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POVZETEK

Karcinoma jainika in endometrija sta od hormonov odvisni obtdka. V primeru, da se
hormonsko ravnovesje porusi in se p&avé&oncentracija estrogenov v telesu, prihaja do
vecjega Stevila delitev celic in ¢ moznosti za nastanek nakijuh napak in razvoj
malignega obolenja. V primeru malignih procesov rjpgain endometrija pride do
spremembe v delezu izianja posameznih frakcij estrogenov.

2-hidroksiestron ima anti-estrogenskéinek, zato ga imenujemo »dober« estrogen.
Deluje kot antioksidant in je pomemben za odprawskpdovanih in rakavih celic, saj
zavira proliferacijo celic. l@-hidroksiestron pa slabo vpliva na naS organizem in
spodbuja razvoj raka. Sposoben je kovalentne vezaeeeptorjem estrogena, histoni in
DNA. Visoke vrednosti 1&-hidroksiestrona ob nizjih vrednostih 2-hidroksiesa so
vzrok za nastanek od hormonov odvisnih oblik raka.

V nasi raziskavi smo Zeleli ugotoviti, ali se iZdmje razlénih frakcij estrogenov razlikuje
glede na vrsto raka, koliko preiskovank odstopaederertnih vrednosti za estrogene in,
ali lahko glede na vrednosti razlih frakcij estrogenov kmo karcinom jajnika oz.
endometrija od benignih sprememb.

V raziskavo smo vkljli 44 preiskovank, ki smo jim izmerili vrednosti- 2
hidroksiestrona, I&hidroksiestrona, razmerja 2-hidroksiétBidroksi estrogenov in
vrednost kreatinina v urinu ter karcinomskega am#&y125 v serumu.

Ugotovili smo, da imajo preiskovanke s karcinomonvarga v primerjavi S
preiskovankami s karcinomom endometrija viSje vominrazmerja 2-hidroksi/16
hidroksi estrogenov in nizje povgje koncentracij 2-hidroksiestrona in 6
hidroksiestrona. 75% vseh preiskovank (z benignmmalignimi obolenji) je imelo
znizane vrednosti razmerja 2-hidroksiddieidroksi estrogenov.

Povzamemo lahko, da je dobmje razmerja 2-hidroksi/&éhidroksi estrogenov
potencialno dobra diagno&tia metoda za razlikovanje karcinoma endometrivarija.
Nizke vrednosti razmerja (pod 2) so povezane z mako pove&anim tveganjem za
njegov razvoj.

Statisttno nismo mogli dokazati razlik v razmerju estrogenmodrugih parametrov med
skupinama preiskovank s karcinomomc¢gaka in karcinomom edometrija; omenjenih
razlik prav tako nismo mogli dokazali med skupinampr@iskovank s karcinomom

jaj¢nika in endometrija in tistimi brez karcinoma.



ABSTRACT

Ovarian and endometrial carcinoma are hormonesndiegpe forms of cancer. In case of
hormone imbalance and subsequently estrogenes rioaiien in the body is increased,
that may lead to increased cell division and highbance to malignant disease
development. In case of malignant processes ofiwvaand endometrium, alterations in
excretion portion of individual estrogenes fraciatcur.

2-hydroxyestrone has an anti-estrogene effect,etber it is also called a »good«
estrogene. It acts as an antioxydative agent and responsible for elimination of
damaged as well as cancerous cells, because iengreell proliferation. Moreover, it
also effects as estradiol stimulator, i.e. it infsilproliferation of cancerous cells. On the
other hand, 1&-hydroxyestrone has negative impact on human bouy Gan cause
cancerous diseases. It is capable to form covalamd with estrogen receptors, as well as
with histones and DNA. Thus, high values ofad6/droxyestrone alongside with low
values of 2-hydroxyestrone can cause hormone depéfatms of carcinoma.

In our investigation, we wanted to find out, if estton of different estrogen fractions
depends on type of cancer, the number of patieittspathological values, and finally ,
if we can discriminate between malignant and beamgirsigns on basis of different
estrogene fractions values.

In investigation 44 patients were tested and thaiues of 2-hydroxyestrone, d-6
hydroxyestrone, the 2-hydroxy/dydroxy estrogene ratios were meausred. In adhditio
values of creatinine in urine as well as conceiumabf carcinom antigen 125 in serum
were also analysed.

We determined that patients with ovarium carcinosteow higher values of 2-
hydroxy/1Gi-hydroxy estrogene ratios and lower averrage ofceotration of 16-
hydroxyestrone and 2-hydroxyestrone in comparisoendometrium carcinoma patients.
75% of all patients ( with benignant and maligndiseases) had decreased values of ratio
2-hydroxy/1@-hydroxy estrogene.

We conclude that measurement of 2-hydroxyfh§droxy estrogene ratio can potentially
be a good diagnostic approach for ovarian and eetttahcarcinoma determination.
Lower values of this ratio (under 2) can be conegatith cancer or higher risks to
undergo cancerous disease.

We weren't able to prove significant differencesestrogene ratios as well as other

parameters between ovarian carcinoma patientsradtwh@etrium carcinoma patients.



Moreover we couldn't prove differences between gsoof patients suffering from

carcinoma and ones without the disease.

Vi
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1. UVOD

1.1 HORMONSKE SPREMEMBE

Endokrini sistem je kompleksna skupina Zlez in drsiruktur, ki v kri izl@&ajo hormone in
vplivajo na metabolizem in druge procese v organiz@kvare in patoloske spremembe
lahko povzréijo hormonsko neravnovesje, ki slabo vpliva na ggran lahko vodi do raka.
Najpogostejsi od hormonov odvisni obliki raka ndilib sta rak endometrija in rak fagikov.

V zadnjih treh desetletjih se je pogostost rakasiiiolenj po vsem svetu podvojila. Med
glavne vzroke za povanje Stevila obolelih spadajo staranje svetovneulaage, moderen
n&in zivljenja in Skodljivi vplivi okolja. V svetu ztli za rakom letno wekot 12 milijonov

ljudi, okrog 7,6 milijonov jih zaradi te bolezniduumre (1).

V Sloveniji je rak kot vzrok smrti na drugem medgakoj za boleznimi srca in ozilja. Letno za
njim zboli ves kot 10 000 prebivalcev, umre pa jih okrog 6 00D @enske najpogosteje
zbolevajo za rakom dojke, rak mateémega telesa je po pogostosti na petem mestu, rak

jajénika pa na devetem.

1.1.1 Mehanizem nastanka raka

Skozi zivljenje potee vloveSkem telesu wdisac bilijonov celicnih delitev, zato lahko pride
pri kopiranju dednega materiala do spontanih mutsaka celica ima kontrolni sistem
celicnega cikla, ki je odgovoren za pravilno podvajadgzinega materiala. V primeru, da

sistem ne zazna ali ne uspe odpraviti napake, labkca sprozi programirano c&tio smrt.

Kljub uc¢inkovitemu nadzornemu sistemu lahko pride do napahko se vgradi nagan
nukleotid (t@¢kovna mutacija), nukleotid se ne vgradi (delecidi) pa se vgradi dodaten
nukleotid (insercija). Mutacije imajo posledice #a celico, lahko pa tudi za prihodnje
generacije, saj se takSna napaka lahko prenasejnapr

Rak je maligna novotvorba, za katero jedlma nenadzorovana delitev celic. Rakasta celica

nastane iz normalne celice po spremembi ali poSkabalbcenih genov.
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Rast in razmnozevanje zdravih celic sta v telesizinana, pri raku pa nadzorni mehanizmi
odpovejo, kar privede do nekontrolirane rasti cefiaradi nenadzorovane delitve se rakaste
celice pogosto razsSirijo v sosednja tkiva, lahkoppako krvnih in limfnih zil metastazirajo

tudi v oddaljene organe.

Uravnavanje bioloSke aktivnosti estrogenov in psbgenov poteka na nivoju receptorjev, pa
tudi na predreceptorskem nivoju s pafjeoencimov.

V primeru, da se hormonsko ravnotezje porusSi ip@exa koncentracija estrogenov v tkivu
in s tem tudi njihovo delovanje, prihaja zaradijeeproliferacije do pow&anja mozZnosti
nakljucnih genetskih napak. Tako stanje lahko vodi do rpieeije endometrija ter raka
endometrija in jajnika. Zaradi pov&ane koncentracije estrogenov nastaja westabolitov
estrona, ki lahko poskodujejo DNA. Kateholi, ki teaeejo iz estradiola s porjo citokromov
P450, lahko prav tako poskodujejo DNA in vplivaj@ mastanek raka endometrija in
jajénikov. Visoka koncentracija estrogenov v tkivu lah&proZi nastanek raka prek dveh
mehanizmov, prek direktnih poSkodb DNA z metaboiniprodukti estrogenov ter
delovanjem kateholov in s stimulacijo proliferadi).

1.1.2 Rak endometrija

Rak endometrija je hormonsko odvisen tumor, &itho viogo pri njegovem nastanku ima-

jo estrogeni, tako endogeni kot umetno vnesengamizem.

Rak endometrija je najpogostejSi maligni tumor kegs: genitalnega trakta v razvitem svetu
ter ¢etrto najpogostejSe maligno obolenje pri ZenskabpiaSno. Pojavnost je najpogostejSa
pri Zenskah po menopavzi. V letih 1999-2003 je kilSloveniji odkritih 27,5 primerov na
100 000 Zensk (3).

1.1.2.1 Tipi raka endometrija

Priblizno 10 % raka endometrija je dedno pogojenegga verjetnost je, da se taka oblika
raka pojavi v zgodnejSi dobi, najpogosteje v povezadedno obliko nepolipoznega raka
debelegatrevesa, pri katerem se pojavijo nepravilnosti vilgera popravljanje neujemanja

DNA baznih parov v zarodni liniji.
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Vecina primerov raka endometrija (90 %) je spokadhi in te lahko razdelimo na podlagi
klini¢no-patoloskih in molekularnih karakteristik v dvaté&goriji.

V prvo skupino spadajo od estrogenov odvisni primaea endometrija (tip 1), ki se pojavijo
pri mlajSih in m@nejSih Zenskah ter Zenskah brez otrok v pre- inmenopavzni dobi.
MorfoloSko gledano je w&na tumorjev iz te skupine endometrioidnih adenokermov, ki se
razvijejo preko kompleksnih hiperplazij endometriftipicna hiperplazija endometrija je
nedvomno prekurzor ¥ame endometrioidnih karcinomov. Ta tip tumorjev kahpo FIGO
(International Federation of Gynecology and Obgtg}rsistemu razdelimo v verazredov
glede na stopnjo diferenciacije. Tumorji tipa | jmaobro prognozo. Mednje spada 80 %
vseh sporadnih primerov raka endometrija.

