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1. UVOD | SVRHA RADA

Zlocudne bolesti predstavljaju jedan od vodecih javnozdravstvenih problema u
svijetu, a karcinom Zeluca s milijun novih sluajeva godiSnje nije iznimka. Karcinom
Zeluca je 5. najCeSca maligna bolest u svijetu i Cetvrti je na svjetskoj ljestvici uzroka
smrti od zlo¢udnih tumora (1,2). lako ukupna incidencija i smrtnost od karcinoma
Zeluca opada od sredine 20. stoljeCa u razvijenim zemljama, zabrinjava porast
incidencije kod mlade odrasle populacije (<50 godina) (2). Trenutno su kirurSka
resekcija s adjuvantnom ili neoadjuvantnom radioterapijom i kemoterapijom
najucinkovitiji nacini lije€enja ove bolesti (3). Unato€ znacajnom napretku u dijagnostici
i lije€enju malignih oboljenja, bolesnici s karcinomom Zeluca i dalje imaju loSu
prognozu Sto dodatno naglaSava potrebu za preventivnim mjerama i ranom
dijagnozom. lako je patogeneza adenokarcinoma Zeluca predmet mnogobrojnih
istrazivanja, poznato je da epigenetske promjene igraju vaznu ulogu u nastanku
vecine sluCajeva karcinoma Zeluca (4). Buduca istrazivanja ne bi smjela podcijeniti
heterogenost karcinoma Zeluca pri razvoju dijagnostickih i terapijskih strategija

usmjerenih na poboljSanje prezivljenja bolesnika.

Glavna namjena ovog istrazivanja je poblize razjasniti prognostiCku ulogu
karcinom-testis proteina (eng. Cancer-Testis Antigens, CTAs) NY-ESO-1 i MAGE-A10
kod adenokarcinoma Zzeluca. Otkrica u ovom podrucju otvaraju mogucénost razvoja
ciljanih, individualiziranih terapijskih metoda $to bi doprinijelo uspjesnijem lijeCenju i

boljoj perspektivi oboljelih od ovog tumora.

1.1. Epidemiologija karcinoma Zeluca

Karcinom Zeluca zbog svoje heterogenosti i agresivnog ponasanja predstavlja
znaCajan javnozdravstveni problem u svijetu (5,6). Unato€ padu incidencije i
mortaliteta koja se prati u nekim razvijenim zemljama i dalje se radi o karcinomu s
loSom prognozom (7). Prema uCestalosti se nalazi na petom mjestu najéescih malignih
oboljenja na svijetu nakon karcinoma dojke, prostate, plu¢a i kolorektalnog karcinoma,
dok je ukupno Cetvrti po smrtnosti (1,2). Prema GLOBOCAN izvjeS¢u o
rasprostranjenosti raka u svijetu za 2020. godinu bilo je oko 1.000.000 novooboljelih i

769.000 smrtnih sluajeva od karcinoma Zeluca (1). Incidencija i mortalitet zna¢ajno
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variraju ovisno o rasi, spolu i geografskom poloZaju te je znacCajno veéa kod
muskaraca u odnosu na Zenski spol. Rijedak je prije 40-e godine Zivota, s vrSkom
incidencije u 7. i 8. desetljeCu zivota za oba spola, a ¢eSc¢e se javlja u nerazvijenim
zemljama, grupama loSijeg socioekonomskog statusa i crnoj rasi (2). Vise od 70%
sluCajeva karcinoma Zeluca dijagnosticira se u zemljama u razvoju(8). Najveca
incidencija prisutna je u zemljama Isto¢ne Azije (Mongolija, Kina, Juzna Koreja,
Japan), isto¢noj Europi i Juznoj Americi, dok je incidencija zna¢ajno manja u zemljama
sjeverne Amerike, sjeverne Europe i u Africi (1,9). U Republici Hrvatskoj je karcinom
Zeluca prema posljednjim podatcima populacijskog Registra za rak Hrvatskog zavoda
za javno zdravstvo u 2018. godini bio na sedmom mjestu po incidenciji u muskaraca
s 535 novih slu€ajeva, dok je u zena zauzeo deseto mjesto s 335 novih slu€ajeva, uz
znacajno visoku smrtnost pri ¢emu je omjer mortaliteta i incidencije 0.96 (10). Opisane
regionalne varijacije u incidenciji pripisuju se razlikama u prehrambenim navikama

populacije te prevalenciji infekcije s Helicobacter pylori (Hp) (11).

Pad incidencije karcinoma zeluca unatrag nekoliko desetlje¢a prvenstveno se
pripisuje poboljSanju Zivotnih uvjeta, promjenama prehrambenih navika te eradikaciji
infekcije s Helicobacter pylori (11,12,14). lako je sveukupna incidencija karcinoma
Zeluca u svijetu u padu, epidemioloske studije su pokazale povec¢anu stopu incidencije
i mortaliteta karcinoma proksimalnog dijela Zeluca (2,12,13). Ovaj tip karcinoma kojeg
nazivamo karcinomom ezofagogastricnog spoja tj. karcinom kardije, u usporedbi s
karcinomom distalnog dijela Zeluca ima loSije 5-godiSnje prezivlijenje, vecéu
perioperativnu smrtnost, dva puta CeS¢e se javlja u bijelaca te pet puta CeSce u
muskaraca (14,15). EpidemioloSki i patogenetski sli€an je adenokarcinomu jednjaka

te se stoga smatra zasebnim patoloskim entitetom.

Ove promjene u incidenciji vidljive kod mlade populacije nisu u potpunosti
razjasnjene ali se pripisuju padu incidencije Hp, promjeni rizi€nih ¢imbenika kao Sto

su pretilost i prehrana, te porastu incidencije autoimunog gastritisa (16,17).

Unato¢ trendovima pada incidencije, karcinom Zeluca ostaje vazan uzrok
smrtnosti od karcinoma na koji otpada 8% svih smrtnih slu€ajeva povezanih sa
zlo¢udnim bolestima u 2020. godini. lako su programi ranog otkrivanja bolesti vazni u
visokorizicnim populacijama, smanjenje prevalencije Hp, kao i smanjenje drugih

poznatih ¢imbenika rizika kljuCno je za prevenciju raka zeluca. Potreban je nadzor



trendova kod mladih odraslih osoba kako bi se ustanovilo hocCe li se porast u€estalosti
nastaviti za ovu skupinu. Vazno je usmjeriti napore na preventivne mjere koje bi mogle

promijeniti prevalenciju ¢imbenika rizika za dugoro€nu dobrobit javnog zdravlja.

1.2. Etiologija i patogeneza

Vecina (oko 90%) karcinoma Zeluca spada u skupinu adenokarcinoma, koji
potje€u iz Zlijezda Zelu€ane sluznice. Osim karcinoma, maligni tumor Zeluca mogu biti
mezenhimalnog podrijetla ili limfati€nog tkiva zeluca. U ovoj raspravi usredoto it éemo

se na zeluéane adenokarcinome.

Tijekom povijesti je postojala nekolicina predlozenih i koristenih klasifikacija
adenokarcinoma zeluca. Epidemiolo$ki i prognosticki vrlo diferentna tzv. Laurenova
klasifikacija iz 1965. godine razlikuje intestinalni, difuzni i mijeSani tip adenokarcinoma
Zeluca (18). Osnovne razlike u histoloskoj gradi tipova karcinoma po Laurenu

prikazane su na Slici 1.
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Slika 1. HistoloSki izgled dva osnovna tipa karcinoma zeluca po Laurenu; (A) difuzni tip
adenokarcinoma - difuzno razbacane pojedinacne atipi¢ne stanice, ZariSno s po kojom stanicom tipa
prstena pecatnjaka, mitozama i mucinoznom stromom (HEx400); (B) intestinalni tip - glandularne

formacije zbijene jedna uz drugu infiltrativno rastu u okolinu (HEx100)



Intestinalni tip adenokarcinoma Zeluca povezan je s infekcijom Helicobacter
pylori, sa ZeluCanom intestinalnom metaplazijom i atrofijom, dok difuzni tip

adenokarcinoma raste u okruzju pangastritisa bez atrofije.

Intestinalni tip adenokarcinoma sadrzi tubularne strukture slicne Zlijezdama
intestinalnog epitela zbijene jedna uz drugu koje infiltrativno rastu u okolinu. Ovaj tip
adenokarcinoma je povezan s okoliSnim i prehrambenim Cimbenicima te je visoko
zastupljen u regijama s visokom incidencijom karcinoma Zeluca. Pad sveukupne
incidencije karcinoma Zeluca je prvenstveno na radun pada incidencije ovog tipa
karcinoma. Difuzni tip adenokarcinoma histoloski karakteriziraju stanice koje difuzno
infiltriraju stijenku Zeluca, bez jasnog formiranja tubularnih struktura. HistoloSkim
pregledom mogu se naci posebne stanice bogate mucinom, tzv. stanice prstena
pecatnjaka koje se ne uo€avaju u intestinalnom tipu karcinoma. Pojavljuje se u mladoj
dobi, ima loSiju prognozu u odnosu na intestinalni tip te do sada nije uocen pad u
njegovoj incidenciji (19). Difuzni tip koji zahvaca vecu povrsinu zZeluca se naziva linitis
plastica. Katkad se nade i mijeSani tip karcinoma koji sadrzi heterogena podrucja s

predominacijom jednog od ova dva histoloska tipa (20).

Pretpostavlja se da razvoju intestinalnog tipa adenokarcinoma Zeluca prethodi
postupan proces karcinogeneze sliCan onome u kolorektalnom karcinomu. Normalna
sluznica Zeluca postupno se transformira u hiperproliferativni epitel nakon ¢ega dolazi
do zljezdane atrofije, intestinalne metaplazije, displazije i u konacnici razvoja
adenokarcinoma (21,22). U prilog tome govori i veca incidencija kroni¢nog atrofi¢nog
gastritisa i intestinalne metaplazije u osoba s intestinalnim tipom adenokarcinoma, kao
i medu populacijama s ve¢om incidencijom karcinoma Zeluca (23,24). Klju¢ni ¢imbenik
za inicijaciju i progresiju ranije opisanog procesa karcinogeneze svakako je infekcija
bakterijom Helicobacter pylori (Hp). Zivotinjski modeli ukazuju na moguénost
reverzibilnosti svih stupnjeva promjena koje prethode visokom stupnju displazije
(25,26).

Podatci o utjecaju kroni¢ne upale na razvoj difuznog tipa karcinoma kao i
primjenjivost opisanog modela karcinogeneze za ovaj histolo$ki tip su nejasni. Oba
tipa adenokarcinoma su povezana s infekcijom Helicobacter pylori koja ima direktan

utjecaj na gene zaduzene za popravak DNA (27,28).



Prema anatomskoj lokalizaciji razlikujemo ZeluCane adenokarcinome
proksimalnog dijela Zeluca (kardija) od distalnog karcinoma fundusa, tijela i antruma
Zeluca. Vecinu adenokarcinoma Zeluca €ine nekardijalni karcinomi Zeluca koji su u
porastu od 1970-ih (29,30). Distalni adenokarcinomi i karcinomi kardije Zeluca imaju
vrlo razliCite bioloSke karakteristike. Karcinom distalnog Zeluca ¢eS¢i je u muskaraca
(dvostruko ¢es¢e nego u Zena), crnaca, starijih osoba, nizih socioekonomskih skupina

i zemljama u razvoju (29).

Za razliku od karcinoma kolona Cija je karcinogeneza dobro prouCena na
genetskoj razini, to€an mehanizam i geni uklju€eni u razvoj karcinoma Zeluca jos$ nisu
dobro definirani. Razlog je velika heterogenost molekularnih mehanizama uklju¢enih
u proces karcinogeneze karcinoma zeluca i ezofagogastricnog spoja (31-34). Godine
2014. u sklopu programa ,The Cancer Genome Atlas® (TCGA) predloZzena je
klasifikacija karcinoma Zeluca na osnhovu epigenomskih, transkriptomskih i
proteomskih analiza koja razlikuje 300 podvrsta karcinoma Zeluca (35). lako ova
opsezna klasifikacija do danas nije nasla Siru klinicku primjenu autori su definirali 4
molekularna podtipa karcinoma kako bi objasnili heterogenost karcinoma Zzeluca
(20,36—39). Prvu grupu cine karcinomi povezani s infekcijom virusom Epstein Barr
(EBV) kojeg karakterizira visok stupanj DNA hipermetilacije, zatim karcinomi s
mikrosatelithom nestabilno$¢éu (MSI) s visokim stupnjem mutacija i hipermetilacije,
genomski stabilni (GS) podtip i kromosomski nestabilni karcinomi (CIN) i (40). Od
Cetiri opisane kategorije karcinoma, pacijenti s MSI imaju najbolju prognozu i najmanju
uCestalost recidiva s visokom incidencijom genskih mutacija i metilacije DNA.
Bolesnici s EBV-podtipom povezani su s infekcijom Epstein-Barr virusom i imaju
izrazito visok status metilacije DNA. Najveci udio €ini grupa s CIN podtipom karcinoma
koja je sklonija kromosomskim bolestima i karakterizirana velikim brojem mutacija, a
u 60% slucajeva su intestinalnog tipa. Otkriveno je da su opisani podtipovi karcinoma
Zeluca prediktori ishoda prezZivljenja i odgovora na standardnu adjuvantnu
kemoterapiju. Studija je pokazala sa su bolesnici s podtipom CIN najvise imali koristi
od adjuvantne kemoterapije dok isto nije bio slu€aj u bolesnika s GS podtipom. Ova
otkrica upucuju na to da su stanice karcinoma Zeluca podtipa GS otporne na

kemoterapiju, a mutirani geni u podtipu GS mogu biti odgovorni za kemorezistenciju.

Analizom genomskih podataka iz programa TCGA pokazana je kliniCka vaznost

Cetiri podtipa karcinoma zeluca te su razvijeni modeli predvidanja koji mogu pouzdano
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stratificirati pacijente s karcinomom Zeluca u Cetiri podtipa. Opisani model predvidanja
mogao bi se Koristiti za identifikaciju ne samo pacijenata s loSom prognozom (GS
podtip), vec i onih kojima bi adjuvantna kemoterapija najviSe koristila (CIN podtip).
Klju€ni izazovi za budu¢nost uklju€ivat ¢e implementaciju ovih molekularnih otkri¢a u
rutinsku klinicku praksu, omogucavanjem novih strategija za rano otkrivanje
karcinoma Zeluca i ciljanih terapija za oboljele.

Vecina karcinoma difuznog tipa genetski pokazuje karakteristike genomski
stabilnih karcinoma dok karcinomi intestinalnog tipa uglavnom spadaju u skupinu
kromosomski nestabilnih karcinoma. Takoder je uoCena i povezanost pojedinih
genetski klasificiranih skupina s anatomskom lokalizacijom tumora (Slika 2); tako su
genomski stabilni karcinomi zastupljeniji u proksimalnim dijelovima Zeluca, a kasnije

je uoCena i genetska sli¢nost s adenokarcinomima jednjaka (41).

Chromosomal instability (CIN) :
TP53 mutation
RTK-RAS activation P/

Intestinal histology
CDH1, RB1 deletions

Epstein-Barr virus (EBV) :
CDKN2A silencing

PIK3CA mutation

JAK2 amplification

PDL-1/2 overexpression

Antrum

Microsatellite instable (MSI) :

Mitotic pathways activated
Genomically stable (GS) : Methylation of DNA mismatch repair
CDH1, RHOA, ARDI1A, mutations genes (MLH1 silencing)
CLDN18-ARHGAP fusion Hypermutation of PI3KCA, ERBB3,
Diffuse histology RNF43, PTEN, KRAS, TP53, ARID1A
Cell adhesion

Slika 2. The Cancer Genome Atlas (TCGA) klasifikacija karcinoma zeluca. (preuzeto iz Bonelli i
sur, 2019.)



1.3. Riziéni ¢imbenici

1.3.1. Helicobacter pylori

lako je razvoj karcinoma Zeluca rezultat slozenog procesa koji ukljuCuje
interakciju razliCitih okolisSnih, infektivnih i genetskih Cimbenika, viSe od 80% slucajeva
karcinoma Zeluca (uz izuzetak karcinoma kardije) posljedica je kroni¢ne infekcije

bakterijom Helicobacter pylori (Hp) (42,43).

Medunarodna agencija za istrazivanje tumora Svjetske zdravstvene
organizacije (eng. International Agency for Research on Cancer; IARC) je 1994.
godine klasificirala je Hp u grupu | (definitivnih) karcinogena u ljudi $to je potvrdila
2009. godine (44). Rijec€ je o bakteriji koja kolonizira Zeludac i mozZe uzrokovati ulkusnu
bolest i karcinom Zeluca, a prenosi se oralno-oralnim ili fekalno-oralnim putem (45).
Otprilike 50% svjetske populacije inficirano je bakterijom H. pylori, a prevalencija u
zemljama u razvoju doseze 70% (46). 89% sluCajeva karcinoma distalnog Zeluca
uzrokovano je kronicnom infekcijom Helicobacter pylori i glavni je ¢imbenik rizika za
razvoj atroficnog gastritisa i intestinalne metaplazije sluznice Zeluca. Prevalencija
uvelike ovisi o geografskom polozaju i socioekonomskim okolnostima (47,48). Tako je
prevalencija medu odraslom populacijom u razvijenim zemljama izmedu 20% i 50%,
dok u nerazvijenim drzavama iznosi >70% (43). Transmisija uvelike ovisi o
socioekonomskim prilikama te se veze uz blizak kontakt unutar obitelji u ranom
djetinjstvu. Jednom etablirana, infekcija bez antibiotskog lije¢enja perzistira dozivotno.
Unato€ velikoj prevalenciji infekcije Hp u populacijama, samo mali broj inficiranih ¢e
razviti bolest (49). Epidemioloske studije pokazale su da 15-20% ukupno inficiranih
razvije ulkusnu bolest, dok izmedu 2% i 3% inficiranih razvije karcinom Zeluca (5,50).
Od svih karcinoma Zeluca (osim karcinoma kardije) oko 89% je povezano s kroni€¢nom

infekcijom HP.

Onkogeni ucinci infekcije H. pylori dokazani su kroz dva glavna mehanizma:
izravni epigenetski ucinci Helicobacter pylori na epitelne stanice Zeluca i neizravno
putem upalnog odgovora na zelu€anu sluznicu (44,51). Najvazniji Cimbenik virulencije
Hp je protein CagA (gen A povezan s citotoksinom) koji je povezan s teSkim oblicima
gastritisa i karcinomom Zeluca (52). Odredeni sojevi H. pylori s faktorom virulencije
CagA imaju vecu vjerojatnost da Ce povecati rizik za razvoj adenokarcinoma zeluca

(47,53). Genetske varijacije u proteinu CagA takoder su povezane s povecanim
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rizikom za razvoj epitelne hiperplazije, Zelu€anih polipa i intestinalnog
adenokarcinoma (54). Fosforilacijom ovog ¢imbenika virulencije u epitelnim stanicama
Zeluca dolazi dok aktivacije Ras-ERK signalnog puta koji je vazan regulator stani¢nog
rasta, migracije i adhezije (52). Nadalje, VacA je toksin koji stvara pore u membrani te
inducira vakuolizaciju i apoptozu zelu€anih epitelnih stanica (55). Osim CagA i VacA,
pokazalo se da i drugi Cimbenici virulencije, kao Sto su OMP (eng. outer membrane
proteins) doprinose karcinogenezi Zeluca promicanjem kroni¢ne upale, oksidativhog
stresa i oStecenja DNA (56). Smatra se da kroni¢na upala dovodi do oksidativhog
stresa i nastanka slobodnih kisikovih radikala koji zatim oste¢uju DNA, povecavaju
broj CD4+ T limfocita i koncentraciju proinflamatornih citokina. Sve to smanjuje
sposobnost popravka DNA i posljedi€éno povecava vjerojatnost nastanka klona
karcinomskih stanica (44,47,57,58).

