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1. UVOD

1.1. Karcinom Zu¢nog mjehura

1.1.1. Epidemiologija i incidencija

Karcinom zu¢nog mjehura ili Zuénjaka (lat. vesica fellea) pripada skupini rijetkih primarnih
malignih tumora (1). Smatra se naj¢es¢im primarnim malignim tumorom bilijarnog trakta te

Sestim najceséim gastroenteroloskim karcinomom (1-4).

Prema ucestalosti u opéoj svjetskoj populaciji 2020. godine nalazio se na 25. mjestu s oko 0,6
% slucajeva svih novootkrivenih karcinoma dok je po udjelu od 0,9 % u broju svih novih
smrtnih slu¢ajeva uzrokovanih karcinomima bio na 22. mjestu. Stoga je, na svjetskoj razini,
ukupno dijagnosticirano 115 695 novooboljelih od karcinoma zu¢nog mjehura, a umrlih je 84
695 (2-5). Obzirom na spol, na globalnoj razini u 2020. godini karcinom Zué¢njaka bio je 1,82
puta ucestaliji kod osoba zenskog spola, a prema tome je i broj smrtnih ishoda kod Zenskog
spola bio 1,79 puta veéi. U zemljama s visokim stopama ucestalosti ove bolesti i omjeri
ucestalosti su izrazeniji pa se penju do 2,4. Ponajvise se pojavljuje izmedu 60. i 70. godine
Zivota U osoba zenskog spola, s medijanom dobi od 67 godina (6). Zemljopisna raspodjela
pojavnosti (incidencija) karcinoma zu¢nog mjehura je izrazito neujednacena, s neuobicajeno
visokim stopama ucestalosti u regijama Latinske Amerike medu domicilnim indijanskim
stanovni$tvom, zatim u drzavama Indijskog potkontinenta, te isto¢noj Europi, Japanu i Izraelu
(6,7). Stope incidencije su niske u podruc¢ju zapadne Europe, te u sjevernoj Americi medu

potomcima europskih doseljenika.

Podaci Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo pokazuju da je tijekom 2020. godine u Republici
Hrvatskoj registrirano 120 novih slucajeva karcinoma zu¢nog mjehura. Oboljelo je 80 osoba
zenskog spola 1 40 osoba muskog spola. Omjer mortaliteta i incidencije je bio iznimno visok te
je iznosio 0,86 za Zene i1 0,84 za muSkarce. Stopa incidencije karcinoma Zu¢nog mjehura na 100

000 stanovnika je iste godine iznosila ukupno 3,0 (2,0 za muskarce i 3,8 za zene) (8).



1.1.2. Etiologija

Cimbenici rizika povezani s nastankom karcinoma Zuénjaka su: kolecistolitijaza (kamenci u

.....

(benigni tumori sluznice; adenomi), specifi¢na prehrana i pretilost, spol, infekcije te anomalije

bilijarnog trakta (9,10). Slika 1 prikazuje anatomsku poziciju Zu¢nog mjehura.

Zeludac

Hepatalni izvodni

analiéi

Gusteraca

Zuéni mjehur

Duodenum

|

Slika 1. Shematski prikaz anatomske pozicije zu¢nog mjehura (autor A. Tbukic).

.....

zu¢nog mjehura. U preko 80% bolesnika s karcinomom Zzuc¢njaka pronadeni su konkrementi
zuénog mjehura (11,12). Istodobno studije provedenih obdukcija pokazale su rijetku pojavnost
karcinoma zuc¢njaka od svega 0,5 % udjela u populaciji bolesnika s kamencima (13). Vjeruje
se da veli¢ina konkremenata iznad 3 cm kao i dugotrajnost nelije¢ene kolecistolitijaze (duze od
20 godina) ima znacajnu ulogu u karcinogenezi zbog opetovanih mikrotrauma i iritacije
sluznice. Posljedi¢no se javlja kroni¢na upala koja uzrokuje metaplaziju, potom displaziju i u

konacnici karcinom (14). Invazivni karcinom zuénjaka se u 80 % slu¢aja pojavljuje u sluznici



uz displaziju, a istodobno je incidencija adenomatoznih lezija sluznice uz zonu karcinoma
manja od 3 %. Adenomi zuénjaka identificiraju se takoder u svega 0,14 % kolecistektomija, $to
navodi na zakljucak da su metaplazija i displazija, kao posljedica upale, glavni put nastanka
karcinoma Zu¢njaka (15).

Potvrdu zakljucka o moguéim razli¢itim mehanizmima nastanka karcinoma zuénjaka pokazala
su istrazivanja molekularnih promjena uzrokovanih genskom alteracijom (15). Istrazivanja
isticu da je kod adenoma prisutna visoka ucestalost mutacija u genu za B-katenin, dok je kod
displazija i karcinoma u bolesnika s anomalijama bilijarnog trakta visoka pojavnost mutacija
gena KRAS (16,17). U vecini sluéajeva invazivni karcinom zuénjaka se razvije u periodu od

5 do 15 godina od pojave metaplazije (18).

Kroni¢na upala uzrokuje ostecenja deoksiribonukleinske kiseline (DNA) u stanicama sluznice
Zzuénog mjehura, pri ¢emu zbog pokusaja popravka dolazi do proliferacije stanica te posljedi¢no
otpustanja citokina i ¢cimbenika rasta, ¢ime se stvaraju preduvjeti za onkogenu transformaciju
stanica (19). Takoder, posljedica ovog procesa moze biti difuzno odlaganje depozita kalcija u
stijenku Zu¢njaka Sto rezultira nastankom tzv. ,,porculanskog zu¢njaka‘“ (20). Utvrdeno je da je
incidencija karcinoma povezana sa specificnim uzorkom kalcifikacije stijenke Zucnjaka.
Selektivna mukozna kalcifikacija je rizi¢nija za nastanak karcinoma od difuzne intramuralne
kalcifikacije (21). Starije studije su povezivale ovo stanje s izrazito visokim malignitetom,
medutim prema novijim studijama rizik nastanka neoplazije kod ovog stanja je tek 2 - 6 %
(22,23).

Polipi Zu¢njaka su protruzije sluznice u lumen Zu¢njaka (24). Pojavljuju se kod 5 % globalne
populacije, medutim, vecina ovih lezija su pseudopolipi. Svega 5 % polipa zu¢njaka su tzv.
»pravi® polipi (adenomi) s rizikom maligne alteracije (25). Ovaj rizik raste s velicinom polipa
pa je danas arbitrarna granica za preporucenu kolecistektomiju ultrazvu¢no dijagnosticirani
polip promjera 10 mm (26). Do danas niti jedna objavljena studija nije prikazala malignitet kod
polipa manjih od 4,15 mm, ali je registriran znacajan udio maligniteta polipa koji su
dimenzijama bili ispod 10 mm u promjeru (27,28). Morfoloski gledano, sesilne polipoidne
tvorbe pokazuju veéi maligni potencijal od pedunkularnih, zbog cega se kolecistektomija
preporucuje i za sesilne lezije veli¢ine izmedu 6 1 9 mm (29,30). Dokazano je da je primarni
skleroziraju¢i kolangitis ¢imbenik rizika za malignitet kod polipa zuc¢njaka, pa je iz tog razloga

kolecistektomija indicirana bez obzira na veli¢inu polipa (31).



Abnormalni spoj koledokusa 1 Wirsungovog kanala smatra se ¢imbenikom rizika za nastanak
karcinoma zu¢njaka. U ovom stanju, lokacija spoja koledokusa i glavnog pankreati¢énog voda
pozicionirana je proksimalno, pa je zajednicki kanal abnormalno dug. U kombinaciji sa
spazmom Oddijevog sfinktera dolazi do refluksa pankreasnih egzokrinih sekreta u Zucne
vodove, ¢ime raste rizik nastanka karcinoma bilijarnog stabla. Uc¢estalost anomalija bilijarnog
trakta statisticki je viSa u Azijata u odnosu na svjetski prosjek. Zamijeceno je da je pojavnost
karcinoma zu¢njaka U bolesnika s ovom anomalijom ucestalija u mladoj Zivotnoj dobi S

podjednakom raspodjelom ovisno o spolu, bez prisutstva kolelitijaze (32).

Pretilost uzrokovana prekomjernim unosom masti, rafiniranih Secera te konzumacijom crvenog
mesa je znacajan predisponiraju¢i ¢imbenik karcinogeneze tkiva Zu¢njaka (6). Uz sedentarni
zivotni stil, hiperkolesterolemiju i hiperinzulinemiju, pretile osobe imaju povecani rizik
formiranja kolesterolskih zu¢nih kamenaca koji ¢ine oko 80 % svih kamenaca zu¢njaka (33,34).
Mikrotraume stijenke Zu¢njaka uzrokovane kamencima dovode do kroni¢ne upale sluznice §to

je danas opc¢eprihvacéen glavni mehanizam nastanka karcinoma zucnjaka.

Medutim, povezanost pretilosti i poviSenog rizika nastanka karcinoma zuc¢njaka utvrdena je i
kod osoba koje nemaju zu¢ne kamence (35). Ovaj fenomen nastaje zbog Cinjenice da
hiperinzulinemija uzrokovana prekomjernim unosom $ecera dovodi do ekSpresije ,,insulin like-
growth factor” receptora (IGFR-1). Potom IGFR-1 receptor moze inducirati stani¢nu
proliferaciju s karakteristicnim malignim obiljezjima poput rezistencije na apoptozu i
intenziviranu neoangiogenezu kroz aktivaciju PI3K i MAPK intracelularnih signalnih puteva
(36).

Indeks tjelesne mase (engl. body mass index, BMI) je vrijedan indikator u procjeni rizika
karcinogeneze Zu¢njaka kod pretilih osoba (37). Recentno objavljena meta-analiza pokazala je
da relativni rizik nastanka karcinoma Zu¢njaka kod osoba s prekomjernom teZzinom (BMI 25 -
30 kg/m?) iznosi 1,14 (95 % CI: 1,04-1,25), a kod pretilih osoba (BMI > 30 kg/m?) iznosi 1,56
(95 % ClI: 1,41-1,73) (38).

Zamijecena je 1 veca podloznost Zenske populacije nastanku karcinoma Zuc¢njaka (36). Ova
razlika izmedu spolova objasnjava se ¢injenicom da se zbog estrogena veca koli¢ina kolesterola

deponira u zu¢, ¢ime se ostvaruju preduvjeti za nastanak zu¢nih kamenaca (3,4,39).

U Europskoj populaciji je razvidna povezanost viSih koncentracija C - reaktivnog proteina
(CRP) s nastankom karcinoma zucnjaka, §to sugerira da je inflamatorni status kljucan za

karcinogenezu (40).



Postoje podaci o povezanosti bakterijske mikroflore s pove¢anim rizikom karcinoma zu¢nog
mjehura. Jedan od nusprodukata metabolizma crijevnih bakterija jesu deoksiholati, sekundarne
zucne kiseline. Njihova uloga kao endogenog karcinogena nije u potpunosti razjasnjena,
medutim, u bolesnika s karcinomom Zué¢njaka utvrdene su povisene razine deoksiholata sto

ukazuje da imaju potencijalnu ulogu u procesu maligne alteracije (41).

Takoder, u podruc¢jima indijskog potkontinenta, 1-4 % bolesnika nakon akutne infekcije
Salmonellom typhi (uzro¢nik trbusnog tifusa) postaju asimptomatske kliconose (42). Niz
publiciranih ¢lanaka kao i meta-analiza 17 kohortnih studija ukazuju na postojanje povezanosti
izmedu kroni¢nih nositelja/kliconosa S. typhi i pojavnosti karcinoma Zu¢njaka (43). Kroni¢no
kliconostvo S. typhi je ¢eSce kod osoba s kolelitijazom, stoga se pretpostavlja da su Zucni
kamenci mjesto nidacije S. typhi i zato predstavljaju ishodiste kroni¢ne infekcije ovom
bakterijom. Pojedine studije ukazuju da kolonizacija sluznice Zzucnjaka bakterijom
Helicobacterom bilis takoder moze biti povezana s nastankom karcinoma Zucnjaka.
Imunohistokemijskim i molekularnim tehnikama detektirani su citokini i povrSinski proteini H.
bilis u zuci bolesnika s kroni¢nim kolecistitisom.

IzloZenost kancerogenima u industriji proizvodnje ulja, papira, tekstila i celuloznog acetata
povecava rizik nastanka karcinoma zu¢njaka (3,4), kao i izloZenost radonu kod rudara u
rudnicima urana. Dokazana je povezanost izmedu ingestije aflatoksina, a posebice izrazito
kancerogenog aflatoksina B1, 1 nastanka karcinoma jetre 1 Zu¢njaka. Aflatoksini su mikotoksini
koje izlucuje plijesan roda Aspergilus, a Cesto su njime kontaminirani prehrambeni proizvodi
kao $to su mlijeko, kikiriki, kukuruz i soja (3,11,12).

Pusenje se takoder povezuje s povec¢anim rizikom nastanka karcinoma zuénjaka (3-5).

1.1.3. Klini¢ka slika

Vode¢i klini¢ki simptomi u vec¢ine bolesnika su bolovi u trbuhu, mu¢nina S povra¢anjem,
gubitak tjelesne tezine i ikterus, a ¢esto se javljaju i kroni¢ni bolovi u epigastriju i nadutost, te
osjecaj sitosti nakon konzumiranja manje koli¢ine hrane. Rijetko su prvi klini¢ki simptomi
posljedica intestinalne opstrukcije (44). Prilikom fizikalnog pregleda ponekad se pojavljuju
bolovi lokalizirani u gornjem desnom kvadrantu abdomena; isto tako, pazljivom palpacijom

katkad se identificira izrazito distendirani zu¢ni mjehur.



Klini¢ka prezentacija bolesti najces¢e nastupa kada je bolest u uznapredovalom stadiju; u
trenutku pojave Klinickih simptoma u oko 35 % bolesnika lokalni limfni ¢vorovi su veé
zahvacéeni tumorom, a u 40 % bolesnika prisutne su udaljene metastaze. Jedan od razloga kasne
pojave simptoma jest ¢injenica da je u 90 % bolesnika najéescée predilekcijsko mjesto nastanka
maligne lezije podru¢je fundusa Zucnjaka (45,46). Paradoksalno je da simptomi akutnog
kolecistitisa, uzrokovani tumorskom opstrukcijom vrata zu¢nog mjehura, mogu dovesti do
otkrivanja karcinoma zuc¢njaka u ranijim stadijima, uz napomenu da identi¢nu klini¢ku sliku
akutnog kolecistitisa prikazuje i hilarni kolangiokarcinom. Iz svega navedenog razumljivo je
da se prema vecini studija korektna prijeoperativna dijagnoza karcinoma Zu¢njaka postavi u

manje od 10 % slucaja (47).

1.1.3.1. Laboratorijske pretrage

Laboratorijske pretrage ne pokazuju veca odstupanja, osim u sluc¢aju opstruktivnog ikterusa,
kada su znacajno povisene vrijednosti bilirubina u krvi (48). Ikterus je izrazito lo$ prognosticki
znak, medutim nije kontraindikacija za operativni zahvat, posebno kod pozorno selekcioniranih
bolesnika (49). Tumorski biljezi CEA (karcinoembrionalni antigen) i CA19-9 (karbohidratni
antigen 19-9) mogu biti poviseni kod oboljelih s karcinomom Zué¢njaka, ali niti su senzitivni
niti specifi¢ni za ovu bolest, pa nemaju dijagnosti¢ku vrijednost (50). S druge strane, zna¢ajno
povisene razine CA 19-9 u serumu imaju prognosti¢ku vrijednost, te upucuju na losiju prognozu
bolesti (51). U opcoj populaciji oko 10% osoba pripada antigenski negativnoj Lewis krvnoj
grupi (a-, b-), pa stoga uopce nije sposobno sintetizirati CA 19-9 te mogu imati lazno negativan

rezultat (52).

1.1.3.2. Slikovne metode dijagnostike

Standardna dijagnosticka slikovna pretraga za patologiju zuénjaka je transabdominalni
ultrazvuk (TRUS), pod kojim se danas podrazumijeva konvencionalni ultrazvuk (CUS),
ultrazvuk visoke rezolucije (HRUS), te trodimenzionalni i ultrazvuk s kontrastom (CEUS)

(53). Konvencionalne i ultrazvucne pretrage visoke rezolucije su neinvazivne, jeftine i po



uporabi $iroko rasprostranjene tehnike, medutim, izrazito su ovisne o ispitivacu (54).
Ultrazvucne pretrage imaju nisku preciznost kada se radi o razlikovanju adenomiomatoze i
karcinoma zuc¢njaka, te se ponekad ne mogu identificirati anehogeni Rokitansky-Aschoff sinusi

I bljeskaju¢i artefakt ,,repa komete®, tipi¢ni znakovi adenomiomatoze (55,56).

Endoskopski ultrazvuk (EUS) je invazivna pretraga, a istodobno ne donosi vise relevantnih
klinickih informacija od drugih, neinvazivnih slikovnih modaliteta. Iz navedenog razloga

rijetko se koristi, osim u kombinaciji s biopsijom (EUS-FNA), gdje daje izvrsne rezultate (57).

Kompjutorska tomografija (CT) je tehnika ¢ija je primjena obvezna kod bolesnika kod kojih
postoji sumnja na karcinom zu¢njaka. Ovom tehnikom se moze dobiti bolji uvid u zahvacenost
regionalnih limfnih ¢vorova, udaljenih i peritonealnih metastaza, te lokalne tumorske invazije

u jetru odnosno podrudje porte hepatis (58).

