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Uloga sekretornih proteina u razvoju izvanmatericne migracije endometrija

1. UvOD

Izvanmateri¢na migracija endometrija (endometrioza, EME, od eng. extrauterine migration of
endometrium) je bolest u kojoj se endometrij koji prekriva Supljinu maternice nalazi na
organima izvan maternice. Lokalizacije na kojima nalazimo zarista EME su razlicite i mogu se
prema ucestalosti pojaviti na sljede¢im mjestima: jajnik (Audebert i sur., 2018.), uterini
ligamenti, zdjeli¢ni peritoneum, rektovaginalni prostor (Martinez i sur., 2017.; Gustofson i sur.,
2006.; Jenkins, 1986.). Rjede lokalizacije EME su: rodnica, mokra¢ni mjehur, crvuljak,
potrbusnica, pupak i stidnica. EME nalazimo i na udaljenim mjestima kao §to su pluca, Zeludac,
tanko crijevo, skeletna muskulatura i gusteraca (Pratice Commitee of the American Society for
Reproductive Medicine, 2012.; Sonavane i sur., 2011.; Victory i sur., 2007.; Jaime i sur., 2013.;
Lee isur., 2015.). S obzirom na sve navedene lokalizacije nastanka EME jasno je da vise faktora
sudjeluje u etiologiji, medutim niti jedan od do sada poznatih faktora u cijelosti ne objasnjava
njen nastanak. Veliki broj Zena koje boluju od EME imaju prve simptome veé¢ u vrijeme
adolescencije. Postavljanje dijagnoze i lijeCenje takvih pacijentica je nerijetko odgodeno i
zaka$njelo. Od pojave simptoma pa do postavljanja dijagnoze prode u prosjeku oko 7 - 8 godina

(Engemise i sur., 2010.).

Jedan od razloga je nemogucnost neinvazivnog nacina dijagnostike (Dovey i sur., 2010.) ili
nepostojanje specifi¢nih simptoma EME (Berlanda 1 sur., 2009.). Postavljanje dijagnoze EME
iziskuje operacijski zahvat, laparoskopiju i1 biopsiju, vizualizaciju zdjelista te patohistoloSku
dijagnozu (Kennedy i sur., 2005.). Operativni zahvat laparaskopija je trenutno standard u
dijagnostici EME. Zato su u fazi istrazivanja biomarkera koji se izlu¢uju u povecéanoj
koncentraciji u urinu kod EME i mogli bi predstavljati napredak u dijagnostici (Zhao i sur.,
2020.).

Protein CYFRA 21-1 kao i drugi proteini koji se izluCuju u urinu do sada nisu opsezno
istrazivani u patogenezi EME. Postoji nekoliko znanstvenih radova u kojima pojedini autori
potvrduju ulogu CYFRE 21-1 u etiopatogenezi EME (Tokushige i sur., 2011.), dok drugi autori
ne nalaze takvu poveznicu (Tempfer i sur., 1988.,; Liu i sur., 2015,; Nisenblat i sur., 2016.). U
serumu Zena oboljelih od EME ¢esto nalazimo poviSene razine CA 125 (Harada 1 sur., 2002.;

Fiala i sur., 2018.; Kurdoglu i sur., 2009.).

EME je u vecem broju slucajeva idiopatska bolest, a na njen nastanak mogu utjecati razliciti

faktori: genetsko naslijede (Wenzl i sur., 2003.; Overton i sur., 2007.), hormonski dizbalans
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(Metzger i sur., 1991.; Bulun i sur., 2010.), promjene imunoloskog sustava (Ahn i sur., 2015.;
Vinatier isur., 1996.), jatrogene implantancije (Vercellini i sur., 2014.; Gidwaney i sur., 2012.),
ostaci embrijskog tkiva (Burney i sur., 2012.; Longo 1979.), krvozilni i limfogeni put $irenja
bolesti (Javert i sur., 1952.), metaplazija celomskog epitela (Gruenwald, 1942.) i peritonejski
defekt (Signorile i sur., 2009.). Medutim, niti jedan od navedenih faktora ne mogu u potpunosti
objasniti zaSto se EME najcesc¢e javlja na jajniku (Overton i sur., 2007.), na koji nacin nastaje
kod zena koje nemaju maternicu (Mowers i sur., 2016.) i zasto muskarci koji su duze vrijeme
lijeceni estrogenskim preparatima mogu razviti EME (Rei 1 sur., 2018.). Uzevsi u obzir takve 1
sli¢ne slucajeve teorija metaplazije najcjelovitije objasnjava nastanak bolesti, a podrazumijeva

da celomski epitel ima sposobnost metaplazije (Suginami i sur., 1991.).

Sve cesce se biljezi porast incidencije EME kod Zena koje boluju i od nekih autoimunih bolesti.
Posebno se isti¢e autoimuna bolest $titnjace udruzena s EME (Porpora i sur., 2020.). Pojam
EME se odnosi na prisustvo endometrijskog tkiva izvan maternice ukljucujuéi pri tome
endometrij i miometrij (Overton i sur., 2007., Giudice, 2010.). Endometrijsko tkivo koje se
nalazi na mjestima izvan maternice dovodi do raznih patoloskih procesa koji za posljedicu
imaju kroni¢nu upalnu reakciju te nastaje kroni¢na upalna bolest koja ima tendenciju
metastaziranja, ali u velikoj vecini slucajeva bez malignih komponenti bolesti (Yang i sur.,
2021.). Nastanak EME nije potpuno razjas$njen i tumaci se razli¢itim teorijama, a to Su: teorije
retrogradne menstruacije (Sampson i sur., 1927.), celomske metaplazije (Matsuura i sur.,
1999.), embrionalnog Miillerovog kanala (Marsh i sur., 2005.), mati¢nih stanica (Burney i sur.,

2012.) i benignih metastaza (Jubanyik i sur., 1997.).

Razvojem endometrijskog tkiva na ektopi¢nim lokalizacijama zapocinju patoloski procesi, a to
su invazija u okolno tkivo (Liu i sur., 2009.), adhezija, proliferacija endometrija, angiogeneza i
promijenjeni imunoloski sustav (Rana i sur., 1996.; Sundqvist i sur., 2012.). Kao §to se u
maternici moze razviti hiperplazija endometrija identian proces mogu stvoriti i
endometrioti¢na zariSta na drugim lokalizacijama. Ektopi¢ne endometrijske stanice kod EME
mogu pokazivati atipi¢nu hiperplaziju stanica i tada imaju obiljezja prekanceroze, a nazivaju se
atipicna EME (Clement, 2007.). Postoje implantati EME koji su prediktori za duboku
infiltrirajuéu EME (Anglesio 1 sur., 2017.). Uzevsi u obzir sve teorije nastanka EME
metaplasticna teorija je potkrepljena ¢injenicom da se u germinativni epitel ubraja i epitel
mezotela, a jajnik je prekriven upravo s njime. Promatrajuci aktivnost mezotela najaktivniji je
u smislu proliferacije upravo germinativni epitel. Epitel jajnika kod svake ovulacije proliferira

i pokazuje pojacanu epitelnu aktivnost te na tom mjestu najcesce nastaje EME. Na drugim
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mjestima gdje takoder nastaje EME epitel nema takve karakteristike te su lokalizacije EME
rjede. Kada dode do metaplazije celomskog epitela uz nastanak EME mogu nastati i cisticne
tvorbe koje na svojoj povrSini imaju epitel nalik na epitel koji je porijeklom od Miillerovih
kanala, kao Sto je na primjer epitel koji pokriva unutrasnju stjenku jajovoda. Kod menstruacije
postoji ljustenje endometrija, medutim epitel jajovoda tijekom cijelog menstruacijskog ciklusa
nema tu znacajku te je nemoguéa njegova implantacija na druga mjesta. S obzirom da opisane
cisticne promjene imaju na svojoj povrsini upravo epitel koji odgovara epitelu porijeklom iz
Miillerovih kanala najvjerojatnija je metaplasticna teorija nastanke EME (Signorile 1 sur.,

2009.; Matsuura i sur., 1999.).

Osim atipicne EME u nekim slu¢ajevima su nadene maligne komponente bolesti. Iako se nezna
to¢na ucestalost nastanka maligne EME smatra se da se javlja u oko 0,3-0,8% slu¢ajeva, a u
75% od njih to je na jajniku, potom po ucestalosti slijede rektovaginalni prostor i debelo crijevo.
Kod maligno promijenjene EME histoloski naj¢e$¢e nalazimo endometrioidni karcinom 1 to u
gotovo 70% slucajeva, potom po ucestalosti slijedi klarocelularni karcinom koji zauzima 14%
malignih EME. No, iako iznimno rijetko mogu se naci i karcinom plocastih stanica, mucinozni
karcinom, ali i maligni Miillerov tumor mijeSanog tipa kao i stromalni sarkom. Spoznaja da kod
zena s EME postoji opravdana Sansa od nastanka malignih tumora potrebno je dugorocno

nadziranje tih zena (Saavalainen i sur., 2018.; Grandi i sur., 2015.).

EME je bolest spolnog sustava. Spolni sustav se zapocinje razvijati iz iste embrijske osnove
kao mokracni sustav, a potom se od Wolfovog kanala odvaja ureteralni pupoljak koji ¢e tvoriti
kanalni sustav bubrega. U kasnijem tijeku razvoja u zenskog spola dolazi do regresije Wolfovog
kanala irazvoja Miillerovih cijevi (Sadler i sur., 2012.). EME se javlja i na mokra¢nom mjehuru
te moZe maligno alterirati. Kod malignih bolesti urinarnog trakta nalazimo povisene vrijednosti

proteina CYFRA 21-1(Maggiore i sur., 2015.).

Citokeratini se mogu grupirati u tip I citokeratina 9-20 (molekularne tezine od 40-56 kDa) i tip
Il citokeratina 1-8 (molekularne tezine od 53-67 kDa). Citokeratin-19 je stani¢ni strukturni
protein i pripadnik tipa | keratina proteinskog gena i od svih citokeratina ima najnizu
molekularnu masu od 40 kDa i sastoji se od 400 aminokiselina (Pernick i sur., 2013.; Barak i
sur., 2004.). Citokeratine izluéuju sve stanice epitelnog porijekla. Razina citokeratina je
promijenjiva tijekom diferencijacije epitelnih stanica i jedan je od vaznijih faktora koji imaju
ulogu u migraciji tumorskih stanica, regulaciji stanicnog ciklusa, kao i programiranoj stani¢noj
smrti (Mujyambere i sur., 2018.). Razina proteina CYFRA 21-1 kod karcinoma mokraénog
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mjehura je iznad grani¢nih vrijednosti (Andreadis i sur., 2005.; Washino i sur., 2011.).
Podtipovi estrogenskih receptora, (ERalfa i ERbeta) nalaze se u urotelijalnim stanicama i u
njima posreduju proliferaciju stanica induciranu estrogenom, a postoji mogucnost i njihovog
ukljuc¢ivanja u regulaciju stani¢nog ciklusa. Postoje istrazivanja u kojima je pokazana viSa
razina ERalfa na temelju usporedbe biopsije mokraénog mjehura s prijelaznim karcinomom u
odnosu na uzorak iz mokra¢nog mjehura koji nije promijenjen tumorom (Goto i sur., 2021.;

Miyamoto i sur., 2012.).

Hipoteza ovog istrazivanja je da u patogenezi ekstrauterine migracije endometrija sudjeluju
fragment citokeratina 19-9 (keratin, type | cytosceletal 19, CYFRA 21-1) i drugi proteini ¢ije

vrijednosti nalazimo poviSene u urinu. Ciljevi su:

1. ldentificirati proteine koje nalazimo u povec¢anoj koncentraciji u urinu kod EME.

2. Odrediti razine fragmenta citokeratina 19-9 i drugih proteina koji su u urinu u povec¢anoj
koncentraciji kod EME.

3. Odrediti potencijalnu povezanost razine fragmenta citokeratina 19-9 i drugih proteina

ovisno o stupnju invazije i proliferacije.
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1. LITERATURNIPREGLED

2.1. Ekstrauterina migracija endometrija

Endometrij je sluznica koja prekriva Supljinu maternice, ali ako se ta sluznica nalazi na drugim
organima izvan maternice tada takvu bolest nazivamo EME. EME je kroni¢na bolest upalnog
tijeka koja najceS¢e pogada zene reprodukcijske dobi i ovisna je o hormonskoj aktivnosti
posebno estrogenu. Jednom nastala bolest napreduje i moZe imati vrlo opseznu klini¢ku sliku.
EME kod oboljele Zene umanjuje njeno psihic¢ko, fizicko i socijalno blagostanje (Dovey 1 sur.,

2010.).

Kod nekih zena EME se pojavljuje bez evidentnih faktora koji bi mogli biti uzrok bolesti, ali
poznato je da postoje rizici koji mogu doprinijeti nastanku EME kao §to su prva menstruacija
u ranoj zivotnoj dobi (manja od 10 godina starosti), kra¢i menstruacijski ciklusi (manje od 24
dana) i pojacano uterino krvarenje (Matorras i sur., 2010.; Burney i sur., 2012.; Treloar i sur.,
2010.; Nnoaham i sur., 2012.), kasna dob nastupa menopauze, nerotkinje (Ballard i sur., 2008.;
Sinaii i sur., 2008.) ili one s manjim brojem trudnoca (Shafrir i sur., 2018., Giudice, 2010.)
imaju povecan rizik nastanka EME. Smatra se da prehrana bogata transmastima (Missmer i sur.,
2010.), konzumiranje alkohola i1 pusSenje cigareta pogoduje nastanku EME (Missmer 1 sur.,
2004.). Povecan rizik je takoder zabiljezen kod Zena koje u svojoj povijesti imaju rano
seksualno 1 fizicko zlostavljanje (Harris i sur., 2018). Suprotno tome vec¢i broj trudnoca, tjelesna
aktivnost, umjerena prehrana i dojenje te nizi indeks tjelesne mase (BMI), vitkija grada tijekom
cijelog djetinjstva i adolescencije i u vrijeme kada je postavljena dijagnoza protektivni su
faktori u nastanku EME (Hediger i sur., 2005.). Starija dob je za sada jedini sociodemografski
faktor koji ima dosljedan uéinak na nastanak EME (Eskenazi i sur., 1997.; Chatman i sur.,
1982.). Trudno¢a kod pacijentica s minimalno izrazenom EME maskira klini¢ku sliku i EME

se Cesto dijagnosticira nakon porodaja (Missmer 1 sur., 2004.; Vigano i sur., 2004.).

EME se dijagnosticira u oko 10% Zena generativne dobi (Shafrir i sur., 2018.), medutim kod
onih kod kojih je u€injena dijagnosticka laparoskopija zbog kroni¢ne zdjeli¢ne boli u manje od
25% slucajeva je dijagnosticirana EME kao uzrok boli (Mowers 1 sur., 2016.). Najc¢esc¢i
simptomi su dismenoreja, perzistentna ili ciklicka bol u zdjelistu, dispareunija, neregularna
menstruacijska krvarenja i neplodnost. EME je kronicna, iscrpljuju¢a bolest koja umanjuje

kvalitetu zivota oboljele Zene (Parasar i1 sur., 2017.). Moze imati razliite stadije od
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mikroskopskih endometrioti¢nih implantata na povrsini zdjeli¢nih organa ili peritoneuma do
cisticnih Cokoladnih tvorbi jajnika. Simptomatologija ne odgovara uvijek stupnju bolesti i
varira od asimptomatskih pacijentica do onih koje iskazuju jaku zdjelicnu bol. Neplodnost je
prisutna u oko 30% pacijentica s EME. EME je vrlo ucestali ginekoloski problem, a od pojave
prvih simptoma pa do postavljanja dijagnoze prosjecno prode 7 godina. Jedan od razloga koji
pridonosi toj ¢injenici jest da trenutno nema nacina neinvazivne dijagnostike EME u obliku

biomarkera (Ferrero i sur., 2019.; Woodward 1 sur., 2001.).

2.2. Teorije nastanka ekstrauterine migracije endometrija

Postoji viSe teorija nastanka EME, ali niti jedna nije u cijelosti razjaSnjena i ne moze u cijelosti
objasniti EME na udaljenim mjestima. Faktori koji sudjeluju u patogenezi bolesti
najvjerojatnije je da EME nastaje kao posljedica sljede¢ih mehanizama (Jansen i sur., 1986.;
Rahmioglu i sur., 2014.).

1. prilikom metastaziranja endometrijskog tkiva na lokalizacije izvan maternice moguci
mehanizmi tog procesa mogu biti: retrogradna menstruacija i implantacija endometrija na
okolna tkiva, jatrogen rasap bolesti prilikom operacijskih zahvata i diseminacija bolesti na

udaljena mjesta krvozilnim i limfnim sustavom (Sampson i sur., 1927.).

2. metaplasti¢na teorija nastanka objaSnjava pojavnost i daljnji razvoj endometrijskog tkiva te
napredovanje bolesti na lokalizacijama koje su udaljene od maternice (Gruenwald i sur.,
1942.; Matsuura i sur., 1999.).

Najuvjerljivije dokaze o patogenezi EME ima teorija o retrogradnom kretanju menstruacijske
krvi (Halme 1 sur., 1984.). Ova teorija tumaci se na na¢in da endometrijske stanice retrogradnim
vra¢anjem menstruacijske krvi kroz jajovode dospijevaju u trbusnu Supljinu izvan maternice
gdje prianjaju na organe u trbusnoj Supljini. Opseg EME te stvaranje kroni¢ne upale i
proliferacije endometrijskog tkiva ovisi o ja€ini menstruacijskog krvarenja kao i o genetskim
te okolisnim faktorima. Slucajevi nastanka EME prije menarhe, a bez anomalija maternice
povezanih s opstrukcijom otjecanja menstruacijske krvi opovrgavaju teoriju nastanka EME
retrogradnom menstruacijom (Vercellini i sur., 2014.). Sve teorije nastanka EME mogu se
podijeliti u dvije glavne grupe. Na one koje se zalazu da su endometralni implantati porijeklom
iz endometrija maternice i one koje tvrde da su endometralni implantati drugog porijekla. U
prilog teorijama koje zagovaraju drugo porijeklo endometrijskih stanica (izvan maternice), tzv
ne-endometrijski implantati potvrduju sluc¢ajevi EME kod osoba koje imaju Mayer- Rokitansky
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- Kiister - Hauserov sindrom (Rosenfeld i sur., 1981.) i muskaraca koji su lijeCeni s visokim

dozama estrogenskih preparata (Schrodt i sur., 1980.).

1. Teorija celomske metaplazije: transformacija normalnih peritonealnih stanica u ektopi¢ne

endometrijske stanice (Matsuura i sur., 1999.).

2. Teorija embrionalnog Miillerovog kanala: pod djelovanjem estrogena embrionalne stanice
Miillerovih kanala zadrzavaju sposobnost transformacije i razvoja u endometrijske zlijezde

(Marsh i sur., 2005.).

3. Teorija mati¢nih stanica: mati¢ne stanice porijeklom iz kostane srzi diferenciraju se u

endometrijske stanice (Burney i sur., 2012.; Sasson i sur., 2008.; Du i sur., 2007.).

4. Teorija benignih metastaza: hematogenom i limfnom diseminacijom stanica eutopi¢nog
endometrija na udaljena mjesta gdje nastaju implantati EME (Sampson i sur., 1927.). U
prilog toj teoriji je nastanak ektopicnih implantata endometrija u plu¢ima, mozgu i kostima

(Jubanyik i sur., 1997.).

5. Teorija retrogradne menstruacije: vracanje krvi iz maternice za vrijeme menstruacije kroz
jajovode i implantacija stanica endometrija u okolne organe potvrduje anatomska raspodjela

EME u zdjelistu (Sampson i sur., 1927.).

Torakalna EME je stanje kada unutar prsne Supljine nalazimo stanice ektopicnog endometrija.
Postoji viSe teorija o nastanku torakalne EME, no s obzirom da se do devet puta ¢es¢e javlja na
lijevoj strani prsnog koSa zagovara se teorija razvoja steCenih ili kongenitalnih Supljina na
dijafragmi te je na taj nacCin omogucena transperitonealno-transdijafragmalna migracija
endometrijskih stanica u prsnu Supljinu (Nezhat i sur., 2019.; Alifano, 2004.). S obzirom da
takva teorija nije u cijelosti prihvacena zagovaraju se i druge teorije koje obuhvacaju celomsku
metaplaziju stanica na pleuri i dijafragmi. Ova lokalizacija bolesti objasnjava se jo§ limfo-
hematogenim rasapom endometrijskih stanica i mogu¢om ulogom prostaglandina F2a vaznog
vazokonstriktora kojeg u vrijeme menstruacijskog krvarenja nalazimo u plazmi (Javert, 1951.;
Ueki, 1991.).

Mezenhimske mati¢ne stanice koje sudjeluju u etiopatogenezi EME mogu biti razlog nastanka
EME na ekstrapelvicnim mjestima (Oliveira i sur., 2012.; Figueira i sur., 2011.). Genetska
predispozicija u nastanku EME nije beznacajna, Zene koje imaju medu krvnim srodnicima
osobe s teskim oblikom EME imaju do Sest puta ve¢i rizik od obolijevanja (Simpson 1 sur.,

1980.). Otkrivene su i regije na kromosomima 10q26 1 7p15 koje imaju vaznu ulogu u naslijedu
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EME (Treloar i sur., 2005.). Kako je i naglaseno niti jedna teorija ne moze samostalno objasniti

razlic¢ite oblike EME (Dastur i sur., 2010.).

Jajnici su svojom gradom specifi¢ni, jer mezotelni epitel koji ih prekriva je vrlo aktivan i zbog
toga najces¢e mjesto nastanka EME je upravo na tom mjestu. EME na jajnicima Cesto stvara
ciste ¢iji je sadrzaj ,,Cokoladnog* izgleda®. Cisti¢éne promjene EME jajnika nastaju tako S§to se
kora jajnika invaginira (Brosens i sur., 1994.), a najaktivniji implantati endometrija nalaze se
upravo u podrucju invaginacije. Ako se biopsija za patohistoloSku analizu ne uzme s mjesta
invaginacije korteksa jajnika ve¢ s drugog mjesta na stjenci ciste moguce je da se nece naci
endometrioti¢nih stanica §to mozZe dovesti do pogreSke u postavljanju dijagnoze. Zato je vrlo

vazno mjesto uzimanja uzoraka za pathistoloSku dijagnozu u cilju postavljanja prave dijagnoze

(Muzii i sur., 2007.).

2.3. Hormonski status kod ekstrauterine migracije endometrija

Ektopi¢ni endometrioti¢ni implantati pokazuju ovisnost o estrogenu uz zna¢ajno snizenu razinu
progesteronskih receptora. Ekspresija progesteronskog receptora B (PRB) kod Zena oboljelih
od EME znacajno je smanjena u endometriju maternice i odsutna u endometrioti¢nim zaristima.
Posljedi¢no na manjak receptora PRB u endometrijskim stanicama maternice kod zena koje
boluju od EME u sekrecijskoj fazi menstruacisjkog ciklusa nalazimo poviSene vrijednosti
hidroksisteroidne 17-beta dehidrogenaze 2 (17 beta HSD2) koje ne nalazimo u folikularnoj fazi
ciklusa ili kod zdravih zena. Epitelne stanice eutopicnog i1 ektopi¢nog endometrija Zena
oboljelih od EME jednako tako biljeze povecanu ekspresiju aromataze glasnicke
ribonukleinske kiseline (mRNA), ali ne i pove¢anu razinu estrogena u odnosu na stromalne
stanice kod Zena koje nisu oboljele od EME (Chantalat i sur., 2020.; Matsuzaki i sur., 2006.;
Zeitoun i sur., 1998.).

Uz EME postoji hormonska neravnoteza u smislu poviSenih vrijednosti estrogena i smanjenih
razina progesterona. Zbog promijenjenog hormonskog statusa dolazi do promjene imunosnog
odgovora. Visak estrogena uz smanjene razine progesterona u djelovanju s promijenjenom
funkcijom imunosnog odgovora mogu stvoriti pozitivnu povratnu spregu koja potice rast i
invazivnost EME kao i mogucu malignu transformaciju (Bulun i sur., 2012.; Ness , 2003.).
Medikamentozno lijeCenje EME progesteronskim preparatima u trajanju od 6 mjeseci ima
utjecaj na smanjenu razinu boli oboljelih pacijentica, te opcenito bolju kvalitetu Zivota

(Vercellini i sur., 2016.; As-Sanie i sur., 2012.). Zene s peritonealnim implantatima, a koje su
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lijecene s oralnom hormonskom kontracepcijom imale su manju stopu razvoja endometrioma

jajnika (Kavoussi i sur., 2017.).

2.4. Imunoloski aspekt ekstrauterine migracije endometrija

EME dovodi do promjena u imunoloskom sustavu. Imunosni odgovor u zdjelicnom
peritonealnom prostoru vazan je u procesu proliferacije ektopi¢nih endometrijskih stanica, jer
te stanice izbjegavaju uobiCajenu imunosnu kontrolu i manje podlijezu apoptozi. Smanjena
reaktivnost T limfocita, ali i aktivacija poliklonalnih B limfocita udruzeni s netoksi¢nosé¢u NK
stanica 1 pojaCanom aktivnosti makrofaga pogoduju razvoju EME. Invazijom 1 proliferacijom
EME imunoloski sustav regrutira povec¢anu koli¢inu proupalnih citokina 1 faktora rasta koji
zajedno sa stvaranjem novih krvnih Zila dovode do upalnog stanja u zdjeliStu. U peritonealnoj
teku¢ini 1 peritonealnim lezijama nalazimo znacajno vecu koncentraciju makrofaga 1
promijenjenu funkciju NK stanica koje u medusobnom djelovanju dovode do promijenjenog
imunosnog djelovanja u stanicama ektopi¢nog endometrija. Upalna reakcija zdjelice djeluje na
peritonealne endometrioti¢ne lezije 1 ¢esto dovodi do peritonealnih defekata koji nazivamo

Allen-Mastersov prozor (Da Gama Coelho isur., 2018.; Riccio i sur., 2018.; Haas i sur., 2013.).

Pacijentice koje boluju od EME imaju povecan rizik za razvoj kroni¢nih autoimunih bolesti.
Cesce obolijevaju od Sjogrenova sindroma (SS), autoimunog tireoiditisa (Xue i sur., 2021.),
sistemskog eritematoznog lupusa (SLE) (Fan i sur., 2021.), skleroderme, reumatoidnog artritisa
(RA) i multiple skleroze (MS) (Alviggi i sur., 2006.). Autoimuna bolest Stitnjace ima snaznu
korelaciju s EME i neplodno$¢u (Shigesi i sur., 2019.). U EME postoji druga¢iji imunosni
odgovor u odnosu na zdrave pacijentice. Promjene imunoloskog sustava dovode do pojacane
upalne reakcije Sto bi mogao biti odgovor i za razvoj autoimunih bolesti. U prilog tome je 1
¢injenica da Zene koje boluju od EME cesée obolijevaju od alergijskih bolesti kao Sto su
atopijski dermatitis, ekcemi i astma. U tim reakcijama sudjeluju upalni imunosni faktori poput
CRP-a, IL1 i IL 6, TNF-a, VEGF i ICAM-1 koji su kod Zena s EME poviseni u krvi i

peritonealnoj tekucini (Nothnick i sur., 2001.).

2.5. Neuroloske promjene kod ekstrauterine migracije endometrija

Bol je najces¢i simptom koji iskazuju pacijentice oboljele od EME bilo da se radi o dubokoj
zdjeli¢noj boli ili povremenim blagim simptomima (Bajaj 1 sur., 2003.). U endometrioti¢nim
lezijama postoji drugacija inervacija tog podrucja sto izaziva osjecanje boli ¢ak i kod minimalno

izrazene EME. Zivci koji se nalaze u endometriotinim zariStima pokazuju perineuralnu i
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interneuralnu snaznu invaziju. Priraslice i fibroza su Cesta pojava kod EME pogotovo u
rektovaginalnom podruéju gdje i minimalne promjene dovode do bolnih podrazaja. Razlog
tome je Sto ziv€ana vlakna prodiru u podrucja endometriotinih lezija, ali i u fibroti¢na podrucja
koja su blisko povezana s tim lezijama (Anaf i sur., 2000.; Wang i sur., 2009.; Matsuzaki i sur.,
2013.). Osim toga cijeli taj proces i medusobno djelovanje endometrioti¢nih lezija, fibroze i
zivéanih vlakana uvijek je posredovan i upalnim procesom S§to doprinosi jace izrazenoj

simptomatologiji (Mc Kinnon i sur., 2015.).

Bol i dismenoreja su simptomi koji se gotovo uvijek javljaju uz EME (Liang i sur., 2018.;
Mechsner i sur., 2009.). Ovaj proces je multipliciran postojanjem neravnoteze izmedu osjetnih
1 simpatickih ziv€anih vlakana uz EME u peritonealnoj Supljini (Arnold i sur., 2013.). Razina
hormona estrogena dovodi do takve neravnoteze izmedu ziv¢anih vlakana (Liang i sur., 2016.;

Wheeler i sur., 2014.).

Endometrij unutar Supljine maternice vrlo je dobro vaskulariziran za razliku od peritonealne
Supljine koja je avaskularna. Endometralne stanice koje naseljavaju i invadiraju ekstrauterine
organe za svoj opstanak iziskuju dobru prokrvljenost i zbog toga dolazi do znacajne
neoangiogeneze u endometrioticnim lezijama. Stvaranje novih krvnih zila istovremeno se
dogada sa stvaranjem novih ziv€anih vlakana (neuroangiogeneza). Posljedica su bol i
karakteristi¢ne patohistoloSke i morfoloSke promjene u endometriotiénim Zaristima (Brawn i
sur., 2014.; Tran i sur., 2009.). U istrazivanju As-Sanie (As-Sanie i sur., 2016.) povezana je
kroni¢na bol u zdjelistu kod EME sa smanjenom koli¢inom sive mozdane tvari na lijevoj strani
mozga u okolici talamusa. Promjena volumena sive mozdane tvari djeluje na periferni osjetni
sustav zbog ¢ega pacijentice s EME osjecaju jacu bol od drugih koje imaju sli¢ne morfoloske
promjene EME. Zene oboljele od EME pretezno imaju nizi inedks tjelesne mase (BMI) i imaju

manji intenzitet osjeta boli (As-Sanie i sur., 2016.).

2.6. Maligni potencijal ekstrauterine migracije endometrija

EME je benigna bolest, ali ipak ima neke poveznice s karcinomom jajnika i povezana je s
povecanim rizikom od nastanka epitelnog karcinoma jajnika, no unato¢ tome EME se ne smije
smatrati prekanceroznom boles¢u (Worley i sur., 2013.; Somigliana i sur., 2006.). Kod cisti¢nih
promjena EME na jajnicima ¢esto postoje abnormalnosti tkiva kao §to su hiperplazija i atipija
Sto se najvjerojatnije moze povezati s malignom transformacijom EME. Medutim, navedene

patohistoloske promjene mogu biti posljedica reaktivnih promjena, ali u odredenim slucajevima
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mogu imati i maligni potencijal (Prefumo i sur., 2002.). Atipicna EME je ponekad
prekancerozni stadij bolesti i tada se povezuje s nastankom endometrioidnog i svijetlostani¢nog
karcinoma, a u 50% slucajeva povezana je s povecanjem rizika od nastanka epitelnih karcinoma
jajnika (Fukunaga i sur., 1997.). KirurS$kim odstranjenjem takvih atipi¢nih promjena znacajno
se i1 smanjuje rizik od nastanka karcinoma. Dobre i pravovremene preventivne mjere mogu

sprijeciti nastanak karcinoma jajnika iz EME (Rossing i sur., 2008.; Brinton i sur., 1997.).

EME moze imati premaligni potencijal pogotovo u nastanku endometrioidnog karcinoma i
karcinoma svijetlih stanica 1 vrlo je usko povezana s njihovim nastankom. Kod atipicne EME
atipija stanica je srednjeg stupnja i razlikuje se u odnosu na atipiju malignih promjena. Atipije
stanica koje nastaju u ZariStima EME vrlo su slicne promjenama koje nastaju kod atipi¢nih
hiperplazija endometrija Sto takoder predstavlja premalignu komponentu (Seidman 1 sur.,
1996.). Kompleksna hiperplazija i atipija koje nastaju u endometrioticnim ,,cokoladnim
cistama s ve¢om vjerojatnosti se mogu povezati sa malignom transformacijom EME, za razliku
od jednostavne atipi¢ne hiperplazije stanica EME gdje se takav nalaz ne smatra iskljucivo
prekancerozom (Czernobilsky i sur., 1979.; Ogawa i sur., 2000.). Rizik za nastanak raka jajnika
iz endometrioma je 1,3 do 1,9 % (La Grenade i sur., 1988.). Genetski poremecaj kod karcinoma
svijetlih stanica i endometrioidnog karcinoma jajnika nisu jednaki, ali im je prekursor
zajednicki, a to je EME (Kuo i sur., 2009.; Yamamoto i sur., 2012.).

U primarnih karcinoma jajnika u 46% slucajeva postoji mutacija gena ARID1A za razliku od
karcinoma nastalih iz EME gdje se takva mutacija javlja u 30% slucajeva. Kada dode do
mutacije ARID1A uvijek nalazimo i gubitak funkcije proteina BAF 250A koji sudjeluje u
procesu karcinogeneze. Takvu mutaciju proteina susre¢emo kod primarnih karcinoma jajnika
kao 1 kod atipicne EME 1 karcinoma jajnika nastalih malignom alteracijom endometrioma
(Wiegand i sur., 2010.). Mutaciju na ARID1A genu nalazimo osim kod karcinoma jajnika i kod
karcinoma mokraé¢nog mjehura, ali i kod karcinoma na drugim organima. Kod karcinoma
ginekoloskih organa ova se mutacija pojavljuje u ¢ak 46-57% slucajeva (Fujimoto 1 sur., 2012.;
Koebel isur., 2010.). Gen ARID1A nalazi se na kromosomu 1p36.11 i ¢ini osnovu za SWI/SNF
kompleks. Osim gubitka funkcije tumorskog supresijskog proteina BAF 250A kod mutacije na
ARIDI1A genu gubi se i stabilnost kompleksa SWI/SNF koji ima vaznu ulogu u karcinogenezi
(Guiisur., 2011.; Jones i sur., 2010.). Medusobno promijenjene interakcije izmedu ARID1A i
SWI/SNF kompleksa zbog mutacije gena dovode do smanjene stabilnosti SWI/SNF kompleksa.
Destabilizacijom tog kompleksa gubi se i njegova glavna funkcija, a to je supresijski u¢inak na

tumorske tvorbe koji je presudni trenutak u karcinogenezi mutacije PIK3CA (Reisman i sur.,
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2009.). Kod premalignih lezija postoje mutacije ARIDIA i posljedi¢no gubitak supresije
BAF250. Smatra se da bi te molekule mogle sudjelovati u napredovanju EME i njenoj
transformaciji u svijetlostani¢ni i endometrioidni karcinom jajnika (Ness i sur., 2003.).
Endometrioidni karcinom jajnika u 54% slucajeva je povezan s postojanjem EME, a genetskim
poremecajima i gubitkom funkcije tumorskog supresorskog proteina BAF250 u
endometriomima snazno ukazuje na njezin premaligni potencijal (Samartzis i sur., 2012.).
Navedeni poremecaji imaju vaznu ulogu u nastajanju karcinogeneze, jer su direktna posljedica
mutacije gena ARID1A i gubitka supresorske funkcije SWI/SNF koja dovodi do gubitka
proteina PIK3CA i mutacije BAF250A Sto otvara put procesu karcinogeneze (Yamamoto i sur.,
2012.). EME moZe se s pravom u nekim slu¢ajevima smatrati prekancerozom, jer se mutacija
ARD1A pojavljuje u prvoj fazi karcinogeneze kod karcinoma jajnika nastalih iz EME (Guan i
sur., 2012.; Kim i sur., 2014.).

lako EME ima razne oblike, lokalizacije i stupnjeve bolesti njena maligna transformacija se
gotovo uvijek pojavljuje na jajnicima nastaju¢i iz endometrioma. Osim endometrioidnog i
svijetlostani¢nog karcinoma jajnika iznimno rijetko moze nastati serozni karcinom, ali iz
endometrioma nikada ne nastaje mucinozni karcinom jajnika. Smatra se da se inhibicijom
ovarijske funkcije, a time 1 jaCinom retrogradne menstruacije smanjuje i rizik od nastanka
karcinoma jajnika Sto potvrduje isti patogenetski put kao i u nastanku EME (Grandi i sur.,
2015.; Saavalainen i sur., 2018.; Saavalainen i sur., 2018.; Berek i sur., 2015.; Yu i sur.,
2009.).Zbog povecanog rizika od nastanka maligne bolesti kod EME vazno je pravodobno
lijeCenje kako bi se taj rizik sveo na najmanju mogucu mjeru (Nezhat i sur., 2008.). Kod duboke
infiltriraju¢e EME kada jo$ ne postoji nikakva poveznica s malignom transformacijom ipak u

toj fazi ve¢ nalazimo mutacije kromosoma koje mogu biti prediktori te transformacije (Anglesio

isur., 2017.).

