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NASLOV: Znacaj ispitivanja proliferativnih markera ciklina A i Ki-67 i telomeraze u
karcinomu bubreznih ¢éelija

REZIME:
Uvod:

Karcinom bubreznih ¢elija (RCC) je najrasprostranjeniji oblik karcinoma bubrega i €ini
oko 2-3% svih karcinoma kod odraslih, ¢es¢e kod muskaraca. U svetu se belezi porast
obolelih usled primene savremene tehnologije u dijagnostici koja omogucéava raniju i
precizniju dijagnostiku RCC. Naj¢es¢i histoloski podtipovi RCC su: svetlocelijski,
papilarni, hromofobni, karcinom sabirnih kanala i neklasifikovani. Proliferativni markeri
ciklin A, Ki-67 i telomeraza su bitni u dijagnostici RCC.

Cilj:

Imunohistohemijski ispitati intenzitet ekspresije ciklina A, Ki67 i telomeraze kod RCC i
analizirati korelaciju ovih ekspresija sa klinicko-morfoloskim karakteristikama RCC.
Analizirati prisustvo mutacija i polimorfizma, amplifikaciju i metilacioni status u
promotorskom regionu hTERT gena kod ispitivanih pacijenata sa RCC.

Materijal i metode:

Za istrazivanje je koriS¢en operativni materijal 74 pacijenta obolela od RCC dobijen
parcijalnom nefrektomijom koji je posle obrade i kalupljenja, najpre obojen hematoksilin-
eozinom i postavljena je histopatoloska dijagnoza RCC, a kasnije su radene
imunohistohemijske metode i molekularno-geneticko istrazivanja.

Rezultati:

Imunohistohemijska ispitivanja ekspresije ciklina A u tkivu RCC pokazala su da postoji
statistiCki znacajna razlika ekspresije ciklina A kod razli¢itih histopatoloskih tipova.
Najintenzivnija ekspresija uocena je u slucajevima papilarnog RCC. Imunohistohemijska
ispitivanja ekspresije Ki67 pokazala je da je kod papilarnog RCC dobijena je izrazita
pozitivnost u odnosu na preostala dva analizirana histopatoloSka tipa. Takode,
imunohistohemijska ekspresija telomeraze drasticno je veca kod papilarnog RCC u
odnosu na ostala dva histopatoloska tipa. Sekvenciranje 343 bp dugog promotorskog
regiona nije ukazalo na aktivaciju mutacija ni u jednom od ispitivanih uzorka RCC, ali je
otkriveno prisustvo tranzicije T/C na poziciji -245 bp. Genska amplifikacija je uocena
kod 19.4% pacijenata. HTERT promotor je bio metilovan u 54,8% uzoraka.

Zakljucak:

Proliferativni markeri ciklin A, Ki67 i telomeraze imaju veliki prognosticki znacaj kod
RCC, narocito kod papilarnog RCC. Sekvenciranjem je otkriveno prisustvo tranzicije T/C
na poziciji -245 bp. Mutirani alel bio je prisutan u homozigotnom obliku u 7,4%, u



heterozigotnom obliku u 40,7%, a 51.9% bilo je homozigotno za nemutirani tip gena (wt
alel). Nije uocena povezanost izmedu hTERT amplifikacije i epidemioloskih, klinickih i
patoloskih nalaza. Znacajna razlika zapazena je izmedu histopatoloskih tipova tumora,
posto je kod hromofobnog histopatoloskog tipa, kod svih 5 pacijenata hTERT promotor
bio metilovan.

KLJUCNE RECI: RCC, proliferativni markeri, ciklin A, Ki67, telomeraza, hTERT,
mutacije, polimorfizam, genska amplifikacija, metilacija

NAUCNA OBLAST: Molekularna medicina

UZA NAUCNA OBLAST: Patologija



PhD THESIS: Importance of testing proliferative markers of cyclin A and Ki-67 and
telomerase in renal cell carcinoma

ABSTRACT:

Background:

Renal Cell Carcinoma (RCC) is the most common form of renal cancer and makes approximately
2-3% of all carcinoma in adults, being expresed more often in males. An increase in the
number of deseased is detected due to the implementation of most contemporary
technology in diagnostics that enables an early and accurate diagnostics of RCC. The
most common histological subtypes of RCC are the following: clear cell, papillary,
chromophobe, collecting duct carcinoma and unclassified. The proliferative markers
cycline A, Ki-67 and telomerase are significant in RCC diagnostics.

Aims:

The goal was to immunohistochemically investigate into the intensity of the cycline A,
Ki-67 and telomerase expression in RCC and analyse the correlation of these expressions
with clinical-morphological characteristics of RCC. The goal was also to analyse the
presence of mutations and polymorphism, gene amplification and metilation status in the
hTERT promotor gene region in the examined RCC patients.

Materials and Methods:

The operational material used in the research was that taken from 74 patients diagnosed
with RCC, obtained through partial nephrectomy, which was, following the processing
and moulding, first stained by hematoxylin and eosin and then RCC was diagnosed;
immunohistochemical methods and molecular-genetic research ensued.

Results:

Immunohistochemical investigation into the cycline A expression in the RCC tissue have
shown a statistically significant discrepancies in the cycline A expression among different
histopathological types. The most intensive expression is observed in the cases of
papillary RCC. The immunohistochemical investigations into the Ki-67 expression have
demonstrated a distinct positivity in comparison with the two other analyzed
histopathological types. Similarly, the immunohistopathological expression of telomerase
is dramatically higher in papillary RCC in comparisson

with the other two histopathological types. The sequencing of 343 bp long promotor
region has failed to demonstrate any activation of mutations in any of the examined RCC
samples, however, it has shown the presence of T/C transition at the -245 bp position.
The gene amplification has been observed in 19.4% patients. HTERT promotor was
methylated in 54.8% samples.



Conclusion:

Proliferative markers, cyclin A, Ki67, and telomerases have great prognostic significance
in RCC, especially in papillary RCC. Sequencing detected the presence of the T/C
transition at -245 bp position. The variant allele was present in homozygous form in 7.4%,
in heterozygous in 40.7%, and 51.9% were homozygous for the wild type allele. There
was no association between hTERT amplification and epidemiological, clinical and
pathological findings. A significant difference was observed between histopathological
types of tumors, since in chromophobe histopathological type, in all 5 patients, the
hTERT promoter was methylated.

KEY WORDS: RCC, proliferative markers, cyclin A, Ki67, telomerase,
hTERT, mutations, polymorphism, gene amplification, methylation
SCIENTIFIC FIELD: Molecular medicine

NARROWER SCIENTIFIC FIELD: Pathology
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1. UVOD

1.1.  Anatomija bubrega

Bubreg (ren) je parni organ koji predstavlja centralni deo urinarnog sistema. Bubreg je
crvenkasto smede boje i ¢vrste konzistencije, oblikom podseca na veliko zrno pasulja. Na
bubregu se razlikuje prednja (facies anterior) i zadnja (facies posterior) strana, spoljasnja
(margo lateralis) i unutra$nja (margo medialis) ivica i gornji (extremitas superior),
odnosno donji (extremitas inferior) pol (1).

Prednja strana je konveksna i gleda napred i upolje. Zadnja strana je manje konveksna i
glada nazad i unutra. Spoljasnja ivica je konveksna, a unutrasnja ivica je konkavna u
srednjem delu. Na sredini unutrasnje ivice bubrega nalazi se otvor nazvan hilus bubrega
(hilus renale), oblika vertikalno izduzene elipse, visok oko 3cm. On predstavlja ulaz u
sredi$nju Supljinu bubrega koja se zove bubrezni sinus (sinus renalis). Mesto hilusa je
malo udubljeno, duboko je oko 3cm. Kroz bubrezni hilus prolazi sudovno-ziv€ana
peteljka. U bubrezni hilus ulaze a. renalis i plexus renalis koji predstavlja splet nerava
autonomnog nervnog sistema koji inerviSe bubreg, a iz sinusa izlazi v. renalis. U
bubreznom sinusu lezi i deo bubrezne karlice (pelvis renalis). Gornji pol bubrega je
zaobljen 1 §iri je nego donji pol bubrega. Donji pol bubrega je spljosten od napred nazad
(1).

Kod odrasle osobe bubreg je tezak oko 140g, duzine je 10-12cm, Sirine oko 5¢cm, debljine
2-3cm. Smesten je u retroperitonealnom prostoru. Gornja trec¢ina bubrega lezi na
dijafragmi. Na granici gornje i srednje tre¢ine, ukoso, ukrsta dvanaesto rebro, dok je hilus
bubrega osobe u leZze¢em poloZzaju u visini drugog lumbalnog prsljena. Uzduzna osovina
bubrega je polozena koso tako da su gornji polovi blize od donjih. Desni bubreg lezi malo
nize od levog jer ga nanize potiskuje veliki desni rezanj jetre koji naleze na njegov gornji
pol. Gornji polovi oba bubrega udaljeni su jedan od drugog oko 8cm, a njihovi donji
polovi su razmaknutiji i udaljeni su jedan od drugog oko 12cm (1).

Bubrezni parenhim je zasticen spolja sa dva omotaca. Jedan je ¢vrsto vezan za sam
parenhim bubrega. To je tanka, providna opna, gradena je od veziva i naziva se capsula
fibrosa renis, a drugi omota¢ je zastitni, i nalazi se oko fibrozne kapsule, graden je od

masnog tkiva i odrzava bubreg u normalnom polozaju jer spre¢ava znatnija pomeranja



bubrega prilikom naglih pokreta tela i naziva se capsula adiposa renis. Preko masne
kapsule nalazi se bubrezna fascija (fascia renis). To je najpovrsniji omotac¢ bubrega,
sastoji se od subperitonealnog tkiva i obavija bubreg i nadbubreznu zlezdu koja je
smestena Uz gornji pol bubrega. Na uzduznom preseku bubrega vidi se njegova unutrasnja
grada. Bubreg se sastoji od parenhimnog, kompaktnog spoljasnjeg dela i srediSnjeg
Supljeg dela, gradenog od sistema Supljina smestenih uz hilus bubrega, a na koje se prema
spolja i dole nastavlja ureter, Sto spaja bubreg sa mokraénom besikom. Kompaktni deo
ima dva sloja: periferni zrnasti, Zutocrvenkaste boje, debeo oko 3-4cm i naziva se kora
bubrega (cortex renalis), i unutrasnji, linearni ruzicasti, formiran u obliku niza piramida
I zove se srz bubrega (medulla renalis). Medula bubrega je ruzicaste boje i izgraduju je
Malpigijeve i Ferajnove bubrezne piramide (pyramides renales) koje imaju oblik kupe, a
¢ija je baza okrenuta prema spoljnoj povrsini bubrega, a vrh prema bubreznom Sinusu i
na njegovim zidovima prouzrokuju ispupcenja koja se zovu bubrezne kvrzice (papillae
renales). Na svakoj od ovih kvrzica nalazi se 15-20 tackastih papilarnih otvora (foramina
papillaris) kroz koje se izliva mokraca iz zavr$nih delova mokra¢nih kanali¢a, Koji se
pruzaju kroz Malpigijeve piramide. Izdanci kortikalne supstance spustaju se do hilusa i
odvajaju piramide. Kora bubrega je Zuckaste boje i okruzuje Malpigijeve i Farajnove
piramide. Delovi Kkortikalne supstance koji leze izmedu Malpigijevih piramida su
Bertinijevi stubovi (columnae renales). Delovi kortikalne supstance koji leze izmedu
Farajnove piramide nazivaju se izuvijani deo reznjica kore (pars convoluta lobuli
corticalis). Deo kore koji je izmedu vrhova Ferajnovih piramida i fibroznog bubreznog
omotaca, Zove Se cortex corticis.

Bubrezni rezanj (lobus renalis) gradi medilatrna supstanca jedne Malpigijeve piramide i
deo kortikalne supstance Bertinijevih stubova koji je okruzuje. Granicu izmedu dva
susedna reznja oznacava a.interlobaris. Bubrezni reznji¢ (lobulus renalis) i kortikalna
supstanca okruzuju Ferajnovu piramidu (pars convoluta lobuli corticalis). Granicu

izmedu dva susedna reznji¢a oznac¢ava a.interlobularis (1).



Bubrezna karlica

Slika 1. Normalna grada bubrega (preuzeto sa www.biologija.rs/urinarni_sistemi.html)

1.2.  Histologija bubrega

Nefron (nephron) je osnovna strukturna i funkcionalna jedinica bubrega. Duzina mu se
kre¢e od 30 do 55 mm. Svaki bubreg se sastoji od 1-3 miliona nefrona i svaki nefron je
sposoban da samostalno stvara mokracu. Nefron se u svom pocetnom, prosirenom delu
sastoji od Malpigijevog bubreznog telasca (corpuskulum renale Malpighii), oko koga se
nadovezuje i nastavlja niz bubreznih kanali¢a ili tubula (tubuli renalis) koji predstavljaju
drugi deo nefrona i obuhvataju: proksimalni vijugavi tubul, tanki i debeli deo Henleove
petlje i distalni vijugavi tubul (1,2,3,4).

Bubrezno telasce se nalazi u korteksu bubrega (daju¢i mu zrnast izgled), a tubuli su
smesteni delom u korteksu, ali uglavnom u meduli bubrega (formirajuci linearni izgled
piramida), tako da se otvaraju na vrhu papila piramida i ulivaju se u ¢asice. Po lokalizaciji
i gradi, nefroni su podeljeni na kortikalne i jukstamedularne (1,2,3,4).

Bubrezno telasce je odgovorno za ultrafiltraciju plazme, a histoloski je gradeno od
bubreznog glomerula i Boumanove (Bowman) kapsule. Bubrezni glomerul je splet gusto

zbijenih kapilara i obrazuje formaciju u vidu klupka. U svakom bubregu ima oko 1 milion


http://www.biologija.rs/urinarni_sistemi.html

glomerula i to ve¢ od samog rodenja. On povezuje aferentnu (dovodnu) sa eferentnom
(odvodnom) arteriolom, a to je jedinstven slucaj da se kapilatna mreza sakuplja i ponovo
formira arterijski krvni sud (arterijski portalni sistem). Dovodna arterija pristupa
bubreznom korpuskulu na istom mestu gde ga odvodna napusta, pa se taj pol korpuskula
zove vaskularni pol. Nasuprot njemu je urinarni pol, gde se infiltrirana krvna plazma
(primarna mokrac¢a), odvodi iz urinarnog prostora glomerula proksimalnim vijugavim
tubulom. BubrezZni glomerul obavijen je dvostrukim epitelnim omota¢em koji se zove se
Bowmanova kapsula (capsula glomeruli). Njegov spoljasnji, parijetalni list granici
bubrezno telasce od okolnog parenhima, a ¢ini ga sloj pljosnatih ¢elija naleglih na bazalnu
laminu i prostire se od urinarnog do vaskularnog pola. Na urinarnom polu ljuspast epitel
parijetalnog lista Boumanove kapsule prelazi u kockast epitel proksimalnog bubreznog
kanali¢a, dok na vaskularnom polu, spoljasnji list pravi nagli zaokret i prelazi u visceralni
(unutra$nji) list Boumanove kapsule. Celije viscelarnog lista su kompleksnije grade i
oznacavaju Se kao podociti. Oni su priljubljeni uz kapilarni zid, a njihova bazalna lamina
sjedinjena je sa bazalnom laminom endotela. Izmedu dva lista Boumanove kapsule je
interkapsularni (urinarni, mokra¢ni ili Boumanov) prostor gde se sakuplja primarna
mokraca. Izmedu mokra¢nog prostora i lumena kapilara je semipermeabilna bioloska
membrana gde se cedi krv pri prelasku kroz kapilarno klupko. U sredisnjem delu
kapilarnog klupka nalazi se mezangijum koji ¢ine mezangijumske ¢elije i ekstracelularni
matriks, koga stvaraju same ¢elije. Mezangijum zauzima oko 15% volumena glomerula
(1,2,3,4).

Bubrezni tubul proteze se od parijetalnog lista Boumanove kapsule, od mokra¢nog pola
bubreznog korpuskula, do lu¢nog sabirnog kanala. Celim tokom obloZen je jednoslojnim
epitelom. Proksimalni i distalni segment imaju vijugavi tok, a povezuje ih pravi deo
tubula koji ima nishodni i ushodni krak. Proksimalni vijugavi tubuli su odgovorni za
reapsorpciju oko 60% glomerularnog ultrafiltrata. Proksimalni kanali¢i se nastavljaju na
Henleovu petlju koja ima znacajnu ulogu u koncentrisanju mokrace. Na Henleovu petlju
se nastavljaju distalni vijugavi tubuli ¢ija je uloga aktivna resorpcija NaCl (1,2,3,4).

U Malpigijevim telascima vrsi se proces sekrecije prvobitne mokrace, dok se u bubreznim
tubulima iz prvobine mokrace vrsi reapsorpcija izvesnih supstanci i tako se dobija
definitivna mokraca. Jukstaglomerulski aparat (JGA) je zajednic¢ki naziv za grupu

specijalno diferentovanih ¢elija, smestenih na vaskularnom polu bubreznog telasca. JGA



se sastoji iz tri komponente: makule denze, juksaglomerulskih ¢elija i ekstraglomerulskih
mezangijumskih celija (1).

U bubreznom parenhimu izmedu nefrona nalazi se intersticijum bubrega. U koretksu
intersticijum grade fibroblasti, a u meduli zvezdaste ¢elije. Hilusni deo bubrega na
preseku je predstavljen Supljinom (pijelon) koju oblaze epitel prelaznog tipa, a koji se
nastavlja i na pocetni deo uretera (1,2,3,4).

Slika 2. Histoloska grada nefrona (preuzeto sa: sh.wikipedia.org)
1. Glomerul, 2. Proksimalni vijugavi tubul, 3. Distalni vijugavi tubul

1.3.  Embriologija bubrega

Bubreg se razvija iz intermedijarnog mezoderma, a on se nalazi duz dorzalnog zida tela,
izmedu somita i lateralne plo¢e mezoderma. Savijanjem embriona, intermedijerni
mezoderm se pomera ventralno i gubi vezu sa somitima. Organogeneza bubrega pocinje
krajem trece nedelje embrionalnog Zivota. Prolazi kroz tri faze koji se delimi¢no
preklapaju i to su: pronefros, mezonefros i metanefros, a svi se razvijaju iz
intermedijarnog mezoderma, koji se pruza od cervikalnog do kaudalnog dela embriona.
Pronefros i mezonefros odgovaraju provizornim organima koji prethode razvoju pravog
bubrega (metanefros). Pronefros se razvija u cervikalnom regionu tokom ¢éetvrte nedelje
gestacije. Kod c¢oveka je rudimentaran, privremen i nefunkcionalan. Mezonefros se
razvija krajem Getvrte nedelje gestacije, kaudalnije od pronefrosa. Perzistira kratko tokom
2. meseca, dok se ne razviju stalni bubrezi. Krajem drugog meseca uglavnom atrofira,
osim dela od kojeg ¢e se kod muskog pola razviti ductuli efferentes i piradydimis, a kod
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zenskog epoophoron i paraoophoron. Metanefros se razvija u definitivni bubreg. Nastaje
od dve komponente, oba mezodermalnog porekla: metanefrosnog ili ureterskog pupoljka,
i metanefrosnog blastema (metanefrosna masa intermedijernog mezoderma). Njegov
razvoj pocinje U petoj nedelji embrionalnog razvoja. U pocetku, metanefrosni bubrezi su
u karlici, ali zbog rasta tela embriona kaudalno od bubrega dolazi do njegovog kranijalnog
pomeranja. Bubreg menja svoj polozaj, penje se iz karlice u lumbalni predeo i u devetoj
nedelji zauzima adultni polozaj. Istovremeno se okrec¢e oko svoje uzduzne osovine, tako
da hilus koji je bio postavljen ventralno, dode na medijalnu stranu, rotira se za 90°
(okrenut je prema ki¢menom stubu) (3,4).

Tokom razvoja, moguée su odredene nepravilnosti koje se kod definitivnog bubrega
ispoljavaju kao anomalije u smislu broja, veli¢ine i grade bubrega. Neke od njih
su: agnesia renis, hypoplasia renis, ectopia renis, malrotatio renis, morbus cysticus renum,

triplicitas et quadriplicitas renum (3,4).

T %Y . nedelja

Slika 3. Intermedijerni mezoderm u razvoju urinarnog sistema (preuzeto od: D.Trpinac,

M.Obradovi¢, Repetitorijum histologije i embriologije, 2013)

1.4. Uloga bubrega

Bubreg je parni organ cija je funkcija od zivotnog znacaja za ¢oveka 1 uti¢e na rad svih
ostalih organa i organizma u celini. Osnovna uloga bubrega je formiranje
kona¢ne mokrace. Pored toga on ima i druge brojne i vrlo slozene uloge koje su svrstane

u tri grupe: ekskretornu, humoralno-regulatorsku i endokrinu (3,4,5).
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Ekskretorna uloga bubrega je njegova fundamentalna uloga i omogucava da se urinom iz
organizma izluc¢e sve supstance koje su organizmu nepotrebne i Stetne. To su razni
otpadni produkti metabolizma. Humoralno-regulatorska uloga predstavlja ocuvanje
stalnosti zapremine 1 sastava telesnih tecnosti radi oCuvanja elektrolitnog statusa i
regulacije acidobazne ravnoteze. Endokrina uloga se sastoji u sintezi, sekreciji i/ili
metabolizmu razli¢itih hormona i humoralnih ¢inilaca (3,4,5).

Bubreg otklanja razne produkte metabolizma gradivnih i funkcionalnih materija ljudskog
organizma (urea, Kreatinin, urati, elektroliti, mokra¢na kiselina, bilirubin) i izlucuje
strane materije, toksine i produkte metabolizma lekova koji se unose u organizam, a
reapsorbuje Secere i aminikiseline. ReguliSe zapreminu i elekrolitni sastav telesnih
te€nosti selektivnom reapsorpcijom vode 1 elektrolita kako bi odrZzao normalan
osmolaritet i volumen telesnih tecnosti. Zajedno sa plu¢ima i puferima telesnih te¢nosti,
reguliSe acidobaznu ravnotezu putem sekrecije ili zadrzavanja baznih i kiselih
ekvivalenata. Reguli$e arterijski pritisak regulacijom izlu¢ivanja vode i natrijuma (Na*).
Luci hormone, renin i eritropoetin, kao i aktvnu komponentu vitamina D. Sintezom i
sekrecijom oko 90% ukupnog eritropoetina, bubrezi direktno utiu i na stvaranje, tj.
broj crvenih krvnih zrnaca. Vrsi sintezu glukoze procesom glukoneogeneze tokom
prolongiranog gladovanja (3,4,5).

Mehanizam stvaranja mokra¢e obuhvata tri fundamentalna procesa: filtraciju,
reapsorpciju i sekreciju. Stvaranje primarne mokrace poc€inje filtracijom velike koli¢ine
te¢nosti iz glomerulskih kapilara, kroz krvno-urinarnu membranu u Boumanov urinarni
prostor (omeden Boumanovom kapsulom). Ovaj ultrafiltrat krvi zatim ulazi u sistem
tubula, gde se odvija reapsorpcija (vra¢anje odredenih supstanci iz filtrata u krvotok) 1
sekrecija (transport jona i drugih supstanci iz krvotoka u bubrezne tubule). Kao rezultat
nastaje kona¢na mokraca, koja se preko uretera odvodi iz bubrega u mokra¢nu besiku i
preko uretre izlu€uje iz organizma. (3,4,5).

Kod hroni¢nih bolesti bubrega ili akutne bubrezne insuficijencije, dolazi do teskih
poremecaja u zapremini i sastavu telesnih tecnosti 1 nakupljanja razlicitih Stetnih materija
u organizmu. Ako se ne preduzmu odgovarajuce terapijske mere (poput hemodijalize ili

peritonealne dijalize), nastupa smrt pacijenta u roku od nekoliko dana (3,4,5).
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1.5. TUMORI BUBREGA

Kao i sve vrste tumora, i tumore bubrega mozemo uopsteno podeliti na osnovu njihovog
bioloskog ponasanja na benigne i maligne. Maligni tumori su daleko ¢es¢i, a u okviru ove
grupe nalaze se dve podgrupe:

1. Primarni tumori (tumori porekla bubreznog parenhima)

2. Sekundarni tumori (metastaze)

Najucestaliji tumori bubrega odraslih osoba su karcinom bubreznih ¢elija (RCC-renal cell
carcinoma) i1 dele se na slede¢e najeS¢e histoloSke podtipove: svetlocelijski,
multilokularni cisti¢ni, papilarni, hromofobni, medularni 1 neklasifikovani. Svi RCC
poticu od tubularnih epitalnih ¢elija bubrega, tj. nefrona (5,6).

Karcinom bubrega €ini svega 2% svih karcinoma ¢oveka, sa otprilike 190,000 novih
sluajeva koji se dijagnostikuju svake godine. Ce$ée se javlja u zemljama u razvoju
(12,13,14,15).

Vecinu malignih tumora bubrega ¢ine sporadi¢ni slucajevi, dok je oko 4% karcinoma
bubreznih ¢elija nasledno 1 povezano je sa hereditarnim kancerskim sindromima. Do sada
su opisana Cetiri glavna tipa naslednih karcinoma bubrega: Von Hippel-Lindau (VHL),
hereditarni papilarni karcinom bubrega (HPRC), Birt-Hogg-Dube (BHD) i karcinom

bubreznih ¢elija udruzen sa hereditarnom leijjomiomatozom (HLRCC) (5,6,7,8).

1.6. KARCINOM BUBREZNE CELIJE (renal cell carcinoma-RCC)
1.6.1. Epidemiologija i incidenca karcinoma bubreZne ¢elije

Karcinom bubrezne ¢elije je grupa maligniteta koji potice iz epitela bubreznih tubula (6).
Karcinom bubreznih ¢elija (RCC) je oblik karcinoma bubrega koji ¢ini oko 2-3% svih
dijagnostikovanih karcinoma bubrega kod odraslih osoba oba pola, najces¢e izmedu 60-
70. godine starosti. Incidenca karcinoma bubreznih ¢elija raste posle 40. godine Zivota, a
opada posle 75. godine zivota (6,7,8,9,10). Incidenca mu je najveéa u zapadnim
zemljama. Stope incidencije karcinoma bubreznih ¢elija su u padu u odredenim zemljama
kao $to su Svedska i Danska, ali u drugim evropskim zemljama i dalje postoji tendencija

porasta incidence. Najniza incidenca je zabeleZzena u Africi i Aziji, dok je najvisa u



Ceskoj, gde se na godisnjem nivou otkrije 10-20 slu¢ajeva na 100.000 stanovnika
(6,7,8,9).

Karcinom bubreznih ¢elija je oko 2 puta ¢es¢i kod muskaraca, nego kod Zena, podjednako
i uzemljama visokog i niskog rizika. Na listi svih dijagnostikovanih karcinoma kod ljudi,
RCC je na 14. mestu. Karcinom bubreznih c¢elija kod muskaraca koji zive u
industrijalizovanim oblastima, ukljucujuci Japan, ucestao je koliko i Non-hockin limfom
koji je na 6. mestu, dok je u manje razvijenim zemljama na 16. mestu, a u istom je redu
veli¢ine kao 1 karcinom nazofarinksa (6,7,8,9,10,11).

U poslednje vreme, najnovija istrazivanja u svetu beleze porast obolelih od karcinoma
bubreznih ¢elija kod oba pola, i u svim delovima sveta (11). Ova pojava se moze objasniti
boljom i ranijom dijagnostikom, kao i primenom savremene imidzing tehnologije u
dijagnostici koja omogucava raniju i precizniju dijagnostiku RCC, ali i etioloskim
faktorima, koji doprinose njegovoj pojavi, kao $to su: puSenje, gojaznost, profesionalna
izlozenost teskim metalima, hipertenzija, alkohol, diabetes mellitus (11,12,13). Najces¢i
histoloski podtipovi RCC koji su dijagnostikovani kod ljudi su: svetlocelijski, papilarni,
hromofobni, karcinom sabirnih kanala i neklasifikovani (5,6).

RCC je do nedavno smatran monomorfnom boles¢u koja nastaje iz zajednicke
prekursorske celije, ali razliCitth histoloskih 1 klinicko-bioloskih karakteristika.
Istrazivanja iz citogenetike i molekularne biologije utvrdila su da razliciti podtipovi RCC
imaju razli¢ite genetske abnormalnosti §to se odraZava na razli€it patohistoloski izgled,

biolosko ponasanje i fenotipske karakteristike (6,11,13).



Slika 4. Karcinom bubrezne Celije (preuzeto sa: www.kancer.rs/karcinom-bubreznih-celija/)

1.6.2. Etiologija

Najces¢i faktori rizika za nastanak karcinoma bubreZnih ¢elija su:

vvvvv

¢elija. PuSenje je odgovorno za oko 90% svih slucajeva malignih tumora kod
muskaraca 1 za oko 20-30% karcinoma bubreznih celija, a prestanak puSenja
linearno sniZava rizik za nastanak pomenutog karcinoma u oba pola, Sto je
pokazala i meta-analiza 26 studija (13). Dokazano je da cigarete sadrze
kancerogene materije, ali isto tako u karcinogenezi karcinoma bubreznih ¢elija
moze imati uticaj i hroni¢na hipoksija zbog ugljen monoksida ili zbog snizene
pluéne funkcije, a to moze imati ulogu i u odnosu na HIF (hypoxia inducibile
factor) (13,14,15,16). Pored uticaja na nastanak karcinoma, puSenje predstavlja i

jedan od faktora rizika za razvoj uznapredovalog karcinoma bubrega (14,15,16).

2. Gojaznost je drugi po znacaju faktor rizika za nastanak karcinoma bubreZnih
¢elija. Nekoliko epidemioloskih studija, koje su sprovedena medu mnogim
razli¢itim populacijama, utvrdile su da rizik od karcinoma bubreznih ¢elija raste

postepeno sa povecanjem indeksa telesne mase (BMI), kao najces¢e mere za
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prekomernu tezinu. Ucestalost karcinoma bubreznih ¢elija kod gojaznih osoba
(BMI>29 kg/m?) je dvostruko veéi od normalnih pojedinaca i oko 50% veéi kod
gojaznih (BMI 25-30 kg/ m?). | u istrazivanju Liehr i saradnika navodi se da kod
gojaznih osoba postoji predispozicija za nastanak karcinoma bubreznih ¢elija
zbog povecanog nivoa endogenog estrogena (17,18,19,20). Procenjuje se da u
Evropi jedna Cetvrtina karcinoma bubreznih ¢éelija kod oba pola, poti¢e od viska
kilograma. Korelacija je veca kod zena, nego kod muskaraca u nekim, ali ne i

svim studijama (18,19,20).

Hipertenzija, povisen krvni pritisak smatra se faktorom rizika za nastanak
karcinoma bubreznih celija, mada 1 tumori bubrega mogu da pospeSe pojavu
hipertenzije. U prilog ovome govore velike kohortne studije kao i studije slucaja
i kontrole (18,21,22,23,24). U istrazivanju Crow WH i saradnika iz 2000. godine,
pokazano je da efikasna kontrola krvnog pritiska umanjuje rizik od nastanka RCC
(18,23,24). Primena antihipertenzivnih preparata smatrala se jednim od faktora
rizika za nastanak ovog malignoma, ali njihov negativan uticaj joS uvek nije

dokazan (22,23,24).

Ishrana, prema analitickim studijama, moze imati ulogu u razvoju karcinoma
bubreznih ¢elija (12,13,25). Medutim, 1 pored toga $to nije dokazana veza izmedu
ishrane i rizika od razvoja karcinoma bubreznih Celija, neke studije su ukazale da
povecani unos masti 1 proteina korelira sa incidencom javljanja karcinoma

bubreznih ¢elija, a da ishrana bogata vo¢em 1 povréem ima zastitni efekat (24,25).

Paritet predstavlja jedan od faktora rizika za nastanak karcinoma bubreznih ¢elija,
ali sa nepodudarnim rezultatima, tako da se smatra da bi za nadeno povecanje
incidence karcinoma bubreznih ¢elija kod viSerotkinja pre bila odgovorna
povecana telesna tezina, koja je kod njih ¢eSca (26). Pretpostavlja se da je
uzimanje oralnih kontaceptivnih sredstava i umereno konzumiranje alkohola ima

protektivni efekat, ali samo kod Zenskog pola (23,26).
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6. Alkohol - Uticaj alkohola na pojavu karcinoma jo$ uvek nije dovoljno jasan.
Odredene studije ukazuju na povoljan efekat umerenog konzumiranja alkohola,
tj. blago do umereno konzumiranje alkohola smanjuje rizik za nastanak karcinoma

za 10-20%, nezavisno od ostalih faktora rizika (13,23).

7. Profesija - Povecana ucestalost karcinoma bubreznog ¢elija dijagnostikovana je
kod nekih profesija kao Sto su: radnici izlozeni derivatima kadmijuma i azbesta,
radnici u industriji koze, radnici u petrohemijskoj industriji (27,28). U dve
kohortne studije izneti su podaci o znacajno veéoj smrtnosti radnika u proizvodnji
azbesta u odnosu na druge profesije (28). Izlaganje arsenu (u vodi za pice ili tokom
industrijske proizvodnje), povecava rizik za nastanak karcinoma bubrezZnih celija
za 30%. Takode, kao potencionalni karcinogeni faktor za nastanak karcinoma
bubreznih celija u mnogim studijama, pominju se i kadmijum, pesticidi i
mikrotoksini (6,13,25,28).

Medunarodna agencija za istrazivanje raka (IARC) smatra trihloretilen (sredstvo
za omascivanje metala) i tetrahloretilen (sredstvo za hemijsko c¢isc¢enje)

kancerogenima kod Zivotinja, a verovatno 1 kod ljudi (13,25).

8. Ostali faktori rizika - terminalna bubrezna insuficijencija i steCena policisticna

bolest bubrega (6,13,23,24,25).

Nekoliko studija je istrazivalo hipotezu da genetske karakteristike mogu da moduliraju
efekat izloZenosti hemijskim kancerogenima. U jednoj studiji efekat pusenja je jaci kod
osoba sa sporim genotipom acetilator, kao Sto je definisano polimorfizama u N-
acetiltransferaza 2 gena koja je obuhvacena u metabolizmu policikli¢nih aromati¢nih
ugljovodonika. S druge strane, karcinom bubreznih ¢elija nije povezan sa glutatione S-
transferazom (GST) M1 nultim genotipom koji ucestvuje u metabolizmu nekoliko
kancerogena, ali je znacajno smanjen i kod pusaca i nepusaca koji imaju GST T1 nulti
genotip (6,13,23,24).