Magnetska rezonanca (MR), posebice kolangiopankreatografija magnetskom rezonancom
(MRCP) koristi se kada je potreban dodatni uvid o tumorskoj invaziji parenhima jetre i
hepatoduodenalne regije. Invazivne tehnike kolangiografije kao $to su endoskopska retrogradna
kolangiopankreatografija (ERCP) i perkutana transhepati¢na kolangiografija (PTC) su

napustene u dijagnosti¢ke svrhe, te se koriste kao palijativne terapijske metode (58,59).

Pozitronska emisijska tomografija (PET) je preciznija od CT i MRI u prikazivanju maligne
infiltracije lokalnih limfnih ¢vorova i detekciji udaljenih metastaza zbog sklonosti vezanja
radioaktivnog izotopa fluorodeoksiglukoze (FDG) na stanice karcinoma zu¢njaka. Ogranic¢enja
metode su posljedica sklonosti vezanja fluorodeoksiglukoze u podrucja cijeljenja, pa se PET-
CT ne koristi za veliki broj bolesnika kod kojih je sumnja na karcinom zué¢njaka postavljena

nakon kolecistektomije (60).

1.1.4. Patohistologija karcinoma Zu¢nog mjehura

1.1.4.1. Benigni epitelni tumori i prekursori karcinoma zucnog mjehura

Adenom pilori¢nih zlijezda zu¢njaka (engl. pyloric gland adenoma of gallbladder; PGA) je
neinvazivna neoplazma zucnjaka, koja se sastoji od mucinoznih Zlijezda organiziranih u

tubularnoj formaciji. Ova vrsta benigne neoplazije se identificira u 0,2 - 0,5 % reseciranih
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Zuénjaka zbog kolelitijaze ili kroni¢nog kolecistitisa (61). Etiologija nastanka nije razjasnjena,
ali je zamijec¢eno da je 50 — 65 % ovih lezija praceno kolelitijazom (62) te se povremeno
pojavljuju zajedno sa Peutz-Jeghers sindromom (63) kao i familijarnom adenomatoznom
polipozom (61). Mutacije gena TP53 i CDKNZ2A, tipi¢ne za invazivni karcinom zuénjaka, nisu
pronadene u ovoj benignoj leziji (64) pa se smatra da iz tog razloga nema veliku ulogu u
karcinogenezi invazivnog karcinoma zu¢njaka. Prema TNM nomenklaturi, adenom pilori¢nih

zlijezda zu¢njaka s displazijom visokog stupnja oznacava se kao tumor ,,in situ® - pTis (65).

Bilijarna intraepitelna neoplazija (BilIN) gradena je od mikroskopskih, ne-invazivnih, flat ili
mikropapilarnih lezija koje se pojavljuju u sluznici zuénjaka. U zemljama s endemskim
karcinomom Zu¢njaka pojavljuje se kao lezija niskog stupnja displazije u 15 % operativno
odstranjenih Zu¢njaka s kolelitijazom, a u svega 1 - 3,5 % slucajeva kao lezija visokog stupnja
displazije (66). Obi¢no se uocava u sluznici uz invazivni karcinom zu¢njaka, te se moze pronaci
U bolesnika kod kojih je prisutna kroni¢na upala sluznice Zzuénjaka kao posljedica
skleroziraju¢eg kolangitisa (67), abnormalnog pankreati¢nobilijarnog spoja i posljedi¢nog
refluksa (68), bilijarnih cista (69) i familijarne adenomatozne polipoze (FAP) (59). Patogeneza
bilijarne intraepitelne neoplazije je posljedica kroni¢ne upale (70). U priblizno 40 % slucajeva
tijekom ovog procesa pojavljuju se (kao rani molekularni dogadaj) mutacije gena KRAS, a kao
kasni molekularni dogadaj mutacije gena TP53, tipi¢ne za karcinom zuénjaka (71). Bilijarne

intraepitelne neoplazije visokog stupnja displazije kategorizirane su kao pTis (72).

Intrakolecisti¢na papilarna neoplazma (ICPN) je makroskopski vidljiva, ne-invazivna epitelna
neoplazma koja proliferira iz sluznice i protrudira u lumen Zu¢njaka. Prisutna je u 0,4 % svih
kolecistektomija, a oko 6 % karcinoma Zucnjaka nastaje iz ove lezije (73). ICPN bez
invazivnog karcinoma ima dobru prognozu nakon kolecistektomije. Petogodisnje prezivljenje
bolesnika s intrakolecisticnom papilarnom neoplazmom i neinvazivnim karcinomom je 78 %,

a s invazivnim karcinomom 60 % (73).

1.1.4.2. Maligni tumori Zucnog mjehura

Najces¢i maligni epitelni tumor (karcinom) zucnjaka, u oko 85 % slucajeva (WHO) je
adenokarcinom. Pojavljuje se u nekoliko histopatoloSkih oblika koje je potrebno razlikovati

zbog razli¢itog stupnja agresivnosti i nacina Sirenja.



Prema histopatoloSkim karakteristikama najuobicajeniji je  pankreatobilijarni tip
adenokarcinoma, koji je po morfologiji i ponasanju sliCan pankreaticnom duktalnom
karcinomu. Ponekad su ovi tumori tako dobro diferencirani da ih je teSko razlikovati od
benignih lezija (74).

Intestinalni tip adenokarcinoma Zucnjaka je prema patohistoloskom izgledu vrlo slican
adenokarcinomu debelog crijeva, stoga je potrebna pazljiva analiza da bi se ove dvije lezije

razlikovale.

Mucinozni podtip adenokarcinoma zucnjaka je specifican po nalazu koloidnog mucina u
stanicama ovog karcinoma. U trenutku postavljanja dijagnoze obi¢no ih se identificira kao
velike tvorbe u uznapredovalom stadiju. Pokazuju agresivnije ponaSanje od bilijarnog

adenokarcinoma, ali istodobno su mikrosatelitski stabilne novotvorevine (75).

Hipernefroidni karcinom Zu¢njaka (eng. clear cells carcinoma) (76) i slabo kohezivni karcinom
Zucnjaka sa ili bez stanica prstena pe€atnjaka (77) su iznimno rijetki 1 iznadprosjecno agresivni

tumori Zu¢njaka.

U 5 % karcinoma zu¢njaka se nalaze zone fokalne skvamozne diferencijacije. Adenoskvamozni
karcinom zucnjaka sastoji se od najmanje 25 % skvamoznih elemenata; s obzirom da
glandularne 1 skvamozne komponente tumora imaju korespondiraju¢i imunofenotip, ponekad

je potrebna dodatna reevaluacija uzoraka (76).

Skvamozni karcinom Zzu¢njaka je tipicni primjer skvamoznog karcinoma s izraZenom
keratinizacijom; iznimno je rijedak, agresivniji od ostalih podtipova karcinoma Zu¢njaka i stoga

se Cesto dijagnosticira u uznapredovalom stadiju $to implicira i loSiju prognozu (78).

Preostali rijetki histoloski tipovi malignih tumora zuc¢njaka su sarkomi, neuroendokrini

karcinomi, melanomi i limfomi.



Slika 2. Histoloski izgled adenokarcinoma zu¢nog mjehura, HE x100.

1.1.4.3. Odredivanje stadija bolesti

Odredivanje stadija karcinoma Zucnjaka je od kljune vaZnosti za odredivanje strategije
lijeCenja oboljelih. Jo§ 1976. godine, Nevin i skupina autora su u svojoj studiji prvi ukazali na
uzajamni odnos stadija uznapredovalosti bolesti i kirurskog lijeCenja (79). Danas se za procjenu
stadija uznapredovalosti bolesti najcesce koristi sistematizacija Ameri¢kog drustva za rak (65),
koja se u osnovi bazira na TNM Kklasifikaciji (72) procjene prodora tumora u stijenku Zu¢njaka,
te zahvacenosti lokalnih limfnih ¢vorova i prisutnosti udaljenih metastaza.

Stijenka Zzu¢njaka se u osnovi sastoji od 5 slojeva: mukoznog epitela sastavljenog od jednog
sloja cilindri¢énih stanica, lamine proprije, fibromuskularnog sloja, perimuskularnog
subseroznog vezivnog sloja s limfnim i neurovaskularnim strukturama, te serozne ovojnice
(Slika 3). Medutim, na hepatalnoj strani zuénog mjehura nedostaje serozna ovojnica, $to ima
implikacije na infiltrativno Sirenje karcinoma. Za razliku od ostatka gastrointestinalnog trakta,
zuénjak nema submukozni i submukozni muskularni sloj (80,81). 1z ovog razloga kod tumora
koji nisu infiltrirali fibromuskularni sloj postoji minimalni rizik nodularnog rasapa. Nazalost,

samo mali udio zlo¢udnih tumora Zu¢njaka (10 - 25 %) se identificira u stadiju dok su jo$
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lokalizirani u sluznici (6,81). Prema nekim autorima, prevencija je do sada manje istrazena
moguénost smanjenja smrtnosti povezane s karcinomom zucnjaka dok je profilakticka

kolecistektomija u visokorizi¢énim skupinama isplativa opcija (82).

— Lamina propria
(pTla)

~ Muscularns propna
(pT1b)

> Perimuskulamo
vezivno tkivo
(pT2)

:'r— Seroza (pT2)

Slika 3. Histoloska grada stijenke Zu¢nog mjehura. Prikazan adenokarcinom zu¢nog mjehura
patoloskog stadija pT2. Strelicom je oznaéeno Zari$te karcinoma u subserozi. Lamina propria
je podrucje ispod mukoznog epitela sacinjenog od jednog sloja cilindri¢nih stanica koje oblazu
lumen mjehura. Serozna ovojnica oblaze mjehur s njegove vanjske strane i grani¢i prema

peritoneumu. HE, povecéanje x40.

Prilikom postavljanja patohistoloske dijagnoze karcinoma Zzu¢nog mjehura procjenjuje se
patoloski TNM stadij bolesti koji ukljucuje odredivanje dubine prodora stanica karcinoma u

stjenku Zu¢nog mjehura (T), status limfnih ¢vorova (N) i prisutnost metastaza (M).
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Stoga se prema TNM Kklasifikaciji (WHO) karcinomi zu¢nog mjehura klasificiraju:

pTis karcinom ,,in situ® je najraniji moguci stadij karcinoma zu¢nog mjehura. Sve stanice
karcinoma nalaze se unutar sluznice Zu¢nog mjehura. Karcinom se nije prosirio
nigdje drugdje u tijelu. Karcinom zu¢nog mjehura rijetko se otkrije tako rano, i to
najée$cée ako je Zu¢ni mjehur uklonjen iz drugih razloga, kao $to je Zu¢ni kamenac.
pT1l karcinom infiltrira laminu propriju ili mi$iéni sloj stijenke zu¢nog mjehura
pTla proboj stanica karcinoma u laminu propriju
pT1lb proboj stanica karcinoma u misiéni sloj stijenke
pT2 karcinom infiltrira perimuskularno vezivno tkivo
T2a karcinom infiltrira kroz misiéni sloj u vezivno tkivo na peritonealnoj strani zu¢nog
mjehura koja nije blizu jetre
T2b karcinom infiltrira kroz mis$iéni sloj u vezivno tkivo na strani blizu jetre. Nije se
prosirio na jetru.

pT3 karcinom probija serozu i/ili se direktno Siri u jetru i/ili neki od okolnih organa

pT4 karcinom infiltrira u jednu od glavnih krvnih zila u jetri (jetrenu portalnu venu ili

jetrenu arteriju) ili infiltrirau 2 ili vi$e organa izvan jetre

pNO regionalni limfni ¢vorovi nisu zahvaceni

pN1 prisutne metastaze u 1-3 regionalna limfna ¢vora

pN2 prisutne metastaze u 4 i vise regionalnih limfnih ¢vorova

MO nema dokaza udaljenih metastaza

M1 udaljene metastaze detektirane (ukljucuju¢i metastaze u istostrane supraklavikularne

limfne ¢vorove)

Vise studija je ukazalo na povezanost lokalizacije metastaza karcinoma Zzucnjaka u jetrenom
parenhimu s venskom drenazom zuc¢njaka, pa se iz tog razloga smatra da se karcinom zu¢njaka
siri 1 venskim putem (83,84). Glavnina venske krvi zucnjaka se ulijeva uintrahepati¢ne

portalne ogranke P4a i P5, hepatalne sinusoide S4a i S5, te u 4b i 5 segment jetre (84).
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1.1.5. Klinicki stadiji bolesti

Odredivanjem klini¢kog stadija bolesti procjenjuje se stupanj prosirenosti bolesti u trenutku
postavljanja dijagnoze. Prema podacima Ameri¢kog drustva za rak, procijenjeno ukupno
petogodisnje prezivljenje bolesnika dijagnosticiranih s karcinomom zu¢nog mjehura je nize od
20 %. Medutim, ukoliko se bolest dijagnosticira u ranoj fazi (lokalizirana bolest) prezivljenje
je 69 %, kod regionalno prosirene bolesti prezivljenje pada na 28 %, a u slucaju udaljenih
metastaza petogodisnje prezivljenje je 3 % (65).

Sliéne podatke iznosi i Registar za rak Velike Britanije (85). Prema njihovim podacima nema
razlike u prezivljenju ovisno o spolu bolesnika unatoc tri puta ¢escoj incidenciji u zena. Takoder
napominju da je petogodi$nje preZivljenje dulje kod mladih bolesnika (oboljelih prije 54.
godine) i iznosi 18,2 %, u odnosu na starije osobe (stariji od 75 godina) ¢ije je ukupno
prezivljenje 6,7 %. Isti registar procjenjuje povecanje broja oboljelih od karcinoma Zucnog

mjehura za 47 % do 2040., no predvida i dvopostotno smanjenje smrtnosti svakih 5 godina (85).

Tablica 1. Klinic¢ki stadiji karcinoma zu¢nog mjehura

Stadij 0 karcinom ,,in situ“ |vrlo rani stadij karcinoma zu¢nog mjehura.
(CIS) Stanice karcinoma postoje samo u sloju sluznice
zu¢nog mjehura. Vrlo mali rizik od Sirenja karcinoma.

Rijetko se dijagnosticira u ovoj fazi.

Stadij | T1NO MO Stanice karcinoma se nalaze samo unutar slojeva tkiva
koja oblazu zu¢ni mjehur. Nije se prosirio na obliznja
tkiva, limfne ¢vorove ili druge organe.

Najraniji stadij invazivnog karcinoma. Takoder se

rijetko dijagnosticira u ovom stadiju.

Stadij 11 T2 NO MO Stanice karcinoma prorasle kroz misiéni sloj stijenke
7u¢nog mjehura i u vezivno tkivo ispod (seroza). Nije

se prosirio izvan zuénog mjehura.

Stadij Illa T3 NO MO Stanice karcinoma probile kroz stijenku Zuénog

mjehura, ali se tumor nije prosirio na limfne ¢vorove.
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Stadij 111b T1/2/3 N1 MO Stanice karcinoma su unutar stijenke zu¢nog mjehura
ili je karcinom probio vanjsku ovojnicu i proSirio se na

obliznje limfne ¢vorove.

Stadij IVa T4 Karcinom infiltrira u jednu od glavnih krvnih Zzila koje
Bilo koji NO/N1 vode u jetru ili u 2 ili viSe organa izvan jetre. Takoder
MO

se moze prosiriti u obliznje limfne ¢vorove, ali ne u

udaljene organe.

Stadij IVb Bilo koji TN2 MO/M1 |Karcinom se prosirio na limfne ¢vorove dalje od
zuénog mjehura, ali se nije prosirio na udaljene organe
u tijelu ili se prosirio na strukture ili organe daleko od

Zu¢nog mjehura.

1.1.6. Terapija karcinoma zu¢nog mjehura

Prilikom obrade bolesnika sa sumnjom na karcinom Zu¢nog mjehura provode se slikovne
metode i drugi testovi kojima se procjenjuje stadij bolesti. U lijeCenju karcinoma Zucnog
mjehura koriste se tri standardna terapijska postupka koji ukljuCuju operativni zahvat,
radioterapiju i kemoterapiju. Ovisno 0 klinickom stadiju bolesti moze se primijeniti
odgovarajuca terapija.

Bolest u lokaliziranom stadiju, dok se karcinom nalazi unutar stijenke zu¢nog mjehura, moze
se potpuno ukloniti operativnim zahvatom. Medutim, bolest se ¢e$¢e dijagnosticira u visim
klini¢kim stadijima te je najées¢e neoperabilna. Isto se odnosi i na recidive kao i na metastatski
karcinom.

Nove ESMO smijernice iz 2023. godine daju algoritam pristupa dijagnozi i lijeenju karcinoma
zuénog trakta (Slika 4) (86). Pracenje tijeka uznapredovale bolesti (pomocu CT ili MR, Cal9-
9 ili CEA) prilikom primjene terapije treba provoditi svakih 8 do 12 tjedana kako bi se

procjenila ucinkovitost ili komplikacije (86).
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Dijagnoza karcinoma zuénog trakta

Lokalno prosirena Uznapredovala/
Rani stadij bolest metastatska bolest
Kirurski zahvat/ cisplatina-gemcitabin cisplatina-gemcitabin
Prosirena reoperacija :ZI +durvalumab +durvalumab
Adjuvantni Druga linija terapije
kapecitabin
Pracenje FOLFOX Ciljana terapija prema
rezultatima molekularnih
testiranja

Slika 4. Shematski prikaz osnovne strategije klinickog pristupa dijagnostici i lijecenju
karcinoma zu¢nog mjehura. ESMO smjernice. Preuzeto i modificirano iz VVogel i sur., 2023
(86).

