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Ekspresija markera imunosupresije u epitelnim tumorima jajnika i njihova povezanost sa
markerima autofagije

Sazetak

Uvod: Epitelni tumori jajnika ¢ine oko 90% svih ovarijalnih tumora. Poreklo vode od ¢elija
mezotela koje oblazu povrSinu jajnika tj. od epitelnih Mullerian type celija jajovoda. U
odnosu na sposobnost proliferacije epitela, dele se na benigne, maligne i atipicno
proliferiSu¢e tumore (ATP) jajnika. Ovarijalni karcinomi spadaju u grupu malignih
ginekoloSkih tumora sa najve¢om stopom mortaliteta Sirom sveta. Uprkos primenjenoj
terapiji, pacijentkinje sa uznapredovalim stadijumima bolesti vrlo slabo reaguju na do sada
primenjene modalitete leCenja. Ovarijalni karcinomi vrlo efikasno suprimiraju imunoloske
odgovore domacina. U karcinomskim ¢elijama PD-L1 regulatorni mehanizam moze zastititi
tumor od citotoksi¢nih T-limfocita narusavaju¢i antitumorski imunitet. Autofagija je vrlo
bitna u nastanku 1 razvoju neoplasti¢nih procesa, kao i1 u reagovanju tumora na razne oblike
antitumorske terapije. Primec¢eno je da inhibicija PD-1/PD-L1 mehanizma stimuliSe proces
autofagije u tumorskim ¢elijama i omogucava njihovo prezivljavanje.

Ciljevi: Analiza imunohistohemijske ekspresije PD-L1 molekula i markera autofagije p62,
LC3 1 Beclinl u epitelnim tumorima jajnika, u odnosu na histoloski tip tumora, stadijum
tumora, kao 1 njihovu regionalnu distribuciju unutar tumorskog tkiva (centralna u odnosu na
periferna podrucja najinvazivnijeg rasta tumorskog tkiva) i u odnosu na postojanje ili
nedostatak reaktivne limfocitne infiltracije. Analiza potencijalne medusobne povezanosti
karakteristika ekspresije pomenutih markera i njihove povezanosti sa najvaznijim klinickim 1
patohistoloSkim parametrima bolesti.

Materijali i metode: U studiju je ukljuc¢eno 328 pacijentkinja operisanih zbog epitelnih
tumora jajnika u periodu od 2017.-2019. godine, u Klinici za ginekologiju i1 akuSerstvo
Univerzitetskog klinickog centra Srbije u Beogradu. Ovarijalni karcinom (OK) imale su 122
pacijentkinje, APT tumore 42 pacijentkinje, dok su kontrolnu grupu ¢inile 164 pacijentkinje
sa epitelnim benignim ovarijalnim tumorima (BOT). Nakon standardne histoloSke obrade iz
ukalupljenog tumorskog tkiva uzorkovani su vitalni delovi tumora koji su upotrebom 3mm
punkcione igle premestani u recipijentne parafinske kalupe na taj naCin formirajuéi tkivne
mikronizove. Iz ovarijalnih karcinoma su pored centralnih dodatno uzorkovani periferni
delovi tumora sa najizrazenijom limfocitnom reakcijom. Imunohistohemijska analiza
antitelima PD-LI1, p62, LC3 1 Beclinl radena je u Institutu za patologiju Medicinskog
fakulteta u Beogradu. Imunohistohemijsko bojenje analizirano je utvrdivanjem broja
pozitivno obeleZzenih tumorskih ¢éelija procentualno odredenih u odnosu na ukupan broj
tumorskih ¢elija na vidnom polju uveli¢anja x400. Kao pozitivna Celijska reakcija smatra se
bilo koje delimi¢no ili kompletno membransko PD-L1 bojenje najmanje jedne vitalne
tumorske Celije tj. citoplazmatsko bojenje p62, LC3 1 Beclinl antitelima. Definisana su Cetiri
stepena imunoekspresije s obzirom na procenat imunopozitvnih tumorskih ¢elija od ukupnog
broja tumorskih ¢elija 1 to: negativna (0) bez pozitivnih ¢elija ili sa pojedina¢nim pozitivnim
¢elijama (<1%); slaba (1+) ekspresija sa manje od 10% pozitivnih ¢elija; umerena (2+)
ekspresija sa 10-50% pozitivnih ¢elija i jaka (3+) ekspresija sa viSe od 50% ekspresije. Kao
tumori sa visokim stepenom ekspresije smatrani su tumori sa umerenom 1 jakom
imunopozitivno$c¢u. StatistiCka analiza obuhvata deskriptivne i analiticke metode koris¢enjem
odgovarajucih statistickih testova koji su tumaceni na nivou znacajnosti nulte hipoteze od
p<0,05. Statisticka analiza je radena koriS¢enjem softverskog paketa Statistical Package for
Social Sciences 20.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA).

Rezultati: Ekspresija PD-L1 markera je izraZenija u OK u odnosu na APT i BOT. Visok
stepen PD-L1 imunoekspresije je registrovan najces¢e u seroznim OK (79,6%), statisticki



znacajno ces¢e (p<0,001) nego u mucinoznim (30,0%) i1 endometrioidnim (33,3%)
karcinomima jajnika. Visoka ekspresija PD-L1 je bila znacajno c¢es¢a (p=0,007) u seroznim
karcinomima visokog gradusa, high grade serozni karcinomi- HGSC (83,5%), nego u
seroznim karcinomima niskog gradusa, low grade serozni karcinomi- LGSC (50,0%). U svim
tipovima analiziranih karcinoma jajnika, tumori u viSem stadijumu (stadijum III i IV prema
klasifikaciji Internacionalanog udruzenja ginekologa i akusera- FIGO), ¢eS¢e su pokazivali
visoku ekspresiju PD-L1 u odnosu na tumore nizeg stadijuma (stadijumi I 1 II)- (95,2% :
23,1%). U podruc¢jima tumorske invazije PD-L1 imunoekspresija je bila u svim tipovima
karcinoma jajnika statisticki znacajno naglasenija nego u centralnim podruc¢jima tih tumora
(p<0,001). Kada se ove razlike analiziraju u odnosu na histoloski gradus i tip karcinoma,
dobijamo rezultate po kojima je stepen visoke imunoekspresije PD-L1 znacajno visi u
invazivnim podruc¢jima (96,7%) nego u centralnim podru¢jima HGSC (83,5%; p<0,001), dok
statistiCka znacajnost tih razlika izostaje pri poredenju perifernih i centralnih podru¢ja LGSC,
mucinoznih i1 endometrioidnih karcinoma. Znacajno veca ucestalost visokog stepena PD-L1
imunoekspresije zabelezen je u centralnim podru¢jima HGSC karcinoma jajnika u kojima je
postojala intratumorska reaktivna limfocitna infiltracija (84,3%) u odnosu na centralna
podru¢ja tumora bez te infiltracije (50,0%; p=0,003). Imunoekspresija p62, LC3 1 Beclinl je
bila izrazito viSeg stepena u OK u odnosu na APT 1 BOT (p<0,001). Ekspresije markera p62,
LC3 1 Beclinl pokazuju statistiCki znaCajnu pozitivnu korelaciju izmedu centralnih 1
invazivnih delova ovarijalnih karcinoma (p<0,001). Ta korelacija je izrazito pozitivna kada se
analiziraju markeri p62 1 LC3. Stepen imunoekspresije markera autofagije p62 1 LC3 se
nalazi u pozitivnoj korelaciji sa HGSC histoloskim tipom, stadijumom tumorske bolesti i
histoloskim gradusom tumora. Beclinl ekspresija je zastupljenija u preostalim histoloSkim
tipovima ovarijalnog karcinoma. Korelacija Beclinl ekspresije sa stadijumom 1 gradusom
tumora je bila negativna. Stepen ekspresije PD-L1 nije se statisticki znacajno razlikovao od
stepena ekspresije markera autofagije ni u jednom od histoloskih tipova karcinoma jajnika.
Medutim, stepen imunoekspresije u odnosu na centralne i periferne, invazivne delove tumora,
znacajno se razlikovao izmedu PD-L1 i markera autofagije p62 i LC3. Ta razlika ponovo je
izostala pri testiranju Beclinl.

Zakljucak: PD-L1, p62, LC3 1 Beclinl ekspresija je najizrazenija u ovarijalnim
karcinomima. Serozni histoloski tip (HGSC) karcinoma jajnika pokazuje najizrazeniju PD-L1
ekspresiju 1 to u visSim FIGO stadijumima tumorske bolesti. Znacajno visa PD-L1
imunoekspresija postoji u invazivnim nego u centralnim podrucjima HGSC. Dokazana je
pozitivna korelacija viSeg stepena ekspresije PD-L1 u centralnim podru¢jima HGSC sa
stepenom reaktivnog intratumorskog limfocitnog infiltrata. Nije bilo znacajnih razlika u
imunoekspresiji ni jednog od markera autofagije izmedu centralnih 1 invazivnih podrucja OK.
Postoji pozitivna medusobna korelacija u stepenu imunoekspresije markera p62 i LC3, dok ta
korelacija ima negativan smer kada se testira povezanost pomenutih markera sa
imunoekspresijom Beclinl. Odnos ekspresije PD-L1 prema ekspresiji p62, LC3 i1 Beclinl ne
menja se s obzirom na histoloski tip OK, FIGO stadijum, kao ni s obzirom na ostale
prognosti¢ki znaCajne patohistoloske parametre tumorske bolesti. Istovremeno postojanje i
medusobna povezanost ekspresije PD-L1 1 markera autofagije ukazuje na postojanje
simultane aktivacije imunosupresivnih antitumorskih i1 tumorskih autofagnih procesa u OK.
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Expression of immunosuppression markers in epithelial ovarian tumors and their association
with autophagy markers

Abstract

Introduction: Epithelial ovarian tumors are 2/3 of all ovarian tumors. Their origin is from
mesothelial cells that line the surface of the ovaries, ie. of epithelial Mullerian type cells from
uterine tube. In relation to the ability of epithelial proliferation, they are divided into benign,
malignant and atypically proliferating (APT) epithelial ovarian tumors. Ovarian cancer is the
malignant gynecological tumor with the highest mortality rate. Despite the standard therapy
protocols, patients in advanced stages of the disease show poor treatment results. Ovarian
cancer can very effectively suppress the host immune responses. Tumor cells with expressed
PD-L1 protein can activate the imunosupressive regulatory mechanism and protect
themselves from the cytotoxic T-lymphocytes. Autophagy is very important mechanism in
tumorogenesis, as well as in the response of tumors to various form of antitumor therapy.
Inhibition of the PD-1/PD-L1 mechanism has been found to stimulate autophagy in tumor
cells and allow them to survive.

Aim: Analysis of the expression of PD-L1 molecules and markers of autophagy p62, LC3
and Beclinl in tumor cells of epithelial ovarian tumors, their interrelationship and association
with different clinical and histopathological parameters.

Methodology: The study included 328 patients who underwent surgery removal of epithelial
ovarian tumors in the period from 2017. to 2019. year, at the Clinic for Gynecology and
Obstetrics of the University Clinical Center of Serbia in Belgrade. Epithelial ovarian cancer
(EOC) had 122 patients, APT tumors 42 patients, while the control group consisted of 164
patients with epithelial benign ovarian tumors (BOT). After standard histological processing,
vital parts of the tumor were sampled from the tumor tissue blocks, and were transferred to
the recipient paraffin blocks using a 3 mm puncture needle, thus forming tissue microarray.
From ovarian cancers central and invasive tumor parts with the most pronounced
lymphocytic reaction were sampled. Immunohistochemical analysis with antibodies PD-L1,
p62, LC3 and Beclinl was performed at the Institute of Pathology, Medical Faculty in
Belgrade. Positive tumor cells were counted on the x400 power field and their percentage
from the total number of tumor cells was determined. Any convincing partial or complete
linear membrane PD-L1 staining and cytoplasimc p62, LC3 and Beclinl staining in at least
one viable tumor cell we consider as positive reaction. Four categories of expression were
defined: negative (0) without positive tumor cells or with individual positive cells (<1%); low
(1+) expression with less than 10% positive tumor cells; moderate (2+) expression with 10-
50% positive tumor cells and strong (3+) expression with more than 50% expression. Only
tumors with moderate and strong positivity are considered as high expression of the analyzed
markers. Statistical analysis includes descriptive and analytical methods using appropriate
statistical tests that are interpreted at the level of significance of the null hypothesis of p
<0.05. Statistical analysis was performed using the Statistical Package for Social Sciences
20.0 software (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA).

Results: The expression of PD-L1 marker is more pronounced in EOC compared to APT and
BOT. Serous EOCs showed the most pronounced high PD-L1 expression (79.6%),
statistically significantly higher (p <0.001) compared to mucinous (30.0%) and endometrioid
(33.3%) cancers. High PD-L1 expression was significantly more pronounced (p = 0.007) in
high grade serous carcinomas (HGSC) of the ovary (83.5%) than in low grade serous
carcinomas (LGSC) of the ovary (50.0%). Higher FIGO (International Federation of
Gynecology and Obstetrics) stages of tumor disease (III and IV) show significantly more
pronounced high PD-L1 expression compared to lower FIGO stages (95.2%; 23.1%).



Invasive parts of ovarian cancers show more pronounced PD-L1 expression compared to
central ones (p <0.001). HGSC in invasive parts showed a significant frequency of high
(96.7%) PD-L1 expression compared to the central parts. LGSC, mucinous, and endometrioid
ovarian cancers did not show significant differences in PD-L1 expression between invasive
and central carcinoma parts. There is a significantly higher frequency of high PD-L1
expression in the central parts of the cancer (84.3%) with the presence of intratumoral
lymphocyte infiltrate (p = 0.003). The expressions of p62, LC3 and Beclinl markers were
more pronounced in EOC compared to their expressions in APT tumors and BOT (p <0.001).
Expressions of markers p62, LC3 and Beclinl show a statistically significant positive
correlation between central and invasive parts of ovarian cancers (p <0.001). There is a strong
positive correlation between p62 and LC3 marker expressions. Beclinl marker expression is
negatively correlated with p62 and LC3 expression. Expressions of p62 and LC3 markers
were significantly present in patients with HGSC histological type in contrast to Beclinl
expression, which was more present in the remaining histological types of ovarian cancer.
Higher expressions of p62 and LC3 markers were observed in advanced tumor stages
compared to lower ones, which is different from Beclinl expression. Tumor differentiation
(grade) shows a positive correlation with p62 and LC3 expressions and a negative correlation
with Beclinl expression. The frequencies of PD-L1 expression categories were significantly
different from the expressions of p62 and LC3 autophage markers in both central and
invasive parts of the EOC, while the level of Beclinl expression was not significantly
different from the expression levels of PD-L1 marker. The expression of PD-L1 was not
significantly different from the expression levels of autophagy markers in all histological
types of ovarian cancers.

Conclusion: PD-L1, p62, LC3 and Beclinl expressions are most pronounced in epithelial
ovarian cancers. Serous histological type (HGSC) of ovarian cancer shows the most
pronounced PD-L1 expression in higher FIGO stages of tumor disease. Significantly higher
PD-L1 expression is present in invasive parts of HGSC histological type of ovarian cancers
compared to central parts. The association of higher PD-L1 expression in the central parts of
the HGSC with a more pronounced intratumoral lymphocyte infiltrate has been demonstrated.
Expressions of markers p62, LC3 and Beclinl did not show significant differences between
central and invasive parts of ovarian cancers. There is a positive correlation between the
expression of p62 and LC3 markers and a negative correlation with the expression of Beclinl
marker. Expressions of p62 and LC3 markers are significant in the HGSC histological type of
ovarian cancers in contrast to Beclinl expression which is more common in other histological
types. Histological type of ovarian cancer, FIGO stage and other prognostically important
histopathological parameters did not show a significant difference in the presence of PD-L1
expression in relation to the expression of p62, LC3 and Beclinl markers. The combined
presence of expression of PD-L1 and p62, LC3 and Beclinl markers suggests simultaneous
activation of immunosuppressive antitumor and intratumoral autophage processes in ovarian
cancer cells.
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1. UVOD

1.1. Epitelni tumori jajnika (ovarijalni karcinom)

Epitelni tumori jajnika ¢ine oko 90% svih ovarijalnih tumora. Poreklo vode od ¢elija
mezotela koje oblazu povrSinu jajnika tj. od epitelnih Mullerian type jajovoda. U odnosu na
sposobnost proliferacije epitela, dele se na benigne, maligne i atipi¢no proliferiSuc¢e tumore
(APT) jajnika (1, 2).

Epitelni benigni ovarijalni tumori (BOT) su relativno Cesti tumori odli¢ne prognoze.
Retko progrediraju u maligne tumore, osim ako nemaju genetsku predispoziciju kao §to je
mutacija p53 gena (1).

Atipi¢no proliferiSu¢i su ovarijalni tumori epitelnog porekla niskog malignog
potencijala ucestalosti oko 15%. Imaju izrazeniju sposobnost proliferacije u odnosu na BOT.
Obicno se dijagnostikuju u ranim FIGO (Internacionalano udruZenje ginekologa 1 akuSera)
stadijumima, kod mladih pacijentkinja. NajceS¢e su bez nekroze i ne pokazuju zankove
invazije. Dijagnostika APT tumora podrazumeva prisustvo atipije i1 proliferacije najmanje
10% epitela tumora. Tumori koji pokazuju manje od 10% izmenjenog epitela definiSu se kao
cistadenomi sa fokalnom proliferacijom 1 pokazuju vise benigno biolosko ponasanje.
Prognoza bolesti kod ovih pacijentkinja je daleko bolja u odnosu na ovarijalne karcinome
(OK) (D).

Ovarijalni karcinomi spadaju u grupu malignih ginekoloskih tumora sa najve¢om
stopom mortaliteta Sirom sveta. Smatra se da je osmi najces¢i po oboljevanju i osmi najcesc¢i
uzrok smrti od karcinoma kod Zena (3). Procenjuje se da je u 2020. godini registrovano 313
959 novih slucajeva obolelih od karcinoma ovarijuma Sirom sveta, sa 207 252 smrtnih ishoda
(3). OK cesto metastaziraju transcelomski, zbog ¢ega su Cesti tumorski depoziti u omentumu
kao 1 prisustvo ascitesa (1).

Zbog vrlo nespecificnih simptoma i ograni¢enih metoda skrininga, dijagnoza se
obi¢no postavlja u uznapredovalim FIGO stadijumima III i IV (Tabela 1). Pacijentkinje u
ranom stadijumu bolesti (FIGO I) imaju oko 85% desetogodiSnjeg prezivljavanja.
DesetogodiSnje prezivljavanje se smanjuje na 18% u slucaju regionalno proSirene bolesti
(stadijum III ) ili ukoliko postoje udaljene metastaze kod stadijuma IV (4, 5).

Imajuci u vidu navedene podatke dolazi se do zakljucka da je karcinom ovarijuma,
uprkos dosadas$njim istrazivanjima i savremenim modalitetima leCenja i dalje bolest sa
niskom stopom prezivljavanja, bez adekvatnih preventivnih mera i postupaka koji bi doveli
do ranije dijagnoze, u ranijim stadijumima bolesti.



Tabela 1. FIGO Kklasifikacija za stadiranje ovarijalnog karcinoma (2018 . godina)

1 Tumor ogranicen na jajnike ili tube

Tumor ogranicen na jedan jajnik (intaktna kapsula) ili tube; nema tumora na povr3ini jajnika ili tube; nema malignih éelija u
ascitesu ili u peritonealnoj lavaZi
Tumor ogranifen na oba jajnika (intaktna kapsula) ili tube; nema tumora na povrsini jajnika ili tube; nema malignih €elija u

L ascitesu ili u peritonealnoj lavaZi

[ Tumor ograni€en na jedan ili oba jajnika ili tube sa nekom od slede€ih karakteristika

ica Jatrogeno rasejavanje tumorskih celija intraoperativno

iz Ruptura kapsule jajnika pre operacije ili prisustvo tumora na povrsini jajnika ili tube

I3 Maligne ¢elije prisutne u ascitesu ili u peritonealnoj lavaZi

n Tumor zahvata jedan ili oba jajnika/tube sa diseminacijom tumora unutar karlice

na Diseminacija tumora ifili prisustvo implanta na uterusu ifili tubama ifili jajnicima

113 Diseminacija tumora na druga intraperitonealna tkiva karlice

m Tumor zahvata jedan ili oba jajnika/tube; ili je primarni peritonealni karcinom, sa citologki ili histologki potvrdenom
diseminacijom po peritoneumu izvan karlice ifili sa metastazama u retroperitonealnim limfnim &vorovima

1A Metastaze u retroperitonealnim limfnim évorovima sa ili bez mikroskopski verifikovanom peritonealnom diseminacijom izvan
karlice

A1 Porzitivni retroperitonealni limfni &vorovi samostalno (citoloski ili histoloski potvrdeno)

mA1{i) Metastaze <10 mm u najvecoj dimenziji*

A1) Metastaze >10 mm u najvecoj dimenziji*

e Mikroskopska ekstrapelviéna (iznad granice karlice) peritonealnadiseminacija sa ili bez pozitivnih retroperitonealnih limfnih
Evorova

e Makroskopske peritonealne metastaze iznad granice karlice <2 cm u najvecoj dimenziji, sa ili bez metastaza u
retroperitonealnim limfim &vorovima

e Makroskopske peritonealne metastaze iznad granice karlice >2 em u najvecoj dimenziji, sa ili bez metastaza u
retroperitonealnim limfnim évorovima**

v Udaljene metastaze isklju€ujuéi peritonealne metastaze

IVA Efuzija pleure sa pozitivnim citoloSkim nalazom

IVB Metastaze u organe izvan trbusne duplje {uklju€ujuéi preponske limfne évorove i limfne &vorove izvan trbusne duplje)

* Odnosi se na dimenziju tumora, ne na dimenziju limfnog ¢vora.

** UkljuCuje diseminaciju tumora na kapsulu jetre 1 slezine bez njihove parenhimske
infiltracije.

*#* Parenhimske metastaze su u stadijumu [VB. Tumor koji infiltriSe zid creva zahvatajuci
mukozu pripada stadijumu IVB. Transmuralna infiltracija visceralnih struktura je takode u
stadijumu IVB.



1.1.1. Klini¢ka prezentacija ovarijalnog karcinoma

Ovarijalni karcinom se najces¢e prezentuje kao uznapredovala bolest, s obzirom da je
rani stadijum bolesti uglavnom asimptomatski. UobiCajeni simptomi ukljucuju distenziju
abdomena, promene u praznjenju creva, vaginalno krvavljenje ili bol. Simptomi pritiska, kao
Sto su ucestalo mokrenje ili opstipacija, mogu biti posledica velike pelvicne mase.
Udruzenost simptoma napetog, uvecanog abdomena i urinarnih tegoba primeceno je kod 43%
pacijentkinja sa suspektnom dijagnozom ovarijalnog karcinoma, od ¢ega su samo kod 8%
svih pacijentkinja ovi simptomi bili vezani za druge bolesti. Jedan od najvaznijih klini¢kih
znakova ovarijalnog karcinoma je fiksirana, nejasno ograni¢ena pelviéna masa, koja se
najbolje palpira vaginalnim pregledom. U uznapredovalim klinickim oblicima mogu se
dijagnostikovati ascites, pleuralna efuzija, palpabilni limfni nodusi. Takode se moze
detektovati paraneoplasti¢ni sindrom koji najces¢e podrazumeva hiperkacemiju uslovljenu
supstancama slicnim parathormonu koje izlucuju tumorske ¢celije (5).

1.1.2. HistoloS$ki tipovi ovarijalnog karcinoma

Ovarijalni karcinom pokazuje nekoliko histoloskih tipova koji imaju razli¢ite faktore
rizika, celijsko poreklo, molekularne mehanizme nastanka tumora, klini¢ku sliku, prognozu i
terapiju (Slika 1). Tri najzastupljenija histoloska tipa epitelnog ovarijalnog karcinoma su:
serozni, mucinozni 1 endometrioidni. Svetlocelijski (clear cell) karcinom je takode cest u
ve¢im dijagnostickim centrima. Redi histoloSki tipovi podrazumevaju tranziciocelularni
(Brenner-ov) karcinom 1 jo§ rede sitnocCelijske (small cell) karcinome. Karcinosarkom,
mesSoviti tumor sa udruzenim prisustvom maligne epitelne i mezenhimalne komponente, je
relativno redak tumor (6).

Serozni visokogradusni ,,high grade* ovarijalni karcinom (HGSC) je najcesci
histoloski tip karcinoma jajnika (oko 70% svih ovarijalnih karcinoma). To je karcinom sa
loSom prognozom koji se u oko 75% slucajeva dijagnostikuje u FIGO stadijumu III ili IV.
PetogodiSnje prezivaljavanje kod takvih pacijentkinja je 40% (7). Low grade serous
carcinoma (LGSC) pokazuje prognosticki vrlo razli¢ite karakteristike 1 posledi¢no primenu
terapijskih postupaka u leCenju. Po nekim autorima LGSC bi mogao biti izdvojen kao
poseban histoloski tip tumora. HGSC najverovatnije ima poreklo u epitelu jajovoda, koji
nakon maligne transformacije zahvata parenhim jajnika. Diferencijalno dijagnosticki izazov i
tema daljih istraZivanja je razlikovanje HGSC porekla tube, primarnog peritonealnog porekla
1 temeljnije ispitivanje moguceg porekla mezotela sa povrSine jajnika (6).

Mucinozni ovarijalni karcinom je redak primarni tumor jajnika (12%). Najcesce
predstavlja metastaze gastrointestinalnog porekla (77%). KarakteriSu ga svetlije tumorske
¢elije ispunjene mucinom, intestinalnog tj. endocervikalnog histoloskog podtipa. Pokazuje
dve najceSce forme rasta: ekspanzivnu 1 infiltrativnu. Ekspanzivnu formu rasta karakteriSu
umnozeni, konfluentni mucinozni neoplasti¢ni acinusi, oskudne okolne strome u kojoj nema
ociglednih znakova invazije. Infiltrativni nacin rasta pokazuje jasnu infiltraciju strome, ¢esto
dezmoplasti¢no izmenjene. Infiltrativni na¢in rasta je povezan sa lo$ijom prognozom olesti u
odnosu na ekspanzivni. Cesto se uo¢ava dosta ekstracelularnog mucina koji moZe biti
ekstenzivan 1 moZe se §iriti unutar peritonealne duplje, Sto ukazuje na najverovatije primarno
poreklo apendiksa (pseudomyxoma peritonei). Prezivljavanje pacijentkinja sa mucinoznim
ovarijalnim karcinomom je u velikoj meri odredeno stadijumom bolesti. Za razliku od FIGO I
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stadijuma u kome je prezivljavanje oko 92%, u FIGO 1II i viSim stadijumima bolesti ono
drasti¢no opada na oko 32% i manje (6, 8).

Endometrioidni karcinom jajnika ¢ini oko 10-15% svih primarnih ovarijalnih
karcinoma. Najcesc¢e se dijagnostikuje u ranim stadijumima tumorske bolesti, nizeg gradusa.
Prezivljavanje pacijentkinja sa endometrioidnim ovarijalnom karcinom u FIGO I stadijumu je
oko 95%, dok je u uznapredovalim stadijumima oko 51%. Endometrioza i endometrioti¢ne
ciste su vrlo Cesto udruzene sa endometrioidnim karcinomima, zbog ¢ega se smatra da imaju
ulogu u patogenezi ovih tumora (6, 9).

Zastupljenost histoloSkog gradusa bolesti je takode zastupljenija kod odredenih
histoloskih tipova. Serozni histoloski tip ovarijalnog karcinoma je naj¢es¢e visokogradusni
»high grade*, sa vrlo loSom prognozom. Mucinozni ovarijalni karcinomi najceS$¢e imaju nizi
gradus 1 stadijum bolesti 1 udruzeni su sa boljim prezivljavanjem u odnosu na ostale tipove (6,
10, 11).



Slika 1. Najces¢i histoloski tipovi ovarijalnih karcinoma. A. High grade serozni karcinom
(x100), B. Low grade serozni karcinom (x100), C. Mucinozni karcinom (x100), D.
Endometrioidni karcinom (x100).



1.1.3. Genetske karakteristike ovarijalnog karcinoma

Definisane su genetske razlike unutar histoloskih tipova ovarijalnog karcinoma.
Serozni karcinomi uglavnom pokazuju mutaciju Breast cancer 1 i 2 (BRCAl i BRCA2)
gena, dok mucinozni karcinomi uglavnom imaju KRAS mutacije (2, 5). Pacijentkinje sa
BRCA2 mutacijama imaju bolje prezivljavanje u odnosu na one sa BRCAI1, najverovatnije
zbog vece senzitivnosti takvih pacijentkinja na primenu platinskih hemioterapeutika. Brojni
drugi geni regulatori popravke DNK mogu ucestvovati u nastanku ovarijalnog karcinoma kao
Sto su RADS51C, RAD51D, BRIP1, BARDI, PALB2 geni regulatori Fanconi anemija- BRCA
signalnog puta (5).

Nasledni kancerski sindrom Lynch podrazumeva najéesce ovarijalni, endometrijalni 1
kolorektalni karcinom. Pacijentkinje sa Lynch sindromom imaju povecani rizik za nastanak
ovarijalnog karcinoma. Lynch sindrom karakteriSu nasledne mutacije gena popravke DNK:
MLHI1, PMS2, MSH2, MSH6. SvetlocCelijski 1 endometrioidni histoloski tip ovarijalnog
karcinoma Cesto se nalaze u sklopu Lynch sindroma (2, 5).

HGSC najces¢e sadrzi mutaciju p53 gena ¢ija se imunohistohemijska ekspresija
standardno analizira u dijagnostici. Ekspresija pS3 markera je znacajna kod HGSC izuzev
kod ,,wild type* forme gena kada ova ekspresija izostaje. Hipermetilacija promotora BRCA1
gena moze se detektovati kod HGSC. Poremecaji signalnih puteva PI3K, RAS-MEK, Notch,
forkhead box protein M1 (FOXM1), kao 1 veliki broj kopija somatskih mutacija gena
ukljucenih u regulaciju ovih puteva pronadeni su u HGSC. Mutirani geni bitni zbog moguceg
ciljanog terapijskog delovanja na njih su AURKA, ERBB3, CDK2, MTOR, BRD4, MYC.
Analizom profila ekspresije gena HGSC je podeljen u Ccetiri podtipa: diferentovan,
imunoreaktivan, mezenhimni i proliferativni, pri ¢emu svaki podtip pokazuje drugaciji ishod
bolesti. Svetlocelijski karcinom jajnika najceS¢e pokazuje mutacije ARID1A, PIK3CA,
PTEN gena. BRAF i KRAS mutacije ¢este su kod LGSC. Visokogradusni endometrioidni
ovarijalni karcinomi imaju slicne genetske mutacije kao HGSC. Najes¢e mutacije
zabelezene kod mucinoznih ovarijalnih karcinoma pored KRAS su: BRAF, CDKN2A,
RNF43, ELF3, GNAS, ERBB3, KLF5 (5).

