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Sazetak

Karcinom mokra¢nog mjehura (KMM) je medu deset najces¢e dijagnosticiranih zlo¢udnih
bolesti u svijetu. Njegova pojavnost je povezana s medudjelovanjem genetskih i okolisnih
¢imbenika. Razmatrani su mnogi biljezi kao potencijalni rizi¢ni ¢imbenici u njegovu nastanku,
a jedan od njih je i ABO sustav krvnih grupa (ABO) koji je etabliran kao sustav s
najizrazenijim imunoloskim odgovorom. Prethodna istrazivanja temelje se na teoriji da antigeni
krvnih grupa sudjeluju kao signalne molekule direktno ili indirektno putem medijatora na
stani¢nu proliferaciju i tumorigenezu. UnatoC brojnim istrazivanjima rezultati su kontradiktorni

1 to¢an mehanizam djelovanja nije utvrden.

Cilj istrazivanja je uz antigene (fenotipove), analizirati i genotipoveialele ABO kao ¢imbenike
rizika za pojavnost, proSirenost, stupanj malignosti i recidiviranje KMM. Istrazivanjem parova
je obuhvaceno 326 bolesnika oboljelih od KMM 1 142 dobrovoljna darivatelja krvi kao
kontrolna skupina. Ispitanicima je uz standardnu serologiju radena i genotipizacija 5 alela (O1,
02, A1, A2, B) pomocu lan¢ane reakcije polimerazom sa pocetnicama specifi¢nim za odredene

sekvence.

Istrazivanje je identificiralo genotipove O1A2, A2A2 i 0102 kao Cimbenike rizika za
pojavnost bolesti 1 0101 kao zastitni uz statisticku znacajnost (P < 0,001). Na razini alela A2
1 O2 su ¢imbenici rizika za pojavnost bolesti, dok je alel O1 zastitni takoder uz statisticku

znacajnost (P <0,001).

Ova studija pokazuje da odredeni genotipovi 1 aleli ABO mogu biti povezani s rizikom i
prognozom KMM. Provedena analiza moZe unaprijediti dijagnostiku, stratifikaciju rizika 1

ciljana terapijska rjeSenja te potaknuti daljnja istrazivanja.

Kljucne rijeci: ABO, karcinom mokraénog mjehura, fenotip, genotip, aleli



Extended abstract:

Many biomarkers were studied as risk factors in the development of malignant diseases, and
one of them is ABO blood group system (ABO). Blood type is an inherited system characteristic
and during last few decades many studies tried to correlate the link between the expression of
histo-blood group antigens and tumorigenesis. Since the genome for the ABO was identified
research has expanded to the genotypes and allele levels. Despite numerous attempts correlation

remained unclear both at the level of antigen and genotype.

Bladder cancer (BC) is the 7th most commonly diagnosed cancer in males, whilst it drops to
10th position when both genders are considered. The most well-established risk factor for BC
is active and passive tobacco smoking. The most common presenting complaint for BC is
painless visible hematuria. Ultimately, the diagnosis of BC is made by cystoscopy and
histological evaluation of resected tissue. According the World Health Organisation
classification in more than 90% cases of BC is manifested histologically as urothelial
carcinoma. In clinical practice, tumor, stage and histopatological grade are used to guide
treatment and determine prognosis and multi-slice computed tomography (MSCT) is essential

for local/distant staging of disease.

Since the early 20th century serological methods have remained standard for detection of ABO
thanks to Karl Landsteiner. Today, we know that the gene that determines the blood group
encodes a glycosyltransferase (GT) with three main allelic forms: A, B and O and is positioned
on chromosome 9q34. The A, B and O GT transfer N-acetylgalactosamine, D galactose, and no
sugar residue, to a protein known as H antigen, which is expressed on the surface of red blood

cells and other tissues through the body.

Blood group antigen MUTation Database stores genes of human blood group systems using
single-nucleotid polymorphisms (SNPs). SNP or RS represents a single base substitution

present at a specific location of the gene, which we can use to identify a specific gene region.

For the purpose of ABO genotyping, the following sequences of SNPs have been identified: rs
507666 as the perfect surrogate for type Al, rs687289 as a marker for the O allele, rs 8176746
for the B allele, and rs8176704 for the A2 allele.



Aim
The aim of our research is to evaluate the association between ABO antigens/alleles and the

risk for urinary BC. In addition we examined the association between the ABO and tumor

grade, clinical stage, and incidence of disease recurrence in superficial bladder tumors.
Matherials and methods:
Study Participants

The case-control study group comprised 326 patients who underwent surgery for a urinary
bladder tumor at the Urology Clinic, University Clinical Hospital Centre Zagreb, in 2020 till
2023. The study received approval from the Ethics Committee number: 02/21 AG from
November 2, 2020, and all procedures were performed in compliance with relevant laws and
institutional guidelines. Preoperative blood samples were taken from the patients who had given
signed consent. Laboratory analysis of the ABO genotype was analyzed by the Department of
Molecular Diagnostics at the Croatian Institute of Transfusion Medicine. The control group
comprised 142 asymptomatic and healthy (female and male) blood donors without a medical
history of tumors. The median age of the participants in disease group was 72, and in the control

group was 51 years. All participants in the control group resided in the same geographic region.

A transurethral resection or radical cystectomy was performed in patients with a BC. Specimens
were processed according to standard histopathological procedures and evaluated by
experienced uropathologists in a high-volume centre. The tumors were histologically graded as
high grade and low grade and then divided into four groups: superficial, non-muscle invasive,
muscle invasive, and metastatic tumors. The clinical stage of the disease was tagged according
to the Tumor Node Metastasis classification system. For detecting distant disease multi-slice

computed tomography was used.
ABO genotyping

Genomic deoxyribonucleic acid (DNA) isolation from ethylenediamine tetraacetic acid blood
samples was performed using the commercial QIAmp DNA Mini kit (Qiagen, Hilden,
Germany). ABO genotyping to given basic ABO alleles (O1, 02, A1, A2, B) and 15 genotypes
was done by using the Polymerase Chain Reaction with Sequence-Specific Primers in 8 parallel

reactions to amplify exons 6 and 7 of the ABO blood group gene.



The presence of a gene fragment of the human growth hormone (as an internal control) in each
SSP reaction showed that amplification was successful. The ABO alleles and genotypes were

named according to the nomenclature used by Yamamoto.

Results:

The obtained results showed that no statistically significant difference was found among groups
at the phenotypic level (antigens), and no statistically significant association was found between
genotypes and alleles as potential markers for disease severity, grade, and recurrence. However,
at the genotype level, the results indicated O1A2, A2A2, and O102 as risk factors for disease
occurrence, and O101 as a protective genotype with statistical significance (P<0.001). At the
allele level, A2 and O2 were risk factors for disease occurrence, while allele O1 was protective,

also with statistical significance (P<0.001).

Conclusion:

This study provides an analysis of the association between ABO phenotype, genotype and
alleles in patients with BC. Our results suggest associations and potential role of specific ABO
genotypes and alleles as biomarkers in occurrence of BC. Our study is among the first to assess
the risk factors for BC at the level of ABO genotypes and alleles, which can provide more
detailed information related to individual alleles as possible hereditary factors for the
occurrence of BC. Understanding the genetic basis of BC can contribute to improving

diagnostics, risk stratification, and targeted therapeutic interventions.

Keywords : ABO blood group system, bladder cancer, phenotype, genotype, allele



KRATICE:

5'-UTR 5'neprevedeni kraj (engl. 5' untranslated region )

ABO ABO sustav krvnih grupa

BCG Bacillus Calmette-Guérin otopina za intravezikalnu instilaciju

CD (engl. Cluster of differentiation)

Cl interval pouzdanosti (engl. confidence interval )

CIS karcinom in situ (engl. carcinoma in situ)

CUETO Spanjolsko urolosko drustvo (3panj. Club Urologico Espanol de Tratamiento)
DNA deoksiribonukleinska kiselina (eng. deoxyribonucleic acid)

EAU Europsko urolosko drustvo (engl. European Association of Urology)

EB cjelovito, u bloku (fr. en-bloc)

EDTA etilendiaminotetraoctena kiselina (eng.ethylenediamine tetraacetic acid)
EGFR receptor ¢imbenika rasta epidermisa (eng. epidermal growth factor receptor)

EORTIC Europska organizacija za istrazivanje 1 lijeCenje karcinoma (engl. European
Organisation for Research and Treatment of Cancer)

FD fotodinamska dijagnostika

Fuc fukoza

FUT fukoziltransferaza

G gradus

Gal galaktoza

GalNAc N-acetilgalaktozamin

GT glikoziltransferaza

GWAS cjelogenomske studije povezanosti (engl.Genome-Wide Association Studies)
H H antigem

HG visoki gradus (eng. High grade)

HR omjer Sansi za dogadaj u jednoj skupini u usporedbi s drugom (engl. Hazard ratio, HR)
HZTM Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu

ICAM solubilna medustani¢na adhzijeska molekula (engl intercellular adhesion molecule)



KBC Klinic¢ki bolnicki centar

KH-1 tumor specifi¢an antigen koji se ispoljava se na adenokarcinomima
KMM karcinom mokra¢nog mjehura

Le Lewis antigen

LG niski gradus (eng.Low grade)

IncRNA dugacke nekodirajuée ribonukleinske kiseline (engl. long non-coding ribonucleic
acid)

LVI limfovaskularna invazija

miRNA mikro ribonukleinska kiselina (eng.micro messanger ribonucleic acid)
mPMR multiparametrijska magnetska rezonanca

mRNA glasnicka ribonukleinska kiselina (eng.messanger ribonucleic acid)
MSCT viSeslojna kompjutorizirana tomografija (engl. Multi-slice computed tomography)
N broj

NAT N-acetiltransferaza

NB ortotopi¢na derivacija ( engl. neobladder)

nsSNP nesinonimni jednonukleotidni polimorfizam

OMD Odjel za molekularnu dijagnostiku

P kratki krak kromosoma (fr.petite)

Pb parovi baza

PCR lancana reakcije polimerazom (engl. Polymerase Chain Reaction)

PCR-SSP lancana reakcija polimerazom sa pocetnicama specifiénim za odredene sekvence
(engl. Polymerase Chain Reaction with Sequence-Specific Primers)

PUNLMP urotelna neoplazma niskog malignog potencijala (engl. Papillary urothelial
neoplasm of low malignant potential)

Q dugi krak kromosoma
RC radikalna cistektomija
RH Republika Hrvatska
se nesekretor

Se sekretor

SNP jednonukleotidni polimorfizam (engl. single-nucleotid polymorphism)



sSNP sinonimni jednonukleotidni polimorfizam

TNM tumor, ¢vor, metastaza (eng. Tumor Node Metastasis)
TSM tumor specifi¢ni mortalitet

TSP tumor specifi¢no prezivljenje

TURM transuretralna resekcija tumora mokra¢nog mjehura
UC urotelni karcinom (engl. urothelial cancer)
UDP-GalNAc : uridildifosfat N-acacetilgalaktozamin

US uskopojasno snimanje

UV ultraljubicasto (engl. ultraviolet)

UZV ultrazvuk

VI-RADS Standardizirana metodologija opisivanja tumora mokra¢nog mjehura magnetskom
rezonancom (engl. Vesical Imaging-Reporting and Data System)

vWF von Willebrandov ¢imbenik
WHO Svijetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organisation)

WL bijelo svjetlo (engl. white light)
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1. UVOD

1.1 Povijest otkrica ABO sustava krvnih grupa

ABO sustav krvnih grupa (ABO) je nasljedna i uglavnom nepromjenjiva karakteristika ljudi, a
dobro je poznato da se temelji na prisutnosti antigena na povrsini eritrocita i protutijela u krvnoj
plazmi. Karakterizira ga najizraZeniji imunoloski odgovor u organizmu, a etabliran je u
transfuzijskoj medicini 1 transplantaciji solidnih organa i tkiva. Posljednjih nekoliko desetljeca
o krvnim grupama se sve vise piSe i izvan navedenih domena i nastoji se pronaci poveznica s
brojnim podru¢jima kako u samoj medicini, tako i izvan nje. Primjerice, proucavana je
poveznica krvnih grupa s tjelesnim osobinama, prehranom, osobnosc¢u ili podnosenju stresa.
Krvnim grupama i njihovim poveznicama s pojedinim podrucjima bave se lijecnici,

biokemicari, nutricionisti, sociolozi i psiholozi.

Engleski lijecnik William Harvey je pocetkom 17. stolje¢a detaljno opisao cirkulaciju krvi u
ljudskom organizmu te od tada traju pokusaji transfuzije ljudske ili Zivotinjske krvi u venu
primatelja koji su uglavnom zavrSavali fatalnim ishodom. Krajem 19. stoljeca je utvrdena
aglutinacija humanih eritrocita u kontaktu sa serumom drugih individualaca, no smatralo se da
je aglutinacija rezultat interakcije eritrocita s antitijelima iz seruma koja su nastala kao rezultat
preboljenja zaraznih bolesti. Godine 1900. austrijski lije¢nik Karl Landsteiner je postavio
temelj moderne transfuziologije. Definirao je tri glavne krvne grupe i opisao antigene A i B na
membranama eritrocita te cirkuliraju¢a anti-A 1 anti-B protutijela u serumu. Najrjedu krvnu
grupu AB su otkrili Decastello 1 Sturli, a osnove nasljedivanja su 1910. otkrili Hirszfeld i von
Dungem. Krajem 70-ih godina 20. stolje¢a Englezi Watkins i Morgan definirali su
ugljikohidratne antigene N-acetilgalaktozamin (GalNAc) za krvnu grupu A i galaktozu (Gal)
za krvnu grupu B (1). Osim ABO, otkriveni su 1 brojni antigeni svrstani u 47 do danas otkrivenih

razli¢itih sustava krvnih grupa.

Razvojem tada novih tehnologija sekvenciranja gena, 1990. godine otkriven je humani gen na
9. kromosomu za koji je utvrdeno da definira ABO (2). Navedeno otkri¢e je omogucilo
naprednije strukturne i funkcionalne analize ABO to jest otvorena je moguénost prosirenja

istrazivanja s razine antigena na razinu genotipova i alela.

U danasnje vrijeme krvne grupe se svakodnevno odreduju seroloskim metodama za potrebe
transfuzijskog lijecenja, dok se genotipizacija radi u specificnim sluc¢ajevima kao $to je

primjerice u sluc¢aju autoimune hemoliticke anemije u kojima autoprotutijelo prikriva antigen



krvne grupe te ga nije moguce odrediti klasicnom seroloSkom metodom, u slu¢aju nejasnih

krvnih grupa ili rijetkih krvnih grupa i podgrupa u svrhu dijagnostike i lijeCenja.

1.2. Eritrocitne krvne grupe

1.2.1 Antigeni

ABO je odreden pojavnosc¢u antigena A 1 B na stanicama eritrocita te anti-A 1 anti-B protutijela
u krvnoj plazmi. Antigeni su biljezi na povrSini eritrocita, a sastoje se od ugljikohidrata ili
proteina vezanih na lipide i proteine. Anti-A i anti-B protutitijela (imunoglobulini) su klase IgM
1 nisu prisutna u novorodencadi, nego se pojavljuju u krvnoj plazmi tijekom prve godine zivota.
Krvna grupa A je odredena antigenom A i anti-B protutijelom, a krvna grupa B antigenom B te
anti-A protutijelom. Nositelji krvne grupe AB na membrani eritrocita imaju A i B antigene, bez
protutijela u krvnoj plazmi, a krvne grupe O nemaju antigen na membrani eritrocita, ali imaju

anti-A 1 anti-B protutijelo (tablica 1)

Tablica 1. Antigeni i protutijela ABO sustava krvnih grupa

Krvna grupa Antigen Protutijelo
fenotip

A A Anti-B

0] - Anti-A, Anti-B
B B Anti A

AB AB -

Antigeni ABO nisu primarni produkti gena koji reguliraju njihovu ekspresiju. Ugljikohidratni
lanci su gradeni sekvencijskim dodavanjem monosaharida; svaka ekstenzija lanca je
katalizirana specificnom glikoziltransferazom (GT). Ti enzimi kataliziraju prijenos
monosaharida s nukleotidnog donora i1 njegovog privitka, u specificnoj glikozilnoj vezi na
supstrat primatelj. GT predstavljaju primarni produkt gena: ABO, FUT 1, FUT 2 i FUT3
(tablica 2).



