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ABSTRACT

Objective: To assess the immunohistochemical expression of pB8l-2, c-erb-2, Ki-67, estrogen and
progesterone receptors in endometrial cancer patigs.

Design: Experimental study.

Setting: Department of Obstetrics and Gynecology, Institutef Human Genetics, Department of
Pathology, Palacky University Medical School and Umersity Hospital, Olomouc.

Methods:We studied 103 cases of primary untreated endome#i carcinoma in which the p53, bcl-2, c-
erb-2, Ki-67, estrogen and progesterone receptor éigens were investigated by an immunohistochemical
method. We evaluated the correlations among the imamohistochemical staining assessed by histoscore,
and the age, grading, depth of invasion, stage di¢ neoplasia and extrauterine disease.

Results: Mean age was 67 years (range 35-90). p53, bcl-Zrb-2, Ki-67, estrogen and progesterone
receptors were positive in 49 (48%), 81 (79%). 187%), 99 (96%), 73 (70%) and 87 (84%) patients
respectively. There was no clear association betwegnmunohistochemical parameters and the age of
patients. p53 and Ki-67 overexpression was found toe related to poor grade of differentiation, deepe
myometrial invasion, advanced stage of neoplasia drextrauterine spread of disease. Immunostaining
for bcl-2 correlated inversely with FIGO stage, whie c-erb-2 was overexpressed in tumors with deeper
myometrial invasion. Estrogen and progesterone re@gor positive tumors showed astatistically
significant association with clinicopathological peameters of better clinical outcome.

Conclusion: The overexpression of p53 and Ki-67 seems to indieamore malignant phenotype, while
bcl-2 and c-erb-2 may have alimited role in the idatification of high-risk tumors.

Key words:endometrial cancer, immunohistochemistry, prognost factors.

SOUHRN

Cil studie: Zjistit pomoci imunohistochemického vySateni expresi p53, bcl-2, c-erb-2, Ki-67, estrogeno-
vého aprogesteronového receptoru upacientek skar@mem endometria.

Typ studie:Experimentalni studie.

Nazev asidlo pracovi&t Porodnicko-gynekologicka klinika, Ustav léka'ské genetiky, Ustav patologie,
LFUP aFN Olomouc.

Metodika: Studovali jsme 103 @ipady primarn & nel&eného karcinomu endometria, unichz jsme pomo-
ci imunohistochemického vySdeni stanovovali gritomnost p53, bcl-2, c-erb-2, Ki-67, estrogenového
aprogesteronového receptoru. Stanovili jsme korel@&cmezi imunohistochemickym barvenim zhodnoce-
nym pomoci histoskére, ¥kem, grade, hloubkou invaze, klinickym stadiem ametstatickym Si¥enim.
Vysledky:Pramérny vék byl 67 let (rozmezi 35-90). p53, bcl-2, c-erb-Ki-67, estrogenovy aprogestero-
novy receptor byly pozitivni u49 (48 %), 81 (79 %)18 (17 %), 99 (96 %), 73 (70 %) a87 (84 %) paci-
entek. Nebyla nalezena jasna zavislost mezi immunistochemickymi parametry avékem pacientek.
ZvySena exprese p53 aKi-67 korelovala se Spatnoueaienciaci, hlubokou invazi do myometria, pokro-
¢ilym klinickym stadiem ametastatickym Sitenim. Imunohistochemické barveni pro bcl-2 korelovi
inverzné sFIGO stadiem, zatimco c-erb-2 bylo zvySené expriondno unadori shlubokou myometralni
invazi. Nadory spozitivnimi estrogenovymi aprogestenovymi receptory vykazovaly dalSi klinickopa-
tologické parametry spojené slepSi progndzou.

Zaver: ZvySena exprese p53 aKi-67fejmé indikuje malign &si fenotyp, zatimco bcl-2 ac-erb-2 mohou
mit do uréité miry omezeny vyznam pro identifikaci vysoce-rikkovych nadori.

