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1. UVOD

1.1. Osnove anatomije, embriologije i histologije bubrega

Bubrezi, mokracovodi , mokra¢ni mjehur, mokraé¢ne cijevi ¢ine funkcionalno-anatomsku
cjelinu koju nazivamo mokraéni sustav. Dok ostali organi mokra¢nog sustava imaju samo
ulogu u izluCivanju tekucina i tvari iz tijela, funkcija bubrega znatno je slozenija, od
odrzavanja acidobaznog statusa, filtracije krvi, odrzavanje volumena 1 elektrolita te
posljedi¢ne kontrole krvnog tlaka, do sinteze eritropoetina. Iako je bubreg retroperitonealni
parni organ, smjeSten izmedu 12. prsnog i 3. slabinskog kraljeSka postoje razlike izmedu
lijevog 1 desnog (1) Desni bubreg poloZen je otprilike 2,5 centimetara nize od lijevog bubrega,
nesto lateralnije od srediSnje linije 1 velicinom je neSto manji. Na kranijalnim polovima obaju
bubrega nalaze se nadbubreZne zlijezde, koje od bubrega dijeli tanki sloj vezivnog tkiva.
Prednju gornju stanu desnog bubrega prekriva jetra koja je od bubrega odvojena
peritoneumom. Sredi$nji dio desnog bubrega u dodiru je sa silaznim dijelom dvanaesnika. Uz
donji pol desnog bubrega s lateralne strane nalazi se desni prijevoj debelog crijeva, a prema
medijalno, posredno preko peritoneuma, dio tankog crijeva. Zeludac i slezena peritonejem su
odvojeni od prednje strane lijevog bubrega, a gusteraca izravno dodiruje sredisnji dio lijevog
bubrega. U podrucju donjeg pola, lijevi bubreg je u dodiru s lijevim pregibom i silaznim
dijelom debelog crijeva izravno, dok je medijalno, odvojen peritonejem dio jejunuma.
Straznje strane oba bubrega s gornje strane su u dodiru s oSitom, a misi¢i - m. psoas major, m.
quadratus lumborum i m. transversus abdominis dodiruju sredinu i donji pol. Uz vezivne
¢ahure bubrega nalazi se masno tkivo koje ulazi u bubrezni zaton. Bubrezna fascija obuhvaca
masno tkivo oko bubrega i nadbubrezne zlijezde. Prednji i straznji slojevi bubrezne fascije
spajaju se na lateralnom rubu bubrega i nastavljaju u transverzalnu fasciju. Slojevi bubrezne
fascije kranijalno od nadbubrezne zlijezde se sljubljuju i prelaze na fasciju oSita, a kaudalno
obuhvacaju ureter i nastavljaju se na fasciju uretera. Straznji sloj fascije prekriva m. psoas
major, a prednji sloj prelazi preko krvnih zila smjeStenih u hilusu oba bubrega. Masno tkivo
naglaSenije je straZznjoj o straZnjepostrani¢nom rubu bubrega. Kolagena vlakna koja tvore
bubreznu fasciju protezu se kroz masno tkivo oko bubrega i tvore vezivnozilni sklop koji
uklapa 1 krvne Zile hilusa i uretere te drZe bubrege u relativno nepomi¢nom poloZaju. No, ¢ak 1
unato¢ takvom anatomskom poloZaju i stabilizacije okolnim tkivima i organima, bubreg se

prilikom promjene poloZaja moze pomaknuti i do 3 cm (2).



Izvana, bubrezi su crvenkastosmede boje obavijeni vezivnhom cahurom s prednje i straznje
strane. Lateralni rub bubrega je izbocen, dok je medijalni izbocen na polovima, a udubljen u
srediSnjem dijelu. U udubljenoj sredini medijalnog ruba nalazi se bubrezni hilus - kroz kojeg
u bubreg ulaze i izlaze bubrezni Zivci, krvne Zile: sprijeda bubrezna vena, iza koje se nalazi
bubrezna arterija te limfne zile, uz bubreznu zdjelicu (3). Struktura bubrega uocljiva je na
prerezu: vanjski dio Cini bubrezna kora, a unutarnji dio bubrezna srz. 1z kore se prema
unutras$njosti bubrega pruzaju izdanci koji odvajaju srz u nakupine piramidalnog tkiva,
bubrezne piramide vrhova orijentiranih prema bubreznom zatonu, a baza piramida okrenutih
prema vanjskoj povrSini bubrega. Piramidalni vrhovi otvaraju se u male bubrezne vréeve koji
konfluiraju u dva do tri velika bubrezna vrca. Ovi se pak nastavljaju u bubreznu zdjelicu.

Bubrezi su krvlju opskrbljeni krvnim zilama - arterije potjecu iz aorte, a polaze neposredno
ispod gornje mezentericne arterije (u visini drugog i treéeg slabinskog kraljeska). Prateci
razliku u anamtomskom polozaju lijjevog i desnog bubrega, lijeva bubrezna arterija iz aorte
kranijalnije od desne, dok desna ima duZi tok, koji ide iza donje Suplje vene. Obje bubrezne
arterije dijele se na prednju i straznju granu. Svaki bubreg drenira nekoliko bubreznih vena
koje se takoder ulijevaju na varijabilan nacin, tvore¢i lijevu i desnu bubreznu venu, koje su
pritoci donje Suplje vene. Uz bubreZne vene, nalaze se i bubreZne limfne Zile koje se dreniraju
najée$ée u postrani¢ne aortalne, ili u druge slabinske limfne évorove. Zivéana opskrba bubrega
je simpati¢ka i parasimpaticka i dolazi iz renalnog spleta sastavljenog od Zziv€anih niti
celijjacnog spleta, aortorenalnog 1 aortalnog ganglija te niti malog 1 najmanjeg splanhni¢nog
zivca. Glavna eferentna inervacija bubrega je vazomotorna, a utje¢e na aferentnu i eferentnu

arteriolu reguliraju¢i glomerularnu filtraciju, reapsorpciju natrija, i otpustanje renina (2—4).

Stvaranje bubrega pocCinje u tre¢em tjednu embrionalnog razdoblja formiranjem pronefrosa-
prebubrega, rudimentarne strukture koja sluzi kao prvi oblik bubreznog razvoja. Iako je
pronefros privremen (nestaje u 4. tjednu) i nefunkcionalan kod ljudi, klju¢an je u ranom razvoju
bubrega (5). Pronefronski kanal tubularna je struktura koja je temelj strukture funkcionalnog
bubrega. Nakon faze pronefrosa, nastaje mezonefros - prabubreg, koji doprinosi nastanku
funkcionalnih tubula, spajanjem s mesonefritickim kanalom. Ovaj vod, poznat i kao Wollfov
kanal, perzistira tijekom razvoja i klju¢an je za razvoj muSkog reproduktivnog sustava. Vrhunac
embrionalnog razvoja dogada se stvaranjem metanefrosa — definitivnog funkcionalnog
bubrega u ljudi. Porijekla mokra¢nog pupoljka, urastanjem Wollfovog kanala i metanefritickog
mezenhima pojacava se nefrogeneza i krece diferencijacija i proliferacija nefrona. Medusobna

sprega i mikrokoli§ mokra¢nog pupoljka i metanefritickog mezenhima vode razvoj nefrona u
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glomerule, proksimalne i distalne tubule. Kako nefrogeneza napreduje, stvara se otprilike
milijun nefrona po bubregu, a molekularno signaliziranje vodi preciznom 1 ispravnom
formiranju bubrega (6). Razvoj pupoljka uvjetovan je izrazajem transkripcijskog ¢imbenika
PAX2 (engl. Paired box gene 2) koji unutar epitela potice izrazaj RET (receptor tirozin kinaze
za GDNF) te stimulira stvaranje neurotrofnog ¢imbenika glije (GDNF) u mezenhimskim
stanicama, liganda za RET (7). Pupoljak luci fibroblastni ¢imbenik rasta 2 (FGF2) i kostani
morfogenetski protein 7 (BMP7) ¢ija kombinacija potice rast mezenhima metanefrosa i izrazaj
¢imbenika transkripcije WT1 (engl. Wilms tumor 1). WT1 poti¢e mezenhimalne stanice na
izluc¢ivanje GDNF 1 Cimbenika rasta hepatocita (HGF) koji poticu rast mokracovodnog
pupoljka i njegovo grananje. Ovakvom interakcijom pupoljak i mezenhim medusobno poticu
rast (8). Mokraéni pupoljak vodi i proces transformacije mezenhima metanefrosa u stanice
epitela kanali¢a nefrona. Pupoljak proizvodi WNT9B i WNT6 (engl. Wingless and Int-1)
poticu¢i izrazaj ¢imbenika transkripcije PAX2 1 WNT4 u mezenhimskim stanicama. PAX2
povecava sintezu adhezijskih molekula sindekana 1 e-cadherina i omogucuje kondenzaciju
mezenhima, a WNT4 zapocinje proces epitelizacije i stvaranja kanalic¢a (9,10). Uz to, pupoljak
zamjenjuje fibronektin i kolagen tipa I i III sastavnicama bazalne lamine epitela - lamininom
1 kolagenom tipa IV, time mijenjajuci izvanstani¢ni matriks. Urastanjem mokra¢ovodnog
pupoljka u metanefrogeno tkivo, distalni kraj se Siri u primitivnu nakapnicu, a dalje i u velike
bubrezne vréeve. Svaki vr¢ se, kroz 12 dioba dijeli u kanali¢e, na nacin da kanali¢i druge
generacije apsorbiraju kanalice trece 1 Cetvrte generacije i tvore male vrceve, a kanaliéi pete 1
narednih generacija (koji ¢e kasnije tvoriti sabirne kanali¢e) se znatno izduzuju, 1 naposljetku
tvore bubreznu piramidu. Na distalnom kraju svakog odvodnog kanali¢a nastaje kapa
metanefrogenog tkiva u kojoj se, prema ranije opisanim molekularnim mehanizmima
mezenhimalne stanice oblikuju u bubrezne mjehurice, koji se izduzuju tvoreci kanali¢e oblike
slova S. Proksimalni kraj kanalica obuhvaca kapilarno klupko (glomerul) time tvoreci
Bowmanovu cahuru, dok se distalni kraj spoja s jednim od izvodnih kanali¢a, a nadalje se
oblikuju proksimalni 1 distalni zavijeni kanali¢ 1 Henleova petlja ¢ime okoncava razvoj nefrona.
Za vrijeme fetalnog razvoja bubreg nastaje u podrucju zdjelice, a rastom se povlaci kranijalno
u gornji dio trbusne Supljine. To je posljedica smanjene zakrivljenosti embrija i pove¢anog rasta
slabinskog i sakralnog podru¢ja. U 10. tjednu razvoja definitivni bubreg preuzima funkciju
prabubrega 1 sudjeluje u recirkulaciji amnijske tekucine. U toj fazi razvoja funkciju izlu€ivanja
otpadnih tvari vr$i posteljica. Nefroni se stvaraju sve do rodenja, a potom nefroni dalje rastu,

ali nema stvaranja novih nefrona (11)



Bubrezna kora, vanjski sloj bubreznog parenhima, predominantno se sastoji od Bowmanove
Cahure 1 glomerula. Bubreznu srz ¢ine renalni tubuli 1 sabirni kanali¢i koji se spajaju tvoreci
bubreznu zdjelice, sredisnji izvod filtrata bubrega.

Svaki bubreg sadrzi oko milijun funkcionalnih jedinica — nefrona, koje ¢ini bubrezno tjelesce,
proksimalni kanali¢, Henleova petlja, distalni 1 spojni kanali¢. Ovisno o smjestaju, razlikujemo
tri vrste nefrona: subkapsularne, intermedijarne i jukstamedularne, od kojih su intermedijarni
najbrojniji (12).

Svaki nefron sadrzi klupko kapilara — glomerul, okruzeno dvostrukom Bowmanovom ¢ahurom
¢iji unutrasnji sloj oblaze krvne zile, vanjski sloj oblaze povrSinu kapsule. Unutar dvaju slojeva
Cahura nalazi se mokra¢ni prostor, koji zaprima tekucinu koja se filtrira iz glomerula. Svako
bubrezno tjeleSce ima vaskularni (zilni) pol kroz koje prolaze dovodne i odvodne krvne Zile i
mokracéni pol, iz kojeg izlazi mokraéni kanali¢. Jednoslojni epitel ¢ine stanice nazvane podociti
koje oblazu vanjsku stijenku (13). Od tijela podocita pruZaju se primarni nastavci, iz kojih se
Sire nozice - viSe sekundarnih nastavaka koji okruzuju glomerularne kapilare. Izmedu
susjednih sekundarnih izdanaka nalazi se filtracijska pukotina, premoStena pukotinskom
dijafragmom. Glomerularne kapilare fenestrirane su velikim porama, koje nemaju dijafragmu.
Stapanje bazalnih lamina kapilara i podocita tvori glomerularnu bazalnu membranu, a spoj
fenestracija endotelnih stanica kapilara, bazalne membrane glomerula i pukotinskih dijafragmi
podocita Cini filtracijsku barijeru. Izmedu glomerula nalaze se mezangijske stanice, koje
odrzaju 1 strukturu nefrona, sintetiziraju izvanstani¢ni matriks, omogucuju endocitozu te
sintetiziraju prostaglandine i citokine. Proksimalni kanali¢ oblaZze jednoredni kubicni epitel, a
sastavljen je od zavijenog i ravnog kanalica (silazni debeli kraj Henleove petlje). Do 80% vode,
natrija, klora, svih proteina, aminokiselina 1 glukoze iz ultrafiltrata plazme se reapsorbira u
proksimalnom kanali¢u. Posto se u jednakim udjelima reapsorbiraju 1 voda i sol, osmolarnost
ultrafiltrata u ovom segmentu ostaje nepromijenjena. Uz to, proksimalni kanali¢i mjesto je u
kojem stanice lu€e organske baze i kiseline u filtriranu teku¢inu. Henleovu petlju €ine silazni 1
uzlazni kraj, obloZeni jednoslojnim plocastim epitelom. Obzirom da je silazni krak
permeabilan za vodu 1 djelomi¢no permeabilan za sol u njemu se koncentira ultrafiltrat.
Razrjedivanje ultrafiltrata zapocinje u uzlaznom kraku Henleove petlje, posto je nepermeabilan
za vodu, a permeabilan za sol. Distalni kanali¢ analogno proksimalnom, sastoji se od distalnog
zavijenog kanali¢a 1 ravnog dijela, a tvori ih jednoslojni kubi¢ni epitel. Uzlazni debeli krak
Henleove petlje ulazi u koru bubrega neposredno uz aferentnu 1 eferentnu arteriolu svog
bubreznog tjeleSca. Stanice koje oblazu kanali¢e uz arteriole morfoloski se izduzuju,
priblizavaju jezgre i zbijaju se jedna uz drugu tvoreéi podruc¢je nazvano gusta pjega. Stanice
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guste pjege s prilagodenim glatkomiSi¢énim stanicama koje nazivano jukstaglomerularne
stanice, stanicama ekstraglomerularnog mezangija tvore jukstaglomerularni aparat koji ima
ulogu glavnog regulatora osmolarnosti ultrafiltrane tekucine. Distalni kanali¢ potpuno je
vodonepropustan, a obiluje raznim crpkama koje uklanjaju sol iz lumena kanali¢a Sto dovodi
do razrjedivanja ultrafiltrata u ovom dijelu. Distalni zavijeni kanali¢ 1 spojni kanali¢ sadrzavaju
stanice koje aldosteronskim receptorima reguliraju izrazaj ionskih crpki ¢ija je glavna uloga
reapsorpcija natrijevih, a izlu¢ivanje vodikovih i kalijevih iona u ultrafiltrat.

Spojni kanali¢i spajaju se u sabirne cjevcice, a vise cjevcica tvori sabirne cijevi, koje se spustaju
niz srzne tracke kore u vidu kortikalnih sabirnih cijevi, odnosno medularnih sabirnih cijevi u
bubreznoj srzi. Papilarna (Bellinijeva) cijev koja zavrSava na vrhu piramide i izlijeva se u male
CaSice bubrega nastaje spajanjem viSe medularnih cijevi. Sabirne cijevi oblozene su
jednoslojnim kubi¢nim epitelom sastavljenog od 2 vrste stanica, glavnih, s ADH-ovisnim
kanali¢ima, 1 interkaliranih stanica dva tipa — tipa A koje luc¢e H+ ione u lumen 1 tipa B koje
reapsorbiraju H+ ione, a luce HCO3- ione. Propusnost stanica sabirnih cijevi kontrolira
hipofizni ADH,pod ¢ijim utjecajem postaju propusne za vodu i omogucuju koncentriranje
mokracéue. Bez ADH, stanice sabirnih kanali¢a su vodonepropusne i urin ostaje razrijeden.
Stanice sabirnih cijevi u meduli bubrega propusne su za ureu §to omogucava stvaranje
koncentracijskog gradijenta (14). BubreZni intersticij naziv je za prostor izmedu mokra¢nih
kanali¢a 1 krvnih zila graden od vezivnog tkiva s obiljem fibroblasta, kolagenih vlakana i
proteoglikana. Bubrezni intersticij oskudan je u kori, a obilan je u srzi bubrega. U intersticiju
bubrega nalaze se i stanice koje lu€e prostaglandine.

