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SAZETAK

Uvod: Angiogeneza, ili stvaranje novih krvnih i limfnih zila, je neophodna za rast i
progresiju tumora, a karcinom bubreznih stanica idealan model za evaluaciju novih
strategija antiangiogene terapije zbog njegove bogate vaskularizacije i visoke ekspresije
angiogenih cimbenika. Jedan od najvaznijih promotora angiogeneze je vaskularni
endotelni ¢imbenik rasta ( VEGF) i njegove srodne molekule. VEGF je prekomjerno
eksprimiran i na razini mRNA i na proteinskom nivou u humanim tumorima, a brojni
¢imbenici kroz intracelularne signalne puteve mogu regulirati njegovu pojavnost
ukljucujuéi hipoksiju i regulatorni transkripcijski faktor HIF1 a, citokine , hormone te
modulatore protein kinaze C. Mehanizmi VEGF ekspresije uz sudjelovanje tumor
supresorskih gena kao §to je p53 ili Cimbenika rasta kao na primjer epidermalnog
¢imbenika rasta (EGF) samo su djelomi¢no poznati.

Cilj ovog istrazivanja je odredivanje imunohistokemijskog izrazaja VEGF-A i VEGF-C

u svijetlostani¢nim karcinomima bubreznih stanica ( SKBS) u usporedbi s okolnim
normalnim tkivom bubrega, te utvrdivanje ekspresije regulacijskih ¢imbenika HIFI a,
receptora za epidermalni ¢imbenik rasta (EGFR), p53 tumor supresorskog proteina u
tumorskom tkivu uz utvrdivanje odnosa ovih proteina sa angiogenim faktorima VEGF-A
i C te odnosa VEGF-A sa gusto¢om novostvorenih patoloskih krvnih zila. Cilj je takoder
utvrditi metodom fluorescentne in situ hibridizacije da li postoji amplifikacija gena za
EGFR u SSKBS te napokon usporediti angiogenezu i ove Cimbenike regulacije
angiogeneze s klinicko-patoloskim parametrima kao $to su nuklearni gradus, Ki67 indeks
proliferacije tumorskih stanica, veli¢ina tumora, patoloSki stadij i1 petogodiSnje

prezivljenje.



Materijal i postupci: Na standardnim rezovima 93 SKBS odredena je gustoca krvnih zila
imunohistokemijskom metodom uz koriStenje antitijela CD31 za endotel i na istim
rezovima usporedena sa imunohistokemijskim izrazajem VEGF-A..

Izrazaj proteina VEGF-A, VEGF-C, HIF1 a, EGFR 1, p53, istrazen je metodom
imunohistokemije na tkivnim mikroarejima (TMA) istih SKBS-a te usporeden
standardnim statistickim metodama medusobno kao i s klinickopatoloskim parametrima.
Metodom fluorescentne in situ hibridizacije (FISH) vizualizirana je amplifikacija EGFR
gena u 43 odabrana tumora koji su pokazivali razli¢itu ekspresiju ovog receptora na razini
proteina u tumorskim stanicama.

Rezultati: Gradus tumora i stadij bolesti su kao glavni prognosticki faktori pokazali
inverznu korelaciju u odnosu na prezivljenje. Studija gustoce krvnih Zila u usporedbi s
ekspresijom VEGF-A na standardnim rezovima pokazala je da su tumori s vrlo visokom
ekspresijom VEGF-A (>75%) povezani s manjim brojem krvnih zila (p=0,034). Na TMA
je potvrdena promjenjiva ekspresija sva tri analizirana proteina u tumorskim stanicama
SSKBS-ova. Angiogeni Cimbenici pokazali su medusobnu povezanost (p<0,031), a
njihova ekspresija se uocavala kao perimembranozno ili difuzno citoplazmatsko obojenje.
Nuklearna ispoljenost HIFla (n HIF1a) pokazivala je obrnutu povezanost s difuznim
citoplazmatskim obojenjem VEGF-A (p=0,002) i VEGF-C (p=0,053), dok je
citoplazmatska ekspresija HIF1la ( cHIFla) pokazivala pozitivnu korelaciju s difuznim
obojenjem oba angiogena Cimbenika (p<0,001 odnosno p<0,001). U usporedbi s
klinickopatoloskim parametrima, prekomjerna ispoljenost citoplazmatskog cHIFla i
difuznog citoplazmatskog VEGF-A bila je udruzena s viSim nuklearnim gradusom
(p=0,006 odnosno p<0,001), ve¢im tumorima (p<0,001 odnosno p<0,001), viSim stadijem
bolesti (p=0,023, odnosno p=0,0027) te kra¢im prezivljenjem (p=0,018, odnosno,

p=0,024). Nasuprot tome prekomjerna ekspresija nHIFla kao i perimembranozna



ispoljenost VEGF-C su bili povezani s boljim dijagnostickim parametrima kao $to su nizi
nuklearni gradus (p=0,006, odnosno, p<0,001 ), manji tumori (p=0,057, odnosno, p=
0,007) 1 dulje prezivljenje ( p=0,005, odnosno,p=0,008). Nadalje, ispoljenost nHIF1a je
pokazivala pozitivnu korelaciju s indeksom proliferacije (p=0,022). Veca ekspresija tumor
supresorskog proteina p53 bila je povezana sa veéim tumorima (p=0,007),viSim
nuklearnim gradusom ( p=0,048) 1 stadijem bolesti (p=0,036), kao i1 veci izrazaj EGFR
koji je kroz histoskor korelirao s viSim nuklearnim gradusom ( p=0,0002) s vecim
tumorima (p=0,018) vis§im pT(p=0,036) te kra¢im prezivljenjem (p=0,046) kod tumora
koji su pokazivali samo kontinuirano membransko bojenje. p53 je pokazivao pozitivhu
povezanost sa postotkom ekspresije VEGF-C ( (p=0,037), a EGFR je bio proporcionalan
sa postotkom difuznog izrazaja VEGF-A/C te obrnuto proporcionalno povezan sa
postotkom perimembranoznog izrazaja. FISH metoda je uocila povezanost polizomije 7 i
prekomjerne membranske ekspresije EGFR u SSKBS.

Zakljuc¢ak: Rezultati studije na TMA ukazali su na agresivniji subtip SSKBS-a viSeg
nuklearnog gradusa koji pokazuje prekomjernu ekspresiju VEGF —A i cHIF1a i na razini
multrivarijantne analize S$to se moze smatrati neovisnim prognostickim znacenjem sa
mogué¢im klinickim implikacijama. Znacenje nHIFla ekspresije povezane sa bolje
diferenciranim tumorima i viS§im proliferativnim indeksom trebalo bi bolje istraziti.
Nadalje, subcelularna lokalizacija angiogenih proteina kao i njihovog transkripcijskog
faktora pokazala se vaznom u odnosu na prognozu bolesti. Na§ tumorski model nije
potvrdio jednostavnu povezanost VEGF-A i angiogeneze kroz gustocu krvnih zila, ali se i
na standardnim rezovima pokazalo da njegova prekomjerna ekspresija predstavlja losiji
prognosticki parametar. Difuzna subcelularna lokalizacija VEGF-A i VEGF-C povezana s

EGFR najvjerojatnije je povezana sa mehanizmima tumorigeneze.



Kljucne rijeci: vaskularni endotelni ¢cimbenik rasta, hipoksijom inducirani ¢cimbenik rasta,

p53, epidermalni ¢imbenik rasta, tkivni mikroareji, karcinom, bubreznih stanica

SUMMARY

AIM: The role of angiogenesis in the pathogenesis of renal cell carcinoma is well
recognized, however the influence of tumor cells in this activity is still not well-known.
First, the purpose of this investigation was to analyze and correlate the
immunohistochemical pattern of vascular endothelial growth factor (VEGF) expression
with the average of microvessel density (MVD) and other clinicopathologic parameters in
clear cell renal cell carcinoma (CCRCC) in order to determine its prognostic significance.
Secondly we wanted to expand our knowledge on expression of VEGF-A and to
compare its value with the VEGF-C expression recognized to be involved in lymph vessel
neoangioegenis. Furthermore, the aim was to analyze expression of both angiogenic
factors in comparison to Hypoxia inducible factor-la ( HIF-1a), a regulatory factor of
angiogenic switch, p53 tumor supresor protein and epidermal growth factor receptor
(EGFR) which are involved in tumor pathogenesis, and finally all analyzed parameters
were compared with clinicopathological characteristics of CCRCC including the patients’
survival. We also wanted to investigate the role of EGFR gene copy number changes in
relation to EGFR overexpression by means of fluorescence in situ hybridization (FISH).

MATERIAL AND METHODS: This study includes tumor specimens of CCRCC
obtained from patients undergoing nefrectomy at the Department of Urology, Clinical
Hospital Center Rijeka from 1989-1994. All cases were reviewed using WHO tumor
classification criteria. First part of our investigation was performed on surgical specimens
of 93 CCRCC wich were immunohistochemically analyzed on parafine embedded , whole

slide, standard sections for VEGF expression, MVD with anti-CD31, and Ki 67



proliferative index. Then, the tissue microarrays (TMA) were built from the same
reviewed cohort of 94 archive formalin fixed and paraffin embedded CCRCC.
Immunohistochemistry was performed on tissue microarrays for VEGF-A, VEGF-C, HIF-
la and Ki67,p53 and EGFR expression. The staining was evaluated as a percentage of
cytoplasmic, membranous or nuclear positive tumor cells, and as a histoscore (HS).
Clinicopathologic data obtained from patient medical records and from files of the
Department of Pathology, Rijeka University School of Medicine, Rijeka, Croatia included
sex, age, tumor size, TNM stage, histologic subtype and nuclear grade as assessed using
Fuhrman nuclear grading system.

RESULTS: On the whole tumor slides, VEGF expression was recorded as the percentage
of positive tumor cells(=75% and <75%) and as diffuse or perimembranous VEGF
expression according to cytoplasmic distribution. Statistical analysis showed that tumors
with >75% of VEGF expression were characterized by lower MVD value (p = 0.034),
higher nuclear grade(p = 0.018), and higher Ki 67 proliferation index (p = 0.023).
Moreover, a higher nuclear grade of tumor cells was characterized by diffuse cytoplasmic
VEGF distribution (p = 0.005). The TMA analysis showed the variable expression of
analyzed protein in tumor cells among different CCRCC. Both angiogenic factors
demonstrated perimembranous or diffuse cytoplasmic staining, with diffuse pattern
positively associated (p<0.001). Nuclear HIF-1a expression (nHIF-1a) showed inverse
correlation with diffuse cytoplasmic VEGF-A (p=0.002) and VEGF-C (p=0.053), while
cytoplasmic HIF-la expression (cHIF-1a) showed positive correlation with diffuse
staining of both angiogenic factors (p<<0.001; p<0.001, respectively). In comparison to
clinicopathological characteristics, a higher nuclear grade (p=0.006; p<0.001,
respectively), larger tumor size (p=0.009; p=0.015, respectively), higher stage (p=0.023;

p=0.027, respectively) and shorter survival (p=0.018; p=0.024, respectively) were



associated with overexpression of diffuse cytoplasmic VEGF-A and cytoplasmic HIF-1a
expression.

In contrary, overexpression of nHIF-1a was associated with better diagnostic parameters
1.e. lower nuclear grade (p=0.006), smaller tumor size (p=0.057), and longer survival
(p=0.005). Expression of p53 protein was recorded as percentage of nuclear positivity
/500 tumor celss. Overexpression (> of median score 40.5%) was connected with biger
tumors, higher NG and pT stage (p=0.007, p=0.048, p=0.036 respectively). Intesive
membranous EGFR expression in tumors was also related to worse prognostic parameters
and lower overal survival (Hscore p=0.046) EGFR showed higher expression in relation
to diffuse cytoplasmic distribution of VEGF-A/C but was negatively associated with
perimembranous expression of VEGF-A/C. FISH method revealed polisomy 7 associated
with protein EGFR overexpression in CCRCC tumor cells. Multivariate analysis
underline NG and diffuse cytoplasmic HIF-1o as an independent prognostic factors.
CONCLUSION: Study on standard CCRCC tumor slides did not confirm the postulated
simple relationship between VEGF overexpression and angiogenesis through high
microvessel count. However, the study results indicated that overexpression of VEGF was
a worse histologic prognostic parameter in CCRCC. Survey of CCRCC with TMA
technique

highlights more aggressive subtype of CCRCC with overexpression of VEGF-s and cHIF-
la, p53 and EGFR in tumors cells that might have some clinical implication. A
significance of nHIF-1a expression, associated with better differentiated tumors should be
further better understood. FISH analysis showed that EGFR gene dosage can influence on
protein ekspresion through polisomy rather than amplification.

Key words: VEGF-A; VEGF-C; HIF-lalpha; p53, EGFR, FISH, TMA, Carcinoma,

Renal Cell; Prognosis
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1. UVOD

1.1 NASTANAK KRVNIH ZILA

Krvne zile su bile predmetom zanimanja egipatskih lije¢nika jo§ prije 6000 godina, a
Aristotel ih je usporedio sa ,,vodenim tokovima u vrtovima koji po¢inju sa izvora, granaju
se u brojne kanale pa mogu opskrbiti svaki djeli¢ vrta®.

Normalan Zivot tkiva ovisi o intaktnom krvozilju, a oste¢enje krvne opskrbe moze
rezultirati odumiranjem stanica. Abnormalan i prekomjeran rast krvnih zila moze dovesti
do brojnih poremecaja, od ubrzanog rasta tumora i pogorsanja upalnog procesa, preko
preranog rodenja djeteta, debljine, demencije, do naoko nevaznog gubitka kose. (1)
Poznata su najmanje tri mehanizma stvaranja krvnih Zzila.

Vaskulogeneza se definira kao nastanak krvnih zila iz endotelnih progenitorskih stanica
koji dolaze iz razliCitih embrionalnih regija, toCnije mezoderma. Za vrijeme ranog
embrionalnog razvoja, vaskulogeneza mezoderma splanhnicne regije je intimno vezana za
nastanak hematopoeze pa se uspostavio i termin hemangioblast koji bi oznaCavao
bifazicnog zajednickog prekursora hematopoetskih i endotelnih stanica (Es) (2). U
podrucju somatskog mezoderma nalaze se monofazi¢ni prekursori odnosno angioblasti. U
odraslih osoba endotelne progenitorske stanice su osim u kostanoj srzi nadene u perifernoj
krvi i masnom tkivu odraslih, a osim njih nalaze se i novi izvori ne-endotelnih
progenitorskih stanica koji mogu poticati vaskulogenezu te biti iskoriSteni u terapiji
kroni¢nih bolesti (3,4). Angiogeneza je proces nastanka novih krvnih zila pupanjem iz
postojece krvozilne mreZe kada se endotelne stanice generiraju iz endotela okolnih krvnih
zila stvaraju¢i izdanke. Kasnije se u procesu arteriogeneze ovi izdanci stabiliziraju

dijeljenjem i sazrijevanjem muralnih stanica.
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Treé¢i nacin nastanka krvnih zila slican je angiogenezi. Radi se o ekspanzivnom rastu i
remodeliranju pre-egzistiraju¢e vaskularne mreze stvaranjem premostavajucih ogranaka
takozvanih kolaterala (1). Bolja perfuzija tkiva postize se daljnjim  pupanjem
proksimalnih zila pa mali distalni vaskularni prostori, kapilare, mogu doprinijeti opskrbi
svake stanice.

Male krvne zile se sastoje samo od endotelnih stanica dok su vece okruzene pericitima i
glatkomisiénim stanicama. Stoga postoje razli¢iti mehanizmi koji poticu diferencijaciju i
dijeljenje ovih stanica (5). Yamashita i suradnici otkrili su zajednicki vaskularni prekursor
koji se, ovisno o utjecaju razli¢itih faktora rasta, moze diferencirati u endotel ili glatke

misi¢ne stanice, odnosno pericite $to prikazuje slika 1.

Slika 1. Razvoj vaskularnih stanica.

Hemangioblasti derivirani iz mezoderma migriraju u zumanj¢anu vrecu gdje formiraju krvne
otocCice u kojima se diferenciraju u angioblaste ili primitivne hematopoetske stanice.
Intraembrioni angioblasti se takoder deriviraju iz mezodermalnih stanica prekursora
Fibroblasti ¢cimbenik rasta je vazan za napredovanje hemangioblasta od mezodermalnog
prekursora . Vaskularni endotelni ¢imbenik rasta podrzava diferencijaciju u krvne vaskularne
endotelne stanice dok iz trobocita derivirani ¢imbenik rasta ima ulogu diferencijacije u
pericite odnosno glatkomiSi¢ne stanice vaskularne stijenke. (Prilagodeno prema: Carmeliet P.
Developmental biology: One cell, two fates. Nature2000; 408: 43-45)

Vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (iz engl. Vascular endothelial growth factor, VEGF)
moze promovirati razvoj endotelne stanice iz prekursora dok iz trombocita nastali
¢imbenik rasta ( iz engl. Platelet derived growth factor, PDGF-BB) stimulira
diferencijaciju u pericite ili glatkomisi¢ne stanice (6).

U danasnje vrijeme tkivnog inzenjeringa za razvoj i konstrukciju bilo kakvog tkiva treba
stabilna mikrovaskulatura koja ostaje jedan od glavnih izazova tkivne izgradnje. Najnoviji

podatci eksperimentalnih radova govore da se razvoj stabilne i zrele vaskulature temelji
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ne samo na enodotelnoj proliferaciji i migraciji, nego i na suradnji izmedu endotelnih
stanica i pericita (7). Danas se pretpostavlja da se periciti deriviraju iz prekursora
mezenhima i to onih koji okruzuju krvne zile, uspostavljaju kontakt s brojnim endotelnim
stanicama prenoseci angiogene signale samim kontaktom i djelujuéi parakrino. Ovakva
komunikacija u oba smjera dovodi do endotelne diferencijacije i prestanka dijeljenja
stanica (8). Tako, obje vrste stanica predstavljaju temelj vaskularnog sazrijevanja i
stabilnosti. Eksperimentalni radovi Melero-Martin i suradnika dokazali su da se zrela,
odrziva 1 funkcionalna vaskularna mreza moze konstruirati upotrebom dvaju tipa stanica,
endotelnih progenitorskih stanica i mezenhimalnih progenitorskih stanica koje se mogu
jednostavno izolirati iz periferne krvi ili koStane srzi odrasle osobe (9). Tako se savladala
prva stepenica u konstrukciji krvnih Zzila, a primjena ovog pristupa u vaskularizaciji
specijaliziranih tkiva zadatak je buducih istrazivanja.

Osim muralnih stanica novonastaju¢e vaskulature potrebna je i aktivnost ekstracelularnog
matriksa (iz engl. Extracellular matrix, ECM) te specijalizacija stanica stijenke za
strukturalnu podrsku i regulaciju funkcije same Zile. Suradnja svih navedenih struktura je
omogucena kroz aktivaciju, lucenje i regulaciju multiplih vaskularnih faktora.
Novonastale krvne Zile propustaju plazma proteine koji sluze kao privremeni matriks kroz
koji migriraju endotelne stanice te proliferiraju potaknute endotelnim mitogenima.
Stabilizacija novonastalih krvnih zila omogucena je proliferacijom muralnih stanica te
zrelog ektracelularnog matriksa i danas su poznati signalni putevi koji reguliraju taj
proces prikazani na slijede¢im tablicama, a mogu se podijeliti na tri skupine: ligande 1
receptore (tablica 1), molekule koji upravljaju interakcijom izmedu stanica (tablica 2) te

one koje upravljaju interakcijom stanica i ekstracelularnog matriksa (tablica 3) (10).
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Tablica 1. Ligandi i receptori u procesu nastanka i regulaciji krvnih i limfnih Zila

Ligand/receptor (tip stanice)

Moguce djelovanje

VEGF/VEGFRI, (Es)

VEGF164 /VEGFR2 i NRP1 (Es)
VEGFC/VEGFR3 i NPR2
EG-VEGF/PKR1,2 (Es)
EpinephrinB2/ephB4 (Es,muralne s)

PDGFB/PDGFR-B (Es, muralne s.)

SP1/EDG!1 (Es, muralne s.)

Angl/Tie2 (Es)

Ang2/Tie2 (Es)

Angl/Tie 1,2 (Es)

TGF- B1/TGF BRII (Es, muralne s)

TGF- B1/ALK1(Es)

TGF- B1/ALKS(Es)
TGF- B1/ALK]1 i endoglin(Es)
Syk/SLP76 put

pojacana regulacija proteaza za ECM
organizaciju, ostvaruje privremeni ECM
pojacavaju¢i  propustljivost,  pojacana
regulacija PDGF-f za regrutaciju muralnih
stanica za stabilnost krvnih Zila, suprimira
apoptozu inducira specijalizaciju endotela

promocija rasta arterija(?)
provodi razvoj limfnih zila
inducira fenestraciju endotela

odreduje specijalizaciju krvnih zila prema
arterijama ili venama, vodi grananjezila

promovira proliferaciju,
regrutaciju muralnih stanica

migraciju,

promovira  regrutaciju  muralnih  st.(
nizvodno od PDGF B signalizacije

stabilizira  krvna  Zzile  olakSavajuci
interakciju Endotel-muralne st i Endotel—
matriks, suprimira apoptozu inducira
hijerarhijski aranzman vaskularnog
grananja u odsutnosti muralnih stanica

inducira apoptozu u odsutnosti VEGF
odreduje izgled limfnih Zzila

koordinira polaritet vaskularizacije

promovira produkciju ekstracelularnog
matriksa, promovira diferencijaciju od
fibroblasta preko Miofibrobasta u muralne
stanice kroz serum odgovorni ¢imbenik

regulira proliferaciju i migraciju endotelnih
stanica (aktivacijska faza)

regulira maturaciju Zila (faza rezolucije)
promovira arterio-venoznu specijalizaciju

odvaja limfne od krvnih Zila
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Tablica 2. Molekule koje upravljaju interakcijom izmedu endotelne stanice i
muralne stanice

Molekule

Moguce uloge

aSBL, alBl, a2B1, avpv, avp5 (Es)

Proteaze (Es, muralne stanice)

Inhibitori proteaza

¢ Suprimiraju apoptozu endotela

¢ Formiraju oznake za izgled krvnih zila
oslobadajuc¢i ¢imbenike rasta, cijepaju
molekule matriksa, plazme, proteaze:
ovakvi produkti molekula uzrokuju
apoptozu endotela

e Stabiliziraju krvne zile prevenirajuci

raslojavanje matriksa

Tablica 3. Molekule koje upravljaju interakcijom izmedu stanica i ekstracelularnog
matriksa

Molekule

Moguce uloge

VE — cadherin (Es)

N.cadherin (Es, muralne stanice)
Connexini (Es, muralne stanice)
Okludini, klaudini, zona

okludins (Z01,2,3 (Es)

CD 148 (Es)

e Formiraju spoj medu endotelnim stanicama

¢ OlakSavaju komunikaciju izmedu
endotelnih 1 muralnih st

e OlakSavaju komunikaciju izmedu
endotelnih stanica medusobno i endotelnih
i muralnih st

e Formiraju ¢vrste veze izmedu endotelnih
st. u moZzdanim i retinalnim kapilarama

e Reguliraju interakciju izmedu endotelni i

muralnih st.

Najmanje razumljiv je proces maturacije organ — specificnih specijaliziranih krvnih zila

posebne strukture stijenke i vaskularne arhitekture te razvoj limfnih Zila. Neki izvori

sugeriraju da nastanak i razvoj limfovaskularne mreze diktira protok intersticijalne

tekucine (11).
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ECM igra znacajnu ulogu u rastu krvnih Zila ne samo zbog strukturne podrske nego i zbog
brojnih signalnih puteva te faktora rasta koji se deponiraju u okolini krvnih Zila.

Jedna od prvih stepenica u rastu krvnih Zzila iz postoje¢e vaskulature je degradacija
subendotelne bazalne membrane i okolnog ECM. Nekoliko porodica proteinaza koje
aktivator i njegov inhibitor, matriksne metaloproteinaze (MMP) te tkivno specifi¢ne
inhibitore MMP, heparanaze, dymaze, tryptaze, katepsine i mnoge druge. Uz to Sto Ciste
put za migraciju endotelnih stanica kroz prostor razgraduju¢i komponente ECM,
proteinaze mogu i potaknuti angiogenezu oslobadanjem angiogenih ¢imbenika. Imajuci na
umu kriti¢nu ulogu proteolitickog remodeliranja ECM u angiogenezi jasno je da se ono
mora odvijati pod kontrolom inhibitornih mehanizama. Ekcesivna degradacija ECM
dovodi do gubitka podrSke i odredivanja korita za migraciju endotelnih stanica, dok
smanjena razgradnja matriksa ne dopusta endotelnim stanicama da napuste svoje prvotno
mjesto. Obje situacije dovode do inhibicije angiogeneze. Proteaze ukljuéene u
angiogenezu mogu djelovati intra 1 ekstracelularno. Intracelularne proteaze degradiraju ne
samo deformirane proteine nego sudjeluju u kontroli transkripcijskih faktora koji
reguliraju angiogene ¢imbenike te u lizozomima kontroliraju razgradnju internaliziranih
regulatornih proteina i ingestiranih proteina ekstracelularnog matriksa. Kaspaze su u
stanici klju¢ni regulator apoptoze endotelnih stanica. Ekstracelularno, dobro koordinirana
pericelularna proteoliticka aktivnost metaloproteinaza i njihovih tkivnih inhibitora
kontrolira dostupnost angiogenih faktora i citokina. Oni mogu biti oslobodeni iz
ekstracelularnog matriksa i aktivirani razgradnjom proteoglikana, vecih kompleksa
unutar potpornog tkiva i tako oslobodeni, direktno ili indirektno sudjelovati u poticanju
angiogeneze (12). Degradacijom ECM od strane endotelnih stanica dolazi do stvaranja

prostora koji se nazivaju vaskularni tuneli (engl.vascular guidance tunells), a predstavljaju
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fizicki otisak u matriksu unutar kojega se dogadaju celularna kretanja, formacija i
remodeliranje vaskularnih cijevi neovisno o matriksnim metaloproteinazama. Unutar
nekoliko dana u ovim se tunelima regrutiraju i proliferiraju periciti koji opet neovisno o
proteazama stupaju u interakciju s endotelnim stanicama . Istrazivanja su pokazala da
jedino u prisutnosti pericita u vaskularnim tunelima dolazi do depozicije komponenata
bazalne membrane kao Sto su kolagen tipa IV, laminin, nidogenl/2 i perlekan. U
odsutnosti pericita u tom prostoru EC lu¢e ove spojeve ali ne dolazi do njihove lokalne
depozicije 1 formiranja bazalne membrane te stabilizacije endotelne tube (13). Clark i
suradnici su 1938. god. u studiji o fizioloskoj neovaskularizaciji demonstrirali da rastuci
pupoljci postaju funkcionalne kapilarne tube pri promjeni perivaskularnog matriksa u gel
stanje. To je vjerojatno prvi opis uloge ekstarcelularnog matriksa i bazalne membrane u
angiogenezi. Danas je poznata kompleksna sekvenca dogadaja .Velika promjena u
matriksu u lokaliziranom podruc¢ju dovodi do mehanickih promjena u smislu natezanja i
stanjenja bazalne membrane na mjestima stvaranja novih kapilarnih korita . Dolazi
takoder do promjena u citoskeletu endotelnih stanica kao reakcija na promijenjen status
adhezijskih molekula u tom dijelu stijenke i okruzja, Sto opet potiCe stanicni rast i
motilitet (14). Ovakav nacin nastajanja novih kapilarnih korita opisan je kao pupajuca
angiogeneza. To je relativno spor proces koji zahtijeva oko 3-5 dana dok novostvorena
krvna zila bude stabilna i integrirana u vaskularnu mrezu.

1986. godine opisana je brzorastuca pulmonarna kapilarna mreza na eksperimentalnom
modelu neonatusa Stakora. Djonov i suradnici su ovaj nacin angiogeneze prikazali u
serijskim rezovima elektronskim mikroskopom kada se vidjelo da se rastom krvne Zzile
prema lumenu sa perforacijom endotelnog dvosloja i reorganizacijom intercelularnog
kontakta intraluminalno i longitudinalno, stvaraju nove kolone izmedu kojih se nalazi

intersticij koji je uskoro invadiran miofibroblastima i pericitima sa depozicijom kolagena.
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Prednost ovog mehanizma, koji je shematski prikazan na slici 2, pred pupaju¢om
angiogenezom je puno brza neovaskularizacija koja ne zahtijeva ekstenzivnu degradaciji
bazalne membrane ili proliferaciju endotelnih stanica a novonastala kapilarna mreza je

stabilnija i manje propusna (15).

Slika 2: Shematski prikaz nastanka krvnih Zila intusucepcijom

(Prilagodeno prema slici iz Djonov V, Baum O, Burri PH, Vascular remodeling by intussusceptive
angiogenesis.Cell Tissue Res (2003);314:107-117

Specijalizirane krvne Zile: Najmanje istrazena i razumljiva stepenica u razvoju i
stabilizaciji krvnih Zila je nastanak specijaliziranih tkivno i organ specifi¢nih krvnih Zila i
njihove mreze. Ovaj proces ukljucuje arterio-venozno odredenje, formaciju homotipi¢nih
1 heterotipi¢cnih spojeva te diferencijaciju endotelnih stanica za formiranje organ
specificnih kapilarnih struktura. Homotipi¢ne i heterotipi¢ne veze, zajedno sa vezama
endotelnih stanica medusobno, endotelnih stanica i muralnih stanica, vezama unutar
pukotina izmedu stanica olakSavaju komunikaciju te kontroliraju propusnost krvnih Zila.
Vaskularni endotelni kadherin je vazan u komunikaciji endotelnih stanica, neuralni
kadherin u komunikaciji izmedu endotelnih i muralnih stanica. Pukotinske veze sacinjene
su od koneksina ( engl. connexins) koji takoder olakSava prijenos podataka izmedu samih
endotelnih stanica, te endotelnih i perivaskularnih stanica. CD31 molekula olakSava
ekstravazaciju leukocita sudjeluju¢i u njihovoj komunikaciji s endotelom u podrucju
spojnica sacinjenih od okluzina, klaudina i zone okludens. Ove ¢vrste spojnice sudjeluju u
ostvarivanju krvno tkivne barijere u mozgu i retini. Konacno, angiogeni faktori kao

VEGF 1 receptor vaskularnog endotelnog Cimbenika rasta (VEGFR) u endokrinim
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zlijezdama induciraju fenestraciju endotelnih stanica. Kako lokalni mehanizmi ili
biokemijski mikrookoli§ kontroliraju formaciju kontinuiranog, diskontinuiranog i

fenestriranog endotela jos uvijek ostaje predmetom istrazivanja (10).

1.2 TUMORSKA ANGIOGENEZA

Brojna humana oboljenja su karakterizirana abnormalnom vaskulaturom, a u solidnim
tumorima patoloska vaskularizacija je jedno od glavnih obiljezja.