Kli ¢éové slova: endometrialni karcinom, imunohistochemigprognosticky faktor.
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UvoD

Endometrialni karcinom je n&gsgjSim gynekologic-
kym zhoubnym onemoe&nim WCeské republice ajeho
incidence Bhem poslednich 30 let neustéle roste [54]
Pribéh onemoc#ni zavisi na ¥ku pri diagnéze, histolo-
gickém typu, stavu hormonalnich recefitddinickém
stadiu adalSich faktorech. Jemé, Ze tyto Gdaje odra-
Zeji slozitou etiologii onemoeni, ktera zahrnuje jak
endogenni, tak exogenni faktory [46]. IkdyZ {Sina
piipadi endometrialniho karcinomu sporadickym one-
mocrenim, rékteré vznikaji na hereditarnim podkéad
(priblizné 10 %) [56]. Dilezitou roli @i vzniku tohoto
onemocskni hraji faktory Zivotniho prostdi. Rostouci
frekvence vyskytu onemoéni je ¢asto vys¥tlovana
dietnimi ahormonalnimi vlivy arowz tak starnutim
Zenské populace. Mezi rizikové faktory bylyazeny

nila konzervativni 1&bu upacientek sdobrou progn6zou

vvvvv

sagresivijSimi typy nadoi. Mezi tradéni prognostické
faktory pati vék, parita, stadium onemoémi, histolo-
gicky typ, histologicky grade, hloubka myometralni
invaze, DNA ploidita, vaskularni invaze apostiZigmi-
fatickych uzlin [43]. Vsotiasné dob je pon€rné Siroce
akceptovany nazor, Ze proces kancerogeneze je mnoho
stupiovy d&j. Rada studii prokézala, Ze zvy3ena exprese
onkogeri sjejich naruSenymi nebo konstitutivaktivo-
vanymi signalnimi kaskadami je spojena smalignigra
formaci [17]. Steja tak je pro endometrialni karcinom
charakteristicka Sirok& Skala genetickych alteraci.
Abnormalni exprese p53 tumor supresorového genu je
uendometridlniho karcinomu spojovana sagresivnimi
histologickymi typy, pokreéilym stadiem onemogmi
akratSi dobouieziti [13, 27]. VRkterych studiich vSak
jeho prognosticky dopad nebyl nezavisly na jinyak-f

nadvaha, neoponovana exogenni estrogenova terapietorech [29, 33].

diabetes mellitus asnim spojené hormonalni disibalan
asyndrom polycystickych ovarii [14, 39, 42, 46].

Amplifikace azvySena exprese onkogenu HER-2/neu
(nékdy ozn&ovaného jako c-erb-B2) se vyskytuje ve 20

Primarni I€bou je asi pro 90 % Zen sendometrialnimaz 40 % endometrialnich karcinéraje spojovana

karcinomem chirurgie. Standardnim vykonenipad
proveditelnosti, je hysterektomie soboustrannoteadn
xektomii [46, 52]. V mnoha studiich bylo prokazane,
systematicka panevni lymfadenektomiéegiuje moz-
nosti prognézovani upacientek [2, 32]. Na druhoa-st

snegativnimi prognostickymi faktory, jako je poéitg
stupé onemockini anizSi stupehistologické diferenci-
ace [55]. Negativni prognosticky dopad exprese HER-
2/neu byl dokumentovan ¥kterych, ale ne ve vSech
studiich, atak klinické vyuziti zém exprese tohoto fak-

nu vSak bylo popsano vySsi procento komplikaci ipac toru zistava dosud nejasné [29, 40]. Ztrata exprese pro-

entek po lymfadenektomii ajeji vliv na délkiegiti
zistava naddle nejasny [2, 3, 53fad& piipadi je ipfi
lokalizovaném onemoeéni priibéh onemocani velmi
agresivni, aproto je docela Siroce pouzivana p@oper

