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1. UVOD



1.1. Epidemiologija raka jajnika

Rak jajnika je najsmrtonosniji ginekoloski zlo¢udni tumor. Cesto se dijagnosticira u

uznapredovaloj fazi bolesti pa je petogodiSnje ukupno prezivljenje malo, oko 45% (1). Po

incidenciji je rak jajnika tre¢i medu ginekoloskim tumorima, na njega otpada vise od dvije

tre¢ine smrti uzrokovanih ginekoloskim tumorima. Visoka incidencija bolesti biljezi se kod

Zena u razvijenim zapadnim zemljama Europe 1 sjeverne Amerike. U usporedbi s

Afroamerikankama 1 Zenama Zute rase, Bjelkinje oboljevaju ¢esce (2, 3).

Prema zadnjim podacima Medunarodne agencije za istrazivanje raka (engl.

International Agency for Research on Cancer, IARC) za 2020. godinu, rak jajnika je bio

dijagnosticiran kod 240.000 zena diljem svijeta i od njega je umrlo vise od 150.000 Zena.

Globalno je po dobno standardiziranoj incidenciji rak jajnika na osmom mjestu, a po mortalitetu

na sedmom mjestu (2, 3).
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Slika 1. Incidencija raka jajnika u svijetu 2020. godine (dobno standardizirana),

WHO International Agency for Research on Cancer (IARC)
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Slika 2. Mortalitet od raka jajnika u svijetu 2020. godine (dobno standardiziran) WHO IARC

Prema podacima IARC-a, Europa je po stopi incidencije visoko rizi¢na regija jer je u
2020. godini od raka jajnika oboljelo oko 40.000 Zena, a umrlo 27.000 Zena. U zemljama
Europske unije (EU) rak jajika je po incidenciji na osmom mjestu, a po mortalitetu na visokom
petom mjestu (2).

Hrvatska ima visoku stopu incidencije i mortaliteta od raka jajnika u usporedbi sa
zemljama EU 1 svijeta. Prema podacima Registra za rak Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo
(HZJZ) za 2020. godinu, rak jajnika je na tre€em mjestu po incidenciji svih ginekoloskih tumora
(3% ukupne incidencije raka kod Zena) i po smrtnosti naj¢esé¢i ginekoloski rak (4). Iako se ¢esce
javlja kod starijih zena, u 35% slucajeva dijagnosticira se prije 60-te godine zivota. Prema
zadnjim objavljenim podacima HZJZ, u 2020. godini je u Hrvatskoj rak jajnika dijagnosticiran
u 368 Zena i od raka jajnika je umrlo 298 Zena. U usporedbi s 2019. godinom, uo¢ava se pad
incidencije od 20% i tumaci okolnostima vezanima uz COVID-19 pandemiju (4).

U ukupnoj incidenciji raka kod Zena u Hrvatskoj, rak jajnika je na Sestom mjestu po
incidenciji 1 mortalitetu. Prema procjenama za 2020. godinu, Hrvatska je po incidenciji na
sedmom mjestu u EU (20.2/100 000; prosjek EU-27 je 15.5/100 000), dok je po mortalitetu na
devetom mjestu (12.5/100 000; prosjek EU-27 je 10.3/100 000) (4).
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U vecéini europskih zemalja standardizirana stopa incidencije raka jajnika je u padu, sto
se povezuje sa ¢eS¢om primjenom oralne kontracepcije te razumnom i odgovornom primjenom
hormonske nadomjesne terapije. Trend incidencije 1 mortaliteta od raka jajnika u Hrvatskoj za

razdoblje od 2001. do 2020. godine prikazan je na Slici 4.
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Slika 4. Trend incidencije 1 mortaliteta od raka jajnika u Hrvatskoj od 2001.-2020. godine.
HZJZ, Registar za rak Republike Hrvatske



U promatranom razdoblju u Hrvatskoj se biljezi pad incidencije raka jajnika za 1% godisSnje,

ali je mortalitet ostao nepromijenjen (4).

1.2. Rizi¢ni ¢imbenici za rak jajnika

Cimbenici rizika za rak jajnika su prvenstveno paritetni i genski. Najvazniji rizi¢ni
¢imbenici su starija zivotna dob (prosje¢na dob oboljelih Zena je 63 godine), pozitivna
obiteljska anamneza (rak jajnika u obitelji), izbjegavanje primjene oralnih kontraceptiva,
hormonsko nadomjesno lijeCenje u menopauzi, rana menarha i kasna menopauza. Genski
rizi¢ni ¢imbenici ukljucuju pozitivnu obiteljsku anamnezu tj. rak jajnika u obitelji i nasljedne
mutacije/sindrome (zametna mutacija gena BRCAI ili BRCA2, Lynchov sindrom). U moguce
¢imbenike rizika spadaju pretilost, neplodnost, izloZenost zra¢enju, hormonska terapija kod
neplodnosti i in vitro oplodnja (5, 6, 7).

Smatra se da je redukcija broja ovulacija protektivni ¢imbenik za nastanak raka jajnika,
jer neprekidne ovulacije povecavaju vjerojatnost gomilanja ozljeda i poti¢u mutacije u epitelu
jajnika tijekom reparacije, uz posljedi¢nu stimulaciju karcinogeneze (8, 9, 10).

Serozni karcinom jajnika visokog stupnja (engl. high grade serous ovarian carcinoma,
HGSOC) karakterizira defekt homologne rekombinacije kojim se popravljaju dvostruki lomovi
DNA. Najcesi razlog je mutacija tumor supresorskih gena BRCAI i BRCA2. Pojavnost ovih
mutacija kod seroznog karcinoma jajnika visokog stupnja je do 25%. Nasljedena ili zametna
mutacija gena BRCAI povecava rizik od nastanka raka jajnika za 15-45%, a nasljedena

mutacija gena BRCA2 za 10-20% u Zena od 50 godina (11, 12, 13, 14).

1.3. Patohistoloske karakteristike tumora jajnika
1.3.1. Podjela tumora jajnika

Patohistoloska podjela tumora jajnika nadopunjuje se sa svakim novim izdanjem
Klasifikacije tumora Zenskih spolnih organa Svjetske zdrastvene organizacije (15, 16, 17).
Prema zadnjoj klasifikaciji iz 2014. godine, primarni tumori jajnika dijele se na tumore
epitelnog, mezenhimalnog i stromalnog porijekla i tumore porijekla spolnih stanica (18).

Preostali, iznimno rijetki tumori su u kategoriji raznih tumora (Slika 5).
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Najcesci rak jajnika je karcinom pokrovnog epitela jajnika koji ima pet tipova: serozni
karcinom visokog stupnja (HGSOC), serozni karcinom niskog stupnja (LGSOC), mucinozni
karcinom (MC), endometrioidni karcinom (EC) i karcinom svijetlih stanica (CCC) (18). Ovi se
tipovi medusobno razlikuju po rizicnim c¢imbenicima, porijeklu tumora, molekularnim
promjenama, imunohistokemijskom profilu, nacinu $irenja, vrsti lijeenja i prognozi pa ih zbog

heterogenosti mozemo smatrati razli¢itim bolestima (18, 19, 20).

Slika 6. pokazuje pet glavnih epitelnih tipova karcinoma jajnika porijekla pokrovnog
epitela s obzirom na ishodiSte, naslijede, molekularne promjene i terapijske mogucénosti.

Najces¢i medu njima je serozni karcinom visokog stupnja, koji ujedno ima najlosiju prognozu.



Fallopian Tube Fallopian Tube

Origin Epithelium Endometriosis Endomjtriosis Epithelium ?Unknown

High-Grade Serous |Clear Cell Endometrioid Low-Grade Serous |Mucinous
Carcinoma Carcinoma Carcinoma Carcinoma Carcinoma

% of all Ovarian ~70% ~10% ~10% <5% <5%

Carcinomas

Precursor Lesions Serous tubal Clear Cell Borderline |Endometrioid Serous Borderline Mucinous
intraepithelial Tumor Borderline Tumor Tumor Borderline Tumor
carcinoma (STIC)

Inherited BRCA1/2, Hereditary | Lynch Syndrome Lynch Syndrome ? ?

Syndromes Breast and Ovarian
Cancer (HBOC)

Common Mutations |TP53 ARID1A PTEN KRAS KRAS

and Molecular BRCA1/2 and HRD PIK3CA CTNNB1 BRAF HER2 amplification

Aberrations Chromosomal CTNNB1 ARID1A
instability PPP2R1A PPPR2R1A
Aneuploidy (100%) |MSI MSI

Potential Molecular |PARP inhibitors, Tyrosine kinase mTOR inhibitors MEK1/2 inhibitors Trastuzumab

Targeted Therapies |immune checkpoint |inhibitors
inhibitors

Slika 6. Porijeklo i molekularni tipovi karcinoma jajnika. Pet glavnih epitelnih tipova raka
jajnika s obzirom na porijeklo, naslijede, molekularne promjene i terapijske moguénosti,
http://www.bccancer.bc.ca/books/ovary-epithelial-carcinoma/histological-classification-of-

ovarian-carcinoma (20)

Na serozni karcinom otpada 80% uznapredovalih sluc¢ajeva raka jajnika. Po klasifikaciji
tumora zenskog spolnog sustava iz 2014. godine, serozni karcinom se dijeli na karcinom niskog
stupnja i karcinom visokog stupnja koji se razlikuju po morfologiji, patogenezi, molekularnim
promjenama, imunohistokemijskom profilu, nac¢inu Sirenja i lijecenju (21, 22). Vecina seroznih
karcinoma jajnika visokog stupnja nastaje na fimbrijalnom kraju jajovoda iz prekursorske lezije
- seroznog intraepitelog karcinoma jajovoda (engl. serous tubular intraepithelial carcinoma,

STIC). (Slika 7.) (23).



Slika 7. STIC (H&E, 400x%, Odjel za patologiju i citologiju OB Zadar)

S druge strane, serozni karcinom jajnika niskog stupnja nastaje iz benignih ili atipi¢nih
(engl. borderline) seroznih tumora (Slika 6.). Na njih otpada 10% seroznih karcinoma. Obi¢no

se javlja u mladih zena i ima bolju prognozu (18, 20, 21, 22, 23, 24).

1.3.2. Makroskopski izgled HGSOC

Serozni karcinom jajnika visokog stupnja se najcesce prezentira kao velika multicisti¢na
i solidno-cisti¢na tvorba papilarnog nacina rasta. Tumori su Cesto obostrani, s podru¢jima
nekroze i krvarenja, a zahvaceni jajnik i jajovod uklopljeni u tumorsku masu. Ciste su ispunjene
seroznom 1 sukrvavom teku¢inom, a u slucaju diseminacije, po periteoneumu su razasuti

razli¢ito veliki bjelkasti ¢vorovi i ciste.

1.3.3. Mikroskopski izgled HGSOC

Serozni karcinom visokog stupnja je histoloski graden od polimorfnih cilindri¢nih 1

kubi¢nih stanica koje oblikuju papilarne formacije, zljezdane i kribriformne strukture te solidne

8



nakupine (Slika 8.) (21, 22, 23). Izrazena je nuklearna atipija i pleomorfizam, a ¢esto se nalaze
orijaske stanice s bizarnim jezgrama (Slika 9.). Histoloski podtip tumora nazvan SET (solidni,
pseudoendometrioidni ili prijelazni nacin rasta) najceS¢e je povezan s mutacijom gena
BRCAI (25, 26).

Uz tumorsko tkivo koje zahvacéa jajnik, nade se STIC i to u 90% slucajeva u fimbrijama,
au 10% slucajeva u ampuli/istmusu jajovoda (Slika 7.). U 10-20 % slucajeva STIC se moze

naci bilateralno i multifokalno (27, 28).