1.1.6.1. Kirurski zahvat

Strategija primjene modaliteta lijeCenja karcinoma zuc¢nog mjehura prvenstveno ovisi o
procijenjenom stadiju bolesti. Jedina terapija koja danas omogucuje potpuno izljecenje bolesti
je adekvatna kirurSka resekcija. O ekstenzivnosti zahvata odluku treba donijeti hepatobilijarni
multidisciplinarni konzilij s osvrtom na stadij bolesti, ali i s osvrtom na pratece rizike poput
opceg stanja bolesnika (engl. patient's performance score; PS), funkcijske testove jetre i
konkomitantne bolesti (86).

Od presudnog znacaja za odredivanje terapije su rezultati radioloske obrade (CT, MR) posebice
u slu¢aju nejasne citoloske/patohistoloske dijagnoze. Ukoliko je moguce, radiolosku procjenu

potrebno je obaviti prije postavljanja intervencija poput bilijarnih stentova, jer se na taj nacin
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preciznije mogu utvrditi mjesta moguée opstrukcije bilijarnog stabla. CT abdomena, zdjelice i
toraksa je referentna pretraga za procjenu prosirenosti bolesti (87). PET CT moze biti koristan
za identifikaciju recidiva, distalnih metastaza i procjenu stupnja zahvacenosti limfnih ¢vorova,
medutim ne preporucuje se za postavljanje primarne dijagnoze (88).

Specificna situacija u kirurgiji zu¢nog mjehura nastaje kada se za vrijeme kolecistektomije
dobije nalaz karcinoma zu¢nog mjehura na hitnoj intraoperativnoj biopsiji. Svaki tumor
karcinoma Zu¢nog mjehura stadija iznad T1a indikacija je za ekstenzivni operacijski zahvat. U
takvim okolnostima, ukoliko je moguce, potrebno je nastaviti s prosSirenom kurativnom
resekcijom jetre i eventualno zuénih vodova (89). Ukoliko ne postoje uvjeti za ekstenzivan
operacijski zahvat, bolesnika se moze uputiti na sekundarni operacijski zahvat u specijalizirani
hepatobilijarni kirurski centar (90). Krajnji ishod oba postupka je podjednak, vjerojatno iz
razloga $to su vecina ovako incidentalno pronadenih lezija tumori u vrlo ranom stadiju (91).
Karcinom zu¢nog mjehura notoran je zbog metastaziranja po peritoneumu te u podrucje
laparoskopskih incizija kroz koje su bili postavljeni kirurski instrumenti tijekom laparoskopske
kolecistektomije. 1z tog razloga preporucuje se ekscizija oziljkastog tkiva stijenke abdomena
na mjestima prethodnog operacijskog zahvata, posebno ukoliko Zu¢ni mjehur nije odstranjen u
Zu¢nog mjehura u ekscidiranom tkivu oZiljaka znak su agresivnije bolesti i posljedi¢no losije
prognoze bolesti (86).

Za sve stadije bolesti iznad Tla indiciran je radikalni kirurSki zahvat koji za cilj ima RO
resekcijske rubove, te odgovarajuéu limfadenektomiju. Uznapredovali T stadij nije
kontraindikacija za kirur§ki zahvat. Prilikom planiranja zahvata puno je vazZnije procijeniti
lokalnu infiltraciju i primarno tumorsko sijelo. Kod karcinoma fundusa zu¢nog mjehura
uobicajena je resekcija 4b 1 5 segmenta jetre s resekcijom limfnih ¢vorova porte hepatis,
gastrohepati¢nog ligamenta i retroduodenalnog prostora (svi limfni ¢vorovi skupine N1).
Karcinom infundibuluma Zu¢nog mjehura ima loSiju prognozu zbog sklonosti davanja ranih
metastaza u interkavalne i retropankreati¢ne limfne ¢vorove. U takvim okolnostima dodatno je
indicirana 1 resekcija distalnog bilijarnog stabla, duodenuma i glave pankreasa s
limfadenektomijom interkavalne i retropankreati¢ne regije (86).

Uz pomo¢ bilijjarne drenaze u bolesnika s bilijarnom opstrukcijom moguée je ublaziti
simptome. Ukoliko endoskopsko postavljanje stenta nije moguce, preporuca se perkutana

transhepatalna bilijarna drenaza (86).
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1.1.6.2. Radioterapija/zracenje

Prema novim ESMO smjernicama adjuvantna radioterapija (RT) kod karcinoma Zucnog
mjehura nije standardni terapijski pristup. No, RT nakon zavrSetka adjuvantne terapije

kapecitabinom moze se razmotriti kod odabranih bolesnika (npr. R1 resekcija).

U lijecenju karcinoma Zuc¢nog mjehura koristi se vanjska radioterapija (92). No, ESMO
smjernice napominju da vanjska radioterapija ili kemoradioterapija primarnog tumora nikako
ne bi smjele biti oblik lije¢enja lokalno uznapredovalog karcinoma (86). Fotodinamicku
terapiju i intraduktalnu radiofrekvencijsku ablaciju treba primjenjivati samo unutar klinickih

ispitivanja (86).

1.1.6.3. Kemoterapija

U lijeCenju karcinoma zucnog mjehura primjenjuje se kemoterapija lijekovima Sireg
nespecificnog spektra (sistemska kemoterapija) koja svoj antineoplasticki ucinak postize
zaustavljanjem rasta stanica karcinoma, bilo ubijanjem stanica ili zaustavljanjem njihovog
dijeljenja. Unato¢ razlikama u patofiziologiji, karcinomi zZu¢nog mjehura i kolangiokarcinomi
(karcinomi zu¢nih vodova) Cesto se klasificiraju zajedno i tretiraju na slican nacin, posebno u

uznapredovalim stadijima bolesti (93).

Obzirom da je trogodiSnja stopa recidiva nakon kirurS§kog zahvata s kurativnom intencijom
visoka i iznosi i do 80 % (86,94), kemoterapija nakon kirurskog zahvata (adjuvantna terapija)

je postala standard u lijecenju u vecini slucajeva karcinoma zucnih vodova.

Adjuvantnu terapiju kapecitabinom stoga treba razmotriti nakon resekcije u odabranih
bolesnika s karcinomom zu¢nog mjehura (npr. s R1 resekcijom), a potom je moguce razmotriti
radioterapiju (86).
Prema rezultatima studije ABC-02 koju su 2010. godine objavili Valle i suradnici, dualna
kemoterapija gemcitabinom 1 cisplatinom postala je standard prvolinijskog lijeenja lokalno
uznapredovalog i metastatskog karcinoma Zuc¢nog trakta (95). Dodatkom cisplatine gemcitabinu
postignut je medijan ukupnog prezivljenja bolesnika na 11,7 mjeseci u usporedbi s 8,1 mjesec u
skupini koja je primala samo gemcitabin (HR 0,64; 95 % CI: 0,52-0,80). U¢inak dodatka cisplatine
bio je isti za karcinome zu¢nog mjehura kao i za kolangiokarcinome (95).
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Unato¢ poboljsanju vremena do progresije bolesti uvodenjem cisplatine u odnosu na monoterapiju
gemcitabinom, medijan ukupnog preZivljenja nije bio dulji od godinu dana. Vidimo da potreba za
pronalazenjem ucinkovitije terapije ostaje. Procjena adjuvantne kemoterapije u usporedbi s
kirur§kim zahvatom provedena je u nekoliko randomiziranih kontroliranih studija: PRODIGE-
12 studija (procjena ucinkovitosti gemcitabin-oksaliplatine), BCAT studija (procjena
ucinkovitosti gemcitabina) i BILCAP studija (procjena ucinkovitosti kapecitabina) (96-98).
Prema studijama nije uocCeno znacajno produljenje prezivljenja u populaciji s namjerom
lijecenja (ITT), izuzev studije BILCAP u kojoj je prezivljenje bolesnika s karcinomom zuc¢nih
vodova produljeno s kapecitabinom na 53 mjeseca u odnosu na 36 mjeseci (99). Takoder, u
studiji SWOG S0809 uzorak od 79 ispitanika s ekstrahepatiénim kolangikarcinomom ili
karcinomom Zu¢nog mjehura podvrgnut je radikalnoj resekciji, a pokazivali su patoloski stadij
T2-4 ili N1 ili pozitivne rubove resekcije. Nakon resekcije primili su gemcitabin-kapecitabin te
kemoradioterapiju s kapecitabinom kao senzibilizatorom. Postignuta je stopa dvogodisnjeg
prezivljenja veéa od 45 % (100).

Nedavno objavljeni rezultati klinicke studije TOPAZ-1 pokazali su da dodatak durvalumaba
kombiniranoj cisplatina-gemcitabin terapiji uznapredovalog stadija karcinoma zu¢nih vodova
dodatno poboljsava prezivljenje bolesnika (101). Dodatkom durvalumaba medijan ukupnog
prezivljenja bolesnika produzen je na 12,9 mjeseci (HR 0,76; 95 % CI: 0,64-0,91), a dvogodisnja
stopa ukupnog prezivljenja je 23,6 %. Stoga, nove smjernice ESMO i NCCN iz 2023. godine
preporucuju ovu kombinacija kao prvu liniju lijeCenja uznapredovalog karcinoma (86,102).
Durvalumab je monokolonsko protutijelo koje djeluje kao imunoterapija jer blokira interakciju

PD-L1sPD-1 te na taj na¢in pojacava protutumorski imunoloski odgovor aktivacijom T-limfocita.

Takoder, preliminarni rezultati nove klinicke studije Keynote-966 prezentirani na ASCO-u 2024.
godine, pokazuju da dodatak pembrolizumaba (imunoterapija monoklonskim protutijelom koje se
veze na PD-1) terapiji gemcitabina i cisplatine (umjesto durvalumaba) poboljsava ishod lijecenja
te je postignut medijan ukupnog prezivljenja od 12,7 mjeseci u uznapredovalom stadiju bolesti
(103).
Neoadjuvantna kemoterapija nije standardna terapija karcinoma zu¢nog mjehura, iako pojedine
studije prikazuju slu¢ajeve s postignutim djelomi¢nim (104) ili kompletnim (105) patoloskim
odgovorom neoadjuvantnom primjenom cisplatine i gemcitabina kod uznapredovalog
neresektabilnog stadija bolesti.
Uspjesne terapijske opcije pri progresiji bolesti nakon pocetnog lijecenja (tzv. druga linija
lijeCenja) su vrlo izazovne za bolesnike s karcinomom zuc¢nog mjehura. Obzirom na brzo
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pogorSanje klinicke slike i performansi bolesnika nakon prve linije lije¢enja, samo 15-25 %
bolesnika ima uvjete za primanje druge linije terapije (9). Ovo naglasava potrebu za primjenom
Sto ucinkovitije terapije prve linije, ili dobar probir molekularnih karakteristika karcinoma za
ciljanu terapiju u drugoj liniji. ESMO smjernice preporuc¢uju FOLFOX protokol (5-fluorouracil-

leucovorin-oxaliplatina) ili ciljanu terapiju ovisno o rezultatima molekularnih testiranja (86).

Kao $to smo naglasili, karcinomi zu¢nog mjehura i kolangiokarcinomi Cesto se tretiraju istim
terapijskim protokolom. Medutim, gensko profiliranje tih tumora pokazuje odredene razlike
izmedu entiteta, koji bi se i u trazenju terapijskih opcija trebali promatrati zasebno. U novim
ESMO smjernicama stoje preporuke molekularnog profiliranja karcinoma u uznapredovalom i
metastatskom stadiju bolesti radi omogu¢avanja primjene ciljane terapije (86). Vecina karcinoma
zu¢nih vodova i zuénog mjehura su sporadicni. Ipak, dio njih ima i nasljednu podlogu (zametne
mutacije) te se u manje od 10 % sluc¢ajeva mogu detektirati patogene varijante u genima BRCAL,
BRCA2, MLH1, ATM, PALB2 i drugima (102,106). No za sada ne postoji preporuka o testiranju
na nasljedni panel gena u bolesnika s karcinomom zu¢nog mjehura (102).

Mutacije u stanicama karcinoma zu¢nih vodova (somatske) zabiljezene su puno ¢esce, a neke od
njih mogu biti i kandidati za primjenu ciljane terapije. Ukupno se procjenjuje da oko 50 %
karcinoma zu¢nog trakta ima neku od somatskih mutacija (86,107). Prema genskom profiliranju
karcinoma zu¢nog mjehura najéesce je detektirana mutacija u genu TP53 (oko 65-70 %) koja nema
terapijsku opciju, a ostale mutacije ¢eSc¢e su detektirane u genima BRCA2 (1 %), ATM (5 %),
PALB2 (3 %), CDKN2A (6 %), PIK3CA (10 %), KRAS (8 %), ERBB2/HER2 (8 %) i ERBB3/HER3
(7 %) (93,106).

Iako se vecina pojedinih mutacija ne nalazi u visokom postotku sluc¢ajeva, ESMO 1 NCCN
smjernice preporucUju da se u slucaju uznapredovalog stadija bolesti molekularna testiranja
provedu u svrhu odredivanja molekularnog profila tumora ve¢ prije/tijekom prve linije terapije
(86,102). Analiza tumorske DNA iz tekucinske biopsije takoder je opcija, dok izbor metode moze
ovisiti o analizi koja se provodi (IHC, ISH/FISH, NGS).

Nakon progresije bolesti na prvu liniju lije¢enja u sljede¢em ciklusu terapije (druga linija) mogu
se primijeniti ciljane terapijske opcije ovisno o rezultatima molekularnog profiliranja tumora. U

slucaju karcinoma Zu¢nog mjehura preporuca se dodatno testirati (86,102):
1) status receptora HER2 - prekomjerna izrazenost receptora na membrani tumorskih stanica
ili povecani broj kopija gena javlja se u oko 20 % slucajeva. Terapijska opcija ciljana anti-
HER?2 terapija primjenom trastuzumaba i pertuzumaba (107)

2) fuzije gena NTRK —javljaju se u manje od 1 % karcinoma zu¢nog trakta
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3) fuzije i rearanzmani gena FGFR2 (receptor 2 za faktor rasta fibroblasta; engl. fibroblast

growth factor receptor 2) — jako rijetko prisutni u karcinomima zu¢nog mjehura

4) mutacija gena BRAF — detekcija aktivacijske mutacije BRAFVG00E; terapijska opcija

ciljanim BRAF inhibitorima dabrafenibom ili trametinibom (108)

5) TMB - odredivanje statusa opterecenja tumora mutacijama; visoki TMB (prosje¢no vise

od 10 mutacija po tumorskoj stanica) javlja se do 20 % slucajeva

6) MSI — status mikrosatelitne nestabilnosti; MMR deficijencija - odredivanje statusa
mikrosatelitne nestabilnosti. Visoki MSI javlja se u oko 1-3 % slucajeva. Moguce je
detektirati mutaciju u genima MMR popravka ili odrediti gubitak izraZenosti tih proteina

u tumorskim stanicama te analizirati ponavljajuce sekvence DNA (108)

U slucaju detektiranih mutacija u genima BRCA1, BRCA2 i PALB2 bolesnici su kandidati za
terapiju PARP inhibitorima, dok su pak u slucaju karcinoma s visokim TMB i MSI bolesnici
kandidati za imunoterapiju (pembrolizumab) (86,102). Ciljana terapija za karcinome Zzu¢nog
mjehura u sluc¢aju drugih navedenih promjena za sada jo§ nije odobrena od strane Europske
agencije za lijekove (EMA).

Pregledni rad Zhou i suradnika (109) prikazuje i brojne klinicke studije koje istrazuju terapijske
opcije lijeCenja karcinoma zu¢nog mjehura, a ukljucuju razlicite kombinacije terapija
gemcitabinom, cisplatinom, irinotekanom, kapecitabinom i drugim. Takoder je ukljucen pregled
klinickih studija koje prate ucinke ciljane terapije na EGFR/HER1, HER2, HER3, VEGF-2,
mTOR, PD1/PD-L1 kod karcinoma Zu¢nih vodova, uklju¢ujuéi i Zu¢ni mjehur (109). U isti rad
ukljuceno je i 30-ak klinic¢kih studija, ve¢inom faze II, koje jos uvijek regrutiraju nove bolesnike
(109).

Trenutno dostupne terapijske opcije koje se primjenjuju su nespecifi¢ne i neselektivne te se i dalje

traga za molekulama koje bi omogucile ciljanu terapiju karcinoma zu¢nog mjehura.
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1.2. Biomarkeri i ciljana terapija

Uspjesnije lijecenje zlocudnih tumora postize se u slucaju ranog otkrivanja bolesti. Nazalost, u
slu¢aju karcinoma zu¢nog mjehura dijagnoza se postavlja uglavnom u uznapredovalom stadiju
bolesti, jer u ranijim stadijima bolesti nema posebnih simptoma. Ve¢ u uvodnom tekstu
navodimo da se do dijagnoze karcinoma zu¢nog mjechura Cesto dolazi slucajno prilikom
dijagnoze/operativnog zahvata provedenih zbog benignih i upalnih promjena. Stoga je
pravovremena dijagnoza ove bolesti teSka te se traze molekule koje bi kao biomarkeri ukazivale

na rani stadij bolesti ili bi posluzile kao ciljana terapija.

Lije¢enje karcinoma dozivjelo je revoluciju tijekom posljednjih nekoliko desetlje¢a primjenom
imunoterapije. Intervencije temeljene na imunoloskom sustavu pokazale su obecavajuce
rezultate, pruzajuc¢i novi nacin lijeCenja kod raznih vrsta karcinoma. Uspjesnost lije¢enja
imunoterapijom ve¢inom je postignuta kod hematoloskih maligniteta, dok primjena tog oblika
terapije u karcinomima solidnih organa nudi jo$ dosta izazova. U¢inkovitu imunoterapiju kod
tumora solidnih organa ometa kompleksno, dinami¢no mikro-okruzenje tumora koje modulira
opseg 1 fenotip odgovora antitumorskog imunoloskog sustava. Nadalje, mnogi tumor-vezani
antigeni nisu 1 tumor specifiéni ve¢ se mogu nac¢i 1 u normalnim tkivima, $to rezultira
toksi¢nos¢u. Stoga su u tijeku napori da se identificiraju tumorski antigeni za ciljanu upotrebu

te razviju razli¢iti modaliteti lijeCenja koji se temelje na imunoloskom sustavu.