20% vseh spora¢hih primerov raka endometrija ozfugemo kot tip Il. To je od estrogenov
neodvisni tip, ki se razvije v atrégfiem endometriju, énoma iz razlonih lezij, metaplazij,
ozna&enih kot intraepitelijski karcinom endometrija (BI®ojavlja se v morfoloSko zdini
obliki seroznega, papilarnega in svetlo-teiga adenokarcinoma. Za te primere raka
endometrija je zndlna slabSa diferenciacija z ¥&ot 50 % slabSe diferenciranih predelov. Ta
oblika raka je agresivha in se pogosto ¥@&a$ miometrij ter se razSirja v peritonealne
metastaze. Tip Il tumorjev ima slabSo prognozo.nfadtudije pa nakazujejo, da naj bi bil

tudi rak endometrija tipa 1l odvisen od estroge(@Vv

1.1.2.2 Klasifikacija raka endometrija

Histoloska klasifikacija
Endometrioidni adenokarcinomi (tip )
Drugi adenokarcinomi (tip 11):

* serozni karcinom

* svetlo-celéni karcinom

* nediferencirani karcinom

» drobnocelkni karcinom

* meSani karcinom

* mukozni karcinom

» prehodno-cetini karcinom

* skvamozno-cetini karcinom
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Slika 1: Primerjava normalnega endometrija z endometrioidnimadenokarcinomom

Preglednica I: FIGO klasifikacija tumorjev endometrija

STADDI Ia — tumor omejen na endometr

Ik - tumeor zajema manj debeline moimetrija
Iz — mmor zajema vel dzbeline miomeatrija
STADD I | Iz - tumer z=j=ma cervikalne dez=

1t — tumeor prodira v cervilalne strome

STADDID ( IMa - tumor zajema serozn vternss, adnekse, pozitivea peritonealna citologija
1Mb - tumer metastazira v vag ine

Mle — metastaze v medeniénih, parasortnih bezzaviah

ETADD TV | IVa-imazja (vdor mikroerganizmev) v sumice mehuga in rekiuma

IVt — cddaljens metastaze ali razSirttev bok=ni v abdomnu zuna) male

medenice v ingvinalne bezmavke

1.1.2.3 Dejavniki tveganja in z&ge

Vecina dejavnikov tveganja je posredno ali neposreuioezana s prekomerno katio ali
izpostavljenostjo estrogenom, Z@s8i dejavniki pa so vsi tisti, ki v sploSnem zm&ujejo

vplive estrogenov (2).

Med dejavnike tveganja sodita pozna menopavza,rggqava menstruacija in ne-rodnost,
saj je pri vseh teh dejavnikih gje skupno Stevilo menstrualnih ciklusov.

Nadomestna estrogenska terapija brez dodatka pensgea sodi med eksogene dejavnike
tveganja. Véje tveganje za nastanek raka obstaja pri posambanikiruzin, kjer so te oblike

raka Ze diagnosticirali.
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Dejavnik tveganja pred in po menopavzi je tudi deste Pred menopavzo je tveganje
povezano z wgim Stevilom anovulatornih ciklusov in nezadostnirdelovanjemu
progesterona. Po menopavzi je tveganj&ieyeker aromataza v mabnem tkivu pretvarja
androstendion v estron, ki se nato pretvori v aidj8i estradiol. DebelejSe Zenske imajo
zmanjSano kapaciteto globulina, ki veze spolne looen(SHBG), zato se pojavlja viSek
prostega estradiola. Tudi diabetes, v povezaviteldstjo, se povezuje z rakom endometrija.
Med zasitne dejavnike sodi kajenje, ki vpliva na zgodnejg®nopavzo in pospesuje
metabolizem v jetrih in s tem zniZuje raven estnage

Kombinirana kontracepcija na podlagi estrogenovpnogesteronov prav tako zmanjSa
tveganje za nastanek raka endometrija. Srfziaktivnostjo se vzdrzuje telesna tezainser

se zmanjSa Stevilo ovulatornih ciklov in s tem igfawljenost estrogenom. Tudi s Stevilom
nose&nosti se zmanjSa skupno Stevilo ovulatornih ciklzato obstaja obratno sorazmerje med

Stevilom noseénosti ter tveganjem za nastanek raka endometrija.

1.1.2.4 Klinna slika in diagnostika

Rak endometrija na #atku poteka brez simptomov, pogost in dokaj zgosiemptom je
neredna vaginalna krvavitev. Po napredovanju bolezrazsSiritvi raka na okoliSke organe
nastopijo bol&ine v spodnjem delu trebuha, tezave z odvajanjextalh vode ter povanje

maternice.

Pri diagnostiki je pomemben ginekoloSki pregledi katerem se odvzame tudi bris po
Papanikolaou za citoloski pregled. Pomembna je fudiskava s tipanjem, imenovana
palpacija, s katero ginekolog oceni velikost maternin otipa jainike ter parametrij. Z
vaginalnim ultrazvokom ginekolog pregleda debelghaznice v matergni votlini, velikost
maternice in jajnikov. RazSirjenost raka po telesu lahko ugotovimeentgenom pljé

skeleta in scintigrafijo, razSirjenost po medepiz ultrazvokom trebuha in retroperitoneja.
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1.1.2.5 Zdravljenje

Zdravljenje je odvisno od tega, s kaksno oblikestiapnjo razvoja raka endometrija imamo
opraviti. Glede na klirino-patoloske karakteristike lahko rak endometkjase Se ni vrasel v
miometrij maternice, razvrstimo v dve skupini. W@rskupino uvr&mo primere z nizkim
tveganjem (dobro diferencirani endometrioidni kaoeni), v drugo skupino pa visoko-rinie
primere raka endometrija (zmerno ali slabSe difeirani endometrioidni karcinomi).
NajprimernejSa nana zdravljenja za rakave primere, ki sodijo v pskupino, sta operacija
in progestinska terapija. Pri dobro diferenciramifdometrioidnih karcinomih prve skupine se
pogosto izrazajo progesteronski receptorji. Pragestvezavo na te receptorje zavira rast
celic, saj uravnava kdiino estrogenskih receptorjev ter poug metabolizem steroidnih
hormonov. Visoko-rizini primeri raka endometrija iz druge skupine zahjehisterektomijo

S postoperativno kemoterapijo. Za zdravljenje tgkiimerov se uporablja tudi radioterapija

).

1.1.3 Rak jagnika

Rak jagnika je maligno obolenje enega ali obehtjéfov. Gre za maligne tumorje, ki so
primarno maligni (epitelni, stromalni in tumor zdroeh celic) ali sekundarni maligni (so
posledica zasevanja malignomov endometrija, gadésiinalnih tumorjev, raka dojk).
Nastopajo v obliki masivnih bul, ki so lahko votbisticne. Rak enega jajika lahko zelo

zgodaj zajame tudi drugi @ik in razmeroma hitro metastazira po trebusniinog4).

Leta 2005 je v Sloveniji za rakom gajkov zbolelo 176 zensk, umrlo pa 126. Visoka
umrljivost je predvsem posledica velikega delezpredovalih primerov W&asu postavitve
diagnoze (5).

1.1.3.1 Tipi epitelijskih tumorjev janikov

Epitelijske ovarijske tumorje razwdmo po histoloSkih zrdnostin v sedem osnovnih
razredov. Med histoloskimi vrstami fizioloSko nsbienih razlik. Tumor razdelimo v da@en

histoloski razred glede na a#ii tip, lokacijo in naravo malignosti.
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Glede na naravo malignosti¢imo tri vrste tumorjev: benigne, mejno maligne imligne

(invazivne karcinome) (4).

1.1.3.2 Klasifikacija raka jagnika

HistoloSka klasifikacija

1. Serozni cistomi in karcinomi

2. Mucinozni cistomi in karcinomi

3. Endometroidni tumoriji

4. Svetlocelini tumoriji

5. Nediferencirani karcinomi

6. MeSani epitelijski tumoriji

7. Neklasificirani tumorji Epi;:;gr:‘i;;“‘a'“ega

" | | | . | AL
jpogosteje rak vznikne v epitelnem delgénmaka, redkeje | Wéﬁ%%‘“ﬁ-g%

pa v germinativnem ali stromalnem tkivu. Germinal \“c;::{ﬂj 3 .'

ovarijski tumorji predstavljajo skoraj petino o\akih %&%W

tumorjev in so v&inoma benigni. Med germinalne tumor;j

spadajo teratomi, disgerminomi, tumor rumenjakonegke

in horiokarcinom.

Adenokarcinom jajénika

Slika 2: Primerjava epitela normalnega

jaj énika z adenokarcinomom jagnika

Stromalni tumorji so neepitelijski ovarijski tumbin izlocajo spolne hormone. Mednje sodijo
tekomi in androblastomi, ki lahko s sekrecijo eg&wov povzréajo spremembo sekundarnih
spolnih znakov, ter granuloznocelularni tumorjiediji izlotajo velike koltine estrogenov in

lahko povzrgijo hiperplazijo in karcinom endometrija, ter césto bolezen dojk.

Klasifikacija FIGO

Pri raku jagnika uporabljamo za daotanje stadija bolezni kirurSko klasifikacijo FIGO.
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Preglednica Il: FIGO klasifikacija tumorjev jaj ¢nika

Stadij | | maligni tumor enega ali obeh §ajkov

Stadij Il | maligni tumor jagnikov z vraganjem v organe male medenice

Stadij Ill | maligni tumor jagnikov z razra&anjem zunaj male medenice

Stadij IV | maligni tumor jagnikov z oddaljenimi metastazami

1.1.3.3 Dejavniki tveganja in zéte

Obstaja veliko teorij o vzrokih za razvoj rakacjakov. Pogosteje se pojavlja pri starejSih
zenskah in pri Zzenskah, ki niso imele otrok. Regikgga je pri Zzenskah, ki so ¥éet jemale
oralne kontraceptive ali prejemale hormonsko nadbnoezdravljenje.

Prav tako je redkejSi pri Zzenskah, ki so pozno l@opivo menstruacijo ali zgodaj preSle v
menopavzo (6). Tveganje pawgeta ne-rodnost in neplodnost. Tveganje za mejaligme in
visoko maligne tumorje naj bi bilo do 6,5- krat&jee pri neplodnih Zenskah. Stevilne
ovulacije so vzréni faktor za razvoj epitelijskega raka gaika. ZviSani gonadotropini so
neposredno ali posredno preko steroidnih hormomm»epani z razvojem novotvorb ¢ajka.
Epitelij jajcnika je zaradi ovulacije cikiho poSkodovan. \&na rakov nastane iz epitelija,
predvsem iz celic, ki so citoloSko in histoloSkodpbne peritonealnim. Estrogeni, ki
stimulirajo epitelij, so stromalnega izvora, njilroproizvodnja pa je odvisna od koncentracije
gonadotropinov (4).

Po eni od teorij j@nika med nosaostjo nekako povata, saj ne prihaja do ovulacije.
Podobno naj bi ¢inkovali oralni kontraceptivi, ki prav tako zavicapvulacijo. Pomembni so
tudi dedni dejavniki, saj se &isno rak jajnikov pojavlja v druzinah (6).

Dedni dejavniki povzréajo od 5-13% rakov janika, vsaj 90-95% Zensk pa bi naj imelo
sporadino obliko raka. Pri z&&nih dejavnikih iz okolja je pomembna predvsem azar

prehrana z malo masb.
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1.1.3.4 Klinina slika in diagnostika

Med ginekoloskimi raki povzka rak jagnikov najmanj ditne in prepoznavne znake, zato ga

je tezko odkriti v zgodnejSem stadiju.

