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POPIS OZNAKA | KRATICA

ALA — 5-aminolevulinska kiselina

BCG — Bacillus Calmette-Guérin

BM — bazalna membrana
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DNA - deoksiribonukleinska kiselina (od engl. ,deoxyribonucleic acid®)
ECP — eozinofilni kationski protein

FGFR3 — receptor fibroblasticnog faktora rasta 3

HE — hemalaun-eozin

ISUP — od engl. ,International Society of Urological Pathologists*

IP — invertirani papilom

MBP - od engl. ,major basic protein*

PUNLMP — papilarna urotelna neoplazma niskog malignog potencijala
SMA - alfa glatkomiSic¢ni aktin (od engl. ,smooth muscle actin®)

SZO - Svjetska zdravstvena organizacija

TABE - od engl. ,tumor-associated blood eosinophillia“

TATE — od engl. ,tumor-associated tissue eosinophillia“

TUR — transuretralna resekcija



1. UVOD

1.1. ANATOMIJA MOKRACNOG MJEHURA

Mokracni mjehur je neparni Suplji organ miSi¢ne stijenke koji u praznom
stanju ima oblik obrnute Cetverostrane piramide. Funkcija mu je skladiStenje i
voljno praznjenje mokra¢e. U dojencadi i manje djece je uvijek dijelom
smjeSten u abdomenu, ¢ak i u praznom stanju. Oko 6. godine zivota ulazi u
veliku zdjelicu i tamo je jednim dijelom smjeSten sve do kraja puberteta. U
odraslih se nalazi u prednjem donjem dijelu male zdjelice, dok se u punom
stanju, u kojem moze sadrzavati 400 do 500 mL mokrace bez znatnijeg
poviSenja intraluminalnog tlaka, nalazi unutar trbusne Supljine dopiruéi sve do
razine pupka (1).

S prednje strane mokra¢nog mjehura nalazi se simfiza stidne kosti, uz
koju je dijelom fiksiran pubovezikalnim ligamentom u Zena, odnosno
puboprostaticnim ligamentom u muSkaraca. Mokra¢ni mjehur je s gornje i
straznje strane prekriven parijetalnim listom potrbuSnice koji u zena straga
prelazi na prednju stranu trupa maternice, a u muskaraca na rektum. S donje
strane mokra¢nog mjehura u musSkaraca se nalazi prostata, uz koju se sa
straznje strane mjehura nalaze sjemeni mjehurici i siemenovodi (2).

Mokrac¢ni mjehur sastoji se od tri osnovna dijela: vrha (apeksa) baze
(fundusa) i tijela (korpusa). Apeks je tocka mokrac¢nog mjehura smjeStena
najkranijalnije i mjesto s kojeg prema pupku polazi obliterirana embrionalna
struktura urahus. U podrucju fundusa nalazi se slozena anatomska struktura
oblika trokuta zvana trigonum. Na vrhovima trigonuma lateralno ulaze
mokracovodi, a dalje se nastavlja mokracna cijev (3).

Za dinamiku praznjenja mokrac¢e najbitnija je muskulatura mokraénog
mjehura koja je sastavljena od miSi¢nih niti smjeStenih u tri medusobno
povezana sloja. Povrsni sloj prostire se uzduzno, a osobito je izrazen na

prednjoj i straznjoj strani. U podrucju fundusa u musSkaraca se isprepli¢e s



.....

navedenom podrucju povrSni uzduzni se nastavlja u kruzni sloj, koji zatim
prelazi u unutarnji uzduzni sloj (4).

U proksimalnim i lateralnim dijelovima trigonuma ureteri ulaze u
mokrac¢ni mjehur pod kosim kutem. MiSi¢ni sloj stijenke ispod submukoze u
ovoj regiji kombinacija je glatkog miSi¢a longitudinalnog misiénog sloja
intramuralnog uretera i detrusora mokraénog mjehura. Intramuralni dio
uretera okruzen je fiboromuskularnom ovojnicom (Waldeyerova ovojnica) s
kojom se stapa u miSic¢ni sloj stijenke uretera. To fibromuskularno tkivo fiksira
intramuralni ureter za mokraé¢ni mjehur. Sirenjem mokraénog mjehura okolna
muskulatura vrsi pritisak na koso smjesteni intramuralni ureter, zatvarajuci
lumen uretera, Sto sprjeCava povrat mokrace u ureter (2).

Glavnina arterijske krvi u mokracni mjehur dolazi putem donje
vezikalne arterije, ogranka unutarnje ilijaCne arterije, dok ostatak arterijske
krvi mjehur dobiva putem gornje vezikalne, obturatorne i donje glutealne
arterije, te uterine i vaginalne arterije u Zena. Venska krv iz mokraénog
mjehura odlazi u vezikalni pleksus te preko njega u ilijakalne vene. Limfna
drenaza zavrSava u limfnim ¢vorovima smjeStenim uz vanjsku i unutarnju
ilijaCnu arteriju. Mokrac¢ni mjehur je inerviran simpatickim (Th11-L2),
parasimpatickim (S2-S4) i senzornim ziv€anim vlaknima. Impuls iz sakralnog
dijela ledne mozdine proveden parasimpatickim vlaknima potice kontrakciju
miSi¢nih vlakana muskularis proprije koja uzrokuju mokrenje. Smatra se da u
pocetku mokrenja ulogu ima i voljna relaksacija miSi¢a dna zdjelice i pritisak

prednje trbusne stijenke (5).

1.2. HISTOLOGIJA MOKRACNOG MJEHURA

HistoloSki gledano, mokraéni mjehur je na presjeku sastavljen od 4
sloja. Unutarniji sloj je epitelni pokrov kojem potporu daje lamina proprija, sloj
rahlijeg veziva, ispod koje se nalazi muskularis proprija, tj. miSi¢ni sloj

stijenke mjehura koji s vanjske strane pokriva Cetvrti sloj, adventicija. Ova



podjela koristi se za stupnjevanje bolesti u terapijske i prognosticke svrhe
kod bolesnika koji boluju od karcinoma mokraénog mjehura. Stoga je bitno
pravilno mikroskopski raspoznati slojeve mokraé¢nog mjehura (6).

Epitel mokracnog mjehura naziva se ,prijelaznim“ ili ,tranzicionalnim*
epitelom. Taj je termin skovan zato Sto epitel koji oblaze mokraéni mjehur
svojim mikroskopskim izgledom dijelom podsje¢a na nekeratinizirajuci
viSeslojni plocCasti, a dijelom na pseudostratificirani cilindriCni epitel. Mnogi
histolozi i patolozi preferiraju naziv ,urotel* pred ovim relativho opcenitim
terminom. Valja spomenuti da se u podrucju trigonuma i vrata mokrac¢nog
mjehura nalazi manje podrucje nekeratinizirajueg ploCastog epitela koje je
najizrazenije u zena u postmenopauzi i perimenopauzi. Spomenuti epitel
obiluje glikogenom te sadrzi estrogenske i progesteronske receptore. Slican
epitel takoder moze biti nesto izrazeniji u muSkaraca koji primaju estrogensku
terapiju karcinoma prostate (7).

Debljina urotela umnogome ovisi o0 stupnju distenzije mokracnog
mjehura. U potpuno distendiranom mjehuru urotel se sastoji od svega 2-3
sloja spljoStenih stanica, dok se u kontrahiranom mjehuru nalazi 7-8 slojeva
stanica koje se mogu podijeliti na jedan sloj povrSinskih stanica, zatim
podlezece intermedijarne stanice te jedan sloj bazalnih stanica. LaZznu sliku
zadebljalog urotela u histoloSkom preparatu moze stvoriti tangencijalni
presjek kroz slojeve mjehura (8).

PovrSinske stanice su u kontaktu sa sadrzajem mokraénog mjehura.
To su velike, elipticne stanice koje poput kiSobrana prekrivaju manje
intermedijarne stanice. U distendiranom mjehuru postaju spljostene i jedva
uocljive. Nijihova prisutnost ili odsutnost ne moZe biti shvaéena kao
nedvosmislen znak benignosti ili malignosti u patohistoloskoj analizi, obzirom
da u benignih promjena mogu biti odljustene prilikom instrumentacije, a isto
tako, nekad se nalaze kod karcinoma, prekrivajuéi nedvojbeno maligne
stanice (2).

Intermedijarni sloj epitela sastoji se od najviSe 5 slojeva intermedijarnih
stanica. Jezgre ovih stanica su ovalne, fino rasprSenog kromatina i bez

uoCljivin  jezgrica. Citoplazma je obilna 1 moze biti vakuolizirana.



Citoplazmatske membrane su jasno izrazene, a stanice su medusobno
povezane dezmosomima. Kao i povrsni sloj, ovaj sloj u distendiranom stanju
moze biti izrazito stanjen (9).

Bazalne stanice su kubicne, i vidlive su samo u kontrahiranom
mjehuru. One se nalaze na tankoj, kontinuiranoj bazalnoj membrani
sastavljenoj od 3 sloja: lamine lucide, lamine dense i sidrecih fibrila.

Lamina proprija smjeStena je izmedu epitela s jedne i miSiénog sloja s
druge strane. Sastavljena je od rahlijeg veziva koje sadrzi gustu krvozilnu
mrezu, limfne Zzile, zavrSetke senzornih zivaca i elastiCna vlakna. Debljina
lamine proprije varira ovisno o lokaciji — uglavnom je nesto tanja u podrucju
trigonuma i vrata mokra¢nog mjehura. Isto tako, u bolesnika sa smetnjama
otjecanja urina lamina proprija moze biti stanjena do te mjere da muskularis
proprija prividno pocinje neposredno ispod epitela (3).

U srediSnjem dijelu lamine proprije nalaze se srednje velike arterije i
vene. U okolini spomenutih krvnih zila Cesto se nalaze snopovi glatkih
miSi¢nih stanica, nevezanih uz muskularis propriju koji uglavhom ¢&ine
izolirani i diskontinuirani, a tek vrlo rijetko kontinuirani sloj. U posljednjem
sluCaju za taj se sloj rabi naziv ,muskularis mukoze® (10-11). Prakticno
gledano, izrazito je bitno ne zamijeniti rijetka glatka miSicna vlakna
muskularis mukoze za muskularis propriju, pravi misicni sloj stijenke mjehura.
Takva zabuna, ili Cak nedovoljna preciznost u izrazavanju od strane patologa
mogu imati ozbiljne medicinske i zakonske posljedice (12).

Smatra se da se muskularis proprija sastoji od 3 glatka miSi¢na sloja —
unutarnjeg i vanjskog uzduznog sloja te srediSnjeg kruznog sloja. U
stvarnosti, ovi se slojevi nalaze samo u podrucju vrata mokraénog mjehura.
Na preostalim mjestima, uzduzni i kruzni slojevi slobodno se mijeSaju (13).
Kao i u ostalih slojeva, debljina muskularis proprije ovisi ponajprije o stupnju
distenzije mokraénog mjehura (14). Unutar muskularis proprije, lamini

proprije i seroze mogu se na¢i manje nakupine masnog tkiva (15).



1.3. EMBRIOLOGIJA MOKRACNOG MJEHURA

Kloaka je fetalna struktura koja se rano u embriogenezi podijeli u
prednji dio zvan urogenitalni sinus i straznji dio iz kojeg nastaje rektum.
Urogenitalni sinus je osnova iz koje se razvija mokracni mjehur, proksimalni
dio mokra¢ne cijevi i urahus, privremena fetalna struktura koja povezuje
mokracni mjehur s pupkom (16). Distalni kraj urogenitalnog sinusa dolazi u
kontakt s invaginacijom urogenitalne membrane, formirajuéi uretru. Urahus
postupno involuira i zaostaje kao medijani umbilikalni ligament. Iz fetalnog
mokra¢nog mjehura proksimalno se pruzaju epitelni izdanci koji ulaskom u
nefrogenu zonu potaknu formaciju metanefrosa, primitivne strukture bubrega.
HistoloSki gledano, epitel mokracnog mjehura nastaje iz endoderma, a
lamina proprija, muskularis proprija i adventicija razvijaju se iz visceralnog

mezenhima (17).

1.4. BENIGNE EPITELNE NEOPLAZME |
PREKURSORI KARCINOMA

Bitha znacCajka urotela je da u sklopu reakcije na lokalni podrazaj ili
ozljedu moze reagirati promjenom izgleda. Ta osobina rezultira nizom
benignih morfoloskih promjena. Koss (18) je u 100 postmortalno pregledanih
mokra¢nih mjehura bez vidljivih makroskopskih promjena naSao dolje
spomenute mikroskopske promjene u vidu Brunnovih gnijezda, ploCaste
metaplazije i cystitis cystica u Cak 93%.

Brunnova gnijezda predstavijaju najceS¢u reaktvnu proliferativnu
promjenu urotela i, prema nekim istraZivanjima (18-19), nalaze se u vecini
mokrac¢nih mjehura (89%-94%), najceS¢e u podrucju trigonuma. RijeC je o
gnijezdolikim invaginacijama urotela u podleZzecu laminu propriju. Spomenuta
gnijezda ponekad gube kontakt s povrSinom te mogu nalikovati na invazivan

tumor, no citoloske karakteristike, pravilnost i glatka kontura gnijezda uvijek



govore u prilog benigne promjene. Kroni¢no oStecenje uzrokovano upalom
uzrokuje nastanak upalne kripte urotela. Spomenuta kripta predstavlja
nezrelu cistu, a Brunnova gnijezda predstavljaju dio presjeka navedene ciste
(19).

Nakupljanjem stani¢nog detritusa ili mucina unutar ciste/gnijezda s
vremenom dolazi do cistiChog prosirenja pa se takva promjena naziva cystitis
cystica. U nekim sluCajevima dolazi do Zljezdane metaplazije epitela koji
oblaze ciste, Sto se oznaCava nazivom cystitis glandularis. U sklopu
Zljezdane metaplazije moze doci do intestinalne metaplazije, tj. Zljezdani
epitel moze nalikovati na epitel crijeva (2).

Floridna Brunnova gnijezda mogu nalikovati na tzv. ,nested” varijantu
urotelnog karcinoma mokra¢nog mjehura, a razlikovanje moze biti zahtjevno.
Kriteriji za malignitet su manja, nepravilnije rasporedena gnijezda koja
pokazuju izrazeniju razliku u veliCini. Ujedno, floridna Brunnova gnijezda ne
pokazuju osobine infiltracije okolnog tkiva (17).

U vedini istrazivanja ove se reaktivne promjene nalaze u sklopu upale,
no neki autori (18) opisali su ih i u potpunoj odsutnosti upale, Sto otvara
mogucnost da je rije€ o sasvim normalnim varijantama histoloskog izgleda
mokracnog mjehura. Visoka pojavnost ovih promjena u normalnom
mokracnom mjehuru ukazuje da se najvjerojatnije ne radi o premalignim
promjenama i da nema uzroCno-posljediCne veze izmedu njihove pojave i
pojave karcinoma (20). Ponekad se navedene promjene nalaze uz karcinom,
no vjerojatnije je da se u tim slu€ajevima radi o reakciji na upalu, tj. oSteéenje
urotela koje izazove karcinom.

Metaplazija je proces pretvorbe jedne vrste tkiva u drugo koje nije
karakteristicno za lokaciju na kojoj se pretvorba zbiva. Urotel Cesto podlijeze
metaplaziji, najceSce plocCastoj ili Zljezdanoj. U podlozi metaplazije nalaze se
kroniCni upalni procesi, kateterizacija i druge kronicne ozljede.

PloCasta metaplazija najceS¢e se nalazi u podrucju trigonuma mjehura
u Zzena, no moze se naci i na drugim mjestima unutar sluznice. Ponekad
moze biti prisutna keratinizacija epitela, parakeratoza i naglasen granularni

sloj. Sama po sebi, ploCasta metaplazija ne predstavlja premalignu promjenu,



no bolesnici s keratinizirajucom metaplazijom trebaju biti kliniCki praceni jer
imaju povecani rizik za pojavu karcinoma plocastih stanica (21).

Kod zljezdane metaplazije pokrovni epitel postaje visoki cilindriCan,
nalik na onaj u gastrointestinalnom traktu, uz zariSnu pojavu vrcastih stanica
te se ovaj tip metaplazije ponekad naziva i ,intestinalni tip“. Kao i ploCasta
metaplazija, Zzljezdana metaplazija sama po sebi najvjerojatnije nije
prekanceroza, no ipak postoje proturijeCha tumacenja o riziku za nastanak
adenokarcinoma u osoba sa Zljezdanom metaplazijom (22-23). Obzirom na
oskudnost istrazivanja u literaturi, pitanje je joS uvijek otvoreno i postoji
potreba klinickih kontrola bolesnika dok se konaCne smijernice ne postave
(24).

Nefrogeni adenom predstavlja specifiCan tip metaplazije. U sklopu
kroniCne upale sluznice ili cijeljenja rane nakon traume odnosno operacije,
urotel moze biti zamijenjen jednim slojem kubiCnih stanica. Te stanice
proliferiraju Cineci papile na povrSini i tubule ili mikrociste u lamini propriji.
Stoga je naziv poprilicno neprecizan, buduéi da proliferacija nije nefrogena
veC urotelnog porijekla, a nije ni rijeC o neoplazmi pa adenom nije
najprikladniji naziv (17).

Oko dvije tre€ine pacijenata s nefrogenim adenomom su muskarci, a
razlog je taj Sto su u njih ¢eSc¢i operativni zahvati u mokracnom mjehuru zbog
benignih promjena prostate i pracenja prethodnog karcinoma mokrac¢nog
mjehura ili prostate (25). Isto tako, nefrogeni adenom sve se ¢eS¢e opisuje u
imunokompromitiranih bolesnika, osobito nakon transplantacije organa.
Obicno se kliniCki prezentira nadrazajnim simptomima ili hematurijom (17).

Obzirom na mikroskopsku sliku i ponekad egzofitiCan makroskopski
izgled, bithno je ne zamijeniti nefrogeni adenom =za adenokarcinom.
Diferencijalno dijagnosticki, nefrogenom adenomu je izgledom najblizi
svijetlostanicni karcinom mokracnog mjehura i adenokarcinom prostate.
Glavne razlike su u obilnoj upali u podlozi nefrogenog adenoma, prisutnosti
bazalne membrane oko tubula i odsutnosti mitoza. Zbog navedenih

karakteristika, razlikovanje rijetko predstavlja problem (26).



Pitanje da li nefrogeni adenom moze biti prekursor adenokarcinomu
mokra¢nog mjehura jos je otvoreno (17).

Kao Sto je prije spomenuto, urotel praznog mjehura u normalnim
uvjetima Cini 7-8 slojeva stanica. Sve viSe od toga u odsutnosti displazije
definirano je kao urotelna hiperplazija. Hiperplazija moze biti ravnog oblika ili
papilarna. PovrSina urotela je obicno valovita. Ukoliko je rije¢ o papilarnom
obliku, mogu biti prisutne sitne kapilare na bazi papila (27).

Po definiciji, jednostavna hiperplazija, bila ravna ili papilarna, ne
posjeduje displasticnu komponentu no u hiperplasticnom urotelu moze dodi
do pojave displazije, najéeS¢e u blizini urotelnog karcinoma. Klinicki znacaj
ravne hiperplazije nije poznat, osim Sto se dovodi u vezu s upalnim
poremecajima poput litjaze i endometrioze te s novotvorinama. Veza
papilarne hiperplazije i papilarne neoplazije niskog gradusa nije joS
ustanovljena (28).

Nema dokaza da hiperplazija posjeduje maligni potencijal, no pojedine
studije pokazuju da u sluCajevima kad postoji konkomitantni papilarni
karcinom hiperplazija s karcinomom dijeli odredeni stupanj klonalnosti (29).

Jedan od entiteta koji valja spomenuti pri opisivanju neneoplasticnih
promjena urotela svakako je pseudokarcinomatozna epitelna hiperplazija.
RijeC je o promjeni koju su kao zasebni entitet 2000. godine prvi put opisali
Baker i Young (30) u sklopu promjena nakon radioterapije karcinoma u
podrucju zdjelice. Slicne promjene opisane su i nakon kemoterapije (31) te u
odsutnosti terapije (32). Mikroskopski, u povrsnim dijelovima lamine proprije
nalaze se nakupine epitelnih stanica nepravilnog oblika i rasporeda. Opisane
stanice pokazuju umjerenu do jako izrazenu pleomorfiju i ponekad, zariSnu
ploCastu diferencijaciju te uglavnom okruzuju krvne zile Cije su stijenke
prozete fibrinom. U sklopu promjene opisano je nakupljanje upalnih stanica,
edem, kongestija i prisutnost atipicnih fibroblasta u lamini propriji (30-32).



