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1. UvOD

Karcinom mokra¢nog mjehura jedinstven je medu solidnim tumorima zbog svoje
sklonosti ucestalom recidiviranju. Zbog toga je vazna njegova dostupnost I precizna
dijagnostika $to omogucéava Ceste kontrolne dijagnosticko-terapijske zahvate. Kad se ukloni
jedna tvorba Cesto se javljaju druge, koje mogu biti blizu mjesta prvog tumora, odnosno duz
iste strane urinarnog trakta, lijevo ili desno. Teorija nastanka raka kaze da rak nastaje zato $to
epigenetskom evolucijom stanica dolazi do pojave karcinomskog genotipa, a sam rak nastaje
mutacijom jednog ili vise kljuénih gena koji pokreéu nekontrolirano dijeljenje. Ova
prihvaéena teza o kombinaciji epigenetske evolucije jedne ili dvije bitne mutacije koje dovode
do stanica raka bi, u slucaju raka mokra¢nog mjehura, mogla znaciti da se cijela strana
urinarnog trakta nalazi u nekom vidu prekanceroze i da je ona sva na putu karcinomskog
fenotipa (1). Nasuprot tome,druga teorija tvrdi da negdje postoji tiho ZariSte koje Salje
tumorske stanice, koje se implantiraju negdje udaljenije (2). Dakle, postoji nekoliko
sukobljenih koncepata o nastanku jednog razmjerno Cestog tumora. Zbog toga je potrebno
ovaj fenomen pomnije istraziti i to tako da se $to to¢nije odredi karcinomski fenotip pocetnog
i recidivirajuéeg tumora mokra¢nog mjehura i na osnovu toga zakljuciti koji su moguci
mehanizmi ponovne pojave bolesti.

Novija istrazivanja pokazuju da miSi¢ neinvazivni i mi$i¢ invazivni karcinom
mokra¢nog mjehura imaju razliite mehanizme nastanka karcinogeneze. MiSi¢ neinvazivni
ukljuc¢uje mutaciju receptora HER3 koja dovodi do karcinoma niskog stupnja, koji Cesto
recidivira, ali je rijetko invazivan. Nasuprot tome, mi$i¢ inazivni karcinom i karcinom in situ
¢es¢i je kod delecije ili mutacije TP53, RB1, HER2 (3).

Tumorski biomarkeri omogucuju raniju i toéniju dijagnozu tumora. AKo bi se
prognoza za svakog pacijenta mogla postaviti ranije, pacijenti s ve¢om sklono$¢u povratima
bolesti bi se mogli lijeciti agresivnijim tretmanom, a ostali bi se mogli postedjeti nepotrebnih
radikalnih procedura, te bi se mogli izlijeciti samo lokalnim tretmanom.

Takoder, bilo bi omoguceno personizirano lijeCenje, koje bi bilo i jeftinije od
dosadasnjih metoda. Na taj nacin bi se smanjile moguée Stetne nuspojave operacijskih
zahvata.

Tumori mokraénog mjehura dijele se na:



1. Karcinom prijelaznog epitela (engl. transitional cell carcinoma- TCC). Ovo je
najcesci tip i obuhvaca 90 — 95% svih karcinoma mokraénog mjehura. Sastoji se od dva
podtipa, to su papilarni karcinom (raste u mokraéni mjehur) i ravni tip karcinoma.

2. Adenokarcinom mjehura: 1-2% svih tumora, povezan je s produljenom upalom i
iritacijom. Vecina adenokarcinoma mjehura je invazivna.

3. Karcinom plocastih stanica: 1-2% karcinoma, takoder je povezan s produzenom
infekcijom, iritacijom i upalom, $to moze biti uzrokovano mokra¢nim kamencima.

Rijetki oblici karcinoma mokra¢nog mjehura su mikrocelularni karcinom i sarkom.

U normalnim uvjetima mjehur, donji dio bubrega, ureteri i proksimalna uretra

oblozeni su mukoznom membranom iz prijelaznog epitela (takoder zvanom urotel). Vecina
karcinoma koji nastaju u urotraktu su urotelni karcinomi, nastaju iz prijelaznog epitela i mogu
biti niskog i visokog stupnja. Karcinomi niskog stupnja ¢esto recidiviraju nakon operacijskog
tretmana, ali rijetko invadiraju mi$i¢ ili metastaziraju. Karcinomi visokog stupnja takoder se
¢esto vracaju i imaju visoku sklonost zahvacanju misi¢a mjehura (4).
Pri dijagnozi se 30% karcinoma mokraénog mjehura prezentira kao misi¢-invazivni ili
metastatski karcinom. Petogodisnje prezivljenje manje je od 50%, usprkos agresivnoj lokalnoj
terapiji. 70% karcinoma se dijagnosticira kao povrsinski karcinom prijelaznog epitela koji ne
zahvaéa misi¢ (pTa, pT1) i mogu se lijeciti transuretralnom resekcijom i intravezikalnom
terapijom (5). Oni su ograni¢eni na mukozu (70%) ili laminu propriju (30%) i imaju
petogodisnje preZivljenje 88 — 98%.

Neinvazivni tumori se dijele na papilarni i nepapilarni podtip. Nepapilarni tumori,
zvani 1 karcinom in situ (CIS), Cesto progrediraju u invazivni karcinom, za razliku od
povrsinskih papilarnih tumora koji su obi¢no niskog stupnja i manje agresivni. Kod gotovo
50% bolesnika povrat bolesti se javlja unutar 4 godine od pocetne dijagnoze (6).

Priblizno 50 — 70% karcinoma prijelaznog epitela recidivira, a 10 — 30% pokazuje visi
stupanj i brzinu progresije (7).

Bolesnici se uobifajeno razvrstavaju u podgrupe temeljem morfologije tumora i
prisutnosti imunohistokemijskih 1 drugih znacajki s otprije poznatom prediktivnoSéu za
pojedine nacine lijecenja, dok se uglavnom ne radi o pokazateljima vezanim za biologiju tog
tipa tumora. Kako su za potvrdu prediktivne vrijednosti za ishod lijeCenja neke vrste tumora
potrebni veliki randomizirani pokusi, pojava novih prediktora je rijetka i obi¢no se dogada u
ve¢ detaljnije istrazenim vrstama Kkarcinoma. Zbog toga mnogi razmjerno Cesti karcinomi
nemaju niti prikladan dijagnosticki postupnik niti utemeljenu stratifikaciju bolesnika u

skupine razli¢itog rizika S$irenja ili recidiva bolesti. U ovom istrazivanju je izmedu



,zanemarenih” karcinoma, dakle onih koji nisu u kategoriji rijetkin tumora, izabran rak
mokraénog mjehura koji ima specificnu biologiju tj. vrlo je sklon povratu bolesti. Neki
povoljno reagiraju na lokalno izlaganje citostatiku ili na imunomodulaciju lokalnim
izlaganjem oslabljenim BCG sojem uzro¢nika tuberkuloze, no postoje bolesnici s lokalnim
Sirenjem kao i s udaljenim metastazama zbog Cega je rak mokra¢nog mjehura bitan uzrok
smrtnosti od malignoma. U nedostatku jasnog dijagnostickog postupnika obrade tumorskog
tkiva raka mokra¢nog mjehura, predlozeni projekt je na statisticki relevantnom uzorku
primarnih i recidiviraju¢ih tumora utvrdio prisutnost imunohistokemijskih biljega za koje se
zna da su prediktori ishoda lijecenja drugih vrsta karcinoma. Kako se ne radi o testiranju
nacina lijeCenja ve¢ o definiranju karcinomskog fenotipa primarnog i recidivnog tumora,
istrazivanje je nastojalo utvrditi cimbenike povezane s pojavom fenomena bitnih za procjenu
bioloskih znacajki tumora. Navedeni pristup, utvrdivanje prediktora bioloskog ponasanja
tumora, zbog metodoloSke zahtjevnosti, posebice vezano za statisticku obradu, gotovo je
napusten i poticanjem industrije lijekova zamijenjen je ve¢ opisanim testiranjem prediktora
rezultata lijeCenja.

Tek je razvoj novih statistickih metoda, kao S$to je multivarijantna adaptivna
krivolinijska regresija (engl. Multivariate Adaptive Regression Splines - MARS), omogucéio
adekvatnu procjenu znacajnosti prediktora u pojavnosti binarnog dogadaja (DA/NE),
PRISUTAN/ODSUTAN i sl.) ili pak u promjenjivosti kvantitativnog pokazatelja izraGunom
indeksa determinacije. Navedena metoda primijenjena je u procjeni znacajki karcinomskog
fenotipa raka mokra¢nog mjehura za biologiju tumora.

U razvijenim je drzavama, zbog porasta zZivotne dobi, sve veca incidencija karcinoma
mokra¢nog mjehura. Glavna metoda dijagnoze i terapije je cistoskopija kojom se redovno,
svakih tri do Sest mjeseci prate bolesnici nakon transuretralne resekcije tumora mokra¢nog
mjehura (TUR). Stopa infekcije nakon cistoskopije je 3% (8), dok su dizurija (50%), ucestalo
mokrenje (37%) i makrohematurija (19%) relativno ucestalije nakon cistoskopije (9).

Postoperativni rutinski pregledi ¢ine tumor mokra¢nog mjehura jednim od financijski
najskupljih maligniteta od dijagnoze do smrti, s troskom od oko 187000 $ po bolesniku u
SAD-u. Godisnji ukupni trosak je blizu 5 milijarda dolara (10,11).

Otkrivanje prediktivnih biomarkera bi u buduénosti moglo poboljSati 1 pojeftiniti
dijagnozu karcinoma mokraénog mjehura s ciljem smanjenja potrebe za cistoskopijom i
ostalim slikovnim metodama dijagnostike te omoguc¢avanja individualne stratifikacije rizika u

pogledu terapije i pracenja recidiva, $to je bio i primarni razlog naSeg istrazivanja.



Citologija urina je za sada najto¢niji neinvazivni test koji se koristi u rutinskoj praksi
za dijagnozu karcinoma mokra¢nog mjehura. Citologija urina je najuinkovitija za
utvrdivanje karcinoma visokog stupnja. Njena senzitivnost i specifiénost za tumore visokog
stupnja i karcinom in situ je 80-90% i 98-100% (12). Za detekciju tumora niskog gradusa
nije tako ucéinkovita. Ponekad je i benigna stanja poput upala tesko razlikovati od karcinoma,
Sto rezultira s visSe od 12% lazno pozitivnih nalaza (13).

Povrsinski karcinom mokra¢nog mjehura pokazuje visoku frekvenciju mutacija HER3
onkogena, sto rezultira disregulacijom RAS-MAPK signalnog puta (14,15). HER3 mutacija u
urinu pokazuje senzitivnost od 58% te moze biti znaCajna za predvidanje recidiva
neinvazivnih karcinoma (16,17).

Razvoj karcinoma mokracnog mjehura generalno je prihvacen kao slijed geneti¢ke
nestabilnosti tijekom viSegodisnjeg razdoblja i ukljucenje kromosoma 1,7,9, 17 u uroepitelnoj
onkogenezi (18,19). Visoka razina amplifikacije nadena je na 17q11-21.3 slijedu kod
primarnog i metastatskog tumora i to je pokazalo da je HER2 protoonkogen (c-erb2 ili neu),
lociran na tom lokusu (20,21). Humani HER2 protoonkogen kodira transmembranski protein
iz porodice protein tirozin kinaza receptora HER2 koji je receptor ¢imbenika rasta i ima
moguénost stimuliranja rasta stanice. Amplifikacija gena i ekspresija proteina HER2 nadene
su u mnogim adenokarcinomima (22,23). Noviji podatci sugeriraju da HER2 ima ulogu u
progresiji tumora jer povecava stani¢nu adheziju, pokretljivost stanice i ekspresije
proteoliti¢kih enzima. Ekspresija HER-2 proteina prisutna je u velikom broju karcinoma, do
74% urotelijalnih karcinoma te u mnogim epitelnim tumorima ukljucujuéi nemikrocelularni
karcinom pluca, kolorektalni tumor, tumore zeluca, pankreasa, jajnika te dojke (24), ali jos je
nedovoljno poznata njezina povezanost s razvojem i progresijom karcinoma mokraénog
mjehura (25-28). Razlike u incidenciji mogu biti povezane s raznim metodama za odredivanje
statusa HER2. Koriste¢i FISH tehniku razne analize pokazuju uklju¢enost kromosoma 7,9 i

17 u karcinogenezu mokra¢nog mjehura (29-31).