Oko 2% karcinoma bubreznih ¢elija vezano je za nasledne sindrome od kojih su
najznacajniji Von Hippel-Lindau sindrom, nasledni papilarni karcinom bubrega, nasledna

leiomiomatoza i karcinom bubreznih ¢elija, Birt-Hogg-Dube sindrom i konstitucionalna
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translokacija 3 hromosoma. Karcinom bubrega koji nastaje u sklopu naslednih sindroma
javlja se kod mladih osoba, a ¢esce su bilateralni i multicentri¢ni (6,13,29,30).

Von Hippel-Lindau sindrom (VHL) se nasleduje autozomno-dominantno, a
manifestuje se hemangioblastomom centralnog nervnog sistema i retine, svetlocelijskim
karcinomom bubrega, feohromocitomom i tumorima guSterace i unutarasnjeg uha.
Sindrom nastaje zbog nasledne mutacije VHL tumor supresor gena koji se nalazi na
hromozomu 3p25-26. VHL gen koji suprimira tumor ima tri egzona i kodiraju¢u
sekvencu sa 639 nukleotida. Ekspresija VHL gena se zapaza u raznim humanim tkivima,
posebno u epitelnim ¢elijama koze, gastrointestinalnom, respiratornom i urogenitalnom
traktu kao 1 u organima sa unutra$njim i spoljasnjim lucenjem. U CNS-u,
imunoreaktivnost na pVHL je izrazena u neuronima, ukljucujuci i Purkinjeove celije
cerebeluma (6,30).

Iako se ovi karcinomi ces¢e javljaju kod mladih osoba i Cesto su multicentrini i
bilateralni, karcinomi bubrega koji nastaju u sklopu VVon Hippel-Lindau sindroma imaju
bolju prognozu, nego sporadi¢ni slucajevi svetlocelijskog karcinoma bubreznih Celija
(30).

Nasledni papilarni karcinom bubrega je nasledno oboljenje sa autozomno-
dominantnim nasledivanjem, a karakteriSu ga multipli bilateralni papilarni karcinomi
se dijagnostikuje jako kasno, kada su ve¢ prisutne metastaze. Povezan je sa loSom
prognozom (31). Mutacija MET onkogena koji se nalazi na hromosomu 7931 kodira
tirozin Kinazni receptor, a odgovoran je za nastanak tumora (32).

Karcinom bubrezZnih ¢elija udruzen sa hereditarnom leijomiomatozom (HLRCC) je
autozomno-dominantno oboljenje koje nastaje zbog mutacije FH gena koji je lociran na
1942.3-q43. KarakteriSe se predispozicijom za benigne leiomiome koze i uterusa i
karcinom bubreZnih ¢elija. Tipicna varijanta karcinoma bubrega je papilarni karcinom
tipa 2, najceS¢e nuklearnog gradusa 3 ili 4. Ovaj tip karcinoma bubrega ve¢inom je
pozitivan na vimentin, a negativan na CK7 (6).

Struktura i funkcija FH gena su smestene na hromozomu 1q42.3-043, koji se sastoji od
10 egzona i kodira peptid od 511 aminokiselina. Prvi egzon kodira mitohondrijalni
signalni peptid. Pored njega u citosolu je, takode, prisutan i procesovani FH (bez

signalnog peptida). Mitohondrijalni FH ucestvuje u ciklusu trikarboksilne kiseline
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(Krebs) katalizuju¢i pretvaranje fumarata u malat. Za FH se, takode, zna i da je ukljucen
u ciklus uree. Medutim, uloga citosolnog FH je jo§ uvek donekle nejasna. Bialelna
inaktivacija FH-a je uocena u gotovo svim HLRCC (naslednim lejomiomatoznim
tumorima). FH mutacije Germline mutacije na FH genu pronadene su u 85% porodica sa
HLRCC (naslednim lejomiomatoznim tumorima) (6).

Birt-Hogg-Dube sindrom (BHD) karakteriSe benigne kozne tumore, narocito
fibrofolikulome, trihodiskome i akrokordome, uz koje, u sklopu oboljenja, nastaju
spontani pneumotoraks i multipli tumori bubrega, od kojih su naj¢es¢i onkocitomi, te
hromofobni i papilarni karcinom bubrega. Oboljenje se nasleduje autozomno-
dominantno, a BHD gen se nalazi na hromosomu 17p11.2 (6,33,34).

Tuberozna skleroza (TS) je nasledna bolest koja se prenosi autozomno-dominantno, a
nastaje usled mutacije ili hromosoma 9q ili 16p, na kojima se nalaze geni TSC1 i TSC2
(35). Bolest se manifestuje multiplim hamartomima, koji mogu zahvatiti bilo koji
organski sistem, a najce$ce se nalaze na kozi, dok se od bubreznih manifestacija najcesce
pojavljuju angiomiolipomi (6,35,36). Ovi bolesnici mogu se javiti i sa cistama bubrega i
onkocitomima, a imaju i povecéan rizik za nastanak karcinoma bubreznih c¢elija koji je
tada uvek svetlocelijskog tipa. Incidencija nastanka karcinoma bubreznih celija u

bolesnika s tuberoznom sklerozom je 2-4% (35,36).

1.6.3. Klini¢ka slika

Karcinom bubreznih ¢elija u pocetku ne daje nikakve tegobe, ni smetnje koje bi ukazivale
na njegovo prisustvo. NajceS¢e se dijagnostikuje slucajno, tokom  ispitivanja
nespecifiénih tegoba, kontrole drugih oboljenja ili sistematskih pregleda. 1 do 40%
bolesnika je bez simptoma u trenutku postavljanja dijagnoze. Zbog toga se trijas,
karakteristian za karcinom bubrega, koji ¢ine abdominalni bol, hematurija, odnosno
pojava krvi u mokrac¢i i palpabilna abdominalna masa, retko nalaze pri postavljanju
dijagnoze. Mnogo ¢eSc¢e se bolest manifestuje nespecificnim simptomima, kao Sto su
gubitak telesne tezine, umor, poviSena telesna temperatura, bol u trbuhu, iscrpljenost,
anoreksija 1 dr. Svi ovi simptomi nisu specifi¢ni za karcinom bubrega, ve¢ se Cesto

javljaju kao posledica drugih malignih ili sistemskih bolesti. (37,38).
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Klasic¢an trijas je prisutan samo u oko 5 do 10% slucajeva i tada upucuje na uznapredovalu
bolest.Naj¢esci simptom je hematurija u oko 50% pacijenata, a tek potom bol i palpabilna
abdominalna masa u oko 40% pacijenata (37,38,39,40,41).

Pojava krvi u mokraci se objasnjava na vise nacina. Usled komunikacija bubrezne kore i
sistema sabirnih kanalica mogucéa je direktna invaziju tumora sa posledicnom
hematurijom. Takode, brz tumorski rast moze dovesti do pojave nekroze koja zahvata
kanalice 1 manifestuje pojavom krvi u urinu. Stvaranje tumorskih krvnih sudova
(tumorska angiogeneza) takode moZe uticati na razvoj hematurije. S obzirom da
hematurija u poéetku moze biti i nevidljiva ili mikroskopska, neophodan je pregled urina
pre ultrazvu¢nog pregleda (UZ) ili pregleda kompjuterizovanom tomografijom (CT) (37).
Postojanje palpabilnih abdominalnih ili lumbalnih masa i bol u tom regionu su ¢esti kod
bolesnika i posledica su lokalnog rasta tumora. Svojim rastom tumor vrsi pritisak na
bubreznu i donju Suplju venu, pa su moguéi simptomi i znaci uzrokovani venskom
opstrukcijom (naglo nastaje obostrani otok donjih ekstremiteta ili varikocela
zbog obstrukcije donje suplje vene) (29,37,38,39,40,41).

Kod bolesnika obolelih od karcinoma bubreznih ¢elija moze se javiti i normocitna
anemija u oko 33% slucajeva. U laboratorijskim nalazima moze biti prisutna poviSena
sedimentacija eritrocita u oko 50% pacijenata, a rede eritrocitoza 1 trombocitoza
(6,42,43,44). Sistemska amiloidoza tipa AA javlja se kod oko 3% pacijenata (45,46).
Hepatosplenomegalija, koagulopatija, povecanje visine serumske alkalne fosfataze i
transaminaze i alfa-2-koncentracijama globulina moze se javiti i kod pacijenata bez
metastatske bolesti u jetri (6,42,43). Kod pacijenata kod kojih u trenutku postavljanja
dijagnoze postoji i metastatska bolest, metastaze se najée$ce nalaze u plu¢ima, mekim
tkivima, kostima i jetri (47,48).

Bubreg ima i endokrinu funkciju i vrsi sintezu mnogih hormona, neophodnih za normalnu
homeostazu. Veca produkcija tih hormona i hormonima sli¢nih peptida, kao i tumorska
sekrecija drugih proteina, kao Sto su citokini 1 enzimi, uslovljavaju
pojavu paraneoplasticnih sindroma. Karcinom bubreznih ¢elija je jedan od maligniteta
koji daje najizrazeniji paraneopasticni sindrom koji se registruje u oko 30% bolesnika sa
simptomatskim karcinomom bubreznih ¢elija. On moze biti prisutan i prilikom dijagnoze
karcinoma bubreZnih celija kao 1 tokom same bolesti (47,48,49,50). Paraneopasti¢ni

sindrom predstavlja postojanje sistemskih simptoma kod obolelih, koji poti¢u od samog
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tumora, a nisu posledica metastatskih promena ili primenjene terapije. Veéina simptoma
je uzrokovana proteinima koje lu¢i sam karcinom ili sekundarno, imuni sistem obolelog.
Detaljan mehanizam nastanka paraneopasti¢nog sindroma je nedovoljno poznat.
Pretpostavlja se da nastaje zbog povecanog luCenja citokina, kao S§to je interleukin-6
(IL6). To je citokin koji je povezan sa inflamatornim procesom i odgovoran je za
inflamatorni sindrom u okviru paraneopasticnog sindroma i obuhvata: povisenu
temperaturu, ubrzanu sedimentaciju eritrocita, anemiju i trombocitozu. Manifestacije
paraneopasti¢nog sindroma, u okviru karcinoma bubrega, dele se u dve grupe: endokrinu
i neendokrinu. U endokrinu grupu spadaju: hipertenzija, hiperkalcemija, poremecaj
metabolizma glukoze, galaktoreja, Kusing-ov sindrom, policitemija i nematastatska
hepati¢na disfunkcija. Neendokrinu grupu cine: anemija, amiloidoza, nefropatija,
vaskulopatija,  neuromiopatija,  koagulopatija 1  povetanje  prostaglandina.
Paraneoplasticni  sindrom  povezan je sa loSom  prognozom  obolelih

(47,49,50,51,52,53,54,55,56).

1.6.4. Dijagnostika

S obzirom da karcinom bubreznih ¢elija u pocetku ne pravi nikakve tegobe bolesniku
nema simptoma koji bi ukazivali na ovo oboljenje u ranoj fazi. Zbog toga se naveci broj
karcinoma bubreznih ¢elija otkriva slu¢ajno, prilikom sistematskih pregleda ili u sklopu
pracenja drugih oboljenja. Brz tehnoloski razvoj imidZing metoda kao $to su
ultrasonografija /UZ/ i kompjuterizovana tomografija /CT/ i njihova dostupnost §iroj
populaciji, doprinosi ranijem otkrivanju bolesti. Ipak, i pored primene savremenih
dijagnostickih procedura, trefina pacijenata u vreme postavljanja dijagnoze ima
metastatsku bolest (57).

Radi postavljanja dijagnoze karcinoma bubrega potrebno je sprovesti niz procedura koje
obuhvataju: anamnezu, fizikalni pregled pacijenta, laboratorijsku dijagnostiku,
radioloske procedure (ehosongrafija /UZ/, kompjuterizovana tomografija /CT/, nuklearna
magnetna rezonanca /NMR/). Od ostalih dijagnosti¢kih procedura treba spomenuti i
arterografiju, selektivna angiografiju, scintigrafiju bubrega i perkutanu biopsiju tumora
bubrega (58,59,60).

Fizikalni pregled pacijenata je znacajan kod detekcije palpabilne mase u lumbalnoj lozi

bimanuelnim pregledom (58).
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Prilikom dijagnostike karcinoma bubreznih ¢elija, u laboratorijskim nalazima moze biti
prisutna: poviSena sedimentacija eritrocita, poviSeni nivo hemoglobina, serumskog
kalcijuma, alkalne fosfataze, laktat dehidrogenaze (LDH). Kod 30% pacijenata prisutna
je anemija. Zbog hiperprodukcije eritropoetina, kod 2-5% pacijenta javlja se eritrocitoza.
U laboratorijskim analizama urina, moze se uociti prisustvo svezih eritrocita ili je
sediment urina makroskopski hematurican (58).

Ehosongrafija /UZ/ abdomena, kao dijagnosticka procedura je znacajna procedura u
dijagnostici karcinoma bubrega. Lako se izvodi, jeftina je i sprovodi se kao ,,skrining*
procedura (61). Oko 83% svih slucajno otkrivenih tumorskih promena na bubregu,
otkriveno je ovom procedurom (62).

Kompjuterizovana tomografija /CT/ predstavlja ,zlatni standard“ u dijagnostici
karcinoma bubrega zbog senzitivnosti 1 specifi¢nosti ve¢om od 85% (63). Kod snimanja
tumora bubrega CT-om, postoje dve faze: predkontrasna i kontrasna. Ona ukljucuje CT
pre i nakon i.v. datog kontrasta kako bi se potvrdila dijagnoza tumora bubrega, njegova
veli¢ina 1 lokalizacija, obezbedile informacije o funkciji 1 morfologiji kontalateralnog
bubrega, njegovo ektrarenalno Sirenje, zahvatanje vene kave i uvecanje okolnih limfnih
¢vorova, stanje nadbubrega i jetre (64,65).

Za dijagnozu karcinoma bubreznih ¢elija sve ceSce se koristi perkutana biopsija tumorske
lezije kako bi se odredio patohistoloski tip tumorske promene i stepen maligniteta,
diferencijacija primarnih bubreznih karcinoma od metastaza kod bolesnika kod kojih je
ranije utvrden ekstrarenalni karcinom. Koristi se 1 za histoloSku verifikaciju kod bolesnika
koji su kandidati za nehirurski tretman, radi utvrdivanja najpovoljnije ciljane
farmakoloske terapije koja ¢e dati najbolje prezivljavanje, naroCito kod prisutnih
metastaza (6,7,65). Istrazivanja koja su sprovedena u poslednjoj deceniji, pokazala su da
je veliki dijagnosticki znacaj biopsije tumora bubrega (63). Kod izvodenja ove procedure
procenat komplikacija, kao irizik od diseminacije tumorskih ¢elija je nizak i 1znosi manje
od 1% (66).

U istrazivanju koje su sproveli Wunderlich i saradnici, kod tumora ve¢ih od 4 cm, podaci
dobijeni biopsijom tumorske lezije, znacajno su precizniji kod periferno lokalizovanih
tumorskih lezija, u odnosu kada je tumorska lezija bila centralno lokalizovana (67).

U radu Marcona i saradnika, koji je publikovan u European Urology 2016., a kojim je

bilo obuhvaceno 5228 pacijenata, kojima je uradena biopsija tumora bubrega, zakljuc¢eno

17



je da pored ostalog, ova procedura daje znac¢ajan doprinos u prognostickom smislu jer se
njom daje uvid o patohistoloskom tipu tumora i njegovom malignom potencijalu (68).
Dijagnosti¢ke procedure: arterografija bubrega i selektivna angiografija, scintigrafija
bubrega, NMR, CT grudnog kosa, CT mozga i1 druge procedure, primenjuju se ukoliko
za to postoje indikacije (65,69,70).

1.6.5. Patohistoloski izgled

Svetlocelijski karcinom bubreznih ¢elija (najéesc¢i oblik karcinoma bubrega) obicno je
solitaran i vec¢ih dimenzija, okruglaste mase, pre¢nika 3-15 cm, u simptomatskoj formi.
Sve ¢eS¢om upotrebom radiografskih tehnika visoke rezolucije sa ciljem da se ispitaju
drugi problemi, sluc¢ajno se otkrivaju ¢ak i manji tumorski ¢vorovi (depoziti). Ovi
karcinomi mogu nastati bilo gde u korteksu bubrega. PovrSina preseka svetlocelijskih
karcinoma bubreznih ¢elija je zutonarandzasta, sve do sivkastobeli¢aste nijanse, sa
zonama cisticnog razmeksSanja ili krvarenja (bilo starog ili svezijeg). Tumor je jasno
ogranicen. Ipak, ponekad se mali jezicci tumorskog tkiva pruzaju u okolni parenhim, a u
okolnom tkivu se mogu nac¢i mali satelitski nodusi, Sto je jasan pokazatelj agresivnosti
takvih lezija. Kako tumor raste, moze da se dogodi da probije kroz zidove sabirnog
sistema 1 raSiri se preko caSica i karlice sve do uretera. NeSto ceSce, tumor invadira
renalnu venu i raste u vidu solidnog stuba unutar lumena krvnog suda, ponekad se
zmijoliko Sire¢i sve do donje Suplje vene, pa ¢ak i do desnog srca. Povremeno se vidi i
direktna invazija u perinefricko masno tkivo i nadbubreznu zlezdu (5,6,39,40).

U zavisnosti od koli¢ine prisutnih masti i glikogena, tumorske celije svetlocelijskog
karcinoma bubreznih ¢elija mogu imati skoro vakuolaran, solidan izgled. Klasi¢ne
vakuolirane (ispunjene lipidima) ili svetle Celije oivi¢ene su samo sopstvenim cCelijskim
membranama. Jedra su obi¢no mala 1 okrugla. Na drugom kraju spektra nalaze se
granulirane Celije koje li¢e na celije tubularnog epitela i koje imaju mala, okruglasta,
pravilna jedra okruZena zrnastom, ruzicastom citoplazmom. Kod nekih tumora postoji
izrazita anaplazija, sa brojnim mitotskim figurama 1 znacajno uvecanim,
hiperhromati¢nim i pleomorfnim jedrima. Izmedu suprotnih krajeva spektra, odnosno
svetlih ¢elija, s jedne strane, i solidnih, granularnih ¢elija, s druge strane, mogu se naci

sve vrste meduoblika. Tumori se dosta razlikuju i po ¢elijskom aranzmanu. Celije mogu
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praviti abortivne tubule ili se mogu grupisati u trake ili dezorganizovane mase. Stroma
tumora je obi¢no oskudna, ali je jako vaskularizovana (5,6,39,40).

Cesto se unutar tumora nalaze i podrudja sa éelijama eozinofilne citoplazme i to ¢e$ée uz
nekroti¢na ili hemoragi¢na podrucja, kao 1 kod karcinoma viSeg gradusa. Jezgra
tumorskih c¢elija su okrugla do ovalna, unimorfna sa ravnomerno rasporedenim
hromatinom. Kod oko 5% tumora nalaze se sarkomatoidna zaris$ta koja su povezana s
loSijom prognozom. Unutar tumorskog tkiva nalazi se pravilna mreza krvnih sudova-vena
tankih zidova. Vecina svetlocelijskih karcinoma bubreznih Celija sadrzi i siromasan
limfocitni infiltrat, koji prvenstveno ¢ine T-limfociti. Imunohistohemijski svetlocelijski
karcinom bubreznih ¢éelija reaguje sa LMW citokeratinima, CK8, CK18, AE1, Cam 5.2
i vimentinom dok je reaktivnost na HMW citokeratine i 34BE12 retko prisutna. Vecina
ovih tumora pozitivno reaguje i na CD10, EMA, MUC1 i MUC3
(71,72,73,74,75,76,77,78).
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1.6.6. HistoloSka Kklasifikacija tumora bubrega odredena prema Klasifikaciji
Svetske Zdravstvene Organizacije (WHO)

Tabela 1. Histoloska klasifikacija tumora bubrega odredena prema WHO




1.6.6.1. Svetlocelijski karcinom bubreZnih ¢elija

Svetlocelijski RCC je maligna neoplazma koja se sastoji od ¢elija sa svetlom i/ili

eozinofilnom citoplazmom i bogato razgranatom mrezom krvnih sudova (6).

Makroskopski izgled

Ovi tumori spadaju u grupu solitarnih, obi¢no nastaju u korteksu, pretezno unilateralno.
Multicentri¢nost 1 bilateralnost je prisutna u manje od 5% slucajeva i tipi¢na je za mlade
zivotno doba u sklopu hereditarnih sindroma (pr. Von Hippel-Lindau sindrom) (5,6).
Tumori su lobularne grade, prekriveni pseudokapsulom, jasno ograniceni od okolnog
tkiva 1 prominiraju sa povrsine bubreZnog korteksa. Veli¢ina tumora varira i krece se od
4-15cm 1 viSe. Veli¢ina svakako nije odraz maligniteta. Na preseku je zlatno-Zute boje
zbog tumorskih éelija koje su bogate lipidima, holesterolom i fosfolipidima. Cesto se u

tumoru mogu naci ciste, nekroza, hemoragija i kalcifikacije (6).

Slika 5. Svetlocelijski karcinom bubreznih ¢elija (preuzeto od: WHO, 2004)

Mikroskopski izgled

Svetolocelijski RCC je solidne grade sa alveolarnom i acinusnom strukturom, kao 1
tipicnom mrezom malih - sitnih krvnih sudova. Acinusne strukture mogu imati centralni,
okrugli lumen sa svetloacidofilnom seroznom te¢noS¢u ili ispunjen eritrocitima.
Alveolarne 1 acinusne strukture mogu da se Sire prave¢i mikrocisti¢ne i makrocisti¢ne

strukture. Neretko, tumor moze imati tubularnu i pseudotubularnu gradu. Citoplazma je
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ispunjena lipidima i glikogenom, koji se gube rutinskom histoloSkom metodom obrade
tumorskog tkiva, ostavljaju¢i utisak prazne i blede citoplazme sa izrazenom ¢elijskom
membranom. Mnogi tumori sadrze ¢elije sa eozinofilnom citoplazmom, $to je tipi¢no za
tumore veceg gradusa. Sarkomatoidna komponenta moZe biti prisutna u skoro 5% ovih
tumora i ona govori u prilog losijoj prognozi. Ve¢i broj svetlocelijskih RCC-a sadrzi ¢elije

imunskog odgovora, tj. limfocitni ili neutrofilni infiltrat (6).

Slika 6. Karcinom porekla bubreznih ¢elija, svetlo¢elijski tip, nuklearni gradus 1 (po
Fuhramu) (preuzeto od: WHO, 2004)

Slika 7. Karcinom porekla bubreznih ¢elija, svetlocelijski tip, nuklearni gradus 4 (po
Fuhramu) (preuzeto od: WHO, 2004)
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Imunohistohemijski profil

Vecina ovih tumora pozitivno reaguje sa renal cell caricinoma markerom (RCC-om) -
CD10, epitelnim membranskim markerom (EMA) i karbon anhidrazom IX (75,79).
Obi¢no su pozitivni 1 na niskomolekulske citokeratine AEI/AE3, CAM 5.2 i

koeksprimiraju vimentin (6).

Somatska genetika

Mada veéina svetlocelijskih karcinoma bubreznih ¢elija nije povezana sa VVon Hippel
Landau sindromom, 3p delecije su opisane u velikoj veéini svetlocelijskih karcinoma
bubreznih ¢elija putem konvencionalnih citogenetskih analiza FISH, LOH | CGH (6).
Mutacije VHL gena su opisane u 34-56% karcinoma sporadi¢nih svetlih ¢elija bubrega
(RCC). Somatska inaktivacija VHL gena se moze javiti usled alelne delecije, mutacije ili
epigenetskog utiSavanja u 70% ili viSe slu¢ajeva. Ovi podaci ukazuju na to da je VHL
gen najverovatniji tumor supresorski gen kod karcinoma svetlih ¢elija bubrega (RCC) (6).
Delecije hromozoma 3p su primeéene kod veoma malih tumora svetlih ¢elija bubrega i
smatraju se inicijalnim dogadajem u razvoju karcinoma svetlih ¢elija (6).

Nivoi ekspresije mnogih gena su prouc¢avani kod karcinoma svetlih ¢elija bubrega (RCC).
Uloga p53 ekspresije kod karcinoma renalnih ¢elija je kontroverzna. Nekoliko studija
ukazuje da je prekomerna ekspresija p53 povezana sa loSom prognozom i sa
sarkomatoidnom transformacijom (6).

Ekspresija receptora za epidermalni faktor rasta (EGFR) je Cesta kod karcinoma
bubreznih ¢elija i predloZena je kao prognostic¢ki parametar. | dok je amplifikacija EGFR
gena na hromozomu 7pl13 glavni uzrok EGFR ekspresije kod tumora na mozgu nije
uobicajen kod karcinoma renalnih ¢elija. HER2/neu amplifikacije su retke ili ne postoje
kod karcinoma renalnih ¢éelija (6).

c¢DNK analiza niza kod karcinoma svetlih ¢elija bubrega pokazala je slozene Seme
ekspresije gena. Pokazano je da integrisanje podataka o ekspresiji gena i klini¢kih
podataka mogu da poboljsaju dijagnostikovanje i prognoziranje za karcinom svetlih ¢elija

bubrega (6).
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1.6.6.2. Cistiéni multilokularni karcinom bubreznih éelija

Cisti¢ni multilokularni karcinom bubreznih ¢elija sadrzi veliki broj cisti 1 septi koje se
sastoje od malih grupa svetlih ¢elija koje se ne mogu razlikovati od tumorskih ¢elija tipa

svetlocelijskog RCC-a (6).

Makroskopski izgled

Tumor tipi¢no karakteriSe prisustvo brojnih malih i velikih cisti koje su ispunjene
seroznom ili hemoragi¢nom te¢nos¢u, a fibroznom kapsulom odvojene od ostatka
bubreznog parenhima. U vise od 20% slucajeva vidaju se kalicifikacije u septama, kao i

osealna metaplazija koja moze postojati sporadi¢no (6).

Slika 8. Cisti¢ni multilokularni karcinom bubreznih ¢elija (preuzeto od: WHO, 2004)

Mikroskopski izgled

Ciste su obic¢no potpuno ili delimi¢no obloZene slojem epitelnih tumorskih celija.
Tumorske ¢elije su pljosnatog ili nabubrelog oblika sa svetlom citoplazmom. Jedra su

mala, sferi¢nog oblika ispunjena hromatinom (6).
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Slika 9. Cisti¢ni multilokularni karcinom bubreznih éelija, nuklearni gradus 1 (po
Fuhramu) (preuzeto od: WHO, 2004)

Imunohistohemijski profil

Imunohistohemijski, tumor odgovara svetlo¢elijskom RCC-u (6).

1.6.6.3. Papilarni karcinom bubreznih éelija

Papilarni RCC je maligni tumor bubreZnog parenhima sa papilarnom ili tubulopapilarnom
gradom (6).

Epidemioloski podaci

Tumor ¢ini otprilike 10% svih tumora bubreznih ¢elija (80). Ucestalost javljanja po polu
| starosnim grupama je slicna kao kod svetlocelijskog RCC-a (6).

Makroskopski izgled

Tumori mogu biti jasno ograni¢eni pseudokapsulom, i ¢esto sadrze polja hemoragije,
nekroze i cisticne degeneracije (81). UCcestalost bilateralnih i multifokalnih tumora je

veca u poredenju sa ostalim tumorima bubrega (6).
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Slika 10. Papilarni kacinom bubreznih ¢elija (preuzeto od: WHO, 2004)

Mikroskopski izgled

Papilarni RCC je karakteristican po malignim epitelnim ¢elijama koje formiraju papilarne
ili tubularne strukture. Cesto se mogu videti ciste oblozene tumorskim éelijama koje
formiraju papilarne produZetke koji prominiraju u lumen ciste (82). Tumor sadrzi
razvijenu fibrovaskularnu stromu i nakupine penuSavih makrofaga i holesterolskih
kristala. Nekroze i hemoragija su cCesto prisutne kao i granule hemosiderina u
makrofagima. Cesto se mogu naéi i kalcifikovani kalkulusi u papilama.

Postoje dva morfoloska tipa pRCC (82):

- Tipl tumori imaju papile prekrivene slojem tumorskih celija sa oskudnom
citoplazmom;

- Tip2 tumori sastavljeni su od ¢elija viseg nuklearnog gradusa, sa eozinofilnom
citoplazmom i pseudostratifikovanim jedrima;

Sarkomatoidna diferencijacija je videna kod 5% ovih tumora i moze biti prisutna kod oba

tipa (82).
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Slika 11. Karcinom porekla bubreznih ¢éelija, papilarni tip, morfoloski tip 1 (preuzeto
od: WHO, 2004)

Slika 12. Karcinom porekla bubreznih Celija, papilarni tip, morfoloski tip 2,
nuklearni gradus 2 (po Fuhramu) (preuzeto od: WHO, 2004)

Imunohistohemijski profil
Postoje minimalne imunomorfoloske razlike izmedu pRCC tip1 i tip2. Tumorske celije

su pozitivne na AMACR, CAM 5.2, RCC, CD10, a ponekad i na EMA, Vimentin i S-
100. CK7 je cesce pozitivan kod tipa 1 (83).

Genetika

Aktiviraju¢e mutacije MET onkogena, koji je mapiran na hromozomu 7q31, su
odgovorne za ovo oboljenje. MET kodira receptor tirozin kinaze. Njegov ligand je faktor
rasta hepatocita (HGFR). Mutacije u egzonima 16 do 19, tj. domen tirozin kinaze
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uzrokuje konstitutivnu aktivaciju nezavisnu od liganda. Duplikacija mutantnog

hromozoma 7, koja dovodi do trizomije, prisutna je kod ve¢ine HPRC tumora (6).

1.6.6.4. Hromofobni karcinom bubreznih éelija

Hromofobni karcinom bubreznih c¢elija karakteriSu tumorske celije sa svetlom

citoplazmom 1 prominencijama ¢elijske membrane (6).

Epidemioloski podaci

Ovi tumori ¢ine 5% svih hirurski odstranjivih tumora bubrega epitelnog porekla. Najéesce

.....

je manja od 10% procenata (84). Postoje sporadi¢ne i hereditarne forme bolesti.

Markoskopski izgled

Tumori su solidni i jasno ograniceni sa blago lobuliranom povrSinom. Kod nefiksiranih
uzoraka, na preseku su homogeno svelte ili tamno braon do svetlo-sive boje nakon

fiksacije u formalinu (6).

Slika 13. Hromofobni karcinom bubreznih ¢elija (preuzeto od: WHO, 2004)

Mikroskopski izgled

Tumorska masa je solidna, sa fokalnim kalcifikacijama 1 Sirokim vezivnim septama.

Krvni sudovi imaju zadebljan i ekscentriéno hijalinizovan zid, za razliku od

28



svetlocelijskog RCC-a. KarakteriSu ga velike poligonalne ¢elije sa providnom i blago
retikularnom citoplazmom i1 prominentnom ¢elijskom membranom. Pored ovih, prisutne
su 1 male celije sa granuliranom eozinofilnom citoplazmom. Eozinofilna forma
hromofobnog karcinoma je u potpunosti sastavljena od tumorskih ¢elija sa eozinofilnom
citoplazmom i prominentnim ¢elijskim membranama (85). Celije imaju nepravilno jedro
sa izrazenom binukleacijom. Prisutan je i perinuklearni halo. Opisane su i sarkomatoidne

varijante tumora (86).

Slika 14. Karcinom porekla bubreznih ¢éelija, hromofobni tip, nuklearni gradus 2 (po
Fuhramu) (preuzeto od: WHO, 2004)

Imunohistohemijski profil

Specifi¢no za dijagnozu ovog tipa tumora je difuzno citoplazmatsko bojenje na Haleovo
koloidno gvozde. Tumor je pozitivan na CK7, CD117, EMA, KS (kidney specific),

kadherin, parvalbumin. Hromofobni karcinom je negativan na vimentin (87).

Somatska genetika

Hromofobne karcinome bubrega karakteriSe ekstenzivni gubitak hromozoma, najéesce -
1,-2,-6,-10,-13,-17 i -21. Masivni gubici hromozoma vode ka hipodiploidnom DNK
indeksu, primecéena je endo-reduplikacija/poliploidizacija hipodiploidnih celija.

Telomericke veze i skra¢ivanje telomere su takode primeceni (6).
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1.6.6.5. Karcinom Belinijevih sabirnih kanali¢a (,,Collecting duct Ca*)

Karcinom Belinijevih sabirnih kanali¢a je maligni epitelni tumor koji nastaje iz Celija
Belinijevog sabirnog kanala, koji zajedno sa urotelom, embrionalno poreklo vodi od

ureteri¢nog pupoljka (6).

Epidemioloski podaci

Ovo je redak tumor, koji ¢ini manje od 1% svih bubreznih maligniteta. Duplo ¢esce se

javlja kod muskaraca uzrasta 13-83 godina (88).

Makroskopski izgled

Tumor je obicno lokalizovan u centralnom delu bubreznog parenhima. Nejasno je
ogranicen, sivo-bele boje, sa veli¢inom koja varira 2,5-12 cm. Neki tumori rastu tako da

invadiraju bubreznu karlicu, sa mogu¢im poljima nekroze i satelitnim nodulusima (6).

Mikroskopski izgled

Dijagnoza ovog tumora je teSka i bazira se na isklju¢ivanju ostalih tumora. Klasi¢ni
karcinom sabirnog kanala ima tubularni ili tubulopapilarni rast, Zlezde koje infiltrisu

bubrezni parenhim i dezmoplasti¢nu stromu (89). Nejasno je ograni¢en od okolnog tkiva.

’- A '- -
S é{ . g i ﬁt %, iy .".,)
L‘t = < f,ﬂ';" \‘ :i)"k ’u.oloﬂfgn:
‘bé,ﬂ !’“' ‘CN .‘ “l " ’,.—t —NE \E’ ”

. 4%% 2

Slika 15. Karcinom porekla bubreznih ¢elija, Collecting duct, nuklearni gradus 2 (po
Fuhramu) (preuzeto od: WHO, 2004)
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Imunohistohemijski profil

Imunohistohemijske karakteristike se prepli¢u izmedu urotelijalnog i RCC-a. Celije su

pozitivne na visokomolekulske citokeratine (CK) i vimentin (88).

Somatska genetika

Molekularni dogadaji koji doprinose razvoju karcinoma sabirnog kanala (CDC) su jo§
uvek nedovoljno shvaéeni jer je samo nekoliko slucajeva analizirano. LOH je
identifikovan na viSe hromozomskih krakova kod CDC-a, ukljucuju¢i 1q,6p, 8p, 13q, i
21q. Gubitak 3p hromozomskog kraka je naden kod CDC-a. Mapiranje visoke gustine
celog dugog kraka hromozoma 1 pokazalo je da je region minimalne delecije smeSten na
1932.1-32.2. Jedna studija je ukazala da 8p LOH moze biti povezan sa visokim
stadijumom tumora i1 loSom prognozom za pacijenta. Nasuprot RCC-u, u CDC-u su

opisane HER2/neu amplifikacije (6).

