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1. Uvod

Karcinom mokraéne besike je naj¢es¢a maligna neoplazma urinarnog trakta i deveti po
ucestalosti maligni tumor u svetu. Zbog potrebe za dozivotnim pracenjem, cistoskopskim
kontrolama 1 leCenjem rekurentne bolesti, u odnosu na druge maligne bolesti karcinom beSike

predstavlja znac¢ajno ekonomsko opterecenje za zdravstveni sistem.

Urotelni karcinom ¢ini preko 90% karcinoma mokraéne beSike. Obuhvata dva razlicita
entiteta sa posebnim molekularnim svojstvima i Klinickim ponasanjem: ne—misi¢no-invazivni
(superficijalni) 1 miSi¢no-invazivni urotelni karcinom. Superficijalni tumori besike, ograni¢eni
na mukozu ili sa infiltracijom subepitelnog vezivnotkivnog sloja, odlikuju se ¢estom pojavom
recidiva (50-70%), dok je progresija retka, a petogodosnje prezivljavanje je oko 90%. Misi¢no
invazivni urotelni karcinom se najceS¢e dijagnostikuje de novo i karakteriSe se Cestim
razvojem metastatske bolesti, sa duzinom prezivljavanja 12-15 meseci. Nedavnim studijama
genomske ekspresije utvrdeno je da urotelni karcinom obuhvata brojne molekularne
podtipove, stratifikovane na osnovu kompleksnog mutacionog pejzaza sa alteracijama u
mnogobrojnim genima i signalnim putevima, koji prevazilaze tradicionalnu podelu na osnovu
gradusa i stadijuma bolesti. Nova saznanja 0 molekularnim karakteristikama i heterogenosti
urotelnog karcinoma otvaraju nove moguénosti za prognozu, pracenje bolesti i
personalizovanu terapiju. Analiza ekspresije biomarkera je savremeni princip u istraZivanju
tumora Ciji rezultati bi mogli imati znacaj u identifikaciji pacijenata sa visokim rizikom od
progresije 1 definisanju specificnih molekularnih ciljeva u inovativnom 1 efikasnom

terapijskom pristupu koji se oznacava kao target terapija.

TransformiSudi faktor rasta beta (TGF-B) je multifunkcionalni citokin i plejotropni faktor
rasta, sa brojnim kljuénim ulogama u ¢elijskoj proliferaciji, diferencijaciji, migraciji, adheziji,
imunskom odgovoru i celijskoj smrti. U ranim fazama karcinogeneze TGF-f je moc¢ni
inhibitor tumorskog rasta. Medutim, tokom tumorske progresije, poveéana ekspresija TGF-3
u ¢elijama tumora, kao i parakrino u stromalnim ¢elijama, intenzivno je ukljucena u tumorsku
invaziju i metastaziranje. Pored dobro opisane uloge u epitelno-mezenhimnoj tranziciji, TGF-

B je jedan od najpotentnijih regulatora apoptoze.

Apoptoza je genetski kontrolisan mehanizam celijske smrti koji ima fundamentalnu ulogu u
tumorskoj progresiji. Inicijacija apoptoze je precizno regulisana sa dva aktivaciona puta —

unutra$njim (mitohondrijalnim) i spoljasnjim putem, koji se pokrece vezivanjem liganda za
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receptore smrti na povrsini ¢elije. Dok je ekspresija klju¢nih molekula mitohondrijalnog puta
apoptoze detaljno ispitivana u karcinomu urotela, veoma mali broj studija je istrazivao
ekspresiju receptora smrti. Opisano je Sest celijskih receptora smrti, transmembranskih
proteina Kkoji pripadaju superfamiliji faktora tumorske nekroze. Dok stimulacija nekih
receptora smrti dominantno dovodi do aktivacije gena u inflamaciji i imunomodulaciji,
osnovna uloga DR4 (TRAILR1), DR5 (TRAILR2) i FAS (CD95) jeste indukcija apoptoze.
Primarni efekat aktivacije ovih receptora odgovaraju¢im ligandom je pokretanje nishodne
signalne kaskade koja dovodi do apoptotske smrti Celije. Ekspresija DR4, DR5 i FAS
ispitivana je u nekim neoplazmama, pre svega u kolorektalnom i karcinomu pluéa, ali su
literaturni podaci o njihovoj ekspresiji u urotelnom karcinomu veoma oskudni. Rezultati
malobrojnih studija ukazali su povezanost smanjene imunohistohemijske ekspresije receptora

smrti u tumorskim ¢elijama sa mortalitetom od kancera besike.

TGF-B stimuliSe ekspresiju liganda za receptore smrti (TRAIL i FASL), interakcijom sa
promotorskim sekvencama njihovih gena. TRAIL apoptozu pokreée preko svojih receptora
DR4 1 DRS5 1 jedan je od najistrazivanijih antikancerskih agenasa, jer indukuje apoptozu u
tumorskim ¢elijama in vitro i in vivo, ali ne i u normalnim c¢elijama. FASL svoje funkcije
ostvaruje preko receptora smrti FAS, ¢ija aktivacija primarno indukuje spoljasnji put
apoptoze. Smanjena ekspresija FAS receptora u tumoru, koja nastaje u kooperaciji sa
povecanom ekspresijom TGF-f u samom tumoru i tumorskoj mikrookolini, jedan je od
osnovnih mehanizama tumorskog izbegavanja imunoloskog nadzora, koja olakSava progresiju

i metastaziranje.

Uprkos dugom klinickom iskustvu sa Bacillus Calmette—Guérin (BCG) u le¢enju karcinoma
besike, tek nedavno je utvrdeno da se dejstvo BCG delom ostvaruje indukcijom sekrecije
TRAIL koji se vezuje za receptore smrti i pokrece apoptozu kancerskih ¢elija. Utvrdeno je da
ekspresija receptora smrti povecava senzitivnost na dejstvo odredenih hemioterapijskih
agenasa. Agonisti DR4 i DR5 receptora i inhibitori FAS liganda imaju antitumorske efekte
dobro dokumentovane in vitro 1 in vivo 1 sada su u fazi klini¢kih ispitivanja. Sinergisti¢ki
efekat hemioterapije i signalizacije receptora smrti u indukciji apoptoze ima veliki klinicki

potencijal u leCenju urotelnog karcinoma.

TGF-B signalizacija odvija se pomocu intracelularnih posrednika iz Smad familije, koji
stvaraju komplekse sa zajednickim medijatorom Smad4 i translokacijom u jedro reguliSu
ekspresiju gena. Novije studije ukazale su da dejstvo TGF-B ukljuCuje i epigenetske

mehanizame regulacije. Nedavno je utvrdeno da su mutacije u hromatin remodeluju¢im
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genima mnogo ¢e$¢e u karcinomu beSike nego u drugim solidnim tumorima. EZH2 je jedan
od najznacajnijih epigenetskih regulatora koji bi potencijalno mogao biti uklju¢en u TGF-3

signalizaciju u urotelnom karcinomu.

Komplikovani signalni putevi TGF- i kompleksan odnos sa ekspresijom receptora smrti
doprineli su oskudnosti studija na humanom materijalu. S obzirom na to da ovi molekuli
imaju vazne funkcije u progresiji tumora, a da dobijaju sve vecu paznju kao potencijalne mete
antikancerske terapije, cilj ovog istrazivanja je pokusaj rasvetljenja saznanja o svojstvima i
znacaju ekspresije i medusobnom odnosu TGF-f i receptora smrti u urotelnom karcinomu

mokraéne beSike.
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2. Pregled literature

2.1. Karcinom mokracne besSike

2.1.1. Epidemiologija i etiologija karcinoma mokraéne beSike

Karcinom mokraéne beSike je jedan od ¢estih malignih tumora na globalnom nivou (1). To je
deveti najéescée dijagnostikovani maligni tumor na svetu, sa najvis$im stopama incidence kod
muskaraca u Juznoj i Zapadnoj Evropi, Severnoj Americi, kao i u pojedini zemljama Severne
Afrike i Zapadne Azije. U toku 2012. godine dijagnostikovano je oko 430.000 novih
slu¢ajeva, dok je preko 165.000 ljudi umrlo od kancera besike (2). Od toga, broj novoobolelih
u Evropi bio je oko 150.000, a umrlih od kancera oko 53.000, $to Evropu svrstava u deo sveta
sa navi§im stopama incidence i mortaliteta (1). Najveéa stopa incidence je u Spaniji
(36.7/100.000), Italiji (33.2/100.000) i Danskoj (27.4/100.000). Incidenca je u opadanju od
sredine Sezdesetih godina kod muskaraca iz Zapadne i Severne Evrope, iskljucuju¢i balticke

zemlje, ali je u porastu u Juznoj, Centralnoj i Isto¢noj Evropi (1, 3).

Kancer mokrac¢ne beSike je na 13. mestu medu uzrocima smrti od malignih bolesti. Stope
mortaliteta su u opadanju, posebno u najrazvijenijim zemljama. lzuzetak su zemlje koje
prolaze brzu ekonomsku tranziciju, ukljuujué¢i Centralnu i Juznu Ameriku, neke zemlje
Centralne, Juzne i Isto¢ne Evrope i Balticke zemlje. Najvece stope mortaliteta su kod
pacijenata muskog pola u Isto¢noj 1 Juznoj Evropi (oko 8/100.000) i zemljama Baltika. U
Evropi stope morataliteta su u opadnju, izuzev u nekoliko zemalja naseg okruzenja (Slovenija,
Hrvatska i Bugarska) i zemljama Baltika, gde se belezi diskretan rast (1, 3, 4). Najvece stope
incidence medu Zenama su u Danskoj, Norveskoj i Svajcarskoj, a najveéa stopa mortaliteta,

iako u opadanju, je medu Dankinjama (1).

Iako razlike u polnoj distribuciji veoma variraju izmedu zemalja, stopa incidence je znacajno
veca kod muSkaraca nego kod Zena. Muskarci obolevaju Cetiri puta ¢eS¢e od zena, dok je
stopa mortaliteta 3,6 puta visa u muskom polu. U Evropi ¢ak 80% obolelih je muskog pola.
Poslednjih godina zabeleZen je trend opadanja ili stabilne incidence u muskom polu, dok broj
obolelih raste medu osobama zenskog pola (1, 4). Razlike u prezivljavanju i stopi mortaliteta
od karcinoma besike, posebno izmedu zemalja razli¢itog nivoa razvoja i ekonomske snage,
delimi¢no se mogu objasniti razlikama u zdravstvenim sistemima razlicitih zemalja, pristupu

ustanovama za dijagnozu i leCenje i protokolima za klini¢ko zbrinjavanje obolelih (5).
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U centralnoj Srbiji karcinom mokra¢ne beSike nalazi se na visokom ¢etvrtom mestu vodecih
lokalizacija u oboljevanju od malignih tumora kod muskaraca, sa 6,6%, dok je u populaciji
Zena na osmom mestu, i obuhvata 2,9% slucajeva oboljevanja od svih malignih tumora. Samo
u toku 2015. godine bilo je 1315 novodijagnostikovanih slucajeva oboljevanja, a od toga
muskarci su ¢inili 72.7%. Stopa incidencije oboljevanja na 100.000 stanovnika od karcinoma
mokraéne besike je u centralnoj Srbiji 37,7, a u Nisavskom okrugu 32,1 za muskarce, a 13,4 u
centralnoj Srbiji i 9,6 u Nisavskom okrugu za zene. Medu vodeé¢im lokalizacijama u umiranju
od malignih bolesti kod muskaraca, mokra¢na besika je na 7. mestu (3,6% smrti od malignih
bolesti), dok se kod Zena ne nalazi u prvih deset vodecih lokalizacija po smrtnosti. U toku
2015. godine od karcinoma mokraéne beSike umrlo je preko 400 osoba. Stopa mortaliteta na

100.000 stanovnika za muskarce u centralnoj Srbiji je 15,7, a u Nisavskom okrugu 11,6 (6).

Pusenje je glavni faktor rizika za razvoj kancera mokraéne besike (7, 8). Pusaci imaju 2,5 puta
veci rizik za nastanak karcinoma besike. Pusenje cigareta je odgovorno za oko 50% tumora i
povezano je sa najmanje 40% smrti od karcinoma mokraéne beSike. Globalno kretanje
incidence ove bolesti u znacajnoj meri odrazava prevalencu pusenja. Polne 1 geografske
razlike u incidenci najveé¢im delom su uslovljene razlikama u navici pusenja. Trenutna slika
oboljevanja od karcinoma odslikava prevalenciju pusenja od pre 20 ili 30 godina, jer je
prirodna istorija bolesti takva da je karcinogeneza dugotrajan proces (9). U nekim
populacijama glavni faktor rizika i uzro¢nik karcinoma beSike je infekcija trematodom
Shistosoma haematobium. Sistozomijaza pogada vise od 260 miliona ljudi i endemska je u 78
zemalja sveta, uglavnom na Srednjem Istoku i u Africi (10). Karcinom besike se u ovim
podrucjima gde je urogenitalna Sistozomijaza endemska javlja kod mladih pacijenata, u 40-im
i 50-im godinama, a najcesci histoloski tip je skvamocelularni karcinom, za razliku od ostatka
sveta, gde je glavni i dominantni histoloski tip karcinoma urotelni (tranziciocelularni)
karcinom. Medutim, u endemskim podrucjima se belezi pad skvamocelularnog kacinoma, a
raste ucestalost urotelnog, verovatno kao odraz smanjenja Sistozmijazne infekcije, a porasta

uticaja pusenja (11).

Okupacioni rizici za nastanak karcinoma mokra¢ne besike ukljucuju ekspoziciju aromati¢nim
aminima, anilinskim bojama, benzidinima i drugim hemikalijama i odgovorni su za nastanak
1-7% tumora mokraéne besike (12, 13). Ovim karcinogenima su uglavnom izlozeni radnici u

proizvodnji farbi i boja, gume i aluminijuma.
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Nasledni genetski faktori takode imaju ulogu u karcinogenezi karcinoma mokacne besike (7,
14). Polimorfizmi gena za enzime uklju¢ene u metabolizam karcinogena mogu predstavljati
znaCajan faktor rizika za nastanak tumora. N-acetiltransferaza 2 je kljucni enzim u
metabolizmu aromati¢nih amina, a njena varijanta koja sporo acetiluje povecava osetljivost na
duvanski dim, policiklicne aromati¢ne ugljovodonike i1 druge okupacione karcinogene.
Upotreba leka pioglitazon kod pacijenata sa dijabetes melitusom tip 2 poveceva rizik za
nastanak karcinoma besSike, medutim ovo povecanje nije statisticki znacajno, te, iako je lek
klasifikovan kao supstanca sa mogué¢im karcinogenim efektom na mokraé¢nu beSiku, znacaj

ovog leka na oboljevanje od karcinoma besike u ops$toj populaciji je veoma limitiran (15).

Karcinom mokraéne beSike je najskuplji maligni tumor za le€enje i klinicko zbrinjavanje od
dijagnoze do smrti, delom zbog svoje visoke godisnje incidence, koju dominantno ¢ini ne-
misi¢no-invazivni karcinom beSike, koji je udruzen sa visokim dozivotnim rizikom od
recidiva, ¢ak do 60-70%, i1 zahteva nadzor u obliku Cestih cistoskopskih kontrola, citologije i
intravezikalne hemoterapije ili imunoterapije. Progresija u misi¢no-invazivnu bolest udruzena

je sa verovatnoc¢om od 50% tokom 5 godina prezivljavanja (7, 16).

2.1.2. Urotelni karcinom mokracne besike — histopatoloSka svojstva

Urotelni karcinom predstavlja ve¢inu maligih tumora mokra¢ne beSike. Na prezentaciji oko
75% pacijenata ima superficijalni karcinom (ne-misi¢no-invazivni karcinom, NMIBC), a oko
25% se prezentuje sa miSi¢no-invazivnom (MIBC) ili metastatskom boleséu. Oko 50%
superficijalnih tumora su niskog histolo§kog gradusa, dok je velika ve¢ina miSi¢no invazivnih

karcinoma visokog gradusa (17).

2.1.2.1. Gradiranje urotelnog karcinoma

Odredivanje histoloskog gradusa urotelnog karcinoma ima kljuéni zna€aj u stratifikaciji
tumora u razliite prognosticke grupe, Sto omogucéava procenu rezultata leCenja i optimalan
pristup zbrinjavanju pacijenata (18). U superficijalnom, ne-misi¢no-invazivnom urotelnom
karcinomu histoloski gradus je najznacajniji prognosticki faktor (19). Svetska zdravstvena
organizacija (World Health Organization — WHO) je 1973. godine uvela numericki sistem
gradiranja koji je bio baziran na celijskoj anaplaziji (20). Od tada je sistem gradiranja u
nekoliko navrata pretrpeo modifikacije, da bi i danas bio na snazi sistem koji je WHO
definisala 2004. godine. Time je zamenjena kategorija numerickog gradiranja (gradus 1, 2 i
3), ¢ija je reproducibilnost bila zadovoljavajuce visoka, ali je kategorija klasifikovana kao

urotelni karcinom Gradus 2 obuhvatala tumore veoma razli¢itog bioloskog potencijala i
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prognostickih svojstava. U novom gradusnom sistemu urotelni karcinom se na osnovu
citoloske i arhitekturne atipije deli na tumore niskog i visokog gradusa, a uvedena je i nova
kategorija — papilarna urotelna neoplazma niskog malignog potencijala (PUNLMP) (21, 22).
Ovaj sistem je eliminisao ili, u najmanju ruku, znac¢ajno smanjio neodredenost dijagnostickih
kategorija iz sistema od 1973. godine, pre svega kategorije tumora Gradus 2 (G2) i grani¢ne
grupe G1/2 i G2/3. Na krajevima spektra gradusni sistemi iz 1973. i 2004. godine dobro
koreliraju (Slika 1), dok se oko 40% tumora koji su ranije oznacavani kao Gradus 2 po novoj
klasifikaciji svrstava u kategoriju tumora visokog gradusa (19). Sistem gradiranja iz 2016.
godine je u osnovi veoma sli¢an onom iz 2004. godine, a najznacaniji pomak u odnosu na
sistem iz 1973. godine jeste ukidanje neodredenih kategorija gradiranja (G1/2 i G2/3) i podela
tumora u homogene grupe (17).

Prognoza pacijenata sa urotelnim karcinomom u velikoj meri zavisi od ta¢nog odredivanja
tumorskog gradusa. Bez obzira na to koji se sistem za gradiranje koristi, studije su potvrdile
da je histoloski gradus znac¢ajan i nezavisni prediktor progresije bolesti i pojave recidiva (23-
25). Medutim, reproducibilnost rezultata odredivanja histoloSkog gradusa i dalje moze
predstavljati problem, uprkos pojednostavljenom sistemu gradiranja, jer histoloske razlike
izmedu pojedinih tipova tumora mogu biti veoma suptilne, a konsenzusa medu patolozima
nema. Pouzdani sistem klasifikacije koji je jasan i patolozima i urolozima osigurava da
agresivni tumori ne budu potcenjeni, a manje agresivni preterano leceni (18). Evropsko
udruzenje urologa (European Association of Urology — EAU) preporucuje koriS¢enje obe
klasifikacije, i one iz 1973. (WHO), i klasifikacije 2004/2016 (WHO/ISUP) (26). U patologiji
je, medutim, za univerzalnu upotrebu preporucen sistem gradiranja WHO iz 2016. godine,

koji bi trebalo da bude prihvacen i rutinski primenjivan sirom sveta.

Prema sistemu WHO iz 2016. godine (17) pTa i pT1 tumori gradiraju se u tumore niskog
gradusa ( low grade — LG) i tumore visokog gradusa (high grade — HG). S druge strane, svi
tumori koji invadiraju miSi¢ni sloj (musculus detrusor vesicae urinariae) smatraju se
tumorima visokog gradusa (HG). Sistem iz 2016. godine uveo je termin neinvazivni tumori,
kako bi se preciznije diferentovali neinvazivni tumori (LG i HG papilarni karcinomi) od

invazivnih urotenih karcinoma.
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Lumen mokracne

begike pT1l pT2b Urotel
pTa

pT4
Cis

Lamina propria

Perivezikalna mas

| Gradus 1 I Gradus 2 I Gradus 3 I
[ 1 1 1 1973 WHO
1 PUNLMP Nizak gradus I Visok gradus | 2004/2016
I 1 | I

WHO/ISUP

Slika 1. Odredivanje histoloskog gradusa i patolo§kog stadijuma tumora mokraéne
besike. Prikazani su stadijumi tumora besike u skladu sa TNM sistemom. Gradiranje tumora
po sistemu Svetske Zdravstvene Organizacije (WHO) iz 1973. godine je modifikovano i
uvedena je nova podela 2004. godine, u skladu sa kriterijumima WHO/ISUP (Internacionalno
UdruZenje za Urolosku Patologiju), koja je zadrzana 1 u Klasifikaciji iz 2016. godine (17, 21).
Osnovna razlika je u klasifikaciji papilarnin tumora. Dok su u staroj Klasifikaciji papilarni
urotelni tumori podeljeni na numericke graduse 1, 2 i 3, u novom sistemu papilarne
neoplazme obuhvataju: papilarnu urotelnu neoplazmu niskog malignog potencijala
(PUNLMP), ekvivalentnu gradusu 1, papilarni urotelni karcinom niskog gradusa i papilarni

urotelni karcinom visokog gradusa. (Modifikovano iz reference (27)).

2.1.2.1.1 Urotelne lezije niskog histoloSkog gradusa

Papilarna urotelna neoplazma niskog malignog potencijala (PUNLMP)

Kategorija PUNLMP je uvedena u klasifikaciju tumora besike po prvi put 1998. godine (28) i
zadrzala se u kasnijim sistemima klasifikacije (17, 21). Ova kategorija je od velikog znacaja
jer ne nosi odrednicu ,kancer”, Sto je posebno vazno za mlade pacijente, kod kojih se

PUNLMP uglavnom i dijagnostikuje. Ovakvim imenovanjem tumora izbegava se stigma
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dijagnoze kancera sa svim svojim psihosocijalnim i finansijskim posledicama. Ukoliko se
postuju veoma strogi kriterijumi za dijagnozu, ova kategorija obuhvata veoma ograni¢enu
grupu tumora. PUNLMP je egzofiticna lezija papilarne grade, gde su papile tanke, bez
fuzionisanja, pokrivene uglavnom normalnim i regularno polarizovanim urotelnim ¢elijama,
bez elemenata atipije ili sa minimalnom citoloskom atipijom. Jedra tumorskih ¢elija mogu biti
blago uvecana, a postoji i diskretno povecanje broja atipi¢nih Celija u odnosu na normalan
urotel. Povrsne ,,umbrella®“ ¢elije su uglavnom prisutne. Mitoze su samo izuzetno prisutne i to

isklju¢ivo u bazalnim slojevima. Nekroze nisu prisutne.

PUNLMP se ne moZe smatrati benignom lezijom, jer postoji znaajan rizik za pojavu
recidiva, a postoji i mali rizik od progresije bolesti, iako je on veoma nizak, 8-10% (29-31).
Razlika izmedu PUNLMP i pTa LG tumora je pre svega morfoloSka, iako neki autori
smatraju da ove lezije spadaju u istu grupu zbog sli¢nog klinickog ponasanja (18). PUNLMP i
pTa LG razlikuju se i na molekuranom nivou. PUNLMP odlikuje se prekomernom
ekspresijom proteina FGFR3 i CK20, dok pTa niskog gradusa pokazuje nizi nivo ekspresije
odredenih mikro-RNK (miR-125b) (32, 33). Jo$ uvek ne postoje jasne smernice i neophodne
su dalje studije da bi se odredila duzina vremena pracenja i intervala kontrole. Svakako se

preporucuje dugorocno pracenje.

Neinvazivni papilarni urotelni karcinom niskog gradusa (pTa LG)

Neinvazivni papilarni urotelni karcinom niskog gradusa histoloski se karakterise urednim
izgledom i u citoloSkom i arhitekturnom smislu, tj. uredno aranziranim papilama (17, 34).
Uvek postoji blagi, ali odredeni stepen atipije, izvesni citoloski dearanzman, sa varijacijama u
polaritetu Celija, veli¢ini i obliku jedara, kao i distribuciji hromatina (Slika 2). Najmaanje
minimalna nuklearna atipija koja je uvek prisutna predstavljena je nepravilno zgrudvanim
hromatinom i nuklearnom hiperhromazijom. Mitoze su retke i prisutne u donjoj polovini
urotela. Na tangencijalnim 1 kosim presecima analiza histoarhitektonike moze biti otezana.
Medutim, kada su u istoj leziji prisutne zone razliitih gradusa, tumor se uvek gradira u skladu
sa najvis§im uocenim gradusom. Histoloske razlike izmedu PUNLMP i pTa LG mogu biti
veoma diskretne, ali se intraobserverska i interobserverska reproducibilnost poboljSavaju sa
vremenom i iskustvom, s obzirom na to da je PUNLMP relativno svezi entitet u uropatologiji
(18). Urotelni karcinom niskog gradusa moze da reidivira i moze da progredira u invazivni
karcinom, iako retko, u oko 10% slucajeva (34). Ovi tumori retko predstavljaju pretnju po

Zivot pacijenta.
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Slika 2. Patohistoloski izgled urotelnog papilarnog karcinoma niskog histoloskog

gradusa (H&E, originalno uvecanje x400)

2.1.2.1.2. Urotelne lezije visokog histoloSkog gradusa

Neinvazivni papilarni urotelni karcinom visokog gradusa (pTa HG)
Lezije visokog gradusa cesto se mogu prepoznati ve¢ na najmanjem mikroskopskom

uvecanju, jer ih karakteriSe u manjoj ili vecoj meri dearanziran histoloski izgled, sa
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citonuklearnom i arhitekturnom dezorganizacijom. Urotelni karcinomi visokog gradusa sadrze
¢elije koje mogu biti diskohezivne, sa velikim hiperhromnim jedrima i ¢esto prominentnim
nukleolusima. Postoji arhitekturni dearanzman 1 gubitak polariteta celija. Spektar
pleomorfizma je $irok, od umerenog do izrazenog, ali uvek bar neke od tumorskih ceija
pokazuju jasnu anaplaziju. lako stepen pleomorfizma u lezijama visokog gradusa varira,
konsenzus je da se ovi tumori ne dele dalje u dve grupe. Mitotske figure su Ceste, ukljucujuéi i
atipi¢ne. Mogu se videti i intraepitelne nekroze. Debljina urotela moze znacajno da varira,

papile su fuzionisane i pokazuju anarhi¢ni rast (18, 34).

Tumori visokog gradusa su agresivne neoplazme. Ovi tumori imaju mnogo veéi stepen
progresije u odnosu na LG tumore, vecu stopu incidence invazije, i mogu biti svih stadijuma,
pTa-pT4. Urotelni karcinomi pT2-4 generalno se klasifikuju kao tumori visokog gradusa (17,
21). HG tumori pokazuju visoku stopu progresije, 50-65%, kao i recidiviranja 14,8-80,7%
(35, 36).

Carcinoma in situ (CIS)

Carcinoma in situ ili ,.flat urotelni karcinom definiSe se kao prisustvo citoloski malignih
Celija unutar ravnog urotela, bez razvoja papilarnih proliferata, i smatra se lezijom visokog
gradusa (34). CIS ima varijabilne karakteristike i obuhvata mikromorfoloski spektar od atipije
koja zahvata celu debljinu epitela do rasutih malignih ¢elija u ina¢e normalnom epitelu
(pagetoidno Sirenje). Opisano je pet osnovnih morfoloskih tipova CIS-a (37) ¢ija je zajednicka
karakteristika HG citoloska atipija, s tim da unutar iste lezije moze i Cesto postoji vise od
jednog tipa. Tipovi CIS-a su: a) CIS velikih pleomorfnih ¢elija, najceséi tip, sa celijama
obilne citoplazme i pleomorfnih jedara, b) CIS velikih c¢elija bez pleomorfizma, c)
sitnocelijski CIS, bez neuroendokrine diferencijacije, sa celijama relativno oskudne
citoplazme i minimalnim pleomorfizom, d) vise¢i (engl. clinging) CIS sa denudiranim
urotelom i obi¢no jednim slojem celija; €) kancerizacija urotela, sa pedzetoidnim Sirenjem
kroz urotel (klasteri ili pojedinacne atpi¢ne celije), podrastanje ispod normalnog urotela tj.
zamena bazalnog sloja atipi¢nim celijama, ili prerastanje atipi¢nih celija preko urotela.
Neoplasticne celije CIS-a su Cesto diskohezivne i zato se lako ljuSte u urin. Kada je ¢elijsko
ljustenje (engl. shedding) izraZeno, dolazi do denudacije urotela, sa malim brojem CIS ¢elija

koje se drze za bazalnu membranu (clinging CIS) (37).

Makroskopski, CIS se obi¢no manifestuje kao zona crvenila i granuliranosti mukoze, ili kao

zadebljanje urotela koje ne stvara evidentnu intraluminalnu masu. CIS je Cesto multifokalan,
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moze da zahvati znacajan deo povrSine urotela besike, da se Siri u uretere ili uretru. CIS je
Cesto prisutan u okolnoj mukozi oko urotelnih karcinoma visokog gradusa. Ukoliko se ne leci,

u 50-75% slucajeva CIS progredira u misi¢no invazivni karcinom.

Invazivni urotelni karcinom

Invazivni urotelni karcinom moze da bude udruzen sa papilarnim urotelnim karcinomom,
obi¢no visokog gradusa, ili sa CIS. Sepen invazije zida, odnosno proSirenosti bolesti
(stadijum) u momentu postavljanja dijagnoze najvazniji je faktor koji odreduje prognozu
bolesti. Skoro svi miSiéno-infiltrativni urotelni karcinomi su visokog histoloskog gradusa,
tako da gradiranje infiltrativne komponente nije od kljuénog znacaja, kao §to je to slucaj u

neinvazivnim papilarnim tumorima (Slika 3).

Oko 80% tumora visokog gradusa (HG) su invazivni karcinomi (34). Agresivni tumori §ire se
u zid beSike, a u uznapredovalom stadijumu invadiraju okolne organe (prostatu, semene
kesice, uretere, retroperitoneum), mogu formirati fistulozne komunikacije sa vaginom i
rektumom. Oko 40% ovih duboko invazivnih tumora daje limfogene metastaze u regionalne

limfne noduse. Hematogena diseminacija zahvata najcesce jetru, pluca i kostnu srz.

2.1.2.1.3. Urotelni papilarni karcinomi sa gradusnom heterogenoscu

U istom urotelnom tumoru neretko se mogu naci dva razlicita gradusa, u 3-43% lezija (38,
39). WHO klasifikacija iz 2004 godine (21) preporucuje da se histoloski heterogene lezije
gradiraju na osnovu najviSeg gradusa koji je viden na histoloSkim presecima tumora.
Medutim, trenutno nema opSteprihvacenih preporuka za opis ovih lezija, niti se aktuelna
klasifikacija WHO izjaSnjava precizno o ovoj temi (17). Mali broj studija istrazivao je
ponasSanje ovakvih mikstnih lezija, 1 zajednicki zaklju€ak je da se LG tumori sa manje od 10%
HG komponente klini¢ki ponasaju veoma sli€no kao Ciste LG lezije, neSto ¢eSce recidiviraju
od LG tumora, ali razlika u vremenu do progresije i u stopi progresije bolesti statisticki se ne
razlikuje znacajno od urotelnih tumora koji su ¢iste LG neoplazme (39, 40), te su sugerisani
arbitrarni kriterijumi da se ignoriSe nalaz visokog histoloskog gradusa, ukoliko on ¢ini manje
od 5%, odnosno 10% tumora. Medutim, nedavno objavljena studija koja je analizirala
papilarne urotelne karcinome sa gradusnom heterogenos$¢u ukazala je da u ovim tumorima,
¢ak 1 u onim delovima koji su histoloski LG, postoje molekularne promene koje su markeri
progresije, poput homozigotne delecije CDKN2A gena u mutiranom FGFR3 putu, povecane
Ki67 proliferativne aktivnosti ili pozitivne ekspresije p53 (41). Ovakvi rezultati ukazuju da se

genomske izmene deSavaju u ranoj fazi tumorskog rasta, pre nego Sto se mogu uociti
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odgovarajuce histoloske promene, te idu u prilog konvencionalnoj odluci da se tumoru dodeli

najvisi gradus koji se detektuje u tumoru sa gradusnom heterogenoscu.

Slika 3. Patohistoloski izgled urotelnog karcinoma visokog histolo§kog gradusa (H&E,

originalno uvecanje x400)
U slucaju tumora sa granicnom histologijom, dodatni parametri mogu biti od pomo¢i u
donosenju odluke o gradusu, kao §to su urinarna citologija, multifokalnost, veli¢ina lezije,

prethodna istorija bolesti, rekurentna bolest. Ukoliko je prisutan CIS, tumor se smatra HG
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lezijom. S obzirom na to da ne postoje nedvosmisleni kriterijumi za prijavljivanje tumora
mesSovitih gradusa, a pre nego Sto neki od predloZenih arbitrarnih kriterijuma ne budu
validirani i formalizovani u vidu univerzalnih preporuka i smernica, patolozi bi trebalo da

zabeleZe procenat i opiSu sve morfoloske aspekte lezija sa gradusnom heterogenoscu (18).

2.1.2.1.4. Molekularno gradiranje

Urotelni karcinomi Cesto predstavljaju heterogene ¢elijske populacije, a u odredivanju gradusa
uvek postoji ograni¢enje kako intra- tako i interobserverske reproducibilnosti. Molekularni
markeri mogu doprineti ta¢nijem histoloSkom gradiranju urotelnog karcinoma, $to poboljsava
selekciju modaliteta leCenja pacijenta, iako njihova upotreba jo$ uvek nije deo standardne

klini¢ke prakse (42-45).

Mutacije FGFR3 i TP53 kljuéne su alteracije u genetskom razvoju urotelnih neoplazmi i
karakteriSu dva razli¢ita, medusobno isklju¢iva genetska puta u patogenezi urotelnog
karcinoma (46). Mutacije FGFR3 jedan su od naj¢es¢ih dogadaja u urotelnoj karcinogenezi, i
snazno su povezane sa tumorima niskog gradusa, neinvazivnim stadijumom bolesti i redom
pojavom recidiva (47, 48). Mutacije FGFR3 nadene su u ¢ak 84% G1 tumora (48). Nasuprot
tome, mutacije gena TP53 su povezane sa tumorima visokog histoloskog gradusa,

uznapredovalim stadijumom i ¢estim recidivima (Slika 4).

2.1.2.2. Stadiranje urotelnog karcinoma

Odredivanje patoloskog stadijuma je zlatni stadard u dijagnostici karcinoma mokraéne beSike.
Patoloski stadijum je daleko pouzdaniji i1 tacniji kriterijjum od klini¢kog stadiranja, koje
ukljucuje bimanuelni pregled, cistoskopiju i radiografsko snimanje. Medutim, odredivanje
patoloskog stadijuma je zahtevan proces, jer moze biti ograniCeno kvalitetom uzoraka
dobijenih transuretralnom resekcijom. Veoma cCesto je patoloska interpretacija dubine invazije
tumora otezana efektom kautera i distorzionim artefaktima (49). Na uzorcima dobijenim
transuretralnom resekcijom najveéa poteSkoc¢a za patologa je prepoznavanje fokalne,
superficijalne invazije lamine proprije i diferencijacija invazije miSi¢nog sloja zida beSike
(tunica muscularis propria) od invazije snopova glatkomiSi¢nih vlakana sluznice (lamina
muscularis mucosae), odnosno, diferencijacija stadijuma T1 od T2, §to presudno utiCe na

dalje leenje pacijenta (50, 51).

Stadijum karcinoma mokraéne beSike je najvazniji prognosticki faktor kod invazivnog

urotelnog karcinoma (19). Oko 75% tumora mokra¢ne beSike dijagnostikuje se kao ne-
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misi¢no-invazivna bolest (NMIBC). Od toga, 50-70% ima recidiv bolesti, a oko 10-15%

razvije progresiju bolesti u karcinom sa invazijom misi¢nog sloja (52).

Klasifikacija malignih tumora mokra¢ne beSike vrSi se u skladu sa preporukama
Intarnacionalne Unije protiv kancera (UICC) koja je 2017. godine objavila Osmo izdanje
TNM Kklasifikacije malignih tumora, ili prema smernicama Priru¢nika za stadiranje, osmo
izdanje, koji je nedavno objavio Americki udruzeni komitet za rak (AJCC) (53). Vode¢i autori
i uropatolozi smatraju americko izdanje superiornim (54), jer sadrzi preciznije smernice za
gradiranje i stadiranje tumora i inkorporiralo je nova saznanja o karcinomu besike koje TNM
klasifikacija nije uzela u obzir, a jo§ uvek je zadrzala i opsolentni termin ,tranziciocelularni

karcinom**

Neinvazivni put : Invazivni put
: Normalni urotel .
karcinogeneze karcinogeneze

9p-/9q- / FGFR3 [ " 9p-/9g-

L' Hiperplazija I Displazija
RAS : PIK3CA |

Neinvazivni
karcinom niskog
I gradusa

,J Carcinoma in situ

RASSF1A

Neinvazivni . Invazivni karcinom

karcinom visokog TP53
| gradusa

v

Slika 4. Model Kkarcinogeneze u mokraénoj beSici. Gubitak heterozigotnosti na
hromozomu 9 (LOH9) je najraniji poznati genetski dogadaj u karcinogenezi i desava se u
svim tumorima urotela, izuzev u urotelnim papilomima. LOH9 je prisutan u urotelnim
karcinomima bilo kog gradusa i stadijuma. Tumori sa mutacijom FGFR3 karakteriSu se
niskim malignim potencijalom. Za progresiju tumora neophodan je niz drugih genetskih
alteracija, poput mutacije gena PIK3CA i/ili gubitak RASSF1A.
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2.1.2.2.1. TNM klasifikacija i stadiranje karcinoma mokracéne besike

Klasifikacija malignih tumora mokraéne besike u nasoj zemlji vr$i se u skladu sa aktuelnim
Osmim izdanjem TNM Klasifikacije malignih tumora, koja je objavljena 2017. godine.
Medunarodna oznaka malignih tumora mokra¢ne beSike je ICD-O-3 C67. Definisan je

postupak odredivanja T, N i M kategorije (Tabela 1 i 2) (55).

Za definisanje kategorije T, koja se odnosi na primarni tumor, primenjuju se fizicki pregled,
medicinski imidzing i endoskopija. Prema ovoj klasifikaciji, za dijagnozu tumora mokra¢ne
besike neophodna je histoloska ili citoloska potvrda bolesti. Odgovarajucoj T kategoriji se u
slu¢aju postojanja visestrukih tumora dodaje sufiks m, dok se u slu¢aju prisustva carcinoma in

situ moze dodati sufiks is.

Tabela 1. TNM Klasifikacija malignih tumora mokraéne beSike

T — Primarni tumor

TX Primarni tumor se ne moze proceniti
TO Nema dokaza primarnog tumora

Ta Neinvazivni papilarni karcinom

Tis Carcinoma in situ: ‘flat tumour’

T1 Tumor invadra subepitelno vezivno tkivo
T2 Tumor invadira mi$iéni sloj
T2a Tumor invadira superficijalnu muskulaturu (unutragnju polovinu misica)
T2b Tumour invadira duboki misi¢ (spoljasnju polovinu misica)
T3 Tumor invadira perivezikalno tkivo:
T3a mikroskopski
T3b makroskopski (ekstravezikalna masa)
T4 Tumor invadira neku od sledecih struktura : stromu prostate, semene kesice, uterus, vaginu,
pelviéni zid, trbusni zid
T4a Tumor invadira stromu prostate, semene kesice, uterus ili vaginu
T4b Tumor invadira zid male karlice ili trbusni zid

N — Regionalni limfni nodusi

NX Regionalni limfni nodusi se ne mogu proceniti

NO Bez metastaza u regionalnim limfnim nodusima

N1 Metastaze u jednom limfnom nodusu male karlice (hipogastri¢ni, obturatorni, spoljni ilija¢ni ili
presakralni)

N2 Metastaze u viSe nodusa male karlice (hipogastri¢ni, obturatorni, spoljni ilijacni ili presakralni)
N3 Metastaze u zajednickom ilijaénom limfnom nodusu / nodusima

M — Udaljene metastaze
MO Bez udaljenih metastaza
M1 Metastaze su prisutne
M1la Neregionalni limfni nodusi
M1b Ostale lokalizacije udaljenih metastaza

Kategorija N, koja se odnosi na odsustvo ili prisustvo i stepen metastaza u regionalnim
limfnim nodusima, odreduje se metodama fizickog pregleda i medicinskog imidzinga.

Regionalnim limfnim nodusima smatraju se limfni ¢vorovi male karlice smeSteni ispod
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bifurkacija zajednickih ilijanih arterija. Lateralnost nodusa nema uticaja na klasifikaciju.
Kategorija M definiSe odustvo ili prisustvo udaljenih metastaza i verifikuje se klinicki,

fizickim pregledom i metodama medicinskog imidZinga.

Tabela 2. Stadijum malignih tumora mokracne beSike
Stadijum Oa Ta NO MO
Stadijum Ois Tis NO MO
Stadijum | T1 NO MO
Stadijum 11 T2a, T2b NO MO
Stadijum I11A T3a, T3b, T4a NO MO
T1,T2, T3, T4a N1 MO
Stadijum 111B T1,T2, T3, T4a N2, N3 MO
Stadijum IVA T4b NO MO
Bilo koji T Bilo koji N Mla
Stadijum IVB Bilo koji T Bilo koji N M1b

Stadijum pTO karcinoma

Patoloski stadijum pTO naznacava se kada nema rezidualnog urotelog karcinoma na uzorku
dobijenom cistektomijem. To se tipicno sree u slucajevima biopsija dobijenim
transuretralnom resekcijom (TUR) nakon dijagnoze miSi¢no invazivnog tumora mokraéne
besike i1 zavrSetka neodajuvantne hemoterapije (56), kada je potrebno Kkoristiti i modifikator
,y*, a kod nekih pacijenata nakon radikalne cistektomije bez prethodne hemoterapije.
Incidenca stadijuma pTO je tradicionalno oko 10%, ali ona poslednjih godina raste, pre svega
zbog primene neoadjuvantne hemoterapije koja znacajno povecava Sansu da pacijent postigne
ovaj stadijum (57, 58). Postizanje stadijuma pTO podrazumeva mnogo bolju prognozu za
pacijenta, posebno kada je postignut kompletan patoloski odgovor (pTONOMO), jer ovi
pacijenti imaju znacajno bolje ukupno prezivljavanje 1 prezivljavanje bez recidiva u odnosu
na pacijente kod kojih nije postignut kompletan odgovor (59). Klinic¢ki ishod za ove pacijente
je varijabilan, petogodiSnje prezivljavanje ostaje 84%, verovatno zbog ekstravezikalnog
Sirenja bolesti pre cistektomije (60). Metastaze u limfnim nodusima kod pTO pacijenata su

retke, ali moguce, i povezane su sa losijom prognozom (57).

Stadijum pTa karcinoma

Ovaj stadijum oznacava papilarne urotelne karcinome koji ne vrSe invaziju lamine proprije
mukoze (Slika 5). Histoloski gradus je najvazniji prognosticki faktor za ove tumore (22).
Prisustvo mikroinvazije iskljuCuje tumor iz ove kategorije. Prisustvo CIS, odnosno ravne
urotelne lezije u okolini ima prognosti¢ki znacaj (54). Dijagnostikovanje CIS u okolini HG

pTa zahteva oprez, jer bo¢ni delovi ili baza papilarnog tumora visokog gradusa moze
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imponovati kao ravna lezija. U ovim okolnostima CIS bi trebalo dijagnostikovati samo u
okolnostima ako je CIS lociran na potpuno drugom biopsijskom fragmentu, ili dovoljno
udaljen od papilarne lezije, tako da je segment normalnog, neizmenjenog epitela prisutan
izmedu dve lezije ili ukoliko se CIS histoloski razlikuje od papilarnog tumora (54). Ako obe
lezije nedvosmisleno postoje, onda bi histopatoloski nalaz trebalo da sadrzi odredenje obe

lezije (pTa/pTis).

Stadijum pTis karcinoma

Urotelni karcinom in situ je ravna, ,flat“ urotelna lezija gradena od atipi¢nih, uvecanih
urotelnih ¢elija sa hiperhromazijom, nuklearnim pleomorfizmom, visokim nukleo-
citoplazmatskim odnosom i Cestim mitotskim figurama, koja ne pokazuje invaziju kroz
bazalnu membranu epitela. Cesto je udruZen sa invazivnim urotelnim karcinomom visokog
gradusa, ali moze biti prisutan i kao solitarna lezija. Samo cistektomski uzorci na kojima je
prisutan samo CIS bez invazivnog tumora oznacavaju se patoloskim stadijumom pTis.
Urotelni CIS prisutan je kao jedina promena, bez invazivnog karcinoma, na oko 10% uzoraka
radikalnih cistektomija (61).

Urotelni CIS moze biti rezistentan na hemoterapiju i moguca je njegova progresija u
invazivhu bolest (62, 63). CIS je cesto prisutan na cistektomskim uzorcima nakon
neoadjuvantne hemoterapije, ili kao jedina lezija ili udruzen sa infiltrativnim karcinomom.
Dijagnoza CIS je vazna ne samo u slucaju kad je to jedini ili najlosiji patoloski nalaz, ve¢ je i
znaCajan prognosti¢ki indikator kod pacijenata Sa invazivnim tumorom pT1-pT2 sa
pridruzenim CIS (54). Prisustvo CIS u okolini urotelnog karcinoma pTO-pT2 udruzeno je sa
loSijjom prognozom. Medutim, prisustvo CIS nema uticaja na kancer-specificni mortalitet

pacijenata sa karcinomom besike stadijuma pT3-pT4 (64).

Stadijum pT1 karcinoma

Urotelni karcinom koji vr$i invaziju lamine proprije, bez Sirenja u muskularis propriju,
oznacava se kao tumor stadijuma pT1 (Slika 6). AJCC Klasifikacija iz 2016. godine (53)
preporucuje podelu pT1 tumora na podstadijume, kako bi se preciznije stratifikovali pacijenti
i separisali oni sa invazivnim mikrofokusima od pacijenata sa ekstenzivnom invazijom.
Medutim, nema jasnih prakti¢nih preporuka za metodologiju substadiranja, te trenutne ne
postoje zvani¢no prepoznate kategorije pT1 podstadijuma (54). Tumori koji invadiraju laminu

propriju imaju agresivni potencijal 1 mogu razviti metastaze. Na molekularnom nivou vecina
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tumora koji vrSe invaziju lamine proprije su aneupoidne lezije, iako se dijagostikuju i

diploidni tumori. FGFR3 mutacije su Ceste (47, 65).

Slika 5. Patohistoloski izgled urotelnog papilarnog karcinoma stadijuma pTa (H&E,

uvecanje x40 gornji red, x200 srednji red, x400 donji red)
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Recidivi su relativno Cesti, dok se u znacajnom procentu slucajeva belezi progresija u visi
tumorski gradus ili visi stadijum bolesti. Za bolest specifican mortalitet iznosi izmedu 0.5% 1
4% (18). Studije pokazuju da postoji znacajno neslaganje medu uropatolozima u dijagnostici
pT1 tumora (66). Identifikacija invazije lamine proprije moze biti zahtevan zadatak, ¢ak i za
iskusnog uropatologa, posebno ako se radi o fokalnoj ili superficijalnoj invaziji. Faktori koji
otezavaju interpretaciju prisustva i dubine tumorske invazije na biopsijama dobijenim TUR-
om mogu biti vezani za samo kalupljenje uzoraka (tangencijalni preseci ili lose orjentisani
fragmenti), proceduralne artefakte (termalno oStecenje ili artefakt izazvan kauterizacijom) ili
promene u samom tumoru (npr. izraZzena inflamacija na interfejsu tumor — stroma) (54, 67).
Neke infiltrativne varijante urotelnog karcinoma deluju varljivo uniformno, poput ,,nested*
varijante urotelnog karcinoma, a ponekad i proliferativna von Brunn-ova gnezda normalnog
urotela mogu simulirati invaziju (68). Neoplasti¢na ¢elijska proliferacija moze da zahvati von
Brunn-ova gnezda ili putem pedzZetoidnog rasta ili direktnim Sirenjem susednog tumora, §to
moze izgledati kao invazija lamine proprije, iako to nije. U ovim okolnostima klju¢no je
pazljivo oceniti izgled urotelne bazalne membrane, koja po pravilu deluje glatko i regularne

konture oko Brunn-ovih gnezda, a oko nje se redaju paralelno krvni sudovi tankih zidova.

Infiltracija lamine proprije prepoznaje se uoCavanjem infiltracije pojedinacnih Celija ili
Celijskih gnezda nepravilnog oblika, nazubljenih kontura bazalne membrane, bez linearno
aranziranih krvnih sudova tankih zidova koje prate membranu, ili prstolikih i pupoljastih
ekstenzija koje se razvijaju na bazi papilarnih tumora. U prilog invaziji lamine proprije ide i
nalaz retrakcionih artefakata koji okruzuju iregularna gnezda, kao i paradoksalna maturacija
¢elija, koja podrazumeva da invazivne Celije zadobijaju obilnu, eozinofilnu citoplazmu i
izgledaju manje pleomorfno nego in situ neoplasticne celije koje ih prepokrivaju. Ponekad
retrakcioni  artefakti, korisni u detekciji invazije, mogu otezavati identifikaciju

limfovaskularne invazije (LVI), koja je prepoznata kao prognosti¢ki znacajna kategorija (69).

Stromalna reakcija moze dodatno da pomogne u prepoznavanju invazivnog karcinoma, ali ne
mora uvek da bude prisutna. Odgovor strome na infiltrativne Celije ili grupe ¢elija moze da
bude u vidu hipocelularne, miksoidne strome, zatim u vidu celularne strome sa vretenastim
fibroblastima i varijabilnom kolagenizacijom, mogu¢ je i pseudosarkomatozni stromalni
odgovor strome (54). Upotreba imunohistohemije i koris¢enje pan-keratinskog koktela moze

da pomogne u identifikaciji stromalne invazije (70). Medutim, ovo treba izvoditi i tumaciti s

32



oprezom, jer reaktivni miofibroblasti 1 rede drugi tipovi ¢elija mogu pokazati pozitivnost na

citokeratin (71).

Slika 6. Patohistoloski izgled urotelnog karcinoma stadijuma pT1 - invazija lamine

proprije mukoze mokracéne besike (H&E, originalno uvecanje x400)

Mikroinvazivni karcinom je vazan podtip pT1 tumora, gde je prisutna invazija lamine proprije

u najvecoj dubini od 0,5mm, $to je ekvivalent dijametra jednog mikroskopskog polja velikog
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uvecanja (x400) (54). Ova, ,,cut-off* vrednost od 0.5mm/1 HPF (1 high power field — HPF) je
u najsiroj upotrebi jer se smatra pragmaticnim, najpogodnijim kriterijjumom za primenu u
svakodnevnoj klinickoj praksi (72, 73). U vecini studija, mikroinvazivnost definisana ovim
kriterijumom korelira sa klinickim ishodom (72, 74-76). Kod papilarnih pT1 karcinoma
nadeno je da tumori koji imaju invaziju samo fibrovaskularne srzi papila, tj. peteljke, ili
pokazuju samo fokalnu infiltraciju baze, imaju znacajno bolju prognozu u poredenju sa
papilarnim karcinomima sa ekstenzivnom invazijom (77). S druge strane, grupa renomiranih
evropskih uropatologa predlozila je kao prag za mikroinvaziju prisustvo 20 infiltriSucih celija
u lamini propriji, kao surogat za konkretnu linearnu meru (78). Dalja istrazivanja i klinicka
validacija je neophodna kako bi se mikroinvazija izdvojila zvani¢no kao poseban podstadijum

pT1 karcinoma i odredila najbolja ,,cut-off* grani¢na vrednost.