Obitelj epidermalnog faktora rasta sastoji se od Cetiri ¢lana: EGFR (HER1), HERZ2,
HER3 i HER4. Ovi receptori su transmembranski proteini koji prenose signale iz okoline u
stanicu 1 utjeCu na njezin rast. Promjene u njihovoj ekspresiji jo§ nisu dovoljno istrazene.
Poznato je da patoloska ekspresija dva od navedenih proto-onkogena (HER1 i HER?2)
povezana s gubitkom koordinacije stani¢nog rasta i nekontroliranom stani¢nom proliferacijom

moze uzrokovati malignitet (32).



HER porodica je specificna po tome Sto procesom dimerizacije dolazi do njihove aktivacije
(33).

E-cadherin je jedna od najvaznijih molekula u medustani¢noj adheziji u epitelnom
tkivu 1 sluzi za formiranje i odrzavanje epitela. SmjeSten je na povrsini epitelnih stanica, U
podrucju stani¢nog kontakta poznatog kao adherentni spoj. Osim njegove uloge u normalnim
stanicama, on moze imati vaznu ulogu pri transformaciji malignih stanica posebno kod rasta i
progresije tumora. Supresija E-cadherina smatra se jednim od glavnih molekularnih dogadaja
odgovornih za disfunkciju medustanicne adhezije. Vecina tumora ima abnormalnu stani¢nu
arhitekturu i1 gubitak integriteta tkiva moze uzrokovati lokalnu invaziju. Gubitak funkcije
tumor supresijskog E-cadherina korelira s povecanom invazivno$¢u i metastaziranjem tumora
(34).

Lynch sindrom (LS), najées¢e poznat kao hereditarni nepolipozni kolorektalni
karcinom (HNPCC), uzrokovan je mutacijom jednog od 5 MMR proteina koji sudjeluju u
popravljanju krivo sparenih baza DNA (engl. DNA MMR -Deoxyribonucleic acid mismatch
repair) MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 i EPCAM. Rizik nastanka karcinoma ve¢i je kod
mutacija u MLH1 i MSH2 nego kod mutacija u MSH6 i PMS2.

Inaktivacija gena koji kodiraju MMR sustav i posljedi¢ni defekti u MMR proteinu
MLH1 i MSH2 rezultiraju velikim poveéanjem spontanih mutacija koje mogu dovesti do
razvoja mikrosatelitske nestabilnosti i maligniteta (35). Poveéanje ukupnog broja mutacija
kroz genom 1 pocetak kaskade daljnjih mutacija rezultira pove¢anom genetskom
nestabilno$¢u i heterogeno$¢u stanica karcinoma; neki od tih gena povezani su sa
sposobnos¢u tumorske stanice za proliferacijom, invazivno$éu i metastaziranjem (36).
Karcinom mokra¢nog mjehura prate mnoge kromosomske aberacije. Gubitak alela na 3p
moze ukazivati na ukljuc¢enje MLH1 gena u urotelnom karcinomu mjehura (37). Gubitak ili
redukcija MMR aktivnosti povezana je s invazivnim karcinomom mjehura (38). Moguca
uloga MMR genske ekspresije kao prognosti¢kog indikatora vidljiva je kod karcinoma
mjehura, prostate i kolona (39,40). Nekoliko je studija pokazalo da MSH2 gen igra glavnu
ulogu u popravljanju osteenja DNA. Analiza pokazuje da je reducirana ekspresija MSH2
proteina ¢es¢a kod tumora visokog stupnja i da je znacajno povezana s povratkom bolesti. Za
razliku od MSH2, MLH1 protein nije dovoljno istrazen kod urotelnih maligniteta (41).

Billerey C. i sur. u svom su radu promatrali skupinu od 111 bolesnika s karcinomom
prijelaznog epitela mokra¢nog mjehura, s ciljem analize ekspresije MLH1 i MSH2. Smanjena
ekspresija MMR proteina nadena je u 26 od 111 karcinoma (23%) i najvise je prisutna kod



misi¢ invazivnog karcinoma mokra¢nog mjehura visokog gradusa, a manje u povrsinskih
tumora manjeg gradusa. U petogodisnjem pracenju smanjena ekspresija MMR proteina
povezana je s manje recidiva povrSinskog tumora i manje recidiva svih tumora u usporedbi s
tumorima s normalnom ekspresijom. Kod mladih je bolesnika redukcija ekspresije MMR
proteina izrazenija nego kod starijih. Ovom studijom je pokazano da reducirana ekspresija

MMR proteina moze biti povezana s razvojem karcinoma prijelaznog epitela(42).

1.1. Etiologija

Glavni rizi¢ni faktor karcinoma mokra¢nog mjehura je pusenje cigareta. PuSaci imaju
Cetiri puta vecu Sansu nastanka tumora od nepusaca (43). Ostali kancerogeni faktori mogu biti
razne kemikalije iz okoline, osobito kod profesionalnih djelatnika u tekstilnoj industriji i
industriji guma, lijeenje citostatikom ciklofosfamidom, kroni¢na upala mjehura i iradijacija

zlo¢udnih tumora zdjelice (44).

1.2. Epidemiologija

Karcinom mokra¢nog mjehura je na devetom mjestu u svijetu po incidenciji, a deseti
je uzrok smrti karcinomima (45). U svijetu je 2012. godine dijagnosticirano 430000
novoboljelih i 150000 umrlih, a u Europi iste godine 118000 oboljelih i 52000 umrlih, sto je
jedan od vodecih uzroka morbiditeta 1 mortaliteta. Vise od 90% novooboljelih su ljudi stariji
od 55 godina. Trosak lijeCenja za EU je 2012. iznosio 4,9 milijarda eura. Naj¢e$¢i histoloski
tip u razvijenim drzavama je karcinom prijelaznog epitela koji ¢ini 90% svih karcinoma, dok
u juznoj i zapadnoj Europi te u Sjevernoj Americi. Stopa mortaliteta najveca je u zapadnoj
Aziji i sjevernoj Africi. U mnogim europskim zemljama incidencija je u porastu, ali mortalitet

je u padu.
1.3. Prognoza
Prezivljenje ovisi o mnogo ¢imbenika, medu kojima je najvazniji stadij i stupanj

tumora te neki bioloski markeri. Petogodisnje prezivljenje bolesnika s lokaliziranim

karcinomima, stadij O (in situ) je 88 — 98%, stadij lokaliziran na mokra¢ni mjehur (stadij I i IT)



je 69%. Ukoliko su zahvaceni regionalni limfni ¢vorovi (stadij III) petogodiSnje prezivljenje
je 35 %, a kod metastatske bolesti (stadij 1) petogodisnje prezivljenje je samo 5%.
Kod metastatskog karcinoma mokra¢nog mjehura 50% bolesnika ima smrtni ishod u roku 2-3

godine od dijagnoze.

1.4. Klini¢ka prezentacija

Najcesci i Cesto prvi znak je krv u urinu-hematurija. Ovisno o boji urina, radi se o
mikrohematuriji ili makrohematuriji. Krvarenje ne mora biti prisutno svakodnevno, a ukoliko
se radi o mikrohematuriji urin se mora dijagnosticirati u laboratoriju citologijom.

Drugi Cesti znakovi karcinoma prijelaznog epitela mokra¢nog mjehura su ucestalije mokrenje,
promjena boje urina, osjec¢aj pecenja i boli, nagon na mokrenje iako je mjehur prazan ili
otezano mokrenje.

U slucaju uznapredovale bolesti moze se pojaviti bol u donjem dijelu leda, gubitak

tjelesne tezine, manji osjecaj gladi, umor i slabost.

1.5. Dijagnosticka obrada

Ranijim otkrivanjem karcinoma mokraénog mjehura veca je 1 vjerojatnost
uspjesnijega lijeCenja i oporavka. JoS nije dostupan test koji bi omogucio skrining Sire
populacije, te se vecini ljudi bolest dijagnosticira kada dode do pojave simptoma, dakle u
ranom stadiju kada nije zahvac¢en misi¢. Manji broj bolesnika ima prosirenu bolest u trenutku
dijagnoze.

Nekoliko vaznih dijagnostickih metoda, bitnih za postavljanje dijagnoze i utvrdivanje
stupnja proSirenosti bolesti:

o CITOLOGIJA URINA- standardna neinvazivna dijagnosticka metoda, s niskom
osjetljivosc¢u za karcinome ranog stadija i niskog stupnja. Fluorescentna in situ hibridizacija
(FISH) moze poboljsati tocnost citologije.

o CISTOSKOPIJA- primarni modalitet za dijagnozu karcinoma mokra¢nog mjehura,
omogucuje biopsiju i resekciju papilarnih tumora te prikazuje gornji urinarni trakt. Ovo je
jedini nacin postavljanja to¢ne dijagnoze karcinoma.

o BIOPSIJA TUMORSKOG TKIVA- transuretralna resekcija tumora mokra¢nog

mjehura (TUR) Koristi seza odredivanje vrste tumora, dubine prodora u stijenku mjehura i



identifikaciju dodatnih mikroskopskih kancerogenih promjena (CIS). TUR se takoder koristi
kao terapija misi¢ neinvazivnog karcinoma.

. KOMPJUTORSKA TOMOGRAFIJA ABDOMENA | ZDJELICE- koristi X zrake te
stvara trodimenzionalnu sliku koja omogucuje uvid u veli¢inu tumora i limfnih ¢vorova, kao i
odnos anatomskih struktura, $to je potrebno za planiranje lijeCenja.

o MAGNETNA REZONANCIJA ZDJELICE | ABDOMENA- koristi magnetno polje i
na taj nacin stvara detaljnu sliku struktura zdjelice, prikazuje tumor i1 limfne ¢vorove.

o ULTRAZVUK ABDOMENA | ZDJELICE- konvencionalni prikaz kroz abdominalnu
stijenku, najc¢eS¢a je metoda prikaza bubrega i urotrakta, no ima svoja ograni¢enja. Bolji
prikaz tvorbi mokra¢nog mjehura, prostate i prileze¢ih organa postize se sondom visoke

rezolucije smjestenom u vagini, rektumu ili samom mokraénom mjehuru.

1.6. Bioloske znacajke karcinoma mokraénog mjehura prijelaznog epitela

U danasnje vrijeme, zahvaljujué¢i novim tehnologijama analize mutacija 1 ekspresija
gena, omogucen je veliki napredak i uvid u promjene mnogobrojnih gena i nacine nastanka
raznih karcinoma, pa tako i u promjene onih gena koji dovode do nastanka karcinoma
mokracnog mjehura. Geni ukljuceni u kontrolu stani¢nog ciklusa, regulaciju kromatina,
receptori tirozin-kinaze i Pl 3-kinaze-mTOR cesto su mutirani kod misi¢-invazivnog
karcinoma mokra¢nog mjehura.

Analiza usmjerena na ekspresiju gena otkrila je dva razli¢ita tipa karcinoma
mokra¢nog mjehura- bazalni i luminalni tip, sli¢ni subtipovima dojke i imaju prognosticku i
terapijsku vaznost.

Prvi otkriveni onkogen karcinogeneze mokra¢nog mjehura je HRAS (46), kasnije su
nadeni TP53 (47), HER3 (48) i EGFR (49).

1.7. Prognosticki ¢imbenici

Trenutno poznati prognosti¢ki ¢imbenici recidiva karcinoma mokra¢nog mjehura
nakon radikalnog operacijskog zahvata su broj tumora, veli¢ina, stupanj i stadij primarnog
tumora, kao i razni bioloski markeri (50). Pronalazenje tih klini¢ko-patoloskih i biokemijskih
faktora omogucilo bi bolju selekciju pacijenata za odgovarajuéi terapeutski zahvat, agresivniji
ili blazi.