Prognoza i faktori predvidanja

Tipi¢ni karcinomi sabirnog kanala imaju loSu prognozu i mnogi su ve¢ kod prezentacije
metastazirali. Oko dve tre¢ine pacijenata umire u roku od dve godine, nakon postavljanja

dijagnoze (6).

1.6.6.6. Xp 11.2.Translokacijski karcinom

Xpl1.2.Translokacijski karcinom karakteriSe niz od nekoliko razlicitih translokacija na
hromozomu Xp11.2, koje rezultuju fuzijom TFE3 gena sa odredenim genima na drugom

hromozomu (6).

Epidemioloski podaci
Najcesce se javlja kod dece i mladih osoba (90).
Makroskopski izgled

Tumor je mrko-zute boje sa poljima nekroze i hemoragije (11).
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Mikroskopski izgled

Najupecatljivija karakteristika ovih tumora je prisustvo papilarnih struktura sa svetlim
¢elijama, 1 Cesto sa ¢elijama sa granuliranom eozinofilnom citoplazmom. Tumorske ¢elije
su voluminozne, nejasnih granica. Jedra su krupna sa vezikularnim hromatinom i

upadljivim jedarcima. Cesto se mogu na¢i psamomska telasca i hijalini ¢vorovi (91).

Slika 16. Karcinom porekla bubreznih ¢elija, Translokacijski karcinom (svetlocelijski
tip) (preuzeto od: WHO, 2004)

Imunohistohemijski profil

Najspecifi¢nija karakteristika karcinoma je pozitivnost na TFE3 protein, a pored toga

pokazuje pozitivnost na CD10 i RCC, AMACR, rede na citokeratin i EMA (91,92).

Somatska genetika

Ove karcinome odreduje nekoliko razli¢itih translokacija koje ukljucuju hromozom
Xpll.2, a sve rezultiraju fuzijama gena koje ukljuc¢uju TFE3 gen. One ukljucuju
t(X;1)(p11.2;g21), $to rezultira fuzijom PRCC i TFE3 gena, t(X;17)(p11.2;925) koja
dovodi do fuzije ASPL (poznat i kao RCC17 ili ASPSCR1) i TFE3 gena,
t(X;1)(p11.2;p34), koja dovodi do fuzije PSF i TFE3 gena i1 inv(X)(p11;q12), $to dalje
rezultira fuzijom Non O (p54nrb) i TFE3gena. TFE3 je ¢lan bazi¢ne helix-loop-helix
familije transkripcionih faktora. | PRCC-TFE3 i ASPL-TFE3 fuzioni proteini zadrzavaju
TFE3 DNA vezuju¢i domen, lokalizuju se na nukleusu i mogu delovati kao aberantni

transkripcioni faktori (M. Ladanyi, neobjavljena zapazanja). Nivoi ekspresije TFE3
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fuzionih proteina su aberantno visoki u poredenju sa nativnim TFE3, mozda zato $to su
fuzioni partneri TFE3 svuda ekspresovani i daju svoje promotere fuzionim proteinima.
Interesantno je da dok i t(X;17) renalni karcinomi i ASPS mekih tkiva sadrze identi¢ne
ASPL-TFE3 fuzione transkripte, t(X;17) translokacija je konzistentno balansirana
(recipro¢na) kod prvog, a obi¢no nebalansirana kod drugog spomenutog tipa tumora (tj.

derivat hromozoma X se ne vidi u ASPS) (6).

Prognoza i faktori predvidanja

Veoma malo se zna o klinickoj slici ovih karcinoma. Posto se pacijenti sa ASPL-TFE3
karcinomom bubrega obi¢no javljaju u odmakloj fazi bolesti, klinicki tok ovih oblika za

sada izgleda indolentno (6).

1.6.7. BENIGNI TUMORI BUBREGA

Benigni tumori bubrega su retkost. Najvaznije je znati da postoje i da ih ne zamenimo sa

mnogo znacajnijim malignim tumorima bubrega (5,6).

1.6.7.1. Angiomiolipom -AML

Angiomiolipom je benigni mezenhimalni tumor safinjen od masnog tkiva, vretenastih

glatkih misi¢nih ¢elija i abnormalnih krvnih sudova debelih zidova (6).

EpidemioloSki podaci

Zene &etiri puta Se$¢e obolevaju od muskaraca. Smatra se da je tuberozna skleroza (TS)
precipitiraju¢i faktor za nastanak tumora (92,93). Kod osoba sa TS tumor se
dijagnostikuje kod osoba starosne dobi 25 - 35 godina, dok se kod onih bez TS javlja u
starosnoj dobi 45 - 55 godina (92,93).

Etioloski faktori

Veruje se da angiomiolipom uzrokuje proliferaciju perivaskularnih epitelnih celija (94).
Medutim, etioloski i patogenetski mehanizmi nastanka tumora jo$ uvek su nedovoljno

poznati.
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Lokalizacija tumora

Angiomiolipom moze nastati i u korteksu i u meduli bubrega. Moze se Siriti

retroperitonealno. Lezije mogu biti multifokalne (95).

Klinicka slika

Klinicka slika je promenljiva i zavisi pre svega od prisustva ili odsustva tuberozne
skleroze (TS). Pacijenti sa TS su obi¢no asimptomatski 1 tumor se otkrije radioloSkim
pregledom. Pacijenti bez TS se lekaru javljaju zbog hematurije, bolova u kukovima i

palpabilne mase u abdomenu. Moze do¢i i do retroperitonealnog krvarenja (6).

Makroskopski izgled

Angiomiolipom je solitarni tumor, dobro ograni¢en, bez kapsule. Boja tumora varira 1
zavisi od prisustva razliitih tkiva. Ukoliko su u tumoru prisutne sve tri komponente,
moze podsecati na svetlocelijski karcinom bubreznih ¢elija, a ukoliko dominira samo

misi¢éna komponenta, podseca na lejomiom. Tumor moze biti jako veliki (6).

Mikroskopski izgled

Klasi¢ni histoloski trijas ¢ini prisustvo masnog tkiva, glatkih miSica i loSe organizovanih
krvnih sudova debelih zidova. Granica tumora i zdravog tkiva je oStra. Neretko se tumor

moze razviti subkapsularno sa predominacijom glatkih misi¢nih ¢éelija (6).

Slika 17. Angiomiolipom (preuzeto od: WHO, 2004)
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Imunohistohemijski profil

Angiomiolipom je pozitivan na melanocitne markere (HMB45, HMB50, CD63,
tirozinaza, Martl/MelanA) 1 na glatko misSi¢ne markere (glatko misi¢ni aktin, kalponin,

misi¢no specifi¢ni aktin) (6).

Somatska genetika

Za dva gena se zna da izazivaju TS. TSC1 gen je lociran na hromozomu 9934, sadrzi 23
egzona i kodira hamartin, 130 kDa protein. TSC2 gen je lociran na hromozomu 16p13,
sadrzi 41 egzon 1 kodira tuberin, 180 kDaGTPase-aktiviraju¢i protein za RAP1 1 RABS.
Tuberin i hamartin reaguju jedan sa drugim formirajuéi citoplazmicki kompleks. AML
Cesto pokazuje gubitak heterozigotnosti (LOH) razli¢itih delova mesta TSC2 gena i kod

sporadi¢nih i kod tumora povezanih sa TS. TSC1 gen je povremeno uklju¢en u LOH (6).

Prognoza i faktori predvidanja

Klasi¢éni AML su benigni. Veoma mali broj se povezuje sa komplikacijama i
morbiditetom i mortalitetom. Krvarenja u retroperitoneumu, obi¢no kod tumora vecéih od
4 cm i trudnica, mogu ugroziti zivot. Bubrezne ciste i visestruki AML-i kod TS pacijenata

mogu dovesti do otkazivanja bubrega (6).

1.6.7.2. Papilarni adenom bubrega

Papilarni adenomi su tumori dijametra 5 mm ili manje, koje karakteriSe papilarna ili

tubularna grada niskog nuklearnog gradusa (6).

EpidemioloSki podaci

Papilarni adenomi spadaju u grupu najces$¢ih neoplazmi epitelnog porekla bubreznih
tubula. Brojna istrazivanja su pokazala da je incidenca javljanja ovih tumora u starosnoj
dobi do 40 godina 10%, a kod starijih od 70 godina veca od 40% (95). Takode, navode

se hemodijaliza i cisticna bolest bubrega kao moguci uzroci nastanka papilarnih tumora

(6).

35



Markoskopski izgled

Ovi tumori predstavljaju dobro ogranicene, zuto-Sivkasto-bele ¢vorice manje od 1 mm u
bubreznom korteksu. Obi¢no su papilarni adenomi solitarni, ali u nekim sluc¢ajevima se
sre¢u multiple i bilateralne forme. Ukoliko se jave u velikom broju, to se naziva

“bubrezna adenomatoza” (6).

Mikroskopski izgled

Papilarni adenomi mogu imati tubularnu, papilarnu ili tubulopapilarnu gradu koja
odgovara izgledu papilarnog karcinoma morfoloskog tipa 1 i 2 (96). Neki tumori
poseduju fibroznu kapsulu. U vecini slucajeva, citoplazma je bleda i svetla. Psamomska
telaSca su prisutna (97). U sklopu genetskih ispitivanja koja su radena u cilju istrazivanja
povezanosti mutacija i pojave papilarnog adenoma, uo€ena je veza izmedu gubitka Y

hromozoma i kombinovanom trizomijom 7 i 17 hromozoma, i pojave adenoma (6).

Somatska genetika

Gubitak hromozoma Y i kombinovana trizomija hromozoma 7 i 17 su prve vidljive
kariotipske aberacije kod papilarnih bubreznih tumora. Ova kombinacija genetskih
tumora je utvrdena kao jedina kariotipska promena kod malih papilarnih bubreZnih
tumora od 2 mm do 5 mm u prec¢niku, svi sa nuklearnim stepenom 1. Ovi nalazi ukazuju
da papilarni adenomi prolaze kroz dodatne genetske promene tokom rasta koje menjaju
njihovo biolosko ponaSanje. Jedna CGH analiza je proucavala 6 papilarnih tumora sa
preénikom manjim od 6 mm 1 primetila je viSak na hromozomu 7 kod 4 uzorka. Ovi
podaci sugeriSu da genetski dogadaji koji iniciraju papilarne bubrezne adenome ukljucuju
viSak na hromozomu 7 i gubitak hromozoma koji odreduje pol. Mali bubrezni tumori
pokazuju slicne, ali manje ekstenzivne genetske promene od svojih pandana, papilarnih
bubreZnih karcinoma. Klini¢ki indolentan tok papilarnih tumora moze, delimicno, da
bude rezultat manjeg broja genetskih promena po jednom tumoru. Medutim, nije moguce
razlikovati adenome i karcinome na osnovu genetskih promena posto mnogi karcinomi

pokazuju samo mali broj genetskih promena (6).
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Slika 18. Papilarni adenom (preuzeto od: WHO, 2004)

1.6.7.3. Onkocitom

Onkocitom je benigni epitelni tumor bubrega sastavljen od krupnih celija bogatih

mitohondrijama i eozinofilnom citoplazmom (6).

EpidemioloSki podaci

Onkocitom je prvi opisao Zippel 1942. (98) godine, a kasnije Klein i Valensi (99). Cini
ukupno 5% svih bubreznih neoplazmi epitalnog porekla (100). Brojna ispitivanja su
Muskarci priblizno dva puta ¢e$ée obolevaju od Zena. Ceséi su sporadi¢ni slucajevi.

Nakon hirurskog uklanjanja nikada ne recidivira (6).
Klinicka slika

Kod vecine bolest proti¢e asimptomatski i slucajno se otkrije u toku radioloskog pregleda.
Mada se neki pacijenti javljaju sa hematurijom, palpabilnom masom u abdomen i bolom
u kukovima (6).

Makroskopski izgled

Onkocitom je dobro ograni¢en tumor bez kapsule. Boja tumora varira od klasi¢ne
mahagoni braon boje do bledo zute. U 33% slucajeva moze se uociti centralni, zvezdasti
oziljak, koji se ¢eS¢e vida u tumorima vecih dimenzija. Krvarenje u tumoru je prisutno u

¢ak 20% slucajeva, dok je uocljiva nekroza veoma retko prisutna (6).
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Mikroskopski izgled

Karakteristicno za ove tumore je prisustvo solidnih kompaktnih gnezda, acinusa, tubula
ili mikrocisti. Predominantne ¢elije (nazvane “onkocitoidne”) su okruglog oblika sa
gustim granulama eozinofilne citoplazme. Jedra su okrugla sa ravnomerno rasporedenim
hromatinom i centralno postavljenim jedarcetom. Manju grupaciju ¢elija, sa oskudnim
citoplazmatskim granulama, c¢ini visok nuklearni citoplazmatski odnos 1 tamno
hiperhromatsko jedro koje se jasno uoc¢ava. Ponekad se mogu uoditi polja nekroze. Retko
su pristutne male papile, dok klasi¢na papilarna grada nije karakteristi¢na za ove tumore.

Takode, retko se uocavaju mikroskopska prosirenja tumora u perirenalno masno tkivo

(6).

Somatska genetika

Vecina bubreznih onkocitoma pokazuje meSavinu ¢elija sa normalnim i abnormalnim
kariotipovima. Kod nekoliko onkocitoma, translokacija t(5;11)(g35;g13) je bila uocena.

Neki od ovih slucajeva pokazuju gubitak hromozoma 1 i 14 (6).

Prognoza i faktori predvidanja

Bubrezni onkocitomi su benigne neoplazme. Ovaj zakljuCak se bazira uglavnom na
podacima iz nekoliko poslednjih studija koje ukljucuju rigorozan patoloski pregled i
adekvatno klinicko pracenje tokom koga ni jedan jedini slucaj nije rezultirao smréu

pacijenta zbog metastaze oboljenja (6).

Slika 19. Onkocitom (preuzeto od: WHO, 2004)
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Onkocitomatoza

Zabelezeno je nekoliko slucajeva u kojima bubrezi sadrze veliki broj lezija onkocitoma
sa Sirokim spektrom morfoloSkih karakteristika, poput onkocitoma, benignih promena u

tubulima, mikrocistama oko tumorskih ¢elija itd (101).

1.7.  Prognosticki faktori kod karcinoma bubreZnih éelija

Prognosticki faktori su veoma korisni za odredivanje adekvatnog pristupa. Faktori koji

uti¢u na prognozu su: anatomski, histoloski, klini¢ki i molekularni faktori (6).

U anatomske faktore spadaju veli¢ina tumora, lokalizacija tumora, venska invazija,

invazija bubrezne kapsule, zahvacenost nadbubrega, limfnih ¢vorova i postojanje
udaljenih metastaza. RCC naj€e$¢e metastazira u pluca, jetru, kosti 1 limfne ¢vorove.
JednogodiSnje preZivljavanje kod pacijenata sa brojnim metastazama je manje od 50%,
petogodisnje 5-30%, a desetogodiSnje 0-5%. Prisustvo visceralnih metastaza daje losu

prognozu. Retroperitonealna limfadenopatija je izuzetno negativan prognosticki faktor

(6).

U histoloske faktore spadaju Fuhrmanov gradus sistem, podtipovi RCC-a, prisustvo

sarkomatoidne komponente, mikrovaskularna invazija, prisustvo tumorske nekroze,
zahvacenost sabirnog sistema bubrega. Papilarni 1 svetlocelijski karcinom bubreznih
¢elija ima loSiju prognozu u odnosu na hromofobni karcinom bubreznih ¢elija. Pacijenti
sa sarkomatoidnom komponentom imaju losije prezivljavanje (6).

Klini¢ki faktori su Karnofsky performans status-KPS, parancoplasticki simptomi i

laboratorijske promene. Karnofsky performans status se odnosi na opste stanje pacijenta
1 predstavlja jedan od najznacajnijih prognostickih faktora za preZivljavanje. Postojanje
paraneoplasti¢énog sindroma ukazuje na loSu prognozu. On se manifestuje gubitkom
telesne tezini vece od 10%, febrilnos¢u 1 kaheksijom. Labaratorijski nalazi poput anemije,
hiperkalcemije, poviSene vrednosti alkalne fosfataze u serumu i sedimentacije eritrocita

su znaci lose prognoze (6).
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Molekularni faktori obuhvataju vaskularni endotelijalni faktor rasta (VEGF), Ki-67, p53,
CA-9, C-reaktivni protein (CRP), E-kadherin, osteopatin i dr. Bojenjem na CA-9 i p53ili

odredivanje proliferativnog statusa pomocu Ki-67, koriste se za predvidanje prognoze

kod ovih pacijenata sa karcinomom bubreznih ¢elija (6).
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1.8.

Odredivanje stadijuma Sirenja tumora (staging)

Internacionalna Unija za borbu protiv raka (IUCC), uvela je 1978. godine TNM

klasifikaciju tumora bubrega. Danas je u

upotrebi revizija TNM Kklasifikacije iz 20009.

godine i TNM dodatak iz 2012. godine. Za klini¢ko odredivanje stadijuma bolesti joS se

koriste anamneza, fizikalni pregled pacijenta i laboratorijske analize (6).

Tabela 2. TNM Klasifikacija

TNM Kklasifikacija

T — primarni tumor

TX — prisustvo primarnog tumora ne moze biti
procenjeno
To — nema znakova o0 primarnom tumoru
T1 — tumor do 7cm ili manji, ograni¢en na bubreg
Tla —tumor do 4cm ili manji, ogranicen na
bubreg
T1b —tumor veéi od 4cm, ali manji od 7cm,
ogranicen na bubreg
T2 — tumor veci od 7cm, ogranicen na bubreg
T2a-tumor veli¢ine 7-10cm, ogranic¢en na bubreg
T2b-tumor veéi od 10cm, ograni¢en na bubreg
T3-tumor zahvata velike vene ili perirenalno tkivo,
ali ne 1 istostranu nadbubreznu zlezdu i ne probija
Gerotijevu fasciju
T3a—tumor makroskopski zahvata renalnu venu
ili njene segmentalne grane koje sadrze misicni sloj
ili tumor zahvata perinealno i/ili masno tkivo
renalnog sinusa (peripelvicno) masno tkivo, ali ne
probija Gerotijevu fasciju
T3b — tumor makroskopski zahvata venu kavu
ispod dijafragme
T3c — tumor makroskopski zahvata venu kavu
iznad dijafragme ili zahvata zid vene kave
T4 — tumor se $iti izvan Gerotijeve fascije
(ukljucujuci
zlezdu)

Sirenje u istostranu nadbubreznu

N — regionalni limfni évorovi

NX — nije utvrdeno Sirenje u regionalne limfne ¢vorove
No— ne postoje metastaze u regionalnim limfnim
¢vorovima

N1 — prisustvo metastaze tumora u jednom limfnom
¢voru

N2 — prisustvo metastaze tumora u vise od jednog
limfnog ¢vora

M — prisustvo udaljenih metastaza

Mx — nije utvrdeno prisustvo udaljenih metastaza
Mo — bez udaljenih metastaza
M1 — prisustvo udaljenih metastaza
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Stadijumi tumora:
- Stadijum | - T1 No Mo

- Stadijum Il - T2 No Mo

- Stadijum Il1- T3 No Mo ili  T1/T2/T3 N1 Mo
- Stadijum IV - T4 bilo koji N Mo
bilo koji T N2 Mo

bilokoji T bilokojiN M1

Za odredivanje stadijuma tumora, neophodno je sagledati: veli¢inu i lokalizaciju primarne
tumorske lezije i njegov odnos sa okolnim strukturama; ispitati stanje perirenalnih i
retroperitonealnih limfnih Zlezda; prisustvo tumora u renalnoj i donjoj Supljoj veni,
postojanje infiltracije u jetri i nadbubrezima; prisustvo udaljenih metastaza u jetri,

plu¢ima, kostima (6).

1.9. Odredivanje gradusa tumora - Fuhrman-ov gradusni sistem (FGS)

Za procenu histopatoloskog stepena celijske anaplazije kod svih tipova karcinoma
bubreznih ¢elija koristi se Fuhrman-ov gradusni sistem (FGS). Pored stadijuma tumora,

on je najbitniji prognosticki faktor za karcinome bubreznih ¢elija (102).

Tabela 3. Histopatoloski stepen celijske anaplazije karcinoma bubreznih celija po
Fuhrmanu

Fuhrman gradus | dobar stepen celijske diferencijacije
Fuhrman gradus 11 umeren stepen ¢elijske diferencijacije
Fuhrman gradus 111 los$ stepen celijske diferencijacije
Fuhrman gradus 1V visok stepen celijske anaplazije
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Fuhrman gradusni sistem (FGS) se odreduje mikroskopiranjem pri uveéanju od 10x.
Tumori gradusa I imaju mala hiperhromati¢na jedra sa neuo¢ljivim jedarcima, dok tumori
gradusa II poseduju fino granulirani hromatin sa teZe uocljivim jedarcima. Kod tumora
nuklearnog gradusa III, jedarca jasno dominira pri mikroskopskom uvecanju, a nuklearni
gradus IV karakteriSe celijski pleomorfizam i hiperhromazija sa pojedinacnim ili

multiplim makronukleolima (103).

Gradus 3 Gradus 4

Slika 20. Fuhrmanov nuklearni gradus (preuzeto sa: www.pathologyoutlines.com)
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1.10. Celijski ciklus — op$te karakteristike

Celijski ciklus je proces kojim se ¢elije dele na kéerke éelije. Tradicionalno se deli na 4

faze: G1fazu (faza pripreme za sintezu DNK), S fazu (faza sinteze DNK), G2 fazu (faza

pripreme za deobu celije) i M fazu (faza deobe celije). Mnogi autori fazu mirovanja ili

GO0 fazu takode smatraju fazom celijskog ciklusa. Na prelazu jedne faze u drugu se nalaze

tzv. kontrolne tacke, ¢ija je funkcija da proverava kvalitet i integritet genoma. Regulacija

kontrolnih tacaka ¢elijskog ciklusa, narocito regulacija G1/S kontrolne tac¢ke, dovodi se

u vezu sa poreklom/genezom tumora hipofize (104). Progresija kroz ¢elijski ciklus je

regulisana pomocu ciklin zavisnih kinaza (CZK). Aktivnost CZK je uslovljena

fluktuacijama u intracelularnoj koncentraciji njihovih aktivatora (ciklina) ili inhibitora

(inhibitor ciklin zavisnih kinaza, ICZK) (105).

vracanje u M kontrolna
interfazu tacka
G2 > . - § \\\
kontrolna I N
tacka v \\
\ Gl
G2 o) \  skontrolna
o | " tacka

S
replikacija DNK
GO faza

Slika 20. Celijski ciklus

(preuzeto sa: http://www.bionet-skola.com/w/%C4%86elijski_ciklus)
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1.11. Proliferativna aktivnost malignih tumora i markeri proliferativne aktivnosti

Tumore karakteriSe proliferativna aktivnost, odnosno brzi rast tumora u odnosu na rast
normalnog tkiva. Proliferativna aktivnost se ogleda u pove¢anom broju mitoza (¢elijskih
deoba). Mitotski indeks tumora predstavlja broj ¢elija u deobi na 100 tumorskih celija.
To je najstariji 1 najces¢e koriS¢eni parametar kinetike proliferativnih aktivnosti ¢elija
tumora, koji i pored mnogih imunohistohemijskih i drugih pokazatelja, i dalje se koristi i
predstavlja tzv. “zlatni standard” za rutinsku procenu ¢éelijske proliferacije tumora. Ovaj
metod kvantifikacije proliferativne aktivnosti ¢elija tumora zahteva samo standardno
pripremljene preseke tkiva obojene hematoksilinom i eozinom (HE) i sposobnost
identifikacije ,,mitotskih figura®. On je najstariji, najbrzi i najjeftiniji metod kvantifikacije
proliferativne aktivnosti celija tumora i najée$¢e koriS¢en metod za odredivanje
proliferativne aktivnosti solidnih tumora kod ljudi (106). Aktuelan je ¢ak i u
eksperimentalnim modelima u kulturi tumorskih ¢elija. Poznato je da se nekontrolisan
rast, kao osnovna karakteristika neoplazmi, nalazi u korelaciji sa sposobno$cu
metastaziranja, a koja zavisi od velikog broja novostecenih svojstava malignih ¢elija
(106).

Mitoza (M faza) je faza proliferatornog celijskog ciklusa koja u proseku traje 1 sat.
Vreme koje Celije iste linije u kulturi provedu u pojedinim fazama celijskog ciklusa je
promenljivo. Tako faza proliferativnog ciklusa ljudske éelije, koja rapidno proliferise
traje priblizno 24 sata. Trajanje proliferativnog ciklusa G1 faze je promenljivije.
Procenjuje se da najkraée vreme trajanja G1 faze oko 10 sati. Celije kod kojih u G1 fazi
ciklus traje danima, nedeljama ili godinama, nalaze se u stanju mirovanja, izvan ¢elijskog
ciklusa, odnosno u GO fazi (neproliferativni status ¢elije). S faza traje 6-12 sati. G2 faza
u vecine ljudskih ¢elija traje 2-4 sata (107).

Odredivanje mitotskog indeksa zavisi od: fiksacije tkiva, tipa fiksativa, nac¢ina bojenja,
debljine preseka tkiva, nacina iskazivnja broja ¢elija u deobi, izbora uzoraka tkiva i vidnih
polja, kao i odabranog postupka brojanja. Kada se primene istovetne tehnike brojanja,
odredivanje mitotskog indeksa sustinski postaje reproducibilan metod. Kod rutinske
primene veli¢ina mitotskog indeksa izrazava se u odnosu na tzv. standardno polje,
povrsine od 2 mm? (107,108).

Mitotski indeks nasao je svoju primenu u klasifikaciji tumora (109), razlikovanju tumora

sli¢cne morfologije (110), predvidanju bioloSkog ponasanja tumora (111-113), gradiranju
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tumora (114-116), prognozi bolesti ukljucujuéi i prezivljavanje bolesnika (117-127),
proceni potencijala recidiviranja tumora (111,128-130), proceni mogucnosti maligne
transformacije (131), proceni verovatno¢e metastaziranja (132,133), u odlucivanju o
leCenju tumora (134), beleZenju efekata lecenja (135,136) i epidemioloskim studijama
promene agresivnosti tumora (137).

Zamerke upucene klasiénom nacéinu odredivanja broja ¢elija u mitozi odnose se na
nedovoljnu reproducibilnost i potro$nju vremena za brojanje (107). Unazad nekoliko
godina imunohistohemijski pokazatelji mitotske faze ¢elijskog ciklusa MPM-2 i PHH3,
upotrebljavaju se u brojanju mitoza na tkivu fiksiranom u formalinu (108).

Fosforilisani histon H3 je protein koji se nalazi u jedru ¢elije i javlja Se sSamo u mitotskoj
fazi celijskog ciklusa (138). Radi se o antitelima (zeja, poliklonska, anti-PPH3)
odabranim za fosforilisani serin na desetom mestu amino-kraja histona H3, koji je
povezan s mitotskom kondenzacijom hromatina, ukljucujuéi profazu. Korelacija ovog
antitela sa brojem mitotskih figura koji je prepoznat bojenjem HE, veoma je visoka (
r=0,86; p<0,001). Antitelo PHH3 vezuje se za fosforilisani serin na 28. mestu histona H3.
U znacajnoj korelaciji sa brojem mitoza je i pokazatelj celijske proliferacije MCM2

(minichromosome masintenance protein 2) (139).

1.12.  Celijski ciklus i maligna transformacija

Povecana ¢elijska proliferacija koja vodi do nastanka tumora javlja se kao posledica
poremecaja Celijskog ciklusa. Smatra se da su u tumorskim celijama mehanizmi koji
normalno sprecavaju celijsku deobu inaktivirani, u korist onih koji stimuliSu deobe.

Veruje se da

gubitak funkcije pRb-a stimuliSe abnormalnu proliferaciju kao rezultat deregulacije E2F
transkripcionih faktora koju prati povecana ekspresija specifi¢nih gena S faze. I pozitivni
(ciklini 1 CDKs) 1 negativni (CDKI) regulatori ¢elijskog ciklusa, koji funkcioniSu preko

pRb-a, takode mogu biti izmenjeni tokom proliferativnih bolesti (140).
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1.13. Ciklin A
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Slika 21. Ciklin A

(preuzeto sa:http://www.nature.com/nrc/journal/v4/n2/fig_tab/nrc1273_F6.html)

Ciklin A je protein od 60 kD, koji je ukljucen u kontrolu replikacije molekula DNK 1
¢elijskog ciklusa. Poznato je da kod ljudi postoje dve forme ovog ciklina: Al i A2. Gen
CCNAL1 odgovoran za produkciju ciklina Al lokalizovan je na hromozomu 13, dok je
gen CCNAZ2 koji kodira drugu formu smeSten na hromozomu 4. Ciklin A2 znacajan je u
procesima embriogeneze, kao i za regulaciju mejoze (141). S druge strane, ciklin A2
ucestvuje u procesima vezanim za kontrolu ¢elijskog ciklusa somatskih ¢elija (142). Ovaj
ciklin je zanimljiv zbog ¢injenice da moZe da formira komplekse sa dve ciklin zavisne
kinaze: CDK1 i CDK2. Ova osobina omogucava proteinu da bude uklju¢en u kontrolu
nekoliko etapa ¢elijskog ciklusa. Ciklan A se produkuje i transportuje u jedro tokom S i

G2 faze i degradira se kada ¢elija ude u M fazu (143,144). Njegova ekspresija postoji u
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kasnoj G1 fazi, dostize maksimum tokom S faze i rane mitoze, a kada je povezan sa
CDK1, zapocinje kondenzaciju hromozoma i najverovatnije cepanje nuklearnog omotaca
(140). Smatra se da ciklin A u mitozi stabilizuje ciklin B, odreduje njegov poluzivot
spreCavajuci degradaciju ciklina. Ciklin A se degradira tokom mitoze, a neposredno pre
metafaze (143). Za degradaciju je neophodna veza ciklina A i njegovog CDK partnera
(144). S obzirom da je svaki ciklin odgovoran za fosforilaciju specificne grupe CDK
supstrata, smatra se da nakon degradacije ciklina, specifi¢ni supstrati treba da se
defosforiliSu. Stoga, uredena destrukcija razli¢itih ciklina pomaze da se utvrdi tacan
redosled dogadaja u kasnoj mitozi (145). Pravovremena degradacija ciklina A i B je
kljuéni dogadaj u mitozi. Izostanak degradacije ciklina A, kao posledica mutacije gena
koji kodira ciklin A protein (CCNA), dovodi do zastoja ¢elije u metafazi, dok mutacije
ciklin B gena zaustavljaju ¢eliju u anafazi (146,147).

Kontrola ekspresije ciklina A obavlja se na nivou transkripcije. E2F je jedan od klju¢nih
regulatora nivoa ciklina A u toku ¢elijskog ciklusa. Ovaj transkripcioni faktor vezuje se
za specificne sekvence u okviru promotora gena CCNA2 i na taj nafin dovodi do
aktivacije transkripcije. Pokazano je da povecanje nivoa p53 nakon oSteenja DNK,
dovodi do inhibicije sinteze ciklina A, proteina p21. Ovaj protein sprecava delovanje
kompleksa ciklin D-CDK4 sto odrzava E2F u kompleksu sa proteinom Rb (148).
Pokazano je da poremecaji ekspresije regulatora ¢éelijskog ciklusa, kao $to je ciklin A,
mogu imati znac¢ajnu ulogu u tumorogenezi (149). Prekomerna ekspresija ciklina A je
uocena u velikom broju humanih tumora, kao §to su skvamozni karcinom usne duplje
(150), karcinom kolona (151,152), karcinom laringsa (153,154), invazivni maligni
melanom (155), karcinom S§titaste zlezde (156), karcinom pluca (157,158), Bovenova
bolest (159), adenokarcinom prostate (160), karcinom dojke (161), tranziciocelularni
karcinom bubrega i uretera (162). Prekomerna ekspresija ciklina A u ovim tumorima je u
korelaciji sa nepovoljnim prognostickim faktorima. Obi¢no postoji koekspresija ciklina
A sa proliferativnim markerima kao $to su PCNA (proliferating cell nuclear antigen) i
Ki67 (149). Nasuprot tome, pokazana je prekomerna ekspresija ciklina A u normalnoj

sluznici kolona (163) i u karcinomu jajnika sa duzim periodom prezivljavanja (164).
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1.14. Ki67

Slika 22. Ki67 (preuzeto sa : http://www.keywordsking.com/a2ktNjcgZmxvdw/)

Protein Ki-67 je primarno bio definisan kao prototip monoklonalnog misijeg antitela
sintetisanog nakon imunizacije Zivotinja jedrima c¢elija Hodgkinovog limfoma koja
pripadaju celijskoj liniji L428. Naziv proteina potic¢e od imena grada u kome je prvi put
sintetisan (Kiel) i broja klona. Budu¢i da antigen na kojeg je generisano antitelo nije
inicijalno jasno definisan, imenovan je kao Ki-67 antigen. Medutim, kada je struktura
proteina - antigena bila prepoznata na osnovu cDNK, ona nije odgovarala ni jednom
poznatom proteinu, te je zato zadrZzan naziv proteina Ki-67 (165). Ki-67 je marker
proliferacije kako netumorskih, tako i tumorskih celija. Tokom interfaze, Ki-67 se
detektuje u jedru, dok je tokom mitoze translociran na povrSinu hromozoma. Ki-67 se
detektuje u svim fazama celijskog ciklusa (G1, S, G2 i M), izuzev u GO fazi (165).

lako tacna funkcija proteina Ki-67 u ¢elijskom ciklusu jos nije prepoznata, nesumnjivo je
da su ekspresija proteina Ki-67 i ¢elijski ciklus neraskidivo povezani. Sa druge strane, jo$
nije prepoznat protein koji sa takvom preciznoséu detektuje celije koje se nalaze izvan
GO faze celijskog ciklusa. Smatra se da varijacije u intenzitetu imunohistohemijskog

bojenja zavise od podfaze celijskog ciklusa u kojoj se ¢elija nalazi (165).
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Imunohistohemijsko bojenje Ki-67 ima Siroku primenu u patologiji u svakodnevnoj
praksi. Klon Ki-67 MIB-1 je postao neizostavan kako dijagnosticki, tako i prognosticki
marker (165).