Tablica 2. Genske regije 1 njihovi produkti potrebni za formiranje antigena sustava krvnih

grupa. Preuzeto i prilagodeno prema (3).

Lokus Alel Glikoziltransferaza

FUT1 H al,2-L-fukoziltransferaza
h

FUT2 Se ol,2-L-fukoziltransferaza
se

ABO A al,3-N-D-

acetilgalaktozamintransferaza

B al,3-D-galaktoziltransferaza
O

FUT3 Le ol,3/4 -L-fukoziltransferaza
le

Prvi korak u sintezi antigena krvne grupe sastoji se od toga da enzim al,2 fukoziltransferaza
(FUT) prenese fukozu (Fuc) putem al—>2 veze na terminalnu galakatozu zajedni¢kog antigen
prekursora vezanog na lipide ili transmembranske proteine eritrocita te ¢e nastati antigen H (H)
¢iji je lokus smjeSten na kratkom kraku (fr.petite, p) kromosoma 19 (19p13.12). Sastoji se od
3 egzona veliine 5 kilobaza genomske deoksiribonukleinske kiseline (engl. deoxyribonucleic
acid, DNA). Ukoliko je lokus za H inaktivan, ne dolazi do sinteze prekursora H, tj. ne¢e do¢i

do formiranja antigena na povrsini eritrocita, Sto ¢e rezultirati fenotipom Oh (Bombay) (4).

Gen za krvnu grupu nalazi se na dugom kraku (q) kromosoma 9 (9q34.1-q34.2) i ima tri glavna
alela A, B 1 O. Nasljeduje se kodominantno, po jedan alel od svakog roditelja. Transkripcija
gena rezultira glasnickom ribonukleinskom kiselinom (engl. messanger ribonucleic acid,
mRNA) koja na ribosomu translacijom sintetizira GT, enzim koji prenosi Sefer na
transmembranski H. GT A prenosi GalNAc na H rezultiraju¢i antigenom A, dok GT B prenosi
Gal rezultiraju¢i antigenom B. Alel O je nekodiraju¢i zbog delecije gvanina na poziciji 261 1
stoga ne dolazi do sinteze GT na ribosomu, te posljedi¢no nema prijenosa Se¢era na H. U tom

sluc¢aju se ne formira antigen krvne grupe (5-7) (slika 1).



|Gal.81—-4GIcNAcﬁ—H Tip2 )

UDF-Fue = (H transferaza)
uPD ‘_/U o. 1,2 fukoziltransferaza

(23al,81—v4C1‘IcNAcﬁ—Fi
A alel t Hantigen B allel
‘J Fuce 1 Q

UDP-GalNAc

o 1,3 N-acetilgalaktozamintransferaz:

UDP-Gal [g transferaza

O allel
L L
O transferaza

inakivna

o 1,5-galaktoziltransferaza

UPD

GalNAc o 1—+3Gal 5 1—-4GIcNAc 8-R| Gal #1—+4GlcNAc 5-R | |Gal « 1—+3Gal 5 1—+4GlcNAc 5-R
2 2 2
2
Fuce 1 Fucer 1 Fucer 1
A antigen O (H) antigen B antigen

Fuc: L-fukoza, Gal: D-galaktoza, GalNac: N-acetilgalaktozamin,  GlcNac: N-acetilglukozamin

UDP-GalNAc : uridildifosfat N-acacetilgalaktozamin

Slika 1. Biosinteza ABO antigena. (8) Slika objavljena uz dozvolu Tokushima Medical

Association

1.2.2. Aleli krvnih grupa

Uz tri glavna alela A, B 1 O postoje brojni podtipovi koji se razlikuju u supstitucijama pojedinih
nukleotida rezultiraju¢i translacijom razli¢itih aminokiselina u enzimu GT. Gen za krvnu grupu
se sastoji se od 7 egzona veli¢ine 28 do 688 parova baza i 6 introna veli¢ine 554 do 12982
parova baza. Zadnja dva egzona su odgovorna za formiranje kataliticke domene GT (2,9) (slika
2). Sest najcesc¢ih alela ABO u bijelaca su Al, A2, B, O1, Olv 102, a razlikuju se u egzonima
6 1 7 u samo nekoliko baza. Osim vezanja razli€itog supstrata, kodirane enzime karakterizira i
razlika u njithovoj aktivnosti (npr. A1 1 A2). Posljedica toge ¢e biti veca ili manja koli¢ina

antigena na membrani eritrocita, $to ¢e se u konacnici odraziti na samu jacinu aglutinacije (10).



ABO gen
egzon 1 2 3 4 ) ) 7
0000 —
28 70 57 48 35 138 691 bp
1065 m
cDNA
L 355 a.n.

. 261 297 26 657 703 796 803 930
A b Y9 &8 9,

A alel ¢ ™ 1 13 T |
aa Arg Gly Lau Gl
GG G T A AC A
B alel - +—t $ — H +—
Gly Ser Met Ala
AGA ' C C G CG G
0 alel - i
117 (TAA
Stop kodon (TAN)

Slika 2.: Strukturni izgled genskog lokusa za krvnu grupu i nukleotidnih sekvenci A, B 1 O
alela. Zasjenjeni su egzoni kodirajuce regije. Stop kodon u O alelu uzrokovan delecijom jednog

para baza (8). Slika objavljena uz dozvolu Tokushima Medical Association

Primjerice, razlika izmedu alela A2 i A1 je u deleciji baze na egzonu 7 koja ¢e uzrokovati prekid
stop kodona s posljedicnom razlikom u 21 aminokiselini. Alel B se od alela Al razlikuje u 3
sinonimne i 4 nesinonimne mutacije. Kod nesinonimne mutacije dolazi do promjene sekvenca
aminokiselina u kodiranom proteinu, dok sinonimne mutacije utjeCu na kodirani protein
neizravno djelujudi na stabilnost mRNA. Nukleotidne sekvence alela Al i Ol se razlikuju po
deleciji jednog para baza na egzonu 6 (slika 2). Ta delecija pomice okvir €itanja, stvarajuci tako
preuranjeni stop kodon §to ¢e za posljedicu imati izostanak sinteze GT ili sintezu nepotpunog
enzima. S druge strane mutacije u alelu O2 imaju za posljedicu ponisStavanje enzimske
aktivnosti zbog zahvacanja mjesta vezanja Secera. Uz najces¢ih 6 alela opisano je vise od 80
varijacija koji se razlikuju uglavnom na egzonima koji kodiraju kataliticka mjesta na enzimu.
Navedeno dovodi do zaklju¢ka da unutar gena za ABO postoji visoka razina rekombinantne

aktivnosti §to govori u prilog njegove bioraznolikosti (11).



1.2.3 Nasljedivanje krvnih grupa

ABO se nasljeduje kodominantno, po jedan alel od svakog roditelja (slika 3). Postoje tri glavne
alelne forme: i, 1* i IB. Alel I* ée odrediti krvnu grupu A, a alel /2 krvnu grupu B, alel i ée
odrediti krvnu grupu O. Aleli /* i I” su dominantni s obzirom da njihove genske regije kodiraju
enzim GT S§to ¢e rezultirati prijenosom Secera na H i1 formiranjem antigena A ili B. Genska
regija alela i je recesivna (nekodirajuc¢a) te nece do¢i do sinteze GT Sto ¢e rezultirati
formiranjem krvne krupe O, ali samo u homozigotnoj formi ii. Osobe koje imaju kombinaciju
I I'* kao homozigoti ili /”i kao heterozigoti ¢e imati krvnu grupu A. Osobe koje naslijede I®
IBili % imaju krvnu grupu B. Nositelji genotipa /* I® imaju oba antigena tj. fenotipa jer A i B
pokazuju kodominaciju s obzirom da su genske regije njihovih alela kodirajuce (tablica 3).
Jedna od varijanti AB fenotipa je i cis forma koja ima jedan enzim koji sintetizira oba antigena
i A 1 B. Njihova ekspresija u toj varijanti je puno slabija nego kod osoba s normalnom A i B
krvnom grupom $to u konacnici moze rezultirati pojavom genetski nemoguce krvne grupe, na

primjer da dijete krvne grupe O ima roditelja krvne grupe AB (12).

Kodominantno nasljedivanje-ABO sustav krvnih grupa

Roditelji
AlelA —l o 8 0
Krvna grupa A Krvna grupa B
Djeca
Bo [ 4 |3 B o )
Krvna grupa A Krvna grupz AB Krvna grupa B Krvna grupa O
m US. National Library of Medicine

Slika 3. Shematski prikaz nasljedivanja ABO sustava krvnih grupa. Preuzeto 1 prilagodeno

prema (13). Objavljeno sukladno uvjetima www.medlineplus.gov



Standardno odredivanje krvnih grupa vrsi se seroloskim metodama pomocu anti-A i anti-B
antiseruma te je moguce odrediti Sest fenotipova: A, B, A2, A2B, AB i O. Razvojem
molekularnih metoda omoguéena je i ABO genotipizacija. Ona se radi metodom lancane
reakcije polimerazom sa pocetnicama specificnim za odredene sekvence (engl. Polymerase
Chain Reaction with Sequence-Specific Primers, PCR-SSP) koja se temelji na nemoguénosti
Taq polimeraze da popravi neslaganje na 3’kraju DNA pocetnice. Temeljem genotipizacije

mogudée je odrediti O', 0%, A!, A1 B alele koje je moguée upariti u 15 genotipova.

Tablica 3. Kombinacije u nasljedivanju krvnih grupa (Izvor: autor)

Nasljedivanje ABO krvnih grupa
Majka Otac A B AB (¢}
A 0,A 0,A, B, AB A, B, AB 0, A
B 0,A B, A 0.8 A, B, AB 0,B
AB A, B, AB A, B, AB A, B, AB A B
0 0,A 0,B A B 0

1.2.4 Raspodjela antigena ABO u tkivima

Osim na membrani eritrocita antigeni krvnih grupa se mogu nalaziti 1 na drugim tkivima kao
$to su endotel krvnih Zila, urotel, gastrotrakt... Cinjenica da A i B antigeni nisu izloZeni samo
na membranama eritrocita ve¢ i u tjelesnim tekuc¢inama poput sline 1 sjemena je poznata jos od
1926. godine (14). Stanice 1 tkiva koje 1zlazu antigene krvnih grupa na svojoj povrSini nazivamo
sekretorima. Ustanovljeno je da se nasljedivanje sekretorskog statusa provodi sukladno
Mendelovim zakonima, genetski neovisno o ABO (15). Lokus koji kontrolira sekreciju ABO
je nazvan sekretor (Se ) 1 dominantan je nad nesekretorom (se) (16). Ekspresija antigena krvne
grupe na tkivima je regulirana FUT 1, 2 1 3 smjeStenih na kromosomima 19q13.3, 19q
1.3,19q13.3 te genu ABO (9q34.1). Prekursori A i B antigena su oligosaharidi, a postoje dva
oblika. Tip 1 prekursora koji zavrSava s Gal B 1-3-GalNAc-B-1-R sekvencom 1 uglavnom
perzistira na urotelu i epitelu gastrointestinalnog sustava. Za sintezu lanca tipa 1 potrebna je a-
1,2- FUT kodirana genom FUT 2, koja preferencijalno prepoznaje Gal f 1-3-GalNAc-B-1-R
receptor ¢ine¢i H. Povijesno gledano definirani su Se ili se aleli, koji kodiraju aktivnu ili
inaktivnu FUT 2, a zavisno o tome reguliraju ekspresiju H na stanicama tkiva. S obzirom da Se

1 se aleli determiniraju prisutnost H na tkivima, ekspozicija antigena ABO nije zavisna samo



o prisutnosti GT A 1 B, ve¢ prvenstveno o Se/ FUT 2 alelu. U slucaju oblika se ne formira se H

pa ne dolazi do akceptiranja supstrata GT A i B.

Nositelji Se alela ¢e ispoljavat H na ostalim tkivima, dok ¢e nositelji se alela biti nesekretori
pri ¢emu nece do¢i do ispoljavanja tih antigena na tkivnim stanicama. Gen FUT 3 kodira GT
koja katalizira dodavanje fukoze na sekretorni H na tkivima ¢ineéi Lewis antigen (Le) (17).
Ukoliko su nositelji se alela tj. nesekretori, Fuc se nece katalizirati na H, ve¢ na njegov

prekurosor ¢ineéi Le® . (Slika 4) Uz Le? i Le® postoje njihove izomerne forme Le*i Le¥ (18).

H antigen prekursor Lewis a antigen

Y

o7

FUT2 enzim FUT3 enzim
A %
H antigen Lewis b antigen
A enzim B enzim
; g
A antigen ] B antigen

Slika 4. Shematski prikaz sinteze ABO 1 Le antigena u ovisnosti o FUT 2 1 3 enzima te

A 1B GT. Izradeno pomoc¢u programa MS Paint. Preuzeto i prilagodeno prema (19).

Vrijedno je napomenuti da je mehanizam ispoljavanja antigena na tkivima reguliran te moze
biti poremecen u patoloskim stanjima, primjerice upali ili tumoru (20,21). Tip 1 prekursora se
ispoljava na eritrocitima, trombocitima, endotelnim stancima i nije odreden sekretorskim
statusom (22). Sinteza prekursora tip 1 zahtijeva FUT 1 gen koji kodira al,2- FUT koja dodaje
terminalnu Fuc na Gal 1 stvaraju¢i Fuc al-2-Gal-B1-4-GalNAc-B1-R sekvencu tj. H koji sluzi
kao baza za formiranje antigena A prijenosom GalNAc pomoc¢u GT A u a 1,13 vezi ili Gal na
subterminalnu Gal putem GT B formiraju¢i B antigen. H 1 Le su Sirom rasprostranjeni po
ljudskom tijelu i nerijetko oznacavani kao tkivno-krvni antigeni. Oriol i suradnici (4) su sazeli
u shemu rasprostranjenost 1 genetsku kontrolu H 1 Le u razli¢itim tkivima (slika 5). Uz nekoliko

iznimaka prevladavaju sljedeca pravila:



1. U tkivima podrijetla ektoderma i mezoderma H je pod kontrolom FUT 1 enzima (Tip
2 H nezavisan od FUT 2 i 3), a izlozeni Cesto zajedno s Le* i/ili LeY antigenima. To
ukljucuje hematopoetsko tkivo, kozu, primarne senzorne neurone, vaskularni endotel,
renalne glomerule 1 sabirne kanalice.

2. U tkivima endodermalnog podrijetla poput probavne, respiratorne mukoze 1 urotela, H

iLe sutip 11ili 2 i primarno kontrolirani sa FUT2 (Se) i FUT 3 (Le).