Brojne studije su se bavile identifikacijom takvih prediktora, a najvise su u literaturi

spominjani Ki-67 kao poznati prediktor maligne bolesti kod viSe vrsta karcinoma te geni iz



HER i Lynch porodice. Ki-67 protein smjeSten je u jezgri stanice i prisutan za vrijeme cijele
aktivne faze stani¢nog ciklusa (G1,S,G2 i mitoza), dok ga se za vrijeme mirovanja (G0) ne
nalazi, $to ga ¢ini izvrsnim markerom za odredivanje stani¢nog umnazanja. Ekspresija Ki-67
proteina ¢vrsto je povezana sa Stani¢nom proliferacijom te se sve viSe rutinski koristi kao
proliferacijski marker. Za vrijeme interfaze, antigen se detektira u jezgri stanice, dok se za
vrijeme mitoze vecina proteina premjesta na povrsinu kromosoma. Njegova visoka ekspresija
povezana je s viSim stadijem i stupnjem diferencijacije tumora, kao i loSijom prognozom
bolesti (51,52). Pokazano je da njegova blokada antitijelima dovodi do zastoja stani¢ne
proliferacije. Ki-67 se koristi kao prognosticki i prediktivni marker za dijagnostiku i lijecenje
karcinoma (53,54).

U bioloske markere pripadaju i EGFR (engl. epidermal growth factor receptor) receptori
tirozin kinaze. EGFR je ¢lan porodice cetiri EGF tirozin kinazna receptora, koji su svi
kodirani sa Cetiri poznata c-erB onkogena. Tri ¢lana HER porodice receptora tirozin-kinaze
pokazuju promjene u ekspresiji kod karcinoma mokra¢nog mjehura (55).

HER1 amplifikacija pronadena je u 11%, HER2 mutacija u 5% i amplifikacija u 7%, HER3
mutacija u 11%, a amplifikacija u 2% karcinoma (56,57).

HER?2 je receptor faktora rasta, koji ima mogucénost djelovanja na rast stanice vezivanjem
liganda za EGFR. Amplifikacija gena i ekspresija HER2 proteina, nadena je u mnogim
epitelnim tumorima ukljucujuéi nemikrocelularni karcinom pluca, kolorektalni tumor zeluca,
pankreasa, jajnika te dojke (58), a u karcinoma mokra¢nog mjehura je prisutna u 17-76%
urotelijalnih karcinoma (59). Noviji podatci sugeriraju da pretjerana ekspresija HER2 ima
ulogu u progresiji tumora sudjeluju¢i u regulaciji proteolitickih enzima, povecavajuci
stani¢nu adheziju I pokretljivost stanica. HER3 je receptor tirozin kinaze, membranski
protein koji formira aktivne heterodimere s drugim clanovima EGFR obitelji koji imaju
kinaznu aktivnost. Izrazen je u gastrointestinalnom, urinarnom i reproduktivnom sustavu.
Nema dokaza da je njegova prekomjerna ekspresija ili mutacija onkogena, ali kao
heterodimer s ostalim ¢lanovima EGFR, a najvise s HER2, uzrokuje proliferaciju stanica
(60).

Postoje novije studije koje pokazuju da ekspresija HER3 i HER4 korelira s boljom
prognozom karcinoma (61). HER porodica je specifi¢na po tome §to procesom dimerizacije

dolazi do njihove aktivacije.

U bioloske markere takoder pripadaju porodica Lynch gena.



PMS2 gen kodira protein koji sudjeluje u popravku DNA. Ovaj protein ispravlja
greske koje se javljaju prigodom replikacije DNA u S fazi stanicnog ciklusa. PMS2 protein
formira kompleks s MLH1 proteinom. Ovaj kompleks koordinira aktivnost ostalih proteina
koji popravljaju greske nastale za vrijeme DNA replikacije. Popravak se izvodi izrezivanjem
slijeda DNA koji sadrzi pogreske i ponovnom sintezom DNA. Osobe s mutacijama PMS2
imaju zivotni rizik za kolorektalni karcinom od 15% do 20% i zivotni rizik 6% za druge
karcinome povezane s Lynch sindromom. Zene imaju 15% rizik za nastanak karcinoma
endometrija. Karcinomi povezani s Lynch sindromom jo$ ukljuéuju karcinome urinarnog
trakta, jajnika, zeluca, tankog crijeva, hepatobilijarnog trakta, koze i mozga. Nadeno je
nekoliko stotina mutacija u PMS2 genu koje su povezane s razvojem tih karcinoma. Te
mutacije mogu uzrokovati stvaranje abnormalnog PMS2 proteina, koji ne moze obavljati
svoju normalnu funkciju tako da se broj greSaka koje nastaju diobom stanice stalno povecava.
Ako se stanice nastavljaju dijeliti, greske se nakupljaju u DNA, i tako mogu nastati tumorske
stanice. Mutacije u PMS2 nasljeduju se autosomno dominantno, §to znaci da za blizu rodbinu

postoji 50% rizik od nasljedivanja mutacija (63).

MSHG6 gen ¢ini kompleks s proteinom MSH2. Taj kompleks identificira lokaciju na
molekuli DNA gdje nastaje greska za vrijeme DNA replikacije. Nakon toga, drugi kompleks
proteina, MLH1-PMS2 popravlja greSske. Mutacije MSH6 gena mogu biti povezane s

nasljednim nepolipoznim karcinomom kolona i karcinomom endometrija (64).

MLH1 gen daje uputu za sintezu jo$ jednog proteina koji ima vaznu ulogu u popravku
DNA. MLHI1 protein se udruzuje s proteinom PMS2. Taj kompleks koordinira aktivnost
ostalih proteina koji popravljaju greske DNA. Popravak se odvija tako da se pomice slijed
DNA koje sadrze pogreske i zamjenjuje ispravnim slijedom DNA. Opisano je preko 300
mutacija ovog gena koji uzokuje hereditarni nepolipozni karcinom kolorektuma. Te mutacije
ukljuéuju zamjene nukleotida, inserciju ili deleciju. U vecini ovih mutacija proteinski produkt

ima os$te¢enu funkciju (65).

MSH2 protein prepoznaje krivo sparene baze. MSH2 je tumor supresor gen i ukljucen
je u razne oblike popravka DNA. Mutacije u MSH2 genu povezane su s mikrosatelitskom

nestabilno$¢u i nekimkarcinomima, osobito HNPCC.

Svaki pojedinacni marker sam za sebe nije dovoljno informativan, ali bi pracenje vise

poznatih markera, kao i moguce otkri¢e novih, moglo objasniti etiologiju ovih tumora.
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2. HIPOTEZA

Agresivnost te pojavnost ranih i1 kasnih recidiva raka mokraénog mjehura moze se
procijeniti odredivanjem markera EGFR, HER2, HER3, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 i E-
cadherina (te klasifikacijom u odredeni imunohistokemijski fenotip) u odnosu na surogat
marker Ki-67 u primarnom tumoru i recidivu. Istom imunofenotipskom klasifikacijom moze
se zakljuciti je li pojava svakog narednog tumora mokra¢nog mjehura vezana uz progresiju

prethodno dijagnosticiranog primarnog tumora ili je to neovisan dogadaj.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja je prepoznati imunohistokemijske fenotipske znacajke primarnih
i recidiviraju¢ih tumora mokraénog mjehura povezane s povecanim rizikom ranih ili kasnih
recidiva bolesti u mokraénom mjehuru. Odabrani imunohistokemijski markeri EGFR, HER2,
HER3, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 i E-cadherin biti ¢e usporedeni sa surogat markerom
Ki-67 u primarnom tumoru i recidivu, kao prihvaéenom mjerom agresivnosti raznovrsnih
tumora. Ovisno o znacajkama (dob kod pojave prvog tumora, ukupan broj tumora, redni broj
recidiva, brzina recidiviranja) utvrdit ¢e se postoje li razlike u imunohistokemijskom fenotipu
tumora u podskupinama koje bi upucivale na razlike u biologiji. Na taj na¢in bi se bolje
upoznale bioloske znacajke ovih tumora, te bi se utvrdilo radi li se o ponovnoj pojavnosti
recidiva uklonjene tumorske tvorbe ili se radi o novoj tvorbi sli¢nog, ali ipak razli¢itog

karcinomskog fenotipa.
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4. MATERIJALI Il METODE ISTRAZIVANJA

4.1. Ustroj studije

Ovo retrospektivno istrazivanje provedeno je na Zavodu za onkologiju Klinickog
bolnickog centra Osijek uz prikupljanje podataka o provedenom lijeCenju u drugim

ustrojstvenim jedinicama iste ustanove.

4.2. Ispitanici

U studiju su ukljuceni arhivski uzorci tkiva pacijenata starijih od 18 godina koji imaju
najmanje 2 patohistoloSka nalaza tumora mokra¢nog mjehura (primarni tumor i recidiv).
Iskljuéni kriterij je tumor nekog drugog organa.

Navedenim kriterijima u arhivi ustanove identificirano je ukupno 33 bolesnika dobi
57-87 godina kojima je ukupno odredeno 113 karcinoma prijelaznog epitela. Ukupan broj
karcinoma po bolesniku kretao se od 2 (1 recidiv) do 6 (5 recidiva). Prikupljeni su podatci o
dobi u vrijeme prvog zahvata, spolu, histokemijskim zna¢ajkama tumora.

Osobni podatci su zasticeni zaporkom. Kombiniranjem znacajki operiranog primarnog
tumora sa znaCajkama recidiva, iz promatranih 113 tumora definirano je 80 procesa
recidiviranja koji su koriSteni za analizu predikcijskog znacaja razlika u fenotipu izmedu dva
sukcesivna karcinoma.

Svi podatci uzeti su iz povijesti bolesti, a svim bolesnicima koji su vise no jednom
operirali tumor mokra¢nog mjehura dodijeljenja je zaporka. Istovremeno su se Sifrirale
parafinske kocke uklonjenih tumora iz pohrane klinickog Zavoda za patologiju za dopunska
imunohistokemijska bojenja kojima se definira karcinomski fenotip svakog izvadenog
tumora. Pozitivnost nalaza pojedinog imunohistokemijskog pokazatelja kvantitativno ili
semikvantitativno procijenila su dva neovisna patologa.

Pod zaporkom pacijenta definirani su sljede¢i podatci iz povijesti bolesti: dob
bolesnika u trenutku postavljanja prve dijagnoze, spol, za sve operirane tumore mokra¢nog
mjehura datum zahvata, lokalizacija i veli¢ina primarnog tumora mokraénog mjehura.
Tumorske kocke obradene su kako je opisano dalje u materijalima i metodama, prikupljeni

podatci takoder su uneseni u tablice i povezani sa zaporkom koja je dodijeljena odredenoj
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povijesti bolesti. Sifriranje i povezivanje podataka ucinjeno je od strane neovisnog istraziva¢a
koji nije radio imunohistokemijsku analizu ili statistiku. Svi dobiveni rezultati obradeni su
statistiCki neparametrijskim metodama detekcije razlike u razmjerno malom setu
imunohistokemijskih pokazatelja temeljem kojih su izvedeni zakljucci.

Plan rada i metode istrazivanja, ukupan broj, odabir, ukljucivanje, obavijeStenost i
suglasnost ispitanika su u skladu s etickim i znanstvenim standardima. Predvidivi rizici i
opasnosti u odnosu prema pretpostavljenoj znanstvenoj koristi osmiSljeni su uz najmanje
moguce izlaganje riziku i opasnosti po zdravlje istrazivaca, suradnika u istrazivanju i opce
populacije u skladu s inauguriranim temeljnim principima i ljudskim pravima u
biomedicinskim istrazivanjima u podruc¢ju medicine i zdravstva, ukljucuju¢i standarde
koristenja 1 postupka humanim bioloSkim materijalom u znanstvenim | stru¢nim
biomedicinskim istraZivanjima. IstraZzivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Klinickog
bolni¢kog centra Osijek, ur. broj: 25-1:831-6/2015 i Medicinskog fakulteta Sveucilista J.J.
Strossmayera u Osijeku, ur. broj: 2158-61-07-18-123.

4.3. Metode istrazivanja

Operacijski materijal za patohistolosku analizu prikupljen je rutinskom, standardnom
patohistoloSkom metodom koja se sastoji od fiksacije u puferiranom 10% formalinu,
uklapanja istog u parafinske blokove, rezanja preparata na 3-5 mikrometara, te bojenja
hemalaun-eozinom. Preparati su se pregledavali svjetlosnim mikroskopom.

Svi tumori analizirani su imunohistokemijski, za to su upotrijebljeni dodatni rezovi
tumorskog tkiva. Isti su obradeni u automatiziranom Ventana BECHMARK ULTRA sustavu
imunohistokemijskog bojenja uz uporabu temeljnog AEC sustava vizualizacije rezultata.
Ventana temeljni AEC sustav (BASIC AEC detection kit) neizravni biotin streptavidin sustav
koji se sastoji od miSjih IgG, mi§jih IgM 1 zecjih poliklonskih primarnih antitijela.
Interpretacija bojenja uvijek je povezana s evaluacijom odgovarajucih pozitivnih kontrola.

