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LD-isoenzym 1 uterusaspirat
potentiell markor for endometriecancer

Utredning av postmenopausal blodning kan bli enklare och billigare

Il Bl6dning efter menopaus ar ofta forsta tecknet pa endo-
metriecancer. Emellertid &r det endast en mindre del av pati-
enterna med postmenopausala blédningar som har endomet-
riecancer [1]. Vid misstdnkt endometriecancer ar det darfor
onskviart med en utredningsgang som kan minska antalet ono-
diga skrapningar eller hysteroskopier utan att minska sanno-
likheten for pavisande av cancer. Endometriet &r lattillging-
ligt, och diagnostik av endometriecancer p4 mottagning bor-
de saledes vara mojlig.

Screening av endometriecancer, korpuscancer, har lika
gamla anor som screening av cervixcancer. For mer én 60 ar
sedan aspirerade Cary uterussekret via en metallkanyl avsedd
for insemination [2]; for den cytologiska undersdkningen av
dessa prov stod Papanicolaou [3]. Sedan dess har ett antal int-
rauterina provtagningstekniker for mikroskopisk undersok-
ning foreslagits, t ex olika varianter av borstning av uteruska-
viteten [4, 5], skoljning av uteruskaviteten [6, 7] och endo-
uterin aspiration [7, 8].

Endometriecytologi 4r mycket svarbedomd, och det har
dessutom varit svart, for att inte siga omdojligt, att kombinera
representativt endometrieutbyte med en smartfri provtagning
hos postmenopausala kvinnor, dvs just den grupp dér screen-
ing for endometriecancer dr som mest dnskvéard.

Med flertalet intrauterina tekniker kan en sensitivitet pa
drygt 9o procent forvéntas. Overdiagnostik utgor emellertid
ett problem [7].

Diagnostik av endometriecancer inom 6ppenvéirden bor
begrinsas till patienter med symtom (postmenopausal blod-
ning) och baseras pa histologi. Enkla aspirationsmetoder har
visat sig vara jamforbara med skrapning, a&tminstone vid en-
dometrietjocklek <7 mm [9]. Emellertid kvarstar problemet
med representativt utbyte och smartfri undersékning. Sdledes
hade i en metaanalys det bésta instrumentet (Pipelle) en sen-
sitivitet pa 99,6 procent; antalet otillrackliga utbyten for his-
tologi varierade mellan 0 och 54 procent [10]. Vid ett utbyte
som dr otillrickligt méste komplettering ske med andra me-
toder [11].

Vi har dérfor undersokt om andra malignitetsparametrar
an cytologi och histologi kan utnyttjas. En malign transfor-
mation medfér metabola fordndringar som nér det géller en-
dometriecancer rimligen borde avspeglas i uterussekretet.
Foljaktligen kompletterades den cytologiska och histologis-

Lakartidningen I Nr30-31 I 2005 I Volym 102

ammanfattat

Analys av laktatdehydrogenas(LD)-isoenzymmon-
stret i aspirat fran livmoderhalan hos kvinnor med
postmenopausal blédning synes ha 100 procents
sensitivitet och 100 procents negativt prediktivt var-
de férenat med 85 procents specificitet och 38 pro-
cents positivt prediktivt varde.

For att minska behovet av andra, mer invasiva dia-
gnostiska metoder kan vaginal ultraljudsundersok-
ning vid oklart eller misstéankt fynd kompletteras med
LD-isoenzymprofil for ytterligare selektion innan mer
komplicerade kompletterande undersdkningar utfors.

Bestamning av LD-isoenzymprofil i aspirat fran ute-
rus torde kunna rekommenderas som markor for en-
dometriecancer hos kvinnor med postmenopausal
blédning.
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ka undersokningen av endometriet med bestdmning av tu-
mormarkorer i uterussekretet. Detta har medfort fordjupade
studier av enzymet laktatdehydrogenas, LD, och aktiviteten
av dess olika isoenzymer i uterussekret [12-15]. LD ar det en-
zym som katalyserar slutsteget i den anaeroba glukolysen vid
vilket pyruvat reduceras till laktat och som normalt férekom-
mer som fem olika isoenzymer i plasma.