Svetloc¢elijski ovarijalni karcinomi sa genetskom mikrosatelitskom nestabilnos¢u
imaju specificne imunoloske karakteristike. Kod pacijentkinja obolelih od ove vrste tumora
detektovano je izrazenije prisustvo CD8+ T-limfocita i izraZenija ekspresija programmed
death 1 (PD-1) markera na tumor infiltriSu¢im limfocitima, ukazuju¢i na moguce znacajnije
efekte leCenja inhibitorima programmed death 1- programmed death ligand 1 (PD-1/PD-L1)
mehanizma u odnosu na HGSC 1 svetlocelijski karcinom jajnika bez ovog genetskog defekta

(7).



1.1.4. Dijagnostika ovarijalnog karcinoma

Ultrazvuénim pregledom pacijentkinja sa ovarijalnim karcinomom najcesée se
detektuje solidnocisti¢na, nepravilna tumorska masa u projekciji adneksa. Cisti¢na tumorska
komponenta je uglavnom multilokularna, anehogenog do hipoehogenog sadrzaja.
Magnetnom rezonancom i kompjuterizovanom tomografijom preciznije se definiSu
izmenjene anatomske strukture i detektuju moguci metastatski tumorski depoziti.

Dijagnostika 1 praéenje terapijskih efekata leCenja ovarijalnog karcinoma
podrazumevaju merenje koncentracije tumorskog markera Cancer Antigen 125 (CA125) u
serumu obolelih pacijentkinja. Kod vise od 80% pacijentkinja sa ovarijalnim karcinomom
vrednosti CA125 su poviSene (>35 IU/L) 1 to uglavnom u uznapredovalim stadijumima
bolesti. U ranim stadijumima bolesti samo 50% pacijentkinja ima povisene vrednosti CA125
u poredenju sa 90% pacijentkinja sa uznapredovalom boles¢u, Sto ukazuje da CA125 nije
pouzdan screening marker za ranu detekciju ovarijalnog karcinoma (11).

Tumorski marker CAI125 nije u potpunosti specifican za dijagnozu ovarijalnog
karcinoma, s obzirom da 1% zdrave populacije 1 6% pacijenata sa benignim oboljenjima, kao
Sto je endometrioza, trudnoca, inflamatorni procesi u maloj karlici, imaju vrednosti CA125
iznad normalnih opsega. PoviSene vrednosti CA125 markera se najcesce detektuju kod
serozng 1 endometrioidnog tipa ovarijalnog karcinoma, dok je kod mucinoznih,
svetlocelijskih 1 ,, borderline* tumora nivo CA125 obi¢no diskretno promenjen. Mnogi drugi
karcinomi mogu takode pokazati poviSene vrednosti CA125 serumskog markera kao §to su:
karcinom endometrijuma, dojke, pankreasa, pluca, gastrointestinalnog trakta. Vrednosti
CA125 markera su posebno varijabilne kod premenopauzalnih Zena, obzirom na mogud
porast nivoa u periodu ovulacije. Kod postmenopauzalnih Zena sa suspektnom tumorskom
masom, senzitivnost CA125 markera u prognostiCkom smislu je 98%. Human Epididymis
Protein 4 (HE4) marker u odnosu na CA125 ima vecu senzitivnost kod premenopauzalnih
zena 1 u ranijim stadijumima ovarijalnog karcinoma. Udruzenom analizom markera CA125 i
HE4 dobija se bolja senzitivnost u dijagnostici ovarijalnog karcinoma. ROMA index i index
malignosti su takode neizostavni dijagnosticki parametri ovarijalnog karcinoma. ROMA
index definiSe udruzeno tumacenje serumskih koncentracija CA125 i HE4 markera, kao i
uticaj reproduktivne dobi. Index malignosti kombinuje vrednosti CA125 markera u serumu sa
ultrazvu¢nim nalazom 1 reproduktivhom dobi pacijentkinje. Ovi indexi nastali kombinacijom
razli¢itih prognosti¢kih parametara imaju dosta vecu dijagnosticku senzitivnosti u odnosu na
pojedinacne markere (5, 11-13).



1.1.5. Terapija ovarijalnog karcinoma

Hirurske procedure su terapija izbora u leCenju ovarijalnog karcinoma. U cilju
preciznog odredivanja stadijuma bolesti definisani su protokoli na osnovu kojih se bioptiraju i
hirurski tretiraju anatomske strukture od znacaja. HirurSke procedure za odredivanje
stadijuma bolesti (stejdzing) pre svega podrazumevaju histerektomiju sa bilateralnom
adneksektomijom, zatim infrakoliénu omentektomiju, ekstirpaciju limfnih nodusa (ilija¢no i
paraaortalno), multiple biopsije peritoneuma iz suspektnih delova. Postupkom peritonealne
lavaze dobija se citoloski dijagnosti¢ki materijal (5, 14).

Ukoliko se radi o ranom ovarijalnom karcinomu, moguce je primeniti konzervativni
hirurski pristup. Ovo je naroCito vazno za mlade Zene koje Zele da ocuvaju fertilitet.
Medutim, indikacije za ovakvu postednu hirurgiju kojom se otklanjaju samo adneksa sa jedne
strane, omentum 1 istostrane limfne Zlezde, moguce je promeniti samo kod atipi¢no
proliferiSu¢eg tumora ili kod dobro diferentovanog tumora epitelnog tipa stadijuma Ia
ukoliko je intracisti¢an, nerupturiran, neadherentan 1 ako je negativna peritonealna lavaza.

Kod uznapredovalih stadijuma bolesti zlatni standard je primarna citoreduktivna
hirurgija ukoliko stanje patijentkinje i prosirenost bolesti dozvoljavaju ekstenzivnu hirurgiju.
Maksimalna citoredukcija je jedan od najvaznijih prognosti¢kih faktora kod pacijentkinja sa
uznapredovalim ovarijalnim karcinomom. Primarni cilj operativnog postupka ima za cilj da
otkloni onoliko tumora koliko je moguce uciniti bezbedno po pacijentkinju, to jest da ostavi
minimalnu ili nikakvu makroskopsku rezidualnu bolest.

Primena adjuvantne hemioterapije na bazi platine kod pacijentkinja u ranom
stadijumu bolesti zavisi od gradusa i histoloSkog tipa tumora. Mnoge pacijentkinje u I
stadijumu bolesti, tumora gradusa 1 ne primaju hemioterapiju nakon operacije ukoliko je
hirurski tacno odreden stadijum bolesti. Medutim pacijentkinje sa karcinomom gradusa 2 1
veceg, kao 1 one sa unapred definisanim visokogradusnim histoloskim tipovima karcinoma
(HGSC 1 svetlocelijski karcinom), dobijaju sistemsku adjuvantnu platinsku hemioterapiju.
Kod uznapredovalih stadijuma bolesti, pored platinskih hemioterapijskih lekova dodatno se
primenjuje Paclitaxel, kao i Cisplatina intraperitonealno. Istrazuju se efekti udruzene primene
platinskih lekova (Cisplatina, Carboplatina), taksana (Paclitaxel, Docetaxel) kao 1 inhibitora
angiogeneze (Bevacizumab). Udruzenje European Medicines Agency (EMA) je 2011. godine
odobrilo upotrebu Bevacizumaba u kombinaciji sa Carboplatinom i1 Paclitaxelom kod
pacijentkinja sa novodijagnostikovanim, uznapredovalim ovarijalnim karcinomom, pri ¢emu
su efekti leCenja zadovoljavajuci (15).

Novija terapijska reSenja podrazumevaju poly ADP-ribose polymerase (PARP)
inhibitore i1 inhibitore angiogeneze, posebno efikasne kod pacijentkinja sa relapsom bolesti.
PARP protein pomaze tumorskim ¢elijama prilikom popravke DNK. Kancerske celije sa
mutiranim BRCA genima ve¢ imaju oSteCen mehanizam popravke DNK. Inhibiranjem
funkcije PARP molekula ¢elije u potpunosti gube moguénost reparacije DNK 1 umiru. PARP
inhibitori, konkretno Olaparib u samostalnoj primeni, pokazao je povoljne terapijske efekte
kod 30% pacijentkinja sa relapsom ovarijalnog karcinoma, pri ¢emu su najbolji razultati bili u
slu€ajevima sa prisutnim BRCA mutacijama, kod pacijentkinja osetljivih na platinske
hemioterapeutike (16).



1.2. Uloga imunolo$kog antitumorskog odgovora kod ovarijalnog karcinoma

Uloga imunoloskog sistema u nastanku karcinoma je izuzetno znacajna ali i dalje
nedovoljno jasna. Antitumorski imunoloski odgovor je sacinjen od serije uzastopnih procesa
koji ¢ine takozvani Cancer- Immunity Cycle (17). Inicijalno dolazi do oslobadanja tumorskih
antigena u ekstracelularni prostor pri ¢emu oni postaju dostupni dendriti¢nim ¢elijama koje ih
fagocituju, preraduju 1 eksprimiraju na svojoj povrSini u sklopu molekula
histokompatibilnosti (MHC I i MHC II). Nakon prepoznavanja prezentovanih tumorskih
antigena na dendriticnim ¢éelijama, sledi aktivacija specifi¢nih limfocita, uz udruzeno dejstvo
brojnih citokina i faktora okoline. Aktivirani citotoksi¢ni T-limfociti su najangazovanija
populacija efektornih imunoloskih ¢elija koje putem krvi dospevaju do ciljanih tumorskih
¢elija 1 nakon prepoznavanja ih wuniStavaju svojim intracelularnim enzimima 1
medureceptorskim signalima. Na taj nacin se oslobada jo$ viSe novih tumorskih antigena koji
putem istog procesa dalje indukuju antitumorski imunoloski odgovor (17).

Kod pacijenata obolelih od karcinoma, neki od prethodno opisanih delova ciklusa
izostaje. Neprepoznavanje tumorskih antigena, poremecena uloga dendriticnih celija sa
posledi¢no neadekvatnom prezentacijom tumorskih antigena, mogu dovesti do aktiviranja
pogresnih Celijskih populacija koje nemaju odgovaraju¢u ulogu u odbrani domacina. U
takvim situacijama vrlo Cesto dolazi do aktiviranja mnogo veceg broja regulatronith T-
limfocita (Treg), sa vrlo slabom zastupljenoS¢u efektornih T-limfocita. Treg-limfociti
suprimiraju imunoloski odgovor domacina i njihovo prisustvo je u pozitivnoj korelaciji sa
loSom prognozom. Zastupljenost Treg-limfocita je veca u rekurentnim karcinomima u odnosu
na primarne tumore. Po nekim istrazivanjima Treg-limfociti su ja¢i prognosti¢ki faktor u
odnosu na histopatoloski tip karcinoma (17-19). Takode postoji populacija regulatornih B-
limfocita oznacena kao tumor-induced B regulatory cells (tBregs) koja nastaje od uobicajenih
B-limfocita kao odgovor na jo§ neprepoznate tumorske antigene. Smatra se da je funkcija
tBreg limfocita podsticanje stvaranja Treg-limfocita aktivacijom signalnog puta TGF-B 1
receptora TGF-P tip I. Veca koncentracija tBreg-limfocita povezana je sa ve¢im metastatskim
potencijalom pojedinih tumora (20).

Supresija antitumorskog imunoloSkog odgovora domacina je jedan od glavnih
mehanizama pomocu kojeg tumorske ¢elije obezbeduju svoje prezivljavanje. Dok imunoloski
sistem ima ulogu da ograniava rast tumora, imunosupresivne celije u mikrookruzenju
tumora, kao $to su supresorne ¢elije mijeloidnog porekla (myeloid-derived suppressor cells -
MDSC), ¢elije prirodne ubice (natural killer cells - NK), regulatorne T ¢elije, makrofagi
udruZeni sa tumorom (tumor associated macrophages - TAM) 1 druge, mogu dodatno
suprimirati imunoloski sistem i na taj nacin ubrzati rast tumora. Takve celije redukuju
efikasnost imunoterapije, a istrazivanje njihovih interakcija i uloga moze doprineti boljim
terapijskim reSenjima (20-22).

TAM C¢elije imaju drugacije podtipove u razli¢itim tumorima. Kod karcinoma jajnika
prisustvo TAM ¢elija povezano je sa loSijom prognozom bolesti. Tumorsko mikrookruZenje
sadrzi citokine IL-4, IL-10, IL-13, TGF-B koji mobiliSu TAM ¢elije i dovode do stimulacije
imunosupresije. Prisutna je pozitivna korelacija izmedu serumskih niova citokina IL-6 1 IL-10
1 progresije ovarijalnog karcinoma. IL-6 indukuje ekspresiju receptora za IL-8 koja dovodi do
aktivacije Treg-limfocita i imunosupresije kod tumora koji sekretuju IL-8. TAM ¢elije takode
aktiviraju Treg-limfocite i na taj nacin dodatno remete efektorni T-limfoctini imunoloski
odgovor. PoviSene koncentracije razli¢itih proteaza u tumorskom okruzenju koje promovisu
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nastanak metastaza, kao i1 luCenje proangiogenih faktora znacajnih za tumorski rast,
stimulisani su TAM ¢elijama. Imunosupresivni uticaj MDSC ¢elija i njihova koncentracija u
perifernoj krvi povezani su sa ve¢om agresivnos¢u tumora i viSim stadijumom bolesti. MDSC
¢elije ostvaruju svoj imunosupresivni uticaj posredstvom enzima ukljucenih u metabolizam
arginina 1 inhibiraju aktivnost NK ¢elija. Takode promovisu rast tumora lucenjem
proangiogenih faktora kao Sto je Vascular endothelial growth factor (VEGF). Mnogi tumori
formiraju egzozome, male intracelularne vezikule sa znacajnom ulogom u izbegavanju
imunoloskog sistema koje svoju imunosupresivnu funkciju ostvaruju inhibicijom efektornih
T-limfocita i NK ¢elija, serijom sloZzenih molekularnih procesa, kao i posredstvom promocije
stvaranja MDSC ¢elija u mikrookruzenju tumora. Fibroblasti u tumorskom mikrookruzenju
lu¢enjem svojih medijatora vrSe supresiju efektorskih T-limfocita koji gube sposobnost da
migriraju do tumorskih ¢elija 1 ostvare svoje citotoksi¢ne funkcije (19, 20, 23, 24).

Lokalna infiltracija tumor antigen specificnim T-limfocitima u mikrookruZenju
tumora prvi put je opisana 1991. godine. Od tada brojne studije istrazuju povezanost izmedu
tumor infiltriSu¢ih limfocita (TIL) 1 drugih prognosti¢kih parametara (25, 26). Primeceno je
da je subpopulacija citotoksi¢énih CD8+ T-limfocita prognosticki faktor koji najvise korelira
sa povoljinm ishodom bolesti. Visok broj TIL-a je takode pokazao znaajan porast
prezivljavanja obolelih od karcinoma jajnika, sugeriSuc¢i da bi takav antitumorski imunoloski
odgovor mogao biti ispitan kao jedna od trapijskih strategija (27-29). Dokazana je povezanost
TIL-a sacinjenith od CD3+ i CD8+ T-limfocita 1 duZeg preZivljavanja pacijentkinja obolelih
od karcinoma jajnika, nezavisno od histoloSkog tipa, gradusa i stadijuma tumorske bolesti
(30). Populacija infiltriSu¢ih tumorskih limfocita razicita je u donosu na stadijume tumorske
bolesti ovarijalnog karcinoma. U uznapredovalim stadijumima FIGO III i IV prisutna je veca
zastupljenost regulatornih T-limfocita 1 MDSC ¢elija, u odnosu na nize stadijume bolesti

31).

Brojni su mehanizmi koje tumorske ¢elije razvijaju u cilju izbegavanja antitumorskog
imunoloSkog odgovora. Najzastupljeniji mehanizmi ukljucuju supresiju eksprimiranja tumor
specificnih antigena na povrSinama tumorskih celija, nishodnu regulaciju molekula
histokompatibilnosti (MHC), prekomernu ekspresiju antiapoptotskih proteina (bcl-2),
povecanje broja imunosupresivnih, regulatornih T-limfocita. Ekspresijom inhibitornih
povrsinskih proteina, kao Sto su cytotoxic T lymphocyte associated antigen 4 (CTLA-4) i
programmed death 1- programmed death ligand (PD-1/PD-L1) regulatorni mehanizam,
aktiviraju se imunosupresivni regulatorni putevi koji vrlo efikasno suprimiraju imunoloske
odgovore domacina. Cilj ovakve ekspresije je kamufliranje 1 izbegavanje imunoloSke
detekcije tumorskih ¢éelija (32).
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1.3. PD-L1/PD-1 imunosupresivni regulatorni mehanizam

Imunoloski ,,checkpoint” mehanizmi svoju funkciju ostvaruju prilikom vezivanja
antigena za receptor T-limfocita. Oni svojom kostimulatornom funkcijom mogu modifikovati
uticaj spajanja receptora i antigena u smislu stimulacije ili inhibiranja. Dva za sada
najistraZzenija imunosupresivna ,,checkpoint* mehanizma su PD-1/PD-L1 i CTLA-4 kontrolni
punktovi. CTLA-4/B7 signalni put podrazumeva vezivanje B7 molekula (B7-1, B7-2) sa
CTLA-4 molekulom eksprimiranim na povr$ini antigen prezentuju¢ih ¢elija i T-limfocita.
Ovaj signalni put ima funkciju supresije T-limfocitnog receptora tj. inhibicije imunoloskog
odgovora. Vezivanjem PD-L1 ili PD-L2 za PD-1 receptor aktiviraju se inhibitorni signali koji
suprimiraju aktivnost T-limfocita. Gubitak funkcije efektorskih T-limfocita identifikovano je
studijama sa hroni¢nim virusnim infekcijama kod miSeva u kojima je utvrdeno da je sprega
PD-L1/PD-1 vazna negativna povratna sprega koja osigurava imunoloSku homeostazu i
krucijalna je za ogranicavanje antitumorskog imuniteta (33-36).

Povrsinski ¢elijski receptor programirane Celijske smrti (PD-1) je prvi put otkriven
1992. godine kao regalutorni gen u T Ccelijskim hibridomima i1 na hematoloskim
progenitornim ¢elijama. Predstavlja imunosupresivni, koinhibitorni molekul iz grupe CD28
T-limfocitnih receptora. PD-1 (CD279) je transmembranski protein sacinjen od 288
aminokiselina, sa transmembranskim delom koji je predstavljen imunoglobulinskim (Ig)
domenom. Transmembranski deo, udruzen sa intracelularnim delom cine aktivni deo
¢elijskog receptora koji je povezan sa inhibitornim intracelularnim mehanizmom i regulisan
putem fosforilizacije tirozina. Vezivanjem PD-1 receptora za T-limfocitni receptor dolazi do
fosforilizacije citoplazmatskog dela tirozina, posledicne defosforilizacije RAS proteina 1
PI3K regulatronog puta (phosphatidylinositol 3-kinase), $to sve dovodi do inhibicje
nishodnih regulatornih signalnih puteva. PD-1 protein se eksprimira na T 1 B-limfocitima,
NK ¢elijama, dendritiénim ¢elijama 1 aktiviranim monocitima. PD-1 molekul CD28 pripada
grupi receptora koji se eksprimiraju na aktiviranim T-limfocitima. Ima znacajnu funkciju u
regulaciji centralne i periferne T-limfocitne tolerancije, u cilju izbegavanja autoimunih
poremecaja. Takode utiCe na regulaciju diferencijacije memorijskih T-limfocita. PD-1
receptor saCinjava deo inhibitornog receptorskog spoja zajedno sa svojim ligandom PD-L1
proteinom 1 manje ucestalim PD-L2 ligandom (28, 34, 35, 37).

PD-L1 (B7-H1, CD274) receptor je takode transmembranski protein, saCinjen od
290 aminokiselina. Najvec¢i deo PD-L1 receptora je ekstracelularni u kome se nalazi vezujuci
domen za PD-1 protein. Mnogi tipovi ¢elija mogu eksprimirati PD-L1 ligand, ukljucujuci
tumorske celije pluca, jajnika, melanoma, debelog creva. Imunoloske ¢elije nakon stimulacije
interferonom gama (IFN-y) takode eksprimiraju PD-L1 protein (T-limfociti, B-limfociti, NK
¢elije, dendriti¢ne Ccelije, makrofagi). PD-L1 ligand se takode uocava na aktiviranim
vaskularnim endotelnim ¢elijama, mezenhimalnim stem ¢elijama, mastocitima izolovanim iz
kostane srzi. Ekspresija PD-L2 (B7-H2, CD273) je dosta manja u odnosu na PD-L1. PD-L2
se uglavnom eksprimira na dendriti¢énim ¢elijama, makrofagima i mastocitima iz koStane srzi
(28, 34, 38).

Kontrolni punkt PD-1/PD-L1 ima vrlo bitnu ulogu u ocuvanju integriteta
imunoloskog sistema organizma (Slika 2). U tumorskim ¢elijama PD-1/PD-L1 regulatorni
mehanizam moZe za$tititi tumor od citotoksi¢nih T-limfocita naruSavaju¢i antitumorski
imunitet na dva nacina. Prvi je u limfnim nodusima, gde prekomerna ekspresija PD-L1 na
TIL-u moZe sprec€iti aktivaciju novih citotoksi¢nih T-limfocita u limfnim nodusima i
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posledi¢no uniStenje tumora. Drugi je u mikorokruzenju tumora gde ushodna regulacija PD-
L1 na dendriti¢nim ¢elijama dovodi do deaktivacije citotoksi¢nih T-limfocita. U oba slucaja
interakcija PD-L1 sa svojim receptorom PD-1 na povrSini T-limfocita suprimira njihovu
funkciju, indukuju¢i T-limfocitnu toleranciju, inhibira proliferaciju T-limfocita, produkciju
citokina i pomaze imunoloskom neprepoznavanju tumorskih ¢elija (39, 40).

Vezivanje PD-L1/PD-1 inhibira T-limfocite Blokiranje PD-L1 ili PD-1 omoguéava T-limfocitima
koji ubijaju tumorske celije ubijanje tumorskih éelija

,
e .
tumorska celija tumorska celija

antigen

antigen anti-PD-L1 —

T-Eelijski receptor anti-PD-1 —
PD-1
PD-i

Slika 2. Prikaz regulacije PD-1/PD-L1 intercelularnog mehanizma. A. Vezivanje T-
limfocita sa tumorskom ¢elijom koja eksprimira PD-L1 molekul. B. Blokiranje PD-1/PD-L1
mehanizma terapijskim inhibitornim antitelima. Prilagodeno iz: Eno J.(28).

Tumorske ¢elije imaju varijabilnu ekspresiju PD-L1 markera koja je pod uticajem
razli¢itih intracelularnih procesa. Konstitutivna ekspresija PD-L1 molekula podrazumeva
trajnu, difuznu, izrazenu ekspresiju na tumorskim ¢elijama. PD-L1 ekspresija na tumorskim
¢elijama koja nastaje uticajem interferona tip I i II je indukovana ekspresija koja je nacesci
tip PD-L1 ekspresije na razlicitim tipovima karcinoma. Najces¢e se detektuje kao fokalna
ekspresija, najizraZzenija u predelu najvece invazivnosti tumora, sa dosta peritumorskih T-
limfocita. Razli¢ite genetske abnormalnosti u tumorskim ¢elijama mogu dovesti do potpunog
gubitka PD-L1 ekspresije (41).
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1.4. Imunoterapija u ovarijalnom karcinomu

Standardni terapijski protokoli u lecenju pacijentkinja obolelih od ovarijalnog
karcinoma zasnivaju se na primeni taksan-platinskih protokola. Uprkos primenjenoj terapiji,
pacijentkinje sa uznapredovalim stadijumima bolesti vrlo slabo reaguju na do sada
primenjene modalitete leCenja, uz vrlo kratke vremenske intervale prezivljavanja nakon
terapije. Oko 80% pacijentkinja ulazi u fazu remisije nakon kombinovane primene hirurske i
hemioterapije, uz relaps bolesti kod oko 60% pacijentkinja nakon 16-18 meseci (42).

Imunoterapija ima svoje tri forme: aktivnu, pasivhu 1 imunomodulatornu
imunoterapiju. Aktivna imunoterapija zasniva se na stimulisanju imunoloskog sistema
domacina upotrebom antitumorskih vakcina. Prednosti aktivne imunoterapije su dugotrajnije
terapijsko dejstvo 1 stimulacija imunoloske Ccelijske memorije. Neefikasna je kod
imunosupresivnih pacijenata i Cesto je udruzena sa odloZenim terapijskim odgovorom.
Pasivna imunoterapija sacCinjena je od veStaCki proizvedenih imunoloskih faktora cija je
funkcija stimulacija antitumorskog imunoloSkog odgovora. NajeS¢e u upotrebi su
citotoksi¢ni T-limfociti, anti-PD-L1 antitelo, citokini. Imunomodulatorna imunoterapija
podrazumeva inhibitore imunoloskih intercelijskih regulatornih puteva 1 predstavlja
imunoterapiju u uZem smislu (43).

Novi modaliteti leCenja usmeravaju se na povratak pravilne regulacije imunoloskih
odbrambenih mehanizama domacina. SuStina antitumorske imunoterapije je u ciljanom
delovanju specifi¢nih antitela na odgovarajuce receptore prilikom Cega se ostvaruje inhibicija
poznatih protumorskih signalnih puteva. Za sada najbolje prouceni imunoloski ,,checkpoint “
receptori, znacajni za primenu imunoterapije su CTLA-4, PD-1 1 PD-L1. Imunoterapija
zansovana na ovim regulatornim receptorima pokazala je znacajnu terapijsku efikasnost u
leCenju uznapredovalih karcinoma. CTLA-4 je prvi imunoloski regulatorni receptor ukljucen
u istrazivanje imunoterapije u leCenju melanoma sa znacajnim poboljSanjem prezivljavanja
pacijenata (44-46). Blokiranjem PD-L1 receptora monoklonskim specificnim antitelima
sprecava se aktivacija PD-1/PD-L1 imunosupresivhog mehanizma S§to omogucava
fizioloSkim imunoloskim mehanizmima da kontroliSu proliferaciju tumorskih celija.
Imunoloski ,,checkpoint inhibitori su nova vrsta lekova koja nije usmerena direktno na
tumorske ¢elije, ve¢ na ligande i receptore na T-limfocitima koji su ukljuceni u antitumorski
odgovor (27).

Identifikacija PD-L1 kao imunomodulatornog receptornog proteina, eksprimiranog u
20%-50% tumorskih Celija kod razli¢itih tipova karcinoma, dovela je do uvodenja PD-LI
imunoterapije u leenju onkoloskih pacijenata (17). Primena anti-PD-L1 monoklonalnih
antitela pokazala je efikasnost kod vise vrsta karcinoma: urotelni karcinom mokraéne besike,
nesitnocelijski karcinom pluéa, bubrezni karcinom, melanom, karcinomi glave i vrata.
Osnovni mehanizam dejstva je blokiranje vezivanja PD-L1 liganda na tumorskim ¢elijama sa
PD-1 receptorom eksprimiranim na antitumorskim T limfoctitima, ¢ime se sprecava supresija
T-limfocita (47). Aktuelna su istrazivanja koja se zasnivaju na blokadi PD-1 receptora na T-
limfocitima kao 1 ispitivanje pridruzenih regulatornih intracelularnih mehanizama. Pacijenti
oboleli od melanoma pokazuju ekspresiju PD-1 receptora na tumor infiltriSu¢im limfocitima.
Blokiranjem ovih PD-1 receptora dolazi do vece proliferacije efektornih T-limfocita (48, 49).

Nivolumab je humano monoklonsko antitelo koje se vezuje za PD-1 receptor i
inhibira njegovu funkciju. Njegova primena je pokazala efikasnost u le€enju pacijentkinja sa
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ovarijalnim karcinomom rezistentnih na platinsku hemioterapiju. Pembrolizumab je takode
PD-1 inhibitor i za sada jedino odobreno antitelo koje se koristi kao prva linija terapije i to
kod pacijenata oblolelih od karcinoma plu¢a kod kojih je nivo ekspresije veci od 50%
tumorskih ¢elija (50). Njegova primena je nasla ulogu i kod pacijenata sa progresijom bolesti
nakon platinskih citostatika, ako je ekspresija PD-L1 markera prisutna u najmanje 1%
tumorskih ¢éelija. Takode se primenjuje 1 kod pacijenata sa progresivnim solidnim tumorima
bez obzira na poreklo, pacijenata sa detektovanom visokom mikrosatelitskom nestabilnos¢u
gena i poremecenom regulacijom gena popravke DNK (dezoksiribonukleinska kiselina) (43,
50).

Lecenje HGSC jajnika kao najucestalijeg histoloSkog tipa, pokazuje veliki procenat
recidiva 1 rezistentnosti na standardne platinske hemioterapijske lekove. S obzirom na
povoljnije terapijske ishode kod pacijentkinja koje imaju izrazeniji limfocitni antitumorski
odgovor, imunomodulatorna terapija bi mogla biti efikasno reSenje za poboljSanje prognoze
pacijentkinja obolelih od HGSC. Istrazivanja pokazuju znaCajan prognosticki uticaj
ekspresije PD-L1 1 PD-1 markera u karcinomskim ¢elijama HGSC koji mogu biti nezavistan
prognosticki parametar. Primena imunosupresivne terapije kod ovakvih pacijentkinja mogla
bi biti dragocena s obzirom na vrlo loSu prognozu bolesti (Tabela 2) (27, 51).

Tabela 2. PD-1/PD-L1 inhibitori u leenju ovarijalnog karcinoma

Ciljano mesto dejstva
leka PD-1 PD-L1
Nivolumab (Opdivo¥) Durvalumab
Pembrolizumab (Keytruda¥®) Atezolizumab
Naziv leka
(antitelo) Pidilizumab Avelumab
AMP-224 BMS-936559
MEDI-0680

* Komercijalni naziv leka
PD-1- Programmed death 1, PD-L1- Programmed death ligand 1. Prilagodeno iz: Zhu X.

