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SAZETAK

POVEZANOST POLIMORFIZMA GENA ZA GLUTATION PEROKSIDAZU I
SUPEROKSID DISMUTAZU SA NASTANKOM I PROGRESIJOM KARCINOMA
PRELAZNOG EPITELA MOKRACNE BESIKE

Predrag Z. Niki¢

Uvod: Smatra se da oksidativni stres moZe imati ulogu u nastanku i progresiji
karcinoma. Prvi sistem odbrane od oksidativnog stresa ¢ine antioksidantni enzimi
glutation peroksidaza 1 (GPX1) i superoksid dismutaza 2 (SODZ). Kod oba
antioksidantna enzima uocen je genetski polimorfizam koji rezultuje njihovom
izmenjenom enzimskom aktivnosti. U ovoj studiji ispitivana je povezanost
genetskih varijanti GPX1 i SOD2 sa rizikom za nastanak urotelijalnog karcinoma
mokrac¢ne beSike (UKMB), kao i moguca interakcija ovih genetskih varijanti sa
poznatim faktorima rizika na rizik za nastanak UKMB. Pored toga, odredivan je
uticaj genetskog polimorfizma GPX1 i SOD2 na fenotipske karakteristike tumora,
kao Sto su stadijum bolesti i histoloSki gradus tumora. Dodatno je procenjivana
potencijalna prognosticka uloga genetskih varijanti GPX1 i SOD2 u preZivljavanju
pacijenata sa metastatskim UKMB koji su leCeni hemioterapijom na bazi cisplatina.
Materijal i Metode: U ovu prospektivnu studiju bilo je ukljueno 330 pacijenata
sa urotelijalnim karcinomom mokra¢ne beSike (prosecne starosti 65 * 10,3
godina) i 227 zdravih osoba koje su Cinile kontrolnu grupu (prosecne starosti 63,4
* 7,9 godina). Polimorfizam GPX1 (rs1050450) gena je bio odredivan polymerase
chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) metodom, a
polimorfizam SODZ2 (rs4880) gena je bio odredivan metodom kvantitativnhog PCR
(g-PCR). U cilju ispitivanja uticaja GPXI i SODZ genotipova na ukupno
prezivljavanje, pacijenti sa metastatskim UKMB koji su primali cisplatin baziranu
hemioterapiju praceni su u periodu od dve godine. Za procenu znacajnosti razlike
u frekvenciji dobijenih genotipova izmedu ispitivanih bolesnika i kontrolne grupe
koriScen je x? test. Efekti genetskog polimorfizma GPX1 i SODZ2, nezavisno ili u

kombinaciji, i rizika za nastanak urotelijalnog karcinoma mokra¢ne beSike su



procenjivani pomocu univarijantne logistiCke regresije. Ukupno preZivljavanje
pacijenata bilo je odredivano Kaplan-Meier-ovom analizom preZivljavanja i log-
rank testom za procenu prognostickog znacaja.

Rezultati: Dobijeni rezultati su pokazali da su puSenje i profesionalna izloZenost
bili znacajni nezavisni faktori rizika za nastanak UKMB (OR=3,9, 95%CI=2,9-6;
p<0,001; OR=1,9, 95%CI=1,1-3,2; p=0,013). Pored toga, uocena je znacajna
povezanost izmedu SODZ genotipa sa rizikom za nastanak UKMB (p<0.05). Naime,
prisustvo jednog ili oba SOD2-Val alela bilo je povezano sa znacajno ve¢im rizikom
za nastanak UKMB (OR=1,55, 95%CI=1,03-2,3, p=0.03). StaviSe, uoleno je
postojanje kombinovanog efekta SOD2 polimorfizma sa puSenjem u povecanju
rizika za nastanak UKMB (OR=7,5, 95%CI=3,4-16,3, p<0.001). S druge strane, nije
uoceno postojanje povezanosti polimorfizma GPX1 sa rizikom za nastanak UKMB.
Medutim, stratifikacija prema stadijumu bolesti i gradusu tumora, pokazala je
znacajno vecu ucestalost detekcije GPX1-Leu alela kod pacijenata sa niZim
stadijumom bolesti (p=0,049) i niZim gradusom tumora mokracne beSike
(p=0,018). Kaplan-Meier-ova analiza preZivljavanja pokazala da ne postoji
znacajan uticaj GPX1 i SODZ2 polimorfizma na ukupno preZivljavanje pacijenata sa
metastatskim karcinomom mokra¢ne beSike koji su primali cisplatin baziranu
hemioterapiju (p>0,05).

Zakljucak: Genetski polimorfizam antioksidantnog enzima SOD2 modulira rizik za
nastanak urotelijalnog karcinoma mokra¢ne beSike, nezavisno i u sadejstvu sa
puSenjem. Genetski polimorfizam enzima GPX1 povezan je sa fenotipskim
karakteristikama i stepenom invazivnosti urotelijalnog karcinoma mokra¢ne
besike. GPX1 i SODZ2 polimorfizam ne utice na ukupno preZivljavanje pacijenata sa
metastatskim urotelijalnim karcinomom mokraéne beSike koji su primali cisplatin
baziranu hemioterapiju.

Klju¢ne reci: urotelijalni karcinom mokra¢ne beSike, genetski polimorfizam,

ukupno preZzivljavanje, hemioterapija, GPX1, SOD2
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ABSTRACT

THE ASSOCIATION OF GLUTATHIONE PEROXIDASE AND SUPEROXIDE
DISMUTASE GENE POLYMORPHISMS
WITH UROTHELIAL BLADDER CANCER DEVELOPMENT AND PROGRESSION

Predrag Z. Niki¢

Background: Oxidative stress is thought to be involved in cancer development
and progression. Glutathione peroxidase 1 (GPX1) and superoxide dismutase 2
(SOD2) play key roles in first line antioxidative defense. For both of them, genetic
polymorphisms, resulting in altered enzyme activity have been described. The aim
of this study was to investigate the association of GPX1 and SODZ genetic variants
with the risk of urothelial bladder cancer (UBC) development, and to evaluate
possible interactions between these genetic polymorphisms and exposure to
known risk factors for UBC. Moreover, we aimed to determine whether
pathological features, such as stage of disease and histological grade, were
influenced by genetic polymorphisms. Furthermore, the potential prognostic role
of GPX1 and SODZ genetic variants in overall survival was evaluated in metastatic
UBC patients treated with cisplatin based chemotherapy.

Methods: This prospectively designed study enrolled 330 patients with urothelial
bladder cancer (mean age 65 + 10.3 years) and 227 healthy controls (mean age
63.4 + 7.9 years). GPX1 (rs1050450) single nucleotide polymorphism was assessed
by polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-
RFLP) and SODZ (rs4880) single nucleotide polymorphism was determined by
quantitative PCR (q-PCR). In order to estimate the impact of GPX1 and SODZ2
genotypes on overall survival, patients with metastatic UBC who received
cisplatine based chemotherapy were followed for two years. A chi-squared test
was used to analyze the genotype frequency differences between two groups.
The effect of genetic polymorphisms on UBC risk was evaluated using univariate
logistic regression analysis. Overall survival was evaluated using Kaplan-Meier

survival analysis with the log-rank test for prognostic significance.



Results: Our results showed that both cigarette smoking and occupational
exposure were significant independent risk factors associated with UBC (OR=3.9,
95%CI=2.9-6; p<0,001 and OR=1.9, 95%CI=1.1-3.2; p=0,013, respectively). We
found significant association between SODZ genotype and risk of UBC development
(p<0.05). Namely, presence of at least one SODZ2-Val allele was associated with a
significantly increased risk of UBC (OR=1.55, 95%CI=1.03-2.3, p=0.03).
Furthermore, a combined effect of SODZ2 polymorphism with smoking has
heightened the risk (OR=7.5, 95%CI=3.4-16.3, p<0.001). No significant association
of GPX1 polymorphism with UBC risk was observed. Nevertheless, when stratified
according to tumor stage and grade, GPXI-Leu allele was significantly more
frequently observed in bladder cancer patients with low-stage (p=0.049) and low-
grade tumors (p=0.018). Kaplan-Meier survival analysis showed no association
between both SOD2 and GPX1 polymorphisms and overall survival in patients with
metastatic UBC who received cisplatine based chemotherapy (p>0.05)
Conclusions: Genetic polymorphism of the antioxidant enzyme SODZ modulates
the risk of UBC development independently and in combination with cigarette
smoking. Genetic polymorphism of the enzyme GPXI is associated with the
phenotypic characteristics and invasiveness of UBC. GPXI and SODZ2
polymorphisms do not affect the overall survival in patients with metastatic UBC
who received cisplatin-based chemotherapy.

Key words: urothelial bladder cancer, risk, genetic polymorphisms, overall

survival, chemotherapy, GPX1, SOD2

Scientific Field: Medicine
Scientific Discipline: Urologic Oncology

UDC:
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1. UuvoD



11 Karcinom mokraéne besike

Medu svim uroloSkim malignim tumorima, urotelijalni karcinom mokrac¢ne
beSike (UKMB) je drugi po ucestalosti, odmah posle karcinoma prostate. Kao
ozbiljna i potencijalno smrtonosna bolest, koja zahteva doZivotno pracenje, uz
znacajno visok rizik za progresiju i suboptimalan odgovor na primenjenu terapiju,
predstavlja veliko socio-ekonomsko opterecenje svake zemlje. Uloga urologa je

neophodna u svakom segmentu kako istraZivanja, tako i lecenja ove bolesti.

1.1.1 Epidemiologija karcinoma mokraéne besike: incidenca, prevalenca i

mortalitet

U razvijenim zemljama, kao Sto su Severna Amerika i Evropa, predominatni
histoloSki tip karcinoma mokracne beSike je urotelijalni karcinom. U celokupnoj
svetskoj populaciji, urotelijalni karcinom mokrac¢ne beSike po ucestalosti nalazi se
na 7-om mestu kod muskaraca, na 17-om kod Zena, a zbirno na 9-om mestu
(Grafikon 1) (Ferlay ] i sar, 2015) . Incidenca je veca u zemljama razvijenog sveta,
gde se po ucestalosti nalazi na 4-om kod muskaraca i na 7-om mestu kod Zena. Kao
razlog smrti zbog karcinoma, urotelijalni karcinom mokrac¢ne beSike se nalazi na
8-om mestu kod muskaraca i zbirno na 13-om mestu (Siegel RL i sar, 2017). U
Evropi, najveca stopa smrtnosti zbog urotelijalnog karcinoma mokrac¢ne beSike je
medju muskarcima u Turskoj, i to za 50% viSe u odnosu na najvecu procenjenu
stopu mortaliteta u Evropi, a tri puta viSe nego u Severnoj Americi (Siegel RL i sar,
2017). Postoje znacajne varijacije u incidenci urotelijalnog karcinoma mokra¢ne
beSike u svetu. Najveca incidenca je u zemljama Zapadne Evrope i Severne
Amerike, a najniZa u zemljama Isto¢ne Evrope i Azije. Medutim, taCna procena
incidence ne moze se precizno odrediti zbog postojanja znacajne heterogenosti u
nacinu saopStavanja u nacionalnim registrima pacijenata i razli¢ite metodologije
analize ovih podataka medu razli¢itim zemljama. Sta vise, unutar iste zemlje, stopa

incidence i morataliteta pokazuje znacajne varijacije i tumaci se razlikom u



izloZenosti faktorima rizika, uspehu detekcije, dijagnostickom praksom i razlikama

u nacinu lecenja.
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Grafikon 1. Starosno standardizovana procena stope incidence i mortaliteta
najcesc¢ih karcinoma na 100000 osoba oba pola u celom svetu - GLOBOCAN 2012
(preuzeto sa GLOBOCAN 2012 (IARC), http://globocan.iarc.fr/Default.aspx , Feb
2018)

Skorasnja globalna studija pokazala je da stopa incidence i mortaliteta
opada u razvijenim zapadnim zemljama, ali raste u nekim zemljama Istoc¢ne
Evrope i zemljama u razvoju (Ferlay ] i sar, 2015) (Grafikon 2 i Grafikon 3).
Procenjuje se da ¢e globalno incidenca urotelijalnog karcinoma mokrac¢ne beSike i
dalje ostati znacajno visoka, pre svega zbog evidentnog povecanja broja novih

slu¢ajeva u zemljama u razvoju (Leal ] i sar, 2016). Populaciono predvidanje stope



incidence i mortaliteta urotelijalnog karcinoma mokra¢ne beSike u Srbiji prema
podacima GLOBOCAN-a iz 2012 godine prikazano je u Tabeli 1 i Tabeli 2.

Oko 75% novo dijagnostikovanih slucajeva urotelijalnog karcinoma
mokra¢ne beSike su miSi¢no-neinvazivni i odlikuju se visokim stepenom
rekurencije uprkos lokalnoj terapiji. Preostalih 25% novodijagnostikovanih
slucajeva predstavljaju miSi¢no-invazivni karcinomi mokrac¢ne beSike. Prevalenca i
mortalitet urotelijalnog karcinoma mokra¢ne beSike su u najvecoj meri odredeni
stadijumom bolesti, uspehom lecenja, kao i drugim kompetitivnim uzrocima smrti
(Marcos-Gragera R i sar, 2015). MiSi¢no-neinvazivni karcinomi mokra¢ne besSike
imaju visoku prevalencu obzirom da se odlikuju niZom stopom progresije i
dugackim preZivljavanjem, za razliku od miSi¢no-invazivnih karcinoma mokraéne
besike gde je rizik od smrti zbog progresije znacajno visok. Ukupno posmatrano,
prevalenca urotelijalnog karcinoma mokrac¢ne beSike je medu najve¢im od svih
uroloskih malignoma (Svatek, R. S. i sar, 2014).

Jednostavan epidemioloski instrument za procenu efikasnosti nacionalnih
programa za dijagnozu i leCenje karcinoma, je odnos mortaliteta prema incidenci
(engl. mortality-to-incidence ratio, MIR). Premda je sirova stopa incidence i
mortaliteta ve¢a u razvijenim nego u manje razvijenim zemljama, MIR je ve¢i u
manje razvijenim zemljama. Na isti nacin, pokazano je da kod Zena postoji ve¢i MIR
kao fenomen ujednaceno prisutan na globalnom nivou (Wang S-C i sar, 2017). Kod
muskaraca se urotelijalni karcinom mokra¢ne beSike tri do cCetiri puta CeSce
otkriva nego kod Zena (Fajkovic H i sar, 2011). Incidenca se povecava sa godinama
starosti, a kod aktuelnih puSaca urotelijalni karcinom mokra¢ne beSike se
prosecno otkriva u ranijem uzrastu nego kod onih koji nisu nikada pusili (Burger
M i sar, 2013). Karakteristicno je da preko 90% pacijenata sa urotelijalnim
karcinomom mokra¢ne beSike su stariji od 55 godina. Prosec¢na starost u momentu
dijagnoze kod muskaraca je 69 godina, kod Zena je 71 godina, a zbirno za oba pola
je 73 godine (Horstmann M i sar, 2008). Ekstremno retko se otkriva kod dece i
mladih osoba. Rasne razlike su uocene u Severnoj Americi gde dva puta CeSce
oboljevaju belci, u poredjenju sa Latino i Afro-Americkom populacijom. Premda
muskarci imaju vecu incidencu, kod Zena se CeSc¢e otkriva uznapredovali stadijum

bolesti u momentu dijagnoze, kao i ¢eS¢a pojava recidiva, progresije i mortaliteta



zbog karcinoma posle primenjenog lecenja (Messer JC i sar, 2014). Ovakva
diskrepanca u demografskim trendovima objaSnjava se postojanjem razlicitih
kontributivnih faktora kao Sto su - znacaj polnih hormona, ucestalost izloZenosti
duvanskom dimu, razli¢ita profesionalna ekspozicija karcinogenima, razli¢ita
metabolicka aktivnost enzima, kao i disparitet u obimu primenjenih dijagnostickih
procedura u evaluaciji hematurije (Wolff I i sar, 2015). Pokazano je da Zene sa
hematurijom imaju znaCajno duzi vremenski period kasSnjenja u postavljanju
dijagnoze zbog odlaganja upucivanja urologu i rede imaju uradeno kompletno

ispitivanje porekla hematurije u poredenju sa muskarcima (Garg T i sar, 2014).
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Grafikon 2. Starosno standardizovana procena stope incidence karcinoma
mokrac¢ne beSike na 100000 osoba oba pola u celom svetu - GLOBOCAN 2012
(preuzeto sa GLOBOCAN 2012 (IARC), http://globocan.iarc.fr/Default.aspx , Feb
2018)
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Grafikon 3. Starosno standardizovana procena stope mortaliteta karcinoma
mokrac¢ne beSike na 100000 osoba oba pola u celom svetu - GLOBOCAN 2012
(preuzeto sa GLOBOCAN 2012 (IARC), http://globocan.iarc.fr/Default.aspx , Feb
2018)

Tabela 1. Populaciona procena broja novih slucajeva karcinoma mokra¢ne beSike
prema starosnim grupama do 2020 godine u Srbiji - GLOBOCAN 2012 (preuzeto sa
GLOBOCAN 2012 (IARC), http://globocan.iarc.fr/Default.aspx, Feb 2018)

Godina ?Iruogar]l'::(ihUKMB muskarci Zene oba pola
svi uzrasti 1371 468 1839

2012 uzrast < 65 595 179 774
uzrast = 65 776 289 1065
svi uzrasti 1399 486 1885
uzrast < 65 561 171 732
uzrast = 65 838 315 1153

2020 demografska promena (2020 - 2012)
svi uzrasti 28 18 46
uzrast < 65 -34 -8 -42
uzrast = 65 62 26 88

UKMB - urotelijalni karcinom mokracne besike




Tabela 2. Populaciona procena broja umrlih zbog karcinoma mokra¢ne beSike
prema starosnim grupama do 2020 godine u Srbiji - GLOBOCAN 2012 (preuzeto sa
GLOBOCAN 2012 (1ARC), http://globocan.iarc.fr/Default.aspx, 05 Feb 2018)

Godina IDZZO({;ZIZZIB muskarci Zene oba pola
svi uzrasti 510 175 685

2012 uzrast < 65 116 31 147
uzrast = 65 394 144 538
svi uzrasti 495 176 671
uzrast < 65 110 30 140
uzrast = 65 385 146 531

2020 demografska promena (2020 - 2012)
svi uzrasti -15 1 -14
uzrast < 65 -6 -1 -7
uzrast = 65 -9 2 -7

UKMB - urotelijalni karcinom mokracne besike

1.1.2 Dijagnoza karcinoma mokrac¢ne beSike

Bezbolna makroskopska hematurija je najceS¢i simptom, obi¢no je
intermitetntna i postoji kod oko 85% slucajeva (Loo, RK i sar, 2013 ). Iritativni
simptomi donjeg urinarnog trakta su drugi naj¢es¢i simptom, i karakteristicno su
udruZeni sa postojanjem carcinoma in situ (CIS) ili miSi¢no - invazivnog karcinoma
mokracne beSike. Podatak o postojanju makroskopske ili mikroskopske hematurije
kod osoba sa visokim rizi¢nim profilom (npr. pusaci), zahteva detaljnu evaluaciju
urinarnog trakta. Inicijalni dijagnostiSki postupak obuhvata - fizikalni pregled,
kompletne laboratorijske analize (kompletna krvna slika, biohemija, sediment
urina, urinokultura), cistoskopiju, citologiju urina, i radiografsko ispitivanje
gornjeg urinarnog trakta. Cistoskopija podrazumeva endoskopski pregled
mokracne besSike i cele uretre kojim se verifikuju lokalizacija, veliCina, izgled i broj
tumorskih promena, promene u okolini tumora i druge abnormalnosti mukoze.

