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POPIS OZNAKA I KRATICA

CIS — karcinom in situ

CK — citokeratin
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1. UVOD

1.1. Anatomija, histologija i embriologija mokra¢nog mjehura

1.1.1. Anatomija mokra¢nog mjehura

Mokraéni mjehur je organ donjeg urinarnog trakta koji sluzi za pohranu urina, pri
¢emu bez promjene intraluminalnog tlaka moze zaprimiti oko 400 do 500 mL tekuc¢ine. U
odraslih je prazan mokra¢ni mjehur smjesten u anteroinferiornom dijelu male zdjelice, ispod
peritoneuma, a punjenjem se podize u abdomen sve do razine pupka. U djece je mjehur i u

praznom stanju dijelom unutar abdomena (1, 2).

Mjehur ima oblik trostrane piramide kojoj vrh ili apeks gleda prema pubi¢noj kosti,
dok je baza okrenuta inferoposteriorno. Dvije strane okrenute su inferolateralno, a jedna
superiorno. Apeks mjehura je mjesto insercije medijanog umbilikalnog ligamenta koji
predstavlja ostatak urahusa, a nastavlja se do pupka. U podru¢ju baze mjehura nalazi se
trigonum, glatko podruc¢je sluznice kojem gornje vrhove Cine usc¢a uretera, a donji vrh
ishodiste uretre (3). Mokra¢ni mjehur je relativno slobodan unutar vezivnog i masnog tkiva
zdjelice, a fiksiran je samo za posteroinferiorni dio pubicnih kosti u podrucju vrata mjehura i
to parnim pubovezikalnim ligamentima u Zena i puboprostati¢cnim ligamentima u muskaraca
(1, 4). U vratu mjehura nalazi se i ishodisSte uretre. Straznja ploha mjehura, odnosno baza,
odvojena je od rektuma vratom maternice 1 proksimalnim dijelom rodnice u Zena te sjemenim
mjehuri¢ima i ampulama sjemenovoda u muskaraca, $to ima vazno klinicko znacenje. Dvije
inferolateralne strane su u kontaktu s fascijama levatora ani, dok je gornja ploha prekrivena

parijetalnim peritoneumom (1).

Glavna arterijska opskrba mokra¢nog mjehura dolazi od ogranaka prednjih stabala
unutarnjih ilijaénih arterija (umbilikalne, gornje 1 donje vezikalne, obturatorne, 1 u Zena
vaginalne 1 uterine arterije). Vene mokra¢nog mjehura tvore vezikalni venski pleksus koji u
muskaraca okruzuje bazu mjehura, prostatu i sjemene mjehuri¢e te se spaja s prostaticnim
venskim pleksusom, dok u Zena prekriva vrat mjehura i uretru te komunicira s vaginalnim

pleksusom. Venski pleksus mjehura se ulijeva u unutarnje ilijacne vene. Limfna drenaza se



odvija preko limfnih ¢vorova smjeStenih uz unutarnje i vanjske ilijane arterije, iako se
podrucja oko vrata mjehura mogu drenirati preko ¢vorova uz sakralnu ili zajednicku ilija¢nu

arteriju (1, 3).

Mokraéni mjehur je opskrbljen simpatickim 1 parasimpatickim zivcima, pri ¢emu su
simpaticki zivci porijekla T11 do L2 segmenata, a parasimpaticki su porijekla S2 do S4
segmenata i dolaze do mjehura putem pelvicnog Zivca i donjeg hipogastricnog pleksusa.
Simpaticki zivei nemaju ulogu u mokrenju, dok su parasimpaticki vazni u procesu mokrenja
jer dovode do kontrakcije miSi¢nog sloja, a time 1 do povlacenja vrata mjehura i otvaranja
unutarnjeg sfinktera. Osjetni zivci koji putuju putem pelvi¢nih i hipogastri¢nih zivaca prenose

osjet boli prilikom prevelike distenzije mjehura (1).

1.1.2. Histologija mokra¢nog mjehura

Mikroskopski se mokra¢ni mjehur, gledajuci iznutra prema van, sastoji od tri sloja:
sluznice, muskularis proprije 1 adventicije. Sluznicu ¢ine epitelni pokrov, lamina proprija i
ponekad prisutan kontinuirani ili diskontinuirani misiéni sloj sluznice (muskularis mukoza).
Obzirom da je gornja povrSina mjehura prekrivena parijetalnim peritoneumom, taj dio sadrzi i

serozu (1, 5).

Epitel koji prekriva mokra¢ni mjehur, uretere i nakapnicu naziva se urotel. Obzirom da
urotel histoloski izgleda kao prijelaz izmedu nekeratinizirajuc¢eg viseslojnog plocastog epitela
1 pseudostratificiranog cilindricnog epitela, nekada se koristio naziv prijelazni epitel. Debljina
urotela ovisi o anatomskoj lokalizaciji, distenziji tkiva te nacinu prereza u odnosu na bazalnu
membranu. U kontrahiranom mjehuru urotel obi¢no sadrzi Sest do sedam slojeva stanica, a u
distendiranom dva do tri sloja stanica. Unutar urotela razlikujemo bazalni, intermedijarni i
povrsinski sloj. Bazalni sloj ¢ini jedan red kubicnih stanica koje leze na bazalnoj membrani.
Stanice intermedijarnog sloja su kubic¢ne ili niske cilindri¢ne, s ovalnim jezgrama i umjereno
obilnom citoplazmom. PovrSinski sloj ¢ini jedan red krupnih, ovalnih stanica s obilnom,
eozinofilnom citoplazmom, koje su ponekad binuklearne i1 obi¢no premostavaju vise

intermedijarnih stanica, pa stoga nalikuju na kiSobran (engl. umbrella cells) (1, 5).



Lamina proprija se nalazi izmedu bazalne membrane urotela i miSi¢nog sloja
(muskularis proprije), a sastoji se od gustog veziva koje sadrzi neSto elasti¢nih vlakana te
periferne krvozilne i ziv€ane ogranke. U dubljim slojevima lamine proprije vezivo je rahlije,
pa omogucava nastanak debelih sluzni¢nih nabora kada je mjehur kontrahiran. Debljina
lamine proprije ovisi o distenziji mjehura, ali je opéenito tanka u podrucju trigonuma i vrata
mjehura (1). U srediSnjem dijelu lamine proprije nalaze se srednje velike arterije 1 vene te
tracci glatkomiSiénih stanica koje je u bioptickom materijalu vazno razlikovati od muskularis
proprije, kako bi se izbjegle moguée pogreske u odredivanju stadija bolesti (1, 5). Takoder, u
lamini propriji se moze naci i zrelo masno tkivo koje se u bioptickom materijalu ne smije

zamijeniti za perivezikalno masno tkivo (5, 6).

Muskularis proprija se sastoji od tri sloja, unutarnji i vanjski sloj su longitudinalno
orijentirani, dok je sredisnji sloj cirkularan. Ovi slojevi se jasno razaznaju samo u podrucju
vrata mjehura, dok se u ostalim dijelovima longitudinalni i cirkularni snopovi medusobno
obilnim do obilnim vezivom s perifernim krvozilnim i Ziv€anim ograncima, a ponekad se
mogu uociti 1 gnijezda paraganglija, koja mogu stvarati diferencijalno dijagnosticke poteskoce

prema invazivnom karcinomu (1, 5).

Imunohistokemijski svi slojevi urotela pokazuju pozitivhu reakciju na razne
citokeratine (CK), kao $to su CK7, CK8, CK18, CK19, CK5 i CK13, dok povrsSinske stanice
(umbrella cells) pokazuju pozitivnu reakciju na CK20 (7).

1.1.3. 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 i najve¢i dio ¢ini mokracni
mjehur koji se u pocetku nastavlja na alantois, a nakon Sto lumen alantoisa obliterira, ostaje
fibrozni tracak urahus koji povezuje apeks mokra¢nog mjehura s pupkom. U odraslih ostaje

samo ostatak urahusa kao medijalni umbilikalni ligament. Sredi$nji dio urogenitalnog sinusa
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se u muskaraca razvija u prostaticni 1 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
posljedi¢no tome ureteri, koji nastaju iz mezonefrickih vodova, ulaze odvojeno u mjehur (8).
Unutrasnjost mokra¢nog mjehura prekrivena je epitelom porijekla endoderma, a lamina

proprija, muskularis proprija i adventicija se razvijaju iz splanhi¢cnog mezenhima (1).

1.2. Urotelni karcinom mokra¢nog mjehura

1.2.1. Epidemiologija

Karcinom mokra¢nog mjehura se nalazi na 7. mjestu po ucestalosti u svijetu, ima
godisnju incidenciju od 386 na 100.000, ¢ini oko 3,2% svih karcinoma te ima mortalitet od
150 na 100.000 (9, 10). Muskarci obolijevaju znatno ¢eS¢e od Zena, u omjeru od otprilike
3,5:1, Sto se pripisuje razlikama u izlozenosti etioloskim faktorima. Za oba spola je
incidencija karcinoma mjehura najveéa u zemljama zapadne Europe, Sjevernoj Americi i
Australiji (9, 11). Prema podacima Registra za rak Republike Hrvatske za 2012. godinu,
karcinom mokra¢nog mjehura se u muskaraca nalazi na 4. mjestu po incidenciji 1 €ini 7%
novootkrivenih karcinoma (788 na 100.000), dok se u Zena ne nalazi medu prvih pet najcescih
sijela karcinoma, a ¢ini ukupno 3% novootkrivenih karcinoma (265 na 100.000). Mortalitet od
karcinoma mokra¢nog mjehura je u Hrvatskoj u 2012. godini iznosio 306 na 100.000 za
muskarce, dok za Zene, obzirom da ne spada niti u 10 naj¢es¢ih sijela karcinoma, podataka
nema (12). Najces¢i histoloski tip karcinoma mjehura u razvijenim zemljama je urotelni
karcinom, koji ¢ini viSe od 90% karcinoma mjehura u razvijenim zemljama, dok su ostali
tipovi, kao karcinom plocastih stanica ili adenokarcinom, rijetki. 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¢ (9). Karcinom
mokraénog mjehura €ini znacajan financijski teret u zdravstvenom sustavu obzirom da ima

najvece cjelozivotne troskove lijeCenja po pacijentu od svih karcinoma (13).



1.2.2. Rizi¢éni faktori

Dob pacijenta je najznacajniji rizicni ¢imbenik u patogenezi karcinoma mokraé¢nog
mjehura, a medijan dobi u vrijeme dijagnoze je 70 godina (14). Ucestalost karcinoma mjehura
je oko tri puta ve¢a u muskaraca nego u Zena, ali je u Zena bolest u vrijeme dijagnoze ¢eSce
uznapredovala, pa one imaju loSiju prognozu (14). Postoje brojni okolisni rizi¢ni ¢imbenici
koji se povezuju s nastankom karcinoma mokra¢nog mjehura, a najvazniji medu njima su
puSenje te izloZenost aromatskim aminima i policiklickim ugljikovodicima. Od ostalih
rizicnih ¢imbenika vazni su konzumacija vode kontaminirane arsenom, kroni¢na infekcija
parazitom roda Schistosoma (obicno se povezuje s planocelularnim karcinomom), izloZenost
ioniziraju¢em zracenju te zloporaba analgetika koji sadrze fenacetin (9, 15). PuSaci imaju dva
do Cetiri puta veci rizik za razvoj urotelnog karcinoma, a u teskih pusaca taj je rizik pet puta
veci (16). Relativni rizik da aktivni puSaci razviju karcinom mjehura u odnosu na one koji
nikad nisu pusili iznosi 3:1, a u odnosu na bivse pusace iznosi 1,9:1 (15). Takoder, bolesnici
koji nastave pusiti nakon dijagnosticiranog karcinoma mokra¢nog mjehura razviju relaps u
kra¢em vremenu od onih koji prestanu pusiti (17, 18). U visoko industrijaliziranim zemljama,
profesionalna izlozenost anilinskim bojama i aromatskim aminima moze biti uzrokom ¢ak do
jedne Cetvrtine urotelnih karcinoma (15). Povecan rizik razvoja karcinoma mjehura postoji i u
pacijenata lijeCenih radioterapijom radi adenokarcinoma prostate (5). Smatra se da prehrana
takoder ima ulogu u nastanku karcinoma mokra¢nog mjehura, pa vitamin A primjerice djeluje

protektivno, a przena hrana i hrana bogata mastima imaju negativan ucinak (15).

1.2.3. Klinicka slika

Tezina simptoma u pacijenata s karcinomom mokraénog mjehura ovisi o lokalizaciji 1
stadiju tumora, ali u veéine se nalazi barem mikroskopska hematurija (19). Najcesci
prezentiraju¢i simptom je bezbolna makroskopska hematurija koja se nalazi u oko 85%
pacijenata (20). Od drugih simptoma mogu biti prisutni poremecaji praznjenja mjehura kao
Sto su nagon za mokrenjem, ucestalo mokrenje i/ili dizurija, koji su ¢es¢i u tumora viseg

stadija ili tumora smjeStenih u vratu mjehura. Opcenito, karcinom mjehura ¢e biti



dijagnosticiran u oko 20% pacijenata s makroskopskom i1 10% pacijenata s mikroskopskom
hematurijom (15). Tumori koji infiltriraju uS¢a mokracovoda mogu dovesti do hidronefroze,
Sto se smatra loSim prognosti¢kim znakom (21). Pacijenti u uznapredovalom stadiju bolesti se
rijetko mogu prezentirati gubitkom tezine, palpabilnom masom u zdjelici ili edemom donjih

udova (9).

1.2.4. Dijagnostika

Dijagnosticka obrada pacijenata u kojih se sumnja na postojanje karcinoma
mokra¢nog mjehura ukljucuje cistoskopiju mjehura i prostaticne uretre te transuretralnu
biopsiju ili resekciju suspektnih lezija. Pri tome je vazno da urolog opiSe lokalizaciju,
veli¢inu, broj i izgled lezija (papilarno, solidno) te izgled okolne sluznice (22). Mali tumori
(< 1 cm) se mogu odstraniti u cijelosti, dok se vec¢i tumori odstranjuju fragmentirano i na
patohistoloSku analizu se Salju u odvojenim posudama koje sadrze egzofiticni dio tumora,
podleze¢i dio stijenke mjehura s miSiénim slojem, i rubove reseciranog podrucja (22, 23).
Duboka resekcija nije potrebna za male tumore niskog gradusa u pacijenata koji od ranije
imaju dijagnozu Ta G1 tumora. Ponovljena (sekundarna) resekcija se mora uciniti ukoliko je
inicijalna resekcija bila nepotpuna (multipli ili veliki tumori), ako u patohistoloskom nalazu
stoji da inicijalni materijal nije sadrzavao miSiéni sloj (osim kod Ta karcinoma niskog gradusa
1 primarnog karcinoma in situ), u svih T1 tumora, i u svih karcinoma visokog gradusa (osim
primarnog karcinoma in situ) (22). Na inicijalnoj resekciji tumor moze biti dijagnosticiran kao
nizi stadij nego $to zaista jest, osobito ako materijal ne sadrzi misi¢ni dio stijenke, pa tako
mogucénost da tumor dijagnosticiran kao Ta/T1 karcinom visokog gradusa zapravo invadira
misi¢ iznosi 10%. Sekundarna resekcija se izvodi 2 do 6 tjedana nakon inicijalne resekcije i
obavezno ukljucuje uzorkovanje primarnog sijela tumora. Kako bi se sprijeCilo oSteCenje
tkiva, kauterizacija se mora izbjegavati koliko je god moguce (9, 22). Patohistoloski nalaz
mora sadrzavati podatke o histoloSkom gradusu tumora, izgledu tumora (papilarno/solidno),
dubini invazije, prisutnosti karcinoma in situ, prisutnosti miSi¢nog sloja, postojanju
limfovaskularne invazije, postojanju aberantne histologije 1 postojanju promjena u okolnoj

sluznici (5, 22).
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Od ostalih pretraga mogu se koristiti slikovne tehnike kao $to su intravenska urografija
1 CT urografija, koje mogu prikazati defekte punjenja mokra¢nog mjehura, ali ne mogu
prikazati ekstramuralno Sirenje. U pacijenata s potvrdenim karcinomom mjehura koji invadira
misi¢, preporucuje se radi odredivanja kona¢nog stadija bolesti uciniti CT toraksa, abdomena
1 zdjelice te ekskretornu CT urografiju za potpuni pregled gornjeg dijela mokra¢nog sustava
(24). Procjena zahvacenosti limfnih ¢vorova CT-om i MR-om temeljem njihove veli¢ine ima

nisku osjetljivost i specifi¢nost (25-27).

Citoloski pregled urina ima visoku osjetljivost u karcinoma in situ ili karcinoma
visokog gradusa, ali nisku u tumora niskog gradusa, Sto znaci da negativan rezultat ne
iskljucuje postojanje karcinoma niskog gradusa (22, 28). Najvecu vrijednost citoloski pregled

urina ima u pracenju bolesnika nakon kirurskog lijecenja ili radioterapije (29).

Obzirom na nisku osjetljivost citoloskog pregleda urina, razvijeni su brojni
molekularni testovi za detekciju karcinoma mokra¢nog mjehura analizom urina. Ovi testovi

imaju vecu osjetljivost, ali manju specifi¢nost od citoloskog pregleda (30-32).

