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1. UvOD

1.1. Anatomija i fiziologija Zeluca

Zeludac je vrecasto prosirenje probavne cijevi ¢ije su glavne funkcije skladistenje veée
koli¢ine unesene hrane, zapocinjanje procesa probave i postupno otpustanje sadrzaja u
distalni, volumno znafajno manji dio probavne cijevi, dvanaesnik (duodenum),
omogucujuci tako evolucijski prijeko potreban intermitentni rezim hranjenja (1). Prosjecan
volumen Zeluca odrasla ¢ovjeka iznosi 1,5 litara, a ovisno o prehrambenim navikama njegov

volumen moze se povecati i do nekoliko litara (2).

Makroskopski razlikujemo prednju i straznju stijenku Zeluca te dvije zelu€ane krivine,

malu krivinu Zeluca smjeStenu desno i veliku krivinu Zeluca koja ¢ini lijevi rub organa.

Anatomski 1 histoloski zeludac se moze podijeliti u 4 dijela: kardija, fundus, korpus i
pilorus (Slika 1). Iako je tesko definirati jasne anatomske i histoloske granice kardije (do te
mjere da neki autori ¢ak 1 dvoje o potrebi za izdvajanjem ove regije Zeluca kao specificnog
dijela), to je podrucje koje se neposredno nastavlja na ezofagogastri¢ni spoj. Lijevo i iznad
kardijalnog usca nalazi se fundus zeluca koji ¢ini najvisi dio Zeluca te je u uspravnom
poloZaju ispunjen zrakom. Na fundus Zeluca se nastavlja korpus koji seze do plitkog ureza
koji se nalazi na oko 2/3 duzine male krivine Zeluca (lat. incisura angularis). Zavrsni dio
zeluca je pilorus Kkoji se sastoji od ulaznog dijela, antruma, i pilori¢nog kanala koji spaja
zeludac s duodenumom. Pilori¢ni kanal €ini palpabilni cirkularni mi$ic€ tzv. pilori¢ni sfinkter

(2,3).

Prednja stijenka Zeluca prilijeze u podrucju kardije, male krivine i pilorusa uz donju

plohu jetre, u podrucju fundusa i dijela velike krivine uz osit, dok je pilori¢ni dio u podru¢ju



anatomski nazvanom zelucano polje u direktnom doticaju s prednjom trbuSnom stijenkom.
Straznja stijenka zeluca tvori prednji zid vrecice trbusne marame (lat. bursa omentalis) te
prilijeze uz gusteracu, dijafragmu, poprecni kolon, slezenu te lijevu nadbubreznu zlijezdu i
vrh lijevog bubrega. Zeludac je gotovo u potpunosti obavijen peritoneumom, izuzev malog

dijela u podrucju ezofagogastri¢nog spoja (2).

S o PARIJETALNE/OKSINTICNE/
Skvamozni - viSeslojni &
plocasti epitek FUNDUSNE ZLIJEZDE
-parijetalne/oblozne stanice
-glavne/pepticne stanice
-endokrine stanice
-mukozne stanice vrata

ZLIJEZDE KARDUJE

-mucinozne stanice
-endokrine stanice

Zlijezde
-maticne stanice Zelucanog -maticne stanice Zelucanog
epitela epitela
Jednoslojni cilindricni
epitel
PILORICNE ZLIJEZDE
-endokrine stanice (G Legenda:
stanice) -
-mucinozne stanice O Kardija
~~ Fundus
¢ Korpus
\\ Pilorus

Slika 1. Shematski prikaz anatomske grade Zeluca uz objasnjenje histoloske grade stijenke
pojedinih regija organa

Polozaj Zeluca u trbusnoj Supljini ovisi o ispunjenosti zeluca hranom i polozaju tijela,
ali 1 o spolu 1 konstituciji. Ezofagogastri¢ni spoj se najceSc¢e nalazi u visini Th10 kraljeska,
1 do 2 cm ispod hijatusa dijafragme, dok se gastroduodenalni spoj nalazi u visini L1

kraljeSka. Pri stajanju ispunjen Zeludac se spusta do razine 4. lumbalnog kraljeska (2,3).

Zeludac je opskrbljen arterijskim ograncima celijaénog debla (lat. truncus coeliacus)



abdominalne aorte koji medusobno obilno kolateriraju. Malu krivinu zeluca, do podrucja
incisure angularis, krvlju opskrbljuje lijeva Zelucana arterija (lat. a. gastrica sinistra) koja
je najceS¢e izravan ogranak celijatnog debla, dok preostali dio male krivine zeluca
opskrbljuje desna Zelucana arterija (a. gastrica dextra), ogranak zajednicke jetrene arterije
(lat. a. hepatica communis). Za opskrbu velike krivine zeluca zaduzena je arterijska arkada
koju ¢ine lijeva gastroomentalna arterija (lat. a. gastroomentalis sinistra) koja je ogranak
lijenalne arterija (lat. a. lienalis) i desna gastroomentalna arterija (lat. a. gastroomentalis
dextra) koja je ogranak gastroduodenalne arterije (lat. a. gastroduodenalis). Fundus Zeluca
arterijskom krvlju dodatno opskrbljuju kratke gastri¢ne arterije (lat. aa. gastricae breves) i
straznje gastri¢ne arterije (lat. aa. gastricae posteriores) koje su naj¢esce ogranci lijenalne

arterije (3).

Venska odvodnja Zeluca zapocinje u submukoznim venskim spletovima formirajuci
potom vene koje prate tok ranije spomenutih arterija. Desna i lijeva Zelu¢ana vena (lat. v.
gastrica dextra i v. gastrica sinistra) se pri tome ulijevaju izravno u portalnu venu (lat. v.
porta). U podruc¢ju ezofagealnog otvora dijafragme (lat. hiatus oesophagi diaphragmae)
anastomoziraju s venama jednjaka. Vene koje dreniraju krv s podrucja velike krivine zeluca
se posredno ulijevaju u portalni sustav; lijeva gastroomentalna vena (lat. v. gastroomentalis
sinistra) se ulijeva u lijenalnu venu (lat. v. lienalis), a desna gastroomentalna arterija (lat. v.

gastroomentalis dextra) u gornju mezenteri¢nu venu (lat. v. mesenterica superior).

Limfna odvodnja takoder prati ranije spomenute arterije i vene. Limfne zile teku
zajedno s 4 glavne zelu€ane arterije do podrucnih limfnih ¢vorova (lat. noduli lymphytici).
Gastri¢ni limfni ¢vorovi (lat. noduli lymphatici gastrici) skupljaju limfu iz podru¢ja male
krivine zeluca, gastroomentalni (lat. noduli lymphatici gastroomentalis) s podrucja velike
krivine zeluca, splenicni (lat. noduli lymphatici splenici) s podrucja fundusa, dok su pilori¢ni
limfni ¢vorovi (lat. noduli lymphatici pylorici) primarna filtracijska sredista za limfu s

3



podrucja pilorusa Zeluca i bulbusa dvanaesnika. Sekundarna filtracijska sredista limfne
odvodnje Zeluca su limfni ¢vorovi u jetrenim vratima (lat. porta hepatis), uz slezenu i rub
gusterace. Limfa se na kraju ulijeva u celijaéne limfne ¢vorove (lat. noduli lymphatici

coeliaci) i kroz njih u prsni limfovod (lat. ductus thoracicus).

Simpaticka inervacija Zeluca potjece od 6. do 8. prsnog odsjecka kraljezni¢ne
mozdine. Presinapti¢ka vlakna kao splanhnicki zivei (lat. nervi splanchnici) dolaze do
celijaénog spleta (lat. plexus coeliacus) gdje tvore sinapse, a potom uz arterijske ogranke
celijatnog debla odlaze do zeluCane stijenke. Za parasimpaticku inervaciju je zaduZen
vagalni zivac (lat. nervus vagus) ¢ija presinapticka vlakna putuju prednjim i straznjim
deblom vagusa (lat. truncus vagalis) te tvore sinapse u podru¢ju Auerbachova mijenteri¢nog
spleta (lat. plexus myentericus Auerbachi) smjesStenog unutar miSi¢nog sloja Zeluca, te
Meisnerovog submukoznog spleta (lat. plexus submucosus Meisneri) smjestenog u

submukozi (2).

1.2. Embriologija i histologija Zeluca

Razvoj zeluca zapocinje u 4. embrionalnom tjednu formiranjem vretenastog proSirenja
primitivnog crijeva. Neujednacen proces rasta prednje i straZnje stijenke primordijalnog
zeluca rezultira formiranjem male krivine Zeluca koja nastaje iz prednje stijenke, te velike
krivine Zeluca koja nastaje iz straznje stijenke primitivnog crijeva. Paralelno s njihovim
rastom dolazi i do rotacije primitivnog crijeva oko uzduzne osi za 90° te se isprva sagitalno
postavljen Zeludac orijentira tako da velika krivina dolazi na lijevu stranu, a mala krivina na
desnu stranu. Posljedi¢no, desni vagalni zivac (lat. nervus vagus dexter) koji je inervirao

desnu stijenku primordijalnog zeluca sada inervira straznju stijenku, dok je lijevi vagalni



zivac (lat. nervus vagus sinister) zaduzen za inervaciju prednje stijenke Zeluca (3).

Kao 1 ostatak probavne cijevi, stijenka zeluca ima 4 sloja. Luminalni dio stijenke
oblaze sluznica (lat. tunica mucosa) koja se sastoji od epitela (lat. lamina epithelialis),
tankog sloja veziva (lat. lamina propria) i tankog sloja glatkih misi¢a (lat. lamina
muscularis). Makroskopski je sluznica mekana i barSunasta s vidljivim naborima koji
omogucuju Sirenje zeluca. Ispod sluznice se nalazi svojevrsni potporni sloj, submukoza (lat.
tela submucosa), u kojoj su smjeSteni terminalni ogranci krvnih zila, zivéani spletovi te
limfociti 1 plazma stanice. Treéi sloj je misi¢ni sloj (lat. tunica muscularis) u kojem se
razlikuju unutarnji kosi, srednji cirkularni i vanjski longitudinalni snop miSi¢nih vlakana.
Kosa vlakna su najzastupljenija u podrucju fundusa i korpusa, cirkularna u podruc¢ju korpusa
i pilorusa u ¢ijem distalnom dijelu tvore pilori¢ni sfinkter (lat. musculus sphincter pylori),
dok se longitudinalna vlakna najve¢im dijelom nalaze u podruc¢ju velike i male krivine
zeluca tvoreéi tako funkcionalnu probavnu vreéu. Posljednji sloj ¢ini seroza (lat. tunica

serosa) koja je nastavak visceralnog peritoneuma (2,3).

HistoloSka grada sluznice Zeluca razlikuje se u pojedinim dijelovima organa.
Prekrivena je jednoslojnim cilindriénim epitelom koji izlu¢uje mukopolisaharide i mucin
tvore¢i zaStitni sloj koji $titi sluznicu od Stetnog djelovanja ZeluCane kiseline, pepsina,
bakterija 1 ostalih potencijalno Stetnih sastojaka unesenih hranom. Stanice pokrovnog
cilindri¢énog epitela imaju bazalno smjeStenu jezgru, izraZzena Golgijeva tjeleSca i obilje
apikalno smjeStenih granula bogatih mucinom, te se ne razlikuju znacajno u pojedinim
dijelovima zeluca. Na povrsini sluznice nalazi se mnoStvo malih otvora, tzv. zeluCanih
foveola, koji predstavljaju otvore zeluCanih Zlijezda. Histoloski se razlikuju zZlijezde kardije,
parijetalne i pilori¢ne Zlijezde (Slika 1). Sve Zlijezde predstavljaju invaginaciju povrsinskog
epitela, a razlikuju se s obzirom na zastupljenost stanica koje ih oblazu. Zlijezde kardije su

izrazito razgranate i zauzimaju uski prsten izmedu viseslojnog plocastog epitela jednjaka i
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jednoslojnog cilindri¢nog epitela zeluca (3). lako su dugo vremena postojale polemike o
tome je 1i histoloski entitet kardije zapravo patoloski nalaz, De Hertrogh i suradnici su
dokazali da se radi o fizioloskoj regiji Zelu¢ane sluznice (4). Zlijezde kardije gradene su od
mucinoznih, endokrinih i mati¢nih epitelnih stanica. Fundusne zlijezde, zvane jo$ i glavne
te parijetalne ili oksinti¢ne, najbrojnije su zelucane zlijezde. SmjeStene su u podrucju
fundusa i korpusa, a sastoje se od: parijetalnih stanica koje izluuju Zelucanu kiselinu 1
intrinzi¢ni faktor, glavnih ili pepticnih stanica koje izluCuju pepsinogen, mucinoznih,
endokrinih te mati¢nih epitelnih stanica. Parijetalne stanice zapocinju lucenje Zelucane
kiseline 5 do 10 minuta nakon stimulacije aktiviraju¢i H*, K*-ATP-azu (5). Aktivni transport
zahtjeva veliku koli¢inu energije pa 30% do 40% volumena parijetalnih stanica zauzimaju
mitohondriji. Intrinzi¢ni faktor se lu¢i tijekom nesekrecijske faze ciklusa stanice.
Ultrastrukturom glavnih stanica dominiraju ribosomi, slobodni i vezani za endoplazmatski
retikulum, na kojima se sintetizira zimogen pepsinogen koji se u lumenu, nakon doticaja sa
zeluCanom kiselinom pretvara u aktivni oblik, pepsin. Mucinozne stanice fundusnih
zlijezda, za razliku od mucinoznih stanica cilindri¢nog povrSinskog epitela, luce kiselu sluz
te imaju funkciju svojevrsnih prekursorskih mati¢nih stanica koje se po potrebi mogu
diferencirati u parijetalne, glavne, endokrine ili pak mucinozne stanice povrSinskog epitela.
Endokrine ili enteroendokrine stanice u zlijezdama fundusa i korpusa zeluca prvenstveno
izluCuju somatostatin, serotonin i histamin (3). Pilori¢ne Zlijezde su kratke, razgranate
zlijezde smjeStene u podrucju antruma i piloricnog kanala, a gradene su od mucinoznih,
glavnih 1 neuroendokrinih stanica. Glavne stanice pilori¢nih zlijezda luce strukturno razlicit
pepsinogen, tzv. pepsinogen tip II koji je, osim §to se razlikuje u optimalnoj vrijednosti pH
pri kojoj se aktivira, funkcionalno identi¢an pepsinogenu tip I izlucenom iz fundusnih
zlijezda (6). Endokrine stanice pilori¢nih Zlijezda izlucuju gastrin (G-stanice) i somatostatin

(D-stanice).



1.3. Karcinom zZeluca

1.3.1. Epidemiologija

Prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije (engl. World Health Organization,
WHO) u 2018. godini zabiljeZeno je 1,03 milijuna novih slu¢ajeva oboljelih od karcinoma
zeluca, ¢ine¢i ga tako Sestim najceS¢im sijelom tumorskih bolesti. lako je incidencija
karcinoma zeluca u zapadnim zemljama u padu (7,8), globalno gledajuci to je i dalje treéi
najéesci uzrok smrti povezan s tumorskim bolestima (9). Pad incidencije karcinoma zeluca
se prvenstveno pripisuje poboljSanju zivotnih uvjeta i promjenama prehrambenih navika
svjetske populacije. Postoje znacajne geografske, socio-ekonomske, dobne, spolne, rasne i
anatomske razlike u incidenciji 1 mortalitetu karcinoma zeluca. Najveca incidencija je na
Dalekom istoku, potom u isto¢noj Europi te Srednjoj i Juznoj Americi (9-11). Geografske
varijacije ukazuju na znacajan utjecaj okoli$nih i kulturoloskih ¢imbenika. Tome u prilog
govore i podaci 0 smanjenju rizika za nastanak karcinoma Zeluca kod ljudi koji migriraju iz
podrugja s visokom incidencijom u podruéje s niskom incidencijom karcinoma (12). lako je
u proslosti incidencija karcinoma Zeluca bila viSa u industrijaliziranim zemljama, noviji
epidemioloski podaci ukazuju da gotovo 70% novodijagnosticiranih slucajeva otpada na
zemlje u razvoju (9). U toj skupini zemalja takoder se biljezi i poveéan dobno standardizirani
mortalitet kod muskaraca u odnosu na razvijene zemlje, 14,4/100 000 u zemljama u razvoju
naprema 9,2/100 000 u razvijenim zemljama (9). Incidencija je gotovo dvostruka veca u
muskaraca nego u zena (9). Nesto veca stopa incidencije je zabiljezena u crnaca, hispanaca
i indijanaca (9). Karcinom Zeluca je rijedak u populaciji mladoj od 40 godina nakon ¢ega se
incidencija postupno povecava. Medijan dobi postavljanja dijagnoze u SAD-u je oko 70
godine zivota dok je u Japanu gotovo za desetljeCe manji, $to se prvenstveno pripisuje

kvalitetnim programima rane detekcije karcinoma zeluca u Japanu (8,13). lako je sveukupna



incidencija karcinoma Zeluca u svijetu u padu, analizirajuci anatomsku lokalizaciju tumora
epidemioloske studije su pokazale povecanu stopu incidencije i mortaliteta karcinoma
proksimalnog dijela zeluca (14-17). Ovaj tip karcinoma, u literaturi Cesto nazivan i
karcinom ezofagogastriénog spoja tj. karcinom kardije (13), u usporedbi s karcinomom
distalnog dijela zeluca ima slabije 5-godisnje prezivljenje, vecu perioperativau smrtnost, dva
puta Cesce se javlja u bijelaca te pet puta ¢eS¢e u muskaraca (16,17). Epidemioloski i
patogenetski slican je adenokarcinomu jednjaka te se stoga smatra zasebnim patoloskim

entitetom.

Prema podacima populacijskog Registra za rak Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo
u 2017. godini u Republici Hrvatskoj (RH) zabiljezeno je ukupno 904 novih slucajeva
karcinoma Zeluca Sto ga Cini Sestim naj¢e$¢im primarnim sijelom tumora u muskaraca te
osmim u Zena (18). Stope incidencije za karcinom zeluca u 2017. godini u RH su iznosile
27,7/100 000 stanovnika za muskarce te 16,5/100 000 stanovnika za zene dok je ukupna
stopa incidencije iznosila 21,9/100 000 stanovnika (18). Ukupna standardizirana stopa
incidencije (svjetska populacija) u RH za istu godinu iznosila je 8,76/100 000 stanovnika
Sto je ispod prosjeka ne samo u odnosu na svjetsku populaciju (15,4/100 000) ve¢ i sredisnju

(9,4/100 000) i zapadnu Europu (10,5/100 000) (19).

Od spomenuta 904 sluc¢aja, u trenutku postavljanja dijagnoze u svega 12,9% bolesnika
bolest je bila lokalizirana, u 31,4% je bila regionalno prosirena, 16,9% bolesnika je vec¢
imalo udaljene metastaze dok je za 38,7% bolesnika stupanj prosirenosti bolesti bio
nepoznat (18). Takoder se moze uoditi i regionalna razlika u incidenciji karcinoma Zeluca
unutar RH. Zupanije u kojima se tradicionalno prakticira mediteranski na¢in ishrane imaju
manju stopu incidencije u usporedbi sa Zupanijama u kojima to nije slucaj. Tako su Zupanije
s najmanjom stopom incidencije Sibensko-kninska s 10,8/100 000 stanovnika, Istarska s

15,8/100 000 te Zadarska s 17,2/100 000, dok su zupanije s najviSom stopom incidencije
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Sisa¢ko-moslavacka s 36,7/100 000, Medimurska s 32,4/100 000 te Licko-senjska s

30,5/100 000 stanovnika (18).

1.3.2. Etiologija i patogeneza

Malignomi zeluca mogu nastati iz gotovo svih ranije opisanih vrsta stanica koje ¢ine
zelu€anu stijenku. lako je u 95% slucajeva rije¢ o adenokarcinomima, drugi histoloski tipovi

ukljucuju karcinoide, gastrointestinalne stromalne tumore, limfome itd.

Tijekom povijesti je postojala nekolicina predlozenih 1 koriStenih klasifikacija
adenokarcinoma Zeluca. Epidemioloski i prognosticki vrlo diferentna tzv. Laurenova
klasifikacija iz 1965. godine razlikuje intestinalni, difuzni i mijeSani tip adenokarcinoma

zeluca (20,21). Osnovne razlike u histoloskoj gradi tipova karcinoma po Laurenu vidljive
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Slika 2. Histoloski izgled dva osnovna tipa karcinoma Zeluca po Laurenu; A, difuzni tip
adenokarcinoma - difuzno razbacane pojedina¢ne 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 sadrzi tubularne strukture sli¢ne Zzlijezdama
intestinalnog epitela zbijene jedna uz drugu koje infiltrativno rastu u okolinu. Ovaj tip
adenokarcinoma je povezan s okoliSnim i prehrambenim c¢imbenicima te je visoko
zastupljen u regijama s visokom incidencijom karcinoma zeluca. Pad sveukupne incidencije
karcinoma zeluca je prvenstveno na racun 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 nikada ne uocavaju 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 (22). Difuzni tip koji zahvaca
vecu povrsinu zeluca se naziva linitis plastica. Katkad se nade i mijesani tip karcinoma koji

sadrzi heterogena podruéja s predominacijom jednog od ova dva histoloska tipa (13).

Pretpostavlja se da razvoju intestinalnog tipa adenokarcinoma Zzeluca prethodi
postupan proces karcinogeneze slican onome u kolorektalnom karcinomu. Normalna
sluznica se postupno transformira u hiperproliferativni epitel nakon ¢ega dolazi do zljezdane
atrofije, intestinalne metaplazije, displazije i u konacnici razvoja adenokarcinoma (23).
Tome u prilog govori 1 veca incidencija kroni¢nog atroficnog gastritisa 1 intestinalne
metaplazije u osoba s intestinalnim tipom adenokarcinoma, kao i medu populacijama s
ve¢om incidencijom karcinoma zeluca (24,25). Jedan od dobro poznatih klju¢nih ¢imbenika
za inicijaciju i progresiju ranije opisane kaskade svakako je infekcija bakterijom
Helicobacter pylori (Hp). Danas se jo$ uvijek sa sigurno$¢u ne zna koje su od navedenih
promjena Zeluéanog epitela reverzibilne. Zivotinjski modeli ukazuju na moguénost

reverzibilnosti svih stupnjeva promjena koje prethode visokom stupnju displazije (26,27).