1.5. BENIGNE UROTELNE NEOPLAZME |
PREKURSORI KARCINOMA

1.5.1. PAPILOM

Urotelni papilom je egzofiticni tumor graden od rahle fibrovaskularne
strome oblozene epitelom koji u potpunosti nalikuje na obi¢an urotel.
Predstavlja neSto manje od 1% svih urotelnih neoplazmi, a nalazi se
najceS¢e u mladih osoba i u djece. Odnos zahvacenosti muskog i Zenskog
spola iznosi 1.9:1. Papilarni izdanci strome su njezni, uz blago naglaseno
grananje, ali nikad nema fuzije papila. PovrSinske stanice Cesto su istaknute.
U stromi se mogu naci edem i pojaCana prisutnost upalnih stanica. Urotel
nikad nema znakova atipije, a mitoze su ogranicene isklju€ivo na bazalni sloj
stanica (28).

Bitne diferencijalno dijagnostiCke imunohistokemijske znacCajke
papiloma ukljuCuju nizak proliferativni indeks mjeren s Ki-67 (33) i specificnu
izrazenost citokeratina 20 (34). Naime, u papilomu, kao i u normalnom
urotelu, povrSinske stanice za razliku od intermedijarnih stanica pokazuju
izrazito pozitivnu imunohistokemijsku reakciju na citokeratin 20.

S molekularnog stajaliSta, urotelni papilomi Cesto pokazuju mutacije
receptora faktora rasta fibroblasta 3 (FGFR3), po ¢emu su slicni papilarnoj
urotelnoj neoplazmi niskog malignog potencijala (PUNLMP) i papilarnom
urotelnom karcinomu niskog gradusa (35). U papilomima se ne susrecu

mutacije p53 (33). Papilom tek rijetko recidivira (u oko 8% slucCajeva) (28).

1.5.2. INVERTIRANI PAPILOM

Invertirani papilom (IP) je benigni papilomatozni tumor koji, za razliku

od egzofiti€nog papilomatoznog nacina rasta uobicajenog za vecinu urotelnih



tumora, pokazuje endofiti€nu osobinu rasta urastanjem urotela u podlezecu
stromu. Spada u skupinu rjedih novotvorina (Cini <1% svih urotelnih tumora)
(17), a nalazi se najceSc¢e u starijih odraslih osoba. Odnos zahvacenosti
muskog i zenskog spola iznosi 4.5:1. Histoloski, za invertirani papilom
karakteristiCna je relativno glatka kontura povrsine prekrivena arhitekturalno i
citoloSki normalnim urotelom. Od povrSine polaze otoCi¢i ili trake urotela
Sirine 7-10 stanica i urastaju u podlezec¢u laminu propriju. Periferne bazalne
stanice Cesto su rasporedene palisadno, a unutarnje stanice poprimaju
vretenast i izduljen izgled. Stanice tumora su jednolike, a mitoze su rijetke.
Cesto se nalaze Zarista plocaste diferencijacije. Stroma tumora je rahla
vezivna i sadrzi brojne tankostijene krvne Zile (36).

UnatoC viSe izvjeStaja o malignoj alteraciji IP unutar mokraénog
sustava (37-39), mogucénost maligne alteracije i dalje je dvojbena. Prije
svega, za razliku od obi¢nog papiloma, u do 15% IP mogu se naci citoloSke
atipije izrazene do odredene mjere, Sto moze dovesti do pogresne dijagnoze
karcinoma. Broussard i sur. (40) opisali su 11 sluCajeva IP sa citoloSkom
atipijom. Njihovi bolesnici bili su Klini¢ki praceni u razdoblju od 5 mjeseci do 7
godina. U svim sluCajevima, podrucja s atipijom bila su zariSna i sastojala su
se od stanica prominentnih jezgrica, stanica s atipicnom ploCastom
metaplazijom, displastiCnih i multinuklearnih orijaskih stanica. Ki-67 je bio
blago povisen u nekim sluCajevima. U dva sluCaja bila je izrazena
imunohistokemijska reakcija na p53. Niti jedan od bolesnika nije imao
prethodan niti naknadan tumor mokra¢nog mjehura (40).

Nadalje, moguce je da neki od prikazanih slu€ajeva IP s malignom
alteracijom zapravo predstavljaju jedan od dva maligna patolosSka entiteta
(tzv. ,nested” varijanta urotelnog karcinoma i invertirani tip urotelnog
karcinoma) koje je moguce  pogreSno  dijagnosticirati zbog
nekonvencionalnog, invertiranog nacina rasta. ,Nested“ varijanta urotelnog
karcinoma se razlikuje od IP po nepravilnom rasporedu, obliku i gustom
rasporedu gnijezda, a Cesto i po prisutnosti invazije misiénog sloja (41).
Prema Aminu i sur. (42), u diferencijalnoj dijagnozi IP i invertiranog tipa

urotelnog karcinoma valja usmijeriti paznju na arhitekturalne i citoloske
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znacCajke lezije. Urotelni karcinom s invertiranim nacinom rasta pruza deblje
trake u laminu propriju, a Sirina traka je nejednolika te postoji prijelaz traka i
traCaka u solidnije nakupine. Karakteristicno pravilno sazrijevanje, vretenaste
stanice i palisadiranje perifernih stanica koje moZzemo naci u IP su opcenito
odsutni ili neuocljivi u karcinomu s invertiranim nacinom rasta. Ukoliko postoji
nedvojbena invazija u laminu propriju ili miSicni sloj stijenke, dijagnoza IP je
iskljucena (42).

Zanimljiva molekularno-patoloska studija prikazana je 2005. na
godiSnjem sastanku Akademije patologije Sjedinjenih drzava i Kanade
(USCAP). Tom prilikom je objavljeno istrazivanje o razlici u ekspresiji gena
izmedu IP i urotelnog karcinoma s invertiranim nacCinom rasta (43).
Istrazivane su mutacije gena za FGFR3 koje su dio patogenetske sekvence u
nastanku urotelnog karcinoma te izrazaj proliferacijskog markera Ki-67.
Razlika u uCestalosti mutacije FGFR3 i izrazaju Ki-67 izmedu IP i invertiranog
urotelnog karcinoma bila je statistiCki znacCajna, a prisutnost mutacije i
ekspresija Ki-67 u >5% stanica mogle su razlucCiti karcinom od papiloma s
osjetljivosS¢u od 69% i specificnoScu od 91%. Zaklju€ak studije bio je da je IP
benigna lezija koja ne prikazuje specificne genetske promjene koje se mogu

naci u neinvazivnim egzofiticnim papilarnim urotelnim tumorima (43).

1.5.3. UROTELNA DISPLAZIJA

Displazija je lezija ograniCena na urotel sa citoloskim i arhitekturalnim
karakteristikama koje ukazuju na preneoplaziju, ali nedovoljno izrazena za
dijagnozu karcinoma in situ (CIS). Displasticni urotel sadrzi medusobno
povezane stanice karakterizirane promjenama jezgre poput nepravilnog
gomilanja i hiperkromazije. Jezgrice mogu biti istaknute, a mitoze, ukoliko su
prisutne, uglavnom su smjesStene bazalno. PovrSinske stanice uglavnom su
prisutne. Vecina stani¢nih abnormalnosti u displaziji ograni¢ena je na bazalni

I intermedijarni sloj stanica (44-45).
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Reaktivna atipija u sklopu upale razlikuje se od displazije po
prisutnosti jednoliko velikih jezgara istaknute jezgrice s rahlim i pravilno
rasporedenim kromatinom. S druge strane, CIS se od displazije razlikuje
pleomorfizmom, izrazeno hiperkromatskim jezgrama diljem epitela, mitozama
u gornjim slojevima i mjestimichom diskohezivnoS¢u stanica (46-47).
Imunohistokemijski, citokeratin 20 je u CIS-u izrazen u svim slojevima
urotela, a ne samo u povrSinskim stanicama kao u normalnom urotelu (48).

Ocjena prisutnosti displazije vrlo je bitha u terapiji neinvazivnih
papilarnih tumora. Displazija koja se susrece u okolini takvih tumora naziva
se sekundarnom displazijom, ukazuje na nestabilnost urotela diljem mjehura i
na poveéanu mogucénost recidiva i progresije tumora (49). De novo
(primarna) displazija je rjeda i njen KliniCki tijek rasvijetljen je tek nedavno
kada je ustanovljeno da u otprilike 5-19% sluCajeva napreduje u neoplaziju
(50-51).

1.6. RAK MOKRACNOG MJEHURA

1.6.1. EPIDEMIOLOGIJA | ETIOLOGIJA

Svake godine u prosjeku se dijagnosticira oko 330 000 sluCajeva
karcinoma mokra¢nog mjehura u svijetu (52). Ako se izuzmu tumori koZe,
karcinom mokrac¢nog mjehura je po incidenciji ukupno deveti najceS¢i maligni
tumor u oba spola te sedmi najéeS¢i u muskaraca (53). Odnos zahvacéenosti
muskog i zenskog spola je otprilike 3.5:1. lako se smatra relativno rijetkim u
Zena, broj bolesnica priblizan je onom oboljelih od karcinoma vrata maternice
I karcinoma jajnika (54).

Incidencija bolesti u posljednjih nekoliko desetlje¢a pokazuje blagi
porast, kao i velike regionalne razlike unutar svijeta. NajviSa je incidencija za
oba spola zabiljezena u zemljama Europske Unije, sjeverne Amerike i
sjeverne Afrike, dok je bolesti nesto rjeda u Aziji. NajéeSc¢a je u bijelaca. U
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razdoblju od 1999-2003. prosje€na dob bolesnika (ukljucujuci oba spola) pri
postavljanju dijagnoze bila je 73 godine (55).

Od svih histoloSkih oblika, najc¢es¢i je urotelni karcinom, koji €ini oko
90% svih oblika karcinoma mokracnog mjehura. Manje su zastupljeni
karcinom plocCastih stanica (oko 5%), adenokarcinom (2%), karcinom malih
stanica i drugi. Procjenjuje se da od svih bolesnika s novootkrivenim
urotelnim karcinomom mokra¢nog mjehura njih 70-80% ima neinvazivni ili
rano invazivni karcinom, tj. onaj koji odgovara stadiju Ta, Tis, ili T1 (28).

Cak i u bolesnika u kojih je karcinom otkriven u nekom od navedenih
ranijin stadija, nakon lijeCenja mozZe se ocCekivati recidiv bolesti u 50-70%
sluCajeva, a napredovanje bolesti u 15-25% (56). Zbog visoke stope recidiva
i potencijalno agresivnhog tijeka bolesti, potrebno je intenzivno KkliniCko
pracenje bolesnika. U Sjedinjenim ameri¢kim drzavama se na karcinom
mokracnog mjehura od dijagnoze do smrti potroSi viSe nov€anih sredstava po
bolesniku nego u bilo koje druge maligne bolesti (57).

Postoji niz Cimbenika rizika za razvoj karcinoma mokracnog
mjehura, od kojih se najvaznijim smatraju puSenje cigareta i profesionalna
izlozenost odredenim karcinogenima, ponajprije anilinskim bojama. Bitno je
naglasiti da je velina potencijalnih karcinogena inaktivha, a aktiviraju se
uspomo¢ enzima koji pokazuju genetski definirane razlike u aktivnosti. 1z
ovog razloga osjetljivost na karcinogene varira izmedu pojedinaca i
populacija (58).

PusSenje cigareta dovodi se u vezu s karcinomom mokra¢nog mjehura
od 60-tih godina proSlog stolje¢a (59); smatra se da je taj Cimbenik rizika
odgovoran za pojavu Cak 66% svih sluCajeva u muskaraca i 30% u zena
(60). PuSaci imaju 2 do 6 puta visi rizik za nastanak karcinoma mokra¢nog
mjehura od nepusaca. Rizik je vecCi i u nekadasnjih puSaca, u kojih iznosi oko
1.9:1. Ustanovljeno je da je potrebno oko 20 godina puSenja cigareta za
razvoj karcinoma, a rizik raste s brojem popusenih cigareta dnevno (61). U
pusaCa sa neinvazivnim karcinomom mokra¢nog mjehura remisija bolesti
dulja je u onih bolesnika koji prestanu pusSiti nakon dijagnoze. Tocan

mehanizam kojim duhanski proizvodi uzrokuju karcinom mokracnog mjehura
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nije sasvim razjasSnjen, no implicira se ukljuCenost karcinogena poput
akroleina, 4-amino-bifenila, arilamina i slobodnih kisikovih radikala (59-61).

Profesionalna izlozenost anilinskim bojama koje se koriste u industriji
boja, gume i tekstila smatra se Cimbenikom rizika za razvoj karcinoma
mokrac¢nog mjehura od 1895., kad je Ludwig Rehn objavio izvjeSée o tri
slu¢aja tumora mokra¢nog mjehura u radnika u proizvodniji fuksina, jednog
od derivata anilina i drugih aromatskih amina. Najkancerogeniji aromatski
amin je benzidin, koji se koristi u proizvodnji boja i kao oc¢vrs€ivac¢ u industriji
guma (62).

EpidemioloSka povezanost pojave karcinoma i profesionalne
izlozenosti ovisi o nivou industrijalizacije. U visoko industrijaliziranim
drustvima, Cak Cetvrtina urotelnih karcinoma pripisuje se profesionalnoj
izlozenosti. Period latencije izmedu izlozenosti i pojave karcinoma obi¢no je
produljen. Aromatski amini danas su zabranjeni, no kemijske supstance koje
nastaju izgaranjem ugljena takoder povecavaju rizik nastanka karcinoma
mokracnog mjehura. Pojava karcinoma takoder je primijeCena u plinskih
radnika, soboslikara i frizera (60).

Mehanizam kemijske karcinogeneze u mokraénom mjehuru donekle je
rasvijetlien brojnim istrazivanjima. Uloga nokse pripisuje se kemijskim
spojevima iz skupine arilamina koji se u jetri konjugiraju s N-glukuronskom
kiselinom te se kao topljivi konjugati pri normalnom pH izlu€uju mokracom
(63). No ukoliko je pH mokrace sniZzen, dolazi do hidrolize konjugata koja
rezultira stvaranjem N-hidroksiarilamina, spojeva koji se kovalentno vezu na
DNA urotelnih stanica i ostvaruju direktni mutageni i karcinogeni ucinak (64).
Osim pusSenja i profesionalne izlozenosti anilinskim bojama, spominju se i
neki dodatni Cimbenici rizika koji doprinose pojavi manjeg dijela karcinoma
mokracnog mjehura u koje se ubrajaju: kroni¢na infekcija mokra¢nog
mjehura (65) i shistosomijaza mokracnog mjehura (66), oboje povezani sa
karcinomom ploCastih stanica mokracnog mjehura; zatim izloZenost
spojevima arsena u pitkoj vodi (67), pretjerana uporaba analgetika koji
sadrze fenacetin (68) te terapijska uporaba ciklofosfamida (69). Unos kofeina

je impliciran kao €imbenik rizika, no Cini se da se vecina tog utjecaja moze
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pripisati puSenju, bududi da puSaci unose viSe kofeina od nepusaca (70). Isto
tako, postoje istrazivanja provedena na glodavcima u kojima je uspjesno
induciran karcinom mokra¢énog mjehura uz pomo¢ umjetnih zasladivaca na
bazi saharina (71), no epidemiolosSke studije nisu ukazale na kompatibilnost
tih eksperimentalnih modela s razvojem tumora mokraénog mjehura u ljudi
(72).

Za razliku od mnogih drugih malignih bolesti, nasljedni ¢imbenici ne
igraju izraZzenu ulogu u nastanku karcinomu mokra¢nog mjehura. Podaci koji
to najzornije pokazuju nalaze se u istrazivanju Kiemeney i sur. (73), koji su
proucili medicinsku dokumentaciju viSe od 12 000 srodnika 190 bolesnika
oboljelih od karcinoma mokra¢nog mjehura na Islandu od 1983 do 1992. lako
je rizik pojave karcinoma bio blago veci u srodnika, relativni rizik bio je visi u
srodnika u drugom i tre¢em koljenu negoli u onih u prvom koljenu, Sto govori

protiv jasno objasnjivog nasljednog utjecaja.

1.6.2. KLINICKA SLIKA | RANO OTKRIVANJE BOLESTI

IzraZenost i vrsta kliniCkih znakova i simptoma raka mokracnog
mjehura ovisi o proSirenosti i mjestu nastanka tumora. U oko 85% sluCajeva,
prvi znak raka mokracnog mjehura je bezbolna hematurija (4). U sustini,
praktiCki u svih bolesnika sa cistoskopski vidljivim karcinomom nalazi se
barem mikrohematurija ukoliko se ispita dovoljno uzoraka mokrace (74).
Medutim, ta je hematurija Cesto intermitentna, tako da test na hematuriju
napravljen na jednom ili dva uzorka nema dovoljno visoku negativnu
prediktivnu vrijednost da bi se iskljuCilo postojanje raka (75). Prema tome,
ukoliko stariji bolesnik ima makro ili mikrohematuriju nepoznatog uzroka, a pri
ponovnom testiranju nema krvi u mokradi, ipak valja pristupiti cistoskopskom
pregledu (76). Isto tako, u pojedinaca starijih od 60 godina i u mladih pusaca
te u osoba izloZenih karcinogenima valja inzistirati na cistoskopiji ve¢ u

pocetnoj fazi obrade (77).
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Nesto rjede, simptomi mogu biti dizuricne prirode. Ova klinicka slika
c¢eS¢e se nalazi u bolesnika s difuznim karcinomom in situ ili invazivnim
karcinomom. Ipak, ovi simptomi gotovo su uvijek praceni barem
mikroskopskom hematurijom. Ostali, rjedi znaci i simptomi raka mokraé¢nog
mjehura su bol u slabinama zbog opstrukcije mokra¢ovoda, edem donijih
ekstramiteta i nalaz tumora u zdjelici. Tumori koji infiltriraju vezikoureteralno
uS¢e mogu dovesti do pojave hidronefroze, koja se smara loSim
prognostickim znakom. Vrlo rijetko, bolesnici se pojavljuju sa simptomima
uznapredovale bolesti, poput gubitka na tezini, boli u kostima ili trbusnoj
Supljini.

Osim detekcije hematurije, postoji joS nekoliko dijagnostickih oruda
koja se mogu koristiti u ranom otkrivanju raka mokracnog mjehura, kao Sto
su citologija, protoCna citometrija i kvantitativha analiza slika uz pomoc¢
fluorescentnih DNA proba.

Mikroskopskim pregledom sedimenta urina ili ispirka mokraénog
mjehura moguce je dokazati maligne stanice, koje obi¢no imaju nesto vece,
hiperkromatske jezgre i oskudniju citoplazmu. Bolje diferencirani tumori imaju
kohezivnije stanice koje se slabije odvajaju u mokracu, a istodobno su viSe
nalik normalnim urotelnim stanicama. Stoga citologija ima nisku osjetljivost
za tumore niskog gradusa. Osijetljivost za tumore visokog gradusa je najvise
80% (78), medutim specificnost je vrlo visoka (79). Smatra se da je otkrivanje
raka mokracnog mijehura citoloSkim metodama isplativo samo u rizi¢nih
skupina bolesnika, a ne u opcoj populaciji (80).

ProtoCna citometrija mjeri sadrzaj deoksiribonukleinske kiseline (DNA)
u stanicama Cije su jezgre obojene fluorescentnom bojom koja se veze na
DNA. Na taj naCin moze se odrediti koliCina aneuploidnih stanica, kao i
proliferativna aktivnost tumora. PoboljSanje osjetljivosti i specificnosti
protocne citometrie moguce je primjenom mnogostrukih parametara. Na
primjer, protoCni citometar moze se programirati da mjeri samo kolicinu DNA
u stanicama pozitivnim na citokeratine (epitelnim stanicama) (81). Tim
pristupom izbaCene su stanice koje mogu lazno utjecati na rezultat, poput

upalnih stanica. Dobro diferencirani tumori Cesto su diploidni i slabije
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prepoznatljivi ovom metodom, tako da se osjetljivost i specificnost protoCne
citometrije uvelike poklapa s onom citologije urina (82). Opcenito govoredi,
protoCna citometrija nije se pokazala kliniCki upotrebljivijiom od citologije u
ranom otkrivanju raka mokracnog mjehura.