Fluorescentna (engl. blue light) cistoskopija ima prednost u odnosu na klasi¢nu




(engl. white light), zato Sto precizinije moZe da detektuje lezije u ravni mukoze, ali
se rutinski i dalje ne primenjuje u svim centrima (Kausch I i sar, 2010). Citoloski
pregled urina nije alternativa, ve¢ dopuna cistoskopiji, i ima veliki znacaj u
otkrivanju karcinoma visokog gradusa i CIS. Pozitivan nalaz citologije urina, uz
istovremeno normalan nalaz cistoskopskog pregleda zahteva detaljan pregled
ostalih delova urinarnog trakta (Yafi FA i sar, 2015). Molekularni i genetski
markeri trenutno se ispituju u dijagnozi karcinoma mokra¢ne beSike, ali joS uvek
niti jedan nije pokazao da efikasno moZe da zameni cistoskopiju i citologiju urina.
Radiografska snimanja su neophodna u svim slucajevima u cilju evaluacije gornjeg
urinarnog trakta i klinicke procene stadijuma bolesti. Vrsta radiografskih pretraga
koje ¢e biti uradjene, u najvecoj meri zavisi od procene invazivnosti tumora u
nalazu cistoskopskog pregleda. Kod postojanja invazivnih tumora, osim procene
operabilnosti, detaljnim radiografskim ispitivanjem neophodno je iskljuciti
postojanje metastaza. Transuretralna resekcija tumora mokra¢ne beSike (TURT)
ima presudni znacaj u postavljanju definitivne dijagnoze. Patohistoloski pregled
materijala dobijenog posle TURT odreduje histoloSki tip tumora, gradus i
procenjuje stepen invazije, odnosno patoloSki stadijum bolesti. Prema svim
svetskim vodi¢ima za leCenje tumora mokra¢ne beSike, TURT treba ponoviti
unutar 4-6 nedelja posle prethodne resekcije ako je uraden inkompletan inicijalni
TURT, ako nije dobijen miSi¢ni sloj inicijalnom resekcijom (osim u slucaju
postojanja dobro diferentovanog Ta tumora), ako je dijagnostikovan pT1 stadijum

bilo kog gradusa, i kod svih tumora visokog gradusa (Power NE i sar, 2016).

1.1.2.1 Procena stadijuma bolesti

U cilju procene stadijuma bolesti koristi se tumor - nodus - metastaze
(TNM) klasifikacija za maligne tumore kreirana od strane Union International
Contre le Cancer (UICC) (Edge SB i sar, 2010). Klini¢ka procena stadijuma bolesti
obeleZzeva se prefiksom cTNM (engl. clinical-TNM), a patohistolosSka procena

stadijuma oznacava se kao pTNM (engl. pathological - TNM) (Tabela 3).



Tabela 3. UICC TNM klasifikacija karcinoma mokrac¢ne beSike (adaptirano iz Edge
and American Joint Committee on Cancer, 2010)

T - primarni tumor

TX primarni tumor nije procenjen

TO ne postoji tumor

Ne-misiéno invazivni karcinom mokracéne besike

Ta ne-invazivni papilarni karcinom

Tis Carcinoma in situ (CIS) : "flat” lezija

T1 invazija subepitelnog vezivnog tkiva

Misi¢no invazivni karcinom mokracne beSike

T2 invazija misica

T2a invazija miSica - unutrasnja polovina

T2b invazija miSica - spoljasnja polovina

T3 invazija perivezikalnog masnog tkiva

T3a mikroskopska invazija

T3b makroskopska invazija

T4 invazija bilo koje od slede¢ih struktura : prostata, uterus, vagina, karli¢ni zid,
abdominalni zid

T4a invazija prostate, uterusa ili vagine

T4b invazija karli¢nog zida ili abdominalnog zida

N - Limfni nodusi

NX regionalni limfni nodusi nisu procenjeni

NO nema metastaza u regionalnim limfnim nodusima

N1 metastaza u jednom limfnom nodusu u maloj karlici (hipogastri¢ne, obturatorne,
spoljasnje ilijacne ili presakralne)

N2 metastaze u viSe limfnih nodusa u maloj karlici (hipogastri¢ne, obturatorne,
spoljasnje ilijacne ili presakralne)

N3 metastaze u limfnim nodusima oko zajednickih ilija¢nih sudova

M - udaljene metastaze

MX udaljene metastaze nisu procenjene
MO nema udaljenih metastaza
M1 postoje udaljene metastaze

Uprkos dokazima o postojanju jasnih razlika u molekularno bioloskim
istrazivanjama i upadljivo razli¢itog klinickog ponaSanja tumora koji se
patohistoloski karakteriSu odsustvom invazije miSi¢nog sloja mokra¢ne beSike, i
dalje se svi ovi tumori svrstavaju u istu grupu koja se naziva nemiSi¢no-invazivni

karcinom mokraéne beSike (eng. non-muscle-invasive bladder cancer, NMBIC).




Tumori Ta stadijuma su ograniceni na urotelijum, imaju papilarnu konfiguraciju sa
egzofitnim izgledom i ne penetriraju u submukozno vezivno tkivo urotelijuma, niti
u miSi¢ni sloj detruzora. Obicno su niskog gradusa. Premda je rekurencija
uobiCajena, posebno ako su multipli, progresija je veoma retka. U oko 3-18%
slucajeva Ta karcinomi mokraéne beSike su visokog gradusa (prosecno kod 7%)
(Soloway MS, 2007). Tumori T1 stadijuma nastaju u urotelijumu, penetriraju kroz
bazalnu membranu i zahvataju submukozno vezivno tkivo, ali ne i miSi¢ni sloj
detruzora. Obi¢no su papilarni, a nodularni ili sesilni izgled je suspektan na
postojanje dublje invazije. T1 tumori se karakteriSu veoma heterogenim
ponasanjem u smislu uSestalosti pojave rekurencije i progresije. Carcinoma in situ
(CIS) je uvek karcinom visokog gradusa ogranicen na urotelijum. Za razliku od
papilarnih tumora, CIS ima izgled nepapilarne promene u ravni mukoze, Cesto
teSko vidljive. Prezentira se kao solitarna lezija, multipla ili difuzna. MoZe postojati
izolovano, ili u kombinaciji sa T1 tumorom. Premda histoloSki neinvazivan i
ograni¢en na mukozu, CIS je prekursor u razvoju misi¢no invazivnog karcinoma.
Kod 40-83% pacijenata ako se ne le¢i, CIS progredira u miSi¢no-invazivni
karcinom (Casey RG i sar, 2015).

Tumori mokraéne beSike koji imaju patohistolosku sliku zahvatanja
miSi¢nog sloja sa ili bez prodora izvan zida mokracne beSike svrstavaju se u grupu
miSi¢no-invazivnih karcinoma mokra¢ne beSike (engl. muscle-invasive bladder
cancer, MBIC). U skoro u svim slucajevima kod MIBC postoji urotelijalni karcinom
visokog gradusa. Papilarna neoplazma sa niskim malignim potencijalom i
urotelijalni karcinom niskog gradusa su ekstremno retki, i stoga patohistoloski
sistemi za gradiranje koji se koriste kod NMIBC nemaju prognosticki znacaj kod
MIBC. Nemoguc¢nost radiografskih metoda da precizno detektuju mikroskopske
promene, poput dubine invazije i/ili postojanje mikrometastaza, ogleda se u
Cinjenici da klinicki (cTNM) i patohistoloski (pTNM) stadijum bolesti vrlo Cesto se
ne podudaraju. Stoga, patohistoloski procenjen stadijum bolesti je najznacajniji

prognosticki faktor kod NMIBC i kod MIBC (Grafikon 4).
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Grafikon 4. Graficki prikaz stadijuma tumorske bolesti (pT) prema stepenu
invazivnosti karcinoma mokracne besSike (adaptirano iz Knowles MA i sar, 2015)

1.1.2.2 Patohistoloska klasifikacija i procena gradusa tumora

Termin karcinom prelaznog epitela (engl. Transitional cell carcinoma, TCC)
koji se do skoro koristio, danas je zamenjen novim nazivom karcinom urotelijuma
(engl. Urothelial carcinoma, UC) koji preciznije ukazuje da poreklo ovih tumora
moZe biti na svim mestima gde postoji urotelijum. U preko 90% slucajeva,
karcinom urotelijuma lokalizovan je u mokra¢noj beSici (engl. Urothelial bladder
cancer, UBC), u 8% lokalizacija je u pijelonu ili kaliksima bubrega, a 2% potice iz
uretera ili uretre (Kamat AM i sar, 2016). Karcinom urotelijuma je najceSci
histoloSki tip u zemljama razvijenog sveta. Na drugom mestu prema ucestalosti
nalazi se skvamocelularni karcinom, sa znacajno ve¢om prevalencom u zemljama
gde postoje endemska podrucja infekcije parazitom Schistosoma haematobium.
Ostali histoloski tipovi su retki. PatohistoloSki gradus urotelijalnog karcinoma
mokra¢ne beSike ima dokazanu prediktivhu vrednost i predstavlja znacajan
prognosticki faktor u proceni rizika za rekurenciju i progresiju NMIBC. Trenutno
se za procenu patohistoloSkog gradusa urotelijalnog karcinoma mokraéne beSike
koriste klasifikacija Svetske zdravstvene organizacije (engl. World Health
Organization, WHO) iz 1973 (Mostofi FK i sar, 1973) i revidirana WHO klasifikacija
iz 2004 godine (Eble |N i sar, 2004). Prema WHO 2004 klasifikaciji, u lezije u ravni
mukoze spadaju urotelijalna hiperplazija, reaktivna urotelijalna atipija, atipija

nepoznatog znacaja, displazija i CIS. Prema istoj klasifikaciji, u neinvazivne
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papilarne urotelijalne karcinome, uvrSteni su papilarna urotelijalna neoplazma
niskog malignog potencijala (engl. papillary urothelial neoplasm of low malignant
potential, PUNLMP) i urotelijalni karcinom niskog (engl. low grade, LG) i visokog
gradusa (engl high grade, HG). PUNLMP se definiSe kao promena koja nema
citoloSke karakteristike malignog tumora, ve¢ se sastoji iz normalnih celija sa
papilarnom konfiguracijom. Premda imaju beznacajan rizik za progresiju, ove
lezije nisu u potpunosti benigne obzirom da imaju tendenciju da se ponovo javljaju
(Eble JN i sar, 2004). Za razliku od WHO 1973 klasifikacije koja je razlikovala tri
patohistoloska gradusa, u novoj klasifikaciji postoje samo dva. Kao predmet
znacajnih kontroverzi medju patolozima, srednji gradus 2 je izbacen (Grafikon 5).
Obe klasifikacije imaju potvrdenu prognosticku vrednost, a reproducibilnost je
nesto bolja kod WHO 2004 klasifikacije (Pan CC i sar, 2010). U najveem broju
studija objavljenih do sada za NMIBC upotrebljavana je WHO 1973 klasifikacija.
Prema preporuci Evropske Asocijacije Urologa, trenutno obe klasifikacije se
ravnopravno Kkoriste u cilju procene gradusa i dobijanja bolje substratifikacije
tumora mokracne beSike prema riziku za rekurenciju i progresiju (Babjuk M i sar,

2015).

PUNLMP Nizak gradus Visok gradus

[ | - Low Grade (LG) - High Grade (HG) | 2004 WHO
I
Gradus 1 Gradus 2 Gradus 3
(G1) (G2) (G3)
} I I 1973 WHO
| |
PUNLMP i LG LG 2004 WHO
Gl | Gl y G2 +
| l 1973 WHO
| |

tamnije gradirano oznacava da se rizik za progresiju poveéava sa poveéanjem gradusa; isprekidana
linija obelezava razlike izmedju dve klasifikacije; WHO - Svetska zdravstvena organizacija; PUNLMP
- papilarna urotelijalna neoplazma niskog stepena maligniteta; LG - nizak gradus; HG - visok gradus

Grafikon 5. Uporedni prikaz WHO patohistoloske klasifikacije urotelijalnog
karcinoma mokrac¢ne beSike iz 2004 i 1973 godine
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1.1.2.3 Molekularna klasifikacija

Simplifikovani sistemi tradicionalne patohistoloSke analize pokazali su se
kao nedovoljni u proceni klini¢ki heterogenog ponasanja tumora mokraé¢ne beSike.
Cancer Genome Atlas Project je ispitivanjem 131 slucaja sa MIBC, kompletirao
jednu od najsveobuhvatnih molekularnih analiza karcinoma mokraéne beSike
(Cancer Genome Atlas Research Network, 2014). Tumori su evaluirani
sekvenciranjem celokupnog genoma i velikim brojem drugih genetskih ispitivanja.
UoCeno je konzistentno postojanje mutacija u mnogim genima, poremecaji u
regulaciji nekoliko signalnih puteva, kao i alteracije koje utiCu na pojavu
epigenetskih promena u oko 89% tumora. Poslednjih godina, nekoliko studija
predlozilo je novu molekularnu klasifikaciju karcinoma mokra¢ne beSike koja je
bazirana na genetskim ispitivanjima, prevashodno profilisanju ekspresije mRNK u
celokupnom genomu (Knowles MA i sar, 2015; Li R i sar, 2016). Molekularni
podtipovi otkriveni kod karcinoma mokraéne beSike imali su velike slicnosti sa
molekularnom klasifikacijom koje je prethodno ve¢ napravljena za karcinom dojke
(Damrauer JS i sar, 2014). Prema ovoj klasifikaciji, dva osnovna intrisic podtipa
MIBC su luminalni i bazalni, sa specificnim klini¢cko-patoloskim karakteristikama.
Bazalni podtip MIBC je prevalentniji kod Zena, histoloski je bogatiji
skvamocelularnim i sarkomatoidnim celijama, inicijalno se detektuje u odmaklijem
stadijumu i ima loSiju prognozu. Luminalni podtip MIBC se histoloSki uglavnom
karakteriSe mikropapilarnim izgledom i ima bolju prognozu kada se otkrije u
ranijem stadijumu bolesti. Uocena je i korelacija podtipova MIBC sa odgovorom na
cisplatin baziranu hemioterapiju. Naime, luminalni podtip je udruzen sa
rezistencijom na cisplatin baziranu hemioterapiju koja se primenjuje kod
urotelijalnog karcinoma mokra¢ne beSike. Suprotno tome, kod pacijenata sa
bazalnim podtipom uocCen je odliCan odgovor na neoadjuvantnu cisplatin baziranu
hemioterapiju (Choi W i sar, 2014). Dokaz o postojanju imune Celijske infiltracije
kod specificnih podtipova urotelijalnog karcinoma mokracne beSike, usmerila je
istraZivanja u pravcu primene imunoterapije checkpoint inhibitorima kod ovih
pacijenata. Stoga, molekularna klasifikacija urotelijalnog karcinoma mokra¢ne

beSike koja je bazirana na genetskom profilu omogucava bolju stratifikaciju
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pacijenata prema prognostickim i prediktivnim faktorima, i selekciju za izbor
najbolje terapijske opcije. Trenutno, osim u klinickim studijama, molekularna

klasifikacija nema primenu u svakodnevnoj praksi (Kim J i sar, 2015).

1.1.3 Faktori spoljne sredine u nastanku karcinoma mokrac¢ne besike

Postoje dobro poznati faktori rizika za nastanak karcinoma mokracne
besike. Faktor rizika moZe biti bilo Sta Sto povecava Sansu da osoba oboli od
karcinoma. Premda faktori rizika Cesto utiCu na nastanak karcinoma, najveci broj
ovih faktora ne predstavlja direktan uzrok karcinoma. Kod nekih osoba koje
istovremeno imaju viSe faktora rizika nikada se ne razvija karcinom, dok ¢e kod
nekih karcinom nastati bez evidentnog postojanja faktora rizika.

[zloZenost faktorima spoljne sredine povezano je sa nastankom
urotelijalnog karcinoma mokracne beSike (Burger M i sar, 2013). Karcinogeni koji
se izluCuju urinom ili enzimskim sistemima bivaju aktivirani iz prekusornih
molekula u urinu mogu da deluju na urotelijum u pravcu karcinogeneze. Ovom
"field cancerization” hipotezom se objaSnjava karakteristicno multifokalno
pojavljivanje tumora na svim mestima urinarnog trakta gde postoji urotelijum
(Jons TD i sar, 2005). Medutim, u najvecem broju slucajeva, pokazano je da
multifokalni karcinomi urotelijuma imaju genetski monoklonalno poreklo. Ova
"monoclonality” hipoteza smatra da karcinom nastaje na jednom mestu, a da
intraluminalnim Sirenjem ili/i intraepitelijalnom migracijom se rasejava u
urinarnom traktu (Hafner C i sar, 2002). Premda potpuno razlicite, obe ove
hipoteze imaju znacaj u objasSnjenju mehanizama urotelijalne karcinogeneze, na
slican nacin kao u mehanizmu nastanka skvamocelularnog karcinoma usne duplje
(Mohan M i sar, 2014). Hemijski karcinogeni predstavljaju znacajan faktor rizika u
velikom broju slucajeva urotelijalnog karcinoma, od kojih su najznacajniji puSenje i
izloZenost razli¢itim industrijskim agensima. U epidemioloSkim i laboratorijskim
istraZivanjima identifikovan je veliki broj potencijalno karcinogenih hemijskih
jedinjenja. Vecinu c¢ine aromati¢ni amini, kao i njihovi prekursori i derivati (2-

naftilamin, benzidin i njihovi prekursori i derivati, 4-aminobifenil, 4-nitrobifenil i

14



2-amino-1-naftol) (Vineis P i Pirastu R, 1997). Medutim, istovremena izloZenost
multiplim hemijskim jedinjenjima, kao i dugacak latentni period izmedu
ekspozicije i nastanka urotelijalnog karcinoma u znacajnoj meri oteZava preciznu
identifikaciju karcinogena.

PuSenje - PuSenje predstavlja najznacajniji poznati faktor rizika koji je
odgovoran za povecanje incidence, i povezan je sa nastankom urotelijalnog
karcinoma u oko 50% slucajeva kod oba pola. Pusenje se dovodi u vezu sa smrtnim
ishodom zbog karcinoma mokra¢ne beSike kod musSkaraca u 31%, i kod Zena u
14% slucajeva Sirom sveta (Cumberbatch MG i sar, 2016).

Identifikovano je preko 60 karcinogena u duvanskom dimu, a ta¢an broj
onih koji su povezani sa nastankom urotelijalnog karcinoma nije do kraja poznat.
Najznacajniji karcinogeni u duvankom dimu su 4-aminobifenil, policikli¢ni
aromati¢ni ugljovodonici (PAH), N-nitroso jedinjenja i nezasiceni aldehidi (Hecht
SS, 2006). Epidemioloske studije su jasno pokazale da kod puSaca postoji znacajno
ve(i rizik za nastanak karcinoma urotelijuma, i to podjednako kod muskaraca i kod
Zzena (50% i 52%) (Freedman ND i sar, 2011). Kod osoba koje su prekinule
pusSenje, ovaj rizik se smanjuje za 30% posle 1-4 godine, i viSe od 60% posle 25
godina od prestanka puSenja. Medjutim, ni posle 25 godina rizik za nastanak
karcinoma mokracéne beSike ne dostiZe nivo rizika kao kod osoba koje nikada nisu
pusile (Freedman ND i sar, 2016). Dokazano je prekid puSenja znacajno smanjuje
rizik za pojavu rekurencije nemiSi¢no-invazivnih karcinoma mokra¢ne beSike
(Chen CH i sar, 2007). Zene nepusaci koje su u detinjstvu Zivele sa dva ili vise
pusaca, imaju tri puta veci rizik za nastanak karcinoma mokraéne beSike u odnosu
na Zene koje nisu bile izloZene duvankom dimu u detinjstvu. U odraslom dobu,
Zene nepusaci koje Zive sa osobom koja pusi duze od 10 godina, imaju dva puta
veli rizik da dobiju karcinom mokracne beSike (Agudo A i sar, 2012). Kod
muskaraca nije dokazana ova vrsta povezanosti niti u detinjstvu, niti u odraslom
dobu. Americka Agencija za hranu i lekove je 2009 godine saopStila da i u
elektronskim cigaretama postoji manja kolicina karcinogena poput dietilen glikola
i nitrozoamina (Palazzolo DL, 2013). U nastanku mnogih bolesti, pusenje je vodeci

faktor rizika na koji se merama prevencije moze uticati. Procenjeno je da oko
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polovina osoba pus$aca ¢e umreti zbog bolesti povezanih sa puSenjem (Cogliano V] i
sar, 2011).