Podaci o utjecaju kroni¢ne upale na razvoj difuznog tipa karcinoma kao i primjenjivost

opisanog modela karcinogeneze za ovaj histoloski tip su nejasni. Oba tipa adenokarcinoma
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su povezana s infekcijom Hp koja ima direktan utjecaj na gene zaduZene za popravak DNA

(28,29).

Kao §to je ve¢ ranije spomenuto, anatomski i epidemioloski razlikujemo karcinom
proksimalnog dijela Zeluca od distalnog karcinoma fundusa, tijela i antruma Zeluca.
Zanimljivo je da studije na zivotinjskim modelima sugeriraju da i adenokarcinom jednjaka

povezan s Barrettovom metaplazijom potjece od stanica kardije zeluca (30).

Za razliku od karcinoma kolona ¢ija je karcinogeneza dobro proucena na genetskoj
razini, toCan mehanizam i geni uklju¢eni u razvoj karcinoma Zeluca jo§ nisu dobro
definirani. Vjerojatan razlog je velika heterogenost molekularnih mehanizama uklju¢enih u
proces karcinogeneze karcinoma Zeluca i ezofagogastri¢nog spoja (31-34). Godine 2014. u
sklopu programa ,,The Cancer Genome Atlas* predlozena je klasifikaciju karcinoma Zeluca
na osnovu epigenomskih, transkriptomskih i proteomskih analiza koja razlikuje 300
podvrsta karcinoma Zeluca (35). Iako ova opsezna klasifikacija do danas nije nasla Siru

klini¢ku primjenu autori su definirali 4 velike grupe karcinoma (13,35-38):

1)  Karcinomi povezani s infekcijom virusom Epstein Barr (EBV) — ovaj tip karcinoma
pokazuje dominantan profil epigenetske hipermetilacije, mutacije u PIK3CA, ARID1A
i BCOR genima, gubitak funkcije CDKN2A, jaku izrazenost imunosnih biljega;

2)  Karcinomi s mikrosatelithom nestabilnos¢u (MSI) — ovaj tip karcinoma je genetski
vrlo slican kolorektalnim karcinomima s istom Kkarakteristikom mikrosatelitne
nestabilnosti, hipermutacije i hipermetilacije, povisenim biljezima imunosti, gubitkom
funkcije MLH1 gena, i aktivacijskim mutacijama u ARID1A, PIK3CA, RNF43 i KRAS

genima, a najcesce su intestinalni tip po Laurenu;
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3)  Genomski stabilni karcinomi — karcinomi karakterizirani niskom stopom zabiljezenih
mutacija i aberacijama ponavljajucih sekvenci, mutacijama u CDH1 i RHOA genima
te fuzijom gena CLDN18 i ARGHAP26/6, a najc¢esce su difuzni tip po Laurenu;

4)  Kromosomski nestabilni karcinomi — karcinomi karakterizirani velikim brojem
zabiljezenih mutacija i1 posljedi¢nih genomskih promjena, TP53 mutacijama,
amplifikacijama EGFR, HER2, KRAS, CDH1, VEGF-A, CDKG®6 i drugih gena, a u oko

60% slucajeva su intestinalnog tipa.

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 3); tako su genomski stabilni karcinomi
zastupljeniji u proksimalnim dijelovima zeluca, a kasnije je uocena i genetska slicnost s

adenokarcinomima jednjak (36).

[ Epstein Barr virus (EBV) tip

. Mikrosatelitna nestabilnost

. Genomski stabilni karcinomi

. Kromozemski nestabilni karcinomi

Slika 3. Dijagrami ucestalosti pojedine molekularne kategorije prema sijelu karcinoma
zeluca. A, ezofagealna-kardija regija; B, kardija i fundus; C, korpus; D, antrum i pilorus
(Preuzeto iz: Nagaraja i sur., 2019 (38))
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1.3.3. Riziéni ¢imbenici

Rizi¢ne faktore za razvoj adenokarcinoma zeluca mozemo podijeliti na sigurne,

genetske, vjerojatne i moguce (13).

1.3.3.1. Helicobacter pylori

Nakon kolosalnih otkrica Marshalla i Warrena 80-ih godina prosloga stoljeca da je
Helicobacter pylori (Hp) sposoban ne samo prezivjeti u okoliSu niskih vrijednosti pH-a
zeluca ve¢ da dovodi do razvoja ulkusa i karcinoma zeluca, Medunarodna agencija za
istrazivanje raka svrstala je Hp u klasu | karcinogena tj. sigurne karcinogene. Hp je gram
negativna, mikroaerofilna bakterija kojom je inficirana gotovo polovina svjetske populacije.
Unipolarna flagela joj omogucuje brz prodor iz lumena Zeluca u mukozu, a produkcija
enzima ureaze osigurava pH neutralan mikrookoli$ (39). Prevalencija infekcije je visa u
zemljama u razvoju te u veéem dijelu Istoéne Azije (40,41). Infekcija Hp moze rezultirati
gastritisom, duodenalnim ulkusom koji se pojavljuje u 10-15% inficiranih osoba ili
Zelu¢anim ulkusom koji je povezan s razvojem karcinoma zeluca (42). Gastritis koji zahvaca
tijelo Zeluca 1 dovodi do aklorhidrije povezan je s ve¢im rizikom razvoja karcinoma. S druge
strane, duodenalna ulkusna bolest uzrokovana s Hp-om je povezana s poja¢anom sekrecijom
Zelucane kiseline i smanjenim rizikom razvoja karcinoma (43). U godini dana 1-3% osoba
inficiranih Hp-om razviju kroni¢ni atrofi¢ni gastritis §to ih ¢ini riziénom skupinom za razvoj
karcinoma (23,44,45). Pretpostavlja se da je za razvoj karcinoma potrebna kombinacija
virulentnog soja bakterije Hp, genetski sklon domacin, dovoljno dugo trajanje infekcije i
prisutnost okoli$nih ¢imbenika poput pusenja i neadekvatne prehrane. Smatra se da upala
dovodi do oksidativnog stresa i nastanka slobodnih kisikovih radikala koji potom ostecuju

DNA, povecéavaju broj CD4+ T limfocita i koncentraciju proinflamatornih citokina. Sve to
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smanjuje sposobnost popravka DNA, smanjuje apoptozu i posljedicno povecava
vjerojatnost nastanka klona karcinomskih stanica. Uz sve navedeno, Hp direktno modificira
gene zaduzene za popravak DNA (28). Studije provedene na misjim modelima ukazuju da
genetski modificirane jedinke sa smanjenom moguénosti popravka DNA razvijaju teze
oblike displazije nakon infekcije Hp-om (46). Sude¢i prema istrazivanjima animalnih
modela, imunoloski sustav domacina ima klju¢nu ulogu u karcinogenezi. Infekcija Hp-om
u genetski modificiranih miSeva bez limfocitne aktivnosti ne dovodi do oste¢enja sluznice
zeluca kao ni do kaskade metaplazija-displazija-karcinom (47,48). S druge pak strane,
misevi s atenuiranom funkcijom B limfocita, ali odrzanom funkcijom T limfocita, imaju
jednak obrazac razvoja upale nakon infekcije Hp-om kao i divlji tip (48). Ove studije su
nedvojbeno dokazale vaznost CD4+ T limfocita u razvoju karcinoma. Nadalje, analizirajuéi
C57BL/6 soj miSeva koji eksprimira prvenstveno Th-1 tip imunolos§kog odgovora (indukcija
sinteze IFN-y i IL-12) i BALB/c soj koji dominantno eksprimira Th 2 odgovor (indukcija
sinteze IL-4 i IL-5), uo¢eno je da je Th-2 tip odgovora povezan sa smanjenim oSteéenjem
sluznice Zeluca untaoé nemoguénosti eliminacije same bakterije. Stovise, BALB/c soj je
povezan s ve¢om stopom bakterijske kolonizacije sluznice (49-51). Ukoliko se soj miSeva
C57BL/6 zarazi crijevnim parazitom Heligmosomoides polygyrus koji pak potice Th2 tip
odgovora, ponovno se uocava smanjena incidencija Hp inducirane atrofije i metaplazije
(52). Potonje objasnjava paradoksalno nizak stupanj karcinoma zeluca uz visoku
prevalenciju Hp infekcije u pojedinim dijelovima Afrike gdje parazitarne infekcije nisu
rijetkost. Populacijske studije provedene u Africi i Latinskoj Americi ukazuju da je omjer
Th-2/Th-1 imunoloskog odgovora znacajno visi u regijama s niskom incidencijom

karcinoma Zeluca (53,54).

Genetska varijabilnost Hp s genomom veli¢ine 1,65 milijuna parova baza je poprilicna

(55). Osoba istovremeno moze biti zarazena s nekoliko sojeva bakterija, a isto tako moze
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do¢i do mutacije bakterije nastanjene u domacinu (56,57). Unato¢ velikoj genetskoj
varijabilnosti, kao glavni ¢imbenici virulencije prepoznati su geni koje kodira tzv. cagPI
skupina (od eng. cytotoxin-associated gene pathogenicity island) te vacA (eng. vacuolating
toxin A) i babA2 (eng. blood group antigen-binding adhesin). CagA pozitivni sojevi su
povezani s tezim stupnjem upale te ve¢om stopom zabiljezene atrofije i adenokarcinoma u
usporedbi s cagA negativnim sojevima (58-61). Smatra se da cagA gen kodira kompleksan
ekskrecijski sustav koji bakterijskoj stanici omogucuje unos proteina u stanice zelu¢anog
epitela, koji potom dovode do poja¢ane mitoze, migracije i transformacije stanica domacina.
Tome u prilog govore i podaci da Hp cagA pozitivni sojevi u miSeva dovode do pojave
neoplazmi gastrointestinalnog i hematopoetskog sustava (62). Prevalencija cagA pozitivnog
soja u zapadnim zemljama iznosi 60% dok je u Japanu gotovo 100% (63-65). Oko 50% svih
sojeva Hp-a eksprimira vacA protein kodiran istoimenim genom. Naziv je dobio po
karakteristi¢noj sposobnosti formiranja vakuola i pora u stanicama domacina. In vitro je
dokazano snazan inhibitor aktivacije T lifmocita (66). BabA proteini koji se nalaze na
povrsini Hp-a omogucavaju bakteriji adherenciju za stanicu domacina vezuci se za
glikosfingolipide na povrsini zeluCane sluznice (67). Sojevi Hp-a koji istovremeno
ekspirimiraju navedene gene babA2, vacAsl i cagA, povezani su s veCom prevalencijom

ulkusa i adenocarcinoma zeluca (68).

1.3.3.2. Epstein-Barr virus

Izmedu 5% do 10% slucajeva karcinoma Zeluca povezano je s infekcijom virusom
Epstein-Barr (EBV) (69). Ovaj patogen je naden isklju¢ivo u zlo¢udno promijenjenim

stanicama. Njegova uloga u karcinogenezi jos nije do kraja istrazena (70).
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1.3.3.3. Prehrana

Smatra se da je sveukupni pad incidencije karcinoma Zeluca u svijetu prvenstveno
posljedica Siroke uporabe hladnjaka i vece konzumacije svjezeg voca i povréa (23).
SkladiStenje hrane na niskim temperaturama smanjuje kontaminaciju hrane gljivama i
bakterijama te bakterijsku produkciju nitrita. Visoko procesuirane namirnice sa zna¢ajnim
udjelom soli, nitrata i policiklickih amina dovode se u vezu s nastankom karcinoma zeluca
(71). Kao posebno kancerogene tvari isticu se nitrati. Naime, bakterije i makrofagi
reduciraju nitrate u nitrite koji potom tvore N-nitrozo spojeve koji su poznati mitogeni i
karcinogeni. lako su N-nitrozo spojevi u §takora dokazani uzro¢nici karcinoma zeluca u
ljudi nisu nadeni nedvojbeni dokazi (72). Rezultati prospektivnih studija su opre¢ni. Svedska
studija je zabiljezila dvostruko ve¢i rizik od razvoja karcinoma Zeluca u osoba koje
konzumiraju vece koli¢ine nitrata (71), dok dvije europske studije nisu nasle statisticki
znacajnu povezanost (73,74). Rezultati meta-analize iz 2019. godine ukazuju na povecani
rizik razvoja karcinoma Zeluca s prehranom bogatom nitritima, ali ne i nitratima (75).
Prehrana s visokim udjelom soli je povezana s 1,5 do 2 puta veéim rizikom za razvoj
karcinoma zeluca (76). Studije na zivotinjskim modelima pokazuju da velike koli¢ine soli u
prehrani u jedinki zarazenih Hp-om dovode do vece stope atrofi¢nog gastritisa i posljedi¢no
vece stope karcinoma Zeluca (77). Epidemioloske studije nisu pokazale jednoznacan utjecaj
konzumacije voca i povréa na razvoj karcinoma Zeluca (78-80). S druge pak strane hrana

bogata svjezom ribom i antioksidansima bi mogla djelovati protektivno (81-84).

1.3.3.4. Pusenje

Pusenje je dobro poznati karcinogen koji je povezan s razvojem veceg broja karcinoma

u ljudi. Epidemioloske studije i meta-analize pokazuju da pusaci imaju 1,5 do 2 puta veci
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rizik razvoja karcinoma zeluca od nepusaca (85-89). Povecan rizik je jednako povezan s
karcinomima kardije kao i s karcinomima distalnog dijela zeluca. Rizik za razvoj karcinoma
raste s koli¢inom konzumiranog duhana. Noviji supstituti duhanskih preradevina koji su
namijenjeni udisanju pare, bez procesa izgaranja, iako patentirani s ciljem redukcije
kancerogenih nitrozamina, povezani su s 1,4 puta veéim rizikom za razvoj karcinoma
distalnog dijela zeluca (90). Takoder, u Hp pozitivnih miseva izlozenih ovim produktima

zabiljezena je veca stopa karcinoma u odnosu na neizlozene Hp pozitivne miseve (13).

1.3.3.5. Alkohol

Vecina epidemioloskih studija je pokazala slabu (91-94) ili nikakvu povezanost
konzumacije alkohola i razvoja karcinoma Zeluca (88,95,96). Povezanost je vjerojatno
uvjetovana multiplim faktorima poput vece izloZenosti duhanskim proizvodima i
smanjenom tjelesnom aktivno$¢u u osoba koje konzumiraju vece koli¢ine alkohola.
Zanimljivo je da konzumacija alkohola povecava rizik od razvoja karcinoma Zeluca u

jedinki s odredenim polimorfizmima gena za alkohol-dehidrogenazu (97).

1.3.3.6. Pretilost

Pretilost je dobro poznati rizi¢éni faktor za razvoj vise maligniteta gastrointestinalnog
sustava. PoviSeni indeks tjelesne mase, a posebno morbidna pretilost (definirana kao indeks
tjelesne mase veci od 35) su povezani s povecanim rizikom za razvoj karcinoma kardije, ali
ne i distalnog dijela zeluca (98-103). Moguc¢i razlog ove povezanosti su proinflamantorni

citokini i adipokini koje proizvodi intraabdominalno visceralno masno tkivo (104).
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1.3.3.7. Genetska predispozicija

Iako je oko 10% slucajeva karcinoma Zeluca koncentrirano unutar obitelji, Smatra se
da je svega 1-3% slucajeva genetski uvjetovano (105,106). Nasljedni karcinomi Zeluca se
mogu podijeliti u 3 glavna sindroma: nasljedni difuzni karcinom zeluca, adenokarcinom
zeluca 1 proksimalna polipoza zeluca te obiteljski intestinalni karcinom zeluca (107). Pri
tome su samo za nasljedni difuzni karcinom Zeluca detektirane jasne uzrocne genetske
mutacije 1 to u genima CDH1 (e-kadherin) i CTNNAL (katenin alfa 1) (106,108-111). U
osoba s mutacijom CDH1 gena karcinom zeluca se moze pojaviti i prije navrSenih 40 godina
starosti, a smatra se da ¢e 70% nosioca mutacije tijekom zivota razviti karcinom (112). Ova
mutacija takoder je povezana s razvojem obiteljskog lobularnog karcinoma dojke (113,114).
Ostali tumorski sindromi povezani s karcinomom Zeluca su Li-Fraumeni sindrom (mutacija
u genu TP53), Peutz-Jeghers sindrom (mutacija u genu STK11) i sindrom obiteljske

adenomatozne polipoze kolona (106,107).

1.3.4. Premaligne promjene

1.3.4.1. Kronicni atroficni gastritis

Kroni¢ni atroficni gastritis se, kako je vec ranije navedeno, smatra jednim
predstadijem u procesu karcinogeneze. Definiran je kao stanjivanje mukoze i gubitak visoko
specijaliziranih stanica zelucanih zlijezda (115). Godi$nja incidencija progresije atroficnog
gastritisa u karcinom Zeluca varira ovisno o studiji, izmedu 0,1% 1 1% (116—120), pri ¢emu
je uocena pozitivna korelacija izmedu povrsine Zeluca zahvaéene promjenama i pojavnosti

karcinoma (121-123). Etioloski gledano, postoje dva tipa kroni¢nog atrofi¢nog gastritisa:
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znatno ¢eS¢i multifokalni atrofini 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 najceS¢e zahvaca sluznicu fundusa i
tijela Zeluca te je povezan s razvojem perniciozne anemije. lako je i u oboljelih od autoimune
forme bolesti uocen povecan rizik za razvoj karcinoma Zeluca, on je daleko manji od onoga
induciranog Hp-om (120,124). Moguc¢i razlog je blazi stupanj upale koji se redovito vidi u
autoimunom gastritisu. Pretpostavlja se da atrofi¢ni gastritis, neovisno o svojoj etiologiji,
dovodi do hipoklorhidrije, u tezim oblicima i aklorhidrije, ¢ime je narusena primarna
barijera imunoloskog sustava i omoguéen nesmetan razvoj bakterija. Bakterije potom
dovode do povecane produkcije karcinogenih N-nitrozo spojeva. Takoder, kao odgovor na
smanjenu produkciju zelu¢ane kiseline dolazi do poveéane sekrecije gastrina, dobro
poznatog Cimbenika rasta, Cije kontinuirano visoke koncentracije mogu dovesti do

abnormalne proliferacije i zlo¢udne transformacije (125,126).

1.3.4.2. Intestinalna metaplazija i displazija

ZeluGana intestinalna metaplazija je definirana kao zamjena Zelu¢anog epitela
intestinalnim (Slika 4A). Nekoliko je razlicitih klasifikacija metaplazije. S obzirom na
povrSinu koju zauzima dijeli se na lokaliziranu i ekstenzivnu intestinalnu metaplaziju.
Lokalizirana metaplazija zahvaca antrum Zeluca ili podrucje incisurae angularis, dok
ekstenzivna zahvaca podrucje korpusa Zeluca i antrum i/ili podru¢je incisurae angularis. S
obzirom na to da metaplazija u podruc¢ju antruma cCesto nije kontinuirana te se prilikom
biopsije moze dobiti lazno negativan nalaz, dokazana izolirana intestinalna metaplazija
korpusa zeluca se Cesto smatra pandanom ekstenzivnoj metaplaziji (115,127-129). Prema

histoloskoj klasifikaciji Zelu¢ana metaplazija se moze podijeliti u 3 tipa (130):
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1) Tip I (kompletna) intestinalna metaplazija koju karakteriziraju prisustvo vrcastih
stanica koje secerniraju intestinalni sijalomucin i dobro diferenciranih nesekretornih
apsorptivnih stanica. Ovaj tip metaplazije nije povezan s povecanim rizikom za razvoj
karcinoma.

2) Tip Il (inkompletna) intestinalna metaplazija koju karakteriziraju prisustvo cilindri¢nih
stanica u razli¢itim stupnjevima diferencijacije 1 vréaste stanice koje izlucuju
kombinaciju Zeluc¢anih (neutralnih) mucina i intestinalini sijalomucin.

3) Tip I (inkompletna) intestinalna metaplazija koja se sastoji od slabo diferenciranih

stanica i vréastih stanica koje izluuju prvenstveno sulfomucin.

Tip 111 1 intestinalne metaplazije su povezani s 20 puta ve¢im rizikom za razvoj karcinoma
zeluca (131,132). Tijekom 5-godiSnjeg pracenja bolesnika s tipom III intestinalne
metaplazije, rani karcinom Zeluca razvilo je 42% ispitanika (131).

Prema vazecoj klasifikaciji iz 2000. godine Zelu€ana displazija moze biti niskog ili
visokog stupnja (Slika 4B i C) (133). Prospektivne studije pokazuju da displazija niskog
stupnja regredira u 60% slucajeva, au 10% do 20% slu¢ajeva progredira u displaziju visokog
stupnja (134-136). Displazija visokog stupnja rijetko kada regredira. U godini dana 2% do

6% bolesnika s visokim stupnjem displazije razvije karcinom zeluca (135,137).
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Slika 4. Histoloski izgled sluznice Zeluca koji pokazuje promjene epitela. A, intestinalna
metaplazija - nalaze se stanice intestinalnog tipa epitela te vrcaste ,,goblet™ stanice (Giemsa
x200); B, blaga displazija epitela - hiperkromatske jezgre, dijelom se penju prema lumenu

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

1.3.4.3. Zelucani polipi

Prevalencija polipa zeluca u op¢oj populaciji je izmedu 0,8% i 2,4% (138,139). Oko
50% polipa su polipi fundusnih zlijezda, 40% otpada na hiperplasti¢ne polipe, a svega 10%
na adenomatozne polipe (139,140). Polipi fundusnih zlijezda su najcesce benigne naravi te
se ¢esce vidaju u osoba koje koriste inhibitore protonske pumpe (141). Procjenjuje se da se
maligna transformacija ovih polipa dogada u svega 1% sluc¢ajeva i to ve¢inom u polipa vecih
od 1cm (142). 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 (143). Hiperplasti¢ni polipi su takoder najcesée benigni, ¢esto multipli te
se povezuju sa stanjima kroni¢ne upale. Tijekom vremena mogu regredirati, ostati
nepromijenjeni ili se povecati. Regresija ¢esto uslijedi nakon eradikacije Hp. Ovi polipi
rijetko maligno alteriraju (142). Adenomatozni polipi zeluca (Slika 5A), za razliku od
prethodna dva tipa, imaju visoku stopu maligne alteracije. Procjenjuje se da ¢e 11% ovih

lezija progredirati do in situ karcinoma unutar 4 godine (144). Stoga smjernice Britanskog
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gastroenteroloskog drustva sugeriraju uklanjanje svih adenoma Zeluca kao i polipa s

detektiranom displazijom (145).