2.7. Klasifikacija ekstrauterine migracije endometrija

Postoji viSe klasifikacija EME ovisno o stupnju proSirenosti bolesti. Medutim, najvise
prihvacena i koriStena je podjela EME Americkog drustva za reprodukcijsku medicinu (od
eng. American Society for Reproductive Medicine, ASRM) (Metzemaekers i sur., 2020.).
Ovom Kklasifikacijom stupanj proSirenosti EME ocjenjuje se prema kriterijima veli¢ine 1
dubine implantata EME kao i prisustvu, rasprostranjenosti i karakteristikama priraslica.
Navedeni kriteriji se pojedina¢no boduju te se na temelju dobivenog zbroja EME klasificira
u Cetri stupnja bolesti: I. stadij - minimalna bolest 1-5 bodova (nekoliko povrsnih lezija EME),
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I1. stadij - blaga bolest 6-15 bodova (veci broj lezija, neke su i dublje, I11. stadij — umjerena
bolest 16-40 bodova (brojne lezije, lezije na jednom ili oba jajnika, tanke priraslice) i IV.
stadij - izrazena bolest preko 40 bodova brojne lezije, veliki endometriomi na oba jajnika,
guste 1 Cvrste priraslice, priraslice izmedu rektuma i maternice). Nedostatak ASRM
klasifikaciji je Sto se njenom raspodjelom prosirenosti i karakteristikama bolesti ne uzima u
obzir i zahvacenost struktura retroperitonealnog prostora EME koji moze biti zahvacen kod
duboke infiltriraju¢e EME (Soo-Young i sur., 2021.). Kako bi navedena klasifikacija imala
cjelovitiji pristup u dijagnostici proSirenostt EME uz ASRM klasifikaciju koristi se 1 ranije
opisana ENZIAN Klasifikacija kao njena nadopuna i naziva se rASRM Kklasifikacija (Lee i
sur., 2021.).

2.8. Potencijalni biomarkeri ekstrauterine migracije endometrija

Analizom proteoma moguce je usporediti cijeli profil razlicite ekspresije proteina koje nalazimo
kod razli¢itih oblika EME kao §to su ovarijske ,,Cokoladne* cisti¢ne tvorbe, peritonealna EME
ili adenomioza. Takve proteomske analize koristile su se ve¢ kod razli¢itih oblika EME kako
bi se medu proteinima koji se pojacano izlucuju pronasao biomarker za tu bolest. Objavljeno je
nekoliko studija koje su analizom proteoma pokusale pronac¢i biomarker za EME u serumu,
urinu, peritonealnoj tekucini, endometriomima i menstruacijskoj krvi. Napori u istrazivanju
moguceg biomarkera uloZzeni su zbog potrebe ranog otkrivanja EME kako bi se bolest
dijagnosticirala i lije¢ila u samom zacetku (Fassbender i sur., 2015.; Marianowski i sur., 2013.;
Liu i sur., 2015.; Julian i sur., i 2009.).

Do sada nadeni markeri su: nekodiraju¢a RNA u ektopi¢nom endometrijskom tkivu (Ahn i sur.,
2017.; Papari i sur., 2020.). U fazi istraZivanja su i neki drugi biomarkeri koji bi potencijalno
mogli sluziti u dijagnostici EME kao Sto su endometrijski proteomi, kaldesmona, 17pHSD2,
IL-1R2, foliostatin, CA 125, TNFa, IL-6 i IL-8 (Tian i sur., 2020.; Gupta i sur., 2016., Nisenblat
i sur.; 2016., Florio i sur., 2009.; Seeber i sur., 2008.; Pellicer i sur., 1998.; Darai i sur., 2003.),
CYFRA 21-1 (FO i sur., 2018.; Gjavotchanoff, 2015).

2.9. Protein CYFRA 21-1

Protein CYFRA 21-1 osim u urinu i serumu moZze imati poviSene vrijednosti i u endometrijskim
stanicama u menstruacijskoj krvi i peritonealnoj tekucini (Van der Linden i sur., 1995.). Protein

CYFRA 21 topljiv je u tekuéini i moZe se pokazati kao vrlo vrijedan biomarker u urinu
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(Holdenrieder i sur., 2017.). Citokeratine dijelimo u dvije glavne skupine u odnosu na
biokemijska svojstva koja imaju i prema njihovoj izoelektri¢noj tocki. Citokeratini grupirani u
skupinu I su kiseli citokeratini i imaju molekularnu tezinu 40-64 kDa. U skupini Il su neutralni
citokeratini molekularne tezine 52-68 kDa (Pavicevi¢ i sur., 1998.). Citokeratine nalazimo u
svim epitelnim stanicama i oni su bazi¢ni strukturalni elementi. Osim $to im je funkcija
odrzavanje strukture epitelnih stanica imaju i funkciju regulacije stani¢nih migracija kao i
regulaciju stani¢ne invazije i proliferacije. Diferencijaciju stanica odredujemo i prema koli¢ini
citokeratina, S$to su stanice viSe diferencirane imaju vecu ekspresiju citokeratina na svojoj
povrsini. Kod stanica koje imaju snaznu proliferativnu aktivnost ili maligna obiljezja koli¢ina
citokeratina je promijenjena u smislu smanjene ekspresije (Pavicevic i sur., 1998.).Keratin 19-
9 je citoskeletni keratin podgrupe 19, ima molekularnu tezinu 49 kDa. Protein CYFRA 21-1 je
kiseli citokeratin iz skupine I keratina, stani¢ni strukturni protein, a kodiran je genom pod

nazivom KRT 19 (Schweizer i sur., 2006.; Moll, 1993.).

Promatraju¢i razinu proteina CYFRA 21-1 u Zena koje boluju od EME pokazane su povecane
vrijednosti proteina CYFRA 21-1 koje su i do 12 puta veée kod Zena prve skupine u odnosu na
zdrave zene. Medutim radilo se o razlicitoj, ali vrlo sli¢noj izoformi proteina CYFRA 21-1 Sto
bi moglo znaciti da se kod EME pojavljuje nova izoforma tog proteina. Takoder, tijekom cijelog
menstruacijskog ciklusa biljezila se ista tendencija porasta proteina CYFRA 21-1 kod Zena
oboljelih od EME za razliku od hormonskih promjena koje imaju ciklicki porast (Tokushige i
sur., 2011.).

Tumorski marker CYFRA 21-1 je kod karcinoma mokraénog mjehura vazan biljeg u
dijagnostici i pracenju stadija bolesti kao i kontroli odgovora na primijenjenu terapiju (Huang i
sur.; 2015.; Washino i sur., 2011.). Visoke vrijednosti markera CYFRA 21-1 ukazuju na
uznapredovani karcinom mokraénog mjehura sa vjerojatnim udaljenim metastazama
(Andreadis i sur., 2005.). Smatra se da bi protein CYFRA 21-1 mogao imati sli¢ne
karakteristike u dijagnostici i pra¢enju EME. Istrazuju se i drugi biomarkeri koji bi mogli sluZziti
u dijagnozi EME. Zamijecen je porast vrijednosti proteina CYFRA 21-1 u ranoj folikularnoj
fazi menstruacijskog ciklusa kod EME u usporedbi s razinom tih proteina kod kontrolne
skupine. EME moZe i maligno alterirati te razina proteina CYFRA 21-1 ima vaznu prognosti¢ku
vrijednost za Zene oboljele od karcinoma jajnika. Izrazito poviSene vrijednosti proteina CYFRA
Porast razine proteina CYFRA 21-1 u urinu Zena oboljelih od EME moze biti neinvazivan
dijagnosticki marker kao i marker za pracenje tijeka bolesti, odnosno obecavajuci je biomarker
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za razluCivanje pacijentica s EME od onih koje tu bolest nemaju (FO i sur., 2018.;
Gjavotchanoff, 2015).

2.10. Antigen CA 125

Ugljikohidratni antigen 125, karcinomski antigen, CA 125 ili mucin 16 su sinonimi za protein
koji je tumorski biljeg i1 kodiran je genom MUC 16 (Felder i sur., 2014.; Yin i sur., 2001.; Yin
i sur., 2002.; Duraisamy i sur., 2006.; Bast i sur., 1998.). To je najve¢i membranski mucin koji
se sastoji od 22000 razliCitih aminokiselina. Velicinom se izdvaja od ostalih membranskih
mucina (Gipson i sur., 2007.; Gniewek i sur., 2012.). Odredivanje razine CA 125 u serumu je
specifi¢nije kod karcinoma jajnika, no s obzirom da su njegove koncentracije povisene 1 kod
drugih stanja nije adekvatan za otkrivanje bolesti, ve¢ se najeSce koristi u pracenju tijeka
bolesti. Referentna granica CA 125 je 0 - 35 kU/I, a vrijednosti iznad te razine govore u prilog
patoloskim stanjima (American Cancer Society, 2020. : Huisur., 2019.; King, 2021.). Povisene
vrijednosti CA 125 ukazuju na postojanje malignih promjena, ali su vrlo ¢esto povisene i1 kod
drugih stanja poput EME. Pove¢anjem stupnja EME (rASRM I-IV) povecava se i1 razina
antigena CA 125 (Rao i sur., 2018.). Celomski epitelni antigen pod nazivom CA 125 je
glikoprotein velike molekularne mase 1 koristi se za eventualno postavljanje dijagnoze, ali
posebno je koristan u pra¢enju odredenih bolesti (Alagoz i sur., 1994.). Serumske razine CA
125 kod zena koje boluju od EME povecavaju se krajem luteinske faze 1 za vrijeme
menstruacije, ali u folikularnoj i ranoj luteinskoj fazi takve promjene nisu zabiljezene. Sto je
EME viSe izrazena, a pogotovo kod duboke EME veca je razina CA 125. Nakon kirurskog
zahvata CA 125 se smanjuje i dobar je biomarker za pracenje EME nakon kirurSkog zahvata
(Acienisur., 1989.; Kauppila isur., 1988.). Medutim, iako je dobar biomarker za EME CA 125
je glikoprotein koji je povisen i kod epitelnih tumora jajnika te ne moZze biti biomarker EME

(Jacobs i sur., 1989.).

Za vrijeme menstruacijskog krvarenja nalazimo izrazito povisene vrijednosti CA 125 kod Zena
oboljelih od EME. Glavni faktor njegovog luc¢enja je ektopi¢ni endometrij u kojem dolazi do
vaskularnih o$tecenja u endometrioti¢nim zaristima (Takahashi i sur., 1990.; Masahashi i sur.,
1988.; Pittaway i sur., 1987.). Takvo povecanje razine CA 125 nalazimo i kod Zena s upalnom
boles¢u zdjelice, trudnica i kod miomatoznih stanja (Koninckx i sur., 1992.). Kod Zena s EME
povisene su vrijednosti CA 125 uglavnom kod postoje¢ih endometrioti¢nih cista na jajniku 1
duboke EME. Razlog tome je §to je CA 125 velike molekularne mase, te je njegova resorpcija
usporena iz peritonealnog prostora gdje ga luce mali endometrijski plakovi i druga povrSinska
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EME, dok duboka infiltriraju¢a EME i vece ¢okoladne cisticne tvorbe lu¢e CA 125 izravno u
krvotok. Povisenu ekspresiju CA 125 u drugoj fazi menstruacijskog ciklusa i ranoj pocetnoj
fazi menstruacijskog krvarenja najvjerojatnije reguliraju hormonalne promjene (Koninckx i
sur., 1992.). Tako ¢emo aspiracijom ¢okoladnog sadrzaja iz cista EME naéi poviSene vrijednosti
CA 125, ali niske razine estradiola i progesterona. U EME CA 125 je ve¢im djelom porijeklom
iz endometralnih stanica i peritoneuma koji je upalno podrazen. Taj biomarker ne moze biti
jedini faktor u dijagnostici EME ali je vrlo dobar biomarker uz druge dijagnosticke postupke
kao i za diferenciranje kroni¢ne zdjeli¢ne boli (Muyldermans i sur.; 1995.; Koninckx i sur.,
1993.).

2.11. Proteini u urinu

U publikacijama osim proteina CYFRA 21-1 rijetka su istrazivanja proteinskih faktora u urinu
u etiopatogenezi EME. Ovdje su navedeni urinski proteini koji su prema dosada$njim
istrazivanjima povezivani s EME. Prethodna istrazivanja se razlikuju od ove analize proteoma
urina u EME, jer su provedena na drugim stanicama tkiva i teku¢ina, Nadalje, analizom
proteoma urina identificirani su proteini koji nisu bili povezivani s EME, ali su u zna¢ajno vec¢oj
koncentraciji u usporedbi s kontrolnom skupinom te su i oni ovdje navedeni. Proteini imaju
viSestruke aktivnosti i djelovanja im se medusobno preklapaju. Odabrana je vaznija uloga
svakog proteina te su podijeljeni u sljedec¢e glavne grupe: imunosni faktori i upalni citokini,
proteini s proteolitiCkom aktivnosti 1 inhibitori proteaza, proteini koji sudjeluju u stani¢noj
migraciji i proliferaciji, proteini koji sudjeluju u stvaranju adhezija, proteini koji sudjeluju u
apoptozi, proteini s u¢inkom na krvozilni sustav, proteini s antioksidacijskom aktivnosti u

oksidacijskom stresu i ostali proteini koji sudjeluju u etiopatogenezi EME (Méar i sur., 2022.).

Smatra se da jednu od vaznijih uloga u etiopatogenezi EME ima proupalno aktiviran imunoloski
sustav. U peritonealnom prostoru imunosni faktori se lu¢e u poveéanoj koli¢ini, moduliraju
imunosni odgovor i otvaraju prostor ekstrauterinoj implantaciji i proliferaciji endometrijskih
stanica. Unato¢ ucinjenim brojnim istraZivanjima ne moze se sa sigurnoScu tvrditi je li
proupalno aktiviran imunoloski sustav uzrok nastajanja EME ili faktor u njenoj progresiji.
Proteini u urinu koji mogu imati utjecaj na proupalno aktiviran imunosni sustav su: Komponete
komplementa C3, komplementa C4-A, komplementa C5, alfa lanac komplementa C8,
komplementa C9, faktor komplementa B, faktor komplementa H, antagonist receptora
interleukina 1, beta podjedinica receptora interleukina 10, beta podjedinica receptora

interleukina 6, vezni protein interleukina 18, inducibilni ligand koji kostimulira T stanice, Beta
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receptor transformirajuceg faktor rasta — tip 2, stimulator kolonije makrofaga 1 i galektin-9B
(Agostinis i sur., 2021.; Ahn i sur., 2015.).

Antagonist receptora interleukina 1 (IL1RN, od eng. Interleukin-1 receptor antagonist
protein) je protein koji inhibira aktivnost interleukina-1 vezanjem na receptor IL1R1

(Interleukin-1 receptor antagonist protein (nd) Protein knowledgebase-UniProtKB)

Beta podjedinica receptora interleukina 6 (IL6ST, od eng. Interleukin-6 receptor subunit
beta) je proteinski receptor Cija je glavna aktivnost prijenos signala. Receptori za interleukin 6
(IL6), interleukin 11 (I1L11), onkostatin M (OSM), faktor inhibicije leukemije (LIF), cilijarni
neutrofilni faktor (CNTF) 1 citokinski faktor 1 slican kardiotropinu (BSF3) koriste ovu
receptorsku podjedinicu za aktiviranje prijenosa signala (Piva i sur., 2001.). Beta podjedinica
receptora interleukina 6 posreduje prijenos signala u regulaciji imunosnog odgovora kod
upalnih stanja, kontroli boli, hematopoezi i metabolizmu kostiju (Interleukin-6 receptor subunit
beta (nd) Protein knowledgebase-UniProtKB).

Beta podjedinica receptora interleukina 10 (IL10RB, od eng. Interleukin-10 receptor subunit
beta) potreban je za aktivaciju citokina IL10, IL22, IL26, IL28 i interferona lambda 1 (IFNL1)
(Interleukin-10 receptor subunit beta (nd) Protein knowledgebase-UniProtKB).

Vezni protein interleukina 18 (IL18BP, od eng. Interleukin-18-binding protein) je izoforma
proteina koji se veze na IL-18 i na taj nacin inhibira njegovo djelovanje. IL-18 ima aktivnost
inhibitora ranog odgovora citokina (Interleukin-18-binding protein (nd) Protein
knowledgebase-UniProtKB).

Aktivaciju sustava komplementa kod EME uzrokuju proupalni faktori. Peritonealna tekuc¢ina u
EME bogata je proupalnim stanicama i moze povecati ekspresiju komplementa C3. Nastali
anafilatoksini stimuliraju peritonealne makrofage i mastocite na pojacano lucenje citokina i
histamina. Kaskadni niz djelovanja komplementa zapocinje koagulacijom koja je reakcija
periodicnog krvarenja ekstrauterinog endometrijskog tkiva. Reakcija je posredovana
aktiviranim trombocitima. Trombin uzrokuje konverziju komplementa C3 u C3a i C3b. Drugi
faktor aktivatora komplementa C3 je hem nastao oslobadanjem iz hemoglobina zbog hemolize.
To dovodi do povecane permeabilnosti krvnih zila u ektopicnom endometrijskom tkivu.
Navedeni procesi imaju za posljedicu upalnu reakciju i bol. Aktivacijom C5 komplementa
pokre¢e se kaskadna reakcija koja posreduje oStecenje stanica. Komplement C5 pod

djelovanjem C5 konvertaze razgraduje se na C5a i C5b. Medusobno povezivanje komponenti
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komplementa C5b i C6 stvara hidrofilni kompleks koji se povezuje s komplementom C7. Takav
hidrofilni kompleks omogucuje komplementu C8 da svojim alfa i beta podjedinicama prodire
u membranski dvoslojni lipidni omota¢. Novostvoreni kompleks komplemenata C5b, C6, C7 i
C8 s komplementom C9 stvara transmembranske porozne kanale koji uzrokuju osmotsku
neravnotezu. Cijeli opisani proces inducira pojacanu lizu stanica. Navedeni komplementi i
njihove komponente su pojacano eksprimirani u urinu s EME i mogu imati ulogu u

etiopatogenezi EME (Agostinis i sur., 2021).

Komplement C3 (C3, od eng. Complement C3) jedan je od najzastupljenijih proteina plazme i
ima sredi$nju ulogu u aktivaciji sustava komplementa. Komplement C3 se sastoji od
polipeptidnih lanaca vezanih disulfidnim vezama (C3a 1 C3p). Razlikujemo tri razli¢ita puta
aktivacije komplementa, a to su klasicni, alternativni 1 lektinski. Sva tri puta medusobno
konvergiraju kako bi se iz komplementa C3 stvorio njegov aktivni oblik C3b. Glavni izvor
komplementa C3 su hepatociti, a moze se lokalno stvarati i u svim drugim tkivima 1 stanicama.
Lokalno eksprimiran komplement C3 je uklju¢en u proces regeneracije tkiva (Complement C3

(nd) Protein knowledgebase-UniProtKB).

Komplement C4-A (C4A, od eng. Complement C4-A) klju¢na je molekula u sustavu
komplementa i nastaje proteolitickom razgradnjom komplementa C4. Komplement C4 je
najpolimorfniji protein u sustavu komplementa i predstavlja vazan faktor urodenog imuniteta.
Njegovom ekspresijom imunoloski sustav trenutno prepoznaje patoloske faktore i potice
njihovu eliminaciju. Ima vrlo vaznu ulogu u funkcioniranju klasi¢nih i lektinskih puteva
komplemenata (Wang H i sur., 2021.; Hongbin W i sur., 2021.). Komplement C4-A je
anafilatoksin 1 posreduje lokalne upalne procese aktivacijom oslobadanja bazofilnih leukocita i
histamina iz mastocita. Izmedu ostalih bioloskih funkcija komplement C4 poti¢e apoptozu

stanica. (Complement C4-A (nd) Protein knowledgebase-UniProtKB).

Komplement C5 (C5, od eng. Complement C5) aktivira se spontano pomo¢u C5 konvertaze.
Komplement C5a je anafilotoksin i nastaje proteolizom C5. Vezanjem za specifi¢ni receptor
posreduje u reakciji lokalnog upalnog odgovora oslobadanjem bazofilnih leukocita i histamina
iz mastocita. Znacajnu ulogu ima i1 kao kemokin aktiviraju¢i polimorfonuklearne leukocite te
usmjerava njihovu migraciju na mjesto upalnog procesa. Kompleks komplementa C5b do C6
je osnova za stvaranje litickog kompleksa komplementa (Complement C5 (nd) Protein

knowledgebase-UniProtKB).
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Komponenta komplementa C7-alfa lanac (C7, od eng. Complement component C7 alpha
chain) ima vaznu ulogu u urodenom i ste¢enom imunitetu (Complement component C7 alpha

chain (nd) Protein knowledgebase-UniProtKB).

Alfa lanac komponenta komplementa C8 (C8A, od eng. Complement component C8 alpha
chain) je dio sustava membranskog atakiraju¢eg kompleksa (MAC) koji ima klju¢nu funkciju
u urodenom i steCenom imunosnom odgovoru. Komplement C8 se veze za ciljne stanice
stvarajuci pore na plazmatskoj membrani (Complement component C8 alpha chain (nd) Protein
knowledgebase-UniProtKB).

Komponenta komplementa C9 alfa lanac (C9, od eng. Complement component C9 alpha
chain) ima vrlo sli¢nu funkciju kao komponenta komplementa C9 aktivirajuci citolizu. Aktivira
komplemente u klasi¢nom i alternativnom putu (Complement component C9 alpha chain (nd)

Protein knowledgebase-UniProtKB).

Faktor komplementa B (CFB, od eng. Complement factor B) je dio alternativhog puta u
sustavu komplementa. Ukljucen je u diferencijaciju i proliferaciju B limfocita i migraciju
monocita periferne krvi na mjesto upalno zahvacenih tkiva (Complement factor B (nd) Protein

knowledgebase-UniProtKB).

Faktor komplementa H (CFH, od eng. Complement factor H) je glikoprotein koji ima vaznu
ulogu u odrzavanju ravnoteze u imunosnim reakcijama moduliranjem aktivacije komplementa

(Complement factor H (nd) Protein knowledgebase-UniProtKB).

Inducibilni ligand koji kostimulira T stanice (ICOSLG, od eng. Inducible T Cell
Costimulator Ligand, ) je transmembranska glikolizirana molekula na povrSini stanica.
Specific¢an je receptor za ICOS-T limfocite. Aktivira proliferaciju T limfocita i diferencijaciju
B limfocita u plazma stanice. Poti¢e pojacanu ekspresiju citokina i na taj na¢in aktivno sudjeluje
u odgovoru imunoloskog sustava na upalne procese. Vrlo vaZna bioloska funkcija mu je
odredivanje signalnih puteva receptora za T limfocite (ICOS ligand (nd) Protein
knowledgebase-UniProtKB).

Beta receptor transformirajucéeg faktora rasta —tip 2 (TGFBR2, od eng. TGF-beta receptor
type-2 ) je protein koji prenosi signal sa staniéne membrane u citoplazmu. Receptor je za
TGFB1, TGFB2 i TGFB3. Regulira diferencijaciju i proliferaciju mezenhimalnih stanica,
kontrolira zacjeljivanje rana i imunoloski sustav. Znacajan je faktor u karcinogenezi (TGF-beta

receptor type-2 (nd) Protein knowledgebase-UniProtKB).
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Faktor 1 stimulacije kolonije makrofaga (CSF1, od eng. Macrophage colony-stimulating
factor 1) je citokin koji ima vrlo vaznu ulogu u diferencijaciji i proliferaciji hematopoetskih
monocita i makrofaga. Neophodan je za fizioloSki razvoj kostiju i urednu Zensku i musku
plodnost. Regulira adheziju i migraciju stanica (Macrophage colony-stimulating factor 1 (nd)

Protein knowledgebase-UniProtKB).

Galektin 9B (GAL 9, od eng. Galectin-9B) je topljivi imunosni modulator s viSestrukim
aktivnostima. Vazinu ulogu ima u aktivnostima kontrole imunoloskog sustava. U fizioloskim
koncentracijama galektin 9B odrzava imunosnu ravnotezu (Niki T i sur., 2018.; Galectin-9B
(nd) Protein knowledgebase-UniProtKB).

U proteaze ubrajamo proteinaze (peptidaze) koje enzimski kataliziraju reakcije razgradnje
proteina. U polipeptidnom lancu aminokiseline su povezane pepitdnim vezama. Proteaze
hidroliziraju peptidne veze i razgraduju proteinske lance na manje fragmente. Ovakvim
reakcijama proteini gube kontroliranu primarnu aktivnost i uzrokuju razgradnju
ekstracelularnog prostora §to otvara prostor za razvoj EME. Inhibitori proteaza imaju suprotan
uc¢inak i vezivanjem za receptore enzimski aktivnih proteina suprimiraju njihovu aktivnost.
Proteini u urinu koje ¢emo razmotriti u skupini proteaza i njihovih inhibitora su: katepsin B,
katepsin D, katepsin G i katepsin L, matriks metaloproteinaze 9, inhibitor metaloproteinaze 2,
inhibitor plazmatske proteaze C1, lektin serininska proteaza 2 koja veze manan, inhibitor
serinske proteaze Kazal tip 5, inhibitor proteaze tipa Kunitz 2, inhibitor serinske proteaze Kazal
tip 5, proteaza vezana na membranu transkripcijskog faktora 1 i i prostatin (Batkowiec i sur.,
2018.; Porter i sur., 2016.; Skrzypczak i sur., 2012.; Chen i sur., 2019.). Katepsine dijelimo u
serinske (Cat G), cisteinske (CatB i CatL) i asparginske proteaze (Cat D). Pohranjeni su u
lizosomima gdje njihovi prekursori proteoliti¢ki sazrijevaju. Otpusteni iz lizosomskih vezikula
razgraduju proteine izvanstani¢nog prostora. Ovisno o pH medija u kojem se nalaze katepsini
imaju razli¢ite aktivnosti. U neutralnom pH aktivnost katepsina se smanjuje, dok ih luznati pH
inaktivira. Inhibitori blokiraju aktivnost katepsina i mogu suprimirati angiogenezu, migraciju i

invaziju stanica (Patel i sur., 2018.).

Katepsin B (CTSB, CatB, od eng. Cathepsin B) predstavlja lizosomsku cisteinsku proteazu i
ima ulogu u transportu i razgradnji proteina. Razlikuje se od ostalih peptidaza, jer ima aktivnost
endopeptidaze i egzopeptidaze. Njegova aktivnost ovisi o0 pH sredine u kojoj se nalazi. Katepsin
B se moze pronaci u razli¢itim organskim sustavima gdje ima ulogu u razgradnji i prometu

proteina (Thangavelu B isur., 2021.; Hook G i sur., 2015,). Molekularna funkcija mu je vezanje
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kolagena te utjecaj na aktivnost peptidaze i endopeptidaze cisteinskog tipa (Cathepsin B (nd)

Protein knowledgebase-UniProtKB).

Cathepsin D (CTPS, CatD, od eng. Katepsin D) je kisela proteaza koja proteoliticki razgraduje
intracelularne proteine (Letronne i sur., 2016.; Cathepsin D (nd) Protein knowledgebase-
UniProtKB).

Katepsin G (CTSG, CatG, od eng. Cathepsin G) je serinska proteaza nalik na tripsin i
kimotripsin. Kontrolira aktivnost imunoloSkog sustava i tradicionalno se smatra jednim od
glavnih faktora upalnih procesa. Katepsin G moze razgraditi peptidne veze karboksilnih
skupina, aromatskih (leucin, fenilalanin i tirozin) i pozitivnho nabijenih (lizin i arginin)
aminokiselina. Najc¢es¢e ga nalazimo u polimorfonuklearnim neutrofilima. Zapocinje niz
reakcija koje nastaju u upalnim procesima. Katepsin G regulira aktivnost imunosnog odgovora
stimuliraju¢i ekspresiju kemokina i citokina. Aktiviraju¢i metaloproteaze katepsin G razdvaja
proteine u ekstracelularnom prostoru i na taj nacin poti¢e migraciju neutrofila (Zamolodchikova
isur., 2020.). Bioloski procesi u kojima sudjeluje katepsin G su citokinima posredovani signalni
putevi, proteoliza, aktivacija trombocita i hidroliza faktora koagulacije (Cathepsin G (nd)

Protein knowledgebase-UniProtKB).

Katepsin L1 (Prokatepsin L, CatL1, od eng. Cathepsin L1) je tiol proteaza koja ima ulogu u
lizozomskoj razgradnji proteina, obradi antigena, migraciji proteina, i remodeliranju kostiju.
Takoder je ukljucen u oslobadanje tiroidnog hormona T4, ali njegova aktivnost ovisi o
proteolizi tireoglobulina u Stitnja¢i. U neuroendokrinom sustavu katalizira reakciju prijelaza
proenkefalina u neurotransmiter aktivni enkefalin. U timusu regulira histokompatibilnost klase
I (MHC 1II). Enzim je koji razgraduje elastin u neutralnom pH mediju
(Cathepsin L1 (nd) Protein knowledgebase-UniProtKB).

Matriks metaloproteinaze-9 (MMP9, od eng. Matrix metalloproteinase-9) ima vaznu ulogu u
proteolizi izvanstani¢nog prostora kao i u leukocitnoj migraciji, angiogenezi, diferencijaciji
makrofaga i regulaciji apoptoze (Matrix metalloproteinase-9 (nd) Protein knowledgebase-
UniProtKB).

Inhibitor metaloproteinaze 2 (TIMP2, od eng. Metalloproteinase inhibitor 2) nepovratno
inhibira i deaktivira metaloproteinaze vezuci se na njihov kofaktor cink. Poznato je da djeluje
na skupine od MMP od 1 do MMP19 (Metalloproteinase inhibitor 2 (nd) Protein
knowledgebase-UniProtKB).
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Inhibitor plazmatske proteaze C1 (SERPING 1, od eng. Plasma protease C1 inhibitor) je
proteaza koja kontrolira aktivnost C1-inhibitora. Sastavni je dio proteolitickog kompleksa Cls
i Clr proteaza. Potencijalno ima vaznu ulogu u aktivaciji komplementa, fibrinolizi i
zgrusavanju krvi. Inhibira faktor koagulacije XIIa, kalikrein i kimotripsin (Plasma protease C1
inhibitor (nd) Protein knowledgebase-UniProtKB).

Lektin serinska proteaza 2 koja veZe manan (MASP 2, od eng. Mannan-binding lectin serine
protease 2) je a proteaza koja aktivira sustav komplementa uz pomo¢ lektina koji na sebe veze
manozu. Stimulira C3 konvertazu 1 pokrece autokataliticku reakciju cijepanjem C2 1 C4

(Mannan-binding lectin serine protease 2 (nd) Protein knowledgebase-UniProtKB).

Receptor supstrata kinaze epidermalnog faktora rasta 8 slicnog proteinu 2 (EPS8L2, od
eng. Epidermal growth factor receptor kinase substrate 8-like protein 2) je protein koji moze
imati ulogu u destrukciji staniéne membrane i1 remodeliranju aktinskog citoskeleta. Na
molekularnoj razini veze kaderin i aktin (Epidermal growth factor receptor kinase substrate 8-

like protein 2 (nd) Protein knowledgebase-UniProtKB).

Inhibitor serinske proteaze Kazal tip 5 (SPINKS5, od eng. Serine protease inhibitor Kazal-
type 5) inhibira serinske proteaze i sudjeluje u protuupalnoj zastiti epitela. Glavna aktivnost mu
je inhibicija kalikreina 5 (KLKS5) koja ovisi 0 pH medija u kojem se nalazi. S manjim afinitetom
inhibira kalikrein 7 (KLK?7), kalikrein 14 (KLK14,), kaspazu-14 (CASP14) i tripsin (Serine
protease inhibitor Kazal-type 5 (nd) Protein knowledgebase-UniProtKB).

Inhibitor proteaze Kunitz tip 2 (SPINT2, od eng. Kunitz-type protease inhibitor 2) je protein
¢ija je osnovna aktivnost inhibicija serinskih proteaza. Inhibira aktivator receptora faktora rasta
hepatocita (HGF) koji sprjecava ekspresiju aktiviranog HGF. Suprimira rast tumora kao i
aktivnost plazmina i kalikreina (Kunitz-type protease inhibitor 2 (nd) Protein knowledgebase-
UniProtKB).

Proteaza vezana na membranu transkripcijskog faktora 1 (MBTPS1, od eng. Membrane-
bound transcription factor site-1 protease) je proteaza koja kataliziranjem reakcije zapocinje
proteoliticku aktivaciju proteina i CAMP-a ovisnog o transkripcijskom faktoru. Sudjeluje u
migraciji lizosoma (Membrane-bound transcription factor site-1 protease (nd) Protein
knowledgebase-UniProtKB).

Transmembranska serinska proteaza 2 (TMPRSS2, od eng. Transmembrane protease serine

2) je serinska proteaza koju nalazimo na stani¢noj plazmatskoj membrani. Potaknuta
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androgenima TMPRSS2 aktivira pro-hepatocitni faktor rasta (HGF) i proteazu aktiviranog
receptora-2 (F2RL1) (Transmembrane protease serine 2 (nd) Protein knowledgebase-
UniProtKB).

Prostazin (PRSS8, od eng. Prostasin) je proteaza sli¢na tripsinu, a izlucuje se u epitelnim
stanicama. Lokaliziran je na kromosomu 16p11.2 koji je prekomjerno eksprimiran u bolesnica
s karcinomom jajnika (Rastogi M i sur., 2016., Prostasin (nd) Protein knowledgebase-
UniProtKB).