Kompleksno obilje krvnih Zila osnova je za odrZavanje funkcije bubrega u filtriranju krvi.
BubreZznom arterijom koja se u hilusu bubrega dijeli na manje, segmentalne arterije i dalje na
interlobarne arterije, u bubreg dolazi oko 20% sréanog minutnog volumena, Sto odgovara
volumenu u 1200 ml/min pri urednim vrijednostima krvnog tlaka (15). Interlobarne arterije se
na granici kore i srzi bubrega dodatno dijele i tvore arkuatne arterije, koje se proteZzu lu¢no uz
granicu baze bubreZnih piramida. 1z njih se odvajaju manje interlobularne arterije koje nose
krv duboko u bubreznu koru. Iz interlobularnih arterija nastaju aferentne arteriole koje se u
Bowmanovoj ¢ahuri dijeli formiraju¢i glomerul. Eferentne arteriole izvode krv iz glomerula i
tvore splet peritubularne kapilarne mrezZe koja je difuzno rasporedena kroz bubreznu koru. U
jukstaglomerularnim nefronima, eferentne arteriole ne oblikuju peritubularne kapilare nego tzv.
vasa recta - duge tanke kapilare koje odlazu u srZ bubrega i u petlji se vracaju prema granici
kore i srzi, a sadrzavaju krv filtriranu kroz glomerule i donose hranjive tvari i kisik u srz

bubrega. One ne uklanjaju osmotski gradijent uspostavljen u intersticiju srzi, posto su oblika
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poput petlje. Usporedno s tijekom bubreznih arterija, prolaze 1 vene bubrega. Kapilare kapsule
bubrega i subkapsularnih nefrona skupljaju se tvoreci stelatne vene, koje se ulijevaju u
interlobularne vene. Kapilare drugih nefrona i vasa recta izlijevaju se u interlobularne vene,
koje se potom ulijevaju u arkuatne vene, a iz njih u intralobarne vene. Spajanjem interlobatnih

vena nastaju bubrezne vene, koje izvode krv iz bubrega 1 ulijevaju se u donju Suplju venu (2).

1.2. Rak bubrega

1.2.1. Epidemiologija raka bubrega
Rak bubrega znacajan je klinicki izazov u onkologiji, u ¢ijoj su podlozi kombinacije
epidemioloskih i etioloSkih ¢imbenika. Rak bubrega deveti je najcesci rak u muskoj populaciji,

a 14. kod zena(16). Incidencija varira, a ¢e$¢i je u razvijenim zemljama (17). Prema statistickim

podacima, u svijetu se godi$nje dijagnosticira u vise od 430 000 ljudi. Razlike u incidenciji

pripisuju se razli¢itim socioekonomskim ¢imbenicima, promjenama zivotnih navika i pristupu

zdravstvenoj skrbi. U Hrvatskoj je 2020.g. dijagnosticiran kod 793 bolesnika, to¢nije kod 459

muskaraca i 264 zene. Prema podacima hrvatskog Registra za rak, rak bubrega u gotovo 40%

sluc¢ajeva dijagnosticira se u lokalnom stadiju, 10% kao lokoregionalna bolest, a kod 10%

bolesnika kao pocetno metastatska bolest. U 40% slucajeva prijavljenih u Registar stadij bolesti

nije bio poznat (18).

Omjer smrtnosti i1 incidencije kod muskaraca dijagnosticiranih s rakom bubrega bio je 0,51,

dok je u Zenskoj populaciji bio 0,48 (18).

Dob je najznacajniji ¢imbenik rizika, obzirom da se vecina slucajeva dijagnosticira osobama

starijim od 45 godina, s najve¢om ucestalosti u populaciji bolesnika iznad 70 godina. Etioloski

¢imbenici su brojni, a mogu se podijeliti na promjenjive i nepromjenjive. Nepromjenjivi su:

e genetski ¢imbenici: rak bubrega se Cesto pojavljuje u obiteljima sugerirajuéi nasljednu
komponentu. Osobe s pozitivhom obiteljskom anamnezom su izlozene povecanom riziku.
Odredeni genetski sindromi poput von Hippel-Lindau (VHL) bolesti i nasljednog
papilarnog raka bubrega povisuju rizik za razvoj raka bubrega.

e dob

e spol

e rasa; dok su promjenjivi ¢cimbenici:

e okoli$ni ¢imbenici: izloZzenost karcinogenima, poput azbesta, teSkim metalima, organskim

otapalima, povezana je s ve¢im rizikom razvoja raka bubrega



e pusSenje je dobro definiran rizi¢ni ¢imbenik, a puSaci ¢eS¢e obolijevaju od raka bubrega
nego nepusaci

e konzumacija alkohola

e arterijska hipertenzija i kroni¢na bubrezna bolest identificirani su kao neovisni ¢imbenici
rizika. Mehanizmi kojima oni doprinose razvoju raka ukljuc¢uju promjene u opskrbi krvlju,
oksidativni stres i upalu

e Dbubrezne ciste i dijaliza: bolesnici sa steCenim bubreznim cistama i bolesnici na kronicnoj
dijalizi imaju visi rizik obolijevanja od raka bubrega. Kroni¢no i opetovano ostecenje
bubrega tijekom dijalize 1 postojanje cisti bubrega doprinose nastanku raka bubrega

e prehranai pretilost: pretilost je znacajan promjenjivi cimbenik i prehrambene navike igraju
ulogu u razvoju bolesti (19,20).

Programi prevencije raka bubrega u svijetu uklju¢uju promjene prehrambenih navika, unosenje

vecih koli¢ina hrane biljnog porijekla, smanjenje unosa crvenog mesa i punomasnih mlijecnih

proizvoda, a dovode do smanjenja tjelesne tezine, manjeg rizika za razvoj hipertenzije,

hiperlipidemije Secerne bolesti, koji su ¢imbenici rizika za razvoj raka bubrega. Redovita

tjielovjezba smanjuje rizik od razvoja raka bubrega , a prestanak pusenja smanjuje 10-godisnji

rizik za razvoj raka bubrega za 50% (21).

Rana dijagnostika populacije s pove¢anim rizikom za razvoj raka bubrega, u vidu ultrazvuka,

kompjutorizirane tomografije (CT) ili magnetne rezonancije (MRI) bubrega, iako ne postoje

randomizirane klinicke studije koje bi opravdale takav pristup, mogu¢i je budu¢i pomak

smanjenju mortaliteta raka bubrega (22).

1.2.2. Dijagnostika raka bubrega

Dijagnosticka obrada bolesnika s rakom bubrega zapocinje anamnezom 1 klini¢kim
pregledom, odredivanjem laboratorijskih pretraga: kompletna krvna slika uz biokemijske
pretrage krvi (kalcij, AST, ALT, bilirubin, laktat dehidrogenaza, serumski kreatinin, ureja,
alkalna fosfataza), analizu urina, kompjutoriziranu tomografiju trbuha i zdjelice s primjenom
kontrasta, magnetnu rezonanciju trbuha (kod sumnje na infiltraciju donje Suplje vene), RDG
srca 1 pluca / kompjutoriziranu tomografiju prsista, biopsiju promjena sumnjivih na malignu
alteraciju primarne ili sekundarne prirode ili citolosku punkciju (za potvrdu dijagnoze),
citologiju urina i ureteroskopiju (pri sumnji na urotelni tumor) (23,24). Sukladno klinickim
indikacijama (postojanju simptoma kostanih presadnica, povisene vrijednosti alkalne fosfataze,
neuroloskim simptomima), savjetuje se u€initi i1 scintigrafiju skeleta, CT ili MRI mozga (ili

drugu radiomorfolosku obradu pri sumnji na postojanje presadnica u mozgu) (25). CT trbuha
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smatra se zlatnim standardom u dijagnostici raka bubrega, odredivanju stadija bolesti, procjene
odgovora na lijeCenje 1 dijagnoze povrata bolesti (26). Najnovije smjernice za dijagnozu raka
bubrega ne podrzavaju uporabu pozitronske emisijske tomografije (PET) u dijagnozi raka
bubrega (27,28). Ipak, vazno je spomenuti kako neovaskulatura raka bubrega pokazuje izrazaj
prostata-specificnog membranskog antigena (PSMA) u ¢ak 82% svijetlostani¢nih karcinoma
bubrega, 71% kromofobnih karcinoma bubrega i 14% papilarnih karcinoma bubrega, stoga
noviji radovi ukazuju na moguénost primjene PSMA-temeljenog PET-a u dijagnostici raka
bubrega (29).

Kod bolesnika mladih od 46 godina, s obostranim ili multifokalnim tumorima bubrega,
bolesnika s jednim bliskim srodnikom koji ima dokazanu genetsku sklonost raku bubrega ili
kod bolesnika s multifokalnim papilarnim tumorima, nedostatkom fumarat hidraze, BHD
sindromom, angiomiolipomima bubrega ili rakom bubrega s deficitom sukcinat dehidrogenaze

genetsko indicirano je testiranje za procjenu rizika raka bubrega (30,31).

1.2.3. Patohistoloska obiljeZja i genetska osnova raka bubrega

Veliku vecinu, ¢ak 90% svih karcinoma bubrega Cine svijetlostanicni, papilarni i
kromofobni rak bubrega, medu kojima je svijetlostani¢ni najucestaliji i najagresivniji (32). Ova
podjela ima veliki prognosticki 1 prediktivni znacaj. Svijetlostani¢ni rak bubrega potjece od
stanica proksimalnih tubula i ima najvecu sklonost hematogenoj diseminaciji u pluca, jetru, i
kosti (33). Gensku podlogu ovog tipa tumora obiljezavaju inaktiviraju¢e somatske mutacije ili
delecije von Hippel-Lindau (VHL) tumor-supresorskog gena (smjeStenog na p-kraku
kromosoma 3) koje se javljaju kod 45% svih slucajeva svijetlostani¢nog raka bubrega (34).
Osobe koje su naslijedile zametne mutacije VHL gena (VHL bolest) 1 gena za tuberoznu
sklerozu, koji su odgovorni su za 5% svih svijetlostani¢nih karcinoma bubrega nose vec¢i rizik
razvoja raka bubrega u ranijoj dobi ili obostranog raka bubrega (35). Otprilike svaki deseti rak
bubrega je papilarnog podtipa, a, tocna prognoza je varijabilna, iako bolja od prognoze
svijetlostani¢nog raka bubrega. Papilarni rak bubrega i arhitekturom i genetskom osnovom sli¢i
adenomu kore bubrega, 1ako je prosjecno veceg promjera (36). Kromofobni rak bubrega javlja
se u 5% slucajeva 1 ima najbolju prognozu, obzirom da se metastaze javljaju u samo 7%
sluc¢ajeva (37). Velikim dijelom, i histoloski i genetski sli¢i onkocitomu - oba entiteta su dobro
ograniCena, u podlozi je delecija kromosoma Y i 1, nastaju iz stanica sabirnih kanalica ili
interkaliranih stanica i vezani su uz Birt-Hogg-Dube sindrom (38). Kromofobni rak bubrega

razlikuje se od onkocitoma po odsutnosti centralnog oziljka i specifi¢nog perinuklearnog haloa



(39). Medularni rak bubrega je rijedak oblik raka bubrega koji se tipi¢no pojavljuje kod
bolesnika s anemijom srpastih stanica ili beta-talasemijom (40,41).

Histoloski, rak bubrega se stupnjevao prema klasifikaciji koju je 1982.g. opisala Fuhrman sa
suradnicima (42). Stupnjevanje koje je donedavno bilo univerzalno prihvacéeno, procjenjivalo

je gradus tumora na osnovu veli€ine 1 oblika jezgre te izrazenosti nukleola, prikazano je na slici

Slika 1: HistoloSki gradusi raka bubrega - A -gradus 1: KoriStenjem 10x objektiva, jezgre tumorskih stanica su
male (< 10 um), hiperkromati¢ne i okrugle (nalikuju zrelim limfocitima), bez vidljivih jezgrica i malo detalja u
kromatinu, B-gradus 2-Koristenjem 10x objektiva, jezgre tumorskih stanica su malo veée (15 pm) s fino
granuliranim razvijenim kromatinom, ali malim, neupadljivim jezgricama. Jezgrice su ¢esto prisutne, a mnoge se
pojavljuju kao mali kromocentri na 10x objektivu. C -gradus 3 - KoriStenjem 10% objektiva, jezgre tumorskih
stanica su vece (veli¢ine 20 pm) i mogu biti ovalnog oblika, s grubo granuliranim kromatinom. Jezgrice se lako
nedvosmisleno prepoznaju. D gradus 4— jezgre su pleomorfne, razvijenog ili hipekromatskog kromatina, s jednom
ili viSe jezgrica

Izvor: (https://emedicine.medscape.com/article/1612022-overview#a2)

Medunarodno udruzenje uroloskih patologa (engl. International Society of Urological
Pathology, ISUP) 2012.godine predlozilo je novi, validirani nain odredivanje histoloSkog

gradusa, primjenjiv na svijetlostani¢ne i papilarne karcinome bubrega koje je potom usvojila i



Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization, WHO). Stupnjevanje se
temelji na procjeni jezgrice tumorskih stanica na slijedec¢i nacin:

Gradus 1: neuocljive jezgrice pri povecanju od x400 i bazofilne

Gradus 2: jasno vidljive jezgrice pri povecanju x400 i eozinofilne

Gradus 3: jasno vidljive jezgrice pri povecanju x100

Gradus 4: Ekstreman pleomorfizam uz prisutnost rabdoidnih 1/ili sarkomatoidnih komponenti

(43,44)

Slika 2: ISUP stupnjevanje raka bubrega (A) WHO/ISUP  gradus 1 (H&E, x200), (B) WHO/ISUP gradus 2
(H&E, x200) (C) WHO/ISUP gradus 3 (H&E, x100) (D) WHO/ISUP gradus 4, sarkomatoidna diferencijacija (E)
WHO/ISUP gradus 4, rabdoidna diferencijacija (H&E, 200); (F) WHO/ISUP gradus 4, tumorske divovske stanice
(H&E, 200) Izvor: (Seker NS, Bozkurt O, Aslan G, Devecioglu EG, Tuna EB (2020) A New Grading for Clear
Cell Renal Cell Carcinoma: Combined WHO/ISUP Grading System. Int J Pediatr Res 6:116.
doi.org/10.23937/24695807/1510116)

Svjetska zdravstvena organizacija nedavno je objavila Peto izdanje Klasifikacije mokraénih i
tumora muskog spolnog sustava s naglaskom na molekularnoj karakterizaciji bubreznih
tumora koja je omogucila razlikovanje tumora sli¢ne histologije, ali razlicitih genetskih profila.
Napredci u novim dijagnostickim metodama pogotovo sekvencioniranju idu¢e generacije

(engl. next generation sequencing, NGS) i ciljanom sekvencioniranju omogucile su
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identifikaciju genetskih alteracija u tumorima bubrega (45). Ipak, 1 uz takav napredak, temelj
patohistoloSke dijagnoze i dalje je klasi¢no bojenje hematoksilinom i eozinom. Ta, bazi¢na,
metoda koja se, zbog svoje jednostavnosti, primjenjuje preko 40 godina i temelji se iskljucivo
na izgledu tumorskih stanica i dalje je prvi korak u patohistoloskoj dijagnostici raka bubrega
(46). Ogranicenja metode su manjak specificnosti u razlikovanju odredenih podtipova raka
bubrega (47). Ranija izdanja Klasifikacije, iz 2004. 1 2016.godine, razlikovala su histoloSke
podtipove temeljem histoloSke slike i imunohistokemijskog bojanja. Potonja klasifikacija
naglasila je potrebu za uvodenjem molekularnih metoda za razvrstavanja tumora bubrega (48).
Nova klasifikacija ujedinjuje originalnu nomenklaturu koja se temelji na bojenju
hematoksilinom i eozinom, imunohistokemijskim bojanjima, s novim histoloskim entitetima
koji su nedavno opisani. Ipak, obzirom na Sestogodi$nji period izmedu dvije zadnje
klasifikacije, klini¢ki znacaj nove klasifikacije nije moguée procijeniti. Nova klasifikacija
donijela je neke nove, zbunjujucée kategorije, poput kategorije onkocitnih tumora koji su ranije
bili podijeljeni na onkocitome, hibridne onkocitne tumore i kromofobne karcinome, a sad
ukljucuje i tri nova entiteta: onkocitni tumor niskog gradusa (engl. low-grade oncocytic tumor
— LOT), eozinofilni vakuolizirani tumor (engl. eosinophilic vacuolated tumors — EVT) i
eozinofilni solidni 1 cisti¢ni renalni karcinom (engl. eosinophilic solid and cystic renal cell
carcinoma — ESC). Zahvaljuju¢i NGS-u, danas znamo da ovi ,,novi entiteti imaju mutaciju
TSC1/2 1 mTOR signalnog puta, ali i dalje ne mozemo povezati histoloske osobine s klini¢ckim
ponasanjem i ishodima (49). Kako bi nova klasifikacija bila primjenjiva i znac¢ajna u klinic¢koj
praksi, sekvencioniranje bi se trebalo provoditi na svim uzorcima, ¢ime bi se troSkovi
dijagnostike znatno povisili, a bez odgovarajuceg klini¢kog benefita. Uz to, entiteti u kojima
bi nova dijagnostika bila znacajna predstavljaju svega 1-5% karcinoma bubrega. Smatra se da
¢e veci klini¢ki doprinos imati bolje metode imunohistokemijskih bojenja uz korelaciju s
klini¢ko-radioloskim osobinama. Zadnjih godina, novi obecavajuci pristup predstavlja
radiomika — metoda koja koristi kvanitativne podatke iz radioloSkih serija u razlikovanju ne
samo benignih od malignih karcinoma bubrega, nego i1 razlikovanje histoloskih podtipova
(50,51). Takoder, objavljen je 1 zna€ajan broj studija radiomike u kojima se korelira radioloske
fenotipove i1 njima podleZe¢e molekularne promjene - genetske mutacije, izrazaj gena i
epigenetske promjene (52). Usprkos obecavaju¢im rezultatima, klini¢ka primjenjivost ovih
modela ostaje limitirana mahom radi loSe kvalitete studija (male kohorte, metodoloSka

heterogenost, slaba reproducibilnost i manjak vanjske validacije) (49).
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1.2.4. Odredivanje stadija raka bubrega

Nakon postavljanja dijagnoze, potrebno je odrediti stadij raka bubrega kako bi se

definirala strategija lijeCenja. Stadij raka bubrega definira se prema klasifikaciji American Joint

Committee on Cancer (AJCC) TNM sistemu, koji uzima u obzir tri glavne osobine:

T — velic¢inu 1 lokalno Sirenje raka bubrega

N — zahvacenost bliskih limfnih ¢vorova

M — ne/postojanje udaljenih presadnica (53).