U imunohistokemijskoj analizi koristena su sljedeca primarna protutijela:
o (proizvodac¢/naziv/klon/kataloski broj):

. CONFIRM anti-EGFR (3C6) kat.br 05278341001

o PATHWAY anti- HER2/ neu (45B) kat.br 05995570001

. DAKO anti- HER3 (DAKH3-1C) kat.br M7927
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o VENTANA anti- E-cadherin (36) kat.br 05905290001
. CONFIRM anti- Ki- 67 (30-9) kat.br 05278384001
. VENTANA anti- MLH1 M1 kat.br 06472966001
o VENTANA anti- MSH2 (G219-1129), Ventana kat.br 05269270001
. CONFIRM anti -MSH6 (44) kat br 05929911001
. VENTANA anti PMS2 (EPR 3947) kat br 06419216001

Pretretman deparafiziranih tkivnih rezova debljine do 5 mikrometara provodi se
tijekom automatiziranog postupka u aparatu Ventana BenchMark Ultra. Optimalni rezultati
dobiveni su uporabom otopina pufera pH 9. Zbog dobrog lijepljenja tkivnih rezova na
stakalca koriste se silanizirana stakalca Daco (Silanized Slides Code S3003). Preparati se
prekrivaju otopinom Neo- Mount (Merck mounting medium for microscopy kat.br 109106) i
pokrovnim stakalcem da bi se postigla trajnost samih preparata.

Rezultati imunohistokemijskog bojenja izraZzeni su semikvantitativnom metodom kako
slijedi:
Negativna reakcija (-): nema obojenja u tumorskim stanicama (Slika 1)
Slabo pozitivna reakcija (+): manje od 10% tumorskih stanica pozitivno (Slika 2)
Umjereno pozitivna reakcija (++): 10-50 % tumorski stanica pozitivno (Slika 3)
Jako pozitivna reakcija (+++): vise od 50% tumorskih stanica pozitivno (Slika 4)
Pozitivnom reakcijom smatra se umjereno pozitivna (++) i jako pozitivna (+++) reakcija, dok
¢e se negativnom smatrati negativna (0) 1 slabo pozitivna reakcija (+)
Ki-67 je izrazen stvarnim postotkom (odredenim na tri mjesta na tumorskom tkivu na 500

susjednih stanica u podrucju tzv.,.hot-spots"” ili mjesta najizrazenijeg bojenja).
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Slika 4.1. Negativna reakcija (-): nema obojenja u tumorskim stanicama

16



Slika 4.2. Slabo pozitivna reakcija (+): manje od 10% tumorskih stanica pozitivno
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Slika 4.3. Umjereno pozitivna reakcija (++): 10-50 % tumorski stanica pozitivno
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Slika 4.4. Jako pozitivna reakcija (+++): vise od 50% tumorskih stanica pozitivno
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4.4. Statisticka obrada podataka

Podatci su analizirani neparametrijskim statistickim metodama testiranja razlika i
povezanosti

Za procjenu prediktivne vrijednosti pojednih pokazatelja u objasnjenju pojavnosti
bioloskih znacajki recidivnih tumora mokra¢nog mjehura rabljena je metoda MARS (eng.
multivariate adaptive regression splines) (66).

Za analizu podataka organiziranih u procese recidiviranja uz tablice kontigencije s 2
testovima, primijenjena je analiza klastera primjenom EM (expectation—maximization)
algoritma, metoda prepoznavanja broja podgrupa u sloZzenim kvantitativnim ili kategori¢kim
podatcima. EM algoritam posebice je pogodna metoda za manje uzorke jer nije sklona
lomljenju opazanja na vise malih skupina, $to ju ¢ini posebno pogodnom za analizu podataka
klinicke medicine gdje je broj ispitanika koji udovoljavaju ulaznim kriterijima uvijek
ogranien. Po definiranju klastera, razvrstani podatci se testiraju ANOVA metodom za
kontinuirane uzorke na znacajnost razlika pojedinog pokazatelja i to daje uvid u definirajuce
znacajke nadenih klastera.

U svim statistiCkim testiranjima razina znacajnosti je p<0,05.
U statistickoj obradi koristen je programski paket tvrtke StatSoft, Inc 2011. STATISTICA,

verzija 10 www.statsoft.com.

20


http://www.statsoft.com/

5. REZULTATI

U istrazivanju je sudjelovalo ukupno 33 bolesnika s recidivnim karcinomima
prijelaznog epitela mokra¢nog mjehura koji su lijeCeni u naSoj ustanovi u razdoblju od
2008.do 2012.godine. Radilo se o 24 muskarca i 9 Zzena. Aritmeticka sredina dobi za
ispitanike iznosila je 69 godina.

Iz tablice je vidljivo da je najveci broj bolesnika u vrijeme pocetka lije¢enja bio u dobi
od 61 do 74 godine, ukupno 16 bolesnika (vidljivo iz tablice 5.1.). Mladih od 61 godine bilo
je 7, au dobi od 74 i vise godina bilo je 10 bolesnika. Broj recidiva je varirao, 13 bolesnika su
operirali dvije tvorbe, dakle imali su jedan recidiv, dok je bolesnika koji su imali Cetiri
operacije, odnosno tri recidiva, bilo 11. Najve¢i broj, ukupno 6 recidiva, imao je samo jedan
bolesnik, on je bio mladi od 60 godina.

Tablica 5.1. Razdioba bolesnika prema ukupnom broju recidiva i dobi bolesnika u vrijeme
uklanjanja prvog tumora

. i Dob bolesnika u vrijeme prvog tumora
Broj bolesnika prema (godine)
ukupnom broju recidiva g Ukupno
pojedinog bolesnika
<61 61lto 74 >74
1 recidiv 1 7 5 13
2 recidiva 2 1 0 3
3 recidiva 2 6 3 11
4 recidiva 1 2 0 3
5 recidiva 0 0 2 2
6 recidiva 1 0 0 1
Ukupno 7 16 10 33
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5.1. TraZenje razlike u imunohistokemijskim zna¢ajkama tumora kao prediktorima
ukupnog broja recidiva i vrijednosti Ki-67

Za utvrdivanje razlika u biologiji tumora prijelaznog epitela mokraénog mjehura

koriSten je izracun modela MARS krivolinijskom regresijom kojom se znacaj testiranih

prediktora u promjeni kvantitativne varijable izrazava indeksom determinacije (RZ).
Ekspresija E-cadherina se u svim MARS modelima pokazala beznacajnom u predvidanju
ukupnog broja recidiva, odnosno vrijednosti K-67.

.Vrijednost R? je za sve tumore bila 0,423, za pocetne tumore 0,686, za prvi recidiv
tumora 0,700, a za kasnije recidive samo 0,233. Bitno je istaknuti da su glavni prediktori za

pocetne tumore bili HER2 i MSH2, dok je za prve recidive najbitniji prediktor bio EGFR

(Tablica 5.2.).

Za rane recidive R? je bio 0,474 s EGFR i HER3 kao bitnim prediktorima, dok je za

kasne recidive R? bio 0,640, pri ¢emu su bili najbitniji EGFR i PMS2.

Tablica 5.2. Rezultati MARS analize imunohistokemijskih pokazatelja u predvidanju

ukupnog broja recidiva tumora

. . Vrijeme
Slijed uklanjanja tumora .
recidiva
Relativni znacaj pokazatelja u Svi
MARS modelu tumori , _ | Rani | Kasni
Pocetni Prvi Ponovni
tumor | recidiv | recidivi | (409 | (9
mj) mj)
EGFR 2 1 2 1 2 2
HER2 1 2 0 0 0 0
HER3 0 0 0 0 2 0
Imunohistokemijski | nLH1 0 1 0 0 0 0
pokazatelji
MSH2 2 2 1 0 0 0
MSH6 0 1 0 1 0 1
PMS2 3 0 1 1 2 3
E-CAD 0 0 0 0 0 0
R? 0,423 0,686 0,700 0,233 | 0,474 | 0,640
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EGFR receptor epidermalnog faktora rasta, engl. epidermal growth factor receptor

HER2 humani epidermalni ¢imbenik rasta receptor 2, engl.numan epidermal growth
factor receptor 2

HER3 humani epidermalni ¢imbenik rasta receptor 3, engl.human epidermal growth
factor receptor 3

MLH1 engl.mutL protein homolog 1

MSH2 engl.mutS protein homolog 2

MSH6 engl.mutS protein homolog 6

PMS2 engl.post meiotic segregation 2

E-cadherin  epitelni kaderin, engl.epithelial cadherin

MARS multivarijabilna adaptivna regresijska krivulja, eng.multivariate adaptive
regression splines

Opisane su razlike u najvaznijim prediktivnim markerima izmedu pocetnih tumora i
prvih recidiva, kao i1 izmedu ranih 1 kasnih recidiva, §to pokazuje da se biologija tumora
razlikuje medu tim podskupinama tumora, i u odnosu na ukupan broj recidiva i za predvidanje
vrijednosti Ki-67 (Tablica 5.3.).

Vrijednost R? je za sve tumore bila 0,300; za pocetne tumore 0,262, za prvi recidiv
tumora 0,360, a za kasnije recidive 0,533. Glavni prediktori za pocetne tumore bio je HER2 i
MSHG, dok su za prve recidive najbitniji prediktori EGFR i MSHG6. Za rane recidive R? je bio
0,266, za kasne recidive R? je bio 0,370.
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Tablica 5.3. Rezultati MARS analize imunohistokemijskih pokazatelja u predvidanju
vrijednosti Ki-67 tumora

. - Vrijeme
Slijed uklanjanja tumora .
recidiva
Relativni znacaj pokazatelja u Svi
MARS modelu tumori . _ | Rant | Kasni
Pocetni Prvi Ponovni
tumor | recidiv | recidivi (do_ 9 (>_9
mj) mj)
EGFR 1 0 2 1 1 0
HER2 0 2 0 3 0 0
HER3 0 0 0 0 0 0
MLH1 1 0 0 2 0 1
Imunohistokemijski
pokazatelji
MSH2 2 1 0 1 0 0
MSH®6 4 1 2 1 1 2
PMS2 0 0 0 1 1 1
E-CAD 0 0 0 0 0 0
R? 0,300 0,262 0,360 0,533 0,266 | 0,370
EGFR receptor epidermalnog faktora rasta, engl. epidermal growth factor receptor
HER?2 humani epidermalni ¢imbenik rasta receptor 2, engl.human epidermal growth
factor receptor 2
HER3 humani epidermalni ¢imbenik rasta receptor 3, engl.human epidermal growth
factor receptor 3
MLH1 engl.mutLprotein homolog 1
MSH2 engl.mutS protein homolog 2
MSH6 engl.mutS protein homolog 6
PMS2 engl.post meiotic segregation 2
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E-cadherin
MARS

epitelni kaderin, engl.epithelial cadherin

multivarijabilna adaptivna regresijska krivulja, eng.multivariate adaptive
regression splines

5.2. TraZenje razlika u imunohistokemijskim znacajkama uklonjenog i recidivnog

tumora mokra¢nog mjehura

Kako bi se to¢nije utvrdile znacajke recidiviranja tumora mokra¢nog mjehura, podaci

113 tumora 33 bolesnika organizirani su u 80 procesa recidiviranja, od kojih svaki sadrzi

podatke uklonjenog tumora i podatke sljedeceg recidiva, kao i vrijeme izmedu uklanjanja

pocetnog i recidivnog tumora.

Promjena u ekspresiji imunohistokemijskih biljega (bodovana kao 0, +1, +2 ili +3)

odvojena je za HER porodicu biljega i Lynch porodicu biljega i izrazena je kao “bodovanje”,

zapravo je zbroj apsolutnih razlika (zanemaren je predznak) u ekspresiji pojedinog biljega

izmedu prvog i drugog tumora koji ¢ine jedan proces recidiviranja (Tablica 5.4.).