B

OB Zadar)



Slika 9. Serozni karcinom jajnika visokog stupnja (H&E, 600x, Odjel za patologiju i citologiju
OB Zadar)

1.3.4. Imunohistokemijska analiza HGSOC

U HGSOC-u je imunohistokemijski profil zlo¢udnih stanica pozitivan na PAX8, WT1,
pl6, estrogenske receptore (ER, 80%), progesteronske receptore (PgR, 30%) i CK7. Bojenje s
pS3 pokazuje tri razliCita obrasca izrazaja: prekomjerni izrazaj vidljiv kao jako, difuzno
nuklearno obojenje >80% stanica (tzv. missense mutacija); potpuno negativni izrazaj u
tumorskim stanicama uz intaktnu unutarnju kontrolu u tzv. ,nultom fenotipu*; difuzno
citoplazmatsko obojenje i slabo nuklearno obojenje kod tzv. gubitka funkcije mutacije.
Aberantni izrazaj p53 je povezan s mutacijom 7P53 (29, 30). U HGSOC-u je proliferacijski

indeks visok jer viSe od 75% tumorskih stanica izrazavaju Ki-67 (31).
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1.3.5. Molekularne genske promjene u stanicma HGSOC

Molekularnom analizom se gotovo uvijek nadu mutacije gena TP53. U oko 50%
HGSOC su inaktivirani geni BRCAI 1 BRCA2 1 promjenjen broj kopija DNK,
ukljucujuéi onkogene CCNI, MYC, NOTCH3, PIK3CA i AKT (25, 31, 32).

1.3.6. Diferencijalna dijagnoza HGSOC

Diferencijalno dijagnosticki, uz primarni karcinom jajnika drugih tipova, u obzir dolazi
metastatski karcinom (16, 17, 18, 19, 23, 26, 27). Serozni karcinom niskog stupnja pokazuje
minimalni nuklearni polimorfizam, niski proliferacijski indeks, heterogeni izrazaj divljeg tipa
pS3 i negativan/dijelom izrazen pl6. Karcinom svijetlih stanica je cesto povezan s
endometriozom. Graden je od svijetlih, eozinofilnih i kubi¢nih stanica koje oblikuju
tubulocisti¢ne, papilarne i solidne formacije i imaju specifi¢ni imunohistokemijski profil (WT1
i ER negativni, HNF-1B i Napsin A pozitivni). Nediferencirani karcinom je graden od
diskohezivnih, ¢esto monomortfnih atipi¢nih epitelnih stanica, a u imunohistokemijskom profilu
je izrazaj CK7 i EMA slab, a PAXS slab ili negativan. Endometrioidni karcinom se ocituje
tumorskom masom sa/bez prekursorske lezije. Povezan je s endometriozom, Cesto se
manifestira u nizem klinickom stadiju bolesti, a imunohistokemijski su tumorske stanice
difuzno pozitivne na ER i PgR, mrljasto pozitivne na WT11i pl6 iheterogeno je izrazen divlji
tip p53. U diferencijalnoj dijagnozi HGSOC treba misliti na maligni mezoteliom, najcesce
prezentiran jednostavnim jednorednim papilama bez pupanja, slabijom nuklearnom atipijom,
niskom mitotskom aktivno$¢u 1 karakteristicnim imunohistokemijskim profilom (pozitivan

izrazaj D2-40 i kalretinina i negativan izraZaj ER).

1.4. Simptomi raka jajnika

Simptomi raka jajnika su nespecifi¢ni 1 najceS¢e neprepoznati jer se preklapaju s
tegobama kojima Zene ne pridaju osobitu paznju, posebice probavnim smetnjama. Najcesce se
opisuje osjecaj nadutosti koji ne prolazi, bol u trbuhu, osjecaj punoce nakon obroka, mucnina,
gubitak apetita. Od ostalih simptoma javljaju se smetnje s mokrenjem, inkontinencija urina,
povecanje trbuha i bol u ledima. Zbog neprepoznatih simptoma, rak jajnika se u 80% slucajeva

dijagnosticira u uznapredovalom stadiju (FIGO stadij IIT1 IV) (5, 33).

11


https://www.pathologyoutlines.com/topic/ovarytumorserouscarcinomalg.html
https://www.pathologyoutlines.com/topic/ovarytumorclearcell.html
https://www.pathologyoutlines.com/topic/stainswt1.html
https://www.pathologyoutlines.com/topic/stainser.html
https://www.pathologyoutlines.com/topic/stainsHNF1B.html
https://www.pathologyoutlines.com/topic/stainsnapsina.html
https://www.pathologyoutlines.com/topic/stainsckgeneral.html
https://www.pathologyoutlines.com/topic/stainsema.html
https://www.pathologyoutlines.com/topic/stainser.html
https://www.pathologyoutlines.com/topic/stainsprog.html
https://www.pathologyoutlines.com/topic/stainswt1.html
https://www.pathologyoutlines.com/topic/stainsp16.html
https://www.pathologyoutlines.com/topic/stainsp53.html

1.5. Dijagnostika raka jajnika

Nakon klini¢ki i radioloski postavljene sumnje (MSCT-om zdjelice i abdomena s
kontrastom), dijagnoza bolesti se postavlja patohistoloSkim pregledom tumorskog tkiva
dobivenog kirurskom resekcijom, bilo inicijalnom biopsijom ili primarnom citoredukcijom (23,
24). Laboratorijskim pretragama u serumu bolesnica s uznapredovalim karcinomom, obi¢no se

nade poviSena razina tumorskog biljega CA-125 (34, 35, 36, 37).

1.6. Stadij bolesti

Stadij bolesti je znacajan prognosticki ¢imbenik kod seroznog karcinoma jajnika
visokog stupnja. Serozni karcinomi jajnika, jajovoda i peritoneuma imaju jedinstvenu
klasifikaciju jer se radi o histoloski istovjetnom tumoru.

Predlozeno je da se rak jajnika, u odsutnosti seroznog intraepitelijalnog karcinoma
jajovoda (STIC), klasificira kao ovarijalnog porijekla, rak jajnika u prisutnosti STIC-a kao
tubarnog porijekla, a rak peritoneuma (karcinoza) u odsutnosti raka jajnika ili jajovoda, kao
peritonealnog porijekla.

Klinicki stadij bolesti odreduje se prema FIGO Kklasifikaciji (franc. Federation
Internationale de Gynecologie et d Obstetrique) 1 TNM Kklasifikaciji (Tablica 1., Slika 10.) (38,
39).

FIGO III stadij bolesti oznacava tumor koji uz lokalizaciju unutar male zdjelice,
ukljucuje karcinozu omentuma i metastazom zahvacene retroperitonealne limfne ¢vorove.
Razlikuje se Sirenje bolesti po Cahuri jetre i slezene (stadij IIIC) od izoliranih parenhimnih

presadnica (stadij IVB).
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Tablica 1. FIGO klasifikacija raka jajnika, jajovoda i peritoneuma i ekvivalentna TNM klasifikacija

Stadij 1

Stadij I (T1-NO-MO) tumor ograni¢en na jajnike ili jajovode.

Stadij IA (T1a-NO-MO) ukljucuje sljedece:
e Tumor ograni¢en na jedan jajnik (kapsula netaknuta) ili jajovod
e Nema tumora na vanjskoj povrsini jajnika ili jajovoda
e Nema malignih stanica u ascitesu ili ispiranju peritoneuma

Stadij IB (T1b-NO-MO) ukljucuje sljedece:
e Tumor ograni¢en na oba jajnika (kapsule intaktne) ili jajovode
e Nema tumora na vanjskoj povrsini jajnika ili jajovoda
e Nema malignih stanica u ascitesu ili ispiranju peritoneuma

Stadij IC ukljucuje tumor ogranicen na jedan ili oba jajnika ili jajovode, s bilo ¢ime od sljedeceg:
e Stadij IC1: (T1C1-N0O-MO0) Kirursko izlijevanje
e Stadij IC2: (T1C2-N0-MO0) Kapsula puknuta prije operacije ili tumor na povrsini jajnika
ili jajovoda
e Stadij IC3: (T1C3-N0-M0) Maligne stanice u ascitesu ili peritonealnim ispircima

Stadij 11

U stadiju II (T2-NO-MO0) tumor zahvaca jedan ili oba jajnika ili jajovode, s prosirenjem izvan zdjelice
(ispod ruba zdjelice) ili primarnim peritonealnim karcinomom.
e Stadij IIA: (T2a-NO-MO) Ekstenzija i/ili implantati na maternici i/ili jajnicima i/ili
jajovodima
o Stadij IIB: (T2b-N0-MO) Sirenje na druga intraperitonealna tkiva zdjelice

Stadij 111

U stadiju III tumor zahvaca jedan ili oba jajnika ili jajovode, ili primarni peritonealni karcinom, s
citoloski ili histoloski potvrdenim Sirenjem u peritoneum izvan zdjelice i/ili metastazama u
retroperitonealne limfne ¢vorove (T1/T2-N1-MO).

Stadij IITA ukljucuje sljedece:
e Stadij IIA1l: (T1/2-N1-MO0) pozitivni (citoloski ili histoloski dokazani) samo
retroperitonealni limfni ¢vorovi
o Stadij IIIA1(i) Metastaze do 10 mm u najvecoj dimenziji
o Stadij [IIA1(ii) Metastaze vece od 10 mm u najvecoj dimenziji
e Stadij IIIA2: (T3a2-NO/N1-MO0) mikroskopsko ekstrapelviéno Sirenje (iznad ruba
zdjelice) peritonealno zahvacanje sa ili bez pozitivnih retroperitonealnih limfnih ¢vorova

Stadij IIIB (T3b-NO/N1-M0) ukljucuje makroskopske peritonealne metastaze izvan zdjelice do 2 cm u
najvecoj dimenziji, sa ili bez metastaza u retroperitonealne limfne ¢vorove.

Stadij IHIC (T3c-NO/N1-MO0) ukljucuje makroskopske peritonealne metastaze izvan zdjelice vise od 2
cm u najvecoj dimenziji, sa ili bez metastaza u retroperitonealne limfne ¢vorove. Stadij IIIC ukljucuje
prosirenje tumora na kapsulu jetre i slezene bez zahvacanja parenhima bilo kojeg organa.

Stadij IV

Stadij IV (bilo koji T-bilo koji N-M1) sastoji se od udaljenih metastaza, isklju¢ujuéi peritonealne
metastaze, i ukljucuje sljedece:
o Stadij IVA: Pleuralni izljev s pozitivnom citologijom
e Stadij IVB: Parenhimske metastaze i metastaze u ekstraabdominalne organe (ukljucujuéi
ingvinalne limfne ¢vorove i limfne ¢vorove izvan trbusne Supljine)
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Slika 10. FIGO klasifikacija raka jajnika (Prat J, FIGO Committee on Gynecologic Oncology.
Staging Classification for Cancer of the Ovary, Fallopian Tube, and Peritoneum: Abridged
Republication of Guidelines From the International Federation of Gynecology and Obstetrics

(FIGO). Obstet Gynecol. 2015 Jul;126(1):171-4.)

1.7. Lijecenje raka jajnika

Zlatni standard u lijeenju bolesnica s uznapredovalim rakom jajnika je kombinacija
optimalne kirurske citoredukcije i kemoterapije temeljene na platini, a njihov redoslijed ovisi o
stadiju bolesti 1 opéem stanju bolesnice u trenutku dijagnoze bolesti (40).

Kirursko lije¢enje karcinoma jajnika podrazumijeva primarnu citoredukciju. Opsezni i
vrlo zahtjevni operacijski zahvat ukljucuje histerektomiju s obostranom salpingo-
ooforektomijom, zdjeliénu i paraaortalnu limfadenektomiju, omentektomiju, bioptiranje
peritoneuma na razli¢itim lokalizacijama, odnosno makroskopsko odstranjenje vidljive
tumorske mase u trbuhu. Zahvat je indiciran kod bolesnica u kojih se slikovnom dijagnostikom
pretpostavlja ishod bez ostatne bolesti. U slucaju neoperabilne bolesti ili loSeg opcéeg stanja
bolesnice, savjetuje se laparoskopsko uzorkovanje najdostupnije tumorske mase u

zdjelici/abdomenu.
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Nakon kirurS§kog zahvata primjenjuje se kemoterapija temeljena na platini
(neoadjuvantna ili adjuvantna) intravenskim i/ili intraperitonelnim putem (engl. hypertermic
intraperitoneal chemotherapy, HIPEC). Spojevima platine pridruzen je paklitaksel u TC
protokolu (paklitaksel/karboplatin) koji je jo§ uvijek zlatni standard sistemskog lijecenja.
Kemoterapiji se u prvolinijskom lijecenju i lije¢enju recidiva pridruzuje ciljana terapija koja se
dijeli u dvije skupine lijekova (41, 42):

1. Inhibitori angiogeneze tj. rasta novih krvnih zila potrebnih za napredovanje tumora
(bevacizumab, cediranib),

2. PARP (Poly ADP-ribose polymerase) inhibitori blokiraju proces popravka DNA, §to
onemogucuje prezivljavanje tumorskih stanica (olaparib, rukaparib, niraparib).
Najbolji odgovor na lijeCenje PARP inhibitorima imaju bolesnice s mutacijama
gena BRCAI/BRCA?2 koje su pokazale ,,platinsku osjtljivost®, odnosno imale potpuni
ili djelomi¢ni odgovor na kemoterapijsko lije¢enje, odrziv u razdoblju duzem od 6

mjeseci (41, 42, 43, 44, 45, 46).