Klasifikacija pT1 tumora na podstadijume je od znacaja za stratifikaciju pacijenata u
prognosticki 1 klinicki razlicite grupe. Iako su aktuelne preporuke da se pokusa neka od
strategija za podsadiranje pT1 tumora, ne postoje specifi¢ne i jasne smernice kakav sistem je
pozeljno koristiti (53, 54). Postoje dva osnovna sistema za odredivanje podstadjuma
superficijelno invazivnih tumora, histo-anatomski sistem i substadiranje na osnovu linearne
dubine invazije. Histo-anatomski sistem podrazumeva izjasnjavanje o dubini invazije lamine
proprije u odnosu na laminu muscularis mucosae, tanke, talasaste snopove glatko-misi¢nih
vlakana, koji su cesto udruzeni sa velikim krvnim sudovima tankih zidova. Lamina
muskularis se nalazi u srednjem ili srednje-gornjem delu lamine proprije, ali na biopsijama
dobijenim trasureteralnom resekcijom je varijabilno prisutna, u 15-83% slucajeva (79, 80). U
slu¢aju njenog nedostatka, veliki krvni sudovi bi se mogli koristiti kao zamena, iako poloZzaj
vaskularng pleksusa moze veoma da varira i moze se naci daleko iznad ili ispod muskularis
mukoze, posebno na nivou trigonuma mokraéne beSike (81). Medutim, veliki broj studija
pokazao je da substadiranje pT1 u odnosu na laminu muskularis mukoze i vaskularni pleksus
ima veliki prognosticki znacaj (82-85). Pacijenti sa infiltracijom lamine proprije ispod nivoa
muskularis mukoze ima znac¢ajno loSije preZivljavanje do pojave recidiva, prezivljavanje bez
progresije i kancer specifiéno prezivljavanje. Neke studije su delile pT1 tumore na tri
kategorije (invazija iznad, u nivou ili ispod muskularis mukoze), i ova klasifikacija je imala
pozitivni prediktivni znacaj (83). Alternativni sistem substadiranja baziran je na merenju
dubine invazije koris¢enjem okularnog mikrometra (54, 84). Merenje dubine invazije od
mukozne bazalne membrane korelira dobro sa konacnim patoloskim stadijumom, koji se

procenjuje na materijalu dobijenim cistektomijom (80). ,,Cut-off* vrednost nije jo§ uvek
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uspostavljena konsenzusom, ali je nedavno predlozeno da prazna vrednost >2.3mm
predstavlja najbolji prediktor progresije. Ova vrednost ima prakticni znacaj, jer je 2.3mm

prose¢no ekvivalentno jednom mikroskopskom polju na uvecanju x100 (86).

Tabela 3. Prognosti¢ki faktori za progresiju superficijalnog karcinoma mokracne beSike
(Ta, T1, Tis) u invazivnu bolest (55)

megalll(‘,:(s)trwkl Vezani za tumor Vezani za domacina Vezani za okolinu
Osnovni Gradus Starost Stepen transuretralne
Stadijum (T) Performans status resekcije
Cis Ostali komorbiditeti (intravezikalna
Broj lezija hemoterapija redukuje
Prethodni recidivi recidive, ali su
ograniceni dokazi da
redukuje progresiju)
Dodatni Veli¢ina tumora Pol
Recidiv na 3-mese¢noj Nastavak pusenja
kontroli cigareta

Novi/obecavaju¢i  p53, NMP22
FGFR3 mutacioni status
COX-2 (posebno gornji
urotel)
Claudin porodica proteina
DNA metilacioni status
Limfovaskularna invazija
Stepen invazije
(mikroinvazivni ili
ekstenzivno invazivni T1)

Stadijum pT2 karcinoma

Stadijum pT2 karakteriSe se invazijom muskularis proprije mokra¢ne beSike. Podeljen je na
dva podstadijuma: pT2a, tumor koji invadira superficijalni sloj miSica, tj. unutrasnju polovinu
1 pT2b, tumor koji invadira duboki sloj muskularis proprije, tj. spoljasnju polovinu misica.
Klini¢ki znacaj ove podele je diskutabilan (67). Studije dugo vremena nisu potvrdivale razliku
u prezivljavanju izmedu pT2a i pT2b tumora, odnosno dubina invazije muskularis proprije
nije pokazivala prediktivni znacaj (87), ali je zato veli¢ina tumora, tj. njegova najveca
dimenzija, predvidala ishod kod pacijenata sa pT2 tumorima (88). Pacijenti sa pT2 tumorima
manjim od 3cm imali su bolje 10-godisnje prezivljavanje u poredenju sa pacijentima koji su
imali miSi¢no-invazivni tumor ve¢i od 3cm. Pored toga, nije nadena razlika medu
podstadijumima pT2 tumora ni u statusu regionalnih limfnih nodusa, niti u prezivljavanju (87,

89). Medutim, u novije vreme nekoliko velikih, multicentri¢nih studija dokazalo je statisticki
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znacajne razlike u prezivljavanju (73,2 vs. 58,7%) i vremenu do pojave recidiva kod

pacijenata sa pT2a i pT2b tumorima (90, 91).

Slika 7. Patohistoloski izgled urotelnog karcinoma stadijuma pT2 - invazija tunike

muskularis mokraéne beSike (H&E, uvecanje x40 prva mikrofotografija tkivnog mikroniza,

x400 preostale mikrofotografije)
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Stadijum pT3 karcinoma
Stadijum pT3 definiSe se kao karcinom mokraéne beSike koji invadira perivezikalno masno
tkivo i deli se u dva podstadijuma, pT3a, mikroskopska invazija privezikalnog masnog tkiva, i

pT3b, koji podrazumeva makroskopsku invaziju perivezikalnog masnog tkiva.

Odredivanje ekstravezikalne ekstenzije otezava nepravilan aranzman miSi¢nih snopova
muskularis proprije i prisustvo adipocita unutar miSi¢nog sloja, zbog ¢ega je granica izmedu
misi¢nog sloja i perivezikalnog mekog tkiva slabo definisana. Grupe adipocita mogu biti
prisutne ¢ak i u lamini propriji, te se ne sme donositi sud o infiltraciji perivezikalnog masnog
tkiva samo na osnovu infiltracije masti tumorom, pogotovo na TUR uzorcima. Opisano je
znacajno neslaganje medu uropatolozima pri proceni dubine invazije izmedu problemati¢nih
pT2b i pT3a (92). Objektivniji parametar, poput merenja debljine invazivnog tumora od
bazalne membrane povr$nog urotela, olakSava stratifikaciju pacijenata na pT2 i pT3 stadijum i
moze imati veliki klini¢ki znafaj u dijagnostici biopsija dobijenih TUR-om (54, 89).
Ekstravezikalno Sirenje moze biti makroskopski zamenjeno reaktivnim promenama, npr.
inflamacijom i fibrozom, te je mikroskopska potvrda neophodna. Primena preoperativne
neoadjuvantne hemoterapije moze da oteza ili izmeni procenu dubine invazije na
cistoskopskim uzorcima. Medutim, studija koja je ukljucivala preko 900 pacijenata pokazala
je da nema razlike u prezivljavanju izmedu pacijenata stadijuma pT3apNO 1 pT3bpNO koji su
primali neoadjuvantnu hemoterapiju, dok pacijenti pT3bpNO stadijuma koji nisu primali

hemoterapiju imaju znacajno losije prezivljavanje od onih koji su stadijuma pT3apNO (93).

Stadijum pT4 karcinoma
Ovaj stadijum podrazumeva direktnu invaziju susednih organa i deli se na podstadijum pT4a
(direktna invazija prostaticne strome, uterusa ili vagine) i pT4b (direktna invazija pelvi¢nog ili

abdominalnog zida).

Invazija prostate

Invazija prostate urotelnim karcinomom mokra¢ne beSike moze se deSavati na tri nacina:
intrauretralnim §irenjem, ekstravezikalnom infiltracijom ili invazijom vrata beSike (94).
Sirenje urotelnog karcinoma putem uretre je najéeséi oblik Sirenja od navedena tri
mehanizma. Intrauretralno Sirenje sa posledicnom invazijom u prostatinu stromu ne smatra
se direktnom invazijom prostate ve¢ se u ovoj situaciji primenjuje sistem stadiranja za
uretralne/prostaticne tumore, a sam tumor beSike se zasebno stadira. Invazija prostate nije

retka, registruje se kod 7-38% pacijenata muskog pola koji su le€eni cistoprostatektomijom
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(94-96). U analizi TUR uzoraka, ako se utvrdi prisustvo invazije prostate urotelnim
karcinomom, moguce je izjasnjavanje o stadijumu u vidu >pT2, uz pratece objasnjenje razlike

izmedu uretralnog pT2 i pT4a mokracéne besike (83).

Invazija semenih kesica

Invazija semenih kesica je lo§ prognosticki faktor, 1 iako u aktuelnom sistemu stadiranja nije
posebno odreden podstadijum u koji se svrstava, pacijenti sa invazijm vezikula seminalis
imaju prognozu sli¢nu onima sa pT4b stadijumom bolesti (97, 98). Rezultati obimne studije
koja je obuhvatila 1682 pacijenta sa radikalnom cistektomijom 1 pelvicnom
limfadenektomijom zbog karcinoma mokraéne beSike, petogodiSnje prezivljavanje za
pacijente sa invazijom semenih kesica bilo je samo 10%, sliéno pacijentima sa pT4b
stadijumom (7%), S$to je znacajno loSije od prezivljavanja pacijenata sa invazijom strome

prostate, 38% (97).

Invazija Zenskih genitalnih organa

Usled anatomskih razlika izmedu muskaraca i zena neophodne su i razlike u stadiranju. Kod
Zena stadijumom pT4a oznafava se invazija uterusa ili vagine, jer ti organi su najcesce
zahvadeni ekstravezikalnom ekstenzijom urotelnog karcinoma mokraéne besike (91). U
odnosu na zahvatanje prostate urotelnim karcinomom beSike, direktna invazija vagine i
uterusa je retka 1 prisutna je kod prosecno 3-6% Zena kojima je radena radikalna cistektomija
(99). Pored direktne invazije, zenski genitalni organi mogu biti zahvaceni i pedzetoidnim ili
metastatskim Sirenjem, §to je udruzeno sa loSom prognozom (100). Nekoliko studija pokazalo
je losije kancer-specificno prezivljavanje kod Zena sa pT4a stadijumom nakon radikalne

cistektomije u poredenju sa pacijentima muskog pola sa istim stadijumom bolesti (101, 102).

Invazija pelvi¢nog ili abdominalnog zida

Direktna invazija struktura zida karlice ili abdomena urotelnim karcinomom mokrac¢ne besike
predstavlja stadijum pT4b. Ovaj nalaz je pri radikalnoj cistektomiji redak, ¢ini samo 14% pT4
tumora 1 2% svih resekovanih tumora, verovatno zato Sto vecina ovih pacijenata nisu
kandidati za hirurSku terapiju. Ovaj stadijum povezan je sa znacajno loSijom prognozom u
odnosu na stadijum pT4a (103, 104). Petogodisnji kancer-specifi¢ni mortalitet za pacijente sa
stadijumom pT3, pT4a i pT4b je 54%, 58% i 82%, Sto ukazuje na to da je drastiCan porast

.....

poredenja pT4a i pT3 stadijuma (105).
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Tabela 4. Prognosti¢ki faktori za metastatski rizik i preZivljavanje kod invazivnog,
lokalno uznapredovalog i/ili nodus pozitivnog karcinoma mokracne besike (T2-4 NO-1)

(55, 106)
Prognosticki v . . . : :
faktor ezani za tumor Vezani za domacdina Vezani za okolinu
Osnovni T kategorija Starost Status hirurskih
N kategorija Performans status margina
ALP
Ostali komorbiditeti
Dodatni Gradus Hemaoglobin Stepen resekcije
Histoloski tip Odgovor na primarnu limfnih nodusa
Limfovaskularna invazija hemoterapiju Proporcija (gustina)
Konkomitantni CIS zahvacenih limfnih
Veli¢ina tumora nodusa
Hidronefroza
Novi/obecavaju¢i  p53, p63, p21(za dugotrajno  Odredeni nasledni

ocuvanje besike)

Rb protein

Ki67

EGF receptor

HER?2 ekspresija
E-cadherin
Mikrovaskularna gustina
Mehanizmi rezistencije na
terapiju (ERCC1, BRCA1
ili MMR mutacije)

jednonukleotidni
polimorfizmi (SNP)

2.1.2.3. Histoloske varijante urotelnog karcinoma

Urotelni karcinomi sa divergentnom diferencijacijom definiSu se kao tumori koji nastaju u
urotelnom traktu, a u kojima je zajedno sa odredenim procentom uobicajenog tipa urotelnog
karcinoma prisutan neki drugi morfoloski tip tumora (107). Dobro je poznato da urotelni
karcinom poseduje izrazenu fenotipsku plasticnost i veliku sklonost divergentnoj
diferencijaciji, koja se najéeS¢e susreée u tumorima visokog gradusa i uznapredovalog
patoloSkog stadijuma. Na histoloskim uzorcima dobijenim cistektomijom, divergentna
diferencijacija je prisutna u tre¢ini sluc¢ajeva. Prisustvo divergentne diferencijacije u tumoru
udruzeno je sa prediktorima agresivnog ponaSanja, a procenat tumora divergentne morfologije
nema uticaj na ishod bolesti. Medutim, nije nedvosmisleno dokazano da tumori sa mikstnom
histologijom imaju loSiju prognozu od urotelnih karcinoma odgovarajuceg stadijuma i
gradusa, iako postoje retki izuzeci, poput sitnocelijskog i mikropapilarnog karcinoma (108-

110).
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Tabela 5. HistoloSske varijante infiltrativnog urotelnog karcinoma
(WHO 2016)

% Urotelni karcinom sa divergentnom diferencijacijom

e Sa skvamoznom diferencijacijom

e Saglandularnom diferencijacijom

e Satrofoblastnom diferencijacijom

e Sa sitnocelijskom diferencijacijom
»Nested®, ukljucujuci ,,Large nested* urotelni karcinom
Mikrocisti¢ni urotelni karcinom
Mikropapilarni urotelni karcinom
Limfoepiteliomu—sli¢an urotelni karcinom
Plazmacitoidni/ ,, signet ring cell * /difuzni
Sarkomatoidni urotelni karcinom (karcinosarkom)
Gigantocelularni urotelni karcinom
Slabo diferentovani urotelni karcinom
Svetlo—Celijski (glikogenom—bogat)
Lipidima—bogat urotelni karcinom

R/ X/ R/ X/ R/ X/ 7
R XA X IR X IR X I X S X4

X/
X4

L)

R/
A X4

X/
X4

L)

Morfoloski oblici divergentne diferencijacije u urotelnom karcinomu su skvamozna,
glandularna, sitnocelijska, trofoblastna i1 ostale retke forme. Klinicko lecenje karcinoma sa
divergentnom diferencijacijom se ne razlikuje od leCenja konvencionalnog urotelnog
karcinoma, jer je prognoza ovih tumora veoma sli¢na (109-112). Skvamozna diferencijacija je
najceSca, nalazi se u 20-40% invazivnih urotelnih karcinoma 1 karakteriSe se prisustvom
intercelularnih mostica 1 keratinizacije (Slika 8A). Ucestalost varira i njen znacaj zavisi od
gradusa i stadijuma tumora. Urotelni karcinomi niskog gradusa sa fokalnom skvamoznom
diferencijacijom mogu imati vecu stopu recidiva nego Cisti urotelni tumori. Karcinomi sa
skvamoznom diferencijacijom imaju manje povoljan odgovor na terapiju od ¢istih urotelnih,
Sto je najverovatnije povezano sa njihovom prezentacijom u uznapredovalom stadijumu (111,
112). Ovi tumori mogu da eksprimiraju urotelne markere (S100P u 83% slucajeva, GATA3 u
35%, uroplakin Il u 13%) i skvamozne markere (CK14 u 87%, desmoglein-3 u 70%) (113,
114). Skvamozna diferencijacija nije udruZena sa infekcijom humanim papiloma virusom,

izuzev u veoma retkim slucajevima, koji obi¢no imaju bazaloidnu morfologiju (115).

Glandularna diferencijacija je druga po ucestalosti, sre¢e se kod Sestine invazivnih tumora (6-
18%), a definiSe se kao prisustvo glandularnih formacija i pravih glandularnih prostora u
tumoru (116, 117). Pseudoglandularne promene sa ¢elijama koje u citoplazmi sadrze mucin
prisutne su u znaCajnom procentu urotelnih karcinoma (14-63%) i ne smatraju se

glandularnom diferencijacijom (118). Glandularni tumori mogu histoloski veoma da nalikuju
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kolorektalnom adenokarcinomu, jer mogu imati izraZzene entericne karakteristike, a sa njima
dele i imunofenotipska svojstva. Mogu biti udruzeni sa ekstravazacijom mucina u kojima
tumorske celije slobodno plutaju i mogu sadrzati ,,signet ring™ ¢elije. Ekspresija MUCS5SAC-
apomucina je koristan imunohistohemijski marker glandularne diferencijacije u urotelnom
karcinomu (119). Trofoblastna diferencijacija je ranije smatrana veoma retkom (120), ali u
skoro 30% infiltrativnih urotelnih karcinoma mogu biti prisutni sinciciotrofoblasti,
multinuklearne dzinovske Celije, koji stvaraju znacajne koli¢ine beta—humanog horionskog
gonadotropina (B-HCG), §to ukazuje na sinciciotrofoblastnu diferencijaciju (121, 122). Broj
B-HCG imunoreaktivnih celija udruzen je sa viSim stadijumom i gradusom. U nekim
urotelnim karcinomima mogu se naéi podrucja sitnocelijskog karcinoma, koji je histoloski
ekvivalentan mikrocelularnom karcinomu plué¢a (118). Ova retka diferencijacija obi¢no se
sre¢e zajedno sa konvencionalnim urotelnim karcinomom, skvamoznim karcinomom,
adenokarcinomom ili sarkomatoidnim karcinomom. S obzirom da sitnocelijska diferencija
ima prognosticki znacaj i zahteva poseban terapijski pristup, prisustvo i minimalnih fokusa bi
trebalo da se naznaci u histopatoloskom izvestaju. Ovi tumori su sada deo kategorije
neuroendokrinih tumora mokraéne beSike 1 lece se kao njihov najceS¢i ekvivalent,

mikrocelularni karcinom pluc¢a (17, 107).

Kada je neka morfoloSka manifestacija divergentne diferencijacije prisutna u Cistoj formi,
onda se smatra varijantom urotelnog karcinoma. Prepoznavanje varijantne morfologije je od
velikog znaCaja jer mnoge varijante urotelnog karcinoma predstavljaju diferencijalno
dijagnostic¢ki problem u rutinskoj patoloSkoj praksi, a pojedine varijante imaju prognosticke
implikacije 1 zahtevaju modifikaciju pristupa le€enju, te urolozi i onkolozi moraju da budu
upoznati sa histologijom tumora (118). S druge strane, precizna dijagnoza varijante
infiltrativnog urotelnog karcinoma omogucava i da se izbegne previse agresivno leCenje koje

per se moze doneti jo§ viSe Stete pacijentu (123).

Neki podtipovi infiltrativnog urotelog karcinoma imponuju uniformno, gradeni su od
urotelnih neoplasti¢nih ¢elija bez znacajnije citoloske ili histoloske atipije, te mogu zavarati
svojom naizgled benignom histologijom, a imaju veoma agresivno biolosko ponasanje. To je
verovatno jedan od razloga zasto su se ranije neki invazivni urotelni karcinomi oznacavali kao
tumori niskog histoloSkog gradusa. Ove tumore je nekada tesko stadirati, jer je njihov
invazivni front monomorfnog izgleda (18). Zato je od velikog znacaja da se ove varijante
prepoznaju, ali i da postoji svest o tome koliko je tesko utvrditi prisustvo invazije, pogotovo u

slucajevima kada su dostavljene superficijalno uzorkovane biopsije, bez misi¢nog sloja.
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,Nested (gnezdasti) urotelni karcinom

Ova retka varijanta infiltrativnog urotelnog karcinoma karakterise se citoloski uniformnim
tumorskim ¢elijama, koje infiltrativno rastu u vidu diskretnih ili konfluentnih malih gnezda ili
tubula (17, 107). Dugo je smatrana tumorom niskog histoloskog gradusa zbog niske mitotske
aktivnosti i blagog pleomorfizma tumorskih ¢elija, zbog ¢ega tumorski rast li¢i na Brunn—ova
gnezda u lamini propriji. Infiltrativni front ovog tumora ¢ine dobro formirana gnezda
tumorskih ¢elija. U slucaju da ne invadira musculus detrusor, ve¢ samo povrsno infiltrise
laminu propriju, moguce je da ovaj tumor bude oznacen kao LG tumor. Medutim, ova lezija
ima agresivno ponasanje, udruzena je sa loSom prognozom, i trebalo bi da se gradira kao

tumor visokog gradusa (17, 124, 125).

Nedavno je opisana varijanta histoloski uniformnog, a veoma agresivnog infiltrativnog
karcinoma koji je graden od velikih, krupnih gnezda samo blago pleomorfnih urotelnih
neoplasti¢nih ¢elija i oznafena kao ,large nested urotelni karcinom (126, 127). Ovaj
karcinom karakteriSe se endofiticnim invazivnim rastom koji podse¢a na invertni urotelni
papilom. Atipija je skoro u potpunosti odsutna, ali se ovaj tumor oznafava kao HG jer
invadira miSi¢ 1 moze da se Siri u perivezikalno masno tkivo. Diferencijalna dijagnoza
,hested” varijante urotelnog karcinoma ukljucuje Brunn—0ova gnezda, cystitis cystica, cystitis
glandularis, invertni papilom, nefrogenu metaplaziju, paragangliom i paraganglionsko tkivo
(118, 128). Na molekularnom nivou ova varijanta karcinoma karakteriSe se Cestim
mutacijama promotora TERT (128). U prognostickom smislu nema znacajne razlike u pojavi
recidiva 1 prezivljavanju pacijenata sa ,,nested* varijantom 1 konvencionalnim urotelnim

karcinomom (124, 125).

Mikrocisti¢ni urotelni karcinom

Ova varijanta ima naizgled benigan histoloski izgled koji se odlikuje prisustvom mikrocista,
makrocista 1 tubularnih struktura, sa okruglim do ovalnim cisticnim prostorima varijabilne
veli¢ine, od mikroskopskih dimenzija do 2mm u dijametru (129) (slika 8C). Ciste oblazu
urotelne cCelije, niskocilindri¢ne celije ili jedan sloj aplatiranog epitela sa relativno
uniformnim jedrima. Fokusi klasi¢nog urotelnog karcinoma viskog gradusa nadu se u 40%
slucajeva. Mikrocisticna varijanta urotelnog karcinoma predstavlja znacajan diferencijalno
dijagnosticki problem zbog uniformne histoloske slike, koja moze da imitira benigna stanja
poput glandularnog cistitisa ili floridnog polipoidnog cisti¢nog cistitisa, a veoma retko moze

da simulira prostati¢ni adenokarcinom. Mikrocisti¢ni urotelni karcinom se moze razlikovati
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od benignih stanja i po prisustvu mutacije TERT promotora (128). Nema znacajnih razlika u

prezivljavanju u odnosu na klasiéni urotelni karcinom (129).

Mikropapilarni urotelni karcinom

Mikropapilarna varijanta urotelnog karcinoma morfoloski se karakteriSe malim klasterima i
agregatima tumorskih ¢elija unutar lakuna. Osnovno svojstvo ove varijante je da mala ¢elijska
gnezda nemaju fibrovaskularnu srz, dok su jedra izrazeno atipicna i orjentisana ka periferiji
¢elijskog klastera (130, 131). Ovi tumori obi¢no su udruzeni sa limfovaskularnom invazijom,
uznapredovalog su patoloSkog stadijuma i ponaSaju se klinicki agresivno (132).
Imunohistohemijski, mikropapilarni karcinom ima slican imunoprofil kao konvencionalni
uroteli karcinom, povitivan je na CK7, CK20 i uroplakin 111, ali je ucestalija ekspresija CA-
125. Ekspresija MUC1 je prisutna u delu tumorskih klastera koji su orjentisani prema stromi,
Sto ukazuje na reverznu orijentaciju tumorskih ¢elija u odnosu na normalan urotel (130, 131,
133). Mikropapilarni karcinom obi¢no eksprimira FOXA1, marker luminalnog fenotipa.
Mikropapilarni karcinom, kao i urotelni karcinom sa manjim oblastima mikropapilarnog
izgleda, spada u luminalni molekularni podtip, koji ¢esto nema mutacije TP53 gena i moze da
bude rezistentan na hemoterapiju (134). Na molekularnom nivou, za mikropapilarni urotelni
karcinom svojstveno je ucestalije prisustvo amplifikacije i prekomerne ekspresije ERBB2
gena u odnosu na klasi¢ni urotelni karcinom (135). Mikropapilarni karcinom Cesce se srece
kod starijih muskaraca i udruzen je sa loSom prognozom, Cestim metastazama u limfnim

nodusima i niskim stopama prezivljavanja u odnosu na klasi¢ni urotelni karcinom (130, 131).

Limfoepiteliomu—sli¢an urotelni karcinom

Ova varijanta li¢i na nazofaringealni karcinom, javlja se kod starijih pacijenata muskog pola i
manifestuje hematurijom. Tumori se mogu javiti u Ccistoj formi, ili se polja sli¢na
limfoepiteliomu smenjuju sa klasicnim urotelnim karcinomom ili poljima skvamozne
glandularne diferencijacije. Epitelnu komponentu ¢ine gnezda, polja i trake nediferentovanih
¢elija nejasnih meducelijskih granica, sincicijelnog izgleda, velikih pleomorfnih jedara
prominentnih nukleolusa. Imunohistohemijski, ovi tumori su pozitivni na CKAE1/AE3, CK7,
GATAS3, a uglavnom negativni na CK20. Stroma sadrzi prominentan limfoidni infiltrat sa
malim T 1 B limfocitima, plazma ¢elijama, histiocitima i malobrojnim polimorfonuklearima.
Za razliku od nazofaringealnog karcinoma, zanimljivo je da ova varijanta limfoepitelijalnog
tumora nije udruzena sa infekcijom virusima Epstajn—Bar ili humanim papiloma virusom.
Ceste su mutacije TP53, a u svojoj &istoj formi ovaj karcinom ima dobru prognozu, nizak

metastatski potencijal i dobar odgovor na hemoterapiju i imunoterapiju (136, 137).
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Plazmacitoidni/ ,, signet ring cell *“ /difuzni urotelni karcinom

Plazmacitoidni urotelni karcinom (Slika 8B) je retka varijanta koja se karakteriSe prisustvom
diskohezivnih mononuklernih tumorskih celija sa plazmacitoidnim, limfoidnim i retko
rabdoidnim izgledom (138, 139). Veoma cCesto su u ovoj varijanti tumora u razli¢itom
procentu zastupljene celije sa citoplazmatskim vakuolama koje mogu 1 ne moraju da sadrze
mucin, a imaju izgled signet ring celija. Nikada nije prisutan ekstracelularni mucin. Ova
varijanta infiltrativnog karcinoma se najcesce sre¢e u svojoj cCistoj formi. Urotelna priroda
neoplasti¢nih ¢elija dokazuje se imunohistohemijskom ekspresijom markera urotelne linije
diferencijacije (CK7, CK20, p63, GATA3, uroplakin 11), dok je trecina slucajeva pozitivna
na plazma c¢elijski marker CD183. Na molekularnom nivou kod ove varijante tumora prisutne
su mutacije CDH1 gena i gubitak ekspresije E-kaderina. Imunohistohemijski, gubitak E-
kaderina registruje se kod 70% plazmacitoidnih karcinoma, a kod samo 11% konvencionalnih
urotelnih karcinoma (140). Ova histoloska varijanta tumora po pravilu se dijagnostikuje u

uznapredovalom stadijumu i povezana je sa nepovoljnim ishodom (138, 139, 141).

Sarkomatoidni urotelni karcinom (karcinosarkom)

Sarkomatoidni karcinom je maligni tumor sa morfoloSkim 1 imunohistohemijskim dokazom
prisustva 1 epitelne i mezenhimne diferencijacije. Mezenhimna komponenta najceSce je
predstavljena nediferentovanom vretenasto—celijskom neoplazmom visokog gradusa (Slika
8D). Moguce je i prisustvo heterologih elemenata u tumoru i uvek se posebno naznacava u
histopatoloSkom 1izveStaju. NajceS¢i heterologi elementi su osteosarkom, hondrosarkom,
rabdomiosarkom i leiomiosarkom. Stroma moze biti izrazeno miksoidna ili sklerozirajuceg
izgleda. Molekularne analize pokazuju da sarkomatoidni karcinom predstavlja zajednicki,
finalni put evolucije svih oblika epitelnih karcinoma mokra¢ne beSike. U sarkomatoidnom
karcinomu Cesta je imunohistohemijska ekspresija markera epitelno-mezenhimne tranzicije,
kao §to su vimentin, SNAIL, ZEB1, FOXC2. Obi¢no je prisutan gubitak E-kaderina i
povecanje ekspresije N-kaderina (142). Ova varijanta tumora ima agresivno ponasanje,

dijagnostikuje se kao uznapredovala bolest i ima loSu prognozu (143).

Gigantocelularni urotelni karcinom

Ova agresivna i retka forma urotelnog karcinoma ima losu prognozu i kratko prezivljavanje.
Tumorska arhitektura varira od infiltrativnih pleomorfnih tumora sa bizarnim dzinovskim
¢elijama do solidnih ekspanzivnih gnezda sa mestimi¢nim diskohezivnim ¢elijama (Slika 8F).

Imunohistohemijska bojenja kojima se dokazuje urotelno poreklo pleomorfnih dzinovskih
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tumorskih celija ponekad su neophodna za diferencijalnu dijagnozu u odnosu na metastatke

neoplazme sli¢ne histologije, pre svega poreklom iz pluca (144).

Slabo diferentovani urotelni karcinom

Ova kategorija se po prvi put uvodi u klasifikaciju tumora mokrac¢ne besike tek nedavno (17)
1 obuhvata heterogeni spektar tumora sa raznovrsnim morfoloSkim slikama, ukljucujuéi
sitnocelijski nediferentovani karcinom, nediferentovani karcinom koji nije drugacije odreden,
osteoklastima-bogat nediferentovani karcinom. Svi slabo diferentovani karcinomi mogu biti
udruzeni sa klasi¢nim urotelnim karcinomom ili drugim formama divergentne diferencijacije

(145, 146).

Svetlocelijski (glikogenom—bogat) urotelni karcinom

Fokusi svetlocelijske promene se ¢esto sre¢u u urotelnom karcinomu 1 posledica su obilnog
citoplazmatskog glikogena, Cije se prisustvo potvrduje PAS bojenjem koje je senzitivno na
digestiju dijastazom (Slika 8E). Manifestuje se i dijagnostikuje u uznapredovalom stadijumu,
povezan je sa nepovoljnom prognozom. Diferencijalno dijagnosticki problemi su histoloska
sliénost sa svetlo—Celijskim adenokarcinomom porekla Milerovog epitela i metastatskim

svetlocelijskim karcinomom bubrega i prostate (118, 147).

Lipidima—bogat urotelni karcinom

Ova varijanta sadrZi Celije koje podsecaju na lipoblaste sa ekscentri¢no pozicioniranim jedrom
i obilnom vakuolisanom citoplazmom. Lipidima—bogat karcinom uvek se vidi udruzen sa
konvencionalnim urotelnim karcinomom ili drugim varijantnim oblicima. U lipidima—bogatim
zonama tumora i okolnom klasi¢nom urotelnom karcinomu postoji isti obrazac gubitka
heterozigotnosti, $to ukazuje na njihovo zajednicko klonalno poreklo. Prezentuje se u

uznapredovalom stadijumu (148).
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Slika 8. Histoloske varijante invazivnog urotelnog karcinoma: A) Urotelni karcinom sa

skvamoznom diferencijacijom; B) Plazmacitoidna varijanta urotelnog karcinoma; C)
Mikrocisti¢ni urotelni karcinom; D) Sarkomatoidni urotelni karcinom; E) Svetlo—¢elijski
urotelni karcinom; F) Gigantocelularna varijanta urotelnog karcinoma (H&E, originalno

uvecanje x400)
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2.1.3. Genomski pejzaz i molekularna karakterizacija urotelnog karcinoma
Primena mo¢ne metode funkcionalne genomike, sekvencioniranja slede¢e generacije (next
generation sequencing — NGS), omogucila je identifikaciju alteracija u genima koji su
odgovorni za urotelnu karcinogenezu, odnosno definisanje promena u genomu Kkoje najpre
dovode do maligne transformacije, a zatim i dobijanja svojstava koja omoguéavaju tumorski
rast 1 Sirenje 1 modifikuju odgovor na terapiju. Geni koji su najc¢es¢e mutirani u urotelnom
karcinomu mogu se svrstati u tri velike biolosko—funkcijske grupe gena koje kodiraju
hromatin modifikujuée enzime i c¢lanove molekularnih puteva kljuénih za ¢elijsku
proliferaciju i prezivljavanje (149). Prvu grupu ¢ine tumor supresorki geni i onkogeni koji se

mogu svrstati u p53/Rb put. Ovde spadaju geni €iji proteinski produkti imaju klju¢nu ulogu u

regulaciji Celijskog ciklusa, kao $to su TP53, MDM2, RB1, CDKN2A, CDKN1A i CCND1.
Drugu grupu cesto mutiranih gena ¢ine oni €iji proteinski produkti grade komplekse koji
modifikuju strukturu hromatina. Ovde spadaju geni poput KDM6A, KMT2D, ARIDI1A,
KMT2C, EP300, CREBBP. Tre¢u grupu gena ¢ine ¢lanovi RTK/RAS/PI3K puta, gde spadaju
brojni tirozin-kinazni receptori koji ucestvuju u transmembranskom prenosu signala i tumor

supresori geni, ukljucuju¢i FGFR3, KRAS, HRAS, ERBB2, ERBB3, PIK3CA, TSC1, NF1.

Molekularna karakterizacija ne-misi¢no-invazivnog karcinoma besike pokazala je da su kod
tumora mokraéne beSike svih gradusa i1 stadijuma veoma ceste mutacije TERT promotora
(73%), kao 1 hromatin remodeluju¢ih gena (69%), Sto ukazuje na to da se ove genomske
alteracije deSavaju rano u karcinogenezi. Naj¢eS¢e izmenjeni geni u genomskom pejzazu su
TERT promotor (73%), FGFR3 (49%), KDM6A (38%), PIK3CA (26%), STAG2 (23%),
ARID1A (21%) i TP53 (21%) (44).

Sveobuhvatna molekularna karakterizacija urotelnog karcinoma mokra¢ne besike objavljena
2014. godine rezultat je kolaboracije velike medunarodne grupe istrazivaca okupljenih oko
projekta The Cancer Genome Atlas (TCGA), posvecenog identifikaciji 1 sistematizaciji
genetskih mutacija odgovornih za kancer koriS¢enjem metoda sekvencioniranja genoma i
bioinformatike (149). Mreza istrazivaca TCGA analizirala je detaljan genetski i ekspresioni
profil 131 invazivnog urotelnog karcinoma 1 identifikovala statisticki znacajne rekurentne
mutacije u 32 gena, ukljucujuéi 9 gena ¢ije mutacije nikada pre toga nisu identifikovane ni u
kojem tumoru. Po prvi put su detektovane mutacije gena PVRL4 (gen za nektin Celijski
adhezioni molekul 4), BCL2L1 (gen koji kodira antiapoptotski protein iz BCL-2 familije) i
ZNF703 (kodira protein koji funkcioniSe kao transkripcioni faktor sa ulogama u celijskoj

adheziji, migraciji 1 proliferaciji). Potencijalne terapijske mete su nadene u 69% tumora, od
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toga 42% ciljnih molekula spada u PI3BK/AKT/mTOR put, a 45% u RTK/MAPK molekularni
put. Ova studija je utvrdila da su mutacije hromatin modifikujucih gena ¢esc¢e u urotelnom
karcinomu nego u bilo kojem drugom tumoru, Sto je istaklo hromatinske abnormalnosti kao

potencijalne terapijske ciljeve.

Urotelni karcinomi imaju veliki broj DNK alteracija, nesto manje od karcinoma pluca i
melanoma, ali vise od drugih ¢estih tumora u humanoj patologiji (149). Prose¢no je po
tumoru nadeno 302 mutacije u egzonskim sekvencama, 204 segmentalne varijacije u broju
genomskih kopija i 22 genomska rearanzmana. NajceS¢e nadene fokalne delecije zahvataju
hromozomski lokus 9p21.3 koji sadrzi CDKN2A, kompleksni gen sa koga se u zavisnosti od
okvira citanja prepisuje nekoliko proteinskih produkata, ukljucujuéi pl6 i pl4 sa tumor
supresorskim funkcijama, Cija se ekspresija smanjuje ovim delecijama. Skoro polovina (49%)
misi¢no invazivnih karcinoma beSike imalo je mutaciju gena TP53, koja se medusobno
iskljuCuje sa mutacijom gena MDM2, kod koga je nadena amplifikacija (9%) 1 prekomerna

ekspresija (29%), te je stoga funkcija p53 inaktivisana u 76% tumora (149).

Projekat Atlas kancerskog genoma (TCGA) detektovao je veliki broj hromozomskih
rearanZmana u invazivnom urotelnom karcinomu mokra¢ne beSike (149). Nadeno je preko
2.500 strukturnih aberacija, ukljucujuci viSe od 1.100 rearanZmana koji ukljucuju fuziju gena.
Od ovih, opisano je nekoliko rekurentnih translokacija koje imaju izvestan znacaj u
patogenezi urotelnog karcinoma, ukljucujuéi intrahromozomsku translokaciju na hromozomu
4 koja obuhvata gene FGFR3 i TACC3, koja je zabeleZena u tri od 137 ispitivanih slucajeva.
Ova translokacija rezultovala je fuzionim proteinom FGFR3-TACC3, sposobnim da se
dimerizuje i dovede do konstitutivne aktivacije kinaznog domena FGFR3. Ovaj fuzioni
protein, koji je za sada opisan u karcinomu besike i glioblastomu (150, 151), predstavlja

vaznu potencijalnu terapijsku metu u personalizovanoj terapiji.

Mutacije promotora telomeraze

Mutacije promotora za reverznu transkriptazu telomeraze (TERT) su jedne od najée$¢ih u
humanoj patologiji, posebno Ceste u tumorima mokraéne beSike, astrocitnim tumorima
mozga, Stitaste zlezde 1 melanomu koze i ekstrakutanih lokalizacija (152). U urotelnom
karcinomu mokraéne beSike mutacija TERT promotora prisutna je u najmanje 60% papilarnih
superficijalnih tumora niskog gradusa, a u 80% superficijalnih i invazivnih tumora visokog
gradusa (149). Aktivacija telomeraza je fundaminalni proces u tumorigenezi. Odrzavanjem

duzine telomera, sastavljenim od TTAGGG ponovaka na krajevima hromozoma, telomeraze
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prevazilaze osnovnu barijeru duzine C¢elijskog trajanja i omogucavaju beskonac¢nu
proliferaciju podstaknutu onkogenima (153). lako je TERT eksprimirana u stem celijama,
nakon diferencijacije njena aktivnost se gasi. Aberantna transkripciona aktivacija TERT
deSava se najces¢e mutacijom promotora i predstavlja rani dogadaj u procesu celijske
transformacije. Mutacije TERT promotora koje su ¢este u urotelnom karcinomu regrutuju
transkripcione faktore koji u normalnim okolnostima nisu ukljuceni u regulaciju ekspresije
gena TERT. Mutacije TERT promotora mogu biti povezane sa agresivnim ponasanjem tumora,
jer su udruzene sa kapacitetom za samoobnavljanje ¢elija sa svojstvima mati¢nosti u tumoru,
kancerskih stem Celija, te je ciljana terapija protiv telomeraze jedna od najistrazivanijih u
kontekstu studija (154). Mutacije promotora TERT nadene su u skoro 77% urotelnih tumora
svih gradusa i stadijuma (155). Ove mutacije znacajni su prediktori recidivantne bolesti, ali ne
i progresije NMIBC. Pored toga, nadeno je da je hipermetilacija promotora udruzena sa
vecom ekspresijom telomeraze i ukazuje na povecan rizik od progresije kod NMIBC (155).
Hipermetilisani status onkogenog regiona promotora TERT udvostrucuje rizik od progresije
kod pacijenata i sa i bez mutacije TERT. Ovi rezultati su ukazali da oba mehanizma alteracije
telomerazne ekspresije postoje 1 koegzistiraju u karcinomu mokraéne beSike, ali dok su
mutacije promotora rani dogadaj u karcinogenezi, hipermetilacija je dinamicki proces koji
doprinosi tumorskoj progresiji. Nedavno je nadeno da neinvazivna detekcija mutacije TERT u
urinu pacijenata sa urotelnim karcinomom predstavlja pouzdan 1 dinamicki prediktor recidiva
superficijelnog karcinoma mokraéne beSike (156). U poredenju sa invazivnom i skupom
cistoskopijom koja je po pravilu iterativna u NMIBC, detekcija somatskih TERT mutacija u
urinu omoguc¢ava komforan nacin pracenja pacijenata nakon transuretralne resekcije 1 sa
visokom specificnosc¢u 1 senzitivnocu (preko 80%) predvida nastanak rekurentne bolesti, ¢ak i
kada je cistoskopski nalaz uredan, a ako je nalaz pozitivan neposredno nakon izvedenog

TUR-a sa velikom verovatno¢om ukazuje na rezidualni CIS (156).

Mutacije u hromatin-modifikuju¢im genima

Najces¢e mutirani hromatin modifikujué¢i geni u superfcijanom karcinomu mokraéne besike
su KDMG6A (38%) i ARID1A (21%) (44). KDMG6A gen kodira sintezu enzima histona H3 lizin-
specificna 27 (H3K27) demetilaza 6A koja ucestvuje u modifikaciji histona 1 time reguliSe
aktivnost mnogih gena. Lizin-specificna demetilaza 6A funcioniSe kao tumor supresor i
sprecava nekontrolisanu celijsku proliferaciju. U urotelnom kacinomu mutacije KDM6A
najcesce su u pTa tumorima niskog gradusa, preko 50%, 1 njihova ucestlost opada u tumorima

visokog gradusa i uznapredovalog stadijuma, da bi manje od 25% miSi¢no invazivnih tumora
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nosilo ovu mutaciju. Nasuprot tome, mutacije gena ARID1A su retke u pTa LG tumorima
(9%), a sve ucestalije kako raste invazivnost neoplazme, u misi¢no invazivnim tumorima su
30%. Gen ARID1A kodira sintezu subjedinice proteinskih kompleksa SWI/SNP koji regulisu
ekspresiju gena remodelovanjem hromatina i ona omogucava vezivanje remodelujuceg
kompleksa za sam DNK lanac. Mutacije gena ARID1A bile su statisti¢ki znac¢ajno povezane
sa povecani rizikom od rekurentne bolesti nakon primene imunoterapije BCG-om. U grupu
hromatin modifikuju¢ih gena spada i STAG2, mutiran u 23% superficijalnih i 5% misi¢no
invazivnih urotelnih karcinoma. STAG2 kodira sintezu podjedinice kohezin kompleksa, koji
reguliSe razdvajanje sestrinskih hromatida tokom mitoze. Njegova inaktivacija dovodi do
defekata u koheziji hromatida i aneuploidije, §to govori u prilog tome da je poremecaj
kohezina u osnovi aneuploidije u kanceru. Rezultati studija koje su ispitivale zna¢aj mutacije
STAG2 u urotelnom karcinomu dale su konfliktne rezultate (44, 157-159). U ne-papilarnom
karcinomu mokra¢ne besike najc¢es¢e mutirani hromatin-modifikujuci gen je KMT2D, histon
H3 lizin 4 (H3K4) metiltransferaza (149).

Mutacije signalnog puta RTK(FGFR3)/RAS/PI3K

Nedavno objavljena studija, bazirana na NGS analizi genoma urotelnog karcinoma potvrdila
je da su alteracije gena FGFR3 i ERBB2 prisutne u vise od polovine superficijalnih urotelnih
karcinoma visokog gradusa i da se njihova prisustva medusobno iskljucuju (44). Alteracije u
receptor tirozin kinaza/fofatidil-inozitol-3-kinaza (RTK/PI3K) putu nadene su u 79%
superficijalnih karcinoma. Mutacije FGFR3 su izrazito ¢este u karcinomu mokrac¢ne beSike,
udruzene su sa niskim gradusom tumora i niskim stadijumom, te se nadu u vecini (83%) pTa
LG tumora, 59% pTa HG tumora, 34% superficijelno invazivnih pT1 HG tumora i samo u 8-
16% misi¢no invazivnih tumora (27, 44). FGFR3 igra vaznu ulogu u regulaciji ¢elijskog rasta
i proliferacije, angiogenezi, embrionalnom razvoju i diferencijaciju ¢elija. Opisane su i fuzije
FGFR3 gena sa drugim genima, kao moguéi mehanizam kancerske transformacije ovog
onkogena (160, 161). ERBB2 je gen koji kodira sintezu receptora za epidermalni faktor rasta
iz familije tirozin kinaznih receptora. Ovaj protein ne poseduje sopstveni ligand-vezujuci
domen, te ne moze da vezuje faktore rasta, ali se vezuje Cvrsto za druge receptore za EGF,
stvaraju¢i stabilne heterodimere i pojaCava aktivaciju posredovanu kinazama u nishodim
signalnim putevima, poput onih koji ukljucuju mitogenom aktiviranu kinazu ili PI3 kinazu.
Amplifikacija i prekomerna ekspresija ERBB2 cesta je u tumorima dojke i jajnika. Kod
karcinoma mokra¢ne besike, ERBB2/HER2 mutacije se skoro isklju¢ivo javljaju u tumorima

kod kojih je FGFR3 ocuvan, tj. divljeg tipa. Alteracije ERBB2 nadene su iskljucivo u
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tumorima visokog gradusa, kod 57% slucajeva, 1 bile su statisticki znacajno povezane sa

visokim gradusom i ve¢im stadijumom tumora (44).

Mutacije gena koji ucestvuju u regulaciji ¢elijskog ciklusa

Mutacije TP53 puta ili nekog od gena sa centralnom ulogom u regulaciji ¢elijskog ciklusa
nadene su u 47% NMIBC tumora, uglavnom visokog gradusa. Ucestalost mutacija TP53 i
MDM2 raste linearno sa stadijumom i gradusom tumora, od 9% u LG pTa tumorima, preko
19% u HG pTa tumorima, 45% u pT1 tumorima visokog gradusa do ¢ak 75% u miSi¢no
invazivnom karcinomu besike. Sli¢na distribucija je i kod mutacija gena ¢iji proteinski
produkti regulisu klju¢ne tacke Celijskog ciklusa, kao §to su retinoblastom (RB1), Ciklin D1
(CCND1), p21 (CDKN1A) i CDKN2A, gen koji kodira nekoliko vaznih inhibitora ¢elijskog
ciklusa, ukljuéujuc¢i pl6 (INK4a), blokator ciklin zavisnih kinaza CDK4 i CDKG®, i pl4
(ARF), proteina koji sprecava razgradnju p53. Geni ¢elijskog ciklusa mutirani su kod 13% LG
pTa tumora, 41% HG pTa, 42% HG pT1 i 52% misi¢no invazivnih tumora (44).

Mutacije gena koji u€estvuju u reparaciji oStecenja DNK

Jedno od najznacajnijih otkrica istrazivanja molekularnog mutacionog pejzaza urotelnog
karcinoma jeste nalaz visoke stope alteracija gena oznacenih kao geni reparacije oStecene
DNK (DNA damage repair — DDR). Mutacije u ovim genima uti¢u na osetljivost na
cisplatinu, imunoterapiju i zranu terapiju u misi¢éno-invazivnom karcinomu mokraéne besike
(162, 163). Ovi geni mutirani su u 30% NMIBC visokog gradusa, §to je stopa slicna
mutacijama u miSi¢no invazivnom karcinomu urotela, a u samo 4% tumora niskog gradusa.
Najces¢a medu mutacijama DDR gena jeste mutacija pogresnog smisla ERCC2 gena, koja je
prisutna kod 17% HG NMIBC i kod 20% MIBC. Manje ¢este mutacije DDR gena su nadene
u genima ATM, BRCA1, BRCA2, PALB2, CHECK2, ERCC4, FANCC i MSH6. Somatske
mutacije gena ERCC2, odgovornog za reparaciju DNK ekscizijom nukleotida, izrazito
povecéavaju osetljivost na klasicnu hemoterapiju cisplatinom (163). Pacijenti kod kojih se
klinicki identifikuju mutacije pogresnog smisla ERCC2 gena su oni koji imaju odli¢an
odgovor na konvencionalnu hemoterapiju i manji rizik od recidiva bolesti. Tumori sa
oste¢ujucim mutacije DDR gena imaju poviseno mutaciono opterecenje (44). Ovaj nalaz bi
mogao da ima uticaj na vrstu leCenja NMIBC, jer visoko mutaciono optere¢enje u tumoru
zahteva agresivniji terapijski pristup, te bi pacijenti sa DDR mutacijama bili kandidati za
sistemsku terapiju inhibitorima kontrolnih tacaka celijskog ciklusa (checkpoint inhibitori).

NGS analiza NMIBC pokazala je da ve¢ina tumora ima najmanje jednu genomsku alteraciju
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na koju se moze delovati, tj. koja moZe postati cilj za dejstvo novih lekova koji se ispituju u

klini¢kim studijama, a primenjuju se intravezikalno ili sistemski.

2.1.3.1. Molekularna klasifikacija urotelnog karcinoma mokracne beSike
Istrazivanja pokazuju da molekularna klasifikacija postaje sve znacajnija u odredivanju
prognoze i leCenja urotelnog karcinoma, sa boljom prediktivhom vredno$¢u u odnosu na

klasi¢no histolosko gradiranje tumora.

Molekularni podtipovi ne-misiéno-invazivnog karcinoma mokracéne besike

NMIBC ukljucuje vise razli¢itih fenotipova, od neinvazivnog pTa karcinoma niskog i visokog
gradusa, CIS, do invazivnog pT1 karcinoma (61). Binarna stratifikacija u odnosu na gradus
(LG vs. HG) 1 stadijum (Ta vs. T1) sluzi kao polazna osnova za donoSenje odluke o terapiji
(52). Patoloske karakteristike poput veli¢ine tumora preko 3cm, prisustvo limfovaskularne
invazije ili varijantna histologija pomazu da se identifikuju pacijenti sa T1 tumorima koji su
Visoko-rizi¢ni. Do danas nema validiranih biomarkera koji bi mogli zameniti ili se Koristiti

komplementarno sa ovom klinicko-patoloskom stratifikacijom rizika.

Hedagaard i kolege (45) nedavno su izveli sveobuhvatnu transkripcionu analizu 460 NMIBC
koja je pokazala da se NIMBC moze podeliti u tri molekularne podgrupe sa razli¢itim
klinickim ishodima 1 bioloSkim tokom bolesti, a na osnovu ekspresionog profila 8.074 gena.
Identifikacija ove tri potklase omogucava precizniju prognozu bolesti 1 odabir odgovarajuceg
nacina lecenja. Naime, utvrdeno je da tri glavne potklase NMIBC sa basal-like i luminal-like
karakteristikama pokazuju velike razlike u bioloskim procesima kao Sto su celijski ciklus,
epitelno-mezenhimna tranzicija i diferencijacija. Utvrdeno je da su Ceste mutacije u genima
koji kodiraju proteine uklju¢ene u organizaciju hromatina i funkcije citoskeleta. Mutacije u
vode¢im genima karcinogeneze, poput TP53 i ERBB2, dominantno su nadene kod tumora
visokog rizika, kao i APOBEC-povezan mutacioni potpis (45). Klasa 1 tumora ima najbolju
prognozu 1 karakteriSe se ekspresijom ranih gena Celijskog ciklusa, dok klasa 2 tumora
pokazuje visoku ekspresiju kasnih gena celijskog ciklusa koji su udruzeni sa agresivnim
ponasanjem urotelnog karcinoma, a ovde su svrstani i CIS. Klase 1 i 2 takode pokazuju
visoku ekspresiju uroplakina, koji se dominantno nalazi u luminalnim/umbrella ¢elijama.
Primitivni citokeratini poput citokeratina 14, 5, citokeratina 15 (KRT14, KRT5, KRT15) i
markera stem celija karcinoma beSike (ALDHI1AI, ALDH1A2, CDI133, CD90, NES),
najcesce su eksprimirani u klasi 2 tumora. Tumori klase 3 pored KRT14 imaju i visok nivo

ekspresije CD44, markera bazalnih ¢elija i kancerskih stem ¢elija. Vecina tumora kod kojih se
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desila progresija spadaju u grupu 2, a ovde je svrstana i vec¢ina miSi¢no-invazivnih tumora.
Klase 2 i 3 obuhvataju veéinu tumora visokog gradusa, T1, CIS i tumora koji su visoko-rizi¢ni
na osnovu klini¢ko-patoloskih kriterijuma. Autori su formulisali i razvili klasifikator od 117
gena za optimalno predvidanje pripadnosti nezavisnog uzorka.