1.3.2. Epstein-Barr

Osim Helicobacter pylori infekcije, Epstein-Barr virus (EBV) takoder je povezan
s razvojem karcinoma Zeluca (59). Izoliran je kod otprilike 2-20% karcinoma Zeluca i
nije u potpunosti razjasnjena uloga EBV u karcinogenezi karcinoma zeluca (59,60).
EBV-pozitivni karcinomi zeluca tipi¢no se javljaju u proksimalnom dijelu zeluca, kod
mladih osoba, ¢eS¢e muskaraca (61,62). Glavna molekularna odlika ovih karcinoma
je hipermetilacija promotora tumor supresorskih gena (63). Unato¢ tome S$to im je
dijagnoza postavljena u uznapredovalim stadijima, bolesnici s EBV-pozitivhim
karcinomom Zeluca imaju bolju prognozu i bolje prezivljenje u usporedbi s EBV-

negativnim bolesnicima (64).

1.3.3. Krvna grupa

Osobe s krvnom grupom A imaju 1,11-1,21 puta vecu vjerojatnost da ¢e dobiti
karcinom Zeluca nego oni s drugim krvnim grupama (65). Navedeno je nekoliko
mogucih razloga za ovu vezu, kao §to su promjene u zelu€¢anoj sekretornoj funkciji,
intracelularni adhezijski receptori, membranska signalizacija, imunoloski nadzor,
upalni odgovor na H. pylori i kancerogene stanice te povecan rizik od perniciozne

anemije (66).

Opsezna istrazivanja utvrdila su jasnu vezu izmedu Cimbenika prehrane i

vjerojatnosti razvoja karcinoma Zeluca. Prema Svjetskom fondu za istrazivanje



raka/AmeriCkom institutu za istrazivanje raka (WCRF/AICR), voce i povrée pruza
zastitu od karcinoma Zeluca, dok Zivotinjsko meso pefeno na Zzaru, hrana
konzervirana u soli i dimljena hrana vjerojatno povecavaju rizik od karcinoma zeluca
(67). Kancerogene tvari prisutne u hrani mogu stupiti u interakciju s epitelnim
stanicama Zeluca i dovesti do promjena u ekspresiji gena. Studije su pokazale da visok
unos soli moze biti Stetan za Zelu€anu sluznicu i izazvati smrt stanica, nakon Cega
slijedi regenerativna proliferacija stanica u zivotinjskim modelima (68). N-nitrozo
spojevi identificirani su kao endogeni ili prehrambeni cimbenici koji znacajno

povecéavaju rizik od raka probavnog sustava, osobito distalnog karcinoma Zeluca (69)

1.3.4. Pusenje

EpidemioloSke studije i meta-analize pokazuju da pusaci imaju 1,5 do 2 puta
veci rizik od razvoja karcinoma Zeluca od nepusaca pri Cemu rizik raste s u€estalosc¢u
i trajanjem pusenja (70-74). Povecan rizik je jednako povezan s karcinomima kardije
i distalnog dijela Zeluca. PuSenje dodatno povecava rizik i od prekanceroznih lezija
kao Sto su intestinalna metaplazija i displazija (75). Takoder, u Hp pozitivnih miSeva
izlozenih ovim produktima zabiljezena je veCa stopa karcinoma u odnosu na

neizlozene Hp pozitivne miSeve (20).

1.3.5. Pretilost

Pretilost je dobro poznati rizicni faktor za razvoj viSe maligniteta
gastrointestinalnog sustava. PoviSeni indeks tjelesne mase, a posebno morbidna
pretilost (definirana kao indeks tjelesne mase veéi od 35) su povezani s pove¢anim
rizikom za razvoj karcinoma kardije, ali ne i distalnog dijela Zeluca (76-81). Ova
povezanost raste s porastom indeksa tjelesne mase (ITM). Moguéi razlog ove
povezanosti su proinflamantorni citokini i adipokini koje proizvodi intraabdominalno

visceralno masno tkivo (82).

1.3.6. Genetika

Osim okoliSnih ¢imbenika u patogenezi karcinoma Zeluca vaznu ulogu imaju i
genetski Cimbenici. lako se vecina karcinoma Zzeluca javlja sporadi¢no, 10-20%
bolesnika ima ¢lanove obitelji koji su bolovali od iste bolesti, a kod njih 1-3% moZze se
utvrditi genetski uzrok bolesti (83). Osobe s obiteljskom anamnezom karcinoma Zeluca

imaju tri puta vecu vjerojatnost da ¢e dobiti bolest od onih s negativnom anamnezom.
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Hereditarni karcinomi zeluca se mogu podijeliti u 3 glavna sindroma: nasljedni difuzni
karcinom Zeluca, adenokarcinom Zzeluca i proksimalna polipoza Zeluca te obiteljski
intestinalni karcinom Zeluca (eng. FIGC) (84). Nasljedni difuzni karcinom zeluca (engl.
hereditary diffuse gastric cancer, HDGC) se javlja u 1-3% slu€ajeva, i rezultat je
mutacije gena CDH1 koji kodira stani¢nu adhezijsku molekulu E-kadherin odgovornu
za medustani¢nu interakciju i polarnost (85). Bolesnici s ovim autosomno dominantnim
nasljednim sindromom imaju 70% rizik za razvoj karcinoma Zeluca do 80. godine
Zivota (86-92). Osobama kojima se dokaze CDH1 mutacija najceSée se predlaze
profilaktiCka gastrektomija kao metoda lijeCenja. Karcinom Zeluca takoder je povezan
i s drugim tumorskim sindromima kao $to su Li-Fraumeni sindrom (mutacija u genu
TP53), Peutz-Jeghers sindrom (mutacija u genu STK11) i sindrom obiteljske

adenomatozne polipoze kolona (84,92).

1.4. Premaligne promjene i uloga upale

Premaligne promjene karcinoma Zeluca zajednicki je naziv za visokorizi¢na
stanja za razvoj karcinoma zeluca kao S$to su atrofiCni gastritis i intestinalna
metaplazija (IM). lako mehanizam karcinogeneze zeluca nije u potpunosti razjasnjen,

poznato je da osim genetskih uklju€uje i Citav niz epigenetskih mehanizama (92,93).

Intestinalna metaplazija smatra se reverzibilnom promjenom gdje je zreli
Zeluc€ani epitel zamijenjen epitelom crijeva. Intestinalna metaplazija samo po sebi nije
tumorska promjena ali sadrzi brojne genetske i epigenetske promjene koje mogu
dovesti do razvoja karcinoma (94). Postoji nekoliko Kklasifikacija intestinalne
metaplazije. Prema histoloSkom zahvacanju sluznice zeluca razlikujemo lokaliziranu
i ekstenzivnu intestinalnu metaplaziju (95). Ekstenzivna zahvaca korpus i/ili antrum i
incizuru angularis dok je lokalizirana intestinalna metaplazija ograni¢ena na antrum ili
incizuru. Prema histolo$koj klasifikaciji i tipu mucina Zelu€ana metaplazija se dijeli na

kompletnu (Tip I) i nekompletnu (Tip 11 I11).

1) Tip | (kompletna) intestinalnu metaplaziju obiljezava prisustvo vréastih stanica
koje secerniraju intestinalni sijalomucin i dobro diferenciranih nesekretornih
apsorptivnih stanica. Ovaj tip metaplazije nije povezan s povecanim rizikom za

razvoj karcinoma.
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2) Tip Il (nekompletna) intestinalnu metaplaziju karakterizira prisustvo cilindri¢nih
stanica u razliitim stupnjevima diferencijacije i vrCaste stanice koje izlu€uju
kombinaciju Zelu€anih (neutralnih) mucina i intestinalni sijalomucin.

3) Tip lll (nekompletna) intestinalna metaplazija se sastoji od slabo diferenciranih

stanica i vr€astih stanica koje izlu€uju prvenstveno sulfomucin.

Prevalencija Zelu€ane intestinalne metaplazije oscilira ovisno o0 incidenciji
karcinoma Zeluca i u zemljama s visokom incidencijom iznosi 19-24%, dok u
zemljama s niskom incidencijom karcinoma iznosi oko 5% (96). Prevalencija takoder
raste s dobi i prevalencijom Helicobacter pylori u populaciji (97). Metaplasti¢na Zarista
Cesto se prvo pojavljuju na spoju antruma i korpusa zeluca, postupno se Sire€i na
susjednu sluznicu (98). Rizik od karcinoma Zeluca veci je kod pojedinaca s
nepotpunim u odnosu na potpuni oblik intestinalne metaplazije na histoloSkom
pregledu, ekstenzivnim u odnosu na ograni¢eni oblik i onima s obiteljskom
anamnezom karcinoma zeluca (99,100). S vremenom intestinalna metaplazija moze
dovesti do kaskade histopatoloskih promjena u sluznici Zeluca koje rezultiraju

displazijom i razvojem karcinoma in situ.

Kroni¢ni atrofi¢ni gastritis se takoder smatra jednim predstadijem u procesu
karcinogeneze. Definiran je kao stanjivanje mukoze i gubitak visoko specijaliziranih
stanica Zelu€anih Zlijezda (101). GodiS$nja incidencija progresije atroficnog gastritisa u
karcinom Zeluca varira ovisno o studiji, izmedu 0,1% i 1% (42,102-105), pri Cemu je
uoCena pozitivna korelacija izmedu povrSine Zeluca zahvadene promjenama i
pojavnosti karcinoma (106-108). EtioloSki gledano, postoje dva tipa kroni¢nog
atrofiCnog gastritisa: znatno ¢es¢i multifokalni atrofiéni gastritis uzrokovan okoliSnim
¢imbenicima, prije svega Hp infekcijom, te autoimuni atrofi¢ni gastritis koji je posljedica
stvaranja protutijela na parijetalne stanice Zeluca i intrinzi¢ni faktor. Potonji naj¢esc¢e
zahvaca tijelo Zeluca i obilieZzen je smanjenom sekrecijom ZeluCane kiseline i
pepsinogena te posljedi¢nim razvojem perniciozne anemije. lako je uoCen povecéan
rizik za razvoj karcinoma zeluca, on je daleko maniji od rizika kod gastritisa induciranog
Hp-om (109,110). Moguci razlog je blazi stupanj upale koji se redovito vidi u
autoimunom gastritisu. Pretpostavlja se da atrofiCni gastritis, neovisno o0 svojoj

etiologiji, dovodi do hipoklorhidrije, u tezim oblicima i aklorhidrije, ¢ime je naruSena
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primarna barijera imunoloSkog sustava i omogucen nesmetan razvoj bakterija.
Bakterije potom dovode do povecCane produkcije karcinogenih N-nitrozo spojeva.
Takoder, kao odgovor na smanjenu produkciju zelucane kiseline dolazi do povecane

sekrecije gastrina, dobro poznatog Cimbenika rasta, Cije kontinuirano visoke

koncentracije mogu dovesti do abnormalne proliferacije i zloCudne transformacije
(111,112).

Slika 3. Histoloski izgled sluznice zeluca koji pokazuje promjene epitela. (A) intestinalna
metaplazija - nalaze se stanice intestinalnog tipa epitela te vréaste ,goblet stanice (Giemsa x200);

(B) blaga displazija epitela (HE x200); (C) displazija epitela koja prelazi u karcinom (HE x200)

1.4.1. Zeluéani polipi

Prevalencija polipa Zeluca u op¢oj populaciji je izmedu 0,8% i 2,4% (113,114).
Oko 50% polipa su polipi fundusnih Zlijezda, 40% otpada na hiperplasti¢ne polipe, a
svega 10% na adenomatozne polipe (114,115). Polipi fundusnih Zlijezda su najcesc¢e
benigne naravi te se ¢eS¢e vidaju u osoba koje koriste inhibitore protonske pumpe
(116). Procjenjuje se da se maligna transformacija ovih polipa dogada u svega 1%
slu¢ajeva i to vecinom u polipa vecéih od 1cm (117). Iznimka su polipi fundusnih Zlijezda
koji se javljaju u sklopu obiteljske adenomatozne polipoze kolona gdje je displazija
prisutna u oko 40% bolesnika s prisutnom polipozom Zeluca (118). Hiperplasti¢ni polipi
su takoder naj¢esce benigni, Cesto multipli te se povezuju sa stanjima kronicne upale.
Tijekom vremena mogu regredirati, ostati nepromijenjeni ili se povecati. Regresija
Cesto uslijedi nakon eradikacije Hp. Ovi polipi rijetko maligno alteriraju (119).
Adenomatozni polipi zeluca (Slika 4A), za razliku od prethodna dva tipa, imaju visoku

stopu maligne alteracije. Procjenjuje se da ¢e 11% ovih lezija progredirati do in situ
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karcinoma unutar 4 godine (120). Stoga smjernice Britanskog gastroenteroloskog
godda

drustva sugeriraju uklanjanje svih adenoma Zeluca kao i polipa s detektiranom

displazijom (121).

1.4.2. Zeluéani ulkusi

lako etiopatogeneza nije sasvim razjaSnjena, anamneza Zelu€anog ulkusa
(Slika 4B) je povezana s 1,8 puta veéim rizikom za razvoj karcinoma distalnog dijela
Zeluca (122). Povezanost s karcinomima kardije Zeluca nije pronadena. Zanimljivo je
da je postojanje duodenalnog ulkusa povezano sa smanjenim rizikom za razvoj

karcinoma Zeluca (123).

Slika 4. Endoskopske slike. (A) polip zeluca; (B) ulkus zeluca; (C) karcinom Zeluca

1.5. Kilinicke karakteristike karcinoma zeluca

NajcesSci simptomi bolesnika s karcinomom Zeluca su gubitak na tjelesnoj masi
i bolovi u abdomenu (Tablica 1). Do gubitka tjelesne mase dolazi primarno zbog
smanjenog kalorijskog unosa uslijed inapetencije, mucnine, osjecCaja rane sitosti ili
straha od nelagode i bolova koju konzumacija hrane moze uzrokovati. Bolovi su
uglavnom nespecifi€ni i variraju od blage povremene nelagode u epigastriju do
konstantnih jakih bolova, uglavhom kod uznapredovale bolesti (124). Ponekad su
bolovi nalik onima kod bolesnika s peptickim ulkusima, a ocituju se postprandijalnim

bolovima i osjecajem punoce u epigastriju te u€estalim podrigivanjem (125,126).
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KliniCka prezentacija ovisi i o anatomskoj lokalizaciji bolesti. Kod dijela
bolesnika, ¢eSce onih s karcinomom proksimalnog dijela Zeluca ili karcinomom
ezofagogastri€nog prijelaza, glavni simptom moze biti disfagija. S druge strane, kod
bolesnika s karcinomom distalnog dijela Zeluca mogu se javiti tegobe uslijed smetnji
pasaze u duodenum u vidu mucnine i/ili povracanja. Povracanje i mucnina mogu biti i
prvi znakovi difuznih karcinoma Zeluca, a javljaju se zbog infiltracije stijenke Zeluca

tumorskom masom i posliedi€nom smanjenom sposobnosti distenzije.

Dio bolesnika s karcinomom Zeluca prezentira se krvarenjem iz
gastrointestinalnog sustava. Krvarenje moze biti okultno, ali i manifestno u obliku

hematemeze ili melene (127).

Kod bolesnika s proSirenom bolesti simptomatologija je Cesto posljedica
proSirene maligne bolesti. Kod peritonealne diseminacije bolesnici se d{esto
prezentiraju s ascitesom, a kod udaljenih metastaza u jetru prvi simptom moze biti
Zutica (128). ProSirena metastatska bolest moze se o itovati kao limfadenopatija,

tipicno u lijevu supraklavikularnu grupu limfnih ¢vorova (Virchowljev limfni ¢vor) (129).

Rjede se kod bolesnika moze razviti paraneoplasti¢ki sindrom u vidu

tromboflebitisa, neuropatije ili diseminirana intravaskularne koagulacije (130).

Tablica 1. Ucestalost klini¢kih simptoma i znakova karcinoma zeluca

Simptomi bolesnika s karcinomom Zeluca Postotak (%)
gubitak na tjelesnoj masi 62
bolovi u abdomenu 52
mucnina 34
disfagija 26
melena 20
osjecaj rane sitosti 18
simptomi sli¢ni onima kod ulkusne bolesti 17
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1.6. Dijagnostika karcinoma zeluca

Najvaznija dijagnosticCka metoda za potvrdu adenokarcinoma Zeluca je
ezofagogastroeduodenoskopija (EGD) s obzirom na to da se konacna dijagnoza
postavlja na temelju patohistoloSkog nalaza. Prednost EGD je toCna lokalizacija
tumorske promjene i uzimanje bioptiCkih uzoraka suspektnih promjena ZeluCane
sluznice (131). Makroskopski suspektne neoplasti¢ne lezije mogu biti morfoloSki
razliCite, a prema pariskoj klasifikaciji dijele se u one iznad razine, u razini i ispod

razine sluznice (132).

Tipi€ni karcinomi Zeluca izgledaju kao egzulcerirane vulnerabilne mase
neravnih, zadebljanih rubova (Slika 4C), no u ¢ak do 5% naizgled dobroéudnih
ulkusnih promjena patohistolo$ki se potvrde zlo¢udne stanice. 1z tog razloga je nuzno
bioptirati svaki Zzelu€ani ulkus, osobito one koji ne cijele te se preporu€uje uzimanje
multiplih bioptiCkih uzoraka s ruba lezije, poveéavajuci na taj nacCin osjetljivost pretrage
(131,132). Poseban dijagnostiCki izazov predstavljaju karcinomi sa submukoznim
Sirenjem (linitis plastica) kod kojih sluznica mozZe imati uredan izgled i jedini patoloski

nalaz moze biti smanjena distenzija Zeluca kod insuflacije zraka (131).

Endoskopski ultrazvuk (EUS), kompjuterizirana tomografija (CT), magnetska
rezonancija (MR) i pozitronska emisijska tomografija (PET/FDG) u pravilu se ne
koriste za postavljanje dijagnoze karcinoma Zeluca, no korisne su metode za

odredivanje stadija bolesti i pracenje odgovora bolesti na lijeCenje (133).

Tumorski biljezi koji se koriste u kliniCkoj praksi poput karcinoembrinalnog
antigena (CEA), tumorskih antigena CA 19-9, CA 125, CA 72-4, alfa fetoproteina
(AFP) ili pepsinogena nisu dovoljno osijetljivi niti specificni za postavljanje dijagnoze
karcinoma zeluca, uzimajuci u obzir da se javljaju i kod drugih tumora epitelnog

podrijetla, no imaju primjenu u pracenju odgovora bolesnika na terapiju (134,135).

1.7. Klasifikacija i stupnjevanje karcinoma Zeluca

Maligni epitelni tumori zeluca se prema klasifikaciji Svjetske zdravstvene
organizacije (WHO) iz 2019. godine dijele u nekoliko velikih skupina: adenokarcinomi,

karcinomi ploCastih stanica, adenoskvamozni karcinomi, nediferencirani karcinomi,
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gastroblastomi, neuroendokrini tumori, neuroendokrini karcinomi i mijeSane
neuroendokrine i neneuroendokrine neoplazme (136). Unutar svake od navedenih

velikih grupa postoje brojni podtipovi (136).

