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Znacaj poremecaja gena regulatora Celijskog ciklusa i ekspresije
njihovih proteina u rabdomiosarkomu

SAZETAK:

Cilj: Rabdomiosarkom (RMS) je tumor visokog stepena maligniteta. Poslednje dve decenije
prognoza pacijenata sa ovim tumorom je znacCajno poboljSana, osim kod pacijenata iz
visokorizi€ne grupe. U cilju utvrdivanja novih  prognostickih faktora ispitivali smo
imunohistohemijsku ekspresiju proteina regulatora ¢éelijskog ciklusa i apoptoze, kao i obrasce
metilacije promotora gena pl6 u slu¢ajevima RMS, i dobijene rezultate korelirati sa klini¢ko-

patoloskim parametrima.

Metodologija: Ova studija je obuhvatila 67 slucajeva RMS dijagnostikovanih na Institutu za
patologiju Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu, u periodu od 1994-2014 godine
Analizirani su slede¢i klini¢ko-morfoloski podaci: pol, starost, lokalizacija i veli¢ina tumora,

histoloski tip i gradus, zahvacenost regionalnih limfnih nodusa i postojanje metastatske bo lesti.

Rezultati: Evaluacijom ekspresije ciklina A u odnosu na klinicko-patoloske parametre
pacijenata sa RMS, uocena je statisticka znacajnost samo u odnosu na histol§ki tip tumora
(p=0.047). U ¢elijama RMS, ciklin D1 je pokazivao jedarnu ekspresiju i aberantna ekspresija
ovog markera nije pokazivala zna¢ajnu korelaciju sa ispitivanim parametrima. Rezultati razlicite
ekspresija p57 u ovom tumoru su pokazivali statisticku znacajnost u odnosu na histoloski tip
(p=0,042),gradus tumora (p=0,026) i u odnosu na ishod bolesti (p=0,021). Ekspresija survivina u
tumorskim c¢elijjama RMS bila je citoplazmatska 1 jedarna, Za razliku od citoplazmatske
ekspresije survivina gde nije uofena njena povezanost sa prognostickim faktorima, jedarna
ekspresije ovog markera je bila statisticki znac¢ajna u odnosu na starosne grupe, histoloski tip i
gradus tumora (p=0.009, p=0.008, p=0.010, redom). Analiza ekspresije nestina je pokazala

statisticki znacaj u odnosu na starost pacijeanta (p = 0,028) i gradus tumora (p = 0,022). Analiza



metilacionog statusa promotora gena pl6 je bila u saglasnosti sa imunohistohemijskom
ekspresijom njegovog proteina. Prisustvo hipermetilacije promotora gena pl6 je detektovano
samo u jednom slu¢aju. Gubitak funkcije p16'™%4A nije nastao metilacijom promotor gena. Od
analiziranih markera uticaj na prezivljavanje pacijenata imali su p57 (p=0,045) i nestin
(p=0,044). Univarijantnom regresionom analizom kao znacajni prediktivni faktori bolesnika sa
RMS izdvojili su se starost, histoloski tip, gradus tumora, prisustvo regionalnih i udaljenih

metastaza. Od ispitivanih markera jedino je p57 bio blizu konvencionalnog nivoa znacajnosti

Zakljucak: Ekspresija proteina regulatora ¢elijskog ciklusa i apoptoze 1 metilacioni status p16
promotor gena se nisu izdvojili kao nezavisni prognosticki faktori. Ipak, njihova udruzenost sa
znacajnim prognosti¢kim parametrima ukazuje da oni ipak mogu imati znacaja u patogenezi

RMS.

KJUCNE RECT: Rabdomiosarkom, celijski ciklus, apoptoza, metilacija, prezivijavanje.



Significance of disorder of the cell cycle regulator genes and expression of

their proteins in rhabdomyosarcom

SUMMARY

Objective: Rhabdomyosarcoma (RMS) is a tumor of high-grade malignancy. During the last two
decades the prognosis of patients with this tumor has been significantly improved, except in
patients from the high-risk group. In order to determine new prognostic factors, we investigated
the immunohistochemical expression of proteins, the regulators of cell cycles and apoptosis as
well as the patterns of methylation of the p16 gene promoter in cases of RMS, and the results

obtained were to be correlated with clinicopathological parameters.

Methodology: This study included 67 cases of RMS diagnosed at the Institute of Pathology,
School of Medicine, University of Belgrade, in the period from 1994 to 2014. The following
clinical and morphological data were analyzed: gender, age, tumor size and localization,
histological type and grade, affected regional lymph nodes and the presence of metastatic

disease.

Results: By evaluation of the expression of cyclin A in relation to the clinicopathological
parameters of patients with RMS, it was found a statistical significance only in relation to the
histological type of tumor (p = 0.047). In the RMS cells, cyclin D1 showed a nuclear expression
and the aberrant expression of this marker did not show any significant correlation with the
studied parameters. Results of different expressions of p57 in this tumor showed a statistical
significance in relation to the histological type (p = 0.042), tumor grade (p = 0.026) and in
relation to the disease outcome (p = 0.021). The survivin expression in RMS tumor cells was
cytoplasmic and nuclear. Unlike cytoplasmic survivin expression where no correlation with
prognostic factors was found out, the nuclear expression of this marker was statistically

significant in relation to the age groups, histological type of tumor and tumor grade (p = 0.009, p



= 0.008, p = 0.010, respectively). Analysis of the expression of nestin showed statistical
significance in relation to the age of patients (p = 0.028) and tumor grade (p = 0.022). Analysis
of the methylation status of the pl6 gene promoter was in agreement with the
immunohistochemical expression of its protein. The presence of pl6 gene promoter
hypermethylation was detected in only one case. The loss of function of p16'Nk4A was not caused
by methylation of the promoter gene. Of the analyzed markers those which had an impact on the
survival of patients were p57 (p = 0.045) and nestin (p = 0.044). Using an univariate regression
analysis, as significant predictors in patients with RMS were found to be age, histological type,
tumor grade, the presence of regional and distant metastases. Of the tested markers only the p57

was close to conventional levels of significance.

Conclusion: Expression of cell cycle regulatory proteins and apoptosis and the methylation
status of p1l6 gene promoter did not appear as independent prognostic factors. However, their
association with significant prognostic parameters indicates that they can still be of significance
in the pathogenesis of RMS.

KEY WORDS: Rhabdomyosarcoma, cell cycle, apoptosis, methylation, survival.
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1. UVOD



Rabdomiosarkomi (RMS) predstavljaju jedinstvenu grupu meko-tkivnih tumora
poreklom od primitivnog mezenhima sa izrazenom sklono$¢u ka nepotpunoj miogenezi.
RMS se smatra malignim tumorom skeletnog misica, jer uglavnom nastaje iz samog miSica
ili u njegovoj neposrednoj blizini a gradeni su od ¢elija u razli¢itim stadijjumima misSiéne
diferencijacije. Moze nastati i na onim lokalizacijama kod kojih normalno nema skeletne
muskulature (bilijarni i genitourinarni trakt), tako da se u novijim istrazivanjima postavlja
pitanje o pravom poreklu ovog tumora (1).

RMS prvi put u literaturi pominje Stafford u prvoj polovini 19. veka, kada je
prikazao slucaj RMS prostate kod petogodi$njeg decaka. Nesto kasnije, Guersant prvi
opisuje botrioidni tip RMS. Berard prikazuju¢i tumor koji definiSe kao “Tumeur
embryonnaire du muscle strieé”, prakti¢no uvodi termin embrionalnog mi§i¢nog tumora (2),
a Zenker, 1864., misle¢i na sarkome popre¢no prugaste muskulature predlaze termin
rabdomiom (3). Najblizi danas$njoj definiciji bio je Borst, koji ga naziva mioblasti¢ni
sarkom (4). Entitet pleomorfni RMS predlozio je Adami 1898. godine (4). Posle vise od
100 godina, 1958. godine, Horn i Enterline predlazu da se RMS Klasifikuje na embrionalni,

botrioidni, alveolarni i pleomorfni tip (5).

1.1. Poreklo rabdomiosarkoma

Fenotip RMS celije joS uvek je kontroverzan. Morfoloski nalaz, ekspresija
skeletnomi$i¢nih proteina (dezmin i miozin), kao i detekcija ultrastrukturnih elemenata
poput aktin/miozinskog kompleksa su dugogodiSnja zapazanja koja podrzavaju skeletno
misi¢no poreklo RMS (6, 7, 8, 9).

Medutim, ¢injenica je da se ovaj tumora javlja i na mestima liSenim skeletne
muskulature, kao $to su paratestikularna regija, Zu¢na kesa, parameningealna lokalizacija i
druge. Stoga se sve CeSce postavlja pitanje da li postoji RMS stem ¢elija ili neka druga vrsta
¢elija od koje moze nastati ovaj tumor.

Nekoliko studija je pokazalo prisustvo celijske populacije nalik stem ¢eliji kod
neophodna su dodatna istraZivanja koja bi dokazala da 1i su SP Celije zaista

rabdomiosarkomske stem celije i da li one postoje u humanom RMS.



Danas znamo da postoje razliCite vrste stem c¢elija, embrionalne, germinativne, i
tkivno specifiéne stem éelije- mezenhimalna stem ¢éelija (MSC). MSC uprkos svojoj
malobrojnosti, zadrzavaju sposobnost da stvaraju razliite ¢elijske linije (11). Sve je vise
dokaza koji povezuju MSC sa specifiénim sarkomima, pa i sa alveolarnim RMS. U prilog
ovoj teorije je tvrdnja da PAXS3, koji je glavni regulator miogeneze, moze biti u stanju da
izazove diferencijaciju MSC u pravcu skeletne misiéne éelije delujuéi na MyoD, Myf5 i
miogenin. Nasuprot tome, pojedini autori ukazuju da njegova inaktivacija kod
eksperimentalnih zivotinja dovodi do teskih malfomacija skeletne muskulature, ali ne i do
razvoja tumora (12).

Pored ove hipoteze, brojni su dokazi koji podrzavaju miSi¢no poreklo RMS. U tom
pogledu, ne iskljuCuju se embrionalni mioblasti, mi§i¢ne satelitske éelije koje se nalaze uz
zrela miSi¢na vlakna (13), a koje su u stanju mirovanja ali su i sposobne za proliferaciju u
patoloskim uslovima (14).

Uzevsi sve u obzir moZda ne treba iskljuciti mogucénost razli¢itog porekla odredenih
histoloSkih podtipova RMS. Eksperimentalni dokazi podrzavaju obe moguénosti, pri ¢emu

se one medusobno ne iskljucuju (13).

1.2. Epidemiologija rabdomiosarkoma

Maligni mezenhimalni tumori (sarkomi) su grupa retkih ali anatomski i histoloski
razli¢itih neoplazmi. Cine oko 1% neoplazmi odraslih osoba i 7% pedijatrijskih tumora
(15). RMS ¢ini polovinu pedijatrijskih sarkoma (16). Oko 350 novih slucajeva
dijagnostikuje se u Sjedinjenim Americkim Drzavama svake godine. Godisnja incidenca
kod osoba mladih od 20 godina je 4,3 slucaja na milion stanovnika (17). Uocena je
bimodalna uzrasna distribucija kod dece, tako da se RMS javlja izmedu 2. i 6. godine
zivota, i kasnije izmedju 10. i 18. godine starosti. Literaturni podaci pokazuju neznatno
vecu ucestalost RMS kod decaka (odnos decaci:devojcice je 1.3:1.5) (16). Kod odraslih
osoba RMS ¢ini 3% svih malignih mekotkivnih tumora (18).

Embrionalni RMS (ERMS) se najc¢esce javlja do 15. godine Zivota sa najve¢om
incidencom u petoj godini. Uglavnom je lokalizovan u predelu glave i vrata,

genitourinarnog trakta ili retroperitonealno. Alveolarni RMS (ARMS) se javlja kod
3



adolescenata i mladih odraslih osoba i to u predelu ekstremiteta, paraspinalno, perinealno,
kao i u predelu paranazalnih sinusa. Pleomorfni RMS je najredi histoloski tip, koji se
gotovo iskljucivo dijagnostikuje kod odraslih osoba, i to uglavnom u predelu ekstremiteta, i
ima najlosiju prognozu (17).

Vec¢ina RMS se javlja sporadi¢no, ali se mogu javiti i u sklopu sa nekim
familijarnim sindromima, kao §to su neurofibromatoze, Li-Fraumeni sindrom, Beckwith-
Wiedemann sindrom (BWS) i Costello sindrom (18, 20, 21, 22).

1.3. Lokalizacija i klinicke karakteristike rabdomiosarkoma

Za razliku od vecine solidnih tumora dec¢je dobi, RMS se moze razviti bilo gde na
telu. Predeo glave i vrata opisan je u literaturi kao najcesca lokalizacija RMS (35%), a
zatim slede genitourinarni trakt (24%) i ekstremiteti (19%) (22).

RMS glave i vrata se lokalizuje u tri prilicno Siroka anatomska regiona: orbita,
parameningealno i neparameningealno. Tumori orbite, koja je i najéesca lokalizacija (75%),
imaju dobru prognozu nakon hemo i radio terapije (16). Parameningealna lokalizacija
ukljuCuje nazofarinks 1 nosnu Supljinu, paranazalne sinuse, infratemporalnu
pterigopalatinalnu Supljinu i srednje uho. Tumori na ovoj lokalizaciji nisu podlozni
kompletnoj hiruskoj resekciji pa ove pacijente svrstavaju u III klinicki stadijum. Kada se
radi o neparameningealnim RMS terapija je prilicno teSka zbog ograni¢enog hirurSkog
pristupa (23).

RMS genitourinarnog trakta se uglavnom dijagnostikuje pre 5 godine Zivota, ¢eSce
kod dece muskog pola (24). Ova lokalizacija ukljucuje tumore poreklom iz mokraéne
besike, prostate, testisa i paratestikularne regije, penisa, perineuma, vagine i vulve
(botrioidni tip) i uterusa. (25). U slu¢ajevima kada tumor dostigne velike razmere otezana
je kompletna hiruska resekcija, posebno kod RMS pelvi¢ne lokalizacije gde je agresivan
hiruski pristup udruZen sa znac¢ajnim morbiditetom (26).

Kao §to je reCeno, RMS ekstremiteta, se nalaze na trecem mestu po ucestalost. |
ovde je prognoza pacijenata odredena mogucénostima za potpunu resekciju tumora. Osnovni
cilj hiruske terapije je posteda od amputacije ekstremiteta. Veéina pacijenata sa ovom

lokalizacijom ima RMS alveolarne histologije, pa samim tim i nepovoljniju prognozu (16).
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Pored navedenih lokalizacija, primarno mesto razvoja RMS moze biti trup, odnosno
trbusni zid i grudni kos. U predelu trupa RMS se javlja u 6-7% sluc¢ajeva ima losu
prognozu, jer je hiruska terapija prilicno teska, naro¢ito ako su zahvaéeni pleura I
peritoneum.

Nesto reda primarna lokalizacija RMS je bilijarni trakt gde se uglavnom javlja u
mladoj starosnoj grupi. RMS bilijarnog trakta imaju dobru prognozu s obzirom da sa
odli¢ni rezultati postizu ve¢ sa radio 1 hemo terapijom (16)

Izuzetno retko primarno mesto RMS moze biti srce (27), perikard (28), pluca i
pleura (29), plu¢na arterija (30), dojka (31), tibija (32), perianalno i pararektalno (33), kao i
intrakranijalno (34).

Pored lokalizacije primarnog tumora, znaCajan uticaj na prognozu ima stepen
lokalne i udaljene rasprostranjenosti bolesti. Kod 30% obolelih postoje sekundarni depoziti
u regionalnim limfnim nodusima a kod jedne cCetvrtine bolesnika sa RMS prisutne su
udaljene metastaze koje se najcesce dijagnostikuju u plu¢ima, kostanoj srzi i kostima (36,

37).

1.4. Makroskopski izgled rabdomiosarkoma

Makroskopski izgled RMS je nekarakteristican i ne razlikuje se od drugih sarkoma.
U vecini slucajeva radi se o ovalnim, periferno nejasno ograni¢enim tumorima, c¢vrste
konzistencije. Karakteristican izgled ima jedino botrioidni RMS koji raste u vidu
polipoidnih ili grozdastih struktura koje su u vezi sa telesnim Supljinama ili mukoznim
membranama. Razlikovanje pojedinih histoloskih tipova RMS na osnovu makroskopskog

izgleda nije moguce izuzev kada se radi o botrioidnom RMS (37).

1.5. Histopatoloske karakteristike i tipovi rabdomiosarkoma

Dijagnoza RMS se postavlja na osnovu izgleda karakteristicnih celija koje su
razli¢itog stadijuma miSi¢ne diferencijacije. Neoplasticne celije Cesto nemaju jasan
morfoloski izgled, te je zbog toga u rutinskoj dijagnostici neophodna primena

imunohistohemijskinh metoda. Najcesce koris¢eni markeri za postavljanje dijagnoze RMS



su: mioglobin, kreatin kinaza M, dezmin, mi§i¢ specificni aktin, miozin, myo d, miogenin
(2, 39).

Prema Klasifikaciji Svetske Zdravstvene Organizacije (SZO) postoje 4 osnhovna
histoloska tipa: embrionalni (ukljucuje botrioidni 1 anaplasticni podtip), alveolarni
(ukljucuje solidni 1 anaplasti¢ni podtip), pleomortni 1 "spindle" Celijski/skleroziraju¢i RMS
(39).

1.5.1. Embrionalni rabdomiosarkom

Embrionalni rabdomiosarkom (ERMS) se moze definisati kao maligni tumor
rabdomioblasta, koji rekapitulira fenotipske 1 bioloSke osobine embrionalne skeletno-
miSicne cCelije. ERMS ukljucuje vretenasto celijsku, botrioidnu 1 anaplastiénu varijantu
(39). Iz navedenog se moze zakljuciti da je morfoloski izgled ovog histoloskog tipa
varijabilan i kre¢e se od slabo diferentovanog do dobro diferentovanog tumora koji se
svojim izgledom priblizava slici fetalnog misica (37).

lako je ERMS graden od c¢elija histoloski identi¢nih embrionalnoj skeletnoj
misi¢noj ¢eliji (Slika 1), u manje od 9% slucajeva se ovaj histoloski tip lokalizuje u predelu
skeletne muskulature. Vretenasto ¢elijska i botrioidna varijanta ERMS imaju ograni¢en broj
organa u kojima mogu nastati, pa tako vretenasto ¢elijski podtip nastaje u tkivu skrotuma i
u predelu glave i vrata. Moze se javiti i kod odraslih, u ne-paratestikularnoj regiji.
Botrioidni ERMS po definiciji je lokalizovan u submukozi, tako da je njegova lokalizacija
ograni¢ena na organe kao $to je mokra¢na beSika, bilijarni trakt, farinks, konjuktiva, usni
kanal.

ERMS se karakteriSe proliferacijom malih vretenastih celija sa okruglim, ovalnim
ili izduZenim hiperhromati¢nim jedrom, neupadljivim jedarcetom i malom koli¢inom blede
citoplazme (Slika 2). Celije formiraju solidne plaZe ili grade fascikuluse. Opisane celije
predstavljaju najprimitivniji kraj ovog spektra. Krupnije celije, koje liCe na trake,
punoglavca ili pauka predstavljaju diferentovanije rabdomioblaste (Slika 3).

Diferencijacija postaje odiglednija nakon primenjene hemioterapije, kada su
diferentovani oblici rabdomioblasta dominantna komponenta histoloske slike, pored
regresivnih promena indukovanih terapijom (39). Stroma se uglavnom sastoji od rastresitog
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vezivnog tkiva, sa ili fokalnom ili opseznom miksoidnom promenom (38). U retkim
slu¢ajevima u tipiénom ERMS, fokalno ili difuzno, mogu se videti velike atipine
hiperhromati¢ne ¢elije (anaplasticna varijanta) (Slika 4). Prisustvo anaplasti¢ne
komponente se moze videti 1 u ARMS, mada je ¢eS¢e kod ERMS 1 tada je udruzeno sa

loSijom prognozom (40).
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Slika 2. Embrionalni RMS; HE, x400.



Slika 4. Anaplasti¢na varijanta embrionalnog RMS; HE, x400.

Kod botrioidne varijante ERMS moze se re¢i da je tipicna histoloska slika
submukozna zona povecane celularnosti koja se opisuje kao Nicholsonov kambijalni sloj.
Celije kambijalnog sloja su uglavnom vretenaste, sa relativno malo citoplazme, orjentisane

paralelno sa povrsinom ili mogu biti sitne, limfocitima sli¢ne celije ispod mukoznih



membrana. U vecini slu¢ajeva u tumoru se nalaze razbacane vretenaste ili okrugle forme
rabdomioblasta (37).

Vretenasto ¢elijski ERMS, je sagraden od vretenastih ¢elija araziranih u spirale ili
fascikuluse. Ove ¢elije mogu podsecati na glatko-misi¢ne ¢elije sa bledim jedrom i suZenim
krajevima, ali sa oCuvanom popre¢nom ispruganoscu citoplazme.

ERMS ima daleko povoljniju prognozu u odnosu na ostale histoloske tipove,

posebno kada govorimo o botrioidnom i vretenasto-celijskom podtipu (39).

1.5.1.1. Genetske karakteristike embrionalnog rabdomiosarkoma

Citogenetskim studijama nisu ustanovljene karakteristicne strukturne hromozomske
aberacije, kao u slu¢aju ARMS. CGH (comparativna genomska hibridizacija) analiza je
pokazala da kod ERMS postoje smanjenja i poremecaji koli¢ine genetickog materijala i da
se to odnsi uglavnom na cele hromozome, za razliku od ARMS gde se radi o
hromozomskim segmentima. Najc¢eS¢e su ukljuceni hromozomi 8, 2, 11, 12, 13 i 20.
Trizomije 7 1 11 kao 1 duplikacije 7q 1 11q su specificne za ERMS. Od monozomija najvise
su zastupljene -10, -15 a od delecija -3p, -6p, -9p, -10q, -16p, -22q (42, 43).

U vecini ERMS, gubitak hromozoma, delecije ili uniparentalna dizomija, rezultiraju
gubitkom jednog od dva alela brojnih lokusa hromozoma 11 (44).

Kod ERMS-a je uofen gubitak heterozigotnosti na 11pl5 lokusu. Ovaj gubitak
heterozigotnosti lokalizovan na 11p15.5 hromozomu koji sadrZi imprintovane gene (geni
aktivni sa samo jednog alela u zavisnosti od toga od kojeg je roditelja taj alel nasleden).
Imprintovani geni kodiraju insulinu-sli¢an faktor rasta 2 (IGF2), negativni regulator
¢elijskog rasta, inhibitor ciklin zavisne kinaze (p57, Kip2) i druge (48). Ovi dokazi ukazuju
da je tokom tumorogeneze ERMS doslo do inaktivacije imprintovanog tumor supresor
gena, tako Sto se deSava gubitak aktivnog alela a retencija inaktivnog, a Sto rezultira
pojacanom ekspresijom IGF-Il gena lociranog na kratkom kraku 11 hromozoma. Rezultat
OVe pojave je postojanje konstantnog signala za nekontrolisanu proliferaciju, najverovatnije
ve¢ transformisane miSi¢ne Celije, kao i sprecavanje smrti iste (39).

Analizom individualnih gena kod sporadiénth ERMS doslo se do izdvajanja
nekoliko vaznih onkogenih puteva: poremecaj funkcije Rb1 i TP53 tumor - supresora (45),
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(46),(47), RAS mehanizama signalizacije (48), aktivacija hedgehog signalnog puta (49),
mutacije gena fibroblastnog faktora rasta 4 (FGFR4) (50), poveéan broj kopija ALK
genskog lokusa (54), i na kraju epigenetska inaktivacija metilacijom nekih tumor

supresornih gena i gena povezanih sa diferencijacijom (54).

1.5.2. Alveolarni rabdomiosarkom

Alveolarni rabdomiosarkom (ARMS) morfoloski predstavlja ekvivalent stadijuma
miotubusa, u razvoju normalnog skeletnog misica (37). To je izuzetno celularan tumor
sastavljen od nepravilnih i ¢esto nejasno ogranicenih grupa slabo diferentovanih ¢elija, tako
da li¢i na Ewing sarkom ili limfom (51), 53). Celije su obi¢no velike i uniformne, sa
okruglim hiperhromati¢nim jedrom i naglasenim jedarcetom, sa malom do umerenom
koli¢inom citoplazme. Fokalno se mogu uociti i rabdomioblasti koji sadrze obilniju svetlo

eozinofilnu citoplazmu (38).
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Slika 5. Alveolarni RMS; HE, x100.

