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SAZETAK

Rak mokraénog mjehura zahtjeva ucestale viSegodi$nje kontrolne preglede (cistoskopija i
citologija urina) zbog svoje sklonosti nastanku recidiva ili progresije u visi stadij bolesti. Na
mikroskopskoj razini tumor se sastoji od epitelnih stanica, ali i strome koja pruza funkcionalnu
potporu. Stanice strome i vanstani¢ni matriks (ECM) podloZzni su promjenama vaznim za
Sirenje karcinoma i agresivno ponasanje. Galektin-3 i fibronektin proteini su ECM-a koji

imaju ulogu u stvaranju veza izmedu stanica.

U ovom istrazivanju odredivana je izrazenost fibronektina i galektina-3 u stromi i
epitelu urotelnog karcinoma te korelacija s patohistoloSkim parametrima prognoze (TNM i
gradus) 1 klini¢kim parametrima (dob, spol, pojava recidiva, ucestalost recidiva, vremenski
razmak izmedu pojave recidiva). U istrazivanju je koriSten arhivski materijal dobiven nakon
transureteralne resekcije te cistektomije i1 limfadenektomije. Analizirani su uzorci 110
pacijenata, podjeljeni u skupine; karcinomi: Ta/T1 niskog gradusa, Ta/T1 visokog gradusa,
T2NO te T2N1/2. U imunohistokemijskoj analizi koriStena su monoklonska protutijela na
fibronektin i galektin-3.Statistickom analizom rezultata ustanovljena je statisticki znacajna
pozitivna korelacija izrazenosti fibronektina u epitelnoj komponenti tumora s T-stadijem
(p=0,001) i N- stadijem bolesti (p=0,037) te negativna korelacija bojenja stromalne
komponente s T stadijem bolesti (p=0,001). Ustanovljena je i pozitivna korelacija izrazenosti
galektina-3 u epitelu tumora 1 T stadija bolesti (p=0,046), Sto znaci da viSa ekspresija
obiljeZava agresivniji tumor, a u metastatskim tumorima u limfne ¢vorove brzi povrat bolesti

(p=0,00).

Stoga moZemo =zakljuciti da s porastom ekspresije fibronektina u epitelnim
tumorskim stanicama 1 smanjenjem ekspresije u stromi tumori pokazuju agresivniji obrazac
rasta obzirom da s rastom ekspresije fibronektina u epitelu tumori pokazuju visi gradus t;j.
slabije su diferencirani te pokazuju sklonost infiltrativnom rastu i metastaziranju u limfne
¢vorove.

U klinickoj praksi, temeljem ovog istraZivanja navedeni proteini mogli bi se koristiti
kao jedan od ¢imbenika probira za tumore koji ¢e pokazivati sklonost agresivnijem bioloskom
ponasanju, a $to bi moglo dovesti do izdvajanja skupine bolesnika u ranim stadijima bolesti,

a kojima su potrebne ¢eS¢e kontrole i eventualna dodatna terapija.

Kljuéne rije¢i; urotelni karcinom, fibronektin, galektin-3
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SUMMARY

INTRODUCTION

Carcinoma of the bladder is the second most common malignancy of urological organs and is
still a worldwide health problem. Urothelial (transitional cell) carcinoma is the predominant
histologic type. The spectrum of bladder cancer includes non-muscle-invasive (superficial),
muscle-invasive, and metastatic disease, each with its own clinical behavior, biology and
prognosis. Carcinoma of the bladder is at high risk of recurrence and progression of disease.
Microscopically the tumor is composed of epithelial cells and stroma. The stroma consists of
fibroblasts/myofibroblasts, fat, immune, vascular and smooth muscle, cells along with the
extracellular matrix (ECM) and extracellular molecules. While none of these cells are
themselves malignant, due to their environment, their interactions with each other, and directly
or indirectly with the cancer cells, they acquire an abnormal phenotype and altered function.
Extracellular matrix molecules in the urinary carcinoma of the bladder seem to play an
important role in the development of invasion, progression and metastasis. Galectin-3 and

fibronectin are ECM proteins that play an important role in cell adhesion.
AIM

The aim of this research was to analyse immunohistochemical expression of fibronectin and
galectin-3 in epithelial and stromal cells of urothelial bladder carcinoma and correlate it with

TNM stage, tumor grade and clinical parameters (age, sex, recurrence rate).
PATIENTS AND MATERIALS

Archived material from transurethral resection, cystectomy and lymphadenectomy was used in
this research. Specimens carcinomas were analysed from 110 patients and divided into four
groups; Ta/T1 low grade, Ta/T1 high grade, T2NO stage and T2N1/2. Specimens where fixed
in 10% buffered formalin, cut at Sum thickness and routinely stained with hematoxylin and
eosin method for diagnosis and TNM and grade classification. Additional
immunohistochemistry was performed by monoclonal antibodies to fibronectin (Novocastra

Laboratories 1:400) and galectin-3 (Novocastra Laboratories 1:100). The intensity of
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immunostaining was graded semiquantitative on a scale of 0-3 and expressed as 0 =0%; 1 =up
to 33%; 2 = more than 33% to 66%; and 3 = more than 66% of positive epithelial and stromal

cells.
RESULTS

There was statistically significant positive correlation in expression of fibronectin in epithelial
tumor cells with T (p=0.001) and N tumor stage (p=0.037) as well as negative correlation in
expression of fibronectin in stromal component with T tumor stage (p=0.001). There was
statistically significant positive correlation in expression of galectin-3 in epithelial tumor cells
compared with T tumor stage (p=0.046) connected with the more aggressive tumor biology and
positive correlation in expression of galectin-3 in tumor with metastases in lymph nodes with

disease relapse rate (p=0.00).
CONCLUSION

Increased fibronectin expression in epithelial tumor cells and decreased fibronectin in stromal
tumor component was related to more aggressive tumor biology, higher tumor grade and more
infiltrative tumor growth with metastatic spread to lymph nodes. These observations suggest a
role for fibronectin and galectin-3 as biomarkers for bladder cancer diagnostics, staging,
outcome and prognosis. In clinical practice these molecular markers could be used in creating
subgroups of patients that would benefit from more frequent follow up or additional therapeutic

approaches.

Key words: urothelial bladder carcinoma, fibronectin, galectin-3
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POPIS OZNAKA I KRATICA
AUA Americ¢ko urolosko drustvo
BCG od franc. bacil tuberkuloze (Bacillus Calmette — Guerin)
BM bazalna membrana
BTA od engl. ,,bladder tumor antigen*
CAF engl. ,,cancer associated fibroblasts‘
CIS karcinom in situ
CK citokeratin
DNK deoksiribonukleinska kiselina
EAU Europsko urolosko drustvo
ECM vanstani¢ni matriks
FGFR3 receptor faktora rasta fibroblasta 3
FICBT prva medunarodna konzultacija o tumorima mjehura
FISH Fluorescentna in situ hibridizacija
G (engl. grading) tumora,histopatolosko stupnjevanje

diferenciranosti tumora

HE hemalaun eozin

IBCC Medunarodni odbor za rak mjehura

ISUP Medunarodno drustvo za urolosku patologiju
L lumbalni

LP lamina proprija

LSAB od engl.Labeled Streptavidin Biotin

MMP matriks metaloproteinaza

MP-U muskularis proprija, unutarnji sloj

MP-V muskularis proprija, vanjski sloj

MSCT viSeslojna racunalna tomografija

MSIP od eng.Multipoint Session Initiation Protocol
NCCN Nacionalna sveobuhvatna mreZa za rak
NMIBC od engl. miSi¢no neinvazivni tumor

NMP 22 nuklearni matrix protein 22
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PUNLMP
S

Th

TIMP

TNM
TUR
UICC
VEGF
WHO

papilarna urotelna neoplazma niskog malignog potencijala
sakralni

torakalni

tkivni inhibitor metaloproteinaza

T(primarni tumor) N (regionalni limfni ¢vorovi), M (udaljene
metastaze)

transuretralna resekcija

od franc. Medunarodna unija protiv raka

od engl. ,,vascular endothelial growth factor*

Svjetska zdravstvena organizacija



Soip Soipi, Disertacija

1. UVOD
1.1. Anatomija mokraé¢nog mjehura

Mokraéni mjehur (lat. vesica urinaria) je Suplji misiéni organ donjeg urinarnog trakta
koji sluzi za pohranu urina, pri ¢emu bez promjene intraluminalnog tlaka moze zaprimiti oko
400 do 500 mL tekucine. U odraslih je mokraé¢ni mjehur smjesSten iza simfize stidne kosti uz
koju je vezan pubovezikalnim ligamentom u Zena, odnosno puboprostaticnim ligamentima kod
muskaraca. S gornje strane je mjehur prekriven parijetalnim listom potrbusnice koji u Zena
straga prelazi najprije na maternicu tvoreéi vezikouterinu ekskavaciju, a jo§ dorzalnije na rektum
tvore¢i rektouterinu ekskavaciju. U muskaraca peritoneum mokra¢nog mjehura prelazi izravno
na prednju stranu rektuma. Ispod mjehura u muskaraca se nalazi prostata, a dorzalno su
smjesteni sjemeni mjehurici 1 sjemenovodi koji su od rektuma odvojeni Denonvillierovom

fascijom (1-3).

S vanjske strane, s apeksa mokra¢nog mjehura, polazi urahus prema straznjoj strani
prednje trbusne stijenke, a predstavlja obliteriranu embrionalnu strukturu koja tvori sredisnji
umbilikalni ligament. Izlazni dio mokra¢nog mjehura predstavlja posebni miSi¢ni dio mjehura
koji se naziva trigonum, izgleda poput obrnutog trokuta, a na njegovim lateralnim vrhovima u
mokraéni mjehur pod oStrim kutem ulaze mokracovodi. Trigonum se distalno nastavlja
uretrom. Muskulatura mokra¢nog mjehura (detruzora) sastoji se od tri medusobno povezana
sloja od kojih je povrSinski sloj uzduzni i osobito naglasen na prednjoj i straznjoj stijenci
mokraénog mjehura. Srednji je sloj cirkularno orjentiranih miSi¢nih niti, a unutra$nji
longitudinalni sloj se nastavlja distalno u muskulaturu uretre pomazu¢i u tvorbi unutrasnjeg

sfinktera (1,4).

Na mjestima gdje mokra¢ovodi ulaze u mokra¢ni mjehur misi¢ni sloj je kombinacija
glatkog miSi¢nog longitudinalnog sloja intramuralnog segmenta mokracovoda 1 muskulature
miSi¢a samog mokra¢nog mjehura (detruzora). Intramuralni dio mokracovoda okruZen je
fibromuskularnom Waldeyerovom ovojnicom koja ga fiksira uz mokraéni mjehur. Punjenjem
mokra¢nog mjehura njegova se stijenka rasteze, a miSi¢i te funkcionalne cjeline
ureterovezikalnog usca pritiskom zatvaraju intramuralni dio uretera i tako sprecavaju nastanak

vezikoureteralnog refluksa (3,4).
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Vecina arterijske krvi prokrvljuje mokra¢ni mjehur putem donje vezikalne arterije koja
je ogranak unutarnje ilija¢ne arterije. Manjim dijelom sudjeluje gornja vezikalna, obturatorna i
donja glutealna arterija, dok je u Zena taj dio arterijske ramifikacije predstavljen uterinom i
vaginalnom arterijom. Venska krv drenira se u vezikalni splet te dalje u ilija¢ne vene. Limfna
drenaza mjehura slijedi retrogradno perivezikalne limfne Cvorove te lance uz unutrasnju i

vanjsku ilijacnu arteriju i dalje putem zajednickih ilijacnih arterija ascendentno.

Mokraéni mjehur inerviran je simpatickim (Thl11-L2), parasimpatickim (S2-4) i
senzornim vlaknima zivaca. Parasimpaticka inervacija iz sakralnih centara nastavlja se
zdjelinim spletom, a postganglionarne kolinergicke niti inerviranju detruzor i sfinkter.
Simpaticke postganglionske noradrenergicke niti inerviraju glatke misi¢e mjehura (trigonum),
sfinkter i proksimalni dio uretre. Somatska motorna inervacija dolazi do vanjskog uretralnog

sfinktera putem pudendalnog zivca (1,5).

1.2. Histologija mokra¢nog mjehura

Presjek stijenke mokra¢nog mjehura histoloski pokazuje tri sloja. Unutrasnji sloj je
sluznica (mucosa) koju ¢ini epitelni pokrov prijelaznog epitela tj. urotela, a ispod kojeg se nalazi
lamina proprija koju €ini sloj rahlog veziva. MiSi¢ni sloj sluznice (muscularis mucosae) je
diskontinuiran te nije uvijek vidljiv. Najdeblji dio stjenke mokra¢nog mjehura predstavlja

misiéni sloj (lamina muskularis propria), mjehura kojeg s vanjske strane prekriva adventicija.

Ovakva podjela vazna je za stupnjevanje bolesti oboljelih od raka mokraénog mjehura

1 to u dijagnosticke, terapijske 1 prognosticke svrhe (3,6,7).

Epitel koji prekriva mokraéni mjehur, uretere 1 nakapnicu naziva se urotel, a svojim
izgledom dijelom podsjeca na nekeratinizirajuéi viseslojni plocasti epitel, a drugim dijelom na
cilindri¢ni epitel pa se u proslosti koristio naziv prijelazni epitel. Na vratu mjehura i distalnom
trigonumu  postoji manje podrucje nekeratinizirajueg plocCastog epitela koje je
najprominentnije u zena u post 1 perimenopauzi. Navedeni epitel sadrzi dosta glikogena te
estrogenske 1 progesteronske receptore pa se moze na¢i i u muSkaraca koji se lijece

estrogenskom terapijom zbog raka prostate (8).
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Debljina urotela ovisi o anatomskoj lokalizaciji i stupnju distenzije mokra¢nog mjehura.
U maksimalno distendiranom mjehuru urotel sadrzi svega 2-3 sloja spljostenih stanica, dok se
u kontrahiranom stanju nalazi 7-8 slojeva. U ovom stanju urotel se moze podijeliti na
povrsinski, intermedijarni i sloj bazalnih stanica. Stanice intermedijarnog sloja su kubicne ili
niske cilindri¢ne, s ovalnim jezgrama i obilnom citoplazmom. Bazalne stanice su kubicne,
vidljive su samo u kontrahiranom mjehuru. One se nalaze na tankoj, kontinuiranoj bazalnoj

membrani (6,7,9).

Ispod epitela nalazi se lamina propria, relativno debeli sloj fibroelasticnog vezivnog
tkiva koji osigurava visSestruki porast volumena mjehura ispunjenog urinom, uz minimalni
porast endoluminalnog tlaka. U tom sloju se nalaze brojne krvne Zile 1 glatki miSi¢ koji ¢ini
slabo definirani i veéinom diskontinuirani sloj (muscularis mucosae) (10,11). Prakti¢no
gledano, izrazito je vazno prilikom analize histoloskih preparata ne zamijeniti rijetka glatka
miSi¢na vlakna miSi¢nog sloja sluznice s pravim miSi¢nim slojem stijenke. Nedovoljna
preciznost u analizi i izrazavanju od strane patologa moZe imati ozbiljne medicinske i zakonske

posljedice (12).

Misi¢ni sloj stijenke (lamina muscularis propria) sastoji se od unutarnjeg i vanjskog
longitudinalno orijentiranog sloja te sredisnjeg cirkularnog sloja. Ovi slojevi se jasno razaznaju
samo u podru¢ju vrata mjehura, dok se u ostalim dijelovima longitudinalni i cirkularni snopovi
medusobno isprepli¢u. Kao i kod ostalih slojeva, debljina muskularis proprije ovisi najvise o
stanju distendiranosti mjehura. Vanjski longitudinalni mi$i¢ni sloj je najdeblji straga na bazi
mjehura, gdje sudjeluje u gradi trigonuma mokra¢nog mjehura. Unutar lamine muskularis
proprije, kao 1 u seroznom sloju (adventicija) mogu se naci i nakupine masnog tkiva, a §to moze
stvarati poteSkoce prilikom dijagnostike i odredivanja stadija karcinoma mokra¢nog mjehura

(11,12).

Imunohistokemijski svi slojevi urotela pokazuju pozitivnu reakciju na razne citokeratine
(CK), kao §to su CK7, CK8, CK18, CK19, CK5 1 CK13, dok povrsinske stanice (umbrella cells)
pokazuju pozitivnu reakciju na CK20 (13).
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1.3. Embriologija mokra¢nog mjehura
Urogenitalni sustav je porijekla intermedijarnog mezoderma i razvija se duz straznjeg
zida trbusne Supljine, pri ¢emu u ranim fazama razvoja ekskretorni kanali oba sustava

zavr$avaju u zajednickoj Supljini naziva kloaka.

Tijekom 4. do 7. tjedna razvoja kloaka se urorektalnim septumom podijeli u dva dijela,
urogenitalni sinus sprijeda, te analni kanal straga. Urogenitalni sinus se nadalje dijeli na tri
dijela. Gornji 1 najveéi dio ¢ini mokraéni mjehur koji se u pocetku nastavlja na alantois, a nakon
Sto lumen alantoisa obliterira, ostaje fibrozni tracak urahus koji povezuje apeks mokraénog
mjehura s pupkom. U odraslih ostaje samo ostatak urahusa kao medijalni umbilikalni ligament.
Sredis$nji dio urogenitalnog sinusa se u muskaraca razvija u prostaticni i membranozni dio
uretre. Distalni dio urogenitalnog sinusa je falusni dio, ¢iji se daljnji razvoj znacajno razlikuje
ovisno o spolu. Tijekom razvoja kloake, kaudalni dijelovi mezonefrickih vodova se
inkorporiraju u zid mokra¢nog mjehura, pa posljedicno tome ureteri, koji nastaju iz
mezonefrickih vodova, ulaze odvojeno u mjehur. Unutra$njost mokra¢nog mjehura prekrivena
je epitelom porijekla endoderma, a lamina proprija, muskularis proprija i adventicija se

razvijaju iz visceralnog mezenhima (9,14).

1.4. Funkcija mokra¢nog mjehura

U ljudi 1 ostalih sisavaca sluzi kao rezervoar hipertoni¢nog urina, te stoga mora biti
napropustan za vodu. To omogucuje heksagonalni oblik apikalnih stanica sluznice, njihova
povrsina obloZena glikokaliksom te ¢vrste medustani¢ne veze. Bogata subepitelna vaskularna
mreZa takoder moZe funkcionirati kao konkurentni izmjenjivac za odrZanje hipertoni¢nog urina.
Vrlo vazno svojstvo mokra¢nog mjehura je mogucnost promjene kapaciteta 1 debljine stijenke

uz minimalni porast endoluminalnog tlaka 1 odrZanje kontinentnosti (5,6).