Izgled krvnih zila u tumorima je prepoznat prije mnogo stoljeca kada je Fallopio (1600)
primijetio dilatirane krvne prostore, dok je Hunter je nasao veci broj vaskularnih prostora
(1828). Ipak, sustavno proucavanje tumorske vaskulature zapocelo je s Goldmanom
(1907),a Lewis (1927), Ide (1939) i Algire (1945) su postepeno otkrivali prirodu samog
procesa.(16). Njegovu vaznost shvatio je i sumirao Judah Folkman, zacetnik ideje o
antiangiogenoj terapiji i kontroli tumora kroz kontrolu njegove vaskularizacije. 1973.
godine je na trecoj konferenciji o embrionalnim i fetalnim antigenima u karcinomima
izvjestavao o tumor angiogenesis faktoru (TAF) i istrazivanjima koja su podastrijela
dokaze da postoji komunikacija izmedu domacina i tumorskih stanica koje su sposobne
stimulirati proliferaciju novih kapilara potrebnih za progresivan rast. Tako su se postavile
smjernice istrazivanja fokusiranih na dvosmjernu komunikaciju endotela i tumorskih
stanica to jest nove kapilare inducirane od tumorskih stanica imaju klju¢nu ulogu u
daljnjem rastu tumora (17). Rast solidnih tumora podijelio je u dvije faze: fazu prije i
fazu poslije vaskularizacije. Studije su pokazale da ve¢ina solidnih tumora moze prezivjeti
difuzijom dok ne dostignu veli¢inu od nekoliko milimetara nakon ¢ega nove krvne Zile
penetriraju u tumor. Takoder se znalo da tumori ne mogu zapoceti vaskularizaciju sami
nego moraju ,izvuci“ te zile iz domacina koje tada u susjedstvu tumora izrazito

proliferiraju. Udaljenost moguceg utjecaja tumorskih stanica na endotelne stanice i
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njihovu proliferaciju moze biti od 3 do 5 milimetara i dokazalo se da krvne zile uvijek
rastu jednosmjerno od domacina prema tumoru a nikad obratno od tumora prema zdravom
tkivu. To je takoder znacilo da avaskularni zac¢eci tumora nisu autonomni glede opskrbe
kisikom 1 hranjivim tvarima te eliminaciji katabolita. (17,18). Tada je u tumorskim
stanicama otkriven i opisan slobodni faktor koji moZe inducirati rast novih kapilarnih
izdanaka nazvan TAF . Uocena je vaznost ove molekule bez koje bi tumori ostali
,uspavani® i promjera samo nekoliko milimetara (17). Ideja da se inhibicijom ovog
faktora odgovaraju¢im protutijelom kontrolira tumorska angiogeneza otvorila je Siroko
vrata novim istrazivanjima koja su danas i stvarno dovela do razvoja antiangiogene
terapije primjenjive u svakodnevnoj praksi. Proucavanjem angiogeneze kako tumorske
tako i normalne doSlo je do otkri¢a brojnih novih vaznih molekula i razumijevanja
mehanizama konstrukcije odrzive vaskularne mreze u tumorskim i normalnim tkivima
unutar tkivnog inzinjeringa kao nove terapeutske discipline.

Novi zaokret i inovativni koncept u istrazivanju antiangiogene terapije datira iz 2001.
godine kada Jain i suradnici poCinju govoriti o normalizaciji tumorske vaskulature (19). U
normalnom tkivu postoji ravnoteza izmedu vaskularnog rasta i stani¢nih potreba pa niti
jedna krvna zila nije udaljenija od stanice kojoj pruza punu opskrbu. Nedostatak takve
prostorne ravnoteze u tumorima rezultira brojnim avaskularnim,  hipoksi¢nim
prazninama (20). Strukturne abnormalnosti stijenki krvnih zila takoder opazene u
tumorima djelomi¢no su vjerojatno rezultat pritiska proliferiraju¢ih tumorskih stanica na
nezrele krvne Zile pa dolazi do promjene kako promjera Zila, tako i veza medu stanicama
uz stvaranje fenestracija ili vesikulanih vakuolarnih organela. Endotelne stanice se
preklapaju, a njihov ulazak u apoptozu ili prisutnot heterogenosti ekspresije adhezijskih
molekula zbog djelovanja angiogenih ili antiangiogenih faktora takoder remeti prostornu

ravnotezu pa nema pravilne interakcije izmedu krvnih zila 1 stanica te ekstacelularnog
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matriksa.(10). Promjene su prisutne i u ostalim muralnim stanicama uz nedostatak ili
prekomjernu proliferaciju muralnih stanica, a intravitalne i imunohistokemijske studije
pokazuju da periciti povezani s tumorom imaju abnormalnu morfologiju i1 formiraju slabu
vezu s endotelnim stanicama (21). Prvi korak u stvaranju novog izdanka krvne Zile ili faza
aktivacije je odvajanje pericita i degradacija bazalne membrane koja je u solidnom stanju
i pod utjecajem enzima prelazi u solubilno stanje pri ¢emu proliferiraju¢e endotelne
stanice lako migriraju. Tumorske krvne Zzile imaju iregularnu bazalnu membranu, ona je
nerijetko inkopletna ili odsutna kao i pericitni pokrov pa je ovaj proces migracije
endotelnih stanica ili formacijska faza angiogeneze u tumorima jo§ lakSa nego u
normalnom tkivu. Kako nema adekvatnog pericitnog sloja nema pravilne podjele izmedu
arteriola i venula, pretezno se radi o nezrelim prostorima nalik na venule ili mijeSanim
krvno-limfati¢cnim kapilarama. Rezultat je nepravilna, izrazito propusna vaskulatura s
kaoticnm protokom krvi uz neadekvatno oksigenirano tumorsko tkivo Sto se vidi na slici
3 koja pokazuje postepeni razvoj tumorske vaskulature (14,22,23). Hipoksija, genetske
promjene u tumorskim stanicama, oksidativni i mehanicki stres te smanjeni dotok glukoze
mogu rezultirati angiogenezom. Ona je je regulirana pro i antiangiogenim faktorima, neki
od njih su pokazani na slici 4. Predominacija jednih ili drugih, aktivatora ili inhibitora
diktira da li je endotelna stanica u mirovanju ili angiogenom stanju. Vjeruje se da
promjene u ovoj ravnotezi posreduju ili djeluju kao takozvani angiogeni prekidac ( engl.

switch ).

Slika 3. Shematski prikaz postepenog razvoja tumorske vaskulature

a) gotovo svi tumori pocinju rasti kao avaskularni nodusi dok ne postignu rvnotezu apotoze i
proliferacije, angiogeni preokret (switch) nastaje kada tumorzatrazi kisik i nutritijente za svoj rast
b) nagiogeneza zapocCinje dilatacijom krvnih zila i perivaskularnim odvajanjem c)zapocinje
stvaranje izdanaka, d) nove krvne Zzile sazrijevaju, dolazi do popunjavanja perivaskularnim
stanicama e) novostvorene krvne zile su neprevilne i specificno opskrbljuju tumor da moze rasti (
prilagodeno prema Bergers G. Benjamin E. L . Tumorigenesis and angiogenic switch Nature
Rewiews Cancer.2003;3:401-410)
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Slika 4. Angiogena ravnoteza

angiogeneza je regulirana pro i antiangiogenim ¢imbenicima, promjene u ovoj ravnotezi djeluju
kao takozvani angiogeni prekida¢ ( engl. switch) (prilagodeno prema Gjini E, Tumor
Angiogenesis A review on Established and Innovative Concepts in Antiangiogenic Therapy, Msc
Dissertation 2005, Drug innovation Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of Utrecht )

Kroz razvoj strategija anti-angiogene terapije koje idu u nekoliko pravaca doslo je do
razmimoilaZzenja pretklinickih i klinickih studija pa obecavajuce antiangiogene supstance
u pretklinickim istrazivanjima nisu polucile uspjeh u lijecenju tumora u klinickim
studijama. Doslo se do zakljucka da abnormalna vaskulatura i mikrookoli§ predstavljaju
veliku zapreku isporuci i efikasnosti antiangiogenih supstanci primijenjenih u lijeCenju
solidnih tumora. Izrazito propusne krvne zile omogucavaju slobodnu cirkulaciju
tumorskih stanica u krvotok sa moguénoscu stvaranja udaljenih metastaza. Heterogena
cirkulatorna mreza generira mikrookoli§ karakteriziran hipoksijom, intersticijskom
hipertenzijom i acidozom. Sama hipoksija je odgovorna za Cinjenicu da su tumorske
stanice rezistentne na radio i kemoterapiju Hipoksija je odgovorna za indukciju genetske
nestabilnosti sa razvojem novih, malignijih klonova tumorskih stanica. Zbog toga je
nacinjen zaokret u istrazivanjima sa idejom normalizacije tumorske vaskulature koja ¢e
biti sposobna isporuciti lijekove u svaki dio tumora bez obzira da li se radi o citotoksi¢noj
ili antiangiogenoj terapiji koja ima za cilj regresiju tumorske mase. Jain i suradnici su
tako, naglaSavaju¢i vaznost restauracije ravnoteze pro i antiangiogenih supstanci dosli do
protokola koji preko tranzicijske faze normalizacije tumorske vaskulature dovodi i do faze
u kojoj je neadekvatna te uvodi tumor u regresiju i poCetnu fazu «uspavanosti» $to

shematski prikazuje slika 5 (24).
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Slika 5. Normalizacija tumorske vaskulature kroz uspostavljanje ravnotezZe izmedu
pro i antiangiogenih faktora

novi koncept terapijskog protokola ( prilagodeno prema slici iz JainR.K. Normalizing tumor
vasculature with anti-angiogenic therapy: A new paradigm for combination therapy. Nature
Medicine, 2001; 9:987-989.(19)

Unutar ove hipoteze normalizacije tumorske vaskulature Vaskularni endotelni ¢imbenik
rasta VEGF ( engl. Vascular Endothelial Growth Factor) pokazao se jednim od
najvaznijih angiogenih faktora koji sudjeluju u ravnotezi angiogenih supstanci na koje se
moze utjecati. U studiji (19) blokiranje signala od strane VEGF-a pokazalo je obratne
efekte na tumorsku vaskulaturu u smislu stvaranja krvnih zila koje su manje dilatirane sa
bazalnom membranom urednih karakteristika te opseznijim i ¢vr$éim pericitnim
pokrovom.

Stoga ne ¢udi da smo upravo ovaj angiogeni ¢imbenik i njegove regulatorne mehanizme

zeljeli bolje rasvijetliti i kroz ovo istrazivanje.

1.3 VASKULARNI ENDOTELNI CIMBENIK RASTA

1.3.1.VEGF gen i VEGF molekule
Gen VEGF-a lociran na kromozomu 6p21.3 je klonira u ranim osamdesetima. Sastoji se

od 8 exona odvojenih sa 7 introna kao Sto prikazuje slika 6 (25).

Slika 6: Prikaz razli¢itih varijanti sinteze jednog gena

prilagodeno prema slici iz Gjini E, Tumor Angiogenesis A review on Established and
Innovative Concepts in Antiangiogenic Therapy, Msc Dissertation 2005, Drug innovation
Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of Utrecht (24)
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Ekspresija VEGF-a je regulirana brojnim situacijama kao $to su hipoksija, smanjenje
koncentracije glukoze, razliciti citokini, oksidativni i mehanicki stres te mutacije
onkogena i tumor supresorskih gena.

VEGF molekula je homodimerni glikoprotein, sa monomerom vezanim sa 2 disulfidne
veze. VEGF familija se sastoji od 6 faktora rasta naime VEGF-A, B, C, D E i PIGF koji u

posebnim stani¢nim tipovima djeluju razli¢ito Sto prikazuje slika 7 (26) .

Slika 7. Uloga receptor tirozin kinaza u razli¢itim stani¢énim tipovima

VEGFR-1 1 VEGFR-2 su eksprimirani uglavnom na povrsini endotelnih stanica kvnih zila dok je
VEGFR-3 ogranicen na endotelne stanice limfnih zila. VEGFR-2 je glavni medijator mitogeneze i
prezivljavanja endotela, angiogeneze i vaskularne permeabilnosti dok VEGFR-1 moze odvojiti
VEGF inhibiraju¢i interakciju s VEGFR-2 (decoy efekt), inducira kemotaksiju monocita, a u
hematopoetskim stanicama posreduje signal za kemotaksiju i prezivljenje. VEGFR-3 je receptor
za VEGFC 1 VEGFD i ve¢inom ogranicen na limati¢ni endotel. (Prilagodeno iz: Ferrara N, Gerber
HP, Le Couter J, Nature Medicine.2003; 9: 669 — 676 (26)

VEGF-A koji je sinonim za VEGF nazvan i Vaskularni Faktor Permeabilnosti egzistira u
6 izoforma: VEGF121, VEGF145, VEGF165, VEGF 189 1 VEGF206 (slika 8), koji su

nastali razli¢itim sintezama (splicing) jednog gena (25).

Slika 8. Struktura egzona VEGF-A mRNA varijanata
prilagodeno prema slici iz Cross MJ, Dixelius J, Matsumoto T and Claesson-Welsh, L. VEGF
receptor signal transduction, Trends in Biochemical sciences 2003; 9(28):488-494

Dvije od ovih izoforma VEGF-121 i VEGF-165 su uobicajeno eksprimirani u solidnim
tumorima.

VEGF-A je prekomjerno izrazen u tumorskim stanicama, makrofagima, T-stanicama
,bubregu 1 glatkomiSicnim stanicama. VEGF kroz kontrolu rasta, remodeliranja,

prezivljavanja i regresije endotelnih stanica odrzava plasti¢nost i prostornost vaskularne

25



mreze kako za vrijeme embriogeneze tako i u odraslom dobu. VEGF-A ne samo da
zapocinje stvaranje krvne zile ve¢ aktivira lanac molekularnih i celularnih dogadanja koji
dovode do stvaranja zrele vaskularne mreze (10). Ovi bioloski ucinci su posredovani
putem 4 VEGF receptora: VEGF-R1; R2; R3 i neuropilin-1 takoder znani u literaturi kao
fit-1, flk/KDR, flt-4 i NP-1.Prva 3 receptora su klasi¢ni tirozin-kinaza receptori sa
ekstracelularnom domenom koja sadrzi 7 imunoglobulinima sli¢nih regija §to se vidi na

slici 9.

Slika 9. Ilustracija VEGF familije i receptora te njihova uloga u angiogenezi i
limfangiogenezi.

VEGF -A vezan za VEGF-R1 stimulira proliferaciju endotela, regulira intracelularne interakcije
za vrijeme stvaranja kapilara i stimulira migraciju endotela. Vezanje VEGF-a za VEGF-R2
rezultira posredovanjem u diferencijaciji endotela. Kada se VEGF veze za VEGF-R 3 pocinje
kaskada intracelularnih dogadaja odgovornih za fizioloski odgovor na vanjski stimulus. Vezanje
VEGF-a na NP1 vjerovatno igra ulogu u stimulaciji migracije endotela §to jo$ nije do kraja
razjasnjeno ( prilagodeno prema slici iz Gjini E, Tumor Angiogenesis A review on Established
and Innovative Concepts in Antiangiogenic Therapy, Msc Dissertation 2005, Drug innovation
Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of Utrecht (24).

VEGF-R1 i VEGF-R2 su locirani na vaskularnom endotelu dok je VEGF-R3 naden u
limfnim zilama (24). Svi ovi receptori su prekomjerno eksprimirani u tumorskom
endotelu. VEGF receptor (VEGFR-2 ) pozitivni angioblasti formiraju vaskularnu mrezu
koja daje dorzalnu aortu, kardinalnu venu i embrionalno deblo arterija i vena iz
zumanjcane vrece. Pupajuca angiogeneza je olakSana hipoksijom tkiva koja ujedno i
pojacava izrazaj mnogih gena ukljucenih u taj proces poticuci i transkripciju angiogenih
¢imbenika.(10).

VEGF-A inducira ekspresiju antiapoptoti¢nih proteina u endotelnim stanicama kao $to su
bcl2, Al te p53 (27). Originalno je opisan kao vaskulani faktor permeabilnosti jer
inducira promjene u propusnosti endotela kroz formaciju transcelularnih prolaza, veziko-

vaskularnih organela, vakuola i fenestracija (28). VEGF-A inducira vazodilataciju kroz
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indukciju proizvodnje endotelnog NO (duskovog oksida) (29). Vezu¢i se za receptore na
hematopoetskim mati¢nim stanicama inducira njihovu mobilizaciju iz koStane srzi,
kemotaksiju monocita, koStanu proizvodnju posredovanu osteoblastima, stimulira
regrutaciju upalnih stanica i ekspresiju proteaza koje sudjeluju u degradaciji bazalne
membrane u ranim fazama angiogeneze (30). Ubikvitarno je rasprostranjen u svim
embrionalnim tkivima ali najjae na mjestima aktivne vaskulo i angiogeneze (31).
Homozigotni VEGF knockout mi§ umire vrlo rano u embriogenezi zbog defekata u
stvaranju ranih krvnih otoCi¢a, razvoja i diferencijacije endotela te formacija kapilarnih
cijevéica (32). Nivoi VEGF-A su takoder izuzetno vazni u ranom razvoju jer mi$ koji ima
gubitak i jednog jedinog alela umire u ranom dobu zbog defekata u razvoju vaskulature.
Razli¢ite bioloske funkcije VEGF-A izoforma su istrazivane pomocu izoform specificnih
knot out miSeva. Tako mis$ koji eksprimira samo VEGF 120 (humani VEGF121) umire nakon
rodenja zbog letalne ishemi¢ne miokardiopatije. MisSevi koji nose samo VEGF1ss, (humani
VEGF189) imaju poremeceni razvoj arteriola i polovica ih umire na porodu. Jedino su
eksperimentalni miSevi koji eksprimiraju VEGFi64 (humani VEGFi165) Zivi 1 zdravi Sto
naglasava vaznost ove izoforme kao glavnog VEGF djelovatelja (33,34). VEGF-A se
prekomjerno eksprimira prakti¢no u svim solidnim tumorima ukljucujuci i hematoloska
maligna oboljenja. Klinicko patolosSka obiljezja tumora te prezivljenje pacijenta takoder
su znacajno povezani sa ekspresijom VEGF-A.

Nedavno su Bates i suradnici opisali varijantu VEGF-A od 165 aminokiselina i nazvali je
posebnom izoformom VEGF-Aissb koja demonstrira inhibitorni efekt na proliferaciju,
migraciju endotelnih stanica ili na vazodilataciju krvnih zila (35). Sve forme VEGF-A
posjeduju exone od 1-5 i exon 8 koji je, smatra se, promijenjen kod VEGFiesb. Ukljucenje
exona 7 kodira VEGF165, a exona 6 i 7 VEGF-A1s9 (36). Razlike u bioloskoj aktivnosti

izmedu VEGF-A izoformi su ovisne o inkorporiranim exonima. Tako exon 1 kodira
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signalnu sekvencu, exon 2 N terminalni kraj, exon 3 domenu dimerizacije, dok 3 i 4
kodiraju domenu vezanja na receptore VEGFRI1 odnosno VEGFR2. Exoni 6 i 7
omogucavaju kapacitet vezanja za heparin ili heparan sulfat proteoglikane. Dodatno, exon
7 kodira mjesto vezanja za Neuropilin 1 opisan kao koreceptor za VEGF koji povecava
afinitet specificnih izoforma VEGF za njihove receptore.(37,38). Exon 8 je potreban za
stimulaciju mitoze. Tako, razlicitim kombinacijama sinteze mRNA nastaju izoforme koje
se razlikuju u topivosti, a duze forme se zadrzavaju uz proteoglikane na stani¢noj povrsini
ili u ektracelularnom matriksu.  VEGF-A izoforme koje su prekomjerno izraZzene u
fizioloskoj te patoloskoj angiogenezi su VEGFis9, 165, 121. Homodimerizirani 189 je vezan
predominantno za ekstracelularni matriks, dok su 121 i 165 uglavnom u solubilnom
stanju. Ve¢ je spomenuto da sve izoforme VEGF-A stimuliraju endotelne stanice kroz
vezanje na dva tirozin kinaza receptora VEGFR1 i VEGFR2. Strukturalna dimerizacija je
osnovna za biolosku aktivnost VEGF, posebno za 165 izoformu koja kao ligand ima
najvedi afinitet prema VEGFR2. Osim VEGF-A i ostali ¢lanovi VEGF familije mogu
aktivirati ovaj receptor i izazvati proliferaciju, diferencijaciju i migraciju endotela te
izrazitiju ulogu u promoviranju angiogeneze. VEGFRI1 je pak aktiviran vezanjem VEGF-
A 1 B te faktorom rasta deriviranim iz trombocita (PDGF) i omogucuje migraciju
endotelnih stanica te organizaciju i stabilnost novostvorene vaskulature. VEGF takoder
stimulira endotelne stanice na oslobadanje proteaza kao na primjer matriksnih
metaloproteinaza koje degradiraju ECM 1 bazalnu membranu otvaraju¢i prostor za
migraciju endotela.(39) .

Promjene u ektracelularnom okoliSu mogu podraziti stanice na lucenje VEGF-a.
Ekstracelularni podrazaji ukljucuju hipoksiju, hipoglikemiju, prisutnost inflamatornih

citokina, PDGF, bazi¢ni fibroblastni ¢imbenik rasta, epidermalni ¢imbenik rasta, inzulinu
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slican Cimbenik rasta. Mehanizmi koji stoje iza utjecaja razli¢itih ¢imbenika rasta na

proizvodnju VEGF-a i promociju angiogeneze su jos uvijek nerazja$njeni u potpunosti.

VEGF-A u odraslim tkivima

Dokazano je da VEGF —A u odraslim tkivima sluzi kao faktor odrzavanja vaskulature jer
njegov receptor VEGFR2 konstitutivno pokazuje fosforilirano stanje ukazujuéi pak
indirektno na aktivnu signalizaciju VEGF-A. Ovaj ¢imbenik rasta dokazan je na
proteinskom nivou imunohistokemijski u mozgu u podrucju horioidnog pleksusa,
olfaktornog bulbusa te cerebeluma uniformirano, dok se u podrucju velikog mozga i
mozdanog debla nije naSla tako Siroka rasprostranjenost. U malom mozgu VEGF se
snazno eksprimira u Purkinjeovim stanicama, u podrucu olfaktornog bulbusa se vidi u dva
stani¢na sloja, a u horioidnom pleksusu se jaca ekspresija nalazi u epitelnim stanicama
koje direktno prekrivaju fenestrirani endotel. U sekretornim organima kao S$to su
nadbubreg, slinovnice , gusteraca, testis i prostata VEGF-A se nalazi u tkivno specificnim
stanicama. U nadbubreZnoj Zlijezdi prisutan je u zoni glomerulozi i fascikulati kao i u
sekretornim stanicama medule ali nije naden u zoni retikularis. U gusteracdi je dokazan u
Langerhansovim otoci¢ima te u egzokrinom epitelu. U mijeSanim slinovnicama jace je
eksprimiran u podruc¢ju vise prokrvljenog seroznog dijela Zlijezde nego u mukoznim
acinarnim stanicama. U testisu se vidi u nakupinama Laydigovih stanica u intersticiju oko
sjemenih kanali¢a, dok je u prostati uniformirano rasprostranjen u stanicama. Takoder je
uniformirano prisutan u skeletnom i sréanom misi¢u kao i u adipocitima s obzirom da se
radi o visoko vaskulariziranim tkivima. U bubregu se vidi snazna ekspresija u
glomerularnim podocitima koji su u kontaktu sa fenestriranim endotelom kapilare a nesto
slabija ali Siroko rasprostranjena ekspresija je prisutna uglavnom u zavijenim kanali¢ima

koji su u tijesnoj vezi s peritubularnim kapilarama. U pluéima je ekspresija ogranicena
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na alveolarni epitel tipa II te epitel malih bronhiola. U hepatocitima koji tijesno suraduju
sa sinusoidalnom vaskulaturom VEGF-A je Siroko rasprostranjen u svim regijama
reznjica. U velikim krvnim Zilama, a napose u aorti naden je u mediji te u intimalnom
sloju koeksprimiraju¢i se u endotelu s receptorom VEGFR2 S§to sugerira autokrinu
funkciju u ovom endotelu. Prema ovim istrazivanjima niska ekspresija VEGF-A se
nalazila u onim tkivima koja sadrze nepropusnu vaskulaturu koja i sluzi kao selektivna
barijera kao §to je mozdano krvna ili krvno testikularna, a uopée se ne nalazi u
avaskularnim tkivima kao S$to je kornea. Izrazito je eksprimiran u visoko vaskulariziranim
tkivima, onim tkivima koja posjeduju propusni, fenestrirani endotel kapilara, odnosno
sinusoidalni tip krvnih Zila u bliskom kontaktu s parenhimalnim stanicama. Korelacija
niskih nivoa VEGF ekspresije u slabo propusnoj vaskulaturi upuéuje na ulogu ovog
¢imbenika u prezivljavanju endotela dok je visoka ekspresija VEGF-A vazna ne samo za
prezivljavanje i proliferaciju endotela nego i za odrzavanje propusnosti i fenestracije

(40,41).

VEGF-A u bubregu

Razvoj bubrega pocinje kad ureteralni pupoljak invadira u metanefricki mezenhim i
inducira njegovu diferencijaciju prema strukturama zrelog nefrona. Morfoloski ovaj tip
mezenhima se sastoji od vretenastih stanica Siroko rasprostranjenih u obilnom
ekstracelularnom matriksu. Instruirane od pupoljka putem razliitih molekula ove stanice
se okupljaju i diferenciraju u epitelne stanice nefrona. Mehanizmi razvoja vaskularnih i
stromalnih kao i glatko miSi¢nih stanica se intenzivno istrazuju (42). Neki autori su nasli
da renalna vaskularna mreZa nastaje invazijom egzogenih vaskularnih stanica koje prate
ureteralni pupoljak za vrijeme invazije u metanefricki mezenhim S$to bi znacilo da se

vaskularne strukture u bubregu razvijaju angiogenezom iz okoline (43,44). Drugi autori su
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otkrili diskretnu populaciju stanica u metanefrickom mezenhimu pozitivnih na VEGF
receptor sugerirajuci prisutnost prekusora endotelnih stanica u metanefrickom mezenhimu
prije nego Sto su endotelne stanice detektirane u toj sredini (45). To bi znacilo da se
mozda neke vaskularne strukture kao na primjer renalna arterija i njeni veéi ogranci
razvijaju angiogenezom, a glomerulano kapilarno klupko te peritubularne kapilare
vaskulogenezom (42). Posebno je slozena i pod lupom istrazivanja vaskulogeneza
specijalizacija krvnih zila. Zna se da su arterio-venski raspored i specijalizacija genetski
odredeni i kompletirani prije pocetka rada srca $to bi znacilo da tok krvi ne odreduje
karakter krvne Zile kako se prije mislilo (10). Specijalizirane vaskularne strukture ovise o
mikro okoliSu unutar kojega lokalno, mehanicki ili biokemijski faktori kontroliralu
stani¢ne spojeve koji su bitni za nastanak i sazrijevanje kontinuiranih, diskontinuiranih ili
fenestriranih kapilarnih prostora. U bubregu je za razvoj vaskulature za vrijeme
embrionalnog razvoja potreban VEGF koji zajedno sa svojim receptorom inducira i
odrzava fenestracijski tip endotela i regulira vaskularnu propustljivost.. Bubreg se formira
kao sustav mikrovaskularnih jedinica nefrona i sastoji se od aferentne arteriole koja se
nastavlja u kapilarno klupko, zatim eferentne arteriole koja se pak nastavlja u
peritubularno kapilarno korito. Za vrijeme nefrogeneze avaskularni renalni mezenhim
eksprimira VEGFmRNA dok podociti i epitelne stanice sabirnih kanali¢a eksprimiraju
VEGFmRNA u kasnijim razvojnim fazma. Takoder se na pocetku nefrogeneze u
nediferenciranon metanefrickom mezenhimu nalaze receptori za VEGF 1 1 2 koji
omogucuju vaskulogenezu i kasnije se eksprimiraju na edotelu glomerula i oko tubula
podrzavaju¢i angiogenezu. Kontinuirana visoka konstitutivna ekspresija VEGFR-a u
endotelu glomerula i ekspresija VEGF-A u podocitima induciraju i odrzavaju
fenestrirani fenotip endotela. Ovakav endotel omogucuje filtraciju, sekreciju i absorbciju.

Visok nivo ekspresije VEGF—A odrzava se u podocitima t¢ VEGFR-a u glomerularnom
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endotelu 1 u odraslom dobu te se zajedno sa endokrinim Zzlijezdama, crijevu, pluéima i u
bubregu nalazi visoka ekspresija ovog citokina (46,47).

Razina ekspresije VEGF-A i VEGFR u odraslom dobu ukazuje na ¢injenicu da je nivo
VEGF-a povezan sa visokom propusnos¢u endotela u bubregu iako nikada nije dokazano
da direktno zaista utjeCe na glomerulalnu filtraciju. Takoder se eksprimira u renalnim
tubularnim stanicama i to u distalnom epitelu vise nego u epitelu proksimalnih kanaliéa te
u sabirnim kanali¢ima u meduli. VEGF je dokazan u mezangiju samo u eksperimentalnim
modelima te in vitro, a takoder sudjeluje u odredivanju sastava glomerularne bazalne
membrane.

Cijeljenje u eksperimentalno izazvanim glomerularnim oSteCenjima posredovano je
angiogenezom 1 hipotetski rekapitulira razvojni model. Na mjestima proliferacije
endotelnih stanica u svrhu cijeljenja nalazi se poviSena produkcija VEGF-a te fibroblastni
¢imbenik rasta ( iz engl. Fibroblast growth factor, FGF). Ovaj angiogeni ¢imbenik je
potentan vazodilatator kroz djelovanje na sintezu NO, pa indirektno moze imati utjecaj na
pojacanu ekstravazaciju makromolekula kroz glomerulanu bazalnu membranu. Neki od
radova pruzaju dokaze da je visoka razina VEGF-a u serumu udruZena sa
mikroalbuminurijom. Cini se mogué¢im da VEGF potiée cijeljenje kod akutnih i
minimalnih oStecenja nefrona kada je poviSen u koncentraciji. Progresivna oSteCenja i
uznapredovala bolest bubrega prema mnogim studijama povezana su sa reduciranim
nivoima VEGF-a. Imunolokalizacija VEGF-a u studijama na humanom materijalu
brojnih bubreznih oboljenja kao na primjer kod uznapredovale trombotske
mikroangiopatije, tubulointersticijskog oSte¢enja u tijeku ureteralne obstrukcije ili kod
kroni¢nog bubreznog zatajenja je pokazala smanjenu ekspresiju ili potpuno odsustvo
VEGF-a u tkivu. Nekoliko grupa autora pokazalo je da smanjena ekspresija VEGF-a u

bubreznom tkivu koincidira s infiltracijom upalnih stanica citokina IL1beta, IL6 i TNFalfa
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koji inhibiraju ekspresiju i sekreciju VEGF-a u tubularnim stanicama, a moze biti
povezana i sa razvojem intersticijalne fibroze. S druge strane parenteralna admnistracija
VEGF-a poveCava perfuziju tkiva i stvaranje kolaterala Sto se moze iskoristiti u
transplantaciji organa, lijeCenju malformacija bubrega ili steCenih progresivnih bolesti
bubreznog parenhima . Da li se ovakva terapija zaista moze optimalno iskoristiti ostaje

izazov (48,49).

1.3.2.VEGF CiD

Dva druga ¢lana VEGF familije koja su strukturalno i1 funkcionalno povezana takoder su
klju¢ni u angiogenezi . VEGF-C i VEGF-D imaju centralnu domenu homolognu s VEGF-
A ali se razlikuju po prisutnosti propeptida na krajevima. Dok jedne studije tvrde da je
VEGF-C ekspresija stimulirana putem faktora rasta kao $to su ¢imbenik rasta deriviran iz
trombocita te epidermalnim ¢imbenikom rasta a ne hipoksijom (50,51). Druge dokazuju
da hipoksija povecava broj transkripata koji kodiraju VEGF-C i D te njihov receptor u
endotelnim stanicama vena (52). N-terminalni i C-terminalni kraj se proteoliticki
procesuiraju da bi se proizveo protein sa visokim afinitetom za VEGFR2 i VEGFR3 .
VEGF-C inducira mitogenezu i migraciju endotelnih stanica te je odgovoran za
prezivljenje limfaticnog endotela. Za vrijeme razvoja VEGF-C ispoljenost je prisutna
zajedno sa VEGFR3 receptorom i to pretezno u regijama razvoja limfnih zila i
mezenterija. Istrazivanja su pokazala da potpuni nedostatak ovog ¢imbenika uzrokuje
prenatalnu smrt zbog akumulacije tekucine u tkivima misa kojima nedostaju limfne zile.
Limfati¢ni prostori se razvijaju samo pod utjecajem djelovanja VEGF-C i VEGF-D
ukazujuéi na specifi¢nost vezanja za VEGFR3. Ova istrazivanja dokazuju da je VEGF-C
krucijalni parakrini ¢imbenik rasta za razvoj limfati¢ne vaskulature ali ne i neophodan za

razvoj krvnih zila. Neki eksperimenti ukazuju da je sama koncentracija VEGF-C klju¢na
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u razvoju limfne vaskularne mreze (53,54). Studije medutim pokazuju da su VEGF-C i D
vazni u medustanicnoj signalizaciji u procesu angiogeneze i1 u odraslih, moguce
regrutirani u procesu veé potaknute angiogeneze putem VEGF-A. Stovise, interakcija
VEGF-C/VEGFR-3 moze predstavljati alternativan, odvojeni put angiogene stimulacije
(55). U tumorima VEGF C ekspresija korelira sa peritumoralnom limfangiogenezom te
metastazama u limfne ¢vorove vjerojatno putem upalnih stanica koje eksprimiraju ovaj

angiogeni ¢imbenik $to jos treba dokazivati (56).