1.8. Antigeni raka i testisa (CTA)

Antigeni raka i testisa (engl. Cancer/Testis Antigens, CTA) pripadaju skupini tumoru-
pridruZenih antigena (engl. Cancer/Testis Tumor Associated Antigens TAA) (47, 48). Ovi su
antigeni izraZeni tijekom embrionalnog razvoja u zametnim stanicama testisa i jajnika te u
trofoblastu. Aberantno se pojavljuju i varijabilno su izraZeni u brojnim tumorima, ukljuc¢ujuc¢i
karcinom jajnika (49, 50, 51, 52, 53).

Prvi klon humanog tumorskog antigena, tzv. antigen povezan s melanomom-1 (MAGE-
1) opisan je 1990-ih godina. Pokazalo se da kod bolesnika s melanomom MAGE-1 moze
potaknuti odgovor autolognih citotoksi¢nih T-limfocita (49, 50, 54, 55). Daljnje studije su
otkrile da je MAGE-1 (kasnije nazvan MAGE-A1) izraZen kod zlocudnih tumora razli¢itog
porijekla, a fizioloski prisutan samo u testisima i posteljici; ne nalazi se u drugom zrelom
zdravom tkivu (50, 52, 53). CTA skupina antigena ima specifi¢an naziv zbog specifi¢nosti
testisa. Testisi su imunoloski privilegirani jer zametne stanice u sjemenim kanali¢ima nisu
dostupne imunoloskom sustavu pa izostaje prezentacija njihovih antigena limfocitima T. Stoga
se antigeni raka i testisa smatraju svojevrsnim neoantigenima koji bi mogli potaknuti

imunoloski sustav na specifi¢nu imunolosku reakciju (56, 57, 58).
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1.8.1. Melanoma antigen gen A (MAGE-A)

Melanoma antigen gen A (MAGE-A) je prva skupina antigena povezanih s tumorima
koji su bili identificirani na molekularnoj razini (49, 50, 54). Prvi otkriveni rak-testis antigen je
MAGE-1. Bioloska funkcija tih molekula nije u cijelosti razjasnjena, ali je potvrdeno da
sudjeluju u disregulaciji p53 proteina, pojacavanju proliferacijskog potencijala tumora i
odrzavanju tumorskih stanica u stadiju ,,nalik mati¢nim tumorskim stanicama“ (59).

Izrazaj clanova obitelji CTA antigena-A povezanog s melanomom (MAGE-A) na
tumorskim stanicama se povezuje s progresijom tumora, vjerojatno zbog potencijalne uloge tog
proteina u epitelno-mezenhimalnoj pretvorbi (60, 61). Zanimljivo je da je MAGE-A10 jedan
od najimunogenijih CTA 1 izaziva specifi¢ni stani¢ni imunoloski odgovor u perifernoj krvi

zdravih darivatelja 1 bolesnika s rakom (62).

1.8.2. New York esophageal squamous cell carcinoma-1 (NY-ESO-1)

NY-ESO-1 (New York esophageal squamous cell carcinoma-1) je jedan od
najistrazivanijih CTA, izraZen je u brojnim tumorima, ukljuc¢ujuéi karcinom jajnika (63, 64, 65,
66, 67, 68). Prvi put je otkriven u krvi bolesnika s karcinomom plocastih stanica jednjaka.
Prema dosadasnjim saznanjima, izrazito je imunogenic¢an i dovodi do razvoja specificne B i T
stanicne imunosti (52, 54, 60). Njegova bioloska funkcija nije do kraja razjaSnjena, ali je
opisano da ima ulogu u regulaciji stani¢nog ciklusa, apoptozi i stani¢nom rastu (69). Zbog
1zraZzene imunogenicnosti 1 izrazaju ogranicenom na tumorske stanice, NY-ESO-1 je kandidat
za razvoj ciljane imunoterapije u obliku protutumorskih cjepiva i genetski modificiranih T
limfocita (64, 69).

Iako su objavljeni brojni radovi u kojima se izrazaj CTA povezuje s loSijim
prezivljenjem u razli¢itim zlo¢udnim tumorima, do sad nije analizirana povezanost njihova
izrazaja s odgovorom na prvolinijsku kemoterapiju temeljenu na platini, ni trajanje odgovora
na istu. Povezanost izrazaja CTA s odgovorom i trajanjem odgovora na kemoterapiju je vazna
u selekciji bolesnica s uznapredovalim HGSOC-om, kojima bi kemoterapija temeljena na
platini bila neucinkovita, a toksi¢nost terapije nepotrebna otezavajuc¢a okolnost za daljnje

lijecenje.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA



2.1. Primarni ciljevi

Primarni cilj ovog retrospektivnog istrazivanja je utvrditi izrazaj sljedec¢ih antigena raka
1 testisa (CTA): MAGE-A1, MAGE-A10, multi-MAGE i NY-ESO-1 u biopti¢ckim uzorcima
seroznog karcinoma jajnika visokog stupnja primjenom imunohistokemijske metode.
Nakon toga, na osnovu osnovnih parametara ucinkovitosti lije¢enja prikupljenih iz
povijesti bolesti, utvrditi:
1. povezanost izrazenosti navedenih CTA s razinom odgovora na prvolinijsku
kemoterapiju temeljenu na spojevima platine,
2. povezanost izrazenosti navedenih CTA s duzinom trajanja odgovora na

prvolinijsku kemoterapiju temeljenu na spojevima platine.

2.2. Sekundarni ciljevi

Sekundarni ciljevi istrazivanja su utvrditi:
1. povezanost izrazaja CTA s duZinom preZivljenja do napredovanja bolesti (engl.
progression free survival, PES),

2. povezanost izrazaja CTA s duzinom ukupnog prezivljenja (engl. overal suvival,

0OS).
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3. HIPOTEZE ISTRAZIVANJA



Izrazaj proteina antigena raka i testisa MAGE-A1, MAGE-A10, multi-MAGE i NY-
ESO-1 identificira HGSOC u uznapredovalom stadiju koji ¢e loSe odgovoriti ili nece
odgovoriti na kemoterapiju temeljenu na platini, odnosno imati kratko trajanje

ostvarenog odgovora.
Izrazaj antigena raka i testisa MAGE-A1, MAGE-A10, multi-MAGE i NY-ESO-1 u
HGSOC je povezan s kra¢im prezivljenjem do napredovanja bolesti i 1 krac¢im

ukupnim prezivljenjem.

Ciljana imunoterapija usmjerena na antigene raka i testisa mogla bi pruziti inovativne

terapijske mogucnosti za bolesnice s HGSOC-om otpornim na platinu.
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4. METODE ISTRAZIVANJA



4.1. Ispitanice

U istrazivanje su ukljuc¢ene 93 ispitanice s histoloski potvrdenim HGSOC stadija III 1
IV prema FIGO Kklasifikaciji, koje su bile lije€ene u Klinickom bolnickom centru Split 1 Opcoj
bolnici Zadar od O1. sije€nja 1996. do 31. prosinca 2013. godine. Sve ispitanice su bile
podvrgnute operativnom zahvatu i nakon toga lijeCene prvolinijskom kemoterapijom

temeljenom na platini.

Kriteriji ukljucenja u studiji su bili slijedeci:
— ispitanice su imale cjelovitu medicinsku dokumentaciju iz koje je razvidno da su nakon
operativnog zahvata bile lije€ene kemoterapijom temeljenom na spojevima platine,
— ispitanice su pracene po smjernicama dobre klinicke prakse po kojima je definiran
odgovor na lijeCenje i trajanje istog, odnosno prezivljenje do napredovanja bolesti i

ukupno prezivljenje.

Sve ispitanice imale su iz arhive dostupne parafinske blokove tumorskog tkiva za
provjeru histoloskog tipa tumora i imunohistokemijsku analizu izrazaja CTA (MAGE-A1,

MAGE-A10, multi-MAGE i NY-ESO-1).

1z istraZivanja su iskljucene:
— ispitanice koje su primale neoadjuvantnu kemoterapiju,
— ispitanice koje su odbile predloZzenu kemoterapiju,
— ispitanice s nepotpunim medicinskim podacima,
— ispitanice Cije parafinske kocke tumorskog tkiva nisu bile dostupne,

— ispitanice koje su nakon operacije lijeCene i pracene u drugim ustanovama.

4.2. Postupci

Ispitanice su klasificirane prema: zivotnoj dobi, FIGO stadiju bolesti, veli¢ini ostatnog
tumora nakon primarne operacije, vrsti kemoterapije i broju ciklusa kemoterapije, duZini PFS i

OS.

Podaci o stopi odgovora na terapiju, PFS 1 OS dobiveni su iz medicinske dokumentacije.
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4.2.1. Odgovor na kemoterapiju

Odgovor na kemoterapiju definiran je prema RECIST 1.1 kriterijima kao potpun
(kompletan) odgovor, djelomic¢ni (parcijalni) odgovor, stabilna bolest i progresija bolesti (70,
71).

Potpun (kompletan) odgovor je definiran povlacenjem svih ciljnih lezija.

Djelomicni (parcijalni) odgovor je definiran > 30%-tnim smanjenjem zbira dimenzija
ciljnih lezija.

Progresija bolesti je definirana > 20%-tnim povecanjem zbira dimenzija poznatih ciljnih
lezija, kao 1 pojavom jedne ili viSe novih lezija.

Stabilna bolest je definirana smanjenjem zbira dimenzija ciljnih lezija za manje od 30%,
odnosno povecanjem zbira dimenzija ciljnih lezija za manje od 20%.

Objektivni odgovor na lijecenje podrazumjeva udio bolesnica koje na kemoterapijsko
lijecenje odgovore potpunim i djelomi¢nim odgovorom (ORR=CR+PR).

Klinicka dobit lijecenja podrazumijeva udio bolesnica koje na kemoterapijsko lijecenje

odgovore potpunim, djelomi¢nim odgovorom i imaju stabilnu bolest (CBR=CR+PR+SD) (71).

4.2.2. Kemoosjetljivost na spojeve platine

Kemoosjetljivost na spojeve platine definirana je prema platina-slobodnom intervalu
kao platina-osjetljiva, platina-rezistentna i platina-refraktorna (72, 73, 74, 75).

Bolesnice koje dozive povrat bolesti nakon 6 mjeseci od zavrSetka kemoterapije
pripadaju skupini "platina-osjetljivih" bolesnica.

Bolesnice koje odgovore na kemoterapiju 1 razviju povrat bolesti unutar 6 mjeseci od
zavrSetka iste pripadaju skupini "platina-rezistentnih".

Bolesnice kojima bolest napreduje ili imaju stabilnu bolest tijekom prvolinijske
kemoterapije ili pak dozive povrat bolesti unutar mjesec dana od zavrSetka iste pripadaju

skupini "platina-refraktornih" bolesnica.
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4.2.3. PreZivljenje do napredovanja bolesti (PFS) i ukupno preZivijenje (OS)

Prezivljenje do napredovanja bolesti (PFS) definirano je razdobljem od dijagnoze
bolesti do pojave po RECIST-u definiranih kriterija rasta postojecih ili pojave novih mjerljivih
lezija, dijagnoze novog primarnog tumora ili smrti bolesnice (76).

Ukupno prezivljenje (OS) definirano je razdobljem od dijagnoze bolesti do zadnjeg
pregleda ili smrti bolesnice (76).

Bolesnice u ovom istrazivanju pracene su do 31. prosinca 2016. godine.