Morfoloski izgled ovog tumora je varijabilan u zavisnosti od koli¢ine fibrozne
strome. Tipicni ARMS KkarakteriSe stvaranje fibrovaskularnih septi koje razdvajaju
diskretna gnezda tumorskih celija, nalik pluénim alveolama (Slika 5). Na periferiji gnezda,

karakteristi¢no, éelije gube kohezivnost . Céelije koje oblazu septe imaju izgled drvene
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ograde (39). Dijagnosticki vaznu karakteristiku ARMS predstavlja prisustvo

multinuklearnih dzinovskih ¢elija, koje zbog periferne lokalizacije jedara lice na venac.

Solidna varijanta ARMS se odlikuje odsustvom fibrovaskularne strome i alveolarne
tkivne arhitektonike, pri ¢emu c¢elije pokazuju minimalan stepen rabdomioblastne
diferencijacije (Slika 6) (39).

Tumori kod kojih postoji kombinacija embrionalne i alveolarne grade ranije su

smatrani podtipom ARMS (53).

1.5.2.1. Genetske karakteristike alveolarnog rabdomiosarkoma

Citogenetska analiza pokazuju c¢este translokacije koje su posebno povezane sa
ARMS. ARMS se karakteriSe recipro¢nim translokacijama i to uglavnom t(2; 13) (g35,
ql4), dok je t(1; 13) (p36, q14) zabeleZena u manjem broju slucajeva. Ove translokacije
dovode do fuzionisanja PAX3 gena na hromozomu 2 sa FKHR (FOXO01) genom na
hromozomu 13, i do premestanja PAX7 gena na sa hromozoma 1 uz FKHR (FOXO01A) gen
(54). Ovi himerni fuzioni proteini imaju snaznu funkciju transkripcionih aktivatora sa
onkogenim efektom (55). PAX3-FOXO1 fuzioni protein je prisutan u oko 55% ARMS, a

PAX7-FOXOL1 u oko 22%, dok su preostali slu¢ajevi oznaceni kao fuzija-negativni ARMS
11



(56). Fuzija-negativni ARMS ne razlikuju se na nivou ekspresije gena i u pogledu klinickog
ishoda od ERMS, sto dovodi do toga da neki autori smatraju da je fuzioni status faktor koji
definise ARMS (9, 58, 59).

Fuzija-pozitivni ARMS je poznat po pojavi Cestih genomskih amplifikacija (43), na
primer MYCN onkogena na 2p24 (i to i kod PAX3- i PAX7-FOXO01 pozitivnih slu¢ajeva)
(59). Amplifikacija 12913-14 regiona obuhvata 27 gena, uklju¢uju¢i i CDK4 i
karakteristicna je samo za PAX3-FOXO01 pozitivne slu¢ajeve (59). Za amplifikaciju miR-
17-92 micro RNA unutar 13q31 regiona moze se re¢i da je obelezje PAX7-FOX01
pozitivnih slu¢ajeva (60).

Analizom pojedinac¢nih gena u sporadicnim ARMS pokazano je da postoji nekoliko
znacajnih onkogenih mehanizama kao S$to su inaktivacione mutacije TP53 i CDKN2A/
CDKNZ2B (46), a u manjem broju sluc¢ajeva mutacije FGFR4 (61).

Povecan broj kopija ALK gena i snazna citoplazmatska ekspresija ALK proteina je
uocena kod velikog broja sluc¢ajeva ARMS (62). Nekoliko poznatih tumor supresornih gena
(RASSF1, HIC1 i CASP8) su hipermetilovani i time epigenetski inaktivirani (64, (64).

Unutar ARMS podtipa kod koga postoji PAX3-FOXO01 fuzija povezan je sa loSijom

prognozom, narocito ako je u pitanju diseminovana bolest (56).
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Slika 7. Pleomorfni RMS; HE, x200.
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Slika 8. Pleomorfni RMS; HE, x400.

1.5.3. Pleomorfni rabdomiosarkom

Pleomorfni RMS se odlikuje izrazenim c¢elijskim i tkivnim pleomorfizmom (Slika
7). Celije su razli¢itog oblika (okrugle ili vretenaste) i veli¢ine (sitnije ili krupnije), sa Gesto
jako eozinofilnom citoplazmom. U ovom histoloskom tipu RMS prisutni rabdomioblasti su
razli¢itog izgleda (Slika 8). Kaisasti ili trakasti rabdomioblasti su najvoluminoznije ¢elije sa
vise jedara i citoplazmom cik-cak izgleda. Reketasti rabdomioblasti su nepravilnih granica i
vakuolizovane citoplazme sa ekscentricno postavljenim jedrom. Paucinasti rabdomioblasti
su Celije sa brojnim vakuolama i nitima u citoplazmi (37, 39, 38).

Prognoza ovog histoloskog tipa je izuzetno loSa i pouzdani prognosticki faktori jos
uvek nisu ustanovljeni, a terapijske modalitete je tesko odrediti zbog oskudnih podataka o

pleomorfnom RMS koji se iskljucivo javlja u adultnoj populaciji (17).

1.5.3.1. Genetske karakteristike pleomorfnog rabdomiosarkoma

Citogenetske studije pleomorfnog RMS otkrivaju kompleksan kariotip koji se ne
razlikuje mnogo od ostalih adultnih pleomorfnih sarkoma (65) i spada u grupu sarkoma sa
varijabilnim, kompleksnim genetskim alteracijama bez odredenog obrasca (66). Numericke

i strukturne abnormalnosti su uobicajene sa viSkom hromozoma 1, 5, 8, 14, 18, 20,122 i
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gubitkom hromozoma 2, 5, 6, 10, 11, 13, 14, 15,16, 17, 18, 19 i Y, pri ¢emu je najcesce
detektovan gubitak hromozoma 2, 13, 14, 15, 16, i 19. Kod pleomorfnog RMS nije uoc¢ena
translokacija karakteristicna za ARMS (66).

1.5.4. Vretenasto Celijski/sklerozirajuc¢i rabdomiosarkom

Retka varijanta RMS sa vretenasto ¢elijskom morfolologijom, prvi put je opisana u
pedijatrijskoj populaciji sa paratestikularnom lokalizacijom (67).

Mikroskopski, to je tumor infiltrativnog rasta, sa storiformno ili fascikularno
aranziranim ¢elijama (Slika 9). Dominanto se sastoji od vretenastih naeoplasti¢nih ¢elija sa
ovalnim ili izduZenim jedrom, vezikularnim hromatinom, neupadljivim jedarcetom i
eozinofilnom citoplazmom. Nuklearna atipija i mitotske figure su uobi¢ajene. U tumoru se
mogu uociti retki, razbacani eozinofilni rabdomioblasti sa hiperhromati¢nim ekscentricno
postavljenim jedrom. Poprecna ispruganost se povremeno moze uociti.

RMS ove morfologije moze pokazivati i hijalinizaciju strome razli¢itog intenziteta,
sa Celijama aranziranim u gnezda, mikroalveole ili trabekule daju¢i pseudovaskularni

izgled, pa se tada oznacava kao skleroziraju¢i RMS (39, 38).
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1.5.4.1. Genetske karakteristike vretenasto Celijskog rabdomiosarkoma

Citogenetske studije ograniCenog broja slucajeva, pokazale su aneuploidije sa
najcesée viskom hromozoma, kao i nekarakteristiéne strukturne abnormalnosti. PAX3- |
PAX7-FOXO1 fuzija je uvek odsutna (39).

U pedijatrijskoj populaciji ova varijanta RMS obi¢no se dijagnostikuje u ranom
stadijumu (IRS- 1 ili 1), i za razliku od ostalih histoloskih tipova metastaze su prisutne u
malom broju slucajeva (16%). Pacijenti u ovoj grupi imaju lokalizovanu bolest i povoljan
ishod, pa je petogodiSnje prezivljavanje dosta visoko (95%). U adultnoj populaciji,
prognoza je znacajno lo§ija, sa recidivima i metastazama koje se dijagnostikuju kod skoro
polovine pacijenata (39).

Ocigledno je da se RMS sastoji od morfoloski sli¢nih ali bioloski raznovrsnih lezija.
Postavljanje taéne dijagnoze odnosno histoloskog tipa RMS, od presudne je vaznosti u
terapiji ovog tumora. Na osnovu prognosticCkog znaCaja histolo§kih tipova RMS,
predlozena je Medunarodna Klasifikacija od strane Intergroup Rhabdomyosarcoma Study
Group (IRSG) (Tabela 1).

Tabela 1. Medunarodna Klasifikacija RMS

Botrioidni rabdomiosarkom
Vretenasto Celijski rabdomiosarkom

Povoljna prognoza

Intermedijarna prognoza Embrionalni rabdomiosarkom

Alveolarni rabdomiosarkom
Nediferentovani sarkom

LoSa prognoza

Podtipovi bez procenjene prognoze Rabdomiosarkom sa rabdoidnim izgledom

Lecenje RMS u adultnoj populaciji u velikoj meri se zasniva na principima
Americkih 1 Evropskih Kooperativnih Grupa za lecenje dece s RMS, koja podrazumeva

multimodalni pristup terapiji (hirurska, radio- i hemioterapija) (38).
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1.6. Stadijumi rabdomiosarkoma

Ubikvitarna lokalizacija RMS rezultira razli¢itim klinickim manifestacijama i
razli¢itim putevima diseminacije bolesti. Postoje znacajne razlike u ponasanju ovog tumora
u zavisnosti od lokalizacije, histolo§kog tipa, veli¢ine, diseminacije bolesti, moguénosti
kompletnog hirurS§kog uklanjanj i starosti pacijenta u vreme postavljanja dijagnoze. Na
osnovu ovih utvrdenih prognosti¢kih faktora pacijenti se svrstavaju u prognosticke grupe
(niskog, srednjeg i visokog rizika) Sto odreduje dalju terapijski pristup.

Najsire primenjivan sistem za odredivanje klinickog stadijuma je IRSG. Od kada je
formiran IRSG 1972 godine, ishod pacijenata obolelih od RMS znacajno je poboljsan (68).
Ukupno prezivljavanje, za pacijente sa lokalizovanim RMS, se kre¢e od 55% kod IRSG-I
do 71% kod IRSG-IV (69, 70). Medutim, uprkos nekoliko randomizovanih studija
sistemska hemioterapija je uglavnom ostala nepromenjena od 1970 godine. Sa formiranjem
Children’s Oncology Group (COG) 2000 godine, napori IRSG su nastavljeni u okviru COG
Soft-Tissue Sarcoma (COG-STS) komiteta (71).

1.6.1. Klini€ki i biolo$ki faktori za odredivanje prognosti¢kih grupa

Odredivanje prognostickih grupa se bazira i na preterapijskom TNM sistemu za
odredivanje stadijuma i1 na hirusko/patoloSkom klinickom grupisanju prema pravilima
utvrdenim od strane IRSG (72). Klinicka grupa se odreduje nakon inicijalne hiruske a pre
primene sistemske terapije, i prvenstveno se temelji na tome da li postoji rezidualni tumor
nakon operativnog zahvata kao i zahvacenost regionalnih limfnih nodusa (Tabela 2) (71).

IRSG sistem klinickog grupisanja se pokazao kao izuzetan za predvidanje ishoda
bolesti kod ovih pacijenata (73). Trogodi$nje prezivljavanje za pacijente grupisane prema
IRSG-1V je bilo 83% u grupi I, 86% u grupi Il, i 73% u grupi 111 (70). Pacijenti svrstani u
IV prognosti¢ku grupu RMS imali su stopu prezivljavanja <30% (74, 75).

Pored klinicke grupe, i stadijum RMS je znacajan prognosticki faktor. Trogodisnje
prezivljavanje za pacijente IRSG-1V je bilo 86% u stadijumu 1, 80% u stadijumu 2, i 68%

za stadijum 3.
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Tabela 2. IRSG klini¢ka (posthiruska) klasifikacija

Grupa ProSirenost bolesti
Grupall Lokalizovana bolest, kompletna resekcija
Grupa Ogranitena na mesto porekla
la
Group Infiltrativan, izvan mesta porekla; negativni limfni ¢vorovi
Ib
Grupalll Potpuna makroskopska resekcija sa regionalnim Sirenjem

Grupa lla  Lokalizovan tumor sa ali sa mikroskopskim reziduama

e Makroskopski odstranjen tumor sa zahvatanjem regionalnih limfnih
Grupa llb ¢vorova
e Bez mikroskopskih rezidua

o Makroskopski odstranjen tumor sa zahvatanjem regionalnih limfnih
Grupa llc ¢vorova
o sa mikroskopskim reziduama

Grupa lll  Nepotpuno makroskopski odstranjen tumor

Grupa llla  Lokalizovana ili regionalna bolest, Biopsija

Grupa lllo  Lokalizovana ili regionalna bolest, Resekcija (resekcija viSe od 50% tumora)

Grupa lV  Udaljene metastaze

IRSG sistem za odredivanje stadijuma zavisi od mesta primarnog tumora, veli¢ine
tumora, invazivnosti, zahvaéenosti limfnih ¢vorova i prisustva udaljenih metastaza (Tabela
3) (70). Kada govorimo o lokalizaciji RMS ona moze biti povoljna: kada je primarno mesto
tumora u predelu orbite, glave i vrata (osim parameningealno), genito-urinarnog trakta
(izuzev mokraéne besike ili prostate) ili nepovoljna: mokra¢na beSika, prostata,
ekstremiteti, parameningealno, trup, retroperitoneum. Veli¢ina tumora preko Scm,
zahvacenost limfnih ¢vorova, kao i diseminovana bolest predstavljaju 1o§ prognostic¢ki znak
(61).

Pored navedenog, prognosticki faktor za RMS su godine u vreme postavljanja
dijagnoze kao i histoloski tip. Godine do neke mere koreliraju sa histoloSkim tipom i

lokalizacijom tumora. Tako je ERMS ¢&es¢i u mladoj starosnoj grupi, do 10 godine a kasnije
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se ¢esce javljaju ARMS i pleomorfni RMS, i to na lokalizacijama sa loSijom prognozom
(76). Godine predstavljaju nezavistan prognosticki faktor. Naime, kod dece starije od 10

godina Zivota prezivljavanje je krace nego kod mladih prema IRS-I1 i IRS-1V (77).

Tabela 3. TNM klasifikacija (preterapijska ) RMS prema IRSG

Limfni

Stadijum Primarno mesto Veli¢ina® Svort Metastaze®
. . . T1 -
1 Orbita, glava i vrat (izuzev PM), il ailib NO ili N1 MO
GU (NE MB/P), bilijarni trakt T, ili Nx
MB/P, ekstremiteti, PM, ostala 1 .
2 ! L ' ili a NO ili Nx MO
(trup, retroperitoneum) T,
3 MB/P, ekstremiteti, PM, ostala Ty 3 N1 MO
(trup, retroperitoneum) ili NO ili N1
b - MO
T ili Nx
T1 -
4 Bilokoja i ailip  NOIINL M1
T, ili Nx

PM, parameningealno; B/P, mokra¢na besika/prostata. *T: T1, ograni¢en na mesto porekla, T2, proSiren izvan

U naporima da se odredi §to efikasniji terapijski pristup COG-STS, je razvio sistem
po kome se pacijenti svrstavaju u grupe rizika (niskog, srednjeg i visokog), a na osnovu
preterapijskog stejdzinga (koga odreduje primarna lokalizacija tumora i TNM status) i
rasprotranjenosti bolesti nakon hiruske resekcije (klinicka grupa). Pravila koja odreduju u
koju grupu ¢e biti svrstani pacijenti sa RMS se konstantno menjaju a u zavisnosti od novih
saznanja, posebno u domenu molekularno-genetskih ispitivanja. Trenutno vazeci

stratifikacioni sistem je prikazan u Tabeli 4. (16).
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Tabela 4. Grupe rizika u odnosu na stadijum, klinicku grupu, lokalizaciju i histoloski tip
RMS

Niskog 1 4 jji2 Ll 11 Povoljna ili Nepovoljina ~ ERMS
1 11 Orbita ERMS
Niskog2 1 Il Povoljna ERMS
3 Lili 1 Nepovoljna ERMS
Srednjeg  2ili3 Il Nepovoljna ERMS
1-3 111 Povoljna ili Nepovoljna ARMS
Visokog 4 v Povoljna ili Nepovoljna ERMS
4 v Povoljna ili Nepovoljna ARMS

1.7. Celijski ciklus

Celijski ciklus karakteriSe serija ciklitnih promena kroz koje prolazi celija
stimulisana na deobu a koje su jasno definisane biohemijskim i morfoloskim kriterijumima.
Celijski ciklus je precizno organizovan proces koji obezbeduje potpunu i taénu replikaciju
DNK pre deobe ¢elije (78).

Celijski ciklus je podeljen u &etiri faze: S, G, M i Gi.

Tokom S faze (S=sinteza), odvija se replikacija, odnosno sinteza nukleusne DNK.
Trajanje S faze je razli¢ito, od nekoliko minuta u ranim embrionalnim ¢elijama, do
nekoliko sati u veéini somatskih ¢elija.

G, faza (G=gap, pukotina engl.) je period izmedu S i M faze, kada ¢elije imaju
repliciranu DNK i spremaju se za deobu. Ova faza se automatski odvija u svim ¢elijama

koje udu u S fazu.
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U toku M faze (M=mitoze), dolazi do podele jedarnog materijala — kariokineze, i
podele citoplazme — citokineze. Ovo je ujedno i najkraca faza ciklusa i kod tipi¢ne Celije
sisara traje oko jednog sata.

G faza je period cCelijskog rasta tokom koje se obezbeduje povecanje celijske mase.
Trajanje ove faze varira, 1 zavisi od ¢elijskog tipa i prisustva faktora rasta i osnovnih
nutririvnin  faktora. Ukoliko uslovi za proliferaciju nisu odgovarajuci, Celija ostaje u
produzenoj G1 fazi. U slu¢ajevima kada je neophodna brza ¢elijska proliferacija, G, faza se
skracuje 1 Celija odmah pocinje da vrsi sintezu DNK i ulazi u S fazu, bez obzira na

veli¢inu.

1.7.1. Regulacija cCelijskog ciklusa

Postoje tri osnovne grupe proteina znacajne za odvijanje éelijskog ciklusa: ciklin-
zavisne kinaze (engl. Cyclin-dependent kinases - CDKS), ciklini i inhibitori ciklin-zavisnih
kinaza (Cyclin-dependent kinases inhibitors - CDKIs) (79). CDKs su familija protein
kinaza koje su odgovorne za klju¢ne prelaze izmedu pojedinih faza ¢elijskog ciklusa. Kada
su aktivirane, CDKs fosforilisu druge proteine i na taj na¢in obavljaju svoju specificnu
ulogu u ¢elijskom ciklusu (80).

Ciklini su proteini koji kada su prisutni u dovoljnoj koncentraciji aktiviraju CDKSs.
Podeljeni su u tri klase: G1-S, S i M cikline. U grupu G1-S spadaju ciklin D i E, koji su
vazni za G1 progresiju 1 G1-S prelaz. S familija ukljucuje cikline Al 1 A2, a M familija
cikline B1 i B2. Do danas je poznato 10 vrsta ciklina (oznacenih od A-J). Medu nekim
vrstama postoji vise podvrsta (ciklin Di, D, itd.), tako da je kod sisara do sada
identifikovano 15 wvrsta ciklina. Prema funkciji, ciklini se dele na G; cikline i mitoticke
cikline. U G; cikline spadaju ciklin Cy1, D1-D3 i ciklin E, a u mitotic¢ke ciklin A i B. Ciklini
G1 su odgovorni za prelaz iz Gy u S fazu ¢elijskog ciklusa. Ciklin B reguliSe prelaz iz G2 u
M fazu. Do sada jedini opisan ciklin sa dvostrukom ulogom u ¢elijskom ciklusu je ciklin A.
On je neophodan za DNK replikaciju tokom S faze i aktivan je u inicijaciji mitoze (79).

Vecina ciklina pokazuje fluktuacije u ekspresiji tokom ¢elijskog ciklusa, za razliku

od CDKSs ¢iji je nivo ekspresije relativno konstantan (81).

20



CDK su enzimi koji vrSe fosforilaciju (dodavanje fosfatnih grupa na specifi¢ne
aminokiseline u proteinima) odredenih klju¢nih proteina, pa ih tako najéeSce aktiviraju.
Kod ¢oveka je identifikovano ukupno 9 razli¢itih CDK, obelezenih brojevima od 1-9. Posle
sinteze, ova kinaza je u inaktivnom stanju i za njenu aktivaciju potrebno je da se za nju
veze odgovarajuci ciklin. Pored toga, potrebna je i dodatna fosforilacija CDK, koju obavlja
jedna druga kinaza.

CDKIs kontrolisu aktivnost kompleksa CDK-ciklina. Dok je ekspresija CDKSs i
ciklina ista u razli¢itim tipovima celija 1 tkiva, ekspresija CDKIs je Cesto specificna za
odredene celije i tkiva. Postoje dve familije CDKIs, INK4 (Inhibitori CDK4) koju Cine:
(p15'k4b p16!nk4a p1ginkic i p19!mkady § Cip/Kip (CDK interreagujuéi protein ili kinazni
inhibitorni protein) koja ima tri ¢lana: (p21©PY/Wafl, p27XiPl i p57Xir2), Molekuli INK4
porodice inhibitorno deluju na D-CDK4/CDK6 i tako inaktiviraju transkripciono-
supresorsku funkciju pRb (80) .

Celijski ciklus je regulisan nizom kontrolnih mehanizama koji mogu da sprece
njegovo dalje odvijanje u slucaju neuspesnog zavrsetka predhodne faze, delujuci na dva
najznacajnija kontrolna punkta i to prelaz iz G; u S fazu i prelaz iz G, u M fazu (Slika 10).

Prelaz iz G; u S fazu- zavisi od stanja fosforilacije pRb. pRb je u svojoj

hipofosforilisanoj formi, tokom G faze, vezan u kompleks sa E2F transkripcionim
faktorom ¢ime ga inaktivira i onemogucava proliferaciju. Dejstvom mitogena dolazi do
sinteze ciklina D. Kompleks ciklina D sa odgovaraju¢im CDK4 i 6 dovodi do fosforilacije
pRDb. To uslovljava oslobadanje transkripcionog faktora E2F koji zapocinje transkripcija
gena neophodnih za sintezu DNK, kao 1 za ciklin E 1 ciklin A, ¢ije prisusvo je neophodno
za dalju progresiju ¢elijskog ciklusa.

Prelaz iz G, u M fazu - zavisi od ciklina B, odnosno kompleksa ciklin B/CDKI.

Ukoliko dode do osSte¢enja DNK, aktivacijom p53 zaustavlja se progresija celijskog
ciklusa. p53 dovodi do sinteze p21 koji sprecava aktivnost CDK 1 zaustavlja ¢eliju u G»
fazi Celijskog ciklusa. Ukoliko se oSteCenje DNK ne moze popraviti p53 indukuje
aktivaciju apoptoze (79).
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Slika 10. Putevi regulacije ¢elijskog ciklusa (81).

Nekontrolisana ¢elijska proliferacija koja je u osnovi nastanka tumora se javlja kao
posledica poremecaja ¢elijskog ciklusa. Smatra se da su u tumorskim ¢elijama inaktivirani
mehanizmi koji spreCavaju celijsku deobu. Gubitak funkcije pRb-a i p53 stimulise
abnormalnu proliferaciju ¢elija. | pozitivni (ciklini i CDKSs) i negativni (CKI) regulatori
¢elijskog ciklusa koji funkcioniSu preko pRb-a takode mogu biti izmenjeni tokom

proliferativnih bolesti.
1.8. Genetski mehanizmi kancerogeneze

Maligne bolesti nastaju neoplasticnom transformacijom ¢elija i tkiva. Neoplasti¢na

transformacija je proces naruSavanja tkivne homeostaze u pravcu nekontrolisane
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proliferacije ¢elija i inhibicije ¢elijskog umiranja po tipu apoptoze. To je viSestepeni proces
genetskih izmena koje dovode do transformacije normalne ¢elije u malignu.

Geni ukljuceni u procese maligne trasformacije mogu se podeliti u dve grupe —
onkogene i tumor-supresorske gene.

Onkogeni su geni ¢iji proteinski produkti stimuliSu ¢elijski rast i deobu tumorskih
¢elija. Nastaju aktivacijom protoonkogena. Protoonkogeni, predstavljaju normalne gene sa
funkcijom u ¢elijskoj proliferaciji, diferencijaciji i apoptozi, koji se vremenski i prostorno
strogo kontrolisano eksprimiraju.

Mutacije protoonkogena su dominantne- dovoljna je alteracija jednog alela da bi se
ispoljio karcinogeni efekat. Te alteracije mogu biti: tatkaste mutacije, amplifikacije gena,
hromozomski rearanzmani (najcesce translokacije). (43).

Tumor-supresorski geni su geni ¢iji proteinski produkti inhibiraju ili suprimiraju
neoplasti¢nu transformaciju. Mutacije u njima dovode do supresije njihove ekspresije ili
inaktivacije proteinskog produkta. Za razliku od protoonkogena, mutacije su im recesivne —
neophodna je izmena oba alela (homozigotno stanje) da bi doslo do karcinogenog efekta
(82).