NajpogostejSi znaki zgodnje bolezni so: nejasnetbw v trebuhu, predvsem v spodniji
polovici trebuha, teZzave pri odvajanjuaen blata ter nehotno uhajanje@aeNemalokrat so

v ospredju teZzave, ki na videz z bolezenskimi sgraimami jajnikov nimajo né skupnega.

To so tezave pri odvajanju blata, meteoriz&mvesa, boline nad popkom, predvsem v
predelu Zelodca in balme po zauzitju hrane. Bolj z&iéni so zal znaki Ze napredovane
bolezni, in sicer nenadno in @kno povéanje obsega trebuha, pomanjkanje apetita, slabost,

bruhanje, zaprtje, hujSanje in oteZkoo dihanje (7).

Pri dolatanju diagnoze je pomembna anamneza, datarsplosni pregled, vaginalni in
rektalni ginekoloski pregled, ultrazvok abdomnagiwalni ultrazvok, pripordjiva je tudi
racunalniska tomografija (CT) abdomna. Nujne so heinake in biokemine preiskave krvi

in dolccitev vrednosti tumorskega oztevalca CA-125 (4).

Tumorski oznéevalci so molekule, ki jih izkajo celice malignih tumorjev dalene vrste.
Najpogosteje jih v poviSanih koncentracijah odkngev krvi in urinu, lahko pa tudi v samem
tumorju in drugih tkivih. Karcinomski antigen 125 lkrajSe CA-125 je beljakovina, ki sluzi
kot tumorski marker. V povisanih koncentracijahnsdhaja v rakastih celicah ¢ajka in je

najpogosteje uporabljen ozievalec omenjenega raka.

Ultrazvok je v primerjavi s krvnimi testi veliko haatarten pri diagnosticiranju malignih
tumorjev jagnikov. Rezultati, ki so jih objavili v Journal ofie¢ National Cancer Institute so
pokazali, da je ultrazvok v 93 odstotkih vseh priovezaznal razliko med benignimi in
malignimi tumorji na jajnikih, medtem ko je bil krvni test nat&éen le v 83 odstotkih.
V raziskavi, v kateri je sodelovalo 1066 zensk, ugmrabili krvne teste, ki temeljijo na
odkrivanju CA-125.

Ker so simptomi pri raku janika zelo podobni simptomom, ki so Ziai tudi za manj

"resne" bolezni, raka na faikih v zgodniji fazi odkrijejo samo v 20 odstotKin).



Darja Horvat — diplomska naloga

1.1.3.5 Zdravljenje

NajuspesnejSe in najpogostejSe zdravljenje rakaifav je kirurSko. Odstranitev notranjih
ginekoloskih organov - maternice in obelfakov s tumoriji, tecimbolj korenita odstranitev
vseh tumorskih mas v trebusni votlini je smoteretalperacije. Nemalokrat je za to potrebna
tudi delna odstranite¥revesa ali mehurja. Zdravljenje praviloma vedn@erav izjemno
redkih z&etnih stadijih, nadaljujemo s citostatiki.

Prva tri leta po zdravljenju je pripafen kontrolni pregled na vsake Stiri mesece, kadnelje
poredko. Pri vsakem pregledu se poleg anamnezekawskega vaginalnega in rektalnega

pregleda dolda Se vrednost CA-125 v krvi, v poth@a je tudi ultrazvok abdomna (4).

1.2 STEROIDNI HORMONI

Med steroidne hormone spadajo hormoni nadtegdee in spolni hormoni.

1.2.1 Hormoni nadledvEnice

Hormona nadled¥¢nice sta aldosteron, ki spada med mineralokortéandkortizol, ki spada
med glukokortikoide. Glukokortikoidi vplivajo nagsnovo ogljikovih hidratov in beljakovin,

mineralokortikoidi pa uravnavajo koncentracijo étektov v krvi.

1.2.2 Spolni hormoni

Spolni hormoni uravnavajo rast, razvoj in delovasp®inih organov, proliferacijo sluznice
endometrija, razvoj in ohranitev sekundarnih spolanakov, v nosaosti pa tudi rast
maternice. Vzdrzujejo urogenitalno funkcijo ter @amtorino stabilnost, ugodnoéinkujejo
na miokardij, koronarne Zile, pretok krvi, koagujacn fibrinolizo (8).

Zenski spolni hormoni nastajajo v glavnem wiakih, lahko pa tudi v skorji nadledirie
Zleze ter posteljici. Njihovo izltanje uravnhavata gonadotropna hormona sprednjeggarez
hipofize, FSH (folikle stimuliraji hormon) in LH (luteinizirajéi hormon).

Med spolne hormone spadajo estrogeni, gestagamdrogeni.

10
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Estrogeni hormoni so skupina hormonov, bistvenimaanalen spolni razvoj Zenske in za
zdravo delovanje rodil (9). Nastajajo pretezno pnikih, v manjSih kokinah pa tudi v
nadledvénih zlezah.

V prvi polovici ovarijskega cikla gestagene i&go jagniki in skorja nadledvine Zleze, v
drugi polovici pa rumeno telesce. Njihova glavndoga je, da maternico pripravijo na
nose&nost, poleg tega pa vplivajo tudi na delovanje naoby, saj povzr&ajo olEutek

umirjenosti. Med gestagene spada hormon progesteron

Androgeni se sintetizirajo in izéajo v skorji nadledvine Zleze in v jajnikih, ter povzrgéajo

mosSke spolne znake. Pri zenskah so androg&nkiuopazni kot maskulinizacija v smislu
postave in obraznih potez, poleg tega se pojavijegfana porafenost ter pojav aken.
Glavni androgen v reproduktivnem obdobju, ki gabdajo jagniki je androstendion, drugi

najpomembnejSi pa testosteron.

1.2.3 Steroidogeneza

Izhodna spojina za sintezo steroidnih hormonovgkesterol, od njega se razlikujejo le po
stranski alkilni skupini, ki je steroidni hormoninmajo.

Sinteza steroidnih hormonov poteka s pojpcaitokromov P450, ki izkorigajo NADPH in
molekulski kisik. Sinteza se &a@ z dvojno hidroksilacijo holesterola na C20 in2C8&ledi
odcep dela stranske verige s Sestimi ogljiki. Takega se katalizira s holesterol dezmolazo
(10) imenovano tudi 20,22-dezmolaza, ki se nahapitehondrijih steroidnih celic, zato je
potreben transportni protein, ki prenese holesterabadledvéne zleze v mitohondrij. Ta
transportni protein se imenuje StAR (seroidogenout@ regulatory protein). Nastane

pregnenolon, ki je osnova za sintezo vseh steroidormonov.

11
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Slika 3: Steroidogeneza

Iz pregnenolona se v dveh korakih sintetizira pspg@n, 3-hidroksi skupina se oksidira v 3-
keto skupino in dvojna vez na C5 se prestavi nha C4.

Iz progesterona s hidroksilacijo nastajajo mindeattkoidi. Najprej pride do hidroksilacije
na C21, sledi hidroksilacija na C11, da nastandikasteron. Metilna skupina na C18 se
oksidira do aldehida rumene barve- aldosteron&otjagktivnega mineralokortikoida.

S sekrecijo treh hidroksilacij pa se iz progestarablikujejo glukokortikoidi. Prva je
hidroksilacija na C17, sledita ji hidroksilaciji 221 in C11, da nastane kortizol, ki je najbol
aktiven med glukokortikoidi.

Izhodi&e za sintezo androgenov sta pregnenolon in pragesteri obeh je prvi korak odcep
kratke stranske verige na C17, da na tem mestamag&eton.

Izraz 17-ketosteroidi se nanaSa na vmesno stopojoe steroidne podlage s to funkcionalno

skupino. Keton se reducira do hidroksilne skupmtako nastane testosteron.

12
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Estrogeni se od androgenov razlikujejo po tem,idejo metilne skupine na C10, A olirig
aromatéen in, da je hidroksilna skupina na C3 mestu. Nesta7(3 — estradiol, ki je

najpomembnejSi estrogen.

1.3 ESTROGENI HORMONI

Estrogeni so hormoni z 18 ogljikovimi atomi, ki s@tetizirajo v jagnikih, del pa tudi zunaj
jajénikov s pretvorbo androstendiona v estron. Estrodg@rga v jagniku izlo¢ajo celice
granuloze, je v w@ni v obliki 17p-estradiola, manj pomembna kitia estradiola pa nastane

s periferno konverzijo estrogena, testosteronadrastendiona.

1.3.1 Vrste estrogenov

lzraz estrogen se nanaSa na celoten razred hormalgansko pa obstajajo tri vrste

estrogenov:

1. ESTRIOL je Sibek estrogen in glavni metabolit editsa in estrona
2. ESTRADIOL je najmdnejSi estrogen

3. ESTRON ima podobne lastnosti kot estradiol le,edargcej manj bioloSko aktiven

1.3.1.1 Estriol

Estriol ali E3 ima od vseh treh estrogenov najgtike

ucinek. Njegova bruto formula jei8 H24 Os.

HO

Slika 4: Strukturna formula estriola

Estriol se presnavlja iz estradiola in estrafieprav je Sibkejsi od njiju, je e vedno biolosko

aktiven. Je naravni estrogen, ki je povezan z drussjo.

13
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Pri nosénicah se estriol proizvaja v plodovih jetrih in agteljici. Merjenje ravni estriola v
urinu se uporablja za dalanje nosénosti in za spremljanje napredka n&sesti. Estriol je

bil véasih pomemben samo pri nésesti, saj se raven estriola takrat ptavea 1000-krat v
primerjavi z obtajnimi vrednostmi. Prvotno je bil poznan kot slatiregen v primerjavi z
estradiolom in estronom. Raziskave pa so pokadaléna tudi estriol pozitivnecinke in, da
nizke koncentracije estriola ne poveagp od hormonov odvisnih oblik raka. Studije kaZejo
tudi, da estriol lajSa simptome menopavze in jgSbalede varnosti v primerjavi z bolj
mocnimi estrogeni. To pomeni, da je estriol boljSi bdravil za nadomestno hormonsko
zdravljenje. Raziskave tudi kazejo, da je estraisten za zdravje srca inélgpo menopavzi,
pomaga prept@vati osteoporozo ter, da zmanjSuje poskodbe moigam multipli sklerozi.
Trditve, da je estriol varnejSi od drugih oblik regfena pa ne veljajo povsem, saj raziskave
kazejo, da estriol predstavlja enako tveganje zstanak raka kot ostali estrogeni (11).
Nekateri alternativni zdravniki trdijo, da se eskridejansko bori z rakom, za razliko od
estrogena, ki powelije tveganje za nekatere vrste raka. Ta trditevtemeelji na dovolj
zanesljivi Studiji, zato je bolj verjetno, da estpoveuje tveganje za nastanek raka na skoraj
enak ndin kot druge oblike estrogena. Dokler se ne dokadsprotno, velja, da estriol

poveuje tveganje za nastanek raka (11).

1.3.1.2 Estradiol

CH, 1
Estradiol ali E2 je pri zenskah prevladtijspolni hormon. i 2
Proizvaja se le tri dni od trideset dnevnega meastega J:H
ciklusa. Njegova bruto formula je1€H24 O2. | J/ H H
HO 3

Slika 5: Strukturna formula estradiola

Je najbolj aktiven in najntoejSi estrogen, odgovoren zac¢viot 400 funkcij v Zenskem
telesu. Je 12-krat ninejSi od estrona in kar 80-krat tm®jSi od estriola.