4.2.4. Ostatna bolest nakon kirur§kog lijecenja

Ostatna bolest nakon kirurS§kog lijecenja definirana je temeljem intraoperacijskog nalaza
ginekologa-operatera 1 temeljem postoperativnog nalaza kompjutorizirane tomografije (CT)

abdomena i zdjelice (29, 32, 38, 39, 77, 78, 79, 80).

Bolesnice su prema ostatnoj bolesti nakon primarne kirurSke citoredukcije klasificirane u 3
skupine:

— optimalno resecirane (R0, nema vidljive postoperativne ostatne bolesti),

— suboptimalno resecirane (R1, vidljiva ostatna bolest),

— nepoznati status ostatne bolesti (RX).

4.3. Imunohistokemijska analiza

Imunohistokemijsko bojenje uradeno je na histoloSkim prepratima debljine 4 pum
izreznim iz parafinskih blokova tumorskog tkiva. U predanaliticCkom postupku su preparati
strojno priredeni na standardni nacin i potom strojno obojeni monoklonskim protutijelima:
3GA1l (protu-MAGE-A10), 77B2 (protu-MAGE-A1), 57B (protu-multi-MAGE) odnosno
D8.38 (protu-NY-ESO-1) na uredaju Ventana BenchMark Ultra (Roche, Tucson, AZ, SAD)
(52, 66, 81, 82). Za vizualizaciju reakcije koriSten je Optiview detekcijski kit i bojenje
diaminobenzidinom (DAB) (Ventana, Roche). Isje¢ci tkiva humanog testisa sluzili su kao
pozitivna kontrola. Negativna kontrola bio je preparat u kojem je uraden navedeni postupak,

ali nije bilo aplicirano primarno protutijelo. Mikroskopski je pozitivan izraZzaj bio smede
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citoplazmatsko i/ili nuklearno obojenje, neovisno o intenzitetu bojanja, s granicnom
vrijednos¢u >10% tumorskih stanica.

HistoloSku analizu i vrednovanje postotka pozitivnih tumorskih stanica uradila su
neovisno dva patologa na mikroskopu Olympus BX 46 odnosno BX 51 (Olympus, Tokyo,
Japan).

4.4. Statisticki postupci

Prikupljeni podaci uneseni su u program Microsoft Exel za Windows 2007. Za izra¢un
statisticke znacajnosti koriSten je program Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)
software verzija 20 za Windows; SPSS Inc., Chicago, Illinois.

Rezultati su prikazani u vidu tablica i grafikona, a interpretirani na razini znacajnosti
p<0.05 kod svih primijenjenih testova.

Za usporedbu kategorijskih varijabli, odnosno imunohistokemijske izrazenosti
analiziranih CTA i klini¢kih parametara, koristen je y test i test logisticke regresije. Coxovom
regresijskom uninominalnom i multinominalnom analizom utvrdena je povezanost istrazivanih
varijabli s PFS i OS izaZenim u mjesecima.

U analizi preZivljenja koriStena je Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja. Razlika u

prezivljenju ispitana je log-rank testom.
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5.1. Klini¢ko-patoloska obiljeZja ispitanica

U istrazivanje su uklju¢ene 93 ispitanice s uznapredovalim HGSOC-om,
dijagnosticirane i lijeene u Klinickom bolnickom centru Split i Opcoj bolnici Zadar od 01.
sijenja 1996. do 31. prosinca 2013. godine. Prosjecna dob ispitanica bila je 57 godina (IQR
37-79 godina). Sve ispitanice su bile dijagnosticirane u uznapredovalom stadiju bolesti; 72
(77%) u FIGO III stadiju bolesti, a 21 (23%) u FIGO stadiju IV. Ispitanice su podvrgnute
operativnom zahvatu nakon kojeg su lijjecene prvolinijskom kemoterapijom temeljenom na
platini u kombinaciji s drugim kemoterapeuticima, sa 6 ili viSe ciklusa lijeCenja. Medijan
pracenja bio je 60 (IQR 4-175) mjeseci.

Do kraja pracenja, umrlo je 67 (72%) ispitanica. Od 26 (28%) prezivjelih ispitanica, 9
(35%) su razvile povrat bolesti.

Klinicko-patoloski podaci o FIGO stadiju, ishodu operacije, lije€enju kemoterapijom i
broju ciklusa kemoterapije te vremenu bez povrata bolesti dobiveni su iz patohistoloskih nalaza

i medicinske dokumentacije bolesnica, a navedeni su u Tablici 2.
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Tablica 2. Klinicko-patoloSke karakteristike ispitanica oboljelih od uznapredovalog seroznog
karcinoma jajnika visokog stupnja prema kvalitativnim i kvantitativnim varijablama na kraju

pracenja

Status ispitanica na kraju pracenja

Ukupno  Umrla Ziva s povratom Ziva bez povrata
(N=93) (N=67) bolesti (N=9)  bolesti (N=17)
Zivotna dob (median, 57 59
IOR) (3579 (37-79) 62 (49-75) 54 (44-76)
. 16 14
PFS (median, IQR) @115) (4109 22 (8-42) 37 (16-175)
. 40 36
OS (median, IQR) (7-175)  (7-144) 44 (34-83) 69 (37-175)
Ny III 72 (77%) 50 (75%) 6 (67%) 16 (94%)
FIGO stadij (N, %)
v 21 (23%) 17 (25%) 3 (33%) 1 (6%)
optimalno 14 (15%) 10 (15%) 0 4 (24%)
i;‘(’% ;“m“kog ljeCenja — poptimalno 75 (81%) 54 (80%) 9 (100%) 12 (71%)
nepoznato 4 (4%) 3 (4%) 0 1 (5%)
Broj kemoterapijskih <6 60 (64%) 39 (58%) 5 (56%) 12 (71%)
ciklusa (N, %) 56 33 (36%) 28 (42%) 4 (44%) 5 (29%)
o DA 81(87%) 64(95%) 9 (100%) 8 (47%)
Recidiv (N, %)
NE 12(13%) 3 (5%) 0 9 (53%)

N broj, IQR interkvartilni raspon, PFS prezivljenje do progresije bolesti, OS ukupno prezivljenje, FIGO
medunarodno udruZenje ginekologa i opstetri¢ara

5.2. Imunohistokemijska analiza s CTA

Na prepratima izrezanima iz parafinskog bloka tumorskog tkiva uradeno je

imunohistokemijsko bojenje s protutijelima na antigene raka 1 testisa.
Rezultati bojenja s CTA (MAGE-A1, multi-MAGE, MAGE-A10 i NY-ESO-1) u
HGSOC-u kod 93 ispitanice prikazani su u Tablici 3.
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Tablica 3. Imunohistokemijski izrazaj CTA (MAGE-A1, multi-MAGE-A, MAGE-A101i NY-
ESO-1) u tumorskom tkivu kod 93 ispitanice s uznapredovalim HGSOC

Protutijelo Pozitivan izrazaj (N,%) Negativan izrazaj (N,%)
MAGE-A1 89 (96) 4(4)
MAGE-A10 47 (51) 46 (49)
multi-MAGE 80 (86) 13 (14)
NY-ESO-1 33 (35) 60 (65)

N broj

Pozitivni imunohistokemijski izrazaj MAGE-A1 naden je u 89 (96%), MAGE-A10 u
47 (50%), multi-MAGE u 80 (86%) i NY-ESO-1 u 33 (35%) uznapredovalih seroznih
karcinoma visokog gradusa. Pozitivan izraZaj svih analiziranih CTA je naden u 24 (26%)
slucajeva.

Pozitivan izrazaj MAGE-A1 i MAGE-A10 bio je smede nuklearno obojenje zlo¢udnih
stanica, multi-MAGE neselektivno smede nuklearno/citoplazmatsko obojenje, a NY-ESO-1

smede uglavnom citoplazmatsko obojenje (Slika 11.).
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Slika 11. Izrazaj MAGE-A10 i NY-ESO-1 u uzorcima seroznog karcinoma jajnika visokog
stupnja. (A) Pozitivni izrazaj MAGE-A10 u tumorskim stanicama; (B) Negativni izraZaj
MAGE-A10 u tumorskim stanicama; (C) Pozitivni izrazaj NY-ESO-1 u tumorskim

stanicama; (D) Negativni izrazaj NY-ESO-1 u tumorskim stanicama. Izvorno povecéanje x200.

U Tablici 4 prikazani je izrazaj CTA u tumoru i status na kraju prac¢enja kod 93 ispitanice

s uznapredovalim stadijem seroznog karcinoma jajnika visokog stupnja.
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Tablica 4. Izrazaj CTA u tumoru s obzirom na status na kraju pracenja kod 93 ispitanice s
uznapredovalim stadijem seroznog karcinoma jajnika visokog stupnja

Ukupno Umrle Zive s povratom Zive bez povrata
(N=93) (N=67) bolesti (N=9)  bolesti (N=17)
pozitivno 89 (96%) 58 (98%) 8 (89%) 13 (76%)
MAGE-Al negativno 4 (4%) 1 2%) 1 (11%) 4 (24%)
. pozitivno 80 (86%) 50 (85%) 3 (34%) 15 (88%)
multi-MAGE | o tivno 13 (14%) 9 (15%) 6 (66%) 2 (12%)

i pozitivno 47 (50%) 41 (61%) 4 (44%) 2 (12%)
MAGE-AI0 negativno 46 (50%) 26 (39%) 5 (56%) 15 (88%)
NY-ESO-1 pozitivno 33 (35%) 25 (37%) 3 (34%) 5 (42%)

negativno 60 (65%) 42 (63%) 6 (66%) 12 (58%)
N broj

Imunohistokemijsko bojenje s MAGE-A1 1 multi-MAGE bilo je pozitivno u gotovo

svim analiziranim slu¢ajevima, u 96% odnosno 86%. Medu umrlima je izrazaj MAGE-A1 u

tumoru bio u 98%, a multi-MAGE u 85% sluCajeva. Zbog premalog negativnog izrazaja i

nedovoljne snage statistickog testa, ovi su biljezi isklju€eni iz daljnje analize (83, 84, 85, 86).

Analiza odgovora na lijeCenje i rezistenciju na kemoterapiju uradena je u odnosu na izrazaj

MAGE-A101 NY-ESO-1.

5.3. Odgovor na lijeenje kemoterapijom

Ispitanice su lijeCene kemoterapijom temeljenom na platini u 6 ili vise od 6 ciklusa

terapije. U Tablici 5. objavljena je analiza odgovora na lijecenje.
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Tablica 5. Odgovor na lijeenje prvolinijskom kemoterapijom temeljenom na spojevima
platine kod 93 ispitanice s uznapredovalim stadijem seroznog karcinoma jajnika visokog
stupnja

Odgovor na lijeCenje

CR PR SD PROG
(N=62) (N=11) (N=5) (N=15)

Zivotna dob 55(37-77) 554375 61 (50-67) 66 (50-79)

(godina)
y I 53 (85%) 9 (82%) 2 (40%) 8 (54%)
FIGO stadyj v 9(15%) 2 (18%) 3 (60%) 7 (46%)
o optimalno 14 (23%) 0 0 0
{f.g‘ggnk;r““kog suboptimalno 45 (73%) 10 (91%) 5 (100%) 15 (100%)
jecen nepoznato 3 (4)% 1 (9%) 0 0
Broj
Kemmoterapiiskih 32 ?g E%Z; 11 (1(;)0%) 5 (180%) 15 (15)0%)
ciklusa

N broj, CR potpuni odgovor na lijecenje, PR djelomi¢ni odgovor na lijecenje, SD stabilna bolest, PD
progresija bolesti, FIGO medunarodno udruzenje ginekologa i opstetri¢ara

Prema RECIST 1.1 kriterijima, 62 (66.7%) ispitanice su pokazale potpuni odgovor na
kemoterapiju (CR), 11 (11.8%) ispitanica djelomi¢ni odgovor (PR), a kod 5 (5.4%) ispitanica
je potvrdena stabilna bolest (SD). Cak 15 (16.1%) ispitanica nisu imale odgovor na lije¢enje
kemoterapijom te je nastupila progresija bolesti (PD) unato¢ ordiniranoj kemoterapiji (Tablica

5.).