Iako je kao u vecini imunohistohemijskih bojenja, procena proliferativne aktivnosti
tumora antitelima Ki-67 ili MIB-1 potencionalno korisna u odabranim situacijama, u
mnogim sluc¢ajevima ona verovatno ne pruza vise od pazljivog ispitivanja mitotske
aktivnosti (166). Takode, poznato je da odloZena fiksacija uti¢e na otkrivanje mitotskih
figura, $to nema uticaja na procenu proliferativne aktivnosti kod kori§¢enja ekvivalenata
Ki-67 (167). Ipak, medu ekvivalentima Ki-67, kao $to su monoklonska MIB-1 (DAKO)
I MM1 (Novocastra), te poliklonski imunoglobulini NCL-Ki-67p (Novocastra) i Rah Ki-
67 (DAKO), najveci indeks obelezavanja na parafinskim uzorcima ima MIB-1, i to u
proseku oko 30% vec¢i od ostalih, ali je na srecu, neznacajno. Postoji znacajna korelacija
broja mitoza i Ki-67 pozitivnosti (168).

Povecana proliferacija ¢elija, bez obzira na primenjen metod otkrivanja, snazno korelira
s losom prognozom. Brojanje mitoza obezbeduje najreproducibilnije i nezavisne
prognosti¢ke rezultate (169).

Indeks c¢elija u mitozi ostaje nezaobilazni parametar kinetike Celijske proliferacije
(121,170) i u nekim sluéajevima, kao $to su gastrointestinalni stromalni tumori (171),
jedini nezavisni prognosti¢ki indikator u odnosu na druge pokazatelje celijske

proliferacije, poput Ki-67 ili ciklina D1 (165).
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1.15. Telomeraza

Slika 23. Telomera

(preuzeto sa: https:/www.khanacademy.org/science/biology/dna-as-the-genetic-
material/dna-replication/a/telomeres-telomerase)

Telomeraza je visokoodrziv enzim i predstavlja specificnu reverznu ¢elijsku transkriptazu
koja sluzi kao katalizator sinteze i produzavanja DNA telomera njegovim sopstvenim
RNA uzorkom (172,173). Telomeraza nadoknaduje gubitak telomera usled problema
replikacije na kraju niza (174), a izraZen je u oplodnim ¢elijama, proliferativnim ¢elijama
pri obnavljanju tkiva i ,besmrtnim“ c¢elijama (175). Aktiviranje telomeraze i
stabilizovanje telomera podrzavaju hipotezu da je odrzavanje telomera od sustinske
vaznosti za postizanje ,,besmrtnostikanceroznih ¢elija 1 mogu da predstavljaju korak u
ograni¢avanju stope rasta kancera (175,176). U ispitivanjima kori§¢enjem vrhunski
senzitivnog PCR, aktivnost telomeraze je otkrivena u skoro 85% do 90% uzoraka
karcinoma kod ljudi (176), a nivoi aktivnosti telomeraze su procenjeni pomo¢u TRAP
ispitivanja variraju od jednog kancerogenog tkiva do drugog (177-180). Dobijeni
rezultati ukazuju na to da ljudske kancerogene celije in vivo nemaju uvek, ili ne zahtevaju,
reaktiviranje telomeraze (175,177,178). Istrazivanja vezana za neuroblastom, karcinom
pluca, dojke, gastrointestinaln sistema, kolorektuma i pankreasa, pokazala su da aktivnost
telomeraze moze da bude korisna pri otkrivanju kancerogenih ¢elija (177-183). U nekim
slu¢ajevima, visoka aktivnost telomeraze u uzorcima tumora statisticki se poklapa sa
loSom prognozom maligne bolesti. Jedno od najznacajnijih pitanja koje je jos uvek
otvoreno, odnosi se na to, Sta u uzorcima karcinoma predstavlja na ¢elijskom nivou jaka

ili blaga aktivnost telomeraze. Namecu se dva objasnjenja. Prvo, varijacije u aktivnosti
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telomeraze u skladu su sa vrstom tkiva i mogu da budu posledica razli¢itih nivoa prisustva
telomeraze u svakoj celiji tumora. Drugo, ova razlika moze da bude i posledica
apsolutnog broja ¢elija tumora u okviru tumora kod kojih se uocava aktivnost telomeraze.
Da bi se odredilo koje je objasnjenje tacno, ili da li su oba ta¢na, potrebne su i tehnike za
ispitivanje distribucije proteina reverzne transkriptaze humane telomeraze (hTERT) na
¢elijskom nivou kod biopsijskih uzoraka tumora (184).

Humana telomeraza se sastoji od dva dela, iz integralne RNK matrice (TERC) koja
obezbeduje uzorak za sintezu telomerskog ponavljanja kod ljudi (TTAGGG)n i reverzne
transkriptaze humane telomeraze (hTERT), koja je 127 kD protein i koji vrsi funkciju
katalizatora u razmnozavanju (ponavljanju) krajeva linearne DNA (57). hTERT
komponenta dodaje (TTAGGG)n ponovke na krajeve telomera, koriste¢ci TERC
komponentu kao matricu za reverznu transkripciju, odnosno sintezu DNK na osnovu
RNK (185-187).

Iako su drugi sastojci kao $to je hTEP1 (protein vezan za telomerazu, 1) (188), hsp90 i
p23 (189) prisutni u kompleksu (jedinjenju) humane telomeraze in vivo, njihova uloga u
funkcionisanju telomeraze nije tako jasna. Studije in vitro koje su koristile preparate
retikulolizata zeCeva i hTERT protein pokazuju da su ove dve komponente dovoljne da
se ponovo uspostavi aktivnost telomeraze (190). Iako izrazenost hTR moze da se otkrije
analizom Northern blot, primenom Northern blot analize ili in situ hibridizacije (ISH)
vrlo je teSko otkriti veoma slabo prisustvo hTERT mRNA u ¢elijama i tkivima sa
aktivno$cu telomeraze. Primenom RT-PCR, prisustvo hTERT mRNA je u skladu sa
nivoima aktivnosti telomeraze in virtoiin vivo (191,192), ali alternativne varijante
spajanja hTERTa mogu da izazovu pogresna tumacenja izrazenosti hTERT (193).
Postupcima Northern ili RT-PCR moze da se proceni ukupna koli¢ina telomeraze u
celokupnim tkivima, ali ne mogu da se procene nivoi aktivacije telomeraze u svakoj ¢eliji
(184).

Aktivnost telomeraze je suzbijena tokom embrionske faze razvoja u vecini tkiva
(191,194), ali se moze videti kod proliferativnih oplodnih celija, celija nalik na
proliferativne  hematopoeticne  cCelije, aktiviranih  limfocita,  proliferativnih
premenopauznih endometrijskih ¢éelija, podskupa ¢elija epiderma i u kriptama creva (195-
198). Ove c¢elije mogu da postanu izvor aktivnosti telomeraze u tumorskim tkivima koja

pokazuju jasnu aktivnost telomeraze. Stoga bi otkrivanje aktivacije telomeraze na
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¢elijskom nivou na uzorcima tumora, olaksalo procenu porekla aktivnosti telomeraze
(184).

Postojanje kompenzatornih mehanizama za skracivanje telomera je prvi predvideo
sovjetski biolog Aleksej Olovnikov 1973. godine (199). On je takode predlozio
telomernu hipotezu starenja i povezanost telomera sa karcinomom. Telomerazu su
otkrili Kerol Grajder i Elizabet Blekbern 1984. godine kod trepljara Tetrahymena (200).
Zajedno saDzekom Sostakom, Grajder i Blekbern su nagradeni za ovo

otkrice Nobelovom nagradom za fiziologiju i medicinu 2009. godine (201).
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Slika 24. RNA-vodena DNK polimeraza; konceptualni dijagram koji pokazuje
telomerazu i njenu RNA komponentu vezanu za DNK (preuzeto sa:

https://sr.wikipedia.org/wiki/Telomeraza)

1.15.1. Telomeraza i karcinom bubreZnih ¢elija (RCC)

Promene kod karcinoma bubreZnih ¢elija (RCC)

Telomeraza je ¢esto prisutan enzim kod malignih tumora, a odsutan je kod veéine ljudskih

somatskih tkiva. Ovaj enzim formira krajeve vec¢ine hromozoma DNK (telomera)
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dodavanjem heksamernih (TTAGGG)n nukleotidnih ponovaka. Kod ¢éelija kod kojih
nedostaje aktivna telomeraza, telomere se skrate sa svakim celijskim ciklusom i to
rezultira starenje Celije. Kada se aktivira, telomere se skrate sa svakim ¢elijskim ciklusom,
a zatim ide kompenzatorno produzenje celija, koje se potom umnozavaju i na kraju
postaju besmrtne i metastaziraju. Ovaj kompleksan multigenetski proces moze dokazati
da je telomeraza koristan marker tumorske progresije i ishoda bolesti pacijenta (202).
Odsustvo telomeraze u vecéini somatskim ¢elijama i njeno prisustvo u vecini malignih
tumora, u¢inilo je enzim preovladuju¢im dijagnostickim markerom (202).

Merenje telomerazne aktivnosti moze da pruzi dodatne informacije koje mogu biti
korisne kao marker za tumorsku progresiju i ishod pacijenata. Detekcija aktivnosti
telomomeraze kod karcinoma bubreznih ¢elija moze biti klju¢ za razumevanje gubitka

kontrole rasta u ¢elijama tumora (202).

54



2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

CILJEVI ISTRAZIVANJA SU:

1. Imunohistohemijski ispitati intenzitet ekspresije ciklina A kod RCC i analizirati
korelaciju ekspresije ciklina A sa klini¢ko-morfoloskim karakteristikama RCC
(stadijumom tumora, nuklearnim gradusom tumora, histopatolo§kim tipom,
veli¢inom tumora i prezivljavanjem (u mesecima) ;

2. Imunohistohemijski ispitati intenzitet ekspresije Ki67 kod RCC i analizirati
korelaciju ekspresije Ki67 sa klinicko-morfoloskim karakteristikama RCC
(stadijumom tumora, nuklearnim gradusom tumora, histopatoloskim tipom,
veli¢inom tumora i prezivljavanjem (u mesecima) ;

3. Imunohistohemijski ispitati intenzitet ekspresije telomeraze kod RCC i analizirati
korelaciju ekspresije telomeraze sa klinicko-morfoloskim karakteristikama RCC
(stadijumom tumora, nuklearnim gradusom tumora, histopatoloskim tipom,
veli¢inom tumora 1 prezivljavanjem (u mesecima) ;

4. Analizirati promotorski region hTERT gena i detektovati prisustvo mutacija i
polimorfizma -245T>C kod ispitivanih pacijenata sa RCC ;

5. Analizirati prisustvo genske amplifikacije u promotorskom regionu hTERT gena
kod ispitivanih pacijenata sa RCC, kao i povezanost izmedu hTERT amplifikacije
1 epidemioloskih, klini¢kih 1 patoloSkih nalaza;

6. Analizirati metilacioni status promotorskog regiona hTERT gena kod ispitivanih

pacijenata sa RCC ;

55



3. MATERIJAL | METODE
3.1.  ISPITIVANI PACIJENTI | BIOLOSKI MATERIJAL

Za izradu doktorske disertacije kori¢en je operativni materijal pacijenata sa karcinomom
bubreznih ¢elija (RCC), dobijen parcijalnom nefrektomijom na Klinici za urologiju
Klinickog centra Srbije 1 Klini¢ko-bolnickom centru ,,Dr DragiSa MiSovi¢®, a
dijagnostikovan na Institutu za Patologiju, Medicinskog fakulteta u Beogradu u periodu
od 2010. do 2013. godine.

Za obradeni materijal postoji odobrenje Etickog komiteta Klini¢kog centra Srbije (KCS)
1 Klinicko-bolnic¢kog centra ,,Dr Dragisa MiSovic®.

Studija je sprovedena u skladu sa Helsinskom deklaracijom.

Studijom je bilo obuhvaceno 74 pacijenta, i to 48 pacijenata muskog pola (64,9%) i 26
pacijenata zenskog pola (35,1%) sa histopatoloski verifikovanim karcinomom bubreznih

¢elija (RCC) (Grafikon 1).

Pol

= Muski = Zenski

Grafikon 1. Distribucija pacijenata sa RCC prema polu
Za svakog pacijenta su prikupljeni slede¢i klini¢ko-morfoloski podaci: pol, godine

starosti, stadijum tumora, nuklearni gradus tumora, histopatoloski tip tumora (HP),

veli¢ina (dimenzije) tumora i prezivljavanje (u mesecima).
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Operativni materijal pacijenata sa karcinomom bubreznih ¢elija (RCC) posle obrade i
kalupljenja, najpre je obojen hematoksilin-eozinom (H&E) i postavljena je histopatoloska
dijagnoza RCC, a kasnije su radene imunohistohemijske metode i molekularno-geneti¢ko
istrazivanja.

Obrada operativnog materijala RCC-a, bojenje  hematoksilin-eozinom i
imunohistohemijsko bojenje uradeno je na Institutu za patologiju Medicinskog fakulteta
u Beogradu.

Molekularno-geneti¢ko istrazivanje sprovedeno je u saradnji sa Laboratorijom za
genetiku Instituta za Neurologiju KCS i1 Laboratorijom za genetiku Stomatoloskog
fakulteta u Beogradu. Molekularno-geneticko istraZivanje je obuhvatalo: izolaciju
genomske DNK iz tumorskog tkiva fiksiranog u parafinu, umnozavanje (amplifikaciju)
promotora hTERT gena primenom lancane reakcije polimeraze (engl. Polymerase chain
reaction, PCR) i analiza PCR produkata elektroforezom u agaroznom gelu, sekvenciranje
produkata amplifikacije, analiza metilacionog statusa promotora hTERT gena metodom
lan¢ane reakcije polimeraze specifi¢ne za metilaciju (engl. Methylationh specific PCR,
MSP) i kvantifikacija promotora hTERT gena kvantitativnom lan¢anom reakcijom
polimeraze u realnom vremenu (engl. Quantitative real time PCR analysis, gPCR ).
Retrospektivnom studijom obuhvaceno je 54 uzoraka DNK uzetih od pacijenata obolelih
od karcinoma bubreznih ¢éelija (RCC), od kojih je 23 uzoraka DNK izolovano i iz uzoraka
krvi obolelih pacijenta. Za izolaciju DNK koris¢en je KAPA Express Extract Kit (Kapa
Biosystems, Inc, Wilmington, MA, USA).

Od 54 bolesnika, 31 (57,4%) bili su muskog pola, a 23 (42,6%) Zenskog pola (Grafikon
2).
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3.2

pol

m muski = Zenski

Grafikon 2. Distribucija pacijenata sa RCC prema polu

HISTOPATOLOSKA OBRADA UZORAKA TKIVA TUMORA

Po uzimanju operativnog materijala RCC-a, uzorci su fiksirani 12-24h u 4% puferovanom

formalinu, zatim ispirani vodom i dalje dehidrirani u alkoholima rastu¢e koncentracije

(od 70% do apsolutnog alkohola, tokom 24h), da bi zatim bili lipofilizovani u ksilolu i

dalje kalupljeni u parafin. Dobijeni parafinski blokovi su seceni standardnim

mikrotomom na iseCke debljine 3-5 um. Preseci su dalje bojeni hematoksilin-eozinom
(H&E).

Receptura za hematoksilin-eozin bojenje, prema preporukama proizvodaca:

1
2.
3.
4.
5.
6.
7.
8.
9.

FKSTION ... e e 5 minuta
TEKSHOL. ..o 5 minuta
1009 AlKONOI ..o e 3 minuta
100% AIKONOL.......oouieiieiesie et e 3 minuta
96% AIKONOL ..o 3 minuta
70% AIKONOL ... s 3 minuta
dobro isprati destilovanom vodom

Mayer-ov hematokSilin..........ccooeieiiieiiiiseeee s .5 minuta
dobro isprati destilovanom vodom
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10. amonijacna voda. ..........covuiiiiiii e, uroniti

10 puta

11. dobro isprati destilovanom vodom

12, Eosin (1% vodeni rastVor).........c.ooviiiiiiiieie e, 10-15 minuta
13. isprati dobro teku¢om vodom

14, 70 % AlKONOL.......c.ooiieeee e .2 minuta
15. 96 % AlKONOL.......cviiiiiiicc e e 2 minuta
16. 1009 alKONOL ......c.ooieiiieicisiee e e 3 minuta
17. 100 % alKONOI ..o .3 minuta
18, TKSHON ..t .5 minuta
10, TEKSHOL ..o 5 minuta
20. HEKSHOL...c.oveieeee e staviti i odmah pokrivati.

Obrisati ploc¢icu i montirati Canada balsam-om (60g u 100 mL ksilola) ili DPX-om.

Histopatoloska dijagnoza RCC-a postavljena je na H&E plocicama.

3.3.  IMUNOHISTOHEMIJSKE METODE

Imunohistohemijska obrada je obavljena u Laboratoriji za imunohistohemiju i
histohemiju Instituta za patologiju Medicinskog fakulteta u Beogradu.
Imunohistohemijska tehnika u formalinu fiksiranih i u parafinu ukalupljenih uzoraka
predstavljala je visestepenu proceduru koja je obuhvatala slede¢e postupke, prema
protokolu:

-deparafinizacija,

-proteoliticka digestija

-blokiranje endogene peroksidaze

-imunohistohemijsko bojenje primenom streptavidin-biotin tehnike.
Preseci debljine 3-4 um dobijeni secenjem parafinskih kalupa su nakon susenja od 16h

na 56°C deparafinisani po slede¢oj proceduri:

Y1 (0] PR 5-7 minuta, ocediti
TEKSHOL o, 5-7 minuta, ocediti
100% alkohol.........cccoiiiiiii e 3 minuta, ocediti
100% alkohol..........cccooiiiiiiii 3 minuta, ocediti
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96% alkohOl.........c.coooiiiiiic e, 3 minuta, ocediti
96% alkohOl.........c.eoeiiiiii e 3 minuta, ocediti

destilovana/dejonizovana voda..............cccoeveveiiieiiieineinenn 30 sekundi

Proteoloticka digestija (demaskiranje antigena):

Deparafinisani preseci su preneti u plasticnu kivetu sa oko 250 ml radnog rastvora
citratnog pufera (10mmol/L, pH 6.0) i1 kuvaju se u mikrotalasnoj pe¢nici 2x5 minuta na
maksimalnoj temperaturi, a zatim se hlade u citrathom puferu 30 minuta na sobnoj
temperaturi. Na kraju su isprani destilovanom vodom dva puta po 30 sekundi.
Blokiranje endogene peroksidaze:

Preparati se potope 5 minuta u 3% vodonik-peroksid (rastvoren u destilovanoj vodi),
zatim isperu destilovanom vodom i preliju fosfatnim puferom (PBS-phosphate-buffered
saline, 0,02 mol/L, pH 7,0) 3x2 minuta.

Imunohistohemijsko bojenje primenom streptavidin-biotin tehnike

Za imunohistohemijsko bojenje koriS¢en je komercijalni kit (Labelled streptavidin-
biotin-LSAB+ metoda, DAKO, Danska). Bojenje se odvija po sledecoj proceduri, koja je

navedena u instrukcijama proizvodaca :

FAZA 1 (primarno antitelo razblaZeno po uputstvu proizvodaca):
1. odliti viSak pufera, obrisati pazljivo oko isecka,
2.pokriti isecak sa minimalnom koli¢inom (20-30pl) primarnog antitela,
3.inkubacija 30 minuta na sobnoj temperaturi,
4.pazljivo isprati PBS iz $pric-boce,
5.preliti svezim puferom.
FAZA 11 (biotinilizovano vezno antitelo)
1.odliti viSak pufera, obrisati pazljivo oko isecka,
2.pokriti iseCak sa minimalnom koli¢inom (20-30ul) LINK antitela,
3.inkubacija 30 minuta
4.pazljivo isprati PBS iz $pric-boce,
5.preliti svezim puferom.
FAZA 111 (streptavidin-peroksidaza):
1.odliti visak pufera, obrisati pazljivo oko isecka,

2.pokriti isecak sa minimalnom koli¢inom (20-30ul) streptavidin-peroksidaze,
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3.inkubacija 30 minuta
4.pazljivo isprati PBS iz $pric-boce,
5.preliti svezim puferom.
FAZA IV (supstrat hromogen):
1.odliti visak pufera, obrisati pazljivo oko isecka,
2.pokriti  ise¢ak sa  minimalnom koli¢inom  (20-30ul) hromogena
diaminobenzidina (DAB),
3.inkubacija 10 minuta
4.ispiranje destilovanom vodom
FAZA'V (kontrastiranje):
1.Mayer-ov hematoksilin 5 do 10 minuta,
2.pazljivo isprati destilovanom vodom,
3.uroniti 10 puta u kivetu sa 0,037 mol/L amonijac¢ne vode,
4.ispiranje destilovanom/dejonizovanom vodom 2 do 5 minuta.
Pokriti vodenim medijumom.
Mesta specificnog vezivanja antitela su crvenosmede boje, dok hematoksilin,
nespecifi¢no vezan za jedra svih ¢elija, boji ih plavo.
Imunohistohemijska procedura je koriS¢ena za sledeca antitela, u odgovarajué¢im
razblaZenjima:
e Ciklin A (H-432, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) razblaZenje 1:200, preko
noci.
e Telomeraza (Thermoscientific MA-5-16034, Invitrogen, Waltham, MA USA)
razblaZenje 1:50, preko no¢i.
e Ki67 (monoklonsko antitelo, DAKO Cytomation, Glostrup, Denmark), razblazenje
1:50.
Za svako primenjeno antitelo je postojala pozitivna i negativna kontrola.
Imunohistohemijsko bojenje je analizirano na svetlosnom mikroskopu (Bx50F4, Olimpus
Optical, Japan).
Za Ciklin A: pozitivne ¢elije pokazuju smedu prebojenost jedra i za ta antitela brojane su
sve celije sa nuklearnom ekspresijom (bez obzira na intenzitet bojenja), na ukupno 300
izbrojanih ¢elija na polju velikog uveli¢anja (x400), primenom Digitalne kamere (DP70,

Olympus, Japan) i Imaging Software cell F (Olympus, Japan).

61



Za Telomeraze: ekspresija telomeraze detektovana je kao smeda prebojenost jedra ili
citoplazme. Brojanje ¢elija vrSeno je u 10 vidnih polja na uveliCanju 400x. Ekspresija
telomeraze predstavljala je procenat obojenih ¢elija (jedara ili citoplazme) od 1000
prebrojanih. Ukoliko je uzorak imao 15% ili viSe ¢elija sa obojenim nukleusom, to je
predstavljalo pozitivnhu nuklearnu ekspresiju telomeraze. Citoplazmatska ekspresija
odredena je semikvantitativno: manje od 5% obojenih ¢elija (nema ekspresije; (-); 5%-
35% obojenih celija (fokalna ekspresija; (+), 36%-65% obojenih celija (umerena
ekspresija; (++), 1 viSe od 65% pozitivnih ¢elija (difuzna ekspresija; (+++).

Za Ki67: indeks Ki-67 predstavlja frakciju Ki-67 pozitivnih jedara detektovanih
imunohistohemijski. Za imunocitohemijsko ispitivanje primenjena je metoda avidin-
biotin kompleks (ABC), a analiza imunohistohemijske reakcije vrSena je koriS¢enjem
svetlosnog mikroskopa na uveliCanju 400x. Rezultati su interpretirani na osnovu
intenziteta imunohistohemijske reakcije u tumorskim ¢elijama. Procenat tumorskih ¢elija
sa jedrima u kojima je detektovano prisustvo Ki-67 proteina odreden je na najmanje 800

tumorskih ¢elija u Cetiri selektovana polja koja su pokazivala najve¢u imunoreaktivnost.

3.4, MOLEKULARNO-GENETICKO ISTRAZIVANJA
3.4.1. 1ZOLACIJA GENOMSKE DNK
Postupak izolacija DNK iz tumorskog tkiva fiksiranog u parafinu, vrsio se u skladu

sa preporukama proizvodaca.

Prvi dan izolacije :

Deparafinizacija: neophodno je osloboditi tumorsko tkivo od parafina. To se postize
tako $to se uzorci maceriraju i prebace u ependorf epruvete. U tako pripremljen uzorak
dodati 1 ml ksilola i vorteksovati 30 minuta, zatim kratko centrifugirati na 13000 rpm.

Ksilol odliti, a ako je ostalo jo$ parafina vezanog za tkivo, ispiranje ksilolom treba
ponoviti. Kada smo sigurni da je sav parafin odstranjen, tkivo ispiramo etanolom da bi
uklonili preostali ksilol. U uzorak se dodaje 1 ml etanola, kratko se vorteksuje i
centrifugira na 13000 rpm. Etanol se odlije i ovaj korak ispiranja etanolom treba jo$
jednom ponoviti kako bi bili sigurni da je sav ksilol uklonjen. Po zavrSnom odlivanju
etanola, u uzorak dodati 1ml destilovane vode, kako bi odstranili preostali etanol.

Vorteksovati kratko i centrifugirati na 13000 rpm. Od izuzetne je vaznosti da se sav ksilol
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1 etanol uklone, posto ovi alkoholi ometaju PCR reakciju. Destilovanu vodu odliti, a
ependorf epruvetu sa uzorkom ostaviti otvorenu i inkubirati u termostatu na 37°C 10-15
minuta, dok ne upari sva preostala te¢nost iz tkiva. Zatim se uzorku dodaje 100-300 pl
digestivnog pufera TNE (100 Mm NaCl, 25 Mm EDTA, 10 Mm TRIS-HCI, Ph 8) u
zavisnosti od veli¢ine tkiva pripremljenog za digestiju. Smesi se dodaju jos 1 2 ul
proteinaze K (koncentracija 10 mg/ml) i 10 pl 1 % SDS (10 % SDS-a u finalnoj zapremini
smese). Ostaviti u vodenom kupatilu na 37°C preko no¢i.

Drugi dan izolacije :

Uzorku dodati 500 pul smese fenol/hloroform + izoamil alkohol, koja je dobijena tako Sto
su zapreminski odnosi hloroforma i izoamil alkohola 24 : 1 a odnos fenola prema
hloroform izoamil alkoholu je 1 : 1. Nakon dodavanja, uzorak dobro resuspendovati i
centrifugirati 5 minuta na 3000 rpm. DNK se nalazi u vodenoj fazi a fenol sa ¢elijskim
sadrzajem je u donjoj fazi. Uzeti supernatant i prebaciti u novi ependorf. Ako rastvor nije
homogen, ponoviti prethodni korak. Na ovaj nacin je nakon enzimske degradacije
digestivnim puferom, izvrSena i hemijska degradacija svih proteinskih konstituenata tkiva
1 time je postignuto prevodenje DNK iz organske u vodenu fazu. U slede¢em koraku
dodati 500 pl smeSe hloroform + izoamil alkohol (24 : 1), dobro resuspendovati 1 kratko
centrifugirati. Uzeti supernatant i prebaciti u novi ependorf. U vodenom sloju se nalazi
DNK i treba voditi ratuna da se ne uzme interfaza sa proteinima. Dodati 1/10 volumena
vodene faze 4 M NaCl + 2 volumena 96% etanola sa -20 °C. Promesati. DNK precipitira
u vidu belicastih koncic¢a. U slu¢aju da DNK nije vidljiva, ostaviti ependorf na -20°C
jedan sat. Kratko centrifugirati da se istalozi DNK, etanol odliti. Dodati 10 pl 3M Na-
acetata 1 300 pl 96% etanola, promeSati i1 centrifugirati. Odstraniti etanol 1 dodati 70%
etanol sa -20°C, kratko centrifugirati. Odstraniti etanol i osusiti pellet. Rastvoriti DNK u
destilovanoj vodi. Kvalitet i koncentracija DNK se odreduje spektrofotometrijskom

metodom prema preporukama proizvodaca (BioPhotometer Plus, Eppendorf, Nemacka).
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3.42. AMPLIFIKACIJA DNK FRAGMENATA (PCR - LANCANA REAKCIJA
POLIMERAZE) | SEKVENCIRANJE

Lancana reakcija polimeraze (engl. PCR) je in vitro amplifikacija odredene DNK
sekvence na definisan i ponovljiv nacin. Reakcija koristi dva oligonukleotida (prajmera)
koji su komplementarni krajevima sekvence koja se umnozava i koji su medusobno
suprotno orijentisani. Sinteza DNK je katalizovana termostabilnom DNK polimerazom.
Ponavljanje ciklusa, od kojih se svaki sastoji od denaturacije DNK, hibridizacije prajmera
i ekstenzije hibridizovanih prajmera od strane termostabilne DNK polimeraze, za rezultat
ima eksponencijalnu amplifikaciju specifiénog DNK fragmenta. Krajevi amplifikovanog
fragmenta su definisani 5" krajevima prajmera, a njihova veli¢ina odredena je rastojanjem
izmedu sekvenci koje prajmeri ,,prepoznaju‘.

PCR reakciona smesa je volumena od 5 do 100 pl i sadrzi komponente potrebne za in
vitro sintezu DNK:

1. DNK uzorak, matrica koja se kopira. Za izvodenje PCR metode moze se koristiti
DNK izolovana iz razli¢itih vrsta bioloskog materijala. Kada je re¢ o humanom
bioloskom materijalu, koristi se DNK izolovana iz leukocita periferne krvi, epitela
bukalne sluznice, amnionske tecnosti, tkiva uzetog biopsijom ili autopsijom,
urina, semene te€nosti, cerebrospinalne tec¢nosti, tkiva fiksiranog u formalinu ili
parafinu, korena dlake, krvne mrlje, pljuvacke.

2. Prajmeri, oligonukleotidi komplementarni krajevima sekvence koja se kopira.
Prajmeri za PCR su sinteticki jednolan¢ani DNK fragmenti, oligonukleotidi,
neophodni za otpoc€injanje sinteze DNK. U standardnim PCR eksperimentima
izbor, dizajn, kombinacija i koncentracija prajmera najcesce su presudni za uspeh
reakcije.

Generalne osobine prajmera su:
e Duzina od 14 do 40 nukleotida
e G/C sadrzaj od 40 do 75%
e Balansirana distribucija G/C i A/T bogatih regiona
e Tacka topljenja od 42 do 65°C
e Ne sadrze 3’ kraj koji je komplementaran 3" kraju drugog prajmera koji se

koristi u PCR smesi
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e Ne sadrze palindromske sekvence, ¢ime se na nizim temperaturama
onemogucava stvaranje struktura ukosnice stabilizovanih intralan¢anim
vodoni¢nim vezama. Prajmeri sa sekundarnim strukturama ne hibridizuju
sa targetnom DNK, §to smanjuje efikasnost ili inhibira PCR reakciju.

3. Nukleotidi, gradivni elementi DNK. Koncentracije dATP-a, dCTP-a, dGTP-a i
dTTP-a u PCR reakcionoj smesi su ekvimolarne.

4. Termostabilna DNK polimeraza — Taq polimeraza je visoko procesivna 5°-3
DNK zavisna DNK polimeraza (koristi DNK kao matricu za sintezu
komplementarnog DNK lanca) bez 3°-5" egzonukleazne aktivnosti. Optimalna
temperatura za aktivnost ovog enzima je 72°C, na kojoj ugraduje do 150
nukleotida u sekundi. Vreme poluzivota Taq polimeraze na 95°C iznosi oko 40
minuta. Ona uspe$no amplifikuje fragmente do 1-3 kb iz genomske DNK.

5. Joni Mg (Mg 2+), neophodni za rad Taq polimeraze i sintezu DNK. Mg 2+ grade
komplekse sa dNTP-ovima , koji su kao takvi supstrat za DNK polimerazu.
Takode, neophodni su za rad same Taq polimeraze , koja je metaloprotein.

6. PCR pufer, obezbeduje pH optimalan za rad termostabilnih polimeraza, koji
iznosi od 8.3 do 9.2, u zavisnosti od tipa polimeraze.

7. PCR aditivi, koriste se za pospesivanje efikasnosti PCR-a. To su: dimetilsulfoksid
(DMSO), formamid, glicerol, bovin serum albumin (BSA), Zelatin, Tween 20,
Triton X100. PCR aditivi imaju viSestruku funkciju: omogucavaju kompletniju
denaturaciju molekula DNK, eliminiSu sekundarne strukture ciljne sekvence i
prajmera, snizavaju tacku topljenja prajmera, stabilizuju Tag polimerazu,
eliminiSu dejstvo raznih inhibitora PCR-a.

Izvodi se u mikrotubi zapremine 0.2-0.5 ml, gde se u PCR maSinama podvrgava
preciznim, ciklicnim promenama temperature. Reakcija sa odvija u 25 — 40 ponovljenih
ciklusa DNK sinteze. Broj umnozenih fragmenata u PCR-u eksponencijalno raste jer

svaki novosintetisani lanac u slede¢em ciklusu sluzi kao matrica za sintezu DNK.
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Slika 25. PCR ciklus
(preuzeto sa:

www.abmgood.com/marketing/knowledge_base/polymerase_chain_reaction_introducti
on.php)

Svaki PCR ciklus se sastoji iz tri koraka:

1. Termalna denaturacija DNK, raskidanje vodoni¢nih veza izmedu dva
komplementarna lanca DNK, kako bi doslo do hibridizacije prajmera. Izvodi se
inkubacijom PCR reakcione smese na 95°C;

2. Hibridizacija prajmera sa matricom, uspostavljanje vodoni¢nih veza izmedu
prajmera i komplementarne sekvence na matrici. Izvodi se na temperaturi od 42°C
do 65°C u zavisnosti od duzine i nukleotidne sekvence prajmera;

3. Elongacija (ekstenzija) prajmera, ugradnja nukleotida na 3" krajevima prajmera
(sinteza DNK) katalizovana termostabilnom DNK polimerazom. Odvija se na

temperaturi od 72°C (optimalna temperatura za rad Taqg polimeraze).
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Slika 26. Komponente PCR smese (preuzeto sa: http://ib.bioninja.com.au/standard-

level/topic-3-genetics/35-genetic-modification-and/pcr.html)

Ovako dobijeni produkti amplifikacije se zatim sekvencioniraju u rastu¢em i opadaju¢em
lancu koriS¢enjem ABI Big Dye Terminator chemistry i ABI 3500 instrument (Applied
Biosystems, Foster City, CA). Sekvence se analiziraju koriS¢enjem Sequencher software
(Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI).

Identifikovane promene potvrdene su ponovljenom analizom svakog uzorka.

Sekvenciranje se obavlja u cilju utvrdivanja prisustva i vrste varijacije u sekvenci.