Na osnovu funkcije tumor-supresori mogu biti:

regulatori ¢elijskog ciklusa

regulatori signalne transdukcije

geni ukljuceni u meducelijske interakcije 1 interakcije ¢elije 1 matriksa

regulatori apoptoze

DNK reparacije

1.9. Epigenetic¢ki mehanizmi kancerogeneze

Epigeneticki procesi podrazumevaju promene u obrascu ekspresije gena, koje nisu
posledica promena u sekvenci molekula DNK (83). Osnovna razlika u odnosu na geneticke
promene je reverzibilnost (83). Glavni mehanizmi epigeneticke regulacije su metilacija
DNK, modifikacija histona i regulacija ekspresije gena posredstvom regulatornih
nekodiraju¢ih molekula mikro RNK. Ovi mehanizmi deluju koordinisano u kontroli i

uspostavljanju obrazaca genske ekspresije (84). Naime, epigeneticke modifikacije deluju
23



poput prekidaca u kontroli aktivnosti gena, odnosno stisavaju gene ¢ija ekspresija nije
potrebna, a aktiviraju one koji su potrebni za diferencijaciju i funkciju odredene vrste celija.

Pojava epigenetic¢kih lezija je ¢esto rani dogadaj u kancerogenezi, mada prisustvo
aberantne metilacije samo za sebe ne mora da znaci postojanje invazivnog tumora, posto
nije redak slucaj da se metilacione promene detektuju i u premalignim stanjima kao sto je

slucaj kod kolorektalnog adenoma, skvamozne metaplazije (84).

1.9.1. Metilacija DNK

Uloga metilacija molekula DNK je =znacajna za procese koji ucestvuju u
embrionalnom razvoju, diferencijaciji ¢elija kao i U odrzavanju homeostaze u ¢éelijama.
Regulacija ekspresije gena 1 odrzavanje stabilnosti genoma su mehanizmi koji obezbeduju
odvijanje navedenih procesa (85). Najznacajnija epigenticka modifikacija u humanom
genomu je metilacija citozinskih ostataka u okviru CpG dinukleotida.

U genomu ¢oveka, 70-80% citozina u okviru pomenutih dinukleotida, je metilovano
(86). Ostatak CpG dinukleotida nalazi se u okviru tzv. CpG ostrvaca (87). Ostrvca
predstavljaju sekvence DNK duze od 200 baznih parova, sa sadrzajem G+C iznad 50 % i
odnosom uocene 1 statisticki oCekivane ucestalosti CpG dinukleotida od najmanje 60%
(88).

Metilacija DNK je postreplikativni proces (89). Regulacija transkripcije
podrazumeva sinergisticko delovanje metilacije DNK i modifikacije histona. Postoji viSe
teorija koje se bave mehanizmima kojim metilacija CpG ostrvca onemogucava transkripciju
gena. Jedna od opste prihvacenih je da metilovane CpG dinukleotide prepoznaju i za njih se
vezuju proteini iz grupe metil-citozin vezujuc¢ih proteina (MBD1, MBD2, MBD3, MBD4,
MeCP1,MeCP2). Ovi proteini aktiviraju enzime histon-deacetilaze (HDAC), koje c¢e
ukloniti acetil grupe sa histona i stvoriti preduslove za formiranje zatvorene strukture

hromatina (90).

1.9.2. Uloga metilacije DNK u kancerogenezi
U malignoj ¢eliji gotovo da je uobicajeno da dolazi do narusavanja normalnih
obrazaca metilacije DNK, i to u smislu globalne hipometilacije i region specifi¢ne
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hipermetilacije (91). Proces demetilacije zahvata CpG dinukleotide koji nisu grupisani u
CpG ostrveca, veé su rasuti po genomu, $to ima za posledicu hromozomsku nestabilnost,
gubitak imprintinga, reaktivaciju transpozona i retrovirusa i aktivaciju pojedinih onkogena
(92).

Hipermetilacija predstavlja de novo metilaciju normalno nemetilovanih CpG
ostrvaca u sastavu promotorskih regiona gena, S$to deluje kao snazan supresor genske
ekspresije i povezano je sa formiranjem transkripciono neaktivnih struktura hromatina.
Pokazano je da su pojedini geni u humanim tumorima inaktivirani isklju¢ivo na ovaj nacin,
a metilacija DNK tako predstavlja alternativni mehanizam mutacijama i delecijama u

suprimiranju ekspresije gena (93, 94).

1.10. Funkcija ciklina A i njegov znacaj u kancerogenezi

Ciklin A je protein, koji je uklju¢en u kontrolu replikacije molekula DNK i
¢elijskog ciklusa. Poznato je da kod ljudi postoje dve forme ovog ciklina: Al i A2. Gen
CCNAL odgovoran za produkciju ciklina Al lokalizovan je na hromozomu 13, dok je gen
CCNA2 koji kodira drugu formu smeSten na hromozom 4. Ciklin Al znacajan je u
procesima embriogeneze, kao i u regulaciju mejoze (95). S druge strane, ciklin A2
ucestvuje u procesima vezanim za kontrolu ¢elijskog ciklusa somatskih ¢elija (96). Ovaj
ciklin je zanimljiv zbog ¢injenice da moze da formira komlekse sa dve ciklin zavisne
kinaze: CDK1 1 CDK2. Ova osobina omogucava proteinu da bude ukljucen u kontrolu
nekoliko etapa celijskog ciklusa. Tokom S faze ciklin A formira kompleks sa ciklin
zavisnom kinazom 2. Ovaj kompleks ucéestvuje u kontroli inicijacije replikacije molekula
DNK. Takode, fosoforilacija CDC6, koji je deo replikacionog kompleksa, osigurava da ée
DNK biti replikovana samo jednom tokom S faze. Krajem S faze ciklin A se vezuje za
CDK1 (97). Postojanje ovog kompleksa omogucéava aktivaciju ciklina B i njegovo
vezivanje za CDKI1, $to u krajnjoj liniji dovodi do degradacije ciklina A pre ulaska u
metafazu. Ciklin B u kompleksu sa CDKZ1 bitan je za dalje odvijanje mitoze (98).

Kontrola ekspresije ciklina A obavlja se na nivou transkripcije. E2F je jedan od
kljuénih regulatora nivoa ciklina A u toku celijskog ciklusa. Ovaj transkripcioni faktor

vezuje se za specifi¢ne sekvence u okviru promotora gena CCNAZ2 i na taj nac¢in dovodi do
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aktivacije transkripcije. Pokazano je da povecanje nivoa proteina p53 nakon oStecenja
DNK, dovodi do inhibicije sinteze ciklina A, proteina p21. Ovaj protein sprecava delovanje
kompleksa ciklin D-CDK4 §to odrzava E2F u kompleksu sa proteinom Rb (99).

Pokazano je da poremecaj ekspresije ciklina A, mozZe imati znacajnu ulogu u
tumorogenezi (100). Prekomerna ekspresija ciklina A je uocena u velikom broju humanih
tumora, kao $to su karcinom usne duplje (101), karcinom kolona (102), karcinom laringsa
(103), maligni melanom (104), karcinom S$titaste zlezde (105), karcinom pluéa (106),
adenokarcinom prostate, karcinom bubrega i uretera (107). Prekomerna ekspresija ciklina A
u ovim tumorima je u korelaciji sa nepovoljnim prognosti¢kim faktorima. Nasuprot tome,
pokazana je prekomerna ekspresija ciklina A u normalnoj sluznici kolona (102) i u

karcinomu jajnika sa duzim periodom prezivljavanja (108).

1.11. Funkcija ciklina D1 i njegov znacaj u kancerogenezi

Gen CCND1 lokalizovan je na hromozomu 11pl13 i Cesto podleze alteracijama
tokom neoplasti¢ne transformacije (109). Proteinski produkt ovog gena, protein ciklin D1,
znacajna je karika p16-Rb signalnog puta, odgovornog za kontrolu ¢elijskog ciklusa. Ciklin
D1 svoju funkciju u ¢eliji ostvaruje preko interakcije sa ciklin zavisnim kinazama 4 i 6.
Vezivanje ciklina dovodi do aktivacije ovih enzima Sto dovodi do fosforilacije proteina Rb.
Posledica je otpuStanje transkripcionog faktora E2F, koji je vezan za hipofosforilisani Rb.
E2F dalje ucestvuje u kontroli transkripcije gena koji su bitni za progresiju celijskog
ciklusa iz G1 u S fazu. S druge strane, E2F indukuje transkripciju gena pl4, znacajnog
tumor supresora. Na ovaj nacin stvara se sigurnosni mehanizam, koji bi trebalo da spreci
nekontrolisanu deobu celija.

Studije koje su za temu imale ispitivanje uloge ciklina D1 u ¢eliji pokazale su da
ovaj protein svoje fizioloske funkcije moze ostvarivati nezavisno od ciklin zavisnih kinaza.
Sposobnost da ostvaruje interakciju sa preko 30 razlicitih transkripcionih faktora
omogucuje ovom ciklinu da ucestvuje u regulaciji metabolizma, diferencijacije i ¢elijskog
rasta (110).

Aberatna ekspresija ciklina D1 ustanovljena je u mnogim tipovima tumora.

Ustanovljeno je da do promene u nivoima ciklina D1 dolazi u ranim fazama tumorigeneze.
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Ove promene mogu biti posledica amplifikacije gena CCND1 ili dejstva razlicitih
onkogenih signala.(111).

Prognosticki znacaj povecane ekspresije ciklina D1 je ispitivan u mnogim tumorima
kao S§to su tumori dojke, jetre, pluéa, mozga, skeletnog miSica
(112,(113),(114),116,117,47). Suprotno tome, smanjena ekspresija ciklina D1 je znak
diferencijacije Celije (118).

1.12. Funkcija p57 i njegov znacaj u kancerogenezi

Humani gen CDKN1C lociran je na hromozomu 11pl5.5 i podleze fenomenu
genskog utiskivanja (119). Ovaj gen je odgovoran za kodiranje proteina p57%!P2, koji
pripada grupi Cip/Kip inhibitora ciklin zavisnih kinaza. Ovoj grupi pripadaju i p21C¢/P/WAFL j
p27KIP2 proteini . Ekspresija proteina p57 organizovana je vremenski i prostorno. Pokazano
je da je eskpresija proteina tkivno najrasprostranjenija i najvisa tokom organogeneze, pri
¢emu se maksimalne vrednosti dostizu u klju¢nim fazama diferencijacije organa. Nakon
toga nivoi p57 u vecini organa opadaju ispod nivoa detekcije. Medutim, neka tkiva kod
coveka, poput skeletnih misSi¢a, pluca, bubrega i srca, zadrzavaju visok nivo ekspresije p57
i u adultnom dobu (119).

U strukturnom smislu u okviru p57 mogu se razlikovati tri regiona: amino-
terminalni, domen bogat ponovcima prolin-alanin (tzv. PAPA domen) i karboksi-terminalni
domen. U okviru amino-terminalnog domena nalaze se regioni odgovorni za vezivanje
ciklina i ciklin zavisnih kinaza, §to omoguéava inhibiciju delovanja kompleksa ciklin-ciklin
zavisna kinaza. Ovaj domen kao i karboksi-terminalni su strukturno konzervirani, kako u
okviru same familije proteina, tako i u okviru razlicitih vrsta.

Uloga proteina p57 tokom ¢elijskog ciklusa ukljucuje kontrolu prelaska ¢elije iz G1
u S fazu. Transfekcija proteina p57 u celije SAOS-2 u kulturi dovela je do zaustavljanja
¢elijskog ciklusa u G1 fazi. U skladu sa tim je 1 nalaz da p57 blokira ulazak dzinovskih
trofoblasta u S fazu c¢elijskog ciklusa. Pored kontrole G1-S prelaza ustanovljena je uloga
p57 u kontroli tranzicije iz M u G1 fazu. Ova funkcija se ostaruje preko aktivacije proteina
p73 (120).
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Pored uloge u kontroli ¢elijskog ciklusa pokazano je da pS57 ucestvuje u regulaciji
dinamike citoskeleta kao 1 u procesima programirane Celijske smrti i1 ¢elijskog starenja.
Dosadasnje studije su pokazale da su promene u ekspresiji p57 bitne u patologiji Beckwith-
Wiedemann-ovog sindroma (121), kardiovaskularnog sistema kao i u patogenezi karcinoma
prostate, jetre, pankreasa, dojke, glave i vrata (119). Promene u ekspresiji su najve¢im
delom posledica gubitka heterozigotnosti ili promena u nivou metilacije promotora gena
CDKN1C.

Smatra se da nivoi proteina p57 opadaju tokom razvoja tumora, §to je povezano sa

pojavom agresivnog fenotipa i lo§ijom prognozom (120).

1.13. Funkcija p16 i njegov znacaj u kancerogenezi

Lokus INK4a/ARF nalazi se na hromozomu 9p21. Ovaj region tokom maligne
transformacije Cesto je deletiran ili hipermetilovan. Pored toga u pojedinim tipovima
tumora detektovane su i tackaste mutacije (122, 123).

Protein pl6 ima esencijalnu ulogu u kontroli ¢elijskog ciklusa. Regulacija se
zasniva na kontroli fosforilacije proteina retinoblastoma (pRb). Protein pl6 se vezuje za
ciklin-zavisne kinaze 4/6, na taj nain spreCavajuéi vezivanje ciklina D1 i posledicno
aktiviranje kinaza. Smisao ovakve interakcije je sprecavanje fosforilacije pRb, Sto
onemogucava ulazak ¢elije u S fazu ¢elijskog ciklusa (124).

Eksperimentalno je dokazano da je p16'™K% pored uloge u kontroli ¢elijskog
ciklusa, ucestvuje u procesima kao §to su: angiogeneza, ¢elijsko starenje, invazija tumora i
apoptoza. Protein p16 ispoljava ove plejotropne efekte modulirajuéi ekspresiju ili funkciju
razli¢itih ciljnih molekula kao §to su: vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF), matriks
metaloproteinaza 2 (MMP2), nuklearni faktor kB (NFkB), B1,4-galaktoziltransferaza,
integrin asP3 1 pRb (125, 126).

Nasuprot tumorskoj ¢eliji, normalna ¢elija ima ogranicen kapacitet za proliferaciju, i
nakon odredenog broja deoba do¢i ¢e do njenog izlaska iz ¢Celijskog ciklusa (¢elijsko
starenje) (127). Celijsko starenje mogu pokrenuti brojni mehanizmi koji ukljuduju
skracenje telomera, alteracije u signalnim putevima ARF/p53 i pl6/RB i ostecenja

molekula DNK (128).
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pl6, tumor-supresor gen je prvi od cetiri otkrivena INK4 gena. Tri glavna
mehanizma su zasluzna za inaktivaciju pl6 gena u malignim tumorima: homozigotne
delecije, hipermetilacija CpG ostrvaca promotorskog regiona i tatkaste mutacije (129,130).

Signalni put pl6-Rb je jedan od najéeS¢e izmenjenih puteva U humanim
malignitetima. S obzirom na gore opisane funkcije proteina p16 i pRb ovakva situacija nije
iznenadujuca. Pokazano je da je gen pl6 deletiran ili hipermetilovan u mnogim tipovima
tumora kao $to su: tumori dojke, beSike, glioblastomi, sarkomi, pojedini hematoloski

tumori, tumori pluca i debelog creva (129, 122, 123).

1.14. Apoptoza

Apoptoza je aktivan genetski kontrolisan proces u kome se morfoloSke promene
desavaju po precizno odredenom redosledu, zbog Cega je | oznafena kao progamirana
¢elijska smrt. U mnogim sluc¢ajevima apoptoza nastaje spontano ili je indukovana raznim
fizioloskim i patoloskim faktorima. Proces apoptoze je neprekidno prisutan u organizmu i
omogucava normalno razvice, tkivnu homeostazu i brojne fizioloske procese (131).

Stoga, jasno je da ¢e poremecaji u regulaciji ovog procesa biti u 0snovi patogeneze
mnogih bolesti, od neurodegenerativnih poremecaja do malignih tumora (132). Jedna od
najvaznijih karakteristika malignih ¢elija jeste preZivljavanje celije s oSte¢enjem DNK 1
nakupljanje novonastalih genskih mutacija. Zdrave ¢elije imaju sposobnost prepoznavanja i
brzog popravljanja oSteenih mesta na DNK, a aktivacijom apoptoze sprecavaju deobu
¢elije 1 umnoZzavanje mutiranih ¢erki ¢elija.

Apoptoticka celijska smrt se odvija aktiviranjem kaskade enzima koji se nazivaju
kaspaze (133). Opisana su dva razliCita ali konvergentna puta za aktivaciju kaspaza:
spoljasnji, posredovan receptorima i unutrasnji (mitohondrijalni) put. Spoljasnji
(receptorski) put apoptoze se odvija putem spoljasnjih receptora koji pripadaju familiji TNF
(engl. tumor necrosis factor) i aktivacijom kaspaze-8. Unutrasnji put apoptoze odvija se
preko mitohondrija i kaspaze-9. Na kraju, oba puta dovode do aktivacije kaspaze-3, Sto
vodi aktivaciji PARP-a (poli-ADP-riboza polimeraza) i nukleosomalnoj DNA fragmentaciji
(Slika 11). Osim §to zavrSavaju aktivacijom efektorske kaspaze, unutra$nji i spoljasnji put

apoptoze se preklapaju i na drugim mestima (134,135).
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Slika 11. Shema spoljasnjeg i unutra$njeg puta apoptoze (136).

1.14.1. Regulacija apoptoze
Apoptoza je proces koji je genski regulisan. Odvija se zahvaljujuéi finoj ravnotezi
izmedu antiapoptotskih 1 proapoptotskih gena tj. proteina. Jedna grupa molekula koja
blokira apoptozu tako $to se direktno vezuje za kaspaze je IAP (engl. Inhibitor of Apoptosis
Protein, 1AP) (137,138,139). Do danas je identifikovano 8 ¢lanova IAP familije proteina:
XIAP, clAP1, clAP2, melanom IAP (livin), 1AP-u sli¢an protein 2, protein inhibitor
neuronalne apoptoze, apolon (BRUCE), i survivin (140,(141). Ovi proteini imaju jedan od
tri BIR domena (engl. Baculovirus IAP repeat —-BIR domains) koji su vazni za inhibiciju
apoptoze i C-terminalni RING (engl. -Really Interesting New Gene - RING) domen ili
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CARD domen (engl. Caspase activation recruitment domain- CARD) (142). Podeljeni su u
3 Kklase (137), na osnovu prisustva ili odsustva RING domena i homologije BIR domena
(143). Proteini koji pripadaju klasi 1 (X1AP, clAP1, clAP2, ILP2, MLIAP) imaju tri BIR i
RING domena; proteini klase 2 (NAIP) sadrze 3 BIR domena ali nemaju RING domen; i
proteini klasa 3 IAP-a kojoj pripada survivin i BRUCE, ima samo jedan BIR domen, a
nedostaje RING domen.

1.15. Funkcija survivina i njegov znacaj u kancerogenezi

Survivin je bifunkcionalni protein, ¢lan familije inhibitora apoptoze (IAP-a) i
regulator je celijskog ciklusa (98). To je najmanji Clan IAP-a, tezinel6,5 kilodaltona,
sastavljen iz 142 aminokiseline koga kodira jedan gen na 17925 hromozomu. Survivin je
po svojoj strukturi jedinstven medu ¢lanovima [IAP-a po tome §to sadrzi jednu kopiju BIR
domena koji su neophodni za inhibiciju kaspaza, a nedostaju mu RING i CARD domeni
(144, 145, 146).

Sinteza i degradacija survivina u normalnom tkivu se menja u zavisnosti od faze
¢elijskog ciklusa. Translokacija survivina je kontrolisana specificnim sekvencama u
regionu promotora, raste tokom G1 faze i dostize vrh u G2-M fazi (147, 148). Regulacija
ekspresije 1 funkcije survivina je kompleksna, 1 nalazi se na razli¢itim nivoima, ukljucujuci
transkripciju, degradaciju proteina, intracelularnu sekvestraciju preko razli¢itih liganda.
Ekspresija survivina je povecana na transkripcionom nivou putem nuklearnog faktora kapa
B (149). Pored toga, faktori rasta kao insulinu sli¢an faktor rasta-I/mTOR povecavaju
ekspresiju survivina preko brzih promena u mRNA lokalizaciji (150). Drugi faktori koji su
ukljuceni u povecanu ekspresiju survivina su ¢lanovi RAS familije protoonkogena (151,
152, 153). Sa druge strane, survivin je jedan od gena koji je suprimiran na transkripcionom
nivou divljim tipom p53 i p75 (154,155,156, 157).

Glavna funkcija survivina je regulacija ¢elijske deobe i inhibicija apoptoze (Slika 12
i 13). Tokom mitoze survivin deluje kratko u metafazi i anafazi. Nalazi se u dva
subcelularna prostora. Jedan je direktno povezan sa polimerizovanim tubulinom
(centrozomi, mikrotubule i ostatci mitotskog aparata) (145, 158, 159, 160). Drugi deo

survivina je lokalizovan u kinetohorama hromozoma u metafazi gde je povezan sa
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regulatorima kariokineze (161, 162, 163). Skorija teorija o ulozi survivina kao centralnog
regulatora u formiranju deobnog vretena pomiruje dve naizgled suprotne uloge survivina.
Prema ovom modelu, survivin posreduje u vezivanju hromozomskih proteina za kinetohore
i stabilizuje mikrotubule i tako doprinosi bipolarnom formiranju vretena (160). Dakle,
tokom regulacije Celijskog ciklusa, survivin se vezuje za razli¢ite komponente mitotskog

aparata-centrozom, mikrotubule metafaznog i anafaznog deobnog vretena.
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Slika 12. Funkcija survivina u mitozi (164).

Uloga survivina u inhibiciji apoptoze je prihvacena iako je mehanizam delovanja
znatno slozeniji od direktne inhibicije kaspaze i moze ukljuéivati zajedniCku aktivnost
survivina i drugih molekula ( kao sto je hepatitis B X interagujuci protein ili X- povezan
IAP). Svoju antiapoptotsku funkciju survivin obavlja inhibiraju¢i kaspaze 3, 7 i 9.
Inhibicija apoptoze je zavisna od mitohondrija (i citohroma C), preko AEx3 varijante

survivina, uz moguce ucesce jos nekih proteina (164).
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Slika 13. Funkcija survivina kao inhibitora apoptoze (164).

Gubitak ¢elijskog odgovora na indukovanu apoptozu mogao bi da bude jedan od
mehanizama koji su uklju€eni u progresiju malignog tumora i pojavu rezistencije na
hemioterapiju (145, 164, 165, 166, 167, 168). Zbog toga je u terapiji malignih tumora
vazno delovanje na molekule koji su ukljuéeni u puteve apoptoze (169).

Survivin se eksprimira u pluéima embriona i raznim organima fetusa u razvoju
(fetalnoj jetri, bubregu, plu¢ima i GIT-u) (137), ali se ne moze detektovati u normalnom
adultnom tkivu osim tkivu timusa, CD34+ stem c¢elijama, placenti, bazalnim epitelnim
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¢elijama kolona, hepatocitima, endotelnim ¢elijama, epitelnim ¢éelijama debelog creva,
endometrijumu i limfocitima (166, 169, 170, 171, 172, 173, 174).

Survivin se selektivno eksprimira u transformisanim ¢elijama i u veé¢ini humanih
malignih tumora kao $to su karcinomi pluéa, dojke, pankreasa i kolona, zatim mekotkivni
sarkomi, melanomi, neuroblastom, limfoproliferativna oboljenja (166, 175, 176, 177, 178,
179, 180, 181). Ispitivanja genoma su pokazala poremecenu eksresiju survivina u
tumorima nasuprot ekspresiji u normalnim tkivima (180). Ekspresija survivina u tumorima
moze biti poremecena putem nekoliko mehanizama, ukljucujuéi amplifikaciju lokusa na
hromozomu 17925 (181), demetilaciju (136), povecanu aktivnost promotora (175) i
povecanu ushodnu signalizaciju u fosfatidilinozitol 3-kinazi ili mitogen aktiviranim
putevima u kojima ucestvuju protein kinaze (148). Pored toga, povecana ekspresija
survivina u ¢elijama tumora je najverovatnije nezavisna od ¢elijskog ciklusa, ukazujuéi na
povecanje njegove antiapoptotske uloge u poredenju sa normalnim ¢éelijama u kojima je
funkcija regulacije mitoze dominantna. Najzad, promenjiva intracelularna lokalizacija
survivina u tumorima (citoplazmatska i nuklearna) moze biti indikator aktivnosti survivina i
moze biti prognosticki marker u nekoliko tipova tumora ukljucuju¢i karcinom nazofarinksa
i astrocitom (182, 183).