Okupacioni karcinogeni - Udruzenost ekspozicije profesionalnim
karcinogenima i urotelijalnog karcinoma mokra¢ne beSike uocena je jos pre jednog
veka. Smatra se da je ovaj faktor rizika odgovoran u nastanku 10 do 20% slucajeva
tumora mokracne beSike (Purdue MP i sar, 2015). Osobe koje su profesionalno
izloZene hemijskim karcinogenima imaju do 200 puta ve¢i rizik da obole od
urotelijalnog karcinoma mokrac¢ne beSike, ¢ak i posle 30 godina posle prestanka
izloZenosti okupacionim karcinogenima (Kiriluk K] i sar, 2012). Profesije sa
znacajnim okupacionim rizikom su metalna industrija, farbari, prerada gume i
koZe, tekstilna industrija, rudari, gradevinski radnici, hemijska industrija boja,
lakova, plastike itd. Postoji znacajna povezanost izmedu jedinjenja poput
policiklicnih aromaticnih ugljovodonika (engl. polycyclic aromatic hydrocarbons,
PAH) koji su sastavni delovi lakova i boja, i karcinoma mokra¢ne besike (Vineis P i
Pirastu R, 1997). Hemijska jedinjenja koja su ulazila u sastav farbi za kosu,
povecavala su rizik za nastanak karcinoma mokra¢ne besike pet puta kod osoba
koje su profesionalno bile izloZene u periodu duzem od 10 godina, kao Sto su
frizeri (Czene K i sar, 2003). Povecan rizik nije dokazan kod osoba koje su za licnu
upotrebu sporadic¢no koristile ove farbe za kosu, a promena hemijske formulacije
farbi za kosu poslednjih decenija u znacajnoj meri je smanjila ukupan karcinogeni
rizik koji je prethodno postojao (Purdue MP i sar, 2015; Czene K i sar, 2003).

Jatrogeni faktori rizika - Ciklofosfamid je alkalizirajuci lek najc¢esc¢e koris¢en
u hemioterapiji karcinoma, i kao imunosupresiv kod autoimunih bolesti. Kod
pacijenata koji su primali ciklofosfamid postoji devet puta vedi rizik za nastanak
karcinoma mokrac¢ne beSike sa latencom koja je kra¢a od deset godina (Travis LB i
sar, 1995). Akrolein je urinarni metabolit ciklofosfamida koji je odgovoran za
nastanak hemoragijskog cistitisa i karcinoma mokrac¢ne beSike. Uroprotektant
Mesna inaktivira urinarni akrolein i znaCajno smanjuje rizik kada se koristi
istovremeno sa ciklofosfamidom (Tanaka T i sar, 2011). Fenacetin je analgetik za
koji je dokazano da dugotrajnom upotrebom povecava rizik za nastanak karcinoma
gornjeg urotelijuma, Sto je uslovilo povlacenje ovog analgetika iz upotrebe 1980-ih

godina (Fortuny ] i sar, 2007). Nema dokaza da ostali nesteroidni antiinflamatorni
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lekovi povecavaju rizik u nastanku karcinoma urotelijuma (Genkinger JM i sar,
2007; Fortuny ] i sar, 2007). Zracenje male karlice nije dokazano da povecava rizik
za nastanak karcinoma mokraéne beSike (Shah SK i sar, 2006). Aristoholi¢na
kiselina je sastavni deo biljnih preparata tradicionalne kineske medicine, i postoje
jasni dokazi da povecava incidencu karcinoma urotelijuma (Grosse Y i sar, 2013;
Lai MN i sar, 2010).

Zagadjenje Zivotne sredine - Hlorinacija vode za pi¢e kao faktor rizika u
nastanku urotelijalnog karcinoma je poslednjih decenija izazvala veliku paZnju
istrazivaca, ali sa kontroverznim rezultatima u proceni znacaja. Trihalometani su
jedinjenja koja se formiraju kao nusprodukti koris¢enja hlora za dezinfekciju vode
za pice, i u ve¢im koncentracijama mogu biti toksi¢ni (Tsuji JSi sar, 2014). U vecini
zemalja trenutno postoji stroga kontrola dozvoljenih koli¢ina hlora u vodi za pice.
Arsen je metaloid za koji postoje jasni dokazi da povecava rizik u nastanku
urotelijalnog karcinoma mokra¢ne beSike (Villanueva CM i sar, 2003). Mere
preduzete u cilju smanjenja koncentracije arsena u vodi za pice, znacajno su uticale
na smanjenje incidence karcinoma mokra¢ne beSike u regijama sveta gde je ovo
bio problem (Steinmaus CM i sar, 2013). Prirodni izvor arsena su vulkanska
zemljista odakle dospeva u vodu za pice. Zagadjenje Zivotne sredine je CeSc¢i razlog
kontaminacije vode, a arsen se nalazi u pesticidima, rudarstvu, metalurgiji, drvnoj
industriji, farmaceutskoj industriji, itd.

Ostali faktori rizika - Ocekivalo bi se da povec¢an unos te¢nosti na prirodan
nacin vrsi diluciju karcinogena izlucenih u urinu i redukuje vreme ekspozicije
urotelijuma Stetnim uticajima. Medjutim, Ros i sar. su saopstili u svom istrazivanju
na 250.000 ispitanika pracenih u toku devet godina da ukupan dnevni unos
te¢nosti ne uti¢e znacajno na rizik za pojavu urotelijalnog karcinoma mokra¢ne
beSike (Ros MM i sar, 2011). Gojaznost, upotreba vestackih zasladjivaca,
konzumiranje alkohola, kafa i ¢aj nisu dokazani kao faktori rizika u nastanku
UKMB (Pelucchi CiLa Vecchia C, 2009; Burger M i sar, 2013).

Bolesti ili stanja kao predisponirajuc¢i faktori u nastanku urotelijalnog
karcinoma mokra¢ne beSike - Hroni¢na urinarna retencija sa dilatacijom gornjeg
urinarnog trakta omogucava duZi kontakt karcinogena u urinu sa urotelijumom i

predstavlja faktor rizika u nastanku UKMB (Silverman DT i sar, 2008; Burger M i
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sar, 2013). U zemljama Afrike i zapadne Azije, hroni¢na urinarna infekcija izazvana
parazitom Schistosoma hematobium je povezana sa veCom ucestaloS¢u pojave
karcinoma mokracne beSike. U endemskim podrucijima ova parazitarna infekcija
je odgovorna za nastanak oko polovine slucajeva karcinoma mokrac¢ne besike, dok
u ostalim regijama sveta ucestalost je manja od 3% (Zaghloul MS, 2012).
Karakteristicno je da karcinom mokraéne beSike udruZen sa shistozomijazom je
skvamocelularni histoloski tip, za razliku od urotelijalnog histoloSkog tipa koji je

udruZen sa puSenjem kao najznacajnijim faktorom rizika.

1.1.4 Genetski faktori u nastanku karcinoma mokracne besike

Karcinogeneza unutar epitelijuma je rezultat kompleksnih interakcija
izmedju onkogena, tumor supresornih gena, pojaCanja i preterane ekspresije
normalnih gena koji kodiraju faktore rasta ili njihove receptore. Ove genetske
abnormalnosti bilo same ili u sadejstvu sa spoljnim faktorima, mogu direktno da
modifikuju rizik za nastanak karcinoma mokracéne beSike ili da uti¢u na prirodni
tok i prognozu bolesti. Na indirektan nacin, genetski faktori mogu preko
mehanizama aktivacije karcinogenih prekursora ili poremecaja detoksifikacije
karcinogena da uticu na rizik za nastanak karcinoma mokra¢ne beSike.

Individualne razlike u predispoziciji za nastanak karcinoma donekle se
mogu objasniti genetskim razlikama u metabolickoj aktivaciji i detoksikaciji
karcinogena. Dinamicki ekvilibrijum izmedju karcinogen-aktiviraju¢ih i
detoksiciraju¢ih enzima je presudan u odredivanju sudbine celije koja je izloZena
Stetnim uticajima. Polimorfne varijante gena za enzime koji su ukljuceni u
metabolizam ksenobiotika mogu biti odgovorne za poremecaj ovog dinamickog
ekvilibrijuma (Panieri E i Santoro MM, 2016). Postoji nekoliko genskih
polimorfizama koji su verovatno povezani sa urotelijalnim karcinomom mokra¢ne
besike, a posebno sa predispozicijom za nastanak u sadejstvu sa faktorima spoljne
sredine (Leibovici D i sar, 2005; Erol B i sar, 2015). Mnogi mehanizmi, poput
metabolizma karcinogena, DNK reparacije, checkpoint kontrole celijskog ciklusa,

apoptoze i drugih medjusobno povezanih procesa predstavljaju sloZenu mrezu
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koja reguliSe odgovor urotelijuma na Stetne uticaje. U reakcijama bioaktivacije i
detoksikacije potencijalnih citotoksi¢nih i kancerogenih jedinjenja ucestvuje vise
enzimskih sistema. Ovi enzimski sistemi se mogu podeliti na enzimske sisteme
Faze I, u okviru kojih se odvijaju reakcije oksidacije, redukcije i hidrolize, i
enzimske sisteme Faze Il koji kataliSu reakcije konjugacije. Centralnu ulogu u Fazi I
metabolizma ksenobiotika ima sistem superfamilije citohroma P450 u jetri.
CYP1IA1 je dobro poznat po svom delovanju u metabolickoj aktivaciji
prokarcinogena iz duvanskog dima kao S$to su policiklicni aromati¢ni ugljovodinici
i aromaticni amini. Ovaj enzim ima visoku ucestalost genskog polimorfizma, sa
preko 11 alela koji uti¢u na promenu aktivnosti. Medutim, najveci broj studija nije
uspeo da dokaZe znacaj polimorfizma ovog enzima u nastanku urotelijalnog
karcinoma mokraéne beSike (Lu Y i sar, 2014). Glavne enzimske komponenete
Faze Il detoksikacije ksenobiotika su glutation S-transferaze (GST), glukuronil-

transferaza, sulfotransferaza i acetiltransferaza. Ve¢ina ovih enzima je polimorfna.

1.1.5 Oksidativni stres u nastanku karcinoma mokrac¢ne besike

U toku procesa biotransformacije, u kojima se aktiviraju i detoksikuju
uroepitelni kancerogeni, mogu¢ je i nastanak reaktivnih slobodnih radikala.
Slobodni radikal je atom ili molekul sa jednim nesparenim elektronom. NajceSce se
govori o kiseoni¢nim slobodnim radikalima (KSR): superoksid anjon, vodonik
peroksid i hidroksil radikal. Dugotrajna akumulacija KSR moze dovesti do
oksidativnog oSteCenja svih vaznih bioloSkih makromolekula, poput proteina,
lipida i nukleinskih kiselina. Pored toga, pretpostavlja se da povecana produkcija
slobodnih radikala uti¢e na regulaciju signalnih puteva ukljuc¢enih u proliferaciju,
rast, prezivljavanje i apoptozu. Veliki broj studija je pokazao da oksidativni stres,
kao stanje u kome je ravnoteza izmedu prooksidanasa i antioksidanasa pomerena
na stranu prooksidanasa, moze imati znacajnu ulogu u kancerogenezi (Reuter S i
sar, 2010; Schumacker PT, 2015; Sullivan LB i Chandel NS, 2014; Bazhin AV i sar,
2016; Liou G-Y i Storz P, 2010). Antioksidativni enzimi, superoksid dismutaza

(SOD), glutation peroksidaza (GPX) i katalaza predstavljaju primarni sistem
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odbrane od slobodnih radikala. Kod ovih enzima opisan je genetski polimorfizam
koji za posledicu ima izmenjenu ili odsutnu enzimsku aktivnost, a samim tim i
mogucnost neutralizacije slobodnih kiseonicnih radikala (Yuzhalin AE i Kutikhin

AG, 2012).

1.1.5.1 Glutation peroksidaza

Glutation peroksidaza (GPX) je seleno-zavisna glutation peroksidaza koja
uCestvuje u metabolizmu vodonik peroksida i fosfolipidnih hidroperoksida
(Slika 1). Pokazano je da vodonik peroksid i fosfolipidni hidroperoksid mogu da
direktno aktiviraju receptor faktora rasta (EGFR) (Prasad Si sar, 2017).

Do sada je kod sisara opisano osam GPX izoenzima. Medju njima jedino su
GPX1 i GPX4 pronadeni u mitohondrijama, ali postoje i u drugim organelama
unutar Celije. GPX1 je glavni enzim koji je odgovoran za uklanjanje solubilnog
vodonik peroksida, i ubikvitarno je prisutan u citosolu i u mitohonddrijama svih
Celija. GPX1 ima ulogu tumor supresornog gena i ovu ulogu ostvaruje preko
nekoliko mehanizama. Povecana ekspresija GPX1 regulacijom nivoa peroksida i
smanjenjem intracelularne koli¢ine prooksidanasa, redukuje mitohondrijalni
potencijal smanjuju¢i produkciju ATP-a c¢ime dovodi do atenuacije celijske
proliferacije (Chen Y i sar, 2016). Na taj nacin povecana ekspresija GPX1 ispoljava
klju¢nu anti-tumorsku ulogu u karcinogenezi. Pokazano je da povecana ekspresija
GPX1 smanjuje oSteCenje DNK in vitro, dok eksperimentalno utiSavanje gena za
GPX1 povecava rizik za nastanak odredenih tipova karcinoma (Sies H, 2017).

Veliki broj studija je do sada ispitivao vezu GPX1 sa rizikom za nastanak
karcinoma. Ulogom koju ima u regulaciji oksidativnih procesa u €eliji, za ocekivati
je da GPXI moZe da limitira nastanak oksidativnim stresom indukovane
mutageneze i inflamatornih procesa ukljucenih u nastanku karcinoma. Smanjena
ekspresija ili aktivnost GPX1 u ranom stadijumu karcinogeneze moZe da doprinese
inicijaciji karcinoma, a u kasnijim stadijumima deficit GPX1 promotivno deluje na
proliferativne procese (Galadari S i sar, 2017). Suprotno tome, povecana ekspresija
ili aktivnost GPX1 osim Sto spreCava nastanak oksidativnih oStecenja i inflamacije,

isto tako moZe da blokira mehanizam apoptoze i omoguci preZivljavanje
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karcinomski transformisane ¢elije (Shijun Li i sar, 2000). Zato, GPX1 moduliranjem
intracelularnog nivoa prooksidanasa ima veoma kompleksnu ulogu u nastanku i
progresiji karcinoma. U eksperimentalnim istraZivanjima je pokazana ova
dvostuka uloga GPX1 - odnosno, povezanost GPXI i u pro i u antikancerskim
mehanizmima (Reczek CRi Chandel NS, 2017). Na osnovu svih ovih podataka,
zaklju¢eno je da ukupan redoks potencijal celije odredjuje da li ¢e povecana
ekspresija GPX1 imati promotivnu ili inhibitornu ulogu u nastanku i progresiji

karcinoma.

1.1.5.2 Superoksid dismutaza

Superoksid dismutaza (SOD) je metalo-enzim koji postoji u tri izoformna
oblika u zavisnosti za koji se kofaktor vezuje. SOD1 - vezuje bakar i cink
(Cu/ZnSOD1) i predominatno se nalazi u citoplazmi ¢elija. SODZ - vezuje mangan
(MnSODZ2), lokalizovana je u mitohondrijama, ima antioksidativnu ulogu i
predstavlja glavni enzim u familiji SOD. Oblik SODZ koji je vezan za gvoZdje
(FeSOD2) ima takode peroksidaznu aktivnost, ali za razliku od MnSOD koja ima
antioksidativnu ulogu, FeSODZ2 je prooksidans koji koristi H:0; i pojaCava
oksidativni stres u celiji. SOD3 - vezuje bakar i cink (Cu/ZnSOD3) i nalazi se
ekstracelularno.

Najznacajniji od tri izoformna oblika SOD, je MnSOD ili SOD2. MnSOD je
jedina SOD koja je neophodna za Zivot u aerobnim uslovima (Case AJ], 2017) i
glavni je antioksidant u mitohondrijama. Genetski je kodiran nuklearnim SODZ2
genom odakle se transportuje do mitohondrija gde ostvaruje svoju
antioksidativnu aktivnost. Osim antioksidativne uloge, SODZ moZe da
funkcioniSe i kao signalni regulator u procesu protektivne adaptacije na stres
preko anti-apoptotoc¢nih signalnih puteva (Sullivan LB i Chandel NS, 2014).
Takode, otkriveno je da SOD2 ima uticaj na aktivnost transkripcionih faktora kao
Sto su nuklearni faktor - kB (NF-kB), hipoksijom indukovani faktor - 1 (HIF-1),
aktivator protein - 1 (AP-1), i p53 koji ucestvuju u procesima transformacije,
proliferacije i angiogeneze. SOD2 ima klju¢nu ulogu u regulaciji procesa celijske

proliferacije (Kinnula VL i Crapo JD, 2004). Stoga, nije cudo da SODZ ekspresija
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ima esencijalnu ulogu u prezivljavanju Celije, Sto je dokazano kod miSeva koji su
umrli posle 5 dana od rodenja posle delecije SOD2 gena, sa teSkim oStecenjima
tkiva i organa usled mitohondrijalne disfunkcije (Lebovitz RM i sar, 1996).

SODZ2 ima kompleksnu ulogu u neutralizaciji kiseoni¢nih slobodnih radikala.
Ovaj antioksidativni enzim deluje u prvoj liniji odbrane od slobodnih radikala
katalizuju¢i konverziju superoksida u vodonik peroksid (H20:2) koji se dalje
neutralizuje u netoksi¢ni molekul vode (H20) i kiseonik preko enzima katalaze i
glutation peroksidaze (GPX) (Slika 1). Sa druge strane, vodonik peroksid moZze
takodje da bude konvertovan u Fentonovoj reakciji u izuzetno toksi¢ni hidroksi
radikal Sto dovodi do sekundarnog ostecenja cCelije. Takodje, pove¢ano stvaranje
H202 moze da prekine TNF-alfa (engl. tumor necrosis factor - TNF) posredovanu
apoptozu i omoguci prezivljavanje oSteCene cCelije (Robbins D i Zhao Y, 2014).

Stoga, SOD2 ima dvostruko delovanje u oksidativnom metabolickom putu.
e- <
02 > 02 superoksid radikal

SOD2

(Superoksid dismutaza)

e2+ Glutation peroksidaza (GPX),

OH. < H202 Katalaza > H20

hidroksil radikal
- ostecenje celije -

vodonik peroksid

CELIJSKI prezivljavanje
SIGNALNI > il
PUTEVI smrt Celije

Slika 1. Uloga SOD i GPX u neutralizaciji slobodnih radikala
Uloga SOD2 kod karcinoma je i dalje kontroverzna. Veliki broj studija

pokazao je kontradiktorne rezultate u vezi sa postojanjem promena aktivnosti i

ekspresije SODZ2 kod pacijenata sa karcinomom. Pretpostavka je da, u
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karcinomskoj celiji SOD2 ima dvojaku ulogu u zavisnosti od koncentracije i
specificnog konteksta funkcije ovog enzima. Naime, smatra se da u ranom
stadijumu bolesti, karcinomske celije imaju smanjenu SODZ aktivnost, a da se
kasnije u toku progresije karcinoma aktivnost povecava. Povecana ekspresija SOD2
aktivira adapativnhe mehanizme prvenstveno usmerene u pravcu smanjenja
ekcesivnog oksidativnog stresa, Cime se gubi stumulus za apoptozu Sto omogucava
prezivljavanje Celija karcinoma. Na taj nacin, SOD2 moZe imati ulogu i tumor
supresora i tumor promotera (Kim YS i sar, 2017).

Otkrice velikog broja gena koji kodiraju znacajne enzime ukljucene u
procese biotransformacije i ¢elijske odbrane, dovelo je pretpostavke da polimorfne
varijante ovih gena mogu da uti¢u na razlike u predispoziciji za nastanak bolesti
medu jedinkama iste vrste pod uticajem sredinskih faktora i oksidativnog stresa.
Kod karcinoma, mehanizmi uklju¢eni u odrZavanje redoks homeostaze su
integralni deo Celijskih signalnih puteva koji ucestvuju u regulaciji celijske
transformacije, prezivljavanja, proliferacije, invazije, angiogeneze i nastanka

metastaza (EgeaJisar, 2017).