Mikroskopski razmazi stanica obojani fluorescentnim bojama koje se
vezu na DNA mogu se analizirati raCunalnim putem kako bi se procijenio
sadrzaj DNA u pojedinoj stanici (citometrija analizira populacije stanica, ne
pojedinacne stanice). Dodatnom primjenom monoklonalnih protutijela postize
se bolja osjetljivost ove metode u otkrivanju tumora niskog gradusa u
usporedbi s citologijom i protoCnom citometrijom (83).

lako se sumnja na rak mokra¢nog mjehura ujedno moze postaviti i
ultrazvucnim pregledom ili kompjutoriziranom tomografijom, posljednja karika
u postavljanju dijagnoze je uvijek cistoskopija. Prilikom cistoskopije, izvrsi se
biopsija ili transuretralna resekcija (TUR) tumora, pri ¢emu valja i¢i dovoljno
duboko da se dobiju uzorci miSicnog sloja stijenke. Obzirom da postoji niz
stanja koja makroskopski, pa i histoloSki mogu nalikovati na karcinom,
konacna dijagnoza dobiva se patohistoloskom analizom.

Zbog moguce multicentricnosti promjena, prilikom cistoskopije
preporucljivo je uzeti nekoliko biopsija sluznice iz podrucja uz tumor, kao i iz
podrucja suprotne strane mjehura, trigonuma, fundusa i prostatiCnog dijela
uretre. Jasno je da kod ovakvih nasumicnih biopsija postoji relativnho velika
mogucnost da dijelovi sluznice s premalignim ili malignim promjenama ne
budu zamijeceni.

Kako bi se pospjeSila osjetljivost cistoskopije u otkrivanju mjesta
pogodnih za biopsiju, smiSljena je metoda koja koristi svojstvo urotelnih
tumora da upijaju fluorescentne derivate porfirina. Uspomo¢ cistoskopije koja
koristi plavo svjetlo valne duljine 375 do 440 nm, moze se vizualizirati
nakupljanje intravezikalno primijenjene 5-aminolevulinske kiseline (ALA),
prekursora protoporfirina IX. Na taj naCin mogu se primijetiti neke lezije
nevidljive prilikom konvencionalne cistoskopije (84-87). Ipak, broj
neprimijecenih tumora nije sasvim jasan, a ¢ak pola uzoraka bioptiranih zbog

fluorescencije histoloSki ne pokazuje nikakve znakove malignosti. DoduSe,
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moguce je da ta podruja sadrze stanice koje su krenule putem
tumorigeneze, a joS su nepromijenjenog fenotipa. Najbitnija je Cinjenica da
TUR potpomognut fluorescencijom smanjuje vjerojatnost recidiva bolesti
(86).

1.6.3. STUPNJEVANJE BOLESTI

Za ocjenu stadija karcinoma mokra¢nog mjehura od strane patologa, u
uporabi je sljedeca patoloSka TNM (pTNM) klasifikacija, izdana od strane

Medunarodne organizacije za borbu protiv raka (UICC) (6):

Tumor

TX: Tumor se ne moze procijeniti

TO: Nema dokaza tumora

Ta: Neinvazivni papilarni karcinom

Tis: Karcinom «in situ»; «ravni tumor»

T1: Invazija tumora u subepitelno vezivo

T2: Invazija tumora u miSiéni sloj mjehura

T3: Invazija tumora u perivezikalno tkivo

T4: Invazija tumora u prostatu, maternicu, vaginu, zid zdjelice ili zid

abdomena

Nodus (limfni ¢vor)
NX: Regionalni limfni ¢vorovi se ne mogu procijeniti
NO: Nema metastaza u regionalne limfne ¢vorove

N1: Stanice karcinoma mokra¢nog mjehura pronadene u jednom

limfnom Cvoru Ciji je promjer dva centimetra ili manji

18



N2: Stanice karcinoma mokrac¢nog mjehura pronadene u jednom ili
viSe limfnih ¢vorova od kojih nijedan nije veci od pet centimetara u
promjeru

N3: Stanice karcinoma mokrac¢nog mjehura pronadene u jednom ili

viSe limfnih ¢vorova koji mjere viSe od pet centimetara u promjeru

Metastaze

MX: Sirenje karcinoma ne moze se procijeniti
MO: Nema udaljenih metastaza
M1: Dokazano postojanje metastaza

Kao i u ostalih karcinoma, osim TNM klasifikacije, u prognosticke i
terapijske svrhe koristi se i odredivanje gradusa tumora prema stupnju
diferenciranosti, odnosno prema stupnju nalikovanja na normalno tkivo.
Trenutna Klasifikacija tumora prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji
(SZO) (28) koristi dva gradusa, niski i visoki:

Niski gradus : Postoje varijacije u polarnosti jezgara, njihovoj veliCini,
obliku i izgledu kromatina. Jezgre su jednoliko povecane, s blagim razlikama
u obliku, konturi i distribuciji kromatina. Jezgrice mogu biti prisutne, ali su
neupadljive. Mitoze su rijetke i mogu biti prisutne u bilo kojem sloju epitela, ali
su ¢eSce bazalno.

Visoki gradus : Prisutne su izrazene varijacije u polarnosti jezgara,
njihovoj veliCini, obliku i izgledu kromatina. Jezgre su Cesto pleomorfne s
umjerenom do izrazenom varijacijom u veliCini te nepravilnom distribucijom
kromatina. Jezgrice su prominentne. Mitoze su Ceste, ponekad atipiCne i

pojavljuju se u svim slojevima epitela, ukljuCujuci povrsinu.
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1.6.4. PATOHISTOLOSKA SLIKA

Temelj za podjelu urotelnih tumora desetlje¢ima je bila klasifikacija
SZO iz 1973. Potreba za novom, boljom stratifikacijom papilarnih tumora
dovela je do dvije znaCajne konferencije, konsenzusne konferencije 1997. i
ISUP 1998. (od engl. International Society of Urological Pathology), sa
sudjelovanjem patologa, urologa i onkologa . Ove su konferencije urodile
prijedlogom za novu SZO klasifikaciju 2004 (28).

Prema novoj klasifikaciji, papilarni tumori podijeljeni su u 4 kategorije:
papilom; papilarna urotelna neoplazma niskog malignog potencijala
(PUNLMP, od engl. ,papillary urothelial neoplasm of low malignant
potential®); karcinom niskog gradusa; i karcinom visokog gradusa. Kao
rezultat, nekadasnji karcinomi gradusa 1 prema SZO Klasifikaciji iz 1973
reklasificirani su kao PUNLMP ili karcinom niskog gradusa; karcinomi
gradusa 2 spadaju u karcinome niskog ili visokog gradusa; a karcinomi
gradusa 3 nazivaju se karcinomima visokog gradusa (28).

Glavna razlika klasifikacija iz 1973. i 2004. je uvodenje pojma
PUNLMP, s namjerom da se razdvoji skupina neinvazivnih papilarnih
neoplazma Cije je bioloSko ponaSanje znatno manje agresivno od karcinoma.

lako je proSlo ve¢ vise od desetlieca od spomenutih temeljnih
konferencija, klasifikaciju mnogi joS uvijek smatraju ,radnom“ zbog potrebe
za veéim brojem Kklinickih i molekularnih studija koje bi dale detaljnije
prognostiCke i terapijske smjernice u odredenim slucajevima (36).

Prema obliku rasta, karcinome mokrac¢nog mjehura mozemo podijeliti
na one s papilarnim rastom i one koji rastu kao ravne, infiltrativne lezije. Obje
vrste karcinoma mogu rasti kao invazivni ili neinvazivni tumori. Prema tome,
postoje i neinvazivni ekvivalenti za oba tipa rasta tumora. Smatra se da
.favni“ oblik invazivhog karcinoma nastaje iz karcinoma in situ (CIS), a
invazivni oblik papilarnog karcinoma nastaje iz neinvazivnog, pTa stadija
papilarnog karcinoma prema TNM Klasifikaciji. Papilarna urotelna neoplazma

niskog malignog potencijala ima znatno bolju prognozu od karcinoma
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mokra¢nog mjehura, no opisana je u ovom poglavliju zbog svoje sklonosti
recidivima, kao i mogucnosti napredovanja u gradusu, koje je srecom nesto

rjede.

Papilarna urotelna neoplazma niskog malignog potencijala (PUNLMP)
je donekle kontroverzan patoloSki entitet definiran kao neinvazivni papilarni
urotelni tumor koji nalikuje na egzofitiCni urotelni papilom, no pokazuje
povecani broj slojeva stanica (88) u odnosu na normalni urotel. Ovaj entitet bi
prema staroj SZO Kklasifikaciji urogenitalnih tumora iz 1973 odgovarao
neinvazivhom papilarnom urotelnom karcinomu gradusa 1. To su vec¢inom
solitarni tumori, a Cesto su smjeSteni u lateralnom ili posteriornom dijelu
mokra¢nog mjehura, u blizini us¢a uretera. Ce3éi su u starijih osoba, a odnos
zahvacenosti muskog i Zenskog spola iznosi 4.5:1 (89).

Histoloski, papile su tanke, nefuzionirane, a oblozene su urotelom koji
sadrzi viSe slojeva nego normalan urotel, no citoloSka atipija je odsutna ili
minimalna. Postoji dojam prevladavaju¢eg reda, s tek minimalnim
varijacijama u arhitekturi i izgledu jezgara. Jezgre su blago uveéane u
odnosu na normalne. Bazalni sloj stanica palisadira, a sloj povrsnih stanica
najéescCe je prisutan. Mitoze su rijetke i smjeStene su bazalno. PovrSinske
stanice su uglavnom prisutne (17).

U istrazivanju objavljenom 2008., Barbisan i sur. (90) zakljucili su da
su znacajke nerecidiviraju¢ih PUNLMP izraZena imunohistokemijski pozitivna
reakcija na FGFRS3, pozitivnost povrSinskih slojeva na CK20 i nizak
proliferacijski indeks.

Prognoza u bolesnika s PUNLMP je odlicha. Do povrata bolesti moze
doci, no znatno rjede nego u bolesnika s neinvazivnim papilarnim urotelnim
karcinomom (91). Rijetko, obi¢no viSe godina nakon dijagnoze, moze do¢i do
pojave tumora viSeg gradusa/stupnja bolesti u istog bolesnika. Srednje
vrijednosti recidiva tumora, progresije u viSi stupanj bolesti, i tumor-

specificnog mortaliteta iznose otprilike 35%, 4% i 2% (89, 92-93).
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Karcinom in situ (CIS) predstavlja proliferaciju citoloSki malignih
urotelnih stanica ogranicenih na sluznicki epitel. U manje od 10% sluCajeva
pojavljuje se de novo, dok ostatak bolesnika s CIS ima povijest prethodnog ili
istodobnog karcinoma (94). CIS je znaCajan Cimbenik rizika za pojavu
invazivnog karcinoma, koji nastaje u Cak 80% bolesnika unutar 4 godine.
Progresija bolesti ceS¢a je u bolesnika s multifokalnim CIS (95).

HistoloSki, CIS je ravna lezija u kojoj povrSinski epitel sadrzi citoloski
izrazito atipine stanice. lako promjene obi¢no obuhvacaju cijelu debljinu
epitela, to nije nuzno za dijagnozu (51, 96). KarakteristiCan je gubitak
polarnosti i kohezivnosti stanica. Stanice tumora obicno su velike i
pleomorfne, imaju umjereno obilnu do obilnu citoplazmu, iako mogu biti i
manje sa povecanim odnosom veliCine jezgre prema citoplazmi. Kromatin je
grublji, grudast. Jezgrice su obic¢no vece i naglaSene, barem u vecini stanica,
a mogu biti i viSestruke. Mogu se naci atipiCne mitoze i u najpovrsnijim
slojevima epitela. PovrSinske stanice mogu biti prisutne u CIS.

Posljednjih godina definirane su neke vrste rasta CIS. Kod tzv.
.pagetoidnog” oblika rasta pojedinaCne tumorske stanice rasprSene su
izmedu normalnih urotelnih stanica. U jednom dijelu CIS dolazi do izrazenog
gubitka kohezivnosti, Sto rezultira tzv. ,denudacijskim* oblikom rasta. Isto
tako, opisane su varijante CIS malih i velikih stanica. CIS se mozZe nadi i
unutar neneoplasticnih invaginacija urotela poput von Brunnovih gnijezda ili
cystitis cystica (17).

Imunohistokemijska reakcija na citokeratin 20 u CIS-u mokra¢nog
mjehura prisutna je u svim slojevima urotela, a prekomjerna ekspresija p53 je
takoder prisutna (48). Analiza kromosoma u CIS-u mokra¢nog mjehura
pokazuje da je aneuploidija u€estala i da su naj¢eS¢i gubici 14q, 8p, 17p,
13q, 11pi4p (97).

Otprilike 45-65% bolesnika sa CIS i konkomitantnim invazivnim
tumorom umrijet ¢e od bolesti, za razliku od 7-15% bolesnika s primarnim
CIS-om sa ili bez konkomitantnog neinvazivnog papilarnog tumora (98). Cini

se da CIS s aneuploidnim kariotipom nosi viSi rizik za progresiju bolesti (99).
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Neinvazivni papilarni karcinom niskog gradusa odlikuje se uskim
papilama koje se granaju bez ili s minimalnim medusobnim spajanjem. Ti
tumori ostavljaju dojam pravilnog izgleda s jasno prepoznatljivim citoloskim i
arhitekturalnim varijacijama, C€ak i pri malom povecanju. Za razliku od
PUNLMP, varijacije u veliCini i obliku jezgara te rasporedu kromatina jasno su
vidljive.

Jezgre su jednoliko povecane, s manjim razlikama u obliku, obrisima i
rasporedu kromatina. Jezgrice mogu biti prisutne, ali su neuocljive. Mitoze
nisu Ceste i mogu se pojaviti u bilo kojem sloju, ali ¢eSée u bazalnim
slojevima. Bitha napomena je da se izgled papila u mikroskopskom preparatu
procjenjuje na mjestima uzduznog prereza kroz fibrovaskularnu stromu. U
suprotnom, moze se steCi krivi dojam poveéane celularnosti, gubitka
polarnosti jezgara i izrazenije mitotske aktivnosti. Postoje tumori koji unatoC
op¢em pravilnom izgledu ZariSno pokazuju podrucja visokog gradusa; u ovim
sluCajevima tumoru se dodjeljuje visoki gradus.

Porastom gradusa dolazi do gubitka ekspresije CD44 u bazalnom
sloju epitela, ekspresije citokeratina 20 (CK) u svim slojevima epitela i
gubitka ekspresije p63 (100-101). Tumori unutar ove skupine obi¢no su
diploidni, no neke genetske studije pokazuju gubitak 9.kromosoma i ucCestalu
pojavu mutacije FGF3 (102).

Povrat bolesti, napredovanje u stadiju i tumor-specificni mortalitet za
ovaj entitet iznose otprilike 50%, 10% i 5% (8).

Neinvazivni papilarni karcinom visokog gradusa odlikuje se papilama
koje se opseznije granaju i ¢eS€e su spojene. Prevladava dojam nepravilnosti
S izrazenim arhitekturalnim i citoloSkim varijacijama, Cak i pri malom
povecanju. Za razliku od karcinoma niskog gradusa, jasno je prepoznatljiv
nuklearni polimorfizam, umjerena do jaka anizokarioza i1 nepravilna
distribucija kromatina. Jezgrice su izrazene. Mitoze su Ceste, a mogu biti
atipiCne i pojavljivati se u bilo kojem sloju, Cak i povrSinskom. Debljina urotela
Cesto varira kao rezultat diskohezije stanica. Unutar ove kategorije postoji
Siroki spektar atipije, od slabije izrazene atipije do potpuno anaplastiCnh
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karcinoma. Kao i u karcinoma niskog gradusa, treba procjenjivati papile na
uzduznim prerezima kroz fibrovaskularnu stromu. Zbog visoke vjerojatnosti
pridruzene invazije, bitno je pregledati sva suspektna zarista (28).

Papilarni karcinomi visokog gradusa cesto su imunohistokemijski
izrazito pozitivni na p53 i CK20 (48). Vrlo su Cesto na nekoliko kromosoma
prisutni gubici (29, 59, 109, 18q) i dobici (5p and 20q) genetskog materijala.
Ove promjene znatno se razlikuju od onih zabiljezenih u neinvazivnim
papilarnim karcinomima niskog gradusa, no sliche su onima zabiljezenim u
invazivnim urotelnim karcinomima (103). JoS jedan nalaz koji ih razlikuje od
neinvazivnih karcinoma niskog gradusa je znatno rjeda prisutnost mutacije
FGFR3 (104).

Invazivni urotelni karcinom ima znatno loSiju prognozu od
neinvazivnog. Tumori Kkoji razviju sposobnost prodora kroz bazalnu
membranu i invazije lamine proprije, odnosno dubljih slojeva stijenke
proporcionalno €ine manje od 50% svih karcinoma mokra¢nog mjehura.
Vecina pT1 karcinoma su papilarni, visokog ili niskog gradusa, dok je vecina
pT2-pT4 karcinoma ravnog nacina rasta i visokog gradusa (17).

U vecdini sluCajeva prisutna je solitarna lezija, ponekad uz satelitske
¢vorice. Na periferiji tumora mogu se naci displazija ili CIS, kao i na drugim
mjestima prekrivenim urotelom, kao Sto su distalni mokracovod, prostaticni
dio mokracne cijevi, ili distalni prostaticni duktus. Ponekad se in situ lezije
mogu Siriti ¢ak i kroz ductus ejaculatorius i zahvatiti siemene mjehurice, no
ipak, CeS¢i put zahvacanja svih navedenih organa je izravnim Sirenjem
karcinoma kroz stijenku mokracnog mjehura.

Prepoznavanje invazije urotelnog karcinoma u laminu propriju cesto
predstavlja jedan od najzahtjevnijih zadataka u kirurSkoj patologiji i treba biti
zasnovano na preciznim Kriterijima.

Pri procjeni invazije tumora bitno je znati nekoliko pojedinosti. U svim
papilarnim karcinomima visokog gradusa postoji visoka mogucnost invazije,
na Sto treba obratiti pozornost. lako invazija karcinoma niskog gradusa nije

sasvim neuobiCajena, ipak je znatno ¢eSc¢a u onih visokog gradusa i prema

24



nekim izvjeStajima nalazi se Cak u njih 70-96% (8). Kod tangencijalno
presjeCenih neinvazivnih papilarnih tumora, granica strome i epitela djeluje
glatko i pravilno. U sluCajevima prave invazije, vjerojatniji je nalaz gnijezda
nepravilnog oblika i raznolike veli€ine ili pojedinacnih tumorskih stanica koje
prodiru kroz stromu. Kod tangencijalnog prereza kroz neinvazivni tumor i kod
karcinoma koji se pojavljuje u Brunnovom gnijezdu, bazalna membrana
zadrzava pravilan oblik, dok je Cesto odsutna ili prekinuta u slucajevima
prave invazije (8).

Invazivhu frontu tumora mogu sacinjavati pojedinacne stanice ili
nepravilno oblikovana gnijezda, a ponekad se s baze papila u podlezecu
stromu odvajaju prstoliki tracci. Invazivna gnijezda cesto se razlikuju
izgledom od stanica neinvazivne komponente tumora u smislu da stanice
imaju obilniju citoplazmu i izrazeniji polimorfizam jezgara. U nekim
sluCajevima, osobito u mikroinvazivnim tumorima, invazivne stanice imaju
obilnu eozinofilnu citoplazmu Sto se naziva paradoksalnom diferencijacijom.
Ultrastrukturno, invazivne stanice Cesto pokazuju redukciju broja dezmosoma
Sto utjeCe na smanjenu kohezivnost tumorskih stanica (105).

Uz invazivni karcinom Cesto se nalaze histoloSke promjene nastale
kao posljedica prethodnih biopsija, intravezikalne terapije BCG-om,
radioterapijom ili kemoterapijom (106). Spomenute promjene mogu biti toliko
izrazene da prikrivaju istovremenu prisutnost karcinoma. U takvim
sluCajevima, imunohistokemijska pretraga reaktivnosti na citokeratin moze
biti od pomodi. Imunohistokemijska analiza moZze pomoci i u diferencijaciji
invazivnog, slabo diferenciranog karcinoma prostate od slabo diferenciranog
urotelnog karcinoma, od kojih potonji pokazuje pozitivhu reakciju na 34B3E12
(207).