Tablica 5.4. Razdioba vrijednosti bodovanja promjene biljega izmedu tumora koji ¢ine jedan
proces recidiviranja

Broj procesa Bodovanje promjene HER biljega
A K

recidiviranja 0 1 ) 3 4 5 5 Ukupno
Bodovanje | 0 1 3 14 3 1 1 1 24
promjene
Lynch 1 0 1 3 3 2 3 1 13
biljega 2 3 8 4 3 1 2 1 22

3 1 2 1 2 0 0 0 6

4 0 0 3 1 0 0 1 5

5 0 0 1 2 0 0 0 3

7 0 0 2 1 0 0 0 3

9 0 1 1 0 0 0 0 2

10 0 0 1 0 0 1 0 2
Ukupno 5 15 30 15 4 7 4 80
HER humani epidermalni ¢imbenik rasta receptor, engl.human epidermal growth

factor receptor
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Izracunata je razlika u Ki-67 izmedu recidivnog i prvog tumora, pri ¢emu je sacuvan

predznak, a negativna vrijednost znaci da recidivni tumor ima manju mitotske aktivnosti od

prethodnika.

Navedeni podatci koristeni su za analizu trazenjem EM klastera.

Tablica 5.5. prikazuje razdiobu 80 definiranih procesa recidiviranja karcinoma

mokra¢nog mjehura prijelaznog epitela, koji su utvrdeni u 33 bolesnika ukljucenih u studiju.

Iz tablice je vidljivo da je 35 procesa recidiviranja nadeno bolesnicima koji su zapoceli

lijeCenje u dobi izmedu 61 i 74 godine, 21 proces se dogodio bolesnicima koji su zapoceli

lijeCenje do navrSenih 60 godina, a 24 procesa bolesnicima koji su zapoceli lijeCenje nakon

navrSene 74 godine. Od ukupnog broja, 33 procesa recidiviranja su bili prvo recidiviranje, 20

procesa drugo recidiviranje, 17 procesa su bili trece recidiviranje, dok su kasnija recidiviranja

nadena samo u 10 bolesnika. Tablica nije pokazala znalajne vrijednosti (y2 = 6,673;

p=0,756).

Tablica 5.5. Razdioba procesa recidiviranja prema rednom broju recidiva i dobi bolesnika u

vrijeme uklanjanja prvog tumora

Broj procesa recidiviranja Dob bolesnika u vrijeme prvog tumora
bolesnika <61 61lto 74 >74
1. recidiviranje 7 16 10 33
2. recidiviranje 6 9 5 20
3. recidiviranje 4 8 5 17
4. recidiviranje 2 2 2 6
5. recidiviranje 1 0 2 3
6. recidiviranje 1 0 0 1
Ukupno 21 35 24 80
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U 32 procesa recidiviranja, koji su podijeljeni u tri skupine, razmak izmedu dva

zahvata je bio kraci od 5 mjeseci, dok je 23 procesa bilo u razmaku 5-9 mjeseci, a 25 procesa
u razmaku vec¢im od 9 mjeseci (¥2=8,813, p=0,549) (Tablica 5.6.).

Tablica 5.6. Razdioba procesa recidiviranja prema brzini recidiviranja izraZzenoj brojem

mjeseci izmedu dva zahvata uklanjanja tumora

Broj procesa recidiviranja
prema rednom broju

Brzina recidiviranja

(mjeseci izmedu dva zahvata)

recidiviranja u pojedinog Ukupno

bolesnika <5 5t0 9 >9

1. recidiviranje 14 10 9 33

2. recidiviranje 4 6 10 20

3. recidiviranje 9 4 4 17

4. recidiviranje 2 2 2 6

5. recidiviranje 2 1 0 3

6. recidiviranje 1 0 0 1
Ukupno 32 23 25 80
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Iz tablice 5.7. vidljivo je da je za 30 procesa recidiviranja, podijeljenih u tri skupine,
povecanje vrijednosti HER biljega vece od dva, za 30 procesa je bilo dva, dok je manji pomak

opazen za 20 procesa recidiviranja. Razlika nije statisticki znacajna (y2=5,464; p=0,858).

Tablica 5.7. Razdioba procesa recidiviranja prema razlici u vrijednosti biljega u HER porodici

izmedu pocetnog tumora i recidiva

Broj procesa recidiviranja | Razlika u vrijednosti biljega HER porodica
prema rednom broju izmedu pocetnog tumora i recidiva
e . Ukupno
recidiviranja u pojedinog
bolesnika <2 2 >2
. recidiviranje 8 11 14 33
. recidiviranje 5 9 6 20
3. recidiviranje 5 7 5 17
4. recidiviranje 1 1 4 6
5. recidiviranje 1 1 1 3
6. recidiviranje 0 1 0 1
Ukupno 20 30 30 80
HER humani epidermalni ¢imbenik rasta receptor, engl.human epidermal growth

factor receptor

Tablica 5.8. pokazuje razdiobu tumorskih biljega u tri skupine. Manji porast od dva vidi se u
37 procesa recidiviranja, porast od dva u 22 procesa, a porast ve¢i od dva u 21 procesu

recidiviranja. Nije se pokazala razlika ovisno o rednom broju recidiva (y=3,391, p=0,971).
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Tablica 5.8. Razdioba procesa recidiviranja ovisno o razlici u vrijednosti biljega Lynch
porodice

Broj procesa recidiviranja | Razlika u vrijednosti biljega porodice Lynch
prema rednom broju izmedu pocetnog tumora i recidiva
e . Ukupno
recidiviranja u pojedinog
bolesnika <2 2 >2
1. recidiviranje 13 10 10 33
2. recidiviranje 11 5 4 20
3. recidiviranje 9 4 4 17
4. recidiviranje 2 2 2 6
5. recidiviranje 1 1 1 3
6. recidiviranje 1 0 0 1
Ukupno 37 22 21 80

U tablici 5.9. prikazane su tri skupine procesa recidiviranja. U prvoj skupini su procesi
pri ¢emu je razlika bila pad postotka veéi od 5%, u drugoj skupini je razlika bila od -5 do +5,
u tre¢oj skupini je doslo do porasta vrijednosti Ki-67 za vise od 5% u recidivu. Najveci je broj
tumora pokazao malu promjenu, unutar -5 do + 5, $to je bilo u 42 procesa recidiviranja, 22
procesa su pokazala znacajni pad, a 16 znacajni porast Ki-67. Razlika nije bila statisticki
znacajna (y=7,786, p=0,650).
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Tablica 5.9. Razdioba procesa recidiviranja ovisno o promjeni postotka Ki-67 izmedu

pocetnog tumora i recidiva

Broj procesa recidiviranja | Razlika u postotku Ki-67 izmedu pocetnog
prema rednom broju tumora i recidiva
e . Ukupno
recidiviranja u pojedinog
bolesnika <-5% -5% to +5% | >+5%
1. recidiviranje 10 15 8 33
2. recidiviranje 7 9 4 20
3. recidiviranje 5 9 3 17
4. recidiviranje 0 5 1 6
5. recidiviranje 0 3 0 3
6. recidiviranje 0 1 0 1
Ukupno 22 42 16 80

5.2.1. Razlika u biologiji procesa recidiviranja ovisno o rednom broju recidiviranja.

U tablici 5.10. prikazani su procesi recidiviranja razmjesteni u tri skupine po
redoslijedu. Prvu skupinu ¢ine 33 recidiviranja, a radilo se o prvim recidivima bolesnika,
drugu skupinu ¢ini 20 procesa recidiviranja koji su bili drugi recidivi u pojedinog bolesnika, a
svi kasniji recidivi nakon drugog, kojih je ukupno 27, ¢inili su trecu skupinu. Iz tablice je
vidljivo da je razli¢it broj klastera detektiran u navedenim skupinama prema rednom broju
recidiviranja. Tri klastera su nadena u skupini prvih i drugih recidiva, samo dva Kklastera su

nadena u kasnim recidivima.

Za definiranje klastera u skupini prvih recidiva bila je bitna vrijednost biljega iz
porodice HER, pri ¢emu je p < 0,001, a statisticki zna¢ajna je bila i vrijednost Lynch biljega,

pri ¢emu je p=0,02. U preostale dvije skupine procesa recidiviranja prema redoslijedu pojave

30



za skupinu drugih i kasnijih recidiva detektirani klasteri ovisili su o vrijednosti Lynch biljega,
p< 0,001. To upucuje na Cinjenicu da postoji odredena razlika u biologiji pojave prvog
recidiva u odnosu na kasnije recidive, §to je vjerojatno posljedica ¢injenice da se u skupini
prvih procesa recidiviranja nalaze podatci onih bolesnika koji su imali dva tumora, odnosno
jedan recidiv. Oni su drugacijeg bioloSkog potencijala recidiviranja i pojava recidiva je ovdje

dominantno povezana s HER biljezima.

Procesi koji su imali dva ili vise recidiva povezani su sa Lynch biljezima te kod prvog
ili drugog recidiviranja pokazuju druk¢ije promjene imunohistokemijskih pokazatelja u
odnosu na trece ili kasnije recidiviranje. Pri tomu su procesi recidiviranja grupirani prema
rednom broju recidiviranja kao prvo recidiviranje, drugo recidiviranje 1 kao tre¢e do petog

recidiviranja.
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Tablica 5.10. Rezultati analize klastera ocekivane maksimalizacije za tri kategorije procesa

recidiviranja

Znacajnost pokazatelja u
razluCivanju klastera (ANOVA: F

Broj vrijednost
Broj o j (P))
e Stupanj | detektiranih
Recidiviranje | procesa _ _
. . . | slobode EM i .| Razlika Ki-
recidiviranja Bodovanje | Bodovanje
Klastera 67
HER Lynch )
biliga | biljega | “Z2StOPMIN
tumora
PIVO 33 30 3 31,14 4.33 1,48
(p <0,001) | (p =0,022) | (p =0,243)
0,65 66,09 0,55
Drugo 20 17 3
(p =0,537) | (p <0,001) | (p =0,584)
Nakon 0,47 64,47 0,25
q 27 25 2
rueos (p=0,498) | (p =0,001) | (p =0,620)
ANOVA analiza varijance, engl.analysis of variance
EM oc¢ekivana maksimalizacija, engl.expectation maximization
HER humani epidermalni ¢imbenik rasta receptor, engl.human epidermal growth

factor receptor

statisticki znacajno na razini p<0,05
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5.2.2. Razlika u biologiji procesa recidiviranja ovisno o brzini pojave recidivnog procesa

U tablici 5.11. pokazano je da je brzina procesa recidiviranja povezana sa zna¢ajkama

fenotipa tumora odnosno promjene fenotipskih znacajki pocetnog procesa i recidiva. Prvu

skupinu ¢ine 32 procesa recidiviranja kod kojih je razmak izmedu dvije operacije bio kraéi od

5 mjeseci. Drugu skupinu ¢ine 23 procesa recidiviranja s razmakom izmedu dvije operacije od

pet do devet mjeseci. Trecu skupinu ¢ini 25 procesa recidiviranja s razmakom vec¢im od devet

mjeseci.

U te tri skupine detektirana su dva klastera. Razlike izmedu klastera za procese koji su
recidivirali unutar pet mjeseci i za recidive nakon devet mjeseci zavisile su iskljucivo o
vrijednosti Lynch biljega. Za recidive koji se javljaju od pet do devet mjeseci postojanje

klastera je statisti¢ki znac¢ajno ovisilo o promjeni Ki-67 u uzastopnim tumorima.

Tablica 5.11. Rezultati analize klastera o¢ekivane maksimalizacije za tri kategorije brzine

recidiviranja tumora

Znacajnost pokazatelja u razlu¢ivanju
Razmak Broi Klastera (ANOVA: F vrijednost (p))
izmedu Broj .J .
.. Stupanj | detektirani ]
uklanjanja procesa i ) Razlika
) S slobode h EM Bodovanje | Bodovanje .
uzastopnih | recidiviranja Ki-67
Klastera HER Lynch i
tumora . o uzastopnih
biljega biljega
tumora
2,57 23,23 0,21
<5 mjeseci 32 30 2
(p=0,119) [ (p <0,001) | (p=0,647)
5do9 1,59 0,58 12,10
. . 23 21 2
mijeseci (p=0,221) | (p=0,453) | (p =0,002)
0,26 83,35 1.32
>9 mjeseci 25 25 2
(p=0,617) | (p <0,001) | (p=0,262)

33



ANOVA analiza varijance, engl.analysis of variance

EM oc¢ekivana maksimalizacija, engl.expectation maximization

HER humani epidermalni ¢imbenik rasta, engl.human epidermal growth factor
receptor

p statisticki znacajno na razini p<0,05

Iz prethodna dva odjeljka vidljiva je, analizom imunohistokemijskih profila tumora
mokra¢nog mjehura, bitna razlika u predikcijskoj vrijednosti pojedinih imunohistokemijskih
pokazatelja kod primarnih tumora, prvog recidiva, kasnijih recidiva ili relativno brzih recidiva
u odnosu na kasnije recidive. Primjenom metode klastera u drugom je odjeljku uoceno
postojanje posebne razlike u biologiji procesa recidiviranja, ovisno o tome radi li se o
promjeni u drugom recidivanju u odnosu na kasnija recidiviranja. Dobiveni su sli¢ni rezultati
dvjema sasvim razli¢itim statistickim metodama.