Nekoliko grupa autora opisalo je molekularne podtipove karcinoma beSike koji su sli¢ni
luminalnom i bazalnom tipu karcinoma dojke (149, 164, 165). U Hedagaard-ovoj studiji,
tumori klase 1 i 2 pokazuju luminalne karakteristike, a klase 3 bazalne. U komparaciji
uspostavljena tri podtipa sa nalazima ranijih studija (165, 166) nadeno je znacajno
preklapanje. Klase 1 i 3 preklapaju se sa urobazalnim A tipom, a klasa 1 je saCinjena
uglavnom od tumora niskog gradusa i niskog stadijuma. U ovim tumorima su cCeste
aktivacione mutacije FGFR3 i imaju veoma nisku verovatno¢u za progresiju. Klasa 3 se
preklapa sa podtipom bazalnog molekularnog profila, dok klasa 2 obuhvata tumore koji bi se
mogli svrstati u infiltrativni 1 genomski nestabilni podtip. Tumori klase 2 pokazuju najvecu
stopu progresije 1 visoku ekspresiju markera EMT. Posto je genomski profil klase 2 znak
povecanog rizika za progresiju, validacijom ovih rezultata omogucilo bi se prepoznavanje

pacijenata koji bi kao ranu konacnu terapiju trebalo da budu podvrgnuti cistektomiji (16, 45).

Molekularni markeri progresije superficijelnog urotelnog karcinoma

Nedavno su objavljeni rezultati studije koja je ispitivala faktore koji predvidaju progresiju
NMIBC visokog gradusa u mi$i¢no invazivnu i potencijalno metastatsku bolest (43).
Genomska karakterizacija visoko rizi¢nih ne-miSiéno invazivnih tumora pokazala je da
postoji velika genetska slicnost izmedu tumora koji recidiviraju i progrediraju 1 tumora koji
dobro odgovore na endoskopsku resekciju i leCenje BCG-om. Izmedu ovih tumora nije bilo
razlike u mutacionom statusu i ekspresiji gena, pre svega onih iz puteva naj¢e$¢e mutiranih u
karcinomu mokraéne besike, ukljucujué¢i TP53, PIK3CA i KMT2D. Nadeno je da tumori koji
odgovore na intravezikalnu terapiju imaju ve¢e mutaciono optere¢enje u odnosu na tumore
koji progrediraju. Gubitak CDKN2A/B naden je kod 38% pacijenata koji su kasnije razvili
misi¢no-invazivnu bolest, a kod samo 6% onih koji nisu, $to ukazuje na to da je ovaj gubitak
potencijalno vazan dogadaj u progresiji tumora i da se desava kasno tokom tumorske invazije
(42, 43).

Molekularni podtipovi misiéno—invazivnog urotelnog karcinoma mokracne besike i
implikacije za ciljanu terapiju
Uprkos velikom napretku u saznanjima o molekularnim zbivanjima u urotelnoj karcinogenezi,

misi¢no invazivni karcinom mokraéne besike i1 dalje predstavlja smrtonosnu bolest, a napretka
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u terapiji nema. Ovi tumori Cesto metastaziraju, a tada je prezivljavanje jako kratko, oko 12
meseci u proseku (167). Standardna terapija za lokalizovani MIBC je cistektomija kojoj
prethodi neoadjuvantna hemoterapija, bazirana na cisplatini, kako bi se unistile nedetektovane
metastaze. Medutim, odgovor na neodjuvantnu terapiju postoji u samo 40-60% slucajeva i
metastatska bolest se Cesto detektuje u vreme operacije (168). Rezistencija na klasicu
hemoterapiju predstavlja veliki problem, te je neophodan razvoj novih terapija. U tom cilju,
izvrSeni su brojni pokusaji da se urotelni karcinomi Kklasifikuju u odnosu na profil
molekularne ekspresije, kako bi se prepoznali tumori sa adekvatnim potencijalnim metama za
novorazvijenu personalizovanu terapiju (16, 43-45, 164, 166, 168). Predvidanjem odgovora
na hemoterapiju omogucila bi se selekcija pacijenata koji ¢e dobro odgovoriti na
neoadjuvantnu hemoterapiju i izbegla bi se nezeljena i nepotrebna toksi¢nost kod pacijenata
koji najverovatnije nefe imati dobar terapijski odgovor. Znacajna heterogenost u MIBC
ukazuje na to da bolest obuhvata vise entiteta, a genomske analize su pokuSale da
sistematizuju ove razlike. Pokazano je da pojedini molekularni podtipovi imaju prognosticku

vrednost (166).

Genomskim profilisanjem uz pomo¢ hijerarhijske klaster analize informacione RNK
celokupnog genoma, Choi i saradnici identifikovali su tri molekularna podtipa misiéno
invazivnog urotelnog karcinoma koji dele molekularne karakteristike sa bazalnim i
luminalnim karcinomom dojke i1 medusobno se razlikuju u pogledu osetljivosti na
hemoterapiju (164). Ovi podtipovi su oznaceni kao bazalni, luminalni i ,,p53-like“. Bazalni i
luminalni podtipovi odslikavaju visoku ekspresiju markera koji su prethodno opisani u

ekvivalentno oznacenim tumorima dojke.

Bazalni podtip MIBC karakteristicno eksprimira CD44, KRT5, KRT6, KRT14, CDH3 i
nedostaje mu ekspresija citokeratina 20. Ovakva diferencijalna ekspresija citokeratina 5 i 20
vezana je za stanje urotelne diferencijacije, gde je najmanje diferentovan fenotip prisutan u
bazalnom sloju éelija normalnog urotela, koje su KRT14*KRT5"KRT20- (169). Ovakav
ekspresioni profil imaju 1 kancerske celije sa stem celijskim svojstvima (170).
Imunohistohemijski, tumori bazalnog podtipa eksprimiraju CK5/6, a takva ekspresija je u
inverznoj korelaciji sa CK20. Bioinformatickim metodama odredena je povecana aktivacija
transkripcionih faktora koji su aktivni u bazalnom/stem ¢elijskom kompartmanu normalnog
urotela: p63, Stat-3, NF-kB i HIF1. Pored citokeratina, bazalni podtip takode eksprimira i
mezenhimne markere kao $to su TWIST1/2, SNAI2, ZEB2, VIMENTIN, dok je ekspresija miR-

200 koja je negativni regulator mezenhimnih molekula sniZzena. Povecana je 1 ekspresija
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EGFR i njegovih liganada. Bazalni podtip obuhvata tumore sa sarkomatoidnom i
skvamoznom diferencijacijom, i povezan je sa loSijom prognozom. Bazalni tumori se
prezentuju kao agresivnija bolest pri dijagnozi i povezani su sa kra¢im ukupnim i kancer-

specifi¢nim prezivljavanjem (164).

Luminalni podtip eksprimira luminalne markere dojke (KRT20, CD24, FOXA1l, GATA3,
ERBB2, ERBB3, XBP1), epitelni marker E-kaderin i miR-200. Kod urotelnih karcinoma
luminalnog podtipa prisutne su mutacije FGFR3 i prekomerna ekspresija FGFR3, te su tumori
iz ove grupe potencijalno senzitivni na terapiju FGFR3 inhibitorima. Analizom ushodnih
regulatora genske ekspresije, utvrdena je klju¢na uloga aktivacije PPARy i puta estrogenih

receptora u stimulaciji ekspresije gena luminalnog fenotipa (168).

Treci ,,p53-like* podtip takode eksprimira markere luminalne diferencijacije, ali se izdvaja iz
grupe po aktivisanom p53 genskom otisku koji odgovara divljem tipu alela gena TP53.
Medutim, zanimljivo je da prisustvo ,,p53-like™ otiska genske ekspresije nije povezano sa
mutacionim statusom gena TP53. Ova grupa tumora sa aktivnim p53 bila je konzistentno
rezistentna na neoadjuvantnu hemoterapiju cisplatinom, metotreksatom, vinblastinom i
doksorubicinom. Svi hemorezistentni tumori su nakon terapije pokazivali ,,p53-like* fenotip.
Nije razjaSnjeno da li ovo reflektuje globalne promene u ekspresiji nakon hemoterapije ili

ukazuje na selekciju rezistetnih subklonova (168).

Analiza molekularnih profila ekspresije ukazuje da, iako nastaju u razli¢itim organima, neki
tumori mokraéne besike dojke, glave i vrata i pluca dele zajednic¢ke puteve u nastanku tumora.
Ono §to je jo§ znacajniji zakljucak jeste da ovi tumori dele i1 zajednicke terapijske mete, koje
su cilj terapija u razvoju ili onih koje su ve¢ dobro razvijene i uspesno se primenjuju u nekim

tipovima tumora, a potrebna je njihova translacija i ispitivanje u urotelnom karcinomu.

Vazan nalaz u ekspresionom profilu urotelnog karcinoma je da medu transkriptima gena za
piruvat kinazu, jednog od klju¢nih enzima glikolize, prose¢no 97% transkripata u tumorskim
uzorcima Cine transkripti izoforme PKM2, a izoforme PKM1 samo 3%. Izoforma 2 piruvat
kinaze osnovni je pokreta¢ konverzije energetskog metabolizma u tumorskoj celiji na
anaerobnu glikolizu, odnosno aktivacije Warburgovog efekta (171). Stoga je potencijalni
terapijski pristup u karcinomu beSke inhibicija glikolize 1 sa njom povezanih metaboli¢kih

puteva.
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2.1.4. Klinicka prezentacija i dijagnostika karcinoma mokracne beSike

Vecina pacijenata sa karcinomom mokraéne beSike klinicki se prezentuje bezbolnom
hematurijom. Vidljivo prisustvo krvi u mokra¢i je simptom koji najsnaznije korelira sa
dijagnozom karcinoma mokra¢ne beSike. Prediktivna vrednost hematurije za dijagnozu je u
trogodisnjem periodu 7,4% za pacijente muskog pola, a 3,4% za pacijente zenskog pola (172).
Pacijenti kod kojih se ne javlja hematurija kao prvi simptom obi¢no imaju duze vreme od
pojave prezentujucih tegoba, kao Sto su urinarna urgencija, ucestalo mokrenje, infekcija
besike i urinarnih puteva, do dijagnoze (173). Skrining stanovniStva na okultno prisustvo krvi
u mokra¢i pomocu testova sa trakama za urin se ne preporucuje, kao ni bilo koja druga vrsta
skrininga na karcinom mokraéne besike, jer kvalitet skrining studija ne opravdava preporuke
(174). Okultna hematurija je relativno Cesta, prisutna je u oko 5% opste populacije, Cesto je
intermitetntna i varira u intenzitetu, te primena skrining testova urina ¢ak ni u visokorizi¢nim
grupama kao $to su teski pusaci ili radnici eksponirani poznatim urotelnim karcinogenima ne
daje zadovoljavajuci dijagnosticki ucinak (175-177). Pri prezentaciji kod veéine pacijenata se

detektuje solitarna lezija veli¢ine do 15mm (178).

Kod pacijenata sa klinickom sumnjom na karcinom urotela donjih mokraénih puteva u cilju
dijagnostike izvodi se cistoskopski pregled. Cistoskopija je i danas zlatni standard u
dijagnostici tumora mokraéne beSike. U novije vreme primenjuje se 1 cistoskopija plavim
svetlom, moderna fotodinamicka metoda koja omogucava unapredenu detekciju malignih
lezija mokraéne besike, posebno CIS (179). Nove tehnologije poput virtuelne cistoskopije,
opticne koherentne tomografije, konfokalne laserske endomikroskopije su u primeni u
vrhunskim uroloskim centrima i1 ofekuje se da ¢e unaprediti dijagnostku karcinoma beSike

kako se bude povecavala njihova dostupnost (19).

2.1.4.1. Urinarni markeri

Citoloska i molekularna analiza urina ima samo ograni¢enu ulogu kao inicijalni dijagnosti¢ki
test kod postojanja sumnje na karcinom urotela. Citoloski pregled urina ima nisku senzitivnost
(34-55%), posebno u detekciji tumora niskog gradusa, ali zato ima visoku specifi¢nost, preko
90% (180). Veliki problem u citoloskoj dijagnostici urina jeste i ljudski faktor, odnosno slaba
reproducibilnost interpretacije nalaza medu citopatolozima (181). Poslednjih decenija razvijen
je veci broj testova kojima se u urinu detektuju markeri koji se diferecijalno eksprimiraju kod
pacijenata sa urotelnim karcinomom. Neki od ovih eseja i testova su odobreni za komercijalnu
primenu u dijagnostici tumora i klinickom pra¢enju pacijenata sa dijagnostikovanim

urotelnim karcinomom, a baziraju se na detekciji urinarnih biomarkera kao $to su sa tumorom
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povezani proteini, DNK, RNK ili ¢elijski markeri, a medu najceS¢e primenjivanima su
nuklearni matriksni proteini NMP2 | BLCA-4, komplement faktor H i sa njim povezan
protein, fragmenti intermedijarnih citoskeletnih proteina citokeratina CK8 i CK18, CK19 i
CK20, kao i Survivin, ¢lan familije inhibitora apoptoze (180, 182). Novi molekularni markeri
imaju bolji dijagnosticki u¢inak u odnosu na citologiju, ali se on ne smatra u potpunosti
zadovoljavajué¢im da bi ovi testovi usli u vodice i klju¢ne preporuke za dijagnostiku i praéenje
tumora mokraéne besike. Senzitivnost za veéinu urinarnih biomarkera iznosi 50-80%, Sto su
bolje vrednosti u odnosu na senzitivnost citologije urina, ali je specifi¢nost markera u opsegu
70-90%, §to je nesSto nize od citologije. Noviji paneli za testiranje urina bazirani su na
detekciji metilacije DNK u urinu i preliminarni rezultati ukazuju na njihovu visoku
specifi¢nost, do 95%, uz senzitivnost od 85% (183). Ni jedan od ispitivanih biomarkera iz

urina nema dovoljno visoku senzitivnost i specificnost da moze da zameni cistoskopiju.
2.1.5. Lecenje karcinoma mokracne besike

2.1.5.1. Lecenje ne—miSi¢no—invazivnog karcinoma mokraéne beSike

Tri Cetvrtine pacijenata kod kojih se dijagnostikuje urotelni karcinom mokracne beSike ima
ne-misi¢no-invazivnu bolest. U toku petogodiSnjeg perioda, kod 50-70% ovih pacijenata
razvijaju se recidivi bolesti, dok je petogodi$nja stopa progresije u misi¢no-invazivnu bolest
10-30% (19). Najznacajniji faktori udruzeni sa rekurentnom bole$¢u i progresijom su visok
histoloski gradus, visi stadijum, veli¢ina tumora, multifokalnost, ve¢i broj prethodnih recidiva
I prisustvo konkomitantnog karcinoma in situ. Nepovoljni prognosticki faktori su i prisustvo
limfovaskularne invazije, vefa dubina invazije kod T1 tumora, histoloSki varijantna
morfologija (184, 185). Ne—misi¢no-invazivni urotelni karcinom moze se podeliti na tri
grupe, karcinome niskog, intermedijarnog i visokog stepena rizika u skladu sa rizikom za
pojavu recidiva ili nastanak progresije (186, 187), a klinicko leCenje se odvija u skladu sa
ovim kategorijama (Slika 9).

Transuretralna resekcija

Pocetni korak u lecenju ne—miSi¢no-invazivnog karcinoma mokraéne beSike je trasuretralna
resekcija, kojom se uklanjaju sve vidljive tumorske promene, sa adekvatnim tumorskim
marginama i dubinskom resekcijom koja obuhvata i muskularis propriju. U mnogim
uroloskim centrima predlaze se ponavljanje transuretralne resekcije (TUR) nakon 4 do 6
nedelja od inicijalne intervencije, u cilju tacnije procene stadijuma bolesti i poboljSanja

odgovora na adjuvantno intravezikalno lecenje (52). Ponavljane trasuretralne resekcije kod T1
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tumora visokog gradusa dovode to promene dijagnostikovanog patolo$kog stadijuma u visi i

do promene odluke o klinickom le¢enju kod svakog treceg pacijenta (188).

Intravezikalna hemoterapija

Kod pacijenata sa ne—misi¢no-invazivnim karcinomom preporucuje se instilacija jedne doze
intravezikalne hemoterapije neposredno nakon TUR. Najces¢e korisS¢eni hemoterapeutici su
mitomicin, epirubicin 1 gemcitabin, a idealno vreme aplikacije je Sest asova nakon TUR.
Efikasnost intravezikalnog leka opada ukoliko se aplikuje vise od 24h nakon resekcije. Meta—
analiza randomizovanih studija utvrdila je povoljan efekat primene instilacije jedne doze
hemoterapeutika nakon TUR-a kod pacijenata sa niskim ili intermedijarnim rizikom, ali ne i

kod pacijenata sa tumorima stratifikovanim u grupu visokog rizika (189, 190).

Intravezikalna imunoterapija

Pacijenti sa ne-misi¢no-invazivnim karcinomom mokraéne beSike visokog rizika lece se
intravezikalnom imunoterapijom uz pomo¢ bacila Calmette-Guérin (BCG), vakcine koja se
koristi protiv tuberkuloze. Mehanizam dejstva intravezikalnog BCG-a jo§ uvek nije u
potpunosti razjasnjen, ali se smatra se da BCG podstice reakciju imunog sistema koji unistava
neoplasti¢ne Celije, te se smatra imunoterapijom. Obi¢no se primenjuje Sestonedeljni tretman
(indukciona terapija), pracen takozvanom terapijom odrzavanja u trajanju od najmanje godinu
dana. Terapija odrZzavanja moze da traje i do dve godine (191). Intravezikalna instilacija BCG
vakcine je jedini modalitet lecenja koji znacajno odlaZe progresiju bolesti 1, u poredenju sa
primenom samo TUR-a ili TUR-a sa intravezikalnom hemoterapijom, znacajno smanjuje
stopu recidiva (192, 193).

Neuspeh BCG terapije je veliki klinicki problem i1 smatra se da je u ovim okolnostima
radikalna cistektomija opravdani naéin lecenja ili, ukoliko pacijent odbije radikalno hirursko
lecenje, primenjuje se intravezikalna terapija spasavanja primenom ponavljanih instilacija
BCG-a, BCG-a u kombinaciji sa interferonom 021, gemcitabina ili valrubicina (191, 194).
Kategorija pacijenata koji ne odgovaraju na BCG terapiju (BCG—non-responderi) obuhvata
BCG-refraktarnu i BCG-relapsirajuc¢u bolest, gde spadaju pacijent sa perzistencijom HG
tumora ili recidivom manje od 6 meseci nakon poslednje instilacije BCG, tj. nakon
adekvatnog indukcionog ili tretmana odrzavanja. Neuspeh terapije se belezi i kod BCG
netolerantnih pacijenata, kod kojih bolest perzistira jer je pacijent onemogucen da prima BCG

terapiju usled njenih toksi¢nih efekata (186, 195).
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Slika 9. Stratifikacija rizika i terapijski algoritam za leCenje ne—miSiéno—invazivnog
karcinoma mokraéne beSike, prema smernicama Evropske UroloSke Asocijacije.

(Modifikovano iz referenci (186, 187)).

Cistektomija

Cistektomija je opcija radikalnog leCenja koja se razmatra u sluajevima ne—misSi¢no—
invazivnog karcinoma sa veoma visokim rizikom od progresije, npr. u slucaju multiplih ili
velikih T1 tumora visokog gradusa, visoko rizi¢nih histoloskih varijanti poput
mikropapilarnog karcinoma, T1 tumora udruzenih sa konkomitantnim CIS, kao i kod
prisustva ekstenzivne limfovaskularne invazije. Kod pacijenata koji ne reaguju na adjuvantni
intravezikalni tretman, refraktarni su na ili ne toleriSu BCG imunoterapiju radikalna

cistektomija se smatra opravdanom u cilju poboljSanja prezivljavanja (185, 191, 194).
2.1.5.2. Lefenje miSiéno—invazivnog i metastatskog karcinoma mokraéne besike

Radikalna cistektomija
Zlatni standard za hirurSko lecenje karcinoma mokrac¢ne besike je radikalna cistektomija sa

bilateralnom pelvicnom limfadenektomijom, kojoj ¢esto prethodi neoadjuvantna hemoterapija
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bazirana na cisplatini (196, 197). Radikalna cistektomija je osnovni modalitet terapije za
lokalizovani miSi¢no—invazivni karcinom mokraéne beSike kod pacijenata koji su fizicki
sposobni i voljni da se operiSu. Vazno je sprovesti radikalnu cistektomiju unutar 90 dana od
postavljanja dijagoze, jer odlaganje intervencije duze od tri meseca udruzeno je sa loSijim
klinickim ishodom bolesti (198). Standardna radikalna cistektomija obuhvata hirurSko
uklanjanje distalnih uretera, prostate i semenih kesica kod muskaraca, a kod zena i uretre,
okolne vagine i uterusa. Disekcija limfnih nodusa je integralni deo zahvata jer je

mikroskopsko nodalno zahvatanje tumorom ¢esto, neretko i bilateralno.

Radikalna cistektomija povezana je sa znacajnim perioperativnim mortalitetom, koji dostize
do 9% unutar tri meseca od intervencije (199). Robotizovana laporoskopska hirurgija nije
pokazala znacajnu prednost u perioperativnom morbiditetu i duzini boravka u bolnici u
odnosu na klasi¢nu otvorenu cistektomiju (200). lako su obi¢no prvi limfni nodusi sa
metastazama prisutni u maloj karlici 1 retko se nadu iznad nivoa aortne bifurkacije, postoje
velike individualne razlike u broju limfnih nodusa, ali je utvrdeno da je rezultat onkoloskog
lecenja bolji $to je ekstenzivnija resekcija limfnih nodusa (96, 97). Kako bi se poboljsala
funkcija mokrenja i ocuvala seksualna funkcija, razvijeno je nekoliko terapijskih pristupa sa
oCuvanjem organa prilikom cistektomije. Pazljivom selekcijom pacijenata i pracenjem nakon
operacije, moguce je perzervacijom prostate, vezikula, vagine, uterusa i neravnih spletova kod
muskaraca i zena saCuvati kontrolu mokrenja i seksualnu funkcionalnost bez ugrozavanja

ishoda onkoloskog lec¢enja (196).

Nakon radikalne cistektomije koriste se tri tipa diverzije urina: inkontinentne i kontinentne
diverzije preko trbusnog zida (ureterokutanostomija, ilealni ili kolonski konduit, kontinentni
pauci — kese), uretralna diverzija ili neobesike, ukoliko je uretralna margina negativna, i
rektosigmoidne diverzije. Dva najceS¢e koriS€ena pristupa su ortotopna supstitucija
neobesikom 1 ilealni konduit. Nakon ilealnog konduita skoro polovina pacijenata razvije rane
kompikacije, ukljucujuci infekcije, curenje i stenozu, dok su glavne dugoro¢ne komplikacije
vezane za samu stomu i promene u gornjem urinarnom traktu i javljaju se kod trecine
operisanih, a sa godinama prezivljavanja procenat komplikacija raste do preko 90% nakon 15
godina od hirurske intervencije (201). NeobesSika ili ortotopna supstitucija besSike je metoda
koja se koristi kod oba pola, ali je takode povezana sa znacCajnim perioperativnim
morbiditetom i dugoro¢nim komplikacijama kao Sto su dnevna i noc¢na inkontinencija
mokracée, ureterointestinalna stenoza, metabolicki poremecaji i opadanje bubrezne funkcije

(201, 202).
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Ukupno prezivljavanje 1 prezivljavanje bez recidiva nakon radikalne cistektomije iznosi 66%,
odnosno 68% nakon pet godina, odnosno 43% i 66% nakon deset godina postoperativnog

pracenja, ali je znacajno niZe za pacijente koji su imali metastaze u limfnim nodusima (203).

Lecenje lokalizovane bolesti sa ocuvanjem mokraéne besike

Ponekad je mogucée uklanjanje misi¢no—invazivnog tumora u celini samo transuretralnom
resekcijom, odjednom ili u nekoliko sukcesivnih akata (204). Alternativni tretman za
pacijente sa miSi¢no—invazivnom boles¢u koji ili ne Zele ili nisu podobni za radikalnu
cistektomiju je savremena metoda zracenja, radijaciona terapija eksternim snopom (external-
beam radiation therapy — EBRT), koja ima bolje pokrivanje mokra¢ne beSike i smanjenu
integralnu dozu zracenja koja se emituje u okolna tkiva (196). Nakon primene EBRT stopa
kompletnog odgovora je 64%, ali je desetogodi$nje kancer—specificno prezivljavanje samo

19%, a primenom neoadjuvantne hemoterapije pre zraéne povecava se na 35% (205).

Radioterapija u le€enju karcinoma mokracne beSike

Multimodalni tretman sa o€uvanjem mokracne beSike

U okolnostima kada radikalna cistektomija nije moguca, primarni kurativni terapijski pristup
je multimodalni tretman, pogotovo kod pacijenata koji dobro saraduju (196). Multimodalni
tretman podrazumeva blisku multidisciplinarnu saradnju u primeni kombinacije TUR-a i
radioterapije za lokalnu kontrolu bolesti i primenu radiosenzitizujucih supstanci (cisplatina ili
mitomicin C plus 5-fluorouracil ili gemcitabin), da bi se pojacao efekt radioterapije.
Primenjuje se kod pacijenata koji imaju dobar performans status i zZele da ocuvaju besiku, ili
kod pacijenata koji ne mogu da podnesu radikalnu operaciju. Petogodi$nje kancer—specifi¢éno
prezivljavanje je izmedu 55% i 82%, dok je ukupno prezivljavanje 36-74% (206). Rezultati
dugogodiSnjeg pracenja pacijenata ukazuju na to da sa multimodalnim tretmanom 70%
pacijenata postigne kompletan odgovor i zadrzi nativnu beSiku (207). Pacijenti koji ne
odgovore na multimodalni tretman leCe se salvaznom radikalnom cistektomijom. Spasonosna
cistektomija se kasnije izvede kod 25-30% pacijenata, sa slicnom stopom komplikacija kao i
primarna radikalna cistektomija. Kod svih pacijenata na trimodalnom tretmanu od klju¢ne je

vaznosti doZivotno cistoskopsko pracenje.

Adjuvantna radioterapija
Primena adjuvantne radioterapije se joS uvek ispituje, pre svega za primenu nakon
cistektomije kod pacijenata sa pT3 ili pT4 karcinomom mokracne beSike. Adjuvantna

radioterapija moze da poboljsa lokoregionalnu kontrolu bolesti kod pacijenata sa lokalno
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uznapredovalim karcinomom koji su bili podvrgnuti radikalnoj cistektomiji, jer se recidivi

bolesti u karlici nakon radikalne hirurSke intervencije relativno Cesto javljaju, u 20-45%

slucajeva (208).

Sistemska terapija karcinoma mokracne beSike

Sistemsko le¢enje misi¢no—invazivnog karcinoma

Hemoterapija kod miSi¢no—invazivne bolesti je najkorisnija kada se primeni kao
neoadjuvantna hemoterapija, pre radikalne cistektomije ili radioterapije, dok su dokazi o
korisnosti adjuvantne terapije manje ubedljivi (19). Najbolji efekat se postize primenom
protokola baziranih na cisplatini u formi neoadjuvantne terapije, dok davanje kombinacija sa
cisplatinom u okolnostima adjuvantne hemoterapije znac¢ajno poboljSava vreme bez progresije

bolesti, ali ne daje pobolj$anje u ukupnom petogodisnjem prezivljavanju (209).

Tretman prve linije za metastatsku bolest

Hemoterapija bazirana na cisplatini je osnovni modalitet leCenja za proSirenu bolest.
Kombinacije citostatika koje sadrze cisplatinu su trenutno standardni rezimi lecenja
metastatskog karcinoma beSike. Najznacajniji protokoli su MVAC — metotreksat, vinblastin,
doksorubicin, cisplatina, i GemCis — gemcitabin i cisplatina, koji produzavaju prezivljavanje
za 14,8 i 13,8 meseci i imaju stope odgovora 46% i 49% (196). GemCis je manje toksi¢an
protokol, ali se dobra tolerancija i efikasnost postize sa visokim dozama MVAC u
kombinaciji sa G-CSF. Prezivljavanje u metastatskoj bolesti zavisi od primenjene terapije, ali
1 od lokalizacija metastatskih depozita. PetogodiSnje prezivljavanje je 20% za pacijente sa

nodalnim metastazama, a samo 6.8% za one sa visceralnim metastazama (210).

Posto je viSe od polovine pacijenata sa metastatskim karcinomom beSike nepodobno za
sistemsku terapiju platinom, najéeS¢e zbog sniZzene glomerulske filtracije bubrega, niskog
performans skora, oSteCenja sluha, periferne neuropatije ili sr¢ane insuficijencije, izbor
kombinacije hemoterapeutika zavisi pre svega od performans statusa pacijenta (211). Kod
pacijenata koji ne mogu da primaju cisplatinu, primenjuju se protokoli sa manje toksi¢nom,
ali i manje efikasnom karboplatinom, ili se daje monoterapija. Najznacajnije kombinacije su
metotreksat/karboplatina/vinblastin (M-CAVI) i gemcitabin/karboplatina (GemCarbo), ¢ije su
stope odgovora 30%, odnosno 42% (212).
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Tretman druge linije
Preporuke za drugu liniju terapije kada dodje do progresije nakon kombinovane hemoterapije
sa platinom su primena vinflunina ili terapije u okviru klini¢kih studija (213). Za lecenje

kosStanih metastaza koristi se zoledronska kiselina ili denosumab (214).

Nove terapije za karcinom mokraéne besike

Zahvaljujuéi velikom napretku u rasvetljavanju molekularnog pejzaza urotelnog karcinoma u
poslednjoj deceniji, otkrivene su nove potencijalne molekularne mete pa je doslo do
otkrivanja i razvoja novih terapija za karcinom mokraéne besike, nakon dugog vremena bez
ikakvog napretka u lecenju (19). Lekovi ¢ije su terapijske mete FGFR3, EGFR, VEGF,
mTOR, STAT3, androgen receptor, zatim rekombinantni BCG 1 jo§ nekoliko terapijskih

strategija ve¢ daju ohrabrujuce rezultate u studijskim ispitivanjima (215, 216).

Ligand 1 programirane smrti PD-L1 (programmed death ligand 1) je molekul koji se
eksprimira na povrsini tumorskih ¢elija ili okolnih imunokompetentnih ¢elija mikrookoline i
angazuje PD-1 receptor na aktivisanim citotoksicnim T ¢elijma, gase¢i imuni odgovor
domacina na tumor. Jedna od osnovnih terapijskih strategija za le¢enje karcinoma besike jeste
ablacija ovog mehanizma negativne povratne sprege. Inhibitori imunih kontrolnih tacaka
usmerenih na PD-1 i PD-L1 ve¢ su pokazali dobru efikasnost kod nekoliko tipova solidnih
tumora, ukljucuju¢i melanom, ne—sitnocelijski karcinom pluca, renocelularni karcinom, neke
tipove karcinoma kolona (217). Ovi imunoinhibitori intenzivno se ispituju kod pacijenata sa
uznapredovalom boles¢u ili metastatskim urotelnim karcinomom beSike koji razviju
progresiju nakon hemoterapijskih protokola prve linije baziranih na platini sa veoma
ohrabruju¢im rezultatima. Atezolizumab, PD-L1 inhibitor, se u velikoj multicentri¢noj studiji
pokazao kao lek sa bezbednim profilom za primenu kod tesko bolesnih pacijenata sa
uznapredovalim urotelnim karcinomom i brojnim komorbiditetima, sa terapijskim odgovorom
od skromnih, ali u datim okolnostima izuzetno vaznih 15% (162). Ohrabrujuéi rezultati sa
odgovorom od 27% postignuti su kod pacijenata kod kojih je imunohistohemijski detektovan
visok nivo PD-L1 ekspresije u imunim ¢elijama, $to ukazuje na to da PD-L1 ekspresija u
tumorskoj mikrookolini moZe biti dobar prediktor odgovora na imunoterapiju. Pored toga,
odgovor na atezolizumab bio je znacajno bolji kod pacijenata sa odredenim molekularnim
profilom tumora (luminalni klaster Il podtip) u odnosu na tumore ostalih TGCA podtipova,
kao 1 kod tumora koji imaju vece ukupno mutaciono opterecenje (149, 162, 217). Medutim,
medijana ukupnog prezivljavanja i uz ovu savremenu terapiju ostaje veoma niska, 7,9 meseci,

Sto naglasava znacaj buducih napora na identifikaciji 1 validaciji novih terapijskih modaliteta.
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2.2. TransformisSuci faktor rasta beta — TGF-§

Superfamiliju transformisuceg faktora rasta beta (TGF-B) ¢ini 32 razli¢ita strukturno srodna
proteina, medu kojima su vodeéi i najpoznatiji TGF-B ligandi, koji obuhvataju tri visoko
homologne izoforme, TGF-1, TGF-B2 i TGF-B3, dva aktivina (aktivin A i aktivin B), Nodal,
koStani morfogenetski proteini (bone morphogenetic proteins — BMP), faktori rasta i
diferencijacije (growth and differentiation factors — GDF) i anti-Milerov hormon (AMH)
(218, 219). Svi ¢lanovi superfamilije dele niz zajednickih karakteristika vezanih za njihovu
strukturu, sintezu, mehanizme prenosa signala i regulacije (219, 220). Najvazniji ¢lan familije
u pogledu njegovih funkcija i uticaja koji ostvaruje u celokupnoj TGF-p signalizaciji jeste
TGF-B1.

TGF-B1, kao i njemu strukturno i funkcionalno veoma srodni ligandi TGF-B2 i TGF-B3,
sintetiSe se u formi prohormona, koji ukljucuje signalnu sekvencu, veliki N-terminalni deo
koji se naziva sa latencom—udruzen peptid (latency-associated peptide — LAP) i kratki
segment na C-kraju, koji odgovara zrelom, aktivhom citokinskom monomeru (221). Nakon
isecanja proteazom Furin u Goldzijevom kompleksu, dimerni bioaktivni deo molekula ostaje
ne-kovalentno vezan disulfidnim mostovima za LAP homodimer. Kristalna struktura ovog
kompleksa pokazala je da LAP okruzuje aktivni deo TGF-B1 1 blokira kontaktna mesta na
citokinu koja su vazna za vezivanje za receptore. U mnogim tipovima ¢elija LAP homodimer
je vezan disulfidnim mostovima za familiju proteina koja se naziva latentni TGF-B vezujuci
proteini (LTBP), stvaraju¢i tako veliki latentni kompleks (LCC). Nakon sekrecije LCC
interaguje sa fibrilinom, proteinom ekstracelularnog matriksa koji ulazi u sastav elasti¢nih
vlakana (221, 222).

Otpustanje aktivnog TGF-B1 iz latentnog kompleksa je strogo regulisani proces koji se
ostvaruje putem enzimskih i neenzimskih aktivnosti u ekstracelularnom prostoru. lIsecanje
mogu da vrSe ekstracelularne serinske proteaze, poput plazmina i katepsina D, kao 1 nekoliko
metaloproteaza, ukljuuju¢i matriks metaloproteaze MMP9 i MMP14 (221). Najbolje
prouceni mehanizam otpustanja aktivnog TGF-f iz latentnog kompleksa ukljucuje integrinske
heterodimere avp6 ili avp8 koji se vezuju za Arg-Gly-Asp (RGD) motiv prepoznavanja
integrina prisutan na LAP domenu TGF-B1. Nakon kontrakcije ¢elije, tenzija koju stvori
citoskelet konvertuje se integrinima u fizicku silu koja se prenese na latentni kompleks LCC,
Sto odmota LAP i dovede do oslobadanja aktivnog TGF-B1 (223). TGF-p signalizacija odvija

se putem parnih transmembranskih serin/treonin protein kinaza koji se oznacavaju kao tip I 1
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tip Il receptori. Receptori za TGF-B1 su TGFBR1 (poznat i kao TBR-I i AlIk5) i TGFBR2
(TBR-11).

Signalni putevi TGF-B superfamilije imaju mnogobrojne plejotropne funkcije u regulaciji
¢elijskog rasta, diferencijacije i proliferacije, apoptoze, angiogeneze, motiliteta i invazije,
stvaranja 1 organizacije ekstracelularnog matriksa i imunog odgovora. Oni imaju kljucnu
ulogu u ranom embrionalnom razvoju i regulaciji tkivne homeostaze kod odraslih. Poremecaji
signalizacije mnogih od ovih ¢lanova imaju presudne uloge u nastanku tumora i
metastaziranju. TGF-p signalizacija je znacajna ne samo za tumorske celije, ve¢ ima ogroman

uticaj na tumorsku mikrookolinu i organizam u celini (218, 224).

2.2.1. Kanonski signalni put TGF-p; SMADA4 — prenosilac signala i
transaktivator gena u odgovoru na TGF-p

Svi ligandi koji pripadaju TGF-B familiji proteina se sintetiSu i sekretuju u vidu latentnih
prekursorskih molekula koji zahtevaju proteoliticku obradu ekstracelularnim konvertazama
kako bi se transformisali u bioloski aktivne dimerne ligande. Mehanizam prenosa signala za
sve clanove TGF-B familije je sliCan 1 pocinje vezivanjem liganda za jedan od receptora na
povrsini c¢elije, konstitutivno aktivisanih membranskih tip Il serin/treonin kinaza receptora.
Vezivanje liganda dovodi do regrutovanja i fosforilacije jedne od sedam tipova serin/treonin
kinaznih receptora koji se nazivaju aktivin receptoru-slicne kinaze (Activin receptor-like
kinase — ALK1-7), zatim i do aktivacije receptorskih heterodimera, koji se sastoje od tip 1 i
tip Il receptora (219). Nakon fosforilacije kinazni domen receptora tipa | postaje aktivan i on
moze da aktivira kanonski Smad-zavisni put TGF-B signalizacije, putem fosforilacije
receptorom—regulisanih Smad proteina (R-Smad). TGF-p, aktivini i Nodal aktiviraju Smad2 i
Smad3, dok BMP i GDF aktiviraju Smadl, Smad5 i Smad8, ali TGF-f takode moze da
aktivira Smadl i Smad5. R-Smad protein zatim formira kompleks sa Smad4 proteinom. Ovaj
heteromerni kompleks se dislocira u jedro, tamo se akumulira i vezuje za specifi¢ne lokacije
na DNK lancu, prepoznatljive sekvence unutar promotorskih regiona stotine ciljnih gena. Na
taj nacin, R-Smad u kompleksu sa Smad4 direktno regulise transkripciju velikog broja target
gena, u pozitivnom ili negativnom smislu. Smad-zavisna genska transkripcija je
modifikovana i amplifikovana uc¢es¢em mnogobrojnih DNK vezujucih kofaktora kao §to su

p300, CBP i FOXH1, koji interaguju sa Smad kompleksima (Slika 10).

U kanonskom putu TGF-f signalizacije, Smad2 i Smad3 funkcioniS$u kao direktni regulatori

koji aktiviraju ili vrSe represiju transkripcije ciljnih gena. Oni obi¢no deluju u kompleksima
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od dva R-Smad molekula i jednog molekula Smad4 (225). TGF-B/Smad ciljni geni imaju
regulatorne DNK sekvence za koje se vezuju Smad kompleksi, najées¢e su to AGAC ili
GTCT sekvence. Medutim, samo vezivanje Smad kompleksa nije dovoljno za efikasnu
represiju ili aktivaciju transkripcije. Smad proteini svoje efikasno dejstvo ostvaruju tako $to se
fizicki asociraju sa drugim transkripcionim faktorima koji se sa ve¢im afinitetom i opseznije
vezuju za regulatorne DNK sekvence. Smad vezuju¢e DNK sekvence se nalaze u neposrednoj
blizini visoko—afinitetnog DNK vezuju¢eg domena, $to omogucava kooperativno vezivanje
kompleksa transkripcionih faktora za DNK pod kontrolom TGF-B. Kompleksnost
transkripcionog odgovora posledica je samog transkripcionog partnera koji se vezuje za DNK
u kooperaciji sa Smad kompleksom, a moze da bude pod kontrolom drugih signalnih puteva,
kao i interakcije koregulatora koji odreduju amplitudu transkripcionih odgovora ciljnih gena
(226).

Interakcija Smad sa visoko—afinitetnim DNK-vezuju¢im transkripcionim faktorima
omogué¢ava Smad proteinima da igraju kljuéne uloge u c¢elijskoj diferencijaciji (227).
Aktivacijom 1 represijom transkripcije velikih grupa gena specifi¢nih za odredenu celijsku
linijju omogucéava se usmeravanje toka diferencijacije. TGF- kontroliSe mezenhimnu
diferencijaciju duz mioblastne, adipocitne, osteoblastne ili hondroblastne linije putem
interakcije Smad kompleksa sa glavnim, master transkripcionim faktorima specificnim za
¢elijsku liniju. Interakcija Smad kompleksa sa master transkripcionim faktorima takode
kontroliSe samoobnavljanje 1 diferencijaciju embrionalnih stem celija. U humanim
embrionalnim maticnim ¢elijama kanonski put TGF- signalizacije udruzuje se sa
transkripcionim faktorima koji definiSu pluripotentno stanje celije, kao sto su Oct4, Nanog ili

Sox2 (227).

Sposobnost TGF- da inicira i sprovede proces epitelno—mezenhimne tranzicije (EMT)
takode se odvija putem kanonskog puta signalizacije u kojem Smad proteini stimuliSu i
kontrolisu diferencijaciju c¢elije. U procesu EMT odvija se Smad-om posredovano
reprogramiranje ekspresije gena i regulatornih RNK (mikro RNK i duge nekodiraju¢e RNK)
koje dovodi do promene fenotipa epitelnih ¢elija u praveu mezenhimnog fenotipa, ¢ime se
gubi apiko—bazalna polarizacija ¢elija i preusmerava u prednje—zadnju polarizaciju, koja
omogucava usmerenu migraciju celija (228). TGF-p—aktivirani kompleksi Smad3/Smad4
direktno aktiviraju ekspresiju EMT master transkripcionih faktora, ukljucujuc¢i Snaill ili
Snail2/Slug, ZEB1, ZEB2 i u kooperaciji sa njima ucestvuju u represiji epitelnih gena i

ekspresiji gena mezenhimnog programa. Pored toga, Smad3 koji je aktivisan sa TGF-$
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direktno interaguje sa RNK helikazom p68/DDXS5 1 na taj naCin direktno kontrolise stvaranje
prekursora mikro RNK (229). Smad3 takode reguliSe alternativni splajsing prekursorskih
RNK molekula na indirektan nac¢in, putem Smad3 posredovanih promena u ekspresiji samih
proteina koji reguliSu splajsing. Smad3 ostvaruje regulaciju splajsinga 1 na direktan nacin,
tako Sto se asocira sa PCBP1/hnRNPEI 1 ulazi u sastav heterogene masSinerije za splajsing
RNK unutar jedra ¢elije (230). Oba ova mehanizma dovode do promene izoforme proteina

koji kontrolisu epitelne i mezenhimne fenotipe Celija i znacajno doprinose EMT.

Signalne kaskade kanonskog TGF-B puta regulisane su na mnogo nivoa. Na prvom mestu,
nekoliko sistema kontroliSe raspoloZivost TGF-B njegovom aktivacijom iz neaktivnih,
prekursorskih formi u aktivan oblik. U ovom koraku klju¢na je uloga sastava mikrookoline i
aktivnosti matriksnih metaloproteinaza i drugih enzima koji proteolitickim cepanjem
oslobadaju TGF-B iz prekursorskih kompleksa. Zatim, moguca je interakcija liganda sa
njihovim ekstracelularnim antagonistima $to sprecava njihovo vezivanje za receptore (219,
225). U fizioloSkim uslovima ¢elija reguliSe osetljivost i odgovor na TGF- tako Sto regulise
raspolozivost receptora za TGF-B na povrsini Celije. Ovi receptori podlezu post-translacionoj
modifikaciji, a razli¢iti tipovi modifikacija i njihove kombinacije dodaju nove slojeve
slozenosti regulacije TGF-B signalizacije. Sastav i kompartmenalizacija receptorskih
kompleksa za TGF-f definise tip odgovora koji ¢e biti generisan na TGF-f signal. Modulacija
stabilnosti R-Smad proteina odvija se putem fosforilacije kinazama, i to MAPK, glikogen
sintaza kinaza 3 i ciklin—zavisnim kinazama. Regulacija se odvija i aktivacijom Smurf-
zavisne degradacije, gde je Smurf Smad-ubikvitinacija—regulatorni faktor. Ekspresija
inhibitornih Smad proteina kao $to su Smad6 1 Smad7 moze da prekine intracelularni prenos
signala. Celijska specifi¢nost odgovora na TGF-P regulisana je interakcijom Smad
transkripcijonih faktora u odredenoj celiji i velikog broja raznovrsnih ko-regulatora koji se
ukljucuju u proces transkripcije. Na taj nacin, aktivisani Smad proteini mogu da usmeravaju
¢elijski odgovor u razli¢itim pravcima, koji Cesto imaju presudni znacaj za sudbinu celije

(219, 224, 225).

Smad signalizacija posredovana je receptorima koji podlezu internalizaciji u klatrinom-
oblozene jamice 1 regulisana je u¢eS¢em niza Smad—pridruzenih proteina, koji promovisu ili
atenuiraju prenos Smad signala. Smad kompleksi bivaju internalizovani u endozomske
kompartmane preko klatrinskih jamica i unutar njih bivaju aktivisani i pripremljeni za ulazak
u jedro Celije. Jedni od najznacajnijih regulatornih proteina su dva srodna molekula, SARA

(Smad anchor for receptor activation) i Hgs/Hrs, koji olak$avaju interakciju Smad2 i Smad3

67



sa tipom | receptora na plazma ¢elijskoj membrani (TGFBR1), stimuli$u povezivanje Smad za
klatrinske komplekse i internalizaciju Smad. Intracelularni proteini STRAP (serin/treonin
kinaznom receptoru pridruzen protein) i Aksin takode uc¢estvuju u angazovanju Smad tako Sto
inhibiraju ili promovisu TGF-B-indukovanom Smad signalizaciju (225). S druge strane,
transmembranski proteini TMEPAI i C18 ORFL1 interferisu sa aktivacijom Smad preko svoje
sposobnosti da vezuju protein SARA i na taj nacin spre¢avaju SARA-om posredovano
vezivanje Smad za klatrinske receptore (225, 231).

Vazan cinilac u TGF-p signalizaciji jeste raspolozivost TGF-B receptora na ¢elijskoj povrsini.
Obicno se samo deo postoje¢ih TGF-f receptora nalazi na povrSini plazma membrane, dok se
vecina zadrzava unutar ¢elije. Intracelularni pul TGFBR1 i TGFBR2 receptora omogucéava
brzi transport ovih molekula na ¢elijsku povrSinu, a poveéanje njihove raspolozivosti na
povrsini odrazava poveéan odgovor na TGF-f i to na autokrino oslobodeni TGF-f ili TGF-B
osloboden iz drugih celija. Aktivacija Akt indukuje fosforilaciju intracelularnog proteina
vezanog za membranu RabGAP AS160 i na taj nacin podstice transport TGF-f receptora na
¢elijsku povrSinu, Sto rezultuje pojacanjem odgovora na TGF-B 1 intenziviranjem
signalizacije. Akt se zato moze smatrati jednim od centralnih regulatora TGF-f3 odgovora jer
kontroliSe nivo povrSinskih receptora na plazma membrani. Akt se aktivira na insulin, poviSen
nivo glukoze 1 aktivirane receptorske tirozin kinaze i njegova aktivnost je ¢esto poviSena u
kancerskoj ¢eliji, te mehanizam kontrole raspoloZivosti TGF- receptora putem Akt aktivnosti

u uslovima neoplastiog rasta ima veci znacaj nego u normalnoj celiji (232).

2.2.2. Alternativni signalni putevi TGF-p

U ne—kanonskom putu TGF- signalizacije aktiviraju se intracelularni putevi prenosa koji ne
zavise od Smad proteina, kao §to su PI3K/AKT, MAPK signalne kaskade (ERK, JNK 1 p38
MAPK), c-Src, NF-kB, Abl, zatim male GTP-aze poput RhoA, Racl i Cdc42 (220).
Aktivisane mitogenom aktivirane protein kinaze mogu da ostvaruju regulaciju transkripcije ili
putem interakcije sa intranuklearnim, translociranim Smad proteinskim kompleksom ili
drugim nishodnim putevima. Aktivacija INK/p38/ERK, u kooperaciji sa Smad proteinima,
uCestvuje u regulaciji apoptoze i celijske proliferacije, dok se regulacija metastaziranja i
angiogeneze odvija angazovanjem drugih transkripcionih faktora, kao $to su c-JUN i ATF.
Aktivacija Rho malih GTP-aza putem TGF-B signalizacije ucestvuje u procesu epitelno-
mezenhimne tranzicije tako Sto indukuje formiranje aktinskih stres vlakana, putevima koj su

nezavisni od transkripcije gena (224, 233).
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Slika 10. Pregled puteva TGF-p signalizacije. Sematski su predstavljeni kanonski (klasi¢ni)
put signalizacije, koji se odvija putem SMAD proteina, intracelularnih prenosilaca signala, i
ne—kanonski SMAD-nezavisni putevi. U kanonskom putu signalizacije bioloski aktivni TGF-
B ligandi vezuju se za receptor TGFBR2, koji zatim aktivira TGFBR1. TGFBR1 regulise
intracelularni, nishodni prenos signala fosforilacijom proteina Smad2/3, a potom se oni vezuju
za SMAD4, formiraju¢i kompleks preko svojih C-terminalnih serinskih ostataka.
Translokacija SMAD kompleksa u jedro inicira niz bioloskih procesa regulacijom
transkripcije stotina ciljnih gena. U ne—kanonskom putu signalizacije TGF-p receptorski
kompleks prenosi signal uce$¢em drugih faktora, kao $to su mitogenom-aktivirane protein
kinaze, fosfatidilinozitid-3-kinaze, TNF receptoru—pridruzen faktor 4/6 i Rho familija malih
GTP-aza. (Modifikovano iz reference (224)).

Za razliku od kanonskog puta TGF-B signalizacije koji se odvija preko Smad proteina i u
kome je neophodna obrada prenosilaca signala u endozomima posredovana klatrinom, prenos
signala u ne—kanonskim putevima iniciranim TGF-f signalizacijom odvija se preko kaveolin
posredovanih kompartmana. lako su ovi signalni putevi slabije okarakterisani, TGF-$
indukovana aktivacija Erk MAPK | PI3K/AKT signalnih puteva odvija se u kaveolinskom

69



kompartmanu. Ovo ukazuje na ¢injenicu da se Smad aktivacioni putevi i ne—kanonski putevi
pokrenuti aktivacijom TGF-f receptora razlikuju u efektima koje pokre¢u divergentnom

signalizacijom koja angazuje razlicite, fizicki separisane subcelularne kompartmane (225).

Kanonske i ne—kanonske signalne kaskade prenosa medusobno komuniciraju, posebno na
nivou Smad prenosnika, gde postoji transverzalna transdukcija signala koja to omogucava.
Ova komunikacija omogucava da se u aktivaciji TGF-B puta integriSu signali koji su
pokrenuti integrinima, Wnt/B-catenin, Notch, Hedgehog, TNF-a ili EGF-zavisnim putevima
(220). Naime, iako postoje dva divergentna puta internalizacije TGF-f receptora koji se
odvijaju posredstvom endocitoticnih jamica bogatih klatrinom, odnosno kaveolinom,
ultrastrukturne studije intracelularnih puteva su pokazale da ove dve rute mogu da
konvergiraju pod kontrolom proteina Rab5, pre nego $to dode do formiranja ranog endozoma,
te na taj nain nastaju vezikule koje su pozitivne i za klatrin i za kaveolin-1. Ovom fuzijom
formiraju se multikomponentne i multifunkcionalne organele koje sadrze Rab-5, TGFBR1,
Smad3-SARA komplekse, Smad7-Smurf komplekse u kojima TGF-B receptori imaju lak
pristup ovim razli¢itim proteinima 1 tako efikasno ostvaruju signalizaciju. Ovo otkrice
intersekcije kanonskih i ne—kanonskih puteva moze delimi¢no da objasni zasto inhibicija
klatrinom—posredovane endocitoze ili prekid kaveolinske endocitoze ima samo neznatne

efekte na nivo TGF-f signalizacije (234).

2.2.3. Uloge TGF-$ u kanceru

Uloga TGF-p u kanceru je kompleksna, kontekstualno zavisna i u funkciji vremena
promenljiva. U zavisnosti od faze evolucije neoplasti¢nog rasta, TGF-f u kancerskoj ¢eliji
ima dualnu ulogu — prvenstveno se ponasa tumor—supresorski, a zatim promovise tumorski
rast, odnosno deluje i anti-tumorski i pro—tumorski (222, 225, 235). Ekspresija TGF-p
ispitivana je u ekstenzivnim serijama raznovrsnih tipova tumora, ukljucujuéi karcinom
prostate, dojke, pluca, kolorektuma, pankreasa, jetre, koze, gliome. Kod tumora ranog
stadijuma nivoi TGF-B koreliraju sa povoljnom prognozom, dok su kod uznapredovalih
tumora pozitivno asocirani sa agresivnim ponaSanjem tumora i loSom prognozom (236). U
ranim fazama tumorigeneze TGF-B signalizacija promovise zastoj celijskog ciklusa i
programiranu smrt ¢elija. Nasuprot tome, u odmaklim stadijumima kancera TGF-f3 promovise
tumorsku progresiju i metastaziranje tako Sto pospesSuje motilitet tumorskih ¢elija, invaziju,
epitelno—mezenhimnu tranziciju i1 odrzavanje stem celija (237). Ova funkcionalna
transformacija TGF-B, sa promenom antikancerskih aktivnosti TGF-B u onkogene, oznacava

se kao TGF-f paradoks (238). Molekularne determinante koje odreduju TGF-p paradoks
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predmet su intenzivnih istraZivanja, a poznato je da obuhvataju genetske i epigenetske
dogadaje koji posreduju u transfomaciji TGF-B u onkogeni agens, kao i alteracije u tumorskoj

mikrosredini.

