 67,17 pm?, odnosno to je vrednost koja
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najbolje determinse prezivljavanje pacijentkinja. Pacijentkinje su podeljene u dve grupe u
odnosu na ovu cut off vrednost povrsine Celija i Kaplan-Majerovom analizom prezivljavanja je
utvrdeno da prosecno vreme prezivljavanja znaCajno duze u grupi pacijentkinja koje imaju
vrednosti povrsine > 67,17 pm?2,

Tosi 1 saradnici su joS u davnas$njoj studiji odredili znacaj povrSine kao morfometrijskog
parametra kancerskih ¢elija u predikciji terapijskog odgovora i1 duzine prezivljavanja. Naime, oni
su odredivali nuklearnu povrsinu ¢éelija karcinoma bubrega i dokazali da je Cut off vrednost ovog
parametra 32 um? na osnovu duZine prezivljavanja ovih pacijenata (Tosi P i sar., 1986). Rezultati
dobijeni ovom studijom ukazuju na vrednost od 67,17 um? kao grani¢nu u predikciji duZine
prezivljavanja pacijentkinja sa cervikalnim karcinomom, §to je i ocekivano dupla vrednost
obzirom da se radi o vrednosti ukupne povrsine ¢elije a ne samo jedra kao §to je radeno u
navedenom istrazivanju.

Slede¢i celijski morfometriski parametar sa ¢ijim vrednostima je raden isti vid
statistickog istrazivanja je perimetar Celije. Rok kriva perimetra celija kao prognostickog
morfometrijskog parametra za prezivljavanje kod bolesnica sa karcinomom grli¢a materice
pokazuje da je on statisticki znacajan prognosticki morfometrijski marker u proceni
prezivljavanja i utvrduje Cut off vrednost ovog markera od 33,88 pm, na osnovu koje su
pacijentkinje podeljene u dve grupe. Kaplan-Majerovom analizom preZivljavanja je utvrdeno da
proseCno vreme prezivljavanja znacajno duze u grupi pacijentkinja koje imaju vrednosti
perimetra ¢elija > 33,88 um.

Pored navedenih, cirkularnost je visoko stratisti€¢ki znacajan prognosti¢ki celijski
morfometrijski parametar u proceni prezivljavanja. Cut off vrednost ovog parametra iznosi 0,80.
Kaplan-Majerovom analizom je utvrdena grani¢na znacajnost u duZzini prezivljavanja, odnosno
da nesto duze prezivljavaju pacijentkinje koje imaju ¢elijsku cirkularnost < 0,80.

Feretov dijametar celija je, takode, visoko stratisticki znacajan prognosticki celijski
morfometrijski parametar u proceni prezivljavanja ¢ija Cut off vrednost iznosi 11,86 pm.
Kaplan-Majerovom analizom prezivljavanja je utvrdeno da je prose¢no vreme prezivljavanja
znacajno duze u grupi pacijentkinja koje imaju vrednosti Feretovog dijametra ¢elija > 11,86 um.

Integrisana opticka gustina kao ¢elijski morfometrijski parametar koji je takode ispitivan
u ovom istazivanju i predstavlja znaCajan prognosticki parametar u predikciji prezivljavanja

pacijentkinja sa karcinomom grli¢a materice sa Cut off vrednos¢u od 20 a.i.. Kaplan-Majerovom
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analizom prezivljavanja je utvrdeno da je prosetno vreme prezivljavanja znacajno duze u grupi
pacijentkinja koje imaju vrednosti integrisane opti¢ke gustine c¢elija > 20 a.i..

Pored integrisane opticke gustine celije, Rok krivom zaobljenosti ¢elija kao posebnog
¢elijskog morfometrijskog parametra, se pokazalo da se i zaobljenost nije izdvojila kao znacajan
prognosticki parametar u predikciji prezivljavanja pacijentkinja ovog istrazivanja.

Poslednji ispitivani celijski morfometrijski parametar u ovom istrazivanju bila je
solidnost ¢elije. Rok kriva solidnosti ¢elija kao zasebnog ¢elijskog morfometrijskog parametra,
dokazuje da je on statistiCki znaCajan prognosticki parametar za predikciju prezivljavanja
pacijentkinja sa karcinomom grli¢a materice. U odnosu na Cut off vrednost za solidnost ¢elija
(0,94) formirane su dve grupe ispitanica i Kaplan-Majerovom analizom prezivljavanja je
utvrdeno da je prosecno vreme prezivljavanja znacajno duze u grupi pacijentkinja koje imaju
vrednost solidnosti ¢elija < 0,94.