(25).

IstraZivanja primene inhibitora PD-L1 receptora na miSevima pokazala su postojanje
nezeljenih toksi¢nih efekata. Kod pojedinih animalnih modela detektovano je prisustvo
znacajnijih inflamatornih 1 autoimunih procesa. Pojava pneumonitisa nakon primene
Avelumab-a (inhbitora PD-L1 receptora) moZe se pojaviti kod pacijentkinja sa ovarijalnim
karcinomom lecenih na ovaj nain. Takode se mogu javiti dijarea, umor, malaksalost,
mucnina, artralgija, svrab po koZi, glavobolja, endokrini i autoimuni poremecaji. Primena
imunosupresivne terapije bi trebalo biti strogo kontrolisana i pazljivo indikovana kod
pacijenata sa ve¢ postoje¢im autoimunim i sistemskim inflamatornim oboljenjima (52-54).
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1.5. Autofagija

Autofagija je osnovni ¢elijski mehanizam koji u€estvuje u odrzavanju intracelularne
homeostaze 1 pomaze prezivljavanje Celija u uslovima stresa. To je fizioloski proces koji
podrazumeva uklanjanje lose sklopljenih proteina, osStecenih organela, i drugih raspadnih
produkata, na taj naCin reguliSuci rast i razvoj celija. Ucestvuje u raznim fizioloSkim
procesima kao S$to su: diferencijacija Celija, Celijsko gladovanje, ¢celijski stres, putem
regulacije brojnih transkripcionih faktora i signalnih puteva. Autofagija podrazumeva
razgradnju citoplazmatskih sastojaka uz pomoé hidrolitickih enzima lizozoma. Citav
mehanizam autofagije se desava putem serije dobro poznatih koraka koji podrazumevaju:
formiranje autofagozoma, formiranje autolizozoma 1 degradaciju. Svaki od ovih koraka ima
veoma vaznu ulogu u regulisanju procesa autofagije. Greska u bilo kom stadijumu procesa
utie na ¢itav mehanizam (40, 55-57).

Postoje tri glavna tipa autofagije: makroautofagija, mikroautofagija 1 autofagija
posredovana Saperonima. U procesu makro 1 mikroautofagije degradacija membrana
autofagozoma omogucava spajanje sa lizozomom 1 razgradnju supstrata, za razliku od
Saperonima pomognutom autofagijom koja susprtate za razgradnju translocira kroz
membranu lizozoma (58). Makroautofagija predstavlja autofagiju u uzem smislu prilikom
koje se formira fagofora, citoplazmatska struktura sacinjena od dvostruke membrane, unutar
koje se nalazi supstrat za razgradnju. Daljim procesima fagofora sazreva, formira se
autofagozom ¢ijim spajanjem sa lizozomom nastaje autolizozom. Mikroautofagija
podrazumeva invaginaciju i odvajanje dela membrane lizozoma koja ograniCava supstrat i
razgraduje ga unutar lizozoma. Prilikom autofagije posredovane Saperonima “heat scock”
protein HSC70 prepoznaje supstrat za razgradnju koji ispoljava KFERQ molekul. Tako
prepoznati supstrati vezuju se za membranu lizozoma 1 pomocéu membranskog
glikoproteinskog transportera LAMP2A unose se u lumen lizozoma gde se razgraduju (59,
60). Pojam selektivne autofagije podrazumeva razgradnju specificnih ¢elijskih struktura kao
Sto su mitohondrije (mitoautofagija), jedro (nukleofagija), peroksizomi (peksofagija) ili
ciljanih bakterijskih patogena (ksenofagija). Mitoautofagija se deSava u procesu formiranja

eritrocita pri kome se eliminiSe ve¢i broj mitohondrija iz njihovih prekursora, retikulocita
(61-65).

1.5.1. Faze i mehanizam procesa autofagije

Autofagija je fino regulisan intracelularni fizioloski proces koji ukljucuje vise od 30
povezanih proteina (Slika 3). Oni uestvuju u definisanim fazama mehanizma autofagije:
inicijacija, promocija (elongacija), formiranje autofagozoma sa dvostrukom membranom,
spajanje autofagozoma 1 lizozoma formiraju¢i autolizozom gde se odvijaju katabolicki
procesi i reciklaza obnovljivih intracelularnih molekula (66, 67).
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Slika 3. Mehanizam procesa autofagije sa najznacajnijim regulatornim proteinima.
Prilagodeno iz: Bortnik S. (66).

Najpre dolazi do formiranja fagofore, izolacione membrane (faza inicijacije), u ¢ijem
stvaranju ucestvuju membrane endoplazmatskog retikuluma i mitohondrija. Tokom faze
elongacije 1 preostale organele doniraju delove svojih membrana, pri ¢emu se fagofora
izduzuje. Zatvaranjem slobodnih krajeva fagofore formira se autofagozom §to po nekim
autorima oznacCava fazu maturacije (68-71).

Na molekularnom nivou nalazi se Citav spektar ukrStenih 1 medusobno zavisnih
reakcija ¢ijom pravilnom regulacijom dolazi do odvijanja prethodno opisanih faza autofagije.
Vrlo znacajan regulatorni protein autofagije je mTOR protein kinaza (mammalian target of
rapamycin) koji predstavlja centralni regulatorni molekul autofagije. Utvrdeni su malobrojni
slucajevi procesa autofagije koji ne ukljucuju ovaj molekul. Proces inicijacije pocinje
aktivacijom serin-treonin kinaza ULKI1 1 ULK2 (Unc-51-like kinases 1 i 2) koje primaju
signale od mTOR 1 AMPK regulatornih proteina (AMP-activated protein kinase). Formiranje
autofagozoma regulisano je molekulima ATG13, ATG101 i1 FIP200 koji formiraju koplekse
sa ULK1/2 proteinima. Aktivacija ULKI1 kinaze bitna je za ukljucivanje PIK3C3/VPS34
molekula (phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit type 3) unutar fagofore, prekursora
autofagozoma. UdruZeno sa VPS15 molekulom (PI3K regulatory subunit 4), ATG14 i
Beclinl proteinom, VPS34 molekul formira PI3K kompleks I, klasa III, koji produkuje
PI(3)P (phosphatidylinositol 3-phosphate) na mestima nukleacije fagofore, ukljucen u proces
elongacije. Takode se aktiviraju sistemi ubikvitinu sliéne konjugacije koji obezbeduju
konjugaciju proteina ATG12 sa ATGS 1 ATG16L1 ikasnije ATG8/ MAP1LC3 (microtubule-
associated protein 1 light chain 3) tj. LC3 proteina sa fosfatidiletanolaminom, uz sadejstvo
brojnih regulatornih enzima, pre svega ATG4B cistein peptidaze. LC3 molekul je u
interakciji sa p62 regulatornim proteinom, koji pomaZze u zavrSnom formiranju
autofagozoma. LC3 molekul takode ucestvuje u procesu elongacije. Nakon potpunog
formiranja membrane autofagozoma dolazi do njegove fuzije sa lizozomom i stvaranja
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autolizozoma unutar koga su brojni katabolicki hidroliticki enzimi koji proizvode
katabolizma odlazu u citoplazmu na raspolaganje za dalje koriSéenje. Veéina spomentuih
proteina i molekula koji reguliSu formiranje autolizozoma, gube se prilikom nastanka
autofagozoma tj. dolazi do gubitka njihove ekspresije. LC3 molekul je vrlo postojan i ostaje
eksprimiran tokom c¢itavog procesa autofagije. Kao takav, vrlo ¢esto je jedan od glavnih
markera koji se prati prilikom definisanja procesa auofagije (66, 72, 73-80). Pored ATG5/7
zavisnog mehanizma autofagije, 2009. godine je otkriven i ATG5/7 nezavisan mehanizam,
tkzv. alternativna autofagija prilikom koje molekularni kompleksi i proteini ULK1, Beclinl i
PI3K takode ostvaruju svoje uobiCajene funkcije. Razlika u odnosu na konvencionalnu
autofagiju je zamena lipidacije LC3 molekula aktivnostima Rab9 molekula koji kontrolise
proces elongacije fagofore (60).

1.5.2. Autofagija i tumor

Autofagija je vrlo bitna u nastanku i razvoju neoplasti¢nih procesa kao 1 u reagovanju
tumora na razne oblike antitumorske terapije. Poznato je da autofagija ima dvojaku ulogu u
tumorogenezi. U ranoj tumorogenezi autofagija ima tumor supresorsku ulogu tako Sto
promoviSe genomsku stabilnost 1 inhibira inflamaciju. Potom, kako tumor raste, kancerske
¢elije autofagiju koriste da prezive nedostatak nutrijenata 1 kiseonika, posebno u centralnim
delovima tumora koji su obi¢no loSije vaskularizovani i na taj na¢in omogucavaju tumorsku
progresiju (40, 81, 82). S obzirom na ulogu autofagije u tumorogenezi putem koje tumorske
¢elije pokusavaju da opstanu aktiviranjem svojih intracelularnih katabolickih procesa,
zakljucuje se da je primena inhibitora autofagije najefikasnija u sluc¢ajevima kada su
mehanizmi prezivaljavanja tumorskih ¢elija najaktivniji (40).

Dokaz o tumor supresorskoj funkciji autofagije pokazuju antionkogene funkcije
pojedinih ATG proteina, medu kojima je 1 Beclinl. Inaktivacija gena Beclinl dovodi do
stimulacije tumorogeneze, dok je njegova prekomerna ekspresija udruzena sa inhibiranjem
nastanka tumora dojke u animalnim modelima. Tumor supresorska funkcija Beclinl proteina
potvrdena je detekcijom delecije alela njegovog gena kod karcinoma jajnika, dojke, prostate
(83-85). Takode je pokazano da aktivacija tumor supresorskog gena ARHI1 (aplasia Ras
homolog member I) dovodi do ¢elijske smrti pokretanjem procesa autofagije u kultivisanim
humanim c¢elijama ovarijalnog karcinoma. Razli¢iti faktori iz tumorskog mikrookruzenja
uticu na ekspresiju ARHI1 gena tj. aktivaciju autofagije. Znacajna uloga mikrookruZenja je
aktivacija trenutno inaktivnih karcinomskih ¢elija stimulisanjem procesa autofagije pri cemu
karcinomske ¢elije ponovo zapoc€inju svoju proliferaciju i1 stvaraju karcinomsku bolesti.
Studije pokazuju smanjenu ekspresiju ARH1 gena u 60% primarnih karcinoma jajnika sa
takode kra¢im vremenom prezivljavanja nakon hemioterapije (86).

Pojedini protoonkogeni kao Sto su mutacije RAS gena mogu pokrenuti proces
autofagije u karcinomskim celijama ¢ak 1 u stanju sa dovoljno celijskih nutrijenata.
Autofagija je znacajan faktor u proliferaciji tumora sa RAS mutacijama (83-85). Tumor
promoterski onkogen MARCHS (membrane-associated RING-CH) u karcinomskim ¢elijama
jajnika ima znacajnu funkciju u regulaciji autofagije, migracije i invazivnosti karcinomskih
¢elija. MARCHS protein kontroliSe sazrevanje i funkciju mitohondrija. Takode poseduje
imunolosku regulatornu funkciju, kontroliSe proteinski sastav celije 1 transmembranski
transport. MARCHS protein stimuliSe proces autofagije u karcinomskim celijama jajnika
regulacijom TGFB1-SMAD?2/3 signalnog puta. IstraZivanja pokazuju potencijalnu upotrebu
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MARCHS markera u ranoj detekciji ovarijalnih karcinoma s obzirom na ushodnu regulaciju
njegove ekspresije u tumorskom tkivu. Ekspresija MARCHS gena je u pozitivnoj korelaciji
sa histoloskim gradusom i stadijumom tumorske bolesti (87).

Proces autofagije u karcinomskim c¢elijama je pod uticajem epigenetskih faktora kao
Sto su metilacija i histonska acetilacija DNK. Ekspresija ARH1 regulatornog gena autofagije
u ovarijalnim karcinomskim ¢elijama suprimirana je zahvaljuju¢i hipermetilaciji njegovog
promotora. Aktuelno se istrazuje efekat inhibiranja histonske acetilacije DNK Valproinskom
kiselinom u lecenju ovarijalnog karcinoma. Inhibiranjem histonske acetilacije dolazi do
spreCavanja spajanja autofagozoma i lizozoma i posledicno suprimiranja procesa autofagije
(88).

Starenje je neizbezan faktor koji je povezan sa vecCom ucestaloS¢u karcinoma.
Celijsko starenje se razlikuje medu tkivima i znadajno je povezano sa vrstom i funkcijom
mati¢nih Celija. Autofagija reguliSe metabolizam 1 funkciju neizmenjenih maticnih celija kao
1 maticnih celija karcinoma. Karcinomske maticne celije su najodgovornije za nastanak
metastaza, povratak bolesti 1 razvoj rezistencije na hemioterapiju. Autofagija je intracelularni
proces koji omogucava ove funkcije matic¢nih ¢elija. Pokazana je povezanost ekspresije CD44
markera karcinomskih mati¢nih ¢elija sa veCom invazivno$¢u karcinoma i brojnijim
metastazama. Proces autofagije je znaCajan da =zaStiti maticne karcinomske celije od
metabolickog stresa 1 omoguci njihovo prezivljavanje u uslovima nedostatka kiseonika 1
nutrijenata. Nakon hemioterapije prezivele karcinomske mati¢ne celije aktiviraju proces
autofagije 1 ponovo zapocinju svoju proliferaciju i diferencijaciju Sto dovodi do rekurencije
karcinomske bolesti. Pretpostavka je da bi se inhibiranjem autofagije u karcinomskim
mati¢nim celijama poboljSali rezultati lecenja kod uznapredovalih karcinoma i kod relapsa
tumora (79, 89, 90).

Autofagija ima znaCajan uticaj na formiranje tumorskog mikrookruzenja u kome
pokazuje kontradiktornu funkciju u tumorogenezi, predominantno protumorsku. U
tumorskom mikrookruzenju autofagija utice na diferencijaciju i stvaranje tumor udruzenih
makrofaga (TAM) 1 fibroblasta (CAFs- Cancer Associated Fibroblasts) koji ostvaruju
imunosupresivni uticaj, pospesuju tumorski rast, invazivnost i rezistenciju na hemioterapiju.
CAF procesom autofagije razgraduju proteine, dovode do stvaranja aminokiselina koje
tumorske c¢elije koriste za svoje metabolicke potrebe. Autofagija takode stimuliSe stvaranje
krvnih sudova u tumorskom mikrookruzenju u cilju adekvatnijeg dopremanja nutrijenata
karcinomskim c¢elijama. PromoviSu se procesi obnavljanja esencijalnih aminokiselina u
tumorskom mikrookruzenju, bitnih za tumorski rast. Takvo mikrookruZenje pomaZze
tumorskim ¢elijama da prevazidu metabolicki stres 1 odrze homeostazu (83, 85, 91).

Tumorsko mikrookruzenje indukuje hipoksiju, inflamaciju i1 sekreciju razli¢itih
citokina. Istrazivanja pokazuju da 50% tumora mogu opstati u uslovima hipoksije. Tumorska
hipoksija ima razli¢ite uticaje na autofagiju zavisno od trajanja i intenziteta hipoksicnog
stanja. U slucaju srednje 1 dugotrajne hipoksije produkuje se HIF-1a (hypoxia-induced factor-
1 alpha) 1 aktivira PKC-JNK mehanizam regulacije autofagije u tumorskim celijama.
Molekul JNK utice na odvajanje Beclinl proteina vezanog za Bcl-2 molekul i omogu¢ava mu
uceS¢e u formiranju autofagozoma tj. stimuliSe proces autofagije. Hipoksija udruZena sa
nedostatkom nitrijenata u tumorskim celijama kao S§to su glukoza ili esencijalne
aminokiseline dovodi do HIF-la nezavisne stimulacije autofagije, utiuc¢i na aktivaciju
AMPK kinaze i inhibiciju mTOR mehanizma (59, 92).
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Autofagija bitno uti¢e na metabolizam tumorskih c¢elija u razli¢itim tipovima
karcinoma. Mnogi tipovi tumora pokazuju poviSen bazalni nivo procesa autofagije. U cilju
zadovoljenja svojih potreba karcinomske celije reguliSu metabolizam pri ¢emu dodatno
aktiviraju neophodne anaboli¢ke procese s obzirom na ubrzanu proliferaciju. Lizozomi imaju
znacajnu funkciju u regulaciji metabolickih procesa u karcinomskim celijama (61, 84, 85,
93).

1.5.3. Terapija vezana za proces autofagije

Autofagija je intracelularni proces uklju¢en u patogenezu nastanka razliCitih
karcinoma, neurodegenerativnih oboljenja, infekcija, inflamatornih procesa, dijabetesa,
gojaznosti, kardiovaskularnih 1 miSi¢énih poremecaja. Mnoge studije ispituju efekte
modulacije autofagije u svrhu pronalazenja ciljane terapije. Proces autofagije se mozZe
terapijski regulisati u razli¢itim pravcima, od stimulacije do inhibiranja mehanizma,
uklju¢ivanjem brojnih faktora na koje se moZe terapijski uticati. Inhibitori autofagije (Tabela
3) podrazumevaju PI3K inhibitore, Cycloheximid, inhibitore Vacuolar-type H(+)-ATP-aze,
inhibitore kiselih proteaza, lekove koji vrSe alkalizaciju sadrzaja lizozoma. Grupi takode
pripadaju Hlorokin 1 Hidroksihlorokin (inhibitori lizozoma), azitromicin (makrolidni
antibiotici) koji blokira zakiSeljavanje sadrzaja lizozoma. Hlokorin i hidroksihlorokin pored
inhibicije autofagije ostvaruju 1 druga terapijska dejstva kao $to su: inhibiranje antitumorskog
imunoloskog odgovora, regulacija permeabilnosti lizozomalne membrane koja je povezana sa
apoptozom (56, 60, 64, 94, 95).

Tabela 3. Inhibitori autofagije i njihova ciljana mesta dejstva

Naziv leka

Inhibitori autofagije u ranim
stadijumima bolesti

3- methyladenine klasa IIT PI3K
Wortmanin klasa III PI3K
1.Y294002 klasa III PI3K

Inhibitori autofagije u kasnim
stadijumima bolesti

Chloroquine, hydroxychloroquine aktivnost lizozoma
Bafilomycin aktivnost lizozoma
Monesin aktivnost lizozoma

PI3K- Phosphatidylinositol 3- kinase. Prilagodeno iz: Robainas M. (40).

Znacajni molekuli za dejstvo modulatora autofagije su AMPK kinaza i mTOR
mehanizam kao jedni od klju¢nih molekula procesa autofagije. AMPK je ¢elijski energetski
senzor koji se aktivira za vreme stresa ili usled remecenja metabolizma glukoze. Aktivacija
AMPK kinaze pokrece proces autofagije pocetnom fosforilacijom ULKI molekula i
TSC1/TSC2 kompleksa koji lanano pokrecu citav dalji proces. Molekul mTOR najvise
reaguje na promene Celijske oksigenacije i ucestvuje u regulaciji rasta i proliferacije ¢elija
(60). Supresija funkcije mTOR molekula inhibitorima NVP-BEZ235, RAD001, AZDS8055,
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usporava tumorski rast, redukuje ¢elijsko prezivljavanje i stimuliSe proces autofagije. Dejstvo
navedenih inhibitora mTOR mehanizma zavisi od doze i od prisustva antiapoptotskih
proteina koji omogucavaju prezivljavanje karcinomskih ¢elija. Rapamicin je inhibitor mTOR
signalnog puta koji na animalnim modelima redukuje 90% prisustva tumora pluca. Takode
pokazuje imunosupresivne funkcije inhibiranjem sazrevanja dendriticnih ¢elija, supresijom
proliferacije i diferencijacije T-limfocita, privla¢enjem Treg-limfocita (59, 83).

Studije pokazuju uticaj autofagije u nastanaku rezistencije na hemioterapiju
pospesujuéi prezivljavanje karcinomskih ¢elija. Hemioterapijski lekovi koji oSte¢uju DNK
karcinomskih ¢elija (Temozolomid, Cisplatina) ili inhibiraju sintezu tumorske DNK (5-
fluorouracil, Gemcitabin), inhibiraju tumorski rast i stimuliSu proces autofagije. Lekovi koji
utiCu na blokiranje mutiranih receptora i1 signalnih molekula kao Sto su: Erlotinib, Gefitinib
(EGFR mutacija), Imatinib (aktivacija tirozin kinaze), Vemurafenib, Dabrafenib (BRAF
mutacija), Trastuzumab (HER2 amplifikacija), takode aktiviraju procese autofagije u cilju
prezivljavanja karcinomskih ¢elija. S obzirom na to istraZuje se efikasnost udruzene primene
navedenih lekova 1 inhibitora stvaranja autolizozoma (Hlorokin, Hidroksihlorokin,
Bafilomycin A, 3-methyladenine) koji u in vitro uslovima pokazuju znacajne terapijske
rezultate (59, 83). Inhibiranje autofagije Hlorokinom dovodi do pojave vece senzitivnosti na
platinsku hemioterapiju u le€enju pacijentkinja obolelih od svetlo¢elijskog karcinoma jajnika
(96). Udruzenom primenom inhibitora autofagije 1 hemioterapije pokazani su i odredeni
nedostaci ukazuju¢i na potrebu pronalaska specifi¢nijih lekova koji ¢e ciljano delovati na
jasnije definisane molekule 1 receptore u mehanizmu inhibicije autofagije. Pored detekcije
specificnih 1 klju¢nih molekula regulacije procesa autofagije od velikog je znacaja ispitati
prirodu i strukturu tumorskih ¢elija koje ucestvuju u ovim procesima. Pretpostavlja se da
razliCiti tipovi tumora, u razli¢itim organima, imaju drugaciju ekspresiju proteina sa
znaCajnom funkcijom u regulaciji autofagije. U zavisnosti od vrste tumora i stadijuma
njegove uznapredovalosti inhibiranje ili stimulacija procesa autofagije mogu razli¢ito
doprineti tumorogenezi (60, 66, 97-99).

Savremena terapijska reSenja istrazuju primenu ciljanih niskomolekularnih inhibitora
regulatornih proteina autofagije. Ispituju se funkcije ATP kompetitivnih inhibitora ULK1
kinaze koja je zaduzena za pokretanje formiranja autofagozoma. FAK (Focal Adhesion
Kinase) inhibitori takode mogu suprimirati funkciju ULKI1 kinaze. Spautin-1 inhibira
ubikvitin proteaze USP10 1 USP13 ¢ije su funkcije odvajanje Beclinl molekula od ubikvitina.
Na taj nacin dolazi do promocije razgradnje Beclinl/Vsp34 kompleksa 1 inhibiranja
autofagije. Vps34 inhibitor SAR405 suprimira transport vezikula, autofagiju i funkcije
lizozoma, ostvarujué¢i antiproliferativni i antitumorski uticaj. Atg4B inhibitor takode
suprimira autofagiju 1 promovise smrt tumorskih ¢elija. HlorokinLys0O1 je dimer, deset puta
potentniji inhibitor autofagije u odnosu na Hidroksihlorokin. Lys05 je modifikovani inhibitor
koji poseduje izrazeniji efekat akumulacije aktivne supstance, snizava kiselost unutar
lizozoma, dovodeci do znacajnijeg inhibiranja autofagije i tumorskog rasta. Dalje otkrivanje
znaaja najsitnijih regulatornih proteina autofagije i ciljano terapijsko dejstvo u cilju
regulacije njihovih funkcija doprinec¢e razvitku efikasnije antitumorske terapije (85, 100).
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1.5.4. Znacajni markeri u procesu autofagije

Istrazivanja savremenih terapijskih reSenja vezanih za proces autofagije odnose se na
molekule znacajne u fazama autofagije na koje se ciljanim delovanjem autofagija moze
regulisati. NajceSce ispitivani terapijski markeri vezani za regulaciju mehanizma autofagije
su: LC3 molekul sa svojom subjedinicom B i p62 protein koji definiSu stepen aktivnosti
autofagnog mehanizma, mogu pokazati efekte inhibitora lizozoma i nivo autofagije u tumoru.
Takode Cesto primenjivani markeri su: Beclinl, ULK1, ATG4, ATG7 i VPS34 (66). Prva
studija koja je ispitivala povezanost izmedu autofagije i tumorogeneze radena 1990. godine,
pokazala je odsustvo alela tumor supresorskog gena koji kodira protein Beclinl zaduzen za
proces nukleacije autofagozoma u oko 50% slucajeva ovarijalnih karcinoma (60).

Protein p62 je primarno definisan kao medijator NF-kf signalnog puta uklju¢enog u
razli¢ite krucijalne intracelularne procese kao $to su regulacija oksidativnog stresa i ¢elijskog
metabolizma. S obzirom da dolazi do razgradnje p62 proteina prilikom procesa autofagije,
smatra se da je p62 marker dobar pokazatelj dinamike autofagnog mehanizma. Inhibiranjem
autofagije dolazi do nagomilavanja p62 proteina detektovanog Western blot metodom. Na taj
nacin nam ekspresija p62 markera moze biti pouzdan pokazatelj nivoa inhibicije autofagije sa
kojom je u pozitivnoj korelaciji. Odredena opreznost postoji kod tumacenja ekspresije p62
proteina koji je pod uticajem posttranskripcijskih 1 posttranslacionih ¢elijskih modifikacija.
Bez obiza na ove nedostatke, istrazivanja pokazuju dovoljnu pouzdanost prilikom tumacenja
rezultata ekspresije p62 markera kod velikog broja za sada ispitivanih karcinoma (66, 101.
102).

LC3 protein sa svojom dominantnom B subjedinicom (LC3B), ima svoj
citoplazmatski (LC3B-I) i membranozni domen (LC3B-II tj. LC3B ,puncta”). Primena
inhibitora lizozoma dovodi do akumulacije LC3B-II proteina zahvaljuju¢i blokadi fuzije
autofagozoma 1 lizozoma. Na taj nacin dolazi do inhibicije razgradnje LC3B markera koji
postaje pouzdan pokazatelj procesa autofagije u razli¢itim tipovima karcinomskih ¢elija.
Proteini p62 i LC3 se razgraduju prilikom aktivacije procesa autofagije. Dinamika takve

razgradnje moze ukazivati na stanje autofagije u ispitivanim tumorskim celijama (66, 101,
103).

Beclinl udruzen sa VPS34 molekulom predstavlja znacajan regulatorni protein
mehanizma autofagije. On se izdvaja svojom tumor supresornom funkcijom zbog cega je
njegova ekspresija ocekivano heterogenija u odnosu na druga dva markera (66).

Imunohistohemijska analiza ATG regulatornih proteina procesa autofagije pokazala je
prognosticki znacaj mnogih markera u tkivu razlicitih karcinoma. Istrazivanja
imunohistohemijske ekspresije LC3 1 p62 markera pokazuju tackasto , dot like”
citoplazmatsko prebojavanje u razli¢itim karcinomskim ¢elijama. Pojedine tumorske celije
mogu ispoljavati udruzenu citoplazmatsku 1 nuklearnu pozitivnost. Takode su poznate studije
koje detektuju difuznu citoplazmatsku ekspresiju LC3 i p62 markera unutar tumorskih ¢elija
(64, 101). Tumacenja ovako varijabilnih obrazaca ekspresije su razlicita. Najveéi broj
istrazivaca podrZavaju taCkastu citoplazmatsku ekspresiju markera kao najverodostojniji
pokazatelj procesa autofagije. S obzirom da se LC3 protein eksprimira na membrani
autofagozoma, logina je njegova ,dot like” intracitoplazmatska imunohistohemijska
ekspresija koja zapravo oznafava formirane autofagozome. Ekspresija LC3 markera je
postojana i u kasnijim fazama autofagije kada se autofagozom ne uocava. Neka tkiva LC3
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protein ispoljavaju i u drugim intracelularnim strukturama. Hepatociti 1 kardiomiociti
animalnih modela u uslovima gladovanja LC3 marker eksprimiraju u autofagozomima kao i u
masnim vakuolama unutar ¢elije, Sto se imunohistohemijski detektuje u vidu prebojenih
citoplazmatskih granula (104, 105) . Da bi se pokrenuo proces autofagije Beclinl se mora
odvojiti od Bcl-2 molekula i spojiti sa Vps34 molekulom, Sto se imunohistohemijski
pokazuje kao tackasto citoplazmatsko prebojavanje. Osim tackaste , dot like” rekacije,
Beclinl antitelo moze ispoljiti difuznu, citoplazmatsku ekspresiju. Pojedine studije pokazuju
mogucénost nuklearne pozitivnosti Beclinl markera. Varijabilnost u ekspresiji markera
autofagije sugerise upotrebu udruzenih markera iste ili sli¢ne funkcije u cilju zadovoljavajuce
validnosti dobijenih rezultata (104).

1.6. Znacaj udruzenih mehanizama imunosupresije i autofagije

Dokazano je da PD-1/PD-L1 signalni put ima vrlo bitnu ulogu u regulisanju
intracelijskih funkcija tumorskih ¢elija 1 njihovog prezivljavanja. Autofagija je jedna od tih
funkcija koja je pod kontrolom PD-L1 receptora (40, 106, 107). Povezanost izmedu
autofagije 1 imunoloSkog odgovora u tumorskim ¢elijama jo§ uvek nije dovoljno proucena
(Slika 4).

Do sada je publikovano nekoliko radova koji opisuju pomenutu povezanost, radeni na
kulturi humanih ¢elija ovarijalnog karcinoma i1 na melanomskim ¢elijama miSeva. Pokazano
je da su humane celije ovarijalnog karcinoma sa izrazenom ekspresijom PD-L1 markera
senzitivnije na inhibitore autofagije u poredenju sa ¢elijama koje pokazuju slabiju PD-L1
ekspresiju. Melanomske ¢elije miSeva koje eksprimiraju PD-L1 receptor nisu pokazale vecu
osetljivost na inhibitore autofagije u odnosu na kontrolnu grupu. Takvi rezultati ukazuju da je
ekspresija 1 regulacija PD-1/PD-L1 signalnog puta i povezanost sa mehanizmom autofagije
vrlo heterogena u razli¢itim ¢elijskim populacijama (40, 106, 108, 109).
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Slika 4. Medusobna povezanost PD-1/PD-L1 intercelularnog mehanizma i procesa
autofagije. Prilagodeno iz: Robainas M. (40).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

1. Analiza ekspresije PD-L1 i markera autofagije (p62, LC3 i Beclinl) i njihova povezanost
sa razli¢itim histoloskim tipovima epitelnih tumora jajnika (serozni, mucinozni,
endometrioidni).