Tumorska progresija zahteva gasenje tumor—supresorskih efekata TGF-B signalizacije do
koga dolazi putem dva mehanizma akumulacija genetskih alteracija. Prvi mehanizam
podrazumeva dekapitaciju TGF-f puta inaktivacijom njegovih klju¢nih komponenata, bilo
putem mutacije ili putem alelskog gubitka heterozigotnosti, pre svega receptora (TGFBRL1 i
TGFBR2) ili Smad transkripcionih faktora (SMAD2, SMAD4/DPC4) (236). Inaktivisuce
mutacije receptora TGFBR2 se Cesto nalaze u kancerima udruzenim sa mikrosatelitskom
nestabilno$¢u, koja nastaje kao posledica defekata u mismatch reparacionom sistemu i
udruzene su sa fenotipom metilacije CpG ostrva. TGFBR2 gen sadrzi poliadeninski ponovak
od 10 baznih parova koji je izloZen replikacionim pogreskama koje rezultuju inaktivacijom
gena, posebno kod tumora sa oSte¢enjem sistema za reparaciju pogresno sparenih baza. Zato
su ove mutacije posebno ucestale u karcinomu Zeluca, kolorektuma, zucnih vodova i
adenokarcinomu pluca (224). S druge strane, inaktivacija gena SMAD4/DPC4 nadena je kod
50% invazivnog duktalnog karcinoma pankreasa, a veoma cCesto 1 u kolorektalnom i
karcinomu ezofagusa. Inaktivacija gena za Smad4 desava se ili putem mutacije ili gubitkom
heterozigotnosti za alel na dugom kraku hromozoma 18 (236). Genetska inaktivacija klju¢nih
komponenti TGF-B signalizacije ima za posledicu eliminaciju veéine TGF- odgovora,
ukljucujuéi tumor—supresorske aktivnosti, 1 u kooperaciji sa drugim genetskim alteracijama
promovise inicijaciju tumora, a zatim i progresiju i $irenje neoplasti¢ne proliferacije. Na
animalnim modelima sa onkogenim mutacijama u tumor supresorskim genima i vodeéim
onkogenima, nastanak i razvoj tumora je izrazeno akcelerisan i razvijaju se tumori sa
agresivnijim ponaSanjem ukoliko su prisutne i alteracije u kljuénim TGF-f genima (239).
Nasuprot tome, u karcinomu dojke 1 prostate, melanomu i gliomu cesto je funkcionalni
integritet signalizacije TGF-f ocuvan, ali dolazi do selektivne ablacije tumor supresorske
grane nishodno od ovih komponenti (236). Ovim mehanizmima TGF-B signalizacija biva
dekapitirana, odnosno odstranjene su antitumorske aktivnosti TGF-B, a tumorski rast pocinje
da dobija podrsku preostalih TGF-p aktivnosti, kao $to su invazija i EMT, koje promovisu

tumorsku progresiju i metastaziranje.

TGF-B je arhetipski predstavnik citokina koji inhibiSe ¢elijski rast i proliferaciju tako Sto
povecava aktivnost inhibitora ciklin zavisnih kinaza (CDK), ukljucujé¢i p15INK4, p21CIP1,
p27KIP1 i p57KIP2 i nishodno reguliSe ekspresiju protoonkogena MYC (222, 240, 241).
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TGF-B vrsi inhibiciju celijskog ciklusa, pre svega u nivou G1 kontrolne tacke, §to je uz
indukciju apoptoze kljuéni mehanizam kojim TGF-B ostvaruje tumor supresorsku aktivnost.
Medutim, onkogeno transformisane celije nose snazne CDK aktivirajuée signale, koje
nadjacavaju efikasnost citostaze indukovane tumor suprimiraju¢im efektom TGF-B. Pored
toga, sposobnost da udu u stanje sporih ¢elijskih ciklusa osnovna je karakteristika stem ¢elija i
ona im omogucava da izbegnu imunoloski nadzor i antimitotsko dejstvo hemoterapeutika.
Stoga citostaza ne samo da predstavlja blazu formu tumorske supresije u poredenju s
apoptozom, ve¢ moze i da osposobi diseminovane tumorske celije da prezive aktivnosti i

imunog sistema i1 hemoterapije i eventualno zapo¢nu metastatski rast.

Rezultati sveobuhvatnih analiza genoma naj¢es¢ih humanih kancera pokazali su da su
mutacije ili delecije Smad i gena za TGF-B receptore prisutni u ¢ak 25-50% slucajeva
karcinoma ezofagusa, Zeluca, kolorektuma, pankreasa. Tumori mokra¢ne besike, glave i vrata,
endometrijalni adenokarcinom, kao 1 skvamocelularni karcinom grli¢a materice 1 plu¢a sadrze

aberacije ovih gena u 10-20% slucajeva (223, 225).

2.2.3.1. Efekti TGF-p signalizacije na nivou tumorske mikrookoline

Vecinu svojih pro-tumorskih efekata TGF-B ostvaruje medijacijom interakcija tumora i
strome i remodelovanjem tumorske mikrookoline (224). Stroma je kompleksna struktura
saCinjena od proteina ekstracelularnog matriksa, pre svega kolagena tipa I 1 osnovne supstance
u koju su utopljeni razli¢iti tipovi ¢elija, ukljucujuéi mezenhimne celije (kancer—asocirani
fibroblasti, endotelne Celije 1 periciti, ¢elije imunog sistema, ¢elije poreklom iz kostne srzi,
nervne celije). Ovi tipovi Celija eksprimiraju TGF-B receptore, te TGF-f signalni putevi
ostvaruju zna¢ajan uticaj na procese fibroze, angiogeneze i infiltracije imunim c¢elijama u
tumorskoj mikrookolini. Na taj nacin, aktivacija TGF-p puta doprinosi stvaranju specificne
tumorske mikrookoline iz netumorske stromalne sredine i odrzavanju povoljne mikrosredine

za tumorski rast.

TGF-B1 se stvara u uslovima inflamacije kao deo fizioloskog odgovora na oste¢enje kojim se
pokusava uspostavljanje kontrole nad inflamatornom reakcijom. Sli¢an proces odvija se 1 u
tumoru, gde se TGF-B1 sekretuje kao odgovor na prisustvo pro—inflamatornih citokina, pre
svega faktora tumorske nekroze alfa (TNFa) i inerleukina 1 (1l-1), dominantno u ¢éelijama
strome (242). Aktivacija TGF-p puteva dovodi do povecanog stvaranja i smanjene
degradacije komponenti ekstracelularnog matriksa, posebno kolagena tipa I, kao i

proliferacije mezenhimnih ¢elija 1 diferencijacije u miofibroblaste, koji mogu da migriraju 1

72



ucestvuju u tkivnoj kontraktilnosti. TGF-p stimuliSe stvaranje reaktivnih vrsta kiseonika
(reactive oxygen species — ROS) razli¢itim mehanizmima, per svega inaktivacijom NADPH
oksidaza, a ROS aktiviraju nishodne signalne puteve (SMAD, EGFR, MAPK familiju) koji
dovode do ekspresije pro—fibroti¢nih gena, poput TGF-B1, angiotenzinigena, PAI-1, faktora
rasta vezivnog tkiva (224, 242). Prekomerno stvaranje TGF-B1, koji je osnovni pokreta¢
fibroziranja u hroni¢noj fazi inflamatornih procesa, prethodi stvaranju tumora i priprema

mikrookolinu koja ¢e biti pogodna za tumorski rast.

TGF-B1 je kljuéni medijator dijaloga izmedu kancerskih ¢elija i stromalnih mezenhimnih
¢eija, kao Sto su kanceru pridruzeni fibroblasti i stelatne celije. Kancerske celije otpustaju
mitogene i fibrogene stimulanse (pored TGF-B1 tu je i PDGF i komponente puta zvu¢nog
jeza), koje aktiviraju fibroblaste i stelatne ¢elije. A zatim ove aktivirane stromalne celije
sekretuju faktore rasta (EGF, IGF-1, PDGF, FGF), kolagen tipa | i matriksne
metaloproteinaze koje promovisu tumorski rast, inavaziju i metastaziranje. Kvalitet strome,
pre svega struktura kolagena I, jedan je klju¢nih faktora koji funkcioniSu kao prepreka za
Sirenje tumora, ili pak podrZavaju metastatsku diseminaciju tumorskih celija. Ovi efekti su
ponekad izraZeni u vidu prekomernog stvaranja ekstracelularnog matriksa koji se histoloski
manisfestuje kao gusta, fibrotina, dezmoplasticna stroma (243). Pored toga, aktivirane
stromalne Celije doprinose stvaranju hipoksi¢ne mikrookoline, $to stvara selektivni pritisak ka

nastanku invazivnijeg fenotipa kancerske Celije.

Jedna od klju¢nih funkcija TGF-p u promociji tumorskog rasta jeste stimulacija angiogeneze
(233, 244). TGF-B pokreée angiogenezu u endotelnim ¢elima aktivacijom kanonskog puta
signalizacije, koji stimuliSe angiogenezu povecanjem ekspresije vaskularnog endotelnog
vaktora rasta (VEGF) i njegovog funkcionalnog receptora, VEGFR2. Angiogeni efekti TGF-f
u tumorskoj ¢eliji regulisani su putem TGFBR2/SMAD3 podstaknute ekspresije i oslobadanja
u stromu fibroblastnog faktora rasta 2. TGF- moze ostvarivati i pro—angiogene, ali i anti—
angiogene efekte, u zavisnosti od nivoa ekspresije i konteksta. Nizak nivo TGF-B indirekto
doprinosi stimulaciji angiogeneze tako $to povecava ekspresiju i aktivnost angiogenih faktora
I proteaza, dok visok nivo TGF-B stimuliSe remodelovanje bazalne membrane, regrutuje

glatkomiSiéne Celije, a inhibira rast i proliferaciju endotelnih Celija.

TGF-p igra centralnu ulogu u regulaciji antitumorskog imunog odgovora (222). Kancerske
¢elije su sposobne da izbegnu imunoloski nadzor i destrukciju razvijaju¢i mehanizme

nevidljivosti za imuni sistem ili sekretujuéi citokine koji zaslepljuju imuni sistem za prisustvo
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abnormalnih antigena na povrsini kancerske ¢elije. TGF-B1 je najmo¢niji imunosupresor i u
ovim procesima, zajedno sa interleukinom 10 (IL-10), igra klju¢nu ulogu. TGF-B1 koji se
sekretuje u tumoru oslabljuje ili gasi imuni odgovor domacina putem nekoliko mehanizama.
Na prvom mestu, TGF-1 pomera ravnotezu subsetova T-helper ¢elija Th1/Th2 u pravcu Th2
odgovora putem IL-10, odnosno u pravcu imunog fenotipa udruzenog sa humoralnim
imunitetom, bez citotoksi¢ne aktivnosti protiv kancerskih ¢elija. TGF-B1 direktno inhibira
anti—tumorske odgovore tipa Thl, tj. ¢elijama posredovan imunitet i M1 tip makrofaga. Pored
toga, TGF-B1 suprimira funkciju citotoksi¢nih CD8+ T-limfocita, ¢elija prirodnih ubica
(natural killer — NK) i dendriti¢nih antigen prezentujucih ¢elija. TGF-B1 stimuliSe stvaranje
CD4+/CD25+ T-regulatornih celija (T-reg), koje suprimiraju aktivnost ostalih populacija
limfocita i promovise M2 tip makrofaga, koji imaju pro—tumorske aktivnosti. Uz sve
navedeno, TGF-B1 povecava sekreciju hemokina koji privlace neutrofile, angazuju ih i

aktiviraju antitumorska svojstva u njima (222, 245).

2.2.3.2. Epitelno—mezenhimna tranzicija (EMT)

EMT podrazumeva proces transformacije epitelnog fenotipa celija u mezenhimni 1 u
fizioloSkim uslovima odvija se u embrionalnom rastu 1 razvoju kao proces od fundamentalnog
znaCaja. EMT upravlja morfogenezom tako S$to indukuje diferencijaciju epitelnih u
mezenhimne tipove celija, kako bi se formirale odredene teritorije embriona. EMT se
karakteriSe diferencijacijom visoko organizovanih i tesno povezanih epitelnih celija u
neorganizovane i mobilne mezenhimne c¢elije sa svojstvima mati¢nih stem celija. EMT
ukljucuje gubitak meducelijskih spojeva i kontakata i1 akviziciju fibroblastolikih karakteristika
od strane epitelnih Celija, kao 1 poprimanje migratornih i1 invazivnih svojstava od strane

kancerskih ¢elija (246, 247).

EMT se karakteriSe disolucijom tesnih veza epitela i bazolateralnih adherentnih junkcija, §to
uzrokuje gubitak polarizacije epitelnih ¢elija. Dolazi do gubitka ekspresije epitelnih gena kao
Sto su E-kaderin, ZO-1, okludin, klaudin, citokeratini 8, 18 i 19 i dezmoplakin, a indukcije
ekspresije mezenhimnih markera, ukljucujuc¢i N-Kaderin, vimentin, fibronektin, tenascin-C i
vitronektin. Tokom EMT aktinski citoskelet se reorganizuje od kortikalnih adherentno—
asociranih lokalizacija u aktinska stres vlakna koja su usidrena u fokalne adhezione

komplekse, koji u¢estvuju u stvaranju filopodija i doprinose ¢elijskoj migraciji (246, 248).

Indukcijom EMT i modifikacijom fenotipa ¢elije TGF-B menja meducelijsku adheziju, kao i

adhezivna, migratorna i invazivna svojstva tumorskih c¢elija. EMT doprinosi invaziji i

74



diseminaciji kancerskih celija. Nishodna regulacija E-kaderina dozvoljava da se [-katenin
oslobodi, translocira iz citoplazme u jedro i dovede do povecanja ekspresije c-MYC, ciklina
D1, matriksne metaloproteinaze 7 i na taj nacin promovise invazivno ponasanje ¢elija. Tokom
EMT povecana je sekrecija ekstracelularnih proteaza, a redukovana ekspresija proteina
ekstracelularnog matriksa, Sto dalje doprinosi invaziji kancerskih celija. TGF-f je glavni
regulator EMT, jer kontroliSe ekspresiju nekoliko klju¢nih transkripcionih faktora koji
upravljaju EMT, reguliSuci ekspresiju mezenhimnih markera, a vrSeéi represiju epitelnih
markera. Ovi klju¢ni neposredni regulatori EMT su transkripcioni faktori Snail i Slug, Twist,
ZEB1 i ZEB2, kao i faktor FoxC3 (248, 249).

TGF-B indukuje reverzibilnu EMT kako u normalnim c¢elijama, tako 1 u kontekstu
neoplasti¢ne bolesti. Obrnuto, blokadom TGF-f signalizacije putem prekomerne ekspresije
dominantno—negativnog TGFBR2 efikasno se spreava EMT kancerskih Celija
skvamocelularnog karcinoma koze in vivo (250). Kancerske ¢elije na invazivnom frontu
tumora imaju pojacanu ekspresiju TGF-B i pokazuju izrazenije EMT karakteristike. Kanonski
put TGF-B signalizacije ima klju¢nu ulogu u medijaciji EMT. Smad-zavisna aktivacija
transkripcije dovodi do ekspresije EMT regulatornih faktora kao S$to su Snail, Slug, Twist,
ZEB2 putem indukcije ekspresije proteina visoko-mobilne grupe A2 (HMGAZ2), §to uzrokuje
represiju ekspresije E-kaderina i disocijaciju dezmozoma (249, 251). Ne—kanonski nishodni
signalni putevi TGF-B, koji su nezavisni od Smad, takode doprinose EMT, pre svega ovde
mogu ucestvovati Pas/PI3K, RhoA, mTOR, Erk/MAPK i p38 stresom-aktivirana kinaza
(248).

Mikro RNK takode igraju vaznu ulogu u regulaciji i odrzavanju EMT indukovane TGF-
signalima (252). Mikro RNK regulisu ekspresiju vise od treCine transkriptoma na
posttranskripcionom nivou, a samo jedna miRNK moze da kotroliSe ekspresiju stotine gena
direktno ili hiljade indirektno (253). TGF-B vrsi represiju ekspresije miR-200, $to dovodi do
porasta nivoa ciljnih molekula ove mikro RNK, ZEB2, transkripcionog faktora koji je jedan

od kljuénih EMT upravljac¢a i glavni represor E-kaderina (254).

2.2.3.3. TGF-f ciljana terapija — inhibitori TGF-p puta u terapiji kancera

Poslednjih decenija razvijen je veliki broj terapijskih agenasa koji inhibiraju TGF-B signalni
put, koji su ispitivani u pretklinickim studijama, a mnogi su danas u fazi klini¢kog razvoja
(224). Inhibicija TGF-B signalizacije moze se posti¢i na nekoliko nivoa. Blokada TGF- na

nivou liganda podrazumeva primenu antisens nukleotida koji se dostavljaju intravenski ili se
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bioloSkim inZenjeringom ubacuju u imune celije, a u cilju sprecavanja sinteze TGF-p.
Inhibicija na nivou ligand-receptor moze biti u obliku zamke za ligande (TGF-B
neutralizuju¢a monoklonalna antitela i solubilni receptori) ili monoklonalnih antitela na na
TGF-B receptore koji sprecavaju interakciju liganda sa receptorom. Ovde spadaju peptidni
inhibitor koji specifi¢no blokira interakciju TGF-B1 sa svojim receptorom, monoklonalno
antitelo na receptor TGFBR2, kao i pan-TGF-f antitelo. Blokada TGF-f puta moguca je i na
intracelularnom nivou. TGF-B receptor kinazni inhibitori spre¢avaju prenos signala unutar
¢elije, 1 ovde spada do sada najpotentniji agens TGF- ciljane terapije, galunisertib, inhibitor

TGFBR1 malog molekula (224, 255).

Inhibitori TGF-B signalizacije in vitro su pokazali ograni¢enu anti—proliferativnu aktivnost,
uprkos efikasnoj blokadi i kanonskog i ne—kanonskog puta prenosa signala. Galunisertib se
pokazao kao potentan inhibitor klasi¢nog TGF-B puta, jer inhibira fosfo-Smad2, ali i ne—
kanonskih puteva u kancerskoj ¢eliji (MAPK ili PI3K/AKT/mTOR) u in vitro uslovima, na
¢elijskim linijama hepatocelularnog karcinoma, a inhibicija nije zavisila od nivoa ekspresije
TGF-p proteina (256). U in vitro uslovima galunisertib je inhibisao proliferativnu kancersku
aktivnost u zavisnosti od celijskog konteksta, ali je zato pokazo odlicnu anti—invazivnu
aktivnost i anti—proliferativno dejstvo u ex vivo uslovima, koji vernije od ¢elijskih linija
oponasaju fizioloSke okolnosti 1 ukazuju da bi antitumorski efekti TGF-f inhibicije mogli biti
posredovani tumorskom mikrookolinom. Medutim, meduzavisnost i ukrStanje razli€itih
intracelularnih signalnih puteva moZe da dovede do neocekivanih 1 nepredvidivih efekata
TGF-B blokade. Opisano je da TGF-B inhibicija galunisertibom potencira invaziju celija
pankreasnog duktalnog adenokarcinoma u kolageni matriks trodimenzinalne fibroblastne
kulture. Ovaj paradoksalni efekat posledica je ukrStanja puteva TGF-f i hepatocitnog faktora
rasta, koji pored TGF-P ima vode¢u ulogu u invazivnosti karcinoma pankreasa, gde inhibcija
TGF-B signalizacije uzrokuje potenciranje sekrecije hepatocitnog faktora rasta u fibroblastima
(257).

S obzirom na to da mnogi tumori eksprimiraju imunogene antigene, ali sekretuju niz
imunosupresivnih citokina, ukljuc¢uju¢i TGF-B1, jedan od osnovnih pravaca za razvoj TGF-3
usmerene terapije jeste slom uspostavljene imune tolerancije na kancer i reaktivacija imunog
sistema. Inhibitori TGF-f mogu da doprinesu reverziji imune supresije indukovane
tumorskom mikrookolinom, putem inhibicije T-reg celija i uspostavljanjem citotoksi¢nosti
posredovane T-limfocitima i NK—celijama. Istrazivanja na animalnim modelima melanoma

daju ohrabrujuc¢e rezultate. Nishodnom regulacijom TGF-f pomocu male interferiSu¢e RNK
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povecana je efikasnost vakcine i zna¢ajno inhibisan tumorski rast u 0snosu na primenu samo
vakcine, kao rezultat povecane infiltracije tumora citotoksicnim T limfocitima i smanjenja

broja regulatornih T-¢elija (226).

2.2.4. TGF-P u urotelnom karcinomu mokracéne besike

Dobro je poznato da TGF-B signalizacija doprinosi razvoju tumora tako $to promovise
inazivni tumorski rast i metastaziranje i indukuje EMT. Medutim, plejotropna priroda TGF-$3
puteva i zavisnost aktivnosti od konteksta otezeva univerzalno ekstrapoliranje zakljucaka, jer
zna¢aj TGF-B varira u zavisnosti od tipa kancera 1 istrazivackog modela. Relativno mali broj
istrazivanja bio je posvecen ulozi TGF-B signalizacije u urotelnom karcinomu mokraéne
besike, medutim, nedavno objavljeni rezultati ukazuju na klju¢nu ulogu TGF-f signalizacije u
tumorigenezi, promociji tumorskog rasta i invaziji, kao i u indukciji EMT i metastaziranju

urotelnog karcinoma mokraéne besike.

Nekoliko studija ispitivalo je znacaj genetskih markera, tj. genetske varijabilnosti klju¢nih
¢lanova TGF-P puta u odredivanju rizika za nastanak karcinoma mokraé¢ne besike (258-260).
lako su polimorfizmi receptora za TGF-f receptore TGFBR1 i TGFBR2 povezani sa
povecanim rizikom za razvoj nekih tumora, pre svega karcinoma dojke 1 jajnika, nije nadena
udruZenost ovih polimorfizama sa rizikom za nastanak karcinoma mokraéne beSike (258,
259). Medutim, utvrdeno je da je polimorfni oblik alela za TGFBR1 rs868 kod misi¢no—
invazivnih tumora mokraéne beSike povezan sa kancer—specificnim mortalitetom (258).
Genetske varijante gena RUNX3, koji je meta TGF-B, a igra vaznu tumor supresorsku ulogu,
takode znaCajno utiCu na rizik za razvoj karcinoma beSike (260). Studija koja je
najsveobuhvatnije ispitivala uticaj genetske varijabilnosti komponenti TGF-p puta u
kontekstu rizika za nastanak karcinoma mokraéne besike, ukazala je da postoji nedvosmisleni
znacaj TGF-f signalizacije za razvoj urotelnog karcinoma (259). U studiji je ispitano ¢ak 356
polimorfizama jednog nukleotida (sigle nucleotid polymorphism — SNP) kod 37 gena ¢lanova
signalnog puta TGF-B na znacajnom populacijskom uzorku od 801 pacijenta sa karcinomom
besike, uparenih sa isto toliko zdravih ispitanika. Rezultati su pokazali da je preko Cetrdeset
genetskih polimorfizama povezano sa povecanim rizikom za razvoj kancera, od kojih je devet
polimorfizama zadrzalo statisticku znacajnost nakon prilagodavanja za viSestruke
komparativne kriterijume izmedu parametara. Ovi polimorfizmi znacajni za rizik od nastanka

karcinoma pripadaju genima SMAD2, EGFR i VEGFC (259).
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Iako je nishodna regulacija ili inaktivacija receptora mutacijama uobiCajena strategija kojom
tumorske celije u inicijalnim fazama tumorigeneze izbegavaju citostatske anti—tumorske
efekte TGF-B1, nedavno je utvrdeno da neki oblici mutacija receptora za TGF-f1 mogu da
pojacaju signalizaciju ¢iji su efekti stimulacija tumorskog rasta, invazivnosti i migracije (261).
U Ccelijskoj kulturi karcinoma mokraéne beSike T24 nadena je prekomerna ekspresija
receptora TGFBR2, zajedno sa konkomitantnim tackastim mutacijama, posebno mutacijom
koja dovodi do zamene Glutaminske kiseline Lizinom na poziciji 269. lako ove mutacije
receptora ne remete nishodnu signalizaciju preko Smad proteina, one su rezultovale
pojacanjem celijske mobilnosti i1 izostankom efekta zaustavljanja rasta na vezivanje TGF-B1.
Mutacija Glu269Lys detektovana je i kod pacijenata sa karcinomom mokraéne beSike.
Utvrdeno je da pacijenti sa ovom mutacijom TGFBR2 receptora imaju tumore viseg gradusa i

vece T kategorije primarnog tumora (261).

Pionirska studija koja je ispitivala ekspresiju TGF-B1 objavljena je pre vise od dve decenije i
ukazala je da TGF-p moze imati znac¢ajnu ulogu u razvoju karcinoma mokraéne besike, pre
svega u ranim stadijumima tumorskog rasta (262). U ovom istrazivanju ispitivan je nivo
ekspresije TGF-B1 u uzorcima karcinoma mokraéne beSike kod 51 pacijenta, koris¢enjem
metode kvantitativne polimeraza lan¢ane reakcije (q-PCR). Rezultati studije su pokazali da je
nivo TGF-B1 znacajno veci u kancerskom tkivu nego u okolnom normalnom urotelu, kao i da
je povecana ekspresija TGF-B1 izrazenija u tumorima niskog histoloskog gradusa i nizeg
patoloSkog stadijuma, u odnosu na misi¢no—invazine karcinome. Medutim, ovakav zakljuc¢ak
da je TGF-B1 ekspresija svojstvena neinvazivnim ili superficijalno—invazivnim neoplazmama

niskog gradusa brzo je modifikovan nalazima narednih studija.

Studija koja je analizirala ekspresiju TGF-B1 i njegovih receptora TGFBR1 i TGFBR2
imunohistohemijskom metodom na 80 uzoraka urotelnog karcinoma mokraéne beSike
dobijenih radikalnom cistektomijom, utvrdila je da je prekomerna ekspresija TGF-f1 veoma
¢esta 1 u misi¢éno—invazivnom karcinomu mokra¢ne beSike, te da se belezi kod dve treine
ispitivanih tumora (263). Ova studija obuhvatila je heterogenu populaciju urotelnih tumora u
pogledu nivoa invazivnosti, histoloskog gradusa i statusa limfnih nodusa, ali su rezultati
ukazali na to da je visoka ekspresija TGF-p1 nedvosmisleno povezana sa invazivnim
tumorskim stadijumom i da predstavlja nezavisni prediktor progresije bolesti. Pored toga,
nadeno je da prekomerna ekspresija TGF-f1 u tumorskim c¢elijama znacajno korelira sa
gubitkom ekspresije receptora za TGF-f, kao i da je gubitak receptora TGFBR1 i TGFBG2,

koji je prisutan kod neSto manje od polovine tumora, udruzen sa invazivnim tumorskim
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stadijumom, visokim histoloSkim gradusom i prisustvom limfovaskularne invazije. Ova
studija je po prvi put ukazala na prognosticki znafaj imunohistohemijske ekspresije
komponenti TGF-f puta, sugeriSuéi asocijaciju nepovoljnog klini¢kog ishoda kod pacijenata
sa karcinomom besike i izmenjene ekspresije TGF-B1 i njegovih receptora. Iako nije pokazala
znacajnu korelaciju sa kancer—specifi¢nim prezivljavanjem, visoka ekspresija TGF-B1 bila je

statistiCki nezavisni prediktor progresije bolesti (263).

Ispitivanje prognostickog znacaja ekspresije gena TGF-B puta komplikovano je opisanim
dualizmom TGF-f signalizacije i promenom tumor—supresorke u tumor—promovisuéu ulogu
TGF-B u toku evolucije neoplasticnog rasta. Zato je ucinjen pokuSaj da se definiSe profil
ekspresije grupe gena iz TGF-B puta koji bi doprineo identifikaciji agresivnih tumora, koji
udruzenih sa TGF-B koji su diferencijalno eksprimirani u urotelnim karcinomima, od kojih
dva gena, SMADG6 i ID2, inhibitor DNK-vezujuteg proteina, imaju protektivni efekat,
odnosno njihova pojacana ekspresija korelira sa dobrom diferencijacijom i nizim patoloskim
stadijumom, a preostalih 11 su udruzeni sa agresivnim svojstvima tumora. Utvrdeno je da
definisani profil ekspresije znacajno korelira sa tumorskim gradusom i stadijjumom i predvida

loSe prezivljavanje pacijenata sa karcinomom mokracne besike (264).

U skladu sa teznjom da se identifikuju markeri za dijagostiku tumora, ali i1 pracenje recidiva i
progresije bolesti, nivo TGF-B1 analiziran je u serumu i urinu pacijenata sa urotelnim
karcinomom mokraéne besike (265, 266). Primenom komercijalnih imunoeseja za detekciju
TGF-B1 i TGF-B2 analizirani su uzorci seruma i urina 57 pacijenata sa karcinomom besike 1
18 zdravih ispitanika koji su predstavljali kontrolnu grupu (265). Utvrdeno je da je nivo TGF-
B1 znacajno poviSen u serumu pacijenata sa invazivnim karcinomom mokracéne besSike, dok je
kod pacijenata sa superficijelnim tumorom bio unutar opsega normalnih vrednosti. Serumske
vrednosti TGF-B1 znacajno su korelirale kako sa stadijumom, tako i sa visokim histoloskim
gradusom tumora, ali nije bilo znafajne korelacije sa prisustvom metastaza u limfnim
nodusima. Ni vrednosti TGF-B1 u urinu niti serumske i urinarne vrednosti TGF-B2 nisu
pokazale znacajnu udruZenost sa klinicko-patoloSkim parametrima. Potonje studije potvrdile
su da je nivo TGF-B1 poviSen u serumu kod pacijenata sa urotelnim karcinomom beSike u
odnosu na zdrave ispitanike, ali moze biti poviSen i1 kod pacijenata sa razli¢itim urinarnim
poremecajima (266). Nivo TGF-B1 u serumu pokazao je znacajnu korelaciju sa tumorskim

gradusom, ali ne i sa patoloskim stadijumom bolesti.
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Kako bi ispitali ulogu TGF-B1 na sposobnost invazivnog rasta i EMT analizirani su efekti
razli¢itih koncentracija TGF-B1 na morfoloske promene u T24 Celijskoj liniji invazivnog HG
humanog karcinoma besike (267). Procena efekata TGF-B1 odredivana je koris¢enjem
migracionog i invazivnog in vitro eseja, opservacijom Celijske kulture pod fazno-kontrastni
mikroskopom i odredivanjem ekspresije E-kaderina i Vimentina putem RT-PCR. Rezultati su
pokazali da je TGF-B1 snazan induktor EMT, te da efikasno pojacava migraciju i invazivnu
sposobnost kancerskih ¢elija, a rezultati merenja mRNA markera EMT su takode u skladu sa
indukcijom EMT u Celijskoj kulturi. Pored toga, utvrdeno je da efekti koji odgovaraju EMT
izazvani tretmanom T24 C(elijske linije rastu¢éim koncentracijama TGF-f1 mogu biti

suprimirani aplikacijom sintetskog inhibitora TGF-f1, LY2109761 (267).

TGF-B reguliSe ekspresiju duge nekodiraju¢e RNK nazvane malatl (metastasis associated
lung adenocarcinoma transcript 1), koja je u karcinomu pluca opisana kao kljuéni regulator
metastaziranja. U studiji na ¢elijskim i animalnim modelima urotelnog karcinoma mokra¢ne
besike (268) utvrdeno je da je ova INCRNA jedan od kljuénih medijatora EMT pokrenue TGF-
B u urotelnim tumorima. Iskljuéivanje (knockdown) ekspresije malatl inhibira TGF-p
indukovanu EMT u in vitro i u in vivo uslovima. Pored toga, utvrdeno je da humana IncRNA
malatl regulise EMT tako §to u odgovoru na TGF-B regrutuje veliki metilacioni kompleks
koji neposredno vrsi represiju i modulaciju ekspresije EMT gena. Tako je ekspresija malatl
udruZena sa suzl2, supresorom zeste 12, proteina koji ulazi u sastav polycomb proteinskog
represivnog kompleksa (PCR2), koji je ukljucen u epigenetsku regulaciju genske kespresije,
zajedno sa EZH2. Ova udruzenost rezultuje time da povecanje malatl indukovano sa TGF-3
upravo putem suzl smanjuje ekspresiju E-kaderina, a povecava ekspresiju N-kaderina i
fibronektina, makrera mezenhimnog fenotipa. Ciljana inhibicija malatl i suzl2 sprecava
efekte TGF-B koji podrzava invazivnost, migraciju i metastatsku diseminaciju tumorskih
¢elija. Ovi rezultati ukazuju da je inhibicija kancer—promoviSuceg dejstva TGF-f 1 indukcije

metastatskog fenotipa moguca i selektivnim gasenjem ekspresije malatl (268).

Prva studija koja se bavila karakterizacijom uloge TGF- in vivo objavljena je tek nedavno
(269). U ovoj studiji je na eksperimentalnom misjem modelu u kome je N-butil-N-4-
hidroxibutil nitrozaminom (BBN) indukovan karcinom mokra¢ne beSike ispitivana uloga
TGF-B. Kondicionalnom ablacijom TGF-f signalizacije, pomoc¢u knockout-a TGF-f receptora
TGFBR2, Liang i kolege su ukazali na to da bi iskljuc¢enje TGF-B signalizacije moglo da
inhibira progresiju i invaziju karcinoma besike in vivo. Pored toga, ablacija TGF- rezultovala

je i redukcijom populacije kancerskih stem ¢elija i EMT (269).
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2.3. Apoptoza u urotelnom karcinomu mokraéne beSike

Apoptoza je oblik programirane smrti ¢elija koji ima fundamentalni znacaj u fizioloskim i
patoloskim uslovima i omogucava eliminaciju pojedinacnih nepotrebnih, neZeljenih ili
ostecenih celija (270). Apoptotska ¢elijska smrt inhibira razliCite stadijume onkogeneze, od
inicijalne transforacije do metastaziranja, te je inhibicija ili izbegavanje apoptoze jedno od
osnovnih osobina kancerskog fenotipa (271). Iako je nekontrolisana celijska proliferacija
inherentno svojsvo maligne bolesti, kancerske celije imaju tendeciju da ispoljavaju vise
apoptoze nego normalne ¢elije, Sto moze da doprinese efikanosti nekih citotoksi¢nih i ciljanih
terapija (272). Apoptoza moze da bude inicirana aktivacijom unutra$njeg (intrinzik) ili
spoljasnjeg (ekstrinzik) puta, koji kona¢no dovode do aktivacije efektorskih molekula i
egzekutorskih kaspaza, koje cepaju stotine razliitih proteina i vode do brze ¢elijske smrti,
praéene specifiénim biohemijskim i morfoloskim znacima. U urotelnom karcinomu mokraéne
besike alteracija ekspresije molekula koji ucestvuju u apoptozi je Cesta (273-275). Procena
statusa markera apoptoze u karcinomu beSike moze imati prognosticki znacaj (275).

Mikromorfoloski izgled apopotskih ¢elija u urotelnom karcinomu prikazan je na Slici 11.

2.3.1. Mitohondrijalni (unutrasnji) put apoptoze u kanceru

Mitohondrijalni put apoptoze je najceSce deregulisani oblik programirane celijske smrti u
kanceru (271). Kljuéni dogadaj koji usmerava celiju u egzekuciju apoptoze je
permeabilizacija spoljasnje mitohondrijalne membrane, a posto je permeabilizacija tacka bez
povratka koja neumitno vodi u ¢elijsku smrt, ona je precizno i tesno regulisana ¢lanovima
BCL-2 familije proteina. BCL-2 familija moze da se podeli na nekoliko funkcionalnih
podgrupa: pro-apoptotske efektorne proteine (BAX i BAK), pro-apoptotske BH3-only
proteine (BID, BIM, BAD, PUMA, NOXA, HRK, BIK, BMF) i anti-apoptotske BCL-2
proteine (BCL-2, BCL-xL, MCL-1, Al, BCL-B, BCL-w). Pomeranje ravnoteze u pravcu
proapoptotskih BCL-2 proteina dejstvom razli¢itih agenasa dovodi do direktne interakcije
BH3-only proteina sa BAX i BAK, koji bivaju aktivirani, prolaze kroz konformacione
promene 1 oligomerizuju se, stvaraju¢i pore u spoljasnjoj mitohondrijalnoj membrani i1
indukujué¢i njenu permeabilnost. U ovom procesu BH3-only proteini deluju kao konduktori
stresnih signala koji prenose Sirok spektar apoptotskih impulsa do mitohondrija.
Permeabilizacija spoljasnje mitohondrijalne membrane omoguéava otpustanje proteina
normalno uskladistenih u mitohondrijalnom intermembranskom prostoru, pre svega citohroma
¢, koji se u citozolu vezuje za adaptorni molekul APAF-1. To izaziva opseZne promene u

konformaciji APAF-1, koji se oligomerizuje i formira strukturu koja se naziva apoptozom.
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Slika 11. Histoloski izgled apoptoze u urotelnom karcinomu mokraéne besike. Strelice
pokazuju ¢elije u apoptozi i apoptotska telasca (HE, originalno uvecanje x400)

Apoptozom regrutuje i aktivira pro-kaspazu 9, koja zatim cepa i aktivira egzekutorske
kaspaze 3 i 7. Ove efektorske kaspaze efikasno ubijaju ¢eliju, paralelno cepajuéi na stotine
razli€itih ciljnih supstrata. Iz mitohondrija se pored citohroma ¢ oslobadaju i supstance koje
stimuli$u kaspaznu aktivnost kao $to su Smac/Diablo i Omi/HtrA2. Smac i Omi antagonizuju

funkciju endogenih inhibitora kaspaza (34, 270, 271).

Kancerske ¢elije imaju Citav spektar sredstava i aktivnosti kojima inhibiraju ili izbegavaju
mitohondrijalnu apoptozu. Cesto je apoptoza u kancerskoj éeliji blokirana prekomernom
ekspresijom Bcl-2, koji onemogucava permeabilizaciju spoljasnje mitohondrijalne membrane.
Bcl-2 moze biti ushodno regulisan amplifikacijom broja kopija gena, transkripcionom
aktivacijom ili nishodnom regulacijom mikro RNK koja suprimira ekspresiju Bcl-2. Drugi
anti-apoptotski molekuli BCL-2 familije su takode Cesto mutirani. U karcinomu mokraéne
besike Cesta je amplifikacija MCL-1, koja stabilizuje aktivnost ovog proteina, Kkoji u
fizioloskim okolnostima ima veoma kratak poluzivot i meta je proteozomske degradacije
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(276). Kancerske celije razvile su i brojne moguénosti za gaSenje pokretaca apoptoze, a

klasi¢an primer je rasprostranjen gubitak aktivnosti funkcije tumor supresorskog proteina p53
(277).

2.3.2. Put receptora smrti — spoljasnji put apoptoze u kanceru

Spoljasnji put apoptoze (Slika 12) pokre¢e se vezivanjem liganda superfamilije faktora
tumorske nekroze (TNF) za njihove receptore, oznacene kao celijski receptori smrti (272,
278). Protein TRAIL (TNF-related apoptosis—inducing ligand) je moéni pokreta¢ apoptoze.
Tumorske ¢elije su mnogo osetljivije na apoptozu pokrenutu TRAIL-om od normalnih ¢elija,

a molekularna osnova ove selektivne osetljivosti jo§ uvek nije razjaSnjena (279, 280).

TRAIL se vezuje za dva tipa receptora, receptore smrti (TRAIL-R1/DR4 i TRAIL-R2/DR5) i
receptore mamce (TRAIL-R3/DcR1 i TRAIL-R4/DcR2), koji verovatno inhibiraju ovaj put.
Samo receptori smrti DR4 i1 DR5 sadrze konzervirani domen smrti i signaliziraju apoptozu.
DcR1 sadrzi skraceni, nefunkcionalni domen smrti, dok receptoru DcR2 u celini nedostaje
citoplazmatski domen. Aktivacija receptora DR4 i DR5 dovodi do oligomerizacije receptora
na Celijskoj membrani i aktivacije apoptoze putem regrutovanja FADD, FAS-asociranog
proteina sa domenom smrti, koji se vezuje za motive smrti na karboksilnom kraju receptora
(Slika 12). FADD zatim regrutuje preko svog efektorskog smrtnog domena kaspaze koje su u
blizini membrane — kaspazu 8 ili kaspazu 10. Na taj nadin formira se multiproteinski
kompleks koji se naziva DISC (death—inducing signaling complex — signalni kompleks koji
indukuje smrt), koji omogucava auto-aktivaciju regrutovanih kaspaza. Kaspaza 3 je zatim
meta proteolitickog cepanja od strane kaspaza 8 1 10. Aktivirana kaspaza 3 vrSi enzimsku
degradaciju brojnih ¢elijskih proteina Sto dovodi do ispoljavanja biohemijskih 1 morfoloskih
znakova apoptoze (Slika 11). Protein Bid, koji spada u grupu Bcl-2 BH3-only proteina takode
je vazna meta kaspaze 8. Aktivirani Bid aktivira unutra$ni apoptotski put vezujuci se za Bax 1

time dramati¢no amplifikuje apoptotski signal upucen putem receptora smrti (279).

U zavisnosti od tipa ¢elija, snage i trajanja signala prenetog putem receptora smrti, kao i
prisustva ili odsustva odredenih nishodnih intracelularnih signalnih proteina, stimulacija
receptora smrti moze da pokrene ne samo apoptozu, ve¢, u redim okolnostima, celijsku
proliferaciju. Pored aktivacije kaspaza, TRAIL aktivira i druge intracelularne signalne puteve,
poput NF-kB, PI3K i MAPK familiju proteina, koji stimuliSu celijsko prezivljavanje i

proliferaciju (279, 280). TRAIL ima vazne uloge u tumorskom imunitetu i eliminaciji
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tumorskih ¢elija, te su alteracije u komponentama puta TRAIL/receptori smrti ukljuene u

progresiju tumora i mehanizmom izbegavanja imunog nadzora (278).

Mehanizmi osetljivosti i rezistencije na TRAIL-om indukovanu apoptozu su kompleksni i
nepotpuno razjasnjeni. Kancerske, transformisane <¢elije osetljivije su na TRAIL-om
indukovanu apoptozu, a ova selektivna senzitizacija tumorskih c¢elija na TRAIL samo
delimi¢no se moze objasniti veCom ekspresijom receptora smrti na povrsini tumorskih celija
(281). U in vitro studiji na celijskim linijama urotelnog karcinoma beSike, nadeno je da
¢elijske linije senzitivne na TRAIL-om izazvanu apoptozu imaju povecanu ekspresiju
receptora smrti, dok kancerske linije rezistentne na TRAIL imaju smanjen nivo ekspresije
receptora DR5 (282). Pored toga, prisustvo receptora mamaca koji vezuju TRAIL, a ne
pokrecu aoptozu izraZenije je na normalnim nego na malignim ¢elijama. Celijski FLICE
inhibitorni protein (c-FLIP) sadrzi sekvence homologe kaspazi 8 i kaspazi 10, te njegovo
regrutovanje u DISC kompleks umesto kaspaza blokira njihovu aktivaciju i dovodi do
rezistencije na TRAIL. Iako bi degradacija FLIP trebalo da poveca osetljivost na apoptozu, ne
postoji linearna zavisnost izmedu koncentracije FLIP i apoptoze u kancerskoj ¢eliji, a u nekim
okolnostima kada dode do aktivacije FAS, FLIP ¢ak moze da stimuli$e aktivaciju kaspaze 8

(278).

Rekombinantne forme TRAIL ili agonisticka antitela na receptore DR4 i DR5 ispituju se kao
potencijalni terapeutici u leenju tumora. Ovi agensi bi mogli da se primenjuju kao
monoterapija kod TRAIL senzitivnih tumora, ali i kao sinergisti¢ka sredstva za zajedni¢ku
primenu sa hemoterapijskim lekovima i novim molekularnim terapijskim agensima kako bi se
povecala efikasnost leCenja 1 TRAIL senzitivnih i TRAIL rezistentnih tumora. Rane faze
klini¢kih studija pokazuju da se ovi lekovi dobro podnose i mogu bezbedno da se primenjuju
(279). S obzirom na to da hemoterapija i radioterapija uglavnom inhibiraju rast i aktiviraju
mitohondrijani put apoptoze, od kombinacione terapije koja bi ukljucila i aktivator ekstrinzik
puta apoptoze ocekuje se veliki napredak u terapiji kancera (272).

2.3.2.1. Recetori smrti DR4 i DR5

Na ¢elijama ¢oveka opisano je dva tipa receptora smrti koji specificno vezuju TRAIL: DR4
(Death receptor 4, CD261, takode nazvan i TRAILR1, TNF-related apoptosis-inducing
ligand receptor 1, ili TNFRSF10A, Tumor necrosis factor receptor superfamily member 10A)
i DR5 (Death receptor 5, CD262, KILLER, TRAILR2 TNF-related apoptosis-inducing

ligand receptor 1, ili TNFRSF10B, Tumor necrosis factor receptor superfamily member 10B).
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Slika 12. Spoljasnji put apoptoze. Ovaj put apoptoze pokreée vezivanje liganda smrti,
TRAIL ili FAS liganda, za celijske receptore smrti (TRAILR1/DR4, TRAILR2/DRS i
FAS/CD95) na povrsini Celije. Interakcija liganda i receptora dovodi do trimerizacije
receptora i regrutovanja adapternih proteina FADD (FAS-associated protein with death
domain), a zatim i kaspaze 8, klju¢nog medijatora ekstrinzik puta apoptoze, ¢ime se stvara
funkcionalni kompleks DISC (death-inducing signalling complex). DISC cepa i aktivira
kaspazu 8, a zatim aktivisane kaspaze 8 i 10 iniciraju apoptozu direktno, cepanjem
egzekutorskih kaspaza 3, 6 i 7, ili aktiviraju intrinzink, mitohondrijalni put apoptoze cepanjem
molekula Bid. Aktivni Bid vezuje pro-apoptotske proteine Bax i Bak, Sto rezultuje
permeabilizacijom spoljaSnje mitohondrijalne membrane 1 oslobadanjem mitohondrijalnih
proteina citohroma ¢ i DIABLO. Citohrom ¢, APAF-1 (apoptotic protease-activating factor
1) i kaspaza 9 udruzuju se u funkcionalni apoptozom koji cepa i aktvira kaspazu 9, a ona cepa
kaspazu 3. Kaspaza 3 iseca veliki broj intracelularnih meta, Sto rezultuje morfoloskim i
biohemijskim manifestacijama apoptoze. DIABLO suprimira inhibitore apoptoze koji vezuju
1 inaktiviSu kaspaze. XIAP, X-vezani inhibitor apoptoze, najmocniji je poznati inhibitor
apoptoze koji vezuje kaspaze 3, 7 i 9, dok FLIP protein (FLICE inhibitry protein) moze da
spreci aktivaciju kaspaze 8 1 specifi¢ni je inhibitor spoljaSnjeg apoptotskog puta.
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Geni koji kodiraju sintezu receptora DR4 i DR5, TRAILR1 | TRAILR2, nalaze se na
hromozomu 8p21-22. Ovaj lokus je ¢esto zahvacen delecijom alela u razli¢itim tumorima,
ukljuCujuéi i karcinom mokraéne beSike (279, 283). U nekim solidnim humanim
neoplazmama nadene su somatske mutacije ovih gena, ukljucuju¢i karcinom dojke, pluca i
glave i vrata (284, 285). Vecina identifikovanih i opisanih mutacija zahvata intracelularni
domen DRS, region koji vezuje FADD, dok DR4 cesto zadrzi svoj divlji alelski oblik. Jo§
uvek nije poznato kako mutacije receptora smrti deluju na signalizaciju. Neke tackaste
mutacije dovode do toga da DR5 izgubi sposobnost da formira funkcionalni DISC i indukuje
apoptozu. Posto TRAIL signalizacija moze da se odvija i preko DR4 i preko DRS, gubitak ili
mutacija jednog od tih receptora ne mora da dovede do inhibicije signalizacije. Medutim,
mutantna forma DRS ima dominantni negativni efekat, te onemogucava da TRAIL pokrene
apoptozu preko funkcionalnog DR4 (279). Utvrdeno je da je ucestalost retke alelske varijante
DR4 (DR4 A683C) znacajno veca kod pacijenata sa karcinomom mokraé¢ne besike, kao i u
hroni¢noj limfocitnoj i mijeloidnoj leukemiji, karcinomu prostate i glave i vrata nego u opstoj
populaciji (283). Opisano je i epigenetsko utiSavanje ekspresije receptora smrti kao
mehanizam koji doprinosi rezistenciji na TRAIL. Hipermetilacija promotera DR4 detektovana
je u skoro 30% tumora jajnika, $to je znacajno bilo povezano sa smanjenjem ili potpunim
gubitkom ekspresije DR4, a najc¢esce je ovaj nalaz potvrden kod pacijentkinja mladjih od 50
godina (286). Primena demetiliSu¢eg agensa je u in vitro uslovima dovodila do restitucije

DR4 i uspostavljanja osetljivosti na TRAIL.

Ispitivanje nivoa ekspresije receptora smrti na kancerskim c¢elijama urotelnog karcinoma
mokra¢ne beSike pokazalo je da nivo ekspresije korelira sa osetljivos¢u na TRAIL-om
indukovanu apoptozu (282). Senzitivnost na TRAIL u in vitro uslovima opada sa smanjenjem
ekspresije receptora smrti DR4 i DR5 na ¢elijskoj povrsini. Citotoksi¢ni agensi koji mogu da
povecaju ekspresiju ovih receptora mogli bi da senzibiliSu kancerske celije na TRAIL-om

indukovanu apoptozu.

Dugo se smatralo je da je u osnovi smanjene osetljivosti kancerske ¢elije na TRAIL-om
pokrenutu apoptozu smanjena stimulacija receptora smrti DR4 i DRS usled prisustva laznih
receptora mamaca (Decoy receptors) i supresija intracelularne apoptotske kaskade. Medutim,
nedavno je otkriveno da posttranslacione modifikacije receptora smrti igraju vaznu ulogu u
odredivanju senzitivnosti na TRAIL (280). Genomskom analizom ekspresionog profila preko
100 humanih kancerskih celijskih linija nadeno je da su kod TRAIL-senzitivnih linija

konzistentno prekomerno eksprimirani geni koji kodiraju enzime koji ucestvuju u O-
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glikozilaciji: GALNT14, GALNT3, FUT6 i FUT3. Otkriveno je da receptori DR4 i DR5
podlezu post-translacionoj modifikaciji po tipu O-glikozilacije, te da inhibicija ekspresije
gena koji reguliSu i izvode glikozilaciju farmakoloskim ili genetickim putem dovodi do
supresije TRAIL-om posredovane apoptoze (280). O-glikozilacija ne utiCe na ekspresiju
receptora smrti, ali poboljSava nishodnu aktivnost ovih receptora, stimuliSu¢i formiranje

DISC kompleksa i aktivaciju kaspaze 8.

Signalizacija koja se ostvaruje putem DR4 i DRS5 moze da rezultuje i aktivacijom puta
nuklearnog faktora NF-«kB, verovatno putem RPA-interagujué¢eg proteina (RIP). Inhibicija
NF-xB in vitro senzibilise tumorske ¢éelije na apoptozu posredovanu TRAIL-om i posreduje
TRAIL-zavisnom regresijom tumora in vivo (287, 288). U uslovima kad je apoptoza
inhibirana, aktivacija NF-kB TRAIL-om transformi$e TRAIL signal sa indukcije apoptoze na
stimulaciju ¢elijske proliferacije i prezivljavanja. Ovo je potvrdeno u tumorskim ¢elijama koje
su rezistentne na TRAIL-om indukovanu apoptozu usled defektne signalizacije preko
receptora smrti. U ovim celijama belezi se NF-kB—zavisno pojacanje proliferacije,
potenciranje invazivnosti i metastaziranja nakon stimulacije TRAIL-om (289). Medutim, NF-
kB je multiproteinski kompleks koji, u zavisnosti od svog sastava, moZe da aktivira nishodne
puteve sa potpuno razli¢itim bioloSkim ishodima. RELA subjedinica NF-kB moze da poveca
TRAIL-om indukovanu ekspresiju DR4 i DR5, kao i Bcl-Xs i da izaziva represiju proteina
inhibitora apoptoze 1 (IAP1), IAP2 i Survivina, te da deluje kao pro-apoptotski signal.
Nasuprot tome, REL subjedinica inhibira ekspresiju kaspaze 8, DR4 i DRS5 i povecava
TRAIL-om posredovanu ekspresiju IAP1 i IAP2, §to je snazan anti-apoptotski signal. Stoga, i
u uslovima kada je klasi¢ni put signalizacije putem receptora smrti blokiran, stimulacija NF-
kB aktivnosti putem TRAIL-a jo§ uvek moze da izazove smrt ¢elije, u zavisnosti od toga da li

je RELA ili REL dominantna transkripciona komponenta NF-«xB (289).