Antigeni raka testisa (engl. cancer-testis antigens; CTA) su velika i heterogena skupina
proteina Cija je izrazenost u zrelom tkivu gotovo isklju¢ivo ograni¢ena na tkivo testisa
(spermatociti) te jajnika i trofoblasta. Zbog visoke imunogenosti CTA-ovi se smatraju dobrim
ciljevima imunoterapije jer ih karakterizira slaba izrazenost u normalnim tkivima, a cesto su

izrazeni u karcinomima.

1.2.1. Imunoloski odgovor na tumore (PD1/PD-L1)

Prilikom maligne transformacije tumorske stanice stvaraju abnormalne ili nespecifi¢ne antigene
na svojoj povrsini ili ih izlucuju u mikro-okolis. U vecini slu¢ajeva imunoloski sustav sposoban
je prepoznati takve antigene kao strane i opasne za organizam te unistiti stanice s malignim

potencijalom. Ovaj proces odvija se kontinuirano u organizmu i poznat je kao imunoloski
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nadzor, a predstavlja obrambeni mehanizam protiv tumora i u vecini slu¢ajeva eliminira takve

stanice prije razvoja bolesti.

Imunoloski odgovor se javlja na dva tipa tumorskih antigena i to: antigene jedinstvene za
tumorske stanice ili tumor-specifiéne antigene (engl. tumor specific antigens) te antigene
vezane s tumorom koji se mogu pojaviti i u normalnim stanicama (engl. tumor-associated
antigens) (86). Antigene koji su specifi¢ni za tumor ¢ine fragmenti malih peptida na povrsini
tumorskih stanica uglavnom povezani s molekulama histokompatibilnog kompleksa klase |
(MHC 1). Ovi antigeni imaju veliki potencijal u imunoterapiji. Njih prepoznaju i eliminiraju

T limfociti.

Antigeni povezani s tumorom Koji se pojavljuju na tumorskim stanicama nisu strukturno
razli¢iti od onih na zdravim stanicama nego se naj¢es¢e mijenja njihova koli¢ina, zbog Cega
Cesto zavrSavaju u krvotoku te se mogu koristiti kao tumorski biljezi.

Mehanizam imunolo§kog odgovora prikazan na Slici 5 ima nekoliko koraka (110,111). Nakon
oslobadanja tumorskih antigena (to¢ka 1) dolazi do njihovog prezentiranja dendritickim
stanicama (tocka 2), $to uzrokuje aktivaciju T-stanicnog odgovora unutar limfnog ¢vora (tocka
3), a tako aktivirane T-efektorske stanice putuju cirkulacijom do tumora (tocka 4) te se
infiltriraju u podruc¢je tumora (tocka 5). Kljucno je prepoznavanje tumorskih stanica kao
stranih (tocka 6), ¢ime dolazi do unistenja tumorske stanice (tocka 7). Tim procesom

oslobadaju se tumorski antigeni i ciklus se ponavlja (110).
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Slika 5. Shematski prikaz mehanizma imunoloskog odgovora. Oslobadanje tumorskih antigena
(1) te njihov kontakt s dendriti¢kim stanicama (2) dovodi do aktivacije T-stani¢nog odgovora
unutar limfnog ¢vora (3). Aktivirane T-efektorske stanice se infiltriraju u podrucje tumora (4,5)
gdje prepoznavanjem tumorskih stanica (6) dolazi do njihovog uniStavanja. Preuzeto i
modificirano iz Chen i Mellman, 2013 (110).

Karcinomi koji pokazuju visoku imunogenost i infiltraciju T-limfocita smatraju se ,,vru¢im® te
se mogu lijeciti imunoterapijom za razliku od neimunogenih tumora koji se smatraju
»hladnim® (112). Veéina karcinoma dojke, glioblastoma te raka prostate, jajnika i gusterace su
tipicno hladni tumori $to predstavlja problem za primjenu imunoterapije. Mikro-okruzenje
hladnih tumora sadrzi mijeloidne supresorske stanice (MDSC) i T- regulatorne stanice (T-regs)
koje suzbijaju imunoloski odgovor i inhibiraju T-efektorske stanice koje se pokusavaju

infiltrirati u tumor (112).
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1.2.1.1. PD-1/PD-L1 mehanizam

Danasnja istrazivanja terapijskih opcija okrenuta su primjeni imunoterapije. Melanomi su prvi
primjer malignih bolesti povezan s postojanjem tumor specifi¢nih antigena kod kojih je
primijenjena imunoterapija. Osim toga, spontane regresije melanoma zabiljeZzene kod
pojedinaca upucuju na ucinkovit imunoloski odgovor. Istrazivanja se takoder fokusiraju i na
pretvaranja ,,hladnih* tumora u ,,vru¢e* ¢ime bi povecali osjetljivost na imunoterapiju. Pri tome
se razvijaju i brojni pristupi u imunoterapijskom lije¢enju kao $to je terapija ,,check-point
inhibitorima (npr. inhibitori PD-L1), ali i primjena specifiénog cjepiva kao i primjena
imunoterapije aktiviranim T stanicama (113-115). Ovakvim oblicima terapije jaca se prirodna
sposobnost organizma u borbi protiv karcinoma, pa ¢e njihova primjena u buducnosti biti

vjerojatno ¢eSc¢a uz manje nuspojava (113-116).

Jedan od klju¢nih koraka u mehanizmu imunoloSkog odgovora je aktivacija T limfocita
(citotoksicni T limfociti, CTL) koja se dogada nakon $to T stanice prepoznaju strane antigene,
Sto rezultira apoptozom ciljne stanice. U cijelom procesu vaznu ulogu ima protein odgovoran
za programiranu smrt stanice (PD-1) (kodiran genom PDCD1). To je transmembranski
glikoprotein iz obitelji receptora CD28/CTLA-4 koji su kontrolne to¢ke imunoloskog odgovora
(engl. immune checkpoint proteins). PD-1 je monomer na koji se vezu njegovi ligandi PD-L1
(gen B7-H1; CD274) i PD-L2 (gen B7-DC; PDCD1LG2). Prisutan je na membrani T (CD8+)
i B limfocita i makrofazima te negativno regulira imunoloski odgovor i sprjecava nastanak
autoimunih bolesti (117).

Tumorske stanice koje pokazuju jacu izraZenost liganda PD-L1 uspijevaju izbje¢i imunoloski
odgovor vezanjem receptora PD-1 na limfocitima s PD-L1 na tumorskim stanicama ¢ime dolazi

do inhibicije citotoksi¢ne aktivnosti T-stanica (Slika 6) (117).
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Slika 6. Mehanizam imunoloskog odgovora i terapijske opcije inhibitora signalnog puta PD-
1/PD-L1 u karcinomima. A, vezanjem liganda PD-L1 s tumorske stanice na PD-1 na T-
limfocitima tumor izbjegava apoptozu. B, farmakoloskom inhibicijom imunoloskih
kontrolnih toCaka monoklonskim protutijelima (anti-PD-1/anti PD-L1) obnavlja se
antitumorsko djelovanje T limfocita, ¢ime tumorske stanice odlaze u apoptozu. TCR, T-cell

receptor. Preuzeto i modificirano iz Alard i sur, 2020 (118).

U posljednje vrijeme je razvijeno nekoliko lijekova, koji kao monoklonska protutijela blokiraju
interakcije PD-1 receptora s njegovim ligandima PD-L1 i PD-L2 ¢ime se reaktivira
antitumorski imunoloski odgovor (117,119-122). Ucinak ovog oblika terapije nije vezan na
porijeklo tumora ve¢ ima Sire antitumorsko djelovanje, zbog ¢ega se koristi u primjeni kod
razli¢itih vrsta tumora (melanomi, karcinomi pluca, dojke, pankreasa, urotelni karcinomi i dr.)
(123).

Nekoliko studija usredotocilo se na izrazenost PD-L1 u karcinomima bilijarnog sustava, od
kojih su neke ukljucivale i karcinome Zzu¢nog mjehura u kombinaciji s ili bez ispitivanja
ekspresije PD-L1 na intratumoralnim limfocitima. Rezultati ovih studija upucuju na
potencijalnu prognosti¢ku vaznost odredivanja statusa PD-L1 u karcinomima zu¢nog mjehura
(98-100). Inhibitori PD-1/PD-L1 primjenjuju se i u terapiji karcinoma zu¢nog mjehura

uglavnom kod uznapredovalog neoperabilnog stadija bolesti.
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PD-L1 izrazenost je zabiljezena u 12-23 % slucajeva karcinoma Zu¢nog mjehura (124-126).
Mody i sur. (125) su zabiljezili izrazenost PD-1 u 55 % slucajeva povezanih s genetskim
aberacijama i tumorskim mutacijskim optere¢enjem (TMB). Prema literaturi, poviSene razine
PD-L1/PD-1 u korelaciji su s los§im prezivljenjem bolesnika oboljelih od karcinoma pluca
nemalih stanica (NSCLC) (127), melanoma (128), karcinoma prostate (129), dojke (130), jetre
(131), gusterace (132,133) i dr.

.....

karcinoma zu¢nih vodova, a visoke razine sPD-L1 upucuju na znacajno loSije ukupno
prezivljenje. Nekoliko studija ispitivalo je ekspresiju PD-L1 u karcinomima bilijarnog sustava,
a njithovi rezultati upucuju na potencijalnu prognosti¢ku vaznost utvrdivanja statusa PD-L1 u
karcinomu zuc¢njaka (133-137). Kim i sur. (135) primijetili su lo$ije ukupno prezivljenje
bolesnika s karcinomom zu¢nog mjehura te navode PD-L1 kao negativan prognosticki biljeg

dok Neyaz i sur. (124) nisu utvrdili takvu korelaciju.

1.2.2. Antigeni karcinoma testisa

Antigeni karcinoma testisa (engl. cancer-testis antigens, CTA) ¢ine obitelj antigena koji su
kodirani s 276 gena, ukljucujuéi vise od 70 obitelji gena (106). Otprilike 50 % svih CTA gena
¢ine multigenske obitelji na X kromosomu i nazivaju se CT-X geni (138,139). Antigeni
karcinoma testisa uglavnom su ograni¢eni na spolne stanice testisa, trofoblast i placentu bez

izrazenosti U somatskim stanicama (140,141).

Ipak, pregledom literature je moguce uociti da kod razli¢itih epitelnih karcinoma dolazi do
ponovne izrazenosti CTA. Tumori bogati CTA ukljuc¢uju melanom, tumore jajnika, pluca i
mjehura; u skupinu karcinoma koji umjereno izrazavaju CTA pripadaju karcinom dojke,
mjehura i prostate, dok karcinom bubreznih stanica, kolorektalni karcinom i limfom/leukemija
slabo izrazavaju CTA (141,142). Zabiljezene su i razlike u tipovima CTA ¢esce izrazenim kod
nekih tipova tumora. Tako je npr. MAGEAL1—4 izrazen u 70 % metastatskih melanoma, ACRBP
u 70 % tumora jajnika i NY-ESO-1 u 46 % tumora dojke (143). Veca izraZenost Cesce je

povezana i s vi§im klinickim stadijem bolesti.

Najvjerojatniji mehanizam koji dovodi do ponovne izrazenosti CTA je visoka razina
demetilacije DNA (hipometilacija) i histonska posttranslacijska modifikacija u stanicama
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karcinoma kao i regulacija posredovana mikro RNA (miRNA) (139). U nekim eksperimentima
pokusalo se inducirati izrazenost pojedinih CTA kako bi se stvorio potencijal za ciljanu terapiju.
Zanimljivo je da je upotrebom kemikalije za demetilaciju, kao $to je 5-aza-2-deoksicitidin,
inducirana ponovna izrazenost odredenih CTA specifi¢no samo u tumorskim stanicama, ali ne

i normalnim epitelnim stanicama (144).

Obzirom na znacajnu funkciju u embrionalno doba, uloga CTA jo$ uvijek nije potpuno jasna.
CTA su uklju¢eni u metabolizam stanica, dinamiku citoskeleta, popravak dvolancanog prekida,
odrzavanje genomskog integriteta i regulaciju izrazenosti MRNA tijekom spermatogeneze
(143). Zbog svoje sveobuhvatne funkcije i u tumorskoj stanici vjerojatno imaju ulogu u

regulaciji epitelno-mezenhimalne tranzicije kao i prezivljenju tumorskih stanica (145).

S obzirom na njihovu uvelike ograni¢enu izrazenost U odraslim somatskim tkivima i njihov
imunogeni potencijal, CTA su potencijalne mete za imunoterapiju. Do sada je NY-ESO1
najperspektivniji CTA jer je njegova ekspresija u tumorima jasno povezana s indukcijom

imunoloskog odgovora u Sirokom rasponu zlo¢udnih bolesti (139).

1.2.2.1. NY-ESO1

NY-ESO1 (engl. New York esophageal squamous cell cancer-1) pripada skupini CTA (engl.
cancer/testis antigen 1A; CTAG1A). Gen koji kodira protein takoder se nalazi na kromosomu
X, uz prisutne dvije kopije istog gena (CTAG1A i 1B). NY-ESO1, antigen karcinoma testisa 1
je protein kodiran genom CTAG1B, takoder poznat kao LAGE2 ili LAGE2B (145-148). Kao i
kod drugih CTA, njegova izrazenost je ograniCena na testis, ovarije, trofoblast i placentu. U
testisima je snazno izraZzen u spermatogoniji 1 primarnim spermatocitima odraslih testisa, ali ne

i u postmejotickim stanicama ili somatskim stanicama testisa (149).

NY-ESO1 je polipeptid od 180 aminokiselina (Slika 7), izrazen u ljudskom fetalnom testisu
tijekom embrionalnog razvoja od 18. tjedna do rodenja. Toc¢na funkcija jo§ uvijek nije
razjas$njena, a ovisno o drugim partnerima prilikom stvaranja kompleksa, NY-ESO1 ima ulogu
u regulaciji stani¢nog ciklusa i apoptozi. Najvazniju funkciju obavlja u regulaciji
samoobnavljanja ili diferencijaciji muskih zametnih stanica, podrzanu nuklearnom

lokalizacijom CTAG1A u mezenhimalnim mati¢nim stanicama za razliku od njegove
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citoplazmatske izrazenosti U stanicama raka (150).

Immunogenic epitopes of CD4+ T cell responses

8798 19:143__{

157.165|
157-167

Immunogenic epitopes of CD8+ T cell responses

Slika 7. Grada proteina NY-ESO1. Shematski prikaz aminokiselina koje predstavljaju
imunogene epitope za anti-NY-ESOI1 protutijela, odgovor CD4+ (Zuto) i CD8+ (zeleno) T
stanica. Prirodna anti-NY-ESO1 protutijela uglavnom se preslikavaju na podru¢je N-kraja
(narancasto), dok se stani¢ni odgovori stvaraju na podru¢ju C-kraja. Preuzeto iz Raza i sur.,
2020. (151)

NY-ESO1 nije izrazen u normalnim (somatskim) stanicama dok je znacajna izrazenost
zabiljezena u razliCitim tipovima tumora, ali u Sirokom rasponu izrazenosti. Rezultati
izrazenosti variraju zbog primjene razli¢itih metoda detekcije (na razini mRNA ili proteina, u
serumu, itd.), stoga je teSko odrediti postotak izrazenosti u pojedinom tipu tumora. NoO,
prosjecno je najveca izraZenost zabiljezena u neuroblastomu (82 %) i sinovijalnom sarkomu
(60 - 80 %), potom melanomu (32 % - 64 %), raku jajnika (40 %), prostate (10 - 35 %),
mokra¢nog mjehura (35 %), jednjaka (20 % - 40 %), karcinomima glave i vrata (4 - 14 %),
karcinomu pluc¢a nemalih stanica (11 % - 25 %), dojke (7 % - 15 %) i hepatocelularnom raku
(10 — 15 %) (152). Vrlo slaba izraZenost zabiljeZena je kod raka debelog crijeva (0 % — 8 %).
Svega par studija biljezi izraZzenost NY-ESO1 u karcinomu zu¢nog mjehura pa tako Reiner i

sur. pokazuju njegovu izrazenost u 3 % (153).

NY-ESOI1 se smatra jednim od najimunogenijih CTA koji izaziva jak, integrirani imunoloski

odgovor u velikom postotku bolesnika ¢iji tumori izrazavaju NY-ESO1 (154,155). Njegova
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sposobnost da izazove spontane humoralne i stani¢ne imunoloske odgovore (Slika 7), zajedno
s njegovom ograni¢enom izrazenoS¢u, uéinili su ga potencijalno dobrom metom za
imunoterapiju karcinoma, medutim, njegova korisnost kao prognostickog biomarkera nije jos

jasno odredena.

1.2.2.2. Terapijske opcije usmjerene na NY-ESO1

Istrazivanja su pokazala da mnogi ¢lanovi CTA obitelji, ukljucujuéi i NY-ESO1, induciraju
spontane stani¢ne 1 humoralne imunoloske odgovore u bolesnika s tumorima u uznapredovalom
stadiju. Molekularna osnova antitumorske imunosti posredovane T stanicama razjasnjena je
identifikacijom niza tumorskih antigena koje prepoznaju CD8+ T stanice. Prvi takav prijavljeni
istovremeni humoralni i stani¢ni odgovor na NY-ESO1 bio je od bolesnika s metastatskim
melanomom (155). NY-ESO1 sadrzi 3 HLA-A2 epitopa koje prepoznaju CD8+ citotoksi¢ni T
limfociti (151,155). Integrirani humoralni imunoloski odgovori protiv NY-ESO1 otkriveni su
kod bolesnika s multiplim mijelomom (156), karcinomom dojke (157), nemalostani¢nim
karcinomom pluca (158) i rakom jajnika (159,160).