2. Ispitivanje povezanosti ekspresije analiziranih imunohistohemijskih markera sa stepenom
histoloske diferencijacije tumora, ostalim patohistoloskim parametrima (prisustvo
limfovaskularne tumorske invazije, intratumorska i peritumorska limfocitna infiltracija,
prisustvo nekroze) i sa FIGO stadijumima bolesti.
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3. MATERIJALI I METODE

Studija je dizajnirana kao studija preseka obuhvatajuéi pacijentkinje operisane zbog
epitelnih tumora jajnika u periodu od 1. januara 2017. godine do 31. decembra 2019. godine,
u Klinici za ginekologiju i akuSerstvo, Univerzitetskog klini¢kog centra Srbije u Beogradu.
Na osnovu dosadasnje literature (110) ekspresija PD-L1 se krece od 55% u citoplazmi, preko
27% u membrani do svega 16% iu citoplazmi i u membrani svih imunopozitivnih tumorskih
¢elija. Uzimajuci ove podatke u obzir, a za odabranu gresku prvog tipa alfa 0,01 i preciznost
ocene E=0,1, proracunata veli¢ina uzorka na osnovu formule n=z2*p*(1-p)/E2 je 164,1 t;.
164 uzorka (pacijentkinja) kojima je dijagnostikovan epitelni tumor jajnika, ukljucujuci
maligno 1 ,,borderline bioloSko ponasanje tumora, u svim stadijumima tumorske bolesti po
FIGO patoloSkoj klasifikaciji. Parametri koji su analizirani su: starost pacijentkinje,
menopauzni status, maksimalni promer 1 lateralnost tumora, histoloski tip tumora, stepen
histoloske diferencijacije tumora, prisustvo limfovaskularne tumorske invazije, intratumorska
1 peritumorska limfocitna infiltracija, prisustvo nekroze. Kontrolna grupa su 164 pacijentkinje
kojima su dijagnostikovani benigni epitelni tumori jajnika.

Kriterijjumi za iskljuc¢ivanje iz studije:
- tumori jajnika koji nisu primarni ovarijalni tumori,
- tumori jajnika koji nisu epitelnog porekla,
- pacijentkinje koje su imale druge malignitete, kao i pridruzene tumore koji su
patogenetski povezani sa ispitivanim tumorima jajnika,
- pacijentkinje mlade od 18 godina.

3.1. Uzorkovanje i standardna histoloska obrada tkiva

Za analizu su izabrani reprezentativni kalupi tumorskog tkiva koji sadrze centralne,
vitalne 1 periferne delove tumora sa najizraZzenijom okolnom limfocitnom reakcijom, uzimani
tokom standardne procedure uzorkovanja tkiva u Sluzbi za patologiju i medicinsku citologiju,
Ginekolosko akuserske klinike, Univerzitetskog klinickog centra Srbije. Uzorci kontrolne
grupe su delovi benignih tumora sa ocuvanim epitelom jasne histoloSke diferencijacije.

3.2. Formiranje tkivnog mikroniza (tissue microarray - TMA)

Mikroskopskim pregledom definisani su najreprezentativniji i najhomogeniji delovi
tumorskog tkiva sa najmanje nekroze i krvarenja. Primenom metode tissue microarray
(TMA) iz svakog parafinskog kalupa upotrebom 3mm punkcione igle uziman je po jedan
cilindar tkiva za BOT 1 APT tumore i po dva cilindra tkiva za OK (Slika 5). U OK grupi prvi
cilindar je predstavljao vitalne, centralne delove karcinoma, dok su periferni delovi
karcinoma sa najizraZenijom peritumorskom limfocitnom reakcijom uzimani u drugom
cilindru. Cilindri su premestani u novi, recipijentni parafinski kalup (TMA kalup), gde je
formirana serija od po 28 tkivnih cilindara (111). Za unutra$nju kontrolu imunohistohemijske
analize 1 orijentaciju kalupa koriS¢eno je tkivo placente 1 limfnog nodusa iz kojih je
uzorkovan po jedan tkivni cilindar pozicioniran u prvom redu kalupa (112).
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Slika 5. Formirani tkivni mikronizovi epitelnih ovarijalnih tumora

3.3. Metode imunohistohemijske analize

Za formiranje TMA upotrebljeni su tkivni uzorci tumora jajnika fiksirani u 4%
puferisanom neutralnom formalinu, dehidrisani, prosvetljeni 1 proZeti parafinom u aparatu za
automatsku fiksaciju tkivnih uzoraka i ukalupljeni u parafinske kalupe. TMA parafinski
kalupi su seCeni na mikrotomu na rezove debljine 4 p. Imunohistohemijska analiza antitelima
PD-L1, p62, LC3 i Beclinl radena je u Institutu za patologiju Medicinskog fakulteta u
Beogradu na aparatu Autostainer Link 48, Agilent, Danska. Demaskiranje epitopa za PD-L1 1
LC3B marker uradeno je u EnVision FLEX rastvoru za demaskiranje epitopa pH 6.1, K8005,
Agilent, a za p62 1 Beclinl u EnVision FLEX rastvoru za demaskiranje epitopa pH 9.0,
K8004, Agilent. Za imunohistohemijsku analizu koris¢en je EnVision FLEX sistem za
vizualizaciju K8023, Agilent. Kao primarna antitela koriS¢ena su: monoklonsko anti humano
PD-L1 antitelo (klon 22C3), M3653, Agilent u razblazenju 1:30, poliklonsko zecije anti
humano p62 antitelo, ab 155686, Abcam u razblaZzenju 1:500, monoklonsko rekombinantno
zeCije anti humano Beclinl antitelo (klon EPR20473), Abcam u razblazenju 1:50 1
poliklonsko zecije anti humano LC3B antitelo, ab48394, Abcam u razblaZenju 1:200.
Ispitivanje je vrSeno na uzorcima tumora jajnika (iz centralnih 1 perifernih delova
uzorkovanog tumora) i uzorcima jajnika iz kontrolne grupe. Imunohistohemijsko bojenje
analizirano je utvrdivanjem broja pozitivho obeleZenih tumorskih celija procentualno
odredenih u odnosu na ukupan broj tumorskih ¢elija na vidnom polju uveli¢anja x400.
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3.3.1. Evaluacija ekspresije analiziranih markera

Ekspresija PD-L1 je vrlo heterogena u razli¢itim tumorskim tkivima. S obzirom da
postoje Cetiri aktuelna klona ovog antitela, veliki je problem stvaranja uniformnog tumacenja
ekspresije i formiranja validnih grani¢nih vrednosti. Najc¢es¢e koriS¢en klon je 22C3 koji se
koristi i u ovom istrazivanju (113). Tumorske ¢elije obi¢no pokazuju membransko bojenje na
PD-L1 antitelo, sa varijabilnom ekspresijom u citoplazmi i jedru (110). Smatra se da samo
membranska pozitivnost korelira sa dobrim terapijskim odgovorom na primenu PD-LI
inhibitora. Citoplazmatska i ponekad nuklearna pozitivnost su najverovatnije produkt
nakupljanja PD-L1 splice varijanti koje nisu efektivno lokalizovane na membrani (38, 110,
112). Ekspresija markera p62, LC3, Beclinl odredivana je na isti nacin kao kod PD-L1
antitela. Kao pozitivna celijska reakcija smatra se bilo koje delimi¢no ili kompletno
membransko PD-L1 bojenje najmanje jedne vitalne tumorske Celije tj. citoplazmatsko bojenje
p62, LC3 1 Beclinl antitelima (114, 115).

Definisana su cCetiri stepena imunoekspresije s obzirom na procenat imunopozitvnih
tumorskih ¢elija od ukupnog broja tumorskih ¢elija 1 to: negativna (0) bez pozitivnih ¢elija ili
sa pojedinacnim pozitivnim celijama (<1%); slaba (1+) ekspresija sa manje od 10%
pozitivnih ¢elija; umerena (2+) ekspresija sa 10-50% pozitivnih ¢elija 1 jaka (3+) ekspresija
sa visSe od 50% ekspresije. Kao tumori sa visokim stepenom ekspresije smatrani su tumori sa
umerenom 1 jakom imunopozitivnos¢u (112, 113).

3.4. Statisticka analiza

Statisticka analiza je radena koriS¢enjem softverskog paketa Statistical Package for
Social Sciences 20.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA). Analiza je obuhvatala deskriptivne
statisticke metode koje podrazumevaju primenu aritmeticke sredine i standardne devijacije (X
+ sd) za numericke podatke sa normalnom raspodelom ili medijane i opsega vrednosti (med
(min — max)) za numericke podatke koji odstupaju od normalne raspodele. Poredenje
izmerenih parametara izmedu formiranih grupa i podgrupa vrseno je slede¢im testovima: za
numericke podatke sa normalnom raspodelom t-testom, za numericke bez normalne
raspodele ili ordinalne Man-Vitnijevim (Mann-Whitney) testom, a za testiranje razlike u
ucestalosti javljanja razli¢itih pojava y* testom ili njegovim pandanom FiSerovim (Fisher)
testom tacne verovatnoce, ukoliko numericka ograni¢enja za predhodno navedeni test nisu
zadovoljena. Analiza opStih demografskih, klinickih 1 patohistoloskih parametara
pacijentkinja je vrSena primenom testova One-Way ANOVA sa Tuckey posthoc testiranjem,
v* testom ili njegovim pandanom FiSerovim testom ta¢ne verovatnoée. Primenom y? testa
vr§ena je analiza PD-L1 ekspresije izmedu osnovnih studijskih grupa pacijentkinja; analiza
PD-L1 ekspresije u odnosu na ispitivane parametre; poredenje centralnih i invazivnih delova
ovarijalnih karcinoma u odnosu na PD-L1, p62, LC3 i Beclinl ekspresiju. Primenom ¥ testa
tj. FiSerovog testa tatne verovatnoce vrSena je analiza PD-L1, p62, LC3 1 Beclinl ekspresije
razli¢itih delova karcinoma u odnosu na histoloske tipove karcinoma 1 ostale patohistoloske
parametre, kao i medusobno poredenje svih analiziranih markera u odnosu na ispitivane
parametre. Korelacija izmedu ekspresija markera autofagije, u odnosu na delove karcinoma je
vrSena primenom Kendall’s Tau korelacijonog koeficijenta (). Svi statistiCki testovi su
tumaceni na nivou znacajnosti nulte hipoteze od p<0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Demografski, klinicki i patohistoloski parametri

Istrazivanje je obuhvatilo 328 pacijentkinja kojima je dijagnostikovan epitelni tumor
jajnika. Eksperimentalnu grupu ¢inile su 122 pacijentkinje sa ovarijanim karcinomima i 42
pacijentkinje sa APT tumorima. Kontrolnu grupu su predstavljale 164 pacijentkinje sa
benignim epitelnim tumorima jajnika. Ukljucivsi sve tri grupe, analiza prosecne starosti svih
pacijentkinja je 52,41+£15,77. U grupi ovarijalnih karcinoma proseCna starost bila je
61,75+£10,08, S§to je statisticki znaCajnije starija populacija (p<0,001) u odnosu na
pacijentkinje sa APT tumorima gde je prosek starosti 45,76+£12,25, kao 1 u odnosu na
kontrolnu grupu (p<0,001) gde je prosek starosti 47,16+15,62 (Tabela 4)

Od ukupnog broja pacijentkinja 60,7% je bilo u menopauzi, od ¢ega je naveci broj
pacijentkinja sa menopauzom u grupi EOC (86,9%), manji u kontrolnoj grupi (44,5%) 1 grupi
sa APT tumorima (47,6%). Pokazana je statistiCki znacajnija zastupljenost zena u menopauzi
u grupi EOC (p<0,001) u odnosu na ostale grupe pacijentkinja (Tabela 4).

Tabela 4. Demografske karakteristike pacijentkinja, histoloski tip i FIGO stadijum
tumora u odnosu na analizirane grupe pacijentkinja (n=328)

Grupe
Parametri OK APT BOT Oﬁ,?' %%VT& AII;(T);s'
n=122 =42 n=164

Starost (g0d-), ¢y 7511008 45.76£12,25 471651562  <0,001  <0,001 0,834
meanstsd
Menopauzalni
status, n (%)

Da 106 (86,9 20 (47,6 73 (44,5

Ne 16%13,1; 22 E52,4§ 91 Ess,sg <0001 <0,001 0,718
Histoloski tip,
n (%)

Serozni 103 (84.,4) 25 (59,5) 78 (47,6)
Mucinozni 10 (8,2) 16(38,1)  86(52.4) <0,001 <0,001 0,044
Endometrioidni 9(7,4) 1(2,4) 0(0,0)
FIGO stadijum,
n (%)

T+1I 39(32,00 42 (100,0 /

M+V 83 ((68,0)) (o (0,0)) ;<0001 / /

OK- Ovarijalni karcinom, APT- Atipi¢no proliferiSuc¢i tumor, BOT- Benigni ovarijalni tumor,
FIGO- Internacionalano udruzenje ginekologa i1 akuSera
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Najces¢i histoloski tip ovarijalnog karcinoma je serozni koji je dijagnostikovan kod
103 pacijentkinje (62,8% svih ispitivanih tumora). U grupi ovarijalnih karcinoma
zastupljenost seroznog tipa je 84,4% S$to je znacajno viSe u odnosu na ostale histoloske tipove
(mucinozni 8,2%, endometrioidni 7,4%). Ucestalost histoloSkih podtipova seroznog
ovarijalnog karcinoma kao S$to je high grade serozni karcinom (HGSC) je 88,4% (91
pacijentkinja), dok je low grade serozni karcinom (LGSC) bio prisutan kod 12 pacijentkinja
(11,6%). U grupi APT tumora veci je broj seroznih histoloskih tipova (59,5%) u odnosu na
mucinozne (38,1%) 1 posebno u odnosu na sporadicne endometrioidne APT tumore (2,4%).
Prisutna je statisticki znaCajna razlika u zastupljenosti histoloskih tipova medu ispitivanim
grupama pacijentkinja (p<0,001) (Tabela 4).

Vecina ovarijalnih karcinoma su u FIGO stadijumu I ili III. Najzastupljenije su
pacijentkinje u FIGO III stadijumu (82 pacijentkinje). FIGO II je pokazalo 9,8% ovarijalnih
karcinoma, dok je IV stadijum imalo samo 0,8% pacijentkinja.

Maksimalan promer tumora se nalazio u rasponu od 18 do 310 mm (prosecna
vrednost 90 mm). Najmanji tumor pripada grupi malignih tumora i veli¢ine je 18 mm, dok je
najvec¢i tumor od 310 mm dijagnostikovan kao APT tumor. Statisti¢ki znacajno veéi tumori
bili su u grupi APT (100mm) u odnosu na grupu OK (80mm) (p=0,028). Zastupljenost
bilateralnih tumora u grupi ovarijalnih karcinoma (67%) znacajnija je (p<0,001) u odnosu na
APT tumore (14%) (Tabela 5).

Tabela 5. Klinicke i patohistoloSke karakteristike ovarijalnih karcinoma

Karakteristike Ukupno OK APT P

Maks. promer tumora (mm),
medijana (raspon)
Lateralnost tumora

90 (18-310) 80 (18-245) 100 (30-310) 0,028

Unilateralna 76 (46,3) 40 (32,8) 36 (85,7) <0,001
Bilateralna 88 (53,7) 82 (67,2) 6 (14,3)
Gradus tumora, n (%)
1 57 (34,8) 15 (12,3) 42 (100) <0,001
2 12 (12) 12 (9,8) /
3 95 (57,9) 95 (77,9) /
Limfovaskularna invazija, n (%) 103 (62,8) 103 (84,4) / <0,001
Nekroza, n (%) 97 (59,1) 97 (79,5) / <0,001

Intratumorska limfocitna
infiltracija, n (%)
Peritumorska limfocitna
infiltracija, n (%)

103 (62,8) 99 (81,1) 49,5 <0,001

119 (72,6) 110 (90,2) 9(21,4) <0,001

OK- Ovarijalni karcinom, APT- Atipi¢no proliferiSu¢i tumor
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U grupi OK najveéi broj tumora je bio histoloskog gradusa 3 (95/122- 77,9%). Samo
12 pacijentkinja (9,8%) je imalo karcinome gradusa 2, a 15 (12,3%) gradusa 1. Najveci
procenat tumora visokog histoloskog gradusa zabelezen je u grupi seroznih OK jer je 91/103-
88,3% tumora bilo tipa HGSC. To je upadljvo vise od procenta tumora visokog gradusa u
grupi mucinoznih karcinoma (10,0%) i endometrioidnih karcinoma (33,3%). Mucinozni
ovarijalni karcinomi su u najveéem broju bili dobro do srednje diferentovani (90,0%). Nije
postojala znaCajna razlika izmedu tumorskih gradusa mucinoznih i endometrioidnih
ovarijalnih karcinoma (p=0,213). Prisustvo limfovaskularne tumorske invazije i nekroze bilo
je najucestalije kod seroznih ovarijalnih karcinoma (92,9 % 1 85,4%), Sto se pokazalo kao
znacajno (p<0,001) u odnosu na limfovaskularnu invaziju i nekrozu kod mucinoznih (40,0% i
50,0%) 1 endometrioidnih (44,4% oba parametra) karcinoma. Mucinozni ovarijalni karcinomi
nisu pokazivali statisticki znacajnu razliku u ucestalosti nalaza limfovaskularne invazije 1
tumorske nekroze u odnosu na endometrioidne karcinome (p=1,000). Intratumorska 1
peritumorska limfocitna infltracija kod seroznih OK (86,4% 193,2%) je znacajno ucestalija u
odnosu na njihovo prisustvo u mucinoznim (30,0% 1 60,0%) 1 endometrioidnim (77,8% 1
88,9%) OK (p<0,001; p=0,008; p<0,001; p=0,003). Endometrioidni 1 mucinozni ovarijalni
karcinomi nemaju medusobno znacajnu razliku prisustva limfocitnog infiltrata (p=0,070;
p=0,303) (Tabela 6).

Tabela 6. Karakteristike ovarijalnih karcinoma u odnosu na histoloski tip (n=122)

Histoloski tip karcinoma

Karakteristike p P p
Serozni Mucinozni Endometrioidni

Dobro i srednje diferentovani 12 (11,7) 9 (90,0) 6 (66.7)

(Gradus 1 + Gradus 2) <0.001 <0.001 0213

Slabo diferentovani ’ ’ ’

(Gradus 3) 91 (88,3) 1 (10,0) 3(33,3)

ﬁlgl/of;’mkulama fnvazua, 95 (92.,2) 4 (40,0) 4(44,4)  <0,001 <0,001 1,000

Nekroza, n (%) 88 (85,4) 5(50,0) 4 (44,4) 0,005 0,001 1,000

Intratumorska

limfocitna infiltracija, n (%) 89 (86,4) 3 (30,0) 7(77,8) <0,001 <0,001 0,070

Peritumorska 96 (93,2) 6 (60,0) 8 (88.9) 0,008 0,003 0,303

limfocitna infiltracija, n (%)

8Serozni vs. Mucinozni, ®Serozni vs. Endometrioidni, ‘Mucinozni vs. Endometrioidni.

OK- Ovarijalni karcinom
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Limfovaskularna invazija i nekroza bile su znacajno ucestalije u HGSC nego u LGSC
(p=0,006; p=0,005). Takode intratumorska i peritumorska limfocitna infiltracija bile su
znacajno ¢es¢e u HGSC u odnosu na LGSC (p=0,034; p=0,033) (Tabela 7).

Tabela 7. Karakteristike seroznih ovarijalnih karcinoma (n=103)

Serozni OK
Karakteristike HGSC LGSC
Limfovaskularna invazija, n (%) 87 (95,6) 8(66,7) 0,006
Nekroza, n (%) 81 (89,0) 7(58,3) 0,005

Intratumorska limfocitna infiltracija, n (%) 81 (89,0) 8 (66,7) 0,034

Peritumorska limfocitna infiltracija, n (%) 87 (95,6) 9 (75,0) 0,033

OK- Ovarijalni karcinom, HGSC- High grade serozni karcinom,
LGSC- Low grade serozni karcinom
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4.2. Rezultati analize ekspresije PD-L1 markera

PD-L1 ekspresija u nasoj studiji je najizrazenija kod ovarijalnih karcinoma (Slika
6). U grupi APT tumora i kontrolnoj grupi PD-L1 ekspresija je statisticki znacajno slabija.
Visoku PD-L1 ekspresiju pokazalo je 88 pacijentkinja (72,1%) sa ovarijalnim karcinomom,
dok je takvih pacijentkinja sa APT tumorima bilo svega 5 (11,9%). Grupa APT tumora
jajnika najceSce ispoljava slabu PD-L1 ekspresiju prisutnu kod 30 pacijentkinja (71,4%).
Benigni tumori jajnika u kontrolnoj grupi su najéeS¢e pokazali odsustvo PD-L1 ekspresije
(97%) (Tabela 8).

Slika 6. PD-L1 ekspresija u karcinomskim éelijama HGSC
A (x100) i B (x400) slaba ekspresija, C (x100) i D (x400) umerena ekspresija,
E (x100) i F (x400) jaka PD-L1 ekspresija.
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Tabela 8. PD-L1 ekspresija u razli¢itim grupama pacijentkinja (n=328)

Stepen Grupe n (%) OK OK APT
PD-L1 OK APT BOT p VS. VS. VS.
ekspresije  —12> n=42 n=164 APT BOT BOT

0 0 (0,0) 7(16,7) 159 (97,0)
1+ 34(27,9) 30(71,4) 5(3,0)
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001
2+ 86 (70,5 5(11,9) 0 (0,0)
3+ 2 (1,6) 0 (0,0) 0(0,0)

OK- Ovarijalni karcinom, APT- Atipicno proliferiSuc¢i tumor, BOT- Benigni ovarijalni tumor

Bilateralni ovarijalni karcinomi pokazuju statisticki znacajniju visoku PD-LI1
ekspresiju (p<0,001) u odnosu na unilateralne (82,9%; 50,0%). Stepen PD-L1 ekspresije se
nije razlikovao u odnosu na starost pacijentkinja, njihov menopauzalni status i veliCinu
tumora. Svi karcinomi gradusa 1 najceSce su ispoljavali slabu PD-L1 ekspresiju, dok su
kategorije umerene i jake PD-L1 ekspresije kod ovakvih karcinoma izostale. Visok stepen
ekspresije PD-L1 bio je znafajno ces¢i u OK sa prisutnom nekrozom (80,4%),
limfovaskularnom invazijom (82,5%) 1 prisutnim intratumorskim (79,8%) ili peritumorskim
(75,5%) limfocitnim infiltratom u odnosu na OK bez pomenutih karakteristika (Tabela 9).
Serozni ovarijalni karcinomi pokazuju najizrazeniju visoku PD-L1 ekspresiju (79,6%),
statisticki znacajno viSu (p<0,001) u odnosu na mucinozne (30,0%) 1 endometrioidne (33,3%)
karcinome. Visoka PD-L1 ekspresija je znacajno ¢es¢a (p=0,007) u HGSC (83,5%), nego kod
LGSC (50,0%). Visi FIGO stadijum tumorske bolesti (III 1 IV) povezan je sa znacajno viSim
stepenom ekspresije PD-L1 u odnosu na nizi stadijum (95,2%; 23,1%). U OK visokog
histoloskog gradusa (gradus 3) visok stepen PD-L1 ekspresije bio je najéeséi (84,2%). U OK
gradusa 2 visok stspen ekspresije imalo je 66,7% tumora.
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Tabela 9. PD-L1 ekspresija u odnosu na Kklini¢ke i
ovarijalnih karcinoma (n=122)

patohistoloSke Kkarakteristike

PD-L1 ekspresija

Karakteristike Kategorije n ot p
Starost pacijentkinje zgi ﬂ 8;’3; jg Egg’g 0,291
. Da 28 (26,4) 78 (73,6)
Menopauzalni status Ne 6 (37.5) 10 (62.5) 0,357
Unilateralna 20 (50,0) 20 (50,0)
Lateralnost tumora Bilateralna 14(17,) 68(82,9) ~%0
Maks. promer tumora (mm) igg ;g 83’8 jg Egg’g 0,445
Serozni 21(20,4) 82(79,6)
Histoloski tip Mucinozni 7(70,0) 3(30,0) <0,001
Endometrioidni 6 (66,7) 3(33.,3)
HGSC 15 (16,5) 76 (83,5)
. . . LGSC 6 (50,0) 6 (50,0)
Histoloski podtip Mucinozni 7(70.0) 3 (30,0) <0,001
Endometrioidni 6 (66,7) 3(33,3)
. HGSC 15 (16,5) 76 (83,5)
Serozni LGSC 6(50.00 6500y %007
. I+I1 30(76,9) 9 (23,1)
FIGO stadijum MLV 4(4.8) 79 (95.2) <0,001
1 15 (100,0) 0 (0,0
Gradus 2 4(33,3) 8(66,7) <0,001
3 15 (15,8) 80 (84,2)
Da 19 (19,6) 78 (80,4)
Nekroza Ne 15 (60.0) 10 (40.0) 9001
. . .. Da 18 (17,5) 85(82,5)
Limfovaskularna invazija Ne 16 (84.2) 3 (15.8) <0,001
. e .. Da 20 (20,2) 79 (79,8)
Intratumorska limfocitna infiltracija Ne 14 (60.9) 9 (39.1) <0,001
. . o .. Da 27(24,5) 83(75,5)
Peritumorska limfocitna infiltracija Ne 7(583) 5(41.7) 0,013

FIGO- Internacionalano udruzenje ginekologa i1 akuSera, HGSC- High grade serozni
karcinom, LGSC- Low grade serozni karcinom

Karakteristike PD-L1 ekspresije u centralnim delovima tumora, a u odnosu na FIGO
stadijum tumorskog procesa prikazane su u Tabeli 10. Karakteristike PD-L1 ekspresije u
perifernim delovima tumora (invazivni front karcinoma), a u odnosu na FIGO stadijum
tumorskog procesa prikazane su u Tabeli 11.
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Tabela 10. PD-L1 ekspresija u centralnim delovima ovarijalnih karcinoma u odnosu na
FIGO stadijume

Stepen PD-L1 ekspresije n(%)

FIGO stadijum

Svi stepeni 1+ >2+
Svi stadijumi 122 (100) 34 (27,9) 88 (72,1)
1A 6 (4,9) 6 (100) 0 (0,0)
IB 1 (0,8) 1 (100) 0 (0,0)
IC1 10 (8,2) 7 (70,0) 3 (30,0)
1C2 9(7,4) 8 (88,9) 1(11,1)
IC3 1 (0,8) 1 (100) 0 (0,0)
A 7(5,7) 4 (57,1) 3 (42,9)
1IB 2 (1,6) 1 (50,0) 1 (50,0)
I1C 3(2,5) 2 (66,7) 1(33,3)
1A 4 (3,3) 1 (25,0) 3 (75,0)
I1A1 1 (0,8) 0 (0,0) 1 (100)
111B 6 (4,9) 0 (0,0) 6 (100)
IIC 71 (58,2) 3(4,2) 68 (95,8)
v 1 (0,8) 0(0,0) 1 (100)

Tabela 11. PD-L1 ekspresija u invazivnom frontu ovarijalnih karcinoma u odnosu na
FIGO stadijume

Stepen PD-L1 ekspresije n(°
FIGO stadijum cpen ekspresije n(%)

Svi stepeni 1+ >2+
Svi stadijumi 122 (100) 12 (9,8) 110 (90,2)
IA 6 (4,9) 5(83,3) 1 (16,7)
IB 1 (0,8) 1 (100) 0 (0,0
IC1 10 (8,2) 3 (30,0) 7 (70,0)
IC2 9(7,4) 2(22,2) 7(77,8)
1C3 1 (0,8) 0(0,0) 1 (100)
A 7(5,7) 1(14,3) 6 (85,7)
11B 2 (1,6) 0(0,0) 2 (100)
1HC 3(2,5) 0(0,0) 3 (100)
1A 4(3,3) 0(0,0) 4 (100)
IIA1 1 (0,8) 0(0,0) 1 (100)
I11B 6 (4,9) 0(0,0) 6 (100)
mic 71 (58,2) 0(0,0) 71 (100)
v 1 (0,8) 0 (0,0) 1 (100)
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4.2.1. Poredenje PD-L1 ekspresije u centralnim i invazivnim delovima
ovarijalnih karcinoma

Invazivni delovi ovarijalnih karcinoma pokazuju izrazeniju PD-L1 ekspresiju u
odnosu na centralne (p<0,001) (Tabela 12). Visoka PD-L1 ekspresija ucestalija je u
invazivnim nego u centralnim delovima ovarijalnih karcinoma (90,2%; 72,1%). Invazivni
delovi karcinoma najée$ée pokazuju umerenu PD-L1 ekspresiju (66,4%) koja je
najzastupljenija i u centralnim segmentima karcinoma (70,5%). Jaka PD-L1 ekspresija je
nasuprot umerenoj ¢eS¢a u invazivnim nego u centralnim delovima karcinoma (23,8%;
1,6%). Centralni delovi karcinoma slabo ispoljavaju PD-L1 receptor kod 34 pacijentkinje
(27,9%), dok je u invazivnim delovima ista ekspresija prisutna kod samo njih 12.