Na osnovu napred navedenog, moze se zakljuciti da celijski morfometrijski parametri
imaju veliku ulogu kao prognosticki faktor u predikciji terapijskog odgovora i duzini
prezivljavanja kod karcinoma grli¢a materice. Njihovo odredivanje je vise nego ekonomic¢no i
zahteva samo odgovarajuée fotografije reprezentativnih delova patohistoloskih preparata tkiva
cervikalnog karcinoma i adekvatan softver za njihovu kvantifikaciju. Na osnovu dobijenih
vrednosti ¢elijskih morfometrijskih parametara i vrednosti indeksa proliferacije Ki-67, dobijenim
imunohistohemijskim bojenjem tkiva karcinoma grlica materice na odgovaraju¢i marker 1
izraCunatim procentom pozitivnih ¢elija, uzimajuci u obzir sve ove parametre, veoma efikasno se
moze dati individualna prognoza za svaku pacijentkinju obolelu od cervikalnog karcinoma,
individualizirati dalji terapijski pristup i izabrati za svaku pacijenkinju ponaosob adekvatan
terapijski tretman u cilju postizanja $to boljeg terapijskog odgovora, sa §to manjim brojem
neZeljenih efekata, 1 Sto veCom duzinom prezivljavanja obolelih od ove, u nasoj zemlji, veoma

rasprostranjene bolesti zenske populacije.
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu postavljenih ciljeva ovog istrazivanja, uzimajuéi u obzir dobijene vrednosti

indeksa proliferacije Ki-67 i ¢elijskih morfometrijskih parametara na dostupnom tkivu

karcinoma grlica materice pacijentkinja biopsiranih, patohistoloski i imunohistohemijski

obradivanih i le¢enih u Klinickom centru Ni$, statistickom obradom dobijenih podataka pomocu

adekvatnog softverskog paketa, ovim istrazivazivanjem doslo se do slede¢ih zakljucaka:

Indeks proliferacije Ki-67 je zna¢ajan klinicki parametar u proceni terapijskog odgovora
na hemioterapiju cisplatinom kod pacijentkinja obolelih od karcinoma grli¢a materice;
Vreme prezivljavanja kod pacijenkinja obolelih od cervikalnog karcinoma raste sa
porastom vrednosti Ki-67 proliferativnog indeksa. Utvrdena je grani¢na (Cut-off)
vrednost markera proliferacije Ki-67 od 60% koja je uticala na statisticki znacajno
prezivljavanje pacijentkinja sa cervikalnim karcinomom i ona predstavlja vrednost
senzitivnosti karcinoma grli¢a materice na hemioterapiju cisplatinom;

Od svih ispitivanih ¢elijskih morfometrijskih parametara izdvojili su se: povrsina celije,
perimetar, cirkularnost, Feretov dijametar, integrisana opti¢ka gustina ¢ije vrednosti
statisticki znacajno utiCu na duzinu prezivljavanja pacijenkinja obolelih od karcinoma
grli¢a materice;

Kod pacijentkinja obolelih od cervikalnog karcinoma u odmaklim stadijumima bolesti,
kod kojih je hemioiradijacija jedini vid leCenja, stopa prezivljavanja i vreme bez pojave
recidiva bolesti su u direktnoj vezi sa sa Ki-67 proliferacionim indeksom i pomenutim
Celijskim morfometrijskim parametrima tkiva samog karcinoma, koji imaju veliku
prediktivnu vrednost u proceni terapijskog odgovora na hemioterapiju cisplatinom ovih
pacijentkina;

Procena terapijskog odgvora ovolelih od karcinoma grlica materice na hemioterapiju
cisplatinom je vazna kako bi se smanjila nepotrebna upotreba hemioterapije i samim tim i
toksicni nezeljeni efekti ove terapije kod pacijentkinja sa hemiorezistentnim tipom
cervikalnog karcinoma;

Odredivanje indeksa proliferacije Ki-67 1 celijskih morfometrijskih parametara

omogucava individualizaciju terapijskog pristupa obolelih od karcinoma grli¢a materice u
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cilju postizanja sto boljeg terapijskog odgovora sa minimumom nezeljenih efekata kao i

Sto vece duzine prezivljavanja obolelih od ove bolesti.
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Hpuaor 1. UzjaBe ayTopa TOKTOpCKe qUcepTaLnje

H3zjasa 1.