1.3.3.VEGF-A u tumorima

Ve¢ je re¢eno da je VEGF-A jednan od najvaznijih angiogenih faktora koji sudjeluju u
ravnotezi angiogenih supstanci na koje se moze utjecati. Mnogo studija je pokazalo da
VEGF igra kljuénu ulogu u tumorskom rastu i metastaziranju epitelnih tumora
ukljucujuci kolorektalni karcinom, karcinom dojke, pluca, grlica maternice, tumora vrata i
glave te karcinom bubrezZnih stanica.

Promjene u ekstracelularnom okolisu koje su ¢este u tumorima mogu izazvati prisutne
stanice na otpusStanje VEGF-A. Promjene kao hipoksija, hipoglikemija, prisutnost
inflamatornih citokina, te prisutnost brojnih faktora rasta kao §to su PDGF, fibroblastni
¢imbenik rasta (iz engl fibroblast growth factor,FGF), epidermalni ¢imbenik rasta (iz engl
epidermal growth factor EGF), inzulinu sli¢an ¢imbenik rasta (iz engl insuli like growth
factor, IGF) razli¢itim mehanizmima mogu regulirati prekomjernu ekspresiju VEGF-A.
Nekontrolirana stani¢na proliferacija u tumorima uzrokovana je serijom stani¢nih
genetskih promjena, kao §to je aktivacija onkogena, inaktivacija tumor supresor gena,
abnormalni odgovor na ¢imbenike rasta kroz promjenjene signalne puteve unutar stanice
( myc, erb-B/EGFR, met), promjene u regulaciji stanicnog ciklusa (Ciklini D 1 E, p27,

p53, pRb) ili kroz prevenciju apoptoze (p53, bel 2). Svi ti dogadaji u stanicama mogu biti
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poticaj na sekreciju ili prekomjernu ekspresiju VEGF-A (57). Nasuprot tome inaktivirani
ili nestali tumor supresor gen VHL navodi tumorske stanice na produkciju ovog
angiogenog ¢imbenika (58). U brojnim malignim tumorima VEGF-A igra multiplu ulogu
u tumorskoj progresiji vezuci se na receptore aktivira signalne kaskade koje ucestvuju u
angiogenezi i stani¢noj migraciji te vaskularnoj propusnosti. Aktivira endotelne stanice
koje oslobadaju matriksne proteaze sa degradacijom bazalne membrane krvnih Zila i
ekstracelularnog matriksa, a indukcijom antiapoptotickog signala kao $to je bcl2 i
survivin §titi novostvorenu vaskulaturu od destrukcije. Kaoti¢na vaskulatura u tumorima
heterogeno perfundira tumorsko tkivo koje je hipoksi¢no $to paradoksalno potice jos jacu
produkciju VEGF-A (59).

Nekoliko signalnih puteva koji reguliraju ekspresiju VEGF-a je identificirano u tumorskoj
stanici, a neke od glavnih regulatornih spojeva koji induciraju ove signalne puteve
ukljucili smo u ovu studiju. Slika 10. shematski je prikaz mogucéih regulatornih puteva u

ekspresiji VEGF-A (60).

Slika 10. Model VEGF akivacije putem hipoksije, onkogena ili gubitkom tumor
supresorskih gena, te putem ¢imbenika rasta

prilagodeno iz Mukhopadhyay D, Datta K. Multiple regulatory pathways of vascular
permeability factor/vascular endothelial growth factor (VPF/VEGF) expression in tumors.
Semin Cancer Biol. 2004;14:123-30.(60)

1.4. Hipoksijom pobudeni ¢imbenik- 1o ( HIF-10)

HIF-1a (od engl. hypoxia inducible factor-1a)

Aerobni metabolizam je znacajan za multicelularni organizam narocito u sferi proizvodnje
energije. Kada opskrba kisikom ne zadovoljava potrebe stanice za energijom ukljucuju se
mehanizmi adaptacije koji kompenziraju poremecaj i omogucuju stanici urednu funkciju.

Primarni mehanizam prilagodbe je transkripcijska regulacija citave baterije gena koji
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odgovaraju na hipoksiju. Najbolje prouceni mehanizam u ovom procesu je familija
transkripcijskih ¢imbenika nazvanih c¢imbenici pobudeni hipoksijom (HIF) sa cis-
djeluju¢im elementom tj intra molekularularnom DNA sekvencom nazvanom hipoksija
odgovarajuc¢i element ( engl hypoxia responsive element HRE) koji se nalazi na
regulatornim regijama ciljnih gena. Mehanizam je prvo pokazan na genu eritropoetina
¢ija je produkcija porasla vise od 100 puta u uvjetima hipoksije putem HIF pobudene
transkripcije. Od tada je identificirano vise od 70 ciljnih gena koji su direktno regulirani
od strane HIF, a nekoliko stotina gena je direktno ili indirektno vezano za taj regulacijski
mehanizam. Familija HIF pripada Per-ARNT-SIM (PAS) superfamiliji transkripcijskih
¢imbenika i karakterizirana je prisutnos¢u PAS domene koja kontrolira dimerizaciju. HIF
je hetrodimerni protein koji se sastoji od a.1 8

podjedinica. HIFa je sastavljen od 3 podjedinice HIF-la, HIF-2a i HIF-3a.

B podjedinica se sastoji aryl hydrocarbon nuclear translocator (ARNT) poznatog i kao

HIF-1p te od ARNT2. Najkompletnije prouc¢eni HIF je kombinacija HIF-1a podjedinice 1
HIF-1B koji je glavni regulator odgovora na hipoksiju u stanicama sisavaca. Dok su
ARNT (HIF-1B) i ARNT 2 konstitutivni nuklearni proteini, ekspresija HIF-1a je usko
vezana za koncentraciju kisika u stanici. Vrlo brzo se akumulira u stanici nakon izlaganja

hipoksi¢nim uvjetima, a isto tako brzo se i degradira na reoksigenaciju sa poluzivotom

kra¢im od 5 minuta. Produzena HIF aktivacija moze biti Stetna za stanicu. Ol podjedinica

je izuCavana intenzivno nekoliko zadnjih godina §to je dovelo do identifikacije porodice
hidrolaza koje modificiraju ovu podjedinicu u ovisnosti o statusu oksigenacije stanice. Tri
hidroksilaze poznate kao proteini koji sadrze prolil hidroksilaza domenu kontroliraju HIF-
la stabilnost. One modificiraju proline unutar degradacijske domene ovisne o kisiku
unutar molekule HIF-la u uvjetima normalne oksigenacije. Hidroksilacija prolina je

potrebna za interakciju HIF-loo sa produktom tumor supresorskog gena von Hippel
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Lindau ( pVHL). pVHL sluzi za prepoznavanje E3 ubiquitin ligaze koja vodi HIF-1a
ubiquitinaciji i proteosomalnoj degradaciji.

Hidroksilacija HIF-1a u hipoksiji je inhibirana te dolazi do akumulacije HIF-lo 1
posljedi¢ne indukcije aktivnosti ovoga spoja. Kada nivo kisika pada za oko 7 % dolazi do
stabilizacije HIF-1a. U stabilizaciji sudjeluju reaktivne vrste kisika (iz engl- reactive
oxygen species ROS) koje nastaju u mitohondrijima uz pojacanje transkripcijske
aktivnosti HIF-la. Stabilizirani HIF-la se translocira u jezgru gdje sa HIF-B ¢ini
kompleks koji se veze za HRE na regulatornim regijama ciljnih gena aktivirajuéi i
pojacavajuci njihovu transkripciju (61,62, 63, 64, 65) (Slika 11). Hipoksija nije jedini
mehanizam stabilizacije i aktivacije ovog spoja.

Gubitak funkcije pVHL vodi akumulaciji ovog spoja i za vrijeme normalne oksigenacije
izazivajuci konstitutivnu indukeiju i transkripciju ciljnih gena, ukljuc¢ujué¢i VEGF.

Ovakvo djelovanje izaziva stvaranje visoko vaskulariziranih tumora kao S§to su
hemangioblastomi, angiomi te karcinomi bubreznih stanica. Takoder, u bubreznom

karcinomu mozemo prirodno nac¢i HIF-1a antisense mRNA (62). HIF-1a posreduje i
koordinira transkripcijsku aktivaciju cijelog metabolickog puta glukoze od ulaska u
stanicu do produkcije laktata pojacavajuci ekspresiju Cak 13 gena koji kodiraju
transportere glukoze ili glikoliticke enzime. Tako sudjeluje u takozvanom Warburg efektu
opisanom jos§ prije 70 godina, a koji prepoznaje svojstvo tumorskih stanica da oksidativni
metabolizam zamijeni glikolitickim. Naime, tumorske stanice pod mitogenim utjecajem
onkogena viSe ATP-a dobivaju glikolizom neko oksidativnom fosforilacijom. Misli se da
taj preokret nastaje da bi se reducirao nastanak reaktivnih kisikovih spojeva koji mogu
ostetiti stanicu (66). U promotorima gena koji kodiraju glikoliticke enzime 1 transportere
identificirani su HRE koji pak sadrze 3 vezna mjesta za HIF-1 a. Indukcija HIF-1a

ekspresije u stanicama stimuliranim faktorima rasta dovodi do promjene oksidativnog u
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glikoliticki put metabolizma Ako je ta promjena ugradena u program celularne
proliferacije ne bi iznenadilo da praktic¢ki svaka tumorska stanica ispoljava Warburg efekt.
Faktori rasta, kao sto su EGF, FGF, IGF-1, interleukin 1, PDGF, tumor nekrotizirajuci
¢imbenik ( iz engl tumor necrosis factor, TNFa) bez obzira na hipoksiju u stanicama
induciraju pojacanu ekspresiju HIF-la proteina te pojacanu veznu aktivnost HIF-1la
DNA za HRE sekvencu VEGF-A i ostalih angiogenih faktora koji posjeduju HRE (67).

Normalan metabolizam HIF-1a u uvjetima novonastale hipoksije vidi se na slici 11. (68).

Slika 11.HIF 1 metabolicki put

U normalnim uvjetima HIF-1a postranslacijski modificira prolilhidroksilacijom pomo¢u pVHL
koji tako priprema HIF-1a za ubikvitin posredovanu degradaciju. U hipoksiji dolazi do
stabilizacije u citoplazmi fosforilacije i prijelaska u jezgru.gdje se dimerizira sa HIF-1p i uz
koaktivator CBP/p300 veze na hipoksija odgovorne elemente da bi se aktivirala transkripcija
ciljnih gena. Preuzeto Margaret Aschroft (Shutting down blood supplies to tumours Cancer
biology-drug discovery, annual report www/icr.ac.uk./annual reserch report (68)

Pregled aktivnosti HIF-1a u hipoksi¢nim uvjetima kod neregularne stani¢ne proliferacije

u tumorigenezi daje slika 12. (69).

Slika 12. HIF1a

moze biti stabiliziran preko hipoksije ali i kroz razliCite signalne puteve onkogena i
transkripcijskih faktora te posljedi¢no utjece ne angiogenezu, stani¢nu proliferaciju te metabolicku
adaptaciju (prilagodeno od : Semenca GL. Targeting HIF-1 for cancer therapy . Nat Rev Cancer
2003;3(10):721-723 (69).

1.5. Receptor epidermalnog ¢imbenika rasta (EGFR)

Uloga ¢imbenika rasta u patogenezi humanih tumora dugo je poznata. Jos$ prije 20 godina
Sporn i Roberts (70) su postavili teoriju autokrine sekrecije u kojoj tumorske stanice
opcenito zahtijevaju manju koli¢inu ¢imbenika rasta za odrzavanje visokog stupnja
proliferacije. Uoceno je da tumorske stanice obilno produciraju faktore rasta potaknute

vlastitim citoplazmatskim tirozin kinaza mehanizmom. Razli¢ite porodice cimbenika rasta

su involvirane u autonomnom rastu tumora. Medu njima receptor epidermalnog
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¢imbenika rasta (iz engl. epidermal growth factor receptor, EGFR) te peptidni epidermalni
¢imbenik rasta (EGF) imaju centralnu ulogu u patogenezi i progresiji razli¢itih malignih
tumora. EGF ligand /receptor takoder je ukljuCen u rani embrionalni razvoj, obnovu
mati¢nih stanica u normalnim tkivima kao S§to su koze, crijevo, jetra. Receptor
epidermalnog ¢imbenika rasta je ¢lan familije Erb receptora subfamilije od cetiri bliska
tirozin kinaza receptora: EGFR (ErbB-1) HER2/c neu (ErbB-2) , Her3 (ErbB-3) i Her4
(ErbB-4). Ovi proteini imaju EGF-u slicnu domenu sastavljenu od 3 intramolekularne
grupe vezane disulfidnim vezama uz dodatni strukturni motiv koji odreduje veznu
specificnost kao §to je domena slicna imunoglobulinima, heparin vezno mjesto ili vezno
mjesto glikozilacije. S obzirom na specificnost vezanja na Erb receptore EGF i s njim
povezani ¢imbenici rasta se mogu podijeliti u tri skupine :

1. grupa ukljucuje EGF, transformirajuc¢i ¢imbenik rasta a ( TGF o ) i ampregulin (AR)
koji se specificno vezu samo na EGFR

2. grupa su betacelulin, heparin vezuci ¢imbenik rasta i epiregulin koji iskazuju dvojnu
specificnost vezuci se za EGFR i ErbB-4

3. grupa su neuregulini koji se vezu na ErbB-3 i ErbB-4 ili samo na ErbB-4. Niti jedan
od peptida iz familije EGF se ne veze na ErbB-2.

Vezudi se na receptor na stani¢noj povrsini stimuliraju aktivnost protein kinaze u podrucju
unutrasnje domene receptora (71). Pobudena aktivnost tirozin kinaze izaziva signalnu
transdukcijsku kaskadu koja rezultira brojnim biokemijskim promjenama u stanici kao $to
su povisenje nivoa stani¢nog kalcija, povecanje glikolize, sinteza proteina. Takoder
izaziva 1 povecanje ekspresije gena ukljucujuéi i ekspresiju samog EGFR (auto ili
parakrina sekrecija) Sto na kraju vodi sintezi DNA te stani¢noj proliferaciji. Mutacije koje

utjecu na EGFR ekspresiju i aktivnost mogu dovesti do nastanka karcinoma i utjecaja na
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celularne regulatorne mehanizme rasta, diferencijacije, angiogeneze i prezivljavanja

tumora. Receptor za epidermalni ¢imbenik rasta prikazan je na slijede¢oj shemi (slika 13).

Slika 13. EGF receptor
(prilagodeno od: Wells A. EGF receptor. Int J Biochem Cell Biol. 1999;31(6) :637-643)(71)

Kaskada intracelularnih dogadaja nakon stimulacije receptora ukljucuje aktivaciju

ras/rat/ MEK/MAPK i PI3 puta Sto je prikazano na slijedecoj shemi.(72)

Slika 14. Signalni put EGFR

(prilagodeno od: Venook AP. Epidermal growth factor receptor-targeted treatment for
advanced colorectal carcinoma.Cancer.2005;103:2435-2446) (72)

Razli¢ite studije pokazuju da in vitro i in vivo prekomjerna ekspresija EGFR i ErbB-2
uzrokuju tumorsku transformaciju stanica. UocCeno je da je transformacija stanica
potaknuta EGFR ovisna o egzogenom EGF dok je transformacija inducirana sa ErbB-2
direktno vezana za overekspresiju onkogena i ne treba vanjski ligand. Prognosticki znacaj
EGFR i ErbB2 istrazivan je u brojnim studijama. lako rezultati istrazivanja govore da je
prekomjerna ispoljenost ovih receptora povezana sa loSijom prognozom kona¢ne potvrde
da ovi receptori neovisno predvidaju ishod bolesti jo$ uvijek nema. Neke studije su
pokazale da EGFR definira subgrupu tumora s loSijom prognozom koji ulaze u relaps ve¢
nakon 1 do 2 godine. Za ErbB-2 nema vise sumnje da su amplifikacija gena i/ili
prekomjerna ekspresija  proteina povezani sa loSijom prognozom i metastatskim
karcinomom dojke §to se danas uvelike koristi u predvidanju individualne prognoze
bolesti. Vazno je naglasiti da se u humanim tumorima zbog visoke frekvencije
pojavljivanja pojedina¢nih ErbB receptora na membrani tumorskih stanica javlja i
koekspresija razli¢itih tipova ovih receptora u vecini tumora. Ovaj fenomen moze biti

vaZan za patogenezu i progresiju tumora jer je nadeno da koekspresija razli¢itih formi
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ErbB receptora korelira sa losijim ishodom bolesti to jest s agresivnijim fenotipovima
tumora. Takoder je u tumorima dojke nadeno da najkrace prezive pacijenti s tumorima
koji koeksprimiraju ErbB2 i EGFR $to bi znacilo da in vivo postoji veza izmedu
ekspresije EGFR 1 aktivacije ErbB-2 receptora ne samo u tumorima dojke ve¢ i u
tumorima pluc¢a, karcinomima debelog crijeva, tumorima prijelaznog epitela mokra¢nog
mjehura te oralnih plocastih karcinoma. Mnoge studije ukazuju da je koekspresija EGF-u
slicnih peptida, odnosno razli¢itih liganada koji se vezu na mrezu ErbB receptora
uklju¢ena u progresiju tumora $to ima vaznu ulogu u odredivanju prognoze i razvoju
terapije koja mora biti usmjerena na blokadu razli¢itih tipova receptora. Takva terapija
polucuje znacajniji uspjeh od blokade samo jednog od tipova ovih receptora. NajCesca
genska alteracija koja rezultira prekomjernom ekspresijom EGFR je amplifikacija premda
su studije Normana i suradnika 2003. pokazale da prekomjerna ispoljenost ovog receptora
1 ne mora biti povezana s amplifikacijom gena pa oc€ito postoje i drugi mehanizmi koji
poticu ekspresiju. Diskordantni rezultati su uoceni kod izucavanja odgovora na terapiju
kod tumora sa amplifikacijom i visokom polizomijom te mutacijama u tirozin kinaza
domeni ovog receptora. Tumori koji dobro odgovaraju na terapiju signifikantno koreliraju
sa ovim mutacijama i boljom prognozom dok tumori koji imaju dodatne mutacije,

izbjegavaju kontrolne mehanizme i rezistentni su na terapiju (73).

1.5. EGFR i VEGF

Studije Sini i autora na eksperimentalnim modelima in vitro pokazale su da inhibicija
EGFR je blokira oslobadanje VEGF-A iz tumorskih stanica te proliferaciju i tumorskih i
endotelnih stanica. Kod in vitro izazvane angiogeneze EGF je stimulirao lu¢enje VEGF-A

od strane glatkih miSi¢nih stanica §to je rezultiralo pove¢anom angiogenezom. U stanjima
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ogranicenog stvaranja VEGF, EGFR preuzima vaznu ulogu proliferacije, prezivljenja i
nastanka novih izdanaka krvnih zila. (74).

Nadalje, EGF inducira nastanak cjevCica u kulturama humanih mikrovaskularnih
endotelnih stanica i pospjeSuje migraciju humanih endotelnih stanica umbilikalne vene u
prisutnosti VEGF-A. Kada tumorske stanice izrazito eksprimiraju EGFR okolne povezane
endotelne stanice eksprimiraju aktivirane forme EGFR. U kulturi stanica razlicitih
tumorskih tipova aktivacija EGFR puta inducira produkciju VEGF-A. U misjim
ksenograft modelima inhibicija EGFR dovodi do smanjenja gustoce krvnih zila, apoptoze
endotelnih stanica te smanjene produkcije VEGF-A (75). Stoga, simultana blokada
VEGF i1 EGFR signalnih puteva rezultira antitumorskim efektom upucuju¢i na ovu

kombinaciju kao dobru terapijsku strategiju.

1.6. pS3

p53 takoder znan kao protein 53, tumor protein 53, je transkripcijski ¢imbenik, a kodira
ga TP53 gen. p53 je vazan u multicelularnim organizmima gdje kao tumor supresor gen
regulira stani¢ni ciklus preveniraju¢i nastanak tumora. Zbog toga ga nazivaju ¢uvarem
genoma, andelom Cuvarom gena ili glavnim paziteljem (engl. watchman) naglasavajuc¢i
tako njegovu ulogu u o¢uvanju stabilnosti genoma sprjeCavanjem mutacija (76). Slika 15.

prikazuje djelovanje p53 proteina.

Slika 15. Shema p53 djelovanja

U normalnim stanicama p53 je inaktiviran putem negativnog regulatora mdm?2.Aktivirani p53
inducira zastoj u stani¢nom ciklusu ili apoptozu. Kako i zasSto izabire stanicnu obnovu i
prezivljanje ili programiranu stani¢u smrt ostaje nejasno.(prilagodeno i1 preuzeto sa: Free
encyclopedia- Wikipedia, Autor Thierry Soussi, 2007) (76).
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Ime mu dolazi od molekularne mase, radi se proteinu od 53 kDa. U ljudi TP53 gen se
nalazi na kratkom kraku kromozoma 17 (17p13.1) i sadrzi 393 aminokiseline i 7 domena.
Mutacije koje deaktiviraju p53 u karcinomima obi¢no se javljaju u centralnoj DNA —
vezajucoj domeni. Vecina tih mutacija onemogucava protein da se veze na negovu ciljnu
DNA sekvencu te tako prevenira transkripcijsku aktivaciju gena. Ove mutacije su po tipu
recesivnog gubitka funkcije. Molekule sa mutacijama u domeni homo-oligodimerizacije
vr$e dimerizaciju sa divljim tipom p53” i tako sprjecavaju aktivaciju transkripcije. Tako,
ove mutacije imaju dominantan negativan efekt na funkciju p53 (77). p53 ima mnoge
mehanizme koji odrzavaju normalnu funkciju stanice i njezinu proliferaciju te ima
centralnu ulogu u mnogim antitumorskim stanicnim mehanizmima. Moze aktivirati
proteine koji popravljaju oSte¢enu DNA, zadrzava stani¢ni ciklus u GI1/S fazi u
slu¢ajevima oste¢enja DNA dovoljno dugo da mehanizmi za popravak DNA imaju
vremena popraviti oStecenje, a stanici se tek tada dopusta nastavak ciklusa dijeljenja. Ako
je prepoznato oSteéenje nemoguce ispraviti p5S3 moze pokrenuti apoptozu, odnosno
programiranu stanicnu smrt. Ova molekula je u normalnoj stanici inaktivna, vezana za
MDM2 (engl. Murine Duble Minute) koji inhibira transkripcijsku aktivnost ovog proteina
1 promovira njegovu degradaciju ponasajuéi se kao ubiquitin ligaza. Aktivira se nakon
djelovanja agenasa koji uzrokuju DNA oStecenje, a ono se prepoznaje na kontrolnim
tockama unutar stani¢nog ciklusa sa indukcijom fosforilacije p53 proteina. Aktivna forma
p53 inhibira djelovanje brojnih gena vaznih u tranziciji stanice iz G1 u S fazu i kontrolira
gensku stabilnost. Mutirani p53 ne veZe se propisno na DNA pa proteini inhibitori
stanicnog ciklusa nisu viSe dostupni. Tako, oSte¢ena stanica kreé¢e nekontrolirano u nove
cikluse dijeljenja pa moze nastati tumor. Istrazivanja su pokazala da je p53 usko povezan
sa drugim supresor genom, Retinoblastoma (Rb) genom, s obzirom da im se putevi

aktivacije i djelovanja u stanici dijelom preklapaju oni se mogu medusobno regulirati
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(78). p53 postaje aktivan kao odgovor na DNA ostecenje, oksidativni stres, osmotski Sok,
depleciju ribonukleotida ili onkogenu ekspresiju. Aktivacija p53 se sastoji od dva glavna
dogadaja. Prvo, poluzivot p53 proteina drasti¢no se produzuje sa brzom akumulacijom
ovog proteina u pogodenoj stanici. Drugo dolazi do konformacijske promjene molekule
koja prisiljava p53 da aktivno sudjeluje u transkripcijskoj regulaciji u stanicama. Kriti¢ni
dogadaj koji vodi aktivaciji molekule p53 je fosforilacija N-terminalne domene koja
sadrzi brojna vezna mjesta za fosforilaciju koja se smatraju primarnim ciljnim mjestima
za stres signale provodene protein kinazama. U stanicama koje funkcioniraju u normalnim
uvjetima nivo p53 proteina odrzava se niskim kroz kontinuiranu degradaciju. Vec
spomenuti MDM2 protein se veze na p53, transportira iz jezgre u citosol gdje podlijeze
proteasomalnoj degradaciji. U negativnoj povratnoj spregi p53 inducira MDM2 te se
uspostavlja ciklus kontinuirane produkcije i degradacije. Fosforilacija N-terminalnog
kraja p53 putem protein kinaza kao i dodatna promjena konformacije oSte¢uje vezanje
pS3 i MDM2 . Acetilacijom karboksi-terminalnog kraja putem transkripcijskih
koaktivatora otkriva se DNA domena sa veznim mjestima dopusStaju¢i aktivaciju ili
represiju pojedinih gena. Deacetilacijom p53 inhibira se apoptoza. Oste¢enje TP53 gena
dovodi do izrazite redukcije tumorske supresije. Ljudi koji su naslijedili samo jednu
funkcionalnu kopiju gena razvijaju brojne tumore ve¢ u ranom djetinjstvu u sklopu bolesti
poznatoj kao Li Fraumeni sindrom.Vise od 50% tumora pokazuju mutacije ili delecije
TP53gena koji tada kodira mutant p53 protein. Ovakav p53 ne inducira proizvodnju
MDM2 proteina u negativnoj povratnoj sprezi pa dolazi do akumulacije proteina u
visokim koncentracijama bez funkcionalnog efekta. Stovise mutantni p53 moze inhibirati
produkciju normalnog p53 proteina pa nema kontrole proliferacije te nastaju tumori.. U

terapiji, restauracija endogene funkcije pS3 daje obecavajuce rezultate.(79,76,80)
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Gubitak funkcije p53 moze doprinijeti i u tumorskoj angiogenezi kroz forsiranu HIF-1a
ekspresiju u uvjetima hipoksije, $to opet, pobuduje transkripcijsku aktivnost VEGF gena i
proizvodnju VEGEF proteina sa posljedicnom indukcijom vaskularizacije (60).

Inhibicija tumorske angiogeneze pokazala se kao obecavajuéi pristup lijeCenju maligne
bolesti. lako je ovaj koncept predloZen jos prije tri dekade, razumijevanje molekularnih
dogadaja koji su odgovorni za razvoj i rast tumorske vaskulature joS nisu do kraja
razjasnjeni. Veliki broj pretklinickih i klini¢kih studija koje razvijaju antiangiogenu
terapiju koriste karcinom bubreznih stanica kao idealan model za evaluaciju novih
strategija zbog njegove bogate vaskularizacije i visoke ekspresije angiogenih ¢imbenika
kako u tumoru tako i u serumu pacijenata (81)

Tako se i naSe istrazivanje regulatornih mehanizama angiogeneze i VEGF-a bazira na

humanom modelu svijetlostani¢nog karcinoma bubrega.

1.7. KARCINOM BUBREZNIH STANICA

Karcinom bubreznih stanica (KBS) javlja se u oko 2-3% svih karcinoma s porastom
prevalencije u Evropi i Sjevernoj Americi (82). U grupi urogenitalnih tumora dolazi na
tre¢e mjesto s prosjekom od 9 novootkrivenih na 100000 godiSnje. U SAD se godiSnje
otkrije oko 30000 novih bolesnika, dok je broj u Europskoj zajednici oko 20000 (83). U
Republici Hrvatskoj je 2002. godine otkriveno 556 novih slucajeva. (84).

Na naSem Zavodu ucestalost dijagnoze KBS u desetogodisnjem razdoblju varira ali se na

slici 16. vidi porast novootkrivenih slucajeva (85) .

Slika 16. Frekvencija pojavljivanja biopsija sa dijagnozom KBS
u razdoblju od 1993-2002 na Zavodu za patologiju Medicinskog fakulteta u Rijeci.( Pordevi¢ G,
Sinozi¢ E, Peitl V, Musta¢ E. Patologija u urologiji. Medicina 2003;(85)
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RCC predstavlja oko 3% svih tumora u odrasloj dobi, a zamije¢eno je povecanje
incidencije veée od 30% (godisnji rast 2,3-4,3%) u posljednja 2 desetlje¢a Sto se
objasnjava Siroko rasprostaranjenom uporabom dijagnostic¢kih, tzv. »imaging» metoda:
ultrazvuk (UZ), kompjutorizirana tomografija (CT), nuklearna magnetska rezonancija
(NMR). Klasi¢ni trijas simptoma: bol u lumbalnoj regiji, makrohematurija i palpabilna
masa, danas se susre¢u u manje od 10% bolesnika (83,86).

Na velikim studijama prosje¢no ukupno petogodisnje prezivljavanje je oko 60%, Sto ovisi
o stadiju . Prema TNM Kklasifikaciji 90-100% pacijenata sa tumorom otkrivenim u stadiju
I prezivljavaju 5 godina, 74-96% sa tumorima u II stadiju, te 59-70% sa tumorima u
stadiju III. PetogodiSnje prezivljenje pacijenata sa tumorima u IV stadiju se drasticno
smanjuje na 16-32%.

Odnos spolova oboljelih od karcinoma bubreznih stanica je 3:2, s muSkom
predominacijom. Prema dobi naj¢es¢a pojavnost je od druge polovice petog do sedmog
desetljeca zivota. Najniza incidencija je zabiljezena u Azijskim zemljama, slijede SAD i
Kanada, dok je najviSa prisutna u nekim drzavama srednje Europe (87).

Nekoliko mogucih rizi¢nih ¢imbenika povezano je s povecanim pojavljivanjem KBS. U
prvom redu to je puSenje (88). Debljina tj. «indeks tjelesne mase « (iznad Cetvrte kvartile)
naro¢ito kod Zzena, utjeCe na povecanu ucestalost KBS i1 to direktnim povecanjem
endogenog estrogena, a povecava se i bioraspolozivost faktora rasta slobodnog inzulina
koji moze utjecati na karcinogenezu. Kao moguci Cimbenik rizika spominje se i
hipertenzija te uporaba nekih antihipertenzijskih lijekova tijazidske skupine. Cesti
kontakti sa zeljezom, naftom, azbestom i kadmijem mogu takoder biti uzro¢ni ¢imbenici
(89). Ishrana se navodi kao jedan od ponekad presudnih ¢imbenika u stvaranju karcinoma,
prvenstveno przeni mesni proizvodi, dok se voce i1 povrée spominju kao zastitni cimbenici

(vitamin E i karotenoidi) (90,91). U bolesnika s kroni¢nim zatajenjem bubrega, pri cemu
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je uzrok steCena cisticna bolest bubrega kod pacijenata na dijalizi, primjecena je veca
incidencija KBS (92).
Razvoj molekularne genetike u okviru biologije i imunobiologije doveo je do spoznaje o
familijarnim oblicima KBS. Genetske anomalije koje dovode do razvoja novotvorine
posljedica su: inaktivacije tumorskih supresorskih gena, aktivacije onkogena i poremecaja
u procesu obnavljanja DNA. Upravo je odredivanje genotipa u skladu s morfoloskim
karakteristikama dovelo do danasnje WHO klasifikacije (93,94)
WHO KLASIFIKACIJA KARCINOMA BUBREZNIH STANICA (2003):
- svijetlostani¢ni tip
multilokularni cisticni karcinom
- papilarni tip
- kromofobni tip
- karcinom sabirnih kanali¢a Bellini
- medularni karcinom
karcinomi vezani uz Xp11.2 translokaciju/fuziju TFE gena
karcinom vezan uz neuroblastom

- mucinozni, tubularni i karcinomi s vretenastim stanicama

neklasificirani karcinomi

Nasljedne forme mogu histoloski biti tumori svjetlih stanica, papilarni, kromofobni i
onkocitom. VHL sindrom je obiteljski oblik svijetlostanicnog karcinoma bubreznih
stanica (SSKBS). To je autosomno-dominantni poremecaj koji se zamjecuje u 1 na 40000
zivorodene djece. Genetska promjena jest defekt na kratkom kraku kromosoma 3 (3p25-
26) pri ¢emu je tumor supresorski gen u potpunosti razdvojen (95). Povezan je s drugim
vaskularnim tumorima po tijelu (retinalnim hemangiomom, hemangioblastomom u
centralnom Ziv€éanom sustavu), feokromocitomom, adenokarcinomom i cistom gusterace
te epididimalnim cistadenomom. Vjerojatnost nastanka SSKBS do 7. desetljeca zivota je

kod VHL sindroma ¢ak 70%. Takoder se dokazala i povecana incidencija SSKBS -a u
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dobi do 35 godine Zivota, uz ucestaliju bilateralnost i multifokalnost. Metastatski SSKBS
je najces¢i uzrok smrti u VHL bolesti (96). Drugi oblik nasljednog karcinoma svijetlih
stanica je familijarni SSKBS. Opisano je nekoliko bolesnika s KBS u kojih je pronadena
translokacija na 3p14 kromosomu (97).