Od svih zlo¢udnih novotvorina Zeluca, adenokarcinomi cine 85% (137).
Naj¢ed¢i podtipovi adenokarcinoma su tubularni adenokarcinomi i €ine oko 45%
adenokarcinoma u europskim zemljama, malo manje od 10% C¢ine papilarni
adenokarcinomi, dok slabo kohezivni adenokarcinomi, karcinomi stanica prstena
pecatnjaka i svi ostali podtipovi kumulativno €ine do 50% svih adenokarcinoma Zeluca
(Tablica 2) (136).

Tablica 2. Podjela karcinoma zeluca prema tipu stanica od kojih su nastali po klasifikaciji
Svjetske zdravstvene organizacije iz 2019. (WHO, 2019)

WHO klasifikacija tumora zeluca

Adenokarcinom

Tubularni adenokarcinom

Karcinom parijetalnih stanica
Adenokarcinom s mijeSanim podtipovima
Papilarni adenokarcinom

Mikropapilarni karcinom
Mukoepidermoidni karcinom

Mucinozni adenokarcinom

Karcinom stanica prstena pec€atnjaka
Slabo kohezivni karcinom

Medularni karcinom s limfoidnom stromom
Hepatoidni adenokarcinom

Karcinom Panethovih stanica

Karcinom plocastih stanica

Adenoskvamozni karcinom

Nediferencirani karcinom
Karcinom velikih stanica s rabdoidnim fenotipom
Pleomorfni karcinom
Sarkomatoidni karcinom
Karcinom s gigantskim stanicama nalik osteoklastima

Gastroblastom

Neuroendokrini tumor

Neuroendokrini tumor gradus 1
Neuroendokrini tumor gradus 2
Neuroendokrini tumor gradus 3
Gastrinom

Somatostatinom

Karcinoid enterokromafinih stanica
Maligni karcinoid enterokromafinih stanica

Neuroendokrini karcinom

Neuroendokrini karcinom velikih stanica
Neuroendokrini karcinom malih stanica

MijeSana neuroendokrina i ne-neuroendokrina neoplazma (MiNEN)
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Druga vazna podjela karcinoma Zeluca koja ima implikacije na lijeCenje i
prognozu bolesti jest podjela na rani karcinom Zeluca i uznapredovali karcinom Zeluca.
Ranim karcinomom zeluca smatraju se sve maligne lezije koje su ograniCene na
mukozu i submukozu, neovisno o postojanju eventualnih metastaza, dok se svaka
lezija koja infiltrira miSi¢ni sloj smatra uznapredovalim karcinomom Zeluca. Koncept
datira iz 60-ih godina kada je u Japanu zapocCet sustavni probir rizi€nih skupina zbog

visoke incidencije karcinoma zeluca (138).

Vecina ranih karcinoma Zeluca su veli¢inom male lezije (u prosjeku 2-5 cm) i
anatomski su CeSc¢e lokalizirani na maloj krivini i oko angulusa, no mogu biti i
multifokalni $to je Cesto povezano s loSijom prognozom. Makroskopski se dijele prema
pariskoj klasifikaciji kao i sve druge povrsinske neoplasti¢ne lezije probavnog trakta.
HistoloSki, uobiCajene forme ranog karcinoma Zzeluca su dobro diferencirane,
uglavnom tubularne i papilarne arhitekture, no razlikovanje dobro diferenciranog
karcinoma i displazije visokog stupnja ili in situ karcinoma moze biti izazovno (139).
Upravo razlikama u histoloskoj interpretaciji se djelomi€no moze pripisati znacajna
razlika u incidenciji ranog karcinoma u studijama iz azijskih centara u odnosu na
zapadnjaCke centre. Zapadnjacki patolozi tipi€no uzimaju invaziju lamine propriae
odluCuju¢im faktorom za dijagnozu karcinoma, dok to nije nuzan uvjet u azijskim
centrima. Kako bi se maksimalno uniformirali nalazi medu razliCitim centrima
formulirana je becCka klasifikacija gastrointestinalnih epitelnih neoplazija u kojoj je

prepoznato nekoliko kategorija (140):

e kategorija 1: negativno na neoplaziju/displaziju
e kategorija 2: neodredeno za neoplaziju/displaziju
e kategorija 3: neinvazivha neoplazija niskog stupnja (adenom/displazija niskog
stupnja)
e kategorija 4: neinvazivna neoplazija visokog stupnja
o 4.1: adenom/displazija visokog stupnja
o 4.2: neinvazivni karcinom (in situ karcinom)
o 4.3: suspektan invazivni karcinom
e kategorija 5: invazivna neoplazija

o 5.1: intramukozni karcinom (invazija)
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1.8. Procjena stadija karcinoma zeluca

Procjena stupnja proSirenosti bolesti (eng. staging) ima za cilj grupirati
bolesnike s karcinomom Zeluca u dvije skupine — one s lokoregionalnom bolesti koji
su potencijalno izljeCivi (stadij I-11) i one s lokalno uznapredovalom (neresektabilnom)
I metastatskom bolesti (stadij 1VV). NajrasSireniji sustav procjene proSirenosti bolesti je
TNM Klasifikacija koju su razvili American Joint Committee on Cancer (AJCC) i Union
for International Cancer Control (UICC): ,T* ozna¢ava primarni tumor i odnosi se na
dubinu invazije tumora kroz stijenku Zeluca i zahvaéanje okolnih struktura, ,N“
oznaCava zahvacenost regionalnih limfnih ¢vorova, dok ,M* karakterizira prisutnost
udaljenih metastaza (Tablica 3) (141). U kategoriju okolnih struktura ubrajaju se
slezena, transverzalni kolon, jetra, dijafragma, gusteraCa, trbusna stijenka,
nadbubrezne Zlijezde i bubrezi, tanko crijevo i retroperitoneum. U regionalne limfne
¢vorove ubrajaju se limfni ¢vorovi uz malu i veliku krivinu Zeluca, limfni ¢vorovi oko
lijeve gastricne arterije, hepatalne i lijenalne arterije, trunkusa celijakusa te limfni
¢vorovi u hepatoduodenalnom ligamentu, dok se zahvacenost ostalih
intraabdominalnih limfnih ¢vorova kategorizira kao udaljena metastaza. Udaljenim
metastazama, osim neregionalnih limfnih Evorova i udaljenih hematogenih metastaza,
smatraju se i peritonealne presadnice, pozitivan nalaz malignih stanica u ascitesu i

tumori omentuma koji nisu u kontinuitetu s primarnim tumorom (142).
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Tablica 3. Pregled TNM klasifikacije karcinoma zeluca prema smjernicama AJCC Cancer
Staging Manual 2017

Primarni tumor (T)

TX primarni tumor se ne moze procijeniti
TO primarni tumor nije dokazan
Tis in situ karcinom
T1 tumor invadira laminu propriju, muskularis mukoze ili submukozu
Tla tumor invadira laminu propriju ili muskularis mukoze
T1lb tumor invadira submukozu
T2 tumor invadira muskularis propriju
T3 tumor penetrira subserozno vezivno tkivo bez invazije visceralnog

peritoneja ili okolnih struktura

T4 tumor invadira visceralni peritonej ili okolne strukture
T4a tumor invadira visceralni peritonej
T4b tumor invadira okolne strukture

Regionalni limfni évorovi (N)

NX regionalni limfni &vorovi se ne mogu procijeniti

NO bez metastaza u regionalne limfne &vorove

N1 metastaze u 1-2 regionalna limfna ¢vora

N2 metastaza u 3-6 regionalnih limfnih &vorova

N3 metastaze u 7 i viSe u regionalnih limfnih évorova
N3a metastaze u 7-15 u regionalnih limfnih &vorova
N3b metastaze u 16 i viSe u regionalnih limfnih ¢vorova

Udaljene metastaze (M)

M1 bez udaljenih metastaza

M2 prisutne su udaljene metastaze

Jedna od glavnih razlika revizije iz 2017. godine u usporedbi s onom
prethodnom iz 2010. je redefinicija granice karcinoma koji zahvacaju ezofagogastricni
spoj. Prema trenutnoj klasifikaciji svi tumori ezofagogastricnog spoja s epicentrom
udaljenim do 2 cm prema proksimalnom Zelucu ubrajaju se u tumore jednjaka, dok se

oni udaljeni viSe od 2 cm od ezofagogastricnog spoja klasificiraju kao tumori Zeluca.
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Osim toga, u klasifikaciju su dodane i odvojene prognosticke kategorije ovisno o
kliniCkom (Tablica 4) i patoloSkom (Tablica 5) stadiju bolesti te procjena stadija bolesti

u bolesnika kod kojih je provedena neoadjuvantna terapija (143).

Tablica 4. Pregled klinickog stadija bolesti prema klinic\kom TNM (143)

Klini&ki stadij (cTNM)

Stadij 0 Tis NO MO
Stadij | T1, T2 NO MO
Stadij 1A T1, T2 N1, N2, N3 MO
Stadij 1IB T3, T4a NO MO
Stadij Il T3, T4a N1, N2, N3 MO
Stadij IVA T4b Bilo koji N MO
Stadij IVB Bilo koji T Bilo koji N M1

Tablica 5. Pregled klinickog stadija bolesti prema patohistoloSkom TNM (143)

Patoloski stadij (pTNM)

Stadij 0 TisNO
Stadij 1A TINO
Stadij IB T1IN1, T2NO
Stadij IIA TIN2, T2N1, T3NO
Stadij IIB T1N3a, T2N2, T3N1, T4aNO
Stadij 1A T2N3a, T3N2, T4aN1, T4aN2, T4bNO
Stadij 1B T1N3b, T2N3b, T3N3a, T4aN3a, T4bN1, T4bN2
Stadij IlIC T3N3b, T4aN3b, T4bN3a, T4bN3b
Stadij IV Bilo koji T, bilo koji N i M1
*stadiji I-11l podrazumijevaju MO

Prema preporuci europskog udruzenja za medicinsku onkologiju (eng. ESMO)
svi bolesnici s histoloski dokazanim karcinomom Zeluca moraju se podvrgnuti CT
snimanju toraksa, abdomen i zdjelice (oralni i i.v. kontrast) s cillem otkrivanja
metastatske bolesti (M stadij) (144,145). CT je Siroko dostupna i neinvanzivna
dijagnostiCka metoda koja je osobito pouzdana u otkrivanju presadnica u jetru,
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adneksa i udaljene limfne Cvorove. lako se CT pokazao pouzdanim u otkrivanju
udaljenih presadnica karcinoma, ograni¢ene je pouzdanosti u procjeni sekundarizma
manjih od 5 mm ili peritonealne diseminacije. Kod ¢ak 20-30% bolesnika bez CT
verificiranih znakova prosSirene bolesti, eksploracijom (laparoskopija ili laparotomija)
su pronadene peritonealne presadnice (145,146). Isto tako, toCnost CT-a kao metode
za procjenu T statusa i zahvacéenosti regionalnih limfnih ¢vorova je ograni¢ena, osobito

ako su dimenzija manjih od 8 mm (147).

Endoskopski ultrazvuk (EUS) se prema vazec¢im ESMO i NCCN smjernicama
preporucuje kod vecine bolesnika kod kojih CT-om nije dokazana diseminacija bolesti
buduéi da se pokazao osjetljivim za procjenu dubine invazije tumora i eventualne
zahvacenosti regionalnih limfnih €vorova, a o ¢emu uvelike ovisi daljnje lijeCenje.
Prednost EUS-a je i mogucénost aspiracije tankom iglom (FNA) ili aspiracijske biopsije
(FNAB) suspektnih promjena tijekom postupka te moguca precizna detekcija
submukozne invazije kod bolesnika s ranim karcinomom zeluca (144,145). Osim toga,
EUS-om se jasno moze prikazati svih 5 slojeva Zelu€ane sluznice te se s oko 90%-
tnom sigurno$¢u moze razluciti mukozna od submukozne invazije Sto ga €ini korisnom

metodom kod bolesnika s ranim karcinomom Zeluca (148).

MR se pokazao osjetljivijom metodom za detekciju jetrenih sekundarizama u
usporedbi s CT-om (osobito onih manjih od 10 mm), no nije nadeno znacajne razlike
u specifinosti (149). U 3 neovisne studije direktno su usporedivani nalazi MR-a, CT-
a i EUS-a u procjeni dubine invazije karcinoma zeluca (T ,staging®). Rezultati su
pokazali vecu specificnost MR-a i CT-a u odnosu na EUS, dok se EUS pokazao kao
osjetljivija metoda. Sveukupno su rezultati svih triju slikovnih metoda bili podjednaki ili
diskretno na strani MR-a (150), no s obzirom na ograni¢enu dostupnost i veci troSak

u hrvatskim centrima se rijetko koristi kao slikovna metoda izbora.

Pozitronska emisijska tomografija s fluordeoksiglukozom (PET/FDG) najCeSce
se koristi selektivno kod dvojbenih slu€ajeva. Uglavhom se radi o bolesnicima kod
kojih CT-om nisu sa sigurnoSc¢u potvrdene udaljene metastaze ili kod kojih postoji
klinicka sumnja na metastatsku bolest ali bez dijagnosti¢ke potvrde. Ograni¢enje ove
metode moguénost lazno negativnih nalaza kod tumora s niskom metabolickom
aktivnosti ili onih koji ne apsorbiraju FDG kao $to je slu¢aj s ve¢inom adenokarcinoma
Zeluca, a osobito difuznih karcinoma (144,148).
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Dijagnosticka laparoskopska eksploracija se takoder koristi prije lijeCenja s
cilem otkrivanja okultne peritonealne diseminacije kod bolesnika s promjenama
vecCim od Tla na EUS-u, koji nema histoloSku potvrdu stadija IV bolesti i kojem inaCe
ne bi bila potrebna palijativna gastrektomija zbog simptoma. DijagnostiCku
laparoskopija takoder je indicirana kod svakog pacijenta koji se razmatra za
neoadjuvantnu terapiju (151). Laparoskopska eksploracija, iako invazivnija od CT-a ili
EUS-a, ima prednost izravne vizualizacije povrSine jetre i peritoneuma te se moze
koristiti za pregled lokalnih limfnih &vorova. Izmedu 20 i 30 posto pacijenata koji imaju
negativan nalaz CT-a po pitanju proSirenosti bolesti imat ¢e peritonealne metastaze.
Rizik za okultnu metastatsku bolest osobito je veci kod bolesnika s uznapredovilm
stadijem bolesti (T4) i kod tumora tipa linitis plastica (152,153). Kod navedenih
sluajeva primjenom dijagnosti¢ke laparoskopije moze se izbjeéi do 50% nepotrebnih
laparotomija, a vecina pacijenata kod kojih se laparoskopijom utvrdi peritonealna

bolest nikada nece trebati laparotomiju ili resekciju (154).

1.9. LijeCenje i prognoza

Odabir optimalne terapijske metode ovisi o stadiju bolesti i o kliniCkom stanju
bolesnika (ECOG kriteriji). Primarni modalitet lijeCenja bolesnika s karcinomom Zeluca
jos uvijek je kirurSka resekcija, koja za neke bolesnike s lokoregionalnom bolesti moze
biti kurativha, dok se za one s uznapredovalom bolesti koristi u svrhu palijacije
simptoma (smetnje pasaze ili perzistentno krvarenje iz tumora). Za tumore
proksimalnog Zeluca ili difuzne tumore metoda izbora je totalna gastrektomija, dok se
kod tumora distalnog Zeluca uglavnom odabire postedniji zahvat u vidu parcijalne
gastrektomije, buduci da u viSe randomiziranih multicentriCnih studija nije dokazana

razlika u ukupnom prezivljenju (148).

Kod svih bolesnika bez jasnog dokaza udaljene diseminacije bolesti ili invazije
velikih vaskularnih struktura poput aorte, trunkusa celijakusa i hepatalne arterije
indicirano je kirursko lijeCenje kao potencijalna kurativha metoda. Invazija distalnog
dijela lijenalne arterije kao niti proSirenost u limfne ¢vorove oko trunkusa celijakusa
nisu nuzno indikator neresekabilne bolesti, no ponekad je teSko donijeti odluku na
temelju slikovnih metoda te se kod dijela bolesnika moze uciniti preoperativna
ekspoloracija. S druge strane, bolesnici s peripankreatichom, aortokavalnom,
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medijastinalnom ili portalnom limafadenopatijom nisu kandidati za resekciju s obzirom

na visoki rizik od prisutnih okultnih presadnica (155).

Tipovi kirurskih resekcija su standardna gastrektomija s kurativnom namjerom
koja ukljuCuje odstranjenje oko 2/3 Zeluca s D2 limfadenektomijom. Takoder se moze
raditi o ne-standardnoj resekciji Zeluca koja ovisno o stadiju bolesti moze biti manije ili
viSe ekstenzivna u odnosu na standardnu. Tako kod lokalno uznapredovale bolesti

moze ukljuCivati i resekciju okolnih organa s ekstenzivnhom limfadenektomijom (156).

Prilikom odredivanja resekcijske linijje kod gastrektomije s kurativhom
namjerom potrebno je osigurati dovoljan rub resekcije. Preporucuje se proksimalni rub
od najmanje 3 cm za T2 ili dublje tumore s ekspanzivnim uzorkom rasta (tipovi 1i 2) i
5 cm za one s infiltrativnim uzorkom rasta (tipovi 3 i 4). Ako se ova pravila ne mogu
zadovoljiti, preporucljivo je ispitati cijelu debljinu proksimalnog ruba resekcije
smrznutim presjekom. Za tumore koiji infiltriraju jednjak, margina resekcije > 5 cm nije
nuzno potrebna, ali je pozeljan pregled zamrznutog presjeka linije resekcije kako bi se

osigurala RO resekcija.

Standardni kirurski postupak za klini¢ki pozitivne limfne ¢vorove (cN +) ili T2—
T4a tumore je totalna ili distalna gastrektomija. Distalna gastrektomija odabire se kada
se moze posti¢i zadovoljavajuci rub proksimalne resekcije. Kada nije moguée dobiti
gisti proksimalni rub resekcije, odabire se totalna gastrektomija. Cak i u slugaju da se
moze posti¢i zadovoljavajuci rub proksimalne resekcije, invazija tumora u gusteracu
koja zahtijeva pankreatikosplenektomiju zahtijeva totalnu gastrektomiju bez obzira na
lokaciju tumora. Totalnu gastrektomiju sa splenektomijom treba razmotriti kod tumora
koji se nalaze duz velike zakrivljenosti. Za adenokarcinom ezofagogastri¢nog prijelaza
takoder dolazi u obzir proksimalna gastrektomija (156).

Ekstenzivnost resekcije regionalnih limfnih &vorova kod karcinoma Zeluca
unatrag nekoliko desetljeca uvelike je debatirana. Klju¢na toCka rasprave bila je
uravnoteziti onkoloSku korist u odnosu na postoperativni morbiditet i mortalitet. Medu
zapadnim kirurzima rasprostranjeno je misljenje da su pozitivni limfni ¢vorovi
pokazatelji, a ne regulatori prezivljenja. Suprotno ovom stajaliStu, japanski kirurzi su
pokazali da opsezna limfadenektomija dovodi do boljeg prezivljenja zahvaljujuci boljoj
kontroli loko-regionalnih recidiva i time smanjenjem incidencije udaljenih metastaza.