1.2.5. Multicentri¢nost urotelnog karcinoma

Jedna od karakteristika urotelnih karcinoma je multicentricnost, koja moze biti
sinkrona i metakrona, pri ¢emu tumori ne moraju nuzno biti histoloski jednaki (33-36).
Postoje dvije teorije kojima se objasnjava ova karakteristika urotelnih karcinoma. Prema
monoklonalnoj teoriji dolazi do genetskih transformacija u jednoj stanici, koja proliferira te se
njene stanice kdéeri Sire urotelom intraluminalnom implantacijom ili intraepitelnom
migracijom (37-44). Druga teorija je teorija ucinka polja (engl. field effect) prema kojoj
multicentricnost nastaje pod utjecajem kemijskih kancerogena, koji dovode do medusobno
nezavisnih genetskih transformacija na razli¢itim mjestima u urotelu, uzrokuju¢i multiple 1
genetski nezavisne tumore (43, 45-49). U prilog teoriji polja govori Cinjenica da se u
pacijenata s invazivnim karcinomom mokra¢nog mjehura mogu naéi premaligne promjene
kao §to su displazija ili karcinom in situ te da se u okolnom urotelu koji je histoloski urednog
izgleda, moze naci genska nestabilnost (15, 50, 51). Neki autori pretpostavljaju da je
oligoklonalnost ¢e$¢a u ranim lezijama te da s progresijom tumora dolazi do prevladavanja

jednog klona i pseudomonoklonalnosti (46, 52). Pitanje monoklonalnosti ili oligoklonalnosti
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urotelnih karcinoma je klinicki vazno zbog planiranja lijecenja i ¢injenice da moze utjecati na
rezultate genetickih testova kojima se iz urina nastoji detektirati ostatni tumor ili povrat

bolesti.

1.2.6. Makroskopski izgled

Urotelni tumori se uobicajeno dijele na papilarne (papilomi, papilarna urotelna
neoplazma nepoznatog malignog potencijala, karcinomi) 1 nepapilarne (karcinom in situ i
invazivni karcinom). Mogu biti solitarni ili multifokalni i mogu nastati bilo gdje unutar
mokra¢nog mjehura. NajceS¢e se nalaze na lateralnim stijenkama, nakon ¢ega po ucestalosti
slijede straznji zid, trigonum, vrat, us¢a mokra¢ovoda, baza, i prednji zid (53). Rijetko se
nalaze unutar divertikula (54). U ostatku sluznice se mogu naci eritematozne promjene koje

cesto histoloski odgovaraju ZariStima karcinoma in situ (5, 9).

1.2.7. Histoloska klasifikacija

1.2.7.1.  HistoloSka klasifikacija Svjetske zdravstvene organizacije iz 1973. god.

Histolosko stupnjevanje bolesti ili gradus tumora cini jedan od najvaznijih
prognosti¢kih ¢imbenika karcinoma mokra¢nog mjehura. Prema prvom sustavu stupnjevanja
koji je Siroko prihvacen, onom Svjetske zdravstvene organizacije (WHO, od engl. World
Health Organization) iz 1973. god., urotelni tumori su podijeljeni u Cetiri kategorije: benigni
papilom te karcinome gradusa 1, 2 ili 3 (55). Histolosko stupnjevanje je temeljeno na razini
anaplazije stanica koja se definira kao povecana celularnost, zbijanje jezgara, poremecena
polarnost stanica, gubitak sazrijevanja stanica prema povrSini, polimorfizam jezgara,
hiperkromazija jezgara, mitoze i postojanje divovskih stanica (55). Pri tome karcinomi
gradusa 1 imaju najmanji stupanj anaplazije, oni gradusa 3 najveci, a prognoza i povrat bolesti
koreliraju s gradusom tumora. NiZze su navedene glavne histoloske karakteristike tumora

pojedinih gradusa (15).
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Papilom

e Pravilne papile prekrivene urotelom gradenim od manje od sedam slojeva, bez atipija
ili s minimalnim atipijama te s odrzanim povrsinskim slojem stanica

e Jezgre pravilne veliCine, fino zrnatog kromatina, bez hiperkromazije i bez vidljivih
jezgrica

e Ne nalaze se mitoze niti znakovi stromalne invazije

Urotelni karcinom gradusa 1

e Delikatne papile s minimalnim arhitekturalnim abnormalnostima uz eventualno
zari$no stapanje papila

e Urotel zadebljan, graden od viSe od sedam slojeva uz odrzano sazrijevanje i
kohezivnost stanica te odrzan povr$inski sloj stanica

e Jezgre ve¢inom jednolicne, fino zrnatog kromatina, Cesto vidljivih brazdi, bez
znacajnog povecanja jezgrica

e Mitoze rijetke ili ih nema i ograniene na bazalne slojeve

Urotelni karcinom gradusa 2

e Dijelom zadrzana pravilna arhitektura i1 sazrijevanje kao u gradusu 1 uz barem zariSne
1 umjerene varijacije u strukturi, izgledu jezgara i teksturi kromatina, $to je vidljivo na
malom povecéanju

e Obic¢no odrzana kohezivnost i povrSinski sloj stanica

e Umjereno zbijanje jezgara, gubitak polarnosti, hiperkromazija jezgara, anizonukleoza i
povecanje jezgrica

e Mitoze obi¢no ogranicene na donju polovinu debljine urotela

Urotelni karcinom gradusa 3

e IzraZen poremeca; stratifikacije i gubitak polarnosti na malom povecanju
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e Povrsinski sloj stanica djelomice ili potpuno nedostaje

e Izrazena diskohezija stanica

e Povecana celularnost, izrazeno zbijanje jezgara, odsutnost diferencijacije stanica,
pleomorfizam jezgara, grudasti kromatin, postojanje neoplasti¢nih divovskih stanica

e Ucestale mitoze ukljucujuci atipi¢ne u svim slojevima urotela

1.2.7.2.  HistoloSka klasifikacija Internacionalnog druStva uroloSke patologije iz 1998.

god. i Svjetske zdravstvene organizacije iz 2004. god.

Internacionalno drustvo uroloske patologije (ISUP, od engl. International Society of
Urological Pathology) je 1998. god. predlozilo revidirani oblik klasifikacije neinvazivnih
papilarnih urotelnih neoplazmi, koji je 2004. god. formalno prihvatila 1 objavila Svjetska
zdravstvena organizacija (Tablica 1) (9, 56). Potreba za drugacijom klasifikacijom se ukazala
zbog vise uocenih nedostataka u prethodnoj klasifikaciji. Prvenstveno se smatralo
neopravdanim imenovati sve papilarne tumore gradusa 1 karcinomima. Pored toga, trebalo je
jasnije definirati neinvazivne papilarne tumore visokog gradusa, lijeCene standardnom
intravezikalnom terapijom. Neprecizni kriteriji WHO klasifikacije iz 1973. god. su doveli do
stvaranja dodatnih medugradusa (1/2, 2/3), zbog cega se samo oko 9% tumora klasificiralo

kao gradus 3 (57, 58). Usporedba dviju klasifikacija je prikazana na Slici 1.

Tablica 1. Histoloska klasifikacija urotelnih tumora mokraénog mjehura (WHO 2004./ISUP
1998.) (9, 57)

HistoloSka Kklasifikacija urotelnih tumora mokraénog mjehura (WHO 2004./ISUP 1998.)

Normalni urotel
Hiperplazija

Ravne lezije s atipijom
Reaktivna (inflamatorna) atipija
Atipija nepoznatog znacenja
Displazija (intraurotelna neoplazma niskog gradusa)
Karcinom in situ (intraurotelna neoplazma visokog gradusa)

Neinvazivne papilarne neoplazme
Papilom
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Invertirani papilom

Papilarna urotelna neoplazma niskog malignog potencijala (PUNLMP*)
Neinvazivni papilarni urotelni karcinom niskog gradusa

Neinvazivni papilarni urotelni karcinom visokog gradusa

Invazivne neoplazme

* Papillary urothelial neoplasm of low malignant potential

Gradus 1 Gradus 2 Gradus 3 WHO 1973,

PUNLMP Miski gradus Visoki gradus WHO 2004,

Slika 1. Usporedba histoloskih klasifikacija WHO 1973. i WHO 2004./ISUP 1998.
Prilagodeno prema Cheng L i sur (15).

Klasifikacija WHO-a iz 2004. god. je trenutno prihvacena i najcesce se koristi, iako je
kod nas uobicajeno da se u histopatoloskom nalazu uz niski/visoki gradus naznaci i gradus 1-
3 prema klasifikaciji WHO-a iz 1973. god. U meduvremenu su predloZene i neke nove

klasifikacije, medu kojima je i ona koja uzima u obzir heterogenost tumora (59).

Papilarna urotelna neoplazma niskog malignog potencijala

Papilarna urotelna neoplazma niskog malignog potencijala (PUNLMP, od engl.
papillary urothelial neoplasm of low malignant potential) je karakterizirana niskim stupnjem
povrata i/ili progresije bolesti, a histoloski se definira kao neoplazma koja nalikuje urotelnom
papilomu, ali pokazuje povecanu proliferaciju urotela koji je znatno deblji od normalnog (9).
Uobicajeno se nalazi na lateralnim 1 straznjim stijenkama mjehura, u blizini uSca
mokracovoda (9). Arhitekturalne i citoloSke abnormalnosti su minimalne ili ih nema, a mitoze
su vrlo rijetke 1 ograni¢ene na bazalni sloj (15). Prema WHO Kklasifikaciji iz 1973. god., svi
ovakvi tumori su bili klasificirani kao urotelni karcinom gradusa 1. Ovaj entitet, za razliku od

papiloma, ima visoki rizik recidiva (<50%), dok je rizik progresije nizak (<5%) (60-63).
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Obzirom na znacajan rizik recidiva, koji se ne razlikuje bitno od Ta karcinoma gradusa 1
(WHO 1973.), preporucuje se dugotrajno pracenje pacijenata (15, 64). Lezije ovakvih

citoloskih karakteristika, ali arhitekturalno ravne, bile bi oznacene kao hiperplazija (65).

Neinvazivni papilarni urotelni karcinom niskog gradusa

Neinvazivni papilarni urotelni karcinom niskog gradusa je graden od papila lako
uocljivih arhitekturalnih i citoloSkih abnormalnosti. Ve¢inom je smjeSten na straznjoj ili
lateralnim stijenkama mjehura, u blizini us¢a mokracovoda (9). Papile se Cesto granaju i
mjestimice stapaju, a prekrivene su urotelom koji pokazuje varijacije u polarnosti jezgara.
Opcenito su jezgre ujednaceno povecane i blago polimorfne, kromatin vezikularan, a jezgrice
diskretne. Mitoze su rijetke 1 mogu biti prisutne na bilo kojoj razini unutar epitela, iako su
¢esce bazalno smjestene (9, 15). Neinvazivni papilarni urotelni karcinom niskog gradusa ima
znacajno visi rizik recidiva i progresije od PUNLMP-a, a u usporedbi s papilarnim
karcinomima visokog gradusa ima podjednak rizik razvoja recidiva, ali znaCajno nizi rizik
progresije (66-68). Recidiv se pojavljuje u oko 50-70% pacijenata, dok do progresije dolazi u
oko 10% slucajeva (9, 63). Lezija ovakvih citoloskih karakteristika, ali arhitekturalno ravna,

bila bi oznacena kao urotelna displazija (65).

Neinvazivni papilarni urotelni karcinom visokog gradusa

Neinvazivni papilarni urotelni karcinom visokog gradusa je histoloski graden od
papila koje se ve¢im dijelom stapaju i obloZene su urotelom s izraZzenom atipijom. Jezgre su
polimorfne, prominentnih jezgrica i poremecene polarnosti, a mitoze brojne 1 mogu biti
atipicne. Debljina urotela znacajno varira, uz Cest gubitak kohezivnosti stanica.U okolnoj
sluznici se Cesto mogu vidjeti zariSta in situ karcinoma (15). Papilarni urotelni karcinom
visokog gradusa progredira u invazivni karcinom u 15-40% slucajeva. Lezija ovakvih
citoloskih karakteristika, ali arhitekturalno ravna, bila bi ozna¢ena kao urotelni karcinom in

situ (65).
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Glavne histoloske razlike izmedu neinvazivnih urotelnih papilarnih karcinoma niskog i

visokog gradusa su prikazane u Tablici 2.

Tablica 2. Histoloske karakteristike neinvazivnih urotelnih papilarnih karcinoma. Preuzeto od

Grignon DJ (57).
Neinvazivni urotelni papilarni karcinom
Niskog gradusa Visokog gradusa
Arhitekturalne  Delikatne, ponekad fuzionirane Delikatne papile koje su
znacajke papile fuzionirane i razgranate
Pravilna organizacija stanica uz Stanice zbijene, pokazuju
minimalni gubitak polarnosti gubitak polarnosti, preklapaju se
Varijabilna debljina urotela Varijabilna debljina urotela
Kohezivne stanice Stanice Cesto diskohezivne
Znacajke Povecane Povecane
jezgara

Blage varijacije u veli¢ini
Izduljene-ovalne-okrugle
Kromatin fino rasprSen
Nukleoli obi¢no neuocljivi

Mitoze rijetke, ve¢inom bazalno

IzraZene varijacije u veli¢ini
Pleomorfne

Kromatin grub

Prominentni nukleoli

Ceste mitoze, u svim slojevima

Invazivni urotelni karcinom mokracnog mjehura

Invazivni urotelni karcinom je po definiciji WHO-a onaj koji razara bazalnu

membranu i prodire u podlezece tkivo. Makroskopski je vec¢ina pT1 karcinoma papilarnog

izgleda 1 niskog ili visokog gradusa, dok su karcinomi pT2 do pT4 stadija ve¢inom polipoidni

ili solidni 1 visokog gradusa. HistoloSki, tumorske stanice infiltriraju stijenku mokra¢nog

mjehura u obliku gnijezda, traka, manjih nakupina ili u obliku pojedina¢nih stanica koje su
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cesto odvojene dezmoplasticnom stromom. Ponekad rastu u difuznim nakupinama, ali ¢ak i

tada se paZzljivijim pregledom ZariSno mogu naci gnijezda tumorskih stanica (15).

1.2.8. Varijante urotelnog papilarnog karcinoma

Poznavanje specificnih histoloskih varijanti urotelnog karcinoma je vazno zbog
mogucih diferencijalno dijagnostickih poteskoca, drugacijeg klinickog tijeka bolesti ili
drugacijeg protokola lijecenja (69-71). Ukoliko tumor histoloski ne pokazuje prepoznatljive
elemente urotelne diferencijacije uvijek je nuzno iskljuciti metastatsku bolest. Postojanje
netipi¢nih histoloskih znacajki urotelnih tumora je nuzno navesti u nalazu obzirom da
metastaze mogu slijediti isti obrazac rasta. NajceS¢e se nalaze plocasta i glandularna
diferencijacija, sarkomatoidna zariSta i mikropapilarni oblik rasta (69). Od ostalih, rjedih
oblika mogu se na¢i karcinomi koji oponasaju benigne tvorbe (tzv. nested, tubularna i
mikrocisticna varijanta te karcinomi invertiranog nacina rasta), karcinomi netipi¢nih
citoplazmatskih znacajki (svijetlostani¢na, plazmacitoidna, rabdoidna ili lipidima bogata
varijanta), urotelni karcinomi s trofoblasticnom diferencijacijom, karcinomi s netipi¢nom
stromalnom reakcijom (pseudosarkomatozna, koStana ili hrskavi¢na metaplazija, divovske
stanice nalik na osteoklaste, izrazen limfociti infiltrat) 1 nediferencirani karcinom (69).

Detaljnije ¢e biti opisana samo mikropapilarna varijanta.

Mikropapilarna varijanta urotelnog karcinoma

Mikropapilarna varijanta urotelnog karcinoma ¢ini manje od 1% urotelnih karcinoma,
1 arhitekturalno je nalik seroznom papilarnom karcinomu jajnika (72). Ovi karcinomi su
uvijek viSeg nuklearnog gradusa i obi¢no invadiraju misi¢, pa ukoliko se nadu zariSta
mikropapilarnog izgleda, a biopticki materijal ne sadrzi miSiéni sloj, preporucuje se ponoviti
biopsiju. Ne postoje preporuke koliko mikropapilarna Zarista trebaju biti velika da bi se tumor
nazvao mikropapilarnim, ali se preporucuje navesti postotak komponente u patohistoloskom
nalazu, obzirom da ista ima negativan prognosticki u¢inak (69). Mikropapilarni rast se na

povrsini ocituje stvaranjem delikatnih papila bez fibrovaskularne strome, koje na prerezu
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nalikuju glomeruloidnim tjeleScima, dok su invazivna i metastatska ZariSta gradena od sitnih
gnijezda unutar prostranih lakuna, koja nalikuju ZariStima vaskularne invazije (72). Zarista
prave vaskularne invazije se nalaze u viSe od polovine tumora koji invadiraju misi¢. Ovi

tumori slabo odgovaraju na imunoterapiju i ¢esto progrediraju (73, 74).

1.2.9. Imunohistokemijski profil urotelnih karcinoma

Urotelni karcinomi imunohistokemijski pokazuju pozitivnu reakciju na CK7 u 87-
100% slucajeva, na CK20 u 25-67% slucajeva, a istovremena izraZzenost navedenih markera
se nalazi u 50-62% tumora, pa se isti najceSc¢e koriste u rutinskom radu za potvrdu dijagnoze
urotelnih karcinoma koji pokazuju netipi¢nu histolosku sliku (75). Medutim, u ¢ak 14%
urotelnih karcinoma se ne nalazi reakcija niti na CK7 niti na CK20 (75). Imunohistokemijski
pozitivna reakcija na p63 se nalazi u 81-92% urotelnih karcinoma visokog gradusa i primarno
se koristi za diferencijaciju urotelnih karcinoma od adenocarcinoma prostate ili za prikaz

vretenaste komponente sarkomatoidnih karcinoma.

1.2.10. Odredivanje anatomske proSirenosti karcinoma mokraénog mjehura

Stadij bolesti koji se odreduje prema TNM Kklasifikaciji (engl. Tumor, Node,
Metastasis; tumor, ¢vor, metastaze) iz 2010. god., ima najve¢e znacenje u odredivanju
prognoze, pa mora biti naznacen u svakom patohistoloSkom nalazu (Slika 2 1 Tablica 3) (76).
Obzirom da se iz kirurSkog materijala dobivenog cistektomijom mogu odrediti T i eventualno
N sastavnica TNM Kklasifikacije, ovaj skrac¢eni oblik se naziva jo§ i1 patoloski stadij (pT ili

pTN). Cjeloviti TNM stadij se dobiva zdruzivanjem patoloskih, radioloskih i klinickih nalaza.