Stromalna reakcija u lamini propriji invazivnih tumora moze biti upalna,
miksoidna ili vezivha te moze predstavljati bitan dijagnosticki trag. lako
vecina tumora mjehura s nedvojbenom invazijom lamine proprije pokazuje
neku vrst stromalne reakcije, ta reakcija ne mora biti izrazena, Sto Cini

prepoznavanje tezim.
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U nekim sluCajevima dolazi do retrakcije strome oko pojedinih
povrsinski invazivnih tumora, Sto se moze zamijeniti s invazijom limfnih zila.
U dvojbenim sluCajevima moze se upotrijebiti imunohistokemijsko bojanje
biljezima za limfne zile, poput D2-40. Retrakcija bi mogla biti jedan od ranih
znakova invazije u laminu propriju. Invazija u laminu propriju moze potaknuti
izrazenu upalnu reakciju strome. Brojne upalne stanice u lamini propriji mogu
otezati prepoznavanje pojedinacnih tumorskih stanica. U rijetkim slucajevima
tumor inducira naglasenu proliferaciju fibroblasta, koji mogu pokazivati
izrazene atipije. Ta proliferacija ne smije se zamijeniti za vretenastu
komponentu sarkomatoidnog tipa urotelnog karcinoma (8).

Posto je dubina invazije najznacajniji prognosticki i terapijski Cimbenik
(8), najbitniji dio izvjeStaja patologa osim postavljanja same dijagnoze je
pazljiva procjena prisutnosti i dubine invazije. Prema Ro i sur. (10), u Cak
91% bioptiranih pacijenata prisutan je sloj glatkog miSi¢a unutar lamine
proprije. Odsutnost tog sloja u pojedinim biopsijama objasSnjava se
¢injenicom da je ¢esto u manjem ili ve¢em dijelu diskontinuiran. Taj je sloj
najéeSCe sastavljen od tankih snopova miSiénih vlakana, iako u pojedinim
sluCajevima snopovi mogu biti deblji i nalikovati na muskularis propriju. Stoga
je potreban poseban oprez u interpretaciji invazie u miSicni sloj.
PretraZivanjem literature mogu se naci pojedini medicinsko-pravni slu¢ajevi u
kojima je zbog nepreciznog izrazavanja patologa vezanog uz navedeni tanki
miSi¢ni sloj doSlo do nepotrebno radikalne operacije i znatnog narusenja
kvalitete zivota bolesnika (12).

MiSi¢éni sloj stijenke (muskularis proprija) sastoji se od snopova
miSi¢nih vlakana veceg promjera. Prisutnost ili odsutnost muskularis proprije
treba uvijek biti naznaCena u patohistoloSkom izvjeStaju, buduéi da
dokumentira dubinu uroloSkog zahvata i moguénost ili nemoguénost procjene
invazije dubljih slojeva stijenke. Otprilike 80% bolesnika s invazijom
karcinoma u miSiéni sloj (pT2) ima spomenuti stupanj invazije od pocCetka,
dok se u ostalih radi o progresiji karcinoma nizeg stadija. Trenutno jedan od

najveCih izazova kirurSke patologije mokracnog mjehura je procjena
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mogucnosti pojedinih pTa i pT1l karcinoma da recidiviraju i invadiraju u
miSic¢ni sloj stijenke (108).

Urotelni karcinom koji invadira miSiéni sloj stijenke raste u obliku
gnijezda, traCaka, manjih nakupina ili pojedinacnih stanica koje su Cesto
razdvojene dezmoplastichom stromom. Citoplazma je obi¢no srednje obilna
do obilna, amfofilna ili eozinofilna, a jezgre su velike, hiperkromatske,
nepravilne i pleomorfne. Prisutnost i izgled jezgrica varijabilni su. Mitoze,
osobito patoloske, su vrlo Ceste.

Invazijom kroz cijelu muskularis propriju karcinom se Siri u
perivezikalno masno tkivo (pT3). Zbog prisutnosti masnog tkiva u svim
slojevima stijenke, ukljuCujuci i laminu propriju, valja biti oprezan u procjeni
dubine zahvacenosti u materijalu dobivenom TUR-om (2).

Karcinomi mokraénog mjehura koji invadiraju u miSi¢ i izvan njega
Cesto pokazuju dediferencijaciju tumorskih stanica te se uz konvencionalni
oblik urotelnog karcinoma visokog gradusa u ¢ak 37% sluc¢ajeva mogu naci
posebni oblici karcinoma (109).

1.6.5. POSEBNI OBLICI PRIMARNOG KARCINOMA
MOKRACNOG MJEHURA

Ova skupina ukljuCuje tumore koji prema klasifikaciji SZO iz 2004. (28)
pripadaju u kategoriju urotelnih karcinoma, ali s posebnom diferencijacijom.

Prema toj klasifikaciji, postoje histoloski zasebni oblici karcinoma
poput plo€astog karcinoma mokraénog mjehura koji ne pripadaju skupini
urotelnih karcinoma. Zasebni oblici razlikuju se od urotelnog karcinoma po
Cimbenicima rizika, patogenezi i prognozi te prelaze okvire ove disertacije.

Prepoznavanje podvarijanti urotelnog karcinoma bitno je jer se obi¢no
radi o tumorima koji imaju neSto loSiju prognozu, a Cesto se nalaze kao
manja komponenta tumora unutar konvencionalnog urotelnog karcinoma

mokrac¢nog mjehura. NajceS¢i oblik divergentne diferencijacije je ploCasti, a
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slijedi ga Zljezdani tip diferencijacije. U ovu skupinu ne pripada sitnostanicni
karcinom, bududi da prisutnost i najmanje koli¢ine te komponente nosi
znatno loSiju prognozu od ostalih oblika i trazi drugaciju terapiju bolesti (28).

PloCasta diferencijacija definirana je prisutnoScu intercelularnih mosti¢a
ili keratinizacije i susre¢e se u 21% svih urotelnih karcinoma mokrac¢nog
mjehura (110). lako kliniCki znaCaj ploCaste diferencijacije nije u potpunosti
razjasnjen, Cini se da je rijeC o tumorima s nesto loSijom prognozom od
konvencionalnih urotelnih karcinoma, Sto se objasnjava ¢eS¢om pojavnoSc¢u
u karcinomima visokog gradusa (111).

Zljezdana diferencijacija nalazi se u oko 6% urotelnih karcinoma i
oCituje se pojavom tubularnih Zlijezda ili zlijezda enteriCnog tipa koje lucCe
sluz. Ponekad se nalaze mucinozna varijanta rasta i varijanta sa stanicama
tipa prstena pecCatnjaka. Oskudna citoplazmatska sluz moze se naci u preko
polovice urotelnih karcinoma i ne smatra se znakom zljezdane diferencijacije.
KliniCki znacaj zljezdane diferencijacije nije razjaSnjen (110).

Tzv. ,nested” varijanta urotelnog karcinoma opisana je tek u oko 60
sluCajeva, od kojih je oko 50% dokumentirano nakon 2000. godine (17), no
bitna je zbog prividno benignog izgleda. RijeC je o manjim gnijezdima
tumorskih stanica Cije jezgre vec¢inom ne pokazuju znakove atipije, iako se
pazljivim pregledom uvijek nalaze zariSta nedvojbeno anaplastiCnih stanica
prominentnih nukleola, a €esto i invazija miSi¢nog sloja stijenke. Bitno je
razlikovati ,nested” varijantu od Brunnovih gnijezda, nefrogenog adenoma i
paraganglioma. Prognoza je izrazito loSa, pa Cak oko 70% bolesnika umre
unutar 3 godine od postavljanja dijagnoze (41).

Mikropapilarna varijanta je joS jedna rjeda varijanta urotelnog
karcinoma, opisana u oko 70 sluCajeva od 1994. godine, koja se posljednjih
godina neSto ucCestalije prepoznaje (112). Arhitekturalno, ovaj oblik
karcinoma nalikuje na serozni karcinom jajnika, rastuci u obliku sitnih, njeznih
papila. Na mjestima invazije dolazi do Kkarakteristicne retrakcije oko
spomenutih papila, koja moze nalikovati na vaskularnu invaziju. Invazija u
miSi¢ni sloj stijenke gotovo je pravilo. Imunohistokemijski, ova je varijanta

slicna uobic¢ajenom urotelnom karcinomu (CK 7 i CK 20 pozitivha, 34BE12
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pozitivna). Ukoliko u primljenom materijalu nema miSi¢nih uzoraka, a na
povrSini tumora se nalazi mikropapilarna komponenta, postoji apsolutna
indikacija za rebiopsiju. Mikropapilarni karcinom Cesto metastazira i ima
visoku smrtnost. Stoga postoje preporuke da se kod ove varijante lijeCenje
provodi radikalnom cistektomijom, osobito jer je bolest otporna na lijeCenje
BCG-om (113).

MikrocistiCha varijanta urotelnog karcinoma je rijetka, s manje od 20
opisanih sluCajeva. Zbog malog broja slucajeva joS uvijek nije sasvim poznat
oCekivani tijek bolesti. Trenutno je u srediStu interesa prepoznavanje ove
varijante i razlikovanje iste od adenokarcinoma. Mikrociste su oblozene
atipicnim epitelnim stanicama, no ne predstavljaju prave Zzlijezde kakve se
nalaze u adenokarcinomu (17).

Karcinom nalik limfoepiteliomu je nediferencirani maligni epitelni tumor
koji je histoloski slican istoimenom nazofaringealnom tumoru. Opisano je oko
50 sluCajeva do sad. Sastavljen je od nakupina slabo diferenciranih stanica
krupnih jezgara i prominentnih nukleola okruzenih obilnom limfaticnom
stromom. Imunohistokemijski, tumorske stanice pokazuju reaktivnost na
citokeratin. In situ hibridizacijom nije nadena povezanost s Epstein-Barrovim
virusom. Diferencijalno dijagnostiCki moZze doéi do zamjene spomenutog
karcinoma s floridnim cistitisom ili limfomom mokra¢nog mjehura. Od prvog
se karcinom nalik na limfoepiteliom razlikuje kvantitativho, dok se od limfoma
razlikuje po pristnosti i B i T limfocita. Cisti oblik tumora dobro reagira na
kemoterapiju i ima bolju prognozu, dok oni sluCajevi u kojima je rijeC 0 manjoj
komponenti unutar urotelnog karcinoma imaju slicnu prognozu kao i osnovni
tumor (114).

Sarkomatoidna varijanta urotelnog karcinoma je bifazicha maligna
neoplazma koja pokazuje morfoloske i/ili imunohistokemijske znaCajke
epitelne i mezenhimalne diferencijacije. Molekularna istrazivanja ukazuju na
monoklonalno porijeklo obje komponente. Ujedno mogu, ali i ne moraju biti
prisutni heterologni elementi s pravom sarkomskom slikom, najcesce slikom
osteosarkoma. U bolesnika sa sarkomatoidnom varijantom Ccest je
anamnesticki podatak o prethodnoj radijaciji i terapiji ciklofosfamidom.
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Metastaze u limfne ¢vorove i udaljene organe Ceste su, a ¢ak 70% bolesnika
umre unutar 2 godine od postavljanja dijagnoze (115).

Osim ovih, postoje neke rjede varijante, koje Ce biti ukratko opisane.
Plazmacitoidni i limfoidni oblik je rijedak, i u maloj biopsiji moze se zamijeniti
s plazmacitomom ili limfomom. U nekim urotelnim karcinomima nalaze se
orijaSke stanice ili stanica sa diferencijacijom u smjeru trofoblasta. U
svijetlostanicnom karcinomu u citoplazmi se nalaze obilne nakupine

glikogena, dok se u lipoidnom obliku nalaze vakuole masti (28).

1.6.6. MOLEKULARNE | GENETSKE PROMJENE POVEZANE
S KARCINOMOM MOKRACNOG MJEHURA

Razumijevanje biologije nastanka i napredovanja karcinoma
mokra¢nog mjehura klju¢no je da bi se poboljSao pristup dijagnozi i terapiji
ove bolesti. Otkrivanje slozenih bioloskih mehanizama ukljuCenih u
patogenetske procese trebalo bi olakSati bolju identifikaciju prognostickih
¢imbenika i pospjesiti pronalazak novih terapijskih mogucnosti.

ZakljuCak znatnog broja istrazivanja je da se neinvazivni papilarni
urotelni karcinom (pTa) razlikuje od karcinoma in situ (CIS) i karcinoma koji
invadiraju miSi¢ (pT2-nadalje) u pogledu molekularne patogeneze i puteva
progresije. Broj genetskih promjena visi je u invazivnim tumorima, no ¢ini se
da postoji i kvalitativna razlika u smislu prisutnosti specificnih genetskih
promjena. Postoje barem dva znacCajnija genetska puta ukljuCena u razvoj i
progresiju bolesti (35, 116-117).

Prvi, izrazen u neinvazivnim papilarnim tumorima, ukljuCuje gubitak
genetskog materijala 9. kromosoma s inaktivacijom ciklin-ovisnog inhibitora
kinaze 2A (CDKN2A) (p16) na 9p. Ujedno se nalazi aktivacija gena za
proteine HRAS i FGFR3 na telomerama 9q (118-119).

Drugi molekularni put ukljuCuje inaktivaciju tumor-supresorskog gena

p53 na 17. kromosomu (17p11.3) i Rb gena na 13gl4, Sto se susrece u
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karcinomima se ravnim oblikom rasta i papilarnim karcinomima od stupnja
pT1 nadalje (120-121).

PaZnja molekularnih biologa i patologa u posljednjem desetljecu
osobito je usmjerena na drugi put. Proteini p53 i pRb kocCe prijelaziz G1u S
fazu staniCnog ciklusa, Cime vrSe bitnu ulogu u njegovoj regulaciji. Nekoliko
studija pokazalo je da je pojaCana imunohistokemijska reaktivnost tumorskih
jezgara na p53 protein vazan prediktor relapsa bolesti u bolesnika s
karcinomom mokracnog mjehura. Isto tako, kod bolesti ograniCene na
mokracni mjehur, akumulacija p53 u jezgri je jedini neovisni prediktor
napredovanja bolesti, kad se uzmu u obzir stadij i gradus (120, 122-124).

Proteinski produkt Rb gena je pRb protein, koji je ukljuen u interakciju
S brojnim proteinima regulatorima stanicnog ciklusa. U bolesnika sa
imunohistokemijski utvrdenim gubitkom ekspresije pRb-a (nastale zbog
mutacija ili delecija unutar Rb gena) c¢eS¢a je progresija bolesti nego u
bolesnika s normalnom ekspresijom pRb (121, 125).

Imunohistokemijskom analizom ekspresije p53, pRb i joS jednog
bitnog regulatora stanic¢nog ciklusa, p21, moze se prilicno precizno procijeniti
oCekivano 5-godiSnje prezivlienje bolesnika s karcinomom mokrac¢nog
mjehura. Iste studije pokazale su da je u spomenutom nacinu procjenjivanja
prognosti¢ki bitniji broj mutiranih gena od toga koji je gen zahvacen (126-
127).

Od ostalih molekularnih Cimbenika koji bi mogli imati bithu ulogu u
invaziji, metastaziranju i progresiji bolesti, valja spomenuti proto-onkogen c-
erbB-2 (poznat i kao Her2-neu), receptor za epidermalni Cimbenik rasta
(EGFR), Cimbenici rasta peptida i adhezijske molekule, poput E-kadherina i
integrina (128). Ujedno, pokazano je da su ICAM1, MAP2K®6, i KDR kljucne
molekule ukljuene u proces metastaziranja u limfne Cvorove (129).

Jedno od aktualnijih podrucja je primjena terapije na temelju
molekularnih znacCajki tumora. Odnedavno postoje dokazi da mutacije p53
proteina u tumorskim stanicama mogu izazvati selektivhu osjetljivost na
odredene kemoterapeutike, pogotovo one koji uzrokuju oSte¢enje DNA (npr.
cisplatin), odnosno mikrotubula (npr. paklitaksel) ili inhibiraju prijelaz iz G2 u
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M fazu staniCnog ciklusa (128). Istrazivanje Cote i sur. pokazala su da su
karcinomi mokracnog mjehura s promjenama p53 osobito osjetljivi na

kemoterapijske protokole koji sadrze cisplatin (130).

1.6.7. PROGNOSTICKI CIMBENICI

Odredivanjem prognostickih ¢Cimbenika pokuSava se predvidjeti tijek i
ishod bolesti. KoriStenje do sada poznatih i pronalazenje novih prognostickih
C¢imbenika ima veliko klinicko i terapijsko znacCenje jer njihovo koriStenje
omogucava stvaranje individualnog terapijskog pristupa ovisno o klini¢kim,
morfoloskim i molekularnim obiljezjima svakog pojedinog karcinoma. Vrlo
dobar primjer takvog pristupa kod karcinoma mokraénog mjehura je primjena
cisplatina u bolesnika s promjenama p53 (130).

Prognosticki Cimbenici mogu se podijeliti na klinicke, morfoloske i
molekularne Cimbenike.

Koristedi iskljucivo klinicke ¢imbenike, opcéenito gledano, ne moZe se s
preciznoS¢u odrediti pojedinana prognoza infiltrativnog karcinoma.
Multifokalnost tumora, tumori vec¢i od 3 cm i istodobni karcinom in situ
oznaceni su kao Cimbenici rizika za recidiv i progresiju (131). Sirenje tumora
izvan mokrac¢nog mjehura, infiltracija uS¢a uretera, metastaze u limfne
cvorove i prisutnost diseminacije karcinoma povezani su s loSom prognozom
(28).

Osim gradusa i stadija, postoje joS neka specificna morfoloSka
obiljezja koja se mogu koristiti u prognostiCke svrhe. Odredivanje gradusa
bitnije je u pT1 tumora, bududi da su u pravilu svi tumori od pT2 nadalje
visokog gradusa, tako da u njih gradus nema funkciju neovisnog
prognostickog Cimbenika (28).

Prisutnost i dubina invazije daleko su najbitniji prognosticki Cimbenici.
U pokuSajima da se pT1l kategorija dodatno stratificira, predlozena je
substratifikacija tumora ovisna o dubini prodora u laminu propriju. Tumori koji

infiltriraju muskularis mukoze imaju visi stupanj progresije (132-133). Dubina
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prodora u laminu propriju moze se odrediti i na temelju mjerenja dubine
invazije uspomo¢ mikrometra spojenog s mikroskopom (134).

Karcinom in situ ¢eSc¢e se nalazi uz tumore viSeg gradusa i stadija, a
prisutnost limfatiCne ili vaskularne invazije negativno utjeCe na petogodiSnje
prezivljenje (44% u 5 godina) (45).

Posebne histoloSke varijante poput karcinoma malih stanica,
sarkomatoidnog karcinoma, tzv. ,nested” varijante, mikropapilarnog
karcinoma i karcinoma nalik na limfoepiteliom mogle bi biti kliniCki bitne. Isto
tako, stanje rubova resekcije nakon cistektomije bitan je prognosticki
predskazatelj (135).

Od ostalih Cimbenika, istiCe se nacCin rasta tumora. Tumori sa Sirokom
frontom invazije pokazuju bolju prognozu od onih koji rastu u obliku sitnih
infiltrativnih nakupina (28).

1.6.8. TERAPIJA | PROGNOZA

Terapija i prognoza karcinoma mokra¢nog mjehura trenutno ponajprije
ovise o stadiju, a dijelom i o gradusu. Valja spomenuti da, iako je invazija
prilicno loS prognosticki znak, u dijelu institucija i zemalja postoji obicCaj
podijele karcinoma na povrsinski i duboko invazivni. Prvi ukljuCuje karcinome
bez invazije (pTa) i s invazijom u laminu propriju (pT1), dok se drugi odnosi
na bolesnike s invazijom u muskularis propriju (pT2) nadalje (128).

Pritom se smatra da su povrSinski karcinomi prikladni za lijeCenje
transuretralnom resekcijom i instilaciom BCG (cjepiva protiv tuberkuloze),
dok se duboko invazivni lijeCi cistektomijom i nekom od adjuvantnih terapija.