Vjeruje se da je NY-ESOI obecavajuca meta za imunoterapiju raka zbog njegove selektivne
ekspresije u normalnim tkivima i ponovne ekspresije u tumorskim stanicama, kao i njegove
visoke imunogenosti. Obzirom da NY-ESOL nije izrazen u somatskim stanicama veé je
selektivno ponovno izrazen samo u tumorskim stanicama, stavlja NY-ESO1 u idealnu poziciju
ne-ciljane imunoterapije karcinoma niske toksi¢nosti.

Do svibnja 2018. godine registrirano je 12 klinickih ispitivanja s NY-ESOL1 cjepivom protiv
karcinoma, 23 s modificiranim T stanicama (CAR terapija) i 13 s kombiniranom
imunoterapijom (152).
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Slika 8. Terapijske opcije imunoterapije usmjerene na NY-ESO1.: cijepljenje peptidima NY -
ESO1 (engl. cancer vaccines); adoptivna terapija aktiviranim T stanicama (engl. adoptive T-
cell therapy); primjena inhibitora kontrolnih to¢aka imunoloskog odgovora (engl. checkpoint
inbhibition). Preuzeto iz Thomas i sur., 2018. (152)

Na shematskom prikazu Thomas i sur. (Slika 8) prikazane su terapijske opcije (u razvoju i/ili
klinickim ispitivanjima) usmjerene na tumore koji izrazavaju NY-ESO1 protein aktivacijom

imunoloskog odgovora putem sljedeca tri pristupa (152):

(1) cijepljenje protiv karcinoma koji izrazava NY-ESOL. Cjepiva se sastoje od peptida
izvedenih iz NY-ESOI1 (fragmenti veli¢ine 81 do 111 aminokiselina) ili proteina pune duljine.
U ovom procesu kljucna je aktivacija dendriticne stanice (DC) koja nastaje pod utjecajem
kontakta proteina NY-ESO1 sa samim dendriticnim stanicama koje ih potom prezentiraju

tumorskom imunoloSkom mikro-okruzenju. Tako aktivirane DC izravno stimuliraju T stanice.

Do danas je u NY-ESO1 identificiran 21 razli¢it epitop ogranien na najmanje pet razlicitih
alela HLA klase Il. Pokazalo se da su peptidi NY-ESO1go-109 i NY-ESO1s7.165, povezani s
odgovorom CD4+ i CD8+ T stanica, najimunogeniji (Slika 7). Sto cjepivo sadrzi duzi fragment
NY- ESO1, imunoloski odgovor je jaci, a u¢inak bolji i dugotrajniji.

Sada su ve¢ u klinickim ispitivanjima i kombinirana cjepiva koja bi olaksala dendriti¢nim
stanicama prepoznavanje NY-ESOL1 i tako ubrzala proces. Isto tako, kombinacija proteinskog

cjepiva NY-ESOL1 s kemoterapijskim lijekom doksorubicinom inkapsuliranim u liposome i
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agensom za demetilaciju decitabinom pojacala je specifiéne humoralne i CD8+ imunoloske

odgovore kod 67 i 50 % bolesnika s recidivom epitelnog karcinoma jajnika (160).

(2) Adoptivha T-stani¢na terapija. Ovakav tip terapije moze imati viSe oblika. U
jednostavnijem modelu izoliraju se tumor-infiltrirani limfociti koji su senzibilizirani na
tumorske markere, aktiviraju se u laboratorijskim uvjetima te vrate u organizam bolesnika.
Drugi modeli uglavnom podrazumijevaju modificiranje T stanica u kulturi kao Sto su terapija
reprogramiranim T-stani¢nim receptorom (engl. engineered T cell receptor therapy; TCR) i
terapija geneticki modificiranim T stanicama koje imaju posebno dizajnirane receptore za lakSe
prepoznavanje tumorskih stanica (engl. chimeric antigen receptor; CAR). Potom se tako
transducirane CD8+ ili CD4+ T-stanice s NY-ESO1 T-stani¢énim receptorima umnazaju u

kulturi i vrac¢aju u bolesnikov organizam.

Adoptivna terapija T stanicama s HLA-A2 ograni¢enim NY-ESO1/LAGE-1 transduciranim
CD8+ T stanicama poboljSala je stope klinickog odgovora i ukupno preZivljenje bolesnika s
melanomom 1 sarkomom sinovijalnih stanica otpornim na dotadasnja lijecenja. Otprilike
polovica bolesnika s metastatskim melanomom ili sarkomom sinovijalnih stanica koji su primili
NY-ESO1 transducirane CD8+ T stanice i IL-2 pokazala je dobar klinicki odgovor (161).

(3) Inhibitori kontrolnih tocaka. Imunoloski odgovor prirodno kontroliraju molekule
imunoloske kontrolne tocke [citotoksi¢ni protein povezan s T-limfocitima 4 (CTLA-4), protein
programirane stani¢ne smrti 1 (PD-1) i njegovi ligandi (PD-L1 i PD-L2)] kako bi se sprijecila
pretjerana aktivacija imunoloskog odgovora koja rezultira autoimunom boles¢u. Dok put PD-
1 inhibira aktivaciju T stanica tijekom faze efektora, put CTLA-4 igra vaznu ulogu u aktivaciji
naivnin T stanica tijekom faze ,,priminga“ (162). Vezanje PD-1 na njegove ligande na T

stanicama inhibira proliferaciju i aktivaciju T stanica te smanjuje prezivljenje T stanica.

Medutim, stanice karcinoma mogu preoteti regulacijske putove T stanica kako bi ublazile
antitumorski odgovor. Jedan pristup u imunoterapiji karcinoma je oslobadanje prirodnog
imunoloSkog odgovora inhibicijom ovih molekula kontrolnih tocaka pomocu specifi¢nih
inhibitora. U terapiji se koriste inhibitori imunoloskih kontrolnih toc¢aka koji blokiraju
inhibitorne signale izmedu DC i T stanica (anti-CTLA-4) i izmedu T stanica i tumorskih stanica
(anti-PD1 i anti-PD-L1). Inhibitori kontrolnih to¢aka imunoloskog odgovora mogu se koristiti

u kombiniranoj terapiji s cijepljenjem ili nekim od oblika adoptivne terapije.
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Obzirom da karcinomi zu¢nog mjehura, iako niske ucestalosti u populaciji, imaju visoku
smrtnost, traganje za ciljanom i uc¢inkovitom terapijom je svakako u fokusu istrazivanja. Stoga
je potrebna identifikacija ciljanih molekula, kao prediktivnih ili prognostickih biomarkera, pa

je s tim ciljem provedeno i ovo istrazivanje izrazenosti PD-L1 i NY-ESOL.
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2. HIPOTEZA

Postoji pozitivna povezanost izmedu imunohistokemijske izrazenosti PD-L1 i NY-ESO1 i

prognoze u oboljelih od karcinoma zu¢nog mjehura.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Opéi cilj

Odrediti imunohistokemijsku izrazenost PD-L1 i NY-ESOL1 u karcinomima zu¢nog mjehura.

Specifi¢ni ciljevi

1. Usporediti izrazenost PD-L1 i NY-ESO1 u karcinomima zuénog mjehura

2. Usporediti izrazenost PD-L1 s klini¢ko-patoloskim parametrima (dob, spol,
veli¢ina tumora, histoloski tip, perineuralna invazija, limfokapilarna invazija,

klinicki stadij bolesti, dozivljenje, tip operacije)

3. Usporediti izrazenost NY-ESO1 s klinicko-patoloskim parametrima (dob, spol,
veli¢ina tumora, histoloski tip, perineuralna invazija, limfokapilarna invazija,

klinicki stadij bolesti, dozivljenje, tip operacije)



4. MATERIJALI | METODE

4.1.Bolesnici

Provedeno je presjecno istrazivanje s retrospektivno prikupljenim materijalom i podacima u
Klinickom zavodu za patologiju i citologiju te U Klinici za kirurgiju Klini¢kog bolni¢kog
centra Sestre milosrdnice. Istrazivanje ukljucuje 57 bolesnika s dijagnozom karcinoma zu¢nog
mjehura u Klinici za kirurgiju KBC Sestre milosrdnice u razdoblju izmedu 01. sije¢nja 2003.
godine i 31. prosinca 2018. godine. Svi relevantni klini¢ki podaci o bolesnicima preuzeti su
iz medicinske dokumentacije i arhive Klinike za kirurgiju (dob, spol, stadij, dozivljenje). Svaki
bolesnik dobio je jedinstveni identifikacijski broj, a pravi identitet ispitanika, radi zastite

osobnih podataka bolesnika, poznat je samo glavnom istrazivacu.

Za analizu izrazenosti istrazivanih proteina, PD-L1 i NY-ESOL, koristen je arhivski materijal
karcinoma zuénog mjehura uklopljen u parafinske blokove koji je pohranjen na Zavodu za

patologiju i citologiju KBC-a Sestre milosrdnice.

U istrazivanju je praceno doZivljenje bolesnika do progresije bolesti ili smrtnog ishoda.
Obzirom da su do kraja istrazivanja svi bolesnici umrli, podaci o ukupnom dozivljenju
bolesnika dobiveni su iz baze podataka Klinickog bolnickog centra ,,Sestre milosrdnice®,
odnosno iz Registra za rak pri Hrvatskom zavodu za javno zdravstvo. Zadnja provjera ucinjena

je 31. prosinca 2021. godine.

4.2.Metode

Pregledom baze podataka Klinickog zavoda za patologiju i citologiju izdvojen je popis
bolesnika koji zadovoljavaju kriterije istrazivanja. Za svakog bolesnika analizirani su svi
histoloski preparati bojeni hemalaun-eozinom kako bi se odabrao reprezentativan parafinski
blok za dodatnu imunohistokemijsku analizu te je odabrano 57 uzoraka.

Od svakog odabranog parafinskog bloka izrezana su po dva reza debljine 3-5 um, po jedan za
dodatnu imunohistokemijsku analizu na PD-L1 i NY-ESOL.

Postupak deparafiniranja tkiva i demaskiranja antigena te imunohistokemijskog bojenja na oba
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istrazivana proteina provedeni su u potpuno automatiziranom uredaju za imunohistokemijsko

bojenje Ventana BenchMark®.

Za dokazivanje izrazenosti proteina PD-L1 koriSteno je ze¢je monoklonsko primarno
protutijelo na PD-L1 (klon SP142; Ventana, Mannheim, Germany), razrijedeno od
proizvodaca (engl. ready to use), a kao pozitivnu kontrolu koristili smo tkivo tonzile, prema

preporuci proizvodaca.

Za dokazivanje izrazenosti proteina NY-ESO1 koriSteno je misje monoklonsko protutijelo na
NY-ESOL1 (cat. no. 356200; Thermo Fisher Scientific, Inc; razrjedenje 1:200). Kao pozitivna

kontrola koristeno je tkivo testisa, prema preporuci proizvodaca.

Nakon imunohistokemijskog bojenja sva su stakla pregledana pod povecanjem od 40X te je

odredena izrazenost istrazivanih proteina, nakon koje su uzorci svrstani u dvije skupine:

1. Negativna reakcija

2. Pozitivna reakcija

Za kategorizaciju u skupinu negativna/pozitivna imunohistokemijska reakcija koriSteni su
sljede¢i kriteriji:
a) Pozitivnom imunohistokemijskom reakcijom na PD-L1 u imunoloskim stanicama
smatrana je prisutna citoplazmatska reakcija bilo kojeg intenziteta u > 1 % imunoloskih
stanica infiltriranih u podrucju tumora ili smjestenih u peritumorskoj zoni (22).
b) Pozitivnom imunohistokemijskom reakcijom na PD-L1 u tumorskim stanicama
smatrana je prisutna citoplazmatska ili membranska reakcija bilo kojeg intenziteta u>5 %
tumorskih stanica (22).
c) Pozitivnom reakcijom na NY-ESO1 smatrano je svako citoplazmatsko ili nuklearno
bojenje bilo kojeg intenziteta prisutno u > 50 % tumorskih stanica (31,32).

4.3. Statisticka analiza

Analizom snage testa za x2 test s pretpostavljenim u¢inkom veli¢ine od 0,5 razinom znacajnosti
od 0,05 te jednim stupnjem slobode, za snagu testa od 95 % bilo je potrebno najmanje 52
bolesnika. Analiza je provedena programom G*Power for Windows, verzija 3.1.3

(http://mvww.psycho.uniduesseldorf.de/aap/projects/gpower/).
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Inicijalno je ucinjena opisna statistika, a podaci su prikazani tabli¢no i graficki. Normalnost
distribucije numerickih varijabli analizirana je Kolmogorov-Smirnovljevim testom. Veéina
numerickih varijabli nije pratila normalnu distribuciju te su kontinuirane varijable izrazene
medijanom i interkvartilnim rasponom (25 % - 75 %), a usporedene su Mann-Whitney, odnosno
Kruskal-Wallisovim testom. Kategori¢ke varijable su usporedene hi-kvadrat testom uz
Yatesovu korekciju te Fisherovim egzaktnim testom.

Krivulje dozivljenja su kreirane po Kaplan-Meieru, a razlike izmedu pojedinih skupina su
usporedene Log-Rank testom.

Povezanost pojedinih parametara utvrdena je Spearmanovom analizom korelacija. Snaga
korelacije odredena je koeficijentom korelacije rs, pri ¢emu je korelacija umjerene snage u
rasponu koeficijenta od 0,20 do 0,50 a jake snage za sve rs vrijednosti veée od 0,5.

Analiza povezanosti pojedinih parametara s dozivljenjem ucinjena je Coxovom regresijom.
Visestruka regresija je koriStena u svim oblicima regresijske analize kako bi se utvrdilo postoji
li neovisna povezanost s ishodom, odnosno kako bi se ucinila korekcija za ometajuce
¢imbenike. Prilikom izvodenja viSestruke regresije koriSten je model postepene retrogradno

uvjetovane regresije (eng. backward stepwise conditional regression).

Dobiveni podaci statisti¢ki su obradeni upotrebom statistickog programa Statistika 13, StatSoft
(Tulsa, USA), Ver. 13.5.0.17 licenca AHN903D046305CNET5-B s razinom statisticke

znacajnosti od P < 0,05.
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5. REZULTATI

Iz dokumentacije dostupne u arhivi Klinike za kirurgiju KBC ,,Sestre milosrdnice uzeti su
klini¢ki i patohistoloski podaci 57 bolesnika s karcinomom Zzu¢nog mjehura koji su operirani u

istoj ustanovi (Tablica 2).

Klini¢kim pregledom u 43,9 % bolesnika postavljena je dijagnoza karcinoma dok je vise od
polovine bolesnika (56,1 %) hospitalizirano i kirurski lije¢eno zbog simptoma kolecistitisa i
kolelitijaze. U 17 bolesnika provedena je endokolecistektomija, u 23 bolesnika klasi¢na
kolecistektomija dok je 17 bolesnika imalo sloZeniju operaciju s anastomozama, resekcijom
jetre ili Whipple operacijom. Uo¢ili smo da su bolesnici kirurski lije¢eni zbog akutnog
kolecistitisa ¢es¢e dijagnosticirani u ranijem klini¢kom stadiju karcinoma zu¢nog mjehura.

Prema klini¢kom stadiju bolesti vise od polovine bolesnika (56,1 %) bilo je u stadiju 111 IV.

Gotovo svi karcinomi bili su pankreatobilijarnog histoloskog tipa dok je po jedan bio
intestinalnog i slabo kohezivnog tipa. Najzastupljeniji je histoloski gradus II (59,7 %) s
medijanom veli¢ine tumora od 25 mm (u rasponu od 10 mm do 105 mm) (Tablica 2). Kod 28
bolesnika nepoznat je patoloski stadij zahvacenosti limfnih ¢vorova (pN) tako da je zapravo u

22/29 slu€ajeva N stadij bio pozitivan.

Medijan dobi bolesnika uklju¢enih u istrazivanje je 72 godine, a pretezno su bile Zene (70,2 %)
koje su bile i nesto starije od muskaraca (medijan 75 vs. 68,5 godina). U trenutku zavrsetka
istrazivanja svi su bolesnici preminuli, a 67,2 % bolesnika je preminulo unutar 12 mjeseci od

postavljanja dijagnoze (Tablica 2).
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Tablica 2. Klinicko-patoloske karakteristike 57 bolesnika s karcinomom zuénog mjehura

Karakteristika Broj slu¢ajeva (%)
Dob (godine) medijan 72 (46-92)
Spol Muskarci 17 (29,8)
Zene 40 (70,2)
Klini¢ka dijagnoza Kolelitijaza 12 (21,0)
Akutni kolecistitis 13 (22,8)
Kroni¢ni kolecistitis 7(12,3)
Karcinom 25 (43,9)
Klinicki stadij I 7(12,3)
A 15 (26,3)
1B 3(5,3)
A 7(12,3)
B 8 (14,0)
v 17 (29,8)
Veli¢ina tumora (n=38) <20 mm 19 (50)
> 20 mm 19 (50)
nepoznato 19
Histoloski tip Pankreatobilijarni 55 (96,6)
Intestinalni 1(1,7)
Slabo kohezivni 1(,7)
Histoloski gradus I 8 (14,0)
I 34 (59,7)
i 15 (26,3)
Patoloski T stadij 1 7(12,3)
2 25 (43,9)
3 24 (42,1)
4 1(1,7)
Patoloski N stadij (n=29) 0 7(24,1)
1 22 (75,9)
nepoznato 28
Perineuralna invazija Ne 16 (28,1)
Da 41 (71,9)
Limfovaskularna invazija Ne 32 (56,21)

Da 25 (43,9)



Spearmanova analiza korelacije klinicko-patoloskih karakteristika karcinoma zu¢nog mjehura
prikazana u Tablici 3 pokazuje da su karcinomi dubljeg prodora (visi pT) ¢es¢i kod starijih
bolesnika (rs=0,342; P = 0,009) te su u korelaciji s visim klini¢kim stadijem bolesti (rs= 0,480;
P <0,001). Primjecujemo takoder da su karcinomi dijagnosticirani U Zena bili nesto ve¢i nego

u muskaraca (medijan 30 mm vs. 20 mm) (rs= 0,271; P = 0,045).