I denna studie redovisas resultat dd LD-metoden kombi-
nerats med transvaginal ultraljudsundersokning vid utred-
ning av 72 patienter pa grund av postmenopausal blodning.
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Figur 1. Endometriecan-
cerns elektroforetiska
streckkod. Exempel pa
laktatdehydrogenas(LD)-
profil i uterusaspirat. Prov
1: normal LD-profil post-
menopausalt; prov 2 och
3: LD-profil vid endomet-
riecancer.
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Il Material och metod

Patienter. Transvaginal ultraljudsundersékning och aspira-
tion med s k Endorette (en tunn kateter med inbyggd kolv
[8, 9]) utfordes som poliklinisk mottagningsundersdkning
pa 72 patienter i aldersintervallet 46—89 ar som sokt gyne-
kologmottagningen i Landskrona pa grund av postmeno-
pausal blédning, dvs blodning efter amenorré >6 manader.
Patientmaterialet inkluderar samtliga patienter som under-
sokts av gynekolog som behirskade endometriediagnostik
med vaginalt ultraljud och som instruerats om aspirations-
metoden enligt nedan. Medianaldern for kvinnorna var 65
ar. Av patienterna hade 33 hormonell behandling, av dessa
hade 13 systemisk dstriolbehandling, 8 sekventiell substitu-
tionsbehandling och 12 kontinuerlig substitutionsbehand-
ling. Uppf6ljning skedde via regionala cancerregistret efter

4-9 &r.

Ultraljudsundersdkning, aspiration och mikroskopi. Transva-
ginal ultraljudsundersokning utfordes.

Uterussekret aspirerades, och for att minimera obehaget
for patienten gjordes inget forsok att 6ka vdavnadsutbytet ge-
nom att manipulera katetern intrauterint. Aspiratet dverfor-
des omedelbart efter provtagningen till ett provrér med § ml
fysiologisk koksaltlosning. Efter sedimentation under minst
60 min i rumstemperatur avhélldes och centrifugerades su-
pernatanten.

Den sé erhéllna vétskan anvindes for LD-analys. Aspira-
tet centrifugerades inte primaért, eftersom en sddan behand-
ling forsvarar den histologiska underskningen [opubl data].

Om tillricklig méngd vdvnad aspirerats sédndes provet fix-
erat i formalin for mikroskopisk beddmning. Om provméing-
den inte var tillracklig for histologisk undersokning registre-
rades det som benignt.

LD-profil. LD-aktiviteten i aspirat—koksaltlosningen bestim-
des med klinisk kemisk rutinmetod. LD-isoenzymanalysen
gjordes genom elektroforetisk separation i agarosgel och ef-
terfoljande visualisering med hjilp av gingse substratreak-
tion for pavisande av isoenzymaktiviteter [16], Figur 1. Ak-
tiviteten av de olika isoenzymfraktionerna bestimdes genom
visuell skattning av en erfaren bedémare, vilket i vara hander
ger ett resultat som ar jimforbart med densitometrisk bestdm-
ning av isoenzymaktiviteterna [opubl data]. For att eliminera
den varierande spadningsvariationen av uterussekretet an-
vandes LD 1-aktiviteten i det aktuella provet som intern stan-
dard = 1,0 for detta prov. En patologisk LD-profil definieras
disomLD 1 =1,0; LD 2 >1,5; LD 3 >22,5; LD 4 =2,6 och
LD 5 >3,8 [15], Figur 2. For att LD-profilen skall bedémas
som patologisk krivs att samtliga isoenzymer, LD 2-LD 5,
overskrider respektive vérde [15].
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Il Resultat
Patologisk LD-pro-
fil i uterussekret fo-
relag hos samtliga 6
patienter med endo-
metriecancer  och
dessutom hos 10 av
66 patienter utan en-
dometriecancer. Av
de 10 patienterna
med patologisk LD-
profil utan malig-
nitet hade 2 endo-
metrit.

LD-profilen var
normal hos resteran-
de 56 patienter utan
endometriecancer
(Tabell ). Otillrdck-
ligt utbyte for be-

Relativ isoenzymaktivitet
4

(D1 D2 D3 (D4 LD5

LD-isoenzym

Figur 2. Laktadehydrogenas(LD)-profil
i uterusaspirat. Aktiviteterna av

LD 2-LD 5 anges i relation till

LD 1=1,0. Normal bild postmenopau-
salt (kurva 1). Normal bild premeno-
pausalt i proliferationsfas (kurva 2)
och i sekretionsfas (kurva 3); granslin-
je for endometriecancer (kurva 4);
vérden for LD 2-LD 5 pa och 6ver

stimning av LD-iso-
enzymmonstret o-
rekom saledes ald-

denna linje betraktas som patologiska
och alltsd missténkta for endometrie-
cancer. De vdrden som ligger till
grund for kurvorna dr hamtade fran

rig. .
. Niklasson och medarbetare 1985 [14]
_I detta patle}ltma- samt Niklasson och medarbetare
terial var sdledes  2pp4[15],
sensitiviteten for pa-

visande av endome-

triecancer baserad pa LD-profilen 100 procent, och motsva-
rande specificitet var 8 5 procent. Positivt och negativt predik-
tivt virde var 38 procent respektive 100 procent.

