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puteva se baziraju najnoviji terapijski modaliteti, ¢iji je krajnji cilj
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1 UVOD | PREGLED LITERATURE

1.1 Mokraéna besika

Mokraéna besika (lat. vesica urinaria) je Suplji organ smesten u donjem abdomenu koji
se preko uretera doprema i odlaze urin iz bubrega sve do mikcije. Delovi mokra¢ne besike
(MB) su apeks/kupola, baza, vrat i trigonum. Ve¢im delom je endodermalnog porekla i potice
od alantoisa, izuzev trigonuma i proksimalne uretre koji vode poreklo od mezoderma. Kod
muskarca, sa zadnje strane MB nalaze se semene kesice, odvodni semeni kanali, ureteri i
rektum, dok je kod zena izmedu MB i rektuma poloZen uterus sa vaginom. Kupola i zadnja
povrsina MB su pokriveni peritoneumom, tako da je u tom delu MB u kontaktu sa tankim
crevom i sigmoidnim kolonom, dok je preostali deo poloZen ekstraperitonealno u maloj karlici.

Histoloski slojevi zida MB su mukoza (lat. mucosa), koja se sastoji od urotela, lamina
propria i diskontinualne muscularis mucosae, misi¢ni sloj (lat. muscularis propria),
adventicijalni sloj (lat. tunica adventitia) i serosa/peritoneum na svodu MB. U zidu MB
submukoza nije prisutna.

Urotel (lat. urothelium) je epitel koji oblaze MB, pijelon, uretere i proksimalni deo
uretre. Sastoji se od 5-7 slojeva ¢elija u kontrahovanoj MB, odnosno, 2-3 sloja u distendiranoj
MB. Celije urotela se prilagodavaju volumenu urina sposobno$¢u izravnavanja pod pritiskom.
Superficijalni sloj urotela (engl. umbrella cell layer) ¢ine ¢elije oblika kiSobrana, koje imaju
obilje eozinofilne citoplazme i veliko, elipsasto jedro sa prominentnim jedarcem.
Intermedijalne urotelne ¢elije su nisko cilindri¢ne do kubi¢ne, imaju dobro definisane celijske
membrane, amfofilnu citoplazmu bogatu glikogenom i ovalna jedra. Bazalne ¢elije leze u
kontinuitetu na bazalnoj lamini, manje su, zaravnjeno cilindricne, a na jedrima imaju
longitudinalne Zlebove.

Lamina proprija je smestena izmedu bazalne membrane i muskularis proprije, u blizini
arterija i vena srednjeg kalibra, i tanja je na trigonumu i vratu MB. Sastoji se od rastresitog do

gustog vezivnog tkiva, krvnih sudova razli¢ite veli¢ine, limfatika, ponekad i masnog tkiva.
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Muskularis mukoza se sastoji od diskontinualno rasporedenih glatkih misi¢nih vlakana. U oko
5% MB moze se uociti dobro razvijena, kontinualna muskularis mukoza, koja moZze biti
hiperplasti¢na, narocito kod Zena, i moze podsecati na muskularis propriju. Masno tkivo je
Cesto prisutno duboko u lamini propriji i u miSicnom sloju MB. Ispod tunike mukoze (lat.
lamina propria) je tunika muskularis (lat. muscularis propria) i sastavljena je od glatkog misic¢a
(lat. musculus detrusor vesicae urinariae), koji moze da se relaksira u cilju akomodacije ve¢im
zapreminama urina i moze da se kontrahuje (voljno ili refleksno) ne bi li se urin potisnuo niz
uretru i evakuisao iz organizma (1). Misi¢ni sloj (lat. muscularis propria) se sastoji od
unutra$njeg longitudinalnog, cirkularnog i spoljasnjeg miSi¢nog sloja koji je predstavljen
gustim, longitudinalnim glatkomiSi¢nim snopovima. Seroza (lat. tunica serosa) je refleksija
peritoneuma, koji pokriva samo gornju povrsinu i gornji deo bo¢nih povrsina MB. Adventicija
(lat. tunica adventitia) je vezivno-tkivni spoj izmedu organa, na mestima MB gde nema seroze.

Perivezikalno masno tkivo je sloj masnog tkiva koji okruzuje MB izvan seroze/adventicije.

1.2 Karcinom mokraéne besike

Urotelne ¢elije su konstantno izloZene potencijalno mutagenim etioloSkim faktorima,
koji se iz krvi filtriraju preko bubrega u urin. Karcinom mokrac¢ne besike (KMB) je najéesca
maligna neoplazma MB. Na KMB se uglavhom posumnja zbog bezbolne hematurije.
Dijagnostikuje se cistoskopijom, transabdominalnim ultrazvukom, i/ili kompjuterizovano-
tomografskom urografijom. KMB je deseti karcinom u svetu po ucestalosti, sa rastucom
incidencom u razvijenim zemljama (2, 3). Najcesci tip KMB, u preko 90% slucajeva, je urotelni
karcinom mokraé¢ne besike (UKMB). Sinonimni naziv za urotelni karcinom, tranziciocelularni
karcinom (lat. transitional cell carcinoma) je u najnovijoj WHO Kklasifikaciji napusten i
preporuka je da se ne piSe u patohistoloskom izvestaju (4). Drugi histoloski tipovi, kao §to su
skvamocelularni KMB (SCKMB) (5% svih malignih neoplazmi MB), adenokarcinom, sarkom
1 metastaze u MB su mnogo redi.

Sedam od deset slu¢ajeva KMB se detektuje u ranom stadijumu. Otprilike 70-80%
novodijagnostikovanih UKMB se prezentuje neinvazivnim (pTa i pTis stadijumi) ili rano
invazivnim tumorom (pT1 stadijum). Recidivi su €esti i javljaju se u 50-70% slucajeva, dok se
progresija javlja u 15-25% slucajeva (5). Superficijalni UKMB ima izvanrednu prognozu, za
razliku od UKMB koji je invadirao miSiéni sloj. Direktno Sirenje u okolne pelvi¢ne strukture

podrazumeva infiltraciju prostate, uretre, uterusa i vagine. Regionalnim limfogenim Sirenjem
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nastaju metastaze u obturatornim, presakralnim, ilijaénim i paraaortalnim limfnim nodusima.
Hematogenim putem UKMB metastazira u jetru, plu¢a, kosti, nadbubrezne zlezde 1 tada je
prognoza losa.

Neinvazivni i rano invazivni KMB se uklanjaju transuretralnom resekcijom (TUR).
Dodatna, intravezikalna citotoksi¢na terapija se ordinira kod visoko rizi¢nih slucajeva.
Radikalna cistektomija je glavna hirurSka opcija u 30% pacijenata, koji se prezentuju sa
misi¢no-invazivnim karcinomom, dok neoadjuvantna ili adjuvantna hemioterapija smanjuje
rizik od recidiva. Eksterna usmerena radioterapija u nekim slucajevima moze drzati
lokalizovanu bolest pod kontrolom. Metastatska bolest ima samo 5% peto-godis$nju stopu
prezivljavanja, a terapija izbora je hemioterapija bazirana na platini. Novije terapije se baziraju
na imunoterapiji, a primena inhibitora kontrolnih tac¢aka je prva terapijska linija u najnovijim
onkoloskim protokolima (6). Iako su se stope prezivljavanja poboljsale ranom dijagnozom,
robotskim hirurSkim tehnikama i uvodenjem imunoterapije, KMB o0staje znacajan teret
zdravstvenom sistemu Sirom sveta, posebno U razvijenim zemljama (2). Zanimljiv je podatak
da kumulativni troSkovi po pacijentu od trenutka dijagnoze do smrti pacijenta ¢ine KMB
najskupljim malignitetom za klini¢ko pracenje i leGenje (7). Bolje razumevanje epidemiologije

1 faktora rizika, koji leze u osnovi KMB je presudno za prevenciju ove maligne bolesti.

1.3 Epidemiologija karcinoma mokraéne beSike

1.3.1 Incidenca

Prema podacima GLOBOCAN-a godisnje se dijagnostikuje 550.000 novih slu¢ajeva
KMB, sto otprilike predstavlja 3% od svih novodijagnostikovanih karcinoma. KMB je druga
najéeS¢a maligna neoplazma u urologiji. KMB se Cetiri puta ¢esée javlja kod muskaraca nego
kod Zzena. KMB je bolest starije populacije, dijagnostikuje se nakon 55 godine, a prose¢na
starost je 73 godina. U muskoj populaciji KMB je cetvrti najces¢i karcinom, nakon prostate,

pluca i kolorektalnog karcinoma. Jedan od 26 muskaraca tokom Zivota razvije KMB (8).

1.3.2 Mortalitet

KMB je deseta naj¢eS¢a neoplazma na svetu, 0Sma u Sjedinjenim Ameri¢kim
Drzavama, na trinestom mestu je prema smrtnosti, a prema podacima GLOBOCAN-a KMB

odnese oko 200.000 zivota godis$nje. Najvisa stopa mortaliteta je u Severnoj i Isto¢noj Africi i
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na Bliskom Istoku, gde je i najvisa stopa incidence infekcija Sistozomijazom. Pik mortaliteta
od KMB je u Egiptu (8).

1.3.3 Prezivljavanje

Prema americkim statistiCkim podacima 5-godis$nja stopa prezivljavanja obolelih od
KMB iznosi 77,1%. Kod in situ slucajeva 5-godisnje prezivljavanje je 95,8% (51% svih KMB),
lokalizovane bolesti 69,5% (34% svih KMB), regionalno proSirene 36,3% (7% svih KMB) i
samo 4,6% za metastatsku bolest (5% svih KMB). Ovakvi statisti¢ki podaci govore u prilog
dijagnostici u ranom stadijumu, ali i dalje vrlo loSoj prognozi za metastatsku bolest. Stopa 10-
godi$njeg prezivljavanja je 70%, a 15-godisnjeg 65% (9).

1.4 Etiologija karcinoma mokraéne beSike

1.4.1 Nasledni (hereditarni) sindromi

lako se KMB smatra nenaslednim, odredeni sindromi povecéavaju rizik za nastanak

KMB.

e Lin¢ sindrom (engl. Lynch syndrome) je autozomno dominantni poremecaj izazvan
defektom u ,,DNA mismatch repair’’ genima. Pacijenti imaju predispoziciju za nastanak
brojnih tumora, kao $to su ne-polipozni kolorektalni karcinom, tumori tankog creva, Zeluca,
endometrijuma, jajnika, mozga, koze, hepatobilijarnog i urinarnog sistema (10).

e Kostelo sindrom (engl. Costello syndrome - faciocutaneoskeletal syndrome) je autozomno
dominantni poremecaj, koji nastaje zbog jedne ili vise mutacija HRAS gena na hromozomu
11 i karakteriSe se mnogobrojnim deformitetima, loSim intelektualnim razvojem, sr¢anim
defektima i1 sklono$¢u razvoja benignih 1 malignih tumora raznih lokalizacija, ukljucujucéi i
MB. Kod pacijenata sa Kostelo sindromom papilarni UKMB nastaje jos u detinjstvu (11).

e Koudenov sindrom (engl. Cowden’s syndrome) je hereditarni defekt u tumor-supresornom
genu PTEN, koji predisponira veliki broj neoplazmi, ukljucuju¢i i UKMB i SCKMB (9).

1.4.2 Genetska predispozicija i osetljivost na kancerogene

Ustanovljeno je da je genetska predispozicija odgovorna za oko 7% UKMB, iako
genetske studije nisu uspele da identifikuju glavne genetske igrace u nastanku sporadi¢nog
UKMB. Genetska sklonost se ogleda u pove¢anom riziku za UKMB, koji je dva puta ces¢i

medu rodacima prvog kolena (pozitivna porodi¢na anamneza) (12).
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Geni uklju¢eni u naslede UKMB su GST, NAT, RB1, TP53, FGFR, RAS i PTEN. Od
genetske predispozicije zavisi individualna osetljivost na spoljne kancerogene, uglavnom
razli¢ita reakcija na izloZenost duvanskom dimu (13). Enzimi N-acetil transferaza 1 (NAT1) i
N-acetil transferaza 2 (NAT2) ucestvuju u detoksikaciji kancerogena. Nasledna spora varijanta
N-acetiltransferaze 2 (NAT2) i glutation S-transferaza mu 1 - nulti genotip su ve¢ ustanovljeni
rizik faktori za nastanak UKMB. Faktori kao §to je spora acetilacija ne dovode direktno do
nastanka UKMB, ali predstavljaju dodatni rizik kod osoba, koje su izlozene potvrdenim
kancerogenima, kao $to su produkti duvana (14).

Od somatskih mutacija najnovije studije isticu da FGFR ucestvuje u vise od 20%
rekurentnih UKMB. FGFR3 je ¢esto mutiran u LG neinvazivnim UKMB, zbog ¢ega je i
odobren inhibitor tirozin kinaze (erdafitinib), kao kasna linija terapije UKMB (15). Kao i u
mnogim neoplazmama, mutacije p53 ucestvuju u KMB kancerogenezi i imaju prognosti¢ku
vrednost (16). Tri velike studije genoma demonstrirale su osam uobiéajenih sekvenci lociranih
na 8q24.21, 3qg28, 8q24.3, 4p16.3, 22q13.1, 19912, 2g37.1 i 5p15.33, koje su povezane sa
UKMB (17).

1.4.3 Kongenitalne anomalije mokraéne besike

Kongenitalna ekstrofija MB se karakteriSe histoloSkim promenama u mukozi,
ukljucuju¢i hroni¢nu inflamaciju, subepitelnu fibrozu, skvamoznu metaplaziju, hronicni
proliferativni cystitis (lat. cystitis cystica et cystitis glandularis) i intestinalnu metaplaziju.

Kongenitalna ekstrofija MB povecava rizik za nastanak svih histoloskih varijanti KMB (18).

1.4.4 Faktori rizika za nastanak karcinoma mokraéne beSike iz Zivotne sredine

Faktori zivotne sredine igraju vaznu ulogu u karcinogenezi urotela 1 ukljucuju Sirok
spektar hemijskih jedinjenja, koja mogu u¢i u organizam preko respiratornog, digestivnog
trakta ili koze (19).

e Pusenje je najvazniji faktor rizika za nastanak UKMB i kod muskaraca i kod Zena. Pusaci
tri puta cesce oboljevaju od nepusaca. Relativan rizik od UKMB zbog upotrebe cigareta je
odmah iza karcinoma pluca (20). Rizik za UKMB korelira sa duzinom i intenzitetom
pusSenja i prestanak puSenja smanjuje rizik od UKMB tokom vremena. Efekat puSenja
cigareta je povezan sa vise hemijskih agenasa, a najmanje 70 je direktno karcinogeno.

Aromatic¢ni amini (policiklicni aromati¢ni ugljovodonici, naftilamin-2 i aminobifenil-4) su
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obavezan sastojak dima cigareta, metaboliSu se u organizmu i pokre¢u karcinogenezu kroz
formiranje DNK adukata (21).
e Profesionalna ekspozicija

o Aromati¢ni amini: Najvazniji faktor rizika za UKMB, posle pusenja, je profesionalna

ekspozicija aromati¢énim aminima (2-naftilamin, 4-aminofenil, benzidin, beta-
naftilamin), uglavnom preko koze. Radna mesta sa povecanom ekspozicijom
karcinogena su industrije za proizvodnju gume, koze, tekstila, boja i lakova. Ova
hemijska jedinjenja se mogu naci u farbama, farbama za kosu, gumi, plastici, dimu
cigareta, izduvnim gasovima vozila, bojama, lakovima i fungicidima. Profesionalna
izlozenost aromati¢nim aminima u izduvnim gasovima prisutna je medu vozac¢ima, a
kancerogeni efekat je sinergizovan puSenjem cigareta (22).

o 4.4-metilen-bis (2-hloroanilin) (MBOCA) je hemijsko jedinjenje koja se koristi u

poliuretanskoj proizvodnji. Najve¢éi rizik od izloZzenosti MBOCA je kod radnika kod
kojih se MBOCA apsorbuje u vidu pare ili prasSine kroz kozu i respiratorni trakt.
Rezultati studija pokazali su da umereno i hroni¢no izlaganje MBOCA moze
prouzrokovati sve tumore besike (23).

e Jatrogena ekspozicija: Prema Americkoj agenciji za lekove duza upotreba pioglitazona,
leka za dijabetes tip 2, povecava rizik nekoliko puta (24). Znacajno povecanje rizika za
nastanak UKMB je prisutno kod onkoloskih pacijenata koji su primali hemioterapiju,
baziranu na ciklofosfamidu, i/ili kod kojih je zracena mala karlica, u cilju le¢enja drugih
maligniteta (25).

e Radioterapija: Zrac¢na terapija male karlice zbog karcinoma prostate i karcinoma grlica
materice povecava rizik za nastanak i UKMB i SCKMB (25). Kompjuterizovana
tomografija u detinjstvu ili ranoj adolescenciji povecéava rizik od KMB (26).

e Komorbiditeti kao $to su diabetes mellitus i obesitas povecavaju rizik za nastanak UKMB.

e Nutritivni faktori: Nedovoljno unosenje te¢nosti, naro¢ito vode dovodi do duzeg kontakta
kancerogena sa urotelom, sto moze biti uvod u urotelnu displaziju (27). Hipovitaminoza
vitamina D, narocito kod muskaraca puSaca, znacajno povecava rizik za nastanak KMB.
Koncentracija arsena preko 300 npg/l je snazno povezana sa UKMB u krajevima
Bangladesa, Indiji, Kini i Madarskoj gde je arsen prisutan u vodi za pice i zemljistu. Biljni
suplementi u ishrani, koji sadrZe aristolohi¢nu kiselinu povecavaju rizik za urotelni
karcinom bilo gde u urinarnom traktu, a taj rizik je viSestruko uvecan ukoliko je prisutan i

arsenik u vodi za pic¢e (28). Kancerogeni efekat svih navedenih etioloskih faktora se
6
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pojacava puSenjem cigareta (29). Potencijalni kancerogeni za nastanak KMB su nitriti i

nitrati, koji u organizam uglavnom ulaze preko hrane, a ima ih u povréu, preradevinama od

mesa i kontaminiranoj vodi (27).

Infektivni etioloski faktori

(@]

Hroni¢ne urinarne infekcije i iritacije mokraéne beSike, urolitijaza i dugoro¢na
kateterizacija su faktori rizika za KMB kako preko displazija-CIS-UKMB sekvence,
tako i preko metaplazija-displazija-C1S-SCKMB puta kancerogeneze.

Hroni¢na infekcija eSerihijom koli (lat. Escherichia coli) moze dovesti do razvoja
UKMB posredstvom aktivacije NF-kB signalnog puta, i sledstvene inhibicije apoptoze
i povecanja inflamacije (30).

Sistozomijaza (lat. schistosomiasis, bilharziasis) je hroni¢na, parazitarna infekcija MB,
I smatra se jednim od najvaznijih etioloskih faktora za nastanak SCKMB. Perzistentna
hroni¢na inflamacija urinarnog trakta povecava rizik za nasatanak i UKMB, i SCKMB
I adenokarcinoma MB. Schistosoma haematobium izaziva hroni¢nu inflamaciju, koja
podsti¢e karcinogenezu. Prisustvo jaja Schistosoma haematobium u lamini propriji i
muskularis propriji izaziva teSku hroni¢nu upalu i fibrozu, uzrokujuci hiperplaziju
urotela i skvamoznu metaplaziju (17).

Vise nau¢nih studija je pokazalo znaCajnu povezanost izmedu HPV16 infekcije i

UKMB (31).

Hroni¢na tubulointersticijalna nefropatija je povezana sa urotelnim karcinomom i

opisana je u tri klini¢ka entiteta: analgezi¢na nefropatija, nefropatija izazvana kineskim

biljem i Balkanska endemska nefropatija (BEN).

(0]

Analgezi¢na nefropatija: Kod pacijenata koji su zavisni od analgetika razvija se

bilateralna kalcificiraju¢a papilarna nekroza, koja je povezana sa intersticijalnom
fibrozom i tubularnom atrofijom, sto na kraju dovodi do naglasene oziljne kortikalne
retrakcije. Dugotrajna upotreba fenacetina je snazno povezana sa urotelnim
karcinomom gornjeg urinarnog trakta i UKMB (32).

Nefropatija izazvana kineskim biljem / kineska herbalna nefropatija: Aristolohi¢na

kiselina (AK) je wuzrok kineske herbalne nefropatije (nefropatija izazvana
aristolohi¢cnom kiselinom). Nefropatija izazvana AK-om je rapidno progresivna,
intersticijalna, fibroziraju¢a bubrezna bolest sa povecanom stopom urotelnih
maligniteta (28). Nefrolozi u Belgiji su zapazili poveéanje broja relativno mladih Zena,

koje su razvile bubreznu insuficijenciju nakon kori$¢enja preparata za mrsavljenje, koji

7
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su bili na bazi kineskog bilja (Aristolochia fangchi i Aristolochia clematitis). Zbog
greSke u proizvodnji pilula za mrsavljenje biljka Stephania tetrandra je zamenjena
Aristolochiom fangchi, koja je nefrotoksi¢na i karcinogena (33). Ekspozicija AK je
najées¢i uzrok mutacija pS3 i nastajanja urotelne atipije, sa sledstvenim razvojem
displazije i urotelnog karcinoma (34). Zbog dokazane etiologije 2001. godine je
predlozena izmena naziva u Nefropatija aristolohi¢ne kiseline (35). AK moze da
aktivira Smad signaling, da posreduje u EMT i stimulaciji stvaranja matriksnog
kolagena u renalnoj fibrozi. AK aktivira p53 i pokreée apoptozu u tubularnom epitelu
(36).

o Balkanska endemska nefropatija (BEN) je hroni¢na tubulointersticijalna nefropatija sa

podmuklim pocetkom i sporom progresijom do terminalne bubrezne insuficijencije.
Prvi put je opisana 1956 u Bugarskoj, u Srbiji 1957, kada je zapazeno da se ova
nefropatija ¢esce javlja kod ljudi koji Zive u aluvijalnim ravnicama duz pritoka Dunava
u Bosni, Bugarskoj, Hrvatskoj, Rumuniji i Srbiji. Incidenca BEN je oko 2-5 na 1000
stanovnika na endemskom podru¢ju, a incidenca urotelnog karcinoma gornjeg
urinarnog trakta (UKGUT) u ovoj regiji je oko 0,5 na 1000. Obe bolesti vise pogadaju
zene nego muskarce. Opisan je familijarni karakter bolesti, a dokazana je i genetska
predispozicija. BEN se moze javiti kod nekoliko ¢lanova istog domacinstva, u jednoj i
viSe generacija. Povecana incidenca UKGUT je otkrivena medu stanovnicima
endemskih naselja, kod pacijenata obolelih od BEN i u familijama u kojima je BEN
dijagnostikovan. UKGUT je 100 puta ¢es¢i kod obolelih od BEN. BEN se karakterise
tubularnom atrofijom i disfunkcijom, predominantno proksimalnih tubula, i difuznom,
naglasenije kortikalnom, intersticijalnom, hipocelularnom fibrozom. U pocetku su
lezije fokalne 1 povezane su sa intersticijalnim edemom i degeneracijom epitelnih ¢elija
proksimalnih tubula. Dijagnoza BEN se postavlja kod endemskog stanovniStva, na
osnovu epidemioloskih kriterijuma, smanjene glomerularne filtracije, proteinurije
ispod 1g/24h, mikroalbuminurije, tubularnih markera (glukozurija, aminoacidurija,
tubularni tip proteinurije, poveéana urinarna ekskrecija beta2-mikroglobulina i/ili
alphfa-1-mikroglobulina), smanjenje veli¢ine bubrega na ultrazvuku i obavezno
iskljucenje drugih bubreznih bolesti (hroni¢ni pijelonefritis, opstruktivna nefropatija,
adultna policisti¢na bolest bubrega, hroni¢ni glomerulonefritis etc.) (37).

Urotelni karcinom gornjeg urinarnog trakta i UKMB imaju iste faktore rizike: starija

populacija, muski pol, pusenje, konzumiranje kafe, profesionalna ekspozicija karcinogenima,

8
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terapija ciklofosfamidom, dugotrajna zloupotreba. Utvrdena je i genetska predispozicija, kao
Sto je gubitak heterozigotnosti i sedam mikrosatelitskih lokusa na 3921.3-3g27.3. Familijarni
BEN obrazac ukazuje na multifaktorijalnu prirodu bolesti, koja ukljuuje genetsku
predispoziciju na specificnom BEN lokusu na 3925 (38). Studija o gubitku heterozigotnosti
identifikovala je moguéi tumor supresorni gen na 3q24. Kod pTa BEN tumora utvdena je
izuzetno visoka genomska nestabilnost, a FISH-om su potvrdeni visoko kompleksni
hromozomski rearanzmani (39).

Etiologija BEN i urotelnog karcinoma nastalog na terenu BEN je kompleksna i
nekoliko hipoteza je prisutno u naucnoj literaturi. Dugotrajna ekspozicija policiklicnim
organskim jedinjenjima koje se nalaze u tragovima u vodi za pi¢e u endemskim naseljima,
mogu biti uzrok karcinoma nastalih na terenu BEN (40). Ohratoksin A (OTA) je mikotoksin
koji ucestvuje u nastanku BEN i urotelnim karcinomom povezanim sa BEN. Za OTA je
utvrdeno da je nefrotoksi¢an (41). Ekstenzivna apoptoza koja je primeéena u tubularnom
epitelu moze da igra glavnu ulogu u podmuklom razvitku BEN. OTA, citrinin i AK se smatraju
etioloskim faktorima za BEN i kinesku herbalnu nefropatiju, i sa njima asociranim urotelnim
karcinomom. Postoje dokazi da dugotrajna izloZenost teskim metalima, kao i deficit nekih
elemenata u tragovima (npr. selen, koji je neophodan u enzimima za detoksikaciju OTA) mogu
uCestvovati u patogenezi BEN. Neke studije ukazuju na infektivnu etiologiju, i prisustvo
virusnih partikula u tkivu bubrega, mada nema nauc¢nih dokaza da je BEN infektivna bolest.
Najnovija molekularna istrazivanja su pokazala da je hroni¢na ekspozicija korovskoj travi
(Aristolochia clematitis), koja raste u poljima pSenice endemskih naselja i Cija glavna
komponenta je AK, uzrok BEN i vecée stope karcinoma gornjeg urinarnog trakta. Metali i
metaloidi u visokim koncentracijama, silicijum dioksid, olovo, uranijum, bakar, kobalt, cink,
mangan, arsen, titan, barijum, aluminijum, hrom, stroncijum, kadmijum, bizmut, molibden,
nikl, volfram, antimon i kalaj su prisutni u vodi i zemlji§tu u BEN endemskim podru¢jima,
mada nema nau¢nih dokaza da uzrokuju BEN i karcinom povezan sa BEN-om (42). Visoke
koncentracije naftalena, fluora, fenantrena, pirena, ftalata, policikli€ni aromati¢ni ugljenih
hidrata, benzena, fenola, alifaticnih, aromati¢nih i jedinjenja nastalih degradacijom lignita.
Jedna od enigmi BEN je da je njegova prevalenca samo 3—7%. To sugerise da su individualna
genetska osetljivost na AK, enzimski polimorfizmi, epigenetske i imunoloske promene, od
presudnog znacaja za razvitak BEN (43). Histoloski, BEN se karakteriSe ekstenzivnom

hipocelularnom intersticijalnom fibrozom udruzenom sa tubularnom atrofijom. Prisutna je

9



Ana V. Risti¢ Petrovic

periglomerularna fibroza i glomerularne lezije, ishemi¢ni i mikrocisti¢ni glomeruli, lezije
slicne tromboti¢noj mikroangiopatiji i fokalnoj segmentalnoj sklerozi (44). Nakon
asimptomatskog stadijuma, pacijenti pate od slabosti i malaksalosti, blagog lumbalnog bola,
bledila koza i bakarno-smede kolorisanih dlanova i tabana. Zbog nespecifi¢ne klinicke slike
BEN cesto ostane neprepoznat nekoliko godina. Kada se razvije anemija povezana je sa
hroni¢énom bubreznom insuficijencijom. Intermitentna proteinurija ukazuje na osStecenje
proksimalnih tubula. Dijagnoza BEN se moze postaviti ukoliko su prisutne histoloske promene
bubrega, u odsustvu drugog bubreznog oboljenja, i epidemiolo§kom, klini¢kom, biohemijskom

potvrdom kod osoba koje zive u endemskim podru¢jima za BEN (45).

1.4.5 Faktori rizika za karcinom mokraéne beSike na koje se ne moze uticati

e Prethodna urotelna neoplazma: UKMB cesto recidivira, $to se moze objasniti
delovanjem kancerogena na celu povrSinu urotela, nekompletnom TUR-om i jatrogenom
implantacijom eksfoliranih tumorskih ¢elija prilikom TUR (27).

e (Godine starosti: KMB je bolest starije populacije. Devet od deset pacijenata sa UKMB je
starije od 55 godina, a prosecna starost u trenutku dijagnoze je 73 godine. Potrebne su
decenijske ekspozicije kancerogenima ne bi li se savladali ¢elijski tumor-supresivni
mehanizmi i kulminirala kancerogeneza. Izuzetno retko KMB moze nastati kod dece i
adolescenata, uglavnom je LG neinvazivni papilarni UKMB i ima dobru prognozu (17).

e Pol: UKMB mnogo ¢esce nastaje kod muskaraca nego kod zena, dok je smrtnost veca kod
Zena u odnosu na muskarce. Najvisa incidenca UKMB u zenskoj populaciji je u Libanu (4).

e Rasna i etnicka pripadnost: Belci ¢e$¢e oboljevaju od KMB u odnosu na afrikanace i

latino-amerikance, a najrede je zastupljen kod azijata (4).

1.5 Kilini¢ka slika: znaci i sSimptomi urotelnog karcinoma mokraéne beSike

Vise od 90% urotelnih karcinoma nastaje u MB, ostalih 5-10% nastaje u gornjem
urinarnom traktu i izuzetno retko mogu nastati u uretri. Tumori lokalizovani u uretri, ureterima
ili pijelonu mogu biti sinhroni ili metahroni sa tumorima u MB (46).

Hematurija je osnovni simptom svih urotelnih neoplazmi. Veéina pacijenata sa
invazivnim UKMB ima bar mikroskopsku hematuriju (47). Ozbiljnost simptoma zavisi od
tumorske lokalizacije i stadijuma bolesti. Najces¢i simptomi Su bezbolna hematurija,

inkontinencija, nokturija i dizurija. Dizuri¢ne tegobe uglavnom imaju Zene, kod kojih se i
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dijagnoza UKMB postavlja sa zakasnjenjem i u viSem stadijumu u odnosu na pacijente muskog
pola. Pacijenti sa difuznim tumorima ili tumorom lokalizovanim na vratu beSike i/ili sa
ekstenzivnim CIS se ¢eS¢e prezentuju iritativnim urinarnim simptomima. Ukoliko je tumor
velika, palpabilna, suprapubi¢na masa moze izazvati opstruktivne smetnje i edem donjih
ckstremiteta. Gubitak tezine, anemija, kaheksija i lokalizovan bol u kostima ve¢ ukazuju na

progresivnu i metastatsku bolest. NajéeS¢a mesta metastaza su jetra, pluca i kosti (48).

1.5.1 Dijagnostika urotelnog karcinoma mokraéne besike

Cistoskopija, bimanualni pregled pod anestezijom i biopsija/transuretralna resekcija su
najbolje metode za postavljanje dijagnoze i stadiranje bolesti. Invazivhi UKMB mogu biti
unifokalni ili multifokalni. Vec¢ina su polipoidni, sesilni ili ulceroinfiltrativni. Papilarna
arhitektura je nekad ve¢ makroskopski uocljiva. Konkomitantni CIS se uocava kao
eritematozno polje na mukozi.

Transabdominalna i intravezikalna sonografija ne pruzaju dodatnu vrednost
cistoskopiji. Multislajs imaging modaliteti (CT i MRI) imaju i do 90% senzitivnost da detektuju
tumor, ali ne mogu da zamene cistoskopiju i biopsiju (49). Prisustvo zadebljanja na CT ne
ukazuje uvek na miSi¢nu invaziju. PET imaging je superioran u odnosu na CT i MRI. CT-om
navodena iglena biopsija limfnih nodusa je korisna za potvrdu metastaza. Prema najnovijim

podacima iz literature PET/CT imaging moze poboljsati klinicko stadiranje UKMB (50).

1.6 Patohistoloska dijagnoza urotelnih lezija mokraéne beSike

e Patohistoloski izvestaj za biopsijske uzorke dobijene transuretralnom resekcijom
(TUR)

Transuretralna resekcija je dijagnostiCko/terapijska procedura i inicijalni korak u
lecenju urotelnih neoplazmi MB. Patohistoloski nalaz za TUR biopsijske uzorke bi trebalo da
bude informativan:

1. Prisustvo/odsustvo tumora
2. Nacin rasta
3. Gradus (LG/HG)
4. Prisustvo/odsustvo invazije subepitelnog tkiva
o Ukoliko je moguce izjasniti se o dubini invazije T1mi, Tla, T1b, Tlc.

5. Prisustvo/odsustvo tunike muskularis
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o Ponekad je teSko napraviti razliku izmedu muskularis proprije i1 hipertroficne
muskularis mukoze.
o Ukoliko je tunika muskularis prisutna izjasniti se o prisustvu/odsustvu tumora i dubini
invazije u misi¢ni sloj (pT2a, pT2b).
6. Prisustvo/odsustvo perivezikalnog masnog tkiva
o Submukoza moze sadrzati masno tkivo, koje moze biti u prisnom kontaktu sa
muskularis proprijom te bi se trebalo oprezno izjasnjavati o invaziji masnog
perivezikalnog tkiva na TUR biopsijskim uzorcima.
7. Invazija limfatika, vaskularna invazija i perineuralna invazija
8. Sirenje u prostatu (duktusi i/ili stroma)
9. Prisustvo CIS u random biopsijama MB.
e Patohistoloski izveStaj za operativni materijal dobijen radikalnom cistektomijom
Uzorci sa radikalne cistektomije bi trebalo biti markirani na hirurSkim ekscizionim
marginama, a zatim i uzorkovani sa mesta tumora i nasumic¢no iz naizgled normalne mukoze.
Patohistoloska dijagnoza bi trebalo da sadrzi sledece informacije:
1. Prisustvo/odsustvo tumora
Histoloski gradus (LG/HG)
Broj, lokalizacija i veli¢ina tumora
Dubina invazije tumora
Infiltracija perivezikalnog masnog tkiva i seroze mokra¢ne besike
Invazija limfatika, vaskularna invazija i perineuralna invazija
Marginalna ekstenzija, ukljucujuci uretru 1 uretere

Metastaze u limfnim nodusima (broj) i ekstranodalno Sirenje

© © N o g bk~ DN

Sirenje u prostatu (duktusi i/ili stroma)

10. Prisustvo/odsustvo CIS

1.6.1 Neinvazivne urotelne lezije mokraéne besike

1.6.1.1  Papilarne urotelne lezije mokracne besike

16.1.11 Urotelni papilom
Urotelni papilom je benigna, papilarna urotelna neoplazma koja se karakterise
delikatnom fibrovaskularmom stromom obloZzenom urotelom normalnog izgleda i debljine.

Urotelni papilom se dijagnostikuje kod 4% neinvazivnih UKMB. Vida se kod pacijenata
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mladih od 50 godina, ukljucujuéi mlade odrasle i decu. Klinicke karakteristike su iste kao i za
ostale urotelne neoplazme. Moze se javiti de novo ili udruzen sa drugim urotelnim

neoplazmama. Ce3$éi je kod muskaraca. Terapija izbora je TUR.

Slika 1. Mikrofotografija urotelnog papiloma mokraéne besike (HE, x100)

16.1.1.2 Invertni urotelni papilom

Invertni urotelni papilom je urotelna neoplazma sa kompleksnim, anastomozirajué¢im
invertnim na¢inom rasta i odsutnom minimalnom citoloSkom atipijom. Invertni papilomi ¢ine
manje od < 1 % svih urotelnih neoplazmi. Veéina pacijenata je u Sestoj ili sedmoj dekadi Zivota.
Javlja se pet puta CeS¢e kod muskaraca nego kod zena. NajceS$¢i simptom je bezbolna
hematurija, mnogo rede se prezentuje iritativnim tegobama donjeg urinarnog trakta i
opstruktivnim smetnjama. Veéina tumora je solitarno, a manje od 5% multiple prezentacije,
proseéne veli¢ine 12mm. U literaturi su opisani papilomi veli¢ine i 8cm. Najc¢esca lokalizacija
je vrat MB (41%), trigonum, lateralni i posteriorni zid i izuzetno retko u gornjem urinarnom
traktu i uretri. Endoskopski izgled je identi¢an papilarnim LG UKMB (51).
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Patohistoloski se karakteristiSu jednostavnim papilarnim grananjem sa minimalnim
epitelnim konfluiranjem izmedu papilla. Imaju trabekularni obrazac rasta, nastaju od urotela,
koji moze biti normalan, istanjen ili hiperplastican, ali koji praveéi invaginacije u laminu
propriju je izdize u egzofiticnu promenu. Urotel nije zadebljan, normalnih je citoloskih
karakteristika i uredno orjentisanih Celija. Broj slojeva varira od 5 do 10. Povrsni sloj je
prominentan i Cesto je prisutna nukleomegalija, multilobulacija jedara i vakuolizacija
citoplazme. Ponekad je udruzen sa cisticnim promenama i vakuolizacijom luminalnih ¢elija
simulirajuci floridni proliferativni cistitis (lat. cystitis cystica et cystitis glandularis). Periferija
tumorskih traka i trabekula je prekrivena palisadiraju¢im, tamnijim ¢elijama bazalnog sloja.
Neoplasticne Celije pokazuju minimalnu citolosku atipiju, ali moZe se uociti i degenerativna
atipija. Retke mitotske figure mogu biti prisutne na periferiji. Stroma je minimalna i ¢esto
fibrozirana, sa minimalnom inflamacijom. U fibrovaskularnoj stromi mogu se uociti dilatirani
limfni sudovi. Prisustvo nuklearne atipije, kao §to je iregularna distribucija hromatina, uveéani
iregularni nukleolusi, ekspanzivan rast i pove¢an broj mitoza govore u prilog invertnom
urotelnom karcinomu. Imunohistohemija nije neophodna za postavljanje dijagnoze, a CK20
bojenje naglasava kiSobran celije i negativno je u ostalim ¢elijama urotela. Ki-67 indeks
proliferacije je nizak (tipi¢no < 5%). Stopa recidiva za urotelne papilome se krece od 8-14%,
a progresija u karcinom je < 1 %, i diskutabilno je da li nastaje u urotelnom papilomu ili je
povezan sa drugim prisutnim urotelnim neoplazmama. Nakon kompletne TUR recidiv i

progresija se ne javljaju (52).