Delujuci preko receptora smrti TRAIL moze da izazove brzu fosforilaciju i aktivaciju
PI3K/Akt puta, jednog od najznacajnijih onkogenih puteva proliferacije i prezivljavanja
kancerskih ¢elija. Aktivacija PI3K i njegove nishodne mete Akt stimuliSe ekspresiju FLIP,
snaznog inhibitora apoptoze, i ostvaruje efekat prezivljavanja éelija. Nedavno je utvrdeno da
maligni ascites kod karcinoma jajnika S$titi tumorske ¢elije od TRAIL-om indukovane
apoptoze upravo aktivacijom PI3K/Akt puta 1 time doprinosi rezistenciji tumorskih ¢elija na
apoptozu pokrenutu preko receptora smrti (290). O znacaju PI3K/Akt signalizacije za

modulaciju osetljivosti tumorskih ¢elija na TRAIL-om indukovanu apoptozu svedoce i studije

87



koje ukazuju na to da su tumorske celije sa aktiviraju¢im somatskim mutacijama PI3K

relativno neosetljive na apoptozu indukovanu aktivacijom DR4 i DR5 (291).

2.3.2.2. FAS

FAS receptor (CD95, Tumor necrosis factor receptor superfamily member 6, Apo-1 antigen)
je transmembranski glikoprotein koji je Siroko eksprimiran u mnogim tkivima, a posebno
visoka ekspresija je prisutna u timusu, jetri, srcu i bubregu (292). FAS receptor ima tri
ekstracelularna domena sa cisteinskim ponovcima i intracelularni region sa domenom smrti,
koji je kljuCan za apoptotsku signalizaciju. Ekspresiju FAS mogu indukovati citokini, kao $to
je interferon gama i TNF-a, i limfocitna aktivacija. FAS je receptor za FAS ligand (FASL),
¢ije vezivanje pokreée apoptozu (273). Mehanizam FAS-posredovane apoptoze pokree se
vezivanjem FASL za receptor, nakon ¢ega se formira kompleks DISC, koji uklju¢uje FADD,
FAS-u pridruzen domen smrti i cisteinsku proteazu kaspazu 8. Aktivacija kaspaze 8 direktno
ili indirektno aktivira ostale ¢lanove familije kaspaza, $to dovodi do cepanja celijskih proteina

1 apoptoze Celije.

FASL se u fizioloSkim okolnostima eksprimira na citotoksicnim T limfocitima i ¢elijama
prirodnim ubicama (natural killer cells — NK), dok se u kanceru moZe eksprimirati u
tumorskim celijama. U uslovima o¢uvanog imuniteta, FAS-om posredovana apoptoza ima
vaznu ulogu u ubijanju 1 eliminaciji tumorskih c¢elija. U okolnostima progresije tumora, kada
tumorske celije po¢nu da sekretuju FASL, receptorski sistem FASL/FAS biva ukljucen u
ubijanje tumor infiltrisué¢ih limfocita (TIL), tj. protivnapad tumora protiv domacina (293).
Tumorske celije su efikasnije u ovom protivnapadu, jer one same mogu biti rezistentne na
citotoksi¢ne efekte FASL, dok su TIL veoma osetljivi na FASL-posredovanu apoptotsku smrt.
Ubijanjem imunih ¢elija koja eksprimiraju FAS na svojoj povrSini, tumorske ¢elije ne samo
Sto izbegavaju odbrambenu reakciju imunog sistema, ve¢ su aktivni ucesnici u njihovoj
destrukciji. U toku progresije solidnih tumora raste i nivo solubilnog FAS liganda, $to inhibira
FAS-om posredovanu tumoricidnu aktivnost citotoksi¢nih T limfocita i NK ¢elija. Povecanje
ekspresije FAS liganda u tumorskim c¢elijama udruzeno je sa smanjenjem nivoa ekspresije
receptora  FAS. Gubitak FAS smanjuje osetjivost tumorskih celija na T-celijsku
citotoksi¢nost. Smanjenje ekspresije FAS u tumorskim ¢elijama povezano je sa povecanjem
sposobnosti tumorskih ¢elija za izbegavanje imunog nadzora i olakSanjem procesa tumorske

progresije i metastaziranja (273).
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U karcinomu mokraéne beSike nadena je nishodna regulacija receptora FAS u odnosu na
okolni normalni urotel (294). Utvrdeno je da redukcija i gubitak ekspresije FAS inverzno
korelira sa stopom apoptoze u tumor infiltriSu¢im limfocitima, te da smanjenje ekspresije FAS
olakSava apoptozu limfocita u urotelnom karcinomu. Smanjenje imunohistohemijske
ekspresije FAS u urotelnim tumorima je znac¢ajno udruzeno sa viSim histoloskim gradusom i
viSim patoloskim stadijumom tumora (294, 295). Medu molekulima koji ucestvuju u FAS
signalizaciji, receptor smrti FAS, odnosno njegov nedostatak, pokazao se kao najznacajniji u
progresiji tumora mokrac¢ne besike. Nadeno je da gubitak ekspresije FAS znacajno korelira sa
loSijom prognozom pacijenata sa urotelnim karcinomima mokra¢ne besike, uretera i bubrezne

karlice (295).

2.3.2.3. Ostali receptori smrti

Receptor 1 za faktor tumorske nekroze, TNFR1 (Tumor necrosis factor receptor superfamily
member 1A) je receptor za TNFa i TNFP (limfotoksin alfa), koji ucestvuje u indukciji
apoptoze, regulaciji inflamacije, ali je i vazan aktivator NF-xB puta, preko koga indukuje

preZivljavanje Celija.

TRAILR3 i TRAILR4 (TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor 3 i 4) su receptori
smrti koji vezuju TRAIL, ali nisu sposobni da prenesu signal na kaspazu 8, te se smatralo da
oni funkcionisu kao receptori mamci koji inhibiraju apoptozu. Njihova ekspresija je mnogo
veca u normalnim nego u tumorskim ¢elijama, a prekomerna ekspresija inhibira apoptozu. To
je inicijalno ukazalo na to da je osetljivost ¢elije na TRAIL apoptozu odredena balansom pro-
apoptotskih receptora (DR4 i DR5) i receptora mamaca, ali su kasnije studije ukazale na to da
apoptoza ne korelira sa nivoom TRAILR3 i TRAILR4 receptora. Nadeno je da TRAILR4
inhibira apoptozu ne samo jednostavnom kompeticijom za isti ligand, ve¢ suprimira apoptozu
koju pokrece aktivacija DRS5 tako Sto formira ligand-nezavisni proteinski kompleks.
Heterokompleks DR5-TRAILR4 je deficijentan da stvori apoptotski signal. Iz svega
navedenog moze se zakljuéiti da jo§ uvek nije razjaSnjeno kako receptori mamci regulisu

aktivnost TRAIL u izazivanju apoptoze (279, 296).
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2.4. TransformiSudi faktor rasta beta i apoptoza

Tumor supresorski i citostatski efekti koje TGF-p ostvaruje u ciljnim ¢elijama obuhvataju
inhibiciju ¢elijskog ciklusa, prevenciju imortalizacije Celija i — indukciju apoptoze. TGF-$3
stimuliSe Celijsku smrt u razli¢itim tkivima i ovaj efekat je narocito detaljno dokumentovan u
razli¢itim tipovima epitela, jetri i ¢elijama imunog sistema (248, 297). Medutim, molekularni
mehanizmi i signalni putevi koji se nalaze u osnovi pro—apoptotskih efekata TGF-B nisu jo$
uvek u potpunosti rasvetljeni i precizno okarakterisani. Nekoliko apoptotskih regulatora
uklju¢eno je u nishodnu signalizaciju TGF-f puta, Cesto na nacin koji je specifican za
odredeni tip tkiva ili ¢elije. U hepatocelularnom karcinomu u TGF-B indukovanoj apoptozi
vaznu ulogu ima Daxx adapterski protein, koji interaguje sa TGFBR2 receptorom i dovodi do
njegove stabilizacije. Ovo kuplovano dejstvo Daxx-a sa TGF-f signalom dovodi do aktivacje
JNK i FAS-posredovanih apoptotskih puteva (298). U ovom karcinomu TGF-B takode
indukuje ekspresiju gena za DAPK, smrti—asocirane protein kinaze, koja promovise smrt
¢elije putem zavisnim od Smad proteina, na taj na¢in povezuju¢i Smad i kanonski put TGF-3

sa mitohondrijalnim proapoptotskim procesima (299).

TGF-B putem Smad signalizacije aktivira proteine unutrasnjeg mitohondrijalnog puta
apoptoze (248, 300). TGF-B indukuje apoptozu pomeraju¢i ravnotezu izmedu pro—
apoptotskih i1 anti—apoptotskih proteina regulatora apoptoze iz familije Bcl-2 u pravcu prve
grupe proteina. Jedan mitohondrijalni protein nazvan je po svojoj sposobnosti da posreduje u
TGF-B indukovanoj apoptozi, ARTS — sa apoptozom povezan protein u TGF-p signalnom
putu. Ovaj protein potencira pro—apoptotsko dejstvo TGF-B, a sposoban je da indukuje
apoptozu ¢ak i u ¢elijama koje su rezistentne na TGF-f posredovanu ¢elijsku smrt (301).
Signalni put stresom-aktivirane protein kinaze/c-Jun N-terminalne kinaze (SAPK/INK) igra
klju¢nu ulogu u iniciranju apoptoze koja je pokrenuta sa TGF-p, a odvija se prenosom signala
putem Smad proteina, gde Smad aktivira aktivator protein 1 (AP1l) (301, 302). TGF-p
uzrokuje Smad i SAPK zavisnu indukciju transkripcije pro—apoptotskih ¢lanova Bcl-2
familije, Bmf i Bim, koji zatim aktiviraju mo¢ni pro—apoptotski faktor Bax, a on indukuje
otpustanje citohroma c¢ iz mitohondrija i aktivaciju apoptozoma. Ovaj mehanizam rezultuje
kaspazama posredovanom apoptozom u epitelnim ¢elijama gastrointestinalne sluznice i B
limfocitima. Sa druge strane, TGF-f vrsi nishodnu regulaciju anti—apoptotskih proteina Bcl-
X1'i Bcl-2 u razli¢itim tipovima c¢elija (303). Svi ovi signalni dogadaji kona¢no povezuju
TGF-B sa maSinerijom celijske smrti, Sto dovodi do promena u ekspresiji, lokalizaciji i

aktivaciji ¢lanova familije Bcl-2 i kaspaza.
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Pro—apoptotski efekti TGF-B posebno su snazno izrazeni u ¢elijama imunog sistema. TGF-p i
aktivin, jedan od proeina TGF-B superfamilije, indukuju programiranu celijsku smrt u
imunocitima tako $to indukuju ekspresiju SHIP, Src homologe fosfataze (304). Ekspresija
SHIP indukovana TGF-B i posredovana Smad-om rezultuje intracelularnim promenama u
sadrzaju fosfolipida. Nakon stimulacije sa TGF-B, pove¢ana ekspresija SHIP dovodi do
smanjenja nivoa sekundarnog glasnika fosfatidil inozitol trifosfata (PI3P), dalje doprinoseci
inhibiciji Akt puta prezivljavanja, $to rezultuje apoptozom B i T limfocita. Ovaj mehanizam

doprinosi imunotoleranciji na kancerske ¢elije pokrentu sekrecijom TGF-p.

TGF-B antagonizuje signale prezivljavanja inhibicijom ekspresije anti—apoptotskog proteina
Survivina. Ova aktivnost ostvaruje se kroz fizicku interakciju Smad3 sa Akt, $to uzrokuje
apoptozu u ¢elijama karcinoma kolona (305). U epitelnim c¢elijama prostate TGF- vrsi
inhibiciju Survivina putem Smad-zavisne signalizacije, izmedu ostalog angazujuci represivni
kompleks pRb/E2F4 koji deluje na promoter gena za Survivin spreavajuéi traskripciju (306).
Nedavno je opisan centralni mehanizam kojim TGF-B indukuje apoptozu kako u normalnim,
tako i u kancerskim ¢elijama razli¢itih neoplazmi (307). Naime, TGF-p povecava ekspresiju
transkripcionog faktora E2F1, §to dalje vodi do stvaranja transkripciono aktivnog kompleksa
E2F1-pRb-P/CAF koji se vezuje za promotore mnogobrojnih pro—apoptotskih ciljnih gena za
TGF-B. Na taj nacin, stimuliSuéi transkripciju neposrednih ucesnika u indukciji apoptoze

E2F1 dobija mesto centralnog medijatora TGF-p apoptotskog programa.

TGF-B pokrece apoptozu U pre-malignim ¢elijama koje pretrpe onkogeni stres, posebno stres
pokrenut RAS onkogenima (241). Ovo saznanje je dokumentovano na brojnim misjim
modelima razliitth kancera dobijenim genetickim inZenjeringom, kao i na kancerskim
¢elijskim linijama. Utvrdeno je da TGF-B/SMAD signalni put uzokuje apoptozu pankreasnih
progenitornih ¢elija koje su nosioci KRAS mutacije (308). Epiteli mukoza i koZe miSa
pokazuju hiperproliferaciju pokrenutu TGF-B-zavisnom apoptozom u uslovima postojanja
HRAS mutacije, blagu hiperplaziju kada postoji samo delecija receptora TGFBR2, a kada se
kombinuju obe genetske alteracije, dolazi do stvaranja pravih tumorskih formacija (309).
Moze se zakljuciti da onkogene mutacije senzibiliSu premaligne Ccelije na apoptozu

indukovanu sa TGFp.

U nedavno objavljenoj studiji u kojoj je ispitivana uloga TGF-B signalizacije in vivo, na
mis§jem eksperimentalnom modelu, analiziran je uticaj TGF-f na apoptozu i1 tumorsku

proliferaciju, procenom apoptotske ¢elijske smrti imunohistohemijskim bojenjem na aktivnu
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Kaspazu 3 i TUNEL esejem, i analizom Ki67 proliferativhog indeksa (269). Rezultati su
pokazali da postoji statisticki znacajna razlika izmedu analiziranih vrednosti u tumorskom
tkivu invazivnog urotelnog karcinoma mokraéne besike, koji je indukovan N-butil-N-4-
hidroxibutil nitrozaminom kod kontrolnih Zivotinja i Zvotinja sa kondicionalnom ablacijom
TGF-p signalizacije izmenjenom ekspresijom receptora 2 za TGF-B. U tumorima Zivotinja iz
grupe Tgfbr2 knockout zabelezen je znacajno visi udeo procenta ¢elija u apoptozi u odnosu
na tumore miSeva iz kontrolne grupe, sa ve¢im vrednostima TUNEL eseja i apoptotskog
indeksa odredenom pomocu kaspaze 3. Pored toga, Ki67 proliferativni indeks je bio znacajno
veci u tumorima zivotinja sa o¢uvanom TGF-f} signalizacijom. Ovi rezultati su ukazali na to
da u eksperimentalnom modelu in vivo TGF-f3 promovise progresiju karcinoma mokra¢ne

besike tako §to inhibira apoptozu i stimulise ¢elijsku prolieraciju (269).

2.4.1. Uloga TGF-B u indukciji apoptoze putem receptora smrti

TGF-B1 je kljuéni aktivator apoptoze u mnogim normalnim i tumorskim celijama (310).
Istrazivanja na animalnim modelima sa transgenim misevima i celijskim linijama
hepatocelularnog karcinoma pokazala su da TGF-B1 indukuje apoptozu kako u normalnim
hepatocitima, tako i u maligno transformisanim celijama posredstvom sistema
TRAIL/receptori smrti (311, 312). Kod transgenih miSeva sa prekomernom ekspresijom
TGF-B1 u jetri se razvija kontinuirana, prekomerna apoptoza hepatocita 1 dolazi do razvoja
hepati¢ne fibroze. Analize biohemijskih mehanizama koji dovode do apoptoze pokrenute
TGF-B1 u celijskim linijjama hepatocelularnog karcinoma pokazale su da je apoptoza
pokrenuta aktivacijom receptora smrti, a dovodi do aktivacije kaspaza i cepanja supstrata
specificnog za kaspazu 3, poli-ADP-riboza polimeraze (PARP). Potvrdeno je da je apoptoza
pokrenuta TGF-B1 aktivan proces koji podrazumeva traskripcionu aktivaciju da bi doslo do
indukcije ¢elijske smrti. U kulturi ¢elija primena TRAIL-a izaziva apoptotsku smrt ¢elija vec¢
nakon 18 casova, dok aplikacija TGF-f indukuje apoptozu koja postaje manifestna tek nakon
36 sati. To je ukazalo na Cinjenicu da TGF-B-indukovna apoptoza zahteva de novo sintezu
molekula koji ucestvuju u apoptozi da bi njihova koli¢ina bila dovoljna da dovede do
egzekucije apoptotskog programa (311). Primena cikloheksimida, supstance koja blokira
sintezu proteina, inhibira TGF-B1—posredovanu indukciju apoptoze (313). In vitro studije
nedvosmisleno su ukazale da je TRAIL kljuéni medijator TGF-B-indukovane apoptoze.
Blokada signalizacije TRAIL/receptori smrti dramaticno smanjuje efekat TGF-3 na apoptozu
(311, 312).
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TGF-B moze da uti¢e na nivo TRAIL na razli¢itim nivoima, bilo indukcijom molekula koji
reguliSu TRAIL ili direktni uticajem na ekspresiju TRAIL na nivou transkripcije i translacije.
Osnovni mehanizam kojim TGF-B regrutuje TRAIL i aktivira spoljasnji put apoptoze jeste
transkripciona aktivacija gena za TRAIL, jer je promoter TRAIL-a direktna i primarna meta
TGF-p signalizacije (311, 312). Jo$ uvek nije razjaSnjeno da li TGF-pB ostvaruje isti efekat i

ushodno regulise ekspresiju gena za receptore smrti.

TGF-B i FASL signalizacija doprinose zajedno obezbedivanju imune privilegovanosti u
tumorskoj mikrookolini u toku tumorske progresije (327). TGF-f je mocan inhibitor
tumorskog rasta i u ranim fazama kancerogeneze ima tumor supresorsku ulogu. Medutim, u
toku tumorske progresije, povecana sekrecija TGF-f u tumorskim ¢elijama, kao i parakrina
sekrecija iz okolnih stromalnih ¢elija, stimuliSe tumorsku invazivnost i metastaziranje pra¢eno
imunosupresijom, u ¢emu posreduje sistem FASL/FAS. TGF-f1 moze da aktivira FAS
receptor i na nacin nezavisan od FASL i indukuje apoptozu u celijskoj liniji humanog
karcinoma zeluca SNU-620 (314). Ovo svoje dejstvo TGF-B1 ostvaruje putem Smad3, koji
pokreée klasterizaciju FAS receptora, $to dovodi do vezivanja i aktivacije FADD i posledi¢ne
aktivacije kaspaze 8. Kaspaza 8 cepa i aktivira Bid koji se vezuje za pro—apoptotske proteine

Bax i Bak i tako dovodi do oslobadanja citohroma c i stvaranja apoptozoma.

FAS receptorski sistem i TGF-B1 igraju vazne uloge u homeostazi imunog sistema. TGF-B1 je
snazan imunosupresor i, iako mehanizmi ostvarivanja TGF-B1 posredovane imunosupresije
nisu kompletno razluceni, apoptoza koju indukuje TGF-p1 svakako u ovome ima znaéajnu
ulogu (297). TGF-B1 suprimira citotoksicne T c¢elije putem kontakt-zavisnog mehanizma
izmedu CD4+/CD25+ supresorskih cCelija i citotoksi¢nih T ¢elija (315). Pred toga, TGF-B1
inhibira ili smanjuje osetljivost na apoptozu u aktivisanim T c¢elijama koja je pokrenuta
sistemom receptora smrti. U centralnom nervnom sistemu TGF-f ima vaznu ulogu u zastiti
mikroglije od apoptoze indukovane FASL. U ¢elijama mikroglije eksprimira se TGF-$ koji
povecava ekspresiju FLIP i inhibira aktivaciju caspaze 8 i kaspaze 3. Inhibicija FAS ligandom
T limfocita fagocitozom (316). TGF-f moze da inhibira FAS-om posredovanu apoptozu i u
beta Celijama pankreasnih ostrvaca u uslovima hiperglikemije (317). U svim ovim
okolnostima, TGF-f spreava apoptozu pokrenutu putem receptora smrti FAS i povecava
ekspresiju FLIP, dovode¢i do posledi¢ne aktivacije signala prezivljavanja putem NF-«B. Iako
je ovakav mehanizam dejstva TGF-f na apoptozu opisan u normalnim ¢elijama, izvesno je da

moze biti aktiviran i u tumorskim ¢elijama.
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FAS ligand moze da aktivira dva nezavisna signalna puta apoptoze: prvi koji ukljucuje
formiranje kompleksa DISC i aktivaciju kaspaze 8, i drugi put koji ukljucuje Daxx, adapterni
molekul koji je povezan sa FAS receptorom. Daxx interaguje sa brojnim molekulima koji su
ukljuceni u egzekuciju apoptotskog signala, ukljucuju¢i FLIP i kinazu 1 koja reguliSe
apoptotski signal ASK1. Daxx interaguje i sa tipom 2 TGF-B receptora i aktivira JNK put i
apoptozu. Dakle, TGF-f3 moze da ispoljava oponirajuée uticaje na apoptozu, s jedne strane je
aktivirajuéi, a s druge dovodec¢i do njene inhibicije, ¢esto povecanjem ekspresije FLIP.
Prekomerna ekspresija FLIP Cesto se registruje u tumorskim ¢elijama i ona moze da uzrokuje
rezistenciju tumorske ¢elije i na FAS i na TGF-f posredovanu apoptozu tako $to inhibira
DISC/kapaza 8 ili Daxx/JNK pro—apoptotsku signalizaciju i stimuliSe aktivaciju NF-xB

signala prezivljavanja (298).
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2.5. Epigenetska regulacija u kanceru

Epigenetika je studija o promenama ekspresije gena bez alteracija u sekvenci DNK.
Epigenetska regulacija igra kljuénu ulogu u mnogim bioloskim procesima i epigenetski
mehanizmi su neophodni za odrzavanje tkivno—specificnih obrazaca ekspresije gena.
Epigenetske promene su reverzibilne, dok se epigenetski obrasci ekspresije gena nasleduju i
definiSu mnoge hereditarne fenotipske karakteristike. Poremecaj epigenetskih procesa moze

dovesti do alteracije funkcije gena i maligne transformacije ¢elije (318).

Ekspanziji saznanja o epigenetskim promenama doprineo je napredak biotehnologije koji je
omogucio analizu celokupnog genoma i simultane ekspresije velikog broja gena. Zahvaljuci
modernim genomskim metodologijama, danas je poznato da patogeneza kancera
podrazumeva Cesto ekstenzivne promene u epigenetskoj masineriji c¢elije. Zajedno sa
rasprostranjenim genetskim alteracijama, epigenetske mutacije igraju vaznu ulogu u inicijaciji
I progresiji kancera. Kancerski epigenom karakteriSu globalne promene u metilaciji DNK i
modifikaciji histona, kao i promene u ekspresionom profilu hromatin-modifikuju¢ih enzima.
Epigenetske modifikacije u kanceru dovode do utiSavanja tumor—supresorskih gena u vidu
nezavisnih, samostalnih dogadaja, ili u kooperaciji sa inaktiviSu¢im mutacijama ili
delecijama. Moguca je i epigenetska promocija tumorigeneze aktivacijom onkogena (318,

319).

Epigenetski fenomeni imaju mocan uticaj na biologiju celije, a po svojoj prirodi Su
potencijalno reverzibilni, §to ih ¢ini idealnim terapijskim metama za personalizovanu anti—
neoplasti¢nu terapiju. Osnovni cilj epigenetske terapije je reverzija uzro¢nih epigenetskih
aberacija 1 ponovno uspostavljanje poremecene funkcije i normalnog epigenoma. U skladu sa
tim, u poslednjoj deceniji otkriveno je viSe terapijskih agenasa koji mogu efikasno da
preobrate DNK metilaciju ili modifikaciju histona koja se desila u kanceru. S obzirom na to
da ovi lekovi deluju isklju¢ivo na cCelije koje su u deobi, pre svega su pogodene brzodelece

¢elije, dok je toksi¢ni efekat na normalne Celije koje se sporije dele slab (318, 319).

Otkri¢e da je nacin na koji je genom upakovan skoro podjednako vaZan kao 1 sam sadrZaj

genoma doveo je do svojevrsne revolucije u sagledavanju biologije tumora.

2.5.1. Epigenetske promene u urotelnom karcinomu mokraéne besike
Epigenetske promene u karcinomu mokraéne besSike su Ceste, kao i somatske mutacije u

genima koji su nosioci epigenetskih mehanizama, tj. u genima koji kodiraju sintezu DNK
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metiltransferaza, hromatin-remodeluju¢ih i hromatin—modifikuju¢ih proteina. Mutacije u
genima koji ucestvuju u regulaciji hromatina mogu se nac¢i u 76% invazivnih urotelnih

karcinoma mokracne besike (149).

Osnovni epigenetski procesi koji ucestvuju u nastanku i razvoju urotelnog karcinoma
mokrac¢ne beSike obuhvataju tri grupe epigenetskih modifikacija: aberantnu metilaciju DNK,
alteracije u remodelovanju hromatina, uklju¢uju¢i modifikaciju histona, i regulaciju koja se
ostvaruje nekodiraju¢im RNK. Ovi epigenetski fenomeni pojedinacno ili u razli¢itim
kombinacijama doprinose kancerskom fenotipu tako $§to deluju na stabilnost genoma i
pojacavaju ili utiSavaju ekspresiju gena, i to dominantno gena sa klju¢nim ulogama u

inicijaciji i progresiji tumora (318).

2.5.1.1. Aberantna DNK metilacija

Metilacija DNK je najbolje pruceni mehanizam epigenetske alteracije u karcinomu mokraéne
besike | podrazumeva vezivanje metil grupe kovalentnom vezom na poziciji 5' citozinskog
prstena. Metilacija se obi¢no deSava u poziciji CpG ostrva, dinukleotida u kojima za
citozinom sledi guanin, naj¢eS¢e ushodno od promotorskih regiona razli¢itth gena.
Hipermetilacija DNK prisutna je u ve¢ini karcinoma mokra¢ne beSike. Najces¢e su zahvacene
promotorske sekvence gena sa velikim funkcionalnim znacajem; gena koji deluju kao tumor—
supresori, gena koji ucestvuju u reparaciji DNK, kontroli ¢elijskog ciklusa i brojnih signalnih
puteva od znacaja za invaziju i progresiju tumora kao Sto su HOXA9, A2BP1, PAX5A, IGSF4,
SOX11, VIM, STK11, MSH6, BRCA1, TBX2, TBX3, TERT, GATA2, DAPK1, CDH4, CCND2,
GSTP1, CDKN2A, CDKN2B, WIF1, NPTX2, ZIC4 (342, 343, 344). Metilaciju DNK
katalizuje tri tipa metiltransferaza, DNMT1, DNMT3A i DNMT3B, ¢ija je osnovna uloga
odrzavanje ravnoteznog stanja obrazaca metilacije i, ukoliko je to potrebno, de novo
metilacija. Mutacije u genima za epigenetske regulatore, gde spadaju metiltransferaze, veoma

su Ceste u karcinomu mokracne besike (149).

Vecina epigenetskih promena deSava se rano u toku tumorigeneze i biva konzervirano u toku
tumorske progresije jer se epigenetske alteracije prenose tokom mitotske deobe tumorske
¢eije. Mnoga podrucja hipermetilacije prisutna su i u neinvazivnim i invazivnim tumorima i
kod carcinoma in situ, cak 89% lokusa, §to govori u prilog tome da je hipermetilacija CpG
ostrvaca rani dogadaj u urotelnoj karcinogenezi (320). Medutim, tumori niskog gradusa imaju
manja podrucja sa izmenjenom metilacijom u odnosu na tumore visokog gradusa i invazivne

karcinome, $to ukazuje na to da stepen i obim hipermetilacije korelira sa gradusom i
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stadijumom (345). Hipermetilacija promotora gena HOXB2 znacajno je i nezavisno udruZena
sa invazivnim tumorima agresivnog fenotipa, dok metilacija gena

HOXB2, KRT13 i FRZB zajedno ukazuje na neinvazivne tumore visokog gradusa (321).

U karcinomu mokra¢ne beSike sre¢e se i hipometilacija, iako njen znacaj jo§ uvek nije u
potpunosti razjasnjen. DNA hipometilacija zahvata regione bogate CpG satelitskim
ponovcima koji su u normalnim uslovima hipermetilisani i rasuti po genomu. Hipometilacija
rasutih elemenata sacinjenih od satelitskih ponovaka u karcinomu mokraéne besike dovodi do
genomske nestabilnosti i poremecaja u transkripciji koji mogu rezultovati aberantnom
transkripcijom egzona okolnih gena, kao §to je MET, tirozin kinaza receptor (322). U toku su
brojne validacione studije kako bi se medu brojnim epigenetskim markerima prepoznali oni
najvredniji za dijagnostiku, klinicko pracenje, stratifikaciju i1 prognozu, predvidanje
terapijskog odgovora i progresije, a ispituje se upotreba testova koja bi ispitivala sediment
urina, koji ima slican DNK metilacioni status kao samo tumorsko tkivo (318). DNMT su i
znacajne terapijske mete. Inhibitori DNMT poput 5-Aza-2-deoksicitidina su efikasni u
inhibiciji proliferacije 1 indukciji apoptoze u ¢elijskim linijama karcinoma mokraéne beSike 1

ispituju se kao komplementarno sredstvo sa klasi¢nim hemoterapeuticima (323, 324).

2.5.1.2. Remodelovanje hromatina i modifikacije histona

U hromatinskom vlaknu DNK lanac je ¢vrsto namotan oko histonskih oktamera, sa¢injenih od
po dva pozitivno naelektrisana molekla histona H2A, H2B, H3 i H4, formiraju¢i organizovane
nukleozome. Histoni mogu da podlegnu enzimskoj modifikaciji uz pomoc¢ histonskih
metiltransferaza, histonskih acetiltransferaza ili histonskih deacetilaza (HDAC) (325).
Modifikacije histona dovode do fizicke promene strukture hromatina 1 utiCu na ekspresiju
gena, ali 1 DNK replikaciju i reparaciju DNK, tako §to modifikuju raspoloZivost, odnosno

pristupacnost hromatinskom vlaknu.

Vecina invazivnih karcinoma mokrace besike (89%) sadrzi najmanje jednu alteraciju po tipu
histonske modifikacije (326). Najces¢e promene obuhvataju izmenu H3 histona usled
trimetilacije lizinskog ostatka na poziciji 27, Sto rezultuje utiSavanjem gena, nezavisno od
metilacije promoterskih sekvenci (327). Ove modifikacije uzrokovane su mutacijama u genu
za EZH2, histonsku metil-transferazu koja je kljucna, enzimska komponenta Polycomb
represivnog kompleksa (Slika 13). Mutacije u hromatin remodeluju¢im genima su izrazito
¢este u karcinomu mokraéne besike, ¢es¢e nego u bilo kom drugom solidnom kanceru (149,

326). Najc¢esc¢e mutirani geni su ARID1A, KDM6A, CHD6, MLL, dok su ciljni geni koji bivaju
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utiSani hromatinskim remodelovanjem obi¢no tumor supresori, poput gena za E-kaderin.
KDMBG6A kodira sintezu lizin-specifi¢éne demetilaze 6A, koja uklanja trimetilacioni otisak sa
H3K27 i mutiran je u viSe od Cetvrtine karcinoma mokra¢ne beSike. ARID1A kodira
komponentu SWI/SNF hromatin-remoduluju¢eg kompleksa i izmenjena je u 22% urotelnih
tumora, dok MLL kodira H3K4 metilazu i ona je izmenjena mutacijom u 17% slucajeva
(328).

Inhibicija enzima HDAC mozZe da povrati ekspresiju utiSanih gena i uspostavi transkripciju
tumor supresora. Primena HDAC inhibitora moze da blokira ¢elijski rast i proliferaciju i da
deluje sinergisti¢ki uz hemoterapiju baziranu na cisplatini, kako u ¢elijski linijjama, tako i na
anlimalnim modelima. Jedan od HDAC inhibitora, Mocetinostat, u fazi je klinickih ispitivanja

kod pacijenata sa uznapredovalim urotelnim karcinomom mokraéne besike (324).

2.5.1.2.1. EZH2 — epigenetski utiSivac¢ genske ekspresije

EZH2, Enchancer of zeste homolog 2, je metil-transferaza aktivna u sklopu Polycomb
represivnog kompleksa 2 (PRC2), koja funkcioniSe kao epigenetski utisiva¢ ekspresije gena.
Svoju KkatalitiCku aktivnost EZH2 ostvaruje putem SET domena, a da bi bio aktivan
neophodna mu je kooperacija sa ostalim podjedinicama PRC2 proteinskog kompleksa, EED i
Suz12, koje regulisu alostericku konfiguraciju i moduliraju efikasnost PCR2. EZH2 saraduje i
sa drugim epigenetskim modifikatorima, poput DNK metiltransferaza, te na taj nacin
promoviSe trajnije utiSavanje ekspresije gena putem metilacije CpG ostrva, kao i sa
histonskim deacetilazama, Sto omogucava specificnu modifikaciju histona. Zajednicka
aktivnost ovih epigenetskih regulatora u utiSavanju ekspresije gena ukljuena je u procese
¢elijske diferencijacije i zastoj ¢elijskog ciklusa, kao 1 odrzavanje svojstava mati¢nosti u stem

¢elijama tkiva i organa (327, 329).

Opisane su dve izoforme EZH2, EZH2a i rezultat alternativnog splajsinga EZH2p, i obe
ucestvuju u epigenetskom utisavanju, ali se razlikuju po specificnim ciljnim genima. Dok
EZH2a prevashodno pogada aktivnost gena ukljucenih u regulaciju celijskog cikusa i
¢elijskog rasta, EZH2p reguliSe gene koji su ukljuceni u procese kao $to su diferencijacija,
angiogeneza ili odrzavanje svojstava mati¢nosti. Razlike u aktivnosti su posledica razlike u
gradi, jer izoformi EZH2[ nedostaje domen koji podleze posttranskripcionim modifikacijama,
kao sto je fosforilacija razli¢itim protein kinazama. Postojanje izoformi govori u prilog velikoj
plasti¢nosti remodelovanja hromatina 1 kompleksnosti mehanizama koji obezbeduju preciznu

regulaciju utiSavanja gena (330).
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[ Polycomb represivni kompleks 2 ]

Enhancer of zeste homolog 2

Histon-lizin N-metiltransferaza

Metilacija histona
H3 na lizinu 27

H3K27

Utisavanje transkripcije

B/ (tumor supresori)
g/ 4

Slika 13. Struktura i funkcija Polycomb represivnog kompeksa 2. Ovaj enzimski

kompleks je odgovoran za utiSavanje transkripcije hromatina putem modifikacije histona.
Subjedinice kompleksa aktivne su samo kada su objedinjene. Aktivna enzimska jedinica
proteinskog kompleksa je metiltransferaza EZH2, koja vr$i trimetilaciju histona H3 na
poziciji lizina 27. EZH2 moze da veze duge nekodiraju¢e RNK, kao §to je HOTAIR, jedna od
prvih opisanih nekodiraju¢ih DNK, koja zajedno sa Polycomb kompleksom ucestvuje u

modulaciji histona, angazuju¢i metilacioni kompleks na specifi¢énim ciljnim genima.

Uloga EZH2 kao onkogenog faktora opisana je u razli¢itim tumorima, uklju¢ujudi i urotelni
karcinom mokraéne besike (329, 331). EZH2 ostvaruje svoju ulogu utiSivaca ekspresije gena
klasi¢nim putem, preko PRC2 kompleksa, ali i metilacijom ne-histonskih proteina, funkcijom
nezavisnom od PRC2. Nakon §to EZH2 metilise histon H3, ove metilacione znake prepoznaje
PRC1 koji vr$i monoubikvitinaciju lizina K119 na histonu H2A, $to dovodi do kompaktnog
pakovanja hromatina i posledi¢ne represije transkripcije gena. Na taj nacin EZH2 utiSava

ekspresiju tumor supresorskih gena i doprinosi progresiji neoplasti¢ne bolesti.

Koliko je kompleksna uloga EZH2 u kanceru svedoci i nedavno opisana funkcija u aktivaciji

faktora koji stimuiSu tumorski rast i progresiju. Kada EZH2 bude fosforilisan putem AKT na
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pozicija Serin 21, on gubi afinitet za histon H3 i dobija sposobnost da metiliSe druge proteine
kao Sto je androgeni receptor i njemu pridruzeni proteini ili transkripcione faktore poput
STATS3 (Signal Transducer and Activator of Transcription 3), te na taj na¢in EZH2 postaje

aktivator ekspresije gena i dobija onkogenu aktivnost (332).

2.5.1.3. Nekodirajuée RNK

Nekodiraju¢ée RNK obuhvataju duge nekodiraju¢e RNK (long non-coding RNA — IncRNA),
koje modulisu ekspresiju gena regulacijom hromatina, i mikro RNK (micro RNA — miR), koje
reguliSu transkripciju na post-translacionom nivou. LncRNA ¢ine oko 2% genoma i mogu
imati i onkogene i tumor-supresorske funkcije, a ukljuene su u poremecaje Celijske
proliferacije, migracije, invazivnosti i apoptozu. Nadeno je da je u urotelnom karcinomu
besike prisutna diferencijalna ekspresija IncRNA u odnosu na okolni normalan urotel, a
intenzivno se istrazuju IncRNA od znacaja za tumorsku inicijaciju i progresiju koje pokazuju
korelaciju sa klinicko-patoloskim parametrima. Meta—analiza dobijenih rezultata je pokazala
da je pet IncRNA konstantno prekomerno eksprimirano u urotelnom karcinomu i asocirane su
sa tumorskim gradusom 1 stadijumom, ali 1 sa prognostickim parametrima 1 prezivljavanjem
pacijenata (333). HOTAIR je IncRNA kodirana HOX genom koja interaguje sa PRC2
kompleksom i drugim demetilazama u epigenetskoj regulaciji genske ekspresije. Prekomerno
je eksprimirana u nekoliko karcinoma, ukljucujuéi karcinom beSike, gde je povezana sa
progresijom bolesti, metastaziranjem i kra¢im prezivljavanjem pacijenata. Inhibicija HOTAIR
pak rezultuje smanjenjem migratornih sposobnosti 1 invazivnosti kancerskih celija,
redukcijom EMT-pridruzenih faktora (334). Inhibicija aktivnosti IncRNA TUG1 i H19 u
karcinomu mokra¢ne beSike dovodi do inhibicije EMT, redukcije celijskog rasta i
proliferacije, a stimulacije apoptoze, Sto svedo¢i o njihovim onkogenim svojstvima u

urotelnoj karcinogenezi (335).

Mikro RNK su kratki, jednolan¢ani molekuli RNK koji reguliSu ekspresiju gena na post-
transkripcionom nivou, a svaka miR moZze imati stotine razlicitih ciljnih informacionih RNK.
MiR mogu da funkcioniSu kao onkogeni, tumor supresori ili da interaguju sa drugim
epigenetskim regulatorima (318). Analiza profila ekspresije miR u urotelnom karcinomu je
pokazala da postoji diferencijalna ekspresija razli¢itih miR, gde su neki molekuli (miR-1,
miR-101, miR-143, miR-145, miR-29c, miR-127) nishodno regulisani, a neki pak
prekomerno eksprimirani u kancerskom tkivu (miR-224, miR- 182, and miR-183) (336).
MiR-200 familija mikro RNK se u karcinomu mokra¢ne beSike ponasa kao vazan onkogeni

faktor, koji podrzava signalne puteve koji doprinose invazivnosti i metastaziranju, ukljucujuéi
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EMT i EGFR signalizaciju (337). Nasuprot tome, miR-145 se ponasa kao tumor supresor i
stimuliSe apoptozu, ali je u urotelnom karcinomu njena ekspresija znacajno redukovana (338).
MiR-101 je odgovorna za direktnu represiju ekspresije EZH2 i primer je interaktivnog dejstva

razli¢itih epigenetskih regulatora (336).
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3. Hipoteza 1 cilj istrazivanja

Nova saznanja o molekularnim Kkarakteristikama 1 bioloSkoj heterogenosti urotelnog
karcinoma mokraéne beSike otvorila su sveze moguénosti za prognozu, pracenje bolesti i
primenu personalizovane, molekularne terapije. Analiza ekspresije biomarkera je savremeni
princip u istrazivanju tumora Ciji rezultati bi mogli biti od znacaja u identifikaciji pacijenata
sa visokim rizikom od progresije i definisanju specificnih molekularnih meta u inovativhom i

efikasnom terapijskom pristupu koji se oznacava kao target terapija.

lako rezulati dosadasnjih istraZivanja ukazuju na to da signalni putevi TGF-B1 i receptora
smrti imaju vazne uloge u patogenezi i evoluciji urotelnog karcinoma mokraéne beSike,
njihove precizne uloge i znalaj jo§ uvek nisu u potpunosti rasvetljeni. Cinjenica da je
ekspresija receptora smrti i TGF-B1 siroko rasprostranjena, kao i da aktivacija i receptora
smrti i TGF-P receptora ukljucuje zajednicke, identi¢ne signalne puteve u aktivaciji kaspaza i
indukciji apoptoze, ukazuje na to da bi ovi receptorski signalni mehanizmi mogli biti

medusobno povezani.

Na osnovu dosadasnjih saznanja i raspolozivih literaturnih podataka o urotelnom karcinomu

mokraéne besike, definiSu se sledece radne hipoteze istraZivanja:

e Postoji znaCajna povezanost izmedu visoke imunohistohemijske ekspresije TGF-B1 1
klinicko-patoloskih parametara urotelnog karcinoma udruzenih sa agresivnim
ponasanjem tumora i kra¢im prezivljavanjem pacijenata (visok histoloski gradus,
uznapredovali patoloski stadijum, prisustvo karcinoma in situ).

o Visoka ekspresija receptora smrti (DR4, DR5 i FAS) znacajno je udruzena sa dobrom
diferencijacijom tumora 1 superficijalnim karcinomom, dok gubitak ekspresije
receptora smrti znacajno korelira sa visokim gradusom 1 stadijumom tumora.

e Postoji znacajna inverzna korelacija izmedu imunohistohemijske ekspresije TGF-B1 i
receptora smrti.

o Visoka ekspresija TGF-B1, kao i redukcija ekspresije receptora smrti, znacajno je

povezana sa kra¢im ukupnim prezivljavanjem pacijenata.

Cilj ovog istrazivanja je analiza ekspresije TGF-B1, plejotropnog citokina koji regulise

apoptozu, i receptora smrti DR4, DR5 i FAS, ¢ija aktivacija inicira spoljasnji signalni put
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apoptoze, ispitivanje njihove medusobne povezanosti i prognostickog znacaja u urotelnom

karcinomu mokraéne beSike.
Konkretni ciljevi predstavljenog nau¢nog istrazivanja su:

1. Ispitivanje imunohistohemijske ekspresije TGF-B1 u urotelnom karcinomu mokraéne
besike 1 analiza njene povezanost sa klini¢ko-patoloskim parametrima: demografsko—
epidemioloSkim 1 klinickim karakteristikama pacijenata i histopatoloSkim svojstvima
tumora, ukljucujuci histoloski gradus i patoloski stadijum urotelnog karcinoma,
prisustvo karcinoma in situ u okolini tumora, prisustvo divergentne diferencijacije i
varijantne morfologije tumora.

2. Analiza ekspresije proteina Smad4 u urotelnom karcinomu, koji ima centralnu ulogu u
klasi¢noj TGF-B signalnoj kaskadi, kao 1 ispitivanje povezanost ekspresije Smad4 sa
klinicko-patoloskim parametrima.

3. lIspitivanje imunohistohemijske ekspresije receptora smrti - DR4, DR5 i FAS u
urotelnom karcinomu mokraéne beSike i njihova povezanost sa klinicko-patoloskim
parametrima: demografsko—epidemioloskim i klini¢kim karakteristikama pacijenata i
histopatoloSkim svojstvima tumora.

4. Analiza ekspresije EZH2, proteina sa kljutnom ulogom u epigenetskoj regulaciji
ekspresije brojnih molekula, a putem koga TGF-B potencijalno ostvaruje svoje dejstvo
u regulaciji apoptoze, kao i ispitivanje povezanost ekspresije EZH2 sa klini¢ko-
patoloskim parametrima.

5. Ispitivanje medusobnog odnosa 1 potencijalne udruzenosti ekspresije TGF-B1 1
¢elijskih receptora smrti u urotelom karcinomu mokraéne besike.

6. Analiza povezanosti efektorskih komponenti TGF-f signalizacije, Smad4 i EZH2, sa
ekspresijom receptora smrti u urotelom karcinomu mokraéne besike.

7. Utvrdivanje povezanosti ekspresije TGF-B1 i sa njim udruzenih molekula Smad4 i
EZH2 sa pojavom recidiva urotelnog karcinoma u mokra¢noj besici i vremenom do
pojave recidiva, tj. duzinom prezivljavanja bez rekurentne bolesti.

8. Utvrdivanje povezanost ekspresije cCelijskih receptora smrti, DR4, DRS5 i FAS, sa
pojavom recidiva bolesti 1 vremenom do pojave recidiva, tj. duzinom prezivljavanja
bez rekurentne bolesti.

9. Utvrdivanje povezanosti imunohistohemijske ekspresije TGF-B u tumorskim ¢elijama,
kao 1 sa njim udruzenih molekula Smad4 i EZH2, sa ukupnim prezivljavanjem

pacijenata nakon postavljanja dijagnoze bolesti.
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10. Utvrdivanje povezanosti imunohistohemijske ekspresije Celijskih receptora smrti sa

ukupnim prezivljavanjem pacijenata.
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4. Materijal 1 metode

4.1. Pacijenti i histopatoloSka analiza

U ovom istrazivanju koriS¢eni su tkivni uzorci urotelnog karcinoma mokraéne besike,
fiksirani u formalinu i ukalupljeni u parafinu. Uzorci tumora dobijeni su od 647 pacijenata
koji su u periodu od januara 2007. godine do decembra 2012. godine bili podvrgnuti
endoskopskoj hirurskoj proceduri po tipu transuretralne resekcije tumora mokraéne besSike na
Klinici za urologiju Klini¢kog centra u Nisu. U svim slu¢ajevima dijagnoza urotelnog
karcinoma mokraéne beSike je postavljena u Centru za patologiju Kini¢kog centra u NiSu.
Studija je izvedena uz saglasnost Etickog komiteta Medicinskog fakulteta u NiSu (Odluka broj
12-1250/8).

4.1.1. Demografsko—epidemioloske i klinicke karakteristike pacijenata

U studiju su uklju€eni samo uzorci pacijenata za koje su bili dostupni klini¢ki podaci o ishodu
lecenja, koji su prikupljeni uvidom u istorije bolesti sa odlukama uroloskog konzilijuma
Klinike za Onkologiju Klinickog centra u NiSu. Srednja starost pacijenata bila je 66.4+9.9
godina (aritmeticka sredina + standardna devijacija), sa brojcanom dominacijom pacijenata

muskog pola, koji su €inili 77,1% bolesnika, dok su Zene €inile 22,9%.

Prikupljeni su podaci o ukupnom prezivljavanju pacijenata, uzroku smrti ukoliko je doslo do
fatalnog ishoda u toku perioda pracenja, pojavi recidiva, vremenu do pojave recidiva. Kancer—
specificnim mortalitetom definisana je smrtnost prouzrokovana karcinomom mokraéne
besike, nastala usled uznapredovale i/ili metastatski proSirene bolesti, i nije ukljudivala
smrtnost od drugih neoplasticnih ili ne-neoplasti¢nih bolesti. Vreme klinickog pracenja
pacijenata definisano je kao vreme izraZzeno u mesecima od dijagnosticke transuretralne
resekcije do poslednje kontrole ili smrti. Srednje vreme pracenja pacijenata bilo je 61 mesec,

medijana 92 meseca, sa intervalom 25-130 meseci.

Na osnovu podataka o lecenju nakon postavljanja histopatoloske dijagnoze bolesti, pacijenti
su podeljeni u Cetiri grupe u odnosu na primenjeni terapijski modalitet. Prvu grupu Cinili su
pacijenti Cije je leCenje zavrSeno ve¢ samom transuretralnom resekcijom, dominantno
pacijenti sa superficijalnim papilarnim urotelnim tumorima, ali i deo pacijenata sa
superficijalno infiltrativnim karcinomom, klini¢ki stratifikovanim kao karcinomi niskog

rizika. U drugoj najbrojnijoj grupi bili su pacijenti koji su leceni intravezikalnom instilacijom
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BCG vakcine po preporu¢enom protokolu, u skladu sa vaze¢im nacionalnim onkoloskim
vodicem. Trecu grupu Cinili su pacijenti koji su podvrgnuti radikalnoj cistektomiji, a ¢etvrtu
pacijenti koji su leCeni hemioterapijskim protokolima, zracenjem ili kombinacijom tih

modaliteta.

Za sve pacijente zabeleZeni su 1 anamnesticki podaci o inicijalnim klinickim simptomima (da
li je bilo prisustva makroskopske hematurije ili druge uroloSke simptomatologije), podaci o
drugim bolestima od kojih pacijent boluje i bolestim od znacaja u anamnezi familiae.
Uzimajuéi u obzir znacaj puSenja u etiopatogenezi karcinoma mokraéne besike, svi pacijenti
Su podeljeni u dve grupe: one sa pusackim stazom duzim od 20—paklo godina, §to Znaci da su
konzumirali najmanje broj cigareta ekvivalentan kontinuiranom pusenju 20 cigareta na dan u
toku 20 godina, bez obzira na to da li su aktuelni pusaci ili su ostavili pusenje pre odredenog
vremena ili u momentu dijagnoze, i na one koji nikada nisu pusili ili su bili tzv. socijalni
pusaci. Za manju grupu pacijenata (7,4%) bio je poznato izlaganje karcinogenim faktorima
(rad u industrijskoj proizvodnji i poljoprivredi sa ekspozicijom policiklicnim aminima i

ugljovodonicima i fenolima ili izlaganje radijaciji).

Ovo istrazivanje ukljuCuje pacijente sa teritorije Jugoistocne Srbije koja obuhvata i naselja u
slivu Juzne Morave oznacena kao endemska podrucja balkanske endemske nefropatije (BEN).
BEN je danas prepoznata kao nozoloski entitet ekvivalentan nefropatiji prouzrokovanoj
hroni¢nom intoksikacijom aristolohijskom kiselinom, bolesti rasprostranjene Sirom sveta (339
-342). S obzirom na to da je BEN asocirana sa povecanom ucestaloS¢u tumora gornjeg
urotela, a verovatno 1 urotelnih tumora mokra¢ne beSike, posebno je definisana i analizirana

grupa pacijenata sa tumorima mokraéne besike koji poticu sa endemskog podrucja.

4.1.2. HistopatoloSka analiza

Parafinski kalupi na kojima su dijagnostikovani slu¢ajevi od interesa u periodu od 2007. do
2012. godine izdvojeni su iz arhive Centra za patologiju Klini¢kog centra u NiSu. Histoloski
preseci celokupnog ukalupljenog materijala tumora svakog pacijenta su bojeni klasi¢nom
hematoksilin-eozin (HE) metodom i histopatoloski analizirani. Patoloska klasifikacija tumora
mokraéne beSike izvrSena je u skladu sa Klasifikacijom Svetske Zdravstvene organizacije iz
2016. godine (17), a za odredivanje patoloskog stadijuma bolesti koris¢eno je Osmo izdanje
TNM Kilasifikacije malignih tumora (55). HE preseci koriS¢eni su za detaljnu evauaciju
patohistoloSkih parametara: histolosSkog gradusa tumora, dubine invazije zida mokraéne

besike, odnosno patoloskog stadijuma, prisustvo divergentne diferencijacije i varijantne
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morfologije. Ni jedan od slu¢ajeva ne-invazivnog karcinoma nije klasifikovan kao carcinoma
in situ (CIS), odnosno flat tumor, jer je CIS uvek dijagnostikovan u okolini infitrativnog
urotelnog karcinoma, a ne kao samostalna neoplasti¢na lezija u resekovanom histoloskom
materijalu. Pored toga, histoloski je procenjivana i neposredna okolina tumora, gde je
evidentirano prisustvo cistitisa i kvalitet i kvantitet inflamatornog infiltrata u tumorskoj
stromi. Obilan zapaljenski odgovor definisan je kao prisustvo gustog limfoidnog, odnosno
polimorfonuklearnog infiltrata brisk distribucije oko tumorskih gnezda.