I samtliga 6 fall av endometriecancer var den histologiska
bilden malign. Dessutom pavisades malignitetsmisstinkta
celler i uterussekretet fran en kvinna med normal LD-profil.
Vid uppfdljning med abrasio var den histologiska bilden av
endometriet helt benign.

Sammanlagt 24 av 72 patienter, dvs var tredje patient som
sokt for postmenopausal blédning, hade en vid vaginalt ultra-
ljud icke-beddmbar livmoderslemhinna (Tabell II). I denna
grupp av icke-bedombar uterusslemhinna ingick 4 av de 6 pa-
tienterna med cancer.

Fortjockad endometrieslemhinna (=5 mm) sigs hos en
kvinna med cancer utan hormonbehandling och hos en can-
cerpatient med hormonbehandling.

Vid uppfoljningen i regionala cancerregistret 4—9 &r sena-
re fanns ingen patient med cancer registrerad utdver de 6 som
redan registrerats.

Il Diskussion
Enzymet laktatdehydrogenas, LD (LDH, EC 1.1.1.27), bestar
i somatiska vdvnader av 5 olika molekyldra varianter, isoen-
zymerna LD 1—-LD 5 i olika proportioner. I t ex hjartmusku-
latur, bukspottkdrtel, njurar och erytrocyter dominerar LD 1;
i de storre musklerna, lever och granulocyter liksom i flerta-
let neoplastiska vivnader dominerar LD 5. Forhojd aktivitet
av LD och/eller avvikande LD-isoenzymmonster i se-
rum/plasma ses vid flera olika cancerformer [17]. I vaginal-
sekretet utgér LD-aktiviteten en markor for inflammation
[18]. I uterussekretet aterspeglar LD-profilen bade normal
endometrieaktivitet och endometrieforédndringar.
LD-aktiviteten reduceras vid frysning av spddda prov;
framfor allt paverkas aktiviteten av isoenzymerna LD 4 och
LD 5. Uterusprov som spiitts i koksaltlosning kan emellertid
sparas minst en vecka i kylskap eller rumstemperatur utan att
isoenzymaktiviteterna dndras [14]. Provtagning fér LD-pro-
fil och omhéandertagande av provet utgor saledes inget prak-
tiskt problem.
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Tabell Il. Endometrietjocklek vid ultraljudsundersékning och resultat av mikroskopisk undersdkning av Endorette-aspirat fran 72 kvinnor med postmenopausal

blédning.

Ingen hormonterapi Aktuell hormonterapi
Endometrietjocklek Benign bild Malign bild Benign bild Malign bild Totalt
<5mm 20 11 7 0 28
>5mm 5 1 13 1 20
Icke-bedémbar 9 3 1" 1 24
Totalt 34 5 31 2 72

1 Benign histologi vid abrasion

Tabell I. Laktatdehydrogenas(LD)-profil och resultat av mikroskopisk under-
sokning av Endorette-aspirat fran kvinnor med postmenopausal blédning.

Histologi
LD-profil Benign bild Malign bild Totalt
Normal 55 1 56
Patologisk 10 6 16
Totalt 65 7 72

1 Benign histologi vid abrasion

Under utvecklingen av LD-metoden visade det sig att LD-
isoenzymmonstret i uterussekret vid endometriecancer ge-
nomgéende dominerades av framfor allt isoenzymerna LD 4
och LD 5. Genom att skapa begreppet LD-profil dar vi utnytt-
jar LD 1-aktiviteten i provet som en intern standard blir LD-
analysen oberoende av kvantitativa bestimningar och prov-
tagningsmetod [15]. Aktiviteten for isoenzymerna LD 2,
LD 3, LD 4 och LD 5 uttryckta i relation till LD 1 hos kvin-
nor med endometriecancer visade sig varamer én 1,4; 2,4; 2,5
respektive 3,7 ganger storre dn aktiviteten for LD 1. En pato-
logisk LD-profil kunde saledes definieras som LD 1 = 1,0;
LD22>1,5LD322,5;LD 42>2,6 ochLD 5 2>3,8.