Osim navedenih tumora, povetana ekspresija survivina je marker nepovoljne
prognoze koji korelira sa smanjenim prezivljavanjem u jo$ nekoliko malignih tumora kao
Sto su sitnocelijski karcinom pluc¢a, karcinom Zeluca, kolorektalni karcinom, karcinom
dojke, neuroblastom i limfoproliferativne bolesti. Povecana ekspresija survivina je takode
povezana sa povecanim rizikom od recidiva, infiltracijom limfnih zlezda malignim
tumorima i sa pojavom metastaza (184, 185). Pored toga, povecana ekspresija survivina je
prisutna kod pacijenata sa tumorima koji su rezistentni na hemio i radioterapiju kao $to su
karcinom mokraéne besike (186), karcinom dojke (187), multipli mijelom (188) i limfom
(189).

Survivin je eksprimiran u preko 80% RMS i pokazana je njegova uloga u nastanku,

kao i moguca upotreba u imunoterapiji RMS (190, 191, 192, 193).
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1.16. Funkcija nestina i njegov znac¢aj u kancerogenezi

Nestin predstavlja intermedijerni filament protein klase VI i eksprimiran je u
brojnim vrstama celija, ukljuujuéi Ccelije neuralnog grebena 1 skeletno miSiéne
prekursorske ¢elije (194, 195). U pocetku oznacen kao marker neuralne stem cCelije, kasnije
je pokazano da ga ima u izobilju u embrionalnim stem celijama. Kod odraslih nestin je
prisutan u tkivu samo u nekim reaktivnim uslovima, kao §to je glijalni oziljak nastao nakon
traume centralnog nervnog sistema, i u toku regeneracije skeletnog misica (196). Precizna
funkcija nestina jo§ uvek nije u potpunosti rasvetljena, mada studije sugeriSu da on moze
imati ulogu u kontroli ¢elijske proliferacije i diferencijacije. Nestin je potencijalni marker
kancerske stem ¢elije (197), a nedavna istrazivanja su pokazala da je povecana ekspresija
nestina u korelaciji sa nediferentovanim oblicima malignih tumora, kao $to je slu¢aj kod
glioma, malignog melanoma, RMS, gastrointestinalnog stromalnog tumora, stromalnog
tumora testisa, tumora nadbubrezne zlezde (197, 198).

S druge strane, postoje studije koje nisu dokazale da je nestin znacajan kao
prognosti¢ki faktor (199, 200, 201, 202).

Zbog njegove povecane ekspresije U mnogim tipovima humanih solidnih tumora,
nestin moze posluziti i kao eventualno prognostic¢ki parametar malignosti tumora. Detaljna
analiza ekspresije nestina u razli¢itim tumorskim tkivima ukljucujué¢i i RMS ¢e biti korisna
za ispitivanje njegove uloge u mehanizmima tumorskog rasta i invazije, a u cilju

pronalazenja novih terapijskih mogucénosti.
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2.CILJEVI ISTRAZIVANJA
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Primenom metode tkivnog mikroniza (engl. tissue microarray - TMA) analizirati
imunohistohemijsku ekspresiju proteina regulatora ¢éelijskog ciklusa i apoptoze u

slu¢ajevima RMS.

Rezultate  imunohistohemijske analize  korelirati sa  klinicko-patoloskim
karakteristikama pacijenata sa RMS (lokalizacija, veli¢ina tumora, histoloski tip,
starost, zahvacenost regionalnih limfnih nodusa, metastaze i ukupno prezivljavanje).

Analizirati obrasce metilacije promotora gena p16 metil-specificnom PCR metodom

Utvrditi stepen korelacije izmedu obrazaca metilacije promotora gena pl6 i

klini¢ko-patoloskih karakteristika RMS.
Definisati nezavisne prognosticke faktore znacajne za prognozu RMS na osnovu

dobijenih rezultata imunohistohemijskog ispitivanja proteina celijskog ciklusa i

apoptoze i metilacionog statusa promotora gena p16.
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3. MATERIJAL | METODE
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3.1. Ispitivani bolesnici

Za izradu doktorske disertacije koris¢en je biopsijski materijal bolesnika sa RMS
koji su dijagnostikovani na Institutu za patologiju Medicinskog fakulteta, Univerziteta u
Beogradu, u periodu od 1994-2014 godine. Nasa studija je ukljucila ukupno 67 slucajeva
RMS.

U ispitivanoj grupi bolesnika svi klinicko-morfoloSki parametri su analizirani iz
uputnice za patohistoloSku analizu. Analizirani su slede¢i klinicko-morfoloski podaci: pol,
starost, lokalizacija i veli¢ina tumora, histoloski tip i gradus, zahvacenost regionalnih
limfnih nodusa i postojanje metastatske bolesti. Prema starosnoj dobi, a u odnosu na
prognosticki znacaj, ispitivani pacijenti su podeljni u 2 grupe: <18 1 >18 godina starosti.
Posmatrano je ukupno prezivljavanje pacijenata sa RMS na petogodiSnjem nivou.

Histopatoloska dijagnoza i histoloski tip tumora su odredeni u skladu sa
Klasifikacijom meko-tkivnih i kostanih tumora SZO iz 2013 godine (40). Za postavljanje
dijagnoze koriS¢ena su primarna antitela: anti-dezmin, anti- vimentin, anti-miogenin, anti
AE1/AE3.

3.2. Metode
3.2.1. Histoloska obrada uzoraka rabdomiosarkoma

Po uzimanju biopsije tumora, uzorci su fiksirani 12-24h u 4% puferovanom
formalinu, zatim ispirani vodom i dalje dehidrirani u alkoholima rastu¢e koncentracije (od
70% do apsolutnog alkohola, tokom 24h), da bi zatim bili lipofilizovani u ksilolu i dalje
kalupljeni u parafin. Dobijeni parafinski blokovi su seceni standardnim mikrotomom na

ise¢ke debljine 3-5um. Preseci su dalje bojeni hematoksilin-eozinom (HE) (Tabela 5).

Tabela 5. Shematski prikaz recepture za hematoksilin-eozin bojenje

R I | o PSR 5 minuta
2. TEKSHOL. .. 5 minuta
3. 100% alKONOL.......coiiiiiieiiiiie e 3 minuta
4. 100% alkonol ........coiiiiiiii 3 minuta
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5. 96% aAlKONOL.......coi i 3 minuta

6. 709 AlKONOL......ccoiiiiiiie e 3 minuta

7. dobro isprati destilovanom vodom

8. Mayer-ov hematoksilin ............cccooiiiiiiiici i 5 minuta

9. dobro isprati destilovanom vodom

10. amMONTJACNA VOAA ....eveeiiiiiiiiiee it uroniti 10 puta

11. dobro isprati destilovanom vodom

12. E0Sin (1% VOUENT FaSIVOI) ...vvvvviiiiiieeeeee e 10-15 minuta
13. isprati dobro teku¢om vodom

14, 70%0aIKONOL ... 2 minuta

15. 96%alKONOI........ccoeiiiiiie e STV 2 minuta

16. 100%@IKONOI ......ooiieiiiiiiiie e \.. 3 minuta

17. 100%AIKONOI .......vvvieiiiieeeiie et 3 minuta

18, TKSHON ... 5 minuta

19, TTKSHOL .. 5 minuta

20, HEKSHOL ... 5 minuta

Obrisati plocicu i montirati Canada balsam-om (60g u IOOmL ksilola) ili DPX-om.

3.2.2. Konstruisanje tkivnog mikroniza

Po uéinjenom pregledu svih pripadajucih plocica za svaki pojedinaéni slucaj,
selektovana je jedna reprezentativna HE obojena plocica. PoSto su izdvojene
reprezentativne plo¢ice u narednom aktu su obelezavane markerom zone od interesa na
plo¢ici, uz upotrebu mikroskopa (Olympus BX41).

Po odabiru i markiranju plocice, a s obzirom da su plo¢ice numerisane na identi¢an
nacin kao i1 odgovarajuci parafinski kalupi (jedan kalup=jedan broj) iz arhive je odvajan
odgovarajuéi parafinski kalup (,.kalup donor®). Posto su upareni odgovaraju¢i donorski
kalup i1 ve¢ markirana plocica, zone od interesa su prenete sa ploCice na odgovarajuci kalup.
Instrumentom (Suplja igla precnika 1.2mm) su uzeta 3 cilindra tkiva iz predhodno

obelezenih kalupa donora i preneta u prethodno oznacena i kodirana mesta unutar kalupa

40



recipijenta. U recipijentni kalup su uvr$éene i spoljasnje pozitivne kontrole, unete na isti
nacin.

Recipijentni kalup se, nakon unoSenja poslednjeg tkivnog cilindra, stavlja u
odgovarajuéu metalnu modlu, polaze u laboratorijsku peénicu na 60 Celsius stepeni, 1
inkubira 50 minuta. Po vadenju iz pecnice, kalupi se prenose na ledenu podlogu i
ostavljaju da leZze 15 minuta. Napravljena su 3 recipijentna parafinska kalupa sa 6 redova i
13 kolona cilindara (66 inkorporiranih tkivnih cilindara), sa 5 kontrolnih tkiva u 12 i 13
koloni.

S obzirom da tokom izrade TMA moze do¢i do osipanja i troSenja tkiva, svi
slucajevi od kojih je prisutan minimalno jedan tkivni cilindar, na svim ispitivanim

presecima, su ukljuceni u istrazivanje.

3.2.3. Imunohistohemijske metode

Imunohistohemijska obrada je obavljena u Laboratoriji za imunohistohemiju i
histohemiju Instituta za patologiju Medicinskog fakulteta u Beogradu. Imunohistohemijska
tehnika u formalinu fiksiranih i1 u parafinu ukalupljenih uzoraka predstavlja viSestepenu
proceduru koja obuhvata sledece postupke:

- deparafinizacija,

- proteoliticka digestija

- blokiranje endogene peroksidaze

- imunohistohemijsko bojenje primenom streptavidin-biotin tehnike.
Preseci debljine 3-4um, dobijeni seCenjem parafinskih kalupa su, nakon suSenja od 16h na

56°C deparafinisani po slede¢oj proceduri:

FKSHOL ..o 5-7 minuta, ocediti
TEKSHOL oo 5-7 minuta, ocediti
100% alkONOL.......ccccviieiiiciie i 3 minuta, ocediti
100% alKONOL.......coo i, 3 minuta, ocediti
96% alKONOL........cooeiice 3 minuta, ocediti
96% alKONOL........cooeiice 3 minuta, ocediti
destilovana/dejonizovana voda.............cccccccvvevvvrnnne. 30 sekundi
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Proteoloticka digestija (demaskiranje antigena):

Deparafinisani preseci se prenose u plasti¢nu kivetu sa oko 250 ml radnog rastvora
citratnog pufera (10mmol/L, pH 6.0) i kuvaju se u mikrotalasnoj pe¢nici 2x5 minuta na
maksimalnoj temperaturi, a zatim se hlade u citratnom puferu 30 minuta na sobnoj

temperaturi. Na kraju su isprani destilovanom vodom dva puta po 30 sekundi.

Blokiranje endogene peroksidaze:

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

Imunohistohemijsko bojenje primenom streptavidin-biotin tehnike
Za imunohistohemijsko bojenje koris¢en je komercijalni kit (Labelled streptavidin-
biotin-LSAB+ metoda, DAKO, Danska). Bojenje se odvija po slede¢oj proceduri, koja je

navedena u instrukcijama proizvodaca:
FAZA 1 (primarno antitelo razblaZeno po upustvu proizvodaca):
odliti viSak pufera, obrisati pazljivo oko isecka,

pokriti iseCak sa minimalnom koli¢inom (20-30ul) primarnog antitela,

1
2
3. inkubacija 30 minuta na sobnoj temperaturi,
4 pazljivo isprati PBS iz $pric-boce,

5}

preliti svezim puferom.

FAZA 11 (biotinilizovano vezno antitelo)

1. odliti viSak pufera, obrisati pazljivo oko isecka,

2 pokriti ise¢ak sa minimalnom koli¢inom (20-30ul) LINK antitela,
3 inkubacija 30 minuta

4. pazljivo isprati PBS iz $pric-boce,

5 preliti svezim puferom.
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FAZA 11l (streptavidin-peroksidaza):

1.

2
3
4.
5

odliti visak pufera, obrisati pazljivo oko isecka,
pokriti iseCak sa minimalnom koli¢inom (20-30ul) streptavidin- peroksidaze,
inkubacija 30 minuta
pazljivo isprati PBS iz $pric-boce,

preliti svezim puferom.

FAZA IV (supstrat hromogen):

1.
2.

odliti viSak pufera, obrisati pazljivo oko isecka,
pokriti iseCak sa minimalnom koli¢inom (20-30pul)
hromogenadiaminobenzidina (DAB),

inkubacija 10 minuta

ispiranje destilovanom vodom,

FAZA IV (kontrastiranje):

1.

2
3.
4

Mayer-ov hematoksilin 5 do 10 minuta,

pazljivo isprati destilovanom vodom,

uroniti 10 puta u kivetu sa 0,037 mol/L amonija¢ne vode,
ispiranje destilovanom/dejonizovanom vodom 2 do 5 minuta.

Pokriti vodenim medijumom.

Mesta specificnog vezivanje antitela su smede boje, dok hematoksilin, nespecifi¢no

vezan za jedra svih ¢elija, boji ih plavo.

Imunohistohemijska procedura je koriS¢ena za sledeca antitela, u odgovaraju¢im

razblazenjima:
Ciklin A (H-432, Santa Cruz Biotechnology, USA), 1:200,
Ciklin D1 (RM-9104-S, Klon SP4, Lab Vision Corporation, UK), 1:100,

Survivin (Pab, Neomarkers-Freemont, California,USA), 1:75

P16
P57

Nestin

(JC8, Santa Cruz Biotechnology, USA), 1:300, preko noci
(C-20, Santa Cruz Biotechnology, USA), 1:600
(SP10, Abcam Inc, USA). 1:100
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Za svako primenjeno antitelo je postojala pozitivna kontrola. Imunohistohemijsko
bojenje je analizirano na svetlosnom mikroskopu (Bx50F4, Olimpus Optical, Japan).
Imunohistohemijsko bojenje RMS ocenjivano je semikvantitativno po slede¢em principu:
odsutno bojenje u svim ¢éelijama -, manje od 10% pozitivnih ¢éelija + (fokalna ekspresija),
10-50% pozitivnih ¢elija ++ (umerena ekspresija) i preko 50% +++ (difuzna ekspresija) za
antitela koja daju citoplazmatsko bojenje. Za antitela koja boje jedra ekspresija se ocenjuje i
kvantitativno na slede¢i nacin: broje se sve Celije sa jedarnim bojenjem (bez obzira na
intenzitet bojenja), na ukupno 300 izbrojanih tumorskih ¢elija na polju velikog uvelicanja

(x400).

3.2.4. Genetske analize
Za analizu metilacionog statusa p16 gena koriS¢ene su slede¢e metode molekularne

genetike:

- izolacija DNK iz iseCaka tkiva RMS i limfocita periferne krvi zdravih osoba;

- in vitro metilacija DNK izolovane iz limfocita periferne krvi zdravih osoba;

- bisulfitna modifikacija izolovane DNK;;

- bioinformatic¢ka analiza prajmera specifi¢nih za metilovani alel;

- analiza metilacionog statusa promotora gena pl6, metodom lancane reakcije
polimeraze specificne za umnozavanje metilovanog alela, MSP, (eng. Methylation
specific PCR);

- provera rezultata lanc¢ane reakcije polimeraze (eng. Polymerase Chain Reaction,

PCR) elektroforezom na agaroznom gelu;
Izolacija DNK iz parafinskih iseCaka tkiva:
- svakom uzorku je dodato po 1 ml ksilola, kako bi se uklonio parafin, pa je lagano

muckano ru¢no 30 minuta, centrifugirano 5 min/15300 g, nakon cega je pazljivo

uklonjen kslilol nastavkom;
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postupak sa dodavanjem ksilola je ponovljen, nakon muckanja 15 min 1
centrifugiranja 5 min/17900 g ksilol je uklonjen;

dodato je po 500 pl apsolutnog etanola, lagano muckano 5 min, centrifugirano 5
min/17900 g, nakon Cega je etanol, pazljivo, uklonjen

postupak sa dodavanjem apsolutnog etanola je ponovljen;

nakon centrifugiranja 5 min/17900 g, etanol je paZljivo uklonjen

isecci tkiva su osuseni u otvorenim epruvetama pored plamenika,

u svaki uzorak je dodato po 500 pl digestionog pufera koji u finalnoj koncentraciji
sadrzi 25 mM EDTA, pH 8,0; 100 mM NaCl; 10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 0,5 % SDS
1100 pg (19, 6 mg/ml) proteinaze K (MBI, Fermentas, Litvanija);

uzorci su inkubirani preko no¢i na temperaturi 50-55°C, uz povremeno muckanje.
Vec¢i komadi tkiva su zahtevali duze vreme inkubacije (do dva dana), i dodatne
koli¢ine digestionog pufera i proteinaze K;

u svaki uzorak (500 pl) je dodata ista koli¢ina smeSe koja sadrzi fenol/hloroform
/izoamil-alkohol (F/H/I) u odnosu 25:24:1, nakon ¢ega je muckano ru¢no 10 min,
uzorci su zatim centrifugirani 5 min/10600g, pa je izdvojena vodena faza nastavkom
sa odsecenim vrhom, i prebacena u novu epruvetu

postupak sa fenolom je ponovljen jo§ 1-2 X;

vodenoj fazi je dodata ista zapremina smeSe H/I (24:1), nakon ¢ega je muckano
ru¢no 10 min i centrifugiramo 5 min/10600 g;

vodena faza je izdvojena u novu epruvetu;

svakom uzorku u vodenoj fazi je dodato po 1/2 zapremine 7.5M amonijum acetata
(Serva 39751, Nemacka) i 2 zapremine izopropil-alkohola, nakon ¢ega su uzorci
ostavljeni na -20°C da se DNK talozi preko no¢i;

uzorci su centrifugirani 20 min/12000g/4°C, odliven je supernatant i dodato je 1/2
zapremine hladnog 70 % etanola;

uzorci su centrifugirani 15 min/12000g/4°C, odliven je supernatant, epruvete su
ostavljene otvorene pored plamenika 15-30 min. dok sav etanol ne upari;

DNK je rastvorena u odgovarajuc¢oj zapremini (50-100 ul) ddH20O, nakon Cega je

odloZena na 4°C.
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Izolacija DNK iz limfocita periferne krvi

- Nakon fenolske ekstrakcije molekula DNK iz taloga limfocita periferne krvi,
prethodno dobijenog prema protokolu koji je opisao (Boyum,1968), vodenoj fazi je
dodata 1/10 zapremine 3 M natrijum acetata, pH 5,2 i 2 zapremine hladnog
apsolutnog etanola, nakon ¢ega je, uz ru¢no muckanje, doslo do precipitacije
molekula DNK u vidu koncica;

- makroskopski vidljivi kon¢i¢i molekula DNK su zatim namotani na staklenu
Pasterovu pipetu, zatopljenog i zakrivljenog vrha;

- DNK je isprana uranjanjem Pasterove pipete u 70 % etanol, a zatim je susena na
vazduhu 15 min, rastvorena u 100-200 pl ddH20 i odloZena na 4°C.

Merenje koncentracije izolovane DNK
Koncentracije rastvorene DNK merene su na aparatu Biospek-nano (Shimadzu

corporation, Japan) prema uputstvu proizvodaca.

In vitro metilacija molekula DNK izolovanih iz limfocita periferne krvi

U cilju dobijanja kontrolne DNK, koja bi bila metilovana na svim CpG pozicijama,
DNK izolovana iz limfocita periferne krvi zdrave osobe tretirana je enzimom CpG
metiltransferazom M.Sssl (New England Biolabs M0226M). Metilovanje molekula DNK je

izvedeno prema protokolu proizvodaca.

Bisulfitna modifikacija izolovane DNK
Bisulfitna modifikacija je postupak kojom se konzervira metilacioni status molekula
DNK. Tretiranje molekula DNK natrijum-bisulfitom dovodi do konverzije nemetilovanih
citozina u uracil, dok metilovani citozini ne podlezu takvoj promeni. Ceo postupak je
izveden prema protokolu Hermana i sar (203), uz manje izmene u pojedinim koracima
(204).
- 2 pg molekula DNK u zapremini od 50 pl je denaturisano dodavanjem 3 M NaOH
(fin. 0,3 M) i inkubirano 30 min/42°C;
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prethodno denaturisanoj DNK dodato je 550 pl sveze pripremljenog rastvora
natrijum bisulfita (5,20-5,69 M HSO-3; posto je komercijalno dostupni natrijum
bisulfit meSavina natrijum bisulfita i metabisulfita, procenjuje se da je finalna
koncentracija HSO-3 u napravljenom rastvoru 5,20- 5,69 M), pH 5,0, sa 10 mM

hidrohinonom, nakon ¢ega je usledila inkubacija 18h/55°C.

Rastvori za bisulfitnu modifikaciju DNK:

0,2 M hidrohinon (1 ml)

0,22 g hidrohinona (Sigma H — 9003, SAD) je rastvoreno u 1 ml ddH20

NaHCO3 pH 5,0 (10 ml)

5,41 g NaNSO3 (Sigma S-8890, SAD) je rastvoreno u 8 ml ddH20 i dodavanjem
10 M NaOH, pH vrednost je podeSena na 5,0. Zatim je bisulfitnom rastvoru dodato
500 ul sveze pripremljenog rastvora hidrohinona. Nakon kompletnog rastvaranja
NaHSO03, dodavanjem ddH20 zapremina rastvora je podeSena na 10 ml.

nakon bisulfitnog tretmana, modifikovana DNK je pre¢iS¢ena upotrebom kompleta
za ekstrakciju DNK (MBI Fermentas K0512, Litvanija).

Postupak preciS¢avanja se zasnivao na slede¢em principu: u prisustvu halotropnih
soli, 6 M rastvora natrijum jodida (u daljem tekstu RV-rastvor za vezivanje),
molekul DNK se prvo vezuje za specijalno dizajnirane staklene ¢estice, a zatim se,
da bi se dobili precis¢eni molekuli DNK, ove soli i zaostale necisto¢e uklanjaju
ispiranjem u odgovaraju¢em puferu koji sadrzi u jednakom odnosu supstance Tris,
NaCl, EDTA i 95% etanol (RI-rastvor za ispiranje). Nakon ispiranja, molekuli DNK
se eluiraju sa staklenih ¢estica pomoc¢u ddH2O ili odgovarajuceg pufera.

nakon bisulfitne modifikacije sadrzaj svake epruvete podeljen je na dva jednaka
dela i dodato je po tri zapremine RV rastvora i odgovaraju¢a zapremina
resuspendovane suspenzije silicijum-dioksida koja sadrzi staklene cCestice za
vezivanje DNK;

uzorci su inkubirani 5-15 min na 55°C da bi se molekul DNK vezao za Cestice
SiO2-pudera, uz vorteksovanje svaka 2 min kako bi se SiO2-puder odrzao u

suspenziji;
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nakon centrifugiranja 5 sekundi/13000 g i odlivanja supernatanta, epruvete su
centrifugirane jo§ jednom 2-3 sekunde i preostali RV je uklonjen nastavkom;

dodato je po 500 pl hladnog RI, nakon cega je talog resuspendovan nastavkom i
uzorci su centrifugirani 5 sekundi/13000 g;

nakon odlivanja supernatanta postupak sa RI je ponovljen jos 2 x;

nakon poslednjeg ispiranja i odlivanja supernatanta, epruvete sa SiO2-puder
suspenzijom su centrifugirane jo§ 1 x i preostali RI je uklonjen nastavkom; epruvete
su ostavljene otvorene 10-15 min na vazduhu da se talog osusi;

DNK je eluirana sa staklenih Cestica dodavanjem 40 pul 1 mM Tris-HCI, pH 8,0,
talog je resuspendovan nastavkom, nakon ¢ega je usledilo inkubiranje 5 min/55°C;
nakon centrifugiranja 30 sekundi/13000 g supernatant je prenesen u novu epruvetu,
izbegavajudi staklene Cestice; postupak je ponovljen jo§ 2 x sa istom koli¢inom 1
mM Tris-HCI, pH 8,0; da bi se uklonile eventualno zaostale staklene Cestice,
epruvete sa eluiranom DNK su centrifugirane 30 sekundi/13000 g i supernatant je
pazljivo prenet u nove epruvete;

uzorcima je dodata odgovaraju¢a zapremina sveze pripremljenog 3 MNaOH (fin.
0,3 M) i uzorci su stavljeni na inkubaciju 20 minuta na temperaturi od 37°C;
desulfonovanoj DNK je dodato 1/2 zapremine 7,5 M amonijum acetata Serva,
Nemacka), pH 7,0, 2,5 zapremine hladnog apsolutnog etanola i 1 pg tRNK (tRNK
kvasca, 1 mg/ul, Gibko BRL, SAD) kao nosaca, nakon cega je usledilo talozenje na
-20°C preko noéi;

nakon centrifugiranja od 20 min/13000 g/4°C, dekantovan je supernatant i dodata je
1/2 zapremine 70 % etanola;

nakon centrifugiranja 10 min/13000 g/4°C, dekantovan je supernatant i epruvete su
ostavljene otvorene 15-30 min dok sav etanol nije upario;

DNK je rastvorena u 40 pl 1 mM Tris-HCI, pH 8,0 i odloZena na -20°C.