Diferencijacija Ta 1 T1 stadija odnosno procjena postojanja invazije lamine proprije
cesto predstavlja izazov, osobito ako se radi o pocCetnoj invaziji, pa je potrebno poznavati i
slijediti histoloSke kriterije koji pomazu u dvojbenim slucajevima (77). Iako se invazija moze
naci u karcinoma niskog gradusa, mnogo je ¢e$¢a u onih visokog gradusa u kojih se prema
nekim serijama nalazi u ¢ak 70-96% slucajeva (77). Histoloski gradus u materijalu dobivenom

transuretralnom resekcijom korelira s patoloSkim stadijem bolesti nakon cistektomije (78).
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Klinicki se karcinomi mokra¢nog mjehura tradicionalno dijele u dvije velike skupine,
povrsinske tumore odnosno tumore koji ne invadiraju misi¢ te invazivne tumore koji se
definiraju kao oni koji zahvacaju misi¢. Ova podjela temelji se na razlikama u lijeenju i
prognozi bolesti. Oko 75-80% pacijenata s karcinomom mokra¢nog mjehura u vrijeme

dijagnoze ima bolest ograni¢enu na sluznicu (Ta, karcinom in situ) ili podsluznicu (T1) (22).
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Slika 2. Prikaz patoloSkog T stadija karcinoma mokraénog mjehura prema TNM klasifikaciji
(76) (BM — bazalna membrana; LP — lamina proprija; MP-U — muskularis proprija, unutarnji

sloj; MP-V — muskularis proprija, vanjski sloj)

Tablica 3. Anatomski stadij karcinoma mokraénog mjehura prema TNM klasifikaciji (76)

Primarni tumor (T)

Tx Primarni tumor se ne moze procijeniti

TO Nema znakova primarnog tumora

Ta Neinvazivni papilarni, polipoidni ili verukozni karcinom
Tis Karcinom in situ

T1 Tumor infiltrira subepitelno vezivno tkivo (laminu propriju)
T2 Tumor invadira muskularis propriju

T2a Tumor invadira unutarnju polovinu muskularis proprije
T2b Tumor invadira vanjsku polovinu muskularis proprije

T3 Tumor invadira perivezikalno tkivo
T3a Mikroskopski
T3b  Makroskopski

T4 Tumor invadira bilo §to od navedenog: prostati¢énu stromu, maternicu, rodnicu, zdjeli¢ni
zid, trbusni zid

T4a Tumor invadira prostati¢nu stromu ili maternicu ili rodnicu

T4b  Tumor invadira zdjeli¢ni ili trbusni zid

Regionalni limfni ¢vorovi (N)

NX | Regionalni limfni &vorovi se ne mogu procijeniti
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NO Nema metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima

N1 Postojanje metastaze u jednom regionalnom limfnom ¢voru u zdjelici (hipogastricni,
obturatorni, vanjski ilijacni ili presakralni limfni ¢vor)

N2 Postojanje metastaza u vise regionalnih limfnih ¢vorova u zdjelici (hipogastricni,
obturatorni, vanjski ilijacni ili presakralni limfni ¢vorovi)

N3 Postojanje metastaza u zajednickim ilijacnim limfnim ¢vorovima

Udaljene metastaze (M)

MO Ne nalaze se udaljene metastaze

MI Postoje udaljene metastaze

1.2.11. Razlikovanje urotelnih papilarnih karcinoma patoloskih stadija Ta i T1

Prognoza urotelnih karcinoma najvise ovisi o dubini invazije koja je ujedno i temelj
patoloske T Kklasifikacije (pT). Razlikovanje papilarnih karcinoma mokra¢nog mjehura
patoloskih stadija Ta i T1 temelji se na brojnim kriterijima i ponekad je vrlo tesko, primjerice
zbog tangencijalnih prereza kroz papile tumora, jakog termickog oStecenja materijala ili
izrazene upalne reakcije u stromi koja maskira postojanje invazije. Navedeno moze
predstavljati veliki problem s potencijalnim dijagnostickim, prognostickim i1 eventualno
sudskomedicinskim znacenjem. U dvojbenim slucajevima se za razlikovanje neinvazivnih od

invazivnih karcinoma koriste pomo¢ni histoloski kriteriji koji su sazeti u Tablici 4.

Tablica 4. Pomoc¢ni histoloski kriteriji u procjeni postojanja stromalne invazije. Prilagodeno

prema Cheng L i sur. (15)

HistoloSki gradus
Invazivne stanice obi¢no imaju visi nuklearni gradus

Karakteristike invazivnog epitela
Gnijezda nepravilnog oblika
Infiltracija pojedina¢nim stanicama
Diskontinuirana ili odsutna bazalna membrana
Prstolike projekcije
Paradoksalna diferencijacija

Angiolimfati¢na invazija

Reakcija strome
Dezmoplasti¢na ili fibroti¢na stroma
Retrakcijske pukotine
Upalna reakcija
Miksoidna stroma
Pseudosarkomatozna stroma

21



Biopticki materijal karcinoma mokraénog mjehura se dobiva transuretralnom
resekcijom, zbog Cega su primljeni fragmenti tkiva razli¢ite veliCine 1 oblika te ih je ve¢inom
gotovo nemoguée pravilno orijentirati. Osim toga, obzirom na papilarni izgled, dijelovi
tumora su gotovo u pravilu tangencijalno presjeceni u razli¢itim ravninama, pa se unutar
lamine proprije mogu naci invazivna, kao i neinvazivna gnijezda, koja su zapravo dijelovi
papila Cija je granica prema okolnoj stromi jasna i1 pravilna. Kod prave invazije, gnijezda su
razli¢ite veliCine i nepravilna ili se nalaze manje nakupine ili individualne tumorske stanice
unutar strome. Takoder, kod neinvazivnih gnijezda je bazalna membrana ocCuvana i
koninuirana, dok je u invazivnim gnijezdima diskontinuirana ili je uopée nema. Oko
neinvazivnih gnijezda se, paraleleno s njihovom bazalnom membranom, ponekad mogu
vidjeti tankostijene krvne zile kojih nema uz invazivna gnijezda (15). Invazivna gnijezda su
Cesto sastavljena od stanica koje su citoloski nesto drugacije od stanica bazalnih dijelova
papila i mogu imati obilniju, eozinofilniju citoplazmu i pleomorfnije jezgre. Ponekad takve
invazivne stanice mogu izgledati bolje diferencirane od nadlezece neinvazivne komponente,

Sto se naziva paradoksalna diferencijacija (15).

Stromalna reakcija na invaziju nije uvijek jednakomjerno prisutna, ali vecina
invazivnih karcinoma pokazuje neki oblik reakcije koja moze biti upalnog, miksoidnog ili
fibroznog tipa (15). Ponekad se oko plitko invazivnih nakupina tumorskih stanica mogu
vidjeti retrakcijske pukotine koje se mogu zamijeniti s limfovaskularnom invazijom, a za koje
se smatra da su rani znak invazije lamine proprije. Invazija tumora moze izazvati jaki upalni
odgovor u lamini propriji koji moze brisati granicu epitela i strome te uciniti tesko
prepoznatljivim manje nakupine ili pojedinacne invazivne tumorske stanice. Sastav upalnog
infiltrata je takoder drugaciji, pa se oko invazivnih gnijezda CeS¢e nalazi veci broj eozinofila
(79). Pored toga, stroma invazivnih karcinoma moZze biti celularna s vretenastim

fibroblastima, kolagenizirana ili hipocelularna i miksoidna.

1.2.12. Onkogeneza karcinoma mokra¢nog mjehura

Model razvoja karcinoma mokraénog mjehura se temelji na postojanju dva
patogenetska puta koji rezultiraju nastankom karcinoma razli¢itih fenotipa i bioloskog

ponasanja. Smatra se da povrsinski urotelni tumori nastaju iz urotelne hiperplazije, a vecina
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invazivnih urotelnih karcinoma progresijom displazije u ravni karcinom in situ 1 neinvazivne
karcinome visokog gradusa (80). Slika 3 prikazuje razli¢ite molekularne puteve u onkogenezi
karcinoma mokra¢nog mjehura. Karcinomi mokraénog mjehura koji ne invadiraju misi¢ su
najcesce diploidni i sadrze malo genetskih promjena, dok su karcinomi koji invadiraju misi¢
cesto aneuploidni i sadrZe razne genetske promjene (14). Promjene 9. kromosoma se smatraju
najranijim genetskim promjenama, nastaju u oba patogenetska puta razvoja karcinoma
mokraénog mjehura i vjeruje se da osiguravaju gensku nestabilnost potrebnu za akumulaciju
dodatnih mutacija (81). Neke druge genetske promjene su specificnije za pojedini
patogenetski put. Tako primjerice mutacija receptora za fibroblastni ¢imbenik 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
(82-87). Suprotno navedenom, gotovo svi karcinomi koji invadiraju misi¢ posjeduju mutacije
gena koji kodiraju proteine G1 kontrolne tocke stani¢nog ciklusa, kao §to su 7P53, P16 1 RB1,
Sto je ujedno 1 lo§ prognosticki znak (81, 88, 89).

Osim $to nastaju razli¢itim patogenetskim putevima, karcinomi mokra¢nog mjehura
prema novijim istraZivanjima nastaju 1 iz razliCitih subpopulacija urotelnih stanica:
neinvazvne urotelne papilarne neoplazme iz intermedijarnih stanica, a karcinom in situ iz

bazalnih stanica (90).

F g
Fl

HIPERPLAZUA ), | UROTELNI KARCINOM » “ sp-70%
URCTELA NISKOGGRADUSA |~ recidivira |
Sq-/9p- FGFR3 PIK3CA, STAG2 .
NORMALNI S
ROTEL progredira
[TP53, RB1, 8p-
11p-, 13g-, 14g-)
9q-/9p-

DISPLAZLIAS N UROTELMNI KARCINGM b INVAZIVNI UROTELNI b METASTAZE
KARCINOM IN SITU VISOKDG GRADUSA KARCINOM
TPS3, RA1 E-cadherin, MMP. MMP-9, VEGF,
Bp-, Bp+, 17p- VEGF, COX-2 IL-8, EGFR

23



Slika 3. Prikaz razvoja karcinoma mokra¢nog mjehura. Prilagodeno prema Netto GJ (80) te

Knowles MA i Hurst CD (14).

1.2.13. Procjena povrata i progresije bolesti za Ta i T1 stadij

Prema preporukama Europskog uroloskog udruzenja (EAU, od engl. European
Association of Urology) u procjeni povrata i progresije bolesti se koristi bodovni sustav
Europske organizacije za istrazivanje 1 lije¢enje raka (EORTC, od engl. European
Organisation for Research and Treatment of Cancer), koji se temelji na Sest najvaznijih
klinickih i1 patoloskih ¢imbenika, a to su broj i1 veliina tumora, ucestalost povrata bolesti, T
stadij, pridruzeni karcinom in situ 1 gradus tumora (WHO 1973.) (22, 91). Navedena

stratifikacija prema riziku je prikazana u Tablici 5.

Tablica 5. Stratifikacija pacijenata s karcinomom mokra¢nog mjehura u rizi€ne skupine

temeljem EORTC kriterija (22)

Tumori niskog rizika Primarni, solitarni, Ta, niski gradus/G1, <3 cm, bez
pridruzenog CIS-a

Tumori umjerenog rizika Tumor izmedu susjednih kategorija

Tumori visokog rizika Bilo koje od navedenog:

e TI1 tumor

e Visoki gradus/G3 tumor

e CIS

e  Multipli i recidivirajuéi ili veliki (> 3 cm) Ta,
G1, G2 tumori

1.2.14. Lijecenje karcinoma mokraénog mjehura
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Obzirom na potrebu cjelozivotnog pracenja pacijenata i ponavljanog lijecenja recidiva
bolesti, karcinom mokra¢nog mjehura predstavlja znacajan ekonomski teret, pa su ukupni

predvideni troskovi zbrinjavanja pacijenata veci nego za ostale tipove karcinoma (13).

1.2.14.1. LijeCenje karcinoma mokraénog mjehura patoloSkih stadija Ta i TI

(karcinomi koji ne invadiraju misic)

Primarna terapija karcinoma mokraénog mjehura stadija Ta i T1 je transuretralna
resekcija (TUR). Obzirom na Ceste recidive 1 povremenu progresiju u karcinom koji invadira
misi¢, nuzno je u svih pacijenata, ovisno o rizi¢noj skupini kojoj pripadaju, razmotriti

primjenu adjuvantne terapije (22).

Jednokratna intravezikalna instilacija kemoterapeutika neposredno nakon zahvata se
primjenjuje u pacijenata koji imaju nizak rizik recidiva i/ili progresije tumora. Ovime se
unistavaju cirkulirajuée tumorske stanice zaostale nakon TUR-a, rezidualne tumorske stanice
na mjestu odstranjenog tumora, kao i stanice malih tumora koji nisu uoceni cistoskopski (92).
U pacijenata s umjerenim rizikom se preporucuju dodatne intravezikalne instilacije
kemoterapeutika. ITako nije postignut konsenzus o trajanju i ucestalosti ovakvog lijeCenja,
smatra se da bi ono trebalo biti kra¢e od godinu dana (22). U pacijenata s umjerenim rizikom,
adjuvantna imunoterapija bacilom Calmette-Guérin (BCG) u trajanju od godinu dana
pokazuje bolji uCinak u sprjeCavanju povrata bolesti nego kemoterapija, iako ima vise
nuspojava od kemoterapije. Ovaj oblik terapije se ne preporucuje u pacijenata s tumorom
niskog rizika. U pacijenata s tumorom visokog rizika, u kojih nije uc€injena cistektomija,

preporucuje se terapija BCG-om kroz 1 do 3 godine (22).

Karcinom in situ ne moze biti izlijeCen samo TUR-om, medutim nije postignut
konsenzus da 1i je za daljnje lijeCenje dovoljna konzervativna terapija (BCG) ili je nuzna i

radikalna cistektomija (22).
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U skupini pacijenata s karcinomom visokog gradusa i strogo definiranim kriterijima,
koji ne odgovaraju na terapiju BCG-om, indicirana je radikalna cistektomija. U spomenute
kriterije ubrajamo multiple ili velike (>3 cm) T1 karcinome visokog gradusa s ili bez
pridruzenog karcinoma in situ, ponavljaju¢e T1 karcinome visokog gradusa, T1 karcinom
visokog gradusa ili karcinom in situ prostaticne uretre i mikropapilarnu varijantu urotelnog

karcinoma (22, 91, 93).

Pracenje pacijenata s karcinomom mokra¢nog mjehura koji ne invadira miSi¢ se

provodi ovisno o riziku recidiva i progresije tumora.

1.2.14.2. LijeCenje karcinoma mokraénog mjehura patoloskih stadija T2 i visih

(karcinomi koji invadiraju misic)

Standardno lije¢enje pacijenata s karcinomom mokra¢nog mjehura koji invadira misi¢
ukljucuje radikalnu cistektomiju koja u muSkaraca obuhvaca odstranjenje mjehura, prostate,
sjemenih mjehurica, distalnih mokracovoda 1 regionalnih limfnih ¢vorova, a u Zena
odstranjenje mjehura, mokraéne cijevi, rodnice, maternice, distalnih mokracovoda i

regionalnih limfnih ¢vorova.

Obzirom da radikalna cistektomija omogucuje 5-godiSnje preZivljenje za samo 50%
pacijenata, u pacijenata s tumorom stadija T2 do T4a, bez znakova zahvacenosti limfnih
¢vorova ili udaljenih metastaza, u obzir dolazi i primjena neoadjuvantne kombinirane

kemoterapije koja ukljucuje cisplatinu (24, 94).

U pacijenata s lokalno uznapredovalim tumorom (T4b) moze se primjeniti palijativna

radioterapija.

1.3. Peritumorske pukotine

Peritumorske pukotine predstavljaju procjepe izmedu tumorskih nakupina i okolne
strome koji se lako uocavaju na standardno bojenim histoloSkim preparatima. Pukotine mogu

zauzimati samo dio cirkumferencije tumorskih nakupina ili ih mogu okruzivati u cijelosti. U
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literaturi su opisivane pod raznim nazivima kao Sto su retrakcijski atrefakti, retrakcijske
pukotine, periglandularne pukotine, peritumorske lakune ili periacinarni haloi, a uoc¢ene su u
raznim tumorima 1 netumorskim stanjima, primjerice u bazocelularnom karcinomu,
adenokarcinomu prostate, karcinomu dojke, planocelularnom karcinomu jednjaka i fibroznoj
displaziji (95-99). U malobrojnim dosadasnjim istrazivanjima pukotine su uocene i u in situ
karcinomima, ali sa znacajnije manjom ucestaloS¢u i u manjem opsegu nego u invazivnim
karcinomima te u pravilu zauzimaju manje od 50% cirkumferencije Zlijezda s intraepitelnim
karcinomom (97, 100). Obzirom da se ne uocavaju na histoloskim preparatima smrznutih
rezova, peritumorske pukotine su dugo smatrane artefaktom nastalim u procesu obrade
materijala, prvenstveno tijekom fiksacije i1 dehidracije, a zatim je pretpostavljeno da
predstavljaju podrucja limfovaskularne invazije (97). U kasnijim istrazivanjima se kao uzrok
nastanka navodi gubitak epitelnih bazalnih stanica, smanjenje izrazenosti adhezijskih
molekula i povecanje izrazenosti proteina ukljucenih u razgradnju ekstracelularnog matriksa
(101, 102). Novija istrazivanja sve viSe naglaSavaju njihovu dijagnosticku i1 prognosticku
vrijednost, pa je tako prisutnost peritumorskih pukotina u adenokarcinomu prostate povezana
s agresivnijim ponaSanjem i ve¢om vjerojatnos¢u ranijeg biokemijskog relapsa bolesti, dok u
ranih karcinoma dojke s izrazenim pukotinama postoji povezanost s postojanjem metastaza u
limfnim ¢vorovima (103, 104). Istrazivanja koja ukljucuju analizu peritumorskih pukotina u
karcinomu mokra¢nog mjehura su rijetka, ve¢i dio se odnosi na razlikovanje peritumorskih
pukotina kao artefakta i prave limfovaskularne invazije, dok je u jednom istrazivanju
razmatrana moguénost razlikovanja mikropapilarne varijante urotelnog karcinoma i
invazivnog urotelnog karcinoma s izrazenim peritumorskim pukotinama pomocu seta
imunohistokemijskih markera (105-107). DosadaSnja istraZivanja nisu proucavala
peritumorske pukotine u karcinomu mokraénog mjehura kao posljedicu promijenjenih
molekularnih odnosa u tumorskom tkivu niti ih razmatrala kao potencijalni pomocéni

dijagnosticki kriterij.