to-onkogenu bcl-2 je uendometridlniho karcinomuspo
jovana shorsi prognézowtgi hloubkou myometrialni
invaze, pokreilejSim stup®#m onemocini avySSi prav-
dépodobnosti lymfatickych metastaz [47]. ZvySena pro-

panevni radioterapie. Randomizované studie prokazalliferaéni kapacita je jednim ze zakladnichtrygdoro-

lepSi lokalni kontrolu onemoéni po zevnim ozé&ni,

ale na druhou stranu tat@ba nepinesla prodlouzeni
délky preziti. Adjuvantni gestagennicléa nepedstavo-
vala vrandomizovanych studiich Zadnynos pro
pacientky [30]. Po kompletnidéé endometrialniho kar-

cinomu je ruting provagna dispenzarizace, ato zejmeé-

na vprvnich 2-3 letech po chirurgické&bé, kdy je dia-
gnostikovano nejtSi procento recidiv [36]. &ktefi

vych burgk. VétSina endometroidnich karcindgm
exprimuje nizky prolifer&ni index Ki-67 ama iiznivou
prognozu, zatimco&tSina seréznich a,clear cell* karci-
nomi mé vysoky proliferéni index Ki-67 aSpatnou pro-
gnozu [10]. Estrogenové (ER) aprogesteronové (PR)
receptory jsou fitomné jak vepitelidlnich, tak ve stro-
malnich bukach endometridkada studii prokazala, Ze
pititomnost amnoZstvéthto steroidnich recepibkore-

autai zdaraziuji, Ze¢asna detekce recidiv zlepsi Sance luje se stadiem nadoru, gradingeniiegitim [16, 23, 31,

na jejich I&€bu [41]. L&ba recidiv endometrialniho kar-

32]. Je prav&podobné, Ze informace ziskané zeimm

cinomu je vSak do zrtaé miry kontroverzni ajeji vliv na exprese nadorovych imunohistochemickych marker
pieziti pacientek nebyl prokazan . Jako velmi nekispo mohou vbudoucnuifspét ke snizeni radikality chirur-

jujici se ukazala rowi senzitivita vySeeni vramci dis-
penzarizace [36].

Pro zlepSeni by adispenzarizace pacientek sendo-

metrialnim karcinomem byla studovaisaa prognostic-
kych faktofi. Identifikace vysoce rizikovych skupin by
umoznila konzervativni tbdu upacientek sdobrou pro-
gndzou arezervovatinnou aradikalsjsi [&bu pro
prognostické faktory p#tvek, parita, stadium onemoc-
neni, histologicky typ, histologicky grade, hloubkgoa
metralni invaze, DNA ploidita, vaskularni invazeoaf-
Zeni lymfatickych uzlin Pro zlepSenikgy
adispenzarizace pacientek sendometrialnim karcino-
mem byla studovani@da prognostickych faktd(19,

26, 46]. Identifikace vysoce rizikovych skupin byaz-

gické aradiani terapie. Cilem nasi prace bylo imuno-
histochemické stanoveni exprese molekwdiologic-
kych market ajejich korelace sklinickopatologickymi
prognostickymi faktory endometrialniho karcinomu.

MATERIAL AMETODIKA

Vobdobi od ledna 2004 d@rvna 2007 jsme studo-
vali 103 gipadi primarré nel&eného karcinomu endo-
metria. Biopsie endometria ziskané od pacientek se
suspektnim onemo¢nim byly standardhfixovany do
24 hodin ve formalinu azataveny do parafinu adale
zpracovany pro &ely histopatologického stanoveni dia-
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gnozy. Ri potvrzeni nalezu endometrialniho karcinomuzeny na dlohu ainvaduji do ménnez poloviny tlougky