Kolagen i elastin su najvaznije vezivne komponente mokraénog mjehura. Promjene u
izrazajnosti tih proteina rezultiraju u nesposobnosti punjenja mjehura pod niskim tlakom,
kompletnog praznjenja i odrZanja kontinentnosti. Trabekulacija mjehura na cistoskopiji

odrzava poviSeno nakupljanje kolagena tipa III, dok je elastin rijedak oko miSi¢nih snopica.
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Elasti¢nost 1 popustljivost mokra¢nog mjehura, osim o mehani¢kim svojstavima stijenke

mjehura ovisi i 0 neuromuskularnim svojstvima (4-6,9,10).

1.5. Dobrocudni epitelni tumori i prekursori karcinoma

Bitna znacajka urotela je da u sklopu reakcije na lokalni podrazaj ili ozljedu moze
reagirati promjenom izgleda. Ta osobina rezultira nizom benignih morfoloskih promjena.
Wiener i sur. su u 100 postmortalno pregledanih mokraénih mjehura bez vidljivih
makroskopskih promjena nasli dolje spomenute mikroskopske promjene u vidu Brunnovih

gnijezda, ploCaste metaplazije i cystitis cystica u ¢ak 93% slucajeva (15,16).

Brunnova gnijezda predstavljaju najcesc¢u reaktivnu proliferativhu promjenu urotela 1
prema nekim istrazivanjima nalaze se u ve¢ini mokraé¢nih mjehura (89%-94%), najcesée u
podrudju trigonuma. Rijec je o invaginacijama urotela u podleze¢u laminu propriju. Spomenuta
gnijezda ponekad gube kontakt s povrSinom te mogu nalikovati na invazivan tumor, no
citoloSke karakteristike, pravilnost i glatka kontura gnijezda uvijek govore u prilog benigne

promjene (16).

Nakupljanjem stanicnog detritusa ili mucina unutar gnijezda s vremenom dolazi do
cisticnog prosirenja pa se takva promjena naziva cystitis cystica. U nekim slu¢ajevima dolazi
do zljezdane metaplazije epitela koji oblaze ciste, §to se oznacava nazivom cystis glandularis.
Moze do¢i 1 do intestinalne metaplazije, tj. zlijezdani epitel moZe nalikovati na epitel crijeva
(16). Floridna Brunnova gnijezda mogu nalikovati i na tzv. ,nested varijantu urotelnog

karcinoma mokra¢nog mjehura, a razlikovanje moze biti zahtjevno (16).

Metaplazija je proces pretvorbe jedne vrste tkiva u drugo koje nije karakteristi¢no za
lokaciju na kojoj se pretvorba zbiva. Urotel Cesto podlijeZe metaplaziji, najceS¢e plocastoj ili
zlijezdanoj. U podlozi metaplazije nalaze se kronicni upalni procesi, kateterizacija 1 druge
kroni¢ne ozljede. PloCasta metaplazija najceSc¢e se nalazi u podrucju trigonuma mjehura u Zena.
Sama po sebi, ploCasta metaplazija ne predstavlja premalignu promjenu, no bolesnici s
metaplazijom trebaju biti klinicki praceni jer imaju povecani rizik za pojavu karcinoma

plocastih stanica (17).
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Kod zlijezdane metaplazije pokrovni epitel postaje visoko cilindri¢an, nalik na onaj u
gastrointerstinalnom traktu, uz ZariSnu pojavu vrcastih stanica te se ovaj tip metaplazije
ponekad naziva i intestinalni tip. Kao i plo¢asta metaplazija, zlijezdana metaplazija sama po
sebi najvjerojatnije nije prekanceroza, no ipak postoje proturijeCna tumacenja o riziku za
nastanak adenocarcinoma u osoba sa zlijezdanom metaplazijom (16-19). Nefrogeni adenom je
benigna tvorba ¢ije podrijetlo nije jasno utvrdeno, a jedna od teorija jest da se radi o specificnom
tipu metaplazije. Moze ga se pronaci u sklopu kroni¢ne upale sluznice ili cijeljenja rane nakon
trauma odnosno operacije, a sve se ¢esce opisuje i u imunokomprimitiranih bolesnika, osobito
nakon transplantacije organa. Obi¢no se kliniCki prezentira nadrazajnim simptomima ili
hematurijom. Pitanje da li nefrogeni adenom moze biti prekursor adenokarcinomu mokra¢nog

mjehura jos je otvoreno (20,21).

Kao §to je prije spomenuto, urotel praznog mjehura u normalnim uvjetima ¢ini 7-8
slojeva stanica. Sve viSe od toga u odsutnosti displazije definira se kao urotelna hiperplazija
koja moZe biti ravnog oblika ili papilarna. Nema dokaza da hiperplazija posjeduje maligni
potencijal, no pojedine studije pokazuju da u slucajevima kad postoji konkomitantni papilarni

karcinom hiperplazija s karcinomom dijeli odredeni stupanj klonalnosti (22,23).

Jedan od entiteta koji valja spomenuti pri opisivanju neneoplasti¢nih promjena urotela
svakako je pseudokarcinomatozna epitelna hiperplazija. Rije€ je o promjeni koju su kao
zasebni entitet 2000. godine prvi put opisali Baker 1 Young (24) u sklopu promjena nakon
radioterapije karcinoma u podrucju zdjelice. Slicne promjene opisane su i nakon kemoterapije.
Spomenuta promjena je vazna u dijagnostici jer se vrlo lako moZe zamijeniti s karcinomom

(24,25).

1.5.1. Papilom

Urotelni papilom je egzofitini tumor kojeg gradi rahla fibromuskularna stroma
obloZzena epitelom koji u potpunosti odgovara opisu normalnog urotela. Predstavlja manje od
1% svih urotelnih tumora i ¢esce se nalazi u mladih osoba kao i u djece. Dvostruko je ¢es¢iu
muskaraca. Papilarni izdanci su njezni uz blago grananje ali nikada nema fuzije papila.

Imunohistokemijski profil papiloma takoder u potpunosti odgovara obiljezjima normalnog
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urotela po kriterijima niskog indeksa proliferacije 1 pozitivne reakcije povrsSinskih stanica na

citokeratin 20.

S molekularnog aspekta papilomi urotela ¢esto pokazuju mutacije receptora faktora
rasta fibroblasta 3 (FGFR 3) po ¢emu su sli¢ni dobro diferenciranom papilarnom karcinomu
odnosno papilarnoj urotelnoj neoplazmi niskog malignog potencijala (PUNLMP). U papilomu
urotela nisu prisutne mutacije p53. Urotelni papilom tek rijetko recidivira (u oko 8% slucajeva)

(13,26,27).

1.5.2. Invertirani papilom

Invertirani papilom je dobrocudna epitelna neoplazma koja, za razliku od egzofiticnog
papiloma, pokazuje endofitiéni nadin rasta urastanjem u podleZeéu stromu. Ce$ée se vida u
starijih osoba, a Cetverostruko ¢eS¢e u muskaraca nego u Zena. Stroma tumora je rahla, a epitelni

otoCi¢i 1 trake penetriraju u laminu propriju mukoze (23,26).

Usprkos vise izvjeStaja o moguénosti maligne alteracije invertiranog papiloma ta je
pojava i dalje dvojbena. Najvjerojatnije opisani slucajevi predstavljaju urotelni karcinom
invertiranog nacina rasta. Prema Aminu i sur. (28), u diferencijalnoj dijagnozi invertiranog
papilloma 1 invertiranog tipa urotelnog karcinoma valja usmjeriti paZnju na arhitekturalne i
citoloSke znacajke tvorbe. Osim toga, ako nedvojbeno postoji epitelna invazija u laminu
propriju ili miSiéni sloj moguénost invertiranog papiloma treba iskljuciti. Isto tako, na
molekularnoj razini moguce je diferencirati invertirani papilom od invertiranog urotelnog
karcinoma temeljem ekspresije ranije spomenutog FGFR 3 kao i razlike u ekspresiji

proliferacijskog markera Ki-67 (28,29).

1.5.3. Urotelna displazija

Displazija urotela se definira kao lezija ograniCena na urotel s citoloSkim 1
arhitekturalnim obiljeZjima koja ukazuju na preneoplaziju, ali nedovoljno izraZenim da bi
zadovoljili kriterije karcinoma in situ (CIS). Jezgre stanica pokazuju hiperkromaziju, a mitoze,
ako su prisutne, uglavnom su smjestene u bazalnom sloju gdje se, kod displazije 1 nalazi vec¢ina
stani¢nih abnormalnosti (30). Karcinom in situ (CIS), za razliku od displazije urotela, pokazuje

pleomorfizam, diskohezivnost stanica i mitoze kroz sve slojeve epitela.
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Prisutnost displazije u okolini neinvazivnih papilarnih karcinoma urotela oznacava se
kao sekundarna displazija koja upozorava na nestabilnost urotela diljem mjehura i na povecanu
mogucénost recidiva i progresije tumora. Primarna, ili de novo displazija je rjeda, a moze

progredirati u neoplaziju u 5-19% slucajeva (23,30).

1.6. Karcinom mokra¢nog mjehura
1.6.1. Epidemiologija i etiologija

Karcinom mokra¢nog mjehura se nalazi na 7. mjestu po ucestalosti u muskaraca u
svijetu, ima godiSnju incidenciju od 386 na 100.000, ¢ini oko 3,2% svih karcinoma te ima
mortalitet od 150 na 100.000 (31,32). Muskarci obolijevaju znatno ¢es¢e od Zena, u omjeru od
otprilike 3,5:1, §to se pripisuje razlikama u izlozenosti etioloskim faktorima. lako se smatra
relativno rijetkim u Zena,broj bolesnica priblizan je onom oboljelom od karcinoma vrata
maternice i karcinoma jajnika (33). Za oba spola je incidencija karcinoma mjehura najveca u

zemljama zapadne Europe, Sjevernoj Americi i Australiji (33,34).

Prema podacima Registra za rak Republike Hrvatske za 2015. godinu, karcinom
mokraénog mjehura se u muskaraca nalazi na 5. mjestu po incidenciji 1 ¢ini 6% novootkrivenih
karcinoma (686), dok se u Zena ne nalazi medu prvih pet najces¢ih sijela karcinoma, a ¢ini
ukupno 2% novootkrivenih karcinoma (243). Mortalitet od karcinoma mokra¢nog mjehura je u
Hrvatskoj u 2015. godini iznosio 344 za muskarce, dok za Zene, obzirom da ne spada niti u 10

najcescih sijela karcinoma, podataka nema (34).

Najces¢i histoloski tip karcinoma mjehura u razvijenim zemljama je urotelni karcinom,
koji ¢ini viSe od 90% karcinoma mjehura u razvijenim zemljama. Procjenjuje se da oko 70%
pacijenata u vrijeme dijagnoze ima neinvazivni ili plitko invazivni karcinom (Ta, Tis, T1), dok
se oko 30% pacijenata prezentira karcinomom koji invadira misi¢ (T2) (31). Karcinom
mokraénog mjehura €ini znacajan financijski teret u zdravstvenom sustavu, od dijagnoze do

smrti potrosi vise nov€anih sredstava po pacijentu od svih karcinoma (35).

Postoji niz ¢imbenika rizika za nastanak karcinoma mokra¢nog mjehura od kojih se
najvaznijim smatraju ekspozicija odredenim kemijskim karcinogenima, a ponajprije anilinskim

bojama, s kojima se radnici u raznorodnim industrijama cesto susrecu. Stoga se rak mokra¢nog

8
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mjehura smatra jednim od najbolje poznatih tzv. industrijskih karcinoma. Osim anilinskih boja
potrebno je navesti i izlozenost benzidinu te aromatskim aminima. Navedene kemijske
karcinogene susrecemo u kemijskoj industriji, obradi koze i metala, industriji gume, tiskarama,
pogonima koji se bave bojama, laboratorijima zubne tehnike, salonima za uljepSavanje itd.
Vrijedno je napomenuti kako je vrijeme djelovanja kemijskog karcinogena potrebno da se
razvije maligni fenotip (vrijeme latencije) vrlo dugo i iznosi 30-50 godina. Medutim, vazno je
naglastiti kako se navedeni karcinogeni iz inaktivnog stanja u aktivno pretvaraju uz pomoc¢
enzima koji pak pokazuju genetski definirane razlike u aktivnosti. Tako osjetljivost na navedene
karcinogene varira izmedu pojedinaca i populacija. Smatra se da je tzv. ,,industrijski karcinom

mjehura“ etioloski odgovoran za ukupno oko 20% svih slucajeva bolesti (36,37).

Pored toga svakako kao rizi¢ni faktor treba napomenuti i puSenje cigareta koje se
dovodi u uzro¢nu vezu s nastankom raka mokra¢nog mjehura jo§ od 60-tih godina proslog
stolje¢a. Smatra se da je pusSenje uzrokom oko dvije tre¢ine karcinoma mjehura u muskaraca 1
jedne trecine u Zena. PuSaci imaju i do Sest puta veci rizik nastanka u usporedbi s nepusacima,
a potrebno je oko dvadeset godina kontinuiranog puSenja da se aktivira mehanizam onkogeneze.
Rizik raste s brojem cigareta dnevno, a i u bivsih pusaca, koji su prestali pusiti prije najmanje
deset godina, rizik je dvostruko ve¢i nego u ljudi koji nikada nisu pusili. Takoder 1 bolesnici
koje nastave pusiti nakon dijagnosticiranog karcinoma mokra¢nog mjehura razviju relaps u

kra¢em vremenu od onih koji prestanu pusiti (38-41).

Osim navedenoga, u etiologiji bolesti vazno je napomenuti i ¢imbenike koji manjim
dijelom doprinose nastanku raka mokra¢nog mjehura. To su kroni¢na infekcija mokracnog
mjehura (42) 1 shistostomijaza (bilharzijaza) mjehura (43), oboje povezani s karcinomom
plocastih stanica mokra¢nog mjehura; zatim zloupotreba fenacetinskih analgetika (44) kao 1
terapijska upotreba ciklofosfamida (45). Unos kofeina i umjetnih zasladivaca takoder su
istrazivani kao ¢imbenici rizika ali njihov utjecaj nije nedvojbeno potvrden (46). Povecan rizik
razvoja karcinoma mjehura postoji i u pacijenata lijeCenih radioterapijom radi adenokarcinoma
prostate. Smatra se da prehrana takoder ima ulogu u nastanku karcinoma mokra¢nog mjehura,
pa vitamin A primjerice djeluje protektivno, a prZzena hrana i hrana bogata mastima imaju

negativan ucinak (47).
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Nasljedni faktori nemaju znacajniju ulogu u nastanku raka mokra¢nog mjehura. Prema
istrazivanju Kiemeney 1 sur.relativni rizik pojave raka mjehura bio je visi u drugom i treCem

koljenu nego u prvom, §to jasno govori protiv nedvojbenog utjecaja nasljeda u toj bolesti (48).

Molekularne promjene genetskog materijala svakako imaju znacajnu ulogu i to u
steCenim 1 akumuliranim oSte¢enjima DNK kao Sto je to slucaj i u drugih tumora s
maksimumom pojavljivanja u srednjoj i starijoj dobi. Kemijski karcinogeni mogu ostetiti DNK

aktivacijom onkogena ili mutacijom (inaktivacijom) tumor-supresorskih gena (13,49).

1.6.2. Klinicka slika i rana dijagnostika

Bezbolna, spontana, intermitentna hematurija kardinalni je znak raka mokra¢nog
mjehura 1 u 85% slucajeva predstavlja prvi simptom (50). U vecine bolesnika s dokazanim
rakom mokra¢nog mjehura nalazi sedimenta urina ¢e pokazati barem mikrohematuriju ukoliko

se pretraga sedimenta urina ucini dovoljno puta (51).

Ukoliko u anamnezi postoji podatak o makrohematuriji ili nalazi sedimenta urina koji
su upucivali na perzistiranje mikrohematurije, a posljednji nalazi to ne potvrduju, ipak je
indicirano uciniti cistoskopiju osobito ako se radi o starijem bolesniku izloZenom ranije

navedenim rizicima nastanka raka mjehura (50-52).

Izrazenost 1 vrsta simptoma ovise o proSirenosti, vrsti tumora 1 mjestu nastanka. Sindrom
koji ukljucuje iritativne simptome mokrenja poput polakisurije, urgencije i dizurije slijedeca je
najcesc¢a prezentacija raka mokraénog mjehura. Ne treba zaboraviti da je gotovo redovito ovaj
skup simptoma pracen barem mikroskopskom hematurijom. Opcenito, karcinom mjehura bit
¢e dijagnosticiran u oko 20% pacijenata s makroskopskom 1 10% pacijenata s mikroskopskom
hematurijom. Isto tako u pojedinaca starijih od 60 godina i u mladih puSaca te u osoba izloZenih

karcinogenima valja inzistirati na cistoskopiji ve¢ u pocetnoj fazi obrade (52).

U sluc¢ajevima lokalno uznapredovale bolesti mogu se vidjeti znaci hidronefroze zbog
infiltracije 1 opstrukcije ureteralnih usc¢a ili edem donjih ekstremiteta (CeS¢e jednostrani) kao
izraz kompresije u zdjelici, a moZe biti 1 pracen znacima duboke venske tromboze. Opci

simptomi maligne bolesti poput progresivnog gubitka tjelesne mase, bolova u kostima i

10
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abdomenu, febrilna stanja 1 sl. danas se iznimno rijetko vidaju kao prva prezentacija raka

mokraénog mjehura (50-53).

Osim klini¢kih znakova 1 nalaza mikrohematurije u sedimentu urina, dijagnostika se
temelji na citoloSkom pregledu sedimenta urina, cistoskopiji i transuretralnoj resekciji (TUR-
u) te patohistoloskoj analizi tumorskog tkiva. RadioloSke pretrage ukljucuju intravensku
urografiju koja je posljednjih godina sve viSe svoje mjesto prepustila kompjutoriziranoj
tomografiji (MSCT). Treba rec¢i kako ove pretrage najesé¢e imaju ulogu procjene morfologije
i funkcije gornjeg mokra¢nog sustava te procjene lokalne i regionalne proSirenosti bolesti nego

Sto su presudne za potvrdu dijagnoze (53).

Nastojanja na ranoj dijagnostici raka mokra¢nog mjehura temelje svoju racionalizaciju
na nekoliko ¢injenica. Ve¢ kod inicijalne dijagnoze raka mokra¢nog mjehura on je infiltrativni
u nadpolovi¢ne vecine sluajeva dok manja proporcija nastaje progresijom iz tumora nizeg
stadija. Ipak, prognoza primarno infiltrativnih tumora je bolja od prognoze infiltrativnih tumora
koji nastaju progresijom iz tumora nizeg stadija (54). Sljedece opazanje koje ima vaznost za
inzistiranje na ranijoj dijagnostici bolesti je Cinjenica da se Zene ceS¢e prezentiraju

uznapredovalim stadijem bolesti te imaju loSiju prognozu u usporedbi s muskarcima (52-54).