1.3.4.4. Zeluc¢ani ulkusi

Iako etiopatogeneza nije sasvim razjasnjena, anamneza Zelucanog ulkusa (Slika 5B)
je povezana s 1,8 puta ve¢im rizikom za razvoj karcinoma distalnog dijela Zzeluca (146).
Povezanost s karcinomima kardije Zeluca nije pronadena. Zanimljivo je da je postojanje

duodenalnog ulkusa povezano sa smanjenim rizikom za razvoj karcinoma zeluca (147).

Slika 5. Endoskopske slike. A, polip Zeluca; B, dva ulkusa Zeluca; C, karcinom Zeluca

1.3.4.5. Ménétrierova bolest

Smatra se da oko 15% oboljelih od Ménétrierove bolesti razvije karcinom zeluca. Ovo
je oblik gastritisa nepoznata uzroka kojeg karakterizira zadebljana Zelucana stijenka, s
velikim naborima, povec¢anim Zlijezdama i cistama s teku¢inom. Dokumentirano je nekoliko
slu¢ajeva postupne progresije od displazije do karcinoma (13). S obzirom da se radi o

izrazito rijetkoj bolesti, ne postoje jasne smjernice o pracenju i terapiji.
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1.3.5. Klinic¢ke karakteristike karcinoma Zeluca

Najces¢i 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, muc¢nine, osje¢aja 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, uglavnom
kod uznapredovale bolesti (148). Ponekad su bolovi nalik onima kod bolesnika s peptickim
ulkusima, a ocituju se postprandijalnim bolovima i osjeajem punoce U epigastriju te

ucestalim podrigivanjem (149,150).

Klini¢ka prezentacija ovisi 1 o anatomskoj lokalizaciji bolesti. Kod dijela bolesnika,
ceS¢e 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 mu¢nina mogu biti i prvi znakovi difuznih karcinoma
Zeluca, a javljaju se zbog infiltracije stijenke Zeluca tumorskom masom i posljedicnom

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 (148).

Kod bolesnika s proSirenom bolesti, simptomatologija moze biti posljedica
diseminacije karcinoma. U slucaju peritonealne diseminacije bolesnik se moze prezentirati
ascitesom, kod metastatske bolesti jetre prvi simptom moze biti zutica (151), a kod
zahvacenosti limfnih ¢vorova bolest se moze prezentirati limfadenopatijom, tipicno lijevo

supraklavikularno (Virchowljev limfni ¢vor) (152).
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Rjede se kod bolesnika koji razviju paraneoplasticki sindrom mogu javiti
tromboflebitis, neuropatije, nefrotski sindrom ili diseminirana intravaskularna koagulacija

(13).

Tablica 1. Ucestalost simptoma i klinickih prezentacija karcinoma zeluca (148)

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
tegobe nalik onima kod ulkusne bolesti 17

1.3.6. Dijagnostika karcinoma Zeluca

Metoda izbora za dijagnosticiranje karcinoma Zeluca je
ezofagogastroeduodenoskopija (EGD) s obzirom da se definitivna dijagnoza postavlja
temeljem patohistoloSkog nalaza. Prednost EGD je moguénost direktne vizualizacije
kompletne sluznice i uzimanje bioptickih uzoraka suspektnih lezija (153). 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 (Slika 6) (154).
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Slika 6. Shematski prikaz izgleda morfoloski razli¢itih makroskopski suspektnih
neoplasti¢nih lezija (Preuzeto i modificirano iz: Sleisenger and Fordtran's Gastrointestinal
and Liver Disease, 2020 (13))

Tipi¢ni karcinomi zeluca izgledaju kao egzulcerirane vulnerabilne mase neravnih,
zadebljanih rubova (Slika 5C), no u ¢ak do 5% naizgled benignih ulkusnih lezija
patohistoloski se potvrde maligne stanice. Iz tog razloga je nuzno bioptirati svaki Zelucani
ulkus, osobito one koji ne cijele te se preporucuje uzimanje multiplih bioptickih uzoraka s
ruba lezije, povecavajuci na taj nacin osjetljivost pretrage (13,153). Poseban dijagnosti¢ki
izazov predstavljaju karcinomi sa submukoznim Sirenjem (linitis plastica) kod kojih
sluznica moze imati uredan izgled i jedini patoloski nalaz moze biti smanjena distenzija

zeluca kod insuflacije zraka (153).

Uz klasi¢nu endoskopiju s bijelim svjetlom, u zadnje vrijeme se razvija i ulazi u

svakodnevnu upotrebu viSe novih metoda kao $to su kromoendoskopija, magnifikacijska
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endoskopija, “narrow band imaging” (NBI) i autofluorecencija koje za cilj imaju optimalnu
vizualizaciju i poboljsanu detekciju malignih lezija (155). Osobito su korisne u detekciji
ranog karcinoma Zzeluca budu¢i da olakSavaju vizualizaciju morfoloskih promjena i
povecane gusto¢e mikrovaskulature u maligno promijenjenom epitelu za koje se pokazalo

da su jedni od prvih markera maligne transformacije (156).

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 procjenu prosirenosti

bolesti i pracenje odgovora bolesti na lijecenje (157).

Serumski markeri koji se koriste u svakodnevnoj praksi poput karcinoembrinalnog
antigena (CEA), tumorskih antigena CA 19-9, CA 125, CA 72-4, alfa fetoproteina (AFP) ili
pepsinogena nisu dovoljno osjetljivi niti specifi¢ni za postavljanje dijagnoze ili probir
bolesnika s karcinomom Zeluca, s obzirom da se javljaju i kod drugih neoplazmi epitelnog
podrijetla, no nasli su svoju primjenu u pracenju odgovora bolesnika na terapiju (158,159).
U studijama su identificirani i neki novi potencijalni markeri kao §to su transformirajuci
faktor rasta 1 (TGFpB1), tumorska M2-piruvat kinaza i faktor rasta hepatocita, no potrebno

je jos istraziti njihovu uéinkovitost u detekciji karcinoma zeluca (13).
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1.3.7. Patologija i klasifikacija karcinoma Zeluca

Maligni epitelni tumori zeluca se prema najnovijoj klasifikaciji Svjetske zdravstvene
organizacije (WHO) iz 2019. godine dijele u nekoliko velikih skupina: adenokarcinomi,
karcinomi plocastih stanica, adenoskvamozni karcinomi, nediferencirani karcinomi,
gastroblastomi, neuroendokrini  tumori, neuroendokrini karcinomi i mijeSane
neuroendokrine i neneuroendokrine neoplazme (160). Unutar svake od navedenih velikih
grupa postoje brojni podtipovi, no patohistoloski se svi mogu svrstati u jednu od osnovnih

skupina po Laurenovoj klasifikaciji (13).

Od svih zlo¢udnih novotvorina Zeluca adenokarcinomi ¢ine 85% (161). Najéesci
podtip adenokarcinoma su tubularni adenokarcinomi i ¢ine oko 45% adenokarcinoma u
europskim zemljama, malo manje od 10% d¢ine papilarni adenokarcinomi, dok slabo
kohezivni adenokarcinomi, karcinomi stanica prstena pecatnjaka i svi ostali podtipovi

kumulativno ¢ine do 50% svih adenokarcinoma zeluca (Tablica 2) (160).
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Tablica 2. Podjela karcinoma Zeluca prema tipu stanica od kojih su nastali po klasifikaciji

Svjetske zdravstvene organizacije iz 2019. (WHO, 2019)

Adenokarcinom

Tubularni adenokarcinom

Karcinom parijetalnih stanica
Adenokarcinom s mijeSanim podtipovima
Papilarni adenokarcinom

Mikropapilarni karcinom
Mukoepidermoidni karcinom

Mucinozni adenokarcinom

Karcinom stanica prstena pecatnjaka
Slabo kohezivni karcinom

Medularni karcinom s limfoidnom stromom
Hepatoidni adenokarcinom

Karcinom Panethovih stanica

Karcinom ploc¢astih 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 na rani karcinom zeluca i uznapredovali karcinom zeluca. Ranim karcinomom
zeluca smatraju se sve maligne lezije koje su ogranic¢ene 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

zapocet sustavni probir rizi¢nih skupina zbog visoke incidencije karcinoma zeluca (162).

Veéina ranih karcinoma zeluca su veli¢inom male lezije (u prosjeku 2-5 cm) i
anatomski su ¢es¢e lokalizirani na maloj krivini i oko angulusa, no mogu biti i multifokalni
Sto je vrlo Cesto povezano s loSijom prognozom. Makroskopski se dijele prema pariskoj
klasifikaciji kao i sve druge povrSinske neoplasti¢ne lezije probavnog trakta. Histoloski,
uobic¢ajene forme ranog karcinoma zeluca su dobro diferencirane, uglavnom tubularne i
papilarne arhitekture, no razlikovanje dobro diferenciranog karcinoma i displazije visokog
stupnja ili in situ karcinoma moze biti izazovno (163). 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 odluc¢uju¢im faktorom za dijagnozu karcinoma, dok to
nije nuzan uvjet u azijskim centrima. Kako bi se maksimalno uniformirali nalazi medu
razli¢itim centrima formulirana je becka klasifikacija gastrointestinalnih epitelnih neoplazija

u kojoj je prepoznato nekoliko kategorija (164):

e kategorija 1: negativno na neoplaziju/displaziju

e kategorija 2: neodredeno za neoplaziju/displaziju

e kategorija 3: neinvazivna neoplazija niskog stupnja (adenom/displazija
niskog stupnja)

e Kkategorija 4: neinvazivna neoplazija visokog stupnja

o 4.1: adenom/displazija visokog stupnja
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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)

1.3.8. Procjena stadija karcinoma Zeluca

Procjena stupnja prosirenosti bolesti (engl. staging) ima za cilj stratificirati bolesnike
s karcinomom Zeluca u dvije skupine — one s lokoregionalnom bolesti koji su potencijalno
izljecivi 1 one s lokalno uznapredovalom, metastatskom ili neresektabilnom bolesti. Najsire
koriSten sustav procjene proSirenosti bolesti je TNM Klasifikacija: ,, T karakterizira
primarni tumor i odnosi se na dubinu invazije i zahvaéanje okolnih struktura, ,,N* oznac¢ava
zahvacenost regionalnih limfnih &vorova, dok ,,M* karakterizira prisutnost, odnosno
odsutnost udaljenih metastaza (Tablica 3) (165). U kategoriju okolnih struktura ubrajaju se
slezena, transverzalni kolon, jetra, dijafragma, gusSteraca, trbusna stijenka, nadbubreZne
zlijezde 1 bubrezi, tanko crijevo i retroperitoneum. U regionalne limfne ¢vorove ubrajaju se
limfni ¢vorovi uz malu i veliku krivinu Zeluca, limfni ¢vorovi oko lijeve gastri¢ne 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 ¢vorova 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

(160).
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Tablica 3. Pregled TNM Kklasifikacije karcinoma zeluca prema smjernicama AJCC Cancer
Staging Manual 2017 (165)

Primarni tumor (T)

X primarni tumor se ne moze procijeniti
TO primarni tumor nije dokazan
Tis in situ karcinom
Tl tumor invadira laminu propriju, muskularis mukoze ili
submukozu
Tla tumor invadira laminu propriju ili muskularis mukoze
Tlb 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 ¢vorovi (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 1 viSe u regionalnih limfnih ¢vorova
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
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Jedna od glavnih razlika revizije iz 2017. godine u usporedbi s onom prethodnom iz
2010. je redefinicija granice karcinoma koji zahvacaju ezofagogastri¢ni spoj. Prema
aktualnoj klasifikaciji sve neoplazme s epicentrom tumora udaljenim do 2 cm prema
proksimalnom Zelucu ubrajaju se u tumore jednjaka, dok se one udaljene vise od 2 cm od
ezofagogastricnog spoja klasificiraju kao tumori zeluca. 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 (Tablice 6) (165).

Tablica 4. Pregled klini¢kog stadija bolesti prema klinickom TNM (165)

Klinicki stadij (cTNM)

Stadij 0 Tis NO MO
Stadij | T1,T2 NO MO
Stadij 1A T1,T2 N1, N2, N3 MO
Stadij 11B T3, T4a NO MO
Stadij 111 T3, T4a N1, N2, N3 MO
Stadij IVA T4b Bilo koji N MO
Stadij IVB Bilo koji T Bilo koji N M1
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Tablica 5. Pregled klini¢kog stadija bolesti prema patohistoloskom TNM (165)

Patoloski stadij (pTNM)
Stadij 0 TisNO
Stadij 1A TINO
Stadij 1B TINZ1, T2NO
Stadij 1A TINZ2, T2N1, T3NO
Stadij 11B T1N3a, T2N2, T3N1, T4aNO
Stadij 1A T2N3a, T3N2, T4aN1, T4aN2, T4bNO
Stadij 111B T1N3b, T2N3b, T3N3a, T4aN3a, T4bN1, T4bN2
Stadij I11IC T3N3b, T4aN3b, T4bN3a, T4bN3b
Stadij IV Bilo koji T, bilo koji N i M1
*stadiji I-111 podrazumijevaju MO

Tablica 6. Pregled klinickog stadija bolesti prema patohistoloSkom TNM nakon

neoadjuvantne terapije (165)

Stadij nakon neoadjuvantne terapije (ypTNM)
Stadij | TINO, T2NO, T1IN1
Stadij 11 T3NO, T2N1, TIN2, T4aNO, T3N1, T2N2, TIN3,
Stadij 11 T4aN1, T3N2, T2N3, T4bNO, T4bN1, T4aN2, T3N3, T4bN2,
T4bN3, T4aN3
Stadij IV Bilo koji T, bilo koji N i M1
*stadiji I-111 podrazumijevaju MO
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Najces¢e koristena inicijalna metoda procjene proSirenosti bolesti je CT toraksa,
abdomena i zdjelice s intravenskim i peroralnim kontrastom (166,167). CT se pokazao
pouzdanim u detekciji udaljenih presadnica karcinoma, ali je ograni¢ene pouzdanosti u
procjeni dubine invazije primarnog tumora, detektiranju sekundarnih lezija manjih od 5 mm,
zahvacenosti limfnih ¢vorova ili peritonealne diseminacije. Kod ¢ak 20-30% bolesnika bez
CT verificiranih znakova proSirene bolesti eksploracijom su pronadene peritonealne

presadnice (167,168).

EUS se prema vaze¢im ESMO i NCCN smjernicama preporuca kod veéine 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 moguénost tankoiglene aspiracije
(FNA) ili aspiracijske biopsije (FNAB) suspektnih lezija tijekom postupka te moguca
precizna detekcija submukozne invazije kod bolesnika s ranim karcinomom Zeluca
(166,167). Osim toga, EUS-om se jasno moze prikazati svih 5 slojeva Zelu€ane sluznice te
se s 0ko 90%-tnom sigurno¢u moze razluéiti mukozna od submukozne invazije $to ga ¢ini

korisnom metodom kod bolesnika s ranim karcinomom zeluca (13).

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
specifi¢nosti (169). 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 vec¢u
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 (170), no s obzirom na ogranic¢enu dostupnost i veci trosak u hrvatskim centrima se

rijetko koristi kao slikovna metoda izbora.
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Pozitronska emisijska tomografija s fluordeoksiglukozom (PET/FDG) najcesce se
koristi kod dvojbenih/grani¢nih slucajeva. Uglavnom se radi o bolesnicima s T2NO stadijem
i viSe kod kojih CT-om nisu sa sigurnos¢u verificirane udaljene metastaze ili kod kojih je
suspektna etiologija limfadenopatije. Ogranicenje ove metode je u moguénosti lazno
negativnih nalaza kod tumora s niskom metaboli¢kom aktivnosti ili onih koji ne apsorbiraju
FDG kao $to je slucaj s ve¢inom adenokarcinoma Zeluca, a osobito difuznih karcinoma

(1,166).

1.3.9. 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 jo$
uvijek je kirurSka resekcija, koja za neke bolesnike s lokoregionalnom bolesti moze biti
kurativna, dok se za one s uznapredovalom bolesti koristi u svrhu palijacije simptoma
(smetnje pasaZze 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, budu¢i da u vise

randomiziranih multicentri¢nih studija nije dokazana razlika u ukupnom prezivljenju (13).

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 kurativna metoda. Invazija distalnog dijela lijenalne
arterije kao niti prosirenost u limfne ¢vorove oko trunkusa celijakusa nisu nuzno indikator
neresekabilne bolesti, no ponekad je teSko donjeti odluku temeljem slikovnih metoda te se

kod izabranog dijela bolesnika moze uciniti preoperativna eksploracija. S druge strane,
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bolesnici s peripankreaticnom, aortokavalnom, medijastinalnom ili portalnom
limafadenopatijom nisu kandidati za resekciju s obzirom na visoki rizik od prisutnih

okultnih presadnica (171).

Ekstenzivnost resekcije limfnih ¢vorova jos uvijek je predmet rasprava, a pristup se
najvise razlikuje izmedu azijskih i zapadnjackih centara. Azijski centri imaju radikalniji
pristup te zagovaraju D2 resekciju (resekcija limfnih ¢vorova uz trunkus celijakus, u
hepatoduodenalnom ligamentu i perigastri¢énih limfnih ¢vorova), dok se u zapadnjackim
centrima u pravilu odlucuju za D1 resekciju (perigastri¢ni limfni ¢vorovi) s ekstirpacijom
minimalno 15 limfnih ¢vorova. Kroz vise randomiziranih multicentri¢nih europskih studija
nije nadeno znacajne razlike u petogodisnjem prezivljenju bolesnika izmedu onih s D1 i D2
resekcijom, dok je D2 resekcija je bila povezana s ve¢im periopertaivnim mortalitetom i

¢es¢im razvojem komplikacija (13).

Kako sveukupno prezivljenje bolesnika nakon kirurSkog lijecenja ipak nije
zadovoljavajuce, vrlo vaznim su se pokazali perioperativna (neoadjuvantna) kemoterapija i

postoperativna (adjuvantna) kemo(radio)terapija.

Za bolesnike sa stadijem T2NO 1 viSim uglavnom se koristi kombinirani terapijski
pristup koji osim kirurSke resekcije ukljucuje i kemo(radio)terapiju (172). Adjuvantna
kemoterapija nakon kirurSke resekcije, ¢ak i u sluCaju resektabilne bolesti, pokazuje
obecavajuce rezultate. Vrlo ¢esto 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% vecée u odnosu na one lijeCene samo

kirurski (13).
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Kod bolesnika koji zbog stadija bolesti ili loseg klinickog statusa nisu kandidati za
kirurSko lijecenje provodi se kemoterapija kao monoterapija ili konkomitantno s

radioterapijom.

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 metasataza
(veliki T3/T4 tumori, pozitivni perigastricni limfni ¢vorovi) buduci da se kod jednog dijela
bolesnika u meduvremenu ipak verificiraju udaljene metastaze te ih se na taj nacin postedi

nepotrebnog kirur§kog zahvata (13).

Zracenje kao monoterapija ima ograni¢enu primjenu u lijeCenju karcinoma Zeluca
primarno zbog toga §to su adenokarcinomi Zeluca relativno radiorezistentni tumori, a
primjena visokih/adekvatnih doza iradijiacije, zbog anatomske lokalizacije i niske
tolerancije okolnih struktura na zracenje, nije moguca. Pokazalo se i da zracenje kao

adjuvantna monoterapija nema utjecaja na dulje prezivljenje bolesnika (173).

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 najcesce
bolesnici s neulceriranim dobro diferenciranim lezijama manjim od 2 cm kod kojih nije

verificirana limfokapilarna invazija (174).

Prognoza bolesnika s karcinomom Zeluca direktno ovisi o klinickom stadiju bolesti
(Tablica 7) i opéenito 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% (13).
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Tablica 7. Stope petogodisnjeg prezivljenja bolesnika s karcinomom Zeluca ovisno o

klini¢kom stadiju, u nekoliko razvijenih zemljala (13)

Stadij Japan Njemacka SAD
bolesti
1A 95 % 86 % 78 %
IB 5% 72 % 58 %
I 46 % 47 % 34 %
A 48 % 34 % 20 %
1B 18 % 25 % 8 %
AV 5% 16 % 7%
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1.4. Biomarkeri

Otkrivanje bolesti tek u uznapredovalom stadiju, invazivnost tumora i veliki metastatski
potencijal razlozi su vrlo loSe prognoze karcinoma Zeluca. Pravovremena dijagnoza ove
bolesti je za sada jo$ iznimno teSka te se traze markeri koji bi ukazivali na rani stadij
karcinoma, kao i ciljane molekule na koje bi se moglo djelovati i pospjesiti lijecenje vec

prosirene bolesti.

Molekularni mehanizam metastaziranja karcinoma zeluca je kompleksan proces, a kljucni
faktori ukljuceni u nastanak metastaza nisu dovoljno istrazeni. Sam proces metastaziranja
sastoji se od nekoliko koraka koji ukljucuju diseminaciju stanica iz primarnog tumora zbog
gubitka medustani¢nih veza, povecanje stani¢ne pokretljivosti te produkciju proteaza, §to
omogucuje invaziju u okolna tkiva, kao i ulazak u krvozilni ili limfaticki sustav (175). U
slabije diferenciranim karcinomima veceg malignog potencijala, karcinomske stanice
prolaze trans-diferencijacijski proces kojim gube medustani¢ne veze i stanini polaritet te
dolazi do citoskleletnih promjena ¢ime epitelne stanice stjecu mezenhimalne morfoloske
osobine s poja¢anim motilitetom i invazivnoséu. Ovakva promjena fenotipa poznata je kao
epitelno-mezenhimalna tranzicija (EMT) (176-178). Stoga su potencijalne molekule koje bi
mogle biti rani biljeg, ali i ciljna mjesta terapijskog djelovanja, upravo molekule zaduzene

za osiguravanje medustanic¢nih spojista i EMT tumorskih stanica.

1.4.1. Koneksin 43

Stanice viSestani¢nih organizama medusobno komuniciraju na razli¢ite nacine i ta je
komunikacija nuZzna za odrzavanje homeostaze. Gotovo sve humane stanice u neposrednom

kontaktu stvaraju razliCite vrste medustani¢nih veza (spojiSta), primjerice pukotinaste ili
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propusne veze (eng. gap junctions, GJ), adherentne veze (engl. adherens junctions) i tijesne
veze (engl. tight junctions) (179). Posljednjih se godina pocela istrazivati upravo uloga tih

veza u nastanku i progresiji malignih bolesti.