3.4.2.1. PCR SPECIFICAN ZA METILACLJU

Metilacioni status promotora hTERT gena odreden je PCR specificnim za metilaciju
(MSP). Genomska DNK modifikovana je tretmanom natrijum bisulfitom primenom

kompleta za metilaciju EZ-DNK, a prema preporukama proizvodaca (Zymo research,



Orange, CA, USA). Da bi se otkrile izmene u nizu DNK nakon tretmana bisulfitom
koris¢en je MSP kojim su se izdvojile metilisani od nemetilisanih alela. Dve posebne

reakcije  PCR  izvedene su primenom  slede¢ih  prajmera: Uf: 5’-

TTGAGAATTTGTAAAGAGAAATGATG-3’ i
Ur: 5>-CTAAAAACAAACCCAAAAACACA-3’ za nemetilisani promoter (duzine 133
bp) i Mf: 5>-TTGAGAATTTGTAAAGAGAAATGAC-3’ 1

Mr: 5>-TAAAAACGAACCCGAAAACG-3’ za metilisani promoter (duzine 131 bp).
Amplifikacija PCR vrSena je u ¢itavoj zapremini od 50 pl, a smeSa za reakciju sadrzala
je 1 x PCR Buffer (10 mMTris-HCI, 50 mMKClI, 0.1% Triton X-100), 8 mM MgClI2,
1.25 mM dNTPs, 0.6 uM prajmere (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA),
0.4 pg/ul BSA, 5% DMSO, 1.5U Taq polimerazu (Thermo Scientific, Hudson, NH, USA)
1 3 ul DNK tretirane bisulfatom kao obrazac. Amplifikacija je sprovedena pod sledec¢im
uslovima: pocetna denaturacija na 95°C u trajanju od 5 min, nakon toga 40 ciklusa
denaturacije na 95°C tokom 30 s, anelacija u trajanju od 30 s na 55°C, ekstenzija na 72°C
tokom 30 s, 1 kona¢na ekstenzija na 72°C u trajanju od 4 min. Genomska DNK iz
limfocita zdravih donora kori$¢ena je kao kontrola u slu¢aju nemetilisanih gena, a ista
DNK, tretirana in vitro primenom Sssimethyltransferase, koriséena je kao kontrola kod
metilisanih gena. Proizvodi PCR naneti su na 8% PAA gelove, obojene etidijum
bromidom i posmatrani pod UV svetlos¢u. hTERT promoter gena posmatran je kao (1)
nemetilisan u sluc¢ajevima kada je uvecanje postignuto samo reakcijom sa nemetilisanim
prajmerima (U) 1 (2) metilisan/delimi¢no metilisan u slucajevima kada bi uvecavanje bilo
rezultat samo uz metilisani prajmer (M) ili uz oba (U i M). Izvedeno je ponovljeno
amplifikacija 20% uzorkom po slu¢ajnom izboru gde nije bilo razlika (nepodudarnosti)

izmedu statusa metilacije utvrdenim u duplikatu.

3.4.2.2. KVANTITATIVNA LANCANA REAKCIJA POLIMERAZE U
REALNOM VREMENU (gPCR)

Kvantitativna lanc¢ana reakcija polimeraze u realnom vremenu (qPCR) i komparativni
metod (Ct) za kvantifikaciju hTERT gena sprovedeni su primenom SensiFAST™ SYBR®
Hi-ROX Kit (Bioline, London, UK), prema preporukama proizvodaca. Paralelno, -
globin gen amplifikovan je kao referentna vrednost za normalizaciju. Svi eksperimenti sa

PCR u realnom vremenu sprovedeni su u duplikatu. Za amplifikaciju su koriS¢eni slede¢i
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prajmeri: 5’-CACCCGTCCTGCCCCTTCACCTT-3 i 5’-
GGCTTCCCACGTGCGCAGCAGGA-3’ u slucaju hTERT i 5’-
TGTGCTGGCCCATCACTTTG-3” i 5-ACCAGCCACCACTTTCTGATAGG-3’ u
slucaju B-globina. Vrednost komparativnog metoda (Ct) izraCunata je za svaki uzorak, a
stepeni amplifikacije izracunati su kao 222, Nivo uveéanja hTERT normalizovan je

prema B-globinu, a doza gena veca od 2.5. se smatrala kao amplifikacija.

3.5. GEL ELEKTROFOREZA

Za analizu PCR produkata koristi se gel elektroforeza. Gel elektroforeza je tehnika kojom
se molekuli DNK, RNK i proteina mogu medusobno razdvojiti na osnovu razlika u
veli¢ini, specifi¢noj konformaciji i koli¢ini naelektrisanja. Zbog ovih razlika oni imaju
razli¢itu pokretljivost u gelu pod uticajem elektricnog polja, pri ¢emu manji molekuli
putuju brze kroz gel.
DNK molekuli su negativno naelektrisani na fizioloSkom ph, tako da se u elektricnom
polju kre¢u od negativne elektrode — katode ka pozitivnoj elektrodi — anodi. Gelovi za
elektroforezu se prave od polimera - agaroze ili poliakrilamida. Gelovi sa ve¢im
procentom polimera, oteZavaju makromolekulima kretanje pri elektroforezi (oni se
sporije krecu), tako da obezbeduju bolji razdvajanje molekula.
Komponente za pravljenje poliakrilamidnog (PAA) gela sa redosledom stavljanja:

- Voda

- 5Xx TBE (Tris-Borna kiselina-EDTA) — pufer

- APS (amonijum-persulfat)-obezbeduje slobodne radikale, rastvor je 10% i Cuva

se na +4°C
- Akrilamid — tj. Smesa akrilamida i N,N"-metilen-bisakrilamida u odnosu 29 : 1

- TEMED (N,N,N",N"-tetrametiletilendiamin) — katalizator polimerizacije

Priprema i izvodenje PAA gel elektroforeze:

1.  Pripremiti gel odredene koncentracije, zavisno od duzine fragmenata koje je potrebno
razdvojiti. Tokom eksperimentalnog postupka koris¢en je 8% gel.
2. Staklene ploce ocistiti etanolom. Na spejsere naneti vazelin kako bi sprecili curenje

gela. Postaviti spejsere na jednu plocu, tako da su medusobno pod uglom od 90°.
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Preklopiti drugom plocom i naliti gel. Ploce pri¢vrstiti Stipaljkama. Postaviti ¢eSalj
kako bi omogucili formiranje bunara u gelu.

Nakon isteka vremena potrebnog za polimerizaciju gela (oko 30 minuta), ploce
postaviti u aparaturu

Naliti uzorke u bunare u gelu i « pustiti « elektroforezu na odredenoj voltazi (230 V)
Po zavrsetku elektroforeze, gel obojiti etidijum-bromidom i vizualizovati razdvojene

fragmente u transluminatoru.

3.6. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

U ovoj studiji korisc¢eni su deskriptivni i analiticki statisticki metodi. Od deskriptivnih,
koriSéeni su: apsolutni i relativni brojevi (n,%), mere centralne tendencije (aritmeticka
sredina, medijana), mere disperzije (standarDNK devijacija, interkvartilni raspon).

Od analitickih statisti¢kih metoda koriS¢eni su parametarski testovi (t test, ANOVA) i
neparametarski testovi ( hi-kvadrat, Mann-Whitney U test, Kruskal-Wallis test).

Za ispitivanje povezanosti koriS¢ena je Spirmanova korelaciona analiza.

Rezultati su prikazivani tabelarno 1 graficki.

P vrednost (p value) manja od 0,05 je koriS¢ena kao vrednost za odbacivanje nulte
hipoteze.

Svi podaci obradeni su u SPSS 20.0 (IBM korporacija) softverskom paketu.
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4. REZULTATI

4.1. Analiza klini¢kih rezultata

Za izradu doktorske disertacije analiziran je biopsijski materijal 74 pacijenata sa RCC
dijagnostikovan na Institutu za patologiju Medicinskog fakulteta u Beogradu u periodu
od

2010. do 2013. godine.

Analizirani su klini¢ko-morfoloski parametri pacijenata sa RCC u odnosu pol, godine
starosti, veli¢inu (dimenzije) tumora, stadijum tumora, nuklearni gradus tumora,

histopatoloski tip tumora (HP) i preZivljavanje (U mesecima).

4.1.1. Distribucija pacijenata sa RCC prema polu

U odnosu na pol u analiziranoj grupi od 74 pacijenata sa RCC, bilo je 48 (64,9%)
pacijenata muskog pola i 26 (35,1%) pacijenata zenskog pola.
Rezultati istrazivanja su pokazali da je incidenca obolelih od RCC ¢es¢a kod muskaraca,

nego kod Zena.

U Tabeli 4. i na Grafikonu 3. prikazana je distribucija pacijenata u odnosu na pol.

Tabela 4. Distribucija pacijenata sa RCC prema polu

Pol pacijenata

N %
muski 48 64,9
zenski 26 35,1
ukupno 74 100,0
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Pol

= muski = Zenski

Grafikon 3. Distribucija pacijenata sa RCC prema polu

4.1.2. Distribucija pacijenata sa RCC prema starosti

Istrazivanjem je obuhvaceno ukupno 74 pacijenata sa RCC i oni su prema godinama
starosti podeljeni u 4 grupe:

- prvu grupu ¢inili su pacijenti starosti od 31- 40 godina,

- drugu grupu ¢inili su pacijenti starosti od 41-50 godina,

- trecu grupu ¢inili su pacijenti starosti od 51- 60 godina,

- Cetvrtu grupu ¢inili su pacijenti starosti preko 61 godine.
Analizom podataka koji govore o starosti pacijenata, utvrdeno je, da je najviSe pacijenta,
njih 36 (48,7%), pripadalo starosnoj grupi preko 61 godine, a najmanje pacijenata, njih 5
(6,8%), pripadalo starosnoj grupi od 31-40 godina. Prosecna starost pacijenata bila je
(59.27+10.25), a kretala se u rasponu od 33 do 85 godina. Najmladi pacijent imao je 33,

a najstariji 85 godina Zivota.

U Tabeli 5. i na Grafikonu 4. prikazana je distribucija pacijenata sa RCC prema starosti.
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Tabela 5. Distribucija pacijenata sa RCC prema starosti

Distribucija pacijenata sa RCC prema starosti

N % Kumulativni %
31-40 5 6,8 6,8
41-50 8 10,8 17,6
51-60 25 33,8 51,4
>61 36 48,7 100
Ukupno 74 100,0

Distribucija pacijenata sa RCC prema starosti

/=

33.8

= 31-40 w41-50 =51-60 =>61

Grafikon 4. Distribucija pacijenata sa RCC prema starosti

4.1.3. Distribucija pacijenata sa RCC prema veli¢ini (dimenzijama) tumora

Istrazivanjem je obuhvaceno ukupno 74 pacijenata sa RCC i oni su prema veli¢ini tumora,

podeljeni u 6 grupe:

prvi grupu ¢ine pacijenti koji su imali tumore veli¢ine od 0 - 20,0 mm,
drugu grupu ¢ine pacijenti koji su imali tumore veli¢ine od 20,1 - 40,0 mm,
trecu grupu Cine pacijenti koji su imali tumore veli¢ine od 40,1 - 60,0 mm,
¢etvrtu grupu ¢ine pacijenti koji su imali tumore velicine od 60,1 - 80,0 mm,
petu grupu €ine pacijenti Koji su imali tumore veli¢ine od 80,1 - 100,0 mm,

Sestu grupu ¢ine pacijenti koji su imali tumore veli¢ine preko 100,1 mm.

Analizom rezultata koji govore o veli¢ini tumora kod 74 pacijenta sa RCC, utvrdeno je
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da je najveci broj pacijenata, 25 (33,8%) pacijenata, imao tumore veli¢ine od 40,1 do 60,0
mm, a najmanji broj pacijenata, 2 (2,8%) pacijenta, imao je tumore veliine preko 100,1

mm.

U Tabeli 6. i na Grafikonu 5. prikazana je distribucija pacijenata sa RCC prema veli¢ini

tumora

Tabela 6. Distribucija pacijenata sa RCC prema veli¢ini tumora

Veli¢ina ( dimenzije ) tumora
N % Kumulativni %
0-20,0 2 2,7 2,7
20,1 -40,0 23 31,1 33,8
40,1-60,0 25 33,8 67,6
60,1 - 80,0 14 18,9 86,5
80,1 -100,0 8 10,8 97,3
>100,1 2 2,8 100
Ukupno 74 100,0

Distribucija pacijenata sa RCC prema veli¢ini tumora

2.82.7

=0-20,0 =20,1-400 =40,1-60,0 =60,1-80,0 =80,1-100,0 =>100,1

Grafikon 5. Distribucija pacijenata sa RCC prema veli¢ini tumora

74



4.1.4. Distribucija pacijenata sa RCC prema stadijumu tumora

Istrazivanja prema stadijumu tumora pokazala su, da su od 74 pacijenata sa RCC:
- tumori nizeg stadijuma dijagnostikovani kod 42 pacijenta (56,8%), a

- tumori viseg stadijuma dijagnostikovani kod 32 pacijenta (43,2%).

U Tabeli 7. i na Grafikonu 6. prikazana je distribucija pacijenata sa RCC prema stadijumu

tumora

Tabela 7. Distribucija pacijenata sa RCC prema stadijumu tumora

Stadijum tumora (T)

N %
Nizi 42 56,8
Visi 32 43,2
Ukupno 74 100,0

Distribucija pacijenata sa RCC prema
stadijumu tumora

= NiZi stadijum = Visi stadijum

Grafikon 6. Distribucija pacijenata sa RCC prema stadijumu tumora

4.1.5. Distribucija pacijenata sa RCC prema histopatoloSkom tipu tumora

Istrazivanja pacijenata sa RCC prema histopatoloskom tipu tumora pokazala su da je od
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ukupno 74 pacijenta:

- 49 (66,2%) pacijenata imalo svetlocelijski histopatoloski tip RCC,

- 18 (24,3%) pacijenata imalo papilarni histopatoloski tip RCC,

- 7(9,5%) pacijenata imalo hromofobni histopatoloski tip RCC.
U odnosu na histopatoloski tip tumora, svetlocelijski histopatoloski tip RCC je bio
najzastupljeniji, kod 49 (66,2%) pacijenata.

U Tabeli 8. i na Grafikonu 7. prikazana je distribucija pacijenata sa RCC prema

histopatoloSkom tipu tumora.

Tabela 8. Distribucija pacijenata sa RCC prema histopatoloskom tipu tumora

Histopatoloski tip tumora

N %
Hromofobni 7 9,5
Papilarni 18 24,3
Svetlocelijski 49 66,2
Ukupno 74 100,0

Distribucija pacijenata sa RCC prema HP tipu tumora

= Hromofobni = Papilarni = Svetlocelijski

Grafikon 7. Distribucija pacijenata sa RCC prema histopatoloSskom tipu tumora
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4.1.6. Distribucija pacijenata sa RCC prema gradusu tumora

Istrazivanja prema gradusu tumora pokazala su da je kod 74 pacijenata sa RCC:

- 4 pacijenta (5,4%) imao tumor gradusa I,

- 37 pacijenta (50%) imao tumor gradusa I,

- 30 pacijenta (40,5%) imao tumor gradusa 11,

- 3 pacijenta (4,1%) imao tumor gradusa IV,
Zbog relativno malog broja slucajeva, gradusi I i Il oznacéeni su kao nizi gradus tumora,
a gradusi 1111 IV oznaceni kao visi gradus tumora.
U odnosu na gradus tumora, u grupi od 74 pacijenta sa RCC, nizi gradus je
dijagnostikovan kod 41 (55,4%) pacijenta, dok je visi gradus dijagnostikovan kod 33
(44,6%) pacijenta.

U Tabeli 9. i na Grafikonu 8. prikazana je distribucija pacijenata sa RCC prema gradusu

tumora.

Tabela 9. Distribucija pacijenata sa RCC prema gradusu tumora

Gradus tumora

N %
I 4 5,4
I 37 50,0
1 30 40,5
(\V4 3 41
Ukupno 74 100,0
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Distribucija pacijenata sa RCC prema gradusu tumora

w| wf] =]l =]V

Grafikon 8. Distribucija pacijenata sa RCC prema gradusu tumora

4.1.7. Distribucija pacijenata sa RCC prema starosti, veli¢ini (dimenzijama)
tumora i prezivljavanju (u mesecima)

U ovom istrazivanju, pracena je starost, veli¢ina tumora i prezivljavanje kod pacijenata
sa RCC i utvrdeno je:

1. da se prosec¢na starost pacijenata kretala od 33 do 85 godina (59.27£10.25) ,

2. da su se prose¢ne veli¢ine tumora kretale od 15 do 130 mm, (53,14+23,47) ,

3. da se prosetno prezivljavanje pacijenata kretalo od 11 do 58 meseci

(37,65+12,6).

U Tabeli 10. prikazana je distribucija pacijenata prema starosti, veli¢ini tumora i

prezivljavanju U mesecima

Tabela 10. Starost, veli¢ina tumora i prezivljavanje

Aritmeticka sredina SD
Starost 59,27 10,25
Veli¢ina tumora (mm) | 53,14 23,47
Prezivljavanje (meseci) | 37,65 12,6
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4.1.8. Odnos histopatoloskog tipa tumora i pola kod pacijenata sa RCC

Istrazivanje odnosa histopatoloSkog tipa tumora i pola kod pacijenta sa RCC, od kojih je
48 (64,9%) pacijenata bilo muskog pola i 26 (35,1) pacijenata zenskog pola, nije nadena
statisticki znacajna razlika u broju pacijenata muskog i Zenskog pola u odnosu na

histopatoloski tip tumora.

Rezultati istrazivanja odnosa histopatoloskog tipa tumora i pola su prikazani u Tabeli 11.

i na Grafikonu 9.

Tabela 11. Odnos histopatoloskog tipa tumora i pola kod pacijenata sa RCC

Histopatoloski tip tumora
Hromofobni | Papilarni Svetlocelijski
Pol Muski 2 (4,2%) 12 (25%) 34 (70,8%) | 48 (100%)

Zenski 5(19,2%) 6 (23,1%) | 15(57,7%) |26 (100%)
Ukupno 7 (9,5%) 18 (24,3%) | 49 (66,2%) 74 (100%)
Pirsonov hi kvadrat=4,511; p=0,125

Ukupno

Odnos histopatoloskog tipa tumora i pola pacijenata

80

70

60

50

% 40
30

20 A

10 -

Musgki Zenski
B Hromofobni M Papilarni

Grafikon 9. Odnos histopatoloskog tipa tumora i pola kod pacijenata sa RCC
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4.1.9. Odnos stadijuma tumora i histopatolo§kog tipa tumora, gradusa tumora i
pola kod pacijenata sa RCC

Istrazivanje odnosa stadijuma tumora i histopatoloskog tipa tumora, gradusa tumora i pola
kod pacijenata sa RCC je pokazalo:
- da nema statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na histopatoloski tip tumora i
stadijum tumora (X?=1,991; p=406),
- daima statisticki znacajne razlike u odnosu na histopatoloski tip tumora i gradus
tumora (X2=1,167; p=0,583) i
- da ima statisti¢ki znac¢ajne razlike u odnosu na histopatoloski tip tumora i pol

pacijenata (X2=1,511; p=0,125).

Rezultati istrazivanja odnosa stadijuma tumora i histopatoloskog tipa tumora, gradusa

tumora i pola prikazani su u Tabeli 12. i na Grafikonima 10,11,12.

Tabela 12. Odnos stadijuma tumora i histopatoloskog tipa tumora, gradusa tumora i pola

kod pacijenata sa RCC

Stadijum tumora p
Nizi stadijum | Visi stadijum vrednost

Histopatoloski | Hromofobni 5 (11,9%) 2 (6,2%) 0,406
tip tumora Papilarni 12 (28,6%) 6 (18,8%)

Svetloéelijski | 25 (59,5%) 24 (75,0%)
Gradus Nizi 28 (66,7%) 13 (40,6%) 0,026
tumora Visi 14 (33,3%) 19 (59,4%)
Pol Muski 30 (71,4%) 18 (56,2%) 0,175

Zenski 12 (28,6%) 14 (43,8%)
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Odnos stadijuma tumora i HP tipa tumora
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Grafikon 10. Odnos stadijuma tumora i histopatoloskog tipa tumora kod pacijenata sa
RCC

Odnos stadijum tumora i gradusa tumora
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Grafikon 11. Odnos stadijuma tumora i gradusa tumora kod pacijenata sa RCC
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NiZi stadijum

Odnos stadijum tumora i pola
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Visi stadijum

Grafikon 12. Odnos stadijuma tumora i pola kod pacijenata sa RCC

4.1.10. Odnos histopatoloskog tipa tumora i stadijumu tumora kod pacijenata sa

RCC

Istrazivanjem odnosa histopatoloskog tipa tumora i stadijuma tumora kod pacijenata sa

RCC nije nadena statisti¢ki znac¢ajna razlika izmedu stadijuma tumora i

histopatoloskog tipa tumora (p>0,05).

Rezultati istrazivanja odnosa histopatoloskog tipa tumora i stadijumu tumora prikazani
su u Tabeli 13. i na Grafikonu 13.

Tabela 13. Odnos histopatoloskog tipa tumora i stadijuma tumora kod pacijenata sa RCC

Histopatoloski tip tumora

Hromofobni | Papilarni Svetlocelijski Ukupno
Stadijum | Nizi 5 (11,9%) 12 (28,6%) | 25(59,5%) |42 (100%)
tumora | Visi 2 (6,2%) 6 (18,8%) |24 (75%) 32 (100%)
Ukupno 7 (9,5%) 18 (24,3%) | 49 (66,2%) 74 (100%)

Pirsonov hi kvadrat=1,991; p=0,406
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Odnos histopatoloskog tipa tumora i stadijuma tumora
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Grafikon 13. Odnos histopatoloskog tipa tumora i stadijuma tumora kod pacijenata sa
RCC

4.1.11. Odnos gradusa tumora i stadijumu tumora kod pacijenata sa RCC

Istrazivanjem odnosa gradusa tumora i stadijuma tumora kod pacijenata sa RCC
pokazano je da je najvise pacijenata pripadalo nizem gradusu i nizem stadijumu tumora,
28 (66,7%) pacijenta, dok je najmanje pacijenta pripadalo nizem gradusu i viSem
stadijumu tumora, 13 (40,6%) pacijenta. Ova razlika je pokazala statisticku znac¢ajnost
(p<0,05).

Rezultati istrazivanja odnosa gradusa tumora i stadijumu tumora prikazani su u Tabeli
14. i na Grafikonu 14.

Tabela 14. Odnos gradusa tumora i stadijuma tumora kod pacijenata sa RCC

Gradus tumora
Nizi Visi
Nizi 28 (66,7%) 14 (33,3%) 42 (100%)
Visi 13 (40,6%) 19 (59,4%) 32 (100%)
Ukupno 41 (55,4%) 33 (44,6%) 74 (100%)
Pirsonov hi kvadrat = 4,985; p=0.026

Ukupno

Stadijum tumora
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Odnos gradusa tumora i stadijuma tumora
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Grafikon 14. Odnos gradusa tumora i stadijuma tumora kod pacijenata sa RCC

4.1.12. Odnos pola i stadijuma tumora kod pacijenata sa RCC

Istrazivanjem odnosa pola i stadijuma tumora kod pacijenata sa RCC, nije nadena

statisticki znac¢ajna razlika (p>0,05) odnosa pola i stadijuma tumora.

Rezultati istrazivanja odnosa pola i stadijumu tumora prikazani su u Tabeli 15. i na
Grafikonu 15.

Tabela 15. Odnos pola i stadijuma tumora kod pacijenta sa RCC

Pol pacijenata
Muski Zenski Ukupno
Stadijum Nizi 30 (71,4%) 12 (28,6%) 42 (100%)
tumora Visi 18 (56,2%) 14 (43,8%) 32 (100%)
Ukupno 48 (64,9%) 26 (35,1%) 74 (100%)
Pirsonov hi kvadrat = 1,836; p=0.175
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Grafikon 15. Odnos pola i stadijuma tumora kod pacijenta sa RCC

4.1.13. Odnos stadijuma tumora (nizi i visi) i starosti pacijenata, veli¢ine (dimenzija)
tumora, procenta ekspresije telomeraze, ciklina A, Ki67 i prezivljavanja (u
mesecima) kod pacijenata sa RCC

Kod pacijenta sa RCC pracen je odnos stadijuma tumora (nizi i visi) i starosti, veli¢ine

tumora, procenta ekspresije telomeraze, ciklina A i Ki67 i prezivljavanja.

Rezultati istrazivanja su pokazali:

- da su pacijenti sa RCC sa nizim stadijumom tumora bili neSto mladi od pacijenta
sa viSim stadijumom tumora. Ali, razlika nije pokazala statisticku znacajnost
(t=-1,821; p=0,073);

- danije bilo statisti¢ki zna¢ajne razlike kod pacijenata sa nizim i viSim gradusom
RCC u odnosu na procenat ekspresije telomeraza (Z=-0,104; p=0,917) i procenat
ekspresije ciklina A (Z=-0,039; p=0,969);

- da je veli¢ina tumora koji su nizeg stadijuma statisti¢ki zna¢ajno manja od
veli¢ine tumora viSeg stadijuma (Z=-3,989; p<0,001) i

- da je statisti¢ki zna¢ajno duze prezivljavanje uoceno kod pacijenata sa RCC sa

nizim gradusom u odnosu na pacijente sa vis§im gradusom (Z=-4,314; p<0,001).
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Rezultati istrazivanja su prikazani u Tabeli 16. i na Grafikonima 16,17,18,19,20,21.

Tabela 16. Odnos stadijuma tumora (nizi i vi$i) i starosti, veli¢ine tumora, procenta
ekspresije telomeraze, ciklina A i Ki67 i prezivljavanja kod pacijenata sa RCC

Stadijum tumora (T)
Nizi Visi
Starost 57,40 61,72
SD= 10,36 SD=9,73
Dimenzije tumora 43,47 65,84
SD= 16,02 SD= 25,77
Ekspresija telomeraza (%) | 25,83 23,75
SD= 24,64 SD=20,28
Ekspresija ciklina A (%) 19,17 16,72
SD= 23,11 SD=17,90
Ekspresija Ki67(%) 6,60 6,70
SD=8,50 SD=7,90
Prezivljavanje (meseci) 43,31 30,22
SD= 10,07 SD=11,81
80
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Grafikon 16. Odnos stadijuma tumora i starosti kod pacijenata sa RCC
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Grafikon 17. Odnos stadijuma tumora i veli¢ine tumora kod pacijenata sa RCC
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Grafikon 18. Odnos stadijuma tumora i ekspresije telomeraze kod pacijenata sa RCC
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Grafikon 19. Odnos stadijuma tumora i ekspresije ciklina A kod pacijenata sa RCC
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Grafikon 20. Odnos stadijuma tumora i ekspresije Ki67 kod pacijenata sa RCC
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Grafikon 21. Odnos stadijuma tumora i prezivljavanja kod pacijenata sa RCC

4.1.14, Odnos gradusa tumora (nizi i visi) i starost pacijenata, veli¢ine (dimenzija)
tumora, procenta ekspresije telomeraze, ciklina A i Ki67 i preZivljavanja (u
mesecima) kod pacijenata sa RCC

Kod pacijenata sa RCC pracen je odnos gradusa tumora (nizi i visi) i starosti, veli¢ine
tumora, procenta ekspresije telomeraze, ciklina A i Ki67 i prezivljavanja.
Rezultati istrazivanja su pokazali:

- da su pacijenti sa nizim gradusom bili nesto mladi u odnosu na pacijente sa
visim gradusom, ali nije bilo statisti¢ki znacajne razlike (t=-1,215; p=0,228);

- da nije bilo statisticki znacajne razlike kod pacijenata sa nizim gradusom i
pacijenata sa vis§im gradusom u odnosu na veli¢inu tumora (Z=-0,506; p=0,613),
na procenat telomeraza (Z=-0,794; p=0,427) kao i na procenat ekspresije Ciklina
A (Z=-1,379; p=0,168);

- daje uoceno statisticki znac¢ajno duze prezivljavanje kod pacijenata sa nizim

gradusom u odnosu na pacijente sa viSim gradusom (t=2,076; p=0,041).

Rezultati istrazivanja su prikazani u Tabeli 17. i na Grafikonima 22,23,24,25,26,27.
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Tabela 17. Odnos gradusa tumora (nizi i visi) i starosti, veli¢ine tumora, procenta
ekspresije telomeraze, ciklina A i Ki67 i prezivljavanja kod pacijenata sa RCC

Gradus tumora

Nizi Visi
Starost 57,98 60,88
SD=11,34 SD=8,62
veli¢ina tumora (mm) 52,48 53,97
SD=24,54 SD= 22,41
Ekspresija telomeraze (%) | 22,07 28,48
SD= 20,03 SD=25,57
Ekspresija ciklina A (%) 14,15 23,03
SD= 16,35 SD= 24,87
Ekspresija Ki67(%) 5,00 8,70
SD=7,20 SD=8,90
Prezivljavanje (u 40,32 34,33
mesecima) SD=11,49 SD=13,29
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Grafikon 22. Odnos gradusa tumora i starosti kod pacijenata sa RCC
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Grafikon 23. Odnos gradusa tumora i veli¢ine tumora kod pacijenata sa RCC
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Grafikon 24. Odnos gradusa tumora i ekspresije telomeraze kod pacijenata sa RCC



60

50

40

30

W S5 = = x =0

20

10 -
A
— 0' T

% NiZi

Q = = » OO = T v X m

Gradus tumora

Grafikon 25. Odnos gradusa tumora i ekspresije ciklina A kod pacijenata sa RCC
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Grafikon 26. Odnos gradusa tumora i ekspresije Ki 67 kod pacijenata sa RCC
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Grafikon 27. Odnos gradusa tumora i prezivljavanja kod pacijenata sa RCC

4.1.15. Odnos gradusa tumora (niZi i visi) i histopatolo§kog tipa tumora, stadijuma
tumora i pola kod pacijenata sa RCC

Analiziranjem histopatoloskih tipova tumora kod pacijenata sa RCC u odnosu na nizi i
vi$i gradus tumora nije dobijena statisti¢ki znacajna razlika (X?=1,167; p=0,583).
Uporedujuéi pol pacijenata sa nizim i vi§im gradusom tumora, nije nadena statisticki
znadajna razlika (X?=0,039; p=0,843).

Uporedujudi stadijum 1 gradus tumora, primeceno je da najveci broj pacijenata sa RCC
pripada grupi sa nizim gradusom i nizim stadijumom tumora, zatim sa viSim gradusom i
viSim stadijumom tumora, dok je znatno manje pacijenata bilo u grupi sa viSim
stadijumom, a nizim gradusom tumora i sa nizim stadijumom, a vi§im gradusom tumora.

Ova razlika je statisti¢ki zna¢ajna (X?=4,985; p=0,026).

Rezultati istrazivanja su prikazani u Tabeli 18. i na Grafikonima 28,29,30.
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Tabela 18. Odnos gradusa tumora (nizi i vis$i) i histopatoloskog tipa tumora, stadijuma
tumora i pola kod pacijenata sa RCC

Gradus tumora
Nizi Visi

Histopatoloski | Hromofobni | 4 (9,8%) 3(9,1%) X?=1,167,;
tip tumora Papilarni 8 (19,5%) 10 (30,3%) p=0,583

Svetlocelijski | 29 (70,7%) 20 (60,6%)
Stadijum Nizi 28 (68,3%) 14 (42,4%) X?=4,985;
tumora Visi 13 (31,7%) 19 (57,6%) p=0,026
Pol Muski 27 (65,9%) 21 (63,6%) X?=0,039;

Zenski 14 (34,1%) 12 (36,4%) p=0,843

Odnos gradusa tumora (nizi i visi ) i histopatoloskog tipa
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Grafikon 28. Odnos gradusa tumora (nizi i visi) i histopatoloskog tipa tumora, kod
pacijenata sa RCC
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Odnos gradusa tumora (nizi i visi ) i stadijuma tumora
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Grafikon 29. Odnos gradusa tumora (nizi i visi) i stadijuma tumora, kod pacijenata sa
RCC

Odnos gradusa tumora (nizi i visi ) i pola pacijenata
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Grafikon 30. Odnos gradusa tumora (nizi i visi) i pola kod pacijenata sa RCC
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4.1.16. Odnos veli¢ine (dimenzija) tumora i histopatoloSkog tipa tumora, stadijuma
tumora, gradusa tumora i pola kod pacijenata sa RCC

Kod pacijenata sa RCC pracen je odnos veli¢ine tumora i histopatoloskog tipa tumora,

stadijuma tumora, gradusa tumora i pola.

Rezultati istrazivanja su pokazali:

- danema statisti¢ki znac¢ajne razlike po histopatoloskom tipu tumora (X?=1,752;
p=0,416), prema gradusu tumora (t=-0,269; p=0,788), a ni po polu pacijenta
(t=0,011; p=0,991),

- ali da ima statisti¢ki znacajne razlike prema stadijumu tumora (t= -4,316;
p<0,001).

Rezultati istraZivanja su prikazani u Tabeli 19. i na Grafikonima 31,32,33,34.

Tabela 19. Odnos veli¢ine tumora i histopatoloskog tipa tumora, stadijuma tumora,
gradusa tumora i pola kod pacijenata sa RCC

Veli¢ina tumora (mm)
Aritmeti¢ka sredina | SD
Hromofobni 50.44 29.11
Histopatoloski tip | Papilarni 58.61 24.40
tumora Svetlocelijski 51.52 22.49
Stadijum tumora Nizi 43.47 16.02
visi 65.84 25.77
Gradus tumora nizi 52.48 24.54
visi 53.97 22.41
Muski
Pol 53.16 22.26
Zenski
53.10 26.01
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Grafikon 31. Odnos veli¢ine tumora i histopatoloskog tipa tumora kod pacijenata sa
RCC

100
90 T
80
70
60
50

(3 3)

30 A
20 -~
10 A

®» = 0 3 © ~+

D 5 = O =

Visi

Stadijum tumora

Grafikon 32. Odnos veli¢ine tumora i stadijuma tumora kod pacijenata sa RCC
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Grafikon 33. Odnos veli¢ine tumora i gradusa tumora kod pacijenata sa RCC
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Grafikon 34. Odnos veli¢ine tumora i pola kod pacijenata sa RCC

4.1.17. Odnos preZivljavanja i stadijuma tumora kod pacijenata sa RCC

Rezultati istrazivanja odnosa prezivljavanja i stadijuma tumora kod pacijenata sa RCC su
pokazala da su pacijenti sa niZim stadijumom tumora imali duze preZivljavanje u odnosu
na pacijente sa visim stadijumom tumora.

T testom je potvrdeno da je ova razlika statisti¢ki znacajna (t=5,141; p<0,001).
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Rezultati istrazivanja su prikazani u Tabeli 20. i na Grafikonu 35.