Nadalje, Messing 1 Britton su proveli tzv. Wisconsin studiju u kojoj su analizirani
rezultati probira (screening) bolesnika zbog mikrohematurije upotrebom dijagnostickih traka s
kemijskim reagensom. Populacija pod probirom, kao i populacija koja nije testirana, imale su
gotovo jednaku ucestalost dobro i srednje diferenciranih (55%) kao i slabo diferenciranih (45%)
tumora. Samo 10% slabo diferenciranih tumora (G3) u screening populaciji (manje od 5%
populacije) nadeno je u fazi infiltrativnog karcinoma, a viSe od 50% G3 tumora u neskriniranoj
populaciji (24% populacije) dijagnosticirano je u lokalno uznapredovaloj fazi (infiltrativni
tumor). Mortalitet je bio niZi u populaciji probira §to jasno govori u prilog rane dijagnostike

3).

Iako rana dijagnostika nece bitno utjecati na preZivljenje velike proporcije bolesnika
koji imaju neinvazivni (TaG1/2) tumor ona je od presudne vaznosti za prognozu svih loSe
diferenciranih (G3) tumora a oni ¢ine znacajnu proporciju od 40-45% svih novootkrivenih

karcinoma mokra¢nog mjehura (56-59).
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Konac¢no, ¢lanovi International Bladder Cancer Group (IBCC) izrekom navode kako
rana dijagnostika poboljSava lijeCenje i rezultate prezivljenja bolesnika s misi¢no neinvazivnim

(povrsinskim) rakom mokraénog mjehura (60).

1.6.3. Stupnjevanje bolesti
Stadij bolesti koji se odreduje prema TNM klasifikaciji (engl. Tumor, Node, Metastasis;
tumor, ¢vor, metastaze) iz 2017. god., ima najve¢i znacaj u odredivanju prognoze, pa mora biti

naznacen u svakom patohistoloskom nalazu (61). TNM stadij odnosi se na slijedece sastavnice:

1. Primarni tumor (T):
e Tx- Primarni tumor se ne moze procijeniti
e TO- Nema znakova primarnog tumora
e Ta- Neinvazivni papilarni, polipoidni ili verukozni karcinom
e Tis- Karcinom in situ
e TI1- Tumor infiltrira subepitelno vezivno tkivo (laminu propriju)
e T2- Tumor invadira muskularis propriju
o T2a Tumor invadira unutarnju polovinu muskularis proprije
o T2b Tumor invadira vanjsku polovinu muskularis proprije
e T3- Tumor invadira perivezikalno tkivo
o T3a Mikroskopski
o T3b Makroskopski
e T4- Tumor invadira bilo §to od navedenog: prostati¢nu stromu, maternicu, rodnicu,
zdjeli¢ni zid, trbudni zid
o T4a Tumor invadira prostaticnu stromu ili maternicu ili rodnicu

o T4b  Tumor invadira zdjeli¢ni ili trbusni zid

2. Regionalni limfni ¢vorovi (N):
e Nx- Regionalni limfni ¢vorovi se ne mogu procijeniti
e NO- Nema metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima
e NI1- Postojanje metastaze u jednom regionalnom limfnom ¢&voru u  zdjelici

(hipogastri¢ni, obturatorni, vanjski ilijaéni ili presakralni limfni ¢vor)
12
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e N2- Postojanje metastaza u vise regionalnih limfnih ¢vorova u zdjelici (hipogastricni,
obturatorni, vanjski ilijacni ili presakralni limfni ¢vorovi)

e N3- Postojanje metastaza u zajednickim ilija¢nim limfnim ¢vorovima

3. Udaljene metastaze (M):
e MO- Ne nalaze se udaljene metastaze

e MI- Postoje udaljene metastaze

Obzirom da se iz kirurSkog materijala dobivenog cistektomijom mogu odrediti T i
eventualno N sastavnica TNM Kklasifikacije, ovaj skrac¢eni oblik se naziva jos i patoloski stadij
(pT ili pTN). Cjeloviti TNM stadij se dobiva zdruzivanjem patoloskih, radioloskih i klini¢kih

nalaza.
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Slika 1. Prikaz patoloskog T stadija karcinoma mokra¢nog mjehura prema TNM Kklasifikaciji
(prilagodeno prema Sobin LH 1 sur.). BM- bazalna membrana; LP- lamina proprija; MP-U-

muskularis proprija, unutarnji sloj; MP-V - muskularis proprija, vanjski sloj (61).

Kao 1 kod drugih karcinoma, osim sustava TNM, u dijagnosticke, prognosticke i terapijske
svrhe koristi se i odredivanje gradusa tumora, prema stupnju diferenciranosti, odnosno prema
stupnju nalikovanja na normalno tkivo. Tradicionalno se karcinom mjehura klasificira prema
stupnju diferenciranosti (engl. grading) stupnjevanjem po WHO-u (World Health

Organisation).

WHO 1 ISUP (International Society of Urological Pathology) su 2004. godine objavili sustav

graduiranja koji upotrebljava specifi¢ne citoloske i arhitekturalne kriterije, a na koji se naslanja
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1 najnovija WHO Kklasifikacija iz 2016. godine (23,62). Ovaj sustav graduiranja karcinoma

mokraénog mjehura razlikuje Cetiri kategorije:

e -urotelni papilom

e -papilarna urotelna neoplazma niskog malignog potencijala (PUNLMP — engl. papillary
urothelial neoplasm of low malignant potential)

e -dobro diferencirani papilarni urotelni karcinom

e -slabo diferencirani papilarni urotelni karcinom

Dosadasnje analize navode kako klasifikacija prema WHO/ISUP iz 2004.12016. godine
ne povecava reproducibilnost u odnosu na raniju WHO Kklasifikaciju iz 1973. godine te da je
ona osobito losa u kategoriji PUNLMP (62). Medutim, razlikovanje dobro 1 loSe diferenciranih

karcinoma ima znacajno visu reproducibilnost (63).

1.6.4. Klinicka patologija

Karcinom mokra¢nog mjehura predstavlja nakon karcinoma prostate najc¢es¢u urolosku
neoplazmu. U oko 90-95% bolesnika radi se o izoliranom karcinomu urotela ili njegovoj
kombinaciji s drugim vrstama karcinoma, dok ne-urotelni: plocasti, Zljezdani karcinom,

melanom 1 ostali tumori ¢ine oko 5-10% karcinoma mokra¢nog mjehura (23,41).

Oko 75-80% bolesnika s rakom mokra¢nog mjehura ima povrSinski karcinom dok
ostatak boluje od infiltrativnog raka. Kategoriju ,,povrSinski karcinom mjehura“ predstavljaju
tumori ograniceni na sluznicu (Ta, Tis) 1 laminu propriju (T1), a termin ,,infiltrativni karcinom
mjehura® se odnosi na tumore koji infiltriraju misi¢ni sloj, perivezikalno tkivo ili susjedne
organe (T2-T4). Nerijetko se, medutim, moZe vidjeti i termin ,,invasivum* za T1 tumore, a to
ne treba niposto shvatiti istozna¢no s pojmom misi¢no infiltrativnog (T>2) tumora jer ova
razlika ima svoje bitno prognosticko i terapijsko znacenje. Od navedene proporcije povrSinskih
karcinoma oko 70% ¢ini Ta stadij, 20% T1 i 10% karcinom in situ (CIS,Tis) a distribucija

stadija je ovisna o populaciji u kojoj je odredena (41,61).

Terminoloski, posljednjih desetak godina su nastale znatne promjene unutar okvira
bolesti zvane ,,povrSinski karcinom mjehura®. Znacajni rasponi ucestalosti recidiviranja i

progresije tumora posljedica su razlicitih entiteta objedinjenih u nazivu ,,povrSinski karcinom
14
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mjehura®. Tokom 2007. godine taj je naziv, gotovo uniformno, u literaturi zamijenjen imenom
,misi¢no-neinfiltrativni karcinom mjehura® (engl. NMIBC — non-muscle infiltrating bladder
cancer). Nadalje, od 2004. godine karcinom, ranije obiljezen kao TaG1 u veéem dijelu nalaza

pretvorio se u ,,papilarnu urotelnu neoplazmu niskog malignog potencijala® (PUNLMP).

EAU (European Association of Urology) navode kako su kategorije Ta, Tis 1 T1 tumora
svrstane u istu kategoriju, 1 to iz pragmatic¢nih razloga (jer se mogu odstraniti transuretralnom
resekcijom — TUR), unato¢ toga $to klini¢ko iskustvo i moderne molekularne tehnike
upozoravaju na bioloski vrlo razli¢it maligni potencijal tih tumora unutar iste skupine (65,66).
Na inicijalnoj resekciji tumor moze biti dijagnosticiran kao nizi stadij nego Sto zaista jest,
osobito ako materijal ne sadrzi misi¢ni dio stijenke, pa tako moguénost da tumor dijagnosticiran

kao Ta/T1 karcinom visokog gradusa zapravo invadira misi¢ iznosi 10%.

Stoga je miSljenje EAU da je termin ,,povrSinski karcinom mjehura‘ u danasnje vrijeme
nedovoljno precizan. Istog su misljenja i ¢lanovi AUA (American Urologic Association) koji
navode kako opceniti naziv ,,povrsinski karcinom mjehura“ treba nuzno preciznije opisivati pT

stadijem i gradusom tumora (65,66).

Osobite poteskoce patolozima i urolozima stvara kategorija nazvana PUNLMP i njezina
diferencijacija od TaGl tumora. PUNLMP je donekle proturjecan pojam u patologiji raka
mokra¢nog mjehura definiran kao neinvazivni papilarni urotelni tumor koji nalikuje na papilom
ali ima povecan broj slojeva stanica u odnosu na urotel (67). Kada patolog tumor obiljezi tumor
nazivom PUNLMP prognoza bolesti je odli¢na jer postoje recidivi (32-47%), ali progresija se
rijetko razvija (<3,5% slu€ajeva). U inacici dijagnoze PUNLMP, TaG1 tumoru, recidivi su
znatno ¢e$¢i (>50%) dok je rizik progresije nizak (<5% sluc¢ajeva). Obzirom na znacajan rizik
recidiva,koje se ne razlikuju bitno od Ta karcinoma gradusa 1, preporucuje se dugotrajno

pracenje pacijenata (68,69).

Karakteristike povrSinski invazivnih (T1) tumora su znacajno drugacije u usporedbi s
neinvazivnim (Ta) tumorima. Prognoza je znatno loSija, mogu biti dobro, srednje i lose
diferencirani, a per definitionem pokazuju sposobnost penetriranja bazalne membrane i invazije
u laminu propriju. Procjena invazije lamine proprije kod raka mokra¢nog mjehura jedan je od

najzahtjevnijih zadataka uroloske patologije i treba biti temeljena na preciznim kriterijima.
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Pri toj procjeni treba imati na umu da je kod karcinoma visokog gradusa mogucnost
invazije velika (70-96%) ali nije niti neuobicajena kod raka niskog gradusa (23). Ponekad je
vrlo teSko ispravno procijeniti T kategoriju osobito uz ranije multiple transuretralne resekcije

te nakon primjene intravezikalne BCG (Bacillus Calmette-Guerén) imunoterapije(23).

Klinicko podcjenjivanje stadija (engl. wunderstaging) na kirurSkom materijalu
cistektomija indiciranih zbog T1 tumora je ¢ak 26-62% (37,41). Sli¢na opazanja navode i drugi
autori (68,69). Klinicke analize rezultata cistektomija govore kako petogodisnje prezivljenje
bez recidiva kao i ukupno desetogodisSnje prezivljenje, u bolesnika s T1 tumorom u odnosu na
T2 (miSiéno infiltrativni tumor) nije znacajno razli¢ito (70,71). Osim postavljanja same
dijagnoze vrlo je bitan dio izvjeStaja patologa o tocnoj dubini invazije. Prema Ro 1 sur., u 91%
uzoraka tkiva prisutan je misiéni diskontinuirani sloj u lamini propriji koji ponekad moze i
izostati ili pak biti i1 deblji te nalikovati na muskularis propriju $to stvara dodatne poteskoce u

procjeni to¢nog stadija bolesti, odnosno diskriminaciji stadija T1 1 T2 (10).

Karcinom in situ (CIS) mokra¢nog mjehura je za razliku od drugih uroloskih
intraepitelnih neoplazmi neinvazivna neoplazma visokog stupnja maligniteta s izrazito
tendencijom progresije karcinoma u dublje slojeve mokraénog mjehura. Predstavlja
proliferaciju citoloski malignih urotelnih stanica ograni¢enih na sluznicki epitel mokra¢nog
mjehura, a po definiciji se radi o loSe diferenciranom (G3) tumoru. Histoloski, epitel u CIS
sadrzi izrazito polimorfne, atipi¢ne stanice koje obi¢no zahvacaju cijelu debljinu epitela, ali to
nije nuzno za dijagnozu (23,63,72). Obi¢no se procjenjuje kako 10% svih bolesnika s
povrsinskim rakom mjehura ima CIS (72). Medutim, zbog ne sasvim ujednacenih kriterija
histoloske dijagnostike te znatne varijabilnosti u interpretaciji, ucestalost CIS-a varira od
studije do studije. Tako Kaasinen 1 sur. (73) navode da 5% bolesnika s povrSinskim tumorom

mjehura ima pratec¢i CIS nasuprot izvjestaju od 19% prema Palou i sur. (74).
CIS se klasificira u jednu od tri kategorije:
1. primarni CIS — samostalna lezija bez prijaSnjeg ili konkurentnog papilarnog tumora

2. sekundarni CIS — dijagnosticiran pra¢enjem bolesnika ranije operiranog zbog papilarnog
tumora mjehura

3. konkurentni CIS — istodobno postoji CIS 1 papilarni tumor mjehura (74).

16



Soip Soipi, Disertacija

Iako je CIS klasificiran u skupinu povrSinskih tumora mjehura zajedno s Ta 1 T1
tumorima nuzno je naglasiti kako je CIS visoko maligni entitet i po definiciji loSe diferenciran.
Bez adekvatne terapije, CIS ima visoku stopu progresije u infiltrativni tumor za razliku od T1
1 osobito Ta tumora. Zbog slabe kohezivnosti tumorskih stanica CIS-a u citoloSkom pregledu

urina nalazimo tumorske stanice u 80-90% bolesnika (75).

Ve¢ dulje vrijeme jedan od najvecih izazova kirurske patologije mokra¢nog mjehura je
procjena sposobnosti pojedinih Ta i osobito T1 tumora da recidiviraju i progrediraju u misi¢no

infiltrativni rak (T2 stadij) (65,76,77).

Urotelni karcinom koji infiltrira misiéni sloj najcescée je slabo (G3), a rjede umjereno
diferenciran (G2). Mitoze, osobito patoloske, vrlo su Ceste. Invazijom kroz muskularis propriju
tumor se Siri u perivezikalno tkivo (stadij T3). Kako je ranije re¢eno, gotovo svi slojevi stijenke
mjehura sadrze poneSto masnog tkiva pa patolog treba biti oprezan pri procjeni dubine

zahvacenosti u materijalu koji je dobiven transuretralnom resekcijom (6).

Karcinomi mokraénog mjehura koji infiltriraju miSiéni dio stijenke i dovode do
ekstravezikalnog Sirenja Cesto pokazuju dediferencijaciju tumorskih stanica te se uz
konvencionalni oblik urotelnog karcinoma visokog gradusa u 37% slu€ajeva mogu nacdi 1

posebni oblici karcinoma(78).

1.6.5. Prognosticki ¢imbenici

Definiranjem 1 koriStenjem prognostickih ¢imbenika pokuSavamo predvidjeti tijek 1
ishod bolesti. KoriStenje do sada poznatih prediktora recidiva i progresije te pronalaZenje novih
ima veliko klini¢ko znaenje jer omogucava individualizaciju u terapijskom pristupu svakom
bolesniku. Izvrstan primjer je koriStenje cisplatine u terapiji bolesnika s rakom mokra¢nog
mjehura koji imaju promjene genskog lokusa p53 (79,80). Konvencionalne ¢imbenike rizika,
koji se rutinski koriste u dnevnoj praksi, mozemo podijeliti na klinicke 1 patohistoloSke. Pri
tome klinicki faktori rizika predstavljaju prediktore recidiva, a patohistoloSki prediktore
progresije u visi stadij bolesti. Dakle, za povrSinske tumore mjehura prediktori recidiva su
veli¢ina 1 broj tumora te ucestalost ranijih recidiva dok faktore rizika progresije predstavljaju

stadij, gradus i prisustvo CIS-a. Sirenje tumora izvan mokra¢nog mjehura, infiltracija uséa
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uretera, metastaze u limfne ¢vorove 1 prisutnost prosirenosti karcinoma povezani su s loSom

prognozom (23,41,63).

Navedene identificirane parametre su Sylvester i sur. (81) stratificirali kako slijedi:
ucestalost recidiva (primarni tumor, <1 recidiva godis$nje, >1 recidiva godis$nje), broj tumora
(1, 2-7,>8), veli¢ina tumora (<3 cm, >3 cm), stadij (Ta, T1), gradus (G1,G2,G3) i CIS
(prisutan, odsutan). Multivarijantnom Cox analizom formirali su mogucénost potpuno
individualne procjene rizika recidiva i progresije za razdoblje od jedne i pet godina. Elektronska

verzija tog ,.kalkulatora rizika“ dostupna je na www.eortc.be/tools/bladdercalculator

Mogucnost recidiva za Ta/T1 tumore u prvoj godini iznosi 15-61%, a tijekom 5 godina
31-78%. Moguénost progresije u prvoj godine je 1-17% a tijekom 5 godina iznosi od <1% do
45% (81).

Vjerojatno najinteresantnija skupina su T1G3 tumori gdje je najvazniji prediktor
progresije prisustvo CIS-a i jednako vaZno postojanje recidiva na prvoj kontrolnoj cistoskopiji.
Zakljuceno je da je rizik progresije za te bolesnike 29% unutar prve godine odnosno 74% kroz

5 godina (81,82).

Ipak, prognosticka vrijednost navedenih prediktora se u razli¢itim studijama znatno
razlikuje. Cetiri ekspertne skupine za rak mokraénog mjehura, European Association of
Urology (EAU), the First International Consultation on Bladder Tumors (FICBT), the National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) 1 American Urological Association (AUA), nemaju
visok stupanj suglasnosti u nekim bitnim prognostickim ¢imbenicima. Persad i sur. (83) su
upozorili kako navedene skupine nemaju konsenzus o definiranju kategorija bolesti niskog,
srednjeg 1 visokog rizika kao niti u pogledu rezima pracenja za svaku navedenu skupinu te o

adekvatnoj strategiji daljnjeg lijecCenja nakon neuspjeha prve intravezikalne terapije.