byly zmateridlu ziskané tkavéiezy osile 14 Hm pii-
praveny na sktkach povigenych Vectabondem (Vec-
tor). Pro detekci p53, bcl-2, HER-2/neu, Ki-67 (Dak
Glostrup, Dansko), byla pouZzita standardnitfrag imu-
nohistochemicka technika pouzivajici biotinylovaiié
slusné sekundarni krélinebo mysi protilatky anasled-
né streptavidinovou peroxidazu. Aktivita peroxidazy
byla vizualizovana diaminobenzidinem. Vkazdéssad
vzorkil byl za‘azen preparat endometrialni tk&se zna-
mou imunoreaktivitou astejrtak negativni kontrola,
tzn. skla inkubovana stris pufrem mistdspusnych pro-
tilatek. Intenzita barveni byla semikvantitativimodno-
cena jako ,0" pro preparaty be#ifpmného barventi, ,1“
pro slabé barveni, ,2" proiedre silné barveni a,3" pro
silné barveni. Dale bylo kalkulovano ,histoskoreh,.
(% burtk se stupsm barveni ,1“x1) + (% buk se stup-
ném barveni ,2“x2) + (% bugk se stupsm barveni
»3"X3). Sowasre byla vytvaena vnitni kontrola pro
intenzitu barveni ,1“. Poté jsme stanovili korelanezi

myometria. Nadory gedre rizikové (Intermediate-risk:
1) (stadium I, G3; IC, II) jsou omezeny nalohu ainva-
duji do vice nez poloviny tlotdBy myometria nebo do
délozniho hrdla. Uvysoce rizikovych nadofHigh-risk:
H) (stadium Ill) jsou itomny metastazy do ovarii,
pochvy nebo lymfatickych uzlin. Riziko recidivy jgo
nizce rizikové nadoryifblizné 5 %, pro stedre rizikové
nadory 10 % apro vysoce rizikové nadory 14-42 %.[32
Klinickopatologické parametry byly hodnoceny na
zéklad definitivniho histopatologického vy&eni po
chirurgické I€bg.

VYSLEDKY

Praimérny vk byl 67 let (rozmezi 35-90). UvSech
pacientek byla provedena abdomindlni hysterektomie
s oboustrannou adnexektomii. Systematicka panevni

imunohistochemickym barvenim zhodnocenym pomoclymfadenektomie byla provedena u75 (72,5 %) riziko-

histoskore, ¥kem, grade, hloubkou invaze (MO — bez
invaze; M1 — invaze do poloviny myometria; M2 —anv
ze do vice nez poloviny myometria), ametastatickym
Py M —
metastazy fitomny). Na zakladrizika recidivy byly
nadory dale roztleny do ti kategorii. Nizce rizikové
nadory (low-risk: L) (stadium IA/B, grade 1/2) jsome-

vych pacientek.