Tabela 20. Stadijum tumora kod pacijenata sa RCC

Stadijum tumora N Aritmeticka sredina | SD
Nizi 42 43,31 10,069
Visi 32 30,22 11,810
Ukupno 74 37,65 12,602
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Grafikon 35. Odnos prezivljavanja i stadijuma tumora kod pacijenata sa RCC

4.1.18. Odnos prezivljavanja i gradusa tumora kod pacijenata sa RCC

Istrazivanje kod pacijenata sa RCC je pokazalo da su pacijenti sa gradusom | imali
najduze prezivljavanje, a najmanje prezivljavanje su imali pacijenti sa gradusom IV.
Spirmanovom korelacionom analizom je utvrdeno da postoji statisticki znacajna
negativna povezanost gradusa tumora i preZivljavanja pacijenta obolelih od RCC (rho=-
0,276; p=0,017).

Rezultati istrazivanja su prikazani u Tabeli 21. i na Grafikonu 36.
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Tabela 21. Gradus tumora kod pacijenata sa RCC

Gradus tumora N Aritmeti¢ka sredina | SD
| 4 49,75 7,848
I 37 39,30 11,431
1 30 35,43 12,977
AV 3 23,33 13,650
Ukupno 74 37,65 12,602
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Grafikon 36. Odnos prezivljavanja i gradusa tumora kod pacijenata sa RCC

4.1.19. Odnos prezivljavanja i gradusa tumora (niZi i visi) kod pacijenata sa RCC
Istrazivanje kod pacijenata sa RCC je pokazalo da je prosecno prezivljavanje daleko vece

kod pacijenata sa nizim gradusom tumora u odnosu na pacijente sa vi§im gradusom
tumora. (40,32+11.49).
T testom je potvrdeno da je ova razlika statisti¢ki znac¢ajna (t=2,076; p=0,041).

Rezultati istrazivanja su prikazani su u Tabeli 22. i na Grafikonu 37.

Tabela 22. Gradus tumora (nizi i visi) kod pacijenata sa RCC

Gradus tumora N Aritmeti¢ka sredina | SD

Nizi 41 40,32 11,492
Visi 33 34,33 13,294
ukupno 74 37,65 12,602
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Grafikon 37. Odnos prezivljavanja i gradusa tumora (nizi i visi) kod pacijenata sa RCC

4.1.20. Odnos histopatolo$kog tipa tumora i stadijuma tumora, gradusa tumora i
pola kod pacijenata sa RCC

Kod pacijenata sa RCC pracen je odnos histopatoloskog tipa tumora i stadijuma tumora,

gradusa tumora i pola kod pacijenata sa RCC

Rezultati istrazivanje su pokazali:
- da u odnosu histopatoloski tip tumora i stadijum tumora ne postoji statisticki
znacajna razlika (X2=1,991;p = 0,406).
- da u odnosu histopatoloski tip tumora i gradus tumora postoji statisticki
znacajna razlika (X?=1,167; p = 0,583).
- dau odnosu histopatoloski tip tumora i pol pacijenata sa RCC postoji statisticki

znacajna razlika (X?=4, 511; p = 0,125).

Rezultati istrazivanja su prikazani u Tabeli 23. i na Grafikonima 38,39,40.
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Tabela 23. Odnos histopatoloskog tipa tumora i stadijuma tumora, gradusa tumora i

pola kod pacijenata sa RCC

Histopatoloski tip tumora

10.00%

Hromofobni Papilarni Svetlocelijski
N % N % N %
nizi 5 71,4% | 12 66,7% | 25 51,0%
Stadijum visi o 0 0
tumora 2 28,6% |6 33,3% |24 49,0%
nizi 4 57,1% |8 44,4% | 29 59,2%
Gradus visi 0 0 0
tumora 3 42,9% | 10 55,6% |20 40,8%
muski | 2 28,6% | 12 66,7% | 34 69,4%
Pol zenski | g 71,4% | 6 33,3% |15 30,6%
Odnos histopatoloskog tipa tumora i stadijuma tumora
80.00%
70.00%
60.00%
50.00%
40.00%
30.00%
20.00% I

0.00%

Hromofobni

stadijum tumora

Papilarni

Hnizi W Visi

Svetlocelijski

Grafikon 38. Odnos histopatoloskog tipa tumora i stadijuma tumora kod pacijenata sa

RCC
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Odnos histopatoloskog tipa tumora i gradusa tumora
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Grafikon 39. Odnos histopatoloskog tipa tumora i gradusa tumora kod pacijenata sa
RCC

Odnos histopatoloskog tipa tumora i pola
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Grafikon 40. Odnos histopatoloskog tipa tumora i pola kod pacijenata sa RCC
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4.1.21. Odnos stadijuma tumora i histopatoloskog tipa tumora kod pacijenata sa

RCC

Analiziranje odnosa stadijuma tumora i histopatoloskog tipa tumora kod pacijenata sa

RCC, pokazalo je da nije bilo statisti¢ki znacajne razlike (X?=1,991; p=0,406).

Rezultati istrazivanja su prikazani u Tabeli 24. i na Grafikonu 41.

Tabela 24. Odnos stadijuma tumora i histopatoloskog tipa tumora kod pacijenata sa

RCC
Stadijum tumora Ukupno
Nizi Visi
hromofobni | N % 5 (71,4%) 2 (28,6%) 7 (100,0%)

Histopatoloski tip | papilarni N % 12 (66,7%) 6 (33,3%) 18
tumora (100,0%)

svetlocelijski | N % 25 (51,0%) 24(49,0%) 49
(100,0%)

Ukupno N % 42 (56,8%) 32 (43,2%) 74
(100,0%)

nema statisticki znacajne razlike (X?=1,991; p=0,406).

Odnos stadijum tumora i histopatoloskog tipa tumora

80

70

60

50

%
N
o

3

o

2

o

1

o

hromofobni

B NiZi stadijum

papilarni

svetlocelijski
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Grafikon 41. Odnos stadijuma tumora i histopatoloskog tipa tumora kod pacijenata sa

RCC
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4.1.22. Odnos gradusa tumora i histopatoloskog tipa tumora kod pacijenata sa RCC

Analiziranje odnosa gradusa tumora i histopatoloskog tipa tumora kod pacijenata sa RCC,

pokazalo je da je razlika statisti¢ki znacajna (X°=1,167; p=0,583).

Rezultati istrazivanja su prikazani u Tabela 25. i na Grafikonu 42.

Tabela 25. Odnos gradusa tumora i histopatoloskog tipa tumora kod pacijenata sa RCC

Gradus tumora Ukupno
Nizi Visi
hromofobni [N % | 4 (57,1%) 3 (42,9%) 7 (100,0%)
Histopatoloski tip [ papjlarni N% |8 (44,4%) 10 (55,6%) 18 (100,0%)
tumora svetlocelijski | N% | 29 (59.29%) | 20(40,8%) 49 (100,0%)
Ukupno N% |41 (55,4%) 33 (44,6%) 74 (100,0%)

razlika je statisticki znacajna (X?=1,167; p=0,583).
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Grafikon 42. Odnos gradusa tumora i histopatoloskog tipa tumora kod pacijenata sa

RCC
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4.1.23. Odnos histopatoloskog tipa tumora i pola kod pacijenata sa RCC

Analiziranje odnosa histopatoloskog tipa tumora i pola, kod pacijenata sa RCC, pokazalo

je da je razlika statisti¢ki znacajna (X?=4,511; p=0,125).

Rezultati istrazivanja su prikazani u Tabela 26. i na Grafikonu 43.

Tabela 26. Odnos histopatoloskog tipa tumora i pola kod pacijenata sa RCC

Pol Ukupno
Muski Zenski
hromofobni | N % 2 (28,6%) 5 (71,4%) 7 (100,0%)
Histopatoloski tip | papilarni N % 12 (66,7%) 6 (33,3%) 18 (100,0%)
tumora svetlocelijski | N % 34 (69,4%) 15 (30,6%) 49 (100,0%)
Ukupno N % 48 (64,9%) 26 (35,1%) 74 (100,0%)

razlika je statisticki znacajna (X?=4,511; p=0,125).
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Grafikon 43. Odnos histopatoloskog tipa tumora i pola kod pacijenata sa RCC
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4.1.24. Odnos histopatoloskog tipa tumora i starosti pacijenata, veli¢ine (dimenzija)
tumora, procenta ekspresije telomeraze, ciklina A i Ki67 i preZivljavanja
(meseci) kod pacijenata sa RCC

Analiziranje odnosa histopatoloskog tipa tumora i starosti pacijenata, veliCine tumora,
procenta ekspresije telomeraze, ciklina A i Ki67 i prezivljavanja, kod pacijenata sa RCC,
pokazalo je:

- da nema statisticki znacajne razlike izmedu starosti pacijenta (F=1,557;
p=0,218) i prezivljavanja pacijenta. (F=0,225; p=0,799),

- da nema statisticki znacajne razlike po dimenzijama tumora (X?=1,752;
p=0,416),

- da postoji statisti¢ki zna¢ajna razlika po ekspresiji telomeraza (X?=35,497,;
p<0,001) i po ekspresiji ciklina A (X?=19,460; p<0,001),

- da je kod ekspresije telomeraza utvrdeno, da je razlika statisti¢ki znacajna
izmedu hromofobnog vs. papilarnog (p<0,001), svetlocelijskog i papilarnog
(p<0,001), ali je nema izmedu hromofobnog vs. svetlo¢elijskog (p=1,000),

- da kod ekspresije ciklina A, postoji statisticki znacajna razlika izmedu
hromofobnog vs. papilarnog (p=0,140), svetlocelijskog i papilarnog (p<0,001), ali
je nema statisticki znacajne razlike izmedu hromofobnog vs. svetlocelijskog
(p=1,000).

Rezultati istrazivanja su prikazani u Tabeli 27. i na Grafikonima 44,45,46,47,48,49.
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Tabela 27. Odnos histopatoloskog tipa tumora i starosti pacijenata, veli¢ine tumora,
procenta ekspresije telomeraze, ciklina A i Ki67 i prezivljavanja kod pacijenata sa RCC

Histopatoloski tip tumora

HP tip tumora

Aritmeticka sredina | SD
Hromofobni 65.71 6.52
Starost pacijenata | Papilarni 58.83 11.81
Svetloc¢elijski 58.51 9.92
Hromofobni 50.44 29.11
Veli¢ina tumora | Papilarni 58.61 24.40
(mm) Svetloc¢elijski 51.52 22.49
Hromofobni 12.14 11.85
Ekspresija Papilarni 56.11 14.81
telomeraze (%) Svetlocelijski 15.31 14.41
Hromofobni 22.86 35.57
Ekspresija ciklin A | Papilarni 35.28 17.45
(%) Svetlocelijski 11.12 15.35
Hromofobni 2,90 5,70
Ekspresija Papilarni 14,80 8,30
Ki67(%) Svetloc¢elijski 4,20 6,30
Hromofobni 36.71 11.34
Prezivljavanje Papilarni 39.39 12.71
(meseci) Svetlocelijski 37.14 12.91
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Grafikon 44. Odnos starosti i histopatoloskog tipa tumora kod pacijenata sa RCC
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Grafikon 45. Odnos veli¢ine tumora i histopatoloskog tipa tumora kod pacijenata sa

RCC
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Grafikon 46. Odnos ekspresije telomeraze i histopatoloskog tipa tumora kod pacijenata

sa RCC
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Grafikon 47. Odnos ekspresije ciklina A i histopatoloskog tipa tumora kod pacijenata
sa RCC
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Grafikon 48. Odnos ekspresije Ki67 i histopatoloskog tipa tumora kod pacijenata sa
RCC
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Grafikon 49. Odnos prezivljavanja i histopatoloskog tipa tumora kod pacijenata sa
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4.1.25. Korelaciona analiza

Korelaciona analiza kod pacijenata sa RCC pokazuje:

1. da veligina tumora kod pacijenata sa RCC korelira sa prezivljavanjem. Sto je veéi

tumor, to je manje prezivljavanje,

2. da postoji zna¢ajna korelacija starosti i prezivljavanja. Sto je veca starost, to je

manje prezivljavanje,

3. daekspresije telomeraze i ciklin A koreliraju znacajno i to pozitivno, odnosno $to

je veca vrednost ciklina A, veca je i vrednost telomeraze,

4. da ekspresija Ki67 ne korelira sa staro$cu, veli¢inom tumora i prezivljavanjem,

ali postoji korelacija sa telomerazom i ciklinom A.

Rezultati korelacione analize su prikazani u Tabeli 28.

Tabela 28. Korelaciona analiza

Starost | Dimenzije Tu | Prezivljavanje | Telomeraze | Ciklin A
(mm) (meseci) (%) (%)
Rho ,124
Veli¢ina tumora (mm) |p 292
vrednost
e _ Rho -,258" -,234"
Prezivljavanje 0
meseci 27 4
( ) vrednost 0 045
Rho ,062 ,135 ,079
Tel %
elomeraze (%) p 600 252 503
vrednost
Rho ,153 ,126 -,034 698"
iklin A (%
Ciklin A (%) P 195 285 771 <0,001
vrednost
Rho ,128 ,175 -,058 705 873"
Ki67 (%
167.(%) P 277 ,137 ,625 <0,001 <0,001
vrednost

* Korelacija zna¢ajna na nivou 0.05
** Korelacija zna€ajna na nivou 0.01
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4.1.26. Imunohistohemijska ekspresija telomeraze kod pacijenata sa RCC

Istrazivanja su pokazala da su vrednosti ekspresije telomeraze vrlo sli¢ne kada je u pitanju
pol pacijenata, gradus tumora i stadijum tumora. Jedino je evidentna razlika po
histopatoloSkom tipu tumora u korist papilarnog histopatoloskog tipa, koji je drasti¢no
veéi od ostala dva histopatoloska tipa tumora.

Korelacionom analizom nije pronadena povezanost izmedu ekspresije telomeraze,

starosti pacijenta, veli¢ine (dimenzija) tumora i prezivljavanja pacijenata.

Rezultati imunohistohemijske ekspresije telomeraze kod pacijenata sa RCC su prikazani
u Tabeli 29.

Tabela 29. Eksperesija telomeraze (%) kod pacijenata sa RCC

Eksperesija Telomeraze (%)
Aritmeticka SD p
sredina vrednost
muski
Pol 24,70 23,00
zenski 0,720
25,40 22,70
nizi
Gradus tumora 22,10 20,00
visi 2650 0,427
' 25,60
nizi
Stadijum tumora 2580 24,60
visi 0,917
23,80 20,30
Hromofobni
Histopatoloski tip 12,10 11,90
tumora Papilarni <0,001
96,10 14.80
Svetlocelijski
15,30 14,40
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Slika 27. Imunohemijska ekspresija telomeraze u tumorskim ¢elijama, X200
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4.1.27. Imunohistohemijska ekspresija ciklina A kod pacijenata sa RCC

Istrazivanja su pokazala da sli¢no ekspresiji telomeraze i ekspresija ciklin A ima sli¢ne
rezultate.

Ni ovde nema znacajne razlike po polu pacijenta, gradusu tumora, stadijumu tumora, ali
zato postoji razlika prema histopatoloskom tipu tumora. I u ovom slucaju najveca
vrednost je kada je u pitanju papilarni histopatoloski tip tumora.

Korelacija analiza izmedu ekspresije ciklina A i starosti pacijenta, veli¢ine tumora i

prezivljavanja, kao i kod ekspresije telomeraze ne postoji.

Rezultati imunohistohemijske ekspresije ciklina A kod pacijenata sa RCC su prikazani u
Tabeli 30.

Tabela 30. Eksperesija ciklina A (%) kod pacijenata sa RCC

Eksperesija ciklina A (%)
Aritmeticka SD p
sredina vrednost
muski
Pol 16,70 20,10
zenski 0,300
20,80 22,60
nizi
Gradus tumora 14,10 16,40
visi 23.00 0,168
’ 24,90
nizi
Stadijum tumora 19,20 23,10
visi 0,969
16,70 17,90
Hromofobni
Histopatoloski tip 22,90 35,60
tumora Papilarni <0,001
35,30 17.40
Svetlocelijski
11,10 15,40
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Slika 28. Imunohistohemijska ekspresija ciklina A u tumorskim ¢elijama, x400
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4.1.28. Imunohistohemijska ekspresija Ki67 kod pacijenata sa RCC

Kao i u prethodnim analizama, istrazivanja su pokazala da je jedino statisticki znac¢ajna
razlika izmedu histopatoloskog tipa tumora po eckspresiji Ki67, odnosno izmedu
papilarnog histopatoloSkog tipa i preostala dva histoloska tipa tumora.

Razlika po gradusu tumora je blizu konvencionalnog nivoa znac¢ajnosti od 0,05 pa je treba
uzeti u razmatranje jer postoji mogucénost da bi se na vecem uzorku dobila znacajnija
razlika.

Ostale razlike i1 korelacije nisu statisticki znacajne.

Rezultati imunohistohemijske ekspresije Ki67 kod pacijenata sa RCC su prikazani u
Tabeli 31.

Tabela 31. Eksperesija Ki67 (%) kod pacijenata sa RCC

Eksperesija Ki67
Aritmeticka SD p
sredina vrednost
muski
Pol 6,80 8,80
zenski 0,781
6,50 6,90
nizi
Gradus tumora 5,00 7,20
visi 870 0,071
’ 8,90
nizi
Stadijum tumora 6,60 8,50
visi 0,986
6,70 7,90
Hromofobni 290
Histopatoloski tip ' 5,70 <0,001
tumora Papilarni
14,80 8.30
Svetlocelijski
4,20 6.30
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Slika 29. Imunohistohemijska ekspresija Ki67 u tumorskim ¢elijama, x400
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4.2.  Analiza genetickih rezultata

Za molekularno-geneti¢ko istrazivanja radena je retrospektivna studija kojom je
obuhvacen 31 wuzorak DNK izolovan iz parafinskih kalupa pacijenata sa
dijagnostikovanim RCC, prethodno fiksiranim u formalinu i ukalupljenim u parafinu
(engl. Formalin Fixed Paraffin Embedded, FFPE) i 23 uzorka krvi, uzetih od 54

pacijenata, obolelih od karcinoma bubreznih ¢elija (RCC).

4.2.1. Distribucija pacijenata sa RCC prema polu

U odnosu na pol od ukupno 54 pacijenata obolelih od karcinoma bubreznih ¢elija (RCC),
bilo je 31 (57,4%) pacijenata muskog pola i 23 (42,6%) pacijenata zenskog pola. Rezultati
istrazivanja su pokazali da je incidenca obolelih od RCC ¢eséa kod muskaraca, nego kod

Zena. Prose¢na starost svih ispitanika iznosi 59,1+£10,8 godina.

Rezultati istrazivanja prikazani su u Tabeli 32. i na Grafikonu 50.

Tabela 32. Distribucija pacijenata sa RCC prema polu

Pol pacijenata
N %
muski 31 57,4
zenski 23 42.6
ukupno 54 100,0
pol

= muski = Zenski

Grafikon 50. Distribucija pacijenata sa RCC prema polu
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4.2.2. Distribucija pacijenata u odnosu na karakteristike tumora (histopatoloski tip
tumora, stadijum tumora, gradus tumora i genetske polimorfizme: hTERT
polimorfizam, hTERT amplifikacija, hnTERT metilacija).

Istrazivanje je pokazalo da je kod najviseg broja pacijenata dijagnostikovan svetlocelijski
histopatoloski tip tumora, kod 36 (66,7%) pacijenata.

Najveci broj pacijenata, 25 (46.3%) pacijenata, imao je stadijum tumora 3, a najmanji
broj pacijenta, 1 (1.9%) pacijent, imao je stadijum tumora 4.

Najvise pacijenta je pripadalo gradusu tumora II (26 pacijenta, 48,1%) i gradusu tumora
I11 (21 pacijent, 38,9%).

Od ispitivanih genetskih polimorfizama, normalni, nemutirani tip gena (wt alel) i
heterozigot bio je prisutan kod 90% pacijenata. Nasuprot tome, genetska amplifikacija je
prisutna kod samo 6 (19,4%) pacijenta, ali je zato genetska metilacija bila prisutna u nesto

vise od polovine pacijenata 17 (54,8%).

Rezultati distribucija pacijenata u odnosu na karakteristike tumora prikazana je u Tabeli
33.
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Tabela 33. Distribucija pacijenata u odnosu na karakteristike tumora

N %
Histopatoloski tip papilarni 13 24.1%
svetlocelijski 36 66.7%
hromofobni 5 9.3%
Stadijum tumora (T) 1 19 35.2%
2 9 16.7%
3 25 46.3%
4 1 1.9%
Gradus tumora I 4 7.4%
I 26 48.1%
i 21 38.9%
v 3 5.6%
hTERT wt 28 51.9%
polimorfizam hetero 22 40.7%
mut 4 7.4%
hTERT amplifikacija ne 25 80.6%
da 6 19.4%
hTERT metilacija ne 14 45.2%
da 17 54.8%

4.2.3. Testiranje mutacija i polimorfizma na nivou jednog nukleotida (SNP)

Sekvenciranje 343 bp dugog promotorskog regiona koji se proteze od -278 do +65 unutar
hTERT gena, nije ukazalo na aktivaciju mutacija ni u jednom od 31 uzorka RCC.
Sekvenciranjem je ipak otkriveno prisustvo tranzicije T/C na poziciji -245 bp
(rs2853669) . Da bi se sprovele studija o povezanosti izmedu prisustva tranzicije T/C na
poziciji -245 bp i klini¢kih parametara, prosiren je pocetni uzorak dodavanjem 23 nove
DNK koje dobijene iz krvi jo§ 23 pacijenta obolela od RCC i odreden je genotip svakog
od njih.

Od 54 analizirana sluéaja pacijenata sa RCC, mutirani alel bio je prisutan u
homozigotnom obliku (CC) u samo 4 slucaja (7.4%), a u heterozigotnom obliku (CT) u

22 slucaja (40.7%), dok je preostalih 28 sluc¢ajeva (51.9%) bilo homozigotno za normalni,
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nemutirani tip gena (wt alel). Verovatnoca da postoji RCC nizeg gradusa bila je 3 puta

vecéa kod heterozigota nego kod onih, nemutiranim genotipom (wt alelom) (TT).

Rezultati istrazivanja su prikazani u Tabeli 34.

4.2.4. Analiza hTERT amplifikacije (analiza genske amplifikacije hTERT gena)

Genska amplifikacija uo¢ena je kod 6 (19.4%) od 31 analiziranih uzorka DNK dobijenih
iz tumora poreklom iz parafinskih kalupa. Nije uocena povezanost izmedu hTERT
amplifikacije i epidemioloskih, klini¢kih i patoloskih nalaza. Nivoi amplifikacije kretali

su se u rasponu od 2.60 do 7.61.

Rezultati istrazivanja su prikazani u Tabeli 35. i Tabeli 37.

4.2.5. Analiza hTERT metilacije (analiza metilacionog statusa promotora hTERT
gena)

Promotor hTERT gena metilovan je u 17 (54.8%) od 31 uzoraka tumora.

Rezultati istrazivanja su prikazani u Tabeli 36. i1 Tabeli 36.

Tabela 34. Distribucija hTERT polimorfizma

hTERT polimorfizam P value
wit hetero mut
N (%) N (%) N (%)
pacijenti 28 (51,9%) 22 (40,7%) 4 (7,4%) 0.289
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Tabela 35. Distribucija hTERT amplifikacije

hTERT amplifikacija

no yes P value
N % N %
pacijenti 25 80,6 % 6 19,4 % 0.083
Tabela 36. Distribucija hnTERT metilacije
hTERT metilacija
ne da P value
N % N %
pacijenti 14 42,2 % 17| 548% 0.108
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Tabela 37. Distribucija hTERT polimorfizma na nivou jednog nukleotida (SNP),

hTERT genske amplifikacije i hnTERT metilacije u odnosu na klini¢ke i patoloske

parametre kod pacijenata sa RCC

hTERT hTERT
polimorfizam P amplifikacija hTERT metilacija p
valu val
wit het/mut ne da ne da value
e ue
N % N % N % N % N % N %
pRCC 8 61. 5 38 6 85 1 14 5 71. 2 28
5 5 7 3 4 6
Histopatol ccRCC 1 52. 1 47. 1 84. 3 15. 9 47. 1 52
oski tip 9 8 7 2 6 2 8 4 0 6
chRCC 1 20 4 80 028 3 60 2 40 04 0 O 5 10 0.047
2 41 0 |
Low 1 50 1 50 1 72. 5 27. 9 50 9 50
4 4 3 2 8
Stadijum
High 1 53. 1 46. 077 1 92. 1 77 01 5 38. 8 61. 054
4 8 2 2 7 2 3 62 5 5 2
Low 1 40 1 60 1 83. 3 16. 8 44, 1 55.
2 8 5 3 7 4 0 6
Gradus i
High 1 66. 8 33. 004 1 76. 3 23. 06 6 46. 7 53. 092
6 7 3 6* 0 9 1 56 2 8 5
<50mm 1 46. 1 53 1 78. 21. 28. 1 T71.
Veli¢ina 2 2 4 8 1 6 3 4 4 6 0 4
tumora >50mm 1 57. 1 42. 041 1 82 17. 0.7 1 58. 41. 0.09
6 1 2 9 9 4 4 3 6 91 0 8 7 2 2
<38 1 1 1 76. 23. 38. 61.
Prezivljav ~ Meseci 4 56 1 44 0 9 3 1 5 5 8 5
anje > 38 1 48. 51. 0.57 83. 16. 0.6 0.52
meseci 4 3 5 7 1 5 3 3 7 56 9 50 9 50 4
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4.2.6. Distribucija pacijenata sa RCC prema veli¢ini (dimenzijama) tumora,
procentu ekspresije telomeraze i preZivljavanju (u mesecima)

Rezultati distribucije pacijenata sa RCC prema veli¢ini (dimenzijama) tumora, procentu

ekspresije telomeraze i prezivljavanju, prikazani su u Tabeli 38. i na Grafikonu 51.

Tabela 38. Velic¢ina tumora, ekspresija telomeraze i prezivljavanje

N AS. SD Median
Veli¢ina (dimenzije) 54 54.24 24.27 50.00
tumora (mm)
Ekspresija 54 23.80 22.27 17.50
telomeraza (%)
Prezivljavanje 54 36.09 11.19 38.00
(meseci)

Distribucija pacijenata sa RCC prema veli¢ini
(dimenzijama) tumora, ekspresiji telomeraze i
prezivljavanju
30

24.27
25 22.27

20

15

11.19

10

standardna devijacija (SD)

Dimenzije tumora Ekspresija telomeraza Prezivljavanje (meseci)

Grafikon 51. Veli¢ina (dimenzija) tumora, ekspresija telomeraze i prezivljavanje
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4.277. Odnos hTERT polimorfizma i starosti pacijenata, veli¢ine (dimenzija)
tumora, procenta ekspresije telomeraze i preZivljavanja (u mesecima).

Istrazivanje odnosa hTERT polimorfizma i starosti pacijenata, veli¢ine tumora, procenta
ekspresije telomeraze i prezivljavanja, je pokazalo da nema statisti¢ki znacajnih
razlika.

Rezultati istrazivanja su prikazani u Tabeli 39.

Tabela 39. Odnos hTERT polimorfizma i starosti pacijenata, veli¢ine tumora, procenta

ekspresije telomeraze i prezivljavanja

hTERT polimorfizam p

N AS. SD  Median Perc. = Perc vrednost
25 75

Starost wt 28 5779 1020 5850 53.00 63.00 0575
pacijenata hetero 22 5955 1093  60.00 54.00 65.00
mut 4 6550 1498 6750 5350 77.50

Dimenzije wt 28 5376 2043 5165 3895 6175 0,342
tumora hetero 22 52.80 29.67  47.10 34.30 65.00
mut 4 6555 17.16  69.30 5430 76.80

Ekspresija wt 28 26.61 24.12 20.00 7.50 40.00 0,520
telomeraza hetero 22 20.00 20.87 1250 5.00 25.00
mut 4 2500 17.32 2000 1500 35.00

Prezivljavanje = wt 28 3586 1140 3750 29.00 42.00 0,379
(meseci) hetero 22 37.73 10.73  39.00 32.00 45.00
mut 4 2875 1193  26.00 20.00 37.50

4.2.8. Odnos hTERT polimorfizma (mut+hetero) i starosti pacijenata, veli¢ine
(dimenzija) tumora, procenta ekspresije telomeraze i prezZivljavanja (u
mesecima)

Istrazivanje odnosa hTERT polimorfizma (mut+hetero) i starosti pacijenata, veli¢ine

tumora, procenta ekspresije telomeraze i prezivljavanja, pokazalo je da nema statisticki

znacajnih razlika. Analiziraju¢i deskriptivne parametre, evidentno je da su vrednosti
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aritmeticke sredine i medijane vrlo sli¢ne u obe grupe.

Rezultati istrazivanja su prikazani u Tabeli 40.

Tabela 40. Odnos hTERT polimorfizma (mut+hetero) i starosti pacijenata, veliine

tumora, procenta ekspresije telomeraze i prezivljavanja

Starost wt
het/mu
t
Dimenzije wit
tumora
het/mu
t
Ekspresija wit
telomeraza
het/mu

Prezivljavany  wt
e (meseci)
het/mu

pzd

DN O N O DNOONODNOONOODN DN

AS.

S1.7

60.4

53.7

4.7

26.6

20.7

35.8

36.3
5

SD

10.2
0
114
9
20.4
3
28.2
3
24.1
2
20.1
3
114
0
111
7

Media

n

58.50

60.50

51.65

48.30

20.00

15.00

37.50

38.50

hTERT polimorfizam

Perc.
25
53.0

0
54.0
0
38.9
5
35.0
0
7.50

5.00

29.0
0
29.0
0

Perc.
75
63.0

0
66.0
0
61.7
5
70.0
0
40.0
0
25.0
0
42.0
0
45.0
0

p
vrednos

t
0,369

0,881

0,427

0,874

4.2.9. Odnos hTERT amplifikacije i starosti pacijenata, veli¢ine (dimenzija)
tumora, procenta ekspresije telomeraze i prezivljavanja (u mesecima)

Istrazivanje odnosa hTERT amplifikacije i starosti pacijenata, veli¢ine tumora, procenta

ekspresije telomeraze i prezivljavanja, pokazalo je da, iako se radilo o0 malim uzorcima,

postoji statisti¢ki znacajna razlika u ekspresiji telomeraze, odnosno da pacijenti koji

imaju hTERT amplifikaciju imaju gotovo 3x (tri puta) manju ekspresiju telomeraza.
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Rezultati istrazivanja su prikazani u Tabeli 41.

Tabela 41. Odnos hTERT amplifikacije i starosti pacijenata, veli¢ine tumora, procenta
ekspresije telomeraze i prezivljavanja

hTERT amplifikacija p
N A.S. SD Median = Perc. Perc.  vrednost
25 75
Starost ne 25 6124 1211 59.00 55.00 69.00 0,799

da 6 58.67 9.05 62.00 48.00 64.00
Dimenzije ne 25 59.02 25.38 53.30 4250 70.00 0,721
tumora da 6 52.18 15.58 51.60 41.60 68.30
Ekspresija ne 25 2780 22.69 20.00 10.00 50.00 0,044
telomeraza da 6 10.83 1242 7.50 5.00 10.00
PreZzivljavanje ne 25 34.64 13.16 38.00 22.00 4100 0,516
(meseci) da 6 39.17 10.38 40.00 29.00 45.00

4.2.10. Odnos hTERT metilacije i starosti pacijenata, veli¢ine (dimenzija) tumora,
procenta ekspresije telomeraze i preZivljavanja ( u mesecima)

Istrazivanje odnosa hTERT metilacije i starosti pacijenata, veli¢ine tumora, procenta
ekspresije telomeraze i prezivljavanja, pokazalo je da ni ovde ne postoji statisticki
znacajna razlika. Radi se o slicnim vrednostima aritmeti¢ke sredine i medijanama, osim
kada je u pitanju ekspresija telomeraze, ali je o¢igledno da je varijabilitet dosta veliki, §to

je mozda i razlog izostanka statisticke znacajnosti.

Rezultati istraZivanja su prikazani u Tabeli 42.
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Tabela 42. Odnos hTERT metilacije i starosti pacijenata, veli¢ine tumora, procenta

ekspresije telomeraze i prezivljavanja

N
Starost ne 14
da 17
Dimenzije ne 14
tumora da 17

Ekspresija ne 14
telomeraza da 17

Prezivljavanje ne 14
(meseci) da 17

AS.

57.50
63.41
57.98
57.46
31.79
18.53
37.64
33.76

hTERT metilacija
Median

SD

12.91

9.76
13.58
30.11
24.54
18.27
14.58
10.95

56.00
63.00
59.30
47.60
20.00
10.00
38.50
38.00

Perc.
25
50.00
58.00
43.30
39.60
10.00
5.00
24.00
27.00

Perc.
75

62.00
69.00
70.00
68.30
55.00
25.00
50.00
39.00

p
vrednost

0,157

0,950

0,128

0,301

4.2.11. Odnos hTERT polimorfizma i histopatolo§kog tipa tumora, stadijuma

tumora, gradusa tumora i pola

Istrazivanje odnosa hTERT polimorfizma i histopatoloskog tipa tumora, stadijuma

tumora, gradusa tumora i pola, pokazalo je da se radilo o velikom broju kategorija hTERT

polimorfizama pa je i o¢ekivano da se ne dobije statistiCka znacajnost sa ovako malim

brojevima.

Rezultati istrazivanja su prikazani u Tabeli 43.
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Tabela 43. Odnos hTERT polimorfizma i histopatoloskog tipa tumora, stadijuma tumora,

gradusa tumora i pola

hTERT polimorfizam

wit
N %
Histopatoloski = papilarni 8 28.6%
tip tumora svetlocelijski 19  67.9%
hromofobni 1 3.6%
T stadijum 1 9 32.1%
tumora 2 5 17.9%
3 13 46.4%
4 1 3.6%
Gradus 1 2 1.1%
tumora 2 10 35.7%
3 15 53.6%
4 1 3.6%
Pol muski 18 64.3%
zenski 10 35.7%

N

14

N O O &~ © >

14

SN

11
11

hetero

%
18.2%
63.6%
18.2%
40.9%
18.2%
40.9%

0.0%
9.1%
63.6%
18.2%
9.1%
50.0%
50.0%

N NONNOOWOLPRPROWERZ

mut
%
25.0%
75.0%
0.0%
25.0%
0.0%
75.0%
0.0%
0.0%
50.0%
50.0%
0.0%
50.0%
50.0%

p

vrednost

0,384

1,000

0,455

0,632

42,12, Odnos hTERT polimorfizma (hetro i mut) i histopatoloskog tipa tumora,
stadijuma tumora, gradusa tumora i pola

Istrazivanje odnos hTERT polimorfizma (hetro i mut) i histopatoloSkog tipa tumora,

stadijuma tumora, gradusa tumora i pola, pokazalo je da se i nakon sazimanja dve

kategorije hTERT polimorfizam (hetro i mut), takode radilo o velikom broju kategorija

pa je i o¢ekivano da se ne dobije statisti¢ka znacajnost sa ovako malim brojevima.