Ono na ¢emu temeljimo danaSnju sposobnost rutinske prognostike je nekoliko ¢injenica.
Infiltrativni (T>2) tumor je takav ve¢ u vrijeme inicijalne dijagnoze u 57% slucajeva dok u 43%
nastaje progresijom tumora nizeg stadija (80-83). Prognoza bolesnika s infiltrativnim
karcinomom koji nastaje progresijom povrSinskog je loSija u usporedbi s primarno
infiltrativnim rakom. Infiltracijom miSi¢nog sloja, te u znatno manjoj mjeri lamine proprije,

tumor stjeCe preduvjete limfogene i1 hematogene diseminacije. Polovica bolesnika s
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infiltrativnim (T>2) karcinomom razvije udaljene metastaze unutar dvije godine, a umire unutar
pet godina unato¢ lijeCenju. PovrSinski 1 infiltrativni karcinomi imaju znacajno razli¢ito

petogodisnje prezivljenje (95% vs.50%) Sto ukazuje na njihove bioloske razlike (63).

Iz navedenoga se moze zakljuciti kako konvencionalni prediktori rizika recidiva i
progresije bolesti ne mogu pouzdano predvidjeti tok bolesti S§to povecava interes za
genetskim promjenama koje se nalaze u podlozi nastanka, recidiviranja i progresije raka

mokraénog mjehura (83,84).

1.6.6. Molekularne i genske promjene povezane s rakom mokra¢nog mjehura
Razumijevanje nastanka i napredovanja te diseminacije raka mokra¢nog mjehura je

klju¢no da bismo mogli poboljsati dijagnostiku 1 lijecenje ove bolesti. Otkrivanje vrlo sloZenih

bioloskih mehanizama koji ¢ine patogenetske procese moglo bi omoguciti bolju identifikaciju

prognostickih ¢cimbenika te pospjesiti pronalaske novih terapijskih moguénosti.

Veliki broj istrazivanja upucuje 1 potvrduje kako razdioba karcinoma mjehura na
»povrsinske* 1 infiltrativne nije zadovoljavaju¢a niti dovoljno precizna. Najkrace,
molekularna i genska ispitivanja upozoravaju da karcinom mokra¢nog mjehura nastaje slijedeci
dva razli¢ita patogenetska puta koji rezultiraju nastankom karcinoma razli¢itih fenotipa i
bioloSkog ponaSanja. Smatra se da povrSinski urotelni tumori nastaju iz urotelne hiperplazije, a
ve¢ina invazivnih urotelnih karcinoma progresijom displazije u ravni karcinom in situ i
neinvazivne karcinome visokog gradusa (84,85). Slika 3 prikazuje razli¢ite molekularne puteve
u onkogenezi karcinoma mokraénog mjehura. Karcinomi mokra¢nog mjehura koji ne
invadiraju misi¢ su najcesc¢e diploidni 1 sadrze malo genskih promjena, dok su karcinomi koji
invadiraju misi¢ cesto aneuploidni i sadrZze razne genske promjene (85). Promjene 9.
kromosoma se smatraju najranijim genskim promjenama, nastaju u oba patogenetska puta
razvoja karcinoma mokra¢nog mjehura i vjeruje se da osiguravaju gensku nestabilnost potrebnu
za akumulaciju dodatnih mutacija (86). Neke druge genske promjene su specifi¢nije za pojedini
patogenetski put. Tako primjerice mutacija receptora za fibroblastni ¢cimbenik rasta 3 (FGFR3)
nastaje u 80% karcinoma mokra¢nog mjehura pTa stadija, Sto se povezuje s povoljnijim
ishodom, dok je ista mutacija znatno rjeda u karcinoma stadija T1 ili viSih stadija (86-95).

Suprotno navedenom, gotovo svi karcinomi koji invadiraju misi¢ posjeduju mutacije gena koji
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kodiraju proteine G1 kontrolne toCke stani¢nog ciklusa, kao Sto su 7P53, P16 i RBI, $to je
ujedno i lo§ prognosticki znak (86, 92, 93).

Osim S$to nastaju razli¢itim patogenetskim putevima, karcinomi mokraénog mjehura
prema novijim istrazivanjima nastaju i iz razlicitih subpopulacija urotelnih stanica: neinvazvne
urotelne papilarne neoplazme iz intermedijarnih stanica, a karcinom in situ iz bazalnih stanica

(94).
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Slika 2. Prikaz razvoja karcinoma mokra¢nog mjehura. Prilagodeno prema Netto GJ (84) te

Knowles MA 1 Hurst CD (85).

Dosadasnji rezultati citogenetskih 1 molekularnih studija ¢vrsto zagovaraju razdiobu
karcinoma mjehura na genski stabilne (TaG1/2) 1 nestabilne (CIS, TaG3, T1-4). PovrSinsko
invazivni tumori (T1) i infiltrativni tumori (T>2) su na genetskoj razini izrazito sli¢ni (84).
Navedena sli¢nost navodi na zaklju¢ak kako su genske promjene potrebne za nastanak

infiltrativnog karcinoma prisutne dok je on jos$ ,,povrSinski“ (94,95).

Takve zakljuCke potvrduju i klinicke analize cistektomija gdje  petogodisnje
preZivljenje 1 ukupno desetogodiSnje preZivljenje, u bolesnika s T1 u odnosu na T2 tumore nije
znacajno bolje dok postojanje ekstravezikalne ekstenzije bolesti (T3/4) oznacava znacajno

lo$iju prognozu (62,63).
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Obzirom na sklonost recidiviranja karcinoma urotela kod visokog postotka bolesnika
dragocjene prognosticke podatke o malignom potencijalu tumora pruzaju nam studije o
karcinomskim markerima. Oni nam mogu posluziti za razvoj metoda rane dijagnostike, kao
potencijalna terapijska mjesta u odredenoj fazi karcinogeneze ili kao prognosticki marker za

rekurenciju i progresiju bolesti.

1.6.7. Terapija, prognoza i pracenje bolesnika

Izbor terapijskog pristupa dominantno ovisi i stadiju bolesti, a manjim dijelom i o
stupnju diferenciranosti (gradusu). Nacelno, povrsinski tumori (Ta, T1 i CIS) lijece se
transuretralnom resekcijom vidljivih lezija te intravezikalnim instilacijama kemoterapijskih
sredstava za lokalnu primjenu (doxorubicin, mitomicin C i sl.) ili imunoterapijom primjenom

BCG intravezikalno prema razli¢itim protokolima (37).

Osobiti izazov u kreiranju terapijskog plana predstavlja kategorija T1G3 tumora. Prema
dana$njim spoznajama kod ovog specificnog entiteta postoji vjerojatnost progresije u misi¢no
infiltrativni tumor 4-20% unutar prve godine, a 20-48% unutar pet godina od postavljanja
dijagnoze (96). lako neki autori inzistiraju na tzv. ,,ranoj cistektomiji®, dok je tumoru stadiju T1
1 loSe diferenciran, drugi smatraju da takav terapijski agresivni pristup nema svoje utemeljeno
uporiste (97). Prvi obrazlazu svoj stav ¢injenicom da je prognoza T1G3 tumora, osobito uz
prisustvo CIS-a, jednako loSa kao i prognoza T2 tumora 1 ne vide razloga za odgadanje

kurativne kirurske terapije.

Stovise, odgadanje cistektomije do pojave recidiva ili progresije smanjuje petogodi$nje
prezivljenje s 90% na 50-60%. Protivnici ovog stava smatraju da inzistiranje na ranoj
cistektomiji nece znacajno smanjiti mortalitet iako moZe poboljSati rezultate kirurSkog lijecenja

u centrima koji primjenjuju agresivniji terapijski stav (98,99).

Kada jednom nedvojbeno dokazemo da se radi o miSi¢no infiltrativnom tumoru (T>2)
koji su ve¢inom loSe diferencirani, terapijski izbor je jedino radikalna cistektomija i derivacija
urina, ukoliko dob i op¢e stanje bolesnika te komorbiditet dozvoljavaju takav oblik radikalne

kirurSke terapije. Rezultati takvog lijeCenja prikazani su Cinjenicom da priblizno 50% tih
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bolesnika razvije klinicki detektabilne metastaze unutar 2 godine, a 60% umire unutar 5 godina

unatoc lijecenju (100).

Prema smjernicama EAU program redovitog nadzora nad bolesnicima kojima je
transuretralnom resekcijom odstranjen povrsinski tumor mokra¢nog mjehura, ovisi o tome u
koju kategoriju rizika pripada pojedini bolesnik. Konvencionalni na¢in pra¢enja bolesnika
podrazumijeva da svaka cistoskopska kontrola ima ranije u¢injen i citoloski pregled sedimenta

urina.

Za bolesnike iz skupine niskog rizika, potrebna je cistoskopija 3 mjeseca nakon TUR-a
pa ako je ona negativna slijedeéa se predvida 9 mjeseci nakon TUR-a te potom jednom godiSnje

tijekom 5 godina ako su sve kontrole urednih nalaza.

U bolesnika visokog rizika takoder je neophodna cistoskopija 3 mjeseca nakon TUR-a
cak 1 ako je nalaz negativan ona se ponavlja svaka 3 mjeseca tijekom 2 godine, svaka 4 mjeseca
u tre¢oj godini, te svakih 6 mjeseci do kraja pete godine nadzora, a zatim jednom godi$nje uz

radiolosku evaluaciju gornjeg urotrakta.

Bolesnici srednjeg rizika (njih je prilizno 1/3) nemaju apsolutno definiran protokol
nadzora koji se adaptira prema nastojanjima urologa i Zeljama bolesnika. Upravo u ovoj
kategoriji jasno postaju vidljive posljedice nesuglasja ekspertnih skupina glede definiranja

rizi¢nih skupina (97-100).

Upravo zbog visoke prevalencije bolesti, Cestih kontrolnih pregleda citologijom i
cistoskopijom, rak mjehura predstavlja bolest za koju se u Zapadnim zemljama izdvaja najvise
materijalnih sredstava od svih bolesti. Pri tome cistoskopija predstavlja najznacajniju stavku jer
zahtijeva vjestinu izvodenja 1 iskustvo u interpretaciji endoskopskog nalaza. Redukcija broja
cistoskopija, ukoliko pronademo dovoljno pouzdanu neinvazivnu metodu detekcije recidiva,

imala bi svoj ekonomski znac¢aj (101).

1.7.Citologija sedimenta urina
Citoloska pretraga sedimenta urina uvedena je u praksu sredinom proslog stolje¢a i do
danasnjih dana predstavlja standard neinvazivne dijagnostike karcinoma urotela (102). Prema

vrijednostima 1 karakteristikama citologije kategoriziraju se sve novije metode neinvazivne
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dijagnostike. O tome svjedoci 1 miSljenje vecine europskih urologa koji, unato¢ postojanju
novijih metoda dijagnostike 1 pracenja, i dalje preferiraju citologiju kao prvi izbor u

konvencionalnom medicinskom postupku (102-105).

Citoloska pretraga moze detektirati tumor bilo gdje unutar sustava obloZenog urotelom,
od kaliksa, preko uretera do mokra¢nog mjehura i proksimalne uretre. Pretragu treba uciniti na
drugom uzorku jutarnje mokrace buduci da prva jutarnja mokrac¢a moze sadrzavati visok stupanj
liziranih stanica koje su dulje vrijeme bile u hipertoni¢cnom urinu (103). U pogledu uzimanja
uzoraka za citoloSku pretragu postoje stanovita nesuglasja. Pojedini autori opisuju kako je
uzimanje uzorka urina spontanim mokrenjem tri dana uzastopce povisilo osjetljivost metode s
41 na 60%. Drugi autori navode kako uzimanje uzorka kateterizacijom i ispiranjem mjehura
moze dodatno povecati osjetljivost metode. lako su uzorci urina dobijenog ispiranjem mjehura
svakako viSe celularni, koristimo li kateterizaciju, takav nacin pretrage viSe ne mozemo smatrati
neinvazivhom metodom dijagnostike. Pored toga postupkom kateterizacije moguce je
denudacijom normalog urotela arteficijelno stvoriti nakupine stanica koje nije moguce

razlikovati od dobro diferencirane neoplazme (105).

Ukupnu tocnost citoloSke pretrage mogu zna¢ajno umanyjiti postojanje konkremenata

urotrakta te intravezikalne instilacije kemo- ili imunoterapije i stanja nakon iradijacije zdjelice.

Citologija sedimenta urina se klasicno smatra neinvazivnom metodom dijagnostike raka
urotela koja visokom osjetljivos¢u, detektira loSe diferencirane tumore, propusta visoku
proporciju dobro diferenciranih, a najvrijednija karakteristika joj je visoka specifi¢nost. Ukupna
osjetljivost citologije sedimenta urina je 40-60% (105), a Sto nam govori da tom metodom
priblizno pola tumora ostane nedijagnosticirano. lako ¢e vec¢ina od tih nedijagnosticiranih
tumora biti dobro diferencirane 1 najvjerojatnije manje lezije, treba napomenuti kako
konvencionalna citologija ima do 20% lazno negativnih nalaza i u skupini loSe diferenciranih

tumora (106).

Prema novijim radovima citologija ima losiju osjetljivost, ne samo za G1, nego i za G3
tumore, ukljucujuci i CIS. Prije desetak godina na Mayo Clinici u€injena je analiza arhiviranog
materijala i utvrdeno je kako je osjetljivost citologije za sve tumore bila samo 58%, a samo za
G3 skupinu ne veca od 71%. Budu¢i da su rezultati bili 1o8iji od ocekivanog napravljena je

analiza kumulativnih podataka radova objavljenih nakon 1990. godine i1 uvidjelo se kako
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citologija otkriva samo 11% G1 tumora, 31% G2 1 60% G3 tumora (107). Nakon toga su
Grossman 1 sur. ucinili multicentricnu studiju u ¢ijim je rezultatima vidljivo kako je ukupna
osjetljivost citologije bila samo 15,8% (96). Relevantni izvori citoloske literature navode

ukupnu osjetljivost pretrage 49-71% (103).

Medutim, citoloSka pretraga sedimenta urina i interpretacija nalaza zahtijeva veliko
iskustvo unato¢ kojem postoji znatna varijabilnost izmedu citologa (engl. inter-observer) pa i
kod revizije nalaza od strane istog citologa (engl. intra-observer), a to dovodi do slabe
reproducibilnosti. Dijelom se ovakve karakteristike mogu tumaciti ¢injenicom kako citoloska
pretraga sedimenta urina nije laboratorijski test nego subjektivna interpretacija morfoloSkog

nalaza (104,106).

1.8. Cistoskopija

Endoskopski pregled mokra¢nog mjehura predstavlja, uz transuretralnu resekciju i
patohistolosku konfirmaciju dijagnoze, temelj uroloske dijagnostike. Zahvat se najcesce izvodi
ambulantno, uz aplikaciju lokalnog anestetika u gelu per urethram. U slucaju da je tumor
mjehura ve¢ ranije vizualiziran ultrazvucno ili drugim radioloskim metodama, ambulantna
cistoskopija nije nuzna, ali potpuni cistoskopski nalaz koji treba sadrZzavati podatke o
konzistenciji (solidni ili papilarni), obliku, veli€ini, broju 1 lokalizaciji tumora te eventualnim
promjenama u njegovoj okolini, moZe dati vrijedne prognosticke podatke te determinirati

strategiju transuretralne resekcije tumora mjehura (37).

Papilarni i solidni tumori naj¢esc¢e se bez vecih teskoca vizualiziraju na glatkoj povrsini
sluznice mokra¢nog mjehura. CIS se opisuje kao barSunasta, crvena, solitarna promjena ili
multiple promjene bez papila koje mogu medusobno 1 konfluirati. Cistoskopija ne moZe odrediti
stadij 1 gradus tumora, ali postojanje solidne morfologije tumora i/ili prisustvo nekroti¢nih

dijelova tumora uvjerljivo sugeriraju visoki gradus i invazivna svojstva (108).

Vise problema nastaje kod manje uvjerljivih i tipi€nih morfoloskih slika u mokra¢nom
mjehuru. Neki autori navode kako je velika vecina cistoskopski malignih nalaza i histoloski
maligno te da cistoskopija ima visoku pozitivnu prediktivnu vrijednost, $to se odnosi na tipicne

endoskopske nalaze tumorske morfologije. Drugi upozoravaju na ucestalost lazno pozitivnih
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nalaza od €ak 37%, a to se pak najceSce odnosi na selekcioniranu skupinu bolesnika s manje

tipicnim i uvjerljivim cistoskopskim nalazom (107-110).

Osim $to postoje lazno pozitivni nalazi cistoskopije, metoda fluorescentne cistoskopije
(tzv. ,,blue light“ cystoscopy) koriStenjem S5-aminolevulinske kiseline koja se akumulira u
tumorskim ali ne i u zdravim stanicama, pokazala je da postoje 1 laZzno negativni nalazi

konvencionalne cistoskopije standardnim bijelim svjetlom (109).

Vecina autora navodi kako fluorescentna cistoskopija povisuje osjetljivost standardne
za oko 20% 1 to osobito u skupini CIS-a. Postoje, medutim 1 lazno pozitivni nalazi fluorescentne
cistoskopije koji se susre¢u u 3-11% slucajeva, a najcesci uzroci su upala, nedavni TUR tumora

mjehura i intravezikalna instalacija imunoterapije (109-111).

Protivnici ove metode argumentiraju kako imamo na raspolaganju na¢ine da smanjimo
stopu recidiva pravilnijim koriStenjem dosada$njih metoda te da ve¢ina tumora koje previdimo
bijelim svjetlom, a dokazemo fluorescentnom cistoskopijom svojom biologijom ne ugrozava
bolesnika. Nadalje, imamo efektivnu adjuvantnu topicku kemo- i imunoterapiju koju dobije
vecéina bolesnika u kategoriji srednjeg i visokog rizika te kako ne treba Zuriti s prohvacanjem
fluorescentne cistoskopije kao standardne procedure dok vise analiza ne dokaze njezinu stvarnu

vrijednost (111).

Cistoskopija je endoskopski pregled kojeg mozemo izvesti standardnom rigidnom
opremom ali se sve viSe koristi fleksibilni cistoskop. Danasnja medicinska tehnologija
omogucuje 1 fleksibinu cistoskopiju bijelim 1 plavim svjetlom. Osjetljivost cistoskopije se u

literaturi procjenjuje na 73%, a specifi¢nost na svega 51% (104).

Mozemo zakljuciti da ni cistoskopija, niti citologija, svaka zasebno ili u kombinaciji,
nemaju optimalnu dijagnosticku tocnost i to dodatno povecava interes za koriStenjem manje

subjektivnih strategija.
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1.9. Tumorski markeri i fluorescentna in situhibridizacija

1.9.1. Tumorski markeri

Tumorski markeri za rak mokra¢nog mjehura razvijaju se posljednjih gotovo dvadeset
godina. Klinicku potrebu za neinvazivnm testom za rak mjehura definiraju dva cilja i to rana
detekcija lose diferenciranih karcinoma, prije nastanka infiltracije misi¢énog sloja, te bolja
detekcija recidivnih tumora.

Jednostavna, neinvazivna te visoko osjetljiva 1 specificna metoda mogla bi smanjiti
morbiditet vezan uz dosadaSnje metode klinickog nadzora, poboljsati kvalitetu Zzivota

bolesnika i smanjiti troSkove za ,,najskuplji maligni tumor u zapadnom svijetu “(59).