Proliferacija ili nekontrolirano umnozavanje stanica endometrija u peritonealnom prostoru
vazna je odlika EME. U ektopi¢nim endometrijskim stanicama vlada neadekvatan odnos
izmedu faktora apoptoze i onih koji poticu rast stanica. Osim neravnomjernog odnosa faktora
rasta 1 apoptoze ektopicne endometrijske stanice su vrlo otporne na apoptozu. Ove okolnosti
omogucavaju bolju ucinkovitost proteinima koji poticu proliferaciju. Neki proteini moguce
imaju ucinak u etiopatogenezi EME, ali do sada nisu u kontekstu EME istraZivani. Proteini S
proliferativnim djelovanjem pokazani u urinu su: faktor rasta slian inzulinu koji veze protein-
2, faktor rasta slican inzulinu koji veze protein-3, faktor rasta slican inzulinu koji veze protein-
7, IGF-u sli¢an receptor 1, protein specifiGan za zaustavljanje rasta 6, receptor tirozin-protein

kinaze i ezrin (Scotti i sur., 2020.; Renner i sur., 2015.; Wingfield i sur., 1995.)

Faktor rasta sli¢an inzulinu Koji veze protein 2 (IGFBP-2, od eng. Insulin-like growth factor-
binding protein 2) je protein koji veze IGF s mogu¢om dvostrukom funkcijom. Svojom
aktivno$¢u moze ucinak IGF-a na stanicu stimulirati ili inhibirati (Insulin-like growth factor-

binding protein 2 (nd) Protein knowledgebase-UniProtKB).

Faktor rasta sli¢an inzulinu koji veZe protein 3 (IGFBP-3, od eng. Insulin-like growth factor-
binding protein 3) je protein koji ima sli¢ne aktivnosti kao i IGFBP2. Sudjeluje u reakcijama
apoptoze i antiproliferativnim reakcijama koje nisu ovisne o IGF-u, a posredovane su IGF
receptorom (Insulin-like growth factor-binding protein 3 (nd) Protein knowledgebase-
UniProtKB).

Faktor rasta sli¢an inzulinu koji veze protein 7 (IGFBP-7, od eng. Insulin-like growth
factors-binding protein 7) je protein ¢ija je osnovna aktivnost vezanje faktora rasta slinih
inzulinu (IGF-1 i IGF-I11). Stimulira ekskreciju prostaciklina (PGI12) i adheziju stanica. Ima vrlo
slican genetski slijed kao inzulin (Insulin like growth factors -binding protein 7 (nd) Protein
knowledgebase-UniProtKB).
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Receptor faktora rasta slicnog inzulinu 1 (IGFLR1, od eng. IGF-like family receptor 1) je
receptor stanicne membrane iz obitelji receptora sli¢nih IGF-u. Ima veéi afinitet za IGFL1 i
IGFL3 od afiniteta za IGFL2 (IGF-like family receptor 1 (nd) Protein knowledgebase-
UniProtKB).

Protein specifican za zaustavljanje rasta 6 (GASG6, od eng. Growth arrest-specific protein 6)
je ligand za tirozin-kinaza receptore TYRO3 (receptor tirozin-protein kinaze), AXL (NLO
receptor tirozin-protein kinaze) i MER (tirozin-protein kinaza). Aktivacija tih receptora
uklju¢ena je u stani¢nu migraciju i1 adheziju te prezivljavanje 1 rast stanica. Signalizacija
kompleksa GAS6/AXL ima ulogu u razli¢itim bioloSkim procesima kao Sto su sprecavanje
apoptoze, otpornost endotelnih stanica na ostecenje u kiselom mediju, signalizacija citokina u
procesu s NK stanicama, aktivacija i regulacija trombocita (Growth arrest-specific protein 6
(nd) Protein knowledgebase-UniProtKB).

Receptor tirozin-protein kinaze (TYRO3, TULP1, od eng. Sky, Tyrosine-protein kinase
receptor) je receptorska tirozin-kinaza. Veze se na razlicite ligande ukljuc¢uju¢i GAS6. Regulira
diferencijaciju, migraciju 1 prezivljavanje stanica. Signalizacija TYRO3 receptora ima vaznu
ulogu u procesima reorganizacije citoskeleta stanica, koordiniranja agregacije trombocita i
zaStite neurona od citotoksi¢nog osteCenja (Tyrosine-protein Kinase receptor TYRO3 (nd)

Protein knowledgebase-UniProtKB).

Ezrin (EZR, od eng. Ezrin) je protein kojemu aktivnost ovisi o obliku konformacije.
Razlikujemo zatvoreni inaktivni molekularni oblik i otvoreni aktivni oblik ezrina. Protein je
membransko-citoskeletne veze. Clan je kompleksa ezrin—radiksin-moezin (ERM). Funkcija
mu je stabilnost oblika citoskeleta stanice, dioba, adhezija i migracija stanica. U stanici
najvjerojatnije povezuje plazmatsku membranu s citoskeletnim strukturama. Molekularne
funkcije su mu brojne, a neke od njih su vezanje proteina S100, aktina i aktinskih filamenata.
Ezrin sudjeluje u brojnim signalnim putevima kod tumorogeneze. U interakciji je s razli¢itim
receptorima adhezijskih molekula i faktora rasta. lzrazito visoke razine EZR nalazimo kod
metastatskih oblika razli¢itih vrsta malignih bolesti (Ezrin (nd) Protein knowledgebase-

UniProtKB).

Adhezija je u osnovi sila koja medusobno privlaéi dva tijela. U organizmu je pojava adhezija
(priraslica) patoloski proces koji je najceSce posljedica reakcije ozlijedenog tkiva nakon
kirurS§kog zahvata. Medutim, mnogi drugi uzroci mogu utjecati na pojavu adhezija. U upalnim

intraperitonealnim procesima ili uznapredovanom stadiju EME c¢esto nalazimo guste priraslice.
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To su trakaste izrasline koje dovode do medusobnog sljepljivanja susjednih organa. Proteini
Cija je osnovna aktivnost adhezija stanica, a pokazali su pojacanu ekspresiju u urinu kod EME
su: stani¢na adhezijska molekula-1, stani¢ni adhezijski vaskularni protein-1, SPARC-u slican
protein 1, trombospondin-1, L-selektin, protokaderin gama-C3, protokaderin-1, desmoplakin,
antigen CD 44 i mucinl (Li i sur., 2018.; Kuessel i sur., 2017.; Liu i sur., 2020.; Gupta i sur.,
2006.).

Stani¢na adhezijska molekula-1 (ICAM-1, od eng. Intercellular adhesion molecule 1) je
protein adhezije leukocita (LFA-1). Nalazi se u vaskularnom endotelu, limfocitima i
makrofagima. Kontinuirano je u niskim koncentracijama prisutan u membranama endotelnih
stanica i leukocita. Molekule ICAM-1 poti¢u medusobnu adheziju stanica te ometaju aktivnost
imunoloSkog sustava. Za vrijeme akutne upale ekspresiju ICAM 1 stimuliraju citokini.
Leukocitnu adheziju na endotelnu stjenku aktivira ICAM-1 (Intercellular adhesion molecule
(nd) Protein knowledgebase-UniProtKB).

Stani¢ni adhezijski vaskularni protein-1 (VCAM 1, od eng. Vascular cell adhesion protein
1) je adhezijska molekula koja je vazna u medustani¢nom prepoznavanju. Ima ulogu u adheziji
leukocita s endotelnim stanicama, veze integrine i ima aktivnost primarne oksidaze (Vascular

cell adhesion protein 1 (nd) Protein knowledgebase-UniProtKB).

Protein 1 slican SPARC-u (SPARCL 1, od eng. SPARC-like protein 1) je protein ¢ije su
bioloske aktivnosti povezane s prijenosom signala, razvojem organa i adhezijom sinapsa

(SPARC-like protein 1 (nd) Protein knowledgebase-UniProtKB).

Trombospodin 1 (THBS1, TSP1, od eng. Thrombospondin-1) je adhezijski glikoprotein koji
sudjeluje u medustani¢nim interakcijama. Ligand je za CD36 koji je aktivan u razli¢itim
vaskularnim reakcijama. Aktivirajuéi transkripcijski faktor 6 alfa (ATF6) eksprimira adaptivne
faktore koji imaju ulogu u odgovoru na stres (Thrombospondin-1 (nd) Protein knowledgebase-
UniProtKB).

L-selektin (SELL, od eng. L-selectin) pripada skupini lektina ovisnih o kalciju. Medusobnim
povezivanjem glikoproteina na stani¢noj plazmatskoj membrani posreduje u stani¢nim
adhezijama. Sudjeluje u procesu adhezije limfocita za endotel vena u perifernim limfnim
¢vorovima te adheziji 1 pocetnoj migraciji leukocita u endotelu krvnih Zila (Wedepohl 1 sur.,

2017.; D'souza i sur.; 2017.; L-selectin (nd) Protein knowledgebase-UniProtKB).
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Protokaderin gama-C3 (PCDHGC3, od eng. Pcdh, Protocadherin gamma-C3) clan je
superfamilije kaderina. Kaderini su molekule stani¢ne adhezije i imaju vaznu ulogu u
embrionalnoj morfogenezi i formiranju neuralnog spleta, poticanju angiogeneze i procesu
malignih oboljenja (Mah i sur., 2016.). Disregulacija ekspresije PCDH ima ulogu u progresiji
malignih bolesti. Smatra se da PCDH regulira stani¢nu proliferaciju i apoptozu. Njegova
aktivnost je izravno povezana s koncentracijom kalcija (Pancho i sur.; 2020.; Protocadherin

gamma-C3 (nd) Protein knowledgebase-UniProtKB).

Protokaderin-1 (PCDH1, od eng. Protocadherin-1) je protein ukljuCen u procese
medustani¢nih interakcija, adheziji stanica i razvoju zivéanog sustava. (Protocadherin-1 (nd)

Protein knowledgebase-UniProtKB).

Dezmoplakin (DSP, od eng. Desmoplakin) glavni je protein u dezmosomima. Sudjeluje u
sidrenju intermedijarnih filamenata za dezmosome. Takoder ima aktivnost u medustani¢noj
adheziji, umrezavanju peptida, regulaciji sr€ane frekvencije 1 akcijskom potencijalu

(Desmoplakin (nd) Protein knowledgebase-UniProtKB).

Antigen CD44 (CD 44, od eng. Antigen CD44) je adhezijska molekula koja se nalazi na
stani¢noj povrsini. Djeluje kao integralni protein stanicne membrane. Vaznu ulogu ima u
medusobnim interakcijama stanica i stani¢ne tekucine. Izvanstanicna komponenta CD 44 u
interakciji je s molekulama izvanstani¢nog prostora kao $to su hijaluron (HA), citokini, faktori
rasta, kolagen i proteaze. U intereakciji s tim molekulama CD44 sluzi kao nosaC za prijenos
signala molekulama koje sadrze membranske proteaze i receptorske kinaze. Antigen CD 44
uskladuje signalne puteve koji odreduju aktin-posredovano remodeliranje citoskeleta vaznog

za stani¢nu migraciju i adheziju (CD 44 antigen (nd) Protein knowledgebase-UniProtKB).

Mucin 1 (MUCL1., od eng. Mucin 1) ima dvostruka svojstva i moze imati aktivnost adhezijskog
I antiadhezijskog proteina. Beta podjedinica sudjeluje u medustani¢noj signalizaciji. Mucin 1
sudjeluje u vezanju i prijenosu signala antigena p53, potiCe acetilaciju histona H4, a specificnim
vezanjem na DNA sudjeluje u regulaciji transkripcije (Mucin 1 (nd) Protein knowledgebase-
UniProtKB).

Apoptoza predstavlja fizioloSki proces koji otklanjanjem odumrlih stanica odrzava homeostazu
u organizmu. Medutim, apoptoza moze biti i patoloska, a to je najcesce kada je njezina aktivnost
prekomjerno suprimirana. Pojaana apoptoza kod EME je nuZan proces kako bi se otklonile
ekstrauterine endometrijske stanice iz peritonealnog prostora. Proteini ¢ija je glavna aktivnost

apoptoza uglavnom su eksprimirani u povecanoj koncentraciji u EME. Aktivnost proteina koji
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sudjeluju u apoptozi kod EME nije dovoljno izrazena, jer ekstrauterine endometrijske stanice
pokazuju poveéanu otpornost prema apoptozi. Veca aktivnost i smanjena u¢inkovitost apoptoze
najvjerojatnije nastaje zbog utjecaja drugih faktora koji sudjeluju u etiopatogenezi EME.
Klasterin, tetraspanin-1, aneksin A2 i cink-alfa-2-glikoprotein su proteini koji imaju aktivnost
apoptoze i pojacano su eksprimirani u proteomu urina kod EME (Rohne i sur., 2016.; Konrad i
sur., 2016.; Nazri sur., 2020.; Shin i sur., 2021.; Anastasiu i sur., 2020.)

Klasterin (CLU, SPG2, TRPM-2, ApoJ, Apolipoprotein J, od eng. Clusterin) je apolipoprotein
¢ija stani¢na izoforma pojacava apoptozu. Izvanstanicna izoforma sprjecava agregaciju
proteina, Stiti komplementom stanice od citolize 1 smanjuje apoptozu. Unutarstani¢na izoforma
stabilizacijom mitohondrijske membrane postize supresiju apoptoze. Ima vaznu ulogu u
metaboliziranju imunosnih kompleksa koji nastaju tijekom stani¢nog ostecenja (Clusterin (nd)

Protein knowledgebase-UniProtKB).

Tetraspanin-1 (TSPAN 1, od eng. Tetraspanin 1) pripada skupini proteina koji imaju Cetiri
transmembranske domene 1 sudjeluju u mnogim stani¢nim reakcijama. Tetraspanini se izravno
1 specificno vezu s proteinima i drugim tetraspaninima. Njihovo medusobno povezivanje stvara
hijerarhijski kaskadni niz interakcija koje poti¢u razdvajanje stanica i membrane (Charrin i sur.,

2014.; Tetraspanin-1 (nd) Protein knowledgebase-UniProtKB).

Aneksin A2 (ANXAZ2, od eng. Annexin A2) ¢lan je obitelji aneksina. IzluCuje se u stanicama
koStane srzi, mononuklearnim leukocitima, makrofagima, endotelnim stanicama i nekim
stanicama tumora. Ima ulogu u proliferaciji i diferencijaciji stanica, prijenosu medustanicnog

signala, apoptozi i upali (Li i sur., 2015., Annexin A2 (nd) Protein knowledgebase-UniProtKB).

Cink-alfa-2-glikoprotein (AZGP1, od eng. Zinc-alpha-2-glycoprotein) sudjeluje u
antigenskim reakcijama i detekciji gorkog okusa, posreduje stani¢nu adheziju i suprimira

stani¢nu proliferaciju (Zinc-alpha-2-glycoprotein Protein knowledgebase-UniProtKB).

Stanice u tijelu imaju potrebu za dobrom krvnom opskrbom kako bi se pravilno oksigenirale i
dobivale hranjive tvari. Distribucija krvoZilnog sustava ima vaznu ulogu i u prezivljavanju

ektopi¢nih endometrijskih stanica u EME.

Neadekvatna vaskularizacija dovodi do smrti stanice i apoptoze. Otpornost na apoptozu i dobra
vaskularizacija potiCu rast i razvoj ekstrauterinih endometrijskih stanica kod EME i imaju
ucinak u progresiji bolesti. Lumican, endoglin, receptor B6 efrina, alfa lanac fibrinogena,

oligomerni protein hrskavi¢nog matriksa, angiotenzin i tenascin su proteini u urinu koji svojim
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koncentracijama iskazuju moguéu ulogu u etiopatogenezi EME (lrungu i sur., 2019.; Chen i
sur., 2019.; Liang i sur., 2021.; Janse i sur. 2021.)

Lumikan (LUM, od eng. Lumican) je ¢lan obitelji proteoglikana bogatih aminokiselinom
leucin. Nalazimo ga u izvanstani¢nom prostoru brojnih tkiva. Zastupljen je u miSi¢ima, kozi,
hrskavici 1 roznici. U kozi je prisutan u obliku glikoproteina. Ima vaznu aktivnost u procesu
fibrinogeneze kolagena (Brézillon i sur., 2013.; Lumican (nd) Protein knowledgebase-
UniProtKB).

Endoglin (ENG, od eng. Endoglin) je vaskularni membranski glikoprotein koji se nalazi u
endotelu krvnih Zila i regulira angiogenezu. Nalazi se na povrSini stanica 1 predstavlja domenu
TGF-B receptora. Iznimno je vazan u krvozilnom sustavu za odrZavanje normalne funkcije i
strukture. Migracija i neoangiogeneza je pod kontrolom endoglina. U ranom embrionalnom
razvoju u vrijeme angiogeneze ENG regulira vaskularno remodeliranje (Castonguay i sur.,
2011.; Nolan-Stevaux i sur., 2012.; Endoglin (nd) Protein knowledgebase-UniProtKB).

Receptor 6 efrina B (EPH B6, od eng. Ephrin type-B receptor 6 ) je efrinski receptor koji
pripada najvecoj skupini receptorskih tirozin kinaza za molekule skupine efrina B (Ephrin type-

B receptor 6 (nd) Protein knowledgebase-UniProtKB).

Alfa lanac fibrinogena (FGA, od eng. Fibrinogen alpha chain) je protein koji stvara netopivi
fibrin u zajednickom djelovanju 1 polimerizaciji s fibrinogenom gama (FGG) 1 fibrinogenom
beta (FGB). Fibrin je jedna od glavnih komponenti krvnih ugrusaka i ima vaznu ulogu u

hemostazi (Fibrinogen alpha chain (nd) Protein knowledgebase-UniProtKB).

Oligomerni protein hrskaviénog matriksa (COMP, od eng. Cartilage oligomeric matrix
protein) u interakciji s fibronektinom 1 kolagenom odrzava strukturni integritet
hrskavice. Suprimira apoptozu u primarnim hondrocitima blokiranjem aktivnosti kaspaze-3 i
aktivacijom obitelji inhibitora apoptoze (IAP). Posreduje interakcije hondrocita s hrskavicnim
izvanstani¢nim prostorom pomocu integrinskih receptora (Cartilage oligomeric matrix protein
(nd) Protein knowledgebase-UniProtKB).

Angiotenzin (AGT, od eng. Angiotensinogen) vazna je komponenta renin-angiotenzinskog
sustava (RAS) 1 snaZan regulator krvnog tlaka. Razlikujemo nekoliko podtipova angiotenzina.
Angiotenzin 2 je vazokonstriktor, stimulira lucenje hormona aldosterona, a djelovanjem na
simpaticki ziv€ani sustav regulira sr€anu aktivnost. Angiotenzin 3 aktivira lucenje aldosterona

iz nadbubrezne Zlijezde (Angiotensinogen (nd) Protein knowledgebase-UniProtKB).
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Tenascin (TNC, od eng. Tenascin) se nalazi u ekstracelularnom prostoru. Ligand je za integrine
alfa-8/beta-1, alfa-9/beta-1, alfa-V/beta-3 i alfa-V/beta-6. U tumorima stimulira adheziju i

neoangiogenezu (Tenascin (nd) Protein knowledgebase-UniProtKB).

Smatra se da je oksidativni stres jedan od vaznijih faktora u progresiji EME. Nastaje zbog
neravnomjernog odnosa izmedu slobodnih kisikovih radikala i antioksidansa. Kod EME dolazi
do promjena u aktivnosti imunoloSkog sustava i aktivacije drugih faktora koji pridonose
otpornosti ektopi¢nih endometrijskih stanica na oksidacijski stres. Antioksidansi Stite stanice
od oksidacijskog oste¢enja. Afamin, superoksid dismutaza Cu-Zn, kromogranin i
peroksiredoksin 2 su proteini u urinu kod EME, a imaju aktivnost proteina koji smanjuju
oksidacijski stres (Nasladek i sur., 2020.; Amreen i sur., 2019.; Turgut i sur., 2013.; Yu i sur.
2020.).

Afamin (AFM, od eng. Afamin) je glikoprotein koji pripada skupini albumina, metabolizira se
putem jetre 1 izlucuje u krv. Nalazimo ga u plazmi, folikularnoj i sjemenoj tekuéini, a moze se
eksprimirati i u cerebrospinalnom likvoru. U tjelesnim teku¢inama AFM ima funkciju nosaca
hidrofobnih molekula i iznimno je vazan u aktivnosti lipidnih molekula obitelji Wnt. Veze iona
cinka, masnih kiselina i vitamina E (Dieplingerab i sur., 2015.). Vitamin E je dio obitelji
antioksidansa koji imaju neenzimsku funkciju. U ekstravaskularnim teku¢inama vitamin E je

aktivan uz proteinski nosa¢ afamin (Afamin (nd) Protein knowledgebase-UniProtKB).

Superoksid dismutaza (Cu-Zn) (SOD1, Cu-Zn SOD, od eng. Superoxide dismutase (Cu-Zn)
predstavlja jedan od vrlo vaznih enzimskih antioksidansa. Svojom aktivno$¢u ima sposobnost
neutraliziranja superoksida i $titi razlicita tkiva od oksidacijskog oste¢enja. Mozemo ga naci u
dvije izoforme, a to su intracelularni dimer Cu-Zn-SOD (SOD1) i ekstracelularni tetramer Cu-
Zn-SOD (SOD3). Ovisno o izoformi glavnu aktivnost ima u citoplazmi (SOD1) ili
izvanstani¢nom prostoru (SOD3). Pozitivno regulira reakcije signalnog puta apoptoze koje
uzrokuju oksidacijski stres (Lewandowski i sur., 2019.; Superoxide dismutase (Cu-Zn) (nd)

Protein knowledgebase-UniProtKB).

Kromogranin A (CHGA, CgA, od eng. Chromogranin A) pripada obitelji granina. Stvara se u
ribosomima kao pre-protein gdje prolazi kroz posttranslacijske modifikacije. Pohranjen je u
vezikulama endokrinih i imunosnih stanica te u perifernim neuronima (Gkolfinopoulos i sur.,
2017.). Kromogranin A ima aktivnost ¢istaca slobodnih radikala, a moze potaknuti proizvodnju
citokina, migraciju mastocita i ekspresiju kemokina (Kromogranin A (nd) Protein
knowledgebase-UniProtKB).
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Peroksiredoksin 2 (PRDX2, od eng. Peroxiredoxin-2) je specifi¢an za tiol koji katalizira
reakciju organskih hidroperoksida i redukciju vodikovog peroksida u alkohol i vodu. Stiti
stanice od oksidacijskog stresa. Reguliranjem unutarstani¢ne koncentracije vode sudjeluje u
signalnim putevima faktora rasta i faktora tumorske nekroze-alfa (Peroxiredoxin-2 (nd) Protein
knowledgebase-UniProtKB).

Proteini histon H1-4, histon H3-1, haptoglobin i hepcidin najvjerojatnije imaju vaznu ulogu u
nastanku EME (Hsiao i sur., 2017.; Samartzis i sur., 2013.; Kobayashi, 2016.; Hwang JH sur.
2014.).

Histon H1.4 (H1-4, od eng. Histon H1.4) veze se izmedu nukleosoma u DNA molekuli i tvori
molekularnu strukturu nazvanu kromatinsko vlakno. Funkcija mu je regulacija transkripcije
gena i remodeliranje kromatina te odredivanje medusobnog razmaka nukleosoma i metilacija
DNA. U odredenim uvjetima sudjeluje u negativnoj regulaciji destrukcije kromatina i
rekombinaciji DNA te apoptozi induciranoj fragmentacijom DNA. Histoni H1 se tijekom
stani¢nog ciklusa kontinuirano fosforiliraju. Maksimalnu fosforilaciju dosizu u G2 fazi nakon
Cega slijedi njihova nagla defosforilizacija (Leidecker i sur., 2016.; Vaquero i sur., 2004.;
Histon H1.4 (nd) Protein knowledgebase-UniProtKB).

Histon H3.1 (H3C1, H3-1, od eng. Histon H3.1) je osnovni dio nukleosoma. Funkcija
nukleosoma je zbijanje DNK u kromatin. Histoni stoga imaju sredi$nju ulogu u regulaciji
transkripcije, popravku DNA, replikaciji DNA i kromosomskoj stabilnosti. Koncentracija DNK
je regulirana sloZenim skupom posttranslacijskih modifikacija histona, takoder zvanih histonski

kod i remodeliranjem nukleosoma (Histon H3.1 (nd) Protein knowledgebase-UniProtKB).

Haptoglobin (HP, od eng. Haptoglobin) je protein koji nastaje kao rezultat hemolize. Hem se
nakuplja u bubrezima i izlu¢uje mokrac¢om. Haptoglobin veze slobodan hemoglobin u plazmi
kako bi omogucio jetreno metaboliziranje hema i sprijeio ostecenje bubrega. Aktivnost
haptoglobina se ocitava i u funkciji antioksidansa, a ima i ulogu u imunosnom odgovoru kod
akutnih stanja. Nastali kompleks hemoglobin/haptoglobin izluCuje se iz organizma putem
receptora za vezanje makrofaga koji se eksprimira na povrSini Kupferovih stanica jetre.

(Haptoglobin (nd) Protein knowledgebase-UniProtKB).

Hepcidin (HAMP, od eng. Hepcidin) je protein koji se uglavnom izluc¢uje u hepatocitima.
Najvazniji je vaskularni regulator distribucije i apsorpcije Zeljeza u raznim tkivima. Adipociti,
makrofagi 1 mozak izlu¢ivanjem hepcidina imaju vaznu ulogu u autokrinoj i parakrinoj
regulaciji Zeljeza na lokalnoj razini. Hepcidin se metabolizira putem bubrega i izlucuje urinom.
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Kod uredne bubrezne funkcije koncentracije hepcidina u urinu su gotovo jednake s
koncentracijama u serumu (Billesbolle i sur., 2020.; Aschemeyer i sur., 2018.; Nemeth i sur.,
2009.; Hepcidin (nd) Protein knowledgebase-UniProtKB).

U Tablici 1. prikazana su tkiva i tekucine (eutopicni i ektopi¢ni endometrij, peritonealna
tekucina i stjenka, cervikalna sluz, folikularna tekucina, serum i urin) u kojima su pokazani

navedeni proteini u uzorcima s EME.

Tablica 1. Stanice tkiva 1 tekuc¢ina u kojima su u dosadasnjim istraZivanjima analizirani proteini

u uzorcima s ekstrauterinom migracijom endometrija.

Naziv Analizirani uzorci
proteina
ILIRN Peritonealna tekuc¢ina (Wyatt i sur., 2021.).
IL10RB Nema podataka
IL6ST Eutopi¢ni endometrij (Li i sur., 2017.; Sherwin i sur., 2008.).
IL18BP Nema podataka
C3 Serum i peritonealna tekucina (Agostinis i sur., 2021.; Sikora i sur., 2018.)
C4A Serum i peritonealna tekucina (Agostinis i sur., 2021.; Sikora i sur., 2018.)
C5 Serum i peritonealna tekucina (Agostinis i sur., 2021.)
C7 Eutopicni 1 ektopi¢ni endometrij, peritonealna tekucéina (Agostinis 1 sur.,
2021.)
C8 Serum i peritonealna tekuc¢ina (Agostinis 1 sur., 2021.)
C9 Serum i peritonealna tekuc¢ina (Agostinis 1 sur., 2021.)
CFB Eutopicni i ektopi¢ni endometrij (Suryawanshi i sur., 2014.).
CFH Eutopicni 1 ektopi¢ni endometrij (Suryawanshi i sur., 2014.).
ICOSLG Peritonealna tekucina (Perricos i sur., 2020.).
TGFBR2 Serum i ektopicni endometrij (Chen 1 sur., 2019.)
CSF1 Serum (Anastasiu i sur., 2020.; Borrelli i sur., 2014.)
GAL9 Serum (Kovécsa i sur., 2021.)
CatB Eutopicni i ektopi¢ni endometrij (Kim i sur., 2013.; Laudanski i sur., 2013.)
CatD Serum i peritonealna tekucina (Protopapas i sur., 2010.; Suzumori i sur.,
2005.)
CatG Eutopicni i ektopic¢ni endometrij (Grzywa i sur., 2014.; Laudanski i sur., 2013.).
CatL1 Ektopi¢ni endometrij i peritonealno tkivo (Porter i sur., 2016.)
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MMP9 Serum, eutopicni i ektopicni endometrij i peritonealna tekuc¢ina (Liu i sur.,
2015.; Huang i sur., 2004.; Szamatowicz i sur., 2002.)

TIMP2 Serum, eutopicni i ektopicni endometrij i peritonealna teku¢ina (Kuan i sur.,
2021.; Madjid i sur., 2020.; Kodarahmian i sur., 2019.)

SERPINGL1 | Folikularna tekucina, eutopicni i ektopi¢ni endometrij (Rekker i sur., 2017.)

MASP2 Peritonealna tekuc¢ina (Agostinis i sur., 2021.; Sikora i sur., 2018.)

EPS8L2 Nema podataka

SPINKS5 Nema podataka

SPINT2 Nema podataka

MBTPS1 Nema podataka

TMPRSS2 | Nema podataka

PRSS8 Nema podataka

IGFBP-2 Peritonealna i folikularna tekuéina (Kim i sur., 2000.; Jin i sur., 2020.).

IGFBP-3 Peritonealna i folikularna tekuéina (Kim i sur., 2000.; Jin i sur., 2020.).

IGFBP-7 Serum i eutopi¢ni endometrij (Kutsukake i sur., 2008.; Kim i sur., 2000.).

IGFLR-1 Nema podataka

GAS6 Eutopicni i ektopi¢ni endometrij (Sun i sur., 2002.)

TYRO 3 Eutopiéni i ektopi¢ni endometrij (Sun i sur., 2002.).

EZR Eutopiéni i ektopi¢ni endometrij (Jiang i sur., 2012.; Song i sur., 2020.)

ICAM-1 Urin, serum, peritonealna stjenka i teku¢ina, eutopicni i ektopi¢ni endometrij
(Proestling i sur., 2020.; Gupta i sur., 2006.; Kuessel i sur., 2017.).

VCAM-1 Serum, peritonealna stjenka i tekucina, eutopicni 1 ektopicni endometrij
(Kuessel i sur., 2017.).

SPARCL1 | Serum, eutopi¢ni i ektopi¢ni endometrij (Gerarduzzi i sur., 2020.)

THBS1 Eutopi¢ni endometrij (Liu i sur., 2020.).

SELL Eutopiéni i ektopi¢ni endometrij, peritonealna tekucina (Choi i sur., 2017.;
Palomino i sur., 2007.).

PCDHGC3 | Nema podataka

PDCH1 Nema podataka

DSP Nema podataka

CD44 Eutopicni i ektopicni endometrij (Knudtson i sur., 2016.; Usta i sur., 2020.)
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MUC1 Serum, ektopi¢ni endometrij i peritonealna tekucina (Kralickova i sur., 2015.;
Vlad i sur., 2006.).

CLU Cervikalna sluz (Konrad i sur., 2016.)

NESRANL Tatl2arum (Shin i sur., 2021.)

ANXA2 Serum, ektopi¢ni endometrij i peritonealna tekuc¢ina (Nazri i sur., 2020.; Zhou
isur., 2012.).

AZGP1 Serum (Anastasiu i sur., 2020.; Crapper i sur., 2016.; Signorile i sur., 2016.).

LUM Eutopicni i ektopi¢ni endometrij (Irungu i sur., 2019.)

ENG Eutopicni i ektopic¢ni endometrij (Chen i sur., 2021.; Gupta i sur., 2006.).

EPH B6 Eutopicni i ektopi¢ni endometrij (Faizullin i sur., 2021.)

FGA Serum, eutopicni i ektopi¢ni endometrij (Li i sur., 2020., Chen i sur., 2019.)

COMPT Peritonealna tekucina (Janse i sur., 2021.)

AGT Peritonealna tekucina (Janse i sur., 2021.)

TNC1 Eutopi¢ni 1 ektopic¢ni endometrij (Irungu i sur., 2019.; Tan i sur., 2008.)

AFM Serum 1 peritonealna tekuc¢ina (Seeber 1 sur., 2010.)

SOD1 Serum, eutopicni endometrij 1 peritonealna tekucina (Nasladek 1 sur., 2020.;
Amreen isur., 2019.; Turgut i sur., 2013.).

CHGA Serum, eutopicni 1 ektopicni endometrij (Tsao 1 sur., 2007.)

PRDX2 Eutopicni 1 ektopi¢ni endometrij (Yu 1 sur., 2020.)

H1-4 Eutopicni 1 ektopi¢ni endometrij (Monteiro i sur., 2014.)

H3-1 Eutopicni i1 ektopi¢ni endometrij (Monteiro i sur., 2014.)

HP Serum, eutopi¢ni i ektopi¢ni endometrij (Sharpe-Timms i sur., 2010.)

HAMP Serum i peritonealna teku¢ina (Hwang i sur., 2014.)
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3. UZORCI | METODE

3.1. Uzorci

U istrazivanje su ukljuc¢eni uzorci urina i krvi 150 pacijentica koje su bile predvidene za kirursko
lije¢enje u Klinici za ginekologiju i porodniStvo KBC Rijeka zbog oboljenja jajnika od kojih je
zadovoljavajuci uzorak za daljnje istrazivanje imala 141 pacijentica. Dan prije planiranog
kirurskog zahvata od svake pacijentice je uzet uzorak prvog jutarnjeg urina i krvi. Uzorci su
podijeljeni nakon kirurSkog zahvata u dvije osnovne skupine: skupina s EME (N = 84) i
kontrolna skupina bez EME ( N = 57).

Pacijentice su bile u dobi od 25-35 g, u folikularnoj fazi menstruacijskog ciklusa i nisu imale
druge bolesti, stanja i navike koje bi mogle utjecati na razinu proteina CYFRA 21-1 u urinu i
serumu (npr. puSenje cigareta). Iskljuéni kriteriji za sudjelovanje u istraZzivanju su bile:
postojeca akutna 1 kroni¢na infekcija u organizmu, bolesti probavnog sustava, zu¢nih vodova 1
jetre, bolesti pluca 1 urinarnog sustava, ulkus Zeluca, autoimune bolesti, te maligne bolesti
dojke, pluca, debelog crijeva i $titne zlijezde. Dijagnoza EME potvrdena je kirurski (stadij
bolesti) 1 patohistoloski. Nakon kirurSkog lijeCenja 1 patohistoloske potvrde EME, uzorci urina

i krvi su takoder podijeljeni u dvije skupine po istom principu.

Istrazivanje je odobrilo Eti¢ko povjerenstvo Klinickog bolnickog centra Zagreb, Klinickog
bolni¢kog centra Rijeka, Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu i Medicinskog fakulteta

Sveucilista u Rijeci.

3.1.1. Urin

Za potrebe kemijske i biokemijske analize urina koristeno je 20 ml prvog jutarnjeg urina.
Analiziran je prvi jutarnji urin kako bi uzorak bio Sto koncentriraniji, odnosno kako bi u njemu
bilo §to viSe proteina koji se izlu¢uju u mokracu bubreznom filtracijom. Ovisno o dokazanom
stadiju EME uzorci su podijeljeni u dvije podskupine. U podskupini rASRM I-11 (minimalni do
srednji stadij EME) prikupljena su 42 uzoraka urina i u podskupini s viS§im stadijem bolesti i
dubokom EME (rASRM I11-1V) 42 uzoraka urina. Kontrolnu skupinu uzoraka ¢inilo je ukupno

57 urina dobivenih od pacijentica bez EME.
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3.1.2. Krv

Za potrebe biokemijske analize koristeno je 5 ml krvi. Krv je prikupljana venepunkcijom i
pohranjena u biokemijskim epruvetama bez antikoagulansa (BD vacutainer systems-7ml,
Plymouth, UK). Ovisno o dokazanom stadiju EME uzorci su podijeljeni u dvije podskupine. U
grupi rASRM I-11 (minimalni do srednji stadij EME) prikupljena su 42 uzoraka krvi i 42
uzoraka krvi kod viSeg stadija bolesti i dubokom EME (rASRM III-1V). Kontrolnu skupinu

¢inilo je ukupno 57 uzoraka krvi dobivenih od pacijentica bez EME.