Tabela 12. Stepen PD-L1 ekspresije u odnosu na delove karcinoma jajnika (n=122)

Stepen PD-L1

Regija tumora n (%) p

ekspresije

1+ 34 (27,9)*

2+ 86 (70,5)* <0,001
Centralni delovi

3+ 2 (1,6)*

1+ 12 (9,8)*
Invazivni front 2+ 81 (66,4)* <0,001

3+ 29 (23,8)*

*p<0,001 (Razlika u distribuciji ekspresije izmedu centralnih 1
invazivnih zona tumora)

Postojale su znacajne razlike u ekspresiji PD-L1 izmedu centralnih i perifernih zona
tumora, u odnosu na histoloski tip karcinoma (Tabela 13). HGSC je u invazivnim delovima
pokazao znacajnu ucestalost visoke (96,7%), pre svega jake (30,8%) PD-L1 ekspresije u
odnosu na centralne karcinomske delove. U grupama LGSC, mucinoznog i endometrioidnog
karcinoma nije bilo znacajnih razlika u ekspresiji PD-L1 izmedu invazivnih i centralnih
karcinomskih delova (Tabela 13).
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Tabela 13. Razlike PD-L1 ekspresije u centralnim i invazivnim delovima ovarijalnih
karcinoma u odnosu na histoloske tipove

Regija tumora

HistoloSKki tip Stepen PD-L1
tumora ekspresije Centralni deo n Invazivni front p
(%) n (%)
1+ 15 (16,5) 3(3,3)
HGSC 2+ 74 (81,3) 60 (65,9) <0,001
3+ 2(2,2) 28 (30,8)
1+ 6 (50,0) 1(8,3)
LGSC 0,069
2+13+ 6 (50,0) 11 (91,7)
i i 1+ 7 (70,0 5(50,0
MucTnoznl (70,0) ( ) 0,650
karcinom
2+ 3 (30,0) 5(50,0)
Endometrioidni 1+ 6 (66,7) 3 (33.,3) 0.347
karcinom ’
2+ 3(33,3) 6 (66,7)

HGSC- High grade serozni karcinom, LGSC- Low grade serozni karcinom

Analizirana je povezanost stepena PD-L1 ekspresije centralnih i1 invazivnih delova
HGSC ovarijalnih karcinoma sa tipom limfocitnog infiltrata (intratumorski i peritumorski)
(Tabela 14, Slika 7). Pokazana je znacajno veca ucestalost visoke PD-L1 ekspresije u
centralnim delovima karcinoma (84,3%) u kojima postoji intratumorski limfocitni infiltrat u
odnosu na tumore u kojima tog infiltrata nema (p=0,003).
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Tabela 14. Stepeni PD-L1 ekspresije u HGSC u odnosu na postojanje i tip limfocitnog

infiltrata (n=91)

Intratumorska Peritumorska
Regija Stepen PD-L1 limfocitna limfocitna
tumora ekspresije infiltracija P infiltracija P
Da Ne Da Ne
odsutna/slaba* 14 (15,7) 7 (50,0) 18 (18,8) 3(42,9)
Cent1:aln1 0,003 0.126
delovi
visoka** 75 (84,3) 7 (50,0) 78 (81,3) 4 (57,1)
odsutna/slaba* 2(2,2) 2(14,3) 3@3,1) 14,3)
Invazivni 0,088 0.249
front
visoka** 87(97,8) 12 (85,7) 93(96,9) 6(85,7)

* odsutna/slaba PD-L1 ekspresija (0 1 1+), **visoka PD-L1 ekspresija (2+ 1 3+)
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Slika 7. Intratumorski (A) i peritumorski (B) limfocitni infiltrat (A) u HGSC
histoloskom tipu ovarijalnog karcinoma. Znacajna PD-L1 imunoekspresija u
centralnim delovima HGSC sa prisutnim intratumorskim limfocitnim
infiltratom na uveli¢anju x100 (C) i uveli¢anju x400 (D).
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4.3. Rezultati analize ekspresije p62 markera

Karakterisitke imunoekspresije markera autofagije p62 (Slika 8), kao i uporedne
statisticke analize te ekspresije, prikazane su u Tabeli 15.

A RS asge o - : R _.,-""‘. B BT
Slika 8. Ekspresija p62 markera u karcinomskim ¢elijama HGSC jajnika
na uveli¢anju x100 (A) 1 uveli¢anju x400 (B).

Tabela 15. Ekspresija p62 markera u centralnim delovima, u odnosu na tipove uzoraka

Grupe n (%) OK OK APT
Stepen VS. VS. VS.
ekspresije OK APT BOT APT BOT BOT
149
0 0(0,0) 6 (14,3) (90.9)
1+ 3(2,5 21 (50,0 15 (9,1
(@) ( ) ©:1 <0,001 <0,001 <0,001
2+ 43 (35,2) 15 (35,7) 0(0,0)
3+ 76 (62,3) 0(0,0) 0(0,0)

Pozitivna % % %
ekspresija 122 (100)* 36 (85,7)* 15(9,1)

*p<0,001;
OK - Ovarijalni karcinom, APT - Atipi¢no proliferiSuci tumor, BOT - Benigni
ovarijalni tumor

Stepen p62 ekspresije se nije razlikovao u odnosu na starost pacijentkinja, njihov
menopauzalni status, lateralnost i maksimalni promer tumora. Serozni histoloski tip
ovarijalnog karcinoma (posebno HGSC) je imao statisticki znacajno visi stepen ekspresije
p62 markera (>2+) u poredenju sa preostala dva histoloska tipa (mucinozni i endometrioidni).
Visi FIGO stadijumi tumorske bolesti (III 1 IV) su pokazali znafajno CeS¢e visoku p62
ekspresiju u odnosu na nize FIGO stadijume (100,0%; 92,3%). Sva tri gradusa OK su imali
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znacajno visok stepen ekspresije p62, medutim gradusi 2 1 3 ovarijalnih karcinoma su
pokazali znacajno ¢esée visoku p62 ekspresiju (100%) u odnosu na gradus 1 (80%). Visoka
p62 ekspresija je znacajno ¢eS¢e uocena kod ovarijalnih karcinoma sa prisutnom nekrozom
(99%), limfovaskularnom invazijom (100%) 1 prisutnim intratumorskim (100%) ili
peritumorskim (99,1%) limfocitnim infiltratom (Tabela 16).

Tabela 16. Ekspresija p62 u odnosu na klinicke i patohistoloske karakteristike
ovarijalnih karcinoma

. L. .. Ekspresija p62
Karakteristike Kategorije 1+ 2+
. .. <65 2 (3,0 64 (97,0)
Starost pacijentkinje (god.) >65 1 (1.8) 55 (98.2) 0,658
) Da 2(1,9) 104 (98,1)
4
Menopauzalni status Ne 1(6.3) 15 (93.8) 0,347
Unilateralna 1(2,5) 39 (97,5)
Lateralnost tumora Bilateralna 2 (2.4) 80 (97.6) 1,000
<80 0(0,0)  57(100,0)
. 101
Maks. promer tumora (mm) >80 3 (4.6) 62 (95.4) 0,10
Serozni 0(0,0) 103 (100,0)
Histoloski tip Mucinozni 2 (20,0) 8 (80,0) 0,003
Endometrioidni 1 (11,1) 8 (88,9)
HGSC 00,00  91(100,0)
. - . LGSC 0(0,0) 12(100,0)
Histoloski podtip Mucinozni 2 (20,0) 8 (30.0) 0,004
Endometrioidni 1 (11,1) 8 (88,9)
Serozni HGSC 00,00 91 (100,0) /
o LGSC 0(0,0) 12 (100,0)
. I+I1 3(7,7) 36 (92,3)
FIGO stadijum LIV 0(0.0) 83 (100.0) 0,031
1 3 (20,0) 12 (80,0)
Gradus 2 00,00 12(100,0) 0,002
3 0(0,0)  95(100,0)
Da 1 (1,0) 96 (99,0)
Nekroza Ne 2(8.0) 23 (92.0) 0,106
Da 0(0,0) 103
Limfovaskularna invazija (100,0) 0,003
Ne 3(15,8) 16(84,2)
Intratumorska limfocitna Da 0(0,0) 99 (100,0) 0.006
infiltracija Ne 3(13,0) 20(87,0) i
Peritumorska limfocitna Da 1(0,9) 109 (99,1) 0.025
infiltracija Ne 2 (16,7) 10 (83,3) ’

FIGO- Internacionalano udruZenje ginekologa i akuSera, HGSC- High grade
serozni karcinom, LGSC- Low grade serozni karcinom
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Karakteristike ekspresije p62 u centralnim delovima OK u odnosu na FIGO stadijume
je prikazana u Tabeli 17.

Tabela 17. Ekspresija p62 u centralnim delovima ovarijalnih karcinoma u odnosu na
FIGO stadijume

Stepen p62 ekspresije n(%)

FIGO stadijum

Svi stepeni 1+ >2+
Svi stadijumi 122 (100) 3(2,5) 119 (97,5)
1A 6 (4,9) 2 (33,3) 4 (66,7)
IB 1 (0,8) 1 (100) 0(0,0)
IC1 10 (8,2) 0 (0,0) 10 (100)
1C2 9(7,4) 0 (0,0) 9 (100)
IC3 1 (0,8) 0(0,0) 1 (100)
A 7 (5,7) 0 (0,0) 7 (100)
1IB 2 (1,6) 0(0,0) 2 (100)
I1C 3(2,5) 0(0,0) 3 (100)
IIA 4(3,3) 0(0,0) 4 (100)
I1A1 1 (0,8) 0(0,0) 1 (100)
1B 6 (4,9) 0 (0,0) 6 (100)
ic 71 (58,2) 0 (0,0) 71 (100)
v 1 (0,8) 0 (0,0) 1 (100)
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4.4. Rezultati analize ekspresije LC3 markera

Karakterisitke imunoekspresije markera autofagije LC3 (Slika 9), kao i uporedne
statisticke analize te ekspresije, prikazane su u Tabeli 18.

14
P # €
Ml by -

o.N N . R 5 . 3 F g b 25 L Vel L N
Slika 9. Ekspresija LC3 markera u karcinomskim ¢elijama HGSC jajnika
na uveli¢anju x100 (A) i uveli¢anju x400 (B).

Tabela 18. Ekspresija LC3 markera u centralnim delovima, u odnosu na tipove uzoraka

()
Stepen Grupe n (%) OK vs. (3:( AVIS,T
ekspresije OK APT BOT APT B O.T B 0.T
149
0 0(0,0) 9(21,4) (90.9)
1+ 3(2,5) 22 (52,4 15(9,1)
<0,001 <0,001 <0,001
2+ 35 (28,7) 11 (26,2) 0(0,0)
3+ 84 (68,9) 0(0,0) 0(0,0)
Pozitivna % % %
ekspresija 122 (100)* 33 (78,6) 15(9,1)
*p<0,001;

OK - Ovarijalni karcinom, APT - Atipi¢no proliferiSuci tumor, BOT - Benigni
ovarijalni tumor

Stepen LC3 ekspresije se nije razlikovao u odnosu na starost pacijentkinja, njihov
menopauzalni status, lateralnost i maksimalni promer tumora. Serozni histoloski tip
ovarijalnog karcinoma (posebno HGSC) je statisticki znacajno ¢eS¢e pokazivao visok stepen
ekspresije LC3 markera (>2+) u poredenju sa mucinoznim i endometrioidnim OK (p<0,001).
Visi FIGO stadijumi tumorske bolesti (III i IV) su pokazali znacajno cesS¢e visoku LC3
ekspresiju u odnosu na nize FIGO stadijume (100,0%; 92,3%). Sva tri gradusa ovarijalnih
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karcinoma pokazuju izrazenu ucestalost LC3 ekspresije, od ¢ega karcinomi gradusa 2 i 3
imaju znacajno ceSce visoku LC3 ekspresiju (100%) u odnosu na gradus 1 (80%). Visoka
LC3 ckspresija je znacajno c¢eSce uocCena kod ovarijalnih karcinoma sa prisustvom
limfovaskularne invazije (100%), intratumorskim (100%) ili peritumorskim (99,1%)
limfocitnim infiltratom, dok je visok stepen LC3 ekspresije bio prisutan kod OK bez obzira
na prisustvo nekroze (Tabela 19).

Tabela 19. Ekspresija LC3 u odnosu na klinicke i patohistoloSke karakteristike
karcinoma ovarijuma

LC3 ekspresija

Karakteristike Kategorije I+ 2+ p
Starost pacijentkinje <65 1(1,5) 65 (98.5) 0.465
(god.) 265 2 (3,6) 54 (96,4) ’
Menopauzalni status II\)I: (3) Eégg }23(1((9)(7):(2)3 1,000
Unilateralna 12,5 39 (97,5
Lateralnost tumora Bilateralna ) Ezj 43 30 E97’ 6; 1,000
Maks. promer tumora <80 0(0,0) 57 (100,0) 0.101
(mm) >80 3 (4,6) 62 (95,4) ’
Serozni 0(0,0) 103 (100,0)
Histoloski tip Mucinozni 3 (30,0) 7(70,0) 0,001
Endometrioidni 0(0,0) 9 (100,0)
HGSC 0(0,0) 91 (100,0)
. - . LGSC 0(0,0) 12 (100,0)
Histoloski podtip Mucinozni 3(30,0) 7.(70,0) 0,001
Endometrioidni 0(0,0) 9 (100,0)
Serozni HGSC 0(0,0) 91 (100,0) /
LGSC 0 (0,0) 12 (100,0)
. I+I1 3(7,7) 36 (92,3)
FIGO stadijum LTV 0 (0.0) 83 (100,0) 0,031
1 3 (20,0) 12 (80,0)
Gradus 2 0(0,0) 12 (100) 0,002
3 0 (0,0) 95 (100,0)
Da 1 (1,0) 96 (99,0)
Nekroza Ne 2 (8.0) 23 (92.0) 0,106
Limfovaskularna Da 0(0,0) 103 (100,0) 0.003
invazija Ne 3 (15,8) 16 (84,2) ’
Intratumorska Da 0(0,0) 99 (100,0) 0.006
limfocitna infiltracija Ne 3 (13,0) 20 (87,0) i
Peritumorska limfocitna Da 1(0,9) 109 (99,1) 0.025
infiltracija Ne 2 (16,7) 10 (83,3) ’

FIGO - Internacionalano udruZenje ginekologa i akuSera, HGSC - High grade
serozni karcinom, LGSC - Low grade serozni karcinom
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Karakteristike ekspresije LC3 u centralnim delovima OK u odnosu na FIGO
stadijume je prikazana u Tabeli 20.

Tabela 20. Ekspresija LC3 u centralnim delovima ovarijalnih karcinoma u odnosu na
FIGO stadijume

FIGO stadijum Stepen LC3 ekspresije n(%)

Svi stepeni 1+ >2+
Svi stadijumi 122 (100) 3(2,5) 119 (97,5)
1A 6 (4,9) 2 (33,3) 4 (66,7)
IB 1 (0,8) 1 (100) 0(0,0)
IC1 10 (8,2) 0 (0,0) 10 (100)
1C2 9(7,4) 0 (0,0) 9 (100)
IC3 1 (0,8) 0(0,0) 1 (100)
A 7 (5,7) 0 (0,0) 7 (100)
1IB 2 (1,6) 0(0,0) 2 (100)
I1C 3(2,5) 0(0,0) 3 (100)
IIA 4(3,3) 0(0,0) 4 (100)
I1A1 1 (0,8) 0(0,0) 1 (100)
1B 6 (4,9) 0 (0,0) 6 (100)
ic 71 (58,2) 0 (0,0) 71 (100)
v 1 (0,8) 0 (0,0) 1 (100)
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4.5. Rezultati analize ekspresije Beclinl markera

Karakterisitke imunoekspresije markera autofagije Beclinl (Slika 10), kao i
uporedne statisticke analize te ekspresije, prikazane su u Tabeli 21.

Al R IR B B
Slika 10. Ekspresija Beclinl markera u karcinomskim ¢elijama HGSC jajnika
na uveli¢anju x100 (A) 1 uveli¢anju x400 (B).

Tabela 21. Ekspresija Beclinl markera u centralnim delovima, u odnosu na tipove
uzoraka

o
Stepen Grupe n (%) OK vs. gf A;I;T
ekspresije OK APT BOT APT B O.T B O.T
162
0 0 (0,0) 12 (28,6) (98.8)
1+ 15 (12,3) 21 (50,0) 2(1,2)
<0,001 <0,001 <0,001

2+ 60 (49,2) 9(214) 0 (0,0)

3+ 47 (38,5) 0 (0,0) 0 (0,0)
Pozitivna * % %
ekspresija 122 (100)* 30 (71,4) 2(1,2)
*p<0,001;

OK - Ovarijalni karcinom. APT - Atipi¢no proliferiSuci tumor, BOT - Benigni
ovarijalni tumor

Stepen Beclinl ekspresije se nije znaajno razlikovao u odnosu na svaki od
analiziranih  klinickih 1 patohistoloskih parametara (starost pacijentkinja, njihov
menopauzalni status, lateralnost i maksimalni promer tumora, histoloski tip i podtip, FIGO
stadijum, gradus tumora, kao 1 prisustvo nekroze, limfovaskularne invazije, intratumorskog 1
peritumorskog limfocitnog infiltratata (Tabela 22).
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Tabela 22. Ekspresija Beclinl u odnosu na Kklinicke i patohistoloske
karakteristike ovarijalnih karcinoma

Ek ija Beclinl
Karakteristike Kategorije ls_fresqa i;_l_n

<65 6(9,1) 60(90,9

Starost pacijentkinje (god.) 65 9( 1( 6’1§ 47 283’ 9; 0,242
) Da 15(14,2) 91 (85,8)

1

Menopauzalni status Ne 0(0,0) 16 (100.0) 0,108

Unilateralna 6 (15,0) 34 (85,0)
2
Lateralnost tumora Bilateralna 9(11,0) 73(89,0) %
< 12

Maks. promer tumora (mm) >§8 ; 512’2 2(7) g;’;g 0,996
Serozni 12 (11,7) 91 (88,3)

Histoloski tip Mucinozni 3 (30,0) 7(70,0) 0,122
Endometrioidni 0(0,0) 9(100,0)
HGSC 12 (13,2) 79 (86,8)
. _ . LGSC 0(0,0) 12(100,0)

HistoloSki podtip Mucinozni 33000 7700 >1O
Endometrioidni 0(0,0)0 9(100,0)
) HGSC 12 (13,2) 79 (86,8)

Serozni LGSC 00,0 12(100,0) »'®!
. [+11 3(7,7) 36(92,3)

FIGO stadijum I+1V 12(145) 71855 2%
1 3 (20,00 12 (80,0)

Gradus 2 0(0,0)0 12(100) 0,284
3 12 (12,6) 83 (87,4)
Da 11(11,3) 86(88,7)

Nekroza Ne 4(160) 21840 %
) . . Da 12 (11,7) 91 (88,3)

Limfovaskularna invazija Ne 3(15.8) 16 (84.2) 0,614
) . .. Da 10 (10,1) 89 (89,9)

Intratumorska limfocitna infiltracija Ne 5(217) 18 (78.3) 0,126
. . o .. Da 12(10,9) 98 (89.1)

Peritumorska limfocitna infiltracija Ne 3 (25.0) 9 (75.0) 0,158

FIGO - Internacionalano udruZenje ginekologa i akuSera, HGSC - High grade
serozni karcinom, LGSC - Low grade serozni karcinom
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Karakteristike ekspresije Beclinl u centralnim delovima OK u odnosu na FIGO
stadijume je prikazana u Tabeli 23.

Tabela 23. Ekspresija Beclinl u centralnim delovima ovarijalnih karcinoma u odnosu
na FIGO stadijume

Stepen Beclinl ekspresije n(%)

FIGO stadijum

Svi stepeni 1+ >2+
Svi stadijumi 122 (100) 15 (12,3) 107 (87,7)
IA 6 (4,9) 2 (33,3) 4 (66,7)
IB 1 (0,8) 1 (100) 0(0,0)
IC1 10 (8,2) 0 (0,0) 10 (100)
1C2 9(7,4) 0 (0,0) 9 (100)
IC3 1(0,8) 0 (0,0) 1 (100)
A 7 (5,7) 0 (0,0) 7 (100)
1B 2 (1,6) 0(0,0) 2 (100)
I1C 3(2,5) 0 (0,0) 3 (100)
ITA 4 (3,3) 0(0,0) 4 (100)
IIA1 1(0,8) 0(0,0) 1 (100)
1B 6 (4,9) 0 (0,0) 6 (100)
ic 71 (58,2) 11 (15,5) 60 (84,5)
v 1(0,8) 1 (100) 0(0,0)
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4.6. Poredenje ekspresija markera autofagije (p62, LC3 i Beclinl)

U Tabeli 24 prikazani su rezultati ispitivanja korelacije imunoekspresije sva tri
markera autofagije u odnosu na ekspresiju u centralnim delovima tumora i u perifernim,
invazivnim delovima tumora. Prikazani su takode i1 parametri medusobnih korelacija
imunoekspresije za svaki od markera posebno. Moze se zapaziti da je izmedu ekspresije u
centralnim i perifernim delovima tumora postojala pozitivna korelacija za svaki od tri
markera (p=0,001). Pri ispitivanju medsubonih korelacija ekspresije ispitivanih markera,
dobijena je pozitivna korelacija ekspresije p62 i LC3, dok je korelacija ova dva markera sa
Beclinl bila negativna i u centralnim i u perifernim, invazivnim delovima tumora.

Tabela 24. Poredenje markera autofagije u ovarijalnim karcinomima (n=122)

.o . Kendall’s Tau korelacioni
Ispitivane korelacije

koeficijent (1)
Centralni u odnosu na
invazivni deo tumora
p62/p62 0,946
LC3/LC3 0,994
Beclinl/Beclinl 0,963
Centralni delovi tumora
p62/LC3 0,828
p62/Beclinl -0,429
LC3/Beclinl -0,352
Invazivni delovi tumora
p62/LC3 0,839
p62/Beclinl -0,429
LC3/Beclinl -0,352

Grupisanjem manje zastupljenih histoloSkih tipova ovarijalnih karcinoma vrSeno je
udruZeno poredenje ekspresija markera autofagije u odnosu na prognosticki najznacajnije
patohistoloSke parametre (histoloski tip, gradus i stadijum tumora) uporednom analizom
ekspresije centralnih delova ovarijalnih karcinoma (Tabela 25). U ovoj analizi ispitivane su
razlike ekspresija svih markera u najzastupljenijem i najagresivnijem HGSC tipu u odnosu na
sve ostale histoloske tipove ovarijalnih karcinoma (LGSC, mucinozi i endometrioidni).
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Ekspresija svih analiziranih markera je pokazala statisticki znaCajnu povezanost sa
histoloskim tipom tumora, stadijumom i gradusom tumora (p<0,001). Ekspresije p62 i LC3
markera su znacajno zastupljene kod pacijentkinja sa HGSC histoloSkim tipom za razliku od
Beclinl ekspresije koja je slabija i1 zastupljenija u preostalim histoloskim tipovima
ovarijalnog karcinoma. Vise ekspresije p62 i LC3 markera uofene su u uznapredovalim
tumorskim stadijumima u odnosu na nize, Sto je razli¢ito u odnosu na Beclinl ekspresiju.
Diferencijacija tumora (gradus) pokazuje pozitivnu korelaciju sa p62 i LC3 ekspresijom i
negativnu sa Beclinl ekspresijom.

Tabela 25. Uporedna analiza ekspresije p62, LC3 i Beclinl u centralnim delovima
tumora u odnosu na histolo$ki tip ovarijalnih karcinoma, gradus i stadijum tumora

Histoloski tip OK

FIGO stadijum

Gradus tumora

HGSC non- [110 Irirv 1 2 3
HGSC

p62, n (%)
1+ 0 (0,0) 39,7 3(7,7) 0 (0,0 3 (20,0) 0 (0,0 0 (0,0)
2+ 22 (24,2) 21(67,7) 36(92,3) 7 (8,4) 12 80,0) 6(50,00 25(26,3)
3+ 69 (75,8) 7(22,6) 0(0,0) 76 (91,6)  0(0,0) 6 (50,0) 70 (73.,7)
p <0,001 <0,001 <0,001

LC3, n (%)
1+ 0 (0,0) 39,7 3(7,7) 0(0,0) 3 (20,0) 0 (0,0 0 (0,0)
2+ 17 (18,7) 18(58,1) 32(82,1) 3(3,6) 12(80,0) 3(25,00 20(21,1)
3+ 74 (81,3) 10(32,2) 4(10,2) 80(96,4) 0(0,0) 9(75,00 75(78,9)
p <0,001 <0,001 <0,001

Beclinl, n

(Y0)
1+ 12 (13,2) 3 (9,7) 3(7,7) 12 (14,5) 3 (20,0) 00,00 12(12,6)
2+ 49 (53,8) 11(35,5) 8(20,5) 52(62,6) 8(53,3) 2(16,7) 50(52,6)
3+ 30(33,00 17(54,8) 28(71,8) 19(22,9) 4(26,7) 10(83,3) 33(34.,8)
p <0,001 <0,001 <0,001

Svi podaci su izrazeni kao N (%); OK - Ovarijalni karcinom, HGSC - High grade serozni
karcinom, FIGO - Internacionalano udruzenje ginekologa i akusera
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4.7. Poredenje ekspresije PD-L1 receptora i markera autofagije

4.7.1. Poredenje PD-L1 ekspresije sa ekspresijom markera autofagije (p62, LC3,
Beclinl) u centralnim delovima ovarijalnih karcinoma

Poredenje PD-L1 ekspresije sa ekspresijom autofagnih markera p62, LC3 i Beclinl u
centralnim delovima ovarijalnih karcinoma je prikazano u Tabeli 26. Stepen PD-L1
imunoekspresije znaCajno se razlikovao u odnosu na ekspresiju p62 1 LC3 markera
autofagije. Svi OK sa niskim stepenom p62 ekspresije su takode imali nizak stepen ekspresije
PD-L1 markera u centralnom delu karcinoma, dok je cak tre¢ina (26,1%) uzoraka sa visokim
stepenom ekspresije p62 u centralnom delu karcinoma imalo nizak stepen ekspresije PD-L1 u
istom delu OK (p=0,020). Prisutan je isti odnos stepena ekspresije LC3 1 PD-L1 markera u
centralnim delovima karcinoma (p=0,020). Od svih uzoraka centralnih podruc¢ja OK sa
niskim stepenom ekspresije Beclin 1 markera, 73,3% je imalo visok stepen ekspresije PD-L1
markera, dok je od svih centralnih delova OK sa visokim stepenom ekspresije Beclin 1, visok
stepen PD-L1 ekspresije imalo 72% uzoraka (p=0,912).

Tabela 26. Poredenje PD-L1 ekspresije sa ekspresijom autofagnih markera p62, LC3 i
Beclinl u centralnim delovima ovarijalnih karcinoma

Stepen ekspresije PD-L1
Markeri Stepen n (%)

autofagije eskpresije P
1+ >2+

1+ 3 (100,0) 0 (0,0

p62 0,020
>2+ 31(26,1) 88 (73,9)
1+ 3 (100,0) 0(0,0)

LC3 0,020
>2+ 31(26,1) 88 (73,9)
1+ 4 (26,7) 11 (73,3)

Beclinl 0,912
>2+ 30 (28,0) 77 (72,0)
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4.7.2. Poredenje PD-L1 ekspresije sa ekspresijom markera autofagije (p62, LC3,
Beclinl) u invazivnim delovima ovarijalnih karcinoma

Poredenje PD-L1 ekspresije sa ekspresijom autofagnih markera p62, LC3 i Beclinl u
invazivnim delovima ovarijalnih karcinoma je prikazana u Tabeli 27. Stepen PD-LI1
imunoekspresije znacajno se razlikovao u invazivnim delovima OK u odnosu na ekspresiju
p62 1 LC3 autofagnih markera. Od svih OK sa niskim stepenom p62 ekspresije 25% je imalo
visok stepen PD-L1 ekspresije, dok su gotovo svi (92,4%) uzorci sa visokim stepenom
ekspresije p62 imali 1 visok stepen ekspresije PD-L1 markera (p=0,021). Svi uzorci sa niskim
stepenom ekspresije LC3 markera u invazivnim delovima karcinoma su imali takode nizak
stepen ekspresije PD-L1 markera, dok je od svih karcinoma sa visokim stepenom LC3
ekspresije 8,3% bilo sa niskom ekspresijom PD-L1 markera u invazivnim delovima
karcinoma (p=0,002). Stepen ekspresije Beclinl se nije znacajno razlikovao od stepena
ekspresije PD-L1 markera u invazivnim delovima karcinoma (p=0,815).

Tabela 27. Poredenje PD-L1 ekspresije sa ekspresijom autofagnih markera p62, LC3 i
Beclinl u invazivnim delovima ovarijalnih karcinoma

Stepen ekspresije PD-L1
Markeri Stepen n (%)

autofagije eskpresije P
1+ >2+

1+ 3 (75,0) 1 (25,0)

p62 0,021
>2+ 9 (7,6) 109 (92,4)
1+ 2 (100,0) 0 (0,0

LC3 0,002
>2+ 10 (8,3) 110 (91,7)
1+ 4 (28,6) 10 (71,4)

Beclinl 0,815
>2+ 8(7,4) 100 (92,6)
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4.7.3. Poredenje PD-L1 ekspresije sa ekspresijom markera autofagije p62, LC3 i
Beclinl u odnosu na klinicke i patohistoloSke parametre

Poredenje PD-L1 ekspresije sa ekspresijom autofagnih markera p62, LC3 i Beclinl u
zavisnosti od starosti pacijentkinja obolelih od ovarijalnih karcinoma je prikazano u Tabeli
28. Stepen ekspresije PD-L1 markera se nije statistiCcki znacajno razlikovao u odnosu na
stepen ekspresije autofagnih markera p62, LC3 i Beclinl kod pacijentkinja mladih od 65
godina, kao ni kod pacijentkinja starih 65 ili viSe godina.

Tabela 28. Poredenje PD-L1 ekspresije sa ekspresijom markera autofagije p62, LC3 i
Beclinl u zavisnosti od starosti pacijentkinja

Stepen ekspresije PD-L1 u odnosu na starost pacijentkinja

n (%)
Marker eszltzgf:sije <65 godina 265 godina
1+ >2+ p 1+ 22+ p
M L ween sy % ners sess 02
T A T [ N T
R R

Poredenje PD-L1 ekspresije sa ekspresijom autofagnih markera p62, LC3 i Beclinl u
zavisnosti od menopauzalnog statusa pacijentkinja obolelih od ovarijalnih karcinoma je
prikazano u Tabeli 29. Stepen ekspresije PD-L1 markera se statisticki znacajno razlikovao
jedino u odnosu na LC3 autofagni marker i to kod Zena u menopauzi (p=0,017).
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Tabela 29. Poredenje PD-L1 ekspresije sa ekspresijom markera autofagije p62, LC3 i
Beclinl u zavisnosti od menopauzalnog statusa pacijentkinja

Stepen ekspresije PD-L1 u odnosu na menopauzalni status

n (%)
Marker Elt;gf‘:sije Da Ne
1+ >2+ p 1+ >2+ p
P e s s M s ween 7
LG L aseay mosn " ems s
Bl 5 aagen a0 " ewrs s

Poredenje PD-L1 ekspresije sa ekspresijom autofagnih markera p62, LC3 i Beclinl u
zavisnosti od lateralnosti ovarijalnog karcinoma je prikazano u Tabeli 30. Stepen ekspresije
PD-L1 se znacajno razlikovao u poredenju sa ekspresijom autofagnih markera p62 i1 LC3 kod
bilateralnih ovarijalnih karcinoma.