V reproduktivnih letih se v@na estradiola proizvede v celicah granuloze iZnj&pv z
aromatizacijo androstendiona v estron. Sledi prétvcestrona v estradiol, ki ga sintetizira
17B-hidroksisteroid dehidrogenaza.

14
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Ma&obne celice proizvajajo estradiol in so glavni estradiola v postmenopavzalnem
obdobju. Estradiol proizvajajo tudi mozgani, ajske stene in skorja nadledae Zleze.
Estradiol deluje na tkiva reproduktivnih organovt kastni hormon, potreben pa je tudi za
ohranitev jagnih celic v jagniku. Ne vpliva pa le na reproduktivhe organe irolsp

delovanje, papa tudi na druge organe in kosti.

1.3.1.3 Estron

0
i C_I_-_!_E},?
Estron ali E1 spada med naravne estrogene, ki | H >
izlo¢ajo jagniki in magobno tkivo. Njegova bruto J’;”Mj i B
formula je GgH220.. HO e

Slika 6: Strukturna formula estrona

Estron se sintetizira preko aromataze iz androgtead derivata progesterona. Prisoten je v
majhnih koncentracijah, njegova vrednost pa zetasta med nogeaostjo.

Njegov derivat estron sulfat ima dolgo Zivljenjskabo in deluje kot rezervoar, ki se lahko po
potrebi pretvori v bolj aktiven estrogen imenovatradiol. Estron je edina oblika estrogena,
ki je pri zenskah prisotna tudi po menopavzi. Viestnestrona v menopavzi se pogosto
poveia, morda zaradi e sinteze, ki je povezana s poaajem telesnih mé&sb.

Ugotovljeno je bilo, da imajo debelejSe Zenskejnkajo v& magob in proizvedejo we

estrona manj simptomov menopavze, venddjeviweganje za nastanek raka.

1.3.2 Presnova estrogena in klidni pomen

Glavni presnovki estradiola in estrona so hidratesii na C2 in C16 polozajih.

2-hidroksi estrogen ni bioloSko aktiven na perjieima pa anti-estrogenskicinek, zato ga
imenujemo »dober« estrogen. 2-hidroksi estrogen2imetoksi estrogen delujeta kot
antioksidanta in sta pomembna za odpravo poskodovanakavih celic.

160-hidroksi estrogen je sposoben kovalentne vezaveceptorjem estrogena, histoni in

DNA. Zaradi kovalentne vezave z receptorjem pridéidloSkega odziva.
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|2-metoksi estron | —_ | 2metoksi estradiol |
lz-hi_dmk!-_i estmnl — |_ Z-hidroksi estradiel J

| 1

| 7p-estron | ——— [l?ﬁ—estradinll

DOEBER
ESTROGEN

[4-hi|_|rokg_i estm“] —_ [du-hialral-tsi actradicl ]

SLAB ESTROGEN

| 16chidroksi estron| = | 16c-hidroksi estradiol |

Slika 7: Shematski prikaz presnove estrogena

Antiestrogeni v prehrani delujejo na estrogenskep®orje, ki so v jedru tumorske celice, saj
zavirajo njihovo delovanje in tako prepugejo signalizacijo za rast. Med zivila z
antiestrogenskimdinkom spada predvsem zelenjava, kot je agtarokoli, brstini ohrovt

in podobne. Nizka vsebnost mtab v hrani povzré zmanjSanje estriola in &6
hidroksiestrona.

Brez antiestrogenov v prehrani prevladujetao-h&lroksiestron in 4-hidroksiestron. Ta
metabolita slabo vplivata na naS organizem in pmata posSkodbe DNA in spodbujata

razvoj raka.

Visoka vrednost ld-hidroksiestrona ob pomanjkanju vrednosti 2-hidregésona je povezana
S pové&anim tveganjem za nastanek raka (12).

2-hidroksiestron in 2-hidroksiestradiol imata Sikeucinek in celo znizata spodbujevalni
ucinek estradiola na rakave celice, saj zavirataiferakijo celic.

Ksenoestrogeni so sint&tie snovi, ki jih najdemo v zdravilih, kemikalijalpesticidih,
herbicidih in drugih okoljskih onesnazevalcih. &8k winek teh snovi je stimulacija

estrogena, delujejo kot onkogeni in vzpodbujajdajasje 1@-hidroksiestrona (13).

Uporaba peroralnega estriola je lahko povezana perpiazijo endometrija in rakom
endometrija. Zenske, ki jemljejo peroralni estiiohjo povisane koncentracije d-®idroksi-
estrona. Leta 1998 je bilo dokazano, dao-h&iroksiestron in 1&-hidroksiestradiol

spodbujata rast rakavih celic kot estradielne Se bolj (14).
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1.3.3 Prenos hormonov po krvi

Spolni hormoni so lipofilni steroidi, ki se po krprenaSajo vezani na beljakovine in albumin,
ali prosti. Vezalne beljakovine olajSajo prenoslisjohormonov, vendar ti lahko vstopijo v
celico le prosti. Glavni dejavnik, ki dala raven prosto kroZén spolnih hormonov, je
serumska koncentracija vezalne beljakovine za spdlormone, imenovana SHBG (sex
hormone-binding globulin). Biolosko razpoloZljivospolnih hormonov pa dala stopnja
vezave na vezalne beljakovine.

SHBG je glikoprotein, ki se veZe na spolne hormaiesti na testosteron in estradiol. Poznan
je tudi kot TeBG (testosterone-estrogen bindingbglm), SSBG (sex steroid binding
globulin) ali SBP (sex steroid binding protein)s@ specifino veze s hidroksisteroidom.

SHBG se proizvaja v jetrih in se od tam sgeo® krvni obtok. V manjSih kalinah ga
proizvajajo tudi mozgani, maternica in posteljicda sintezo SHBG v krvi vpliva
koncentracija androgenov. PoviSana koncentragfaséerona zmanjSa sintezo SHBG, visoka
koncentracija estrogena pa spodbuja njegovo prdizeo

Testosteron in estradiol krozita po krvnem obtolezana predvsem na SHBG, man;jSi
odstotek pa na serumski albumin. Le majhen del boow, manj kot dva odstotka, ostane
nevezanih oziroma prostih in le ti so bioloSko akiti to pomeni, da lahko vstopijo v celico in
sprozijo delovanje specifiih receptorjev. SHBG ima pomembno viogo pri regijla
vrednosti prostih steroidov v krvi, saj zavira deloje bioloSko aktivnih hormonov in na tak
n&in vpliva na raven spolnih hormonov.

Prenasalci hormonov obstajajo pretezno v nevezifikipo ki zagotavlja velik presezek
prostih vezavnih mest steroidnih hormonov¢\ket 80% SHBG je pri Zenskah nevezanega.
Spremembe v koncentraciji hormonov se relativnoom@abznajo pri prosti frakciji, saj
presezek SHBG uravnava razlike v koncentraciji lmrav. V nasprotju s tem pa sprememba
koncentracije SHBG nimo vpliva na kokino steroidov. SHBG veze steroidne hormone z
visoko afiniteto, spremembe SHBG koncentracije podipo velike spremembe v prostem in
z albuminom vezanih frakcijah teh hormonov, sagfi@iteta alboumina za vezavo s steroidi

nizka.
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1.3.4 Mehanizem prenosa signala

Steroidni hormoni so topni v bioloSkih membranalzato lahko prehajajo skoznjo, pred tem
pa se morajo vezani hormoni odcepiti od vezalneggema. Da pa hormon v neki celici

lahko Winkuje, potrebuje ustrezne vezne receptorje, kiadejajo v cetinem jedru.

Genomsko delovanje prek steroidnih receptorjevranotlice, poteka takole:

1. Hormon sprozi bioloSki odgovor v odzivnih tkivihj ¥sebujejo jedrne receptorje za
hormon.

2. Hormon se veze na receptor v jedru z visoko atmii@ specifénostjo. Nastane
kompleks hormon-receptor.

3. Ob vezavi hormona se receptor konformacijsko spngnoelkrije se vezavno mesto za
DNA. Kompleks se veze na spet¢ifa mesta na DNA (HRE- hormone response
element) in s tem aktivira prepisovanje d@&oih genov. Hormon deluje kot

transkripcijski faktor, RNA-polimeraza pa sintetemRNA (15).

hormon yezan na 4. Informacija se s pono obvegevalne RNA

plazemski glikoprotein

I .
0z. MRNA prenese v citoplazmo do
HORMON —

celicna

@ membrana ribosomov, kamor prenasalna oz. tRNA nosi
aminokisline, ki se med seboj vezejo s
adbo peptidno vezjo v novo beljakovino. Tako se
‘\( :‘ sintetizira doldéen protein kot odgovor na
et Uy RNA polimeraza signal — hormon.
celitna funkeija
- e —
\ HRE
- gen
%)
transkripcij - . . . .. . .
el T R Ligandi, ki aktivirajo jedrne receptorje so: esimgd

testosteron, aldosteron, kortizol, tiroksin in %,25

/ dihidroksiholekalciferol.

prevajanje ma

L'{.". -y ribosomih

=
@

%,

Slika 8: Mehanizem prenosa signala
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1.3.5 Estrogenski receptorji

specifenih genov. Vsebujejo za jedrne receptorje karadtignie regije s téno dola@enimi
funkcijami. Gre za konzervativna podja, ozngena od A do F. Na najbolj variabilni A/B
regiji na amino-terminalnem koncu receptorja najdeegulatorno domeno s transkripcijsko
aktivnostjo, sledita C regija, s katero se recepede na DNA molekulo, ter E regija, ki ima
prav tako transkripcijsko aktivnost in je odgovorre vezavo hormona in za dimerizacijo
receptorske molekule. E regija poskrbi tudi za pmnaviokalizacijo receptorske molekule v
jedru celice. Med C in E regijo je zgibna D regija, omogda rotacijo DNA-vezavne
domene. Na meji med C in D regijo se nahaja jelirkalizacijski signal (JLS), s ponim
katerega se v jedro po sintezi na ribosomih prgagsdrni receptorji. Estrogenski receptorji
vsebujejo tudi F regijo s Se ne pojasnjeno funkcijo

Po vezavi hormona se receptorska molekula konfajskacspremeni, inhibitorni proteini se
sprostijo, aktivha receptorska molekula z vezangandom nato spontano dimerizira ter se
veZze na od hormonov odzivno regijo na DNA moleKHRE regija). Pot&e prepisovanje

tarcnih genov in sinteze proteinov (2).

DMNA vezavna
regija regijo za vezavo liganda

NH, : A/B C D £ F |-COOH

regulotorna regijo zgibna

regijo

Slika 9: Prikaz strukturnih domen molekule jedrnegareceptorja

Poznana sta dvadena tipa estrogenskih receptorjev:dER 595 aminokislin in ER iz 530
aminokislin. Gen za Eirse nahaja na kromosomu 6, gen z@ PR na kromosomu 14, kar
dokazuje, da gre za dveckni receptorski molekuli, ki ju kodirajo raati geni. Primerjava
obeh estrogenskih receptorjev je pokazala velikizkovativnost v DNA-vezavni regiji (96%

identiénosti) in regiji, ki je odgovorna za vezavo horm@ba-55% identinosti) (2).
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1.3.6 Izlatanje steroidnih hormonov z urinom

Glukuronid je predstavnik glikozidov glukuronskeslkie, ki nastanejo v jetrih s konjugacijo
glukuronske kisline s telesu tujimi substancamtudi z nekaterimi normalnimi metaboliti
(16). Tako se tudi steroidni hormoni v telesu vgirtazi metabolizma konjugirajo s to
kislino. Konjugacija z glukuronsko kislino narediolekulo bolj vodotopno in s tem olajSa
izlocanje s s&em.