Ovako modifikovana 1 prec¢iS¢ena DNK je predstavljala uzorak za amplifikaciju

MSP tehnikom.
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Analiza metilacionog statusa promotora gena metodom MSP

Metilacioni status promotora gena pl6 ispitivan je metodom MSP. Metoda se
zasniva na upotrebi dva para prajmera; jedan par umnozava nemetilovani, dok je drugi par
specifican za metilovani alel. Metoda je osetljiva i moZe da detektuje jedan metilovani alel
u prisustvu hiljadu nemetilovanih. U Tabeli 6 nalaze se sekvence prajmera kori§¢enih u
ovoj studiji.

Prilikom izvodenja lanc¢ane reakcije polimeraze koriS¢en je Hot start protokol. On
podrazumeva koris¢enje DNK polimeraze, koja je hemijski modifikovana, tako da je
neaktivna na sobnoj temperaturi. Enzim se aktivira tokom faze inicijalne denaturacije
(95°S/10 minuta). Benefiti koriS¢enja ovog protokola ogledaju se u smanjenju nespecificnih
amplifikacija (Paul i sar., 2010).

MSP reakcija je izvodena u finalnom volumenu od 25 pl, pri ¢emu je reakciona
smeSa pripremljena na slede¢i nacin:

1. 1 h pufer (16,6 mM amonijum-sulfat/6,7 mM Tris, pH 8,8/6,7 MM MgCI2/10 mM
2-merkaptoetanol)

dinukleotid-tri-fosfati (1,25 mM svaki)

prajmeri u finalnoj koncentraciji od 0,6 uM

DMSO u finalnoj koncentraciji od 5 %

GSA u finalnoj koncentraciji od 0,4 mg/ml

1 jedinica HotStart Tak polimeraze (Quiagen, SAD).

N o g s~ D

2,5 pluzorka

Tabela 6. Receptura za pripremu 100ml 2% agaroznog gela.
Sastojak 10HTBE* Agaroza Etidijum-bromid Dest. voda
Koli¢ina 10 ml 2g Sul 90 ml

* 10 x HTBE pufer, pH 8,3 (108 g Trisc, 55 g H3BOs, 40 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0, dH,O do 1000
ml).
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Provera specifi¢nosti lan¢ane reakcije polimeraze elektroforezom u agaroznom gelu
Provera specifi¢nosti lanCane reakcije polimeraze uradena je elektroforezom u 2 %

agaroznom, odnosno 6 % poliakrilamidnom gelu, bojenih etidijum-bromidom (Tabela 7).

Tabela 7. Sekvence prajmera koji su koris¢eni u studiji

Parovi Prajmerske sekvence TX = DuzZina Ref
prajmera (5°-3%) (0°C) ampl. (bp) '
016 C TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT 60.0 151 (203)

A CAACCCCAAACCACAACCATAA

C TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC
PIEM L GACCCCGAACCGCGACCGTAA 65.0 1 150 (203)

m- prajmerski par specifican za metilovani alel; n- prajmerski par specifi¢an za nemetilovani alel;
S- sens; A-antisens; Tx- temperatura hibridizacije; bp- bazni par.

3.2.5. Statisticka obrada podataka
U ovoj studiji koris¢eni su deskriptivni i analitiCki statisticki metodi. Od

deskriptivnih, kori§céeni su:
- apsolutni i relativni brojevi (n,%)
- mere centralne tendencije (aritmetic¢ka sredina, medijana)
- mere disperzije (standardna devijacija, interkvartilni raspon)

Od analitickih statistickih metoda koris¢eni su testovi razlike i analiza
prezivljavanja.

Od testova razlike koriS¢eni su neparametarski (hi-kvadrat test, Mann-Whitney U
test, Kruskal-Wallis test).

Za analizu preZivljavanja koriSc¢ena je:
- Kaplan-Meierova kriva prezivljavanja sa Log Rank testom
- Cox regresiona analiza je radena kao univarijantna (za ispitivanje uticaja pojedinacnih
prediktora na prezivljavanje) 1 multivarijantna (ispitivanje zajednickog uticaja viSe
prediktora na prezivljavanje).

Rezultati su prikazani tabelarno 1 graficki. P vrednost manja od 0,05 je koriS¢ena
kao vrednost za odbacivanje nulte hipoteze.

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



Za izradu doktorske disertacije koriS¢en je biopsijski materijal 67 pacijenata sa
RMS, koji su dijagnostikovani na Institutu za patologiju Medicinskog fakulteta u Beogradu
u periodu od 1994-2014 godine. Klinicko-patoloski parametri pacijenata kod kojih je

dijagnostikovan RMS su prikazani u Tabeli 1.
4.1. Distribucija bolesnika prema polu i starosti

U odnosu na pol bilo je zastupljeno 46 (68,7%) osoba muskog i 21 (31,3%) osoba
zenskog pola (Tabela 8). Prose¢na starost pacijenata je bila 35 godina (35,2+26,2). Nas
najmladi ispitanik je imao 0,8, a najstariji 77 godina. U odnosu na starosnu granicu bilo je

35,8% ispitanika mladih od 18 godina i 64,2% pacijenata starijih od 18 godina (Tabela 8).
4.2. Distribucija bolesnika prema lokalizaciji tumora

RMS je bio najces¢e lokalizovan u predelu ekstremiteta, i to kod 46 (68,7%)
pacijenata. Trup i retroperitonealni prostor su bile znatno rede lokalizacije (17,9%; 13,4%

redom) ovog tumora u naSem ispitivanju (Tabela 8).
4.3. Distribucija bolesnika prema histoloSkom tipu i gradusu tumora

Ispitivani slu¢ajevi RMS su pokazivali priblizno ravnomernu distribucija u odnosu
na histoloski tip. Pleomorfni i alveolarni RMS bili su zastupljeni kod 35,8% odnosno

34,3% pacijenata, dok je embrionalni bio dijagnostikovan kod 29,9% ispitanika.

U odnosu na gradus, RMS visokog stepena maligniteta je znatno CeS¢e bio
dijagnostikovan (68,7%), dok su tumori niskog stepena maligniteta ¢inili svega 31,3%
obolelih.

4.4. Distribucija bolesnika prema velicini tumora (T), zahvacenosti limfnih ¢vorova (N) i

prisustvu udaljenih metastaza (M)

Svi ispitivani slucajevi RMS su u odnosu na veli¢inu tumora podeljeni u dve grupe:
tumori veli¢ine do/i Sem 1 tumori veli¢ine preko Sem. U skoro 60% slucajeva su bili

zastupljeni tumori ve¢i od Scm.
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Kod 62,7% pacijenata nisu bili zahvacéeni regionalni limfni ¢vorovi (Ng), a kod

52,2% slucajeva nije bili prisustvo udaljenih metastaza (My).

Tabela 8. Klini¢ko-patoloske karakteristike pacijenata sa RMS

n %

Pol Musk1 46 68,7%
Zenski 21 31,3%
Starost <18 24 35,8%
>18 43 64,2%
Ekstremiteti 46 68,7%
Lokalizacija Trup 12 17,9%
Retroperitoneum 9 13,4%
Veligina = 21 40,3%
>5 40 59,7%

0,
Regionalni limfni nodus mi 3523 g;;ﬁ
Mo 35 52,2%
Metastaze M, 30 47.8%
Alveolarni 23 34,3%
Histoloski tip Embrionalni 20 29,9%
Pleomorfni 24 35,8%
Gradus N!ski _ 21 31,3%
Visoki 46 68,7%
Ishod bolesti Zivi 35 52,2%
Umrli 32 47,8%

n(%)- broj pacijenata

4.5. Ishod bolesti

Nesto viSe od polovine ispitanika, 35/67 (52,2%), kod kojih je dijagnostikovan
RMS, na kraju ispitivanja je bilo zivo (Tabela 9). Odnos klini¢ko-patoloskih parametara i
ishoda bolesti je prikazan u tabeli 9. Statisti¢ki znacajnim su se pokazali starost pacijenata,
veli¢ina tumora, zahvacenost regionalnih limfnih ¢vorova, prisustvo udaljenih metastaza,
histoloski tip i gradus tumora. Pacijenti stariji od 18 godina su ¢eS¢e imali letalan ishod u
odosu na mlade od 18 godina (p<0.001). Povoljan ishod bolesti je bio kod pacijenata sa
tumorom manjim od Scm, dok je kod umrlih pacijenata u 96,9% slucajeva bio veéi od Scm

(p<0.001). Pacijenti sa prisustvom regionalnih (p<0.0019 i udaljenih metastaza (p=0.001)
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su imali ve¢i smrtni ishod. Pleomorfni RMS i ARMS su najces¢i histoloski tipovi kod
umrlih pacijenata, dok je kod Zivih najces¢e dijagnostikovan ERMS (p<0.001). Kao i kod
drugih maligniteta i kod RMS u ovoj studiji, visoki gradus je dominirao kod pacijenata sa
smrtinim ishodom (p<0.001) (Tabela 9).

Tabela 9. Ishod bolesti u odnosu na klini¢ko-patoloske parametre RMS

Smrtni ishod
ne da p-vrednost
n % n %
- Muski 23 65.7% 23 71.9% X?=0.295
Zenski 12 34.3% 9 28.1% p=0.587
Starost <18 22 62.9% 2 6.2% X2=23.300
S 18+ 13 37.1% 30 93.8% p<0.001*
Ekstremiteti 24 68.6% 22 68.8% ?=0.398
Lokalizacija Trup 7 20.0% 5 15.6% :_0 810
Retroperitoneum 4 11.4% 5 15.6% =2
e B 26 74.3% 1 3.1% X?=35.186
¢ >5 9 25.7% 31 96.9% p<0.001*
Regionalni N 31 88.6% 11 34.4%  X2=20.992
limfni nodus N 4 11.4% 21 65.6% p<0.001*
Metastaze Mo 25 71.4% 10 31.2%  X2=10.816
clastaze ', 10 28.6% 22 68.8% p=0.001*
. ... Alveolarni 9 25.7% 14 43.8% o
HIStoloSki Embrionalni 19 54.3% 1 319 280
Ip Pleomorfni 7 20.0% 17 53.1% <o
_— Niski 20 57.1% 1 3.1% X2=22.667
u Visoki 15 42.9% 31 96.9% p<0.001*

n(%)- broj pacijenata; *statisticki znacajna razlika

4.6. Ukupno preZivljavanje obolelih od rabdomiosarkoma

U ovoj studiji je praceno ukupno prezivljavanje pacijenata u trajanju od 60 meseci
od postavljanja dijagnoze RMS. Najkrac¢e vreme pracenja je iznosilo 8 a najduze 60 meseci.
Obzirom da je prezivljavanje takvo da je ukupno prezivljavanje 52,2%, medijanu nije

moguce izracunati, a proseéno prezivljavanje iznosilo je 47,21 meseca sa standardnom
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greSkom 2,19 i intervalom poverenja od 42,92 do 51,50 meseci. Period pracenja je podeljen

na vremenske intervale od po 12 meseci (Tabela 10).

Tabela 10. Ukupno preZivljavanje pacijenata u odnosu na klini¢ko-patoloske parametre

v 1. . #p-
0,
Prezivljavanje (%) . T
Meseci 12 24 36 48 60 /
Ukupno 92.5 85.1 73,1 62.7 52,2 /
0 Zenski 100 95,2 85,7 76,2 57,1 p=0.380
<18 100 100 100 95,8 91,7 -
Starost - X?=21,831
>18 88,4 76,7 58,1 442 30,2 p< 0.001*
Ekstremiteti 89,1 78,3 67,4 60,9 52,2
.. X?=0,390
Lokalizacija Trup 100 100 83,3 75,0 58,3 p=0, 823
Retroperitoneum 100 100 88,9 55,6 44 4
Velidi :
chena >5 875 750 550 37,5 225  p<0.001*
Regionalni N, 100 97,6 85,7 85,7 738  x2-30154
limfni iy
nodusi Ny 800 640 520 240 160  P<0.001
Metastaze v
M, 84,4 68,8 53,1 43,8 31,3 p< 0.001*
) - Alveolarni 87,0 78,3 65,2 52,2 39,1 )
%—ilr;stoloskl Embrionalni 100 100 100 95,0 95,0 )p( <_(§- %’gff
Pleomorfni 91,7 79,2 58,3 45,8 29,2 '
Niski 100 100 100 95,2 95,2 2_
Gradus .. X°=19,769
Visoki 89,1 78,3 60,9 47,8 32,6 p< 0.001*

*statisticki znacajna razlika; #Long-rank test

Stopa ukupnog preZivljavanja se kretala od 92,5% posle 12 meseci, 73,1 % posle 36

da bi na kraju perioda prac¢enja od 60 meseci iznosila 52,2%. (Tabela 10, Grafikon 1).
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Grafikon 1. Ukupno prezivljavanje pacijenata sa RMS
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Grafikon 2. Ukupno prezivljavanje pacijenata sa RMS u odnosu na starosne grupe

pacijenata sa RMS
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4.7. Uticaj klinicko-patoloSkih parametara na ukupno preZivljavanje pacijenata
sa rabdomiosarkomom

Ukupno prezivljavanje u odnosu na pol je bilo duze kod Zena, ali razlika nije bila
statisti¢ki znacajna (p=0.380).

Stope ukupnog prezivljavanja su upadljivo nize kod bolesnika starijih od 18 godina
(u trenutku postavljanja dijagnoze), (p< 0.001) (Tabela 10). Stope ukupnog prezivljavanja
za 12, 36- i 60 meseci za <18 godina su bile: 100%, 100% i 91,7%, a za starije od 18
godina: 88,4%, 58,1% i 30,2% (Grafikon 2).

Razlika u ukupnom prezivljavanju izmedu bolesnika sa razli¢itom primarnom
lokalizacijom tumora nije bila statisticki znacajna (p=0, 823) (Tabela 10). Pacijenti kod
kojih je tumor bio lokalizovan u predelu trupa imali su najduze petogodiSnje prezivljavanje
i iznosilo je 58,3%, dok je najkrac¢e bilo kod pacijenata sa tumorom lokalizovanim u
retroperitonealnom prostoru (44,4%) (Grafikon 3).

Grafikon . Ukupno prezivljavanje pacijenata sa RMS u odnosu na lokalizaciju tumora.
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Veli¢ina tumora se pokazala statisticki zna¢ajnom u ovoj studiji (p< 0.001) (Tabela
10). Pacijenti sa tumorom dimenzija <Scm imali su bolje prezivljavanje u odnosu na
pacijente sa tumorom >5cm. Posle pet godina pracenja cak 96,3% pacijenata sa RMS
veli¢ine <S5cm bilo je Zivo, dok je kod pacijenata sa tumorom dimenzija >5cm

prezivljavanje iznosilo svega 22,5% (Grafikon 4).

Grafikon 4. Ukupno prezivljavanje pacijenata sa RMS u odnosu na veli¢inu tumora.
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U tabeli 10 su prikazani i rezultati prezivljavanja pacijenata sa razli¢itim
histoloskim tipom tumora. Ova Kkorelacija je pokazala statisticku znacajnost (p< 0.001).
Najduze prezivljavanje bilo je kod ispitanika sa ERMS, i za 12, 36 i 60 meseci iznosilo je:
100%, 100% 1 95%. Kod pacijenata sa ARMS stope ukupnog prezivljavanja za isti period
bile su: 87%, 65,2% i 39,1%, a za pacijente sa pleomorfnim RMS 91,7%, 58,3% i 29,2%
(Grafikon 5).
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Grafikon 5. Ukupno prezivljavanje pacijenata sa RMS u odnosu na histoloski tip.
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Grafikon 6. Ukupno prezivljavanje pacijenata sa RMS u odnosu na gradus tumora.

Gradus
1.0
|-l . ' —Tniski
1 Mvisoki
'_l —t— niski-censored
|_| t— visoki-censored

0.8 ﬁ_Ll
-w -
=
2 1
= 0.6 |‘
2 L
’E -
‘ﬂ-_ I_
=} T
£ -
= -
F= 0.4
S
3
E
3
=

0.2

0.0

T T T T T T T
[u] 10 20 30 40 50 60

Vreme praéenja (meseci)



Gradus tumora se takode pokazao kao relevantan faktor u odnosu na duzinu
ukupnog prezivljavanja. Pacijenti sa RMS niskog stepena maligniteta su imali duze
prezivljavanje u odnosu na obolele sa visokogradusnim RMS, (p< 0.001) (Tabela 10,
Grafikon 6).

Duzina ukupnog prezivljavanja zavisila je i od prisustva regionalnih (N), (p<
0.001), i udaljenih metastaza (M) (p< 0.001). Pacijenti bez regionalnih metastaza (No)
imali su stopu prezivljavanja 73,8% nakon petogodiSnjeg perioda pracenja, a pacijenti bez

udaljenih metastaza (Mo) 71,4% za isti period (Tabele 10, Grafikon 7 i 8).

Grafikon 7. Ukupno prezivljavanje pacijenata sa RMS u odnosu na zahvacenost regionalnih
limfnih ¢vorova.
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Grafikon 8. Ukupno prezivljavanje pacijenata sa RMS u odnosu na postojanje udaljenih
metastaza.
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4.8. Imunohistohemijska ekspresija Ciklina A

Ciklin A je u tumorskim c¢elijama RMS pokazivao jedarnu ekspresiju (Slika 14 i

15). Obzirom da je ciklin A numericka variabla koja nema “cut off” vrednost, karakteristike

pacijenata u odnosu na ovaj marker predstavljene su, umesto apsolutnim i relativnim

brojevima (n,%), merama centralne tendencije i merama disperzije.

Srednja vrednost imunohistohemijske ekspresije ciklina A u RMS iznosila je 18,82,

sa standardnom devijacijom od 13,65 i medijanom 17,30.

'..i‘ =,
CL8
-

Slika 15. Fokalna ekspresija ciklina A u tumorskim ¢éelijama, x400.
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Evaluacijom ekspresije ciklina A u odnosu na klini¢ko-patoloske parametre
pacijenata sa RMS, uocena je statistiCka znac¢ajnost samo u odnosu na histolski tip tumora
(p=0.047) (Tabela 11). Naime, pacijenti sa pleomorfnim tipom imali su veéu prosecnu
vrednost 1 medijanu ekspresije u odnosu na ARMS 1 ERMS. Nesto vece prosecne vrednosti
ekspresije ciklina A (20.37£14.34) su pokazivali pacijenti stariji od 18 godina i tumori
lokalizovani u predelu trupa (23,75+18,39). Prose¢ne vrednosti ekspresije ovog markera su
bile vece 1 kod pacijenta sa regionalnim i udaljenim metastazama.

Tabela 11. Ekspresija ciklina A u odnosu na klini¢ko-patoloske parametre RMS.

Cyclin A

Aritme_tiéka SD  SE Median Perc. Perc. vregnost
sredina 25 75
oo, Muski 1841 1385 204 1715 830 26.70 Z=-0.582
Zenski 19.72 1348 294 19.00 10.30 28.70 p=0.561
Starost <18 16.04 1210 247 1700 504 23.85 Z=-1.179
>18 2037 1434 219 19.00 10.30 30.00 p=0.239
Ekstremitet 1889 1250 184 1742 830 2870 ., , .
Lokalizacija Trup 2375 1839 531 1865 1100 3350 ° %7
Retroperitoneum 11.89 10.13 3.38 17.00 3.30 19.00 '
<5 1893 1051 202 17.30 11.00 26.70 Z=-0.320
Velicina o 1875 1554 246 17.42 464 2850 p=0.749
Regionalni No 1750 1246 192 1715 7.67 27.00 Z=-753
limfni nodus N, 2104 1546 3.09 19.00 10.30 31.30 p=0.451
Metastage Mo 1797 1253 212 1730 6.40 30.00 Z=-0.163
M, 19.76 1492 264 17.32 10.65 26.00 p=0.870
. . Alveolarni 17.45 1529 319 1530 7.67 2330 ,_
o o1 Embrionalni 1687 1201 280 1715 504 2770 * 200D
Pleomorfni 21.77 1262 258 21.00 14.35 29.15 '
cradus | Niski 1650 1265 276 1700 640 2670 -V
Visoki 19.84 1410 208 1805 10.30 27.00

Procenu uticaja ekspresije ciklina A na prezivljavanje pacijenata sa RMS, s obzirom
da se radi o numeri¢koj varijabli, nije bilo mogude ispitati Log-rank testom, kao ni graficki
predstaviti. Zato je uradena Cox-ova regresiona analiza i utvrdeno je da ekspresija Ciklina
A nema statistiCku znacajnost u odnosu na prezivljavanje pacijenata sa RMS (p=0,246;

HR=1,015; 95% IP 0,990-1,040).
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4.9. Imunohistohemijska ekspresija Ciklina D1

U ¢elijama RMS, ciklin D1 je pokazivao jedarnu ekspresiju. S obzirom da je u
normalnom misi¢nom tkivu dokazana fokalna ekspresija ciklina D1, mi smo prisustvo do
5% pozitivnih ¢elija, u analiziranim sluajevima RMS, posmatrali kao ocuvanu ekspresiju,
dok je ekspresija u preko 5% pozitivnih Celija ocenjena kao povecana (Slika 16 i 17).
Ocuvana ekspresija ciklina D1 je uoéena kod 14 (20,9%) bolesnika sa RMS, dok je kod 53

(79,1%) pacijenta ocenjena kao visoka, odnosno bila je prisutna u >5% tumorskih ¢éelija.

A ‘&l ' _‘
Slika 16. Ekspresua ciklina D1 u <5% tumorskih Cellja, x100.
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Analiza ekspresije ciklina D1 u tumorskim ¢elijama RMS u odnosu na klini¢ko-

patoloske parametre prikazana je u tabeli 12.

Povecana ekspresija ciklina D1 bila je ¢eS¢a kod osoba muskog pola, ali ta razlika
nije statisticki znacajna (p=0.751). Takode, ekspresija ovog markera nije bila statistiCki
znacajna (p=0.993) ni u odnosu na starosne grupe pacijenata, iako je ocenjena kao

povecana kod znatno veceg broja pacijenata starijih od 18 godina

Ekspresija ciklina D1 u odnosu na lokalizaciju RMS, je bila blizu konvencionalnog
nivoa znacajnosti (p=0.059). Tumori lokalizovani u predelu ekstremiteta su cesce, (69,8%
slu¢ajeva), pokazivali povecanu ekspresiju ciklina DI, u odnosu na tumore

retroperitonealnog prostora i trupa.
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Nije bilo statistiCki znacajne razlike u ucestalosti povecane ekspresije ciklina D1
izmedu tumora manjih i ve¢ih od 5cm (p=0.694), kao ni u odnosu na prisustvo regionalnih
(p=0.889) i udaljenih metastaza (p=0.850).

Tabela 12. Ekspresija Ciklina D1 u odnosu na klinicko-patoloske parametre RMS.

Cyclin D1
=5 = vre#;pr;ost
n % n %

Pol Muski 9 64.3% 37 69.8% X?=0.157
Zenski 5 35.7% 16 30.2% p=0.751
Starost <18 5 35.7% 19 35.8% X?=0.001
>18 9 64.3% 34 64.2% p=0.993
Ekstremiteti 9 64.3% 37 69.8% %?=5 559
Lokalizacija Trup 5 35.7% 7 13.2% p=0 (')59

Retroperitoneum 0 0.0% 9 17.0% '
Veligina <5 5 35.7% 22 41.5% X?=0.155
>5 9 64.3% 31 58.5% p=0.694
Regionalni limfni N 9 64.3% 33 62.3% X?=0.019
nodus N, 5 35.7% 20 37.7% p=0.889
Metastaze Mo 7 50.0% 28 52.8% X?=0.036
M; 7 50.0% 25 47.2% p=0.850
Alveolarni 6 42.9% 17 32.1% X2=1 602
Histoloski tip Embrionalni 5 35.7% 15 28.3% 0=0 ;187

Pleomorfni 3 21.4% 21 39.6% '
Gradus N!ski _ 5 35.7% 16 30.2% X?=0.157
Visoki 9 64.3% 37 69.8% p=0.751
Ishod bolesti Zivi 8 57.1% 27 50.9% X?=0.171
Unmrli 6 42.9% 26 49.1% p=0.680

n(%)- broj pacijenata; #Long-rank test

U odnosu na histoloski tip, prisustvo ekspresije ciklina D1 u >5% tumorskih celija
nije bilo statisti¢ki znacajno. Najveci broj slucajeva sa pleomorfnim RMS (39.6%), je imao
povecanu ekspresiju ciklina D1, dok je takva ekspresija kod ERMS i ARMS bila prisutna

kod skoro istog broja ispitanika.