Navedeno se moze provjeriti tako da se iz ukupnog broja recidiva formiraju jasno
definirane podgrupe i odvojeno testiraju. Tako je od 80 procesa recidiviranja izdvojena
skupina od 19 procesa koji pripadaju bolesnicima koji su imali samo jedan ili najvise dva
recidiva, a preostali 61 proces recidiviranja je pripadao bolesnicima koji su imali vise od dva
procesa recidiviranja. Rezultati analize klastera za ove dvije skupine i za svih 80 procesa
recidiviranja su prikazani u tablici 5.12.

Iz tablice je vidljivo da su kao ulazni potencijalni prediktori koriSteni ukupno
bodovanje HER i Lynch biljega, razlika u vrijednosti Ki-67 uzastopnih tumora pojedinog
procesa recidiviranja te brzina recidiviranja izrazena u mjesecima koji su protekli izmedu dva
kirur§ka zahvata. U tablici su navedeni rezultati za 19 procesa recidiviranja koji su pripadali
bolesnicima s najvise dva recidiva. Detektirana su dva klastera koje su razlucivali vrijednosti
HER biljega u velikoj mjeri (p<0,001) i brzina recidiviranja gdje je (p=0,03). U preostalih 61
procesa recidiviranja takoder su detektirana samo dva klastera na temelju Lynch biljega koji je
bio izuzetno znaCajan u razlici izmedu ta dva klastera. Ako se promatraju svi procesi
recidiviranja kojih je 80, detektiraju se dva klastera koji se temelje na razlici u bodovanju
Lyncha i vrijednosti Ki-67. Navedeno pokazuje da se definiranjem dvije skupine procesa
recidiviranja na temelju ukupnog broja recidiva pojedinog bolesnika, kao surogatni pokazatelj

za pravu biologiju tijeka bolesti, koristi ukupan broj recidiva.

Razlika u biologiji procesa recidiviranja izmedu bolesnika s dva i manje od dva recidiva i

bolesnika s vise od dva recidiva (Tablica 5.12.).
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Tablica 5.12. Rezultati analize klastera ocekivane maksimalizacije izmedu bolesnika s

manjim i onih s veé¢im brojem recidiva

Znacajnost pokazatelja u razlucivanju klastera
(ANOVA: F vrijednost (p))

Broj Broj .
: Razlika
... . |procesa Stupanj | getektirani . ) .
Rz:ilsvr:irzzjz recidivira | slobode |, EM Bodovanje [Bodovanj | Ki-67 |Brzina
. " |nja klastera HER eLynch |uzastopn | yecidiviranj
biljega biljega ih a (mjeseci)
tumora
o - 0,17 1.35
jednim ili 31,214 5,190
. 119 17 2 (p=0,681 |(p=0,26
dva recidiva (p<0,001) ) 1 (p=0,029)
: 51,380 0,07
vise od dva 61 59 5 0,75 (<0001 |(p=079 2,71
recidiva (p=0.389) )p ! 6‘;' ' (p=0.105)
: 83,715 7,035
svin 80 78 2 005 (p<0,001 |(p=0.00 021
bolesnika (p=0,820) )p ’ 1‘;_ 7 |(p=0,644)
ANOVA analiza varijance, engl.analysis of variance
EM oc¢ekivana maksimalizacija, engl.expectation maximization
HER humani epidermalni ¢imbenik rasta, engl.human epidermal growth factor
receptor
p statisticki znac¢ajno na razini p<0,05
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Slika 5.1. pokazuje normalizirane semiaritmeticke vrijednosti kvantitativnih
pokazatelja koji su testirani u modelu klastera za skupinu 19 procesa recidiviranja bolesnika
koji su imali najvise dva recidiva.

Iz slike je vidljivo da su bolesnici u prvom klasteru znakoviti po visokim
vrijednostima HER biljega, §to je dovelo do bitno veéih vrijednosti razmaka izmedu dvije
operacije odnosno brzina recidiviranja je bila manja, i do manje vrijednosti promjene Ki-67
izmedu dva tumora.

Kod drugog klastera vidljive su male vrijednosti HER biljega, zbog toga procesi brze

recidiviraju, promjena Ki-67 je pozitivnija u odnosu na prvi klaster.

0.8

0.7

0.6

057

0.4t

Normalized means

037

0.2t

0.1

score_HER Brzina ki67_d score_LY —e Cluster 1
Variables —&— Cluster 2

Slika 5.1. Prikaz aritmetickih sredina vrijednosti pokazatelja za klastere oc¢ekivane

maksimalizacije 19 procesa recidiviranja bolesnika s najvise dva recidiva

Slika5.2. pokazuje jednake pokazatelje za dva klastera nadena u skupini 61 procesa
recidiviranja kod osoba koje su imale vise od dva recidiva.

Vidljivo je da se u bitnoj mjeri razlikuju samo vrijednosti Lynch biljega, u klasteru s
vec¢im vrijednostima razlike ekspresije Lynch biljega razmak izmedu dva recidiva je bio kraci

odnosno recidiviranje je bilo brze.
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Slika 5.2. Prikaz aritmetic¢kih sredina vrijednosti pokazatelja za klastere o¢ekivane

maksimalizacije 61 procesa recidiviranja bolesnika s vise od dva recidiva

Slike 5.3. 1 5.4. trodimenzionalnom kartom prikazuju razdiobu pokazatelja duz osi x, y 1 z

Slika 5.3. pokazuje razdiobu promjene ekspresije HER biljega tijekom procesa
recidiviranja ovisno o brzini recidiviranja izraZenoj u mjesecima proteklim izmedu dva
kirurska zahvata te ovisno o promjeni vrijednosti Ki-67 izmedu 2 sukcesivna tumora. Lijeva
strana slike pokazuje skupinu 19 recidiviranja u bolesnika koji su imali mali broj recidiva.
Desna strana prikazuje 61 proces recidiviranja u bolesnika s ve¢im brojem recidiva koji nije
bio statisti¢ki znacajan, $to je vidljivo i u tablici 5.12.

Iz lijeve strane slike je vidljivo da su oni procesi recidiviranja kod kojih je nadeno
povecanje ekspresije HER biljega bili znakoviti po sporijem recidiviranju 1 po nizim

vrijednostima Ki-67.
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score_HER = Distance Weighted Least Squares
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Slika 5.3. Razdioba vrijednosti promjene ekspresije HER biljega tijekom procesa
recidiviranja, ovisno o brzini recidiviranja izrazenoj u mjesecima proteklim izmedu dva

kirurSka zahvata, te ovisno o promjeni vrijednosti Ki-67 izmedu dva sukcesivna tumora.

Na slici 5.4. lijeva polovica pokazuje podatke za 19 procesa recidiviranja bolesnika s
malim brojem recidiva 1 statisticki nije vazna. Desna polovica se odnosi na 61 proces
recidiviranja bolesnika koji imali viSe od dva recidiva. Vidljivo je da su bolesnici koji su imali
vecu promjenu ekspresije Lynch biljega bili znakoviti po brzem procesu recidiviranja odnosno
po manjem broju mjeseci izmedu sukcesivnih tumora. To je vidljivo iz velikog broja recidiva

unutar 10 mjeseci koja je neovisna o razdiobi Ki-67.
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score_LY = Distance Weighted Least Squares

ki67_d
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Slika 5.4. Razdioba vrijednosti promjene ekspresije Lynch biljega, ovisno o brzini izrazenoj u
mjesecima izmedu dva razmaka, te u promjeni vrijednosti Ki-67 izmedu sukcesivnih tumora

pojedinih procesa recidiviranja.

Navedeni rezultati sugeriraju postojanje bioloskog potencijala mjerljivog ukupnim
brojem recidiva i brzinom procesa recidiviranja koji je individualan i ovisi 0 pojedinom
bolesniku. To upucuje na ¢injenicu da su promatranim bolesnicima recidivni tumori
predstavljali recidive osnovne bolesti i da su znacajke ranih recidiva u promjeni
imunohistokemijskog profila tijekom procesa recidiviranja mogle sadrzavati informaciju bitnu

za predvidanje daljnjeg tijeka bolesti.

5.2.3. Razdioba pojedinih bolesnika po pripadnosti njihovih procesa recidiviranja

klasterima ocekivane maksimalizacije

Na temelju dosada prikazanih rezultata smatra se da rezultati sugeriraju postojanje
bitnih razlika u biologiji tumora prijelaznog epitela mokra¢nog mjehura koji su recidivirali u
33 bolesnika ukljuéena u studiju, kao i u biologiji 80 izdvojenih procesa recidiviranja. Pri

tome je u rezultatima pokazano da ta razlika, obzirom na =znacaj pojedinih
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imunohistokemijskih biljega postoji izmedu 19 procesa recidiviranja koji su se dogodili
bolesnicima koji su imali najvise dva recidiva u odnosu na 61 proces recidiviranja u bolesnika

koji su imali viSe od dva recidiva.

Iz navedenih razloga te dvije skupine procesa recidiviranja podijeljene su u dvije
odvojene skupine i prikazani su tablicama 5.13 i 5.14.pri ¢emu je prikazano podatcima svakog
konkretnog bolesnika koji je identificiran rednim brojem bolesnika u studiji, te je navedeno
kako su procesi recidiviranja Klasificirani, tj pripadaju li prvom ili drugom klasteru koji su
opisani na slici 5.1. i 5.2. Tablica 5.13. prikazuje razdiobu bolesnika ovisno o pripadnosti
procesa recidiviranja jednom od dva klastera za prvu skupinu bolesnika koji su imali najvise

dva recidiva.

Kao $to je vidljivo iz tablice, radi se o ukupno 16 bolesnika s 19 recidiva. Na vrhu
tablice je grupirano 13 bolesnika koji su imali samo jedan proces recidiviranja i u vecini
slucajeva se radilo o procesu recidiviranja koji je klasificiran u drugi klaster. U Sest bolesnika
se radilo o procesu koji je klasificiran u prvi klaster $to znaci da su procesi recidiviranja
bolesnika koji su imali samo jedan recidiv mogli po znacajkama biti klasificirani u oba

klastera.

Bolesnici rednog broja 7 i 23 imali su oba procesa recidiviranja klasificirani u drugi
klaster §to znaci da kod tih bolesnika nije doslo do promjene pripadnosti, a jedan bolesnik pod
brojem 8 imao je dva procesa recidiviranja od kojih je jedan bio klasificiran kao prvi klaster, a

drugi kao drugi klaster.

Od ukupno 16 bolesnika samo kod jednog se primijetilo da su klasificirana dva
procesa recidiviranja u razlicite klastere. On je jedini kod koga bi se moglo sumnjati o bitnoj
razlici u profiliranju promatranih imunohistokemijskih biljega, te bi se moglo postaviti pitanje
radi li se o recidivu ili o tumorima nastalim iz dva bliska sijela koji su imali neovisnu

epigenetsku evoluciju.
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Tablica 5.13. Razdioba bolesnika s najvise dva procesa recidiviranja ovisno o pripadnosti

procesa jednom od dva klastera o¢ekivane maksimalizacije

Redni broj Pripadnost procesa recidiviranja EM klasteru Ukupno procesa

bolesnika recidiviranja
Prvi klaster Drugi klaster

1 0 1 1

3 0 1 1

6 0 1 1

11 0 1 1

12 0 1 1

15 0 1 1

16 0 1 1

18 0 1 1

9 1 0 1

13 1 0 1

14 1 0 1

17 1 0 1

24 1 0 1

7 0 2 2

23 0 2 2

8 1 1 2

Ukupno 6 13 19

EM  ocekivana maksimalizacija, engl. expectation maximization



Tablicom 5.14. prikazan je 61 proces recidiviranja koji se dogodio u 17 bolesnika koji su
takoder razvrstani po pripadnosti jednom ili drugom klasteru koji su nadeni u tim skupinama

bolesnika.