Tabela 30. Poredenje PD-L1 ekspresije sa ekspresijom markera autofagije p62, LC3 i
Beclinl u zavisnosti od lateralnosti ovarijalnih karcinoma

Stepen ekspresije PD-L1 u odnosu na lateralnost karcinoma

n (%)
Stepen
Marker ekspresije Unilateralna Bilateralna
1+ >2+ p 1+ >2+ p
1+ 1 (100,0) 0(0,0) 2 (100,0) 0 (0,0)
po2 >2+ 19 (48,7) 20 (51,3) 1,000 12 (15,0) 68 (85,0) 0,027
1+ 1 (100,0) 0(0,0) 2 (100,0) 0 (0,0)
Les >2+ 19 (48,7) 20 (51,3) 1,000 12 (15,0) 68 (85,0) 0,027
) 1+ 1(16,7) 5(83,3) 3(33,3) 6 (66,7)
Beclini >)+ 19559 15@4) 77 q1as1) 62849 1%

54



Poredenje PD-L1 ekspresije sa ekspresijom autofagnih markera p62, LC3 i Beclinl u
zavisnosti od maksimalnog promera ovarijalnih karcinoma je prikazano u Tabeli 31. Stepen
ekspresije PD-L1 markera se znacajno razlikovao u poredenju sa ekspresijom autofagnih
markera p62 i1 LC3 kod velikih tumora (>80mm).

Tabela 31. Poredenje PD-L1 ekspresije sa ekspresijom markera autofagije p62, LC3 i
Beclinl u zavisnosti od maksimalnog promera ovarijalnih karcinoma

Stepen ekspresije PD-L1 u odnosu na maksimalni promer

n (%)
Marker flizgf':sije <80mm >80mm
I+ >2+ p 1+ >2+ P
2 D e s | ire asome 0026
-
s D e s hore asore 006
B o nesw mosn ™ noen swmy %
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Poredenje PD-L1 ekspresije sa ekspresijom markera autofagije p62, LC3 i Beclinl u
zavisnosti od histoloskog tipa ovarijalnih karcinoma je prikazano u Tabeli 32. Stepen PD-L1
ekspresije se nije statisticki znacajno razlikovala od stepena ekspresije markera autofagije u
svim histoloskim tipovima ovarijalnih karcinoma.

Tabela 32. Poredenje PD-L1 ekspresije sa ekspresijom markera autofagije p62, LC3 i
Beclinl u zavisnosti od histoloskog tipa ovarijalnih karcinoma

Stepen ekspresije PD-L1

Histoloski tip Marker Step el.l. n (%) p
ekspresije
1+ >2+
1+ 2 (100,0) 0(0,0)
p62 >0+ 5(62.,5) 3(37,9) /
. 1+ 3 (100,0) 0 (0,0)
Serozni LC3 >0+ 4 (57,1) 3 (42,9) /
_ 1+ 3 (100,0) 0(0,0)
Beclinl >0+ 4(57,1) 3(42,9) 0.270
1+ 0 (0,0) 0 (0,0)
p62 >0+ 21204 82796 %
o 1+ 0 (0,0) 0(0,0) 0475
Mucinozni LC3 >0+ 21(204)  82(79.6)
- 1+ 1(8,3) 11(91,7) 0,475
Beclinl >0t 20 (22,0)  71(78,0)
> 1+ 1 (100,0) 00,00 1,000
p >0+ 5(62,5) 3 (37,5
o 1+ 0 (0,0) 0 (0,0) /
Endometrioidni LC3 >0+ 6 (66,7) 3(33,3)
_ 1+ 0 (0,0) 0(0,0)
Beclinl S+ 6 (66.7) 3(33.3) /
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Poredenje PD-L1 ekspresije sa ekspresijom autofagnih markera p62, LC3 i Beclinl u
zavisnosti od histoloskog podtipa seroznih ovarijalnih karcinoma je prikazano u Tabeli 33.
Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u stepenu ekspresije izmedu PD-L1 markera i
markera autofagije u odnosu na histoloske podtipove seroznih ovarijalnih karcinoma.

Tabela 33. Poredenje PD-L1 ekspresije sa ekspresijom markera autofagije p62, LC3 i
Beclinl u zavisnosti od histoloSkog podtipa seroznih ovarijalnih karcinoma

Stepen ekspresije PD-L1 u seroznim karcinomima ovarijuma

n(%)
Stepen
Marker | cpresije HGSC LGSC
1+ >3+ p 1+ >2+ p
o n 000 000 000) 000
P >0+ 15(16,5) 76 (83.5) 6(50,0) 6 (50,0)
o I+ 000 000 000 000
>0+ 15(16,5) 76 (83.5) 6(50,0) 6 (50,0)
T 183 1TOL) 000 000
>0+ 14(17,7)  65(823) 6(50,0) 6 (50,0)

HGSC - High grade serozni karcinom, LGSC - Low grade serozni karcinom
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Poredenje PD-L1 ekspresije sa ekspresijom markera autofagije p62, LC3 i Beclinl u
zavisnosti od FIGO stadijuma ovarijalnih karcinoma je prikazano u Tabeli 34. Stepen
ekspresije PD-L1 markera u odnosu na ekspresiju autofagnih markera p62, LC3 i Beclinl se
nije znacajno razlikovala u zavisnosti od FIGO stadijuma bolesti.

Tabela 34. Poredenje PD-L1 ekspresije sa ekspresijom markera autofagije p62, LC3 i
Beclinl u odnosu na FIGO stadijume ovarijalnih karcinoma

Stepen ekspresije PD-L1

FIG? Marker Stepel.l. n (%) p
stadijum ekspresije
1+ >2+
1+ 3 (100,0) 0(0,0)
po62 >0+ 20 (83,3) aq67 0%
1+ 3 (100,0) 0 (0,0)
FIGO1 LC3 >0+ 20 (83.3) 4 (16,7 1099
_ 1+ 3 (100,0) 0 (0,0)
Beclinl >+ 20 (83,3) aqen M
1+ 0 (0,0) 0(0,0)
p62 >0+ 7 (58,3) 5(41,7) /
1+ 0 (0,0) 0 (0,0) /
FIGOII  LC3 >0+ 7 (58.,3) 5(41,7)
_ 1+ 0 (0,0) 0 (0,0) /
Beclinl _ 7 (58,3) 5 (41,7)
- 1+ 0 (0,0) 0 (0,0) /
p >0+ 4(4,9  78(95,1)
1+ 0 (0,0) 0 (0,0) /
FIGOIII LC3 _ 4(49  78(95,1)
_ 1+ 1(9,1) 10 (90,9)
Beclinl S+ 3(42) 63 (95.8) 0,444

Poredenje PD-L1 ekspresije sa ekspresijom autofagnih markera p62, LC3 i Beclinl u
zavisnosti od gradusa ovarijalnih karcinoma je prikazano u Tabeli 35. Stepen ekspresije PD-
L1 markera nije pokazala statisticki znacajnu razliku u odnosu na Beclinl marker autofagije
sa kojima je poredenje jedino bilo moguce (p=0,449).
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Tabela 35. Poredenje PD-L1 ekspresije sa ekspresijom markera autofagije p62, LC3 i
Beclinl u zavisnosti od gradusa ovarijalnih karcinoma

Histolotki Stepen ekspresije PD-L1
gradusi Marker Step e n (%) p
ekspresije
tumora 1+ >2+
1+ 3 (100,0) 0 (0,0)
p62 >0+ 12 (100,0) 0 (0,0) /
1+ 3 (100,0) 0(0,0)
Gradusl  LC3 >0+ 12 (100,0) 0 (0,0) /
. 1+ 3 (100,0) 0(0,0)
Beclinl >0+ 12 (100,0) 0 (0,0) /
1+ 0 (0,0) 0 (0,0)
Conduett p62 >0+ 4 (33,3) 8 (66,7) /
u L 1+ 0 (0,0) 0(0,0) /
>0+ 4 (33,3) 8 (66,7)
_ 1+ 0 (0,0) 0(0,0) /
Beclinl >0+ 4(333)  8(66,7)
o 1+ 0 (0,0) 0 (0,0 /
p >0+ 15 (15,8) 80 (84,2)
1+ 0 (0,0) 0(0,0) /
Gradus III'  LC3 >0+ 15 (15,8) 80 (84,2)
_ 1+ 1(8,3) 11 (91,7)
Beclinl >0+ 14 (16,9) 69 (83,1) A

Poredenje PD-L1 ekspresije sa ekspresijom markera autofagije p62, LC3 1 Beclinl u
zavisnosti od prisustva nekroze, limfovaskularne invazije, intratumorske i peritumorske
limfocitne infiltracije ovarijalnih karcinoma je prikazano u Tabeli 36. Ekspresija PD-L1
markera se nije statisticki znacajno razlikovala od stepena ekspresije markera autofagije p62,
LC3 i Beclinl bez obzira na prisustvo/odsustvo ispitivanih histopatoloskih karakteristika
ovarijalnih karcinoma (nekroza, limfovaskularna invazija, intratumorska i1 peritumorska
limfocitna infiltracija).
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Tabela 36. Poredenje PD-L1 ekspresije sa ekspresijom markera p62, LC3 i Beclinl u
zavisnosti od prisustva nekroze, limfovaskularne invazije i tipa limfocitnog infiltrata

Stepen ekspresije PD-L1

Nekroza Marker Stepe1.1. n (%) p
ekspresije
1+ >2+
1+ 1 (100,0) 0(0,0)
1
p62 >+ 18 (18,8) 78 (81,3) 1%
1+ 1 (100,0) 0(0,0)
Da LC3 >0+ 18(18.8) 78813  '°
. 1+ 2 (18,2) 9 (81,8)
Beclin] >0+ 17(19.8) 69802 >0
1+ 2 (100,0) 0 (0,0)
22
po62 >0+ 13 (56,5) 10 (43,5) 022
Ne . 1+ 2 (100,0) 0 (0,0) 0,229
>0+ 13 (56,5) 10 (43,5)
_ 1+ 2 (50,0) 2(50,0) 0,656
Beclinl >0+ 13 (61,9) 8 (38,1)
Limfo-
vaskularna
invazija
- 1+ 0 (0,0) 0(0,0) /
p >0+ 18 (17,5) 85 (82,5)
1+ 0 (0,0) 0(0,0) /
_ 1+ 1(8,3) 11 (91,7)
Beclinl >0+ 17 (18,7) 74 (81,3) 7
1+ 3 (100,0) 0(0,0)
po62 >0+ 13 (81,3) 3 (18,8 Lo
Ne 1+ 3 (100,0) 0(0,0)
LC3 >0+ 13 (81,3) sasy 0
_ 1+ 3 (100,0) 0(0,0)
Beclinl >0+ 13 (81,3) sasy 0
Intratumorska
limfocitna
infiltracija
1+ 0 (0,0) 0(0,0)
p62 >0+ 20 (20,2) 79 (79.8) /
1+ 0 (0,0) 0(0,0)
Da LC3 >+ 20 (20,2) 79 (79.8) /
_ 1+ 1 (10,0) 9 (90,0)
Beclin1 >0+ 9213 70087 7

| nastavak tabele na slede¢oj strani |
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| nastavak tabele

1+ 3 (100,0) 0 (0,0)
136
p62 >0+ 11 (55,0) 9 (45,0) o
Ne 1+ 3 (100,0) 0 (0,0)
) 0,136
LC3 >0+ 11 (55,0) 9 (45,0) ’
1+ 3 (60,0) 2 (40,0)
: 4
Beclinl _n 11(61,1) 7 (38,9) 0,96
Peritumorska
limfocitna
infiltracija
1+ 1 (100,0) 0(0,0)
p62 >0+ 26 (23,9) 83 (76,1) 0.245
1+ 1 (100,0) 0 (0,0)
Da LC3 >0+ 26(23.9) 83(761)
_ 1+ 2 (16,7) 10 (83,3)
Beclinl . 25 (25.5) 73 (74.5) 0,502
1+ 2 (100,0) 0 (0,0)
p62 - 5(500)  5(500) 470
Ne 1+ 2 (100,0) 0(0,0)
LC3 >0+ 5 (50,0) 5(50,0) 0.47
_ 1+ 2 (66,7) 1(33,3)
Beclinl >0+ 5 (55,6) 4 (44.4) 0.7
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5. DISKUSIJA

Karcinom jajnika je vrlo agresivan neoplasti¢ni proces. LeCenje karcinoma jajnika se
vrlo Cesto zavrSava pojavom recidiva bolesti i rezistencije na postoje¢e hemioterapisjke
protokole. Oko 25% zena pokazuje primarnu terapijsku rezistenciju na platinske citostatike
(116). Jedna od ideja prevazilazenja terpijske rezistencije i boljeg ishoda le¢enja pacijentkinja
obolelih od ovarijalnog karcinoma je udruzena primena razli¢itih terapijskih modaliteta. U
ovoj studiji analizira se povezanost imunosupresivnih tumorskih mehanizama sa procesom
autofagije u cilju boljeg razumevanja njihovog znacaja i promocije antitumorske terapije.

Nase istrazivanje obuhvatilo je epitelne tumore jajnika razlicitog bioloskog ponaSanja
od ¢ega su 122 pacijentkinje imale karcinome. U odnosu na atipi¢no proliferiSu¢e tumore 1
benigne tumore jajnika koji su €inili kontrolnu grupu, one su bile najstarije, u menopauzi.
Serozni histoloSki tip ovarijalnog karcinoma tj. HGSC je najzastupljeniji 1 to u FIGO III
stadijumu tumorske bolesti, sa znacajno ceS¢im prisustvom nekroze, limfovaskularne
tumorske invazije i limfocitnog infiltrata. Maksimalni promer tumora nije pokazatelj vece
agresivnosti tumora tj. nije u pozitivnoj korelaciji sa malignos¢u tumora. Maligni tumori
jajnika su znac€ajno ¢eSce bilateralni.

Stepen histoloske diferencijacije tumora (gradus) ima znacajnu ulogu u prognozi
pacijentkinja obolelih od ovarijalnog karcinoma. Opsezne retrospektivne, multivarijantne
analize radene na 1545 pacijenata sa ranim stadijumom FIGO I ovarijalnog karcinoma,
pokazale su da je stepen histoloske diferencijacije tumora najsnazniji prognosticki indikator
prezivljavanja bez bolesti Disease-Free Survival (DFS) (117). Neke od kasnijih studija
(Kanadska studija, studija Ginekolosko Onkoloske grupe) medutim pokazuju da histoloski
gradus ne moze biti nezavistan prognosticki faktor (118).

Pored stadijuma tumorske bolesti 1 histoloSkog gradusa bitnu ulogu u prognostickom
smislu imaju 1 starost pacijentkinje kao 1 reproduktivna dob. Incidencija ovarijalnog
karcinoma raste sa starosnom dobi. U Sjedinjenim Americkim Drzavama, godisnja
incidencija je oko 3 bolesnice na 100,000 za mlade od 30 godina, dok za starosno doba 75-79
godina incidencija raste na oko 54 na 100,000 pacijentkinja (119). Porodi¢na anamneza
pacijentkinje o prisutnom karcinomu dojke ili ovarijuma, moze dovesti do pojave karcinoma
u ranijim godinama. U tim slu¢ajevima uglavnom postoji nasledni oblik mutacije u genima
BRCALI i BRCA2 koji su bitni regulatori mehanizma popravke DNK (120).

U naSem istrazivanju pokazali smo znaajno ¢eS¢u ekspresiju PD-L1 receptora u
ovarijalnim karcinomima u odnosu na APT i benigne tumore jajnika. Ovarijalni karcinomi su
imunogeni tumori, kod kojih je wuocena aktivacija imunosupresivnih antitumorskih
mehanizama tipa PD-1/PD-L1. Karcinomi koji utiu na regulaciju ekspresije PD-L1
receptora mogu biti osetljivi na primenu ciljane, imunomodulatorne terapije. Efikasnost
imunoterapije zasnovana je na proceni ekspresije ciljanih molekula ¢ija se aktivnost moze
regulisati razli¢itim terapijskim agensima. PD-L1 receptor je jedan od molekula Cija se
funkcija aktuelno istrazuje, posebno u odnosu na druge molekule i regulatorne faktore u
tumorskom mikrookruzenju (112, 121, 122). Imunohistohemijskom analizom PD-LI
ekspresije u tumorskom tkivu moze se odrediti indikacija za primenu ciljane imunoloske
terapije koja bi trebalo da poboljsa ishode lecenja pacijenata (27, 112, 122). Visoka PD-L1
ekspresija (umerena i jaka) se smatra indikacijom za primenu imunoloske terapije. Aktuelna
su istrazivanja koja pokuSavaju standardizaciju interpretacije rezultata PD-L1 ekspresije.
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Nemacko udruzenje patologa je jedna od organizacija koja radi na definisanju
standardizovanih grani¢nih vrednosti. Skoras$nja studija koja ispitije primenu leka
Pembrozilumab u lecenju nesitnoéelijskog karcinoma pluéa, prva je ukazala na znacajnost
ekspresije u vise od 50% tumorskih ¢elija kao povoljnog prognostickog parametra, uz
napomenu da su postojali ispitanici sa povoljnijim ishodima bolesti i sa nizim stepenom
ekspresije (123).

Ekspresija povrsinskog PD-L1 receptora je dinamican i kontinuiran proces tokom
koga se PD-L1 molekul intracelularno reciklira i ponovo eksprimira na membrani celije.
Razli¢iti faktori mogu poremetiti ovaj proces, pre svega nacin fiksiranja prilikom histoloske
obrade tkiva 1 procesi imunohistohemijske analize uzoraka. Dokazano je da su vrsta fiksativa
1 duZina trajanja fiksacije bitni faktori koji odreduju nacin ekspresije PD-L1 markera.
Primena hemioterapije takode moze izmeniti karaktersitike PD-L.1 ekspresije (124).

Razli¢iti tipovi karcinoma imaju specificne karakteristike PD-L1 ekspresije.
Karcinom jednjaka pokazuje membransku, citoplazmatsku 1 nuklearnu ekspresiju, pri ¢emu je
nuklearna pozitivnost povezana sa stepenom tumorske invazivnosti. I1zolovane tumorske
¢elije iz krvi pacijenata obolelih od osteosarkoma, karcinoma debelog creva, prostate ili dojke
pokazuju nuklearnu ekspresiju PD-L1 markera koja je povezana sa nepovoljnim ishodom
bolesti (124). Prisutna je razlika PD-L1 ekspresije diferentovanih u odnosu na mati¢ne
karcinomske celije. U maticnim karcinomskim c¢elijama povrSinski PD-L1 receptor nije
adekvatno vezan za intracelularni, submembranski citoskelet, Sto dovodi do neadekvatne
fiksacije tkivnog uzorka i nepravilnosti u imunohistohemijskom bojenju (124).

Obrazac ekspresije PD-L1 antitela moZe biti uslovljen razli¢itim ekstracelularnim
imunoloSkim procesima u tumorskom okruzenju. Tumor udruzeni makrofagi (TAM)
sekretuju inflamatorne citokine koji indukuju membransku ekspresiju PD-L1 na tumorskim
¢elijama ovarijalnog karcinoma. Intenzitet membranske ekspresije PD-L1 je u pozitivnoj
korelaciji sa prisustvom TAM u mikrookruzenju tumora. U neposrednoj okolini detektovana
je 1 veca koncentracija CD8+ citotoksi¢nih T-limfocita sa eksprimiranim PD-1 molekulom na
povrsini (110). Prisutna je negativna korelacija tumorske ekspresije PD-L1 markera i1
prisustva NK ¢elija u tkivu karcinoma jajnika i serumu pacijentkinja. NK ¢elije su bitan deo
primarnog antitumorskog imunoloskog odgovora koje svoju funkciju ostvaruju putem
hemokina CCL5 i CXCLI1. Predstavljaju bitnu celijsku populaciju prilikom razmatranja
primene NK ¢elijske imunomodulatorne terapije kod pacijentkinja sa odsutnom PD-L1
ekspresijom u ovarijalnom karcinomu (125, 126).

PD-1/PD-L1 molekuli su do sada najbolje prouceni imunoloski proteini koji imaju
znaCajan uticaj na proliferaciju tumorskih ¢elija 1 na primenu imunoloske antitumorske
terapije. Vezivanjem PD-L1 liganda na tumorskim celijama za PD-1 receptor na T-
limfocitima pokrecu se imunosupresivni procesi koji dovode do inhibicije imunoloskog
antitumorskog odgovora. Dolazi do suprimiranja sekrecije citokina i citotoksi¢nih supstanci
koje aktivirani T-limfociti sekretuju u sklopu imunoloske odbrane (110, 127). Istrazivanja
pokazuju da takva funkcija PD-L1 liganda ukazuje na vecu agresivnost tumora. Detekcija
PD-L1 proteina u serumu pacijenata ili procena imunohistohemijske ekspresije na tkivu
tumora, mogla bi se koristiti kao znacajan dijagnosticki i prognosti¢ki marker. Nivo PD-L1
proteina u serumu pacijentkinja obolelih od karcinoma jajnika znacajno je povisen u odnosu
na pacijentkinje sa benignim i borderline ovarijalnim tumorima (128, 129). Solubilni,
serumski PD-L1 protein stvaraju i aktivirane, zrele dendriti¢ne ¢elije. Kontakt CD4+ 1 CD8+
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T-limfocita sa solubilnim PD-L1 molekulom prezentovanim na antigen prezentujucoj
dendriti¢noj ¢eliji, dovodi do njihove apoptoze. S obzirom da pored tumorskih i imunoloske
¢elije mogu stvarati solubilne PD-L1 molekule, pretpostavlja se da je za efektivnije terapijske
odgovore potrebno inhibirati i PD-L1 proteine stvorene od imunoloskih ¢elija (130).

PD-L1 marker se eksprimira na tumorskim ¢elijama razli¢itih primarnih lokalizacija:
cerviks, plu¢a, koza. Karakteristike njegove ekspresije predstavljaju temu razli¢itih
istrazivanja u cilju preciznijeg definisanja uloge PD-1/PD-L1 imunosupresivnog mehanizma
(131). Studije pokazuju udruzenost intenzivnije ekspresije PD-L1 markera sa loSijom
prognozom bolesti kod karcinoma plué¢a, mokra¢ne besike, jetre, debelog creva. Ekspresija
markera PD-L1 na razli¢itim tumorskim ¢elijama korelira sa uspehom primenjene terapije
(132-136).

Tumorske ¢elije u metastazama pokazuju drugaciji stepen ekspresije PD-L1 markera
u odnosu na one iz primarnog tumora. Kod pacijentkinja sa povratkom bolesti, PD-L1
ekspresija na tumorskim c¢elijama seroznog karcinoma jajnika je intenzivnija u tumorskom
recidivu u odnosu na primarni tumor. Takvi rezultati opravdavaju primenu PD-L1 inhibitora
pre svega kod uznapredovalih i recidiviraju¢ih tumora (126).

U cilju sveobuhvatnijeg istrazivanja znacaja imunoloskih ,, checkpoint* mehanizama
na Celijama karcinoma, pojedine studije ispituju ekspresiju i regulaciju imunoloskih molekula
na T-limfocitima izolovanim iz sadrzaja peritonealne lavaze pacijentkinja obolelih od
karcinoma jajnika. Na taj naCin se moZe preciznije definisati uticaj tumorskog
mikrookruzenja. Dokazana je ushodna regulacija ekspresije PD-1 receptora na T-limfocitima
koji su u okolini karcinomskih ovarijalnih ¢elija. T-limfociti takode eksprimiraju brojne
druge imunoloSke regulatorne mehanizme koji se manje eksprimiraju u odnosu na PD-1
receptor, ali svakako sa jednako vaznom funkcijom u regulaciji antitumorskog imunoloskog
odgovora. Neki od znacajnijih kontrolnih punktova su: LAG-3 (Lymphocyte activation gene
3), TIM-3 (T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3), BTLA (B and T
lymphocyte attenuator). Pronalazenje adekvatnih inhibitora veceg broja navedenih
imunoloskih signalnih puteva unapredilo bi lecenje karcinoma (36, 137).

Serozni histoloski tip ovarijalnih karcinoma u ovom istrazivanju pokazuje znacajno
¢eS¢u PD-L1 ekspresiju u odnosu na mucinozne 1 na endometriodine karcinome. U grupi
seroznih karcinoma izdvaja se HGSC podtip sa upadljivo viSom PD-L1 ekspresijom,
ukazuju¢i na zna€ajnu aktivaciju PD-1/PD-L1 regulatornog mehanizma najces¢e u HGSC
tipu tumora. PD-L1 marker ima heterogenu ekspresiju u razli¢itim histoloskim tipovima
ovarijalnog karcinoma (25, 50). Dokazano je da su PD-1 i PD-L1 molekuli bitni regulatorni
imunoloski proteini sa znacajnom prognostiCkom ulogom kod HGSC tipa (27). Pojedini
autori opisuju znacajnu razliku u PD-L1 ekspresiji izmedu nisko gradusnih (LGSC) i visoko
gradusnih (HGSC) ovarijalnih karcinoma. Takode je dokazana udruZenost PD-L1 ekspresije
na tumorskim ¢elijama i povoljne prognoze bolesti pacijentkinja sa HGSC histoloskim tipom
ovarijalnog karcinoma (27, 138, 139). HGSC su podeljeni u cetiri kategorije na osnovu
genetskih karakteristika RNK molekula: imunoreaktivni, diferentovani, proliferativni i
mezenhimalni. Imunoreaktivni tip karakteriSe ekspresija gena za ligande hemokina CXCL10
1 CXCLI11 na T-limfocitima, kao i ekspresija gena receptora CXCR3. Diferentovan tip je
povezan sa genima koji uti€u na sazrevanje tumorskih celija. Proliferantivni tip odreduju
brojni proliferativni faktori, dok je mezenhimalni okarakterisan genima sa uticajem na
obilnije stvaranje okolne strome. Istrazivanje uticaja ovako definisanih kategorija HGSC na
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prezivljavanje pokazuje da je imunoreaktivni tip najbolji prediktor prezivljavanja, ukazujuci
da je lokalni peritumorski imunoloski odgovor kod ovarijalnog karcinoma u znacajnoj
povezanosti sa ishodom prezivljavanja ovih pacijentkinja (140).

Pojedine studije opisuju odsustvo ekspresije PD-L1 markera na tumorskim ¢elijama
seroznog ovarijalnog karcinoma, ¢esto udruzeno sa nizom ekspresijom MHC I molekula na
antigen prezentuju¢im celijama. Tumorske ¢éelije pribegavaju nishodnoj regulaciji ekspresije
MHC I molekula u cilju izbegavanja prezentacije tumorskih antigena imunoloSkom sistemu.
Dodatno odsustvo PD-L1 ekspresije na tumorskim c¢elijama dovodi do jo$ efikasnijeg
izbegavanja antitumorskog imunoloskog odgovora. Ushodna regulacija faktora TGF-f, IDO
(indoleamine 2,3-dioxygenase), COX-1 1 2 (cyclooxygenases 1, 2) udruzeno pomaze u
ostvarivanju imunosupresije (50, 126, 140).

Dokazana je udruzenost visoke PD-L1 ekspresije sa histoloskim parametrima koji
ukazuju na vecu agresivnost karcinoma (nekroza, limfovaskularna tumorska invazija,
limfoctini infiltrat). Od posebnog je znacaja pozitivna korelacija PD-L1 ekspresije sa viSim
FIGO stadijumom i gradusom tumora kao nezavisnim prognostickim parametrima. Ekspresija
PD-L1 markera na celijama ovarijalnog karcinoma je nezavistan nepovoljan prognosticki
faktor. To ukazuje na znacajnu ulogu PD-L1 markera u odnosu na klini¢ki tok bolesti, ¢ija
prekomerna ekspresija sugeriSe ve¢i metastatski potencijal tumorskih ¢elija (141).

U ovoj studiji ispitivane su razlike u ekspresiji PD-L1 markera izmedu centralnih 1
invazivnih delova ovarijalnih karcinoma. Pokazana je statisticki znacajno ces¢a PD-LI
ekspresija u invazivnim delovima karcinoma. Izdvaja se jaka kategorija PD-L1 ekspresije ¢ija
je ucestalost veca u invazivnim delovima 1 koja najvise doprinosi vecoj zastupljenosti visoke
PD-L1 ekspresije, znacajne u prognostickom 1 terapijskom smilsu (50). HGSC histoloski tip
ovarijalnih karcinoma pokazuje znacajno visi stepen PD-L1 ekspresije u invazivnim
delovima karcinoma, ukazuju¢i na izrazeniju aktivnost PD-1/PD-L1 mehanizma u
najagresivnijim delovima karcinoma. Ostali histoloski tipovi ovarijalnih karcinoma nisu
pokazali znacajne razlike PD-L1 ekspresije izmedu razli¢itih delova tumora. Njihova manja
zastupljenost u odnosu na HGSC histoloski tip bi mogao biti jedan od razloga takvih
razultata. Poredenjem udruzenosti PD-L1 ekspresije sa FIGO stadijumom u centralnom 1
invazivnom delu tumora uoCavamo zastupljeniju visoku PD-L1 ekspresiju u FIGO IC
stadijumu invazivnog dela tumora u odnosu na centralni. U visSim FIGO stadijumima prisutna
je jos$ ucestalija PD-L1 ekspresija u invazivnim delovima, pretezno kod svih pacijentkinja,
ukazujuéi na povezanost izrazenije PD-L1 ekspresije sa agresivnijim histoloSkim
parametrima. Analiza ekspresije PD-L1 markera u razli¢itim segmentima ovarijalnih
karcinoma nije dovoljno zastupljena u literaturi.