Nivo ekspresije ciklina D1 u tumorskom tkivu je bio slican medu pacijentima sa
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razli¢itim ishodom bolesti i ta razlika nije bila statisticki znacajna (p=0.680).

Nije utvrdeno postojanje statisticki znacajne razlike ni u ukupnom prezivljavanju u

odnosu na stepen ekspresije ciklina D1 (log-rank, p=0,499). Stope ukupnog prezivljavanja

za 12, 36 i 60 meseci su bile 90,6%, 69,8%

1 50,9% za ispitanike sa povecanom

ekspresijom ciklina D1 i neznatno su se razlikovale od prezivljavanja pacijenata sa

ocuvanom ekspresijom (Tabela 13).

Tabela 13. Ukupno prezivljavanje pacijenata sa RMS u odnosu na ekspresiju ciklina D1.

Ukupno preZivljavanje
% 95% IP
meseci 12 | 24 | 36 | 48 |60 | Prosek SE Donji  Gornji
- <5 | 100 | 92,9 | 85,7 | 71,4 | 57,1 | 52,786 | 3,622 | 45,687 59,884
g 2 >5 | 90,6 | 83,0 | 69,8 | 60,4 | 50,9 | 45,736 | 2,593 | 40,653 50,818

SE- standardna devijacija; IP- interval poverenja

Grafikon 9. Ukupno prezivljavanje pacijenata sa RMS u odnosu na ekspresiju ciklina D1.
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4.10. Imunohistohemijska ekspresija p57

U Celijama RMS, p57 je pokazivao jedarnu ekspresiju. S obzirom da je u
normalnom misi¢nom tkivu prisutna difuzna ekspresija p57, mi smo prisustvo od preko
25% pozitivnih ¢elija u analiziranim slucajevima RMS, posmatrali kao ocuvanu ekspresiju,
dok je ekspresija u manje od 25% pozitivnih ¢elija ocenjena kao patolo$ka (smanjena)
(Slika 18 i 19). Na osnovu postavljenih parametara, kod 50 (74,6%) pacijenata ekspresija
p57 bila je smanjena (<25% pozitivnih tumorskih ¢elija), dok je kod 17 (25,4%) pacijenata

ocenjena kao oc¢uvana (>25% pozitivnih tumorskih celija).
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Slika 19. Ekspresija p57 u >25% tumorskih ¢elija, x200.
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Analiza ekspresije p57 u tumorskim ¢elijama RMS u odnosu na klinicko-patoloske

parametre prikazana je u tabeli 14.

Rezultati razli¢ite ekspresija pS7 u ovom tumoru nisu pokazivali statisticku
znacajnost u odnosu na pol (p=0,842), lokalizaciju (p=0,835), nodalni status (p=0,842) i

prisustvo udaljenih metastaza (p=0,529).

Smanjena ekspresija p57 bila je ceS¢e prisutna kod osoba muskog pola (68,0%
slucajeva), dok je u odnosu na lokalizaciju RMS, patoloska ekspresija je bila
najzastupljenija kod tumora u predelu ekstremiteta (70,0%). Kod 62,0% ispitanika sa RMS
bez prisustva metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima bila je smanjena ekspresija p57,
dok je ona u odnosu na prisustvo ili odsustvo udaljenih metastaza bila zastupljena kod

istog broja pacijenata.

Za razliku od gore navedenih rezultata, razlika izmedu ekspresije p57 u odnosu na
starosne grupe pacijenata sa RMS i veli¢inu tumora, bila je blizu konvencionalnog nivoa
znacajnosti (p=0,088; p=0,071, redom). Kod pacijenata starijih od 18 godina, ¢e$cée je bila
smanjena ekspresija p57 (70,0%), kao i kod tumora ¢ije su dimenzije bile ve¢e od Scm

(66,0%).

StatistiCka znacajnost razliCite ekspresije p57 bila je uocena u odnosu na histoloski

tip 1 gradus tumora, kao i u odnosu na ishod bolesti.

Smanjena ekspresija p57 bila je prisutna kod 42,0% pacijenata sa pleomorfnim
RMS a kod 36,0% pacijenata sa ARMS i 22,0% sa ERMS (p=0,042). Ispitanici kod kojih je
dijagnostikovan RMS visokog gradusa, su ¢eS¢e imali smanjenu ekspresiju pS7 u odonsu

na tumore sa niskim gradusom (p=0,026).
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Tabela 14. Ekspresija p57 u odnosu na klini¢ko-patoloske parametre RMS.

p57
#p-
>
225 &5 vrednost
n % n %

Pol Muski 12 70.6% 34 68.0% X2=0.039
Zenski 5 29.4% 16 32.0% p=0.842
<18 52.9% 15 30.0% X2=2.904

Starost A
>18 8 47.1% 35 70.0% p=0.088
Ekstremiteti 11 64.7% 35 70.0%

Lokalizacija  Tru 4 23.5% 8 1600  X=0501

1Zaclj p 270 .0% p=0.835
Retroperitoneum 11.8% 7 14.0%
» <5 10 58.8% 17 340%  x2=3249

Veliéina A
>5 7 41.2% 33 66.0% p=0.071

Regionalni ~ No 11 64.7% 31 62.0%  x2=0.040

limfni nodus N; 6 35.3% 19 38.0% p=0.842
Mo 10 58.8% 25 50.0% X2=0.396

Metastaze A
M, 7 41.2% 25 50.0% p=0.529
Alveolarni 5 29.4% 18 36.0%

. .. . . X?=6.330
Histoloski tip Embrionalni 9 52.9% 11 22.0% 0=0.042*
Pleomorfni 3 17.6% 21 42.0%

Niski 9 52.9% 12 24.0% X2=4.938

Gradus L Pty
Visoki 8 47.1% 38 76.0% p=0.026
Zivi 13 76.5% 22 44.0% A=

Ishod bolesti _ s
Umrli 4 23.5% 28 56.0% p=0.021

n(%)- broj pacijenata ; *statisticki znacajna razlika; #Long-rank test

U odnosu na ishod bolesti, pacijenti sa smrtnim ishodom su ¢eS¢e pokazivali

smanjenu ekspresiju ovog markera (56,0%), u odnosu na pacijente koji su bili Zivi na kraju

perioda pracenja (p=0,021).
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Analizom ekspresija p5S7 u odnosu na ukupno prezivljavanje pacijenata sa RMS,
uoCena je statistiCki znacajna razlika (p=0,045). Stope ukupnog prezivljavanja za 12, 36 i
60 meseci bile su 92,6%, 72,0% i 44,0% kod ispitanika sa smanjenom ekspresijom p57

(Tabela 15, Grafikon 10).

Tabela 15. Ukupno prezivljavanje pacijenata sa RMS u odnosu na ekspresiju p57

Ukupno prezivljavanje

% 95% IP

meseci 12 | 24 | 36 | 48 | 60 |Prosek SE Donji  Gornji

<25(92,0 | 84,0 | 72,0 | 58,0 | 44,0 | 45,760 | 2,572 | 40,718 | 50,802

P57

>25194,1|88,2|76,5|76,5| 76,5 | 51,471 | 3,941 | 43,747 | 59,195

SE- standardna devijacija; IP- interval poverenja

Grafikon 10. Ukupno prezivljavanje pacijenata sa RMS u odnosu na ekspresiju p57.
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4.11. Imunohistohemijska ekspresija p16

U ¢elijama RMS, p16 je pokazivao jedarnu ekspresiju (Slika 20). Ovaj marker se u
normalnom misi¢énom tkivu fokalno eksprimira, zbog ¢ega smo prisustvo do 5% pozitivnih
¢elija u analiziranim slu¢ajevima RMS, posmatrali kao o¢uvanu ekspresiju, a ekspresija u

preko 5% pozitivnih éelija kao povecanu.

-

Slika 20. Difuzna ekspresija p16; x400.

Analizom rezultata ekspresije pl6 u tumorskim ¢elijama, uocili smo da je bila
oc¢uvana samo kod jednog pacijenta. U pitanju je bio pacijent muskog pola, mladi od 18
godina, sa tumorom lokalizovanim na trupu veli¢ine preko 5 cm. Radilo se o embrionalnom
histoloSkom tipu tumora, niskog gradusa, bez zahvacenosti regionalnih limfnih ¢vorova i

udaljenih metastaza. Na kraju perioda pra¢enja ovaj pacijent je bio Ziv.

4.12. Analiza metilacionog statusa promotora gena p16
Analiza metilacionog statusa pokazala je prisustvo hipermetilacije promotora gena
plé u samo jednom slucaju (1/67) (Slika 21). U pitanju je bio pleomorfni tumor

lokalizovan na donjem ekstremitetu. Takode, kod istog pacijenta bile su prisutne udaljene
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metastaze. Zanimljivo je da je ekspresija proteina pl6 u datom uzorku bila, uprkos

detektovanoj metilaciji promotora, vrlo visoka.

NK MK RM1 RM2 RM3 Bl MR
n m n m n m
|
T
L--- | S—
o 150 bp

100 bp
|

n-nemetilovani alel; m-metilovani alel; NK-nemetilovana kontrola; MK-metilovana kontrola; Bl-blank; MR-marker;
bp-bazni par

Slika 21. Metilaciona analiza promotora gena p16

4.13. Imunohistohemijska ekspresija survivina

Imunohistohemijska ekspresija survivina u tumorskim c¢elijama RMS bila je i

citoplazmatska i jedarna.
4.13.1. Citoplazmatska ekspresija survivina

U ocuvanom skeletnom miSi¢u prisutna je difuzna citoplazmatska ekspresija
survivina. Iz tog razloga, odsustvo 1 fokalna ekspresija ovog antitela u tumorskim ¢elijama

RMS se smatra patoloSkom (smanjenom) ekspresijom.

Difuzna citoplazmatska ekspresija survivina bila je prisutna kod vise od polovine
ispitivanih slucajeva RMS (53,7%) (Slika 22). Fokalna pozitivnost je bila zastupljena kod
25,4% a odusutna kod 20,9% ispitanika (Slika 23).
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Slika 23. Fokalna citoplazmatska ekspresija survivina u tumorskim ¢elijama, x400.

Analiza citoplazmatske ekspresije survivina u tumorskim ¢elijama RMS, u odnosu

na klinicko-patoloS§ke parametre nije imala statisticki znacaj, $to je prikazano u tabeli 16.
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Tabela 16. Citoplazmatska ekspresija survivina u odnosu na klini¢ko-patoloske parametre
RMS.

Surivin citoplazma

odsutno fokalno difuzno p-vrednost
n % n % n %
Pol Muski 10 71.4% 10 588% 26 722%  X°=1.027
Zenski 4 286% 7 412% 10 27.8% p=0.599
Starost <18 5 357% 6 353% 13 36.1%  X?=0.003
>18 9 643% 11 64.7% 23 63.9% p=0.998
Ekstremitet 10 714% 12 70.6% 24 66.7% 2= 172
Lokalizacija  Trup 1 71% 3 176% 8 222% p=0 -718
Retroperitoneum 3 21.4% 2 118% 4 11.1% '
Veligina <5 7 500% 4 235% 16 44.4% @ X?=2.792
>5 7 500% 13 765% 20 55.6% p=0.248
Regionalni No 9 643% 9 529% 24 66.7%  X°=0.949
limfninodus N; 5 357% 8 471% 12 33.3% p=0.622
Metastaze Mo 10 714% 8 47.1% 17 47.2%  X°=6.612
M, 4 286% 9 529% 19 52.8% p=0.271
Alveolarni 3 214% 5 294% 15 41.7% X?=2 657
Histoloski tip  Embrionalni 4 286% 6 353% 10 27.8% 0=0 627
Pleomorfni 7 500% 6 353% 11 30.6% '
Gradus Niski 5 357% 6 353% 10 27.8%  X?=0.460
Visoki 9 643% 11 64.7% 26 72.2% p=0.794
Ishod bolesti Zivi 9 643% 9 529% 17 47.2% @ X?=1.181
Umrli 5 357% 8 471% 19 52.8% p=0.554

n(%)- broj pacijenata

U odnosu na pol pacijenata, fokalna i odsutna citoplazmatska ekspresija survivina
¢eSce je bila prisutna kod pacijenata muskog pola. Smanjena ekspresija ovog markera bila
je zastupljenija kod pacijenata starijih od 18 godina, kod tumora lokalizovanih u predelu
ekstremiteta, tumora vecih od Scm, i slucajeva bez zahvacenih regionalnih limfnih ¢vorova
1 bez udaljenih metastaza. U odnosu na histoloSki tip, pleomorfni RMS je najceSce
pokazivao smanjenje ckspresije, $to je bilo zapaZeno i kod tumora visokog gradusa.
Smanjena citoplazmatska ekspresija survivina bila je ¢eS¢a kod pacijenata koji su bili Zivi

na kraju perioda pracenja.

Analizom odnosa citoplazmatske ekspresija survivina i ukupnog prezivljavanja

pacijenata sa RMS, nije uocena statisticki znacajna razlika (p=0,682). Stope ukupnog
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prezivljavanja za 12-, 36- i 60 meseci su bile 90,3%, 67,7% i 58,1% za ispitanike sa

smanjenom, odnosno, patoloskom ekspresijom survivina ( Grafikon 11).

Grafikon 11. Ukupno prezivljavanje pacijenata sa RMS u odnosu na citoplazmatsku
ekspresiju survivina.
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4.13.2. Jedarna ekspresija survivina

U ocCuvanom skeletnom misi¢nom tkivu samo se fokalno uocava jedarna ekspresija
survivina. 1z tog razloga mi smo prisustvo do 5% pozitivnih celija u analiziranim
slu¢ajevima RMS, posmatrali kao ocuvanu ekspresiju, dok je ekspresija u preko 5%
pozitivnih Celija ocenjena kao povecana. Kod 18 (26,9%) bolesnika jedarna ekspresija
survivina je bila o¢uvana (<5% pozitivnih tumorskih celija) (Slika 24), dok je kod 49
(73,1%) pacijenata ocenjena kao visoka (>5% pozitivnih tumorskih ¢elija) (Slika 25).
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Slika 25. Jedarna ekspresija survivina u >5% pozitivnih tumorskih ¢éelija, x 100.

Za razliku od citoplazmatske ekspresije survivina, korelacija jedarne ekspresije
ovog markera i posmatranih klini¢ko-patoloskih parametara je bila statisticki znacajna u

odnosu na starosne grupe, histoloski tip 1 gradus tumora (Tabela 17).
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Povecana jedarna ekspresija survivina bila je kod pacijenata starijih od 18 godina u
odnosu na mladu starosnu grupu, (p=0.009).

Takode, pokazano je da pleomorfni RMS c¢eSée pokazuje povecanu jedarnu
ekspresiju survivina u odnosu ha ARMS i ERMS, (p=0.008).

Pored histoloskog tipa 1 starosti, statistiCki znacajna razlika utvrdena je 1 odnosu
jedarne ekspresije survivina i gradusa RMS (p=0.010). Povecana jedarna ekspresija je CeSce
bila prisutna kod tumora visokog gradusa.

Povecana jedarna ekspresija survivina je ¢eSce bila prisutna kod pacijenata muskog
pola, tumora lokalizovanih u predelu ekstremiteta, vecih od S5cm, sa udaljenim
metastazama, bez prisustva tumorskih depozita u regionalnim limfnim ¢vorovima, ali bez
statistiCki znaCajne razlike. Priblizno isti broj pacijenata sa razliCitim ishodom bolesti je

imao povecanu jedarnu ekspresiju ovog markera (p=0.378) (Tabela 17).

Tabela 17. Jedarna ekspresija survivina u odnosu na klini¢ko-patoloske parametre RMS

Survivin jedarno

<5 >5 p-vrednost
n % n %

ool Muski 15 83.3% 31 63.3% X2=2.464
° Zenski 3 16.7% 18 36.7% p=0.117
Starost | <18 11 61.1% 13 26.5% X2=6.847
>18 7 38.9% 36 73.5% p=0.009*
Ekstremiteti 12 66.7% 34 69.4% X?=0.368
LokalizacijaTrup 4 22.2% 8 16.3% p=_0 837

Retroperitoneum 2 11.1% 7 14.3% '
_— <5 7 38.9% 20 40.8% X?=0.020
eicna 55 11 61.1% 29 59.2% p=0.887
Regionalni No 11 61.1% 31 63.3% X?=0.026
limfni nodusN; 7 38.9% 18 36.7% p=0.872
Metastaze Mo 12 66.7% 23 46.9% X?=2.053
M, 6 33.3% 26 53.1% p=0.152

. ... Alveolarni 6 33.3% 17 34.7% o
HIStolosk! - Emprionalni 10 55.6% 10 204% < 0%

P Pleomorfni 2 11.1% 22 44.9% p=5.
— Niski 10 55.6% 11 22.4% X2=6.705
radus— visoki 8 44.4% 38 77.6% p=0.010*
shod bolesti 2 11 61.1% 24 49.0% X?=0.777
Unnrli 7 38.9% 25 51.0% p=0.378

n(%)- broj pacijenata; *statisti¢ki znacajna razlika
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Analizom odnosa jedarne ekspresija survivina i ukupnog prezivljavanja pacijenata

sa RMS, nije uoCena statisticki znacajna razlika (p=0,461). Stope ukupnog prezivljavanja

za 12-, 36- i 60 meseci bile su 95,9%, 71,4% i49,0% za ispitanike sa pove¢anom jedarnom

ekspresijom survivina (Tabela 18, Grafikon 12).

Tabela 18. Ukupno prezivljavanje pacijenata sa RMS u odnosu na jedarnu ekspresiju

survivina.
Ukupno preZivljavanje
% 95% IP
meseci 12 | 24 | 36 | 48 |60 |Prosek SE Donji ~ Gomnji
c _ |=5(833|778|778|722|61,1|47,778 | 5,055 | 37,870 | 57,686
S o
;)g >51959|87,8|71,4|59,2|49,0| 47,000 | 2,442 | 42,213 | 51,787

S

m

- standardna devijacija; IP- interval poverenja

Grafikon 12. Ukupno prezivljavanje pacijenata sa RMS u odnosu na jedarnu ekspresiju

survivina
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4.14. Imunohistohemijska ekspresija nestina

U ¢elijama RMS nestin je pokazivao citoplazmatsku ekspresiju. S obzirom da su svi
ispitivani slu¢ajevi RMS pokazivali pozitivnost, grupisali smo slucajeve u grupu < 50%
pozitivnih tumorskih celija (fokalna i umerena ekspresija), a slucajeve sa difuznom

ekspresijom u grupu > 50% pozitivnih ¢elija, radi dalje statisticke obrade.
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Kod 33,3% bolesnika ekspresija nestina je bila prisutna u <50% tumorskih ¢elija
(Slika 26), dok je kod 66,7% pacijenata ekspresiju bila u >50% tumorskih ¢elija (Slika 27).

U tabeli 19 prikazani su rezultati odnosa ekspresije nestina i klinicko-patoloskih
parametara ispitivanih pacijenata. Analiza ekspresije nestina je pokazala statisticki znacaj u
odnosu na starost pacijenata (p = 0,028) i gradus tumora (p = 0,022). Pozitivnost u > 50%
pozitivnih tumorskih c¢elija je bila povezana sa pacijentima mladim od 18 godina i
tumorima niskog gradusa. U odnosu na ostale posmatrane parametre nije bilo statistiCkog

znacaja.

Tabela 19. Ekspresija nestina u odnosu na klinicko-patoloske parametre RMS

. Nestin p-vrednost
Posmatrane karakteristike
<50% > 50%
Pol Muski 8 (80,0%) 11 (55,0%) .
n (%) e 2 (20.0%) 9 (45,0%) Balas
(S;ig%s)t (god.) 43,60+27,58 21,92+22,23 by=0,028*
- Ruka 5 (50,0%) 9 (45,0%)
r';‘zc‘;j)"zac”a Noga 4 (40,0%) 8 (40,0%) ©p=0,923
Trup 1 (10,0%) 3 (15,0%)
Velicina <Scm 3 (30,0%) 6 (30,0%) N
n (%) >5em 7 (70,0%) 14 (70,0%) p=1,000
Metastaze Mo 6 (60,0%) 12 (60,0%) -
n (%) M, 4 (40,0%) 8 (40,0%) '
Histologki tip Embrionalni 2 (20,0%) 10 (50,0%) .
n (%) Alveolarni 3 (30,0%) 7 (35,0%) p=0,100
Pleomorfni 5 (50,0%) 3 (15,0%)
Gradus Niski 3 (30,0%) 12 (60,0%) N
n (%) Visoki 7 (70,0%) 8 (40,0%) p=0.022
Ishod bolesti Zivi 4 (21%) 15 (79%) o
n (%) Umrli 6 (54.5%) 5 (45.5%) p=0.108

*statisticki znacajna razlika; ®Fisher-ov test; Pt-test; %?-test
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Grafikon 13. Ukupno prezivljavanje pacienata sa RMS u odnosu na ekspresiju nestina
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Ekspresija nestina statisticki znacajno je uticala na ukupno prezivljavanje pacijenata
sa RMS, (p=0,044). U grupi pacijenata sa > 50% pozitivnih celija, zabelezeno je bolje
ukupno prezivljavanje. Stope prezivljavanja za 12-, 36- i 60 meseci su bile 95,0%, 80,0% i
75,0% za ovu grupu ispitanika. ( Grafikon 13).

Na kraju, uradena je Cox-0ova univarijantna i multivarijantna regresiona analiza, da
bi se izdefinisali prediktori prezivljavanja. U tabeli 20 prikazana je univarijantna analiza
prezivljavanja.

Iz tabele se vidi da su statisticki znacajni prediktori prezivljavanja starost, histoloski
tip 1 gradus tumora, kao 1 zahvacenost regionalnih limfnih nodusa i prisustvo udaljenih
metastaza. Od ispitivanih markera jedino je p57 na granici statisticke znac¢ajnosti, dok ostali

nisu statisti¢ki znacajni.
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Tabela 20. Univarijantna Cox-ova regresiona analiza uticaja analiziranih faktora na
prezivljavanje pacijenata sa RMS

IP 95%
p-vrednost HR
Donji Gornji

Pol mugki 0,385 1,407 0,651 3,043
Starost >18 <0,001* 13,617 3,244 57,170
Lokalizacija

Ekstremiteti 1

Trup 0,550 0,744 0,282 1,965

Retroperitoneum 0,964 1,022 0,387 2,704
Histoloski tip

Alveolarni 1

Embionalni 0,005* 0,055 0,007 0,418

Pleomorfni 0,530 1,255 0,618 2,548
N; <0,001* 6,341 3,001 13,399
M 0,001* 3,662 1,729 7,759
Veli¢ina >5 <0,001~* 39,120 5,313 288,021
Gradus visoki 0,002* 22,342 3,043 164,027
pS7 <25 0,057 2,768 0,970 7,899
CiklinD >5 0,504 1,354 0,557 3,290
Survivin jedarno >5 0,466 1,366 0,590 3,163
Survivin citoplazma difuzno 0,702 1,148 0,567 2,325
Ciklin A 0,246 1,015 0,990 1,040

*statisticki znacajna razlika; HR- hazard ratio (srp.odnos Sansi); IP- interval poverenja

Multivarijantna analiza radena je u dva koraka. Prvo je uradena multivarijantna
analiza sa statisticki znacajnim prediktorima u univarijantnoj analizi, dok su znacajni
prediktori iz te analize uzeti zajedno sa p57 u slede¢em koraku. Rezultati su prikazani u
tabeli 21.

83



Tabela 21. Multivarijantna Cox-ova regresiona analiza uticaja analiziranih faktora na
prezivljavanje pacijenata sa RMS

p-vrednost HR — IP 95% —
Donji Gornji
Starost >18 0,978 0,970 0,119 7,900
N, <0,001* 5,964 2,349 15,138
M, 0,013 2,944 1,261 6,872
Velicina >5 0,003* 22,575 2,928 174,054
Gradus visoki 0,251 5,249 0,310 88,942
p57 <25 0,898 0,928 0,295 2,917
N; <0,001* 7,739 3,107 19,280
M; 0,001* 3,792 1,683 8,547
Veli¢ina >5 0,002* 29,923 3,571 250,78

*statisticki znacajna razlika; HR- hazard ratio (srp.odnos Sansi); IP- interval poverenja

Evidentno je da su zahvacenost regionalnih limfnih nodusa, prisustvo udaljenih

metastaza 1 veli¢ina tumora klju¢ni prediktori prezivljavanja, kada se analiziraju rezultati

multivarijantne analize. P57 nije se pokazao kao znacajan prediktor prezivljavanja kada se

uzmu u obzir ostali klini¢ki zna¢ajni prediktori.
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5. DISKUSIJA



RMS predstavlja najce$¢i mekotkivni tumor dece i adolescenata. Vise od polovine
pedijatrijskih sarkoma do 15 godine zivota ¢ine RMS, a u manje od 2% ovi tumori se
javljaju u starijoj populaciji. Bimodalna starosna distribucija je uoc¢ena kod dece uzrasta

izmedju 2. i 6. godine Zivota, i kasnije izmedju 10. i 18. godine starosti (16, ,23).