4.2. Imunohistohemijska analiza

4.2.1. Konstrukecija tkivnih mikronizova

U svrhu imunohistohemijske analize konstruisani su tkivni mikronizovi (tissue microarray —
TMA) koriS¢enjem seta za manuelnu izradu tkivnih mikronizova (Arraymold Paraffin Tissue

Microarrayer, Arraymold, Utah, USA) (Sika 14).

Slika 14. Konstrukcija tkivnog mikroniza. Kompleksni recipijentni blokovi sadrze po 60
cilindri¢nih tkivnih uzoraka dijametara po 2mm. Najveéi broj uzoraka u svakom bloku
tkivnog mikroniza predstavljaju uzorci tumora mokraéne beSike, a svaki pojedinacni slucaj
predstavljen je sa po dva uzorka. U svaki TMA blok inkorporirani su i uzorci normalne

mukoze mokraéne beSike i1 spoljasnje pozitivne kontrole.
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Ucinjena je selekcija reprezentativnog parafinskog kalupa svakog pojedinacnog slucaja. Na
korespondiraju¢oj HE plocici zone od interesa su prepoznate i obelezene markerom.
Adekvantnim instrumentom (Supljom iglom) dijametra 2mm iz svakog donorskog bloka uzeta
su po dva cilndri¢na uzorka iz obelezenih zona i preneta u kompleksni recipijentski blok. Na
isti nacin su u recipijentski blok uneti i u parafinu ukalupljeni uzorci normalne mukoze

mokraéne besike, kao i odgovarajuce spoljasnje pozitivne kontrole.

4.2.2. Imunohistohemijsko bojenje

Preseci debljine cetiri mikrometara iseCeni su na mikrotomu sa svakog TMA Kkalupa,
deparafinisani u ksilolu 1 rehidratisani u seriji etil alkohola opadaju¢e koncentracije.
Procedura demaskiranja antigena za sva bojenja izvodena je zagrevanjem histoloskih slajdova
u rastvoru citratnog pufera (pH 6.0) u mikrotalasnoj pe¢nici u trajanju od 20 minuta. Blokada
aktivnosti edogene peroksidaze postignuta je imerzijom histoloskih plo€ica u 3% rastvor
vodonik peroksida u metanolu. Nakon detaljnog ispiranja u 0.01M fosfathom puferu (PBS),
preseci su inkubirani sa odgovarajuéim primarnim antitelom u trajanju od 60 minuta na
sobnoj temperaturi. Antitela koja su kori§¢ena za imunohistohemijska bojenja prikazana su u

Tabeli 6.

Tabela 6. Antitela koriS¢ena za imunohistohemijsku analizu
Meta i N
antitela Klon Tip Proizvoda¢  RazblaZenje Celularna lokalizacija

Misje Leica

TGF-B1  TGFB17 ! _ 1:40 Citoplazma/membrana
monoklonalno Biosystems
Zecje

Smad4 ab236321 ! Abcam 1:100 Jedro/citoplazma
plikolonalno
Zecje

DR4 ab8414 . ! Abcam 1:100 Membrana/citoplazma
plikolonalno
Zelje Membrana/citoplazma/

DR5 ab8416 ) Abcam 1:200 _ P
plikolonalno jedro
Misje

FAS B-10 ! Santa Cruz 1:100 Citoplazma/membrana
monoklonalno
Zecje

EZH2 D2C9 ! Cell Signaling  1:50 Jedro
monoklonalno

Za detekciju reakcije antitela s odgovaraju¢im antigenom na histoloskim presecima koriséen
je standardni avidin-biotin imunoperoksidazni kompleks (EnVision + Dual Link System HRP

DAB+, Agilent Technologies). Vizuelizacija reakcije postizana je koriS¢enjem tecnog 3,3'
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diaminobenzidina (DAB). Zatim je izvrSeno kontrastiranje preseka bojenjem histoloskih
detalja pozadine Majerovim hematoksilinom. U sve imunohistohemijske procedure bile su
ukljucene adekvatne negativne i pozitivne kontrole. Kao spoljasnja pozitivha kontrola

kri$¢eno je tkivo bubrega za TGF-B1 i Smad4, a za DR4, DR5 i FAS normalno tkivo slezine.

4.2.3. Interpretacija i skoring imunohistohemijskih bojenja

Analiza i interpretacija imunohistohemijskih bojenja izvedena je na svetlosnom mikroskopu
(Olympus BX43, Olympus Corporation, Tokio, Japan) i na digitalnim fotografijama koje su
dobijene na imidZzing sistemu Olympus cellSens (Olympus cellSens platform standard,
Olympus Corporation, Tokio, Japan). Za svaki od analiziranih imunohistohemijskih markera
odredivan je procenat pozitivnih ¢elija (%), odnosno broj tumorskih ¢éelija sa pozitivnom
reakcijom u adekvatnom kompartmanu ¢elije u zavisnosti od primenjenog antitela (Tabela 6),
u odnosu na celokupan broj tumorskih ¢elija na svakom od preseka u mikronizu, a ¢iji je
dijametar 2mm i povr$ina prose¢no 3,14mm? Za odredivanje procenta obojenih éelija
koriS¢en je program Imagel (ImagelJ, National Institutes of Health, Bethesda, USA). Intenzitet
bojenja precipitata braon pigmenta gradiran je skalom od 0 do 3, gde je 0 odsustvo bojenja, 1
— slabo prebojavanje, 2 — bojenje umerenog intenziteta i 3 — bojenje jakog intenziteta. Finalni
skor imunohistohemijske ekspresije dobijan je kao proizvod proporcije obojenog tumorskog

tkiva i intenziteta bojenja.

Na osnovu dostupnih literaturnih podataka, u svrhe statisti¢ke analize za imunohistohemijsku
ekspresiju svakog od ispitivanih markera odredena je prazna vrednost ekspresije, na osnovu
koje su tumori klasifikovani u grupu sa visokom ili niskom ekspresijom markera. Tako su u
slucaju ekspresije TGF-B1 1 Smad4 u grupu tumora sa visokom ekspresijom svrstani tumori sa
ekspresijom markera u >50% tumorskih celija, sa intermedijernim ili jakim intenzitetom
bojenja (263). Ekspresija receptora smrti DR4, DR5 i FAS smatrana je visokom u slu¢ajevima
kada je bojenje srednjeg ili jakog intenziteta verifikovano u >25% tumorskih ¢elija (294, 343).
Imunoekspresija EZH2 odredena je kombinovanim skorom procenta i intenziteta bojenja
(suma proizvoda skora intenziteta i procenta povrSine tumora), u skladu sa prethodno
opisanom metodologijom procene ekspresije EZH2 (344). Na osnovu srednje vrednosti skora
za celokupnu ispitivanu grupu, tumori su dihotomizovani u grupe sa niskom i visokom

ekspresijom.

109



4.3. StatistiCka obrada podataka

Svi podaci analizirani su koriS¢enjem programskog paketa SPSS, verzija 24.0 (Statistical
Package for Social Sciences, Chicago, IL). Asocijacija ekspresije markera i klinicko-
patoloskih karakteristika ispitivana je y2 testom. Analiza prezivljavanja pacijenata vrSena je
Kaplan-Majerovom (Kaplan-Meier) metodom. Statisticka znacajnost razlika u prezivljavanju
izmedu grupa pacjenata sa visokom i niskom ekspresijom ispitivanih markera utvrdivana je
pomocu log rank testa. Za multivarijantnu analizu povezanosti prezivljavanja pacijenata i
eksplanatornih varijabli koris¢en je Koks (Cox) proporcionalni hazard model. U ovu analizu
uklju¢ene su kategorijske nezavisne varijable: histoloski gradus, patoloski stadijum
(referentna kategorija - pTa, neinvazivni tumor), varijantna diferencijacija, carcinoma in situ i
ekspresija ispitivanih markera. Prag znacajnosti p<0,05 smatran je indikativnim za statisti¢ki

znacajnu razliku izmedu ispitivanih varijabli.

Ukupno vreme prezivljavanja pacijenata (OS — overall survival) definisano je kao vremenski
interval od dijagnosticke transuretralne resekcije do poslednje kontrole ili smrti i izrazeno je u
mesecima. Vreme prezivljavanja bez pojave recidiva (RFS — recurrence free survival)
definisano je kao vreme proteklo od prvog TUR-a i postavljanja dijagnoze do pojave
relapsa/recidiva bolesti, utvrdenog radioloSkim ili endoskopskim klinickim metodama, sa ili
bez histopatoloske potvrde dijagnoze. Za pacijente kod kojih nije zabeleZena pojava
rekurentnog tumora vreme prezivljavanja bez recidiva bilo je jednako ukupnom vremenu

prezivljavanja.
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5. Rezultati

5.1. Klini¢ko — patoloSke karakteristike pacijenata

Istrazivanjem je obuhvaceno 647 pacijenata sa tumorom mokra¢ne besike, prosecne starosti
66,4+9,9 godina (aritmeticka sredinatstandardna devijacija), gde je najmladi pacijent imao
29, a najstariji 91 godinu u vreme postavljanja dijagnoze bolesti. Pacijenti muskog pola bili su
trostruko brojniji, ¢ine¢i 77% obolelih. Osnovne demografsko—epidemioloSke karakteristike
pacijenata prikazane su u Tabeli 6. Dve trecine pacijenata bili su teski pusaci, sa vise od 20-
paklo-godina puSackog staza, iako bi veliki broj obolelih ostavio pusenje cigareta nakon
dobijanja dijagnoze maligne bolesti. Medu obolelima Zzenskog pola bilo je svega 23,6%

pusaca, dok je medu pacijenatima muskog pola bilo ¢ak 73,5%.

Tabela 6. Demografsko—epidemioloske karateristike pacijenata (N=647)
N %

Pol

Muski 499 771

Zenski 148 22.9
Starost

<66 279 43.1

>66 368 56.9
Pusenje cigareta (>20 paklo godina)

Da 402 62.1

Ne 245 37.9
[zloZenost poznatim karcinogenima

Da 48 7.4

Ne 599 92.6
Endemsko podrucje

Da 80 12.4

Ne 567 87.6
Komorbiditeti

Kardiovaskularni/metabolicki 205 34.8

Drugi maligniteti a1 6.3

Ostale bolesti 106 16.4

Bez drUglh bolesti 275 425
Porodi¢na anamneza

Maligne bolesti 35 5.4

Tumor mokraéne besike 17 26

Bubrezna insuficijencija 21 39

Drugo/negativna anamneza 575 88.8
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Za 48 pacijenata bili su dostupni anamnestic¢ki podaci o hroni¢noj ili ekscesivnoj ekspoziciji
poznatim karcinogenima, najéeS¢e u vidu okupacione izloZzenosti industrijskim
kancerogenima ili radioaktivnom zracenju. Vise od polovine pacijenata bolovalo je od drugih
bolesti, naj¢es¢e od hroni¢nih bolesti kardiovaskularnog sistema (esencijalna arterijska
hipertenzija, ishemijska bolest srca) ili respiratornog sistema (hroni¢na opstruktivna bolest
plu¢a), a 41 pacijent (6,1%) imao je i drugu malignu bolest. U porodi¢noj anamnezi svega
2,6% pacijenata imalo je karcinom mokra¢ne besike. Osamdeset pacijenata (12,6%) je sa
endemskih podrucja. HistopatoloSke karakteristike tumora sumirane su u Tabeli 7. U
momentu postavljanja dijagnoze 31,1% pacijenata imalo je neinvazivni karcinom beSike,
ograni¢en samo na mukozu, a medu ovim pTa tumorima dominirali su neinvazivni papilarni
urotelni karcinomi niskog histoloskog gradusa, kojih je bilo 165 (82,1%), dok su neinvazivni

karcinomi visokog histoloSkog gradusa ¢inili 17,9%.

Tabela 7. Histopatoloske karakteristike tumora (N=647)
N %

Histoloski gradus

Nizak 260 40.2

Visok 387 59.8
Patoloski stadijum

pTa 201 31.1

pT1 296 45.7

>pT2 150 23.2
Carcinoma in situ

Prisutan 47 7.3

Nije prisutan 600 92.7
Divergentna diferencijacija

Skvamozna 58 9.0

Glandularna 12 1.9

Ostalo 17 25

Nije prisutna 560 86.6
Cistitis u okolini

Prisutan 106 16.4

Nije prisutan 541 83.6
Obilan limfocitni infiltrat

Prisutan 45 7.0

Nije prisutan 602 93.0
Obilan polimorfonuklearni infiltrat

Prisutan 13 2.0

Nije prisutan 634 98.0
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Infiltrativnih urotelnih karconoma bilo je 68,9%, od cega je dvostruko vise detektovanih
neoplazmi klasifikovano u grupu superficijalno invazivnih pT1 tumora (46,7% ukupnog broja
tumora), nego tumora sa invazijom tunike muskularis mokraéne beSike (23,2%). Medu
superficijalno invazivnim tumorima bilo je 32,1% tumora niskog i 67,9% tumora visokog
histoloskog gradusa, dok su miSi¢no invazivni tumori konsenzusno klasifikovani kao

neoplazme visokog histoloskog gradusa.

Prisustvo carcinoma in situ registrovano je u okolini 106 infiltrativnih karcinoma, a ni u
jednom slu¢aju TUR-om dobijenog materijala nije registrovan kao jedina neoplasti¢na
urotelna lezija. Varijantna morfologija 1 divergentna diferencijacija nadena je u 13,4%
tumora, a najceSce je zabelezena skvamozna diferencijacija, u 58 sluc¢ajeva. Mikromorfoloska
analiza neposredne okoline tumora pokazala je prisustvo cistitisa u 16,4%, kao i veoma
upadljivi, brisk inflamatorni odgovor u tumorskoj stromi, koji je bio dominantno limfocitnog

sastava u 7% slucajeva, a granulocitni u 2%.

Kod vecine pacijenata bolest se klini¢ki manifestovala pojavom makrohematurije, kod skoro
84% (Tabela 8). U toku klinickog pracenja pacijenata, 37,7% je razvilo rekurentnu bolest, sa
pojavom recidivantnih tumora u mokra¢noj beSici. Ve¢ina pacijenata sa relapsnom bolescu je
u toku perioda pracenja imala samo jedan recidiv bolesti, 58,2%, dok je 15,2% imalo dva

recidiva, a 26,6% je imalo tri ili viSe recidiva tumora.

.....

je 362 pacijenta, a medijana njihovog pracenja je 92 meseca. Fatalan ishod desio se kod 285
pacijenata (44%) u toku perioda pracanja, od toga je kancer specifican mortalitet utvrden kod
200 pacijenata, uglavnom kod onih sa misi¢no-invazivnim tumorom pri inicijalnoj dijagnozi.
Smrtni ishod je zabelezen kod 110/150 (73,3%) pacijenata sa miSi¢no invazivnim tumorima,
84/296 (28,4%) pacijenata sa superficijalno invazivnim tumorima i kod svega 6/201 (2,9%)
pacijenata sa neinvazivnim intramukoznim tumorima na inicijalnoj dijagnozi. Kancer-
specificni mortalitet bio je udruzen sa brzom lokalnom progresijom bolesti, metastatskom
boles¢u, razvojem bubrezne insuficijencije 1 drugih komplikacija udruzenih sa neoplasti¢nim
rastom i primenjenom terapijom, ali i slabijom komplijansom pacijenata sa konzilijarnom
odlukom o terapiji radikalnim hirur§kim le¢enjem. Drugi uzroci smrti su najces¢e bili vezani
za postojeée komorbiditete (akutni infarkt miokarda, hroni¢na srana insuficijencija.
cerebrovaskularni insult, hroni¢na respiratorna insuficijencija, druge neoplasti¢ne bolesti —

karcinom pluca i kolorekuma najcesce, a zabelezeno je 1 nekoliko sluc¢ajeva zadesne smrti.

113



Tabela 8. Klini¢ke karakteristike pacijenata (N=647)
N %

Klini¢ka prezentacija bolesti

Hematurija 543 83.9

Smetnje u mokrenju 81 12,5

Drugo 23 3.6
Recidiv bolesti

Da 244 37.7

Ne 403 62.3
Broj recidiva

Jedan 142 21.9

Dva 37 5.8

Bez recidiva 403 62.3
Kancer—specifi¢ni mortalitet

Da 200 30.9

Drugi uzrok smrti 85 13.1

Ziv 362 56.0
Lecenje (terapijski modalitet)

TUR 122 18.9

Intravezikalna BCG th 303 46.8

Hirurska th (Cistektomija) 101 15.6

Hemo/radioterapija 121 18.7

Ukupno jednogodiSnje prezivljavanje pacijenata bilo je 95,1%, dok je petogodisnje
prezivljavanje bilo svega 57.7%, a srednje OS iznosilo je 78.4+2.3 meseci (Grafikon 1).

Prezivljavanje obolelih u odnosu na patoloski stadijum bolesti predstavljeno je u Tabeli 9.

Tabela 9. Prezivljavanje pacijenata u odnosu na patoloski stadijum bolesti

Prezivljavanje pacijenata (u procentima — %)

pTa pT1l pT2 Ukupno
Nakon 1 godine (12 meseci) 99.5 95.3 88.0 95.1
Nakon 2 godine (24 meseci) 97.0 80.1 47.3 77.7
Nakon 3 godine (36 meseci) 94.5 68.5 26.4 66.8
Nakon 5 godina (60 meseci) 87.7 57.8 17.7 57.7

Srednje prezivljavanje (u mesecima)

Sredina + SG 110.4+£ 3.8 78.4+3.0 346+28 78.4+2.3
Medijana 129 109 24 92
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Grafikon 1. Ukupno prezivljavanje za celu grupu pacijenata

Srednje vreme do pojave recidiva bilo je 16,3 + 1,3 meseca. Od pacijenata koji su u toku
perioda pracenja razvili recidive, ve¢ do kraja prve godine pracenja kod 56,1% njih je
detektovan rekurentni tumor. Vreme prezivljavanja bez pojave recidiva u ispitivanoj grupi

bilo je 70,1 £ 3,1, a medijana 99 meseci (Grafikon 2).
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Grafikon 2. Vreme prezivljavanja bez pojave recidiva za celu grupu pacijenata
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5.2. Ekspresija TGF-p1 u urotelnom karcinomu mokraéne beSike

Visoka ekspresija TGF-B1 zabelezena je u 66,5% tumora, dominantno u vidu
citoplazmatskog, fino granuliranog prebojavanja braon ili zlatno-smede boje, sa
permembranoznom akcentuacijom ili, rede, u vidu linearnog membranskog bojenja (Slika 15).
Membranski obrazac imunohistohemijske reaktivnosti opserviran je Cesto u papilarnim
urotelnim neoplazmama, dok su tumori solidnije arhitekture ces¢e pokazivali i citoplazmatsko
bojenje. Ekspresija TGF-B1 detektovana je ne samo u tumorskom parenhimu, ve¢ i u okolnoj
tumorskoj stromi, gde je reakcija fokalno bila pozitivna u ¢elijama mezenhimnog porekla,

inflamatornim ¢elijama i fibrilarnim komponentama ekstracelularnog matriksa.

5.2.1. Povezanost ekspresije TGF-p1 sa klini¢ko—patoloskim

karakteristikama
Visoka ekspresija TGF-B1 bila je povezana sa ve¢om staro$¢u pacijenata (p=0,01). Inverzna

korelacija nadena je izmedu pusackog statusa i ekspresije TGF-B1, gde je visoka ekspresija
TGF-B1 bila statisticki znacajno ucestalija kod nepusaca u odnosu na pusace (71,8%
vs.63,2%, p=0,014). Pored toga, tumori obolelih sa endemskih poru¢ja imali su zna¢ajno nizu
ekspresiju TGF-B1 u odnosu na ostale tumore (55,0% vs. 68,1%, p=0,015). Analiza
povezanosti ekspresije TGF-B1 sa demografsko—epidemioloskim karakteristikama pacijenata

prikazana je u Tabeli 10.

Tabela 10. Povezanost ekspresije TGF-p1 sa demografsko—epidemioloskim
karakteristikama pacijenata
TGF-B1 ekspresija Niska Visoka
Ukupno N (%) 647 (100) 217 (335) 430 (66.5) P vrednost
Pol
Muski 499 (77.1) 175 (80.6) 324 (75.3) 0.078
Zenski 148 (22.9) 42 (194) 106 (24.7)
Starost
<66 279 (43.1) 108  (49.8) 171 (39.8) 0.010
>66 368 (56.9) 109 (50.2) 259 (60.2)
PusSenje cigareta (>20 paklo godina)
Da 402 (62.1) 148 (68.2) 254 (59.1) 0.014
Ne 245 (37.9) 69 (31.8) 176 (40.9)
Izlozenost poznatim karcinogenima
Da 48 (7.4) 19 (88) 4 (6.7) 0.221
Ne 599 (92.6) 198 (91.2) 401 (93.3)
Endemsko podrucje
Da 80 (12.4) 36 (16.6) 44 (10.2) 0.015
Ne 567 (87.6) 181 (83.4) 386 (89.8)
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Slika 15. Imunohistohemijska ekspresija TGF-p1 u urotelnom karcinomu mokraéne

besike. Visoka ekspresija TGF-B1 prikazana je u u koloni levo, a niska u koloni desno: (A,
B) neinvazivni papilarni karcinom, pTa; (C, D) superficijalno invazivni karcinom, pT1; (E, F)
misi¢éno—invazivni urotelni karcinom, pT2. Ekspresija TGF-1 u tumorskim ¢elijama je u vidu
membranskog bojenja, koje preovladava u papilarnim tumorima, i/ili u vidu citoplazmatskog
prebojavanja, koje je dominantan obrazac imunoreaktivnosti u infiltrativnim tumorima. TGF-

B1 pozitivnost zabelezena je i u tumorskoj stromi. (Originalno uvecanje x400).
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Analiza povezanosti ekspresije TGF-B1 sa histopatoloskim svojstvima tumora (Tabela 11)
pokazala je veoma znaCajnu korelaciju intratumorske TGF-B1 ekspresije i1 visokog
histoloskog gradusa (p<0,001), kao i patoloskog stadijuma (p<0,001). Medu tumorima
visokog gradusa 75,5% demonstriralo je difuznu ekspresiju TGF-B1, a medu tumorima niskog
gradusa svega 52,7%. Proporcija tumora sa visokim nivoom ekspresije TGF-B1 raste sa
nepredovanjem stadijuma: visok TGF-B1 zabelezen je kod 47.8% neinvazivnih tumora,
73.6% rano invazivnih i 77.3% miSi¢no-invazivnih tumora, sa visoko znac¢ajnom razlikom

izmedu superficijalnih i infiltrativnih urotelnih tumora.

Tabela 11. Povezanost ekspresije TGF-p1 sa histopatolo$kim svojstvima tumora
TGF-f1 ekspresija Niska Visoka
Ukupno N (%) 647  (100) 217 (33.5) 430 (66.5) P vrednost
Histoloski gradus
Nizak 260  (40.2) 123 (56.7) 137 (3L.9) <0.001
Visok 387 (59.8) 94 (43.3) 293 (68.1)
Patoloski stadijum
pTa 201 (31.1) 105 (48.4) 96 (22.3) <0.001
pT1 296 (45.7) 78 (35.9) 218 (50.7)
>pT2 150 (23.2) 34 (15.7) 116 (27.0)
Carcinoma in situ
Prisutan 47 (7.3) 11 (5.1) 36 (8.4) 0.083
Nije prisutan 600 (92.7) 206 (94.9) 394 (91.6)
Divergentna diferencijacija
Skvamozna 58 (9.0) 17 (7.8) 41 (9.5) 0.258
Glandularna 12 (1.9) 3 (14 9 (2.1)
Ostalo 17 (2.5) 6 (2.8) 11 (2.6)
Nije prisutna 560 (86.6) 191 (88.0) 369 (85.8)
Cistitis u okolini
Prisutan 106 (16.4) 43 (19.8) 63 (14.7) 0.060
Nije prisutan 541 (83.6) 174 (80.2) 367 (85.3)
Obilan limfocitni infiltrat
Prisutan 45 (7.0) 10 (4.6) 35 (8.1) 0.063
Nije prisutan 602 (93.0) 207 (95.4) 395 (91.9)
Obilan polimorfonuklearni infiltrat
Prisutan 13 (2.0) 3 (14 10 (2.3) 0.315
Nije prisutan 634 (98.0) 214 (98.6) 420 (97.7)

Visoka ekspresija TGF-B1 bila je trostruko ¢e$c¢a od niske ekspresije u tumorima udruzenim
sa CIS, ali ovaj nalaz nije pokazao statisticku znacajnost (p=0,083). Tumori sa visokom

ekspresijom TGF-B1 takode su bili ucestalije povezani sa prisustvom cistitisa u okolini
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tumora 1 opseznog limfocitnog infitrata u tumorskoj stromi, ali bez statisticke znacajnosti
(p=0,060 i p=0,063). Nije nadena povezanost ekspresije TGF-Bf1 sa divergentnom

diferencijacijom tumora.

Prekomerna ekspresija TGF-B1 pokazala je snaznu direktnu korelaciju sa kancer-specifiénim
mortalitetom (p=0,001), dok znacajna povezanost sa pojavom recidiva nije utvrdena (Tabela
12). Pored toga, pacijenti sa TGF-B1 pozitivnim tumorima imali su ve¢u Sansu da budu leceni
radikalnom cistektomijom (p=0,008) ili sistemskom radio- i/ili hemoterapijom (p=0,008). S
druge strane, leCenje pacijenata sa TGF-B1 pozitivnim tumorima znacajno rede je bilo
bazirano isklju¢ivo na samoj transuretralnoj resekciji (p=0,035) ili intravezikalnoj primeni
BCG-a (p=0,016).

Tabela 12. Povezanost ekspresije TGF-p1 sa klini¢kim karakteristikama
pacijenata
TGF-B1 ekspresija Niska Visoka
Ukupno N (%) 647 (100) 217 (335) 430 (665) P vrednost
Klinicka prezentacija bolesti
Hematurija 543 (83.9) 183 (84.3) 360 (83.7) 0.469
Drugo 104 (16.1) 34 (15.7) 70 (16.3)
Recidiv bolesti
Da 244 (37.7) 84 (387) 160 (37.2) 0.387
Ne 403 (62.3) 133 (61.3) 270 (62.8)
Kancer—specifi¢ni mortalitet
Da 200 (30.9) 47 (21.7) 153 (35.6) 0.001
Drugi uzrok smri 85 (13.1) 31 (142) 54 (125)
Ziv 362 (56.0) 139 (64.1) 223 (51.9)
Lecenje (terapijski modalitet)
TUR 122 (18.9) 50 (23.0) 72 (16.7) 0.035
Intravezikalna BCG 393 (46.9) 115 (53.0) 188 (43.8) 0.016
Cistektomija 101 (15.6) 23 (10.6) 78 (18.1) 0.008
Hemo/radioterapija 151 (18.7) 29 (13.4) 92 (21.4) 0.008

5.2.2.Asocijacija ekspresije TGF-p1 sa preZivljavanjem pacijenata

Analiza prezivljavanja pacijenata ukazala je na statistiCki znacajnu razliku u ukupnom
prezivljavanju u odnosu na ekspresiju TGF-B1 u tumoru (Grafikon 3). Visoka ekspresija
TGF-B1 bila je povezana sa loSijom prognozom i kra¢im OS (p=0,005). Srednje vreme
prezivljavanja pacijenata sa TGF-f1 visoko pozitivnim tumorima je 73,8+2,7, a za obolele sa
tumorima negativnim ili slabo/fokalno pozitivnim na TGF-B1 85,1+4,1 meseca. Nije nadena
povezanost ekspresije TGF-B1 i RFS (p=0,866) (Grafikon 4).
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Grafikon 3. Kaplan—-Majerove krive prezivljavanja 647 pacijenata sa urotelnim karcinomom

mokraéne beSike u odnosu na ekspresiju TGF-pB1.
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Grafikon 4. Kaplan—-Majerova analiza vremena preZivljavanja do pojave recidiva bolesti kod

647 pacijenata sa urotelnim karcinomom mokraéne besike u odnosu na ekspresiju TGF-B1.
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5.3. Ekspresija Smad4 u urotelnom karcinomu mokraéne besike

Analiza imunohistohemijske ekspresije Smad4 u urotelnom karcinomu mokraéne beSike
pokazala je da se Smad4 uglavnom eksprimira u jedrima tumorskih ¢elija, a u nesto manjoj

meri i u citoplazmi, intermedijernim intenzitetom kolornog signala (Slika 16).

5.3.1. Povezanost ekspresije Smad4 sa klinicko-patoloskim
karakteristikama
Ekspresija Smad4 zabelezena je u vecini tumorskih ¢éelija kod 47,1% tumora (Tabela 13).

Smad4 nije pokazao statisticki zna¢ajnu korelaciju ni sa jednim od analiziranih demografsko-
epidemioloskih parametara, iako su tumori sa endemskih podru¢ja ceS¢e imali visoku

ekspresiju Smad4 nego tumori iz neendemskih oblasti (56,3% vs. 35,9%, p=0,052).

Tabela 13. Povezanost ekspresije Smad4 sa demografsko—epidemioloskim
karakteristikama pacijenata
Smad4 ekspresija Niska Visoka
Ukupno N (%) 647  (100) 342 (52.9) 305 (47.1) P vrednost
Pol
Muski 499 (77.1) 271 (79.2) 228 (74.8) 0.103
Zenski 148 (22.9) 71 (208) 77 (25.2)
Starost
<66 279 (43.1) 141 (41.2) 138 (43.1) 0.171
>66 368 (56.9) 201 (58.8) 167 (54.8)
Pusenje cigareta (=20 paklo godina)
Da 402 (62.1) 214 (62.6) 188 (61.6) 0.435
Ne 245 (37.9) 128 (37.4) 117 (38.4)
IzloZenost poznatim karcinogenima
Da 48 (7.4) 22 (6.4) 26 (8.5) 0.194
Ne 599 (92.6) 320 (93.6) 279 (91.5)
Endemsko podrucje
Da 80 (12.4) 35 (10.2) 45 (14.8) 0.052
Ne 567 (87.6) 307 (89.8) 260 (85.2)

Redukcija ili gubitak Smad4 ekspresije povezana je sa visokim histoloskim gradusom tumora
(p=0,002). Generalno, tumori niskog histoloSkog gradusa, papilarne mikroahitektonike 1
neoplastiénog rasta ogranicenog na mukozu najées¢e su pokazivali uniformnu Smad4
ekspresiju. Ekspresija Smad4 je opada sa napredovanjem patoloskog stadijuma tumora, te je
visoka ekspresija Smad4 detektovana u 58,7% pTa, 48,9% pT1 i samo u 28,0% tumora
stadijuma pT2 ili vec¢im. Visoka ekspresija Smad4 direktno korelira sa pTa tumorima

(p<0,001), a inverzno sa misi¢no-invazivnhom bolesc¢u (p<0,001).
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Slika 16. Imunohistohemijska ekspresija Smad4 u urotelnom karcinomu mokraéne

besike. Visoka ekspresija Smad4 prikazana je u u koloni levo, a niska ekspresija u koloni
desno: (A, B) neinvazivni papilarni karcinom, pTa; (C, D) superficijalno invazivni karcinom,
pT1; (E, F) misi¢no—invazivni urotelni karcinom, pT2. Dominantni obrazac imunoreaktivnosti
na Smad4 u tumorskim ¢elijama je u vidu nuklearnog bojenja intermedijernog intenziteta i/ili

citoplazmatskog prebojavanja. (Originalno uveéanje x400).
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Gubitak Smad4 pozitivnosti znacajno je asociran sa dijagnozom CIS (p=0,021), prisustvom
skvamozne diferencijacije u tumoru (p=0,015), kao i sa nalazom ekstenzivnog, brisk
mononuklearnog infiltrata u tumorskoj stromi (p=0,008). U Tabeli 14 prikazana je povezanost

ekspresije Smad4 sa histopatoloskim karakteristikama tumora.

Tabela 14. Povezanost ekspresije Smad4 sa histopatoloskim svojstvima tumora
Smad4 ekspresija Niska Visoka
Ukupno N (%) 647 (100) 342 (52.9) 305 (47.1) P vrednost
Histoloski gradus
Nizak 260 (40.2) 119 (34.8) 141 (46.2) 0.002
Visok 387 (59.8) 223 (65.2) 164 (53.8)
Patoloski stadijum
pTa 201 (31.1) 83 (24.3) 118 (38.7) <0.001
pT1 296 (45.7) 151 (44.2) 145 (47.5) 0.216
>pT2 150 (23.2) 108 (31.5) 42 (13.8) <0.001
Carcinoma in situ
Prisutan 47  (7.3) 32 (9.4) 15 (4.9) 0.021
Nije prisutan 600 (92.7) 310 (90.6) 290 (95.1)
Divergentna diferencijacija
Skvamozna 58  (9.0) 39 (11.4) 19 (6.3) 0.015*
Glandularna 12 (1.9) 6 (1.8) 6 (1.8)
Ostalo 17 (2.5) 8 (2.3) 9 (3.0)
Nije prisutna 560 (86.6) 289 (84.5) 271 (88.9)
Cistitis u okolini
Prisutan 106 (16.4) 58 (17.0) 48 (15.7) 0.378
Nije prisutan 541 (83.6) 284 (83.0) 257 (84.3)
Obilan limfocitni infiltrat
Prisutan 45 (7.0) 32 (9.4) 13 (4.3) 0.008
Nije prisutan 602 (93.0) 310 (90.6) 292 (95.7)
Obilan polimorfonuklearni infiltrat
Prisutan 13 (2.0 7 (2.0) 6 (2.0) 0.584
Nije prisutan 634 (98.0) 335 (98.0) 299 (98.0)

*Skvamozna diferencijacija u odnosu na sve ostale tumore

Visoka ekspresija Smad4 znacajno je udruzena sa pojavom recidiva bolesti (p=0,021). Vise
od polovine pacijenata sa visokim Smad4 je razvilo relaps tumora. Nasuprot tome, smanjena
ekspresija ili gubitak Smad4 u tumorskim celijama je snazan prediktor kancer-specifi¢nog
mortaliteta (p<0,001). U pogledu primenjene terapije, ekspresija Smad4 u tumoru je bila
povezana sa najve¢om verovatnoCom da ¢e pacijent biti leCen intravezikalnom BCG
imunoterapijom (p=0,007), dok gubitak Smad4 ukazuje na radikalno hirurSko lecenje

(p=0,007).
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Tabela 15. Povezanost ekspresije Smad4 sa klini¢kim karakteristikama pacijenata
Smad4 ekspresija Niska Visoka
Ukupno N (%) 647  (100) 342 (529) 305 (47.1) P vrednost
Klinicka prezentacija bolesti
Hematurija 543 (83.9) 290 (84.8) 253 (83.) 0.298
Drugo 104 (16.1) 52 (15.2) 52 (15.2)
Recidiv bolesti
Da 244 (31.7) 116 (339) 128 (42.0) 0.021
Ne 403 (62.3) 226 (66.1) 177 (58.)
Kancer—specifi¢ni mortalitet
Da 200 (30.9) 129 (37.7) 71 (23.3) <0.001
Drugi uzrok smrti 85 (13.1) 46 (13.5) 39 (12.8)
Ziv 362 (56.0) 167 (488) 195 (63.9)
Lecenje (terapijski modalitet)
TUR 122 (18.9) 63 (18.4) 50 (19.3) 0.421
Intravezikalna BCG 303 (46.9) 144 (421) 159 (52.2) 0.007
Cistektomija 101 (15.6) 68 (19.9) 33 (10.8) 0.001
Hemo/radioterapija 151 (18.7) 67 (19.6) 54 (17.7) 0.304

5.3.2. Asocijacija ekspresije Smad4 sa prezivljavanjem pacijenata

Visoka ekspresija Smad4 u urotelnom karcinomu povezana je sa boljom prognozom i duzim
ukupnim prezivljavanjem pacijenata sa urotelnim karcinomom (Grafikon 5). Srednje vreme
prezivljavanja pacijenata sa Smad4 pozitivnim tumorima je 86,44+3,4, a za one sa Smad4

negativnim 70,843,2 meseca. Ova razlika je visoko statisti¢ki znacajna (p<0,001).

lako ekspresija Smad4 znacajno predvida pojavu recidiva tumora, ona ne korelira sa
vremenskim intervalom do pojave rekurentne bolesti. Pacijenti sa visokom
imunohistohemijskom ekspresijom Smad4 u tumoru imaju neSto krace prezivljavanje bez
recidiva, 65,7+3,8 meseci vs. 74,3+4,4 za one sa Smad4 negativnim tumorima, ali ova razlika

nije statisticki znacajna (p=0.080).
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5.4. Ekspresija ¢elijskih receptora smrti u urotelnom karcinomu

mokracéne beSike

Receptori smrti su visoko eksprimirani u urotelnim neoplazmama niskog i visokog gradusa,
svih patoloskih stadijuma, kao i u normalnom urotelu. Imunohistohemijska ekspresija DR4
uglavnom je u vidu fino granuliranog, praSinastog citoplazmatskog prebojavanja sa
membranskom akcentuacijom, rede se vizualizuje kao Cisto linearno membransko bojenje
(Slika 17). Obrazac ekspresije DR5 je veoma sli¢an, mestimi¢no uz opserviranu nuklearnu

imunorektivnost, ali je intenzitet reakcije generalno nesto slabiji u odnosu na DR4 (Slika 18).

Dominantni nalaz imunoreaktivnosti na FAS bila je citoplazmatska i membranska reakcija
umereno jakog intenziteta, sa zlatno-smedom bojom precipitata (Slika 19). Dok je
imunohistohemijska ekspresija DR4 i DR5 unutar tumora bila uglavhom homogena i
uniformnija, sa difuzno obojenim ili u potpunosti negativnim tumorima, ekspresija FAS je
unutar tumora bila heterogenijeg sastava, ¢esto u vidu fokalnih zona i kolizionih delova

tumora sa snaznom ekspresijom FAS nasuprot slaboj ili odsutnoj ekspresiji.

5.4.1. Povezanost ekspresije DR4, DR5 i FAS sa klini¢ko—patoloskim
karakteristikama

Tabela 16. Povezanost ekspresije DR4 sa demografsko—epidemioloskim
karakteristikama pacijenata
DR4 ekspresija Niska Visoka
Ukupno N (%) 647 (100) 193 (29.8) 454 (70.2) P vrednost
Pol
Muski 499 (77.1) 154 (79.8) 345 (76.0) 0.171
Zenski 148 (22.9) 39 (20.2) 109 (24.0)
Starost
<66 279 (43.1) 84 (435) 195 (43.0) 0.480
>66 368 (56.9) 109 (56.5) 259 (57.0)
Pusenje cigareta (=20 paklo godina)
Da 402 (62.1) 128 (66.3) 274 (60.4) 0.089
Ne 245  (37.9) 65 (33.7) 180 (39.6)
Izlozenost poznatim karcinogenima
Da 48 (7.4) 8 (4.1) 40 (8.9) 0.024
Ne 599 (92.6) 185 (95.9) 414 (91.2)
Endemsko podrucje
Da 80 (12.4) 24 (12.4) 56 (12.3) 0.533
Ne 567 (87.6) 169 (87.6) 398 (87.7)
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Visoka ekspresija DR4 zabelezena je kod 70,2% tumora i znacajno je korelirala sa
izlozenoscu obolelih poznatim karcinogenima (p=0,024). Pored toga, tumori pusaca ¢es¢e su
imali redukciju ekspresije DR4, 31,8% u odnosu na 26,5% tumora nepusaca, ali ova razlika

nije na pragu statisti¢ke znacajnosti (p=0.089) (Tabela 16).

Tumori sa redukovanom ili izgubljenom ekspresijom DR4 uglavhom su tumori visokog
gradusa. Trecina tumora visokog histoloSkog gradusa i petina niskog gradusa (35,4% vs.
21,5%) ima redukciju ekspresije ovog receptora smrti, a ova razlika je statisticki znacajna
(p<0.001) (Tabela 17). Gubitak DR4 znacajno korelira sa misi¢no-invazivnim tumorima
(p<0.001), dok je oCuvana, difuzna ekspresija marker neinvazivnih urotelnih tumora. Tumori

sa skvamoznom diferencijacijom imaju tendenciju da izgube ekspresiju DR4 (p=0,008).

Tabela 17. Povezanost ekspresije DR4 sa histopatoloskim svojstvima tumora
DR4 ekspresija Niska Visoka
Ukupno N (%) 647 (100) 193 (29.8) 454 (70.2) P vrednost
Histoloski gradus
Nizak 260 (40.2) 56 (200) 204 (44.9) <0.001
Visok 387 (59.8) 187 (7L0) 250 (55.1)
Patoloski stadijum
pTa 201 (31.1) 34 (17.6) 167 (36.8) <0.001
pT1 296 (45.7) 95 (49.2) 201 (44.3) 0.142
>pT2 150 (23.2) 64 (33.2) 86 (18.9) <0.001
Carcinoma in situ
Prisutan 47 (7.3) 17 (8.8) 30 (6.6) 0.204
Nije prisutan 600 (92.7) 310 (91.2) 424 (93.4)
Divergentna diferencijacija
Skvamozna 58 (9.0) 26 (13.5) 32 (7.0) 0.008*
Glandularna 12 (1.9) 2 (1.0) 10 (2.2)
Ostalo 17 (2.5) 5 (2.6) 12 (2.9
Nije prisutna 560 (86.6) 160 (82.9) 400 (88.1)
Cistitis u okolini
Prisutan 106 (16.4) 37 (19.2) 69 (15.2) 0.129
Nije prisutan 541 (83.6) 156 (80.8) 385 (84.8)
Obilan limfocitni infiltrat
Prisutan 45 (7.0) 14 (7.3) 31 (6.8) 0.482
Nije prisutan 602 (93.0) 179 (92.7) 423 (93.2)
Obilan polimorfonuklearni infiltrat
Prisutan 13 (2.0 2 (1.0 11 (2.4) 0.203
Nije prisutan 634 (98.0) 191 (99.0) 443 (97.6)

*Skvamozna diferencijacija u odnosu na sve ostale tumore
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Slika 17. Imunohistohemijska ekspresija receptora smrti DR4 (TRAILR1) u

urotelnom karcinomu mokraéne besike. Visoka ekspresija DR4 prikazana je u koloni levo,
a redukovana/negativna ekspresija u koloni desno: (A, B) neinvazivni papilarni karcinom,
pTa; (C, D) superficijalno invazivni karcinom, pT1; (E, F) miSi¢éno—invazivni urotelni
karcinom, pT2. Ekspresija DR4 u tumorskim celijama je u vidu membranskog i/ili
citoplazmatskog bojenja, cesto difuzne distribucije. Bojenje na DR4 zabelezeno je i U

pojedinim imunocitima inflamatornog infiltrata u stromi tumora. (Originalno uvecanje x400).
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Tabela 18. Povezanost ekspresije DR4 sa klini¢kim karakteristikama pacijenata
DR4 ekspresija Niska Visoka
Ukupno N (%) 647 (100) 193 (29.8) 454 (70.2) P vrednost
Klinicka prezentacija bolesti
Hematurija 543 (83.9) 159 (82.4) 384 (84.6) 0.279
Drugo 104 (16.1) 34 (17.6) 70 (15.4)
Recidiv bolesti
Da 244 (37.7) 72 (37.3) 172 (37.9) 0.481
Ne 403  (62.3) 121 (62.7) 282 (62.1)
Kancer—specifi¢ni mortalitet
Da 200 (30.9) 76 (39.4) 124 (27.3) 0.002
Drugi uzrok smrti 85 (13.1) 27 (14.0) 58 (12.8)
Ziv 362 (56.0) 90 (46.6) 272 (59.9)
Lecenje (terapijski modalitet)
TUR 122 (18.9) 27 (14.0) 95 (20.8) 0.024
Intravezikalna BCG 303 (46.9) 85 (44.0) 218 (48.) 0.200
Cistektomija 101 (15.6) 48 (24.9) 53 (11.7) <0.001
Hemo/radioterapija 151 (18.7) 33 (17.1) 88 (13.6) 0.286

Tabela 19. Povezanost ekspresije DR5 sa demografsko—epidemioloskim
karakteristikama pacijenata

DRS ekspresija Niska Visoka
Ukupno N (%) 647 (100) 195 (30.1) 452  (69.9) P vrednost
Pol
Muski 499 (77.1) 153 (785) 346 (76.5) 0.336
Zenski 148 (22.9) 42 (215) 106 (23.5)
Starost
<66 279 (43.1) 84 (43.1) 195 (43.1) 0.529
>66 368 (56.9) 111 (56.9) 257 (56.9)
Pusenje cigareta (=20 paklo godina)
Da 402 (62.1) 127 (65.1) 275 (60.8) 0.173
Ne 245 (37.9) 68 (349) 177 (39.2)
[zloZenost poznatim karcinogenima
Da 48 (7.4) 15 (7.7) 33 (7.3) 0.488
Ne 599 (92.6) 180 (92.3) 419 (92.7)
Endemsko podrucje
Da 80 (12.4) 25 (12.8) 55 (12.2) 0.455
Ne 567 (87.6) 170 (87.2) 397 (87.8)

Imunoekspresija DR4 u tumorima znac¢ajno je inverzno povezana sa smrtno$¢u uzrokovanom

kancerom (p=0,002). Samo Cetvrtina pacijenata (24,9%) koji su Zivi nakon vremena pracenja

ima redukciju DR4 ekspresije, a medu onima koji su umrli od progresije i diseminacije
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karcinoma beSike cak 38,0%. Gubitak ekspresije DR4 je snazan prediktor radikalne

cistektomije (p<<0.001), dok ocuvana visoka ekspresija DR4 pozitivno korelira sa TUR-om

kao jedinim primenjenim terapijskim modalitetom (p=0,024) (Tabela 18).

Ekspresija DRS5 nije pokazala znacCajnu povezanost sa demografsko-epidemioloskim

karakteristikama pacijenata i bila je relativno ujednacena u svim ispitivanim grupama (Tabela

19). Visoka ekspresija je detektovana u 69,9% tumora. U analizi udruzenosti ekspresije DRS i

histopatoloskih parametara tumora (Tabela 20), visoka ekspresija DRS bila je diskriminatorni

faktor koji sa velikom znacajnos$¢u izdvaja grupu superficijalno invazivnih tumora (p=0,006).

Rano invazivni karcinomi u 76% slu¢ajeva imali su ouvanu ekspresiju DRS, dok je redukcija

ekspresije bila karakteristi¢éna za misi¢no-invazivnu bolest (p=0,019).

Tabela 20. Povezanost ekspresije DR5 sa histopatoloskim svojstvima tumora

DR5 ekspresija
Ukupno N (%)
Histoloski gradus
Nizak

Visok
Patoloski stadijum
pTa
pTl

>pT2
Carcinoma in situ
Prisutan

Nije prisutan
Divergentna diferencijacija

Skvamozna

Glandularna

Ostalo

Nije prisutna
Cistitis u okolini

Prisutan

Nije prisutan
Obilan limfocitni infiltrat

Prisutan
Nije prisutan

Prisutan

Nije prisutan

647 (100)

260
387

201
296
150

47
600

58
12
17
560

106
541

45
602

13
634

(40.2)
(59.8)

(31.1)
(45.7)
(23.2)

(7.3)
(92.7)

(9.0)
(1.9)
(2.5)
(86.6)

(16.4)
(83.6)

(7.0)
(93.0)

Obilan polimorfonuklearni infiltrat

(2.0)
(98.0)

Niska

195

71
124

65
74
56

16
179

16

171

37
158

16
179

194

(30.1)

(36.4)
(63.6)

(33.4)
(37.9)
(28.7)

(8.2)
(91.8)

(8.1)
(1.0)
(3.0)
(82.9)

(19.0)
(81.0)

(8.2)
(91.8)

(0.5)
(99.5)

Visoka

452

189
263

136
222
94

31
421

42
10
11
389

69
383

29
423

12
440

(69.9)

(41.8)
(58.2)

(30.1)
(49.1)
(20.8)

(6.9)
(93.1)

9.3)
2.2)
(2.4)
(88.1)

(15.3)
(84.7)

(6.4)
(93.6)

2.7
(97.3)

P vrednost

0.115

0.233
0.006
0.019

0.324

0.337

0.146

0.254

0.061

130



Slika 18. Imunohistohemijska ekspresija receptora smrti DR5 (TRAILR2, KILLER) u

urotelnom karcinomu mokracne beSike. Visoka ekspresija DR5 prikazana je u koloni levo,

a redukovana/negativna ekspresija u koloni desno: (A, B) neinvazivni papilarni karcinom,
pTa; (C, D) superficijalno invazivni karcinom, pT1; (E, F) miSi¢no—invazivni urotelni
karcinom, pT2. Imunoreaktivnost na DR5 u tumorskim ¢elijama je u vidu membranskog i/ili
citoplazmatskog praSinastog bojenja, uglavnom intermedijernog intenziteta, a zabelezeno je i

aberantno nuklearno prebojavanje. (Originalno uvecanje x400).
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Tabela 21. Povezanost ekspresije DR5 sa klini¢kim karakteristikama pacijenata
DRS5 ekspresija Niska Visoka
Ukupno N (%) 647 (100) 195 (30.1) 452 (89.9) P vrednost
Klinicka prezentacija bolesti
Hematurija 543 (83.9) 157 (80.5) 386 (85.4) 0.077
Drugo 104 (16.1) 38 (19.5) 66 (14.6)
Recidiv bolesti
Da 244 (37.7) 66 (33.8) 178 (39.4) 0.106
Ne 403 (62.3) 129 (66.2) 274 (60.6)
Kancer—specifi¢ni mortalitet
Da 200 (30.9) 65 (33.3) 135 (29.9) 0.216
Drugi uzrok smrti 85 (13.1) 29 (149) 56 (12.4)
Ziv 362 (56.0) 101 (518) 261 (57.7)
Lecenje (terapijski modalitet)
TUR 122 (18.9) 42 (21.5) 80 (17.7) 0.150
Intravezikalna BCG 303 (46.9) 82 (421) 221 (48.9) 0.065
Cistektomija 101 (15.6) 38 (19.5) 63 (13.9) 0.049
Hemo/radioterapija 151 (18.7) 33 (16.9) 88 (19.5) 0.259
Tabela 22. Povezanost ekspresije FAS sa demografsko—epidemioloskim
karakteristikama pacijenata
FAS ekspresija Niska Visoka
Ukupno N (%) 647 (100) 293 (45.3) 354 (54.7) P vrednost
Pol
Muski 499 (771) 222 (758) 277 (78.2) 0.256
Zenski 148 (22.9) 71 (242) 77 (218)
Starost
<66 279 (43.1) 133 (454) 146 (41.2) 0.163
>66 368 (56.9) 160 (54.6) 208 (58.8)
Pusenje cigareta (=20 paklo godina)
Da 402 (62.1) 190 (64.8) 212 (59.9) 0.112
Ne 245 (37.9) 103 (35.2) 142 (40.1)
[zloZenost poznatim karcinogenima
Da 48 (7.4) 18 (6.1) 30 (8.5) 0.165
Ne 599 (92.6) 275 (93.9) 324 (91.5)
Endemsko podrucje
Da 80 (12.4) 35 (11.9) 45 (12.7) 0.432
Ne 567 (87.6) 258 (88.1) 309 (87.3)

Pacijenti sa visokom ekspresijom DRS5 u tumorima ceS¢e su kao inicijalnu klinicku

manifestaciju bolesti imali hematuriju nego pacijenti sa niskom DR5 ekspresijom (71,1% vs.
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63,5%), ali ova razlika izmedu grupa nije bila statisticki znacajna (p=0,077). Gubitak
ekspresije DR5 znacajan je prediktor cistektomije (p=0.049) (Tabela 21).

Visoka ekspresija FAS nadena je u 54,7% tumora. lako nije utvrdena znacajna povezanost
ekspresije FAS sa demografsko—epidemioloskim karakteristikama pacijenata, (Tabela 22), niti
sa histoloskim gradusom tumora, gubitak ekspresije FAS je znacajno asociran sa miSi¢no-
invazivnom boles¢u (p=0,015). Neinvazivni urotelni karcinomi pokazuju redukciju 1 gubitak
FAS ckspresije u 40,3% slucajeva, superficijalno invazivni u 44,6%, a tumori sa infitracijom
detrusora u 53,3%.