1.6.1.1.3 Papilarna urotelna neoplazma niskog malignog potencijala (engl.
Papillary urothelial neoplasm of low malignant potential - PUNLMP)

Papilarna urotelna neoplazma niskog malignog potencijala (PUNLMP) je urotelni
papilarni tumor sa minimalnom atipijom. Debljina atipi¢nog epitela uglavhom ne prelazi
normalnu debljinu urotela. Pet puta se ¢eSce javlja kod muskaraca nego kod Zena, kod osoba
oko 64 godine. Specifi¢na etiologija je nepoznata, iako se smatra da je sli¢na za sve papilarne
urotelne neoplazme. Vecina pacijenata se javlja zbog mikroskopske ili makroskopske
hematurije, a citologija urina je uglavnom negativna na malignitet. Cistoskopija otkriva LG
papilarni tumor varijabilne veli¢ine. Invazivna komponenta nikad nije direktno udruZena sa
ovom lezijom.

Makroskopski, ove neoplazme se prezentuju kao pojedinacne ili multiple diskretno

egzofitiCne papilarne lezije, varijabilne veli¢ine. Patohistoloski PUNLMP ima papilarnu
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strukturu, bez histoloske abnormalnosti i bez gubitka polariteta ¢elija, prekrivenu urotelom,
koji je deblji i/ili celularniji od normalnog urotela. Citoloski PUNLMP ima monoton izgled,
sa ¢elijama koje deluju identi¢no. Jedra su diskretno uveéana i zgomilana u odnosu na
normalni urotel. Mogu se uociti jedarne brazde, koje se retko vidaju u HG lezijama.
Nukleolusi su ili odsutni ili neupadljivi. Hromatin je uniformno rasporeden. Mitoze su
izuzetno retke i limitirane na bazalani sloj. Genetski profil je isti kao i za ostale neinvazivne
papilarne UKMB. Iako postoje diskretne ¢elijske i histoloske razlike izmedu PUNLMP i LG
UKMB neke studije smatraju da nema razlike u prognozi izmedu ova dva entiteta. Ipak je
vise istrazivanja pokazalo da PUNLMP ima manji rizik od recidiva i bolju prognozu od
papilarnih LG UKMB. Izuzetno mali procenat neinvazivnih LG papilarnih UKMB progredira
u invazivni ili HG papilarni UKMB, dok PUNLMP ne progredira niti u stadijumu niti u
gradusu. Zbog rizika od recidiva, nakon uklanjanja, preporuka je pracenje i za PUNLMP i za
LG papilarne UKMB (53).

16.1.14 Neinvazivni papilarni UKMB

Otprilike 70-75% novodijagnostikovanih urotelnih karcinoma je neinvazivno i
papilarno, tri puta ¢esce se javljaju u muskoj u odnosu na zensku populaciju. Ovi tumori imaju
visoku stopu recidiva, ali manje od 15% pacijenata razvija invazivnu bolest. Etioloski faktori
su isti za superficijalni i invazivni UKMB. Najcesc¢a klinicka karakteristika je bezbolna,
intermitentna hematurija. Najcesce lokalizacije su lateralni i posteriorni zid MB, mada se ove
neoplazme mogu naci bilo gde duZ urotelne povrSine.

Na cistoskopiji lezije su egzofiti¢ne, varijabilne veli¢ine, i mogu biti pojedinacne ili
multiple. Lezije visokog gradusa (engl. high grade - HG) se makroskopski prezentuju kao
hiperemi¢ne i neprozirne. Neinvazivni papilarni UKMB je papilarna, urotelna neoplasti¢na
proliferacija sa prisutnom citoloSkom 1 histoloSkom atipijom vidljivom na malom i srednjem
uvecanju, ali bez invazije ispod bazalne membrane (pTa).

Neinvazivni papilarni UKMB se karakteriSe prstastim izrasatajima sa tankim
fibrovaskularnim srzima prekrivenih neoplasticnim urotelom varijabilne debljine.
Heterogenost u gradiranju je karakteristika papilarnog UKMB. Gradus tumora odreduje najvisi
gradus prisutan u tumoru, a grani¢na vrednost je prisustvo HG komponente u bar 5% tumora
(54). Neki istrazivaci su utvrdili da se tumori koji imaju manje od 10% HG komponente
klinicki ponasaju kao LG (engl. low grade) tumori, shodno tome je najbolje naznaciti procenat

HG komponente u patohistologkom izvestaju (55). Cisti HG papilarni UKMB su agresivniji u
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odnosu na mesovite LG i HG lezije. Kao §to je slucaj sa svim epitelnim neoplazmama
gradiranje je Cesto vrlo subjektivno. WHO sistem zahteva procenu nivoa citoloske 1 histoloSke
atipije na malom i srednjem uveéanju (100x 1 200x). Citoloska atipija se definiSe kao poremecaj
u nukleo-citoplazmatskom odnosu, nuklearnoj veli¢ini, obliku i hromatinu, a histoloska se
ogleda u abnormalnoj orjentaciji ¢elija medusobno i u odnosu na bazalnu membranu.

Na osnovu patohistoloskih karakteristika neinvazivni papilarni UKMB mogu biti
niskog gradusa (low grade - LG) i visokog gradusa (high grade - HG).

1.6.1.15 Low grade (LG) papilarni UKMB

LG lezije imaju delikatne papile sa obimnim grananjem. Na malom uvecanju su
relativno urednog izgleda, na srednjem uvecanju se uocava delimi¢an gubitak celijskog
polariteta, kao i blaga nuklearna iregularnost i pleomorfizam. Mitoze ne moraju biti prisutne i

uglavnom nisu atipi¢ne (56).

Slika 2. Mikrofotografija low grade urotelnog karcinoma mokraéne besike, pTa stadijum (HE, A:

uvecanje x100, B: uvecanje x200, C: uvecanje x100, D: uvecanje x400)
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1.6.1.1.6 High grade (HG) papilarni UKMB

U HG lezijama, papile mogu biti fuzionisane, dajuci tumoru solidan egzofiti¢ni izgled.
Celijska atipija se ogleda u varijacijama u veli¢ini i izgledu jedara, koje su ocigledne veé na
malom uveéanju, debljina urotela je promenljiva. Za HG papilarni UKMB su karakteristi¢ni
iregularni prominentni nukleolusi, nuklearna anaplazija i brojne mitoze, ukljucujudi i atipi¢ne
mitotske figure. Papilarni UKMB eksprimira GATAS3, CK7, CK20, p63, CK5/6 i CK HMW,

ali IHC nema znacaj u gradiranju UKMB (57).
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Slika 3. Mikrofotografija high grade papilarnog urotelnog karcinoma mokra¢ne besike, pT1 stadijum

(HE, A: uvecéanje x100, B: uveéanje x200, C: uvecanje x200, D: uvecanje x400)

Papilarni UKMB se moze prezentovati invertnim nac¢inom rasta. Neki urotelni
karcinomi imaju pretezno endofiti¢ni nacin rasta i karakterisu se granajuc¢im,
anastomoziraju¢im papilama dok stromalno-epitelni interfejs ima glatku konturu. Kod ovih
tumora stromalna reakcija je uglavnom odsutna, kao i stromalna invazija i infiltracija

misi¢nog zida.
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1.6.1.1.7 Genetski profil neinvazivnih papilarnih UKMB

Najnoviji podaci ukazuju na to da se karcinogeneza u urotelu moze odvijati na bilo kom
mestu 1 moze ukljuciti vise mesta prema teoriji polja (58). Sve je vise nauc¢nih dokaza da se
urotelne stem celije transformiSu u kancerske stem ¢elije sticanjem genetskih alteracija koje
vode formiranju tumora kroz klonalnu ekspanziju (59).

Tumori MB nastaju putem dva potpuno razli¢ita mehanizma: FGFR3 signalni put i
TP53 signalni put (60). Tumori nastali iz ova dva signalna puta se prezentuju kao heterogene
grupe tumora, razlicitog i fenotipa i genotipa i drasti¢no razliitog bioloskog ponaSanja i
klini¢kog ishoda. LG neinvazivni UKMB se karakteriSu aktiviraju¢éom mutacijom FGFR3, dok
se HG UKMB karakteriSu genetskim ili epigenetskim alteracijama u TP53 genu ili
regulatornim genima za TP53, kao s§to je CDKN2A (pl16) (61). Nedavne studije su
identifikovale da su u UKMB najces¢e somatske mutacije u genu promotoru za kataliticku
subjedinicu telomerazne reverzne transkriptaze (TERT). Otprilike 70-80% neinvazivnih
UKMB nosi ove mutacije. Cesto su prisutne sa FGFR3 mutacijama i nisu povezane sa
tumorskim stadijumom, histoloskim gradusom ili klinickim ishodom (62).

Numericke i strukturne hromozomske aberacije su ¢este u neinvazivnim UKMB, i
ukljuéuju gubitke brojnih hromozoma: 2q, 3p, 5q, 9p21, 9922-q31, 10g23-25, 11p13ql4,
17p13,i Y (63). Susedni urotel normalnog izgleda gubi iste alele hromozoma 9 kao i tumor. U
neinvazivnim UKMB je amplifikacija gena reda od drugih genetskih alteracija. U nekoliko
naucnih studija potvrdene su amplifikacije MDM2, RAF1, CCND1 i FGFRL1 (64).

1.6.1.2 Ravne (engl. flat) lezije mokracne besike

16121 Urotelna proliferacija neodredenog malignog potencijala (engl.
Urothelial proliferation of uncertain malignant potential)

Urotelna proliferacija neodredenog malignog potencijala je prisustvo upadljivog
zadebljanja urotela bez ili sa minimalnom citoloSkom atipijom i bez formiranja pravih
papilarnih struktura. Sinonimi za ovaj entitet, koji se vise ne koriste u literaturi su papilarna i
zaravnjena hiperpazija. Nema predilekcionu lokalizaciju. Makroskopski je tipi¢éno fokalna,
lako izdignuta i sesilna. Patohistoloski, zadebljali urotel je aranziran u uske valovite sluzokozne
nabore razliCitih visina. Citoloska atipija je minimalna. UKkoliko je kompletno ravna lezija,
makroskopski se teSko moze uociti. Mikromorfoloski se uocava zadebljan urotel sa preko 10
slojeva epitela i ve¢om celijskom gustinom. Ove lezije se mogu videti izolovano, uglavnom

kod pacijenata sa prethodnom istorijom za UKMB, ili u blizini LG papilarnin UKMB ili da
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predstavlja lateralnu ekstenziju papilarne neoplazme (engl. shoulder lesion). Vecina pacijenata
je imalo ili ima i urotelnu neoplazmu. U genetskom profilu ove lezije, delecije hromozoma 9
su Ceste, dok su FGFR3 mutacije i amplifikacija FGFR3 retkost (65). Za urotelnu proliferaciju
se smatra da je klonalni proces i verovatno je rana manifestacija LG papilanog UKMB (66).

1.6.1.2.2 Urotelna displazija

Urotelna displazija ima primetne citoloske i histoloSke karakteristike za koje se smatra
da su preneoplasti¢ne, ali nedovoljne za dijagnozu CIS. Sinonim za urotelnu displaziju, koji je
napusten, je intraurotelna neoplazija LG. Urotelna displazija nije dovoljno proucavana,
izuzetno retko se vida de novo i teSko se razlikuje od CIS. Etioloski faktori su isti kao i za
urotelni CIS. Pacijenti imaju simptome povezane sa papilarnim ili invazivnim UKMB, a ne sa
urotelnom displazijom, koja se retko vida izolovano i tada moze da izaziva iritativne smetnje
tokom uriniranja. Makroskopski se uo¢ava eritemna sluzokoza, ali je ¢eSée naizgled normalna.
Patohistoloski urotelnu displaziju je najteze definisati. Morfoloski treba je razlikovati od
normalnog urotela, urotela sa reaktivnom atipijom i CIS. Normalni urotel nema znaéajnu
citolosku atipiju, stratifikovan je i sadrzi od tri do Sest slojeva urotelnih ¢elija poredanih u
bazalni, intermedijalni i superficijalni sloj. Celije intermedijalnog sloja odrzavaju polaritet, sa
linearnim poravnanjem prema gore, a vertikalno u odnosu na bazalnu membranu. Kisobran
¢elije superficijalnog sloja, imaju eozinofilnu citoplazmu sa vakuolama i ¢esto multilobulirano
jedro. Kod reaktivne urotelne atipije, prisutno je uniformno uvecéanje jedara, sa jednakom
raspodelom hromatina, glatkim nuklearnim konturama i tackastim jedarcima. MeSoviti
zapaljenski infiltrat je prisutan subepitelno, a ponekad i intraepitelno. Mitotska aktivnost je
povecana i mitoze se mogu videti i u gornjim slojevima urotela. U anamnezi se navodi
prethodna Kkateterizacija, cistitis, urolitijaza, prethodna intravezikalna terapija. Lezije
klasifikovane kao urotelna displazija gube perpendikularni aranZman urotelnih celija sa
minimalnim iregularnostima i povecanjem jedara, i uglavnom bez inflamacije. Mnogi
uropatolozi klasifikuju ovu kategoriju kao ,,urotelna atipija neodredenog znacaja, ne moze se
iskljuciti displazija’’. Ukoliko je prisutan nuklearni pleomorfizam i veli¢ina jedara kao 5-6
limfocita, sa pove¢anom mitotskom aktivnoséu dijagnoza vise ide u prilog CIS nego urotelnoj

displaziji. Od genetskih promena prisutne su alteracije hromozoma 9 i mutacije TP53 (67).

1.6.1.2.3 Urotelni in situ karcinom (Carcinoma in situ - CIS)
Carcinoma in situ (CIS) je ravna lezija koja se karakterise HG citoloskom atipijom

¢itavom debljinom urotela bez probijanja bazalne membrane i bez invazije u laminu propriju.

19



Ana V. Risti¢ Petrovic

Neinvazivne HG papilarne lezije ne treba poistovetiti sa CIS. CIS ne-papilarna, HG
intraurotelna neoplazija, ¢esto multifokalna. De novo se retko vida, ali se moze videti u okolini
invazivnog UKMB. Klini¢ki se prezentuje kao cistitis, Cesto sa hematurijom. 20-80%
pacijenata sa CIS razvic¢e invazivni UKMB ukoliko se ne lece, i trebalo bi napomeniti prisustvo
CIS u patohistoloskom izvrestaju. Na dalju prognozu uticu multifokalnost, zahvatanje
prostaticnog dela uretre i odgovor na BCG terapiju. Terapija je intravezikalna BCG ili
intravezikalna hipertermija i mitomicyn-C, parcijalna ili totalna cistektomija. Endoskopski se
uocava kao eritematozna, granulirana ili kaldrmasta mukoza, koja moze zahvatiti vece povrsine
mukoze MB, uretera i uretre. Mikroskopski se uo¢ava kao zaravnjena lezija koja se sastoji od
¢elija sa velikim, iregularnim, hiperhromatskim, jedrima, prominentnim pleomorfizmom,
visokim nukleo-citoplazmatskim indeksom, mitozama u srednjim i vi§im slojevima epitela.
Atipija ne mora biti prisutna ¢itavom debljinom urotela, epitel moze biti ogoljen a moze biti
prisutna kancerizacija urotela sa padzetoidnim Sirenjem. Celije mogu biti velike pleomorfne,
velike bez pleomorfizma, male, klinaste, poredane u zadebljanom ili denudiranom urotelu. U
poredenju sa veli¢inom limfocita jedra atipi¢nih ¢elija su pet puta veéa (u normalnom urotelu
su dva puta veca). Gubitak polariteta, preklapanje jedara, iregularno zadebljanje urotela, ¢elije

gube kohezivnost i mogu biti prisutne u citologiji urina (68).
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Slika 4. Mikrofotografija cystitis glandularis i urotelne displazije u Brunovim gnezdima (engl. von
Brunn's nests) (HE, uvecanje x100)

Slika 5. Mikrofotografija cystitis glandulari et follicularis i carcinoma in situ, okolina infiltrativnog

urotelnog karcinoma mokra¢ne besike (HE, uvecanje x100)
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1.6.2 Infiltrativni urotelni karcinom mokraéne beSike

Infiltrativni UKMB je izuzetan zbog svojih raznolikih morfoloskih manifestacija. Neki
od ovih obrazaca su toliko karakteristi¢ni da predstavljaju specificne varijante UKMB (69).
Infiltrativni UKMB se moze prezentovati Sirokim spektrom arhitekturalnih obrazaca,
ukljucujuéi gnezda varijabilne veli¢ine, glatkih ivica, trabekule, trake, klastere i pojedina¢ne
tumorske ¢elije. Postoji ¢esto meSovita histoloska slika, narocito u ve¢im tumorima (70). U
ve¢im tumorskim gnezdima, tumorske celije pokazuju stratifikovanu arhitekturu sa jedrima
poredanim okomito do bazalne membrane, sa delimi¢nim sazrevanjem prema centru,
rekapitulirajuci strukturu urotela. U vecini tumora, ipak, nema sazrevanja ¢elija, niti histoloskih
karakteristika normalnog urotela. Nacin rasta tumora i invazija okolnog tkiva imaju
prognostic¢ki znacaj, a infiltrativne trake celija i invazija pojedinacnim tumorskim ¢éelijama
imaju najgoru prognozu. Vecina invazivnih UKMB su HG. Znacajne razlike u ishodu su
ustanovljene izmedu LG 1 HG invazivnih tumora i1 tumorski gradus bi trebalo naznaciti u
patohistoloskom izvestaju (71). Upecatljiv je nuklearni pleomorfizam, sa hiperhromatskim
jedrima promenljive veli¢ine i oblika. Nuklearne konture su nepravilne. Mitoze su brojne i
mogu se uociti atipi¢ne mitotske figure. Citoplazma je bleda, eozinofilna i umereno obilna, a
moze biti i oskudna ili bazofilna. Ponekad moze imati skvamoidan izgled, koji bi trebalo
razlikovati od prave skvamozne diferencijacije. Citoplazmatski mucini nisu vidljivi na
rutinskom HE bojenju, ali se specijalnim bojenjima na mucine mogu detektovati u ¢ak 60%
HG UKMB. Prisustvo rasutih tumorskih ¢elija koje sadrze mucine ili histohemijski detektovan
mucin ne dokazuju glandularnu diferencijaciju. U citoplazmi moze biti akumuliran i glikogen,
koji daje svetlocelijski (engl. clear cell) izgled tumorskim ¢elijama. Stromalni odgovor moze
biti dezmoplastican 1 naglaSen kod infiltrativnih UKMB, a inace nije tipi¢an za urotelne
karcinome. Moze se videti i proliferacija miofibroblasta, osealna metaplazija i miksoidna
reaktivna stroma (72). Retrakcioni artefakti mogu biti prisutni kod tumora sa ranom invazijom
subepitelnog tkiva i ne bi je trebalo pogresno protumaciti kao limfovaskularnu invaziju (73).
Neki invazivni UKMB izazivaju ekstenzivan limfocitno - plazmocitni zapaljenski odgovor, ali

za tip stromalnog odgovora nije naden prognosti¢ki zna¢aj u UKMB (74).

1.6.2.1 Imunohistohemijski profil infiltrativnog UKMB

Infiltrativni HG UKMB ponekad je teSko razlikovati od loSe diferentovanog
adenokarcinoma prostate. Uroplakin III je specifican marker, ali niske senzitivnosti (19-60%).

Uroplakin II ima istu specifi¢nost, a vecu senzitivnost (63-77%) (75). GATAS se eksprimira u
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70-90% UKMB. lako nuklearna ekspresija GATAS3 opada sa dediferencijacijom, smatra se da
je koristan marker u diferencijalnoj dijagnozi urotelnih neoplazmi. UKMB eksprimira CK7 (u
100%) i CK20 (67%). Oko 50% UKMB pokazuje koekspresiju CK7 i CK20. U 14% HG
UKMB se ne eksprimira ni CK7 ni CK20. CKHMW i CK5/6 se eksprimiraju u velikom broju
HG UKMB. p63 se koristi za diferencijalnu dijagnozu od ¢istog skvamocelularnog KMB (76).

1.6.2.2  Urotelni karcinom mokracne besike sa divergentnom diferencijacijom

UKMB je karakteristican po izuzetnoj sklonosti divergentnoj diferencijacijaciji,
ukljuCujuéi  skvamoznu, glandularnu, sitnocelijsku/neuroendokrinu, trofoblastnu i
diferencijaciju u pravcu endodermalnog sinusa. Tumori sa prepoznatljivim urotelnim
elementima se klasifikuju kao urotelni karcinomi sa divergentnom diferencijacijom i trebalo bi
naglasiti u kom procentu su prisutne divergentne komponente.

Skvamozna diferencijacija je definisana prisustvom intercelularnin mostova i/ili
keratinizacijom, i najée$¢i je tip divergentne diferencijacije, koji se javlja u 40% invazivnih
UKMB (77). Nije nadena povezanost skvamozne diferencijacije i HPV infekcije, mada je
HPV16 detektovan u bazalnom sloju UKMB (78). Karcinomi MB koji nastaju na terenu
neurogene MB, hroni¢ne kateterizacije ili prethodne ginekoloske ekspozicije su retki primeri
karcinoma beSike koji su povezani sa HPV infekcijom i histoloski imaju bazaloidne
karakteristike (79). Skvamozna diferencijacija u biopsijskom materijalu dobijenom TUR-om
je povezana sa lokalno uznapredovalom boles¢u i dovodi do smanjenog odgovora na zra¢nu i

hemioterapiju.
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Slika 6. Mikrofotografija skvamozne divergentne diferencijacije u urotelnom karcinomu mokracne

besike (HE, A: uvecanje x100, B: uvecanje x200, C: uvecanje x200, D: uvecanje x400)

Najnovije studije sa sekvencioniranjem gena su identifikovale basal/squamous-like,
luminalni i p53-like karcinome kao tri podtipa invazivnog UKMB. Bazalni podtip je povezan
sa lo§im odgovorom na hemioterapiju i smanjenim UKMB-specificnim prezivljavanjem.
Bazalni podtip ima skvamoidnu morfologiju i tumori eksprimiraju CK5, ali ne i CK20 (80).

Glandularna diferencijacija je definisana prisustvom Zlezdanih formacija u tumoru 1
vida se u 6-18% UKMB. Uglavnom ima enteri¢ni izgled sa zlezdolikim strukturama, koje su
nalik na one koje se vidaju u tipicnom adenokarcinomu kolona. Mogu se uociti polja
mucinoznog adenokarcinoma sa ili bez signet ring ¢elija. Rede je prisutna koloidno-mucinozna
diferencijacija koja se karakteriSe gnezdima tumorskih ¢elija, koje plivaju u ekstracelularnom
mucinu. Opisana je i forma glandularne diferencijacije viloznog izgleda. Izuzetno retko, moze
se videti Millerian diferencijacija, koja se uocava kao svetlocelijski (engl. clear cell)
adenokarcinom (81).

U poljima glandularne diferencijacije tumori eksprimiraju CDX2 i CK20, dok na

urotelne markere mogu biti fokalno/difuzno pozitivni, ili da budu kompletno negativni.
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Glandularnu diferencijaciju treba razlikovati od pseudoglandularnih prostora koji su Cesti u
UKMB. Prognosticki znacaj glandularne diferencijacije ostaje neizvestan, iako su Damrauer i
saradnici zakljuc¢ili da UKMB sa glandularnom diferencijacijom ima slabiji odgovor na
hemioterapiju (82).

Trofoblastna diferencijacija je veoma retka i karakteriSe se dzinovskim ¢elijama nalik
sinciciotrofoblastu. [B-subjedinica humanog horiogonadotropina (BhCG) moze se IHC
detektovati u ¢ak 35% slucajeva iako nema morfoloski uocljive trofoblastne diferencijacije.
Ekspresija BhCG korelira sa HG i vi§im stadijumom. PoviSeni serumski nivoi BhCG su prisutni
u ¢ak 70% pacijenata sa metastatskim UKMB (83). Pojacana sekrecija BhCG korelira sa lo§im
odgovorom na radioterapiju i hemioterapiju i merenje serumskog BhCG se koristi za pracenje
ovih pacijenata (84).

Sitnocelijski karcinom MB moze biti prisutan zajedno sa konvencionalnim UKMB,
skvamocelularnim, adenokarcinomom ili  sarkomatoidnim karcinomom.  Prisustvo
sitnocelijskog karcinoma treba napisati u patohistoloSkom izvestaju jer je ovo relevantno u
vodenju terapije. Ovi tumori su svrstani u kategoriju neuroendokrinih tumora te je i terapija
drugacija u odnosu na UKMB (85).

1.6.2.3 Nested varijanta urotelnog karcinoma mokraéne besike

Nested UKMB je invazivna histoloska varijanta, blage citomorfologije (86). Tipic¢an
obrazac rasta je diskretno konfluentna proliferacija malih tumorskih plaza ispod urotela. Baza
lezije je iregularna 1 infiltrativna. Jedra su sa blagom atipijom ili bez atipije. Mogu se uociti
mitotske figure. Stroma je miksoidna, fokalno dezmoplasti¢na ili nema uops$te stromalnog
odgovora. Nested varijanta moze biti prisutna sa klasicnim tipom UKMB, ali je ¢eS¢e prisutan
kao Cista nested varijanta. Diferencijalne dijagnoze su nefrogeni adenom, von Brunova gnezda
sa reaktivnom atipijom, cystitis cystica et cystitis glandularis, invertni papilom, nephrogena
metaplasia, carcinoid tumor, paraganglioma. Ponekad je atipija minimalna, ali ukoliko su ove
plaze prisutne u muskularis propriji to je dovoljno za dijagnozu UKMB jer se von Brunova
gnezda ne vidaju duboko u zidu MB (87). Nested UKMB se razlikuje od benigih mimikera
prisustvom mutacije TERT promotera. Tumorske c¢elije su IHC pozitivne na GATA3, CK
HMW (34PE12), p63, CK7 i CK20 (88). Ima istu prognozu kao klasi¢ni UKMB, ali se

dijagnostikuje u visem stadijumu (89).
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1.6.2.4  Mikrocisticni urotelni karcinom mokracne besike

Mikrocisticni UKMB je varljivo benignog izgleda i Cesto se prezentuje sa visokim
stadijumom. Okruglaste i ovalne mikrociste dijametra 1-2mm, oblozene blagim, denudiranim
epitelom, a intraluminalno mogu biti prisutne sekrecije i mikrokalcifikati. Stromalni odgovor
cesto izostaje. U trenutku dijagnoze uglavnom je ve¢ invadirao detrusorni misi¢. Mikrocisti¢na
varijanta UKMB eksprimira GATAS3, S100P, CK7, CK20, p63, CK HMW, uroplakin IlI,
MUCS5AC i thrombomodulin. Diferencijalno dijagnosticki treba ga razlikovati od cystitis
cystica et cystitis glandularis i adenokarcinoma prostate (Gleason score 3+3), ali je IHC

negativan na PSA. Nema razlike u prezivljavnju u odnosu na klasi¢ni UKMB (90).

1.6.25 1.5.2.4 Mikropapilarni urotelni karcinom mokracne besike
Mikropapilarni UKMB ¢&ini 0.6-2.2% svih UKMB. Ces¢i je kod muskaraca i javlja se

posle Sezdesete godine. Histoloski podseca na serozni papilarni karcinom jajnika. Karakterise
se malim tumorskim gnezdima, ¢esto u lakunarnim prostorima bez vaskularizovane vezivno-
tkivne strome u centru. Tumorske ¢elije imaju periferno orjentisana jedra sa atipijom i gradira
se kao HG UKMB. Prisutne su citoplazmatske vakuole i distorzija nuklearnih kontura, $to sve
morfoloski pravi prstenaste forme. Limfovaskularna invazija je Cesta, a konkomitantni CIS je
prisutan u preko 50% slucajeva (91). Mikropapilani UKMB je IHC pozitivan na GATAS,
S100P, uroplakin Il, uroplakin 111, thrombomodulin, CK7, CK20, p63 i CK HMW. Prekomerna
ekspresija MUC1, CA-125 i HER2 je nespecifi¢na, ali se ovi markeri ipak eksprimiraju u
nekim slu¢ajevima mikropapilarnog UKMB. MUC1 ekspresija dominira u grupi ¢elija tumora
okrenutih ka stromi, §to ukazuje na preokret normalne orijentacije celija u tumoru.
Mikropapilani UKMB je cesto prisutan zajedno sa klasi¢nom ili drugim histoloskim
varijantama UKMB. Pacijenti sa ovom histoloskom varijantom UKMB u pT1 stadijumu imaju
veéi rizik od UKMB specificnog mortaliteta i imaju bolji ishod ukoliko se podvrgnu ranoj
radikalnoj cistektomiji. Uglavnom ima loSu prognozu, Ceste metastaze u limfnim nodusima 1
losu stopu prezivljavanja uprkos terapiji (92). Neke studije su pokazale da je intravezikalna
terapija neefikasna kod mikropapilarnog UKMB i preporuc¢uju ranu radikalnu cistektomiju veé
u pT1 stadijumu. Ipak, je sve vise individualnijeg pristupa u lecenju sa tendecijom ocuvanja
MB sto duze (93). Ukoliko je mikropapilarna komponenta prisutna u neinvazivnom UKMB,
tumor se klasifikuje prema klasi¢noj varijanti UKMB. Neivazivni UKMB sa mikropapilarnom
morfologijom nema loSu prognozu, a opisane su i varijante neinvazivnog UKMB i CIS sa

micropapillary-like izgledom (94).
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Karcinomi sa mikropapilarnom histologijom se javljaju u plu¢ima, dojci, pankreasu,
kolorektumu i pljuva¢nim zlezdama. Klini¢ka korelacija je neophodna, a imunoprofil CK7+,
CK20+ i uroplakin III+ ide u prilog karcinomu porekla MB. Mikropapilarni UKMB ¢esto
eksprimira FoxAl, marker luminalnog fenotipa. Luminalni podtip je dominantna osobina jer i
UKMB sa oskudnim poljima mikropapilarnog rasta spada u luminalne tumore. Cesto su
nosioci ,,divljeg tipa’’ p53 i mutacija TERT promotera, $to uglavnom ukazuje na rezistentnost
na hemioterapiju (95). FISH-om detektovana ERBB2 (HER2) amplifikacija je Cesta u
mikropapilarnom UKMB i ima prediktivni znacaj, ukazuju¢i na krace UKMB specifi¢no

prezivljavanje, a takode, pruza i potencijalnu moguénost za target terapiju (96).

1.6.2.6  Urotelni karcinom mokracéne besike nalik limfoepiteliomu

Ova retka varijanta histoloski podseca na limfoepiteliom nazofarinksa, ali se ne dovodi
u vezu sa EBV infekcijom. Ce$ée se javlja kod muskaraca, starije Zivotne dobi. MoZe biti &ista
forma ili da bude prisutan sa drugim histoloskim varijantama. lako je prvi simptom hematurija,
u trenutku dijagnoze vec¢ je lokalno uznapredovala bolest, pT2-3 (97).

Histoloski se tumor sastoji od gnezda, traka, klastera ili pojedina¢nih nediferentovanih,
tumorskih c¢elija sa velikim, pleomorfnim jedrima i prominentnim jedarcima, nejasnih
meducelijskih granica i sincicijalnim izgledom. U pozadini se nalazi prominentan limfoidni
infiltrat sastavljen od T i B limfocita, sa dominacijom CD3+T limfocita, plazma celija,
histiocita, povremeno neutrofila i/ili eozinofila i izuzetno retko sa dominacijom eozinofila u
zapaljenskom infiltratu. IHC profil tumorskih ¢elija: CKAE1/AE3+, CK7+, p63+, GATA3+.
Ovo se moze pogresno protumaciti kao limfoproliferativni proces ili ozbiljan hroni¢ni cistitis,
a THC analiza na CK moZe pomodéi u postavljanju taéne dijagnoze. Cista histoloka varijanta
UKMB nalik limfoepiteliomu ima povoljnu prognozu, nizak metastatski potencijal i dobar
odgovor na imuno i hemioterapiju, a ukoliko je samo komponenta klasi¢cnog UKMB ne utice

na prognozu (98).

1.6.2.7 Plazmacitoidni/Signet ring cell/ Difuzni urotelni karcinom mokracéne besike

Plazmacitoidni UKMB je retka, agresivna histoloSka varijanta UKMB sastavljena od
tumorskih ¢elija koje podsecaju na plazma ¢elije i/ili monocite. Makroskopski se prezentuje
kao edematozna sluzokoza, Cesto bez lezije na povrsini. Histoloski se karakteriSe prisustvom
pojedinacnih, diskohezivnih malignih ¢elija, uronjenih u rastresitu ili miksoidnu stromu.
Tumorske celije imaju jasnu, svetlu ili eozinofilnu citoplazmu i centralno ili periferno

lokalizovana uvecana, hiperhromatska jedra sa sitnim nukleolusima. Pojedine ¢éelije mogu
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sadrzati citoplazmatske vakuole, sa ili bez intracitoplazmatskih mucina, daju¢i tumorskim
¢elijama ,,signet ring’’ izgled. Za razliku od mucinoznih adenokarcinoma sa ,,signet ring’’
¢elijama, ova varijanta UKMB nije povezana sa produkcijom ekstracelularnih mucina, $to je
vrlo koristan parameter za razlikovanje ove histoloske varijante UKMB od slabo kohezivnog
adenokarcinoma zeluca. CitoloSka atipija moze biti minimalna, a moze biti i prisutan kao
komponenta HG tumora. Pokazuje jedinstven obrazac Sirenja duz snopova nerava, koji je
opisan kao infiltracija ,,duz rukava kaputa“. Imunohistohemijski se moze dokazati urotelno
poreklo jer su IHC tumorske ¢elije pozitivne na CKAE1/AE3, CK7, CK20, p63, GATAS i
uroplakin 1l1l. MUML1 je negativan, kao i ostali limfoidni markeri. Gubitak ekspresije E-
cadherina je odgovoran za upadljivu diskohezivnost tumorskih ¢elija i vida se u preko 70%
slu¢ajeva plazmacitoidnog UKMB (99). Klini¢ki se prezentuju u odmaklom stadijumu sa
dubokom infiltracijom celog zida MB i perivezikalnog masnog tkiva. Postoji veliki rizik od
peritonealnog Sirenja i neoplasti¢ni proces je uglavnom prisutan na hirurS§kim marginama
operativnog materijala dobijenog radikalnom cistektomijom. Uprkos odliénom odgovoru na
hemioterapiju, klinicki ishod je 1o, sa ¢estim recidivima i kratkim vremenom prezivljavanja
(100). Diferencijalne dijagnoze uklju¢uju limfoidne reakcije, limfom, multipli mijelom, difuzni
tip adenokarcinoma zeluca, paragangliom, neuroendokrini karcinom, melanom i

rabdomiosarkom.

1.6.2.8 Sarkomatoidni urotelni karcinom mokracne besike

Sarkomatoidna varijanta UKMB se CeSce javlja kod muskaraca, preko 65 godine Zivota,
a faktori rizika su zraCna terapija i terapija ciklofosfamidom. U trenutku dijagnoze
sarkomatoidni UKMB je ve¢ uznapredovala bolest i stoga ima loSu prognozu. Prema podacima
iz literature prisustvo sarkomatoidnih elemenata u trenutku dijagnoze ukazuje na prisutne
udaljene metastaze. Patoloski stadijum je najbolji prediktor prezivljavanja.

Makroskopski, sarkomatoidni karcinomi su veliki i polipoidni, sa poljima hemoragije i
nekroze i Cesto sa prisutnim tumorskim celijama na hirurskim resekcionim marginama.
Sarkomatoidna komponenta moze biti prisutna zajedno sa urotelnim, skvamoznim i
glandularnim karcinomom MB. Cist sarkomatoidni UKMB je neoplazma koja se morfoloski i
IHC odlikuje i epitelnom i mezenhimnom diferencijacijom. Heterologni elementi mogu biti
prisutni i trebalo bi ih procentualno naglasiti u patohistoloskom izvestaju. Postoje brojni
morfoloski 1 molekularni dokazi da je sarkomatoidni karcinom zajednicki, kona¢ni put

dediferencijacije svih oblika epitelnih tumora MB (101). Mezenhimna komponenta se
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uglavnom sastoji od atipi¢nih, vretenastih ili pleomorfnih tumorskih celija 1 najceSce
predstavlja nediferentovani vretenasto-celijski HG sarkom. Mnogobrojni tipovi mezenhimalne
diferencijacije mogu biti prisutni. NajceSce prisutni heterologni elementi histoloski pripadaju
osteosarkomu, hondrosarkomu, rabdomiosarkomu, leiomiosarkomu, liposarkomu i
angiosarkomu. Stroma moze biti miksoidna i obilna, ili pak naglaSeno hipocelularna i
sklerozirana. Imunohistohemijski, prisutna je fokalna pozitivnost na CK i PAX8, ali je GATA3
uglavnom negativan u sarkomatoidnom UKMB. Imunoprofil vretenasto-celijske komponente
je vimentin+, EMA+, SMA+, AE1/AE3+, p63+, GATA3+, CK7+. Tumorske celije epitelne
komponente eksprimiraju vimentin u 80% sluéajeva (102). TERT mutacije su prisutne u 35%
sarkomatoidnih UKMB. Prema studiji iz 2017, svi pacijenti nosioci TERT mutacije su egzitirali

unutar dve godine od operacije (103).