Utvrdjeni prognosticki faktori, kada je u pitanju RMS su lokalizacija, veli¢ina
tumora, histoloski tip, starost pacijenata, odnos prema anatomo-hirur§kim kompartmanima.
Na osnovu ovih parametara pacijenti se svrstavaju u grupe rizika (visokog, srednjeg i

niskog stepena), Sto odreduje dalji terapijski pristup

U odnosu na pol, literaturni podaci pokazuju neznatno vecu ucestalost RMS kod
muskog pola (16, 71, 37). Registrovana prevalenca RMS u na$oj studiji je iznosila 2,1:1, u
korist muskog pola, Sto je u saglasnosti sa rezultatima drugih autora. Rede su publikovani

rezultati kod kojih se tumor ¢ece javljao kod zenskog pola (205).

Najveci broj studija ukazuju da se RMS najcesce javlja kod mladih od 15 godina, i
¢ini ¢ak 60% svih sarkoma mekih tkiva u pedijatrijskoj onkologiji (2, 17, 206, 23). Podaci o
starosti pacijenata u naSem ispitivanju pokazuju vecu ucestalost RMS kod pacijenata
proseéne starosti 35 godina (najmladi pacijent je imao 0,8, a najstariji 77 godina).
Objasnjenje za manju incidencu u mladem zivotnom dobu nalazimo u ¢injenici da ova
studija nije obuhvatala i materijal zdravstvenih ustanova specijalizovanih za pedijatrijsku
patologiju. U odnosu na starosnu dob, a zbog prognostickog znacaja, ispitivani pacijenti su
podeljeni u 2 starosne grupe, pacijente mlade i starije od 18 godina zivota. RMS je

registrovan kod starijih od 18 godina u ¢ak 64,2% slucajeva.

Lokalizacija tumora u nasoj seriji pokazala je odstupanja u odnosu na podatke iz
literature. Dok je RMS u velikim serijama, gde se najéeS¢e radilo o pedijatrijskim
slu¢ajevima, bio uglavnom lokalizovan u predelu glave i vrata i genito-urinarnom traktu
(69, 71, 37), u nasoj, su ekstremiteti bili najéesca lokalizacija (46 bolesnika- 68,7%). Trup
(17,9%) 1 retroperitonealni prostor (13,4%) bili su reda primarna lokalizacija. Ova
odstupanja je moguce objasniti ¢injenicom da su uglavnom bili zastupljeni pacijenti iz
starije starosne grupe (>18 god.), a kod odraslih pacijenata naj¢e$c¢a anatomska lokalizcija
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RMS su ekstremiteti (73, 250). Veli¢ina primarnog tumora je kod 60% obolelih bila veca
od Scm, kod dve treéine ispitanika nije postojala zahvacenost regionalnih limfnih nodusa a

kod polovine su postojale udaljene metastaze.

Na osnovu morfoloSkih karakteristika, bila je priblizna zastupljenost sva tri
histoloska tipa RMS. Pleomorfni RMS je bio dijagnostikovan kod 24, ARMS kod 23, a
ERMS kod 20 ispitanika. Nasuprot nasem nalazu, Little DJ i saradnici, su na seriji od 82
slucaja RMS kod odraslih osoba, prikazali pleomorfni RMS kao najces¢i tip (43%), dok su
ARMS i ERMS bili redi histoloski tipovi (23% 1 34%) (208). U drugom ispitivanju koje je
obuhvatalo seriju od 26 pacijenata sa RMS starijih od 18 godina, ARMS je bio
najzastupljeniji histoloski tip (50%), a najredi ERMS i to kod samo 4 pacijenta (18).
Medutim, studije koje su ispitivale ovaj tumora na velikom broju pedijatrijskih sluc¢ajeva
RMS pokazuju da su dominantni histoloski tipovi ERMS i ARMS, dok se pleomorfni tip
izuzuzetno retko javlja (37, 209). U odnosu na gradus RMS, visokogradusni tumori su bili
kod skoro 70% pacijenata, $to je oCekivan rezultat s obzirom da smo imali najveci broj

slu¢ajeva sa pleomofrnim i ARMS (210).

Posmatrajuci ishod bolesti pacijenata sa RMS, u naSoj studiji, od 67 ispitanika 32 su
imala povoljan ishod bolesti. Sli¢ne rezultate su prikazali Furlong MA i saradnici (211).
Suprotno nas$im rezultatima, studija koja je obuhvatila 1 1071 slu¢aj adultnih RMS, 73%
pacijenata je imalo letalni ihod bolesti (17), dok je u studiji na 160 pacijenata sa RMS 65%

pacijenata bilo Zivo na kraju ispitivanja (9).

Poslednje dve decenije prognoza pacijenata sa ovim tumorom je znacajno
poboljsana. Multimodalnim terapijskim pristupom, petogodiSnje preZivljavanje se danas
kre¢e od 30% za grupu visokog rizika, 70% za grupu srednjeg rizika do 90% za grupu
niskog rizika. Ipak, ovakav pristup terapiji RMS nije doveo do veceg napretka kada su u

pitanju pacijenti iz visokorizi¢ne grupe (71, 208).

Ukupno petogodi$nje prezivljavanje pacijenata sa RMS u ovoj studiji je iznosilo
52,2%. Nesto krace prezivljavanje, prikazali su Ferrari i saradnici (45,7%) 1 Sultan i
saradnici (46%), za isti period pracenja (212, 17). U literaturi postoje i podaci 0 duzem
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prezivljavanju obolelih od RMS, tako da je petogodiSnje prezivljavanje u jednoj studiji
iznosilo 56,9% (213), a u radu Hosoi i saradnika 61,5% (214).

Klinicko-patoloske karakteristike RMS, za koje je dokazano da su prognosticki
faktori (17, 78, 37), i u ovoj studiji su imale znacajan uticaj na ishod bolesti i ukupno

prezivljavanje.

Kao §to smo ve¢ rekli u poslednje dve decenije je postignuta znacajno bolja
prognoza za pacijente sa RMS, osim za pacijente iz grupe visokog rizika. Heterogenost
ovog tumora sugeriSe da u njegovom nastanku vaznu ulogu imaju brojni patobioloski
fenomeni koji dele celularne i1 bioloske karakteristike sa miSi¢em u razvoju. Za klinicki
ishod, kao 1 terapijski pristup od izuzetnog znacaja je uocavanje i tumacenje ovih razlika.
Zbog toga smo u nasem radu pored ve¢ utvrdjenih prognostiCkih faktora analizirali i

regulatore Celijskog ciklusa.

Nekontrolisana ¢elijska proliferacija je jedna od najistaknutijih karakteristika
tumora 1 povezana je sa poremecajima kontrole ¢elijskog ciklusa. Danas znamo da su za
odvijanje Celijskog ciklusa najvaznije tri grupe proteina i to: ciklin-zavisne kinaze (CzZK),
ciklini i inhibitori ciklin-zavisnih kinaza. Ciklini su pozitivni regulatori ¢elijskog ciklusa i
njihova prekomerna ekspresija je povezana sa ubrzanom proliferacijom i nastankom
tumora. Sa druge strane, smanjena ekspresija inhibitora ¢elijskog ciklusa dovodi do ubrzane
proliferacije ¢elija (13). Objavljeno je nekoliko studija koji se odnose na ulogu regulatora
¢elijskog ciklusa u RMS (47), a koje su pokazale znaajnu ulogu proteina-regulatora

¢elijskog ciklusa u tumorogenezi RMS, razvoju anaplazije 1 sposobnosti ka metastaziranju.
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Imunohistohemijska ekspresija ciklina A u RMS

Dokazano je da proliferacija tumorskih ¢elija predstavlja vazan prognosticki faktor
u razli¢itim tipovima malignih tumora, kao i to da se proliferativni indeks koristi za
procenu osetljivosti tumorskog tkiva na hemioterapiju. Imunohistohemijska ekspresija
ciklina A je jedna od brojnih metoda koje se koriste u tu svrhu. Ciklin A odreduje frakciju
tumorskih ¢elija u S i G2 fazi Celijskog ciklusa, a to su kriti¢ne tacke za delovanje
hemoterapije na tumorske ¢elije. Medutim, moramo ista¢i neka od ogranicenja u evaluaciji
ciklina A, kao sto je postojanje razli¢itih metoda za ocenu imunohistohemijske ekspresije
odnosno nedostatak idealnih grani¢nih vrednosti (215). S obzirom da u literaturi postoje
znacajne razlike u odredivanju grani¢nih vrednosti imunohistohemijske ekspresije ciklina A
(216), u nasoj analizi nije odreden "cut off" za ovaj marker. Mi smo svaku jedarnu
pozitivnost tumorskih celija smatrali pove¢anom ekspresijom bez obzira na intenzitet.
Karakteristike pacijenata u odnosu na ovaj marker predstavljene su kroz aritmeti¢ku

sredinu, medijanu i mere centralne disperzije.

U naSoj analizi ekspresija ciklina A se kretala od 0% do 66,7% pozitivnih ¢elija, sa
srednjom vrednoséu od 18,82 i standardnom devijacijom od 13,65 dok je medijana imala
vrednosti od 17,30. Odnos ekspresije ovog markera u odnosu na histoloski tip RMS
pokazao je statisticku znacajnost, za razliku od ostalih klini¢ko-patoloskih parametara.
Naime, pacijenti sa pleomorfnim RMS imali su vece srednje vrednosti ekspresije ciklina A

u odnosu na ARMS i ERMS.

Sli¢no nas$im rezultatima, u seriji u kojoj je ispitivan 71 sluc¢aj malignih tumora
plu¢a pokazano je da planocelularni histoloski tip tumora ima znacajno veéu ekspresiju
ciklina A u odnosu na adenokarcinome, kao i nizi stadijumi tumora (217). Dobashi i
saradnici, takode ukazuju na znacajnu povezanost ekspresije ovog antitela u odnosu na
histoloski tip tumora. Navode i da je povecana ekspresija ovog markera bila znacajno veca
kod tumora sa metastazama u regionalnim limfnim nodusima, ali i kod lose diferentovanih
karcinoma bez obzira na histoloski tip (218). Analiziraju¢i ekspresiju ciklina A u

karcinomu dojke, Bostrom i saradnici, ukazuju na statisti¢ki znacajnu povezanost izmedu
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povecéane ekspresije ciklina A i1 gradusa tumora (219). Znacajnost povecane ekspresije u
odnosu na gradus ali i u odnosu na infiltrativan nacin rasta je uocena kod ispitivanih
slu¢ajeva urotelijalnog karcinoma (108) kao i kod miksofibrosarkoma (220) i invazivnih
karcinoma dojke (221).

Ogranicen je broj studija u dostupnoj literaturi koje ukazuju na prognosti¢ki znacaj
ekspresije ciklina A u sarkomima (220). U seriji od 126 mekotkivnih sarkoma, ekspresija
ciklina A se pokazala kao znacajan prognosticki parametar, pri ¢emu je srednja vrednost
ove ekspresije iznosila 11% pozitivnih tumorskih ¢elija. Od ispitivanih klinicko—patoloskih
faktora jedino su gradus tumora i lokalizacija korelirale sa visokom ekspresijom ciklina A.
Tumori su bili veCeg gradusa i dublje lokalizacije (216). U istom tipu maligniteta ovu
ekspresiju je ispitivao i Engellau J. na ukupno 140 razli¢itih histoloskih tipova sarkoma, i
prikazao da je kod 60% tumora bila pove¢ana imunoreaktivnost ciklina A. Ova povecana
imunoreaktivnost je bila u znacajnoj korelaciji sa pojavom lokalnih recidiva, kao i1 sa

tumorima kod kojih postoje genetske abnormalnosti (pozitivni fuzioni status) (220).

Mnogi autori su analizirali uticaj ekspresije ciklina A na prezivljavanje pacijenata sa
tumorima razli¢itog fenotipa. U vecimi slucajeva visoka ekspresija ovog markera povezana
je sa lo§im prognostickim faktorima. Tako je uo¢eno smanjeno ukupno prezivljavanje kod
karcinoma dojke, (221, 219), ne-sitnocelijskog karcinoma pluéa (218), karcinoma
prelaznog epitela (108), kao i u sarkomima (216). Suprotno ovim rezultatima, u literaturi
postoje dokazi da je niska ekspresija ciklina A povezana sa lo§ijim prezivljavanjem $to je

prikazano kod obolelih od karcinoma ovarijuma (109) i non-Hodgkin limfomima (222).

U naSoj grupi bolesnika ciklin A nije imao prognosti¢ki znacaj, $to je u saglasnosti
sa radovima nekih autora. Oda i saradnici, nisu pokazali znacaj povecane ekspresije ovog
proteina kao nezavisnog prognostiCkog parametra kod 61 slucaja miksofibrosarkoma sa
"cut off-om" od >10% pozitivnih ¢éelija, u multivarijantnoj analizi. (220). Takode, Noguchi

i saradnici ne nalaze povezanost izmedu ukupnog preZivljavanja pacijenata sa
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leiomiosarkomom i ekspresije ciklina A (223), kao ni autori koji su ekspresiju istog

markera ispitivali na ne-sitnocelijskim karcinomima pluca (107) (217).

Razli¢iti rezultati mogu biti posledica nedostatka konsenzusa u vezi sa
metodologijom procene ekspresije ciklina A, naro¢ito pri definisanju "cut-off" vrednosti za
visok/nizak proliferativni indeks u tumorskim c¢elijama. Neke od ranijih studija su za
grani¢nu vrednost postavljali srednju vrednost ekspresije za celu kohortnu studiju. Drugi
autori su procenjivali ekspresiju semikvantitativno pa su rezultate podelili u kvartile, pri
¢emu je "cut-off" vrednost bila ona koja je prevazilazila ekspresiju ovog proteina u
normalnom tkivu (224). 1z svega gore navedenog nasa buduca istrazivanja treba usmeriti ka
definisanju opimalnih grani¢nih vrednosti za evaluaciju imunohistohemijske ekspresije

ciklina A.

Imunohistohemijska ekspresija ciklina D1 u RMS

U naSoj studiji, ¢ak 79,1% RMS je pokazivao povecanu jedarnu ekspresiju ciklina
D1, a sto je definisano u odnosu na njegovu ekspresiju u ocuvanom misi¢nom tkivu. U
literaturi su prikazani brojni rezultati povecane ekspresije ciklina D1 u humanim
malignitetima kao $to je kolorektalni karcinom (225), karcinomom dojke (226), oralni
planocelularni karcinom (227), sinovijalni sarkom (228), karcinom prostate (229), ne-
sitno¢elijski karcinom pluca (230). Suprotno ovim studijama, Fagone P i saradnici su
ukazali na nisku ili odsutnu ekspresiju ciklina D1 u RMS (231) kao i Zhang J (232).
Odsustvo ekspresije ovog markera je pokazano i u svim slucajevima hromofobnog i

svetlocelijskog karcinoma bubreznih ¢elija (233).

Korelacija izmedu imunohistohemijske ekspresije ciklina D1 i klini¢ko-patoloskih
parametara u literaturi prikazuju razli¢it znacaj. Rezultati naSe analize ekspresije ciklina D1
u odnosu na klni¢ko-patoloske parametre u RMS, nije pokazivala stastisticki znacaj, osim u
odnosu na lokalizaciju tumora gde je bila blizu konvencionalnog nivoa. Visoka ekspresija
ciklina D1 je bila kod najveceg broja tumora lokalizovanih u predelu ekstremiteta (69,8%).

Znatno manji broj ispitanika sa RMS retroperitonealnog prostora i trupa je imao visoku
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ekspresiju. Druge studije su takode pokazale sli¢ne rezultate. Takahashi Y i saradnici, su
pokazali znacajnu povezanost izmedu visoke ekspresije ovog markera i lokalizacije RMS

(47), dok je ona imala grani¢ne vrednosti u odnosu na lokalizaciju kolorektalnih karcinoma

(234).

Analizom na$ih rezultata ekspresije ciklina D1 a u odnosu na ostale klini¢ko-
patolosSke parametre, uocili smo da je povecana ekspresija bila zastupljena kod tumora bez
regionalnih 1 udaljenih metastaza, kao i kod sluc¢ajeva sa pleomorfnim RMS. Brojne studije
su pokazale da prekomerna ckspresija ovog markera ima znacajnu ulogu u tumorogenzi,
progresiji i metastaziranju. Medutim, u ne tako malom broju radova se navode i suprotni

rezultati (235).

Fagone i saradnicu u svom radu nisu dokazali znacaj razli¢itih nivoa ekspresije ovog
proteina u odnosu na histoloski tip RMS. Uticaj ekspresije ciklina D1 na klini¢ko-patoloske
parametre je ispitivan i u drugim malignitetima. Tako u kolorektalnom karcinomu nije
pokazan znacaj ove eksprsije u odnosu na posmatrane parametre (225), a kod slucajeva sa

karcinomom prostate nije imao uticaja na gradus tumora (229).

Ciklin D1 je pokazo statisticku znacajnost u korelaciji sa razvojem regionalnih
metastaza kod oralnog planocelularnog karcinoma (227) i kod invazivnog lobularnog
karcinoma dojke (236). Kod karcinoma Vaterove ampule, visoka ekspresija ovog antitela je

bila povezana sa povecanim rizikom za pojavu recidiva (237).

Poznato je da ciklin D1 reguliSe progresiju celijskog ciklusa, ali u poslednjih
nekoliko godina mnogi autori ukazuju na njegovu ulogu u celijskoj migraciji, DNA
reparaciji 1 hromozomskoj stabilnosti. Poremecaj regulacije ekspresije ovog proteina
povezan je sa agresivnim ponaSanjem i lo$ijom prognozom razli¢itih humanih neoplazmi
(237). Tobin i saradnici su na seriji od 775 invazivnih lobularnih karcinoma dojke zapazili
da je povecana nuklerna pozitivnost ciklina D1 bila povezana sa lo§ijim preZivljavanjem
pacijenata (236), a u radu Lin H i saradnika, pokazano je da kod pacijenata sa invazivnim
duktalnim karcinomom dojke on predstavlja nezavistan prognosticki marker (226).
Dokazan je 1 kao prediktor ukupnog prezivljavanja kod pacijenata sa oralnim
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planocelularnim karcinomom (227). Suprotno ovim rezultatima u nasem ispitivanju nije
utvrdeno da ekspresija ciklina D1 ima uticaj na ukupno prezivljavanje pacijenata sa RMS,
Sto je u saglasnosti sa rezultatima Zhang QL i saradnika (230), kao i Al-Maghrabi J i
saradnika (234). Iste rezultate odnosa ciklina D1 i prezivljavanja pacijanta sa RMS su

prikazali Takahashi Y i saradnici (47).

Imunohistohemijska ekspresija p57 u RMS

U celijama RMS procenjivana je jedarna ekspresija pS7. Nivo p57 varira tokom
embriogeneze i diferencijacije, kao i u razli¢itim fazama Celijskog ciklusa. Ekspresija p57
slezinu. Medutim, skeletni misi¢, srce, mozak, pluéa, bubreg, pankreas i testis su tkiva koja
su zadrzala i pokazuju difuznu ekspresiju ovog proteina u adultnom dobu (119). Stoga smo
prisustvo od preko 25% pozitivnih celija u analiziranim slucajevima posmatrali kao
oc¢uvanu ekspresiju, dok je ekspresija u manje od 25% pozitivnih ¢elija ocenjena kao

smanjena (patoloska) a koja je bila zastupljena kod vecine nasih ispitanika (74,6%).

Pored znacaja p57 u ¢elijskom ciklusu, novija istrazivanja pokazuju da se radi o
multifunkcionalnom proteinu, koji ucestvuje u regulaciji brojnih procesa, a koji mogu biti

poremeceni u tumorogenezi (120).

U odnosu na analizirane klinicko-patoloske parametre u nasoj studiji, smanjena
ekspresija p57 pokazala se znacajnom kada je u pitanju histoloski tip i gradus tumora, kao 1
kod ishoda bolesti. Najveci broj alveolarnih 1 pleomorfnih RMS je pokazivao patolosku
ekspresiju p57, pa je i u odnosu na gradus najveci broj visoko gradusnih tumora imao ovaj
vid ekspresije. Posmatrano u odnosu na ishod bolesti, pacijenti sa smrtnim ishodom su
ces¢e imali smanjenu ekspresiju ovog markera. Od ostalih ispitivanh parametara RMS,
patoloSka ekspresija je bila blizu konvencionalnog nivoa znacajnosti u odnosu na starost

pacijenata 1 veli¢inu tumora.
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Fan i saradnici su ispitivali razliku u ekspresiji p57 u premalignim i malignim
oralnim lezijama i pokazali da je ona znacajno smanjena u planocelularnom karcinomu.
Takode, ovi autori istiCu znaCajnu povezanost smanjene ekspresije ovog proteina sa
tumorima veé¢ih dimenzija, pojavom metastaza i vi§im klinickim stadijumom (238). TNM
status hepatocelularnog karcinoma je takode bio povezan sa smanjenom ekspresijom p57
(239).

Analizom ekspresije p57 u razliCitim histoloskim tipovima ne-sitnocelijskih
karcinoma plu¢a pokazano je da je njeno smanjenje u korelaciji sa histoloskim tipom i
pojavom metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima (240). Karcinomi prostate viSeg
gradusa imali su izraZzeno smanjenje ekspresije proteina p57 u odnosu na normalno tkivo
prostate, premaligne lezije, ali i karcinome sa vi§im Gleason skorom (241). Sli¢ne rezultate
u odnosu na gradus tumora prikazuju i studije na malignim tumorima pankreasa, ovarijuma,
koze (242).

Suprotno ovim rezultatima Li JQ 1 saradnici ne nalaze udruzenost izmedu razliite
ekspresije ovog antitela i klini¢ko patoloskih karakteristika kolorektalnog karcinoma (243),

Sto je slucaj 1 sa karcinom dojke (244).

U naSoj grupi ispitanika ekspresija p57 je imala znaCajan uticaj na ukupno
prezivljavanje. Ispitanici kod kojih je bila zastupljena smanjena ekspresija p57 imali su
tendencu kraceg prezivljavanja. Sli¢ni rezultati su prikazani u literaturi. Ispitujuci uticaj
ekspresije proteina p57 na prezivljavanje pacijenata u 64 slucaja adultne akutne limfocitne
leukemije, dokazano je da duze prezivljavanje imaju slucajevi sa pozitivnom ekspresijom
ovog proteina (245). Ukupno petogodisnje prezivljavanje je bilo duze kod slucajeva
oralnog karcinoma sa difuznom izrazenom ekspresijom p57 (238) kao i kod
hepatocelularnog karcinoma (239). Genetske studije koje su ispitivale metilacioni status
p57 KIP2 kod difuznog B-krupno-éelijskog limfoma a u odnosu na prezivljavanje pacijenata
pokazuju iste rezultate (246).

U razvoju malignih tumora p57 je inicijalno smatran inhibitorom proliferacije, §to je
uticalo da se okarakteriSe kao tumor supresorski gen. Danas, postoje dokazi da je p57

ukljucen u regulaciju drugih ¢elijskih procesa u tumorogenezi, kao $to su razvoj, apoptoza,
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diferencijacija i migracija ¢elija (119). Na osnovu naSih rezultata, kao i rezultata brojnih
klinickih studija mozemo predpostaviti da je p57 marker agresivnog fenotipa i lose

prognoze RMS.

Imunohistohemijska ekspresija p16 u RMS

Uloga proteina p16 u genezi neoplazmi je kontroverzna. Abnormalna ekspresija
tumor supresor proteina p16 je identifikovana u razli¢itim humanim malignitetima. Samo je
nekoliko studija ispitivalo znacaj ekspresiju ovog antitela U mezenhimalnim neoplazmama.
Takahashi Y i saradnici, su prikazali poremeéenu (manje od 50% pozitivnih jedara)
ekspresiju p16 u RMS u 66,6% slucajeva RMS, i to ¢es¢e kod ARMS u odnosu na ERMS.
Ovi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima koje su prikazali Gao i saradnici, gde je
gubitak ekspresije p16 bio kod 38,3% ispitivanih slucajeva RMS, i to ¢es¢e kod ARMS
(47). Poremecena ekspresija pl16 je prikazana u 94% slucajeva mekotkivnih sarkoma. Ova
studija je obuhvatila i 19 slucajeva RMS, od kojih je samo kod jednog bila o¢uvana

ekspresija (247).