1.1.5.3 Polimorfizam gena za GPX1 i SOD2

Smatra se da funkcionalne varijacije gena za GPX1, koje za posledicu imaju
sniZenu aktivnost ovog enzima, mogu da moduliraju rizik za nastanak karcinoma
(Yuzhalin AE i Kutikhin AG, 2012). Do sada je najviSe izuCavan polimorfizam GPX1
(rs1050450) gena, gde dolazi do supstitucije nukleotida (Citozin—Timin), koja
rezultuje zamenom aminokiseline prolin (Pro) u leucin (Leu) (Lubos E i sar, 2011).
U literaturi se ovaj polimorfizam obelezava kao ProZ200Leu (GPX1 gen) ili
Pro198Leu (GPX1 enzim). Ovaj tip polimorfizma pripada grupi SNP-a (engl. single
nucleotide polymorphism, SNP) i pokazuje interesantan gen-sredinski efekat, jer se
njegove alelske forme razlikuju u ekspresiji u prisustvu selena. Prisustvo
varijantog GPX1-Leu alela udruZeno je sa smanjenom GPX1 enzimskom aktivnoscu,
smanjenjem serumskog nivoa selena i smanjenjem uticaja nivoa serumskog selena
na GPX1 enzimsku aktivnost (Jablonska E i sar, 2009). Shodno tome, otkri¢e ovog

funkcionalnog polimorfizma GPX1 gena omogucilo je sprovodjenje velikog broja
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asocijativnih studija u cilju ispitivanja povezanosti sa rizikom za nastanak
karcinoma, ali dobijeni su kontradiktorni rezultati. Nekoliko istrazivackih grupa se
bavilo proucavanjem GPX1 polimorfizma i rizika za nastanak karcinoma mokra¢ne
besike sa takode, kontradiktornim rezultatima (Chen ] i sar, 2011; Wang C i sar,
2017; Men T i sar, 2014). Medutim, rezultati poslednje meta-analize iz 2014.
godine pokazali su da GPX1 Prol98Leu polimorfizam znaCajno doprinosi
povecanom riziku za nastanak karcinoma mokrac¢ne beSike u poredjenju sa GPX1
Pro/Pro genotipom (Cao M i sar, 2014). In vitro, animalni modeli i humana
genetika su takode pokazali da smanjen nivo GPX1 korelira sa poveanim
rizikom za nastanak razlic¢itih vrsta karcinoma (Rayman MP, 2009). Uprkos
Cinjenici da je GPX1 ukljuen u neutralizaciji slobodnih radikala koji nastaju
prilikom hemioterapije bolesnika sa urotelijalnim karcinomom mokraé¢ne beSike, u
literaturi nema podataka o uticaju genskog polimorfizma ovog enzima kod ovih
pacijenata.

Veliku paZnju istrazivaCa privlaCi polimorfizam SODZ enzima, jer je
pokazano da polimorfne genske varijante SOD2 mogu da povecaju rizik u nastanku
pojedinih tipova karcinoma (Yuzhalin AE i Kutikhin AG, 2012). Do sada, najcesce je
ispitivan polimorfizam SODZ2 (rs4880) gena sa supstitucijom nukleotida
(Timin—Citozin), koja uzrokuje zamenu aminokiseline valina (Val) alaninom (Ala).
U literaturi se obelezava kao Vall6Ala (SODZ2 gen) ili Ala9Val (SOD2 enzim).
Otkriveno je da prisustvo varijantog SODZ2-Val alela redukuje efikasnost transporta
SODZ2 u mitohondrije za 30-40%, i stoga osobe sa SOD2 Alal6Ala genotipom imaju
vecu SOD2 enzimsku aktivnost u poredenju sa onima koji imaju SODZ2 Vall6Ala ili
SODZ2 Vall6Val genotip (Sutton A i sar, 2005). Usled toga, funkcionalna posledica
ove alteracije moZe biti nastanak poremecaja u intracelularnom oksidativnom
balansu Sto moZe da poveca rizik u nastanku karcinoma. No, trenutno i dalje zbog
postojanja  kontradiktornih literaturnih rezultata, povezanost genetskog
polimorfizma SODZ2 sa rizikom za nastanak karcinoma joS uvek nije do kraja
razjaSnjena. Rezultati meta-analize iz 2015. pokazali su da SODZ2 Ala-9Val
polimorfizam ne utice na povecan rizik za nastanak karcinoma mokraéne beSike
(Kang SW, 2015). Nosioci jednog ili dva SOD2-Ala alela cesto se dovode u vezu sa

povecanim rizikom za nastanak hepatocelularnog karcinoma, karcinoma Zeluca,
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karcinoma prostate, i loSije prognoze kod karcinoma dojke (Yi JF i sar, 2010;
Hempel N i sar, 2011; Li N i sar, 2014; Nahon P i sar, 2009; Wang S i sar, 2009).
Kod pacijenata sa karcinomom dojke koji su primali adjuvantnu hemioterapiju,
SOD2-Ala alel bio je udruZzen sa manjom ucestaloS¢u pojave neZeljenih efekata
hemioterapije, ali sa kra¢im prezZivljavanjem u poredjenju sa SODZ2 Val/Val
genotipom (Yao Sisar, 2010). Kod pacijenata sa metastatskim karcinomom Zeluca
koji su primali hemioterapiju, nije pokazano da genetski polimorfizam SODZ ima
prognosticki znacaj u proceni nastanka progresije bolesti niti u proceni ukupnog
prezivljavanja (Geng R i sar, 2014). Uprkos cinjenici da je SODZ ukljuCena u
neutralizaciji slobodnih radikala koji nastaju prilikom hemioterapije bolesnika sa
urotelijalnim karcinomom mokraéne beSike, u literaturi nema podataka o uticaju

polimorfizma ovog enzima kod ovih pacijenata.

1.1.6 Lecenje karcinoma mokrac¢ne beSike - nemetastatska bolest

U momentu dijagnoze, 70% slucajeva urotelijalnog karcinoma mokracne
beSike ima NMIBC. Oko 15-20% ovih slucajeva progredirace u MIBC. Preostalih
30% pacijenta u vreme inicijane dijagnoze ima MIBC, lokalno uznapredovalu ili
metastatsku bolest. Oko 4% pacijenata u vreme inicijalne dijagnoze ima klinicki
evidentnu metastatsku bolest urotelijalnog karcinoma mokra¢ne beSike. Posle
cistektomije, oko 50% pacijenata sa MIBC imace progresiju bolesti pojavom
lokalnog recidiva u 10-30% slucajeva, ili ceS¢e pojavom udaljenih metastaza
(Kamat AM i sar, 2016).

Premda je termin nemiSi¢no-invazivni zamenio tradicionalno upotrebljivan
naziv superficijelni karcinom mokra¢ne beSike, niti jedan od ova termina nije
optimalan u opisu nastanka i izuzetno heterogenog ponasanja Ta, T1 i CIS tumora
svrstanih u istu grupu. Trenutno, jedino odrednica izbora terapije koja je
zajednicka, opravdava upotrebu naziva NMIBC za ovu grupu tumora.

Endoskopska transuretralna resekcija tumora mokra¢ne besSike (TURT) je
istovremeno dijagnosticka i terapijska procedura. Dobijanje precizne

patohistoloske dijagnoze sa procenom stadijuma i gradusa tumora, kao i
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kompletno uklanjanje svih vidljivih promena u mokra¢noj beSici su prvi korak u
planiranju le¢enja NMIBC. Kod oko 50% pacijenata posle kompletne TURT, unutar
12 meseci dolazi do pojave rekurencije, a progresija bolesti u MIBC nastaje u 5-
25% slucajeva (Kamat AM i sar, 2016). EORTC kriterijumi (Sylvester R] i sar, 2006)
za stratifikaciju pacijenata u prognosticke grupe prema procenjenom riziku za
pojavu rekurencije ili progresije bolesti prikazani su Tabeli broj 4. Posle TURT,
indikovana je terapija intravezikalnom primenom BCG (eng. Bacillus Calmette -
Guerin, BCG) kod svih pacijenata sa visokim rizikom i kod nekih sa srednjim
rizikom. BCG je joS uvek najefikasnija terapija koja smanjuje i rekurenciju i
progresiju NMBIC, a terapijski efekat se postiZze i kod papilarnih i CIS tumora
(Ehdaie B i sar, 2013). Premda je cistektomija rezervisana za le¢enje MIBC,
indikacija za ovu hirursku intervenciju postoji i kod pacijenata sa NMIBC. To su
slucajevi kada veliku tumorsku masu nije moguce endoskopskom resekcijom
kompletno ukloniti, ako postoji zahvacenost prostaticne uretre tumorom i/ili
uprkos primenjenoj intravezikalnoj BCG terapiji perzistira CIS ili T1 tumor visokog
gradusa (Martin-Doyle W i sar, 2015). CIS koji se ne leci ili je refrakteran na BCG
terapiju, progredira u MIBC kod oko 80% slucajeva. T1 tumori visokog gradusa
koji se ponavljaju uprkos BCG terapiji imaju 50% Sansu da progrediraju u MIBC.
Cistektomija uradjena pre progresije bolesti u MBIC ima stopu 5-godiSnjeg
prezivljavanja 90%, a nastanak progresije u MIBC smanjuje 5-godiSnje
preZivljavanje na 30-50% (van den Bosch S i sar, 2011). Stoga, kod svih pacijenata
sa evidentnim ranim neuspehom BCG terapije savetuje se cistektomija. Kod
pacijenata sa posebno visokim rizikom za progresiju bolesti, Sto je slucaj
istovremenog postojanja T1 tumora visokog gradusa sa difuznim CIS, prema
preporukama Evropske asocijacije urologa, moZe se savetovati neodloZna

cistektomija (Babjuk M i sar, 2015).
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Tabela 4. EORTC kriterijumi za procenu rizika za rekurenciju i progresiju NMIBC
(adaptirano iz Sylvester R] et al, 2006)

rognosticka
prog . kriterijumi
grupa rizika

ako su prisutni svi navedeni faktori :

nizak rizik primarni, solitarni, pTa niskog gradusa (G1), <3cm,
odsutan je Carcinoma in situ (CIS)

srednji rizik pacijenti koji ne spadaju u grupu niskog ili visokog rizika

ako postoji bilo koji od sledecih faktora :
e pT1
e (Carcinoma in situ (CIS)

visok rizik
e visok gradus (G3)

e pTaniskog gradusa (G1ili G2) : >3cm,
multifokalan ili rekurentan

Optimalno lecenje miSi¢no-invazivnog urotelijalnog karcinoma mokrac¢ne
besike ima za cilj da spreci nastanak progresije bolesti, odnosno pojave lokalnog
recidiva ili/i udaljenih metastaza, kao i da produzi preZivljavanje ovih pacijenata.
[zbor modaliteta lec¢enja i prognoza MIBC odredeni su stadijumom i gradusom
tumora. Radikalna cistektomija sa limfadenekotomijom i derivacijom urina smatra
se zlatnim standardom u le¢enju MIBC. Kod muskaraca uklanja se cela mokra¢na
besika, prostata, semene vezikule, proksimalni deo ductus deferensa i proksimalni
deo uretre, a kod Zena se osim cele mokra¢ne beSike uklanja i uterus, oba
ovarijuma, jajovodi, uretra i deo vagine.

Radikalna cistektomija postize odlicnu lokalnu kontrolu bolesti. Uprkos
unapredenju hirursSke tehnike i smanjenju perioperativnih komplikacija, poredenje
rezultata cistektomije pre i posle 1985 godine pokazalo je samo mali pomak u
prezivljavaju ovih pacijenata. Prema stadijumu tumorske bolesti, savremene serije
u poredenju sa istorijskim, pokazale su da prezivljavanje posle 5 godina iznosi
67% prema 60% za pT2, 35% prema 33% za pT3 i 27% prema 21% za pT4
tumore (Stein JP i sar, 2001). Premda hirursko lecenje ima kurativni cilj, znacajan
broj pacijenata ¢e imati progresiju bolesti posle radikale cistektomije pojavom
lokalnog recidiva i/ili udaljenih metastaza. Zbog toga, primena hemioterapije

perioperativno ima klinicki smisao sa ciljem smanjenja rizika za nastanak
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progresije bolesti u svim klinickim stadijumima bolesti, pa ¢ak i kod onih kod kojih
postoji najbolji prognosticki profil (pT0-pT2) i pNO (Mohamed NE i sar, 2012).

Neoadjuvantna  hemioterapija  podrazumeva primenu sistemske
hemioterapije u periodu neposredno pre hirurgije. Racionala za ovaj terapijski
pristup zasniva se na Cinjenici da ¢e u oko 50% slucajeva unutar dve godine posle
radikalne cistektomije nastati progresija bolesti zbog postojanja mikrometastaza
perivezikalno i/ili u limfnim nodusima koje su postojale joS u momentu kada je
uradjena operacija. Preoperativha primena kombinovane cisplatin bazirane
hemioterapije ima znacajno bolji efekat na ukupno preZivanjavnje u odnosu na
samo hirurgiju, i indikovana je kod cT2-T4a, cNO MO stadijuma karcinoma
mokracne beSike (Witjes JA i sar, 2017). ProduZenje ukupnog prezivljavanja za 5%
i smanjenje rizika od smrti zbog karcinoma mokraéne beSike za 14% smatra se
znacajnim, a odlaganje radikalne cistektomije za 3-4 meseca nema uticaja na ishod
bolesti i ukupno preZivljavanje (Wosnitzer MS i sar, 2012). U poredenju sa samo
cistektomijom, kod znacajno veceg broja pacijenata koji su primili neoadjuvantnu
hemioterapiju postize se pTO, negativne hirurSke margine i negativni limfni
nodusi, odnosno znacajno smanjenje faktora rizika za progresiju bolesti (Yuh BE i
sar, 2013).

Adjuvantna hemioterapija podrazumeva primenu sistemske hemioterapije
u periodu neposredno posle hirurgije. Premda nema jasnih dokaza da rutinska
primena adjuvantne hemioterapije ima uticaj na ukupno preZivljavanje, smatra se
da kod pacijenata koji imaju visok rizik za progresiju bolesti, tj. postojanje
ekastravezikalne propagacije i/ili pozitivne limfne Zlezde, i preoperativno nisu
primili neoadjivantnu terapiju, treba primeniti adjuvantnu hemioterapiju (Leow
J] i sar, 2014). Bolja podnosljivost i dokazan benefit na ukupno prezivljavanje, u
terapijskoj strategiji neoadjuvantnu hemioterapiju isticu kao bolji izbor u odnosu
na adjuvantnu (Sternberg CN i sar, 2012). Standardni hemioterapijski protokoli
koji se primenjuju u oba terapijska pristupa su kombinacija gemcitabina i
cisplatina (GC) ili metoreksata, vinblastina, doksorubicina i cisplatina (MVAC), a
ograni¢enja su jednaka onima koja vaZe za primenu cisplatin bazirane

hemioterapije.
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"Bladder-preserving” pristup moZe biti alternativna za radikalnu
cistektomiju kod pacijenata koji nisu podobni za hirurgiju, kao i kod onih koji ne
pristaju na kompletno uklanjanje mokrac¢ne beSike. Klinicki kriterijumi koji mogu
da olakSaju selekciju pacijenata za ovakav terapijski pristup su - veli¢ina tumora
<5cm, odsustvo CIS, postignuta kompletna resekcija tumora posle TURBT, pT2-T3a
stadijum, radiografski odsustvo hidronefroze i limfadenopatije (Lerner SP, 2016).
Terapijske opcije mogu biti samo TURT, TURT sa postoperativhom radioterapijom,
TURT sa postoperativnom hemioterapijom, ili TURT sa postoperativnom
radioterapijom i hemioterapijom (trimodalna strategija). Jedino je trimodalna
terapija evaluirana u randomizovanim studijuma, dok se ostale opcije smatraju
eksperimentalnim modelima u fazi ispitivanja. Rezultati nekoliko prospektivnih
randomizovanih studija dokazali su efikasnost trimodalnog terapijskog pristupa,
sa ukupnim preZivljavanjem posle 5 godina 57% i posle 10 godina 37% (Ploussard
G i sar, 2014). Neoadjuvantna hemioterapija u kombinaciji sa trimodalnim
leCenjem nema znacajan uticaj na ukupno preZivljavanje. Zracna terapija izvan

protokola multimodalnog le¢enja nema definisano mesto u leCenju MBIC.

1.1.7 Lecenje karcinoma mokrac¢ne beSike - metastatska bolest

Sistemska hemioterapija i dalje predstavlja standardnu opciju lec¢enja kod
pacijenata sa inoperabilnim lokalno uzparedovalim ili metastaskim urotelijalnim
karcinomom mokrac¢ne beSike. Premda je inicijalni terapijski odgovor relativno
visok, medijana ukupnog preZivljavanja je oko 15 meseci. U poredenju sa
prezivljavanjem od 3-6 meseci pre uvodenja moderne sistemske hemioterapije,
postignut je znacajan pomak, ali dugoroc¢no petogodiSnje preZivljavanje je i dalje
suboptimalno i iznosi oko 15% (Chang ]S i sar, 2012).

Urotelijalni karcinom mokraéne beSike spada u hemiosenzitivhe tumore.
Veliki broj citotoksi¢nih lekova ima potvrdenu aktivnost u lecenju, ali terapijski
odgovor na pojedinacne lekove je kratkotrajan i bez znacajnog uticaja na ukupno
prezivljavanje. Stoga, dokazana pojedinacna aktivnost ovih lekova uslovila je

nastanak kombinovane terapije od kojih su najznacajniji protokoli bazirani na
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cisplatinu kao najaktivnijem leku. Od uvodjenja u praksu 1980-ih godina,
kombinovana sistemska hemioterapija na bazi cisplatina jo$ uvek je standard
leCenja u prvoj terapijskoj liniji za pacijente koji su podobni da prime cisplatin.
Terapijski protokoli koji se primenjuju podrazumevaju kombinovanu primenu
citotoksicnih lekova gemcitabina i cisplatina (GC), ili metoreksata, vinblastina,
doksorubicina i cisplatina (MVAC). Ne postoji razlika u terapijskoj efikasnosti ova
dva protokola, i objektivni odgovor se postize kod 46% (MVAC) i 49% (GC)
slucajeva (Von der Maase H i sar, 2000). U komparativnim randomizovanim
studijama, medijana ukupnog prezivljavanja i 5-godiSnje preZivljavanje iznosili su
14 meseci i 13% za GC, u poredenju sa 15.2 meseci i 15.3% za MVAC (von der
Maase H i sar, 2005). Ono Sto ova dva terapijska protokola €ini razli¢itim je
znacajno manja toksi¢nost GC. Manja ucCestalost pojave znacajnih neZeljenih
efekata poput febrilne neutropenije, mukozitisa i alopecije, u€inila je da GC postane
prvi izbor u odnosu na MVAC (Sonpavde G i sar, 2012).

Medjutim, preko 50% pacijenata sa urotelijalnim karcinomom mokra¢ne
besike nisu kandidati za cisplatin baziranu hemioterapiju na osnovu kriterijuma
prikazanih u Tabeli 5 (Galsky MD i sar, 2011). Procena bubrezne funkcije je
najznacajniji  kriterijum sa procenu podobnosti za cisplatin baziranu
hemioterapiju. Kod ovih pacijenata trenutno ne postoji standardna terapijska
opcija. NajceSce, kao jedna od moguc¢nosti je da se u okviru kombinacije lekova
cisplatin zamenjuje karboplatinom u cilju izbegavanja bubreZne toksi¢nosti.
Ukupno preZzivljavanje kod kombinacije lekova karboplatin i gemcitabin (CaG)
iznosilo je 9.3 meseca (Dogliotti L i sar, 2007). U poredenju sa cisplatinom,
karboplatin ima manju terapijsku efiksanost i kod pacijenata koji su podobni za

cisplatin ne predstavlja ekvivalentnu alternativu.
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Tabela 5.: Kriterijumi za selekciju pacijenata koji nisu kandidati za cisplatin
baziranu hemioterapiju (adaptirano iz Galsky MD i sar, 2012)

najmanje jedan od navedenih faktora mora da bude prisutan :

e ECOG performans status 22

e Kilirens kreatinina (GFR) <60ml/min

e Audiometrijsko oStecenje sluha (Gradus 22)
e Periferna neuropatija (Gradus >2)

e NYHA clasa Il sr¢ane slabosti

ECOG - Eastern Cooperative Oncology Group; NYHA - New York Heart Association
GFR - jacina glomerularne filtracije (engl. Glomerular Filtration Rate)

Premda se dobar objektivni terapijski odgovor na primenjenu prvu liniju
terapije postize kod znacajnog broja pacijenata, ve¢ina njih ipak brzo progredira.
Druga terapijska linija je dugo vremena predstavljala neresSiv problem. Napredak u
razumevanju molekularnih mehanizama urotelijalnog karcinoma mokraéne beSike
rezultovao je velikim brojem istrazivanja novih terapijskih opcija u okviru ciljane
terapije. Inhibicija programmed cell death - 1 (PD-1) proteina i njegovih liganda
PD-L1 i PD-L2 koji su deo imunoloskog checkpoint puta u regulaciji T-cCelijske
aktivacije kojom se izbegava antitumorski imuni odgovor, je mehanizam zasluZan
za otvaranje novog poglavlja u leCenju metastatskog urotelijalnog karcinoma
mokracne beSike, i promocije imunoterapije kao znacajne terapijske opcije (Donin
NM i sar, 2017; Sonpavde G i sar, 2014). Od skoro su u klinicku praksu uvedeni
imunoterapijski lekovi u drugoj terapijskoj liniji, i kao izbor u prvoj terapijskoj
liniji kod pacijenata koji nisu kandidati za cisplatin baziranu hemioterapiju.
Terapijski milje metastatskog urotelijalnog karcinoma mokraéne beSike se
ubrazano menja, a imunoterapija dokazuje znacajnu efikasnost u leCenju i postaje
nov standard.