p53, bcl-2, c-erb-2, Ki-67, estrogenovy aprogestero
novy receptor byly pozitivni u49 (48 %), 81 (79 %83.
(17 %), 99 (96 %), 73 (70 %) a87 (84 %) pacientek.
Nebyla nalezena jasna zavislost mezi immunohistoche
mickymi parametry askem pacientek. ZvySena exprese
p53 aKi-67 korelovala se Spatnou diferenciaci, bkaw
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invazi do myometria, pokeélym klinickym stadiem unédofi shlubSi myometrialni invazi, zatimco Reinartz
ametastatickym &nim. Imunohistochemické barveni et al. udavaji korelaci c-erb-2 exprese shistopaiot
pro bcl-2 korelovalo inverznsFIGO stadiem, zatimco kym typem nadoru, stejrjako Rolitsky et al., kié popi-
c-erb-2 bylo zvySehexprimovano unadarshlubokou  suji sodasre pozitivni korelaci exprese c-erb-2 snado-
myometrialni invazi. Nadory spozitivnimi estrogeyov rovou diferenciaci [44, 45]. Na rozdilnych vysleati
mi aprogesteronovymi receptory vykazovaly dalsi kli ujednotlivych studii se \fpact c-erb-2 exprese mohou
nickopatologické parametry spojené slepSi prognozou do zn&né miry podilet dosud nejednotné diagnostické
(graf 1-4). Ri statistickém zpracovani dat byly pro zjiS- postupy, pouZzivajici ktimetodiky imunohistochemické,
t&ni vztahu mezi prognostickymi faktory pouzi¥f test nebo metodiky FISHifpadré CISH.
aneparovy t-test. Hladina statistické vyznamnogt b Ki-67 exprese korelovala vnaSi praci se Spatncer dif
stanovena pro p<0,05. renciaci, hlubokou invazi, pokfitym stadiem ameta-
statickym Sienim. Geisler et al. prokazali pomoci multi-
variabilni analyzy ul47 pacientek s endometrialnim
DISKUSE karcinomem, Ze Ki-67 je nezavislym prognostickym
indikatorem peziti [11]. Pansare et al. naproti tomu
neprokazali zadnou korelaci mezi Ki-67, histologick
Zvysledki naSi prace vyplyva korelace molekuk&rn typem, grade nebo klinickym stadiem onemadri37].
biologickych markek sklinickopatologickymi prognos- Ve své prospektivni studii zahrnujici 115 pacientek
tickymi faktory u  primarniho karcinomu endometria. dokladaji Salvesen et atast&né ivsouladu snasimi
ZvySend exprese p53 korelovala se Spatnou difexeiici udaji, tzky vztah mezi expresi Ki-67, stadiem dieé®,
hlubokou invazi do myometria, pokiitym klinickym histologickym typem, grade aprajgbdobnosti feziti
stadiem ametastatickymiéhim.Rada praci doklada [48].
souvislost mezi zvySenou expresi p53 dmvymi Exprese ER aPR vnaSi praci korelovala invesmn
prognostickymi faktory uzen sprimarnim endometrial- stuprém diferenciace nadoru aklinickym stadiem one-
nim karcinomem [8, 10, 22, 49, 50]. Geisler enakic = mocreni, coZ je vsouladu svysledksdy publikova-
prokazali, ze p53 imunoreaktivitaie predikovat reku- nych praci adopotienim ke standardnimu vyhodnoco-
renci upacientek sendometrialnim karcinomem [12]. véani €chto receptar upacientek s endometrialnim
Naproti tomu Gossett et al. neprokazali vmultiviaifisik  karcinomem ve stadiu lall [5, 23, 34]&leré prace
analyze uzadného zregulatdruré¢cného cyklu (¢etné  uvadji, Ze PR je silgjSim prognostickym faktorem nez
p53) schopnost nezavislégapovidat recidivu nebo smrtER [9, 25]. To je vsouladu snami z{igbu korelaci
upacientek sendometrialnim karcinomem [15]. Nedav-mezi expresi PR ametastatickyrfesim onemoani
no Pijnenborg et al. prokazali zvySenou expresigino  do lymfatickych uzlin.
p53 vrecidivujicich nadorech, apodibicak hypotézu,
Ze p53 se podili na nadorové progresi aprocesustaeta
zovani uendometrialniho karcinomu [38]. Podobny ~ ZAV ER
zawr predpokladaji ivysledky naSi prace. Bcl-2 zlepSu-
je prezivani busk tim, Ze inhibuje programovanou
bunénou apoptdzu.fédpoklada se, ze zvySena expres Zvysledki naSi prace vyplyva, ze kra@nklinickopa-
bcl-2 mize bytéasnym djem vramci kancerogeneze  tologickych faktot mohou molekularabiologické pro-
nekterych typi nadofi [20, 51]. Dosud nebylo jedno-  gnostické markeryipspst klepSi charakteristice nador
zna&né prokazano, zda bcl-Zigpiva kmaligni progresi  aprispet tak kpresrgjSimu stanoveni jejich klinického
endometrialniho karcinomu. Vnasi praci jsme nenialez chovani. Pro jejichifipadné praktické diagnosticko-
souvislost bcl-2 exprese se stipndiferenciace nadér terapeutické vyuZziti bude zapebi dalSich zfesiujicich
hloubkou myometralni invaze apostizenim lymfatidkyc studii.
uzlin. Vsouladu spraci Ohkouchiho et al. jsme n&opa
prokézali postupfise sniZujici expresi bcl-2 srostoucim
stadiem onemoemi [35]. Mechanismus snizené expres Tato studie byla podpdena grantem IGA MZ CR
bcl-2 upokrgilych endometridlnich karcinofimeni NR 9098-4/2006.
znamy. Exprese bcl-2 je alesptast&né regulovana est-
rogenem ap53 wkolika experimentalnich systémech
[21, 28]. Pokrgilé endometridlni karcinomy jsaiasto LITERATURA
spojeny se ztratou estrogenovych recepéonutaci p53
atyto molekularni zny mohou do ité miry vyswt- _ _
lovat ztrtu exprese bel-2ashto nédot. Urady nado- & Bake, 3. Gassel Al Krebs . ot smnohitochenica:
ri azvlasé ukarcinomu prsu je zvySena exprese onko- carcinoma. Arch Gynecol Obstet, 1997, 259, 4, p18%.
genu c-erb-2 spojovana s  horSi prognézou [18, 24]. 2. Candiani, GB., Belloni, C., Maggi, R., et al.Evaluation of dif-
Ukarcinomu endometria tak jasna asociace mezi expre fetrglnééur?ica' f‘gpfoacweg in tf’iéﬁé‘@?”{"f '%‘ﬂig‘i’a' cancer
si c-erb-2, Kinickopatologickymi prognostickymida- o &FIGO sage Loynec onea 190, 311 P8R
ry aprognozou dosud nalezena nebyla [1, 4, 7, 40]. improved irradiation technique, age, and lymph reatapling on
Vnasi praci jsme prokazali zvySenou expresi c-erb-2 the severe complication rate of surgically stagegbenetrial can-
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ABSTRACT