3.1.3. Predanaliti¢ka priprema urina i krvi

Uzorci urina i krvi obradeni su za potrebne analize na sljedeéi nacin:

a) Nakon odvajanja 20 ml urina uzorak je centrifugiran 30 min na 3500 rpm (Hettich
centrifuge, Universal 320/320 R Andreas Hettich GmbH & Co., Tuttlingen,Germany).

Talog koji nastaje centrifugiranjem se baca, a supernatant urina dalje obraduje.

b) Manji dio supernatanta urina (5 ml) je u zatvorenim biokemijskim epruvetama bez
antikoagulansa bez daljnje obrade je pohranjen u hladnjaku na -80 °C za daljnju analitiku

metodama ELISA, teku¢inskom kromatografijom i spektrometrijom masa.
c) Preostali supernatant urina se dalje pripremao do proteinskih taloga na sljede¢i nacin.

1) Acetonu (dipropanon, dimetil-keton) se dodao TTC (trikloroctena kiselina) i DDT
(diklor-difenil-trikloretan) u omjeru 10% TCA i 3% DTT (Dithiothreitol - empirijska

formula -C4H40:S>) na ukupnu koli¢inu acetona.

2) Dobivena otopina acetona (dipropanon, dimetil-keton + trikloroctena kiselina +
diklor-difenil-trikloretan) se mijesala sa supernatantom urina u omjeru 1:3, odnosno
dodaje se 3 puta veca koli¢ina otopine acetona u odnosu na koli¢inu urina (npr. 7,5

ml urina + 20 ml otopine acetona).

3)  Urin s otopinom acetona pohranjen je u zatvorenim epruvetama u hladnjaku na -20°C

u trajanju od minimalno 20 sati, a najvise 24 sata.
4)  Slijedilo je ponovno centrifugiranje urina 30 min na 3500 rpm.

5) Uzorak se potom dekantirao, a dobiveni proteinski talog izvagao i dalje obradivao.
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6) Proteinskom talogu urina dodao se pufer za liziranje u omjeru 1:5, $to znaci da se na
odredenu koli¢inu proteinskog taloga dodalo 5 puta vise pufera za liziranje. Pufer za
liziranje se sastoji od uree (CHaN:0), tiouree (CH4N2S), CHAPS-a (Cs2HssN2SO7 -
M614,9 g/mol) i destilirane vode u omjeru 2,1g uree + 0,7612g tiouree + 0,2g CHAPS

+ destilirane vode do 5 ml ukupne koli¢ine otopine.

7)  Na ukupnu koli¢inu proteinskog taloga urina s puferom za liziranje dodalo se 1 %

proteaznih inhibitora.

8) Tako pripremljeni proteinski talozi urina pohranjeni se u epruvetama u hladnjaku na
-80°C do daljnje obrade za sljedec¢e analiticke metode: odredivanje proteina s
Bradfordovim reagensom, 1DE, metode ELISA, western blot, izoelektricno

fokusiranje, 2DE, tekucinsku kromatografiju i masenu spektrometriju.

d) Nakon prikupljanja 5 ml uzoraka krvi, uzorak je u biokemijskim epruvetama bez
antikoagulansa odstajao 30 minuta, a potom je centrifugiran 30 min na 3500 rpm (Hettich
centrifuge, Universal 320/320 R Andreas Hettich GmbH & Co., Tuttlingen,Germany).

Odvojeni serum pohranjen je na -80°C do daljnje obrade za analiziranje ECLIA metodom.

3.2. Metode

3.2.1. Odredivanje koncentracije proteina u urinu metodom Bradford

Za proteomske analize proteina u urinu prethodno je odredivana koncentracija proteina
Bradfordovim reagensom koja se pripravlja na klasi¢an na¢in. Dobivena otopina Coomassie
Brilliant Blue G-250 ima vrlo karakteristi¢nu plavu boju i poznata je pod nazivom Bradfordov
reagens (Noble i sur.,, 2014.). Kontrolu adekvatno izmjerene koncentracije proteina u
analiziranom uzorku radimo na nacin da se prvo ucine mjerenja u kivetama u kojima je slijepa
proba (kiveta bez proteina). Slijepa proba sadrzi destiliranu vodu u koju se dodaje Bradfordov
reagens. Uz kivete sa slijepom probom stavlja se jo§ Sest kiveta sa standardima u kojima su
razrijedenja proteina od manje prema vecoj koncentraciji. Standard je albumin govedeg seruma
BSA (od eng. bovine serum albumin) koja ima unaprijed odredenu vrijednost koncentracije
proteina (y= 1 mg/mL) i u njega se takoder dodaje Bradfordov reagens. Na kraju se postavljaju
Kivete s analiziranim uzorcima u kojima je vrijednost koncentracije proteina nepoznat, a
jednako kao i ostale kivete u njih se dodaje Bradfordov reagens. Tako pripremljene otopine

slijepe probe razli¢itih razrijedenja standarda i analiziranih uzoraka mjeri se absorbancija u
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kivetama iz koje se izracunava koncentracija proteina iz dobivenog bazdarnog dijagrama.
Otopina sa standardnim proteinima (BSA) cuva se u hladnjaku na -20 °C, a upotrebljava na
nacin da se sa super ¢istom destiliranom vodom i proteinima mijesa u koli¢ini na standardni
nac¢in. U ovom istrazivanju uzorci proteinskih taloga su tretirani na gore opisan nacin

(Spektrometar Varian Cary 100 i softver Cary WinUV, USA).

3.2.2. lzoelektri¢no fokusiranje proteina u urinu

Kod izoelektricnog fokusiranje potrebno je na IPG (od eng. immobilized pH gradient) strip
staviti to¢no odredenu koli¢inu proteina koja je ranije izracunata. Koli¢ine se razlikuju ovisno
0 nacinu kasnijeg bojenja gelova. U ovom istrazivanju koristena je boja Coomassie Brilliant
Blue G250 te je odredena koli¢ina proteina prema osjetljivosti detektiranja CBB boje. Koristeni
su gelovi (stripovi) Immobilline Dray Strip duzine 13 cm i pH raspona 3-11. (GE Healthcare,
Immobiline DryStrip pH 3-10,13 cm, Bio-Sciences AB SE-751 84, Sweden). Na svaki IPG
strip stavlja se 250 uL ukupne koli¢ine otopine (proteini 50 uL, IPG puffer 0,5% od ukupne
koli¢ine volumena, DTT 1% od ukupne koli¢ine volumena i rehidracijska otopina do volumena
250 pL. Sastojak IPG pufera su amfoliti koji se kovalentno vezu za gel i odrzavaju pH
vrijednost izmedu 3 i 11. Za pripremu rehidracijske otopine potrebni su: urea 2,1g, tiourea
0,76129g, CHAPS 0,1g, nekoliko  kapi  bromfenol = modrog  (3'.3",5',5"-
tetrabromophenolsulfonephthalein - empirijske formule C19H10Br405S) i do 5 ml destilirane
vode. Dobivena otopina proteina i reagensa se ravnomjerno rasporedi na cijelu povrs$inu nosaca
stripa koji je oznacen brojem. Potrebno je upariti broj IPG stripa s uzorkom proteina koji se
analizira. Kod postavljanja IPG stripa u nosa¢ treba paziti da je strana s gelom okrenuta prema
otopini proteina. Na krajevima nosaca stripa i samim IPG stripovima su oznake za katodnu
elektrodu koje se trebaju dodirivati. Kako bi se izbjeglo isuSivanje stripa za vrijeme
izolektriénog fokusiranja postavlja se na strip uljasta teku¢ina (od eng. Dry strip cover fluid).
Nosac stripa se poklopi 1 stavi u uredaj za izoelektri¢no fokusiranje. U aparatu za izoelektricno
fokusirane potrebno je na uredaju odabrati temperaturu 20 °C i relativnu vlaznost do 70 % kako
bi se izbjegla kondenzacija vlage na povrsini platforme. U slu¢aju nastanka kondenzacije
platforme potrebno je smanjiti relativnu vlaznost ili temperaturu. U ovom istrazivanju koristen
je sustav za fokusiranje ( GE Healthcare Bio-Sciences AB Bjorkgatan 30 751 84, Ettan IPGphor

3 IEF Isoelectric Focusing System Cytiva in Schonwalde-Glien, Germany).

Postupak IEF-a ima 7 koraka i zapocinje rehidracijom zato jer su stripovi u dehidriranom stanju

1 potrebno ih je rehidrirati. Taj postupak traje 12 sati i tijekom njega se proteini vezu za gel.
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Nakon rehidracije zapoc¢inje izoelektri¢no fokusiranje. U tablici su prikazane pojedine faze IEF-

a s elektri¢énim potencijalima i trajanjem svakog koraka (Tablica 2.).

Tablica 2. Pojedine faze u procesu elektroforeze

Redni broj koraka Razlika potencijala Vrijeme Nacin postizanja
razlika potencijala
1. korak 50 V 1 sat Izokratmo
2. korak 200 V 1 sat Izokratmo
3. korak 500 V 1 sat Izokratmo
4. korak 1000 V 1 sat Gradijentno
5. korak 8000 V 2 sata i 30 minuta Gradijentno
6. korak 8000 V 30 minuta Odrzavanje
7. korak 200 V 10sati | memmemmmmemeee-

3.2.3. Zonska elektroforeza proteina u urinu

U ovom istrazivanju koriSteni su 12% gelovi dimenzija 16x16 cm. Radena su dva gela u jednom
nosacu prema sljedeCem omjeru (ddH-0 60,2 MI, Akrilamid/bisakrilamid 42,0 MI, Tris/HCI
pH 8,8 35,0 M1, 10% SDS 1,4 M, 10% APS 1,4 ml i TEMED 56 pL. Nakon S$to se pripremila
otopina dodavanjem inicijatora polimeziranja (APS 1 TEMED) ulije se u nosac u kojem ¢e se
gel polimerizirati. Na povrSinu otopine stavi se malo izopropanola u cilju §to pravilnije i ravnije
povrsine gela nakon kompletne polimerizacije. Vrijeme koje je potrebno da bi se gel kompletno
polimerizirao je oko 5 sati i za to vrijeme stoji na sobnoj temperaturi. Stripove s proteinima
nakon izoeletrickog fokusiranja treba prije elektroforeze rehidrirati u ekvilibracijskim
otopinama (6M urea 86,49, SDS 4,89, 30% glicerol 72 MI, 50mM Tris/HCI pH 8,8 8 ml i super
Cista destilirana voda do 240 ml otopine). U 14 ml ekvilibracijske otopine se doda 0,14 g DTT-
a (dithiothreitol), a u drugih 14 ml ekvilibracijske otopine 0,35 g IAA (jodoacetic acid-
empirijska formula ICH.CO-H). Stripovi se po 15 minuta rehidriraju u svakoj otopini, prvo u
otopini u kojoj je DTT, a potom otopina sa IAA. Potom se stripovi postavljaju na povr$inu gela
kao i marker nosa¢ standarda proteina (mjeSavina proteina poznate molekularne mase). Kako
bi se IPG strip s proteinima ucvrstio na povrsini gela preko njega se stavi 2 ml 0,5 % agaroze
(agarotetraoza - empirijske formule C:sHssO19) u SDS puferu te boja bromfenol plavo
(3',3",5',5"-Tetrabromophenolsulfonephthalein) za lakSe pracenje procesa elektroforeze.
Nosaci gela sa stripovima se stavljaju u kadicu za elektroforezu 1 dodaje se pufer za anodu i
katodu koji se stavlja u oba elektroforetska odjeljka, odnosno u kadicu za elektroforezu i u

prostor nosaca gela. U kadicu se stavi potrebna koli¢ina 1X SDS pufera (Tris 30g, glicin 144g,
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SDS 10g i super ¢ista destilirana voda do 1000 ml) , a u nosa¢ gelova 2 x SDS pufera. Na taj
nacin se zatvara strujni krug anode i katode. Spoje se elektrode na poklopac kadice i zapoCinje
proces elektroforeze. Proces traje nekoliko sati i dijelimo ga u dvije faze koje se razlikuju po
jacini struje. Prva faza traje oko 20 minuta, snaga struje je 1W po gelu i to je vrijeme kada
proteini sa stripa prelaze u gel. U drugoj fazi proteini ovisno o svojoj molekularnoj masi pod
utjecajem struje snage 12W po gelu putuju kroz gel. Poroznost gela ima funkciju poput sita za
molekule na nacin da molekule manje molekularne mase putuju brze kroz gel, dok one s ve¢om
molekularnom masom imaju sporiji i kraci put. Gel je u tom sluc¢aju nosa¢ za mobilnu fazu i

smanjuje toplinsko djelovanje struje na molekule (Sterbi¢, 2013.).

Puferi koristeni tijekom dvodimenzionalne elektroforeze ¢ine postupak efikasnijim. Tris-HCI
pH 8,8 ima funkciju odrzavanja potrebnog pH raspona za vrijeme elektroforeze, urea i glicerol
sudjeluju u boljem prijenosu proteina sa stripa na gel, na prekidanje disulfidnih veza u proteinu
utjeCe DDT, a SDS regulira elektri¢ni naboj proteina, dok IAA sprjecava nastanak proteinskim
mrlja i pruga na gelu (Stochaj, 2006.). Agarozni gelovi imaju ve¢e pore i namijenjeni su za
separiranje molekula ve¢e molekularne mase dok poliakrilamidni gelovi zbog manjih pora
separiraju molekule manje <200 bp te su vrlo dobri za analizu proteina male molekularne mase
(Saraswathy, 2018.). U ovom istrazivanju je koriSten aparat za napajanje sustava elektroforeze

Consort EV (Consort EV series power supplies EV243, Sigma Aldrich, Germany).

3.2.4. Coomassie Brilliant blue G-250 metododa bojenja gelova

Proteini koji su razdvojeni u postupku 2DE na gelu bezbojni su i nisu vidljivi golim okom te ih
je potrebno obojati kako bi se mogli vizualizirati. Koristena je metoda bojenja gelova
koloidalnim Coomassie brilliant blue G-250 pri ¢emu se organsko bojilo veze za

makromolekule proteina (Piljac, 2006.).

Gelovi se kroz najmanje 3 sata ili preko no¢i fiksiraju u otopini (50% etanol 1 3% fosforna
kiselina). Nakon $to gelovi odstoje u otopini za fiksiranje ispiru se s ddH-O tri puta, a u svakoj
ispranoj ddH-0 odstoje 20 minuta. Gelove je potom potrebno predinkubirati (170g amonijevog
sulfata se otopi u 30 ml 85% fosforne kiseline, 340 ml metanola i ddH-O do 1000ml). U tako
pripremljenoj otopini gelovi se predinkubiraju 60 minuta, a nakon toga u otopinu dodajemo
0,35 g Coomassie blue G-250 gdje gelovi odstoje 4-5 dana. Protekom vremena od 5 dana gelovi

se ispiru s ddH-O kako bi se isprao viSak boje, a na gelovima ostanu jasno iscrtane proteinske
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mrlje. Bojenje gelova predstavlja kvalitativnu analizu proteina u uzorku koje je potrebno

kvantitativnom metodom obraditi kao §to je masena spektrometrija.

3.2.5. Jednodimenzionalna gel - elektroforeza proteina u urinu

Kvantitativno odredivanje proteina 1DE radeno je za provjeru kvalitete predanaliticke pripreme
proteinskih taloga urina. Dobra kombinacija veli¢ine pora u poliakrilamidnom gelu i
molekularnih masa proteina odreduje brzinu kretanja proteina i predstavlja jednu od vaznijih
komponenti u planiranju postupka elektroforeze (Gallagher, 2007.). Nakon $to se napravi
poliakrilamidni gel i ulije u sustav za elektroforezu na vrhu gela stave se ,,Cesljevi® koji Ce
stvoriti udubine u koje se unose uzorci proteina. Cesljevi se uklanjaju nakon $to se gel dobro
polimerizirao (Garfin, 1990.). Opisana metoda elektroforeze proteina daje nam informacije o
¢isto¢i uzoraka, koli¢ini 1 molekularnoj masi proteina. Selektirani proteini izvlaenjem iz
poliakrilamidnih gelova mogu se dalje obradivati razliCitim kvantitativnim analitickim
metodama poput spektrometrije masa (Gallagher, 2012.). U ovom istraZivanju za
jednodimenzionalnu elektroforezu koristen je sustava za elektroforezu (Bio-Rad Hercules, CA,
SAD).

3.2.6. Masena spektrometrija proteina u urinu

Proteinski talozi u puferu za lizu E = uzorci urina skupine s endometriozom i K = uzorci urina
kontrolne skupine (urea + tiourea + Chaps (7TM+2M+4%) i 1% inhibitori proteaze. Omjer =
talog : pufer za lizu = 1:5. Proteinski talozi bez pufera za lizu E-P = uzorci urina skupine s
endometriozom i E-K = uzorci urina kontrolne skupine. Kako bi se proteinski talozi o¢istili za
masenu spektrometriju otopljeni su u 100 pl pufera uree. Supernatant se filtrirao s filterom za
proteine (> 3 kDa MWCO - od eng. molecular weight cutoff ). Dobiveno je oko 50 pl o¢is¢enog
uzorka proteina svakog urina (E-P= 1,65 pg/ul, ukupan uzorak 50 pl, ukupno proteina 2,3 ug,
K-P = 1,25 pg/ul, ukupan uzorak 50 ul, ukupno proteina 62,3 pg, E = 0,07 pg/ul, ukupan uzorak
100 pl, ukupno proteina 6,6 pg, K = 0,10 pg/ul, ukupan uzorak 100 ul, ukupno proteinal0,0
ug. Provedeno je razdavajanje proteina u uzorcima urinu i LCMS (od eng. Liquid
chromatography—mass spectrometry) proteomska tehnika. Urini su analizirani s tekué¢inskom
kromatografijom i masenom spektrometrijom (LC-MS/MS). Uzorci proteinskih taloga urina
analizirani su pomo¢u UHPLC (od eng. Ultra-High-Performance Liquid Chromatography) -
UHPLC 1290 sustava (Agilent, Santa Clara, California) spojenog na Orbitrap Q Exactive HF
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts), brzina nanoprotoka (~300 nL/min),
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PepSep C18 analitickom kolonom (15 c¢cm, ID 75 um, 1,9 um Reprosil, 120A). Nakon
razdvajanja proteina urina tekuc¢inskom kromatografijom uslijedila je analiza masenom
spektrometrijom (Spektrometar 9.4 Tesla Fourierove transformacije ionske ciklotronske
rezonancije, 9.4T MALDI/ESI SolariX Fourier Transform lon Cyclotron). Rezultati su
analizirani s MaxQuantom (verzija 1.6.17.0) s moguénosti lazne detekcije <0,01. Identifikacija
1 kvantifikacija proteina analizirana je pomoc¢u Proteome Discoverer verzije 2.2. trazilice

Sequest.

3.2.7. Sendvi¢ ELISA proteina u urinu

U ovom istrazivanju koriStena je metoda sendvi¢ ELISA u vidu komercijalnog kompleta ELISA
kita (Elabscience® Human CK-19/KRT19 /Cytokeratin 19/ELISA kit, Catalog No: E-EL-
H2075 Houston, Texas) za detekciju CK-19/KRT19 odnosno za detekciju koncentracije
proteina CYFRA 21-1 u urinu. Detekcija proteina CYFRA 21-1 je moguc¢a ve¢ od 62.50
pg/mLu. ELISA kit zajedno s reagensima do koristenja su pohranjeni u hladnjaku na
temperaturi +4 °C, a za analizu su izvadeni na sobnu temperaturu +20°C oko 30 minuta. Uzorci
proteinskih taloga urina pohranjeni su i ¢uvani u hladnjaku na -80 °C i obradeni po prethodno
opisanoj proceduri te su sporo odledivani na ledu. Odredena je koncentracija proteina metodom
ELISA, a uzorci su prethodno razrijedeni 100 puta na nac¢in da se u 5 puL uzorka stavi 495 pL
reagensa za razrjedivanje uzoraka (od eng. Sample diulet). U prvom koraku potrebno je
pripremiti sve reagense prema uputstvima proizvodac¢a ELISA kita. Napravi se 750 mL pufera
za ispiranje (od eng. Wash buffer) razrjedivanjem 30 ml pufera sa 720 ml ddH-O. Standardna
radna otopina (od eng. Standard working solution) se prireduje na sljede¢i na¢in: odmjeri se 1,0
ml reagensa koji sadrzi referentni standard i razrjediva¢ uzorka (od eng. Referent standard &
Sample Diulent) i centrifugira na 10 000 x g dok se ne otopi, ostavi se 10 minuta i potom lagano

promijeSa. Zatim se naprave serijska razrijedenja prema uputama proizvodaca.

Koncentrirani reagens za detekciju (od eng. Biotinylated Detection Ab working solution) koji
sadrzi biotinizirana antitijela, centrifugira se na 800 x g 1 minutu te se razrijedi s radnom
otopinom u omjeru 1:99. Izracuna se potrebna ukupna koli¢ina razrijedenog reagensa S
biotiniziranim antitijelima (od eng. Biotinylated Detection Ab working solution), jer se 50 puL
otopine stavlja u svaku jazicu. Koncentrirani konjugirani reagens radne otopine (od eng. HRP
Conjugate working soution) centrifugira se na 800 x g 1 minutu te se razrijedi s konjugiranim
razrjedivacom (od eng. HRP Conjugate Diluent)u omjeru 1:99. Izracuna se potrebna ukupna

koli¢ina reagensa, jer se u svaku jazicu stavlja 100 pL otopine. Na mikrotitarskoj plo¢i u jaZice
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se stavi 50 pL razrijedenog standarda, slijepe probe analiziranog uzoraka u duplikatu.
Mikrotitarska ploca se potom pokrije i inkubira 90 minuta na temperaturi od 37°C. Nakon
inkubacije otopine jazice se dekantiraju, ali ne ispiru i u njih se dodaje 100 pL reagensa za
detekciju antigena (od eng. Biotinylated Detection Ab working solution). Slijedi inkubacija 60
min na temperaturi od 37°C. Jazice se ponovno dekantiraju i u svaku jazicu dodaje 350 pL
pufera za ispiranje koji odstoji 1 minutu nakon ¢ega se dekantira. Taj postupak se ponavlja 3
puta. Nakon procesa ispiranja u svaku jazicu se stavlja 100 pLL konjugiranog radnog reagensa
(od eng. HRP Conjugate working soution) i inkubira 30 min na temperaturi od 37 °C. Potom se
jazice dekantiraju 1 u svaku doda 350 pL pufera za ispiranje koji odstoji 1 minutu nakon ¢ega
se dekantira, a postupak se ponavlja 5 puta. Nakon ispiranja u svaku jazicu se stavi 90 uL
reagensa sa substratom (od eng. Substrate Reagent) i inkubira 15 min na temperaturi od 37 °C.
Kod ovog postupka mikrotitarska ploca treba biti zaStiCena od svijetlosti. Zadnji korak je

dodavanje 50 uL reagensa za zaustavljanje reakcije (od eng. Stop Solution) u svaku jazicu.

Mikrotitarska ploCa se postavlja u aparat koji ocitava optiC¢ku gustocu na 450 nm (OD
vrijednost) svake jazice. Dobivene absorbence se potom preracunavaju u koncentracije
pomnoZene Sa stupnjem razrijedenja. Nacrta se standardna krivulja s parametrima standardnih
koncentracija na osi ,,X* 1 vrijednosti absorbanci na osi ,,Y*. U ovom istrazivanju koristen je
aparat za o¢itavanje mikrotitarskih plo¢a Bio-tek EL808 IU (Express Lab Werks, Summerfield,
Florida) i rac¢unalni program KCjuniorl (Bio-tek EL808 1U, BIOTEK808UI, Absorbance

Microplate Reader, Gen5 Reader Control Software Gen5, Santa Clara, California)

3.2.8. Metoda western blot proteina u urinu

U istrazivanju proteina CYFRA 21-1 u proteinskim talozima urina u uzorcima s EME i
kontrolne skupine proteini su analizirani i metodom western blot. Prije analize odredena je
koncentracija ukupnih proteina izoliranih prema prethodno navedenom postupku iz uzoraka
urina kolorimetrijskom metodom bicinkonini¢ne kiseline (BCA - bicinchoninic acid -
empirijska formula (2,2'-bikinolin) -4,4'-dikarboksilna kiselina, C2H:2N>Os) prema uputi
proizvodaca (Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Prod# 23227, Thermo Scientific, Rockford, IL,
SAD). Ova metoda se temelji na mjerenju apsorbancije na 562 nm valne duljine u odnosu na
standard, pri ¢emu je kao standard koriSten albumin iz govedeg seruma (BSA) (Albumin,
bovine fraction V, Approx. 99%, A-3059, Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka). Buduéi da je
vrijednost apsorbancije izravno proporcionalna koncentraciji ukupnih proteina, koncentracija
ukupnih proteina je u svakom analiziranom uzorku urina izracunata koriStenjem jednadzbe
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kalibracijske krivulje standarda (BSA). Svi uzorci ukupnih proteina urina razdvojeni su prema
masi elektroforezom na 12,5%-tnom poliakrilamidnom gelu uz natrijev dodecil-sulfat (od eng.
sodium dodecyl sulphate polyacyrileamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) pomoc¢u sustava
za elektroforezu (Bio-Rad, Hercules, CA, SAD) u trajanju od 3 sata na 4 °C pri 140 V.
Razdvojeni proteini su zatim preneseni na polivinilidenfluoridnu (PVDF- poliviniliden fluorid
- empirijska formula - C2H2F2n) membranu (Immobilon E Transfer Membrane,
IEVHO00005, Merck Millipore, Tullagreen, Carrigtwohill, County Cork, Irska) polusuhim
transferom (Bio-Rad, Hercules, CA, SAD) u trajanju od 45 minuta pri 17 V, nakon Cega je
membrana s prenesenim proteinima inkubirana 5%-tnim nemasnim mlijekom (Blotting-Grade
Blocker, Cat. #170-6404, Bio-Rad Laboratories, Inc., SAD) otopljenim u tris otopini pufera
(TBS) (pH 7,5) s dodatkom Tween-20 (0,05%) (Code No. 17-1316-01, Pharmacia Biotech AB,
Uppsala, Svedska) (TBST - 1X Tris-Buffered Saline, 0.1% Tween® 20 Detergent - 100mM
Tris.HCI + 1.5M NaCl + 0.5% Tween-20, pH 7.5) 2 sata na sobnoj temperaturi kako bi se
sprjecilo nespecifi¢no vezanje protutijela. Zatim je slijedila inkubacija membrane s primarnim
protutijelima preko no¢i na 4 °C. KoriStena su miSja monoklonska protu-citokeratin 19
protutijela (Cytokeratin 19 (A53-B/A2), sc-6278, Santa Cruz Biotechnology, Inc.),
pripremljena razrjedivanjem u reagensu za blokiranje (Western Blocking Reagent (10x), Cat.
No. 11921763001, Roche Diagnostic, Mannheim, Njemacka) u omjeru 1:500. Drugo koriSteno
protutijelo je bilo mi$je monoklonsko protu-p-aktin protutijelo (Anti-beta Actin antibody,
ab8226, Abcam), pripremljeno razrjedivanjem u reagensu za blokiranje u omjeru 1:30000.
Membrana je zatim isprana TBST-om tri puta u trajanju od 15 minuta te inkubirana 1 sat na
sobnoj temperaturi odgovaraju¢im sekundarnim protutijelima (purificirano rekombinantno
misje sekundarno protutijelo, IgGk laki lanac vezujuéi protein konjugiran s peroksidazom hrena
sc-516102, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) i sekundarnim poliklonskim kozjim protu-misjim
protutijelom konjugiranim s peroksidazom hrena (horseradish peroxidase, HRP) (IgG-HRP)
(ab97023, Abcam) pripremljenim razrjedivanjem u reagensu za blokiranje u standardnom
omjeru. Nakon ispiranja TBST-om tri puta u trajanju od 15 minuta membrana je inkubirana
reagensom za detekciju SignalFire Elite ECL Reagent (12757P, Cell Signaling Technology,
Beverly, MA, SAD), te skenirana (UVItec Alliance 4.7 for Fluorescence and
Chemiluminescence Systems, Cambridge, UK). Izrazaj proteina CYFRA 21-1 kvantificiran je
koriStenjem racunalnog programa za obradu slika i1 fotografija ImageJ (U.S. NIH, Bethesda,

Maryland, SAD), a dobivene zone su normirane prema kucepaziteljskom proteinu p-aktinu.
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3.2.9. Elektrokemiluminiscentna metoda

Uzorci krvi za analizu tumorskih biljega prikupljaju se u biokemijskim epruvetama bez
antikoagulansa (BD vacutainer systems-7ml, Plymouth, UK). Centrifugiranje uzoraka krvi bez
antikoagulansa provodi se najmanje 30 minuta nakon uzorkovanja krvi. Analizirani uzorci se
centrifugiraju 10 minuta na 3500 o/min (okretaj/minuti). Nakon centrifugiranja krvi odvoje se
serumi koji se koriste za mjerenje koncentracije odredenih proteina ili tumorskih biljega.
Stabilnost uzoraka za analizu osigurava se odvajanjem seruma od ugruska i pohranom u
hladnjaku na +4°C kratkotrajno ili na -80°C za dugotrajnije pohranjivanje. U ovom istrazivanju
koncentracija proteina i tumorskih biljega mjerena je na analizatoru Cobas® E601 (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany), elektrokemiluminiscentnom metodom (ECLIA -
electrochemiluminescence technology).

a) Elektrokemiluminiscentna metoda analize proteina CYFRA 21-1 u serumu

Polipeptidi citokeratina slabo su topljivi u teku¢em mediju, medutim fragmenti citokertina 19,
kao §to je CYFRA 21-1 vrlo je topljiv i esto je prisutan u krvi osoba s odredenim bolestima i
stanjima te se mogu identificirati u serumu u poviSenim koncentracijama. Analiza proteina
CYFRA 21-1 u serumu radena je na analizatoru Cobas® E601 (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany). Koristen je reagens Elecsys CYFRA 21-1 (Roche Diagnostics GmbH, Sandhofer
Strasse 116, D-68305 Mannheim, Germany), REF 11820966 122. Kalibrator za protein
CYFRA 21-1 CalSet (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), REF 11820974,
Uzorci su razrijedeni do koncentracije >250 ng/ml. Specifi¢na kalibracijska krivulja generirana
je analizatorom u dvije toCke a glavna krivulja generirana je barkodom reagensa. Osnova
metode je prethodno opisana, a za odredivanje koncentracije proteina CYFRA 21-1 Koristi se
rutenij kao luminiscentna tvar koja je vezana na sekundarno antitijelo i daje signal u trenutku

nastalog primarnog At-Ag (CYFRA 21-1) i sekundarnog kompleksa.

b) Elektrokemiluminiscentna metoda analize antigena CA 125 u serumu

Karcinomski antigen 125 (CA 125) je peptidna antigenska determinanta mucina 16 (MUC16).
Produkcija mu je u korelaciji s proliferacijom malignih stanica i umanjuje razinu imunosnog
odgovora domacina na malignu bolest. Metoda kojom je odredivan MUCI16 je sendvic¢
elektrokemiluminiscentna imunoanaliza. Koristeno je detekcijsko antitijelo OC 125 i specifi¢no
hvataju¢e antitijelo MAb M11. Primarno monoklonsko antitijelo specifi¢no je za CA 125, a
sekundarno monoklonsko antitijelo je obiljezeno kompleksom rutenija. U uzorku seruma
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antitijela reagiraju s antigenom CA 125 stvarajuéi sendvi¢ kompleks. Elektroda uredaja koja je
pod naponom dovodi do kemiluminiscentne reakcije u trenutku nastalog kompleksa primarnog
At-Ag (CA 125) sa sekundarnim At. Kalibracijskom krivuljom odreduje se koncentracija CA
125 u uzorku seruma. Upotrebljen je analizator Cobas® E601 (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany). Koristen je reagens Elecsys CA 125 (Roche Diagnostics GmbH, Sandhofer Strasse
116, D-68305 Mannheim, Germany), REF 11776223 190. Kalibrator za protein CA 125 protein
CYFRA 21-1. Uzorci su razrijedeni do koncentracije > 1000 U/mL. Specificna kalibracijska
krivulja generirana je analizatorom u dvije tocke a glavna krivulja generirana je barkodom

reagensa.

3.2.10. Statisticke metode

Analiza prikupljenih podataka ukljucuje prikaz veli¢ine istrazivanih skupina, razlika izmedu
¢lanova pojedine skupine, osnovnu deskriptivnu statistiku vrijednosti pokazatelja zabiljezenih
kod tih skupina 1 statisti¢ko testiranje hipoteza o postojanju razlika medu skupinama. Izracunat
je raspon (minimum, maksimum), srednja vrijednost, medijan, aritmeticka sredina i standardna
devijacijom. Buduc¢i da nije zadovoljeno pravilo normalne Gaussove raspodjele vrijednosti
pokazatelja, postojanje razlika medu skupinama s obzirom na ocekivane srednje vrijednosti i
rasprSenje statisticki su testirane neparametrijskim testom (Wilcoxov test raspona sume, poznat
i kao Mann-Whitney U test). Rezultati ovog testiranja ukljucuju iznos procjene razlike uz
pripadaju¢e intervale pouzdanosti, vrijednost testnog U parametra i1 razinu statisticke
znacajnosti. Testovi su uinjeni uz pretpostavku o mogucnosti razlike u oba smjera i razinu

pouzdanosti od 95%.
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4. REZULTATI

Analiziran je ukupno 141 uzoraka seruma i 150 uzoraka urina, a 141 uzorak urina je zadovoljio
kriterije za daljnje analize. Uzorci su podijeljeni u dvije osnovne skupine. Skupina uzoraka s
EME (N=84) je nesto veta u odnosu na kontrolnu skupinu (N=57). Skupina s EME je
podijeljena na isti broj ¢lanova ovisno o procijenjenom blazem rASRM I-11 (N=42) ili tezem

rASRM I11-1V stupnju bolesti (N=42).

4.1. Kvalitativna analiza proteina u proteinskim talozima urina

Kvalitativna analiza proteina u uzorcima je analizirana s 1DE. Ovom metodom su analizirani
svi uzorci urina skupine s EME i kontrolne skupine. U svim analiziranim uzorcima proteini su
jasno prisutni i razdvojeni (Slika 1.). U svim uzorcima proteinskih taloga urina prisutna je

dovoljna koli¢ina proteina razli¢itih molekularnih masa potrebnih za daljnje analiticke analize.
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Slika 1. Reprezentativni prikaz jednodimenzionalne elektroforeze proteina u urinu pacijentica
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4.2. Koncentracija ukupnih proteina u urinu — odredena metodom Bradford

Kvantitativno odredivanje proteina u uzorcima urina bilo je nuzno za druge analiticka analize,
a u¢injeno je metodom Bradford. Dobivene vrijednosti proteina CYFRA 21-1 u svim daljnjim
analiziranjima korelirane su s ukupnom koncentracijom proteina u analiziranom uzorku.
Takvim postupkom korekcije rezultata ovisno o koncentraciji proteina ujednaceni su kriteriji
rezultata svih analiziranih uzoraka. ZabiljeZena je statisticki znacajna razlika u koncentraciji
proteina izmedu uzoraka skupine s EME 1 kontrolne skupine, medutim izmedu uzoraka
podskupina EME - rASRM I-11 i rASRM I11-1V nije pokazana statisticki znacajna razlika u
koncentraciji izlu¢enih proteina u urinu. Wilcoxonovim testom uz razinu pouzdanosti od 95%

pokazane koncentracije izlu¢enih proteina (ng/mg) u urinu analizirane metodom Bradford u

46
Alenka Visnic¢ Doktorska disertacija



Uloga sekretornih proteina u razvoju izvanmatericne migracije endometrija

uzorcima s EME (N=84) statisticki su znacajno veée nego u uzorcima kontrolne skupine
(N=57), p<0,05.