Trenutno joS uvek ne postoje precizne metode kojima bi mogli da
predvidimo kakav ¢e biti odgovor na sistemsku hemioterapiju. Konvencionalna
patohistoloska evaluacija sa odredivanjem patoloskog stadijuma i gradusa
karcinoma nije dovoljna, a molekularni biomarkeri koji bi mogli da sluZe u proceni

prognoze i izbora najboljeg hemioterapijskog sredstva za lecenje, Sto je slucaj kod
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drugih solidnih tumora (dojka, kolon, plu¢a), kod urotelijalnog karcinoma

mokrac¢ne beSike trenutno ne postoje (Mbeutcha A i sar, 2016).

1.1.7.1 Oksidativni stres u terapijskoj efikasnosti cisplatin bazirane hemioterapije

Oksidativni stres smatra se da ima znacajnu ulogu u nastanku, progresiji i
efektima terapije karcinoma. Indukuju¢i mutacije u ranoj fazi, kiseoni¢ni slobodni
radikali imaju ulogu promotera karcinogeneze. Ali, u odmaklom stadijumu bolesti,
uloga oksidativnog stresa je dvojaka - sa jedne strane slobodni radikali deluju kao
promoteri progresije bolesti putem oStecenja DNK, a sa druge strane imaju
funkciju da pojacavaju delovanje antikancerske hemio i/ili radioterapije (Slika 2)

(Nogueira V i Hay N, 2013; Rixe O i Fojo T, 2007).

A
OKSIDATIVNI
STRES _
nivo
slobodnih
radikala
Citostatsko
) \\\/i‘
PROOKSIDANSI , C Y, ANTIOKSIDANSI
//\ \

Slika 2: RavnoteZza izmedju prooksidanasa i antioksidanasa u regulaciji
oksidativnog stresa i njihova razlicita uloga u progresiji karcinoma (adaptirano iz
Rixe OiFojo T, 2007)

Uprkos signifikantnom napretku u razvoju novih lekova, tradicionalna

hemioterapija predstavlja i dalje znacajan deo u leCenju malignih bolesti.
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Hemioterapijski lekovi uticu na deobu celija ili na DNK funkciju i sintezu
istovremeno u celijama karcinoma i u normalnim celijama. Nekoliko klasa
hemioteraputika svoje delovanje ostvaruju i produkcijom slobodnih radikala.
Cisplatin je slu€ajno otkriven od strane Dr Rosenberg-a 1965 godine dok je
istrazivao efekat elektromagnetnog polja na Ccelijski rast bakterija. Dokazana
antitumorska aktivnost ove supstance, omogucila je da sve do danas, cisplatin
ostane jedan od najefikasnijih hemioterapijskih lekova koji se koriste u lecenju
karcinoma. Medjutim, terapijska efikasnost ovog leka vrlo Ccesto je
kompromitovana pojavom dozno limitiraju¢ih nezeljenih efekata, kao i pojavom
rezistencije na cisplatin. Antitumorska aktivnost cisplatina veruje se da nastaje kao
rezultat interakcije leka sa hromozomalnom DNK. Alj, u stvari samo mala kolic¢ina
cisplatina deluje na taj nacin, tako da mehanizam inhibicije DNK replikacije ne
moZe u celini da objasni ukupnu bioloSku aktivnost cisplatina (Dasari S i
Tchounwou PB, 2014). Poznato je da efikasnost hemioteraputika ne zavisi samo
od njihove sposobnosti da indukuju oStec¢enje DNK, vec¢ isto tako i od mehanizama
Celijske odbrane da otkriju i reaguju na oStecenje DNK. Prepoznavsi oSte¢enje DNK,
Celija moze ili da repariSe oStecenje i nastavi Celijski ciklus, ili ako ne moZe da
repariSe oStecenje, zavrSava smrcu. Cisplatin kao i mnogi drugi hemioterapeutici,
moZe da indukuje apoptozu. Signalni putevi koji reguliSu apoptozu imaju znacajnu
ulogu u odredivanju celijskog odgovora na cisplatin (Fong CW, 2016). Obzirom da
razliCiti signalni putevi ucestvuju u regulaciji osetljivosti Celije na cisplatin, jedan
od nacina povecanja efikasnosti terapije je upotreba cisplatina u kombinaciji sa
zraCenjem i/ili lekovima koji ciljaju druge signalne puteve i doprinose boljoj
efikasnosti cisplatin bazirane hemioterapije. Na isti nacin, kombinovana terapija
moZe da smanji potrebnu dozu cisplatina za postizanje antitumorskog efekata, Sto
rezultuje manjom ucestaloS¢u pojave neZeljenih efekata. Pored oStecenja DNK,
postoje dokazi da cisplatin takodje indukuje povecano stvaranje slobodnih
radikala u ¢eliji (Bazhin AV i sar, 2016). Cisplatinom indukovan oksidativni stres
smatra se glavnim razlogom za pojavu toksi¢nih efekata hemioterapije (Deavall DG
i sar, 2012). Medjutim, doprinos cisplatinom indukovanog oksidativnog stresa u
citotoksicnom efektu nevezano za DNK oStecenje joS uvek nije razjasnjen (Rashid K

isar, 2013).
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Dobro je poznato da postoji znacajna individualna razlika u terapijskom
odgovoru na isti lek. Razliciti ne-genetski faktori mogu uticati na efikasnost
odredenog antikancerskog lecenja, kao Sto su starost, organ koji se tretira,
konkomitantna terapija, interakcija sa drugim lekovima i priroda same bolesti.
Dokazi da interindividualne razlike u terapijskom odgovoru na hemioterapiju
mogu biti posledica genetskih varijacija u enzimima koji su ukljueni u
metabolizam lekova, uslovili su veliki broj studija sa nekonzistentnim rezultatima
objavljenim u literaturi u vezi sa ispitivanjem veze izmedu lekom indukovanog
oksidativnog stresa i efikasnosti leCenja kod pacijenata koji su primali cisplatin

baziranu ili drugu vrstu hemioterapije (Traverso N i sar, 2013).
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2. CILJEVIISTRAZIVANjA
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U ovom istrazivanju, ciljevi su bili :

1. Ispitati da li postoji povezanost genskog polimorfizma GPX1 i SODZ2 sa rizikom za

nastanak urotelijalnog karcinoma mokrac¢ne beSike

2. Ispitati da li postoji povezanost izmedu polimorfizma gena za GPX1 i SODZ i
fenotipskih karakteristika kao S$to su stadijum bolesti i gradus urotelijalnog

karcinoma mokracéne beSike
3. Odrediti prognosticki znacaj polimorfne genske ekspresije GPX1 i SOD2 kod

bolesnika sa metastatskim urotelijalnim karcinomom mokra¢ne beSike koji su

leceni sistemskom hemioterapijom
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3.

MATERIJAL I METODE
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3.1. Selekcija ispitanika

Studija slucajeva i kontrola je obavljena u Klinici za urologiju Klinickog
centra Srbije i na Institutu za medicinsku i klinicku biohemiju Medicinskog
fakulteta Univerziteta u Beogradu.

[spitivanu grupu Cinilo je ukupno 330 pacijenata (230 muskaraca i 100
Zena) proseCne starosti 65 + 10,3 godina sa patohistoloski potvrdenom
dijagnozom urotelijalnog karcinoma mokracne beSike koji su lec¢eni u Klinici za
urologiju Klinickog Centra Srbije u Beogradu u periodu od 2011. do 2015. U okviru
celokupne ispitivane grupe, kod 190 pacijenata iskoriS¢eni su podaci i uzorci krvi
iz biobanke uzoraka koji su prikupljeni na Institutu za medicinsku i klinicku
biohemiju Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu radi realizacije ciljeva
projekta pod nazivom ,Znacaj glutation transferaza u podloZnosti za nastanak
oboljenja“ odobrenih od strane Etickog odbora Medicinskog fakulteta u Beogradu
(broj dozvola: 470/XII-8 i 29/VI-7). Preostali ispitanici u ispitivanoj grupi (ukupno
140) predstavljali su novoukljucene pacijente u periodu od 1. oktobra 2014. do 1.
novembra 2015. Substratifikacijom ispitanika ukljucenih u studiju u periodu od 1.
oktobra 2014. do 1. novembra 2015. koji su imali metastatski urotelijalni
karcinom mokra¢ne beSike i zbog toga su primali sistemsku hemioterapiju,
kreirana je podgrupa pacijenata kod kojih je praceno ukupno prezivljavanje (engl
overall survival, 0S) u periodu od dve godine. Ovu ispitivanu podgrupu je
saCinjavalo 33 pacijenta (18 muSkaraca i 15 Zena), prosecne starosti 65,45 * 9,07
godina. Ukupna duZina pracenja trajala je do 1. novembra 2016. ili do momenta
smrtnog ishoda zbog bilo kog razloga. Pre zapocinjanja sistemske hemioterapije,
stadijum metastatske bolesti procenjen je radiografskim pregledom toraksa,
abdomena i male karlice komjuterizovanom tomografijom (engl. Multiple detector
computed tomography, MDCT) ili magnetnom rezonancom (engl. magnetic
resonance imaging, MRI), i odreden je broj metastatskih mesta prema organima.
Primenjeni protokoli sistemske hemioterapije bili su : GC - gemcitabin 1000
mg/m? (dan 1, 8 i 15) plus cisplatin 70 mg/m? (dan 1 ili 2) svakih 28 dana do
maksimalno 6 ciklusa terapije, ili MVAC - metotreksat 30 mg/m? (dan 1, 15 i 22)

plus vinblastin 3 mg/m? (dan 2, 15 i 22) plus doksorubicin 30 mg/m? (dan
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2) plus cisplatin 70 mg/m? (dan 2) svakih 28 dana do maksimalno 4 ciklusa
terapije. Tokom perioda pracenja, obavljani su periodi¢ni kontrolni pregledi u
Klinici za urologiju Klinickog centra Srbije, kao i telefonskim putem.

Kriterijumi za ukljucivanje pacijenata u ispitivanu grupu bili su:

e uradena transuretralna resekcija tumora mokra¢ne beSike, radikalna
cistektomija ili biopsija tumora mokrac¢ne besike, bez obzira na stadijum bolesti

e patohistoloski potvrdena dijagnoza urotelijalnog karcinoma mokra¢ne beSike
sa procenom gradusa tumora i patoanatomskog stadijuma bolesti (pTNM)

e muskarciiZene starosti = 18 godina

e potpisan informisani pristanak za ucestvovanje u studiji

Podatak o aktuelnom ili anamnesticki podatak o ranijem postojanju druge maligne

bolesti je bio kriterijum za iskljucivanje iz ispitivane grupe.

Kontrolna grupa sacinjena je od ukupno 227 ispitanika uparenih po uzrastu
+ 2 godine (63,4 + 7,9 godina) i polu (154 muskaraca i 73 Zene) , koji su u istom
vremenskom periodu leCeni u istoj ustanovi zbog nefrolitijaze, bez verifikovanog
malignog oboljenja.

Kriterijumi za ukljuCivanje ispitanika u kontrolnu grupu bili su:

e muskarciiZene starosti = 18 godina

e potpisan informisani pristanak za ucestvovanje u studiji

Podatak o aktuelnom ili anamnesticki podatak o ranijem postojanju maligne
bolesti je bio kriterijum za iskljucivanje iz kontrolne grupe.

Svi ispitanici iz ispitivane i kontrolne grupe popunjavali su strukturisan
epidemioloski upitnik napravljen i validiran u Institutu za Epidemiologiju
Medicinskog fakulteta u Beogradu, u cilju ispitivanja faktora rizika za nastanak
malignih bolesti. Upitnik je sadrZavao pitanja o starosti, polu, mestu rodenja i
stanovanja, profesiji, pusSenju, duzini puSackog staza i profesionalnoj izloZenosti
hemijskim karcinogenima. Na osnovu puSackog statusa osobe su svrstane u
nepusSace i puSace. Podaci o profesionalnoj izloZenosti su dihotominizovani kao
izloZeni ili neizloZeni. Na osnovu dostupnih podataka iz popunjenih anketa, u
celokupnom ispitivanom uzorku podaci u vezi sa puSenjem nedostajali su kod 4%

ispitanika, a podaci u vezi sa profesionalnom izloZenoS¢u nisu bili navedeni kod
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45% pacijanata i 25% kontrola. Zbog nekompletnog ili nedostupnog izveStaja
patologa posle operacije/biopsije, podaci u vezi sa stadijumom bolesti nedostajali
su kod 13 (3.9%), a u vezi sa gradusom tumora kod 35 (11%) pacijenata.

Studija je odobrena od strane Etickog odbora Medicinskog fakulteta u
Beogradu (No. 29/XII-14) i sprovedena je u skladu sa etickim standardima
navedenim u Helsinskoj deklaraciji iz 2013. godine. Na pocetku studije, sve osobe
od kojih je uziman bioloski materijal koji je koriS¢en u studiji, kao i njihovi li¢ni
podaci, potpisale su informisani pristanak da su obaveStene o ciljevima i

ocekivanim ishodima studije.

3.2. Uzimanje uzoraka Kkrvi

Uzorci pune krvi (3 ml) za analizu polimorfizama gena za GPX1 i SOD2
uzimani su od svih ispitanika u vakutajnere sa citratom na Klinici za urologiju
Klinickog centra Srbije i odmah nakon uzimanja transportovani do Laboratorije za
biohemiju Instituta za medicinsku i klinicku biohemiju Medicinskog fakulteta

Univerziteta u Beogradu. Uzorci pune krvi su do izolacije DNK ¢uvani na -20°C.

3.3 Izolacija DNK iz uzoraka pune krvi

DNK je izolovana iz leukocita periferne krvi pomocu Qiagen DNA mini kit-a
(Qiagen, Inc., Chatsworth, CA). Ovom metodom su cCelijske membrane leukocita
lizirane u rastvoru deterdZenta, a histoni i ostali proteini vezani za DNK su
uklonjeni enzimskom digestijom u prisustvu proteinaze K. Tako dobijeni lizat je
prenoSen u mini-spin kolone u kojima se nalazi silika-gel membrana koja
selektivno vezuje DNK. Ostatak lizata je ispiran serijom pufera koji sadrze soli i
etanol. U poslednjem koraku, DNK je ispirana sa kolone, alikvotirana i cuvana na -
20°C do izvodenja reakcije lanCanog umnozavanja (PCR). Izolacija DNK iz uzoraka

pune krvi za genotipizaciju nije bila uspeSna kod 10% ispitanika.
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3.4 Odredivanje GPX1 polimorfizma

Polimorfizam GPX1 (rs1050450) gena je odredivan analizom proizvoda
restrikcione digestije DNK fragmenata nastalih reakcijom lan¢anog umnozavanja
(engl. PCR - Restriction fragment lenght polymorphism (RFLP)). PCR reakciona
smeSa se sastojala iz: 2ul DNK, 10ul PCR master miksa, 7ul vode i po 0,5ul
prajmera (forward: 5’-GCCGCCGCTTCCAGACCAT-3’; reverse: 5’-
CCCCCCGAGACAGCAGCACT-3’). Reakciju lancanog umnoZavanja DNK segmenta
Cinila je inicijalna denaturacija na 95°C 5 minuta, koju je pratilo 30 ponovljenih
ciklusa od tri koraka: : denaturacija (20 sekundi na 95°C), hibridizacija prajmera
(na 66°C tokom 40 sekundi) i elongacija (40 sekundi na 72°C). Poslednji ciklus
pratila je finalna ekstenzija na 72°C tokom 5 minuta. Za digestiju PCR produkata
koriS¢en je enzim Apal. Digestija je trajala 15-16 ¢asova u vodenom kupatilu na
30°C. Vizuelizacija fragmenata digestije izvrSena je uz pomo¢ ChemiDoc imaging
system (BioRad) aparata nakon elektroforeze na 4% agaroznom gelu uz bojenje
etidijum bromidom. Prisustvo traka od 67 i 61 bp ukazuje na C/C genotip (wild
type). Prisustvo jedne trake od 128 bp oznacava T/T genotip. Prisustvo sve tri
trake (128, 67 i 61 bp) predstavlja heterozigotni C/T genotip. U celokupnom
ispitivanom uzorku, genotipizacija GPX1 polimorfizma nije bila uspesna kod 15%

ispitanika.

3.5 Odredivanje SODZ2 polimorfizma

Polimorfizam SODZ2 (rs4880) gena odreden je kvantitativnom PCR metodom
(engl. quantitative PCR, (qPCR)). Po 5ul svakog uzorka naliveno je na plocu od 96
bunari¢a. Nakon uparavanja na 65 °C 30min, u svaki bunari¢ je dodato po 5ul PCR
reakcione smeSe (0,125ul TagMan probe, 2,5u1 PCR master mix-a, 2,375pl vode).
Reakciju lan¢anog umnoZavanja DNK segmenta je ¢inilo 30 ponovljenih ciklusa, od
kojih se svaki sastojao iz tri koraka: 1. Denaturacije DNK sekvence tokom 4 min na
94°C; 2. Vezivanja prajmera tokom 30s na 60°C; 3. Ekstenzije prajmera tokom 45s
na 72°C. Finalna elongacija se odvijala na 72°C u trajanju od pet minuta. Rezultati

su of€itani koriS¢enjem Mastercycler® ep realplex softvera. U celokupnom
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ispitivanom uzorku, genotipizacija SOD2 polimorfizma nije bila uspeSna kod 20%

ispitanika.