Zadnja verzija TNM Kklasifikacije za odredivanje raka bubrega prikazana je u Tablici 1.

Tablica 1: ,,Tumor-node-metastasis“ sustav za definiranje stadija raka bubrega

T Primarni tumor

Tx Primarni tumor se ne moze procijeniti

TO Ne postoji primarni tumor

T1 Tumor <7cm, ogranicen na bubreg

Tla Tumor <4cm, ogranicen na bubreg

Tlb Tumor >4cm 1 <7cm, ograni¢en na bubreg

T2 Tumor >7 cm, ogranicen na bubreg

T2a Tumor >7cm 1 <10 cm, ograni¢en na bubreg

T2b Tumor >10 cm, ograni¢en na bubreg

T3 Tumor zahvaca velike vene ili perirenalno tkivo, ali ne i nadbubreznu Zlijezdu i ne
Siri se izvan Gerotine fascije

T3a Tumor se Sir1 u renalnu venu ili njene pritoke, ili invadira bubreznu zdjelicu ili
invadira periralnu 1/ili mast renalnog sinusa, ali ne izvan Gerotine fascije

T3b Tumor zahvaéa v. cavu, ispod dijafragme

T3c Tumor zahvaca v. cavu iznad dijafragme ili invadira stijenku v.cave

T4 Tumor se $iri izvan Gerotine fascije (ukljucuje Sirenje 1 u nadbubreznu Zlijezdu

N Regionalni limfni ¢vorovi

Nx Regionalni limfni ¢vorovi se ne mogu procijeniti

NO Nema zahvacenosti limfnih ¢vorova

N1 Metastaze u regionalni limfni ¢vor/regionalne limfne ¢vorove

M Udaljene presadnice

MO Nema udaljenih presadnica

M1 Udaljene presadnice
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U Tablici 2 prikazani su stadiji raka bubrega prema TNM klasifikaciji.
Tablica 2: Stadiji raka bubrega prema TNM Kklasifikaciji

T N M
Stadij I T1 NO MO
Stadij II T2 NO MO
Stadij I1I T1-T2 N1 MO

T3 Nx, NO, N1 MO
Stadij IV T4 Bilo koji N MO

Bilo koji T Bilo koji N Ml

Slika 3: Shematski prikaz stadija raka bubrega; Stadij I: rak ogranicen na bubreg i manji od 7 centimetara.
Ukoliko je operabilan, 90% bolesnika ¢e biti bez znakova povrata bolesti 5 godina nakon operacije; Stadij II: rak
veéi od 7 cm, ali i dalje ograni¢en na bubreg, 5-godisnje prezivljenje nakon operacije je visoko; Stadij III: rak nije
ogranicen na bubreg, Siri se na okolne organe, ali bez udaljenih presadnica - moZze zahvacati masno tkivo bubrega,
bubrezne krvne zile, okolne limfne ¢vorove; osim kirur§kog, savjetuje se i adjuvantno onkolosko lijeCenje; Stadij
IV: rak prosiren izvan bubrega, u trbusnju Supljinu, nadbubreznu Zlijezdu, udaljene limfne ¢vorove ili organe
poput pluca, jetre, mozga ili kostiju.

Izvor i prilagodeno: (https://ikcc.org/infohubpost/what-are-the-different-kidney-cancer-stages/)

1.2.5. Uloga multidisciplinarnog tima u lije¢enju raka bubrega

Izbor terapijskog modaliteta kljucan je korak u lijeCenju svakog bolesnika s rakom
bubrega. Nakon zavrSetka dijagnosti¢ke obrade i definiranja stadija bolesti, prikaz slu¢aja na
multidiscplinarnom timu (MDT) je uvjet kojeg treba poStovati prije pocetka lijecenja. Kako bi
se razvio prikladan plan terapije za pacijenta, potrebno je procijeniti stanje bolesnika od strane
stru¢njaka iz viSe disciplina. Karcinom bubreznih stanica je heterogena bolest s razli¢itim
podtipovima i molekularnim fenotipovima, ukljucujuéi svijetlostani¢ni, papilarni, kromofobni
1 druge rijetke podtipove karcinoma bubreznih stanica (54). U prethodna dva desetljeca,

inhibitori mete rapamicina kod sisavaca (mTOR), inhibitora tirozin kinaze (TKI) i inhibitora
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receptora vaskularnog endotelnog Cimbenika rasta (VEGF-R) ponudile su nove, kvalitetne
opcije lije¢enja mRCC i produljile prezivljenje pacijenata s mRCC-om, s nekadasnjih godinu
na viSe od cetiri godine (55-57). Nekoliko velikih klinickih ispitivanja pokazalo je da su
inhibitori imunoloskih kontrolnih toc¢aka (ICI) dodatno revolucionirali terapiju mRCC. ICI uz
TKI, pa i kombinacija nivolumab -ipilimumab preporuceni su kao prva linija lijeCenja
karcinoma bubreznih stanica sa svijetlim stanicama (ccRCC) (58—60). lako trenutne smjernice
preporucuju lijekove prve linije, joS uvijek postoje kontroverze oko izbora naknadnog lijecenja
bolesnika kada bolest napreduje. Stovise, trenutno ne postoji standardni tretman za metastatski
ne-ccRCC. Zbog raznolikosti lijeCenja RCC-a za razliCite podtipove, potrebni su
multidisciplinarni pristupi za razvoj odgovarajucih klinickih protokola koji pacijentima pruzaju
individualizirano 1 precizno lije¢enje. Multidisciplinarni tim okuplja stru¢njake iz razli¢itih
struka koji se redovito sastaju i pregledavaju relevantne informacije o slucajevima raka kako
bi se zajamcio individualizirani i1 precizan plan lijeenja za svakog pacijenta (61,62). Ovaj
model upravljanja boles¢u implementiran je u mnogim medicinskim centrima diljem svijeta i
koristi se u razli¢itim vrstama raka (63). U nekim studijama istrazivaci su izvijestili da bi MDT
mogao pruziti preciznije lijecenje i bolju suradnju s pacijentima (64,65). Medutim, donedavno
nije bilo izravnih dokaza koji bi poduprli u¢inak MDT-a na klini¢ke ishode bolesnika s mRCC-
om, a Zeng 1 suradnici lani su objavili rad u kojem su zakljucili kako prikaz bolesnika na MDT-
u produljuje ukupno prezivljenje bolesnika s mRCC neovisno o histologiji, osiguravajuci

pacijentima bolje upravljanje i preciznije lijeenje (66,67).

1.2.6. Lijecenje lokaliziranog raka bubrega

Lokalizirani rak bubrega skupni je naziv za rak bubrega koji je ogranicen na bubregu, i
prema TNM Kklasifikaciji odgovara T1 ili T2, NO tumorima. Zahvaljuju¢i ¢eS¢oj upotrebi 1
dostupnosti kompjutorizirane tomografije (CT) 1 magnetske rezonancije (MRI), ranijoj
dijagnozi bubreznih masa i popratne migracije stadija, danas se promjene u bubrezima
identificiraju u mnogo ranijim, asimptomatskim stadijima (68,69). Slufajno otkrivene
bubrezne mase trenutno ¢ine 48 do 66% tumora, u usporedbi sa samo 3 do 13% u 1970-ima
(70). Ipak, priblizno 20 do 30% pacijenata ima metastaze pri inicijalnoj dijagnozi. Cak i nakon
kirurske resekcije kod klinicki lokalizirane bolesti, 20 do 40% karcinoma ¢e recidivirati i imati
loSu prognozu u pogledu dugotrajnog prezivljavanja (71,72). Moguénost dugorocnog
izljecenja 1 prezivljavanja kod dijagnoze RCC-a ukljucuje kirurSke intervencije: radikalnu
nefrektomiju (RN), parcijalnu nefrektomiju (PN), ablativne tehnike i, u odabranim

slucajevima, metastazektomiju u kombinaciji s multimodalnim pristupima lijecenju (73).

14



Radikalna nefrektomija ukljucuje ,,en bloc* resekciju cijelog bubrega, kao i okolnog
perinefricnog masnog tkiva, ipsilateralne nadbubrezne zlijezde 1 regionalnih limfnih ¢vorova
(74). Ovim zahvatom znacajno se poboljsalo sveukupno prezivljenje (OS), na oko 65% za
lokalizirani RCC (74).

Radikalna nefrektomija je tretman izbora kod tumora prosirenih u donju Suplju venu. Otvorene,
laparoskopske ili robotske kirurSke tehnike mogu se koristiti za izvodenje radikalne
nefrektomije. Podaci o dugoro¢nim ishodima ukazuju da laparoskopske i otvorene radikalne
nefrektomije imaju ekvivalentne stope prezivljenja bez povrata bolesti (75).

Djelomi¢na nefrektomija prema onkoloSkim ishodima usporediva je s radikalnom
nefrektomijom (76). Radikalna nefrektomija moze dovesti do povecanog rizika od kroni¢ne
bubrezne bolesti i povezana je s viSim rizicima kardiovaskularnog morbiditeta i mortaliteta
(77,78).

U usporedbi s radikalnom nefrektomijom, djelomi¢nom nefrektomijom moZe se posti¢i
o¢uvanje bubrezne funkcije, smanjene ukupnog mortaliteta, te smanjena ucestalost
kardiovaskularnih dogadaja (79,80).

Bolesnici s nasljednim oblikom RCC-a, kao $to je VHL bolest, takoder bi trebali biti kandidati
za postedno kirursko lijeenje. PoStedne operacije se koriste kod bolesnika s tumorima bubrega
stadija Tla 1 Tlb (tj. <7 cm u najvecoj dimenziji) uz zdravi kontralateralni bubreg, bez
kompromitiranja ishoda u odnosu na radikalnu nefrektomiju (81). Stoga, radikalnu
nefrektomiju ne treba koristiti kada se moze posti¢i oCuvanje nefrona (82).

Nekoliko je studija pokazalo nisku ucestalost nadbubreznih metastaza u kona¢nim patoloskim
uzorcima otvorenih radikalnih nefrektomija, sa stopama otkrivanja oko 4 do 6% prvenstveno
kod tumora gornjeg pola ili uznapredovalih T stadijima (40, 7,8 1 0,6% vjerojatnosti Sirenja u
nadbubrezZne zlijezde u T4, T3 1 T1-2 tumorima, respektivno) (83—85). Zbog toga se rutinsko
uklanjanje nadbubrezne Zlijezde viSe ne preporuca za tumore niskog stadija bez radioloskih ili
klinickih znakova zahvadenosti nadbubrezne Zzlijezde (84). Uloga 1 opseg regionalne
limfadenektomije tek trebaju biti razjasSnjeni, iako je limfadenektomija najtocnija metoda
odredivanja stadija 1 otkrivanja metastaza u limfnim ¢vorovima. Ako ne postoji klinicka 1
radiografska sumnja, incidencija zahvacenosti limfnih ¢vorova je samo 4 do 14%. Nadalje,
limfadenektomija ne poboljSava dosljedno sveukupno prezivljenje specificno za rak u
lokaliziranom RCC (T1-2) (86,87). Budu¢i da rizik od zahvacenosti limfnih ¢vorova raste s
povecanjem T stadija (1,1, 4,5 1 12,3% za T1, T2 i T3, respektivno), uglavnom pacijenti s
lokalno uznapredovalim stadijem (T3-T4) imaju koristi od proSirene limfadenektomije (Sto

rezultira duljim prezivljavanjem specificnim za bolest) (88). Anatomija bubrezne limfne
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drenaZe prili¢no je varijabilna. Kod samo 7% pacijenata drenira se primarno u ipsilateralnom
hilarnom podrucju, dok se ¢eS¢e drenira u paraaortalne ¢vorove (priblizno 27%), Sto definiciju
limfadenektomije €ini teSkom za standardizaciju (89).

Jedna od specifi¢nosti raka bubrega, i u lokalnom, i lokoregionalnom stadiju bolesti je Cesto
intraluminalno Sirenje u vene, najceS¢e bubreznu venu ili, do 10% svih karcinoma bubrega, u
donju Suplju venu koje moze sezati sve do desnog atrija (90). Venski trombi najceS¢e nisu
pri¢vrSéeni za stijenku vena i daju se lako mobilizirati (91,92). Radikalna nefrektomija s
tumorskim trombima povezana je s visokom stopom morbiditeta i mortaliteta, a
perioperativnim mortalitetom od 2 -4%, stopom ranih komplikacija od 15% 1 25% kasnih
komplikacija. Radi ovakvog operativnog rizika selekcija bolesnika je nuzna (92,93). Ipak,
kirursko lije¢enje raka bubrega s tumorskim trombima predstavlja jedino dugoro¢no lije¢enje
ovakvih bolesnika uz 5-godiSnje ukupno prezivljenje od 40 do 65% kod lokalizirane ili
lokoregionalne bolesti 1 loSe preZivljenje od svega 5 do 25% kod bolesnika s metastatskom
bolesti (94).

Stadij IB (veli¢ina tumora od 4-7cm, ograni¢en na bubreg) zahtijeva lijeCenje parcijalnom
nefrektomijom ili radikalnom nefrektomijom, dok su ablativne metode ili aktivno pracenje
iznimna mogucénost u limitiranoj populaciji. Ablativne metode ukljucuju radiofrekventnu
ablaciju, krioablaciju, mikrovalnu ablaciju, a primjenjuju se u odabranoj populaciji bolesnika
s tumorima Tla (onih s izrazenim prate¢im bolestima, solitarnim bubregom, naruSenom
funkcijom bubrega/smanjenom bubreznom filtracijom, te multiplim malim tumorima bubrega).
KirurSki pristup moze biti radikalna nefrektomija ili poStedni kirurSki zahvat — parcijalna
nefrektomija (engl. Nephron-sparing surgery — NSS). Pri izboru pristupa treba uzeti u obzir
prednosti 1 rizike te omociti dugotrajnu bubreznu funkciju ostatnog bubrega bez
kompromitiranja o¢ekivanog preZivljenja bolesnika. Za sve bolesnike stadija I nakon zavrsetka
kirurSkog lijecenja daljnje onkolosko lije¢enje nije potrebno, te se savjetuje pazljivo klinicko

pracenje.