Tip 2 ABH nezavisan Tip 11 2 ABH ovisan o
odFUT2i3 FUT2i3

Endoderm

Neuroektoderm Zlijezde slinovnice pR[;sg;z::ioim:__
urogenitalni sustav
Mezoderm
Koétana srz Plazma
Senzorni -
receptori Epidermis iE:I]:otel krvnih Entrocit1 Limfocit1 Egzokrnna sekrecija

Slika 5. Genetska kontrola ekspresije ABO 1 H po tkivima proizaslih iz endoderma,

mezoderma i ektoderma. Izradeno pomocu programa MS paint. Preuzeto 1 prilagodeno prema
4

1.3. ABO i zloc¢udne bolesti

Osim na membranama eritrocita antigeni ABO su rasprostranjeni i na stanicama raznih
organskih sustava. Protutijela na tkivne antigene mogu dovesti do odbacivanja transplantiranog
organa ili tkiva, primjerice transplantiranog bubrega (23). ABO nije povezan samo s
nepovoljnim ishodima transfuzijskog lijecenja ili transplantacije organa, ve¢ ga se povezuje i s
bakterijskim i virusnim infekcijama te pojavom tumora i onkogenezom (24). Ranija istrazivanja
su pokazala da je abnormalna ekspresija antigena krvne grupe povezana s onkogenezom i
metastatskim potencijalom tumora, no za veéinu tumorskih sijela poveznica izmedu ABO 1

utjecaja na prezivljenje od karcinoma ostaje kontraverzna (25,26). Kod karcinoma pluca



istrazivana je poveznica izmedu ABO i von Willebrandovog faktora (vWF), faktora VIII i
razine proteaze s trombospondinskim modulom te je nadena znacajno visa razina vWF i faktora
VIII u nositelja ne-O krvne grupe u usporedbi s O krvnom grupom te znacajno niza razine

proteaze u kontrolnoj skupini. Povecana razina vWF potice invaziju i metastaze tumora (27).

U bolesnika s metastatskim karcinomom bubrega koji su lijeceni inhibitorom tirozin kinaze
utvrdeno je da je krvna grupa O povezana s povecanim brojem metastaza (28). S druge strane
medu ranije objavljenim studijama koje su utvrdivale povezanost antigena ABO 1 karcinoma
gusterace utvrden je poviSen rizik u nositelja A krvne grupe (29). U istrazivanju koje je radeno
na 3944 pacijentica s rakom dojke nadena je jednaka raspodjela krvnih grupa u zdravih i
bolesnih uz napomenu da je krvna grupa O povezana s boljom prognozom (30). U Kini je
radena studija koja je utvrdila povezanost krvnih grupa i karcinoma Zeluca. Tipizacija ABO je
istaknut kao jeftin i dostupan test koji ima svoje mjesto u procjeni prognoze bolesti iako sam
mehanizam nije utvrden. Uz studiju je radena i meta-analiza koja je utvrdila i prijemcljivost

nositelja krvne grupe A za Helicobacter pylori infekciju (31).

1.3.1. Patogenetski mehanizmi antigena krvnih grupa u karcinogenezi s naglaskom na KMM

PodleZe¢i mehanizmi u kojima ABO ili njemu bliske genetske varijante mogu interferirati s
razvojem karcinoma 1 njegovom progresijom nisu razjaSnjene i predmet su brojnih
istrazivanja. Postavljene su brojne hipoteze, a jedna od mogucih obuhvaca disregulaciju
enzimske aktivnosti GT ABO koje su posebno ukljuc¢ene u proces medustani¢ne adhezije,
membranske signalizacije te imunoloSkog odgovora domacina (32). Izmjene navedenih
membranskih molekula mogu poticati proces onkogeneze kroz mehanizme analogne dobro
poznatoj ulozi GT ABO u modifikaciji plazmatske koncentracije vVWF (Slika 6). Naime,
utvrdeno je da vWF sudjeluje u stani¢nom ciklusu kao vazan modulator regulirajuci

angiogenezu i apoptozu, dogadaje koji su ukljuceni u proces tumorogeneze (33).
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Slika 6. Antigeni krvnih grupa, von Willebrandov faktor i karcinogeneza (34). Slika
objavljena uz dozvolu SIMITIPRO Sri

Druga teorija je da sami ugljikohidratni povrSinski antigeni tj. njthova morfologija moze biti
udruZena s razvojem zlocudnih tumora i metastaza: ugljikohidratna povrS§ina stanica normalnih
tkiva involvirana je u regulaciju tumorskih stanica kroz interakcije izmedu njenih specifi¢nih
signalnih 1 prepoznavajuc¢ih molekula 1 ugljikohidratne strukture na povrSini stanice metastaze
(35). Aberantna glikozilacija 1 prekomjerna ekspresija pojedinih dijelova ugljikohidratnih
antigena karakteristika je tumorskih stanica te su stoga tumor specifi¢ni oligosaharidi predmet
brojnih istrazivanja kao ciljna meta u primjeni imunoterapije (36). Tumorske stanice ispoljavaju
abnormalne produkte glikozilacije tijekom karcinogeneze, a oni se zovu tumor udruzeni
ugljikohidratni antigeni . Posebice se isti¢u ugljikohidratni antigeni Lewisovog tipa : Le* Le*
1 tumor specifiCan antigen koji se ispoljava se na adenokarcinomima, a ne ispoljava se na
normalnim stanicama (KH-1) (37). Strukturalnu razliku Le¥ 1 Le* antigena ¢ini dodatna a-L-Fuc
spojena na 3-0 mjesto ostatka galaktoze na nereducirajuéem kraju potonjeg antigena, dok je
KH-1 heterodimer Le* i Le* antigena. (38) LeY antigen kao izomer Le® antigena krvnih grupa se
ispoljava na 60 - 90% karcinomskih stanica epitelnog podrijetla u ljudi poput karcinoma kolona,
dojke, Zeluca i plu¢a. Takoder je utvrdeno da Le¥ antigen sudjeluje kao unutarstani¢na signalna

molekula u migraciji stanica (39). Nekoliko studija radenih monoklonskim protutijelima na
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uzorcima urina ispitanika utvrdilo je da Le* antigen nije prisutan na stanicama urotela, ali se
ispoljava na stanicama urotelnog karcinoma (engl. wurothelial cancer, UC) ovisno o
sekretorskom statusu, gradusu ili stadiju tumora. Provedeno je istrazivanje s ciljem pronalaska
idealnog urinskog ugljikohidratnog tumor biljega visoke osjetljivosti 1 specifi¢nosti u svrhu
smanjivanja potrebe za kontrolnim cistoskopijama nakon transuretralne resekcije tumora
mokra¢nog mjehura (TURM)), jer citologija urina koja je standardni neinvazivni urinski biljeg
zadnjih nekoliko desetljeca, ima izrazito nisku osjetljivosti za karcinome niskog malignog

potencijala (40).

Prema nekim autorima rani genetski dogadaj u tumorogenezi KMM (KMM) je gubitak alela na
kromosomu 9. Navedena pojava je nadena u 50% povrsinskih i 70% invazivnih KMM (41).
Gubitak antigena A je utvrden u urotelnom KMM, pogotovo u invazivnom tipu, te je utvrdena
jako niska razina GT A (42). Antigen A je povoljan za analizu stoga Sto ostaje izrazito stabilan
i podlozan analizi nakon fiksacije preparata u formalinu §to je pogotovo primjenjivo i za analizu
manjih tumora kod kojih nije moguée provesti gensku analizu. DNA ekstrahirana iz parafinskih
blokova se Cesto ne moZze uspjeSno umnoziti. Dva su mehanizma redukcije ekspresije A
antigena na stanicama KMM: genetski, koji se reflektira gubitkom alela ABO genske regije 1/ili
epigenteski, putem metilacije promotorske regije Sto rezultira izostankom sinteze antigena.
Navedeni mehanizmi pokazali su znacajnu korelaciju u redukciji ekspresije A antigena na
stanicama UC dok je ekspresija A antigena odrZana na displasticnim stanicama i normalnom
urotelu sugerirajuc¢i da je gubitak ABO gena i/ili hipermetilacija njegove promotorske regije
mogu¢ specifican biljeg za UC mokra¢nog mjehura (43). Unutar same genske regije ABO
istrazivani su polimorfizmi te je utvrden njihov utjecaj na koncentraciju ¢cimbenika tumorske
nekroze o, solubilne medustani¢ne adhzijeske molekule (engl intercellular adhesion molecule,
ICAM), E-selektina i P-selektina. Navedene molekule medijatori su kroni¢nog upalnog
odgovora te aktivatori imunoloskih stanica pa se njihova uloga u karcinogenezi ne moze
iskljuciti. Stoga prema nekim autorima, zajedno s antigenima krvnih grupa one mogu
predstavljati biolosku bazu koja ¢ini direktnu poveznicu ABO sustava, onkogeneze i samog
Sirenja tumora (44, 45). Ekspresija solubilne ICAM-1 , koja inhibira adheziju limfocita na
stanice endotela vezu¢i se na ICAM ligande cirkulirajuc¢ih stanica je znacajno reducirana u
bolesnika sa ne-O krvnom grupom u usporedbi s nositeljima krvne grupe O (46). Ustanovljeno
je da stanice tumora rabe sli¢an mehanizam za adheziju na endotel i posljedicno metastaziranje,
a smanjena koncentracija solubilne ICAM u pacijenata s ne-O krvnom grupom mozZe

promovirati metastatsko Sirenje tumora.Takoder, mogu¢ patogenetski mehanizam koji
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predstavlja jedan od klju¢nih koraka u karcinogenezi je i abnormalna glikozilacija proteina
stani¢ne povrsine koja potice epitelno-mezenhimalnu tranziciju. S obzirom da je na stanicama
KMM utvrdena promjena ili gubitak antigena, navedeni mehanizam bi mogao imati ulogu u
tumorskoj proliferaciji 1 kod ovog sijela (47). Meta analiza iz 2022. ukljucila je 15 204
ispitanika i 10 studija u kojima je analizirana povezanost antigena ABO sustava krvnih grupa i

KMM. Rezultati su podijeljeni po krvnim grupama. (48)

1.3.1.1 Ne-O i O krvna grupa

Provedene su studije u kojima su analizirani ishodi u bolesnika lijeCenih radikalnom
cistektomijom (RC). U jednoj je utvrdeno da ne-O u usporedbi s O krvnom grupom ne utjece
na stopu tumor specifi¢nog prezivljenja i povrat bolesti. Stovise, razlike nisu od utjecaja na
losiji patohistoloski nalaz i invaziju regionalnih limfnih ¢vorova (49). Druga studija je potvrdila
iz jednovarijabilnih analiza da omjeri Sansi za povrat bolesti ((Hazard ratio (HR): 1,18, 95%
CI: 1,01 - 1,37)) i tumor specificni mortalitet (TSM) (HR: 1,20, 95% CI: 1,04 - 1,39) mogu biti
povezani i s ne-O i O krvnom grupom. Prema multivarijantnim analizama nije nadena
poveznica s povratom bolesti (HR: 1,18, 95% CI: 0,99 - 1,39), dok TSM (HR: 1,22, 95% CI:
1,04 - 1,44) moze biti povezan s O i ne-O krvnim grupama (50).

1.3.1.2. Krvna grupa B

U usporedbi s krvnom grupom O, za B nije nadena statisticki znacajna povezanost u vezi
povrata bolesti, tumor specificnog 1 ukupnog preZivljenja u studijama koje su analizirale
lijeCenje RC. Takoder je utvrdeno da krvna grupa B nije Cimbenik rizika za nepovoljni
patohistoloski stadij ili invaziju limfnih ¢vorova. Kod pacijenta operiranih TURMom prema
Wangovoj 1 Chengovoj studiji krvna grupa B je indikativna za nizi postotak recidiva i

progresije bolesti (51, 52).

1.3.1.3 Krvna grupa A

Iako su sve studije iz meta-analize ukljucivale i1 krvnu grupu A, rezultati prognoze ukljucenih
pacijenata su kontraverzni. Od 6 studija u kojima su analizirani ishodi u bolesnika operiranih
RC jedino je Gershmanova studija (50) dokazala utjecaj krvne grupe A na povrat bolesti (HR:
1,18,95% CI: 1,01 - 1,37) 1 TSM (HR: 1,23, 95% CI: 1,06 - 1,44). Ostale studije nisu pokazale
utjecaj A krvne grupe na povrat bolesti, ukupno i TSP. U tri studije u kojima su analizirani
pacijenti operirani TURMom naden je utjecaj A krvne grupe na ishode lijeenja u bolesnika s
ne-misi¢no invazivhim KMM. Chengova studija (51) je pokazala da bolesnici s krvnom

grupom O imaju vece Sanse za povrat bolesti 1 progresiju nego nositelji krvne grupe A dok su
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Wangove 1 Heova studije pokazale kako krvna grupa O ima nizi postotak povrata i progresije

bolesti nego krvna grupa A (52, 53).

1.3.1.4. Krvna grupa AB
Sto se ti¢e krvne grupe AB u usporedbi s O nije nadena statisti¢ki znaGajna povezanost s

prognozom kod bolesnika operiranih RC, ni u bolesnika s operiranih TURMom.

1.4. Tipizacija ABO sustava krvnih grupa: serologija i genotipizacija

Klinicka testiranja ABO provode se prvenstveno seroloSkim testiranjem, pomocu dobro
opisanih i standardiziranih seruma za identifikaciju antigena na eritrocitima uporabom
referentnih eritrocita za prisutnost/odsutnost specifi¢nih isoaglutinina i unakrsnog povezivanja
stanica izmedu seruma davatelja 1 primatelja za testiranje imunoloSke kompatibilnosti prije
transplantacije organa. Taj nacin tipizacije dobro funkcionira jer se ve¢ina antigena ABO
uklapa u paradigmu Cetiri fenotipa, a i patofiziologija povezana s nepodudarnosti ABO temelji
se na seroloskoj reaktivnosti protutijela (54). Medutim, postoje situacije kada seroloska
ispitivanja mogu dati kontradiktorne ili neto¢ne podatke. Neonatusi i mala djeca ne ispoljavaju
antigene u punom obujmu ili nemaju jo§ razvijena protutijela, stoga su podlozna mogucoj
pogresnoj tipizaciji. Recentna transfuzija velikog volumena univerzalno kompatibilnih krvnih
pripravaka kao $to su koncentrati eritrocita krvne grupe O, plazme ili imunoglobulina mogu
privrtemeno zamijeniti tj. maskirati fenotip primatelja. U navedenih ispitanika seroloska
tipizacija moze rezultirati dvosmislenim rezultatima bilo koriste¢i anti-A i anti-B serum kako
bi se ispitali antigeni na eritrocitima bolesnika, bilo upotrebljavaju¢i komercijalizirane eritrocite
kako bi se testirala protutijela na antigene krvnih grupa. Lijekovi poput magrolimaba koji je
monoklonalno protutijelo vezu¢i se na CD (engl. Cluster of differentiation) 47 receptore

eritrocita moZze rezultirati laznom reaktivnoS¢u u tipizaciji ABO (55).

Hematopoetska mati¢na stanica transplantirana s nositelja druge krvne grupe moze uzrokovati
permanentnu promjenu primateljeve krvne grupe. Ustanovljeno je da pacijentova krvna grupa
A moze promijeniti fenotip u B uslijed infekcija (56). U navedenim slucajevima za
identifikaciju krvne grupe nuzno je napraviti genetsku analizu determinanti ABO. Antigeni
ABO nisu izravno kodirani iz genoma, ve¢ su generirani aktivnoSéu multiplih geneticki
kodiranih enzima (3). Identifikacija genskih sekvenci koje za krajnji produkt ima ekspresiju
antigena ABO omogucila je razvoj testiranja DNA krvnih grupa u klinickoj primjeni. Vazno
je napomenuti da testiranje DNA ima svojevrsnih ograni¢enja u identifikaciji fenotipa ABO

prvenstveno stoga jer se sama aktivnost GT ne moze predvidjeti iz genskog zapisa (57). Upravo
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¢injenica testiranja sprijecila je genotipizaciju da postane primarna metoda u odredivanju krvne
grupe. Subtipizacija ABO s brojnim subtipovima predstavlja rastu¢u dijagnosticku potrebu.
Najces¢i 1 imunoloSki najrelevantnije su A varijante koje reguliraju transfer GalNAc
rezultiraju¢i u povecanoj, smanjenoj ili odsutnoj ekspresiji A antigena na povrSini eritrocita

(58).