Danas postoji gotovo 20 razlicitih tumorskih markera koji se koriste u dijagnostici raka
mokraénog mjehura i ¢ija se klini¢ka uc¢inkovitost testira u mnogim klini¢kim studijama.
Nacelno, ve¢ina navedenih markera ima bolju osjetljivost u usporedbi s citologijom ali nizu
specifi¢nost. Stoga visoka proporcija lazno-pozitivnih nalaza rezultira dodatnim nepotrebnim

dijagnostickim pretragama (113).

Otkriveni su proteini i drugi tumorski produkti koji se nalaze u urinu, a ¢ija detekcija
svojom osjetljivos¢u nadmasuje osjetljivost konvencionalnog markera citoloske pretrage urina
u dijagnostici raka mokraénog mjehura. Detekcija navedenih proteina temelji se na
kontinuiranoj produkciji od strane tumorskih stanica, a koli¢ina takvog biomarkera moze biti
prisutna u urinu povremeno u malim koli¢inama $to pretpostavlja vrlo osjetljiv test za
detekciju 1 veci volumen tumora (101,103). Markeri koji se temelje na detekciji tumorskih
proteina su BTA (bladder tumor analyte) te njegove poboljSane varijante BTA stat 1 BTA trak
kao 1 NMP22 (nuclear matrix protein). BT A se metodoloski temelji na latex- aglutinacijskom
testiranju, BTA stat je kvalitativni test koji se koristi monoklonskim protutijelima za H-faktor
komplement sustava, a taj je povecane ekspresije u bolesnika s rakom mokra¢nog mjehura
dok BTA trak predstavlja kvantitativnhu analizu. NMP22 je bjelancevina jezgre vezana uz
DNA replikaciju 1 transkripciju, povecanog je sadrzaja u urinu bolesnika s rakom mjehura.
BTA trak i NMP22 nesto su vise osjetljivosti od citologije, a specificnost BTA trak testa je
umanjena zbog laZno-pozitivnih nalaza koje uzrokuju upalna stanja, urinarna litijaza,

hematurija, cistoskopija kao i druge pratece bolesti mokra¢nog sustava koje ¢esto koincidiraju
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s pojavom raka mjehura. Iako sli¢ne karakteristika ima i NMP22 ovdje je dodatni problem
vrlo Sirokih referentnih vrijednosti za pozitivan rezultat testa Sto limitira njegovu prakti¢nu
vrijednost (103, 114,115).

Test koji se temelji na detekciji enzimskog kompleksa u urinu bolesnika s rakom
mjehura je test telomeraze. Tokom uredne DNA replikacije telomere kromosoma se skrac¢uju
u svakom ciklusu, a §to kona¢no dovodi do stani¢ne smrti. U tumorima se pomocu reverzne
transkriptaze telomere produljuju te produzuju zivotni ciklus tumorske stanice stoga je
predlozen test telomeraze u dijagnostici i pracenju karcinoma mokra¢nog mjehura(115).
Pocetni rezultati istraZzivanja ovog testa bili su ohrabruju¢i ali kasniji autori nisu uspjeli
replicirati takve nalaze (116,117). Enzimski kompleks telomeraze je vrlo nestabilan u urinu i
zahtijeva vrlo brzu analizu nakon uzimanja uzorka $to moze dijelom objasniti razlike u
navedenim studijama (117).

Slijedeci urinarni marker je Quanticyt, a predstavlja kompjutorsku analizu slike kojom
se evaluira oblik jezgre 1 DNA sadrzaj (poliploidija) u stanicama prisutnim u ispirku
mokraénog mjehura. Budu¢i da se nuzno radi o ispirku mjehura ovaj test ne mozemo smatrati
neinvazivnim (118).

ImmunoCyt test nalazi se u sferi imunocitologije i koristi tri fluorescentna monoklonska
protutijela kojima detektira urotelnu varijantu karcinoembrijskog antigena i dva specifi¢na
mucina koji imaju svoju ekspresiju u tumorskim, ali ne u zdravim urotelnim stanicama.
Rezultati velike Francuske multicentricne studije govore kako ImmunoCyt test poboljSava
dijagnostickutocnost u svakodnevnoj praksi. Vriesema i sur. utvrdili su postojanje visoke
varijabilnosti u inerpretaciji nalaza (slaba reproducibilnost), a pored toga oko 16% niza
osjetljivost u populaciji bolesnika koji su u programu pracenja moze znatno umanjiti znacenje
tog testa (119).

Standardni urinarni marker za neinvazivnu dijagnostiku je 1 dalje citologija sedimenta
urina. Radi se o nekvantitativnoj, subjektivnoj metodi pa stoga trazimo dovoljno tocan,
neinvazivni marker (test)koji mjeri biokemijske ili genetske promjene nastale zbog prisustva
malignih stanica. Idealni tumorski marker (test) mora biti brzo izvediv i tehnicki jednostavan
te lak za interpretaciju rezultata. Pored toga, varijabilnost unutar i izmedu pojedinog testa mora
biti niska 1 najvaznije mora biti efikasan u smislu visoke osjetljivosti 1 specificnosti (102).

Klini¢ke 1 molekularne studije su suglasne da postoje dva razliCita patogenetska puta u

nastanku karcinoma mokra¢nog mjehura. TaG1/2 tumori su vec¢inom diploidni, s niskim
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stupnjem kromosomske nestabilnosti, ¢esto imaju delecije na kromosomu 9 i mutacije FGFR3,
recidiviraju ali izrazito rijetko progrediraju. Ako nekim markerom zelimo detektirati takve
tumore on mora biti usmjeren nadetekciju navedenih molekularnih promjena da bi mogao
dijagnosticirati ili Gak i predvidjeti recidiv. Zelimo li detektirati lo$e diferencirane i invazivne
tumore (TaG3, svi T1 1 CIS) koji su vrlo Cesto aneuploidni s visokim stupnjem genetske
instabilnosti, imaju amplifikacije genetskog materijala (poliploidija), znatno ¢eS¢e recidiviraju
i §to je jos vaznije, progrediraju, struktura markera mora biti ciljana na druge molekularne i
genetske promjene (120). Fluorescentna in situ hibridizacija koristenjem FISH UroVysion®
testa jedan je novijih markera koji omogucuje detekciju kromosomskih promjena koje

obiljezavaju oba puta patogeneze raka mokra¢nog mjehura.

1.9.2. Fluorescentna in situ hibridizacija (FISH)

Fluorescentna in situ hibridizacija (FISH) je ve¢ dulje vrijeme metodoloski poznata
tehnika molekularne citogenetske analize kojom se detektiraju numericke i1 strukturalne
abnormalnosti kromosoma. BioloSko ponaSanje povrSinskog karcinoma mokra¢nog mjehura
je tesko pouzdano predvidjeti na temelju konvencionalne morfoloske patohistoloske analize, a
novi genski testovi mogu pomo¢i klini¢arima u dijagnostici i lije¢enju bolesnika (121).

FISH UroVysion analiza, u nekim kategorijama tumora (Ta i G3) moze ve¢om ukupnom
tocnoS¢u zamijeniti standardnu citolosku pretragu. U pra¢enju TaGl tumoramoguce je
racionalno reducirati broj kontrolnih cistoskopija ukoliko je FISH nalaz negativan. Pracenje
bolesnika u kojeg je ve¢ ranije dijagnosticiran G3 tumor savjetujemo provoditi FISH
UroVysion metodom budu¢i da ona osigurava boljuranu detekciju tih potencijalno letalnih
tumora (121-124).

Osim dosad navedenih prednosti, koje nisu jedine, metodi se zamjera niZa osjetljivost 1
specifi¢nost u skupini bolesnika pod redovitim kontrolama, skupoca 1 kompleksnost postupka

te postojece dileme oko definiranja kriterija pozitivnosti testa.
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1.10. Stanice i molekule strome tumora

1.10.1. Stroma tumora

Stroma tumora je tkivo koje okruzuje epitelne tumorske stanice i pruza im funkcionalnu
potporu, a stanice strome 1 vanstani¢ni matriks (ECM) su podlozni promjenama. Stromu ¢ine
fibroblasti, miofibroblasti, endotelne i upalne stanice koje luce razlicite molekule, a one pak
imaju ulogu u regulaciji proliferacije, migraciji, angiogenezi te remodeliranju tkiva i
metabolizmu tumora. Za odrzanje homeostaze strome bilo kojeg tkiva bitna je ravnoteza

izmedu molekula ECM-a (125).

Za Sirenje karcinoma 1 agresivno ponaSanje vazna je sposobnost stanica za
samoobnavljanjem 1 prezivljenjem u stresnom okoliSu, a prema dosadas$njim spoznajama
stroma tumora tu ima vaznu ulogu. Stroma je vazna za angiogenezu tj. neovaskularizaciju,

promociju prezivljenja tumorskih stanica, proliferaciju i invaziju (126,127).

Promjene fenotipa strome koji se naziva dezmoplazija uoc¢en je u mnogim tumorima; dojke,
gusterace, crijeva, pluca, pa i u raku prostate. Dezmoplazija podrazumijeva hiperplaziju
tumorskih fibroblasta (miofibroblasta), poja¢ano stvaranje vezivnog tkiva, uglavnom
kolagenog, sinteze epitelnih faktora rasta, dezorganizaciju obrazaca rasta i povisenu

proliferaciju (128, 129).

Pojava miofibroblasta dokazana je 1 u stromi urotelnog karcinoma mokra¢nog mjehura.
Prema do sada poznatim istrazivanjima u Ta stadiju karcinoma mokra¢nog mjehura, nije uocena
pojacana proliferacija miofibroblasta. Proliferacija je zabiljeZena u 26,9% T1 stadija karcinoma
mokraénog mjehura te takoder u svim T2 1 T3 stadijima, osobito u karcinomima visokog

gradusa (130, 131).

Cini se da je najvaznija uloga miofibroblasta u progresiji tumora promjena neinvazivnog
fenotipa tumora u invazivni §to je potvrdeno nalazom da pojava miofibroblasta u stromi tumora
prethodi invazivnom stadiju karcinoma. Osim $to omogucavaju rast i invaziju tumorskim
stanicama, miofibroblasti poticu angiogenezu i limfogenezu te §tite tumorske stanice od imunog
odgovora domacina. Dokazano je da miofibroblasti pojacano sintetiziraju VEGF (engl.

,»vascular endothelial growth factor®) (132).
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1.10.2. Fibronektin

Fibronektin se kao netopivi glikoproteinski dimer nalazi u vanstani¢cnom matriksu te ga
sintetiziraju fibroblasti, kao i hondrociti, endotelne stanice, makrofagi i pojedine epitelne
stanice. Ukljuen je u mnoge stani¢ne procese, on veze stanice 1 vanstani¢ni matriks, tj.

sudjeluje u adheziji stanica za bazalnu membranu (133).

Ekspresija fibronektina, kao i njegova uloga u nastanku 1 Sirenju tumora proucavana je u
razli¢itim karcinomima. Smatra se da promjena ekspresije fibronektina ima vaznu ulogu u

agresivnosti i prognozi adenokarcinoma pluca i dojke (134,135).

Kod karcinoma mokra¢nog mjehura opisana je uloga fibronektina kao jednog od tzv.
profibrotickih faktora koji se pokrecu u uvjetima hipoksije mikrookolisa koji dovodi do
pokretanja upalnog odgovora, profibrotickih promjena 1 dediferencijacije, a uz S§to su

primjecene promjene u sastavu ECM-a (136).

Takoder je uoceno da u karcinomu mokra¢nog mjehura dolazi do pojave izoformi
fibronektina koje mogu imati ulogu kao prognosticki biomarkeri (137). Postoje i pojedini radovi
koji predlazu odredivanje fibronektina u urinu kao biomarkera za ranu dijagnostiku karcinom

mokraénog mjehura, iako su jo$ potrebne detaljnije meta analize i studije (138, 139).

1.10.3. Galektin-3
Galektin-3 je ¢lan obitelji lektina, glikoprotein koji je eksprimiran u jezgri, citoplazmi i
mitohondrijima te u ECM-u. Stvara veze s drugim molekulama vanstani¢nog matriksa. Vazan

je za procese stanic¢ne adhezije, rast 1 diferencijaciju te stani¢ni ciklus 1 apoptozu (140).

U pojedinim istrazivanjima pronadena je poviSena ekspresija galektina-3 u nekim
tumorima te sklonost istith prema nastanku metastaza. U karcinomima prostate dobiveni su
viSeznacni rezultati, opisana je dvojna ulogu galektina-3, ovisno o mjestu ekspresije. Jezgrena
ekspresija galektina povezana je s njegovom antitumorskom ulogom, a ekspresija u citoplazmi

pogodovala je napredovanju tumora (141,142).

Galektin-3 se takoder spominje u karcinomima mokra¢nog mjehura kao meta u ciljanom
lijeCenju tumora obzirom se smatra da ima utjecaj na nastanak pozitivne mikrookoline za
napredak 1 rast tumora (143). Pojedini autori predlazu ga kao pouzdan marker za dijagnostiku

karcinoma mokra¢nog mjehura dok je kao prognosticki marker nepouzdan (144).
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2. HIPOTEZA

Povecana imunohistokemijska izraZenost fibronektina i snizena imunohistokemijska
izrazenost galektina-3 pozitivno korelira s bioloSkom agresivnoS¢u tumora, a $to je povezano

s brzim 1 ¢es¢im recidivom kod bolesnika s urotelnim karcinomom mokra¢nog mjehura.
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3. SVRHA I CILJ RADA

Na temelju postavljene hipoteze ciljevi ovog istrazivanja su:

1.

Imunohistokemijskom analizom odrediti izrazenost fibronektina i galektina-3 u

stromi 1 epitelnim stanicama urotelnog karcinoma mokra¢nog mjehura.

Usporediti imunohistokemijsku izraZenost fibronektina 1 galektina-3 s klinickim
podacima (dob, spol) te dosadaSnjim poznatim prognostickim parametrima

urotelnog karcinoma mokra¢nog mjehura (TNM klasifikacija, gradus tumora).

Odrediti moguc¢i prognosti¢ki znacaj imunohistokemijske izraZenosti istraZivanih
proteina u odnosu na klini¢ke parametre prezivljenja i pracenja bolesnika (pojava

recidiva, ucestalost recidiva, vremenski razmak izmedu pojave recidiva).
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4. BOLESNICI I METODE

4.1. Bolesnici

U ovom retrospektivnom istrazivanju koristen je arhivski materijal dobiven cistoskopski
kod pacijenata s postavljenom sumnjom na urotelni karcinom mokraénog mjehura te na dijelu
materijala dobivenom nakon transuretralne resekcije tumora ili cistektomije zbog misi¢no
invazivnog karcinoma (T2). U uzorcima je histoloski potvrdena dijagnoza urotelnog karcinoma
mokra¢nog mjehura, na Klinickom zavodu za patologiju i citologiju ,,Ljudevit Jurak* Klinickog

bolnic¢kog centra ,,Sestre milosrdnice* u Zagrebu.
Analizirani su uzorci 110 pacijenata, a koji su podijeljeni u slijedece skupine:

e 30 uzoraka karcinoma mokra¢nog mjehura stadija Ta i T1, niskog gradusa

e 30 uzoraka karcinoma mokra¢nog mjehura stadija Ta 1 T1, visokog gradusa

e 30 uzoraka karcinoma mokra¢nog mjehura stadija T2

e 20 uzoraka karcinoma mokra¢nog mjehura s proSirenom metastatskom bolesti

u limfni ¢vor

Uzorci za analizu odabrani su nasumic¢no, a tako da sadrze adekvatan materijal

tumora koji je zauzimao minimalno 30% parafinskog bloka.

Podaci o bolesnicima prikupljeni su iz arhive navedenog Zavoda kao 1 Klinike za
urologiju KBC ,,Sestre milosrdnice®. U istraZivanju se nisu koristili osobni podaci koji bi
otkrili identitet ili ugrozili privatnost bolesnika. Klini¢ki podaci o bolesnicima, podaci o
patohistoloSkom nalazu 1 podaci o pracenju bolesnika dostupni su kod voditelja
istrazivanjate u arhivi bolesnika 1 baze podataka Klinike za urologiju i Klinickog zavoda za

patologiju i citologiju, KBC ,,Sestre milosrdnice*.

Svaki bolesnik oznacen je jedinstvenim brojem s kojim je bio ukljuen u istraZivanje, a

pravi identitet ispitanika, radi zastite osobnih podataka bolesnika, poznat je samo istrazivacima.

U sveukupnom uzorku tumora Ta i T1 stadija niskog gradusa bila su 22 muSkarca
(73,3%) 1 8 Zena 26,7%. U sveukupnom uzorku tumora Ta 1 T1 stadija visokog gradusa udio

muskaraca 1 zena bio je podjednak kao i u prethodno opisanoj grupi. U sveukupnom uzorku
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tumora T2 stadija bila su 23 muskarca (76,7%) 1 7 zena 23,3%. Skupinu metastatskih tumora

¢inilo je 14 muskaraca (77,8%) 1 4 zene (22,2%) (Tablica 1).

Tablica 1. Udio muskaraca i Zena u ispitivanom uzorku.

SPOL
Muski Zenski
N % N %

Ta i1 T1, niski gradus 22 73,3% 8 26,7%

TaiT1, visoki gradus 22 73,3% 8 26,7%
Skupina

T2 23 76,7% 7 23,3%

Metastaze u In 14 77,8% 4 22.2%

Pearson Chi-Square Tests
SPOL

Vrijednost X2 testa 0,207
Skupina df 3

P 0,976

U skupini pacijenata s tumorom niskog gradusa najveci broj pacijenata bio je dobi 51-
60 godina (33,3%) te 71-80 godina (30,0%). Skupina pacijenata s tumorima visokog gradusa
pokazivala je pomak prema starijoj dobi, 22 pacijenata (74,3%) starosti su iznad 61 godine.
Misi¢no invazivni karcinomi takoder se ve¢inom nalaze kod pacijenata starijih od 61 godine;
28 pacijenata (93,4%).

Skupinu pacijenata s metastatskim karcinomom takoder ¢ine oni koji su stariji od 61
godine; 15 ispitanika (53,4%).

Opisani uzorak u skladu je s poznatim podacima iz svjetske literature engleskog
govornog podrucja, a za dobnu 1 spolnu rasprostranjenost karcinoma mokra¢nog mjehura (1-

20).
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Tablica 2. Dobna raspodjela za ispitivani uzorak.