3.6 Statisticka analiza

Normalnost raspodele podataka proverena je Kolmogorov-Smirnovljevim
testom. Distribucije frekvencija demografskih karakteristika, ispitivanih faktora
rizika za nastanak karcinoma mokraéne beSike kao Sto su starost, pol, puSenje i
profesionalna izloZenost, kao i gena za GPXI i SODZ, su odredivane kod svih
ispitanika u ispitivanoj i kontrolnoj grupi. Hardy Weinberg ravnoteza je ispitivana
posebno za slucajeve i kontrole za GPX1 i SOD2 genske polimorfizme. Statisticka
analiza se sastojala iz primene x? testa za procenu znacajnosti razlike u frekvenciji
dobijenih rezultata izmedu ispitivanih pacijenata i kontrolne grupe. Studentov t-
test je koriS¢en u analizi razlika u godinama starosti izmedu ispitivane i kontrolne
grupe. Efekti genetskog polimorfizma i rizika za nastanak karcinoma mokra¢ne
besike su procenjivani pomocu principa logisticke regresije koji su koriSceni za
raCunanje odnosa Sansi (eng. odds ratio - OR) sa intervalom poverenja od 95%
(eng. confidence interval - CI 95%). Statisticka analiza dobijenih rezultata je
izvedena koriS¢enjem kompjuterskog programa IBM SPSS ver. 21.0 (IBM, Armonk,
NY, USA). p vrednost <0.05 smatrana je statisticki znacajnom. Na osnovu
distribucije dobijenih podataka, kao i prethodnog znanja o faktorima rizika za
karcinom mokraéne beSike, rezultati su korigovani u odnosu na pol i starost zbog
potencijalnog efekta u multivarijantnom logistickom regresionom modelu. U
odnosu na GPX1 genotip, pacijenti su dihotomisani na homozigote koji su nosioci
oba referentna GPX1-Pro alela, tj. GPX1 Pro200Pro genotip, i one pacijente koji su
nosioci barem jednog varijantnog GPXI-Leu alela, tj. GPX1 Pro200Leu i GPX1
Leu200Leu genotip. U slucaju SOD2 genotipa, pacijenti su podeljeni na one koji su
nosioci oba referentna SODZ-Ala alela, tj. SOD2 Alal6Ala genotip, i one koji su
nosioci barem jednog varijantog SOD2-Val alela, tj. SOD2 Vall6Ala i SOD2 Vall6Val
genotip. U analizi prezivljavanja pacijenata sa metastatskim karcinomom
mokracne beSike lecenih hemioterapijom u odnosu na GPX1 i SOD2 polimorfizam,

koriS¢ena je Kaplan-Meier-ova analiza i log-rank test.
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4. REZULTATI
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4.1 Demografske i klinicke karakteristike ispitanika

Demografske karakteristike 330 bolesnika i 227 kontrola prikazane su u
Tabeli 6. Grupu bolesnika ¢inilo je 230 muskarca i 100 Zena, a kontrolnu grupu
154 muSkaraca i 73 Zena. Prosecna starost u grupi bolesnika iznosila je 65 + 10,3
godina, a u kontrolnoj grupi 63,4 + 7,9 godina. Nije bilo znacajne razlike izmedu
kontrolne grupe i bolesnika sa karcinomom mokra¢ne beSike u pogledu polne
distribucije i godina starosti (p>0.05). U istoj tabeli prikazan je efekat razlic¢itih
faktora na rizik za nastanak karcinoma mokrac¢ne beSike. Svi ispitanici su podeljeni
na osnovu izloZenosti faktorima rizika. U grupi bolesnika bilo je znacajno viSe
pusaca (75%) u odnosu na kontrolnu grupu (49%). Nasi rezultati su pokazali da je
rizik za nastanak karcinoma mokracne beSike 3,9 puta veci kod puSaca u odnosu
na nepusace (OR=3,9, 95%CI=2,6-6, p<0.001). Na osnovu podataka dobijenih iz
upitnika o profesionalnoj izloZenosti hemijskim karcinogenima, svi ispitanici su u
daljoj analizi, podeljeni na izloZene i neizloZene. U Tabeli 6 prikazano je da je
procenat profesionalno izloZenih u grupi bolesnika znacajno veéi (32%) nego
procenat izloZenih u grupi kontrola (23%). Pored toga, nasi rezultati su pokazali da
je rizik od nastanka karcinoma mokraéne beSike 1,9 puta veci kod osoba koje su
bile profesionalno izloZzene u poredjenju sa neizloZenim bolesnicima (OR=1,9,

95%CI=1,1-3,2, p<0,05).
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Tabela 6. Demografske karakteristike pacijenata sa urotelijalnim karcinomom
mokrac¢ne beSike i kontrolne grupe

Kontrole Pacijenti OR (95% CI) p
Starost (godine) 63,4+79 65 +10,3 0,051
Pol, n (%)
Zenski 73 (32) 100 (30) 1,0
Mugki 154 (68) 230 (70) 0,8 (0,54-1,21) 0,3
Pusenje, n (%)
Nepusac 112 (51) 80 (25) 1,0
Pugat 108 (49) 247 (75) 3,9 (2,6 - 6) <0,001**

Profesionalna izloZenost, n (%)

Neizlozen 130 (77) 119 (68) 1,0
IzloZen 38 (23) 57 (32) 1,9 (1,1-3,2) 0,013*

OR (engl. odds ratio) - odnos Sansi; CI (engl. confidence interval) - interval poverenja; *oznacava
p<0,05; ** oznacava p<0,001

Svi pacijenti u ispitivanoj grupi su imali patohistoloski potvrdenu dijagnozu
urotelijalnog karcinoma mokraéne beSike. Kako je prikazano u Tabeli 7 najveci
broj pacijenata dijagnostikovan je u nemetastatskom stadijumu bolesti (284). U
cilju dalje analize, pacijenti u nemetastatskom stadijumu bolesti podeljeni su u dve
grupe prema stadijumu tumorske bolesti (pT stadijum). U grupi sa nemiSi¢no-
invazivnim karcinomom mokra¢ne besike (NMBIC) nalazilo se 144 (50,7%)
pacijenata, sa stadijumom pTa kod 6,9% i stadijumom pT1 kod 93,1% slucajeva.
Grupu sa miSi¢no-invazivnim karcinom mokraéne besike (MIBC) sacinjavalo je 140
(49,3%) pacijenata, sa stadijumom pT2 kod 65%, stadijumom pT3 kod 18,6% i
stadijumom pT4 kod 16,4% slucajeva. Metastatski stadijum bolesti
dijagnostikovan je kod 33 pacijenta. Prema patohistoloSkom gradusu, urotelijalni
karcinom mokracéne beSike visokog gradusa (engl. High Grade, HG) registrovan je
kod 44,7%, a niskog gradusa (engl. Low Grade, LG) kod 39% slucajeva. Papilarna

neoplazma niskog stepena maligniteta (PUNLMP) nadjena je u 16.3% slucajeva.
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Tabela 7. Stadijum bolesti i patohistoloSki gradus tumora kod pacijenata sa

urotelijalnim karcinomom mokra¢ne beSike

pacijenti

n (%)
stadijum bolesti
nemetastatski 284
NMIBC 144 (50,7)
pTa 10 (6,9)
pT1 134 (93,1)
MIBC 140 (49,3)
pT2 91 (65)
pT3 26 (18,6)
pT4 23 (16,4)
metastatski 33
patohistoloski gradus (WHO 2004)
PUNLMP 48 (16,3)
Low Grade (LG) 115 (39)
High Grade (HG) 132 (44,7)

NMIBC - ne-miSi¢no invazivni karcinom mokraéne beSike; MIBC - miSi¢no invazivni karcinom
mokraéne beSike; WHO - Svetska zdravstvena organizacija; PUNLMP - papilarna neoplazma niskog
stepena maligniteta; Low Grade (LG) - urotelijalni karcinom visokog gradusa; High Grade (HG) -
urotelijalni karcinom visokog gradusa

4.2 Polimorfizam GPX1 i SOD2 gena kod pacijenata sa urotelijalnim

karcinomom mokrac¢ne besike i kontrolne grupe
U ovom istrazivanju odredivan je genetski polimorfizam glutation

peroksidaze (GPX1) i superoksid dismutaze (SODZ2). Tabela 8 prikazuje povezanost

GPX11iS0ODZ genotipa sa rizikom za nastanak karcinoma mokraéne beSike.
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Tabela 8. Povezanost GPX1 i SOD2 genotipa sa rizikom za nastanak urotelijalnog

karcinoma mokrac¢ne besSike

pacijenti

kontrole

genotipovi 0

%) (%) OR (95% CI) p
GPX1 rs1050450
Pro200Pro 104 (33.0) 67 (38.5) 1,0+
Pro200Leu 159 (50.5) 89 (51.1) 1,07 (0,7-1,6) 0,75
Leu200Leu 52 (16.5) 18 (10.3) 1,5 (0,8-2,8) 0,216
Proz00Leu + 211 (67.0) 107 (61.5) 1,15 (0,8-1,7) 0,5
Leu200Leu
SOD2 rs4880
Ala16Ala 65 (23) 66 (32) 1,0+
Val16Ala 155 (56) 99 (46) 1,65 (1,07-2,53) 0,02
Val16Val 60 (21) 47 (22) 1,33 (0,79-2,23) 0,29
Vall6Ala + 215 (77) 146 (69) 1,55 (1,03-2,3)  0,03*
Vall6Val

OR (engl. odds ratio) - odnos Sansi; CI (engl. confidence interval) - interval poverenja; korigovano u
odnosu na pol i godine; *oznacava p<0,05; **oznacava referentni genotip

UocCeno je da medu bolesnicima sa karcinomom mokraéne besike postoji
znacajno veca ucestalost SOD2 Vall6Ala genotipa (56%), u poredenju sa
kontrolama (p<0.05). U distribuciji SOD2 Vall16Val genotipa kod bolesnika sa
karcinomom mokraéne beSike i kontrola nema razlike, ali je uoeno da medu
bolesnicima znacajno viSe ima nosioca varijantog SODZ2-Val alela u poredenju sa
kontrolama. Naime, uclestalost SOD2 Vall6Ala + SOD2 Vall6Val genotipa je
znacajno bila ¢eS¢a u grupi bolesnika sa karcinomom mokraéne beSike (77%) u
poredenju sa kontrolama (69%). Pored toga, pokazano je da je SOD2 Vall6Ala
genotip bio udruZen sa znaCajno velim rizikom za nastanak urotelijalnog
karcinoma mokracne besSike (OR=1,65, 95%CI=1,07-2,53, p=0,02) u poredenju sa
nosiocima SOD2 Alal6Ala genotipa. Sta vise, kod osoba koje su nosioci bar jednog
SOD2-Val alela, odnosno imaju SOD2 Vall6Ala ili SOD2 Vall6Val genotip, rizik je bio
i dalje znacajno poviSen u poredenju sa nosicima SOD2 Alal6Ala genotipa

(OR=1,55; 95%CI=1,03-2,3, p=0,03).
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Posmatrajuci distribuciju GPX1 genotipova, nije uoceno postojanje znacajne
razlike u ucestalosti GPX1Pro200Leu niti GPX LeuZ00Leu izmedu pacijenata i
kontrola. Premda je u grupi pacijenata postojalo viSe nosioca GPX1-Leu alela (67 %)
u poredenju sa kontrolnom grupom (61,5%), razlika u distrubuciji GPX1
Pro200Leu + Leu200Leu nije statisticki znacajna. Prema prikazanim rezultatima u
istoj tabeli, nije uoCeno da GPX1 Pro200Leu i GPX LeuZ200Leu genotipovi znacajno
utiCu na rizik za nastanak urotelijalnog karcinoma mokra¢ne besSike (OR=1,07,
95%CI=0,7-1,62, p=0,75 i OR=15, 95%CI=0,8-2,84, p=0,216, prema redu
navodjenja) u poredjenju sa osobama nosiocima GPX1 Pro200Pro genotipa.

U daljoj analizi, ispitivali smo kombinovani efekat gensko-genske
interakcije GPX1 i SOD2 genotipova na rizik za nastanak urotelijalnog karcinoma
mokracne beSike i ovi rezultati su prikazani u Tabeli 9. Nije postojala statisticki
znacajna razlika u riziku za nastanak urotelijalnog karcinoma mokraé¢ne besike kod
osoba koje su istovremeno imale referentni SOD2 Alal6Ala genotip i najmanje
jedan varijanti GPX1-Leu alel. Nasuprot tome, kod osoba koje su nosioci najmanje
jednog varijantnog SOD2-Val alela, i istovremno imaju referentni GPX1 Pro200Pro
genotip, uoceno je znacajno povecanje rizika za nastanak urotelijalnog karcinoma
mokra¢ne beSike (OR=2,16; 95%CI=1,05-4,42, p=0,036). Takode, znacajno
povecanje rizika uoceno je i kod osoba koje su istovremeno imale najmanje jedan
varijanti SOD2-Val alel i najmanje jedan varijanti GPX1-Leu alel u odnosu na
nosioce GPX1 Pro200Pro/SOD2 Alal6Ala genotipova (OR=1,96, 95%CI=1,01-3,78,
p=0,047).
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Tabela 9. Kombinovani efekat GPX1 i SOD2 genotipova na rizik u nastanku
urotelijalnog karcinoma mokracne besike

genotipovi pacijenti kontrole 0

D) (%) OR (95% CI) p
GPX1/S0D2
Pro200Pro / 22 (8) 24 (15) 1,0"
Alal6Ala
Pro200Leu+ Leuz00Leu / 43 (1¢) 29 (17) 1,55 (0,72-3,33) 0,260
Alal6Ala
Pro200Pro / 73 (26) 40 (24) 2,16 (1,05-4,42) 0,036*
Vall6Ala + Vall6Val
Proz00Leu + Leu200Leu / 439 (50) 73 (44) 1,96 (1,01-3,78)  0,047*

Vall6Ala + Vall6Val

OR (engl. odds ratio) - odnos Sansi; CI (engl. confidence interval) - interval poverenja; korigovano u
odnosu na pol i godine; *oznacava p<0,05; * oznacava referentni genotip

S obzirom da je puSenje dobro poznati faktor rizika za nastanak karcinoma
mokracne beSike u daljoj analizi je ispitivana interakcija izmedu puSenja, i GPX1 i
SODZ2 genotipa u riziku za nastanak urotelijalnog karcinoma mokra¢ne beSike i
rezultati su prikazani u Tabeli 10. Dobijeni rezultati pokazuju da puSenje znacajno
modifikuje rizik za nastanak urotelijalnog karcinoma mokra¢ne beSike udruzeno
sa SODZ2 genotipom.

UocCeno je da kod osoba koje su nosioci barem jednog varijantnog SOD2-Val
alela (SO0D2 Vall6Ala + Vall6Val genotip), rizik u nastanku urotelijalnog karcinoma
mokra¢ne beSike je bio 7,5 puta veéi kod puSaCa u poredenju sa osobama
nepusSacCima nosiocima referentnog SODZ2 Alal6Ala genotipa (OR=7,5, 95%CI=3,4-
163, p<0,001). Premda je u rezultatima kod puSaca u poredenju sa nepusacima,
isto tako registrovan poviSen rizik za nastanak urotelijalnog karcinoma mokra¢ne
besike i kod osoba koje su nosioci referentnog SOD2 Alal6Ala genotipa (OR=4.14,
95%CI=1,8-9,5, p<0,001), postojanje barem jednog varijantog SOD2-Val alela je
znacajno povecavalo rizik za nastanak urotelijalnog karcinoma mokracne beSike
kod puSaca u poredenju sa nepusac¢ima (OR=7,5, 95%CI=3,4-163, p<0,001).
Takode, uoceno je da kod pusaca u poredenju sa nepusacima, postoji poviSen rizik

za nastanak urotelijalnog karcinoma mokra¢ne beSike kod osoba koje su nosioci
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referentnog GPX1 Pro200Pro genotipa (OR=3.33, 95%(CI=1,6-6,0, p<0,001), i da se
ovaj rizik samo neznatno povecao kod osoba nosioca barem jednog varijantnog
GPX1-Leu alela (GPX1 Pro200Leu + Leu200Leu genotip), (OR=3.67, 95%CI=1,85-
7,26, p<0,001) u odnosu na nepuSace nosioce istih genotipova. S obzirom da
pusenje nezavisno povecava rizik za nastanak karcinoma mokraéne beSike oko 4
puta, dobijeni rezultati u slucaju osoba nosioca bar jednog SODZ2-Val alela koji su

pusaci govore u prilog postojanja kombinovanog efekta pusenja i genotipa.

Tabela 10. Kombinovani efekat puSenja i GPXI i SOD2 genotipova na rizik za
nastanak urotelijalnog karcinoma mokrac¢ne beSike

Genotip/pusenje Sa(g/l;)entl S(E(r)}gole OR (95% CI) D

S0D2 rs4880

Alal6Ala / nepusac 11 (4) 28 (13) 1,0%%*

Alal6Ala / pusac 53 (19) 38 (18) 4,14 (1,8-9,5)  <0.001**
Vall6Ala + Vall6Val / nepusac 58 (21) 78 (38) 1,9 (0,9-4,2) 0,1
Vall6Ala + Vall6Val / pusac 155 (56) 63 (30) 7,5 (3,4-16,3)  <0.001**
GPX1 rs1050450

Pro200Pro / nepusac 23 (7) 28 (16) 1,0%%*

Pro200Pro / pusac 80 (25) 37 (21) 3,33 (1,6-6,0)  <0.001**
Pro200Leu + Leu200Leu/ 55 (18) 49 (28) 1,32 (0,6-2,7) 0,441
nepusac

Pro200Leu + Leu200Leu / pusac 159 (50) 62 (35) 3,67 (1,8-7,2)  <0.001**

OR (engl. odds ratio) - odnos Sansi; CI (engl. confidence interval) - interval poverenja; korigovano u
odnosu na pol i godine; *oznacava p<0,05; ** oznacava p<0,001; ***oznacava referentni genotip

4.3 Povezanost genetskog polimorfizma GPX1 sa fenotipskim

karakteristikama urotelijalnog karcinoma mokrac¢ne beSike
Distribucija GPX1 genotipova prema stadijumu bolesti i patohistoloSkom

gradusu tumora prikazana je u Tabeli 11. Rezultati su pokazali da postoji

statistic¢ki znacajna razlika u distribuciji GPX1 genotipova kod pacijenata sa NMIBC
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i MIBC u nemetastatskom stadijumu bolesti (p=0,049). Naime, varijantni GPX1-Leu
alelni genotipovi (GPX1 Pro200Leu i GPX1 Leu200Leu) su znacajno ceSce bili
registrovani u poredenju sa referentnim GPX1 Pro200Pro genotipom i kod
pacijenata sa NMIBC i sa MIBC. U odnosu na patohistoloski gradus tumora, takode
je pokazano da postoji statisticki znacajna razlika u distribuciji ucestalosti GPX1
genotipova. Varijantni GPXI1-Leu alelni genotipovi (GPX1 Pro200Leu i GPX1
Leu200Leu) su znacajno ceSc¢e bili registrovani u poredenju sa referentnim GPX1
Pro200Pro genotipom kod sva tri gradusa tumora. GPXI ProZ200Pro genotip je
ceSce registrovan kod pacijenata sa MBIC u poredenju sa NMIBC (udruZeno sa
viSim stadijumom bolesti) i znacCajno ceS¢e kod urotelijalnih karcinoma mokrac¢ne
besike visokog gradusa - High Grade (udruZeno sa viSim gradusom tumora). GPX1
Pro200Leu i GPX1 Leu200Leu znacajno su CeSce bili registrovani kod pacijenata sa
NMBIC u poredenju sa MIBC (udruZeno sa niZim stadijumom bolesti) i znacajno
ces¢e kod PUNLMP i urotelijalnih karcinoma mokraéne beSike niskog gradusa -

Low Grade (udruZeno sa niZim gradusom)
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Tabela 11. Distribucija GPX1 genotipa prema stadijumu bolesti i patohistoloSkom
gradusu tumora

genotip GPX1 rs1050450

Tumor Pacijenti, Pro200Pro  Pro200Leu  LeuZ00Leu
n n (%) n (%) n (%) P

Stadijum bolesti
nemetastatski
NMIBC 138 38 (27) 73 (53) 27 (20)
MIBC 137 57 (42) 58 (42) 22 (16) 0,049*
metastatski
mUBC 33 16 (49) 13 (39) 4(12)

Gradus tumora

PUNLMP 44 7 (16) 29 (66) 8 (18)
Low Grade (LG) 112 39 (35) 49 (44) 24 (21)
High Grade (HG) 129 53 (41) 59 (46) 17 (13) 0,018*

*oznacava p<0,05; NMIBC - ne-miSi¢no invazivni karcinom mokraé¢ne beSike; MIBC - miSi¢no
invazivni karcinom mokraéne besike; WHO - Svetska zdravstvena organizacija; mUBC - metastatski
urotelijalni karcinom mokraéne besike; PUNLMP - papilarna urotelijalna neoplazma niskog stepena
maligniteta; Low Grade (LG) - urotelijalni karcinom visokog gradusa; High Grade (HG) - urotelijalni
karcinom visokog gradusa

4.4 Povezanost genetskog polimorfizma SOD2 sa fenotipskim

karakteristikama urotelijalnog karcinoma mokrac¢ne besike

Distribucija SOD2 genotipova prema stadijumu bolesti i patohistoloSkom
gradusu tumora prikazana je u Tabeli 12. Analiza rezultata je pokazala da ne
postoji statisticki znacCajna razlika u distribuciji SOD2 genotipova niti prema

stadijumu tumorske bolesti, niti prema patohistoloSkom gradusu tumora.
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Tabela 12. Distribucija SODZ2 genotipa prema stadijumu bolesti i patohistoloSkom
gradusu tumora

genotip SODZ2 rs4880

Tumor Pacijenti, Vall6Val Vall6Ala Alal6Ala
n n (%) n (%) n (%) P

Stadijum bolesti
nemetastatski
NMIBC 120 23 (19) 65 (54) 32 (27)
MIBC 126 30 (24) 70 (56) 26 (20) 0,453
metastatski
mUBC 33 9(27) 17 (52) 7 (21)