1.6.2.9  DzZinovsko éelijski urotelni karcinom mokracéne besike

Pleomorfni dzinovsko-¢elijski karcinom je retka i agresivna forma UKMB, prepoznata
u vaze¢oj WHO Kklasifikaciji tumora urinarnog trakta. Povezuje se sa loSom prognozom i
otkriva se u poodmaklom stadijumu bolesti. Dzinovsko ¢elijski UKMB se uglavnom vida
zajedno sa klasicnim UKMB. HistoloSki obrazac rasta varira od infiltriSueg sa rasutim
pleomorfnim ¢elijama do solidnih, ekspanzivnih gnezda sa mestimi¢no diskohezivnim
¢elijama. Opisana je i1 hipocelularna, varijanata sa skleroziraju¢om stromom. Pleomorfna
podvarijanta dzinovsko celijskog UKMB se sastoji od bizarnih dZinovskih, multinuklearnih
tumorskih ¢elija 1 podseca na dZinovsko-c¢elijski karcinom pluca, 1 odlikuje se brojnim tipi¢nim
i atipiénim mitotskim figurama. Infiltracija miSi¢nog sloja i opsezne nekroze su skoro uvek
prisutne. IHC profil tumorskih celija dzinovsko-celijskog UKMB je CK7+, EMA+, p63-+,
GATA3+, BHCG- (102).

1.6.2.10 Urotelni karcinom mokracéne besike bogat lipidima (engl. Lipid-rich UKMB)

UKMB bogat lipidima se karakteriSe prisustvom velikih lipoblastolikih celija sa
jednom ili visSe citoplazmatskih, naizgled praznih, vakuola, koje potiskuju jedro i histoloski
podsecaju na celije liposarkoma. Elektronskom mikroskopijom je potvrden lipidni sadrzaj
vakuola. Cesto je udruzen sa klasi¢nim UKMB, dijagnostikuje se u odmaklom stadijumu i ima

losu prognozu. IHC bojenja dokazuju urotelno poreklo (104).
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1.6.2.11 Svetlo-celijski (engl. clear cell)/bogat glikogenom (engl. glycogen-rich)

Urotelni karcinom mokracne besike

Ova izuzetno retka histoloska varijanta UKMB (opisano 25 slucajeva) se sastoji od
tumorskih ¢elija ¢ija je citoplazma bogata glikogenom, te podseca na svetlocelijski karcinom
bubrega. Klinic¢ki tok je isti kao i kod klasiénog UKMB i Eesto se vidaju zajedno. Dve trecine
UKMB imaju svetlocelijske fokuse, u kojima su tumorske celije sa obilnom, svetlom
citoplazmom ispunjenom glikogenom. Prisustvo glikogena se moze potvrditi histohemijskim
PAS (periodic acid—Schiff) bojenjem. U okolnom epitelu moze biti prisutan konkomitantni
CIS. Diferencijalno dijagnosticki treba ga razlikovati od svetlo-celijskog Maullerian
adenokarcinoma MB, i metastatskog svetlocelijskog karcinoma poreklom bubrega ili prostate,
i PEComa MB. IHC profil tumorskih ¢elija je isti kao kod klasicnog UKMB i podrazumeva
ekspresiju GATAS, S100P, p63, thrombomodulin, CK7 i CK20 (105).

1.6.2.12 Nediferentovani (loSe diferentovani) karcinom mokracne besike

Lose diferentovani tumori su izuzetno retki tumori, lose prognoze. Ova Kkategorija
obuhvata spektar tumora meSovite morfologije 1 u nju se svrstavaju nediferentovani
sitnocelijski karcinom, sarkomatoidni karcinom, dzinovsko-¢elijski karcinom, ukljucujuéi i
karcinom sa osteoklastolikim dzinovskim ¢elijama i nediferentovani karcinom, NOS (engl. Not
otherwise specified). Pojedini patolozi smatraju da je bolje ovaj entitet promeniti u
dediferentovani UKMB (102).

Slika 7. Mikrofotografija high grade infiltrativnog urotelnog karcinoma mokrac¢ne besike (HE, A:

uvecanje x40, B: uveéanje x100, C: uvecanje x200)
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uvecanje x100, B: uvecanje x200, C: uvecanje x100, B: uveéanje x200)

1.6.2.13 Genetski profil infiltrativnog urotelni karcinom mokracéne besike

Genetski dokazi ukazuju da invazivni urotelni tumori nastaju kroz najmanje dva
molekularna puta, kojim tumori progrediraju ili preko HG papilarnih tumora ili preko CIS
lezija (106). Tumori niskog gradusa Cesto recidiviraju, ali retko progrediraju. Postoje upadljive
genetske razlike izmedu LG 1 HG tumora i1 obuhvataju visestruke hromozomske alteracije,
aktiviraju¢e mutacije u onkogenima i deaktiviraju¢e mutacije u tumor supresornim genima.
Tumori MB imaju monoklonalno ili oligoklonalno poreklo, i verovatno nastaju na terenu
premalignih urotelnih lezija (107). Sledstveno, multifokalni i metahroni tumori imaju
nasledene mutacije, ali takode sadrze nove, jedinstveno stecene mutacije. Sekvencioniranjem
gena identifikovane su mutacije p53, TERT, FGFR3, PIK3CA, RB1 i HRAS (116). Telomerazna
aktivnost je vazna za inicijaciju UKMB i TERT kodira kataliti¢ku subjedinicu telomeraze, koja
je odgovorna za elongaciju telomeraza na krajevima hromozoma (108). TERT mutacije su
medu najbolje proucenim u UKMB, ali nisu povezane sa klinickim ishodom.
Sekvencioniranjem celog genoma utvrdena je heterogena paleta mutacija u UKMB.
Identifikovani su veliki hromozomski rearanzmani i fuzije gena. Rekurentna genska fuzija

FGFR3-TACC3 aktivira FGFR3 (109).
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1.7 TNM stadiranje urotelnog karcinoma mokraéne besike

1.7.1 T kategorija

Cistoskopija je inicijalni korak u UKMB stadiranju. Ukoliko je tumor identifikovan
izvodi se kompletna transuretralna resekcija (TUR) UKMB, a ukoliko to nije izvodljivo uzima
se biopsijski uzorak. Dobijeni uzorak se obraduje na patologiji da bi se postavila definitivna,
patohistoloska dijagnoza. Stadiranje TUR uzorka je neophodno radi donoSenja odluke o daljem
lecenju pacijenta. Adekvatna TUR podrazumeva resekciju svih vidljivih tumora i uzorkovanje

detrusornog misica da bi se procenila dubina invazije i zahvacenost misi¢nog sloja (110).

Tabela 1. TNM stadiranje: T kategorija

TX - primarni tumor ne moZe biti procenjen

TO - primarni tumor ne moze biti dokazan

Ta - neinvazivni papilarni karcinom

Tis - Carcinoma in situ ‘flat’ lezija

T1 - Tumor invadira subepitelno vezivno tkivo

Tlmi

Tla

Tlb

Tlc

T2 - Tumor invadira mi$iéni sloj (lat. muscularis propria)

T?2a - Tumor superficijalno invadira muskularis propriju (unutradnji sloj)
T2b - Tumor duboko invadira muskularis propriju (spoljasnji sloj)

T3 - Tumor invadira perivezikalno tkivo

T3a - Mikroskopski

T3b - Makroskopski (ekstravezikalna masa)

T4 - Tumor invadira okolne strukture

T4a - Tumor invadira stromu prostate, semene kesice, uterus, ili vaginu

T4b - Tumor invadira pelvi¢ni zid ili abdominalni zid
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1.7.1.1  Mikroinvazivni karcinom (pT1mi)

U novijoj literaturi grani¢na (cut-off) vrednost za mikroinvazivni karcinom (pT1mi) je
smanjena na 0,5mm, $to je ekvivalentno jednom polju na najve¢em uveéanju (engl. high power
field- HPF). Dubina invazije ve¢a od 0,5mm je korelirala sa gorim ishodom (111). Lopez-
Beltran i saradnici su za mikroinvazivnost predlozili da grani¢na vrednost bude 20 infiltrativnih
tumorskih ¢elija u lamini propriji umesto linearnog merenja (112). Lawless i saradnici su
ukazali da UKMB u kome je prisutna invazija samo vezivnotkivne strome papile i fokalna
invazija baze imaju bolju prognozu u poredenju sa tumorima sa Sirokobaznom subepitelnom
invazijiom (113).

Ne racunaju¢i mikroinvazivne tumore pT1 stadijum ostaje heterogena grupa sa
varijabilnom stopom recidiva i progresijom. Stratifikacija u okviru pT1 tumora zavisi od
invazije u odnosu na muskularis mukozu ili se meri linearna dubina invazije, a grani¢na
vrednost je 3 mm. Muskularis mukoza se nalazi u sredini ili gornjoj polovini lamine proprije i
sastoji se od tankih, talasastih glatko miSi¢nih snopova, §to je esto povezano sa velikim krvnim
sudovima tankih zidova. Dubina invazije u submukozu iznad muskularis mukoze je pT1la, u
muskularis mukozu je pT1b, a ispod muskularis mukoze/vaskularnog pleksusa je pT1c. U 6%
radikalnih cistektomija muskularis mukoza je neprepoznatljiva, a u biopsijskim uzorcima je
varijabilno prisutna (15-83%). | dalje je u mnogim sluéajevima mikrostadiranje u pT1
stadijumu nemoguce na osnovu ovih kriterijuma. U nekim studijama nije uo¢ena prognosticka
vrednost odredivanja dubine invazije lamine proprije. U najvecoj studiji do sad na 587 pT1
pacijenata sa prose¢nim vremenom pracenja 35 meseci, znacajno kra¢e vreme bez recidiva, i
gore vreme prezivljavanja do progresije i UKMB-specifi¢no prezivljavanje utvrdeno je kod
pacijenata koji su imali invaziju ispod muskularis mukoze (114). Linearno odredivanje dubine
invazije u pT1 UKMB odreduje se okularnim mikrometrom merenjem od bazalne membrane
do najdublje lokalizovane invazivne tumorske ¢elije. Najsire usvojena grani¢na vrednost za
substadiranje pT1 je 1mm. Pokazano je da goru prognozu imaju tumori kod kojih je invazija
>]mm u poredenju sa tumorima kod kojih je invazija <Imm (115).

Vazno je razlikovati tumorsku invaziju tankih, diskontinualnih misi¢nih vlakana
muscularis mucosae (pT1) od invazije debljih, kompaktnijih snopova muscularis propriae
(pT2). Masno tkivo je prisutno kroz ceo zid MB i zbog toga infiltracija masnog tkiva nije
pouzdan kriterijum za procenu dubine invazije. Dodatne nasumi¢ne (random) biopsije se ¢esto
uzimaju da bi se procenilo stanje okolne sluzokoze i prisustvo/odsustvo CIS. Cistoskopija sa

reTUR-om je najbolja opcija za klini¢ko pracenje pacijenata. CitoloSki pregled urina je
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limitirane dijagnosti¢ko-prognosticke moguénosti. Pozitivna citologija urina ukazuje na
prisustvo tumora negde u urinarnom traktu, dok negativna citologija na malignitet ne iskljucuje
prisustvo tumora. Preporuka je da se TUR ponovi nakon 2-6 nedelja ukoliko je incijalna
resekcija bila inkompletna, kada u prvom TUR nije uzorkovan misiéni sloj i ukoliko je
dijagnoza na prvom TUR bila HG/Ta ili HG/T1 (116).

Na operativnom materijalu dobijenom radikalnom cistektomijom neophodno je
napraviti razliku izmedu invazije misi¢nog sloja (pT2b) 1 mikroskopske invazije
perivezikalnog masnog tkiva (pT3a), s obzirom na to da granica izmedu ova dva sloja zida MB

nije jasno definisana (117).

1.7.2 N kategorija

Disekcija pelviénih limfnih nodusa je integralni deo radikalne cistektomije za UKMB,
1 ukljuCuje zajednicke ilijac¢ne i/ili nize paraaortalne i parakavalne limfne noduse, i vadenje
veceg broja pozitivnih limfnih nodusa je povezano sa boljim prezivljavanjem I manjim
pelvi¢nim recidivom, ¢ak i u odsustvu pozitivnih limfnih nodusa (118). Svi dostavljeni limfni
nodusi moraju biti mikroskropski pregledani jer pN stadijum, prognoza i dalje leCenje zavise
od tacnog broja 1 lokalizacije pozitivnih limfnih nodusa.
U patohistoloSkom izveStaju se treba izjasniti u skladu sa vaze¢com pTNM
klasifikacijom:
e pNO - nema metastaza u regionalnim limfnim nodusima;
e pPNI1 - metastaza u jednom limfnom nodusu male karlice (hipogastri¢ni, opturatorni,
spoljasnji ilijacni ili presakralni);
e pN2 - metastaze u viSe limfnih nodusa male karlice (hipogastri¢ni, opturatorni, spoljasnji
ilijjacni ili presakralni);

e pN3 - metastaza u zajednickim ilijacnim limfnim nodusima (4, 119).

1.7.3 M kategorija

Kod pacijenata sa pT1 ili vi§im stadijumom bolesti preporuceno je M stadiranje pre
odluke o radikalnoj cistektomiji u skladu sa vazecom TNM klasifikacijom:
¢ MO: nema udaljenih metastaza;
e Mila: metastaza u neregionalnim limfnim nodusima

e Mi1b: Druge udaljene metastaze (4, 119).

34



Uvod i pregled literature

1.8 Terapija urotelnog karcinoma mokracne beSike

Cistoskopija sa bimanualnim pregledom pod anestezijom je uroloska procedura kojom
se determiniSe veli¢ina tumora i prisustvo ekstravezikalne ekstenzije ili invazije okolnih
organa. Nakon totalne transuretralne resekcije low grade (LG) tumora trebalo bi uraditi
selektovane 1 random biopsije 1 citologiju urina da bi se isklju¢io CIS u okolnom urotelu.
Preporuka za pracenje pTa LG UKMB je cistoskopija sa citologijom urina na tri meseca u prve
tri godine, a nakon toga jednom godi$nje. Snimanje gornjeg urinarnog trakta trebalo bi
sprovesti na svake dve godine.

TUR mora biti dovoljno duboka i da sadrzi mi$i¢ni sloj da bi se adekvatno stadirao
biopsijski uzorak. Biopsijski uzorci bi trebalo da budu dovoljno veliki, sa §to manje toplotnih
artefakata, ili se mogu uzeti “cold cup” biopsije da bi se izbeglo koris¢enje kautera. TUR se
radi resektoskopom, elektrokauterom ili laserom. BeSika se irigira sa sterilnom vodom u cilju
da se minimizira implantacija ¢elija.

Intravezikalna BCG terapija je indikovana ukoliko je na vise mesta lokalizovan pTa,
ukoliko je rekurentan pTa i u pT1 stadijumu. BCG terapija se primenjuje jednom nedeljno u
periodu od Sest nedelja. Kontraindikovana je kod imunokompromitovanih pacijenata, nakon
traumatske Kateterizacije ili ukoliko je hematurija aktivna. U navedenim slucajevima lecenje
treba odloziti. Mitomicin C i interleukin-o su opcije za drugu liniju intravezikalne terapije.
Pacijenti sa velikim, multifokalnim, loSe diferentovanim UKMB 1 prisutnim CIS su na
povecanom riziku za recidiv 1 onda je indikovana BCG ili intravezikalna hemioterapija.
Pacijentima sa CIS bi trebalo uzeti multiple random biopsije i biopsije iz prostati¢nog dela
uretre. Ukoliko je prisutan CIS, rizik od progresije u misi¢no invazivnu i metastatsku bolest je
veliki (po nekim autorima i 80%) te se standardno preporucuje radikalna cistektomija, bez
obzira na pT stadijum. Radioterapija se ne indikuje kod CIS jer nije radiosenzitivan i ne reaguje
na radioterapiju. Za pacijente sa visokim gradusom, fokalnom boles¢u i funkcionalnom
besikom, mose se razmatrati intravezikalno aplikovanje hemioterapeutika. Ukoliko je resekcija
nekompletna, stadijum se ne moSe odrediti, ako nema muskularis proprije u biopsijskom
uzorku i ukoliko je prisutna limfovaskularna invazija predlozena terapija je parcijalna ili
radikalna cistektomija. Pacijenti kojima bolest recidivira, a i dalje su na terapiji BCG-om ili
nije proslo vise od Sest meseci od poslednje BCG terapije su kandidati za agresivnije terapijske

modalitete, sistemsku hemoterapiju ili radikalnu cistektomiju (120).
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Radikalna cistektomija je zlatni standard sa 5-godi$njim preZivljavanjem od 40 do 80%
za miSi¢no-invazivne UKMB. Radikalna cistektomija sa pelviécnom limfadenektomijom
(zajednicki ilijacni, spoljasnji ilijacni, hipogastri¢ni i opturatorni limfni nodusi) je tretman
izbora iako i1 parcijalna cistektomija moze biti terapijska opcija u pojedinim sluc¢ajevima
(solitarna lezija u regiji podloznoj za resekciju sa ¢istim marginama i bez prisustva CIS). Kod
muskaraca mokra¢na beSika (MB) se uklanja sa pelvi¢énim peritoneumom, ostacima uretera,
prostatom i semenim kesicama. Kod Zena se Cesto radi proSirena cistektomija i MB se uklanja
zajedno sa uterusom, adneksama, svodom vagine i uretrom.

Dva tipa urinarne diverzije nakon cistektomije su:

e Inkontinentna diverzija se ¢e$¢e primenjuje kod starijih od 65, oslabljenim pacijentima, a
urin je izveden iz distalnog ileuma za koji su ureteri anastomozirani. Ostomija se kreira
vezivanjem za distalni kraj ileuma do prednjeg trbusnog zida.

e Kod diverzije sa zadrzavanjem urina se postavljaju ortotopski rezervoari napravljeni od
creva i imaju ulogu nove beSike koja je povezana za membranozni deo muske uretre.
Otprilike 80% pacijenata ima relativno normalnu urinarnu kontrolu. 10% pacijenata
iskusic¢e hiperkontinenciju i zahtevace intermitentnu kateterizaciju zarad praznjenja nove
besike.

e Drugi tip rezervoara su stomalni rezervoari, koji zahtevaju intermitentnu kateterizaciju.
Stomalni rezervoari su napravljeni od dela creva sa konstruisanim sfinkter mehanizmom,
koji ukljucuju cekoapendikostomiju, cekoileostomiju (Indiana pouch) i ileostomiju (Kock

pouch). Tip urinarne derivacije ne uti¢e na onkoloski ishod (121).

1.8.1 Hemioterapija

Neo-adjuvantna hemoterapija pre radikalne cistektomije poboljsava stopu
prezivljavanja za 5%. Adjuvantna hemioterapija ima manji ucinak, ali se primenjuje u

individualnim slu¢ajevima i kod visoko rizi¢nih pacijenata (pT3/T4, pozitivni limfni nodusi).

1.8.2 Radioterapija

Spoljasnja usmerena radijaciona terapija (engl. External Beam Radiation Therapy
(EBRT)) se moze primeniti kod selektovanih pacijenata kod kojih se ide na o¢uvanje mokraéne
besike ili kod kojih je zbog starosti, komorbiditeta ili uznapredovale bolesti hirurSka operacija
kontraindikovana. Petogodisnja stopa prezivljavanja sa primenjenom samo EBRT je 20-40%,

a taj je procenat nesto veci u kombinaciji sa hemioterapijom.
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1.8.3 Kombinovana hemioterapija i radioterapija

Sistemska konkurentna hemioterapija i EBRT, nakon TUR se preporucuju kod

pacijenata koji nisu kandidati za hirurSku operaciju. Hipofrankcionisana konkurentna

hemioterapija i EBRT su dobar terapijski modalitet za starije pacijente.

Trimodalna terapija za o¢uvanje mokra¢ne beSike podrazumeva agresivni TUR pracen

indukcionom hemio-radioterapijom. Ukoliko ne dode do kompletne remisije trebalo bi

razmotriti radikalnu cistektomiju (122).

M 0D

=

1.8.4 Terapija uznapredovale i metastatske bolesti

Hemioterapija prve linije:

gemcitabin — cisplatin

Intensified MVAC Dose-intense MVAC + GCSF

karboplatin — gemcitabin

novi lekovi i klini¢ke studije

Hemioterapija druge linije:

paklitaksel — karboplatin

docetaksel

ifosfamid

Indikacije za neoadjuvantanu hemioterapiju:

Patohistoloski stadijum T2-T4a

Odsustvo metastaza u limfnim nodusima i ostalim organima
Prisustvo samo urotelne histologije (bez prisustva divergentne diferencijacije)
Kandidati za radikalnu cistektomiju

Indikacije za adjuvantnu hemioterapiju:

Patohistoloski stadijum T2b, T3, T4a

Prisustvo metastaza u limfnim nodusima

Prilikom izbora terapijskog protokola trebalo bi razmotriti:
Cilj terapije (lokalna kontrola bolesti, simptomatska terapija, palijativna terapija),
Godine starosti i performans status,

Bubreznu funkciju,

Stanje koStane srzi,

Prethodna terapija,

Prisustvo komorbiditeta,
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o lzvodljivost,
o Dostupnost klini¢kih trajala (123).

1.8.5 Najnovije terapijske strateqije

Rezultati klinickih ispitivanja ciljane terapije za sada nisu ohrabrujuéi i nijedna od
novih terapija nije odobrena za uznapredovale urotelne karcinome. Nedavna klinicka
ispitivanja ukljuc¢uju antiangiogena monoklonalna antitela. Target inhibitori tirozin kinaze
usmereni na VEGFR2, PDGFR, EGFR, FGFR3, HER2 i mTOR. Dostupni su brojni lekovi,
koji ciljaju angiogenezu i VEGF signalni put. LeCenje uznapredovalog UKMB
bevacizumabom (VEGF antitelo) i ramucirumabom (VEGFR2 antitelo), u kombinaciji sa
hemioterapijom pokazalo je obecavajuce rezultate u zavr$nim fazama klinickih trajala. U toku
su klinic¢ke studije ispitivanja sunitiniba, sorafeniba i pazopaniba, koji deluju kroz manipulaciju
VEGF receptora. Najnovije strategije sa vakcinom su u fazi testiranja (124).

Bevacizumab je usmeren na VEGF ligand. Sunitinib i sorafenib ciljano deluju na
VEGFR. Da bi se u budu¢nosti povecao uspeh ciljane antiangiogene terapije, nove terapijske
strategije se baziraju na kombinaciji viSestrukih inhibitora usmerenih protiv vise razli¢itih meta
i signalnih puteva. U ispitavanju je targetizovana terapija sa inhibitornim, monoklonalnim
antitelom usmerenim na ekstracelularne domene EGFR. Primena Erb-B-1 i Her-2/neu nije dala
obecavajuce rezultate. Prekomerna ekspresija FGFR3 je utvrdena u UKMB, §to moZe biti
znacajno za primenu personalizovane ciljane terapije (125). FGFR inhibitori su vrlo efikasni
mali molekuli za leenje pacijenata sa UKMB, koji nose FGFR mutacije ili translokacije.
EGFR inhibitori mogu biti efikasni kod UKMB pacijenata koji nisu primali sistemsku
hemioterapiju i kod kojih se prekomerno eksprimiraju EGFR ili ERBB2 (126). Trastuzumab
konjugovan sa citotoksi¢nim agensom DM1 postigao je ohrabrujuce rezultate kod pacijenata
sa ERBBZ2 pozitivnim UKMB (127). Za razliku od karcinoma dojke, ve¢ina ERBB2 pozitivnih
UKMB nije povezano sa amplifikacijom ERBB2 gena. Osim toga, mTOR inhibitori u
kombinaciji sa MEK inhibitorima i inhibitorima ¢elijskog ciklusa (PLK1 i CDK4) doprinose
boljem odgovoru na hemioterapiju. Najnovija imunoterapija sa antiCTLA4 i anti-POL1 je dala
pozitivne preliminarne rezultate u terapiji UKMB (128).

Fizioloski 1 protektivni odgovor HIF signalnog puta je neophodan u ishemicnim,
hipoksi¢nim 1 inflamatornim stanjima. Farmakoloski ispitani aktivatori HIF su inhibitori prolil-
hidroksilaza (engl. prolyl-hydroxylase inhibitors). Potencijalna terapija buduénosti je

targetizovana primena HIF inhibitora kao antikancerskih terapeutika. HIFla je cCesto
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detektovan u kancerskom tkivu i geni koje HIF1 reguliSe uti¢u na fenotip tumora. HIF inhibitori
u terapiji karcinoma ciljaju HIF signalni put na razli¢itim nivoima: smanjuju HIF mRNA na
proteinskom nivou ili inhibiraju vezivanje DNK (129).

I pored svih molekularnih terapija, najvise se onkoloskih trajala bazira na poboljSanju
hemioterapijskih protokola. Rezultati Il faze ispitivanja cisplatine, gemcitabina i gefitiniba kao
prve linije leCenja za uznapredovali UKMB su vrlo obec¢avajuci i ukazuju na bolji odgovor na

terapiju kroz povecanu stopu prezivljavanja.

1.9 Neoangiogeneza i signalni put vaskularnog faktora rasta

1.9.1 Neoangiogeneza

Angiogeneza je strogo kontrolisani, visestepeni, dinamiéni i privremeni proces
regulisan mnogobrojnim faktorima rasta, citokinima, enzimima, proteinima ekstracelularnog
matriksa (ECM) i drugim medijatorima. U fizioloskim uslovima, u tkivu se odrzava stabilan
balans izmedu pro-angiogenih i anti-angiogenih faktora. U tumorima, ravnoteza se narusava i
pomera ka pro-angiogenim faktorima, takozvani angiogeni prekida¢ (engl. angiogenic switch)
je aktiviran i pocinje stvaranje nove Vaskulature (130). Naj¢e$¢i mehanizam tumorske
neoangiogeneze je kapilarno nicanje novih kapilara. U ovom procesu mati¢ni krvni sud
inicijalno dilatira, postaje permeabilniji i bazalna membrana se delimi¢no degradira na mestima
gde je proangiogeni stimulus najja¢i. Endotelne ¢elije migriraju u okolno tkivo formirajuci
pupoljak sa pukotinastim otvorom koji odrzava vezu sa mati¢nim krvnim sudom. Periciti
oblazu novoformirani kapilar i pruzaju mu dodatnu potporu. Mogucéa je i inkorporacija
postojecih krvnih sudova (vessel co-option) u rastu¢i tumor §to kasnije rezultuje separacijom
novonastalog krvnog suda od tkiva domacina. Lumen krvnog suda biva podeljen formiranjem
transluminalnih endotelnih mostova koji na kraju podele postoje¢i krvni sud na dva. Vazna
karakteristika ovakvog tipa vaskularizacije je nezavisnost od proliferacije endotelnih ¢elija
tako da su anti-angiogene terapije, koje targetuju mitotsku aktivnost endotelnih celija
beskorisne u tumorima kod kojih dominira ovaj na¢in neoangiogeneze (131).

Tumorska neoangiogeneza pociva na istim principima kao 1 angiogeneza u fizioloSkim
uslovima, ali se novonastala tumorska vaskulatura po mnogo ¢emu razlikuje. Tumorska
vaskulatura se karakteri$e razliCitim strukturnim i funkcionalnim abnormalnostima, kao npr.
odsustvo arterijskih/venskih specifikacija, povecana propustljivost, nedostatak pericita,

infiltracija zidova krvnih sudova tumorskim c¢elijama. Novonasatala kapilarna mreza je
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kompleksna 1 sastavljena od krvnih sudova, izvijuganog izgleda, kapilari su neujednacenih
dijametara, prisutni su abnormalni Santovi, forme sa slepim krajevima organizovane u haoticne
lavirinte i insuficijentnog krvnog protoka. Brzo rastuci tumori su ¢esto hipoksi¢ni bez obzira

na bogatu vaskularizaciju upravo zbog dezorganizovane kapilarne mreze (132).

1.9.2 Vaskularni faktor rasta (VEGF) signalni put

Angiogeneza je normalan, fizioloSki proces tokom rasta i razvoja organizma i
zarastanja rana. Angiogeneza je i patoloski proces koji je izraZzen u fazi intenzivnog rasta
tumora, lokalnog Sirenja neoplasticnog procesa i metastaziranja. Savremeno poimanje
neoangiogenezu definiSe kao formiranje novih krvnih sudova, kojima nedostaje razvijena
medija, nastalih kao odgovor na dejstvo angiogenih faktora, koji se oslobadaju iz ishemijskih
tkiva, tkiva koja se naglo razvijaju i/ili iz izrazito metaboli¢ki aktivnih tkiva. Tumorski rast i
metastaziranje zavise od neoangiogeneze i limfangiogeneze, a aktiviraju ih hemijski signali
koje dobijaju od tumorskih ¢elija u fazi rapidnog rasta tumora. Tumorske ¢elije ne mogu da
prezive bez vaskularne podrske i ukoliko ne pokrenu neoangiogenezu nekrotiSu ili pokre¢u
apoptozu. Tumorska neoangiogeneza pocinje lokalnim oste¢enjem bazalne membrane. Nastaje
trenutna destrukcija bazalne membrane pracena hipoksijom. U hipoksiji se oslobadaju velike
koli¢ine hipoksija inducibilnog faktora rasta 1 alfa (HIFla) Sto je stimulus za povecano
stvaranje VEGF (133). Aktivirane angiogenim faktorima endotelne ¢elije migriraju, intenzivno
proliferiSu i stabilizuju novostvorenu kapilarnu mrezu u zavisnosti od mikrookoline. U
normalnim okolnostima endotelne celije se dele na oko 1000 dana, dok je u tumorima
viSestruko skra¢en ovaj vremenski period. Angiogeneza je stimulisana kada tumorskom tkivu
nedostaju nutritijenti 1 kiseonik. Do sada su identifikovani brojni proteini, aktivatori
angiogeneze: vaskularni endotelni faktor rasta (vascular endothelial growth factor-VEGF),
bazicni fibroblastni faktor rasta (bFGF), angiogenin, transmormisuci faktor rasta alfa (TGF
alfa), transformisuci faktor rasta beta (TGF beta), faktor tumorske nekroze (TNF), endotelni
faktor rasta iz trombocita, granulocyte colony-stimulating factor, placental growth factor,
interleukin-8, hepatocyte growth factor, i epidermal growth factor (134). Pod uticajem
citokina i hipoksije pojavljuju se ¢lanovi VEGF familije u tumorskom tkivu i okolnoj stromi.
Hipoksija pokrece pojacanu ekspresiju VEGF i njegovih receptora preko HIFloa (135).
Tumorske celije aktivno ucestvuju u formiranju novih krvnih sudova produkuju¢i velike
koli¢ine VEGF. Kada se tumorske ¢elije susretnu sa endotelnim ¢elijama vezu Se za receptore

eksprimiranim na spoljasnjoj povrsini endotelnih ¢elija. Vezivanje VEGF za njegove receptore
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(VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3, VEGFR4) aktivira proteinsku kaskadu sa ciljem da se signal
prenese do jedra endotelne celije. Signal u jedru pokrece ekspresiju gena za sintezu produkata
neophodnih za rast postoje¢ih i nastajanje novih endotelnih celija. VEGF-om aktivirane
endotelne Celije stvaraju matriksne metaloproteinaze, koje razgraduju ekstracelularni matriks
omogucavajuéi migraciju i deobu endotelnih ¢elija. Novonastala vaskulatura je strukturno i
funkcionalno abnormalna i krvni sudovi su nezreli i permeabilni, veoma propustljivi i za velike
molekule, nemaju pericite i bazalnu membranu, dijametar krvnih sudova je manji, gustina
mikrovaskulature je heterogena (136). Zbog ovakve vaskularizacije tumor je nejednako
snabdeven krvlju, nastaje hipoksija i acidoza, degenerativne promene u tumoru i uocavaju Se
fokusi nekroze (137). Zbog neujednadene neoangiogenze nejednaka je difuzija
hemioterapeutika. Ordiniranje anti-VEGF terapije u kombinaciji sa hemioterapijom i
radioterapijom povecava ukupno prezivljavanje onkoloskih pacijenata. Znacajna korelacija
izmedu ekspresije VEGF i prognoze ustanovljena je u kolorektalnom karcinomu, karcinomu
dojke, karcinomu pluca, skvamocelularnom karcinomu glave 1 vrata, Kapos$i sarkomu i
malignom mezoteliomu. Ove studije su pokazale da nivoi angiogenih faktora u tkivu reflektuju
agresivnost i da imaju prediktivnu vrednost u identifikaciji riziénih pacijenata sa loSom
prognozom (138).

Novoformirani krvni sudovi sazrevaju pod uticajem citokina i faktora rasta. U VEGF
familiji proteina, VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C i VEGF-E delovanjem na odgovarajuce
receptore uzrokuju angiogenezu, a VEGF-C i VEGF-D su ukljuéeni u limfangiogenezu3.
VEGF-A se prekomerno stvara u hipoksiji i veoma je potentan i specifiCan mitogen za
vaskularne endotelne ¢elije i moZe stimulisati ¢itavu kaskadu dogadaja u angiogenezi. VEGF-
A je najvazniji prilikom formiranja novih krvnih sudova, a svoje dejstvo ostvaruje vezujuéi se
za VEGFR2. Nakon vezivanja, brojne tirozinske VEGFR2 rezidue podlezu fosforilaciji i
vezuju se za efektorne molecule na ¢elijama. VEGFR1 moze da se heterodimerizuje sa
VEGFR2 vode¢i ka autofosforilaciji, aktiviranju VEGFR2 1 angiogenezi 9. U ¢elijskoj kulturi
¢elije koje eksprimiraju oba receptora i VEGFR1 1 VEGFR2 znacajno bolje migriraju od ¢elija
sa samo jednim receptorom na ¢elijskoj membrani. VEGFR2 moze da heterodimerizuje i sa
VEGFRS, a receptori unakrsno komuniciraju (engl. cross-talk) i medusobno i sa brojnim

koreceptorima iz drugih signalnih puteva (139).
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Slika 9. VEGF familija proteina i receptori (Preuzeto i preradeno od Sanguanraks D, 2012)

Gustina malih krvnih sudova (engl. microvessel density - MVD) je najobjektivniji
pokazatelj aktivnosti angiogeneze u tkivu. Angiogeneza je heterogena u razli¢itim tumorima i
u razli¢itim delovima istog tumora. IzraZena je na invazivnom frontu tumora, gde je i
ustanovljena veca ekspresija VEGF i VEGFRI1, i u hipoksi¢nim delovima tumora, u kojima je
ustanovljena visoka ekspresija HIF 1 a.

Stepen angiogeneze u tumoru se procenjuje odredivanjem MVD. MVD se procenjuje
U tzv. vruéim tackama (engl. hot spots). Vruce tacke su polja u tumoru u u kojima je

najizrazenija ekspresija CD34 endotelnog IHC markera (141).
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Slika 10. Mikrofotografija MVD na 2mm? u urotelnom karcinomu mokraéne besike (IHC, CD34,
x40)

Slika 11. Mikrofotografija MVD (polje izraZzene angiogeneze - hot spot) u urotelnom karcinomu
mokraéne besike (IHC, CD34, uvecanje x200)

43



Ana V. Risti¢ Petrovic

1.10 Hipoksija i signalni put hipoksija inducibilnog faktora 1 alfa

1.10.1 Hipoksija

Hipoksija je stanje u kome je snabdevanje kiseonikom insuficijentno i jedna je od
zajednic¢kih karakteristika tumorske mikrosredine. Hipoksija izaziva pojacanu regulaciju
hipoksija inducibilnih faktora (HIF). HIF familija obuhvata tri transkripcijska faktora (HIF1,
HIF2 i HIF3), koji u hipoksijskim okolnostima aktiviraju ekspresiju brojnih proangiogenih
faktora i suprimiraju antiangiogene faktore. Najbolje prouceni faktor je HIF1, heterodimeri¢ni
transkripcijski faktor, sastavljen od dve subjedinice HIFla i HIF1P. Ekspresija HIF1f je
kontinuirana i ostaje stabilna, dok se ekspresija HIF1a u normooksi¢nim uslovima smanjuje, a
HIF1a subjedinica razgraduje. Kada koncentracija kiseonika padne, sledi hidroksilacija HIF 1 a,
koja prevenira njegovu degradaciju, Sto rezultuje akumulacijom HIF1a u ¢eliji. U hipoksi¢nim
¢elijama HIF1 reguliSe ekspresiju proangiogenih faktora: VEGF, VEGF receptora,
angiopoietin 1, angiopoietin 2, trombocitni faktor rasta, placentalni faktor rasta,

metaloproteinaze matriksa (135).

1.10.2 Hipoksija inducibilni faktor 1 alfa (HIF1a) signalni put

HIF1a je identifikovan prilikom istrazivanja najpotentnijeg molekularnog odgovora na
hipoksiju, hematopoetskog hormona rasta, eritropoetina (EPO). Kada se nivo kiseonika u krvi
smanji produkcija EPO u fibroblastima se ubrzava. Studije su pokazale da su promene u
genskoj ekspresiji za sintezu EPO i direktno i indirektno regulisane HIF signalnim putem.
Celije kontinuirano sintetidu i razgraduju HIF protein. HIF posredovani signalni putevi utiéu
na metaboliCku adaptaciju, eritropoiezu, angiogenezu, Celijski rast i diferencijaciju, opstanak 1
apoptozu (136). U normooksiji HIF1a nije neophodan, te se ubrzo nakon stvaranja razgraduje
ubikvitin-proteazomnim sistemom. Hipoksija obustavlja degradaciju HIFla preko ovog
sistema Sto rezultuje translokacijom HIFla iz citosola u jedro. U jedru HIFlo dimerizuje i
konstitutivno eksprimira HIF1p subjedinicu, formirajuéi stabilni heterodimeri¢ni HIF1. HIF1
aktivira nishodne gene vezujuci se za hipoksija reaktivne elemente u promoterima gena.
Identifikovano je oko 100 HIFla nishodnih gena koji ucestvuju u kancerogenezi, tumorskoj
progresiji, ¢elijskoj proliferaciji, migraciji, invaziji, metastaziranju i angiogenezi.