5.4. Povezanost izrazaja CTA s odgovorom na kemoterapiju

Povezanost izrazaja MAGE-A10 i NY-ESO-1 s odgovorom na prvolinijsku
kemoterapiju temeljenu na spojevima platine tj. kemoosjetljivost na spojeve platine kod 93
ispitanice s uznapredovalim stadijem seroznog karcinoma jajnika visokog stupnja prikazani su

u Tablici 6.
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Tablica 6. Povezanost imunohistokemijskog izrazaja MAGE-A10 i NY-ESO-1 s odgovorom
na prvolinijsku kemoterapiju temeljenu na spojevima platine, odnosno kemoosjetljivost kod 93
ispitanice s uznapredovalim HGSOC.

Izrazenost CTA i odgovor na lijeCenje

UKUPNO CR PR SD PD
(N=93) (N=62) (N=11) (N=5) (N=15)
MAGE A10 pozitivno 51 (55%) 22 (35%) 8 (73%) 4 (80%) 13 (87%)
negativno 42 (45%) 40 (65%) 3 127%) 1 (20%) 2 (17%)
NY-ESO-1 pozitivno 37 (40%) 16 (26%) 9 (82%) 2 (40%) 6 (40%)
negativno 56 (60%) 46 (74%) 2 (18%) 3 (60%) 9 (60%)
osjetljivi 58 (62%) 54 (87%) 4 (36%) 0 0
Kemoosjetljivost rezistentni 23 (25%) 8 (13%) 7 (64%) 5 (100%) 3 (20%)
refrakterni 12 (13%) 0 0 0 12 (80%)

N broj, CR potpuni odgovor na lijecenje, PR djelomi¢ni odgovor na lijecenje, SD stabilna bolest, PD
progresija bolesti

Sto se ti¢e osjetljivosti na prvolinijsku kemoterapiju temeljenu na spojevima platine, 58
(62.4%) ispitanica je pokazalo kemoosjetljivost, 23 (24.7%) kemorezistentnost, au 12 (12.9%)

je bolest napredovala tijekom ordiniranja kemoterapije.

U daljnjoj stastistickoj analizi ispitanice su podjeljene u dvije skupine po dobi: <57
godina (1. skupina) i >57 godina (2. skupina); po nalazu kirur§kog lijecenja na dvije skupine:
optimalno (1. skupina) 1 suboptimalno/nepoznato (2. skupina), ispitanice s rezistentnom i
refraktornom boles¢u (2+3) spojene su u zajednicku skupinu "rezistentnih"(2).

Odgovor na lijecenje je analiziran %2 testom.
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Tablica 7. Univarijatna analiza poveznosti prac¢enih varijabli s odgovorom na lijecenje
prvolinijskom kemoterapijom temeljenom na spojevima platine kod 93 ispitanice s
uznapredovalim HGSOC.

Odgovor na lijeCenje

Izrazaj CR+PR SD+PD ) Odds ratio

(N=73)  (N=20) P ©5%Cr  ©
pozitivan* 30 (41%) 17 (85%) 8.1
MAGE A10 negativan 43 (59%) 3 (15%) 104 0.001 (2.2-30) 0.002
i i pozitivan 25 (34%) 8 (40%) "
NY-ESO-1 negativan 48 (66%) 12 (60%) 0% 0832
. I 62 (85%) 10 (50%) " 5.6
FIGO stadij v+ 11(15%) 10 (50%) 9.0 0.003 (1.9-16.7) 0.002
. optimalan 14 (20%) 0
{is.};‘é’gnlf;m“kog suboptimalan/ 59 (80%) 20 (100%) 3.4  0.065"
) J nepoznat
. <6 50 (68%) 10 (50%) "
Broj ciklusa KT 6 23(32%) 10 (50%) 1.6 0.205
osjetljive 58 (80%) 0
Kemoosjetljivost rezistentne 15 (20%) 8 (40%) g; 2888}
refrakterne 0 12 (60%) ’
o da 61 (84%) 20 (100%)
Recidiv e 12 (16%) 0 2.45 0.117
. <57 42 (58%) 5 (25%) 4.1
Dob (godine) 575 31 (42%) 15 (15%) 54 0.02 (13-12.4) 0.014

N broj, CI cofidence interval, FIGO medunarodno udruZenje ginekologa i opstetri¢ara, CR potpuni
odgovor na lijeenje, PR djelomi¢ni odgovor na lijeCenje, SD stabilna bolest, PD progresija bolesti;
*referentni nivo; "y? test; "logistiCka regresija

Omjer izgleda za kompletni i parcijalni odgovor (CR+PR) u odnosu na stabilnu bolest i
progresiju bolesti (SD+PROG) za 8 puta je vec¢i u skupini ispitanica s MAGE-A10 negativnim
tumorom nego u skupini ispitanica s MAGE-A10 pozitivnim tumorom (p=0.001).

Omjer izgleda za kompletni 1 parcijalni odgovor na kemoterapiju (CR+PR) u odnosu na
stabilnu bolest i progresiju bolesti (SD+PD) je 5.6 puta vec¢i kod ispitanica s FIGO stadijem III
u odnosu na ispitanice s FIGO stadijem IV (p=0.002).

Omjer izgleda za CR+PR u odnosu na SD+PD je za 4 puta ve¢i u skupini mladih
ispitanica (<57 godina) nego u skupini ispitanica > 57 godina (p=0.002).
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Univarijatna analiza odgovora na kemoterapiju temeljenu na platini pokazala je da
izraza) MAGE-A10 u tumorskim stanicama predvida slab odgovor na lije¢enje (p=0.001).
Nije utvrdena povezanost NY-ESO-1 s odgovorom na prvolinijsku kemoterapiju

temeljenu na platini (p=0.832).

U multivarijatnu regresijsku analizu odgovora na kemoterapiju ukljuceni su svi
prediktori koji su u univarijatnoj logistickoj analizi pokazali statisticki znacajnu povezanost s

odgovorom na terapiju.

Tablica 8. Multivarijatna regresijska analiza dobi ispitanica, FIGO stadija 1 izrazaja MAGE-
A10 s odgovorom na prvolinijsku kemoterapiju temeljenu na platini kod 93 ispitanice s
uznapredovalim stadijem seroznog karcinoma jajnika visokog stupnja.

Odds ratio (95% CI) p
Zivotna dob 4.2 (1.2-14.6) 0.025
FIGO stadij 5.7 (1.6-21) 0.007
MAGE-A10 7.4 (1.8-29.8) 0.005

FIGO medunarodno udruzenje ginekologa i opstetri¢ara, CI cofidence interval

Potvrdena je statisticki znacajna povezanost sve tri varijable (dob, stadij, MAGE-A10)
s odgovorom na terapiju (CR+PR; SD+PD).

Bolji odgovor na lijeCenje, izraZen putem objektivnog odgovora (CR+PR=0ORR, engl.
objective response rate), pokazale su mlade ispitanice, ispitanice s nizim FIGO stadijem bolesti
i negativni izraZza] MAGE-A10 u tumorskim stanicama.

Multivarijantna analiza pokazala je da je izrazaj MAGE-A10 u tumorskim stanicama,
zajedno s dobi ispitanica i stadijem tumora, neovisni prediktor rezistencije na prvolinijsku

kemoterapiju temeljenu na platini (p=0.005) (Tablica 8.).

5.5. Osjetljivost na kemoterapiju temeljenu na platini

Povezanost izmedu izrazaja MAGE-A10 i NY-ESO-1, klinickih varijabli (dob, stadij
bolesti, opseg kirurskog lijecenja, broj kemoterapijskih ciklusa, recidiv bolesti) i osjetljivosti
na kemoterapiju temeljenu na platini kod 93 ispitanice s uznapredovalim stadijem seroznog

karcinoma jajnika visokog stupnja prikazana je u Tablici 9.
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Tablica 9. Izrazaj MAGE-A10 i NY-ESO-1, klinicke varijable i osjetljivost na prvolinijsku
kemoterapiju temeljenu na spojevima platine kod 93 ispitanice s uznapredovalim HGSOC.

Kemoosjetljivost
senzitivni  LcAstentnil 95% CI
(N=58) refrakterni ods ratio, p
Izrazaj (N=35) ’
Dob (godina) 56 (40-77) 59 (37-79) 0.299+ -
» pozitivan 20 (34%) 27 (17%) . 64(25-16.7);
lzraza) MAGE ALO oo ivan* 38 (66%) 8 (23%) <0.001 p<0.001
v ome  Pozitivan 17 (29%) 16 (46%) . -
lzraza) NY-ESO-1 o ativan A1 (71%) 19 (54%) 0.109
) I+ 50 (86%) 22 (63%) . 3.7(1.3-10.2);
FIGO stadyj v 8 (14%) 13 (37%) 0.019 p=0.012
Ishod kirurskog optimalan 14 (24%) 0 4
lijeCenja suboptimalan 44 (71%) 35 (100%)
Broj
L <6 42 (72%) 18 (51%) . 2.5 (1.0-6.0);
kemoterapijskih ¢ 16 (28%) 17 (49%) 0.068 p=0.043
ciklusa
) 1 46 (79%) N
Recidiv 5 12 21%) 35 (100%) 0.010

N broj, CI cofidence interval, FIGO medunarodno udruzenje ginekologa i opstetriCara, *Referentni
nivo, +Mann Whitney test

Nije dokazana statisticki zna€ajna razlika u Zivotnoj dobi ispitanica u odnosu na razvoj
kemoosjetljivosti na spojeve platine (y?=1.0; p=0.299). Omjer izgleda za razvoj rezistencije na
kemoterapiju kod skupine 2 (rezistentne 1 refrakterne) u odnosu na skupinu 1 (senzitivne) je 6.4
puta veci u skupini MAGE-A10 pozitivnih, nego u skupini MAGE-A10 negativnih tumora.

Omjer izgleda za nastanak rezistencije na kemoterapiju u skupini 2 (rezistentne i
refrakterne) u odnosu na skupinu 1 (senzitivne) je za 2.5 puta veci u skupini ispitanica s ve¢im

brojem ciklusa kemoterapije.
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Tablica 10. Univarijatna analiza osjetljivosti na kemoterapiju temeljenu na platini, klinickih
varijabli (dob bolesnica, FIGO stadij bolesti, opseg kirurSkog lijeenja, broj kemoterapijskih
ciklusa, recidiv bolesti) i izrazaja MAGE-A10 i NY-ESO-1 kod 93 ispitanice s uznapredovalim
stadijem seroznog karcinoma jajnika visokog stupnja.

Osjetljivost na kemoterapiju

rezistentni 1

senzitivni refrakterni " P 95% CI P
(N=58) (N=35) ods ratio
. 1 31 (53%) 16 (46%)
Dob, godina 2 27 (47%) 19 (54%) 0.259 0.611
V4 20 (34%) 27 (77%) 6.4
MAGE A10 po 38 ( 66(;) < (23,70) 142 <0.001 (25-16.7) <0.001
nee 0 0 P<0.001
e, poz 17 (29%) 16 (46%)
NY-ESO-1 neg 41 (11%) 19 (54%) 1.9 0.168
11T 50 (86%) 22 (63%) 3.7
FIGO stadij v 8 (14%) 13 (37%) 5.5 0.019 (Il)jol(?é) 7.012
Ishod
S 1 16 (28%) 0
Egifrlszg 2 0% 35000%) 4 0.004
Broj 2.5
kemoterapijskih  ~0  42(2%)  I8OGI%) 54 068 (10.6)  0.043
ciklusa 6 16(28%) 17 (49%) P=0.043
o da 46 (19%) 35 (100%)
Recidiv e 12 (21%) 0 6.6 0.010
N broj, FIGO medunarodno udruzenje ginekologa 1 opstetricara, 1 optimalno, 2

suboptimalno+nepoznato, ¥ test, CI confidence interval

Univarijatnom analizom nije dokazana znacajnost razlike u osjetljivosti na kemoterapiju
s obzirom na Zivotnu dob ispitanica (¥2=0.259; p=0.611).

Udio ispitanica pozitivnith na MAGE-A10 u skupini 2 (rezistentnih 1 refraktornih) je za
2.2 puta veci nego u skupini 1 (senzitivni) (y2=14.2; p<0.001).