KBS nastaje u zreloj tubularnoj strukturi bubrega. Vec¢ina ih je porijekla iz stanica
proksimalnog tubula, dok se za kromofobni i tumor sabirnih stanica smatra da su porijekla
donjeg nefrona, odnosno sabirnih kanali¢a (98).

Patohistoloski nalaz sadrzava uz histoloski tip i nuklearni gradus koji se pokazao kod
svijetlostani¢nog i1 papilarnog karcinoma kao neovisni prognosticki ¢imbenik. U Sirokoj
primjeni je Furhman sustav gradiranja prema izgledu jezgara od 1-4 (99).

Mikroskopski stadij tumora, jedan od najvaznijih prognostickih ¢imbenika, neovisan je o
histoloSkom tipu. Koristi se u TNM klasifikaciji unutar koje se uz opis standardnih
struktura, kapsule bubrega, nadbubrega, Gerota fascije, masnog tkiva i struktura hilusa
preporuca to¢no oznaciti mjesto proboja tumora u perirenalno masno tkivo, te invaziju
mikrovaskulature (94).

TNM KLASIFIKACIJA

T: Primarni tumor

Tx/pTx: primarni tumor nije naden
TO/pTO: bez znakova primarnog tumora
T1/pT1: tumor veliCine do 7 cm, ograni¢en na bubreg
Tla/pT1a: tumor veli¢ine do 4 cm, ograni¢en na bubreg
T1b/pT1b:tumor veci od 4 cm, ali manji od 7 cm, ograni¢en na bubreg
T2/pT2: tumor veci od 7 cm, ogranicen na bubreg
T3/pT3: tumor proSiren u glavnu venu (vene) ili zahva¢a nadbubreznu zlijezdu ili

perinefriticko tkivo ne prelazivsi Gerotinu kapsulu
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T3a/pT3a: tumor zahvac¢a nadbubreznu Zzlijezdu ili perinefriticko tkivo, ali ne
izvan Gerotine kapsule,
T3b/pT3b: tumor se §iri u renalnu venu (vene) ili donju Suplju venu ispod oSita,
T3c/pT3c: tumor se nalazi unutar donje Suplje vene iznad oSita
T4/pT4: tumor prodire izvan Gerotine kapsule

N: regionalni limfni ¢vorovi (hilarni, abdominalni paraaortalni i parakavalni ¢vorovi)

Nx: regionalni ¢vorovi se ne nalaze

NO: bez metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima

N1: metastaza u jednom regionalnom limfnom ¢voru

N2: metastaze u vise od jednom regionalnom limfnom ¢voru

M: udaljene metastaze

MX: udaljene metastaze se ne nalaze

MO: bez udaljenih metastaza

M1: prisutne udaljene metastaze
Osim navedenih standardnih prognosti¢kih ¢imbenika u literaturi se navode jos:
Mikrovaskularna invazija korelira s progresivnos$¢u tumora, nije se pokazala neovisnim
¢imbenikom (100), dok je uloga angiogeneze i dalje u fokusu istrazivanja.
DNA ploidija -DNA citometrijom je moguce odrediti koli¢inu DNA u tumorskim
stanicama, te identificirati tumore s diploidnim odnosno aneuploidnim stani¢nim
sastavom. Aneuploidni tumori mogu biti povezani sa slabijim prezivljenjem.(101) .
PCNA (antigen proliferacje stani¢nih jezgara) kojega poviSena razina moze znaciti slabiju
prognozu (102)

Mitotski indeks koji je poviSen u agresivnijih oblika tumora (102).
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Ki67 (MIB-1) -jezgrin antigen povezan uz proliferaciju i prisutan je u svim fazama
umnozavanja ljudskih stanica. U radovima se opisuje njegov znacaj kao izdvojenog
prognostickog ¢imbenika, (103).

Stani¢na morfometrija se temelji na hipotezi o veliini jezgre kao parametru vece
koli¢ine DNA , povezana je sa stupnjem i gradusom tumora (104) .

p53 se pokazao mogucim prognostickim ¢imbenikom u mnogih tumora ali kod SSKBS to
nije slucaj (103)

Bcl-2, mdm-2, c-myc i ras onkogeni — Cija ispitivana prognosticka vrijednost nije dala
znacajnijih rezultata, (105)

Cimbenici rasta EGFR (receptor epidermalnog faktora rasta) i alfa TGF (¢imbenik
tumorskog rasta) povezani su s progresijom tumora i angiogenezom (75).

Od ¢imbenika vezanih uz bolesnika izdvajaju se:

vrijeme otkrivanja bolesti (s novim ,,imaging* metodama broj slu¢ajnih nalaza dosegao
je u pojedinim studijama i 60%),

laboratorijski nalazi krvi (pad hemoglobina, trombocitoza, poviSena alkalna fosfataza,
gama GT, interleukin 6 , CA 125, eritropoetin)

nasljedne bolesti, narocito Von Hippel-Lindau-ova (95)

Cimbenici vezani uz tip lije¢enja:

radikalna nefrektomija je i dalje ,zlatni standard“, iako je uloga adrenalektomije i
limfadenektomije kontroverzna,

radikalna operacija uz adjuvantnu imunoterapiju kod uznapredovale bolesti pokazala se
boljim prognostickim ¢imbenikom od imunoterapije same

Kirurska terapija s odstranjenjem tumora u ranom stadiju moze znaciti izljeenje, ali nema
efektivne terapije koja bi sprijecila relaps bolesti nakon zahvata. Obi¢no se na tri pacijenta

javlja jedan koji se prezentira s metastatskom boles¢u ili razvija metastaze kasnije, Sto
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rezultira smrtnim ishodom. Citotoksi¢na kemoterapija te imunoterapija uglavnom su
naefikasne pa su hitne klinicke potrebe potaknule istrazivanja za razvoj novih terapeutskih
pristupa ovom tumoru, napose u sferi antiangiogene terapije (106). U danaSnje vrijeme je
nekoliko anti-angiogenih agenasa samih ili u kombinaciji s drugim konvencionalnim
terapijama ve¢ u fazi klinickog ispitivanja koje se bazira na obec¢avaju¢im predklinickim
studijama. Klinicke strategije usmjerene na blokadu proangiogenih faktora, aplikaciju
antiangiogenih C¢imbenika odnosno uniStavanje novostvorene tumorske vaskulature
nazivaju se ciljna bioloska terapija.

Od svega se naintenzivnije proucava VEGF, a antiangiogeni lijekovi su uglavnom
blokatori VEGF ligand-receptor sustava. Ve¢ je spomenuto da su pretklinicka istrazivanja
Jain 1 suradnika pokazala da blokada VEGF-a i njegovog signalnog puta predstavljena
Avastinom i malim molekulama inhibitorima tirozin kinaza receptora, dovode do
morfoloske i funkcionalne «normalizacije» tumorske vaskulaure (107). U SSKBS koji
prekomjerno eksprimiraju VEGF klinicke studije su pokazale skromne rezultate u
prezivljavanju pacijenata iako su u kombinaciji s drugom standardnom terapijom ovi
lijekovi dali daleko bolje rezultate u lijecenju tumora dojke i kolona. Kombinacija
blokatora EGFR 1 anti VEGF terapije takoder je pokazala bolji rezultat u lije¢enju tumora
pluca i kolona u odnosu na SSKBS (24, 108).

Razvoj i progresija KBS ovisna je o nekoliko medusobno povezanih puteva koji poti¢u
proliferiraciju 1 angiogenezu. Sumrani, prikazani su na slici.16 .

Vezanje VEGF-a, PDGF, EGF na receptore potice signalne puteve nekoliko serin/treonin
protein kinaza.S jedne strane poti¢e signalni put RAS transdukcijskog proteina koji
aktivira protein kinaza kaskadu i obuhvaca fosforilaciju i aktivaciju RAF, MEK i MAPK
poznate kao mitogen aktivirajuce protein kinaze. S druge strane vezanje ovih ¢imbenika

na receptore potice signalni put phosphoinositide 3-kinaze (PI3K) koja preko aktivacije
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protein kinaze B(AKT) regrutira mammalian target of rapamycin (mTOR). Protein
kinaza kaskada omogucuje djelovanje ovih ¢imbenika rasta na proliferaciju, prezivljenje,
diferencijaciju, migraciju te adheziju kako tumorskih tako i endotelnih stanica s jedne
strane, a s druge strane akumuliraju¢i sustav HIF-a. Neovisno o ovim signalnim
putevima sustav HIF-a moZe biti potaknut hipoksijom ili mutacijom odnosno
«utiSavanjem« Von Hipel Lindau gena u normoksi¢nim uvjetima uz pozitivhu povratnu
spregu prema spomenutim ¢imbenicima rasta izazivajuci njihovu prekomjernu ekspresiju
(109). Kako ve¢ina SSKBS demonstrira ovu inaktivaciju funkcije pVHL ovaj signalni put

itekako dobiva na vaznosti.

Slika 17. Signalni putevi ukluceni u razvoj i progresiju KBS

Vezanje VEGF-a, PDGF, EGF na receptore potice signalne puteve nekoliko serin/treonin protein
kinaza. Protein kinaza kaskada omogucuje djelovanje ovih ¢imbenika rasta na proliferaciju,
prezivljenje, diferencijaciju, migraciju te adheziju tumorskih i endotelnih stanica te akumulirajuci
sustav HIF—a. (prilagodeno od Nelson EC, Evans CP, Lara PN,. Renal cell carcinoma: Curent
status and emerging therapies. Cancer Treatment Reviews 2007;33:299-313 (109).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

1. Utvrditi imunohistokemijski ekspresiju VEGF-A i VEGF-C u svijetlostani¢nim
tumorima bubrega u usporedbi s okolnim normalnim tkivom bubrega

2. Ispitati angiogenezu putem srednje gustoce krvnih Zila u tumoru te usporediti
¢imbenik regulacije angiogeneze VEGF-A s gusto¢om krvnih Zila u tumoru

3. Odrediti ekspresiju HIF-lo imunohistokemijski te ispitati odnos VEGF-A,
VEGF-C i HIF-1a u stanicama bubreznog karcinoma

4. Odrediti ekspresiju EGFR proteina imunohistokemijskim bojenjem te ispitati
metodom fluorescentne in situ hibridizacije mogucu amplifikacija gena za
EGFR u tumorskim stanicama te usporediti EGFR s angiogenim ¢imbenicima

5. Utvrditi ekspresiju p53 tumor supresorskog proteina imunohistokemijski u
stanicama karcinoma bubrega i analizirati odnos s VEGF-A 1 VEGF-C 1 HIF la

6. Usporediti sve Ccimbenike regulacije angiogeneze s klinicko-patoloskim
parametrima kao Sto su nuklearni gradus, Ki67 indeks proliferacije tumorskih

stanica, veli¢ina tumora, patoloski stadij i petogodisnje prezivljenje pacijenata.
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3. ISPITANICI I POSTUPCI

U ovoj studiji koriSteni su i ponovo pregledani klinicki i patoloski nalazi 142 pacijenta
koji su kirurski tretirani jednostavnom ili radikalnom nefrektomijom zbog SSKBS-a na
Klinici za Urologiju Klinickog bolnickog centra Rijeka u razdoblju od 1989 do 1994
godine. U istrazivanju je koriSten arhivski biopticki materijal tumora bubrega te
patohistoloski  podatci ocitani iz raCunalne baze podataka Zavoda za patologiju
Medicinskog fakulteta u Rijeci, dok su klinicki podatci prikupljeni iz medicinske
dokumentacije bolesnika s SSKBS-om Klinici za urologiju. Podatci o duzini prezivljenja
ispitanika su prikupljeni iz dokumentacije Registra za rak Hrvatskog zavoda za javno

zdravstvo.

3.1. Biopticki materijal

Arhivski biopticki materijal tumora bubrega dijagnosticiranih u razdoblju od 1989. do
1994. godine standardnim je postupkom fiksiran i1 uklopljen u parafin (110). U
istrazivanje su ukljuceni svi tumori sa potrebnim patohistoloskim i klinickim podatcima te
dovoljna i reprezentativna koli¢ina tumorskog tkiva za analizu. Cjelokupni materijal
pojedine biopsije pregledan je i reklasificiran prema klasifikaciji tumora bubreznih stanica
Svjetske zdravstvene organizacije iz 2003 godine (111), te su za potrebe izrade
standardnih rezova izdvojena 93 uzorka. 1z iste kohorte od 142 tumorska uzorka SSKBS
izabrana su 94 tumora te su iz parafinskih kocaka s najreprezentativnijim dijelom

tumorske mase izradene tkivne mikroareje.
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3.1.1. Standardni tkivni rezovi

Temeljem pregleda mikroskopskih preparata odabrala se parafinska kocka s najvise
ocuvanog tumorskog tkiva , odrzanih znacajki relevantnih za dijagnozu i najzlo¢udnijih
karakteristika. Ovaj materijal je iskoriSten za utvrdivanje izrazaja VEGF-A na proteinskoj
razini, gustoce krvnih zila za procjenu angiogeneze i Ki67 proliferacijskog indeksa,
metodom imunohistokemije u usporedbi s nuklearnim gradusom, veli¢inom tumora ,
patoloskim stadijem i 5-godiSnjim prezivljenjem u cilju utvrdivanja prognostickog

znacaja VEGF-A i angiogeneze.

3.1.2 Tkivni rezovi dobiveni metodom tkivnih mikroareja

Obzirom da su postavljeni ciljevi  uklju€ivali brojna istrazivanja na temelju
imunohistokemijskog obojenja i tehnike fluorescentne in situ hibridizacije (FISH) , novija
metoda tkivnih mikroareja ( TMA, od egl. Tissue microarray) Cinila se logi¢nim izborom
zbog bolje standardizacije i tumacenja bojenja, Stednje bioptickog materijala te smanjenja
troskova istrazivanja. Naime, TMA tehnologija je razvijena da se izbjegnu ogranicenja
konvencionalnih histopatoloskih tehnika i da se olakSaju istraZzivanja koja povezuju
molekularnu patologiju sa klinickim parametrima u okviru izu¢avanja  humanog
materijala, posebno tumora. Iako se metode ocitavanja jos uvijek uskladuju, pogotovo se
ubrzano razvijaju automatizirane metode, TMA predstavljaju izvanredno korisno sredstvo
ocjenjivanja dijagnostickih, prognostickih 1 terapeutskih biomarkera (112). To je
mehanicka tehnika koja ukljucuje uzimanje tkivnih cilindara iz parafinskih kocki tzv
donora te precizno umetanje tako dobivenih tumorskih uzoraka u prazan parafinski blok (
engl. Recipient). Prije konstrukcije tkivnih mikroareja trebalo je pregledati standardne
tkivne rezove tumorskih uzoraka obojenih Hematoxilin —eosinom.. Na staklu se oznacilo

reprezentativno podrucje tumora bez nekroze i krvarenja, a nakon toga se to podrucje
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oznacilo i na pripadajucoj parafiskoj kocki. Uglavnom su bile zastupljene po dvije
donorske parafinske kocke. KoriStenjem ru¢nog uredaja za izradu tkivnih mikroareja
“Alphelys, Plaisir, France” , izradeni su novi parafinski blokovi koji su sadrzavali u
prosjeku po tri cilindra tumorskog tkiva od svake biopsije, promjera 1 mm s medusobnim
razmacima od 0.5 mm. Cilindri su bili umetnuti u smjeru x i y koordinatnih osi, a
normalno jetreno tkivo je koriSteno kao orijentacijski mikroarej. Nastojalo se da svaka
biopsija bude takoder zastupljena i s dijelom netumorskog parenhima bubrega. Tako
pripremljene parafinske kocke sadrzavale su izmedu 40 i 88 mikroareja. Iz njih su kao 1 iz
standardnih parafinskih blokova izradeni parafinski rezovi debljine 4pm, stavljeni na
adhezivna stakla (Capillary Gap Microscope slides, 75 pm, Code S2024,
DakoCytomation, Glostrup, Danska) suseni preko no¢i na 37° C, skladiSteni u mraku na

+4° C te potom deparafinizirani i rehidrirani na uobicajen nacin (110).

3.2. Postupci

3.2.1 Imunohistokemijsko bojanje

Rezovi parafinskih blokova debljine 4 pm stavljeni su na predmetno stakalce onloZzeno
poly-L-lizinom i ostavljeni da se suSe tijekom noc¢i na sobnoj temperaturi. Uzorci su
deparafinizirani ksilenom (xylene substitute) tri puta tijekom 10 minuta, te rehidrirani
razli¢ito postotnim alkoholima. Za rehidraciju je koriSten 96% -tni alkohol tijekom 5
minuta, zatim 70%-tni alkohol tijekom slijede¢ih 5 minuta nakon ¢ega su uzorci tkiva
isprani u destiliranoj vodi i ostavljeni da se suse tijekom 10 minuta. Za otkrivanje
antigenskih epitopa molekula i za standardne i za TMA rezove primijenjen je toplinom
inducirani pretretman (113).

3.2.1.1. Imunohistokemijsko bojanje na standardnim rezovima

MVD, VEGF-A i Ki67 proliferativni marker su uronjeni u TRIS/EDTA pufer (pH 9.0) 1
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tretirani toplinom u mikrovalnoj peénici u Cetiri ciklusa po 5 minuta . Nakon 20 minuta
hladenja na sobnoj temperaturi rezovi su preinkubirani s otopinom za blokiranje
nespecifi€nog vezivanja protutijela koja sadrzi normalni serum koze (DakoCytomation,
Glostrup, Danska) tijekom 30 minuta. Potom su obojeni indirektnom imunoperoksidaza
tehnikom uz koristenje Dako REAL ENVISION DETECTION sustav na automatskom
imunobojacu DakoCytomation, Autostainer plus, Glostrup, Denmark prema uputama
proizvodaca. Stakla su inkubirana primarnim protutijelima razrijedenim u otopini za
razrijedivanje antitijela (DAKO CHEMmate antibody diluent, kataloski broj S 20229
tijekom 25 minuta. Nakon toga su inkubirana sa sekundarnim mi§jim ili ze¢jim
protuhumanim protutijelom tijekom 25 minuta. Za inaktivaciju endogene peroksidaze
primijenjena je peroksidaza inaktiviraju¢a otopina (DAKO CHEMmate peroxidase
blocking solution kataloski broj S 2023) tijkom 8 minuta te streptavidin-HRP (DAKO
CHEMmate detection kit katakoski broj K5001) tijekom 25 minuta. Specifi¢na reakcija
vezanja prikazana je diaminobenzidinom (DAB), supstratnim sustavom koji ukljucuje
dvije komponente, otopinu koncentriranog diaminobenzidina i pufersku otopinu sa
vodikovim peroksidom uz inkubaciju 15 minuta. Jezgre su kontrastirane hematoksilinom
I minutu (DAKO CHEMmate hematoxylin kataloski broj S 2020). Izmedu svakog
navedenog koraka, osim nakon dodavanja blokiraju¢e otopine, rezovi su ispirani u
puferskoj otopini proizvodaca (DAKO CHEMmate buffer kit kataloski broj K5006).
Nakon bojanja s hematoksilinom ucinjena je rehidracija u 70%-tnom alkoholu (3minute),
96%-tnom alkoholu 3 minute i potom u 100%-tnom alkoholu (3 minute). Potom su rezovi
isprani u ksilenu, ostavljeni da se suse 10 minuta, a nakon suSenja uklopili u histomount

medij te prekrili pokrovnim stakalcima.
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3.2.1.2. Procjena imunohistokemijskog bojenja na standardnim rezovima

Odredivanje izrazaja MVD na standardnim rezovima

Krvne zile (MVD ) vizualizirane su pomocu anti-CD31: klon JC70A, Code No M0823
uz razrijedenje 1:50 i inkubaciju 30 minuta (DakoCytomation, Glostrup, Danska)).
Kwvaliteta obojenja je procijenjivana na krvnim zilama pridruzenog normalnog bubrega
koje su sluzile kaointerna kontrola.

Koristenjem svjetlosnog mikroskopa na srednjem povecanju (x200) su odredena tri
podrucja najveceg broja krvnih zila u svakom tumoru koje smo nazvali «vruce tocke «
(engl. Hot spots). U svakom od tih podrucja se na najvecem povecéanju (x400) odredivao
broj krvnih zila, a uzimala se u obzir ona area sa najve¢im brojem krvnih Zila. Krvne zile
s debljom miSi¢nom stijenkom i zile unutar skleroticnih podrucja nisu se uzimale u obzir
kod brojenja.

Pojedina¢ne endotelne stanice ili nakupine endotelnih stanica sa jedva vidljivim lumenom
ili bez lumena su smatrane pojedina¢nim krvnim zilama i stoga ukljucene u analizu.U
odabranim podruc¢jima neovaskularizacije najveca gustoca krvnih zila (MVD engl.
microvessel density) je izracunata posebnim testom brojenja uz koriStenje Issa 3.1
softvera ( Vams, Zagreb, Hrvatska). U konacnici se najveéa gustoca krvnih zila prikazala
kao broj imunohistokemijski oznacenih vaskularnih struktura na skeniranom podrucju
promjera 0.076049 mm? . Ovakav postupak u skladu je s postupnikom Herbsta i suradnika
(114), a temelji se na osnovnoj metodi Weidnera i suradnika (115). Pozitivna kontrola su
bile endotelne stanice u normalnim krvnim zilama bubrega.

Odredivanje VEGF-A na standardnim rezovima

Za odredivanje VEGF-A  na standardnim rezovima koriSteno je anti VEGF-A

poliklonalno
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Antitijelo : C-1:5¢.7269 uz razrijedenje 1:750 i1 inkubaciju 60 minuta, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz , CA, USA.

Izrazaj VEGF-A odredivao se semikvantitativno, pa su se prema postotku pozitivnih
stanica u tumoru formirale Cetiri skupine tumora i to: 1. tumori s <25% pozitivnih
stanica, 2. tumori s 26-50% , 3. s 51-75% i 4. s 76-100% pozitivnih stanica. VEGF-A
citoplazmatsko imunoobojenje se opisivalo kao perimembranozno i difuzno, a VEGF-A
histoloski raspored u tumorima kao homogen ( pravilna distribucija i intenzitet obojenja
unutar tumora ) i heterogen (nepravilno VEGF-A obojenje) (116). Intenzitet obojenja

glatkih mi$i¢nih stanica u stijenkama krvnih Zila sluzio je kao pozitivna interna kontrola.

Odredivanje Ki 67 na standardnim rezovima

Proliferativna aktivnost u tumoru je odredena pomocu detekcije Ki67, uz koristenje
monoklonskog antitijela: klon MIB-1 uz razrijedenje 1:50 i inkubaciju od 30 minuta,
DakoCytomation, Glostrup, Danska). Pozitivna kontrola su bile stanice u mitozi.

Ki67 proliferativni marker je utvrden brojanjem pozitivno obojenih jezgri na 500
tumorskih stanica u podruc¢ju najvece proliferativne aktivnosti odnosno vruce tocke” Sto

se takoder kvantificiralo pomocu Issa 3.1 softvera ( Vams, Zagreb, Hrvatska).

3.2.1.3. Imunohistokemijsko bojanje na TMA

VEGF-A 1 VEGF-C, Ki67, EGFR1 i p53 su uronjeni u Tris/EDTA pufer, pH 9 (sacinjen
od 10mM Tris baze i | mM EDTA otopine ), a zatim u vodenu kupelj tijekom 15 minuta
na temperaturi  od 95-100 ° C. Rezovi za HIF1 o uronjeni su u citratni pufer (pH 6.0) te
uronjeni u vodenu kupelj na temperaturi od 98° C tijekom 45 minuta. Nakon 20 minuta
hladenja na sobnoj temperaturi rezovi su preinkubirani s otopinom za blokiranje
nespecifi€nog vezivanja protutijela koja sadrzi normalni serum koze (DakoCytomation,

Glostrup, Danska) tijekom 30 minuta.
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Za odredivanje izrazaja proteina koriStena je envision imunohistokemijska metoda sa

REAL ENVISION DETECTION sustavom na automatskom imunobojacu
DakoCytomation, Autostainer plus, Glostrup, Denmark prema uputama proizvodaca.
Tablica 4. prikazuje karakteristike primarnih protutijela, sustave detekcije, te pozitivne

kontrole za pojedine antigene .

Tablica 4. Primarna protutijela koriStena u imunohistokemijskom bojanju na TMA

Protutijelo  Klon,proizvoda¢ Razrijedenje Sustav Pozitivna
iinkubacija  detekcije kontrola
Anti VEGF-A  C-1:5¢.7269 Santa  1:750, REAL glatkomis$i¢ne
Misje Cruz inkubacija ENVISION stanice u
poliklonalno  Biotechnology, prekono¢ina  DETECTION krvnim
antitijelo [gG:  Santa Cruz , CA, temp. od +4°C  K5007 zilama
USA Dakocytomation normalnog
bubrega
Anti VEGF-C  h-190:5¢-9047, 1:100, REAL
Misje Santa Cruz inkubacija ENVISION Stanice
poliklonalno  Biotechnology, prekono¢ina  DETECTION proksimalnih
antitijelo [gG  Santa Cruz , CA, temp. od +4°C  K5007 tubula
USA Dakocytomation bubrega
Anti HIF1a NB 100-131, 1:3000, REAL
Misje Novus Biologicals, inkubacija30  ENVISION
poliklonalno Littleton, CO, min DETECTION Glioblastoma
antitijelo [gG ~ USA K5007
Dakocytomation
Ki 67 MIB-1 1:50. REAL bojanje
Misje DakoCytomation,  inkubacija30  ENVISION mitotskih
monoklonalno Glostrup, Danska ~ min DETECTION figura
antitijelo IgG, K5007
Dakocytomation
p53 DO-M7001 1:50, REAL Tumorske
Misje DakoCytomation,  inkubacija ENVISION stanice
monoklonalno  Glostrup, Danska ~ 30min DETECTION invazivnog
antitijelo K5007 karcinoma
1gG2b Dakocytomation dojke
EGFR1 2-18C9, K1494 READY TO REAL Bazalni sloj
Misje DakoCytomation,  USE ENVISION epidermisa
monoklonalno  Glostrup, Danska  Inkubacija30  DETECTION
antitijelo min K5007
I1gG1 Dakocytomation
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Rezultate imunohistokemijskog obojenja ocitavao je jedan patolog bez znanja klini¢ko-
patoloskih podataka o pojedinom tumoru, odnosno pacijentu. Zbog statisticke obrade
uzimala se u obzir srednja vrijednost odredivanih imunohistokemijskih parametara svih
triju mikroareja.

3.2.1.4. Procijena imunohistokemijskog bojenja na TMA

Odredivanje imunoizrazaja VEGF-A i VEGF-C na TMA

Imunohistokemijsko obojenje VEGF-A i VEGF-C je odredivano kao ukupni postotak
pozitivnih stanica, te kao postotak difuznog 1i/ili postotak perimembranoznog
citoplazmatskog obojenja. Takoder se odredivao i intenzitet samog obojenja kao slabo (1),
umjereno (2) i snazno (3) pa se umnozak intenziteta i ukupnog postotka prikazivao kao

histoscore (HS) .

Odredivanje imunoizrazaja HIF 1o na TMA

HIF 1o imunoreaktivnost se odredivala na vise nacina:

1.kao postotak nuklearnog ili citoplazmatskog obojenja na 500 pregledanih stanica u
tumorskim podrucjima ocijenjenim kao podrucja s najgus¢im obojenjem uz mikroskopsko
povecanje x400.

2. kao postotak nuklearnog i citoplazmatskog obojenja pozitivnih stanica na 500
pregledanih stanica pomnozen sa intenzitetom obojenja odredivanim kao slabo(x1),
umjereno (x2) i snazno(x3) Sto je nazvano histoskor (HS)

3. Kao histoskor (HS) citoplazmatskog obojenja difuznog ili perimembranoznog
rasporeda u stanici takoder izrazen na 500 stanica.

Sve se odredivalo pomocu Issa 3.1 softvera ( Vams, Zagreb, Hrvatska).
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Odredivanje imunoizrazaja Ki67 i p53 na TMA
Ki 67 indeks proliferacije i tumor supresorski gen p53 pokazivali su nuklearno obojenje te
su se kvantificirali takoder pomocu spomenutog softverskog alata Issa 3.1( Vams, Zagreb,

Hrvatska). i to kao postotak pozitivnih jezgara na 500 stanica po mikroareju .

Odredivanje imunoizrazaja EGFR na TMA

Izrazaj receptora za epidermalni faktor rasta odredivao se kao postotak stanica koje
pokazuju kontinuirano i diskontinuirano membransko obojenje intenziteta od 1-3 (slabo-
1; umjereno-2; snazno-3). Postotak pozitivnih stanica pomnozen s intenzitetom prikazan
je kao ukupni histoscore (HS), a na taj nac¢in smo prikazali i kontinuirano membransko
obojenje (HS kontinuirano). Citoplazmatsko obojenje je nadeno u 29 tumora (3.13%) i to
vrlo heterogeno, uglavom slabo izrazeno (intenzitet 1) u postotku stanica pretezno od 2 %
do 10%, u samo jednom tumoru do 80% te se nije uzimalo u obzir u statisiCkom

izracunu.

3.2.2. FISH metoda

Fluorescentna in situ hibridizacija (FISH) je jedna od najboljih metoda kojima se detektira
amplifikacija gena i time rasvjetljava mehanizam prekomjerne izraZzenosti nekog proteina
vaznog za progresiju tumora (117). Bazirana je na sposobnosti jednostruke molekule
nukleinske kiseline (DNA ili RNA) da se hibridizira. Najvaznije svojstvo ove metode je
sposobnost lokalizacije specificnih DNA  sekvenci (slijedova). Metoda je
eksperimentalno primjenjena ranih 70-tih proslog stolje¢a da bi zazivjela u klinickoj

praksi u ranim 90-tima. Koristi se u razli¢ite klinicke i eksperimentalne svrhe od studija
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koje izraduju mape gena, identificiraju kromosomalne abnormalnosti u genskim
poremecajima i tumorima.

Fluorescentna in situ hibridizacija zahtijeva 2 tipa DNA, ciljnu i probnu. Ciljna je proba
heterogena DNA molekula imobilizirana na solidnoj podlozi tj stakalcu koja se
identificira u razmazu kromosoma u metafazi ili stanica u interfazi dobivenih iz
citoloskih ili histoloskih preparata. Proba je populacija obojene DNA molekule specifi¢ne
za odredeni kromozom, regiju kromosoma ili gena. DNA proba postaje vidljiva pod
mikroskopom nakon procedure zvane obojenje nukleinske kiseline. Kod direktog bojenja
modificirane nukleotide sadrze kovalentnim vezama pri¢vrsceni fluorokrom inkorporiran
u probu enzimskom reakcijom sa uklju¢enim fluoresceinom koji daje zeleni signal,
rodaminom ili Texas red koji daju crveni signal osvijetljeni svjetlo$¢u specificne valne
duljine. Kod indirektnog bojenja nukleotide sadrze takozvane « reporter molekuley
inkorporirane u probnu DNA, a otkrivaju se fluorescentnim antitijelima koja se vezu na
reporter molekule koje najéesée sadrze biotin i digoxigenin.