Pojedini autori (136) osporavaju ovakvu podjelu, s argumentom da se
karcinomi s invazijom u laminu propriju ne mogu smatrati povrsinskim te
smatraju da je najprikladnije razdvojiti sve tumore s invazijom od
neinvazivnih. Kakva god da je dubina invazije, ona nosi znatno loSiji

dugotrajni ishod bolesnicima u odnosu na one s neinvazivnim tumorima .
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Zbog razliCitosti ova dva pristupa, joS uvijek postoje razliCiti pristupi
lijeCenju pT1 karcinoma, osobito onih visokog gradusa i s invazijom u sloj
lamine proprije ispod muskularis mukoze (137).

PetogodiSnje prezivljenje iznosi oko 95% za papilarne neinvazivne
tumore niskog gradusa, oko 75% za tumore s invazijom u laminu propriju,
dok se kod tumora s invazijom u miSicni sloj stijenke i probojem kroz isti
oCekuje prezivljenje izmedu 21-63% bolesnika, ovisno o dubini invazije i
stupnju zahvacenosti okolnih organa. U bolesnika sa zahvaéenim limfnim

c¢vorovima, Sansa za petogodisnje prezivljenje iznosi oko 35% (138).

1.7. MIOFIBROBLASTI

Miofibroblasti su otkriveni 1971. elektronskom mikroskopijom
granulacijskog tkiva u eksperimentalno izazvanim ranama (139). Tijekom
sljedecih godina steCena su mnoga saznanja o njihovoj prisutnosti, distribuciji
i ulozi u normalnim, kao i u patoloskim tkivima.

Po definiciji, miofibroblast je mezenhimalna stanica vretenasta oblika
koja dijeli histoloSka, imunohistokemijska i ultrastrukturna obiljezja
glatkomiSicne stanice i fibroblasta. Imunohistokemijski, miofibroblasti
pokazuju pozitivhu reakciju na glatkomiSi¢ni aktin (SMA) i vimentin dok je
reakcija na citokeratin, kalponin i dezmin negativna. Njihovo podrijetlo je joS
uvijek predmet rasprave i postoji nekoliko teorija o njihovom nastanku (140-
142).

Miofibroblasti se nalaze u mnogim normalnim ljudskim i Zivotinjskim
tkivima, kao Sto su folikuli jajnika, crijevna sluznica, septa plu¢nih alveola,
pupkovina i druga (2). Isto tako, oni su bitna sastavnica granulacijskog tkiva,
u kojem imaju ulogu u kontrakciji i zatvaranju rane (143).

Patoloski procesi u kojima je zabiljezena prisutnost miofibroblasta su

takoder brojni, a mogu se podijeliti u 3 vrste: a) procesi povezani s upalom,
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reparacijom i remodeliranjem, b) kvazineoplastiCna proliferativna stanja i c)
stromalna reakcija na tumore.

Ukratko, prva skupina ukljuCuje stanja poput ciroze (144),
tenosinovitisa (145), astme (146) i brojnih drugih, u kojima miofibroblasti
igraju jednu od sredisnjih uloga u stvaranju ekstracelularnog matriksa.

U drugoj skupini su vrlo Ceste i znaCajne mekotkivne proliferacije
svrstane pod nazivom  fibromatoze“, koje su sastavljene uglavnhom od
miofibroblasta, a posjeduju odredeni proliferativni potencijal, no ne invadiraju
niti metastaziraju (147).

Treca skupina patoloSkih procesa u koje su uklju¢eni miofibroblasti i
kojoj se u posljednje vrijeme posvecCuje sve vecCa paZnja jest stromalna
reakcija koja se pojavljuje u sklopu lokalnog Sirenja i rasta mnogih malignih
tumora (148).

Reakcija strome na invaziju tumorskim stanicama uzrok je
opéepoznatoj tvrdoj konzistenciji invazivnih i metastatskih tumora, kao i
svojstvu istih da uzrokuju retrakciju (privlaCenje) okolnog tkiva. TipiCni
primjeri su retrakcija koze ili bradavice u invazivnhom duktalnom karcinomu
dojke, rigidna stijenka u karcinomu Zeluca koji raste tzv. linitis plastica
nac¢inom, anularni stenoziraju¢i karcinom kolona i dr. Svi ovi fenomeni
dijelom su rezultat djelovanja miofibroblasta (2).

Miofibroblasti su osobito brojni u stromi primarnih invazivnih i
metastatskih karcinoma s fenomenom retrakcije, a obiCno se ne nalaze u
stromi uz zariSta in situ karcinoma (149-152), iako je pojaCano nakupljanje
miofibroblasta opisano u pojedinim istrazivanjima i u karcinomima in situ
(153). U tumorima dojke i debelog crijeva akumulacija miofibroblasta je
najizrazenija na invazivnoj fronti tumora (148, 154-155).

U istraZzivanjima strome u invazivnim karcinomima mokraénog
mjehura, dokazane su promjene fenotipa stromalnih stanica u smislu gubitka
odredenih biljega fibroblasta poput CD34 i pojave miofibroblasticnih biljega
(156), kao i promjena rasporeda stromalnih miofibroblasta u odnosu na

neinvazivne karcinome (157).
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Kao Sto je ve¢ spomenuto, podrijetlo miofibroblasta jo$ uvijek je temelj
rasprave, no bitan dio njih zasigurno nastaje iz fibroblasta vezivnog tkiva.
Naime, u odredenim in vitro uvjetima kulture tkiva moguce je posti¢i da
fibroblasti razviju fenotipske osobine miofibroblasta, poput prisutnosti stresnih
vlakana i izrazenosti glatkomiSi¢nog aktina (158).

Nedavno je dokazano da tumorske epitelne stanice imaju sposobnost
aktiviranja fibroblasta i njihovog pretvaranja u miofibroblaste. Pritom postoji
viSe Cimbenika za koje se smatra da in vivo uvjetuju prijelaz fibroblasta u
miofibroblaste. Glavne uloge imaju mehanic¢ko naprezanje, transformirajuci
faktor rasta 1 (TGF-B1), PDGF (od engl. ,platelet-derived growth factor”) te
stanicni fibronektin. TGF- 1 i PDGF se takoder mogu smatrati i kljucnim
molekulama koje sintetiziraju tumorske stanice, a Cija je glavna uloga
promjena strome domacina i omogucavanje progresije tumora (159).

Tuxhorn i sur. (160) ukazali su na bitnu ulogu miofibroblasta u
napredovanju neoplazije. Prema njihovom istrazivanju, epitelne stanice
karcinoma prostate nemaju sposobnost rasta i progresije bez pomodi
stromalnih stanica tumora. Inokulacija samo epitelnih tumorskih stanica u tzv.
,gole miSeve® nije dovela do razvoja i rasta tumora. U sluCaju kada su uz
epitelne tumorske stanice miSevima inokulirani i miofibroblasti, fibroblasti i
Matrigel u odgovarajuéem omjeru doslo je do rasta i Sirenja tumora (160).

Nedavno su neki od mehanizama ukljuCenih u spomenutu
komunikaciju tumorskih stanica i miofibroblasta pojasnjeni. Cini se da
istodobna proizvodnja faktora rasta i citokina (poput TGF- (31, faktora rasta
hepatocita i drugih) te odredenih komponenata ekstracelularnog matriksa
(poput fibronektina, tenascina, versikana i matriks metaloproteinaza) potice
invazivnost malignih epitelnih stanica (161-162). U stromi invazivnih
karcinoma mokraénog mjehura takoder je uoCena pojaCana ekspresija
navedenih biljega (163-164).

Miofibroblasti ujedno Stite tumorske stanice od imunih i upalnih stanica
domacdina. Zastita se odvija u najvecoj mjeri prevencijom direktnog kontakta
izmedu tumorskih epitelnih stanica i obrambenih stanica. Mikroskopski je

uoCeno da u tumorima u kojima je mreza miofibroblasta slabo razvijena
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tumorske i upalne stanice dolaze u direktni kontakt, dok je u tumorima s
dobro razvilenom mrezom miofibroblasta taj kontakt onemogucen i upalne
stanice se ne nalaze ili se nalaze u malom broju u direktnom kontaktu s

tumorskim stanicama (165).

1.8. UPALNA REAKCIJA STROME NA NEOPLAZIJU

Postoje dvije linije obrane organizma od karcinoma. Prva je
preventivna i djeluje na staniCnoj razini, a Cine je tumor supresorski geni.
Jedan dio njih regulira stani¢nu proliferaciju, a ostali popravljaju oSteéenja
DNA. Drugu liniju obrane predstavlja imuni sustav koji je primarno usmjeren
na obranu organizma od biokemijski stranih tvari zvanih antigeni, bili oni
ksenogeni (porijekla druge vrste), alogeni (porijekla druge jedinke) ili
izmijenjeni autogeni (vlastitog porijekla). Obrambena reakcija protiv
tumorskih stanica najmanje je izrazena od sve tri; iako se tumorske i
normalne stanice poprilicno razlikuju izgledom, biokemijske razlike izmedu
njih su vrlo suptilne i ne dozvoljavaju uvijek sigurno razlikovanje malignog od
normalnog, Sto je preduvjet za ucinkovitu obranu (166).

Svojstvo odbacivanja tumorskih presadaka u srodnih miSeva (unatoc
¢injenici da su transplantati koze bili prihvaéeni) dovelo je do spoznaja o
postojanju tzv. tumor-specificnin antigena (TSA) koji uzrokuju imunosni
odgovor, a ne nalaze se u normalnim stanicama. Postoji popularna teorija
imunosnog nadzora po kojoj pocevsi vec¢ od fetalnog doba zbog oStecenja
DNA u organizmu konstantno nastaju stanice s tumorskim potencijalom koje
imunosni sustav prepoznaje i uklanja. Isto tako, imunosni sustav posredno
smanjuje opasnost od tumora boreci se protiv tumorigenih virusa. Ipak,
postoje mnogi nacini na koji tumori mogu izbjeci imunosni odgovor domacina,
npr. smanjenom ekspresijom molekula MHC | klase na povrSini stanica,
luCenjem topljivin ekstracelularnih antigena koji preusmjeravaju paznju

imunog sustava te induciranjem imunosupresije i imunotolerancije (167).
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Upalni odgovor, makar blago izrazen, prakticki se uvijek nalazi unutar
malignih tumora. Zastupljenost pojedinih vrsta stanica Cesto je razliCita
ovisno o vrsti i mjestu nastanka tumora, no postoje neke opce spoznaje o
upalnom odgovoru u stromi tumora. Protutumorski imunosni odgovor je
predominantno stani¢ni — tumorske stanice uglavnhom su napadnute od
strane CD8+ citotoksiCnih limfocita i NK stanica. lako se moze dokazati
stvaranje protutijela usmjerenih protiv tumorskih stanica, ono nema
ucinkovitu ulogu u obrani organizma (167).

Makrofazi su uvijek prisutni u stromi tumora, a u nekim tumorima cine
Cak do 80 % svih stanica i do 65% ukupnog volumena tumora. Neke vrste
malignih stanica in vitro luCe monocitni kemoatraktantni protein Cija koliCina
korelira s intenzitetom infiltrata makrofaga (168). Uloga makrofaga u stromi
tumora vjerojatno je proizvodnja citokina i ostalih posrednika upale, od kojih
su najvazniji interferon, interleukin 12 i ¢cimbenik nekroze tumora alfa (TNF-
a). Spomenute molekule posreduju protutumorski u€inak makrofaga, no isto
tako makrofazi ponekad mogu pogodovati tumoru lu¢eci Cimbenike rasta i
potiCu¢i angiogenezu (169). U najveCem broju makrofazi se nalaze u
karcinomu bubreznih stanica, melanomu i karcinomu debelog crijeva, tj.
tumorima koji pokazuju najbolji odgovor na imunoterapiju (170).

Limfociti T koji su najbitnija poluga staniCne imunosti najceSce se
nalaze u velikom broju unutar i oko tumora. Od solidnih tumora, izrazena
infiltracija limfocitima tipiCna je za seminom, no uzrok infiltracije prema
trenutnom tumacenju nije u uzem smislu obrana od tumora, ve¢ odgovor na
antigene zametnih stanica koji u fizioloSkim uvjetima nisu dostupni imunom
sustavu (8).

Medularni karcinom dojke je joS jedan od tumora za koji je tipiCna
obilna infiltracija limfocitima. On ima znatno povoljniju prognozu od ostalih
karcinoma dojke, unato¢ opcenito slabijoj diferencijaciji (128). Ipak, uloga
limfocita u obrani od karcinoma opcenito gledano nije toliko uspjeSna koliko
bi se dalo zakljuCiti iz same prisutnosti unutar karcinoma. To potvrduje vrlo

znakovit eksperiment u kojem citotoksicni CD8+ T limfociti iz odredenog
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tumora uspjesSno razaraju tumorske stanice in vitro, ali ne i in vivo, Sto
ukazuje na disfunkciju imunog sustava u bolesnika s karcinomom (171).

Pozitivna korelacija izmedu infiltracije upalnim stanicama i prognoze
zabiljeZena je u karcinomu debelog crijeva (172) i pluéa (128), no za neke
druge karcinome, ukljuCujuci i karcinome mjehura korelacija ili nije prisutna ili
je prisutna u nekim, a odsutna u drugim istrazivanjima (173-175).

Eozinofili su polimorfonuklearni leukociti Cija je najznacajnija uloga
obrana od parazita. Ime duguju karakteristicnim eozinofilnim citoplazmatskim
granulima koja sadrze nekoliko pozitivho nabijenih proteina. Najznacajniji su
glavni bazicni protein (MBP, od engl. ,major basic protein®) i eozinofilni
kationski protein (ECP, od engl ,eosinophilic cationic protein“) koji posjeduju
znatnu larvicidnu aktivnost (167). Eozinofili Cine samo 1-3% leukocita u krvi,
no u tkivima su znatno zastupljeniji od neutrofila zbog duljeg zivotnog vijeka
od nekoliko tjedana (2).

Postoje dva pojma koja se odnose na nakupljanje eozinofila u sklopu
reakcije na zlocudne tumore, a to su tkivna eozinofilija povezana s tumorom
(TATE, od engl. ,tumor-associated tissue eosinophilia) i krvna eozinofilija
povezana s tumorom (TABE, od engl. ,tumor-associated blood eosinophilia®).
Opcenito gledano, prva je uglavhom povoljan prognosticki faktor, dok druga
ukazuje na rasap tumorskih stanica i nepovoljnu prognozu (176).
Najizrazenije nakupljanje eozinofila nalazi se u karcinomima velikih
keratinizirajuCih stanica poput plofastog karcinoma kozZe, usne Supljine,
vanjskih genitalija i anusa (177). Prema istrazivanju Cormier i sur. (178),
nakupljanje eozinofila u tumorima neovisno je o djelovanju pomagackih Th2
limfocita i predstavlja kontinuiran i dinami¢an proces tijekom razvoja tumora.

Nekoliko istraZivanja u proteklom desetljecu odnosi se na eozinofile
kao posredni i potvrdni biljeg tumorske invazije u biopsijama. Ustanovljeno je
da povecan broj eozinofila ukazuje na invaziju u karcinomu stidnice (179),
vrata maternice (180), glave i vrata (181) i usne Supljine (182). U bolesnika s
karcinomom mokraénog mjehura koncentracija ECP u urinu znatno je viSa

nego u onih u kontrolnoj skupini (183). NaSe istrazivanje govori u prilog
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koriStenja eozinofila kao billega invazije lamine proprije u papilarnom

urotelnom karcinomu mokra¢nog mjehura (184).
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2. HIPOTEZA | CILJEVI ISTRAZIVANJA

2.1. HIPOTEZA

Jedan od najvaznijih zadataka u histopatoloskoj evaluaciji papilarnog
urotelnog karcinoma mokraénog mijehura predstavlja procjenu invazije
tumora u laminu propriju buduéi da je prognoza u bolesnika s invazivnim
karcinomom (pT1) znatno loSija, a mogucnost recidiva i progresije znatno
viSa nego u bolesnika bez invazije (pTa) (4, 17, 28, 108, 128, 136, 185).

Spomenuti zadatak ujedno je jedan od tezih u uroloskoj patologiji zbog
tangencijalnog rezanja preparata, osobito u papilarnih tumora, termickog i/ili
mehanickog oStecenja tkiva te izrazenog upalnog infiltrata koji mozZe prikriti
tumorske stanice (8, 17, 28, 44-45, 56, 184).

Novija istrazivanja ukazuju na blisku povezanost reakcije strome i
invazije karcinoma, pri ¢emu vaznu ulogu imaju miofibroblasti i upalni
odgovor u stromi (151-152, 156-157, 160-161, 165, 173, 175, 178-182, 185).
Malo je istrazivanja koja se bave miofibroblasticnom i upalnom reakcijom
strome u urotelnom karcinomu mokra¢nog mjehura (156-157, 173, 175), i
vecinom se bave spomenutim reakcijama kao prognosti¢kim pokazateljima, a
manje kao dijagnostickim. Nije razjaSnjeno da li je moguce razlikovati pTa od
pT1l karcinoma na temelju izrazenosti miofibroblastiCne i upalne reakcije

strome.

Hipoteza ovog istrazivanja je da u stromi invazivnog (pT1) papilarnog
urotelnog karcinoma mokrac¢nog mjehura postoji izraZzenija miofibroblastiCna i
upalna reakcija u odnosu na laminu propriju neinvazivnog (pTa) papilarnog
urotelnog karcinoma mokraénog mjehura koja se moze prikazati histoloski,
histokemijski i imunohistokemijski te upotrijebiti u diferencijalnoj dijagnozi ta

dva stadija karcinoma.
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2.2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Na temelju postavljene hipoteze ciljevi ovog istrazivanja su:

1. analizirati i usporediti intenzitet zelenog obojenja lamine proprije
Malloryevom trikrom metodom u invazivhom (pT1) i neinvazivhom

(pTa) papilarnom urotelnom karcinomu.

2. analizirati i usporediti izrazenost vimentina, dezmina i SMA u lamini
propriji invazivnog (pT1) i neinvazivnog (pTa) papilarnog urotelnog

karcinoma mokra¢nog mjehura.

3. analzirati raspodjelu miofibroblasta u u lamini propriji invazivnog (pT1)
i neinvazivhog (pTa) papilarnog urotelnog karcinoma mokra¢nog

mjehura.

4. analizirati i usporediti izrazenost upalne reakcije u lamini propriji
invazivnog (pT1) i neinvazivnog (pTa) papilarnog urotelnog karcinoma

mokra¢nog mjehura.
5. analizirati i usporediti broj eozinofila u lamini propriji invazivnog (pT1) i

neinvazivhog (pTa) papilarnog urotelnog karcinoma mokra¢nog

mjehura.
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3. BOLESNICI | METODE

3.1. BOLESNICI

U retrospektivnom istrazivanju je koriSten arhivski materijal dobiven
nakon transuretralne resekcije tumora te histoloski potvrdene dijagnoze
neinvazivnog ili invazivnog papilarnog urotelnog karcinoma mokra¢nog
mjehura na Klinickom zavodu za patologiju «Ljudevit Jurak» KliniCke bolnice

«Sestre milosrdnice» u Zagrebu. Analizirano je:

- 50 uzoraka neinvazivnog papilarnog urotelnog karcinoma

- 50 uzoraka invazivnog papilarnog urotelnog karcinoma

KoriSteni su wuzorci od uzastopnih bolesnika s dijagnozom
neinvazivhog (pTa) papilarnog urotelnog karcinoma i invazivhog (pT1)
papilarnog urotelnog karcinoma mokra¢nog mjehura kod kojih je napravljena
transuretralna resekcija tumora (TUR) izmedu 1. sijeCnja 2005. i 31. prosinca
2006. Iz istrazivanja je iskljucen manji broj karcinoma (oko 5% ukupnog broja
resekcija) u kojih koliCina lamine proprije nije bila dostatna za
zadovoljavaju¢u analizu. Bolesnicima koji su uklju€eni u istraZivanje bila je to
prva biopsija i prethodno nisu dobivali nikakvu terapiju. Niti u jednog od
bolesnika Kklinicki kao ni patoloSki nisu bile prisutne metastaze u limfne

cvorove niti udaljene metastaze.

3.2. METODE

Materijal je obraden standardnom histoloSkom metodom koja ukljucuje

fiksaciju tkiva u 10% puferiranom formalinu i uklapanje u parafinske blokove,
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rezanje na debljinu 5 um, deparafiniziranje i bojenje standardnom metodom

hemalaun eozin (HE).