Velika je vecina bolesnika sve procese recidiviranja imala u drugom klasteru. Radi se
0 11 bolesnika koji su imali tri ili Cetiri procesa recidiviranja, a svi su pripadali drugom
klasteru. Sest bolesnika su imali proces recidiviranja svrstanih u oba klastera, neki su imali
samo po jedan proces u prvom klasteru, a ostalo u drugom Klasteru. To su bolesnici s
brojevima 10, 28 i 33. Bolesnik s brojem 27 imao je dva procesa u prvom, tri u drugom
Klasteru, broj 22 imao je tri u prvome, dva u drugom klasteru, bolesnik broj 32 imao je tri u
prvome i tri u drugome klasteru. Dakle, radi se o Sest bolesnika koji su po mijeSanoj
pripadnosti klasteru mogli dolaziti u obzir za tijek bolesti gdje su recidivni tumori imali
sloZenije podrijetlo. Kod 11 bolesnika koji su imali proces recidiviranja isklju¢ivo u drugom
klasteru ova analiza bi upucivala da se radilo o recidiviranju procesa koji nije bitnije mijenjao

svoje imunohistokemijske znacajke.
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Tablica 5.14. Razdioba bolesnika s vise od dva procesa recidiviranja ovisno o pripadnosti

procesa jednom od dva klastera o¢ekivane maksimalizacije

Redni broj Pripadnost procesa recidiviranja EM klasteru Ukupno procesa
bolesnika recidiviranja
Prvi klaster Drugi klaster
2 0 3 3
4 0 3 3
5 0 4 4
19 0 3 3
20 0 3 3
21 0 3 3
25 0 4 4
26 0 3 3
29 0 3 3
30 0 3 3
31 0 3 3
10 1 2 3
28 1 2 3
33 1 3 4
27 2 3 5
22 3 2 5
32 3 3 6
Ukupno 11 50 61

EM  ocekivana maksimalizacija, engl. expectation maximization
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6. RASPRAVA

U ovoj studiji se analizirala agresivnost raka mokra¢nog mjehura, te pojavnost ranih
ili kasnih recidiva raka odredivanjem markera HER i Lynch porodice (EGFR, HER2, HERS,
MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) te E-cadherina. Oni su Kklasificirani u odredeni
imunohistokemijski fenotip u odnosu na surogat marker Ki-67 u primarnom tumoru i
recidivu. Analiza je temeljena na pitanju je li pojavnost svakog sljedeceg recidiva vezana uz
pocetni uklonjeni tumor ili je neovisan dogadaj.

Zbog toga se nastojalo identificirati fenotipske znacajke pocetnih i recidivirajucih
tumora u Cetiri podskupine bolesnika povezanih s povecanim rizikom recidiva bolesti te
analizirati postojanje razlika u fenotipu ranih i kasnih recidiva. Ovisno o definiranim
znacajkama, usporediti upucuju li te razlike na razlike u biologiji tumora.

Navedeni markeri odabrani su zbog postojanja odredenih studija koje opisuju njihovu ulogu u
nastanku recidiva i progresiji tumora.

Promjene ekspresije Lynch gena dovode do pojave mikrosatelitske nestabilnosti
stanica. Thibodeaui sur. utvrdili su da je u 19 od 29 slucajeva HNPCC nadena mutacija
MSH2 i MLH1 proteina §to znaci da su oni znakoviti ¢imbenici predvidanja recidiva (67).

Van der Postova studija radena na 95 obitelji pokazala je da nosioci mutacija MLHI,
MSH2 i MSH6 1 njihova rodbina u prvome koljenu imaju povecanu sklonost recidiviranju i
rastu karcinoma mokraénog mjehura. Dva bolesnika su imala mutaciju MLH1, petnaest
MSH2 1 cCetirt MSH6. Najveci rizik su pokazali nosioct MSH2 mutacija, usporedujuci s
ukupnom populacijom kumulativni rizik je 7% za muskarce i 5,8 % za zene (68).

U promatranim skupinama analizirano je ukupno 33 pacijenta dobi izmedu 57 i 82
godina, 113 tumora u 80 procesa recidiviranja. Muskaraca je bilo 28, a Zena 5.

U predvidanju ukupnog broja recidiva glavnim prediktorima za pocetne tumore pokazali su se
HER2 i MSH2, dok je za prve recidive najbitniji prediktor EGFR. Za rane recidive bitnim su
se pokazali EGFR i HER3, za kasne EGFR i PMS2.

A. Garcia-Tello i sur. utvrdili su da je inaktivacija gena PMS2 i MLH1 neovisni
marker dobre prognoze i zajedno s histoloskim stupnjem moze definirati prognozu bolesti
(69,70).

U ovoj doktorskoj disertaciji analizom ukupnog broja recidiva tumora pojedinog
bolesnika na temelju imunohistokemijskih pokazatelja rezultati su pokazali da su tumori koji

su jednom recidivirali bioloski bitno druk¢iji od tumora koji su imali vise od jednog recidiva,
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a vecina bolesnika za vrijeme uklanjanja prvog tumora bila je u dobi 61 do 74 godine (49%).
MARS model najbolje predvida Ki-67 za drugi i kasnije recidive, pri ¢emu je objasnjeno 53%
vrijednosti Ki-67, a uklju¢eni su EGFR, HER2 i Lynch biljezi, medu najbitnijima MLH1. U
ovome testiranju, gdje se Ki-67 Kkoristi kao surogatni biljeg biologije tumora, pokazano je da
postoji bioloska razlika izmedu tumora koji su u stanju viSe nego jedan puta recidivirati.

Ki-67 je poznati prediktivni ¢imbenik rasta stanica karcinoma. Njegova ekspresija je
prisutna u raznim tumorima i povezana je s loSijom prognozom. Uloga Ki-67 kao
prognostickog ¢imbenika za karcinom mokra¢nog mjehura nije sasvim jasna. Tian i sur. suu
metaanalizi na 52 uzorka tumorskog tkiva pokazali da je poveéana ekspresija Ki-67 povezana
s povecanim brojem recidiva samo za bijelce (71).

Makboul i sur. su pokazali povezanost Ki-67 s progresijom, ali ne sa sposobno$c¢u
recidiviranja karcinoma mokra¢nog mjehura (72).

Studija koju je proveo Acikalin i sur. na 68 bolesnika s mi$i¢ invazivnim karcinomom
kojima je napravljen TUR, pokazala je da ekspresija Ki-67 nije statisticki znacajno povezana
s recidivima, progresijom i mortalitetom (73).

Ova doktorska disertacija ukazala je na razlike za vrijednosti Ki-67 izmedu pocetnih
tumora 1 prvih recidiva, kao i izmedu ranih i kasnih recidiva, Sto pokazuje da se biologija
tumora razlikuje obzirom na ukupan broj recidiva i kod predvidanja vrijednosti Ki-67.

Obradom nekoliko velikih studija na ukupno 5147 bolesnika oboljelih od karcinoma
mokra¢nog mjehura uoceno je da je ekspresija Ki-67 znac¢ajno povezana s kra¢im razdobljem
do recidiva bolesti, do progresije, kra¢im ukupnim i karcinom specifi¢nim prezivljenjem (74).

Obzirom na prediktivnu vrijednost HER2, postoje studije s vrlo opre¢nim rezultatima.
Nekoliko studija tvrdi da je prekomjerna ekspresija HER2 znafajan prediktor recidiva,
odnosno razdoblja do povrata bolesti (engl. disease-free survival-DFS) i razdoblja do
progresije bolesti (engl. progression-free survival-PFS) (75).

Druge studije su pokazale vrlo malu ili nikakvu prognosticku vrijednost HER2 ekspresije u
razvoju karcinoma mokra¢nog mjehura (76-81).

Kassouf i sur. tvrde da nema povezanosti izmedu HER2 ekspresije i klini¢kog ishoda
u skupini od 184 pacijenta koji su imali primarni karcinom mokra¢nog mjehura (82).

U ovom istrazivanju, analizom dobivenih rezultata, moZze se zakljuciti da su oni
procesi recidiviranja kojima je nadeno povecanje ekspresije HER biljega pokazali sporije
recidiviranje i nize vrijednosti Ki-67, s§to je u skladu s rezultatima studije koju je proveo

Cormio i sur. (83). Bolesnici s najvise dva recidiva u prvom Kklasteru imali su visoke
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vrijednosti HER-a $to je dovelo do bitno vecih vrijednosti razmaka izmedu dvije operacije i
do manje vrijednosti promjene Ki-67 izmedu dva tumora.

U drugom Kklasteru vidljive su male vrijednosti HER biljega, zbog ¢ega procesi brze
recidiviraju, a promjena Ki-67 pozitivnija je u odnosu na prvi klaster.

U studiji Corrmio L. i sur. praceno je 67 pacijenata misi¢ invazivnog karcinoma
visokog stupnja, od kojih je polovici uinjena samo transuretralna resekcija mokracnog
mjehura (TUR), a polovici se dodatno instalira BCG. Medijan pracenja tih pacijenata je bio
75,7 mjeseci. DFS i PFS bili su 35,8% i 73,0%. Kaplan-Mecierova analiza prezivljenja
pokazala je da tradicionalni prognosticki faktori kao §to su spol, veli¢ina tumora, broj
recidiva, nisu predvidjeli DFS i PFS. BCG tretman se pokazao kao znakoviti prediktor DFS,
ali ne PFS. Prekomjerna ekspresija HER2 pokazala se kao znacajan prediktor DFS i PFS (83).

Ove razlike u podatcima mogu se objasniti razlikama populacije bolesnika i tehnikama
HER?2 analize, ali su svakako potrebni dodatni podatci iz prospektivnih studija koje koriste
standarizirane tehnike analize HER2 ekspresije.

Uz poznate cinjenice dokazane u brojnim studijama o povezanosti prekomjerne
ekspresije i amplifikacije HER2, Sanguedolce F. i sur. prvi su puta pokazali da mutacije
MMR gena MLH1 i MSH2 mogu povecati negativnu predikcijsku vrijednost ekpresije HER2
(84).

Kako bi se odredio prognosticki znacaj HER porodice gena, ekpresija njihovih
receptora usporedivana je s razvojem recidiva bolesti 1 ukupnim prezivljenjem, a usporedena
je s poznatim bioloskim indikatorima. Dokazano je da su ¢imbenici koji predvidaju prvi
recidiv multipli tumori, HER2 i HER3 dok tumori koji pokazuju ekspresiju EGFR, HER2 i
HER3 ili samog HER2 imaju zna&ajno visi rizik razvoja drugog recidiva. Cimbenici povezani
s kra¢im prezivljenjem su stadij tumora, HER2, EGFR-HER2 i HER2-HER3 (85).

U ovoj doktorskoj disertaciji dodatnom analizom rednog broja recidiva, uocena je razlika
izmedu prvog recidiva koji je povezan s HER biljegom, dok su drugi i kasniji recidivi ovisili
0 biljezima Lynch porodice. U skupini prvih recidiva statisti¢ki znacajna je vrijednost biljega
iz obitelji HER i vrijednost Lynch biljega. U preostale dvije skupine procesa recidiviranja
prema redoslijedu pojave za skupinu drugih i kasnijih recidiva pokazana je vrijednost Lynch
biljega (p<0,0001), §to upucuje na razliku u biologiji pojave prvog recidiva u odnosu na
kasnije recidive te prvog ili drugog u odnosu na trece ili jo$ kasnije recidive.

Moze se zakljuciti da bolesnici koji imaju vecu promjenu ekspresije Lynch biljega, a
male vrijednosti HER, imaju brze procese recidiviranja. To je vidljivo iz velikog broja

recidiva unutar 10 mjeseci koja je neovisna o razdiobi Ki-67.
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Lindgren i sur. su analizirali profil ekspresije i mutacije za molekularnu kategorizaciju
skupine od 75 karcinoma mokraénog mjehura. Potvrdili su glavnu ulogu HER3 u razvoju
misi¢ neinvazivnog karcinoma mokra¢nog mjehura niskog gradusa (86).

Najmanje podataka postoji o ekspresiji HER3 i HER4. Memon i sur. su u studiji na 88
pacijenata u medijanu pra¢enja od 23 mjeseca utvrdili da je pojacana ekspresija HER3 i
HER4 povezana s boljom prognozom. Kod zajednicke ekspresije oba ¢imbenika pokazano je
bolje prezivljenje nego kod pojedinacne ekspresije (87).