Hipoksija je prisutna u tumorskoj mikrookolini, a pokrenuta je brojnim stimulusima,

kao §to su hroni¢na inflamacija, prisustvo medijatora, ushodna ekspresija HIFla. Klju¢ni
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nishodni geni HIF1a dokazano imaju uticaj na bioloSke aktivnosti tumorskih ¢elija. Nishodni

efektor HIF1a, VEGF, aktivira angiogenezu (137).
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Slika 12. Uloga HIF 1o u hipoksiji (Preuzeto i preradeno od Zhang Q, 2021)

1.11 NOTCH signalni put

Formiranje krvnih sudova podrazumeva nekoliko celijskih procesa: proliferaciju,
migraciju 1 diferencijaciju, koji moraju biti koordinisani izmedu susednih endotelnih ¢elija da
bi se formirala funkcionalna vaskularna mreza. Tokom angiogenog bujanja specijalizovane
vodece celije (engl. tip cells) slede uputstva za navodenje i ekstenzivno migriraju u avaskularne
delove tkiva dok vezujuce endotelne celije (engl. trailing stalk cells) moraju ostati vezane za
zid mati¢nog krvnog suda. VEGF 1 Notch signalni put imaju glavne uloge u upravljanju ovim
¢elijskim desavanjima. Notch signalni put se biohemijski i molekularno razlikuje od VEGF
puta. VEGF proteini su difuzibilni za razliku od Notch receptora i liganada koji su vezani za
¢elijsku membranu, limitiraju¢i prosledivanje signala susednim c¢elijama. Geni Notch
signalnog puta kodiraju jednoprolazne transmembranske proteine koji se mogu aktivirati

interakcijom sa familijom liganada. Opisano je pet Notch liganda: Jaggedl, Jagged2, Delta-
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like 1 (DLL1), Delta-like 3 (DLL3) i Delta-like 4 (DLL4) i ¢etiri Notch receptora: NOTCHL1,
NOTCH2, NOTCH3i NOTCH4 (139). Notch receptori su veliki transmembranski proteini koji
na svojoj spoljasnjoj povrsini sadrze epidermalnom faktoru rasta sli¢cne ponovke, neophodne
za vezivanje liganada. Sintetisu se kao proteinski prekursori kojima je neophodno proteoliticko
cepanje u Goldzijevom aparatu, a naknadno cepanje nastaje nakon vezivanja liganda.
Ligandom indukovano cepanje oslobada Notch intracelularni domen koji se translocira u jedro.
VEGF 1 Notch mogu funkcionisati kooperativno prilikom pobudivanja diferencijacije
endotelnih ¢elija, ali mogu delovati i antagonisti¢ki tokom angiogeneze. Skorasnja istrazivanja
su ukazala na vaznu ulogu Notch signala u odredivanju kako ¢e endotelne ¢éelije reagovati na
VEGF. Notch ligand DLL4 koji se eksprimira na vode¢im celijama (engl. tip cells) ograni¢ava
angiogenezu aktiviranjem Notch signalnog puta u nemigrirajuéim endotelnim celijama
vezanim za mati¢ni krvni sud. Aktivacija Notch pokreée ekspresiju hemokinskog receptora
CXCR4a, §to omogucava pogodnim vode¢im ¢elijama da migriraju. Naknadno, Notch signalni
put smanjuje CXCR4a ekspresiju i prevenira prekomerni rast krvnih sudova. Inicijalna
migracija i bujanje endotelnih ¢elija je ograniceno na svega nekoliko ¢elija jer bi u protivnom

doslo do velike propustljivosti krvnih sudova i krvarenja (126).
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Notch signalni put se aktivira nakon vezivanja liganda za najblizi Notch receptor
izmedu susednih ¢elija (139). Nakon aktivacije, Notch receptori podlezu seriji proteoliti¢kih
cepanja metaloproteinazama, konvertuju¢im enzimom faktora nekroze o (tumor necrosis
factor-a-converting enzyme - TACE) i y-sekretaznim kompleksom. Prvo cepanje je
posredovano TACE-om, $to dovodi do cepanja receptora na ekstracelularnom domenu.
Oslobodeni ekstracelularni domen ulazi u ¢eliju trans-endocitozom. Drugo cepanje izazvano
y-sekretaznim kompleksom oslobada Notch intracelularni domen u citoplazmu, koji se
premesta u jedro privucen jedarnim signalima (140). Inhibicija y-Sekretaze bi sprecila cepanje
Notch receptora §to bi blokiralo prenos signala, a inhibitori y-sekretaze se uveliko ispituju za
potrebe onkoloske terapije (141). Vec¢ je utvrdeno da Notch signalni put igra vaznu ulogu u
odrzavanju ravnoteze uklju¢enu u proliferaciju ¢elija, prezivljavanje, apoptozu i diferencijaciju
u fizioloskim uslovima. Disfunkcija Notch signala sprecava diferencijaciju i uvodi

nediferentovane Celije u malignu transformaciju (142).
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Slika 14. Aktivacija Notch signalnog puta (Preuzeto i preradeno od Yao K, 2006)

Receptori i ligandi Notch signalnog puta imaju prognosticki znacaj u nekim
karcinomima (143). Funkcije Notch su ili onkogene ili tumor supresorne, §to zavisi od ¢elijskog
tipa i tkivnog konteksta. Notch signali deluju anti-proliferativno u mnogim tipovima tumora,
npr. u karcinomima koZe, hepatocelularnom karcinomu, medularnom karcinomu Stitne Zlezde,
karcinomu cerviksa i sitnocelijskom karcinomu pluéa (144). Nau¢ni dokazi sugeriSu da je
Notch signalna mreza deregulisana u malignitetima sa ushodnom regulacijom ekspresije Notch
receptora i liganada, kao Sto su u karcinom dojke, pluca, kolona, glave i vrata, bubrega,
pankreasa, akutna mijeloidna leukemija, Hodgkin limfom i difuzni krupno ¢elijskom B-

limfom. Kompleksnost Notch signalnog puta ogleda se u unakrsnim razgovorima (engl. cross-
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talk) sa brojnim onkogenim signalnim putevima, kao $to su NF-xB, Akt, Sonic hedgehog (Shh),
mTOR, Ras, Wnt, i receptorima: estrogen receptor (ER), androgen receptor (AR), receptor
epidermalnog faktora rasta (engl. epidermal growth factor receptor - EGFR) i faktor rasta
trombocita (engl. platelet derived growth factor - PDGF) (145).

1.12 Notch signalni put i HIF1a signalni put

Notch signalni put je usko povezan sa ¢elijskom proliferacijom, diferencijacijom,
athezijom i apoptozom. Nezaobilazan je signalni put u kancerogenezi i progresiji tumora (146).
HIF1a moze aktivirati Notch signalni put u razli¢itim tipovima kancerskog tkiva, a interakcija
Notch i HIF1a predmet je mnogih istrazivanja (147). Uzajamna interakcija HIF1a i drugih
molekula delimi¢no moze determinisati da 1i ¢e Notch hipoksijski odgovor biti onkogen ili
tumor supresivan (148). Notch signali su neophodni za konvertovanje hipoksijskog stimulusa
u epitelno-mezenhimnu tranziciju (EMT), §to povec¢ava maotilitet i invazivnost tumorskih ¢elija.
Hipoksija korelira sa pokretanjem metastatskog procesa, stvaraju se metastatski klonovi
tumorskih ¢elija koje beze iz hipoksijske sredine. Pocetni koraci u metastaziranju ukljucuju
proces slican EMT (149). EMT modifikuje celije od epitelne, nepokretne morfologije u
migratorni fenotip, sklon invaziji u druga tkiva (150). EMT je pracena specifiénim promenama
u genskoj ekspresiji, kao $to je nishodna regulacija E-kaderina, ¢elijskog athezionog molekula.

Kada tumor preraste kapacitet snabdevanja kiseonikom dostupne vaskulature, niski
nivoi kiseonika pokrecu odgovor na hipoksiju u ¢eliji. Niski nivoi kiseonika inaktiviraju prolyl
hidroksilaze, koje u normooksiji uéestvuju u HIFla hidroksilaciji, ¢ine¢i ga pogodnim
supstratom za ubikvitilaciju von Hippel-Lindau E3 ubiquitin ligaznim kompleksom. Sledi
proteozomalna HIF1a degradacija (151). Rezultat navedenih reakcija su veoma niski stabilni
nivoi HIF 1o tokom normoksije i akumulacija HIF1a u hipoksiji. Kada se stabilizuje u hipoksiji,
HIFla dimerizuje sa HIF1P i aktivira nishodne gene uklju¢ene za kanonic¢ni hipoksicni
odgovor (152). Notch signalni put je neophodni posrednik izmedu hipoksije i EMT u
tumorskim ¢elijama. Aktivacija liganda dovodi do dva proteoliticka rascepa na
transmebranskom Notch receptoru i kona¢nom oslobadanju Notch intracelularnog domena,
koji predstavlja aktivnu formu receptora. U jedru intracelularni domen Notch receptora reaguje
sa DNK-vezujuc¢im proteinom CSL i reguliSe ekspresiju nishodnih gena. Postoje brojni nauc¢ni
dokazi da je u HIF1a /VEGF/Notch/EMT osovini tumorskih ¢elija, Notch kriticni posrednik u

prenosenju hipoksi¢nih stimulusa u EMT. Za hipoksijom indukovani motilitet i invazivnost
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tumorskih ¢elija neophodna je Notch signalizacija, koja oponasa hipoksiju do realizacije EMT.
Hipoksija pokre¢e nishodni Notch odgovor u tumorskim c¢elijama, a uoceno je da Notch
signalizacija postaje dominantna u ¢elijskim linijama razli¢itih tumora, kao i u UKMB (153).

Angiogeneza i molekuli povezani sa ovim procesom su predmet istrazivanja jos od
nauc¢nih dokaza da urin pacijenata sa UKMB stimuli$e migraciju i proliferaciju endotelnih
¢elija. Ekspresija VEGF 1 VEGFRI1, i1 gustina malih krvnih sudova (MVD) direktni su
pokazatelji angiogenih aktivnosti u tumoru. HIF1a se aktivira u tkivnoj hipoksiji | uéestvuje u
stimulaciji neoangiogeneze. Najnovija istrazivanja istakla su vaznost uloge Notch signalnog
puta u procesu angiogeneze, a IHC ekspresija NOTCH3 receptora ispitivana je u svega
nekoliko aktuelnih studija koje su dale opreéne rezultate. NOTCH3 se aktivira u hipoksiji, a
NOTCH3-HIF1a interakcija dovodi do hiposkijom indukovanih promena u tumorskim
¢elijama. Analiza i JAGGED1 (JAG1), transmembranskog liganda za Notch signale, doprinelo
bi boljem razumevanju povezanosti hipoksije, neoangiogeneze i Notch signalnog puta. Ovom
studijom su obuhvaceni najvazniji markeri angiogeneze i hipoksije i analizirana je njihova
ekspresija u UKMB, procenjen je njihov prognosticki znacaj, $to je od izuzetne vaznosti u

klinickom pracenju i personaliozovanom pristupu pacijentima sa UKMB.
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Slika 15. Uloga Notch signalnog puta u neoangiogenezi (Preuzeto i preradeno od Xie Q, 2017)
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Cilj istrazivanja

2

CILJ ISTRAZIVANJA

Glavni cilj ovog istrazivanja je:
Ispitati povezanost IHC ekspresije HIF1a, VEGF, VEGFR1, NOTCH3, JAGL, i
morfometrijski odredene gustine CD34 pozitivnih malih krvnih sudova sa klini¢ko-
patolos$kim parametrima, i utvrditi njihov prognosticki znacaj u pracenju pacijenata sa
UKMB.

Specifi¢ni ciljevi ovog istraZivanja su:
Analizirati imunohistohemijsku ekspresiju VEGF u urotelnom karcinomu mokracne besike
1 ispitati povezanost ekspresije sa patohistoloskim karakteristikama tumora (patoloski
gradus, patoloski stadijum, prisustvo divergentne diferencijacije u tumoru, prisustvo
konkomitantnog CIS) i demografskim i klinickim podacima pacijenata, ukljucuju¢i ukupno
preZivljavanje 1 duzinu prezivljavanja bez recidiva bolesti;
Analizirati imunohistohemijsku ekspresiju VEGFR1 u urotelnom karcinomu mokraéne
beSike 1 ispitati povezanost ekspresije sa patohistoloSkim karakteristikama tumora
(patoloSki gradus, patoloSki stadijum, prisustvo divergentne diferencijacije u tumoru,
prisustvo konkomitantnog CIS) i demografskim i Kklinickim podacima pacijenata,
ukljucujuéi ukupno prezivljavanje i duzinu prezivljavanja bez recidiva bolesti;
Analizirati imunohistohemijsku ekspresiju HIF1a u urotelnom karcinomu mokraéne besike
1 ispitati povezanost ekspresije sa patohistoloskim karakteristikama tumora (patoloski
gradus, patoloski stadijum, prisustvo divergentne diferencijacije u tumoru, prisustvo
konkomitantnog CIS) i demografskim i klinickim podacima pacijenata, ukljucuju¢i ukupno
prezivljavanje 1 duZinu preZivljavanja bez recidiva bolesti;
Analizirati imunohistohemijsku ekspresiju NOTCH3 u urotelnom karcinomu mokrac¢ne
besike 1 ispitati povezanost ekspresije sa patohistoloSkim karakteristikama tumora
(patoloski gradus, patoloski stadijum, prisustvo divergentne diferencijacije u tumoru,
prisustvo konkomitantnog CIS) i demografskim i klinickim podacima pacijenata,

ukljucujuéi ukupno prezivljavanje i duzinu prezivljavanja bez recidiva bolesti;
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e Analizirati imunohistohemijsku ekspresiju JAG1 u urotelnom karcinomu mokraéne besike
I ispitati povezanost ekspresije sa patohistoloSkim karakteristikama tumora (patoloski
gradus, patoloSki stadijum, prisustvo divergentne diferencijacije u tumoru, prisustvo
konkomitantnog CIS) i demografskim i klinickim podacima pacijenata, ukljucujuci ukupno
prezivljavanje 1 duzinu prezivljavanja bez recidiva bolesti;

e Odrediti gustinu CD34 pozitivnih malih krvnih sudova (MVD) u urotelnom karcinomu
mokraéne besike 1 utvrditi povezanost MVD sa patohistoloskim karakteristikama tumora
(patoloski gradus, patoloski stadijum, prisustvo divergentne diferencijacije u tumoru,
prisustvo konkomitantnog CIS) i demografskim i kliniCkim podacima pacijenata,
ukljucujuéi ukupno prezivljavanje i duzinu prezivljavanja bez recidiva bolesti;

e Ispitati medusoban odnos i udruzenost ekspresije HIF1a, VEGF, VEGFR1, NOTCH3 i
JAGI1 u urotelnom karcinomu mokracne beSike;

e |Ispitati uticaj ekspresije HIF1a, VEGF, VEGFR1, NOTCH3 i JAG1 na MVD u urotelnom
karcinomu mokracéne beSike;

e Ispitati povezanost ekspresije HIF1a, VEGF, VEGFR1, NOTCH3 i JAG1, i morfometrijski
odredenog MVD sa pojavom recidiva urotelnog karcinoma mokraéne besike 1 vremenom
do pojave recidiva (duzina preZivljavanja bez recidiva bolesti);

e Ispitati povezanost ekspresije HIF1a, VEGF, VEGFR1, NOTCH3 i JAG1, i morfometrijski
odredenog MVD sa duZinom preZivljavanja pacijenata od momenta postavljanja dijagnoze

urotelnog karcinoma mokraéne besike.
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3 MATERIJAL | METODE

Studija je obuhvatila 613 uzoraka UKMB dijagnostikovanih u Centru za patologiju i
patoloSku anatomiju Univerzitetskog Klinickog centra u Nisu, u periodu od 2006 do 2010
godine. Studija je sprovedena u skladu sa Helsinskom deklaracijom. Istrazivanje je dobilo
odobrenje Etickog komiteta Medicinskog fakulteta Univerziteta u Nisu (br. 12-15637-2/6).

Inkluzioni kriterijumi: U istrazivanje su bili ukljuceni pacijenti sa patohistoloskom
dijagnozom UKMB Klasifikovani u patoloski pTa, pTis, pT1, pT2a, pT2b, pT3a ili pT3b
stadijum, odnosno Oa, Ois, I, II ili IIIA klini¢ki stadijum bolesti, prema vaze¢oj TNM
klasifikaciji (115).

Ekskluzioni kriterijumi: Iz istrazivanja su iskljuCeni pacijenti sa patohistoloskom
dijagnozom UKMB klasifikovani u pT4a i pT4b patoloski stadijum, odnosno IIIB, IVA 1 IVB

klinicki stadijum bolesti.

3.1 Karakteristike pacijenata i uzoraka urotelnog karcinoma mokraéne

besike

Istrazivnjem je obuhvaceno ukupno 613 pacijenata sa UKMB starosti 66,58+9,80
godina, sa odnosom muskaraca i Zena 3,3:1. Od toga, 475 (77,5%) pacijenata je bilo sa
superficijalnim karcinomom, dok je kod 138 (22,5%) pacijenata bila prisutna invazivna bolest.
Superficijalni UKMB je dijagnostikovan kod pacijenata mlade Zivotne dobi (p<0,001), koji su
u vecem procentu bili izlozeni karcinogenima (p<0,01), a bolest se najpre manifestovala
bezbolnom hematurijom (p<0,01). Kod invazivnih tumora ¢esce je bio prisutan visok gradus
(HG) (p<0,001), kao i divergentna diferencijacija (p<0,001), glandularna (p<0,01) ili
skvamozna diferencijacija (p<0,001), odnosno CIS (p<0,001). Superficijalni tumori su
najéesce leceni kombinacijom TUR i intravezikalnom instilacijom BCG (TUR+BCG) (60,0%),
dok su invazivni tumori najceS¢e le€eni radioterapijom (33,3%) 1/ili radikalnom cistektomijom

(30,4%).
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Tabela 2. Osnovne karakteristike pacijenata i uzoraka urotelnog karcinoma mokraéne besike

Superficijalni Misi¢no- t* ili x2** (p)
invazivni
Starost (godine) 65,95+10,28 68,77+7,58 3,530 (0,000)*
Pol (muski) 360 (75,8%) 111 (80,4%) 1,049
(0,302)**
Pusenje 165 (66,8%) 48 (66,7%) 0,000
(1,000)**
IzloZenost karcinogenima 43 (9,1%) 3(2,2%) 6,332
(0,005)**
Pozitivna porodi¢na anamneza 55 (11,6%) 14 (10,1%) 0,100
(0,760)**
UKMB u porodi¢noj anamnezi 15 (3,2%) 3 (2,2%) 0,100
(0,776)**
Endemsko podrudje za BEN 61 (12,8%) 13 (9,4%) 0,879
(0,303)**
Bezbolna hematurija kao prvi simptom 412 (86,7%) 105 (76,1%) 8,394
(0,003)**
Dizurija kao prvi simptom 44 (9,3%) 30 (21,7%) 14,527
(0,000)**
pT pTa 191 (40,2%)
stadijum pT1 284 (59,8%)
pT2 104 (75,4%)
pT3 22 (15,9%)
pT4 12 (8,7%)
Gradus (HG) 140 (29,5%) 123 (89,1%) 152,930
(0,000)**
Divergentna diferencijacija 42 (8,8%) 30 (21,7%) 15,937
(0,000)**
Glandularna diferencijacija 5 (1,1%) 7 (5,1%) 7,030
(0,007)**
Mikrocisti¢na diferencijacija 9 (1,9%) 0 (0,0%) 1,506
(0,220)**
Skvamozna diferencijacija 29 (6,1%) 24 (17,4%) 15,845
(0,000)**
Carcinoma in situ 19 (4,0%) 18 (13,0%) 13,867
(0,000)**
Terapija TUR 107 (22,5%) 9 (6,5%) 256,214
TUR+BCG 285 (60,0%) 8 (5,8%) (0,000)**
Parcijalna cistektomija 5 (1,1%) 5 (3,6%)
Radikalna cistektomija 26 (5,5%) 42 (30,4%)
Hemioterapija 15 (3,2%) 5 (3,6%)
Radioterapija 21 (4,4%) 46 (33,3%)
Hemioterapija + radioterapija 10 (2,1%) 15 (10,9%)
Radikalna cistektomija + 6 (1,3%) 8 (5,8%)

hemioterapija/radioterapija
* Studentov t-test; ** y?-test; *** Man-Vitnijev U-test

Pacijenti su praceni do 5 godina nakon inicijalne dijagnoze, prose¢no tokom 44 (24-60)
meseci, pri cemu su dogadajima smatrani pojava recidiva i smrt. Recidiv se javio kod ukupno
221 pacijenata (36,1%), maksimalno tri recidiva. Od ukupnog broja, 256 pacijenata (41,8%) je

umrlo, od toga u 178 slu¢ajava (69,5%) smrt je direktno bila povezana sa UKMB.
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U studiji je ispitivano i 74 uzoraka UKMB, koji su prikupljeni iz endemskih,
hipoendemskih i grani¢nih naselja za BEN. Od 74 uzoraka povezanih sa BEN naseljima,
superficijalnih je bilo 61 (12,8%), a misi¢no-invazivnih 13 (9,4%). Endemska i hipoendemska
naselja za BEN u Nisavskom okrugu (Donja Trnava, Mezgraja, Nozrina; Gornja Trnava,
Moravac, Luzane, Pukovac — Doljevac) i Jablanickom okrugu (Brestovac, Kutles, Lipovica).
Grani¢na naselja za BEN (veci broj bubreznih bolesnika i1 na dijalizi) u Nisavskom okrugu (sela
u okolini Nisa: Trupale, Vrtiste, Donja Toponica, Gornja Toponica, Medosevac, Popovac,
Donje Medurovo, Pasi Poljana, Cokot; sela u okolini Doljevca: Kocane, Belotinac, Grljane,
KneZica, Merog§ina, Mramor, Gradiste; sela u okolini Aleksinca: TeSica, Zitkovac, DraZevac,
Donje Suhotno, Katun, Trujane, Rutevac, Boboviste, Bradarac, Ci¢ina, Préilovica, Deligrade)
i Jablanickom okrugu (sela u okolini Leskovca: Bobojevce, Rudare, Kumarevo, Veliko
Trnjane, Brejanovce, Belanovce, Bobiste, Donje Brijanje, Zivkovo, Bratmilovce, Manojlovce,

Pecenjevce, Cekmin, Bradince, Donji Bunibrod, Navalin, Zoljevo).

3.2 Laboratorijska obrada i patohistoloska analiza

Uzorci dobijeni TUR-om/parcijalnom/radikalnom cistektomijom na Klinici za
urologiju UKC Nis stavljani su u posude sa 10% rastvorom formaldehida. Nakon fiksacije u
formalinu, tkivni uzorci su obradivani i kalupljeni u parafinu. Histoloski preseci su bojeni
klasi¢cnom hematoksilin-eozin (HE) metodom i mikroskopskim analiziranjem je postavljena
patohistoloska dijagnoza. Nakon pregleda svih HE histoloskih preseka, na kalupu su markirana
najreprezentativnija polja veli¢ine 2mm. Kriterijumi na osnovu kojih su odabrana
najreprezentativnija polja UKMB uzorka su: polje sa najvise malih krvnih sudova, najvise
mitoza, EMT ukoliko je prisutna u tumoru, polje sa visim gradusom ukoliko su prisutne i LG i

HG komponente, urotelna komponenta kod UKMB sa divergentnom diferencijacijom.
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Slika 16. Biopsijski uzorci urotelnog karcinoma mokracne besike dobijeni transuretralnom resekcijom

Slika 17. Hirurski preparat, radikalna cistoprostatektomija
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Slika 18. Hirurski preparat, radikalna cistoprosfatektomija

Od postoje¢ih parafinskih blokova su konstruisani mikroareji, iglenim vadenjem
obelezenog tkiva pre¢nika 2mm i unoSenjem tkiva u Arraymold Paraffin Tissue Microarray.
Konstruisano je dvanaest novih parafinskih blokova, koji sadrze po 60 uzoraka
najreprezentativnijih polja UKMB. Napravljeni su histoloski preseci od konstruisanih tkivnih

mikroareja i obojeni klasicnom HE i1 imunohistohemijskom metodom.

Slika 19. Sematski prikaz konstrukcije mikroareja
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Slika 20. Mikroarej plocice sa razli¢itom veli¢inom i brojem tkivnih uzoraka

3.3 Imunohistohemija

Imunohistohemija je metoda u laboratorijskoj dijagnostici koja se bazira na vezivanju
antitela za ciljani antigen. Monoklonalna antitela reaguju sa jednim, a poliklonalna sa vise
epitopa na molekulu antigena. Imunohistohemija se u patologiji rutinski primenjuje u
identifikaciji i klasifikaciji neoplazmi, detekciji metastaza i mutacija, a za pojedine neoplazme

ima prognosticki 1 terapijski znacaj.

3.3.1 Imunohistohemijska metoda

Mikroarejski parafinski blokovi su seceni na debljinu do 4um, stavljani na staklene
plocice, zatim deparafinisani u ksilolu, ¢etiri puta po 3 minuta. Rehidratacija u seriji alkohola
(100%, 95%, 75%) trajala je po 3 minuta. Plo¢ice su odlagane najpre u destilovanu vodu na 30
minuta, a zatim su potopljene u rastvor citratnog pufera i zagrevane u mikrotalasnoj rerni 30
minuta, uz dodavanje vode zbog isparavanja. Nakon hladenja plocica i ispiranja u fosfatnom
puferu-PBS, plocice su nakapavane 3% rastvorom vodonik peroksida u metanolu, ¢ime je
blokirano delovanje endogene peroksidaze. Nakon ispiranja u fosfatnom puferu-PBS,
aplikovano je 100ul primarnog antitela ploc¢ice su odlagane u vlaznu komoru u trajanju od 60
minuta.

Kori$¢ena su sledeca primarna antitela:

e HIFla, clone ID:EP1215Y, Epitomics, ze¢je monoklonalno antitelo, razblazenje 1:250;
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e VEGF (A-20), clone ID:sc-152, Santa Cruz Biotechnology, ze¢je poliklonalno antitelo,
razblazenje 1:500;
e VEGFR1 (N-term), clone ID:Y103, Epitomics, ze¢je monoklonalno antitelo, razblazenje
1:250;
e (D34, clone ID:ab110643, Abcam, ze¢je monoklonalno antitelo, spremno za upotrebu;
e NOTCHS3, clone ID:ab23426, Abcam, zec¢je poliklonalno antitelo, razblazenje 1:250;
e JAGGEDI, clone ID:ab7771, Abcam, zecje poliklonalno antitelo, razblazenje 1:100.
Nakon inkubacije primarnog antitela, plocice su ispirane u fosfatnom puferu-PBS, dva
puta po 5 minuta. Aplikovano je sekundarno antitelo (EnVision) i plo¢ice su odlagane u vlaznu
komoru na 30 minuta i ispirane u fosfathom puferu-PBS, dva puta po 5 minuta. Aplikovano je
tercijarno antitelo (EnVision) i plocice su odlagane u vlaznu komoru na 30 minuta. Pranje u
PBS, dva puta po 5 minuta. Vizualizacija reakcije pod svetlosnim mikroskopom nakapavanjem
diaminobenzamina (DAB) do pojave braon bojenja. Nakon detaljnog ispiranja plocice su
stavljanje u hematoksilin, vodu, seriju rastu¢ih alkohola (75%, 95%, 100%) i ksilol.
NOTCHS3 bojenje je sprovedeno u polu-automatskom IHC dijagnostickom sistemu
(Ventana Inc.), a koriS¢eno je zecje, poliklonalno NOTCH3 antitelo (ab23426, Abcam,
Cambridge, UK) u koncentraciji 5 pg/ml.

3.3.2 Imunohistohemijska analiza

Nakon primenjene IHC procedure i montiranja plocica, pod svetlosnim mikroskopom
(Olympus, Japan) je analizirana ekspresija HIF1a, VEGF, VEGFR1, NOTCH3 i JAGGEDI.
U programu ImageJ su analizirane digitalne fotografije 1 odredena je gustina malih krvnih
sudova (MVD), koja predstavlja srednju vrednost izbrojanih malih krvnih sudova i CD34
pozitivnih endotelnih ¢elija, u pet najvaskularizovanijih polja u tumoru (155-159).

Nuklearna ekspresija je procenjivana za HIF1o i JAGGEDI, citoplazmatska za VEGF,
VEGFR1 i JAGGED1 i membranska za NOTCH3 i CD34.

Ekspresija markera, koji se eksprimiraju u citoplazmi i/ili na membrani je procenjivana
prema:
¢ Intenzitetu bojenja (0-bez ekspresije/bojenja, 1-slaba ekspresija, 2-umerena ekspresija, 3-

jaka ekspresija);
e Procentu obojenih tumorskih ¢elija (0 — nema pozitivnih ¢elija, 1 — do 20% pozitivnih
¢elija, 2 — viSe od 20% a manje od 50% of pozitivnih ¢elija, 3 — viSe od 50% a manje od

80% pozitivnih Celija, 4 — viSe od 80% pozitivnih ¢elija.

61



Ana V. Risti¢ Petrovic

e Zbir intenziteta bojenja i procenta obojenih tumorskih ¢elija predstavljao je IHC skor:
o 0-2 = nema ekspresije (0); 3-4 = bojenje slabog intenziteta - slaba ekspresija (1); 5 =
umerena ekspesija (2); 6-7 = bojenje jakog intenziteta — jaka ekspresija (3).
o Uzorci sa THC skorom 0 i 1 smatrani su za negativne slucajeve (odsutna/niska

ekspresija analiziranog markera), dok su uzorci sa IHC skorom 2 i 3 smatrani za

pozitivne (visoka ekspresija analiziranog markera).

Slika 21. Procena IHC ekspresije NOTCH3 u UKMB pTa (A: HE, uvecanje x40, B: IHC, CD34,
uvecéanje x40, C: IHC, CD34, uvecéanje x100), pT1 (D: HE, uveéanje x40, E: IHC, CD34, uvecanje
x40, F: THC, CD34, uvecanje x200)i pT2 (G: HE, uvecéanje x40, H: IHC, CD34, uvecanje x40, I: IHC,
CD34, uvecanje x200)
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Sllka 22 erofotograflja heterogene IHC ekspreS| je NOTH3u rotelnom karcmomu mokrac¢ne
besike (IHC, A: tumorske ¢elije ne eksprimiraju NOTCH3, pozitivna unutra$nja kontrola - jaka
NOTCH3 ekspresija na membrani endotelnih ¢éelija, uvecanje x100, B: heterogena NOTCH3
ekspresija u tumoru, uvecanje x200, C: umerena, difuzna NOTCH3 ekspresija u tumoru, uvecanje
x100, D: jaka, difuzna ekspresija NOTCH3, uvecanje x200)

U ImageJ programu analizirane su digitalne mikrofotografije uzoraka UKMB bojenih
na CD34. Odredena je gustina malih krvnih sudova (MVD), koja predstavlja srednju vrednost
izbrojanih malih krvnih sudova i CD34 pozitivnih endotelnih ¢elija, u pet najvaskularizovanih

polja u tumoru (engl. hot spots).
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Slika 23. Odredivanje MVD u ImageJ programu

3.4 Statisticka analiza

Na osnovu literaturnih podataka izvrSen je proracun veli¢ine reprezentativnog uzorka
(160). Koris¢enjem odgovarajuceg statistickog programa (MedCalc Statistical Software, v.
19.0.3, MedCalc Software bvba, Ostend, Belgija) izracunat je ukupan studijski uzorak za
analizu preZivljavanja pacijenata, uz prihvacene vrednosti verovatnoce greSke prvog tipa
a=0,05 1 snage studije od 0,8, koji iznosi minimalno 117, sa predvidenim odnosom grupa 2:1.
Statisticka obrada je izvrSena u softverskom paketu SPSS (Statistical Package for Social
Sciences, v. 16.0; Cikago, SAD), na nivou statistitke znadajnosti p<0,05. Povezanost
ekspresije markera sa klini¢ko-patoloSkim parametrima je analizirana y2-testom 1 FiSerovim
testom egzaktne verovatnoce, za kategorijske promenljive, odnosno Studentovim t-testom ili
Man-Vitnijeim U-testom, u zavisnosti od normalnosti raspodele, za linearne promenljive.
Prediktivna vrednost klini¢ko-patoloSkih karakteristika za ekspresiju markera je analizirana
univarijantnom i multivarijantnom binarnom logistickom regresionom analizom.
Univarijantnom i multivarijantnom Cox-regresionom analizom su odredeni prediktori ukupne
duZzine preZivljavanja i duZine preZivljavanja bez recidiva bolesti.

Statisticka analiza je izvrSena u Statistickom paketu za socijalne nauke (Statistical
Package for Social Sciences (SPSS), verzija 21.0, Cikago, SAD). Normalnost raspodele
ispitivanih promenljivih je odredivana na osnovu viSe osobina raspodele (asimetrija,

spljostenost, prisustvo ekstremnih vrednosti, Sapiro-Vilkov test). Kontinuirane promenljive su

64



Materijal i metode

predstavljene srednjom vrednoS$¢u sa standardnom devijacijom ili medijanom sa
interkvartilnim opsegom, u zavisnosti od normalnosti raspodele. Kategorijske promenljive su
predstavljene apsolutnom i relativnom vredno$c¢u. Dobijeni rezultati su prikazani tabelarno i
graficki.

Razlike u kontinuiranim promenljivim izmedu ispitivanih grupa su testirane
koriS¢enjem parametrijskih (Studentov t-test, ANOVA) i neparametrijskih testova (Man-
Vitnijev U-test. Kruskal-Valisov test). Povezanost izmedu kontinuiranih promenljivih je
odredivana na osnovu Spirmanovog koeficijenta korelacije. Veza izmedu kategorijskih
promenljivih je testirana pomoéu y?-testa nezavisnosti sa korekcijom neprekidnosti po Jejtsu
ili na osnovu FiSerovog ta¢nog pokazatelja verovatnoce.

Metode regresione analize (binarne logisticke, standardne linearne i Cox), univarijantne
i multivarijantne, su koris¢ene sa ciljem odredivanja nezavisnih prediktora zavisnih
promenljivih. Za grafi¢ki prikaz rezltata Cox-regresione analize konstruisane su Kaplan-
Majerove krive.

Statisticka znacajnost je odredivana na nivou p<0,05.
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4 Rezultati

4.1 VEGFiVEGFR1

Pozitivna ekspresija VEGF je bila prisutna u 418 (68,2%) uzoraka (Slika 21). Pozitivna

ekspresija je ¢eS¢a kod nepusaca (p<0,05) i kod pacijenata sa endemskog podrucja za BEN
(p<0,01) (Tabela 3).

e

D E : F
Slika 24. Mikrofotografija heterogene, citoplazmatske IHC ekspresije VEGF u urotelnom karcinomu
mokraéne besike. A: jaka, difuzna VEGF ekspresija, uvec¢anje x100, B: uvecanje x200, C: umerena,

VEGF ekspresija u pojedina¢nim tumorskim ¢elijama, uveéanje x200, D: heterogena VEGF

ekspresija, uvecanje x100, E: uvecanje x200, F: uvecanje x400

Univarijantna binarna logisti¢ka regresiona analiza je izdvojila dva prediktora pozitivne
ekspresije VEGF: pacijente koji nisu pusaci i one sa endemskog podrucja za BEN. U
multivarijantnom modelu koji predvida ekspresiju VEGF sa udelom od 2,4-3,4% (x*=7,785,

p<0,05), jedini nezavisni prediktor pozitivne ekspresije je odsustvo puSenja kao etioloskog
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faktora (p<0,05) — nepusaci imaju 1,7 puta vecu verovatno¢u VEGF negativnih tumora (Tabela
4).

Tabela 3. Osnovne karakteristike pacijenata i uzoraka urotelnog karcinoma mokrac¢ne besike u odnosu

na prisustvo pozitivne ekspresije VEGF

Negativna  Pozitivna  t* ili x>** ili Z***

()
Starost (godine) 66,47+9,84  66,63+9,80 0,191 (0,849)*
Pol (muski) 159 312 3,177 (0,065)**
(81,5%) (74,6%)
Gradus (HG) 79 (40,5%) 184 0,532 (0,431)**
(44,0%)
Stadijum (invazivni) 47 (24,1%) 91 (21,8%) 0,292 (0,534)**
pT pTa 60 (30,8%) 131 0,452 (0,651)***
stadijum (31,3%)
pT1 88 (45,1%) 196
(46,9%)
pT2 35 (17,9%) 69 (16,5%)
pT3 8 (4,1%) 14 (3,3%)
pT4 4 (2,1%) 8 (1,9%)
Divergentna diferencijacija (da) 29 (149%) 43 (10,3%) 2,272 (0,107)**
Glandularna diferencijacija (da) 4 (2,1%) 8 (1,9%) 0,000 (1,000)**
Mikrocisti¢na diferencijacija (da) 3 (1,5%) 6 (1,4%) 0,000 (1,000)**
Skvamozna diferencijacija (da) 23 (11,8%) 30 (7,2%) 3,029 (0,065)**
Carcinoma in situ (da) 8 (4,1%) 29 (6,9%) 1,418 (0,204)**
Pusenje (da) 79 (74,5%) 134 3,798 (0,044)**
(62,9%)
IzloZenost karcinogenima (da) 14 (7,2%) 32 (7,7%) 0,002 (1,000)**
Bezbolna hematurija kao prvi simptom (da) 167 350 0,237 (0,633)**
(85,6%) (83,7%)
Dizurija kao prvi simptom (da) 21 (10,8%) 53 (12,7%) 0,295 (0,595)**
Pozitivna porodi¢na anamneza (da) 16 (8,2%) 53 (12,7%) 2,236 (0,131)**
UKMB u porodi¢noj anamnezi (da) 7 (3,6%) 11 (2,6%) 0,158 (0,608)**
Endemsko podruéje za BEN (da) 13(6,7%) 61 (14,6%) 7,142 (0,005)**
Terapija TUR 33 (16,9%) 83 (19,9%) 2,181 (0,949)**
TUR+BCG 93 (47,7%) 200
(47,8%)
Parcijalna cistektomija 4 (2,1%) 6 (1,4%)
Radikalna cistektomija 24 (12,3%) 44 (10,5%)
Hemioterapija 8 (4,1%) 12 (2,9%)
Radioterapija 22 (11,3%) 45 (10,8%)
Hemioterapija + radioterapija 7 (3,6%) 18 (4,3%)
Radikalna cistektomija + 4 (2,1%) 10 (2,4%)

hemioterapija/radioterapija
* Studentov t-test; ** y?-test; *** Man-Vitnijev U-test

Tabela 4. Binarna logisticka regresiona analiza prediktora pozitivne ekspresije VEGF

Univarijantna Multivarijantna
OR (95% ClI za OR) p OR (95% ClI za OR) p
Pusenje (da) 0,580 (0,345-0,973) 0,039 0,582 (0,346-0,979) 0,042

Endemsko podrudje za BEN (da) 2,392 (1,281-4,468) 0,006 2,072 (0,913-4,701) 0,081
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Pozitivna ekspresija VEGFR1 je bila prisutna u 417 (68,0%) uzoraka (Slika 22).
Pozitivna ekspresija je ¢eS¢a kod mladih pacijenata (p<0,05), kod LG UKMB (p<0,001), nizeg

pT stadijuma (p<0,001), UKMB bez divergentne diferencijacije (p<0,01), narocito bez

skvamozne diferencijacije (p<0,01). Takode, UKMB sa pozitivnom ekspresijom su ceSce

leceni sa TUR ili TUR+BCG, a rede parcijalnom cistektomija, radikalnom cistektomijom ili

radioterapijom (p<0,01) (Tabela 5).