Tabela 23. Povezanost ekspresije FAS sa histopatoloskim svojstvima tumora
FAS ekspresija Niska Visoka
Ukupno N (%) 647 (100) 293 (45.3) 354 (54.7) P vrednost
Histoloski gradus
Nizak 260 (40.2) 120 (41.0) 140 (39.5) 0.388
Visok 387 (59.8) 173 (59.0) 214 (60.5)
Patoloski stadijum
pTa 201 (31.1) 81 (27.6) 120 (33.9) 0.052
pT1 296  (45.7) 132 (45.1) 164 (46.3) 0.403
>pT2 150 (23.2) 80 (27.3) 70 (19.8) 0.015
Carcinoma in situ
Prisutan 47 (7.3) 15 (5.1) 32 (9.0) 0.038
Nije prisutan 600 (92.7) 278  (94.9) 322 (91.0)
Divergentna diferencijacija
Skvamozna 58 (9.0) 37 (12.6) 21 (5.9) 0.003
Glandularna 12 (1.9 3 (1.0 9 (2.5) 0.042
Ostalo 17 (2.9) 3 (10) 14 (4.0 0.020
Nije prisutna 560 (86.6) 250 (85.4) 310 (87.6)
Cistitis u okolini
Prisutan 106 (16.4) 44 (15.0) 62 (17.5) 0.228
Nije prisutan 541 (83.6) 249 (85.0) 292 (82.5)
Obilan limfocitni infiltrat
Prisutan 45 (7.0) 14 (4.8) 31 (8.8) 0.033
Nije prisutan 602 (93.0) 279 (95.2) 323 (91.2)
Obilan polimorfonuklearni infiltrat
Prisutan 13 (2.0) 9 (3.1) 4 (1.1) 0.071
Nije prisutan 634 (98.0) 284 (96.9) 350 (98.9)

Infitrativni urotelni karcinomi sa visokom ekspresijom FAS su udruZzeni sa ucestalijim
nalazom CIS u okolini tumora (p=0,038), kao i prisustvom obilnog limfocitog infiltrata u

tumorskoj stromi (p=0,033). Tumori sa skvamoznom divergentnom diferencijacijom imaju
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Slika 19. Imunohistohemijska ekspresija receptora smrti FAS (APO-1, CD95) u

urotelnom karcinomu mokracne beSike. Visoka ekspresija DR4 prikazana je u koloni levo,
a redukovana/negativna ekspresija u koloni desno: (A, B) neinvazivni papilarni karcinom,
pTa; (C, D) superficijalno invazivni karcinom, pT1; (E, F) miSi¢no—invazivni urotelni
karcinom, pT2. Dominantni obrazac imunohistohemijske ekspresije FAS u tumorskim
¢elijama je fino, mrezasto membransko bojenje i/ili granularno citoplazmatsko prebojavanje.

(Originalno uvecanje x400).
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znacajno slabiju ekspresiju FAS od ostatka grupe (p=0.002), dok tumori sa glandularnom
diferencijacijom (p=0,042) i tumori sa varijantnom morfologijom (p=0,020) imaju znacajno
vidu ekspresiju FAS nego tumori klasi¢ne mikromorfologije. Cak 82,4% varijantnih tumora
visoko eksprimira FAS, a sa druge strane urotelni karcinomi sa skvamoznom diferencijacijom

su FAS pozitivni u samo 36,2% sluc¢ajeva (Tabela 23).

Medu pacijentima kod kojih je proglasena kancer-specificna smrt vecina obolelih (55,0%)
imala je nisku ili negativnu ekspresiju FAS i ova asocijacija je visoko statisticki znacajna
(p=0,001) (Tabela 24). Pored toga, redukcija ekspresije FAS znaajno je povezana sa
radikalnom cistektomijom (p=0,010).

Tabela 24. Povezanost ekspresije FAS sa klinickim karakteristikama pacijenata
FAS ekspresija Niska Visoka
Ukupno N (%) 647 (100) 293 (45.3) 354 (54.7) P vrednost
Klinicka prezentacija bolesti
Hematurija 543 (83.9) 248 (84.6) 295 (83.3) 0.366
Drugo 104 (16.1) 45 (15.4) 59 (16.7)
Recidiv bolesti
Da 244 (37.7) 103 (352) 141 (39.8) 0.127
Ne 403 (62.3) 190 (64.8) 213 (60.2)
Kancer—specifi¢ni mortalitet
Da 200 (30.9) 110 (37.5) 90 (25.4) 0.001
Drugi uzrok smri 85 (13.1) 37 (126) 48 (13.6)
Ziv 362 (56.0) 146 (49.8) 216 (61.0)
Lecenje (terapijski modalitet)
TUR 122 (18.9) 48 (18.4) 74 (20.9) 0.086
Intravezikalna BCG 303 (46.9) 128 (43.7) 175 (49.4) 0.084
Cistektomija 101 (15.6) 57 (19.5) 44 (12.4) 0.010
Hemo/radioterapija 151 (18.7) 60 (20.4) 61 (17.3) 0.170

5.4.2.Asocijacija ekspresije DR4, DR5 i FAS sa prezivljavanjem pacijenata

U analizi prezivljavanja visoka ekspresija receptora smrti DR4 i FAS znacajno je povezana sa
duzim prezivljavanjem pacijenata i boljom prognozom (p=0,001 i p=0,003) (Grafikoni 7 i
11). Pacijenti sa visokom ekspresijom DR4 prosecno zive 25% duze od onih sa niskom
ekspresijom (82,5+2,8 vs. 68,4+4,1 meseci), dok oboleli sa visokom tumorskom ekspresijom
FAS imaju 22% duze ukupno prezivljavanje u odnosu na one sa FAS niskom ili negativnom
ekspresijom (85,1+3,1 vs. 69,6+3,1). Imunoekspresija DR5 nije znacajno povezana sa OS
(p=0.233) (Grafikon 11). Dok pacijenti sa visokom i niskom ekspresijom DR4 i FAS imaju
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veoma slicnu duzinu RFS (Grafikoni 8 1 12), pacijenti sa visokim DR5 imaju prezivljavanje

do pojave recidiva 64,3+3,8 meseci, nasuprot 80,2+4,7 za niski DR5 (Grafikon 10). Medutim,

ova razlika nije dostigla statisti¢ki znacajan nivo (p=0,149).

Kumulativna proporcija prezivljavanja

1,04

08

0,4+

0,2

0,0

m‘w visoka ekspresija
M +

.+“‘_
HHHH———4

niska ekspresija _[

DR4

p=0.001

H+

-

e

Ukupno preZivljavanje (meseci)

Grafikon 7. Kaplan—Majerove krive prezivljavanja 647 pacijenata sa urotelnim karcinomom

mokraéne besike u odnosu na ekspresiju ¢elijskog recetora smrti DR4 (TRAIL-R1).

Kumulativna proporcija prezivljavanja
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0,8
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visoka ekspresija
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p=0.535

PreZivljavanje bez recidiva (meseci)

Grafikon 8. Kaplan—Majerova analiza vremena prezivljavanja do pojave recidiva kod

pacijenata sa urotelnim karcinomom mokraéne besike u odnosu na ekspresiju DR4.
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Grafikon 9. Kaplan—-Majerove krive prezivljavanja 647 pacijenata sa urotelnim karcinomom

mokracne besike u odnosu na ekspresiju ¢elijskog recetora smrti DR5 (TRAIL-R2).
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Grafikon 10. Kaplan-Majerova analiza vremena prezivljavanja do pojave recidiva bolesti

kod 647 pacijenata sa urotelnim karcinomom mokra¢ne beSike u odnosu na ekspresiju DRS

(TRAIL-R2).
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Grafikon 11. Kaplan—-Majerove krive prezivljavanja 647 pacijenata sa urotelnim karcinomom

mokraéne beSike u odnosu na ekspresiju celijskog recetora smrti FAS.
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Grafikon 12. Kaplan-Majerova analiza vremena prezivljavanja do pojave recidiva bolesti

kod 647 pacijenata sa urotelnim karcinomom mokra¢ne beSike u odnosu na ekspresiju FAS.
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5.5. Ekspresija epigenetskog utiSivaca EZH2 u urotelnom

karcinomu mokra¢éne beSike
Imunohistohemijska ekspresija EZH2 u urotelnom karcinomu mokraéne beSike detektovana je

isklju¢ivo u vidu nuklearnog bojenja (Slika 20). Jedra tumorskih ¢elija su pokazivala
pozitivnost na EZH2 u vidu svetlo- do tamno-smedeg prebojavanja, dok znacajnija
imunohistohemijska aktivnost nije zabelezena u normalnom, neneoplasticnom urotelu.
Mestimi¢no se svetlobraon prebojavanje jedara moglo naci fokalno u maloj frakciji jedara

bazalnih slojeva u tumor-okruzuju¢em urotelu.

5.5.1. Povezanost ekspresije EZH2sa klini¢ko—patoloskim karakteristikama
Visoka ekspresija EZH2 nadena je u 38,9% analiziranih tumora (Tabela 25). Visoka EZH2

ekspresija znacajno je ¢e$c¢e opservirana u tumorima starijih pacijenata (p<0.001).

Ekspresija EZH2 povezana je sa visokim tumorskim gradusom i visokim patoloskim
stadijumom (p<0.001) (Tabela 26). Veéina tumora visokog histoloskog gradusa (53,7%)
pokazalo je visoku ekspresiju EZH2 za razliku od svega 16,9% tumora niskog gradusa.
Ekspresija EZH2 linearno raste sa povec¢anjem stadijuma: 15,9% tumora pTa, 44,2% pTl1 i

59,3% tumora stadijuma pT2 ili ve¢im ima visoku ekspresiju EZH2.

Tabela 25. Povezanost ekspresije EZH2 sa demografsko—epidemioloskim
karakteristikama pacijenata
EZH2 ekspresija Niska Visoka
Ukupno N (%) 647 (100) 395 (61.1) 252 (38.9) P vrednost
Pol
Muski 499 (77.1) 302 (765) 197 (78.2) 0.342
Zenski 148 (22.9) 93 (235) 55 (21.8)
Starost
<66 279 (43.1) 191 (48.4) 88 (34.9) <0.001
>66 368 (56.9) 204 (51.6) 164 (65.1)
Pusenje cigareta (=20 paklo godina)
Da 402 (62.1) 246  (62.3) 156 (61.9) 0.494
Ne 245 (37.9) 149 (37.7) 96 (38.1)
[zloZenost poznatim karcinogenima
Da 48 (7.4) 34 (8.6) 14 (5.6) 0.097
Ne 599 (92.6) 361 (91.4) 238 (94.4)
Endemsko podrucje
Da 80 (12.4) 46 (11.6) 34 (13.5) 0.282
Ne 567 (87.6) 349 (88.4) 218 (86.5)
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EZH2 korelira direktno sa prisustvom CIS (p<0.001): 68% infiltrativnih karcinoma udruzenih

sa CIS ima visoku ekspresiju EZH2, za razliku od 36,7% karcinoma neasociranih sa CIS.

Nuklearna aktivost EZH2 snazno je i direktno asocirana sa divergentnom diferencijacijom i

varijantnom morfologijom tumora (p<0.001). Pored toga, visoka EZH2 ekspresija znacajno

korelira sa prisustvom markantnog limfocitnog (p=0,014), ali i granulocitnog infiltrata

(p=0,001) u tumorskoj stromi.

Tabela 26. Povezanost ekspresije EZH2 sa histopatoloskim svojstvima tumora

FAS ekspresija
Ukupno N (%) 647 (100)

Histoloski gradus

Nizak 260 (40.2)

Visok 387 (59.8)
Patoloski stadijum

pTa 201 (31.1)

pT1 296 (45.7)

>pT2 150 (23.2)
Carcinoma in situ

Prisutan 47 (7.3)

Nije prisutan 600 (92.7)
Divergentna diferencijacija

Skvamozna 58 (9.0)

Glandularna 12 (1.9)

Ostalo 17 (2.5)

Nije prisutna 560 (86.6)
Cistitis u okolini

Prisutan 106 (16.4)

Nije prisutan 541 (83.6)
Obilan limfocitni infiltrat

Prisutan 45 (7.0)

Nije prisutan 602 (93.0)
Obilan polimorfonuklearni infiltrat

Prisutan 13 (2.0)

Nije prisutan 634 (98.0)

Niska

395

216
179

169
165
61

15
380

28

357

62
333

20
375

2
393

(61.1)

(54.7)
(45.3)

(42.8)
(41.8)
(15.4)

(3.8)
(96.2)

(7.1)
(0.8)
1.7)
(90.4)

(15.7)
(84.3)

(5.1)
(94.9)

(0.5)
(99.5)

Visoka

252 (38.9) P vrednost
44 (17.5) <0.001

208 (82.5)

32 (12.7) <0.001

131 (52.0) 0.007

89 (35.3) <0.001

32 (12.7) <0.001

220 (87.3)

30 (11.8) 0.027*

9 (3.6) 0.032**
10 (4.0)

203 (80.6) <0.001

44 (17.5) 0.313

208 (82.5)

25 (9.9) 0.014

227 (90.1)

11 (4.9 0.001

241  (95.6)

*Skvamozna diferencijacija u odnosu na sve ostale tumore

**Glandularna diferencijacija u odnosu na sve ostale tumore
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Slika 20. Imunohistohemijska ekspresija EZH2 u urotelnom karcinomu mokraéne
besike. Visoka ekspresija EZH2 prikazana je u levoj koloni, a niska ekspresija u desnoj: (A,
B) neinvazivni papilarni karcinom, pTa; (C, D) superficijalno invazivni karcinom, pT1; (E, F)
misi¢éno—invazivni urotelni karcinom, pT2. Pozitivna ekspresija EZH2 u tumorskim ¢elijama

manifestovala se nuklearnim bojenjem varijabilnog intenziteta. (Originalno uvecanje x400).

141



U analizi korelacije ekspresije EZH2 sa klini¢ckim karakteristikama pacijenata (Tabela 27)
nadeno je da tumori sa visokom ekspresijom EZH2 imaju tendenciju da ostaju klinicki
naparentni i bivaju detektovani akcidentalno, radoloskim pregledom male karlice ili, rede,
nespecifiénim dizuricnim tegobama. Ekspresija EZH2 inverzno korelira sa pojavom
hematurije (p=0,005).

Ekspresija EZH2 sa visokom statistiCkom zna¢ajno$¢u ukazuje na kancer-specifi¢ni mortalitet
(p<0.001): cak 58,5% pacijenata sa EZH2 pozitivnim tumorima umrlo je od posledica
karcinoma, dok visoku ekspresiju markera ima samo 28,2% pacijenata koji su zivi na kraju
intervala pracenja i 38,8% pacijenata kod kojih se fatalni ishod desio zbog drugih uzroka
smrti. Visoka ekspresija EZH2 je snazan indikator da ¢e pacijent biti leCen radikalnom

cistektomijom (p=0,002) ili sistemskom hemoterapijom i/ili radioterapijom (p<0.001).

Tabela 27. Povezanost ekspresije EZH2 sa klini¢kim karakteristikama pacijenata
EZH2 ekspresija Niska Visoka
Ukupno N (%) 647 (100) 395 (61.1) 252 (38.9) P vrednost
Klinicka prezentacija bolesti
Hematurija 543 (83.9) 344 (87.1) 199 (79.0) 0.005
Drugo 104 (16.1) 51 (12.9) 53 (21.0)
Recidiv bolesti
Da 244 (37.7) 156  (39.5) 88 (34.9) 0.138
Ne 403 (62.3) 239 (60.5) 164 (65.1)
Kancer—specifi¢ni mortalitet
Da 200 (30.9) 83 (21.0) 117 (46.4) <0.001
Drugi uzrok smrti 85 (13.1) 52 (13.2) 33 (13.1)
Ziv 362 (56.0) 260 (65.8) 102 (40.5)
Lecenje (terapijski modalitet)
TUR 122 (18.9) 82 (20.8) 40 (15.9) 0.073
Intravezikalna BCG 393 (46.9) 210 (53.2) 93 (36.9) <0.001
Cistektomija 101 (15.6) 48 (12.2) 53 (21.0) 0.002
Hemo/radioterapija 151 (18.7) 55 (13.9) 66 (26.2) <0.001

5.5.2. Asocijacija ekspresije EZH2 sa prezivljavanjem pacijenata

Visoka ekspresija EZH2 je direktan prediktor kraceg OS (p<0.001). Srednje OS pacijenata sa
EZH2 pozitivnim tumorima je 61,5+3,4 meseca, 44% krac¢e od OS obolelih sa niskom EZH2
tumorskom ekspresijom (88,6+3,0 meseci). EZH2 ekspresija nije znacajno povezana sa RFS
(p=0, 887) (Grafikon 14).
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Grafikon 13. Kaplan—-Majerove krive prezivljavanja 647 pacijenata sa urotelnim karcinomom

mokraéne besike u odnosu na ekspresiju EZH2.
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Grafikon 14. Kaplan—-Majerova analiza vremena prezivljavanja do pojave recidiva bolesti

kod 647 pacijenata sa urotelnim karcinomom mokraéne besike u odnosu na ekspresiju EZH2.
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5. 6. Analiza medusobne korelacije ekspresije markera

Ekspresija TGF-B1 pozitivno korelira sa ekspresijom Smad4 (p=0.044), kao i sa ekspresijom
EZH2 (p=0,003). Cak 73% tumora sa visokom ekspresijom EZH2 pokazuje visoku
imunoreaktivnost na TGF-B1. Primeri imunoprofila tumora razli¢itih stadijuma prikazani su
na Slikama 21 — 23.

5.6.1. Korelacija TGF-p1 i ¢elijskih receptora smrti u urotelnom karcinomu

mokracéne beSike

Ekspresija TGF-B1 znacajno korelira sa ekspresijom DR5 (p=0.006), kao i sa ekspresijom
receptora FAS (p=0,030), dok asocijacija sa DR4 nije statisticki znacajna. Medutim,
ekspresija sekundarnog prenosioca signala TGF-f1 - Smad4 znacajno je direktno asocirana sa
ekspresijom sva tri receptora smrti, DR4 (p<0,001), DR5 (p=0,016) i FAS (p<0,001). Redom,
80,7%, 74,1% i 63,3% tumora sa visokom ekspresijom Smad4 istovremeno eksprimira i DR4,
DR5 i FAS. Sa druge strane, ekspresija EZH2 povezana je samo sa ekspresijom FAS
(p<0,001).

Tabela 28. Medusobna povezanost ekspresije markera

TGF-p1 DR4 DR5 FAS
ekspresija ukupno Visoka Visoka Visoka Visoka
N (%) 647 (100) 430 (66.5) p 454 (70.2) p 452 (69.9) p 354 (54.7) p
TGF-p1
visoka 430 (66.5) 298 (65.6) 0.279  315(69.7) 0.006 247 (69.8)  0.030
niska 217 (33.5) 156 (34.4) 137 (30.3) 107 (30.2)
SMAD4
visoka 305 (47.1) 192(447)  goas 246(542) _goop  226(50.0) (o1 193(545) <9001
EZH?2
visoka 257 (389) 184 (42.8) 0003 174(383) 0340 184(407) (095 164(463) <0001
niska 395(61.1) 246 (57.2) 280 (61.7) 268 (59.3) 190 (53.7)
DR4
Visoka 454 (702) 298 (69.3) 0.279 352(77.9) 0.000 276(77.9)  0.000
niska 193 (29.8) 132 (30.7) 100 (22.1) 78 (22.1)
DR5
visoka 457 (69.9)  315(73.3) 0006 352(77.5)  0.000 264 (74.6)  0.003
niska 195 (30.1) 115 (26.7) 102 (22.5) 90 (25.4)
FAS
visoka 354 (54.7) 247 (57.4) 0.030 276(60.8)  0.000 264 (58.4)  0.003
niska 293 (45.3) 183 (42.6) 178 (39.2) 188 (41.6)
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Slika 21. Primer imunoprofila neinvazivnog papilarnog urotelnog karcinoma. U ovom
tumoru pored ocuvane ekspresije receptora smrti, Sto je svojstveno neinvazivnim
neoplazmama, nadena je visoka ekspresija i svih ostalih analiziranih markera. A) H&E
bojenje; B) difuzna membranska ekspresija TGF-B1; C) difuzna ekspresija receptora smrti
DR4 i D) DRS5 u tumorskim ¢elijama; E) visoka ekspresija Smad4; F) difuzno nuklerno
bojenje na EZH2. (Originalno uvecanje x200).
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Slika 22. Primer imunoprofila infiltrativnog urotelnog karcinoma sa invazijom lamine

proprije. U ovom TGF-B1 negativnom tumoru nadena je simultana ekspresija receptora smrti
DR4, DR5 i FAS. A) H&E bojenje; B) negativno bojenje na TGF-B1; C) difuzna ekspresija
receptora smrti DR4, D) DR5 i E) FAS u tumorskim ¢elijama; F) heterogeno nuklearno i
citoplazmatsko bojenje na Smad4. (Originalno uvecanje x200).
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Slika 23. Primer imunoprofila infiltrativnog urotelnog karcinoma sa invazijom tunike

muskularis. Prikazan je slabo diferentovani tumor urotela, mestimi¢no sa gigantskim
tumorskim ¢elijama i bogatim limfocitnim infiltratom u tumorskoj stromi. A) H&E bojenje;
B) fokalna pozitivnost na TGF-B1; C) difuzna citoplazmatska i nuklearna ekspresija Smad4;
D) redukovana, fokalna i zrnasta ekspresija DR4, izrazenija u limfocitima strome nego u
tumorskim ¢elijama i E) redukovana ekspresija FAS; F) heterogeno nuklearno bojenje na

EZH2, u finalnom skoru re¢ je o visokoj ekspresiji. (Originalno uvecanje x400).
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5. 7. Multivarijantna analiza

Multivarijantna analiza uticaja prognostickih faktora na ukupno OS pacijenata sa urotelnim
karcinomom mokraéne beSike identifikovala je, pored dobro poznatih Cinilaca udruzenih sa
kra¢im OS (bioloska starost pacijenata, visok histoloski gradus i invazivni tumorski rast,
odnosno visok patoloski stadijum) ekspresiju TGF-B1, FAS i EZH2 kao nezavisne
prognosticke faktore za OS (p=0,017, p=0,008 i p=0,016, po redosledu). Visoka ekspresija
TGF-B1 i EZH2 su nepovoljni prognosticki faktori, povezani sa kra¢im OS, dok visoka

ekspresija FAS ima znacajno protektivno dejstvo i udruzena je sa duzim OS pacijenata.

Tabela 29. Multivarijantna analiza uticaja prognostic¢kih faktora na ukupno
preZivljavanje pacijenata — OS (N=647)
Parametar Koeficijent Koeficijent Interval poverenja  p vrednost
B rizika (95% CI)
Starost (>66 god) 0.716 2.046 1.552 — 2.697 0.000
Histoloski gradus (Visok) 0.684 1.982 1.348 - 2.914 0.001
Patoloski stadijum (pT1) 0.758 2.135 1.359 — 3.352 0.001
Patoloski stadijum (pT2) 1.574 4.826 2.926 —7.959 0.000
TGF-p1(visoka ekspresija) 0.372 1.451 1.068 - 1.970 0.017
SMAD4 (visoka ekspresija) -0.138 0.871 0.674 —1.125 0.290
DR4 (visoka ekspresija) -0.043 0.958 0.737 - 1.246 0.750
DR5 (visoka ekspresija) -0.077 0.926 0.713 -1.203 0.566
FAS (visoka ekspresija) -0.339 0.713 0.555-0.916 0.008
EZH2 (visoka ekspresija) 0.305 1.357 1.058 - 1.741 0.016
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Multivarijantna analiza uticaja prognosti¢kih faktora na prezivljavanje pacijenata sa urotelnim

karcinomom mokraéne beSike do pojave recidiva nije ukazala ni na jedan faktor koji

statisticki znacajno predvida RFS. Visoka ekspresija DRS za 26,5% povecava rizik za krace

RFS, ali ovaj uticaj se ne moze smatrati nezavisnim (p=0,126).

Tabela 30. Multivarijantna analiza uticaja prognostickih faktora na
preZivljavanje pacijenata do pojave recidiva — RFS (N=647)
Parametar Koeficijent Koeficijent Interval poverenja
B rizika (95% CI)

Starost (>66 god) -0.056 0.946 0.730 - 1.225
Histoloski gradus (visok) -0.035 0.965 0.700 - 1.331
Patoloski stadijum (pT1) 0.036 1.036 0.747 — 1.437
Patoloski stadijum (pT2) -0.305 0.737 0.448 - 1.214
TGF-p1(visoka ekspresija) -0.101 0.904 0.684 —1.193
SMAD4 (visoka ekspresija) 0.192 1.212 0.931-1.577
DR4 (visoka ekspresija) -0.230 0.794 0.590 - 1.070
DR5 (visoka ekspresija) 0.235 1.265 0.936 — 1.709
FAS (visoka ekspresija) 0.031 1.032 0.788 — 1.351
EZH2 (visoka ekspresija) 0.053 1.054 0.785 - 1.417

p vrednost

0.671
0.830
0.831
0.231
0.475
0.153
0.130
0.126
0.820

0.725
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6. Diskusija

Svake godine dijagnostikuje se oko 430.000 sluCajeva karcinoma mokra¢ne beSike Sirom
sveta. Od toga 70-80% pacijenata ima povrsne urotelne tumore, odnosno urotelne karcinome
koji infiltruju samo laminu propriju mukoze besike, bez invazije misi¢nog sloja. Oko polovine
novodijagnostikovanih pacijenata ¢e u narednih pet godina od dijagnoze razviti relaps bolest,
odnosno recidiv, dok ¢e 10-30% imati progresiju u sekundarni misi¢no-invazivni tumor. Na
kraju, 10-15% pacijenata koji dobiju dijagnozu NMIBC umire od karcinoma besike (345,
346).

Ovo istrazivanje obuhvatilo je 647 urotelnih karcinoma mokraéne beSike, konsekutivno
dijagnostikovanih u toku Sestogodi$njeg perioda kod pacijenata iz regiona Jugoistocne Srbije.
Skoro polovina pacijenata sa NMIBC (49,1%) razvila je recidiv bolesti u toku perioda
pracenja, od ¢ega trecina pacijenata ¢ak i multiple recidive. Udeo miSi¢no-invaznivnih tumora
pri inicijalnoj transuretralnoj resekciji je bio 23,2%, Sto je sliéno rezultatima u drugim

evropskim populacijama (345, 346).

Specificnost grupe ispitivane u ovom istrazivanju jeste da je znacajan udeo tumora (12,4%)
dijagnostikovan kod pacijenata poreklom sa geografskih podrucja balkanske endemske
nefropatije, odnosno iz naselja u slivu Juzne Morave koja su epidemioloskim studijama
oznacena kao endemska ili hipoendemska za BEN (339, 341). BEN je familijarna hroni¢na
tubulo-intersticijska bolest bubrega, podmuklog pocetka i hroni¢nog toka, sa razvojem
terminalne bubreZne insuficijencije u Sestoj ili sedmoj dekadi Zivota, udruzena sa visokom
incidencom urotelnih tumora gornjeg urotelijuma (339-342). BEN je u drugoj polovini XX
veka imao visoku prevalencu u slivovima reka Dunava, Save 1 JuZzne Morave. lako je
prevalenca u opadanju, obimna istrazivanja etiologije i patogeneze BEN rezultovala su
zakljuckom da je BEN jedno od lica nefropatije uzrokovane hroni¢nom intoksikacijom
aristolohijskom kiselinom, §to je svrstalo BEN u grupu rasprotranjene, a relativno slabo
razjasnjene 1 ¢esto neprepoznate aristolohijske nefropatije koja je odgovorna za bubreznu
insuficijenciju i nastanak karcinoma gornjeg urotela na globalnom nivou (347, 348).
Kancerogeno dejstvo aristolohijske kiseline bazira se na formiranju DNK-adukta
deoksiadenozin-aristolaktama, kao i na mutacionoj transverziji A:T — T:A na TP53 tumor
supresorkom genu (348). Nadeno je da tumori gornjeg urotela obolelih sa endemskih podrucja

imaju specificne molekularne abnormalnosti, uklju¢uju¢i 1 poremecaj unutrasnjeg,
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mitohondrijalnog puta apoptoze (347, 349). Iako joS uvek nije jasno dokazana asocijacija
endemske nefropatije i urotelnih tumora mokraéne besSike, u ovoj studiji posebno je
analizirana ekspresija ispitivanih markera u tumorima pacijenata poreklom sa endemskih
podrucja. Tumori obolelih sa endemskih porué¢ja imali su zna¢ajno nizu ekspresiju TGF-B1 u
odnosu na ostale tumore (55,0% vs. 68,1%), dok je nasuprot tome ekspresija Smad4 bila visa
u endemskim tumorima, ali ova razlika nije bila statisticki znacajna. Endemska nefropatija
karakteriSe se izrazenim fibroziranjem bubreznog intersticijuma, te bi prekomerno stvaranje
TGF-B1, koji je kljuéni pokreta¢ fibroze u hroni¢noj inflamaciji, mogao biti zajednic¢ka
determinanta koja povezuje endemsku nefropatiju i urotelnu karcinogenezu. Niska ekspresija
TGF-B1 u tumorima sa endemskih podruc¢ja mogla bi da bude uzrokovana saturacijom
tumorske mikrookoline visokim nivoima TGF-B1 koje sekretuje okolna stroma. Nije nadena
razlika u ekspresiji receptora smrti medu tumorima porekla sa endemskih in ne-endemskih
podrucja. Ovakvi rezultati bi indirektno mogli da upucuju na saznanje da urotelni karcinomi
mokraéne beSike nastali u endemskom podrucju imaju slicne molekularne karakteristike kao
tumori gornjeg urotela, te da je u njihovoj patogenezi dominantna disrupcija mitohondrijalnog

puta apoptoze, na $ta ukazuju alteracije p53, Bax i Surivina (347, 349).

Prema aktuelnim podacima, ukupno petogodisnje prezivljavanje za pacijente sa karcinomom
besike je 77%, za miSi¢no-invazivnu bolest 69%, lokalno proSirenu sa zahvatanjem okolnih
limfnih nodusa 35%, a sa udaljenim metastazama svega 5% (4). Duzina prezivljavanja kod
pacijenata u nasem istrazivanju je neSto kraca (Tabela 9). Faktori koji ovu diskrepancu
objasnjavaju su brojni, a pre svega posledica kontinuiranog, progresivhog napretka u
dijagnostici 1 leCenju malignih bolesti, koje je bazirano na Sirokim osnovama socio-
ekonomskog napretka i podizanja svesti o preventabilnosti i lecivosti kancera i opstoj
zdravstvenoj kulturi u generalnoj populaciji. Pacijenti koji su obuhvaéeni ovim istrazivanjem
dijagnostikovani su 1 leCeni pre viSe od decenije, a mnogi od njih su navodili visSegodiSnje
prisustvo krvi u mokraéi kao vode¢i simptom, koji je, nazalost, Cesto bio ignorisan. Pored
toga, ova studija je bazirana na hirurskim tkivnim uzorcima dobijenim transuretralnom
resekcijom, koja je bila dijagnosticka. Rezultat limitacije histopatoloSke analize resekata
tumorskog tkiva je da su tumori oznaceni kao grupa sa patoloSkim stadijumom >pT2 u stvari
heterogena populacija neoplazmi, koja verovatno dominantno obuhvata pT2 miSi¢no-
invazivne tumore, ali i karcinome sa infiltracijom perivezikalnog masnog tkiva i lokalnim i

udaljenim, metastatskim Sirenjem.
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lako su ukupne stope smrtnosti u stalnom padu za sve maligne bolesti, socio-ekonomske
nejednakosti su sve izraZenije na globalno nivou, te se jaz u stopama mortaliteta za mnoge
tumore Cak i produbljuje, kao S$to je to slucaj kod karcinoma grli¢a materice i karcinoma pluca
i jetre koji imaju 40% vec¢i mortalitet u siroma$nim i nerazvijenim zemljama (4). Pored
fundamentalne vaznosti dostupnosti 1 kvaliteta zdravstvene zastite, 1 drugi faktori imaju
znacaj u duzini prezivljavanja, na prvom mestu same inherentne, bioloske karakteristike
malignog tumora. Analiza trenda petogodiSnjeg prezivljavanja kod karcinoma mokra¢ne
besike u Sjedinjenim Americkim DrZavama u periodu od 1973. do 2009. godine pokazala je
da je prezivljavanje sve duze u svakom od stadijuma bolesti, izuzev za metastatski karcinom
besike, gde nije zabeleZen znacajniji pomak (350). Jasno je da su nuzni novi i inovativni
terapijski pristupi kako bi se pobedila ova smrtonosna bolest. Nova saznanja 0 molekularnim
karakteristikama 1 heterogenosti urotelnog karcinoma otvaraju nove mogucénosti neé samo za
personalizovan i efikasniji terapijski pristup, ve¢ i za bolju i precizniju prognozu i pracenje
bolesti. Zato je analiza ekspresije biomarkera znacajnih za patogenezu tumora osnovni
istrazivacki princip u bazi¢nim naukama, ¢ija bi translacija u klinicku praksu mogla imati

neprocenjivi znacaj.

6.1. Analiza ekspresije TGF-p1 i zna¢aj TGF-B signalizacije u
urotelnom karcinomu

TGF-B se u fizioloskim uslovima i ranim fazama razvoja karcinoma ponasa kao mo¢ni tumor—
supresor. Citostatski efekti TGF-B, koji podrazumevaju inhibiciju celijskog ciklusa
stimulacijom ekspresije inhibitora ciklin zavisnih inaza, indukciju apoptoze i prevenciju
imortalizacije Celija obi¢no bivaju izgubljeni tokom progresije bolesti. Veéina kancera u
humanoj patologiji je rezistentna na citostatske efekte TGF-p usled genetskih i epigenetskih
modifikacija komponenti TGF-p signalnog puta ili razvije rezistenciju usled aktivacije
proonkogenih signalnih puteva (MAPK; PI3K, Ras, ¢c-MYC), koji onda jednostavno
prevazidu inhibitorne signale, uklju¢uju¢i TGF-B/Smad signalizaciju (248, 299). U
meduvremenu preovladaju drugi odgovori TGF- signalizacije, nevezani za tumor—

supresorske efekte, koji deluju u korist tumorske progresije i metastaziranja.

TGF-B signalni put ukljuen je u razliite aspekte patoloSkih procesa razvoja tumora,
promocije tumorskog rasta i metastatskog Sirenja, ukljuujuéi tumorigenezu i progeresiju

urotelnog karcinoma mokraéne beSike. Nekoliko studija ispitivalo je uticaj genetske
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varijabilnosti komponenti TGF-f puta na rizik za razvoj karcinoma mokra¢ne beSike (259,
258, 260). Iako je u drugim tumorima utvrdeno da genetski polimorfizmi jednog nukleotida
koji se javljaju na genima za receptore TGFBR1 i TGFBR2 znacajno povecavaju rizik za
nastanak karcinoma, pre svega tumora dojke i jajnika, ova asocijacija kod tumora besike nije
nadena. Studija koja je ispitivala 7 razli¢itih varijanti receptora za TGF-B pokazala je da ni
jedan od ispitivanih SNP u genima za receptore ne povecava rizik za razvoj tumora, ali zato
polimorfizam za TGFBR1: rs868, koji je lociran na 3' regionu gena koji se ne prevodi u
aminokiselinsku sekvencu, znacajno ukazuje na veci kancer-specificni mortalitet u grupi
misi¢no invazivnih tumora (358). Analiza SNP u genu RUNXS, koji je jedna od najznacajnijih
nishodnih meta TGF-B, a jedan je od znacajnijh tumor supresora u humanom genomu,
pokazala je da je SNP7 rs760805 AA genotip znacajno povecava rizik za nastanak karcinoma
mokraéne beSike (260). Nedavno objavljena studija obuhvatila je najSiru analizu znacaja
genetske varijabilnosti u komponentama TGF-B puta na urotelni karcinom mokraéne besike
(259). Autori su identifikovali 356 SNP-a u 37 kljuénih gena uklju¢enih u TGF-f
signalizaciju i analizirali njihovu ucestalost i znacaj kod 801 pacijenta sa karcinomom besike i
isto toliko zdravih ljudi. lako je inicijalno 41 SNP prepoznat kao znacajan za rizik od
karcinoma, nakon prilagodavanja rezultata u odnosu na multiple parametre, nadeno je da
devet polimorfizama znacajno povecava rizik za nastanak karcinoma besike, a oni su locirani
na genima SMADS3, genu za epidermalni faktor rasta EGFR, kao i genu za izoformu
vaskularnog faktora rasta VEGFC (259).

TGF-B put ima dualne anti— i pro—tumorske uloge i aktivnosti na nivou kancerske ¢elije koje
zavise od stadijuma tumora i mreze genetskih alteracija. Izmedu razlicitih tipova tumora su
uglavnom na animalnim modelima utvrdene mehanicisti¢ke razlike u nacinu transformacije
TGF-B signalizacije. Dok kod kolorektalnog karcinoma i karcinoma pankreasa dolazi do
inaktivacije antitumorskih aktivnosti TGF-f puta tako Sto dolazi do alteracija u klju¢nim
komponentama TGF-f signalizacije, kao §to su TGFBR2 ili SMAD4, u drugim tumorima, kao
Sto su karcinomi dojke, prostate, kod melanoma i glioma mozga, ove klju¢ne komponente
TGF-p ostaju intaktne, ve¢ do deregulacije dolazi na nivou neke od nishodnih grana signalne
kaskade, koja ima tumor supresorsku ulogu. Zbog ove slozenosti same TGF-f3 signalizacije u
kanceru, a u kombinaciji sa genetskom heterogenos¢u tumora, veoma je tesko predvideti

efekte TGF-p puta u kancerskoj ¢éeliji (219, 224, 351).

TGF-B paradoks je deskriptivni pojam kojim se oznaCava funkcionalni prekida¢ koji

podrazumeva transformaciju aktivnosti TGF-f signalizacije iz anti—tumorske u onkogenu.

153



Skup genetskih i epigenetskih alteracija i aberacija u tumorskoj mikrosredini koalesciraju da
omoguce ovu sustinsku promenu aktivnosti TGF-f (238). TGF-p zatim usmerava metastatsku
progresiju putem stimulacije EMT, koja omogucava kancerskim Cc¢elijama da napuste
polarizovani epitelni fenotip u korist apolarnin mezenhimnih fenotipova. Ovaj kompleksan
transdiferencijacioni proces indukovan TGF-f odvija se uz ucesce brojnih signalnih molekula,
transkripcionih faktora, mikroRNK. Pored toga Sto EMT osposobljava tumorske ¢elije da
izmenom fenotipskih svojstava vrSe invaziju i sistemski se diseminuju, ona takode daje
transformisanim ¢elijama i1 svojstva maticnosti, odnosno karakteristike stem ¢elija, ukljucujuci
sposobnost za samoobnavljanje, tumor—iniciraju¢i kapacitet i hemorezistenciju (220, 236-
238).

TGF-p signalizacija odvija se putem Smad-zavisnih, takozvanih kanonskih ili klasi¢énih TGF-
B puteva, ili putem Smad—nezavisnih puteva. TGF-B signalizacija posredovana je TGF-§
ligandima, receptorima tipa I i tipa Il, Smad i brojnim non-Smad proteinima. Najznac¢ajniji
medijatori ne—kanonske TGF-B signalizacije su Akt, ekstracelularnim signalom regulisana
kinaza (ERK1/2) 1 p38 mitogenom aktivirana protein kinaza. U humanim ¢elijama postoji tri
izoforme TGF-B lignada, ¢iju sintezu kodira tri razli¢ita gena i koji funkciju ostvaruju kroz
iste signalne kaskadne sisteme, ali je najzastupljeniji i najznacajniji TGF-B1, koji je ujedno
najcesce prekomerno eksprimiran u kancerskoj ¢eliji (235). Stoga je cilj ovog istrazivanja bila
upravo analiza TGF-B1, klju¢ne efektorske komponente TGF-f signalizacije. Rezultati su
pokazali da je TGF-B1 Siroko eksprimiran u urotelnom karcinomu, u formi membranskog i
citoplazmatskog bojenja, koje se detektuje u dve tre¢ine tumora (Slike 15, 21-23). Ekspresija
TGF-B1 zabeleZzena je ne samo u tumorskom parenhimu, ve¢ i u okolnoj stromi, u vidu
imunoreaktivnosti fibrilarnih komponenti ekstracelularnog matriksa, ali i kao membransko

bojenje imunih 1 vezivnotkivnih ¢elija.

Jedna od najranijih studija koja je ispitivala ekspresiju TGF-B1 u urotelnom karcinomu
mokrac¢ne besike, utvrdila je g-PCR metodom da je nivo ekspresije TGF-B1 mnogo veci u
kancerskom tkivu nego u okolnom normalnom urotelu (262). U ovom istrazivanju nadeno je
da je nivo ekspresije TGF-B1 u tumorima visokog gradusa i uznapredovalog patoloskog
stadijuma relativno nizak, ali da je ekspresija poviSena kod neoplazmi niskog histoloskog
gradusa 1 kod pTa i pT1 tumora. Miyamoto 1 saradnici zakljucili su da je visoka ekspresija
TGF-B1 stoga marker ranih faza tumorigeneze urotelnog karcinoma. Rezultat nase studije
ukazuju na potpuno suprotne zakljucke. Visoka ekspresija TGF-B1 nedvosmisleno je

udruzena sa tumorima visokog histoloskog gradusa i misi¢no—invazivnim stadijumom tumora,
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iako znaCajan procenat neinvazivnih, papilarnih neoplazmi takode pokazuje difuznu TGF-1
ekspresiju. Ove diskrepance mogu biti posledica brojnih faktora, pre svega metodoloskih
razlika. U ovom istrazivanju koris¢en je imunohistohemijski metod za analizu TGF-f1, dok
su japanski naucnici kvantitativnom PCR metodom ispitali nivo ekspresije TGF-B1, ali u
daleko manjem studijskom uzorku. Pored toga, od vremena kada je ova pionirska studija
izvedena doslo je do velikih saznanja o etiopatogenezi i molekularnom profilu karcinoma
besike, koji se vise ne moze posmarati kao homogeni patoloski entitet. Miyamoto i kolege
grupisali su kao rane tumore karcinome stadijuma pTa i pT1, a u savremenoj uropatologiji
ova dva entiteta se znacajno razlikuju. Naime, pT1 tumori, karcinomi koji su infiltrisali
laminu popriju mukoze, dominantno su tumori visokog gradusa i mogu se stratifikovati prema
osobinama i ponaSanjem misi¢no—invazivnim tumorima, nego LG papilarnim neoplazmama
besike. Pored toga, u japanskoj studiji ispitivani su samo karcinomi klasi¢ne urotelne
histologije, jer su tumori sa varijantnom skvamoznom diferencijacijom iskljuceni iz studije,
na osnovu prethodno objavljenih rezultata da je u skvamocelularnom karcinomu glave i vrata
zabelezen visok nivo TGF-B1, §to utiCe na selektivnost uzorka (262). Sa druge strane, nalaz
visoke ekspresije TGF-B1 u tumorima razli¢itih stadijuma, tj. i u neinvazivnim i u misi¢no-
infiltrativnim tumorima, moze da predstavlja refleksiju divergentne uloge TGF- u razli¢itim
fazama tumorskog razvoja, odnosno da odrazava izraziti plejotropnizam TGF-B1, koji moze
imati kompletno suprotne uloge u urotelnoj karcinogenezi, supresivne u ranim fazama
tumorigeneze, a suportivne i pro-tumorske u uznapredovalim stadijumima tumorske

progresije.

U studiji Kima i saradnika (263) imunohistohemijski je analizirana ekspresija TGF-p1 i
njegovih receptora TGFBR1 i TGFBR2 kod 80 uzoraka urotelnog karcinoma mokraéne
beSike dobijenih radikalnom cistektomijom sa resekcijom regionalnih limfnih nodusa. U
njihovoj studiji ekspresija TGF-B1 je bila izmenjena u 64% slucajeva ispitivanih tumora, $to
je sli¢no rezultatima ovog istrazivanja. Pored toga, prekomerna ekspresija TGF-B1 znac¢ajno je
korelirala sa invazivnim tumorskim stadijumom. Naime, Kim i saradnici stratifikovali su
tumore u samo dve grupe, prvu koja je obuhvatana neinvazivne i superficijalno invazivne
tumore (pTa, CIS, pT1) i drugu grupu gde su svrstavani tumori sa invazijom misi¢nog sloja
detrusoara i okolnih tkiva (pT2-pT4). U ovom istrazivanju klasifikacija umora je bila
preciznija, tumori su stratifikovani na osnovu aktuelnog izdanja WHO Klasifikacije tumora

besike, bez agregacije bioloski razlicitih neoplazmi u jedinstvenu grupu, npr. CIS, koji je
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visoko gradusni tumor sa velikom stopom progresije i pTa papilarnih tumora, sa stopom
progresije oko 10%. NaSi rezultati pokazuju da i kada se primenjuje ovako precizna
stadijumska klasifikacija urotelnih tumora, postoji znacajna korelacija imunohisohemijske
ekspresije TGF-B1 sa stadijumom. Naime, TGF-B1 je kod nas bio pozitivan u 47.8%
neinvazivnih tumora, 73.6% tumora sa infiltracijom subepitelnog vezivnog tkiva beSike i
77.3% misi¢no-invazivnih tumora, sa visoko znacajnom razlikom izmedu superficijalnih i

infiltrativnih urotelnih tumora.

Za razliku od studije Kima i saradnika (263) koji nisu pronasli asocijaciju tumorskog gradusa
i ekspresije TGF-B1, u nasem istrazivanju TGF-B1 je sa visokom znacajno$¢u korelirao sa
visokim histoloskim gradusom. Ovakve razlike bi mogle biti posledica dihotomizacije tumora
u odnosu na kori$éen sistem gradusne klasifikacije urotelnih karcinoma. Dok smo mi podelili
tumore na tumore niskog i visokog histoloskog gradusa, u skladu sa aktuenim klasifikacijama
(17, 55), kod americ¢kih autora objedinjeni su tumori gradusa 1 i 2, a drugu grupu ¢inili su
tumori gradusa 3. Danas je usvojeno da je preciznija stratifikacija tumora gradusa 2
neophodna, jer ovakva oznaka pokriva spektar neoplazmi koje se danas dele na LG i HG
tumore. Izmedu ostalog, Kim i saradnici su utvrdili da je prekomerna ekspresija TGF-p1

statisticki znacajno udruzena sa redukcijom i gubitkom ekspresije receptora TGFBR1 i
TGFBR2 (263).

Jedan od osnovnih ciljeva ove studije bio je odredivanje prognostickog znacaja
imunohistohemijske ekspresije TGF-Bl1. Rezultati su pokazali da ekspresija TGF-B1
predstavlja nezavisni prediktor kraceg ukupnog preZivljavanja pacijenata 1 loSije prognoze.
Utvrdeno je da postoji znacajna razlika u prezivljavanju pacijenata sa TGF-B1 negativnim
tumorima ili tumorima sa slabom ekspresijom, koji imaju proseCno 8 meseci duze
prezivljavanje od pacijenata sa visokom tumorskom ekspresijom TGF-B1. Visoka ekspresija
TGF-B1 znadajno je asocirana sa kancer-specifiénim mortalitetom. Cak 76,5% pacijenata koji
su umrli od posledica karcinoma imali su visoku ekspresiju TGF-p1 nasuprot 64,3% onih koji

Su zivi na kraju perioda pracenja.

Prva studija koja je ispitivala prognosticki znacaj TGF-Bl1 u kohorti pacijenata sa
dugogodisnjim pracenjem nakon radikalne cistektomije, obuhvatila je 80 uzoraka karcinoma
koji su imunohistoheijski analizirani na ekspresiju TGF-B1 i njegovih receptora (263).
Analiza klinickog ishoda bolesti u funkciji imunohistohemijske ekspresije TGF-B1 pokazala

je da postoji znacajna korelacija prekomerne ekspresije TGF-B1 i poveéane verovatnoce za
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tumorsku progresiju. U multivarijantnoj Cox proporcionalnoj analizi rizika koja je ukljucivala
patoloski stadijum, gradus, limfovaskularnu invaziju, status limfnih nodusa i tri ispitivana
TGF-B asocirana molekula, TGFBR1 bio je jedini nezavisni prognosticki indikator progresije
bolesti i smrtnog ishoda povezanog sa urotelnim karcinomom. Medutim, za razliku od gubitka
TGFBR1 koji je zna¢ajno ukazivao na krace kancer—specificno prezivljavanje, u toj studiji
TGF-B1 status nije bio asociran znacajno sa kancer specificnim prezivljavanjem. Nasuprot
tome, naSi rezulati analize 647 tumora mokraéne beSike su pokazali da postoji znacajna

korelacija TGF-B1 sa klini¢kim ishodom bolesti.

U studiji koja je analizirala znacaj TGF-f signalizacije in vivo, na mi§jem animalnom modelu
karcinoma mokra¢ne beSike indukovanim N-butil-N-4-hidroxibutil nitrozaminom (BBN),
ispitana je uloga TGF-B u invazivnosti i progresiji tumora (269). Deplecija receptora za TGF-
B, TGFBR2, rezultovala je smanjenjem invazivnosti kod infiltrativnih urotelnih karcinoma
prouzrokovanin BBN-om. Pored toga, hemijska inhibicija TGF-B, aplikacijom specificnog
sintetskog inhibitora TGF-p receptora 1, takode je smanjivala progresiju karcinoma besike.
Inhibicija TGFBR2 u eksperimentalnom animalnom modelu dovela je i do nishodne
regulacuja fosforilisanog oblika proteina Smad2 u tumorskim ¢elijama, $to je bilo u korelaciji

sa porastom apoptoze i smanjenjem proliferacije.

Indukcija EMT je jedan od mehanizama kojim TGF-p moze da stimuliSe tumorski invazivni
rast 1 omoguéi metastatsku diseminaciju. Epitelne tumorske celije koje prolaze EMT
zadobijaju nova fenotipska svojstva koja ih ¢ine invazivnijim, §to omoguéava veci motilitet
kancerskih ¢elija 1 njihovo Sirenje sa primarne lokalizacije u udaljena tkiva 1 organe. TGF-p3
indukuju ekspresiju svih poznatih transkripcionih faktora udruzenih sa EMT, ukljucujuci
Snail, Slug, Zeb. Aktivacija ovih faktora odvija se putem Smad signalizacije, klasi¢nim TGF-
B putem aktivacije, ili indirektnim mehanizima, putem aktivacije drugih transkripcionih

faktora ili prekidom represije njihove transkripcije (219, 236).

Zbog klju¢nog znacaja TGF-B signalizacije u progresiji 1 invazivnosti urotelnog karcinoma
mokraéne besike, komponente TGF-B signalnog puta imaju ulogu vaznih kandidata za
potencijalne terapijske mete u razvoju novih strategija za lecenje karcinoma mokraéne besike.
Inhibitori TGF- su ve¢ u klinickim istrazivanjima za leCenje razlicitih neoplazmi, a njihov
osnovni cilj je uticaj na tumorsku mikrookolinu inhibicijom fibroze, angiogeneze,

metastaziranja, kao i aktivacija imunog odgovora domacina na neoplasti¢ni rast (224).
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TGFbR/ALKL inhibitor PF-03446962 odobren je za fazu II studije u leCenju karcinoma
mokracne besike (351).

Na nivou tumorske mikrosredine TGF- izaziva i posreduje Sirok spektar interakcija tumora i
strome kako u ranim, tako i u kasnim fazama tumora, stvaraju¢i povoljnu mikrosredinu za
inicijaciju tumora, rast kancerskih cCelija i metastaziranje. TGF-p signalizacija uspostavlja
kljuénu nit pro-tumorskih aktivnosti kroz sve stepenike karcinogeneze. Ovo uzrokuje
meduzavisnost izmedu kancerskih ¢elija koje izmenjeno reaguju na TGF-p ili na njega uopste
ne reaguju, i TGF-B-stimulisanih i responsivnih stromalnih Celija. Zato ciljna terapija
usmerena na TGF-B moze da pogodi kancersku ¢eliju ili direktnim putem ili indirektno,

posredstvom mehanizama tumorske mikrookoline kroz sve stepenike karcinogeneze.

lako je poznato da TGF-B povecava motilitet i stimuliSe nakupljanje i regrutovanje imunih
¢elija u tumorskoj stromi (224, 235, 352), dok direktno inhibise njihove anti-tumorske
efektorske funkcije, rezultati ovog istrazivanja nisu ukazali na znacajnu korelaciju obimnog
inflamatornog infiltrata u tumorskoj stromi sa ekspresijom TGF-f1 u tumorskim celijama.
Izostanak statisti¢ki znacajne korelacije ne iskljucuje uticaj TGF-p na strukturu i funkciju
imunokompetentnih ¢elija u tumoru. S druge strane, nadena je statisticki znacajna asocijacija
redukcije ili gubitka Smad4 sa prisustvom obilnog limfocitog infiltrata u tumorskoj stromi, sto
imponuje kao kontradiktoran nalaz, ali moze ukazivati na to da se TGF-§ uticaj na sastav
inflamatornog infiltrata u tumorskoj mikrookolini ne odvija putem signalizacije Smad ili da je
i u nju, kao 1 u ve¢inu TGF-B odgovora, ukljuen veliki broj modulatora koji ¢ine
signalizaciju prakticno nepredvidivom. Visoka ekspresija receptora smrti sa snaznim
imunomodulaornim dejstvom FAS, kao i epigeneteskog regulatora EZH2 u tumoru takode su
znacajno udruzeni sa prisustvom markantnog mononuklearnog infiltrata u tumorskoj stromi. S
obzirom na to da ova dva molekula imaju suprotne bioloske efekte u tumoru, jedan je
znacajno povezan sa dobrom, a drugi sa loSom prognozom, u svetlu sve znacajnije uloge
imunih c¢elija tumorske strome koje su danas vaZzne terapijske mete, ove relacije zasluzuju

dalja i detaljnija ispitivanja.