1.4. Ekstracelularni matriks

Ekstracelularni matriks (ECM) je nestani¢ni dio tkiva kojemu je glavna funkcija fizicka
potpora 1 odrzavanje homeostaze, a €ini ga viSe od 300 razliCitih proteina, primjerice

kolageni, proteoglikani ili glikoproteini, koji se jo§ zbirno nazivaju matrisom (108). Osim
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proteina matrisoma, u ECM-u se nalaze i drugi proteini, medu ostalima i hormoni rasta,
citokini, mucini, galektini i1 drugi. Ekstracelularni matriks podlijeze kontinuiranoj pregradnji
u sklopu normalnih i patoloskih tkivnih procesa kao §to su upala, cijeljenje ili karcinogeneza,
a interakcijom s epitelnim stanicama regulira procese proliferacije, diferencijacije i migracije.
U svakom organu ECM je specificnog sastava, Sto je odredeno jo§S u ranim fazama

embrionalnog zivota (109).

Dva su glavna tipa ECM-a, intersticijski vezivnotkivni matriks 1 bazalne membrane.
Intersticijski matriks koji okruzuje stanice i1 ¢ini strukturalni kostur tkiva je pretezno
sastavljen od kolagena I i fibronektina. Bazalne membrane su kompaktnije od intersticijskog
matriksa, odvajaju epitelnu, mezotelnu ili endotelnu komponentu tkiva od okolne strome te
reguliraju organizaciju 1 diferencijaciju stanica interakcijom sa stani¢nim receptorima i
proteinima ECM-a. Gradene su pretezno od kolagena IV, laminina, heparan-sulfat
proteoglikana i proteina koje sintetiziraju i izlucuju epitelne stanice, endotelne stanice i

miofibroblasti (109).

Pregradnja tkiva se sastoji od barem dva dogadaja; sinteze i odlaganja komponenti
ECM-a te proteoliticke razgradnje. Glavnu ulogu u remodelaciji ECM-a imaju razne obitelji
proteaza, osobito matriksne metaloproteinaze (MMP), adamalizini 1 meprini, koje razgraduju
komponente ECM-a. Proteoliticka aktivnost je regulirana endogenim inhibitorima proteaza
koji odrzavaju integritet tkiva i sprecavaju njegovu pretjeranu razgradnju. Obitelj tkivnih
inhibitora metaloproteinaza (TIMP od engl. Tissue inhibitor of metalloproteinases) Cine Cetiri
proteina, TIMP1- TIMP4, koji reverzibilno inhibiraju aktivnhost MMP-a 1 adamalizina, ali ne
1 meprina (109). Omjer MMP-a 1 TIMP-a odreduje ukupnu proteoliticku aktivnost, a svaki
TIMP pokazuje afinitet za odredene pripadnike obitelji MMP-a (110).

Ekstracelularni matriks osigurava signale za odrzavanje arhitekture tkiva i regulaciju
stani¢nog rasta i apoptoze te je u normalnim okolnostima sposoban ograniCiti progresiju
tumora, iako takoder moze promovirati tumorski rast 1 progresiju. Prema tzv. Seed and Soil
hipotezi koju je joS 1898. god. predlozio Paget, da bi tumorske stanice mogle metastazirati
nuzno je postojanje suportivnog mikrookoliSa, dok je do tada smatrano da je sposobnost
diseminacije tumora ovisna jedino o odlaganju tumorskih embolusa u krvnim zilama (111).
Pregradnja ECM-a u suportivni mikrookoli§ se dogada rano u procesu razvoja metastatske
bolesti. Prema nekim studijama, tumori koji pojacano izrazavaju inhibitore proteaza imaju

bolju prognozu, dok tumori koji pojacano izrazavaju MMP imaju loSiju prognozu i povecan
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rizik povrata bolesti (112, 113). Medutim, neke studije su pokazale povezanost povecane
izrazenosti odredenih MMP-a s boljom prognozom ili TIMP-a s loSijjom prognozom, dok
prema nekim studijama navedeni markeri nemaju prognosticko znacenje (114-118). Osim
lokalnog mikrookolisa koji povoljno djeluje na tumorski rast, nuzan je i povoljan
mikrookoli§ na udaljenim mjestima, koji ¢e omoguciti prezivljavanje, rast i kolonizaciju
tumorskih stanica na sekundarnim lokalizacijama (119). Primjeri kojima ECM djeluje
povoljno na tumorski rast su pove¢ana ¢vrstoéa ECM-a inducirana poja¢anim odlaganjem
kolagena, koja dovodi do poremecaja organizacije tkiva i pomaze progresiji tumora, ili

promocija angiogeneze kojom se omogucéuje prezivljavanje tumorskih stanica (120, 121).

1.4.1. Kolagen IV

Kolageni su glavni strukturalni proteini ekstracelularnog matriksa koji u ljudi ¢ine
jednu tre¢inu svih proteina i tri Cetvrtine suhe tvari koze (122). Gradeni su od trostruke
proteinske uzvojnice, pri ¢emu u kraljezaka razlikujemo 28 razli¢itih tipova kolagena
sastavljenih od najmanje 46 specificnih polipeptidnih lanaca (122). Kolagen tipa IV, uz
laminin, kolagen tipa VII, nidogene i proteoglikane, ¢ini glavnu komponentu bazalnih
membrana koje imaju strukturalnu ulogu u definiranju arhitekture i kompartmentalizaciji
tkiva, ali takoder osiguravaju regulatorne signale tijekom progresije tumora (123, 124).
Razgradnjom komponenti ECM-a djelovanjem matriksnih metaloproteinaza nastaju
proteoliticki fragmenti koji pospjeSuju migraciju tumorskih stanica. Tako primjerice
razgradnja kolagena IV dovodi do otkrivanja skrivenih lokusa koje prepoznaju integrini, Sto
pozitivno utjeCe na angiogenezu i rast tumora (125). Kolagen IV se uobicajeno koristi za
potvrdu odrzanosti i kontinuiranosti bazalne membrane u normalnom tkivu, benignim
promjenama ili in situ karcinomima, odnosno za potvrdu prekida kontinuiteta bazalne
membrane u invazivnim karcinomima (126). Obzirom da matriksne metaloproteinaze 2 1 9
specificno djeluju na razgradnju kolagena IV, dokazana je povezanost gubitka kolagena IV u

pojedinim tumorima s pove¢anom izrazenos$¢u ovih proteaza (127).

1.4.2. Matriksna metaloproteinaza 2
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Matriksne metaloproteinaze (MMP) predstavljaju skupinu od 24 ekstracelularne
endopeptidaze koje uzrokuju degradaciju ECM-a 1 time igraju vaznu ulogu u pregradnji tkiva.
Njihova aktivnost je niska u normalnim uvjetima, a povecava se u procesima kao $to su upala
ili cijeljenje. Takoder, brojni citokini i hormoni rasta, kao i interakcije medu stanicama,
osiguravaju stimuluse koji mogu brzo potaknuti izrazenost MMP-a (128). Ve¢ina MMP-a se
izluCuje u obliku zimogena koji se aktiviraju u ekstracelularnom prostoru, najcesce
proteolitickim cijepanjem ili modifikacijom tiolske skupine oksidacijom (109). Temeljem
njihove specifi¢nosti za odredene proteine ECM-a, MMP su se nekad dijelile na kolagenaze,
gelatinaze, stromelizine i matrilizine, medutim obzirom da je pokazano da izmedu pojedinih
podskupina postoji veliko preklapanje, danas se ova podjela sve manje koristi. Broj dodijeljen

pojedinoj MMP odgovara kronologiji njihove identifikacije (114).

Pojedine MMP su specificne za odredena tkiva, pa je tako u urotelnom karcinomu
mokra¢nog mjehura pronadena vrlo visoka izrazenost MMP-2, MTI-MMP i MMP-28 (129).
U brojnim istrazivanjima je uoeno da MMP promoviraju rast tumora, invaziju i nastanak
metastaza, dok prirodni 1 sintetski inhibitori MMP-a kocCe njihov razvoj (114). Unatoc
navedenom, izrazenost pojedinih MMP-a, primjerice MMP-9 u kolorektalnom karcinomu,
povezuje se s manjom ucestaloS¢u metastaza (116). U samom procesu stjecanja sposobnosti
invazije i metastaziranja, MMP su uklju¢ene u gotovo sve korake, a to su: smanjenje
kohezivnosti medu tumorskim stanicama, razgradnja bazalne membrane, degradacija i
migracija kroz ECM te penetracija u vaskularne prostore i udaljena tkiva. Do sada je raznim
metodama pokazana povecana izrazenost MMP-2 u karcinomu mokra¢nog mjehura u odnosu

na normalno tkivo mjehura (129).

1.4.3. Interleukin 8

Kemokini predstavljaju veliku obitelj kemotakticnih citokina koji kontroliraju
usmjerenu migraciju leukocita. Strukturalno su to mali proteini veli¢ine oko 8 kDa podijeljeni

u Cetiri podskupine prema polozaju cisteinskih ostataka: CXC, CC, CX3C i XC (130).
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Interleukin 8 (IL-8), drugog imena CXCLS, je proinflamatorni kemokin cija je
izrazenost regulirana raznim stimulusima, ukljucuju¢i upalne signale (TNF-a, IL-1B),
kemijske ili okolisne stresne faktore (kemoterapeutici, hipoksija) ili steroidne hormone (131).
Djelovanje IL-8 je posredovano vezanjem za dva membranska receptora, CXCR1 i CXCR2,
koji su povezani s G proteinima. Nakon aktivacije G proteina, signalni putovi IL-8 aktiviraju
protein kinaze B 1 C, dovode do mobilizacije kalcija ili aktiviraju MAPK signalne kaskade, a
u konacnici poticu translaciju proteina te reguliraju aktivnost brojnih transkripcijskih faktora
(131). Cinjenica da tumorske i endotelne stanice te neutrofili i s tumorom povezani makrofagi
izrazavaju receptore za IL-8, navodi da lucenje IL-8 iz tumorskih stanica vjerojatno ima
znacajan utjecaj na tumorsku stromu. Interleukin 8 porijekla tumorskih stanica moze
pospjesiti rast 1 prezivljavanje tumorskih stanica putem autokrinih signalnih puteva te
potaknuti endotelne stanice unutar tumora na razvoj krvozilne mreze (132, 133). Novija
istrazivanja navode potencijalnu ulogu interleukina 8 kao urinarnog biomarkera u otkrivanju

karcinoma mokra¢nog mjehura, kao i detekciji povrata navedene bolesti (134, 135).

31



2. HIPOTEZA

Peritumorske pukotine, kao 1 matriksna metaloproteinaza 2, jace su izraZzeni u invazivnim

(pT1) nego u neinvazivnim (pTa) urotelnim papilarnim karcinomima mokra¢nog mjehura.
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3. CILJEVI RADA

Na temelju postavljene hipoteze ciljevi ovog istrazivanja su:

1. Analizirati 1 usporediti nazoCnost i opseg peritumorskih pukotina u pTa i pTlI
urotelnim papilarnim karcinomima mokra¢nog mjehura.

2. Analizirati i usporediti izrazenost matriksne metaloproteinaze 2 u pTa i pT1 urotelnim
papilarnim karcinomima mokra¢nog mjehura.

3. Usporediti nazocnost i opseg peritumorskih pukotina s izrazenoS¢u matriksne
metaloproteinaze 2.

4. Usporediti nazo¢nost i opseg peritumorskih pukotina s histoloskim gradusom tumora.

5. Usporediti izrazenost matriksne metaloproteinaze 2 s histoloskim gradusom tumora.

Obzirom na mogucu prognosticku vrijednost izrazenosti matriksnih metaloproteinaza
u urotelnim karcinomima mokraénog mjehura, kao i potencijalnu ulogu interleukina 8 kao
urinarnog biomarkera za otkrivanje pacijenata s karcinomom mokra¢nog mjehura te detekciju

povrata bolesti, tijekom istrazivanja su postavljeni i sljedec¢i dodatni ciljevi:

1. Analizirati i usporediti izrazenost interleukina 8 u pTa i pT1 urotelnim papilarnim
karcinomima mokra¢nog mjehura.

2. Usporediti nazo¢nost i opseg peritumorskih pukotina s izrazeno§¢u interleukina 8

3. Usporediti izrazenost matriksne metaloproteinaze 2 s izrazenos$¢u interleukina 8

4. Usporediti nazo¢nost i opseg peritumorskih pukotina s pojavom recidiva 1 progresije
tumora

5. Usporediti izrazenost matriksne metaloproteinaze 2 s pojavom recidiva i progresije

tumora
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4. BOLESNICI I METODE

4.1. Bolesnici

U retrospektivnom istrazivanju je koriSten arhivski materijal Klinickog zavoda za
patologiju ,,Ljudevit Jurak* Klini¢ckog bolni¢kog centra ,,Sestre milosrdnice*, dobiven nakon
transuretralne resekcije tumora i patohistoloski potvrdene dijagnoze neinvazivnog (Ta) ili
invazivnog (T1) urotelnog papilarnog karcinoma. Analizirano je ukupno 100 uzastopnih
uzoraka papilarnih urotelnih karcinoma, od ¢ega 50 neinvazivnih (Ta) i 50 invazivnih (T1),
dijagnosticiranih u razdoblju izmedu 1. sijecnja 2005. 1 28. veljace 2014. god. 1z istrazivanja
je isklju¢en manji broj karcinoma u kojih koli¢ina lamine proprije i/ili broj invazivnih ili
neinvazivnih gnijezda u lamini propriji nisu bili dovoljni za zadovoljavajucu analizu. Za sve
karcinome je histoloski stadij odreden prema WHO klasifikaciji iz 1973. 1 2004. god. Klinicke

1 histopatoloske znacajke analiziranih slu¢ajeva prikazane su u tablici 6.

Tablica 6. Klinicke i histopatoloSke znacajke analiziranih uzoraka urotelnih papilarnih

karcinoma mokra¢nog mjehura

NEINVAZIVNI INVAZIVNI
KARCINOMI (Ta) KARCINOMI (T1)

DOB BOLESNIKA

o Prosjecna 64,6 god. 70,9 god.

e Raspon 33 - 86 god. 35-92 god.
SPOL BOLESNIKA

e Muski 34 (68%) 41 (82%)

o Zenski 16 (32%) 9 (18%)
GRADUS TUMORA (WHO 1973.)

e G1 5 (10%) 0 (0)

e G2 44 (88%) 23 (46%)

e G3 1 (5%) 27 (54%)
GRADUS TUMORA (WHO 2004.)

e Niski 37 (74%) 7 (14%)

e Visoki 13 (26%) 43 (86%)
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Patohistoloski nalaz analiziranih primarnih tumora, kao i kasniji patohistoloski nalazi
recidiva bolesti od istih pacijenata su preuzeti iz kompjuterizirane baze podataka ,,Thanatos*
Klinickog zavoda za patologiju ,,Ljudevit Jurak®. Prema dostupnim podacima o lije¢enju i
pracenju bolesnika u KBC ,,Sestre milosrdnice®, recidivi bolesti su pronadeni u ukupno 44
slucaja, pri cemu je do progresije doslo u 22 slucaja. Podaci o recidivima bolesti prema

patoloskom stadiju su prikazani u tablici 7.

Tablica 7. Prikaz pracenja bolesnika tijekom razdoblja od 1 do 124 mjeseca

NEINVAZIVNI INVAZIVNI
KARCINOMI (Ta) KARCINOMI (T1)
UDIO RECIDIVA 20 (40%) 24 (48%)

e S PROGRESIJOM 11 (55%) 11 (45,8%)

e BEZPROGRESIJE 9 (45%) 13 (54,2%)
BROJ RECIDIVA PO 1,9 (raspon 1-5) 1,5 (raspon 1-4)
PACIJENTU
RASPON PRACENJA (mjeseci) 107 124
RASPODJELA PROGRESIJE

o TaNxMx/N — TaNxMx/V* 3 -

o TaNxMx — TINxMx 6 -

e TaNxMx — T2NxMx 1 -

e TaNxMx — T4N2Mx 1 -

e  TINxMx/N —»TINxMx/V - 2

e TINxMx — T2NxMx - 8

e TINxMx — T4N1Mx - 1

*N — niski gradus, V — visoki gradus (prema WHO 2004.)
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4.2. Metode

Za potrebe histoloske analize materijal je obraden standardnom metodom koja
ukljucuje fiksaciju tkiva u 10% puferiranom formalinu i uklapanje u parafinske blokove,
rezanje na debljinu 5 pum, deparafiniranje i bojenje standardnom metodom hemalaun-eozin

(HE). U imunohistokemijskoj analizi su koriSteni dodatni prerezi tkiva.