Nije dokazana statisticki znacajna razlika medu skupinama ispitanica podjeljenih
temeljem kemoosjetljivosti s obzirom na izrazaj NY-ESO-1 u tumoru (3?=1.9; p=0.168).

U skupini ispitanica s kemosenzitivnom bolesti je za 2.6 puta manje ispitanica s FIGO

stadijem IV bolesti nego u skupini 2 (rezistentna i refraktorna bolest) (y2=5.5; p=0.019).
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Nije dokazana statisticki znacajna razlika u skupinama ispitanica prema broju ciklusa
kemoterapije (1=<6, 2=>6) u odnosu na terapijski odgovor (y?=3.3; p=0.068).

U skupini ispitanica 2 (rezistentnih i refraktornih) ni jedna ispitanica nije imala remisiju
bolesti (32=6.6; p=0.010).

Dalje je uradena multivarijatna regresijska analiza kemorezistencije.

U multivarijatnu regresijsku analizu za kemorezistenciju uklju¢eni su MAGE-A10 i

klinicki prediktori.

Tablica 11. Multivarijatna regresijska analiza utjecaja stadija bolesti, ciklusa kemoterapije i
izrazenostt MAGE-A10 na kemoosjetljivost u 93 ispitanice s uznapredovalim stadijem
HGSOC-a.

Odds ratio 95% p
FIGO stadij 3.1(1.0-9.9) 0.050
MAGE-A10 6 (2.2-16.4) <0.001
Broj ciklusa kemoterapije 1.8 (0.65-4.8) 0.265

FIGO medunarodno udruzenje ginekologa i opstetricara

Multivarijatnom regresijskom analizom potvrdena je povezanost izrazaja MAGE-A10 i
stadija bolesti s kemosjetljivos¢éu (p<0.001). Ispitanice u visSem FIGO stadiju i s tumorom koji
je pokazivao pozitivni izrazaj MAGE-A10 imale su ¢eS¢e rezistenciju na kemoterapiju
temeljenu na spojevima platine.

Prema multivarijantnoj analizi, izrazaj MAGE-A10 u tumorskim stanicama je neovisni

pokazatelj rezistencije na prvolinijsku kemoterapiju temeljenu na platini ( p<0.001) ( Tablica

11.).
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5.6. Analize preZivljenja
5.6.1. PreZivljenje do progresije bolesti (PFS)

Analiza prezivljenja Log rank testom za prezivljenje do progresije bolesti (PFS) prema

ispitivanim varijablama prikazana je u Tablici 12.

Tablica 12. Analiza prezivljenja do progresije bolesti (PFS) Log rank testom kod 93 ispitanice
s uznapredovalim stadijem seroznog karcinoma jajnika visokog stupnja

Medijan (SE)
N (95% CI), mjeseci LR P
Dob (godine)
<57 47 17 (3.4) (10-24) 2.9 0.089
>57 46 16 (1.9) (12-20)
FIGO stadij
111 72 21 (2) (17-25) 5.8 0.016
v 21 11 (2.3) (6.5-15)
Ishod kirurskog
lijecenja
optimalan 14 21 (1.4) (18-24) 1.9 0.164
suboptimalan 79 16 (1.5) (13-19)
Ciklusi
<6 60 19 (1.9) (15-23) 0.926 0.336
>6 33 14 (2) (10-18)
Odgovor 1
CR+PR(ORR) 73 21 (1.6) (18-24) 86.5 <0.001
SD+PD 20 7 (0.64) (5.7-8.2)
Odgovor 2
CR+PR+SB(CBR) 78 21 (2.2) (17-25) 62.66 <0.001
PD 15 7 (0.95) (5-9)
MAGE-A10
pozitivno 47 12 (1.4) (9-15) 23 <0.001
negativno 46 25 (2.5) (20-30)
NY-ESO-1
pozitivno 33 14 (1.9) (10-18) 2.5 0.116
negativno 60 21 (2) (16-26)

N broj, SE (engl. standard error) standardna greska, CI confidence interval, LR Log rank test, FIGO
medunarodno udruZenje ginekologa i opstetriara, CR potpuni odgovor na lijeCenje, PR djelomicni
odgovor na lijeCenje, ORR stopa objektivnog odgovora na lijeenje, SD stabilna bolest, PD progresija
bolesti, CBR stopa klinicke dobiti lijecenja

Log rank testom za prezivljenje do progresije bolesti (PFS) nismo dokazali da su dob
ispitanice (<57 prema >57 godina) (p=0.089), stadij bolesti (FIGO III prema 1V) (p=0.016),
ishod kirurSkog lijeCenja (optimalno prema suboptimalno) (p=0.016) i broj ciklusa
kemoterapije (<6 prema >6) (p=0.336) statisticki znacajno povezani s prezivljenjem do

progresije bolesti (Tablica 12.).
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Statisticki znacajna povezanost utvrdena je izmedu PFS i objektivnog odgovora na
kemoterapiju (CR+PR vs SD+PD) (p<0.001), klini¢ke dobiti lijecenja (CR+PR+SD vs PD)
(p<0.001) 1 izrazaja MAGE-A10 (pozitivan prema negativan) (p<0.001) (Tablica 12.).

Nije dokazana statisticki znacajna povezanost izmedu izrazaji NY-ESO-1 i prezivljenja

do progresije bolesti (LR=2.5, p=0.126).

Tablica 13. Cox-ova univarijatna regresijska analiza dobi ispitanica, FIGO stadija bolesti,
ishoda kirurskog lijeCenja, broja kemoterapijskih ciklusa, objektivnog odgovora na lijecenje,
klinicke dobiti lije¢enja i izrazaja MAGE-A10 s prezivljenjem do progresije bolesti (PFS) kod
93 ispitanice s uznapredovalim stadijem seroznog karcinoma jajnika visokog stupnja.

HR (95% CI) p
Dob 1.5(0.93-2.2) 0.098
FIGO stadij bolesti 1.8 (1.1-3.3) 0.020
Ishod kirurskog lijecenja 1.1 (0.68-1.7) 0.787
Broj kemoterapijskih ciklusa 1.2 (0.79-1.9) 0.348
Odgovor 1. ORR 11.9 (6.3-22.6) <0.001
Odgovor 2. CBR 8.9 (4.6-17.1) <0.001
MAGE-A10 2.9 (1.8-4.6) <0.001
NY-ESO-1 0.704 (0.45-1.1) 0.126

N broj, SE (engl. standard error) standardna greska, CI confidence interval, LR Log rank test, FIGO
medunarodno udruZenje ginekologa i1 opstetriara, CR potpuni odgovor na lijeCenje, PR djelomicni
odgovor na lijeCenje, ORR stopa objektivnog odgovora na lijeenje, SD stabilna bolest, PD progresija
bolesti, CBR stopa klinicke dobiti lije¢enja

Ispitanice s ostvarenim objektivnim odgovorom na lijeCenje (ORR) imale su 11.9 puta
duzi medijan PFS nego ispitanice sa stabilnom bolesti i progresijom bolesti (LR=86.5,
p<0.001). Ispitanice s ostvarenom klinickom dobiti lijeCenja (CBR) imale se 8.9 puta duzi
medijan PFS nego ispitanice kod kojih je doSlo do progresije bolesti (LR=62.6, p<0.001)
(Tablica 12.).

Medijan PFS je bio 2.9 puta duzi u skupini ispitanica s negativnom izrazajem MAGE
A10 nego u skupini s MAGE-A10 pozitivhom izrazajem (LR=23, p<0.001). Nije dokazana
povezanost izmedu izrazaja NY-ESO-1 i medijana PFS (LR=2.5, p=0.126) (Tablica 12.).

Coxova regresijska uninominalna analiza prezivljenja do progresije bolesti (PFS) je
pokazala statisticki znac¢ajnu povezanost PFS s objektivnim odgovorom na lije¢enje (CR+PR
vs SD+PD) (p<0.001), klinickom dobiti lije¢enja (CR+PR+SD vs PD) (p<0.001) i s izrazajem
MAGE A10 (negativan prema pozitivan) (p<0.001) (Tablica 13.).
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Tablica 14. Multivarijatna regresijska analiza FIGO stadija bolesti, izrazaja MAGE-A10 u
tumorskim stanicama i odgovora na prvolinijsku kemoterapiju temeljenu na platini s

prezivljenjem do progresije bolesti kod 93 ispitanice s uznapredovalim stadijem seroznog
karcinoma jajnika visokog stupnja.

HR (95% CI) p

Odgovor 1. ORR 8.6 (4-18.5) <0.001
MAGE-A10 2.1(1.3-3.5) 0.005
FIGO stadij 0.93 (0.50-1.7) 0.816

Odgovor 2. CBR 5.6 (2.6-11.7) <0.001
MAGE-A10 2.3 (1.4-3.8) 0.001
FIGO stadij 1.12 (0.64-2.1) 0.617

HR (engl. hazard ratio) odnos rizika, CI cofidence interval, FIGO medunarodno udruZenje ginekologa i
opstetricara, ORR stopa objektivnog odgovora na lijeCenje, CBR stopa klinicke dobiti lijeCenja

Multivarijatna regresijska analiza preZivljenja do progresije bolesti (PFS) potvrdila je
statistiCki znacajnu povezanost PFS s objektivnim odgovorom na lijeCenje (CR+PR prema
SD+PD) (p<0.001), klinickom dobiti lije¢enja (CR+PR+SD prema PD) (p<0.001) i s izrazajem
MAGE-A10 (negativan prema pozitivan) (p<0.001) (Tablica 14.).
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Slika 12. Kaplan-Meierova krivulja prezivljenja do progresije bolesti (PFS) i1 izrazaja MAGE

A10 kod 93 ispitanice s uznapredovalim stadijem seroznog raka jajnika visokog stupnja. Plava
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linija predstavlja PFS ispitanica s pozitivnim izrazajem MAGE-A10 (N=47), a zelena linija
PFS ispitanica s negativnim izrazajem MAGE-A10 (N=46).

Medijan PFS bio je 16 mjeseci (IQR raspon 4-175 mjeseci). Ispitanice s pozitivhim
izrazajem MAGE A10 imale su medijan PFS 12 mjeseci, a ipitanice s negativnim izrazajem
MAGE-A10 25 mjeseci (p<0.001). Izrazaj MAGE-A10 u tumorskim stanicama predvida
znacajno losiji PFS (p <0.001) (Slika 12.).

Nije utvrdena povezanost izmedu izrazaja NY-ESO-1 i medijana PFS (p=0.126)
(Tablica 13.).

5.6.2. Ukupno preZivijenje

Tablica 15. Analiza ukupnog prezivljenja prema ispitivanim varijablama log rank testom kod
93 ispitanice s uznapredovalim stadijem HGSOC

N medijan, SE, 95% CI, mjeseci LR p
Dob (godine)
<57 47 59 (7) (45-73) 3.1 0.077
>57 46 38.5 (6.4) (26-51)
FIGO stadij
I 72 59 (5) (48.5-69.5) 5.8 0.016
1\Y% 21 25 (4.5) (16.5-34.5)
Kirursko lijecenje
optimalno 14 62 (9.5) (43-81) 2.3 0.128
suboptimalno 79 40 (7) (26-54)
Ciklusi
<6 60 52 (9.6) (33-71) 1.6 0.212
>6 33 40 (14) (13-67)
Odgovor 1
CR+PR(ORR) 73 60 (3.4) (53-67) 68 <0.001
SD+PD 20 19 (1.8) (16-22)
Odgovor 2
CR+PR+SB(CBR) 78 59 (4) (51-67) 59.9 <0.001
PD 15 15 (3.4) (8.4-22)
MAGE-A10
pozitivan 47 26 (62) (14-38) 27.6 <0.001
negativan 46 8 (13) (55-107)
NY-ESO-1
pozitivan 33 38.5 (6) (26-51) 0.947 0.330
negativan 60 55 (5) (45-65)

N broj, SE (engl. standard error) standardna greska, CI confidence interval, LR Log rank test, FIGO
medunarodno udruzenje ginekologa i opstetriara, CR potpuni odgovor na lijeCenje, PR djelomicni
odgovor na lijeCenje, ORR stopa objektivnog odgovora na lijeenje, SD stabilna bolest, PD progresija
bolesti, CBR stopa klinicke dobiti lije¢enja
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Log rank testom nije dokazana statisticki znacajna povezanost dobi ispitanica (< 57
prema > 57) (p=0.077), ishoda kirurskog lijecenja (optimalno prema suboptimalno) (p=0.128)
1 broja ciklusa kemoterapije (<6 prema >6) (p=0.212) s ukupnim prezivljenjem (OS) (Tablica
15.).