Imunomodulatorno dejstvo i uloga TGF-f u kontekstu svojstva da indukuje EMT, te
promovise invazivnost tumorskih ¢éelija i metastaziranje, ispitivano je u nedavno objavljenoj
studiji (353). TGF-B indukuje imunotolerantni fenotip u imunogenim dendriti¢nim ¢eljama
posredstvom molekula Indolamin 2,3-dioksigenaza (IDO), putem aktivacije PI3K/Akt puta.

IDO je enzim Kkoji katalizuje razgradnju aminokiseline triptofan i smatra se molekulom sa
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vaznim imunomodulatornim svojstvima i ulogama u izbegavanju antitumorskog odgovora
imunog sistema, odbacivanju transplantata i autoimunim bolestima. Zato se 1-metil-D-
triptofan, kompetititvni inhibitor IDO, intenzivno ispituje kao antikancerski agens u razli¢itim
solidnim tumorima (354). Utvrdeno je da T24 c¢elijska linija karcinoma mokra¢ne besike u
kulturi konstitutivno proizvodi IDO, koji stimuliSe proliferaciju tumorskih celija, a inhibise
apoptozu mehanizmima nezavisnim od imunomodulatornog dejstva (355). U studiji koja je
procenjivala efekat metil-triptofana, koji blokira IDO u kulturi karcinoma beSike T24,
utvrdeno je da inkubacija ovih celija istovremeno sa TGF-B1 i metil-triptofanom zna¢ajno
snizava aktivnost IDO in vitro, a da pri tom indukuje EMT, $to se evidentira u ekspresiji
markera EMT (356). Inhibicija enzima IDO kombinacijom metil-triptofana i TGF-B1
udruzena je sa pokretanjem EMT u T24 Celijskoj liniji karcinoma mokraéne beSike i
inhibicijom Akt ne—kanonskog signalnog puta TGF-B1, §to ukazuje na to da je potreban
poseban oprez pri primeni blokatora IDO u terapijske svrhe kod karcinoma besike, kako bi se
prevazisao beg od imunog odgovora. Blokada ovog enzima koji je medijator nekih
imunomodulatornih funkcija TGF-B1 moze da potencira druge efekte TGF-B1, poput EMT,

Sto moze rezultovati veCom Stetom od koristi primenjene terapije.

Prva studija koja se bavila karakterizacijom uloge TGF-B in vivo objavljena je tek nedavno
(269). U ovoj studiji je na eksperimentalnom miSjem modelu u kome je N-butil-N-4-
hidroxibutil nitrozaminom indukovan karcinom mokra¢ne besike ispitivana uloga TGF-p.
Kondicionalnom ablacijom TGF-f signalizacije, pomoc¢u knockout-a TGF-f receptora
TGFBR2, Liang i kolege su ukazali na to da bi isklju¢enje TGF- signalizacije moglo da
inhibira progresiju i invaziju karcinoma besike in vivo. Pored toga, ablacija TGF-f rezultovala
je 1 redukcijom populacije kancerskih stem ¢elija i EMT. Naime, kod tumora sa kondicionom
ablacijom TGF-p signalizacije blokadom receptora ili iskljuéenjem ekspresije TGFBR2
nadena je povecana ekspresija E-kaderina, dok je ekspresioni nivo mezenhimnih markera,
poput Vimentina, i transkripcionh faktora Slug, Snail, Twist, Zeb1l bio znacajno snizen u
tumorima Zivotinja kod kojih je postojala TGF-B ablacija. Ovi rezultati vazan su indikator
asocijacije ekspresije TGF-p u tumoru i agresivnog ponaSanja tumora, a koja je sa vise

znacajnih relacija zabeleZena u ovoj studiji.

Smad4 kao nishodni signalni molekul u kanonskoj TGF-B signalizaciji bio je znacajno
povezan sa neinvazivnim tumorima i niskim histoloskim gradusom. Gubitak ili redukcija
ekspresije Smad4 bila je povezana sa porastom stadijuma, visokim histoloSkim gradusom,

nalazom CIS u okolini infiltrativnog karcinoma i kancer-specifi¢cnim mortalitetom. Osim toga,
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visoka ekspresija Smad4 je nezavistan prediktor dobre prognoze, jer pacijenti sa visokom
ekspresijom Smad4 u tumoru imaju znacajno duze ukupno prezivljavanje u odnosu na one sa
niskom ili izgubljenom Smad4 ekspresijom. Ovakva odrednica Smad4 kao dobrocudnog
igraca u TGF-B signalizaciji moze da imponuje kontradiktorno. Medutim, s obzirom na
kompleksnost TGF-B puteva (Slika 10), jasno je da direktna Kkorelacija nivoa
imunohistohemijske ekspresije TGF-p i Smad4 nije obavezna. Naprotiv, nasi rezultati su u
skladu sa dobro dokumentovanom tumor supresorskom ulogom Smad4. Naime, poznato je da
Su germinativne inaktiviSu¢e mutacije SMAD4/DPC4 gena u osnovi familijarne juvenilne
polipoze, autuzomno dominatnog sindroma koji se KkarakteriSe nastankom brojnih
hamartomatoznih tumora u gastrointestinalnom traktu i postojanjem poveéane predispozicije
za nastanak kancera (357). Smad4, ¢ija je sinteza kodirana ovim genom, vazan je tumor
supresor, a njegove funkcije su rasvetljene na animalnim modelima. Kori$¢enjenjem murinih
modela za familijarnu juvenilnu polipozu koji su genetskim inzenjeringom modifikovani tako
da imaju specifi¢nu deleciju SMAD4 gena ili unutar T-Celija ili unutar populacija epitelnih
aktivosti unutar T-celijske loze sasvim dovoljna da indukuje razvoj hamartomatoznih lezija i
karcinoma na nivou mukoze gastrointestinalnog trakta. Ovo nije bio slucaj kada je postojala
samo epitel—specifi¢na delecija SMAD4 (358). To je dovelo do zakljucka da je Smad4-zavisna
signalizacija u T limfocitima neophodna za odrZavanje imune homeostaze 1 supresiju nastanka
tumora na nivou mukoza, kao i da alteracije TGF-f signalizacije u mikrosredini doprinose

stvaranju sredinskog konteksta koji pogoduje razvoju kancera.

U studiji koja je obuhvatila 34 urotelna karcinoma bubrezne karlice i uretera (359), ekspresija
Smad4 detektovana je u 17,6% slu€ajeva, Sto je znaCajno manje od utvrdena pozitivnost na
Smad4 u ovoj studiji, gde je skoro polovina tumora pokazivala imunoreaktivnost u vise od
50% tumorskih ¢elija. Ova razlika moZe se pripisati brojnim faktorima, pre svega specifi¢noj
lokalizaciji urotelnih tumora (gornji vs. donji urotel), malom broju uzoraka u starijoj studiji,
koriS¢enju razlicitih antitela na Smad4. U obe studije ekspresija Smad4 zabelezena je i u
citoplazmi 1 u jedru tumorskih ¢elija urotelnih karcinoma. Nema podataka o znaCaju obrasca
imunohistohemijskog bojenja, odnosno subcelularnoj lokalizaciji na kojoj se detektuje
ekspresija Smad4. U ovoj studiji citoplazmatsko bojenje je po pravilu opservirano
istovremeno sa nuklearnim (Slika 16). Ovo je u skladu sa saznanjem da je Smad4 molekul
koji obavlja svoje funkcije u transmisiji signala tako S$to se vezuje za DNK vlakno zajedno sa

brojnim kofaktorima, nakon svoje translokacije iz citoplazme u jedro.
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Smad4 je jedini od ispitivanih molekula u ovom istrazivanju koji je bio znacajan prediktor
rekurentne bolesti. Visoka ekspresija Smad4 u tumorskim ¢elijama bila je znacajno povezana
sa pojavom recidiva tumora, ali ona ne predvida vreme prezivljavanja do pojave recidiva.
Iako pacijenti sa visokom Smad4 ekspresijom imaju krace vreme do pojave recidiva u odnosu

na one koji su izgubili Smad4 pozitivnost, ova razlika nije statisticki znacajna.

6.2. TGF-B1, Celijski receptori smrti i apoptoza

Nauka jos uvek nije dala odgovor na pitanje Sta odreduje da li ¢e ¢elija na koju deluje TGF-B1
umreti apoptozom ili preziveti. Jedno od mogucih objaSnjenja raznovrsnosti dejstva TGF-B1
na apoptozu u zavisnosti od tipa ¢elija i u zavisnosti od konteksta u kome se dejstvo ostvaruje
bazira se na aktivnosti i ukljucenosti razlicitih intracelularnih signalnih puteva u odredenoj
¢eliji u njenoj specificnoj mikrookolini (297). Uprkos velikom broju radova i istrazivanja
vezanih za ovu temu, molekularni mehanizmi koji su u osnovi uloge TGF-B1 u apoptozi

nedovojno su rasvetljeni.

Put apoptoze koji se pokrece aktivacijom receptora smrti indukuje se dejstvom signala kao Sto
su FASL ili TRAIL nakon ¢ega dolazi do agregacije receptora u kompleks koji se naziva
DISC, koji odrzava visoku lokalnu koncentraciju prokaspaze 8. Akumulacija prokaspaze 8
dovodi do njene aktivacije i oslobadanja iz DISC-a, a zatim i do aktivacije efektorskih
kaspaza. Svojstvo je odredene Celije da dozvoli komunikaciju izmedu puta receptora smrti i
mitohondrijalnog apoptotskog puta. Naime, u ¢elijama u kojima je manje prokaspaze 8
raspolozivo za formaciju DISC-a, dolazi do aktivacije proteina Bid, pro—apoptotskog ¢lana
Bcl-2 familije, koji amplifikuje apoptotski signal aktivirajué¢i apoptotsku masineriju
mitohondrija. Pored toga, i drugi intracelularni molekuli mogu da reguliSu ovaj apoptotski
put, poput proteina FLIP, koji inhibira FASL/TRAIL-om indukovanu apoptozu. Interakcija
FLIP-a sa adapternim molekulom FADD inhibira stvaranje kompleksa DISC tako Sto
sprecava vezivanje FADD za prokaspazu 8. FLIP moZe da aktivira i druge signale
prezivljavanja, poput NF-kB i ERK, inhibirajuc¢i put apoptoze pokrenut putem receptora smrti
(297).

Apoptoza koju indukuje TGF-B u najvecoj meri je posredovana TRAIL/receptorskim
sistemom. Studije su ukazale na to da se apoptoza pokrenuta sa TGF-B odvija sporo, ima
odlozen pocetak, jer zahteva TGF-B-posredovanu aktivaciju transkrpcije kako bi se sintetisala

kriti¢na koli¢ina molekula u ¢eliji koji deluju kao medijatori apoptoze i aktiviraju kaskadu
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efektorskih kaspaza. TGF-p moze da regulise nivo TRAIL, a sami tim i apoptoze, na nekoliko
razli¢itih nivoa, ali je klju¢no mesto delovanja TGF- aktivacija transkripcije gena za TRAIL
koja je posredovana TGF-B indukcijom promotorske sekvence. S druge strane, TGF-B ne
doprinosi stabilizaciji novonastalog transkripta mRNA (311, 312). In vitro istrazivanja
ukazala su na to da TGF-B znacajno indukuje transkripciju TRAIL i povecava njegovu
ekspresiju na povrSini tumorskih ¢elija, ali da tretman tumorskih ¢elija u kulturi sa TGF-f ne
dovodi do povecanja niti nivoa mRNA niti povrsinske proteinske ekspresije receptora DR4 i

DR5 (311).

Rezultati naSeg istraZivanja idu u prilog ¢injenici da TGF-B indukuje ekspresiju TRAIL, ali ne
i receptora za ovaj ligand, receptora smrti DR4 i DR5. Analiza medusobne povezanosti nivoa
imunohistoheijske ekspresije TGF-B1 i DR4 nije pokazala znacajnu korelaciju, ali TGF-B1 i
DRS5 jeste. Sa druge strane, visoka ekspresija Smad4 pokazala je visoko znacajnu korelaciju
sa ekspresijom sva tri analizirana receptora smrti. Ovakvi rezultati mogli bi da sugeriSu da
TGF-B1 putem Smad signalizacije ostvaruje uticaj na ekspresiju receptora smrti. Posto TGF-
B1 ima brojne 1 plejotropne funkcije, nefe svaki njegov porast linearno rezultovati
pokretanjem Smad transdukcione kaskade, ali ¢e kanonski put TGF-f1/Smad4 potencijalno
dovesti do povecéanja ekspresije receptora smrti. Da li porast ekspresije receptora
podrazumeva 1 viSe apoptoze u tumoru, povoljnije bioloske efekte i bolji odgovor na

antineoplasti¢nu terapiju zasluZuje da bude predmet buducih istraZivanja.

Bioloski znacaj efekta TGF-B na porast nivoa TRAIL je kompleksan i moze imati razlicite
svrhe u zavisnosti od ¢elijske mikrookoline 1 statusa osetljivosti na TRAIL. Povecanje nivoa
TRAIL na normalnim celijama spre€ava razvoj tumora i metastaziranje, dok odsustvo
TRAIL-a rezultuje pove¢anjem metastaziranja. Medutim, kod ¢elija koje su razvile TRAIL-
rezistentan fenotip, TGF-fB indukovana ekspresija TRAIL moze ¢ak i da stimuliSe progresiju
tumora putem negativne regulacije imunog odgovora, tako $to ¢e stvoreni TRAIL da izaziva
apoptozu u imunim ¢elijama koje infiltriSu tumor, a osetljive su na TRAIL-om indukovanu
apoptozu za razliku od tumorskih ¢elija (311). Inhibitori proteazoma senzibiliSu tumorsku
¢eliju na apoptozu indukovanu TRAIL-om tako §to smanjuju nivo Bcl-xI usled smanjenja
aktivnosti NFxB ili pojacanim oslabadanjem Smac/Diablo, nezavisnim od NFxB. Sa druge
strane, aktivacija nuklearnog faktora kB odgovorna je za ushodnu regulaciju DR4 i1 DR5
receptora u kulturi ¢elija karcinoma grlica materice (360). Inhibitori proteazoma takode
uzrokuju ushodnu regulaciju receptora smrti DR4 i DRS pre svega u ¢elijskim linijama koje

su rezistentne na apoptozu indukovanu TRAIL-om i senzibilisu ove ¢elije na apoptozu koja se
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odvija ovim ligand/receptorskim sistemom. Tretiranje kancerskih ¢elija u kulturi sa TGF-3
pokrece apoptozu tako $to dominantno deluje na porast TRAIL, stimuliSu¢i njegovu sintezu
na nivou transkripcije. Ako se TRAIL blokira, smanjuje se nivo kaspaze 8 i cepanja PARP.
Medutim, TGF-B ne povecava u kulturi sintezu mRNA receptora za TRAIL, niti njihovu
ekspresiju na povrsini Celije. Ovo potvrduje i ¢injenica da dodavanje TGF-B u kulturu ¢elija
rezistenstnih na TRAIL-om indukovanu apoptozu ne dovodi do senzitizacije ¢elija na dejstvo

TRAIL.

TRAIL sistem indukcije apoptoze je od svog otkri¢a privlacio paznju istrazivaca zbog svoje
sposobnosti da pokre¢e apoptozu prevashodno u tumorskim celijama, dok je vecina
normalnih, neizmenjenih ¢elija rezistentno na TRAIL-om indukovanu apoptozu (311, 361).
Ovaj ubistveni efekat TRAIL-a na tumorske ¢elije ispitan je i dokazan i u in vitro i u in vivo
uslovima. Zbog ovog svog svojstva selektivne, a mocne aktivacije programirane celijske
smrti, terapijski potencijal TRAIL-a i receptora smrti predmet su intenzivnih ispitivanja. lako
TRAIL moze da ostvaruje interakciju sa pet razli¢itih receptora (DR4, DRS, DcR1, DcR2, i
solubilni osteoprotegerin), samo DR4 1 DRS sadrZe intracelularni domen smrti neophodan za
transmisiju apoptotskog signala nakon vezivanja liganda za receptor. TRAIL-R3 i TRAIL-R4
ne mogu da pokrenu apoptozu uslednog kompletnog, odnosno parcijalnog nedostatka
intracelularnog domena smrti. U spoljasnjem, ekstrinzik putu apoptoze TRAIL se u obliku
homotrimera vezuje za ekstracelularne domene DR4 i DRS, §to dovodi do trimerizacije
receptora smrti, a zatim i sklapanja signalnog kompleksa koji indukuje ¢elijsku smrt (DISC).
Unutar DISC-a adapterni protein FADD deluje kao most izmedu receptorskog kompleksa i
kaspaze 8. Aktivirana kaspaza 8 vrsi proteoliti€¢ko cepanje i aktivaciju nishodnih kaspaza 3, 6
I 7 koje izvrsavaju apoptozu. Kaspaza 8 ucestvuje i u cepanju proteina Bid, ¢ime se ukrstaju
spoljaSnji i unutrasnji, mitohondrijalni put apoptoze 1 visestruko pojacava efektorska faza
apoptoze. Ne samo da inhibira tumorski rast, ve¢ TRAIL prisutan u solubilnom obliku ili
eksprimiran na povrSini imunih celija (T limfocita, NK ¢elija, monocita, makrofaga,
dendriti¢nih celija 1 neutrofila) igra vazne uloge u antitumorskom imunitetu, imunoloskom

nadzoru i odbrani od tumora.

In vitro analiza indukcije apoptoze pomo¢u TRAIL (282) ukazala je da su celije dobro
diferentovanog karcinoma mokra¢ne beSike u kulturi (Celijska linija SW780) osetljive na
apoptozu idukovanu TRAIL-om i da je ovaj efekat dozno zavisan, tj. procenat celija u
apoptozi raste sa povec¢anjem koncentracije TRAIL-a do nivoa kada se postize plato i nema

dajeg porasta apoptotskog efekta. Kancerske celije iz cCelijskih linija umereno i slabo
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diferentovanog karcinoma besike (647V 1 T24) bile su rezistentne na apoptozu indukovanu
TRAIL-om. Autori su pomoc¢u flow citometrije ispitali povrSinsku ekspresiju receptora smrti
na Celijskim linijjama, kako bi utvrdili mehanizam osetljivosti, odnosno rezistencije na
TRAIL-indukovanu apoptozu. Ekspresija DR4 detektovana je na manje od 5% c¢elija u svim
ispitivanim linijama. Nasuprot tome, DR5 je pokazao snaznu ekspresiju na senzitivhim
SW780 celijama, dok su celije ostalih linija rezistentnih na TRAIL imale nizak nivo
ekspresije ovog receptora. Rezultati studije ukazali su na klju¢nu ulogu receptora DR5 u
osetljivosti kancerskih ¢elija na TRAIL. Inace, gen koji kodira sintezu ovog receptora smrti
smesten je u regionu 8p21-22 koji je Cesto izgubljen u karcinomu mokraéne besike. 1z ovoga
proizilazi da se setljivost tumorskih ¢elija na TRAIL moze povecati primenom
hemoterapeutika i jonizujuceg zracenja koji indukuju ekspresiju DRS na povrsini Celije i time

oplemenjuju terapijski potencijal TRAIL-a (362).

U studiji koja je ispitivala citocidni potencijal istovremene primene TRAIL i inhibitora
histonske deacetilaze (HDACi) kod tumora besike rezistenstnih na TRAIL pokazala je da
primena inhibitora HDAC u netoksi¢nim dozama uzokuje porast TRAIL-om indukovane
apoptoze u prethodno rezistentnoj kancerskoj liniji T24, ali nema efekta na senzibilizaciju
normalnih, netransformisanih urotelnih ¢elija (363). Inhibicija HDAC dovodi do povecane
traskripcije gena TRAILR2, $to korelira sa povecanom povrSinskom ekspresijom DRS.
Povecan nivo DRS korelira sa ubrzanom formacijom DISC kompleksa, aktivacijom kaspaza,
gubitkom potenijala mitohondrijalne membrane, sto sve doprinosi ¢elijskoj smrti. Ove studije
ukazuju na to da nivo ekspresije DRS na tumorskm ¢eljama moze da bude pouzdani indikator
citotoksi¢nog efekta koji mozZe da se ostvari terapijom rekombinantnim solubilinim TRAIL-

om ili agonistickim antitelom na receptor smrti.

Studije koje su ispitivale ekspresiju DR4 i DR5 na humanom materijalu karcinoma mokra¢ne
besike su veoma malobrojne (282, 343). Analiza imunohistohemijske ekspresije DR4 i DR5
na parafinskim uzorcima 229 tumora mokrac¢ne beSike dobijenim transuretralnom resekcijom
pokazala je da su ovi markeri eksprimirani u 75,1%, odnosno 74,2% urotelnih karcinoma
(343). Ove vrednosti su veoma sli¢ne rezultatima nase studije, gde je procenat ekspresije oba
receptora samo diskretno nizi, 70,2% za DR4 1 69,9% za DRS5. U naSem istraZivanju
ekspresija DR4 je snazno korelirala sa niskim histoloskim gradusom tumora, a oba receptora
pokazala su snaznu asocijaciju sa patoloskim stadijumom. U skladu sa rezultatima in vitro i in
vivo studija o funkciji i znacaju receptora smrti, redukcija ili gubitak ekspresije receptora

smrti za TRAIL znacajno korelira sa miSi¢no-invazivnhom boleS¢u. Pored toga, ekspresija
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DR4 identifikovana je kao marker kancer specifi¢cnog mortaliteta, s kojim je znacajno
inverzno povezana. Pacijenti sa visokom DR4 ekspresijom imaju znacajno duze ukupno
prezivljavanje, ¢ak 14 meseci u proseku duze Zive oboleli sa DR4 pozitivnim tumorima u
odnosu na one sa DR4 negativnim tumorima. Medutim, multivarijantna analiza nije potvrdila
znacaj DR4 u smislu nezavisnog prognostickog faktora za prezivljavanje kod karcinoma
besike. Iako je u prethodno objavljenoj studiji (343) ekspresija DR4 i DRS bila udruzena sa
duzim vremenom prezivljavanja bez pojave recidiva, nasi rezultati nisu potvrdili takvu

asocijaciju.

TGF-B u kooperaciji sa FASL/FAS sistemom reguliSe imunolosku toleranciju u tumorskoj
mikrookolini. Regulacija zavisi od tipa tumorskog tkiva i senzitivnosti tumorsih ¢elija 1 TILs
na FAS-om posredovanu apoptozu (273). Mutacije molekula FAS imaju potencijal da
omoguce beg tumorskih ¢elija od imunoloskog nadzora, Sto rezultuje rezistencijom na FAS
ligand i inhibira napad od strane T-limfocita i NK celija. Rezistencija na FAS-om
posredovanu apoptozu omogucava tumorskoj celiji da poveca ekspresiju FASL i aktivira
protivnapad usmeren na FAS-senzitivne imune celije, §to dovodi do progresije tumora i
razvoja metastaza. Mutacije FAS nadene su u brojnim humanim neoplazmama, ukljucujuci
karcinom mokracne besike, koji je prvi solidni kancer u kome su ove mutacije opisane (364).
Za razliku od melanoma i hepatocelularnog karcinoma gde su mutacije FAS veoma retke,
karcinom mokraéne besike je Cesto povezan sa mutacijom ovog receptora smrti, u skoro 30%
slucajeva, 1 naj¢esce su u pitanju pogresno smislene mutacije smestene u regionu koji kodira
domen smrti odgovoran za transdukciju apoptotskog signala. Nedavno je utvrdeno da
polimorfizmi gena za FAS/FASL imaju prognosticki znacaj u proceni terapijskog odgovora
kod pacijenata na BCG terapiji sa visoko rizi¢nim ne-mi$i¢no invazivnim karcinomom besike
(365). BCG terapija nije efikasna kod 30-40% leCenih pacijenata, te je identifikacija
pacijenata koji nec¢e odreagovati na terapiju od velikog znacaja, jer se time izbegava odlaganje
inicijacije agresivnje i efikasnije terapije, npr. rane cistektomije. Pacijenti koji su homozigoti
na polimorfizam FAS A-670G slabije su reagovali na BCG terapiju i ranije su razvijali relaps
bolesti (365).

Tumorske ¢elije mogu da nishodnom regulacijom FAS receptora postanu manje osetljive na
FAS-om indukovanu apoptozu i time pospese imunoloSku privilegovanost koja omogucava
tumorski rast i progresiju. S druge strane, proinflamatorni citokini (interleukin 10,
prostaglandini, reaktivne vrste kiseonika), a pre svega TGF-f, mogu da indukuju ushodnu

regulaciju ekspresije FASL. Produkcija citokina u specificnoj tumorskoj mikrookolini, kojom
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vladaju hipoksija i acidoza, tj. oslobadanje citokina od strane stromalnih celija aktivira
fosforilaciju Akt, Sto podrzava prezivljavanje tumorskih ¢elija putem nishodne regulacije FAS
I ushodne regulacije FASL u tumorskim ¢elijama. Stoga, TGF-f 1 Akt deluju
kolaboracionalistiCki u progresiji tumora i metastazranju, obezbeduju¢i tumorskim c¢elijama
da izbegnu imuni odgovor domacina (273). Povecano stvaranje TGF-B i njegovo autokrino i
parakrino dejstvo u tumorskoj mikrookolini inhibira sekreciju interferona gama iz

citotoksi¢nih T limfocita, koji vrsi snaznu ushodnu regulaciju FAS receptora.

Studije su pokazale da rezistencija na apoptozu izazvana blokadom FAS moze imati vaznu
ulogu u tumorigenezi i progresiji tumora u malignoj boesti (292, 295). U normalnom urotelu
FAS se eksprimira u citoplazmi i na membrani ¢elija, uglavnom homogeno i difuzno, dok u
tumorima ekspresija moze biti heterogena ili fokalna ili da u potpunosti nedostaje (Slika 19).
Imunohistohemijska studija ekspresije FAS i FASL koja je obuhvatila 40 urotelnih karcinoma
mokraéne besike razli¢itih stadijuma ukazala je da u tkivu karcinoma besSike postoji znacajna
redukcija ekspresije FAS, dok je ekspresija FASL povecana. FAS je bio pozitivan u svega
37,5% karcinoma, dok se u okolnom peritumorskom urotelu FAS eksprimirao u 87,5%, a u
normalnom tkivu beSike dobijenom od zdravih kontrola u ¢ak 95% (294). Studija koja je
analizirala ekspresiju FAS globalno u urotelnim karcinomima (N=123) razli¢itih lokalizacija
(mokracna besika, ureteri, pijelo¢asi¢ni sistem bubrega) utvrdila je da se FAS eksprimira u
nesto ve¢em procentu, u 58% sluCajeva. Nasi rezultati su pokazali da je ekspresija FAS

ocuvana u najmanje 25% tumorskog tkiva u veéini neoplazmi, 54,7%.

Prethodno objavljene studije su pokazale da je ekspresija FAS znacajno niZza u tumorima
viSeg histoloskog gradusa, tumorima veéeg stadijuma i kod pacijenata sa multiplim,
multifokalnim tumorima (294, 295). Medutim, u ovom istrazivanju nije potvrdena znacajna
korelacija FAS 1 histoloskog gradusa, ali je gubitak ekspresije FAS bio znacajno povezan sa
misi¢no-invazivnim tumorima. Is¢ezavanje FAS receptora smrti sa membrane tumorske Celije
moze biti rezultat kancerske progresije koja se najjasnije manifestuje dediferencijacijom
kancerskih ¢elija. Inverzna korelacija FAS sa tumorskim stadijumom ukazuje na to da FAS u
urotelnom karcinomu ima pre svega ulogu receptora smrti pokretaca apoptoze, te redukcija
ekspresije FAS doprinosi postizanju ve¢eg malignog potencijala tumorskih ¢elija. Prethodne
studije pokazale su da ekspresija FAS opada u rekurentnim tumorima, tj. da je ekspresija
statistiCki znacajno redukovana u recidivantnim tumorima u odnosu na primarne (294).

Medutim, u naSem istrazivanju FAS ni na koji nacin nije bio povezan sa recidivom bolesti.
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Gubitak FAS ne samo da moze da u€ini tumorske ¢eije otpornijim na apoptozu indukovanu
FASL, ve¢ u kombinaciji sa povecanom ekspresijom FASL koja je takode zabelezena u
urotelnom karcinomu moze da facilitira putem moénog apoptotskog sistema FASL/FAS
ubijanje imunih ¢elija koje infiltriSu tumor, odnosno beg od imunoloskog nadzora i
antitumorskog imuniteta. U prilog ovoj hipotezi govori i opservacija da u karcinomu besike
postoji inverzna korelacija izmedu ekspresije FAS i stope apoptoze tumor infiltriSuc¢ih
limfocita (294). U nasoj studiji nadeno je da ekspresija FAS direktno korelira sa prisustvom
obilnog mononuklearnog inflamatornog infiltrata tumorske strome. Prisustvo mnogobrojnih
limfocita u okolini tumorskih ¢elija ne implicira nuzno 1 efikasan tumorski imunitet, niti
iskljucuje destrukciju tumor infiltrisucih limfocita posredstvom FAS sistema. Dalje studije su

potrebne kako bi se razjasnio znacaj ove asocijacije.

Podaci o prognostickom znacaju FAS u urotelnom karcinomu mokraéne besSike su veoma
oskudni. Prakti¢no je opisana povezanost FAS sa prezivljavajem pacijenata bez progresije
bolesti u samo jednoj studiji koja je ispitivala ekspresiju FAS u 123 urotelna karcinoma
gornjeg i donjeg urotela. Pacijenti sa FAS pozitivnim tumorima imali su statisticki znacajno
bolju prognozu u odnosu na one sa gubitkom FAS (295). Nasi rezultati su pokazali da visoka
ekspresija FAS u tumoru znacajno korelira sa duzim ukupnim prezivljavanjem pacijenata.
Multivarijantna analiza potvrdila je da je ekspresija FAS nezavisni prediktor bolje prognoze

kod pacijenata sa urotelnim karcinomom u do sada najobimnijoj ispitivanoj grupi.

Gubitak ekspresije FAS je prepoznat kao znak tumorske progresije i nepovoljnog ishoda
bolesti i u karcinomu dojke, karcinomu jajnika, nekim tipovima leukemija i drugim malignim
neplazmama (366). Zanimljivo je da solubilni FAS detektovan u jutarnjem urinu pacijenata sa
ne-misi¢no-invazivnim karcinomom mokraéne besSike imunoenzimskim esejem znacajno
korelira sa visim stadijumom bolesti i pojavom recidiva, kao i vremenom do pojave recidiva
bolesti (367). Povezanost gubitka FAS i loSije prognoze mogla bi biti povezana sa
izbegavanjem apoptoze od strane tumorskih Ccelija gaSenjem potentnog mehanizma
indukovanog preko FAS. Medutim, iako je FAS S§iroko eksprimiran na neoplasti¢nim i
normalnim celijama, ekspresija ovog proteina ne mora sa velikom sigurno$éu da predvida
osetjivost  ¢elije na apoptozu. Eksperimentalnom primenom FAS-aktivirajuceg
monoklonalnog antitela u kombinaciji sa niskim dozama adrijamicina, zapazen je snazan
sinergistiCki antikancerski efekat citostatika, ali u uslovima gde nije zabelezeno povecanje
ekspresije FAS (295). Ovo upucuje na zakljuak da indukcija apoptoze ne mora nuzno da

zavisi od kvantiteta FAS receptora i da bi glavni regulatorni mehanizam mogao biti
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pozicioniran negde nishodno u signalnoj kaskadi FAS. Sinergisticki efekat antitela na FAS i
citostatika adramicina bi se mogao objasniti amplifikacijom nishodne apoptotske kaskade
putem konvergencije unutrasnjeg i spoljasneg puta apoptoze koji aktiviraju FAS i adriamicin.
Pritom, ta¢ka konvergencije je najverovatnije mitohondrijalni protein Bid, proapoptotski
regulatorni molekul nishodnog signala apoptoze koji pripada Bcl-2 familiji proteina. Ovakav
efekat citostatika za koji je neophodna makar i mala i ograni¢ena ekspresija FAS, mogla bi se
primenjivati u razvoju novih terapijskih strategija za le¢enje pacijenata sa karcinomom besike

koji imaju tumore rezistentne na konvencionalne hemoterapeutike.

In vivo studija ne-sitnoCelijskog karcinoma pluéa na miSevma pokazala je da leCenje
cisplatinom ili vinkristinom relativno brzo dovodi do razvoja rezistencije na primenjenu
terapiju nishodnom regulacijom FAS puta (368). Rezistencija na cisplatinu, koja je jedan od
osnovnih hemoterapeutika u lecenju uznapredovalog urotelnog karcinoma, razvija se
postepeno, da bi posle sedmog ciklusa postala kompletna. Utvrdeno je da je razvoj ove
rezistencije snazno udruzen sa smanjenjem citostatikom-indukovane apoptoze, koja se
manifestuje redukcijom i gubitkom FAS signalizacije, a koja podrazumeva smanjenje nivoa
ekspresije receptora FAS i FAS-liganda. Kao posledica smanjenja nivoa receptora smrti,
smanjuje se nivo apoptoze i aktivnost egzekutorskih kaspaza (368). Ovi rezultati potvrdili su
znafaj apoptotskog puta pokrenutog receptorima smrti u nastanku rezistencije na

konvencionalnu hemoterapiju.

6.3. EZH2 i Smad4 interakcija — epigenetska regulacija TGF-p
signalizacije i ekspresije receptora smrti

Nedavno je otkriveno da je EZH2 jedan od glavnih regulatora ekspresije Smad4 u karcinomu
mokrac¢ne besike. In vitro je ChiP esejem dokazano da EZH2 direktno reguliSe Smad4 u
¢elijama karcinoma beSike. Naime, Zhu i saradnici ispitivali su wulogu i znacaj
novoidentifikovane duge nekodiraju¢e RNK(IncCRNA) AWPPH u karcinomu mokraéne besike
(369). LncRNA su RNK molekuli suzine preko 200 nukleotida koje predstavljaju vazan
mehanizam epigenetske regulacije. Utvrdeno je da je AWPPH, kao i EZH2, koji je glavni
epigenetski sajlenser genske ekspresije, prekomerno eksprimirana u tkivu karcinoma
mokracéne besike, kao 1 u kancerskim ¢elijskim linijama RT4 i T24. AWPPH je dovodila do
inhibicije apoptoze, a povecanja vijabilnosti ¢elija i ¢elijske migracije i autofagije. Analiza

hromatinskim imunoprecipitacionim esejem pokazala je da AWPPH ima sposobnost da se

168



vezuje za EZH2. Vezivanje dovodi do ushodne regulacije EZH2, $to stimuliSe autofagiju, a

inhibiSe apoptozu u kancerskim ¢elijama.

Ova studija pokazala je da je nivo ekspresije Smad4 znacajno snizen u kancerskim tkivima i
¢elijama (369). Rezultati su ukazali na to da ispitvana IncRNA inhibira apoptozu u
kancerskim c¢elijama karcinoma mokraéne beSike tako Sto povecava enzimsku aktivnost
EZH2, koji zatim dovodi do represije gena za Smad4, smanjujuéi njegov efekat u indukciji
apoptoze. Nishodna regulacija Smad4, koji je vazan tumor supresor i osnovni prenosilac
TGF-B signala, modifikuje ekspresiju razli¢itih proteina koji u€estvuju u ¢elijskoj migraciji i
proliferaciji. Stoga gubitak Smad4 moze da doprinese proliferaciji i migraciji kancerskih
¢elija. S obzirom da je kod ¢elija karcinoma mokra¢ne besike stimulacijom ekspresije SMAD4
vec¢ina pro-tumorskih efekata AWPPH bilo inhibirano, osnovni mehanizam kojim ova
INCRNA stimuliSe proliferaciju ¢elija, autofagiju i migraciju jeste inhibicija Smad4 putem
EZH2 (369).

Sve je viSe dokaza da se TGF-B signalni putevi ukrStaju sa kljuénim epigenetskim
mehanizmima kontrole. Naime, Smad proteinski kompleksi koji nastaju u citoplazmi ulaze u
jedro i uz ucesce kofaktora vezuju se za hromatinsko vlakno i aktiviraju transkripciju
raznovrsih ciljnih gena. Neretko angazuju i druge transkripcione faktore. Nedavno je
sugerisano da Smad2 i Smad4 mogu da vezu EZH2 i da ga kroz fizi¢ku interakciju dislociraju
sa odredenih genskih lokusa. Naime, poznato je da interleukin 9, jedan proalergijski citokin,
sekretuje subset T limfocita koji se naziva Th9, koji nastaje tretmanom naivnih T Ceija sa
TGF-p i IL-4. TGF-B aktvira Smad2 i Smad4, transkripcione faktore neophodne za
diferencijaciju Th9 in vitro. Deficit i ablacija Smad2 i Smad4 remeti ekspresiju IL-9, a
udruzena je sa povecanim prisustvom represivne hromatinske modifikacije trimetilacijom
histona H3K27 i pojacanim vezivanjem EZH2 za lokus IL9. Farmakoloska inhibicija EZH2
kod Smad-deficijentng misa dovodi do parcijalnog uspostavljanja ekspresije IL-9. To ukazuje
na Cinjenicu da Smad2 i Smad4 mogu da vezu EZH2 i direktno dislociraju EZH2 sa IL9. Ovi
zakljucci ukazuju na to da se TGF-B/Smad signalni put reguliSe produkciju interleukina putem
epigenetskog mehanizma, dislokacijom histon modifikuju¢eg enzima H3K27-specifi¢ne

metilaze EZH2 sa IL9 lokusa tokom Th9 diferencijacije (370).

Iz svega navedenog, jasno je da TGF-B/Smad i EZH2 imaju kompleksan odnos u vidu petlje
uzajamne negativne regulacije, gde EZH2 ucestvuje u inhibiciji ekspresije Smad4, a samim

tim i kanonskih TGF-B odgovora, dok sa druge strane TGF-$ putem Smad molekula moze da
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regulisSe aktivnost EZH2 na epigenetskom utiSavanju ekspresije drugih gena. Ovaj inverzni
odnos izmedu EZH2 i Smad4 bio je evidentan na nivou rezultata ovog istrazivanja u smislu da
su ekspresija Smad4 i EZH2 imale potpuno suprotne prognosti¢ke predznake. Dok je visoka
Smad4 ekspresija bila povezana sa niskim gradusom i stadijumom tumora i duzim ukupnim
prezivljavanjem, ekspresija EZH2 je bila znacajno asocirana sa parametrima agresivnosti
tumora, kao Sto su visok histoloski gradus i patoloski stadijum, prisustvo CIS, kancer-
specifiéni mortalitet i kraée prezivljavanje pacijenata. StaviSe, multivarijanatna analiza faktora
sa potencijalnim nezavisnim uticajem na ukupno prezivljavanje pacijenata identifikovala je
visoku ekspresiju EZH2 kao nezavisan faktor lose prognoze kod urotelnog karcinoma besike.
Ekspresija EZH2 u urotelnom karcinomu za 35,7% povecava rizik od neZeljenog ishoda

bolesti kod obolelih.

Odsustvo genetskih promena rezultuje izrazito indolentnim fenotipom urotelnog karcinoma,
dok kombinovane genetske i epigenetske alteracije doprinose agresivnim svojstvima tumora i
mogu nositi dodatnu prognosti¢ku vrednost (155). Aktivacija mehanizama imortalizacije koje
su u osnovi maligne transformacije ne pociva samo na strukturnim promenama u genomu.
Danas je dobro poznato da postoje brojni alternativni mehanizmi aktivacije telomeraza i
tumorskih onkogena, kao i supresije kancer supresorskih molekula, koji se odvijaju
epigenetskim mehanizmima, u uslovima kada primarna struktura DNK ostaje intaktna.
Hipermetilacija je jedan od fundamentalnih mehanizama epigenetske kontrole i predstavlja

dinamicki i progresivni proces koji uti¢e na biolos§ko ponasSanje i maligni potencijal tumora.

Mutacije gena ukljucene u epigenetsku regulaciju nadene su kod vecine urotelnih karcinoma,
sa vecom ucestalo$¢u kod miSino-invazivnih tumora. Kod njih su najées¢e bili mutirani geni
MLL2, ARID1A, KDM6A i EP300, a najcesc¢i tip mutacija bije su besmislene mutacije, sa
skracenjem proteinskog produkta gena. Brojni epigenetski regulatori takode su mutirani sa
neSto nizom ucetstaloS¢u. U karcinomu beSike posebno su Ceste mutacije u hromatin
regulatornim genima koje nisu tihe, ve¢ rezultuju izmenjenim, najées¢e skra¢enim, defektnim
proteinskim produktom. Ovakav tip mutacija koje nisu tihe na genima uklju¢enim u
modifikaciju proteina naden je Sirom celokupnog protein-kodiraju¢eg dela genoma urotelnog
karcinoma mnogo ¢eS¢e nego kod ostalih tumora koje su analizirani u projektu Atlasa

kancerskog genoma (149).

Sedamdeset i Sest procenata invazivnih karcinoma mokrac¢ne beSike ima inaktiviSu¢e mutacije

u jednom 1ili viSe hromatin reguliSuc¢ih gena, a 41% tumora ima najmanje dve takve mutacije.
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Mutacioni spektar karcinoma mokra¢ne beSike je bogat mutacijama u hromatin regulatornim
genima. Pored toga, integrativna analiza pokazala je da ove mutacije imaju veliki uticaj na
nivo aktivnosti razli¢itih transkripcionih faktora i puteva ukljucenih u kancersku evoluciju.
Nedavno je razvijena klasa lekova koja se kompetitivno vezuje za acetil-lizin prepoznavajuce
motive, takozvane bromodomene, koji bi mogli biti korisni u leCenju grupe karcinoma besike
koji imaju abnormalnosti u hromatin-modifikuju¢im enzimima (371). S obzirom na izrazito
visoku ucestalost alteracija u epigenetskim putevima, urotelni karcinom mokraéne besike je

glavni kandidat za dalje istrazivanje ovakvog terapijskog pristupa.

Epigenetski mehanizmi znacajno doprinose disregulaciji apoptoze, fenomenu koji omogucava
¢elijama da izbegnu prirodnu smrt. Hromozomski region 8p21.2 na kojem su mesteni geni za
receptore smrti TRAIL-R1 i TRAIL-R2 veoma je ¢esto funkcionalno ugaSen u kanceru,
ukljucujuéi i tumore moraéne beSike. Mehanizam iskljucivanja gena iz funkcije i posledi¢no
smanjenje ekspresije DR4 moze biti posledica delecije kratkog kraka hromozoma 8, a moze
biti uzrokovana i1 epigenetskim utiSavanjem genske ekspresije. Istrazivanja na karcinomu
jajnika ukazala su na to da je epigenetski mehanizam skoro podjednako zastupljen kao
strukturni gubitak kodirajuc¢ih gena, u uzrokovanju nishodne regulacije ekspresije DR4, koja
je inace klju¢na determinantna osetjivosti na TRAIL-om pokrenutu apoptozu u karcinomu
jajnika (286). Hipermetilacija promotera gena za DR4 nadena je kao dominantni mehanizam
gubitka aktivnosti DR4 1 neosetljivosti na TRAIL apoptozu uglavom kod mladih
pacijentkinja, kod onih koje su dobile karcinom pre menopauze. Hipermetilacija DR4
promotera nadena je kod vise od 70% astrocitnih glioma pa je epigenetsko utiSavanje
prepoznato kao kljuéni mehanizam neosetljivosti na apoptozu koji uzrokuje rezistenciju na
savremene hemoterapeutike (372). Poslednjih decenija razvijeni su novi antikancerski lekovi
koji u pretklinickim istraZivanjima pokazuju dobru efikasnost 1 malu toksi¢nost u odnosu na
klasi¢nu hemoterapiju, a osnova njihove delotvornosti jeste osetljivost kancerskh celija na
TRAIL-om indukovanu i receptorima smrti posredovanu apoptozu. Rekobinantni humani
TRAIL i monoklonalna antitela koji ciljaju receptore smrti DR4 i DR5 indukuju apoptozu
selektivno u tumorskim c¢elijama, uz poStedu normalnog tkiva. U ranim klinickim
istrazivanjima antitela na receptore smrti pokazala su superiornu efikasnost u odnosu na
TRAIL, verovatno zbog njegovog veoma kratkog poluzivota u telu. Trenutno se u klini¢kim
studijama ispituju antitelo mapatumumab na DR4 i ¢ak pet agonistickih antitela na DRS:
leksatumumab, drozitumumab, konatumumab, tigatuzumab i LBY-135. S obzirom da

epigenetski mehanizmi mogu da snaZzno umanje ekspresiju receptora smrti, primena
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demetilisucih agenasa zajedno sa ovom novom i obecavaju¢om terapijom mogla bi da donese
revoluciju u le¢enje kancera (372, 373). S obzirom na visoku stopu ekspresije receptora smrti
u urotelnim tumorima, karcinom mokra¢ne beSike bi bio odli¢an kanditat za ovakav oblik

savremene molekularne terapije.
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7. Zakljuéak

Na osnovu rezultata ovog istrazivanja, mogu se izvesti sledeci zakljucci:

1. Visoka ekspresija TGF-B1 je znacajno ucestalija u urotelnom karcinomu mokraéne
besike nepusaca, starijem uzrastu i znacajno je povezana sa visokim histoloskim
gradusom i miSi¢no invazivnom boles¢u, dok je redukcija ekspresije TGF-B1
prisutna u tumorima obolelih sa podrucja endemske nefropatije u odnosu na ostale

tumore.

2. Redukcija/gubitak ekspresije Smad4, prenosioca signala u kanonskoj TGF-B1
signalizaciji, znacajno je povezana sa visokim tumorskim gradusom i patoloskim
stadijumom, skvamoznom diferencijacijom u tumoru, prisustvom carcinoma in situ
u okolini infiltrativnog urotelnog karcinoma, kao i sa prisustvom obilnog limfocitog

infiltrata u tumorskoj stromi.

3. Visoka ekspresija DR4 u urotelnom karcinomu mokra¢ne beSike je znacajno
povezana sa izloZenoS¢u obolelih poznatim karcinogenima. Ekspresija receptora
smrti DR4, DRS 1 FAS je znafajno povezana sa patoloSkim stadijumom tumora.
Misiéno-invazivni urotelni karcinomi pokazuju znacajnu redukciju ili gubitak
ekspresije receptora smrti, dok histoloski gradus tumora inverzno korelira sa
ekspresijom DR4. Skvamozna diferencijacija u tumoru korelira sa gubitkom
ekspresije DR4 i FAS. Visoka ekspresija FAS receptora direktno korelira sa
varijantnom morfologijom urotelnog karcinoma, prisustvom carcinoma in situ, kao

1 prisustvom zapaljenskih ¢elija u stromi tumora.

4. Visoka nuklearna ekspresija EZH2 je znafajno povezana sa divergentnom
diferencijacijom i varijantnom morfologijom urotelnog karcinoma, prisustvom
carcinoma in situ u okolini tumora, kao i izrazenim limfocitnim i granulocitnim
infiltratom u tumorskoj stromi. Ekspresija EZH2, epigenetskog regulatora

uklju¢enog u TGF-B1 signalizaciju, inverzno korelira sa ekspresijom Smad4.

5. Ekspresija TGF-B1 pozitivno korelira sa ekspresijom Smad4, EZH2 i receptorima
DR5 i FAS. Ekspresija sva tri ispitivana receptora smrti, DR4, DR5 i FAS, je

veoma znacajno medusobno povezana, a takode je njihova ekspresija znacajno
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povezana sa ekspresijom sekundarnog prenosioca TGF-f signala — Smad4.

Ekspresija EZH2 povezana je samo sa ekspresijom FAS.

6. Kod pacijenata sa visokom ekspresijom DR4, a niskom ekspresijom TGF-B1
klinicko lecenje podrazumeva najceS¢e samo transuretralnu resekciju, dok su
pacijenti sa visokom ekspresijom Smad4 u tumoru le€eni intravezikalnom BCG
imunoterapijom sa najvecom verovatno¢om. Radikalna cistektomija i sistemska
radioterapija i/ili hemoterapija, kao modaliteti leCenja su sa najveom
verovatno¢om primenjeni kod pacijenata sa visokom ekspresijom TGF-1 1 EZH2.
Gubitak ekspresije Smad4, DR4 i FAS receptora u tumoru je snazan prediktor

radikalne cistektomije.

7. Na pojavu recidiva bolesti zna¢ajan uticaj ima visoka ekspresija Smad4. Medutim,
ni Smad4 niti ostali ispitivani markeri ne koreliraju znacajno sa duZinom

prezivljavanja do pojave recidiva bolesti.

8. Ukupno prezivljavanje se statisticki znacajno razlikuje u odnosu na ekspresiju
TGF-B1, Smad4, EZH2 i receptora smrti DR4 i FAS u tumorskim ¢elijama. Visoka
ekspresija TGF-B1 i EZH2 je povezana sa kra¢im prezivljavanjem pacijenata, dok
su znacajni indikatori bolje prognoze i duZeg preZivljavanja visoka ekspresija
Smad4, DR4 i FAS u urotelnom karcinomu. Nezavisni predikori loSije prognoze su
TGF-B1 i EZH2, dok je nezavisni prediktor duzeg prezivljavanja visoka ekspresija

receptora smrti FAS.

9. Kancer-specifi¢ni mortalitet je direktno povezan sa visokom ekspresijom TGF-B1 i

EZH2, dok znacajno inverzno korelira sa ekspresijom Smad4, DR4 i FAS.

Ova studija identifikovala je ekspresiju TGF-B1, FAS i EZH2 kao nezavisne prognosticke
faktore za ukupno prezivljavanje pacijenata sa urotelnim karcinomom mokraéne besike.
Visoka ekspresija TGF-f1 i EZH2 u tumorima ukazuje na kra¢e prezivljavanje i loSiju
prognozu, dok visoka ekspresija receptora smrti FAS ima znacajni protektivni efekat i

udruzena je sa duzim ukupnim prezivljavanjem pacijenata.

Produbljivanje saznanja o kompleksnim ulogama i znac¢aju TGF- signalizacije u urotelnom
karcinomu mokrac¢ne beSike i apoptozi koja se odvija preko receptora smrti mogla bi da ima

znaCajne implikacije za prognosticku stratifikaciju pacijenata i odlucivanje o njihovom
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leenju. Analiza 1 procena imunohistohemijskog statusa TGF-f 1 receptora smrti mogla bi
imati vaznu ulogu u identifikaciji pacijenata koji bi imali najvise koristi od personalizovane

ciljane terapije usmerene na TGF-f signalnu kaskadu i receptore smrti.
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Ovlaséujem Univerzitetsku biblioteku ,,Nikola Tesla“ da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Nidu unese moju doktorsku disertaciju, pod naslovom: Analiza ekspresije
transformisuceg faktora rasta beta i ¢elijskih receptora smrti u urotelnom karcinomu
mokraéne beSike i njihov prognosticki znacaj.

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom obliku, pogodnom za
trajno arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju, unetu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u Nisu, mogu
koristiti svi koji podtuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence Kreativne zajednice
(Creative Commons), za koju sam se odlucio/la.

1. Autorstvo (CC BY)

2. Autorstvo — nekomercijalno (CC BY-NC)

[3. Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade (CC BY-NC-ND) ]

4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima (CC BY-NC-SA)
5. Autorstvo — bez prerade (CC BY-ND)

6. Autorstvo — menuty nox uctuM ycinosuma (CC BY-SA)

U Nisu,

Potpis autora disertacije:

J(/l/? WA /M /@‘/‘ }L (v

\ . . N
(Ime, srednje slovo i prezime)