Steroidni hormoni s pondp encimsko Kkataliziranih reakcij oksidacije, redipg in
hidroksilacije preidejo v bolj polarno obliko. Na ha&ni se lazje izl6ijo iz organizma.
Reakcija konjugacije steroidnih hormonov potekdukgronsko kislino (priblizno 60%) in s
sulfatom (priblizno 35%). Obe konjugaciji sta enska kontrolirani, potekata v jetrih,
hormoni pa se izl8jo z urinom kot glukuronidi ali sulfati.

Nekateri steroidi ne podlezejo konjugaciji, zatovg@gmo o nekonjugiranih oziroma prosto
izlocenih steroidih (17).

1.4 DOLOCANJE ESTROGENOV Z GC-MS

GC-MS je plinska kromatografija z masno spektroijeetitGre za plinski kromatograf s
kapilarno kolono, prikljgen na spektrometer. S to metodo lahko identificod® naslednjih
estrogenov v urinu: estron, estradiol, estriol, 22, 2-OHE2, 2-MeOHEL1, 2-MeOHEZ2, 4-
OHE1, 1m-OHE1L, 1&-OHE1, 16-ketoestradiol, 16 epiestriol in 17 epiet

Plinski kromatograf sestavljajo:
* injektor
» kromatografska kolona

» detektor — masni spektrometer

Za kapilarno kolono je dovolj gL urina, notranji premer kolone je manjSi od 1mnlztha
pa do 50m. Kolone niso polnjene, le stene so pEenlke z ustrezno stacionarno fazo (1-2 um
silikagela). Do Igevanja pride zaradi majhnih razlik v lastnostih ns@ojinami, ki razkino
integrirajo s stacionarno fazo oziroma zaradi &a#ihitrosti potovanja posamezne spojine po

stacionarni fazi.
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m,|ekt\or
izvor
plina | | oo analizator
iiiiii' o
ojacevalec
(( (““.‘) ionzki izveor
nuu v
e n e, 1 r FEH:P’E'
kapilarna kelona ﬂl IR—

sistem lec

Slika 10: Plinski kromatograf s kapilarno kolono

V primerjavi z drugimi metodami lahko s to metod@gej natatno identificiramo spojine,
vendar je tezka sama priprava vzorcev in deriveijgzazato obstaja ¥ verjetnost napak.
Vzorce je potrebno pred nanosom na kolono hidmalizizaradi nepopolne hidrolize pride do

5-10% izgube hormonov.
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2. NAMEN DELA

Estrogen in njegovi metaboliti imajo pomembno vioge nastanku hormonsko odvisnih
oblik raka. Metaboliti hidroksilirani na C-2 polgaamajo antiestrogenskic¢inek, metaboliti
hidroksilirani na C-16 poloZajih pa so agonisti estrogenaa-tfidroksiestron izmerimo v
poviSanih vrednostih pri Zenskah z rakom in tigtilisokim tveganjem za njegov nastanek.
Dolocanje razmerja 2-hidroksiestronttéidroksiestron zato sluzi kot biomarker tvegamga z
nastanek raka.

V diplomski nalogi bomo zato ovrednotili rezultateeritev koncentracij 2-hidroksiestrona,
16a-hidroksiestrona, razmerja 2-hidroksiestromtédroksiestron in CA-125.

Ovrednotili bomo tudi rezultate meritev koncentydeeatinina, saj z njegovim dalanjem
lahko ocenimo led¥no funkcijo (glomerulno filtracijo), eden od vzrokoza viSje

koncentracije od normalnih je lahko tumor urogdniga trakta.

V raziskavo bomo vKIjtili 44 preiskovank v menopavzi, ki so priSle na @eni poseg

zaradi suma na karcinom ovarija ali endometrija.

Namen diplomske naloge je ugotoviti:

» Ali se izlotanje raziltnih frakcij estrogenov razlikuje glede na vrstoaak

* Koliko preiskovank odstopa od refeteih vrednosti za estrogene, CA-125 in

kreatinin?

» Ali lahko glede na vrednosti raghih frakcij estrogenov kbmo karcinom jajnika oz.

endometrija od benignih sprememb?
 Ali se razmerje estrogenov stattstd razlikuje med skupinama preiskovank s

karcinomom jajnika in karcinomom endometrija in skupinama preigkik s

karcinomom in brez karcinoma?
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3. EKSPERIMENTALNI DEL

3.1 OPIS PREISKOVANK

V raziskavo smo vKkIjeili 44 preiskovank, ki so prisSle na operativni pgsearadi suma na
karcinom ovarija ali karcinom endometrija. Vzora bili odvzeti leta 2009 na Klithem

institutu za klinéno kemijo in biokemijo. Vse preiskovanke so staéfsv postmenopavzi.

Preiskovanke smo razdelili v dve skupini in siceskupino z malignimi obolenji endometrija
in ovarija (preiskovanke z endometrioidnim adenokemom, karcinomom endometrija,
karcinomom ovarija in mejno malignim karcinomom oj&g in skupino z benignimi
spremembami  (preiskovanke s serozno cisto, redkooml fibromielomom,
endometriottnimi cistami, folikularno cisto, benignim seroznimistadenofibromom,
fibrotekomom, atretinimi folikli, endometriozo ovarija, polipom in zgojim sekrecijskim
endometrijem, ovarijsko strumo, benigno Morganijevdatido). Analizirali smo rezultate
meritev koncentracij 2-hidroksiestronaciidroksiestrona, razmerja 2-hidroksiéthidroksi

estrogenov in kreatinina v urinu ter karcinomskaggegena 125 v serumul.

3.2 METODA ELISA

Vrednosti estrogenov so v bioloskih vzorcih nizkato potrebujemo za njihovo dobmje
visoko oREutljive metode. Za dolkanje estrogenov uporabljamo metodo ELISA, ki teinml]
dolocanju kompleksov antigen-protitelo. S starejSo metdtLISA nismo mogli dovolj
natargno dolaati vrednosti estrogenov v urinu postmenopavzaheihsk, saj je bila metoda
premalo obutljiva. Na voljo je nova metoda ELISA, s katerbita dolazamo estrogene tudi
v vzorcih urina postmenopavzalnih zensk, ki imagboznizke vrednosti estrogenov, saj je

njena olsutljivost 0,625 ng/mL.
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3.2.1 Princip metode

Metoda se izvaja na trdnem nosilcu, je kompetitivnunski test in temelji na tekmovanju

dveh razltnih antigenov za vezalno mesto.

1. Na trden nosilec so vezana protitelesa

vezana protitelesa

é

2. Dodamo antigen ozdan z encimom ter prosti antige

antigen oznaéen z
encimom

O
CHe

(vzorec)

Q
Q

presti antigen

3. Nosilec speremo, da odstranimo nevezane antigene

spiranje

nevezani

4. Na nosilcu ostanejo le vezani antigeni 3 antigeni

5. Dodamo substrat, ki ob prisotnosti encima razvie/b

-vezani antigeni

6. Koncentracija analita je obratno sorazmerna 4

encim substrat

veé manj
analita analita

Slika 11: Princip metode ELISA

intenzivnostjo barve

(] % = 8. E

Oznaen antigen (Ag*) in neozian antigen iz vzorca (Ag) tekmujeta za omejenockadi
protiteles (Pt). Doldamo koltino vezanega antigena (Ag*Pt)

A

Pt + Ag* + Ag — AgPt + Ag*Pt + Ag*

koncentracija analita

Koncentracija Ag je obratno sorazmerna s konceirac
Ag*Pt.

intenzivnost barve

Slika 12: Odvisnost intenzivnosti barve od koncenticije analita
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3.2.2 Reagenti in pribor

Za raino izvedbo testa so potrebni naslednji reageryriior:

* Raztopina encima (meSanigaylukuronidaze in sulfataze)
* Nevtralizacijski pufer

* Raztopina konjugata

* Substrat p-nitrofenilfosfat

* Konjugat 2-hidroksiestron — alkalna fosfataza

» Konjugat 1@-hidroksiestron — alkalna fosfataza
* Urin za pozitivho kontrolo

» Standardi: 0,625; 2,5; 5; 10 in 20 ng/mL

* Raztopina za régnje vzorcev

» Tris pufer za spiranje (pH=7,4)

* Mikrotitrska ploga (96 vdolbinic)

* Nastavki za pipete

* Pokrov za plo¥

* Pipeta z nastavljivim volumnom

Za hitrejSe pipetiranje uporabljamo multikanalngpgio z

nastavljivim volumnom.

Slika 13: Multikanalna pipeta
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3.2.3 Priprava raztopin

Ce imamo vzorce urina v zamrzovalniku, jih odtajana sobni temperaturi in po potrebi
premeSamo in centrifugiramo, da dobimo bistre veoReagente in raztopine postavimo na

sobno temperaturo.

Mikrocentrifugirke postavimo v stojalo tako, da loostandardi 16-OHE1L in 2-OHE1 v 1, 2
in 3 koloni, v vrstah B, C, D, E, F in G. Poloz#&, A2 in A3 pustimo za slepo raztopino,
poloZzaje H1, H2 in H3 pa za pozitivho kontrolo. V@® urina hanaSamo v kolonah 4-12 in

vrsticah A-H. (Razporeditev je potem enaka na ntikkeki ploii.)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
AMEBaaeeCQOOOOOCOOO
81 Q000000Q0Q00| & slepa
G OO0 O0O00 i
o 8%8{: OO000O0O0 | O standardi
elQQOQOOODOOOOO0O0 | U veorei
FOO00O00O0000O00| & pezitivea kentrola
dislelelelelelolelelolele
H@@®OOODOOOOO]

Slika 14: Razporeditev raztopin na mikrotitrski plo&¢i

1. V mikrocentrifugirke za standarde pipetiramoulOposameznega standarda (0,625;
1,25; 2,5; 5,0; 10 in 20 ng/mL 2-OHEL indl8OHE1).

2. V vsako mikrocentrifugirko dodamo 19QlL razredine encima (meSanic#-
glukuronidaze in sulfataze) in premeSamo. Takoedmno standarde in vzorce 20-
krat.

3. Sledi inkubacija pri sobni temperaturi (20225 dve uri.

4. Vse skupaj nevtraliziramo z dodatkom nevtralizkaga pufra (200pL) in
premeSamo. Na ta &ia razredimo standarde in vzorce 40-krat. Postopek hitreje

nadaljujemo na mikrotitrski plés
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3.2.4 Postopek na mikrotitrski plo$i

1. Nosilec oz. plo&o, na katero so Ze vezani 2-OHE1 indBHE1, 6-krat speremo s
tris pufrom (pH 7,4)/0,05%. Spiramo tako, da pufeenjamo vsakih 15-20
sekund.