U novijoj literaturi, Knosel T i saradnici (123), su pokazali pozitivhu ekspresiju p16
u 74,3% slu¢ajeva mekotkivnih 1 koStanih sarkoma razli¢itog fenotipa. Slucajevi
leiomiosarkoma, liposarkoma, sinoviosarkoma su u najveéem procentu pokazivali
imunopozitivnost za ovaj protein, §to je bilo u korelaciji sa duzim prezivljavanjem
pacijenata. Medutim kod slabije diferentovanih sarkoma nije postojala korelacija ekspresije
ovog proteina sa prezivljavanjem. Ovakav nalaz je u saglasnosti sa teorijom da
nediferentovani tumori imaju izuzetno kompleksan i poremecen kariotip i/ili proteinski

obrazac, tako da ne postoje tacno regulisani biohemijski putevi.

U celijama RMS u nasoj studiji, p16 je pokazivao jedarnu ekspresiju. Kod samo
jednog slucaja je bila oCuvana ekspresija pl6, a Sto je definisano u odnosu na njegovu
ekspresiju u ocuvanom misi¢nom tkivu. Radilo se o pacijentu muskog pola, mladem od 18

godina kod kojeg je tumor veliCine preko S5cm, bio lokalziovan u predelu trupa,
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embrionalnog tipa, niskog gradusa, bez regionalnih i udaljenih metastaza, koji je na kraju

perioda pracenja bio Ziv.

U RMS je pokazano da postoji gubitak funkcije p16'™ A koji je rezultat delecija ili
metilacije INK4A promotora, pri ¢emu dolazi do izbegavanja senescencije, $to bi moglo
predstavljati rani onkogeni dogadaj koji na kraju dovodi do nastanka RMS (248,249, 48,
250).

Analiza metilacionog statusa promotora gena pl6 je bila u saglasnosti sa
imunohistohemijskom ekspresijom njegovog proteina. Prisustvo hipermetilacije promotora
gena pl6 je detektovano samo u jednom slucaju (1/67). U pitanju je bio pleomorfni tumor
lokalizovan na donjem ekstremitetu uz prisustvo udaljenih metastaza. Poznato je da
inaktivacija pl16 ukljucuje cetiri vrste genetskih promena, i to homozigotne delecije,
hipermetilaciju promotora gena, gubitak heterozigotnosti i tackaste mutacije (251). Uprkos
¢injenici da su hipermetilacija promotora gena i homozigotna delecija najcesée alteracije
pl6 u malignim tumorima, rezultati dobijeni u ovoj studiji iskljucuju hipermetilaciju
promotora gena kao mehanizam njegove inaktivacije u RMS.

Danas postoje dva komplementarna modela za pojavu tumora sa visokom
ekspresijom p16'™“2  Prvi model, podrzava indukciju p16™“? onkogenim stresom, §to
ograni¢ava progresiju tumora. Medutim, inhibicija tumorske progresije se moze zaobi¢i
gubitkom funkcije RB1. Stoga inaktivacija RBlje sekundarni dogadaj nishodno od
odredenog onkogenog stresa. U drugom modelu se smatra da gubitak RB1 doprinosi
onkogenom stresu, §to indukuje p16'™*. Budué¢i da je funkcija RB1 ve¢ kompromitovana,
indukcija p16™“ ne moze zaustaviti tumorsku progresiju, Sto rezultira visokom
ekspresijom ovog antitela u nekim tumorima. Bez obzira koji mehanizam je doveo do
povecanog nivoa ekspresije pl6 u tumorskim celijama, rezultat je poremecena funkcija

RB1, sto olaksava proliferaciju tumora (252).

U humanim malignitetima, kako smo prikazali, razli¢ito se tumace rezultati
imunohistohemijskog bojenja pl6. U pojedinim tumorima se ukazuje na povecanu
ekspresiju p16 u odnosu na normalno tkivo, dok je kod drugih tumora prisutno njeno

smanjenje. [zmedu ove dve grupe neoplazmi, su tumori kod kojih je nivo p16 pozitivnosti u
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skladu sa nivoom njegove ekspresije u tkivu porekla. Iz svega do sada prikazanog, namece
se zakljuCak da je jako teSko definisati Sta podrazumeva pozitivno bojenje za p16 antitelo.
Stoga smatramo, da bi bilo neophodno ispitati i ekspresiju RB1 u uzorcima RMS
ispitivanim u ovom istraZivanju radi postizanja preciznije procene pl6 imunopozitivnosti, a

Sto ¢e biti cilj nasih buducih istrazivanja.

Imunohistohemijska ekspresija survivina u RMS

Svojstvo malignih ¢elija da se odupru apoptotskim signalima moZe uticati na
agresivnost i prognozu tumora. Veliki broj studija prikazuje rezultate ekspresije faktora
apoptozne signalizacije, koji uticu na apoptoznu otpornost tumorskih celija ili ¢elijskih
linijja u in vitro uslovima ili na zivotinjskim modelima. Medutim, veoma je znacajno

koreliranje ovih rezultata sa klini¢ko-patoloskim parametrima i prognozom maligniteta.

U ocCuvanom skelethom miSi¢u prisutna je difuzna citoplazmatska ekspresija
survivina, dok je ona samo fokalno bila uoc¢ena u jedrima tumorskih ¢elija. Zbog takvog
nacina ekspresije survivina, mi smo odvojeno analizirali znacaj jedarne i citoplazmatske
lokalizacije ovog antitela u odnosu na klinicko-patoloske parametre 1 ukupno prezivljavanje
nasih pacijenata. Odsustna ili fokalna citoplazmatska ekspresija i prisustvo viSe od 5%

survivin pozitivnih jedara tumorskih ¢elija su smatrani patoloskim nalazom.

Do danas je objavljen veliki broj radova koji ukazuju da bi nuklearna lokalizacija
survivina mogla imati uticaj na proliferaciju tumorskih ¢éelija, dok njegova prisutnost u

citoplazmi ima znacaj u opstanku celije (253).

Citoplazmatska ekspresija survivina u RMS
U naSem radu, smanjena citoplazmatska pozitivnost nadena je kod 46,3% pacijenata.
U skladu sa ovim nalazom, kod sitnocelijskog kacinoma plu¢a prikazano je smanjenje

ekspresije survivina (254). Medutim moramo ista¢i da se nasi rezultati uglavnom razlikuju
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od do sada prikazanih radova o ekspresiji survivina. Naime, kod ve¢ine maligniteta razi¢ite
histogeneze dolazi do poveéanja citoplazmatske ekspresije u odnosu na tkivo porekla:
nesitnocelijski karcinom pluéa (176), karcinom pankreasa (177), kolorektalni karcinom
(178), mekotkivni sarkomi (180), neuroblastom (181). Malo je radova u kojima je
analizirana ekspresija survivin proteina u sarkomima, pri ¢emu najveci broj autora nije
korelirao rezultate ekspresije sa prognozom. Caldas i saradnici su pokazali da preko 80%
primarnih RMS eksprimira survivin (190), a Tabone-Eglinger i saradnici su pokazali da svi

slucajevi malignog tumora perifernog nerva eksprimiraju ovaj marker (255).

Odnos izmedu patoloske ekspresije survivina i posmatranih klini¢ko-patoloskih
parametara u nasoj analizi nije pokazao statisticki znacaj. Medutim, istakli bi neSto ceSce
smanjenje ekspresije kod pacijenata starijih od 18 godina i tumora lokalizovanih u predelu
ekstremiteta. Takode, u odnosu na histoloski tip pleomorfni RMS je naj¢es$ce pokazivao

patolosku ekspresiju, kao 1 tumori koji nisu imali regionalne 1 udaljene metastaze.

Nasi rezultati su u skladu sa studijom koja je obuhvatala slucajeve sa akutnom
mijeloidnom leukemijom, gde nije nadena korelacija izmedu jedarne i citoplazmatske
ekspresije ovog markera i klini¢kopatoloskih faktora (256). Taubert H i saradnici su
ispitivali lokalizaciju ekspresije survivina u slucajevima leiomiosarkoma 1 sinoviosarkoma,
1 pokazali da je ona CeS¢e bila citoplazmatska nego jedarna, kao 1 to da je bez obzira na
lokalizaciju uticala na prognozu obolelih (255), a prikazani su sli¢ni rezultati odnosa

citoplazmatske ekspresije i klini¢ko-patoloskih parametara i na karcinomu timusa (257).

Suprotno, u studiji na malignim tumorima bubrega ekspresija survivina je znacajno
viSe bila prisutna u karcinomu bubreznog parenhima sa sarkomatoidnom diferencijacijom
(slabije diferentovan tip u odnosu na ostale) nego u drugim histolo§kim varijantama, ali nije
uo¢ena povezanost izmedu te ekspresije i ostalih klinicko patoloSkih parametara (258).
Poremecena ekspresija survivina u urotelijalnom karcinomu, bez obzira na subcelularnu
lokalizaciju, je ceS¢e bila prisutna kod viSih stadijuma, loSije diferentovanih tumora i
sluajeva sa metastazom u regionalnim limfnim ¢vorovima (259). Liang Q i saradnici su

analizirali citoplazmatsku ekspresiju survivina u kolorektalnom karcinomu i pokazali njenu
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povezanost sa istim klinickopatoloskim parametrima kao i prethodni autor (gradus,

stadijum i zahvacenost regionalnih limfnih ¢vorova) (260).

U aktuelnoj analizi, vrednosti citoplazmatske ekspresije survivina nisu se znacajno
razlikovale izmedu grupe pacijenata sa nadzivljavanjem i grupe sa letalnim ishodom.
Odsutna ili fokalna ekspresija survivina je uocena kod pacijenata sa neSto duzim
prezivljavanjem. PetogodiSnje pracenje za ove pacijente iznosilo je 58,1%, a za grupu sa

oCuvanom citoplazmatskom ekspresijom bilo je 47,2%.

Poremecena regulacija ekspresije survivina i njena uloga u karcinogenezi je dobro
poznata i objasnjava se dvostrukom ulogom survivina. Vecina literaturnih podataka ukazuje
na to da survivin stimuliSe ¢elijsku proliferaciju ali ima 1 antiapoptotski uticaj. Objasnjenje
za to autori nalaze u ¢injenici da ovaj protein, odnosno njegovi podtipovi imaju razli¢itu
intracelularnu lokalizaciju, pri ¢emu ukazuju da je citoplazmatska lokalizacija survivina
odraz Celijskog prezivljavanja (175). U literaturi nailazimo na kontradiktorne rezultate u
pogledu prognostickog znacCaja citoplazmatske ekspresije survivina u razli¢itim

neoplazmama.

Umerena citoplazmatska ekspresija survivina je bila udruzena sa ve¢im rizikom za
letalni ishod kod obolelih od leiomiosarkoma i sinoviosarkoma. Interesantno je da je ovaj
intenzitet ekspresiju ¢eS¢e bio prisutan kod leiomiosarkoma lokalizovanih u
retroperitoneumu, a to su tumori sa najloSijom prognozom. Takode, i odsustvo ove

ekspresije je bilo udruzeno sa nepovoljnom progozom ovih pacijenata (255).

Suprotno, ispitivanja prognostickog znacaja citoplazmatske ekspresije survivina kod
pacijenata sa osteosarkomom nisu pokazala statisticki znacaj (255), kao ni u slucajevima
ezofagealnog skvamocelularnog karcinoma, ne-sitnocelijskog karcinoma pluca,

holangiokarcinoma (253), mantle ¢elijskog limfoma (261).

Jedno od moguc¢ih obrazlozenja za ovakve rezultate je postojanje zamki u
tumacenju imunohistohemijskog nalaza. Na osnovu naSeg iskustva u ocenjivanju

imunohistohemijske ekspresije survivina i njegove lokalizacije, kao i pregledane literature
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mi smatramo da imunohistohemijski rezultati mogu dovesti do pogresne procene oblika i
lokalizacije ekspresije ovog markera u normalnom i tumorskom tkivu usled neodgovarajuce
obrade tkiva. Zbog svega navedenog misljenja smo da imunohistohemijske rezultate treba
potvrditi alternativnim metodama, ukoliko se uo€i potencijalni problem pogresne

interpretacije.

Jedarna ekspresija survivina u RMS

U naSoj studiji, povecana jedarna ekspresija survivina je uoc¢ena kod 73,1% RMS,
Sto je definisano u odnosu na njegovu ekspresiju u ocuvanom misi¢nom tkivu. Povecanu
jedarnu ekspresiju survivina su pokazali Caldas H i saradnici (190), u slucajevima ARMS i
ERMS a bila je uoCena i u drugim tumorima, kao S$to je karcinom dojke (262),
nesitnocelijski karcinom pluc¢a (263), hepatocelularni karcinom (172) i drugi. Aktuelni
podaci sugeriSu da survivin u citoplazmi tumorskih ¢elija ima citoprotektivnu funkciju dok
njegova nuklearna lokalizacija ukazuje na poremecaj u regulaciji ekspresije ovog proteina.
(146).

Da bi se utvrdila moguénost koriscenja jedarne ekspresije survivina kao
prognostickog markera, analizirana je njena ekspresija u odnosu na klinicko-patoloske
parametre. Za razliku od citoplazmatske lokalizacije, u ovom obliku ekspresije survivina
uocili smo znacajnu povezanost izmedu povecanja eksresije i starosti pacijenata sa RMS,
histoloskog tipa 1 gradusa tumora. Aberantna ekspresija je CeS¢e bila prisutna kod
pacijenata starijih od 18 godina, kod tumora visokog gradusa i pleomorfnog histoloSkog

tipa.

Nasi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima savremene literature. Analizom
ekspresije survivina u ne-sitnocelijskom karcinomu plu¢a, gde se histoloski tip i gradus
tumora pokazao znacajnim kada je u pitanju poveéana nuklearna imunoreaktivnost
survivina (263, 264). U studiji na 732 slu¢aja urotelijalnog kacinoma, autori nisu odredivali
celularnu distribuciju ekspresije survivina, uocena je povezanost izmedu poremecene
ekspresije i stadijuma, regionalne prosirenosti tumora i histoloskog izgleda (259). Ispitujuci

ekspresiju survivina u ¢elijama mantle ¢elijskog limfoma, pokazana je njegova jedarna
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lokalizacija 1 znacajna povezanost sa agresivnijim histoloskim podtipovima ovog tumora.
Najvedi broj survivin pozitivnih ¢elija uocen je kod blastoidne varijante mantle ¢elijskog
limfoma (265). Diferentovanost, kao i godine pacijenta, su pokazivale znacajnu povezanost
sa povec¢anom ekspresijom survivina i kod slucajeva sa karcinomom zeluca (253). Jedarna
ekspresija survivina u ¢elijama neuroblastoma bila je u korelaciji sa godinama pacijenata i

stadijumom tumora (181).

Studija koja je ispitivala ekspresiju survivina u razliCitim tipovima mekotkivnih
sarkoma, ukazuje na vecu ekspresiju u agresivnijim tipovima ovih tumora, kao $to je i
RMS. Takode, ona je znacajno bila povezana sa gradusom i stadijumom ovih neoplazmi
(266). Slicno, povecana ekspresija survivina je bila prisutna u svim slucajevima ARMS i
ERMS, ali je od svih ispitivanih parametara znacajnost pokazivala samo u odnosu na
lokalizaciju tumora (267). Gradus korelira sa ekspresijom kod osteosarkoma (268) kao i
kod ependimoma i tumora horioidnog pleksusa ali u ovim slu¢ajevima smanjena ekspresija
suvivina je bila karakteristicna za slabo diferentovane tumore (253). Veli¢ina tumora je
korelirala sa povecanom ekspresijom survivina kod pacijenata obolelih od karcinoma
zeluca (269).

Analizom stope ukupnog prezivlajvanja pacijenata sa RMS u nasem radu, pokazali
smo da je prezivljavanje krace kod pacijenata sa poveCanom jedarnom ekspresijom

survivina, ali nije uocena statisti¢ki znacajna razlika.

PreteZzno loSije prezivljavanje uoceno je kod pacijenta sa povec¢anom ekspresijom
survivina u biopsijskim uzorcima ARMS I ERMS, ali bez statisticke znacajnosti (267).
Jedarno eksprimiran survivin nije dokazan kao prognosticki marker ni kod drugih humanih

neoplazmi karcinom timusa (257), Wilms-ov tumor (270), non-Hodgkin limfom (271).

Znacaj ekspresije survivina u odnosu na prezivljavanje pacijenata sa mekotkivnim
sarkomima u literaturi pokazuje razli¢ite rezultate. Dok Wurl P i saradnici (272), ne nalaze
znacajnu povezanost ove ekspresije sa prezivljavanjem, Kappler M i saradnici (266),
ukazuju da je on nezavistan prognosticki parameter u istim tipovima tumora. Intenzitet

nuklearne ekspresije ovog antitela je uticao na prognozu obolelih od leiomiosarkoma i
101



sinoviosarkoma, uo¢eno je da loSiju prognozu imaju slucajevi sa umerenim intenzitetom

ekspresije (255).

Povec¢ana imunohistohemijska ekspresija survivina bila je u korelaciji sa kracim
preZivljavanjem pacijenata obolelih od mantle celijskog limfoma. Za ispitanike koji su
imali ekspresiju u visSe od 20% tumorskih ¢elija medijana prezivljavanja je bila 8 meseci, a

60 meseci za ispitanike sa ekspresijom manjom od 20% celija (265).

Nivo ekspresije ovog proteina korelirao je sa nizom stopom prezivljavanja pacijenta
sa neuroblastomom i brzom pojavom recidiva (181). Sli¢ne rezultate u odnosu na
prezivljavanje i pojavu recidiva su prikazali Mathieu i saradnici kod slucajeva urotelijalnog
karcinoma (259). Krace prezivljavanje pacijenata sa karcinomom jednjaka, ne-
sitnoc¢elijskim karcinomom plu¢a i holangiokarcinomom je takode bilo udruzeno sa

povecanom jedarnom ekspresijom survivina (253).

Nekoliko studija je pokazalo da povecana ekspresija survivina u jedrima tumorskih
¢elija moze biti povoljan prognosticki faktor za predikciju ishoda bolesti. Duze
prezivljavanje je tako prikazano kod pacijenata sa karcinomom Zeluca (253), karcinomom

prostate (273), ne-sitnocelijskim karcinomom pluéa (264), osteosarkomom (268).

Survivin se normalno eksprimira tokom embriogeneze, ali ga samo ograniceni broj
zrelih adultnih tkiva eksprimira. Ekspresioni profil i lokalizacija survivina u adultnim
tkivima za koja je poznato da su survivin pozitivna i dalje su nejasni. Rasvetljavanje ovih
problema, ne samo da bi iskristalisalo tacnu ulogu survivina u normalnim tkivima ve¢ bi

znacajno unapredilo nasa znanja u vezi uloge ovog proteina u onkogenezi (274).

Imunohistohemijska ekspresija nestina u RMS
U celijama RMS nestin je pokazivao citoplazmatsku ekspresiju. U nasoj studiji
povecana ekspresija nestina je bila uocena kod 66,7% pacijenata. U velikom broju malignih

bolesti razli¢itog porekla uocena je poremecena ekspresija ovog proteina (198) (275).
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Analiziraju¢i povecanu ekspresiju nestina u odnosu na posmatrane klinicko-
patoloske parametre dobili smo statistiCku znacajnost u odnosu na starost pacijenata i
gradus tumora. Naime, kod pacijenata iz mlade starosne grupe i tumora niskog gradusa

cesce je bila uocena povecana ekspresija.

Suprotno nasim rezultatima, u nekim tumorima je dokazana povezanost izmedu
aberantne ekspresije nestina i lo$ije diferentovanosti tumora, kao i stadijuma bolesti (276,
197, 277). S druge strane, neke klinicke studije ne nalaze da je nestin znacajan prognosticki
faktor (201, 278, 202, 199). Rezultati dobijeni u nasem istraZzivanju mogu se objasniti
¢injenicom da nismo analizirati morfoloske podtipove RMS zbog malog broja pacijenata.
Takode, RMS obuhvata skup morfoloski sli¢nih, ali bioloski raznolikih lezija. Naime,
embrionalni RMS koji je bio najc¢eséi histoloski tip u nasem istrazivanju je uglavnom tumor
niskog stepena maligniteta, ali njegovi podtipovi imaju razli¢it stepen diferentovanosti u

rasponu od lose do dobro diferentovanih tumora (279, 40).

Samo nekoliko studija do sada je analiziralo ekspresiju nestina u RMS, pri ¢emu je
pokazana izrazena pozitivnost ovog proteina u ve¢ini ERMS i ARMS (280, 281) (282,
283). Medutim, nijedna od navedenih studija nije ukjucila u analizu i pleomorfni histoloski
tip. Osim toga, ove studije nisu ispitivale povezanost ekspresije nestina i utvrdenih
prognostickih parametara (kao Sto je primarna lokalizacija, veli¢ina tumora, prisustvo
udaljenih metastaza, starost i histoloski tip) kao ni njenu povezanost sa prezivljavanjem
pacijenata sa RMS. Nasi rezultati pokazuju da je povecana ekspresija nestina u korelaciji sa
prezivljavanjem. Naime, u grupi ispitanika sa povecanom ekspresijom uoc¢eno je bolje
prezivljavanje. Suprotno, ekspresija nestina u slu¢ajevima 152 maligna melanoma je bila
znacajan prognosticki faktor u odnosu na prezivljavanje ovih pacijenata (284). Sli¢ni
rezultati uticaja povecane ekspresije nestina na krac¢e prezivljavanje pokazani su i u
sluajevima glioma (285), ne-sitnoc¢eliskog karcinoma plu¢a (286), karcinoma ovarijuma
(287) i drugih tumora. Mnoga pitanja vezana za funkcionalnu ulogu i regulaciju ekspresije
nestina u nediferentovanim tkivima su i dalje otvorena, kao i za mehanizme koji su

ukljuceni u regulaciju ekspresije nestina u razli¢itim solidnim tumorima.
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Prediktori prezivljavanja

I na kraju, u cilju definisanja prediktora prezivljavanja pacijenata sa RMS,
univarijantnom Cox-ovom regresionom analizom izdvojili su se kao znacajni parametri
starost, histoloski tip, gradus tumora, prisustvo regionalnih i udaljenih metastaza. Od
ispitivanih markera jedino je p57 bio blizu konvencionalnog nivoa znacajnosti. Medutim,
multivarijantnom Cox-ovom regresionom analizom veli¢ina tumora, prisustvo regionalnih i
udaljenih metastaza su se pokazali kao klju¢ni prediktori prezivljavanja pacijenata u ovoj

studiji.
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6. ZAKLJUCCI
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1. Jedarna imunohistohemijska ekspresija ciklina A, p57 i survivina korelira sa
histoloskim tipom RMS. Pleomorfni podtip RMSa pokazuje vecu ekspresiju ovih markera

u poredjenju sa drugim histoloskim varijantama.

2. Histoloski gradus tumora je u korelaciji sa jedarnom ekspresijom p57, survivina, i
citoplazmatskom pozitivno§¢u na nestin. Tumori visokog stepena maligniteta intenzivnije

su pozitivni na ove markere.

3. Imunohistohemijska ekspresija p16 bila je o¢uvana u samo jednom sluc¢aju RMS, zbog

¢ega zakljucujemo da on nije prognosticki faktor u ovoj studiji.

4. Analiza metilacionog statusa promotora gena pl6 je bila u saglasnosti sa
imunohistohemijskom ekspresijom njegovog proteina. Prisustvo hipermetilacije promotora
gena pl6 je detektovano samo u jednom slucaju. Na osnovu dobijenih rezultata moze se

zakljugiti da gubitak funkcije p16™*Anije nastao metilacijom promotor gena.

5. U odnosu na analizirane klini¢ko-patoloske parametre imunohistohemijska ekspresija
p57 je korelirala sa ishodom bolesti. Pacijenti sa smrtnim ishodom su ¢e$¢e imali aberantnu

ekspresiju p57.

6. Prezivljavanje pacijenata korelira sa ekspresijom p57 inestina, dok pozitivnost na ciklin
A, ciklin D1 i survivin nije znaCajna za prezivljavanje. Bolesnici sa patoloSkom
ekspresijom p57 su imali krace prezivljavanje. PoveCana ekspresija nestina je uocena kod

pacijenata sa duzim prezivljavanjem.

7. Univarijantnom regresionom analizom kao nezavisni prediktori prezivljavanja izdvojili
su se starost, histoloski tip, veli¢ina, gradus tumora, prisustvo regionalnih i udaljenih

metastaza i ekspresija p57.

8. Primena multivarijantne regresione analize na nezavisne prediktore pokazala je da su
kljuéni prediktori preZivljavanja pacijenata sa RMS veli¢ina tumora, zahvacenost

regionalnih limfnih nodusa i prisustvo udaljenih metastaza.
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