Tabela 5. Osnovne karakteristike pacijenata i uzoraka urotelnog karcinoma mokraé¢ne besike u odnosu

na prisustvo pozitivne ekspresije VEGFR1

Negativna Pozitivha t* ili 2> ili
ekspresija ekspresija Z*** (p)
Starost (godine) 67,98+9,46 65,949,90 2,438 (0,015)*
Pol (muski) 153 (78,1%) 318 (76,3%) 0,153 (0,682)**
Gradus (HG) 104 (53,1%) 159 (38,1%) 11,533
(0,001)**
Stadijum (invazivni) 64 (32,7%) 74 (17,7%) 16,142
(0,000)**
pT pTa 45 (23,0%) 146 (35,0%) 4,355
stadijum  pT1 87 (44,4%) 197 (47,2%) (0,000)***
pT2 44 (22,4%) 60 (14,4%)
pT3 14 (7,1%) 8 (1,9%)
pT4 6 (3,1%) 6 (1,4%)
Divergentna diferencijacija (da) 33 (16,8%) 39 (9,4%) 6,501 (0,010)**
Glandularna diferencijacija (da) 4 (2,0%) 8 (1,9%) 0,000 (1,000)**
Mikrocisti¢na diferencijacija (da) 4 (2,0%) 5 (1,2%) 0,201 (0,477)**
Skvamozna diferencijacija (da) 26 (13,3%) 27 (6,5%) 6,948 (0,008)**
Carcinoma in situ (da) 17 (8,7%) 20 (4,8%) 2,884 (0,069)**
Pusenje (da) 80 (71,4%) 133 (64,3%) 1,379 (0,214)**
IzloZenost karcinogenima (da) 12 (6,1%) 34 (8,2%) 0,527 (0,415)**

Bezbolna hematurija kao prvi simptom (da)

160 (81,6%)

357 (85,6%)

1,311 (0,233)**

Dizurija kao prvi simptom (da)

29 (14,8%)

45 (10,8%)

1,655 (0,183)**

Pozitivna porodi¢na anamneza (da)

23 (11,7%)

46 (11,0%)

0,014 (0,786)**

UKMB u porodi¢noj anamnezi (da)

8 (4,1%)

10 (2,4%)

0,801 (0,305)**

Endemsko podruéje za BEN (da)

20 (10,2%)

54 (12,9%)

0,706 (0,355)**

Terapija TUR

28 (14,3%)

88 (21,1%)

TUR+BCG

82 (41,8%)

211 (50,6%)

Parcijalna cistektomija 6 (3,1%) 4 (1,0%)
Radikalna cistektomija 30 (15,3%) 38 (9,1%)
Hemioterapija 6 (3,1%) 14 (3,4%)
Radioterapija 30 (15,3%) 37 (8,9%)
Hemioterapija + radioterapija 9 (4,6%) 16 (3,8%)
Radikalna cistektomija + 5 (2,6%) 9 (2,2%)

hemioterapija/radioterapija

18,999
(0,008)**

* Studentov t-test; ** y?-test; *** Man-Vitnijev U-test

Univarijantna binarna logisticka regresiona analiza je izdvojila 6 prediktora pozitivne

ekspresije VEGFR1: mlade pacijente, nizi pT stadijum, LG UKMB, UKMB bez divergentne

ili skvamozne diferencijacije. U multivarijantnom modelu koji predvida ekspresiju VEGFR1
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sa udelom od 4,4-6,2% (x*=27,825, p<0,001), jedini nezavisni prediktor pozitivne ekspresije
je nizi pT stadijum (p<0,01) — sa svakim visSim pT stadijumom verovatnoca pozitivnosti se

smanjuje 1,4 puta (Tabela 6).

Tabela 6. Binarna logisti¢ka regresiona analiza prediktora pozitivne ekspresije VEGFR1

Univarijantna Multivarijantna
OR (95% CI za OR) p OR (95% CI za OR) p
Starost (godine) 0,978 (0,961-0,996) 0,016 0,984 (0,966-1,002) 0,085
Gradus (HG) 0,545 (0,387-0,768) 0,001 0,881 (0,572-1,358) 0,566
Stadijum (invazivni) 0,445 (0,301-0,657) 0,000
pT stadijum (pTa-pT4) 0,648 (0,536-0,784) 0,000 0,708 (0,560-0,896) 0,004

Divergentna diferencijacija (da) 0,510 (0,310-0,839) 0,008
Skvamozna diferencijacija (da) 0,453 (0,257-0,799) 0,006 0,590 (0,328-1,062) 0,079

c e

Slika 25. Mikrofotografija heterogene IHC ekspresije VEGFR1 u urotelnom karcinomu mokraéne
besike (IHC, A: uvecanje x100, B: uvecanje x200, C: umerena, difuzna VEGFRI1 ekspresija, uvecanje

x100, D: jaka VEGFR1 ekspresija na invazivnom frontu tumora, uvecanje x200)
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4.2 Gustina malih krvnih sudova

Prose¢na gustina malih krvnih sudova na povrsini od 2mm? je iznosila 122 (95-180)
(Slika 23). Veca gustina malih krvnih sudova je uoc¢ena kod Zena (p<0,05), invazivnih tumora
(p<0,05), UKMB sa divergentnom diferencijacijom (p<0,05), pre svega glandularnom

diferencijacijom (p<0,05) i prisutnim carcinoma in situ (p<0,01) (Tabela 7).
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Slika 26. Mikrofotografija CD34 pozitivnih endotelnih ¢elija u urotelnom karcinomu mokraéne besike

(THC, A: uvecanje x40, B: uvecanje x40, C: hot spot , uvecanje x200, D: hot spot, uveéanje x200)

Vec¢a MVD je bila povezana sa pozitivhom ekspresijom JAG1 na membrani/citoplazmi

(p<0,01), a negativnom jedarnom ekspresijom JAG1 (p<0,01) (Tabela 8).
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Tabela 7. Gustina malih krvnih sudova na 2mm2 u odnosu na osnovne karakteristike pacijenata i

uzoraka urotelnog karcinoma mokraéne beSike

MVD na 2mm? p* ili Z#* ili
XZ*** (p)

Starost (godine) 0,123 (0,105)*

Pol muski 120,0 (91,0-170,0) 2,437 (0,015)**
zenski 155,0 (112,5-241,0)

Gradus LG 114,5 (91,0-160,0) 1,842 (0,065)**
HG 135,0 (96,75-192,5)

Stadijum superficijalni 117,0 (91,0-160,0) 2,366 (0,018)**
misi¢no-invazivni 145,0 (106,5-206,5)

pT stadijum pTa 115,0 (91,0-160,0) 0,141 (0,063)*
pT1 117,5 (90,2-161,5)
pT2 145,0 (11,0-209,0)
pT3 131,0 (94,0-183,0)
pT4 257,5 (210,0-257,5)

Divergentna diferencijacija ne 120,0 (91,8-165,5) 2,033 (0,042)**
da 162,5 (104,8-214,2)

Glandularna diferencijacija ne 120,0 (94,0-172,0) 2,262 (0,024)**
da 200,0 (162,5-256,5)

Mikrocisti¢na diferencijacija ne 122,0 (94,8-180,0) 0,796 (0,426)**
da 213,5 (107,0-213,5)

Skvamozna diferencijacija ne 121,0 (94,5-171,5) 0,853 (0,393)**
da 130,0 (97,0-210,0)

Carcinoma in situ ne 118,0 (91,0-176,0) 2,808 (0,005)**
da 148,0 (123,0-305,0)

Pusenje ne 121,0 (104,0-167,0) 0,326 (0,744)**
da 122,0 (96,5-180,5)

IzloZenost karcinogenima ne 122,5 (94,8-180,2) 0,875 (0,382)**
da 114,5 (94,2-141,0)

Bezbolna hematurija kao prvi ne 116,5 (85,0-201,0) 0,428 (0,669)**

simptom da 122,0 (97,0-172,5)

Dizurija kao prvi simptom ne 122,0 (97,0-180,0) 0,451 (0,652)**
da 116,5 (85,0-205,5)

Pozitivna porodi¢na anamneza ne 122,0 (95,0-180,0) 0,269 (0,788)**
da 105,0 (92,5-184,0)

UKMB u porodi¢noj anamnezi ne 122,0 (95,8-180,0) 1,522 (0,128)**
da 83,0 (72,0-83,0)

Endemsko podrudje za BEN ne 122,0 (95,0-180,0) 0,248 (0,804)**
da 115,0 (89,0-170,0)

Terapija TUR 120,0 (85,0-177,5) 7,669 (0,363)***
TUR+BCG 115,0 (91,0-162,0)

Parcijalna cistektomija

141,5 (102,0-141,5)

Radikalna cistektomija

127,0 (102,2-170,8)

Hemioterapija

95,0 (66,0-147,0)

Radioterapija

155,0 (101,0-222,0)

Hemioterapija +
radioterapija

145,0 (103,0 (244,5)

Radikalna cistektomija

+hemio/radioterapija

139,0 (99,2-172,0)

* Spirmanov test korelacije; ** Man-Vitnijev U-test; *** Kruskal-Valisov test
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Tabela 8. Gustina malih krvnih sudova na 2mm2 u odnosu na ekspresiju analiziranih IHC markera

Negativan Pozitivan Z (p)*
JAG1 C/M 1125 (89,8-145,5)  137,0(99,2-200,2) 2,686 (0,007)
JAG1 N 146,0 (100,5-208,5)  114,0(89,0-157,0) 2,729 (0,006)

JAG1C/MiN 120,0 (91,8-174,0)  127,0 (95,5-183,5) 0,395 (0,693)
JAG1C/MIiliN  137,5(99,8-176,0) 120,0 (92,5-180,0) 0,659 (0,510)

NOTCH3 118,0 (100,5-194,5)  127,0 (92,0-180,0) 0,157 (0,875)
HIF1a 120,0 (92,0-164,0) 128,0 (101,5-190,0) 1,080 (0,280)
VEGF 112,0 (75,0-155,0) 129,0 (100,0-180,0) 1,927 (0,054)
VEGR1 138,5 (101,0-189,2) 117,5(90,2-163,5) 1,761 (0,078)

* Man-Vitnijev U-test

Univarijantnom standardnom linearnom regresionom analizom su izdvojeni prediktori
veée gustine malih krvnih sudova: zenski pol, visok gradus tumora, prisustvo divergentne
diferencijacije i carcinoma in situ, kao i ekspresija JAG1 na membrani/ citoplazmi i u jedru.
Kao nezavisni prediktori u multivarijantom modelu (F=5,033, p<0,001) koji predvida 12,5%

varijanse u gustini, dobijeni su Zenski pol (p<0,05) i carcinoma in situ (p<0,05) (Tabela 9).

Tabela 9. Linearna regresiona analiza prediktora gustine malih krvnih sudova

Univarijantna Multivarijantna
B (95% ClI za B) p B (95% Cl za B) p
Pol (Zenski) 40,146 (6,023-74,269) 0,021 42,701 (9,043-76,359) 0,013
Gradus (HG) 29,688 (4,362-55,015) 0,022 19,322 (-7,978-46,622) 0,164
Divergentna diferencijacija (da) 38,584 (2,822-74,345) 0,035 27,780 (-8,209-63,769) 0,129
Carcinoma in situ (da) 61,911 (21,541-102,282) 0,003 46,957 (5,507-88,408) 0,027

JAG1 C/M (pozitivna ekspresija) 32,966 (7,300-58,631) 0,012 19,909 (-5,983-45,801) 0,131
JAG1 N (pozitivna ekspresija)  -33,525 (-59,933—7,117) 0,013 -21,892 (-48,243-4,458) 0,103

4.3 HIFla

Pozitivna ekspresija HIF 1 a je bila prisutna u 202 (33,0%) uzoraka. Pozitivna ekspresija
je bila povezana sa zenskim polom (p<0,01), LG UKMB (p<0,001), superficijalnim UKMB
(p<0,001), odnosno nizim pT stadijumom (p<0,01), ¢es¢e bezbolnom hematurijom (p<0,05), a
rede dizurijom kao prvim simptomom (p<0,05) i odsustvom izlozenosti karcinogenima kao
etioloSkim faktorom (p<0,05). Takode, rede je kod ovih pacijanta bila radena radikalna

cistektomija sa/bez radioterapije/hemioterapije (p<0,01) (Tabela 10).
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Tabela 10. Osnovne karakteristike pacijenata i uzoraka urotelnog karcinoma mokraéne besike u

odnosu na prisustvo pozitivne ekspresije HIF 1 a

Negativna Pozitivna t* ili 2> ili
ekspresija ekspresija Z*** (p)
Starost (godine) 67,04+9,64 65,65+10,08 1,647 (0,100)*

Pol (muski) 332 (80,8%) 139 (68,8%) 10,235 (0,002)**
Stadijum (invazivni) 108 (26,3%) 30 (14,9%) 9,491 (0,001)**
pT pTa 118 (28,7%) 73 (36,1%) 3,117 (0,002)***
stadijum  pT1 185 (45,0%) 99 (49,0%)

pT2 77 (18,7%) 27 (13,4%)

pT3 19 (4,6%) 3 (1,5%)

pT4 12 (2,9%) 0 (0,0%)
Divergentna diferencijacija (da) 42 (10,2%) 30 (14,9%) 2,375 (0,109)**
Glandularna diferencijacija (da) 9 (2,2%) 3 (1,5%) 0,079 (0,759)**
Mikrocisti¢na diferencijacija (da) 3 (0,7%) 6 (3,0%) 3,278 (0,066)**
Skvamozna diferencijacija (da) 31 (7,5%) 22 (10,9%) 1,522 (0,171)**
Carcinoma in situ (da) 30 (7,3%) 7 (3,5%) 2,867 (0,071)**
Pusenje (da) 140 (66,4%) 73 (67,6%) 0,009 (0,900)**
IzloZenost karcinogenima (da) 25 (6,1%) 21 (10,4%) 3,035 (0,072)**
Bezbolna hematurija kao prvi simptom (da) 337 (82,0%) 180 (89,1%) 4,664 (0,025)**
Dizurija kao prvi simptom (da) 59 (14,4%) 15 (7,4%) 5,491 (0,012)**
Pozitivna porodi¢na anamneza 43 (10,5%) 26 (12,9%) 0,564 (0,415)**
UKMB u porodi¢noj anamnezi 11 (2,7%) 7 (3,5%) 0,084 (0,615)**
Endemsko podrudje za BEN (da) 47 (11,4%) 27 (13,4%) 0,311 (0,511)**

Terapija TUR

75 (18,2%)

41 (20,3%)

TUR+BCG

180 (43,8%)

113 (55,9%)

Parcijalna cistektomija 8 (1,9%) 2 (1,0%)
Radikalna cistektomija 59 (14,4%) 9 (4,5%)
Hemioterapija 13 (3,2%) 7 (3,5%)
Radioterapija 44 (10,7%) 23 (11,4%)
Hemioterapija + radioterapija 19 (4,6%) 6 (3,0%)
Radikalna cistektomija + 13 (3,2%) 1 (0,5%)

hemioterapija/radioterapija

22,428 (0,002)**

* Studentov t-test; ** y?-test; *** Man-Vitnijev U-test

Univarijantom binarnom logistiCkom regresionom analizom je izdvojeno sedam

nezavisnih promenljivih: Zzenski pol, LG UKMB, nizi pT stadijum, mikrocisti¢na
diferencijacija i bezbolna hematurija kao prvi simptom bolesti, a ne dizuri¢ne tegobe. U
multivarijantnom modelu (x*=35,854, p<0,001), koji predvida 5,7-7,9% varijanse u ekspresije,
izdvojena su dva nezavisna prediktora. Zenski pol je povezan sa 1,9 puta ve¢om verovatnoéom
pozitivne ekspresije ovog markera (p<0,05). Uzorci u kojim je bila prisutna mikrocisti¢na
diferencijacija su imali 4,2 puta veéu verovatnocu da ¢e biti HIF 1a pozitivni (p<0,05) (Tabela

11).
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Tabela 11. Binarna logisticka regresiona analiza prediktora pozitivne ekspresije HIF1a

Univarijantna Multivarijantna
OR (95% CI za OR) p OR (95% Cl za OR) p
Pol (Zenski) 1,905 (1,295-2,801) 0,001 1,869 (1,257-2,779) 0,002
Gradus (HG) 0,494 (0,347-0,704) 0,000 0,656 (0,40-1,025) 0,064
Stadijum (invazivni) 0,489 (0,313-0,764) 0,002
pT stadijum (pTa-pT4) 0,685 (0,557-0,843) 0,000 0,832 (0,642-1,080) 0,167
Mikrocisti¢na diferencijacija (da) 4,163 (1,030-16,821) 0,045 4,229 (1,033-17,317) 0,045

Bezbolna hematurija kao prvi simptom 1,797 (1,080-2,989) 0,024 1,291 (0,508-3,278) 0,591
(da)
Dizurija kao prvi simptom (da) 0,479 (0,264-0,867) 0,015 0,682 (0,228-2,038) 0,493

44 NOTCH3

Pozitivna ekspresija NOTCH3 je uoc¢ena u 368 (61,6%) uzoraka (Slike 24, 25). Pozitivna
ekspresija je bila povezana sa ve¢om staro$¢u bolesnika (p<0,001), HG UKMB (p<0,001),
veéim pT stadijumom (p<0,01), i odsustvom izloZenosti karcinogenima kao etioloskim
faktorom (p<0,05) (Tabela 12).

Identifikovana su Cetiri potencijalna prediktora pozitivne ekspresije NOTCH3: veca
starost, HG, prisustvo CIS i odsustvo ekspozicije karcinogenima u anamnezi. U
multivarijantnom modelu (x*=24,882, p<0,001) koji predvida 4,1-5,5% varijanse u ekspresiji,
izdvojena su dva nezavisna prediktora. Sa svakih 10 godina starosti, verovatnoca pozitivne
ekspresije NOTCH3 u tumoru se povecava 1,2 puta (p<0,05). Pozitivna NOTCHS3 ekspresija
je 1,7 puta verovatnija u HG UKMB (p<0,01) (Tabela 13).
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Tabela 12. Osnovne karakteristike pacijenata i uzoraka urotelnog karcinoma mokraéne besike u

odnosu na prisustvo pozitivne ekspresije NOTCH3

Negativna Pozitivna t* ili 2> ili
ekspresija ekspresija Z*** (p)

Starost (godine) 64,90+10,04 67,58+9,59 3,256 (0,001)*
Pol (muski) 171 (74,7%) 285 (77,4%) 0,458 (0,488)**
Gradus (HG) 74 (32,3%) 180 (48,9%) 15,238 (0,000)**
Stadijum (invazivni) 48 (21,0%) 86 (23,4%) 0,342 (0,545)**
pT pTa 93 (40,6%) 94 (25,5%) 2,763 (0,006)***
stadijum pT1 88 (38,4%) 188 (51,1%)

pT2 31 (13,5%) 70 (19,0%)

pT3 11 (4,8%) 11 (3,0%)

pT4 6 (2,6%) 5 (1,4%)
Divergentna diferencijacija (da) 21 (9,2%) 49 (13,3%) 1,960 (0,150)**
Glandularna diferencijacija (da) 4 (1,7%) 8 (2,2%) 0,004 (1,000)**
Mikrocisti¢na diferencijacija (da) 3 (1,3%) 6 (1,6%) 0,000 (1,000)**
Skvamozna diferencijacija (da) 14 (6,1%) 38 (10,3%) 2,643 (0,100)**
Carcinoma in situ (da) 8 (3,5%) 28 (7,6%) 3,524 (0,051)**
Pusenje (da) 80 (72,1%) 128 (63,4%) 2,061 (0,134)**
IzloZenost karcinogenima (da) 24 (10,5%) 21 (5,7%) 3,956 (0,038)**
Bezbolna hematurija kao prvi simptom (da) 195 (85,2%) 310 (84,2%) 0,034 (0,816)**
Dizurija kao prvi simptom (da) 27 (11,8%) 44 (12,0%) 0,000 (1,000)**
Pozitivna porodi¢na anamneza (da) 22 (9,6%) 45 (12,2%) 0,7288 (0,353)**
UKMB u porodi¢noj anamnezi (da) 7 (3,1%) 11 (3,0%) 0,000 (1,000)**
Endemsko podrucje za BEN (da) 31 (13,5%) 42 (11,4%) 0,412 (0,444)**
Terapija TUR 44 (19,2%) 72 (19,6%) 13,158 (0,068)**

TUR+BCG 124 (54,1%) 163 (44,3%)

Parcijalna cistektomija 4 (1,7%) 5 (1,4%)

Radikalna cistektomija 21 (9,2%) 46 (12,5%)

Hemioterapija 6 (2,6%) 14 (3,8%)

Radioterapija 20 (8,7%) 43 (11,7%)

Hemioterapija + radioterapija 3 (1,3%) 19 (5,2%)

Radikalna cistektomija 7 (3,1%) 6 (1,6%)

hemio/radioterapija

* Studentov t-test; ** y?-test; *** Man-Vitnijev U-test

Tabela 13. Binarna logisticka regresiona analiza prediktora pozitivne ekspresije NOTCH3

Univarijantna

Multivarijantna

OR (95% ClI za OR) p OR (95% ClI za OR) p
Starost (godine) 1,028 (1,011-1,046) 0,001 1,020 (1,003-1,039) 0,024
Gradus (HG) 2,005 (1,421-2,829) 0,000 1,733(1,204-2,495) 0,003
Carcinoma in situ (da) 2,275 (1,018-5,082) 0,045 1,492 (0,645-3,449) 0,350
Ekspozicija karcinogenima (da) 0,517 (0,281-0,52) 0,034 0,692 (0,366-1,307) 0,256
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Slika 27. Mikrofotografija heterogene NOTCH3 ekspresije u urotelnom karcinomu mokraéne besike,
THC. A: uvecanje x40, B: uvecanje x200, C: low grade papilarni UKMB, pTa, uvecanje x200, D:
niska ekspresija u fokusima skvamozne diferencijacije, high grade UKMB, pT1, uvecanje x200)

a3 ’

Slika 28. A: Mikrofotografija NOTCH3 pozitivnog urolnog karcinoma mokraéne besike (IHC,
uvecanje x40); B: IHC, NOTCH3, uvecéanje x100; C: Visoka jedarna ekspresija HIF 1o, u istom uzorku

urotelnog karcinoma mokraéne beSike, uvecanje x100 )

45 JAG1

Imunohistohemijska ekspresija JAGI je odredivana kao membransko-citoplazmatska ili
kao jedarna ekspresija (Slika 26). Membransko-citoplazmatska ekspresija JAG1 je bila
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prisutna u 338 (55,5%) uzoraka, a jedarna u 489 (80,4%) slucajeva. Kod svega 36 pacijenata
(5,9%) nije uoCena ni membransko-citoplazmatska ni jedarna ekspresija JAG1, dok je 254
(41,8%) uzoraka imalo pozitivnu ekspresiju i na membrani/citoplazmi i u jedru. Pozitivna
membransko-citoplazmatska ekspresija JAG1 je bila povezana sa starijom zivotnom dobi
pacijenata (p<0,05) 1 viSim pT stadijumom (p<0,05). Nasuprot tome, jedarna ekspresija nije
bila statisticki povezana ni sa jednom karakteristikom pacijenata odnosno tumora. Pozitivna
ekspresija JAG1 i u membrani/citoplazmi i jedru je bila ¢e$c¢a u invazivnim tumorima (p<0,05).
Nasuprot tome potpuno odsustvo JAGL1 ekspresije (i na membrani/citoplazmi i u jedru) je bilo
¢es¢e u UKMB sa divergentnom diferencijacijom (p<0,05) (Tabele 14-17).

Slika 29. Pozitivna nuklearna ekspresija JAG1 u infiltrativnom, high grade urotelnom karcinomu

mokracne besike, pT3 stadijum (IHC, uveéanje x400)

Metodom univarijantne binarne logisti¢ke regresije (x°=4,614, p<0,05) je utvrdeno da je
jedini statisticki znacajan prediktor pozitivne ekspresije JAG1 na membrani/citoplazmi starost
pacijenata sa udelom od 0,8-1,0% gde se sa svakih 10 godina vece starosti pacijenta povecava
verovatnoc¢a 1,2 puta (OR=1,018 (1,002-1,035), p<0,05). Kod invazivnih tumora je 1,5 puta

(p<0,05) veca verovatnoc¢a da ¢e biti pozitivna ekspresija JAG1 i na membrani/citoplazmi i u
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jedru (x*=4,918, p<0,05, R?=0,8-1,1%). Prisustvo divergentne diferencijacije 2,7 puta (p<0,05)

povecava verovatnoéu potpuno negativne ekspresije JAG1 u tumorskim ¢elijama (%?=5,290,

p<0,05, R?=0,9-2,4%).

Tabela 14. Osnovne karakteristike pacijenata i uzoraka urotelnog karcinoma mokraéne besike u

odnosu na membransko/citoplazmatsku ekspresiju JAG1

Negativna Pozitivna t* ili 2> ili
ekspresija ekspresija Z*** (p)
Starost (godine) 65,60+9,82 67,31+9,71 2,152 (0,032)*
Pol (muski) 210 (77,5%) 259 (76,6%) 0,024 (0,847)**
Gradus (HG) 105 (38,7%) 157 (46,4%) 3,334 (0,059)**
Stadijum (invazivni) 54 (19,9%) 84 (24,9%) 1,811 (0,173)**
pT pTa 95 (35,1%) 95 (28,1%) 2,014 (0,044)***
stadijum pT1 122 (45,0%) 159 (47,0%)
pT2 41 (15,1%) 63 (18,6%)
pT3 9 (3,3%) 13 (3,8%)
pT4 4 (1,5%) 8 (2,4%)
Divergentna diferencijacija (da) 34 (12,5%) 37 (10,9%) 0,234 (0,612)**
Glandularna diferencijacija (da) 5 (1,8%) 7 (2,1%) 0,000 (1,000)**
Mikrocisti¢na diferencijacija (da) 5 (1,8%) 4 (1,2%) 0,112 (0,521)**
Skvamozna diferencijacija (da) 25 (9,2%) 27 (8,0%) 0,158 (0,662)**
Carcinoma in situ (da) 14 (5,2%) 23 (6,8%) 0,450 (0,495)**
Pusenje (da) 83 (65,4%) 128 (67,7%) 0,100 (0,715)**
IzloZenost karcinogenima (da) 17 (6,3%) 29 (8,6%) 0,840 (0,355)**
Bezbolna hematurija kao prvi simptom (da) 234 (86,3%) 279 (82,5%) 1,364 (0,219)**

Dizurija kao prvi simptom (da)

28 (10,3%)

46 (13,6%)

1,222 (0,261)**

Pozitivna porodi¢na anamneza (da)

33 (12,2%)

36 (10,7%)

0,213 (0,607)**

UKMB u porodi¢noj anamnezi (da) 9 (3,3%) 9 (2,7%) 0,056 (0,639)**
Endemsko podrudje za BEN (da) 29 (10,7%) 44 (13,0%) 0,561 (0,452)**
Terapija TUR 55 (20,3%) 60 (17,8%) 6,267 (0,509)**

TUR+BCG 128 (47,2%) 162 (47,9%)

Parcijalna cistektomija 5 (1,8%) 5 (1,5%)

Radikalna cistektomija 24 (8,9%) 44 (13,0%)

Hemioterapija 10 (3,7%) 10 (3,0%)

Radioterapija 31 (11,4%) 36 (10,7%)

Hemioterapija + radioterapija 9 (3,3%) 16 (4,7%)

Radikalna cistektomija 9 (3,3%) 5 (1,5%)

hemio/radioterapija

* Studentov t-test; ** y?-test; *** Man-Vitnijev U-test
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Tabela 15. Osnovne karakteristike pacijenata i uzoraka urotelnog karcinoma mokraéne besike u

odnosu na jedarnu ekspresiju JAG1

Negativna Pozitivna t* ili 2> ili
ekspresija ekspresija Z*** (p)

Starost (godine) 67,65+9,32 66,26+9,88 1,392 (0,164)*
Pol (muski) 94 (790%) 374 (76,5%) 0,213 (0,628)**
Gradus (HG) 58 (48,7%) 204 (41,7%) 1,649 (0,180)**
Stadijum (invazivni) 26 (21,8%) 112 (22,9%) 0,015 (0,903)**
pT pTa 28 (23,5%) 162 (33,1%) 1,328 (0,184)***
stadijum pT1 65 (54,6%) 215 (44,0%)

pT2 17 (14,3%) 87 (17,8%)

pT3 6 (5,0%) 16 (3,3%)

pT4 3 (2,5%) 9 (1,8%)
Divergentna diferencijacija (da) 16 )13,4%) 55 (11,2%) 0,261 (0,525)**
Glandularna diferencijacija (da) 3 (2,5%) 9 (1,8%) 0,012 (0,711)**
Mikrocisti¢na diferencijacija (da) 4 (3,4%) 5 (1,0%) 2,165 (0,079)**
Skvamozna diferencijacija (da) 9 (7,6%) 43 (8,8%) 0,061 (0,855)**
Carcinoma in situ (da) 11 (9,2%) 26 (5,3%) 1,9441 (0,132)**
Pusenje (da) 52 (74,3%) 158 (64,5%) 1,931 (0,151)**
IzloZenost karcinogenima (da) 12 (10,1%) 34 (7,0%) 0,931 (0,248)**
Bezbolna hematurija kao prvi simptom (da) 95 (79,8%) 417 (85,3%) 1,744 (0,161)**
Dizurija kao prvi simptom (da) 19 (16,0%) 55 (11,2%) 1,577 (0,161)**
Pozitivna porodi¢na anamneza (da) 11 (9,2%) 58 (11,9%) 0,417 (0,520)**
UKMB u porodi¢noj anamnezi (da) 2 (1,7%) 16 (3,3%) 0,381 (0,548)**
Endemsko podrucje za BEN (da) 17 (14,3%) 56 (11,5%) 0,484 (0,431)**
Terapija TUR 15 (12,6%) 100 (20,4%) 8,150 (0,320)**

TUR+BCG 64 (53,8%) 226 (46,2%)

Parcijalna cistektomija 1 (0,8%) 8 (1,6%)

Radikalna cistektomija 9 (7,6%) 59 (12,1%)

Hemioterapija 5 (4,2%) 15 (3,1%)

Radioterapija 15 (12,6%) 52 (10,6%)

Hemioterapija + radioterapija 6 (5,0%) 19 (3,9%)

Radikalna cistektomija 4 (3,4%) 10 (2,0%)

hemio/radioterapija

* Studentov t-test; ** y?-test; *** Man-Vitnijev U-test
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Tabela 16. Osnovne karakteristike pacijenata i uzoraka urotelnog karcinoma mokraéne besike u

odnosu na prisustvo negativne ekspresije JAG1 i na membrani/citoplazmi i u jedru

Negativna Pozitivna t* ili 2> ili
ekspresija ekspresija Z*** (p)

Starost (godine) 67,4248,35 66,49+9,88 0,548 (0,584)*
Pol (muski) 28 (77,8%) 441 (77,0%) 0,000 (1,000)**
Gradus (HG) 18 (50,0%) 244 (42,6%) 0,488 (0,391)**
Stadijum (invazivni) 11 (30,6%) 127 (22,2%) 0,924 (0,303)**
pT pTa 7 (19,4%) 183 (31,9%) 1,690 (0,091)***
stadijum pT1 18 (50,0%) 263 (45,9%)

pT2 8 (22,2%) 96 (16,8%)

pT3 2 (5,6%) 20 (3,5%)

pT4 1 (2,8%) 11 (1,9%)
Divergentna diferencijacija (da) 9 (25,0%) 62 (10,8%) 5,307 (0,027)**
Glandularna diferencijacija (da) 2 (5,6%) 10 (1,7%) 0,955 (0,155)**
Mikrocisti¢na diferencijacija (da) 2 (5,6%) 7 (1,2%) 1,900 (0,094)**
Skvamozna diferencijacija (da) 6 (16,7%) 46 (8,0%) 2,225 (0,113)**
Carcinoma in situ (da) 3 (8,3%) 34 (5,9%) 0,051 (0,474)**
Pusenje (da) 9 (56,3%) 202 (67,3%) 0,416 (0,416)**
IzloZenost karcinogenima (da) 2 (5,6%) 44 (7,7%) 0,020 (1,000)**
Bezbolna hematurija kao prvi simptom (da) 34 (94,4%) 479 (83,6%) 2,241 (0,099)**
Dizurija kao prvi simptom (da) 1 (2,8%) 73 (12,7%) 2,285 (0,109)**
Pozitivna porodi¢na anamneza (da) 3 (8,3%) 66 (11,5%) 0,098 (0,787)**
UKMB u porodi¢noj anamnezi (da) 1 (2,8%) 17 (3,0%) 0,000 (1,000)**
Endemsko podruéje za BEN (da) 4 (11,1%) 69 (12,0%) 0,000 (1,000)**
Terapija TUR 5 (13,9%) 110 (19,2%) 6,862 (0,443)**

TUR+BCG 15 (41,7%) 275 (48,0%)

Parcijalna cistektomija 0 (0,0%) 10 (1,7%)

Radikalna cistektomija 5 (13,9%) 63 (11,0%)

Hemioterapija 3 (8,3%) 17 (3,0%)

Radioterapija 5 (13,9%) 62 (10,8%)

Hemioterapija + radioterapija 1 (2,8%) 24 (4,2%)

Radikalna cistektomija 2 (5,6%) 12 (2,1%)

hemio/radioterapija

* Studentov t-test; ** y?-test; *** Man-Vitnijev U-test
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Tabela 17. Osnovne karakteristike pacijenata i uzoraka karcinoma mokraéne besike u odnosu na

prisustvo pozitivne ekspresije JAG1 i na membrani/citoplazmi i u jedru

Negativna Pozitivna t* ili 2> ili
ekspresija ekspresija Z*** (p)
Starost (godine) 66,10+9,84 67,1249,70 1,269 (0,205)*

Pol (muski) 276 (78,0%) 192 (75,6%) 0,346 (0,496)**
Gradus (HG) 145 (41,0%) 117 (46,1%) 1,369 (0,214)**
Stadijum (invazivni) 69 (19,5%) 69 (27,2%) 4,536 (0,031)**
pT pTa 116 (32,8%) 74 (29,1%) 1,764 (0,078)***
stadijum pT1 169 (47,7%) 111 (43,7%)

pT2 50 (14,1%) 54 (21,3%)

pT3 13 (3,7%) 9 (3,5%)

pT4 6 (1,7%) 6 (2,4%)
Divergentna diferencijacija (da) 41 (11,6%) 30 (11,8%) 0,000, (1,000)**
Glandularna diferencijacija (da) 6 (1,7%) 6 (2,4%) 0,083 (0,569)**
Mikrocisti¢na diferencijacija (da) 7 (2,0%) 2 (0,8%) 0,736 (0,317)**
Skvamozna diferencijacija (da) 28 (7,9%) 24 (9,4%) 0,273 (0,557)**
Carcinoma in situ (da) 22 (6,2%) 15 (5,9%) 0,000 (1,000)**
Pusenje (da) 126 (69,6%) 84 (62,7%) 1,365 (0,227)**
IzloZenost karcinogenima (da) 27 (7,6%) 19 (7,5%) 0,000 (1,000)**

Bezbolna hematurija kao prvi simptom (da)

295 (83,3%)

217 (85,4%)

0,345 (0,501)**

Dizurija kao prvi simptom (da)

46 (13,0%)

28 (11,0%)

0,369 (0,530)**

Pozitivna porodi¢na anamneza (da)

41 (11,6%)

28 (11,0%)

0,007 (0,897)**

UKMB u porodi¢noj anamnezi (da) 10 (2,8%) 8 (3,1%) 0,000 (0,813)**
Endemsko podruéje za BEN (da) 42 (11,9%) 31 (12,2%) 0,000 (0,900)**
Terapija TUR 65 (18,4%) 50 (19,7%) 12,170 (0,095)**

TUR+BCG 177 (50,0%) 113 (44,5%)

Parcijalna cistektomija 6 (1,7%) 3 (1,2%)

Radikalna cistektomija 28 (7,9%) 40 (15,7%)

Hemioterapija 12 (3,4%) 8 (3,1%)

Radioterapija 41 (11,6%) 26 (10,2%)

Hemioterapija + radioterapija 14 (4,0%) 11 (4,3%)

Radikalna cistektomija + 11 (3,1%) 3 (1,2%)

hemio/radioterapija
* Studentov t-test; ** y2-test; *** Man-Vitnijev U-test

4.6 Medusobna povezanost ekspresije analiziranih IHC markera (JAGI,

NOTCH3, HIF10, VEGF, VEGFR1)

Medu uzorcima sa pozitivnom membransko/citoplazmatskom ekspresijom JAGI, ¢eSca
je bila pozitivnost VEGF (p<0,01), a reda nuklearna pozitivna ekspresija JAG1 (p<0,001) i
VEGFR1 (p<0,01). Uzorci sa negativnom ekspresijom JAGL i u jedru i membrani/citoplazmi
su ¢eS¢e imali negativan VEGF (p<0,01). Pozitivna ekspresija VEGFRI1 je bila povezana sa
pozitivnom ekspresijom NOTCH3 (p<0,05), HIFla (p<0,001) i VEGF (p<0,001). Pored toga,
pozitivna ekspresija NOTCH3 je c¢eSce bila udruzena sa pozitivnom ekspresijom HIFla

(p<0,05) (Tabela 18).
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sa verovatnocom)

Tabela 18. Povezanost ekspresije pojedina¢nih ITHC markera (u tabeli su prikazane vrednosti y2-testa

JAGL N NOTCH3  HIFla VEGF VEGFR1

JAGLC/IM 11,571 (0,000) 0,235 (0,610) 0,611 (0,387) 7,490 (0,005) 7,673 (0,005)
JAGL N 0,151 (0,671) 0,939 (0,327) 0,025 (0,826) 2,878 (0,079)
JAGLCIMiN 0,043 (0,798) 0,660 (0,382) 2,600 (0,094) 1,934 (0,158)
JAGL C/M ili N 0,000 (0,859) 2,501 (0,099) 6,858 (0,009) 0,000 (0,855)
NOTCHS3 4,001 (0,040) 3,137 (0,068) 5,045 (0,022)
HIFla 3,241 (0,065) 11,106 (0,001)
VEGF 40,326 (0,000)

4.7 Recidivantnost karcinoma mokracne beSike

Tokom perioda praéenja, recidiv se javio kod ukupno 221 pacijenata (36,1%). Najveci
broj pacijenata (59,3%) je imao samo jedan recidiv. Najveci broj zabelezenih recidiva je
iznosio tri, i to kod 57 pacijenata (25,8%). U prvoj godini nakon dijagnoze recidiv se javio kod
146 (23,8%) pacijenata, a u prve dve godine kod 192 (31,3%) pacijenta. Prosecno vreme pojave
prvog recidiva je bilo nakon 9 (5-18) meseci.