1.2.7. Lijecenje lokoregionalnog raka bubrega

Prema definiciji AJCC-a, lokoregionalni rak bubrega podrazumijeva tumore veliCine
T1-T4, uz zahvacanje regionalnih limfnih ¢vorova, a bez postojanja udaljenih metastaza. Uz
prethodno opisane kirurSke metode, u lijeCenju lokoregionalnog raka bubrega se primjenjuje i
adjuvantna, odnosno zaStitna sistemna terapija u obliku ciljane terapije inhibitorima tirozin-

kinaza ili PD-L1 inhibitorima (95,96). Tijekom godina, inhibitori ¢imbenika rasta vaskularnog
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endotela (VEGF) 1 inhibitori receptorskih tirozin-kinaza (TKI) ispitivani su u adjuvantnom

lije¢enju 1 polucili su kontrastne rezultate (96).

UCLA Integrated Staging System predstavlja algoritam ishoda koji stratificira bolesnike s

radikalno operiranim rakom bubrega prema TNM stadiju, opem stanju (engl. Eastern

cooperative oncology group performance status - ECOG PS ), gradusu tumora u tri rizicne

skupine za povrat bolesti: niski, srednji 1 visoki — tzv.“Leibovichev sustav za procjenu rizika“

(97,98).

U Tablici 3 prikazan je Leibovichev zbirni sustav za procjenu rizika povrata raka bubrega.

Tablica 3: Leibovichev zbirni sustav za procjenu rizika povrata raka bubrega

Primarni tumor Rezultat
pTla 0

pT1b 2

pT2 3

pT3a 4

pT3b 4

pT3c 4

pT4 4
Regionalni limfni ¢vorovi Rezultat
pNx 0

pNO 0

pN1 2

pN2 2
Veli¢ina tumora Rezultat
<10cm 0

>10cm 1
Nuklearni gradus Rezultat
1 0

2 0

3 1

4 3
Prisutna tumorska nekroza Rezultat
Da 0

Ne 1
Skupine rizika

Skupina Zbroj
Niski rizik 0-2
Srednji rizik 3-5
Visoki rizik >6

Procijenjeno preZivljenje bez pojave presadnica (%)

Skupina rizika 1 godina 5 godina 10 godina
Niski rizik 99.5 97.1 92.5
Srednji rizik 90.4 73.8 64.3
Visoki rizik 57.7 31.2 23.6
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Algoritam dijeli pacijente u tri rizicne skupine, a to su; nizak rizik (rezultat 0 — 2); srednji rizik
(ocjena 3 —5); visok rizik (rezultat iznad 6). Procijenjena stopa 5-godisnjeg prezivljenja prema
ovim skupinama iznosi: 92%, 67% 1 44%, respektivno (97).

Ispitivanje faza III ASSURE usporedilo je primjenu adjuvantnih inhibitora trozin-kinaze (engl.
tyrosine kinase inhibitors, TKI) (sorafenib ili sunitinib) tijekom jedne godine s placebom u
lokalno uznapredovalih nemetastatskih RCC bolesnika sa svijetlostanicnom ili ne-
svijetlostani¢nom histologijom, nakon provedene nefrektomije. Ispitivanje je pokazalo
poboljsanje prezivljenja bez povrata bolesti ( engl. disease free survival, DFS) i ukupnog
prezivljenja (engl. overall survival, OS) u bolesnika lije¢enih TKI naspram placeba, s visokim
stopama prijavljenih nuspojava (engl. adverse events, AE) (98). Ispitivanje PROTECT
proucavalo je primjenu pazopaniba u odnosu na placebo kao adjuvantnog lijecenja
visokorizi¢nih bolesnika s ccRCC inije uspjelo pokazati dobiti u DFS-a ili OS-a, uz prijavljenu
visoku toksi¢nost (99). Aksitinib u adjuvantnom okruZenju ispitivan je u istrazivanju ATLAS 1
niti u njemu nije dokazana DFS dobit (100). Prvo ispitivanje faze III koje je pokazalo dobit u
DFS-u kod bolesnika sa svijetlostanicnim RCC lijeCenih adjuvantnim sunitinibom nakon
nefrektomije bilo je S-TRAC, koje je provedeno na 615 bolesnika s lokoregionalnim,
visokorizi¢nim ccRCC. Bolesnici lijeceni sunitinibom imali su produljenje DFS-a u usporedbi
s onima lije¢enim placebom (6,8 godina naspram 5,6 godina; P = 0,03). Nuspojave stupnja 3
ili viSe pojavile su se u 63,4% slucajeva pacijenata lije¢enih sunitinibom u usporedbi s 21,7%
onih na placebu (95,101) Medijan OS-a nije postignut ni u skupini lije€enoj sunitinibom, niti
kontrolnoj skupini (95) Dvije meta-analize pet RCT-ova ocjenjuju¢i adjuvantne TKI
monoterapije zakljucile su da adjuvantna primjena TKI ne donosi koristi u OS-u niti DFS-u,
ali ima znacajno vece rizike AE (102,103).

Nedostatak dobiti OS-a, rizik toksi¢nosti 1 neusporedivi rezultati ispitivanja S-TRAC 1
ASSURE/ATLAS/PROTECT dovela su do preporuke kategorije 3 u smjernicama za lijeCenje
raka bubrega, za koriStenje adjuvantnog sunitiniba u pacijenata sa stadijem III bolesti,
svijetlostani¢nim rakom bubrega visokog rizika (82).

Inhibitori kontrolnih to¢aka (engl. immune checkpoint inhibitors, ICI) koji ciljaju na receptor
za programiranu smrt -1 (engl. programmed cell death protein 1, PD-1) na T stanicama takoder
su ispitani u adjuvantnom lijecenju raka bubrega visokog rizika. Ispitivanje KEYNOTE-564
istrazivalo je upotrebu pembrolizumaba naspram placeba u 994 bolesnika s lokoregionalnim
RCC-om svijetlostani€nog podtipa s srednjim do visokim ili visokim rizikom od recidiva (t;.
tumora stadija 2, nuklearnog gradusa 4 ili sarkomatoidnom diferencijacijom, stadija 3 ili viSe,

s metastazama u regionalnim limfnim ¢vorovima) nakon nefrektomije ili stadija M1 bez dokaza
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bolesti (eng. NED — no evidence of disease) nakon nefrektomije i resekcije metastatskih lezija
(96). Prezivljenje bez povrata bolesti nakon 24 mjeseca zabiljezeno je u 77,3% bolesnika
lije¢enih pembrolizumabom u usporedbi sa 68,1% pacijenata koji su primali placebo ((omjer
rizika, engl. hazard ratio, HR) za recidiv ili smrt, 0,68; 95% CI, 0,53-0,87; P =0,002)). Ukupno
prezivljenje nakon 24 mjeseca procijenjen je na 96,6% u bolesnika lije¢enih pembrolizumabom
naspram 93,5% u placebo skupini. Nuspojave stupnja 3 ili viSeg pojavile su se u 32,4%
bolesnika lijecenih pembrolizumabom naspram 17,7% onih koji su primali placebo (96).

Na temelju rezultata ispitivanja KEYNOTE-564, smjernice preporucuju primjenu
pembrolizumaba kao adjuvantnog lije¢enja bolesnika s karcinomom bubrega stadija 2, gradusa
4 ili sarkomatoidnim znacajkama, svijetlostani¢ne histologije, kao 1 za bolesnike sa stadijem 3
ccRCC. Pembrolizumab se preporucuje za lijecenje stadija 4 ccRCC nakon metastazektomije
provedene unutar godinu dana nakon nefrektomije, za bolesnike bez znakova ostatne ili
metastatske bolesti. Adjuvantno lijeCenje raka bubrega pembrolizumabom zbog nedostatka

dokaza se ne preporuca kod bolesnika s ne-svijetlostani¢énim tumorima.

1.2.8. Lijecenje metastatskog raka bubrega

Znatnu ulogu u definiranju rizika bolesti i izbora lijecenja bolesnika s metastatskim
rakom bubrega imaju 1 prognosticki alati. Prvi model, MSKCC model, definirao je Motzer sa
suradnicima 2004.g. a drugi Heng sa suradnicima (104,105). Prema MSKCC i1 IMDC
kriterijima bolesnici se svrstavaju u prognosticke skupine prema kojima se definira daljnje
lijecenje, prognoza i ocekivano preZivljenje bolesnika s metastatskim rakom bubrega. Ovi
prognostic¢ki alati razvrstavaju bolesnike prema broju zastupljenih ¢imbenika rizika u 3
skupine: povoljnu skupinu (bez ¢imbenika rizika), srednju (intermedijarnu) skupina (1 — 2
¢imbenika rizika), te nepovoljnu (loSu) skupina (3 ili viSe ¢imbenika rizika). Usporedba
kriterija te o¢ekivano preZivljenje prema rizicnim skupinama prikazani su u Tablici 4.
Tablica 4: Prognosti¢ki kriteriji za metastastatski rak bubrega prema Memorial Sloan Kettering Cancer

Center (MSKCC, tzv ,,Motzerovi Kkriteriji“) i International Metastatic RCC Database Consortium (IMDC,

tzv. ,,Hengovi kriteriji)
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Cimbenik rizika
Prognosticki | Karnofsky Hgb LDH Kalcij Vrijeme | Neutrofili Tr
sustav PS <donje >1.5 gornje >10 od >gornje >gornje
<80% granice granice mg/dL | dijagnoze | granice granice
<1 godine
MSKCC

PS= performance status, Hgb= hemoglobin, LDH= laktat dehidrogenaza, Tr=trombociti, MSCKCC=
»Motzerovi kriteriji®, IMDC =, Hengovi kriteriji*

Rizi¢na Povoljna Srednja | Nepovoljna Povoljna | Srednja | Nepovoljna
skupina 0) (1-2) (3-5) 0) (1-2) (3-6)
Medijan 30 mj 14 mj 5 mj 43 mj 23 mj 8 mj
preZivljenja
2-god. 75% 53% 7%
preZivljenje
3-god. 45% 17% 2%
preZivljenje

Pacijenti sa stadijem IV bolesti takoder mogu imati koristi od operacije. Primjerice, limfni
¢vorovi sumnjivi na metastatsku bolest na CT-u mogu biti hiperplasticni bez postojanja
tumorskih stanica, stoga, prisutnost minimalne regionalne limfadenopatije ne iskljucuje
operaciju. Preporuca se citoreduktivna nefrektomija prije sistemske terapije kod odabranih
bolesnika s kirurski resektabilnom primarnom tumorskom masom. Retrospektivna analiza koja
potjece jos iz ere citokina pokazala je da ¢e najvecu korist od citoreduktivne nefrektomije prije
pocetka sistemne terapije imati bolesnici s metastazama ogranienima na pluca, povoljne
prognosticke skupine i1 dobrog opceg stanja (106). Retrospektivni podaci ukazuju kako
citoreduktivna nefrektomija i dalje igra ulogu u bolesnika lije¢enih lijekovima usmjerenim na
VEGF (107). Uc€inkovitost novije sustavne terapije dovodi u pitanje standard kirurSkog
lijecenja kod nekih bolesnika s metastatskom bolesti. Rezultati ispitivanja CARMENA faze
III na pacijentima s metastatskim RCC-om koji su bili podobni za citoreduktivnu nefrektomiju
otkrili da sam sunitinib nije bio inferioran sunitinibu nakon nefrektomije (108). Medijan OS
bio je 18,4 mjeseca u skupini lijecenoj sunitibom i 13,9 mjeseci kod bolesnika koji su nakon
nefrektomije primali sunitinib (HR, 0,89; 95% CI, 0,71-1,10), koji nije premasio fiksnu
granicu neinferiornosti (1.20). Medutim, mnogi karcinomi u ovom ispitivanju klasificirani su

kao niskog rizika, Sto samo naglasava vaZnost odabira pacijenata koji ¢e imati najvise koristi
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od nefrektomije ili ciljane terapije (109). Post-hoc analiza ispitivanja CARMENA pokazala je
da za pacijente sa samo jednim ¢imbenikom rizika prema IMDC kriterijima, OS duzi nakon
nefrektomije (31,4 mjeseca naspram 25,2 mjeseci) (110).

Zabolesnike kod kojih kirursko lijecenje nije opcija, sada postoje brojne moguénosti sistemnog
onkoloskog lijeCenja, kod kojih je dokazana dobit na ukupno prezivljenje i prezivljenje bez
progresije bolesti. Uvodenje inhibitora receptorskih tirozin-kinaza 2006.g. 1 imunoterapije
2018.g promijenilo je paradigmu lijecenja mRCC-a. Trenutne smjernice savjetuju lijecenje 10-
10 kombinacijom, IO-TKI kombinacijom ili monoterapijom TKI (60,111-116).

Kombinacije [10-TKI: aksitinib-pembrolizumab, kabozantinib-nivolumab, lenvatinib-
pembrolizumab s najviSom razinom preporuka su u smjernicama za lijeCenje svih skupina
bolesnika s mRCC. Aksitinib je selektivni TKI VEGFR, druge generacije TKI vaskularnog
endotela, a pembrolizumab monoklonsko protutijelo koje se selektivno veze na PD-1 (izrazen
na aktiviranim T stanicama) i blokira interakciju izmedu PD-1 receptora i liganda (PD-L1 i
PD-L2) izraZenih na antigen-prezentiraju¢im stanicama. Podaci iz randomizirane studije faze
Il KEYNOTE-426, koja je uklju¢ivalo bolesnike s povoljne, srednje ili loSe prognoze,
podrzaju  primjenu  kombinirane terapije u  ovoj indikaciji. = Kombinacija
aksitinib/pembrolizumab pruza znacajno vecu stopu ukupnog odgovora (ORR) i dulje
prezivljenje bez progresije bolesti (engl. progression free survival, PFS) od monoterapije
sunitinibom. Iako ukupno prezivljenje nije postignuto, HR daje prednost kombinaciji
aksitiniba/pembrolizumaba (117).

Kabozantinib je VEGFR, MET 1 AXL TKI , a nivolumab je anti-PD-1 antitijelo. U sije¢nju
2021. FDA (engl. Food and Drug Administration) je odobrila kabozantinib u kombinaciji s
inhibitorom PD-1 receptora nivolumabom u prvoj liniji lije€enja bolesnika s uznapredovalim
1/ili metastatskim RCC (118). Podaci iz randomizirane studije faze III CheckMate 9ER, koje je
ukljucivalo pacijente iz sve tri rizi€ne skupine karcinoma bubrega, podrZavaju kombiniranu
terapiju- pacijenti koji su primali kabozantinib/nivolumab imali su znatno duzi ORR 1 PFS od
pacijenata koji su primali sunitinib. Medijan OS opet nije postignut ni za jednu grupu, ali HR
je favorizirao kabozantinib/nivolumab (118). U naknadnoj analizi, kombinacija je pokazala
poboljsani PFS, OS i ORR u bolesnika sa sarkomatoidnim obiljezjima u usporedbi sa
sunitinibom (58). Pacijenti lijeCeni kombinacijom imali su i duze vrijeme do pogorSanje opceg
stanja (118).

Lenvatinib je tirozin kinazni inhibitor Sireg spektra, VEGFR-1, -2 i -3; FGFR-1, -2, -3 1 4;
PDGFR-a; c-KIT; i RET. Ispitan je u randomiziranom ispitivanju faze IIl CLEAR provedenom

na bolesnicima s rakom bubrega svih rizi¢nih skupina, gdje su bolesnici randomizirani bilo na
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lijeCenje lenvatinibom/pembrolizumabom, lenvatinibom/everolimusom ili sunitinibom.
Bolesnici prve skupine imali su znacajno dulje prezivljenje bez progresije bolesti (engl.
progression free survival, PFS) i zna¢ajno bolju ukupnu stopu ORR (119).

Prema dostupnim dokazima, za bolesnike iz skupine s niskim/srednjim rizikom optimalna
terapijska opcija bila bi kombinacija lijeCenja ipilimumabom i nivolumabom. Ipilimumab je
monoklonsko protutijelo koje selektivno blokira interakciju izmedu negativnog regulatora
citotoksi¢nog T-limfocitnog antigena 4 (CTLA-4; rano izraZen na aktiviranim T stanicama) i
njegovog liganda CD80/CD86 (izrazenog na stanicama koje prezentiraju antigen). Podaci iz
randomiziranog ispitivanja faze III, CheckMate 214, koje je usporedilo kombinaciju
ipilimumab/nivolumab pra¢enu monoterapijom nivolumabom naspram monoterapije
sunitinibom u bolesnika s uznapredovalim RCC-om, pokazali su ve¢u stopu ORR i CR u
odnosu na monoterapiju sunitinibom. Medijan PFS-a nije dosegnut (120). Nuspojave povezane
s lijecenjem javile su se u 93% bolesnika u skupini lije¢enoj ipilimumabom/nivolumabom 1
97% bolesnika u skupini sunitiniba; a one visokog stupnja u 46% odnosno 63% bolesnika.
Nuspojave su dovele do prekida lijeCenja u 22% i 12% pacijenata koji su primali
ipilimumab/nivolumab odnosno sunitinib (120). Tako je studija ispitivala u¢inak kombinacije
na lijeCenje bolesnika srednjeg i nepovoljnog rizika, ukljucila je i bolesnike povoljne
prognosti¢ke skupine. Rezultati ukupnog preZivljenja na 18 mjeseci su bili bolji u grani
lijeenoj sunitinibom nego u grani lije¢enoj kombinacijom, a stope kompletnog odgovora
(engl. complete response, CR) su bile vece u grani lije¢enoj kombinacijom (120).