Objective:The age of women at first child in the Czech Repuld increases. We investigated whether this
trend translates into the group of patients treatedor infertility by IVF.

Setting: Fertimed, infertility centre, Olomouc.

Methods:We summoned data from 4689 women treated for infeittty in our centre. We investigated the
age of the patient, FSH levels, E2 levels, numbef BSH units needed for ovarian stimulation, numberof
oocytes and embryos. We analysed the results by theethod of regression analysis.

Results:We found that the mean age increased from 28.7 t@3ears in aperiod of 10 years. We also
demonstrated that the increasing age was accompadiby adecrease in ovarian function.

Conclusion: Women older than 32 years should be infmed about the decreased ability to conceive. The
treatment of women for infertility can be complicated by the growing age of patients in coming decades

Key wordsinfertility, age of awoman, ovarian function.

SOUHRN

Cil studie:Pramérny vék prvorodi éek vCeské republice stoupa. Projevuje se tento trend igpulaci Zen
Ié¢enych pro neplodnost metodou IVF?

Nazev asidlo pracovi&ét Fertimed, centrum pro Iébu neplodnosti, Olomouc.

Metodika: ShromaZzdili jsme data od 4689 pacientek &nych na naSem pracovisti pro neplodnost. Ukaz-
dé pacientky jsme vyhodnotili ¥k vdobé provedeni IVF, bazalni hladiny FSH, hladinu E2 #i aplikaci
choriového gonadotropinu (hCG), mnozstvi jednotek EH potifebnych pro stimulaci ovarii, pdet ziska-
nych oocyii apatet embryi. Casovy trend ve ¥ku Zen jsme ve zkoumaném obdobi analyzovali metodou
regresni analyzy

Vysledky:Vpribéhu 10 let jsme zjistili rist praimérného véku z28,7 na 32 let. Vzist pramérného véku
pacientek s sebou finesl zhorSeni parametii souvisejicich &innosti ovarii.

Zavér: Nad veék 32 let je jiz nutné informovat pacientky onizsi shopnosti o€hotnét. Vp¥istich dekadéach
miize byt I&ba neplodnosti rostoucim ¥kem pacientek vyrazré komplikovana.

Kli¢ovéa slovaneplodnost, ¥k Zeny, &innost ovarii.
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