Raspon koncentracije proteina izlu¢enih u urinu (metoda Bradford) u skupini uzoraka s EME i
uzorcima kontrolne skupine podijeljen je u 5 grupa. Svaka grupa ima jednak raspon
koncentracije proteina (5000 ng/mg). Prikazan je broj uzoraka skupine s EME i kontrolne
skupine u svakoj grupi ovisno o koncentraciji proteina u urinu i udjelu ovisno o veli¢ini skupine
(Slika 2.).
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Slika 2. Prikaz raspodjele uzoraka urina u skupinama ovisno o rasponu koncentracije ukupnih
proteina u urinu (ng/mg) i udio uzoraka ovisno o veli¢ini grupe S ekstrauterinom migracijom
endometrija (N=84) i kontrolne skupine (N=57) (metoda Bradford).

Nakon koncentracije ukupnih proteina u urinu veée od 5,000 (ng/mg) dolazi do znacajnijeg
grupiranja uzoraka s EME, dok se u koncentracijama manjim od te vrijednosti grupiraju uzorci

obje skupine.

Wilcoxonovim testom uz razinu pouzdanosti od 95% pokazano je da nema statisti¢ki znacajne

razlike u vrijednostima koncentracije izlu¢enih proteina (ng/mg) u urinu, analiziranih metodom

Bradford u podskupinama uzoraka EME - rASRM I-11 (N=42) i rASRM 111-1V IV (N=42).

Ukupan raspon koncentracije proteina izlucenih u urinu (metoda Bradford) u podskupinama

EME rASRM I-I1 i rASRM 111-1V podijeljen je u 5 grupa. Svaka grupa ima jednak raspon
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koncentracije proteina (5000 ng/mg). Prikazan je broj uzoraka podskupina EME rASRM I-11 i
rASRM 111-1V u svakoj grupi ovisno 0 koncentraciji proteina u urinu i udjel ovisno o veli¢ini
skupine (Slika 3.).
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Slika 3. Prikaz raspodjele uzoraka urina u podskupinama ekstrauterine migracije endometrija
rASRM I-11 (N=42) i rASRM Il1-1V (N=42) ovisno o rasponu koncentracije ukupnih proteina

(ng/mg) iudio uzoraka ovisno o veli€ini grupe (metoda Bradford).

4.3. Koncentracija proteina CYFRA 21-1 u urinu — odredena metodom ELISA

Analizom koncentracije proteina CYFRA 21-1 u urinu metodom ELISA pokazana je statisti¢ki
znacajna razlika u koncentraciji proteina CYFRA 21-1 u uzorcima urina skupine s EME i
kontrolne skupine, kao i izmedu uzoraka podskupina EME - rASRM I-11 i rASRM I11-1V. Osim
vece koncentracije proteina CYFRA 21-1 u skupini uzoraka urinu s EME, razina koncentracije
ovisi i o stupnju prosirenosti EME. Wilcoxonovim testom uz pouzdanost od 95% pokazane su
vrijednosti koncentracije proteina CYFRA 21-1 (ng/mg) u urinu analizirane metodom ELISA
u skupini uzoraka s EME (N=84) statisti¢ki znacajno veée nego u uzorcima kontrolne skupine
(N=57), p<0,05.

48
Alenka Visnic¢ Doktorska disertacija



Uloga sekretornih proteina u razvoju izvanmatericne migracije endometrija

Ukupan raspon koncentracije proteina CYFRA 21-1 u urinu (ELISA) u uzorcima skupine s
EME i kontrolne skupine podijeljen je u 3 grupe. Svaka grupa ima jednak raspon koncentracije
proteina CYFRA 21-1 (5000 ng/mg). Prikazan je broj uzoraka skupine s EME i kontrolne
skupine u svakoj grupi ovisno o koncentraciji proteina CYFRA 21-1 u urinu i udjel ovisno o

veli¢ini skupine (Slika 4.).
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Slika 4. Prikaz raspodjele uzoraka urina u skupinama ovisno o rasponu koncentracije proteina

CYFRA 21-1 (ng/mg) 1 udio uzoraka ovisno o veli¢ini skupine s ekstrauterinom migracijom

endometrija (N=84) i kontrolne skupine (N=57) (ELISA).

Nakon koncentracije proteina CYFRA 21-1 u urinu vec¢e od 5,000 (ng/mg) dolazi do statisticki
znacajnog grupiranja uzoraka s EME, dok se u koncentracijama manjim od te vrijednosti

grupiraju uzorci u obje skupine.

Wilcoxonovim testom uz pouzdanost od 95% pokazane su vrijednosti proteina CYFRA 21-1
(ng/mg) u urinu analizirane metodom ELISA u uzorcima podskupine EME rASRM I11-1V
(N=42) statisticki znacajno veée nego u uzorcima podskupine rASRM I-11 (N=42), p < 0,05.

Raspon koncentracije proteina CYFRA 21-1 (hg/mg) u urinu (ELISA) u uzorcima podskupina
EME rASRM I-11 i rASRM I11-1V podijeljen je u 3 grupe. Svaka grupa ima jednak raspon
koncentracije proteina CYFRA 21-1 (5000 ng/mg). Prikazan je broj uzoraka podskupina EME
rASRM I-11 i rASRM I11I-1V u svakoj grupi ovisno o koncentraciji proteina CYFRA 21-1 u
urinu i udjel ovisno o veli¢ini skupine (Slika 5.).
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Slika 5. Prikaz raspodjele uzoraka urina u podskupinama ekstrauterine migracije endometrija
rASRM I-11 (N=42) i rASRM 111-1V (N=42) ovisno o rasponu koncentracije proteina CYFRA
21-1 (ng/mg) iudio uzoraka ovisno o veli¢ini podskupine (ELISA).

4.4. Koncentracija proteina CYFRA 21-1 u urinu - odredena metodom western blot

Analizom koncentracije proteina CYFRA 21-1 u uzorcima proteinskih taloga urina metodom
western blot pokazana je statisti¢ki znacajna razlika u koncentracijama izmedu skupine s EME
i kontrolne skupine, kao i izmedu uzoraka podskupina EME rASRM I-11 i rASRM I11-1V. Osim
povisene koncentracije proteina CYFRA 21-1 u uzorcima s EME njegova koncentracija ovisi i
o stupnju prosirenosti EME. Koncentracija proteina CYFRA 21-1 analizirana je su svim
uzorcima urina s EME i kontrolne skupine metodom ELISA. Metoda western blot je radena
radi potvrde dobivenih rezultata te je analiziran manji broj uzoraka urina u skupini s EME
(N=50) i u kontrolnoj skupini (N=25).

Metodom western blot potvrdeni su rezultati metode ELISA i smatrano je da nema potrebe
analizirati sve uzorke. Wilcoxonovim testom uz pouzdanost od 95% pokazana je koncentracija
proteina CYFRA 21-1 u urinu analizirana metodom western blot u uzorcima s EME statisticki
znacajno veéa u odnosu na uzorke kontrolne skupine, p < 0,05. Na Slici 6. prikazana je analiza

proteina u urinu CYFRA 21-1 i kucepaziteljskog proteina - aktina metodom western blot.
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KONTROLNA SKUPINA SKUPINA S EME

Protein CYFRA 21-1

B- AKTIN

Slika 6. Reprezentativni prikaz analize proteina CYFRA 21-1 i kuéepaziteljskog proteina [3-

aktina u urinu metodom western blot.

Raspon koncentracije proteina CYFRA 21-1 u urinu (western blot) u skupini uzoraka s EME i
u kontrolnoj skupini podijeljen je u 5 grupa. Svaka grupa ima jednak raspon koncentracije
proteina CYFRA 21-1 (5000 kDa). Prikazan je broj uzoraka skupine s EME i kontrolne skupine
u svakoj grupi ovisno o koncentraciji proteina CYFRA 21-1 i udjel ovisno o veli¢ini skupine
(Slika 7.).
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Slika 7. Prikaz raspodjele uzoraka urina u skupinama ovisno o rasponu koncentracije proteina
CYFRA 21-1 (kDa) i udio uzoraka ovisno o veli¢ini skupine s ekstrauterinom migracijom

endometrija (N=50) i kontrolne skupine (N=25) (western blot).

Nakon koncentracije proteina CYFRA 21-1 u urinu vece od 10,000 (kDa) dolazi do znacajnijeg
grupiranja uzoraka s EME, dok se u koncentracijama manjim od te vrijednosti grupiraju uzorci

kontrolne skupine.
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Wilcoxonovim testom uz pouzdanost od 95% pokazane su vrijednosti proteina CYFRA 21-1 u
urinu analizirane metodom western blot u uzorcima podskupina EME rASRM I11-1V (N=25)

statisti¢ki znacajno veée nego vrijednosti u uzorcima podskupine rASRM I-11 (N=25), p < 0,05.

Ukupan raspon koncentracije proteina CYFRA 21-1 (kDa) u urinu (western blot) u uzorcima
podskupina EME rASRM I-11 i rASRM I11-1V podijeljen je u 5 grupa. Svaka grupa ima jednak
raspon koncentracije proteina CYFRA 21-1 (5000 kDa). Prikazan je broj uzoraka u
podskupinama EME rASRM I-11i rASRM I11-1V u svakoj grupi ovisno o koncentraciji proteina

CYFRA 21-1 u uzorcima urina i udjel ovisno o veli¢ini skupine (Slika 8.).

. 64%
70% (16)
60%
50% 41(())%
40% (19
28%
30% 20% @ 20%
©) (5)
20%
8% 8%
10% @ 4% &) 4% 4%
|—I (1) u @ @)
0% — [ - |
5,000-9,000 10,000-14,999  15,000-19,999  20,000-24,999  25,000-30,000
konc. proteina
CYFRA21-1
M rASRM I-1I  ®rASRM IlI-1V (kDa) WB

Slika 8. Prikaz raspodjele uzoraka urina u podskupinama ekstrauterine migracije endometrija
rASRM I-11 (N=25) i rASRM I11-1V (N=25) ovisno o rasponu koncentracije proteina CYFRA

21-1 (kDa) i udio uzoraka ovisno o veli¢ini podskupine (western blot).

Raspodjelom uzoraka prema koncentraciji proteina CYFRA 21-1 statisticki znacajno se

grupiraju uzorci podskupine EME rASRM I11-1V iznad koncentracije vece od 15,000 kDa.

Koncentracija proteina CYFRA 21-1 u serumu — odredena elektrokemiluminiscentnom

metodom

Analizom koncentracije proteina CYFRA 21-1 u uzorcima seruma (ng/L) ECLIA metodom
pokazana je statisticki znacajna razlika u koncentraciji proteina CYFRA 21-1 u skupini
uzoraka s EME (N=50) i kontrolnoj skupini (N=25). U podskupinama uzoraka EME rASRM
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I-11 (N=25) i rASRM IlI-IV (N=25) nema statisticki znacajne razlike u vrijednostima
koncentracije proteina CYFRA 21-1 u serumu. Wilcoxonovim testom uz pouzdanost od 95%
pokazane su vrijednosti koncentracije proteina CYFRA 21-1 (ng/L) analizirane ECLIA
metodom u uzorcima seruma s EME statisticki znac¢ajno veée nego u uzorcima kontrolne
skupine, p < 0,05. lako je koncentracija proteina CYFRA 21-1 u serumu veéa u skupini
uzoraka s EME u odnosu na uzorke kontrolne skupine ta je razlika relativna, jer nije
zabiljeZzena koncentracija iznad gornje granice normalnih vrijednosti (< 3,3 ng/L) niti u
jednom uzorku u usporedenim skupinama. Koncentracija proteina CYFRA 21-1 analizirana
je u svim uzorcima urina s EME i kontrolnoj skupini metodom ELISA (N=141). Metodom
western blot (N=75) su potvrdeni rezultati metode ELISA. U uzorcima seruma ECLIA
metodom analizirana je koncentracija proteina CYFRA 21-1 u skupini s EME (N=50) i
kontrolnoj skupini (N=25). U analiziranim uzorcima seruma nije pokazana statisti¢ki
znacajna razlika u koncentraciji proteina CYFRA 21-1 izmedu uzoraka obje skupine.

Smatrano je da analiziranjem veceg broja uzoraka seruma ne bi promijenilo rezultate.

Raspon koncentracije proteina CYFRA 21-1 u uzorcima seruma (ECLIA) u skupini s EME i
kontrolnoj skupini podijeljen je u 5 grupa. Svaka grupa ima jednak raspon koncentracije
proteina CYFRA 21-1 (0,50 ng/L). Prikazan je broj uzoraka skupine s EME i kontrolne skupine
u svakoj grupi ovisno o koncentraciji proteina CYFRA 21-1 u serumu i udjel ovisno o veli¢ini
skupine (Slika 9.).

60% 52%
(13)
50%
36%
40% 32% 32% (18)
®) (16)
30%
20% 14% 14%
(7 (1 8%
10% ?2/) 4% U 4% U @
1) @)
0% - - - u
0,10 -0,49 0,50 -0,99 10-1,49 15-19 20->24
konc. proteina
CYFRA 21-1
“ EME ® Kontrol
ontrota (ng/L) ECLIA

Slika 9. Prikaz raspodjele uzoraka seruma u skupinama ovisno o rasponu koncentracije proteina
CYFRA 21-1 (ng/L) i udio uzoraka ovisno o veli¢ini skupine s ekstrauterinom migracijom

endometrija (N=50) i kontrole skupine (N=25) (ECLIA).
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Nakon koncentracije proteina CYFRA 21-1 u serumu vece od 2,0 (ng/L) dolazi do znacajnijeg
grupiranja uzoraka s ekstrauterinom migracijom endometrija iako su te koncentracije unutar
normalnih vrijednosti. Wilcoxonovim testom uz pouzdanost od 95% pokazano je da nema
statisticki znaCajne razlike u vrijednostima koncentracije proteina CYFRA 21-1 (ng/L)

analiziranih metodom ECLIA u uzorcima u podskupina EME rASRM I-11 i rASRM I11-1V.

4.6. Koncentracija antigena CA 125 u serumu — odredena elektrokemiluminiscentnom

metodom

Analizom koncentracije CA 125 (KU/I) u uzorcima seruma ECLIA metodom u skupini s EME
(N=84) i kontrolnoj skupini (N=57) pokazana je statisticki znacajna razlika u koncentraciji CA
125 (KU/l) u serumu, ali ne i u odnosu na stupanj prosirenosti EME. Wilcoxonovim testom uz
pouzdanost od 95% pokazano je da su koncentracije CA 125 (KU/I) u uzorcima seruma
analiziranih ECLIA metodom u skupini s EME statisticki znacajno veée nego u uzorcima
kontrolne skupine, p < 0,05. Ukupan raspon koncentracije CA 125 u uzorcima seruma (ECLIA)
skupine s EME i kontrolne skupine podijeljen je u 5 grupa. Svaka grupa ima jednak raspon
koncentracije CA 125 (24,99 KU/I). Prikazan je broj uzoraka skupine s EME i kontrolne
skupine u svakoj grupi ovisno o koncentraciji CA 125 i udjel ovisno o veli¢ini skupine (Slika
10.).
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Slika 10. Prikaz raspodjele uzoraka seruma u skupinama ovisno o rasponu koncentraciji CA
125 (KU/1) 1 udio uzoraka ovisno o veli€ini skupine s ekstrauterinom migracijom endometrija

(N=84) i kontrolne skupine (N=57) (ECLIA).
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Nakon koncentracije CA 125 u serumu vece od 50,00 (KU/I) dolazi do statisticki znacajnog
grupiranja uzoraka s EME

Wilcoxonovim testom uz pouzdanost od 95% nije pokazana statisticki znacajna razlika u
serumskim vrijednostima koncentracije CA 125 (KU/I) u uzorcima podskupina EME - rASRM
I-11 (N=42) i rASRM 111-1V (N=42).

4.7. Usporedba koncentracije proteina CYFRA 21-1 u urinu — odredene metodama ELISA i

western blot

Analizom koncentracija proteina CYFRA 21-1 u urinu metodama ELISA i western blot
zabiljezeni su sli¢ni rezultati usporedujuci uzorke urina s EME i kontrolne skupine. U obje
metode u uzorcima urina pokazane su statisticki znacajno veée koncentracije proteina CYFRA
21-1 u skupini s EME u odnosu na kontrolnu skupinu. Medutim, usporedujuéi uzorke urina
podskupina EME rASRM I-11 i rASRM I11-1V metodom ELISA su pokazane statisti¢ki
znacajno vecée koncentracije u podskupini EME rASRM II-1V u odnosu na rASRM I-11, dok se
metodom western blot ta razlika nije pokazala. Analiziran je razli¢iti broj uzoraka urina
metodama ELISA u odnosu na western blot. Metodom ELISA analizirano je vise uzoraka urina
skupine uzoraka s EME i kontrolne skupine negoli metodom western blot. Rezultati ovih
analiza prikazani su u razli¢itim mjernim vrijednostima te kao takvi nisu medusobno
usporedivi. Zbog toga su rezultati proteina CYFRA 21-1 u urinu podijeljeni u pet grupa: nisku
(ELISA =100 - 499 ng/mg, WB = 1000 — 4999 kDa) , srednje nisku (ELISA =500 - 999 ng/mg,
WB = 5000 — 9999 kDa), srednju (ELISA = 1000 - 4999 ng/mg, WB = 10000 — 14999 kDa),
srednje visoku (ELISA = 5000 - 9999 ng/mg, WB = 15000 — 19999 kDa) i visoku razinu
rezultata (ELISA => 10000 ng/mg, WB => 20000 kDa).

U obje vrste analiza rezultati su podijeljeni u skupine na jednak na¢in uzimaju¢i u obzir sve
izmjerene vrijednosti. Razli¢iti broj analiziranih uzoraka i razli¢ito izrazeni rezultati analiza
pojedinih metoda su usporedeni tako da su rezultati podijeljeni u skupine u obje analize izrazeni
udjelom u odnosu na broj uzoraka u odredenoj grupi. Napravljena je usporedba rezultata
koncentracije proteina CYFRA 21-1 u proteinskim talozima urina analiziranih metodama
ELISA i western blot u skupini uzoraka s EME i uzoraka kontrolne skupine (Slika 11.). Na isti
nacin usporedeni su rezultati analiza proteinskih taloga uzoraka urina u podskupinama EME -
rASRM I-11 i rASRM 1I-1V (Slika 12.).
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Slika 11. Zastupljenost proteina CYFRA 21-1 u uzorcima urina s ekstrauterinom migracijom

endometrija i kontrolne skupine odreden metodama ELISA i western blot.
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Slika 12. Zastupljenost proteina CYFRA 21-1 u uzorcima urina u podskupinama ekstrauterine
migracije endometrija rASRM I-11'i rASRM I11-1V odreden metodama ELISA i western blot.
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4.8. Usporedba koncentracije proteina CYFRA 21-1 u urinu i CA 125 u serumu - odredene

metodom ELISA i elektrokemiluminiscentnom metodom

Analizom koncentracija proteina CYFRA 21-1 u urinu metodom ELISA i antigena CA 125 u
serumu metodom ECLIA zabiljezeni su sli¢ni rezultati usporedujuéi uzorke urina uzoraka s
EME i kontrolne skupine kao i u podskupina EME rASRM I-11 i rASRM I111-1V. Pokazane su
statisticki znacajno veée koncentracije proteina CYFRA 21 i antigena CA 125 u skupini
uzoraka s EME i podskupini EME rASRM I1-1V u odnosu na kontrolnu skupinu i podskupinu
rASRM I[-1I. Medutim, usporedujuci ta dva parametra u uzorcima urina protein CYFRA 21-1

biljezi preciznije rezultate u odnosu na antigen CA 125.

Analiziran je jednaki broj uzoraka skupine uzoraka s EME, kontrolne skupine i podskupina
uzoraka EME - rASRM i-11 | rASRM I11I-1V. Ove dvije metode iskazuju rezultate u razlic¢itim
mjernim vrijednostima te kao takve nisu medusobno usporedive. Rezultati su podijeljeni u pet
skupina: nisku (CYFRA 21-1 =100 - 499 ng/mg, CA 125 = 10,00 — 19,99 KU/I), srednje nisku
(CYFRA 21-1 = 500 - 999 ng/mg, CA 125 = 20,00 — 34,90 KU/I), srednju (CYFRA 21-1 =
1000 - 4999 ng/mg, CA 125 = 35,00 — 49.90 KU/I), srednje visoku (CYFRA 21-1 = 5000 -
9999 ng/mg, CA 125 = 50,00 — 99,00 KU/I) i visoku razinu rezultata (CYFRA 21-1=> 10000
ng/mg, CA 125 => 100 KU/I). U obje analize skupine rezultati su podijeljeni na jednak nacin

uzimajuci u obzir sve izmjerene vrijednosti.

Rezultate analize urina metodom ELISA i seruma metodom ECLIA su usporedeni nakon $to su
rezultati podijeljeni u skupine u obje analize izraZzeni udjelom u odnosu na veli¢inu analizirane
skupine. Rezultati koncentracija proteina CYFRA 21-1 u urinu analiziranih metodom ELISA i
CA 125 u serumu ECLIA metodom usporedeni su za skupinu uzoraka s EME i kontrolnu
skupinu (Slika 13.). Na isti nacin usporedene su koncentracije proteina CYFRA 21-1 u urinu
(ELISA) i CA 125 u serumu (ECLIA) u podskupinama uzoraka EME - rASRM I-11 | rASRM
I1-1V (Slika 14.).
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Slika 13. Zastupljenost proteina CYFRA 21-1 u urinu (ELISA) i CA 125 u serumu (ECLIA) u
uzorcima s ekstrauterinom migracijom endometrija i kontrolnoj skupini.
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Slika 14. Zastupljenost proteina CYFRA 21-1 u urinu (ELISA) i CA 125 u serumu (ECLIA) u

podskupinama ekstrauterine migracije endometrija rASRM I-11 i rASRM I11-1V.
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Proteini u urinu — odredeni dvodimenzionalnom elektroforezom

U ovom dijjelu istrazivanja ucinjena je dvodimenzionalna elektroforeza (izoelektricno
fokusiranje + SDS page elektroforeza) ukupno 60 uzoraka proteinskih taloga urina uzoraka
skupine s EME (podskupine EME - rASRM I-11 i rASRM I11-1V) i kontrolne skupine. Ovom
metodom nije prikazano razdvajanje proteina prema njihovoj molekulskoj masi iako je na
jednodimenzionalnoj elektroforezi pokazana prisutnost proteina razlicite molekulske mase u
uzorcima proteinskih taloga urina. Nakon bojenja elektroforetski obradenih gelova s Coomassie
brilliant blue G 250 bojom nisu se u dovoljnoj koli¢ini prikazali proteni na SDS-gelu niti nakon
4 dana bojenja gelova u otopini. Pretpostaviljen je uzrok neuspjeloj analizi proteina u strukturi
gela. Izradeni su gelovi s ve¢im 1 manjim porama. Medutim rezultat je bio nepromijenjen na 30
SDS gelova s ve¢im porama i 30 SDS gelova s manjim porama. Ostali uzorci proteinskih taloga
urina nisu dalje analizirani dvodimenzionalnom elektroforezom s obzirom da je napravljeno 60
SDS gelova na kojima su se elektroforetski razdvajali prethodno izoelektriéni fokusirani

proteini na IPG trakama koji nisu dali o¢ekivane rezultate.

4.9. Proteini u urinu — odredeni masenom spektrometrijom

Masenom spektrometrijom analizirani su proteinski talozi urina uzoraka skupine s EME (N=35)
1 kontrolne skupine (N=25). Rezultati su prikazani srednjom vrijednosti i1 statistiCkom
vrijednosti ,,p*“. Priprema proteinskih taloga urina za analizu masenom spektrometrijom radena
je na dva nacina s puferom i bez pufera za lizu. 1zdvojeno je 66 proteina koji su podijeljeni u 8
skupina prema aktivnosti u etiopatogenezi EME: imunosni faktori i upalni citokini, proteini s
proteolitickom aktivnosti i inhibitori proteaza, proteini koji sudjeluju u stani¢noj migraciji i
proliferaciji, proteini koji sudjeluju u stvaranju adhezija, proteini koji sudjeluju u apoptozi,
proteini s u¢inkom na krvozilni sustav, proteini s antioksidacijskom aktivnosti u oksidacijskom

stresu i ostali proteini koji sudjeluju u etiopatogenezi EME.

Imunosni faktori i upalni citokini u urinu

Wilcoxonovim testom uz pouzdanost od 95% pokazano je da su koncentracije proteina Beta
receptora transformirajuceg faktora rasta — tip 2 (ug/ul) analiziranog u urinu masenom
spektrometrijom u skupini uzoraka s EME statisti¢ki znacajno ve¢e nego u uzorcima urina
kontrolne skupine, p < 0,05. Koncentracija proteina Inducibilnog liganda koji kostimulira T

stanice (ug/ul) u urinu u skupini uzoraka s EME statisticki je znac¢ajno manja nego u uzorcima
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kontrolne skupine, p < 0,05. Nema statisticki znacajne razlike u koncentraciji proteina faktora
1 stimulacije kolonije makrofaga i galektina 9B (ug/ul) izmedu analiziranih skupina (Tablica
3).

Tablica 3. Srednja vrijednost koncentracije (ug/ul) imunosnih faktora i upalnih citokina u urinu:
inducibilni ligand koji kostimulira T stanice (ICOS LG), beta receptor transformirajuceg
faktora rasta — tip 2 (TGFBR2), faktor 1 stimulacije kolonije makrofaga (CSF1) i galektin 9B
(GAL9) u skupini uzoraka s ekstrauterinom migracijom endometrija i uzorcima kontrolne

skupine analiziranih masenom spektrometrijom (MS)

Analizirani Uzorci skupine s EME Uzorci kontrolne skupine

proteini u urinu | srednja vrijednost (ug/pul) | srednja vrijednost (ug/ul)
(MS) (N=30) (N=25)
ICOS LG 96,3 * 135,1
TGFBR2 287,7* 112,3
CSF1 105,8 101,8
GAL9 174,4 165,6

* - statisticka znacajnost, p < 0,05

Wilcoxonovim testom uz pouzdanost od 95% pokazano je da su koncentracije proteina
antagonista receptora interleukina 1 i beta podjedinice receptora interleukina 6 (ug/ul) u urinu
analiziranih masenom spektrometrijom u uzorcima skupine s EME statisti¢ki znacajno vece
nego u uzorcima kontrolne skupine, p < 0,05. Koncentracija veznog proteina interleukina 18
(ug/ul) u urinu u uzorcima skupine s EME zna¢ajno je manja nego u uzorcima kontrolne
skupine, p < 0,05. Nema statisticki znacajne razlike u koncentraciji proteina beta podjedince

receptora interleukina 10 (ug/pl) izmedu analiziranih skupina (Tablica 4.).

Tablica 4. Srednja vrijednost koncentracije (ug/ul) antagonista receptora interleukina 1
(IL1RN), beta podjedinice receptora interleukina 6 (IL1ORB), beta podjedinica receptora IL-6
(IL6ST) i veznog proteina interleukina 18 (IL18BP) u urinu u skupini uzoraka s ekstrauterinom
migracijom endometrija i uzoraka kontrolne skupine analiziranih masenom spektrometrijom
(MS).

Analizirani Uzorci skupine s EME Uzorci kontrolne skupine
proteini u urinu srednja vrijednost (ug/ul) | srednja vrijednost (ug/pl)
(MS) (N=30) (N=25)
ILIRN 71,1 * 27,6
ILI0RB 190,3 209,7
IL6ST 44,2 * 7,5
IL18BP 130,0 * 257,0

* - statistiCka znacajnost, p < 0,05
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Wilcoxonovim testom uz pouzdanost od 95% pokazano je da su koncentracije proteina
komponenta komplementa C3, komplementa C4-A, faktora komplementa B i faktora
komplementa H (ug/ul) u urinu analiziranih masenom spektrometrijom u uzorcima skupine s
EME statisticki znacajno veée nego u uzorcima kontrolne skupine, p < 0,05. Koncentracije
proteina komplementa C5, komplementa C7, komplementa C8 - alfa lanac i komplementa C9
(ug/wul) u urinu U skupini uzoraka s EME su statisti¢ki zna¢ajno manje nego u uzoraka kontrolne
skupine, p < 0,05 (Tablica 5.).

Tablica 5. Srednja vrijednost koncentracije (ug/ul) komplemenata u urinu: kompnente
komplementa C3 (C3), komplementa C4A (C4A), komplementa C5 (C5), komplementa C7
(C7), komplementa C8 (C8) i komplementa C9 (C9), faktora komplementa B (CFB) i faktora
komplementa H (CFH) u skupini uzoraka s ekstrauterinom migracijom endometrija i .uzorcima

kontrolne skupine analiziranih masenom spektrometrijom (MS)

Analizirani Uzorci skupine s EME Uzorci kontrolne skupine

proteini u urinu | srednja vrijednost (ug/ul) | srednja vrijednost (ug/pl)
(MS) (N=30) (N=25)
C3 272,6 * 109,2
C4A 307,0 * 87,9
C5 50,4 * 349,5
C7 61,3 * 239,7
C8 138,5 * 250,9
C9 139,7 * 218,9
CFB 1225 * 63,5
CFH 136,5 * 44,3

* - statisticka znacajnost, p < 0,05

Proteini s proteolitickom aktivnosti i inhibitori proteaza u urinu

Wilcoxonovim testom uz pouzdanost od 95% pokazano je da su koncentracije proteina
katepsina G i katepsina L1 (ug/ul) u urinu analizirane masenom spektrometrijom u uzorcima
skupine s EME statisti¢ki znac¢ajno vece nego u uzorcima kontrolne skupine, p < 0,05 Nema
statisticki znacajne razlike u koncentraciji proteina katepsina B i katepsina D (ug/pl) izmedu

analiziranih skupina (Tablica 6.).
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Tablica 6. Srednja vrijednost koncentracije (ug/ul) proteina u urinu: katepsin B (CatB), katepsin
D (CatD), katepsin G (CatG) i katepsin L (CatL) u skupini uzoraka s ekstrauterinom migracijom

endometrija i uzorcima kontrolne skupine analiziranih masenom spektrometrijom (MS)

Analizirani Uzorci skupine s EME | Uzorci kontrolne skupine
proteini u srednja vrijednost (ug/pul) | srednja vrijednost (ug/pl)
urinu (MS) (N=30) (N=25)
CatB 147,4 155,9
CatD 58,9 52,3
CatG 256,4 * 24,4
CatL 219,1 * 173,2

* - statisticka znacajnost, p < 0,05

Wilcoxonovim testom uz pouzdanost od 95% pokazano je da su koncentracije proteina matriksa
metaloproteinaze-9, inhibitora metaloproteinaze 2, inhibitora plazmatske proteaze C1, lektin
serinske proteaze 2 koja veze manan i receptora supstrata kinaze epidermalnog faktora rasta 8
slicnog proteinu 2 (ug/ul) u uzorcima urina analizirani masenom spektrometrijom u skupini s

EME statisti¢ki znac¢ajno manje nego u uzorcima kontrolne skupine, p <0,05 (Tablica 7.).

Tablica 7. Srednja vrijednost koncentracije (ug/ul) proteina s protealitickom aktivnos$éu i
inhibitora proteaza u urinu: matriks metaloproteinaza 9 (MMP-9), inhibitor metaloproteinaze 2
(TIMP-2), inhibitor plazmatske proteaze C1 (SERPINGL1), lektin serinska proteaza 2 koja veze
manan (MASP2) i receptor supstrata kinaze epidermalnog faktora rasta 8 slicnog proteinu 2
(EPS8L2) u skupini uzoraka s ekstrauterinom migracijom endometrija i uzorcima kontrolne

skupine analiziranih masenom spektrometrijom (MS)

Analizirani Uzorci skupine s EME Uzorci kontrolne skupine
proteini u urinu | srednja vrijednost (ug/pl) | srednja vrijednost (ug/pl)
(MS) (N=30) (N=25)
MMP-9 121,3* 400,0
TIMP-2 166,7 * 233,3
SERPING1 11,4 * 1249
MASP2 77,1* 289,3
EPS8L2 55,6 * 344,4

* - statistiCka znacajnost, p < 0,05

Wilcoxonovim testom uz pouzdanost od 95% pokazano je da su koncentracije proteina
Inhibitora serinske proteaze kazal tip 5, inhibitora proteaze Kunitz tip 2 , proteaze vezane na
membranu transkripcijskog faktora 1 i transmembranske serinske proteaze 2 (ug/ul) u urinu

analizirane masenom spektrometrijom u skupini uzoraka s EME statisticki znac¢ajno manje nego
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u uzorcima kontrolne skupine, p < 0,05. Koncentracije proteina prostazina (ug/ul) u urinu
analizirane masenom spektrometrijom u skupini uzoraka s EME statisticki su znacajno vece

nego u uzorcima kontrolne skupine, p < 0,05 (Tablica 8.).