Den sdlunda definierade LD-profilen har harefter tillam-
pats pa 100 patienter som skrapats pa grund av postmenopau-
sal blodning och pé ett hdlsokontrollmaterial (n = 366) [15].
Sensitiviteten for endometriecancer var 100 procent (14 av
14 upptickta fall), negativt prediktivt virde 100 procent, spe-
cificiteten 85 procent (13 av 86 benigna fall uppvisade pato-
logisk LD-profil) och positivt prediktivt virde 52 procent. I
hélsokontrollmaterialet fanns inga cancerfall. Specificiteten
var 96 procent (15 av 366 benigna fall hade patologisk LD-
profil). I den nu aktuella studien kunde en normal LD-profil
utesluta cancer i livmoderhalan, medan forekomsten av en
patologisk LD-profil innebar 40 procents risk for cancer (6 av
16 fall med patologisk LD-profil hade endometriecancer).

Enighet rdder om att diagnosen endometriecancer &r osan-
nolik om livmoderslemhinnans dubbla tjocklek &r mindre &n
5 mm hos kvinnor utan hormonbehandling [19]. Hos kvinnor
med pagdende hormonbehandling finns i dagsléget inga sdk-
rariktlinjer. Endometriet kan ocksa vara svarframstillt, i den-
na studie sé ofta som i 33 procent av undersokningarna. For-
klaringen till svarigheterna torde vara aldersférdndringar i
myometriet. Hilften av de undersokta patienterna var dldre dn
65 ar (46-89 ar), bland cancerfallen var hélften Gver 77 ar
(4689 ar). Dessutom kan sannolikt modern utrustning med
hogre upplosning bringa ned denna siffra.

Om patienterna i denna studie undersokts enbart med ult-
raljud och endometrietjocklek 5 mm tillimpats som grins
dven for patienter med hormonbehandling hade malignitet
varit osannolik hos 28 av de 72 patienterna med postmeno-
pausal blodning. Hos resterande 44 patienter hade maligni-
tetsmisstanken kvarstatt. Om de didremot undersokts enbart
med avseende pa LD-profil hade malignitet uteslutits hos 56
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av kvinnorna. Hos ytterligare 3 patienter (1 med endometrit
och 2 med otillrackligt utbyte) hade i det senare fallet malig-
nitet gjorts osannolik genom kombination av de bada tekniker-
na. Hos 13 av de 72 patienterna kvarstar saledes malignitets-
misstanke efter savil vaginal ultraljudsundersdkning som be-
stimning av LD-profil; av dessa 13 visade sig 6 ha endometri-
ecancer.

Patientupplevelsen av endouterin aspiration med ett in-
strument varur Endorette senare utvecklades beskrevs 1985
[14]. Sammanlagt 4 av 91 patienter rapporterade lindriga till
mattliga obehag, och 1 patient uppgav uttalat obehag av aspi-
rationen. Vér uppfattning &r att aspiration pé det sitt som har
beskrivits kan rekommenderas som ett virdefullt komple-
ment till ultraljudsundersdkning for diagnostik vid postme-
nopausal bldning.

Baserat pa vara studier [12, 14, 15] av LD-isoenzymprofi-
len i uterussekret vid endometriecancer vagar vi — trots att det
hér redovisade materialet ar litet — foresla att vaginal ultraljuds-
undersokning vid fynd av endometrietjocklek = § mm eller en
icke-beddmbar ultraljudsbild kompletterad med LD-profil i as-
pirat frAn livmoderhalan torde vara den idag ldmpligaste kom-
binationen vid utredning av kvinnor med postmenopausal
blodning. I det aktuella patientmaterialet omfattande 72 kvin-
nor kunde antalet kompletterande histologiska undersékning-
ar sdlunda minskas frén 44 till 13, utan att ndgon cancer forbi-
sags. En sadan utredningsgang av postmenopausal blodning
medfor, forutom minskat obehag for patienterna, en inte obe-
tydlig kostnadsbesparing. Idag ar kostnaden for en LD-isoen-
zymbestdmning drygt 100 kr (Lanssjukhuset i Halmstad 116
kronor, Universitetssjukhuset MAS i Malmé 128 kronor).
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SUMMARY

In diagnosing endometrial carcinoma in women with postmenopausal bleeding
analysis of lactate dehydrogenase, LD, isoenzymes in uterine aspirates appeared
to have 100 per cent sensitivity and negative predictive value combined with high
specificity and positive predictive value. Determination of the LD-profile is sug-
gested as a marker for endometrial carcinoma in women with postmenopausal
bleeding. Transvaginal ultrasonography might be combined with determination
of the LD-isoenzyme profile to secure the diagnosis of endometrial malignancy
in order to minimize the use of other more invasive diagnostic methods.
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