Kako razli¢iti genski polimorfizmi reguliraju koli¢inu antigena, oni su podijeljeni u podgrupe
A1l (rezultiraju¢i normalnom koli¢inom antigena) i A2 (rezultiraju¢i smanjenom razinom
antigena). S prakticne strane za potrebe transfuzijskog lijeCenja podjela na podgrupe nije
klini¢ki znacajna, no opisane su uspjesne transplantacije bubrega i jetre od donora podgrupe
A2 u primatelja O ili B, budu¢i da nositelj A2 ima znacajno manje antigena pa je i znacajno

smanjena funkcija istog kao odgovarajuc¢a meta za alotipska protutijela (59).

1.4.1 Metodologija ABO genotipizacije

Glavne alelne varijante ABO su Ol, 02, Al i A2. Metode za genotipizaciju ABO najvise
ukljucuju neku varijaciju lancane reakcije polimerazom (engl. Polymerase Chain Reaction,
PCR) , obi¢no pracene analizom duljine restrikcijskih fragmenata polimorfizama ili pomocu
pocetnica specificnih za sekvencu (60). lako su korisne za otkrivanje osnovnih alela ABO, ove
su metode ogranicene nemogucénos$cu otkrivanja novih alela ABO stvorenih krizanjem,
rekombinacijom ili konverzijom gena (57, 61). Metode PCR jednolan¢anog konformacijskog
polimorfizma omogucavaju otkrivanje novih alela zbog nepoznatih mutacija unutar regija
omedenih parovima pocetnica (62, 63). Najveci broj tipizacija ABO provodi se u laboratorijima
sa svrhom transfuzijskog lijeCenja. Za tu svrhu je nuzno serolosko testiranje, a genotipizacija
davatelja se ne smatra prikladnom metodom za odredivanje ABO . Indikaciju za genotipizaciju
¢ini dvosmislenost u seroloskim nalazima, ¢ime se sprjecava rizik od po Zivot potencijalno
opasnih transfuzijskih reakcija. Genotipizacija ABO je potisnuta u status dodatne informacije 1
provodi se visoko specijaliziranim ustanovama, primjerice kod transplantacije organa gdje se
navodnom metodom moze otkloniti rizik imunoloski nekompatibilne krvne grupe. To se odnosi
na primatelje krvne grupe B koji su u statisti¢ki nepovoljnijem polozaju u odnosu na druge.
Ukoliko se u njih dokaze dovoljno nizak titar anti-A protutijela, nema zapreke za
transplantacijom organa donora u kojeg je genotipizacijom utvrden A2 podtip krvne grupe zbog
ekspresije niske koli¢ine antigena. lako je uspjesSna transplantacija kod inkompatibilnih krvnih
grupa opisana, ona je ograni¢ena na zive donore i svakako je potrebna predtransplantacijska
desenzibilizacija (64). Kao 1 kod svih klini¢kih testova, tako i kod tipizacije ABO u klinickom

pogledu najvaznije je da nam ona pruzi to¢nu i relevantnu interpretaciju. Za genotipizaciju ABO
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vazno je napomenuti kako se ne moze koristiti samostalno radi usmjeravanja odluka o
transfuzijskom lijeCenju. Medutim, genotipizacija ABO je pokazala znacajnu korist kao
pomoc¢ni dijagnostic¢ki pristup, osobito u transplantaciji organa, te se podaci o genotipu ABO
davatelja moraju tumaciti u kontekstu ABO primatelja i titra njegovih hemaglutunina kako bi

se odredila imunoloska kompatibilnost (65).

1.5 Uloga genetskih polimorfizama kao potencijalnih biljega u nastanku zlocudnih bolesti

Utjecaj genetskih polimorfizama na ljudsko zdravlje podlozan je brojnim ¢imbenicima kao $to
su: genetsko naslijede, zivotni stil, socioekonomski i okolis$ni utjecaji te dostupnost zdravstvene
usluge. Navedeni ¢imbenici predstavljaju startnu poziciju za prevenciju i promociju zdravog
zivotnog stila. Medutim, nije sasvim jasan njihov utjecaj na zdravlje ukupne populacije.
IzloZenost vanjskim i okoliSnim ¢imbenicima doprinosi uglavnom utjecaju na zdravstveno
stanje pojedinca, primjerice kao Sto su pusenje, prehrana ili konzumacija alkohola. U zadnje
vrijeme sve se vise isti¢e uloga biljega razlicitih etni¢kih skupina kod kojih vanjski i okolisni
¢imbenici mogu potencirati promjenu zdravstvenog stanja, tj. nastanak bolesti. Primjerice,
ljudski organizam ima konfiguriran obrambeni mehanizam od vanjskih utjecaja temeljen na
ucinkovitom imunoloskom sustavu te zahvaljuju¢i genetskom naslijedu moze popraviti
potencijalnu S$tetu uzrokovanu vanjskim cimbenicima pomocu sustava razliCitth enzima
kodiranih vlastitim genomom. Rezultat toga je da u razli¢itim populacijama odredeni vanjski
¢imbenik moze ili ne mora dovesti do promjene zdravstvenog stanja (66). Humani genom
sadrZi otprilike tri milijarde parova baza sadrzanih u 23 para kromosoma u jezgri stanice. Svaki
kromosom sadrzi stotine tisu¢a gena koje kodiraju razliCite proteine. Poznato je oko 30.000
gena od kojih svaki u prosjeku kodira tri proteina (Americki Nacionalni institut za istraZivanje
humanog genoma). Osim S$to se utvrduju funkcije specificnih genskih regija, utvrduju se i
njihove varijacije koje se u kona¢nici mogu odraziti i na razli¢itost fenotipskih osobina, kao §to
su npr. boja kose 1 o€iju, ali ne i samo fizickih osobina. Stoga nema sumnje da geni utjecu na
karakter; osobnost i osjetljivost, a uzimajuci u obzir 1 utjecaj epigenetskih faktora kao Sto su
metilacija DNA, modifikacija histona i ekspresija mikro glasnickom ribonukleinskom
kiselinom (engl. micro messanger ribonucleic acid, miRNA) prenesenih s roditelja na djecu.
Varijjabilnost gena u ljudi je Siroko poznata. Dobro su poznate genetske razlike medu
pojedincima vezane uz naslijede od roditelja, kao i one varijabilnosti vidljive medu odredenom
etnickom populacijom. Ukoliko uzmemo u obzir genetsku osnovicu same bolesti, mozemo
razlikovati dvije vrste gena: uzrocni i osjetljivi geni. Uzro¢ni su oni koji u izmijenjenom ili
mutiranom obliku dovode do pojave bolesti. U slucaju osjetljivosti gena, prisutnost
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izmijenjenog alela ne znac¢i nuzno pojavu bolesti u pojedinca, ve¢ samo povisen rizik (67, 68).
Posljednjih 30-ak godina genski polimorfizmi predmet su mnogih istrazivanja brojnih
genetske varijacije u ljudi. Javljaju se u populaciji s ucestalos¢u ve¢om od 1% 1 razlikuju se od
DNA mutacija koje karakterizira izrazito niska frekvencija pojavljivanja u malom broju
pojedinaca. Oni su vazni ¢imbenici varijacija medu pojedincima od kad su istrazivani kao
potencijalni biljezi u medicinskom kontekstu. Dok je genska mutacija rijetka i u konacnici
dovodi do razvoja bolesti, polimorfizmi nisu nuzno s njima povezani. Tijekom Zivota ljudi su
neprestano izloZeni odredenim vanjskim utjecajima u svom radnom ili Zivotnom okruzenju. To
ne ukljucuje samo istrazivanje utjecu li odredeni agensi na razvoj bolesti u pojedinca, ve¢ i
njihov utjecaj na odredenu etni¢ku skupinu ljudi. Primjer je studija koja je istrazivala rizi¢nu
osjetljivost na vanjske ¢imbenike u radnom okruzenju za pojavu bolesti u cetiri eticke
populacije: africke, isto¢no-azijske, juzno-azijske i1 europske, predvidaju¢i model osjetljivosti
medu tim skupinama. Medu njima su istrazivani polimorfizmi involvirani u proces
metabolizma reparacije DNA, detoksifikacije i oksidativnog stresa. Naden je najveéi relativni
rizik u juzno-azijskoj populaciji vezan uz gene za detoksifikaciju i oksidativni stres, dok je

najvedi rizik udruzen uz gene za popravak DNA utvrden u populaciji bijele rase (69).

Razvojna istraZivanja su utvrdila niz potencijalnih gena udruzenih s pove¢anom osjetljivoscu
za karcinom. Dogovorene smjernice za njihovo utvrdivanje temelje se na cjelogenomskim
studijama (engl. Genome-Wide Association Studies, GWAS). Temelje se na istraZivanju
genskih razlika u nukleotidima, znanih kao jednonukleotidni polimorfizmi (engl. single-
nucleotide polymorphism, SNP). SNP predstavlja odstupanje od predvidenog slijeda nukleotida
u sekvenci DNA koji nastaje kad se promijeni jedan nukleotid. Ovisno o poziciji SNPa unutar
gena, razli€iti su patogenetski mehanizmi kojima SNP doprinosi poviSenoj osjetljivosti za
karcinom. Na primjer, SNP-ovi u regiji promotora smanjuju transkripciju gena inhibicijom
vezanja faktora transkripcije, time poti¢uci tumorigenezu kod karcinoma prostate, dojke,
debelog crijeva i gusterace ili vrSeci utjecaj pomocu epigenetskih mehanizama putem metilacije

DNA i modifikacije histona (70, 71).

Unutar egzona klasifikacija SNP-ova temelji se na njihovoj sposobnosti da zamijene kodiranu
aminokiselinu: nesinonimni (nsSNP) mijenja strukturu proteina, a sinonimni (sSNP) utjece na
strukturu proteina neizravno moduliranjem stabilnosti mRNA. Navedene promjene utjecu na
stani¢nu signalizaciju 1 razinu onkogenih 1 tumor supresor proteina (72,73). SNP-ovi u regiji

introna generiraju varijante spajanja transkripata i promoviraju ili remete vezanje i funkciju
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dugih nekodiraju¢ih RNA (74). SNP-ovi na 5'-neprevedenom dijelu (engl. 5' untranslated

region , 5'-UTR) utjecu na translaciju, dok oni na 3' utje¢u na miRNA vezanje (75).

SNP-ovi u regijama koji su locirani daleko od aktualne genske regije reduciraju ili poboljSavaju

transkripciju gena kroz dugo-dometni cis ucinak (76).

SNP-ovi u egzonima generalno utjeCu na karcinogenezu prvenstveno genetickim
mehanizmima. nsSNPovi rezultiraju zamjenom aminokiseline §to utjeCe na funkciju proteina.
U vecini slucajeva radi se o zamjeni prve dvije baze kodona. Preinake u slijedu aminokiselina
utjecu na sekundarnu strukturu proteina povecavajuéi ili smanjuju¢i vezanje vodika i
fosforilaciju, Sto moZe utjecati na interakciju proteina i1 funkciju. Navedene preinake mijenjaju
signalne stani¢ne puteve i utjecu na razinu onkogenih i tumor supresor proteina. Vise od 13000
poznatih SNP-ova se nalazi unutar egzona razli¢itih gena, od kojih su 58% nsSNPovi (77).
Primjer za nsSNP je rs 752955201 koji rezultira u supstituciji valina u izoleucin arylamin N-
acetiltransferaze (NAT ) 2 Sto rezultira snizenjem afininteta enzima za supstrat. NATovi su
polimorfni enzimi koji posreduju u biotransformaciji arilaminskih/arilhidrazinskih
ksenobiotika, ukljuc¢ujuéi farmaceutske proizvode i karcinogene iz okolisa (78). nsSNPovi
takoder mijenjaju slijed aminokiselina protein-protein sucelja. To su regije u kojima su dva
proteina u bliskom kontaktu, a ¢ije promjene preinacuju interakcije proteina, stabilnost i
posttranslacijske modifikacije. Leucin 858 arginin mutacija povecava sposobnost receptora za
epidermalni faktor rasta (engl. epidermal growth factor receptor, EGFR) da tvori dimere §to je
karakteristi¢no za stani¢nu proliferaciju (79). sSSNPovi preinacuju strukturu i funkciju proteina
indirektno, Sto znaci da ne utjecu na slijed aminokiselina kodiraju¢eg proteina. U vecini
slu¢ajeva promjena nukleotida je udruZena sa supstitucijom na tre¢oj bazi kodona. Nedavne
studije su pokazale da sSNPovi utjecu na gensku funkciju i1 ekspresiju mijenjajuci ekspresiju
susjednih gena. sSSNPovi mijenjaju sekundarnu strukturalnu konformaciju mRNA 1 proteina
tako da formiraju drugaciji haplotip. Primjer su tri SNP-a u neuravnotezi povezanosti gena koji
generiraju haplotip koji smanjuje funkciju P-glikoproteina (transportera za lijekove) suptilno
mijenjajuci konformaciju vezuceg mjesta za adenozin trifosfat (80). sSSNPovi takoder utjecu
na RNA spajanje, stabilnost, strukturu i proteinsko preklapanje. Te promjene znacajno utjeu
na funkciju proteina rezultiraju¢i promjenama u stani¢cnom odgovoru $to za posljedicu ima
razli¢itu reakciju pojedinaca na lijekove (81). Primjer je i rs 74090726 sinonimna polimorfna
varijacija u egzonu 5 regije koja kodira acetil koenzim A dehidrogenazu srednjeg lanca Sto
dovodi do inaktivacije egzonalnog spajaca, $to za posljedicu ima deficijenciju proteina (82).

sSNPovi takoder mogu ubrzati ili usporit brzinu kojom se ribosomi kre¢u na mRNA, §to utjece
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na dinamiku translacije i posljedi¢no sintezu proteina. Takoder mogu utjecati na sekundarnu

strukturu mRNA 1 proteina pomocu alfa zavojnice i beta preklapanja (83).