Tablica 8. Srednja vrijednost koncentracije (ug/ul) proteina s protealitickom aktivnosti i
inhibitora proteaza u urinu: inhibitor serinske proteaze Kazal tip 5 (SPINKS5), inhibitor proteaze
Kunitz tip 2 (SPINT2), proteaza vezana na membranu transkripcijskog faktora 1 (MBTPS1),
transmembranska serinska proteaza 2 (TMPRSS2) i prostazin (PRSS8) u skupini uzoraka s
ekstrauterinom migracijom endometrija i uzoraka kontrolne skupine analiziranih masenom

spektrometrijom (MS)

Analizirani Uzorci skupine s EME Uzorci kontrolne skupine
proteini u urinu | srednja vrijednost (ug/ul) | srednja vrijednost (ug/ul)
(MS) (N=30) (N=25)
SPINKS5 138,1 * 257,9
SPINT2 40,7 * 284,3
MBTPS1 23,3 % 376,7
TMPRSS2 0,0* 280,0
PRSS8 479,0 * 170,9

* - statisticka znacajnost, p < 0,05

Proteini u urinu koji sudjeluju u stvaranju adhezija

Wilcoxonovim testom uz pouzdanost od 95% pokazano je da su koncentracije proteina
adhezijskog stani¢nog vaskularnog proteina-1, proteina 1 slican SPARC-u, L-selektina,
protokaderina gama-C3, protokaderina-1, dezmoplakina, antigena CD44 i mucina 1 (ug/ul) u
urinu analizirani masenom spektrometrijom u skupini uzoraka s EME statisti¢ki zna¢ajno vece
nego u uzorcima kontrolne skupine, p < 0,05. Statisticki znafajno manja razlika je u
koncentraciji proteina trombospodina-1 (ug/ul) u urinu u skupini uzoraka s EME u usporedbi s
kontrolnom skupinom, p < 0,05. Nema statisticki znacajne razlike u koncentraciji proteina
stani¢ne adhezijske molekule-1 (ug/ul) u uzorcima urina izmedu analiziranih skupina (Tablica
9.).
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Tablica 9. Srednja vrijednost koncentracije (ug/ul) proteina koji sudjeluju u stvaranju adhezija
u urinu: stani¢na adhezijska molekula-1 (ICAM-1), adhezijski stani¢ni vaskularni protein-1
(VCAM-1), protein 1 slican SPARC-u (SPARCL1), trombospondin-1 (THBS1), L-selektin
(SELL), protokaderin gama-C3 (PCDHGC3), protokaderin-1 (PDCH1), dezmoplakin (DSP),
antigen CD44 (CD44) i mucin 1 (MUCL1) u skupini uzoraka s ekstrauterinom migracijom

endometrija i uzorcima kontrolne skupine analiziranih masenom spektrometrijom (MS)

Analizirani Uzorci skupine s EME Uzorci kontrolne skupine
proteini u urinu | srednja vrijednost (ug/pl) | srednja vrijednost (ug/pl)
(MS) (N=30) (N=25)
ICAM-1 157,2 169,5
VCAM-1 190,1 * 21,8
SPARCL1 2215* 137,8
THBS1 28,6 * 62,4
SELL 222,71 * 156,1
PCDHGC3 216,3 * 134,7
PDCH1 400,0 * 67,7
DSP 285,1* 114,9
CD44 274,8 * 151,9
MUC1 201,3 * 108,6

* - statisticka znacajnost, p < 0,05

Proteini u urinu koji imaju uc¢inak na krvozilni sustav

Wilcoxonovim testom uz pouzdanost od 95% pokazano je da su koncentracije proteina
lumikana, alfa lanaca fibrinogena i tenascina (ug/ul) u urinu analizirane masenom
spektrometrijom u uzorcima skupine s EME statisticki znacajno vece nego u uzorcima
kontrolne skupine, p < 0,05. Koncentracija proteina endoglina i angitenzina (ug/pl) u urinu u
skupini uzoraka s EME statisticki znacajno su manje nego u uzorcima kontrolne skupine, p <
0,05. Nema statisticki znacajne razlike u koncentraciji proteina receptora 6 efrina B i

oligomernog proteina hrskaviénog matriksa izmedu analiziranih skupina (Tablica 10.).
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Tablica 10. Srednja vrijednost koncentracije (ug/ul) proteina u urinu koji imaju u¢inak na
krvozilni sustav: lumikan (LUM), endoglin (ENG), receptor 6 efrina B (EPH B6), alfa lanac
fibrinogena (FGA), oligomerni protein hrskavicnog matriksa (COMPT), angiotenzin (AGT) i
tenascin (TNC) u skupini uzoraka s ekstrauterinom migracijom endometrija i uzorcima

kontrolne skupine analiziranih masenom spektrometrijom (MS)

Analizirani Uzorci skupine s EME Uzorci kontrolne skupine
proteini u urinu | srednja vrijednost (ug/pl) | srednja vrijednost (ug/pl)
(MS) (N=30) (N=25)
LUM 129,3 * 11,5
ENG 1444 * 255,6
EPH B6 65,5 79,6
FGA 134,3 * 80,8
COMPT 186,3 213,7
AGT 166,6 * 233,4
TNC 308,8 * 98,2

* - statisticka znacajnost, p < 0,05

Proteini u urinu koji sudjeluju u apoptozi

Wilcoxonovim testom uz pouzdanost od 95% pokazano je da su koncentracije proteina
klasterina, tetraspanina-1, aneksina A2 i cink-alfa-2-glikoproteina (ug/ul) u urinu analizirani
masenom spektrometrijom u skupini uzoraka s EME statisticki znacajno vece nego u uzorcima

kontrolne skupine, p < 0,05 (Tablica 11.).

Tablica 11. Srednja vrijednost koncentracije (ug/ul) proteina u urinu koji sudjeluju u apoptozi:
klasterin (CLU), tetraspanin-1 (TSPAN1), aneksin A2 (ANXA2) i cink-alfa-2-glikoprotein
(AZGP1) u skupini uzoraka s ekstrauterinom migracijom endometrija i uzorcima kontrolne

skupine analiziranih masenom spektrometrijom (MS)

Analizirani Uzorci skupine s EME | Uzorci kontrolne skupine
proteini u urinu | srednja vrijednost (ug/pl) | srednja vrijednost (ug/pl)
(MS) (N=30) (N=25)
CcLuU 191,1* 102,3
TSPAN1 246,5 * 89,4
ANXA2 228,7* 131,3
AZGP1 181,6 * 53,3

* - statisticka znacajnost, p < 0,05
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Proteini u urinu koji sudjeluju u stani¢noj migraciji i proliferaciji

Wilcoxonovim testom uz pouzdanost od 95% pokazano je da su koncentracije proteina faktora
rasta slicnog inzulinu koji veze protein 2, faktora rasta slicnog inzulinu koji veze protein 3,
inzulinu sli¢nom faktoru rasta koji veze protein 7, receptora faktora rasta slicnog inzulinu 1,
proteina specificnog za zaustavljanje rasta 6, receptora tirozin-protein kinaze i ezrina (ug/ul) u
urinu analizirane masenom spektrometrijom u uzorcima skupine s EME statisticki znacajno

manje nego u uzorcima kontrolne skupine, p < 0,05 (Tablica 12.).

Tablica 12. Srednja vrijednost koncentracije (ug/ul) proteina koji sudjeluju u stani¢noj
proliferaciji i migraciji u urinu: faktor rasta sli¢énan inzulinu koji veze protein 2 (IGFBP-2),
faktor rasta sli¢nan inzulinu koji veze protein 3 (IGFBP-3), faktor rasta slian inzulinu koji veze
protein 7 (IGFBP-7), receptor faktora rasta slicnog inzulinu 1 (IGFLR-1), protein specifi¢an za
zaustavljanje rasta 6 (GAS6), receptor tirozin-protein kinaze (TYRO 3) i ezrin (EZR) u skupini
uzoraka s ekstrauterinom migracijom endometrija i uzorcima kontrolne skupine analiziranih

masenom spektrometrijom (MS)

Analizirani Uzorci skupine s EME | Uzorci kontrolne skupine
proteini u urinu | srednja vrijednost (ug/pl) | srednja vrijednost (ug/pl)
(MS) (N=30) (N=25)
IGFBP-2 139,3 * 260,7
IGFBP-3 129,3 * 232,4
IGFBP-7 119,7 * 184,9
IGFLR-1 100,1 * 300,3
GAS6 55,1 * 344,9
TYRO 3 0* 400,0
EZR 75,9 * 320,3

* - statisticka znacajnost, p < 0,05

Proteini u urinu s antioksidacijskom aktivnosti u oksidacijskom stresu

Wilcoxonovim testom uz pouzdanost od 95% pokazano je da je koncentracije proteina
kromogranina A (ug/ul) u urinu analizirana masenom spektrometrijom u uzorcima skupine s
EME statisti¢ki znacajno veca nego u uzorcima kontrolne skupine, p < 0,05. Koncentracije
proteina afamina, superoksid dismutaze (Cu-Zn) i peroksiredoksina 2 (ug/ul) u urinu u skupini
uzoraka s EME statisticki znacajno su manje nego u uzorcima kontrolne skupine, p < 0,05

(Tablica 13.).
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Tablica 13. Srednja vrijednost koncentracije (ug/ul) proteina u urinu koji imaju ulogu
antioksidansa: afamin (AFM), superoksid dismutaza (Cu-Zn) (SOD1), kromogranin A (CHGA)

I peroksiredoksin 2 (PRDX2) u skupini uzoraka s ekstrauterinom migracijom endometrija i

uzorcima kontrolne skupine analiziranih masenom spektrometrijom (MS)

Analizirani Uzorci skupine s EME Uzorci kontrolne skupine

proteini u urinu | srednja vrijednost (ug/ul) | srednja vrijednost (ug/ul)
(MS) (N=30) (N=25)
AFM 67,1 * 118,2
SOD1 44,3 * 184,4
CHGA 100,9 * 49,2
PRDX2 32,1* 117,9

* - statistiCka znacajnost, p < 0,05

Ostali proteini koji imaju potencijalnu ulogu u etiopatogenezi EME

Wilcoxonovim testom uz pouzdanost od 95% pokazano je da su koncentracije histona H1-4,
histona H3-1 i hepcidina (ug/ul) u urinu analizirane masenom spektrometrijom u skupini
uzoraka s EME statisticki znaCajno vece nego u uzorcima kontrolne skupine, p < 0,05.
Koncentracija proteina haptoglobina (ug/ul) u urinu u skupini uzoraka s EME statisticki

znacajno je manja nego u uzorcima kontrolne skupine, p < 0,05 (Tablica 14.)

Tablica 14. Srednja vrijednost koncentracije proteina (ug/ul): histon H1-4 (H1-4), histon H3C1
(H3-1), haptoglobin (HP) i hepcidin (HAMP) u urinu u skupini uzoraka s ekstrauterinom

migracijom endometrija i uzorcima kontrolne skupine analiziranih masenom spektrometrijom

(MS)

Analizirani Uzorci skupine s EME Uzorci kontrolne skupine
proteini u urinu | srednja vrijednost (ug/pl) | srednja vrijednost (ug/pl)
(MS) (N=30) (N=25)
H1-4 263.1* 68.7
H3-1 360,1 * 40,2
HP 4.4 * 97,5
HAMP 375,6 * 24,4

* - statistiCka znacajnost, p < 0,05
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5. RASPRAVA

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju statisti¢ki znac¢ajnu povezanost EME s razli¢itim vrstama
proteina u urinu. Koncentracija ukupno izlu¢enih proteina u prvom jutarnjem urinu je statisticki
zanacajno veca u skupini uzoraka s EME u usporedbi s kontrolnom skupinom. Vece
koncentracije ukupno izlué¢enih proteina u urinu pokazane su u svim stadijima prosirenosti
bolesti prema rASRM kriteriju, medutim nije pokazana statisticki znacajna razlika u
koncentraciji proteina u urinu ovisno o stupnju prosirenosti EME. Do sada je samo jedno
istrazivanje odredivalo koncentracije izlu¢enih proteina u urinu kod EME. Studija Lessey
(Lessey, 2014.) nije pokazala razliku u koncentraciji ukupnih proteina u urinu u uzorcima
skupine s EME u odnosu na uzorke kontrolne skupine. Suprotno od rezultata dobivenih u
navedenom istrazivanju u ovom istrazivanju zabiljezena je statistiCki znaCajno veca
koncentracija ukupnih proteina u urinu u uzorcima s EME. Razlika zabiljezenih rezultata
vjerojatno je zbog razlicite predanalitiCke pripreme urina U ovom istrazivanju za razliku od

studije Lessey (Lessey, 2014.)

5.1. Protein CYFRA 21-1

Rezultati viSe razli¢itih analitickih metoda u ovom istrazivanju pokazuju mogucu povezanost
povisene koncentracije proteina CYFRA 21-1 u urinu s EME kao 1 mogu¢u povezanost
promjene koncentracije proteina CYFRA 21-1 u urinu s klini¢ki procijenjenim stupnjem
prosirenosti EME. Iako je protein CYFRA 21-1 u vecini analitiCkih metoda znacajno povisen
u uzorcima s EME u odnosu na kontrolnu skupinu uzoraka rezultati se djelomi¢no preklapaju
izmedu uzoraka s EME i kontrolne skupine. Razine koncentracije proteina CYFRA 21-1

koreliraju s koncentracijom ukupnih proteina u urinu.

Osim statisti¢ki znacajno poviSene koncentracije proteina CYFRA 21-1 u urinu u skupini
uzoraka s EME, pokazane su i statisticki znacajno razli¢ite koncentracije proteina CYFRA 21-
1 ovisno o stupnju prosirenosti EME. U slucaju vece prosirenosti bolesti (EME-rASRM I11-1V)
koncentracija proteina CYFRA 21-1 u urinu je statisticki znacajno veéa u odnosu na manji
stupanj bolesti (EME - rASRM I-II) gdje se biljeZe nize vrijednosti. Ovo istrazivanje proteoma
urina se razlikuje od sli¢ne studije radene 2020. godine u kojoj su autori pokazali znac¢ajnu
povezanost proteina CYFRA 21-1 i EME, ali nisu pokazali promjene koncentracije ovisno o

stupnju prosirenosti EME prema rASRM Kklasifikaciji (Draj i sur., 2020.).
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Patofiziologija EME nije dovoljno razjaSenjena te postoji vise teorija njenog nastanka. EME je
u osnovi bolest spolnog sustava, medutim lokalizacije EME su razlicite. Nepostojanje
specificnog i neinvazivnog nacina dijagnosticiranja dovodi do kasnog postavljanja dijagnoze.
Cesto u trenutku pocetka lije¢enja postoji zna¢ajna progresija EME (Parasar i sur., 2017.). EME
se najceSc¢e nalazi na organima spolnog sustava, a rjede lokalizacije su na udaljenim mjestima
koja nisu usko povezana sa spolnim organima (American Society for Reproductive Medicine,
1997.). Nepravovremeno i neuniformirano lije¢enje EME i nejednak odgovor na primijenjenu
terapiju povezani su sa znacajnim svakodnevnim poteSkoc¢ama u bolesnica s EME (Burney 1
sur 2012.). Ovim istrazivanjem se zeljelo detektirati proteina CYFRA 21-1 u urinu kao moguci
biomarker EME. Analizirani su i drugi proteini u urinu kao potencijalni biomarkeri EME.
Urinarni biomarkeri bi omoguc¢ili rano i neinvazivno postavljanje dijagnoze EME kao i pracenje
tijeka bolesti. Protein CYFRA 21-1 u fizoloskim okolnostima normalno se nalazi u epitelnim
tkivima tvorec¢i vlaknasti citoskelet epitelnih stanica. Povisene koncentracije proteina CYFRA
21-1 u krvi i urinu vjerojatno nastaju djelovanjem serumskih proteaza i oslobadanja fragmenata
citokeratinskih niti u krv, a potom bubreznom filtracijom u urin (Menha i sur., 2008.).
Odredivanje proteina CYFRA 21-1 u serumu enzimskim imunolo$kim testom razvio je
Boehringer Mannheim. Garcia-Valdecasas je 2020. godine multivarijantnim analizama
postavio granicu povisene razine proteina CYFRA 21-1 u serumu. Enzimskim imunoloskim
testom definirao je normalne vrijednosti koncentracije proteina CYFRA 21-1 u serumu do 3,15
ng/mL (Garcia-Valdecasas i sur., 2020.; Takadai sur., 1995.; Menha i sur., 2008.).

Embrionalno se spolni sustav zapocinje razvijati iz iste osnove kao mokraéni sustav, a potom
se od Wolfovog kanala odvaja ureteralni pupoljak koji ¢e tvoriti kanalni sustav bubrega. U
kasnijem tijeku razvoja u Zenskog spola dolazi do regresije Wolfovog kanala i1 razvoja
Miillerovih kanala (Sadler i sur., 2012.). Vise je prihvacenih teorija etiopatogeneze EME
tumorski marker kod urotelijalnog karcinoma mokra¢nog mjehura (Miyake i sur., 2017.). EME
nastaje 1 na mokra¢nom mjehuru. Patoloske promjene koje nalazimo u mokra¢nom sustavu
ukljucuju¢i i EME mokra¢nog mjehura mogu maligno alterirati. Kod malignih bolesti urinarnog
trakta gotovo uvijek nalazimo poviSene vrijednosti poteina CYFRA 21-1 (Maggiore i sur.,
2015.).

Rezultate analize proteina CYFRA 21-1 u urinu metodom ELISA potvrdeno je i metodom
western blot. U ovom istrazivanju metoda western blot analize proteina CYFRA 21-1 u urinu

nije osnovna metoda ve¢ potvrda rezultata metode ELISA. Koncentracija proteina CYFRA 21-
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1 u uzorcima urina skupine s EME (ELISA, western blot) statisti¢ki znacajno je ve¢a u odnosu
na uzorake kontrolne skupine. Ovisno o stupnju prosirenosti EME koncentracije proteina
CYFRA 21-1 u urinu rastu sa stupnjem klini¢ke prosirenosti bolesti. U slu¢aju manjeg stupnja
EME (rASRM I-11) vrijednosti proteina CYFRA 21-1 statisti¢ki znacajno su niZze u odnosu na
veci stupanj prosSirenosti EME (rASRM I11-1V).

Istrazivanje koncentracije proteina CYFRA 21-1 u urinu metodom western blot u skupini
uzoraka s EME prvi puta je objavljeno 2011. godine, ali na vrlo malom broju analiziranih urina
(N=13) (Tokushige i sur., 2011.). Analiza proteoma urina u ovom istrazivanju temelji se na
znacajno ve¢em broju analiziranih uzoraka urina skupine s EME kao i uzoraka urina kontrolne
skupine (N=141). Usporedbom ovog istrazivanja s navedenim koncentracijama proteina
CYFRA 21-1 u urinu uzimajuéi u obzir samo uzorke skupine s EME rezultati su sli¢ni.
Medutim, za razliku od ovog istrazivanja promjene koncentracije proteina CYFRA 21-1 u urinu
ovisno o stupnju prosirenosti EME drugi autori nisu pokazali (Tokushige i sur., 2011.; Draj i
sur., 2020.).

Vecina dosadasnjih istrazivanja (Tokushige 1 sur., 2011.; Draj i sur., 2020.) koja se odnose na
koncentraciju proteina CYFRA 21-1 u uzorcima urina skupine s EME radena je metodom
western blot, a samo u pojedinim istrazivanjima metodom ELISA. Sung-hee (Sung-hee 1 sur.,
2017.) usporedivao je rezultate metoda ELISA 1 western blot analiziraju¢i raspon detekcije,
standardnu devijaciju i toCnost rezultata u obje metode. Zakljucuje da u sva tri analizirana
parametra metoda ELISA u odnosu na metodu western blot pokazuje vecu detekciju proteina,
manju standardnu devijaciju 1 vecu tocnost rezultata. Metoda western blot ima manju
osjetljivost, odnosno manji raspon detekcije proteina u odnosu na metodu ELISA. U ovom
istraZivanju proteoma urina niske koncentracije proteina CYFRA 21-1 u urinu su detektirane

metodom ELISA, ali ne i metodom western blot.

Mnogi su autori od pocetka 2011. godine pa do danas pokusali identificirati protein CYFRA
21-1 u urinu kao biomarker urina koji ¢e se istaknuti u dijagnostici EME 1 pracenju tijeka
bolesti. Medutim, samo nekoliko istrazivaca je djelomic¢no pokazalo takvu povezanost
(Tokushige i sur., 2011.; Draj 1 sur., 2020.), dok drugi u svojim studijama nisu mogli potvrditi
povezanost proteina CYFRA 21-1 i EME (Kuessel, 2014.; Lui i sur., 2015.; El-Kasti i sur.,
2011.). Razlog nejednakim rezultatima koncentracije proteina CYFRA 21-1 u urinu u uzorcima
s EME mogu biti zbog razli¢ite predanaliticke pripreme urina. Nisman (Nisman B, 2002.)
smatra da necentrifugirani uzorci urina imaju bolje rezultate koncentracije proteina CYFRA 21-
1. Precipitacija proteina u urinu s puferom za lizu rijetko se koristila u drugim istrazivanjima.
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Pojedini istrazivaci smatraju da odredene faze menstruacijskog ciklusa utjeu na aktivnost EME
1 imaju vaznu ulogu u ekspresiji proteina CYFRA 21-1 u urinu. Dok jedni smatraju vaznost
provodenja istrazivanja u preovulacijskoj fazi menstruacijskog ciklusa, drugi autori se ne slazu
s time (Tokushige, 2011.; Draj i sur., 2020.; El-Kasti i sur., 2011.). Pretpostavka utjecaja faze
menstruacijskog ciklusa na ishod rezultata usmjerila je 1 ovo istraZivanje analize proteoma
urina. Svi uzorci skupine s EME i kontrolne skupine bili su u folikularnoj fazi menstruacijskog
ciklusa. Uzorci urina analiziranih skupina su tijekom predanalitiCke pripreme centrifugirani, a
urini su precipitirani puferom za lizu. ZabiljeZeni rezultati proteina CYFRA 21-1 u urinu ne
potvrduju nesumljivo da u etiopatogenezi EME sudjeluje protein CYFRA 21-1, medutim takva
mogucnost postoji s obzirom na statisti¢ki zna¢ajno povecane koncentracije proteina CYFRA

21-1 u uzorcima urina s EME u usporedbi s uzorcima kontrolne skupine.

U sluc¢aju visokih koncentracija proteina CYFRA 21-1 u urinu (ELISA, WB) obje su metode
pokazale statisticki znacajno vecu koncentraciju proteina CYFRA 21-1 u uzorcima s EME u
odnosu na uzorke kontrolne skupine. Medutim, kod niskih koncentracija metoda western blot
nije imala Sirinu raspona detekcije proteina u urinu kao metodom ELISA. Nize koncentracije
proteina CYFRA 21-1 u urinu (< 7500 kDa) u kontrolnoj skupini uzoraka nisu detektirane
metodom western blot. Metoda western blot se zbog toga pokazala boljom, ali manje preciznom
od metode ELISA u grupiranju uzoraka s EME od zdrave kontrole. Ovom metodom nakon
vrijednosti proteina CYFRA 21-1 u urinu ve¢oj od 7500 kDa nema preklapanja rezultata i jasno

su razdvojeni uzorci s EME od uzoraka kontrolne skupine.

Draj (Draj i sur., 2020.) je istrazivao razinu koncentracije proteina CYFRA 21-1 u serumu kod
EME te je zabiljezio vece koncentracije u uzorcima seruma skupine s EME u odnosu na
kontrolnu skupinu uzoraka. U ovom istrazivanju mjerene su takoder serumske koncentracije
proteina CYFRA 21-1 u skupini uzoraka s EME 1 uzoraka kontrolne skupine. Nisu potvrdeni
rezultati drugih istrazivanja. Pokazana je statisticki znaCajno veca koncentracija proteina
CYFRA 21-1 u uzorcima seruma skupine s EME u odnosu na kontrolnu skupinu, ali sve
izmjerene vrijednosti su bile u granicama normalnih (< 3,3 ng/l). Moguce objasnjenje tih
rezultata je u funkciji proteina CYFRA 21-1 u serumu kao jedne vrste enzimskog substrata
(neutrofilne elastaze) i zato se brzo razgraduje u serumu kod upalnih bolesti kao §to je EME
(Gjavotchanoft, 2015.; Bartek, 1986.). Budu¢i da ipak postoji razlika u koncentraciji proteina
CYFRA 21-1 u uzorcima seruma s EME u odnosu na serume kontrolne skupine postoji
mogucénost da je doSlo do lize odredene koncentracije proteina CYFRA 21-1 u uzorcima seruma

s EME zbog upalnog stanja. Razina koncentracije proteina CYFRA 21-1 u uzorcima seruma s
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EME prije analize seruma moguce je bila veca, ali je prethodno doslo do njegove proteolize. U
kontrolnoj skupini uzoraka nema upalne bolesti i zbog toga nema proteolize proteina CYFRA
21-1. Opisana proteoliza je vrlo moguc¢a kod EME i zbog toga unato¢ manjim koncentracijama
proteina CYFRA 21-1 u skupini uzoraka s EME ipak postoji statisticki znacajna razlika u

usporedbi s kontrolnom skupinom uzoraka.

5.2. Antigen CA 125

Danas se postavljanje dijagnoze EME temelji na laparoskopskom kirurSkom zahvatu s
obaveznom patohistoloSkom dijagnozom. Tumorski marker CA 125 se u serumu koristi za
pracenje tijeka bolest. Pojedini istrazivaci smatraju da je serumska razina koncentracije CA 125
dobar pokazatelj stupnja prosirenosti EME. Ne slazu se svi istrazivaci s time 1 smatraju da CA
125 ne pokazuje dovoljnu specificnost u dijagnozi i pracenju prosirenosti EME (Zhao 1 sur.,
2020.; Karimi-Zarchi i sur., 2016). Serumska razina CA 125 je primarno poviSena kod malignih
bolesti jajnika, a kod EME pokazuje varijabilne rezultate posebno promatraju¢i njegovu
koncentraciju u razli¢itim stadijima progresije EME. Usporedeni su rezultat koncentracije CA
125 u serumu i proteina CYFRA 21-1 u urinu u skupini uzoraka s EME u odnosu na kontrolnu
skupinu. Protein CYFRA 21-1 u urinu kao i CA 125 u serumu pokazuju vece koncentracije u
skupini s EME. Medutim, usporedbom razli¢itih klini¢kih stupnjeva prosirenosti EME prema
rASRM Kklasifikaciji koncentracija proteina CYFRA 21-1 u urinu se povecava s ve¢im stupnjem

progresije EME, dok CA 125 u serumu ne pokazuje takvu promjenu koncentracije.

U ovom istrazivanju odredivanje koncentracije CA 125 u serumu pokazalo se dobro u pra¢enju
tijeka lijeCenja EME, ali nedovoljno dobro za odredivanje stupnja progresije bolesti prema
rASRM Kilasifikaciji. Koncentracija CA 125 u uzorcima seruma s EME je statisticki znacajno
veca u odnosu na uzorke kontrolne skupine. Medutim, nije pokazana statisticki znacajna razlika
u razini koncentracije izmedu minimalnog i teskog oblika EME prema rASRM klasifikaciji. U
objavljenim publikacijama isti¢u se razlicite razine koncentracije CA 125 u uzorcima serumu s
EME u odnosu na ovo istrazivanje (Karimi-Zarchi i sur., 2016.; Bedaiwy i sur., 2004). Postoji
mogucénost da veca razina upalnog procesa u uzorcima podskupine EME rASRM IMI-IV
mjenjajuéi propusnost endotela krvnih Zzila ima utjecaj na serumsku razinu CA 125 (Claesson-
Welsh i sur., 2020.).

Tokushige (Tokushige, 2011.) je 2011. godine dvodimenzionalnom elektroforezom izdvojio
proteine u urinu koji se nalaze u povecanoj koncentraciji u skupini uzoraka s EME. Nakon

eletroforetskog razdvajanja proteina, gelovi su obojeni otopinom Sypro ruby za bojenje gelova
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te potom analizirani masenom spektrometrijom. U ovom istrazivanju proteoma urina uzorci
urina su takoder analizirani dvodimenzionalnom elektroforezom, a gelovi s elektroforetski
razdvojenim proteinima obojeni Coomassie blue brilliant G-250 otopinom boje. Nakon bojenja
gelova nije dobivena dovoljna koli¢ina proteinskih mrlja kako bi se mogla analizirati razlika
izmedu uzoraka urina s EME iuzoraka kontrolne skupine. Za takav rezultat postoji pretpostavka
da je uzrok u neadekvatnoj veli¢ini pora na SDS gelu kao i u odabiru boje. Veli¢ina pora na
gelu se odreduje koncentracijom akrilamida u cijelokupnoj smjesi za polimerizaciju gela.
Napravljeni su elektroforetski gelovi s veéim i manjim porama mjenjaju¢i koncentraciju
akrilamida. Na gelovima je nakon bojenja prikazan odreden broj proteinskih mrlja Sto je
potvrdilo ispravan postupak pri cijelokupnoj analizi, ali je ta koli¢ina elektroforetski
razdvojenih proteina bila nedovoljna za daljnju analizu. S obzirom da je metoda ispravno radena
smatralo se da ovom metodom nije mogucée pokazati proteine molekularne mase manje od 50
kDa zbog praga osjetljivosti metode. Osjetljivost detekcije Coomassie brilliant blue G250 boje
manja je od 1 ng proteina u gelu, dok Sypro Ruby boja ima neSto ve¢u mogucnost detekcije
proteina u analiziranom uzorku. Jednaki uzorci obojeni su s Coomassie brilliant blue G250 1
Sypro Ruby bojom koja je detektirala viSe proteinskih mrlja na gelu u odnosu na CBB G250.
Obje metode bojenja SDS gelova u metodi dvodimenzionalne elektroforeze imaju svoje
prednosti 1 nedostatke, a razlike medu njima su male (Tokushige, 2011.; Hempelmann, 2008.;
Butt 1 sur., 2013.). Postoji mala moguc¢nost neuspjele analize proteina uzoraka urina s 2DE
metodom zbog odabira nacina izrade SDS gela i uporabe Coomassie brilliant blue G-250 boje.
Analizom proteina u proteinskim talozima urina kod EME masenom spektrometrijom potvrdeni
su rezultate drugih istrazivanja u serumu, peritonealnoj tekucini, eutopicnom i ektopicnom
endometriju na neinvazivan nacin analiziranjem prvog jutarnjeg urina. Osim toga pokazana je
statisticki znacajno povecana koncentracija i drugih proteina koji do sada nisu bili istraZivani u

EME.

5.3. Imunosni faktori i upalni citokini

Analizom imunosnih faktora i upalnih citokina u urinu potvrdeni su rezultati objavljenih studija
te je zabiljezena veca ekspresija beta podjedinice receptora IL-6 i antagonista receptora IL-1 u
urinu u skupini uzoraka s EME. Koncentracije antagonista receptora IL-1 u peritonealnoj
tekucini znacajno su vece u skupini uzoraka s EME u odnosu na kontrolnu skupinu. Takoder se
biljeze vece koncentracije kod visih stupnjeva prosirenosti EME (Wyatt i sur., 2021.). U vise

studija analizom biopsije eutopi€nog endometrija 1 ektopcnih endometrijskih stanica
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zabiljeZena je znacajno veca koncentracija beta podjedinice receptora IL-6 u skupini uzoraka s
EME u odnosu na kontrolnu skupinu (Li i sur., 2017.; Sherwin i sur., 2008.). Zabiljezena je
statisti¢ki znacajno vecéa koncentracije komplementa C3, C4a, faktora komplementa B i faktora
komplementa H i manje koncentracije C5, C7, C8 i C9 u urinu u skupini uzoraka s EME u
odnosu na kontrolnu skupinu. Navedeno je istrazivanja u kojem su snizene koncentracije
komplemenata u serumu kod EME za razliku od njihove koncentracije u peritonealnoj tekucini.
Agostinis (Agostinis i sur., 2021.) analizom uzoraka seruma i pertonealne teku¢ine s EME
biljezi povecane razine koncentracije komplementa C3, C4, C5b, C6, C7, C8 i C9 u
peritonealnoj tekucini i smanjene koncentracije istih komplemenata u serumu uzoraka s EME
u odnosu na kontrolnu skupinu. Takvi rezultati istrazivanja direktno impliciraju i snizene
koncentracije komplemenata u urinu kakvi su zabiljezeni. S druge strane C3 1 C4 komponente
komplementa su proteini koji sudjeluju u akutnoj upali 1 poviSene koncentracije u serumu nisu
nuzno povezane s EME. Sikora (Sikora 1 sur., 2018.) sugerira postojanje neuravnotezene
regulacije komplementa u lektinskom i klasiénom putu u peritonealnoj tekucini uzoraka s EME.
Takvo stanje ima proupalnu funkciju izazivajuci kroni¢nu upalu i bol. Zakljucuje da uzorcima
U peritonealne tekuc¢ine s EME postoje znacajno povecane koncentracije komponenti
komplementa C3c i C4 u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu. Na osnovu ovog istrazivanja
potvrduje vaznu ulogu komplementa C3 u etiopatogenezi EME. Analizom endometrijskih
stanica rijetko je zabiljeZena prisutnost komplementa C3 i C4 kod tezih oblika EME za razliku
od blazih oblika bolesti gdje su njihove koncentracije povisene. Komplementi C7, CFB i CFH,
ovisno o analiziranim stanicama su razli¢ito eksprimirani u uzorcima s EME i kontrolne
skupine. Zabiljezene su visoke koncentracije komplementa C7 u ektopicnim endometrijskim
stanicama dok eutopi¢ne endometrijske stanice pokazuju izrazito niske koncentracije
komplementa C7 u skupini uzoraka s EME. Ekspresija proteina CFB i CFH takoder je visa u
ektopiénim endometrijskim stanicama u odnosu na uzorke eutopi¢nog endometrija s EME

(Suryawanshi i sur., 2014.).

Pokazana je statisticki znaCajno manja koncentracija veznog proteina interleukina 18,
inducibilnog liganda koji kostimulira T stanice, faktora 1 stimulacije kolonije makrofaga i
granulocitnog faktora 1 stimulacije kolonije makrofaga u urinu u skupini uzoraka s EME u
odnosu na kontrolnu skupinu. U publikacijamazabiljezene su sniZzene koncentracije I1L-18 u
uzorcima peritonealne teku¢ine i seruma s EME u odnosu na kontrolnu skupinu uzoraka, ali
nisu pronadena istrazivanja u kojima se povezuju vezni protein interleukina 18 i EME (Glitz i

sur., 2009.; Fairbanks i sur., 2009.; Ning i sur., 2004.). Citokin IL-18 regulira ravnotezu
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protuupalnih citokina. Njegovu aktivnost s vrlo visokim afinitetom ponistava IL18BP.
Ekspresiju interferona gama (IFNy) odreduje IL18, a ekspresiju IL-18BP odreduje IFNy.
Budud¢i da je IL18 iznimno vaZzan aktivator patoloske upale, njegova regulacija negativnom
povratnom spregom pomoc¢u IL18BP posredovanog IFNy klju¢an je mehanizam u upalnim
procesima (Miihl i sur., 2019.) Povezanost IL 18 i IL18BP moze objasniti jednako niske

koncentracije IL18 u peritonealnoj tekucini 1 [L18RB u urinu.

Perricos (Perricos i sur., 2020.) je istrazivo koncentraciju ICOS liganda u peritonealnoj tekucini
kod EME i usporedio je s kontrolnom zdravom skupinom. Zabiljezio je znaajno nizu
koncentraciju ICOS liganda u peritonealnoj tekucini kod EME u odnosu na kontrolnu skupinu.
U peritonealnoj tekucini kod EME postoji neravnoteza protuupalnih i proupalnih medijatora.
PoviSena je koncentracija cijelog niza proupalnih proteina koji podrzavaju kroni¢no upalno
stanje EME. Koncentracije protuupalnih citokina kao i ICOS liganda su snizene kao i u ovom

istrazivanju proteina u urinu (Perricos i sur., 2020.).

Rezultati poviSenih koncentracija anti-GM-CSF u serumu u skladu su s zabiljeZenim
rezultatima snizene koncentracije GM-CSF i CSF1 u uzorcima urina skupine s EME u ovom
istrazivanju. U istrazivanju neinvazivnih biomarkera EME u serumu nije pronadena razlika u
koncentraciji faktora stimulacije kolonije makrofaga granulocita (GM-CSF) u odnosu na
kontrolnu skupinu (Anastasiu i sur., 2020.; Borrelli i sur., 2014.). Aligeti (Aligeti i sur., 2011.)
je zabiljezio povecane razine CSF-1 u peritonealnoj tekucini kod EME i zaklju¢io da CSF-1
podrzava kroni¢no upalno stanje EME. U drugoj studiji analizirana je koncentracija anti-GM-
CSF (anti-CSF2) u uzorcima seruma s EME, a rezultati su usporedeni i sa stupnjem pros§irenosti

bolesti.