Kako je spomenuto u uvodu, E-cadherin je najvaznija medustani¢éna molekula koja
stabilizira epitelne stanice, poznato je da promjena njene ekspresije moze dovesti do
poremecéenog odnosa medu stanicama i razvoja karcinoma. Nekoliko udruzenih studija koje
uklju¢uju 2089 bolesnika s karcinomom mokra¢nog mjehura pokazale su da smanjena
ekspresija E-cadherina znacajno predvida losije ukupno prezivljenje (88). Suprotno tome,
neke studije pokazuju da nema povezanosti izmedu promjene ekspresije E-cadherina i
prognoze (89).

Tijekom provodenja ovog istrazivanja dobiveni rezultati pokazuju da od svih testiranih
imunohistokemijskih pokazatelja jedino E-cadherin nesumnjivo nema nikakvu bitnu ulogu u
procesu recidiviranja, §to je u skladu sa poznatom studijom Liang W i sur. u kojoj je opisana
povezanost gubitka ekspresije E-cadherina s invazijom i metastazama, ali ne i s recidivima
(90).

U studiji Dalesio i sur. uoceno je da kod misi¢ neinvazivnog karcinoma mokra¢nog
mjehura prognosticki faktori mogu imati vazniju ulogu u razvoju bolesti nakon transuretralne
resekcije nego izbor adjuvantne kemoterapije ili imunoterapije. Od posebne vaznosti je bilo
otkri¢e da bolesnici s manje od jednim recidivom godi$nje imaju prognozu sliénu onima samo
s primarnim tumorom, dok bolesnici s viSe recidiva imaju loSu prognozu. Ovi rezultati
pokazuju da bolesnici s misi¢ neinvazivnim karcinomom ¢ine heterogenu grupu i da se kod
podgrupe cescih recidiva moZe razmotriti agresivnija terapija (91).

U studiji Kurth i sur. analizirano je 576 bolesnika i pokazalo se da je tumor recidivirao
u 54% bolesnika, a u 17% recidiv je vidljiv ve¢ na prvoj cistoskopiji nakon Sest tjedana.
Srednje vrijeme prvog recidiva promatranih u razdoblju od 6 tjedana nakon prve operacije do
5 godina pracenja je 1,8 godina. Analiza je pokazala da su ¢imbenici povezani s prvim
recidivom bili stupanj, veli¢ina i broj tumora (92).

Analiziraju¢i dobivene rezultate u nasem istrazivanju pokazano je da su razlike

izmedu klastera za procese koji su recidivirali unutar pet mjeseci i za recidive nakon devet
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mjeseci zavisile isklju¢ivo o vrijednosti Lynch biljega, a za recidive koji se javljaju od pet do
devet mjeseci o promjeni Ki-67 u uzastopnim tumorima.

Rezultati dobiveni analizom imunohistokemijskih profila tumora mokra¢nog mjehura
pokazali su da postoji bitna razlika u predikcijskoj vrijednosti pojedinih imunohistokemijskih
pokazatelja primarnih tumora, prvog recidiva, kasnijih recidiva ili relativno brzih recidiva u
odnosu na kasnije recidive.

Navedeni rezultati pokazuju da je ukupan broj recidiva i brzina procesa recidiviranja
vazan bioloski potencijal koji ovisi o pojedinom bolesniku. Recidivni tumori predstavljali su
recidive osnovne bolesti, a znacajke ranih recidiva u promjeni imunohistokemijskog profila
tijekom procesa recidiviranja mogle su sadrzavati informaciju bitnu za predvidanje daljnjeg
tijeka bolesti.

Zbog slozenih mehanizama karcinogeneze mokraénog mjehura tesko je pronaci
idealan prediktor recidiva, jer zahtijeva mnoge znacajke kao S$to su visoka senzitivnost i
specifi¢nost, sposobnost predvidanja stupnja maligniteta, nedostatak ljudske greske te
koriStenje neinvazivnih i cjenovno pristupa¢nih metoda. Idealan marker trebao bi identificirati
bolest prije njene klinicke manifestacije i omoguditi prognosticku informaciju.

Metode primijenjene u ovoj disertaciji nisu nigdje objasnjene ni opisane u studijama te
se smatraju vaznima u analizi biologije ponaSanja tumora mokra¢nog mjehura.

Do sada u literaturi ne postoje istrazivanja koja bi analizirala nain recidiviranja
karcinoma mokraénog mjehura opisanih ovim istraZivanjem.

Svakako bi trebalo osmisliti 1 provesti dodatna sli¢na istraZivanja s ve¢im brojem
ispitanika kako bi se dobile detaljnjije informacije o biologiji recidiva. ProSirenim
istraZzivanjem na adekvatno velikoj seriji moglo bi se utvrditi postojanje i drugih razlika
izmedu razli€itih skupina bolesnika. To bi govorilo u prilog tvrdnji da se ipak radi o jednoj
heterogenoj bolesti s moguc¢im definiranjem podtipova tumora.

To bi omogucilo razvoj optimalne strategije rane detekcije tumora mokra¢nog
mjehura, uzimaju¢i u obzir povoljni interval, metode 1 skupinu pacijenata koja bi bila
ukljucena. Do tada se preporuca kombinacija ultrazvuka i citologija urina i sedimenta urina
svake 1-2 godine i program pracenja svih nositelja MSH2 mutacije pocevsi s navrSenih 40

godina jer se u toj dobi javio najmladi bolesnik s Lynchovim sindromom (93).
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7. ZAKLJUCCI

Krivolinijski regresijski model (MARS analiza) predvida s uspje$nos¢u od 70% pojavu prvog
recidiva tumora mokra¢nog mjehura za kombinaciju markera EGFR, a 69% je uspjesan ako se
ukljuce i markeri MSH2 i PMS2. Isti model uspjesan je 23% kod predvidanja drugih recidiva
s istim markerima, a predvidanje ranog recidiva je manje uspjesno (47%) od predvidanja

kasnog recidiva (64%)

Marker Ki-67 u MARS modelu ima prediktivnu vrijednost od 53 % za drugi i naredne

recidivne tumore ako se u model uklju¢e HER2 i MLHL1 biljezi.

Analiza klastera pokazala je klastere koji ovise o HER obitelji tumorskih biljega u slucaju
prvih recidiva, dok drugi i kasniji recidivi ovise o biljezima Lynch obitelji

Recidivi koji su se pojavili unutar 5 mjeseci od primarne bolesti pripadaju klasteru koji ovisi
0 Lynch biljezima, oni koji se pojavljuju u razmaku od 5 do 9 mjeseci ovise o razlici
vrijednosti biljega Ki-67 izmedu pocetnog i recidiviraju¢eg tumora, a oni koji se pojavljuju

nakon 9 mjeseci unutar su klastera koji ovisi 0 Lynch biljezima.

Svi testirani markeri, osim E-cadherina — imaju prediktivnu vrijednost za povratni

karcinom mokra¢nog mjehura.
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8. SAZETAK

Usporedba imunohistokemijskih znacajki sukscesivno uklanjanih tumora u bolesnika s

opetovanom pojavno$éu raka mokraénog mjehura

Cilj istrazivanja: Cilj istrazivanja bio prepoznati fenotipske znaCajke primarnih i
recidiviraju¢ih karcinoma prijelaznog epitela mokra¢nog mjehura povezane s povecanim
rizikom ranih ili kasnih recidiva bolesti. Imunohistokemijski markeri EGFR, HER2, HER3,
MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 i E-cadherin usporedivani su sa surogat markerom Ki-67 u
primarnom karcinomu i recidivu. Cilj je bio utvrditi razlike u imunohistokemijskom fenotipu
karcinoma u podskupinama koje bi upucivale na razlike u biologiji, te utvrditi poticu li
recidivi od primarnog karcinoma ili se radi o novoj tvorbi sli¢nog, ali ipak razliitog

karcinomskog fenotipa.

Nacrt studije: Imunohistokemijski prediktori recidiva karcinoma analizirani su u svim
podskupinama bolesnika, te je utvrden njihov utjecaj na brzinu recidiviranja, redni broj
recidiva, vrijeme izmedu pojave sljedecih recidiva i utvrdena je starosna dob za vrijeme

pojave prvog karcinoma.

Bolesnici i metode: U studiju su ukljueni arhivski uzorci tkiva 33 bolesnika S
recidivirajuéim prijelaznim karcinomom mokraénog mjehura obradeni na Zavodu za
patologiju  Klinickog bolnickog centra Osijek. Svi karcinomi su analizirani
imunohistokemijski na Sest znacajki, rezultati imunohistokemijskog bojenja su izrazZeni
semikvantitativnom metodom izrazenom od —do +++.

Pozitivnom reakcijom se smatrala umjereno pozitivna (++) i jako pozitivna reakcija (+++).
Negativnom reakcijom se smatrala negativna (-) i slabo pozitivna reakcija (+). Za procjenu

prediktivne vrijednosti pojednih pokazatelja rabljena je metoda MARS.

Rezultati: Od svih testiranih pokazatelja sa sigurnos¢u je utvrdeno da su biljezi iz porodice
HER i Lynch od velikog znacaja za odredene podskupine ovih karcinoma, dok E-cadherin nije
imao bitnu ulogu u procesu recidiviranja. Broj recidiva ovisio je o dobi bolesnika u vrijeme

pojave prvog karcinoma. Za pocetni karcinom glavni prediktori bili su HER2 i MSH2, za rane
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recidive EGFR i HER3, a za kasne EGFR. U predvidanju vrijednosti Ki-67, prediktor ranih
recidiva, bio je MSH2 i MSH6, a za prvi recidiv MSH6.

Zakljucak: Karcinom prijelaznog epitela mokra¢nog mjehura jedinstven je klinicki entitet po
dostupnosti recidiva. Imunohistokemijsko profiliranje markerima za Lynch i HER porodicu

pokazuje slozene razlike izmedu ranih i kasnih recidiva.

Kljuéne rije¢i: HER geni, Lynch geni, imunohistokemijske fenotipske znacajke, recidivni

karcinomi prijelaznog epitela mokra¢nog mjehura
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9. SUMMARY

Comparison of immunohistochemical characteristics of successively removed tumors in
patients with recurrent occurrence of urinary bladder

Objectives:

The aim of the study was to recognize phenothype features of primary and recurrent
transitional cell urinary bladder carcinoma associated with an increased risk of early or late
disease reccurence. Immunohistochemical markers EGFR, HER2, HER3, MLH1, MSH2,
MSH6, PMS2 and E-cadherin were compared with the surrogate marker Ki-67 in the primary
and recurrence carcinoma. The aim of the study was to identify differences in the
immunohistochemical carcinoma phenotype in subgroups that would indicate differences in
their biology, and to determine whether carcinoma relapsing originates from the primary

carcinoma or a new formation of similar but different carcinomic phenotype.

Study design:

Immunohistochemical predictors of cancer recurrence were analysed in all subgroups of
patients and their effects on recurrence rate, recurrence sequence, time between occurrence of
subsequent recurrences were determined as well as the age of the patient at the time of first

carcinoma appearance.

Patients and methods:

The study included archic tissue samples of 33 patients with recurrent transitional cell urinary
bladder carcinoma and processing on Deparment of Pathology, University Hospital Osijek.

All tumors were analyzed immunohistochemically on six characteristics, the results of
immunohistochemical staining were expressed by semiquantitative method ranging from ( -)
to (+ + +). A positive reaction was taken to range between moderately positive (+ +) and a
very positive response (+ + +) and negative reaction between negative (-) and poorly positive

reaction (+). The MARS method was used to evaluate the predictive value of the indicators.
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Results:

Of all the tested indicators, it was conclusively found that the markers from the HER and
Lynch family were of great importance for certain subgroups of these cancers, while E-
cadherin did not have an essential role in the cancer recidivation process. The number of
recurrences depended on the age of the patient at the time of the onset of first cancer. In the
initial carcinoma, the main predictors were HER2 and MSH2, in the early recurrence EGFR
and HERS3, and in late recurrences EGFR. In the prediction of Ki-67 values, the predictor of

early recurrence was MSH2 and MSHG6, and for the first relapse MSH6.

Conclusion:

Urinary bladder transitional cell carcinoma is a unique clinical entity for its recurrence
availability. Immunohistochemical profiling of markers for Lynch and HER family showed
complex differences between early and late recurrent carcinoma.

Key words:

HER genes, Lynch genes, immunohistochemical phenotype characteristics, recurrent urinary

bladder transitional cell carcinoma
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