4.2.1. Histoloska analiza

Postojanje peritumorskih pukotina u uzorcima je utvrdeno na standardnim HE
preparatima na malom povecanju svjetlosnog mikroskopa (x40), a zatim su uocena zarista
analizirana pod srednjim (x100) i velikim (x400) povecanjem mikroskopa. Peritumorskim
pukotinama su smatrani slobodni prostori koji djelomice ili u potpunosti okruzuju tumorske
nakupine 1 odvajaju ih od okolne strome. Na temelju zastupljenosti peritumorskih pukotina

formirane su tri skupine:

1. bez vidljivih peritumorskih pukotina
2. pukotine izrazene u manje od 50% cirkumferencije tumorskih nakupina

3. pukotine izraZene u vise od 50% cirkumferencije tumorskih nakupina

U skupine 2 i 3 uvrsten je svaki uzorak u kojem je uocena prisutnost peritumorskih
pukotina, a iskljucene su artefaktualne pukotine nastale kao posljedica termickog oStec¢enja
materijala te podru¢ja limfovaskularne invazije. Podrucja limfovaskularne invazije
razlikovana su od peritumorskih pukotina po prisutnosti endotelnih stanica oko tumorskih
nakupina, a dodatno su potvrdena imunohistokemijskim prikazom bazalne membrane krvnih

zila pomocu protutijela na kolagen IV.
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4.2.2. Imunohistokemijska analiza

Imunohistokemijsko bojenje je provedeno standardnim postupkom na Dako TechMate
Horizon automatiziranom stroju za imunohistokemijsko bojenje (Dako, Copenhagen,
Danska). Pretretman tkivnih rezova je obavljen pomocu Dako PT link sustava koji ukljucuje
deparafinizaciju, rehidraciju i razotkrivanje epitopa na pH 9 (kolagen IV) odnosno pH 6
(MMP-2 1 IL-8). Nakon blokiranja endogene peroksidazne aktivnosti petominutnom
inkubacijom s 3%-tnom otopinom vodikovog peroksida, tkivni rezovi su inkubirani na sobnoj
temperaturi s primarnim monoklonalnim misjim protutijelom protiv kolagena IV tijekom 60
minuta (kod MO078501, klon CIV 22; Dako, Danska; razrjedenje 1:25), primarnim
monoklonalnim misjim protutijelom protiv matriksne metaloproteinaze 2 tijekom 30 minuta
(kod ab3158; Abcam, Cambridge, UK; razrjedenje 1:20) ili primarnim monoklonalnim
misjim protutijelom protiv interleukina 8 tijekom 60 min (kod ab18672, Abcam, Cambridge,
UK, razrjedenje 1:100). Rezovi su nakon toga inkubirani s kompleksom dekstran-peroksidaza
hrena-sekundarna protutijela (EnVision HRP; Dako, Danska). Kao kromogen je koriSten 3,3'-
diaminobenzidin tetrahidroklorid (DAB), a kontrastno bojenje pozadine postignuto je

hematoksilinom.

Kao pozitivne kontrole koriSteni su: normalno tkivo pluca za kolagen IV, tkivo

posteljice za MMP-2 i adenokarcinom pluca za IL-8.

Prisutnost bazalne membrane oko tumorskih gnijezda je odredena imunohistokemijski
pomocu protutijela na kolagen IV, pregledavanjem citavog odabranog prereza tumora pod

srednjim (x100) 1 velikim (x400) povecanjem mikroskopa.

Rezultati imunohistokemijske analize za MMP-2 1 IL-8 su prikazani semikvantitativno
pomoc¢u imunohistokemijskog indeksa bojenja (IIB), koji je dobiven umnoSkom postotka

pozitivnih stanica i intenziteta reakcije.

37



Postotak pozitivnih stanica (PPS) je oznacavan kao:

0
1
2
3

bez vidljive reakcije
1 — 10% pozitivnih stanica
> 10 — 50% pozitivnih stanica

> 50% pozitivnih stanica

Intenzitet reakcije u stanicama (IR) je oznacavan kao:

bez vidljive reakcije
slab intenzitet reakcije
umjereno jak intenzitet reakcije

jak intenzitet reakcije

Prema imunohistokemijskom indeksu bojenja  formirane

(IIB = PPS x IR):

0 Nema reakcije

1-3 Slabo izrazen indeks bojenja
4-6 Umjereno izrazen indeks bojenja
9 Jako izraZen indeks bojenja

su

sljedece

skupine
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4.2.3. Statisticka analiza

Podaci su prikazani tablicno i graficki. Kategorijske 1 nominalne vrijednosti su
prikazane kroz odgovarajuce frekvencije i udjele, dok su kvantitativne vrijednosti prikazane
kroz medijane i interkvartilne raspone. Kolmogorov-Smirnovljevim testom analizirana je
raspodjela kvantitativnih podataka te su se shodno dobivenim podacima primijenili
odgovarajuc¢i neparametrijski testovi. Usporedbe izmedu kvantitativnih vrijednosti analizirane
su Kruskal-Wallisovim testom. Razlike u kategorijskim varijablama analizirane su X? testom.
Povezanost pojedinih parametara (izrazenost MMP-2, IL-8 i peritumorskih pukotina) s
gradusom tumora analizirana je Spearmanovim koeficijentima korelacije. Kaplan-Meierova
krivulja 1 log rank test koriSteni su u analizi prezivljenja (pojave recidiva) obzirom na
izrazenost MMP-2 i prisutnost i opseg peritumorskih pukotina). Sve P vrijednosti manje od
0,05 su smatrane znacajnima. U analizi je koriStena statisticka podrska IBM SPSS Statistics,

verzija 21.0 (Www.spss.com).
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S. REZULTATI

U Tablici 8 su prikazane razlike izmedu skupina pTa i pT1 urotelnih papilarnih
karcinoma mokra¢nog mjehura u odnosu na pojedine kvantitativne vrijednosti. Vidljivo je da
su ispitanici s pT1 karcinomom znacajno stariji od ispitanika s pTa karcinomom, dok nije
nadena statisticki znaCajna razlika izmedu ispitanika s pTa i pT1 karcinomom u odnosu na

MMP-2 i IL-8 indeks bojenja te vrijeme prvog recidiva.

Tablica 8. Razlike izmedu skupina pTa i pT1 urotelnih papilarnih karcinoma mokra¢nog

mjehura u odnosu na pojedine kvantitativne vrijednosti: Kruskal-Wallisov test.

N Arltm‘ftICka SD Min Max Medijan 25: 75:
sredina centila centila
Db Ta 50 64,64 12,40 33,00 86,00 65,00 57,00 76,00
[0
Tl 50 70,86 12,50 35,00 92,00 74,00 63,00 79,00
MMP-2 indeks ~ Ta 50 1,10 0,68 0,00 3,00 1,00 1,00 1,00
bojenja - skupine 1 50 0,86 0,61 0,00 2,00 1,00 0,00 1,00
IL-8 indeks Ta 50 0,32 0,47 0,00 1,00 0,00 0,00 1,00
bojenja - skupine T 50 0,30 0,46 0,00 1,00 0,00 0,00 1,00
Vrijeme prvog Ta 50 15,55 18,97 1,00 66,00 8,00 6,00 15,50
recidiva Tl 50 11,42 14,03 1,00 56,00 7,00 4,00 10,00
Kruskal-
Wallis df I?
Dob 6,342 1 0,012
MMP-2 indeks 3,142 1 0076
bojenja - skupine
IL-8 indeks 0,046 1 0.830
bojenja - skupine
Vrijeme prvog 0.895 1 0,344
recidiva
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U Tablici 9 su prikazane razlike u nazocnosti i opsegu peritumorskih pukotina u pTa i
pT1 urotelnim papilarnim karcinomima mokraénog mjehura u odnosu na pojedine
kvantitativne vrijednosti. Iako su prisutne razlike u svim navedenim parametrima (npr.
medijan dobi u ispitanika s pukotinama koje zahvacaju >50% cirkumferencije je 67 godina,

dok je u ispitanika koji nemaju pukotine 57,5 godina) te razlike nisu statisticki znacajne.

Tablica 9. Razlike u nazo¢nosti i opsegu peritumorskih pukotina u pTa i pT1 urotelnim
papilarnim karcinomima mokraénog mjehura u odnosu na pojedine kvantitativne vrijednosti:

Kruskal-Wallisov test.

N | Aritmeticka | o Min | Max | Medijan | 2 7S
sredina centila | centila
Nema 84 66,98 13,00 | 33,00 | 89,00 68,50 57,50 77,50
Dob <50% cirkumferencije 7 72,86 14,22 | 54,00 | 92,00 79,00 58,00 83,00
>50% cirkumferencije 9 71,00 8,53 56,00 | 86,00 71,00 67,00 75,00
Nema 84 1,87 1,88 0,00 9,00 1,00 1,00 2,00
MMP-2
indeks <50% cirkumferencije 7 2,14 1,07 1,00 4,00 2,00 1,00 3,00
bojenja
>50% cirkumferencije 9 1,56 1,42 0,00 4,00 2,00 0,00 2,00
Nema 84 0,45 0,75 0,00 3,00 0,00 0,00 1,00
IL-8
indeks <50% cirkumferencije 7 0,57 0,53 0,00 1,00 1,00 0,00 1,00
bojenja
>50% cirkumferencije 9 0,11 0,33 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00
Nema 35 13,57 17,05 1,00 | 66,00 7,00 5,00 13,00
Vrijeme
prvog <50% cirkumferencije 4 8,00 3,37 3,00 10,00 9,50 6,00 10,00
recidiva
>50% cirkumferencije 5 15,60 19,37 1,00 | 48,00 6,00 4,00 19,00
Kruskal-Wallis df P
Dob 1,70 2 0,428
MMP-2 indeks bojenja 1,42 2 0,491
IL-8 indeks bojenja 3,05 2 0,218
Vrijeme prvog recidiva 0,12 2 0,940
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U Tablicama 10 i 11 prikazane su razlike izmedu skupina pTa i pT1 urotelnih
papilarnih karcinoma mokra¢nog mjehura u odnosu na pojedine kategorijske vrijednosti.
Utvrdeno je da se peritumorske pukotine statisticki znacajno ¢eS¢e pojavljuju u urotelnim
papilarnim karcinomima pT1 stadija nego onih pTa stadija (y’-test, p<0,001). Takoder je
nadena statistiCki znacajna razlika u nazoc¢nosti i opsegu peritumorskih pukotina u odnosu na
histoloski gradus tumora prema WHO Klasifikaciji iz 1973. god. (3 -test, p=0,002), kao i
WHO Klasifikaciji iz 2004. god. (y*-test, p=0,001). Nije nadena statisti¢ki znacajna razlika u
broju recidiva i progresiji tumora izmedu papilarnih urotelnih karcinoma mokra¢nog mjehura

pTaipTl stadija.

Tablica 10. Razlike izmedu skupina pTa i pT1 urotelnih papilarnih karcinoma mokraénog

mjehura u odnosu na pojedine kategorijske vrijednosti: X test.

SKUPINA
Ta T1
N % N %
Nema 50 100,0% 34 68,0%
PUKOTINE** <50% cirkumferencije 0 0,0% 7 14,0%
>50% cirkumferencije 0 0,0% 9 18,0%
1 5 10,0% 0 0,0%
GRADUS (WHO 1973.)** 2 44 88,0% 23 46,0%
3 1 2,0% 27 54,0%
Low 37 74,0% 7 14,0%
GRADUS (WHO 2004.)** )
High 13 26,0% 43 86,0%
Sool Muski 34 68,0% 41 82,0%
0 .
P Zenski 16 32,0% 9 18,0%
B Ne 9 45,0% 13 54,2%
Progresija
Da 11 55,0% 11 45,8%
Recids Ne 30 60,0% 26 52,0%
ecidiv
Da 20 40,0% 24 48,0%

*P<0,05 **P<0,001
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Tablica 11. Rezultati X testa iz Tablice 10 (Razlike izmedu skupina pTa i pT1 urotelnih

papilarnih karcinoma mokraé¢nog mjehura u odnosu na pojedine kategorijske vrijednosti).

SKUPINA

X2 test 19,048
PUKOTINE** df 2

P <0,001

X2 test 35,725
GRADUS (WHO 1973.)** df 2

P <0,001

X2 test 36,526
GRADUS (WHO 2004.)** df 1

P <0,001

X2 test 2,613
Spol df 1

P 0,106

X2 test 0,367
Progresija df 1

P 0,545

X2 test 0,649
Recidiv df 1

P 0,420
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Na slici 4 prikazane su razlike u nazoc¢nosti i opsegu peritumorskih pukotina u pTa i1 pT1
urotelnim papilarnim karcinomima mokraénog mjehura prema definiranim skupinama.
Peritumorske pukotine su nadene u 16 uzoraka, od kojih su svi bili pT1 stadija. U 7 uzoraka
su peritumorske pukotine obuhvacale manje od 50% cirkumferencije zlijezda, a u 9 slucajeva
viSe od 50% cirkumferencije. HistoloSki prikaz prisutnosti 1 opsega peritumorskih pukotina

prema definiranim skupinama papilarnih urotelnih karcinoma vidljiv je na Slici 5.

PUKOTINE
50 Mrema
=50%
.cirkumferencije
=50%
40— I:lI:irIvv:ur‘nﬂarenl:ije
L]
=
2 307
=
=3
3
m
207
107
0

SKUPINA

Slika 4. Razlike u nazocnosti i opsegu peritumorskih pukotina u pTa 1 pTl urotelnim

papilarnim karcinomima mokra¢nog mjehura.
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Slika 5. Prisutnost 1 opseg peritumorskih pukotina oko gnijezda u lamini propriji. A) pTa
urotelni papilarni karcinom s neinvazivnim gnijezdima u lamini propriji oko kojih nema
pukotina (HE x40); B) pT1 urotelni papilarni karcinom s invazivnim gnijezdima u lamini
propriji oko kojih se vide pukotine u manje od 50% cirkumferencije (HE x40); C) pTl
urotelni papilarni karcinom s invazivnim gnijezdima u lamini propriji oko kojih se vide

pukotine u vise od 50% cirkumferencije (HE x40).
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Kako bismo dokazali da su gnijezda u lamini propriji oko kojih se nalaze pukotine
zaista invazivna, koristili smo imunohistokemijsko bojenje na kolagen IV koji je sastavni dio
bazalnih membrana. Time smo takoder iskljucili i limfovaskularnu invaziju, obzirom da se
kolagen IV nalazi i u bazalnoj membrani limfovaskularnih prostora (Slika 6). U dva uzorka
pTa karcinoma oko nekoliko gnijezda su bile vidljive pukotine, ali obzirom da je
imunohistokemijskim bojenjem na kolagen IV dokazana oCuvanost bazalne membrane, te su

pukotine smatrane artefaktom (Slika 7).

Slika 6. Imunohistokemijsko bojenje na kolagen IV u urotelnom papilarnom karcinomu
mokra¢nog mjehura stadija pT1. Oko peritumorskih pukotina nema bazalne membrane, dok
se u okolnom tkivu vide krvne zile ¢ija su bazalne membrane i misi¢ni sloj pozitivni na
kolagen IV. Ovim bojenjem je ujedno iskljuc¢eno postojanje limfovaskularne invazije (A — HE

x 100, B — kolagen 4 x 100).
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Slika 7. Dokaz invazivne odnosno neinvazivne naravi gnijezda u lamini propriji prikazom
bazalne membrane imunohistokemijskim bojenjem na kolagen IV. Na prikazima se uocava i
bazalna membrana limfovaskularnih prostora. A&B) pTa urotelni papilarni karcinom s
neinvazivnim gnijezdom u lamini propriji; C&D) pTa urotelni papilarni karcinom s
neinvazivnim gnijezdima u lamini propriji oko kojih se mjestimice vide artefaktualne
pukotine; E&F) pT1 urotelni papilarni karcinom s invazivnim gnijezdima u lamini propriji

oko kojih se vide retrakcijske pukotine. Izostanakom bojenja na kolagen IV potvrdili smo




invazivnost tumorskih gnijezda te iskljucili limfokapilarnu invaziju. (A, C, E — HE x40; B, D,

F — kolagen 1V x 40).

U Tablicama 12 i 13 su prikazane razlike u nazoc¢nosti i opsegu peritumorskih
pukotina u pTa i pT1 urotelnim papilarnim karcinomima mokra¢nog mjehura u odnosu na
pojedine kategorijske klinicke vrijednosti. Vidljivo je da ispitanici koji imaju veci opseg
peritumorskih pukotina u pravilu imaju i veéi gradus tumora prema staroj (WHO 1973) i
novoj klasifikaciji (WHO 2004). Svih 16 bolesnika (100%) koji su imali peritumorske
pukotine (bez obzira na opseg) bili su visokog histoloskog gradusa prema WHO Kklasifikaciji
iz 2004. godine, Sto je dodatno prikazano na Slici 8. Nije nadena statisticki znacajna razlika
izmedu pojedinih podskupina temeljenih na postojanju peritumorskih pukotina i spola te

pojave recidiva i progresije tumora

Tablica 12. Razlike u nazocnosti i opsegu peritumorskih pukotina u pTa i pT1 urotelnim
papilarnim karcinomima mokra¢nog mjehura u odnosu na pojedine kategorijske klinicke

vrijednosti: X test.

PUKOTINE
<50% >50%
Nema q . q aq
cirkumferencije cirkumferencije
N % N % N %

1 5 6,0% 0 0,0% 0 0,0%
GRADUS (WHO 1973.)* 2 62 73,8% 3 42,9% 2 22,2%

3 17 20,2% 4 57,1% 7 77,8%

Low 44 52,4% 0 0,0% 0 0,0%
GRADUS (WHO 2004.)*

High 40 47,6% 7 100,0% 9 100,0%

Muski 61 72,6% 6 85,7% 8 88,9%
Spol .

Zenski 23 27,4% 1 14,3% 1 11,1%

Ne 49 58,3% 3 42,9% 4 44,4%
Recidiv

Da 35 41,7% 4 57,1% 5 55,6%

Ne 17 48,6% 3 75,0% 2 40,0%
Progresija

Da 18 51,4% 1 25,0% 3 60,0%

*X? test; P<0,05
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Tablica 13. Rezultati X* testiranja iz Tablice 12 (Razlike u nazo¢nosti i opsegu peritumorskih
pukotina u pTa i pT1 urotelnim papilarnim karcinomima mokraénog mjehura u odnosu na

pojedine kategorijske klinicke vrijednosti).