FISH se moze izvoditi na svjezem ili arhivskom materijalu. Neobojeni citoloSki razmazi
ili neobojeni, deparafinirani tkivni preparati mogu biti uspje$no obradeni kroz standardnu
FISH metodu.

Standardni protokol podijeljen je u 5 bazi¢nih stepenica: 1. DNA demaskiranje, 2.
denaturacija probne i ciljne DNA, 3. hibridizacija probne i ciljne DNA, 4. Detekcija, 5.

analiza fluorescentnim mikroskopom (slika 18).

Slika 18. Shematski prikaz tehnike FISH metode.
(Prilagodeno prema shemi Wikimedia Commons (2007) Izvor National Genome Research
institute, Autor Thomas Ried)

Demaskiranje epitopa varira o fiksaciji, preparaciji tkiva i stanicnom tipu te zahtijeva

minimalno ili ekstenzivno demaskiranje epitopa kao kod naSih preparata koje je
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ukljucivalo i digestiju s proteazom i kuhanje u citratnom ili EDTA puferu. Detekcija
varira o tipu bojenja diretnom ili indirektnom metodom.

Postoje razliciti tipovi FISH proba, tri naj¢esca tipa su:

- alfa-satelitne, koje hibridiziraju sa DNA sekvencama u pericentromernoj regiji svakog
kromozoma, a koriste se uglavnom za aneusomiju i studije koje ukljucuju spolne
kromosome.

- telomerne probe koje su specificne za sekvencu TTAGGG (n), prisutnu na kraju svih
kromosoma, a koriste se za otkrivanje terminalnih delecija na kromosomima.

- mi smo koristili lokus-specifi¢nu probu koja je specificna za odredenu kromozomalnu
regiju, grupu gena ili jedan gen i obi¢no se koristi za detekciju amplifikacije gena,
deleciju gena ili preustroj kromomozoma. Trenutno se najcesce koristi lokus — specifi¢na
proba derivirana iz yeats artificijelnih kromozoma ( 300-1500kb) ili iz bakterijskih
artificijelnih kromozoma ( 100-300kb).

Ralicite su klini¢ke primjene ove metode ali se one najcesce koriste u svrhe odredivanja
dijagnoze ili prognoze tumora.

Mi smo ovu metodu iskoristili za dokaz amplifikacije gena EGFR . Obi¢no FISH za
detekciju lokusa autozomalnog gena na normalnim stanicama producira samo dva signala
koji odgovaraju normalnim alelima. U sluc¢aju genske amplifikacije FISH proizvodi
multiple ili ¢esto skupine signala (clusters). Usvojena strategija za identifikaciju genske
amplifikacije je upotreba proba specificnih za lokus gena ili kromosomski segment koji
uobicajeno amplificira a naziva se amplikon (118,119).

Za nasu analizu je odabrano po 18 tumora koji eksprimiraju kontinuirano membransko
bojenje intenziteta 1+,2+ i 3+ te su se opisanim nacinom za konstrukciju TMA kreirale
dvije nove parafinske kocke koje su svaka sadrzavale po 27 tumora prezentiranih s jednim

cilindrom promjera 1 mm.
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TMA parafinske kocke narezane su, rezovi debljine 3um polozeni su u vodenu kupelj na
40°C, plivajuéi rezovi su naneseni na pozitivnu stranu organosijaliziranog predmetnog
stakalca (DakoREAL™, Glostrup, Danska) i suSeni na sobnoj temperaturi. Tako
pripremljeno stakalce se ostavilo preko no¢i u termostatu na 56°C.
Prvi dan uc€injena je deparafinizacija po standardnom postupku 3 puta po 10 minuta u
supstituciju Xylena na sobnoj temperaturi, zatim su se stakalca uronila u 100% alkohol po
5 minuta na sobnoj temperaturi te se osusila na termobloku 2-5 minuta na temperaturi od
45-50°C.
Pretretman tkiva
Stakalca su se uronila:

-20 minuta u 0.2 N HCL na sobnoj temperaturi

3 minute u destiliranu vodu na sobnoj temperaturi

3 minute u Wash buffer (2XSSC, pH 7.0, Vysis, Abbott Molecular Inc, IL, USA)

- 30 minuta u otopinu za pretretman (1M Na SCN) zagrijanu na 80°C

1 minutu u destiliranu vodu na sobnoj temperaturi

- 2x po 5 minuta u Wash buffer (2XSSC, pH 7.0) na sobnoj temperaturi
Zatim je slijedio:

Proteazni tretman stakalaca

- Stani¢evinom se pazljivo otklonio ostatak pufera sa stakalaca, a onda se urone u
proteaznu otopinu zagrijanu na 37°C 45 minuta . Proteazna otopina se priprema
tako da se 50 ml proteaznog pufera (NaCl, pH 2.0) , (Abbott Molecular Inc, IL,
USA) zagrije na 37°C pa sa neposredno prije same upotrebe doda 25mg proteaze
, (Abbott Molecular Inc, IL, USA) i dobro promijesa. Nakon toga su se stakalca
uronila 2 x po5 minuta u Wash buffer (2XSSC, pH 7.0,) na sobnoj temperaturi te

osusila u termobloku 2 do 5 minuta na temperaturi od 45-50°C.

65



Nakon susenja slijedila je dehidracija :

- Stakalca su se uronila u 70% etanol, 85% etanol , te u 100% etanol sve na sobnoj
temperaturi u trajanju od 1 minute u svakom alkoholu. Stakla su se potom osusila
na termobloku, 2-5 minuta na temperaturi od 45-50°C.

Zatim se na stakalca nanijela proba:

Radi se o LSI EGFR SpectrumOrange /CEP 7 SpectrumGreen Probe 32-191053

(Vysis, Downers Grove, IL, SAD). Proba se ¢uva u tami na -20°C.

Prije upotrebe proba se zagrije na sobnu temperaturu, a buducu da je viskozna treba je

polako pipetirati.
Hibridizacija

- Dodalo se 10 uL. probe na pokrovnicu veli¢ine 20x20 i preklopilo ju se preko
predmetnice

- Stakalca su se potom stavila u hibridizator (HYBrite™, Vysis) preko noéi na
37°C ( 14-18 sati)

- Drugi dan prvo se uklonila pokrovnica

- Stakla su se potom 2 minute uronila u posthibridizacijsku otopinu pH 7.0- 7.5 (2x
SSC/0.3%NP-40) zagrijanu na 72°C

- Zatim su se stakla posusila na sobnoj temperaturi u mraku

Nakon susenja na stakla se nanijelo 10 pL. DAPI II (Vysis).

LSI EGFR/CEP7 Dual Color Proba je dizajnirana za utvrdivanje i kvantificiranje broja
kopija EGFR gena lociranog na 7p12. LSI EGFR SpectrumOrange pokriva regiju oko
300kb koja sadrzi cijeli EGFR gen lociran na 7pl12. CEP7 proba u zelenom spektru
(Spectrum Green Probe) hibridizira sa alfa satelitom DNA lociranom na centromeri

kromosoma 7 (7p11.1-q11.1).
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Rezultati hibridizacije

U stanici koja ima normalni broj kopija EGFR gena trebalo bi se ocitati 2 narancasta i 2
zelena signala. Abnormalni broj kopija se registrira kada postoji 3 ili viSe narancastih
signala u odnosu na zelene signale. Brojenjem signala na 20 stanica i1 stavljanjem u
medusobni odnos dobili smo omjer koji ukazuje da li postoji amplifikacija gena ili ne.
Cut-off omjer izmedu 1.8-2.2 preuzet je iz standardne FISH probe za HER-2 koju
koristimo rutinski kod karcinoma dojke (prema uputi proizvodaca PathVysion kit-a; Vysis,
Downers Grove, IL, SAD). Pojava viSe od dva centromera 7 signala po stanici definirala

se kao polisomija ukoliko je videna u vise od 20% tumorskih stanica (117).

3.3. Statisticka obrada rezultata
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Rezultati ocitavanja su pohranjeni u bazu podataka u «Excel 5.0/7.0(Microsoft)»
programu i potom prevedena u statisticki software (StatSoft, Inc.,Tulsa, OK, USA) kojim
je izvrSena statistiCka analiza. Pearson-ov ¥* test je koriSten za procjenu znacajne
povezanosti izmedu kategorijskih parametara. Srednje vrijednosti kontinuiranih
parametara kao Sto su MVD, Ki 67 proliferacijski index, p53, su usporedivani Mann
Whitney U testom, kao i znacajnosti izmedu HIF-1a, VEGF-A i C te EGFR u usporedbi
sa klini¢kopatoloskim podatcima i to nuklearnim gradusom, veli¢inom tumora i
patoloskim stadijem. Asocijacija izmedu vrijednosti  dobivenih imunohistokemijskim
ocCitavanjima za VEGF-A, VEGF-C, HIF-1a, EGFR, p53 sa sa prezivljenjem pacijenta sa
SSKBS je procijenjena upotrebom Kaplan-Maier metode dok su razlike izmedu grupa
vrednovane log-rank testom. U multivarijatnoj analizi koristili smo Cox regresijski model.
Nivo statisticke znacajnosti oznacavao se kao p < 0.05 , $to bi znacilo da razlika izmedu
dvije ili viSe ispitivanih skupina rezultata nije sluc¢ajna i da ¢e se ponoviti s barem 95%

vjerojatnosti u svakom slijede¢em ispitivanju.
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4. REZULTATI

4.1. REZULTATI DOBIVENI NA STANDARDNIM TKIVNIM REZOVIMA
Standardni tkivni rezovi koristeni su za imunohistokemijsku analizu srednje gustoce
krvnih zila (MVD), ekspresije VEGF-A u svijetlostani¢nim tumorima bubrega i u
normalnom tkivu bubrega, za procjenu Ki67 proliferativnog indeksa i utvrdivanje
medusobne povezanosti ovih proteina, te povezanosti s klinickopatoloskim

karakteristikama i prezivljenjem.

4.1.1. Klinickopatoloski podatci bolesnika sa SSKBS
Klinicko patoloske karakteristike 93 pacijenata sa svijetlostanicnim karcinomima
bubreznih stanica u ispitivanom uzorku prikazuje tablica 5.

Tablica 5. Klinicko patoloska obiljeZja bolesnika sa SSKBS

OBILJEZJE
Dob bolesnika (god) 58(30-82)
Spol bolesnika

M 62 (67%)

7 31 (33%)
Veli¢ina tumora (cm) 6.4 (1.9-15)
Nuklearni gradus (Fuhrman)

1,2 60

3.4 33
Patoloski stadij

PT 1,2 77 (80%)

PT 3,4 16 (20%)
PetogodiSnje prezivljenje 62 %

4.1.2.Rezultati dobiveni imunohistokemijskim bojenjem na standardnim rezovima
SSKBS

U normalnom tkivu bubrega VEGF-A ispoljenost je bila homogena i ograni¢ena na
citoplazmu tubularnog epitela, glatko miSi¢ne stanice i makrofage u intersticiju te

mezangij u glomerulima.(Slika 19 A 1 B). U SSKBS VEGF se ispoljavao u citoplazmi
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tumorskih stanica, endotelnim stanicama i u stromalnim fibroblastima.. VEGF-A obojenje
je u tumorima bilo uglavnom heterogeno i to u 67 (72%) tumora, jaca imunoreaktivnot
se je ¢es¢e uocCavala na periferiji tumora, dok je centar bio slabo ili nikako obojen (Slika
19 C ). Homogeno obojenje sa ujednaCenim intenzitetom i distribucijom pozitivnih

tumorskih stanica nadeno je u 26(28%) slucajeva SSKBS.

Slika 19. imunohistokemijsko bojenje za VEGF-A
u normalnom parenhimu bubrega pozitivno je u glatkim miSiénim stanicama u stijenkama
krvnih zila s§to je sluzilo kao pozitivna interna kontrola, makrofagi u tubulointersticiju,
mezangijske stanice u glomerulima i citoplazma tubula ( A, povecanje x100; B povecanje
x200). U SSKBS-u hetrogena VEGF ekspresija jaca je na periferiji §to pokazuje strelica ( C
povecanje x40) )nego u centru tumora (zvjezdica)
U tumorima je opaZeno dvojako citoplazmatsko bojenje na VEGF-A, difuzno 1
perimembranozno. Difuzna citoplazmatska ekspresija nadena je u 61(66%) tumora (slika
20 D), dok je perimembranozna distribucija nadena u 32(34%) SSKBS (slika 20 C).
Stovise, bolje diferencirani tumori s niskim nuklearnim gradusom pokazivali su

perimembranozno obojenje dok su tumori s visokim nuklearnim gradusom u pravilu

pokazivali difuzno citoplazmatko imunohistokemijsko obojenje VEGF-a. (slika 20 D)

Slika 20. Prikaz HE i imunohistokemijskog obojenja VEGF-A u SSKBS

Usporedba izmedu niskog (A,C) i visokog nuklearnog gradusa (B,D) svijetlostani¢nog karcinoma
bubreznih stanica. HE obojenje(A,B). Perimembranozno (C) i difuzno citoplazmatsko obojenje
VEGF(D). Povecanje 200x

Frekvencija distribucije imunohistokemijskog obojenja za VEGF je pokazana na

tablici 6.
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Tablica 6. Pojavnost imunohistokemijskog bojenja za VEGF-A" u SSKBS?

VEGF-A" Broj karcinoma(%)
% obojenih stanica <25% 25 (27 %)
26-50% 22 (24 %)
51-75% 18 (19 %)
76-100% 28 (30 %)
Citoplazmatska ekspresija  perimembranozna 32 (34 %)
difuzna 61 (66 %)
Raspored ekspresije heterogeno 67 (72 %)
homogeno 26 (28 %)

*vaskularni endotelni ¢cimbenik rasta

§ Svijetlostani¢ni karcinom bubreZnih stanica

Izrazaj VEGF-A u tumorskim stanicama je usporeden s imunohistokemijski detektiranim
MVD, i Ki67 proliferativnim indeksom da bi se ustanovio utjecaj na angiogenezu i
tumorsku proliferaciju.

Krvne zile su takoder razli¢ito rasporedene, i to redovito brojnije na periferiji tumora.
Srednja gustoca krvnih zila izrazena kao srednja vrijednost broja krvnih zila po
standardnoj tumorskoj povrsini je bila 37,78 (+£20,11). imunohistokemijsko obojenje na
CD31 detektiralo je pojedinacne ili nakupine endotelnih stanica, kao i krvne zile s
vidljivim lumenom. Tumori nizeg gradusa su bili izrazito vaskularizirani sa krvnim
zilama koje podsjecaju na mrezu peritubularnih kapilara normalnog parenhima.Tumori
viSeg nuklearnog gradusa su pokazivali oskudniju vaskularizaciju nepravilnijeg izgleda

§to se vidi na slici 21.

Slika 21. Imunohistokemijsko bojenje na CD 31, prikaz krvnih Zila u SSKBS
Tumori nizeg gradusa su pokazivali obilniju vaskularizaciju nalik na mrezu peritubularnih
kapilara normalnog parenhima (A) dok su tumori viSeg nuklearnog gradusa slabo
vaskularizirani, a krvne Zile su nepravilnog izgleda(B).
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Srednja vrijednost Ki 67 proliferacijskog indeksa u SKBS-u bila je niska i iznosila je

7,29% (+7,03). (Slika 22)

Slika 22. Oskudno nuklearno obojenje Ki67 u SSKBS

Tek visoka ekspresija VEGF, iznad 75% u tumorima, bila je povezana sa nizim MVD
(p=0,034) i viSim proliferativnim indeksom (p=0,023) (tablica 8). Osim na postotku,
statisticka povezanost bazirana na citoplazmatskoj distribuciji VEGF-A ekspresije u
odnosu na spomenute parametre pokazala se statistiCcki znacajnom u odnosu difuznog
obojenja VEGF-A i tumora vece proliferativne aktivnosti (p=0,004) dok se nije nasla s

MVD (p=0,152)

Tablica 7. Ekspresija VEGF-A"u usporedbi s MVD' i Ki67 proliferativnim
indeksom u SSKBS®

Py °
MVD (srednja g;%:}:ex (o)
VEGF-A" (n) vrijednost = oo p
SD) vrijednost &
SD)
niska <75 % (63) 40,8 £ 2,561 5,5+0,801
ekspresija 0,034 0,023
visoka > 75 % (30) 31,2+ 3,391 10,5+1,708
. perimembranozna (32) 42,3+ 3,772 39+0,8
Citoplazmatska 0,152 0,004
ekspresija difuzna (61) 35,8 +2,511 8,709 + 1,037

*vaskularni endotelni ¢imbenik rasta

§ svijetlostani¢ni karcinom bubreznih stanica

MVD' Srednja gustoéa krvnih Zila

Kod tehnike dvostrukog obojenja primijetili smo da u podrucju tumora s intenzivnom
ekspresijom VEGF-a nije bilo nuklearnog pozitiviteta na Ki67i obratno, kada se Ki 67

ispoljio u jezgrama nije bilo pozitiviteta na VEGTf S§to pokazuje slika 23.
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Slika 23.Imunohistokemijska ekspresija VEGF i Ki67 prikazana dvostrukim
obojenjem. Crveno difuzno citoplazmatsko VEGF obojenje te Ki67 negativna nuklearna
reakcija(A). Fokus mnogih pozitivnih Ki67 tumorskih stanica ( smede obojenje)i VEGF negativne
tumorske stanice (B)

4.1.3 . Povezanost imunohistokemijskog izraZzaja VEGF -A s klini¢kopatoloSkim
parametrima bolesnika sa SSKBS

Nadalje VEGF-A je usporeden s obiljezjima tumora kao Sto su veli¢ina, nuklearni gradus,
patoloski stadij te sa 5-godiSnjim prezivljenjem bolesnika u cilju odredivanja
prognostickog znacenja ekspresije ovog angiogenog C¢imbenika. Podijelili smo tumore,
obzirom na patoloski stadij, u dvije grupe: one ograni¢ene na bubreg (pT1 ili pT2) i na
one koji se Sire izvan njega (pT3 ili pT4 ). Obzirom na Fuhrman nuklearni gradus tumore
smo takoder rasporedili kao NG 11 2 u jednu skupinu a NG 3 i 4 u drugu.

Statisticka analiza je koriste¢i sustav ekspresije VEGF-A u Cetiri stupnja nije pokazala
pokazala znaCajnu povezanost sa spomenutim klinicko patoloskim parametrima: sa NG12
p=0,060, (x?), sa TS12 p=0,303, (x?), sa pT12 p=0,763, (¥, s prezivljenjem p=0,552, (}?).
Statisticka znacajnost pokazala se samo za tumore izrazito visoke ekspresije VEGF-A.
Ova skupina tumora s ispoljeno$¢éu VEGF iznad 75 % u tumoru povezana je sa viSim
nuklearnim gradusom (p=0,018) i ve¢im promjerom svjetlostanicnog karcinoma
(p=0,009), dok patoloski stadij nije pokazivao statisticki znacajnu povezanost (p=0,233).
PetogodiSnje prezivljenje u grupi tumora s ekspresijom VEGF-A manjom od 75% je bilo
71,67% dok je u grupi tumora s ekspresijom VEGF-A vecom od 75% prezivljenje 64,29%
bez statistiCki znaCajne razlike izmedu grupa. (p=0,651). Osim na postotku, statisticka
povezanost bazirana na citoplazmatskoj distribuciji VEGF-A ekspresije u odnosu na

spomenute parametre pokazala se statisticki znaCajnom u odnosu difuznog obojenja
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VEGF-A i tumora viSeg nuklearnog gradusa (p=0,005). Skoro signifikantna razlika
izmedu difuzne i perimembranozne distribucije nasla se za tumorski stadij (p=0,056) ali
ne i za veli¢inu tumora (p=0,371). Rezultat dobiven pri usporedbi prezivljenja izmedu
tumora s perimembranoznom ekspresijom VEGF koje je bilo 70,97% u odnosu na one s
difuznom distribucijom koje je iznosilo 67,86% takoder nije bio znacajan(p=0,687). Svi
navedeni rezultati su vidljivi na tablici 9 i 10.

Tablica 8. Povezanost izmedu VEGF ekspresije i Fuhrman nukleanog gradusa i

veli¢ine tumora u SSKBS?

. VT’ (cm) NG¥
VEGF (n) D- D
(=SD) 1 2
Niska <75% (63) 6,367 £ 0,355 46 17
Ekspresija 0,009 0,018
visoka>75% (30 8,172 £ 0,625 14 16
Citoplazmatska perimembranozna (32) 6,684 + 0,586 0371 27 5 0.005
distribucija difuzna (61) 7,059 + 0,387 ’ 33 28

*vaskularni endotelni ¢cimbenik rasta
§ Svijetlostani¢ni karcinom bubreZznih stanica
T veli¢ina tumora

&nuklearni gradus

Tablica 9. Ekspresija i citoplazmatska distribucija VEGF" u odnosu na patoloski
stadij bolesti i petogodi¥nje preZivljenje u pacijenata sa SSKBS®

i ve .
. pT* (n) Prezivlje-
VEGF (n) D- D
1 2 nje (%)
niska <75 % (63) 54 9 71,67
Ekspresija 0,009 0,233 0,651
visoka > 75 % (30 23 7 64,29
Citoplazmatska perimembranozna (32) 0371 30 2 0,056 70,97 0,687
distribucija difuzna (61) 47 14 67,86

*vaskularni endotelni ¢imbenik rasta
§ svijetlostani¢ni karcinom bubreZznih stanica
T veli¢ina tumora

I patoloski stadij

74



4.2. Rezultati dobiveni na tkivnim mikroarejima SSKBS

Nakon §to je na standardnim rezovima ustanovljena povezanost VEGF-a sa
angiogenezom u SSKBS te razli¢ita pojavnost u citoplazmi, na tkivnim mikroarejema
smo pokusali rekonstruirati neke od njegovih regulatornih mehanizama kroz HIF1a,
tumor supresor gen p53, EGFR i usporediti ga sa drugim vaZznim cimbenikom
angiogeneze iz iste familije VEGF-C, te ustanoviti povezanost svih ispitivanih proteina sa

klinickopatoloskim parametrima proliferacijom stanica i prezivljenjem pacijenata.

4.2.1.Klini¢ko patoloski podatci bolesnika sa SSKBS

Izabrana su 94 tumorska uzorka SKBS tumora te su iz parafinskih kocaka s
najreprezentativnijim dijelom tumorske mase izradene tkivne mikroareje. Klinicko
patoloske podatke za tumore analizirane tehnikom tkivnih mikroareja prikazuje tablica 10.
Za potrebe statistike grupirali smo nuklearni gradus u dvije skupine, u jednoj su NG 112
a u drugoj su NG 3 i 4, dok je za patoloski stadij u statistickim analizama bila vaznija
podjela na tumore do 7 cm (pT 1) i na tumore veée od 7 cm te one koji se Sire izvan
bubrega (pT 2,3,4).

Pracenje pacijenata sa tumorima analiziranim tehnikom TMA je bilo dostupno za 87
pacijenata, a vrijeme prezivljavanja bilo je racunato od datuma operacije do datuma smrti
ili datuma zadnje kontrole s medijanom od 64 mjeseci.

Srednja vrijednost proliferativne aktivnosti u tumorima izrazena kao postotak Ki 67
pozitivnih jezgara na 1500 stanica ili 500 stanica po mikroareji bila je10,7+£5.9%, a sluzila
je kao «cut off « vrijednost ispod koje je proliferativna aktivnost bila niska (Ki 67-1) a

iznad koje je bila visoka (Ki 67-2).
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Tablical0. klinicko patoloski podatci za tumore analizirane tehnikom TMA

Obiljezje
Dob bolesnika (god.), medijan (raspon) 61 (27-82)
Spol bolesnika
M 59 (62.8%)
V4 35 (37.2%)
Veli¢ina tumora (cm), medijan (raspon) 6,3 (1,8-17,5)

Fuhrmanov nuklearni gradus, br. (%)

1 12 (12,8 %)

2 40 (42,6 %)

3 22 (23,4 %)

4 20 (21,2 %)
Patoloski stadij, br. (%)

1i2 71 (75,5 %)

3i4 23 (24,5 %)
Ki 67 proliferativni indeks (%), srednja 10,7£5,9

vrijednost+standardna devijacija

Petogodisnje prezivljenje (87pacijenata) (mj.), 64 (1-165)
medijan (raspon)

4.2.2. Rezultati imunoistokemijskog bojenja VEGF-A, VEGF-C, HIF-1a i pS3 na
TMA SSKBS i klinickopatoloski prametri

Izrazaj VEGF-A u normalnom i tumorskom tkivu odgovarao je onome u standardnim
rezovima kako je ve¢ opisano. VEGF-A imunobojenje se ocitavalo kroz postotak
pozitivnih stanica, histoscore (HS) koji obuhvaca postotak i intenzitet obojenja pozitivnih
stanica, te kroz distribuciju obojenja u citoplazmu pa se registrirao postotak

perimembranoznog i postotak difuznog obojenja tumorskih stanica
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Medijan HS za ukupni VEGF-A je iznosio 47,5 s rasponom od 0 do 222.5, a za postotak
pozitivnih tumorskih stanica je iznosio 38,3% s rasponom od 0 do 100. VEGF je i na
TMA ispoljavao imunoreaktivnost u tumorima heterogeno kao citoplazmatsku ekspresiju
razli¢itog intenziteta i postotka u tumorima, te se takoder uzimala u obzir pri statistickom
izracunu kao perimembranozna 1i/ili difuzna. Raspodjela prema postotku
perimembranoznog ili difuznog obojenja u citoplazmi pokazala se statisticki puno vaznija
od ukupnog postotka pozitivnih stanica ili intenziteta udruzenog s postotkom (HS).
Vrijednost medijana za postotak perimembranoznog obojenja za VEGF-A (pVEGF-A)
bio je 12,7 s rasponom od 0-94, a medijan za postotak difuznog citoplazmatskog obojenja
za VEGF-A (dVEGF-A) je bio 10 (0-92).

Imunohistokemijski izrazaj VEGF-C u normalnom parenhimu bubrega poput VEGF-A
uocavao se u citosolu epitela kortikalnih tubula, mezangiju glomerula, endotelnim
stanicama, te intersticijskim makrofagima. U SSKBS se uocavala heterogena ekspresija
razli¢itog intenziteta i postotka pozitivnih tumorskih stanica te je takoder kao i kod
VEGF-A uocena perimembranozna i/ili difuzna distribucija ovog angiogenog ¢imbenika u
citoplazmi (Slika 24). Medijan HS za ukupni VEGF-C iznosio je 100 s rasponom od 3 do
233,3, a za % pozitivnih tumorskih stanica je iznosio 95 s rasponom od 3 do 100.
Vrijednost medijana za postotak perimembranoznog obojenja za VEGF-C (pVEGF-C ) je
iznosio 46,3 s rasponom od 0-100. Medijan za postotak difuznog citoplazmatskog

obojenja za VEGF-C (dVEGF-C) imao je vrijednost od 26,3 s rasponom od 0-100.

Slika 24. VEGF-C imunohistokemijska ekspresija
u normalnom tkivu bubrega (a), te u SSKBS (b) perimembranozna distribucija i (c) difuzna
distribucija u citoplazmi

HIFlo se u normalnom bubreznom parenhimu nalazio u tubularnim stanicama kao

difuzno citoplazmatsko obojenje te slabo u mezangiju nekih glomerula bez precizne
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povezanosti sa strukturama glomerula pa smo takvo obojenje proglasili nespecificnim a
glomerule negativnim za ekspresiju HIF1 o. U SSKBS imunobojenje je bilo prisutno u
tumorskim stanicama i u jezgrama i /ili citoplazmama i to od blago do snazno izrazenog
intenziteta bojenja (Slika 25). Citoplazmatski pozitivitet je pokazivao i perimembranozni i
difuzni crtez, ali je samo difuzno bojenje u citoplazmi bilo znacajno za statisticku obradu
te je koriSteno u daljnjoj statistickoj obradi. Tumori su pokazivali razlic¢ite proporcije
nuklearnog (nHIFla) i citoplazmatkog obojenja (cHIFla). Median za postotak
nuklearnog obojenja je bio 47,1 s rasponom od 16,3-82,3, te za postotak citoplazmatske

imunoreaktivnosti 12,9 sa rasponom od 1,4-75).

Slika 25. Imunohistokemijsko obojenje HIF-1a

u normalnom renalnom parenhimu opaza se homogeno citoplazmatsko obojenje u stanicama
tubula te vrlo slabo obojenje u glomerulima koje smao protumacili kao negativno(a), u SSKBS
HIF-1o imunoreaktivnost se prezentirala kao nuklearna i/ili citoplazmatska

Vrijednost ekspresije p53 proteina izrazena je kao postotak imunohistokemijski pozitivnih
jezgara od ukupno 500 stanica po svakom uzorku tumora te je median za postotak
nuklearnog obojenja iznosio 40,5 (12-90,9), a srednja vrijednost 41,3 +15,8. Slika 26.

prikazuje visoku reaktivnost p53 u SSKBS.

Slika 26. Visoka nuklearna ekspresija pS3 u SSKBS

4.2.3.Korelacija rezultata imunohistokemijskog bojenja u SSKBS

Pearson-ova korelacija pokazala je statisticki znacajnu vezu jedino izmedu difuznog
citoplazmatskog  obojenja VEGF-A 1 VEGF-C (p=0,001, 1r,=0,586), dok

perimembranozna distribucija ova dva angiogena ¢imbenika nije bila statisticki povezana
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(p=0,403, r=0,090). Difuzni VEGF-A je pokazivao inverznu korelaciju sa nuklearnim
HIF-1a  (p=0,002) koji je i prema dVEGF-C pokazivao gotovo statisticki znacajnu
inverznu povezanost (p= 0,053). S perimembranoznim citoplazmatskim obojenjem
VEGF-A, n HIF-1a nije imao znacajnu povezanost, kao ni sa pVEGF-C (tablica 11).

P53 nije bio znacajno povezan sa postotkom VEGF-A imunopozitivnih stanica u SSKBS
(Pearson korelacija p=0,776;r=0,03), niti sa HS (Pearson korelacija p=0,748;r=0,035).
Usporedujuci citoplazmatsku distribuciju VEGF-A sa p53 imunopozitivnim stanicama
vidjelo se da niti pVEGF-A distribucija (Pearson korelacija p=0,880;r=0,016), niti
dVEGF-A citoplazmatsko obojenje (Pearson korelacija p=0,604;r=0,057) ne daju
statisticku povezanost (tablica 11). Ve¢i postotak VEGF-C (%) pozitivnih stanica u
SSKBS bio je znacajno povezan sa veéim postotkom p53 pozitivnih jezgara u tumorima
(Mann-Whitney: p=0,037). Isto tako je visi histoscore nuklearnog HIF-1 bio statisticki
znacajno povezan sa viSim postotkom p53 (Mann-Whitney: p=0,025 )dok je visi HS
citoplazmatskog difuznog HIF-la bio znafajno povezan s manjim postotkom p53

pozitivnih stanica. (Mann-Whitney: p=0,038).

Tablica 11. Povezanost VEGF-A sa VEGF-C, HIF-1a i p 53

HIF-1a (%) "VEGF-C (%) p33 (%)
"VEGF-A FaHIF-1a +CHIF-1a $pVEGF-C £dVEGF-C
% l:)1 rpl pl rp1 p1 rpl l:)1 rp1 I:)1 I_pl
SPVEGF-A 0,535 0,068 0,002  -0322 0403 0,090 0,880 0,016
fd VEGF-A 0,094 -0,180  <0,001 0,526 0,001 0,586 0,604 0,057

'Pearson-ova korelacija
§pVEGF-A/ C perimembranozna distribucija u citoplazmi
*dVEGF-A/C difuzna distribucija u citoplazmi
"nHIF-10 nuklearna ekspresija
cHIF-1a citoplazmatska ekspresija
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4.2.4. Rezultati imunohistokemijske i FISH analize EGFR

Izrazaj receptora za epidermalni faktor rasta smo odredivali kao postotak stanica koje
pokazuju kontinuirano i diskontinuirano membransko obojenje intenziteta od 1-3 ( slabo-
1; umjereno-2; snazno-3) te je srednja vrijednost ukupnog postotka pozitivnih stanica
iznosila 38,40% (£33,92). Postotak pozitivnih stanica pomnozen s intenzitetom prikazan
kao ukupni histoscore (HS) iznosio je 56,54% (£ 62,23). Na taj nacin smo prikazali i

kontinuirano membransko obojenje (HS kontinuirano) koje je iznosilo 48,18% (+63,88) .