Pukotinasta ili propusna spojista su medustani¢ne veze u obliku kanala promjera 1,5-
2 nm kroz koje mogu pro¢i molekule veli¢ine do oko 1,2 kDa i time je, uz direktni kontakt,
omogucena i direktna citoplazmatska izmjena sekundarnih glasnika i drugih malih molekula
(ukljucuju¢i ione kalcija, cAMP, cGMP, IP3, glutatione, ATP, NAD, glutamat,
prostaglandine, glutatione, citokine itd.) (179-183). Takav nacin medustani¢ne
komunikacije se u literaturi naziva intercelularna (medustani¢na) komunikacija putem
pukotinastih spojista (eng. gap junction intercellular communication, GJIC). Svako
pukotinasto spojiSte sastoji se 0d viSe kanala. Pojedini kanal se sastoji od dva
transmembranska polukanala (hemikanala ili koneksona) koji su smjesteni na susjednim
stanicama (184). Svaki konekson se pak sastoji od Sest transmembranskih proteina,
koneksina i paneksina (Slika 7) (185-187). Kanali mogu biti u jednom od tri stanja:

otvorenom, zatvorenom ili rezidualnom.

Koneksini (Cx) su skupina transmembranskih proteina koji tvore pukotinasta spojista
(188). Poluvrijeme Zivota koneksina je kratko i iznosi od 1 do 5 sati. Sinteza i razgradnja
koneksinskih proteina je kontinuirani dinamicki proces s kompliciranim regulatornim
mehanizmima, §to otvara mogucnosti za eventualne intervencije unutar tog ciklusa (189).
Sintetiziraju se u jezgri transkripcijom dvadeset gena, ali posttranslacijski se dogadaju
brojne modifikacije pa nastaje ve¢i broj mogucéih kombinacija. Do sada je poznato 20
izoformi koneksina. Imaju relativno malu molekulsku tezinu, u rasponu 23-43 kDa, na kojoj
se temelji i nomenklatura izoformi koneksina, a koneksin 43 ima molekulsku tezinu 43 036
Da. Svaki koneksinski protein ima Cetiri transmembranske jedinice (M1 - M4), dvije

izvanstani¢ne petlje koje su ¢vrsto povezane disulfidnim vezama (ECL 1 i ECL 2),
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citoplazmatski N-terminalni  kraj i citoplazmatski C-terminalni kraj koji ¢ini
visokovarijabilnu citoplazmatsku petlju (Slika 7) (190,191). Citoplazmatska C-terminalna
domena regulira otvorenost kanala (pukotinskog spojista) tj. moze zatvoriti kanal ovisno o
razliCitim utjecajima (mehanickoj stimulaciji, pH, transmembranskoj voltazi, razini
izvanstani¢nog ili citoplazmatskog kalcija, promjenama redoks potencijala, hipoksiji,
nitrozilaciji ili fosforilaciji koneksinskih proteina, razini inzulina itd.) (192-198).
Citoplazmatska C-terminalna domena, osim §to regulira otvorenost kanala, istovremeno

sadrzi i mnostvo veznih mjesta za razne kinaze, potporne i signalne molekule (190).

. _ ' Pukotinasto spojiste
Koneksin Hemikanal koneksina (konekson) izmedu dvije stanice

ECL1 ECL2 AR Fry A<

OO0

NNU?

c

Slika 7. Shematski prikaz grade koneksina i pukotinastih spojista (Preuzeto i modificirano
iz: Bonacquisti i Nguyen, 2018 (199))

Da bi se u cijelosti shvatila uloga koneksina potrebno ih je promatrati s vise aspekata:
kao samostalan transmembranski protein, u sklopu hemikanala (koneksona), u sklopu
propusnih  spojista medu stanicama te u kontekstu interakcije s drugim
molekulama/proteinima (183). GJIC ima brojne fizioloske funkcije ukljucujuéi regulaciju
stani¢ne proliferacije, diferencijacije i apoptoze te odrzavanje tkivne homeostaze (200).

Koneksini su, dakle, proteini medustani¢nih veza koji posreduju u medustani¢noj
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komunikaciji i1 regulaciji stani¢nog ciklusa. Promjene na razini pukotinastih spojista
razli¢itim mehanizmima (modifikacijom signalnih puteva i citokinskih kaskada, promjenom
transkripcije, promjenama na razini proteina regulatora stani¢nog ciklusa itd.) dovode do

promjena funkcionalnih i morfoloskih osobina stanice (183).

Koneksin 43 (Cx43) ili GJAL (engl. gap junction alpha-1 protein) je najzastupljeniji
koneksinski protein, a noviji radovi su dokazali njegovu prisutnost u stanicama gotovo svih
organskih sustava pa tako i u Zelucu (201-204). Stoga je upravo ovaj koneksin najvise
proucavan u kontekstu onkogeneze. Iako jos uvijek nedovoljno istrazeno podrucje, prema
dosadasnjim spoznajama i koneksini i GJIC imaju ulogu u nastanku karcinoma, njihovom
rastu i metestaziranju (183,205). Jasnija uloga koneksina u nastanku maligne transformacije

stanica i progresiji maligne bolesti ekstenzivno se istrazuje.

Ve¢ dugo vremena poznato je da neki karcinogeni iz okoliSa, ali i onkogeni kao $to su
RAS i SRC, reguliraju ekspresiju gena i fosforilaciju proteina koneksina te inhibiraju
medustani¢nu komunikaciju i funkciju pukotinastih spojista (206-209). Sukladno tome, u
pojedinim humanim tumorima, primjerice tumorima dojke (210), ovarija (211), prostate
(212), gusterace (213, 214) i u osteosarkomu (202), dokazana je smanjena ekspresija
koneksina u odnosu na okolno zdravo tkivo. Nadalje, u nekim stani¢nim linijama karcinoma
dojke hiperekspresija Cx43 i Cx26 suprimira maligni fenotip: dovodi do parcijalne
rediferencijacije stanica te blokira proces EMT i angiogeneze (215). Zanimljivo je da iako
in vivo inhibira tumorski rast u trodimenzionalnim kulturama tumorskih stanica, to nije
zabiljezeno u dvodimenzionalnim kulturama (215,216). Nadalje, obnova intercelularnog
transporta putem pukotinastih spojista i Cx43 u stanicama karcinoma jajnika inhibira njihov
rast (211). Ovakva opazanja sugeriraju tumor-supresorski ucinak koneksina i pukotinskih
spojista (217). Takoder, nekoliko je istrazivanja pokazalo da Cx43 pokazuje tumor-

supresorski uc¢inak neovisno o funkciji intercelularnog transporta malih molekula putem
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pukotinastih spojista tj. da se anti-tumorski efekt koneksina moze odvojiti od funkcije
intercelularnog transporta putem pukotinastih spojista (202,215,218). Taj je ucinak
posredovan C-terminalnom domenom Cx43 (202). Medutim, neka promatranja upucuju na
to da uloga konksina nije isklju¢ivo anti-tumorska. Naime, novije spoznaje ukazuju da
izrazenost Cx43 nije sniZena tijekom citavog procesa tumorogeneze, ve¢ se u kasnijim
fazama tumorogeneze povecava poticu¢i migraciju karcinomskih stanica i invazivnost
tumora (219). Tako se, na primjer, pretpostavlja da koneksini u primarnom karcinomu dojke
djeluju kao tumor supresori, dok se u uznapredovalim fazama tumora mogu ponasati
dvojako, ovisno o kontekstu, kao faktor supresije ili pak faktor daljnje progresije maligne
bolesti (215,220). Naime, primarni tumori dojke negativni na Cx26 i Cx43 daju metastaze
u limfne ¢vorove pozitivne na Cx26 i Cx43. Inicijalna istraZivanja karcinoma Zeluca takoder
upucuju na moguénost da je izrazenost Cx43 na tumorskim stanicama potrebna za uspjesno
metastaziranje u limfne ¢vorove ili peritonealnu diseminaciju bolesti, omogucéujuci
dijapedezu stanica karcinoma kroz jednosloj mezotelijalnih stanica (221,222). Moguce
objasnjenje ovih oprecnih rezultata istrazivanja lezi u Cinjenici da je ucinjena korelacija
izrazenosti Cx i klinicko-patoloskih parametara bez uzimanja u obzir prostorno-vremenske
komponente izrazenosti CX, tj. ¢injenice da je izraZzenost Cx promjenjiva tijekom samog
procesa tumorogeneze (215,223,224). Za sada se vrlo malo zna o promjenama u izrazenosti
Cx tijekom punog spektra razvoja i progresije karcinoma. Zadnjih godina uvelike se
istrazuju moguénosti manipulacije izrazenosti Cx u terapijske svrhe (183). Medutim,
regulacija njihove izrazenosti i funkcija Cx nisu u potpunosti razjasnjeni pa selektivna
manipulacija 1 dalje predstavlja izazov za znanstvenike. Potrebna su daljnja istraZivanja
kako bi se u cijelosti shvatio mehanizam regulacije ekspresije Cx te uloga Cx u pojedinim

fazama karcinogeneze razli¢itih primarnih sijela karcinoma.
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Imunohistokemijska izrazenost Cx43 i GJIC do sada nije ekstenzivnije istrazivana u
karcinomima zeluca. Zanimljivu poveznicu Hp i Cx u razvoju karcinoma Zzeluca u
preglednom radu objedinili su Li i sur. (26). Infekcija izaziva upalnu reakciju te dolazi do
stvaranja interleukina od kojih IL-1p preko AKT signalnog puta moze inhibirati Cx43. Osim
toga tijekom infekcije Hp izaziva promjene u acetilaciji histona i DNA metilaciji §to dovodi
do aktivacije brojnih transkripcijskih faktora koji mogu inhibirati i stvaranje Cx. Wu i sur.
(225) su objavili istrazivanje u kojem su analizirali izrazenost Cx43 i Cx32 u karcinomima
zeluca. Pokazali su da je stopa izrazenosti Cx43 u normalnoj zelu¢anoj sluznici 100% dok
je stopa izrazenosti u karcinomima Zeluca 39.6%. Takoder su pokazali da postoji statisti¢ki
znacajna povezanost izmedu izraZzenosti Cx43 i TNM stadija tumora te histoloskog tipa
tumora. Istrazivali su i razli¢ite stani¢ne linije kojima su potvrdili slabu do negativnu
izrazenost CX i1 gubitak funkcije pukotinastih spojista u linijama slabo diferenciranog
karcinoma zeluca. Zakljucili su da je smanjena izrazenost Cx43 povezana s pojavom,
progresijom i metastatskim potencijalom karcinoma zeluca. Tang i sur. (222) istrazivali su
imunohistokemijsku (ko)izrazenost Cx43 i E-kadherina u primarnim tumorima Zeluca i
pripadajué¢im metastazama u limfnim ¢vorovima. Dokazali su da je izrazenost Cx43 i E-
kadherina znacajno reducirana u primarnom tumoru zeluca u odnosu na okolnu zdravu
sluznicu (za Cx43 31.6% vs. 100%). Smanjena izrazenost Cx43 i E-kadherina u primarnom
tumoru Zzeluca bila je povezana sa slabijom diferencijacijom primarnog tumora,
uznapredovalim TNM stadijem bolesti i metastaziranjem u limfne ¢vorove. 60% karcinoma
bez metastaza i 25.8% karcinoma s metastazama u limfne ¢vorove bili su pozitivni na Cx43.
Ekspresija Cx43, za razliku od E-kadherina, nije korelirala s petogodisnjim prezivljenjem
bolesnika. Medutim, imunohistokemijska izrazenost Cx43 i E-kadherina bila je znacajno
veca u metastatskim limfnim ¢vorovima u usporedbi s pripadajué¢im primarnim tumorom

zeluca. Stovise, neki primarni tumori negativni na Cx43 i E-kadherin dali su metastaze u
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limfne ¢vorove koji su imunohistokemijski bili pozitivni na njih. Zakljucili su da
istovremeno smanjenje izrazenosti Cx43 i E-kadherina moze doprinositi nastanku
karcinoma zeluca, ali, s druge strane, povecanje njihove izrazenosti moze doprinositi
metastaziranju karcinoma zeluca u limfne ¢vorove. U kasnijoj studiji Tang i sur. (221) su i
dokazali da je izrazenost Cx43 sniZzena u stanicama karcinoma zeluca (26.2%), ali je
poviSena u peritonealnim metastazama (69%). U modelu in vitro su dokazali da poveéana
ekspresija Cx43 u stanicama karcinoma Zeluca poti¢e adheziju karcinomskih stanica za
mezotelne stanice potrbusnice neovisno o GJIC (vjerojatno medudjelujuéi s adhezijskim
molekulama kao S§to je E-kadherin) te da Cx43 igra vaznu ulogu u peritonealnom

metastaziranju.

1.4.2. NEDD9

NEDD9 (engl. neural precursor cell expressed, developmentally downregulated
protein 9; sinonimi su HEF1, Cas-L i CASS2) je ¢lan CAS obitelji proteina (engl. Crk-
associated substrate). Imaju ocuvanu zajednicku strukturu obiljeZenu s Cetiri domene: SH3
domena na N-terminalnom kraju kojom se veze na tirozin kinazne proteine, nestrukturirana
domena supstrata, domena od 4 zavojnice i evolucijski ocuvana C-terminalna domena (Slika
8) (226). CAS proteini sudjeluju u brojnim bioloskim funkcijama. Posebno su vazne fokalna
(zarisna) adhezija kojom stanice ZzariSno prijanjaju za izvanstani¢ni matriks, potom
sposobnost degradacije izvanstanicnog matriksa kao i komunikacija i odgovor na mehanicke
promjene mikrookolisa (226,227). Mjesta fokalne adhezije imaju strukturnu ulogu i
predstavljaju mjesto vezanja aktinskog citoskeleta na citoplazmatskoj strani membrane s
izvanstani¢nim matriksom (engl. extracellular matrix, ECM). Oni nastaju oko integrinskih
heterodimera, koji se vezu za komponente izvanstani¢nog matriksa (kolagen, laminini,
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proteoglikani, elasticna vlakna). Dakle, molekule stani¢ne adhezije omoguéuju blisku
povezanost epitelnih stanica, ali i njihovo uc¢vrs¢ivanje u bazalnu membranu, sto svakako
nije karakterisitika mezenhimalnih stanica, koje karakterizira manjak spomenutih
adhezijskih struktura (228). Uz to, to su mjesta prijenosa signala, koja pokrecu signalne
putove kao odgovor na prijanjanje regulirajuéi stani¢nu migraciju te invaziju stanica i
prezivljavanje kao i cilijarnu resorpciju i funkciju osteoklasta (226). Osim toga CAS proteini
omogucavaju transport proteina u jezgru ¢ime sudjeluju u kontroli stani¢nog ciklusa te
stani¢noj apoptozi i proliferaciji. Kontrolna tocka stani¢nog ciklusa CAS proteina je u
mitozi, jer nedostatak CAS proteina blokira stanicu u G2 fazi. U kulturi stanica koje su u
fazi mirovanja razine endogenog NEDD9 su niske, no ulaskom stanice u stani¢ni stanic¢ni
ciklus razine NEDD9 proteina brzo rastu te su najvece u G2/M fazi ciklusa. U tom kontekstu
NEDD? se smatra glavnim koordinatorom razli¢itih signalnih puteva koji utjecu na stani¢ni
ciklus, proliferaciju, apoptozu, adheziju, migraciju i invazivnost stanica (226,227). Isto tako,
tijekom apoptoze potreban je transport nekih proteina u jezgru (kao p53 i drugih
transkripcijskih faktora), a CAS proteini omoguéavaju apoptozu olakSavajuéi transport ovih
esencijalnih proteina (226,229). Apoptoza je inhibirana u stanicama sa smanjenom razinom

CAS proteina, dok stani¢na proliferacije korelira s CAS izraZenoscu.

Molekula NEDD9 je citoplazmatski protein, koja koliko je poznato, nema svoju
enzimatsku aktivnost, ali sadrzi niz interakcijskih domena s pomoc¢u kojih ostvaruje
interakciju s drugim signalnim proteinima i utjeCe na njihove signalne puteve (230-232).
Nakon odredenih poticaja NEDD9 se koncentrira u fokalnim adhezijama te u podruc¢ju
centrosoma i mitotskog vretena tijekom G2 i M faze stani¢nog ciklusa. Supstratna domena
NEDDO? je nestrukturirana, ali osjetljiva na istezanja N-terminalnih i C-terminalnih krajeva
pri ¢emu se otvaraju SH2 vezna mjesta i postaju slobodna za fosforilaciju i vezivanje (Slika

8). Dakle, na taj na¢in ostvarivanje interakcija s drugim proteinima dovodi do fosforilacije
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NEDD?9 sto je klju¢na komponenta u njegovoj regulaciji, a fosforilacijski status ovisi o
aktinskom citoskeletu. Neki lijekovi koji narusavaju strukturu aktinskih filamenata u stanici

uzrokuju defosforilaciju NEDD9 (114).

Slika 8. Shematski prikaz strukture NEDD9 proteina te proteini s kojima stvara inetrakcije
(Preuzeto iz: Tikhmanova i sur., 2010 (226))

Regulatorni protein NEDD9 integralna je sastavnica normalne i patoloski
promijenjene stani¢ne biologije sudjelovanjem u kontroli migracije i kemotaksije, apoptoze,
stani¢nog ciklusa i diferencijacije. NEDD9 je centralna komponenta integrin-ovisne
signalne kaskade koja je osnova medusobne interakcije ECM 1 fokalnih adhezijskih proteina
unutar stanice i koja aktivira FAK i Src kinaze koje poti¢u stani¢nu migraciju (233). Uz to,
pojacana izrazenost NEDD9 negativno djeluje na E-kadherin (koji ¢ini adherentna
medustanicna spojiSta, vazan je za medustanicnu adheziju i prepoznavanje, odreduje
polarnost stanice, a ¢ini i komponentu Wnt signalnog puta) i tako pozitivno utjece na EMT
tumorskih stanica, njihovu migraciju i invazivnost (226,234-236). Misevi kojima je utiSan
NEDD9 gen (,,.knock out®) se normalno razvijaju u embrionalno doba i postaju fertilni, ali

imaju defekte imunoloskog sustava i nisku populaciju B-stanica slezene. Kada se tako utisa
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NEDD?9 u limfocitima oni imaju lo§ kemotakticki odgovor i oslabljenu adheziju stanica

(226).

Posljednjih godina istrazivanja su pokazala da NEDD9 ima vaznu ulogu u
tumorogenezi, posebno u nastanku metastaza. Brojna istrazivanja su pokazala razli¢ite
mehanizme djelovanja NEDD9, ali to¢ni molekularni mehanizmi nisu do kraja razjasnjeni
(226,237-239). CAS/NEDD? signalni putevi se aktiviraju kao odgovor na brojne signalne
molekule vazne tijekom tumorogeneze. Tako je npr. u mnogim slu¢ajevima NEDD9
fosforiliran kao posljedica stimulacije raznim ¢imbenicima rasta (epidermalni ¢imbenik
rasta, vaskularni endotelni ¢imbenik rasta, transformirajuci ¢cimbenik rasta 3, inzulinu slican
¢imbenik rasta, ¢imbenik rasta hepatocita i drugi). Obzirom da je neoSteéen (intaktan)
citoskelet potreban za CAS fosforilaciju potaknutu ¢imbenicima rasta, tretiranjem stanica
citohalazinom D (inhibitor citoskeleta) uocljivo je snizenje razine fosforilacije NEDD9
(237). Osim toga NEDD?9 sudjeluje i u stvaranju novih krvnih Zila prilikom rasta tumora.
Citoskeletna reorganizacija potrebna za polarizaciju i migraciju endotelnih stanica tijekom
stvaranja nove krvne zile zahtijevaju aktivnost CAS ili NEDD9. Daljnji proces degradacije
izvanstanicnog matriksa povecava razinu citokina i ¢imbenika rasta. U tom slu¢aju NEDD9
kompleks koji nastaje kao odgovor na lokalno nakupljanje VEGF (vaskularni endotelni
¢imbenik rasta) potice Src/FAK ovisnu razgradnju ECM stvaranjem invadopodija koji
sadrze matriks-metaloproteinaze. Dodatni efekt takvom odgovoru daje i mehanicki signal
koji ECM S§alje tumorskoj stanici pokusavajuci sprijeciti njegovo Sirenje. Moramo zanti da
je tumorsko tkivo puno kruce i tvrde od normalne stanice koja se ponasa fluidno. Konacno,
EMT je klju¢ni korak u metastaziranju tumora. Reorganizacijom citoskeleta epitelna stanica
gubi medustani¢nu povezanost kao i povezanost stanice s izvanstaniénim matriksom i
bazalnom membranom. Takva tranzicija omogucava tumorskim stanicama prezivljenje u

cirkulaciji te migraciju na udaljena sijela metastaziranja.
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lako je meta-analiza Gu i sur. (240) iz 2019. godine pokazala da prekomjerna
izrazenost NEDD9 u razli¢itim solidnim tumorima korelira s lo$ijim prezivljenjem (i
ukupnim i tzv. , disease-free®), rezultati u literaturi nisu konzistentni. Cak i u njihovom
istrazivanju izrazenost NEDD9 nije imala podjednak utjecaj na prezivljenje za sva sijela
promatranih solidnih tumora. Do sada je pojacana izrazenost NEDD9 povezivana s
agresivno$¢u razli¢itih malignih tumora: karcinoma jajnika (241), dojke (233,242,243),
cerviksa uterusa (244), prostate (245), pluc¢a (246-248), gusterace (214,249), kolona
(235,250), melanoma (251) i glioblastoma (252) te T-stani¢ne leukemije odraslih (253).
Medutim, postoje i studije s opreCnim rezultatima. Tako postoje izvjestaji da je povecana
izrazenost NEDD9 u negativnoj korelaciji s metastaziranjem karcinoma dojke u kosti (254).
Isto tako Ostoji¢ i sur. (255) povezuju pojacanu izrazenost NEDD9 s boljim prezivljenjem
kod karcinoma pluca, Ledinski i sur. (256) kod karcinoma plocastih stanica glave i vrata.
Razlog opre¢nim rezultatima moze biti razli¢it utjecaj pojacane izrazenosti NEDD9 u

razli¢itim tipovima stanica ili razli¢iti utjecaj u razli¢itim fazama razvoja tumora (242).