Skupina
Tai T1, niski Tai T1, visoki
T2 Metastaze u In
gradus gradus
N % N % N % N %

<50 godina 3 10,0% 3 10,0% 1 3,3% 0 0,0%

51-60 godina 10 33,3% 5 16,7% 1 3,3% 3 16,7%
Dobne

) 61-70 godina 3 10,0% 10 33,3% 11 36,7% 9 50,0%

skupine

71-80 godina 9 30,0% 10 33,3% 5 16,7% 5 27,8%

>80 godina 5 16,7% 2 6,7% 12 40,0% 1 5,6%

Pearsonov X2 test
Skupina
Vrijednost
30,490

X2 testa
Dobne
skupine df 12

P 0,002

4.2. Metode

Materijal je obraden standardnom histoloSkom metodom koja ukljucuje fiksaciju tkiva u
10% puferiranom formalinu, uklapanje u parafinske blokove, rezanje na debljinu 5 pm,

deparafinizaciju i bojenje standardnom metodom hemalaun eozinom (HE).

4.2.1. Histoloska analiza
Dijagnoza urotelnog karcinoma, kao i1 gradus tumora te TNM klasifikacija odredivani su
pomocu svjetlosnog mikroskopa. Uzorak je u cijelosti pregledan pod malim povecanjem

mikroskopa (40x), a pod velikim poveéanjem (200x i1 400x) mikroskopa odredivan je gradus i
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TNM Kklasifikacija(Slika 3). Oznaceno je podrucje s tumorskim tkivom koje ¢e biti analizirano

nakon imunohistokemijskog bojanja.

Slika 3. Histoloski izgled tumora na hemalaun eozin rutinskom bojanju; A: dobro
diferencirani urotelni karcinom, stadija Ta (HEx200) slika autora; B: slabo diferencirani

urotelni karcinom, stadija T1 (HE x 200) slika autora.

4.2.2. Imunohistokemijska analiza

Imunohistokemijska analiza strome i epitela urotelnog karcinoma na fibronektin i
galektin-3 ucinjena je LSAB metodom kao vizualizacijskim sistemom na Dako TechMate
automatiziranom stroju za imunohistokemijsko bojenje, uz upotrebu streptavidin
imunoperoksidaza MSIP protokola. U imunohistokemijskoj obradi upotrebljavana su
monoklonska protutijela na fibronektin (monoklonalni misji; klon AV61; razrjedenje 1:400;
Novocastra Laboratories, Velika Britanija), i na galektin-3 (monoklonalni misji; klon 9C4;
razrjedenje 1:100; Novocastra Laboratories, Velika Britanija).

Kao pozitivne kontrole koriSteni su: za fibronektin tkivo bubrega (pozitivna reakcija u
stromi bubrega), za galektin-3 tkivo debelog crijeva (pozitivna reakcija u crijevnom epitelu, u
jezgri i citoplazmi) te odgovarajuce negativne kontrole.

Rezultati imunohistokemijske analize za navedene proteine prikazani su
semikvantitativno, odredujuéi postotak imunoreaktivnih stanica na cijelom odabranom prerezu

tumorskog tkiva te su oznacavani kao:

-0 za odsutnost reakcije;

-1 za slabo izrazenu reakciju, do 33% pozitivnih stanica;
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-2 za umjereno izraZenu reakciju, >33%- 66% pozitivnih stanica;

-3 za jako izraZenu reakciju, > 66% pozitivnih stanica.

4.2.3. Statisticka analiza

Statisticka analiza provedena je koriStenjem statisticCkog programskog paketa
STATISTICA ver. 6.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA). Za sve istrazivane varijable u¢injenaje
deskriptivna statistika. Regresijska analiza (parametrijska 1 neparametrijska, ovisno o tipu
raspodjele) koriSten je kako bi se utvrdila povezanost pojedinih varijabli, a Hi-kvadrat ili
Fisherov egzaktni test koriSten za usporedbu kvalitativnih varijabli medu podskupinama. Ishodi
vezani uz prezivljenje analizirani su Coxovim modelima proporcionalnih hazarda te prikazani
Kaplan-Meierovim krivuljama vjerojatnosti prezivljenja. Statistickim znacajnom smatrano je

vrijednost p<0,05.
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5. REZULTATI I STATISTICKA ANALIZA REZULTATA

IzraZzenost imunohistokemijskog bojanja na galektin-3 u epitelu i stromi urotelnog
karcinoma prikazana je u tablici 3 1 slici 4. Statistickom analizom rezultata izraZenosti
galektina-3 u epitelu nisu dobivene znacajne razlike izmedu ispitivanih skupina za epitel

urotelnog karcinoma iako je rezultat na granici statisticke znacajnosti (p=0,582).

U skupini tumora niskog gradusa, a stadija Ta i Tl svi tumori su pokazivali
imunohistokemijsku reakciju na galektin-3 te je u vecini tumora; 27 (90,0%) vise od trecine

epitelnih stanica pokazivalo pozitivnu reakciju (umjerena i jaka reakcija).

U skupini tumora visokog gradusa, a stadija Ta i T1 jedan je tumor bio negativan na
bojanje dok su preostali pokazivali imunohistokemijsku reakciju na galektin-3 te je takoder
vecina tumora; 27 (90,0%) pokazivala pozitivnu epitelnu reakciju u viSe od treéine

stanica(umjerena i jaka reakcija).

U skupini tumora s invazijom miSi¢ne stijenke (T2) svi tumori su pokazivali
imunohistokemijsku reakciju na galektin-3, a ¢ak kod 29 (96,7%) tumora je viSe od tre¢ine

epitelnih stanica pokazivalo pozitivnu reakciju (umjerena i jaka reakcija).

U skupini tumora s metastazama u limfne ¢vorove (T2N1/2) svi tumori su pokazivali
imunohistokemijsku reakciju na galektin-3. Kod Sesnaest tumora (94,2%) je viSe od treine

epitelnih stanica pokazivalo pozitivnu reakciju (umjerena i jaka reakcija).

Statistickom analizom rezultata izrazenosti galektina-3 u stromi nisu dobivene

statisticki znacajne razlike izmedu ispitivanih skupina za stromu urotelnog karcinoma.

U svim ispitivanim uzorcima svih skupina stroma je pokazala imunohistokemijsku
reakciju na galektin-3, ali slabe 1 umjerene izrazenosti (1 ili 2), tj. bilo je pozitivno najvise do
66,6% stanica. Imunohistokemijska reakcija oznacena kao 3 (jaka reakcija) nije pronadena niti

u jednom uzorku.
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Tablica 3. Imunohistokemijska izrazenost galektina-3 u epitelu i stromi urotelnog karcinoma.

Skupina
Tai T1, visoki
Ta i T1, niski gradus T2 Metastaze u In
gradus
N % N % N % N %
0 0 0,0% 1 3,3% 0 0,0% 0 0,0%
0, 0, 0, 0,
Galektin- 1 3 10,0% 2 6,7% 1 3,3% 1 5,9%
3 epitel 2 10 33,3% 6 20,0% 6 20,0% 2 11,8%
3 17 56,7% 21 70,0% 23 76,7% 14 82,4%
. 1 18 60,0% 18 60,0% 17 56,7% 10 58,8%
Galektin-
3 stroma 2 12 40,0% 12 40,0% 13 433% 7 41,2%
Skupina
Vrijednost X2
7,530
testa
Galektin-
3 epitel df 9
P 0,582
Vrijednost X2
0,092
testa
Galektin-
3 stroma | df 3
P 0,993
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Slika 4. Imunohistokemijsko bojanje s galektinom-3; A: jako izraZena reakcija u epitelu tumora
(400xgalektin-3) slika autora; B: umjereno izraZena reakcija u stromi tumora (400xgalektin-3)

slika autora.

Izrazenost imunohistokemijskog bojanja na fibronektin u epitelu i stromi urotelnog
karcinoma prikazana je u tablici 4 1 slici 5.
Nadena je statisticki znac¢ajna razlika u imunohistokemijskoj reakciji tj. obojenju epitela tumora

1 strome tumora za fibronektin (y2-test, p=0,001).

U epitelnoj komponenti urotelnog karcinoma svih istrazivanih skupina izrazenost
fibronektina je bila niska ili je nije bilo (reakcija 0 ili 1), a kako se agresivnost tumora
povecavala (skupina T2NO i T2N1/2) izrazenost fibronektina u epitelnoj komponenti je rasla.
Za skupine Ta/T1 visokog i niskog gradusa vise od polovine tumora nije pokazalo reakciju u
epitelu dok je u skupini T2 reakcija bila prisutna u 73,4% tumora, a u skupini T2N1/2 u 64,7%
tumora. Nasuprot epitelnoj reakciji u stromi tumora pronadena je umjerena ili jaka
imunohistokemijska reakcija (2 i 3) u veéine tumora, bez obzira na grupu kojoj su tumori
pripadali. Iznimka je grupa T2N1/2 gdje izrazenost fibronektina u stromi pada i umjerena ili
jaka izraZenost (reakcija 2 ili 3) nalazi se tek u 29,4% tumora. U tablici 5 prikazan je odnos
istrazivanih markera u epitelu i stromi s T 1 N stadijem bolesti te s gradusom tumora.Pronadena
je statisticki znaCajna pozitivna korelacija u imunohistokemijskoj reakciji tj. obojenju epitela
tumora na galektin-3 i T stadija bolesti (p=0,046), kao 1 statisticki znacajna pozitivna korelacija
bojenja epitela na fibronektin s T-stadijem bolesti (p=0,001). Takoder je pronadena statisticki
znacajna pozitivna korelacija u imunohistokemijskoj reakciji tj. obojenju epitela tumora na

fibronektin 1 N stadija bolesti (p=0,037), kao 1 statisticki znaCajna negativna korelacija bojenja
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strome na fibronektin s N-stadijem bolesti (p=0,001).Statisticki znaCajna pozitivna korelacija
dobivena je i za gradus tumora i imunohistokemijsku reakciju epitela tumora na fibronektin
(p=0,044, p=0,004). Razlika je dobivena bez obzira na nacin odredivanja gradusa tumora (skala

gradusa G1-3; stari na¢in graduiranja ili niski 1 visoki gradus; novi nacin graduiranja) (63).

Tablica 4. Imunohistokemijska izrazenost fibronektina u epitelu i stromi urotelnog karcinoma.

Skupina
Ta i T1, niski gradus | TaiT1, visoki gradus T2 Metastaze u In
N % N % N % N %
0 20 66,7% 16 53,3% 8 26,7% 6 35,3%
. . 1 10 33,3% 14 46,7% 17 56,7% 6 35,3%
Fibronektin
epitel 2 0 0,0% 0 0,0% 3 10,0% 5 20.4%
3 0 0,0% 0 0,0% 2 6,7% 0 0,0%
0 2 6,7% 0 0,0% 0 0,0% 1 5,9%
. . 1 6 20,0% 7 23,3% 2 6,7% 11 64,7%
Fibronektin
stroma 2 14 46,7% 15 50,0% 13 433% 4 23,5%
3 8 26,7% 8 26,7% 15 50,0% 1 5,9%
Skupina
Vrijednost X2
28,921
testa
Fibronektin
epitel df 9
P 0,001
Vrijednost X2
28,832
testa
Fibronektin
stroma df 9
P 0,001
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Slika 5. Imunohistokemijsko bojanje s fibronektinom; A: umjereno izraZena reakcija u epitelu

tumora (400xfibronektin) slika autora; B: umjereno izrazena reakcija u stromi tumora

(400xfibronektin) slika autora.

Tablica 5. Odnos galektina-3 i fibronektina u epitelu i stromi s T i N stadijem bolesti te
s gradusom tumora.

Galektin-3 Galektin-3 Fibronektin Fibronektin
epitel stroma epitel stroma
Korelacijski koeficijent 0,193 0,051 0,307 -0,045
T stadij P 0,046 0,603 0,001 0,647
N 107 107 107 107
Korelacijski koeficijent 0,124 0,042 0,238 -0,367
N stadij P 0,282 0,715 0,037 0,001
N 77 77 77 77
Korelacijski koeficijent 0,184 0,151 0,196 -0,045
GRADUS P 0,057 0,120 0,044 0,648
N 107 107 107 107
Korelacijski koeficijent 0,176 0,014 0,276 0,036
GRADUS2 P 0,069 0,884 0,004 0,713
N 107 107 107 107
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U tablicama 6, 7, 8 1 9 prikazana je povezanost izrazenosti galektina-3 i fibronektina u

epitelu i stromi tumora s dobi, spolom, recidivom i progresijom tumora za svaku od istrazivanih

skupina. Dobivena je statisticki znacajna pozitivna korelacija izrazenosti fibronektina u stromi

tumora s dobi pacijenata (p=0,47), a za skupinu tumora niskog gradusa, Ta/T1.

Povezanost u skupini T2 bila je na granici statisticke znacajnosti (p=0,60).Za sve ostale

parametre nije dobivena povezanost s izrazenoScu istrazivanih proteina.

Tablica 6. Povezanost izrazenosti galektina-3 i fibronektina u epitelu i stromi tumora s

dobi, spolom, recidivom i progresijom tumora za skupinu niskog gradusa tumora Ta/T1.

Galektin-3 Fibronektin Fibronektin
Ta i T1, niski gradus Galektin-3 epitel
stroma epitel stroma
Korelacijski koeficijent 0,197 0,146 0,266 0,365
DOB (godine) P 0,296 0,443 0,156 0,047
N 30 30 30 30
Korelacijski koeficijent 0,182 0,123 0,213 0,149
SPOL P 0,335 0,517 0,258 0,431
N 30 30 30 30
Korelacijski koeficijent 0,149 0,191 0,047 -0,198
RECIDIV P 0,434 0,312 0,804 0,293
N 30 30 30 30
Korelacijski koeficijent 0,064 0,183 -0,126 -0,266
PROGRESIJA P 0,736 0,334 0,505 0,156
N 30 30 30 30
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Tablica 7. Povezanost izrazenosti galektina-3 1 fibronektina u epitelu 1 stromi tumora s dobi,

spolom, recidivom i progresijom tumora za skupinu visokog gradusa tumora Ta/T1.

Galektin-3 Fibronektin | Fibronektin
Ta i T1, visoki gradus Galektin-3 epitel stroma epitel stroma
Korelacijski koeficijent -0,141 -0,040 -0,186 -0,012
DOB (godine) P 0,457 0,836 0,324 0,950
N 30 30 30 30
Korelacijski koeficijent -0,049 -0,031 0,040 -0,246
SPOL P 0,799 0,872 0,833 0,189
N 30 30 30 30
Korelacijski koeficijent -0,082 -0,247 -0,261 0,330
RECIDIV P 0,667 0,188 0,164 0,075
N 30 30 30 30
Korelacijski koeficijent -0,147 -0,290 -0,042 0,307
PROGRESIJA P 0,439 0,121 0,825 0,099
N 30 30 30 30
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Tablica 8. Povezanost izrazenosti galektina-3 1 fibronektina u epitelu 1 stromi tumora s dobi,

spolom, recidivom i progresijom tumora za skupinu tumora T2NO.

Galektin-3 Fibronektin | Fibronektin
12 Galektin-3 epitel stroma epitel stroma
Korelacijski koeficijent -0,169 0,016 0,024 -0,347
DOB (godine) P 0,372 0,935 0,901 0,060
N 30 30 30 30
Korelacijski koeficijent 0,124 -0,005 -0,020 -0,036
SPOL P 0,515 0,978 0,915 0,851
N 30 30 30 30
Korelacijski koeficijent 0,021 -0,009 0,138 -0,191
RECIDIV P 0,912 0,962 0,466 0,313
N 30 30 30 30
Korelacijski koeficijent -0,012 -0,223 0,312 -0,034
PROGRESIJA P 0,951 0,236 0,093 0,858
N 30 30 30 30
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Tablica 9. Povezanost izrazenosti galektina-3 1 fibronektina u epitelu 1 stromi tumora s dobi,

spolom, recidivom i progresijom tumora za skupinu tumora T2N1/2.

Galektin-3 Fibronektin | Fibronektin
Metastaze u In Galektin-3 epitel stroma epitel stroma
Korelacijski koeficijent 0,052 -0,404 0,407 0,044
DOB (godine) P 0,843 0,107 0,105 0,868
N 17 17 17 17
Korelacijski koeficijent -0,490 -0,464 0,045 -0,217
SPOL P 0,046 0,061 0,864 0,403
N 17 17 17 17
Korelacijski koeficijent -0,397 -0,278 -0,112 -0,264
RECIDIV P 0,115 0,280 0,669 0,305
N 17 17 17 17
Korelacijski koeficijent -0,149 -0,182 0,045 -0,017
PROGRESIJA P 0,568 0,484 0,864 0,949
N 17 17 17 17

U tablicama 10, 11, 12 1 13 prikazana je medusobna povezanost izraZzenosti galektina-3

1 fibronektina u epitelu 1 stromi tumora.

Dobivena je statisticki znacajna pozitivna korelacija izrazenosti fibronektina u stromi
tumora s izrazenoS¢u fibronektina u epitelu (p=0,031), a za skupinu tumora niskog gradusa,
Ta/T1. Takoder je dobivena statisticki znafajna pozitivha korelacija izmedu izrazenosti
fibronektina i galektina-3 u epitelu tumora, a za skupinu s visokim gradusom, Ta/T1 (p=0,020).
U skupini T2 dobivena je statisticki znacajna jaka korelacija izmedu izrazenosti fibronektina u
stromi tumora 1 galektina-3 u epitelu tumora (p=0,001). U skupini s metastazama u limfne
¢vorove pronadena je statisticki znaCajna negativna korelacija za izrazenost fibronektina u

epitelu i galektina-3 u stromi.
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Tablica 10. Povezanost izrazenosti galektina-3 i fibronektina u epitelu i stromi tumora za

skupinu karcinoma niskog gradusa Ta/T1 stadija.

Galektin-3 Galektin-3 Fibronektin Fibronektin
epitel stroma epitel stroma
Korelacijski koeficijent 1 0,334 0,042 -0,105
Galektin-3 epitel P 0,072 0,827 0,579
N 30 30 30 30
Korelacijski koeficijent 0,334 1 0 0,261
Galektin-3 stroma P 0,072 1 0,164
N 30 30 30 30
Korelacijski koeficijent 0,042 0 1 0,394
Fibronektin epitel P 0,827 1 0,031
N 30 30 30 30
Korelacijski koeficijent -0,105 0,261 0,394 1
Fibronektin stroma P 0,579 0,164 0,031
N 30 30 30 30
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Tablica 11. Povezanost izrazenosti galektina-3 i fibronektina u epitelu i stromi tumora za

skupinu karcinoma visokog gradusa Ta/T1 stadija.

Galektin-3 Galektin-3 Fibronektin Fibronektin
epitel stroma epitel stroma
Korelacijski koeficijent 1 -0,093 0,421 0,041
Galektin-3 epitel P 0,626 0,020 0,829
N 30 30 30 30
Korelacijski koeficijent -0,093 1 0,191 -0,329
Galektin-3 stroma P 0,626 0,312 0,075
N 30 30 30 30
Korelacijski koeficijent 0,421 0,191 1 -0,231
Fibronektin epitel P 0,020 0,312 0,219
N 30 30 30 30
Korelacijski koeficijent 0,041 -0,329 -0,231 1
Fibronektin stroma P 0,829 0,075 0,219
N 30 30 30 30
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Tablica 12. Povezanost izrazenosti galektina-3 i fibronektina u epitelu i stromi tumora za

skupinu karcinoma T2NO stadija.