Istrazivanja pokazuju znafajnu povezanost ekspresije PD-L1 markera sa
zastupljenoS¢u peritumorskog limfocitnog infiltrata. Pokazano je da izraZzeno prisustvo TIL-a
korelira sa visokom ekspresijom PD-L1 u razliitim histoloskim tipovima ovarijalnog
karcinoma. Ekspresija PD-L1 na karcinomskim ¢elijama jajnika moZe biti indukovana INF-y
iz aktiviranih T-limfocita u okruzenju (50, 142). Stepen ekspresije PD-L1 markera na
tumorskim c¢elijama 1 zastupljenost TIL-a su nezavisni prognosticki parametri u lecenju
pacijentkinja sa ovarijalnim karcinomom (112, 143). Visoka koncentracija CD8+ TIL-a je
povezana sa PD-L1 ekspresijom na tumorskim ¢elijama predominantno na mestima najvece
invazivnosti tumora. PD-L1 ekspresija na karcinomskim ¢elijama HGSC je u negativnoj
korelaciji sa prezivaljavanjem obolelih, za razliku od visokih koncentracija CD3+ i CD8+
TIL-a koji ukazuju na povoljne ishode (144).
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Prilikom poredenja PD-L1 ekspresije u razli¢itim delovima karcinoma sa tipom
limfocitnog infiltrata pokazana je znaCajna udruzenost PD-L1 ekspresije centralnih delova
HGSC sa intratumorskim limfocitnim infiltratom. Odbacena je pretpostavka da bi invazivni
delovi karcinoma mogli biti udruzeni sa statisticki znacajnim prisustvom peritumorskog
limfocitnog infiltrata. Pojedine studije su pokazale prediktivne razlike izmedu peritumorskog
1 intratumorskog limfocitnog infiltrata u odnosu na PD-L1 ekspresiju u HGSC tipu tumora.
Uocena je pozitivna korelacija izmedu intratumorskog limfocitnog infiltrata i duzeg
prezivljavanja pacijentkinja obolelih od HGSC ovarijalnog karcinoma (27). Intratumorski
TIL su opisani kao najznacajniji prognosticki faktor koji odreduje biolosko ponasanje
ovarijalnih karcinoma (122). Takode su prisutne studije koje pokazuju negativnu korelaciju
izmedu PD-L1 ekspresije na karcinomskim c¢elijjama jajnika 1 intratumorskog limfocitnog
infiltrata. Takvi rezultati se mogu objasniti prisustvom inhibicije antitumorskog imunoloSkog
odgovora pod uticajem PD-L1 molekula na tumorskim ¢elijama. Faktori kao §to su veliina
ispitivanog uzorka, razli¢iti metodoloski pristupi u istraZzivanjima i1 drugaciji odabir tipova
antitela, svakako mogu uticati na oprecne rezultate medu studijama (143, 145). Ekspresija
PD-L1 i PD-1 molekula se osim na tumorskim ¢elijama ispoljava na imunoloskim ¢elijama u
tumorskom mikrookruzenju. UdruZena analiza ekspresije ovih molekula na tumorskim
¢elijama bi mogla preciznije definisati antitumorske imunosupresivne mehanizme. Dokazana
je udruzenost PD-L1 ekspresije na makrofagima u okolini HGSC tipa sa znacajno boljim
prezivljavanjem ovih pacijentkinja (146). Skorasnje studije su istrazivale razlike u ekspresiji
veceg broja markera ukljucenih u imunolosku antitumorsku odbranu, na razli¢ititim tipovima
¢elija. PD-L1, PD-1 1 CD8 molekuli su ispitivani na TIL-u dok je ekspresija PD-LI
analizirana na ovarijalnim karcinomskim ¢elijama. Dodatno su analizirane razlike obrazaca
ekspresije izmedu Celija primarnih karcinoma jajnika 1 karcinomskih ¢elija u peritonealnim
metastazama (147). Od svih poredenja, znacajna povezanost uocena je kod PD-L1 ekspresije
na karcinomskim ovarijalnim ¢elijama izmedu primarnih i1 metastatskih lokalizacija. Markeri
eksprimirani na TIL ¢elijskoj populaciji pokazali su znacajne razlike u ekspresijama u odnosu
na razli¢ite lokalizacije karcinomskih ¢elija. Visoka PD-L1 ekspresija na TIL-u povezana je
sa loSijim ishodom bolesti (147). Ovakvi rezultati bi se mogli objasniti inicijacijom
intratumorske imunoloske tolerancije koja je posledica imunosupresivne aktivnosti PD-L1
molekula eksprimiranih na TIL-u prema T-limfocitima u neposrednoj okolini koji na svojoj
povrsini ispoljavaju PD-1 molekul (148). Nasuprot tome pojedini autori pokazuju da je visa
PD-L1 ekspresija na TIL-u protektivni faktor pacijentkinja sa ovarijalnim karcinomom. TIL
sa eksprimiranim PD-L1 receptorom mogu aktivirati citotoksicne CD8+ limfocite 1
stimulisati antitumorski imunoloski odgovor (149). Antigen prezentujuce Celije takode mogu
eksprimirati PD-L1 receptor sa znaCajnom funkcijom na primenu imunoterapije. Dokazana je
efikasnost terapije inhibitorima PD-1/PD-L1 mehanizma kod pacijenata sa slabom ili
odsutnom PD-L1 ekspresijom na karcinomskim ¢elijama. Smatra se da je za takav efekat
odgovorna oc€uvana PD-L1 ekspresija na antigen prezentujuéim celijama. Istovremena
ekspresija PD-L1 receptora na tumorskim i na antigen prezentuju¢im c¢elijama indukovana je
citokinom INF-y. U tumorskom mikrookruZenju karcinoma jajnika identifikovane su tri
populacije dendriticnih antigen prezentujucih ¢elija sa specificnim povrSinskim molekulima.
CD103+ dendriticne celije mogu stimulisati efektorne T-limfocite u tumorskom
mikrookruzenju ¢ak i kod uznapredovalih stadijuma ovarijalnog karcinoma. Druga vrsta
dendriticnih celija je sposobna da indukuje ekspresiju PD-L1 receptora u tumorskom
mikrookruzenju ushodnom regulacijom Liar-1 koinhibitornog receptora, dovode¢i do
imunosupresivnih efekata. Pojedine dendriticne c¢elije iz tumorskog mikrookruZenja su
nezrele, sa nedovoljnom kostimulatornom funkcijom i poreme¢enom funkcijom prezentacije
antigena dovode¢i do neadekvatne stimulacije T-limfocita. S obzirom na ovako heterogeno
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ponasanje ekspresije PD-L1 markera, sugeriSe se udruzeno tumacenje PD-L1 ekspresije na
tumorskim c¢elijama ovarijalnog karcinoma u korelaciji sa ekspresijom na imunoloskim
¢elijama tumorskog mikrookruzenja. Pretpostavlja se da bi takvim obuhvatnijim
razmatranjem PD-L1 ekspresije, uz individualizovan terapijski pristup pacijentkinjama,
primena inhibitora PD-L1 receptora imala efikasniji terapijski u¢inak (125, 150).

Nasa studija ukazuje na znacaj tumorskog mikrookruzenja i antitumorskog
imunoloskog odgovora koji je znacajno aktiviran kod agresivnijih histoloskih tipova
ovarijalnih karcinoma kao $to je HGSC i to u vis§im FIGO stadijumima. Dostupni su rezultati
o pozitivnoj korelaciji izmedu PD-L1 ekspresije na c¢elijama ovarijalnog karcinoma i
prisutnim znac¢ajnim TIL-om, ali nema dovoljno studija koje ukljucuju znacaj lokalizacije
limfocitnog infiltrata u odnosu na PD-L1 ekspresiju u razli¢itim tumorskim segmentima i
razli¢itim histoloSkim tipovima ovarijalnih karcinoma. Dobijeni rezultati mogu ukazati na
mogucnost efikasne primene PD-L1 inhibitora kod agresivnijih histoloskih tipova ovarijalnih
karcinoma (HGSC), posebno sa prisutnim intratumorskim limfocitnim infiltratom.

Nazalost kod uznapredovale maligne bolesti, kada je TIL slabo izrazen, ne moze se
pokrenuti adekvatan peritumorski imunoloski odgovor kao rezultat velike opterecenosti
koli¢inom tumorskog tkiva (tumor burden) (25). Znacajno je otkrice efektorske, memorijske
funkcije TIL-a, kao 1 njena povezanost sa povoljnom prognozom u mnogim karcinomima,
ukazujuéi na postojanje dugotrajnog antitumorskog imuniteta. CirkuliSu¢i efektorski,
memorijski T-limfociti kontroliSu pojavu recidiva bolesti (29). B-limfociti takode ucestvuju u
stvaranju populacije TIL-a. Njihova znacajna funkcija je prezentacija tumorskih antigena
CD8+ T-limfocitima. Vece prisustvo B-limfocita i stimulisanih CD8+ T-limfocita prime¢eno
je u metastazama ovarijalnog karcinoma S$to je u korelaciji sa duzim prezivljavanjem
pacijentkinja u odnosu na tumore bez udruzenih B-limfocita (29).

Tumorsko mikrookruzenje je sastavljeno od heterogenih imunoloskih ¢elijskih
populacija, fibroblasta, endotelnih i nervnih ¢elija. Uticaj mikrookruzenja tumora je znacajan
za njegov opstanak i1 progresiju. Aktuelno se ispituje znacaj okoline tumora u odnosu na
imunoloski antitumorski odgovor. Svako tkivo ima specificne karakteritike lokalnog
imuniteta koje odreduju posebnosti tumorskog mikrookruzenja tumora tog tkiva tj. organa.
Imunoloske ¢elije ¢ine najveéi deo tumorskog mikrookruzenja, predstavljene uglavnom T-
limfocitima, monocitima i makrofagima koji su lokalizovani predominantno u peritumorskoj
stromi na mestu najintenzivnije invazije tumora. Vrsta imunoloskih ¢elija u mikrookruzenju
odreduje terapijski uc¢inak u odnosu na dosadaS$nju poznatu imunoterapiju. Tumori mozga
imaju nisku zastupljenost peritumorskih imunoloskih ¢elija pretezno sacinjenih od
makrofaga, $to objasnjava njihovo ograni¢eno reagovanje na imunoloske inhibitore. Nasuprot
tome okolina nesitnocelijskih karcinoma pluéa bogata je T-limfocitima koji su odgovorni za
ve¢ standardizovanu terapiju PD-L1 inhibitora u leCenju ovih pacijenata (125, 151).

Produkti katabolizma aminokiseline triptofana unutar tumorskog mikrookruzenja
imaju znacajan imunosupresivan uticaj. Katabolizam triptofana regulisan je enzimom
indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) koji se produkuje u MDS i karcinomskim ¢elijama.
Kinurenin je produkt katabolizma sa imunosupresivnom funkcijom koju ostvaruje
inhibiranjem proliferacije efektornih T-limfocita, kao i indukovanjem njihove apoptoze i
anergije. Inhibiranjem ovih enzimskih procesa omogucila bi se adekvatna efikasnost TIL-a u
antitumorskom imunoloSkom odgovoru. Dendriticne ¢elije u tumorskom mikrookruzenju
lu¢enjem interferona tip I (INF I) utiu na vecu zastupljesnost TIL-a i posredno znacajniju
efikasnost imunoterapije (33).
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S obzirom na slozenost i dinami¢nost mehanizma autofagije, potrebno je ispitati viSe
od jednog molekula koji reguliSe ovaj proces. U ovoj studiji smo analizirali ekspresiju p62,
LC3 i Beclinl autofagnih markera u epitelnim ovarijalnim tumorima razli¢itog bioloskog
ponasanja. Ova tri markera autofagije su do sada najceSCe ispitivani zbog njihovog
zadovoljavajuéeg prediktivnog potencijala u smislu verodostojnog uvida u dinamiku procesa
autofagije tumorskih ¢elija (66). Unutar procesa autofagije svaki od markera ima svoje
specificne funkcije koje su medusobno komplementarne i teze zadeniCkom cilju a to je
adekvatna regulacija mehanizma. Proteini ukljuceni u regulaciju autofagije Cesto imaju i
druge bitne celijske funkcije kao S§to su: apoptoza, regulacija intracelularnog transporta
molekula i intracelularnih signalnih puteva, regulacija transkripcije, translacije. Ispitivanje
uloge 1 ekspresije pridruzenih molekula u regulaciji autofagije takode moze doprineti
preciznijem definisanju klju¢nih regulatornih proteina (66, 152).

Kategorije ekspresije p62, LC3 1 Beclinl markera koreliraju sa stepenom maligniteta
epitelnih ovarijalnih tumora. Pokazana je znaCajno viSa ekspresija sva tri analizirana markera
u ovarijalnim karcinomima, u odnosu na APT i posebno benigne tumore, Sto je slicno
rezultatima drugih studija (153, 154). Istrazivanja pokazuju udruzenost niskog stepena p62
ekspresije sa agresivnijim tokom bolesti ovarijalnih karcinoma. Slaba p62 ekspresija
povezana je sa ¢estom pojavom recidiva, metastaza i terapijske rezistencije (102). Pojedine
studije opisuju visoku citoplazmatsku 1 nisku nuklearnu ekspresiju p62 markera kod
ovarijalnih karcinoma agresivnijeg klinickog toka i loSije prognoze bolesti, Sto je sli¢no
naSim rezultatima (66, 155). Pretpostavka je da bi se udruzenom primenom 1 korelacijom dva
ili viSe markera procesa autofagije, odredeni nedostaci zadovoljavaju¢e korigovali (66, 77,
155, 156). Analizom razli¢itih tipova karcinoma pokazana je udruzenost znacajne ekspresije
LC3 markera 1 vece agresivnosti tumora, Sto je u skladu sa nasim podacima (64, 66, 103).
Dokazano je da je visoka ekspresija LC3B antitela u pozitivnoj korelaciji sa lo§im ishodom
bolesti kod pacijentkinja obolelih od karcinoma dojke, sa razli¢itim obrascima ekspresije u
odnosu na histoloske podtipove. Visoka ekspresija LC3A (subjedinica A) markera je
povezana sa loSim terapijskim odgovorom na platinsku hemioterapiju u leCenju pacijentkinja
obolelih od svetlocelijskog karcinoma jajnika. Dileme postoje oko nacina tumacenja
ekspresije ovog antitela, tj. izbora najreprezentativnijeg Celijskog kompartmenta, pri ¢emu se
prednost daje citoplazmatskom nacinu ekspresije (66, 96, 103, 157). Protein Beclinl je u
negativnoj korelaciji sa ekspresijom Bcl-2 molekula. S obzirom da je Beclinl protein u
interakciji sa antiapoptotskim molekulima, gubitak njegove ekspresije bi mogao biti povezan
sa loSijjom prognozom bolesti kao posledicom stimulacije antiapoptotskih intracelularnih
signalnih puteva u karcinomskim c¢elijama (104, 158, 159). Heterogena ekspresija Beclinl
markera u nasim ovarijalnim karcinomima bi se mogla objasniti dodatnim funkcijama koje
Beclinl molekul ispoljava a nisu direktno povezane sa procesom autofagije (160). Skorasnje
studije pokazuju da je visoka ekspresija Beclinl markera povezana sa boljim ishodom
ovarijalnih karcinoma (161). Tumacenje ovakvih rezultata se moZe zasnovati na tumor
supresivnoj funkciji Beclinl gena koja stimuliSe antitumorske procese kao §to su inhibicija
¢elijskog ciklusa, inhibicija ¢elijske proliferacije, promocija autofagije i apoptoze (153, 161).
U skladu sa tim opisana je povezanost odsustva Beclinl ekspresije kao nezavisnog
pokazatelja loSe prognoze bolesti pacijentkinja obolelih od ovarijalnog karcinoma (160).
Izolovana analiza ekspresije LC3 markera ne pokazuje zadovoljavajuéu prognosticku
vrednost, dok se udruzenim ispitivanjem sa Beclinl markerom poboljSava prognosticki
znacaj analiziranih molekula (161). Definisanje protokola za validaciju i pravilno tumacenje
dobijenih rezultata ekspresije markera autofagije jo§S uvek nije dovoljno standardizovano.
Vrsta tehnike imunohistohemijske analize, tip upotrebljenog klona antitela, subjektivnost
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istrazivac¢a, dodatno uticu na vecu varijabilnost dobijenih rezultata. Dvojako ponasanje
tumorskih ¢elija u procesu autofagije dodatno otezava adekvatno definisanje potencijalnih
klju¢nih markera (103, 162, 163).

Udruzena analiza p62, LC3 i Beclinl markera autofagije omoguéava bolji uvid u
dinamiku procesa autofagije kod razli¢itih tumora jajnika. Uporedno tumacenje ekspresije
ovih markera doprinosi njihovom veéem prognostickom potencijalu. Slicno prethodnim
studijama, nase istrazivanje je pokazalo jaku pozitivhu korelaciju izmedu ekspresija p62 i
LC3 markera, dok u odnosu na Beclinl ekspresiju, p62 i LC3 ispoljavaju negativnu
korelaciju (101, 164). S obzirom na zajednicku, dopunjavajucu funkciju p62 i LC3 molekula
u procesu autofagije, dobijeni rezultati su ocekivani (101). Imunohistohemijska ekspresija
svakog markera autofagije analizirana je na centralnim i invazivnim delovima ovarijalnih
karcinoma, pri ¢emu je uocena jaka pozitivna korelacija u svim poredenjima. Do sada ne
postoje studije koje porede ekspresije ovih autofagnih markera izmedu razliitih segmenata
ovarijalnih karcinoma. NaSe istrazivanje je pokazalo da ne postoji znacajna razlika u
ekspresijama p62, LC3 i Beclinl markera u odnosu na delove ovarijalnih karcinoma.

Ovim istrazivanjem ispitivali smo povezanosti i razlike p62, LC3 1 Beclinl markera
sa klinickim 1 patohistoloskim parametrima kao S§to su: starost pacijentkinja, njihov
menopauzalni status, maksimalni promer 1 lateralnost tumora, prisustvo nekroze,
limfovaskularne invazije, limfocitonog infiltrata; sa posebnim osvrtom na histoloski tip
tumora, gradus 1 FIGO stadijum tumorske bolesti. Pokazana je znaCajna udruzenost sva tri
analizirana markera sa pomenutim parametrima, pri ¢emu ekspresije p62 1 LC3 markera
pokazuju homogeniju distribuciju u odnosu na heterogeniju Beclinl ekspresiju. Nije uocena
statistiCki znacajna razlika u kategorijama ekspresija sva tri markera u odnosu na starost,
menopauzu, maksimalni promer 1 lateralnost ovarijalnih karcinoma. Tumorska
limfovaskularna invazija 1 limfocitni infiltrat pokazuju statisticki znac¢ajnu povezanost sa
ekspresijama p62, LC3 markera. S obzirom da je prisustvo ovih patohistoloskih parametara
indikator vece agresivnosti tumora i loSijeg klinickog toka bolesti, povezanost sa markerima
autofagije moze ukazivati na agresivnije bioloSko ponaSanje kod tumora koji eksprimiraju
analizirane markere. Prisustvo tumorske nekroze nije pokazalo statisticki znacajajnu
povezansot sa ekspresijama svih markera.

U odnosu na histoloski tip ovarijalnih karcinoma uocena je znacajna zastupljenost p62
1 LC3 ekspresije u seroznim karcinomima, posebno HGSC tipa. Mucinozni i endometrioidni
histoloski tipovi, kao 1 LGSC podtip seroznih karcinoma ne pokazuju statisti¢ki znacajne
ekspresije p62 markera. LC3 ekspresija je pored seroznog (HGSC) znacajnije primecena i
kod endometrioidnog tipa, dok mucinozni 1 LGSC tipovi ne pokazuju znacajne vrednosti.
Analizom ucestalosti kategorija Beclinl ekspresije u odnosu na histoloske tipove nije
pokazana statisticka znacajnost. S obzirom na upadljivu zastupljenost HGSC histoloskih
tipova u analiziranoj grupi ovarijalnih karcinoma, uradena je analiza distribucije ekspresija
autofagnih markera u odnosu na delimi¢no grupisane histoloske tipove. Ovarijalni karcinomi
su grupisani na HGSC 1 non-HGSC tumore. Analizom takvog uzorka dobijene su znacajne
vrednosti ekspresija p62 1 LC3 markera u HGSC histoloskom tipu u odnosu na ostale, dok je
Beclinl marker pokazao opre¢ne rezultate. HGSC tip je osim zastupljenosti i najagresivniji
histoloSki tip ovarijanih karcinoma Sto dodatno moZe opravdati analiti¢ki pristup njegovog
isticanja u odnosu na ostale histoloske tipove. Studije opisuju mnogo ceS¢u ucestalost
Beclinl ekspresije kod nisko gradusnih ovarijalnih karcinoma u odnosu na visoko gradusne
karcinome (104). Takav obrazac ekspresije ukazuje da je nizak nivo procesa autofagije
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udruzen sa progresijom ovarijalnog karcinoma, dok je ushodna regulacija autofagije
povezana sa manje agresivnim histoloskim tipovima ovarijalnog karcinoma (104, 159).
Znacajno veci broj istrazivanja je pokazao pozitivnu korelaciju visoke ekspresije Beclinl
markera sa ve¢om agresivnos¢éu tumora kod razli¢itih karcinoma. Smatra se da je promocija
procesa autofagije pracena nivoom ekspresije Beclinl markera pokazatelj aktivacije
autofagnog procesa tumorskih ¢éelija kojom one pribegavaju u cilju prezivljavanja, uglavnom
kod agresivnijih tumorskih tipova (66, 165). Ekspresije p62 i LC3 markera su statisticki
znacajno udruzene sa vis§im gradusom i FIGO stadijumima tumora. Beclinl ekspresija je u
odnosu na p62 i LC3 markere izraZenije povezana sa nizim tumorskim gradusima i FIGO
stadijuma, S$to je slicno dosadasnjim istrazivanjima (158, 160, 165). Opisuje se udruzenost
Beclinl ekspresije 1 diferencijacije tumora, isticu¢i Beclinl marker kao protektivni faktor
ovarijalnih karcinoma (153).

Istrazivanja pokazuju da se primenom hemioterapije aktivira proces autofagije u
karcinomskim ¢elijama. UocCena je znacajna ekspresija Beclinl molekula u karcinomskim
¢elijama pacijenata koji su leCeni hemioterapijskim lekovima. Ujedno je primeceno da takvi
tumori Cesto postaju terapijski rezistenetni (165, 166). Visoka ekspresija LC3 molekula je
udruzena sa slabim terapijskim efektima primenjene hemioterapije kod pacijentkinja sa
agresivnijim histoloskim tipovima ovarijalnog karcinoma (96). S obzirom na to, razmatra se
kombinovana primena inhibitora autofagije i hemioterapije u leCenju ovarijalnih karcinoma,
ocekujuci bolje terapijske odgovore u odnosu na dosadasnje terapijske modalitete (66, 165,
166). Inhibitori autofagije bi mogli predstavljati obecavajucu terapijsku strategiju u cilju
postizanja poboljSanja ishoda bolesti pacijentkinja obolelih od ovarijalnog karicnoma.
Analiza ekspresija makrera p62, LC3 1 Beclinl u prognosti¢kom 1 prediktivnom smislu moze
doprineti pronalasku efikasnije terapije i1 lakSeg klinickog toga ove bolesti. S obzirom na
rezultate ovog istrazivanja, potencijalna primena inhibitora autofagije bi mogla biti efikasna
kod HGSC histoloskog tipa ovarijalnih karcinoma koji pokazuju znacajnu p62, LC3 i slabu
Beclinl ekspresiju.

Glavna ideja ovog istrazivanja je poredenje ekspresije imunosupresivnog PD-L1
receptora i p62, LC3 1 Beclinl autofagnih molekula. Poredenje je vrSeno i1 u centralnim i u
invazivnim delovima ovarijalnih karcinoma. Centralni delovi ovarijalnih karcinoma pokazali
su statisticki znaCajne razlike izmedu ekspresija PD-L1 markera i1 ekspresija p62 1 LC3
markera. Razlika u ekspresijama je pre svega uslovljena znacajno drugacijom zastupljenoscu
visokih kategorija ekspresija markera. Kategorije visokih ekspresija p62 i1 LC3 markera
pokazuju znacajno viSe vrednosti u odnosu na visoku ekspresiju PD-L1 markera. Poredenja
ekspresija PD-L1 1 Beclinl markera nisu pokazala statisticke znacajnosti iako su vrednosti
visoke PD-L1 ekspresije ucestalije u odnosu na visoku Beclinl ekspresiju. Invazivni delovi
ovarijalnih karcinoma pokazuju sliéne rezultate u odnosima medu analiziranim markerima.
Poredenjem invazivnih delova ovarijalnih karcinoma takode uoCavamo statisticki znacajne
razlike u ekspresijama izmedu PD-L1 i p62 1 LC3 markera, pri ¢emu su u ovim delovima
tumora ucestalosti kategorija visokih ekspresija sva tri markera pribliZznih vrednosti. Razilika
ovog poredenja se zasniva na vrednostima ucestalosti niskih stepena ekspresija markera.
Poredenjem distribucije ucestalosti kategorija ekspresija ova tri markera izmedu centralnih i
invazivnih delova karcinoma uofavamo obrnutu razliku u podudarnosti niZzih 1 visokih
stepena ekspresije, pri ¢emu su u centralnim delovima sli¢nije vrednosti nizih stepena
ekspresije za razliku od invazivnih delova gde je ve¢a podudarnost vrednosti izmedu visokih
stepena ekspresija. Ekspresija Beclinl markera nije pokazala statisticki znacajne razlike u
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odnosu na ekspresiju PD-L1 u invazivnim delovima ovarijalnih karcinoma, sli¢no
vrednostima centralnih delova tumora.

Distribucija uporedne ekspresije PD-L1 markera sa markerima autofagije p62, LC3 i
Beclinl vrSena je u odnosu na sve analizirane demografske, klinicke i patohistoloske
parametre. Nije uocCena statisticki znacajna razlika u ekspresijama svih analiziranih markera
bez obzira na starosnu dob pacijentkinja. U odnosu na menopauzalni status pacijentkinja
primecena je znacajna razlika samo u ekspresiji LC3 markera koja je kod Zena u menopauzi
izrazenija u odnosu na PD-L1 ekspresiju. Bilateralni ovarijalni karcinomi pokazuju zna¢ajno
izrazeniju ekspresiju p62 i LC3 markera u odnosu na PD-L1 ekspresiju. Svi ovarijalni
karcinomi veli¢ine ve¢e od 80 mm pokazali su znac¢ajno viSu ekspresiju p62 1 LC3 markera u
odnosu na PD-L1 ekspresiju. Beclinl ekspresija nije pokazala statisti¢ki znacajne razli¢itosti
u odnosu na PD-L1 ekspresiju bez obzira na lateralnost i maksimalni promer karcinoma iako
su vrednosti ucestalosti PD-L1 ekspresije izraZzenije u odnosu na Beclinl marker i to ¢eSce
kod unilateralnih karcinoma manjih od 80mm.

Analiza ekspresije PD-L1 markera u odnosu na ekspresije p62, LC3 i Beclinl
markera radena je u odnosu na najucestalije histoloSke tipove ovarijalnih karcinoma. Nisu
uocene statisticki znaCajne razlike medu analiziranim markerima kod svih ispitivanih
histoloskih tipova. Serozni ovarijalni karcinomi pokazuju vecu ucestalost visoke ekspresije
p62, LC3 1 Beclinl markera u odnosu na PD-L1 marker, §to se prevashodno odnosi na HGSC
histoloski podtip. Mucinozni i endometriodini ovarijalni karcinomi takode pokazuju vecu
zastupljenost visokih stepena ekspresije markera p62 i LC3 u odnosu na PD-L1 ekspresiju.
Ekspresija Beclinl markera je u slicnom odnosu ucestalosti sa PD-L1 markerom u
endometrioidnim karcinomima, dok se u mucinoznim uocava znacajnija ucestalost visoke
PD-L1 ekspresije u odnosu na Beclinl marker. Analizirane statisticke znac¢ajnosti ukazuju na
jednaku udruzenu potencijalnu prognosticku vrednost ispitivanih markera kod svih
histoloskih tipova.

Poredenje ekspresija analiziranih markera u odnosu na FIGO stadijume nije pokazalo
statistiCki znaCajne razlike. Stadijum FIGO I pokazuje identi¢ne distribucije ucestalosti PD-
L1 markera u odnosu na p62, LC3 i Beclinl markere. Uocava se dominantna povezanost
slabijih stepena ekspresije svih markera sa FIGO I stadijumom. Svaki od markera autofagije
pokazuje laku predominaciju visoke ekspresije u odnosu na PD-L1 visoku ekspresiju.
Stadijum FIGO II 1 IV su rede zastupljeni. Najucestaliji je FIGO III stadijum koji pokazuje
izrazenu ucestalost visokih ekspresija svih markera, pri ¢emu se uocava neznatno ceScéa
zastupljenost visokih p62 1 LC3 ekspresija u odnosu na PD-L1 ekspresiju, dok je u odnosu na
Beclinl visoku ekspresiju, PD-L1 visoka ekspresija ucestalija. Stepen histoloSke
diferencijacije tumora (gradus) nije pokazao statisticki znaCajnu razliku u odnosu na
ekspresije analiziranih markera. Prisustvo nekroze, tumorske limfovaskularne invazije,
peritumorskog i intratumorskog limfocitnog zapaljenskog infiltrata se nije statisti¢ki znac¢ajno
razlikovalo u odnosu na bilo koji od analiziranih markera.

Medusobno poredenje ekspresija imunosupresivnih 1 autofagnih markera nije
dovoljno zastupljeno u dosadasnjoj literaturi. Do sada je takvo poredenje anlizirano samo na
¢elijskim kulturama (106). Uporedna imunohistohemijska analiza ovih markera na
patohistoloski obradenom tkivu ovarijalnih karcinoma nije do sada radena. Clark i saradnici
su medu prvima istrazivali povezanost mehanizma autofagije i PD-1/PD-L1 imunoloskog
signalnog puta ukazuju¢i da PD-L1 ekspresija na tumorskim ¢elijama moze uticati na
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terapijske efekte inhibitora autofagije u pojedinim tipovima karcinoma (107, 109).
Istrazivanja takode pokazuju da inhibicija PD-1/PD-L1 mehanizma stimuliSe proces
autofagije u tumorskim ¢elijama. Blokiranjem vezivanja PD-L1 liganda za svoj receptor PD-
1, u tumorskim c¢elijama se aktiviraju katabolicki procesi koji obezbeduju hranljive materije
tumorskoj ¢eliji i omogucéavaju njeno prezivljavanje. S obzirom da se inhibiranjem PD-1/PD-
L1 signalnog puta stimuliSu procesi autofagije, smatra se da tumorske celije postaju
senzitivnije na efekte inhibitora autofagije. Pretpostavka je da bi udruzena primena inhibitora
autofagije kod pacijenata sa izrazenom ekspresijom PD-L1 markera na tumorskim ¢elijama
dovela do boljih terapijskih odgovora u le¢enju ovarijalnog karcinoma (40, 106).