Azijski centri bili su zagovaratelji radikalne D2 limfadenektomije (resekcija limfnih
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¢vorova uz trunkus celijakus, u hepatoduodenalnom ligamentu i perigastricnih limfnih
¢vorova) uz detaljnu patohistoloSku analizu preparata (Slika 5). Zapadni centri dugo
su bili zagovaratelji manje radikalnog pristupa, a poku$aj repliciranja rezultata isto¢nih
kolega rezultirao je visokom stopom morbiditeta i mortaliteta operiranih pacijenta bez
pozitivnog utjecaja na prezivljenje. Takoder, definicija D1 i D2 limfadenektomije dugo
je bila nejasno definirana i ovisila je o lokalizaciji samog tumorskog procesa Zeluca.
Prema NCCN smjernicama definicija D1/D2 grupe limfnih &vorova je sljedecéa: D1
grupa limfnih ¢vorova obuhvaca sve perigastricne limfne ¢vorove uz malu i veliku
krivinu Zeluca dok D2 grupu €ine ¢vorovi uz arterijske ogranke truncusa celiacusa i
hilus slezene. Opseg disekcije klasificira se kao DO, D1 ili D2. DO disekcija ukazuje na
nepotpunu resekciju perigastri¢nih limfnih ¢vorova, D1 predstavlja potpunu resekciju
perigastricnih limfnih ¢vorova, a D2 predstavlja radikalnu limfadenektomiju N1 i N2
grupe regionalnih limfnih ¢€vorova. D3 limfadenektomija osim uklanjanja limfnih
¢vorova grupe N1 i N2 dodatno uklju€uje resekciju paraaortalnih i retropankreaticnih
limfnih Evorova. Multicentrine studije su pokazale dugoro¢no bolje prezivljenje kod
D2 limfadenektomije u odnosu na D1 limfadenektomiju, medutim problem lezi u
provodenju zaklju€aka studija. D1 limfadenektomija je korisna kod ranih karcinoma
Zeluca, osobito u centrima s malim brojem pacijenata. D2 limfadenektomija je standard
lije€enja resektabilnih karcinoma Zeluca i rezervirana je za kirurge s iskustvom i velikim
protokom pacijenata s ciljem smanjenja morbiditeta, mortaliteta i komplikacija

postupka.
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Slika 5. Limfadenektomija kod totalne gastrektomije. Limfni &vorovi oznaceni plavom bojom
uklanjaju se kod D1 disekcije, naranastom bojom kod D1+ disekcija, a crvenom kod D2
limfadenektomije. (preuzeto iz Japanese Gastric Cancer Treatment Guidelines 2021, 6th edition)

S obzirom na €injenicu da sveukupno prezivljenje bolesnika nakon kirurSkog
ljeCenja ipak nije zadovoljavaju¢e, vrlo vaznim su se pokazali perioperativha

kemoradioterapija.

Za bolesnike sa stadijem T2NO i vi§im uglavnom se koristi kombinirani terapijski
pristup koji osim kirurS8ke resekcije ukljuCuje i kemo(radio)terapiju. Adjuvantna
kemoterapija nakon kirurSke resekcije, ¢ak i u slu€aju resektabilne bolesti, pokazuje
obecavajuce rezultate. Vrlo Cesto kod bolesnika u kojih je napravljen potencijalno
kurativan kirurSki zahvat, a perioperativno je potvrdena invazija limfnih ¢vorova dolazi
do povrata bolesti te se kod tih bolesnika provodi adjuvantna kemoterapija. lako su
rezultati vezani za prezivljenje kontroverzni, u nekoliko studija je prezivljenje bolesnika
kod kojih je provedena adjuvantna kemoterapija bilo 15-20% vec¢e u odnosu na one

ljeCene samo kirurski (157).

Kod bolesnika koji zbog stadija bolesti ili loSeg klinickog statusa nisu kandidati
za kirursko lijeCenje provodi se kemoterapija kao monoterapija ili konkomitantno s

radioterapijom.
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Neoadjuvantna kemo(radio)terapija za cilj ima takozvani ,downstaging®,
odnosno smanjenje tumorske mase do razine kada bolest postaje potencijalno
kurativna ili moze biti od koristi kod bolesnika za koje je procijenjen visoki rizik od
razvoja udaljenih metastaza (veliki T3/T4 tumori, pozitivni perigastri¢ni limfni Evorovi)
buduci da se kod jednog dijela bolesnika u meduvremenu ipak verificiraju udaljene

metastaze te ih se na taj nacin postedi nepotrebnog kirur§kog zahvata (132).

ZraCenje kao monoterapija ima ograniCenu primjenu u lijeCenju karcinoma
Zeluca primarno zbog toga $to su adenokarcinomi Zeluca relativho radiorezistentni
tumori, a primjena visokih/adekvatnih doza iradijacije, zbog anatomske lokalizacije i
niske tolerancije okolnih struktura na zra€enje, nije mogucéa. Pokazalo se i da zracenje

kao adjuvantna monoterapija nema utjecaja na dulje prezivljenje bolesnika (158).

Kod bolesnika s ranim karcinomom zeluca dodatni modalitet lijeCenja je
endoskopska resekcija u vidu endoskopske mukozne resekcije ili endoskopske
submukozne disekcije. Endoskopska resekcija je pogodna je za bolesnike kod kojih je
procijenjeni rizik od proSirenosti bolesti mali i kod kojih je zahvat vrlo vjerojatno
kurativan. To su najéesc¢e bolesnici s neulceriranim dobro diferenciranim lezijama

manjim od 2 cm kod kojih nije verificirana limfokapilarna invazija (159).

Prognoza bolesnika s karcinomom Zeluca direktno ovisi o kliniCkom stadiju
bolesti (Tablica 6) i opcenito je loSa jer se bolest u ¢ak do 50% bolesnika otkrije u
uznapredovalom stadiju. Sveukupna 5-godiSnja stopa prezivljenja kod karcinoma
Zeluca u SAD-u je samo 27% (132).

Tablica 6. Stope petogodiSnjeg prezivljenja bolesnika s karcinomom Zeluca ovisno o klinic(kom
stadiju, u nekoliko razvijenih zemalja

Stadij bolesti Japan Njemacka SAD
1A 95 % 86 % 78 %
1B 75 % 72 % 58 %
Il 46 % 47 % 34 %
A 48 % 34 % 20 %
1B 18 % 25% 8%

v 5% 16 % 7%
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1.10. Karcinom-testis antigeni

Otkrivanje bolesti u uznapredovalom stadiju, heterogenost tumora i veliki
metastatski potencijal razlozi su loSe prognoze karcinoma Zeluca (160,161).
Terapijske moguénosti kod ovog karcinoma uglavnom su ogranicene na radikalno
kirursko lijeCenje i kemoradioterapiju s Cesto loSim ishodom (162). Dijagnoza bolesti u
uznapredovalom stadiju kod vecine bolesnika dodatni je Cimbenik koji ograniCava
terapijske mogucnosti. S ciliem pravovremene dijagnoze i poboljSanja ishoda ove
bolesti traze se markeri koji bi ukazivali na rani stadij karcinoma, kao i ciljane molekule

na koje bi se moglo terapijski djelovati i pospjesiti lijeCenje ve¢ proSirene bolesti.

Otkricem tumor specifiCnih antigena u srediSte paznje dovedena je mogucnost
imunoterapije koja se zbog svoje specificnosti i niske toksicnosti predstavlja kao
alternativna terapija kod razlicitih tumora. Tumorskim antigenom moze se smatrati bilo
koja molekula iz tumorske stanice koju imunoloski sustav prepoznaje kao stranu,
odnosno protiv koje moZe nastati protutumorska imunolosSka reakcija. Kao i na ostale
antigene, imunoloska reakcija na tumor moze biti stanic¢na i/ili humoralna. Da bi bio
dobar kandidat za tumorsku imunoterapiju, tumorski marker bi trebao biti selektivho
izrazen na tumorskim stanicama, odsutan iz normalnih somatskih stanica i neophodan

za prezivljavanje tumorskih stanica.

Poznato je dan neki oblici raka mogu izazvati imunoloski odgovor u ljudskom
tijelu (163,164). Tijekom posljednjih desetljeca, imunoterapijske metode za lijeCenje
raznih karcinoma, prvenstveno inhibitori imunoloskih kontrolnih to€aka i onkovakcine,
pokazale su se uspjednim i implementirane su u standardno medicinsko lijeCenje
(165).

Karcinom-testis antigeni (eng. Cancer-testis antigens, CTA) prvi su put otkriveni
1991. godine na stanicama melanoma (166). Pojam ,cancer-testis antigen“ (CTA)

predloZio je Chen i sur. zbog njihove ograni¢ene izraZenosti na testis (167).

RijeC je o obitelji karcinom-testis antigena koji su izraZzeni u brojnim tumorima
kod ljudi, dok je njihova ekspresija u zrelim tkivima ograniCena na imunoloski
privilegirane spermatogonije, stanice trofoblasta i ovarij (168—171). Dijele se u skupinu
antigena koja je kodirana na X kromosomu (X-CTA geni) i skupinu koja nije kodirana
na X kromosomu (171). Gotovo polovica tumor/testis antigena (CTA) kodirano je na X
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kromosomu i ¢ine oko 10% gena X kromosoma (171). Ovi antigeni su za razliku od

grupe Il tumor specificni.

CTA su Siroko i varijabilno rasporedeni medu tumorima razli€itih histoloskih
tipova. Dostupni podaci uglavnom se temelje na analizi njihovih transkripata i pokazuju
da ekspresija CTA uvelike varira medu vrstama tumora. Prema RT-PCR analizi,
Clanovi razli€itih obitelji i super-obitelji CTA u velikoj su mijeri izrazeni u melanomu,
mokracnom mjehuru i raku plu¢a nemalih stanica, umjereno izraZeni u raku dojke i

prostate, te slabo izraZeni u raku bubrega i debelog crijeva (169,172,173).

Dok funkcija ovih CT antigena nije dovoljno razjasnjena, nedavne studije
pokazale su da ti proteini sudjeluju u regulaciji stani¢nog ciklusa, kontroli transkripcije
i apoptozi (174). Nadalje, kao najvazniji mehanizam aktivacije ovih gena spominju se
promjene u metilaciji DNA koja je kao vazan epigenetski mehanizam prisutna u

brojnim karcinomima (175,176).

Karcinom-testis antigeni (CTA) idealne su mete za cjepiva protiv raka zbog
svoje ograniCene izrazenosti na tumorske stanice raznih histolo$kih tipova. Osim toga,
CT antigeni kao $to je NY-ESO-1 i MAGE-A10 imaju snaznu spontanu imunogenost
kod ljudi, inducirajuéi integrirani odgovor koji uklju€uje stani¢ne i humoralne ogranke
imunoloskog sustava (177). Za izradu imunogenih cjepiva koja ciljaju CT antigene, niz
razliCitih strategija cjepiva istrazuje se i usporeduje u klini¢kim ispitivanjima koja su u

tijeku.

1.11. MAGE-A10

Najznacajniju skupinu karcinom-testis antigena ¢ine tzv. ,melanoma-
associated antigens“ (MAGE) antigeni kodirani na X kromosomu koje su prvi put
opisali Van der Bruggen i sur. 1991. godine (166,178). RijeC je o skupini od preko 60
gena koji se prema tkivnoj ekspresiji dijele na dvije skupine. MAGE-I skupina naziva
se karcinom-testis antigenima i €ine ju podobiteljj MAGE-A, MAGE-B i MAGE-C
antigena koji su kodirani na X kromosomu (171). MAGE-I antigeni su selektivho
izraZeni u spermatogonijama i razliitim tipovima tumora te imaju vaznu ulogu u
tumorigenezi. Grupu MAGE-II ¢ine geni koji nisu povezani s karcinomima, izrazeni su

u normalnim tkivima i imaju antitumorsko djelovanje (179).
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MAGE-A obitelj antigena kodira 12 gena lociranih na kromosomu X (MAGE-A1l
— MAGE-A12) (180). MAGE- 1 antigen, koji je kasnije preimenovan u MAGE-A1 bio je
prvi karcinom-testis antigen otkriven u stanicama melanoma 1991. godine (166).
Kasnije su uslijedili i drugi ¢lanovi MAGE-A skupine (MAGE-A2, -A3, -A4, -A6, -A10 i
-A12).

Dokazano je da MAGE tumorski antigeni mogu inducirati spontani humoralni i
stani¢ni imunoloski odgovor organizma (181). Rije€ je o antigenima koji su selektivno
izrazeni u spermatogonijama i brojnim tumorima te dokazano imaju imunogeno
djelovanje (171,178,182). MAGE-A10 je okarakteriziran kao najimunogeniji ¢lan ove
grupe antigena (zajedno s NY-ESO-1) zbog Cega predstavlja privlathu metu za
potencijalnu imunoterapiju (182). Rije€ je o nukleranom proteinu veli€ine 72-kDa koji
je naden zahvaljujuci Sirokoreaktivnim monoklonalnim antitijelima zajedno s drugim
¢lanovima MAGE-A obitelji (183). S obzirom na sli¢nost u gradi svih MAGE-A proteina
razvijena su visokospecificna protutijela s ciliem to¢ne identifikacie MAGE-A10
proteina u parafinskim blokovima (182). Ustanovljeno je da je visoka izrazenost
MAGE-A10 proteina prisutna u zlocudnim tumorima pluca, koZe i uroloSkog podrijetla,
dok je u dobro¢udnim tumorima rijetko izrazen (182). Isti autori su takoder potvrdili
izrazenost MAGE-A10 proteina u 22% uzoraka intestinalnog podtipa karcinoma
Zeluca (182).

Brojne studije pokazale su povezanost izrazenosti MAGE-A proteina s loSijim
klinickim ishodom. Primjerice ekspresija MAGE-A3 i -A9 proteina povezana je s loSijim
prezivljenjem kod bolesnika s karcinomom pluca (184,185). Kod karcinoma dojke
izrazenost MAGE-A3, -A6, i -C2 povezana je s estrogen receptor-negativnim ili
progesteron receptor-negativnim statusom, ve¢im gradusom tumora i loSijim ishodom
(186,187).

Osim utjecaja na loSiji klinicki ishod bolesnika oboljelih od raznih tumora,
MAGE-A antigeni su dokazano promicatelji tumorigeneze i povecCavaju invazivni
potencijal tumorskih stanica in vitro (188,189). Onkogena aktivhost je povezana s
interakcijom MAGE-A proteina s drugim stani¢nim proteinima kao $to su E3 ubiquitin
ligaze i protein p53 te ometanjem proizvodnje fibronektina (188,190-193). Jedan od
vaznijih regulatornih mehanizama aktivacije MAGE-A gena je hipometilacija genoma
koja je prisutna u stanicama brojnih malignih tumora (171,176). Tako je moguce
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demetiliraju¢im agensima inducirati izrazenost MAGE-A gena Sto govori u prilog tome
da je demetilacija osnovni mehanizam transkripcijske kontrole ovih gena u tumorskim
stanicama (194). S obzirom na €injenicu da neki tumori izrazavaju MAGE-A antigene
iako nisu obiljezeni demetilacijom tumorskih stanica, dodatni mehanizmi kontrole

ekspresije ovih gena takoder su uklju€eni u njihovu regulaciju .

Kod brojnih bolesnika s tumorima mozZe se utvrditi spontana stani¢na i
humoralna imunost $to sugerira imunogenost samog proteina i potencijalnu korist kod
tumorske imunoterapije (195,196). Relativho ograni¢ena izrazenost MAGE-A proteina
i njihova antigenost potaknuli su istrazivanja u njihovu koriStenju kao meta za

imunoterapije.

1.12.NY-ESO-1

NY-ESO-1 (engl. New York esophageal squamous cell carcinoma-1) pripada
rastucoj obitelji ljudskih karcinom-testis antigena (CTA) kojeg kodira gen smjesSten na
regiji Xg28 X kromosoma (167,197). NY-ESO-1 je izvorno pronaden i izoliran iz 58-
godisnje pacijentice s planocelularnim karcinomom jednjaka u New Yorku po ¢emu je
dobio i naziv (167). Proizvod ekspresije gena je protein od 180 aminokiselina koji
sadrzi N-kraj bogat glicerinom i izrazito hidrofoban C kraj (167,173,197). Ekspresija
NY-ESO-1 antigena javlja se rano tijekom fetalnog razvoja (1. trimestar) u spolnim
stanicama testisa (spermatogonije) i ovarija s najvecom ekspresijom u 2. trimestru
koja se zatim postupno smanjuje i nestaje do 28. tjedna fetalnog razvoja (198,199).
Buducdi da testis i ovarij ne eksprimiraju MHC molekule, NY-ESO-1 ekspresija se gubi
tijekom spermatidne diferencijacije. Vazno obiljeZje NY-ESO-1 antigena je Cinjenica
da nije izrazen u zdravim somatskim tkivima $to je vazno za potencijalno terapijsko

djelovanje koje nece imati negativne posljedice na zdrava tkiva .

Kod karcinoma, izrazenost NY-ESO-1 proteina je posljedica epigenetskih
dogadaja koji uklju€uju strogo kontrolirano regrutiranje i interakciju histonskih
deacetilaza, histon metiltransferaza, DNA metiltransferaze i transkripcijskih faktora
(200). Posljedi¢no dolazi do formiranja multiproteinskih kompleksa koji predstavljaju
glavne Cimbenike u regulaciji ekspresije NY-ESO-1 (201).
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Ranijim studijama je pokazano da kod brojnih tumora dolazi do ekspresije NY-
ESO-1 antigena pri Cemu viSe od 75% pacijenata eksprimira ovaj antigen u nekoj fazi
svoje bolesti (202). Najve¢a ekspresija NY-ESO-1 antigena pokazana je kod
neuroblastoma (82%), sinovijalnog sarkoma (80%), melanoma (46%), karcinoma
cerviksa (45%) i epitelnog ovarijalnog karcinoma (43%) (173,203). Vazno je naglasiti
da ekspresija NY-ESO-1 antigena u tumorima varira s obzirom na fenotip tumora koji
se mijenja kroz stadije bolesti. Takoder, tumorski stadij, gradus tumora i terapijske
intervencije mogu znacajno usmjeriti ekspresiju NY-ESO-1 antigena u tumorskom
tkivu (172,203,204). Dostupni podatci pokazuju da je ekspresija NY-ESO-1 antigena
veca kod metastatskih tumora, tumora veceg gradusa i uznapredovalih stadija bolesti
kao Sto je pokazano kod melanoma i tumora dojke (205,206). Nadalje, brojne studije
su pokazale povezanost kliniCkog tijeka bolesti i izrazenosti NY-ESO-1 antigena.
Primjerice, kod melanoma je pokazana uglavnom stabilna ekspresija antigena kroz
stadije bolesti (202). Smatra se da je varijabilna ekspresija posljedica intratumorske
heterogenosti, imunoeditiranja i smanjene proliferacije tumorskih stanica (204).
Takoder, terapijske intervencije kao Sto su zraCenje i demetilirajuci lijekovi mogu

dovesti do povecanog otpustanja antigena i time usmijeriti tumorsku dinamiku (207).

Tocna bioloSka funkcija antigena NY-ESO-1 jo$ uvijek nije poznata iako je
otkriven u spermatogonijama prije 15 godina. Do sada je ustanovljena dominantno
citoplazmatska lokalizacija NY-ESO-1 proteina kod diferenciranih stanica i tumorskim
stani¢nim linijama, dok mezenhimalne mati¢ne stanice pokazuju nuklearnu ekspresiju
proteina. lako je vecéinom lokaliziran u citoplazmi, neke studije su pokazale
istovremenu ekspresiju NY-ESO-1 antigena u citoplazmi i u jezgri tumorskih stanica
(208).