PUKOTINE

X2 test 16,731
GRADUS (WHO 1973.)* df 4

P 0,002

X2 test 14,966
GRADUS (WHO 2004.)* df 2

P 0,001

X2 test 1,608
Spol df 2

P 0,447

X2 test 1,164
Recidiv df 2

P 0,559

X2 test 1,229
Progresija df 2

P 0,541
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Slika 8. Razlike u nazoc¢nosti 1 opsegu peritumorskih pukotina u pTa 1 pT1 urotelnim

papilarnim karcinomima mokra¢nog mjehura u odnosu na gradus tumora prema WHO

klasifikaciji iz 2004. godine.
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U tablicama 14 1 15 prikazana je razlika izrazenosti MMP-2 u navedenim skupinama

pacijenata u odnosu na promatrane klinicke varijable. Pozitivna imunohistokemijska reakcija

na MMP-2 nadena je u ukupno 42 slucaja pTa karcinoma i 37 slucajeva pT1 karcinoma, pri

¢emu je najve¢i broj karcinoma pTa stadija imao umjereni imunohistokemijski indeks

bojenja, a najveéi broj karcinoma pT1 stadija slab imunohistokemijski indeks bojenja. Nije

utvrdena statisticki znaCajna razlika u izrazenosti MMP-2 izmedu karcinoma mokraénog

mjehura pTa i pT1 stadija, kao niti karcinoma razlicitih gradusa, spola, izrazenosti IL-8 ili

broja recidiva i progresije.

Tablica 14. Razlike u izrazenosti matriksne metaloproteinaze 2 u pTa i pT1 urotelnim

. . . . , . Coey .. 2
papilarnim karcinomima mokra¢nog mjehura u odnosu na promatrane klinicke varijable: X

test.
MMP-2 indeks bojenja - skupine
Nema reakcije | Slaba reakcija | Umjerena reakcija | Jaka reakcija
N % N % N % N %

Ta 8 38,1% 30 49,2% 11 64,7% 1 100,0%
SKUPINA

Tl 13 61,9% 31 50,8% 6 35,3% 0 0,0%

1 1 4,8% 4 6,6% 0 0,0% 0 0,0%
GRADUS
(WHO 1973.) 2 10 47,6% 40 65,6% 16 94,1% 1 100,0%

3 10 47,6% 17 27,9% 1 5,9% 0 0,0%
GRADUS Low 9 42.9% 26 42,6% 8 47,1% 1 100,0%
(WHO 2004.) High 12| 570% | 35 | 574% | 9 529% | 0| 00%

Muski 19 90,5% 43 70,5% 13 76,5% 0 0,0%
Spol

Zenski 2 9,5% 18 29,5% 4 23,5% 1 100,0%
IL-8 indeks Nema reakcije 20 95,2% 38 62,3% 11 64,7% 0 0,0%
bojenja - skupine Slaba reakcija 1 4,8% 23 | 37,7% 6 35,3% 1| 100,0%

Ne 15 71,4% 31 50,8% 10 58,8% 0 0,0%
Recidiv

Da 6 28,6% 30 49,2% 7 41,2% 1 100,0%

Ne 3 50,0% 16 53,3% 3 42,9% 0 0,0%
Progresija

Da 3 50,0% 14 46,7% 4 57,1% 1 100,0%
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Tablica 15. Rezultati X* testiranja iz Tablice 14 (Razlike u izraZenosti MMP-2 u pTa i pT1

urotelnim papilarnim karcinomima mokra¢nog mjehura u odnosu na promatrane klinicke

varijable).
MMP-2 indeks
bojenja - skupine

X2 test 3,677
SKUPINA df 3

P 0,298

X2 test 10,560
GRADUS (WHO 1973.) df 6

P 0,103

X2 test 1,395
GRADUS (WHO 2004.) df 3

P 0,707

X2 test 6,363
Spol df 3

P 0,095

X2 test 10,413
%)I;)jirllj'lzldfl(siupine df 3

P 0,015

X2 test 4,021
Recidiv df 3

P 0,259

X2 test 1,276
Progresija df 3

P 0,735
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Na slici 9 nalazi se histoloski prikaz izraZzenosti MMP-2 u tumorskim stanicama
urotelnih papilarnih karcinoma pTa 1 pT1 stadija, koja je uocena kao granularno

citoplazmatsko bojenje.

Slika 9. Imunohistokemijski prikaz izrazenosti matriksne metaloproteinaze 2. U oba slucaja
prikazan je jak intenzitet reakcije, ali je postotak pozitivnih stanica na cijelom prerezu bio
razlic¢it. A&B) jak intenzitet reakcije na MMP-2 u pTa urotelnom papilarnom karcinomu, uz
>50% pozitivnih tumorskih stanica (A — MMP-2 x40, umetak: HEx40; B — MMP-2 x100).
C&D) jak intenzitet reakcije na MMP-2 u pT1 urotelnom papilarnom karcinomu, uz >10-50%
pozitivnih stanica na cijelom prerezu (nije prikazano) (C - MMP-2 x40, umetak: HEx40; D —
MMP-2 x100).
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U Tablicama 16 i 17 prikazana je usporedba nazocnosti i opsega peritumorskih
pukotina s izrazeno§¢u MMP-2. Nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu tumora s ili
bez peritumorskih pukotina i izrazenosti MMP-2, prikazane kao postotak pozitivnih stanica,

intenzitet bojenja ili zbirno kao imunohistokemijski indeks bojenja.

Tablica 16. Usporedba nazocnosti i opsega peritumorskih pukotina s izrazeno$¢u matriksne

metaloproteinaze 2: X test

PUKOTINE
<50% >50%
Nema . .. . "
cirkumferencije cirkumferencije
N % N % N %
Bez pozitivnih stanica 18 21,4% 0 0,0% 3 33,3%
<10% 34 40,5% 2 28,6% 2 22,2%
MMP-2 %
10-50% 24 28,6% 4 57,1% 4 44,4%
>50% 8 9,5% 1 14,3% 0 0,0%
Nema reakcije 18 21,4% 0 0,0% 3 33,3%
Slaba reakcija 44 52,4% 6 85,7% 4 44.4%
MMP-2 intenzitet
Umjerena reakcija 19 22,6% 1 14,3% 1 11,1%
Jaka reakcija 3 3,6% 0 0,0% 1 11,1%
0 18 21,4% 0 0,0% 3 33,3%
1 28 33,3% 2 28,6% 1 11,1%
2 20 23,8% 3 42,9% 3 33,3%
MMP_Z L 3 2 2,4% 1 14,3% 1 11,1%
indeks bojenja
4 8 9,5% 1 14,3% 1 11,1%
6 7 8,3% 0 0,0% 0 0,0%
9 1 1,2% 0 0,0% 0 0,0%
Nema reakcije 18 21,4% 0 0,0% 3 33,3%
11 0, 0, 0,
MMP-2 indeks Slaba reakcija 50 59,5% 6 85,7% 5 55,6%
bojenja - skupine Umjerena reakcija 15 17,9% 1 14,3% 1 11,1%
Jaka reakcija 1 1,2% 0 0,0% 0 0,0%
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Tablica 17. Rezultati X* testiranja iz Tablice 16 (Usporedba nazoc¢nosti i opsega

peritumorskih pukotina s izrazeno$¢u matriksne metaloproteinaze 2).

PUKOTINE

X2 test 6,198
MMP-2 % df 6

P 0,401

X2 test 5,757
MMP-2 intenzitet df 6

P 0,451

X2 test 9,767
MMP-2 indeks bojenja df 12

P 0,636

X2 test 3,345

P 0,765
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Pozitivna imunohistokemijska reakcija na IL-8 nadena je u ukupno 16 slucajeva pTa

karcinoma 1 15 slucajeva pT1 karcinoma, medutim u svim sluc¢ajevima je imunohistokemijski

indeks bojenja bio od 1 do 3, odnosno slab. U Tablicama 18 i 19 prikazana je usporedba

nazoc¢nosti 1 opsega peritumorskih pukotina s izrazenos¢u IL-8. Nije utvrdena statisticki

znacajna razlika izmedu tumora s ili bez peritumorskih pukotina i izrazenosti IL-8, prikazane

kao postotak pozitivnih stanica, intenzitet bojenja ili zbirno kao imunohistokemijski indeks

bojenja.

Tablica 18. Usporedba nazoCnosti 1 opsega peritumorskih pukotina s izrazenoS¢u
interleukina 8: X? test
PUKOTINE
<50% >50%
Nema . - . -
cirkumferencije cirkumferencije
N % N % N %

Bez pozitivnih stanica 58 69,0% 3 42.9% 8 88,9%

<10% 20 23,8% 4 57,1% 1 11,1%
1L-8 %

10-50% 5 6,0% 0 0,0% 0 0,0%

>50% 1 1,2% 0 0,0% 0 0,0%

Nema reakcije 58 69,0% 3 42.9% 8 88,9%

Slaba reakcija 21 25,0% 4 57,1% 1 11,1%
IL-8 intenzitet

Umjerena reakcija 5 6,0% 0 0,0% 0 0,0%

Jaka reakcija 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%

0 58 69,0% 3 42,9% 8 88,9%

1 15 17,9% 4 57,1% 1 11,1%
IL-8 indeks bojenja

2 10 11,9% 0 0,0% 0 0,0%

3 1 1,2% 0 0,0% 0 0,0%

Nema reakcije 58 69,0% 3 42.9% 8 88,9%

1 0, V) 0,

IL-8 indeks Slaba reakcija 26 31,0% 4 57,1% 1 11,1%
bojenja - skupine Umjerena reakcija 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%

Jaka reakcija 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
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Tablica 19. Rezultati X* testiranja iz Tablice 18 (Usporedba nazoc¢nosti i1 opsega

peritumorskih pukotina s izrazenoS$¢u interleukina 8).

PUKOTINE

X2 test 5,987
IL-8 % df 6

P 0,425

X2 test 5,573
IL-8 intenzitet df 4

P 0,233

X2 test 8,682
IL-8 indeks bojenja df 6

P 0,192

X2 test 3,901
IL-8 indeks bojenja - skupine df 2

P 0,142
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Na slici 10 nalazi se histoloski prikaz izraZenosti IL-8 u tumorskim stanicama
urotelnih papilarnih karcinoma pTa 1 pT1 stadija, koja je uocena kao granularno

citoplazmatsko bojenje.

Slika 10. Prikaz imunohistokemijske izrazenosti interleukina 8. A) pTa urotelni papilarni
karcinom sa slabom izrazenos§¢u IL-8 u >50% tumorskih stanica (IL8 x 100). B) pT1 urotelni

papilarni karcinom s umjereno jakom izrazenoS¢u IL-8 u < 10% tumorskih stanica (IL-8 x
100).
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U Tablici 20 prikazana je korelacija histoloskog gradusa tumora prema WHO

klasifikacijama iz 1973. i 2004. god. s peritumorskim pukotinama, izrazeno§¢u MMP-2 i

izrazenoscu IL-8. Znacajna pozitivna korelacija nadena je izmedu opsega pukotina i gradusa

tumora (rho=0,385, P<0,001, odnosno rho=0,394, P<0,001), sto znac¢i da su vece pukotine

znacajno povezane s ve¢im gradusom (kao i1 na Slici 8). Takoder, zabiljezena je znacajna

negativna korelacija izmedu MMP-2 indeksa bojenja (rho=-0,241, P<0,001), ali samo s

gradusom prema WHO klasifikaciji iz 1973. god.

Tablica 20. Povezanost histoloSkog gradusa tumora s peritumorskim pukotinama, izrazenoS¢u

MMP-2 i IL-8: Spearmanov koeficijent korelacije

GRADUS GRADUS
(WHO 1973.) (WHO 2004.)
rho -0,241 -0,045
MMP-2 indeks p 0,016 0,660
bojenja
N 100 100
rho -0,077 -0,082
IL-8
indeks bojenja P 0,447 0,416
N 100 100
rho 0,394 0,385
Pukotine P <0,001 <0,001
N 100 100
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Na Slici 11 prikazana je analiza pojave recidiva obzirom na prisutnost i opseg
peritumorskih pukotina. Kaplan-Meierova krivulja nije bila znacajna (log-rank test, P=0,796)
te se opseg peritumorskih pukotina ne moze znacajno povezati s pojavom recidiva. U Tablici
21 prikazani su medijani vremena preZivljenja u mjesecima obzirom na pojavnost i opseg
peritumorskih pukotina, pri ¢emu nema znacajnih razlika izmedu pacijenata s karcinomima s

ili bez peritumorskih pukotina.

| - PUKOTINE
' I 1lema
. . <50%
“cirkumferencije

= >50% ;
= 0,8 cirkumferencije
o
bl
M
1]
L
2 067
| =
2 .
E N
M 7
E .
=3 DI4_
o
| =
=
=
E ..................
3 (27
X

0,04

I I I I | I
0 20 40 60 80 100 120

Vrijeme praéenja (mjeseci)

X2 test df P

Log Rank (Mantel-Cox) 0,457 2 0,796

Slika 11. Analiza pojave recidiva obzirom na peritumorske pukotine: Kaplan-Meierova

krivulja prezivljenja i log rank test.
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Tablica 21. Medijani vremena prezivljenja u mjesecima (do pojave recidiva ili

pracenja) obzirom na pojavnost i opseg peritumorskih pukotina.

Medijan
. . 5
Peritumorske pukotine o Standardna 95% CI
Predvidanje Sk

greska Donji Gornji
Nema 96,83 28,82 40,34 153,32
<50% cirkumferencije 52,50 13,62 25,80 79,20
>50% cirkumferencije 97,87 18,42 61,76 133,97
Ukupno 95,40 21,22 53,81 136,99

do kraja
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Na Slici 12 je prikazana analiza pojave recidiva obzirom na izraZzenost matriksne

metaloproteinaze 2. Kaplan-Meierova krivulja nije bila znacajna (log-rank test, P=0,478) te se

izrazenost MMP-2 ne moze znacajno povezati s pojavom recidiva. U Tablici 22 prikazani su

medijani vremena prezivljenja u mjesecima obzirom na izrazenost MMP-2, pri ¢emu nema

znacajnih razlika izmedu pacijenata s karcinomima koji pokazuju i ne pokazuju izrazenost

MMP-2.
1 0+ . MMP-2 staining
' -y indeks skupine
"i .27 Mema reakcije
o LU LU =f"15laba reakcija
T () 8- 1 - Umjerena reakcija
o . Jaka reakcija
2 s |l .,
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2 06 1
= [T H
2 I =y
= (p— :
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2 ]
o (4 $-
e 1 . fauaas [ree==as -
= - H
= : -
k-] ] i
E P
E 0,29 teced
3 b
¥ 1
'
El
]
0,04 .
| I I I I I I
0 20 40 60 80 100 120
Vrijeme praéenja (mjeseci)
X2 test df P
Log Rank (Mantel-Cox) 2,484 3 0,478

Slika 12. Analiza pojave recidiva obzirom na izrazenost matriksne metaloproteinaze 2:

Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja i log rank test.
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Tablica 22. Medijani vremena prezivljenja u mjesecima (do pojave recidiva ili do kraja

pracenja) obzirom na izrazenost matriksne metaloproteinaze 2.

Medijan mjeseci
MMI.’-Z staining indeks 95% CI
skupine e . Standardna
Predvidanje Sk

greska Donji Gornji
Nema reakcije 97,87 7,93 82,32 113,42
Slaba reakcija 52,93 26,44 1,12 104,75
Umjerena reakcija 96,83 26,32 45,25 148,42
Jaka reakcija 100,53
Ukupno 95,40 21,22 53,81 136,99
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Osim opisanih 1 analiziranih reakcija na kolagen IV u bazalnim membranama te MMP-2 i IL-

8 u tumorskim stanicama, uocene su 1 reakcije na kolagen IV u muskularis propriji te na

MMP-2 i IL-8 u upalnim stanicama, $to je prikazano na Slici 13.

Slika 13. Ostala bojenja. A) Pozitivna

reakcija na kolagen IV u muskularis
propriji (kolagen IV x 40); B) pozitivna
reakcija na MMP-2 u upalnim stanicama
(MMP-2 x 200); C) pozitivna reakcija na
IL-8 u upalnim stanicama (IL-8 x 200)
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6. RASPRAVA

Karcinom mokraénog mjehura se s udjelom od 3% nalazi na sedmom mjestu po
ucestalosti medu karcinomima, ali ima najvece ukupne troSkove lijecenja po pacijentu od svih
karcinoma (9, 13). Ovisno o zemlji, troskovi lijecenja karcinoma mokra¢nog mjehura od
dijagnoze do smrti iznose izmedu 89.287 i 202.203 dolara po pacijentu (136). Vecinu
karcinoma mokra¢nog mjehura ¢ine neinvazivni ili plitko invazivni urotelni papilarni
karcinomi niskog gradusa, koji recidiviraju u ¢ak do 80% slucajeva, pa ta skupina Cini i

najveci udio troSkova lijecenja (9).

Obzirom na cCesto termicko oSteCenje i nepravilnu orijentaciju uzoraka dobivenih
transuretralnom resekcijom te ponekad jaku upalnu reakciju u stromi tumora, razlikovanje
neinvazivnih (pTa) 1 plitko invazivnih (pT1) wurotelnih papilarnih karcinoma moze
predstavljati znacajne poteskoce. U ovom istrazivanju zeljelo se utvrditi da li peritumorske
pukotine mogu posluziti kao pomoéni dijagnosticki kriterij u navedenim dvojbenim
slu¢ajevima, odnosno da li njihova prisutnost moze govoriti u prilog postojanja invazije.
Peritumorske pukotine opisane su u brojnim tumorima, imunohistokemijski se jasno mogu
razlikovati od limfovaskularne invazije, a njihova dijagnosticka 1 prognosticka vrijednost

detaljnije je analizirana u karcinomima dojke i prostate (97, 103, 137-139).