ZnaCaj 1 jaCinu povezanosti autofagije 1 PD-1/PD-L1 mehanizma podrzavaju
istrazivanja terapijskih efekata inhibitora TBKI1 (Tank binding kinase-1) 1 JAK (Janus
kinase) kinaze koji pored autofagije inhibiraju 1 PD-L1 ekspresiju (167). S obzirom na
zajednicku regulaciju navedenih procesa pretpostavlja se veca efikasnost sinergistickog
terapijskog dejstva primene inhibitora autofagije i inhibitora PD-1/PD-L1 signalnog puta
(40).

Proces autofagije je primecen i u imunoloskim ¢elijama u neposrednoj okolini tumora.
Aktivacijom PD-1 receptora na T-limfocitima dolazi do inhibiranja unosa glukoze i procesa
glikolize unutar Celije. Inhibicija glikolize dovodi do ¢elijskog gladovanja 1 stimuliSe proces
autofagije aktivacijom AMP protein kinaze i mMTORC1 mehanizma. Pokazano je da tumorske
¢elije koje eksprimiraju enzim IDO (indoleamine 2,3-dioxygenase) 1 dolaze u interakciju sa
T-limfocitima dovode do imunosupresije usled stvaranja metabolita triptofana. Smrt T-
limfocita posredovana metabolitima triptofana uzrokovana je indukcijom apoptoze. Takode
se pretpostavlja da troSenje esencijalne aminokiseline triptofana moze dovesti do autofagije u
T-limfocitima (40). Veliki je potencijal udruzenog dejstva primene inhibitora autofagije sa
inhibitorima PD-L1 receptora. S obzirom na to da je autofagija samo jedan od imunoloski
kontrolisanih intracelularnih mehanizama c¢elijske smrti, mnogi drugi pridruzeni celijski
procesi bi mogli biti predmet daljih istrazivanja u cilju pronalazenja efikasnijih terapijskih
resenja (40).

Znacaj procesa autofagije u odnosu na antitumorski imunoloski sistem odnosi se na
regulaciju prezentacije tumorskih antigena, citotoksic¢nost T-limfocita i NK ¢elija, egzocitozu
enzima lizozoma u cilju uniStavanja imunoloskih celija. Aktivacijom autofagije unutar
tumorskih celija obezbeduje se njihovo prezivljavanje kao i izbegavanje imunoloskog
odgovora ocuvanjem sposobnosti tumorskih ¢elija da razgraduju antitumorske enzime i
faktore koji se sekretuju iz imunoloskih ¢elija, pre svega CD8+ T-limfocita i NK ¢elija (59,
82, 92). Jedan od glavnih doprinosa autofagije imunitetu je celijska autonomna kontrola
inflamacije kojom se utice na diferencijaciju imunoloskih ¢elija, njithovo pravilno
usmeravanje i sticanje adekvatne funkcije, Sto je pre svega znacajno za odrzavanje populacije
efektorskih T-limfocita (168). ImunoloSke celije kao Sto su makrofagi, Treg-limfociti,
dendriti¢ne Celije, koriste procese autofagije u svom sazrevanju. Prilikom sazrevanja pomoc¢u
autofagije reguliSu se metabolicki intracelularni mehanizmi. Vrsta i1 funkcija sazrevajucih
imunoloskih ¢elija u odnosu na inflamatorne procese posredno ukazuju na znacajan uticaj
autofagije u regulaciji inflamacije koja je ¢esta u tumorima (169). Inflamacija u tumorskom
mikrookruzenju stimuliSe procese autofagije 1 promovise tumorski rast i prezivljavanje (59,
83).
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Autofagija uti¢e na ¢elijski metabolizam tokom diferencijacije imunoloskih ¢elija. Za
vreme diferencijacije monocita u makrofage vrlo je znacajno izbegavanje aktivacije kaspaza i
apoptoze Sto je regulisano procesom autofagije. Autofagija takode reguliSe prisustvo i
funkciju mitohondrija u celiji prilikom sazrevanja NK celija. Regulacija celijskog
metabolizma kojom se ostvaruju funkcije Treg i memorijskih T-limfocita krucijalna je
funkcija autofagije u sazrevanju imunoloSkog sistema. Procesi autofagije odstranjuju
oSteCene 1 utiCu na modifikaciju novih intraéelijskih proteina §to dovodi do pravilne
diferencijacije imunoloskih c¢elija. Primer je sazrevanje B-limfocita u plazmocite koji
sekretuju specificne imunoglobuline (169).

Cilj uporedne imunohistohemijske analize ekspresija markera imunosupresije 1
autofagije je definisanje bitnih prognostickih parametara koji bi mogli odrediti efikasnije
terapijske postupke. S obzirom na znacajnu udruzenost ekspresija analiziranih markera,
pretpostavlja se udruzeno prisustvo aktiviranih imunosupresivnih tumorskih mehanizama 1
aktiviranih intratumorskih procesa autofagije. Znafajna, visoka ekspresija analiziranih
markera sugeriSe opravdanu indikaciju simultane upotrebe PD-L1 inhibitora 1 inhibitora
autofagije u leCenju ovarijalnih karcinoma. Slaba ekspresija ovih markera mogla bi sugerisati
lo$iji terapijski odgovor 1 veci rizik za relaps bolesti. Analizom stepena ekspresije markera
imunosupresije 1 autofagije mogle bi se odrediti validne grani¢ne vrednosti koje bi imale
znacajnu ulogu u odabiru pacijentkinja za primenu ciljane terapije. Upotreba ovih markera u
klinickoj praksi mogla bi dovesti do boljih terapijskih ishoda u le¢enju pre svega agresivnijih
karcinoma jajnika.

PD-1/PD-L1 blokiranjem moze se uticati uglavnom na tumore sa izraZzenom
imunoloSkom reakcijom. Tumori koji izazivaju slabiji imunoloSki odgovor ne reaguju na
samostalnu imunoloSku terapiju. Aktuelno se istrazuje nacin unapredenja efikasnosti
imunoloske terapije zajedni¢kom primenom drugih vidova imunosupresivne terapije kao Sto
su inhibitori molekula CD123, OX40, IDO (170). Pokazano je da su kod uznapredovalih
karcinoma sa slabo izrazenim TIL odgovorom 1 kod tumora bez izrazene odbrambene
reakcije, povoljniji efekti leCenja udruzenom primenom razli¢itih imunoloskih terapija (171).
Takode se ispituje zajednicka primena imunoterapije sa hemioterapijom i radioterapijom,
koja pokazuje znacajne terapijske odgovore (172). Smatra se da primena hemioterapije
dovodi do ushodne regulacije PD-L1 receptora na tumorskim ¢elijama, stvarajucu veci broj
ciljanih molekula za primenu imunoloske terapije monoklonskim anti PD-L1 antitelima
(173). Udruzenom primenom hemioterapije i imunoloSke terapije direktno se izaziva
apoptoza tumorskih ¢elija, pri ¢emu se oslobadaju tumorski antigeni koji dodatno stimuliSu
antitumorski imunoloski odgovor. Radioterapija deluje na imunoloske intercelijske procese
ispoljavajuéi znacajne efekte u tumorskom mikrookruzenju delujuéi na stromalne, endotelne 1
razli¢ite populacije imunoloskih ¢elija. Dejstvo zracenja na imunoloSke strukture je
kontradiktorno, kontinuirano u odredenom vremenskom periodu. Imunostimulatorni efekti
podrazumevaju stimulaciju ekspresije povrSinskog MHC 1 molekula na razlicitim
karcinomskim ¢elijama, dovode¢i do izraZenije prezentacije tumorskih antigena. Takode se
uocava povecan broj CD8+ T-limfocita. Radioterapija stimuliSe ekspresiju vaskularnog
adhezionog molekula VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1) na endotelnim ¢elijama
Sto olakSava transport TIL-a ka tumorskim Ccelijama. Takode dovodi do stimulacije
citotoksi¢ne aktivnosti NK c¢elija. Imunosupresivni efekti su predstavljeni ushodnom
regulacijom ekspresije PD-L1 molekula na tumorskim celijama, aktivacijom
imunosupresivnih efekata Treg-limfocita, tumor udruZenih makrofaga i neutrofila. Brojni
molekularni i intracelijski mehanizmi pod uticajem radioterapije dovode do olakSavanja
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prepoznavanja i eliminacije ozracenih karcinomskih ¢elija dejstvom imunoloskog sistema
(174). Primenom radioterapije i hemioterapije tumorske ¢elije umiru razli¢itim mehanizmima
(apopotoza, nekroza, autofagija). Cisplatina dovodi do formiranja unakrsnih i brojnih drugih
intramolekularnih veza na DNK tumorskih ¢elija, koji posledi¢no dovode do apoptoze (29).
Autofagija kao jedan od mehanizama celijske smrti aktuelno se istrazuje u cilju pronalazenja
boljih terapijskih reSenja primenom kombinovanih terapijskih modela. Dokazano je da
inhibitori autofagije imaju svoju opravdanu primenu u lecenju karcinoma. Udruzenom
primenom inhibitora autofagije sa hemioterapijom dolazi do sinergistickog terapijskog
delovanja i efikasnije eradikacije tumorskih celija (175).

Tumorske celije mogu sekretovati proangiogene faktore (VEGF) koji podsticu
imunosupresiju. Primena inhibitora VEGF receptora (Bevacizumab) stimuliSe intratumorsku
T-limfocitnu infiltraciju, pove¢ava koncentraciju CD8+ T-limfocita i redukuje prisustvo
Treg-limfocita. Zajednicka primena Bevacizumaba 1 inhibitora ,,chcekpoint” imunoloskih
sistema pokazuje povoljne terapijske efekte kod pacijentkinja sa uznapredovalim 1
recidiviraju¢im ovarijalnim karcinomom. Dokazana je zna¢ajna efikasnost udruZene primene
inhibitora PD-L1 receptora i PARP inhibitora kod pacijentkinja obolelih od karcinoma dojke.
Smatra se da bi se sli¢ni terapijski efekti postigli kod pacijentkinja sa ovarijalnim
karcinomom koje imaju BRCA genetske mutacije (25, 43).

Poznato je da se unutar tumora deSavaju dodatne mutacije gena prilikom Cega se
stvaraju novi antigeni i posledi¢no specificni T-limfociti. IstraZzivanja uticaja novih mutacija
tumora na efekte PD-L1 inhibitora pokazala su bolje terapijske odgovore kod tumora sa
ve¢im mutacionim optere¢enjem. Primena Avelumab-a u leCenju pacijentkinja sa ovarijalnim
karcinomom pokazala je vecu terapijsku efikasnost kod pacijentkinja sa ve¢im brojem
mutacija. Prisustvo mutacija BRCA 1 drugih gena regulatora popravke DNK sa
karakteristikama mikrosatelitske nestabilnosti povezano je sa veCom zastupljenoscu TIL-a,
znacCajnom ekspresijom PD-L1 markera na karcinomskim c¢elijama jajnika i dijagnostikom
pacijentkinja u ranijim stadijumima bolesti. Znacaj ovih rezultata ogleda se pravilnijoj
selekciji pacijenata za primenu imunosupersivne terapije. Pacijenti sa detektovanim
raznovrsnijim i novim mutacijama unutar tumora mogli bi bolje reagovati na primenu PD-L1
inhibitora (35, 54, 170, 176).

Epigenetske modifikacije mutiranih gena posredno utiCu na terapijske efekte
menjajuéi ekspresiju novonastalih antigena. Epigenetski procesi kao $to je metilacija DNK
mogu smanjiti ekspresiju pojedinih gena bitnih u regulaciji imunoloskog odgovora.
Hipometilacija IL-10 detektovana je u karcinomu dojke. Epigenetsko suprimiranje
proapoptotskih gena, mozZe se nac¢i kod K-RAS mutacija (20, 170). Epigenetske promene
mogu nastati u genima regulatorima imunoloskih ,, checkpoint *“ sistema prilikom ¢ega dolazi
do imunosupresije. Epigenetske modifikacije signalnog puta INF-y povezane su sa
rezistencijom na CTLA-4 inhibitore. Epigenetski modifikatori su nove terapijske moguénosti
koje bi mogle regulisati epigenetske modulacije i posredno pravilnu funkciju ,, checkpoint
imunoloskih mehanizama. IstraZivanje regulacije procesa interakcije epigenetskih 1
imunoloskih modulacija mogu dovesti do specificnije, efektivnije ciljane antitumorske
terapije (177).

Terapijski odgovor pacijenata na primenu imunoterapije je razli€it i zavisi od
osnovnog stanja imunoloSkog sistema. U odnosu na efikasnost terapijskog odgovora
istrazivanja  definiSu  Cetiri kategorije tumora; ,hot, altered-excluded, altered-
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immunosuppressed i cold”. 1deja za definisanje ovih tumorskih kategorija zasnovana je na
dokazanom znaCajnom uticaju tipa, gustine rasporedenosti i lokalizacije imunoloskih ¢elija
unutar tumora. Na osnovu toga definisane su skale zansovane na koncentracijama CD3+ i
CD8+ T-limfocitnih ¢elija lokalizovanih u centralnim delovima tumora ili u delovima
najizrazenije tumorske invazije u okolno tkivo. Tumori sa na najve¢om koncentracijom T-
limfocita oznaceni su kao ,,hot“, za razliku od ,,cold” tumora koji pokazuju odsustvo T-
limfocita i nalaze se na suprotnom kraju skale. Istrazivanja radena na tkivu kolorektalnog
karcinoma pokazuju mnogo veéi prognostic¢ki znacaj prisustva limfocita u tumorskom tkivu u
odnosu na standardnu TNM Kklasifikaciju bolesti. U odnosu na ovu podelu razmatraju se
adekvatniji terapijski postupci koji uglavnom podrazumevaju kombinovanu primenu
razli¢itih vrsta imunoterapije. Najc¢eS¢a terapijska kombinacija su inhibitori PD-L1 receptora 1
CTLA-4 kontrolnog punkta. Takode se ispituju efekti inhibicije pridruzenih kostimulatornih
molekula kao $to je LAG3 (Lymphocyte activation gene 3), koinhibitorni receptor na T-
limfocitima koji izmedu ostalog uti¢e na aktivaciju Treg-limfocita (29, 178).

U cilju istrazivanja efekata terapije PD-L1 inhibitorima tumorsko mikrookruZenje je
podeljeno u cetiri kategorije. Tip I podrazumeva prisustvo PD-L1 ekspresije 1 TIL-a, za
razliku od tipa II gde su oba parametra odsutna. Tip IIl oznafava ekspresiju PD-L1 uz
odsustvo TIL-a, dok je tip IV sa obrnutim karakteristikama tj. odsustvom ekspresije PD-L1 1
prisutnim TIL-om. Tip I predstavlja tumorsko mikrookruzenje u kome tumor infiltriSuci
limfociti sekretuju INF-y i stimuliSu ekspresiju PD-L1 na tumorskim ¢elijama, ukazujuéi na
najpovoljnije efekte PD-L1 inhibitorne terapije. Pacijenti sa PD-L1 negativhom tumorskom
ekspresijom 1 dalje mogu reagovati na imunosupresivnu terapiju udruzenom primenom
inhibitora PD-1 1 CTLA-4 receptora, koji sinegistickim dejstvom dovode do vece
zastupljenosti TIL-a i boljih terapijskih efekata (36, 41).

Inhibicija gena 1 proteina DNK popravke unutar karcinomskih ¢elija dojke, pankreasa
1 debelog creva, pokazala je znacCajne efekte tumorske supresije ukazuju¢i na mogucu
terapijsku primenu inhibitora karcinomskih mehanizama DNK popravke. Terapija CAR
(Chimeric Antigen Receptor) T-limfocitima jedna je od najnovih terapijskih metoda. Zasniva
se na veStacki modifikovanim T-limfocitima nastalim najceS¢e transdukcijom virusnih
vektora unutar izolovanih T-limfocita pacijenata. Tako modifikovani T-limfociti na svojim
povrsinama ispoljavaju veci broj razliCitih CAR antigena koji efikasnije prepoznaju tumorske
¢elije 1 unistavaju ith. Modifikovani CAR T-limfociti pokazuju vecu specificnost dejstva,
visok procenat efikasnosti uniStavanja karcinomski ¢elija 1 dugotrajni terapijski efekat, Sto

ukazuje na obecavajuCe terapijsko reSenje zasnovano na regulaciji imunoloskih procesa
(178).
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6. ZAKLJUCCI

1. Stepen PD-L1 ekspresije je znacajno ¢es¢i u ovarijalnim karcinomima u odnosu na APT i
benigne epitelne tumore jajnika.

2. Serozni histoloski tip (HGSC) karcinoma jajnika pokazuje najizrazeniju PD-L1 ekspresiju i
to u visim FIGO stadijumima tumorske bolesti.

3. Znacajno visa PD-L1 imunoekspresija postoji u invazivnim nego u centralnim podruc¢jima
HGSC.

4. Dokazana je pozitivna korelacija viSeg stepena ekspresije PD-L1 u centralnim podru¢jima
HGSC sa stepenom reaktivnog intratumorskog limfocitnog infiltrata.

5. Ekspresije p62, LC3 1 Beclinl markera autofagije su ¢es¢e u ovarijanim karcinomima u
odnosu na APT 1 benigne epitelne tumore jajnika.

6. Ekspresije markera p62, LC3 1 Beclinl ne pokazuju znacajne razlike izmedu centralnih 1
invazivnih podrucja ovarijalnih karcinoma.

7. Prisutna je pozitivna medusobna korelacija u stepenu imunoekspresije markera p62 i1 LC3,
dok ta korelacija ima negativan smer kada se testira povezanost pomenutih markera sa
imunoekspresijom Beclinl.

8. Ekspresije p62 i LC3 markera su ¢es¢e u HGSC histoloskom tipu ovarijalnih karcinoma za
razliku od Beclinl eskpresije koja je ¢eS¢a u ostalim histoloSkim tipovima.

9. Ekspresije p62 1 LC3 markera su udruzene sa visim gradusima i FIGO stadijumima za
razliku od Beclinl ekspresije.

10. Visoke ekspresije PD-L1, p62 i LC3 markera znaCajno su zastupljene u invazivnim
delovima ovarijanih karcinoma.

11. Odnos ekspresije PD-L1 prema ekspresiji p62, LC3 i Beclinl ne menja se s obzirom na
histolo3ki tip ovarijalnog karcinoma, FIGO stadijum, kao ni s obzirom na ostale prognosticki
znacajne patohistoloske parametre tumorske bolesti.

12. Istovremeno postojanje i medusobna povezanost ekspresije PD-L1 i markera autofagije
ukazuje na postojanje simultane aktivacije imunosupresivnih antitumorskih i tumorskih
autofagnih procesa u ovarijalnim karcinomima.

13. Zajedni¢ka aktivacija imunosupresivnih 1 autofagnih mehanizama u ovarijalnim
karcinomskim celijama moze biti indikacija za sinergisticku primenu ciljane, imunoloske
terapije PD-L1 inhibitorima i terapije inhibitorima autofagije.

14. HGSC histoloski tip ovarijalnog karcinoma pokazuje znacajne p62, LC3 i PD-LI
ekspresije ukazuju¢i na potencijalnu primenu imunoloske terapije PD-L1 inhibitorima i
terapije inhibitorima autofagije upravo kod ovog tipa karcinoma jajnika.
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Spisak skracenica:

EOC- Epitelni ovarijalni karcinom

APT- Atipi¢no proliferiSuci tumor

BOT- Benigni ovarijalni tumor

FIGO- International Federation of Gynecology and Obstretics
DFS- Disease Free Survival

BRCA 1, BRCA 2- Breast cancer 112

HGSC- High grade serous carcinoma

LGSC- Low grade serous carcinoma

FOXM1- Forkhead box protein M1

CAI125- Cancer Antigen 125

HE4- Human Epididymis Protein 4

EORTC- Evropska organizacija za istraZivanje 1 tretman karcinoma
EMA- European Medicines Agency

PARP- poly ADP-ribose polymerase

MHC I, MHC II- molekuli histokompatibilnosti I 1 II
Treg- T regulatorni limfociti

MDSC- Myeloid derived suppressor cells

NK ¢elije- Natural killer cells

IL- 4- Interleukin 4

IL- 6- Interleukin 6

IL-8- Interleukin 8

IL-10- Interleukin 10

IL-13- Interleukin 13

TGF-B- Tumor growth factor 3

VEGF- Vascular endothelial growth factor

TIL- Tumor infiltriSu¢i limfociti

CTLA 4- Cytotoxic T lymphocite associated antigen 4
PD-1- Programmed death 1

PD-L1- Programmed death ligand 1

PI3K- Phosphatidylinositol 3- kinase

INF-y- Interferon gama

DNK- Dezoksiribonukleinska kiselina

TMA- Tissue microarray

TAM- Tumor udruzeni makrofagi

TBKI1- Tank binding kinase 1

JAK- Janus kinase

mTOR- Mammalian target of rapamycin

ULK1 i ULK2- Unc-51-like kinases 1 12

AMPK- AMP-Activated protein kinase

PIK3C3- Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit type 3
MAPI1LC3- Microtubule-associated protein 1 light chain 3
PI(3)P- Phosphatidylinositol 3-phosphate

LIF- leukemia inhibitory factor

IL1B- Interleukin 1

CXCLS8- Chemokine (C-X-C motif) ligand 8

FAM3C- Family with sequence similarity 3, member C
DKK3- Dickkopf WNT signaling pathway inhibitor 3



tBregs- Tumor-induced B regulatory cells
LAG3- Lymphocyte activation gene 3
TIM-3- T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3
BTLA- B and T lymphocyte attenuator
CAR- Chimeric Antigen Receptor

IDO- Indoleamine 2,3-dioxygenase

COX-1 i2- Cyclooxygenases 1, 2

VCAM-1- Vascular cell adhesion molecule 1
CAFs- Cancer Associated Fibroblasts
HIF-1a- Hypoxia-Induced Factor-1 alpha
ARH1- Aplasia Ras Homolog member |
MARCHS- Membrane-Associated RING-CH
FAK- Focal Adhesion Kinase
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H3zjasa o ayropcTBYy

Nwme u npe3ume ayropa: Jbyouiia JoBanosuh

Bbpoj unnexca: HPN 02/15

HU3jaBbyjem
11a je TOKTOPCKa JucepTalfja 1moJ1 HaCJIOBOM

,»2EKCIpecuja MapKepa UMYHOCYIIpECHje y ENUTEIIHUM TyMOpHMa jajHUKa U lbUXO0Ba
MOBE3aHOCT ca MapKepuma ayrodaruje

® pe3ynTaT CONCTBEHOT UCTPAXKUBAYKOT PaJia;

e J1a AucepTanuja y HEeJIWHUA HU y JeJIOBUMA HUje OWiIa MPEeAIoKEHa 3a CTHIIAmE
JPyreUIIOME MpeMa CTYIUJCKHM IPOrpaMKuMa JPYTUX BUCOKOITKOJICKIX
YCTaHOBA;

® J1a Cy pe3yaTaTh KOPEKTHO HaBEJEHU U

® JIa HHCaM KpIIIHMO/JIa ayTOPCKa MpaBa M KOPUCTHO/JIa HHTEICKTYaJIHY CBOJUHY
JPYTUXJIALA.

HHornuc ayropa

V¥ beorpany, 01.12.2021.



I/I3jaBa 0 MCTOBCTHOCTH INTAMIIAaHE U €JICKTPOHCKE Bep3nje AOKTOpPCKOrpaaa

Nwme u npe3ume ayropa: Jbyouma JoBanouh
Bbpoj uanexca: HPN 02/15
Crynujcku nporpam: XyMaHa penpoayKiuja

Hacnos pana: ,,Ekcripecuja Mapkepa UMYHOCYIIpECH]e Y CMUTEIIHUM TyMOpUMa jajHUKA U
HUXO0BA MOBE3aHOCT ca Mapkepuma ayrodaruje

Mentop: Hou. ap Pagmuna Jankosuh

W3jaBbyjeM na je mTammaHa Bep3uja MOT JOKTOPCKOT paja MCTOBETHA EJIEKTPOHCKO]
BEp3UjH KOJy caM TMpefao/sia paad TMoxpamuBama y Jururasnom pemosuropujymy
Yuusep3urtera y beorpany.

Jlo3BoJbaBaM Aa ce o0jaBe MOjU JIMYHU TMOJAIM BE3aHU 3a J0OOMjarkhe aKaJeMCKOT Ha3WBa
JOKTOpa Hayka, Kao IITO Cy UMe W Npe3uMe, TOJAWHA U MecTo poljema u 1aTyMm onOpaHe

pana.

OBU JTMYHM TOJIAIM MOTY c€ 00jaBUTH Ha MPEKHUM CTpaHUIaMa JUTUTaIHe OUOIHOTEKE,
y eNIeKTPOHCKOM KaTajory u y myonukaiujama YHusepsurera y beorpany.

IloTnuc aytopa

Y Beorpanay, 01.12.2021.



H3zjaBa o kopumhemwy

Ornamhyjem YHuBep3uTeTcKky Ombmmoreky ,,CBerozap MapkoBuh® nma y Jururanau
peno3uTopujyM YHuBep3uTera y beorpamy yHece MOjy JOKTOPCKY AMCEPTALU]y IO
HACJIOBOM:

,EKCIIpecrja Mapkepa HMYHOCYIpPECHje Yy ENHUTEIHHM TyMOpHUMa jajHUKa W HHHXOBA
MOBE3aHOCT ca MapKepuma ayrodaruje‘

KOja je MOje ayTOPCKO JEIO.

Hucepranujy ca CBUM MPHIIO3UMa MIPeAao/aa caM y eeKTPOHCKOM (opMaTy MOoroJHOM 3a
TpajHO apXUBUPAHE.

Mojy JOKTOpPCKY JAucepTalujy TOoXpameHy y JWrutaiHoM  peno3uTopujymy
YuuBepsuteTa y beorpamy u 1ocTynmHy y OTBOPEHOM IMPUCTYITY MOTY Ja KOPHCTE CBH KOJU
MOIITY]y oJApende caapkane y onadpanom tumy nuienie Kpeatusne 3ajennuie (Creative
Commons) 3a Kojy caM ce OJTy4Ho/Ja.

1. Ayropcto (CC BY)
2. AyropctBo — HekomepuujaiaHo (CC BY-NC)
@ AyTtopcTBO — HeKoMepHjamHo — 6e3 rpepana (CC BY-NC-ND)
4. AyTOopCcTBO — HEKOMEPIHjaTHO — enuTH no1 uctuM ycinosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AytopctBo — aenutu noja uctum yciouma (CC BY-SA)

(MosuMo 1a 3a0KpYKUTE CaMo jeIHY OJ1 IIECT MOHYheHnX
nuieHnu. Kparak omnuc JIMIEHIM je CaCTaBHH JICO OBE U3jaBe).

HHornuc ayropa

V¥ beorpany, 01.12.2021.



1. AyrtopcrBo. Jl03BoJbaBaTe YMHOKABAKkE, TUCTPUOYIIN]Y U JaBHO CAOTIIITABAKE JIENa, U
mpepajie, ako ce HaBeJe MME ayropa Ha Ha4MH oApeheH oJ cTpaHe ayTopa WM JaBaola
JUIEHIIE, YaK U Y Komepuujarae cBpxe. OBo je Hajcia000HHja 01 CBUX JUIICHIIH.

2. AyTOpCcTBO — HeKOMepuHjaaHo. /[03BosbaBaTe YMHOKABAHE, TUCTPUOYIU]Y U jaBHO
caolITaBame Jea, U mpepajie, ako ce HaBeJe UMe ayTopa Ha Ha4uH onpeleH o cTpaHe
ayTopa wiM jaaBaora JjumieHre. OBa JHIEHIIAa HE J03BOJbaBa KOMEpPLHUjAHY yHOTpeOy
nena.

3. AyTOpcTBO — HeKoMepuHMjajHo — 0e3 mnpepaaa. Jlo3BojbaBaTe YMHOXaBambe,
JUCTPUOYIM]Y U JaBHO CAOMIITaBame Jiena, 0e3 MpoMeHa, MpeoOIrKoBamba Wil yIoTpeode
Jie7ia y CBOM JIeNTy, ako Ce HaBelle MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH o cTpaHe ayropa wim
naBaolia guienie. OBa JHIEHIIAa HE JI03B0JbaBa KOMEPIMJAIHY yIoTpeOy nena. Y oaHocy
Ha CBE€ OCTaJle JIMIIEHIIe, OBOM JIMIEHIIOM C€ OrpaHnyaBa Hajsehu oOMM npaBa kopuihema
Jena.

4. AyTOpCcTBO — HEKOMEpPUMjaJIHO — JeJUTH MOJ MCTHM YyciaoBuma. Jlo3BosbaBare
YMHO’KaBamwe, JUCTPUOYIIN]Y U JaBHO CAONIITaBAE JIea, U Mpepaje, ako ce HaBele uMe
ayropa Ha HauuH oJpeheH oJ CTpaHe ayTopa WM JaBaolla JIMIEHIIE U aKo ce MIpepaja
TUCTpUOyUpa MOJ HCTOM WIM CIMYHOM JuieHnoM. OBa JuIeHIa He J03B0JbaBa
KOMEpIHjaIHy ynoTpeOy iena u npepaja.

5. AytopcTBOo — 0e3 mpepana. Jlo3BospaBaTe YMHOXaBawme, MUCTPUOYIIH]Y U jaBHO
caomIITaBame Jiena, 0e3 MpoMeHa, MPeoOTMKOBaka WM yIIOTpeOe Jesia y CBOM eIy, aKo
ce HaBe/e MMe ayTropa Ha Ha4MH oJpel)eH oJ cTpaHe ayTopa WM jJaBaolia juieHie. OBa
JIMIICHIIA I03BOJbaBa KOMEPIIHjAJIHY yIIOTPeOy aena.

6. AyTOpcTBO — JeJUTH T0J MCTUM YycjaoBuMma. Jlo3BosbaBare yMHOXKaBambe,
TUCTpUOYIM]Y U JaBHO CAOIMIITaBame JieNa, U Mpepaje, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha
Ha4yMH ojpeheH o cTpaHe ayropa WIM JaBaola JHUIEHIIE U aKo Ce Mpepajga TUCTpudyupa
MO/ UICTOM WJIM CIMYHOM JnieHoM. OBa JIMIIEHIa J103B0JbaBa KOMEPIHUjAIHY YIOTpeOy
nena u npepaga. CivyHa je copTBEpCKUM JMIIEHIIaMa, OJHOCHO JIUIIEHIIAMa OTBOPEHOT
KOJa.
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