Koncentracija anti-GM-CSF je znacajno veéa u uzorcima seruma s EME u odnosu na kontrolnu
skupinu 1 povecava se s ve¢im stupnjem prosirenosti EME, a najveca je kod duboke zdjelicne
EME (Toullec i sur., 2020). Faktor stimulacije kolonije makrofaga (CSF1) ima ulogu u
odrzavanju kroni¢nog upalnog stanja kod EME. PoviSene koncentracije anti-GM-CSF u serumu
direktno smanjuju koncentracije GM-CSF. Faktor stimulacije kolonija makrofaga (CSF1) i
faktor stimulacije kolonije granulocita-makrofaga (CSF2) imaju isti ucinak na aktivnost
makrofaga. Nisu pronadene publikacije vezane za istrazivanja CSF1 i EME u serumu.
Potkrijepljeni su rezultati istrazivanja proteina u urinu s CSF2 i anti-GM-CSF u serumu, jer

koncentracija proteina u serumu mogu implicirati i jednake razine u urinu.
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U ovom istrazivanju proteoma urina nema razlike u koncentraciji galektina 9 i receptora
galektina 9 imunoglobulina-3 T stanica u analiziranim skupinama. Receptor galektina 9 je
imunoglobulin-3 T stanica (Tim-3). Interakcija Tim-3 s njegovim ligandom GAL 9 inducira
apoptozu (Sakuishi i sur., 2011.). Kovacsa (Kovéacsa i sur., 2021.) i suradnici analizirali su
koncentraciju LGALS9 u uzorcima seruma s EME. Galectin-9 je bio znacajnije visi kod
uzoraka skupine s EME u odnosu na kontrolnu skupinu. Galektini su vjerojatno uklju¢eni u
regulaciju apoptoze i na taj na¢in imaju indirektnu ulogu u progresiji EME. Brubel (Brubel i
sur., 2017.) je takoder analizom uzoraka seruma s EME potvrdio znacajno povisenu
koncentraciju GAL-9 u odnosu na kontrolnu skupinu. Koncentracija GAL-9 biljezi i promjenu
s povecanjem stupnja prosSirenosti EME. U EME nije dovoljno izrazena apoptoza ektopicnih
endometrijskih stanica Sto implicira moguci razlog rezultata koncentracija Gal9 1 Tim3 u ovom

istraZivanju u urinu.

U literaturi nisu pronadena istrazivanja koja povezuju EME s beta podjedinicom receptora IL-
10 i Beta receptora transformiraju¢eg faktora rasta 2. U urinu u uzorcima skupine s EME
zabiljeZena je veca koncentracija beta podjedinice receptora IL-10, ali ta razlika nije statisticki
znacajna u odnosu na kontrolnu skupinu. Nekoliko je autora u svojim studijama istaknulo
povisene vrijednosti IL-10 u eutopi¢nim endometrijskim stanicama i peritonealnoj tekucini u
skupini uzoraka s EME uklju¢ujuci i adenomiozu (Suen i sur., 2019.; Satriani i sur., 2019.;
Alborzi i sur., 2019.). Koncentracije IL10RB nisu istrazivane u serumu kod EME. Analizom
koncentracije ILIORB u serumu mogla bi se ustvrditi moguca povezanost s EME i objasniti
koncentracije u urinu. Osim toga u navedenim se studijama navode povisene koncentracije IL10

Sto indirektno implicira 1 poviSene koncentracije njegovog receptora ILIORB.

Chen (Chen i sur., 2019.) je analizom seruma i ektopi¢nih endometrijskih stanica primjetio
izrazito poviSene koncentracije TGFBR1 u skupini uzoraka s EME. Receptori TGFBRL1 i
TGFBR2 su izoforme TGFBR. Kompleks TGF-B sastoji se od dva transmembranska receptora
tipa 1 i tipa 2 koji imaju aktivnost serin/treonin kinaze. Nakon aktiviranja TGF-p, TGFBR2
fosforilira TGFBR1. Zajedno tvore kompleks koji se veze na TGF- proteine (Kamato i sur.,
2013). Proteoliticki TGF-B je poviSen u skupini uzoraka s EME. Sastavni je dio kompleksa
TGF-B su 1 TGFBR1 i TGFBR2. Povecéane razine TGFBRI1 iziskuju i povecane koncentracije
TGFBR2 i istovremeno biljeze promjene koncentracije. Rezultati navedenog istrazivanja gdje
je povisen TGFBRI1 su u skladu s povisenim koncentracijama analize TGFBR2 u uzorcima

urinu skupine s EME.
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5.4. Proteini s proteolitiCkom aktivnosti i inhibitori proteaza

Analizom koncentracije proteina s proteolitickom aktivnosti i inhibitora proteaza katepsina G,
katepsina L i lektin serinske proteaze 2 koja veze manan u urinu kod EME zabiljezene su
povecane koncentracije u skupini uzoraka s EME u odnosu na kontrolnu skupinu. U vise studija
istrazivan je utjecaj Cat G u etipoatogenezi EME. U literaturi autori imaju jednak zakljucak.
Povecane koncentracije katepsina G u folikularnoj fazi menstruacijskog ciklusa u stanicama
eutopicnog endometrija mogu imati ulogu u nastanku EME (Laudanski i sur., 2013.). Razina
katepsina G zabiljezena u uzorcima tkiva ektopi¢nog endometrija kod EME bila je vise od
dvostruko vec¢a u odnosu na eutopi¢ni endometrij uzoraka kontrolne skupine. (Grzywa 1 sur.,
2014.). U ovom istrazivanju proteoma urina zabiljeZena je statistiCki znacajno veca
koncentracija katepsina L u uzorcima skupine s EME. Porter (Porter i sur., 2016.). takoder
biljezi do pet puta veca koncentracija CatL u stanicama ektopi¢nog endometrija u odnosu na
peritonealno tkivo uzorcima s EME. U viSe istrazivanja je zabiljeZena znacajno veca
koncentracije MASP 2 u peritonealnoj tekuc¢ini skupine uzoraka s EME u usporedbi s
kontrolnom skupinom (Agostinis i sur., 2021.; Sikora i sur., 2018.). Vece koncentracije MASP
2 zabiljezene su i1 analizom urina u skupini uzoraka s EME ¢ime su potvrdena dosadasnja

istrazivanja i povezanost MASP2 i EME.

Analizom proteoma urina u skupini uzoraka s EME zabiljezene su statisticki znacajno nize
vrijednosti katepsina B, matriks metaloproteinaze-9, inhibitora metaloproteinaze 2 i inhibitora
plazmatske proteaze C1 u odnosu na kontrolnu skupinu. U mnogim istrazivanjima razlikuju se
serumske koncentracije proteina od onih u endometrijskim stanicama ili peritonealnoj tekucini.
S obzirom da nisu pronadane publikacije analize Cat B u serumu kod EME postoji vjerojatnost
da je to razlog razlike izmedu dosada$njih studija i zabiljeZenih rezultata Cat B u urinu. U vise
studija su istraZzivane koncentracije katepsina B u eutopi¢nom i ektopicnom endometrijskom
tkivu uzoraka s EME. Kim (Kim i sur., 2013.) navodi da bi veca ekspresija Cat B u eutopi¢nim
endometrijskim stanicama mogla biti povezana s razvojem EME. Laudinski (Laudanski i sur.,
2013.) analiziranjem eutopi¢nog endometrija kod EME i uo€avanjem povecanih koncentracija

katepsina B potvrduje klju¢nu ulogu katepsina B u etiopatogenezi EME .

Analizom MMP-9 i TIMP-2 u proteinskim talozima urina u skupini uzoraka s EME je potvrdila
dvije od dosadasnijh studija te su MMP-9 i TIMP-2 imali niZze koncentracije u odnosu na
kontrolnu skupinu. Omjer MMP9 i TIMP2 ima vaznu ulogu u nastanku EME od njihovih

koncentracija u analiziranom uzorku. Neadekvatna regulacija MMP moze biti faktor u
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etiopatogenezi EME. Nije jasno da li je neadekvatna regulacija MMP i TIMP kod uzoraka s

EME primarni uzrok ili sekundarna reakcija ekstrauterinih endometrioti¢nih lezija.

Znacajno nize koncentracije MMP-9 u odnosu na kontrolnu skupinu bile su u serumu i
peritonealnoj tekuc¢ini (Liu i sur., 2015.). Analiza koncentracije MMP u uzorcima peritonealne
tekucine s EME pokazuje povisenu koncentraciju MMP-9 i smanjenu koncentraciju TIMP -2 u
odnosu na kontrolnu skupinu uzoraka (Huang i sur., 2004.; Szamatowicz i sur., 2002.). Skupina
istrazivaca analizirala je MMP-9 i TIMP-2 u skupini s EME u eutopi¢nim i ektopi¢nim
endometrijskim stanicama, serumu i peritonealnoj tekéini. Eutopi¢ne endometrijske stanice su
pokazale niske koncentracije MMP-9 i visoke TIMP-2, dok su ektopi¢ne endometrijske stanice
imale visoke koncentracije MMP-9 i niske TIMP-2 (Kuan i sur., 2021.). U drugim su
istrazivanjima u serumu 1 peritonealnoj teku¢ini kod EME pronadene niske koncentracije
TIMP-2 (Rambulangi i sur., 2015.) i visoke razine MMP-9 (Kodarahmian i sur., 2019.) U jednoj
studiji su zabiljezene viSe koncentracije MMP-9 u eutopi¢nim enometrijskim stanicama
uzoraka s EME u odnosu na kontrolnu skupinu (Madjid i sur., 2020.). Neadekvatna ekspresija
MMP i1 TIMP moze potaknuti EME aktiviraju¢i procese migracije i invazije endometrijskih
stanica i neoangiogenezu (Batkowiec i sur., 2018.). Smatra se da MMP uz ostale faktore ima
vrlo vaznu ulogu u nastanku ekstrauterine implantacije endometrioti¢nih stanica, dok TIMP

ima supresivnu ulogu u etiopatogenezi EME inhibiraju¢i MMP (Madjid i sur., 2020.).

Reeker (Rekker i sur., 2017.) je analizirao potencijalne gene i biomarkere vezane uz EME u
eutopi¢nim i ektopi¢nim endometrijskim stanicama. Inhibitor komplemenata SERPING 1 je
povisen u uzorcima ektopicnog endometrija s EME (Regiani i sur., 2015.). U folikularnoj
tekuc¢ini s EME SERPING 1 je bio detektiran u skupini uzoraka s EME, ali ne i u kontrolnoj
skupini uzoraka. Protein SERPINGI1 je inhibitor serinske proteaze. Ukljucen je u regulaciju
kaskadne reakcije komplementa. Aktivacija C1 komplementa pod kontrolom je C1 inhibitora
tako Sto sprjecava njegovu spontanu aktivaciju. U uzorcima urina skupine s EME zabiljeZene
su izuzetno niske razine C1r i Cls u odnosu na kontrolnu skupinu. Koncentracije proteina
SERPING 1 i Cls su oc¢ekivane. Moguce je da se oba proteina lokalno eksprimiraju u visokim
koncentracijama, dok su njihove serumske koncentracije zna¢ajno nize (Rekker i sur., 2017.).
Niskim koncentracijama SERPING 1 u serumu mogu se tumaciti i jednako niske koncentracije

u uzorcima urina s EME.

Analizom proteina u urinu nije nadena razlika u koncentraciji CathD izmedu analiziranih
skupina. Kim (Kim i sur., 2013.) zamijec¢uje da je ekspresija CathD u sinergiji s koncentracijom
estrogena. Zabiljezene su vece koncentracije CathD u uzorcima peritonealne teku¢ine s EME i
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koncentracija se povecava s ve¢im stupnjem prosirenosti EME. Zakljucuje da katepsin D moze
regulirati proliferaciju i invaziju stanica u EME. U drugoj studiji analizirana je koncentracija
katepsina-D u uzorcima seruma s endometriomima jajnika koja je bila znac¢ajno veéa u odnosu
na uzorke kontrolne skupine. Takoder je uocena korelacija koncentracije CathD sa stupnjem
prosirenosti EME (Protopapas i sur., 2010.). Suzumori (Suzumori i sur., 2005.) u istrazivanju
biljezi drugacije rezultate i ne nalazi znacajne razlike u koncentraciji CathD u uzorcima seruma
kod s EME. Mozemo zakljuéiti da je urin manje dobar uzorak za analizu CathD u skupini s
EME. S druge strane iako istrazivanje nije recentno, rezultati ovog istrazivanja proteina u urinu
potvrduju rezultate autora Suzmori (Suzumori 1 sur., 2005.). Ipak postoji mala moguénost da
unazad 15 godina analiza seruma nije bila na jednakoj razini kao danas i zbog toga mozda nema

razlike u koncentracijama CathD izmedu analiziranih skupina.

Nema publikacija koje povezuju proteine receptora supstrata kinaze epidermalnog faktora rasta
8 slicnog proteinu 2, inhibitora serinske proteaze Kazal tip 5, inhibitora proteaze Kunitz tip 2,
proteaze vezane na membranu transkripcijskog faktora 1, transmembranske serinske proteaza
2 i prostazina s EME. U ovom istrazivanju analizom proteoma urina EPS8L2, SPINK 5, SPINT
2, MBTPS1, TMPRSS2 i PRSS8 imaju viSestruko manju koncentraciju u skupini uzoraka s
EME u odnosu na kontrolnu skupinu. Stani¢na adhezija, migracija i invazija stanica povezani
su s EME. Remodeliranje aktinskog citoskeleta nuzno je za postizanje stani¢ne adhezije i
migracije. Protein EPS8L2 veze faktor stimulacije rasta s aktinom i regulira remodeliranje
aktinskog citoskeleta. Nadalje, EPS8L2 pojacava aktivnost EGF-a, a epidermalni faktor rasta
sudjeluje u diferencijaciji stanica i mitozi. Zapazeno je da se EPS8 prekomjerno eksprimira u
malignim bolestima jajnika (Luo i sur., 2021.; Flamini i sur., 2009.; Offenhduser i sur., 2004.).
Kako EME jajnika moze imati maligni potencijal, moguce je da se EPS8L2 eksprimira u

povecanoj koncentraciji kod visokorizicne EME.

U urinu u skupini uzoraka s EME zabiljeZene su niske razine TMPRSS2. Mehanizam djelovanja
kod EME moze biti sli¢an kao i kod SPINT 2 utjecajem na aktivnost HGF. Poznato je da EME
jajnika moze imati maligni potencijal i alterirati u eptelni karcinom jajnika. U zdravom epitelu
dobro je regulirana ekspresija gena za prostazin i on nije eksprimiran u nekancerogenim
stanicama. Prekomjerna ekspresija prostazina izraZena je u samom pocetku nastanka karcinoma
jajnika. Progresijom karcinoma jajnika biljezi se porast koncentracije prostazina. Ta ¢injenica
sugerira da bi PRSS8 mogao odraZavati fenotip ovarijskog karcinoma (Tamir 1 sur., 2016.).
Veliki broj autora istrazivao je povezanost PRSS8 kod karcinoma jajnika. U slucajevima

ovarijskog karcinoma zabiljezili su znacajno povisene koncentracije PRSSS8. (Chunyan i sur.,
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2021.; Kumar i sur., 2020.; Singh i sur., 2019.). S obzirom da su u ovom istrazivanju
patohistoloSkom analizom utvrdena samo dva uzorka s visokorizicnom EME, a PRSS8 se
eksprimira u kancerogenim stanicama PRSS8 bi mozda mogao biti dobar marker za selekciju

visokoriziéne EME.

5.5. Proteini koji sudjeluju u staniénoj migraciji i proliferaciji

U ovom istrazivanju proteina u urinu koji sudjeluju u stani¢noj migraciji i proliferaciji EME
izdvojeni su protein specifian za zaustavljanje rasta 6, receptor tirozin-protein kinaze i ezrin
biljeze statisticki znacajno nize koncentracije u skupini uzoraka s EME u odnosu na kontrolnu
skupinu. Kod akutnih 1 kroni¢nih upalnih stanja izrazito su poviseni GAS6 1 TYRO3 u serumu.
Moguce je da su zbog proteolize u serumu manje koncentracije tih proteina u urinu. Naime, u
literaturi nisu pronadena istrazivanja u kojima su u serumu i urinu analizirane koncentracije
proteina GAS6 i TYRO3 kod neosteéene funkcije bubrega. Protein Gas6 je ligand za Axl/Tyro3
receptorske tirozin-kinaze (RTK). Protein Tyro3 poznat je pod nazivom Sky. Afinitet vezanja
Gas6 na receptore je veci za Axl nego Tyro3. Jednom receptorski vezan Gas6 aktivira
fosforilaciju receptora, a koliko ¢e reakcija biti jaka oviso o njegovoj koncentraciji (Cormack i
sur., 2008.). U istrazivanju autora Sun (Sun i sur., 2002.). u kojem je analiziran protein GAS 6
i njihove tirozin-kinaza receptore Axl i Sky u uzorcima tkiva eutopicnog endometrija i
ekstrauterinih endometrioticnih lezija u skupni s EME. U svim analiziranim uzorcima
endometrijskih stanica eutopi¢nog 1 ektopi¢nog endometrijskog tkiva pronadena je ekspresija
Gas 6, Axl i Sky. Koncentracija Sky mRNA receptora tirozin-kinaze je bila jednaka u svim
analiziranim tkivima uzoraka s EME. Medutim, koncentracije Gas6 1 AXI mRNA u ektopi¢nom
endometriju znacajno su vece nego u uzorcima endometrijskih stanica eutopi¢nog endometrija
u skupini s EME. Povisene koncentracije Ax] mRNA zadrzale su jednaku razinu u svim fazama
menstruacijskog ciklusa. Receptori AxI/SKy imaju aktivnost transformacije stanica te se smatra
da su kod EME eksprimirani u povecanoj koncentraciji i ukljuceni u proliferaciju stanica i

razvoj bolesti (Sun i sur., 2002.).

Vise je istrazivanja u kojima je analizirana ekspresija proteina ezrin u skupini uzoraka s EME.
Jiang (Jiang i sur., 2012.) ukazuje na prekomjernu ekspresiju EZR kod uzoraka s EME i sugerira
njegovu znacajnu ulogu u procesu migracije endometrijskih stanica u EME. Analizirane su
stanice eutopicnog i ektopicnog endometrija skupine s EME u odnosu na kontrolnu skupinu
uzoraka. ZabiljeZene su znacajno vece ekspresije ezrina u ektopi¢nim endometrijskim
stanicama u odnosu na eutopican endometrij (Song i sur., 2020.). Usporeduju¢i dosadaSnja

80
Alenka Visnié Doktorska disertacija



Uloga sekretornih proteina u razvoju izvanmatericne migracije endometrija

istrazivanja koja povezuju protein ezrin i EME s istrazivanjem EZR u urinu nisu potvrdeni
dosadasnji rezultati. Razlog nejednakim rezultatima moze lezati u Cinjenici da su analizirani
razli¢iti uzorci. Naime, proteini u urinu produkt su stanicnog metabolizma te je moguéa njihova

razgradnja proteolitickim enzimima u krvi.

Nije nadena recentna literatura vezana uz istrazivanja faktora rasta slicnog inzulinu koji veze
protein 2, faktora rasta slicnog inzulinu koji veze protein 3, faktora rasta slicnog inzulinu koji
veze protein 7 1 receptora faktora rasta sli¢nog inzulinu 1 u uzorcima urina s EME. Zabiljezeni
rezultati u urinu usporedeni su sa starijim studijama. U svim analiziranim uzorcima urina
koncentracije IGFBP-2, IGFBP-3, IGFBP-7 i IGFLR1 su statisticki zna¢ajno nize u skupini
uzoraka s EME u odnosu na kontrolnu skupinu, te su potvrdeni rezultati dosadaSnjeg
istrazivanja (Kim isur., 2000.). Moguce je da lokalno nisko eksprimirane koncentracije IGFBP-
2 i IGFBP-3 imaju istu ekspresiju i u serumu $to implicira niske koncentracije u urinu. U
recentnoj literaturi se sugerira da su IGFBP-2, IGFBP-3 i IGFBP ¢imbenici koji dovode do
proliferacije stanica karcinoma i progresiju bolesti (Li i sur., 2020.; Jin i sur., 2020.; Frisch sur.,
2015.). Usporedbom koncentracije IGFB u peritonealnoj tekuéini kod EME sa kontronom
skupinom koncentracije IGFBP-3 i IGFBP-2 su u peritonealnoj tekucini zna¢ajno nize u
uzorcima skupine s EME (Kim i sur., 2000.). Analizom koncentracije IGFBP-3 u folikularnoj
tekucini u skupini uzoraka s EME nije zabiljezena razlika u odnosu na kontrolnu skupinu
(Cunha-Filho i sur., 2003.). Kutsukake (Kutsukake i sur., 2008.) je analizirao IGFBP-7 u
eutopi¢nim endometrijskim stanica za vrijeme menstruacijskog krvarenja i uzorcima seruma s
EME. Koncentracije IGFBP-7 u serumu su znatno nize za razliku od poveéane ekspresije
IGFBP-7 u maternici tijekom menstruacije. Zakljucuje da je IGFBP-7 povezan s

etiopatogenezom EME.

Cimbenici rasta su vazni u etiopatogenezi EME. Inzulin i ¢imbenici rasta sliéni inzulinu
sudjeluju u diferencijaciji i proliferaciji stanica u endometriju tijekom menstrualnog ciklusa, a
vjerojatno imaju i utjecaj u ekstrauterinoj invaziji endometrijskih stanica u EME. Ekspresija
receptora faktora rasta sliénog inzulinu 1 je manja u ektopi¢nim endometrijskim stanicama u
usporedbi s eutopi€nim endometrijem kod istih uzoraka s EME (Florova i sur., 2021.). Nize
koncentracije receptora IGFLR impliciraju 1 niZe koncentracije IGFLR-1 ¢ime su vjerojatno

potvrdeni rezultati dosadasnjih istraZivanja.

81
Alenka Visnié Doktorska disertacija



5.6. Proteini koji sudjeluju u stvaranju adhezija

Koncentracije proteina u urinu koji sudjeluju u stvaranju adhezija stani¢ne adhezijske molekule
1, adhezijskog stani¢nog vaskularnog proteina 1, trombospodina 1, L selektina, antigena CD44
I mucina 1 u urinu znatno su veée u skupini uzoraka s EME. Vise je studija (Li i sur., 2018.;
Proestling i sur., 2020.; Gupta i sur., 2006.; Kuessel i sur., 2017.) u kojima je analiziran utjecaj
ICAM-1 u etiopatogenezi EME. Navodimo studiju (Li i sur., 2018.) u kojoj je zakljuceno da
serumski ICAM-1 ima grani¢nu dijagnosti¢ku vrijednost kod EME. Dijagnosticka to¢nost puno
je veca kod azijske populacije u usporedbi s bijelcima. U drugoj studiji zaklju€eno je da nema
razlike u koncentraciji ICAM-1 u uzorcima seruma izmedu skupine s EME i kontrolne skupine.
Jednako tako koncentracija ICAM-1 nije povezana sa stupnjem progresije EME (Proestling i
sur., 2020.). U istraZzivanju koncentracije ICAM-1 u peritonealnoj tekuc¢ini u skupini s EME
nema znacajne razlike u usporedbi s kontrolom skupinom. Koncentracije ICAM-1 ne razlikuju
se niti medu uzorcima s razli¢itim stadijima EME (Gupta 1 sur., 2006.). Navodimo istrazivanje
u kojem su analizirane koncentracije VCAM-1 i ICAM-1 u ektopi¢nim i eutopi¢nim
endometrijskim stanicama, peritoneumu i serumu u skupini uzoraka s EME u odnosu na
kontrolnu skupinu. Koncentracije VCAM-1 i ICAM-1 u skupini uzoraka s EME znatno su vece
u ektopicnim endometrijskim stanicama u odnosu na eutopi¢ni endometrij. Jednako su
zabiljeZzene vece koncentracije VCAM-1 i ICAM-1 u peritonealnim stanicama u skupini
uzoraka s EME koje nisu bile zahvaéene s endometrioticnim plakovima u odnosu na kontrolnu
skupinu. Eutopi¢ne endometrijske stanice uzoraka s EME biljeze vec¢e koncentracije VCAM-1
U odnosu na kontrolnu skupinu. Analizom serumskih koncentracija uzoraka s EME zabiljezene
su nize koncentracije ICAM-1 i viSe koncentracije VCAM-1 u odnosu na kontrolnu skupinu
uzoraka. Koncentracija VCAM-1 u serumu bila je povezana sa stupnjem proSirenosti EME
(Kuessel i sur., 2017.).

Potvrdena je povecana ekspresija TSP1 molekula unutar signalnog puta u skupini uzoraka s
EME. Signalni put TSP1-CD47-SIRPa podrzava razvoj ektopi¢nih endometrijskih stanica
aktiviraju¢i pojacano luCenje makrofaga i neoangiogenezu. Stvaraju¢i prouplani milje u
pertonealnoj teku¢ini TSP1 sudjeluje u nastanku i progresiji EME. Aktivacija makrofagne
fagocitoze u eutopi¢nim endometrijskim stanicama povecava se blokiranjem CD47-SIRPa

signalnog puta (Liu i sur., 2020.).

Analizirane su eutopi¢ne endometrijske stanice i endometrijske stanice ektopi¢nih lezija u
skupini uzoraka s EME s ciljem identificiranja proteina koji imaju ulogu u adheziji stanica

pojacanih s TGF-B1. Odredivana je koncentracija nekoliko adhezijskih molekula za koje se
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smatra da imaju vaznu ulogu u etiopatogenezi EME. Ekspresija CD44, integrina 5, ICAM-1 i
L-selektina nisu imali pove¢ane koncentracije u skupini uzoraka s EME u odnosu na kontrolnu
skupinu uzoraka (Choi i sur., 2017.). Siregar (Siregar i sur., 2014.) je analizirao ekspresiju L-
selektina u ektopi¢nom endometriju i zabiljezio znatno vecu koncentraciju u peritoneumu u
skupini s EME. Takoder sugerira da se progresijom EME povecavaju i razine koncentracije L-
selektina. Ligand L-selektin je imao znacajno nize koncentracije u eutopi¢nim i ektopi¢nim
endometrijskim stanicama u skupini uzoraka s EME u odnosu na kontrolnu skupinu (Palomino
i sur., 2007.).

Veliki je broj studija (Knudtson i sur., 2016.; Borland i sur., 1988.; Burkle i sur., 2013.; Koo i
sur., 2013.; Usta i sur., 2020.) koje u svojim istrazivanjima analiziraju ulogu antigena CD44 u
nastanku i progresiji EME. Kundtson (Knudtson i sur., 2016.) ukazuje na pojacanu ekspresiju
CD44v6 u endometrijskim stomalnim stanicama bazirajuéi studiju u in vitro uvjetima i in vivo
na miSevima. Smatra kako CD44 utjece na povecanu adheziju endometrijskih stanica za
peritonealne mezotelne stanice (PMC). Borland (Borland i sur., 1988.) je jos prije tri desetljeca
zaklju¢io vaznost uloge antigena CD44 u stani¢nim procesima adhezije i migracije stanica.
Takoder navodi molekulu CD44 kao marker mati¢nih stanica raka. Autor Burkle (Burkle i sur.,
2013.) istrazivanjem uloge CD44 u EME zapaza povezanost CD44 u medusobnoj adheziji 1
migraciji stanica u skupini s EME. Ovim saznanjima prethodila je studija autora Koo (Koo i
sur., 2013.) u kojoj nije nadena izravna poveznica izmedu CD44 i povecane adhezije stanica
endometrijske strome na PMC. U studiji na mi§jem modelu Knudtson (Knudtson i sur., 2020.)
je pokazao manju progresiju EME kod nizih vrijednosti CD44. Zaklju¢uje da izoforma antigena
CD44 1 karakteristike eutopicnih endometrijskih stanica imaju sloZzenu ulogu u razvoju EME.
Studiju na uzorcima eutopi¢nog endometrijskog tkiva s EME istrazivao je Usta (Usta i sur.,
2020.) i zakljucio kako smanjena ekspresija adhezijskih molekula i povecana ekspresija Oct-4
u endometrijskim tkivima mogu imati vaznu ulogu u razvoju i napredovanju EME. Aktivnost
oktamer-vezujuceg proteina 4 (Oct-4) uzrokuje pluripotenciju i samoobnavljanje stanica u
razli¢itim vrstama benignih i malignih tkiva, dok aktivnost adhezijske molekukule ima antigen
CD44. Razlike u dobivenim rezultatima izmedu ovog i prethodnh istraZivanja gotovo da nema

unato¢ razli¢itim analiziranim uzorcima.

U studiji Dharmaraj (Dharmaraj i sur., 2014.) prikazana je mala razlika u ekspresiji
transmembranskog MUC1 1 MUCI16, a analizom MUC4 nije se zabiljeZena razlika izmedu
eutopi¢nih endometrijskih stanica kontrolne skupine i ektopi¢nog endometrijskog tkiva s EME.

Zapazili su kontinuirano jednaku koncentraciju transmembranskog mucina u svim fazama
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menstruacijskog ciklusa. Imunoloskim bojenjem endometrijskih stanica vidi se snazna
ekspresija MUC1 i MUCL16 i iznimno mala MUC4. Transmembranski MUCT se u fizioloSkim
uvjetima nalazi na eutopi¢nim endometrijskim stanicama. Kod EME jajnika u ektopi¢nim
endometrijskim stanicama MUC 1 pokazuje pojacanu ekspresiju. Koncentracije anti-MUC1
mogu utjecati na promjenu ekspresije MUCI1. Induciranjem EME na transgenim Kras miSevima
i razvojem MUC1 pozitivnih lezija nalik na EME zabiljezene su visoke kencentracije IgG anti-
MUCI antitijela (Kralickova i sur., 2015.). U ranijim istrazivanjima takoder je pokazano da je
glikoprotein MUC1 pojacano eksprimiran kod EME 1u epitelnim tumorima jajnika (Vlad 1 sur.,
2006.). EME jajnika moze maligno alterirati. Etioloski ¢imbenici razvoja karcinoma jajnika i
EME imaju sli¢nosti. Poja¢anu ekspresiju glikoproteina MUC1 nalazimo u oba patoloska
stanja. Protein MUC1 u urinu kod EME biljezi statisticki znacajno veée vrijednosti ¢ime su

potvrdena ranija istrazivanja.

Nije pronadena literatura povezanosti proteina 1 slicnog SPARC-u, protokaderina 1,
dezmoplakina i EME. Azmy (Azmy i sur., 2014.) istie da su kultivacijom mati¢nih stanica
izdvojeni proteini specifi¢ni za EME. Mati¢ne stanice su kultivirane iz uzoraka seruma s EME
1 pokazuju vecu ekspresiju proteina SPARC u odnosu na kontrolnu skupinu. Navedeni rezultati
govore u prilog teorije mati¢nih stanica u nastanku EME. Meola (Meola i sur., 2010.) je u
peritonealnim lezijama EME i endometriomima jajnika analizirao koncentracije SPARC-a te ih
je usporedilio s uzorcima zdravih kontrola. ZabiljeZene su znaCajno vece koncentracije
proteina SPARC u svim analiziranim uzorcima u skupini s EME u odnosu na uzorke bez EME.
Uocena je i znaCajna razlika izmedu peritonealnih lezija i endometrioma jajnika. Protein
SPARC je kiseli protein bogat cisteinom. Clanovi obitelji SPARC dijele iste domene i
razvrstani su u pet razli¢itih skupina SPARCLI, SPARCs, SPOCKs, SMOCs, i FSTLI1. Svi
Clanovi obitelji SPARC inhibiraju stanicnu adheziju, reguliraju aktivnost citokina 1
diferencijaciju stanica te aktiviraju matriks metaloproteinaze (Gerarduzzi i sur., 2020.). U ovom
istrazivanju u kojem je analiziran proteom urina u skupini uzoraka s EME zabiljeZena je
statisticki znacajno veca koncentracija SPARCL 1 u odnosu na kontrolnu skupinu. Zbog
iznimne sli¢nosti u molekularnom djelovanju ova dva proteina prikazana je analiza SPARC 1
EME. Smatra se da poviSene koncentracije proteina SPARC impliciraju i poviSene koncentrcije

SPARCL 1 u etiopatogenezi EME.

Iako su protokaderini ¢lanovi skupine kaderina medu njima postoje bitne razlike. Podkaderini
su samo slicni kaderinima. Imaju viSe kaderinskih ponavljanja u ektodomeni, posjeduju

transmembransku domenu i posve drugaciji citoplazmatski rep. U fizioloskim uvjetima PCDH
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se uglavnom eksprimira samo tijekom embrionalnog razvoja mozga. U odrasloj dobi samo
nekoliko tkiva izrazava ekspresiju PCDH. Ve¢ina PCDH se smatra supresorima tumora.
Pretpostavlja se da reguliraju diferencijaciju i regeneraciju stanica (Pancho i sur., 2020.). U
ovom istrazivanju analizom proteoma urina koncentracije protokaderina gama C3 i
protokaderina 1 statisticki znacajno su vece u skupini uzoraka s EME u odnosu na kontrolnu
skupinu. S obzirom na njihove aktivnosti moguca je pojac¢ana ekspresija kod EME kao odgovor
na intraperitonealna zbivanja proliferacije 1 adhezije ektopicnih endometrijskih stanica.

Desmoplakin I/II naden je u endometrijskom zljezdanom epitelu u proliferativnoj i sekrecijskoj
fazi menstruacijskog ciklusa (Tabibzadeh i sur., 1995.). U ovom istrazivanju analizom
proteinskih taloga urina dezmoplakin je statisti¢ki znacajno poviSen u skupini uzoraka s EME
u odnosu na kontrolnu skupinu. Dezmoplakin je jedan od vaznijih komponenti dezmosoma koji
ucvrséuju intermedijarne filamente 1 uc¢vrsc¢uju strukturu stanice 1 povecavaju adheziju stanica.
U EME jako je izraZzena adhezija stanica $to moze objasniti i povecane koncentracije

dezmoplakina.

5.7. Proteini koji sudjeluju u apoptozi

Pokazana je statisticki znaCajno povecana koncentracija proteina u urinu koji sudjeluju u
apoptozi klasterina, tetraspanina 1, aneksina A2 i cink alfa 2-glikoproteina u skupini uzoraka s
EME u usporedbi s kontrolnom skupinom. U literaturi pronadeno je samo jedno istrazivanje u
kojem je analizirana povezanost EME i CLU. Isptivanjem koncentracije CLU u cervikalnoj
sluzi u skupini s EME zabiljezene su povisene vrijednosti , ali ne znaajno u odnosu na
kontrolnu skupinu. Kod EME ako se koristi terapija hormonskim oralnim kontraceptivima
znacajno su nize koncentracije CLU u odnosu na one bez terapije (Konrad i sur., 2016.).
Povecana ekspresija klasterina utjeCe na obnavljanje membranskih lipida u apoptozi
stanica (Jones i sur., 2002.). Ekspresija ApoJ je pojacana kod oksidacijskog stresa, upale i
oStecenja stanica. Smatra se da ApoJ ogranicava ozljedu stanica poticanjem remodeliranja tkiva
(Ma i sur., 2019.). Povecana ckspresija CLU je u ravnotezi s redoks neravnotezom,
degeneracijom tkiva i nekrozom stanica. Takoder je povecana koncentracija CLU povezana sa
stresom kod oksidacijskog i proteolitickog djelovanja na stanice (Rohne i sur., 2016.).
Analizom koncentracije CLU u uzorcima urina zabiljeZene su povisene vrijednosti u skupini s
EME u odnosu na kontrolnu skupinu. Povec¢ana koncentracija klasterina u uzorcima s EME
moze biti posljedica pojacane apoptoze i proteolize stanica uzrokovanih oksidacijskim stresom.