I inhibitor tirozin kinaze, kabozantinib je pokazao ucinkovitost u skupini bolesnika
srednjeg/visokog rizika. U otvorenom, randomiziranom ispitivanju faze II CABOSUN,
pacijenti s uznapredovalim RCC srednjeg ili visokog rizika primali su kabozantinib ili
sunitinib. Bolesnici lije¢eni kabozantinibom pokazali su znacajno produljen medijan PFS-a i
viSi ORR u usporedbi onima lije¢enim sunitinibom (121). Esktrapolirajuéi podatke ove studije,
na bolesnike loSe prognoze, smjernice preporucuju upotrebu kabozantiniba i u ovoj skupini
bolesnika.

Kombinacija aksitiniba 1 avelumaba, monoklonskog protutijela koje se selektivno veze na PD-
L1 odobrena je za lije¢enje bolesnika s uznapredovalim ili metastatskim RCC u prvoj liniji.
Randomizirano ispitivanje faze III, JAVELIN Renal 101 ukljucivalo je bolesnike sve iz sve tri
rizicne skupine randomizirane na lije¢enje kombinacijom avelumabom/aksitinibom naspram
sunitiniba. Bolesnici lijeceni kombinacijom imali su znatno dulji PFS od onih koji su primali
sunitinib. Benefit je uo€en kod bolesnika svih skupina, neovisno o izrazaju PD-1, PD-L1. Post-

hoc analiza 108 pacijenata sa sarkomatoidnom histologijom u istoj studiji pokazala je
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poboljSani PFS (stratificirani HR, 0,57; 95% CI, 0,325-1,003) i vecu stopu objektivnog
odgovora (46,8% naspram 21,3%; kompletan odgovor u 4,3% naspram 0%) kod bolesnika
lijecenih kombinacijom u odnosu na one lijecene sunitinibom (122).

Medu lijekovima koji nalaze mjesto u smjernicama, izdvajaju se i monoterapije sunitinibom i
pazopanibom. Oba lijeka su pokazala ucinkovitost i povoljan profil toksi¢nosti, a medusobno
su usporedeni u studiji neinferiornostt COMPARZ (123,124).

Nakon progresije bolesti na prvu liniju lijecenja, terapijske opcije za bolesnike su kabozantinib,
lenvatinib/everolimus, nivolumab, aksitinib, aksitinib/pembrolizumab,
kabozantinib/nivolumab, ipilimumab/nivolumab, lenvatinib/pembrolizumab, pazopanib,
sunitinib, tivozanib, everolimus, bevacizumab, sorafenib, temsirolimus, te belzutifan. Ne
postoji jasan konsenzus oko druge linije lijeCenja, nego on ovisi o primijenjenoj prvoj liniji,
trajanju odgovora, podnosenju terapije ili prisutnosti biomarkera (82).

Za nesvijetlostanicne  tumore, terapijske opcije su kabozantinib, sunitinib,

lenvatinib/everolimus, nivolumab, nivolumab/kabozantinib, pembrolizumab (82).

1.2.9. HIF-1A gen i HIF-1a

Gen HIF-14 (engl. engl. Hypoxia-inducible factor-14) glavni je regulator stani¢nog
odgovora na hipoksiju, upravljajuéi Sirokim rasponom adaptivnih mehanizama bitnih za
prezivljavanje stanice (125). Njegova sposobnost moduliranja angiogeneze, eritropoeze,
metabolizma glukoze 1 prezivljavanja stanica naglaSava njegovu vaznost u odrzavanju stani¢ne
homeostaze pod niskim razinama kisika. Gen HIF-14, takoder poznat kao protein 1 koji sadrzi
endotelnu PAS domenu (engl. engl. Endothelial PAS domain-containing protein 1) , nalazi se
na kratkom kraku kromosoma 14 (14q21-q24) ljudskog genoma, a sadrzi sekvencu
deoksiribonukleinske kiseline (DNK) koja kodira protein HIF-1a (126). Transkripcija gena
HIF-14 visoko je reguliran proces na koji utjeu razine kisika unutar stani¢ne okoline. Pri
normalnoj razini kisika u stanici (normoksija), gen HIF-14 se aktivno prepisuje, ali se njegov
proteinski produkt, HIF-1a, brzo razgraduje. Enzim prolil hidroksilaza (PHD) igra klju¢nu
ulogu u ovom procesu. Ovi enzimi hidroksiliraju specificne prolinske ostatke na HIF-1a,
oznacavajuci ga za prepoznavanje od strane von Hippel-Lindau (VHL) proteina, komponente
puta razgradnje ubikvitin-proteosoma (127). U normoksi¢nim uvjetima, PHD-1 koriste kisik 1
druge ko¢imbenike za hidroksilaciju HIF-1a. Ova modifikacija omogucuje vezanje VHL-a, Sto
dovodi do ubikvitinacije HIF-1a. Ubikvitinirani HIF-1a zatim se usmjerava na razgradnju

pomocu proteasoma, ¢ime se sprjecava njegovo nakupljanje unutar stanice (127).
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Slika 4: Uloga HIF1o unutar stanice u uvjetima normoksije i hipoksije
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Pri hipoksiji (uvjetima niske razine kisika), inhibira se hidroksilacija HIF-1a pomo¢u PHD -
ova. Stabilizirani HIF-1a izbjegava razgradnju posredovanu ubikvitinom i nakuplja se unutar
citoplazme. Stabilni HIF-1a se translocira u stani¢nu jezgru, gdje tvori heterodimer s HIF-13
(poznat kao ARNT - nuklearni translokator receptora arilnih ugljikovodika, engl. aryl
hydrocarbon receptor nuclear translocator). Heterodimer HIF-lo-HIF-1f veZe se na
specificne sekvence DNK poznate kao elementi odgovora na hipoksiju (engl. Hypoxia-
Response Element, HRE) koji su prisutni u promotorskim regijama ciljnih gena. Vezanje
kompleksa HIF-1 na HRE inicira transkripciju ciljnih gena ukljuc¢enih u razlicite stanicne
procese, ukljucujuéi angiogenezu, eritropoezu, metabolizam glukoze i prezivljavanje stanica.
Transkripcijska aktivacija ovih ciljnih gena omogucuje stanicama da se prilagode hipoksicnom
okruzenju promicanjem sinteze ¢imbenika koji poboljsavaju dostavu kisika, proizvodnju
energije 1 prezivljavanje stanica (128).

Ova dinamicka regulacija transkripcije gena HIF-1A sluZi kao kriti¢ni molekularni mehanizam
koji omogucuje stanicama da brzo reagiraju i prilagode se promjenama u razinama kisika,
osiguravajuci njihov opstanak 1 funkcionalnost u razli¢itim fizioloskim uvjetima.

Patoloski nalaz gena HIF-1A4 obi¢no ukljucuje razli¢ite molekularne 1 genetske promjene,
mutacije ili disregulacije gena. Abnormalnosti u genu HIF-14 mogu pridonijeti razvoju raznih

bolesti, ukljucujuci raka (125).
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Otkri¢e pVHL (protei von Hippel Lindau) ; tumor supresor proteina omogucilo je opisivanje
vaznih puteva povezanih s ¢ccRCC. pVHL cilja a-podjedinice ¢imbenika transkripcije
induciranih hipoksijom (HIF) za proteasomalnu razgradnju (129). Dvije glavne izoforme HIF-
o imaju suprotne ucinke na biologiju RCC-a, vjerojatno kroz razliCite interakcije s drugim
onkogenima. HIF-1a djeluje kao supresor tumora, a HIF-2a kao onkogen. Cjelokupni u¢inak
deaktivacije VHL-a ovisit ¢e o finom podeSavanju odgovora HIF-a. U podlozi smanjene
aktivnosti HIF-1a u ccRCC-u obi¢no je kromosomska delecija, dok povecana aktivnost HIF-1
dokazano smanjuje opterecenje tumorom u modelima tumora. Polimorfizmi na lokusu gena
HIF-2a predisponiraju razvoj ccRCC, a HIF-2a potice rast tumora (130). Genetske studije
otkrile su istaknutu ulogu enzimskih gena koji modificiraju kromatin u ccRCC, a oni mogu
dodatno modulirati specifi¢éne aspekte HIF odgovora. Ovo sugerira da su, umjesto globalne
aktivacije HIF-a, specifi¢cne komponente odgovora vazne za rast raka bubrega. Visoke razine
transkripcijskih ¢imbenika induciranih hipoksijom (HIF) posebno su vazne u tipu
svijetlostani¢nog karcinoma bubrega, u kojem viSe nisu regulirani von Hippel-Lindau

proteinom.

Za analizu gena HIF-1A4 koristimo DNK sekvencioniranje (Sangerovo ili sekvenciranje
sljedece generacije (NGS)) koje omogucuju analizu velikih koli¢ina DNK. NGS moze
identificirati Siri raspon genetskih promjena, ukljucujuci tockaste mutacije, umetanja, brisanja
1 strukturne varijacije(126,131,132)

Lancanu reakciju polimerazom (PCR) koristimo za umnoZavanje specificnih regija gena HIF-
14, $to olakSava otkrivanje mutacija ili promjena u tim regijama.

Fluorescencijska in situ hibridizacija (FISH) je citogeneticka tehnika koja koristi
fluorescentne sonde za vezanje na specificne sekvence DNK. MozZe se koristiti za otkrivanje
strukturnih promjena, kao Sto je amplifikacija gena ili translokacije koje ukljucuju gen HIF-14
(133).

Imunohistokemija (IHC) podrazumijeva koriStenje protutijela za otkrivanje prisutnosti i
lokalizacije proteina u uzorcima tkiva. U kontekstu HIF1a, IHC se moZe koristiti za procjenu
razine izrazaja proteina u dijelovima tkiva, pruZajuci informacije o aktivnosti gena.
Proucavanje izrazaja HIF1 A na razini RNA moze se provesti tehnikama poput lan¢ane reakcije
polimeraze reverzne transkripcije (RT-PCR) ili sekvenciranja RNA. Abnormalne razine RNA

mogu ukazivati na disregulaciju gena.
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Funkcionalni testovi koriste se za procjenu funkcionalne posljedice mutacija ili promjena
HIF1A. Oni mogu ukljucivati stani¢ne testove za mjerenje transkripcijske aktivnosti HIF1A ili
njegovih nizvodnih ciljeva.

Odredivanje izrazaja 1 razine proteina HIFla moze se obaviti razli¢itim laboratorijskim
tehnikama od imunohistokemije, ELISA (koncentracija  odredenog proteina),

imunofluorescencije, masene spektroskopije 1 drugih.

1.2.10. SLC2A1 gen i GLUT-1

Gen SLC241,(engl. solute carrier family 2 member 1) kljuéni je gen koji kodira protein
ukljucen u transport glukoze kroz stani¢ne membrane GLUT1. Gen SLC2A1 nalazi se na
kratkom kraku kromosoma 1 (1p34.2) (134-136). Unutarstanicni transport glukoze neophodan
je za prezivljavanje, rast, proliferaciju i funkciju stanica. U ovom procesu posreduje obitelj od
13 srodnih molekula koje se zajednicki nazivaju proteini prijenosnici glukoze (GLUT).
Klasificiraju se u 3 klase: klasa I, GLUT1 do GLUT4; klasa II, GLUT7, GLUT9 i GLUTI11; i
klasa III, GLUT6, GLUTS8, GLUTI10 i GLUT12, te H+/mioinozitol transporter (137,138).
Obitelj takoder uklju¢uje GLUTS (fruktozni transporter), koji ne pripada niti jednoj klasi.
Medu tim molekulama najpoznatiji je GLUT1. GLUT se obi¢no izrazava na tkivno specifican
nacin. Njihov izrazaj je pojacano reguliran u mnogim patoloskim stanjima poput hipoksije 1
djelovanjem razlicitih ¢cimbenika, ukljucujuéi ¢imbenik induciran hipoksijom 1 a (HIF-1a) i
¢imbenike rasta kao Sto su epidermalni ¢imbenik rasta, hormoni Stitnjace, estrogen, inzulin 1
kalcij 1onofori (138—-141). Zna€ajno povecanje i1 deregulacija izrazaja GLUT-a opisani su u
malignim stanicama (142-146). Brza proliferacija u odnosu na vaskularnu potporu izlaze
tumorske stanice stalnom hipoksijskom stanju s potencijalnim nekroti¢nim ili apoptotskim
ucincima (147,148). Maligne stanice prolaze genetske 1 adaptivne promjene koje im
omogucuju da izbjegnu smrt izazvanu nedostatkom kisika. Jedna od tih promjena je povecani
unos glukoze i drugih Secera u usporedbi s normalnim stanicama. Povec¢ani unos glukoze moze
se vizualizirati u mnogim tumorima skeniranjem pozitronskom emisijskom tomografijom
(PET) wuz koriStenje obiljeZenog analoga glukoze, FDG (2-fluoro-2deoksi-D-glukoza
obiljezena fluoridom 18), Sto je povezano s povecanim izrazajem GLUTI, koji dovodi do
prigusenja apoptoze 1 pojacane stani¢ne proliferacije (149,150). Poznato je da tumori s ovim
zna¢ajkama imaju loSu prognozu. Povecéani izrazaj GLUT1 opisan je u mnogim vrstama raka,
ukljucujuéi rak pluca, dojke, mozga, koze, probave, maternice 1 jajnika. Ovo povecanje je Cesto

povezano sa slabo diferenciranim tumorima i smanjenim prezivljavanjem (151,152).
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GLUTI posebno je vazan za unos glukoze u tkivima koja ne ovise o inzulinu za transport
glukoze. Siroko je rasprostranjen u razli¢itim tkivima, ukljuéujuéi mozak, crvene krvne stanice
i posteljicu. Njegova prisutnost u krvno-mozdanoj barijeri klju¢na je za odrzavanje opskrbe
mozga glukozom (153).

Ispravno funkcioniranje gena SLC241 klju¢no je za normalan razvoj mozga. Mutacije u ovom
genu mogu dovesti do sindroma nedostatka GLUTI, rijetkog neuroloskog poremecaja
karakteriziranog napadajima i kasnjenjem u razvoju (154). Za razliku od nekih drugih
prijenosnika glukoze, GLUT1 je neovisan o inzulinu. Omogucuje stanicama da preuzmu
glukozu ¢ak i u nedostatku ili niskim razinama inzulina (155). Izrazaj SLC2A1 moze se
regulirati HIF-1a. U uvjetima hipoksije, HIF-1a moze povecati izrazaj GLUT1, olakSavajuci
povecani unos glukoze.

Aberantni izrazaj GLUT]1, regulirana genom SLC2A41, opazena je u razli¢itim vrstama raka.
Povecani unos glukoze u stanice raka povezan je s njihovim energetskim potrebama i brzim
rastom.

Genetsko testiranje na mutacije u genu SLC2A4] kljucno je za dijagnosticiranje sindroma
nedostatka GLUT1. Dodatno, razumijevanje uloge GLUT1 u bolestima, ukljucujuéi i raku,
pruza potencijalne ciljeve za terapijske intervencije usmjerene na modulaciju metabolizma
glukoze. Analiza izraZaja gena SLC2A41, koji kodira protein prijenosnika glukoze GLUTI,
moze se provesti pomocu razli¢itih tehnika molekularne biologije. Kako bi se analizirao protein
GLUTI mogu se koristiti razli¢ite laboratorijske tehnike za proucavanje njegovog izrazaja,
lokalizacije i funkcije koje se provode jednako kao i prethodno opisane metode za analizu HIF-

la proteina.