Status zahvacenosti limfnih ¢vorova poznat je u 29 bolesnika, od Cega je pozitivan u 22
bolesnika. Spearmanovom analizom utvrdili smo korelaciju zahvacenosti limfnih ¢vorova i
prisutne perineuralne invazije u tumoru (rs = 0,421: P = 0,029) te tendenciju ka statisti¢ki

znacajnoj korelaciji s klini¢kim stadijem bolesti (rs = 0,335; P = 0,076).

U konacnici, klinicki stadij bolesti u korelaciji je s histoloskim gradusom karcinoma (rs = 0,420;
P = 0,001) te prisutnom perineuralnom (rs = 0,491; P < 0,001) i limfovaskularnom invazijom
(rs=0,272; P = 0,049).
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Tablica 3. Spearmanova analiza medusobnih korelacija klini¢ko-patoloskih karakteristika karcinoma zu¢nog mjehura

Karakteristika Spol Veli¢ina pT pN Histoloski Perineuralna Limfokapilarna Klini¢ki stadij
tumora gradus invazija invazija
Dob bolesnika rs -0161 -0,017 0,342 0,128 - 0,156 0,054 0,149 0,127
P 0,228 0,922 0,009 0,517 0,250 0,694 0,278 0,351
Spol bolesnika r's - 0,298 -0,01 -0,012 0,177 0,033 -0,271 - 0,107
P 0,082 0,943 0,949 0,188 0,813 0,045 0,430
Veli¢ina tumora r's - 0,061 - 0,133 0,078 0,158 0,326 0,065
P 0,730 0,599 0,658 0,366 0,056 0,715
pT r's 0,052 0,05 0,102 - 0,091 0,480
P 0,789 0,71 0,460 0,509 < 0,001
pN r's 0,254 0,421 0,019 0,335
P 0,193 0,029 0,925 0,076
Histoloski gradus Is 0,22 -0,074 0,420
P 0,107 0,589 0,001
Perineuralna Is 0,543 0,491
invazija P < 0,001 < 0,001
Limfovaskularna Is 0,272
Invazija P 0,049

s, koeficijent korelacije, P, p-vrijednost; pT — patoloski T stadij — odnosi se na dubinu prodora karcinoma; pN, patoloski N stadij - odnosi se na zahvac¢enost
limfnih ¢vorova
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5.1. Imunohistokemijska izrazenost PD-L1 i NY-ESO1

Imunohistokemijska izrazenost PD-L1 u imunoloskim stanicama koje infiltriraju podrucje
karcinoma zabiljezena je u 20 sluc¢ajeva (35,1 %) dok je izrazenost PD-L1 u samim tumorskim
stanicama zabiljeZena u 6 slucajeva (10,5 %) (Slika 9). Ukupno je PD-L1 izrazen u 26 slucajeva
(45,6 %) karcinoma zu¢nog mjehura.

Izrazenost NY-ESO1 u tumorskim stanicama zabiljezena je u 39 slucajeva (68,4 %) (Slika 9).

Na Slikama 10, 11 i 12 vidljivi su primjeri imunohistokemijske izrazenosti istrazivanih

proteina.
IHC izrazenost
m Pozitivan ~ ®m Negativan

60

50

g 40
S

% 30
2

Al 20

10

0

PD-L1 tumor PD-L1 imunoloske NY-ESO1
stanice

Slika 9. Prikaz imunohistokemijske izrazenosti (IHC) PD-L1 u tumorskim i imunoloSkim

stanicama karcinoma Zu¢nog mjehura te NY-ESO1 u tumorskim stanicama.
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Slika 10. Imunohistokemijska izrazenost PD-L1 uimunoloskim stanicama infiltriranim u

podrucje tumora, x200.

Slika 11. Imunohistokemijska izraZzenost PD-L1 u tumorskim stanicama, x400.
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Slika 12. Imunohistokemijska izrazenost NY-ESO1 u tumorskim stanicama, x400.

Istovremena izraZzenost NY-ESO1 i PD-L1 zabiljezena je u 12 sluéajeva (21,1 %). Od 39
sluCajeva u kojima tumorske stanice izrazavaju NY-ESO1, istovremena ekspresija PD-L1 u
imunoloskim stanicama zabiljezena je u 10 sluéajeva (Fisherov egzaktni test, P = 0,038), a u

tumorskim stanicama samo u 2 slucaja (Fisherov egzaktni test, P = 0,072) (Slika 13).

S druge strane, kod NY-ESO1-negativnih karcinoma, PD-L1 je bio izraZzen u tumorskim

stanicama u 4 slu¢aja i u imunoloskim stanicama u 10 slu¢ajeva.

Samo Sest karcinoma (10,4 %) ne izrazava niti jedan od proteina dok jedan karcinom izrazava

sva tri proteina. U 27 slucajeva (47,4 %) karcinomi izrazavaju samo NY-ESO1.

Spearmanova analiza korelacija pokazala je statistiCki znaCajnu negativnu korelaciju
izrazenosti NY-ESO1 i PD-L1 u imunoloskim stanicama (rs = - 0,313; P = 0,021), te u
tumorskim stanicama (rs = - 0,271; P = 0,045).
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B NY-ESOI negativan B NY-ESOI pozitivan
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PD-L1 tumor PD-L1 imunoloske stanice

Slika 13. Raspodjela imunohistokemijske izraZzenosti PD-L1 u tumorskim i imunoloSkim
stanicama u odnosu na izrazenost NY-ESO1 (negativan/pozitivan) u tumoru. Statisticki
znacajna razlika izrazenosti NY-ESO1 ovisno o statusu PD-L1 u imunoloskim stanicama
(Fisherov egzaktni test, P = 0,038)

5.1.1. PD-L1iNY-ESO1i klini¢ko-patoloske karakteristike

Odnos izrazenosti PD-L1 u imunoloskim stanicama infiltriranim u podrucje tumora prema
klinickim 1 patohistoloSkim karakteristikama bolesnika S karcinomom zuc¢nog mjehura
prikazan je u Tablici 4. Pozitivan status PD-L1 statisticki znacajno ¢e$Ce je zabiljezen u slucaju
prisutne perineuralne invazije (P = 0,005). Iako bez statisti¢ke znacajnosti (P = 0,067) PD-L1
je ¢eScée pozitivan u slucaju klini¢kog stadija IV (45 %) nego klinickih stadija 111 I1I (30 % i 25
%), a uopce nije pozitivan u karcinomima klinickog stadija I. Pozitivan PD-L1 je ces¢e izrazen
u karcinomima viSeg histoloskog gradus III (P = 0,063) i s pozitivnim limfnim ¢vorovima (P =

0,093), ali takoder bez statisticke znacajnosti.
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Prilikom postavljanja dijagnoze nema statisti¢ki znacajne razlike u izrazenosti PD-L1 izmedu
benignih i malignih stanja (P = 0,387), a PD-L1 ne pokazuje statisti¢ki znacajnu razliku

izrazenosti Niti prema ostalim klini¢ko-patoloskim karakteristikama karcinoma.

Tablica 4. Status izrazenosti proteina PD-L1 u imunoloskim stanicama infiltriranim u podrucje

tumora prema klinickim i patoloskim karakteristikama bolesnika s karcinomom Zucnog

mjehura
Karakteristika psgi)til\_/;n ng)g[;tk/%om (P)
N (%) N (%)

Spol Muskarci 6 (30,0) 10 (27,00  X?=0,01
Zene 14 (70,0) 27 (73,00 P=0944

Klini¢ka dijagnoza Kolelitijaza 5 (25,0) 7 (18,9)
Akutni kolecist. 2 (10,0) 1189  P=0387
Kroni¢ni kolecist. 3 (15,0) 4 (10,8)
Karcinom 10 (50,0) 15 (40,5)
| 0 (0) 7 (18,9)

Klini¢ki stadij HA/B 6 (30,0) 13 (35,2) P =0,067"
11A/B 5 (25,0) 10 (27,0)
IV 9 (45,0) 7 (18,9)

Veli¢ina tumora (n =38) <20 mm 9 (60,0) 10 (43,5) X2=0,79
> 20 mm 6 (40,0) 13(56,5) P=0374

Histoloski gradus I 0(0) 8 (21,6)
I 13 (65,0) 21(56,8) P =0,063"
1 7 (35,0) 8 (21,6)

Patoloski T stadij 1 0 (0) 6 (16,2) P=0,182"
2 10 (50,0) 17 (46,0)
3/4 10 (50,0) 14 (37,8)

Patologki N stadij (n=29) 0 1(8,3) 6(375) P=0,003"
1 12 (92,3) 10 (62,5)

Perineuralna invazija Ne 1 (10,0) 15 (43,2) P =0,005"
Da 19 (90,0) 22 (56,8)

Limfovaskularna invazija Ne 11 (60,0) 21 (59,5) X2=0,02
Da 9 (40,0) 16 (405  P=0,898

X2, hi-kvadrat test; P, p-vrijednost; * Fisherov egzaktni test; pT — patoloski T stadij dubine prodora
karcinoma; pN, patoloski N stadij zahvaéenosti limfnih ¢vorova
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IzraZzenost NY-ESO1 u tumorskim stanicama ne pokazuje statisticki zna¢ajnu razliku ovisno o

klini¢kim i patoloskim Karakteristikama karcinoma Zu¢nog mjehura (Tablica 5). Nije

primijecena razlika izrazenosti NY-ESOL1 niti po dobi oboljenja (medijan dobi bolesnika s NY-

ESOL1 pozitivnim karcinomima je 72 godine, a s NY-ESO1 negativnim je 72,5 godine).

Tablica 5. Status izrazenosti proteina NY-ESO1 prema klinickim i patoloSkim karakteristikama

bolesnika s karcinomom Zzu¢nog mjehura

Karakteristika E:zilii?/gnl Ir:le\galiisvgr% o
N (%) N (%)
Spol Muskarci 12 (30,8) 5 (27,8) X2=0,01
Zene 27 (69,2) 13 (72,2) P =0,935
Klini¢ka dijagnoza Kolelitijaza 9(23,1) 4 (22,2)
Akutni kolecist. 8 (20,5) 4(22,2) P =0,792"
Kronié¢ni kolecist. 6 (15,4) 1 (5,6)
Karcinom 16 (41,0) 9 (50,0)
| 4 (10,3) 3 (16,7)
Klinicki stadij 11A/B 15 (39,5) 4 (22,2) P =0,645"
11A/B 10 (25,6) 5 (27,8)
IV 10 (25,6) 6 (33,3)
Veli¢ina tumora (n =38) <20 mm 12 (46,2) 6 (50,0) X2=0,05
> 20 mm 14 (53,8) 6 (50,0) P=0,825
Histoloski gradus I 6 (15,4) 2(11,1)
I 23 (59,0) 11 (61,1) P =0,993"
1 10 (25,6) 5 (27,8)
Patoloski T stadij 1 3(7,8) 3 (16,7) P =0,151"
2 21 (53,8) 5 (27,8)
3/4 15 (38,4) 10 (55,5)
Patologki N stadij (n =29) 0 4(22,2) 3 (27,3) X2 =0,02
1 14 (77,8) 8 (72,7) P =0,889
Perineuralna invazija Ne 11 (28,2) 5 (27,8) X2=0,01
Da 29 (74,3) 13 (72,2) P =097
Limfovaskularna invazija Ne 20 (51,3) 12 (66,7) X%=0,641
Da 19 (48,7) 6 (33,3) P=0,423

X2, hi-kvadrat test; P, p-vrijednost; * Fisherov egzaktni test; pT — patoloski T stadij dubine

prodora karcinoma; pN, patoloski N stadij zahvacenosti limfnih ¢vorova
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U vecini analiziranih klini¢ko-patoloSkih znacajki karcinoma zu¢nog mjehura nema statisticki

znacajne razlike istrazivanih proteina te je ucinjena dodatna Spearmanova analiza korelacija

(koeficijent korelacije rs). Rezultati su prikazani u Tablici 6.

Tablica 6. Analiza korelacija izrazenosti proteina PD-L1 i NY-ESOL1 s klinickim i patoloskim

karakteristikama karcinoma zu¢nog mjehura

PD-L1 PD-L1
Karakteristika Imunoloske stanice | Tumorske stanice NY-ESO1
Dob bolesnika fs 0,099 0,043 -0,094
P 0,472 0,759 0,493
Spol bolesnika fs 0,046 0,047 0,056
P 0,737 0,729 0,683
Veligina tumora fs 0,229 -0,027 0,077
P 0,185 0,877 0,658
pT fs 0,066 -0,236 0,267
P 0,629 0,082 0,049
pN s 0,359 -0,156 0,025
P 0,066 0,445 0,899
Histologki gradus fs 0,24 0,303 -0,034
P 0,077 0,024 0,805
Perineuralna invazija fs 0,318 -0,033 -0,082
P 0,018 0,812 0,552
Limfovaskularna I's -0,028 -0,061 0,168
invazija
P 0,839 0,662 0,219
Kliniki stadij fs 0,339 -0,088 0,124
P 0,013 0,529 0,375

rs, koeficijent korelacije. P, p-vrijednost
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Spearmanovom analizom korelacija utvrdili smo statisti¢ki znacajnu korelaciju izraZzenost PD-
L1 u imunoloSkim stanicama s vis§im klini¢kim stadijem bolesti (rs = 0,339; P = 0,013).
Izrazenost PD-L1 u imunoloskim stanicama znacajno je korelirala s perineuralnom invazijom
(rs=0,318; P =0,018), dok korelacija s pozitivnim limfnim ¢vorovima nije statisticki znacajna
(rs = 0,359; P = 0,066). Takoder je utvrdena znacajna korelacija viSeg histoloskog gradusa s
izrazenoS$¢u PD-L1 u tumorskim stanicama (rs = 0,303; P = 0,024), ali ne i s izrazeno$¢u PD-
L1 u imunoloskim stanicama (rs = 0,240; P = 0,077).

Istom analizom nije utvrdena statisti¢ki znacajna korelacija NY-ESO1 s drugim klini¢ko-
patoloskim karakteristikama karcinoma Zu¢nog mjehura, osim dubine prodora (pT) (rs = 0,267,
P =0,049). Karcinomi koji ne izrazavaju NY-ESOL1 pli¢e infiltriraju u stijenku zuénog mjehura.
Tako karcinomi koji infiltriraju do misSi¢nog sloja stjenke zu¢nog mjehura (pT1) izrazavaju
protein NY-ESO1 u 50 % slucajeva dok karcinomi dubljeg prodora izrazavaju NY-ESOL u
prosjecno 70 % slucajeva (80 % pT2i 60 % pT 3/4) (Fisherov egzaktni test P = 0,151).
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5.2. Dozivljenje bolesnika

U trenutku zavrSetka istrazivanja svi su bolesnici preminuli. Prosje¢no vrijeme ukupnog
dozivljenja (engl. overall survival; OS) bilo je 19 + 35,4 mjeseca, ali je medijan bio 7 mjeseci
te je 53,4 % bolesnika umrlo tijekom tog razdoblja (Slika 14). Unutar godinu dana od trenutka
postavljanja dijagnoze umrlo je 65,5 % bolesnika. Stoga je petogodis$nje dozivljenje bolesnika

dijagnosticiranih s karcinomom zu¢nog mjehura 10 %.

Krivulja ukupnog prezivljenja
¢ Umtli + Cenzorirani

1,1
10
0.9
08
0,7
0.6
0.5
0.4

Ukupni udio preZivjelih

0.3
02

0.1 S S
0.0 : 2

0.1
0 50 100 150
Vrijeme (mjesect)
Slika 14. Kaplan-Meierova krivulja ukupnog dozivljenja bolesnika s karcinomom zucnog
mjehura. Petogodisnje dozivljenje iznosi 10 %, a vecina bolesnika umrla je unutar 12 mjeseci

od dijagnoze (medijan 7 mjeseci)

lako su 70,2 % bolesnica bile zene, nije primjecena statisticki znacajna razlika u vremenu

ukupnog dozivljenja izmedu Zena i muskaraca (Log-Rank =0,44; P = 0,661) (Slika 15).
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Slika 15. Kaplan-Meierova krivulja dozivljenja bolesnika s karcinomom zu¢nog mjehura prema
spolu. Iako je bolesnica bilo 2 puta vise nego bolesnika nije utvrdena razlika u ukupnom

dozivljenju ovisno o spolu (Log Rank 0,44; P = 0,661).