Pojava recidiva u prvoj godini nakon dijagnoze je bila ¢eS¢a kod mladih pacijenata
(p<0,01), LG UKMB (p<0,001), nizeg pT stadijuma (p<0,05) i pacijenata kod kojih je bezbolna
hematurija prvi simptom bolesti (p<0,05). Recidivi su bili ¢es¢i kod pacijenata lecenih sa TUR,
a redi kod pacijenata leCenih sa TUR+BCG, radioterapijom 1 radikalnom cistektomijom
(p<0,01). Prosec¢no javljanje recidiva u prvoj godini je bilo nakon 6 (4-9) meseci (Tabela 19).

Pojava recidiva u prvoj godini nakon dijagnoze je bila ¢eS¢a kod UKMB koji ne
eksprimiraju NOTCH3 (p<0,05) (Tabela 20).

Univarijantnom binarnom logisti¢kom regresionom analizom je izdvojen niz prediktora
pojave recidiva u prvoj godini: mlada Zivotna dob, LG, superficijalni tumori, hematurija kao
prvi simptom UKMB, kao i odsustvo ekspresije NOTCH3. U multivarijantnom modelu koji
predvida pojavu recidiva sa udelom od 4,0-6,0% (x*=24,263, p<0,001), utvrdena su tri
nezavisna prediktora pojave recidiva u prvoj godini nakon dijagnoze. Sa svakih 10 godina
starosti, rizik od pojave recidiva u prvoj godini se smanjuje 1,3 puta (p<0,01). LG UKMB 1,6
puta ¢esce daju recidiv ve¢ u prvoj godini (p<0,05). Kod pacijenata kod kojih se karcinom
najpre manifestovao bezbolnom hematurijom verovatnoca je 1,8 puta veéa (p<0,05) (Tabela
21).
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Tabela 19. Osnovne karakteristike pacijenata i uzoraka urotelnog karcinoma mokraéne besike u

odnosu na pojavu recidiva u prvoj godini nakon dijagnoze

Ne Da £ ili 2+ il
Z*** (p)
Starost (godine) 67,3139,39  64,25+10,73 3,101 (0,002)*

Pol (muski) 361 (77,3%) 110 (75,3%) 0,142 (0,653)**
Gradus (HG) 218 (46,7%)  45(30,8%) 10,782 (0,001)**
Stadijum (invazivni) 114 (24,4%) 24 (16,4%) 3,609 (0,053)**
pT pTa 139 (29,8%) 52 (35,6%) 1,964 (0,049)***
stadijum pT1 214 (45,8%) 70 (47,9%)

pT2 86 (18,4%) 18 (12,3%)

pT3 18 (3,9%) 4 (2,7%)

pT4 10 (2,1%) 2 (1,4%)
Divergentna diferencijacija (da) 54 (11,6%) 18 (12,3%) 0,011 (0,770)**
Glandularna diferencijacija (da) 9 (1,9%) 3(2,1%) 0,000 (1,000)**
Mikrocisti¢na diferencijacija (da) 8 (1,7%) 1 (0,7%) 0,257 (0,694)**
Skvamozna diferencijacija (da) 39 (8,4%) 14 (9,6%) 0,088 (0,616)**
Carcinoma in situ (da) 32 (6,9%) 5 (3,4%) 1,739 (0,164)**
Pusenje (da) 166 (69,5%) 47 (58,8%) 2,633 (0,099)**
IzloZenost karcinogenima (da) 31 (6,6%) 15 (10,3%) 1,627 (0,152)**
Bezbolna hematurija kao prvi simptom (da) 385 (82,4%) 132 (90,4%) 4,763 (0,019)**
Dizuri¢ne tegobe kao prvi simptom (da) 62 (13,3%) 12 (8,2%) 2,225 (0,111)**
Pozitivna porodi¢na anamneza (da) 51 (10,9%) 18 (12,3%) 0,102 (0,653)**
UKMB u porodi¢noj anamnezi (da) 13 (2,8%) 5 (3,4%) 0,014 (0,779)**
Endemsko podruéje za BEN (da) 53 (11,3%) 21 (14,4%) 0,700 (0,313)**
Terapija TUR 101 (21,6%) 93 (63,7%) 22,290 (0,002)**

TUR+BCG 200 (42,8%)  15(10,3%)

Parcijalna resekcija 7 (1,5%) 3(2,1%)

Radikalna cistektomija 56 (12,0%) 12 (8,2%)

Hemioterapija 15 (3,2%) 5 (3,4%)

Radioterapija 56 (12,0%) 11 (7,5%)

Hemioterapija + radioterapija 20 (4,3%) 5 (3,4%)

Radikalna cistektomija + 12 (2,6%) 2 (1,4%)

hemioterapija/radioterapija

* Studentov t-test; ** y?-test; *** Man-Vitnijev U-test

Tabela 20. Ekspresija analiziranih IHC markera i gustina malih krvnih sudova u odnosu na pojavu

recidiva u prvoj godini nakon dijagnoze

Ne Da ¥** ili Z** (p)
JAG1 C/M (pozitivna ekspresija) 256 (55,2%) 82 (56,6%) 0,038 (0,848)*
JAG1 N (pozitivna ekspresija) 376 (81,2%) 113 (77,9%) 0,560 (0,402)*
JAG1 C/M i N (pozitivna ekspresija) 198 (42,8%) 56 (38,6%) 0,618 (0,387)*
JAG1 C/M i N (negativna ekspresija) 30 (6,5%) 6 (4,1%) 0,698 (0,419)*
NOTCH3 (pozitivna ekspresija) 292 (64,3%) 76 (53,1%) 5,276 (0,018)*
HIF1a (pozitivna ekspresija) 152 (32,5%) 50 (34,2%) 0,079 (0,762)*
VEGF (pozitivna ekspresija) 315 (67,5%) 103 (70,5%) 0,359 (0,542)*

VEGRL1 (pozitivna ekspresija)

312 (66,8%)

105 (71,9%)

1,110 (0,265)*

MVD na 2mm?

121,5 (92,5-180,0) 122,0 (101,2-174,2) 0,192 (0,848)**

* y2-test; ** Man-Vitnijev U-test
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Tabela 21. Binarna logisticka regresiona analiza prediktora pojave recidiva u prvoj godini

Univarijantna

Multivarijantna

OR(95%ClzaOR) p OR(95%ClzaOR) p
Starost (godine) 0,969 (0,951-0,988) 0,001 0,975 (0,956-0,994) 0,009
Gradus (HG) 0,509 (0,343-0,756) 0,001 0,639 (0,422-0,965) 0,033
Stadijum (invazivni) 0,609 (0,375-0,990) 0,046
Bezbolna hematurija kao 1. simptom (da) 2,008 (1,102-3,660) 0,023 1,844 (1,001-3,398) 0,050
NOTCHS3 (pozitivna ekspresija) 0,629 (0,430-0,921) 0,017 0,724 (0,489-1,073) 0,108

Univarijantnom Cox-regresionom analizom jednogodi$njeg prezivljavanja bez recidiva

dobijeni su slede¢i prediktori: starija zivotna dob, visok gradus tumora, odsustvo bezbolne

hematurije kao prvog simptoma i pozitivna ekspresija NOTCH3 (Slika 26). Kao nezavisni

prediktori u multivarijantom modelu (¥*=21,302, p<0,01) kraéeg jednogodisnjeg

prezivljavanja bez recidiva, dobijeni su mlada zivotna dob (p<0,01) i bezbolna hematurija kao

prvi simptom (p<0,05) (Tabela 22).

Tabela 22. Cox-regresiona analiza jednogodi$njeg prezivljavanja bez recidiva

Univarijantna

Multivarijantna

HR (95% CI za HR) p HR (95% Cl za HR) p
Starost (godine) 0,974 (0,959-0,990) 0,001 0,978 (0,962-0,994) 0,007
Gradus (HG) 0,596 (0,419-0,847) 0,004 0,721 (0,502-1,037) 0,078
Bezbolna hematurija kao prvi simptom (da) 1,841 (1,061-3,194) 0,030 1,756 (1,011-3,050) 0,046
NOTCH3 (pozitivna ekspresija) 0,703 (0,506-0,977) 0,036 0,795 (0,568-1,112) 0,180

o
@
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Kumulativno preZivljavanje
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1
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0.0+

Vreme (meseci)

MNOTCH3 ekspresija

—Inegativna
—i -pozitivna

# negativna-censored
O pozitivna-censored

Slika 30. Kaplan-Majerova kriva jednogodisnjeg prezivljavanja bez recidiva u odnosu na ekspresiju

NOTCH3
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Pojava recidiva u prve dve godine nakon dijagnoze je bila ¢e$¢a kod mladih pacijenata
(p<0,01) LG UKMB (p<0,01), superficijalnih tumora (p<0,01), odnosno nizeg pT stadijuma
(p<0,01), koji su bili izlozeni karcinogenima (p<0,01), imali hematuriju kao prvi simptom
(p<0,01) i pozitivnu UKMB porodi¢nu anamnezu (p<0,05). Takode, recidivi su bili ¢es¢i kod
pacijenata leCenih sa TUR, a redi kod pacijenata leCenih sa TUR+BCG, radioterapijom i
radikalnom cistektomijom (p<0,001). Prosecno javljanje recidiva u prve dve godine je bilo
nakon 9,6+6,3 meseci (Tabela 23).

Pojava recidiva u prve dve godine nakon dijagnoze nije bila u statisti¢ki znacajnoj vezi

ni sa jednim ispitivanim IHC markerom niti sa gustinom malih krvnih sudova (Tabela 24).

Tabela 23. Osnovne karakteristike pacijenata i uzoraka urotelnog karcinoma mokraéne besike u

odnosu na pojavu recidiva u prve dve godine nakon dijagnoze

Ne Da t* ili 2> ili
Z*** (p)

Starost (godine) 67,33+19,31  64,95£10,64 2,659 (0,008)*
Pol (muski) 324 (77,0%) 147 (76,6%) 0,000 (0,918)**
Gradus (HG) 198 (47,0%) 65(33,9%) 8,816 (0,003)**
Stadijum (invazivni) 110 (26,1%) 28 (14,6%) 9,424 (0,002)**
pT pTa 122 (29,0%) 69 (35,9%) 2,850 (0,004)***
stadijum pT1 189 (44,9%) 95 (49,5%)

pT2 83 (19,7%) 21 (10,9%)

pT3 17 (4,0%) 5 (2,6%)

pT4 10 (2,4%) 2 (1,0%)
Divergentna diferencijacija (da) 49 (11,6%) 23 (12,0%) 0,000 (0,893)**
Glandularna diferencijacija (da) 9 (2,1%) 3 (1,6%) 0,026 (0,762)**
Mikrocisti¢na diferencijacija (da) 8 (1,9%) 1 (0,5%) 0,912 (0,286)**
Skvamozna diferencijacija (da) 34 (8,1%) 19 (9,9%) 0,346 (0,443)**
Carcinoma in situ (da) 26 (6,2%) 11 (5,7%) 0,001 (1,000)**
Pusenje (da) 150 (69,8%) 63 (60,6%) 2,270 (0,128)**
IzloZenost karcinogenima (da) 23 (5,5%) 23 (12,0%) 7,155 (0,007)**
Bezbolna hematurija kao prvi simptom (da) 344 (81,7%) 173(90,1%) 6,413 (0,008)**
Dizuri¢ne tegobe kao prvi simptom (da) 57 (13,5%) 17 (8,9%) 2,303 (0,109)**
Pozitivna porodi¢na anamneza (da) 43 (10,2%) 26 (13,5%) 1,148 (0,270)**
UKMB u porodi¢noj anamnezi (da) 8 (1,9%) 10 (5,2%) 3,969 (0,036)**
Endemsko podrudje za BEN (da) 44 (10,5%) 30 (15,6%) 2,856 (0,082)**
Terapija TUR 98 (23,3%) 126 (65,6%) 41,721 (0,000)**

TUR+BCG 167 (39,7%) 18 (9,4%)

Parcijalna resekcija 7 (1,7%) 3 (1,6%)

Radikalna cistektomija 56 (13,3%) 12 (6,3%)

Hemioterapija 13 (3,1%) 7 (3,6%)

Radioterapija 51 (12,1%) 16 (8,3%)

Hemioterapija + radioterapija 17 (4,0%) 8 (4,2%)

Radikalna cistektomija + 12 (2,9%) 2 (1,0%)

hemioterapija/radioterapija

* Studentov t-test; ** y?-test; *** Man-Vitnijev U-test
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Tabela 24. Ekspresija analiziranih IHC markera i gustina malih krvnih sudova u odnosu na pojavu
recidiva u prvoj godini nakon dijagnoze

Ne Da * ili Z** (p)
JAG1 C/M (pozitivna ekspresija) 228 (54,5%) 110 (57,6%) 0,493 (0,539)*
JAG1 N (pozitivna ekspresija) 339 (81,3%) 150 (78,5%) 0,471 (0,442)*
JAG1 C/M i N (pozitivna ekspresija) 177 (42,4%) 77 (40,3%) 0,165 (0,658)*
JAG1 C/M i N (negativha ekspresija) 28 (6,7%) 8 (4,2%) 1,068 (0,269)*
NOTCH3 (pozitivna ekspresija) 262 (64,1%) 106 (56,4%) 2,893 (0,085)*
HIF1a (pozitivna ekspresija) 140 (33,3%) 62 (32,3%) 0,020 (0,853)*
VEGF (pozitivha ekspresija) 283 (67,2%) 135 (70,3%) 0,447 (0,456)*
VEGRI (pozitivna ekspresija) 285 (67,7%) 132 (68,8%) 0,028 (0,852)*
MVD na 2mm? 120,0 (92,0-180,0) 127,0 (100,5-185,0) 0,709 (0,478)**

* y2-test; ** Man-Vitnijev U-test

Univarijantnom binarnom logistickom regresionom analizom je izdvojen niz prediktora
pojave recidiva u prve dve godine: mlada zivotna dob, LG, superficijalni tumori, odnosno nizi
pT stadijum, izlozenost karcinogenima, bezbolna hematurija kao prvi simptom bolesti, kao i
pozitivna porodi¢na anamneza specificna UKMB. U multivarijantnom modelu koji predvida
pojavu recidiva sa udelom od 5,0-7,1% (x?=31,613, p<0,001), utvrdena su dva nezavisna
prediktora pojave recidiva. Hematurija kao prvi simptom poveéava verovatno¢u 1,9 puta
(p<0,05), dok pozitivha UKMB porodi¢na anamneza povecava verovatnocu 2,8 puta (p<0,05)
(Tabela 25).

Tabela 25. Binarna logisticka regresiona analiza prediktora pojave recidiva u prve dve godine

Univarijantna Multivarijantna
OR (95% CI za OR) p OR (95% ClI za OR) p
Starost (godine) 0,976 (0,959-0,993) 0,006 0,985 (0,967-1,003) 0,099
Gradus (visok) 0,576 (0,404-0,822) 0,002 0,769 (0,507-1,166) 0,217
Stadijum (invazivni) 0,483 (0,306-0,762) 0,002 0,655 (0,387-1,110) 0,116
pT stadijum (pTa-pT4) 0,739 (0,602-0,908) 0,004
IzloZenost karcinogenima (da) 2,355 (1,286-4,314) 0,006 1,804 (0,959-3,392) 0,067

Bezbolna hematurija kao prvi simptom (da) 2,038 (1,195-3,477) 0,009 1,945 (1,122-3,373) 0,018
Pozitivna UKMB porodi¢na anamneza (da) 2,837 (1,102-7,304) 0,031 2,752 (1,042-7,262) 0,041

Univarijantnom Cox-regresionom analizom dvogodis$njeg prezivljavanja bez recidiva
dobijeni su sledeci prediktori: starija zivotna dob, visok gradus tumora, odsustvo hematurije
kao prvog simptoma i pozitivna ekspresija NOTCH3. Kao nezavisni prediktori u
multivarijantom modelu (}¥*=21,302, p<0,01) kraceg dvogodisnjeg prezivljavanja bez recidiva,
dobijeni su mlada Zivotna dob (p<0,01) 1 bezbolna hematurija kao prvi simptom (p<0,05)
(Tabela 26).
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Tabela 26. Cox-regresiona analiza dvogodis$njeg prezivljavanja bez recidiva

Univarijantna Multivarijantna
HR (95% CIl za HR) p HR (95% CIl za HR) p
Starost (godine) 0,974 (0,959-0,990) 0,001 0,978 (0,962-0,994) 0,007
Gradus (visok) 0,596 (0,419-0,847) 0,004 0,721 (0,502-1,037) 0,078
Bezbolna hematurija kao prvi simptom (da) 1,841 (1,061-3,194) 0,030 1,756 (1,011-3,050) 0,046
NOTCH3 (pozitivna ekspresija) 0,703 (0,506-0,977) 0,036 0,795 (0,568-1,112) 0,180

Pojava recidiva tokom celog perioda pracenja je bila ¢es¢a kod pacijenata sa tumorma
nizeg gradusa (p<0,01) koji su superficijalni (p<0,001), odnosno nizeg pT stadijuma (p<0,001),
kod pacijenata izloZenih karcinogenima (p<0,001), koji su imali bezbolnu hematuriju kao prvi
simptom (p<0,01). Takode, recidivi su bili ¢es¢i kod pacijenata leCenih sa TUR+BCG, a redi
kod pacijenata leCenih sa TUR, radioterapijom i radikalnom cistektomijom sa/bez
radio/hemioterapije (p<0,001) (Tabela 27).

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u ekspresiji analiziranih IHC markera (JAGI,
NOTCHS3, HIFla, VEGF, VEGFR1) i gustine malih krvnih sudova u odnosu na pojavu
recidiva (Tabela 28).

Univarijantnom binarnom logistickom regresionom analizom je izdvojen niz prediktora
pojave recidiva tokom petogodi$njeg pracenja: LG UKMB, superficijalni tumori, odnosno nizi
pT stadijum, ekspozicija karcinogenima, hematurija kao prvi simptom UKMB, kao i u odnosu
na TUR+BCG, kao naj¢es¢i vid terapije, manja verovatnoca recidiva je bila kod pacijenata
leCenih sa TUR, radioterapijom ili radikalnom cistektomijom sa radio/hemoterapijom. U
multivarijantnom modelu koji predvida pojavu recidiva sa udelom od 10,2-14,0% (3?=65,939,
p<0,001), nezavisni prediktori pojave recidiva su bezbolna hematurija kao prvi simptom i vid
terapije. Pacijenti kod kojih je hematurija bila prvi simptom, verovatno¢a pojave recidiva je
1,9 puta veca (p<0,05). U odnosu na pacijente leCene sa TUR+BCG, pacijenti leceni sa TUR
imaju 3,8 puta manju verovatnoc¢u recidiva (p<0,001), a oni leceni radikalnom cistektomijom

3,2 puta manju verovatnoc¢u (p<0,01) (Tabela 29).
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Tabela 27. Osnovne karakteristike pacijenata i uzoraka urotelnog karcinoma mokraéne besike u

odnosu na pojavu recidiva

Ne Da t ili y2** ili Z***
(%)

Starost (godine) 37,13+9,24  65,61+10,68 1,782 (0,076)*
Pol (muski) 302 (77,0%) 169 (76,5%) 0,004 (0,921)**
Gradus (HG) 186 (47,4%) 77 (34,8%) 8,662 (0,003)**
Stadijum (invazivni) 107 (27,3%) 31 (14,0%) 13,513 (0,000)**
pT pTa 111 (28,3%) 80 (36,2%) 3,398 (0,001)***
stadijum pT1 174 (44,4%) 110 (49,8%)

pT2 80 (20,4%) 24 (10,9%)

pT3 17 (4,3%) 5 (2,3%)

pT4 10 (2,6%) 2 (0,9%)
Divergentna diferencijacija (da) 48 (12,2%) 24 (10,9%) 0,145 (0,695)**
Glandularna diferencijacija (da) 9 (2,3%) 3 (1,4%) 0,252 (0,551)**
Mikrocisti¢na diferencijacija (da) 7)1,8%) 2 (0,9%) 0,271 (0,500)**
Skvamozna diferencijacija (da) 34 (8,7%) 19 (8,6%) 0,000 (1,000)**
Carcinoma in situ (da) 22 (5,6%) 15 (6,8%) 0,168 (0,598)**
Pusenje (da) 137 (70,3%) 76 (61,3%) 2,357 (0,113)**
IzloZenost karcinogenima (da) 19 (4,8%) 27 (12,2%) 10,024 (0,001)**
Bezbolna hematurija kao prvi simptom (da) 319 (81,4%) 198 (89,6%) 6,613 (0,008)**
Dizuri¢ne tegobe kao prvi simptom (da) 54 (13,8%) 20 (9,0%) 2,545 (0,094)**
Pozitivna porodi¢na anamneza (da) 38 (9,7%) 31 (14,0%) 2,240 (0,111)**
UKMB u porodi¢noj anamnezi (da) 8 (2,0%) 10 (4,5%) 2,250 (0,087)**

Endemsko podruéje za BEN (da)

41 (10,5%)

33 (14,9%)

2,259 (0,121)**

Terapija TUR 93 (23,7%) 23 (10,4%)
TUR+BCG 146 (37,2%) 147 (66,5%)
Parcijalna resekcija 7 (1,8%) 3 (1,4%)
Radikalna cistektomija 55 (14,0%) 13 (5,9%)
Hemioterapija 13 (3,3%) 7 (3,2%)
Radioterapija 49 (12,5%) 18 (8,1%)
Hemioterapija + radioterapija 17 (4,3%) 8 (3,6%)
Radikalna cistektomija + 12 (3,1%) 2 (0,9%)

hemio/radioterapija

52,713 (0,000)**

* Studentov t-test; ** y?-test; *** Man-Vitnijev U-test

Tabela 28. Ekspresija analiziranih IHC markera i gustina malih krvnih sudova u odnosu na pojavu

recidiva

Ne Da ¥** ili Z** (p)
JAG1 C/M (pozitivha ekspresija) 211 (54,2%) 127 (57,7%) 0,557 (0,445)*
JAG1 N (pozitivna ekspresija) 316 (81,4%) 173 (78,6%) 0,536 (0,397)**
JAG1 C/M i N (pozitivna ekspresija) 165 (42,5%) 89 (40,5%) 0,170 (0,669)*
JAG1 C/M i N (negativna ekspresija) 27 (6,9%) 9 (4,1%) 1,572 (0,210)*
NOTCH3 (pozitivna ekspresija) 245 (64,5%) 123 (56,7%) 3,225 (0,066)*
HIF1a (pozitivna ekspresija) 132 (33,7%) 70 (31,7%) 0,173 (0,655)*
VEGF (pozitivna ekspresija) 262 (66,8%) 156 (70,6%) 0,752 (0,367)*
VEGR1 (pozitivna ekspresija) 260 (66,3%) 157 (71,0%) 1,235 (0,242)*

MVD na 2mm?

120,0 (91,5-171,5) 130,0 (101,0-190,0)

1,107 (0,268)**

* y2-test; ** Man-Vitnijev U-test
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Tabela 29. Binarna logisti¢ka regresiona analiza prediktora pojave recidiva

Univarijantna Multivarijantna
OR (95% Cl za OR) p OR (95% Cl za OR) p
Gradus (HG) 0,592 (0,421-0,832) 0,003 0,915 (0,596-1,406) 0,686
Stadijum (invazivni) 0,435 (0,280-0,675) 0,000 0,746 (0,409-1,360) 0,339
pT stadijum (pTa-pT4) 0,701 (0,574-0,856) 0,001
Ekspozicija karciongenima (da) 2,732 (1,482-5,039) 0,001 1,848 (0,973-3,512) 0,061

Bezbolna hematurija kao prvi simptom 1,970 (1,194-3,252) 0,008 1,861 (1,101-3,146) 0,020
(da)

Terapija (vs. TUR 0,246 (0,147-0,409) 0,000 0,260 (0,155-0,436) 0,000
TUR+BCG) parcijalna resekcija 0,426 (0,108-1,678) 0,222 0,579 (0,141-2,382) 0,449
radikalna cistektomija 0,235 (0,123-0,448) 0,000 0,316 (0,150-0,666) 0,002
hemioterapija 0,535 (0,207-1,379) 0,195 0,585 (0,219-1,564) 0,285
radioterapija 0,365 (0,203-0,656) 0,001 0,511 (0,251-1,040) 0,064
hemioterapij+ 0,467 (0,196-1,117) 0,087 0,685 (0,266-1,769) 0,435

radioterapija
radikalna cistektomija+ 0,166 (0,036-0,753) 0,020 0,216 (0,046-1,027) 0,054
radio/hemioterapija

Univarijantnom Cox-regresionom analizom izdvojeni su faktori rizika za nastanak
recidiva: nepusaci, ekspozicija karcinogenima, bezbolna hematurija kao prvi simptom i
pojedini vidovi terapije u odnosu na TUR+BCG. Kao nezavisni prediktori u multivarijantom
modelu (¥?=28,025, p<0,01) dobijeno je da pusenje smanjuje verovatnoéu 1,6 puta (p<0,01),
kao i da lecenje sa TUR, u odnosu na TUR+BCG, smanjuje rizik 2,2 puta (p<0,01) (Tabela
30).

Tabela 30. Cox-regresiona analiza prezivljavanja bez recidiva

Univarijantna Multivarijantna
HR (95% CI za HR) p HR (95% CI za HR) p
Pusenje (da) 0,653 (0,455-0,939) 0,021 0,615 (0,426-0,888) 0,010
IzloZenost karcinogenima (da) 1,725 (1,153-2,581) 0,008 1,506 (0,942-2,409) 0,087

Bezbolna hematurija kao prvi 1,684 (1,093-2,594) 0,018 1,788 (0,961-3,327) 0,066
simptom (da)

Terapija TUR 0,359 (0,231-0,558) 0,000 0,462 (0,264-0,806) 0,007
(vs. Parcijalna resekcija 0,909 (0,290-2,852) 0,870 1,595 (0,499-5,101) 0,431
TUR+BCG) Radikalna cistektomija 0,482 (0,273-0,851) 0,012 0,431 (0,173-1,074) 0,071
Hemioterapija 0,843 (0,395-1,801) 0,660 0,341 (0,084-1,394) 0,134
Radioterapija 0,58 (0,402-1,076) 0,095 1,025 (0,540-1,945) 0,939
Hemioterapija + 0,830 (0,406-1,695) 0,608 1,201 (0,435-3,318) 0,723
radioterapija
Radikalna cistektomija 0,393 (0,097-1,590) 0,190 0,000 0,963

+ hemio/radioterapija
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Tabela 31. Broj recidiva tokom perioda pra¢enja u odnosu na osnovne karakteristike pacijenata i

uzoraka urotelnog karcinoma mokraéne beSike

Broj recidiva (N) p* ili Z**
0 1 2 3 ili 2*** (p)
Starost (godine) 67,11+9,24  65,90+9,61 64,38+11,38 65,75+12,64 -0,041
(0,315)*
Pol (muski) 303 (77,1%) 105 (80,2%) 21 (65,6%) 42 (73,7%) 0,502
(0,616)**
Gradus (HG) 185 (47,1%) 57 (43,5%) 6 (18,8%) 15 (26,3%) 3,307
(0,001)**
Stadijum (invazivni) 106 (27,0%) 22 (16,8%) 5 (15,6%) 5 (8,8%) 3,691
(0,000)**
pT pTa 111 (28,2%) 39 (29,8%) 17 (53,1%) 24 (42,1%) -0,149
stadijum pT1 176 (44,8%) 70(53,4%) 10(31,3%) 28 (49,1%) (0,000)*
pT2 80 (20,4%) 15 (11,5%) 5 (15,6%) 4 (7,0%)
pT3 16 (4,1%) 5 (3,8%) 0 (0,0%) 1(1,8%)
pT4 10 (2,5%) 2 (1,5%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Divergentna diferencijacija 48 (12,2%) 16 (12,2%) 4 (12,5%) 4 (7,0%) 0,667
(da) (0,505)**
Glandularna diferencijacija 9 (2,3%) 3 (2,3%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1,302
(da) (0,302)**
Mikrocisti¢na diferencijacija 7 (1,8%) 2 (1,5%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1,037
(da) (0,300)**
Skvamozna diferencijacija 34 (8,7%) 11 (8,4%) 4 (12,5%) 4 (7,0%) 0,021
(da) (0,983)**
Carcinoma in situ (da) 22 (5,6%) 12 (9,2%) 0 (0,0%) 3 (5,3%) 0,268
(0,789)**
Pusenje (da) 136 (70,1%) 41 (62,1%) 13 (59,1%) 23 (62,2%) 1,533
(0,125)**
IzloZenost karcinogenima (da) 20 (5,1%) 8 (6,1%) 6 (18,8%) 12 (21,1%) 3,813
(0,000)**
Bezbolna hematurija kao prvi 320 (81,4%) 120 (91,6%) 28 (87,5%) 49 (86,0%) 2,357
simptom (da) (0,018)**
Dizuri¢ne tegobe kao prvi 54 (13,7%) 9 (6,9%) 3 (9,4%) 8 (14,0%) 1,354
simptom (da) (0,176)**
Pozitivna porodi¢na 38 (9,7%) 15 (11,5%) 5 (15,6%) 11 (19,3%) 1,970
anamneza (da) (0,049)**
UKMB u porodi¢noj 8 (2,0%) 4 (3,1%) 1(3,1%) 5 (8,8%) 2,143
anamnezi (da) (0,032)**
Endemsko podrucje za BEN 41 (10,4%) 18 (13,7%) 5 (15,6%) 10 (17,5%) 1,786
(da) (0,074)**
Terapija TUR 93 (23,7%) 17 (13,0%) 4 (12,5%) 2 (3,5%) 74,248
TUR+BCG 148 (37,7%) 80(61,1%) 20(62,5%) 45 (78,9%)  (0,000)***
Parcijalna resekcija 7 (1,8%) 1 (0,8%) 2 (6,3%) 0 (0,0%)
Radikalna 54 (13,7%) 11 (8,4%) 1(3,1%) 2 (3,5%)
cistektomija
Hemioterapija 13 (3,3%) 1 (0,8%) 3(9,4%) 3 (5,3%)
Radioterapija 49 (12,5%) 15 (11,5%) 2 (6,3%) 1(1,8%)
Hemioterapija + 17 (4,3%) 4 (3,1%) 0 (0,0%) 4 (7,0%)
radioterapija
Radikalna 12 (3,1%) 2 (1,5%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

cistektomija +
hemio/radioterapija

* Spirmanov test korelacije; ** Man-Vitnijev U-test; *** y?-test
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Veci broj recidiva je bio povezan sa LG UKMB (p<0,001), superficijalnim tumorima
(p<0,001), odnosno nizim pT stadijumom (p<0,001), izlozenos¢u karcinogenima (p<0,001),
bezbolnom hematurijom kao prvim simptomom (p<0,05), pozitivnom porodi¢nom
anamnezom (p<0,05) i pozitivnom specificnom porodi¢nom anamnezom za UKMB (p<0,05)
i vidom terapije — najvise kod lec¢enih sa TUR+BCG i hemioterapijom (p<0,001) (Tabela 31).

Nije utvrdena statisticki znaCajna povezanost izmedu ekspresije analiziranih IHC
markera (JAG1, NOTCHS3, HIFla, VEGF, VEGFR1) i gustine malih krvnih sudova sa
pojavom recidiva (Tabela 32).

Tabela 32. Broj recidiva tokom perioda pracenja u odnosu na analizirane IHC markere i gustinu malih

krvnih sudova

Broj recidiva (N) Z* ili p** (p)
0 1 2 3

JAG1 C/M 212 (54,4%) 73 (56,2%) 19 (59,4%) 34 (59,6%) 0,845 (0,398)*
(pozitivna)

JAGL1 N (pozitivna) 317 (81,5%) 99 (76,2%) 26 (81,3%) 47 (82,5%) 0,619 (0,536)*
JAG1C/MiN 166 (42,7%) 48 (36,9%) 15 (46,9%) 25 (43,9%) 0,343 (0,732)*
(pozitivna)

JAG1C/MiN 27 (6,9%) 6 (4,6%) 2 (6,3%) 1(1,8%) 1,506 (0,132)*
(negativna)

NOTCH3 245 (64,3%) 75 (58,6%) 15 (48,4%) 33 (57,9%) 1,813 (0,070)*
(pozitivna)

HIF1o (pozitivna) 132 (33,6%) 43 (32,8%) 10 (31,3%) 17 (29,8%) 0,526 (0,599)*
VEGF (pozitivna) 263 (66,9%) 95 (72,5%) 21 (65,6%) 39 (68,4%) 0,722 (0,471)*
VEGR1 (pozitivna) 262 (66,7%) 94 (71,8%) 21 (65,6%) 40 (70,2%) 0,856 (0,392)*
MVD na 2mm? 120,0 (91,8- 121,0(89,5- 152,0 (128,2- 128,5(114,8- 0,097 (0,202)**

171,2) 200,2) 240,5) 161,5)

* Man-Vitnijev U-test; ** Spirmanov test korelacije

Univarijantnom standardnom linearnom regresionom analizom su izdvojeni prediktori
veceg broja recidiva: LG UKMB, superficijalni tumori, odnosno nizi pT stadijum, izloZenost
karcinogenima, pozitivna porodi¢na anamenza i porodi¢na anamneza specifi¢na za UKMB. S
obzirom na to da je pT stadijum imao vecu prediktivnu vrednost od invazivnosti tumora, a
specificna pozitivna porodi¢na anamneza vecu prediktivnu vrednost u odnosu na pozitivhu
porodi¢nu anamnezu koja je ukljucivala i druge bolesti pored karcinoma mokraéne beSike, ove
dve promenljive su iskljucene iz multivarijantnog modela. Kao nezavisni prediktori u
multivarijantom modelu (F=10,543, p<0,001) koji predvida 5,9% varijanse broja recidiva,
dobijeni su izloZenost karcinogenima (p<0,001) i pozitivna porodi¢na anamneza za UKMB

(p<0,05) (Tabeca 33).
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Tabela 33. Standardna linearna regresiona analiza prediktora broja recidiva

Univarijantna Multivarijantna
B (95% ClI za B) p B (95% Cl za B) p
Gradus (HG) -0,287 (-0,437—0,136) 0,000 -0,143 (-0,327-0,041) 0,128
Stadijum (invazivni) -0,331 (-0,510—0,152) 0,000
pT stadijum (pTa-pT4) -0,167 (-0,250—0,083) 0,000, -0,093 (-0,194-0,009) 0,075
IzloZenost karcinogenima (da) 0,671 (0,389-0,952) 0,000 0,581 (0,299-0,862) 0,000

Pozitivna porodi¢na anamneza (da) 0,274 (0,037-0,512) 0,024
UKMB u porodi¢noj anamnezi (da) 0,587 (0,142-1,032) 0,010 0,547 (0,113-0,982) 0,014

4.8 UKkupno prezivljavanje

U periodu do 5 godina nakon uklju¢ivanja u istrazivanje, umrlo je ukupno 256 (41,8%)
pacijenta, od toga je u 178 slucaja (69,5%), smrt bila direktna posledica UKMB. Smrt se
prosecno javljala nakon 23,65+14,32 meseci.

Ukupan mortalitet je bio povezan sa starijom zivotnom dobi pacijenata (p<0,001),
muskim polom (p<0,05), HG UKMB (p<0,001), invazivnim tumorima (p<0,001), odnosno
visSim pT stadijumom (p<0,001), tumorima sa divergentnom diferencijacijom (p<0,001),
glandularnom (p<0,05) ili skvamoznom (p<0,001), ali bez mikrocisti¢ne diferencijacije
(p<0,05), zatim odsustvo pusenja (p<0,01) ili izloZenosti karcinogenima (p<0,001), dizuri¢énim
tegobama kao 1. simptomom (p<0,01) 1 odsustvom pozitivne porodi¢ne anamneze (p<0,01).
Takode, smrtnost je bila veca kod pacijenata leCenih radikalnom cistektomijom, parcijalnom
resekcijom, radioterapijom, hemioterapijom sa radioterapijom i radikalnom cistektomijom sa
hemio/radioterapijom, a manja kod pacijenata le¢enih sa TUR+BCG (p<0,001). Osim toga,
preminuli pacijenti ¢eS¢e nisu imali recidive (p<0,001), odnosno u prvoj (p<0,001) ili prve dve
godine (p<0,001) ili su imali manji broj recidiva (p<0,001) (Tabela 34).

Mortalitet je bio viSi medu pacijentima sa pozitivnom tumorskom ekspresijom
NOTCH3 (p<0,01), odnosno manja kod tumora sa pozitivnom ekspresijom HIF1a (p<0,01) i
VEGFR1 (p<0,05) (Tabela 35).