S obzirom na izazivanje spontanog humoralnog i stanicno posredovanog
imunoloskog odgovora kod tumora koji izrazavaju NY-ESO-1 antigen, od posebnog je
istrazivackog interesa (204,209). Spontani imunoloski odgovor predstavlja marker za
odabir primatelja tumorskog cjepiva. Pokazano je da je poviSen titar NY-ESO-1
antitijela pokazatelj progresije i povrata bolesti kod nekih tumora kao Sto su multipli
mijelom, melanom i hepatocelularni karcinom (172,210). Kod pacijenata s
karcinomom Zeluca i kolorektalnim karcinomom pokazana je regresija humoralnog
odgovora na NY-ESO-1 antigen u slu€ajevima bez relapsa bolesti $to pokazuje vezu

izmedu kliniCkog stadija bolesti i humoralnog odgovora na NY-ESO-1 (211,212).
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Takoder, spontani humoralni odgovor na NY-ESO-u kombinaciji s konvencionalnim
tumorskim markerima pokazao se kao koristan tumorski marker za detekciju
uznapredovalog karcinoma Zeluca kod seropozitivnih pacijenata (212). Brojne studije
su pokazale da je NY-ESO-1 titar dobar surogat marker za odgovor karcinoma na
terapiju kod multiplog mijeloma, hepatocelularnog karcinoma i karcinoma Zzeluca
(212).

Vazno je naglasiti da cirkuliraju¢a antitijela nisu dovoljna za antitumorski u€inak
vec integrirani humoralni te CD4+ i CD8+ T stani¢ni odgovor organizma. Pokazano je
da terapijom induciran odgovor na NY-ESO-1 (cijepljenje) za razliku od prirodnog
imunoloSkog odgovora moze inducirati ovaj integrirani imunoloski ucinak i pridonijeti
kontroli tumorske bolesti (173).
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2. HIPOTEZA

U primarnim adenokarcinomima Zeluca s metastazama u limfne ¢vorove povecéana je
imunohistokemijska izrazenost NY-ESO-1 i MAGE-A10 antigena u odnosu na

primarne adenokarcinome Zeluca bez metastaza u limfne ¢vorove.
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3. CILJEVIISTRAZIVANJA

3.1. Opdi cil;

Odrediti i usporediti imunohistokemijsku izrazenost NY-ESO-1 i MAGE-A10 u
primarnom adenokarcinomu Zeluca s i bez metastaza u limfne ¢vorove te usporediti

njihovu izrazenost s razli€itim klinickim i patohistoloSkim parametrima.

3.2. Specifi€ni ciljevi

1. Odrediti izrazenost NY-ESO-1 u primarnom adenokarcinomu zeluca s i bez
metastaza u limfne ¢vorove.

2. Odrediti izrazenost MAGE-A10 u primarnom adenokarcinomu Zeluca s i bez
metastaza u limfne &vorove.

3. Usporediti izrazenost NY-ESO-1 i MAGE-A10 u primarnim adenokarcinomima
Zeluca s i bez metastaza u limfne ¢vorove.

4. Usporediti izraZzenost NY-ESO-1 i MAGE-A10 s karakteristikama tumora:
veli¢inom, dubinom invazije (pT stadij) tumora, vaskularnom invazijom,
perineuralnom invazijom, statusom regionalnih limfnih &vorova (pN stadij),
histoloskim tipom tumora (WHO klasifikacija iz 2019. godine).

5. Usporediti izrazenost NY-ESO-1 i MAGE-A10 s klinickim parametrima: dob, spol,

prezivljenje.
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4. MATERIJALI I METODE

4.1. Bolesnici i uzorci tkiva

Provedena je presjeCna studija s retrospektivno uzetim podacima u razdoblju
od 01.01.2005. do 31.12.2015. godine nakon terapijske resekcije Zzeluca i regionalnih
limfnih ¢vorova (D1+ limfadenektomija s minimalno 15 izoliranih i patohistoloSki
pregledanih limfnih ¢vorova) bolesnika s histoloski potvrdenom dijagnozom
adenokarcinoma Zeluca u Klinickom zavodu za patologiju i citologiju ,Ljudevit Jurak®
Klinickog bolni¢kog centra Sestre milosrdnice u Zagrebu.

IstraZivanje je obuhvatilo 108 uzoraka karcinoma Zeluca od ¢ega su 53 uzorka
karcinoma Zeluca bez prisutnih regionalnih metastatskih limfnih ¢vorova (NO) te 55
uzoraka karcinoma Zeluca koji su razvili metastaze u limfne ¢vorove (N+). Podatci o
bolesnicima i histoloSkim karakteristika karcinoma zeluca prikupljeni su iz arhive
Klinickog zavoda za patologiju i citologiju, Klinike za kirurgiju KBC Sestre milosrdnice
te iz arhive Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo (HZJZ). |z patoloSskog nalaza
bolesnika preuzeti su podaci o dobi i spolu bolesnika u trenutku postavljanja dijagnoze
te histoloSke karakteristike karcinoma Zeluca: veliina tumora, histoloski tip tumora,
patoloski TNM stadij bolesti (pTNM), prisutnost perineuralne i vaskularne invazije, dok
smo iz povijesti bolesti bolesnika prikupili demografske i klinicke parametre. Podatak
o vremenu do konac¢nog smrtnog ishoda bolesnika smo preuzeli iz baze podataka
HZJZ-a. Datum operacije uzet je kao nulto vrijeme, a zadnja provjera konacnog ishoda
bolesti obavljena je 10. studenog 2019. godine. Za Cetiri bolesnika nismo uspjeli
prikupiti podatak o ishodu bolesti.

U istrazivanju nismo Koristiti osobne podatke koji bi otkrili identitet ili ugrozili

privatnost bolesnika.

4.2. Metode

Materijal dobiven operativnim zahvatom je obraden standardnom histoloSkom
obradom koja uklju€uje fiksaciju tkiva u 10 % puferiranom formalinu, dehidriranje u
uzlaznom nizu alkohola, uklapanje u parafinske blokove te arhiviranje parafinskih
kocki.
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Podrucje analize odredeno je pregledavanjem svih uzoraka tumora na malom
povecanju (x40) na HE prerezima. Odabrani reprezentativni uzorci tumora iz viSe
donorskih blokova odredenih za tkivni mikropostroj (eng. tissue miccroarray) iglom su
prebaceni u novi blok stvaraju¢i vise uzoraka u jednom parafinskom bloku
(mikropostroj). 1z tako dobivenih parafinskih blokova s multiplim uzorcima tumora
rezani su rezovi tkiva debljine 5 pum, deparafinirani i rehidrirani kroz ksilol i silazni niz
alkohola do vode. Materijal je nakon imunohistokemijskog bojenja u cijelosti analiziran,
a izrazenost protutijela odredena je na minimalno 1000 stanica pod velikim vidnim
povecéanjem mikroskopa (x400), na mjestu najjace reakcije (tzv.“hot spot®).

Za imunohistokemijsku analizu koristili smo primarno monoklonalno zecje
protutijelo na MAGE-A10 i monoklonalno zecje protutijelo na NY-ESO-1 (dar prof.
Spagnolija, Sveugiliste u Baselu, Svicarska) (213,214)1). Imunohistokemijska analiza
za navedena protutijela uCinjena je indirektnom ABC tehnikom, LSAB metodom kao
vizualizacijskim sistemom na Dako TechMate TM automatiziranom stroju za
imunohistokemijsko bojenje uz upotrebu streptavidin imunoperoksidaze protokola
prema preporuci proizvodaca.

Imunohistokemijska reakcija na MAGE-A10 i NY-ESO-1 odredena je
semikvantitativno uzimajuci u obzir intenzitet reakcije kako slijedi:

- intenzitet reakcije oznacen kao ,0“ predstavlja odsutnost reakcije;

- intenzitet reakcije oznacen kao ,1“ slabo izraZzenu reakciju;

- intenzitet reakcije oznacen kao ,2“ umjereno izraZzenu reakciju;

- intenzitet reakcije oznacen kao ,3“ jako izrazenu reakciju.

Postotak imunoreaktivnih stanica odreden je kako slijedi:

- ,0% nema reaktivnih stanica;

- 1%, do 10 % pozitivnih stanica;

- 2% >10-50 % pozitivnih stanica;

-,3% > 50 % pozitivnih stanica.

Evaluacija  imunohistokemijske  reakcije = provedena je  odredivanjem
imunohistokemijskog indeksa bojanja kako su predlozili Remmele i Stegner(215)2).
Imunohistokemijski indeks bojenja (lIB) dobiven je kao umnozak intenziteta bojenja
(IB) i postotka reaktivnih stanica (PRS): IIB=IRXPRS, a iznosi od 0 do 9. 1IB 0
predstavlja odsustvo reakcije, IIB 1-4 predstavlja slabu, a 1IB 5-9 predstavlja jaku

izrazenost.
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4.3. Statisti¢ka analiza

Inicijalno je ucinjena opisna statistika, a podaci su prikazani tabli¢no i graficki.
Distribucija podataka analizirana je Kolmogorov-Smirnovljevim testom. Vecina
varijabli nije pratila normalnu distribuciju. Kontinuirane varijable izrazene su
medijanom i interkvartilnim rasponom (25% - 75%), i analizirane su Kruskal-
Wallisovim testom, ili Mann-Whitneyevim testom. Kategoricke varijable su usporedene
Chi-kvadrat testom uz Yatesovu korekciju. Krivulje prezivljenja su kreirane Kaplan-
Meierovom metodom, a razlike izmedu pojedinih skupina su dodatno usporedene Log-

Rank testom.

Analiza povezanosti pojedinih parametara s prezivljenjem ucinjena je Coxovom
regresijom. Binarna logistiCka regresija je koriStena kako bi se analizirala povezanost
pojedinih parametara i dvogodiSnjeg prezivljenja. Dvogodisnje razdoblje odabrano je
za analizu prezivljenja s obzirom na &injenicu da je nakon 2 godine pracenja 55%
sudionika bilo zivo $to je omogucilo dovoljan broj sudionika za adekvatnu procjenu
utjecaja proCavanih parametara na prezivljenje. Cilj dvostruke analize prezivljenja bio
je odredivanje prediktivne vrijednosti pojedinog parametra. ViSestruka regresija je
koriStena u svim oblicima regresijske analize (Coxovoj regresiji i binarnoj logistickoj
regresiji) kako bi se utvrdilo postoji li neovisna povezanost s prezivljenjem, odnosno
kako bi se uc€inila korekcija za ometajuce €imbenike. Prilikom izvodenja viSestruke
regresije (istovremena analiza nekoliko parametara) koriSten je model postepene
retrogradne uvjetovane regresije (eng. backward stepwise conditional regression). U
postupku multivarijatne analize je u svakom pojedinom modelu koriSteno najvise 6
varijabli, Sto je primjereno veli€ini uzorka. U multivarijatnu analizu uvrStene su samo
varijable koje su pokazale statistiCki zna€ajnu razliku u univarijatnoj analizi. S ciljem
povezivanja prediktivne vrijednosti svakog parametra koji se pokazao neovisnim
prognosti¢kim cCimbenikom, konstruirana je regresijska jednadzba sastavljena od
nestandardiziranih koeficijenata multivarijatne analize za svaki pojedini prediktivni
Cimbenik. Kona¢no, Reciever operating characteristic (ROC) analiza je koriStena kako
bi se analizirala prediktivna vrijednost pojedinog parametra, odnosno regresijske

jednadzbe u predikciji dvogodiSnjeg prezivljenja.

Statisticka analiza ucinjena je uz programsku podrSku SPSS verzija 20.0. Za

granicu statisticke zna€ajnosti odredena je vrijednost p = 0.05.

37



5. REZULTATI

5.1. Osnovne antropometrijske i patohistoloSke karakteristike

Istrazivanje je provedeno na 108 uzoraka bolesnika s primarnim karcinomom

Zeluca. U Tablici 7 prikazane su njihove osnovne karakteristike.

Tablica 7. Znacajke bolesnika i patohistoloSke karakteristike karcinoma Zzeluca uklju€¢enih u

istrazivanje

Broj slucajeva (%)

Dob (godine), medijan (raspon) 68 (59-75)
Muski 54 (50)
Spol, n (%) <
Zenski 54 (50)
Veli¢ina tumora (cm), medijan (range) 4.1 (3.0-7.0)
Tip tumora, n (%) Intestinalni 38 (35.2)
Difuzni 17 (15.7)
MijeSani 49 (45.4)
Ostalo 4(3.7)
1 23 (21.3)
2 18 (16.7)
T stadij, n (%)
3 57 (52.8)
4 10 (9.2)
0 53 (49.1)
1 16 (14.8)
N stadij, n (%)
2 22 (20.4)
3 17 (15.7)
Ne 74 (68.5)
Vaskularna invazija, n (%)
Da 34 (31.5)
Ne 68 (63.0)
Perineuralna invazija, n (%)
Da 40 (37.0)
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Medijan dobi bolesnika ukljuéenih u istrazivanje u vrijeme postavljanja
dijagnoze bio je 68 (59-75) godina. U jednakom udjelu bili su zastupljeni bolesnici oba
spola. Mijesani tip je bio naj¢es¢i histoloski tip tumora (49, 45.4%), a potom su slijedili
intestinalni (38, 35.2%) i difuzni (17, 15.7%). Medijan veliine tumora iznosio je 4,1
(3.0 - 7.0) cm. Vaskularna invazija je bila prisutna u 34 (31.5%), a perineuralna u 40
(37.0%) ispitanika. Metastaze u limfne Evorove su bile prisutne u 55 (50.9%) ispitanika,
a negativni limfni &vorovi u 49,1% slu€ajeva. Bolesnici su u 38% slu¢ajeva imali

karcinome ograni¢ene na sluznicu i dosluznicu zZeluca (T1i T2).

Medijan prezivljenja iznosio je 31.0 (13.3 — 48.7) mjesec. Prezivljenje u prvoj
godini iznosilo je 75% (75/100), nakon dvije godine 55% (55/100), a nakon 5 godina
23% (23/100).

Mlada zivotna dob je bila znaCajno povezana s viSim N statusom te s
perineuralnom invazijom tumora. OcCekivano, visi T i N status su bili povezani s
perineuralnom i vaskularnom invazijom, a takoder su T i N status bili medusobno
povezani. Nije nadeno znacajne povezanosti spola s prouavanim parametrima
(Tablica 8).
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Tablica 8. Medusobna korelacija osnovnih antropometrijskih parametara. Rezultati su izrazeni

kao Spearmanov koeficijent korelacije (gornja vrijednost) i p vrijednost.

Veliéina Vaskularna Perineuralna T N
Dob Spol . N . N
tumora Invazija invazija status  status
Dob 1.000 -.004 -.082 -.094 -.240" -.137 -.248™
.968 .400 331 .012 .158 .010

Spol -.004 1.000 .061 .120 .038 -.003 .188

.968 . 532 .218 .694 976 .052
Veli¢ina -.082 .061 1.000 291" .348" .679™ 426™

.400 532 . .002 .000 .000 .000
Vaskularna
) . -.094 .120 291" 1.000 677" .395" 279"
invazija

.331 .218 .002 . .000 .000 .004
Perineuralna
) - -.240" .038 .348" 677" 1.000 .510™ 432"
invazija

.012 .694 .000 .000 . .000 .000
T status -.137 -.003 679" .395" 510" 1.000 .596™

.158 976 .000 .000 .000 .000
N status -.248™ .188 426" 279" 4327 .596" 1.000

.010 .052 .000 .004 .000 .000

** korelacija je zna€ajna pri P<0.001, * korelacija je znaéajna pri P<0.05
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Kada smo usporedili razlike izmedu ispitanika prema tipu tumora, mijeSani tip
tumora je imao najceSc¢e pozitivne limfne ¢vorove, a nadena je i statistiCki znacajna
razlika izmedu mijeSanog i intestinalnog tipa tumora (67.3% naspram 34.2%, x2=10.7,
P=0.013). Nije nadena znacajna razlika ostalih parametara prema tipu tumora
(Tablica 9).

Tablica 9. Razlike u pojedinim varijablama izmedu razli€itih histoloskih tipova tumora

Tip tumora
Intestinalni Difuzni Mijesani Ostali p
Vaskularna invazija, Ne 29 (76.3) 12 (70.6) 29 (59.2) 4 (100.0) 0.178
n (%) Da 9 (23.7) 5(29.4) 20 (40.8) 0 (0.0)
Perineuralna Ne 27 (71.1) 12 (70.6) 25(51.0) 4 (100.0) 0.077
invazija n (%) Da 11 (28.9) 5(29.4) 24 (49.0) 0 (0.0)
Spol, n (%) 0 16 (42.1) 12 (70.6) 25 (51.0) 1 (25.0) 0.183
1 22 (57.9) 5(29.4) 24 (49.0) 3 (75.0)
T status, n (%) T1 12 (31.6) 3(17.6)  7(14.3) 1 (25.0) 0.481
T2 5(13.2) 3(17.6) 8(16.3) 2 (50.0)
T3 19 (50.0) 9(52.9) 28(57.1) 1 (25.0)
T4 2 (5.3) 2 (11.8) 6 (12.2) 0 (0.0)
N status, n (%) NO 25 (65.8) 9 (52.9) 16 (32.7) 3 (75.0) 0.135
N1 3(7.9) 2 (11.8) 11 (22.4) 0 (0.0
N2 7 (18.4) 4 (23.5) 11 (22.4) 0 (0.0
N3 3(7.9) 2(11.8) 11(22.9) 1 (25.0)
Limfni &vorovi, n (%) Negativni 25 (65.8) 9 (52.9) 16 (32.7) 3 (75.0) 0.013
Pozitivni 13 (34.2) 8 (47.1) 33(67.3) 1(25.0)
Stadij, n (%) 1 17 (44.7) 6(35.3) 12 (24.5) 3 (75.0) 0.406
2 10 (26.3) 5(29.4) 14 (28.6) 0 (0.0)
3 9 (23.7) 6 (35.3) 18 (36.7) 1(25.0)
4 2(5.3) 0 (0.0) 5(10.2) 0 (0.0)
Veli¢ina tumora (cm), 4.1 (3.0-5.5) 5.0 (3.0- 4.0 (4.0- 5.0 (5.0- 0.902
medijan (raspon) 7.5) 7.0) 5.5)
Dob (godine), 70 (65-75) 70 (63- 64 (61-70) 65 (62-74) 0.650

medijan (raspon) 74)
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U Tablici 10 prikazane su razlike u raspodieli ispitivanih parametara prema

metastatskom statusu limfnih Cvorova. ZnacCajne razlike zabiljezene su kod svih

istrazivanih parametara osim spola (P=0,178). Vidimo da su bolesnici bez metastaza

u regionalne limfne &vorove stariji (medijan dobi 71 god), imaju prosjeCno manje

karcinome (medijan 3 cm), ¢eScCe intestinalnog tipa (47,2%) i T1 dubinom prodora

tumora kroz stijenku Zeluca (39,6%). Za razliku od njih bolesnici s razvijenim

metastazama u limfne ¢vorove su mladi (medijan dobi 64 god), s ve¢im tumorima

(medijan 5,5 cm), prisutnom vaskularnom (45,5%) i perineuralnom (58,2%) invazijom,

u 60% slucajeva mijeSanog histoloskog tipa karcinoma te s T3 i T4 (90,9%) dubinom

prodora tumora kroz stijenku Zeluca.