1.2.11. VEGF

Cimbenik rasta vaskularnog endotela (engl.vascular endothelial growth factor, VEGF)
kodiran je s nekoliko gena, a glavni su VEGFA, VEGFB, VEGFC, VEGFD i PIGF (engl.
placental growth factor) Medu njima, VEGFA je najopseZnije proucavan i obi¢no se naziva
VEGF. Obitelj VEGF gena igra klju¢nu ulogu u angiogenezi, stvaranju novih krvnih Zila, te je
neophodna za razne fizioloSke 1 patoloSke procese, ukljucuju¢i embrionalni razvoj,
zacjeljivanje rana 1 rast tumora. SmjeSten na kromosomu 6p2l1.1, VEGFA proizvodi
viSenamjenski protein klju¢an za vaskularni razvoj, propusnost i prezivljavanje endotelnih
stanica (156). Njegov izrazaj je strogo reguliran, moduliran razli¢itim podrazajima, kao §to je
hipoksija. VEGFA je klju€an za fizioloske procese kao Sto su embrionalni razvoj i popravak

tkiva, a aberantni izrazaj VEGFA povezan je s rakom, gdje prekomjerna angiogeneza potice
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rast tumora (157). Kod karcinoma, VEGFA gen igra klju¢nu ulogu u poticanju rasta i
napredovanja tumora putem stimulacije angiogeneze. Tumorske stanice Cesto imaju nisku
razinu kisika (hipoksiju) zbog brzog rasta i neadekvatne opskrbe krvlju. Kao odgovor, aktivira
se VEGFA gen, primarno preko ¢imbenika inducibilnog hipoksijom 1 (HIF-1) regulatora
transkripcije, Sto dovodi do povecanog izrazaja VEGFA (158). Tumorske stanice, kao i okolne
stromalne stanice, izlucuju protein VEGFA u tumorski mikrookoli§. VEGFA se veze na svoje
receptore, prvenstveno na VEGFR-2 (receptor ¢imbenika rasta vaskularnog endotela 2), koji
se nalazi na povrSini endotelnih stanica krvnih Zzila. Nakon vezanja, VEGFA aktivira
unutarstani¢ne signalne putove endotelnih stanica. To ukljucuje MAPK (mitogenom-aktivirana
protein kinaza) i PI3K-Akt puteve (engl. phosphoinositide-3-kinase—protein kinase B/Akt),
pokrecuci kaskadu dogadaja koji potic¢u prezivljavanje stanica, proliferaciju i migraciju (159).
Aktivacija MAPK signalnog puta ukljucuje aktivaciju proteina kao Sto su Ras, Raf, MEK
(MAPK/ERK kinaza) i ERK (kinaza regulirana izvanstani¢nim signalom). Aktivacija MAPK
puta potice proliferaciju, prezivljavanje i migraciju endotelnih stanica (159).

Vezanje VEGF dovodi do aktivacije PI3K, koji zauzvrat aktivira Akt (protein kinazu B). Akt
regulira razli¢ite stani¢ne procese, ukljuCujuci stani¢no prezivljavanje, proliferaciju i
migraciju. Aktivacija puta PI3K-Akt kriti¢na je za prezivljavanje endotelnih stanica tijekom
angiogeneze (160).

Aktiviranje signalnog puta posredovanog eNOS (endotelna sintaza duSikovog oksida) dovodi
do proizvodnje dusikovog oksida (NO) u endotelnim stanicama. NO sluzi kao vazodilatator 1
pridonosi opustanju krvnih Zila, poticuci povecani protok krvi i propusnost krvnih zila (161).
Vezivanje VEGF-a za receptor VEGFR-2 takoder pokrece PLCy put, Sto dovodi do hidrolize
fosfatidilinozitol 4,5-bisfosfata (PIP2) u inozitol 1,4,5-trifosfat (IP3) 1 diacilglicerol (DAG).
Ova kaskada rezultira mobilizacijom unutarstani¢nog kalcija 1 aktivacijom protein kinaze C
(PKC), pridonose¢i migraciji i propusnosti endotelnih stanica (162).

Uz navedene, VEGF inducira aktivaciju Janus kinaza (JAK) i naknadnu aktivaciju STAT
proteina koji reguliraju izrazaj gena povezanih s prezivljavanjem stanica, proliferacijom i
angiogenezom.

VEGF moze aktivirati Rho GTPaze, ukljucuju¢i Rho, Rac i Cdc42, koje su ukljucene u
preuredenje citoskeleta i migraciju endotelnih stanica te Src kinazu, koja igra ulogu u

prezivljavanju endotelnih stanica, migraciji i angiogenezi (163).
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1.2.12. Klini¢ki znac¢aj HIF-1a, GLUT1 ,VEGF

Kombinirani u€inci HIF-1a, VEGF-a i GLUT1 1 njihovih proteina klju¢ni su u
odgovoru tumorskih stanica na hipoksiju i ograni¢enu dostupnost nutrijenata u tumorskom
mikrookolisu.
Iako u ovom trenutku u Hrvatskoj ne postoje registrirani HIF-1a inhibitori, brojni su lijekovi
za koje se zna da imaju ucinak na inhibiciju sinteze HIF-1a, razli¢itim mehanizmima, od
inhibiciju HIF-1 mRNA, sinteze proteina HIF-1, stabilizacije HIF-1, dimerizacije HIF-1a
/HIF-1B,HIF-1/DNA vezanje i transkripcijske aktivnosti HIF-1 (164,165). Za MO-460, analog
prirodnog proizvoda na bazi benzofurana (R)-(-)-moracin-O, opisana je inhibicija nakupljanja
HIF-1 prethodno neidentificiranim mehanizmom - ulazi u interakciju s heterogenim
nuklearnim ribonukleoproteinom A2/B1 (hnRNPA2B1), i inhibira pocetak translacije HIF-1
(166).

Sinteza Stabilizacija ! Transkripcijska
HIF-1a mRNA proteina proteina H|F_'1“ f HIE-1B Gl Ehe aktivnost
dimerizacija vezanje
HIF-1a HIF-1a HIF-1

2ME2

- EZN-2968 FK228
s NSC-134754 LBH589 Aciflasin Echinomycin rxsd
Vorinostat YC-1 :
17-AAG Chetomin
SCH 66336
LW6
LC478
BIX-01294

Slika 5: HIF1 inhibitori koji se istrazuju u klini¢kim studijama i njihove mete

Izvor: (167)

Na slici 5 prikazane su klini¢ka ispitivanja pojedinih HIF1 inhibitori i1 njihovih zahvatnih
tocaka.

Najblize klinickoj primjeni dosao je belzutifan, lijek koji inhibira ¢imbenik transkripcije
¢imbenik inducibilan hipoksijom 2o (HIF-2a) i blokira heterodimerizaciju HIF-2a s HIF-2f3,
¢ime dovodi do regresije tumora. Pracenje proSirene kohorte pacijenata s ccRCCu fazi I/II
ispitivanja belzutifana, koji su prethodno primili minimalno 1 ili viSe linija lijecenja pokazalo
je stopu kontrole bolesti od 80% medu 55 pacijenata. Medijan PFS-a bio je 14,5 mjeseci, a
51% je prijavilo prezivljenje bez progresije od 12 mjeseci. Najcesce prijavljene nuspojave bili
su anemija, umor i dispneja, medu ostalim. Krajem 2023. godine FDA je temeljem rezultata

ispitivanja faze III, LITESPARK -006 u kojem je usporeden belzutifan s everolimusom u
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bolesnika s uznapredovalim RCC-om koji seu prethodno lijecenje TKI i anti-PD-1/PD-L1
terapijom. Dok su rezultati PFS bili bolji uz belzutifan, nego uz everolimus, rezultati OS-a jos
nisu zreli, iako do sada, nisu pokazali 108iji ucinak belzutifana (168). Uz to, belzutifan je
registriran za lijeCenje raka bubrega povezan s von Hippel-Lindau bolesti.

Dok je klini¢ka primjena HIF-1 inhibitora i nadalje limitirana, inhibitori VEGF-a postigli su
golem uspjeh u RCC-u. Uz njih, u¢inkovitost mTOR inhibitora objasnjava se Cinjenicom da
izrazaj HIF-a ovisi o mTOR-u. Ti putovi, ukljucujuci njihove razli¢ite zamrsene nizvodne
putove i klini¢ki znacaj, obradeni su u mnogim radovima (169-174).

Inhibitori VEGF puta pripadaju bilo kojoj od 2 glavne klase; bevacizumab je monoklonsko
antitijelo, a svi ostali su inhibitori tirozin kinaze (TKI). IFN-a sluzio kao kontrola u ranim
ispitivanjima TKI. No, u kasnijim studijama IFN-o kao kontrola brzo je zamijenjen TKI
inhibitorima VEGF puta poput sunitiniba ili sorafeniba u prvoj liniji, ili mTOR inhibitora
everolimusa u drugoj liniji.

Bevacizumab je monoklonsko protutijelo koje inhibira VEGF, signalni protein koji ima klju¢nu
ulogu u angiogenezi (175). U lije¢enju raka bubrega bevacizumab se Cesto koristi u kombinaciji
s drugim lijekovima (s interferonom-alfa ili drugim ciljanim terapijama). Bevacizumab se
koristi 1 u prvoj liniji i u kasnijim linijjama lijecenja uznapredovalog karcinoma bubreznih
stanica (176). U klinickim ispitivanjima pokazao je poboljSano prezZivljenje bez progresije
bolesti. Uobicajene nuspojave povezane s bevacizumabom ukljucuju hipertenziju, proteinuriju,
krvarenje, komplikacije zacjeljivanja rana 1 gastrointestinalne perforacije. Povezan je s
povecanim rizikom od arterijskih 1 venskih tromboembolijskih dogadaja, uklju¢uju¢i mozdani
udar, infarkt miokarda i duboku vensku trombozu. Proteinurija, ukljucujuéi nefrotski sindrom,
moze se pojaviti tijekom lijecenja bevacizumabom (176,177).

Inhibitori VEGF-TKI klasa je lijekova koji se koriste u lije€enju karcinoma bubrega. Djeluju
tako da ciljaju 1 inhibiraju aktivnost tirozin kinaze receptora za ¢imbenik rasta vaskularnog
endotela (VEGFR), ¢ime suzbijaju angiogenezu i smanjuju dotok krvi u tumore. VEGF-TKI
koji se koriste kod karcinoma bubrega ukljuc¢uju sunitinib, sorafenib, pazopanib, aksitinib,
kabozantinib 1 lenvatinib (178). Primjenjuju se u prvoj liniji 1 narednim linijjama lijeenja
metastatskog raka bubrega, a pojedini se mogu primijeniti i u adjuvatnom lijecenju raka
bubrega od bolesnika sa srednjim ili visokim rizikom.

Medu neZeljene posljedice VEGF-TKI inhibitora spadaju umor, hipertenzija, proljev, sindrom
Saka-stopalo, stomatitis 1 povecan rizik od krvarenja, kardiovaskularnih dogadaja, ukljucujuci
infarkt miokarda i tromboemboliju (179) Osim receptora za VEGF, inhibitori VEGF-TKI

mogu ciljati i na druge receptore tirozin kinaze, kao $to su receptorski ¢imbenik rasta koji potice
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iz trombocita (PDGFR) i c¢-Kit (180) VEGF-TKI cesto se koriste u kombinaciji s drugim
ciljanim terapijama ili imunoterapijama (nivolumab/pembrolizumab) kako bi se poboljsala

ucinkovitost lijecenja (181).
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2. HIPOTEZA



2. HIPOTEZA

1. Izrazaj mRNA HIFIA je znacajno vedi u svijetlostani¢nim karcinomima bubrega u odnosu na
ostale ispitivane histoloske tipove karcinoma bubrega

2. Izrazaj mRNA HIF'14 je u pozitivnoj korelaciji s izrazajem HIF-1a proteina u svim histoloSkim
tipovima karcinoma bubrega

3. lzrazaj proteina HIF-1a, GLUT1 i VEGF-A je znacajno ve¢i u svijetlostani¢nim karcinomima

bubrega u odnosu na ostale ispitivane histoloske tipove karcinoma bubrega
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. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Osnovni cilj istrazivanja

Utvrditi izraza) mRNA HIF1A4 i proteina HIF-1a, GLUT1 i VEGF-A u ispitivanim

histoloskim tipovima karcinoma bubrega
Sporedni ciljevi istraZivanja

Dobivene rezultate uskladiti prema novoj WHO klasifikaciji raka bubrega, te usporediti

s ranije objavljenim radovima.
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4. ISPITANICI I METODE

U studiju je uklju¢eno 39 uzoraka karcinoma bubrega pacijenata operiranih u
Klinickom bolni¢kom centru Split od 1. sije¢nja 2010. godine do 31. prosinca 2018. godine.
Uzorci su dobiveni pretrazivanjem baze podataka Klini¢kog zavoda za patologiju, sudsku
medicinu i citologiju unoSenjem MKB S$ifre C64 koja oznacava zlo¢udnu novotvorinu bubrega
osim bubrezne zdjelice. Odabrani su uzorci svijetlostanicnog karcinoma bubrega,
kromofobnog karcinoma bubrega i papilarnog karcinoma bubrega. Nakon pretraZivanja
odabrano je 39 konsekutivnih uzoraka pacijenata koji su imali dostupan patohistoloski nalaz,
klinicke podatke, te parafinski blok tumora potreban za daljnje analize. Bolesnici koji nisu
imali potpune klinicke podatke, parafinski blok tumora, ili se radilo o karcinomu koji nije bio
podrijetla bubrega iskljuceni su iz istrazivanja. Uzorci su rasporedeni u tri skupine, prema
histoloSkom tipu tumora: 14 uzoraka svijetlostani¢nih karcinoma (engl. clear cell renal cell
carcinoma, ccRCC), 13 uzoraka papilarnih (engl. papillary renal cell cancer, pPRCC) 1 12
uzoraka kromofobnog raka bubrega (engl. chromophobe renal cell cancer, chRCC).

Real-time quantitative polymerase chain reaction (RTqPCR) analiza izrazaja mRNA HIFIA
ucinjena je na 20 uzoraka karcinoma bubrega, a imunohistokemijska analiza izrazaja proteina
HIF-1 o, GLUT1 i VEGF-A na svih 39 uzoraka.

Iako odredivanje histoloSkog gradusa za sve tipove RCC nije sukladno smjernicama, za potrebe

istrazivanja, svim karcinomima je odreden histoloski gradus prema Fuhrmannovoj (42).

4.1. RNA izolacija i reverzna transkriptaza

RNA je izolirana iz 20 uzoraka humanih karcinoma bubrega (7 uzoraka svijetlostani¢nih
karcinoma, 7 uzoraka papilarnog karcinoma te 6 uzoraka kromofobnog karcinoma), fiksiranih
u formalinu i uklopljenih u parafin. Izdvojeno je Smm? tumorskog tkiva bez normalnog tkiva
bubrega i bez nekroze. Nekoliko rezova tkiva debljine 6 um pohranjeno je u sterilne
mikroepruvete. Izolacija RNA provedena je High Pure RNA Paraffin kit (Cat. No.
03270289001; Roche, Basel, Svicarska) prema uputama prozvodaca. Protokol je zapoceo
deparafinizacijom tkiva uklopljenog u parafin, ispiranjem u ¢istom etanolu i centrifugiranjem
2 minute na maksimalnoj brzini. Proteinaza K i pufer za lizu tkiva (Zissue Lysis Buffer) su
potom dodani osusenom talogu u svrhu razgradnje proteina. Otopina je inkubirana preko no¢i.
Slijedeceg dana, u lizat su dodani vezujuci pufer i etanol i1 otopina je prebacena u spin-kolonu.
Vezana RNA je potom odgovaraju¢im puferom isprana sa spin-kolona. Digestija DNA

provedena je prema uputama proizvodaca. Qubit™ 4 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific
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Inc., Waltham, SAD) koriSten je za mjerenje ukupne koncentracije RNA u svakom uzorku.
Uzorci su razrijedeni do najnize izmjerene koncentracije RNA (1,34 ng/uL). Reverzna
transkripcija provedena je s 1,34 ng/uL ukupne RNA koristenjem High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit-a u skladu s uputama proizvodaca (kat. br. 4368814, Applied
Biosystems, Waltham, SAD). cDNA konac¢nog volumena 20 uL je potom pohranjna na —80 °C

za naknadnu kvantifikaciju izrazaja gena od interesa.

4.2. qPCR

qPCR analiza provedena je na Real-Time PCR instrumentu (Applied BiosystemsFast 7500,
Waltham, SAD) uporabom Tagman® Fast Advanced Universal Master Mix II (Applied
Biosystems, Waltham, SAD) koji sadrzi AmpErase™ Uracil N-Glikozilazu (UNG) 1 inertnu
referentnu boju ROX. Tagman® Applied Biosystems je proizveo probe za analizu izraZaja
ljudskog HIF-1A4 gena (Hs00153153 ml). Gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (GAPDH) ¢e
biti analizirana kao endogeni kontrolni gen (Hs99999905 ml). Real-time PCR proveden je
koristenjem 2puL. cDNA predloska , 1 pLL Tagman® probe (Applied Biosystems, Waltham,
SAD) i 10 puL Tagman® univerzalnog master mix-a (Applied Biosystems, Waltham, SAD). Svi
uzorci cDNA su napravljeni u duplikatima. Kontrolni uzorak (engl. non-template control,
NTC) sadrzava sve komponente mastermixa te vodu bez nukleaza umjesto cDNA uzorka. PCR
protokol ukljucuje zagrijavanje uzorka 2 minute na 50 °C za aktivaciju uracil-N-glikozilaze,
potom 2 minute na 95 °C za aktivaciju polimeraze pracen s 40 amplifikacijskih ciklusa (3
sekunde na 95 »C i 30 sekundi na 60 °C). Komparativna Ct metoda (2-AACt, AACt) koriStena
je pri relativnoj kvantifikaciji qPCR-a ¢ime su izraCunate relativne promjene izraZaja ciljnog

gena.