2. Prej pripravljene standarde in vzorce (razesgk 1:40) z multikanalno pipeto
prenesemo na sprano pios

3. Ustrezno razretino 2-OHEL : alkalna fosfataza pripravimo zdedjem 2-OHE1:
AP konjugata v pufru za rédnje (1:1000) in jo dodamo ({8.) v vse vdolbinice
za vzorce. Takoj dodamo {&h dekonjugiranega — nevtraliziranega vzorca.

4. Na enak n&n pripravimo razre¢ino 16a-OHEL : alkalna fosfataza, ki jo dodamo
v vse vdolbinice za vzorce (4a) in ji takoj dodamo 75uL dekonjugiranega —
nevtraliziranega vzorca.

5. PloZo nekajkrat rahlo premeSamo in pokrijemo s pokrovémije prilozen v
kompletu.

6. Inkubiramo pri sobni temperaturi tri ure. RloShranimo v prostoru, kjer ni
mehanskih in temperaturnih nihan;.

7. Po inkubaciji plo&o 6-krat speremo s tris pufrom, po zadnjem spirgipgo
obrnemo in polozimo na papir, da odstranimo éako.

8. Takoj (z multikanalno pipeto) dodamo v vse vdolbaLOOpL raztopine substrata
(para-nitrofenilfosfat).

9. Merimo absorbanco pri 405 nm

3.2.5 Lastnosti testa

Obcutljivost metode je 0,625 ng/mL, éliljivost testa po regenju urina 1:40 pa je za 46
OHEL je priblizno 0,05 ng/mL, za 2-OHE1 pa pribbz,15 ng/mL.

Znotraj metode je koeficient variacije zact®HE1 in 2-OHE1 manjSi od 4%. Med testi je
koeficient variacije manjsi od 10%. Ponovljivostuéatov med serijami réenj je 100%.
Inkubacijski ¢cas testa je 3 ure pri sobni temperaturi, od tegprij@izno 30 do 60 minut
potrebnih za aktiviranje alkalne fosfataze (obaj@prza izvedbo celotnega testa je potrebnih

priblizno Sest ur.
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Metoda ELISA je obutljiva, poceni in enostavha metoda za dalge razmerja 2-

hidroksi/16x-hidroksi estrogenov.

3.3 JAFFEJEVA METODA

Vrednosti kreatinina dot@amo z Jaffejevo metodo.

Proteine oborimo z dodatkom raztopine Na-volfranmataveplove (V1) kisline, sicer ti motijo
dolocanje, saj dajejo lazno pozitivhe rezultate. Kraatirse adsorbirajo na Al-silikat. Z
raztopino alkalnega pikrata se eluirajo in tvorgomanzno obarvan kompleks, katerega
absorbanco merimo pri 520 nm (18).

Metoda je nespecifna, lazno pozitivne rezultate daje ¢vekot 50 nekreatininskih

kromogenov.

3.4 KEMILUMINISCEN CNA METODA

Kemiluminiscenca je sevanje svetlobe, kot posledieanicne reakcije. Za dot@nje
karcinomskega antigena v serumu uporabljamo kenniliseertno metodo. Antigen CA-125

sestoji iz dveh antigenskih struktur, ki veZeta oldanski protitelesi OC-125 in M11.

Vzorcu, katerega CA-125 dalamo, dodamo monoklonska protitelesa OC-125. Pasjpir
dodamo monoklonska protitelesa M11, ki so @&ema z akridinom. Akridin sprozi

kemiluminiscekino reakcijo, katere jakost je sorazmerna s¢kudi OC-125.

3.5 STATISTICNE METODE

Za ugotovitev, ali se razmerje estrogenov in drug#drametrov statisino razlikuje med
skupinama preiskovank s karcinomom in brez karcenosmo uporabili t-test.
Prav tako smo t-test uporabili za ugotovitev &imasti razlike razmerja estrogenov med

skupinama preiskovank z rakom endometrija in rakbvarija.
T-distribucija je modifikacija standardizirane naime distribucije in se porablja za
ugotavljanje lastnosti populacije na osnovi vzorcke imamo majhno Stevilo vzorcev se

distribuira po t-distribuciji.
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Zaradi majhnega Stevila vzorcev ne moramo direkkiepati o populaciji.

V naSem primeru imamo raztio Stevilo statistinin enot in razlini varianci, zato smo

uporabili naslednje formule:

52 53
S = =+ 4 2
X1-X2 an iy
t =
SX1-X»
Kjer je:

X= povpré&na vrednost
s = standardno odstopanje

n = Stevilo preiskovank

Za statisitno obdelavo smo uporabili program Microsoft Offieecel.

Izracunane t vrednosti smo primerjali s tabelarnimi westmi (95% verjetnost).
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4. REZULTATI

V preglednici Il so zbrani rezultati meritev eggemov, CA-125 in kreatinina 16 preiskovank,
ki so priSle na operativni poseg zaradi suma naikam ovarija ali karcinom endometrija.
Preiskovanke so v postmenopavzi in imajo ta#i maligna obolenja: endometrioidni

adenokarcinom, karcinom endometrija, karcinom ¢&ani mejno maligni karcinom ovarija.

Preglednica Ill: Rezultati meritev koncentracij estrogenov, CA-125 in kreatinina pri

bolnicah s karcinomom ovarija ali karcinomom endomérija

St. _ 2-OHE1 | 16a-E1 | CA-125 | Kreatinin
preisk. Plagnoza F2/EL0 (na/L) (na/L) (U/mL) | (mmol/L)
1 endometrioidni adenokarcinom 0,26 1,43 5,45 4,4
2 karcinom endometrija 1,11 18,80 17,00 18,5 6,7
3 karcinom ovarija 0,83 9,38 11,30 21,4 11,8
4 karcinom endometrija 0,97 15,60 16,10 10,4 18,1
5 endometrioidni adenokarcinom 2,84 15,30 5,39 3,3
6 karcinom endometrija 0,83 12,50 15,00 5,3
7 endometrioidni adenokarcinom 0,73 2,01 2,76 8,1 2,5
8 karcinom ovarija 2,00 9,28 4,64 1315,0 7,3
9 karcinom endometrija 0,39 3,77 9,58 4,2
10 endometrioidni adenokarcinom 0,60 4,76 7,90 6,3 7,3
11 mejno maligni karcinom ovarija 0,29 4,56 15,70 60,4 7,6
12 karcinom endometrija 0,57 14,9 26,20 25,8
13 karcinom ovarija 1,59 5,06 3,19 4,9
14 karcinom ovarija 0,92 6,97 7,56
15 karcinom endometrija 0,78 5,61 7,23
16 karcinom ovarija 0,94 7,05 7,47

Za dola@anje 2-hidroksiestrona, &éhidroksiestrona in njunega razmerja smo analiziral
vzorce urina, samo analizo pa smo izvedli na avtskean ELISA analizatorju Adaltis
Personal Lab (ltalija). Analizator lahko igasno analizira dve mikrotitrski plasi in je
povezan z osebnim danalnikom, ki nam na zaslonu izpiSe rezultate apal/se faze, razen
nanos vzorca na mikrotitrsko ptas potekajo avtomatizirano. Postopek, ki ga opravi

analizator je enak tmemu postopku.
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Vrednosti koncentracij karcinomskega antigena 12% & serumu preiskovank dékli s
kemiluminisceino metodo na avtomatskem analizatorju Liaison (Zeine drzave Amerike).
Kreatinin smo dolgali v urinu preiskovank in sicer z Jaffejevo metodopomajo

avtomatskega analizatorja Hitachi 917 (Japonska).

V preglednici IV so zbrani rezultati meritev esteogv, CA-125 in kreatinina preiskovank z
benignimi spremembami. Imamo 28 preiskovank z benigoboleniji, kot so: serozna cista,
redkoceléen fibromielom, endometrigiha cista, folikularna cista, benigni serozni
cistadenofibrom, fibrotekom, atréti folikli, endometrioza ovarija, polip in zgodnji

sekrecijski endometrij, ovarijska struma in benigharganijeva hidatida.

Vse parametre smo da&hli na enak n&n, kot je opisano pod preglednico Ill.
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Preglednica IV: Rezultati meritev koncentracij estiogenov, CA-125 in kreatinina pri

preiskovankah z nerakavimi obolenji ovarija ali encdbmetrija

St ) 2-OHE1 160 -E1 CA-125 | Kreatinin
oreisk. Diagnoza E2/E16 (ug/L) (wolL) umL | (mmoiiL)
1 serozna cista 1,39 13,60 9,78 3,8
2 serozna cista 0,83 11,90 14,30 51 50
3 serozna cista 1,82 1,84 1,01 8,1 2,2
4 redkoceli¢en fibromielom 5,50 39,0 27,3
5 serozna cista 1,56 9,28 5,93 2,6
6 endometrioti€ne ciste 2,14 7,74 3,61 4,4 2,2
7 serozna cista 1,20 14,40 12,00 24,7 55
8 folikularna cista 0,92 22,20 24,20 23,0 9,9

serozni cistadenofibrom —
9 benigni 1,89 3,17 1,68 1,5
10 serozna cista 2,48 3,92 1,58 2,2
11 fibrotekom 2,09 4,08 1,95 31,0 1,7
12 atreticni folikli 34,40 37,9 8,3
13 endometrioti€ne ciste 1,13 19,30 17,10 7,5
14 serozna cista 2,62 15,00 572 18,7
15 endometrioti¢ne ciste 8,00 1,36 0,17 2,6
16 endometrioza ovarija 0,26 4,12 15,70 14,3 16,2
olip in zgodniji
o sek[r)eci?ski eidorrietrij 7160 102
18 serozna cista 0,83 12,60 15,10 6,6
19 serozna cista 0,84 19,50 23,30 13,0
20 serozna cista 0,51 4,96 9,68 10,8 7,6
21 ovarijska struma 0,84 15,60 18,50 7,1 53
22 serozna cista 1,83 10,60 5,79 0,2
Morganijeva hidatida —
23 benigna 1,19 15,70 13,20 0,2 6,1
24 serozna cista 0,99 15,30 15,50 27,0 6,5
25 serozna cista 0,79 18,40 23,30 18,7 18,4
serozni cistadenofibrom —
26 benigni 0,49 3,47 7,07 2,4
27 serozna cista 1,66 6,76 4,07
28 serozna cista 1,69 15,70 9,28
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V preglednici V smo skupino preiskovank s karcinemendometrija (n=6) primerjali s
skupino preiskovank s karcinomom ovarija (n=5).nfemjali smo povprgne vrednosti

koncentracij 2-hidroksiestrona, d#idroksiestrona in njunega razmerje, ter te vratino
primerjali z referetinimi vrednostmi. S t-testom smo iZtmali, ali se vrednosti estrogenov

statisténo razlikujejo med tema dvema skupinama preiskovank

Pri karcinomu endometrija in ovarija so pod po¥pimi vrednostmi 2-hidroksiestrona in
160-hidroksiestrona ter razmerja 2-hidroksiestronth&roksiestron zapisane vrednosti
standardnih deviacij posameznih parametrov,cimmane s pomigo programa Microsoft
Office Excel. Pri t-testu, za katerega smo uporaisii program, so pod izéananimi
vrednostmi v oklepajih zapisane tabelad t-vrednosti (95% zaupanje).