Utvrdena je statisti¢ki znac¢ajna povezanost zmedu ukupnog prezivljenja i stadija bolesti
(IIT prema IV) (p=0.016), objektivnog odgovora na kemoterapiju (CR+PR prema SD+PD)
(p<0.001), klini¢ke dobiti lije€enja (CR+PR+SD prema PD) (p<0.001) i izrazaja MAGE-A10

(pozitivan prema negativan) (p<0.001).

Tablica 16. Cox-ova univarijatna regresijska analiza dobi ispitanica, FIGO stadija bolesti,
ishoda kirurSkog lijeenja, broja ciklusa kemoterapije, objektivnog odgovora na lijecenje,
klinicke dobiti lijecenja i1 izraZzenosti MAGE-A10 s ukupnim prezivljenjem kod 93 ispitanice s
uznapredovalim stadijem HGSOC

HR (95% CI) P
Dob 1.5 (0.95-2.5) 0.081
FIGO stadij bolesti 1.95 (1.1-3.4) 0.019
Ishod kirurskog lije¢enja 1.7 (0.85-3.3) 0.135
Broj ciklusa kemoterapije 1.4 (0.835-2.2) 0.217
Odgovor 1. ORR 10.9 (5.5-21.6) <0.001
Odgovor 2. CBR 10.5 (5-21.8) <0.001
MAGE-A10 3.9 (2.3-6.7) <0.001
NY-ESO-1 0.78 (0.48-1.3) 0.335

HR (engl. hazard ratio) omjer rizika, CI cofidence interval, FIGO medunarodno udruzenje ginekologa i
opstetricara, ORR stopa objektivnog odgovora na lijeCenje, CBR stopa klinicke dobiti lijeCenja

Ispitanice s ostvarenom klinickom dobiti lijeCenja (CBR) imale se 10.9 puta duzi
medijan ukupnog prezZivljenja (OS) nego ispitanice kod kojih je doSlo do progresije bolesti
(p<0.001) (Tablica 15.). Medijan PFS je bio 3.9 puta duzi u skupini ispitanica s negativnim
izrazajem MAGE-A10 nego u skupini s pozitivnim izrazajem MAGE-A10 (p<0.001) (Tablica
16.). Nije utvrdena povezanost izmedu izrazaja NY-ESO-1 i medijana OS (LR=2.5, p=0.335)
(Tablica 16.).

Coxova regresijska uninominalna analiza ukupnog prezivljenja pokazala je statisticki

zna€ajnu povezanost OS s ostvarenim objektivnim odgovorom na lijecenje (CR+PR prema
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SD+PD) (p<0.001), klini¢kom dobiti lije¢enja (CR+PR+SD prema PD) (p<0.001) i s izraZajem
MAGE-A10 (negativan prema pozitivan) (p<0.001) (Tablica 16.).

Tablica 17. Multivarijatna regresijska analiza ukupnog prezivljenja s FIGO stadijem bolesti,
izrazajem MAGE-A10 i ostvarenim odgovorom na prvolinijsku kemoterapiju temeljenu na

platini kod 93 ispitanice s uznapredovalim stadijem seroznog karcinoma jajnika visokog
stupnja.

ODS 95% CI P
FIGO stadij 1.5 (0.82-2.7) 0.189
Odgovor 1. ORR 6.7 (3.3-13.9) <0.001
MAGE-A10 3.0(1.7-5.4) <0.001
FIGO stadij 1.6 (0.88-2.9) 0.121
Odgovor 2. CBR 6.6 (3-14.4) <0.001
MAGE-A10 3.3(1.8-5.8) <0.001

CI confidence interval, FIGO medunarodno udruzenje ginekologa i opstetri¢ara, ORR stopa objektivnog
odgovora na lijeCenje, CBR stopa klinicke dobiti lijecenja

Coxova multinominalna analiza ukupnog prezivljenja potvrdila je statisticki znacajnu

povezanost izrazaja MAGE-A10 s duzinom ukupnog prezivljenja (p=0.01) (Tablica 18.).
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Slika 13. Kaplan-Meierova krivulja ukupnog prezivljenja (OS)i izrazaja MAGE-A10 kod 93

ispitanice s uznapredovalim stadijem seroznog raka jajnika visokog stupnja. Plava linija
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predstavlja OS ispitanica s pozitivnim izrazajem MAGE-A10 u tumoru (N=47), a zelena linija

PFS ispitanica s negativnim izrazajem MAGE-A10 u tumoru (N=46).

Medijan ukupnog prezivljenja ispitanica bio je 49 mjeseci.

Ispitanice s pozitivnom izrazajem MAGE-A10 u tumoru imale su medijan ukupnog
prezivljenja 26 mjeseci, a ispitanice s negativnim izrazajem MAGE-A10 81 mjesec (p<0.001)
(Slika 13.). Izrazaj MAGE-A10 u tumorskim stanicama znacajno predvida loSije ukupno

prezivljenje (OS) (p <0.001).

1,09 L
1
0,8 | :
l_l
= 1 k
o .3
= 067 L
Q -
N
N
@
[= %
2 pa- |
(o}
g l‘"i: }
iy
=) .
024 H
0,0 |

0 50 100 150 200
Mjeseci
Slika 14. Kaplan-Meierova krivulja ukupnog preZivljenja (OS) 1 izrazaja NY-ESO kod 93
ispitanice s uznapredovalim stadijem seroznog raka jajnika visokog stupnja. Plava linija
predstavlja OS bolesnica s pozitivhom izrazajem NY-ESO-1 (N=33), a zelena linija PFS
ispitanica s negativnom izrazajem NY-ESO-1 (N=60).

Ispitanice s pozitivnim izrazajem NY-ESO-1 imaju medijan ukupnog prezivljenja 38.5

mjeseci, a ispitanice s negativnim izrazajem NY-ESO-1 55 mjeseci (p=0.330).
U zaklju¢ku mozemo naglasiti da pozitivni izrazaj MAGE-A10 u tumorskim stanicama
seroznog karcinoma jajnika visokog stupnja predvida kemorezistenciju na spojeve platine

(p<0.001) te krac¢e prezivljenje do povrata/progresije bolesti (p<0.001) i krace ukupno
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prezivljenje (p<0.001). Nije nadena statisticki znaCajna povezanost pozitivnog izrazaja NY-
ESO-1 u tumorskim stanicama s prezivljenjem do povrata/progresije bolesti (p=0.126) i

ukupnim prezivljenjem (p=0.33).
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6. RASPRAVA



Rak jajnika je najsmrtonosniji ginekoloski zlo¢udni tumor. Cesto se dijagnosticira u
kasnoj fazi, kad se bolest ve¢ proSirila po trbusnoj Supljini ili hematogeno metastazirala.
Prognoza bolesti je losa, na Sto upucuje malo petogodisnje prezivljenje, oko 45% (1). Zlatni
standard u lijecenju bolesnica s uznapredovalim rakom jajnika je kombinacija optimalne
kirurske citoredukcije 1 kemoterapije temeljene na platini, a njihov redoslijed ovisi o stadiju
bolesti i opéem stanju bolesnice u trenutku dijagnoze (40, 43, 44, 45).

U oko 20% bolesnica je prvolinijska kemoterapija na bazi platine neucinkovita i dolazi
do brzog napredovanja bolesti. U tom slucaju se ordinira monokemoterapija sekvencijski bez
spojeva platine, ali je niska stopa odgovora i kratko ukupno prezivljenje (40).

Bolesnice koje imaju platina-osjetljiv recidiv imaju zna¢ajno bolju prognozu i lijece se
polikemoterapijom temeljenoj na platini uz dodatak bevacizumaba i PARP inhibitora, ovisno o
statusu gena BRCA (46, 87).

Otpornost stanica karcinoma jajnika na kemoterapiju razlog je izostanku odgovora na
lijecenje i doprinosi visokoj smrtnosti. Brojni molekularni mehanizmi su u pozadini loSeg
odgovora na kemoterapiju, a dio njih jo§ uvijek nejasan (40, 88, 89, 90, 91, 92). Najcesci 1
najvazniji mehanizmi kemorezistencije ukljucuju promijenjeni izrazaj proteina prijenosnika
platine, prekomjernu aktivnost detoksikacijskih spojeva i stimulaciju popravka oste¢enja DNA
(88).

Kemoterapija na bazi platine je cesto pradena ozbiljnim nuspojavama. Stoga je
prakticno nuzna identifikacija biljega kojima bi se mogla predvidjeti rezistencija na
kemoterapiju temeljenu na platini, kako bi se te bolesnice postedjelo nepotrebne toksi¢nosti
neucinkovitog lijecenja (44, 89). Poznavanje molekularnih mehanizama kemootpornosti od
temeljne je vaZnosti u razvoju novih terapijskih opcija. Biljezi povezani s osjetljivoséu stanica
raka jajnika na lijeCenje su ve¢ istraZivani i opisivani.

Postoje istraZivanja koja pokazuju da visoka izrazenost E-kadherina, koju je moguce
detektirati standardnim imunohistokemijskim tehnikama, kao i prekomjerna izraZenost gena
koji sudjeluju u procesu epitelo-mezenhimalne transformacije (EMT), pouzdano identificira
uznapredovale serozne karcinome jajnika visokog stupnja koji dobro odgovore na kemoterapiju
temeljenu na platini (92, 93).

Utvrdeno je da pojacana dediferencijacija tumorskih stanica dovodi do otpornosti na
razlicite vrste kemoterapije kod raznih zlo¢udnih bolesti, Sto objasnjava moguéi razlog
kemorezistencije (94).

Imunoterapija temeljena na blokadi imunoloskih kontrolnih tocaka je slabo uc¢inkovita

u HGSOC, vjerojatno zbog relativno niskog mutacijskog optereCenja tumora i ogranic¢ene
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proizvodnje neoantigena (95, 96, 97). Obecavajuce rezultate daju adaptivne imunoterapije
temeljene na prijenosu T-limfocita stvorenih genskim inzenjeringom koji izrazavaju kimerne
antigenske receptore (CAR) za lijeCenje uznapredovalih karcinoma jajnika s peritonealnom
karcinomatozom (98).

Bitnu prepreku za razvoj novih protokola lijeCenja predstavlja Cinjenica da stanice
HGSOC imaju relativno malo tumorskih "specificnih" biljega, Sto znacajno povecava rizik od
tzv. "on target, off tumor" nuspojava, odnosno unistenja zdravih stanica koje nose iste antigene
(98). Stoga su nuzni novi inovativni pristupi.

Antigeni raka i testisa (CTA) su velika obitelj proteina fizioloski izrazenih u spolnim
stanicama i aberantno u razli¢itim tumorima, ukljucujuci karcinom jajnika (52, 53, 60, 61, 62,
63, 64, 65, 66). Njihov izrazaj u tumoru povezuje se s progresijom tumora, vjerojatno vezanom
uz potencijalnu ulogu tih proteina u epitelno-mezenhimalnoj pretvorbi.

Antigeni MAGE-A i NY-ESO-1 su visoko imunogeni CTA koji izazivaju specifi¢ni
imunoloski odgovor u bolesnika ¢iji karcinom izrazava ove antigene (61, 62, 63, 99). Zbog
svoje imunogenicnosti 1 ogranienog izraZzaja u tumorskim stanicama, predstavljaju
potencijalne kandidate za razvoj ciljanih imunoterapija u obliku protutumorskih cjepiva i
genetski modificiranih T limfocita (64).

Fizioloske funkcije CTA su jos$ uvijek uvelike nejasne. Podaci o MAGE-A, najbolje
prou¢enim CTA, ukazuju da su ukljuceni u ranu onkogenezu i regulaciju progresije stani¢nog
ciklusa i stani¢ne apoptoze (100).

Brojne studije su pokazale povezanost izrazaja CTA (MAGE-A i NY-ESO-1) s
nepovoljnom prognozom u zlo¢udnim tumorima razli¢itog histoloskog porijekla (52, 53, 60,
61, 101).