Tablica 10. Razlike u analiziranim parametrima prema prisustvu metastaza u limfne ¢vorove

Metastaze u limfne ¢vorove

Odsutne Prisutne =
Dob (godine), medijan
71 (63-76) 64 (56-72) 0,009
(raspon)
Veli¢ina tumora (cm),
. 3.0 (2.0-6.0) 5.5 (4.0-8.0) 0,001
medijan (raspon)
odsutna 44 (83) 30 (54.5)
Vaskularna invazija, n (8%)
prisutna 9 (17%) 25 (45.5) 0,001
odsutna 45 (84.9) 23 (41.8) <0,001
Perineuralna invazija, n (%)
prisutna 8 (15.1) 32 (58.2)
Spol, n (%) Muski 23 (43.4) 31 (56.4) 0,178
Zenski 30 (56.6) 24 (43.6)
Intestinalni 25 (47.2) 13 (23.6) 0,013
Difuzni 9 (17) 8 (14.5)
Tip tumora, n (%)
MijeSani 16 (30.2) 33 (60)
Ostalo 3(5.7) 1(1.8)
1 21 (39.6) 2(3.6) <0,001
2 15 (28.3) 3(5.5)
T status, n (%)
3 14 (26.4) 43 (78.2)
4 3(.7) 7 (12.7)
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U Tablici 11 su prikazane razlike u ispitivanim parametrima prema stadiju

bolesti. ZnaCajne razlike zabiljeZzene su kod svih promatranih parametara osim spola
(P=0,317) i histoloskog tipa tumora (P=0,138).

Tablica 11. Razlike u analiziranim parametrima prema stadiju bolesti

Stadij bolesti
1 2 3 4 =
Vaskularna Odsutna 36 (94.7) 17 (58.6) 18 (52.9) 3(42.9) <0.001
invazija, n (%) Prisutna 2 (5.3) 12 (41.4) 16 (47.1) 4 (57.1)
Perineuralna Odsutna 36 (94.7) 17 (58.6) 14 (41.2) 1(14.3) <0.001
invazija, n (%) Prisutna 2 (5.3) 12 (41.4) 20(58.8)  6(85.7)
Spol, n (%) Zenski 19 (50) 18 (62.1) 15(44.1) 2 (28.6) 0.317
Muski 19 (50) 11 (37.9) 19(55.9) 5 (71.4)
Tip tumora, n Intestinalni 17 (44.7) 10 (34.5) 9 (26.5) 2 (28.6) 0.138
(%) Difuzni 6 (15.8) 5(17.2) 6 (17.6) 0 (0)
Mijesani 12 (31.6) 14 (48.3) 18(52.9) 5 (71.4)
Ostalo 3(7.9) 0 (0) 1(2.9) 0 (0)
T status, n (%) 1 23(60.5) 0(0) 0 (0) 0 (0) <0.001
2 15(39.5)  3(10.3) 0 (0) 0 (0)
3 0(0) 24(82.8) 28(82.4) 5(71.4)
4 0 (0) 2(6.9) 6 (17.6) 2 (28.6)
N status, n (%) 0 36(94.7) 16(55.2) 1(2.9) 0 (0) <0.001
1 2 (5.3) 13 (44.8)  1(2.9) 0 (0)
2 0 (0) 0 (0) 18 (52.9) 4 (57.1)
3 0 (0) 0 (0) 14 (41.2) 3 (42.9)
Dob, medijan (raspon) 70 (63- 71 (63- 63 (56- 65 (58-69) 0.113
75) 75) 72)
Veli¢ina tumora (cm), 2.7 (2.0- 5.0 (4.0- 6.3 (4.0- 7.0 (6.0- <0.001
medijan (raspon) 3.5) 7.0) 9.0) 8.0)
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5.2. Imunohistokemijska izrazenost NY-ESO-1 i MAGE-A10

Imunohistokemijska izraZzenost proteina NY-ESO-1 analizirana je u epitelnim
stanicama primarnih karcinoma Zeluca (u daljnjem tekstu karcinom) i u okolnoj
dezmoplastiCnoj tumorskoj stromi (u daljnjem tekstu stroma) te pokazuje
citoplazmatski i nuklearni pozitivitet (Slika 6). MAGE-A10 protein iskljucivo je bio

izrazen u nukleranoj komponenti epitelnih stanica karcinoma Zeluca (Slika 7).

e g R ’ N ”" v . & -
e A A, ‘ e >
o e > e - 3 < v- J
it 2 7 3 - g - »
v - . { L4 A : - . P / & 4
- i g e A e : - 9 - % »
e . & ¥ -~ » s
. s > SR aLS . - S H -~ - -
». » O - . ® e . - o ¥ >
- - . ‘ 3 ’
oL : N g~ - 4
- 4 s SN . - F J
i 3 % v P
£ e - o s . § z £
r < X * = a . . >
4 W8 = »i e
e 3 . » . "
N " s .‘\ g
“, LA * 4 3 ’ r 5
) - 5 2 . "4 o 2 >
s . 5 4 $ :
- y . 4 o o s
e . » -t d ®
p A . ' 5
- ‘v * . b 3 "q"' N
3 J .o
. > . 3
> . ‘f-a iy > a . : .
tt X . ¢
y s ! ~ LY
o (9 - - 2 z . 'y
L4 - e \ M Lo . S
- "*‘}‘ -~ ™ . ot
. ., | A ¥ ’
ek R > Lop ve. -
» Y d -

Slika 6. Imunohistokemijska izrazenost NY-ESO-1 u stanicama karcinoma zeluca i okolnoj
stromi. (A) Jaka epitelna citoplazmatska izrazenost NY-ESO-1 u 100% epitelnih stanica intestinalnog
podtipa karcinoma (oznaceno plavom strelicom) uz blagu izrazenost u stromi (ozna¢eno crvenom
strelicom) (x200); (B) Jaka epitelna citoplazmatska izrazenost NY-ESO-1 kod difuznog podipa
karcinoma bez stromalne reakcije (oznaceno plavom strelicom) (x200).
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A B
Slika 7. Imunohistokemijska izrazenost MAGE-A10 u stanicama karcinoma zeluca. (A)
Umijereno jak intenzitet nuklearne reakcije intestinalnog podtipa karcinoma na MAGE-A10 u 50%
epitelnih stanica (oznaeno plavom strelicom) uz negativnu reakciju u stromi (x200); (B) Negativha
nuklearna reakcija na MAGE-A10 epitela i strome kod difuznog podtipa karcinoma (x200).

Ukupna izrazenost NY-ESO-1 proteina u uzorku bila je 75% (78/108) pri cemu
je od 78 pozitivnih uzoraka, njih 75 pokazalo jaku izrazenost NY-ESO-1 proteina. Jaka
izrazenost NY-ESO-1 u epitelnoj komponenti tumora snazno je korelirala sa slabom
izrazenoS¢u NY-ESO-1 u pripadajucoj stromi tumora (p<0,001). Posto su samo dva
ispitanika imala umjerenu izrazenost NY-ESO-1 proteina u karcinomu, odlucili smo u
svim daljnjim multivarijatnim analizama Koristiti izrazenost u stromi radi lakSeg prikaza

podataka i to€nijih analiza (Tablica 12).

Tablica 12. Medusobna povezanost izrazenosti NY-ESO-1 u karcinomu i u stromi.

Izrazenost NY-ESO-1 u epitelu, n (%)

Negativna Slaba Jaka p
Izrazenost NY-ESO-1 u Negativna 29 (100.0) 2 (66.7) 2(2.7) <0.001
stromi, n (%) Slaba 0 (0.0) 1 (33.3) 73 (97.3)
Jaka 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

Osim toga utvrdili smo povezanost izrazenosti NY-ESO-1 s dubinom prodora
karcinoma kroz stijenku zeluca (T stadij, p=0,033). Tako uzorci tumora s dubinom
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prodora T1 pokazuju pozitivitet u 14,9% sluCajeva za razliku od 60,8% NY-ESO-1
pozitivnih tumora kod karcinoma stadija T3. Takoder, primijetili smo tendenciju ka
statistiCki znacajnoj korelaciji s tipom tumora (P=0,084). Kod tumora koji pokazuju
izrazenost NY-ESO-1 antigena najviSe je tumora mijeSanog tipa (39,2%), dok tumori
difuznog tipa u najveéem udjelu pokazuju pozitivitet na NY-ESO-1 (14/16, 87,5%)
(Tablica 13).

Tablica 13. Povezanost izrazenosti NY-ESO-1 u stromi tumora s klinicko-patoloSkim

karakteristikama karcinoma zeluca u ukupnom istrazivanom uzorku (N=108).

Izrazenost NY-ESO-1 u stromi

Negativna Slaba p
Spol, n (%) Zenski 16 (48.5) 37 (50.0) 0.885
Muski 17 (51.5) 37 (50.0)
Tip tumora, n (%) intestinalni 11 (33.3) 27 (36.5) 0.084
difuzni 2(6.1) 14 (18.9)
mijesSani 20 (60.6) 29 (39.2)
ostalo 0 (0.0) 4 (5.4)
vaskularna invazija 0 25 (75.8) 48 (64.9) 0.264
(1-DA, 0-NE), n (%) 1 8 (24.2) 26 (35.1)
perineuralna invazija 0 24 (72.7) 43 (58.1) 0.149
(1-DA, 0-NE), n (%) 1 9 (27.3) 31 (41.9)
T status, n (%) TO 0 (0.0 0 (0.0 0.033
T1 12 (36.4) 11 (14.9)
T2 7 (21.2) 11 (14.9)
T3 11 (33.3) 45 (60.8)
T4 3(9.1) 7 (9.5)
N status, n (%) NO 17 (51.5) 36 (48.6) 0.527
N1 7(21.2) 9(12.2)
N2 5 (15.2) 17 (23.0)
N3 4 (12.1) 12 (16.2)
Stadij, n (%) 1 17 (51.5) 21 (28.4) 0.137
2 6 (18.2) 23 (31.1)
3 8(24.2) 25 (33.8)
4 2(6.1) 5 (6.8)
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MAGE-A10 protein ukupno je bio izrazen u 28.7% (31/108) uzoraka od Cega je

u njih 23 izrazenost bila jaka. Nismo utvrdili povezanost izrazenosti MAGE-A10 u

epitelu karcinoma s proucavanim klinicko-patoloskim parametrima i tipu tumora

(Tablica 14 i 15).

Tablica 14. Razlike u analiziranim parametrima prema izrazenosti MAGE-A10 u epitelu tumora u

ukupnom istrazivanom uzorku (N=108).

Izrazenost MAGE u epitelu P
Negativha Slaba Jaka
Spol, n (%) Zenski 32 (45.7) 12 (80.0) 10 (43.5) 0.043
Muski 38 (54.3) 3 (20.0) 13 (56.5)
Tip tumora, n (%) Intestinalni 21 (30.0) 6 (40.0) 11 (47.8) 0.542
Difuzni 13 (18.6) 2 (13.3) 2(8.7)
MijeSani 32 (45.7) 7 (46.7) 10 (43.5)
Ostalo 4 (5.7) 0 (0.0) 0 (0.0
Vaskularna invazija, n (%) Odsutna 50 (71.4) 9 (60.0) 15 (65.2) 0.639
Prisutna 20 (28.6) 6 (40.0) 8 (34.8)
Perineuralna invazija, n (%) Odsutna 44 (62.9) 10 (66.7) 14 (60.9) 0.936
Prisutna 26 (37.1) 5 (33.3) 9(39.1)
T status, n (%) T1 17 (24.3) 2 (13.3) 4(17.4) 0.918
T2 12 (17.1) 3 (20.0) 3(13.0)
T3 34 (48.6) 9 (60.0) 14 (60.9)
T4 7 (10.0) 1(6.7) 2(8.7)
N status, n (%) NO 34 (48.6) 8 (53.3) 11 (47.8) 0.398
N1 8 (11.4) 3 (20.0) 5(21.7)
N2 13 (18.6) 3 (20.0) 6 (26.1)
N3 15 (21.4) 1(6.7) 1(4.3)
Stadij, n (%) 1 27 (38.6) 5(33.3) 6 (26.1) 0.702
2 15 (21.4) 5 (33.3) 9 (39.1)
3 24 (34.3) 4 (26.7) 6 (26.1)
4 4 (5.7) 1(6.7) 2(8.7)
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Tablica 15. Razlike u izrazenosti MAGE-A10 i NY-ESO-1 u stromi i epitelu izmedu pojedinih

tipova tumora

Tip tumora
Intestinalni Difuzni MijeSani  Ostali p

MAGE-A10 u Negativna 21 (55.3) 13(76.5) 32(65.3) 4(100.0) 0.542
epitelu, n (%) Slaba 6 (15.8) 2(11.8) 7(143) 0(0.0)

Jaka 11 (28.9) 2(11.8) 10(20.4) 0(0.0)
NY-ESO-1 u epitelu,  Negativna 10 (26.3) 2(125) 17(347) 0(0.0) 0.378
n (%) Slaba 2 (5.3) 0 (0.0) 1 (2.0) 0 (0.0)

Jaka 26 (68.4) 14 (87.5) 31(63.3) 4 (100.0)
NY-ESO-1ustromi,  Negativna 11 (28.9) 2(125) 20(40.8) 0(0.0) 0.084
n (%) Slaba 27 (71.1) 14 (87.5) 29(59.2) 4 (100.0)

Jaka 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0 (0.0)

Iz Tablice 16 je vidljivo da nismo utvrdili razliku u izrazenosti NY-ESO-1 i

MAGE-A10 proteina izmedu karcinoma s metastazama i onih bez metastaza u

regionalne limfne ¢vorove.

Tablica 16. Razlike u izrazenosti MAGE-A10 i

prisustvu metastaza u limfne évorove

NY-ESO-1 u stromi i epitelu karcinoma prema

Metastaze u limfne ¢vorove

Prisutne

Odsutne p

MAGE-A10 u karcinomu, Negativan 34 (64.2) 36 (65.5) 0.937
n (%) Slabo izrazen 8 (15.1) 7(12.7)

Jako izrazen 11 (20.8) 12 (21.8)
NY-ESO-1 u karcinomu, Negativan 15 (28.3) 14 (25.9) 0.787
n (%) Slabo izrazen 2 (3.8) 1(1.9)

Jako izrazen 36 (67.9) 39 (72.2)
NY-ESO-1 u stromi, Negativan 17 (32.1) 16 (29.6) 0.784
n (%) Slabo izrazen 36 (67.9) 38 (70.4)
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Izrazenost NY-ESO-1 i MAGE-A10 antigena u tumoru nije pokazala statisticki

znacajnu korelaciju s klinickim stadijem bolesti. Moze se primijetiti nesto veci broj NY-

ESO-1 pozitivnih tumora kod visih klini¢kih stadija bolesti ali bez statistiCke znacajnosti
(P=0,068). Tako je u stadiju Il (79,3%) i lll (75,8%) zabiljeZzeno najviSe slucajeva s

jakim intenzitetom bojenja, dok je u | stadiju 55,3% slu€ajeva pozitivho na NY-ESO-1

(Tablica 17).

Tablica 17. lzrazenosti NY-ESO-1 i MAGE-A10 u stanicama karcinoma i strome prema stadiju

bolesti

Klini¢ki stadij bolesti

1 2 3 4 P

MAGE- A10 u karcinomu, Negativan 27 (71.1) 15(51.7) 24(70.6) 4(57.1) 0.683
n (%) Slabo 5(13.2) 5(17.2) 4(11.8) 1 (14.3)

izrazen

Jako 6(15.8) 9 (31) 6 (17.6) 2 (28.6)

izrazen
NY-ESO-1 u karcinomu, Negativan 15 (39.5) 6(20.7) 6(18.2) 2(28.6) 0.068
n (%) Slabo 2 (5.3) 0 (0) 1(3) 0 (0)

izrazen

Jako 21(55.3) 23(79.3) 26(78.8) 5(71.4)

izrazen
NY-ESO-1 u stromi, Negativan 17 (44.7) 6 (20.7) 8(24.2) 2 (28.6) 0.091
n (%) Slabo 21(55.3) 23(79.3) 25(75.8) 5 (71.4)

izrazen
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5.3. Analiza prezivljenja

Kod svih sudionika istrazivanja loSije prezivljenje bilo je povezano s
vaskularnom invazijom (HR 2.1, 95% CI 1.3-3.4, P=0.002) i perineuralnom invazijom.
Takoder, loSije preZivljenje povezano je s ve¢im T stadijem karcinoma, vec¢im brojem

pozitivnih limfnih ¢vorova, te viSim stadijem bolesti (Tablica 18).

Tablica 18. Prezivljenje bolesnika u mjesecima (medijan) ovisno o pojedinim kategori¢kim

varijablama
Mjeseci (medijan) SE 95% interval pouzdanosti P

T status Tla/1lb Nije dosegnut - - - <0,001
T2 96 30,5 36,2 155,8
T3 16 3,2 9,8 22,2
T4a/4b 12 4,7 2,7 21,3

N status NO 96 18,7 59,2 132,8 <0,001
N1 19 4,0 11,2 26,8
N2 13 1,9 9,2 16,8
N3 8 1,0 54 10,6

Stadij bolesti 1 131 - - - <0,001
2 33 13,2 7,0 58,9
3 13 2,3 8,5 17,5
4 9 2,6 3,8 14,1

SE, standardna pogreska

Stariji pacijenti su imali nesto bolje prezivljenje, iako navedena razlika nije
dosegla statistiCku znacajnost (HR 0.980, 95% CI 0.958 — 1.002, P=0.089). Ispitanici
s mijeSanim tipom tumora su imali najloSije prezivljenje (medijan 16.0 (9.2 — 22.9)),
Sto je bilo bitno manje u odnosu na difuzni (medijan 50.0 (0.0 — 117.9)) i intestinalni
tip karcinoma (medijan 42.0 (2.3 — 81.7)), no navedene razlike nisu bile statistiCki

znacajne, prije svega zbog velike razlike u broju ispitanika izmedu skupina.
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Slika 9. Ukupno prezivljenje prema N stadiju bolesti
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Slika 10. Ukupno prezivljenje prema stadiju bolesti

Bolesnici koji su imali slabu izrazenost NY-ESO-1 u stromi karcinoma (jaka
izrazenost u epitelnoj komponenti karcinoma) su imali medijan prezivljenja 19.0 (14.1
— 24.0) mjeseci, za razliku od pacijenata koji su imali negativnu izrazenost Ciji je
medijan prezivljenja iznosio 52.0 (0.0 — 133.3) mjeseci (hi kvadrat 7.99, P=0.005)
(Slika 11). Kada smo analizirali povezanost izrazenosti NY-ESO-1 i preZivljenja
zasebno u pacijenata bez i s metastazama u limfne ¢vorove, pronasli smo jo$ vecu
razliku u prezivljenju kod bolesnika bez metastaza u limfnim ¢vorovima. U ovoj skupini
medijan prezivljenja nije dosegnut u pacijenata s negativhom izrazenos¢éu NY-ESO-1
u stromi, a u pacijenata sa slabom izraZzenos¢u je medijan preZivljenja iznosio 76.0
(45.9 — 106.1) mjeseci (hi kvadrat 8.698, P=0.003) (Slika 12 i Slika 13).
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Slika 11. Krivulje ukupnog prezivljenja bolesnika prema izrazenosti NY-ESO-1 u svih pacijenata
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Slika 12. Krivulje prezivljenja bolesnika bez metastaza u limfne ¢vorove prema izrazenosti NY-

ESO-1
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Slika 13. Krivulje prezivljenja bolesnika s metastazama u limfne ¢vorove prema izrazenosti NY-
ESO-1

Nije nadeno znacajne povezanosti prezZivljenja i izrazenosti MAGE-A10 u
epitelu karcinoma (x2=0.457, P=0.769) (Slika 14). S obzirom na to da su pacijenti koji
su imali slabu i jaku izraZzenost imali sliCan medijan prezivljenja, ucinjena je dodatna
analiza u kojoj su pacijenti sa slabom i jakom izraZenosti svrstani u istu skupinu nakon
Cega je ponovljena analiza. lako je medijan prezZivljenja bio veéi u pacijenata s
negativhom izrazeno$¢u MAGE-A10 u karcinomu, nije nadeno statistiCki znacajne
razlike u prezivljenju (x2=0.403, P=0.526) zato $to su se krivulje prezivljenja u prvih
12 mjeseci preklapale.