3.2.1. HISTOKEMIJSKA | IMUNOHISTOKEMIJSKA ANALIZA

Stromalna reakcija analizirana je histokemijski pomocu Mallory trikrom
metode koja je napravljena prema standardnoj proceduri i imunohistokemijski
upotrebom monoklonskih protutijela na vimentin (monoklonski misji; klon V9;
kod M 0725; razriedenje 1:50; Dako Epos, Danska), glatkomiSi¢ni aktin
(SMA) (monoklonski misji; klon 1A4; kod M 0851; razrjedenje 1:50; Dako
Epos, Danska) i dezmin (monoklonski misji; klon D33; kod M 0760;
razrjedenje 1.100; Dako Epos, Danska).

Mallory trikromnom metodom glatki miSi¢i muskularis mukoze i
muskularis proprije obojeni su crveno dok su kolagena vlakna obojena
zeleno (186). Analizirano je nasumce odabrano podrucCje u deset velikih
vidnih polja (400x) u pTa papilarnom urotelnom karcinomu mokracnog
mjehura i u podrucjima nedvojbene invazije strome u pT1 karcinomu.

Obojenost kolagenih vlakana izrazena je semikvantitativno i to kao: O.
za odsutnost zelenog obojenja; 1, za slabo izrazeno zeleno obojenje; 2, za
umjereno izrazeno zeleno obojenje i 3, za jako izrazeno zeleno obojenje
(151-152).

Imunohistokemijska analiza strome u pTa i pT1l karcinomu na
vimentin, SMA i dezmin ucCinjena je na Dako TechMate TM automatiziranom
stroju za imunohistokemijsko bojenje uz upotrebu MSIP (od engl. ,Microwave
Streptavidin ImmunoPeroxidase*) protokola uz diaminobenzidin (DAB) kao
vizualizacijski sistem.

Kao pozitivne kontrole koriSteni su: za vimentin - tkivo miometrija
(citoplazmatska reakcija), za SMA - tkivo leiomioma (citoplazmatska
reakcija), za dezmin — tkivo leomioma (citoplazmatska reakcija).
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Miofibroblasti strome su pozitivni na vimentin i SMA dok je reakcija na
dezmin negativna. Glatki miSi¢i strome pokazuju pozitivnu reakciju na SMA i
dezmin, a reakcija na vimentin je negativna (151-152, 154, 159-160).

Rezultati imunohistokemijske analize za sve navedene biljege
prikazani su semikvantitativno odredivanjem postotka imunoreaktivnih
stanica. Postotak imunoreaktivnih stanica odreden je u podrucjima koja su
prethodno oznacCena na preparatima bojenim Mallory trikromskom metodom i
to na 10 velikih vidnih polja (400x), a oznaCen je kao: 0. za odsutnost
reakcije; 1 za slabo izrazenu reakciju, do 33% pozitivnih stanica; 2 za
umjereno izrazenu reakciju, >33%- 66% pozitivnih stanica; 3 za jako izrazenu
reakciju, preko 66% pozitivnih stanica (151-152).

Analizirana je i raspodjela miofibroblasta unutar lamine proprije koja je
ocijenjena promatranjem rasporeda stromalnih stanica pozitivnih na
glatkomiSi¢ni aktin te stromalnih stanica pozitivnih na vimentin (157).
Raspodjela je oznaCena kao: 1, za organiziranu (retikularnu) raspodijelu, i 2

za neorganiziranu (fascikularnu) raspodielu.

3.2.2. PROCJENA UPALNE REAKCIJE | INFILTRACIJA
EOZINOFILA

Za procjenu upalne reakcije koriSteni su HE preparati. Opca izrazenost
upalne reakcije mjerena je u jednom velikom vidnom polju (400X) s najvecim
brojem upalnih stanica i u okolnih devet vidnih polja pod velikim povecanjem.
Rezultati su izrazeni semikvantitativno, kao 0 = nema upale, 1 = slaba, 2 =
umjerena, 3 = jaka upalna reakcija.

Infiltracija eozinofilima mjerena je na nacin da je odredeno polje pod
velikim vidnim povecanjem (400X) s najvecim brojem eozinofila i oznaceno
Emax te se broju eozinofila u tom polju pribrojio broj eozinofila u 9 okolnih
velikih vidnih polja, a dobivena vrijednost oznaCena je E.
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3.3. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

U statistickoj analizi koriSteni su Smirnov-Kolmogorovljev test za
procjenu distribucije. Medijan s interkvartilnim rasponom koristen je za opis
numeric¢kih vrijednosti. Kao neparametrijski testovi koridteni su c? test,
Mann-Whitneyev U test i Spearmanov test korelacije.

Razlike su smatrane statistiCki znaCajnim uz razinu vjerojatnosti
p<0.05.

Za statisticku analizu dobivenih podataka koriSten je racunalni

program SPSS (verzija 15.0 za Windowse).
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4. REZULTATI

U istraZivanju je analizirano 50 uzoraka tkiva mokraénog mijehura s
invazivnim (pT1) papilarnim urotelnim karcinomom mokra¢nog mjehura i
kontrolna skupina sastavljena od 50 uzoraka tkiva mokra¢nog mjehura s
neinvazivnim (pTa) papilarnim urotelnim karcinomom mokra¢nog mjehura.

Bolesnici s pT1 karcinomom bili su u dobi od 35 do 86 godina (medijan
71.5 godina,

interkvartilni a bolesnici

raspon 64-76 godina), s pTa
karcinomom u dobi od 39 do 87 godina (medijan 68 godina, interkvartilni
raspon 56-74 godina). Raspodjela bolesnika po spolu i gradusu tumora

prikazana je u Tablici 1.

Tablica 1. Raspodjela po spolu i gradusu tumora

Spol Gradus
Ukupno
M z Nizak Visok
Invazivni 40 (80%) | 10 (20%) | 5 (10%) | 45 (90%) 50
Neinvazivni 40 (80%) | 10 (20%) | 35 (70%) | 15 (30%) 50
Ukupno 80 (80%) | 10 (10%) | 40 (40%) | 60 (60%) 100

Prisutnost muskularis mukoze i muskularis proprije u dobivenom

materijalu prikazane su u Tablici 2.
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Tablica 2. Prisutnost muskularis mukoze i muskularis proprije

Muskularis mukoze Muskularis proprije
Ukupno
Ima Nema Ima Nema
Invazivni | 36 (72%) | 14 (28%) | 39 (78%) | 11 (22%) 50
Neinvazivni | 38 (76%) | 12 (24%) | 33 (66%) | 17 (34%) 50
Ukupno 74 (74%) | 26 (26%) | 72 (72%) | 28 (28%) 100
Rezultati obojenja kolagenih vlakana strome u invazivhom i

neinvazivnom karcinomu Mallory trikrom metodom prikazani su u tablici 3 i

na slikama 1A,B,Ci D.

Tablica 3. Intenzitet zelenog obojenja lamine proprije Mallory trikrom

metodom u invazivnom i neinvazivhom karcinomu

Invazivni Neinvazivni
0 35 (70% 0 (0%
(70%) (0%) 0 - odsutnost zelenog obojenja
1 13 (26%) 16 (32%) 1 - slabo izrazeno zeleno obojenje
5 2 (4%) 27 (54%) 2 - umjereno izrazeno zeleno
obojenje
3 0 (0%) 7 (14%) 3 - jako izrazeno zeleno obojenje
Ukupno | 50 (100%) 50 (100%)
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Slika 1. Zeleno obojenje Mallory trikrom metodom je intenzivho u lamini
propriji neinvazivnog karcinoma (A,C), a odsutno u lamini propriji invazivnog
karcinoma (B,D) (mikroslike A i B snimljene su pod vidnim povecanjem 40X,
a C i D pod vidnim povecanjem 400X).
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Rezultati imunohistokemijske analize stromalnih biljega u invazivnom i

neinvazivnom karcinomu prikazani su u tablici 4 i na slikama 2A,B,C,D,E i F.

Tablica 4. Imunohistokemijska izrazenost stromalnih biljega u invazivnhom i

neinvazivnom karcinomu

Invazivni (pT1) karcinom

Nenvazivni (pTa) karcinom

vimentin SMA

vimentin SMA dezmin

0 0(0%) 0 (0%)
1 2 (4%) 8 (16%)
2 21 (42%) 14 (28%)

3 27 (54%) 28 (56%)

0(0%)  0(0%) 13 (26%)
26 (52%) 35 (70%) 32 (64%)
21 (42%) 11 (22%) 5 (10%)

3(6%)  4(8%)  0(0%)

Ukupno 50 50

0 - odsutna reakcija

50 50 50

1 - slabo izrazena reakcija, do 33% pozitivnih stanica

2 - umjereno izrazena reakcija, >33%- 66% pozitivnih stanica

3 - jako izrazena reakcija, preko 66% pozitivnih stanica
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Slika 2. Imunohistokemijska izrazenost vimentina (A,B), SMA (C,D) i dezmina
(E,F) u neinvazivnhom (A,C,E) i invazivnom karcinomu (B,D,F). Nalazi se
izraZenija reakcija na vimentin i SMA u stromi invazivnog (B,D) u odnosu na
neinvazivni karcinom (A,C). lzrazenost dezmina nije se razlikovala izmedu
neinvazivnog (E) i invazivnog karcinoma (F)

(sve mikroslike napravljene su pod velikim vidnim povecanjem, 400X).
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Rezultati raspodjele vimentin pozitivnih i SMA pozitivnih stanica unutar
lamine proprije prikazani su u tablici 3 i slikama 3A,B,C i D. Raspodjela je bila
organizirana (retikularna) ili neorganizirana (fascikularna).

Retikularnu raspodjelu odlikuje prisutnost pojedinacnih
imunohistokemijski pozitivnih stanica u pravilnim paralelnim redovima u
povrsinskom dijelu lamine proprije te oko velikih krvnih zila u dubljem sloju
lamine proprije.

U fascikularnom obliku raspodjele miofibroblasti se organiziraju u
deblje snopove (fascikule), gube paralelan raspored i rasprostiru se diljem

lamine proprije, kako u povrSnom, tako i u dubljem sloju.

Tablica 5. Raspodjela vimentin pozitivnih i SMA pozitivnih stanica unutar

lamine proprije

Vimentin SMA
R F R F

Ukupno

Invazivni | 10 (20%) | 40 (80%) | 10 (20%) | 40 (80%) | 50

Neinvazivni | 39 (78%) | 11 (22%) | 41 (82%) | 9 (18%) | 50

R = retikularan, F = fascikularan
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Slika 3. Raspodjela SMA-pozitivnih stanica unutar lamine proprije
neinvazivnog (A,C) i invazivnog karcinoma (B,D). U neinvazivnhom karcinomu
raspored miofibroblasta je retikularan — koncentrirani su suburotelno i
rasporedeni u tankim paralelnim redovima. U invazivhom karcinomu
raspored miofibroblasta je fascikularan — rasporedeni su u deblje snopove i
gube paralelan raspored (mikroslike A i B snimljene su pod vidnim

povecanjem 40X, a C i D pod vidnim povecanjem 400X).
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Rezultati izrazenosti opCe upalne reakcije u invazivnhom i neinvazivhom

karcinomu prikazani su u tablici 6 i na slikama 4A i B.

Tablica 6. Intenzitet upalne reakcije u invazivnom i neinvazivnom karcinomu

Invazivni Neinvazivni
0 0 (0%) 4 (8%)
1 21 (42%) 28 (56%)
2 21 (42%) 15 (30%)
3 8 (16%) 3 (6%)
Ukupno | 50 (100%) 50 (100%)

0 — nema upalne reakcije
1 - slabo izrazena upalna reakcija
2 - umjereno izrazena upalna reakcija

3 - jako izrazena upalna reakcija
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Slika 4. Opcenita upalna reakcija (A,B) i infiltracija eozinofila (C,D). Lamina

proprija neinvazivnog karcinoma manje je infiltrirana upalnim stanicama (A) i
eozinofilima (C) u odnosu na invazivni karcinom (B,D) (mikroslike A i B
snimljene su pod vidnim povecanjem 200X, a C i D pod vidnim povecanjem
400X).
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Rezultati analize broja eozinofila u jednom i deset vidnih polja pod
velikim povecanjem (400X) prikazani su u tablici 7, a osjetljivost, specificnost,

pozitivna i negativna prediktivna vrijednost za dijagnozu invaziju u tablici 8.

Tablica 7. Vrijednosti broja eozinofila u jednom vidnom polju pod velikim
povecanjem (400X) - Emaxi U deset vidnih polja pod velikim poveéanjem — E

Skupina Broj | Srednja | Standardna | Minimum | Maksimum
vrijednost | devijacija
Emax Invazivni 50 19.9 13.1 0 47
Neinvazivni 50 7.5 6.7 0 35
Euk Invazivni 50 74.5 65.4 0 321
Neinvazivni 50 221 20.9 0 98
Tablica 8. Osjetljivost, specificnost, pozitivna i negativna prediktivha

vrijednost broja stromalnih eozinofila u dijagnozi invazije u laminu propriju

Osijetljivost | SpecifiCnost PPV NPV
Emax® 54% 96% 93% 68%
Eu** 52% 94% 90% 66%

* >20 eozinofila/VVP,

** 260 eozinofila/10VVP

Rezultati raspona 25.-75. percentile vrijednosti Emax | Euk prikazani su

na slikama 5 6.
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karcinomu
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Rezultati

Spearmanovog koeficijenta  korelacije

za odabrane

parametre u invazivnom (pT1) karcinomu prikazani su u tablici 9.

Tablica 9. Prikaz Spearmanovog koeficijenta

parametre u invazivnom (pT1) karcinomu

korelacije za odabrane

Vimentin SMA Dezmin Upala Eoriig)c()fili iokﬂgzgli
Mallory -0,062 0,124 -0,074 -0,006 -0,058 0,035
Vimentin 0,108 -0,233 0,171 -0,002 0,096
SMA 0,145 -0,071 0,117 0,073
Dezmin -0,210 -0,196 -0,225
Upala 0,134 0,177
Eozinofili max 0,916*

*p<0.001
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Rezultati

Spearmanovog koeficijenta  korelacije

parametre u neinvazivnhom (pTa) karcinomu prikazani su u tablici 10.

Tablica 10. Prikaz Spearmanovog

(pTa) karcinomu

za odabrane

koeficijenta korelacije u neinvazivhom

Vimentin SMA Dezmin Upala Eoriig)c()fili iokﬂgzgli
Mallory 0,177 -0,002 | 0,294** 0,065 0,242 0,100
Vimentin 0,437* 0,203 0,069 0,037 -0,018
SMA 0,241 -0,026 -0,005 -0,042
Dezmin -0,142 0,147 0,079
Upala 0,306** | 0,356**
Eozinofili max 0,914*

*p<0.001, **p<0.05
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4.1. STATISTICKA ANALIZA REZULTATA

Statistickom obradom podataka bolesnici s invazivnim (pT1)
karcinomom nisu se znacajno razlikovali po dobi (Mann-Whitney U test,
p>0.05) ni po spolu od bolesnika s neinvazivnim (pTa) karcinomom, kao ni
po prisutnosti muskularis mukoze i muskularis proprije u primljenim uzorcima
(c*test, p>0.05). U skupini bolesnika s invazivnim karcinomom broj
karcinoma visokog gradusa bio je znacCajno viSi nego u bolesnika s
neinvazivnim karcinomom (c?-test, p<0.001).

Intenzitet zelenog obojenja strome Mallory trikrom metodom u
invazivnom i neinvazivnhom karcinomu prikazana je u tablici 3.

Analizom dobivenih rezultata utvrdena je statistiCki znaCajna razlika u
intenzitetu zelenog obojenja lamine proprije izmedu invazivnog i
neinvazivnog karcinoma (c-test, p<0.001). Lamina proprija invazivnih
karcinoma Mallory trikrom metodom pokazala je znatno manji intenzitet
zelenog obojenja u usporedbi s laminom proprijom neinvazivnog karcinoma.
U velikom broju invazivnih karcinoma (35 uzoraka, 70%) zeleno obojenje
Mallory trikrom metodom nije bilo prisutno.

Imunohistokemijska izrazenost stromalnih billega u invazivhom i
neinvazivnom karcinomu prikazana je u tablici 4.

IzraZenost vimentina i glatkomiSicnog aktina bila je statistiCki zna¢ajno
razligita u invazivnom karcinomu u usporedbi s neinvazivnim (c*test,
p<0.001), dok znacCajne razlike u izrazenosti dezmina izmedu dviju ispitanih
skupina nije bilo (c*-test, p=0.378).

U lamini propriji invazivhog karcinoma mokraénog mjehura bio je
statistiCki znacajno veéi postotak vimentin pozitivnih stanica u usporedbi s
neinvazivnim karcinomom. Slicno, u lamini propriji invazivnhog karcinoma
mokra¢nog mjehura bio je statistiCki znacajno veci postotak SMA pozitivnih
stanica u usporedbi s neinvazivnim karcinomom.

Lamina proprija invazivnih i neinvazivnih karcinoma nije se razlikovala

samo po postotku stanica pozitivnih na spomenute biljege, ve¢ i po nacinu
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distribucije vimentin pozitivnih stanica i stanica pozitivnih na SMA unutar
lamine proprije. Raspored vimentin pozitivnih i SMA pozitivnih stanica unutar
lamine proprije prikazan je u tablici 5.

Fascikularan/neorganiziran raspored vimentin pozitivnih stanica unutar
lamine proprije naden je u statistiCki znaCajno veéem broju invazivnih
karcinoma (c*test, p<0.001), dok je u neinvazivhom karcinomu bio znagajno
veci broj uzoraka s retikularnim/organiziranim rasporedom. Raspored SMA
pozitivnih stanica bio je takoder statisticki znaCajno ¢eS¢e fascikularan u
invazivnhom karcinomu za razliku od neinvazivhog karcinoma, u kojem je
pretezno bio retikularan (c*-test, p<0.001).

Opcéa izrazenost upalne reakcije u invazivhom i neinvazivhom
karcinomu prikazana je u tablici 6.

U invazivnom karcinomu upalna reakcija u lamini propriji bila je
izrazenija nego u neinvazivnom karcinomu.

Utvrdena je statisticki znaCajna razlika u opcoj izraZzenosti upalne
reakcije u invazivnom i neinvazivnom karcinomu (c*-test, p<0.05).

Distribucija vrijednosti Emax I Euk (tablice 7 i 8) odredjena je Smirnov-
Kolmogorovljevim testom.

Medijan vrijednosti (s interkvartiinim rasponom) Enax bio je 21 (10-
26.5) eozinofil po vidnom polju s velikim poveéanjem (VVP) u skupini
invazivnih karcinoma, za razliku od 6 (2-11) eozinofila/VVP u skupini
neinvazivnih karcinoma, Sto predstavlja statistiCcki znaCajnu razliku (Mann-
Whitney U test, p<0.001).

Medijan vrijednosti (s interkvartiinim rasponom) E bio je 63.5 (21-
106.75) eozinofila/1I0VVP u skupini invazivnih karcinoma, Sto je statisticki bilo
znatno vise od 14 (6-31.75) eozinofila/1I0VVP u skupini neinvazivnih
karcinoma (Mann-Whitney U test, p<0.001).

Ujedno su izraCunate osjetljivost, specificnost, pozitivna prediktivha
vrijednost 1 negativha prediktivna vrijednost brojanja eozinofila u lamini
propriji u razlikovanju invazivnih od neinvazivnih karcinoma. GraniCne
vrijednosti odabrane su obzirom na medijane vrijednosti Emax | Euk, @ iznose
20 eozinofila/VVP i 60 eozinofila/10VVP.
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Spearmanov test korelacije za odabrane parametre u skupini
invazivnih karcinoma prikazan je u tablici 9.

Spearmanovim testom korelacije u skupini invazivnih karcinoma
utvrdena je statistiCki znaCajna negativna korelacija fascikularnog rasporeda
SMA pozitivnih stanica i intenziteta zelenog obojanja lamine proprije Mallory
trikrom metodom (p<0.05). Stupanj izrazenosti dezmina pozitivno je korelirao
s prisutno$¢u muskularis mukoze (p<0.001).

U istoj skupini utvrdena je pozitivna medusobna korelacija Enax i Euk
(p<0.001), kao i negativna korelacija dobi s Emax I Eu (p<0.05). Nije bilo
korelacije upale s Emax | Euk.