Slika 27. Imunohistokemijsko membransko obojenje za EGFR
(a) diskontinuirano i kontinuirano membransko obojenje slabog i srednjeg intenziteta (+/++). (b)
kontinuirano imunoobojenje jakog intenziteta (+++)

U¢injena su dva uzastopna FISH bojenja u kojima se o€italo 15 mikroareja tumora koji
su eksprimirali snazno kontinuirano imunohistokemijsko obojenje (3+), 16 mikroareja
tumora koji su eksprimirali umjereno obojenje (2+), te 12 mikroareja tumora koji su

eksprimirali slabo kontinuirano membransko obojenje (1+) (slika 28).

Slika 28. EGFR prikazan metodom fluorescentne in situ hibridizacije

Hibridizacija je ucinjena pomocu proba za centromere7 (crveno) i EGFR ( zeleno ) (a) U jezgrama
tumorskih stanica se mogu izbrojiti i do 4 crvena (centromera?7) i 4 zelena (EGFR) signala §to
govori u prilog polisomiji.(b) U jezgrama normalnih stanica nalaze se 2 crvena centromera 7 i 2
zelena EGFR signala

U 11 (73,33%) TMA tumora sa snaznom EGFR membranskom ekspresijom ili u 25,58%
svih tumora ispitivanih FISH metodom uocili smo vise od 20% stanica sa ve¢im brojem
centromera 7 signala po stanici §to smo definirali kao polisomiju. U grupi umjerene
ekspresije EGFR, 6 od 16 (37,5%) tumora ili u 13,9% svih tumora pokazivalo je

polisomiju, dok su samo 3 tumora sa slabom EGFR ekspresijom od 12 (25%) ispitanih
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ispoljavali polisomiju, odnosno u 6,9% svih FISH-om pregledanih SSKBS §to se vidi na

slici 29.

EGFR +++
73,33 %

EGFR + +
37,5 %
EGFR +
25 %

polisomija 7 (%)

imunohistokemijska ekspresija EGFR

Slika 29. Zastupljenost (%) polisomije s obzirom na intenzitet membranske
ekspresije EGFR-a na tumorskim stanicama SSKBS

Usporedujuc¢i ekspresiju EGFR na proteinskom nivou tumora promatranih
imunobojenjem i FISH metodom dobili smo statisticki znac¢ajnu korelaciju i za ukupni
postotak imuno pozitivnih stanica ( p=<0,001,r=0.297) i za HS ( p<0,001,r=0,231) te za
HS kod kontinuiranog membranskog obojenja ( p<0,001,r=0,255) Sto bi znacilo da

sadrzaj na genskom nivou prati proteinsku ekspresiju. Rezultati su prikazani u tablici 12.
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Tablica 12. Povezanost FISH za EGFR i imunoekspresije EGFR

Srednja

vrijednost Std.Dv. r(X,Y) r? p
FISH EGFR % 16,653 15,358
EGFR % 55,747 31,779 0,545 0,297 0,0003
FISH EGFR % 16,653 15,358
EGFR HS 84,486 65,610 0,481 0,231 0,0019
FISH EGFR % 16,653 15,358
EGFR kontinu 74,680 70,358 0,505 0,255 0,0010

4.2.5. Korelacija rezultata EGFR s ostalim imunohistokemijski analiziranim

paramaterima

Sve dobivene vrijednosti smo usporedili s vrijednostima ukupnog postotka VEGF-A

pozitivnih stanica, HS te postotka stanica s perimembranoznim, odnosno difuznim

imunoobojenjem citoplazme §to je sve prikazano u tablici 12 (Pearsonova korelacija).

Vidjelo se da su sve EGFR varijable obrnuto proporcionalno povezane s postotkom

stanica perimembranoznog imunoizrazaja VEGF-A dok su proporcionalno povezane s

postotkom stanica difuznog obojenja citoplazme .

Tablica 13 . Korelacije EGFR i VEGF- A

EGFR "VEGF A
% HS ‘pVEGF-A tdVEGF-A
r p r p r p r p
% 0,083 0,435 0,011 0,918 -0,189 0,075 0,281 0,007
HS 0,102 0,339 0,009 0932 -0,211 0,046 0,326 0,001
HS 0,077 0,468 -0,015 0,886 -0234 0,026 0315 0,002
kontinuirano

*vaskularni endotelni ¢imbenik rasta

§perimembranozna dcitoplazmatska ekspresija

£ difuzna citoplazmatska ekspresija

Na isti nacin smo usporedili i VEGF-C $to je prikazano u tablici.13 i dobili slican

rezultat. Sve varijable EGFR su bile proporcionalno povezane s postotkom stanica
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difuznog imunoizrazaja VEGF-C dok su obrnuto proporcionalno povezane s postotkom

stanica perimembranoznog obojenja citoplazme.

Tablica 14 . Korelacije EGFR i VEGF-C

EGFR "VEGF C
% HS ‘pVEGF-C *dVEGF-C
r pl I pl r 1p r pl
% -0,199 0,064 -0,097 0,371 -0,451 <0,001 0,317 0,002
HS -0,196 0,069 -0,196 0,311 -0,434 <0,001 0,294 0,005
HS -0,182 0,090 -0,091 0,397 -0,423 <0,001 0,289 0,006
kontinuirano

*vaskularni endotelni ¢imbenik rasta
§perimembranozna dcitoplazmatska ekspresija

£ difuzna citoplazmatska ekspresija

HIF-1a nije pokazao korelaciju s EGFR vrijednostima (rezultati nisu prikazani).

Izrazaj p53 je Pearsonovom korelacijom bio priblizno statisticki znacajno obrnuto
proporcionalno povezan jedino s ukupnim postotkom EGFR pozitivnih stanica u
uzorcima SSKBS ( p=0,62; r=0,203), dok ostale vrijednosti EGFR nisu pokazivale
povezanost (rezultati nisu prikazani).

FISH metoda nije pokazala povezanost EGFR sa VEGF-A ekspresijom u SSKBS ali je
difuzna citoplazmatska ekspresija VEGF-C pokazivala znafajnu proporcionalnu
povezanost s polisomijom EGFR gena. Naime, niZzi postotak difuzne imunoekspresije
VEGF-C povezan je sa nizim izrazajem EGFR na genskom nivou i obrnuto ( Mann-
Whitney U test: p=0,045).

Takoder se nije nasla znacajna povezanost p53 s EGFR ispitanim FISH metodom kroz

postotak izrazene polisomije (p=0,351, r=-0,153, Pearson korelacija).
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4.2.6. Povezanost svih analiziranih parametara na TMA s klini¢kopatoloSkim
podatcima bolesnika sa SSKBS
4.2.6.1. VEGF-A i klinickopatoloski parametri
Ekspresija VEGF-A u tumorskim stanicama usporedena je sa prognostickim parametrima:
nuklearnim gradusom, veli¢inom tumora, patoloskim stadijem i Ki 67 proliferativnim
indeksom u skupini TMA.
Statisticku znacajnost u korelaciji s nuklearnim gradusom smo dobili kroz analizu
postotka pozitivnih stanica u tumoru (p=0,015) i HS (p=0,033) te je visi nuklearni gradus
(3,4) bio povezan s vecim postotkom intenzivnije pozitivnih stanica. Visi nuklearni
gradus bio je izrazito povezan i s veéim postotkom pozitivnih stanica difuznog
citoplazmatskog obojenja (p<0,001). Perimembranozni na¢in ekspresije u citoplazmi nije
bio povezan s nuklearnim gradusom (tablica 15).
U analizi korelacije veli¢ine tumora i VEGF-A statisticki znacajna povezanost dobila se
jedino kroz analizu difuznog citoplazmatskog obojenja te su vec¢i tumori bili povezani s
vec¢im postotkom d VEGF-A (tablica 15). Statisticku povezanost izmedu tumora manjih
od 7 cm (pT1), odnosno vecih od 7 cm i prosirene bolesti (pT2,3,4) i VEGF-A dobili smo
usporeduju¢i HS (p=0,034) i d VEGF-A (p=0,027). Difuzno citoplazmatsko obojenje se
opet pokazalo vaznim opazanjem u prognostickom smislu (tablica 16).
Ki67 indeks proliferacije tumorskih stanica nije pokazivao nikakvu statisticki znacajnu
povezanost niti s jednim nafinom analize VEGF-A ispoljenosti. Kako smo na
standardnim rezovim dobili znacajnu povezanost s visokim postotkom VEGF-A ukupno i
d VEGF-A postavlja se pitanje da li su tkivne mikroareje dobra metoda za analizu ovog

¢imbenika (tablica 16).
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TablicalS. Ekspresija VEGF -A u odnosu na klini¢ckopatoloSke parametre na TMA

NG*

vT'

p p
VEGF -A (n) 1,2 3,4 >7 <7
Ekspresija % 26,2 55 0,015 31,8 46,7 0,241
VEGF-A (0-100) (1,18-100) (0-97,5) (0,7-100)
HS 31,8 68,3 0,033 38,8 56,7 0,170
(0-203,3) (1,18-222,5) (0-203,3) (0,7-222,5)
Citoplazmatska perim. 15 12.5 0,307 15 7,5 0,173
ekspresija (0-94) (0-75) (0-94) (0-75)
dif. 6,7 30 <0,001 6,7 16,7 0,015
(0-92,5) (0-90) (0-67,5) (0-92,5)

*vaskularni endotelni ¢imbenik rasta
T veli¢ina tumora

& nuklearni gradus

Tablical6. Ekspresija VEGF -A u odnosu na klinickopatoloske parametre na TMA

pT? p Ki67(%) p
VEGF -A (m) 1 2,3,4 1 2
Ekspresija % 28,1 51,3 0,065 37,3 33 0,680
VEGF -A (0-96,7) (1,7-100) (0-100) (0-100)
HS 35,5 56,7 0,034 51,5 40 0,668
(0-203,3) (1,7-222,5) (0-222,5) (0-205)
Citoplazmatska perim 12,1 17,5 0,682 12,5 12,7 0,658
ekspresija (0-94) (0-75) (0-94) (0-75)
dif 6,3 11,7 0,027 10,6 10 0,652

(0-76,7)  (0-92.5)

(0-92,5)  (0-83,3)

*vaskularni endotelni ¢imbenik rasta

1 patoloski stadij

4.2.6.2 VEGF-C i klinickopatoloski parametri

StatistiCku znacajnost u korelaciji s nuklearnim gradusom smo dobili samo kroz analizu

distribucije citoplazmatskog obojenja u tumorskim stanicama pa je visi nuklearni gradus

(3,4) bio je povezan s ve¢im postotkom pozitivnih stanica s difuznim citoplazmatskim

obojenjem (p=0,004). Nizi nuklearni gradus bio je izrazito povezan i s ve¢im postotkom

pozitivnih stanica perimembranoznog citoplazmatskog obojenja (p<0,001) .U analizi

korelacije velicine tumora i VEGF-C statisticki znac¢ajna povezanost dobila se takoder

samo kroz analizu perimembranoznog i difuznog citoplazmatskog obojenja te su manji
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tumori znac¢ajno povezani sa perimembranoznim obojenjem pVEGF-C (p=0,007), a ve¢i s
vec¢im postotkom d VEGF-C ( 0,007) (tablica 17).

StatistiCku povezanost izmedu pT1, svih ostalih stadija i VEGF-C dobili smo samo u
usporedbi perimembranoznog citoplazmatskog rasporeda VEGF-C (p=0,042), pa su
tumori manji od 7 cm imali ve¢i postotak pVEGF-C pozitivnih stanica (tablica 18).

Kao i u prethodnoj analizi s VEGF-A, Ki67 indeks proliferacije tumorskih stanica nije
pokazivao nikakvu statisticki znacajnu povezanost niti s jednim na¢inom analize VEGF-C
ispoljenosti (tablica 18).

Tablica 17. Ekspresija VEGF -C u odnosu na klini¢kopatoloske parametre na TMA

NG* p vT' p
VEGF -C (m) 1,2 3.4 >7 <7
Ekspresija % 95 93,3 0,248 95 94,5 0,917
VEGF'-C (12,5-100) (3-100) (10-100) (3-100)
HS 100 102,5 0,607 100 100,8 0,615
(12,5-220)  (3-233,3) (10-220)  (3-233.,3)
Citoplazmatska perim 65 14 <0,001 64,2 27,9 0,007
distribucija (0-100) (0-92,5) (0-100) (0-100)
dif 18,5 37 0,004 18 37,1 0,007
(0-100) (0-100) (0-100) (0-100)

*vaskularni endotelni cimbenik rasta
T veli¢ina tumora

& nuklearni gradus

Tablica 18. Ekspresija VEGF "-C u odnosu na klinickopatoloSke parametre na TMA

pT? p Ki67(%) p
VEGF -C (n) 1 2,3,4 1 2
Ekspresija % 93.3 96.7 0.847 95 933 0.299
VEGF -C (12.5-100)  (3-100) (10-100)  (3-100)
HS 100 101.7 0.657 100 100 0.754
(12.5-220)  (3-233.3) (10-233.3)  (3-210)
Citoplazmatska  perim 61.3 333 0.042 45 55 0.913
distribucija . (0-100) (0-100) (0-100)  (0-100)
dif 20 30 0.109 25 26.3 0.516
(0-100) (0-100) (0-100)  (0-100)

*vaskularni endotelni ¢imbenik rasta

I patoloski stadij
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4.2.6.1.HIF-10 i klinickopatoloski parametri

Nuklearni HIF-1a je bio povezan s nizim nuklearnim gradusom (p=0,006) i manjim

tumorima (p=0,057) ukazujuéi na bolju prognozu, dok je citoplazmatska ekspresija bila

znacajno povezana sa losijim prognostickim faktorima tj sa visim nuklearnim gradusom

(p=0,006), ve¢im tumorima (p=0,009) (tablica 19) i viSim stadijem maligne bolesti

(p=0,023) (tablica 20). Ki67 indeks proliferacije statisticki je bio znacajno povezan jedino

kada smo podijelili nuklearni izrazaj HIF-la temeljem medijana na visoku i nisku

ekspresiju te je Mann-Whitney U-test pokazao povezanost vece proliferacije s vecim

postotkom nHIF-1a (p=0,022).

Tablica 19. Ekspresija HIF “_1¢ u odnosu na klinickopatoloske parametre na TMA

NG* p VT' p
* 0
HIF -1a % 12 34 >7 <7
nHIF-1a 49,5 39 0,006 48,6 43,6 0,057
(16,3-82,3)  (19,2-72,6) (27,9-73,9)  (16,3-82,3)
cHIF-1a 11,4 18,7 0,006 11,3 17,5 0,009
(1,4-75) (5,2-59,5) (1,4-59.5) (2,9-75)

*Hypoxia inducible factor
T veli¢ina tumora

& nuklearni gradus

Tablica 20. Ekspresija HIF -10 u odnosu na klini¢kopatoloSke parametre na TMA

pT? p Ki67(%) p
HIF -la % 1 2,3,4 1 2
nHIF-1a 48,1 445 0,165 43,9 48,1 0,134
(27,9-73,9)  (16,3-82,3) (163-72,4  (21,2-82.3)
cHIF-1a 11,4 16,6 0,023 14,6 11,6 0,246
(1,4-42,6) (2,9-75) (43-75)  (1,4-46,5)

*Hypoxia inducible factor

1 patoloski stadij

4.2.6.4. p 53 i klini¢ckopatoloski parametri
Koriste¢i Studentov t- test za usporedbu p53 i nuklearnog gradusa nismo nasli znacajne

povezanosti (p=0.671).
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Veci p53 bio je znacajno povezan sa stadijem bolesti kad smo visi stadij grupirali kao 2,3
14 (p=0,036), kao i sa tumorima ve¢im od 7 cm (p=0,007) (Mann-Whitney test).

Ki 67 1 p53 nisu bili znacajno povezani (p=0,351, r=0,102) (Pearsonova korelacija)

4.2.6.5. EGFR i klini¢kopatolo$ki parametri

EGFR je bio povezan s visim nuklearnim gradusom , veéim tumorima u svim
istrazivanim kategorijama, vi§im patoloskim stadijem bolesti kad se prikazivao kao
histoscore, dok se u odnosu na proliferacijski indeks nije nasla povezanost. EGFR na
nivou gena nije bio znacajno povezan sa niti jednim klinicko patoloskim parametrom S$to

pokazuje tablica 21.

Tablica 21. Imunoekspresija EGFR i FISH EGFR u odnosu na klinickopatoloske
parametre na TMA

NG ¢ vT? PT* Ki67%
1,2i3,4 1,234
p p p p
% 0.0006 0.015 0.068 0.427
Ekspresija Hs® 0.0002 0.018 0.036 0.353
EGFR" .
HS” kontinuirano 0.0005 0.021 0.213 0.436
FISH* 0.777 0.733 0.193 0.597

*Epidermalni ¢imbenik rasta
T veli¢ina tumora

1 patoloski stadij

& nuklearni gradus

$ Histoskor

# Fluorescentna in situ hibridizacija

4.3 Prezivljenje bolesnika sa SSKBS
Pracenje je bilo dostupno za 87 pacijenata, a vrijeme prezivljavanja bilo je racunato od

datuma operacije do datuma smrti ili datuma zadnje kontrole s medijanom od 64 mjeseci.
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S obzirom da se gradus tumora te stadij bolesti smatraju glavnim prognostickim

parametrima u SKBS, prvo se analizirao njihov impakt na postoperativno prezivljenje.

4.3.1. Prezivljenje u odnosu na klinickopatolosSke parametre

Nadena je znaCajna inverzna povezanost tumorskog gradusa s prezivljenjem (p<0,001)

(slika 30.A) ali i s veli¢inom tumora (p=0,001) (slika

prezivljenjem (p=0,003) (slika 30.C).

Kumulativna proporcija preziviena

30.B) te stadija bolesti s

Humulativnia proporciia prezivienjs

100 (=]

q

= Tem
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Slika 30. PrezZivljenje bolesnika u odnosu na nuklearni gradus(A), veli¢inu tumora
(B) i stadij bolesti (C)

4.3.2. Prezivljenje bolesnika sa SSKBS u odnosu na parametre imunohistokemijske i
FISH analize

4.3.2.1. Prezivljenje u odnosu na VEGF-A izrazaj

Log — rank test nije pokazao znacajnost kod analize ukupnog postotka ispoljenosti VEGF-
A 1 prezivljenja bolesnika (p=0,374) kao niti kod analize HS prezivljenja (p=0,572).
Ukupna difuzna ekspresija u tumorskim stanicama korelirala je s prezivljenjem (p=0,048)
kao i perimembranozna ekspresija ovog angiogenog ¢imbenika (p=0,028). Chi-square test
pokazivao je signifikantno krace prezivljenje u pacijenata s tumorima koji su pokazivali
samo difuzno VEGF-A obojenje stanica u usporedbi s pacijentima ¢iji su tumori
pokazivali perimembranozno ili perimembranozno/difuzno obojenje (p=0,006). Slika
31.(A) pokazuje postepeno opadanje duljine prezivljenja kako se u tumorima pojavljuje
difuzno citoplazmatsko obojenje, tj u grupi pacijenata s tumorima sa Cisto
perimembranoznim obojenjem prezivljenje je 75%, prezivljenje pacijenata s tumorima s
difuznim 1 perimembranoznim obojenjem opada na 50%, a pacijenti s tumorima s ¢isto
difuznim obojenjem VEGF-A preZivljavaju u 21%.

Znacenje difuzne citoplazmatske ekspresije VEGF-A u odnosu na prezivljenje prikazano
je i na slici 31. (B). Log-rank test je pokazao statisticki znacajnije krace prezivljenje u
pacijenata s tumorima koji pokazuju visoki dVEGF-A. Petogodisnje prezivljenje tumora
koji su pokazivali visoki difuzni citoplazmatski izrazaj bilo je 40% u usporedbi s niskim

dVEGF-A koje je iznosilo 59%.
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Slika 31. Kaplan-Meier kumulativna analiza preZivljenja u odnosu na pVEGF-A
dVEGF-A ili mijeSano p/d citoplazmatsko obojenje (A) te visoku i nisku dVEGF-A
ekspresiju (B)

4.3.2.2. Prezivljenje u odnosu na VEGF-C izrazaj

Log-rank test je pokazivao signifikantno krace prezivljenje u pacijenata s tumorima
difuzne distribucije VEGF-C u pozitivnim stanicama u usporedbi s bolesnicima koji su
imali tumore s perimembranoznim citoplazmatskim obojenjem VEGF-C( p=0,040) s
petogodisnjim prezivljenjem od 54% za tumore s pVEGF-C ili p/d VEGF-C u odnosu na

tumore s d VEGF-C kod kojih je prezivljenje pacijenata bilo 31% (Slika 32 A).
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Za razliku od VEGF-A kod kojega je difuzna citoplazmatska distribucija u tumorskim
stanicama bila od prognosti¢kog znacaja, kod VEGF-C imunobojenja visa ekspresija
perimembranoznog bojenja ovog proteina u citoplazmi signifikantno je povezana s duljim
prezivljenjem (p=0,008). Petogodisnje prezivljenje za ove tumore je bilo 61% u usporedbi
s tumorima s niskom ekspresijom perimembranoznog obojenja VEGF-C koje je iznosilo
40%.

(Slika 32. B).
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Slika 32. Kaplan-Meier kumulativna analiza preZivljenja u odnosu na dVEGF-C ili
mijeSano p/dVEGF-C citoplazmatsko obojenje (A) te visoku i nisku dVEGF-C
ekspresiju (B)
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4.3.2.3. Prezivljenje u odnosu na HIF-1 izrazaj

Podjela na nisku i visoku ekspresiju nHIF-la te cHIF-la pokazala se statisticki
znaajnom i u odnosu na prezivljenje Kaplan-Meier-ovom analizom kumulativnog
prezivljenja. Log-rank test povezuje nisku ekspresiju nHIF-1a sa signifikantno kra¢im
prezivljenjem (p=0,005). PetogodiSnje prezivljenje je bilo 32% za pacijente Ciji su tumori
pokazivali nisku nuklearnu ekspresiju HIF-1a u odnosu na 65% pacijenata sa tumorima
visoke ekspresije nHIF-1a. (slika 33.A) PrezZivljenje je takoder znacajno krac¢e kod
visokog citoplazmatskog izrazaja HIF-la (p=0,018) . Petogodi$nje preZivljenje za
pacijente s tumorima visoke ekspresije cH-IFla je bilo 40 % u odnosu na duzi zivot
pacijenata s tumorima niske ekspresije cHIF-1a od 60%. (slika 33.B). Kad se ¢ HIF-1a
prikazivala kao histoskor log-rank test je pokazivao signifikantno krace ukupno
prezivljenje pacijenata s tumorima visoke i intenzivne citoplazmatske ekspresije HIF-1a
(p=0.015). 5- godiSnje prezivljenje je bilo 62% za pacijente ¢iji su tumori pokazivali nisku
cHIF-1a ekspresiju slabijeg inteziteta, u usporedbi s 37% prezivljenja ¢iji su tumori
ispoljavali  visoki postotak citoplazmatske ekspresije HIF-la jaCeg intenziteta (slika

33.0).
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Slika 33. Kaplan-Meier kumulativna analiza preZivljenje u odnosu na n i cHIF-1a

(A,B) te na HS cHIF-1a (C)
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4.3.2.4. Prezivljenje u odnosu na p53 izrazaj

Log-rank test nije povezao prezivljenje i p53 podijeljen medianom na visi i1 nizi postotak

pozitivnih stanica u SSKBS (p=0,994) .

4.3.2.5. Prezivljenje u odnosu na EGFR izrazaj

Log- rank test je pokazao da histoskor kontinuiranog membranskog imunoobojenja
znacajno korelira sa prezivljenjem (p=0,046) dok postotak pozitivnih stanica i ukupni
histoskor nisu pokazali povezanost s prezivljenjem. (%, p=0,168; HS, p=0,074). Niska
ekspresija HS kontinuirano ima kumulativnu proporciju prezivljenja od 59%, a visoka
ekspresija HS kontinuirano ima kumulativnu proporciju prezivljenja od 40% $to prikazuje

slika 34.

niska ekspresija HS kontinuirano

05 e :
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Wl
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0.1
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Slika 34. EGFR prikazan kao histoskor kontinuiranog membranskog obojenja
Histoscore kontinuiranog membranskog imunoobojenja znacajno korelira sa prezivljenjem te
tumori sa niskom ekspresijom HS kontinuirano imaju bolje prezivljenje u odnosu na visoki
EGFR imunoizrazaj HS kontinuirano
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4.3.3. Multivarijatna analiza prezZivljenja (Cox regresijski model)

4.3.3.1. Analiza za VEFG-A

Za dVEGF-A visoki/niski izraZen kroz postotak proizlazi da nije neovisan prognosticki
pokazatelj (p=0,138) kada se u izracun uvrsti NG12 i pT12, odnosno, isto ispada kada se
za pT uzme podjela na 1 naspram 2,3,4 (p=0,189). Bilo za pT1/2 ili pT1/1,2,3,4 proizlazi
takoder da nije neovisni prognosticki pokazatelj iako je p<0,05, jer izraunati relativni
rizik nije statisticki zna¢ajan na razini 95%, (interval pouzdanosti ukljucuje 1.) Jedino za

NG(1/2) ispada da je neovisan prognosticki pokazatelj (Tablica 22).

Tablica 22. Multivarijatna analiza prognostic¢kih faktora i dVEGF-A (%) u
bolesnika sa SSKBS-om.

Varijabla Relativni rizik 95% interval pouzdanosti p
dOVEGF-A visoki/niski 13 0.9-2 0.138
(%)

pT12 2,7 0,9-7,4 0,013
NG12 3 1,7-5,3 0,005
Varijabla Relativni rizik 95% interval pouzdanosti p
dOVEGF-A visoki/niski 13 0.9-2 0.189
(%)

pT1/2,3,4 1,5 1-2,4 0,016
NG12 3 1,7-5,3 0,002

Za VEGF-A p/d izrazen kroz dvije kategorije proizlazi da nije neovisan prognosticki
pokazatelj iako je p<0.05 (p=0,039) kada se u izracun uvrsti NG12 i pT12, jer izracunati
relativni rizik od 2,8 nije statistiCki znacajan na razini 95%, jer interval pouzdanosti

uklju¢uje 1. Takoder nije neovisan prognosticki pokazatelj kada se za pT uzme podjela na
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1 naspram 2,3,4 (p=0,101). Za pT i NG komentar vrijedi kako je gore navedeno (Tablica
23).

Tablica 23. Multivarijatna analiza prognosti¢kih faktora i p/dVEGF-A u bolesnika
sa SSKBS-om.

Varijabla Relativni rizik 95% interval pouzdanosti p vrijednost
p/dVEGF-A 12 2,8 1-7,7 0,039
pT12 2,7 0,9-7,4 0,017
NGI12 3 1,7-5,3 0,006
Varijabla Relativni rizik 95% interval pouzdanosti p vrijednost
p/dVEGF-A 12 2,8 1-7,7 0,101
pT1/2,3,4 1,5 1-2,4 0,028
NG12 3 1,7-5,3 0,002

Prezivljavanje i VEGF-A p/d 1,2,3 (*): p=0,019 (1-najduze, 2-srednje, 3-najkrace)

Za VEGF-A p/d izrazen kroz tri kategorije prezivljenja, kada se usporeduje kategorija
mijesane ekspresije p/dVEGF-A proizlazi da je neovisan prognosticki pokazatelj
(p=0,019), kada se u izraCun uvrsti NG12 1 pT12 s naglaskom da je relativni rizik
statisticki znacajan na razini 95 %. Kada se za pT uzme podjela na 1 naspram 2,3,4, tada
je p blizu statisticke znacajnosti (p=0,056). Za pT i NG komentar vrijedi kako je gore

navedeno (Tablica 24).
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Tablica 24. Multivarijatna analiza prognostickih faktora i p/dVEGF-A u bolesnika

sa SSKBS-om.
Varijabla Relativni rizik 95% interval pouzdanosti p vrijednost
p/dVEGF-A 1,2,3 3,6 1,2-10.2 0,019
pT12 2,7 0,9-7,4 0,019
NG12 3 1,7-5,3 0,014
Varijabla Relativni rizik 95% interval pouzdanosti p vrijednost
p/dVEGF-A 1,2,3 3,6 1,2-10,2 0,056
pT1/2,3,4 1,5 1-2,4 0,044
NG12 3 1,7-5,3 0,003

4. 3.3.2. Analiza za VEGF-C

Za pVEGF-C visoki/niski izrazen kroz postotak proizlazi da nije neovisan prognosticki
pokazatelj (p=0,059, osim toga interval pouzdanosti ukljucuje 1 pa relativni rizik nije
statisticki znacajan na razini 95%) kada se u izraun uvrsti NG12 i pT12, odnosno, isto
ispada kada se za pT uzme podjela na 1 naspram 2,3,4 (p=0,154). Bilo za pT12 ili
pT1/1,2,3,4 proizlazi takoder da nije neovisni prognosticki pokazatelj iako je p<0,05, jer
izraCunati relativni rizik nije statisti¢ki znacajan na razini 95%, jer interval pouzdanosti

ukljucuje 1. Jedino za NG12 ispada da je neovisan prognosticki pokazatelj (Tablica 25).

98



Varijabla Relativni rizik 95% interval pouzdanosti p vrijednost
pVEGF-C visoki/niski 0.8 0.5-1.1 0,059
(%)

pT12 2,7 0,9-7.,4 0,016
NG12 3 1,7-5,3 0,007
Varijabla Relativni rizik 95% interval pouzdanosti p vrijednost
pOVEGF—C visoki/niski 0.8 0.5-1,1 0.154
(%)

pT1/2,3,4 1,5 1-2,4 0,033
NG12 3 1,7-5,3 0,001

Tablica 25. Multivarijatna analiza prognostickih faktora i pVEGF-C (%) u
bolesnika sa SSKBS-om.

Za VEGF-C p/d izrazen kroz dvije kategorije proizlazi da nije neovisan prognosticki
pokazatelj (p=0,097 i interval pozdanosti ukljucuje 1) kada se u izracun uvrsti NG12 i
pT12. Isto nije neovisan prognosticki pokazatelj kada se za pT uzme podjela na 1 naspram

2,3,4 (p=0,402). Za pT i NG komentar vrijedi kako je gore navedeno (Tablica 26).

Tablica 26. Multivarijatna analiza prognostickih faktora i p/dVEGF-C u bolesnika

sa SSKBS-om.
Varijabla Relativni rizik 95% interval pouzdanosti p vrijednost
p/dVEGF-C 12 1.4 0,7-2,9 0,097
pT12 2,7 0,9-7,4 0,014
NGI12 3 1,7-5,3 0,004
Varijabla Relativni rizik 95% interval pouzdanosti p vrijednost

p/dVEGF-C 12
pT1/2,3,4

NGI2

1,4
1,5

3

0,7-2,9
1-2,4

1,7-5,3

0,402
0,030

0,001
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4.4.3.3. Analiza za HIF-1a

Za nHIF-1a visoki/niski izrazen kroz postotak proizlazi da nije neovisan prognosticki
pokazatelj (p=0,114) kada se u izracun uvrsti NG12 i pT12, odnosno, isto ispada kada se
za pT uzme podjela na 1 naspram 2,3,4 (p=0.175). Bilo za pT12 ili pT1/1,2,3.,4 proizlazi
takoder da nije neovisan prognosticki pokazatelj iako je p<0.05, jer izracunati relativni
rizik nije statisticki znacajan na razini 95% ( interval pouzdanosti ukljucuje 1). Jedino za

NG12 ispada da je neovisan prognosticki pokazatelj (Tablica 27).