Nije nadeno niti znagajne razlike u izrazenosti MAGE-A10 kada je prezivljenje
analizirano zasebno u pacijenata bez metastaza u limfne &vorove (x2=0.283,
P=0.595) i onih s prisutnim metastazama (x2=1.318, P=0.251).
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Slika 14. Krivulje ukupnog prezivljenja bolesnika prema izrazenosti MAGE-A10
5.4. Multivarijatna analiza

U multivarijatnoj analizi su koriStene varijable koje su pokazale statistiCku
znacajnost u univarijatnoj analizi (Tablica 18). Pojedine varijable su postupno uvodene
u analizu, a zavrSni korak postupne regresije je prikazan u Tablici 19. Primjerice, u
modelu 1 su uvrstene samo tri varijable (NY-ESO-1, dob i spol), od kojih su samo dvije
neovisno povezane s prezivljenjem. U model 2 su dodane varijable T i N status, a u
model 3 uz sve i perineuralna i vaskularna invazija. Kako je vidljivo u tablici, izrazenost
NY-ESO-1 u stromi je povezana s loSijim preZivljenjem neovisno o T i N statusu, dobi

i prisutnosti perineuralne invazije.
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Tablica 19. Multivarijatna analiza parametara koji su povezani s prezivljenjem

B SE Wald HR 95% ClzaHR P
Model 1 (dob, spol, NY-ESO-1)
IzraZzenost NY-ESO-1 u stromi .806 281  8.241 2238 1291 3.879 .004
Dob -025 .012 4.639 975 .953 .998 .031
Model 2 (dob, spol, NY-ESO-1, T i N status)
Izrazenost NY-ESO-1 u stromi 590 290 4.135  1.804 1.022 3.187 .042
T status .359 169 4.499 1432 1.028 1.995 .034
N status 484 118 16.700 1.623 1.287 2.047 .000
Model 3 (dob, spol, NY-ESO-1, T i N status, perineuralna i vaskularna invazija)
Izrazenost NY-ESO-1 u stromi 693 283 5987 2000 1.148 3.485 .014
N status .528 115 21.152 1696 1.354 2.125 .000
Perineuralna invazija 706 276 6.549  2.025 1.180 3.476 .010

B: nestandardizirani koeficijent korelacije; SE: standardna pogre$ka nestandardiziranog koeficijenta

korelacije; Cl: interval pouzdanosti; HR: omjer hazarda (eng. hazard ratio)

56



5.5. Predvidanja 2-godiSnjeg preZivljenja

UCinjena je

inicijalno orijentacijska ROC analiza kojom se prikazala

dijagnosticka preciznost u predvidanju 2-godiSnjeg preZivljenja. Najbolju prediktivhu

vrijednost imao je N status, dok spol i izrazenost MAGE-A10 u karcinomu nisu imali

prediktivnu vrijednost (Tablica 20).

Tablica 20. ROC analiza

AUC SE 95% ClI

Spol .564 .057 .261 .453 .676
Dob 371 .055 .024 .263 479
T status 732 .050 .000 .635 .830
N status .786 .046 .000 .695 .876
Stadij bolesti 774 .047 .000 .683 .865
Veli€ina tumora 773 .045 .000 .684 .861
Vaskularna invazija .629 .056 .024 .520 .738
Perineuralna invazija .692 .053 .001 .587 .796
NY-ESO-1 izrazenost .654 .054 .007 .549 .760
u stromi

MAGE-A10 izrazenost .556 .057 .325 445 .668

u epitelu

Nakon &to smo uvrstili sve varijable koje su povezane s 2-godiSnjim

prezivlienjem u multivarijatni model, zakljucili smo kako su samo N status, veli€ina

tumora i izrazenost NY-ESO-1 u stromi neovisno povezani s 2-godisSnjim prezivljenjem

(Tablica 21).
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Tablica 21. Zavrsni korak multivarijatne binarne logisti¢ke regresije u predvidanju 2-godiSnjeg

prezivljenja

B SE Wald HR 95% Cl za HR P
NY-ESO-1 2.296 .733 9.823 .002 9.933 2.363 41.749
(stroma)
Nstatus 18.765 .000
Nstatus(1) 3.509 1.082 10.523 .001 33.410 4.010 278.358
Nstatus(2) .648 1.135 .326 .568 1.912 .207 17.668
Nstatus(3) 1.558 1.091 2.038 .153 4.750 559 40.339
Velic¢ina -.276 .102 7.291 .007 .759 .622 .927
tumora (cm)
Constant -1.179 1.184 .992 319 .308

Zatim su izradene regresijske jednadzbe cilj kojih je bio objediniti najbolje
prediktore i potom ponovno testirati njihovu prediktivhu vrijednost. Regresijske
jednadzbe su izradene prema vrijednostima nestandardiziranih koeficijenata

korelacije (Tablica 22).

Ako je zadovoljen pojedini kriterij, dodan je pojedini koeficijent svakom

parametru prema sljedecem obrascu:

e Veli¢ina tumora: Velidina tumora x 0.276
e N status: N status > 0 +3.509
e NY-ESO-1 u stromi: Pozitivna izraZzenost NY-ESO-1 u stromi +2.296

Tablica 22. Prediktivha preciznost pojedinih parametara i zbirnih parametara dobivenih

regresijskom jednadzbom.

AUC SE P 95 ClI
Stromalna NY-ESO-1 izrazenost | 654 .054 .007 .549 .760
N status .786 .046 .000 .695 .876
Veli€¢ina tumora 773 .045 .000 .684 .861
N status + veli¢ina tumora .854 .038 .000 .780 927
NYESO score .878 .034 .000 .812 .945
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Slika 15. ROC krivulje koje pokazuju prediktivhu preciznost pojedinih i zbirnih parametara

dobivenih regresijskom jednadzbom

Dijagnosti¢ka preciznost izrazenosti NY-ESO-1 u stromi je iznosila 65.4% (54.9
— 76.0%), a dijagnosticka preciznost zbirnog parametra veli€ine tumora i N statusa je
iznosio 85.4% (78.0 — 92.7%). Dodatak izrazenosti NY-ESO-1 u stromi u model
regresijske jednadzbe u koji su bili ukljueni N status i veli¢ina tumora je znacajno
povecéao dijagnosti¢ku preciznost prediktivnog modela (x2=5.974, P=0.015) samog
NY-ESO-1 (Slika 10), no ne i zajednitke prediktivne vrijednosti N statusa i veli€ine

tumora.

Zbroj parametara dobivenih prema veli€ini tumora, N statusu i izrazenosti NY-
ESO-1 u stromi je nazvan NYESO score. NYESO score je imao prediktivnu preciznost
od 87.8% (81.2 — 94.5) u predvidanju 2-godiSnjeg prezivljenja. Grani¢na vrijednost
NYESO score-a od 4.55 je imala osjetljivost 77.1% uz specificnost 78.2%
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Slika 16. Razlike u 2-godisnjem prezivljenju u ispitanika s NYESO score-om <4.55 i >4.55.
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Slika 17. Razlike u 2-godiSnjem prezivljenju prema izrazenosti NY-ESO-1 u stromi tumora.
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6. RASPRAVA

Karcinom Zeluca je heterogena bolest s visokim morbiditetom, a izostanak
ucinkovitih modaliteta lije€enja i loSa prognoza uznapredovale bolesti zahtijeva nove
strategije lijeCenja kako bi se poboljSalo prezivljenje bolesnika. Imunoterapijski pristupi
lije€enju privukli su pozornost posljednjih godina, pri Cemu se karcinom-testis antigeni
(CTA) smatraju posebno povoljnim ciljevima, s obzirom na ograni¢enu izrazenost u
solidnim epitelnim karcinomima, cineci ih privlaénim metama za imunoterapijske
lijekove (165,216,217).

Osim ve¢ poznatih genetskih promjena koje su vazan dio karcinogeneze te
dovode do razvoja karcinoma Zzeluca, epigenetski ¢imbenici predstavljaju znacajan
mehanizam u razvoju tumora (93). Dokazana je uloga demetilacije kao vaznog
epigenetskog €imbenika u aktivaciji karcinom-testis antigena (CTA) (218). Procesom
demetilacije njihovih promotora dolazi do ekspresije CTA, sli€no kao i kod tumor
supresorskih gena i gena povezanih s rastom (176). Honda i sur. su pokazali da se
demetilacija promotora MAGE-A1 i -A3 gena ¢eSc¢e uoCava kod uznapredovalih stadija
karcinoma Zeluca, te da je povezana s agresivnim karakteristikama tumora i loSijom

prognozom bolesti (175).

Izrazenost NY-ESO-1 i MAGE antigena dosada je istrazivana u brojnim
karcinomima s razliitim rezultatima. lzrazenost uglavnom ovisi o histoloSkom tipu
tumora i stadiju bolesti, medutim, razina izrazenosti takoder varira ovisno 0
primijenjenoj metodi istrazivanja (169). NajCeSc¢e koriStene metode su odredivanje
mMmRNA pomoc¢u metode lanCane reakcije polimeraze (eng. reverse transcriptase-

polymerase chain reaction-RT-PCR) i imunohistokemijska analiza (172,212,219).

S obzirom na Cinjenicu da posttranskripcijska kontrola genske ekspresije moze
utjecati na stvarnu prisutnost proteina u tumorskim stanicama, imunohistokemijska
metoda odredivanja izraZenosti na razini proteina je klinicki vaznija. Nadalje, nekoliko
je studija pokazalo nesrazmjer u izrazenosti mMRNA i proteina u istim skupinama
bolesnika, Sto je uzrok raznolikosti prijavljenih razina izrazenosti izmedu razlicitih

tipova karcinoma, ali i unutar istih histoloskih tipova tumora (212,219,220).
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U ovom se istrazivanju, imunohistokemijskom metodom odredila izrazenost
proteina MAGE-A10 i NY-ESO-1 u epitelu i stromi primarnog karcinoma Zzeluca.
Usporedivana je izrazenost navedenih proteina u primarnom karcinomu izmedu
skupina bolesnika bez i s metastazama u regionalne limfne ¢vorove. Takoder se
odredivala i njihova povezanost s kliniCko-patoloskim parametrima (dob, spol, klinicki

stadij bolesti (TNM klasifikacija), veli€ina tumora, histoloski tip tumora) i preZivljenjem.

Izrazenost grupe MAGE-A proteina prema dosadasnjim studijama krece se od
9% do >50%. Tako su Lian i sur. pokazali imunohistokemijsku (IHC) izrazenost MAGE-
A antigena kod 54,7% (47/86) uzoraka karcinoma Zeluca, dok su Jung i sur. istom
metodom na vise od 1000 uzoraka pokazali znatno manju izrazenost MAGE-A
antigena (MAGE-A2 i -A3 proteina) kod 15,8% uzoraka (173/1097). Treba naglasiti
kako su u navedenim istrazivanjima koriStena nespecificna protutijela, koja osim

MAGE-A10 proteina prepoznaju i ostale proteine iz MAGE-A skupine.

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su izrazenost proteina MAGE-A10 kod 35%
(38/108) uzoraka primarnog karcinoma zeluca. Pri tome je jako izraZzena reakcija bila
prisutna kod 21,1% uzoraka. Izrazenost proteina je bila prisutna isklju€ivo u nuklearnoj
komponenti stanica, $to govori u prilog specifiCnosti koristenog protutijela na MAGE-
A10 protein koji je za razliku od drugih pripadnika MAGE-A skupine isklju€ivo nuklearni
antigen (182,221). Rezultati izraZenosti dobiveni u naSem istrazivanju u skladu su s
dosadasnjim studijama na karcinomu Zeluca gdje izrazenost MAGE-A10 proteina
oscilira u rasponu od 9% do 65,9% (182,220,222).

Tako su Li J i sur. pokazali izrazenost MAGE-A10 kod 55% stani¢nih linija i
proteinsku izrazenost kod 9% uzoraka pri cemu je kod 82% posto uzoraka karcinoma
bio prisutan najmanje jedan antigen iz MAGE-A skupine (223). Schultz-Tather i sur.
su imunohistokemijom analizom pokazali izraZzenost proteina MAGE-A10 kod 22%
(11/49) uzoraka karcinoma zZeluca, uglavnom intestinalnog tipa (182), a sli¢ne
rezultate imali su i Fujiya i sur. (18.8% uzoraka) (222). Suzuki i sur. su pokazali
znacajno vecu izrazenost (65,9%) kod uznapredovalih karcinoma s udaljenim
metastazama u jetri (220). Ova studija je, za razliku od naSe, imala zna€ajno maniji
broj uzoraka i veéinu sudionika s uznapredovalim stadijem bolesti, $to oteZava

usporedbu s dobivenim rezultatima naSe studije.
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U naSem istrazivanju je ukupna izrazenost MAGE-A10 proteina u primarnom
karcinomu Zeluca u odredenoj mijeri slicna podatcima iznesenim u navedenim
istrazivanjima. Uzrok varijacija u rezultatima moze lezati u razli€itosti IHC metoda,
specifinosti protutijela, veli€ini uzorka i, moguce, izboru pacijenata. Naime, cilj naseg
istrazivanja bio je istraziti izrazenost CTA antigena u primarnom karcinomu Zeluca kod
pacijenata s pozitivnim i negativnim limfnim cvorovima. Time je zastupljenost
bolesnika s uznapredovalim stadijem bolesti bila manja u odnosu na neke od

navedenih studija, $to je potencijalno utjecalo na rezultate analize (220).

U nasem istrazivanju izrazenost MAGE-A10 proteina u primarnom karcinomu
Zeluca nije u statisticki zna€ajnoj korelaciji ni s jednim istrazivanim histopatoloSkim
parametrom (veli€ina tumora, histoloski tip, pT i pN, vaskularna i perineuralna
infiltracija te klinicki stadij bolesti), kao niti s dobi i spolom bolesnika. Za razliku od
nasih rezultata Lian i sur. su pokazali uCestaliju izrazenost MAGE-A proteina kod
uzoraka s metastazama u limfne ¢vorove i u visSim TNM stadijima bolesti (162). Sli¢ne
rezultate dobili su i Jung i sur. koji su pokazali povezanost izrazenosti MAGE-A
proteina s invazivno$¢u tumora, metastazama u limfne ¢vorove i patoloskim stadijem
bolesti. Navedena istraZzivanja provedena su s nespecificnim protutijelima na MAGE-
A10 i na manjem uzorku bolesnika s udaljenim metastazama, $to je jedan od mogucih

uzroka dobivenih rezultata.

Kada izdvojimo istrazZivanja koja su bila iskljuivo usredotoCena na izrazenost
MAGE-A10 proteina, nasi rezultati su u skladu s istrazivanjem Li J i sur., koji takoder
nisu pokazali povezanost antigena MAGE-A10 s kliniCko-patoloSkim parametrima,
medutim, treba naglasiti da je broj uzoraka bio zna€ajno maniji usporedno s nasom
studijom. Ovo je u suprotnosti s istrazivanjem kojeg su proveli Suzuki i sur., a koji su
pokazali da izrazenost MAGE-A10 proteina kod karcinoma Zeluca raste s klini¢kim
stadijem bolesti te da je zna€ajno veca kod bolesnika s udaljenim metastazama u jetru
i da iznosi 65,9% (220). U navedenu studiju je bio uklju¢en znacajno manji broj
sudionika u odnosu na nasu, s uglavnom IV. stadijem bolesti. Zbog dobivenih rezultata
isti autori sugeriraju mogucu terapijsku korist kod MAGE-A10 pozitivnih bolesnika s
uznapredovalim stadijem karcinoma Zeluca. Takoder, Fujiya i sur. su u svom
istrazivanju na 154 uzoraka karcinoma zeluca i gastroezofagealnog spoja pokazali

povezanost izrazenosti MAGE-A10 s pojavom udaljenih metastaza u jetru. U
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navedenoj studiji osjetljivost i specificnost bojenja MAGE-A10 za rani jetreni recidiv
bile su 58,3% (95% interval pouzdanosti [95% Cl] 27,7-84,8%) i 84,5% (95% CI 77,5-
90,0%). Autori su ukazali na korist odredivanja izrazenosti MAGE-A10 proteina za
predvidanje ranog jetrenog recidiva kod karcinoma Zeluca i gastroezofagealnog spoja
(222).

lako u nasem istrazivanju nismo dosli do slicnih zaklju¢aka, razlike su
potencijalno uvjetovane namjernim grupiranjem bolesnika u grupe prema
metastatskom statusu limfnih ¢vorova te znatno manjem udjelu uznapredovalih stadija

bolesti u odnosu na navedena istrazivanja.

Medu tumorima koji su pokazali jaku izrazenost MAGE-A10 proteina, najvise je
bio zastupljen intestinalni tip tumora (28.9%, 11/38), dok je difuzni tip karcinoma u
najvecem udjelu bio negativan na ovaj antigen (76.5% uzoraka), doduSe, bez
statisticki znacajne razlike. Ovo odgovara rezultatima ostalih studija koje su takoder
pokazale vecu zastuplienost MAGE-A10 pozitivnih uzoraka medu karcinomima
intestinalnog tipa i slabu ili negativhu izraZzenost kod difuznog tipa karcinoma
(182,222,224). Mogucée objasnjene ovog rezultata lezi u Cinjenici da Helicobacter
pylori kao dokazani kancerogen i vazan €imbenik u karcinogenezi intestinalnog tipa

karcinoma Zeluca, moZze inducirati ekspresiju MAGE-A antigena (225).

Za razliku od MAGE-A10 proteina, NY-ESO-1 je u znatno vec¢em udjelu bio
izrazen u uzorcima karcinoma. Naime, od 108 uzoraka, njih 75 (70%) je imalo jaku
izraZzenost, a samo 3 uzorka (2.7%) pokazala su slabo izraZzenu reakciju na NY-ESO-
1 antigen. Pri tome je izrazenost u epitelnoj komponenti karcinoma snazno korelirala
sa slabom izrazenoS¢u u stromi tumora. DosadasSnje studije nisu ukazivale na
prisutnost i znacCaj ekspresije CTA antigena u stromi tumora. Poznato je da je
tumorska stroma bitan i vrlo dinami¢an dio tumorskog mikrookruzenja (eng. TME), koji
utjeCe na biologiju tumora i pridonosi inicijaciji karcinoma, progresiji, metastazama i
terapijskoj rezistenciji. Tumorske stanice su u neprestanoj interakciji s okolnim
stromalnim stanicama otpustanjem izvanstaniCnih vezikula (EV) i ekspresijom
signalnih molekula za njihov opstanak i Sirenje. Stoga smo u ovom istrazivanju

analizirali i izraZzenost NY-ESO-1 proteina u miofibroblastima okolne strome tumora.