Recentno je objavljeno nekoliko studija koje povezuju agresivniji klinic¢ki tijek
karcinoma Zeluca s pojaCanom ekspresijom NEDDO. Pokazala su da je izrazenost NEDD9
veca u karcinomu Zeluca nego u normalnoj zelu¢anoj sluznici te da je povecana izrazenost
NEDDO9 povezana s invazivnos¢u tumora, TNM stadijem, prisutno$¢u metastaza u limfne
¢vorove, prisutnoS¢u udaljenih metastaza i loSijom prognozom bolesti (257-260). U modelu
in vitro dokazan je utjecaj NEDD9 na EMT, dok se supresijom izrazenosti NEDD9 uz
pomo¢ siRNA suprimira EMT, snazno se inhibiraju maligna svojstva (proliferacija,

migracija, invazivnost) te se poti¢e apoptoza stanica karcinoma Zeluca (261).
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2. HIPOTEZA

U metastaziraju¢im adenokarcinomima zeluca smanjena je imunohistokemijska izrazenost
koneksina 43 1 povecana imunohistokemijska izrazenost NEDD9 u odnosu na

nemetastazirajuc¢e adenokarcinome zeluca.
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3. CILJEVIISTRAZIVANJA

Opéi cilj
Odrediti i usporediti imunohistokemijsku izrazenost koneksina 43 i NEDD9 u primarnom

adenokarcinomu Zeluca s i bez metastaza u limfne ¢vorove te usporediti njihovu izrazenost

s razli¢itim klini¢kim i patohistoloSkim parametrima.

Specificni ciljevi

1. Odrediti izrazenost koneksina 43 u primarnom adenokarcinomu Zeluca s i bez metastaza
u limfne ¢vorove.

2. Odrediti izrazenost NEDD9 u primarnom adenokarcinomu Zzeluca s i bez metastaza u
limfne ¢vorove.

3. Medusobno usporediti izrazenost koneksina 43 i NEDD9 wu primarnim
adenokarcinomima zeluca s i bez metastaza u limfne ¢vorove.

4. Usporediti izraZzenost koneksina 43 1 NEDDO s karakteristikama tumora: veli¢inom,
dubinom invazije (pT stadij) tumora, vaskularnom invazijom, perineuralnom
invazijom, statusom regionalnih limfnih ¢vorova (pN stadij), histoloskim tipom tumora
(WHO Kilasifikacija iz 2019. godine).

5. Usporediti izrazenost koneksina 43 1 NEDD9 s klinickim parametrima: dob, spol,

preZivljenje.
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4. MATERIJALI I METODE

4.1. Bolesnici

Provedena je presjecna studija s retrospektivno uzetim podacima u razdoblju od
01.01.2005. do 31.12.2015. godine nakon resekcije zeluca i regionalnih limfnih ¢vorova (D1
limfadenektomija s minimalno 10 izoliranih i patohistoloski pregledanih limfnih ¢vorova)
bolesnika s histoloski potvrdenom dijagnozom adenokarcinoma zZeluca 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 ograni¢enog na stijenku zeluca bez prisutnih metastatskih limfnih ¢vorova
te 55 uzoraka karcinoma Zeluca koji su razvili metastaze u limfne ¢vorove. Podaci 0
bolesnicima i histoloskim karakteristika karcinoma zeluca prikupljeni su iz arhive Klinickog
zavoda za patologiju i citologiju, Klinike za unutarnje bolesti i Klinike za kirurgiju KBC
Sestre milosrnice te iz arhive Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo (HZJZ). Iz
patohistoloskog nalaza bolesnika preuzeti su podaci o dobi i spolu bolesnika u trenutku
postavljanja dijagnoze te histoloske karakteristike karcinoma Zeluca: veli¢ina tumora,
histoloski tip tumora, patoloski T i N stadij bolesti, prisutnost perineuralne i vaskularne
invazije, dok smo iz povijesti bolesti bolesnika prikupili podatke o klini¢kom stadiju bolesti.
Podatak o vremenu do kona¢nog smrtnog ishoda bolesnika smo preuzeli iz baze podataka
HZJZ-a. Datum operacije uzet je kao nulto vrijeme, a zadnja provjera kona¢nog ishoda
bolesti obavljena je 30. studenog 2019. godine. Za Cetiri bolesnika (jednog bolesnika bez
metastaza u limfne ¢vorove i tri bolesnika s metastazama u limfne ¢vorove) nismo uspjeli

prikupiti podatak o ishodu bolesti.
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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 ukljucuje fiksaciju tkiva u 10 % puferiranom formalinu, dehidriranje u
uzlaznom nizu alkohola, uklapanje u parafinske blokove te arhiviranje parafinskih kocki.
Podru¢je analize odredeno je pregledavanjem svih uzoraka tumora na malom poveéanju
(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 izraZzenost protutijela odredena je na
minimalno 1000 stanica pod velikim vidnim pove¢anjem mikroskopa (x400), na mjestu
najjace reakcije (tzv.“hot spot®). Imunohistokemijska reakcija Cx43 i NEDD9 odredena je
u epitelnoj komponenti (u daljnjem tekstu epitel tumora) i stromalnoj komponenti (u
daljnjem tekstu tumorska stroma) primarnih karcinoma Zeluca.

Za imunohistokemijsku analizu koristili smo primarno ze¢je poliklonalno protutijelo
na NEDD?9 (razrjedenje 1:400, Abcam, Cambridge, UK, pozitivna kontrola tkivo bubrega)
I miSje monoklonalno protutijelo na Cx43 (razrjedenje 1:300, Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, California, pozitivna kontrola: tkivo sréanog misi¢a). Imunohistokemijska
analiza za navedena protutijela u¢injena je indirektnom ABC tehnikom, LSAB metodom

kao vizualizacijskim sistemom na Dako TechMate TM automatiziranom stroju za
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imunohistokemijsko bojenje uz upotrebu streptavidin imunoperoksidaze protokola prema
preporuci proizvodaca.
Imunohistokemijska reakcija Cx43 i NEDD9 odredena je semikvantitativno

uzimajuéi u obzir intenzitet reakcije kako slijedi:

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

- intenzitet reakcije oznacen kao ,,1* slabo izrazenu 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.
Imunohistokemijski indeks bojenja (IIB) dobiven je kao umnozak intenziteta bojenja (IB) 1
postotka reaktivnih stanica (PRS): 1IB=IRxPRS, a iznosi od 0 do 9. IIB 0 predstavlja

odsustvo reakcije, 11B 1-4 predstavlja slabu, a 11B 5-9 predstavlja jaku izraZzenost.

4.3. StatistiCka analiza

Analizom snage testa za y2 test s pretpostavljenim u¢inkom veli¢ine od 0,5, razinom
znacajnosti od 0,05 te jednim stupnjem slobode, za snagu testa od 95% bilo je potrebno
najmanje 52 bolesnika po skupini. Analiza je provedena programom G*Power for Windows,

verzija 3.1.3 (http://www.psycho.uniduesseldorf.de/aap/projects/gpower/).

Inicijalno je ucinjena opisna statistika, a podaci su prikazani tablicno 1 graficki.
Distribucija podataka analizirana je Kolmogorov-Smirnovljevim testom. Posto veéina
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varijabli nije pratila normalnu distribuciju, kontinuirane varijable izraZzene su medijanom i
interkvartilnim rasponom (25% - 75%), a usporedene su Mann-Whitney, odnosno Kruskal-
Wallis testom. Kategoricke varijable su usporedene Chi-kvadrat testom uz Yatesovu
korekciju te Fisher exact testom. Krivulje prezivljenja su kreirane po Kaplan-Meieru, a

razlike izmedu pojedinih skupina su dodatno usporedene Log-Rank testom.

Povezanosti pojedinih parametara utvrdena je Spearmanovom analizom korelacija.
Snaga korelacije odredena je koeficijentom korelacije Rho, pri ¢emu je korelacija umjerene

snage u rasponu koeficijenta od 0,20 do 0,40.

Analiza povezanosti pojedinih parametara s prezivljenjem uéinjena je Coxovom
regresijom. Visestruka regresija je koristena u svim oblicima regresijske analize kako bi se
utvrdilo postoji li neovisna povezanost s ishodom, odnosno kako bi se ucinila korekcija za
ometajuce ¢imbenike. Prilikom izvodenja viSestruke regresije (istovremena analiza nekoliko
parametara) koriSten je model postepene retrogradne uvjetovane regresije (eng. backward

stepwise conditional regression).

Statisticka analiza napravljena je uz programsku podrsku SPSS verzija 20.0. Za

granicu statisticke znacajnosti odredena je vrijednost p = 0,05.
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5. REZULTATI

Istrazivanje imunohistokemijske izrazenosti proteina koneksina 43 (Cx 43) i NEDD9
provedeno je na 108 uzoraka primarnih karcinoma Zeluca. U Tablici 8 prikazane su njihove

osnovne karakteristike.

Tablica 8. Znacajke bolesnika i patohistoloSke karakteristike karcinoma Zeluca ukljucenih
u istrazivanje

Broj slu¢ajeva (%)
Dob bolesnika (godine) Medijan 68 (31-90)
) Muski 54 50%
Spol bolesnika 5
Zenski 54 50%
Veli¢ina tumora (cm) Medijan 4,1 (1-16)
Intestinalni 38 35,2%
Difuzni 17 15,7%
Histoloski tip
Mijesani 49 45,4%
Ostalo 4 3,7%
1 23 21,3%
2 18 16,7%
pT stadij
3 57 52,8%
4 10 9,2%
0 53 49,1%
- 1 16 14,8%
pN stadij
2 22 20,4%
3 17 15,7%
Ne 74 68,5%
Vaskularna invazija
Da 34 31,5%
Ne 68 63,0%
Perineuralna invazija
Da 40 37,0%
Zivi 30 28,8%
Ishod pracenja (n=104) )
Umrli 74 71,2%
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Prosjec¢na starost bolesnika ukljucenih u istrazivanje bila je 66 godina s medijanom od
68 godina (u rasponu 31-90). Jednako su zastupljeni bolesnici oba spola. Prosje¢na veli¢ina
tumorabila je 5,2 cm s medijanom 4,1 cm (u rasponu 1-16 cm). Bolesnici su u 38% slucajeva
imali karcinome ograni¢ene na sluznicu i dosluznicu Zeluca (T1 i T2) te negativne limfne

¢vorove u 49,1% slucajeva.

Ukupno prezivljenje bolesnika u nasem istrazivanju je 28,8%. Od 74 umrla bolesnika

njih 49 (66,2%) je umrlo unutar 24 mjeseca od operacije.

U Tablici 9 prikazane su razlike u raspodjeli osnovnih parametara prema
metastatskom statusu limfnih ¢vorova. Znacajne razlike zabiljezene su kod svih istrazivanih
parametara osim spola (P=0,178). Vidimo da su bolesnici ¢iji karcinomi nisu razvili
metastaze u limfne ¢vorove (NO) stariji od bolesnika s metastazama (medijan dobi 71 vs. 64
godine; P=0,009), i imaju prosje¢no manje karcinome (medijan 3 cm vs. 5,5 cm; P=0,001).
Karcinomi bez metastaza pokazuju statisticki znacajno drugaciju raspodjelu histoloskih
podtipova u odnosu na karcinome s metastazama (P=0,013). Tako su karcinomi bez
metastaza najéeSce intestinalnog tipa (47,2%) dok su karcinomi s metastazama najcesce
mijesanog tipa u 60% slucajeva. Isto tako, postoji statisticki znacajna razlika u dubini
prodora u stijenku Zeluca (patoloski T stadij, pT), pa karcinomi bez metastaza u 67,9%
slu¢ajeva imaju dubinu prodora T1 i T2 dok karcinomi s metastazama u 90.9% slucajeva
prodiru dublje te su stadija T3 i T4. Karcinomi s metastazama imaju zna¢ajno ¢e$ce prisutnu

vaskularnu (45,5%) i perineuralnu (58,2%) invaziju od karcinoma bez metastaza.
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Tablica 9. Razlike u ispitivanim parametrima karcinoma Zeluca izmedu skupina bolesnika

bez i s metastazama u limfne ¢vorove

Status limfnih ¢vorova

Karcinomi bez Karcinomi s
metastaza metastazama P
(A) (B)

Dob (god)/medijan 71 64 0,009
(raspon) (31-86) (39-90)
Veli¢ina tumora (cm)/medijan 3.0 5.5 0,001
(raspon) (1.0-10.0) (1.3-16.0)
Median prezivljenja (mjeseci) 96.0 13.0 <0,001
(raspon) (59.2-132.9) (10.6-15.4)
Vaskularna invazija prisutna 9 (17%) 25 (45.5%) 0,001
Perineuralna invazija prisutna 8 (15.1%) 32 (58.2%) <0,001
Muski spol 23 (43.4%) 31 (56.4%) 0,178
Histoloski tip 0,013

Intestinalni 25 (47.2%) B 13 (23.6%)

Difuzni 9 (17%) 8 (14.5%)

Mijesani 16 (30.2%) 33 (60%) A

Ostalo 3 (5.7%) 1 (1.8%)
pT status <0,001

1 21 (39.6%) B 2 (3.6%)

2 15 (28.3%) 3 (5.5%)

3 14 (26.4%) 43 (78.2%) A

4 3 (5.7%) 7 (12.7%)

A - P<0,05 naspram istog parametra u koloni A
B - P<0,05 naspram istog parametra u koloni B
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Iz Tablice 10 je vidljivo da losije ukupno prezivljenje imaju bolesnici s dubljim
prodorom karcinoma (pT3 i pT4), viSe pozitivnih limfnih ¢vorova (pN3) te visim klini¢kim
stadijem bolesti i mijeSanim histoloskim tipom karcinoma. Bolesnici klinickog stadija I
imaju smrtni ishod u 38,9%, s medijanom prezivljenja od 131 mjesec dok stadij 2, 3 i 4
smrtni ishod imaju u 82,1%, 90,9% i 100%. Isto tako niti jedan bolesnik s dubinom prodora

tumora T1 (maksimalno do submukoze) nije umro u nasem istrazivanju.

Bolesnici bez metastaza u limfne ¢vorove (pNO) imaju medijan prezivljenja od 96
mjeseci, a do kraja istrazivanja u toj skupini je umrlo 50% bolesnika. Bolesnici s tumorom
prosirenim u limfne ¢vorove imaju kra¢i medijan prezivljenja (ukupni medijan od 13
mjeseci) ovisno 0 broju pozitivnih ¢vorova (N), a u toj skupini smrtni ishod je zabiljezen u

90,7% bolesnika. Zahvacenost limfnih ¢vorova bila je podjednaka u bolesnika oba spola.
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Tablica 10. Ukupno prezivljenje bolesnika u mjesecima (medijan) ovisno o pojedinim

kategorickim varijablama

Medijan (mjeseci) | SE | 95% interval pouzdanosti P
pT status <0,001
Tla/1b Nije dosegnut - - -
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
pN status <0,001
NO 96 18,7 59,2 132,8
N1 19 4,0 11,2 26,8
N2 13 1,9 9,2 16,8
N3 8 1,0 54 10,6
Tip tumora 0,124
Intestinalni 42 20,2 2,3 81,7
Difuzni 50 34,7 0,0 118
Mijesani 16 3,5 91 22,8
Ostalo Nije dosegnut - - -
Klinic¢ki stadij bolesti <0,001
1 131 - - -
2 33 13,2 7,0 58,9
3 13 2,3 8,5 17,5
4 9 2,6 3,8 14,1
Spol 0,504
Zenski 41 9,2 23,0 59,0
Muski 20 7,3 57 34,2

SE, standardna pogreska
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5.1. Koneksin 43

Imunohistokemijska izrazenost koneksina 43 (Cx43) analizirana je u epitelnoj i stromalnoj
komponenti primarnih karcinoma Zeluca (u daljnjem tekstu epitel tumora i tumorska

stroma) te pokazuje citoplazmatski pozitivitet (Slika 9).

Slika 9. Imunohistokemijska izrazenost Cx43 u epitelu i tumorskoj stromi karcinoma Zeluca.
A, umjerena citoplazmatska izrazenost Cx43 u vise od 50% epitela tumora te slaba
izraZzenost u tumorskoj stromi u manje od 10% stanica (x200); B, slaba citoplazmatska
izraZzenost Cx43 u vise od 10% stanica epitela tumora te jaka izrazenost u vise od 50%

stanica u tumorskoj stromi karcinoma Zeluca (x400)

Iz Slike 10 je vidljivo da je, sveukupno gledano, Cx43 slabo izrazen u epitelu tumora, jer
80,6% stanica potpuno negativno dok 19,4% stanica pokazuje pozitivitet, ali svega 5,5%
jakog intenziteta. Istovremeno 45,3% tumorske strome izrazava Cx43, no vec¢inom slabog
intenziteta. Cx43 je statisticki znacajno izrazeniji u tumorskoj stromi nego u epitelu tumora

(2=15,41; P<0,001).
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Cx 43
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10% Negativan
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Epitel tumora Tumorska stroma

Slika 10. Stupanj imunohistokemijske izrazenosti Cx43 u epitelu tumora i tumorskoj

stromi u ukupnom uzorku od 108 karcinoma zeluca (P<0,001)

Iz Tablice 11 vidimo da postoji statisticki znacajna razlika u izrazenosti Cx43 u epitelu
tumora ovisno o prisutnim metastazama u limfne ¢vorove. Tako je jaca izrazenost Cx43 u
epitelu tumora s metastazama, jer 23,6% tih karcinoma izrazava Cx43, od ¢ega 10,9%
karcinoma pokazuje jaku izrazenost dok karcinomi bez metastaza ne pokazuju jaku
izrazenost Cx43 (P=0,047). Razlika izrazenosti Cx43 u tumorskoj stromi nije statisticki

znacajna (P=0,712).
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Tablica 11. Raspodjela imunohistokemijskog intenziteta obojenja Cx43 u epitelu tumora i

tumorskoj stromi prema statusu limfnih ¢vorova kod karcinoma Zeluca

Status limfnih ¢évorova

Bez metastaza | S metastazama P

Cx43 u epitelu tumora 0,047

Negativan 45 (84.9%) 42 (76.4%)

Slabo izrazen 8 (15.1%) 7 (12.7%)

Jako izrazen 0 (0%) 6 (10.9%)
Cx43 u tumorskoj stromi 0,712

Negativan 31 (58.5%) 28 (50.9%)

Slabo izrazen 20 (37.7%) 24 (43.6%)

Jako izrazen 2 (3.8%) 3 (5.5%)

Nasim istrazivanjem nismo utvrdili statisticki znacajnu razliku izrazenosti Cx43 u

epitelu tumora prema klinickom stadiju bolesti, iako karcinomi klinickog stadija 3 i 4 ¢es$ce

pokazuju izrazenost Cx43 jakog intenziteta (P=0,170) (Tablica 12).

IzraZenost Cx43 u tumorskoj stromi statisti¢ki znacajno korelira s klinickim stadijem bolesti

te je tako negativan u 71,1% stanica tumorske strome u klinickom stadiju 1 u odnosu prema

44,1% u stadiju 3 (P=0,026) (Tablica 12).
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Tablica 12. Izrazenosti Cx43 u epitelu tumora i tumorskoj stromi u odnosu na klinicki stadij

bolesti
Klini¢ki stadij bolesti P
n (%o)
1 2 3 4
(A) (B) (€) (D)
) 31 25 26 5 0,170
Negativan
(81,6) | (86.2) | (76,5) | (71.4)
Cx43 u epitelu Slabo 7 2 5 1
tumora izrazen (18,4) (6,9) (14,7) | (14,3)
Jako 0 2 3 1
izrazen (0,0) (6,9) (8,8) (14,3)
) 27 13 15 4 0,026
Negativan
(71,1)BC| (44,8) (44,1) | (57,1)
Cx 43 u tumorskoj |Slabo 10 16 16 2
stromi izraZen (26,3) | (55,2)*| (47,1) | (28,6)
Jako 1 0 3 1
izrazen (2,6) (0,0 (8,8) (14,3)

A — P<0,05 naspram istog parametra u koloni A

B - P<0,05 naspram istog parametra u koloni B
C - P<0,05 naspram istog parametra u koloni C

Analizom korelacija prikazanih u Tablici 13 nismo uvrdili statisticki znacajnu

korelaciju izraZenosti Cx43 u epitelu tumora niti s jednim istraZivanim patohistolo§kim

parametrom karcinoma Zeluca.

Utvrdili smo znacajnu pozitivnu korelaciju izraZzenosti Cx43 u tumorskoj stromi s

veli¢inom tumora i dubinom prodora kroz stijenku zeluca (T stadij) (Tablica 13). Tako je

kod tumorske strome pozitivne na Cx43 medijan veli¢ine karcinoma bio 6 cm S$to je

statisti¢ki znac¢ajno u odnosu na 3,5 cm kod tumorske strome negativne na Cx43 (P=0,002).
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Isto tako stroma tumora s dubinom prodora T1 pokazuje pozitivitet na Cx43 u 26% slucajeva
za razliku od 57,9% slucajeva tumorske strome kod karcinoma T3 i 40% slucajeva jako

izrazenog Cx43 u tumorskoj stromi karcinoma dubine prodora T4 (P=0,03).

Tablica 13. Povezanost izrazenosti Cx43 u epitelu tumora i tumorskoj stromi s klini¢ko-
patoloskim karakteristikama karcinoma zeluca u ukupnom istrazivanom uzorku (N=108).

Analiza Spearmanove korelacije

Cx43 Cx43
epitelu u tumorskoj

tumora stromi

Rho -0,056 0,099

Dob P 0,568 0,309

Rho -0,071 0,296

Veli¢ina tumora P 0,464 0,002

Rho -0,087 -0,050

Histoloski tip P 0,368 0,605

Rho 0,019 0,023

Vaskularna invazija P 0,840 0,813

Perineuralna invazija Rho 0,010 0,109

! P 0,912 0,258

Rho -0,035 0,209

pT stadij (T1-T4) P 0,714 0,030

Rho 0,049 0,077

pN stadij (NO-N3) P 0,610 0,429

) o Rho 0,107 0,076

Status limfnih ¢vorova p 0,266 0,433
(Poz/neQ)

Rho -0,070 -0,167

Spol (Z-0, M-1) P 0,471 0,083
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Univarijatnom analizom nadena je statisti¢ki znacajna razlika u prezivljenju ovisno

0 izrazenosti Cx43 u epitelu tumora, no ne i njegovoj izrazenosti U tumorskoj stromi.