Rezultati istrazivanja su prikazani u Tabeli 44.
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Tabela 44. Odnos hTERT polimorfizma (hetro i mut) i histopatoloskog tipa tumora,

stadijuma tumora, gradusa tumora i pola

Histopatoloski = papilarni

tip tumora svetlocelijski
hromofobni
T stadijum 1
tumora 2
3
4
Gradus 1
tumora 2
3
4
Pol muski
zenski

hTERT polimorfizam
wit

%
28.6%
67.9%

3.6%
32.1%
17.9%
46.4%

3.6%

7.1%
35.7%
53.6%

3.6%
64.3%
35.7%

N

het/mut
%

5 19.2%
17 65.4%

4 15.4%
10 38.5%

4 15.4%
12 46.2%

0 0.0%

2 7.7%
16 61.5%

6 23.1%

2 7.7%
13 50.0%
13 50.0%

P

0,309

0,665

0,261

0,289

vrednost

4.2.13. Odnos hTERT amplifikacije i histopatoloskog tipa tumora, stadijuma
tumora, gradusa tumora i pola

Istrazivanje odnosa hTERT amplifikacije i histopatolo§kog tipa tumora, stadijuma

tumora, gradusa tumora i pola, pokazalo je da ni ovde nema znacajnih razlika. Razlike

izmedu grupa su samo evidentne kada je u pitanju pol pacijenata, ali i ovde je to bez

statisticke znacajnosti.

Rezultati istrazivanja su prikazani u Tabeli 45.
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Tabela 45. Odnos hTERT amplifikacije i histopatoloskog tipa tumora, stadijuma tumora,

gradusa tumora i pola

hTERT amplifikacija

ne
N %
Histoloski  papilarni 6 24.0%
tip svetlocelijski 16 64.0%
hromofobni 3 12.0%
T 1 9 36.0%
stadijum 2 4 16.0%
3 11 44.0%
4 1 4.0%
Gradus 1 2 8.0%
2 13 52.0%
3 8 32.0%
4 2 8.0%
Pol muski 14 56.0%
zenski 11 44.0%

N

O O W W oo krrkF A~ADMNWEPRF

da

%
16.7%
50.0%
33.3%
66.7%
16.7%
16.7%
0.0%
0.0%
50.0%
50.0%
0.0%
16.7%
83.3%

p
vrednost

0,567

0,169

1,000

0,172

4.2.14. Odnos hTERT metilacije i histopatoloSkog tipa tumora, stadijuma tumora,

gradusa tumora i pola

Istrazivanje odnosa hTERT metilacije 1 histopatoloSkog tipa tumora, stadijuma tumora,

gradusa tumora i pola, pokazalo je da je evidentna razlika po histopatoloskom tipu

tumora, koja je blizu konvencionalnog nivoa znac¢ajnosti, kao i razlika po polu pacijenata,

ali bez statisticke znac¢ajnosti.

Rezultati istrazivanja su prikazani u Tabeli 46.
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Tabela 46. Odnos hTERT metilacije i histopatoloskog tipa tumora, stadijuma tumora,

gradusa tumora i pola

Histopatoloski
tip tumora

T stadijum
tumora

Gradus
tumora

Pol

papilarni
svetlocelijski
hromofobni

1
2
3
4
1
2
3
4

muski
zenski

O O N A NPEFP P BB OTO O O

hTERT metilacija

%
35.7%
64.3%

0.0%
35.7%
28.6%
28.6%

7.1%

7.1%
50.0%
28.6%
14.3%
64.3%
35.7%

2

[EEN
o O N O Bk O 0 B+ 0o o1 O

-
-

%
11.8%
58.8%
29.4%
47.1%

5.9%
47.1%
0.0%
5.9%
52.9%
41.2%
0.0%
35.3%
64.7%

p

0,063

0,857

0,626

0,108

vrednost
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5. DISKUSIJA

RCC ¢ini oko 2-3% svih karcinoma bubrega kod odraslih osoba oba pola. Najcesce se
javlja kod osoba izmedu 60 i 70 godine starosti, ¢eS¢e kod muskaraca nego kod zena
(odnos 1,5:1). U poslednje vreme se uocava porast incidence javljanja ovog oboljenja kod
osoba oba pola (6-10). Ova pojava se objasnjava koris¢enjem imidzing tehnike poput
ultrazvuka 1 kompjuterizovane tomografije kojom se povecala detekcija asimptomatskih
bolesnika sa karcinomom bubrega, ali isto tako i etioloskim faktorima rizika koji
doprinose njegovoj pojavi kao Sto su stil zivota , puSenje, gojaznost, hipertenzija, alkohol,
profesionalna izloZzenost teskim metalima i1 naftnim derivatima, koji uti¢u na pojavu ove
bolesti (6,11,12,13).

Ucestalost RCC je povecana kod ljudi koji imaju hroni¢nu bubreznu bolest. Oko 2%
karcinoma bubreznih éelija vezano je za nasledne sindrome od kojih su najznacajniji Von
Hippel-Lindau sindrom (VHL), nasledni papilarni karcinom bubrega, RCC udruzen sa
hereditarnom leiomiomatozom, Birt-Hogg-Dube sindrom i tuberozna skleroza.
(6,13,29,30). Najces¢i nasledni sindrom je Von Hippel-Lindau sindrom za ¢iji su
nastanak bitne mutacije VHL i MET gena (6,29,30).

Znacajni prognosticki faktori kod RCC su lokalizacija tumora, veliina tumora, stadijum
tumora, gradus tumora, histopatoloski tip tumora, da li je tumor invadirao nadbubreznu
Zlezdu, postojanje udaljenih metastaza, prisustvo paraneoplasticnog sindroma i opSte
stanje pacijenata. U zavisnosti od prognostickih faktora pacijenti se svrstavaju u grupe
visokog, srednjeg i niskog rizika od kojih u velikoj meri zavisi terapija i prognoza bolesti
(6).

U naSem istrazivanju analiziran je operativni materijal 74 pacijenta, kod kojih je
dijagnostikovan RCC. Analiza je obuhvatila distribuciju pacijenata u odnosu na pol,
godine starosti, veli¢inu (dimenzije) tumora, stadijum tumora, nuklearni gradus tumora,
histopatoloski tip tumora i prezivljavanje pacijenata u mesecima.

U analiziranoj grupi pacijenata obolelih od RCC, u odnosu na pol, rezultati naseg
istrazivanja su pokazali da je registrovana prevalenca RCC iznosila 1,8:1 u korist muskog
pola, Sto je u saglasnosti sa rezultatima drugih studija koje su se bavile istraZzivanjem

distribucija pacijenata obolelih od RCC u odnosu na pol (203,204,205,206,207,208).
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U odnosu na godine starosti, pacijenti sa RCC, koji su bili predmet naseg istrazivanja,
podeljeni su u 4 starosne grupe. ProseCna starost pacijenata analiziranih u nasem
istrazivanju bila je 59.27£10.25 1 kretala se u rasponu od 33 do 85. godina. Najmladi
pacijent je imao 33 godine, a najstariji 85 godina. Rezultati istrazivanja su pokazali da je
najveca ucestalost pacijenata obolelih od RCC, njih 48,7%, pripadalo starosnoj grupi
preko 61 godine, a najmanje pacijenata, njih 6,8%, pripadalo starosnoj grupi od 31-40
godina starosti. Na$i rezultati su u saglasnosti i sa rezultatima dobijenim od drugih
istrazivaca koji su se bavili istrazivanjem distribucije pacijenata obolelih od RCC u
odnosu na godine starosti pacijenata (203,204,205,206,208,209).

Analizom rezultata u odnosu na veli¢inu tumora, nase istrazivanje je pokazalo da je
najveci broj pacijenata, njih 33,8% imalo tumor veli¢ine 40,1 do 60,0 mm, a najmanji
broj pacijenata, njih 2,8%, tumore veli¢ine preko 100,1 mm, $to je saglasno sa rezultatima
dobijenim u najve¢em broju studija koje su se bavile ovim istrazivanjem (204,208,210-
213).

Stadijum bolesti je nacin na koji se opisuje gde je tumor smesten, da li se prosirio u
okolinu zahvac¢enog organa i da li se prosirio na druge organe u telu i dao udaljene
metastaze. Stadijum tumora je na osnovu veli¢ine tumora i1 obima lokalne invazije
najvazniji prognosticki pokazatelj. Sistemom TNM, stadijum tumora definiSe lokalno
prosirenje primarnog tumora (T), uklju¢ivanje regionalnih limfnih ¢vorova (N) i prisustvo
udaljenih metastaza (M) (214,215). Analizom rezultata u odnosu na stadijum tumora nase
istraZivanje je pokazalo da je niZi stadijum imalo 56,8% pacijenata, a visi stadijum 43,2%
pacijenata, $to je u skladu sa rezultatima dobijenim u najve¢em broju drugih studija koje
su se bavile ovim istrazivanjem (204,205,215, 216,217,218,219)

U odnosu na histopatoloski tip tumora, svetlocelijski tip RCC ¢ini 70% svih RCC 1
predstavlja najcesci i najagresivniji histopatoloski tip RCC sa najvisom stopom lokalne
invazije, metastazama 1 smrtnos¢u (6). Prema rezultatima naSeg istraZivanja,
svetlocelijski histopatoloski tip RCC imalo je 66,2% pacijenata, papilarni histopatoloski
tip RCC imalo je 24,3% pacijenata, a hromofobni histopatoloski tip RCC imalo je 9,5%
pacijenata, sto je u skladu sa rezultatima dobijenim u najve¢em broju drugih studija koje
su se bavile ovim istrazivanjem (203,204,208,214,215).

Analizom rezultata u odnosu na gradus tumora, rezultati naseg istrazivanja pokazali su da

je 5,4% pacijenata imalo tumor gradusa I, 50% tumor gradusa I, 40,5% tumor gradusa
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111 4,1% pacijenata tumor gradusa IV. Zbog relativno malog broja slucajeva, koji su bili
predmet naSeg istrazivanja, gradusi I i II oznaceni su kao nizi gradus i on je
dijagnostikovan kod 55,4% pacijenata, a gradusi III i IV su oznac¢eni kao vi$i gradus i on
je dijagnostikovan kod 44,5% pacijenata sa RCC, sto je u skladu sa rezultatima u
najveem broju drugih studija koje su se Dbavile ovim istraZivanjem
(204,205,217,218,219). Odredivanje gradusa tumora je u korelaciji sa ishodom kod
svetlocelijskog tipa RCC, dok je za druge histopatoloske tipove od manjeg znacaja (217).
Prema rezultatima naSeg istraZivanja, kod pacijenata sa RCC, prezivljavanje (u
mesecima), kretalo se od 11 do 58 meseci (37,65 = 12,6%), $to je u okvirima rezultata
koji su dobijeni u veem broju studija, a koje su se bavile ovim istrazivanjem

(205,218,219,220).

Imunohistohemijska ekspresija ciklina A u RCC

Dokazano je da proliferacija tumorskih ¢elija predstavlja vazan prognosticki faktor u
razli¢itim tipovima malignih tumora, kao i to da se proliferativni indeks koristi za procenu
osetljivosti tumorskog tkiva na hemoterapiju. Imunohistohemijska ekspresija ciklina A je
jedna od brojnih metoda koje mogu da se koriste u tu svrhu. Ciklin A odreduje frakciju
tumorskih ¢elija u S 1 G2 fazi Celijskog ciklusa, a to su kriticne tacke za delovanje
hemoterapije na tumorske Celije (221). S obzirom da u literaturi postoje znacajne razlike
u odredivanju grani¢nih vrednosti imunohistohemijske ekspresije ciklin A (222), u nasem
istraZivanju nije odreden ,,cut off” za ovaj marker. Svaku jedarnu pozitivnost tumorskih
¢elija smatrali smo povecanom ekspresijom bez obzira na intenzitet.

U nasem istrazivanju ekspresija ciklina A kretala se od 0% do 70% pozitivnih ¢elija, sa
srednjom vrednoS¢u od 18,11 i standardnom devijacijom od 20,92, dok je medijana imala
vrednosti od 10,00. Odnos ekspresije ovog markera u odnosu na histopatoloski tip RCC
pokazao je statisticku znac¢ajnost, za razliku od ostalih klinicko-patoloskih parametara.
Naime, pacijenti sa papilarnim RCC imali su vece srednje vrednosti ekspresije ciklina A
u odnosu na hromofobni i svetlocelijski RCC.

Sliéno nasim rezultatima, u studiji u kojoj je ispitivan 71 slu¢aj malignih tumora plu¢a
pokazano je da planocelularni histoloski tip tumora plu¢a ima znacajno vecu ekspresiju

ciklina A u odnosu na adenokarcinome pluca, kao i nizi stadijumi tumora (223). Dobashi

136



Y i saradanici u svojoj studiji, ukazuju takode na znacajnu povezanost ekspresije ciklina
A u odnosu na histoloski tip tumora. Navode i da je povecana ekspresija ovog markera
bila znacajno veca kod tumora sa metastazama u regionalnim limfnim nodusima, ali i kod
lose diferentovanih karcinoma bez obzira na histoloski tip (224). Bostrém P i saradnici
su u svojoj studiji, analizirali ekspresiju ciklina A u karcinomu dojke i ukazali su na
statisti¢ki znacajnu povezanost izmedu povecane ekspresije ciklina A i gradusa tumora
(225). Znacajnost povecane ekspresije u odnosu na gradus, ali i u odnosu na infiltrativan
nadin rasta, uocena je kod ispitivanih slucajeva urotelijalnog karcinoma (226), kao i kod
miksofibrosarkoma (227) i invazivnih karcinoma dojke (228).

OgraniCen je i broj studija u literaturi koje ukazuju na prognosticki znacaj ekspresije
ciklina A kod sarkoma (227). U studiji koja obuhvata seriju od 126 mekotkivnih sarkoma,
ekspresija ciklina A se pokazala kao zna¢ajan prognosticki pokazatelj, pri cemu je srednja
vrednost ove ekspresije iznosila 11% pozitivnih tumorskih ¢elija. Od ispitivanih klini¢ko-
patoloskih parametara jedino su gradus tumora i lokalizacija korelirali sa visokom
ekspresijom ciklina A. Tumori su bili ve¢eg gradusa i dublje lokalizacije (222). Kod istog
tipa maligniteta ovu ekspresiju je ispitivao i Engellau J. u svojoj studiji. On je analizirao
ukupno 140 razlicitih histoloskih tipova sarkoma i prikazao da je kod 60% tumora bila
povecana imunoreaktivnost ciklina A. Ova pove¢ana imunoreaktivnost je bila u znacajnoj
meri u Kkorelaciji sa pojavom lokalnih recidiva, kao i sa tumorima kod kojih postoje
genetske abnormalnosti (pozitivni fuzioni status) (227).

U literaturi je nadeno da su mnogi autori analizirali uticaj ekspresije ciklina A na
prezivljavanje pacijenata sa tumorima razli¢itog fenotipa. U veéini tih slu¢ajeva visoka
ekspresija ovog markera povezana je sa loSim prognosti¢kim faktorima. Tako je i uoceno
smanjeno ukupno prezivljavanje kod karcinoma dojke (225,228), nesitnocelijskog
karcinoma plucéa (224), karcinoma prelaznog epitela (226), kao i kod sarkoma (222).
Suprotno ovim rezultatima, u literaturi postoje dokazi da je niska ekspresija ciklina A
povezna sa lo§ijim prezivljavanjem §to je prikazano kod obolelih od karcinoma ovarijuma
(229) i non-Hodgkin limfomim (230).

U nasem istrazivanju, ciklin A je imao prognosticki znacaj, a $to je u saglasnosti i sa

radovima nekih autora (223-230).

Engellau J. u svojoj studiji nije pokazao znacaj povecane ekspresije ovog proteina kao

nezavisnog prognosti¢kog parametra kod 61 slu¢aja miksofibrosarkoma sa ,,cut off-om”
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od >10% pozitivnih ¢elija, u multivarijantnoj analizi (227). Isto tako i Naguchi T i
saradnici nisu naSli povezanost izmedu ukupnog prezivljavanja pacijenata sa
leiomiosarkomom i ekspresije ciklina A (231), kao ni autori koji su ekspresiju istog
markera ispitivali na nesitnocelijskom karcinomima pluca (223,232,233).

Razliciti rezultati mogu biti posledica nedostatka konsenzusa u vezi sa metodologijom
procene ekspresije ciklina A, a narocito pri definisanju ,,cut off” vrednosti za visok/nizak
proliferativni indeks u tumorskim c¢elijama. Neke od ranijih studija su za grani¢nu
vrednost postavljali srednju vrednost ekspresije za celu kohortnu studiju. Drugi autori su
procenjivali ekspresiju semikvantitativno pa su rezultat podelili u kvartile, pri ¢emu je
»cut off” vrednost bila ona koja je prevazilazila ekspresiju ovog proteina u normalnom

tkivu (233).

Imunohistohemijska ekspresija Ki67 u RCC

U nasem istrazivanju ekspresija Ki67 kretala se od 0% do 30% pozitivnih celija sa
srednjom vrednoscu od 6,68 i standardnom devijacijom od 8,16, dok je medijana imala
vrednosti od 2,00.

Odnos ekspresije ovog markera u odnosu na histopatoloski tip RCC pokazao je statisticku
znacajnost, odnosno izmedu papilarnog histopatoloskog tipa RCC 1 preostala dva
analizirana histopatoloska tipa. Razlika po nuklearnom gradusu je blizu konvencionalnog
nivoa znacajnosti od 0,05, pa je treba uzeti u razmatranje jer je moguce da bi se ve¢im
uzorkom dobila znacaja razlika. Ostale razlike i korelacije nisu statisticki znacajane.
Imunohistohemijsko bojenje antitelom Ki-67 (klon MIB-1) predstavlja neizostavni deo
svakodnevne rutinske prakse u patologiji. Ki-67 je izrazen u proliferativnim celijama u
kasnim G1, S, G2 i M fazama, ali ne i ¢elijama koje miruju u GO fazi. Bojenje je
uobicajeno nuklearno-jedarno ili perinuklearno. Bojenje je nuklearno i1 moze biti ili
difuzno 1ili granulirano ili kombinovano. Postoje dobre korelacije izmedu
imunoreaktivnosti pomoc¢u monoklonskih Ki-67 u smrznutim preparatima, poliklonalna
antitela u parafinskih blokovima i ostali indeksi proliferacije celija (234).

U studiji Jovanovi¢ MP i saradnika u kojoj su ispitivani novodijagnostikovani bolesnici
sa difuznim B-limfomom (DBKL) koji su leceni imunoterapijom, imali su duge remisije

i bolje ukupno prezivljavanje. Otkrivani su bolesnici sa visokim rizikom kojima je
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primena efikasnijeg terapijskog pristupa mogla pomo¢i. Tu je bilo 50
novodijagnostikovanih pacijenata sa DBKL lecenih protokolom CHOP/R-CHOP
(ciklofosfamid, doksorubicin, vinkristin, prednizon sa ili bez rituksimaba). Analizirana je
ekspresija Ki67 i bcl-2 u trenutku postavljanja dijagnoze, ukljuc¢ujuéi i klinicke
parametre: internacionalni prognozni indeks (IPI), voluminozna tumorska masa,
ekstranodalna lokalizacija bolesti, nivo laktat-dehidrogenaze. Njihova znacajnost
tretirana je u odnosu na terapijski odgovor i ukupno prezivljavanje. Univalentna analiza
prezivljavanja pokazala je da visok IPI ima statisticki znac¢ajan negativan uticaj na event-
free survival i ukupno prezivljavanje (logrank test, p< 0,01). Analiza logrank testom
pokazala je da bolesnici sa DBKL koji su imali visok proliferativni indeks (Ki67>60%),
imaju losije ukupno prezivljavanje u odnosu na one sa niskom prolifercijom (Ki67<60%)
(40%:80%, p<0,01). Multivarijantna analiza izvedena prema Koksovom modelu
pokazala je da IPI>3, visoka Ki67 i bcl-2 pozitivnost, imaju znaaj nezavisne
prognostic¢ke varijable u pogledu ukupnog prezivljavanja (p<0,05). Visoka vrednost IPI
u trenutku postavljanja dijagnoze, udruzena sa visokim vrednostima Ki67 i bcl-2+
potencijalno mogu predstavljati faktore losije prognoze koji mogu pomod¢i u otkrivanju
visokorizi¢nih bolesnika sa DBKL dijagnozom (235).

U studiji Markovi¢ O i saradnika u kojoj su opisana ispitivanja proliferativne aktivnosti
mijelomskih ¢elija 1 njene povezanosti sa klinicko-histoloskim parametrima 1 prognozom
kod 59 bolesnika sa novootkrivenim multiplim mijelomom (MM). Proliferativna
aktivnost je odredena imunohistohemijskom metodom na parafinskim isec¢cima kostne
srZzi uz koriS¢enje Ki67 kao primarnog antitela. Proliferativni indeks je odreden prema
modifikovanim kriterijumima Laia i saradnika i definisan kao nizak u slucaju kada je
procenat Ki67 bio manji od 10%, a intermedijaran/visok ukoliko je procenat Ki67 bio
jednak ili ve¢i od 10% (235). Procenat Ki67 mijlomskih ¢elija se kretao u opsegu od 1 do
36% (medijana 7%). Kod 39 bolesnika (66,1%) procenat proliferativnih ¢elija je bio
manji od 10%, a kod 20 bolesnika (33,9%) je registrovano vise ili jednako 10% Ki67
¢elija. Bolesnici sa pove¢anom proliferativnom aktivnoscu (Ki67 ¢elija > 10%) su imali
znacajno krace prezivljavanje, nego oni sa niskom proliferativnom aktivnos$¢u (14 meseci
naspram 36 meseci, p=0,023). Medutim, proliferativna aktivnost se nije pokazala kao

prognosticki nezavistan parametar u multivarijantnoj analizi, §to je protumaceno visoko
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znacajnom povezanoS¢u morfologije mijelomskih ¢elija i stepena infiltracije kostne srzi
sa jedne strane i proliferativne aktivnosti sa druge strane (236).

Kramer E i saradnici u svojoj studiji analizirali su karcinom bazalnih ¢elija (BCC) koji
je jedan od najpoznatijih maligniteta kod ljudi. Postoji viSe faktora koji su u vezi sa
bioloskim ponasanjem ovih tumora, ukljucujuéi histopatoloski tip, dubinu i tumorsku
invaziju, perineuralnu invaziju i ekspresiju vise bioloskih markera, ukljucujuci i Ki67 kao
proliferativni marker. Prethodna istrazivanja odnosa izmedu proliferativnog indeksa
izrazenog pomocu Ki67 1 histoloskih varijeteta BCC, kao 1 njegove povezanosti sa
tendencijom da se ponovo pojavi, nisu pokazala znacajnu statisti¢ku korelaciju. U ovoj
retrospektivnoj studiji analiziran je 51 pacijent sa BCC. Za svakog pacijenta su analizirani
demografski podaci, pol i godine, anatomska lokalizacija tumora, veli¢ina lezije, klinicko
pracenje. Svaka lezija je bojena imunohistohemijski sa Ki67 antigenom (MIB-1) i za
svaki je odreden proliferativni indeks. HistoloSke analize su vrSene da bi se dobili sledeci
podaci: prisustvo ulceracije, intezitet inflamatornog infiltrata, histoloskog podtipa, broj
mitoza u vidnom polju, i prisustva perineuralne invazije. BCC je pokazao visok stepen
varijacija u prolifertaivnom indeksu, u rasponu od 1% do 61% (medijana 12,3%) medu
razli¢itim histoloskim tipovima. Nizak proliferativni indeks naden je kod benignih tumora
ili bioloski tihih (,,biological silent®), kao $to je karcinoid (237). Visi proliferativni indeks
ukazuje na veéi malignitet (238). Ovakav Sirok spektar proliferativne aktivnosti ukazuje
na ¢injenicu da BCC pokazuje Sirok spektar bioloske aktivnosti (237).

Znacajna statisticka korelacija je primecena izmedu proliferativnog indeksa i mitotske
aktivnosti, tumorske ulceracije i brisk-tumor-infiltrating limfocita. Ovako S$iroka
varijacija u stepenu proliferacije (od neaktivnih do visoko proliferativnih tumora) ukazuje
da BCC ispoljava sirok spektar bioloskih karakteristika. Ulcerativne lezije se karakterisu
visokim prolifertaivnim indeksom. Nema prave korelacije izmedu proliferativnog
indeksa 1 agresivnog histoloSkog podtipa, Sto znaci da su drugi faktori bioloSki znacajniji.
Stepen proliferacije takode pokazuje znacajnu statisticku korelaciju sa stepenom
tumorske limfocitne infiltracije (237).

U studiji Rao S i saradnika, kod meningioma su procenjivali ekspresiju prolifertivnog
indeksa 1 p53 antigena 1 to se koreliralo sa histoloskim gradusom 1 klinickom tokom.
Analizirano je 123 slu¢ajeva meningioma, dijagnostikovanih od januara 2000. do avgusta

2007. Imunohistohemijsko bojenje na Ki67 i p53 protein uradeno je kod 68 slu¢ajeva koji
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su izabrani za studiju. 6 od 68 slucajeva je prezentovano kao slucajevi sa recidivom.
Medijana za Ki67 (prognosticki indeks) bila je 3,8%, 13,7%, 19,4% za graduse I, 111 111,
i 8,6% za slucajeve sa recidivom. Multivarijantnom analizom medijane Ki67 pokazana je
statisti¢ki znac¢ajna razlika izmedu podgrupa. Neki od meningioma pokazivali su visok
Ki67 samo u glavnim delovima tumora. Znacaj markera proliferacije u kombinaciji sa
histopatoloskim osobenostima pomazu u identifikaciji podtipova bioloske agresivne
morfologije benignih meningioma (239).

U studiji Jadali F i saradnika je kod meduloblastoma odredivan procenat Ki67 pozitivnih
¢elija koji odrazava proliferaciju ¢éelija 1 predstavlja jedan je od kriticnih faktora koji
determini$u rast tumora. Monoklonalno MIB-1 antitelo je posmatrano u odnosu na
rekombinovani Ki67 i onda predstavljeno imunohistohemijskim metodama. 18
pedijatrijskih pacijenata sa meduloblastomom, od januara 2003. do decembra 2008.
godine su podvrgnuti Ki67 (MIB-1) imunohistohemijskim analizama. Proliferativni
indeks se koristio u tumorskim ¢elijama da determiniSe obim proliferacije. Srednja
vrednost MIB-1 je bila 53%+21% (odnos od 25% do 85%, SD=21%). Pacijenti sa MIB-
1 vrednostima od 25% do 85% imali su verovatnocu prezivljavanja od 44% na godiSnjem
nivou. Svi pacijenti sa MIB-1 nizim od 53% bili su zivi na kraju pracenja. Pacijenti sa
MIB-1 visim od 53% pokazivali su verovatnocu prezivljavanja od 33% na godiSnjem
nivou. U ovoj studiji je predloZzeno da MIB-1 da bude koriS¢en kao pomoc¢ni prognosticki
faktor u predvidanju prezivljavanja pacijenata sa pedijatrijskim meduloblastomom (240).
Meurer RT i saradnici su u svojoj studiji ispitivali imunohistohemjsku ekspresiju Ki67,
NeuN, synaptophysin, HER2 i p53 kod 40 pacijenata sa meduloblastomom i njihovu
korelaciju sa klini¢ko-patoloSkim parametrima 1 prezivljavanjem. Kod 29 pacijenata
(72,5%), preko 20% (>20%) ¢elija je bilo Ki67 pozitivno. Kod muskaraca je bila prisutna
vecéa Ki67 ekspresija (p=0,02) i manja stopa prezivljavanja (241).

U studiji Viswanathan V i saradnika analizirane su oralne skvamozne ¢elijske lezije, kao
najcesce dijagnostikovane lezije u Indiji, a sa njima su ¢esto zajedno prisutne i premaligne
1 maligne lezije. U ovoj studiji ispitivali su ulogu i1 znacaj apoptotickog indeksa (Al) 1
proliferativnog indeksa (PI) u premalignim i malignim skvamoznim ¢elijskim lezijma
usne duplje. Analizirane su 62 histoloski dokazane premaligne i1 maligne oralne
skvamozne Ccelijske lezije. Biopsije su bojene Hematoksin-Eozinom (HE) i1 takode

monoklonalnim Ki67 antitelom. Proliferativne celije su se identifikovale po njihovoj
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Ki67 ekspresiji. Antitelo Ki67 prepoznaje antigen S$to je u vezi sa nuklearnom
komponentom ¢elije. Al i PI su ocenjeni koris¢enjem svetlosnog mikroskopa. Al je
utvrdio da se postepeno povecéanje razvija od normalnog preko displazije do karcinoma.
Najve¢i Al je zapazen kod dobro diferentovanog skvamoznog celijskog karcinoma
(SCCs). Pomocu PI je takode utvrdeno da se postepeno povecanje razvija znacajno od
normalnog preko displazije do karcinoma. Najve¢i PI zapaZen je kod loSe diferentovanog
skvamoznog ¢elijskog karcinoma (SCCs). Al u vezi sa PI nudi ta¢nu predstavu o prirodi
1toku lezije i moZe pomoc¢i da se planira blagovremena hirurSka intervencija koja rezultira
boljom klinickom prognozom i ishodom. PI je determinisan brojanjem ukupnog broja
Ki67 pozitivnih ¢elija na 3000 ¢elija i predstavlja se u procentima (242).

Cilj studije Nabi U i saradnika bio je da se proceni odnos histoloskog tipa, gradusa i
statusa kolorektalnog karcinoma sa proliferativnom aktivno$¢u merenom pomocu Ki67
proliferativnog indeksa. Ova deskriptivna studija je sprovedena na Univerzitetu u Lahori.
U ovoj studiji, Ki67 je izrazavan kod 50 pacijenata sa kolorektalnim karcinomom, a
posmatran je koriS¢enjem imunohistohemijskim monoklonalnim antitelom MIB-1.

Sto se ti¢e veze izmedu medijane Ki67 proliferativnog indeksa i gradusa kolorektalnog
karcinoma, Ki67 proliferativni indeks je bio visok u 10 slucajeva dobro diferentovanog
adenokarcinoma (grade 1) (medijana Ki67 bila je 392,50£56,58) i 29 slu¢ajeva srednje
diferentovanog adenokarcinoma (grade 1l) (medijana Ki67 bila je 342,24+96,84) i 11
slucajeva slabo difererentovanog adenokarcinoma (grade III) (medijana Ki67 bila je
250,00+113,46). Znacajna razlika uocena je izmedu Ki67 proliferativnog indeksa i
gradusa kolorektalnog karcinoma (p=0,004).

Veza izmedu medijane Ki67 proliferativnog indeksa 1 razli¢itih histoloskih tipova
kolorektalnog karcinoma pokazuje da je medijana Ki67 bila 393,93+55,91 kod 33 slucaja
ne-mucinoznog adenokarcinoma; dok je kod 10 sluc¢ajeva mucinoznog adenokarcinoma
bila 220,00+49,72, kao 1 200,00£79,05 kod 7 slucajeva ,signet-ring cell
adenokarcinoma. Znacajna razlika je uocena izmedu Ki67 proliferativnog indeksa i
histoloskih tipova kolorektalnog karcinoma (p=0,000). Znacajna razlika Ki67
proliferativnog indeksa nadena je izmedu mucinoznog i ,signet-ring cell”
adenokarcinoma ( 393,93+£55,91 vs 200,00£79,05) (p=0,000). Nije uofena znacajna
razlika u srednjoj vrednosti Ki67 izmedu mucinoznog 1 ,signet-ring cell®

adenokarcinoma ( 220,00+49,72 vs 200,00+£79,05) (p=0,767). Sto se ti¢e veze izmedu
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srednje vrednosti Ki67 proliferativnog indeksa i stadijuma po Dukes kolorektalnog
karcinoma, izraCunato je da je srednja vrednost Ki67 bila 360,13+90,03 1 241,66+101,31
u Dukes stadijumima B, odnosno C. Znacajna razlika je uoCena izmedu Ki67
proliferativnog indeksa i Dukes stadijuma B i C kolorektalnog karcinoma (p=0,001). Sto
se tice odredivanja stadijuma po Dukes-u, Ki67 proliferativni indeks bio je visi u
kolorektalnom karcinomu kod Dukes stadijuma B, nego kod karcinoma koji su odgovarali
Dukes stadijumu C (srednja vrednost Ki67 Dukes stadijum B: 360,13+90,03 vs Dukes
stadijum C: 241,66+101,31).

Samo je 1 slu¢aj odgovarao Dukes stadijumu A, i njegova srednja vrednost Ki67 nije se
racunala. Prolifertaivna aktivnost merena pomocu Ki67 antitelom povezana je sa
histoloskim tipom, gradusom i stadijumom (243).

Prema studiji Park D i saradnika, proliferativna aktivnost tumorskih ¢elija koja se
ocenjivala imunohistohemijskom Ki67 ekspresijom jedan je od vise prognostickih
indikatora kod karcinoma dojke. Glavni cilj ove studije je bio je da istrazi uticaj Ki67
proliferativne aktivnosti u metastazama u aksilarnom limfnom ¢voru i u odgovaraju¢em
primarnom karcinomu dojke kod 194 pacijenata. Postojala je statisticki znacajna
regulacija Ki67 proteina u metastatskim depozitima u poredenju sa tim gde je primarni
tumor naden (p=0,001). Nizak Ki67 indeks na oba mesta, primarni tumor i metastatski
tumor, bio je povoljan prognosticki faktor. Visok indeks na oba mesta, primarna i
metastatska lezija, i regulacija od niskog indeksa kod primarnog tumora ka visokom
indeksu u metastatskim depozitima, predstavlja nepovoljni prognosticki faktor. Srednja
vrednost procenta pozitivnih ¢elija bila je 11,4% u primarnom tumoru dojke 1 18,1% u
metastazama. Ekspresija Ki67 u primarnim tumorima i u metastazama u korelaciji je sa
viSim histoloskim gradusom (sve Ki67 cut-off vrednosti, p<0,001) i sa negativnim
ER/PgR statusom (p=0,05~p<0,001). Nije nadena korelacija sa starosnom dobi, vrstom
karcinoma, veli¢inom tumora ili brojem uklju¢enih limfnih nodusa. Sve cut-off vrednosti
za Ki67 ekspresiju u metastazama u aksilarnom limfnom ¢voru u korelaciji su sa
veli¢inom metastaza. Multivarijantne analize pokazale su da je ekspresija Ki67 u
metastazama bila veoma znacajan nezavisni prognosticki faktor klinickog ishoda u
poredenju sa primarnim tumorom. Ekspresija Ki67 u 10% ¢elija karcinoma u primarnim
tumorima i 15% u nodalnim metastazama po svemu sudeci predstavlja optimalnu cut-off

vrednost. Ki67 je znacajan kao nezavisni prognosticki faktor u karcinomu dojke. Veliki
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broj slu¢ajeva ima sli¢nu ekspresiju Ki67 u primarnim tumorima (10% cut-off) i njihovim
odgovaraju¢im metastazama (275).