Preglednica V: Povpr&ne vrednosti koncentracij estrogenov preiskovank karcinomom

endometrija in ovarija

= . 2-OHE1 16a —E1
St.preiskovank E2/E16 (ug/L) (uglL)
Karcinom 6 0,78 11,86 15,19
endometrija SD=0,26 SD=5,94 SD=6,64
Karcinom 5 1,26 7,55 6,83
ovarija SD=0,51 SD=1,81 SD=3,12
Ref. vrednosti 1,67-3 1-30 0,6-10
0,05 0,07 0,01
t- test (2,48) (2,40) (2,35)

Rezultate izréunov povpréne vrednosti razmerja 2-hidroksiestron/diidroksiestron ter
povpre&ne vrednosti koncentracij 2-hidroksiestrona in o-bédroksiestrona skupine
preiskovank s karcinomom endometrija in ovarijarieglednice V smo predstavili na geati

n&in s stolgnim diagramom (slika 15).

33



Darja Horvat — diplomska naloga

Slika 15: Grafi éni prikaz razlike povpreénih vrednosti koncentracij estrogenov med

preiskovankami s karcinomom endometrija in jajénika

161
144
121
10

Orak endometrija

Brak jaj €nika

QN & QR

E2/E16 2-OH E1 16-OH E1

Iz grafa je razvidno, da imajo preiskovanke z rakemdometrija nizje vrednosti razmerja 2-
hidroksiestron/1&-hidroksiestron v urinu, v primerjavi s preiskovanki z rakom jajnika.
Prav tako je razvidno, da preiskovanke z rakom eredoja izlaiajo viSje koncentracije 2-

hidroksiestrona in I&hidroksiestrona v primerjavi s preiskovankami kom jagnika.

V preglednici VI je navedeno skupno Stevilo preiskaok, ki odstopajo od normalnih
vrednosti za razmerje 2-hidroksiestron/d@idroksiestron, 2-hidroksiestron in 46
hidroksiestron. V oklepajih so vrednosti preraane v odstotek, glede na Stevilo vseh

preiskovank, katerim so bili izmerjeni ti parametri

Preglednica VI: Stevilo preiskovank, ki odstopajo d referenénih vrednosti za estrogene

ter njihov odstotek glede na Stevilo vseh preiskovi

St. vseh Zvisane Znizane
preiskov. vrednosti vrednosti
1 33
E2/E16 41
(2,3%) (75,0%)
2-OHE1 2 0
44
(no/L) (4,5%) (0%)
16a -E1 17 1
41
(ng/L) (41,5%) (2,4%)
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Skupino preiskovank z malignimi obolenji endomaettilp ovarija (n=16) smo v preglednici
VII primerjali s skupino preiskovank z benignimiremembami endometrija in ovarija
(n=28).

Primerjali smo povpie vrednosti razmerja 2-hidroksiestrorud@idroksiestron,
koncentracij 2-hidroksiestrona, d#idroksiestrona, karcinomskega antigena 125 ter

kreatinina in jih primerjali z referénimi vrednostmi.

Preglednica VII: Povpreéne vrednosti koncentracij razliénih parametrov preiskovank s

karcinomom in preiskovank z benignimi obolen;ji jajénika ali endometrija

2-OHE1 16a-E1 CA-125 Kreatinin
E2/E16 (ng/L) (mg/L) (U/mL) (mmol/L)
Prisoten 0,98 8,56 10,15 205,7 8.4
karcinom
Brez 1,60 13,64 10,38 16,8 7.7
karcinoma
Ref.vrednosti 1,67-3 1-30 0,6 - 10 <35 52-142

Rezultate izréunov povprénih vrednosti koncentracij razmerja 2-hidroksiestio-
hidroksiestron in koncentracij 2-hidroksiestrona 1€o-hidroksiestrona iz preglednice VIi
smo predstavili na grafini natin s stolgnim diagramom (slika 16). 1z grafa je razvidno, da
preiskovanke brez karcinoma iz&o z urinom ve 2-hidroksiestrona in 6hidroksiestrona

in imajo visSje razmerje 2-hidroksiestrontitBidroksiestron.

Slika 16 Grafi éni prikaz razlike povpreénih vrednosti koncentracij estrogenov pri
skupini preiskovank s karcinomom jajénika in endometrija in skupini z benignimi

spremembami

14
12
10

Okarcinom

B brez karcinoma

N wl L

E2/E16 2-OHE1 16-OHEL1
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Preglednica VIII: Rezultati izraéunov statistienih parametrov za koncentracije

estrogenov pri preiskovankah s karcinomom in brez &rcinoma

S Brez S Brez S Brez
karcinomom karcinoma | karcinomom | karcinoma | karcinomom | karcinoma

n E2/E16 E2/E16 2&';'51 22;%551 1(6;3/]5 ' 1813[5 '
1 0,26 1,39 1,43 13,60 5,45 9,78

2 1,11 0,83 18,80 11,90 17,00 14,30
3 0,83 1,82 9,38 1,84 11,30 1,01

4 0,97 1,56 15,60 5,50 16,10 5,93

5 2,84 2,14 15,30 9,28 5,39 3,61

6 0,83 1,20 12,50 7,74 15,00 12,00
7 0,73 0,92 2,01 14,40 2,76 24,20
8 2,00 1,89 9,28 22,20 4,64 1,68

9 0,39 2,48 3,77 3,17 9,58 1,58
10 0,60 2,09 4,76 3,92 7,90 1,95
11 0,29 1,13 4,56 4,08 15,70 17,10
12 0,57 2,62 14,9 34,40 26,20 5,72
13 1,59 8,00 5,06 19,30 3,19 0,17
14 0,92 0,26 6,97 15,00 7,56 15,70
15 0,78 0,83 5,61 1,36 7,23 15,10
16 0,94 0,84 7,05 4,12 7,47 23,30
17 0,51 71,60 9,68
18 0,84 12,60 18,50
19 1,83 19,50 5,79
20 1,19 4,96 13,20
21 0,99 15,60 15,50
22 0,79 10,60 23,30
23 0,49 15,70 7,07
24 1,66 15,30 4,07
25 1,69 18,40 9,28
26 3,47

27 6,76

28 15,70

X 0,98 1,60 8,56 13,64 10,15 10,38
SD 0,67 1,47 5,35 13,62 6,33 7,41
t 0,07 0,07 0,09 0,09 0,92 0,92
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S pomajo programaMiicrosoft Office Excel smo izekaunali povpréne vrednosti, standardno
deviacijo in t-test koncentracij 2-hidroksiestranal6o-hidroksiestrona ter njunega razmerja
za skupino preiskovank s karcinomom in brez kamiagpreglednica VIiI).

Vrednost n predstavlja zaporedno Stevilko meribeepreiskovanke.

Preglednica IX: Rezultati izra¢unov statisticnih parametrov za koncentracije kreatinina

pri preiskovankah s karcinomom in brez karcinoma

S karcinomom | Brez karcinoma

Kreatinin Kreatinin

n (mmoliL) (mmol/L)
1 4.4 3,8
2 6,7 5,0
3 11,8 2,2
4 18,1 27,3
5 3,3 2,6
6 5,3 2,2
7 2,5 5,5
8 7,3 9,9
9 4,2 1,5
10 7,3 2,2
11 7,6 1,7
12 25,8 8,3
13 4,9 7,5
14 18,7
15 2,6
16 16,2
17 10,2
18 6,6
19 13,0
20 7,6
21 5,3
22 6,1
23 6,5
24 18,4
25 2,4
X 8,4 7,7
SD 6,6 6,5

t 0,77 0,77
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S pom@jo programa Microsoft Office Excel smo iZwmali povpreéni vrednosti, standardni
deviaciji in t-test koncentracij kreatinina za pgi@vanke s karcinomom {aika in
endometrija ter preiskovanke brez karcinoma (pogta [X).

Vrednost n v tabeli predstavlja zaporedno Stewuitiaritve.

Preglednica X: Rezultati izratunov statisticnin parametrov za koncentracije

karcinomskega antigena 125 pri preiskovankah s karnomom in brez karcinoma

S karcinomom | Brez karcinoma

n CA-125 CA-125

(U/mL) (U/mL)
1 18,5 51
2 21,4 8,1
3 10,4 39,0
4 8,1 4.4
5 1315,0 24,7
6 6,3 23,0
7 60,4 31,0
8 37,9
9 14,3
10 10,8
11 7,1
12 0,2
13 0,2
14 27,0
15 18,7
X 205,7 16,8
SD 489,5 13,1
T 1,54 1,54

S pomajo programa Microsoft Office Excel smo iZwmali povpréni vrednosti, standardni
deviaciji in t-test koncentracij karcinomskega getia 125 za preiskovanke s karcinomom
jajénika in endometrija ter preiskovanke brez karcingpraglednica X).

Vrednost n v tabeli predstavlja zaporedno Steuitiaritve.
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V preglednici XI smo primerjali izkunane vrednosti t-testa estrogenov (preglednicd),VIi
kreatinina (preglednica IX) in karcinomskega ant@ge(preglednica X) primerjali s
tabelarénimi vrednostmi za t-test (95% zaupanje), za ugtggvznailnosti razlike razmerja

parametrov med skupinama preiskovank s karcinonmolongz karcinoma.

Preglednica XI: Primerjava izra¢unanih t vrednosti s tabelarnimi vrednostmi

2-OHE1 160 -E1 Kreatinin CA-125
E2/E16 (Mo/L) (Mg/L) (mmol/L) (U/mL)
'Zracf'”a”a 0,07 0,09 0,92 0,77 0,35
Tabelarna
£ (95%) 2.08 2.02 2.02 2.03 2.09
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5. RAZPRAVA

V diplomski nalogi smo zeleli ugotoviti, ali se @hnje razlénih frakcij estrogenov razlikuje
glede na vrsto raka, zato smo skupini preiskovarkarsinomom endometrija in jajika
primerjali med seboj. Ker so koncentracije 2-hidiiektrona in 1&-hidroksiestrona v krvi
zelo nizke, jih doldamo v urinu, kjer so koncentracije viSje. Preiskti& s karcinomom
endometrija imajo nizje povpire vrednosti razmerja 2-hidroksiestronf(dtdroksiestron in
viSje povpréne vrednosti koncentracij 2-hidroksiestrona in o-bédroksiestrona od
preiskovank s karcinomom ovarija (preglednica V).

Preiskovanke s karcinomom endometrija imajo podnqevrednost razmerja E2/E16 0,78,
preiskovanke s karcinomom ovarija pa 1,26. Obe iskypeiskovank odstopata od normalnih
vrednosti za razmerje 2-hidroksiestron/dfidroksiestron, saj je razmerje E2/E16 pri zdravi
postmenopavzalni Zenski od 1,67 do 3. Vrednost esfanpod 1,67 kaZe na raka oz. na veliko
tveganje za nastanek raka endometrija inj&g.

Vrednosti razmerja 2-hidroksiestronfitBidroksiestron nizje od 2,0 predstavljajo veliko
tveganje za nastanek hormonsko odvisnih oblik (@®3. Iz teh rezultatov lahko sklepamo,
da bi lahko bilo doltanje razmerja E2/E16 dober pokazatelj raka ovamijg@ndometrija,
vendar statistho nismo mogli dokazati razlik v razmerju estrogenmed skupinama
preiskovank s karcinomom endometrija in karcinonmovarija.