Bolesnici s negativnim Cx43 u epitelu tumora imali su znacajno bolje prezivljenje naspram

bolesnika u kojih je Cx43 bio jako izrazen (medijan 33 mjeseca, naspram 9 mjeseci; P=0,01)

(Tablica 14, Slika 11). S druge strane, nije nadeno statisticki znac¢ajne povezanosti izmedu

prezivljenja i izrazenosti Cx43 u tumorskoj stromi (Tablica 14). Ukoliko razlike u

prezivljenju prikazujemo dvogodis$njim prezivljenjem, vidimo da je znacajno vise bolesnika

koji su prezivjeli nakon dvije godine imalo negativnu izrazenost na Cx43 (P=0,021) (Tablica

15).

Rezultati dobiveni univarijatnom analizom bit ¢e potvrdeni nakon multivarijatne analize,

koja ¢e biti prikazana nakon prikaza analize prezivljenja za izrazenost NEDDO.

Tablica 14. Ukupno prezivljenje bolesnika u mjesecima prema izrazenosti Cx43 u

stanicama karcinoma i tumorskoj stromi

Medijan SE 95% interval P
(mjeseci) pouzdanosti
Cx43 u epitelu tumora 0.010
Negativan 33 8,7 15,9 50,0
Slabo izrazen 20 20,0 0,0 59,1
Jako izrazen 9 3.3 2.6 15,4
Cx43 u tumorskoj stromi 0.620
Negativan 42 91 24,0 59,9
Slabo izrazen 20 8,1 41 35,9
Jako izrazen 16 12,0 0,0 39,6

SE — standardna pogreska
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Slika 11. Krivulje ukupnog prezivljenja bolesnika prema izrazenosti Cx43 u epitelu tumora
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Tablica 15. Usporedba prezivljenja bolesnika nakon dvije godine obzirom na izraZenost
Cx43 u epitelu tumora svih bolesnika te zasebno po skupinama bolesnika bez i s

metastazama u limfne ¢vorove

Prezivljenje nakon 2 godine

Zivi Umrli P
(A) (B)

Svi bolesnici

Negativan 48 (87.3%)8 | 36 (73.5%) 0,021

Cx 43 u epitelu

Slabo izrazen| 7 (12.7%) 8 (16.3%)
tumora
Jako izrazen 0 (0%) 5 (10.2%)"
Bez metastaza u limfne ¢vorove
Negativan 34 (85%) 8 (80%) 0,653
4 itel
£ 43 U epitel Slabo izrazen| 6 (15%) 2 (20%)
Jako izrazen 0 (0%) 0 (0%)
S metastazama u limfne ¢vorove
Negativan 14 (93.3%) | 28 (71.8%) 0,077
Cx 43 u epitelu .
o T Slabo izrazen| 1 (6.7%) 6 (15.4%)
Jako izrazen 0 (0%) 5 (12.8%)

A - P<0.05 naspram istog parametra u koloni A
B - P<0.05 naspram istog parametra u koloni B

Ucinjena je 1 dodatna podanaliza prezivljenja zasebno u bolesnika s 1 bez metastaza
u limfne ¢vorove, no tada zbog smanjenja analizirane populacije niti u jednoj od analiziranih

skupina nije nadeno znacajne povezanosti izmedu Cx43 i prezivljenja (Slika 12, 13).
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Slika 12. Krivulje ukupnog prezivljenja prema izrazenosti Cx43 u epitelu tumora bolesnika

bez metastaza u limfne ¢vorove
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Slika 13. Krivulje ukupnog prezivljenja prema izrazenosti Cx43 u epitelu tumora bolesnika

s metastazama u limfne ¢vorove
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5.2. Protein NEDD9

Imunohistokemijska izrazenost NEDD9 takoder je analizirana u epitelu tumora i

tumorskoj stromi te pokazuje citoplazmatski pozitivitet (Slika 14).

Slika 14. Imunohistokemijska izrazenost NEDD9 u epitelu tumora i tumorskoj stromi

karcinoma zeluca. A, jaka citoplazmatska izrazenost NEDD9 u vise od 50% epitela tumora
bez izrazenosti u tumorskoj stromi (x200); B, umjerena epitelna citoplazmatska izrazenost

NEDD?9 u do 10% stanica, uz slabu izrazenost u vise od 50% tumorskoj stromi (x100)

1z Slike 15 je vidljivo da NEDD9 pokazuje jako obojenje u epitelu tumora u 71,3%
slu¢ajeva ukupnog istrazivanog uzorka od 108 karcinoma zeluca dok je u 28,7% slucajeva
negativan. NEDD9 je takoder izrazen u tumorskoj stromi u 69,3% uzoraka karcinoma
zeluca, ali slabijim intenzitetom obojenja. U ukupnom uzorku nema statisti¢ki znacajne
razlike izrazenosti NEDD9 izmedu epitela tumora i tumorske strome (x?=0,002; P=0,965).
Naprotiv, primje¢ujemo visoku korelaciju istovremene izrazenosti NEDD9 u epitelnoj i

stromalnoj komponenti karcinoma Zeluca.
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Slika 15. Stupanj imunohistokemijske izrazenosti NEDD9 u epitelu tumora i tumorskoj

stromi u ukupnom uzorku od 108 karcinoma zeluca (P=0,965)

Obzirom na visok stupanj izrazenosti NEDD9 u epitelnoj komponenti karcinoma u
nasem istrazivanju nismo utvrdili statisticki znacajnu razliku izmedu karcinoma bez i s
metastazama (P=0,447). Takoder nije zabiljezena razlika u izrazenosti NEDD9 u tumorskoj

stromi (P=0,347) (Tablica 16).
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Tablica 16. Intenzitet imunohistokemijskog obojenja NEDD9 u epitelu tumora i tumorskoj

stromi prema statusu limfnih ¢vorova

Status limfnih évorova

Bez metastaza S metastazama P
NEDD9 u karcinomu 0,447
Negativan 17 (32,1) 14 (25,5)
Jako izrazen 36 (67,9) 41 (74,5)
NEDD9 u stromi 0,347
Negativan 18 (34,0) 14 (25,5)
Slabo izrazen 34 (64,2) 41 (74,5)
Jako izrazen 1(1,9) 0 (0,0)

Izrazenost NEDD9 u epitelu tumora, kao i u tumorskoj stromi, statisticki znac¢ajno

korelira s klini¢kim stadijem bolesti. Ta statisticki znac¢ajna korelacija najjace je izrazena

kod karcinoma klinickog stadija 1 u odnosu prema ostalim klini¢kim stadijima (P=0,016).

Iz Tablice 17 vidimo da su karcinomi klinickog stadija 1 dvostuko Ce$¢e negativni na

NEDD?9 od karcinoma stadija 2 i 3, a ¢ak tri puta ¢eS¢e negativni nego oni klini¢kog stadija

4.
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Tablica 17. Distribucija imunohistokemijskog intenziteta obojenja NEDD9 prema

klinickom stadiju bolesti

Klini¢ki stadij
1 2 3 4 P
(A) (B) (©) (D)

NEDD9 u |Negativan 17 (44,7%) | 6 (20,7%) | 7 (20,6%) |1 (14,3%) | 0.016

epitelu 23 27 6
Jako izrazen |21 (55,3%
tumora (55.3%) (79,3%)” | (79,4%)* | (85,7%)"

Negativan 18 (47,4%) | 6 (20,7%) | 7 (20,6%) |1 (14,3%)" 0,021
NEDD9 u

tumorskoj |Slabo izrazen |19 (50,0%)

23 27 6

_ (79,3%)” | (79,4%)* | (85,7%)"
stromi

Jako izrazen | 1(2,6%) | 0(0,0%) | 0(0,0%) | 0 (0,0%)

A — P<0,05 naspram istog parametra u koloni A

Iz tablice korelacija vidimo da izraZzenost NEDDO u epitelu tumora i tumorskoj stromi
pokazuje gotovo identi¢ne koeficijente korelacije (Tablica 18). lzrazenost NEDD9 je u
korelaciji s veli€¢inom karcinoma, dubinom prodora karcinoma u stijenku zeluca (T stadij)
te prisutnom perineuralnom invazijom. Tako kod karcinoma cije stanice ne izraZavaju
NEDD9 medijan veli¢ine iznosi 3 cm dok je kod NEDD9-pozitivnih karcinoma medijan
veli¢ine 5,5 cm (P=0,001). Karcinomi T1 stadija su NEDD9-negativni u 47,8% slucajeva,
T2 u 38,9%, T3 u 19,3%, a T4 u svega 10% slucajeva (P<0,001). Karcinomi negativni na
NEDD9 imaju prisutnu perineuralnu invaziju u 19,5% slu¢ajeva i vaskularnu invaziju u
22,6%, za razliku od 36,4% slucajeva s vaskularnom i1 42,8% s perineuralnom invazijom
kod karcinoma pozitivnih na NEDD9. NEDD9 ne pokazuje niti statisticki znacajnu

korelaciju s histoloskim tipom tumora (P=0,849).
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Tablica 18. Povezanost izrazenosti NEDD9 u stanicama karcinoma i okolnoj stromi s

klinicko-patoloskim karakteristikama u ukupnom istrazivanom uzorku (N=108). Analiza

Spearmanove korelacije

NEDD9 NEDD9
u epitelu u tumorskoj
tumora stromi
Rho -0,016 -0,039
Dob
P 0,869 0,686
Rho 0,310 0,327
Veli¢ina tumora
P 0,001 <0,001
Rho -0,018 0,006
Histoloski tip P 0,849 0,948
Rho 0,165 0,177
Vaskularna invazija
P 0,086 0,065
) ) N Rho 0,189 0,203
Perineuralna invazija
P 0,049 0,034
- Rho 0,318 0,346
pT stadij (T1-T4)
P <0,001 <0,001
- Rho 0,098 0,116
pN stadij (NO-N3)
P 0,311 0,229
Status limfnih ¢vorova Rho 0,073 0,093
(poz/neg) P 0,452 0,337
3 Rho 0,021 0,000
Spol (Z-0, M-1)
P 0,833 1,00

Univarijatnom analizom je potvrdena statististicki znacajna povezanost prezivljenja i

izrazenosti NEDD9 u epitelu tumora (Slika 16). Isti rezultat bio bi dobiven i kada bi se

analizirala povezanost prezivljenja i izraZzenosti NEDD9 u tumorskoj stromi, obzirom na
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stupanj korelacije izmedu izraZenosti u epitelu i stromi bio >95%. Stoga smo daljnje analize

nastavili samo s izrazenosti NEDD9 u epitelu tumora.

lzraZenost NEDD9
1,0 = TNegativha
wJaka
Cenzurirani
08 @ Negativna-cenzurirani
EJaka-cenzurirani
eptumulativno vrijeme preZivijenja
06 u mjesecima
Kumulativno vrijeme preZivjenja
u mjesecima - cenzurirani
Hi-kvadrat test
04 X2=9,69; df=1; p<0,01
0.2
0,0

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168 Vrijeme (mjesec)

Slika 16. Krivulje ukupnog prezivljenja bolesnika prema izrazenosti NEDD9 u epitelu

tumora

Medijan ukupnog prezivljenja bolesnika s karcinomima koji ne izrazavaju NEDD9
bio je 131 mjesec dok su bolesnici ¢iji karcinomi izrazavaju NEDD9 imali medijan
prezivljenja svega 19 mjeseci (P=0,002) (Tablica 19, Slika 16). Ukoliko razlike u
preZivljenju prikazujemo dvogodisSnjim preZivljenjem, vidimo da je znacajno viSe bolesnika
koji su prezivjeli nakon dvije godine imalo negativnu izrazenost na NEDD9 (P=0,002)

(Tablica 20).
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Tablica 19. Ukupno prezivljenje bolesnika ovisno o izrazenosti NEDD9 u epitelu tumora

Medijan SE 95% interval P
(mjeseci) pouzdanosti
NEDD9 u epitelu tumora 0,002
Negativan 131 67,6 0,0 263,5
Jako izrazen 19 2,4 14,3 23,7

Tablica 20. Usporedba prezivljenja nakon dvije godine od operacije obzirom na izrazenost

NEDD? u epitelu tumora svih bolesnika te zasebno u bolesnika bez i s metastazama u limfne

¢vorove
Prezivljenje nakon 2 godine
Zivi Umrli P

Svi bolesnici
NEDD9 u epitelu Negativan 24 (43,6%) | 6 (12,2%) <0,001
tumora Jako izrazen 31 (56,4%) | 43 (87,8%)
Bez metastaza u limfne ¢vorove
NEDD u epitelu Negativan 15 (37,5%) | 1 (10,0%) 0,138
tumora Jako izrazen 25 (62,5%) | 9 (90,0%)
S metastazama u limfne ¢vorove
NEDDS u epitelu Negativan 9(60,0%) | 5(2:8%) 0,001
tumora Jako izraZen 6 (40,0%) | 34 (87,2%)

Ucinjena je 1 dodatna podanaliza prezivljenja zasebno u bolesnika s 1 bez metastaza u

limfne ¢vorove. Povezanost izrazenosti NEDD9 u epitelu 1 prezivljenja je bila prisutna u

bolesnika s i bez metastaza u limfne ¢vorove, iako je razlika u prezivljenju bila znacajno
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veca u bolesnika bez metastaza u limfnim ¢vorovima (Slika 17 i 18). U skupini bolesnika
bez metastaza u limfnim c¢vorovima, medijan prezivljenja bolesnika s negativnom
izrazenosti NEDDO9 nije dosegnut, a u bolesnika s jakom izrazeno$¢u na NEDD9 medijan
prezivljenja je iznosio 76 mjeseci (x* =8,69; P=0.003) (Slika 17). U bolesnika s prisutnim
metastazama u limfne ¢vorove, medijan prezivljenja u bolesnika s negativnom izrazenoS¢u
NEDD? je iznosio 30 mjeseci, a u bolesnika s jakom izrazeno$¢u na NEDD9 medijan

prezivljenja je iznosio 12 mjeseci (y* =3,89; P=0.048) (Slika 18).

U skupinama bolesnika bez metastaza i s metastazama u limfne ¢vorove losije
prezivljenje znacajno ovisi o jace izrazenom NEDDO, §to je kod bolesnika bez metastaza

statisti¢ki znadajnije izrazeno (y* =8,69; P<0,01) (Slike 17 i 18).

lzraZenost NEDD9
1,0 = INegativha
n?Jaka
by
s E Cenzurirani
08 1' @ nlegativna-cenzurirani
duney [ Jaka-cenzurirani
Yo
06 -“-=|..|, Kumulativno vrijeme preZivijenja
=|= u mjesecima
b LD - Kumulativno vrijeme preZivljenja
ﬂll] u mjesecima - cenzurirani
LT
0.4 "‘:- Hl-kvadrat test
DID X2=8,69; df=1; p<0,01
Ellllllllllllt
0.2 ES— [ . FS
0,0

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168 ‘“iijeme (mjeseci)

Slika 17. Krivulje ukupnog prezivljenja prema izrazenosti NEDD9 u epitelu tumora

bolesnika bez metastaza u limfne ¢vorove
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Slika 18. Krivulje ukupnog prezivljenja prema izrazenosti NEDD9 u epitelu tumora
bolesnika s metastazama u limfne ¢vorove

5.3. Povezanost izrazenosti koneksina 43 i NEDD9

U ukupnom uzorku karcinoma Zeluca, u slu¢aju negativnog statusa NEDD9 u epitelu

tumora u 93,5% slucajeva u istim stanicama nema niti izrazenosti Cx43 i isti obrazac
zabiljezen je i U 90,3% slucajeva u tumorskoj stromi. Odnosno, u epitelu tumora i tumorske

strome koje izrazavaju Cx43 istovremeno je izrazen i NEDD?9, ali ne o obrnuto (Slika 19).

Kada promatramo NEDD9 pozitivne stanice karcinoma tada je Cx43 pozitivan tek u 24,7%
epitela tumora i 59,7% tumorske strome.
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Slika 19. Raspodjela izrazenosti NEDD9 prema statusu izrazenosti Cx43 u epitelu tumora i

tumorskoj stromi u ukupnom uzorku 108 karcinoma zeluca

Spearmanova analiza korelacija pokazuje da su izrazenost Cx43 i NEDD9 u
statisti¢ki znacajnoj korelaciji (Tablica 21). Cx43 izrazen u epitelu tumora je u znacajnoj
korelaciji s NEDD9 u epitelu tumora (P=0,027) i tumorskoj stromi (P=0,029), a ta korelacija
je jos jaca u slucaju izrazenosti Cx43 u stromi (P<0,001). Istovremena izrazenost NEDD9 u
epitelu tumora i stromi je u gotovo apsolutnoj korelaciji jer je koeficijent korelacije
Rh0=0,997 dok izrazenost Cx43 u epitelu tumora nije u znacajnoj korelaciji s njegovom

izrazenosti u stromi (Rho=0,10; P=0,305).
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Tablica 21. Povezanost izrazenosti Cx43 i NEDD9 u epitelu tumora i tumorskoj stromi.

Analiza Spearmanove korelacije

Cx43u Cx43u | NEDD9u | NEDD9 u
epitelu | tumorskoj | epitelu | tumorskoj
tumora stromi tumora stromi
Rho 1,000 0,100 0,213 0,210
Cx43 u epitelu tumora
P - 0,305 0,027 0,029
Rho 0,100 1,000 0,453" 0,484"
Cx43 u tumorskoj stromi
P 0,305 - <0,001 < 0,001
Rho 0,213 0,453" 1,000 0,967
NEDDO? u epitelu tumora
P 0,027 <0,001 - <0,001
NEDD u tumorskoj Rho 0,210 0,484" 0,967 1,000
stromi P 0,029| <0,001|  <0,001 .

koeficijent korelacije Rho vec¢i od 0,40 - jaka korelacija

U ukupnom uzorku karcinoma zeluca, u 26,9% slucajeva karcinomi ne izrazavaju niti
jedan istrazivani protein, u 53,7% slu¢ajeva izrazen je samo NEDD9, a samo u dva slucaja

samo Cx43 dok u 17,6% slucajeva karcinomi izrazavaju oba proteina.

Spearmanovom analizom korelacija takoder smo utvrdili da postotak karcinoma koji
ne izraZavaju oba istrazivana proteina statisticki znacajno opada s dubinom prodora u
stijenku Zeluca (Rho=0,215; P=0,027). Tako u stadiju T1 52,3% karcinoma ne izrazava niti
jedan protein dok su karcinomi stadija T3 i T4 u manje od 20% slucajeva negativni na oba
proteina. Slicna znacajna korelacija zabiljeZena je i s klini¢kim stadijem bolesti gdje u
stadiju 1 41,7% karcinoma ne izrazava oba proteina. Karcinomi klini¢kog stadija 2 u

najvecem broju slucajeva (79,3%) izrazavaju samo NEDD9. Nismo zabiljezili statisticki
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znacajnu korelaciju histoloSkog tipa karcinoma s istovremenom izrazeno$¢u oba proteina.

Ipak, intestinalni i mijesani tip karcinoma u 50% slucajeva pokazuju samo pozitivitet na

NEDD?9, dok difuzni tip u 76,5% slucajeva izrazava oba istrazivana proteina.

Pracenjem ukupnog prezivljenja bolesnika utvrdili smo da prezivljenje statisticki

znacajno ovisi o stupnju istovremene izraZzenosti oba proteina. Tako karcinomi koji

izrazavaju oba proteina imaju medijan prezivljenja od 13 mjeseci, za razliku od medijana

prezivljenja od 52 mjeseca u bolesnika koji imaju negativnu izrazenost oba proteina

(P=0.009) (Slika 20 i Tablica 22). Kada smo prezivljenje analizirali odvojeno u skupini

bolesnika s i bez metastaza u limfne ¢vorove, razlika u prezivljenju je ostala statisticki

znacajna u bolesnika bez metastaza, dok se izgubila statisticka znacajnost u bolesnika s

metastazama u limfne ¢vorove (Tablica 22).
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Slika 20. Krivulja ukupnog prezivljenja bolesnika ovisno o istovremenoj izrazenosti Cx43

i NEDDQ u epitelnoj komponenti karcinoma Zeluca

81



Tablica 22. Medijani ukupnog prezivljenja 0visno O istovremenoj izrazenosti Cx43 i

NEDD9 u epitelnoj komponenti karcinoma Zeluca u cjelokupnoj ispitivanoj populaciji te

posebno u bolesnika bez i s metastazama u limfne ¢vorove

Medijan SE 95% interval P
pouzdanosti
Svi bolesnici 0,009
. . 52,0 42,3 0,0 135,0
Cx43 negativan /NEDD9 negativan
. . 20,0 8,0 4,3 35,7
Cx43 negativan /NEDD9 pozitivan
. . 13,0 4,2 4,7 21,3
Cx43 pozitivan /INEDD?9 pozitivan
0,027
Bez metastaza u limfnim ¢vorovima
Cx43 negativan /NEDD9 negativan ) ) ) )
. . 60,0 14,5 31,6 88,4
Cx43 negativan /NEDD9 pozitivan
. . 84,0 45,1 0,0 172,3
Cx43 pozitivan /NEDD? pozitivan
0,070
S metastazama u limfnim ¢vorovima
. . 30,0 5,6 19,0 41,0
Cx43 negativan /NEDD9 negativan
) . 12,0 2,2 7,7 16,3
Cx43 negativan /NEDD9 pozitivan
. . 9,0 4,0 1,1 16,9
Cx43 pozitivan /NEDD9 pozitivan
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5.4. Analiza viSestruke regresije

Analizom viSestruke regresije, promjenom nekoliko modela i razli¢itih varijabli
ukljucenih u analizu, utvrdili smo da su T i N stadiji bolesti te izrazenost Cx43 i NEDD9

neovisni prognosti¢ki pokazatelji prezivljenja bolesnika s karcinomom zeluca (Tablica 23).