Spearmanov test korelacije za odabrane parametre u skupini
neinvazivnih karcinoma prikazan je u tablici 10.

Spearmanovim testom korelacije u skupini neinvazivnih karcinoma
intenzitet zelenog obojanja lamine proprije Mallory trikrom metodom pokazao
je pozitivnhu korelaciju s izrazenosti dezmina (p<0.05). Prisutnost muskularis
mukoze pozitivno je korelirala sa stupnjem izrazenosti dezmina (p<0.001).

Vrijednosti Emax | Euk pozitivno su korelirale medusobno (p<0.001). Za
razliku od skupine invazivnih karcinoma, u skupini neinvazivnih karcinoma
vrijednosti Enax | Eux pokazale su pozitivnu korelaciju sa stupnjem izrazenosti

upalne reakcije, a nije bilo statistiCki znacajne korelacije s dobi.
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5. RASPRAVA

lako je karcinom mokraénog mjehura po incidenciji deveti najc¢esci
maligni tumor u oba spola te sedmi najéeS¢i u muskaraca (53), na njegovo
lijeCenje se od dijagnoze do smrti potroSi viSe novCanih sredstava po
bolesniku nego u bilo koje druge maligne bolesti (57).

U posljednjih 50-tak godina uvelike su rasvijetljeni rizicni faktori za
nastanak karcinoma mokraénog mijehura, pa €ak i mehanizam samog
nastanka (55, 58-61, 63-65, 71-72, 93). Medutim, mehanizam razvoja i
Sirenja bolesti nije u potpunosti razjasSnjen. Novije spoznaje iz istrazivanja
provedenih na razliCitim vrstama karcinoma govore u prilog teze da je osim
epitelnog i stromalni dio tumora jednako vazan u rastu, razvoju i Sirenju
tumora (148-152, 160). Slicni zakljuCci dobiveni su i iz istrazivanja
provedenih na karcinomu mokraénog mjehura (156-157, 173).

Stroma tumora (od gr€. otp pa = krevet) je vezivno tkivo koje u obliku
mreze okruzuje tumorske stanice i pruza im funkcionalnu potporu. Gradena
je od fibroblasta, miofibroblasta, endotelnih i upalnih stanica koje luce
humoralne Cimbenike kao Sto su Cimbenici rasta i enzimi koji razgraduju
izvanstani¢ni matriks. Na taj nacin stromalne stanice mogu predstavljati bitne
C¢imbenike u rastu i Sirenju tumora. Smatra se da miofibroblasti predstavljaju
jednu od najvaznijih, ako ne i najvazniju vrstu stanica u tom procesu (161,
165, 167).

Po definiciji, miofibroblast je mezenhimalna stanica vretenasta oblika
koja dijeli histoloSka, imunohistokemijska i ultrastrukturna obiljezja
glatkomiSiéne stanice i fibroblasta (2). Novija istrazivanja ukazuju na
komunikaciju miofibroblasta i tumorskih stanica i znaCaj mehanizama
uspomo¢ kojih se ta komunikacija odvija. Cini se da istodobno luenje faktora
rasta if/ili citokina (poput transformiraju¢eg Cimbenika rasta beta — TGFp i
Cimbenika rasta hepatocita) i sinteza komponenata izvanstanicnog matriksa
(poput tenascina) od strane stromalnih miofibroblasta stimulira invazivnost

malignih epitelnih stanica. Spomenuta komunikacija sliCna je onoj koja se
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odvija tijekom embriogeneze, u kojoj stromalne stanice imaju takoder
presudnu ulogu za pravilan rast i razvoj tkiva (142, 162, 187).

Miofibroblasti su osobito brojni u stromi dezmoplasticnih primarnih
invazivnih i metastatskih karcinoma. Takoder su opisani u blizini neinvazivnih
neoplasticnih promjena poput skvamoznih intraepitelnih lezija vrata
maternice (CIN I-lll), gdje su smjeSteni pod bazalnom laminom, u vecem
broju i intenzivnije obojani u lezijama s viSim gradusom displazije (153). Ipak,
opcenito gledano, miofibroblasti se znatno rjede nalaze u stromi koja
okruzuje neinvazivne karcinome, Sto upucuje da miofibroblasti¢nu stromalnu
reakciju potiCe disrupcija bazalne membrane i Sirenje karcinoma u podlezece
vezivo (149-150, 157).

Miofibroblasti  nisu  jednoliko  rasporedeni  unutar  strome
dezmoplasti¢nih karcinoma. Prema istrazivanju Schurcha i sur. (155)
provedenom na invazivnhom duktalnom karcinomu dojke, miofibroblasti su
najbrojniji unutar mlade mezenhimalne strome, zatim unutar podrucja koja
odgovaraju ranoj stromalnoj invaziji 1 unutar periferne invazivne fronte
tumorskih stanica. U centralnim sklerotiCnim podrucjima tih karcinoma broj
miofibroblasta je znaCajno smanjen, Sto je vjerojatno posljedica apoptoze
(155).

Prema istom istrazivanju, u invazivnhom duktalnom karcinomu dojke
postoje tri tipa miofibroblastiCne stromalne reakcije: (a) preuranjena, u kojoj
miofibroblasti ulaze u okolno tkivo dublje nego karcinomske stanice; (b)
istovremena, u kojoj su miofibroblasti rasporedeni izmedu karcinomskih
stanica; i (c) kasna, u kojoj se miofibroblasti nalaze centralno od od invazivne
fronte karcinomskih stanica. Istovremena reakcija obiCnho je najizrazenija.
Analizom kolagenog matriksa, nadena je povecana koli¢ina kolagena tipa Il
unutar mlade mezenhimalne strome koja sadrzi najviSe miofibroblasta. S
druge strane, kolagen tipa | je najistaknutiji unutar srediSnje sklerotiCne zone
karcinoma dojke, u kojoj su miofibroblasti zamijenjeni fibroblastima (155).

Prisutnost miofibroblasta dokazana je i u stromi karcinoma mokra¢nog
mjehura (11, 156-157, 188). U ovom istrazivanju, miofibroblasticna reakcija

strome procjenjivana je uspomoc izraZzenosti imunohistokemijske reakcija
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stanica lamine proprije na vimentin i glatkomisSi¢ni aktin (SMA), a ujedno je
ucCinjeno imunohistokemijsko bojanje dezminom kako bi se razlikovali
miofibroblasti od glatkomiSiénih stanica muskularis mukoze. lzrazenost
spomenutih billega analizirana je u prethodno oznaCenim podrucjima na
preparatima bojenim Mallory trikrom metodom. Miofibroblasti pokazuju
pozitivhu reakciju na vimentin i SMA dok je reakcija na dezmin negativna.
Fibroblasti su pozitivni na vimentin, a negativni na SMA i dezmin. Glatki

U 48 (96%) uzoraka invazivnih (pT1) karcinoma izrazenost vimentina
bila je umjerena ili jaka, dok je u neinvazivnih (pTa) karcinoma umjerena ili
jaka reakcija zabiljezena u 24 (48%) uzorka. Izrazenost SMA bila je umjerena
ili jaka u 42 (94%) uzorka invazivnih karcinoma, dok je u neinvazivnih (pTa)
karcinoma umjerena ili jaka reakcija zabiljezena tek u 15 (30%) uzoraka.
lzrazenost dezmina nije pokazivala znatnije razlike izmedu ispitivanih
skupina — umjerena reaktivnost zabiljezena je u 8 (16%) invazivnih i 5 (10%)
neinvazivnih karcinoma, dok jaka reaktivnost nije zabiljezena.

Statistickom obradom podataka u ovom je istrazivanju po prvi put
potvrdena znacCajno izrazenija reakcija na vimentin i SMA u lamini propriji
invazivnih (pT1) karcinoma u odnosu na neinvazivne (pTa) karcinome, Sto
ukazuje da se pri invaziji urotelnog papilarnog karcinoma u lamini propriji
povecéava broj miofibroblasta.

Prvi opis miofibroblasta u lamini propriji invazivnih karcinoma dali su
2006. Shimasaki i sur. (157), Cije je istrazivanje provedeno s nesto drugacijim
imunohistokemijskim biljezima i na znatno manjem broju uzoraka. Njihovo
istrazivanje provedeno je na 6 uzoraka invazivnog i 19 neinvazivnog
karcinoma pri Cemu tumori nisu subklasificirani obzirom na papilarni i ravan
nacin rasta, a u skupinu invazivnih tumora ukljucCen je i manji broj karcinoma
koji nisu bili urotelne diferencijacije. U njihovom istrazivanju elektronskom i
imunoelektronskom mikroskopijom potvrdeno je da SMA pozitivhe i h-
kaldezmon negativne stanice u lamini propriji imaju ultrastrukturna obiljezja
miofibroblasta, no nije kvantificirana izrazenost miofibroblastiCnih biljega u

lamini propriji (157).
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U istrazivanju provedenom 2007., Nimphius i sur. (156) utvrdili su
razlike u zastupljenosti CD34-pozitivnin fibrocita i SMA-pozitivnih
miofibroblasta u lamini propriji uzoraka mokra¢nog mjehura sa i bez tumora.
Prema njima, u mokraénom mjehuru bez tumora postoji populacija CD34-
pozitivnin i SMA-negativnih fibrocita smjeStenih u dubljem dijelu lamine
proprije. Stanice sa spomenutim fenotipom zaduzene su za sintezu
izvanstanicnog matriksa. Tijekom nastanka tumora, ova populacija stanica
mijenja fenotip i prelazi u CD34-negativne, SMA-pozitivne miofibroblaste.
lako je u njihovom istrazivanju pokazana statistiCki znaCajna razlika u
izrazenosti SMA u uzorcima bez tumora i sa tumorom, nije bilo znaCajne
razlike u pTa i pT1 karcinomima, Sto moze biti rezultat neSto manjeg broja
uzoraka (11 pTa uzoraka, 17 pT1 uzoraka) (156).

lzrazenost dezmina u stromi papilarnog urotelnog karcinoma
mokra¢nog mjehura s invazijom nije se razlikovala od izraZzenosti u stromi
karcinoma bez invazije. Imunoreaktivnost na dezmin bila je prisutna u
podrucju koje je odgovaralo glatkim miSiénim stanicama muskularis mukoze
Prema Council i sur. (188), miofibroblasti u mokraénom mjehuru ne
izrazavaju dezmin. PoSto se u ovom istrazivanju prisutnost muskularis
mukoze nije statisticki znaCajno razlikovala unutar ispitivanih skupina,
oCekivano je da se ni izrazenost dezmina ne razlikuje.

U ovom istrazivanju, distribucija vimentin pozitivnih stanica unutar
lamine proprije bila je organizirana/retikularna u svega 10 (20%) uzoraka
invazivnog karcinoma i 39 (78%) uzoraka neinvazivnog karcinoma, dok je
bila neorganizirana/fascikularna u preostalom broju sluCajeva. Distribucija
SMA-pozitivnih stanica bila je sliCha: retikularna u 10 (20%) invazivnih i 41
(82%) neinvazivnom karcinomu.

Buduéi da se radi o statistiCkoj znacCajnosti visoke razine (p<0.001),
zaklju€ak ovog istrazivanja u skladu je sa zakljuckom Shimasakija i sur. (157)
da je raspodjela miofibroblasta fascikularna u invazivnom, a retikularna u
neinvazivnom karcinomu mokraénog mjehura. Na osnovi dobivenih rezultata
mozemo zakljuCiti da procjena raspodjele miofibroblasta moze pomoci u

dijagnozi invazije u laminu propriju.
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U ovom istrazivanju rezultati histokemijskog bojenja strome Mallory
trikrom metodom u skupini invazivnih karcinoma i skupini neinvazivnih, koja
je sluzila kao kontrolna skupina, pokazali su da se stroma invazivnih
karcinoma statistiCki znacCajno slabije boji zeleno u usporedbi sa laminom
proprijom mokra¢nog mjehura bez invazije.

U velikom broju invazivnih karcinoma, Cak 35 (70%) tumorskih
uzoraka uopce nije bilo zelenog obojenja lamine proprije, dok nije bilo
nijednog uzorka neinvazivnhog karcinoma bez zelenog obojenja lamine
proprije. Umjereno i izrazeno obojenje bilo je prisutno u 34 (68%)
neinvazivna uzorka, a u skupini invazivnih karcinoma tek u 2 (4%) uzorka.

Obzirom na statistiCki znacCajnu razliku u rezultatima histokemijskog
bojenja strome dviju ispitivanih grupa, moze se zakljuciti da je u lamini propriji
s invazivnim karcinomom doSlo do promjena u odnosu na laminu propriju
karcinoma bez invazije. PoSto se Mallory trikrom metodom kolagena vlakna
boje zeleno, a miSiéna vlakna crveno (186), odsutnost ili oskudnost zelenog
obojenja ukazuje da u lamini propriji mokrachog mjehura s invazivnim
karcinomom dolazi do promjene u kolicini ili sastavu kolagena.

Koriste¢i korelaciju patohistoloSke slike i Raman spektroskopije,
metode koja otkriva biokemijski sastav tkiva, de Jong i sur. (189) utvrdili su
da je u biopsijama karcinoma mokracnog mjehura smanjena koliCina
kolagena u odnosu na biopsije mokraénog mjehura bez tumora. Ovo
istraZivanje ne moZe u potpunosti pomocCi u interpretaciji rezultata Mallory
trikrom bojenja buduci da autori nisu stratificirali skupinu karcinoma obzirom
na invaziju, no ipak ukazuje da se u sklopu karcinogeneze u mokraénom
mjehuru smanjuje koliCina kolagena (189).

IstraZivanja o promjenama kolagena u karcinomu mokra¢nog mjehura
koja koriste konvencionalnije patohistoloSke metode odnose se iskljuCivo na
kolagene tipa IV i VIl koji su prisutni u bazalnoj membrani. Smatra se da
imunohistokemijsko bojanje na spomenute tipove kolagena moZe pomoci u
dijagnozi invazije karcinoma, no valja naglasiti da reakcija na spomenute
tipove kolagena moze biti odsutna u sluCajevima s izrazenom suburotelnom

upalom, koja Cesto prati karcinom in situ i papilarne tumore (190). Takoder,
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takva istraZivanja ne mogu pomoc€i u interpretaciji rezultata Mallory trikrom
bojenja jer su kolagen IV i VII prisutni u bazalnoj membrani, a najzastupljeniji
intersticijski kolageni stijenke mokraénog mjehura su kolagen tipa I i 11l (191).

Iscrpnom pretragom literature nisu pronadena istrazivanja o
promjenama intersticijskih tipova kolagena u karcinomu mokraénog mjehura
te u sklopu ove disertacije nije moguce naéi direktno objasnjenje rezultata
Mallory trikrom bojenja. Ipak, poznato je da stanice urotelnog karcinoma u in
vitro uvjetima imaju sposobnost razgradnje izvanstanicnog matriksa (192).
Isto tako, detekciom mMRNA iz podru¢ja odabranog laserskom
mikrodisekcijom utvrdeno je da za razliku od normalnog veziva, stroma
urotelnog karcinoma mokra¢nog mjehura pokazuje visoku izrazenost matriks
metaloproteinaze 1 (MMP-1) koja je najznacajnija kolagenaza iz skupine
MMP, i to osobito u tumora visokog gradusa (193). Mogucée objasSnjenje
promjena uocenih bojanjem Mallory trikromnom metodom u invazivnom
karcinomu je rezultat djelovanja MMP i razgradnje kolagena u invazivhom
karcinomu.

U istrazivanju stromalne reakcije na neoplaziju ponekad se koriste
histokemijska trikrom bojenja. U istrazivanju stromalne reakcije u karcinomu
prostate iz 2004. godine Tomas i Kruslin (151) koristili su Mallory trikrom
metodu. Oni su utvrdili da reaktivha stroma adenokarcinoma prostate
pokazuje jaCe zeleno obojenje od strome benigne hiperplazije prostate i
peritumorskog tkiva. Slicne rezultate na neSto manjem broju uzoraka dobili
su Tuxhorn i sur. (194) koriste¢i Massonovu trikrom metodu. Ti rezultati
suprotni su od rezultata ovog istrazivanja, no postoje znacajne razlike u
histoloSkom sastavu lamine proprije mokracnog mjehura i prostaticne strome
koje bi mogle biti uzrokom spomenute razlike.

Rezultati Spearmanovog testa korelacije pokazuju da u skupini
invazivnih karcinoma fascikularna/neorganizirana raspodjela miofibroblasta
korelira sa slabijim obojenjem lamine proprije Mallory trikromnom metodom.
To ukazuje da bi promjene kolagena u odredenoj mjeri mogle biti povezane s
miofibroblastichom  reakcijom strome. Odsutnost korelacije  svih
miofibroblasticnih billega sa Mallory trikromnom metodom moze biti odraz
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Cinjenice da jedan dio enzima iz skupine MMP, osobito one odgovorne za
razgradnju kolagena, proizvode same tumorske stanice (151, 193).

U skupini neinvazivnih karcinoma, intenzitet zelenog obojenja korelira
s izrazenoS¢u dezmina, Sto ukazuje da se u odsutnosti invazije jaCe izrazena
kolagena vlakna nalaze u onim sluCajevima u kojima postoji i jaCe izrazen
sloj muskularis mukoze.

Rezultati ovog istrazivanja u skladu su s podacima iz literature o
stromalnim promjenama u urotelnom karcinomu mokraénog mjehura (156-
157, 190, 192-193), a stromalna reakcija na karcinom ukljuCuje
miofibroblaste u znaCajnoj mjeri, Sto je potvrdeno imunohistokemijom.
Ujedno, promjene uocCene Mallory trikrom metodom ukazuju na razliku u
koliCini ili sastavu kolagena kod invazivnih karcinoma, Sto moze biti rezultat
djelovanja miofibroblasta ili samih tumorskih stanica.

Cinjenica da se stroma invazivnog karcinoma moze razlikovati
histokemijski i imunohistokemijski od strome neinvazivhog karcinoma je
znacCajna jer se moze iskoristiti u dijagnosticke svrhe, posebice kada se radi
0 dvojbenim sluCajevima odnosno tzv. ,mikroinvazivnom karcinomu®.

Mallory trikrom metoda podjednako je uspjeSna, ako ne i uspjesSnija u
otkrivanju strome invazivnog karcinoma kao i imunohistokemijske metode pa
bi se zbog svoje jednostavnosti i niske cijene te kratkog vremena koje je
potrebno za njeno provodenje mogla gotovo rutinski koristiti u dijagnozi
invazije karcinoma mokra¢nog mjehura.

Primarna uloga imunoloSkog sustava je razlikovanje normalnog
vlastitog tkiva od promijenjenog, Sto predstavlja temeljnu obranu organizma
od nastanka zlocudnih tumora. Smatra se da temelj razlikovanja tumora od
vlastitog normalnog tkiva Cine tumor specificni antigeni (TSA). Upalna
reakcija na tumore uglavnom je staniCha, a u puno manjoj mjeri humoralna.
Na nesrecu, uspjeh upalnih stanica u suzbijanju zlo¢udnih tumora znatno je
izrazeniji in vitro nego in vivo zbog nikad sasvim razjasnjenih Cimbenika koji
najvjerojatnije  ukljuCuju neku vrstu disfunkcije imunoloSkog sustava
domacina (136, 166-167).
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U ovom istrazivanju izrazenost upalne reakcije bila je umjerena ili jaka
u 29 (58%) uzoraka invazivhog pT1l karcinoma te u 18 (36%) uzoraka
neinvazivnog karcinoma, $to je predstavljalo statisticki znagajnu razliku (c*
test, p<0.05). lako ta razlika ne predstavlja vrlo sigurno dijagnosticko orude,
rezultat sugerira pomnije trazenje invazije u podrucju s izrazenom upalnom
reakcijom prilikom patohistoloSke analize.

Eozinofili su polimorfonuklearni leukociti Cija je najznacajnija
evolucijska uloga obrana od parazita, a imaju vaznu ulogu i u patogenezi
alergijskih bolesti. Oni cCesto infiltriraju zloCudne tumore, osobito one
epitelnog porijekla, a najizrazenije nakupljanje eozinofila zabiljezeno je u
karcinomima velikih keratinizirajucih stanica poput plo€astog karcinoma koze,
usne Supljine, vanjskih genitalija i anusa (177).