N3JABA O AYTOPCTBY

W3jaBibyjeM Aa je JOKTOpCKa TucepTalnja, Mo HaClIOBOM

Yruunaj unaexca npoaudepannje Ku-67 u heaujcknx mopdomerpujckux napaMerapa Ha
epexkaT XeMHOTepanHje HHUCIVIATHHOM KO/ NalHMjeHTKHEa 000JIeJIMX 0 KapuHHOMa
rpauha marepuue

Koja je onOpameHa Ha MeauuuHekoM (akynTety YHuBep3urera y Humry:
® pEe3yNTaT CONCTBEHOT HCTPAKMBAUKOT Paja,

® Ja OBy AMCEpTalWjy, HU Yy LEIUHU, HUTH Yy JIEJIOBUMA, HUCAM IPHjaBJbUBO HA JPYTUM
(bakynTeTrMa, HUTH YHUBEP3UTETHMA,

e Ja HHUCaM MOBPEAMO ayTOpPCKa IpaBa, HUTU 3JIOYMOTPEOMO HHTEIEKTYallHy CBOJUHY
JPYTHX JINIIA.

Jlo3BosbaBaM ga ce o0jaBe MOjU JMYHHM TIOJAllA, KOJU Cy Y BE3W ca ayTOPCTBOM H
no0ujamkeM akaJIleMCKOI 3Bama JOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy MME U Mpe3uMe, roJIMHa U MECTO
pohema u nmatym omOpaHe pama, U TO y Katanory bubmuoteke, JurutaaiHoMm peno3uTopujymy
VYuusep3uteta y Humy, kao u y nmyonukanujama YHuBep3utera y Humry.

Y Humy,

[Tormuc ayropa aucepranyje:

(Ume, cpenme CI0BO U MPE3UME)



N3jasa 2.

N3JABA O UICTOBETHOCTH EJIEKTPOHCKOI' 1 ITAMITIAHOI' OBJIMKA
JOKTOPCKE JUCEPTAIIUJE

HacnoB  nucepramuje:  YTumaj wuHaekca mnpoiudepanuje Ku-67 u  heaumjeckux
MopdomeTpujckux mapaMerapa Ha edekar XeMHOTepanuje UUCIVIATHHOM KO
NANMjeHTKHba 000J1eIMX 01 KapuuHoMa rpjauha MmaTepune

W3jaBibyjeM 11a je eneKTPOHCKH OOJIMK MOje TOKTOPCKE JucepTanuje, Kojy caMm mpeaao 3a
yHOoUIewe y Jlururanuu peno3uropujym YHuBep3urTera y Huuny, McToBEeTaH MITaMIaHOM
00JHuKYy.

VY Humry,

[otmuc ayropa aucepranuje:

(Mme, cpenme CI0BO U MIPE3UME)



H3jasa 3.

N3JABA O KOPUIIREBY

Onamthyjem VYHuBepsutercky Oubnmnoreky "Hukonma Tecnma" nga y JururanHu
peno3uTopujyM YHuBep3uTera y Huiry yHece Mojy JJOKTOPCKY TUCEpTaIN]y, MOl HACTIOBOM:

Ytunaj unaexkca npoaudepanuje Ku-67 n henmjckux moppomerpujckux mapamerapa Ha
edpexar XxemMuHOTepanuje UUCIVIATUHOM KOJ NAlHjeHTKUEA 000J1eJMX O KAapIHHOMA
rpaunha marepuue

Jlucepranyjy ca CBHM MPUIIO3MMA MPEJa0 caM y €JIEKTPOHCKOM OOJHKY, MOTOHOM 3a
TPajHO apXUBHUPABHE.

Mojy HOOKTOpCKYy AWcCepTanujy, YHETYy y JuruTanmHu peno3uTopujyM YHUBEP3HUTETA Yy
Humry, Mory KOpUCTHUTH CBU KOjU TIOIITY]Yy OJApeade caapaHe y oJa0paHOM THUITY JIMIICHIIE
Kpearusne 3ajenuurie (Creative Commons), 3a Kojy caM ce oay4woO.

1. Ayropctso (CC BY)

2. AyropctBo — Hekomepuujainno (CC BY-NC)

3. AyropctBo — HekoMepuujaiaHo — 6e3 mpepane (CC BY-NC-ND)

4. AytopcTBO — HEKOMepIHjaaHO — Aeauth o uctuM yenosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyropctBo — 6e3 mpepane (CC BY-ND)

6. AytopctBo — nenutu o uctum yciaosuma (CC BY-SA)

VY Humry,

[otmuc ayropa aucepranyje:

(Ume, cpenme CI0BO U MPE3UME)
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