Univarijantnom binarnom logistickom regresionom analizom je izdvojen niz prediktora
mortaliteta: veca starost, muski pol, HG, invazivni tumori, odnosno vi§i pT stadijum,
divergentna diferencijacija, glandularna ili skvamozna, odsustvo etioloskih faktora kao §to su
pusenje ili ekspozicija karcinogenima, dizuri¢ne tegobe kao prvi simptom, negativna porodi¢na
anamneza, svi vidovi terapije u odnosu na TUR+BCG, odsustvo recidiva (ukljucujuéi i pojavu
u prvoj ili prve dve godine nakon dijagnoze) ili manji broj recidiva, pozitivna ekspresija
NOTCH3 i negativna ekspresija HIF1a i VEGFR1, kao i veca gustina malih krvnih sudova. U
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multivarijantnom modelu koji sa udelom od 42,8-57,9% predvida pojavu smrtnog ishoda
(x?=178,029, p<0,001), izdvojeno je 6 nezavisnih prediktora mortaliteta. Sa svakih 10 godina
vece starosti bolesnika, rizik se povecava 1,7 puta (p<0,01). Visok gradus tumora je povezan
sa 3,5 puta ve¢im rizikom (p<0,001). Sa svakim visim pT stadijumom rizik se povecava 2,2
puta (p<0,01). Nepusaci suu 2,7 puta ve¢em riziku od smrtnog ishoda (p<0,01). Recidivantnost
smanjuje rizik 4,6 puta (p<0,001). U odnosu na lecenje sa TUR+BCG, kod pacijenata leCenih
parcijalnom reskecijom rizik je 9,3 puta veéi (p<0,05), radikalnom cistektomijom 6,2 puta veci

(p<0,01), radioterapijom 8,1 puta veéi (p<0,01) (Tabela 36).

Tabela 34. Osnovne karakteristike pacijenata i uzoraka urotelnog karcinoma mokraéne besike u

odnosu na ukupan mortalitet

Ne Da t* ili y2** ili Z***
()

Starost (godine) 63,89+10,47  70,33+7,30 8,971 (0,000)*
Pol (muski) 263 (73,7%) 208 (81,3%) 4,397 (0,033)**
Gradus (HG) 89 (24,9%) 174 (68,0%) 110,986 (0,000)**
Stadijum (invazivni) 24 (6,7%) 114 (44,5%) 120,016 (0,000)**
pT pTa 165 (46,2%) 26 (10,2%) 12,290 (0,000)***
stadijum pT1 168 (47,1%) 116 (45,3%)

pT2 19 (5,3%) 85 (33,2%)

pT3 3(0,8%) 19 (7,4%)

pT4 2 (0,6%) 10 (3,9%)
Divergentna diferencijacija (da) 28 (7,8%) 44 (17,2%) 11,673 (0,001)**
Glandularna diferencijacija (da) 3 (0,8%) 9 (3,5%) 4,253 (0,034)**
Mikrocisti¢na diferencijacija (da) 9 (2,5%) 0 (0,0%) 4,923 (0,012)**
Skvamozna diferencijacija (da) 18 (5,0%) 35 (13,7%) 12,986 (0,000)**
Carcinoma in situ (da) 16 (4,5%) 21 (8,2%) 3,014 (0,060)**
Pusenje (da) 140 (72,5%) 73 (57,9%) 6,683 (0,008)**
IzloZenost karcinogenima (da) 39 (10,9%) 7 (2,7%) 13,252 (0,000)**

Bezbolna hematurija kao prvi simptom (da)

308 (86,3%)

209 (81,6%)

2,086 (0,143)**

Dizuri¢ne tegobe kao prvi simptom (da) 32 (9,0%) 42 (16,4%) 7,095 (0,008)**
Pozitivna porodi¢na anamneza (da) 51 (14,3%) 18 (7,0%) 7,145 (0,006)**
UKMB u porodi¢noj anamnezi (da) 12 (3,4%) 6 (2,3%) 0,243 (0,629)**

Endemsko podruéje za BEN (da)

39 (10,9%)

35 (13,7%)

0,817 (0,317)**

Terapija TUR

68 (19,0%)

48 (18,8%)

TUR+BCG

245 (68,6%)

48 (18,8%)

206,013 (0,000)**

Parcijalna resekcija 3 (0,8%) 7 (2,7%)

Radikalna cistektomija 15 (4,2%) 53 (20,7%)
Hemioterapija 12 (3,4%) 8 (3,1%)

Radioterapija 8 (2,2%) 59 (23,0%)
Hemioterapija + radioterapija 4 (1,1%) 21 (8,2%)
Radikalna cistektomija 2 (0,6%) 12 (4,7%)
hemio/radioterapija

Recidiv (da) 171 (47,9%) 50 (19,5%) 50,818 (0,000)**

Recidiv u prvoj godini (da)

108 (30,3%)

38 (14,8%)

18,668 (0,000)**

Recidiv u prve dve godine (da)

145 (40,6%)

47 (18,4%)

33,306 (0,000)**

Recidiv (N)

0,0 (0,0-1,0)

0,0 (0,0-0,0)

7,425 (0,000)***

* Studentov t-test; ** y?-test; *** Man-Vitnijev U-test
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Tabela 35. Ekspresija analiziranih IHC markera i gustina malih krvnih sudova u odnosu na mortalitet

Ne Da * ili Z** (p)
JAG1 C/M (pozitivna ekspresija) 194 (54,8%) 144 (56,5%) 0,106 (0,741)*
JAGL N (pozitivna ekspresija) 280 (79,1%) 209 (82,3%) 0,763 (0,352)*
JAG1 C/M i N (pozitivna ekspresija) 142 (40,1%) 112 (44,1%) 0,807 (0,359)*
JAG1 C/M i N (negativha ekspresija) 22 (6,2%) 14 (5,5%) 0,040 (0,732)*
NOTCH3 (pozitivna ekspresija) 200 (57,0%) 168 (68,3%) 7,357 (0,006)*
HIF1a (pozitivna ekspresija) 134 (37,5%) 68 (26,6%) 7,635 (0,005)*
VEGF (pozitivna ekspresija) 237 (66,4%) 181 (70,7%) 1,089 (0,291)*
VEGFRL1 (pozitivna ekspresija) 255 (71,4%) 162 (63,3%) 4,183 (0,035)*
MVD na 2mm? 115,0 (90,5-160,0) 130,0 (100,0-201,0) 1,824 (0,068)**

* 4 2-test; ** Man-Vitnijev U-test

Tabela 36. Binarna logisti¢ka regresiona analiza prediktora mortaliteta

Univarijantna Multivarijantna

OR (95% CI za OR) p OR (95% Cl za OR) p

Starost (godine) 1,080 (1,059-1,101) 0,000 1,055 (1,013-1,098) 0,010

Pol (Zenski) 0,646 (0,436-0,956) 0,029

Gradus (HG) 6,390 (4,478-9,118) 0,000 3,501 (1,679-7,032) 0,001

Stadijum (invazivni) 11,139 (6,879-18,038) 0,000

pT stadijum (pTa-pT4) 4,255 (3,231-5,604) 0,000 2,218 (1,312-3,750) 0,003

Divergentna diferencijacija (da) 2,439 (1,473-4,038) 0,001

Glandularna diferencijacija (da) 4,300 (1,152-16,042) 0,030

Skvamozna diferencijacija (da) 2,983 (1,648-5,398) 0,000 1,811 (0,631-5,196) 0,269

Pusenje (da) 0,521 (0,324-0,838) 0,007 0,376 (0,183-0,775) 0,008

Ekspozicija karciongenima (da) 0,229 (0,101-0,521) 0,000

Dizuri¢ne tegobe kao prvi simptom

(da)

1,993 (1,220-3,258) 0,006

Pozitivna porodi¢na anamneza (da) 0,454 (0,258-0,797) 0,006 0,561 (0,220-1,430) 0,226

Terapija TUR 3,603 (2,225-5,834) 0,000 1576 (0,700-3,550) 0,272

(vs. Parcijalna resekcija 11,910 (2,974-47,693) 0,000 9,309 (1,053-82,309) 0,045

TUR+BCG) Radikalna cistektomija 18,035 (9,402-34,594) 0,000 6,180 (1,864-20,491) 0,003
Hemioterapija 3,403 (1,321-8,769) 0,011 0,272 (0,039-1,904) 0,190
Radioterapija 37,643 (16,904-83,829) 0,000 8,052 (2,206-29,386) 0,002
Hemioterapija+ 26,797 (8,804-81,564) 0,000 1,639(0,339-7,923) 0,539
radioterapija
Radikalna 30,625 (6,641-141,231) 0,000 6,846 (0,633-74,022) 0,113
cistektomija+
radio/hemioterapija

Recidiv (da) 0,264 (0,182-0,383) 0,000 0,215 (0,102-0,457) 0,000

Recidiv u prvoj godini (da) 0,402 (0,266-0,607) 0,000

Recidiv u prve dve godine (da) 0,329 (0,225-0,481) 0,000

Recidiv (N) 0,437 (0,344-0,556) 0,000

NOTCH3 (pozitivna ekspresija) 1,626 (1,155-2,289) 0,005

HIF1a (pozitivna ekspresija) 0,602 (0,424-0,855) 0,005

VEGFR1 (pozitivna ekspresija) 0,689 (0,489-0,971) 0,033 1,434 (0,714-2,882) 0,311

MVD na 2mm? 1,004 (1,000-1,008) 0,040
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Tabela 37. Cox-regresiona analiza ukupnog prezivljavanja

Univarijantna

Multivarijantna

HR (95% CI za HR) p HR (95% CI za HR) p
Starost (godine) 1,051 (1,036-1,065) 0,000
Pol (Zenski) 0,711 (0,519-0,973) 0,033 0,732 (0,437-1,226) 0,236
Gradus (HG) 4,433 (3,399-5,781) 0,000 2,639 (1,558-4,468) 0,000
Stadijum (invazvni) 5,092 (3,957-6,552) 0,000
pT stadijum (pTa-pT4) 2,181 (1,955-2,434) 0,000 1,500 (1,116-2,015) 0,007
Divergentna diferencijacija (da) 1,976 (1,426-2,737) 0,000
Glandularna diferencijacija (da) 2,518 (1,294-4,901) 0,007 0,417 (0,079-2,202) 0,303
Skvamozna diferencijacija (da) 2,219 (1,552-3,173) 0,000 1,558 (0,896-2,709) 0,117
Carcinoma in situ (da) 1,645 (1,051-2,763) 0,029 0,583 (0,295-1,151) 0,120
Pusenje (da) 0,608 (0,427-0,866) 0,006 0,404 (0,256-0,638) 0,000
IzloZenost karcinogenima (da) 0,289 (0,136-0,613) 0,001
Dizuri¢ne tegobe kao prvi simptom 1,675 (1,203-2,333) 0,002
(da)
Pozitivna porodi¢na anamneza (da) 0,532 (0,330-0,859) 0,010
Terapija TUR+BCG 3,000 (2,010-4,476) 0,000 1,601 (0,911-2,816) 0,102
(vs. TUR)  Parcijalna resekcija 7,779 (3,518-17,200) 0,000 5,077 (1,691-15,245) 0,004
Radikalna cistektomija 9,038 (6,102-13,387) 0,000 2,522 (1,334-4,769) 0,004
Hemioterapija 2,955 (1,398-6,248) 0,005 0,464 (0,105-002,043) 0,310
Radioterapija 10,561 (7,175-15,546) 0,000 2,627 (1,400-4,927) 0,003
Hemioterapija + 9,815 (5,852-16,461) 0,000 2,458 (0,956-6,317) 0,062
radioterapija
Radikalna cistektomija 9,715 (5,142-16,461) 0,000 3,045 (0,819-11,313) 0,096
+ hemio/radioterapija
Recidiv (da) 0,305 (0,224-0,416) 0,000 0,289 (0,178-0,468) 0,000
Recidiv u prvoj godini (da) 0,442 (0,313-0,624) 0,000
Recidiv u prve dve godine (da) 0,369 (0,269-0,507) 0,000
Recidiv (N) 0,470 (0,381-0,580) 0,000
NOTCH3 (pozitivna ekspresija) 1,497 (1,144-1,958) 0,003 1,482 (0,952-2,308) 0,081
HIF1a (pozitivna ekspresija) 0,650 (0,493-0,858) 0,002
VEGFR1 (pozitivna ekspresija) 0,736 (0,571-0,949) 0,018
MVD na 2mm? 1,003 (1,000-1,005) 0,023
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Slika 31. Kaplan-Majerova kriva ukupnog prezivljavanja u odnosu na ekspresiju NOTCH3
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Slika 32. Kaplan-Majerova kriva ukupog prezivljavanja u odnosu na ekspresiju HIF 1o
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Slika 33. Kaplan-Majerova kriva ukupnog prezivljavanja u odnosu na ekspresiju VEGFRI1

4.9 UKMB SPECIFICNI MORTALITET

Od ukupno 256 umrlih (41,8%), u 178 slucaja (69,5%) smrt je smatrana direktnom
posledicom karcinoma mokraéne beSike. Ostali poznati uzroci smrti su bili: kardiovaskularne
i cerebrovaskularne bolesti (12,9%), druge maligne bolesti (6,2%), starost (7,0%) i trauma
(1,6%). UKMB-specificna smrt je prose¢no nastupala 19,5 (12,0-28,0) meseci nakon
dijagnoze.

UKMB-specifican mortalitet je bio povezan sa starijom Zivotnom dobi pacijenata
(p<0,001), invazivnim tumorima (p<0,001), odnosno visim pT stadijumom (p<0,001), HG

UKMB (p<0,001), UKMB sa divergentnom diferencijacijom (p<0,001), pre svega
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skvamoznom (p<0,001), sa CIS (p<0,05), zatim odsustvom pusenja (p<0,01) ili izloZzenosti

karcinogenima (p<0,01), klinickom prezentacijom dizuricnim tegobama kao prvim

simptomom (p<0,01), a ne bezbolnom hematurijom (p<0,05). Takode, smrtnost je bila veca

kod pacijenata lecenih radikalnom cistektomijom, parcijalnom resekcijom, radioterapijom,

hemioterapijom sa radioterapijom i radikalnom cistektomijom sa hemio/radioterapijom, a

manja kod pacijenata leCenih sa TUR ili TUR+BCG (p<0,001). Osim toga, preminuli pacijenti

¢esce nisu imali recidive (p<0,001), odnosno u prvoj (p<0,001) ili prve dve godine (p<0,001),

ili su imali manji broj recidiva (p<0,001) (Tabela 38).

Tabela 38. Osnovne karakteristike pacijenata i uzoraka urotelnog karcinoma mokraéne besike u

odnosu na UKMB-specifi¢ni mortalitet

Ne

Da

t ili y2** ili Z*** (p)

Starost (godine)

65,34+10,52

69,62+6,93

5,922 (0,000)*

Pol (muski) 328 (75,4%) 143 (80,3%) 1,462 (0,207)**
Gradus (HG) 120 (27,6%) 143 (80,3%) 141,339 (0,000)**
Stadijum (invazivni) 37 (8,5%) 101 (56,7%) 465,722 (0,000)**
pT pTa 187 (43,0%) 4 (2,2%) 13,497 (0,000)***
stadijum pT1 211 (48,5%) 73 (41,0%)

pT2 27 (6,2%) 77 (43,3%)

pT3 5 (1,1%) 17 (9,6%)

pT4 5 (1,1%) 7 (3,9%)
Divergentna diferencijacija (da) 37 (8,5%) 35 (19,7%) 14,111 (0,000)**
Glandularna diferencijacija (da) 6 (1,4%) 6 (3,4%) 1,676 (0,117)**
Mikrocisti¢na diferencijacija (da) 9 (2,1%) 0 (0,0%) 2,444 (0,065)**
Skvamozna diferencijacija (da) 25 (5,7%) 28 (15,7%) 14,700 (0,000)**
Carcinoma in situ (da) 20 (4,6%) 17 (9,6%) 4,625 (0,025)**
Pusenje (da) 161 (71,2%) 52 (55,9%) 6,301 (0,009)**
IzloZenost karcinogenima (da) 41 (9,4%) 5 (2,8%) 7,042 (0,004)**
Bezbolna hematurija kao prvi simptom (da) 376 (96,4%) 141 (79,2%) 4,458 (0,028)**
Dizurija kao prvi simptom (da) 41 (9,4%) 33 (18,5%) 9,045 (0,003)**
Pozitivna porodi¢na anamneza (da) 55 (12,6%) 14 (7,9%) 2,429 (0,093)**
UKMB u porodi¢noj anamnezi (da) 13 (3,0%) 5 (2,8%) 0,000 (1,000)**

Endemsko podruéje za BEN (da)

49 (11,3%)

25 (14,0%)

0,677 (0,341)**

Terapija TUR

100 (23,0%)

21 (11,8%)

TUR+BCG 272 (62,5%) 16 (9,0%)
Parcijalna resekcija 4 (0,9%) 6 (3,4%)

Radikalna cistektomija 25 (5,7%) 43 (24,2%)
Hemioterapija 13 (3,0%) 7 (3,9%)

Radioterapija 13 (3,0%) 54 (30,3%)
Hemioterapija + radioterapija 6 (1,4%) 19 (10,7%)
Radikalna cistektomija + 2 (0,5%) 12 (6,7%)

hemio/radioterapija

259,707 (0,000)**

Recidiv (da)

184 (42,3%)

37 (20,8%)

24,431 (0,000)**

Recidiv u prvoj godini (da) 120 (27,6%) 26 (14,6%) 11,023 (0,001)**
Recidiv u prve dve godine (da) 157 (36,1%) 35 (19,7%) 15,095 (0,000)**
Recidiv (N) 0,0(0,0-1,0)0 0,0 (0,0-0,0) 5,287 (0,000)***

* Studentov t-test; ** y?-test; *** Man-Vitnijev U-test
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UKMB-specifi¢ni mortalitet je bio visi medu pacijentima sa pozitivnom tumorskom

ekspresijom NOTCH3 (p<0,01), odnosno manja kod tumora sa pozitivnom ekspresijom

VEGFR1 (p<0,05) (Tabela 39).

Tabela 39. Ekspresija analiziranih IHC markera i gustina malih krvnih sudova u odnosu na UKMB-

specifi¢ni mortalitet

Ne Da * ili Z** (p)
JAG1 C/M (pozitivna ekspresija) 238 (55,2%) 100 (56,2%) 0,016 (0,858)*
JAG1 N (pozitivna ekspresija) 347 (80,5%) 142 (80,2%) 0,000 (1,000)*
JAG1 C/Mi N (pozitivna ekspresija) 178 (41,3%) 76 (42,9%) 0,079 (0,718)*
JAG1 C/Mii N (negativna ekspresija) 24 (5,6%) 12 (6,7%) 0,136 (0,574)*
NOTCHS3 (pozitivna ekspresija) 247 (58,0%) 121 (70,8%) 7,896 (0,004)*
HIF1a (pozitivna ekspresija) 152 (34,9%) 50 (28,1%) 2,383 (0,108)*
VEGF (pozitivna ekspresija) 289 (66,4%) 129 (72,5%) 1,852 (0,153)*
VEGFR1 (pozitivna ekspresija) 309 (71,0%) 108 (60,7%) 5,766 (0,013)*

MVD na 2mm?
* y2-test; ** Man-Vitnijev U-test

118,0 (91,0-160,0) 1315 (99,2-201,8) 1,652 (0,098)**

Univarijantnom binarnom logistickom regresionom analizom je izdvojen niz prediktora
UKMB-specificnog mortaliteta: veca starost, visi pT stadijum, visok gradus, prisustvo
divergentne diferencijacije, pre svega skvamozne, prisustan carcinoma in situ, odsustvo
pusenja ili ekspozicije karcinogenima kao etioloSki faktori, dizurija kao prvi simptom, a ne
bezbolna hematurija, svi vidovi terapije u odnosu na TUR+BCG, odsustvo recidiva
(uklju€ujuéi 1 pojavu u prvoj ili prve dve godine nakon dijagnoze) ili manji broj recidiva,
pozitivna ekspresija NOTCH3 i negativna ekspresija VEGFR1, kao i ve¢a gustina malih krvnih
sudova. U multivarijantnom modelu koji sa udelom od 37,4-53,6% predvida pojavu smrtnog
ishoda (¥*=146,792, p<0,001), izdvojeno je 7 nezavisnih prediktora mortaliteta. Visok gradus
tumora je povezan sa 2,5 puta ve¢im rizikom (p<0,05). Invazivnost tumora nosi 3,9 puta veci
rizik (p<0,01). Prisustvo carcinoma in situ smanjuje rizik 5,0 puta (p<0,05). Nepusaci su u 3,3
puta ve¢em riziku od smrtnog ishoda (p<0,01). Sa svakim novim recidivom rizik se smanjuje
1,8 puta (p<0,01). U odnosu na lecenje sa TUR+BCG, kod pacijenata leCenih parcijalnom
reskecijom rizik je 10,7 puta veci (p<0,05), radikalnom resekcijom 3,6 puta veci (p<0,05),
radioterapijom 13,4 puta veéi (p<0,001), a radikalnom cistektomijom sa hemio/radioterapijom
59,5 puta veéi (p<0,05). Pozitivna ekspresija NOTCH3 u tumoru povecava verovatnocu
UKMB-specificnog smrtnog ishoda 2,7 puta (p<0,05) (Tabela 40).
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Tabela 40. Binarna logisticka regresiona analiza prediktora UKMB-specifi¢nog mortaliteta

Univarijantna Multivarijantna

OR (95% ClI za OR) p OR (95% ClI za OR) p
Starost (godine) 1,050 (1,029-1,071) 0,000 1,026 (0,984-1,070) 0,226
Gradus (visok) 10,725 (7,010-16,406) 0,000 2,524 (1,163-5,478) 0,019
Stadijum (invazivni) 14,110 (9,008-22,101) 0,000 3,935 (1,572-9,845) 0,003
pT stadijum (pTa-pT4) 5,090 (3,763-6,884) 0,000
Divergentna diferencijacija (da) 2,633 (1,597-4,31) 0,000
Skvamozna diferencijacija (da) 3,061 (1,730-5,418) 0,000 1,484 (0,527-4,179) 0,455
Carcinoma in situ (da) 2,191 (1,119-4,289) 0,022 0,202 (0,052-0,783) 0,021
Pusenje (da) 0,512 (0,310-0,845) 0,009 0,302 (0,140-0,651) 0,002
Ekspozicija karciongenima (da) 0,278 (0,108-0,715) 0,008
Bezbolna hematurija kao prvi 0,598 (0,380-0,942) 0,027
simptom (da)
Dizurija kao prvi simptom (da) 2,187 (1,331-3,593) 0,002 0,424 (0,119-1,505) 0,184
Terapij TUR 2,072 (1,040-4,130) 0,038 1,003 (0,392-2,564) 0,995
a (vs. Parcijalna resekcija 19,429 (5,083-74,256) 0,000 10,740 (1,052-109,605) 0,045
TUR+ Radikalna cistektomija 22,278 (11,476-43,248) 0,000 3,611 (1,249-10,443) 0,018
BCG) Hemioterapija 6,974 (2,514-19,350) 0,000 1,102 (0,181-6,713) 0,916
Radioterapija 53,802 (25,394-113,989) 0,000 13,433 (3,479-51,865) 0,000
Hemioterapija+ 41,016 (14,797-113,693) 0,000 2,620 (0,477-14,397) 0,268
radioterapija
Radikalna cistektomija+ 77,714 (16,308-370,338) 0,000 59,507 (3,334-1062,194) 0,017
radio/hemioterapija
Recidiv (da) 0,358 (0,238-0,539) 0,000
Recidiv u prvoj godini (da) 0,449 (0,282-0,716) 0,001
Recidiv u prve dve godine (da) 0,433 (0,285-0,658) 0,000
Recidiv (N) 0,492 (0,376-0,643) 0,000 0,553 (0,357-0,856) 0,008
NOTCH3 (pozitivna ekspresija) 1,754 (1,197-2,569) 0,004 2,721 (1,194-6,201) 0,017
VEGFRL1 (pozitivna ekspresija) 0,629 (0,437-0,906) 0,013 0,647 (0,313-1,339) 0,240
MVD na 2mm? 1,004 (1,000-1,007) 0,047

Univarijantnom Cox-regresionom analizom izdvojeni su faktori rizika za smrtni

dogadaj uzrokovan UKMB: veca starosna dob, muski pol, invazivni tumori, visi pT stadijum,
HG UKMB, prisustvo divergentne diferencijacije, glandularne ili skvamozne, carcinoma in
situ, odsustvo pusenja i izlozenosti karcinogenima, negativna porodi¢na anamneza, dizurija
kao prvi simptom UKMB, odusutvo recidiva (u prvoj, prve dve ili pet godina nakon dijagnoze)
ili manji broj recidiva, pozitivna ekspresija NOTCH3 (Slika 31), a negativna ekspresija HIF1a
(Slika 32) i VEGFRL1 (Slika 33), kao i veca gustina malih krvnih sudova. Osim toga, svi vidovi
leCenja u poredenju sa TUR+BCG skracuju prezivljavnje. Kao nezavisni prediktori u
multivarijantom modelu (}°=190,671, p<0,001) dobijeni su visok gradus tumora (HR=3,1,
p<0,001), visi T stadijum (HR=1,4, p<0,05), odsustvo carcinoma in situ (HR=2,2, p<0,05),
nepusaci (HR=2,3, p<0,001), odsustvo recidiva (HR=2,5, p<0,001), pozitivna ekspresija
NOTCH3 (HR=1,8, p<0,05), kao i razli¢iti vidovi terapije u odnosu na TUR+BCG — parcijalna
resekcija (HR=8,4, p<0,001), radikalna cistektomija (HR=3,2, p<0,01), radioterapija (HR=4,6,
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p<0,001),

radio/hemioterapijom (HR=8,2, p<0,01) (Tabela 41).

radioterapija+hemioterapija (HR=3,4, p<0,05) i

Tabela 41. Cox-regresiona analiza UKMB-specifi¢nog prezivljavanja

radikalna cistektomija sa

Univarijantna

Multivarijantna

HR (95% CI za HR) p HR (95% CIl za HR) p
Starost (godine) 1,041 (1,024-1,058) 0,000
Gradus (HG) 8,126 (5,601-11,790) 0,000 3,060 (1,674-5,594) 0,000
Stadijum (invazvni) 7,907 (5,845-10,697) 0,000
pT stadijum (pTa-pT4) 2,522 (2,227-2,856) 0,000 1,414 (1,012-1,976) 0,042
Divergentna diferencijacija (da) 2,241 (1,547-3,248) 0,000
Glandularna diferencijacija (da) 2,336 (1,034-5,277) 0,041
Skvamozna diferencijacija (da) 2,534 (1,691-3,798) 0,000
Carcinoma in situ (da) 1,863 (1,129-3,074) 0,015 0,457 (0,210-0,993) 0,048
Pusenje (da) 0,557 (0,370-0,839) 0,005 0,427 (0,272-0,669) 0,000
IzloZenost karcinogenima (da) 0,301 (0,124-0,733) 0,008
Bezbolna hematurija kao prvi 0,653 (0,454-0,938) 0,021
simptom (da)
Dizurija kao prvi simptom (da) 1,889 (1,294-2,758) 0,001
Terapija TUR+BCG 2,274 (1,186-4,358) 0,013 1,463 (0,699-3,062) 0,312
(vs. TUR) Parcijalna resekcija 15,028 (6,062-37,257) 0,000 8,369 (2,651-26,417) 0,000
Radikalna cistektomija 16,190 (9,586-27,343) 0,000 3,181 (1,456-6,947) 0,004
Hemioterapija 5,809 (2,469-13,670) 0,000 0,791 (0,177-3,535) 0,758
Radioterapija 20,614 (12,390-34,294) 0,000 4,643 (2,322-9,245) 0,000
Hemioterapija + 18,814 (10,074-35,139) 0,000 3,354 (1,161-9,689) 0,025
radioterapija
Radikalna cistektomija + 20,665 (10,131-42,151) 0,000 8,187 (1,963-34,144) 0,004
hemio/radioterapija
Recidiv (da) 0,345 (0,240-0,496) 0,000 0,398 (0,237-0,668) 0,001
Recidiv u prvoj godini (da) 0,444 (0,293-0,674) 0,000
Recidiv u prve dve godine (da) 0,415 (0,287-0,602) 0,000
Recidiv (N) 0,486 (0,378-0,623) 0,000
NOTCH3 (pozitivna ekspresija) 1,666 (1,199-2,317) 0,002 1,761 (1,026-3,025) 0,040
HIF1a (pozitivna ekspresija) 0,708 (0,511-0,982) 0,039 1,346 (0,829-2,184) 0,230
VEGFR1 (pozitivna ekspresija) 0,671 (0,497-0,907) 0,009 0,733 (0,462-1,163) 0,187
MVD na 2mm? 1,003 (1,000-1,005) 0,037
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Slika 34. Kaplan-Majerova kriva UKMB-specifi¢nog prezivljavanja u odnosu na ekspresiju NOTCH3
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Slika 35. Kaplan-Majerova kriva UKMB-specifi¢nog prezivljavanja u odnosu na ekspresiju HIF1a
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Slika 36. Kaplan-Majerova kriva UKMB-specifi¢nog prezivljavanja u odnosu na ekspresiju VEGFR1
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Diskusija

5 DISKUSIJA

Karcinom mokraéne besike je deveti po uéestalosti karcinom u svetu. Cest je malignitet
starije populacije, a tri Cetvrtine pacijenata su muskarci. Urotelni karcinom je naj¢esci
histoloski tip i ¢ini skoro 95% svih karcinoma mokra¢ne besike. Papilarni tumori nastaju od
hiperplasti¢cne promene, uglavnom su niskog histoloSkog gradusa sa intaktnom bazalnom
membranom (pTa) ili sa invazijom subepitelnog tkiva, ali bez invazije miSi¢nog sloja (pT1).
Klini¢ki se prezentuju Cestim recidivima i malom verovatno¢om progresije u visok histoloski
gradus. Infiltrativni, nepapilarni tumori se razvijaju na terenu teske displazije ili in Situ
karcinoma (CIS), karakteriSsu se visokim histoloskim gradusom (HG) i afinitetom za
penetraciju bazalne membrane 1 miSi¢nog sloja. Klini¢ki pokazuju agresivno ponaSanje i
tendenciju ranom metastaziranju. Najvazniji faktori koji uti¢u na prognozu obolelih od
karcinoma mokraéne beSike su stadijum bolesti, histoloski gradus, histoloska varijanta i
prisustvo limfovaskularne invazije. Ipak, molekularna heterogenost karcinoma mokraéne
besike je jedan od razloga razlicite prezentacije tumora, na po¢etku bolesti i u svakom slede¢em
recidivu, kao i varijabilnog odgovora na terapiju.

Neoangiogeneza je klju¢ni proces tokom razvoja malignog oboljenja, progresije i
pojave metastaza. Gustina malih krvnih sudova (MVD) direktan je pokazatelj angiogenih
aktivnosti u tumoru, povezana je sa klini¢ko-patoloskim karakteristikama i utice na prognozu
kod pacijenata sa UKMB. Vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF) ima glavnu ulogu u
formiranju novih krvnih sudova, obavljaju¢i svoju funkciju vezivanjem za receptore
(VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3, VEGFR4). Visoki nivoi VEGF u serumu i urinu kod
pacijenata sa neinvazivnim UKMB ukazuju na dubinu invazije, kra¢e vreme do sledeceg
recidiva i goru prognozu. U ovom istrazivanju VEGF se eksprimirao u 418 uzoraka, ali je
njegovo prisustvo znacajno povezano samo sa uzorcima iz BEN regija i nepusac¢ima.

VEGFRI je lazni receptor za VEGF, kompetitivno vezuje VEGF u odnosu na pravi
VEGFR?2 receptor, dok se VEGFR3 eksprimira dominantno na endotelnim ¢elijama limfatika,
reaguje na stimulaciju VEGF, ali je klju¢ni medijator u limfangiogenezi. VEGF signali koji su
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najvazniji za migraciju i proliferaciju endotelnih ¢elija mogu biti utiSani ukoliko se aktivira
NOTCH signalni put, koji limitiraju¢i transkripciju VEGF receptora moze kontrolisati
nastajanje novih krvnih sudova. U tumorima u kojima se pojac¢ano eksprimira VEGFRI,
angiogeneza je limitirana uprkos poja¢anom stvaranju VEGF. Tumori u kojima se pojacano
eksprimiraju HIF1a, VEGFR1, VEGF i NOTCHS3, su hipoksi¢ni a angiogeni switch je u
blokadi od strane laznog VEGFR1 receptora i antiangiogene dominacije NOTCH3 receptora.
Tumorske celije u pocetku uspevaju da opstanu u takvoj sredini, prelaze na anaerobni
metabolizam, a kad ne uspeju da se adaptiraju na novonastale uslove mikrookoline, beze iz
hipoksi¢ne sredine sticanjem EMT karakteristika. Proces EMT je jedinstveni proces u kome
epitelne ¢elije podlezu izuzetnim morfolos§kim promenama i kaldrmasti epitelni izgled menjaju
u elongirani, fibroblastni/mezenhimalni fenotip, $to im omogucava pojacanu pokretljivost i
invaziju (161). Tokom dobijanja EMT karakteristika, celije gube epitelne Celijsko-Celijske
spojeve, nastaje reorganizacija citoskeleta 1 eksprimiraju se proteini promoteri celijsko-
¢elijskih kontakata kao §to su Ecadherin i y-catenin, mezenhimalni markeri, kao $to su
vimentin, fibronectin, a-smooth muscle actin, N-cadherin i pojacava se aktivnost matriksnih
metaloproteinaza $to sve zbirno vodi u invazivniji fenotip (162). Tako nastaju najpre ¢elije sa
HG Kkarakteristikama, invazivniji i na kraju metastatski klonovi. Prekomerna ekspresija
VEGFR1 ukazuje na agresivniji klon tumorskih ¢elija, pojavu recidiva i udaljenih metastaza,
kao i krate vreme prezivljavanja pacijenata. U ovoj studiji je 417 UKMB eksprimiralo
VEGFR1, a znacajnije je bio pozitivan kod mladih pacijenata, LG UKMB, pTa i pT1
stadijumima, UKMB bez divergentne diferencijacije 1 pacijenata koji su leceni kombinacijom
TUR i BCG. VEGFRL1 se u ovom istrazivanju izdvojio kao marker dobre prognoze $to se
delimi¢no mozZe objasniti time §to VEGFR 1 poseduje veci afinitet za vezivanje VEGF u odnosu
na VEGFR2, i na taj nacin blokira potentnije receptore tako da angiogeni proces drzi pod
kontrolom i ne dozvoljava nekontrolisano bujanje i migraciju endotelnih ¢elija, a samim tim
ogranicava rast i dalje Sirenje tumora. U studiji na 137 UKMB u pT1 stadijumu utvrdeno je da
bolesnici sa HG UKMB i konkomitantnim CIS imaju ukupno manju stopu prezivljavanja kao
i manju ekspresiju VEGFR1. Bolesnici sa pozitivnim VEGFR1 imaju duzi vremenski period
bez recidiva i duze ukupno prezivljavanje. Istrazivanje je pokazalo da procena VEGFR1
ekspresije moze biti dijagnosti¢ka dopuna za odabir bolesnika sa HG pT1 UKMB, kojima je
neophodno intenzivnije pracenje, posebno ukoliko je prisutan i CIS (163).

Tkivna hipoksija otezava ¢elijsku adaptaciju i klonsku selekciju, doprinosi genetskoj

nestabilnosti 1 potencira epigenetske modifikacije, te se padu koncentracije kiseonika
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opravdano daje uloga glavnog pokretaca u procesu maligne transformacije. U takvoj
hipoksijskoj mikrosredini povecana je ekspresija HIF1a, koji je indirektno, aktivacijom preko
100 razli¢itih gena, odgovoran za nastajanje agresivnijih tumorskih klonova, c¢elijsku
proliferaciju, migraciju i neoangiogenezu. Mnogi HIF1a zavisni geni se u karcinomima vise
eksprimiraju nego u normalnim tkivima, narocito faktori rasta iz VEGF familije. Pojac¢ano
stvaranje HIFla je defanzivna reakcija tumorskih ¢elija na hipoksiju. Prekomerna ekspresija
HIF1la dovodi do povecanog stvaranja VEGF. Rezultat je pojacana angiogeneza. Produkcijom
vece kolic¢ine VEGF od strane tumorskih ¢elija podstaknuta je proliferacija endotelnih éelija i
konacno nicanje novih, mladih krvnih sudova. VEGF se vezuje za VEGFR1 u UKMB sa
prekomernom ekspresijom VEGFR1. U takvoj mikrosredini, vezivanje VEGF za potentniji
receptor VEGFR?2 je ograni¢eno i svedeno na minimum. VEGFR?2 je glavni receptor u procesu
neoangioneze, a vezivanjem VEGF za VEGFRL1 angiogeneza biva umerena ili atenuirana.
HIF1a direktno uti¢e na pojavu HG karakterisika u tumoru i invazivnijeg ponasanja, a sa druge
strane indirektno moze da limitira angiogenezu i otezava Sirenje tumora. U ovom istrazivanju
HIF1a se izdvojio kao dobar prognosticki marker, koji se pojacano eksprimira u papilarnim
LG UKMB, nizeg pT stadijuma, prezentovanih bezbolnom hematurijom. Radijacija moze
indukovati HIF1a kroz ubrzanu translaciju HIF1ao mRNA. Jonizujuca radijacija zahteva NO
koji produkuju makrofagi u tumorskoj mikrookolini i stabilizuje HIF1a kroz S-nitrozilaciju
(164). Tumori koji ne eksprimiraju HIFlo imaju smanjen rast i ne daju pluéne metastaze.
Pojac¢ana ekspresija HIFla utice na gubitak ekspresije E-cadherina, ¢elijsko-Celijskog
athezionog molekula $to omogucava tumorskim ¢elijama lak$u invaziju. Pozitivna ekspresija
HIFla je ucestalija u UKMB pacijenata Zenskog pola, kod pacijenata koji nisu izloZeni
profesionalnim kancerogenima i kod pacijenata sa bezbolnom hematurijom, kao prvim
simptomom UKMB. Ekspresija HIF1a je povezana sa LG UKMB, superficijalnim UKMB i
nizim pT stadijumom u trenutku dijagnoze. Radikalna cistektomija sa ili bez
radioterapije/hemioterapije je znacajno rede neophodna kod UKMB u kojima se eksprimira
HIF1a.