Dosada objavljena istrazivanja uglavnhom pokazuju znatno nizu razinu

izrazenosti u karcinomu Zeluca (226—-228). Tako se razine izrazenosti NY-ESO-1 na
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razini mMRNA krec¢u od priblizno 17% do 24%, dok je na razini proteina opisana u do
30% bolesnika s karcinom Zeluca (212,229,230). Takoder, treba spomenuti da se
izrazenost NY-ESO-1 billega mijenja s tumorom te je pokazano da otprilike 75%

bolesnika s karcinomom izrazava ovaj antigen u nekoj fazi bolesti (202,219).

Nasi rezultati viSe odgovaraju izrazenosti NY-ESO-1 proteina nadenim kod
drugih tumora, poput neuroblastoma, sinovijalnog sarkoma, melanoma i karcinoma
ovarija, gdje su vece od 40% (203,206,231). Kod karcinoma pluc¢a i mokra¢nog
mjehura ova izrazenost je manja i iznosi izmedu 20-30%, dok je kod tumora kolona i
bubrega uglavnom odsutna (208). Znacajne varijacije u izrazenosti ovog antigena kod
razliitih tipova tumora ponaijprije su odraz razli€itih primijenjenih metoda za detekciju
antigena i nestandardiziranog sustava bodovanja pozitiviteta tumorskih stanica.
Sustav bodovanja imunohistokemijskog bojenja nasih uzoraka moguce je stoga doveo
do rezultata viSih izraZzenosti NY-ESO-1 proteina nego je to bio slu¢aj u do sada
objavljenim istrazivanjima. Nadalje, razlog navedenim razlikama moze se traziti u
razli€itim protutijelima koriStenima za imunohistokemijsku analizu te heterogenoj
izraZzenosti CTA antigena kod solidnih tumora. Naime, za NY-ESO-1 antigen tipi¢na je
varijabilna i heterogena ekspresija $to moZe znatno utjecati na rezultate
imunohistokemijske analize uzoraka (204). Tako izrazenost u pojedinom uzorku moze
oscilirati od jedne pozitivne stanice do homogene izrazenosti cijelog tumora. lako
razlozi ove heterogene izrazenosti CTA antigena nisu utvrdeni, namece se pitanje jeli
rijeC o stabilnom obiljezju pojedinog tumora ili se dinamicki mijenja kroz vrijeme
(203,208).

Analizom povezanosti NY-ESO-1 antigena s istrazivanim klini¢ko-patoloskim
parametrima, pronasli smo znacajnu povezanost izraZzenosti NY-ESO-1 proteina u
primarnom karcinomu Zeluca s dubinom invazije tumora (T stadijem), dok s ostalim
parametrima nije bilo povezanosti. Tako su karcinomi T3 stadija tumora izraZzavali
protein NY-ESO-1 u 60,8% slucajeva, dok su tumori stadija T1 i T2 bili pozitivni na

protein u svega 14,9% sluCajeva.

NY-ESO-1 pozitivni tumori takoder su bili viSe zastupljeni u Il. i lll. stadiju bolesti
(79% i 75%) u odnosu na I. stadij (55%), ali razlika u izraZzenosti nije bila statisticki
znacajna. lako nismo dokazali statisticku znacajnost, rezultati upucuju na rastuci trend

izrazenosti NY-ESO-1 antigena s uznapredovalim stadijima bolesti. Sli¢ni rezultati
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opisani su kod karcinoma mokra¢nog mjehura, dojke i karcinoma plu¢a gdje je
izrazenost proteina NY-ESO-1 bila ve¢a kod uznapredovalih stadija bolesti (232,233).
| kod karcinoma Zzeluca je pokazana veéa izrazenost NY-ESO-1 proteina u
uznapredovalim stadijima bolesti, iako je ukupna stopa izrazenosti zna¢ajno manja u

odnosu na nas$e istrazivanje (15,9% kod stadija Il i IV) (219).

Rezultati ove studije nisu potvrdili povezanost izrazenosti NY-ESO-1 antigena
u primarnom karcinomu Zeluca s metastazama u regionalne limfne ¢vorove (p<0.787).
lako su neke od studija pokazale povezanost sa statusom limfnih ¢vorova, u nasem

istrazivanju nismo dosli do slicnih zakljuCaka (226).

Unato€ €injenici da nismo ustanovili razliku u izrazenosti NY-ESO-1 proteina
prema metastatskom statusu regionalnih limfnih &vorova, nalaz povezanosti
izraZzenosti s dubinom invazije tumora kroz stijenku (T stadij) i veCa uCestalost NY-
ESO-1 pozitivnih karcinoma kod visih stadija bolesti daje naslutiti veéi maligni

potencijal ovih tumora.

Nasi podatci upucuju da su medu NY-ESO-1 pozitivnim tumorima najvecu
zastupljenost imali intestinalni (36,5%) i mijeSani tip (39,2%) karcinoma. Od svih tipova
karcinoma difuzni tip je u najveéem udjelu pokazao pozitivitet na protein NY-ESO-1
(87,5%). U naSem istrazivanju imamo veci postotak karcinoma mijeSanog tipa nego je
to referirano u WHO Klasifikaciji, pa je moguée da je to utjecalo na nedostatak
statisti¢ki znaCajne razlike (142). Takoder se pokazalo da je izrazenost NY-ESO-1 bila
znacajno veca od izrazenosti MAGE-A10 u svim histoloSkim tipovima karcinoma i

klinickim stadijima bolesti.

Opsezna istrazivanja izrazenosti jednog ili viSe CTA u razli¢itim tipovima tumora
ukazuju kako moze biti vrijedan prognosticki Cimbenik u pogledu preZivljenja
bolesnika. Tako je izrazenost MAGE-A proteina u razliCitim vrstama karcinoma
pokazala njegovu povezanost s loSijom klinickom prognozom. Primjerice, kod
karcinoma plu¢a nemalih stanica, visoke razine izrazenosti NY-ESO-1 i MAGE-A3
povezane sSu sa smanjenjem stope prezivljavanja pacijenata (184,185). Kod
karcinoma dojke visoka izrazenost MAGE antigena povezana je s ve¢im malignim
potencijalom tumora (187). Sli€no se pokazalo i kod karcinoma jajnika, gdje je
izrazenost MEGE-A antigena ukazivala na loSiji klini€ki ishod (223). S druge strane,

neke studije pokazale su da visoka izrazenost CTA moze biti povezana s dobrom
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prognozom ili s ranim stadijima bolesti. Primjerice, bolje stope preZivljenja pokazane

su kod bolesnika s adenokarcinomom pluca s visokom izrazenoSéu MAGE-A3/4 (234).

NY-ESO-1 billeg takoder je povezan s loSijom prognozom i agresivnijim
fenotipom raznih vrsta tumora (235,236). Takoder je pokazano da je humoralni

odgovor na NY-ESO-1 antigen pokazatelj progresije maligne bolesti (205,235).

Brojne studije pokuSale su pokazati utjecaj izraZzenosti MAGE-A10 i NY-ESO-1
billega na agresivniji fenotip i loSiji kliniCki ishod kod karcinoma Zeluca. Tako je
pokazano da je izrazenost MAGE-A proteina ( MAGE-A1, -A3, -A6, A10 i -Al2)
povezana s metastazama u limfne &vorove, stadijem bolesti i loSijim prezivijenjem
(162,220,224,226,237,238). Medutim, nijedna od navedenih studija nije dokazala
MAGE-A10 kao neovisni prediktivni ¢imbenik loSijeg preZivljenja. Fujiya i sur. su u
svom istrazivanju pokazali da je izrazenost MAGE-A10 proteina prediktivni marker
ranog jetrenog recidiva nakon kurativhe gastrektomije kod karcinoma Zeluca i
gastroezofagealnog prijelaza (222). U navedenoj studiji rani jetreni recidiv naden je u
6 (35,3%) od 17 bolesnika s pozitivnom ekspresijom MAGE-A10, ali u niti u jednom
od 4 bolesnika s negativnom ekspresijom. Ni u ovom istrazivanju autori nisu pokazali

utjecaj izrazenosti MAGE-A10 na ukupno prezivljenje bolesnika.

Varijabilni, pa €ak i kontradiktorni podatci o izrazenosti CTA u razli€itim
tumorima i njihovim korelacijama s kliniCko-patoloSkim parametrima i preZivljenjem,
mogu se objasniti heterogenoS¢u analiziranih uzoraka tumora te razliCitom
metodologijom. Treba napomenuti i da podatci o uestalostima i razinama izrazenosti
MRNA koja se koristi u vecini istraZivanja ne moraju odgovarati razinama izrazenosti

CTA na razni proteina, Sto dodatno doprinosi raznolikosti podataka.

Za razliku od navedenih studija koje ukazuju na loSiju prognozu bolesnika s
malignim oboljenjima, u nasem se istrazivanju MAGE-A10 nije pokazao kao biomarker
loSijeg prezivljenja. Naime, ukupno prezivljenje bolesnika bilo je jednako bez obzira
na izrazenost MAGE-A10 antigena u karcinomu. Razlog ovoj razlici u rezultatima
moze lezati u manjem udjelu uznapredovalih stadija karcinoma Zeluca (ponajprije
stadija 1V) nego li je to slu€aj u prethodno navedenim istrazivanjima. Mozemo
pretpostaviti da se statistiCka znacCajnost u naSem istrazivanju izgubila zbog planskog

grupiranja bolesnika u grupu karcinoma zZeluca bez metastaza i grupu s metastazama
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te znatno manjem udjelu 1V. stadija bolesti, dok su u vecini drugih istrazivanja kohorte

bile negrupirane.

lako u ovoj studiji nismo utvrdili povezanost izrazenosti MAGE-A10 i NY-ESO-
1 proteina s metastatskim statusom regionalnih limfnih ¢vorova, bolesnici s pozitivnom
izrazenoSéu NY-ESO-1 proteina u karcinomu Zeluca imali su znacajno krace
preZivljenje u odnosu na NY-ESO-1 negativne. Tako je viSe od 85% umrlih sudionika
nakon 2 godine bilo pozitivno na NY-ESO-1 antigen. Razlika u prezivljenju bila je jos
izraZenija kod bolesnika u ranom stadiju bolesti, tj. bez prisustva metastaza u
regionalne limfne &vorove. Dobiveni rezultati, osim $to sugeriraju veéi maligni
potencijal NY-ESO-1 pozitivnih tumora, ujedno ukazuju i na €injenicu da se radi o
tumorima koji slabije reagiraju na poznate terapijske modalitete. lako su rezultati u
dostupnim studijama o prognostickom znacCaju NY-ESO-1 billega dvosmisleni, u
vlastitom istrazivanju pokazali smo utjecaj izrazenosti NY-ESO-1 u ranoj fazi bolesti

na ukupno prezivljenje pacijenata s karcinom zeluca.

Ovi rezultati su na tragu rezultata drugi autora koji su pratili utjecaj NY-ESO-1
antigena na prognozu malignih tumora. Tako je kod vecine drugih tipova karcinoma,
primjerice melanoma, karcinoma plu¢a nemalih stanica (eng. NSCLC), miksoidnog
liposarkoma i ovarija, izrazenost NY-ESO-1 povezana s uznapredovalim stadijem
bolesti i nepovoljnom prognozom (184,202,205,227,235).

Fujiwara i sur. su analiziraju€i izrazenost NY-ESO-1 proteina (19/60 uzoraka)
i humoralni odgovor kod pacijenata s karcinomom Zeluca, zakljucili da niti humoralni
odgovor na NY-ESO-1, niti izrazenost NY-ESO-1 proteina nisu imali utjecaj na ukupno
prezivljenje bolesnika s karcinomom Zeluca. Medutim, u istoj studiji humoralni
imunoloski odgovor na NY-ESO-1 antigen u kombinaciji s karcinoembrionalnim
antigenom (CEA) i tumorskim markerom CA19-9 pokazao se korisnim tumorskim
billegom za otkrivanje uznapredovalog karcinoma Zeluca (212). U drugoj studiji autori
su pokazali da je prisutnost NY-ESO-1 i p53 protutijela kod bolesnika s karcinomom

Zeluca povezana s progresijom tumora i da je neovisni prediktor loSije prognoze (239).

Navedeni rezultati sugeriraju da bi pozitivna izraZzenost NY-ESO-1 proteina u
tumoru Zeluca takoder bila povezana s loSijom prognozom bolesti. Kako bismo istrazili

utjecaj nekoliko prediktora na prezivljenje u vlastitom istrazivanju proveli smo i
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postupnu multivarijatnu Coxovu regresijsku analizu koja je potvrdila NY-ESO-1 kao

neovisni prediktor dvogodisSnjeg preZivljenja (zajedno s N i T statusom) bolesnika.

Na kraju mozemo zakljuCiti da izrazenost NY-ESO-1 u naSem istrazivanju
ukazuje na agresivniji fenotip karcinoma zeluca te da moze posluZziti kao prediktivni
marker loSije prognoze kod bolesnika bez metastaza u regionalne limfne Cvorove.
Stovise, izrazenost proteina kod bolesnika bez metastaza u regionalne limfne &vorove

povezana je s loSim prezivljenjem, neovisno od TNM stadija bolesti.

S obzirom na to da nasi rezultati pokazuju neovisnu prediktivnu vrijednost NY-
ESO-1 proteina, daljnja istrazivanja trebalo bi nastaviti na metastatskim sijelima
karcinoma zeluca kako bismo dobili precizniju sliku. To bi ujedno moglo doprinijeti
potvrdi kako ovaj tumorski antigen moze biti meta ciljane imunoterapije i biljeg

agresivnijeg fenotipa tumora.
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ZAKLJUCCI

Antigen MAGE-A10 izraZen je kod malog broja primarnih adenokarcinoma Zeluca.
NY-ESO-1 protein je izrazen u oko 75% uzoraka karcinoma zeluca; u epitelnoj
komponenti pokazuje vec¢inom jaku izrazenost dok u stromi istih uzoraka tumora
pokazuje slabu izraZenost.

Izrazenost MAGE-A10 i NY-ESO-1 u epitelnim stanicama karcinoma Zeluca nije u
korelaciji s dobi, spolom, veliCinom tumora, histoloSkim tipom karcinoma, TNM
stadijem, vaskularnom ili perineuralnom invazijom i klinickim stadijem bolesti.
Jaka izrazenost NY-ESO-1 u epitelnoj komponenti karcinoma u korelaciji je s
dubljim prodorom u stijenku Zeluca (pT). Istu zna€ajnu korelaciju pokazuje i NY-
ESO-1 izrazen u tumorskoj stromi.

Nema statistiCki znaCajne razlike izrazenosti NY-ESO-1 i MAGE-A10 u epitelnoj
komponenti karcinoma izmedu karcinoma s i bez metastaza u limfne ¢vorove.
Bolesnici s izrazenim NY-ESO-1 u karcinomu imaju loSije dvogodiSnje prezivljenje
u odnosu na one koji nemaju izrazen NY-ESO-1, S§to dodatno dolazi do izrazaja
kod bolesnika s negativnim regionalnim limfnim ¢vorovima

Analizom viSestruke regresije utvrdili smo da je izraZzenost NY-ESO-1 antigena,
uz T i N stadiji bolesti, neovisni prognosti¢ki pokazatelji dvogodiSnjeg preZivljenja

bolesnika s karcinomom Zeluca
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8. SAZETAK

Karcinom Zeluca (GC) multifaktorijalna je bolest na koju utje€u okolisni i genetski
Cimbenici. Sve vise dokaza ukazuje na to da tumor-testis antigeni (CTA) igraju klju¢nu
ulogu u metastatskom potencijalu raznih tumora. Nekoliko je studija povezalo
izrazenost CTA s velim metastatskim potencijalom i slabim odgovorom na
kemoterapiju. Antigeni NY-ESO-1 i MAGE-A10 izraZeni su u tumorskim tkivima, dok je

njihova izrazenost u normalnim tkivima ograni€ena na spermatogonije.

Ova studija imala je za cilj odrediti izrazenost NY-ESO-1 i MAGE-A10 proteina u
primarnom adenokarcinomu Zeluca i usporediti je s nodalnim statusom, TNM stadijem,
dobi, spolom i prezivljenjem. Analizirali smo uzorke adenokarcinoma Zzeluca 53
bolesnika s negativnim i 55 bolesnika s pozitivnim limfnim ¢vorovima na izrazenost NY-
ESO-1 i MAGE-A10 antigena koriste¢i imunohistokemijski test. Bolesnici s pozitivnom
izrazenoS¢éu NY-ESO-1 u primarnim tumorima imali su medijan prezivlijenja od 19,0
mjeseci (raspon 14,1-24,0), za razliku od onih s negativnom ekspresijom, koji su imali
medijan prezivljenja od 52,0 mjeseca (raspon 0,0-133,3) (chi -kvadrat 7,99, P=0,005).
T status, N status i izrazenost NY-ESO-1 proteina bili su neovisno povezani s kra¢im
prezivlienjem. Antigen MAGE-A10 nije pokazao povezanost s ispitivanim klinicko-

patoloskim parametrima.

Zaklju€no, nasi rezultati sugeriraju da povec¢ana izrazenost NY-ESO-1 antigena

potencijalno moze posluziti kao prognosti¢ki biomarker za karcinom zeluca.

Klju€ne rijeci: karcinom Zeluca, NY-ESO-1, MAGE-A10, prezZivljenje
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9. SUMMARY

Immunohistochemical expression of MAGE-A10 and NY-ESO-1 proteins in

primary gastric adenocarcinoma with and without regional lymph nodes metastases

Zvonimir Misir, 2024.

Gastric cancer (GC) is a multifactorial disease influenced by both environmental
and genetic factors. Growing evidence suggests that cancer-testis antigens (CTAS)
play a crucial role in the metastatic potential of various tumors. Several studies have
linked CTA expression with higher metastatic potential, and poor chemotherapy
response. NY-ESO-1 and MAGE-A10 antigens are expressed in tumor tissues, while

its expression in normal tissues is restricted to spermatogonia.

This study aimed to determine the expression of NY-ESO-1 and MAGE-A10 in
primary adenocarcinoma of the stomach and to compare it with nodal status, TNM
stage, age, gender, and survival. We analyzed GC tissue from 53 node-negative and
55 node-positive primary gastric carcinoma patients for NY-ESO-1 and MAGE-A10
expression using immunohistochemical assay. Patients with positive NY-ESO-1
expression in primary tumors had a median survival of 19.0 months (range 14.1-24.0),
in contrast to those with negative expression, who had a median survival of 52.0
months (range 0.0-133.3) (chi-square 7.99, P=0.005). T status, N status, and NY-
ESO-1 expression were all independently associated with shorter survival. MAGE-A10

antigen did not show association with the investigated clinicopathological parameters.
In summary, our findings suggest that increased expression of NY-ESO-1 could

potentially serve as a prognostic biomarker for GC.

Keywords: gastric cancer, NY-ESO-1, MAGE-A10, overall survival
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radio je kao lije¢nik hitne medicine u Bjelovaru. Godine 2015. polozio je specijalisticki
ispit iz opCe kirurgije, a 2018. godine je postao uzi specijalist abdominalne kirurgije.

Od 2011. godine radi na Klinici za kirurgiju KBC Sestre milosrdnice.

Upisao je poslijediplomski doktorski studij ,Biomedicina i zdravstvo® na Medicinskom
fakultetu Sveucilista u Zagrebu 2015., a temu doktorske disertacije obranio je 2019.
godine. Sudjelovao je aktivno na viSe stru¢nih usavrSavanja i znanstvenih skupova u
Hrvatskoj i inozemstvu. Autor je viSe znanstvenih Clanaka i kongresnih sazetaka.

Koautor je poglavlja u knjizi Kirurgija (Zdravstveno Veleuciliste, 2017.).

OZenjen je i otac troje djece.
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