Intronalni SNP-ovi djeluju na gensku ekspresiju putem cis-djeluju¢ih regulatornih elemenata.
To su regije nekodiraju¢e DNA koja regulira transkripciju susjednih gena. Intronalne sekvence
sadrze mnoge cis-djelujuce regulatorne elemente kao Sto su faktori aktivacije transkripcije,
pojacivaci, prigusivaci i izolatori koji reguliraju ekspresiju gena, a Cesto su zariSna tocka u
varijantama genskih rizika (84). GWAS je identificirao rs 2981578 varijantu u receptoru za
faktor rasta fibroblasta 2 kao jedan od najrizi¢nijih alela u karcinomu dojke. Heterozigotni
klonovi rs 2981578 pokazali su visoku razinu hepatocitnog nuklearnog faktora 3-alfa, faktora
vezanja transkripcije na taj intronalni SNP (85). Navedeni SNP uz jo$ dva identificirana
preslikavaju se na utiSivac transkripcije pojacvajuci njegovu aktivnost §to za rezultat ima nizu
ekspresiju receptora i poviSen estrogenski odgovor i rizik za karcinom dojke (86). mRNA
spajanje je proces koji predstavlja preradu prekursora mRNA u zrelu mRNA §to ukljucuje
spajanje donorskih i akceptorskuh mjesta, spajanje pojacivaca egzona i spajanje proteina.
Sekvence se mijenjaju zbog nesinonimne ili sinonimne SNP-om modulirane mRNA aktivnosti
spajanja, rezultiraju¢i produkcijom spajajucih varijanti. Npr. SNP koji rezultira promjenom G
> A u intronu 32 gena Duchenneove miSi¢ne distrofije deaktivira mjesta spajanja donora (87).
Polimorfizam na mjestu spajanja donora ZNF419 gena producira ZAPHIR, alternativni spojeni
polimorfni antigen histokompatibilnosti kod karcinoma bubrega (88). Intronalne sekvence
sadrze mnogo nekodiraju¢ih RNA motiva, koji ne kodiraju proteine, ali reguliraju njihovu
ekspresiju kroz epigenetsku, transkripcijsku 1 posttranskripcijsku regulaciju. Primjer su
nekodiraju¢e RNA tzv. dugacke nekodiraju¢e RNA (engl. long non-coding ribonucleic acid,
IncRNA) koje su uklju¢ene u modeliranje kromatina, histona, sudjelujuc¢i u transkripcijskoj
aktivaciji ili represiji, alternativhom spajanju, transportu endosoma i aktivaciji 1 supresiji
onkogena/tumor supresor gena LncRNA koje su u bliskom odnosu s malignom
tumorogenezom. Polimorfizmi u IncRNA-kodiraju¢im genima utjeCu na normalne bioloske
funkcije putem kompetitivne miRNA koje utjecu na mRNA 1 tako utjecu na ekspresiju gena.
Brojni polimorfizmi s IncRNA su udruzeni s malignim sijelima, a jedno od njih je i rak prostate.
Genska ekspresija nekodirajuée RNAI1 je poviSena u karcinomu prostate i prostaticnoj
intraepitelnoj neoplaziji s tim da je vijabilnost tumorskih stanica i aktivnost androgenih

receptora sniZzena kad je taj lokus utiSan (89).

Zbog toga §to GWAS studije istrazuju SNP-ove, one predstavljaju obecavajucu tehniku za

istrazivanje kompleksa i prevalenciju bolesti u kojoj brojne genetske varijante doprinose riziku
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od njihova nastanka. Takoder, pruzaju puno informacija za identifikaciju genetskih markera
udruzenih s karcinomima, jer u svakoj analizi moze biti ispitano stotine tisu¢a SNP-ova (90).
GWAS studije pruzaju agnosticki pristup istrazivanju genetske osnove bolesti te su provedene
kod gotovo svih zlocudnih sijela. Utvrdeno je vise od 450 genetskih varijanti udruzenih s
poviSenim rizikom od nastanka tumora. Uz otkrivanje novih putova vaznih u karcinogenezi,
ove studije su pokazale da uobicajena genetska varijacija znacajno doprinosi nasljednom riziku
od mnogih uobicajenih vrsta zlo¢udnih oboljenja. Analize razli¢itih polimorfizama u sklopu
GWAS studija s vremenom repozicioniraju ulogu polimorfizama s klinicke primjene u lijecCenja

bolesti na samu prevenciju i njeno rano otkrivanje (91).

1.6 Etiologija KMM

KMM nalazi se na sedmom mjestu najée$¢e dijagnosticiranih novotvorina u muskaraca i na
desetom su mjestu kad se uzmu u obzir oba spola. Incidencija u svijetu na 100.000 stanovnika
je 9,5 u muskaraca i 2,4 u zena, dok je u Europskoj uniji 20 u muskarca i 4,6 u Zena. Stopa
dobno standardiziranog mortaliteta u svijetu (100.000 stanovnika/godinu) iznosi 3,3 za
muskarce i1 0,86 za Zene (92). Incidencija 1 mortalitet variraju medu drzavama, a zavise o
izloZenosti rizicnim ¢imbenicima, detekciji i dijagnostici te dostupnosti zdravstvene zastite.
Dodatno, moguce su i varijacije zavisno o metodologiji analize 1 kvaliteti baza podataka (93).
Oko 75% bolesnika se prezentiraju tumorom ograni¢enim na mukozu ili submukozu. Oni imaju
viSu prevalenciju zahvaljuju¢i dugorocnom prezivljenju i nizem riziku od TSM u usporedbi s

pacijentima s lokalno uznapredovalom i metastatskom boles¢u (92,93).

1.6.1. Pusenje

Pusenje duhana je najvazniji rizi¢ni ¢cimbenik u oko 50% slu¢ajeva za pojavnost KMM (93—
96). Aromati¢ni amini 1 policikli¢ki aromaticki hidrokarboni unutar duhanskog dima izlu¢uju
se bubreznom ekskrecijom te su povezani s njegovim nastankom. Rizik je proporcionalan
intenzitetu pusenja i duljini pusackog staza (97). Cigarete niZe razine katrana nisu povezane s
nizim rizikom od razvoja tumora (98). Rizik povezan s elektronskim cigaretama jo§ nije
adekvatno procijenjen, iako su karcinogeni nadeni u urinu pusaca elektronskih cigareta (99,

100). Pasivno pusenje je takoder povezano s poviSenim rizikom za nastanak KMM (93).

1.6.2 Profesionalna izlozenost
Profesionalna izloZenost aromaticnim aminima, policikli€kim aromati¢kim hidrokarbonima 1
kloriranim hidrokarbonima je drugi najvazniji rizicni ¢imbenik za KMM, u oko 10% svih

slucajeva. Ovaj tip profesionalne izloZenosti javlja se u industriji boja, metala i proizvoda od
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petroleja. U razvijenim industrijskim postrojenjima, zahvaljuju¢i mjerama zastite na radu,

izjednacena je incidencija u radnika s opéom populacijom (93, 94).

1.6.3 Naslijede

Obiteljska anamneza, ¢ini se, ima vrlo mali utjecaj, ali moze biti predisponirajuci ¢imbenik za
vecu osjetljivost prema vanjskim agensima time objasSnjavajuci obiteljsko grupiranje oboljelih
u rodaka prvog i drugog koljena (93).U studijama su identificirana tri SNP-a povezana s
razvojem agresivnog ne-misi¢no invazivnog KMM iako za sada nema dovoljno dokaza koji bi

podrzali genetski probir (100).

1.6.4 Prehrambene navike
Prehrambene navike imaju, ¢ini se, ograniCeni utjecaj na pojavnost KMM. Sugeriran je
protektivan utjecaj flavonoida i mediteranske prehrane bogate povréem i nezasi¢enim masnim

kiselinama iz maslinova ulja (101, 102).

1.6.5 Zracenje zdjelice

IzloZenost ionizirajuéem zracenju je udruzena s povecanim rizikom od KMM. U
retrospektivnoj analizi u bolesnika kod kojih je provedena iradijacija lokaliziranog karcinoma
prostate, vanjska radioterapija je utvrdena kao neovisan ¢imbenik u razvoju primarnog

KMM(103).

1.7. Patoloska, klinicka klasifikacija i stupnjevanje bolesti

Epitel sluznice urotrakta, pa tako 1 mokra¢nog mjehura naziva se urotel te se naj¢es¢i histoloski
tipovi novotvorina mokraé¢nog mjehura odnose na urotelne tumore, od kojih ¢isti UC ¢ini preko
90% svih tumora. Ostali histoloski tipovi poput skvamoznog, glandularnog, karcinoma urahusa,
neuroendokrinog, mezenhimalnog, tumora Mullerovog tipa i melanocitnih tumora su puno rjedi

(104).

1.7.1. Povrsinski i ne-miSic¢no invazivni KMM

KMM koji su ograni€eni na mukozu klasificirani su kao povrSinski ili neivazivni stadija Ta
(slika 7), a oni koji probijaju laminu propriju kao ne-misi¢no invazivni stadija T1 (slika 8)
sukladno tumor, ¢vor, presadnica (engl. Tumor Node Metastasis, TNM) sustavu klasifikacije.
Intarepitelni tumori visokog gradusa (engl. high grade, HG) ograni¢eni na mukozu su
klasificirani kao CIS (engl. carcinoma in situ, CIS). Svi navedeni se mogu lijeciti TURMom 1

eventualno u kombinaciji s intravezikalnom instilacijom. Zbog toga su za potrebe lijeCenja svi
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grupirani u ne-misi¢no invazivne KMM. Navedeni pojam definira skupinu tumora pa se svaki

mora posebno stupnjevati sukladno gradusu (G) te klini¢kom i patoloskom stadiju (105).

Slika 7. Histoloska slika povrSinskog KMM Ta. Uvecanje 200x. Hemalaun-eozin metoda.
Preparat izraden u Klinickom zavodu za patologiju i citologiju Klini¢kog bolni¢kog centra

(KBC) Zagreb. Objavljeno uz dopustenje doc.dr. Stele Bulimbasi¢

1.7.1.1 T1 subklasifikacija

Dubina i Sirenje invazije na laminu propriu (T1 podstupnjevanje) pokazalo se kao prognosticki
¢imbenik u retrospektivnim studijama (105, 106) te je predlozeno da se tako koristi i u
klasifikaciji Svjetske zdravstvene organizacije (engl. World Health Organisation, WHO) iz
2022. godine (107). T1 podstupnjevanje je bilo temeljeno na mikrometrijskim (Tle i T1m) ili
histo-anatomskim (T1a i T1b) principima (104).
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Slika 8. Histoloske slike ne-miSi¢no invazivnog KMM T1. Uvecanje lijevo 40x, a desno
200x. Vidi se prodor tumorskih stanica u stromu. Hemalaun-eozin metoda. Preparat izraden u
Klinickom zavodu za patologiju i citologiju KBC Zagreb. Objavljeno uz dopustenje doc.dr.

Stele Bulimbasi¢

1.7.1.2 HistoloSko stupnjevanje neinvazivnih urotelnih tumora mokracnog mjehura

WHO je 2004. objavila histolosku klasifikaciju za UC koja ukljucuje urotelne neoplazme
niskog malignog potencijala (engl. Papillary urothelial neoplasm of low malignant potential,
PUNLMP ), neinvazivni papilarni karcinom niskog gradusa (engl. low grade, LG) i HG,
urotelni papilom, invertirani urotelni papilom, urotelnu displaziju i urotelnu proliferaciju
neizvjesnog malignog potencijala. Navedeni sustav je dio i aZurirane 2016/2022 WHO
klasifikacije (107). Za razliku od WHO klasifikacije 1973. koja ih dijeli na graduse 1, 21 3
tumora pruza se drugacija stratifikacija bolesnika medu individualnim kategorijama (108)
(tablica 4). Sustavni prikazi 1 meta analize nisu pokazali kako novija klasifikacija nadmasuje

staru u predvidanju recidiva i progresije (109).

Tablica 4. Usporedba stupnjevanja tumora mokra¢nog mjehura iz klasifikacije 1973. i

2004/2022.. Preuzeto i prilagodeno prema (110).

WHO 1973 WHO 2004/2022
Gl PUNLMP

G2 LG

G3 HG
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1.7.1.3 CIS

CIS je intraepitelni, HG, neinvazivni urotelni karcinom. Lako moze promaknuti ili se krivo
interpretirati kao upalna lezija tijekom cistoskopije ako se ne bioptira. CIS je Cesto multifokalan
1 osim u mokra¢nom mjehuru Cesto se nalazi u gornjem urotraktu, uretri i prostaticnim

vodovima (111).
S klinickog stanovista CIS se klasificira kao:

e primarni - izolirani CIS bez udruzenog papilarnog tumora i prethodnog CIS-a

e sckundarni - CIS dokazan tijekom pracenja bolesnika s prijasnjim tumorom koji nije
CIS

e udruzeni - CIS u prisutnosti nekog drugog KMM (112).

1.7.2. MisSi¢no invazivni KMM

Misiéno invazivni KMM stadija T2 i viSe je svaki UC sa prodirom u misi¢ detruzor koji se
nalazi u zidu mokraénog mjehura ispod sluznice. Svaki T2 KMM je visokog gradusa (slika 9).
Iz tog razloga podatak o gradusu tumora nije dovoljan za odredivanje prognoze i tijeka lijecenja,

vec je za to nuzno odrediti histoloski podtip (113, 114).

Podtipovi su slijedeci:

—_—

UC (90% slucajeva)
mikropapilarni UC
ugnijezdeni/mikorcisti¢ni UC
veliki ugnijezdeni UC
mikrotubularni UC
plasmacitoidni UC

nalik-limfoepiteliomima UC

A e AN U o

gigantocelularni, difuzni, nediferencirani UC
10. sarkomatoidni UC

11. UC s djelomi¢nom ili kompletnom neuroendokrinom diferencijacijom (88).
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Slika 9. Histoloska slika T2 KMM sa prodorom u mis$i¢ detruzor . Vide se tumorske stanice
oko glatkih miSi¢nih stanica. Hemalaun-eozin metoda. Uveéanje 100x. Preparat izraden u
Klinickom zavodu za patologiju i citologiju KBC Zagreb. Objavljeno uz dopustenje doc.dr

Stele Bulimbasié¢

1.7.3 TNM klasifikacija KMM
TNM klasifikacija je najces¢e upotrebljavana metoda za procjenu prosirenosti vecine

zlo¢udnih tumora pa tako i za KMM (115).

T - primarni tumor

Tx - primarni tumor se ne moZze utvrditi

TO - nema nalaza primarnog tumora

Ta - neinvazivni papilarni karcinom

Tis - karcinom in situ

T1 - tumor invadira subepitelno vezivno tkivo

T2 - tumor invadira miSi¢ni dio stijenke; T2a- invazija gornje polovice miSi¢nog sloja T2b-

invazija donje polovice miSi¢nog sloja
T3 - tumor infiltrira perivezikalno masno tkivo; T3a-mikroskopski T3b-makroskopski

T4 - tumor infiltrira bilo Sto od sljede¢eg: T4a- stromu prostate, seminalne vezikule, uterus,

vaginu, T4b - zdjeli¢ni zid, abdominalni zid
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N - regionalni limfni ¢vorovi
Nx - nema regionalnih limfnih ¢vorova
NO - nema metastaza u regionalne limfne ¢vorove

N1 - metastaza u jednom limfnom ¢voru zdjelice (hipogastricni, obturatorni, vanjsko ilija¢ni i

presakralni)

N2 - metastaze u limfne ¢vorove zdjelice

N3 - metastaze u zajednicke ilijacne limfne ¢vorove
M - udaljene metastaze

MO - nema udaljenih metastaza

MIa - metastaze u neregionalne limfne ¢vorove
MIb - ostale udaljene metastaze

TNM klasifikacija KMM nakon adjuvantne kemoterapije i radikalne cistektomije se biljezi
kao ypTNM (116).

1.7.4 Limfovaskularna invazija
Prisutnost limfovaskularne invazije u uzorcima TURM-a je udruZena s poviSenim rizikom
patoloSkog nadstupnjevanja 1 loSije prognoze, a za njenu potvrdu nije nuZna

imonohistokemijska potvrda (107, 117).

1.8. Dijagnostika KMM

1.8.1. Simptomi i fizikalni pregled

Hematurija je nalaz karakteristiCan 1 za povrSinske 1 za miSi¢no invazivne KMM. Najces¢i
simptom s kojim se bolesnici javljaju u hitnu urolo§ku ambulantu je bezbolna makrohematurija,
a za razliku od mikrohematurije taj simptom je karakteristican za tumore visokog stupnja
malignosti (107). Ostali simptomi i1 klinicki znakovi ukljucuju: urgenciju, dizuriju, bol u zdjelici
1 simptome povezane s opstrukcijom urinarnog trakta. Iritativni simptomi mokrenja su nesto
c¢eS¢e udruzeni s CIS-om. Fizikalni pregled ukljucuje uzimanje anamneze (puSenje,
antikoagulantna terapija), orijentacijski ultrazvuk kojim postavimo sumnju na intraluminalni
egzofit ili opstrukciju gornjeg urotrakta, kompletnu krvnu sliku i sediment urina. Ukoliko se
radi o profuznoj hematuriji s ugruscima kroz mokraénu cijev, uvadamo operativni troluminalni

kateter, radimo lavazu ugruSaka Spricom te ispiranje.
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1.8.2. Ultrazvuk

Ultrazvuk (UZV) je komplementarna metoda s fizikalnim pregledom te ima umjerenu
osjetljivost za Sirok raspon abnormalnosti gornjeg i donjeg urotrakta. Njime se otkrivaju
tumorski procesi bubrega, hidronefroza i intraluminalna tvorba unutar mokra¢nog mjehura, ali
se ne mogu detektirati svi potencijalni uzroci hematurije. UZV urotrakta ne moze sa sigurnosS¢u
detektirati tumorski proces gornjeg urotrakta te u tom pogledu kompjutorizirana viseslojna
tomografska (engl. multi-slice computed tomography, MSCT) urografija predstavlja
dijagnosticku metodu prvog izbora (118).