4.3. Imunohistokemijske analize
Imunohistokemijska analiza ispitivanih ¢imbenka proedena je slijede¢om metodom: rezovi
parafinskih blokova karcinoma bubrega naneSeni su na super frost stakla (Thermoscientific,
Njemacka) i obradeni u automatskom bojacu (Ventana Bench mark Ultra Autostainer, Ventana
Roche, Tucson, SAD). Za odredivanje imunohistokemijskih izrazaja ispitivnih ¢imbenika
koriStena su slijedeca protutijela:
e ZaHIF-1a koriSteno je primarno kunicje poliklonalno IgG protutijelo klon H-206, (Santa
Cruz Biotehnology Inc., Dallas, SAD).
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e Zaodredivanje izrazaja GLUT1 koriSteno je primarno monoklonalno misje protutijelo klon
SPM498, (Novus Biologicals, Abingdon, UK).

e Za VEGEF koristeno je primarno poliklonalno kunicje protutijelo klon ab46154 (Abcam,
UK). Sekundarno protutijelo ¢e biti Ultra view Universal DAB detection kit (Ventana,
Tucson, SAD). Pozitivnom obojenosti sva tri ¢imbenika smatrana je smeda obojanost
citoplazme i/ili membrane, a za HIF-1 o i nuklearno obojenje. Kao pozitivna kontrola za
izrazaj svih ispitivanih ¢imbenika koriSteno je tkivo posteljice. Imunohistokemijski izrazaj
svih ispitivanih ¢imbenika odreden uporabom Hscore metode prema sljedecoj formuli
Hscore=Z Pi (i + 1), gdje je i=intenzitet obojenja odreden kao 1 (slab), 2 (umjeren), ili 3
(jak), a Pi je postotak obojenja stanica bubreznih karcinoma za svaki intenzitet. Svaki
uzorak karcinoma bubrega pregledan je i analiziran je u 10 vidnih polja velikog povecanja
(VPVP). Hscore je odreden za svako vidno polje uzorka. Kona¢ni Hscore za svaki uzorak

odreden je kao aritmeticka sredina svih 10 VPVP.

4.4. Protokol istrazivanja

Istrazivanje je provedeno u nekoliko faza. Prva faza ukljucivala je pretrazivanje literature.
Vise puta tijekom trajanja studije pretrazivane su baze PubMed i Web of Science (WoS). Nisu
koriStena ogranienja za vrstu publikacije, a jezik je bio ograni¢en na engleski. Pretrazivane
su publikacije koje bilo gdje u tekstu sadrze bilo koji od pojmova ili sloZenica ,,HIF1A*,  HIF-
la*, ,,renal cancer®, ,,GLUTI1*, ,VEGF*. Takvo pretrazivanje pokazalo se nespecifi¢no, stoga
je precizirano na daljnje kombiniranje pojma ,,renal cancer* s ostalim navedenim pojmovima.
Kombinacijom s ,,GLUT1* dobiveno je 125 radova, kombinacijom s ,,HIF-1a‘ 447 radova,
kombinacijom s ,,VEGF “ 2686 radova. Kombinacija pojmova ,,GLUT1%, , HIF-1a*1,,VEGF*
dala je 95 rezultata.
Kombinacija sva 4 pojma u jednom pretrazivanju dala je samo 7 rezultata.
Naknadnim is¢itavanjem naslova 1 sazetaka, izabrao sam 87 publikacije koje sam koristio u
pisanju znanstvenog rada te pisanju disertacije, izbacivsi publikacije koje se ne odnose na temu
ove doktorske disertacije i koje nisu bile originalni znanstveni ¢lanci i/ili pregledni znanstveni
radovi. Najvaznije reference navodim u popisu literature.
Druga faza istrazivanja provedena je u Klinickom zavodu za patologiju, sudsku medicinu 1
citologiju KBC Split, gdje su prikupljeni patohistoloski brojevi pacijenata dobiveni
pretrazivanjem baze podataka te prikupljanje mikroskopskih histoloskih stakalca obojenih

hemalaunom i eozinom 1 odgovarajucih parafinskih tkivnih blokova.
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Mikroskopski pregled odabranih uzoraka karcinoma bubrega, odabir protutijela i njihova
standardizacija, imunohistokemijska bojenja, analiza imunohistokemijski obojenih preparata
svjetlosnim mikroskopom te priprema tkiva i izrada RTqPCR analize mRNA HIF1A4. Ova faza
u cijelosti je provedena Klinickom Zavodu za patologiju, sudsku medicinu i citologiju, KBC
Split, te u Laboratoriju poslijediplomskog znanstvenog studija Biologija novotvorina
Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Splitu.

Posljednja faza ukljucivala je statisticku obradu, analizu i interpretaciju rezultata te objavu

rezultata rada.

4.5. Statisticki postupci

Distribucija uzoraka testirana je Shapiro-Wilkovim testom. Kao mjere srediSnje tendencije
1 rasprSenja koriStene su srednja vrijednost 1 standardna devijacija. Postojanje statisticki
znacajnih razlika izmedu promatranih skupina odredeno je Kruskal-Wallisovim testom s
Dunnovim post-hoc testom. Pearsonova analiza korelacije koristena je za korelaciju veli¢ine
tumora 1 izrazaja GLUT1 1 HIF-1a. Rezultati su analizirani pomo¢u MedCalc Statistical
Software 19.1.2 (MedCalc Software, Ostend, Belgija; medcalc.org; 2019) i GraphPad Prism
9.0.0 (GraphPad Software, San Diego, SAD). Izracun potrebne veli¢ine uzorka proveden je
koriStenjem programa koji se nalazi na mreznoj stranici
https://www.stat.ubc.ca/~rollin/stats/ssize/n2. Za izratun smo koristili podatke iz prvog
provedenog istrazivanja na 19 uzoraka karcinoma bubrega i izraCunom Hscore-a za GLUT]I
protein, sa sljede¢im parametrima: mul = 2,40, mu2 = 2,03, sigma = 0,30, power = 80%, p =
0.05, za Sto je dobivena najmanja potrebna veli¢ina uzorka po skupini n = 11(182) U tu svrhu
istrazivanju za disertaciju povecan je broj uzoraka za svaku skupinu kako bi se dobila

odgovarajuca veli¢inu uzoraka. Statisti¢ka znacajnost postavljena je na p <0,05.

4.6. Eticko odobrenje

Znanstveno istrazivanje na Klinickom zavodu za patologiju, sudsku medicinu i
citologiju KBC Split, te Laboratoriju poslijediplomskog znanstvenog studija Biologija
novotvorina pri Medicinskom fakultetu Sveucilista u Splitu provedeno je u skladu sa svim
vaze¢im 1 primjenjivim svjetskim smjernicama i preporukama. Istrazivacki tim odgovoran za
provodenje istrazivanja jamc¢i za sigurnost i tajnost podataka koji su koriSteni iskljucivo u
istrazivacke svrhe te bez navodenja osobnih podataka o bolesnicima, a prikazani podaci,

uneseni kroz racunalni sustav su na raspolaganju isklju¢ivo ¢lanovima istrazivackog tima.
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Istrazivanje se provodilo u skladu s nacelima Helsinske deklaracije. Istrazivanje je dobilo

odobrenje Etickog povjerenstva KBC Split br. 500-03/23-01/234.
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Studija je obuhvatila ukupno 39 bolesnika s dijagnozom RCC; 26 muskaraca (66,66%)
1 13 zena (33,33%). Prosjecna dob bolesnica je bila 66, a bolesnika 55 godina. ccRCC
dijagnosticiran je u 14 slucajeva (35,89%), pRCC u 13 slucajeva (33,33%) 1 chRCC u 12
sluc¢ajeva (30,76%) (Tablica 5). Vecina bolesnika (74,4%) je operirana radikalno, dok je
parcijalnu nefrektomiju proslo 20,5% bolesnika. Kod dva ispitanika (5,1%) provedena je
tumorektomija. Nije bilo znaCajne razlike u lateralnosti raka bubrega. Vec¢ina bolesnika
operirana je u stadiju I bolesti (69.2%). Tumorska nekroza, sarkomatoidne osobine te

limfovaskularna invazija bile su prisutne kod 30,8%, 10,3%, 10,3%, respektivno.

Tablica 5: Klini¢ko-patoloske karakteristike ispitanika

Karakteristike Vrijednost, ukupno N = 39
Dob, godine (IQR) 66 (52,5 - 75.5)
Spol, N (%)

Muski 26 (66,7)
Zenski 13 (33,3)
Postupak, N (%)

Radikalna nefrektomija 29 (74,4)
Parcijalna nefrektomija 8 (20,5)
Tumorektomija 2(5,1)
Smyjestaj tumora, N (%)

Lijevi bubreg 17 (43,6)
Desni bubreg 19 (48.,7)
Nije poznato 3(1,7)
Stadij bolesti, N (%)

I 27 (69,2)
II 3(7,7)
111 9 (23,1
Histoloski tip, N (%)

ccRCC 14 (35,9)
pRCC 13 (33,3)
chRCC 12 (30,8)
Najveci promjer tumora, cm (SD) 5,734
Makroskopska prosirenost tumora, N (%)

Ogranicen na bubreg 30 (76,9)
Siri se izvan bubreznog tkiva 9(23,1)
Mikroskopska proSirenost tumora, N (%)

Ogranicen na bubreg 28 (71,8)
Siri se izvan bubreznog tkiva 11 (28,2)
Nuklearni gradus tumora, N (%)

nizak (112) 16 (41)
visok (314) 18 (46,2)
Nije odreden 5(12,8)
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Tumorska nekroza, N (%)

Prisutna 12 (30,8)
Nije prisutna 24 (61,5)
Nije odredeno 3(7,7)
Sakromatoidne karakteristike, N (%)

Prisutne 4(10,3)
Nisu prisutne 32 (82)
Nije odredeno 3(7,7)
Limfovaskularna invazija, N (%)

Prisutna 4(10,3)
Nije prisutna 32 (82)
Nije odredeno 3(7,7)

Nije bilo statisticki znacajnih razlika izmedu proucavanih histoloskih tipova RCC-a prema
spolu pacijenata. Pacijenti s chRCC dijagnosticirani su u ranijoj dobi u usporedbi s pacijentima
s ccRCC 1 pRCC $to je statisticki znacajno (p=0,037). Statisticki znacajna razlika nije uocena
u veli¢ini tumora, patolo§kom stadiju bolesti prema veli¢ini primarnog tumora (pT), prisutnosti
sarkomatoidnih znacajki i1 limfovaskularnoj invaziji. pRCC je imao znacajno vise tumorske
nekroze usporedbi i s ccRCC i pRCC (p=0,026). Nuklearno bojenje tumorskih stanica na HIF-
la smatralo se pozitivnim. Intenzitet bojenja jezgre kretao se od umjerenog do jakog (Slika 6).
Izrazaj proteina HIF-1a, odreden kao postotak tumorskih stanica koje pokazuju nuklearnu
pozitivnost, nije bio statisticki bitno razli¢it s obzirom na spol bolesnika, vrstu operacije,
makroskopsku ili mikroskopsku prosirenost tumora, klinicki stadij, nuklearni gradus ili
prisutnost tumorske nekroze (Tablica 6). Postojala je, medutim, znafajna razlika izmedu
histoloSkih podtipova, jer su pacijenti s pRCC-om imali visi izrazaj HIF-1a proteina nego
pacijenti ccRCC. Nije bilo zna¢ajne korelacije izmedu izrazaja proteina HIF-1a prema dobi

bolesnika ili veli¢ini tumora (Tablica 6).
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Tablica 6: Imunohistokemijski izracaj HIF-1a, VEGF-A i GLUT-1 u RCC prema klinickopatoloskim

osobinama bolesnika

Karakteristike HIF-1a P VEGF-A P GLUT1 P

Spol

Muski (N=26) 18,18 £ 13,48 | 0,228" | 1,89+1,23 [0,012° [2,55+0,69 |0,197°
Zenski (N=13) 23,87 + 14,21 3,02+ 1,19 2,16 +0,29
Histoloski tip

ccRCC (N=14) 14,72 + 12,07 1,78 + 1,21 2,77 0,68

pRCC (N=13) 28,52+ 14,78 | 0,0227 | 2,61 +1,31 | 02747 |2,26+0,55 |0,008"
chRCC (N=12) 17,16 + 10,88 2,45+ 1,38 2,12 40,26

Nuklearni gradus

Niski (N=16) 17,74 + 16,14 | 0,545" | 1,98+ 1,32 | 0,200 |2,56+0,70 |0,731"
Visok (N=18) 19,52 + 11,93 2,53+ 1,31 2,35+0,58

Tumorska nekroza

Prisutna (N=12) 2329+16,24 | 0242" [ 2,11+£1,34 |0,690° |240+0,66 | 0,669
Nije prisutna 18,65 + 12,66 2,33 +£1,32 2,43 £0,60

(N=24)

Sve vrijednosti su navedene kao aritmeticka sredina + standardna devijacija. * Mann-Whitney U test " Kruskal-

Wallis test

Izrazaj VEGF-A odreden je Hscore metodom. Vec¢ina tumora pokazivala je heterogeni uzorak

bojenja (Slika 6).
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Slika 6:

Izrazaj HIF-1a i VEGF-A u karcinomima bubreZnih stanica. Nuklearni izrazaj HIF-la u

svijetlostaniénim karcinomima bubrega (A), papilarnim karcinomima bubrega,(B) i kromofobnim karcinomima

bubrega (C), slike A-C snimljene su pri povecanju x 200; mjere predstavljaju 50 um. VEGF-A jaka do umjerena

ekspresija u svijetlostani¢nim karcinomima bubrega (D), papilarnim karcinomima bubrega (E) i kromofobnim

karcinomima bubrega (F), slike D-F snimljene su pri povecanju x100; mjere predstavljaju 50 pm.

Dok je izrazaj VEGF-A proteina mjeren Hscore-om bio znacajno visi u Zena u usporedbi s

muskarcima, nije bilo znacajnih razlika u vrsti operacije, makroskopskom ili mikroskopskom
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Sirenju tumora, kliniCkom stadiju, histoloSkom podtipu, nuklearnom gradusu ili prisutnosti
nekroze. Takoder nije bilo znacajne korelacije izmedu izrazaja VEGF-A proteina u odnosu na
dob bolesnika ili veli¢inu tumora.

RT-qPCR analiza uzoraka karcinoma bubrega provedena je koriStenjem pocetnica za HIF-1A.
Prisutnost mRNA gena HIFIA nije bila znaCajno razli¢ita medu histoloSkim podtipovima
karcinoma bubreznih stanica. Prema medijanu GAPDH ciklusa za ccRCC (32,94), chRCC
(31,67) 1 PRCC (34,88) skupine su bile usporedive.

Stanice svijetlostani¢nog karcinoma bubrega pokazivale su znacajno visi izrazaj GLUTI
prijenosnika (HSCORE 2,77+0,68) u usporedbi s papilarnim (HSCORE 2,26+0,55) 1
kromofobnim karcinomima (HSCORE 2,12+0,26). Opisana razlika ne ovisi o dobi, spolu
bolesnika, nuklearnom gradusu, niti prisutnosti tumorske nekroze (Slika 7.). Nije bilo znacajne
korelacije GLUT1 s dobi bolesnika, veli¢cinom tumora, izrazajem HIF1a i VEGF-a.
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Slika 7: Izrazaj GLUT1, VEGF i HIF-1a ¢imbenika u ovisnosti o histoloSkom tipu, spolu, gradusu i

tumorskoj nekrozi (¥ oznacava p<0,05; ** p<0,01; stupci su aritmeticke sredine a error bars oznacavaju

standardnu devijaciju)
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Vrijednost GLUT1 u naSem istrazivanju odredena je Hscore metodom. Pojacana
izrazenost GLUT1 kod uzoraka svijetlostanicnog karcinoma bubrega u skladu je s podacima
prema kojima se kod ve¢ine ovih tumora nalazi homozigotni gubitak VHL gena, koji, kako je
ranije opisano dovodi do stabilizacije HIF, koji povratno poti¢u stvaranje mRNA GLUT1
dovode do povecanog izrazaja GLUT1 proteina unutar i na stanicama svijetlostanicnog raka
bubrega(183,184) Ranije objavljena istrazivanja opisala su pojacan izrazaj GLUT1 u stanicama
svijetlostanicnog raka bubrega, no, kako u literaturi 1 akademskoj zajednici ne postoji
konsenzus za kvantificiranje imunohistokemijskog izrazaja GLUTI1, koriStene su razlicite
metode za semikvantificiranje, od Njemackog imunoreaktivnog skora nadalje (143,185,186).
Dok u velikom broju objavljenh istraZivanja nije opisana znacajna povezanost izraZzaja GLUT1
1 gradusa ili prognoze, znacajna pozitivna korelacija pojaanog izrazaja GLUTI 1 visokog
gradusa tumora te sveukupne losije prognoze u skupini svijetlostani¢nih karcinoma opisana je
u radu Ambrosetti i suradnika (186). U bolesnika s papilarnim karcinomima, opisana je
pozitivna korelacija pojacanog izrazaja GLUT1 1 viSeg stadija tumora u trenutku dijagnoze
(187). Sukladno ve¢ini provedenih istrazivanja, naSe istraZivanje ne prikazuje znacajnu
povezanost izrazaja GLUT1 1 histoloSkog gradusa tumora (185,187,188).