Tablica 27. Multivarijatna analiza prognostickih faktora i nHIF-1a (%) u bolesnika

sa SSKBS-om.
Varijabla Relativni rizik 95% interval pouzdanosti p vrijednost
nHIF-1a (%) 0,5 0,3-0,8 0,114
pT12 2,7 0,9-7,4 0,017
NGI12 3 1,7-5,3 0,017
Varijabla Relativni rizik 95% interval pouzdanosti p vrijednost
nHIF-1a (%) 0,5 0,3-0,8 0,175
pT1/2,3,4 1,5 1-2,4 0,021
NG12 3 1,7-5,3 0,005

Za cHIF-1a visoki/niski izrazen kroz postotak proizlazi da nije neovisan prognosticki
pokazatelj (p=0,158) kada se u izraun uvrsti NG12 1 pT12, odnosno, isto ispada kada se
za pT uzme podjela na 1 naspram 2,3,4 (p=0,218). Bilo za pT12 ili pT1/1,2,3,4 proizlazi
takoder da nije neovisan prognosticki pokazatelj iako je p<0,05, jer izracunati relativni
rizik nije statisticki znacajan na razini 95%, (interval pouzdanosti ukljucuje 1). Jedino za

NG12 ispada da je neovisan prognosticki pokazatelj (Tablica 28).
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Tablica 28. Multivarijatna analiza prognostickih faktora i cHIF-10(%) u bolesnika

sa SSKBS-om.
Varijabla Relativni rizik 95% interval pouzdanosti p vrijednost
cHIF-1a (%) 1,3 0,8-1,9 0,158
pT12 2,7 0,9-7,4 0,046
NG12 3 1,7-5,3 0,003
Varijabla Relativni rizik 95% interval pouzdanosti p vrijednost

cHIF-10 (%)
pT1/2,3.4

NG12

1,3
1,5

3

0,8-1,9
1-2,4

1,7-5,3

0,218
0,045

0,001

Za cHIF-1a visoki/niski izrazen kroz HS proizlazi da je neovisan prognosti¢ki

pokazatelj (p=0,023) kada se u izracun uvrsti NG12 i pT12. Relativni rizik iznosi 1,7 $to

znaci da bolesnici €iji tumori imaju nisku ekspresiju cHIF-1a (HS) imaju 1,7 puta vece

Sanse prezivljavanja do 55 mjeseci od bolesnika s visokom ekspresijom cHIF-1a (HS).

Kada se za pT uzme podjela na 1 naspram 2,3,4, tada ispada p blizu statisticke znacajnosti

(p=0,056), a za relativni rizik vrijedi isto. Za pT i NG komentar vrijedi kako je gore

navedeno (Tablica 29).

Tablica 29. Multivarijatna analiza prognosti¢kih faktora i cHIF-lo H-score u

bolesnika sa SSKBS-om.

Varijabla Relativni rizik 95% interval pouzdanosti p vrijednost
cHIF-1a (H-score) 1,7 1,1-2,7 0,023
pT12 2,7 0,9-7,4 0,008
NGI12 3 1,7-5,3 0,023
Varijabla Relativni rizik 95% interval pouzdanosti p vrijednost

cHIF-1a (H-score)

1,7

1,1-2.7

0,056
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pT1/2,3,4 L5 1-2,4 0,018

NG12 3 1,7-5.3 0,007

4.4.3.4. Analiza za EGFR

Za EGFR HS kontinuirano visoki/niski proizlazi da nije neovisan prognosticki pokazatelj
(p=0,175) kada se u izraCun uvrsti NG12 i pT12 pri ¢emu je pTl=1. Za pT1/2,3,4
proizlazi takoder da nije neovisan prognosti¢ki pokazatelj iako je p<0,05, jer izraCunati
relativni rizik nije statisticki znaCajan na razini 95%, jer interval pouzdanosti ukljucuje 1.

Jedino za NG12 ispada da je neovisan prognosticki pokazatelj (Tablica 30).

Tablica 30. Multivarijatna analiza prognostic¢kih faktora i EGFR HS kontinuirano u

bolesnika sa SSKBS
Varijabla Relativni rizik ~ 95% interval pouzdanosti  p vrijednost
EGFR HS 13 0.9-1.9 0,175
kontinuirano
pT1/2,3,4 1,5 1-2,4 0,009
NGI2 3 1,7-5,3 0,002

102



5. DISKUSI1JA

Koncept razvoja antiangiogene terapije, predlozen jo$ prije tri dekade, doveo je do
razumijevanja brojnih molekularnih dogadaja koji su odgovorni za razvoj i rast tumorske
vaskulature. Klju¢ni mehanizmi jo$ nisu do kraja razjasnjeni, posebice u karcinomu
bubrega koji, za razliku od tumora dojke, pluca ili crijeva, u velikim klinickim studijama
kod primjene «pametnih» molekula u adjuvantnoj terapiji ne reagiraju signifikantno
boljim prezivljenjem. Iako veliki broj pretklini¢kih i klinickih studija koje razvijaju
antiangiogenu terapiju koriste karcinom bubreznih stanica kao idealan model za
evaluaciju novih strategija zbog njegove bogate vaskularizacije i visoke ekspresije
angiogenih c¢imbenika kako u tumoru tako i u serumu pacijenata, uspjesno lijeCenje
tumora bubreznih stanica joS uvijek pociva na ranom otkrivanju i dobrom kirur§kom
tretmanu (81). Vec je receno da se 1/3 pacijenata prezentira s metastatskom boles¢u, a 20-
30% pacijenata razvija metastaze nakon nefrektomije Sto rezultira smrtnim ishodom
zbog nefektivne terapije koja bi sprijecila relaps bolesti nakon zahvata unato¢ primjeni
citotoksi¢ne kemoterapije i imunoterapije (106). U novije vrijeme antiangiogena terapija
znacajno ucestvuje u poboljsanju terapije ovog refrakternog karcinoma no neki pacijenti
uopce ne reagiraju na lijeCenje. Tako je metastatski SSKBS lijeCen antitijelima protiv
solubilnog VEGF-a pokazivao u studijama dulji period bez tumorske progresije u odnosu
na placebo grupu, lijecenje ovakvom terapijom nije donijelo korist glede ukupnog
prezivljenja. Ovakva onkoloska terapija je u sadasnjem trenutku terapija druge linije
lijekova (120). Obecavajuéi rezultati kako pretklinickih tako i klini¢kih studija koje su na
tragu otkrivanja regulacijskih mehanizama i signalnih puteva angiogenih c¢imbenika
govore u prilog kombiniranih terapija sa blokadom angiogeneze na nekoliko nivoa u

tumorskoj stanici, ekstracelularnom matriksu te endotelnim stanicama novostvorenih
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krvnih zila. Tako razvoj antiangiogene terapije slijedi obi¢no tri pravca: inhibiciju
produkcije angiogenih ¢imbenika od strane tumorskih stanica, neutralizaciju slobodnih
angiogenih proteina pomocu antitijela ili njihovim «zarobljavanjem», te inhibicijom
vezanja angiogenih proteina na endotelne stanice, odnosno indukcijom apoptoze endotela.
U danasnje vrijeme razvijene kao lijekovi i odobrene od FDA tzv «male molekule»,
usmjerene protiv nekoliko tirozin kinaza receptora, izazivaju blokadu aktivnosti bilo na
nivou receptora, liganda ili neke od stepenica signalnog puta . Pristup u lije¢enju koji
istovremeno ukljucuje nekoliko ciljnih molekula se postavio kao nova paradigma u
istrazivanjima i razvoju «pametnihy» lijekova. (121,122). Na 33-¢em kongresu evropskog
udruZenja za medicinsku onkologiju odrzanom u Stokholmu u rujnu 2008 godine
Giuseppe Giacone MD (Bethesda,USA) zakljucio je: «da je osnovno selektirati pacijente
prema ponudenim ciljnim lijekovima za njihovu bolest. Selekcija ukljucuje one pacijente
za koje smo sigurni da ¢e reagirati na terapiju. Tako ¢e se izbjeéi nepotrebne nus pojave i
troSak kod onih bolesnika koji ne reagiraju (123). Selekcija pacijenata koji se odabiru u
klinickim studijama za odabir ciljne terapije uglavnom pociva na prethodnoj nefrektomiji,
uznapredovaloj bolesti i histoloskoj slici SSKBS baziranoj na biologiji pVHL inaktivacije
1 posljedicna VEGF prekomjerne ekspresije. U skupini SSKBS koje smo analizirali
standardni prognosticki faktori kao Sto su veli¢ina tumora, nuklearni gradus i stadij
tumora su inverzno korelirali sa prezivljenjem S§to je u skladu s literaturnim podatcima
(99,124). Za odabir pacijenata je potrebno osigurati dijagnosticke testove koji ¢e
opravdati davanje ciljnih lijekova.

Dijagnosticki testovi pocivaju na razumijevanju djelovanja angiogenih Cimbenika i
receptora, napose VEGF-A i njegovih receptora, protiv kojih su i stvoreni ciljni lijekovi.
Unato¢ pocetnim uspjesima u lijeCenju uznapredovalog SSKBS antiangiogenom

terapijom, iznenadujuce se malo zna o ekspresiji ciljnih molekula u renalnim tumorima te

104



o mikrovaskulaturi. (125). Nadalje, zajedno s klinickim razvojem ciljnih terapija protiv
VEGF-A te VEGF-R javila se i i hitna potreba za razvojem biomarkera koji ¢e predvidjeti
odgovor na ove lijekove kao 1 odrediti grupu pacijenata koji ¢e imati koristi od ove
terapije.

Imunohistokemijska analiza moZe biti dobra metoda kako za identifikaciju tako i za
vrjednovanje biomarkera. U nasoj studiji smo na standardnim tkivnim rezovima pokazali
da normalni renalni parenhim konstitutivno eksprimira VEGF-A homogeno i ograni¢eno
na citoplazmu tubularnog epitela, glatko miSiéne stanice i makrofage u intersticiju te
mezangij u glomerulima poput nekih autora (126, 127,128). U nekim studijama ovakva
ekspresija VEGF-A u normalnom parenhimu nije nadena (129). U SSKBS uocili smo
heterogenu i1 prekomjernu ekspresiju ovog angiogenog Cimbenika rasta u tumorskim
stanicama koja je bila signifikantno povezana sa patoloSkim i klinickim parametrima
relevantnim za prognozu. Visi nuklearni gradus i veéi tumori poznati kao neovisni
prognosticki faktori znacajno su korelirali sa ekstenzivnom ekspresijom VEGF-A i to
iznad 75 % pozitivnih tumorskih stanica. Ovi rezultati se slazu s rezultatima prethodnih
studija koje ukazuju na povezanost VEGF-A s progresijom tumora, te na njegovo
prognosticko znacenje (130, 131, 132, 133,134). Rezultati studija koje su uocile
signifikantnu razliku u nivou VEGF-A u serumu pacijenata sa SSKBS, ELISA testom, u
odnosu na zdravu kontrolnu skupinu takoder indirektno ukazuju na vaznost ovog
¢imbenika kao prognostickog markera korisnog za prac¢enje relapsa bolesti (135,136,137).
Nasa studija je pokazala vaznost ovog ¢imbenika rasta u progresiji tumora ne samo kroz
postotak tumorskih stanica nego i kroz nacin ekspresije VEGF-A u citoplazmi tumorskih
stanica slicno nalazu Yildiz-a i koautora (134). Naime, podjela na perimembranoznu i
difuznu ekspresiju unutar citoplazme rezultirala je statisticki znacajnom povezanoscéu

difuznog citoplazmatskog izrazaja VEGF-A sa viS§im nuklearnim gradusom, viSim
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proliferativnim indeksom i viSim stadijem bolesti. Jakobsen je takoder uocio ovakvu
distribuciju VEGF-A u citoplazmi tumorskih stanica ali je perimembranozni nacin
ekspresije protumacio kao artefakt koji se javlja kod dugog skladiStenja tumorskog
materijala uklopljenog u parafinske blokove i nije dalje evaluiran. (57). Nizozemski autori
Baldewijns i suradnici takoder su prepoznali dvojaki nacin ekspresije VEGF-A u
citoplazmi te opisuju predominantno membransko obojenje u tumorima niskog gradusa
dok je difuzno, gusce citoplazmatsko intratumoralno VEGF-A imunoobojenje bilo
prisutno u tumorima viSeg nuklearnog gradusa ali u radu dalje ne procjenjuju ovu
distribuciju VEGF-A. (138). Interesantan nalaz je i inverzna povezanost broja krvnih Zila
na jedinicu povrSine tumora u ispitivanoj skupini SSKBS sa VEGF-A imunoizrazajem
kao §to je primije¢eno u nekoliko istrazivanja (114,139,140). Nedavna studija Kluger i
suradnika takoder je dokazala da pacijenti sa bolje vaskulariziranim tumorima bubrega i
nizom ekspresijom VEGF —-a u tumorskim stanicama duze prezivljavaju (125).
Spomenuta studija nizozemaca takoder znac¢ajno korelira nizi MVD sa vis§im nuklearnim
gradusom. (138). To je u suprotnosti s ve¢inom studija koje povezuju vecu gustocu krvnih
zila u tumoru sa lo$ijom prognozom pacijenata s tumorima bubrega (141, 142). Neki
autori smatraju gustocu vaskularizacije diferencijacijskim parametrom. Naime karcinom
bubreznih stanica imitira formiranje tubula koji su blisko povezani s peritubularnim
kapilarama pa je moguce da visi stupanj vaskularizacije u tumoru reflektira nesto slicno
normalnoj tkivnoj organizaciji renalnog tubularnog sustava. To podrzava i opazanje da
mikrovaskularne endotelne stanice mogu utjecati na tubulogenezu posredstvom djelovanja
VEGF-A (114). Ako je gusto¢a krvnih Zila diferencijacijski marker onda je nizak broj
krvnih Zila u tumorima visokog gradusa razumljiv nalaz, pogotovo zbog razvoja
nepravilnog vaskularnog korita i velikih vaskularnih kanala izrazite propusnosti koji se

¢esto vidaju u velikim tumorima. (143). Kontradiktorni rezultati koji se tiu angiogeneze
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u KBS cesto se objaSnjavaju razli¢itim metodologijama i kriterijima za evaluaciju broja
krvnih zila u razliCitim studijama, a naSe su pretpostavke da uzrok pociva i u
heterogenosti arhitekturalnih karakteristika selektiranih tumora. Naime, izmedu tri
dominantna histoloska tipa KBS, SSKBS je opcéenito vise vaskulariziran nego papilarni ili
kromofobni tip KBS. Ova vaskularizacija je najviSe prisutna zbog inaktivacije VHL
tumor supresorskog gena koja se nalazi u oko 50-80% sporadicnih SSKBS (144). Osim
toga, ve¢ se neko vrijeme zna da mikrovaskularni kanali mogu nastati uz sudjelovanje
agresivnih tumorskih stanica koje imitiraju endotel u ekspresiji specificnih gena i
bioloskoj funkciji. Takvo «de nuovo « stvaranje tumorske vaskularizacije bez proliferacije
endotela 1 neovisno od procesa angiogeneze nazvano je vaskulogena mimikrija. Metoda
imunohistokemijske detekcije endotelnih stanica koju smo koristili za identifikaciju
tumorske mikrocirkulacije  vjerojatno nije pogodna za tumore koji eksprimiraju
vaskulogenu mimikriju. Nasu i autori su primijetili da je ovaj fenomen povezan sa
agresivnim fenotipom tumorskih stanica koje pasivno oblazu razgranatu mrezu
mikrocirkulacije bez sudjelovanja stromalnih ili endotelnih stanica, a broj krvnih zila
detektiranih putem obojenja endotelnih stanica je ekstremno mali §to se slaze sa
rezultatima naSe studije. Jo§ nije sasvim jasno da li tumorske stanice imaju kakvu aktivnu
ulogu u ustanovljenju takve mikrocirkulacije. (145,146). Spomenuti autori Kluger i
suradnici su takoder ustanovili da je gusto¢u krvnih Zzila bolje odredivati na standardnim
tkivnim rezovima, kao u nasoj studiji, u odnosu na TMA jer su usporedujuci dvije
ispitivane areje istog tumora nasli signifikantnu razliku u broju krvnih zila. Takav nalaz
stavlja u prvi plan heterogenost samog tumora i mogucnost da razlicite areje istog tumora
imaju razli¢iti broj krvnih zila §to se pregledom cjelokupnog tkivnog reza da ustanoviti u

vidu «vrucih tocaka» (125).
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Tumorske mikroareje su se u nasoj studiji pokazale dobrim alatom u ispitivanju ostalih
parametara relevantnih u ekspresiji VEGF-a. Razliku smo nasli kod usporedbe
proliferacijskog indeksa i ekpresije VEGF-A kada na TMA nismo na$li znacajnu
povezanost izmedu ta dva parametra koju smo nasli na standardnim rezovima, pa smo se
zapitali da 1i su TMA doista dobra metoda za odredivanje proliferacijskog indeksa.
Pregledom literature Ki67 u tumorima bubrega u multivarijatnoj analizi nije se pokazao
kao neovisni prognosticki faktor i u vise studija bio je nizak kao i u naSem istrazivanju.
(147,148). Rezultati analize ekspresije VEGF-A na TMA bili su slicni kao i na
standardnim rezovima S$to odgovara studiji Jakobsena i autora (57). VEGF je ispoljavao
imunoreaktivnost u tumorima heterogeno kao citoplazmatsku ekspresiju razlic¢itog
intenziteta i postotka u tumorima, te se takoder pri statistickom izracunu uzimala u obzir
kao perimembranozna i/ili difuzna. Raspodjela prema postotku perimembranoznog ili
difuznog obojenja u citoplazmi pokazala se opet i na TMA statisticki puno vaznija od
ukupnog postotka pozitivnih stanica ili intenziteta udruzenog s postotkom prikazanog kao
histoskor. I na TMA visi postotak VEGF-A te visi histoskor bio je povezan sa viSim
nuklearnim gradusom i vi$im stadijem bolesti dok veli¢ina tumora i proliferacijski indeks
nisu pokazivali znaajnu povezanost. Perimembranozna ekspresija VEGF-A nije
pokazivala statisti¢i znacajnu korelaciju niti sa jednim kinickopatolo§kim parametrom.
Nasuprot tome difuzna citoplazmatska ekspresija VEGF —A pokazala se kao dodatni
prognosticki parametar jer je signifikantno korelirala i sa nuklearnim gradusom i sa
veli¢inom tumora i sa patoloSkim stadijem. 1 kod usporedbe s prezivljenjem nacin
citoplazmatske ekspresije je bio znaCajan jer je perimembranozna distribucija
imunoobojenja citoplazme bila znacajno povezana sa duzim prezivljenjem dok je kod
difuzne citpolazmatske ekspresije bilo obratno. Cak StoviSe, statisticka analiza je

pokazala da pojavom difuznog imunoobojenja u citoplazmi tumorskih stanica dolazi do
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znatajnog postepenog smanjenja  prezivljenja pacijenata u odnosu na pacijente s
tumorima koji pokazuju ¢isto perimembranoznu ekspresiju. Ova se znacajnost zadrzala i u
multivarijatnoj analizi s prezivljenjem podijeljenim u tri kategorije (najduze srednje i
najkrace) kada podjela na perimembranozno i difuzno citoplazmatsko imunoobojenje
VEGF-A u odnosu na nuklearni gradus i stadij bolesti pokazuje status neovisnog
prognostickog parametra. Ovi rezultati studije su jedinstveni u literaturi i dokazuju da je
nacin distribucije VEGF-A unutar tumorske stanice ne samo vazan u prognostickom
smislu ve¢ zasigurno odrazava i mehanizam djelovanja samog ¢imbenika rasta. Jakobsen
je u svojoj studiji primijetio ovakvu distribuciju imunoobojenja u citoplazmi tumorskih
stanica te takoder dobio znacajnu korelaciju VEGF ekspresije sa tumorskim stadijem ali i
sa veli¢inom tumora koji mi nismo dobili. U multivarijatnoj analizi VEGF se u njihovoj
studiji nije pokazao neovisnim prognostickim ¢imbenikom kao niti u drugim studijama
koje su pokusavale dati takvo znacenje ovom angiogenom faktoru. (57,133,134). Mathers
1 suradnici sugeriraju da jaka citoplazmatska ekspresija VEGF u tumorima znaci klinicki
agresivniji tip SSKBS unutar grupe tumora ograni¢enih na bubreg (149). Zaista, tesko je
s obzirom na razli¢iti VEGF-A imunohistokemijski fenotip stanica prepoznati bioloski
razlicite tumorske klonove koji bi bili od prakticne klinicke vaznosti. Nasa opazanja
povisene regulacije VEGF mRNA u tumorskim stanicama koje pokazuju
perimembransku proteinsku distribuciju VEGF-A ukazuju na vaznost prepoznavanja
nacina citoplazmatske ekspresije Sto se vjerojatno moze povezati s razli¢itim angiogenim
potencijalom tumorskih stanica u poticanju neovaskularizacije. Takoder je teSko odrediti
nije li nac¢in imunohistokemijske ekspresije izraz dinami¢ne lokalizacije VEGF-A u
stanici. Ovaj angiogeni ¢imbenik usporedili smo s drugim ¢lanom familije, VEGF-C,
provjeravajuéi njihovu povezanost i sudjelovanje u angiogenezi. VEGF-C je generalno

prihvacen kao ¢imbenik limfangiogeneze koji u tumorima korelira sa Sirenjem bolesti u
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limfne ¢vorove (150,151,152). VEGF-C ima centralnu domenu homolognu s VEGF-A ali
se razlikuje po prisutnosti propeptida na krajevima. Neke studije tvrde da je VEGF-C
ekspresija stimulirana putem faktora rasta kao $to su Cimbenik rasta deriviran iz
trombocita te epidermalnim c¢imbenikom rasta a ne hipoksijom (50,51), druge pak
dokazuju da hipoksija povecava broj transkripata koji kodiraja VEGF-C i -D te njihov
receptor (52). VEGF-C i D su vazni u medustani¢noj signalizaciji u procesu angiogeneze,
mogudée regrutirani u procesu veé potaknute angiogeneze putem VEGF-A. Stoviie,
interakcija VEGF-C / VEGFR-3 mozZe predstavljati alternativan, odvojeni put angiogene
stimulacije (55). U normalnom tkivu bubrega slicno kao i kod VEGF-A opazili smo
homogenu ekspresiju ovog ¢imbenika rasta takoder u citosolu tubularnih stanica endotelu,
mezangiju i makrofazima §to je sukladno podatcima iz literature. VEGF-C promovira
prezivljenje podocita, a zajedno s VEGF-A najvjerojatnije koordinira sinhronizirani
razvoj tubularne i vaskularne arhitekture koja je vazna za formaciju nefrona i odrzavanje
njegove funkcije (153,127,128). Ne nalazi se mnogo literaturnih podataka o ekspresiji
VEGF-C u SSKBS. Gunningam i suradnici nisu nasli zna¢ajno poviSenu ekspresiju
VEGF-C u tumorima u usporedbi s normalnim parenhimom bubrega (154). Leppert i
suradnici nisu nasli razlike u ekspresiji ovog ¢imbenika rasta izmedu tri glavna histotipa
KBS iako je VEGFR-3, glavni receptor za VEGF-C, bio prekomjerno eksprimiran samo u
SSKBS (155). U tumorima smo, kao i kod VEGF-A, opazili heterogenu distribuciju sa
naglasenom perimembranoznom ili difuznom citoplazmatskom ekspresijom. Statisticki
znaCajna povezanost izmedu ova dva angiogena cimbenika dobivena jedino kod
usporedbe difuznog citoplazmatskog imunoobojenja VEGF-A i VEGF-C . U svojim
istrazivanjima ekspresije VEGF-A, VEGF-C i njihovih receptora u razli¢itim tumorima
Bando i suradnici su otkrili da je najveca ekspresija receptora za VEGF-C prisutna upravo

u tumorima bubrega ali i iznenaduju¢i nalaz jace povezanosti ovoga receptora sa
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slobodnim VEGF-A nego s VEGF-C (156). Nedavna studija Takahishe i suradnika nije
pokazala signifikantnu povezanost VEGF-C sa klinickopatoloskim parametrima. (157).
Mi nismo u nasoj studiji takoder nasli povezanost ukupne ekspresije VEGF-C sa ovim
parametrima relevantnim za prognozu. Statisticka znacCajnost se medutim dobila kroz
analizu distribucije citoplazmatskog VEGF-C obojenja pa je i difuzna i perimembranozna
ekspresija VEGF-C u citoplazmi tumorskih stanica znacajno korelirala s razliitim
klinickopatoloskim parametrima svrstavaju¢i tumore s perimembranskim obojenjem
VEGF-C u bolju prognosticki skupinu. Tumori s difuznim citoplazmatskim obojenjem
pokazivali su povezanost sa viSim nuklearnim gradusom, veéim tumorima i viSim
stadijem bolesti tj parametrima losije prognoze. To se potvrdilo i kod analize prezivljenja
jer su pacijenti s tumorima difuzne ekspresije VEGF-C pokazivali znacajno krace
petogodisnje prezivljenje od 31% u odnosu na pacijente s tumorima perimembranozne
citoplazmatske ekspresije od 54%. Ipak, u multivarijatnoj analizi ovaj ¢imbenik se nije
odrzao kao neovisni prognosticki ¢imbenik.

Signalni putevi koji povecavaju ekspresiju VEGF-A centralnu ulogu u regulaciji pozitivne
povratne sprege ovog ¢imbenika rasta pridaju sustavu HIF-a. Hidroksilacija HIF-1a u
hipoksiji je inhibirana te dolazi do stabilizacije i akumulacije HIF-la te posljedicne
indukcije aktivnosti ovoga spoja. Ve¢ je spomenuto da vezanje VEGF-a za receptore
potic¢e nekoliko signalnih puteva u vidu aktivacije mitogen aktiviraju¢ih protein kinaza
RAS, RAF, MEK do MAPK s jedne strane, a s druge strane poti¢e signalni put
phosphoinositidil 3-kinaze koja preko aktivacije protein kinaze B(AKT) regrutira mTOR.
Protein kinaza kaskada omogucuje utjecaj ovih ¢imbenika rasta na progresiju SSKBS
kroz proliferaciju, prezivljenje, diferencijaciju, migraciju te adheziju tumorskih i
endotelnih stanica te kroz angiogenezu uz akumulaciju HIF sustava u hipoksiji. Vecina

SSKBS demonstrira inaktivaciju funkcije pVHL pa akumulacija HIF sustava moze
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nastati 1 neovisno o ovim signalnim putevima, u normoksi¢nim uvjetima te kao
transkripcijski faktor izazavati pojacanu produkciju VEGF-a, PDGF te TGF a (109).
Tako HIF-1a zajedno sa podjedinicom HIF-1 B, konstitutivnim nuklearnim proteinom,
dobiva na vaznosti ne samo kao stimulator angiogeneze nego i promotor progresije. U
normalnom renalnom parenhimu HIF-la nismo nasli pozitivno imunoobojenje niti u
glomerulima niti u tubulointersticiju $to se slaze s nalazom Di Cristofana i suradnika
(158). U SSKBS ekspresija se detektirala kao nuklearno/citoplazmatsko obojenje
razliitog intenziteta od slabe preko umjerene do snazne reakcije. Neki autori su zapazili
da je ekspresija HIF-1a u tumorima bubreznih stanica znacajno visa od ekspresije u
peritumoralnom bubreznom parenhimu (159). Nekoliko stotina gena je aktivirano u
hipoksiji a veliku vecinu regulira HIF sustav. Genska analiza i klasifikacija tumora u
odnosu na odgovor na hipoksiju razvrstala je SSKBS u grupu tumora s visokim
odgovorom na hipoksiju, odnosno stabilizacijom HIF-1a uz prekomjernu regulaciju gena
odovornih za taj odgovor ukljucuju¢i VEGF. Drugi tumori bubrega su imali nizak
odgovor na hipoksiju. Isto tako ispitivanje unutar grupe karcinoma dojke tumori s visokim
odgovorom na hipoksiju imali su nizi postotak prezivljenja. (160). Prekomjerna ukupna
ekspresija HIF-1o u tumorima u naSem radu bila je asocirana s lo§ijom prognozom
SSKBS, upravo kao i ispitivani angiogeni ¢imbenici. I nuklearna i citoplazmatska
ekspresija je bila statisticki vazna u usporedbi s angiogenim c¢imbenicima te
klinickopatoloskim parametrima. Nuklearna HIF-1a ekspresija je bila znacajno inverzno
povezana u usporedbi s difuznim VEGF-A imunoobojenjem dok je citoplazmatska
ekspresija HIF-1a pokazivala upravo proporcionalnu povezanost sa difuznim VEGF-A i
VEGF-C citoplazmatskim imunoizrazajem. To bi znacilo da nuklearna odnosno
citoplazmatka ekspresija =~ HIF-loo odrazava funkcionalnu dinamiku HIF-a kao

transkripcijskog faktora u odnosu na ekspresiju VEGF-a. Usporedba HIF-la s
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klinickopatoloskim parametrima pokazuje da je citoplazmatska ekspresija bila povezana
sa losijim prognostickim ¢imbenicima i puno kra¢im prezivljenjem pacijenata sa SSKBS
kada je ta ispoljenost bila izrazito visoka. Visi postotak HIF-1a lokaliziranog u jezgri
povezan je sa duljim prezivljenjem. Recentni literaturni podatci o ekspresiji ovog faktora
transkripcije jo§ su uvijek kontroverzni. Prema Kubis-u i autorima pojacana ekspresija
angiogenih gena nastaje zbog povecanja HIF-1a u citoplazmi zbog inhibicije njezine
degradacije, a ne zbog regulacije nuklearnog importa pomoc¢u nuklearnog lokacijskog
signala. (161,162). Nasuprot tome subcelularna lokalizacija i dinamicko premjeStanje
transkripcijskih faktora u studiji Amazita i autora pokazano je kao jedno od glavnih
mehanizama regulacije transkripcijske aktivnosti. Kinetika nuklearnog prijenosa u
citoplazmu moze utjecati na njihovu degradaciju, a prometovanje izmedu jezgre i
citoplazme moze omoguciti neke funkcionalne interakcije sa citoplazmatskim partnerima
(163). U naSem slucaju moguce je da se akumulirani citoplazmatski HIF-a moze upustiti u
funkcionalnu interakciju s citoplazmatskim VEGF, povrh dobro dokumentirane uloge
HIF-a u transkripciji VEGF-a, kada je HIF1a zajedno sa HIF 1 B lociran u jezgri. Jubb i
koautori su usporeduju¢i VEGF u razli¢itim tumorima s ekspresijom HIF-1a promatrali
samo nuklearnu ekspresiju i ustanovili da postoji relativno jaka povezanost izmedu dva
¢imbenika u SSKBS objas$njavaju¢i nalaz poznatom cinjenicom reducirane HIF-la
degradacije u ovim tumorima zbog nedostatka pVHL funkcije. Slican nalaz nasli su u
karcinomima pluca, seroznim adenokarcinomima ovarija, liposarkomima, i medularnim
karcinomima S$titnjace (164). Klatte i autori su u svojoj studiji zakljucili da visoka
nuklearna ekspresija znacajno korelira sa markerima apoptoze, VEGF ekspresijom i
losijim prezivljenjem u odnosu na pacijente sa niskom nuklearnom ekspresijom HIF-1a
Sto se zadrzalo i u multivarijatnoj analizi (159). Sli¢ni rezultati su objavljeni u studiji

Shintani-a i suradnika za tumore mekih tkiva (165). Lindgren i suradnici nisu evaluirali
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nuklearno obojenje te su nasli da je u pacijenata s SSKBS citoplazmatska HIF-1a
ekspresija znacajno niZa u agresivnim tumorima nego u tumorima ograni¢enim samo na
bubreg. (166). Di Christophano je zapazio da u VHL inaktiviranim tumorima jaka
citoplazmatska ekspresija HIF-lo znaéi bolju prognozu , dok je izrazita nuklearna
ekspresija ovog ¢imenika povezana sa gorim tumor specificnim prezivljenjem.(158). Nasi
su rezultati opre¢ni rezultatima spomenutih istrazivanja.