1.8.3 Cistoskopija

Bolesnicima kojima ultrazvu¢no postavimo sumnju na KMM moramo uciniti cistoskopiju,
TURM te klinicko-patolosko stupnjevanje bolesti. Ultimativno, dijagnoza  se radi
cistoskopijom te histoloSkom evaluacijom reseciranog tumora. U ambulantnim uvjetima
preporucuje se fleksibilna cistoskopija ¢ime obavljamo inspekciju cjelokupne sluznice
mokraénog mjehura (slika 10). U svakodnevnoj praksi, ukoliko je tumor mjehura naden na
kompjutoriziranoj tomografiji, magnetskoj rezonanciji ili ultrazvuku, dijagnosticka
cistoskopija se moze izbjeci te se bolesnik moze izravno podvrgnuti TURMu radi resekcije
tumora 1 potvrde histoloske dijagnoze. Tijekom operacije obvezna je inspekcija cijelog
mokraénog mjehura kako ne bi promaknuo koji manji tumor, posebice na vratu. Potreban je

detaljan opis cistoskopije. Nuzno je navesti lokaciju, broj, veli¢inu 1 oblik (papilarni ili solidni),

kao 1 opis ostalih abnormalnosti na mukozi. Pozeljno je uporabiti graficki dijagram mokraénog

mijehura (119). (slika 11)
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Slika 10. cistoskopski nalaz papilarnog KMM. Privatna slika autora slikana za vrijeme

ambulantne cistoskopije na Klinici za urologiju KBC Zagreb

Slika 11. Dijagram mokra¢nog mjehura za oznacCavanje
lokacije tumora nakon cistoskopije: 1 trigonum, 2
desno uretralno usce, 3 lijevo ureteralno usce, 4 desna
lateralna stijenka, 5 i 6 lijeva lateralna stiijenka , 7

straznja stijenka, 8 urahus, 9 vrat 10 prostati¢na uretra

Izradeno pomocu alata BioRender.com. Preuzeto i

prilagodeno prema (120).

1.8.4. Kompjutorizirana tomografska urografija i intravenska urografija

MSCT urografija se rabi za detekciju papilarnih tumora cijelog urotela pa tako i KMM. Tumori
se manifestiraju kao intraluminalne tvorbe te defekti punjenja kontrasta sa ili bez hidronefroze
(121). Intravenska urografija je alternativa ukoliko MSCT nije dostupan, (122) ali MSCT
urografija pruza vise informacija posebice kod T2 KMM i UC gornjeg urotrakta, ukljuc¢ujuci
status limfnih ¢vorova i parenhimskih organa. Opce prednosti MSCT snimanja ukljucuju
visoku prostornu rezoluciju, krace vrijeme snimanja, vecu pokrivenost u jednom zadrzavanju
daha i manju osjetljivost na promjenjive ¢imbenike bolesnika. MSCT urografija ne moze
razlikovati stadije tumora od primjerice Ta do T3a, ali je korisna za otkrivanje invazije u
perivezikalno masno tkivo isusjedne organe. To¢nost MSCT-a u odredivanju ekstravezikalnog
prosirenja tumora povecava se napredovanjem bolesti (123). Status metastaza u regionalne
limfne ¢vorove baziran na njihovoj veli€ini je ogranicen i sukladno tome MSCT ne moze
identificirati metastaze u limfne ¢vorove normalne veli¢ine i/ili one pocetno povecane. Stoga
se zdjelicni limfni ¢vorovi ve¢i od 8 mm i1 abdominalni veéi od 10 mm u kra¢em promjeru
smatraju patoloski povecanim (124). Potreba za snimanjem MSCT urografije sa svrhom
isklju¢ivanja udruzenog tumora gornjeg urotrakta je upitna jednom kad otkrijemo tumor
mokra¢nog mjehura, s obzirom na nisku incidenciju od 1,8%, a koja se penje i na 7,5% ukoliko
se tumor nalazi na trigonumu mokraénog mjehura (125). Rizik od tumora gornjeg urotrakta

tijekom pracenja povecava se u bolesnika s multifokalnim i tumorima mokra¢nog mjehura
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visokog stupnja malignosti (126). Prije odredivanja terapijskog modaliteta, poglavito kod
sumnje na T2 KMM, bitno je utvrditi i postojanje udaljenih metastaza. MSCT 1 magnetska
rezonanca su metode izbora za utvrdivanje pluénih i jetrenih metastaza, dok su koStane i

mozdane metastaze rijetke u T2 KMM (127, 128).

1.8.5. Multi parametrijska magnetska rezonanca mokracnog mjehura

Standardizirana metodologija opisivanja tumora mokraénog mjehura magnetskom rezonancom
zove se skraceno VI-RADS (engl. Vesical Imaging-Reporting and Data System) (129).
Sistematski prikaz 8 studija pokazao je kako VI-RADS sustav moZe precizno razlikovati
misSi¢no invazivni od ne-misi¢no invazivnog KMM (119). Za lijecenje KMM od kljucne je
vaznosti razluciti T1 od T2 tumora, a mpMR mokraénog mjehura ima superiorniju rezoluciju
kontrasta mekih tkiva nad MSCT-om. Multiparametrijska magnetska rezonanca (mpMR)
mokra¢nog mjehura upotrebljavaju¢i VI-RADS sustav je pokazala razlikovanje Ta/T1 od T2
KMM s visokom dijagnostickom precizno$c¢u, dok se CIS ne moze dijagnosticirati slikovnim
metodama. (129). Sistematski prikaz istrazivanja pokazao je ukupnu osjetljivost i specificnost
od 90% i 88% koje se poboljsavaju na 92% i 96% ako se rabi uredaj jacine 3 Tesla (130). Prema
modificiranoj Delphi metodologiji koja je dogovorena koncensusom radiologa, urologa,
onkologa, radioterapeuta i udruge pacijenata, utvrdene su preporuke za mpMR dijagnostiku
KMM. Izmedu ostalog stru¢njaci su se usuglasili da ukoliko je mogucée snimanje mPMRa

mokraé¢nog mjehura i VI-RADS analiza bude radena uvijek prije TURM-a (131).

1.8.6. Slikovna dijagnostika za stupnjevanje T2 KMM

U klinickoj praksi histopatoloSka analiza 1 stupnjevanje bolesti su neizbjezni za odabir
adekvatnog modaliteta lijecenja 1 odredivanja prognoze (132). Slikovna dijagnostika je klju¢na
za lokalno 1 udaljeno stupnjevanje KMM, a zlatni standard je kompjutorizirana tomografija

prsnog koSa, abdomena i zdjelice. Ciljevi slikovne dijagnostike u bolesnika s KMM su:
- detektirati tumor

- izdiferencirati T1 od T2 tumora s obzirom kako se njihovo lijeenje razlikuje

- evaluirati opseg lokalne proSirenost bolesti 1 zahvacenosti regionalnih limfnih ¢vorova
- procijeniti istovremeno postojanje tumora u gornjem urotraktu ili udaljenih metastaza.

1.8.7 Citologija urina
Analiza izmokrenog urina ili ispirka mokra¢nog mjehura na izljustene maligne stanice ima

visoku osjetljivost za tumore visokog stupnja malignosti i koristan je pokazatelj u slucajevima
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HG tumora ili CIS-a, iako pozitivna citologija urina moze imati podrijetlo iz bilo kojeg dijela
urinarnog trakta. Evaluacija citologije urina moze biti pogresno interpretirana uslijed malog
broja stanica u uzorku, infekcije mokraénog sustava, kamenaca ili intravezikalnih instilacija.
Za iskusne citologe specifi¢nost dostize preko 90% iako negativna citologija ne iskljucuje
postojanje tumora, posebice za pTa tumore (126). Kategoriziranje citologije urina radi se prema

PariSkoj klasifikaciji iz 2022.

- adekvatnost uzorka urina

- negativna citologija za UC HG
- atipi¢ne urotelne stanice

- suspektne stanice na UC HG

- UCHG.

1.8.8. Testovi za urinske molekularne biljege

Zbog niske osjetljivosti citologije urina u bolesnika s LG KMM , razvijeni su brojni urinski
testovi, ali nijedan od njih nije prihvacen u svakodnevnoj praksi bilo za detekciju ili pracenje u
bolesnika s KMM (133). Generalno je zauzet sljede¢i stav glede urinskih testova za detekciju

KMM:

- osjetljivost testova je obi¢no viSa na raCun niske specifi¢nosti u usporedbi za citologijom urina

(134)

- benigna stanja 1 prijasnje intravezikalne instilacije Bacillus Calmette-Guérin otopine (BCQ)

utjeCu na rezultate urinskih testova (135)

- zahtjevi za osjetljivost 1 specifi¢nost testova za urinske biljege Siroko ovise o klinickom
kontekstu bolesnika (radi li se o probiru, primarnoj detekciji, prac¢enju ili o tumoru visokog ili

niskog stupnja malignosti) (134).

1.9. Transuretralna resekcija KMM

1.9.1. Transuretralna resekcija Ta i T1 KMM

Ciljevi transuretralne resekcije Ta 1 T1 tumora jesu: utvrditi adekvatnu patolosku dijagnozu,
stupnjevanje i kompletno odstranjenje svih vidljivih lezija ukoliko je mogu¢e. TURM je klju¢na

procedura u lijeCenju KMM i mora biti napravljena sistematski korak po korak (136).
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Operativni koraci koji se rade da bi se zadovoljili postulati uspjeSnog TURM-a ukljucuju
identifikaciju faktora kojima se procjenjuje rizik bolesti (broj tumora, veli€ina, arhitektura,
lokacija, udruzenost sa CIS-om, primarni vs. recidivni tumor), klini¢ki stupanj bolesti
(bimanuelna palpacija), adekvatnost resekcije (vizualizacija kompletne resekcije,
makroskopska prisutnost misi¢nog sloja na bazi resekcije), vizualizacija tumora u distalnom
ureteru i prisutnost komplikacija (iskljucenje perforacije) (136). Cistoskopski dokumentirane
karakteristike tumora tj. klini¢ke procjene gradusa tumora i stadija bolesti su bitne za procjenu
potrebe za instilacijom intravezikalne kemoterapije odmah nakon operativnog zahvata ili u
slucaju misi¢no invazivnih tumora da budu brzo usmjereni definitivnhom tretmanu (137). Za
procjenu veli¢ine tumora moze se rabiti eza resektoskopa koja je otprilike oko 1 cm Siroka (slika

12). Izgledom tumori mogu biti na peteljci, nodularni, papilarni, mijesani papilarno/solidni ili

ravni.

Slika 12. Transuretralna resekcija papilarnog KMM. Privatna slika autora slikana za vrijeme

TURMa na Klinici za urologiju KBC Zagreb

1.9.2 Transuretralna resekcija invazivnih KMM

Cilj TURM-a je omoguciti histopatolosku dijagnozu 1 stupnjevanje, Sto zahtijeva prisutnost
misicne stijenke detruzora u reseciranom uzorku. U sluc¢aju sumnje na T2 KMM , tumor
mora biti reseciran odvojeno u dijelovima, koji ukljucuje egzofiticni dio tumora te podlezecu
stijenku s prisutnim misi¢em detruzorom i rubovima reseciranog podrucja. Najdublji dio
reseciranog uzorka mora biti referiran patologu u posebnoj posudi sa svrhom postavljanja
ispravne dijagnoze (138). Tumor prostati¢ne uretre je udruzen s tumorom mokra¢nog mjehura

u jednog od tri bolesnika, posebice ako su tumori locirani na trigonumu, vratu mokraénog
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mjehura, u slu¢aju multiplih tumora ili onih udruzenih sa CIS-om (139, 140). Zahvacenost
prostati¢ne uretre moze se odrediti tijekom TURM-a ili na patoloSkom smrznutom preparatu
nakon ucinjene cistoprostatektomije. Negativni nalaz na smrznutoj sekciji identificira
bolesnike u kojih ne treba raditi uretrektomiju. Dijagnoza uretralnog tumora prije RC ¢e u
konacnici rezultirati uretrektomijom, a Sto je kontraindikacija za izvodenje ortotopicne
derivacije. Medutim, odluka za ortotopi¢nu ( engl. neobladder, NB )derivaciju urina se ne
smije bazirati samo nalazu preoperativne biopsije, ve¢ i na nalazu smrznute sekcije koja mora

biti dio postupka u radikalnoj cistektomiji, posebice u muskih pacijenata (141).

1.9.3. Kirurski i tehnicki aspekti resekcije tumora

1.9.3.1 Kirurska strategija resekcije

Kompletna resekcija tumora radena bilo frakcionirano ili cjelovitom (fr.en-bloc,EB) resekcijom
je kljuéna za postizanje dobre prognoze (142). Frakcionirana resekcija tumora (posebno
egzofiticni dio, a posebno baza i rubovi resekcije daju dobru informaciju o vertikalnom i
horizontalnom S$irenju tumora (143). Navedena tehnika se radi ezom s monopolarnom ili
bipolarnom dijatermijom ili Thulium-Yag laserom kao mogucom alternativom (144). EB
resekcija tumora monopolarom, bipolarom ili laserom je izvediva kod selektiranih egzofiti¢nih
tumora. Ona pruZa visokokvalitetne resecirane uzorke s prisutno§éu misiénog slojau 96 - 100%
uzoraka (142, 145). Usporedba EB i frakcionirane tehnike TURM-a ostaje za raspravu. U
odredenim studijama utvrdena je priblizno jednaka stopa recidiva radenih bilo EB ili
konvencionalnom tehnikom te jednaka ili veca prisutnost misi¢ne stijenke u TURM-ova
radenih EB nad konvencionalnom tehnikom (146, 147). Odabir tehnike zavisi o veli¢ini,
lokaciji tumora te iskustvu kirurga. Veli€ina tumora pogodna za EB resekciju izravno zavisi o

endoskopskoj opremi, a dokazano je kako uspjeh opada s tumorima ve¢ima od 3 cm (148).

1.9.3.2. Evaluacija kvalitete resekcije

Odsutnost miSi¢a detruzora u uzorku je udruZena sa znacajno viSim rizikom za rezidualnu
bolest, rani povrat i podstupnjevanje same bolesti. Prisutnost stijenke detruzora u uzorku
predstavlja surogat za uspjesnost same kvalitete resekcije tumora (osim za Ta LG tumore )
(149). U svrhu standardizacije zahvata potrebno je postupiti po kirurS8kim kontrolnim listama
koje dokumentiraju klju¢ne korake operacije radi kontrole kvalitete operacije i uzimanja
adekvatnog uzorka (136). Dokazano je kako kirur§ko iskustvo poboljSava rezultate te se potice
razvoj programa ucenja na simulatorima (150). U retrospektivnim studijama je dokazano da
kirursko iskustvo doprinosi nizem broju komplikacija, povrata bolesti 1 duzini prezivljenja

bolesnika (151-153). Takoder je dokazano kako je ispunjavanje kontrolne liste tijekom
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edukacije specijalizanata kirurSkim tehnikama TURM-a vazan ¢imbenik koji doprinosi ve¢em

postotku dobivanja miSi¢ne stijenke u prikupljenom preparatu (136).