U jednoj studiji slu¢aja, Kase S i saradnici govori se o crevnom gastrointestinalnom
stromalnom tumoru (GIST-u) sredove¢nog muskarca starog preko 40 godina. Histoloski
je licio na drugi tumor detektovan 2 godine posle prve operacije. Primarni GIST bio je
dimenzija 5,5x6,0cm, sastavljen od vretenastih ¢elija sa ve¢im brojem mitoza i Ki67 je
bio oko 20%, nego ¢elije drugog tumora, §to ukazuje na de novo GIST. Primarni tumor
je naden u transverzalnom kolonu, a sekundarni tumor je naden u ascendentnom kolonu.
Oba tumora su dijagnostikovana kao GIST, sa stanovista kako histopatoloskih, tako i
imunohistohemijskih nalaza. U primarnom tumoru, nuklearna imunoreaktivnost na Ki67
posmatrana je priblizno u 20% tumorskih ¢elija. S druge strane, samo 5% tumorskih ¢elija
bilo je pozitivno u sekundarnom tumoru, $to je potvrdilo slican patoloski nalaz kao kod
primarnog tumora, osim u veli¢ini tumora, mitotskim figurama i Ki67 indeksu (245).
Nikoli¢ M i saradnici su u svojoj studiji prikazali slucaj 20-godiSnjeg muskarca koji je
imao gastrointestinalno krvarenje i anemiju. Endoskopijom gornjeg gastrointestinalnog
trakta otkrivena je submukozna lezija, a CT-om je otkriven nodus blizu jetre. EUS-FNA
imunohistohemijom nadene su CD-117 pozitivne ¢elije koje su ukazivale na GIST i
pacijent je bio operisan. Dijagnoza je potvrdena histopatologijom sa imunobojenjem.
Prognosticka procena je odradena uzimajuci u obzir veli¢inu tumora 1 Ki67 indeks sa
brojem mitoza u vidnom polju. Makroskopski tumor je bio bledolik pojedinacan ¢vor.
Histoloski su preovladivale celije ovalnog oblika, sa relativno malim procentom
vretenastih ¢elija u muscularis propria i subseroznom sloju. Bilo je retkog mikroskopskog
krvarenja bez nekroza, videno je 5 mitoza u vidnom polju, a indeks Ki67 bio je 5%.
Imunohistohemijski tumor je bio pozitivan na c-kit, CD117, CD34, a negativan na SMA
I S100. Histopatoloska evaluacija ukazivala je na nisko rizi¢ni agresivni GIST. Pacijent
je pracen ambulantno tri godine. Rutinskim klini¢kim pregledom, pokazalo se da nema
dokaza da se bolest vratila, a anemija je reSena upotrebom oralnih suplemenata Fe.
Gastroskopija i abdominalni ultrazvuk pokazao je povoljan lokalni postoperativni
rezultat. Prognosticka procena je uradena uzimajuci u obzir veli¢inu tumora i Ki67 indeks
sa brojem mitoza u vidnom polju (246).

Lebe B i saradnici su u svojoj studiji opisivali raznovrsne genetske alteracije ukljucujuci

inaktivaciju tumor supresornih gena i aktivaciju onkogena u razli¢itim tipovima
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neoplazmi kao i kod mekotkivnih tumora. Svrha njihove studije bila je da se proceni
ekspresija mdm2 i p53, kao i Ki67 proliferativne aktivnosti i da se istraze njihovi
medusobni odnosi sa klinicko-patoloskim parametrima kod fibrocisti¢kih mekotkivnih
tumora. Proucavano je 43 pacijenata kod kojih su dijagnostikovani fibrocisticki tumori,
ukljucujuéi 30 fibrocistickih neoplazmi i 13 nediferentovanih pleomorfnih sarkoma. Svi
isecci su bili bojeni na mdm?2, p53 antitela i Ki67, primenom standardnog biotin
imunoperoksidnog metoda. Nuklearno bojenje je prikazano semikvantitativno za svaki
pojedinacni slucaj. Ekspresija p53 i mdm?2 je primecena u 47,5% i 20% za sve tumore.
Nije nadena povezanost izmedu p53 i mdm2 ekspresije i klini¢ko-patoloskih parametara,
a postojala je statistiCki znacajna razlika izmedu fibroblasticnih neoplazmi i
nediferentovanih pleomorfnih sarkoma u smislu ekspresije p53 i mdm2. Vrednost Ki67
znacajno se razlikovala izmedu fibroblasti¢nih neoplazmi i nediferentovanih pleomorfnih
sarkoma. Srednja vrednost proliferativnog indeksa kod fibroblasti¢nih neoplazmi bila je
12,1345,26, a kod nediferentovanih pleomorfnih sarkoma bila je 51,25+20,96. Postojala
je statisticki znacajna razlika izmedu fibroblasticnih neoplazmi i1 nediferentovanih
pleomorfnih sarkoma u smislu srednje vrednosti proliferativnog indeksa (p=0,000). Kada
je izvrSena statisti¢ka analiza tumorskih gradusa, srednja vrednost proliferativnog indeksa
za gradus 1 (n=6), gradus 2 (n=9), i gradus 3 (n=3) bila je: 10,00+2,75, 53,77+18,64 i
59,33+10,59, ovim redom. Srednja vrednost proliferativnog indeksa tumora bila je
znacajno drugacija izmedu razli¢itih tumorskih gradusa. Srednja vrednost proliferativnog
indeksa gradusa 1 tumora bila je zna€ajno niZa nego kod gradusa 2 i gradusa 3 tumora
(p=0,000). Medutim nije nadena znacajna razlika izmedu tumora gradusa 2 i gradusa 3 u
smislu proliferativnog indeksa. Ekspresija p53 i mdmz2 proteina i Ki67 proliferativnog
indeksa kod fibrocitickih tumora predstavlja koristan marker za diferencionalnu
dijagnozu (247).

Studija Tiwari E i saradnika sprovedena je s ciljem da ukaze na prednosti
imunohistohemije, $to ukljucuje ne samo njenu izuzetnu osetljivost 1 specificnost, vec i
njenu promenljivost u rutinskom formalinskom fiksiranju materijala. Pacijentima iz
studije uzete su endoskopske biopsije gastri¢nih lezija. Sve ove biopsije su bojene
imunohistohemijski. Studija je obuhvatila 30 gastri¢nih endoskopskih biopsija. Benignih
lezija je bilo 10 (33,3%), a malignih je bilo 20 (66,6%). Relativna incidenca bila je 10,2%.

Sve endoskopske biopsije su obradene imunohistohemijski na p53 i Ki67. Znacajni
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zakljucci pokazali su pozitivne vrednosti p53 1 Ki67 u samo 30% benignih gastri¢nih
tumora. Medutim, interesantno je bilo zapaziti da su maligni gastri¢ni tumori bili visoko
pozitivni na p53 (80%), a Ki67 imao je jako visoko pozitivan indeks (85%). Senzitivnost
i specifi¢nost p53 kod gastri¢nih karcinoma iznosili su 80%, odnosno 70%. Senzitivnost
i specificnost Ki67 kod gastri¢nih karcinoma bio je 85%, odnosno 70%. Vecina
gastrointestinalnih tumora mogu se razlikovati po njihovom imunohistohemijskom
profilu. P53 1 Ki67 pokazivali su mnogo viSe pozitivnosti u slucajevima malignih
gastri¢nih tumora (248).

U studiji Al Khafaji B. i saradnika proucavani su razliiti gastrointestinalni
neuroendokrini tumori. Proliferativni indeks Ki67 je bio <1% u 50% slucajeva, 1-10% u
43% slucajeva i 10-50% kod ,,atipi¢nih* neuroendokrinih tumora. Ovde su dobijeni
nazalost samo semikvantitativni rezultati i kriterijumi za pozitivnost (249).

Lee CH i saradnici su u svojoj studiji proucavali 245 slucajeva leiomiosarkoma (102
ginekoloska) sa podacima o prezivljavanju, i 49 sluCajeva leiomiosarkoma uterusa.
Ispitivali su sposobnost odabranog imuno markera (ER 1 WT1) da napravi razliku izmedu
ginekoloskih leiomiosarkoma i leiomiosarkoma drugog porekla. Pored toga, ispitivali su
da li se bojenje na p16, p53 1 Ki67 moze koristiti za razlikovanje malignog od benignog
tumora glatkih miSi¢a. Nuklearno pozitivne vrednosti ER zapaZene su u 3% i 50%
neginekoloskih i ginekoloskih leiomiosarkoma, odnosno (p<0,001). Nuklearno pozitivne
vrednosti WT1 zapaZene su u 0% i 8% neginekoloskih i ginekoloskih leiomiosarkoma,
odnosno (p<0,001). 87% primarnih ginekoloskih leiomiosarkoma i 2% leiomiosarkoma
uterusa pokazivali su difuznu p16 obojenost (=50% celija),(p<0,001). 23% ginekoloskih
leiomiosarkoma pokazivali su p53 imunopozitivnost (>50% c¢elija), a nijedan od
leiomioma nije bio pozitivan na p53 (p<0,001). Difuzna p16 i p53 imunopozitivnost i
visok Ki67 proliferativni indeks, pojedinacno ili u kombinaciji, ukazivali su na opStu
senzitivnost od 92% 1 specificnost od 98% za razlikovanje izmedu ginekoloskih
leiomiosarkoma i leiomioma i mogli su da se koriste kao indikator maligniteta za
ginekoloske glatkomisiéne tumore. Ki67 imunobojenje je procenjeno kako vizuelnom,
tako 1 automatskom metodom. Pozitivno Ki67 bojenje primeceno je u 64% primarnih
ginekoloskih leiomiosarkoma i 0% kod leiomioma uterusa (p<0,001), $to je dobijeno
automatskom analizom. Vizuelna analiza je dala skoro identi¢ne rezultate tako $to je

pozitivno Ki67 bojenje zapazeno u 65% primarnih ginekoloskih leiomiosarkoma i 0% u
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lelomioma uterusa (p<0,001). Pozitivnost sa najmanje jednim od pl6, p53 ili Ki67
imunomarkera videna je u 81 od 88 (92%) ginekoloskih leiomiosarkoma (senzitivnost
92%, specificnost 98%). Takode, pozitivne vrednosti ER pomogle su da se odredi
ginekolosko poreklo leiomiosarkoma, a nuklerano WT1 bojenje je bilo od velike koristi
(250).

Imunohistohemijska ekspresija telomeraze u RCC

U nasSem istrazivanju ekspresija telemeraze kretala se od 0% do 80% pozitivnih ¢éelija, sa
srednjom vredno§¢u od 24,93 i standardnom devijacijom od 22,73 dok je medijana imala
vrednosti od 20,00.

U grupi pacijenta sa RCC koju smo mi analizirali, ispitivanja imunohistohemijske
ekspresije telomeraze su pokazala da su vrednosti ekspresije telomeraze vrlo sli¢cne kada
je u pitanju pol pacijenata, nuklearni gradus tumora i stadijum tumora. Jedino je evidentna
razlika izmedu histopatoloskih tipova tumora i to u korist papilarnog histopatoloskog tipa
kod koga je ekspresija telomeraze drasti¢no veca od ostala dva histopatoloska tipa tumora.
Korelacionom analizom nije pronadena povezanost izmedu ekspresije telomeraze,
starosti pacijenata, veli¢ine tumora i prezivljavanja pacijenata.

Aktivnost telomeraze primarno je regulisana na nivou transkripcije kataliticke
podjedinice (hTERT) (251,252). Poznato je da tumor supresorski gen p53 snizava
ekspresiju kataliti¢ke podjedinice hTERT smanjujuci proliferacijsko stanje ¢elije, dok c-
myc aktivira transkripciju kataliticke podjedinice hTERT veZzuéi se direktno za
promotorsku regiju (251,253-255).

Telomeraza je ribonukleoproteinski enzim koji sintetiSe telomere posle svake Celijske
deobe i tako odrzava duZzinu i stabilnost hromozoma. Aktivnost telomeraze prisutna je u
reproduktivnim ¢elijama, tkivima sa brzom proliferacijom ¢elija, besmrtnim ¢elijama i
¢elijama karcinoma, ali nije prisutna u normalnim diferenciranim somatskim c¢elijama.
Telomerazna aktivnost u malignoj progresiji, verovatno odlaze odlazak celije u
mirovanje, §to ima za posledicu nakupljanje multiplih genskih promena u malignoj ¢eliji.
Aktivnost telomeraze prisutna je u vise od 80% malignih tumora razlicite lokalizacije kao

Sto su pluéa, dojka, pankreas, zu¢ni putevi, zeludac i drugi (252).
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Telomeraza u tumorskoj cCeliji ima ulogu u odrzavanju hromozomske stabilnosti i
kapaciteta neogranic¢enog deljenja tumorskih ¢elija odnosno besmrtnosti tumorske ¢elije.
Prisutnost telomerazne aktivnosti u tkivima moze biti ispitivana na razlicite nacine.
Prisustnost gena kataliticke proteinske podjedinice 1 kalupa RNA moze se odredivati
pomoc¢u RT-PCR ili tehnikama in situ hibridizacije (256).

U vecini studija koje su radene ovim tehnikama aktivnost telomeraze bila je prisutna u
80-90% kod karcinoma dojke. Aktivnost telomeraze nije pronadena u benignim
promenama, kao ni u zdravom tkivu dojke u vecini studija. Neki autori u svojim studijama
su pokazali prisutnu aktivnost telomeraze u 43-50% fibrocistiénih promena i
fibroadenoma (257). Aktivnost telomeraze prisutna je u normalnim tkivima dojke tokom
luteinske faze, ali ne i za vreme folikulske faze menstrualnog ciklusa, a to govori u prilog
da telomerazna aktivnost moze biti regulisana i u normalnom tkivu dojke. Razlicite
studije pokazale su razli¢itu povezanost izmedu aktivnosti telomeraze i patohistoloskih
pokazatelja karcinoma dojke (257).

Rha SY i saradnici su u jednoj studiji nasli da je aktivnost telomeraze u tkivu karcinoma
dojke povezana s metastazama u limfnim ¢vorovima, ali ne i s veli¢inom tumora i
sadrzajem ER i PR receptora (258,259), dok su Hoos A i saradnici su svojoj studiji,
pokazali znaCajnu povezanost izmedu telomerazne aktivnosti 1 veli€ine tumora, metastaza
u limfnim ¢évorovima i stadijuma bolesti (260).

U studiji Papadopoulou A i saradnika nije nadena povezanost izmedu telomerazne
aktivnosti i klinicko-patoloskih parametara kod karcinoma dojke (261). Karcinomi dojke
u kojima nije prisutna aktivnost telomeraze imaju ucestalije hromozomske promene u
odnosu na one karcinome u kojima je prisutna aktivnost telomeraze. Svi ovi rezultati
pokazuju da je aktivnost telomeraze verovatno povezana s agresivnoscu bolesti (262).
Odredivanje aktivnosti telomeraze u tumorskom tkivu moze biti znacajno i1 za
odredivanje terapije maligne bolesti Moguéi su terapijski postupci koji ukljucuju
potiskivanje aktivnosti telomeraze. U terapiji tumora mogu biti ukljuceni antisens
oligonukleotidi za RNA kalup, dominatno negativna proteinska podjedinica telomeraze,
analozi nukleotida, polifenoli kao i mali inhibitorni molekuli (263-265).

U terapiji se takode mogu koristiti promotori telomeraze (aktivni u karcinomima)
(266,267), a koji mogu biti cilj genske terapije ili onkogeni virusi za tumore. Za inhibiciju

telomerazne aktivnosti razvijena su i monoklonska antitela koja su specificna za hTERT,
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a koja ne prepoznaju hTERT u nativnim c¢elijama, ve¢ samo deluju na aktivnost
telomeraze. Rezultati terapije radeni su uglavnom in vitro probama, tako da dalja
istrazivanja treba da obuhvataju i in vivo ispitivanja (210,211).

Medutim 1 potencijalno prisustvo aktivnosti telomeraze u normalnim tkivima i visoko
proliferacijskim tkivima moze biti problem specifi¢nosti ove terapije. U nekim studijama
pokazana je povezanost aktivnosti telomeraze u tumorskom tkivu i odgovora na
hemoterapiju (210,212,213).

U celijskim kulturama kod ezofagealnog karcinoma pokazana je veca osetljivost onih
¢elija na terapiju cisplatinom kod kojih je bila prisutna aktivnost telomeraze (268).

U disertaciji Kuli¢ A. bilo je uklju¢eno 102 uzorka tkiva karcinoma dojke, 40 uzoraka
benignih promena tkiva dojke i 20 uzoraka zdravih tkiva dojke koja su se nalazila u Banci
tumora na Zavodu za patofiziologiju i znanstveno istrazivanje, KBC Rebro Zagreb. U
ovoj disertaciji ispitivala se aktivnost telomeraze kod 20 zdravih tkiva dojke, u
fibrocistiénim promenama tkiva dojke i telomerazna aktivnost nije bila prisutna ni u
jednom uzorku, dok je u tkivima dojke sa fibroadenomom aktivnost telomeraze bila
negativna. Aktivnost telomeraze u malignim tumorima dojke bila je prisutna u 77 tumora
(75,49%), dok u 25 tumora (24,51%) nije bila prisutna aktivnost telomeraze (269).

U disertaciji Carki¢ J. ispitivana je imunohistohemijska analiza ekspresije telomeraze na
34 uzorka oralnih planocelularnih karcinoma (OPCK). Od 34 uzorka, kod 25 (74%)
uzorka je pokazalo ekspresiju telomeraze, od toga 6 (18%) uzoraka nuklearnu, a 19 (56%)
uzoraka citoplazmatsku ekspresiju. Za potrebe statistiCke analize, zbog malog broja
uzoraka, nuklearna i citoplazmatska ekspresija spojene su u jednu grupu (pozitivna
ekspresija). Ekspresija telomeraze nije bila povezana sa klinicko-patoloskim
karakteristikama tumora, osim kod tumora sa recidivom, koji su imali vecu ekspresiju
(p<0.05; %2 test) (270).

U studiji Sakurai S i saradnika pokazano je da je telomerazna aktivnost uo¢ena kod 80-
90% karcinoma; prisustna je kod 29% GIST-a i 100% metastaza GIST-a, a korelirala je
sa veli¢inom tumora i izrazito sa proliferacionim indeksom i znak je loSe prognoze, a nije
korelirala sa p53 pozitivnoséu u tumorskim ¢elijama (271).

Sakurai S i saradnici su pokazali da je telomerazna aktivnost mogla biti znacajan
pokazatelj malignog potencijala GIST-a, ali i terapijski modus telomeraznim inhibitorima
(272).
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U studiji Kovkarova E i saradnika, analizirana je telomerazna aktivnost kod pacijenata sa
karcinomom pluc¢a, kao markera za detekciju karcinoma pluca. Koris¢enjem TRAP
(telomeric repeat amplification protocol) odredena je telomerazna aktivnost u materijalu
dobijenom bronhobiopsijom (60 pacijenata sa karcinomom pluca poredilo se sa 20
ispitanika iz kontrolne grupe) i ispirkom dobijenom tehnikom transtorakalne aspiracije
tankom iglom koja je izvedena kod 10 bolesnika sa perifernim tumorima pluca.
Telomerazna aktivnost je ovde otkrivena u 75% materijala karcinoma pluca, dobijenog
bronhobiopsijom i u 100% materijala dobijenog transtorakalnom aspiracijom tankom
iglom (273).

U studiji Segawa N i saradnika, telomerazna aktivnost je ispitivana kod 23 slu¢aja RCC,
kao i u susednom normalnom tkivu bubrega, gde je procenjena povezanost sa klini¢kim i
patoloskim varijetetima bolesti. Srednja vrednost telomerazne aktivnosti RCC bila je
(1987,889+1232,801). Telomerazna aktivnost otkrivena kod RCC ipak nije bila u vezi sa
klinickim i patoloskim varijetetima, kao §to su klinicki stadijum, gradus ili patoloski
podtip. Rezultati su pokazali da telomeraze mogu da imaju klju¢nu ulogu u pocetnoj fazi
razvoja RCC, ali ne i u progresiji bolesti (252).

U studiji Yoshida K i saradnika, telomerazna aktivnost je kvantifikovana u 50 slu¢ajeva
RCC i u 21 slucaju normalnog tkiva bubrega koris¢enjem tehnike fluorescence-based
telomeric repeat amplification. Ona je detektovana kod 28 od 50 slucajeva RCC
(35,03+18,47), a nije bilo telomerazne aktivnosti u 21 slu¢aju normalnog tkiva bubrega.
Telomerazna aktivnost klasifikovana kao pT4 i bila je znacajno veca nego u tumorima
klasifikovanim kao pT1 i pT3. Telomerazna aktivnost bila je takode u korelaciji sa
godinama pacijenta. Rasla je kod slucajeva sa RCC u poredenju sa normalnim tkivom
bubrega. Takode, znacajne veze su uocene izmedu telomerazne aktivnosti 1 klinicko-
patoloskih parametara, a dalja istrazivanja su bila potrebna kako bi se odredili efekti
telomerazne aktivnosti bioloskih i klini¢kih ponasanja RCC (274).

U studiji Fujioka T i saradnika, telomerazna aktivnost je ispitivana kod 30 slucajeva sa
RCC. I ovde je 18 (60%) slucajeva pokazivalo telomeraznu aktivnost, a nijedan od
slu¢ajeva normalnog tkiva bubrega nije pokazao telomeraznu aktivnost. Podela tumora
na osnovu telomerazne aktivnosti nije pokazivala vidljivu razliku u distribuciji u odnosu
na veli¢inu tumora, histocitoloski podtip, ili DNA-ploidiju. Medutim, utvrden je

statisticki znacajan odnos izmedu ucestalosti telomerazno pozitivne aktivnosti, sa jedne
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strane, i nivoa imunosupresivnih kiselih proteina u serumu kod pacijenta i tumorskog
gradusa (p<0,05). Nije bilo znac¢ajne razlike prezivljavanju kod pacijenata kod kojih nije
bilo recidiva i onih sa pozitivnom i negativhom telomeraznom aktivno$¢u (275).

U uzastopnim serijama od 245 pacijenata sa RCC, u studiji Schlichter A i saradnika, svi
uzorci sa nefrektomijom su ispitivani u smislu prisustva dodatnih multifokalnih lezija.
Zato su seCenja vrSena na 3 mm i uzorci su analizirani mikroskopskim i histopatoloskim
pregledima. Ovim postupkom je nadeno 26 multifokalnih tumora kod 19 uzoraka. Da bi
se detaljnije okarakterisala bioloska aktivnost ovih multifokalnih lezija, analizirana je
njihova telomerazna aktivnost. 14 od 23 istraZzenih multifokalnih tumora (60,9%)
pokazuje telomeraznu aktivnost. U 3 slucaja isecci tkiva bili su isuviSe mali za dalja
istrazivanja. Telomerazna aktivnost je takode otkrivena u 10 od 15 (66,7%) uparenih
primarnith RCC. S druge strane, celokupno odgovarajue normalno tkivo bubreznog
korteksa, koris¢eno kao kontrolni materijal bilo je telomerazno negativno. Na osnovu
ovih rezultata je zaklju¢eno da moze ocekivati da male tumorske lezije RCC imaju
maligni potencijal slican onima kod primarnih karcinoma (276).

Prema studiji Trbojevi¢ B. i saradnika postoje brojni markeri za dijagnostikovanje
maligniteta tiroidne zlezde. Medu njima je i aktivnost telomeraze. Procena aktivnosti
telomeraza u tiroidei otkriva defekte telomeraze u 14-38% folikularnih adenoma i u 75%
folikularnih karcinoma. Studija je pokazala da ispitivanje telomeraze nije dostiglo stepen

senzitivnosti koju ima procena tiroperoksidaze (277).

Analiza genetickih rezultata

Uloga telomera i telomeraze u pocetnom stadijumu i razvoju maligniteta je veoma
znacajna (278,279). Veéina karcinoma aktivira prisustvo telomeraze tako $to omogucava
malignim c¢elijama da se neograni¢eno dele (280). Izrazenost reverzne transkriptaze
ljudske telomeraze reguliSe se na razli¢itim molekularnim nivoima, ali izgleda da je
najvazniji na nivou transkripcije. Na transkripciju uti¢e veci broj genetskih i epigenetskih
faktora, medu kojima su mutacije promotera, genske amplifikacije 1 prerasporedivanje
gena, prisustvo polimorfizma na nivou nukleotida, metilacija, itd., i oni mogu da uticu i
na prisustvo i funkciju hTERT (281).
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O ulozi hTERT gena u nastanku RCC uopste, jo§ uvek postoje brojne kontroverze,
posebno kad govorimo o ucestalosti somatskih mutacija u promoteru, nivou aktivnosti
(ekspresije) telomeraze kod razli¢itih podtipova RCC koji uti¢u na polimorfizam na nivou
jednog nukleotida (SNP), itd (282).

U nasem istrazivanju sekvencionisali smo promotorski region hTERT gena kod 31 uzorka
pacijenata obolelih od RCC i nismo identifikovali ni jednu aktivaciju mutacija na mestima
na kojima smo ih o¢ekivali. Postoji mali broj studija koje su se bavile mutacijama hTERT
kod RCC, i u kojima se doslo do zakljucka da je pojava mutacija relativno retka, od 6 do
13% (282-284), sto je u skladu s nasim rezultatima. Mala ucestalost " TERT mutacija kod
RCC u ostroj je suprotnosti sa rezultatima do kojih se doslo u slucaju urotelijalnih tumora
mokrac¢nog trakta kod kojih se i do 100% slucajeva opazaju hTERT mutacije (285,286).
Dalje je analizirana ucestalost genske amplifikacije i doslo se do zakljucka da kod skoro
20% pacijenata obolelih od RCC postoji ova genska promena. Sli¢na ucestalost TERT
genske amplifikacije otkrivena je i u slucajevima lentigo malignog melanoma i bila je u
korelaciji sa losim ishodom (287). Visoke vrednosti ucestalosti hTERT amplifikacija
(79%), opisane su kod Merkelovog karcinoma (MCC) i kod njih, prognoza isto tako nije
dobra (288).

U naSem uzorku, hTERT amplifikacija nije se pokazala dovoljno informativnom da
bismo mogli da predvidimo ishod bolesti posto nismo mogli da ustanovimo nikakvu
povezanost izmedu te amplifikacije i ponaSanja tog specifi¢nog tumora.

Metilacija promotera hTERT gena ranije nije istrazivana kod razlic¢itih podtipova RCC.
Nase istrazivanje je prvo u kojem se posmatra mogucéa povezanost ove epigenetske pojave
sa ponasanjem RCC. Interesantno je da je metilacija promotera hTERT gena bila Cest
slucaj, Sto ukazuje na znacaj ovog mehanizma hTERT genske regulacije kod nekih
podtipova RCC. Ukupno, u vise od polovine uzoraka DNK pacijenata obolelih od RCC,
bila je prisutna metilacija promotera, S§to se u velikoj meri poklapa sa nalazima kod
urotelnih karcinoma mokraéne beSike. Metilacija je, ipak, u velikoj meri zavisila od
histoloskog tipa; vrednosti ucestalosti metilacije iznosile su 29%, 53% i 100% kod pRCC,
ccRCC i chRCC ovim redom, tako da je izgledalo da je to odrednica za hromofobni RCC,
s obzirom da je metilacija bila prisutna u svim uzorcima. Ovaj zakljucak se, medutim,

mora uzeti s oprezom imajuci u vidu da je broj analiziranih uzoraka mali. Ovako visoka
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ucestalost metilacije promotera (100%) nije uobicajena pojava, ali jeste ranije opisana u
slu¢ajevima razlicitih tumora i razlicitih gena (289).

Na primer, kod mukoepidermoidnih karcinoma pljuva¢nih Zlezda gen pl4 gen je bio
metilovan u 100% slucajeva (290). HTERT je takode bio metilovan u 100% slucajeva
kod oralnih planocelularnih karcinoma (291). U nedavnoj obimnoj studiji genomske slike
hromofobnog RCC, utvrdeno je da je u ovom retkom tipu RCC prisutan veci broj pojava
slu¢ajeva hipometilacije nego hipermetilacije u poredenju sa svetlocelijskim RCC, ali
autori nisu pomenuli hTERT. Oni su takode zapazili znacajne razlike u obrascu metilacije
DNK izmedu ova dva tipa (292).

Sekvenciranje promotera u tumorskim uzorcima DNK, otkrilo je relativno veliku
ucestalost polimerizma rs2853669. Stoga je, da bi se povecao znacaj studije o
povezanosti, odlucili smo da analizirano dodatne uzorke DNK iz krvi pacijenata, a s
ciljem da odredimo odnos izmedu prisustva polimorfizma na nivou jednog nukleotida
(SNP) i karakteristika tumora. | zaista, pokazalo se da prisustvo varijantnog alela ima
zastitni efekat. Naime, tumor kod pacijenata kod kojih je naden bar jedan varijantni alel
(bilo heterozigotni ili homozigotni) uglavnom je bio tumor niskog gradusa. U studiji o\
takode je pokazala da je srednji period prezivljavanja kod CC genotipa znacajno duzi
(293). Opsirna meta-analiza nije potvrdila ulogu ovog polimorfizma na nivou jednog
nukleotida (SNP), ni kao rizik, ni kao zastitni faktor kod ljudskog karcinoma, osim u
slucaju TT genotipa pracenog hTERT mutacijama, gde je ukazivala da je verovatnoca
prezivljavanja mala (294).

Da zaklju¢imo, izgleda da hTERT, putem metilacije svog promotera i polimorfizma
funkcionalnog promotera ima svoju ulogu u biologiji karcinoma bubreznih ¢éelija kod
pacijenata u Srbiji. Da bi se ovi zakljucci potvrdili potrebno je prouciti veéi uzorak

pacijenata.
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6. ZAKLJUCCI
1.

- Imunohistohemijska ispitivanja ekspresije ciklina A u tkivu RCC pokazala su da postoji
statisticki znaCajna razlika ekspresije ciklina A kod razlicitih histopatoloskih tipova RCC.
Najintenzivnija ekspresija ciklina A uoc¢ena je u slu¢ajevima papilarnog histopatoloskog
tipa (u odnosu na hromofobni i svetloéelijski histopatoloski tip Sto bi ukazalo na njegov
prognosticki znacaj).

- Korelacionom analizom nije nadena povezanost izmedu ekspresije ciklina A i stadijuma
tumora, nuklearnog gradusa tumora, starosti pacijenata, veli¢ine tumora i vremena

prezivljavanja pacijenata.
2.

- Imunohistohemijska ispitivanja ekspresije Ki67 u tkivu RCC pokazala je da je dobijena
statistiCki znacajna razlika jedino izmedu histopatoloskog tipa tumora, tj. kod papilarnog
RCC dobijena je izrazita pozitivnost u odnosu na preostala dva analizirana histopatoloska
tipa RCC, $to ukazuje na najnepovoljniju varijantu ovog tipa RCC.

- Razlika u ekspresiji Ki67 u odnosu na stadijum tumora, veli¢inu tumora, starost
pacijenata 1 vreme preZivljavanje pacijenata, nisu pokazala statisti¢ku znacajnost.

- Razlika po nuklearnom gradusu tumora je blizu konvencionalnog nivoa znac¢ajnosti od
0,05, pa je treba uzeti u razmatranje jer je moguce da bi na ve¢em uzorku dobili znacajniju

razliku.

- Imunohistohemijsko ispitivanje ekspresije telomeraze u tkivu RCC je pokazalo da su
vrednosti ekspresije telomeraze vrlo slicne kada je u pitanju pol, starost pacijenata,
nuklearni gradus tumora, stadijum tumora, veli¢ina tumora i vreme prezivljavanja
pacijenata.

- Evidentna je razlika zapazena izmedu histopatoloskih tipova tumora, i to u korist
papilarnog histopatoloskog tipa kod koga je ekspresija telomeraze drasti¢no veca u
odnosu na ostala dva histopatoloska tipa, $to takode ukazuje na najnepovoljniju prognozu

ovog histopatoloskog tipa.
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-Sekvenciranjem 343 bp dugog segmenta u okviru promotorskog regiona hTERT gena,
koji se proteze od pozicije -278 do +65, nije pokazano prisustvo mutacija ni u jednom od
ispitivanih uzorka RCC.

- Sekvenciranjem je ipak otkriveno prisustvo tranzicije T/C na poziciji -245 bp
(polimorfizam pojedina¢nog nukleotida koji u bazama podataka nosi oznaku rs2853669).
- Od 54 analizirana sluCaja pacijenata sa RCC, mutirani alel bio je prisutan u
homozigotnom obliku (CC) u samo 7,4%, a u heterozigotnom obliku (CT) u 40,7%, dok
je preostalih 51.9% bilo homozigotno za nemutirani tip gena (wt alel). Verovatnoca da se
razvije RCC nizeg gradusa bila je 3 puta veca kod osoba koje su bile heterozigoti, nego

kod onih sa nemutiranim genotipom (wt genotipom, TT).

Analizom hTERT gena na prisustvo genske amplifikacije kod ispitivanih pacijenata sa
RCC, genska amplifikacija je uocena je kod 19.4% pacijenata. Nije uo¢ena povezanost
izmedu hTERT amplifikacije 1 epidemioloskih, klinickih i patoloSkih nalaza. Nivoi

amplifikacije kretali su se u rasponu od 2.60 do 7.61.

Analizom metilacionog statusa promotorskog regiona hTERT gena kod ispitivanih
pacijenata sa RCC, utvrdeno je da je hTERT promotor metilovan u 54,8% uzoraka.
Znacajna razlika zapazena je izmedu histopatoloSkih tipova tumora, posto je kod
hromofobnog histopatoloskog tipa RCC kod svih 5 pacijenata hTERT promotor bio

metilovan.
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