Pojacan izrazaj GLUT1 jedan je od kljucnih prognostickih ¢imbenika za vecinu solidnih
tumora jer korelira s lo§ijjom prognozom bolesnika dijagnosticiranih s takvim tumorima (189).
Kod bolesnika s rakom bubrega takva povezanost nije jasno opisana iako je posredno prisutna.
Povecan izrazaj GLUT 1 uocen je kod vecine svijetlostanicnih karcinoma bubrega
(143,190,191). Losija prognoza bolesnika oboljelih od karcinoma bubrega svijetlostani€nog
tipa u usporedbi s drugim histoloskim tipovima, u skladu je s istrazivanjima koja su pokazala
kako unos glukoze u stanicu, odnosno ograni¢avanje istog djeluje kao ograni¢avajuc¢i cimbenik
za rast tumora (192,193) PovisSen izrazaj GLUT1 omogucéava aerobnu glikolizu ¢ime se
podrZava metabolicka aktivnost tumorskih stanica, niZa infiltracija tumorskog tkiva CD8+ T-
limfocitima, koja pak omogucuje dalnji rast tumora (192). Vecina istraZivanja usmjerenih na
vezu izrazaja GLUTI1 i prognoze raka bubrega ogranieni su ili isklju¢ivo na skupinu bolesnika
sa svijetlostani¢nim karcinomima ili na sve ??? bubrega medu kojima incidencijom dominiraju
svijetlostani¢ni (185-188). Stoga ¢e velina karcinoma bubrega pokazivati poviSen izrazaj
GLUTI, c¢ime ¢e se razlike u prognozi medu pojedinim bolesnicima pripisati drugim

¢imbenicima, odnosno korelacija izmedu GLUT1 i prognoze se nece uociti.

49



U novijim istrazivanjima GLUT1 nije proucavan samo kao prognosticki, ve¢ i prediktivni
¢imbenik. Klinicka istrazivanja koja ispituju djelovanje GLUT1 inhibitora u drugim tumorima
su ve¢ ranije objavljena (194-200). Klinicka istrazivanja koja koriste izrazaj GLUTI1 kao
terapijske mete specificne za karcinom bubrega su takoder u tijeku (201,202). Iako neuspjesni
kao monoterapija, nova generacija lijekova usmjerenih protiv GLUT1 pokazuju obecavajuce
rezultate kada se kombiniraju s konvencionalnom terapijom, uz manje nezeljenih 1 vise
terapijskih uc¢inaka (194). Kombinacije GLUT1 inhibitora i ve¢ postojecih terapija mogle bi se
koristiti kao terapija spasa, kod bolesnika s prethodno dokazanim poviSenim izrazajem GLUT1
u tumoru imunohistokemijskim ili drugim metodama (npr. lan¢anom reakcijom polimeraze,
PCR).

Rezultati istrazivanja pokazuje kako je kod pRCC prisutan visi izrazaj proteina HIF-1a nego
kod ccRCC. Prethodne studije u ccRCC pokazale su da je izrazaj HIF-1a ¢esto pojacan zbog
mutacije ili inaktivacije VHL gena, §to je uobi¢ajena osobina ovog podtipa (183,203). Gubitak
funkcije pVHL rezultira stabilizacijom 1 nakupljanjem HIF-1a, ¢ak 1 pod normoksijom, §to
dovodi do povecanog izrazaja proteina HIF-la i aktivacije njegovih nizvodnih, ciljnih
gena(184). Za razliku od ccRCC, pRCC i chRCC obi¢no imaju intaktne VHL gene i nizi izrazaj
HIF-1a u usporedbi s ccRCC (204). Nasi uzorci su imali ¢eS¢e tumorske nekroze, koja
predstavlja snazan induktor hipoksije, $to je objaSnjava veci imunohistokemijski izrazaj HIF-
la. Nadalje, pRCC moze pokazivati povecani izrazaj HIF-la zbog ¢imbenika koji nisu
posljedica VHL mutacije (205).

Nije bilo znacajne korelacije izmedu izrazaja proteina HIF-1a i dobi bolesnika ili veli¢ine
tumora. Niti u drugim ispitivanjima nije pronadena znacajna korelacija izmedu izrazaja HIF-
la i dobi kod ccRCC (206,207). S druge strane, neke studije su pokazale korelaciju izmedu
izrazaja HIF-1a 1 dobi u ccRCC, $§to sugerira da bi izrazaj HIF-1a mogao biti ve¢i u starijih
osoba s ccRCC u usporedbi s mladim bolesnicima (208). Ovu korelaciju moguce je objasniti
starenjem, odnosno postojanjem kumulativnih stani¢nih oSte¢enja i promjene u tumorskom
mikroookolisu, ukljucuju¢i hipoksiju, Sto bi moglo dovesti do povecanog izrazaja HIF-1a. Na
odnos HIF-1a i dobi mogu utjecati razli¢iti ¢cimbenici, ukljuujuéi gradus tumora. Svakako,
potrebna su dodatna istrazivanja kako bi se uspostavila jasan i dosljedna veza. Sto se tice
veli¢ine tumora, prethodne studije su pokazale korelaciju izrazaja HIF-1a i veli¢ine tumora,
osobito kod svijetlostanicnog karcinoma bubreznih stanica (209).

Studije su pokazale kako izrazaj HIF-1a ima tendenciju porasta u ve¢im tumorima buduc¢i da
HIF-1a igra klju¢nu ulogu u regulaciji stanicnog odgovora na hipoksiju (210). Kako tumor

raste, prerasta i opskrbu krvlju, §to dovodi do podrucja hipoksije unutar tumorske mase. Kao
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odgovor na hipoksiju, HIF-1a se stabilizira i nakuplja, §to dovodi do pove¢anog izrazaja HIF-
la kod vec¢ih tumora. Vazno je napomenuti da korelacija izmedu HIF-1a i veli¢ine tumora nije
jednaka za sve karcinome bubrega ili karcinome drugih sijela (211,212).

Korelacija moze varirati ovisno o specificnim genetskim i molekularnim karakteristikama
tumora, odnosno, u nasem slucaju, prisutnosti nekroze unutar tumora.

Nasa studija nije otkrila znacajnu razliku medu histoloskim podtipovima tumora u vezi s RT-
qPCR analizom HIFIA mRNA. Ovo bi moglo biti pripisano veli¢ini uzorka, s obzirom na to
da su prethodni radovi opisali vecu koli¢inu HIF 1A mRNA u ccRCC, nego u pRCC ili chRCC
(213-215).

U ccRCC, HIFIA se opsezno proucava i igra srediSnju ulogu u razvoju i progresiji tumora
(130,216,217). Disregulacija HIF 1A u ccRCC doprinosi hipervaskularnosti tumora i njegovom
agresivnom ponasanju. Za razliku od ccRCC, uloga HIF 14 u pRCC je manje dobro definirana
1 moZze varirati medu razli¢itim podtipovima. Studije su pokazale da je izrazaj HIFIA u pRCC
HIF14 1 njegove nizvodne mete mogu se razlikovati ovisno o specificnom podtipu pRCC
(218,219). Izrazaj HIF 14 u chRCC je obi¢no nizi u usporedbi s ccRCC budu¢i da je obi¢no
povezan s netaknutom funkcijom VHL gena (220,221).

Hscore metodu koristili smo za tumacenje imunohistokemijskog izrazaja VEGF 1 GLUT1 -au
tumorskom stanicama. Hscore uzima odredeni udio pozitivnih stanica s odredenim
intenzitetom bojenja 1 koristi tu tocnu kontinuiranu vrijednost za izraCun konacne rezultat
(188). U naSoj studiji, mjereni izrazaj proteina VEGF-A prema Hscore-u bila znacajno je visi
kod Zena u usporedbi s muskarcima, dok nije bilo znacajnih razlika u pogledu nuklearnog
gradusa ili prisutnosti nekroze. Prilikom analiziranja histoloskih podtipova, pRCC je imao
najviSi VEGF-A Hscore, ali rezultati nisu bili bitno drugaciji. Takoder nije bilo znacajne
korelacije izmedu izraZaja proteina VEGF-A, dobi bolesnika ili veli¢ine tumora. Studija koju
su proveli Song i1 sur. pokazala je kako pRCC ima ve¢i izrazaj VEGF-A (222). U naSoj
objavljenoj studiji pokazan je znacajno veci izrazaj VEGFA u ccRCC u usporedbi s pRCC 1
chRCC (223). Dodatno, pRCC je imao znacajno nizi izrazaj od chRCC. Iste rezultate dobili su
Situ i sur. kada su analizirali baze podataka (224).

Za razliku od ccRCC, gdje je prekomjerni izraZzaj VEGFA ¢es¢i 1 dosljedno povezan s loSijom
prognozom odnos, izmedu VEGF izrazaja 1 ishoda pRCC ¢ini se slozenijim (225).

Prema studijama, visi izrazaj VEGF u pRCC tumorima povezan je s nepovoljnim klini¢ko-

patoloSkim znacajkama, kao Sto je veca veli¢ina tumora, visi stadij, zahvacenost limfnih
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¢vorova, Sto ukazuje na vjerojatnu povezanost povecanog izrazaja VEGF-a s agresivnim
ponasanjem tumora (222).

Nasa retrospektivna studija ukljucivala je uzorke iz samo jedne institucije, i, iako je broj
uzoraka bio ograni¢en, vazno je napomenuti da Odjel patologije u Klinickom bolni¢kom
centru u Splitu referentni centar za regiju Dalmacije (Hrvatska) i dijelove susjedne Republike
Bosne 1 Hercegovine. Takoder, s obzirom na nedavno azuriranje klasifikacije raka bubreznih
stanica, nasa je studija prva provedena prema novoj klasifikaciji odvajaju¢i ccRCC od drugih
tipova, posebno eozinofilnog ccRCC koji su prethodno pogresno klasificirani kao chRCC, dok
se sada kao chRCC Kklasificiraju samo oni tumori, koji nakon opseznog imunohistokemijskog
profiliranja ispunjavaju kriterije za chRCC, osiguravaju¢i iskljuc¢ivanje drugih onkocitnih

neoplazmi niskog malignog potencijala (226).
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Uvod: Unutar relativno rijetkog klinickog entiteta raka bubrega, izdvaja se vise patoloskih
dijagnoza, medu kojima po ucestalosti dominiraju svijetlostani¢ni, papilarni, i kromofobni
karcinom. Nova klasifikacija raka bubrega poseban je naglasak stavila na razlikovanje rijetkih
podtipova raka bubrega na osnovu molekularnog profiliranja.

Molekularni mehanizam najceS¢eg podtipa raka bubrega, svijetlostani¢nog, pociva na
disregulaciji VHL gena 1 njegovog ciljnog proteina pVHL, ¢ija je uloga razradnja HIF-1a. U
stanju hipoksije, HIF 1a se stabilizira, inhibira se njegova degradacija $to dovodi do njegovog
nakupljanja unutar stanica i njegove aktivacije. Stabilizirani i akumulirani HIF-1a dovodi do
aktiviranja transkripcije VEGF gena, klju¢nog gena za angiogenezu te GLUT1, proteina za
transport glukoze. Okoli§ brzorastu¢eg tumora u stanju je relativne hipoksije, stoga je
neoangiogeneza uvjet za podrzavanje tumorskog rasta, prilagodbu tumora i metabolicku
promjenu u aerobnu glikolizu.

Klini¢ki prognosticki alati ne uzimaju u obzir niti histoloski tip, niti patomorfoloske osobine
tumora, a terapijske moguénosti u lijeCenju raka bubrega donedavno su bile ograni¢ene na
peroralnu terapiju usmjerenu na tirozin -kinaze receptora za Cimbenik rasta vaskularnog
endotela ili na bevacuzimab, monoklonalno protutijelo usmjereno na c¢imbenik rasta
vaskularnog endotela, obzirom da je VEGF bio jedina prepoznata terapijska meta, a specificno
onkolosko lije¢enje rezervirano samo za metastatske stadije. Nove imunoterapijske opcije
temelje se na PD-1 ili PD-L1 izrazaju unutar tumora ili tumorskog mikrookolisa.

Materijali i metode: U ovom istrazivanju prikazan je izrazaj HIF-1A gena i njegovog ciljnog
proteina HIF-1a, te njegovih nizvodnih meta - VEGF-a i GLUTT u tri naj¢es¢a tipa karcinoma
bubrega — svijetlostanicnog (ccRCC), papilarnog (pRCC) i kromofobnog (chRCC).
Rezultati: Znacajno veci nuklearni izrazaj HIF-1a uocen je u pRCC u usporedbi s ccRCC, dok
nije bilo znacajne razlike u izraZaju proteina VEGF-A izmedu analiziranih histoloskih
podtipova RCC. GLUTT1 je viSe izrazen kod ccRCC nego kod pRCC i chRCC, ali nije bilo
razlike u izrazaju GLUT]1 ovisno o gradusu RCC-a, niti veli¢ini tumora.

Kvantitativna lancana reakcija polimeraze reverzne transkripcije za HIF1A nije pokazala
statistiCku razliku izmedu histoloskih tipova.

Zakljucci: Vecina do sada objavljenih studija u obzir je uzimala samo svijetlostani¢ni tip raka
bubrega, u ovoj studiji ukljuceni su papilarni i kromofobni rak bubrega. Razli¢iti rezultati

analiziranih parametara dokazuju razlike onkogeneze medu razli¢itim tipovima raka bubrega.
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Prospektivna studija koja bi kombinirala i onkoloske ishode u rezultatima, dodatno moze

pojasniti znacaj analiziranih biljega u klini¢koj praksi medu razli¢itim tipovima raka bubrega.
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Title: The Expression of mRNA HIF1A and GLUTI, HIF-1a i VEGF-A proteins in renal
cancers

Introduction: Within the relatively rare clinical entity of kidney cancer, several pathological
diagnoses can be distinguished, among which clear cell, papillary, and chromophobe carcinoma
dominate in terms of frequency. The new classification of kidney cancer places special
emphasis on distinguishing rare subtypes of kidney cancer based on molecular profiling.

The molecular mechanism of the most common subtype of kidney cancer, clear cell, rests on
the dysregulation of the VHL gene and its target protein pVHL, whose role is the production
of HIF-1a. In hypoxic conditions, HIFla is stabilized, its degradation is inhibited, which leads
to its accumulation inside cells and its activation. Stabilized and accumulated HIF-1a leads to
the activation of transcription of the VEGF gene, a key gene for angiogenesis, and GLUTI, a
protein for glucose transport. The environment of a fast-growing tumor is in a state of relative
hypoxia, therefore neoangiogenesis is a condition for supporting tumor growth, tumor
adaptation and metabolic change to aerobic glycolysis.

Clinical prognostic tools do not take into account either the histological type or the
pathomorphological features of the tumor, and therapeutic options in the treatment of kidney
cancer were until recently limited to oral therapy directed at vascular endothelial growth factor
receptor tyrosine kinases or at bevacuzimab, a monoclonal antibody directed at the factor
growth of the vascular endothelium, given that VEGF was the only recognized therapeutic
target, and specific oncological treatment was reserved only for metastatic stages. New
immunotherapy options are based on the expression of PD-1 receptor or PD-L1 expression
within the tumor or tumor microenvironment.

Materials and methods: In this study, the expression of the HIF-1A gene and its target protein
HIF-1aq, as well as its downstream targets - VEGF and GLUT1, in the three most common types
of kidney cancer was shown.

Results: A significantly higher nuclear expression of HIF-1a was observed in pRCC compared
to ccRCC, while there was no significant difference in VEGF-A protein expression between
the analyzed histological subtypes of RCC. GLUT]1 is more expressed in ccRCC than in pRCC
and chRCC, but there was no difference in GLUT1 expression depending on the grade of the
RCC tumor, nor the size of the tumor.

No statistical difference ith HIF1A expression between histological types using quantitative

reverse transcription polymerase chain reaction was shown. The different results of the
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analyzed parameters prove the differences of oncogenesis among different subtypes of kidney
cancer.

Conclusion: Most of the studies published so far considered only the clear cell type of kidney
cancer, this study included papillary and chromophobe kidney cancer. The different results of
the analyzed parameters prove the differences of oncogenesis among different types of kidney
cancer. A prospective study that would combine oncological outcomes in the results can
additionally clarify the significance of the analyzed markers in clinical practice among different

types of kidney cancer.
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