U prvom koraku smo u analizu uvrstili dob, spol, tip tumora, veli¢inu tumora te vaskularnu
I perineuralnu invaziju (Model 1). Od svih navedenih varijabli su samo veli¢ina tumora i
prisustvo perineuralne invazije bili neovisni prgnosticki ¢imbenici. Potom smo iz analize
uklonili veli¢inu tumora, a uvrstili T i N status (Model 2), nakon ¢ega su samo T i N status
bili neovisni prognosticki ¢imbenici. Potom je u modelu 3 analizirana samo epitelna
ekspresija Cx43 i NEDD9 u kojem je sam NEDD9 bio neovisan prognosticki faktor. No
kada smo u kona¢ni model uvrstili T i N status te izrazenost Cx43 i NEDD9, utvrdili smo

kako su sve Cetiri varijable neovisni prognostic¢ki ¢imbenici (Tablica 23).
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Tablica 23.

parametara s prezivljenjem

Model visestruke regresije kojom je analizirana povezanost pojedinih

B SE | Wald | HR 95% CI P
Model 1
Veli¢ina tumora 127 .036 12.448 | 1.135 |1.058 | 1.218 |.000
Perineuralna invazija -889 |.271 |10.730 | 411 242 .700 .001
Model 2
T status 443 | .164 | 7.324 | 1557 |1.130 |2.146 |.007
N status 469 | 119 | 15.567 | 1.598 |1.266 |2.017 |.000
Model 3
Izrazenost NEDD9 u 1.348 | 450 |8.986 |3.849 |1595 |9.293 |.003
epitelu
Model 4
Izrazenost Cx43 u 436 | .220 |3.913 | 1547 [1.004 |2383 |.048
epitelu
Izrazenost NEDD9 u 1.924 | 544 | 12517 | 6.846 |2.358 | 19.875|.000
epitelu
T status 429 | .183 |5528 | 1536 |1.074 |2.197 |.019
N status 490 | .122 | 16.105 | 1.633 |1.285 |2.075 |.000

B — nestandardizirani koeficijent korelacije; SE — standardna pogreska nestandardiziranog

koeficijenta korelacije; CI — interval pouzdanosti; HR — omjer hazarda (eng. hazard ratio)
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6. RASPRAVA

Nase istrazivanje provedeno je na uzorku 108 bolesnika s karcinomom Zeluca ¢ija je
smrtnost od ove bolesti bila preko 70%. Cx43 i NEDD9 su odredivani u epitelnoj

komponenti karcinoma i tumorskoj stromi.

Rezultati istrazivanja pokazuju nedostatak izraZenosti proteina Cx43 u vecini
karcinoma Zeluca dok oko 20% karcinoma izrazava Cx43, uglavnom slabo. Jaku izraZzenost
Cx43 pokazuje samo oko 5% karcinoma s tim da postotak karcinoma koji jako izrazavaju
Cx43 raste s pojavom metastaza u limfne ¢vorove. Prema postojecoj literaturi koneksini su
vazan dio stanicne membrane koji omogucava medustanicnu komunikaciju preko
koneksinskih kanala/pukotinastih spojiSta, a Cx43 je najces¢i i jedan od najvaznijih
koneksina. Cx43 ,,knock-out“ misevi ne mogu prezivjeti. Prema Human Protein Atlasu (262)
epitelne stanice brojnih organa izrazavaju Cx43, a na mRNA i proteinskom nivou posebno
je jako izrazen u stanicama endokrinih Zlijezda, sr¢anog misi¢a, mozga i koZi. U nekim
organima jaca je proteinska nego mRNA izrazenost (probavni trakt, bubreg, testisi) zbog 20
gena ukljucenih u njihovo stvaranje te post-translacijsku modifikaciju. Isti atlas upucuje da
se u normalnoj sluznici gastrointestinalnog trakta od Zdrijela do debelog crijeva ekspresija
Cx43 smanjuje. Stoga je bilo za o¢ekivati da bi dobro diferencirani karcinomi Zeluca trebali
izrazavati koneksine i druge sli¢ne komunikacijske i adhezijske molekule. Maes i sur. (263)
su potvrdili izraZzenost Cx43 u tkivu Zeluca, ne samo kod ¢ovjeka ve¢ i kod miseva, Stakora,
pasa, zecCeva i dr. Drugi rad Maes i sur. (264) pokazuje da su brojne druge bolesti, ne samo
karcinomi, povezane sa smanjenom izrazenosti brojnih koneksina na stani¢nim
membranama. Smanjena izrazenost Cx43 zabiljezena je u Hirschprungovoj bolesti, upalnim
stanjima i ulkusu, divertikulima i spontanim neonatalnim perforacijama zeluca. Wu i sur.

(225) su metodom Western blota utvrdili izrazenost proteina Cx43 u 100% uzoraka zdrave
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sluznice Zeluca te u 40% stanica karcinoma zeluca, $to su potvrdili i na stani¢nim linijama
dobro i slabo diferenciranih karcinoma Zeluca. Valja napomenuti da je navedena metoda
daleko osjetljivija od metode imunohistokemijskog bojenja koju smo koristili u nasem
istrazivanju, ali ne odreduje to¢nu lokalizaciju proteina (epitelne stanice karcinoma ili
tumorska stroma). Ako uzmemo u obzir da je i u njihovom slu¢aju Cx43 detektiran u samo
40% slucajeva karcinoma mozemo rec¢i da je na$ rezultat vrlo sli¢an, uzevsi u obzir prag

detekcije obje metode (225).

Nasi podaci upucuju da je u intestinalnom tipu karcinoma Cx43 nesto viSe izraZen
(23,7%) nego u difuznom tipu (17,6%) i mijeSanom tipu (18,4%), doduSe bez statisticki
znacajne razlike. Bilo bi ¢ak 1 o¢ekivano da difuzni tip karcinoma zeluca uopce ne izrazava
Cx43 obzirom da taj histoloski tip karakterizira slaba kohezivnost medu stanicama, za
razliku od Zljezdanih formacija karakteristicnih za intestinalni tip. Pregledom jacine
izrazenosti zapravo smo utvrdili da difuzni tip slabo izrazava Cx43, dok intestinalni i
mijesani tip u vise od 50% pozitivnih stanica jako izrazavaju Cx43. U nasem istrazivanju
imamo veci postotak karcinoma mijesanog tipa nego je to referirano u WHO klasifikaciji pa

je moguce da je to utjecalo na nedostatak statisticki znacajne razlike (160).

U ovom istrazivanju izrazenost Cx43 u epitelnoj komponenti karcinoma nije u
statistiCki znacajnoj korelaciji niti S jednim istraZivanim histopatoloskim parametrom
(veli¢ina tumora, histoloski tip, pT i pN, vaskularna i perineuralna infiltracija), kao niti s
klinickim stadijem bolesti, dobi i spolom bolesnika. Iako smo zabiljezili porast broja
karcinoma koji jace izraZzavaju Cx43 s viSim klini¢kim stadijem bolesti (posebice kod
klini¢kog stadija IV) i1 ve¢im brojem pozitivnih limfnih ¢vorova, nije na razini statisticke
znacajnosti. Isti rezultat dobili su Tanaka i sur. (265) na karcinomima plocastih stanica
jednjaka. Za razliku od naseg rezultata Wu i sur. (225) su utvrdili korelaciju Cx43 s

histoloskim tipom i TNM stadijem karcinoma zeluca.
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Iz toga proizlazi pitanje zbog ¢ega je doslo do gotovo potpunog gubitka izrazenosti
Cx43 u stanicama karcinoma Zeluca, a zatim njegove ponovne pojave u visim stadijima
bolesti. Prema nasim rezultatima moglo bi se zakljuciti da negdje u ranoj karcinogenezi
dolazi do smanjenog stvaranja Cx43 ili njegove degradacije te da je pozitivan nalaz u
karcinomima viseg klini¢kog stadija posljedica neke druge patoloske aktivacije i njegovog
nakupljanja s moguée drugacijom funkcijom od primarnog stvaranja hemikanala
pukotinastih spojista. U nasim rezultatima Cak i karcinomi plitkog prodora u stijenku Zeluca

(T1 1 T2) pokazuju pozitivitet u samo 20% slucajeva.

Prva saznanja o medustani¢noj komunikaciji datiraju jos s kraja 19. stoljeéa, a prvi
znacajniji radovi o funkciji koneksina objavljeni su jo§ prije vise od 50 godina (266).
Danasnja saznanja upucuju da odrzavanjem normalne funkcije pukotinastih spojista, Cx
imaju ulogu tumor-supresora. Medutim, tijekom karcinogeneze dolazi do gubitka Cx43, $to
je potvrdeno eksperimentom in vivo na Cx43 ,knock-out miSevima koji su podlozniji
razvoju karcinoma (266). Jedino ostaje pitanje prethodi li karcinogenezi poremecaj u
medustani¢noj konekciji i gubitak Cx, $to bi se prema modelu misa moglo zakljuéiti. S druge
strane, neki radovi navode da gubitkom odredenih Cx nije doslo do gubitka pukotinastih

spojista.

Brojna stanja i bolesti povezane su s poremecajem funkcija Cx. Tako su, pored veé
navedenih bolesti i Alzheimerova bolest, psorijaza, astma, infarkt, dijabetes, celijakija,
Chronova bolesti i dr. povezane s poremecajem u funkciji Cx (267). Medustani¢na
komunikacija omogucava parakrinu izmjenu molekula, ¢ime se stanice mogu zastititi od
propadanja npr. u sluc¢aju fokalne hipoksije/ishemije izmjenom esencijalnih molekula za
oporavak stanica. Takoder, koneksini 1 pukotinasta spojiSta igraju vaznu ulogu u cijeljenju
rana i oporavku oste¢enog tkiva. S druge strane izmjena molekula omogucava Sirenje

toksi¢nih molekula na okolne stanice i pojacava toksicni efekt. Zbog dvojakog efekta jos do
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danas funkcija Cx i njihov znacaj nisu do kraja razjasnjeni. Cx43 izrazen je u kruznom
misi¢énom sloju stijenke atruma i korpusa zeluca (velika krivina), ali ne i u dijelu fundusa i
pilorusu (264). Nema podataka o tome omoguéava li nedostatak Cx u tim slojevima sluznice
zeluca brzi prodor karcinoma i agresivnije ponasanje. Prema Maes i sur. (264) proteini
pukotinastih spojista u sluznici Zeluca omogucavaju izlu¢ivanje kiseline, gastro-duodenalnu
i crijevnu pokretljivost te sudjeluju u stvaranju prirodene imunosti crijeva. Gubitak
medustanicne komunikacije preko pukotinastih spojiSta povezan je s razvojem c¢ira na
zelucu. Isto tako infekcija Helicobacter pylorii (Hp) povecava rizik za razvoj pepticnog
ulkusa, karcinoma zeluca ili limfoma. Zbog izlu¢ivanja toksi¢nih produkata CagA dolazi do
poremecaja u stani¢noj prolifaraciji te sporijeg zarastanja ulkusa, gdje koneksini imaju
vaznu ulogu u regeneraciji tkiva. CagA pozitivan soj Hp ¢ak i u kulturi stanica in vitro
blokira sintezu Cx43 hipermetilacijom njegovog promotora. Obzirom da je nase istrazivanje

retrospektivnog karaktera nemamo podataka o infekciji Hp kod nasih bolesnika.

Medutim, neki od autora naglasavaju tumor-supresor funkciju pojedinih Cx (268).
lako je njihova lokalizacija primarno membranska, translokacija Cx26 u citoplazmu ima
tumor-supresorski ucinak (269). Za razliku od njega Cx43 je definiran kao propagator
proliferacije, invazivnosti i metastatskog potencijala. Takoder postoji ideja da Cx43 pomaze
stanicama karcinoma u ostvarivanju kontakta s mezenhimalnih stanicama c¢ime je
omoguéeno metastaziranje. Prema Yeh i sur. (270) lokalizacija Cx43 u citoplazmi i
organelama, a ne primarno na membrani, pokazuje njegovu potpuno drugu funkciju. Tako
gubitak membranskog Cx43 u stanicama karcinoma omogucava njegovo rasijavanje i
cirkuliranje po tijelu, a ponovna lokalizacija na membrani metastatskih karcinoma
omogucava rast metastaza po organima (271). I u naSem slucaju izrazenost Cx43 javlja se i
u citoplazmi stanica karcinoma §to jasno upucuje na poremecaj njegove funkcije, a jacu

izrazenost pokazuju karcinomi s metastazama u limfne ¢vorove. Moguce je da nedostatak
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Cx43 1 hemikanala na membrani stanice (vakuolizacija) inducira preveliku transkripciju
njegovog gena, ¢ime se on nakuplja u citoplazmi. Takoder, postoji moguénost mutacija u
samom genu te stvaranju defektnog proteina (samo aktivna C-terminalna domena) koji vise
ne moze tvoriti hemikanale, ali moze svojom C-krajem vezati druge proteine i aktivirati
brojne signalne puteve, ili dolazi do njegovog nakupljanja u mitohondrijima ili
endoplazmatskom retikulumu. Zapravo bi bilo zanimljivo prosiriti nase istrazivanje i
analizirati izrazenost Cx43 u samim metastazama limfnih ¢vorova. Mozda bi to mogao biti

biljeg agresivnog ponasanja karcinoma i izuzetno loSe prognoze bolesnika.

Iako nismo zabiljezili znacajnu korelaciju izrazenosti Cx43 s istrazivanim
histopatolos§kim parametrima, Cx43 izrazen u epitelnoj komponenti karcinoma u korelaciji
je s kra¢im prezivljenjem bolesnika. Smrtnost u nasoj skupini bolesnika je bila relativno
visoka te je unutar prve dvije godine umrlo oko 45% bolesnika, a ukupno vise od 70%.
Pra¢enjem dvogodiSnjeg prezivljenja utvrdili smo da je ve¢i broj umrlih u skupini bolesnika
s karcinomima koji izrazavaju Cx43 (P=0,021). Tako naZzalost najveéi broj bolesnika Ciji
karcinomi izrazavaju Cx43 umiru unutar prve dvije godine. Kada smo ucinili analizu
preZivljenja posebno u skupini bolesnika s 1 bez metastaza u limfne ¢vorove, navedena
statitisticka znacajnost se izgubila, prije svega zbog dvostruko manje ispitivane populacije.
No ova c¢injenica ne mijenja konacni zakljuak da je Cx43 prognosticki ¢imbenik u
bolesnika s karcinomom Zeluca. Analizom viSestruke regresije potvrdili smo da je izrazenost
Cx43 u stanicama karcinoma Zeluca pokazatelj losijeg prezivljenja bolesnika s karcinomom
zeluca, neovisno o drugim prognostickim ¢imbenicima. Zanimljivo je da u visestrukoj
regresiji u kojoj su kao nezavisne varijable koristene samo Cx43 i NEDD9, Cx43 se nije
pokazao kao nezavisni prognosti¢ki ¢imbenik, a nakon dodatka T 1 N statusa su 1 Cx43 1

NEDD?9 bili neovisni prognosticki ¢imbenici. 1z ovoga moZemo zakljuciti da postoji
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odredena meduovisnost ova Cetiri parametara koju viSestruka regresija uzima u obzir, a

prethodno smo i pokazali da postoji povezanost izrazenosti Cx43 i veli¢ine tumora.

U literaturi prezivljenje bolesnika ovisno o izrazenosti Cx43 ponajprije ovisi o0 sijelu
karcinoma. Tako radovi uglavnom prikazuju izrazenost Cx43 kao pokazatelj loSijeg
prezivljenja bolesnika s plocastim karcinomom jednjaka (265), pluca i kolona dok je
Chasampaliotiju i sur. (272) pokazatelj boljeg prezivljenja bolesnica s karcinomom dojke.
Zapravo je zanimljivo §to autori pokazuju, mozemo reéi, potpuno drugaciju sliku. Kada
pogledamo njihove rezultate onda je vidljivo da gubitak izrazenosti Cx43 korelira s pojavom
trostruko negativnih karcinoma dojke, visokog proliferacijskog statusa (jer se Cx43 gubi
tijekom diobe i proliferacije), ali je ukupno prezivljenje ipak oko 200 mjeseci. Autori
naglaSavaju poveznicu jace izrazenog Cx43 cak i tijekom proliferacije ukoliko je signalni

put preko aktivacije estrogenom dominantan (272,273).

U nasem istrazivanju pratili smo i izraZzenost Cx43 u tumorskoj stromi. Nasi rezultati
pokazuju statisticki znacajno veéi udio karcinoma zeluca s Cx43-pozitivnom tumorskom
stromom, uglavnom slabe izrazenosti, nego §to je udio Cx43 pozitivnih u epitelnoj
komponenti karcinoma. Karcinomi s metastazama imaju neznatno ¢e$ce pozitivnu stromu,
ali je zanimljivo da izraZenost Cx43 u stromi statisticki znacajno korelira s veéim
karcinomima, dubljeg prodora u stijenku zeluca te uznapredovalijim klini¢kim stadijem
bolesti. Karcinomi sa stromom pozitivnom na Cx43 bili su gotovo dvostruko veci, i vise
nego duplo cesce, viSeg klinickog stadija bolesti. Medutim, nema znacajne korelacije s
pojavom vaskularne ili perineuralne infiltracije. Osim toga pojavljuje se tendencija ka
znacajnoj korelaciji sa zenskim spolom koju, na zalost, ne mozemo objasniti. U nasem
istrazivanju imamo jednak omyjer bolesnika oba spola, dok je inace karcinom Zeluca nesto
¢es¢i kod muskaraca. Mozda nas$ rezultat upucuje na metaboli¢ke razlike izmedu spolova

koje bi svakako trebalo dodatno istraziti, jer se otvara mogucnost i za terapijske implikacije.
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Prema radu Jukic¢ i sur. (274) alfa receptori za estrogen su izrazeni u epitelnim stanicama
karcinoma zeluca kao i u fibroblastima, monocitima i masnim stanicama okolne strome te
mogu utjecati na slabiju pokretljivost stanica karcinoma. To bi donekle moglo objasniti

manju smrtnost i bolji medijan petogodisnjeg prezivljanja bolesnica u naSem istraZivanju.

Mehanizam djelovanja Cx43 u tumorskoj stromi jo$ uvijek je nepoznanica. Neki
stariji radovi su utvrdili izrazenost koneksina u stromi raznih karcinoma, ali noviji radovi
pokusavaju objasniti mehanizme djelovanja. Radi¢ i sur. (275) su utvrdili znacajno jacu
izrazenost Cx43 u stromi karcinoma kolona s metastazama (M1 stadij). Lou i njegovi
suradnici (276) pokazali su da kod karcinoma pluca jedino Cx43 ima sposobnost integrirati
se u membranu karcinoma i CAF (engl. cancer associated fibroblasts), posebno u zoni
infiltativnog rasta karcinoma. Prema njima, ta veza ¢ak ne mora biti bilateralna, kao §to je
to nuzno u interakciji dvije epitelne stanice. Kanali koje stvara Cx43 omogucéavaju transport
ATP i ADP te glukoza-6-fosfata i laktata, esencijalnih za Zivot stanice. Na taj na¢in dolazi
do prezivljenja, promocije metastaziranja te pojave rezistencije karcinoma na terapiju. Jo§
jedan eksperiment na kulturi stanica primarno bez Cx43 pokazuje da dolazi do migracije i
pojave Cx43 kada se nadu u istoj kulturi sa stanicama koje sadrze Cx 43, Sto svakako
upucuje na prisutnost koneksina u okolnom mediju (277). Vidimo da je u naSem istrazivanju
stromalna izrazenost Cx43 jedino znacajna kod lokalnog Sirenja i infiltracije karcinoma u
okolno tkivo. Pretpostavljamo da tu postoji povezanost s CAF koji osiguravaju esencijalne
molekule. Osim toga Luo i sur. (276) napominju da zbog stvaranja jednosmjernog
pukotinastog spojiSta iz CAF u stanice karcinoma, dolazi do indukcije epitelno-
mezenhimalne tranzicije te aktivacije PIK3/Akt/MAPK signalnog puta u stanicama

karcinoma.

Osim Cx43 istrazivali smo i izrazenost NEDD9 u karcinomima zeluca. Za razliku od

Cx43, u nasem istrazivanju NEDD?9 je jako izrazen u vise od dvije trec¢ine epitelnih stanica
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karcinomima Zeluca kao i1 njihovoj stromi. Zapravo, izrazenost NEDD9 u karcinomu gotovo
apsolutno korelira s njegovom izrazeno$¢u u tumorskoj stromi, osim S§to je intenzitet
obojenja u stromi slabiji. Upravo iz tog razloga nismo radili detaljne analize izrazenosti
NEDD9 u epitelu i tumorskoj stromi, jer je za ocekivati da bi rezultati bili identi¢ni, a
potencijalno bi istovremena analiza ova dva parametra ometala izvodenje viSestruke

regresije.

Prema Human Protein Atlas bazi (278) transkripcija gena NEDD?9 je relativno niska
(mRNA) u svim tkivima osim masnog tkiva i plu¢a, a na proteinskom nivou uglavnom je
slabo citoplazmatski izrazen u gotovo svim tkivima. Medutim, prema istoj bazi vecina
stanica karcinoma izrazava NEDD9 u visokom postotku u citoplazmi i u jezgri, a karcinomi
prostate, karcinomi dojke i ginekoloski karcinomi te Non-Hodgkin limfom ga izrazavaju
jako. Vecina radova potvrduje jacu izrazenost NEDD9, na razini mRNA i proteina, U
stanicama karcinoma raznih sijela u odnosu na stanice benignih promjena kao i normalno
tkivo zeluca koje pokazuje najnizu razinu proteina NEDD9 (214,250,257,279). Takoder
radovi potvrduju da se niska izrazenost proteina NEDD?9 javlja u mukozi stijenke zeluca, a
izrazenost raste s promjenama u sluznici od hiperplazija do karcinoma (260,280-282).
Imunohistokemijska izrazenost NEDD9 prvenstveno ovisi o odabiru primarnog protutijela,
pa ¢e tako u slucaju poliklonalnog protutijela reakcija biti jata. Sam protein prolazi post-
translacijsku modifikaciju te dolazi u Cetiri izoforme koje se medusobno razlikuju po mjestu
fosforilacije te mjestu i funkciji koju obavlja NEDD?9. Izoforma p115 i njegova fosforilirana
forma p105 pojavljuju se kasnije u stani¢nom ciklusu dok p65 i p55 nastaju kao posljedica
cijepanja pomocu kaspaza takoder u stanicnom ciklusu. Zbog sloZene prirode modifikacija
fosforilacije NEDD9, trenutno se malo zna o pojedinoj ulozi svakog od fosforilacijskih
mjesta i njihovom posredovanju stani¢ne signalizacije preko NEDD9. Nase primarno

protutijelo je poliklonalno te pokriva sve izoforme proteina NEDD9, tako da ne mozemo

92



dalje raspravljati o mogucim fosforiliranim formama NEDD9 koje mogu aktivirati pojedine
signalne puteve ukljucene u proliferaciju, migraciju, apoptozu i druge procese vazne u

malignoj transformaciji (283,284).