Prisutnost peritumorskih pukotina u karcinomu mokra¢nog mjehura je slabo istrazena i
uglavnom analizirana u smislu artefakta koji se moze pogresno interpretirati kao vaskularna
invazija (105, 106). U radovima Larsena i sur. (105) te Ramanija i sur. (106) za vizualizaciju
endotelnih stanica 1 potvrdu limfovaskularne invazije koriSteni su imunohistokemijski markeri
(von Willebrandov faktor, Ulex europaeus aglutinin, QBEND/10), ¢ime je pokazano da se
limfovaskularna invazija nalazi u vrlo malom broju T1 karcinoma te da se na HE rezovima
fibroblasti koji okruzuju tumorska gnijezda retrahirana od lamine proprije Cesto krivo

interpretiraju kao endotelne stanice.

Peritumorske pukotine su takoder jedno od karakteristicnih obiljezja posebne
histoloske varijante urotelnog karcinoma mokra¢nog mjehura, mikropapilarnog karcinoma.
Ovi karcinomi su najceS¢e visokog gradusa i invadiraju miSi¢, a karakteristicna invazivna
komponenta gradena od sitnih nakupina tumorskih stanica koje se nalaze unutar lakunarnih

prostora obi¢no ¢ini vise od 10% tumora (69, 140). VaZnost razlikovanja konvencionalnog
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urotelnog papilarnog karcinoma s izrazenim peritumorskim pukotinama od mikropapilarne
varijante urotelnog karcinoma lezi u razli¢itim prognostickim pokazateljima, a time i
razlikama u lijeCenju (141). Mikropapilarna varijanta urotelnog karcinoma smatra se znatno
agresivnijim oblikom, pa urolozi preporucuju ranu cistektomiju u pacijenata u kojih se nalazi
invazija tumora u laminu propriju (142). Sangoi i sur. (107) istrazili su mogucnost
razlikovanja ova dva tipa urotelnih karcinoma koriste¢i imunohistokemijske markere MUCI,
Cal25 i Her2/neu, koji su ranije identificirani u mikropapilarnim karcinomima raznih
lokalizacija (107, 143, 144). Ovi markeri su bili ¢eS¢e izrazeni u mikropapilarnoj varijanti
urotelnog karcinoma nego u konvencionalnom karcinomu s izraZzenim peritumorskim

pukotinama, medutim ta razlika nije bila statisticki znacajna.

U ovom istrazivanju su peritumorske pukotine kao znak invazije nadene jedino u pT1
karcinomima, u ukupno 16 od 50 slucajeva (32%), a invazivnost gnijezda s pukotinama je
potvrdena izostankom reakcije na kolagen IV. U dva uzorka pTa karcinoma te u jednom
uzorku pT1 karcinoma, oko nekoliko gnijezda su bile vidljive pukotine koje su, obzirom na
dokazano postojanje bazalne membrane pozitivnom reakcijom na kolagen IV, smatrane
artefaktom. Osim toga, navedena neinvazivna gnijezda u pTa 1 pT1 karcinomima s
artefaktualnim pukotinama su bila i morfoloski drugacija, veéa i pravilnija od invazivnih
gnijezda u pT1 karcinomima, $to takoder govori u prilog njihovoj benignoj naravi. Kao jedan
od pomo¢nih dijagnostickih kriterija u diferencijaciji pTa i pT1 karcinoma u literaturi se
navodi 1 prisutnost kapilarnih prostora oko neinvazivnih gnijezda (15). Navedeni vaskularni
prostori su uocCeni oko neinvazivnih gnijezda u lamini propriji i u ovom istrazivanju, a
ponekad se mogu vidjeti toliko blizu tumorskih gnijezda da se na malom povecanju doima
kako se radi o pukotinama. Medutim, imunohistokemijskim bojenjem s kolagenom IV

kapilarni prostori postaju jasno vidljivi.

U manjem broju istraZivanja peritumorske pukotine su promatrane i u in situ lezijama,
gdje se pojavljuju sa znacajnije manjom ucestalo$¢u 1 u manjem opsegu nego u invazivnim
karcinomima te u pravilu zauzimaju manje od 50% cirkumferencije Zlijezda (100). U radu
Kru$lina i1 sur. (100) peritumorske pukotine su uocene u tek 18% uzoraka prostaticne
intraepitelne neoplazije (PIN), u usporedbi s c¢ak 90% uzoraka adenokarcinoma prostate, pri
¢emu su u svim slucajevima pukotine u PIN-u zauzimale manje od 50% cirkumferencije
zlijezda. Obzirom da je u navedenom istrazivanju bazalni sloj stanica u zlijezdama s PIN-om

prikazan imunohistokemijski pomocu p63 bio kontinuiran ili diskontinuiran, dok je potpuno
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odsutan bio samo u uzorcima adenokarcinoma prostate, potvrdeno je da pukotine oko tih
zlijezda zaista nisu znak invazivnosti tumora. Jednako tome, i u ovom istrazivanju u tri uzorka
su uocene peritumorske pukotine oko neinvazivnih gnijezda, medutim u dva uzorka su

zauzimala viSe od 50% cirkumferencije Zlijezda, a u jednom manje od 50% cirkumferencije.

Retrakcijske pukotine kao karakteristika invazivnosti tumora su opisane i u in situ
karcinomu mokra¢nog mjehura s mikroinvazijom, odnosno invazijom u laminu propriju
manjom od 2 mm. U radu McKenneyja i1 sur. (145) oko 80% mikroinvazivnih in situ
karcinoma je sadrzavalo pukotine oko invazivnih ZariSta (pojedina¢ne ili manje nakupine
atipi¢nih stanica), koja su nalikovala zariStima limfovaskularne invazije, Sto je iskljuceno

izostankom imunohistokemijske reakcije na CD34, marker endotelnih stanica.

U adenokarcinomu prostate su peritumorske pukotine najjace izrazene u Gleason
gradusu 3, dok je u karcinomu dojke nadena pozitivna korelacija izmedu opsega
peritumorskih pukotina i gradusa tumora (104, 137). U ovom istrazivanju je nadena pozitivna
korelacija izmedu nazocnosti i opsega peritumorskih pukotina i histoloskog gradusa tumora
prema WHO Kklasifikacijama iz 1973. 1 2004. god., $to znaci da su karcinomi viSeg gradusa
imali opseznije pukotine oko tumorskih gnijezda. Opcenito karcinomi viSeg gradusa imaju
veci rizik recidiva 1 progresije u invazivni karcinom, za $to je nuzna razgradnja bazalne
membrane 1 pregradnja ekstracelularnog matriksa. Stoga je mogucée da stvaranje

peritumorskih pukotina ¢ini jedan od koraka u ovom procesu.

Veliki broj karcinoma ostaje na razini intraepitelne lezije i nikada ne progredira u
invazivni oblik, iako je ve¢ina genetskih promjena koje se nalaze u invazivnim i metastatskim
karcinomima ve¢ prisutna u premalignim lezijama (146, 147). Jedno od ekstremnih
objasnjenja ovog fenomena jest da niti jedna od prisutnih mutacija nije sama po sebi sposobna
potaknuti progresiju karcinoma, nego su promjene u okruzZenju tumora odgovorne za njegov
daljnji rast (148, 149). lako se prethodno smatralo da promjene unutar tumorske strome
nastaju sekundarno promjenama u epitelu, novija istrazivanja ukazuju da bi upravo promjene
u stromi mogle imati glavnu ulogu u regulaciji ponasanja tumora, ukljucujuéi epitelno-
mezenhimalnu pretvorbu, proces kojim nepokretne epitelne stanice dobivaju obiljezja
pokretnih mezenhimalnih stanica (146, 150). Za uspjeSnu diseminaciju, epitelne tumorske
stanice Cesto preuzimaju mezenhimalni fenotip, obzirom na potrebnu sposobnost kretanja i
invazije (151). Medutim, na udaljenim mjestima epitelni fenotip ponovo dobiva prednost,

zbog sposobnosti prijanjanja epitelnih stanica na okolne strukture. Ova mezenhimalno-
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epitelna pretvorba vjerojatno nastaje pod djelovanjem mikrookoliSa na udaljenim mjestima,
medutim mehanizam ovih promjena je jo$ uvijek nepoznat (150). Mezenhimalno-epitelna
pretvorba se smatra odgovornom za ponekad bolju diferenciranost tumora na mjestima
udaljenih metastaza (152, 153). Tumorske stanice mogu utjecati na svoj mikrookoli§ kako bi
on postao prijemciv za njihov rast i progresiju, a to se postize aktivacijom lokalnih stromalnih
stanica, kao Sto su fibroblasti ili glatkomiSi¢ne stanice te privlacenjem endotelnih i

mezenhimalnih progenitora i upalnih stanica (154).

Upravo se promjene unutar tumorske strome smatraju odgovornim i1 za nastanak
peritumorskih pukotina. U prilog tome govori Cinjenica da se iste pojavljuju statisticki
znacajno ¢esée i u vecem opsegu u karcinomima nego u normalnim tkivima ili benignim
promjenama kao $to su glandularna ili postatroficna hiperplazija prostate (102, 137). Stroma
karcinoma je pretezno sastavljena od fibroblasta, miofibroblasta, endotelnih 1 upalnih stanica.
Analize karcinoma razli¢itih sijela su pokazale promjene u fenotipu stromalnih stanica,
sadrzaju ekstracelularnog matriksa te poveéanu gusto¢u malih krvnih zila (155). Stanice
karcinoma su sposobne potaknuti pretvorbu fibroblasta u miofibroblaste koji mogu
sintetizirati razli¢ite komponente ECM-a i faktore rasta te mogu stimulirati rast i migraciju
tumorskih stanica (156). Odnos peritumorskih pukotina i promjena u stromi je najviSe
analiziran u karcinomu prostate, gdje su peritumorske pukotine najjace izrazene u Gleason
gradus 3, u kojem se takoder mogu naci i najizrazenije promjene u stromi (101). Promjene u
stromi tumora u adenokarcinomu prostate naj¢es¢e ukljucuju povecanu izrazenost tenascina-
C, sindekana-2 i pojedinih MMP-a te smanjenu izrazenost galektina-3 i koneksina (155). U
istrazivanju Favara i sur. (102) nadena je poveéana izrazenost MMP-2 u stromi oko tumorskih
zlijezda, od kojih je vecina pokazivala retrakcijske pukotine. U nasem istrazivanju nije nadena
povezanost izmedu peritumorskih pukotina i izrazenosti MMP-2, kao niti IL-8, pa moZemo

pretpostaviti da oni nemaju direktan utjecaj na njihov nastanak.

Prisutnost 1 opseg peritumorskih pukotina u adenokarcinomu prostate pokazuje
statisticki znacajnu pozitivhu povezanost s prijeoperativnom vrijednosti PSA te s
biokemijskim relapsom bolesti (103). Sli¢ni rezultati su pokazani i za karcinom dojke, pa
pacijentice s karcinomima koji pokazuju opsezne peritumorske pukotine imaju kraci period
bez bolesti 1 kra¢e ukupno prezivljenje (138). Do sada nisu objavljena istrazivanja koja bi se

bavila prediktivhom vrijedno$¢u peritumorskih pukotina u karcinomu mokra¢nog mjehura.
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Nasi rezultati nisu pokazali povezanost prisutnosti peritumorskih pukotina i pojave recidiva ili

progresije urotelnih papilarnih karcinoma mokra¢nog mjehura.

Matriksne metaloproteinaze su enzimi s brojnim funkcijama koji imaju slozene i
ponekad oprecne uloge u razvoju raznih bolesti (157). IzraZzenost brojnih MMP-a se u
tumorskom tkivu moze na¢i i u epitelnoj i u stromalnoj komponenti, gdje mogu imati vaznu
ulogu u raznim koracima nastanka i progresije tumora, kao Sto su rast, prezivljavanje,
angiogeneza, invazija ili regulacija imunoloskog odgovora. Medutim, iste MMP koje djeluju
na ovakav nacin, mogu imati potpuno suprotan uc¢inak ukoliko djeluju na neke druge supstrate
(158). Primjer za to je MMP-9, koja moze aktivirati proangiogene ¢imbenike kao §to je
vaskularni endotelni ¢imbenik rasta ili poticati migraciju endotelnih stanica i pericita nuznih
za stabilizaciju krvnih Zila, ali takoder moZze poticati stvaranje antiangiogenih ¢imbenika koji
su Cesto fragmenti ve¢ih molekula nastalih proteolizom ECM-a ili bazalnih membrana krvnih
zila (159, 160). lako je zbog prethodno navedenog tesko predvidjeti stvarnu ulogu pojedinih
MMP-a u karcinomima, istrazivanja na transgeni¢nim misevima nude neke odgovore. Tako
miSevi u kojih je izbacCen gen (engl. knockout) za MMP-2, MMP-7 ili MMP-9 imaju manji
rizik za razvoj tumora, dok misevi u kojih je izbaen gen za MMP-3, MMP-8 ili MMP-12
imaju povecan rizik za razvoj tumora i metastaza (158,161,162). Brojni pripadnici obitelji
MMP-a su razmatrani kao potencijalni biomarkeri za otkrivanje karcinoma razlicitih sijela,
izolacijom iz krvi, urina ili sline. Pojedine studije su pokazale da prisutnost MMP-2 i MMP-9
u urinu moze posluziti kao marker karcinoma mokraénog mjehura i1 prostate. Veca
dijagnosticka vrijednost je dokazana u sluc¢aju karcinoma mokra¢nog mjehura, a u oba slucaja
su se testom bolje mogli razlikovati pacijenti s malignim tumorima i zdravi pojedinci, nego
pacijenti s malignim od onih s benignim tumorima (163, 164). Sli¢cno tome, analizirana je
dijagnosticka vrijednost prisutnosti MMP-2, MMP-7, MMP-9 i/ili TIMP-1 ili TIMP-2 u krvi,
urinu ili slini, u brojnim drugim karcinomima kao $to su karcinom dojke, zeluca, jednjaka,
usne Supljine ili bubrega (158, 165, 166). U svim navedenim tumorima je nadena povisena
razina markera u pacijenata s karcinomom u odnosu na zdravu populaciju, medutim jednako
kao u prethodnim primjerima, razlikovanje malignih tumora od benignih ili upalnih stanja je u
pravilu nemoguce. Mogu¢i uzrok tome jest da su povecane razine MMP-a u pacijenata s
karcinomom vjerojatnije odraz upalnog odgovora na tumor, a ne proizvod samog tumora.
Napokon, obzirom da se izrazenost MMP-a povecava u raznim tumorskim i upalnim stanjima,
ovakvi testovi ne mogu dati definitivnhu dijagnozu, ve¢ samo mogu posluziti za probir

pacijenata s rizikom koje valja uputiti na specifi¢niju dijagnosticku obradu (158).
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U ovom istraZzivanju imunohistokemijski je ispitana izrazenost MMP-2 u urotelnim
papilarnim karcinomima pTa i pT1 stadija. Pozitivna reakcija je nadena u 84% pTa i 74% pT1
karcinoma, ¢ime je potvrdena njihova povecana izrazenost u ovim tumorima, ali nije nadena
statistiCki znacajna razlika izmedu neinvazivnog i invazivnog stadija. Takoder, nije nadena
statistiCki znacajna razlika u izrazenosti MMP-2 izmedu tumora razli¢itih histoloskih gradusa.
Opcenito, imunohistokemijska analiza izrazenosti MMP do sada nije usla u rutinsku primjenu
kao dijagnosticki marker niti jednog karcinoma. Iznimka u kojoj postoji dijagnosticka
primjena jest uporaba MMP-11 za diferencijaciju dermatofibroma i dematofibrosarkoma

protuberans (167).

Rezultati istrazivanja prognosticke vrijednosti izrazenosti raznih MMP-a, kao 1 TIMP-
a u brojnim tumorima su ¢esto oprecni, pa je nemoguce donijeti opCenite zakljucke. Razlog
tome lezi u Cinjenici da uloga pojedinih MMP-a ovisi o supstratu na koji djeluje, kao i
bioloskom okruzenju, te da se provedena istrazivanja razlikuju u odabranom materijalu (krv,
urin, tumorsko tkivo razlicitih histoloskih gradusa i stadija), mjerenom parametru (izraZenost
na transkripcijskoj razini ili razini proteina, mjerenje razine aktivnog proteina ili proenzima),
sustavu gradacije rezultata i koriStenim protutijelima odnosno protokolima. U karcinomu
mokraénog mjehura ponajvise je istrazivana izrazenost gelatinaza MMP-2 1 MMP-9. Studija
Daviesa i sur. (168) je pokazala da aktivnosti MMP-2 i MMP-9 mjerene zimografijom u
karcinomima mokra¢nog mjehura pozitivno koreliraju s histoloSkim gradusom tumora i
invazijom, pri ¢emu je in situ hibridizacijom utvrdeno da su mRNA oba markera bile
lokalizirane pretezno u stromi, na granici s epitelnom komponentom tumora. Sli¢no je
pokazano u studiji Papathoma i sur. (169) u kojoj je analiza zimografijom pokazala porast
aktivnosti MMP-2 1 MMP-9 u tumorima viSeg gradusa 1 invazivnih tumora, ali nije nadena
povezanost s recidivom bolesti u tumora koji ne invadiraju misi¢. U studiji Vasale i sur. (170)
izrazenost MMP-2 je mjerena imunohistokemijski u karcinomima mokraénog mjehura
razlicitih klinickih stadija (I-IV). Tumori su svrstani u pozitivnu skupinu ukoliko je vise od
1% tumorskih stanica pokazivalo reakciju na MMP-2, dok je pozitivna reakcija u viSe od 25%
tumorskih stanica smatrana jakom (bez obzira na intenzitet reakcije). Prema njihovim
rezultatima, postoji statisticki znacajna ali slaba korelacija izmedu izrazenosti MMP-2 i
stadija tumora, ali ne i histoloSkog gradusa tumora. Takoder, pacijenti ¢iji su tumori bili
MMP-2 pozitivni su imali raniji relaps bolesti (170). U naSem istrazivanju nije nadena
povezanost izmedu izrazenosti MMP-2 1 stadija tumora, medutim rezultate ovih studija je

teSko usporedivati obzirom na primjenu razli¢itih sustava kvantifikacije rezultata. Tako su
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primjerice u naSem istrazivanju pozitivnhim tumorima smatrani oni s vise od 10% pozitivnih
stanica, dok je jaka reakcija nadena samo u jednom tumoru, u kojem je postotak pozitivnih
stanica bio veci od 50% uz prisutan jak intenzitet reakcije. Nadalje, studija Vasale i sur. (170)
je obuhvatila tumore razli¢itih klinickih stadija (I-IV), odnosno samo invazivne karcinome,
dok je nasa studija razmatrala i neinvazivne karcinome (klinicki stadij Oa). Takoder, u naSem
je istrazivanju nadena negativna povezanost izrazenosti MMP-2 i histoloskog gradusa tumora
prema WHO klasifikaciji iz 1973. god., $to znaci da su tumori nizeg gradusa pokazivali jacu
izrazenost promatranog markera, te nije nadena povezanost izmedu ekspresije MMP-2 i
pojave recidiva ili progresije tumora. Seiler 1 sur. (171) su analizirali imunohistokemijsku
izrazenost MMP-2 1 MMP-9 u urotelnim karcinomima mokraénog mjehura s pozitivnim
limfnim ¢vorovima te su utvrdili znacajan porast izrazenosti MMP-9 u rasponu od normalnog
urotela preko primarnih tumora do metastaza, dok takav porast nije naden u izraZenosti
MMP-2. Usporedba izrazenosti navedenih markera u srediSnjem dijelu tumora i u rubnim,
invazivnim podru¢jima nije pokazala znacajnu razli¢itost te nije pronadena povezanost
izrazenosti markera s histopatoloSkim karakteristikama tumora (171). Medutim, za razliku od
nekih prethodnih istrazivanja na urotelnim karcinomima mokraénog mjehura, ishod pacijenata
s ve¢om izrazenosti MMP-2 u tumorima je bio bolji, iako je ta razlika nije bila statisticki

znacajna (171).