Povezanost prekomjernog izrazaja CTA i kemorezistencije na spojeve platine opisao je
Hartmann sa suradnicima u karcinomu glave i vrata, a Kasuga i Weeraratne u meduloblastomu
(102, 103, 104, 105, 106). Proucavali su MAGE-A pozitivne tumorske stani¢ne linije koje su
bile rezistentne na kemoterapiju temeljenu na platini (103). IstraZzeni su osnovni mehanizmi
rezistencije 1 pruzeni dokazi da izrazaj gena MAGE-A inhibira apoptozu zlo¢udnih stanica,
vjerojatno moduliranjem gena 7P53 (105, 107, 108). Sugerira se da bi izraZenost gena MAGE-
A mogla biti pokazatelj demetilacije DNA koja pridonosi selekciji subklonova zlo¢udnih
stanica (109).

U vise radova su istraZivani antigeni raka i testisa u karcinomu jajnika. Yakirevich, Xu

1 Szender su objavili da je izrazaj MAGE-A4, MAGE-A9, MAGE-A10 i NY-ESO-1 u
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tumorskim stanicama karcinoma jajnika povezan s loSom prognozom, ali ni u jednom od ovih
radova nije istrazivana osjetljivost na kemoterapiju (61, 110, 111, 112).

U ovom istrazivanju smo dokazali da izrazaj MAGE-A10 u bioptickim uzorcima
seroznog karcinoma jajnika visokog stupnja pouzdano predvida rezistenciju na prvolinijsku
kemoterapiju temeljenu na platini i slab odgovor na lijecenje platinom. U skladu s tim i s ve¢
objavljenim radovima, utvrdili smo da je izrazenost MAGE-A10 povezana s znacajno losijim
PFS i OS. Multivarijatna analiza pokazuje da izrazaj MAGE-A10 u tumorskim stanicama
predstavlja biljeg otpornosti na lije¢enje kemoterapijom temeljenom na platini, neovisno o dobi
1 FIGO stadiju bolesti.

Istovremeno, nismo utvrdili povezanost izrazaja NY-ESO-1, MAGE-A1 i multi-MAGE
s odgovorom na prvolinijsku kemoterapiju temeljenu na platini, kao ni drugim mjerama ishoda
(duzina razdoblja do progesije bolesti, duzina ukupnog prezivljenja).

Po nasem najboljem saznanju, ovo je prva studija u kojoj je utvrden znacaj izrazaja
MAGE-A10 za osjetljivost na kemoterapiju temeljenu na spojevima platine kod ispitanica s
uznapredovalim seroznim karcinomom jajnika visokog stupnja. Temeljem rezultata ove studije,
MAGE-A10 bi mogao biti novi biljeg koji identificira agresivniji fenotip seroznog karcinoma
jajnika visokog stupnja, koji je otporan na zlatni standard lijeCenja temeljen na spojevima
platine.

Nasi bi rezultati mogli biti od velike klinicke vaZnosti. Procjena izrazaja CTA u tumoru
mogla bi selekcionirati bolesnice s tumorom otpornim na platinu 1 tako ih poStedjeti nuspojava
povezanih s kemoterapijom od koje nece biti koristi. S druge strane, uzimajuéi u obzir visoku
imunogenost MAGE-A10 i NY-ESO-1, moguce bi imunoterapija specificno usmjerena na ove
CTA mogla znacajno nadopuniti ili pak zamijenjiti kemoterapiju temeljenu na platini. S tim u
vezi se spominje cijepljenje ili imunoterapija s projektiranim T-stanicama koje izraZavaju
specifican receptor za MAGE-A10 ili NY-ESO-1 restriktivan za HLA. Daljnja istraZivanja se
usmjeravaju na bolesnice kojima je indicirana sekundarna citoredukcija, §to bi moglo pomoc¢i
kod odluka o provedbi radikalnih kirurSkih zahvata (113).

Zakljucno, nasi rezultati ukazuju da bi definiranje izrazaja CTA MAGE-A10 moglo
pomo¢i u prepoznavanju bolesnica s uznapredovalim seroznim karcinomom jajnika visokog
stupnja koji je otporan na prvolinijsku kemoterapiju temeljenu na platini. Novi terapijski
modaliteti, posebno ciljana imunoterapija, specificno usmjerena na antigene raka i testisa,
mogla bi poboljsati ishode ove skupine bolesnica, ordinirajuci se zajedno s kemoterapijom ili

je zamjenjujuci u cijelosti.
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7. ZAKLJUCCI



1. Antigeni raka i testisa (CTA) MAGE-A1, MAGE-A10, multi-MAGE i1 NY-ESO-1
izrazeni su u uznapredovalom seroznom karcinomu jajnika visokog stupnja (HGSOC).
Imunohistokemijskom analizom dokazali smo pozitivan izrazaj MAGE-A1 u 96%, multi-

MAGE u 86%, MAGE-A10 u 50% i NY-ESO-1 u 35% ispitivanih uzoraka.

2. Ispitanice s HGSOC koje imaju pozitivan izraza) MAGE-A10 u tumorskim stanicama
nisu imale terapijski odgovor ili je bio slab i kratkotrajan na prvolinijsko lijecenje
kemoterapijom temeljenoj na platini (p=0.005). Nije dokazana statisticki znac¢ajna povezanost
izrazaja MAGE-A1, multi-MAGE i NY-ESO-1 s odgovorom na prvolinijsku kemoterapiju

temeljenu na platini.

3. Ispitanice s HGSOC koje imaju pozitivan izrazaj MAGE-A10 u tumorskim stanicama

¢eSce su razvile rezistenciju na prvolinijsku kemoterapiju temeljenu na platini (p<0.001).

4. Ispitanice s HGSOC s pozitivnim izrazajem MAGE-A10 u tumorskim stanicama
imale su krace vrijeme do povrata/progresije bolesti (PFS) prema rezultatima univarijatne
(p<0.001) i multivarijatne analize (p<0.001). Nije nadena statisti¢ki znacajna povezanost

izmedu izrazaja NY-ESO-1 i PFS (p=0.126).

5. Ispitanice s HGSOC koje imaju pozitivan izrazaj MAGE-A10 u tumorskim stanicama
imale su krace ukupno prezivljenje (OS) prema rezultatima univarijatne (p<0.001) i
multivarijatne analize (p<0.001). Nije nadena statisticki znac¢ajna povezanost izmedu izraZaja

NY-ESO-1 i ukupnog prezivljenja (p=0.33).
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8. SAZETAK



Uvod: Antigeni raka i testisa (CTA) predstavljaju skupinu aberantnih proteina koji su izrazeni
kod razli¢itih vrsta raka te su interesantni kao moguci biljezi zlo¢udnih tumora i mete za razvoj
imunoterapije. Kod ispitanica sa seroznim karcinomom jajnika visokog stupnja (HGSOC) nije
do sad analizirana povezanost izrazaja CTA s odgovorom na prvolinijsku kemoterapiju

temeljenu na platini i trajanje odgovora na istu.

Cilj istrazivanja bio je analizirati izrazaj razliitih CTA (MAGE-A1l, MAGE-A10, multi-
MAGE i NY-ESO-1) u uzorcima HGSOC imunohistokemijskom metodom i ispitati povezanost
njihova izrazaja s odgovorom i duZinom trajanja odgovora na prvolinijsku kemoterapiju
temeljenu na spojevima platine. Analizirana je povezanost izrazaja CTA s duzinom prezivljenja

do napredovanja bolesti (PFS) i duzinom ukupnog prezivljenja (OS).

Materijali i metode. U istrazivanju su ukljucene 93 bolesnice s histoloski potvrdenim HGSOC
FIGO stadija III 1 IV ljjecene u KBC Split 1 OB Zadar od 01. sijecnja 1996. do 31. prosinca
2013. godine. Sve su bolesnice bile podvrgnute operativnom zahvatu i potom lijeCene
prvolinijskom kemoterapijom na bazi platine. Praceni pokazatelji bili su dob, FIGO stadij
bolesti, veli¢ina ostatnog tumora nakon primarne operacije, broj ciklusa kemoterapije, PES i
OS. Imunohistokemijsko bojenje s monoklonskim protutijelima na MAGE-A1, MAGE-A10,
multi-MAGE i NY-ESO-1 uradeno je strojno na automatiziranom sustavu Ventana BenchMark
Ultra. Pozitivnim je smatrano smede citoplazmatsko i/ili nuklearno bojenje, neovisno o
intenzitetu bojenja, s granicnom vrijedno$¢u >10% tumorskih stanica. U statistickoj obradi
podataka koriSten je program Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) software

verzija 20 za Windows.

Rezultati. Pozitivni izrazaj MAGE-A10 statisticki znacajno predvida rezistenciju na
prvolinijsku kemoterapiju na bazi platine (p<0.001) i slab odgovor na lijecenje platinom
(p=0.005). Pozitivan izrazaj MAGE-A10 u tumorskim stanicama je povezan sa znafajno
kra¢im PES (p<0.001) i OS (p <0.001). Nije nadena povezanost drugih ispitivanih CTA s

odgovorom na prvolinijsku kemoterapiju na bazi platine, osjetljivosti na platinu, PFS i OS.

Zakljucak. Ovo je prva studija u kojoj je utvrdena povezanost izmedu izrazaja MAGE-A10 i
kemoosjetljivosti ispitanica s HGSOC koje su primale kemoterapiju temeljenu na platini.
MAGE-A10 bi mogao postati biljeg agresivnijeg fenotipa seroznog karcinoma jajnika i
potencijalna meta za ciljanu imunoterapiju kad izostane odgovor na kemoterapiju temeljenu na

platini.
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9. SUMMARY



THE IMPACT OF CANCER/TESTIS ANTIGENS (CTA) EXPRESSION AND THE
EFFICACY OF FIRST-LINE PLATINUM-BASED CHEMOTHERAPY IN ADVANCED
SEROUS OVARIAN CARCINOMA

Introduction: Cancer and testis antigens (CTA) represent a group of aberrant proteins that are
expressed in different types of cancer. They are of interest as markers of malignant tumors and
targets for the development of immunotherapy. Until now, the association of CTA expression
with the response to first-line platinum-based chemotherapy and the duration of the response
has not been analyzed in patients with high-grade serous ovarian cancer (HGSOC). The aim of
the research was to analyze the expression of different CTAs (MAGE-A1, MAGE-A10, multi-
MAGE and NY-ESO-1) in HGSOC samples using the immunohistochemical method and to
examine the association of this expression with response and durtion of response to first-line
chemotherapy based on platinum. The association of CTA expression with the length of

survival to disease progression (PFS) and the length of overall survival (OS) was analyzed.

Materials and methods. The study included 93 patients with histologically confirmed HGSOC
FIGO stage III and IV, treated at University Hospital Split and general Hospital Zadar from
January 1, 1996 to December 31, 2013. All patients underwent surgery and were then treated
with first-line platinum-based chemotherapy. The variables were age, FIGO stage of the
disease, size of the remaining tumor after primary surgery, number of chemotherapy cycles,
PES and OS. Immunohistochemical staining with monoclonal antibodies to MAGE-AI,
MAGE-A10, multi-MAGE and NY-ESO-1 was performed mechanically on the automated
Ventana BenchMark Ultra autostainer. Brown cytoplasmic and/or nuclear staining, regardless
of staining intensity, with a threshold value of >10% tumor cells was considered positive. The
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) software version 20 for Windows was used

for statistical data processing.

Results. MAGE-A10 expression statistically significantly predicts resistance to first-line
platinum-based chemotherapy (p<0.001) and poor response to platinum treatment (p=0.005).
MAGE-A10 expression in tumor cells is associated with significantly worse PES (p <0.001)
and OS (p <0.001). No correlation was found between the other examined CTAs with response

to first-line platinum-based chemotherapy, platinum sensitivity, PFS and OS.

Conclusion. This is the first study to establish an association between MAGE-A10 expression

and chemosensitivity in subjects with HGSOC receiving platinum-based chemotherapy.
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MAGE-A10 could become a marker of a more aggressive phenotype of high-grade serous
ovarian cancer and a potential target for targeted immunotherapy when there is no response to

platinum-based chemotherapy.
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