1.9.3.3 Resekcija monopolarom i bipolarom

Monopolarna i bipolarna struja su vrste elektricne energije koje se koriste u kirurskim
zahvatima za rezanje i koagulaciju tkiva. Monopolarna struja rabi elektrodu na vrhu kirurskog
instrumenta za rezanje te jastu¢i¢ za uzemljenje koji se lijepi najéesée na kozu bolesnika, a
struja se provodi od instrumenta do elektrode na uzemljenje. Druga vrsta aparata je bipolarni
kauter. Ova vrsta koristi uredaj s dvije elektrode koja se prisloni na tkivo (najcesce bipolarna
pinceta), a struja ide od jedne elektrode prema drugoj tijekom Cega zagrijava i koagulira tkivo
(slika 13). U pocetku je resekcija bipolarom predstavljena kao metoda s nizim rizikom za
komplikacije (podrazivanje obturatornog zivca s posljedi¢nom perforacijom mjehura). Novija
istrazivanja pokazuju kontroverzne rezultate. Sustavni pregled raden na 2379 pacijenta
operiranih TURM-om nije pokazao razliku u u€inkovitosti i sigurnosti izmedu monopolara i
bipolara (154), dok su druga istrazivanja pokazala manji gubitak krvi, kra¢u hospitalizaciju te

kvalitetnije uzorke posljedi¢cno manjem termalnom ostec¢enju u korist bipolara (155).

Slika 13. Resekcija KMM bipolarnom strujom. Privatna slika autora slikana za vrijeme

TURMa na Klinici za urologiju KBC Zagreb

1.9.3.4 Resekcija incidentalno nadenih malih KMM prilikom operacijskog lijecenja benigne
hiperplazije prostate

Tijekom transuretralne resekcije prostate u bolesnika s benignom hiperplazijom prostate
ponekad se incidentalno pronade i KMM. Pod uvjetom da se radi o manjem, papilarnom i

unilokularnom tumoru u istom aktu je izvedivo raditi i TURM i transuretralnu resekciju prostate

33



uz nizak perioperacijski i rizik za rasap bolesti, ¢ak 1 ako je postoperacijski potrebno instilirati

intavezikalnu kemoterapiju u mokraéni mjehur (156, 157).

1.9.4 Endoskopske biopsije mokracnog mjehura

CIS je posebni klini¢ko-patoloski entitet koji se prezentira kao barSunasti, crvenkasti areal 1 koji
se tesko razlikuje od upale ili ne mora uopce biti vidljiv. Iz tog razloga se uzimaju biopsije sa
suspektnih mjesta u mokra¢énom mjehuru ili kod bolesnika s pozitivnom citologijom urina, a
normalnog izgleda sluznice, moraju se uzeti nasumicne biopsije: tzv. mapiranje mokra¢nog
mjehura. Kako bi se mapiranje adekvatno napravilo, moraju se uzeti biopsije s trigonuma,

krova, lijeve, desne, anteriorne i posteriorne stijenke (158, 159).

1.9.5. Biopsije prostaticne uretre
U bolesnika s KMM moguca je prisutnost udruzene lezije i u prostati¢noj uretri. Stoga se kod
tumora lociranih na trigonumu i vratu, multifokalnih ili sumnje na CIS preporucuje uzeti i

biopsija prostati¢ne uretre na poloZaju 5 1 7 sati prije verumontanuma (160, 161).

1.9.6. Nove metode vizualizacije tumora
Kao standardna procedura, cistoskopija i TURM se rade pod bijelim svijetlom (engl. white light,
WL). Medutim, uporaba WL moze dovesti do propusta u detekciji lezije koje postoje ali nisu

vidljive, $to je uvjetovalo razvoj novih metoda detekcije.

1.9.6.1. Fotodinamska dijagnoza (fluorescentna cistoskopija ili cistoskopija plavim svjetlom)
Fotodinamska dijagnostika (FD) se izvodi uz pomo¢ plavog svijetla nakon instilacije 5-

aminolevulinske ili heksaminolevulinske kiseline .

1.9.6.1.1. Utjecaj na detekciju karcinoma

Potvrdeno je kako biopsija i resekcija KMM pod fluorescentnim svjetlom ima vecu osjetljivost
nego konvencionalne metode za detekciju malignih tumora, posebno CIS-a, S$to je opisano u
preglednim radovima i meta-analizama (92% vs 71%). Ipak, FD ima niZu specifi¢nost nego
WL 1 ne pomaze za iskljucenje lezije u prostaticnoj uretri (162, 163). LaZno pozitivan nalaz
moze biti induciran upalom, nedavnim TURM-om ili tijekom prva tri mjeseca nakon instilacije

BCG-a (164).

1.9.6.1.2 Utjecaj na povrat bolesti

Blagotvoran utjecaj FD na povrat bolesti je analiziran kroz pregledne clanke koji su
demonstrirali nizi rizik od povrata bolesti i u kra¢em i u duljem razdoblju. Medutim, nije nadena

razlika u progresiji i stopi mortaliteta (165). Najnovija Cochrane pregledna analiza je pokazala

34



da FD asistiran TURM produzuje ne samo razdoblje bez povrata bolesti, ve¢ i progresiju bolesti
ali uz nisku sigurnost dokaza (166). U suprotnosti s prethodnim dokazima, multicentri¢na
studija iz Ujedinjenog Kraljevstva je pokazala da FD ne utjece na redukciju povrata bolesti niti

je isplativ u usporedbi s konvencionalnim WL TURM-om kroz trogodiSnje razdoblje (167).

1.9.6.1.3 Uskopojasno snimanje
Kod uskopojasnog snimanja (US) istice se kontrast izmedu normalnog urotela i

hipervaskularnog zlo¢udnog tkiva. Pojacana detekcija karcinoma je dokazana kod biopsija
mjehura i TURMa vodenih US (168). Iako su ukupni rezultati negativni, korist metode je nakon
tri mjeseca i nakon jedne godine utvrdena za tumore niskog rizika (169). Pregledni ¢lanak i
meta analiza Russoa i autora pokazala je poboljSanu detekciju (dijagnosticki precizniju) tumora
mjehura radenu FD ili US prema WL cistoskopiji (170). Obrnuto, meta analiza koja je uzela u
obzir jednokratnu postoperacijsku instilaciju kemoterapeutika pokazala je nizu stopu recidiva

u jednogodis$njem razdoblju samo primjenom FD, ali ne i u US asistiranim TURM-om (171).

1.9.6.1.4 IMAGELS

IMAGEIS je slikovno poboljSanje koje se temelji na kompjuteriziranom procesuiranju
razli¢itih komponenata boja upotrebljavaju¢i specifi¢ne svjetlosne filtre. lako uz ograni¢ene
dokaze, do sada su utvrdena poboljSanja u dijagnostickoj preciznosti u Cetiri razlicita svjetlosna
spektra te je utvrden nizi postotak povrata bolesti u odnosu na konvencionalne WL za T1

tumore nizeg i srednjeg rizika (172).

1.9.7. Re TURM

1.9.7.1. Detekcija rezidualne bolesti i dostupnjevanje tumora

Znacajan rizik od zaostalog tumora nakon inicijalne TURM procedure opisan je kod Ta 1 T1
lezija (173). Taj rezidualan tumor ima potencijal pogorSati onkoloSke ishode 1 stoga dalje
naglaSava vaznost dobro napravljenog inicijalnog TURM-a. Za bolesnike kojima je napravljen
inkompletan TURM, bilo zbog veli¢ine tumora ili intraoperativnih komplikacija, 1 kojima treba
kompletna resekcija u drugom aktu, bitan je dokumentirani podatak da tumor u prvom aktu nije
do kraja izreseciran. Glavne svrhe ponovnog TURM-a su: odstraniti rezidualni tumor, re-
resecirati mjesto ranije resekcije radi dobivanja adekvatnog patoloSkog nalaza, dopuniti
nedostajuée klinicke podatke (npr. proSirenost tumora, zahvacanje prostaticne uretre).
Sustavnom analizom podataka o bolesnicima s Ta 1 T1 HG KMM uocen je rizik za ostatni
tumor od 51% te 8 % za podstupnjevanje bolesti. Vecina rezidualnih lezija je je nadena na

mjestu incijalnog tumora (174). Takoder je utvrdeno kako je u bolesnika s T1 tumorom
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prevalencija rezidualnog tumora i dostupnjevanje bolesti u invazivni tumor nakon ponovnog
TURM-a visoka. Visoka je i u bolesnika u kojih se na incijalnom TURM-u dobio misi¢ni sloj
u preparatu. U skupini promatranih bolesnika se u 58% naSao rezidualan tumor, a u 11% se

tumor restupnjevao u invazivni (175).

1.9.7.2 Utjecaj re-TURM-a na ishode lijecenja

Re-TURM povecava razdoblje bez recidiva bolesti, poboljsava ishode nakon BCG tretmana, i
pruza prognosticku informaciju (176,177). U retrospektivnim evaluacijama bolesnika sa T1
tumorima 1 onih lijecenim BCG-om, ponovni TURM se pokazao povoljnim ¢imbenikom za
produljenje razdoblja bez recidiva i progresije bolesti te ukupnog prezivljenja u bolesnika u
kojih je inicijalnim TURM-om dobiven misi¢ detruzor (178). Retrospektivne studije koje su
analizirale bolesnike u kojih je raden ponovni TURM utvrdile su bolje ukupno prezivljenje. Tu
pojavu je moguce pogledati i kroz prizmu selekcije bolesnika za ponovni TURM s obzirom da
su ipak zdravstveno spremniji bolesnici u moguénosti i¢i na dva zahvata u kratkom roku. Stoga
je u buducénosti klju¢no identificirati specificne podgrupe pacijenata koje imaju koristi od

ponovnog TURM-a (179).

1.9.7.3 Vrijeme tempiranja ponovhog TURM-a

Retrospektivna evaluacija je pokazala kako je vrijeme 14 do 42 dana nakon inicijalne resekcije
za ponovni TURM optimalno tj. da produljuje razdoblje bez recidiva i progresije bolesti.
Bazirano na navedenom dokazu donesene su 1 preporuke za provodenje ponovnog TURM-a 2

do 6 tjedana nakon inicijalne resekcije (180).

1.9.7.4. Dokumentacija rezultata
Rezultati ponovnog TURM-a (rezidualni tumor i podstupnjevanje bolesti) odraZzavaju se na
kvalitetu 1 efektivnost inicijalnog TURM-a. S obzirom da je cilj poboljSati kvalitetu inicijalnog

TURM-a, moraju se zabiljeZiti rezultati druge resekcije.

1.9.8. Patolosko izvjesce

Patoloska analiza uzorka dobivenog TURM-om i biopsijom je kljucan korak u vezi daljnjih
odluka vezanih za lije€enje KMM(181). U tom slucaju je izrazito vazna suradnja urologa i
patologa. Klini¢ka informacija 1 visoka kvaliteta reseciranog i poslanog tkiva je kljucna za
adekvatnu patoloSku analizu. Kako bi dobili sve relevantne informacije, prikupljanje uzoraka,
njihovo rukovanje i evaluacija se moraju provoditi prema zadanim preporukama (182) (Tablica

5).
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Tablica 5.: Potrebni 1 preporuceni elementi patoloSkog izvjes¢a za UC -uzorci biopsije i

transuretralne resekcije:

Potrebno Preporuceno

Mjesto uzimanja uzorka Klini¢ka informacija
Operacijski postupak Klju¢ za identifikaciju bloka
Histoloski tip T1 podstupnjevanje
Histoloski podtip Udruzene epitelne lezije
Gradus Koegzistirajuca patologija

ProSirenost invazije Sporedne studije

Status muskularis proprije

Limfovaskularna invazija

Neinvazivni karcinom

Stavke kontrolne liste za TURM (preuzeto i modificirano prema Mostafaid et al, Suarez-

Ibarolla et al (136,183).

Operacijska sala

Provjera postavki operacijske dvorane i instrumenata (kosuljica, resektoskop, eza,
monopolar/bipolar) kamera, video, kateter

Irigacijska otopina: fizioloSka otopina, voda, glicin

Karakteristika bolesti: cistoskopski izgled tumora, prvi ili ponovni TUR, svjetlo

(bijelo, fotodimansko ili uskopojasno snimanje), procjena rizika

Cistoskopija/TURM

Cistoskopija: uretra/prostata (musSkarci), ureteralna usc¢a, divertikli
Lokacija tumora: broj, veli¢ina, oblik, CIS
WL/FD/US

Ispirak mjehura na citologiju

Tehnika resekcije (standard/en bloc)
Dubina resekcije
Kompletna/nekompletna resekcija
Biopsija prostaticne uretre DA/NE

Dodatne procedure (npr. retrogradna ureteropijelografija)
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e Procijenjen gubitak krvi
e Intraoperacijske komplikacije

e Intravezikalna terapija

1.10. Predvidanje povrata bolesti i progresije
Za lije¢enje KMM, a poglavito Ta i T1 svakako treba uzeti u obzir prognozu i komorbiditete
bolesnika. Kako bi se predvidio rizik povrata i/ili progresije bolesti, predstavljeno je nekoliko

prognosti¢kih modela za specificne populacije bolesnika.

1.10.1. Modeli bodovanja sukladno WHO 1973 sustavu klasifikacije

1.10.1.1. 2006 Model bodovanja Europske organizacije za istrazivanje i lijeCenje karcinoma
(engl. European Organisation for Research and Treatment of Cancer, EORTIC)

Radi lakseg predvidanja i kratkoro¢nih i dugoro¢nih procjena rizika za povrat i progresiju ,
EORTIC grupa za uroloske tumore objavila je 2006. sustav bodovanja i tablice rizika prema
klasifikaciji WHO-a iz 1973. Sustav bodovanja temelji se na Sest najznacajnijih klini¢kih 1
patoloSkih faktora u bolesnika uglavnom tretiranih intravezikalnom kemoterapijom: broj
tumora, promjer tumora, prethodna stopa ponavljanja, T kategorija, konkomitantni CIS, gradus

tumora (WHO 1973).

1.10.1.2. Model za bolesnike s Ta G1/G2 (WHO1973) tumore tretirane kemoterapijom
Taj sustav svrstava bolesnike u tri rizi€ne skupine za recidiv, uzimajuci u obzir povijest

recidiva, povijest intravezikalne terapije, gradus tumora i adjuvantnu kemoterapiju (184)

1.10.1.3 Model bodovanja za bolesnike lijecene BCG-om prema Spanjolskom uroloskom
drustvu (Club Urologico Espanol de Tratamiento, CUETO)

Model koji predvida rizik od povrata i progresije bolesti, baziran na 12 doza intrvezikalnog
BCG-a kroz 5 - 6 mjeseci pracenja nakon TURM-a. Sustav bodovanja temelji se na sedam
prognostickih ¢imbenika: dobi, spolu, prijaSnjoj stopi recidiva, broju tumora, T statusu,

konkomitantnom CISu, G tumora.

Upotrebljavajuéi taj model, izracunati rizik recidiva je nizi nego onaj prema EORTIC scoring
modelu. Za progresiju bolesti vjerojatnost je niza samo za bolesnike visokog rizika (185). Nizi

rizik u CUETO tablicama moze biti povezan s uporabom BCG-a u studiji. Prognosticka
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vrijednost EORTIC bodovnog sustava je potvrdena podacima od CUETO bolesnika lijeCenih
BCG-om i dugotrajnim pra¢enjem u drugoj populaciji bolesnika (186).