Prema nasim rezultatima izrazenost NEDD9Y raste s agresivnijim histopatoloSkim
karakteristikama karcinoma pa su tako NEDD9 pozitivni karcinomi veci, dubljeg prodora
kroz stijenku Zeluca, ¢es¢e s prisutnom perineuralnom infiltracijom i viseg klini¢kog stadija
bolesti te tendencijom ka znacajnoj vaskularnoj infiltraciji. Karcinomi s metastazama i
histoloski difuzni tip imaju CeS¢e izrazen NEDD?9, ali bez statisticke znacajnosti. Nasi
rezultati u potpunosti odgovaraju rezultatima drugih autora, osim $to u nasem slucaju nije
detektirana korelacija NEDD9 s pozitivnim statusom limfnih ¢vorova (257,260,281).
Mozemo pretpostaviti da se statisticka znacajnost izgubila zbog planskog grupiranja
slucajeva u skupine karcinoma zeluca bez metastaza i skupinu s metastazama, dok su u
veéini drugih istrazivanja kohorte bile negrupirane pa su stoga obuhvacale veéi udio
karcinoma s metastazama u limfne ¢vorove. Ni drugi radovi nisu utvrdili korelaciju NEDD9

s histoloskim tipom karcinoma Zeluca (260) niti kod karcinoma kolona (285).

Nasi rezultati takoder pokazuju da izrazenost NEDD9 u epitelu tumora znacajno
korelira s kra¢im prezivljenjem bolesnika te su bolesnici s negativnim statusom NEDD9
imali daleko bolje prezivljenje. Tako vise od 90% bolesnika ima dvogodisnje prezivljenje u
slu¢aju negativnog NEDD9 uz medijan prezivljenja od 131 mjesec. Zanimljivo je da, iako
nismo utvrdili statisticki znacajnu povezanost izraZenosti NEDDO sa statusom pozitivnih
limfnih ¢vorova, u bolesnika s pozitivnim limfnim ¢vorovima pozitivan NEDD9 u epitelu
tumora izdvaja skupinu bolesnika s visokom smrtno$éu te je njihovo dvogodiSnje
prezivljenje oko 15% s medijanom od 19 mjeseci. Ovaj podatak je dosta los, ali ukazuje na
moguce terapijske implikacije NEDD9 u karcinomima Zeluca, posebno u bolesnika s
pozitivnim limfnim ¢vorovima.
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| ovi rezultati odgovaraju rezultatima drugih autora, ako pratimo samo prezivljenje
bolesnika s karcinomom zeluca (257,281). NEDDS9 je pokazatelj loseg prezivljenja i kod
karcinoma drugih sijela, sto je dokazano u velikoj meta-analizi Gu i suradnika (240). Ipak,
neki radovi upucuju na NEDD9 kao pokazatelj dobre prognoze karcinoma glave i vrata
(256) 1 pluca (255), dok neki autori nisu utvrdili korelaciju izrazenosti NEDD9 s
prezivljenjem bolesnika s karcinomom gusterace (214) i kolona (250). U radu Ostoji¢ i sur.
(255) naglasavaju znacajnu izrazenost NEDD9 u jezgrama stanica karcinoma pluca koja

korelira s njegovom izrazenosti u citoplazmi istih stanica.

Multivarijatnom analizom potvrdili smo neovisnu prognosticku vrijednost NEDD9
u karcinomima zeluca. Obzirom na visoku izrazenost NEDD9 u karcinomima viseg
klinickog stadija, a slabu izrazenost u ranoj fazi karcinogeneze (stadij 1), anti-NEDD9
ciljana terapija mogla bi biti visoko selektivna i ucinkovita, posebice §to zdrava tkiva
izrazavaju niske razine NEDD?9 i na razini proteina i mMRNA. Obzirom na dokazanu jacu
izrazenost NEDD9 u stanicama karcinoma, pokusalo se koristiti izrazenost NEDD9 u
serumu bolesnika kao biljeg progresije bolesti, ali za sada povisene vrijednosti NEDD9 u
serumu nemaju prognostic¢ki znacaj (286—289). Jako je zanimljivo da svi radovi pokazuju i

izrazenost NEDD9 u serumu zdravih donora, doduSe u zna¢ajno nizim koncentracijama.

Ono §to NEDD?Y izdvaja od vec¢ine do sada istrazivanih proteina, kao biljega
agresivnosti karcinoma, je to §to NEDD9 nema nikakvu kataliticku funkciju. Zbog toga se
ne moze smatrati onkogenom, ali s druge strane kao ,,nosa¢* proteina ostvaruje interakcije
S brojnim proteinima i aktivan je u brojnim signalnim procesima. Za integrin-ovisnu
signalnu kaskadu koja kontrolira kretanje stanica i prijanjanje na ECM vazan je signalni put
preko NEDDO koji je i efektor nizvodno u signalnom putu TGF- koji ima utjecaj na razvoja
tkiva i EMT. NEDD9 sudjeluje u migraciji T-stanica preko reakcije na signale koji proizlaze

iz receptora T i B stanica, integrina, hemokinskih receptora i tirozin kinaza receptora, kao i
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citoplazmatskih onkogena. Nizvodna regulacija preko NEDD9 ukljucuje razli¢ite molekule
i signalne puteve te omogucava NEDD?9 da utjece na stani¢ne procese kao $to su migracije,

invazije, prezivljavanja, resorpcije cilija i mitoza (290).

Veé smo iz nasih rezultata, ali i onih drugih autora, utvrdili znacaj Cx43 i NEDD9 u
karcinomima Zeluca. StoviSe, nase istrazivanje je takoder potvrdilo da su oba biljega
neovisni prognosticki pokazatelji loSijeg prezivljenja bolesnika s karcinomom zeluca.
Medutim, u do danas objavljenoj literaturi, ne postoje saznanja koreliraju li ova dva biljega
medusobno te koji je njihov znacaj kod karcinoma Zeluca, ali moguce i kod karcinoma
drugih sijela. Tako su nasi rezultati analize istovremene izraZenosti oba proteina dali vrlo
zanimljiva opazanja. Stanice karcinoma i okolne tumorske strome koje izrazavaju Cx43
istovremeno izrazavaju i NEDD9 te je podudarnost vrlo visoka. Analiza korelacija je
pokazala da je izrazenost Cx43 u epitelnoj komponenti karcinoma u znacajnijoj korelaciji s
NEDD?9 nego s vlastitom izrazeno$¢u u stromi. Istovremeno je korelacija stromalnog Cx43
u jakoj korelaciji s NEDD9 u karcinomu i stromi. Isto tako smo utvrdili da s dubinom
prodora karcinoma 1 viS§im klini¢kim stadijem bolesti raste broj karcinoma koji izraZzavaju
oba proteina. Takoder smo uocili da difuzni tip karcinoma Zeluca u najve¢em postotku
(76,5%) od svih histoloskih tipova izrazava oba istrazivana proteina, iako nema statisticke
znacajnosti. Bolesnici s karcinomima pozitivnim na oba proteina imaju medijan prezivljenja
od 13 mjeseci, odnosno bolesnici ¢iji karcinomi ne pokazuju niti jedan od istrazivanih
proteina imaju najbolje petogodisnje prezivljenje. Vidimo da agresivniji oblici karcinoma
zeluca pokazuju pozitivitet na oba proteina. Bilo bi zanimljivo vidjeti nastavlja li se taj trend
i kod metastaza u druge organe. Tako su Jurci¢ i sur. (250) pokazali najjacu izraZenost
NEDDS9 u metastazama karcinoma kolona u jetru te losije prezivljenje bolesnika s NEDD9

negativnim metastazama u jetru (iako bez statisticke znacajnosti).
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Zanimljiv rad prezentirali su Gabbasov i sur. (291) na modelu soja miSeva (MISIIR-
TAg) kod kojih dolazi do spontanog razvoja karcinoma ovarija, ali su genetskom
modifikacijom stvorili dva podsoja: NEDD9+ i NEDD9-. lako su karcinomi sporije rasli i
bili neSto manji kod NEDD9- miSeva, u svih miseva je doSlo do razvoja metastaza i
progresije bolesti te autori zaklju¢uju da NEDD9 nije nuzan za razvoj karcinoma, ali ga
svakako podrzava. Medutim, istrazivanje Meng i sur. (284) na kulturi stanica karcinoma
kolona pokazuju da utiSavanjem ekspresije gena NEDD9 dolazi do povecanja izrazenosti E-
cadherina (epitelni biljeg) i smanjenja izraZzenosti vimentina (mezenhimalni biljeg). Stoga
prema nekim autorima NEDD9 doprinosi EMT, posebice utjecajem na lizosomalnu
degradaciju E-kadherina, koji je negativni regulator B-katenina (285,292). Rad Semelakova
i sur. (293) pokazuje da je vimentin jedan od vodecih proteina u interakciji s prekomjerno
izrazenim NEDD?9. Uobicajeno je vimentin vezan na BCAR/p130Cas (paralog NEDD?9) i
fosforiliran na Ser56 te sudjeluje kao intermedijarni filament u stani¢énim ciklusima.
Medutim, vezan na NEDDO9 nije fosforiliran na Ser56 te moZzda omogucava pojacano
izlu¢ivanje matrix metaloproteinaza 9, remodeliranje citoskeleta prema mezenhimalnim
karakteristikama i razvoj invadopodija (mjesta fokalog izlu¢ivanja matriks metaloproteaze
9) i podopodija (294,295). Osim toga NEDD9 stabilizira stvaranje i dinamiku Zzari$nih

mjesta adhezije interakcijom s integrinima.

Dodatni efekt na EMT NEDDS9 ostvaruje stimulacijom TGF-§ i aktivacijom Wnt
signalnog puta (292). Isto tako, aktivacijom Wnt signalnog puta dolazi do remodeliranja
Cx43, a pretpostavlja se da je Cx43 dio kompleksa s [B-kateninom prije njegovog
oslobadanja aktivacijom Wnt signalnog puta (271,296,297). EMT inducirana putem TGF-3
smanjuje translaciju Cx43 bez obzira na razinu mRNA, ali se produzava njegovo vrijeme
poluzivota (296), $to moze biti razlog njegovom nakupljanju. Zapravo, ovaj kompleksni

mehanizam klju€an u upalnim procesima 1 cijeljenju rana jos uvijek se istrazuje. Danasnje
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spoznaje nagladavaju vaznu funkciju tumorske strome u progresiji karcinoma. Stovige,
remodeliranje tumorske strome najvjerojatnije je klju¢no za njegovu invaziju. Jo§ uvijek
ostaje nejasno iz kojeg smjera potjeCe primarni signal. Remodeliraju li karcinomi stani¢nu
membranu te je permeabiliziraju $to omoguéava transport iona Ca™ u stanicu ili iz okoline
dolaze razni ¢imbenici koji poti¢u te procese u stanici? Je li hipoksija nastala zbog rasta i
diobe karcinomskih stanica uzrok daljnjim procesima? Kao $to smo vec¢ ranije spomenuli,
tumorsku stromu velikom veé¢inom ¢ine CAF sa zadacom odrzavanja okolisa povoljnog za
rast karcinoma. CAF moduliraju mikrookoli§ prvenstveno izlu¢ivanjem raznih autokrinih i
parakrinih citokina i drugih c¢imbenika kriticnih za proliferaciju tumorskih stanica,
angiogenezu, invaziju, upalu, metastaziranje i rezistenciju na lijekove (295). Ti ¢imbenici
ukljucuju razli¢ite ¢imbenike rasta, citokine i kemokine, poput epidermalnog ¢imbenika
rasta, ¢imbenika rasta hepatocita, vaskularnog endotelnog ¢imbenika rasta, interleukine, a
kljuéni su i proizvoda¢i MMP-a te tako igraju vaznu ulogu u moduliranju mikrookruzenja
Sto u konacnici rezultira promocijom invazivnog fenotipa stanica raka. Morfoloski su slicne
mezenhimalnim stanicama 1 izraZzavaju neke od mezenhimalnih biljega (a-glatkomiSi¢ni
aktin, protein za aktivaciju fibroblasta, protein specifi¢an za fibroblast-1, receptor faktora
rasta iz trombocita o/ 1 vimentin). CAF nastaju mezenhimalnom tranzicijom razlicitih
stanica (mati¢nih stanica, zaostalih fibroblasta ili pericita, endotelnih stanica i epitelnih
stanica, adipocita). Tang je ve¢ ranije pokazao da je Cx43 potreban stanicama karcinoma

zeluca koje zele migrirati kroz mezenhimalni okoli$ (221).

Zanimljivo je da sve viSe istrazivanja utvrduje odredenu ulogu Cx43 i NEDD9 u
procesu nastanka i progresije malignih bolesti. Za sada ne postoji ciljana terapija za niti
jedan od ova dva proteina u lijeCenju maligniteta bilo kojeg sijela. Obzirom da NEDD9
nema kataliticku domenu ve¢ je samo ,,nosa¢ za druge proteine teze je pronaci terapijsku

opciju. Postoje neka istrazivanja koja pokazuju da utiSavanje gena unoSenjem male
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interferirajuée RNA (siRNA), odnosno snizavanje razine proteina NEDD9, smanjuje
invazivni potencijal karcinoma, ali najveci problem nastaje u na¢inu transporta i unosenja
SIRNA u ciljanu stanicu (298). Osim toga, vitamin D Stiti stanice od EMT i obnavlja E-
kadherin (292), blokiranjem TGF-$ suprimira Wnt signalni put i ponistava EMT (292), a
tretiranje stanica s inhibitorom ERK kinaze takoder dovodi do obnavljanja E-kadherina
(236). Takoder neki radovi pokazuju ucinak terapije inhibitorima proteina Aurora A
(alisertib) na sniZenje razine NEDD9Y, kao i moguca primjena inhibitora FAK i Src (290).
Razvoj ciljane terapije na Cx43 ukljucuje: peptidne analoge s PDZ veznom domenom Cx43;
potom Carbenoxolone Kkoji je inhibitor Cx43; pojacivace Cx43 koji podizanjem razine
koneksina 43 induciraju apoptozu stanice kao npr. transretinoi¢na kiselina i dioscin; te
primjena liposomalnih nanonosaca ili onih obogaceni cis-platinom koji uz pomo¢ ciljanih

monoklonskih protutijela inhibiraju vanstani¢nu petlju Cx43 (199).

Na kraju mozemo zakljuciti da jaca izrazenost Cx43 i NEDD9 u nasem istrazivanju
ukazuje na agresivniji fenotip karcinomima Zeluca. Stovise, istovremena izraZzenost oba
proteina odvaja bolesnike s izuzetno loSim prezivljenjem, odnosno, bolesnici ¢iji karcinomi
ne pokazuju imunohistokemijsku izrazenost ovih proteina imaju daleko bolje prezivljenje.
Obzirom da nasi rezultati pokazuju neovisnu prediktivnu vrijednost oba proteina, daljnja
istrazivanja trebalo bi nastaviti na metastatskim sijelima karcinoma zeluca kako bismo dobili
precizniju sliku procesa progresije maligne bolesti. To bi ujedno moglo doprinijeti potvrdi
kako ova dva proteina mogu biti mete ciljane terapije, a mozda istovremena blokada obaju
proteina moze posti¢i bolju supresiju proliferacije i invazivnog potencijala karcinoma

zeluca.
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ZAKLJUCCI

Karcinomi Zeluca slabije izrazavaju Cx43 u epitelu tumora, a ja¢e u tumorskoj stromi.
Karcinomi Zeluca s metastazama u limfne ¢vorove statisticki znacajno jace izrazavaju
Cx43 u epitelu tumora nego karcinomi bez metastaza (P=0,047).

IzraZzenost Cx43 u stromi tumora u korelaciji je s ve¢im tumorom, dubljim prodorom u
stijenku zeluca (pT) te visSim klinickim stadijem bolesti.

Bolesnici s Cx43 izrazenim u epitelu tumora imaju loSe dvogodisnje preZivljenje.
NEDDO? je izraZen u dvije tre¢ine karcinoma zeluca u epitelu tumora kao i tumorskoj
stromi, s medusobno statisti¢ki zna¢ajnom korelacijom.

Izrazenost NEDD9 u epitelu i stromi tumora u korelaciji je s ve¢im tumorom, dubljim
prodorom u stijenku zeluca (pT) i1 viSim klinickim stadijem bolesti te prisutnoscéu
perineuralne invazije.

Bolesnici s izrazenim NEDD9 u karcinomu imaju losije prezivljenje u odnosu na one
koji nemaju izrazen NEDD9, §to dodatno dolazi do izrazaja kod bolesnika bez
metastaza u limfne ¢vorove.

Istovremeno negativni Cx43 i NEDD9 u epitelu tumora pokazatelj su dobrog
prezivljenja bolesnika.

Analizom viSestruke regresije utvrdili smo da su izrazenost Cx43 i NEDD9 u epitelnim
stanicama karcinoma, uz T i N stadij bolesti, neovisni prognosticki pokazatelji

preZivljenja bolesnika s karcinomom Zeluca.
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8. SAZETAK

Najvaznije karakteristike karcinoma zeluca su invazivnost i veliki metastatski potencijal. Sve
je vise dokaza da koneksini koji izgraduju medustani¢na pukotinasta spojista i NEDD9
protein igraju vaznu ulogu u epitelno-mezenhimalnoj tranziciji i metastaziranju tumora
razliCitih sijela. Cilj ovog istrazivanja bio je odrediti 1 usporediti imunohistokemijsku
izrazenost koneksina 43 (Cx43) i NEDD9 u 108 uzoraka primarnog adenokarcinoma zeluca
(53 bez metastaza 1 55 s metastazama u limfne ¢vorove) te korelirati njihovu izrazenost s
razlic¢itim klini¢kim 1 patohistoloSkim parametrima. U naSem istrazivanju veéina karcinoma
nije izraZzavala Cx43 u epitelnoj komponenti, dok je u stromi pokazala vecu izraZenost
(P<0,001). IzraZzenost Cx43 u stromi korelirala je s vi§im stadijem bolesti (P=0,03) i veli¢inom
tumora (P=0,002). Veéina karcinoma izrazavala je NEDD9 istovremeno u epitelnoj 1
stromalnoj komponenti karcinoma. Izrazenost NEDD9 bila je u znacajnoj korelaciji s
veli¢inom tumora (P=0,001), perineuralnom invazijom (P=0,049) te klinickim stadijem
bolesti (P<0,001). Neovisni losi prognosticki ¢imbenici bili su jaka izrazenost Cx43 u epitelu
(HR 1.55, 95%CI 1.00 - 2.38, P=0.048), jaka izrazenost NEDD9 u epitelu (HR 6.85, 95% ClI
2.36 - 19.88, P<0.001) te visi T status (HR 1.54, 95% CI 1.07 - 2.20, P=0.019) i visi N status
(HR 1.63, 95% CI 1.29 - 2.08, P<0.001). Potrebna su daljnja istrazivanja na ve¢em uzorku
karcinoma Zeluca 1 njihovim metastatskim sijelima kako bi se potvrdio prognosticki znacaj

Cx43 1 NEDD?9.

Kljuéne rijeci: karcinom Zeluca, koneksin 43, NEDD?9, prezivljenje
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9. SUMMARY

Immunohistochemical expression of connexin 43 and NEDD? in gastric cancer

Ivan Leroti¢, Zagreb 2021

Invasive growth and metastatic potential are considered to be the most important features of
gastric cancer. Growing evidence suggests that connexins, who form intercellular gap
junctions, and NEDD?9 protein have an important role in epithelial-mesenchymal transition
and metastasis of cancer of various primary sites. Aim of this study was to determine and
correlate immunohystochemical expression of connexin 43 (Cx43) and NEDD9 in 108
samples of gastric adenocarcinoma (53 without and 55 with lymph node involvement) with

various clinical and pathohystological parameters.

According to our results, most cancers didn't express Cx43 in cancer cells but demonstrated
expression in the stroma (P <0.001). Stromal Cx43 expression correlated both with higher
disease stage (P=0.03) and size of the tumor (P=0.002). Most cancers expressed NEDD9
simultaneously in epithelial and stromal component. NEDD9 expression correlated with
tumor size (P=.001), perineural invasion (P=.049) and clinical disease stage (P<.001).
Increased epithelial Cx43 expression (HR 1.55, 95%CI 1.00 - 2.38, P=0.048), increased
epithelial NEDD9 expression (HR 6.85, 95% CI 2.36 - 19.88, P<0.001), advanced T status
(HR 1.54, 95% CI 1.07 - 2.20, P=0.019) and advanced N status (HR 1.63, 95% CI 1.29 -
2.08, P<0.001) were identified to be independent predictors of poor prognosis. These
findings warrant further investigation in larger cohorts of patients with gastric cancer and

various metastatic sites.

Keywords: gastric cancer, connexin 43, NEDD9, overall survival
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11. ZIVOTOPIS

Roden je 19. travnja 1978. godine u Splitu gdje je pohadao osnovnu i srednju skolu te je
1996. godine maturirao u 1. jezicnoj gimnaziji. Na Medicinskom fakultetu Sveucilista u
Zagrebu diplomirao je 2002. godine. Nakon pripravnickog staza u KBC Zagreb i polozenog
drzavnog ispita, od 2004. do 2006. godine bio je znanstveni novak na projektima ,,Uloga
hepatotropnih virusa u razvoju karcinoma jetre i potencijalna terapija" i ,,Nealkoholna
masna bolest jetre u sklopu metabolickog sindroma“ koji su se provodili u KBC Sestre
milosrdnice. Godine 2010. polozio je specijalisti¢ki ispit iz interne medicine, a 2015. godine
je postao uzZi specijalist gastroenterologije. Od 2010. godine radi na Zavodu za

gastroenterologiju i hepatologiju KBC Sestre milosrdnice.

Autor i koautor je veeg broja stru¢nih i znanstvenih radova. 14 radova mu je objavljeno u
Casopisima referiranim u medunarodnim indeksnim publikacijama, od cega ih je 8
indeksirano u Current Contents (CC). Koautor je triju knjiga: Dyspepsia in clinical practice
(Springer), Gastrointestinal Complications of Diabetes (Springer) i Ultrazvuk abdomena

(Medicinska naklada).

Zavrsio je poslijediplomski doktorski studij ’Biomedicina 1 zdravstvo’” na Medicinskom

fakultetu Sveucilista u Zagrebu.

Ozenjen je i otac dvoje djece.
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