Prema klinickom stadiju bolesti doZivljenje je duZze kod bolesnika dijagnosticiranih u nizim
klinickim stadijima bolesti (Log-Rank = 18,19; P = 0,006). Medutim, znacajnije duze
dozivljenje zabiljezeno je jedino u klinickom stadiju I, kod svega 7 bolesnika (12,2 %) s
medijanom ukupnog dozivljenja od 61 mjesec i petogodisnjim dozivljenjem od 42 % (Slika
16). lako je u klinickom stadiju IlA medijan dozivljenja 15 mjeseci, ukupno petogodisnje

dozivljenje ostaje 10 %.
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Slika 16. Kaplan-Meierova krivulja dozivljenja bolesnika s karcinomom Zu¢nog mjehura prema
klinickom stadiju bolesti (Log-Rank =18,19; P = 0,006). Primjecujemo znacajno bolje

dozivljenje bolesnika dijagnosticiranih u klinickom stadiju |

Prema histoloskom gradusu, ukupno dozivljenje je nesto duze samo kod bolesnika
dijagnosticiranih skarcinomima histoloskog gradusa | ¢iji je medijan ukupnog prezivljenja
15,5 mjeseci. Medutim, kako je rije¢ 0 samo osam bolesnika (sedam su Zene) od kojih su
tri preminula unutar 7 mjeseci od dijagnoze korelacija nije statisticki znac¢ajna (Log-Rank =

5,15; P = 0,076) (Slika 17).
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Slika 17. Kaplan-Meierova krivulja dozivljenja bolesnika s karcinomom Zu¢nog mjehura prema

histoloskom gradusu tumora (Log-Rank = 5,15; P = 0,076). Bolesnici s karcinomom gradusa

III nisu dostigli petogodisnje prezivljenje.

Promatrajuéi dubinu prodora karcinoma u stijenku zu¢nog mjehura takoder biljezimo da samo

u slucaju stadija pT1 bolesnici imaju bolje dozivljenje. Kod tih bolesnika medijan dozivljenja

je 61 mjesec (Log-Rank = 18,28; P <0,001), a ukupno petogodisnje dozivljenje je 42 % (Slika

18),
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Slika 18. Kaplan-Meierova krivulja dozivljenja bolesnika s karcinomom zu¢nog mjehura prema

patolo§kom T stadiju (dubina prodora tumora) (Log-Rank = 18,28; P <0,001)

Statisti¢ki znacajno bolje dozivljenje nije postignuto u slucaju negativne perineuralne

invazije (Log-Rank =1,79; P =0,073) (Slika 19) kao niti negativne limfovaskularne invazije
(Log-Rank = 0,998; P = 0,318) (nije prikazano). Tako je medijan ukupnog dozivljenja bolesnika
bez detektirane perineuralne invazije bio 8 mjeseci, a u slucaju prisutne perineuralne invazije 7
mjeseci. U slu¢aju prisutne limfovaskularne invazije medijan ukupnog dozivljenja bolesnika bio
je 7 mjeseci, dok je u slucaju bez prisutne limfovaskularne invazije medijan dozivljenja bio 7,5

mjeseci.
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Slika 19. Kaplan-Meierova krivulja dozivljenja bolesnika s karcinomom zu¢nog mjehura prema

statusu perineuralne invazije (Log-Rank = 1,79; P = 0,073).

Univarijatna Coxova regresijska analiza potvrduje da su patoloski stadij pT1 (P = 0,001),
histoloski gradus I (P = 0,021) i klinicki stadij I (P = 0,005) povezani s duljim dozivljenjem, no
nakon multivarijatne analize niti jedna od ukljucenih patohistoloskih karakteristika nije

utvrdena kao neovisan prognostic¢ki ¢imbenik (Tablica 7).
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Tablica 7. Analiza procjene neovisnih prognosti¢kih ¢imbenika loSijeg dozivljenja bolesnika s

karcinomom zu¢nog mjehura (COXova regresija)

Karakteristika Univarijatna Multivarijatna

B SE |Wald |[Exp(B)| P B SE |Wald |Exp(B)| P

Dob 0,133 | 0,278 | 0,228 | 1,142 | 0,633
SPOL 0,097 | 0,290 | 0,112 | 1,102 | 0,737
pT 1,727 | 0,540 |10,215| 5,621 | 0,001 | 1,637 | 1,270 | 1,661 | 5,138 | 0,197
pN 0,646 | 0,469 | 1,895 | 1,908 | 0,169
Gradus 1,027 | 0,445 | 5,336 | 2,792 | 0,021 | 0,288 | 0,538 | 0,287 | 1,334 | 0,592

Perineuralna inv. | 0,541 | 0,328 | 2,712 | 1,717 | 0,100

Limfokapilarna | 0,272 | 0,280 | 0,946 | 1,313 | 0,331
inv.

Klinicki stadij 1,522 | 0,540 | 7,955 | 4,581 | 0,005 | -0,333 | 1,021 | 0,106 | 0,717 | 0,744

B, koeficijent regresije; SE, standardna pogreSka koeficijenta; Wald, Wald test; Exp (B),
omjer izgleda/rizika; P, p-vrijednost

5.1.2. Dozivljenje bolesnika ovisno o izraZenosti PD-L1i NY-ESO1

lako je prosjecno vrijeme dozivljenja bolesnika ¢iji karcinomi ne izrazavaju PD-L1 u
imunoloskim stanicama bilo bolje od bolesnika ¢iji karcinomi izrazavaju PD-L1 u imunoloskim
stanicama (17,5 + 34,1 vs. 11,2 + 15,8) medijan dozivljenja u obje skupine je 7 mjeseci.

Isto tako, iako je prosjecno vrijeme dozivljenja bilo nesto bolje za bolesnike ¢iji karcinomi ne
izrazavaju protein NY-ESOI1 od onih bolesnika ¢iji karcinomi izrazavaju NY-ESO1 (18,3
38,4 vs. 13,9 * 23,5) medijan vremena od dijagnoze do smrti u obje skupine bio je 7 mjeseci.
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Promatraju¢i pojavnost smrti unutar 12 mjeseci od postavljanja dijagnoze u odnosu na
izrazenost PD-L1 u imunoloskim i tumorskim stanicama kao i izrazenost NY-ESO1 nismo

utvrdili statisticki znacajnu razliku (Tablica 8).

Tablica 8. Dozivljenje bolesnika s karcinomom Zzu¢nog mjehura ovisno o izrazenosti PD-L1 i

NY-ESO1

Smrt unutar 12 Smrt nakon 12

. . ] . X2
) mjeseci mjeseci
Protein IHC status N (%) N (%) P
PD-L1 Negativan 24 (64,9) 13 (35,1) X?=0,01
imunolo$ke stanice o P =0,922
Pozitivan 14 (70,0) 6 (30,0)
PD-L1 Negativan 34 (64,7) 18 (35,3) X?=0,13
tumorske stanice - P=0,721
Pozitivan 4 (66,7) 2 (33,3)
NY-ESO1 Negativan 13 (72,2) 5 (27,8) X?=0,09
. P=0,762
Pozitivan 25 (64,1) 14 (35,9)

Kaplan-Meierove krivulje dozivljenja ovisno o imunohistokemijskoj izrazenosti istrazivanih
proteina PD-L1 i NY-ESO1 prikazane su na Slikama 20, 21 i 22. Nije utvrdeno statisticki

znacajno bolje doZivljenje u odnosu na izraZenost istrazivanih proteina.
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Slika 20. Kaplan-Meierova krivulja ukupnog dozivljenja bolesnika s karcinomom Zzuénog

mjehura ovisno o izrazenosti PD-L1 u tumorskim stanicama (Log Rank 0,19; P = 0,854)
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Slika 21. Kaplan-Meierova krivulja ukupnog dozivljenja bolesnika s karcinomom zu¢nog

mjehura ovisno o izrazenosti PD-L1 u imunolo$kim stanicama (Log Rank - 0,42; P = 0,676)
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Slika 22. Kaplan-Meierova krivulja ukupnog dozivljenja bolesnika s karcinomom zuénog

mjehura ovisno o izrazenosti NY-ESO1 u tumorskim stanicama (Log Rank - 0,54; P = 0,592)

Coxova regresijska analiza takoder nije pokazala znacajnu razliku u ukupnom dozivljenju
ovisno o izrazenosti PD-L1 u tumorskim ili imunoloskim stanicama i izrazenosti NY-ESO1
(Tablica 9). Univarijatnom analizom niti jedan istraZivani parametar nije pokazao statisticku

znacajnost, stoga multivarijatna analiza nije provedena.
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Tablica 9. Analiza procjene izrazenosti istraZivanih proteina kao neovisnih prognosti¢kih

¢imbenika dozivljenja bolesnika s karcinomom zu¢nog mjehura (COXova regresija)

Univarijatna analiza
B SE Wald Exp(B) P
PD-L1 (tumor) 0,078 0,437 0,032 1,081 0,858
PD-L1 (imune st.) 0,115 0,286 0,162 1,122 0,687
NY-ESO1 0,150 0,300 0,249 1,161 0,618

B, koeficijent regresije; SE, standardna pogreska koeficijenta; Wald, Wald test; Exp (B), omjer
izgleda/rizika; P, p-vrijednost

Prema naSim rezultatima vise od polovine bolesnika (65,5 %) umrlo je unutar 12 mjeseci od
postavljanja dijagnoze. Istrazivani proteini PD-L1 i NY-ESOI nisu pokazali statisticki
znacajnu razliku izrazenosti u odnosu na incidenciju smrti unutar 12 mjeseci od postavljanja
dijagnoze. Stoga smo ucinili procjenu relativnog rizika od smrti unutar 12 mjeseci za sve
patohistoloske parametre karcinoma i izrazenosti istrazivanih proteina, a rezultati su prikazani

u Tablici 10 i na Slici 23.

Kao sto se moze vidjeti (Slika 23), medu standardnim klinickim i1 patohistolo§kim parametrima,
veca dubina invazije tumora (pT 3/4) bila je povezana s 5,15 puta vecim rizikom smrti unutar
12 mjeseci od pT1 (P = 0,078). Rizik je takoder bio gotovo dvostruko veci za histoloski gradus
[1/111, te 2,45 puta veci ako je bolest dijagnosticirana u klinickim stadijima visim od stadija 1.
U naSem istraZivanju samo je malom broju bolesnika dijagnosticiran karcinom u ranom stadiju.
Relativni rizik smrti unutar 12 mjeseci od dijagnoze nije ovisio o imunohistokemijskoj

izrazenosti istraZivanih proteina.
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Tablica 10. Cimbenici relativnog rizika smrti unutar 12 mjeseci od postavljanja dijagnoze

Relativni rizik 95% ClI P
Dob <729/>72g 1,23 0,699-2,155 0,474
Spol M / Z 1,23 0,589-2,552 0,585
pT3/4vs. pTl 5,15 0,833-31,847 0,078
LC Poz / Neg. 1,43 0,732-2,801 0,295
Gradus G2/3 vs. G1 1,96 0,788-4,868 0,148
LVI1 Poz / Neg 1,12 0,794-1,596 0,504
PNI Poz / Neg 1,32 0,826-2,114 0,244
Klinicki stadij > I 2,45 0,748-8,015 0,138
PD-L1 tm Poz / Neg 0,96 0,529-1,743 0,895
PD-L1 imun. Poz / Neg 1,02 0,709-1,469 0,911
NY-ESO1 Neg / Poz 1,16 0,819-1,648 0,399
NY-ESOI1 Neg / Poz |—i.—|
PD-L1 imun. Poz / Neg ——
PD-L1 tm Poz / Neg 1 -—o:—-
Klinicki stadij > 1 1 ' i *
PNI Poz/ Neg '-5—0—'
LVI Poz / Neg '_E‘._'
Gradus G2/3 vs. G1 I ®
LC Poz / Neg. 'E—O—'
pT3/4 vs. pT1 i *
Spol M / 7 - '—E"—'
Dob <72g/>72g 1 .—i.—.
0 ] 2 3 4 5 6 7 10
Relativni rizik od smrti unutar 12 mjeseci

Slika 23. Relativni rizik (RR) smrti unutar 12 mjeseci od dijagnoze karcinoma zu¢nog mjehura,

prema podacima iz nase studije kod 57 bolesnika. Rizik je 5,15 puta ve¢i kod karcinoma s

ve¢om dubinom invazije tumora (pT 2/3), a 2,45 puta veci ako se bolest dijagnosticira u

klini¢kim stadijima viSim od stadija I. Rizik je gotovo dvostruko veéi u slucaju karcinoma

histoloskog gradusa viseg od G1.
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6. RASPRAVA

NaSe istrazivanje provedeno je na 57 bolesnika s karcinomom Zu¢nog mjehura
dijagnosticiranim tijekom razdoblja od 19 godina. Bolesnici su bili starije Zivotne dobi (medijan
dobi 72 godine), a vecina ih je upucena na operaciju zbog dijagnoze kolelitijaze s upalom ili
bez nje. Prema literaturnim podatcima operacija je zlatni standard lijeCenja. Prema Muszynska
i sur. (163) intraoperativni pregled zu¢nog mjehura poboljsao je otkrivanje karcinoma. Ako se
tijekom operacije pronade karcinom, prijelaz na radikalnu RO operaciju je relativno lak.
Medutim, ako se karcinom zuc¢njaka dijagnosticira nakon operacije, reoperacija je klju¢na.
Rezultati naseg istrazivanja su pokazali da je bolesnicima koji su kirurski lijeCeni zbog akutne
kolelitijaze dijagnoza karcinoma zu¢nog mjehura postavljena u ranijem klinickom stadiju
bolesti. Postoje i preporuke o preventivnom uklanjanju zuénog mjehura kod visoko rizi¢nih

bolesnika.

Zene su u nasom istrazivanju dvostruko e$¢e obolijevale od karcinoma zuénjaka i bile su u
prosjeku Sest godina starije od muskaraca. Literatura takoder potvrduje ve¢i kumulativni rizik

obolijevanja od karcinoma zu¢nog mjehura za zene nego za muskarce (2).

Sveukupno dozivljenje bolesnika u ovom istrazivanju bilo je vrlo lose (medijan 7 mjeseci) i
ovisilo je o klinickom stadiju bolesti. Relativni rizik (RR) smrti unutar 12 mjeseci od
postavljanja dijagnoze bio je 2,5 puta veci za viSe klinicke stadije nego za stadij . Samo deset
bolesnika (17,5 %) zivjelo je dulje od 18 mjeseci, tako da je stopa petogodisnjeg prezivljenja
bila svega 10 %. Na temelju rezultata Rawla i sur. (164) prosjecna stopa petogodisnjeg
prezivljenja u SAD-u je 18 %. Medutim, dozivljenje se znacajno smanjuje s visim klinickim
stadijem kod postavljanja dijagnoze. Tako je petogodisnje dozivljenje 60 % u klini¢kom stadiju
I, a ako su limfni ¢vorovi pozitivni, dozivljenje je 25 %, dok je ukupno doZivljenje ispod 2 % u

slucaju udaljenih metastaza pri dijagnozi (164).

Molekularnim profiliranjem, karcinome zuc¢nog mjehura karakterizira nedostatak popravka
homologne rekombinacije (19,1 %), pojacana izrazenost HER2 (14,4 %) i TOP2A (78,3 %), te
mutacija BRAF gena (98,138,139). S druge strane, karcinomi zuc¢nog mjehura nisu
karakterizirani velikim optereCenjem tumora mutacijama ili visokom mikrosatelitnom
nestabilno$¢u (MSI-high) (10,6,165).

Iako su neki od ovih markera ve¢ terapijska opcija za druge vrste karcinoma, selektivniji
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markeri koji ciljaju samo tumorske stanice u fokusu su brojnih istraZivanja. Stoga je cilj nase
retrospektivne studije bio procijeniti i potencijalni prognostic¢ki ili prediktivni klinicki znacaj

izrazenosti NY-ESOL i PD-L1 u karcinomima zu¢nog mjehura.

U naSem istrazivanju, protein NY-ESOL bio je izrazen u dvije treine karcinoma zucnog
mjehura (68,4 %). Gotovo polovina karcinoma izrazavala je samo NY-ESO (47,4 %), a samo
u 12 slucajeva (21 %) zabiljeZena je istovremena izrazenost i NY-ESOL i PD-L1. Zanimljivo,
izrazenost NY-ESOL1 nije pokazala korelaciju niti s jednim klinicko-patoloskim parametrom.
Takoder, nismo utvrdili statisticki znacajnu korelaciju izrazenosti NY-ESO1 s ukupnim
dozivljenjem bolesnika u ovom istrazivanju, iako je relativni rizik od smrti unutar 12 mjeseci

od dijagnoze bio nesto veéi u slu¢aju negativnog statusa NY-ESO1 (RR 1,16).

NY-ESO1 pripada skupini antigena karcinoma testisa (engl. cancer-testis antigens; CTA)
izrazenog u razli¢itim vrstama karcinoma, s pozitivno$¢u u rasponu od 4,3 % do 63,6 % (166).
To je visoko imunogeni protein koji inducira spontani humoralni i stani¢ni imunoloski odgovor
rezultiran infiltracijom imunoloskih stanica ("vruéi tumori"). Osim toga, Cinjenica da NY-
ESO1 nije izraZen u zrelim stanicama, ali je ponovno izrazen u stanicama karcinoma, ¢ini ga

dobrom metom za imunoterapiju (152).

Meta-analiza koju su proveli Wang i sur. (167), utemeljena na 23 studije, sugerira krac¢e ukupno
prezivljenje u slucaju pozitivnog NY-ESO1, s razlikama izmedu razli¢itih tipova karcinoma
kao §to su serozni karcinomi jajnika, melanomi, karcinom plu¢a nemalih stanica (NSCLC),
karcinom glave i vrata te jednjaka, karcinomi dojke, urotelni karcinomi i drugi. Pozitivan status
NY-ESO1 nosio je rizik losijeg ukupnog prezivljenja od negativnog statusa. Tako je temeljem
podataka svih studija uklju¢enih u meta-analizu izracunati prosjecni procijenjeni omjer rizika
(HR OS) ukupnog prezivljenja bio 1,41 (95 % CI: 1,24-1,61) u slu¢aju pozitivnog NY-ESOL.
Medutim, podaci su jos uvijek nedosljedni, pa u nekim studijama pozitivan NY-ESO1 status u
trostruko-negativnom karcinomu dojke (TNBC) ima povoljan, a u drugima nepovoljan klinic¢ki
znacaj (167). Obzirom da su ukljucene studije starijeg datuma, mozemo pretpostaviti da u

lije¢enju nije koriStena imunoterapija pa je prezivljenje lose.