Diskrepanca izmedu studija moze reflektirati dinamiku ravnoteze razliCitog rasporeda
HIF-1o u stanici i trenutne funkcije ovog spoja unutar viSestrukog djelovanja HIF
sustava. Rezultati naSeg istrazivanja izdvajaju agresivniji subtip SSKBS koji prekomjerno
eksprimira VEGF-A i HIF-1a u citoplazmi $to moze imati klinicke implikacije i predloziti
HIF-la  biomarkerom progresije tumora i ciljem za terapiju. Znacaj asocijacije
prekomjerne ekspresije HIF-la u jezgri sa bolje diferenciranim tumorima treba jo$
istraziti.

Inicijalni radovi Mukhopadahway-a sugeriraju da je u signalnom putu i regulaciji VEGF-
A vazan p53, protein tumor supresorskog gena koji, kad je prekomjerno eksprimiran
znacajno inhibira transkripciju VEGF-A. p53 postaje aktivan kao odgovor na DNA
ostecenje, oksidativni stres, osmotski Sok, depleciju ribonukleotida ili onkogenu
ekspresiju. U razli¢itim tipovima tumora otkriven je mutirani p53 po tipu recesivnog
gubitka funkcije koji ne sprjeCava oSte¢enu stanicu u nekontroliranom dijeljenju pa
nastaju tumori. Ovakav p53 ne inducira proizvodnju MDM2 proteina u negativnoj
povratnoj sprezi pa dolazi do akumulacije p53 proteina u visokim koncentracijama bez
funkcionalnog efekta. Gubitak funkcije p53 moZe izazvati poviSenje nivoa HIF-la
ekspresije u uvjetima hipoksije, §to opet, pobuduje transkripcijsku aktivnost VEGF gena i
proizvodnju VEGF proteina sa posljedicnom  indukcijom vaskularizacije unutar

tumorigeneze (60). Studije pokazuju da je prekomjerna ekspresija u KBS Cesta i da se
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javlja u oko 36% slucajeva (Haiteli sur.) na 97 SKB , a u ve¢im serijama oko 29.5% na
246 tumora (Zigeuner i sur) bez obzira na tip KBS (167). U studiji Zigeuner-a koja
ispituje ekspresiju p53 u razli¢itim subtipovima KBS postotak p53 pozitivnih slucajeva
unutar SSKBS grupe je bio 11.9%, S§to je bilo znacajno manje od postotka u papilarnih
(70.0%) odnosno kromofobnih (27.3%) KBS (168). Rezultati nase studije uzimali su u
obzir vrijednost medijana odnosno srednje vrijednosti postotka stanica koje su pokazivale
nuklearni pozitivitet na p53, kao granicu prekomjerne ekspresije. Prekomjerna ekspresija
je bila znaCajno povezana sa viSim stadijem te tumorima veéim od 7 cm dok sa
prezivljenjem p 53 prekomjerna ekspresija nije bila u korelaciji. U spomenutoj studiji
Zigeunera, p53 se je u multivarijatnoj analizi jedino u grupi SSKBS zajedno sa gradusom
tumora i stadijem bolesti te periodom prezivljenja bez metastaza svrstao u neovisne
prognosticke parametre predvidajuci losiji ishod bolesti (168). Studija iranskih autora
Kabiri i suradnika u grupi od 125 KBS razlicite histologije nije nasSla povezanosti p53
prekomjerne ekspresije sa relevantnim klinickopatoloskim prognosti¢kim ¢imbenicima, a
granica prekomjerne ekspresije p53 u tumorima je bila 5% pozitivnih stanica (169). Vrlo
je vjerojatno da su mehanizam prekomjerne ekspresije p53 i njegovog djelovanja druk¢iji
u KBS, a napose u SSKBS, nego u drugim tipovima karcinoma.

Nasi rezultati nisu dokazali viSu ekspresiju VEGF-A u usporedbi s p53, a ni inace
statisticki znacajna podjela na perimembranozno i difuzno citoplazmatsko imunoobojenje
VEGF-a u tumorima nije dala znacajniju povezanost izmedu p53 i ovih skupina tumora.
Nasuprot tome veci postotak p53 pozitivnih stanica bio je znaCajno povezan sa veéim
postotkom VEGF-C pozitivnih stanica u tumorima. Zna¢ajnu inverznu povezanost smo
nasli kod nuklearnog izrazaja HIF-1a izraZzenog kroz histoskor koji je bio nizi kod veceg
postotka p53 pozitivnih stanica u tumorima. Citoplazmatska HIF-la ekspresija u

stanicama, opet izrazena kao histoskor, bila je znacajno visa kod viSeg postotka pozitivnih
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p53 stanica u ispitivanim SSKBS. Ova povezanost p53 i HIF-1a potkrepljena je nalazima
iz literature. Naime HIF-la je konstitutivno prisutna u citoplazmi te se brzo degradira
pomocu ubikvitin proteasomnog puta sa poluzivotom kra¢im od samo 5 minuta.. Danas se
zna da postoji dualna funkcija HIF-1a ovisna o statusu fosforilacije. U fosforiliranom
stanju HIF-1a se veZe na nuklearni translokator HIF-1f prebacuje u jezgru i potice
transkripciju gena odgovornih za suoCavanje stanice sa hipoksijom. S druge strane u
uvjetima teSke i prolongirane hipoksije dolazi do stvaranja defosforilirane HIF-la te
povezivanja s p53 molekulom. Nastankom ternarnog kompleksa s MDM2 molekulom,
koja inace sudjeluje u normalnoj degradaciji p53, dolazi do indukcije samog p53 proteina.
Inducirani p53 moze izazvati apoptozu hipoksijom oStecene stanice. Tako defosforilirana
forma HIF-1a kroz stabilizaciju p53 u jezgri moZze posredovati apoptozu hipoksi¢ne
stanice. U tumorima, hipoksija je gotovo fizioloski fenomen i time je smanjen potencijal
za nastanak defosforililarane HIF-1a $to moze predstavljati novi mehanizam za razvoj
solidnih tumora kroz povecanje fosforilirane HIF-1a (80) .

Studije se razilaze u nalazima funkcionalnosti p53 u karcinomima bubreznih stanica. Dok
Gurova i suradnici nalaze visoku ekspresiju divljeg tipa p53 koji je inaktivan (170),
studije Warburton-a i suradnika pokazuju da je ovaj protein funkcionalan u tumorima s
dokazanim divljim tipom p53 najvise zahvaljuju¢i MDM2 regulacijskoj molekuli (167).
Jasno je da p53 utjeCe na progresiju KBS i da je marker losije prognoze ali mehanizmi
njegovog djelovanja nisu jo§ razjas$njeni u ovom tipu karcinoma. S obzirom na studije
koje ga povezuju s HIF-1a moguce je da odgovor treba traziti u njihovoj interakciji a nasi
rezultati glede subcelularne lokalizacije HIF-1a mogli bi biti od koristi.

U ekspresiji VEGF-a sudjeluju i ¢cimbenici rasta preko svojih receptora koji za djelovanje
koriste protein kinaza kaskadu preko aktivacije RAS puta odnosno mitogen aktivirajucih

kinaza i PI3 puta kroz mTOR . Preklapajucéi se u ovoj aktivaciji protein kinaza s VEGF —
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A, EGF i PDGF preko svojih receptora i HIF sustava mogu sudjelovati u prekomjernoj
ekspresiji ovog angiogenog ¢imbenika, a sam VEGF djelovati autokrino na tumorsku
stanicu (109).

Mnoge studije navode prekomjernu ekspresiju EGFR u KBS koji se intenzivno proucava
kao cilj za terapijsko djelovanje. EGFR je ¢lan receptor HER/Erb-B familije tirozin
kinaza receptora koje poticu proliferaciju, diferencijaciju, tumorski rast, inhibiciju
apoptoze, migraciju, angiogenezu i prezivljenje tumorskih stanica. Ovi uticaji na
progresiju tumora ostvaruju se preko pojacane produkcije EGF ili liganada za EGFR koji
poticu od tumorskih stanica ili strome, visoke ekspresije samog receptora na membrani
stanica kroz amplifikaciju ili mutaciju gena ekstracelularne domene odnosno interne
aktivacijske petlje. U KBS nisu otkrivene mutacije interne tirozin kinaza domene, a
amplifikacija gena se rijetko vida. Visoka ekspresija EGFR u tumorima glave i vrata,
dojke, pluca i mokraénog mjehura povezana je s loSijom prognozom. Studije koje
istrazuju EGFR u KBS pokazuju kontroverzne rezultate. Veéina njih povezuje visoku
ekspresiju EGFR s lo§ijim prognostickim parametrima dok manjina pokazuje suprotne
rezultate ili ne potvrduje znacajniju prognosticku vaznost (75). Prema nekim studijama
50-90 % KBS eksprimira EGFR (171) $to se slaze s nasim rezultatima (92,3%). U naSem
istrazivanju srednja vrijednost postotka pozitivnih stanica bila je 3,.40 % (+33,92), a
ukupni HS 56,54(+£62,23), dok je u radu Kallio i suradnika (172) srednja vrijednost HS
odredivana istom metodom u SSKBS bila nesto veca i1 iznosila 79 (£69). Jo§ veca
ekspresija EGFR izrazena kao HS bila je u papilarnim karcinomima (140+63). U odnosu
na klinicko patoloske parametre EGFR se u univariatnoj analizi prikazan kao ukupni HS
pokazao prognosticki znafajnim parametrom u visokoj korelaciji sa NG i veli¢inom
tumora kao i sa tumorskim stadijem dok sa proliferacijskim indeksom izrazenim kao

postotak Ki67 pozitivnih stanica EGFR HS nije bio znacajno povezan. Kada smo uzimali
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u obzir samo kontinuiranu membransku ekspresiju EGFR prikazanu kao HS znacajnu
povezanost smo dobili s NG i velicinom tumora to jest veca ekspresija je bila povezana sa
visim NG 1 ve¢im tumorima. Spomenuta analiza Kallio—a dobila je obrnute rezultate u
odnosu EGFR i nuklearnog gradusa dok sa stadijem bolesti nije bilo povezanosti. U
odnosu na prezivljenje grupa tumora s predominantno kontinuiranim izrazajem EGFR
bila je asocirana s dobrom prognozom. Rezultati naSe studije se slazu sa studijama
Uhlman-a i suradnika koji su usporedbom membranozne ekspresije EGFR i prezivljenja
takoder dobili signifikantno loSije prezivljenje kod jaceg membranskog izrazaja.(173).
Moch i suradnici su nasli da je prekomjerna ekspresija ovog receptora Cest nalaz u KBS te
je povezana sa proliferacijom tumorskih stanica (174). Langner i suradnici se u svojoj
studiji pitaju da 1li su heterogeni rezultati glede prognostickog znacenja EGFR
imunohistokemijskog nalaza u KBS povezani sa razliitim kriterijima za evaluaciju
imunohistokemijskog obojenja (175). Ova grupa istrazivaa uzimala je u obzir i
citoplazmatsko obojenje povezujuéi citoplazmatsku ekspresiju s losijom prognozom dok
mi citoplazmatsku ekspresiju nismo uzimalo u obzir u statisickom izraunu. jer je nadena
u 3,13% tumora i to vrlo heterogeno, uglavom slabo izraZzeno u postotku stanica pretezno
od 2 % do 10%. Nadalje su ovi autori jacu ekspresiju membranskog obojenje povezali s
loSijom prognozom S§to su prikazali i nasi rezultati. S obzirom na ovaj pregled razlicitih
rezultata namece se zakljucak da doista treba standardizirati evaluaciju EGFR u tumorima
ako Zelimo ovaj protein upotrijebiti kao biomarker. S obzirom na vaznost EGFR u razvoju
1 progresiji tumora analizirali smo metodom fluorescentne in situ hibridizacije moguce
promjene na genskom nivou za EGFR1 u tumorskim stanicama. Proba je dizajnirana za
utvrdivanje i kvantificiranje broja kopija EGFR gena lociranog na 7p12. Uo¢ili smo da
kod tumora koji slabo ili umjereno eksprimiraju EGFR ne nalazimo osobitih promjena u

broju kopija gena, a niti kod izrazite ekspresije nismo nasli amplifikaciju. Nasuprot tome
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u grupi tumora koji su pokazivali jaku i pretezno kontinuiranu membransku ekspresiju
nasli smo polisomiju kromosoma 7. Isti rezultat mozemo procitati u ¢lanku Moch-a i
koautora koji takoder nisu nasli amplifikaciju gena, a polisomija kromosoma 7 iako CeSc¢a
u SSKBS nego u drugim tipovima KBS (81%) nije bila povezana sa ekspresijom EGFR
proteina. Ova grupa autora zakljucuje da ni broj kopija gena, niti ve¢i broj kromosoma 7
nisu mehanizam koji bi odrazavao prekomjernu ekspresiju ovog proteina. (174). Nasi
rezultati ipak govore u prilog tome da koli¢ina gena izraZzena kroz povecan broj kopija
ipak moze biti izvorom prekomjerne ekspresije EGFR na proteinskom nivou.

U kontekstu KBS, interakcija EGFR i angiogeneze moze biti vazna za progresiju tumora.
Eksperimentalne studije su pokazale da u prisustvu VEGF epidermalni ¢imbenik rasta
inducira formaciju endotelnih tuba i olakSava migraciju endotelnih stanica u stani¢nim
kulturama, a aktivacija EGFR puta poti¢e produkciju VEGF-a i1 Cimbenika rasta
fibroblasta. (75). U stanjima ograni¢enog stvaranja VEGF, EGFR preuzima vaznu ulogu
proliferacije, prezivljenja i nastanka novih izdanaka krvnih Zila. Blokada EGFR signalnog
puta pak dovodi do smanjenja ekspresije VEGF-a, a oba puta su povezana kroz Npl
(neuropilin receptor). (176). Parikh i suradnici su takoder potvrdili na stani¢nim linijama
te humanom karcinomu gusterate da VEGF i EGFR signalni putevi mogu preko Npl
(koreceptora koji pojacava ekspresiju i senzitivnost receptora za VEGF-A) biti
medusobno povezani, a ekspresija VEGF-A modulirana djelovanjem epidermalnog
¢imbenika rasta i njegovog receptora §to se moze iskoristiti u kombiniranoj ciljnoj terapiji
(177). U naSoj analizi naSli smo statisticki znaCajnu povezanost izmedu ekspresije
VEGF-A i VEGF-C.

Sve varijable kroz koje smo ispitivali EGFR imunoekspresiju, ukupni postotak pozitivnih
stanica, ukupni histoskor i1 histoskor kontinuiranog obojenja membrane bile su upravo

proporcionalno znacajno povezane s difuznom citoplazmatskom ekspresijom VEGF-A i
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VEGF-C, dok su ukupni histoskor te HS kontinuiranog EGFR obojenja bili obrnuto
proporcionalno povezani s perimembranskim citoplazmatskim VEGF-A i VEGF-C
imunoizrazajem. U literaturi nema podataka o utjecaju EGFR na lokalizaciju VEGF-a u
citoplazmi ali ako se prisjetimo prije navedenih rezultata koji povezuju perimembranoznu
ekspresiju VEGF-A i C sa bolje diferenciranim tumorima i duljim prezivljenjem ovi
dobiveni statisti¢ki podatci nize ekspresije EGFR postaju logi¢ni. Isto vrijedi i za difuznu
VEGF-A i C ekspresiju koja karakterizira agresivnije tumore s jacom ekspresijom EGFR.
Time se 1 naSi rezultati uvrStavaju u brojna istrazivanja koja u zadnje dvije dekade
potvrduju vaznost oba signalna puta za progresiju SSKBS te izdvajaju dvije klase
inhibitora koji u sprecavanju progresije ovog tumora daju bolje rezultate kod simultane
primjene ciljnih lijekova. Ovakva povezanost VEGF-C indirektno ukazuje da su signalni
putevi ovog angiogenog ¢imbenika regulirani sli¢no kao i za VEGF-A. Gubitak funkcije
VHL supresor gena, koje je izrazeno u SSKBS, asocirano je s disregulacijom HIF-la
transkripcijskog faktora za angiogene faktore ukljucuju¢i VEGF, te preko
transformirajuc¢eg faktora rasta i sam EGFR kao njegov receptor. Za inhibiciju ovog
receptora i njegovog puta potrebno je blokirati uz RAS 1 PI3K put koji preko sustava
HIF—a dovodi do stimulacije parakrine petlje zbog pojac¢ane produkcije liganada, napose
TGF a. Razliciti ligandi za EGFR induciraju razli¢itu ekspresiju i prema tome i reguliraju
funkciju ovog receptora. Studije su otkrile su TGF a omogucava recikliranje samog
receptora §to omogucava i snaznije mitogeno djelovanje TGF a. (178). Tako se danas
uvida da je SSKBS senzitivan na dualnu terapiju koja inhibira i EGFR i VEGF signalni
put, a u sklopu ove terapije predlaze se direktna blokada HIF faktora umjesto lijekova koji
blokiraju same faktore rasta (179). Ponovo se promovira HIF-1a kao kljucni dogadaj u
razvoju i progresiji SSKBS. U odnosu na EGFR u nasoj studiji HIF-1a ne korelira $to bi

znacilo da kod prekomjerne ekspresije HIF-1a u povratnoj sprezi nismo dobili znacajnu
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indukciju EGFR. Sli¢ne rezultate smo dobili u korelaciji EGFR s p53 proteinom. Danas se
zna da u sustavu reakcije na hipoksiju u tumorima sudjeluje niz spojeva a jedan od njih je
1 transmembranski enzim karbonska anhidraza 9 (CA9). Spominje se u korelaciji sa
angiogenezom 1 ekspresijom angiogenih ¢imbenika te aktivacijom drugih molekularnih
puteva kao Stosu EGFR , bcl2, p53 a Wykoff i suradnici su pokazali da odvojeno od
konstitutivne ekspresije u nekim tumorima moze biti induciran hipoksijom odnosno preko
HIF sustava (180). Ovaj enzim je naroCito pozitivan u hipoksi¢nim podruc¢jima oko
nekroze $to smo primijetili 1 za VEGF-A ekspresiju (181), te u pozitivnoj kontroli za
HIF-1a ekspresiju u glioblastomima. Giatromanolaki-eva i suradnici predlazu da je
razli¢it intenzitet hipoksije potreban za indukciju proteina induciranih HIF sustavom.
Blaga hipoksija moze biti dostatna za indukciju VEGF-a koji moze prevenirati nekrozu.
Nedostatna VEGF-om posredovana angiogeneza u tumorima zbog prisutnosti endogenih
inhibitora angiogeneze, iregularna perfuzija tumorskog tkiva nepravilnim novostvorenim
krvnim zilama ili pojacana potroS$nja kisika od strane proliferiraju¢ih tumorskih stanica,
dovodi do fokalno izrazene jace hipoksije sa indukcijom CA9 pojacane ekspresije, te niza
drugih angiogenih faktora. Dolazi do prelaska na glikoliticki put metabolizma, posljedi¢ne
acidifikacije ekstracelularnog matriksa koja prati hipoksicno/nekroticni dogadaj te
inducira ekspresiju angiogenih faktora i neovaskularizaciju. Znacajna povezanost CA9 u
agresivnijim tumorima nadena je sa pojatanom regulacijom EGFR te invazijom,
migracijom i metastatskom rasapu tumora (182).

Uzimajuéi u obzir navedeno mozemo re¢i da VEGF u SSKBS doista moze sluziti kao
biomarker prognoze i terapije:

Nasi rezultati izdvajaju dvije grupe tumora koje se razlikuju u ekspresiji VEGF-A i

ekspresiji njegovih regulatornih ¢imbenika .
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S jedne strane se nalazi grupa tumora niskog nuklearnog gradusa (NG 1,2), opticki
prazne, svijetle citoplazme, izrazene vaskularizacije koja nalikuje na peritubularnu
vaskularnu mrezu, s perimembranoznom ekspresijom VEGF-A i1 VEGF-C, povisene
ekspresije nuklearnog izrazaja HIF-1la, nize ekspresije p53 tumor supresorskog proteina
te nize ekspresije EGFR. Ova grupa tumora povezana je s boljim petogodisnjim
prezivljenjem

S druge strane su tumori viSeg nuklearnog gradusa (3,4), nepravilnijih stani¢nih
membrana, fokalno eozinofilne citoplazme s oskudnom 1 nepravilnom vaskularizacijom,
sa stvaranjem vecih vaskularnih kanala, nekrozom i krvarenjem koji imaju poviSenu,
difuznu, citoplazmatsku ekspresiju VEGF-A 1 C, citoplazmatsku ekspresiju HIF-la,
poviSenu ekspresiju p53 te EGFR histoskora uz statisticki dokazanu povezanost
spomenutih parametra s loSijim prezivljenjem pacijenata. U odnosu na sve ispitivane
parametre u multivarijatnoj analizi nuklearni gradus je glede prognoze zadrzao status
neovisnog prognostickog parametra.

Na temelju ovih rezultata moze se pretpostaviti da su u prvoj skupini tumora u uvjetima
nize dozirane hipoksije jo$ uvijek prisutni mehanizmi koji odrazavaju normalnu reakciju
na hipoksiju sa pojacanom produkcijom VEGF-a te odrzanom degradacijom proteina i
izmjenom lokalizacije iz citoplazme u jezgru i obratno.

U drugoj pak skupini tumora dolazi do poremecene funkcije ovih sustava sa posljedi¢nom
pojacanom ekspresijom angiogenih citokina i njihovog transkripcijskog faktora u
citoplazmi, kroz aktivaciju parakrine i autokrine petlje uz sudjelovanje ¢imbenika rasta i
njihovih receptora u progresiji tumora i nastanku metastatske bolesti.

S ove perspektive akumulacije nekih od proteina u citoplazmi, a posebno HIF sustava,
mozemo razmotriti ponovo staru klasifikaciju tumora bubrega Thoenesa i suradnika iz

1986 godine koja se najvise temelji na citoloskim karakteristikama tumora i koja jaCanje
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eozinofilije u inae predominantno svijetlostanicnom tipu tumora smatra izrazom
dediferencijacije (183). Morfolosko molekularna korelacija vazna je za implementaciju
novih biomarkera. Kluger i suradnici pokusali su su razraditi klasifikaciju KBS baziranu
na ekspresiji VEGF i VEGF receptora u tumorskim i endotelnim stanicama u cilju
odredivanja grupa za terapiju antiangiogenim ¢imbenicima. Nasli su da bi grupa s nizom
ekspresijom VEGF receptora na tumorskim stanicama te pojacanom vaskularizacijom bila
pogodna za terapiju anti VEGF ciljnim lijekovima kao $to je bevacizumab. (125).

Analogno tome nasi rezultati dijele tumore na nivou citoplazmatske ekspresije VEGF-a 1
HIF-1a te mebranskom imunoobojenju EGFR. Prema naSim opazanjima, grupa tumora
nizeg nuklearnog gradusa sa perimembranskim imunoizrazajem VEGF u citoplazmi
tumorskih stanica hipotetski bi reagirala na samu anti VEGF ciljnu terapiju. Grupa
tumora viseg nuklearnog gradusa, pojacane citoplazmatske eozinofilije s difuznom
citoplazmatskom ekspresijom VEGF i  citoplazmatskom HIF-la te poviSenom
ekspresijom EGFR zahtijevala bi dualnu terapiju ne samo blokatora VEGF-a nego i

blokatora liganada EGFR ili tirozin kinaza signalnog puta.
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6. ZAKLJUCCI

I. EkspresijA VEGF-A na standardnim tkivnim rezovima i tkivnim mikroarejima

svijetlo stani¢nog karcinoma bubreZnih stanica (SSKBS):

1. Ekspresija VEGF-A u normalnom tkivu bubrega je homogena i ogranicena na
citoplazmu tubularnog epitela, glatko misi¢ne stanice i makrofage u intersticiju te
mezangij u glomerulima, dok je u SSKBS uglavnom heterogena 1 jace izraZzena na

periferiji tumora.

2. Izrazito visoka ukupna ekspresija VEGF-A u SSKBS inverzno je povezana sa
srednjom gusto¢om krvnih Zzila, a znacajno je udruzena s losijim prognostickim faktorima
1 to viSim nuklearnim gradusom, ve¢im tumorima i vi§im indeksom proliferacije, medutim

nije povezana sa prezivljenjem bolesnika.

3. Citoplazmatska ekspresija VEGF-A u tumorima koja se prikazuje kao
perimembranozna (pVEGF-A) ili difuzna (d VEGF-A), nije statisticki udruzena sa
srednjom gusto¢om krvnih Zila, iako se u tumorima s difuznom citoplazmatskom
ekspresijom i vi§im nuklearnim gradusom opaZzaju nepravilniji (patoloski) vaskularni
prostori. dVEGF-A korelira s nuklearnim gradusom, velikim tumorima, patoloskim

stadijem i znacajno kra¢im prezivljenjem, a pVEGF-A s duzim prezivljenjem bolesnika.

4. U multivarijatnoj analizi s prezivljenjem podijeljenim u tri kategorije (najduze srednje

i najkrace) podjela na perimembranozno i difuzno citoplazmatsko imunoobojenje VEGF-
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A u odnosu na nuklearni gradus i stadij bolesti pokazuje status neovisnog prognostickog

parametra.

II. Ekspresija VEGF-C, HIF-1a, p53 i EGFR na rezovima tkivnih mikroareja
SSKBS

1. Citoplazmatska ekspresija VEGF-C u tumorima prikazuje se kao perimembranozna (p
VEGF-C) ili difuzna (d VEGF-C). Tumori s dVEGF-C ekspresijom povezani su s
loSijom prognozom tj. vis§im nuklearnim gradusom, ve¢im tumorima, vi§im stadijem
bolesti te znacajno kra¢im prezivljenjem, dok je pVEGF-C ekspresija udruzena s duzim
prezivljenjem.

Ukupna VEGF-C ekspresija nije povezana s klini¢kopatoloskim parametrima kao ni s

prezivljenjem bolesnika.

2. Ekspresija HIF-1o. u SSKBS prikazuje se kao citoplazmatska (cHIF-1a) i nuklearna (n
HIF-1a). Jaca cHIF-1a ekspresija udruzena je s losijim prognostickim ¢imbenicima i
puno kra¢im prezivljenjem, a jaca nHIF-1a ekspresija s duljim prezivljenjem bolesnika sa

SSKBS.

3. Visi postotak p53, tumor supresorskog proteina u SSKBS, povezan je s viSim stadijem

bolesti te tumorima ve¢im od 7 cm, ali ne utjece znacajno na prezivljenje bolesnika.

4. Ekspresija EGFR ima prognosti¢ko znacenje obzirom da visa ekspresija korelira s
viSim nuklearnim gradusom i vi$im stadijem bolesti, a kontinuirano membransko obojenje

jaceg intenziteta znacajno je povezano i s kra¢im prezivljenjem bolesnika sa SSKBS.
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5. Tumori s izrazitom ekspresijom EGFR jaceg intenziteta pokazuju polisomiju gena 7 te
koli¢ina gena izraZzena kroz povecan broj kopija kromosoma moze biti izvorom

prekomjerne ekspresije EGFR na proteinskom nivou.

6. Unutar analiziranih parametara u multivarijatnoj analizi jedino se citoplazmatska

ekspresija HIF-1a istice kao neovisan prognosticki ¢imbenik.

I11. Ekspresija VEGF-A u odnosu na ispitane ¢imbenike:

1. Difuzna citoplazmatska ekspresija VEGF-A znacajno je proporcionalno povezana s
difuznom citoplazmatskom ekspresijom VEGF-C, citoplazmatskom ekspresijom HIF-1a,

viSom p53 nuklearnom ekspresijom i viSom EGFR membranskom ekspresijom.

2. Perimembranozna citoplazmatska ekspresija VEGF-A nije statisticki znacajno
udruzena s ekspresijom VEGF-C i p53, ali je obrnuto proporcionalno povezana sa

citoplazmatskom ekspresijom HIF-1a i EGFR membranskom ekspresijom.

3. Jaca citoplazmatska ekspresija angiogenih faktora (VEGF-A i VEGF-C) udruzena s
pojacanom ekspresijom p53 1 EGFR, manjim brojem krvnih Zila te klinicko patolosko
nepovoljnijim prognostickim karakteristikama ukazuje na SSKBS slabije aktivnosti

hipoksicnog faktora s obzirom na slabiji nuklearni izrazaj HIF-1a u ovih karcinoma..
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9. POPIS SKRACENICA

VEGF - vaskularni endotelni ¢imbenik rasta ( prema engleskom nazivu vescular
endothelial growth factor)

VPF — vaskularni ¢imbenik propusnosti (prema engleskom nazivu vascular endothelial
permeability factor)

TAF- ¢imbenik tumorske angiogeneze ( prema engleskom nazivu Tumor angiogenesis
factor)

VEGFR- receptor vaskularnog endotelnog ¢imbenika rasta ( prema engleskom nazivu
vascular endothelial growth factor receptor)

HIF-1a — hipoksijom pobudeni ¢imbenik- 1a ( prema engleskom nazivu Hypoxia
inducible factor -1a )

EGFR - receptor epidermalnog ¢imbenika rasta ( prema engleskom nazivu Epidermal
growth factor receptor )

EGF - epidermalni ¢imbenik rasta ( prema engleskom nazivu Epidermal growth factor )
KBS- karcinom bubreZnih stanica

SSKBS- svjetlostani¢ni karcinom bubreznih stanica

MYVD- srednja gustoca krvnih Zila ( prema engleskom nazivu mean vascular density )
TMA — tumorski mikroareji

FISH — fluorescentna in situ hibridizacija

PDGF- iz trombocita derivirani ¢imbenik rasta (prema engleskom nazivu platelet derived
growth factor)

PDGFR- receptor iz trombocita deriviranog ¢imbenika rasta (prema engleskom nazivu
platelet derived growth factor receptor)

ECM- ekstracelularni matriks ( prema engleskom nazivu extracelular matrix)

NRP- neuropilin

PKR 1- receptor za prokineticin 1

Eph- epinefrin

SP1- Spl transkripcijski faktor

EDGI1- diferencijacijski gen endotela (prema engleskom nazivu endothelial
differentiation gene 1)

Ang 1,2- angiopoetin 1,2

Tie 1,2- tirozin kinaza sa imunoglobulin sli¢cnom ili EGF slicnom domenom

TGF- transformirajuc¢i ¢imbenik rasta (prema engleskom nazivu transforming growth
factor )

ALK — kinaza anaplasti¢nog limfoma ( prema engleskom nazivu anaplastic lymphoma
kinasis)

Syk /SLP 76 — limfocitni citosolni protein 2

MMP- matriksne metaloproteinaze

PIGF — placentalni ¢imbenik rasta (prema engleskom nazivu platelet derived growth
factor)

NO — dusikov oksid

II- interleukin

TNF- ¢imbenik tumorske nekroze

RAS- protein za provodnju signala
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RAF- serine threonine selektivna kinaza
MEK- serine threonine selektivna kinaza

ERK- regulirajuca kinaza ekstracelularnog signala ekstracellular signal regulated kinase

MAPK- mitogen aktivirana protein kinaza

AKT- serine threonine selektivna kinaza

ELK-1 ETS like 1 gene

STAT- transkripcijski faktor

PI3K- fosfoinositide-3 kinaza

mTOR- mamalian target of Rapamycin

NF kB- nuclear factor kapa B

ARNT- aryl hydrocarbon nuclear translocator

pVHL- von Hippel Lindau protein

ROS- reactive oxygen species

ATP- adenozintrifosfat

FGF- fibroblast ni ¢cimbenik rasta ( prema engleskom nazivu fiboblast growth factor)
NOS- nitrogen oxygen species

EPO- eritropoetin

GLUT-1 - glutation

IGF - inzulinski ¢imbenik rasta (prema engleskom nazivu insulin growth factor)
Erb B- receptor tirozin-protein kinaze

Her2-neu — receptor za humani epidermalni ¢imbenik rasta (prema engleskom nazivu
human epidermal growth factor receptor)

Cdk- o ciklinima ovisna kinaza (prema engleskom nazivu cyclin dependent kinase)
PKD- protein kinaza D

mdm2- mouse duble minute 2

EDTA-etilenediaminetatraacetic acid

HE- hemalaun eozin

pVEGF- perimembranozna ekspresija VEGF

dVEGF- difuzna citoplazmatska ekspresija VEGF

cHIF-1a- citoplazmatska ekspresija HIF-1a

nHIF-1a- nuklearna ekspresija HIF-1a

NG- nuklearni gradus

VT- veli¢ina tumora

pT- patoloski stadij bolest

HS- histoskor
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