Gradus tumora

PUNLMP 30 6 (20) 16 (53) 8 (27)
Low Grade (LG) 102 21 (21) 58 (57) 24 (22)
High Grade (HG) 122 29 (24) 65 (53) 28 (23) 0,96

*oznacava p<0,05; NMIBC - ne-miSi¢no invazivni karcinom mokraéne beSike; MIBC - miSi¢no
invazivni karcinom mokraéne besike; WHO - Svetska zdravstvena organizacija; mUBC - metastatski
urotelijalni karcinom mokra¢ne besike; PUNLMP - papilarna neoplazma niskog stepena maligniteta;
Low Grade (LG) - urotelijalni karcinom visokog gradusa; High Grade (HG) - urotelijalni karcinom
visokog gradusa

4.5 Demografske karakteristike pacijenata sa metastatskim urotelijalnim
karcinomom mokraéne beSike koji su primali cisplatin baziranu

hemioterapiju i kontrola

Demografske karakteristike pacijenata sa metastatskim urotelijalnim
karcinomom mokraé¢ne beSike i kontrola prikazane su u Tabeli 13. Ispitivanu
grupu sacinjavalo je 33 pacijenata prosetne starosti 65,45 * 9,07 godina (18
muskaraca i 15 Zena) u metastatskom stadijumu urotelijalnog karcinoma
mokrac¢ne beSike koji su primali cisplatin baziranu hemioterapiju. Kontrolna grupa
je bila sacinjena od 227 ispitanika prosecne starosti 63,42 * 7,97 godina (154
muskaraca i 73 Zena). Nije bilo znacajne razlike izmedu kontrolne grupe i

pacijenata u pogledu polne distribucije i godina starosti (p>0.05). Uzimajuc¢i u
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obzir prethodno dobijene rezultate u vezi sa znaCajem puSenja kao faktora rizika u
nastanku urotelijalnog karcinoma mokraéne beSike, ispitali smo pusSacke navike
kod ispitanika u obe grupe. Analiza podataka koji su prikazani u Tabeli 13,
pokazala je da puSenje nije bilo znaCajno povezano sa rizikom za nastanak
urotelijalnog karcinoma mokrac¢ne besSike u ispitivanoj populaciji (pacijenti : 61%

pusaci, 39% nepusaci, i kontrolna grupa: 49% pusacii 51% nepusaci)

Tabela 13. Demografske karakteristike pacijenata sa metastatskim urotelijalnim
karcinomom mokraéne beSike koji su primali cisplatin baziranu hemioterapiju i
kontrola

demografske pacijenti kontrole
karakteristike n (%) n (%) P
pol

muski 18 (54) 154 (68)

zenski 15 (46) 73 (32) 0,131
prosecna starost = SD 65,45 +9.07 63,42+ 7.97 0,75
pusenje

nepusaci 13 (39) 112 (51)

pusaci 20 (61) 108 (49) 0,217

4.6 Ukupno prezivljavanje pacijenata sa metastatskim urotelijalnim
karcinomom mokraéne beSike koji su primali cisplatin baziranu

hemioterapiju prema statusu prethodno uradene cistektomije

Povezanost statusa prethodno wuradene cistektomije i ukupnog
prezivljavanja pacijenata sa metastatskim karcinomom mokra¢ne beSike koji su
primali cisplatin baziranu hemioterapiju prikazana je u Tabeli 14. Prose¢na duZina
ukupnog preZivljavanja kod pacijenata kod kojih je prethodno uradena
cistektomija bilo je 12,7 meseci (95%CI=7.2-18.3), a kod pacijenata kod kojih
prethodno nije uradjena cistektomija iznosilo je 11,1 meseci (95%CI=7.0-15.2).

Kaplan-Meier-ova analiza preZivljavanja nije pokazala da postoji znacajan uticaj
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prethodno uradjene cistektomije na ukupno preZivljavanje kod pacijenata sa
metastatskim karcinomom mokra¢ne beSike koji su primali cisplatin baziranu
hemioterapiju (Grafikon 6). Prosefna vrednost ukupnog preZivljavanja kod
pacijenata sa metastatskim karcinomom mokracne beSike koji su primali cisplatin
baziranu hemioterapiju u nasem istrazivanju iznosila je 11,7 meseci (95%CI=8.4-

15.1).

Tabela 14. Prosecna duZina ukupnog prezivljavanja pacijenata sa metastatskim
urotelijalnim karcinomom mokra¢ne beSike koji su primali cisplatin baziranu
hemioterapiju prema statusu prethodno uradene cistektomije

prosecan broj

N 0
pacijenti (n) meseci 95% CI
svi pacijenti (33) 11,7 8,4-15,1

ukupno

prezivljavanje kod kojih nije uradjena i

od pocetka cistektomija (20) 111 70-152

hemioterapije Kod koiih i 4@

od kojih je uradjena 12.7 72-183

cistektomija (13)

CI (engl. confidence interval) - interval poverenja
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Grafikon 6. Kaplan-Meier-ova kriva ukupnog preZivljavanja pacijenata sa
metastatskim urotelijalnim karcinomom mokraéne beSike koji su primali cisplatin
baziranu hemioterapiju prema statusu prethodno uradene cistektomije

4.7 Prognosticka uloga polimorfizma GPX1 i SOD2 kod pacijenata sa
metastatskim urotelijalnim karcinomom mokra¢ne besSike koji su leceni

hemioterapijom na bazi cisplatina.

Distribucija GPX1 i SODZ genotipova kod pacijenata sa metastatskim
urotelijalnim karcinomom mokraéne beSike i kontrola prikazana je u Tabeli 15.
Ucestalost GPX1 genotipova kod pacijenata je bila 49% za Pro200Pro, 39% za
Pro200Leu i 12% za Leu200Leu genotip. U poredenju sa distribucijom GPX1
genotipova u kontrolnoj grupi, nije uocena znacajna razlika kod pacijenata sa
metastatskim urotelijalnim karcinomom mokraéne beSike. Takode, nije postojala
znacajna razlika u distribuciji SODZ2 genotipova kod pacijenata sa metastatskim
urotelijalnim karcinomom mokraéne beSike (27% Vall6Val, 52% Vall6Ala i 21%
Vall6Val) i kontrola.
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Tabela 15. Distribucija genotipova GPX1 i SOD2 kod pacijenata sa metastatskim
urotelijalnim karcinomom mokra¢ne beSike koji su primali cisplatin baziranu
hemioterapiju i kontrola

. pacijenti kontrole
genotip n (%) n (%) p
GPX1 rs1050450
Pro200Pro 16 (49) 67 (39)
Pro200Leu 13 (39) 89 (51)
Leu200Leu 4(12) 18 (10) 0.461
SOD2 rs4880
Alal6Ala 7 (21) 47 (22)
Vall6Ala 17 (52) 99 (47)
Vali6Val 9(27) 66 (31) 0.865

U cilju procene uticaja GPX1 and SODZ genotipova na ukupno prezivljavanje
(engl. overall survival, 0S), pratili smo 33 pacijenta sa metastatskim urotelijalnim
karcinomom mokrac¢ne beSike u toku perioda od dve godine. U odnosu na GPX1
genotip, pacijenti su dihotomisani na homozigote koji su nosioci oba referentna
GPX1-Pro alela, tj. GPX1 Pro200Pro genotip (16 pacijenata) i one pacijente koji su
nosioci barem jednog varijantnog GPXI-Leu alela, tj. GPX1 Pro200Leu i GPX1
Leu200Leu genotip (17 pacijenata). Kaplan-Meier-ova analiza preZivljavanja nije
pokazala da postoji znacCajan uticaj genetskog polimorfizma GPX1 na ukupno
prezivljavanje pacijenata sa metastatskim urotelijalnim karcinomom mokra¢ne
besike koju su primali cisplatin baziranu hemioterapiju (Grafikon 7). Na isti nacin,
ispitivan je uticaj SOD2 genetskog polimorfizma sa ukupnim prezivljavanjem.
Prema SODZ2 genotipu, pacijenti su podeljeni na one koji su nosioci oba referentna
SOD2-Ala alela, tj. SOD2 Alal6Ala genotip (7 pacijenata), i one koji su nosioci barem
jednog varijantog SOD2-Val alela, tj. SOD2 Vall6Ala i SOD2 Vall6Val genotip (24
pacijenata). Kao i u prethodnom slucaju, Kaplan-Meier-ova analiza preZivljavanja
nije pokazala da postoji znaCajan uticaj genetskog polimorfizma SODZ2 na ukupno
prezivljavanje pacijenata sa metastatskim urotelijalnim karcinomom mokra¢ne

besike koju su primali cisplatin baziranu hemioterapiju (Grafikon 8 ).
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Grafikon 7. Kaplan-Meier-ova kriva ukupnog preZivljavanja pacijenata sa
metastatskim urotelijalnim karcinomom mokraéne beSike koji su primali cisplatin
baziranu hemioterapiju u odnosu na polimorfizam GPX1
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Grafikon 8. Kaplan-Meier-ova kriva ukupnog prezivljavanja pacijenata sa
metastatskim urotelijalnim karcinomom mokraéne beSike koji su primali cisplatin
baziranu hemioterapiju u odnosu na polimorfizam SOD2
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5. DISKUSIJA
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Smatra se da oksidativni stres ima znacajnu ulogu kako u nastanku i
progresiji, tako i u efektima terapije razlicitih tipova karcinoma. Stoga, opravdano
je miSljenje da prisustvo genetskih varijanti antioksidativnih enzima GPX1 i SODZ,
koje funkcionalno za posledicu imaju izmenjenu enzimsku aktivnost, u interakciji
sa faktorima spoljne sredine, moZe uticati na rizik za nastanak urotelijalnog
karcinoma mokraéne beSike. Na isti nacin, namece se pitanje da li polimorfizam
gena za GPX1 i SOD2 moZe da utice i na fenotipske karakteristike tumora, prognozu
bolesnika sa urotelijalnim karcinomom mokra¢ne beSike, kao i odgovor na
sistemsku hemioterapiju. Pregledom literature, do sada najviSe je ispitivan
polimorfizam GPX1 (rs1050450) gena. Otkrice ovog funkcionalnog genetskog
polimorfizma GPX1 omogucilo je sprovodenje velikog broja asocijativnih studija u
cilju ispitivanja povezanosti sa rizikom za nastanak karcinoma, ali dobijeni
rezultati su i dalje kontradiktorni. Sli¢ni rezultati mogu se uociti i u istrazivanjima
sprovedenim u cilju ispitivanja uloge drugog znacajnog antioksidativnog enzima
SODZ2 u riziku za nastanak karcinoma. NajviSe paZnje istrazivaca je privukao
polimorfizam SODZ2 (rs4880) gena. Medutim, trenutno i dalje zbog postojanja
kontradiktornih rezultata, povezanost polimorfizma SODZ2 sa rizikom za nastanak
razliCitih tipova karcinoma jo$ uvek nije do kraja razjaSnjena.

U naSem istraZivanju ispitivali smo povezanost genetskog polimorfizma
GPX1 (rs1050450) i SOD2 (rs4880) sa nastankom, fenotipskim karakteristikama i
prognozom urotelijalnog karcinoma mokra¢ne beSike. Analizom dobijenih
rezultata, uocili smo da polimorfizam gena za SODZ2 predstavlja nazavisan faktor
rizika u nastanku urotelijalnog karcinoma mokracne beSike, i da osobe koje imaju
barem jedan varijanti SOD2-Val alel (SOD2 Vall6Ala ili SOD2 Vall6Val genotip)
imaju oko 1,5 puta vecu Sansu da dobiju urotelijalni karcinom mokra¢ne besike u
poredenju sa osobama koje imaju referentni SOD2 Alal6Ala genotip. S druge
strane, nije uoceno da polimorfizam gena za GPX1 predstavlja znacajan nezavisan
faktor rizika za nastanak urotelijalnog karcinoma mokraéne beSike. Pored toga,
pokazano je da genetski polimorfizam SOD2 i GPX1 nema uticaj na ukupno
prezivljavanje pacijenata sa metatstatskim karcinomom mokra¢ne beSike.

Dosadasnja istrazivanja genetskog polimorfizma GPXI i SODZ kod

pacijenata sa karcinomima razlic¢itih lokalizacija pokazala su kontradiktorne
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rezultate saopStene u literaturi. U studijama sprovedenim na pacijentima sa
hormonski zavisnim karcinomima poput karcinoma dojke, ovarijuma i prostate,
uoceno je postojanje povecanog rizika za nastanak karcinoma kod osoba koje su
imale SOD2-Ala alel (Kang SW, 2015; Kang D i sar, 2007). Suprotno tome, kod
karcinoma mokraéne beSike, pluca, kolorektalnog i skvamocelularnog karcinoma
usne duplje povecan rizik je registrovan kod osoba nosioca varijantog SODZ2-Val
alela (Hung R] i sar, 2004; Kang D i sar, 2007; Liu Y i sar, 2014). Nas$i rezultati su u
skladu sa nalazima Hung-a i sar, koji su u u studiji sprovedenoj kod 201 pacijenata
i 214 kontrola iz severne Italije, pokazali da prisustvo SODZ2-Val alela povecava 1,9
puta rizik za nastanak urotelijalnog karcinoma mokra¢ne beSike (Hung R i sar,
2004). Medutim, poslednjih godina, povezanost GPX1 i SODZ2 polimorfizma i
karcinoma mokrac¢ne beSike ispitivana je u nekoliko studija, a dobijeni rezultati su
u suprotnosti sa naSim. Naime, u studiji Kucukgergin-a i sar, ispitivani su
polimorfizmi SOD2 Ala-9Val i GPX1 Pro198Leu kod 157 pacijenata sa karcinomom
mokra¢ne besike i pokazano je da postoji povezanost izmedu GPX1 Leu/Leu
genotipa i povecanog rizika za nastanak karcinoma mokraé¢ne beSike u odnosu na
GPX1 Pro/Pro genotip (Kucukgergin C i sar, 2012). Pored toga, rezultati meta-
analize iz 2014. godine (Cao M i sar, 2014) su pokazali da su nosioci jednog ili oba
GPX1-Leu alela imali oko 2 puta veci rizik za nastanak karcinoma mokracne besike,
u poredjenju sa GPX1 Pro/Pro genotipom, dok nije uoCena znacajna povezanost
SODZ2 polimorfizma i rizika za nastanak karcinoma mokraé¢ne beSike. Sli¢ni
rezultati dobijeni su u studiji koja je sprovedena u etnic¢koj populaciji Ekvadora,
gde je pokazano da postoji 3,8 puta vedi rizik za nastanak karcinoma mokra¢ne
besike kod osoba koje imaju GPX1 Pro198Leu genotip (Paz-y-Mifio C i sar, 2010). I
u istrazivanju autora iz Japana, pokazano je postojanje 2,6 puta veceg rizika za
nastanak karcinoma mokrac¢ne beSike kod osoba sa GPX1 Pro/Leu u poredenju sa
GPX1 Pro/Pro genotipom (Ichimura Y i sar, 2004). Nasuprot tome, studija
sprovedena na Marokanskoj populaciji, nije pokazala znacajnu povezanosti izmedu
genetskog polimorfizma GPX1 Prol198Leu i rizika za nastanak karcinoma mokra¢ne
besike (Hadami K i sar, 2016), Sto je u saglasnosti sa naSim rezultatima.
Odstupanje naSih, od rezultata dobijenih u prethodnim studijama, moZe se

objasniti postojanjem znacajne razlike u geografskoj distrubuciji GPX1 i SOD2
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genotipova. Poznato je da se GPX1-Leu alel detektuje kod 36% belaca, 33% crnaca,
5% Japanaca i do sada nije otkriven kod Kineza, Sto moZe da bude znacajno u
poredenju rezultata studija razliitih etni¢kih populacija (Habyarimana T i sar,
2018). Premda se svi slazu da postoje, trenutno u literaturi nema podataka u vezi
sa geografskim razlikama u distrubuciji ucestalosti SOD2-Val alela. Upadljiva
heterogenost koja postoji u saopStenim rezultatima genetskih ispitivanja
polimorfizama kod pacijenata sa istim tipom karcinoma, znacajno oteZava
adekvatno poredenje rezultata. Heterogenost rezultata je joS veca ako se u
komparativnu analizu ukljuce i studije kod pacijenata sa karcinomima drugih
lokalizacija. Na isti naCin, razliCite metode genotipizacije primenjene u
asocijativnim studijama mogu da doprinesu diskrepanci u dobijenim rezultatima
istrazZivanja. Razlike koje postoje u selekciji pacijenata, godinama starosti, polu,
rasi, uticaju spoljnjih faktora sredine i veliCini ispitivanog uzorka su takode faktori
koji verovatno u znacajnoj meri doprinose kontradiktornim rezultatima genetskih
studija.

Poznato je da je puSenje jedan od najvaZznijih faktora rizika za nastanak
urotelijalnog karcinoma mokraé¢ne beSike. I u naSem istraZivanju je pokazana
znacajna povezanost izmedju puSenja i nastanka urotelijalnog karcinoma
mokra¢ne beSike. Naime, u naSoj studiji puSaci imaju oko 4 puta veci rizik za
nastanak urotelijalnog karcinoma mokraé¢ne beSike, Sto je u skladu sa rezultatima
drugih istrazivaca koji su pokazali postojanje 2-4 puta veceg rizika kod puSaca
(Rink M i sar, 2015; Frits HM van Osch i sar, 2016; Freedman ND i sar, 2011).

Obzirom da je puSenje znacajan izvor slobodnih radikala, analizirali smo
kombinovani efekat puSenja i polimorfnih varijanti GPX1 i SOD2. NaS$i rezultati su
pokazali da puSac¢i nosioci barem jednog varijantnog SODZ-Val alela (SOD2
Vall6Ala + Vall6Val genotip) imaju 7,5 puta veci rizik za nastanak urotelijalnog
karcinoma mokraéne beSike. Do sada samo jedna istrazivacka grupa ispitivala je
uticaj polimorfizma gena SODZ sa rizikom za nastanak karcinoma mokra¢ne beSike
kod puSaca (Hung R i sar, 2004). Njihovi rezultati su pokazali znacajno povecanje
rizika na oko 7 puta kod osoba nosioca varijantog SODZ2-Val alela udruZeno sa
pusSenjem, Sto je u skladu sa naSim rezultatima. Sli¢ni rezultati su dobijeni i u

prethodno objavljenim studijama kod pacijenata sa karcinomima drugih

63



lokalizacija. Naime, Aynali i sar, su pokazali postojanje povecanog rizika u
nastanku karcinoma larinksa u populaciji puSaca koji su imali SODZ2 Vall6Val
genotip, ali ne i kod pusaca sa polimorfnim varijantama GPXI (Aynali G i sar,
2013). Postojanje znacajno vecleg rizika kod puSaCa nosioca jednog ili oba
varijantna SODZ2-Val alela potvrdeno je i u studiji kod pacijenata sa
skvamocelularnim karcinomom usne duplje (Liu Y i sar, 2014).

Dobijeni rezultati u naSoj studiji potvrduju znacaj SODZ2 u enzimskoj
neutralizaciji kiseoni¢nih slobodnih radikala i smanjenju oksidativnog stresa
uzrokovanog puSenjem. Smanjena aktivnost enzima koja nastaje kao posledica
funkcionalnog polimorfizma SODZ dovodi do povecanja kolicine kiseoni¢nih
slobodnih radikala usled ogranicenog kapaciteta enzimske konverzije u vodonik
peroksid, ¢ime je oksidativni balans celije znacajno naruSen. PoviSena kolic¢ina
kiseoni¢nih slobodnih radikala ima protumorogeno dejstvo i moZe da dovode do
nastanka genetske nestabilnosti u ¢eliji, koja usled relativnog smanjenja koliCine
vodonik peroksida zbog smanjene aktivnosti SOD2 gubi stimulus za apoptozu,
moZe da prezivi i nastavi sa kaskadnim putem transformacije u karcinomsku ¢eliju.
Tumacenje nasSih rezultata je skladu sa dokazima o postojanju dvojake uloge SOD2
u nastanku i razvoju karcinoma (Kim YS i sar, 2017; Hempel N i sar, 2011).