Navedene biokemijske reakcije opravdavaju rezultate ovog istrazivanja CLU u urinu.
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Analizom jajnika Zivotinjskog porijekla zakljuceno je da tetraspanini imaju vaznu ulogu kod
proliferacije stanica i odreduju stani¢ni odgovor na oksidacijski stres. Funkcija TSPAN1
moguce je povezana sa suzbijanjem proliferacije, migracije i invazije stanica. Smanjenja
koncentracija TSPAN1 potice stani¢nu proliferaciju. Smatra se da bi dovoljno visoke razine
koncentracije TSPAN1 mogle suprimirati proliferaciju i migraciju stanica (Zhang i sur., 2019.).
U istrazivanju na tkivu jajnika svinja autori su Zeljeli povezati EME s njezinom malignom
transformacijom u karcinom svijetlh stanica jajnika (OCCC). Pokazali su da TSPANL1 aktivira
protein kinazu (AMPK) poti¢uci nastanak EME 1 rast endometrijskih stanica. Zakljucili su da
povecane razine TSPAN1 imaju ulogu u razvoju EME visokog rizika koja ima potencijal
maligne alteracije pod utjecajem visokih koncentracija proteina TSPAN1 kao gena uklju¢enog
u proces, EME moze napredovati prema OCCC. Aktivnost AMPK 1 kaskadno TSPANT poticu
rast endometrijskih stanica i nastanak EME (Shin i sur., 2021.). U navedenim istraZivanjima
analizirano je tkivo jajnika za razliku od ovog istrazivanja proteoma urina gdje su izmjerene

povecane koncentraije kod EME.

Kaya (Kaya 1 sur., 2018.) analizom uzoraka seruma s EME zakljucuje da je koncentracija
proteina ANXA2 znacajno visa u skupini s EME u odnosu na kontrolnu skupinu. Koncentracija
ANXA2 povezana je i s proSirenosti EME te su zabiljezene razlike izmedu ASRM I-11 i ASRM
I11-IV stupnja EME. Pojedini autori su istrazivali proteine u egzosomima peritonelne tekucine
kod EME. Izolirali su egzosome u peritonealnoj tekucini kod EME i usporedili nalaze s
kontrolnom skupinom. Proteomskim tehnikama izdvojeni su specifi¢ni proteini u egzosomima
s EME koji nisu pronadeni u uzorcima kontrolne skupine. Takoder su zakljucili da
koncentracija, ali ne i sadrzaj egzosoma varira ovisno o fazi menstruacijskog ciklusa i fazi
proliferacije EME. U uzorcima skupine s EME za razliku od kontrolne skupine identificiran je
protein Aneksin 2 (Nazri i sur., 2020.). Povecanu ekspresiju ANXA2 u ektopi¢nim lezijama
endometrijskih stanica kod adenomioze potvrdili su Zhou i suradnici (Zhou i sur., 2012.).
Razina koncentracije ANXA 2 usporediva je s ja¢inom dismenoreje. Takoder su pokazali da je
kod visih koncentracija proteina ANXA2 poveCana i neoangiogeneza kod adenomioze.

Analizom proteoma urina potvrdena su dosada$nja istrazivanja.

Vise je autora analiziralo koncentracije Cink alfa 2-glikoproteina u uzorcima seruma u skupini
s EME i zabiljezili su znacajno vece koncentracije u odnosu na kontrolnu skupinu. Zakljucili
su da AZGP1 ima vaznu ulogu u etiopatogenezi EME (Anastasiu i sur., 2020.; Crapper i sur.,
2016.; Signorile i sur., 2016.). Statisticki znacajno povecane koncentracije AZGP1 u uzorcima

urina s EME sugeriraju isti zakljucak kao u navedenim istraZivanjima.
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5.8. Proteini s u¢inkom na krvozilni sustav

Analizom proteina u urinu s u¢inkom na krvozilni sustav pokazane su statisticki znacajno vece
koncentracije lumikana, endoglina, alfa lanca fibrinogena i tenescina u skupini uzoraka s EME
i moguce sudjeluju u njenoj etiopatogenezi. Prikazana je retrospektivna studija analize
eutopi¢nog i ektopi¢nog endometrijskog tkiva skupine s EME, a rezultati su usporedeni s
kontrolnom skupinom. U svim tkivima analiziran je protein LUM. Ekspresija LUM-a znatno je
veca u uzorcima skupine s EME u usporedbi s kontrolnom skupinom. ViSa koncentracija LUM-
a je u ektopicnom endometriju u usporedbi s eutopicnim endometrijskim tkivom skupine s
EME. Navedeni rezultati su zabiljezeni u sekrecijskoj, ali ne i u proliferativnoj fazi
menstruacijskog ciklusa (Irungu i sur., 2019.). Analizom proteoma urina u skupini uzoraka s
EME u odnosu na kontrolnu skupinu uzoraka potvrdena su dosadaSnja istrazivanja.
Koncentracija proteina lumikan u urinu u skupini uzoraka s EME u proliferativnoj fazi
menstruacijskog ciklusa je statisticki znac¢ajno veca u odnosu na kontrolnu skupinu. Medutim,
iako su potvrdeni rezultati navedene studije vezano za koncentraciju LUM-a i EME faza
menstruacijskog ciklusa nije bila identi¢na. S obzirom da su u ovom istrazivanju proteoma urina
svi uzorci bili u proliferacijskoj fazi menstruacijskog ciklusa, namece se pitanje moguce istih

rezultata i u sekrecijskoj fazi.

Analizom endoglina u stanicama eutopi¢nog 1 ektopicnog endometrijskog tkiva zabiljezena je
znacajno veca razina ENG u uzorcima ektopi¢nog endometrija kod EME. Endoglin je u drugim
istrazivanjima takoder imao povecanu ekspresiju u ekstrauterinom endometrijskom tkivu, ali i
u eutopicnom endometriju u skupini s EME. Kod odredenih patoloskih stanja moze do¢i do
pojacane ekspresije ENG-a §to stimulira stani¢nu migraciju i1 invaziju te apoptozu (Chen i sur.,
2021.). Analizom endometrijskih stanica ektopi¢énog endometrija u skupini s EME pokazana ja
povecana koncentracija endoglina u odnosu na eutopi¢ni endometrij (Gupta i sur., 2006.).

Koncentracije ENG u ovom istraZivanju u urinu biljeZe jednake rezultate.

U dvije razli¢ite studije (Irungu i sur., 2019.; Tan i sur., 2008.) analizirana je koncentracija TNC
u ektopicnom endometrijskom tkivu u skupini s EME 1 zabiljeZeni su proturijecni rezultati. U
jednoj su studiji zabiljezili ve¢u koncentraciju TNC u ektopi¢nom endometriju u uzorcima
skupine s EME u odnosu na eutopi¢ni endometrij kontrolne skupine. Druga skupina autora
sugerira gubitak ciklicke ekspresija TNC u uzorcima endometrija s EME i ne nalaze povecanu

ekspresiju TNC u stanicama ektopi¢nog endometrija. Ipak su zakljucili da poviSene
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koncentracije TNC mogu potaknuti proliferaciju 1 adheziju stanica u EME. Povecane
koncentracije TNC u urinu sugeriraju na povecanu proliferaciju i adheiju stanica.

U istrazivanju Li (Li isur., 2020.) analizirana je koncentracija FGA u endometrijskim stanicama
eutopi¢nog endometrija u skupini s EME jajnika stupnja ASRM III-1V. ZabiljeZeni rezultati su
usporedent s tkivom jajnika kontrolne skupine. Zna¢ajno veca ekspresija FGA u skupini s EME
usko je povezana sa stupnjem bolesti. Zakljuceno je da FGA ima vaznu ulogu u etiopatogenezi
EME. Chen (Chen i sur., 2019.) je izvjestio o znacajno vecoj koncentracijei FGA u serumu,
eutopicnom i ektopi¢nom tkivu endometrijskih stanica kod EME. Visoka ekspresija FGA
povezana je sa stupnjem prosirenosti EME. ZabiljeZena je vec¢a koncentracija kod jace izraZzene
stani¢ne adhezije i invazije. U ovom istrazivanju FGA u urinu nema razlike izmedu analiziranih

skupina S§to moze biti posljedica razli¢ito analiziranih uzoraka.

Budu¢i da u literatruri nisu pronadene publikacije vezane uz istraZivanje ekspresije EPH B6 1
EME, a zanacajno viSe istrazivanja je povezano s malignim oboljenjima jajnika i endometrija
(Guisur., 2016.; Adu-Gyamfi i sur., 2021.) nemoguce je usporediti rezultate s uzorcima urina
s EME. U urinu nije zabiljeZena razlika u koncentraciji EPH B6 izmedu analiziranih uzoraka.
Poremecena regulacija EPH B6 izrazito je povezana s proliferativnim bolestima (Liang i sur.,
2021.). Proliferacija stanica u EME moze biti potaknuta i medustanicnom signalizacijom
posredovanom povecanom koncentracijom EPH B6.Receptor EPH je specfican za efrin-Bl i
efrin-B2. Vezivanjem efrina B2 na receptor moze imati dvojaku aktivnost i potaknuti
aktivirajuc¢e ili supresijko djelovanje stani¢ne adhezije. Vrsta reaakcije ovisi o razini
koncentracije efrina B-2. Stimulacijom efrina B-2 suprimira se izlu¢ivanje interleukina 2 i
ekspresija molekule CD25. Izmedu ostalih bioloskih funkcija EPH B6 pozitivno utjeCe na
regulaciju aktivnosti kinaze i na transmembranski receptor proteina tirozin-kinaze. Efrinski
receptori sudjeluju u embronalnom razvoju, angiogenezi i metastazama stanica raka. U
malignim stanicama nalazimo izrazito visoke koncentracije efrinskih receptora. Povisene
koncentracije EPH receptora zamije¢ene su 1 kod EME. Vezanjem efrina i EPH receptora
aktiviraju se procesi koji reguliraju stani¢nu proliferaciju, angiogenezu, diferencijaciju i
migraciju stanica. lzrazito visoka kncentracija EPH receptora izmedu ostalih oboljenja vezu se
i s epitelnim karcinomom jajnika. (Adu-Gyamfi i sur., 2021.). Obama (Obama i sur., 2005.)
istiCe razli¢itu funkciju EPH B6 ovisno o koncentraciji efrin-B2. Niske koncentracije efrina-B2
stimulacijom EPH B6 potic¢u adheziju i migraciju stanica, dok su visoke koncentracije ephrina

B2 imale suprotan uc¢inak. Faizullin (Faizullin i sur., 2021.) je analizirao ekspresiju efrinskih
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receptora s EME te je pokazao pojacanu ekspresiju EPH receptora u uzorcima ektopi¢nih

endometrijskih stanica u odnosu na uzorke eutopi¢nog endometrija.

Analizom koncentracije proteina Oligomernog proteina hrskavi¢nog matriksa 1 angiotenzina u
uzorcima urina nema razlike u skupini s EME u odnosu na kontrolnu skupinu. Nisu izdvojeni
COMPT i AGT u urinu kao faktori koji sudjeluju u etiopatogenezi EME. Janse (JanSe i sur.,
2021.) navodi pretpostavku da bi COMP mogao taloZenjem kolagena poticati stvaranje
intraperitonealnih adhezija u EME. Taj proces moze eksprimirati pove¢ane razine COMP-a na
lokalnoj razini, ali ne 1 u povecanoj koncentraciji u serumu 1 urinu. Nedavno je u istraZzivanju
analizirana peritonelna tekuéina u skupini s EME Kkoriste¢i antitijela za detekciju proteina.
Izolirano je 16 razlictih proteina koji su se uglavnom odnosili na angiogenezu, disfunkcionalni
imunoloski sustav, fibrinogenezu i kroni¢nu upalu u EME. Izmedu ostalih proteina analiziran
je i protein COMP koiji je statisticki znacajno poviSen u skupini uzoraka s EME u odnosu na
kontrolnu skupinu (Janse i sur., 2021.). Veée koncentracije u odnosu na kontrolnu skupinu
zabiljezio je 1 AGT, ali ta razlika nije statisticki znacajna. Ovi proteini imaju vaznu ulogu u
etiopatogenezi EME. U navedenoj studiji razine AGT u peritonealnoj tekuc¢ini su vrlo sli¢ne

rezultatima u ovom istrazivanju proteina u urinu.

5.9. Proteini s antioksidacijskom aktivnosti u oksidacijskom stresu

S obzirom na razli€ito analizrane uzorke u istrazivanju proteoma urina u skupini uzoraka s EME
u usporedbi s kontrolnom skupinom nije se moglo u potpunosti potvrditi dosada$nja istrazivanja
proteina s antioksidacijskoj aktivnosti u oksidacijskom stresu. ZabiljeZzene su statisti¢ki
znacajno vece vrijednosti afamina i kromogranina A u urinu u skupini uzoraka s EME u odnosu
na kontrolnu skupinu. U EME jedan od vaznijih faktora je oksidacijski stres. Afamin je
pojacano eksprimiran u oksidacijskom stresu. Vrlo vjerojatno se AFM pojacano eksprimira kod
EME §to je pokazano u ovom istrazivanju. Seeber (Seeber i sur., 2010.) je analizirao
koncentracije afamina i vitamina E u uzorcima seruma i peritonealne tekucine u skupini s EME
u odnosu na zdrave uzorke kontrolne skupine. Zakljucio je da su razine afamina u peritonealnoj
tekucini direktno povezane s razinom oksidacijskog stresa kod EME, dok razine AFM u serumu
nisu bile povecane. Unutar peritonealne teku¢ine koncentracije afamina znacajno su niZze kod
EME u stadijima rASRM I, I1i 111 uodnosu na rASRM IV. Koncentracija vitamina E je jednaka
vrijednostima afamina. Medutim, nisu zabiljeZene znacajne razlike u koncentraciji AFM u
serumu izmedu analiziranih skupina. Ovim istraZivanjem je zakljueno da su nastanak i
progresija EME povezani s oksidacijskim stresom u peritonealnoj tekucini.
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Tsao (Tsao i sur., 2007.) i suradnici su analizirali uzorke seruma asimptomatskih s EME s vise
razli¢itih tumorskih markera. Izmedu ostaloga su myjerili serumske koncentracije CA 125 i
kromogranina A. Zabiljezili su u skupini uzoraka s EME povecane koncentracije CA 125 i
CgA. Pojedini uzorci su imale povecane koncentracije Cga, ali ne i CA 125. Sugeriraju vaznost
istovremenog odredivanja koncentracije CA 125 1 CgA kod odredenih patoloskih stanja

povezanih s jajnikom ili maternicom .

U ovom istraZivanju analizom proteoma urina zabiljeZene su statisticki znaCajno niZe
koncentracije Cu-Zn superoksid dismutaze i peroksiredoksina 2 u skupini uzoraka s EME u
odnosu na kontrolnu skupinu. Iako se radi o analizi razli¢itih uzoraka ovom istraZivanju
koncentracije proteina Cu-Zn superoksid dismutaze i peroksiredoksin 2 u urinu u skupini
uzoraka s EME potvrdene su dosadasnje spoznaje vezane za moguéi utjecaj u nastanku EME.
U razli¢itim istrazivanja je analizirana koncentracija SOD 1 u peritonealnoj teku¢inu s EME.
Utvrdene su nize vrijednosti koncentracije superoksid dismutaze u odnosu na kontrolnu skupinu
uzoraka. U peritonealnoj teku¢ini s povecanjem stupnja proSirenosti EME koncentracija
superoksid dismutaze je sve manja. Zaklju¢eno je da ima vaznu ulogu u smanjenoj razgradnji
slobodnih kisikovih radikala i progresiji EME (Amreen i sur., 2019.; Turgut i sur., 2013.). U
nekoliko studija sugerira se vaznost razli¢itih antioksidansa, uklju¢ujuci i cink kao faktor koji
moze imati vaznu ulogu u nastanku i progresiji EME. Cink ima fukciju antioksidansa, a
sudjeluje i u regulaciji imunoloskog sustava kod upalnih stanja. Njegova razina ima direktan
utjecaj na aktivnost Cu-Zn superoksid dismutaze (SOD1), a time i nastanak EME (Nasladek i
sur., 2020.). Peji¢ (Peji¢ 1 sur., 2008.) je u analizi uzoraka seruma i tkiva endometrija u skupini
s polipom endometrija, hiperplazijom i adenokarcinom endometrija. Analiziran je utjecaj
promijenjene razine enzima Cu-Zn-SOD kod tih bolesti. Rezultati upucuju na sudjelovanje
kisikovih radikala u etiopatogenezi ginekoloskih bolesti. Istrazivanje upucuje na smanjenu
razinu i aktivnost Cu-Zn-SOD kod ginekoloskih poremecaja u kojima je oksidacijsko ostecenje
stanica potaknuto djelovanjem slobodnih kisikovih radikala (ROS). Neravnoteza u
koncentraciji ROS-a i SOD-a moze imati vaznu ulogu u etiopatogenezi oSteCenja stanica kod

ginekoloskih bolesti..

U istrazivanju u kojem su analizirani PRDX1, PRDX2 i PRDX3 u uzorcima seruma u skupini
s EME zabiljezene su zna€ajno nize koncentracije u usporedbi s kontrolnom skupinom. Sve tri
izoforme peroksiredoksina znacajno su manje u ektopicnim endometrijskim stanicama u
odnosu na eutopi¢ni endometrij kod EME (Yu i sur., 2020.). Sova (Sova i sur., 2012.) je

analizirao koncentracije PRDX2 u tkivu jajnika usporedujuci ekspresiju PRDX2 kod karcinoma
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jajnika povezanih s EME i u uzorcima bez EME, ali s malignim bolestima jajnika. Karcinomi
jajnika su pretezno bili s histoloSkom slikom seroznog karcinoma. Analizirani uzorci s
karcinomom jajnika bez EME imaju znac¢ajno manju ekspresiju PRDX2 u usporedbi s uzorcima

koje uz karcinomu jajnika imaju i EME.

5.10. Ostali proteini koji imaju potencijalnu ulogu u etiopatogenezi EME

U ovom istrazivanju statisti¢ki znacajno je veca koncentracija histona H3.1, H1.4 i hepcidina u
uzorcima urina u skupini s EME u odnosu na kontrolnu skupinu. S obzirom na vrlo visoke
vrijednosti H3.1 moguca je veca aktivnost histonske acetiltransferaze u odnosu na dosadasnje
studije._Regulacija strukture kromatina ovisi o acetilaciji histona. Veliki je broj istrazivanja
raznih tkiva 1 stani¢nih linija kod patoloSkih procesa endometrija u kojima Cesto postoji
aberantna acetilacija histona i promijenjene koncentracije histon deacetilaze (HDAC). To se
posebno odnosi na karcinome endometrija i EME. Visoke razine HDAC-a takoder su povezane
s EME (Gujral i sur., 2020.). Samartzis (Samartzis i sur., 2013.) je pokazao da su zbog
promijenjene regulacije ekspresije HDAC kod EME koncentracije acetiliranog histona u
ektopicnom endometriju znacajno nize u odnosu na eutopi¢ne endometrijske stanice kontrolne
skupine. Epigenetske modifikacije koje ukljuc¢uju modifikaciju histona, metilaciju DNA i
ekspresiju mikroRNA vazan su faktor u etiopatogenezi EME. Ovi epigenetski ¢imbenici su u
sinergiji s oksidacijskim stresom, visokim koncentracijama lokalnog estradiola i velikom
koli¢inom proupalnih citokina koji sudjeluju u nastajanju i progresiji EME (Hsiao i sur., 2017.).
Vrlo je malo studija u kojima je analizirana koncentracija histona Hl kod EME. Povecane
koncentracije histona H1.4 u urinu u skupini s EME mogu biti posljedica niskih razina HDAC.
Montiero (Monteiro i sur., 2014.) sugerira da bi kod EME neregulirana funkcija deacetilaze
imala za posljedicu hipoacetilaciju histona. Dugotrajnom hipoacetilacijom histona nastaje
fenotip EME koji potiCe nastanak i progresiju EME. Analizirane su ektopi¢ne endometrijske
stanice kod EME 1 eutopi¢ni endometrij kontrolne skupine (Xia i sur. 2013.). Ekstrauterine
endometrijske stanice imaju niZze koncentracije acetilacije H3 u usporedbi s kontrolnom
skupinom. Kod EME postoje specifi¢ne histonske modifikacije koje nazivamo histonski kod.
Dvije studije su u svojim istraZivanjima zabiljeZile snizenu rzinu acietilacije H3 u stromalnim
endometrijskim stanicama kod EME (Monteiro i sur., 2014.) U zdravim stanicama prevladava
acitilacija histona dok u malignim stanicama deacitilacija §t0 smanjuje ukupnu koncentraciju
proteina. Histoni se acetiliraju pomoc¢u histonske acetiltransferaze (HAT) acetilacijom lizinskih

ostataka. Histon deacitilaza (HDAC) uklanja acetilnu skupinu histonskih ostataka lizina
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(Suraweera i sur., 2018.). Analizom koncentracije hepcidina u uzorcima urina u skupini s EME
potvrdena su istrazivanja koncentracije hepcidina u peritonealnom prostoru. ZabiljeZzena je
izrazito veca koncentracija hepcidina u uzorcima urina u skupini s EME u odnosu na kontrolnu
skupinu. S obzirom da se hepcidin metabolizira putem bubrega i njegove koncentracije u plazmi
su gotovo jednake onima u urinu rezultat je bio o¢ekivan. Takav rezultat je vjerojatno posljedica
¢es¢ih krvarenja u uznapredovanim stadijima EME te dolazi do nakupljanja ekstravaskularnog
zeljeza i pojacane produkcije hepcidina.Nakupljanje Zeljeza u organizmu narusava ravnotezu u
antioksidacijskoj zastiti stanica i stvaranja slobodnih radikala $to ima za posljedicu citotoksi¢ni
ucinak na stanice. Kod EME su pronadene velike koli¢ine zeljeza u peritonealnoj Supljini koje
su vjerojatno porijeklom iz ekstrauterinth endometrioti¢nih lezija koje mogu periodi¢no
krvariti. Nakupljanje zeljeza aktivira prekomjernu proizvodnju slobodnih kisikovih radikala
stvaraju¢i oksidacijski stres. Makrofagi fagocitiraju stare eritrocite, aktiviraju proupalne
kemokine, citokine i adhezijske molekule. Takvo peritonealno okruzenje potice upalno stanje i
aktivira pojaCanu sekreciju hepcidina. Nakupljanje Zzeljeza u makrofagima 1 stanje
oksidacijskog stresa dovode do stvaranja kroni¢ne upale, smanjene apoptoze i proliferacije
ekstrauterinih endometrijskih stanica (Manolov i sur., 2013.). Manolov (Manolov i sur., 2015.)
je analizom uzoraka seruma s EME zaklju€io da povecane razine hepcidina u serumu imaju
vaznu ulogu u etiopatogenezi EME. Kobayashi (Kobayashi, 2016.) je u istrazivanju analizirao
potencijalne uzroke maligne alteracije EME 1 nastanka karcinoma jajnika. Zakljucio je da
postoje najmanje dva faktora koji bi mogla sudjelovati u tom procesu. Prvi faktor je nakupljanje
hemoglobina, hema i zeljeza u peritonealnoj tekuc¢ini kod EME §to dovodi do stani¢nih mutacija
i oStecenja DNK zbog stanja oksidacijskog stresa. U takvom miljeu kontinurano se izlucuju
antioksidansi koji mogu imati prokanceregeno djelovanje sto navodi kao drugi moguci faktor

maligne alteracije EME.

Pokazane su statisti¢ki znacajno sniZzene razine haptoglobina u uzorcima urina u skupini s EME
u odnosu na kontrolnu skupinu. Hwang (Hwang i sur., 2014.) je analizom uzoraka plazme s
EME zabiljezio znacajno smanjenu koncentraciju haptoglobina u plazmi u odnosu na kontrolne
uzorke. U drugom istrazivanju zabiljeZeni su posve drugaliji rezultati od onih koji su
zabiljeZeni u ovom istraZivanju, ali u uzorcima eutopic¢nog i ektopcnog endometrijskog tkiva s
EME. Zakljucili su da ektopi€ne endometrijske stanice eksprimiraju poseban oblik
haptoglobina (protein endometrioze-1) ¢ija je aktivnost regulirana interleukinom 6 (IL-6).
Haptoglobin eksprimiran u ektopi¢nim endometrijskim stanicama smanjuje fagocitnu funkciju

makrofaga 1 povecava koncentraciju IL-6. Ektopi¢ne endometrijske stanice lucenjem
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haptoglobina izbjegavaju fagocitozu putem peritonealnih makrofaga, ali i stimuliraju pojacanu
ekspresiju IL-6 koji pak potice dodatnu ekspresiju haptoglobina u ektopicnim endometrijskim
stanicama. Kao posljedica tih procesa peritonealni makrofazi kod EME pojacano vezu
haptoglobin §to potic¢e sintezu IL-6 i razvoj EME (Sharpe-Timms i sur., 2002.). Isti autori su
nekoliko godina kasnije u sli¢nom istrazivanju ustanovili da eutopi¢ni endometrij kod EME
zbog reakcije na prisutnost upalnih citokina proizvodi povecane razine haptoglobina. Zakljucili
su da pojacana ekspresija endometrijskog HP-a ima ulogu u etiopatogenezi EME (Sharpe-
Timms i sur., 2010.).

Ovim istrazivanjem pokazani su proteini koji se kod EME izlu¢uju u povisenoj koncentraciji
putem urina. Njihovom identifikacijom 1 odredivanjem razine koncentracije te potvrdivanjem
promjena razina koncentracije ovisno o stupnju prosirenosti EME pokazano je moguée njihovo
sudjelovanje u etiopatogenezi EME.

Nedostatak ovog istrazivanja jest u ¢injenici da protein CYFRA 21-1 u serumu osim kod EME
moze biti poviSen i1 kod malignih bolesti u vidu adenokarcinoma jajnika, plu¢a i mokra¢nog
mjehura te metastatskih karcinoma dojke, zeluca, debelog crijeva, melanoma i metastatskog
karcinoma neodredenog porijekla. Kod navedenih onkoloskih stanja CYFRA 21-1 u serumu je
povisena u 75% slucajeva kod karcinoma pluca, 15 % slucajeva kod metastatskih tumora i 10
% slucajeva kod urotelijalnih karcinoma. PoviSene razine proteina CYFRA 21-1 nalazimo i kod
neonkoloskih bolesti kao §to su akutna 1 kroni¢na infekcija u organizmu, bolestima probavnog
trakta u smislu gastritisa i ulkusa zeluca, opstrukcije Zu¢nih vodova i jetre, bolestima pluca kao
Sto su dispneja i KOBP te kod autoimunih bolesti.

Iako su iskljuCeni iz analize uzorci urina i1 seruma s nekom od navedenih bolesti postoji vrlo
mala mogucnost postojanja neke od tih bolesti koje jos nisu dijagnosticiane. Za sve navedene
onkoloske 1 neonkoloske bolesti koncentracije proteina CYFRA 21-1su analizirane u serumu,
osim kod urotelijalnog karcinoma gdje su analizirani serum i urin. Postoji mogu¢nost da iako
nisu radena istrazivanja koncentracije proteina CYFRA 21-1 u urinu kod bolesti koje pokazuju
povisene koncentracije proteina CYFRA 21-1 u serumu one budu povisene i u urinu koji je

osnovni analizirani uzorak u ovom istrazivanju (Garcia-Valdecasas i sur., 2020.; Huang, 2015.).
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6. ZAKLJUCCI

Ovim istrazivanjem pokazana je povezanost povisenih koncentracija ukupno izlu¢enih
proteina, proteina CYFRA 21-1 i drugih specifi¢nih proteina u urinu kao i CA 125 u razvojem
EME. Promjena razine koncentracije proteina CYFRA 21-1 u urinu takoder pokazuje

povezanost sa stupanjem proSirenosti EME.

1. Ukupna koncentracija izlu€enih proteina u proteinskih taloga urina analizirana metodom
Bradford u skupini uzoraka s EME je statisti¢ki zna¢ajno visa u odnosu na uzorke kontrolne

skupine.

2. Koncentracije proteina CYFRA 21-1 u proteinskih taloga urina analiziranih metodom
ELISA su statisticki znac¢ajno vece u skupini uzoraka s EME u odnosu na uzorke kontrolne
skupine. Razlike u koncentraciji proteina CYFRA 21-1 povezane su i Sa Stupnjem

prosirenosti EME.

3. Vrijednosti koncentracije proteina CYFRA 21-1 u proteinskim talozima urina analiziranih
metodom western blot u skupini uzoraka s EME statisti¢ki znacajno su veée u odnosu na

uzorke kontrolne skupine.

4. Koncentracija CA 125 u serumu analizirana ECLIA metodom je veca u skupini uzoraka s
EME u odnosu na uzorke kontrolne skupine dok u podskupinama EME rASRM I-I1 i

rASRM I11-1V nema statisticki znacajne razlike u razini koncentracije CA 125 u serumu.

5. Spektrometrijom masa proteoma urina pokazani su proteini koji su u statisticki zna¢ajno
ve¢im koncentracijama u uzorcima s EME i za koje se pretpostavlja da bi mogli sudjelovati

u etiopatogenezi bolesti.

6. Analiza koncentracije proteina CYFRA 21-1 u proteinskim talozima urina analiziranih
metodom ELISA u odnosu na analizu metodom western blot pokazala se jednako vrijedno
usporedivanjem uzoraka s EME u odnosu na kontrolnu skupinu. Medutim, kod niskih
koncentracija proteina CYFRA 21-1 u uzorcima proteinskih taloga urina metoda western

blot nije najbolji odabir za analizu.

7. Odredivanje koncentracije proteina CYFRA 21-1 u urinu u dijagnostici EME ima sli¢nu
vrijednost kao 1 CA 125 u serumu. Kod odredivanja stupnja prosirenosti EME prema
rASRM Kklasifikaciji koncentracija proteina CYFRA 21-1 u urinu pokazala se bolja u

odnosu na vrijednost koncentracije CA 125 u serumu za ista stanja.
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7. PRILOG - POPIS PROTEINA

VCAM 1 (od eng. Vascular cell adhesion protein 1) - adhezijski stani¢ni vaskularni protein-1
AFM (od eng. Afamin) - afamin
FGA (od eng. Fibrinogen alpha chain) - alfa lanac fibrinogena naziv

C8A (od eng. Complement component C8 alpha chain) - alfa lanac komponenta komplementa
C8

ANXAZ2 (od eng. Annexin A2) - aneksin A2
AGT (od eng. Angiotensinogen) - angiotenzinogen

IL1IRN (od eng. Interleukin-1 receptor antagonist protein) - antagonist receptora interleukina
1

CD 44 (od eng. Antigen CD44) - antigen CD44

IL10RB (od eng. Interleukin-10 receptor subunit beta) - beta podjedinica receptora

interleukina 10

IL6ST (od eng. Interleukin-6 receptor subunit beta) - beta podjedinica receptora interleukina
6

TGFBR2 (od eng. TGF-beta receptor type-2) - beta receptor transformirajuceg faktora rasta —
tip 2

CTPS (od eng. Cathepsin D) katepsin D
AZGP1 (od eng. Zinc-alpha-2-glycoprotein) - cink-alfa-2-glikoprotein

CSF1 (od eng. Macrophage colony-stimulating factor 1) - faktor 1 stimulacije kolonije

makrofaga

CFB (od eng. Complement factor B) - faktor komplementa B
CFH (od eng. Complement factor H) - faktor komplementa H
DSP (od eng. Desmoplakin) - dezmoplakin

ENG (od eng. Endoglin) - endoglin
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EZR (od eng. Ezrin) - ezrin

LGALS9B, GAL 9 (eng. Galectin-9B) - galektin 9B
HP (od eng. Haptoglobin) - haptoglobin

HAMP (od eng. Hepciduin) hepcidin

H1-4 (od eng. Histon H1.4) - histon H1.4

H3C1, H3-1 (od eng. Histon H3.1) - histon H3.1

ICOSLG (od eng. Inducible T Cell Costimulator Ligand) - inducibilni ligand koji kostimulira

T stanice

TIMP2 (od eng. Metalloproteinase inhibitor 2) - inhibitor metaloproteinaze 2
SERPING1 (od eng. Plasma protease C1 inhibitor) - inhibitor plazmatske proteaze C1
SPINT2 (od eng. Kunitz-type protease inhibitor 2) - inhibitor proteaze Kunitz tip 2

SPINKS5 (od eng. Serine protease inhibitor Kazal-type 5) - inhibitor serinske proteaze Kazal
tip 5

IGFBP-2 (od eng. Insulin-like growth factor-binding protein 2) - inzulinu sli¢an faktor rasta

koji veze protein 2

IGFBP-3 (od eng. Insulin-like growth factor-binding protein 3) - inzulinu slican faktor rasta

koji veze protein 3

IGFBP-7 (od eng. Insulin-like growth factors -binding protein 7) - inzulinu sli¢an faktor rasta

koji veze protein 7

CTSB, CatB (od eng. Cathepsin B) - katepsin B

CTSG, CatG (od eng. Cathepsin G) - katepsin G

CTSL, CatL1 (od eng. Cathepsin L1) - katepsin L1, prokatepsin L

CLU, SPG2, TRPM-2, ApoJ (od eng. Clusterin) - klasterin, apolipoprotein J
C3 (od eng. Complement C3) - komplement C3

C4-A (od eng. Complement C4-A) - komplement C4-A

C5 (od eng. Complement C5) - komplement C5
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C7 (od eng. Complement component C7 alpha chain) - komponenta komplementa C7-alfa lanac
C9 (od eng. Complement component C9 alpha chain) - komponenta komplementa C9 alfa lanac
CHGA, CgA (eng. Chromogranin A) - kromogranin A

MASP 2 (od eng. Mannan-binding lectin serine protease 2) - lektin serinska proteaza 2 koja

vezZe manan

SELL (od eng. L-selectin) - L-selektin

LUM (od eng. Lumican) - lumikan

MMP9 (od eng. Matrix metalloproteinase-9) - matriks metaloproteinaze-9
MUC1 (od eng. Mucinl) - mucin 1

COMP (od eng. Cartilage oligomeric matrix protein) - oligomerni protein hrskavi¢nog

matriksa
PRDX2 (od eng. Peroxiredoxin-2) — peroksiredoksin 2
PRSS8 (od eng. Prostasin) - prostazin

MBTPSL1 (od eng. Membrane-bound transcription factor site-1 protease) - proteaza vezana

na membranu transkripciijskog faktora 1

SPARCL 1 (od eng. SPARC-like protein 1) - protein 1 slican SPARC-u

GAS6 (od eng. Growth arrest-specific protein 6) - protein specifi¢an za zaustavljanje rasta 6
PCDHGCS3, Pcdh (od eng. Protocadherin gamma C3) - protokaderin gama-C3

PCDH1 (od eng. Protocadherin-1) - protokaderin-1

EPH B6 (od eng. Ephrin type-B receptor 6 ) - receptor 6 efrina B

IGFLR1 (od eng. IGF-like family receptor 1) - receptor faktora rasta slicnog inzulinu 1

EPS8L2 (od eng. Epidermal growth factor receptor kinase substrate 8-like protein 2) - receptor

supstrata kinaze epidermalnog faktora rasta 8 sli¢cnog proteinu 2

TYRO3, TULP1, Sky (od eng.Tyrosine-protein kinase receptor) - receptor tirozin-protein

kinaze

ICAM-1 ( od eng. Intercellular adhesion molecule 1) - stani¢na adhezijska molekula-1
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Cu-Zn SOD, SODL1 (od eng. Superoxide dismutase - Cu-Zn) - superoksid dismutaza (Cu-Zn)

TNC (od eng. Tanscin) - tenascin
TSPAN 1 (od eng. Tetraspaninl) - tetraspanin-1

TMPRSS2, (od eng. Transmembrane protease serine 2) - transmembranska serinska proteaza
2

THBS1, TSP1 (od eng.Thrombospondin-1) - tromopspodin 1

IL18BP (od eng. Interleukin-18-binding protein) - vezni protein interleukina 18
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