Istrazivanje Simsona i sur. iz 2007. (195) pokazalo je da eozinofili
imaju bitnu ulogu u imunoloskom nadzoru tumora. Oni su tretirali miSeve
metilkolantrenom pokuSavajuéi izazvati fibrosarkom. Eksperiment je
proveden s istim dozama karcinogena u skupini miSeva divljeg tipa i nekoliko
skupina transgenic¢nih miSeva; IL-5 transgenicnih miSeva koji imaju visoku
razinu cirkulirajucih eozinofila, zatim u miSeva s nokautiranim genom za
kemotaktiCni protein eotaksin te u dva soja transgeni¢nih miSeva koji uopce
nemaju eozinofile. Najve¢a ucestalost i najbrzi rast tumora zabiljezen je u
sojevima bez eozinofila, malo manji u sojevima bez eotaksina, a znatno
manji u miSeva divljeg tipa i IL-5 transgenicnih miSeva. Rezultati su takoder
pokazali da su IL-5 transgenicni miSevi bili otporniji na nastanak tumora od
miSeva divljeg tipa, a u sluCaju nastanka, tumori su bili znatho manji te
infiltrirani znatno vec¢im brojem eozinofila (195).

U istrazivanju iz 2006., Cormier i sur. (178) pratili su nakupljanje
eozinofila u tumoru nakon uStrcavanja melanomskih stanica u miSeve.
Nakupljanje eozinofila bilo je kontinuirano i izrazeno u nekrotiCnim
podrucjima i u kapsuli tumora od samog pocCetka pokusa, a degranulacija
eozinofila bila je prisutha samo u podruCjima nekroze. Istrazivanje
kemotaksije eozinofila u in vitro uvjetima ukazalo je na prisutnost nepoznatog

kemotakticnog Cimbenika prisutnog iskljuCivo u lizatu nekrotiCnog tumora, a
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ne i u kulturi odrzanih tumorskih stanica. Ujedno je in vivo ucinjena deplecija
CD4+ T limfocita uspomo¢ protutijela koja nije utjecala na nakupljanje
eozinofila. Stoga su autori zakljuCili da je nakupljanje eozinofila u zlo¢udnim
tumorima proces koji je kontinuiran i ukljucen u rani imunoloski odgovor te da
nije ovisan o Th2 upalnom odgovoru (178).

Nekoliko novih istrazivanja opisuje da odredivanje broja eozinofila u
stromi karcinoma moze pomoc¢i u dijagnozi invazije. Spiegel i sur. (179)
usporedili su broj eozinofila koji okruzuju intraepitelnu neoplaziju stidnice
teSkog stupnja i karcinom stidnice s invazijom te utvrdili da je broj eozinofila
>20/VVP i 50/10 VVP ogranicen na slucajeve vulvarnog karcinoma plocastih
stanica s invazijom. U istrazivanju cervikalne intraepitelne neoplazije i
invazivnog karcinoma plocCastih stanica vrata maternice dobiveni su slicni
rezultati, s nesto drugacijim vrijednostima eozinofila (180). Odredivanje broja
eozinofila moze takoder biti korisno u procjeni invazije ploCastog karcinoma u
podruCju glave i vrata kao dijagnostiCki kriterij vrlo visoke specificnosti
(100%) i nesto nize osjetljivosti (61%) (181).

U mokra¢nom mjehuru su zamijeene promjene vezane uz infitraciju
eozinofila u sklopu nastanka urotelnog karcinoma. Lose i sur. (183) mjerili su
koncentraciju eozinofilnog kationskog proteina (ECP) u urinu 18 pacijenata s
karcinomom i 18 kontrolnih ispitanika te ustvrdili da je razina ECP znacCajno
viSa u skupini bolesnika s karcinomom.

Jedino u literaturi dostupno istrazivanje koje se odnosi na odredivanje
broja eozinofila u urotelnom karcinomu mokraénog mjehura je ono koje su
uCinili Lowe i sur. (177). Koristili su jednostavnu metodologiju, odredivsi broj
od 100 eozinofila/10VVP kao izrazito poviSen i ustanovili da znatno vedi
postotak tumora s tim stupnjem eozinofilije pokazuje ploCastu metaplaziju i
tendenciju invazije u dublje slojeve, osobito miSi¢ni sloj stijenke mokra¢nog
mjehura. Spomenuto istrazivanje ne sadrzi procjenu osjetljivosti ili
specificnosti odredivanja broja eozinofila u dijagnozi invazije (177).

U vlastitom istrazivanju (184) pokazali smo da brojanje eozinofila u
lamini propriji moze predstavijati dodatni dijagnostiCki kriterij u dijagnozi

invazije papilarnog urotelnog karcinoma u laminu propriju mokrac¢nog
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mjehura te izrazito visoku specificnost i pozitivhu prediktivnu vrijednost
opisane metode.

U ovom istrazivanju, medijan vrijednosti Emax bio je 21 eozinofil po
vidnom polju s velikim povec¢anjem (VVP) u skupini invazivnih karcinoma, za
razliku od 6 eozinofila/VVP u skupini neinvazivnih karcinoma, Sto predstavlja
statistiCki znacajnu razliku (Mann-Whitney U test, p<0.001).

Medijan vrijednosti E bio je 63.5 (21-106.75) eozinofila/I0VVP u
skupini invazivnih karcinoma, Sto je statistiCki bilo znatno viSe od 14
eozinofila/A0VVP u skupini neinvazivnih karcinoma (Mann-Whitney U test,
p<0.001).

Ujedno su izraCunate osjetljivost, specificnost, pozitivna prediktivha
vrijednost 1 negativna prediktivna vrijednost brojanja eozinofila u lamini
propriji u razlikovanju invazivnih od neinvazivnih karcinoma. GraniCne
vrijednosti odabrane su obzirom na medijane vrijednosti Emax | Euk, @ iznose
20 eozinofila/VVP i 60 eozinofila/10VVP.

Osjetljivost, specifiCnost, negativna i pozitivna prediktivna vrijednost za
Emax 220 eozinofila/VVP u dijagnozi invazije bile su 54%, 96%, 68% i 93%.

Osijetljivost, specifiCnost, negativna i pozitivna prediktivna vrijednost za
Euk 260 eozinofila/VVP u dijagnozi invazije bile su 52%, 94%, 66% i 90%.

Ovakav profil dobivenih vrijednosti ukazuje da invazija u laminu
karcinoma mokra¢nog mjehura nije uvijek pra¢ena infiltracijom eozinofila, no
izrazena infiltracija eozinofila gotovo uvijek ukazuje na invazivni karcinom u
pozadini procesa te poziva na dodatne dijagnostiCke napore u potvrdivanju
iste.

Spearmanovim koeficijentom korelacije utvrdena je ocCekivana
pozitivna korelacija Emax | Euk U Obje skupine. U skupini invazivnih karcinoma
Emax | Euk pokazali su negativnu korelaciju s dobi bolesnika, dok u kontrolnoj
skupini takve korelacije nije bilo. U skupini neinvazivnih karcinoma pokazana
je pozitivha korelacija izrazenosti upale s Emax | Eu, dok u invazivnim
karcinomima ista nije utvrdena.

Rezultati korelacija ukazuju da u neinvazivhom karcinomu broj

eozinofila ovisi o upali te se vjerojatno povecava ovisno o stanjima koja
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potiCu upalu u stijenci mokracnog mjehura. U invazivhom karcinomu broj
eozinofila nije ovisan o broju drugih upalnih stanica te vjerojatno predstavlja
proces izazvan samim tumorom, Sto se uklapa u zakljuCke Cormier i sur.
(178). Isto tako, Cini se da se sposobnost takve tumor-specificne reakcije
smanjuje s dobi bolesnika.

Stromalne promjene u papilarnom urotelnom karcinomu mokra¢nog
mjehura koje je moguce histoloSki, histokemijski i imunohistokemijski
dokazati mogle bi se iskoristiti i u dijagnosticke svrhe, posebice kada se radi
0 dvojbenim slucajevima odnosno tzv. ,mikroinvazivhom karcinomu®. Mallory
trikrom metoda je podjednako uspjeSna u otkrivanju reaktivne invazije
karcinoma kao i imunohistokemijske metode, a puno je jednostavnija, brza i
jeftinija te bi se mogla rutinski koristiti u dijagnozi invazije urotelnog
karcinoma. Odredivanje broja eozinofila joS je jeftinija i brza, a specifiCcna
metoda koja moZe pomoci u dijagnozi invazije karcinoma u laminu propriju.
Postupci opisani u ovoj disertaciji mogli bi se koristiti kao dodatne metode u
dijagnozi invazije papilarnog urotelnog karcinoma mokraénog mijehura u

laminu propriju.
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6. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata ovog istrazivanja moze se zakljuciti:

1. Intenzitet zelenog obojenja lamine proprije Mallory trikrom metodom
u pT1 papilarnom urotelnom karcinomu mokra¢nog mjehura bio je statisticki
znagajno slabiji u odnosu na laminu propriju pTa karcinoma (c?-test,
p<0.001). Statistickom analizom histokemijskih i imunohistokemijskih
rezultata potvrdena je negativna korelacija izmedu intenziteta zelenog
obojenja Mallory trikrom metodom i fascikularne distribucije SMA
(Spearmanov test korelacije, p<0.05), dok takva povezanost nije nadena za
ostale miofibroblastiCne biljege (Spearmanov test korelacije, p>0.05).

Razlika u intenzitetu obojenja upuéuje na zakljuCak da u stromi
invazivhog karcinoma dolazi do promjene u koliCini ili sastavu kolagena.
Promjena intenziteta zelenog obojenja Mallory trikrom metodom u stromi

invazivnog karcinoma vjerojatno je dijelom rezultat miofibroblastiCne reakcije.

2. Za toCniju fenotipizaciju stanica u lamini propriji tumora upotrijebljeni
su imunohistokemijski markeri vimentin, SMA i dezmin. Vimentin je bio
statisticki znacCajno viSe izrazen u pT1l karcinomu u usporedbi s pTa
karcinomom (c?-test, p<0.001). SMA je bio statisti¢ki znacajno vise izraZen u
pT1 karcinomu u usporedbi s pTa karcinomom (c-test, p<0.001). |zraZenost
dezmina nije se statistiCki znacajno razlikovala u istrazivanim skupinama.

Kombinacija izrazenosti vimentina i SMA karakteristicna je za fenotip
miofibroblasta pa pojaCana izrazenost u stromi invazivhog karcinoma
upucuje na povecan broj miofibroblasta. Izrazenost dezmina u lamini propriji
mokra¢nog mjehura nije pokazala razliku izmedu ispitivanih skupina jer je
karakteristicna za sloj muskularis mukoze koji je bio prisutan u priblizno

jednakom postotku invazivnih i neinvazivnih karcinoma.
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3. Raspored vimentin pozitivnih stanica unutar lamine proprije pTa
karcinoma bio je pretezno retikularan, odnosno organiziran u smislu da su
spomenute stanice bile rasporedene pojedinacno i medusobno paralelno u
povrsnom dijelu lamine proprije te oko velikih krvnih zila u dubljem sloju
lamine proprije. Raspored SMA pozitivnih stanica u pTa karcinomu bio je
takoder pretezno retikularan. U lamini propriji pT1 karcinoma raspored
vimentin pozitivnih i SMA pozitivnih stanica bio je pretezno fascikularan,
odnosno neorganiziran u smislu da su spomenute stanice bile rasporedene u
deblje snopove (fascikule) te rasprostrte u svim smjerovima diljem lamine
proprije, kako u povrsnom tako i u dubljem sloju. Statistickom analizom
utvrdjena je znacCajna razlika u raspodijeli spomenutih stanica unutar lamine
proprije pT1i pTa karcinoma (c?-test, p<0.001).

Razlika u raspodjeli vimentin i SMA pozitivnih stanica upucuje da u
stromi invazivnhog karcinoma ne dolazi samo do povecanja broja

miofibroblasta, ve¢ i do promjene u nacinu njihovog rasporeda.

4. Upalna reakcija bila je statistiCki znaCajno izrazenija u invazivhom
karcinomu (c?-test, p<0.05).

lako razlika u upalnoj reakciji ne predstavlja vrlo sigurno dijagnosticko
orude, rezultat sugerira pomnije trazenje invazije u podruCju s izrazenom

upalnom reakcijom prilikom patohistoloske analize.

5. Vrijednosti broja eozinofila u jednom VVP i 10 VVP s najveéim
brojem eozinofila u lamini propriji bile su znacCajno viSe u invazivhom
karcinomu. Medijan vrijednosti Emax bio je 21 eozinofil/VVP u skupini
invazivnih karcinoma, a tek 6 eozinofila/VVP u skupini neinvazivnih
karcinoma (Mann-Whitney U test, p<0.001). Medijan vrijednosti E. bio je
63.5 eozinofila/1I0VVP u skupini invazivnih karcinoma, a tek 14
eozinofila/A0VVP u skupini neinvazivnih karcinoma (Mann-Whitney U test,
p<0.001). Specificnost i pozitivna prediktivna vrijednost za Enax =20
eozinofila/VVP u dijagnozi invazije iznose 96%, odnosno 93%. Specifichost i
pozitivna prediktivna vrijednost za Ex =60 eozinofila/VVP u dijagnozi invazije
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iznose 94%, odnosno 90%. Statistickom analizom utvrdena je pozitivha
korelacija intenziteta upale i broja eozinofila u neinvazivhom karcinomu, dok
ista nije bila prisutna u invazivnom karcinomu.

Odredivanje broja eozinofila predstavlja dijagnosticki kriterij vrlo visoke
specificnosti i pozitivne prediktivne vrijednosti za prisutnost invazije.
Nakupljanje eozinofila u invazivnom karcinomu je tumor-specificno, a u

neinvazivnom ovisi o intenzitetu upalne reakcije.

Dobiveni rezultati potvrduju promjene u stromi papilarnog urotelnog
karcinoma mokra¢nog mjehura s invazijom u laminu propriju koje su dijelom
posljedica miofibroblasticne reakcije, a koje je moguce histokemijski i
imunohistokemijski dokazati te promjene u upalnoj reakciji koje su vidljive
histoloSki. Mogucnost koriStenja spomenutih promjena je iskoristiva u
dijagnozi invazije u laminu propriju, posebice kada se radi o dvojbenim
sluCajevima odnosno tzv. ,mikroinvazivnom karcinomu®. Mallory trikrom
metoda bi se mogla gotovo rutinski Kkoristiti u dijagnozi invazije u laminu
propriju jer je podjednako uspjeSna u otkrivanju reaktivne strome tumora kao

I imunohistokemijske metode, a puno je jednostavnija, brza i jeftinija.
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7. SAZETAK

Rak mokraénog mijehura predstavija jednu od najéeS¢ih malignih
bolesti, osobito u muske populacije. Utjecaj riziCnih Cimbenika na njegov
nastanak dobrim je dijelom rasvijetljen, ali Cimbenici koji utjeCu na brzinu
napredovanja bolesti nisu sasvim razjasSnjeni. Novije spozhaje govore u
prilog teze da je osim epitelnog i stromalni dio tumora jednako vazan u rastu,
razvoju i Sirenju tumora.

Hipoteza ovog istrazivanja je da u stromi invazivnog (pT1) papilarnog
urotelnog karcinoma mokrac¢nog mjehura postoji izraZzenija miofibroblastiCna i
upalna reakcija u odnosu na laminu propriju neinvazivnog (pTa) papilarnog
urotelnog karcinoma mokrac¢nog mjehura te da histoloSka razlika u intenzitetu
miofibroblasti¢ne i upalne reakcije moze pomodi u diferencijalnoj dijagnozi ta

dva stadija karcinoma.

Ovim su istrazivanjem analizirane promjene strome u 50 uzoraka
invazivnog i 50 uzoraka neinvazivnog papilarnog urotelnog karcinoma

mokracnog mjehura te su postavljeni slijededi ciljevi:

1. analizirati i usporediti intenzitet zelenog obojenja lamine proprije
Malloryevom trikrom metodom u invazivhom (pT1) i neinvazivhom
(pTa) papilarnom urotelnom karcinomu.

2. analizirati i usporediti izrazenost vimentina, dezmina i SMA u lamini
propriji invazivnog (pT1) i neinvazivnog (pTa) papilarnog urotelnog
karcinoma mokra¢nog mjehura.

3. analzirati raspodjelu miofibroblasta u u lamini propriji invazivnog (pT1)
i neinvazivhog (pTa) papilarnog urotelnog karcinoma mokracnog
mjehura.

4. analizirati i usporediti izrazenost upalne reakcije u lamini propriji
invazivnog (pT1) i neinvazivnog (pTa) papilarnog urotelnog karcinoma

mokra¢nog mjehura.

e



5. analizirati i usporediti izrazenost upalne reakcije te broj eozinofila u
lamini propriji invazivhog (pT1) i neinvazivhog (pTa) papilarnog

urotelnog karcinoma mokra¢nog mjehura.

Zeleno obojenje Mallory trikrom metodom bilo je znatno slabije u
invazivnom karcinomu (c*test, p<0.001). Obojenje u skupini invazivnih
karcinoma bilo je slabije zeleno u uzorcima s fascikularnim rasporedom SMA
pozitivnih stanica (Spearmanov test korelacije, p<0.05). Imunohistokemijski
biljezi miofibroblasta (vimentin i SMA) bili su znaCajno izrazeniji u stromi
invazivnog u usporedbi sa stromom neinvazivnog karcinoma (c?-test,
p<0.001). Distribucija miofibroblasta bila je pretezno fascikularna u
invazivnom, a pretezno retikularna u neinvazivnom karcinomu (c?-test,
p<0.001). Upalna reakcija bila je izraZenija u invazivnom karcinomu (c?-test,
p<0.05), a medijani vrijednosti broja eozinofila u jednom velikom vidnom
polju i deset velikih vidnih polja bili su znaCajno viSi u skupini invazivnih
karcinoma (Mann-Whitney U test, p<0.001). Broj eozinofila =20
eozinofila/VVP i =60 eozinofila/10VVP imaju specificnost i pozitivhu
prediktivnu vrijednost u dijagnozi invazije u laminu propriju 96% i 93%,
odnosno 94% i 90%. Broj eozinofila korelirao je sa stupnjem upale u
neinvazivnih (Spearmanov test korelacije, p<0.05), ali ne i u invazivnih
karcinoma.

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljucCiti da u stromi
invazivnog (pT1) papilarnog urotelnog karcinoma mokra¢nog mjehura postoji
izrazenija miofibroblasticha i upalna reakcija u odnosu na laminu propriju
neinvazivnog (pTa) papilarnog urotelnog karcinoma mokra¢nog mjehura koja
se moze dokazati histoloski, histokemijski i imunohistokemijski. Razlika u
intenzitetu miofibroblastiCne i upalne reakcije moZze pomoc¢i u dijagnozi

invazije karcinoma u laminu propriju.
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8. SUMMARY

MYOFIBROBLASTIC AND INFLAMMATORY STROMAL REACTION IN
NON-INVASIVE (pTa) AND INVASIVE (pT1) PAPILLARY UROTHELIAL
CARCINOMA OF THE URINARY BLADDER

The aims of this study were to analyze stromal changes in papillary
urothelial carcinoma of the urinary bladder with lamina propria invasion.

For the assessment of myofibroblastic reaction, Mallory trichrome
method and immunohistochemical analysis of vimentin, smooth muscle actin
(SMA) and desmin were performed. For the assessment of inflammatory
reaction, stromal inflammatory cells and eosinophils were counted.

Reactive stroma in invasive carcinoma showed a decreased intensity
of green staining by Mallory trichrome method (p>0.001). It also showed
increased vimentin and SMA expression (p<0.001). The distribution pattern
of myofibroblasts was fascicular in invasive and reticular in noninvasive
carcinoma (p<0.001). There was positive correlation between the absence of
Mallory green staining and the fascicular pattern of SMA expression in
invasive carcinoma (p<0.05). Inflammation was more pronounced in invasive
carcinoma (p<0.05). The maximum number of eosinophils per one and ten
high power fields was significantly higher in invasive carcinoma (p<0.001)

Our study indicates that a distinct pattern of myofibroblastic and
inflammatory stromal reaction in invasive (pT1) papillary urothelial carcinoma
of the urinary bladder can be demonstrated by histological, histochemical and
immunohistochemical means. This may be used as a helpful additional

diagnostic tool in cases suspicious of invasion.

Zlatko Marusi¢, Zagreb, 2010.
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