Osim u tkivu karcinoma mokraénog mjehura, prognosticka vrijednost MMP je
istrazivana 1 u krvi 1 urinu, ¢ija je prednost minimalna invazivnost 1 laka dostupnost.
Ispitivanja razine MMP u krvi su pokazala uc¢inkovitost MMP-9 u diferencijaciji metastatske
bolesti te MMP-2 u razlikovanju razine invazije (172). Rezultati analize izrazenosti pojedinih
MMP u urinu pokazuju da je ova metoda korisnija za detekciju progresije i invazivnosti
bolesti, dok se u primarnoj detekciji karcinoma osjetljivost povecava kombinacijom

navedenih testova s citoloskim pregledom urina (163).

Razaranje ukrizeno povezanih kolagenih 1 elasti¢nih vlakana ¢ini jedan od pocetnih
koraka u razgradnji ECM-a, u ¢emu vaznu ulogu imaju MMP-2 i MMP-9, koje specifi¢no
djeluju na kolagen IV, sastavni dio bazalnih membrana (173). U studijama provedenim na
uzorcima kolorektalnog karcinoma, nadena je pojacana imunohistokemijska izrazenost MMP-
9 u podru¢jima karcinoma gdje nije bilo reakcije na kolagen IV te s druge strane jak
pozitivitet na kolagen IV u podru¢jima u kojima nije nadena izrazenost MMP-9. Povecana

razina MMP-9 mRNA i samog proteina, te u manjoj mjeri i MMP-2, nadena je u tumorskoj
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stromi, a ne u epitelnoj komponenti (127). Favaro i sur. (102) su u svoj studiji pokazali
oslabljenu i diskontinuiranu kolagenu i retikulinsku mrezu u adenokarcinomu prostate s
peritumorskim pukotinama, u odnosu na normalno tkivo prostate. Obzirom da u nasem
istrazivanju nije provedeno dvostruko imunohistokemijsko bojenje na MMP-2 i kolagen IV,
nije bilo moguce procijeniti da li povezanost medu navedenim markerima postoji i u

karcinomu mokra¢nog mjehura.

Interleukin 8 je proucavan u melanomu, glioblastomu, nesitnostanicnim karcinomima pluca te
kolorektalnom karcinomu, i u svima je nadena njegova pojacana izrazenost (174). Smatra se
da interleukin 8 poveéava razinu MMP-2 i MMP-9 u tumorskim stanicama, §to se smatra
odgovornim za njihovu angiogenu aktivnost (175). U kolorektalnom karcinomu se povisene
razine IL-8 povezuju s poviSenim rizikom mortaliteta. Takoder postoji povezanost izmedu
izrazenosti IL-8 u kolorektalnom karcinomu 1 stadija tumora te prisutnosti nodalnih 1 jetrenih
metastaza (174). U karcinomu mokra¢nog mjehura interleukin 8 je pretezno razmatran kao
urinarni marker te je u jednom istrazivanju njegova osjetljivost u otkrivanju karcinoma
procijenjena na 59%, a specifi¢nost na 97% (134). U ovim studijama su kao metode pretezno
koristene reakcija lanCanom polimerazom (PCR) i enzimski vezan imunosorbent test
(ELISA). Zhang i sur. (176) su proveli imunohistokemijsko istrazivanje na karcinomima
mokraénog mjehura, kojim su zeljeli potvrditi izrazenost pojedinih markera detektiranih u
urinu. Nadena je povezanost tkivne izrazenosti i detekcije u urinu za 9 od 10 promatranih
markera, ukljucuju¢i MMP-9 1 IL-8. U nasem istrazivanju je izrazenost interleukina 8 nadena
u 32% pTa karcinoma i 30% pTl karcinoma, pri ¢emu su svi uzorci imali slab
imunohistokemijski indeks bojenja. Iz navedenog je jasno vidljivo da izmedu promatranih
skupina (pTa i pT1) nema statisticki znacajne razlike u izrazenosti IL-8. Medutim nadena je
znacajna, ali slaba povezanost izmedu izrazenosti IL-8 s izrazenos¢u MMP-2. Takoder,
izrazenost IL-8 se nije znacajno razlikovala medu uzorcima s ili bez peritumorskih pukotina,

kao niti medu uzorcima razlicitih histoloskih gradusa.
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7. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata ovog istrazivanja moze se zakljuciti sljedece:

1.

Peritumorske pukotine se statisticki znacajno ceS¢e pojavljuju u urotelnim papilarnim
karcinomima pT1 stadija, nego onih pTa stadija (y*-test, p<0,001).

Utvrdena je statisticki znacajna razlika u nazoc¢nosti i opsegu peritumorskih pukotina u
odnosu na histoloski gradus tumora prema WHO Kklasifikaciji iz 1973. god. (y’-test,
p=0,002), kao i WHO Kklasifikaciji iz 2004. god. (y*-test, p=0,001). Zna&ajna pozitivna
korelacija nadena je izmedu opsega pukotina i gradusa tumora (Spearmanov
koeficijent korelacije; WHO 1973., rho=0,394, P<0,001, odnosno WHO 2004.,
rho=0,385, P<0,001) Sto znaci da su vece pukotine znacajno povezane s viSim
gradusom.

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika nazoc¢nosti i opsega peritumorskih pukotina u
odnosu na pojavu recidiva tumora (y*-test, p=0,559) ili progresiju tumora (y’-test,
p=0,541). Opseg peritumorskih pukotina ne moze se znaCajno povezati s pojavom
recidiva tumora (log-rank test, P=0,796).

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika nazo¢nosti i opsega peritumorskih pukotina u
odnosu na izrazenost MMP-2 (y*-test, p=0,765), kao niti na izraZenost IL-8 (y’-test,
p=0,142).

Nije utvrdena statistiCki znacajna razlika u izrazenosti MMP-2 u urotelnim papilarnim
karcinomima pTa i pT1 stadija (y*-test, p=0,298).

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u izrazenosti MMP-2 u odnosu na histoloski
gradus tumora bilo prema WHO klasifikaciji iz 1973. god.(y -test, p=0,103) ili WHO
klasifikaciji iz 2004. god.(y*-test, p=0,707). Medutim, postoji statisticki znatajna
negativna korelacija izmedu MMP-2 indeksa bojenja i histoloSkog gradusa tumora
(Spearmanov koeficijent korelacije, rho=-0,241, P<0,001), ali samo prema WHO
klasifikaciji iz 1973. god., dok korelacije nema u odnosu na WHO klasifikaciju iz
2004. god. (Spearmanov koeficijent korelacije, rho=-0,045, P=0,660). Ovime je

pokazano da je izrazenost MMP-2 to veca §to je gradus tumora manji.
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7. Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u izrazenosti MMP-2 u odnosu na pojavu
recidiva tumora (y*-test, p=0,259) ili progresiju tumora (y’-test, p=0,735). IzraZenost
MMP-2 se ne moze znacajno povezati s pojavom recidiva (log-rank test, P=0,478).

8. Utvrdena je statisticki znacajna, ali slaba povezanost u izrazenosti MMP-2 u odnosu
na izrazenost IL-8 (**-test, p=0,015).

9. Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u izrazenosti IL-8 u urotelnim papilarnim
karcinomima pTa i pT1 stadija (y*-test, p=0,830).

10. Nije utvrdena statisticki znacajna korelacija izmedu izrazenosti IL-8 i histoloskog
gradusa tumora, bilo prema WHO Kklasifikaciji iz 1973. god. ili WHO klasifikaciji iz
2004. god. (Spearmanov koeficijent korelacije; WHO 1973., tho=-0,077, P=0,447,
odnosno WHO 2004., rho=-0,082, P=0,416).

Dobiveni rezultati pokazuju da su peritumorske pukotine prisutne u urotelnim
papilarnim karcinomima pT1 stadija, dok ih u karcinomima pTa stadija nema.
Imunohistokemijskim bojenjem na kolagen IV potvrdili smo da su gnijezda okruzena
pukotinama zaista invazivna, te smo iskljucili da se radi o limfokapilarnoj invaziji. Takoder,
pozitivna reakcija na kolagen IV u dva slucaja karcinoma pTa stadija i jednom slucaju
karcinoma pT1 stadija u kojima su oko nekoliko gnijezda uocene pukotine, govori u prilog da
se u tim slucajevima radilo o artefaktima. Takoder, nadena je statisticki znaCajna pozitivna
korelacija izmedu opsega pukotina i gradusa tumora, Sto znaci da su veée pukotine znacajno
povezane s viSim gradusom tumora. Izrazenost matriksne metaloproteinaze 2 je veca u
tumorima nizeg gradusa. Obzirom da imunohistokemijske izrazenosti matriksne
metaloproteinaze 2 i interleukina 8 nisu bile znafajno razli¢ite izmedu neinvazivnih i
invazivnih karcinoma, kao niti karcinoma s ili bez peritumorskih pukotina, ¢ini se da ovi
markeri nemaju izravan ili samostalan utjecaj na nastanak pukotina. Nije nadena statistiCki
znacajna povezanost izmedu prisutnosti peritumorskih pukotina ili izraZzenosti matriksne

metaloproteinaze 2 i pojave recidiva odnosno progresije tumora.
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8. SAZETAK

Razlikovanje neinvazivnog od invazivnog papilarnog urotelnog karcinoma mokra¢nog
mjehura temelji se na brojnim kriterijima i ponekad je vrlo teSko, osobito zbog nemoguénosti
pravilne orijentacije materijala i1 Cestih termickih oStecenja. Peritumorske pukotine
predstavljaju procjepe izmedu tumorskih nakupina i okolne strome, a CeS¢e se uoCavaju u
malignim tumorima. Dugo su smatrane artefaktom, a novija istrazivanja navode da je njihov
nastanak odraz promijenjenih odnosa u ekstracelularnom matriksu, kao §to je povecanje
izrazenosti proteina koji dovode do njegove degradacije. DosadaS$nja istrazivanja nisu
proucavala peritumorske pukotine u karcinomu mokraénog mjehura kao posljedicu
promijenjenih odnosa u ekstracelularnom matriksu, niti ih razmatrala kao potencijalni

pomo¢ni dijagnosticki kriterij.

Hipoteza ovog istrazivanja je da su peritumorske pukotine, kao matriksna
metaloproteinaza 2, jaCe izraZzeni u invazivnim (pT1) nego u neinvazivnim (pTa) urotelnim

papilarnim karcinomima mokra¢nog mjehura.

U istrazivanju je koriSten arhivski materijal Klinickog zavoda za patologiju ,,Ljudevit
Jurak®, Klinickog bolni¢kog centra ,,Sestre milosrdnice, dobiven nakon transuretralne
resekcije tumora i patohistoloSki potvrdene dijagnoze neinvazivnog (Ta) ili invazivnog (T1)
urotelnog papilarnog karcinoma. Analizirano je ukupno 100 uzastopnih uzoraka papilarnih
urotelnih karcinoma, od ¢ega 50 neinvazivnih (Ta) i 50 invazivnih (T1). Materijal je obraden
standardnom histoloSkom metodom te je na HE rezovima odredena nazoCnost i opseg
peritumorskih pukotina. Dodatni rezovi tkiva analizirani su imunohistokemijski koristec¢i
monoklonska protutijela na kolagen IV, matriksnu metaloproteinazu 2 i interleukin 8. Bojenje
na kolagen IV je izrazeno kao pozitivno ili negativno, a njime smo potvrdili ili iskljucili
invazivnost gnijezda u lamini propriji te limfovaskularnu invaziju. Reakcija na matriksnu
metaloproteinazu 2 1 interleukin 8 oc€itavana je unutar tumorskih stanica i izrazena je kao
imunohistokemijski indeks bojenja, koji je dobiven umnoskom intenziteta bojenja i postotka

pozitivnih stanica.

Istrazivanjem je utvrdeno da se peritumorske pukotine statistiCki znacajno CeSce
pojavljuju u urotelnim papilarnim karcinomima pT1 stadija, nego onih pTa stadija (y -test,

p<0,001). Takoder, nadena je statisticki znac¢ajna pozitivna korelacija izmedu opsega pukotina
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1 gradusa tumora (Spearmanov koeficijent korelacije; WHO 1973., tho=0,394, P<0,001,
odnosno WHO 2004, rho=0,385, P<0,001), Sto znaci da su vece pukotine znacajno povezane s
viSim gradusom tumora. Statisti¢ki znac¢ajna negativna korelacija je utvrdena izmedu MMP-2
indeksa bojenja i histoloskog gradusa tumora (P<0,001), ali samo prema WHO klasifikaciji iz
1973. god., dok korelacije nema u odnosu na WHO Kklasifikaciju iz 2004. god. (P=0,660), u
kojoj je trostruki sustav gradacije zamijenjen dvostrukim. Ovime je pokazano da je izrazenost
MMP-2 to veca §to je gradus tumora manji. Osim toga, nadena je statisticki znacajna, ali slaba
povezanost u izrazenosti MMP-2 u odnosu na izraZenost IL-8 (y’-test, p=0,015). Nije nadena
statisticki znacCajna povezanost izmedu prisutnosti peritumorskih pukotina ili izrazenosti

matriksne metaloproteinaze 2 i pojave recidiva odnosno progresije tumora.

Dobiveni rezultati pokazuju da se peritumorske pukotine znacajno ¢es¢e pojavljuju u
invazivnim nego u neinvazivnim urotelnim papilarnim karcinomima te da je opseg pukotina
veci u tumorima viseg gradusa. Obzirom na kompleksnu pregradnju ekstracelularnog matriksa
tijekom rasta i progresije tumora te Cinjenice da su gnijezda s peritumorskim pukotinama
invazivnog tipa, moze se pretpostaviti da pukotine takoder nastaju uslijed promjena unutar
strome. Medutim, obzirom da izrazenosti matriksne metaloproteinaze 2 i interleukina 8 nisu
bile znacajno razliCite izmedu neinvazivnih i invazivnih karcinoma, kao niti karcinoma s ili
bez peritumorskih pukotina, ¢ini se da ovi markeri nemaju izravan ili samostalan utjecaj na

nastanak pukotina.
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9. SUMMARY

The presence and extent of peritumoral retraction clefting and expression of matrix

metalloproteinase 2 in pTa and pT1 papillary urothelial carcinoma of the bladder

Differentiation of noninvasive from invasive papillary urothelial carcinoma can often
be challenging due to inability of proper orientation and thermal damage of transurethrally
obtained material. Peritumoral retractions, representing empty spaces that completely or
partially encircle tumor nests isolating them from the surrounding stroma, were considered a
fixation artifact for a long time. However, recent studies suggest they result from altered
expression profiles of extracellular matrix proteins. The hypothesis of this study was that
peritumoral retractions are more pronounced and matrix metalloproteinase 2 is overexpressed
in pT1 compared to pTa papillary urothelial carcinoma. The study was performed on archival
material comprising 100 consecutive cases of papillary urothelial carcinomas, 50 noninvase
(pTa) and 50 invasive (pT1), obtained after transurethral resection. The presence and extent of
peritumoral retractions was analyzed on HE slides and additional tissue slides were analyzed
immunohistochemically using primary monoclonal antibodies against collagen 1V, MMP-2
and IL-8. The collagen IV staining was expressed as positive/negative while MMP-2 and IL-8
staining was evaluated semiquantitatively by multiplying the percentage of positive cells and
staining intensity. Peritumoral retractions were found statistically more often in pT1 than pTa
carcinomas (y’-test, p<0,001) and showed significant correlation with the tumor grade
according to both WHO 1973 and 2004 classifications (Spearman correlation coefficient,
rho=0,394, P<0,001 and rho=0,385, P<0,001). Significant negative correlation was found
between MMP-2 expression and the tumor grade (rtho=-0,241, P<0,001), but only according
to the three-tier 1973 WHO classification. Also, a statistically significant but weak correlation
was found between MMP-2 and IL-8 expressions (y’-test, p=0,015). Statistically significant
correlation was not found between the presence of peritumoral retractions or MMP-2
expression and tumor recurrence and progression. The results show a possible link between
the presence of peritumoral retractions and stromal changes in bladder cancer, but the

analyzed markers do not seem to have a direct or independant influence on their formation.

Tihana DZombeta, Zagreb 2015.
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