Putem Notcha se $alju vazni signali u celijskoj proliferaciji i diferencijaciji kako
normalnih tako i tumorskih ¢elija. Uloga Notch signalnog puta u kancerogenezi je vrlo
kompleksna i determinisana je tipom tkiva, EMT i signalnim putevima koji su u tom trenutku
aktivirani, tako da krajnji rezultat moze biti ubedljivo proonkogen ili pak tumor supresoran.
Otkriveno je Cetiri NOTCH receptora (NOTCH1-4), od kojih se NOTCH3 dovodi u vezu sa
vaskulogenezom, hipoksijom i inflamacijom. Endotelni JAG1 moze da modulira NOTCH3
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signale potenciraju¢i proangiogeni efekat, proliferaciju tumorskih ¢elija i dediferencijaciju
tumora. NOTCH3 se aktivira u hipoksiji,a NOTCH3-HIF1a. interakcija dovodi do hiposkijom
indukovane rezistencije na radioterapiju. Prekomerna ekspresija NOTCH3 doprinosi
rezistenciji na hemioterapiju, dok slaba ekspresija NOTCH3 ukazuje na dobar odgovor na
protokole bazirane na cisplatini. Zanimljivo je da se u UKMB Notch signalni put aktivira
potpuno drugacdije kod miSiéno-invazivnih/infiltrativnin i superficijalnih tumora i
eksprimiranje NOTCH3 receptora je potpuno suprotno, sa niskom aktivno$¢u u misiéno-
invazivnim tumorima i vrlo visoke ekspresije u superficijalnim. Uporedujuéi ekspresiju
NOTCH3 u urotelnom karcinomu i normalnom tkivu mokraéne beSike utvrdena je povecana
ekspresija ovog proteina u tumorskim ¢elijama, a prekomerna ekspresija je korelirala sa loSim
ishodom bolesti. Naime, nagomilavanje NOTCH3 receptora na membrani tumorskih ¢elija
moze biti koristan parametar za pracenje pacijenta. Lekovima (vorinostat; inhibitor histonske
deacetilaze) indukovana acetilacija NOTCH3 sprecava celijsku proliferaciju i mogla bi biti
efikasna target terapija kod miSiéno-invazivnih tumora u kojima je prisutna pojacana
ekspresija. Potpuna inaktivacija Notch signalnog puta u stratifikovanim epitelima dovodi do
progresije tumora, au UKMB do pojave invazivnijih ¢elija, sarkomatoidnog fenotipa i polja sa
divergentnom diferencijacijom. Veliki procenat UKMB ima deleciju dugog kraka hromozoma
9, gde su locirani NOTCH1 i JAGGEDZ1, a niski nivoi NOTCH1 i JAG1 povezani su sa kra¢im
ukupnim prezivljavanjem. Smanjena ekspresija NOTCH1 i JAGGEDI1 dovodi se u vezu sa
progresijom papilarnog HG UKMB, narocito u pT1 stadijumu. Ligand JAG1 gradi jacu vezu
sa NOTCH3 receptorom, te se interakcija JAG1-NOTCHS3 sve viSe ispituje u studijama koje
se bave manipulacijama Notch signalnog puta (165-70). Pozitivnha NOTCH3 ekspresija je
povezana sa starijjom Zzivotnom dobi pacijenata i anamnestickim podatkom o odsustvu
ekspozicije na profesionalne kancerogene. Ovo istrazivanje je potvrduje da je visoka ekspresija
NOTCHS3 ucestalija u HG tumorima i UKMB sa konkomitantnim CIS. Ekspresija JAG1
liganda na membrani i u citoplazmi tumorskih ¢elija UKMB je povezana sa starijom Zivotnom
dobi pacijenata 1 visim pT stadijumom UKMB. lako je aberantna, jedarna ekspresija JAG1
liganda prisutna je u 80,4% UKMB, ali nije uofena znacajna povezanost ni sa jednom
karakteristikom UKMB pacijenata i tumora. Potpuno odsustvo JAG1 ekspresije je ucestalije u
UKMB sa divergentnom diferencijacijom. Ekspresija JAG1 na membrani i/ili citoplazmi, bez
aberantne jedarne ekspresije, povezana je sa vecom gustinom malih krvnih sudova. Gustina
malih krvnih sudova u uzorku od 2mm? UKMB je znadajno veéa kod pacijentkinja u odnosu

na pacijente muskog pola, infiltrativnih UKMB, UKMB sa divergentnom diferencijacijom, pre
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svega glandularnom diferencijacijom i prisutnim konkomitantnim CIS. Ve¢a MVD korelira sa
HG karakteristikama tumora, i ukazuje na agresivnije ponasanje iako nije nadena povezanost
sa prezivljavanjem. Prethodne studije su demonstrirale povezanost velike MVD sa HG, vi$im
pT stadijumom i losim ishodom bolesti (171, 172).

Medusobna povezanost ispitivanih signalnih puteva u UKMB ogleda se u povezanoj
ekspresiji HIF1a i VEGF, VEGF i JAG1, VEGFR1 i JAG1, VEGFR1 i NOTCH3, i HIFla i
NOTCHa.

5.1 Prognosticki faktori urotelnog karcinoma mokracne beSike

Familijarna istorija bolesti nema prognosti¢ku vrednost za neinvazivni UKMB (173).
Najvazniji prognosticki parametar za neinvazivni UKMB su histoloski gradus i pojava
recidiva. Kod HG UKMB recidivi se javljaju u 60% i stopa progresije u laminu propriju je
25%, a u muskularis propriju 5%. Multiple ili velike neoplazme (>5cm), prethodni recidivi,
pridruzeni CIS i kraéi vremenski interval bez bolesti su faktori povezani sa ve¢im rizikom od
recidiva UKMB (174). U HG UKMB izrazita nuklearna anaplazija je udruzena sa kraé¢im
vremenom do recidiva i progresije. Multifokalne urotelne neoplazme, ukljucujuci i lokalizacije
van MB koreliraju sa stadijumom progresije i mortalitetom povezanim sa UKMB. Visok Ki-
67 proliferativni indeks u kombinaciji sa ekspresijom p53, moze prdvideti rizik za recidiv i
progresiju, iako se IHC markeri ne rade u rutinskoj praksi (175, 176). Normalno se CK20
eksprimira samo u povrsnom (engl. umbrella-cell) sloju. Abnormalno CK20 bojenje Citave
debljine epitela u UKMB korelira sa recidivom bolesti (177). lako su molekularne studije
poboljsale razumevanje biologije UKMB nijedan marker se nije pokazao dovoljno
prognostickim za ulazak u rutinsku klini¢ku praksu. S obzirom na poznate genetske razlike
izmedu invazivnog i neinvazivnog UKMB, svrstavanje pTa i pT1 neoplazmi u kategoriju
povrsnih UKMB je verovatni uzrok promenljivih i opre¢nih nalaza studije (178).

Zenski pol je povezan sa veéim rizikom za recidiv bolesti, progresiju i mortalitet nakon
primenjene terapije (179, 180). Podaci koji podrzavaju androgenu regulaciju celijske
metabolicke detoksikacije ukazuju na mogucnost pojave dva pogotka da bi se objasnila ¢es¢a
pojava UKMB kod muskaraca, i razli¢ita ekspresija odgovornih enzima za metabolizam
kancerogena, ukljucujuéi i one u dimu cigareta. UKMB se mnogo c¢es¢e javlja kod osoba
muskog pola, Sto je potvrdeno i ovim istrazivanjem na uzorku od 613 tumora. Seksualni

steroidi kao potencijalni mehanizam za nastanak UKMB se mogu objasniti ekspresijom enzima
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5a-reduktaze, koja konvertuje testosteron u potentniji androgen dihidrotestosteron, koji je
otkriven u UKMB. IHC analizom tkivnih mikroareja 224 uzoraka UKMB ustanovljeno je da
se estrogen receptor (ERb izoforma) eksprimira u UKMB u 63%, a ekspresija je rasla sa vi§im
pT stadijumom (181). Kod zena na povecanom riziku za UKMB je primeéeno da imaju N-
acetiltransferaza-2 spori fenotip acetilacije.

Nasuprot ER ekspresiji, ekspresija AR se smanjuje sa povecanjem pT stadijuma.
Ekspresija AR je znacajno niza u pT2 tumorima nego u pTa i pT1 tumorima, i u tumorima
visokog gradusa u odnosu na LG tumore. Gubitak AR/ERa i povecanje ekspresije ERb su
povezani sa UKMB visokog gradusa i viSeg stadijuma. AR uti¢e na regulaciju BCG
indukovane ekspresije IL-6 u ¢elijama UKMB. Mitra i saradnici su utvrdili da nema specifi¢nih
polnih razlika u vremenu prezivljavanja bez recidiva, UKMB-specificnom i ukupnom
prezivljavanju (182). U ovom istrazivanju zenski pacijenti su se ¢es¢e prezentovali u visem pT
stadijumu sa HG tumorima, ali nije pokazan ve¢i rizik za recidiv 1 progresiju bolesti u odnosu
na pol. Rodno specificna anatomska definicija je vazna u pT4 stadijumu bolesti. pT4a kod
muskaraca ukljucuje Sirenje tumora u prostatu, a kod Zena ekstenziju u vaginu ili uterus. Tilki
et al su u studiji na 583 leCenih radikalnom cistektomijom demonstrirali da je Zzenski pol
nezavisno povezan sa znacajno vec¢im rizikom od recidiva bolesti (183). Nedavna meta analiza
na 15 215 pacijenata sa HG pT1 UKMB je pokazala da je Zenski pol povezan sa znac¢ajno
veé¢im rizikom od progresije bolesti, ali ne i sa rizikom od recidiva tumora ili karcinom-
specificnog prezivljavanja (184). Prema podacima GLOBOCAN 2008 baze podataka
povezanost polnih razlika i preZivljavanja zabeleZena je u nekim zemljama, dok u nekima nije
nadena znacajna povezanost (185). Nije nadena statisticki znacajna povezanost UKMB i
izloZenosti poznatim karcinogenima, kao §to je profesionalna ekspozicija u industriji boja,

lakova, metala, naftnih derivata (186).

5.2 Rizik za recidiv urotelnog karcinoma mokraéne beSike

Prognosticka vrednost indeksa proliferacije je proucavana koriS¢enjem brojnih
metodologija. Pokazano je da viSi nivoi ¢elijske proliferacije odredivani konvencionalnim
brojanjem mitoza, flow citometrijom, PCNA labeling-om, i odredivanjem Ki-67 mitotskog
indeksa koreliraju sa povecanim rizikom za recidiv. Mutacije FGFR3 su ¢este u neinvazivnim
LG papilarnim UKMB i povezani su sa nizom stopom recidiva. Mutacije P13K gena su manje

ucCestale i povezane su sa duzim vremenskim intervalom bez recidiva. PTEN delecije su
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povezane sa povecanom stopom recidiva kod pTa UKMB (187). FISH studije u kojima su
detektovane hromozomske alteracije u urinu su takode pokazale sklonost recidivu nakon
resekcije kod pacijenata sa normalnom citologijom urina.

U ovom istrazivanju je prose¢no vreme pojave prvog UKMB recidiva bilo nakon 9
meseci, a 0ko 60% pacijenata je imalo samo jedan recidiv. Pojava recidiva u prvoj godini nakon
dijagnoze je bila ¢es¢a kod mladih pacijenata, pacijenata kod kojih je bezbolna hematurija prvi
simptomom UKMB, LG UKMB i nizeg pT stadijuma. Recidivi su ¢es¢i kod pacijenata lecenih
samo TUR-om, a redi kod pacijenata leCenih sa TUR i intravezikalnom instilacijom BCG,
radioterapijom i radikalnom cistektomijom. Odsustvo ekspresije NOTCH3 ukazuje na pojavu
recidiva u prvoj godini od dijagnoze UKMB. Prediktori jednogodisnjeg prezivljavanja bez
recidiva su starija zivotna dob, odsustvo bezbolne hematurije kao prvog simptoma UKMB i
pozitivna ekspresija NOTCH3. Stavise, nasi rezultati su pokazali da je broj recidiva tokom
perioda pracenja bio bolji prediktor prezivljavanja specificnog za UKMB u poredenju sa
stanjem bez recidiva. Kao potencijalni prediktor prezivljavanja, ukljucili smo ukupan broj
recidiva. Otkrili smo da vec¢i broj recidiva smanjuje rizik od smrti, svaki za 40%. lako bi se
oc¢ekivalo vise recidiva kod pacijenata sa duzim prezivljavanjem, pretpostavljamo da su
recidivi bili razlog ¢eSc¢e interakcije lekara i1 pacijenta i boljeg ukupnog lecenja, $to je dovelo
do duzeg prezivljavanja. Medu svim analiziranim parametrima, samo je incidencija recidiva
bila povezana sa povec¢anim rizikom od novih recidiva. Sli¢ni nalazi su nedavno objavljeni
(188). Ve¢i broj recidiva tokom perioda prac¢enja povezan je sa nizim stadijumom tumora i
pozitivnom porodi¢énom anamnezom.

Nije utvrdena statisticki znacajna povezanost ispitivanih THC markera razlika u
ekspresiji analiziranih THC markera (JAG1, NOTCH3, HIFla, VEGF, VEGFRI1) 1 gustine

malih krvnih sudova u odnosu na pojavu recidiva.

5.3 Rizik za progresiju urotelnog karcinoma mokracne besike

Progresija bolesti je relativno retka kod LG UKMB, a podaci o prognosti¢koj vaznosti
genetskih promena kod ovih tumora nedostaju. Molekularne promene koje su udruZene sa
poveéanim rizikom za progresiju kod pTa UKMB obuhvataju akumulaciju p53, gubitak
nuklearne p63 ekspresije, gubitak membranske ekspresije E-kaderina i RB delecije.
Hromozomske alteracije 3p, 4p, Sp, 5q, 69, 10qg, 18q i LOH 16p13 su takode prediktori
progresije u misi¢no invazivni UKMB (189, 190).
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Ukupan mortalitet od UKMB je povezan je sa starijom zivotnom dobi pacijenata,
muskim polom, invazivnim tumorima, odnosno visim pT stadijumom, HG UKMB, tumorima
sa divergentnom diferencijacijom, glandularnom ili skvamoznom, i konkomitantnim CIS.
Dodatne karakteristike UKMB koje ukazuju na povecani rizik od smrtnog dogadaja su veca
gustina malih krvnih sudova, pozitivna ekspresija NOTCH3 i negativna ekspresija HIFla i
VEGFRI1. Recidivantnost UKMB smanjuje rizik od smrtnog ishoda priblizno 5 puta. lako je
mortalitet znacajno nizi kod pacijenata le¢enih TUR-om i intravezikalnom instilacijom BCG u
odnosu na sve druge terapijske modalitete, ovaj vid le¢enja moze biti dovoljan ukoliko se bolest
nije proSirila. UKMB specifi¢ni mortalitet je povezan sa starijom Zivotnom dobi pacijenata,
muskim polom, dizurijom kao prvim simptomom UKMB, odsustvom recidiva ili manjim
brojem recidiva, invazivnim UKMB, odnosno vi§im pT stadijumom, HG UKMB, UKMB sa
divergentnom diferencijacijom, pre svega skvamoznom, konkomitantnim CIS i vecom MVD.
UKMB specifi¢ni mortalitet je viSi medu pacijentima sa pozitivhom tumorskom ekspresijom
NOTCHS3, a nizi kod tumora sa pozitivhom ekspresijom HIFla i VEGFR1. UKMB le¢eni
TUR-om i intravezikalnom instilacijom BCG imaju nizi UKMB specifi¢ni mortalitet u odnosu

na druge vidove terapije.

5.4 Prognosticki znacaj NOTCH3 u urotelnom karcinomu mokraéne

besike

U hipoksi¢nom okruZenju, Notch signalizacija je ukljuena u regrutovanje pericita,
nicanje mladih krvnih sudova, grananje i kona¢no njihovo sazrevanje. Znacajne studije su
pokazale da aktivirani Notch put pove¢ava moguénost metastaza sa loSim ishodom na osnovu
ukljucenosti u hipoksiju, perfuziju tumora i angiogenezu (191). lako su Rampias i saradnici
ukazali na novu tumor-supresornu Notch ulogu, studije su otkrile da nemaju svi NOTCH
receptori istu ukljuéenost u UKMB (192). Ekspresija NOTCH1 je smanjena u UKMB, $§to
ukazuje na tumor-supresornu ulogu. Naprotiv, pokazano je da NOTCH2 deluje kao onkogen
koji promovise celijsku proliferaciju, agresivnost, EMT i ranu pojavu metastaza (193).
NOTCH3 se aktivira hroni¢nom hipoksijom i dominantno se eksprimira tokom angiogeneze
tumora (194). Kod karcinoma jajnika prekomerna ekspresija NOTCH3 indukuje EMT,
hemorezistenciju i povezana je sa losim ukupnim prezivljavanjem (195). Najnovije istrazivanje
je pokazalo da ekspresija NOTCH3 korelira sa UKMB-specificnim mortalitetom (196). Zhang

je sa kolegama otkrio da je visoka ekspresija NOTCH3 povezana sa loSim prezivljavanjem
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pacijenata, a smanjena NOTCH3 ekspresija sa boljim odgovorom na terapiju cisplatinom.
Stavise, Zhang i njegove kolege su sugerisali da ¢ée smanjenje ekspresije NOTCH3 kori§éenjem
inhibitora histon deacetilaze verovatno postati efikasna terapijska strategija za UKMB (197).
NOTCH3 acetilacija/deacetilacija predstavlja kljuéni regulatorni prekida¢ u kontroli Notch
signalizacije i moze predstavljati pogodnu terapijsku metu u UKMB.

Preko 90% UKMB uzoraka u ovoj studiji je pokazalo odredeni stepen ekspresije
NOTCH3, §to sugeriSe da NOTCH3 ima relevantnu ulogu u UKMB. Do sada najpouzdaniji
prognosticki parametri u patohistoloskom izveStaju su histoloski gradus, prisustvo
limfovaskularne invazije i prate¢i CIS (163). Bez obzira na to §to se UKMB sa divergentnom
diferencijacijom ponasaju agresivnije, nije nadena statisti¢ka povezanost izmedu divergentne
diferencijacije i ekspresije NOTCHS3. Intenzitet ekspresije NOTCH3 je procenjivan na
semikvantitativni na¢in ¢ime je utvrdeno da stepen ekspresije NOTCH3 korelira sa tumorima
visih pT stadijuma i veca pozitivnost bila je povezana sa vec¢im rizikom od UKMB-specifi¢nog
mortaliteta. NOTCH3 je identifikovan kao nezavisni prediktor loSeg ishoda. U skladu sa
objavljenim podacima, utvrdili smo da je ekspresija NOTCH3 povezana sa godinama starosti,
gradusom i pT stadijumom pacijenata za koje se pokazalo da su nezavisni prediktori klinickog
ishoda: specifi¢nog za UKMB, opsteg prezivljavanja pacijenata i bez recidiva. Utvrdeno je da
je bolje ukupno prezivljavanje povezano sa pojavom recidiva i medu pacijentima koji su leceni
TUR-om i intravezikalnom BCG. U skladu sa nasim rezultatima, Thiel i saradnici su pokazali
da BCG terapija smanjuje dugoroc¢ni rizik od recidiva 1 progresije kod visokorizi¢nih
superficijalnih HG UKMB (198). lako u ovoj studiji ekspresija NOTCH3 nije bila statisticki
znacajan prediktor prezivljavanja bez recidiva, nasi rezultati pokazuju da ekspresija NOTCH3
moze biti prognosticki IHC marker za klini¢ko pracenje pacijenata sa UKMB, doprinosedi
individualnijem pristupu odabirom pacijenata koji treba da se podvrgnu kontrolnoj cistoskopiji
nakon kraceg vremenskog interval (196).

Aktuelni terapijski protokoli se baziraju na tumorskoj regresiji, ciljano delujué¢i na
diferentovane tumorske c¢elije koje Cine glavni deo tumora ali poStedujuci retke kancerske
mati¢ne (engl. stem) celijske populacije. Kancerske mati¢ne celije ¢ine malu populaciju
samoodrzivih tumorskih ¢elija sa sposobnoséu samoobnavljanja. Kljuéne su za
hemiorezistentnost i metastaziranje jer eksprimiraju transportere za lekove i DNA repair
mehanizme koji im omogucéavaju da izbegnu citocidni efekat terapije. Najnovija istrazivanja
pokazala su da Notch signali ucestvuju u steCenoj rezistenciji na hemioterapiju jer regulisu

tumorsku mati¢nost (engl. stemness) i doprinose EMT fenotipu (199). Noviji terapijski pristup
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je targetovanje Notch-a da bi se eliminisale kancerske stem ¢elije i EMT ¢elije koje su tipi¢no
rezistentne na lekove i osnova za recidiv bolesti. Kancerske mati¢ne c¢elije ¢ine malu
populaciju samoodrzivih tumorskih celija sa sposobno$¢u samoobnavljanja. Klju¢ne su za
hemiorezistentnost i metastaziranje jer eksprimiraju transportere za lekove i DNA repair
mehanizme koji im omoguéavaju da izbegnu citocidni efekat terapije (200). Eradikacija
tumorskih stem ¢elija je vaZzan cilj onkoloSkog lecenja. Terapijskom manipulacijom Notch
signalima bi se moglo citocidno delovati na diferentovane tumorske celije, a mogle bi biti
unistene 1 kancerske maticne celije, te bi se poboljsao ucinak konvencionalne hemioterapije
(202).

Dopuna patohistoloskog izvestaja, uvodenjem pouzdanog panela imunohistohemijskih
markera omogucila bi molekularnu klasifikaciju UKMB i personalizovan pristup u pra¢enju
pacijenata i odabiru terapije. Pacijenti na pove¢anom riziku za recidiv i progresiju bolesti bili
bi intenzivnije kontrolisani, ili pak ranije razmatrani za radikalnu cistektomiju, dok bi se kod
pacijenata sa malim rizikom cistoskopije svele na minimum. Intenzivnijim pra¢enjem i
trimodalnim pristupom u leenju (TUR, BCG, radioterapija’hemioterapija) pT2 UKMB

pacijenata, mogla bi se i duze ocuvati funkcionalna MB i odloziti radikalna cistektomija.
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6 ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata ovog istrazivanja, mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

e Pozitivna ekspresija HIF1a je ucestalija u UKMB pacijenata zenskog pola, kod pacijenata
koji nisu izloZeni profesionalnim kancerogenima i1 kod pacijenata sa bezbolnom
hematurijom, kao prvim simptomom UKMB. Ekspresija HIF1a je povezana sa LG UKMB,
superficijalnim UKMB i nizim pT stadijumom u trenutku dijagnoze. Radikalna
cistektomija sa ili bez radioterapije/hemioterapije je znacajno rede neophodna kod UKMB
u kojima se eksprimira HIF1a.

e VEGEF se ucestalije eksprimira kod UKMB nepusaca i u UKMB sa endemskog podrucja za
BEN.

e VEGFRI se ucestalije eksprimira kod mladih pacijenata, u stadijumima pTa i pT1, u LG
UKMB, UKMB bez divergentne diferencijacije, naro¢ito UKMB bez skvamozne
diferencijacije. TUR 1 TUR u kombinaciji sa intravezikalnom instilacijom BCG su cesce
terapijske opcije za VEGFR1 pozitivhe UKMB.

e Pozitivna NOTCH3 ekspresija je povezana sa starijom zivotnom dobi pacijenata i
anamnestickim podatkom o odsustvu ekspozicije na profesionalne kancerogene. Visoka
ekspresija NOTCH3 je ucestalija u HG tumorima i UKMB sa konkomitantnim CIS.

e Ekspresija JAG1 liganda na membrani i u citoplazmi tumorskih ¢elija UKMB je povezana
sa starijom zivotnom dobi pacijenata i viSim pT stadijumom UKMB. lako je aberantna,
jedarna ekspresija JAG1 liganda prisutna u 80,4% UKMB, nije uoCena znacajna
povezanost ni sa jednom karakteristikom UKMB pacijenata i tumora. Potpuno odsustvo
JAGT1 ekspresije je ucestalije u UKMB sa divergentnom diferencijacijom.

e Medusobna povezanost ispitivanih signalnih puteva u UKMB ogleda se u povezanoj
(asociranoj) ekspresiji HIFloa i VEGF, VEGF i JAGI, VEGFR1 i JAGI, VEGFRI i
NOTCH3, i HIFla i NOTCHS3.

e Gustina malih krvnih sudova u uzorku od 2mm? UKMB je znadajno veéa kod pacijentkinja

u odnosu na pacijente muskog pola, invazivnih UKMB, UKMB sa divergentnom
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diferencijacijom, pre svega glandularnom diferencijacijom i prisutnim konkomitantnim in
situ karcinomom. Veca gustina malih krvnih sudova je povezana sa ekspresijom JAGI na
membrani i/ili citoplazmi i odsustvom ekspresije JAG1 u jedru.

Prosecno vreme pojave prvog UKMB recidiva je nakon 9 meseci, a najveci broj pacijenata
(59,3%) ima samo jedan recidiv. Pojava recidiva u prvoj godini nakon dijagnoze je ¢eséa
kod mladih pacijenata, pacijenata kod kojih je bezbolna hematurija prvi simptomom
UKMB, LG UKMB i nizeg pT stadijuma. Recidivi su ¢e$¢i kod pacijenata leCenih samo
TUR-om, a redi kod pacijenata leCenih sa TUR i intravezikalnom instilacijom BCG,
radioterapijom i radikalnom cistektomijom. Odsustvo ekspresije NOTCH3 ukazuje na
pojavu recidiva u prvoj godini od dijagnoze UKMB. Prediktori jednogodis$njeg
prezivljavanja bez recidiva su starija Zivotna dob, odsustvo bezbolne hematurije kao prvog
simptoma UKMB i pozitivna ekspresija NOTCH3. Pojava recidiva u prve dve godine
nakon dijagnoze UKMB je ¢es¢a kod mladih pacijenata, koji se prezentuju bezbolnom
hematurijom, kao prvim simptomom bolesti, LG UKMB, nizeg pT stadijuma, pacijenata
koji su profesionalno izloZeni karcinogenima i imaju pozitivanu UKMB porodi¢nu
anamnezu. Recidivi ¢eS¢e nastaju kod pacijenata leCenih samo TUR-om, a rede nastaju kod
pacijenata leCenih TUR-om i intravezikalnom instilacijom BCG, radioterapijom i
radikalnom cistektomijom. Pojava recidiva u prve dve godine nakon dijagnoze nije u
statisti¢ki znacajnoj vezi ni sa jednim ispitivanim markerom, niti sa gustinom malih krvnih
sudova. Nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u ekspresiji, niti povezanost ispitivanih
IHC markera i gustine malih krvnih sudova sa pojavom recidiva

Nije utvrdena statisticki znacajna povezanost ispitivanih IHC markera razlika u ekspresiji
analiziranih IHC markera (JAG1, NOTCH3, HIF1la, VEGF, VEGFR1) i gustine malih
krvnih sudova u odnosu na pojavu recidiva.

Ukupan mortalitet od UKMB je povezan je sa starijom zZivotnom dobi pacijenata, muskim
polom, invazivnim tumorima, odnosno vi§im pT stadijumom, HG UKMB, tumorima sa
divergentnom diferencijacijom, glandularnom ili skvamoznom, i konkomitantnim in situ
karcinomom. Dodatne karakteristike UKMB koje ukazuju na povecéani rizik od smrtnog
dogadaja su veca gustina malih krvnih sudova, pozitivna ekspresija NOTCH3 1 negativna
ekspresija HIF1a i VEGFRI1. Recidivantnost UKMB smanjuje rizik od smrtnog ishoda
priblizno 5 puta. lako je mortalitet znacajno nizi kod pacijenata leCenih TUR-om i
intravezikalnom instilacijom BCG u odnosu na sve druge terapijske modalitete, ovaj vid

le¢enja moze biti dovoljan ukoliko se bolest nije prosirila.
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e UKMB specifi¢ni mortalitet je povezan sa starijom zivotnom dobi pacijenata, muskim
polom, dizurijom kao prvim simptomom UKMB, odsustvom recidiva ili manjim brojem
recidiva, invazivnim UKMB, odnosno visim pT stadijumom, HG UKMB, UKMB sa
divergentnom diferencijacijom, pre svega skvamoznom, konkomitantnim CIS i ve¢om
MVD. UKMB specifi¢ni mortalitet je visi medu pacijentima sa pozitivnom tumorskom
ekspresijom NOTCH3, a nizi kod tumora sa pozitivnom ekspresijom HIF1la i VEGFRI1.
UKMB lec¢eni TUR-om i intravezikalnom instilacijom BCG imaju nizi UKMB specificni
mortalitet u odnosu na druge vidove terapije.

Prezentovana studija je identifikovala HIFloa, VEGFR1, NOTCH3 i MVD kao
nezavisne prognosti¢ke parametre za ukupno prezivljavanje i UKMB specifi¢no prezivljavanje
pacijenata. Pozitivna ekspresija NOTCH3, veca gustina malih krvnih sudova (MVD) i
odsustvo ekspresije HIF1la i VEGFRI1 ukazuju na krace ukupno i UKMB-specifi¢no
prezivljavanje. Molekularni u¢esnici HIFla, VEGF i NOTCH signalnih puteva i njihovo
detektovanje u tkivu pokazuju snazan upliv hipoksije i angiogeneze u nastanak invazivnijih
klonova UKMB. Prognosticka vrednost ovih markera u pracenju pacijenata sa UKMB je velika
1 moze doprineti individualnijem pristupu prilikom odluke o daljem lecenju. Na manipulaciji
ispitivanih signalnih puteva se baziraju najnoviji terapijski modaliteti, ¢iji je krajnji cilj

uvodenje personalizovane, ciljane, molekularne terapije u leenje UKMB.
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Sazetak

8 Znacaj ekspresije markera hipoksije i neoangiogeneze u
pracenju pacijenata sa urotelnim karcinomom mokracne

besike

Najces¢i tip karcinoma mokraéne besike, u preko 90% slu€ajeva, je urotelni karcinom
mokra¢ne besike (UKMB). Sedam od deset slucajeva UKMB se detektuje u ranom stadijumu.
Otprilike 70-80% novodijagnostikovanih UKMB se prezentuje neinvazivnim (pTa i pTis
stadijumi) ili rano invazivnim tumorom (pT1 stadijum). Recidivira u 50-70% sluc¢ajeva, dok se
invazija miSi¢nog sloja i progresija u pT2 stadijum javlja u 15-25% slu€ajeva. U ovoj studiji
imunohistohemijski je ispitivana ekspresija HIF1a, VEGF, VEGFR1, NOTCH3, JAGGEDI, i
morfometrijski odredivana gustina CD34 pozitivnih malih krvni sudova (MVD) na 613
uzoraka UKMB. Analiziran je njithov medusobni odnos kao i povezanost sa klini¢ko-
patoloSkim parametrima i prezivljavanjem pacijenata. Prezentovana studija je identifikovala
HIFla, VEGFR1, NOTCH3 i MVD kao nezavisne prognosticke parametre za ukupno
prezivljavanje i UKMB specifi¢no prezivljavanje pacijenata. Pozitivna ekspresija NOTCH3,
veca gustina malih krvnih sudova (MVD) 1 odsustvo ekspresije HIF1a 1 VEGFR1 ukazuju na
kra¢e ukupno i UKMB-specifi¢no preZivljavanje. Molekularni ucesnici HIFla, VEGF 1
NOTCH signalnih puteva i njihovo detektovanje u tkivu pokazuju snaZan upliv hipoksije i
angiogeneze u nastanak invazivnijih klonova UKMB. Prognosticka vrednost ovih markera u
pracenju UKMB pacijenata je velika i moze doprineti individualnijem pristupu prilikom odluke
o daljem lecenju, a u cilju odlaganja radikalne cistektomije i §to duzeg oCuvanja mokra¢ne
besike. Na manipulaciji ispitivanih signalnih puteva se baziraju najnoviji terapijski modaliteti,

¢iji je krajnji cilj uvodenje personalizovane, ciljane, molekularne terapije u le¢enje UKMB.

Kljuéne redi: urotelni karcinom mokraéne besike, angiogeneza, hipoksija, imunohistohemija,

prezivljavanje, prognoza
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Summary

9 The significance of the hypoxia-related and neoangiogenesis
marker expression in the urothelial bladder cancer patients’

follow-up

The most common type of bladder cancer, in over 90% of cases, is urothelial bladder
cancer. Seven out of ten cases of urothelial bladder cancer are detected at an early stage.
Approximately 70-80% of newly diagnosed present with noninvasive (pTa and pTis stages) or
early invasive tumors (pT1 stage). Relapses are frequent and occur in 50-70% of cases, while
progression to muscle-invasive (pT2 stage) occurs in 15-25% of cases. In this study, the
expression of HIFla, VEGF, VEGFR1, NOTCH3, JAGGEDI, and morphometrically
determined density of CD34 positive micro-vessels (MVD) on 613 urothelial bladder cancer
samples were immunohistochemically examined. Their interrelationship, as well as, the
relationship with clinical-pathological parameters and patient survival were analyzed. The
presented study identified HIF1a, VEGFR1, NOTCH3 and MVD as independent prognostic
parameters for overall survival and bladder cancer specific patient survival. Positive expression
of NOTCHS3, higher density of micro-vessels (MVD) and absence of expression of HIF 1a and
VEGFRL1 indicate shorter overall and cancer-specific survival. Molecular participants in
HIF1la, VEGF and NOTCH signaling pathways and their detection in tissue show a strong
influence of hypoxia and angiogenesis in the formation of more invasive bladder cancer clones.
The prognostic value of these markers in the monitoring of bladder cancer patients is great and
can contribute to a more individual approach when deciding on further treatment, in order to
delay radical cystectomy and preserve the bladder for as long as possible. The latest therapeutic
modalities are based on the manipulation of the examined signaling pathways, whose ultimate
goal is the introduction of personalized, targeted, molecular therapy in the treatment of

urothelial bladder cancer.

Keywords: urothelial bladder cancer, angiogenesis, hypoxia, immunohistochemistry,

survival, prognosis
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M3jasa 1.

MN3JABA O AYTOPCTBY

M3jaBrbyjeM Aa je AOKTOpcka awcepTaumja, noa Hacnoeom: 3Hadaj ekcnpecuje
Mapkepa Xunokcuje M HeoaHruoreHese y npahewy naumjeHata ca ypoTESHUM
kapuuHoMoM MokpahHe 6ewwmke, Koja je oabpameHa Ha Medicinskom dakynTeTy
YHuBep3uteTa y Huwy:

e pe3ynTaT COMNCTBEHOI UCTPaXnBayKor paaa;

e Ja OBy AMcCepTauujy, HU Yy LUEANHW, HUTK Y AeNOBUMA, HMCaM MNpujas/buBaoc/na Ha

Apyrum dakyntetuMa, HATU YHUBEP3UTETUMA;
e Ja HWCaM rnospeamo/na aytopcka npaBa, HUTWU 3noynoTpebuo/na uHTenekTyasaHy
CBOjUHY ApYruX nnua.

Jo3Bo/baBaM fga ce objaBe MOjM JIMYHM Mojaum, Koju cy y Be3n ca ayTOpCTBOM U
nobujarbeM akaZeMcKor 3Barba AOKTOpa Hayka, Kao LWTO Cy UMe M Mnpe3uMe, rognHa u
mMecto poherwa n gatym oabpaHe paga, W To Yy kartanory bubnuoteke, AurmtanHom
penosutopujyMy YHusepauteTa y Huwy, kao v y nybnukaumjama YHmusep3sutera y Huy.

Y Huwy, 2022 rogunHe.

Motnuc ayTopa amceprauunje:
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N3jasa 2.

MU3JABA O WUCTOBETHOCTU EJIEKTPOHCKOr n WTAMNOAHOI OBJINKA
OOKTOPCKE ANCEPTALMNIE

Hacnos guncepTtauuje:
3Hauaj ekcnpecuje Mapkepa XUMOKcUje U HeoaHruoreHese Yy npahemwy
naumujeHaTa ca ypoTesiIHMM kapuuHoMoM MokpahHe 6elunke

M3jaBsbyjeM aa je eneKkTpPOHCKM 065K MOje JIOKTOPCKE AMCepTalumMje, Kojy caMm npegao/na
3a YHowere y [AurutanHu peno3utopujym YHusep3uteTra y Hwuwy, uncrosetaH
wTamnaHoMm obnmky.

Y Huwy, 2022 roguHe.

[MoTnuc aytopa auceprauunje:
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MU3jasa 3:

U3JABA O KOPULUREHY

OsnawfyjeMm YHuBepsuteTcky 6ubnunoteky ,Hukona Tecna" aa y Ourutandu
penosutopujym YHuBepsuTeTa Yy Huwy yHece Mojy AOKTOPCKY AwcepTauujy, noa
HaCnoOBOM:

3Hauaj ekcnpecuje Mapkepa XUMNoOkcuje M HeoaHrnoreHese Yy npaherwy
nauyujeHaTa ca ypoTesiHuM kapLyMHoMoM MokpahHe 6ewmnke

[ucepTaumjy ca CBMM npuio3uMa npefao/na cam y eneKTPOHCKOM 06auky,
MorofHOM 3a TpajHO apXuBMpakseE.

Mojy AOKTOpCKY AMcepTaunjy, YHeTy y JurutanHn peno3utopujym YHuBepsuteta y
Huwy, MoOry KopuCTUTK CBM Koju MowwTyjy oapenbe caapxaHe y oaabpaHoM Tuny nuueHue
KpeaTtuneHe 3ajeaHuue (Creative Commons), 3a Kojy cam ce oasiy4mo/na.

1. AytopcTteo (CC BY)

2. AyTopcTBo — HekomepunjanHo (CC BY-NC)

3. AyTopcTso — HekoMepuujanHo - 6e3 npepage (CC BY-NC-ND)

4. AyTopcTBO - HekoMepLujanHo — AenuTu noa uctum ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo - 6e3 npepaae (CC BY-ND)

6. AyTopcTBO — AenuTtu nog uctum ycnosuma (CC BY-SA)!
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