Povpréna vrednost 2-hidroksiestrona pri preiskovankah ascikomom endometrija je
11,86ug/L, pri preiskovankah s karcinomomgaika pa 7,5pg/L. Raven 2-hidroksiestrona v
urinu zdravih postmenopavzalnih Zensk je od gD, kar pomeni, da preiskovanke s
karcinomom jajnika in endometrija ne odstopajo od reféreh vrednosti.

Povpréna vrednost Idéhidroksiestrona preiskovank s karcinomom endofaetije
15,1ug/L, preiskovank s karcinomom ovarija pa @88.. Raven 16-hidroksiestrona v
urinu zdravih postmenopavzalnih zensk je od 0,6g10. Skupina preiskovank s karcinomom
endometrija odstopa od refetaih vrednosti, medtem ko imajo preiskovanke s kemgiom
ovarija normalne vrednosti.

Studije kaZejo, da so visoke vrednostidBdroksiestrona zrdne za raka endometrija (19).

Iz tega lahko sklepamo, da je dédmje estrogenov boljSi pokazatelj raka endometkigd,
raka ovarija, vendar smo analizirali zelo majhnaumiko preiskovank s karcinomom

endometrija (n=6) in ovarija (n=5), zato ne moreskiepati na znalnost populacije.
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Za ugotovitev, ali se razmerje razlih frakcij estrogenov statigtio razlikuje med skupinama
preiskovank s karcinomom endometrija in ovarijapsmporabili t-test. 1zr&unane t vrednosti
za estrogene so nizje od tabelarnih vrednostit&teato sklepamo, da gre zgolj zataino in

ne za statistno razliko med skupinama.

Ugotoviti smo zeleli, pri kolikih preiskovankah zetuignimi in malignimi obolenji
endometrija in jajnika se izléanje estrogenov razlikuje od normalnega dalga
(preglednica VI). Nizje od normalnih vrednosti raaa 2-hidroksiestron/I6hidroksiestron
je imelo 33 preiskovank od 41 preiskovank z mahgnin benignimi spremembami, kar je
75% vseh preiskovank.

Prenizkih vrednosti 2-hidroksiestrona (podglL) ni imela nobena preiskovanké&prav so
nizke vrednosti 2-hidroksiestrona povezane z rakendometrija (20). Sta pa imeli
preiskovanki z diagnozo atrétiih foliklov ter polipom in zgodnjim sekrecijskim
endometrijem povisane vrednosti 2-hidroksiestronad(3Qg/L), vendar to ni klinino
pomembno, saj velja 2-OHE1 za »dober« estrogen.

ZviSane vrednosti I6hidroksiestrona je imelo 17 preiskovank od skugibjpreiskovank z
malignimi in benignimi spremembami endometrijaagmnika. 1G-hidroksiestron vzpodbudi
celicno rast in s tem rast tumorjev (12).

Preiskovanka z endometriéiimi cistami je imela znizano koncentracijootgidroksiestrona
(manj kot 0,fug/L), kar pa ni klinino pomembno, saj velja 16-OHE1 za »slab« estrogen.
Zaklju¢imo lahko, da ima wgna (75%) preiskovank z benignimi in malignimi spiembami
jajénika in endometrija prenizke vrednosti razmerjaidrdksiestron/16-hidroksiestron, iz
tega pa lahko sklepamo, da je d@oje tega razmerja dobra metoda za diagnosticiranje
takSnih sprememb. S samim d&dajem koncentracije 2-hidroksiestrona, brezasoega
dolotanja koncentracije behidroksiestrona pa v naSem primeru ne moremo aklem
maligno ali benigno obolenje fajika 0z. endometrija. Tudi samo dédmje 16
hidroksiestrona ni dovolj dober pokazatelj maligmhbenignih obolenj, saj je imelo le 41,5%

vseh preiskovank zviSane vrednosti tega parametra.
Ugotavljali smo tudi, kako se rezultati razlih parametrov razlikujejo med skupino

preiskovank s karcinomom {ajika ali endometrija in skupino preiskovank z bemg

obolenji jagnika ali endometrija (preglednica VII).
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Povpré&na vrednost razmerja 2-hidroksiestron/dfdroksiestron preiskovank s karcinomom
je 0,98, preiskovank z benignimi obolenji pa 1,8be skupini odstopata od refetarh
vrednosti za razmerje 2-hidroksiestrord@idroksiestron postmenopavzalnih zZensk. TakSne
vrednosti smo tudi ptakovali, saj je znano, da predstavljajo vrednosizmerja 2-
hidroksiestron/1&-hidroksiestron pod 2,0 veliko tveganje za nastaneknonsko odvisnih
oblik raka (12).

Povpré&na vrednost koncentracij 2-hidroksiestrona preiskévs karcinomom je 8,p@/L,
preiskovank z benignimi obolenji pa 13@fL. Obe vrednosti sta v intervalu refetarh
vrednosti za 2-hidroksiestron postmenopavzalnilsi&éh-3qug/L).

Najmanj se med skupinama preiskovank razlikujeteppaini vrednosti koncentracij b6
hidroksiestrona, povptea vrednost za preiskovanke s karcinomom znaSa5dig/L,
preiskovank z benignimi obolenji pa 10,88/L. Povpreéni vrednosti 16-hidroksiestrona
obeh skupin sta izven intervala refatein vrednosti za I1@hidroksiestron
postmenopavzalnih Zensk (0,6p4IL). Visoke vrednosti 1&-hidroksiestrona so ztigne za
maligna obolenja (19), zato smodakovali, da bodo imele preiskovanke s karcinomo$jevi
vrednosti 16-hidroksiestrona, kot preiskovanke z benignimi eb@l vendar smo
obravnavali izredno malo Stevilo preiskovank s kamom endometrija in ovarija, zato
nismo dobili préakovanih rezultatov.

Nekaterim preiskovankam smo izmerili tudi vrednésticinomskega antigena 125 v serumul.
Ta se v poviSanih koncentracijah nahaja v rakasghcah jagnika in je najpogosteje
uporabljen ozng&valec omenjenega raka. Poleg karcinoméik pa je ozngvalec lahko
poviSan tudi pri drugih stanjih, ki niso nujno pagka. Pri preiskovankah s karcinomom je
povpré&na vrednost CA-125 205,7U/mL, pri preiskovankah enignimi obolenji pa
16,8U/mL. Vrednost CA-125 je v naSem primeru zvas#n pri dveh preiskovankah in sicer
pri preiskovanki s karcinomom ovarija in preiskokaz mejno malignim karcinomom
ovarija. Preiskovanke z ostalimi malignimi obolgogi imajo normalne koncentracije, torej do
35U/mL. Koncentracije tega tumorskega amnaalca so odvisne od stadija bolezni, Stevilo
dolacitev CA-125 pa v naSem primeru ni zadostno, daabkd primerjali rezultate skupin.
Tega tumorskega ozéevalca ne moremo uporabljati kot samostojno diaiios metodo za
odkrivanje raka, uporabljamo ga lahko v kombinazijdrugimi oznaevalci (npr. HE4) in
diagnosttnimi metodami. Kljgnega pomena za diagnostiko je ginekoloSki pregied i

vaginalna ultrazvéna preiskava.
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Preiskovankam smo izmerili tudi koncentracije kidatn v urinu. Na koncentracijo
kreatinina v bioloskih vzorcih ne vplivajo zunadgjavniki. Koncentracija je sicer odvisna od
misSicne mase, spola in starosti, hrana pa nima posehlupdiga nanjo. 1zléanje kreatinina je
dober pokazatelj ledime funkcije. ZviSana koncentracija kreatinina jékia posledica
tumorjev urogenitalnega trakta. Pri vseh vredndstgatinina v tabelah, smo predpostavili, da
preiskovanke izl&ijo skupno 1L urina na dan.

Preiskovanke s karcinomom gajka ali endometrija povpteo izlotajo 8,4mmol kreatinina
Izracunani povpreni vrednosti sta v intervalu referamh vrednosti za kreatinin v urinu (5,2-
14,2mmol/dan).

Za ugotovitev, ali se razmerje estrogenov in drug#drametrov statisino razlikuje med
skupinama preiskovank s karcinomom in brez karceosmo uporabili t-test. Zato smo
izracunali statistine parametre posebej za preiskovanke s karcinomoiiste z benignimi
spremembami in sicer za koncentracije: estrogenpveg(ednica VIII), kreatinina
(preglednica 1X) in karcinomskega antigena 125 dj@@nica X). Za dokaz, da se razmerje
estrogenov statisino razlikuje med skupinama preiskovank s karcinomanbenignimi
obolenji smo naredili statismi izratun. lzr&unali smo povpréo vrednost, standardno
odstopanje, povptao sipanje dveh vzorcev in t-porazdelitev za vssg paStete parametre.
Ker so izrg&unane t vrednosti vseh parametrov niZje od tabiélarrednosti t-testa, lahko
zakljwimo, da gre zgolj za skajno in ne za statigto razliko (néelna hipoteza). To pomeni,
da je razlika med skupino preiskovank s karcinomajinika ali endometrija in skupino
preiskovank z benignimi obolenji zgolj nakipa. Problem bi reSili z v¥gm Stevilom

preiskovank, saj bi tako dobili zanesljivejSe réatd in bi lahko bolje predstavili populacijo.
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6. SKLEP

Namen diplomske naloge je bil ugotoviti, ali seéanje razlénih frakcij estrogenov razlikuje
glede na vrsto raka in koliko se to izémje razlikuje od normalnega izknja.

Na podlagi rezultatov lahko zak§umo naslednje:

* lzlocanje estrogenov se razlikuje glede na vrsto rafainsa skupina preiskovank s
karcinomom endometrija bistveno niZje powve vrednosti razmerja 2-
hidroksiestron/1&-hidroksiestron od skupine preiskovank s karcinonjajimika.

* Od normalnih vrednosti razmerja 2-hidroksiestronth@lroksiestron je navzdol
odstopalo 33 od 41 preiskovank, kar je 75%, 41,Bejimelo zviSane koncentracije
160-hidroksiestrona.

* Preiskovanke z malignimi obolenji imajo bistvenozjei vrednosti razmerja 2-
hidroksiestron/16@-hidroksiestron x¥=0,98) od preiskovank z benignimi obolenji
(¥=1,60). Prav tako imajo preiskovanke z malignimioleji nizje vrednosti
»dobrega« 2-hidroksiestronix%8,56) v primerjavi s preiskovankami z benignimi
obolenji ¥=13,64). Povpréni vrednosti koncentracij behidroksiestrona se med
skupinama preiskovank minimalno razlikujeta.

e Statisttno nismo mogli dokazati razlik v razmerju estrogemo drugih parametrov
med skupinama preiskovank s karcinomominjgja in karcinomom endometrija. Prav
tako nismo mogli statistho dokazati razlik med skupinama preiskovank s

karcinomom jajnika in endometrija in tistimi brez karcinoma.

Obravnavali smo izredno malo Stevilo preiskovahkiicinomom jajnika oz. endometrija,

zato nismo povsod dobili gakovanih rezultatov.
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