Galektin-3 Galektin-3 Fibronektin Fibronektin
epitel stroma epitel stroma
Korelacijski koeficijent 1 -0,016 -0,180 0,554
Galektin-3 epitel P 0,934 0,341 0,001
N 30 30 30 30
Korelacijski koeficijent -0,016 1 -0,157 0,052
Galektin-3 stroma P 0,934 0,409 0,784
N 30 30 30 30
Korelacijski koeficijent -0,180 -0,157 1 -0,149
Fibronektin epitel P 0,341 0,409 0,431
N 30 30 30 30
Korelacijski koeficijent 0,554 0,052 -0,149 1
Fibronektin stroma P 0,001 0,784 0,431
N 30 30 30 30
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Tablica 13. Povezanost izrazenosti galektina-3 i fibronektina u epitelu i stromi tumora za

skupinu karcinoma T2N1 stadija.

Galektin-3 Galektin-3 Fibronektin Fibronektin
epitel stroma epitel stroma
Korelacijski koeficijent 1 0,386 0,138 0,431
Galektin-3 epitel P 0,126 0,598 0,084
N 17 17 17 17
Korelacijski koeficijent 0,386 1 -0,543 0,317
Galektin-3 stroma P 0,126 0,024 0,216
N 17 17 17 17
Korelacijski koeficijent 0,138 -0,543 1 0,094
Fibronektin epitel P 0,598 0,024 0,721
N 17 17 17 17
Korelacijski koeficijent 0,431 0,317 0,094 1
Fibronektin stroma P 0,084 0,216 0,721
N 17 17 17 17

Povezanost promjene gradusa tijekom trajanja bolesti, kao 1 promjene TNM stadija s

izrazenosc¢u fibrinektina i galektina-3 u epitelu i stromi za istrazivane skupine prikazana je u

tablicama 14-21.

Pronadena je statisti¢ki znacajna pozitivha povezanost izmedu izraZenosti fibronektina
u stromi 1 promjene gradusa tumora (p=0,03) za skupinu tumora niskog gradusa, Ta/T1 tablica
18.

Za sve druge istrazivane skupine skupine nije nadena statisticki znacajna povezanost

izmedu izraZenosti istrazivanih proteina i promjene gradusa ili TNM stadija.
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Tablica 14. Povezanost promjene stadija s izrazenoS¢u fibronektina i galektina-3 u stromi i

epitelu urotelnog karcinoma, za skupinu niskog gradusa; Ta/T1.

Ta i T1, niski gradus
Promjena stadija NE DA
N % N %
0 15 62,5% 5 83,3%
Fibronektin epitel ! ’ 37.3% 1 16.7%
2 0 0,0% 0 0,0%
3 0 0,0% 0 0,0%
0 1 4,2% 1 16,7%
Fibronektin stroma ! 4 16.7% 2 33:3%
2 11 45,8% 3 50,0%
3 8 33,3% 0 0,0%
0 0 0,0% 0 0,0%
Galektin-3 epitel : ? 3% : 107
2 8 33,3% 2 33,3%
3 14 58,3% 3 50,0%
Galektin-3 stroma ! 1 62.3% 3 20.0%
2 9 37,5% 3 50,0%
Ta i T1, niski gradus
Fibronektin epitel Vrijednost X2 testa 0,938
df 1
P 0,333
Fibronektin stroma Vrijednost X2 testa 3,810
df 3
P 0,283
Galektin-3 epitel Vrijednost X2 testa 0,392
df 2
P 0,822
Galektin-3 stroma Vrijednost X2 testa 0,313
df 1
P 0,576
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Tablica 15. Povezanost promjene stadija s izrazenoS$¢u fibronektina i galektina-3 u stromi i

epitelu urotelnog karcinoma, za skupinu visokog gradusa; Ta/T1.

Ta i T1, visoki gradus
NE DA
Promjena stadija
N
% N %
0 13 52,0% 3 60,0%
1 12 48,0% 2 40,0%
Fibronektin epitel
2 0 0,0% 0 0,0%
3 0 0,0% 0 0,0%
0 0 0,0% 0 0,0%
1 7 28,0% 0 0,0%
Fibronektin stroma
2 12 48,0% 3 60,0%
3 6 24,0% 2 40,0%
0 1 4,0% 0 0,0%
1 1 4,0% 1 20,0%
Galektin-3 epitel
2 5 20,0% 1 20,0%
3 18 72,0% 3 60,0%
1 14 56,0% 4 80,0%
Galektin-3 stroma
2 11 44,0% 1 20,0%
Ta i T1, visoki gradus
Vrijednost X2 testa 0,107
Fibronektin epitel df 1
P 0,743
Vrijednost X2 testa 1,920
Fibronektin stroma df 2
P 0,383
Vrijednost X2 testa 1,886
Galektin-3 epitel df 3
P 0,596
Vrijednost X2 testa 1,000
Galektin-3 stroma df 1
P 0,317
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Tablica 16. Povezanost promjene stadija s izrazenoS$¢u fibronektina i galektina-3 u stromi i

epitelu urotelnog karcinoma, za skupinu gradusa; T2.

T2
Promjena stadija NE DA
N % N %
0 7 29,2% 1 16,7%
1 14 58,3% 3 50,0%
Fibronektin epitel
2 2 8,3% 1 16,7%
3 1 4,2% 1 16,7%
0 0 0,0% 0 0,0%
1 1 4,2% 1 16,7%
Fibronektin stroma
2 9 37,5% 4 66,7%
3 14 58,3% 1 16,7%
0 0 0,0% 0 0,0%
1 1 4,2% 0 0,0%
Galektin-3 epitel
2 3 12,5% 3 50,0%
3 20 83,3% 3 50,0%
1 13 54,2% 4 66,7%
Galektin-3 stroma
2 11 45,8% 2 33,3%
T2
Vrijednost X2 testa 1,798
Fibronektin epitel df 3
P 0,615
Vrijednost X2 testa 3,734
Fibronektin stroma df 2
P 0,155
Vrijednost X2 testa 4,321
Galektin-3 epitel df 2
P 0,115
Vrijednost X2 testa 0,305
Galektin-3 stroma df 1
P 0,58
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Tablica 17. Povezanost promjene stadija s izrazenoS¢u fibronektina i galektina-3 u stromi i

epitelu urotelnog karcinoma, za skupinu T2N1/2.

Metastaze u In
Promjena stadija NE DA
N % N %
0 3 25,0% 3 60,0%
Fibronektin epitel ! > 417 : 200%
2 4 33,3% 1 20,0%
3 0 0,0% 0 0,0%
0 0 0,0% 1 20,0%
Fibronektin stroma ! 8 66.7% 3 60.0%
2 3 25,0% 1 20,0%
3 1 8,3% 0 0,0%
0 0 0,0% 0 0,0%
Galektin-3 epitel : 1 3% ‘ 0.0%
2 1 8,3% 1 20,0%
3 10 83,3% 4 80,0%
Galektin-3 stroma ! 7 o8.3% 3 60.0%
2 5 41,7% 2 40,0%
Metastaze u In
Vrijednost X2 testa 1,908
Fibronektin epitel df 2
P 0,385
Vrijednost X2 testa 2,878
Fibronektin stroma df 3
P 0,411
Vrijednost X2 testa 0,830
Galektin-3 epitel df 2
P 0,66
Vrijednost X2 testa 0,004
Galektin-3 stroma df 1
P 0,949
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Tablica 18. Povezanost promjene gradusa s izraZzenoS¢u fibronektina i galektina-3 u stromi i
epitelu urotelnog karcinoma, za skupinu niskog gradusa; Ta/T1.

Ta i T1, niski gradus
romjena gradusa NE DA
N % N %
0 17 68,0% 3 60,0%
) o 1 8 32,0% 2 40,0%
Fibronektin epitel
2 0 0,0% 0 0,0%
3 0 0,0% 0 0,0%
0 1 4,0% 1 20,0%
1 3 12,0% 3 60,0%
Fibronektin stroma
2 13 52,0% 1 20,0%
3 8 32,0% 0 0,0%
0 0 0,0% 0 0,0%
1 3 12,0% 0 0,0%
Galektin-3 epitel
2 8 32,0% 2 40,0%
3 14 56,0% 3 60,0%
1 16 64,0% 2 40,0%
Galektin-3 stroma
2 9 36,0% 3 60,0%
Ta i T1, niski gradus
Vrijednost X2 testa 0,120
Fibronektin epitel df 1
P 0,729
Vrijednost X2 testa 8,914
Fibronektin stroma df 3
P 0,03
Vrijednost X2 testa 0,692
Galektin-3 epitel df 2
P 0,708
Vrijednost X2 testa 1,000
Galektin-3 stroma df 1
P 0,317
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Tablica 19. Povezanost promjene gradusa s izraZzenoS¢u fibronektina i galektina-3 u stromi i
epitelu urotelnog karcinoma, za skupinu visokog gradusa; Ta/T1.

Ta i T1, visoki gradus
Promjena gradusa NE DA
N % N %
0 14 56,0% 2 40,0%
Fibronektin epitel : H 0% > 60.0%
2 0 0,0% 0 0,0%
3 0 0,0% 0 0,0%
0 0 0,0% 0 0,0%
Fibronektin stroma : 7 28.0% 0 0.0%
2 12 48,0% 3 60,0%
3 6 24,0% 2 40,0%
0 1 4,0% 0 0,0%
Galektin-3 epitel : 2 5.0% 0 0.0%
2 5 20,0% 1 20,0%
3 17 68,0% 4 80,0%
Galektin-3 stroma : 1 26.0% ! 80.0%
2 11 44,0% 1 20,0%
Ta i T1, visoki gradus
Vrijednost X2 testa 0,429
Fibronektin epitel df 1
P 0,513
Vrijednost X2 testa 1,920
Fibronektin stroma df 2
P 0,383
Vrijednost X2 testa 0,686
Galektin-3 epitel df 3
P 0,877
Vrijednost X2 testa 1,000
Galektin-3 stroma df 1
P 0,317
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Tablica 20. Povezanost promjene gradusa s izrazenoscu fibronektina i galektina-3 u stromi i

epitelu urotelnog karcinoma, za skupinu niskog gradusa; T2NO.

Promjena gradusa T2
NE DA
N % N %
Fibronektin epitel 0 8 30,8% 0 0,0%
1 14 53,8% 3 75,0%
2 2 7,7% 1 25,0%
3 2 7,7% 0 0,0%
Fibronektin stroma 0 0 0,0% 0 0,0%
1 2 7,7% 0 0,0%
2 11 42,3% 2 50,0%
3 13 50,0% 2 50,0%
Galektin-3 epitel 0 0 0,0% 0 0,0%
1 1 3,8% 0 0,0%
2 4 15,4% 2 50,0%
3 21 80,8% 2 50,0%
Galektin-3 stroma 1 13 50,0% 4 100,0%
2 13 50,0% 0 0,0%
T2
Fibronektin epitel Vrijednost X2 testa 2,851
df 3
P 0,415
Fibronektin stroma Vrijednost X2 testa 0,355
df 2
P 0,837
Galektin-3 epitel Vrijednost X2 testa 2,659
df 2
P 0,265
Galektin-3 stroma Vrijednost X2 testa 3,529
df 1
P 0,06
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Tablica 21. Povezanost promjene gradusa s izraZzenoS¢u fibronektina i galektina-3 u stromi i

epitelu urotelnog karcinoma, za skupinu niskog gradusa; T2N1/2.

Metastaze u In

Promjena gradusa NE DA
N % N %
0 6 37,5% 0 0,0%
) o 1 6 37,5% 0 0,0%
Fibronektin epitel
2 4 25,0% 1 100,0%
3 0 0,0% 0 0,0%
0 1 6,3% 0 0,0%
1 11 68,8% 0 0,0%
Fibronektin stroma
2 3 18,8% 1 100,0%
3 1 6,3% 0 0,0%
0 0 0,0% 0 0,0%
) ) 1 1 6,3% 0 0,0%
Galektin-3 epitel
2 2 12,5% 0 0,0%
3 13 81,3% 1 100,0%
) 1 9 56,3% 1 100,0%
Galektin-3 stroma
2 7 43,8% 0 0,0%
Metastaze u In
Vrijednost X2 testa 2,550
Fibronektin epitel df 2
P 0,279
Vrijednost X2 testa 3,453
Fibronektin stroma df 3
P 0,327
Vrijednost X2 testa 0,228
Galektin-3 epitel df 2
P 0,892
Vrijednost X2 testa 0,744
Galektin-3 stroma df 1
P 0,388

Odnos povrata bolesti s izrazenoSc¢u istraZivanih proteina prikazan je graficki (Slika 6 1

7).

U slici 6 pokazana je statisticki znaCajna pozitivna korelacija izmedu izrazenosti

galektina-3 u epitelu tumora i povrata bolesti (0,00), za skupinu tumora s metastazama u limfne

¢vorove (T2N1/2). U slici 7 vidi se statisti¢ki znacajna pozitivna korelacija izmedu izrazenosti
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fibronektina u stromi tumora i povrata bolesti, a za skupinu tumora visokog gradusa, Ta/T1
(0,03). Za izrazenost galektina-3 i fibronektina u epitelu i stromi za sve ostale skupine tumora

nije dobivena statisti¢ki znacajna korelacija s povratom bolesti.

Skupina: Metastaze u In

1,0 GAL-ep
11
2
3
——1-censored
0,8 = 2-censored
3-censored
=
R
=
w
g
O 0,47
0,2
0,07
T T T T T
0 20 40 60 80
VRIJEME (mjeseci)
Vrijednost X2 testa df P
Log Rank (Mantel-Cox) 16,345 2 <0,001

Slika 6. Povezanost imunohistokemijske izrazenosti galektina-3 u epitelu tumora i povrata

bolesti, za skupinu tumora s metastazama u limfne ¢vorove (T2N1/2).
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Skupina: Ta i T1, visoki gradus

1,0 FIBR-str
11
M2
3
——1-censored
0,5+ 2-censored
3-censored
™
= 067 . +- o +- ]
=
|
=
w
g
O 0,4
0,2
0,07
T T T T T T
0 20 40 G0 a0 100
VRIJEME (mjeseci)
Vrijednost X2 testa df P
Log Rank (Mantel-Cox) 11,547 2 0,003

Test of equality of survival distributions for the different levels of FIBR-str.?

a. Skupina = Ta i T1, visoki gradus

Slika 7. Povezanost imunohistokemijske izraZenosti fibronektina u stromi tumora i povrata

bolesti, za skupinu tumora visokog gradusa, Ta/T1.
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6. RASPRAVA

Novija istrazivanja razli¢itih tumora 1 stanica koji ih tvore ukazuju na sada ve¢ opce
prihvacenu Cinjenicu da je za razvoj i Sirenje tumora podjednako vazna i epitelna 1 stromalna
komponenta. U vecini tumora medusobni odnos tih dviju komponenti odreduje ponasanje
tumora. Reaktivna stroma tumora gradena je od fibroblasta, miofibroblasta, endotelnih i upalnih
stanica. Komponente strome poti¢u angiogenezu i aktiviraju tumorske stanice te igraju vaznu
ulogu u rastu i Sirenju tumora. Proteini vanstani¢nog matriksa (ECM) vazni su za nastanak

medustani¢nih veza, kao i veza izmedu strome i epitela (126-132).

Smatra se da su vazan dio tumorske strome tzv. fibroblasti/miofibroblasti povezani s
rakom (engl. ,cancer associated fibroblasts®; CAF), a koji tek dijelom potje¢u od
mezenhimalnih mati¢nih stanica iz koStane srzi, a velikim dijelom nastaju kao posljedica tzv.
epitelno-mezenhimalne transformacije tj. prijelaz epitelne tumorske stanice u fibroblaste
povezane s rakom. U toj transformaciji vaznu ulogu imaju proteini vanstani¢nog matriksa, a
osobito vaznim pokazao se fibronektin, kao i neki proteini koji sudjeluju u stvaranju stani¢nih
veza, jedan od njih je i galektin-3. Takoder se smatra da CAF imaju direktan utjecaj na

agresivnost 1 metastatski potencijal tumora (130,145-146).

Alexa i sur. su prouc¢avali udio miofibroblasta u stromi urotelnog karcinoma i reaktivnih
lezija. Uoceno je da se u stromi reaktivnih promjena, kao i u karcinomima Ta stadija u lamini
propriji nalaze samo fibroblasti dok se u T1 karcinomima pojavljuju miofibroblasti, a njihov
udio se znatno povecava u urotelnim karcinomima koji infiltriraju misi¢ni dio stijenke ili se Sire
u okolnu mast tj. imaju invazivan obrazac rasta (130). Miofibroblasti, tj. CAF pokazatelj su
promjena koje se deSavaju u peritumorskoj stromi, a samim time i promjena u sastavu
vanstani¢nog matriksa ¢ije su sastavnice i galektin-3 te fibronektin koje sintetiziraju i tumorske

epitelne stanice, kao 1 CAF (130, 146).

U ovom istrazivanju odredivana je izrazenost proteina vanstanicnog matriksa
fibronektina 1 galektina-3 u stromi i epitelu urotelnog karcinoma te su dijelom i potvrdeni
rezultati dosadasnjih istraZivanja.

U epitelnoj komponenti urotelnog karcinoma svih istrazivanih skupina izraZenost

fibronektina je bila niska ili je nije bilo (reakcija O ili 1), a kako se agresivnost tumora
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povecavala (skupina T2NO 1 T2N1/2) izrazenost fibronektina u epitelnoj komponenti je rasla.
Za skupine Ta/T1 visokog i niskog gradusa vise od polovine tumora nije pokazalo reakciju u
epitelu dok je u skupini T2 reakcija bila prisutna u 73,4% tumora, a u skupini T2N1/2 u 64,7%

tumora.

Nasuprot epitelnoj reakciji u stromi tumora pronadena je umjerena ili jaka
imunohistokemijska reakcija (2 1 3) u vecine tumora, bez obzira na grupu kojoj su tumori
pripadali. Iznimka je grupa T2N1/2 gdje izrazenost fibronektina u stromi pada i umjerena ili

jaka izrazenost (reakcija 2 ili 3) nalazi se tek u 29,4% tumora.

Statistickom analizom rezultata izrazenosti galektina-3 u epitelu i stromi tumora nisu
dobivene statisticki znacajne razlike izmedu ispitivanih skupina iako su rezultati za izrazenost

u epitelu urotelnog karcinoma na granici statisticke znacajnosti (p=0,582).

Fibronektin je glikoprotein velike molekularne mase koji se kao netopivi glikoproteinski
dimer nalazi u vanstanicnom matriksu te ga sintetiziraju fibroblasti, kao i hondrociti, endotelne
stanice, makrofazi i pojedine epitelne stanice. UkljuCen je u mnoge stani¢ne procese i jedan je
od najznacajnijih glikoproteina ECM-a te je izrazito vazan u formiranju adhezijskih veza
izmedu stanica, ali i vanstanicnog matriksa 1 stanica (132,133). Ekspresija fibronektina, kao i

njegova uloga u nastanku 1 Sirenju tumora proucavana je u razli¢itim karcinomima.