Jedna tre¢ina (35,1 %) bolesnika u nasem istrazivanju pokazala je izrazenost PD-L1 u
imunoloskim stanicama, Sto je bilo u korelaciji s viS§im klini¢kim stadijem bolesti. Ovaj je
rezultat visi od onih ve¢ objavljenih u literaturi, koji su pokazali izrazenost PD-L1 u 8 % do
16,7 % slucajeva karcinoma Zu¢njaka (106,165). Zanimljivo je da nismo pronasli korelaciju

PD-L1 s pozitivnim statusom limfnih ¢vorova (P = 0,066). Studije karcinoma debelog crijeva,
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zeluca 1 zu¢nog mjehura takoder nisu pokazale korelaciju ekspresije PD-L1 s histopatoloskim
znacajkama kao $to su dob, spol, veli¢ina tumora, stadij pT i pN (135,168,169,172). U vecini
slucajeva PD-L1 je bio u korelaciji sa slabijom diferencijacijom tumora ili visim klini¢kim
stadijem bolesti. Nedosljednosti u imunohistokemijskim rezultatima u literaturi ovise o
postavljenoj grani¢noj vrijednosti, upotrijebljenom klonu protutijela 1 evaluaciji PD-L1 u
limfocitima ili tumorskim stanicama koje infiltriraju tumor (124,172). Takoder, jo$ uvijek
postoji odredena nedosljednost u literaturi u vezi s korelacijom PD-L1 i ukupnim prezivljenjem
bolesnika s karcinomom Zu¢nog mjehura. Kim i sur. (135) kao i Rawal i sur. (169) navode
nepovoljnu prognozu bolesnika u sluéaju pozitivnog nalaza PD-L1, dok Xu i sur. (170) u
metaanalizi dolaze do slicnog zakljuc¢ka, no bez statisticki znacajne korelacije u
kolangiokarcinomima. Broj slucajeva izmedu navedenih istrazivanja se uvelike razlikuje
(Rawal i sur. - 29 uzoraka; Kim i sur. — 101 uzorak, Xu i sur. - 1066 uzoraka), kao i metode
odredivanja statusa PD-L.1 u uzorcima $to navodi i na potrebu jasnijih kriterija odredivanja

pozitivnog statusa prije klini¢ke primjene za karcinome Zu¢nog mjehura (135,169,170).

U nasem istrazivanju same tumorske stanice su rijetko izrazavale PD-L1 (10,9 %), uglavnom u
slucajevima viseg histoloskog gradusa (P = 0,024). Medutim, nismo pronasli korelaciju s
ukupnim prezivljenjem u nasem uzorku ovisno o izrazenosti PD-L1 u imunoloskim ili

tumorskim stanicama.

Receptor programirane stanicne smrti 1 (PD-1) je receptor imunoloSke kontrolne tocke izrazen
uglavnom na T-stanicama koji ogranicava efektorske funkcije T-stanica unutar tumora.
Tumorske stanice mogu dodatno blokirati antitumorski imunoloski odgovor pojacanom
ekspresijom PD-1 liganda (PD-L1). Pokazalo se da imunoterapija usmjerena na PD-1/PD-L1
pojacava antitumorski imunitet posredovan T-stanicama. Kong i sur. izvijestili su o slucaju
bolesnika s rekurentnim metastatskim karcinomom zu¢nog mjehura s izrazenim PD-L1 koji je
postigao znacajan odgovor na lijeCenje kombiniraju¢i radioterapiju s nivolumabom (137).
Slic¢an slucaj opisali su Merhi i sur. (166) gdje su povezali klinicki odgovor na lijecenje anti-
PD-1 imunoterapijom (nivolumab) s padom izrazenosti PD-1 (ograni¢ena na populaciju CD8+
T stanica) koja je smanjena do 15 puta nakon imunoterapije u bolesnika s rekurentnim plo¢astim

karcinomom glave i vrata.

Nasi rezultati pokazuju da je izrazenost proteina NY-ESO1 u negativnoj korelaciji s
izrazeno$¢u PD-L1 u imunoloskim i tumorskim stanicama, a njihova istovremena izrazenost

zabiljezena je u 20,7 % slucajeva. To je u skladu s mehanizmom djelovanja PD-L1, koji stupa
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u interakciju s PD-1 i rezultira bijegom tumora. Blokada puta PD-1/PD-L1 moZe djelomi¢no
obnoviti NY-ESO1 specificne CD8+ T stanice (168). NY-ESO1 pokazuje sposobnost
induciranja snaznog prirodnog anti-NY-ESO1 antitijela, putem odgovora CD4+ i CD8+ T-

stanica.

Medutim, terapijsko ciljanje tumora koji izrazavaju NY-ESO1 moze biti ugrozeno snaznim
medudjelovanjem inhibitornih molekula imunoloskih kontrolnih to¢aka kao $to su PD-1 i PDL-
1, te citotoksi¢nim T limfocitima povezanim s proteinom 4 (CTLA- 4) i drugim stanicama. U
tim slucajevima uoceni visoki titri anti-NY-ESO1 protutijela su neucinkoviti i dovode do

ograni¢enog objektivnog klinickog odgovora (135).

NY-ESOI1 ima nekoliko klini¢kih potencijala kao $to su odredivanje serumskog NY-ESO1,
cijepljenje 1 terapija T stani¢nih receptora (TCR terapija). Protutijela (Ab) protiv NY-ESO1
uocena su u krvi bolesnika ¢iji tumori izrazavaju NY-ESOL, ali ne i u zdravih osoba (124,169).
Oshima i sur. pokazali su mjerljive razine NY-ESO1 Ab u serumu bolesnika s razli¢itim
vrstama karcinoma, koje su bile usporedive s do sada kori$tenim tumorskim markerima (171).
Jung i sur. otkrili su da je izrazenost NY-ESO1 povezana s povoljnom prognozom kod
bolesnika s uznapredovalim karcinomom plu¢a nemalih stanica koji primaju imunoterapiju
nivolumabom ili pembrolizumabom (172). Zakljucili su da bi NY-ESO1 mogao biti surogat
marker za uc¢inkovitost primjene imunoterapije kojom inhibiramo vezanje PD-L1 na PD-1. To
je podrzano ¢injenicom da izrazenost PD-L1 ne jam¢i odgovor na inhibitore PD-1/PD-L1, a
tumori s niskom izrazeno$¢u PD-L1 takoder reagiraju na takvo lijeCenje. Nekoliko drugih
studija takoder izvjestava o znacajnim korelacijama izmedu serumskih razina protutijela NY-
ESO1 (Ab) i stopa odgovora tumora na anti-PD-1 terapiju (166,169,170,173). Camisaschi i sur.
su pokazali da bi cijepljenje s TAA peptidom, NY-ESO-1157-167(V) moglo inducirati
specifican odgovor NY-ESO1 antigena i funkcionalno aktivnih T stanica (174). Druga
mogucnost je terapija specificnim T-stani¢nim receptorom (TCR) za NY-ESO1. Aferizirane
T-stanice bolesnika transducirane su lentivirusnim vektorom koji sadrzi NY-ESO1 TCR
(stanice TAEST16001), ekspandirane in vitro i dane bolesniku nakon kemoterapije kao stani¢na
infuzija (175). Sli¢nu metodu lije¢enja koristili su Kawamoto i sur. koji su infuzijom stanica
ubojica (engl. natural killer; NK) aktiviranih citokinima produljili prezivljenje bolesnika s

karcinomom zu¢nog mjehura na devet godina (176).

Antigen raka testisa NY-ESO1 smatra se biomarkerom u bolesnika s karcinomom plocastih

stanica glave i vrata i moZe inducirati i specifi¢cna NY-ESOL1 protutijela i odgovore T stanica.
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Pokazalo se da imunoterapija usmjerena na PD-1/PD-L1 pojacava antitumorski imunitet
posredovan T-stanicama. Merhi i sur. (166) prikazuju slu¢aj u kojem su povezali klini¢ki
odgovor na lijeCenje anti-PD-1 (nivolumabom) s razinom antitijela na NY-ESO1 u bolesnika s
rekurentnim karcinomom plocastih stanica glave i vrata. S ciklusima aplicirane imunoterapije
nivolumabom dolazi do smanjene ekspresija PD-1 u bolesnikovim T stanicama te smanjenja
razine antitijela NY-ESO1 u krvi. U slucaju progresije bolesti NY-ESOL1 pozitivhog karcinoma
dolazi do povisenja NY-ESO1 antitijela u krvi. Merhi i sur. naglasavaju da Se povisena razina
antitijela NY-ESO1 podudarala s izrazeno$¢u NY-ESO1 u karcinomima te se na ovakav nacin ne
moze pratiti u¢inak imunoterapije ili progresija bolesti u slu¢aju kad karcinomi ne izrazavaju NY-

ESOL1 (166).

Rezultati naSeg istrazivanja pokazuju da velik udio karcinoma zu¢nog mjehura pokazuje
izrazenost NY-ESO1. Time bi mozda NY-ESO1 mogao posluZiti pri dijagnosti¢koj obradi kao
marker u razlu¢ivanju upalnih stanja od karcinoma ili bi se mogao koristiti u svrhu pracenja
dinamike bolesti. U tom smjeru je svakako potrebno provesti dodatna istrazivanja njegove

izrazenosti u serumu bolesnika.

Nase istrazivanje ima neka ogranic¢enja koja je vazno istaknuti. Broj uzoraka je relativno mali
zbog niske ucestalosti karcinoma zu¢nog mjehura. Osim toga, vecini bolesnika bolest
je dijagnosticirana u uznapredovalom klinickom stadiju. Zbog slu¢ajnog nalaza karcinoma
zuénog mjehura nedostaje dio patohistoloskih podataka koji bi mogli pokazati korelacije (npr.
veli¢ina tumora ili status limfnih ¢vorova). Takoder, svi bolesnici su umrli unutar kratkog
vremena od postavljanja dijagnoze, tako da ispitivani markeri nisu pokazali znacajan u¢inak na

sveukupno dozivljenje.
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7. ZAKLJUCCI

o > DN

10.

11.

Gotovo polovina karcinoma zu¢nog mjehura u nasoj kohorti izrazava PD-L1 (45,6 %);
ve¢inom u imunoloskim stanicama infiltriranim u podrucje tumora.

Dvije tre¢ine (68,4 %) karcinoma Zu¢nog mjehura izrazava NY-ESO1

Izrazenosti proteina PD-L1 i NY-ESOL1 su u statisticki znacajnoj negativnoj korelaciji
Ukupno petogodisnje dozivljenje bolesnika s karcinomom zu¢nog mjehura je 10 %
Petogodisnje dozivljenje od 42 % postignuto je jedino u bolesnika s karcinomom
klinickog stadija I

Izrazenosti PD-L1 u korelaciji je s loSijim klini¢kim stadijem bolesti i prisutnom
perineuralnom invazijom

Nije utvrdena povezanost izrazenosti PD-L1 s doZivljenjem

Nije utvrdena povezanost izrazenosti NY-ESOl s klini¢ko-patoloskim
karakteristikama karcinoma Zu¢nog mjehura

Nije utvrdena povezanost izrazenosti NY-ESOL1 s dozivljenjem

Rizik od smrti unutar 12 mjeseci je 5,15 puta veci u slucaju veée dubine invazije
tumora (pT 3/4); 2,45 puta vedi rizik za bolest dijagnosticiranu u klinickim stadijima
visim od stadija I te dvostruko vecéi rizik u sluc¢aju viseg histoloskog gradusa (11/111)
tumora

Relativni rizik smrti unutar 12 mjeseci nije povezan s imunohistokemijskom

izrazenosti istraZivanih proteina

U ovom istrazivanju nije dokazana povezanost izrazenosti proteina PD-L1 i NY-ESO1
S prognozom karcinoma zu¢nog mjehura. Medutim, znacajan postotak karcinoma
izrazava istrazivane proteine te bi stoga, prema dosadasnjim spoznajama iz drugih
studija, mogli biti mete za imunoterapiju. U tom smjeru svakako su potrebna dodatna

istrazivanja na ve¢em broju uzoraka karcinoma zuénog mjehura.
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8. SAZETAK

Cilj. Karcinom Zu¢nog mjehura je rijetka zlo¢udna bolest s vrlo visokom smrtno$¢u, obi¢no
zbog dijagnosticiranja u uznapredovalom stadiju bolesti. Cilj ovog istrazivanja bio je procijeniti
izrazenost NY-ESO1 i PD-L1 i njihov utjecaj na prognozu bolesnika s karcinomom zu¢nog

mjehura.

Materijali i metode. Imunohistokemijskim bojenjem odredili smo izrazenost NY-ESOL1 u
tumoru i PD-L1 u tumorskim i intratumorskim imunoloskim stanicama u 57 bolesnika s

karcinomom zu¢nog mjehura.

Rezultati. Karcinomi zu¢nog mjehura izrazavaju NY-ESO1 u 68,4 % slucajeva. PD-L1 je
izrazen u 45,6 % slucajeva, ve¢inom u intratumorskim imunoloskim stanicama (35,1%) a rjede
u tumorskim stanicama (10,5 %). Izrazenost NY-ESOL je u negativnoj korelaciji s izraZzeno$¢u
PD-L1 u imunoloskim stanicama (rs = - 0,313; p = 0,021). NY-ESOL1 nije pokazao povezanost
s bilo kojim klinicko-patoloskim parametrom ili ukupnim dozivljenjem. Izrazenost PD-L1 u
imunoloskim stanicama bila je znacajno visa u tumorima s perineuralnom invazijom (rs =
0,318; p = 0,018) i visim klinickim stadijem bolesti (rs = 0,339; p = 0,013), ali nije pokazala
povezanost s ukupnim dozivljenjem. U naSem istrazivanju, medijan ukupnog doZzivljenja
bolesnika s karcinomom zu¢nog mjehura je 7 mjeseci, sa stopom petogodi$njeg dozivljenja od
10 %. Petogodisnje dozivljenje od 42 % postignuto je jedino u bolesnika s karcinomom
klini¢kog stadija I. Rizik od smrti unutar 12 mjeseci je 5,15 puta veci u slucaju vece dubine
invazije tumora (pT 3/4). Takoder je rizik 2,5 puta veci za bolest dijagnosticiranu u klini¢kim

stadijima vi$im od stadija I te dvostuko veci u slucaju viseg histoloskog gradusa tumora.

Zakljucak. Ovim istrazivanjem nije dokazana povezanost PD-L1 i NY-ESOL1 s prognozom
bolesti. Znacajan postotak karcinoma imao je izrazene istrazivane proteine, stoga bi, prema
dosadasnjim spoznajama iz drugih studija, mogli biti mete za ciljanu imunoterapiju. U tom
smjeru svakako su potrebna dodatna istrazivanja na vec¢em broju uzoraka karcinoma zu¢nog

mjehura.

Kljuéne rijeci: dozivljenje, karcinom zu¢nog mjehura, NY-ESO1, PD-L1, prognoza
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9. SUMMARY

EXPRESSION AND PROGNOSTIC SIGNIFICANCE OF PD-L1 AND

NY-ESO1 IN GALLBLADDER CARCINOMAS

Amir Ibuki¢, 2024.

Aim. Gallbladder cancer is a rare malignancy with a very high mortality, usually due to
diagnosis in an advanced stage of the disease. Therefore, the aim of this study was to evaluate
the clinical significance of NY-ESO1 and PD-L1 and their impact on the prognosis of patients

with gallbladder cancers.

Materials and methods. Using immunohistochemical staining, we determined the expression
of NY-ESOL1 in tumor and PD-L1 in both tumor and intratumoral immune cells in 57 patients

with gallbladder cancer.

Results. Gallbladder cancers express NY-ESO1 in 68.4 % of cases. PD-L1 was expressed in
45.6 % of cases, mostly in intratumoral immune cells (35 %) and less often in tumor cells (10.5
%). The expression of NY-ESOL1 is negatively correlated with the expression of PD-L1 in
immune cells (rs = - 0.313; p = 0.021). NY-ESO1 did not show association with any
clinicopathological parameters or overall survival. PD-L1 expression in immune cells was
significantly higher in tumors with perineural invasion (rs = 0.318; p = 0.018) and higher
clinical stage of disease (rs = 0.339; p = 0.013), but did not show an association with overall
survival. In our study, the median overall survival of patients with gallbladder cancer was 7
months, with a 5-year survival rate of 10 %. Five-year survival of 42% was achieved only for
patients with clinical stage | cancer. The risk of death within 12 months is 5.15 times higher in
case of deeper tumor invasion (pT 3/4); 2.5 times higher for the disease diagnosed in clinical
stages higher than stage | and twice higher in the case of a higher histological tumor grade.

Conclusion. This study did not prove a correlation between PD-L1 and NY-ESOL1 with the
prognosis of gallbladder cancer. A significant percentage of cancers expressed investigated
proteins, which, according to previous findings from other studies, could be candidates for

targeted immunotherapy. In this direction, additional research on gallbladder cancer is needed.

Keywords: Gallbladder cancer, NY-ESOL, PD-L1, overall survival, prognosis
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11. ZIVOTOPIS
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Aktivno je sudjelovao u nizu domacih i inozemnih stru¢nih skupova. Objavio je vise
znanstvenih publikacija, izmedu ostalih koautor je i Smjernica za lijeCenje benignih bolesti
anorektalne regije. Clan je Hrvatskog drustva za digestivnu kirurgiju te Hrvatskog drustva za

endoskopsku Kirurgiju Hrvatskog lije¢nickog zbora. OZenjen je i otac dvoje djece.
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