Profesionalna izloZenost hemijskim agensima takode ima vaznu ulogu u
nastanku karcinoma mokrac¢ne beSike. Rezultati naSe studije pokazuju da su
profesionalno izloZzene osobe u 2 puta vetem riziku za nastanak karcinoma
mokracne beSike, Sto je u skladu sa rezultatima drugih autora (Kiriluk K] i sar,
2012; Cumberbatch MGK i sar, 2015). Zbog malog broja pacijenata u ispitivanom
uzorku koji su profesionalno bili izloZeni hemijskim agensima, nismo analizirali
efekat polimorfizma gena za GPX1 i SOD2 udruZeno sa ekspozicijom
profesionalnim karcinogenima.

Jedan segment naSeg istraZivanja sastojao se u ispitivanju povezanosti
genetskog polimorfizma GPX1 i SODZ2 sa fenotipskim karakteristikama
urotelijalnog karcinoma mokraéne beSike. Dobijeni rezultati su pokazali da je
genetski polimorfizam GPXI1 bio znacajno povezan sa stadijumom bolesti i
patohistoloskim gradusom tumora. Naime, genetski polimorfne varijante GPX1

Pro198Leu i GPX1 Leul98Leu, koje u funkcionalnom smislu imaju manju aktivnost
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u poredenju sa GPX1 Pro198Pro genotipom, bile su znacajno ¢eS¢e detektovane kod
pacijenata sa nizim stadijumom bolesti i niZim gradusom tumora. Koliko nam je
poznato, u naSem istraZivanju po prvi put u literaturi, ispitivana je povezanost
genetskog polimorfizma SODZ2 sa fenotipskim karakteristikama urotelijalnog
karcinoma mokracne beSike. Rezultati naSeg istraZivanja nisu pokazali da postoji
znacajna povezanost genetskog polimorfizma SODZ sa stadijumom bolesti i
gradusom tumora. Samo dva istraZivanja su do sada sprovedena kod pacijenata sa
karcinomom mokraéne beSike u cilju ispitivanja povezanosti genetskog
polimorfizma GPX1 sa stadijumom bolesti i patohistoloskim gradusom tumora, a
rezultati odstupaju od onih dobijenih naSoj studiji. Naime, etnicka studija
sprovedena na Marokanskoj populaciji (Hadami K i sar, 2016) pokazala je da
polimorfizam GPX1 Pro198Leu nije bio povezan niti sa stadijumom bolesti, niti sa
gradusom tumora. Nasuprot tome, studija sprovedena u Turskoj, pokazala je da
GPX1 Leu/Leu genotip je znacajno ceS¢e bio udruZen sa viSim stadijumom bolesti
(Kucukgergin C i sar, 2012). Medutim, naSi rezultati su saglasni sa rezultatima
dobijenim u istraZivanju sprovedenom kod pacijentkinja sa karcinomom dojke,
koji su pokazali postojanje protektivnog efekta GPXI-Leu alela, odnosno
povezanost GPX1-Leu alela sa nizim stadijumom bolesti i niZim gradusom tumora
(Habyarimana T i sar, 2018).

Tumacenje naSih rezultata je u skladu sa dokazima o protumorogenom
delovanju GPX1 u procesima diferencijacije, proliferacije i angiogeneze (Sullivan
LB i Chandel NS, 2014). Naime, pokazano je da povecana aktivnost GPXI u
karcinomskoj cCeliji dovodi do smanjenja intracelularnog nivoa vodonik peroksida
Cime se gubi stumulus u regulacionim putevima za apoptozu. Subletalna
koncentracija vodonik peroksida na taj nacin omogucava preZivljavanje
transformisane cCelije. Uz istovremeno aktiviranje molekularnih signalnih puteva
koji ucestvuju u regulaciji diferencijacije, omoguceno je dovoljno dugo vreme da
Celija pretrpi kaskadu promena koje vode ka progresiji stadijuma bolesti i
progresiji gradusa tumora. Povezanost genetskog polimorfizma GPXI sa
stadijumom bolesti i patohistoloskim gradusom tumora u naSem istraZivanju
ukazuje da bi GPX1 mogao biti povezan sa progresijom bolesti. Sa druge strane, pri

tumacenju rezultata bi trebalo imati u vidu i druge molekularno genetske faktore i
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mehanizme koji su ukljueni u kontekst fenotipske ekspresije urotelijalnog
karcinoma mokracne beSike.

Pregledom literature, do sada nema objavljenih podataka u vezi sa
ispitivanjem povezanosti genetskog polimorfizma SODZ sa stadijumom bolesti i
patohistoloskim gradusom urotelijalnog karcinoma mokra¢ne beSike.

Trenutno, joS uvek ne postoje validirani dijagnosticki testovi kojima se
precizno moze predvideti terapijski odgovor na primenjenu hemioterapiju kod
pacijenata sa urotelijalnim karcinomom mokra¢ne beSike. Uprkos dobrom
poznavanju molekularnih mehanizama na koji nacin platinum-DNK adukti deluju
na cCelijske procese, razlozi za postojanje znacajnih varijacija u individualnom
terapijskom odgovoru i neZeljenim efektima hemioterapije jo$S uvek nisu do kraja
razjaSnjeni (Wang D i Lippard SJ, 2005; Deavall DG i sar, 2012). Poznato je da se
oksidativni status karcinomske celije znacajno razlikuje u poredenju sa
normalnom cCelijom. Zbog mnogobrojnih metabolickih promena i aberacija u
signalnim putevima, Celije karcinoma imaju povisene vrednosti slobodnih radikala
u odnosu na normalne. Istovremeno, u cilju odrzavanja oksidativnog balansa,
potvrdeno je da postoji i povecana ekspresija antioksidativnih enzima u ¢elijama
karcinoma u poredenju sa normalnim ¢elijama (Marullo R i sar, 2013).

Premda slobodni radikali mogu da deluju u visokim koncentracijama kao
vazni intracelularni karcinogeni, formiranje slobodnih radikala je neophodno u
pojacanju citotoksicnog delovanja mnogih hemioterapijskih lekova i zracne
terapije (D’Andrea G, 2005; Prasad S i sar, 2017; Fong CW, 2016). PoviSena
vrednost slobodnih radikala u ¢elijama karcinoma moze imati samoogranicavajuci
efekat dovodec¢i do pojave ireverzibilnih oStecenja i posledicne Celijske smrti, ali
jedino ako istovremeno u Celiji ne postoji i poviSena antioksidativna aktivnost.
Marullo i sar. pokazali su da poviSena razgradnja slobodnih radikala u
mitohondrijama smanjuje senzitivnost Celija karcinoma na cisplatin, tako da je
potrebna tri puta veca doza cisplatina da ubije isti procenat cCelija koje imaju
povecanu ekspresiju antioksidativnih enzima u odnosu na kontrole (Marullo R i
sar, 2013). Ovo je razlog zbog cega istrazivaci i dalje nastavljaju da ispituju
genetsku pozadinu u glavnim antioksidativnim enzimima kod pacijenata sa

karcinomom. Medjutim, rezultati studija koje su ispitivale nivo ekspresije
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antioksidativnih enzima GPX1 i SODZ u cCelijama karcinoma su kontradiktorni
(Rayman MP, 2009; Schumacker PT, 2015; Liou GY i Storz P, 2010).

Cisplatin je antineoplasticni lek koji se koristi u hemioterapijskim
protokolima leCenja uznapredovalog karcinoma mokraéne beSike. Pored
citotoksicnog efekta koji je rezultat ireparabilnih oSte¢enja DNK, cisplatin
intracelularno povecava oksidativni stres koji se smatra najceS¢im razlogom
nastanka neZeljenih efekata terapije, odnosno pojave toksicnosti leka. Medutim,
doprinos oksidativnog stresa indukovanog cisplatinom u citotoksi¢cnom efektu na
Celije karcinoma jos uvek nije potpuno razjasnjen (Dasari S i Tchounwou PB, 2014;
Prasad S i sar, 2017). Pretpostavka je da interindividualne razlike u terapijskom
odgovoru na hemioterapiju mogu biti posledica genetskih varijacija u enzimima
koji su ukljuCeni u puteve antioksidativne zastite. Rezultat toga je veliki broj
studija sa kontradiktornim rezultatima dobijenim ispitivanjem veze izmedu lekom
indukovanog oksidativnog stresa i efikasnosti le¢enja kod pacijenata koji su
primali cisplatin baziranu ili drugu vrstu hemioterapije.

Koliko nam je poznato, po prvi put u literaturi, u nasoj studiji smo sproveli
istraZivanje efekta genetskog polimorfizma GPX1 (rs1050450) i SOD2 (rs4880) kod
pacijenata sa metastatskim urotelijalnim karcinomom mokracne beSike koji su
primali cisplatin baziranu hemioterapiju. Rezultati nasSeg istrazivanja nisu pokazali
da postoji znacCajan uticaj genetskog polimorfizma GPX1 i SODZ na ukupno
prezivljavane kod ovih pacijenata. Na osnovu dostupnih literaturnih podataka, do
sada ni jedna studija nije ispitivala potencijalnu vezu izmedju genetskog
polimorfizma GPX1 i SODZ kod pacijenata sa metastatskim urotelijalnim
karcinomom mokraé¢ne beSike koji su primali ciplatin baziranu hemioterapiju.
Medutim, rezultati sli¢ni nasim su dobijeni u prethodno objavljenim studijama kod
pacijenata sa karcinomima drugih lokalizacija le¢enih hemioterapijom. Naime,
istrazivacka grupa iz Danske pokazala je da SODZ polimorfizam nije bio povezan sa
rekurencijom karcinoma dojke kod pacijentkinja koje su primale adjuvantnu
ciklofosfamid baziranu hemioterapiju (Cronin-Fenton DP i sar, 2014). Slicne
rezultate su dobili Geng i sar., koji su istovremeno ispitivali genetski polimorfizam
za devet razli¢itih antioksidativnih enzima kod pacijenata sa metastatskim

karcinomom Zeluca koji su primali hemioterapiju. Njihovi rezultati su pokazali da
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genetski polimorfizam SOD2 nema prognosticki znaCaj u proceni nastanka
progresije bolesti, niti u proceni ukupnog prezivljavanja (Geng R i sar, 2014). Sa
druge strane, Yao i sar. su u svom istrazivanju pokazali da postojanje SOD2-Ala
alela u genotipu, koje funkcionalno za posledicu ima povec¢anu enzimsku aktivnost
SOD2, je bilo udruzeno sa manjom ucestaloS¢u pojave neZeljenih efekata u toku
terapije, ali istovremeno i sa brZom progresijom bolesti posle primenjene
adjuvantne hemioterapije kod pacijentkinja sa karcinomom dojke (Yao S i sar,
2010). Pregledom literature, postoji samo mali broj studija u kojima je ispitivan
prognosticki znacaj genetskog polimorfizma GPX1 kod pacijenata koji su primali
hemioterapiju. U istrazivanju sprovedenom kod pacijenata sa skvamocelularnim
karcinomom glave i vrata koji su leceni hemio-radioterapijom, nije pokazano da
postoji znacCajan uticaj genetskog polimorfizma GPX1 na terapijski odgovor, niti na
ukupno prezivljavanje (Dequanter D i sar, 2017). Sa druge strane, u studijama koje
su ispitivale potencijalnu ulogu razlic¢itih glutation-povezanih enzima kod
pacijenata sa ne-sitnocCelijskim karcinomom plu¢a, karcinomom ovarijuma,
kolorektalnim, endometrijalnim i urotelijalnim karcinomom mokraé¢ne beSike
saopSteni su izuzetno kontraditorni rezultati (Xiao HL i sar, 2016; Pereira D i sar,
2016; Funke Sisar, 2010; Schneider ] i sar, 1994; Djukic T i sar, 2013).

Urotelijalni karcinom mokra¢ne beSike je multifaktorijalna bolest.
Kompleksne interakcije izmedju genetskih i faktora spoljne sredine, smatra se da
imaju uticaj u nastanku i progresiji bolesti, kao i odgovoru na primenjenu terapiju.
Stoga, mala je verovatnoc¢a da jedan molekularni marker moZe u potpunosti sam za
sebe da objasni u potpunosti kompleksan mehanizam povezan sa individualnim
rizikom za nastanak i progresiju bolesti. IstraZivanja usmerena u pravcu ispitivanja
medusobnih interakcija izmedu veceg broja razliCitih genetskih polimorfizama,
gensko-genskih i interakcija gena sa faktorima spoljaSanje sredine ¢e nam u
buduc¢nosti pojasniti zamrSenu sliku kompleksnih molekularnih deSavanja koja

postoje kod pacijenata sa urotelijalnim karcinomom mokra¢ne beSike.
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6. ZAKLJUCAK
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Na osnovu prikazanih rezultata i diskusije, mogu se izvesti sledeci zakljucci:

1. PuSenje predstavlja nezavisan faktor rizika za nastanak urotelijalnog

karcinoma mokrac¢ne besike

e pusaci imaju oko 4 ve(i rizik da dobiju urotelijalni karcinom mokra¢ne

besike u poredenju sa nepusacima

2. Profesionalna izloZenost predstavlja nezavisan faktor rizika za nastanak

urotelijalnog karcinoma mokracne besike

e profesionalno izloZene osobe imaju oko 2 puta veéi rizik da dobiju
urotelijalni karcinom mokra¢ne beSike u poredenju sa neizloZenim

osobama

3. Polimorfizam gena za GPX1 ne predstavlja nezavisan faktor rizika za

nastanak urotelijalnog karcinoma mokrac¢ne beSike

4. Polimorfizam gena za SODZ predstavlja nezavisan faktor rizika za nastanak

urotelijalnog karcinoma mokracne besike

e osobe koje imaju jedan ili oba varijantna SOD2-Val alela imaju oko 1,5 puta
vecu Sansu da dobiju urotelijalni karcinom mokrac¢ne beSike u poredenju sa

osobama koje imaju referentni SODZ Alal6Ala genotip

5. Postoji udruZeni efekat puSenja i genotipa SODZ na rizik za nastanak

urotelijalnog karcinoma mokracne besike
e pusaci sa jednim ili oba varijantna SOD2-Val alela imaju 7,5 vecu Sansu da

dobiju urotelijalni karcinom mokraéne beSike u poredenju sa osobama koje

su nepusaci i nosioci referentnog SOD2 Alal6Ala genotipa
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6. Polimorfizam gena za GPX1 je povezan sa fenotipskim karakteristikama

urotelijalnog karcinoma mokracne besike

e postojanje jednog ili oba varijantna GPX1-Leu alela udruZeno je sa nizim
stadijumom bolesti i nizim gradusom tumora, u poredenju sa referentnim

GPX1 Pro200Pro genotipom

7. Polimorfizam gena za SODZ nije povezan sa fenotipskim karakteristikama

urotelijalnog karcinoma mokracne besike

8. Polimorfizam gena za GPX1 i SOD2 ne utice na ukupno preZivljavanje
pacijenata sa metastatskim urotelijalnim karcinomom mokracne beSike koji su

primali cisplatin baziranu hemioterapiju
9. Polimorfizam antioksidantnih enzima SOD2 i GPX1 modulira rizik za

nastanak urotelijalnog karcinoma mokraéne beSike i uti¢e na fenotipske osobine

ovog tumora
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Spisak skracenica

Ala: Alanin

AP-1: Activator protein 1

ATP: Adenozin trifosfat

BCG: Bacillus Calmette - Guerin

CaG: karboplatin i gemcitabin

CI: Confidence interval

CIS: Carcinoma in situ

cTNM: Klinicka Tumor Nodus Metastaze klasifikacija
CYP1A1: Cytochrome P450 1A1

EAU: European Association of Urology

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid

EGFR: Epidermal growth factor receptor

EORTC: European Organisation for Research and Treatment of Cancer
GC: gemcitabin i cisplatin

GFR: Glomerular Filtration Rate

GPX: Glutation peroksidaza

GST: Glutation S-transferaza

HG: High grade

HIF-1: Hypoxia-inducible factor 1

IARC: International Agency for Research on Cancer
KSR: Kiseonicni slobodni radikali

Leu: Leucin

LG: Low grade

MDCT: Multiple detector computed tomography
MIBC: Muscle-invasive bladder cancer

MIR: Mortality-to-incidence ratio

MRI: Magnetic resonance imaging

mRNA: Messenger ribonukleinska kiselina

MVAC: metoreksat, vinblastin, doksorubicin i cisplatin
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NF-kB: Nuclear factor NF-kB

NMIBC: Non-muscle-invasive bladder cancer
NYHA: New York Heart Association

OR: Odds ratio

p53: Tumor protein 53

PAH: Policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici

PCR: Polymerase chain reaction

PD-1: Programmed cell death - 1

PD-L1: Programmed cell death - ligand 1

Pro: Prolin

pTNM: Patoloska Tumor Nodus Metastaze klasifikacija
PUNLMP: Papillary urothelial neoplasm of low malignant potential
RFLP: Restriction fragment length polymorphism
SNP: Single Nucleotide Polymorphism

SOD: Superoksid dismutaza

SPSS: Statistical Package for the Social Sciences
TCC: Transitional cell carcinoma

TNF: Tumor necrosis factor

TNM: Tumor Nodus Metastaze klasifikacija
TURBT: Transurethral resection of Bladder Tumor
UBC: Urothelial bladder cancer

UC: Urothelial carcinoma

UICC: Union International Contre le Cancer

Val: Valin

WHO: World Health Organization

x%: Hi-kvadrat test
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Prilog 1.

Izjava o autorstvu

Potpisani: Predrag Niki¢

broj upisa

Izjavljujem

da je doktorska disertacija pod naslovom

"POVEZANOST POLIMORFIZMA GENA ZA GLUTATION PEROKSIDAZU I
SUPEROKSID DISMUTAZU SA NASTANKOM I PROGRESIJOM KARCINOMA
PRELAZNOG EPITELA MOKRACNE BESIKE"

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada,

o da predloZena disertacija u celini ni u delovima nije bila predloZzena za dobijanje
bilo koje diplome prema studijskim programima drugih visokoSkolskih ustanova,

o da su rezultati korektno navedeni i
e da nisam krsio/la autorska prava i koristio intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis doktoranda

97,04, 201K

U Beogradu,

Iregpad Iheasidy”




Prilog 2.

Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije
doktorskog rada

Ime i prezime autora: Predrag Niki¢

Broj upisa

Studijski program

Naslov rada: "POVEZANOST POLIMORFIZMA GENA ZA GLUTATION
PEROKSIDAZU I SUPEROKSID DISMUTAZU SA NASTANKOM I PROGRESIJOM
KARCINOMA PRELAZNOG EPITELA MOKRACNE BESIKE"

Mentor: Prof. dr Dejan Dragigevié

Komentor: Doc. dr Marija Mati¢

Potpisani: Predrag Niki¢

izjavijujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji
koju sam predao/la za objavljivanje na portalu Digitalnog repozitorijuma Univerziteta

u Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji li¢ni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja
doktora nauka, kao $to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi liéni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u
elektronskom katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis doktoranda

e osaly

07.0%, 2018

U Beogradu,




Prilog 3.
Izjava o kori§éenju

Ovlasc¢ujem Univerzitetsku biblioteku ,Svetozar Markovi¢* da u Digitalni repozitorijum

Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

"POVEZANOST POLIMORFIZMA GENA ZA GLUTATION PEROKSIDAZU I
SUPEROKSID DISMUTAZU SA NASTANKOM I PROGRESIJOM KARCINOMA
PRELAZNOG EPITELA MOKRACNE BESIKE"

koja je moje autorsko delo.

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

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u Beogradu

mogu da koriste svi koji postuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence Kreativne
zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlucio/la.

1. Autorstvo
2. Autorstvo - nekomercijalno

@Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade
4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima
5. Autorstvo — bez prerade

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima

(Molimo da zaokruzite samo jednu od $est ponudenih licenci, kratak opis licenci dat je
na poledini lista).

Potpis doktoranda

M sy

23. 04, 2018

U Beogradu,