Malik 1 sur. (134) proucavali su fibronektin iz plazme koji doprinosi stvaranju
tumorskog tromba vezuéi se za fibrin 1 tako potice medusobno vezanje tumorskih stanica 1
invaziju. Fernandez-Garcia B. 1 sur. proucavali su imunohistokemijsku izraZenost fibronektina
u karcinomu dojke te su pokazali da je poviSena ekspresija fibronektina u karcinomskim
stanicama bila povezana s ve¢om vjerojatnoS¢u metastatske bolesti, loSijim preZivljenjem i
povisenom ekspresijom metaloproteinaza(MMP-7, MMP-9, MMP-11, TIMP-1 i TIMP-2) u

mononuklearima tumorske strome (135).

Ioachim 1 sur. takoder su proucavali imunohistokemijsku ekspresiju komponenti ECM-
a; tenascina-c, fibronektina, kolagena tipa IV 1 laminina u karcinomu dojke, njihovu
prognosticku vrijednost 1 ulogu u progresiji 1 invaziji tumora. Ekspresija fibronektina bila je u
pozitivnoj korelaciji s metastazama u limfne ¢vorove. Visoka ekspresija fibronektina takoder

je pozitivno korelirala s mortalitetom (147).
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Kod karcinoma mokra¢nog mjehura opisana je uloga fibronektina kao jednog od faktora
koji dovodi do pokretanja upalnog odgovora, profibrotickih promjena i dediferencijacije (136).
Wiafe B. i sur. su na stani¢nim linijjama karcinoma mokra¢nog mjehura dokazali da poveéana
koncentracija proinflamatornih citokina (IL 1B, 1L6, and TNFa) i smanjena koncentracija
antiinflamatornih citokina (IL-10) pogoduju nastanku mikrookolisa u kojem dolazi do
proliferacije miofibroblasta te promjene udjela proteina vanstani¢nog matriksa, izmedu ostalih
i fibronektina, a Sto dovodi do tzv. profibroti¢kih promjena koje pogoduju napretku i rastu te

dediferencijaciji karcinoma mokra¢nog mjehura (136).

Fibronektin se u ECM-u nalazi u razli¢itim izoformama, a u karcinomu mokra¢nog
mjehura dolazi do pojave izoformi fibronektina koje mogu imati ulogu kao prognosticki
biomarkeri (137). Tijekom remodeliranja tumorskog tkiva urotelnog karcinoma stvaraju se
izoforme fibronektina ¢iji fragmenti se izlu¢uju mokra¢om te su proucavani kao moguci

biomarkeri u prac¢enju progresije bolesti (136,138,139).

Arnold i sur. (137) su pokazali povisenu ekspresiju fibronektina u invazivnim formama
urotelnog karcinoma, a razlicite studije su kasnije pokuSale fibronektin iskoristiti kao koristan
marker za skrining u dijagnostici urotelnog karcinoma, kao 1 za pracenje bolesnika i1 otkrivanje
rezidue bolesti (138-140,148).

Wu J. 1 sur. istraZivali su imunohistokemijsku izraZenost adhezijske molekule Kindlin-
2 ¢ija je poviSena izrazenost u miofibroblastima tumorske strome korelirala s viSom
agresivno$¢u tumora, viSim stadijem i gradusom urotelnog karcinoma. Na stani¢nim linijama
urotelnog karcinoma pokazali su da suprimiranjem Kindlina-2 dolazi do suprimiranja
izraZenosti 1 drugih proteina ECM-a, osobito fibronektina, a §to je takoder smanjilo sposobnost
migracije 1 invazije tumorskih stanica (149).

U ovom istraZivanju imunohistokemijska izrazenost fibronektina u epitelu i stromi
tumora je usporedena s dosada poznatim prognostickim parametrima urotelnog karcinoma

mokra¢nog mjehura (TNM Kklasifikacija, gradus tumora).

Usporedivana je i imunohistokemijska izrazenost u odnosu na klini¢ke parametre
prezivljenja i pracenja bolesnika (pojava recidiva, ucestalost recidiva, vremenski razmak

izmedu pojave recidiva).
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Pronadena je statisticki znaCajna pozitivna korelacija izrazenosti fibronektin u
epitelnoj komponenti tumora s T-stadijem bolesti (p=0,001). Takoder je pronadena
statisticki znacajna pozitivna korelacija u imunohistokemijskoj reakciji tj. obojenju epitela
tumora na fibronektin 1 N stadija bolesti (p=0,037), kao 1 statisticki znacajna negativna
korelacija bojenja strome na fibronektin s T-stadijem bolesti (p=0,001). Statisticki znacajna
pozitivna korelacija dobivena je i za gradus tumora i imunohistokemijsku reakciju epitela

tumora na fibronektin (p=0,044, p=0,004).

Uz sve navedeno pronadena je i znacajna pozitivna korelacija izmedu izrazenosti

fibronektina u stromi tumora 1 povrata bolesti, a za skupinu tumora visokog gradusa.

Stoga mozemo zakljuciti da s porastom ekspresije fibronektina u epitelnim
tumorskim stanicama i smanjenjem ekspresije u stromi tumori pokazuju agresivniji obrazac
rasta obzirom da s rastom ekspresije fibronektina u epitelu tumori pokazuju visi gradus t;.
slabije su diferencirani te pokazuju sklonost infiltrativnom rastu i metastaziranju u limfne

évorove.

Dobivena je i statistiCki znaCajna pozitivna korelacija izrazenosti fibronektina u
stromi tumora s dobi pacijenata (p=0,47), a za skupinu tumora niskog gradusa, Ta/T1.

Povezanost u skupini T2 bila je na granici statisticke znacajnosti (p=0,60).

Galektin-3 jedan je od proteina vanstani¢nog matriksa iz porodice lektina koji
poti¢e aktivaciju stanica, moze inducirati migraciju stanica te sudjeluje u stvaranju
medustanicnih veza i adheziji stanica s vanstani¢énim matriksom. Takoder sudjeluje u
procesima regulacije apoptoze, imunog odgovora, prometa razli¢itih molekula ECM-a,
ekspresije gena 1 upale. Galektin-3 moZe biti smjeSten u stanici gdje se preko glikoproteina
veze za staniCnu povrSinu ili van stanice gdje stvara veze s drugim molekulama
vanstani¢nog matriksa (142). Prema novijim istraZivanjima ¢ini se da je galektin-3 klju¢na
molekula koja se sintetizira u mikrookoliSu razli¢itih tumora te je vazna u aktivaciji
mezenhimalnih stanica tumorske strome u supresiji imunog odgovora domacina na
karcinom. Takoder razina galektina-3 raste s dobi (prema studijama na Zivotinjskim
modelima), a §to moze biti odgovor na uocenu vecu ucestalost razvoja tumora u starijoj

dobi (150). Shimura 1 sur. naglaSavaju ulogu galektina-3 koji u partnerstvu s B-kateninom
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sudjeluje u regulaciji Wnt/B-katenin signalnog puta koji je vazan u aktivaciji razliitih

tumora (140).

Vaznost galektina-3 dokazana je u mnogim tumorima te tako Tao L i sur.
usporeduju izrazenost galektina-3 u kolorektalnom karcinomu i okolnom urednom tkivu
kolona te pronalaze znacajno visu ekspresiju galektina-3 u kolorektalnom karcinomu, a
takoder je ekspresija pozitivno korelirala s veli¢inom tumora, diferencijacijom i Duke
stadijem bolesti, kao i s prezivljenjem gdje je korelacija bila negativna. Temeljem
navedenih rezultata zakljucili su da ekspresija galektina-3 moze koristiti kao bioloski
marker u prognozi kolorektalnog karcinoma (151). Li M i sur. dobili su sli¢ne rezultate za

karcinom cerviksa gdje je izraZzenost galektina-3 korelirala s loSijom prognozom (152).

Pereira J. 1 sur. su na Zivotinjskom modelu miSa proucavali rast stani¢nih linija
karcinoma dojke na razli¢itim lokalizacijama tumora, u masnom tkivu, limfnom ¢voru i
kosStanoj srzi te su pronasli da je niska izrazenost galektina-3 u stromalnoj komponenti
tumora bila povezana s nastankom mikrookoliSa tumora koji pogoduje rastu tumora,

metastatskom rasapu u limfne ¢vorove, kao 1 rastu u kostanoj srzi (153).

Galektin-3 se takoder spominje u karcinomima mokra¢nog mjehura kao meta u
ciljanom lijeCenju tumora jer se smatra da ima utjecaj na nastanak pozitivne mikrookoline
za napredak 1 rast tumora (143). Pojedini autori predlazu ga kao pouzdan marker za
dijagnostiku karcinoma mokra¢nog mjehura dok je kao prognosticki marker nepouzdan
(144,154). Gendhy H. i sur. u svojem istraZivanju isti¢u kako je razina galektina-3 poviSena
1 u serumu i u tkivu tumora ukoliko se usporeduju s kontrolnom skupinom bez tumora te
ekspresija raste s vi§im gradusom tumora. Takoder je znacajno visa ekspresija galektina-3
u urotelnim karcinomima koji infiltriraju laminu propriju ili misi¢ni sloj mjehura u odnosu

na neinvazivne (Ta) tumore (155).

U novije vrijeme postoje istrazivanja koja spominju i druge forme galektina, npr.
galektin-1, galektin-4 1 galektin-9 kao vazne faktore u stvaranju mikrookoline koja
pogoduje tumorskom rastu. Kao takve sve navedene forme galektina predstavljaju se kao

potencijalni biomarkeri 1 mete personalizirane terapije karcinoma (156-158).
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U ovom istrazivanju proucavana je imunohistokemijska izrazenost galektina-3 u
epitelu 1 stromi tumora te je usporedena s dosada poznatim prognostickim parametrima
urotelnog karcinoma mokraénog mjehura (TNM klasifikacija, gradus tumora).
Usporedivana je i1 imunohistokemijska izrazenost u odnosu na klinicke parametre
prezivljenja i pracenja bolesnika (pojava recidiva, ucestalost recidiva, vremenski razmak

izmedu pojave recidiva).

Statistickom analizom rezultata izraZzenosti galektina-3 u epitelu nisu dobivene
statistiCki znacCajne razlike izmedu ispitivanih skupina za epitel urotelnog karcinoma iako

je rezultat na granici statisticke znacajnosti (p=0,582).

U skupini tumora niskog gradusa, a stadija Ta i T1 svi tumori su pokazivali
imunohistokemijsku reakciju na galektin-3 te je u vec¢ini tumora; 27 (90,0%) vise od treéine

epitelnih stanica pokazivalo pozitivnu reakciju (umjerena i jaka reakcija).

U skupini tumora visokog gradusa, a stadija Ta 1 T1 takoder jevecina tumora; 27
(90,0%) pokazivala pozitivnu epitelnu reakciju u vise od tre¢ine stanica(umjerena i jaka

reakcija).

U skupini tumora s invazijom miSi¢ne stijenke (T2) svi tumori su pokazivali
imunohistokemijsku reakciju na galektin-3, a ¢ak kod 29 (96,7%) tumora je viSe od trecine

epitelnih stanica pokazivalo pozitivnu reakciju (umjerena i jaka reakcija).

U skupini tumora s metastazama u limfne ¢vorove (T2N1/2) svi tumori su pokazivali
imunohistokemijsku reakciju na galektin-3. Kod Sesnaest tumora (94,2%) je visSe od tre¢ine

epitelnih stanica pokazivalo pozitivnu reakciju (umjerena i jaka reakcija).

Statistickom analizom rezultata izraZenosti galektina-3 u stromi nisu dobivene

statisticki znacajne razlike izmedu ispitivanih skupina za stromu urotelnog karcinoma.

U svim ispitivanim uzorcima svih skupina stroma je pokazala imunohistokemijsku
reakciju na galektin-3, ali slabe 1 umjerene izrazenosti (1 ili 2), tj. bilo je pozitivno najvise
do 66,6% stanica. Imunohistokemijska reakcija oznaCena kao 3 (jaka reakcija) nije
pronadena. Pronadena je statisticki znacajna pozitivna korelacija u imunohistokemijskoj

reakciji tj. obojenju epitela tumora na galektin-3 1 T stadija bolesti (p=0,046), a $to znaci da
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je visa ekspresija galektina-3 znaci i1 agresivniji tumor. Dokazana je i statisticki znacajna
pozitivna korelacija izmedu izrazenosti galektina-3 u epitelu tumora i povrata bolesti
(p=0,00), za skupinu tumora s metastazama u limfne ¢vorove (T2N1/2), a Sto znaci da
pacijenti s viSom ekspresijom galektina-3 u epitelu tumora ¢es¢e pokazuju povrat bolesti.Za
preostale ispitivane parametre statisticki znacajna korelacija izrazenosti galektina-3 u
stromi i epitelu nije nadena. Obzirom da su u ECM-u tumora razli¢iti proteini vazni za
adheziju stanica u medusobnoj sprezi proucavan je i medusobni odnos ekspresije
istrazivanih proteina fibronektina i1 galektina-3. Tako je dobivena statisticki znacajna
pozitivna korelacija izmedu izraZenosti fibronektina i1 galektina -3 u epitelu tumora, a za
skupinu s visokim gradusom, Ta/T1 (p=0,020). U skupini T2 dobivena je statisticki
znacajna jaka korelacija izmedu izraZenosti fibronektina u stromi tumora i galektina-3 u

epitelu tumora (p=0,001).

U skupini s metastazama u limfmne ¢vorove pronadena je statisticki znacajna
negativna korelacija za izrazenost fibronektina u epitelu i galektina-3 u stromi. Obzirom
na promjene sastava vanstanicnog matriksa u urotelnom karcinomu mokraénog mjehura i
promjene izrazenosti istrazivanih proteina, kao 1 medusobnu korelaciju ekspresije proteina,
rezultati ovog istrazivanja sugeriraju da promjene u sastavu vanstani¢nog matriksa imaju

ulogu u diferencijaciji 1 Sirenju tumora.

U svakodnevnoj klini¢koj praksi, a na temelju ovog istraZivanja, navedeni markeri
1 promjena njihove ekspresije tj. porast ekspresije fibronektina u epitelnim tumorskim
stanicama 1 smanjenje ekspresije u stromi, kao 1 porast ekspresije galektina-3 u epitelnoj
komponenti tumora, mogli bi se koristiti kao faktor probira za tumore koji ¢e pokazivati
sklonost agresivnijem bioloskom ponaSanju. U kombinaciji s nekim do sada ve¢ poznatim
bioloSkim markerima postoji mogucnost izdvajanja skupine bolesnika, u ranim stadijima
1 potreba za dodatnom agresivnijom terapijom. Za definitivno ukljuc¢ivanje ovih rezultata

u svakodnevnu klini¢ku praksu potrebne su dodatne klinic¢ke studije.
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7. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata ovog istrazivanja moze se zakljuciti:

1. Pronadena je statisticki znacajna pozitivna korelacija u imunohistokemijskoj reakciji tj.
obojenju epitela tumora na galektin-3 1 T stadija bolesti (p=0,046), kao i statisticki
znaCajna pozitivna korelacija bojenja epitela na fibronektin s T-stadijem bolesti
(p=0,001), dok je bojanje strome na fibronektin negativno koreliralo s T-stadijem bolesti
(p=0,001).

2. Dobivena je i statisticki znacajna pozitivna korelacija izrazenosti fibronektina u stromi
tumora s izrazenos¢u fibronektina u epitelu (p=0,031), a za skupinu tumora niskog
gradusa, Ta/T1. Istovremeno je kod tumora visokog gradusa, Ta/T1 dobivena statisticki
znacajna pozitivna korelacija izmedu izrazenosti fibronektina i galektina-3 u epitelu
tumora (p=0,020).

3. Pronadena je statisticki zna€ajna pozitivna korelacija u imunohistokemijskoj reakciji
tj. obojenju epitela tumora na fibronektin i N stadija bolesti (p=0,037).

4. U skupini T2 dobivena je statisticki znacajna jaka korelacija izmedu izrazenosti
fibronektina u stromi tumora i galektina-3 u epitelu tumora (p=0,001). U skupini s
metastazama u limfne ¢vorove pronadena je statisticki znacajna negativna korelacija za
izraZenost fibronektina u epitelu 1 galektina-3 u stromi.

5. Pokazana je statisti¢ki znacajna pozitivna korelacija izmedu izraZenosti galektina-3 u
epitelu tumora i1 povrata bolesti (p=0,00), za skupinu tumora s metastazama u limfne
¢vorove (T2N1/2). Nalazi se statisticki znafajna pozitivna korelacija izmedu
izraZenosti fibronektina u stromi tumora i povrata bolesti, a za skupinu tumora visokog
gradusa, Ta/T1 (p=0,03).

6. Dobivena je statisticki znaCajna pozitivna korelacija za gradus tumora i
imunohistokemijsku reakciju epitela tumora na fibronektin (p=0,044, p=0.004).

7. Pronadena je statisticki znacajna pozitivna povezanost izmedu izrazenosti fibronektina

u stromi i promjene gradusa tumora (p=0,03) za skupinu tumora niskog gradusa, Ta/T1.

Dobiveni rezultati ovog istrazivanja ukazuju na moguce promjene strome u urotelnom

karcinomu mokra¢nog mjehura. Usporedba izrazenosti proteina vanstanicnog matriksa u stromi
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1 epitelu tumora mogla bi ukazati na najranije promjene koje se dogadaju u stromi tijekom
Sirenja i razvoja tumora.

Stoga mozemo zakljuciti da s porastom ekspresije fibronektina u epitelnim tumorskim
stanicama 1 smanjenjem ekspresije u stromi tumori pokazuju agresivniji obrazac rasta obzirom
da s rastom ekspresije fibronektina u epitelu tumori pokazuju visi gradus tj. slabije su
diferencirani te pokazuju sklonost infiltrativnom rastu i metastaziranju u limfne ¢vorove.

Promjene sastava vanstani¢nog matriksa u urotelnom karcinomu mokra¢nog mjehura i
promjene izrazenosti istrazivanih proteina, kao i medusobna korelacija ekspresije proteina ima
ulogu u diferencijaciji i Sirenju tumora.

U svakodnevnoj klini¢koj praksi stoga bi se navedeni markeri i promjena njihove ekspresije
tj. porast ekspresije fibronektina u epitelnim tumorskim stanicama i smanjenje ekspresije u
stromi, kao 1 porast ekspresije galektina-3 u epitelnoj komponenti tumora mogli koristiti kao
faktor probira za tumore koji ¢e pokazivati sklonost agresivnijem bioloSkom ponasanju.

Tako bi se mogla odvojiti skupina bolesnika s potrebom za ¢es¢im klinickim kontrolama ili

agresivnijom dodatnom terapijom.
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