1.10.1.4. EORTIC scoring model za bolesnike tretirane odrzavanjem BCG-om

U bolesnika intermedijarnog 1 visokog rizika bez konkomitentnog CISa tretiranih sa 1 do 3
godine odrzavanja BCGom, nadeno je da su prijasnji stupanj recidiva i broj tumora najvazniji
prognosticki ¢imbenik za povrat bolesti, a stupanj 1 gradus za progresiju i bolest specificno
prezivljenje, dok su dob i1 gradus najvazniji ¢imbenici kod sveukupnog prezivljenja.
Upotrebljavaju¢i te podatke izradeni su normogrami kod pacijenta na terapiji odrzavanja

BCGom (187).

1.10.2. Model bodovanja upotrebljavajuci WHO 2004/2016 i WHO 1973 klasifikacijski
sustav

1.10.2.1 Sustav bodovanja Europskog uroloskog drustva (engl. European Association of
Urology, EAU) za ne-misi¢no invazivni KMM 2021.

Navedeni sustav je azurirao rizik od progresije bolesti i kreirao rizi¢ne skupine novih
prognosti¢kih ¢imbenika upotrijebivsi i WHO 1973 i WHO 2004/2016 klasifikacijski sustav.
Ukljuceni su bolesnici lije¢eni TURM-om sa ili bez intravezikalne kemoterapije, dok su
bolesnici lije¢eni BCG-om isklju€eni jer BCG moze reducirati rizik od progresije bolesti. 1z
multivarijantnih analiza nezavisni prediktori progresije bolesti su stupanj, gradus (WHO 1973
12004/2022), konkomitantni CIS, broj, veli¢ina tumora i dob (188).To je jedan dostupan model
koji uklju¢uje WHO 2004/2022 klasifikacijski sustav kao jedan od parametara uz izraun
individualnog bolesnikovog rizika i vjerojatnosti od progresije. Za napomenuti je da EAU
sustav bodovanja procjenjuje samo rizik od progresije tumora, ali ne i povrata bolesti, stoga se
bilo koji od prije navedenih modela moZe uporabiti za izracun bolesnikovog individualnog

rizika.

1.10.3. Drugi prognosticki cimbenici

Drugi (unaprijedeni) prognosticki ¢cimbenici su opisani za selektirane skupine bolesnika:

e Za T1 HG/G3 tumore vazni prognosticki ¢imbenici su zenski spol, CIS u prostaticnoj
uretri u muskaraca lijecenih indukcijskim tretmanom BCG-a, dob, veli¢ina tumora,
udruzeni CIS u bolesnika lijecenih BCG-om (160, 189).

e Osobita paznja mora biti pridodana bolesnicima sa T1 HG/G3 tumorima u divertiklu

mjehura zbog odsustva misi¢nog sloja u stijenci divertikla (190).

40



e U bolesnika s TIG2 tumorima lije¢enih TURM-om recidiv unutar 3 mjeseca je
najvazniji prediktor progresije (191).
e Zauvrstenje molekularnih biljega u normograme za izracun rizika, a da bi se poboljsala

njihova prediktivna to¢nost nuzna su daljnja istrazivanja (192, 193).

1.10.4 Primarni karcinom in situ

Bez ikakvog lijecenja, priblizno 54% bolesnika sa CIS-om progredira u T2 bolest. Za CIS ne
postoje pouzdani prognosticki ¢imbenici, iako su neke studije objavile losiji ishod u udruznom
CIS-u i T1 tumoru u usporedbi sa samim CIS-om, proSirenim CIS-om 1 CIS-om u prostati¢noj
uretri. Odgovor na intravezikalnu terapiju BCG-om ili kemoterapiju je vazan prognosticki
¢imbenik za naknadnu progresiju i smrt uzrokovanu KMM (185, 186). Kod 10 do 20%

bolesnika koji su odgovorili na BCG u usporedbi sa 66% onih koji nisu, bolest ¢e progredirati

u T2 stadij (194, 195).

1.10.5 Stratifikacija bolesnika u rizicne skupine

Kako bi se omogucilo lakse i jednostavnije provodenje smjernica za lijeCenje, preporucuje se
podijeliti bolesnike u rizicne skupine temeljene na vjerojatnosti progresije bolesti u T2 stadij.
Definicija rizicne skupine prema smjernicama EAU temelji se na individualiziranim podacima
bolesnika analiziranih u primarno oboljelih bolesnika 1 kalkulaciji njthovih bodova za

progresiju.

Za racunanje rizi¢ne skupine u pojedenih bolesnika moze se rabiti sustav klasifikacije WHO
1973. ili WHO 2004/2016. Vjerojatnost progresije u 5 godina varira od 1% na vise od 40 %
medu riziénim skupinama. Za ¢imbenike gdje podaci za individualne bolesnike nisu skupljeni
poput podtipova urotelnog karcinoma, primarnog CIS-a i CIS-a u prostati¢noj uretri literaturni

podaci su uzeti za raspodjelu bolesnika u rizi€ne skupine.

Klini¢ki sastav novih skupina rizika prognostickih ¢imbenika EAU Ta/T1 KMM na temelju
klasifikacijskih sustava ocjenjivanja WHO 1973 ili 2004/2016 (196):

e Samo jedan ili drugi sustav (WHO 1973 ili WHO 2004/2016) se koristi za izratun
rizi¢ne skupine.

e Ako su oba klasifikacijska sustava dostupna u pojedinog bolesnika, preporucuje se rabiti
izracun rizi¢ne skupine na temelju WHO 1973 s obzirom da ima bolju prognosticku

vrijednost.
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Kategorija tumora nizeg stupnja malignosti (WHO 2004/2016) isto ukljucuje bolesnike
s tumorima klasificiranim kao papilarna urotelna neoplazma niskog stupnja malignosti
PUNLMP.

Dodatni klini¢ki rizi¢ni ¢imbenici su: dob > 70 godina, multipli papilarni tumori i tumori

veéi od 3 cm u promjeru.

Rizicna skupina:

Primarni, unilokularan, TaT1

Nizak rizik
LG/G1 tumor < 3cm bez CIS-au
bolesnika < 70 godina

Intermedijarni rizik Bolesnici bez CIS-a koji nisu
ukljuceni ni u nizak, visok ili vrlo
visok rizik

. . Svi T1 HG/G3 bez CISa, osim onih
Visok rizik

uklju¢enih u grupu vrlo visokog
rizika
Stadij, G s dodatnim klini¢ckim
¢imbenicima rizika:
Ta LG/G2 ili T1G1, bez
CIS-a sa sva 3 rizi¢na
¢imbenika
Ta HG/G3 ili TILG, bez
CIS-a s najmanje 2 rizi¢na
¢imbenika
T1 G2 bez CIS-a s najmanje
jednim riziénim
¢imbenikom
Stadij, s dodatnim klini¢kim

Vrlo visok rizik 5 . .
¢imbenicima rizika:
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e TaHG/G3iCISsasva3
rizi¢na ¢imbenika

e TI1G21CIS s najmanje dva
rizi¢na ¢imbenika

e T1 HG/G3 i CIS s najmanje
jednim rizi¢nim
¢imbenikom

e T1 HG/G3 bez CIS-a sa sva

tri rizi¢na ¢imbenika

Sustav bodovanja temelji se na individualnim podacima bolesnika, ali ne ubraja bolesnike sa

primarnim CIS-om (visok rizik) ili recidivirajué¢im tumorima, kao i patoloske parametre kao $to

su subtipovi karcinoma.

Vjerojatnost progresije bolesti u 1, 5 1 10-godiSnjem razdoblju prema EAU rizi¢nim skupinama

(196):

Nove rizi€ne skupine sa WHO 2004/2006 ((Vjerojatnost progresije 1 95% interval

pouzdanosti (engl. confidence interval, Cl) )

Nizak 0,06% (CI: 0,01% — 0,43%) u jednogodisnjem razdoblju 0,93% (CI: 0,49%
— 1,7%) u petogodiSnjem razdoblju 1 3,7% (CI: 2,3% — 5,9%) u desetogodiSnjem
razdoblju

Intermedijarni 1,0% (CI: 0,50% — 2,0%) u jednogodi$njem razdoblju

4,9% (CI: 3,4% — 7,0%) u petogodisnjem razdoblju i 8,5% (CI: 5,6% — 13%) u
desetogodisnjem razdoblju

Visok 3,5% (CI: 2,4% — 5,2%) u jednogodisnjem razdoblju,

9,6% (CI: 7,4% — 12%) u petogodisnjem razdoblju i 14% (CIL: 11% — 18%) u
desetogodisnjem razdoblju

Vrlo visok 16% (CI: 10%—26%) u jednogodi$njem razdoblju,

40% (CI: 29%—54%) u petogodiSnjem razdoblju i 53% (CI: 36%—73%) u

desetogodisnjem razdoblju.

Nove rizicne skupine sa WHO 1973 (Vjerojatnost progresije 1 95% interval pouzdanosti)

Nizak 0,12% (CI: 0,02% — 0,82%) u jednogodi$njem razdoblju,
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0,57% (CI: 0,21% — 1,5%), u petogodisnjem razdoblju i 3,0% (CI: 1,5% — 6,3%) u
desetogodisnjem razdoblju
e Intermedijarni 0,65% (CI: 0,36% — 1,2%) u jednogodi$njem razdoblju
3,6% (CI: 2,7% — 4,9%) , u petogodisnjem razdoblju i 7,4% (CI: 5,5% — 10%) u
desetogodisnjem razdoblju
e Visok 3,8% (CI: 2,6% — 5,7%) u jednogodiSnjem razdoblju, 11% (CI: 8,1% —
14%) u petogodisnjem razdoblju 1 14% (CI: 10% — 19%) u desetogodisnjem
razdoblju
e Vrlo visok 20% (CI: 12% — 32%) u jednogodisnjem razdoblju, 44% (CI: 30% —
61%) u petogodiSnjem razdoblju 1 59% (CI: 39% — 79%) u desetogodiSnjem
razdoblju.
S ciljem dodatne potpodjele heterogene skupine Ta/T1 tumora intermedijarnog rizika troslojni
model koji je prvobitno predlozila Medunarodna skupina za KMM poboljsan je 2022. On se
temelji na pet klini¢kih rizicnih ¢imbenika: broju i veli¢ini tumora, vremenu i1 ucestalosti
recidiva te neuspjehu prethodnih intravezikalnih terapija. Taj sustav je validiran
multicentricnom klinickom studijom provedenom na 677 bolesnika s prvom pojavom tumora i

recidivom intermedijarnog rizika bolesti tretiranog intravezikalnom terapijom (197).

1.11. Radikalna cistektomija s derivacijom urina kod T2 KMM

Mokra¢ni mjehur je anatomski smjeSten u zdjelici u ekstraperitonealnom prostoru iza
preponske simfize. Usidren je svojom kupolom na umbilikus preko medijalnog umbilikalnog
ligamenta koji je rudiment fetalnog urahusa. Prima urin iz mokrac¢ovoda, a ispraznjava ga
putem mokracéne cijevi. Vrat mokra¢nog mjehura se u muskaraca nastavlja na prostatu 1
ucvrscen je na zdjeli¢nu dijafragmu putem medijalnog 1 lateralnog puboprostati¢nog
ligamenta u muSkaraca te pubovezikalnog ligamenta u Zena. Kao organ je koncipiran da
omoguci pohranu urina pod niskim tlakom tijekom faze punjenja, ali i da se kompletno
isprazni tijekom faze mikcije. Slojevit dizajn mjehura 1 njegova kompleksna neuralna kontrola
omogucuju mjehuru da se puni bez voljnih kontrakcija, a da se prazni visoko koordiniranim
kontrakcijama miSic¢a detruzora. Najpovrsniji sloj mokra¢nog mjehura je urotel, debljine 7 -
10 stanica. Ispod urotela se nalazi lamina proprija, sadrzi vezivno tkivo, limfne Zile, Zivce i
krvne Zile. Ispod lamine proprije nalazi se muskularis propria, koja sadrzi glatki miSi¢, poznat
kao detruzor koji je odgovoran za kontrakcije mjehura. Misi¢ni fascikli su na tijelu mjehura
rasporedeni u slu¢ajnim smjerovima, dok se prema vratu mjehura uslojavaju u cirkularnu

konfiguraciju. Navedena znacajka omogucava ekspanziju prilikom faze punjenja i kontrakciju
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uz relaksaciji sfinktera pri aktu mikcije (198). S obzirom da je mokraé¢ni mjehur najcesce
sijelo malignog tumora urinarnog trakta, njegovo kirursko odstranjenje uz regionalne limfne
¢vorove predstavlja zlatni standard ukoliko se dijagnosticira lokalizirana miS§i¢no invazivna
bolest (199). Limfna drenaza mokra¢nog mjehura se odvija kroz vanjske ilijacne, obturatone
te zajednicke ilijacne limfne ¢vorove. Daljnja drenaza ide putem presakralnih u
retroperitonealne ¢vorove: parakavalne, interaortokavalne i paraaortalne (200, 201).
Razumijevanje anatomskih i histoloSkih znacajki su vazne u razumijevanju lije¢enja KMM.
Jednom kad karcinom prodre u sloj lamine proprije, metastatski potencijal kroz limfne i krvne
zile postaje znacajan (202). Za tumore koji su miSi¢no-invazivni, HG rekurirajuci unato¢
intravezikalnoj terapiji ili nedostupni resekciji endoskopskim metodama, RC tj. odstranjenje
mokra¢nog mjehura i regionalnih limfnih ¢vorova je standardna metoda (203). Kod
rekonstrukcije urinarnog trakta nakon odstranjenja mokra¢nog mjehura nuzno je napraviti
derivaciju urina. Metode derivacije urina nakon RC se mogu podijeliti u kontinentne 1
inkontinetne. U kontinentnih mokraca se pohranjuje u rezervoaru cije se praznjenje provodi
voljnim aktom mikcije ili kateterizacijom. To je ortotopi¢na derivacija. Kod inkontinentnih
derivacija mokraca je preusmjerena iz mokracovoda bilo direktno (ureterokutaneostomija) ili
preko segmenta crijeva (ileum konduit) na kozu na koju se lijepi urostomska vrecica za
sakupljanje mokrace. Kad se konstruira novi mokra¢ni mjehur ili kontinentni kozni rezervoar,
konfiguracija crijeva mora omogucavati pohranu urina pri niskom tlaku da prevenira refluks u
gornji urotrakt. Rezervoar takoder mora odrzavati sposobnost Sirenja kako bi se omogucilo
voljno praznjenje u dovoljno kratkim intervalima kako bi se izbjegle pretjerane metabolicke

posljedice, dok istovremeno moZze zadrzati urin nekoliko sati za socijalnu kontinenciju (204).

1.11.1.Indikacije i kontraindikacije

RC s derivacijom urina pedstavlja naju€inkovitiji modalitet lijeCenja za T2 KMM, s
petogodi$njim tumor specificnim prezivljenjem preko 76% (205). Nisu svi bolesnici podobni
za sve vrste derivacija urina. Stoga se kod svakog bolesnika kod kojeg se planira zahvat RC
mora pojedinacno provesti savjetovanje o razli¢itim oblicima derivacije urina te objasniti
njihove rizike i prednosti (206). Cimbenici koji odreduju vrstu derivacije urina su jedinstveni
za svakog bolesnika i bolest samu, a bitno ih je sve dobro sagledati kako bi se odabrala
adekvatna derivacija. Bolesnici koji Zele NB derivaciju moraju biti motivirani posti¢i rezim
mokrenja ,,na sat“ i moraju posjedovati sposobnost intermitentne samokateterizacije. Naime,
kod NB derivacije od tankog crijeva se konstruira novi mokraéni mjehur, stoga bolesnik vise

nema osjecaj prepunjenosti i nagona na mokrenje. Ti bolesnici se moraju savjetovati o razliitim
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tehnikama mokrenja, a takoder, moraju biti svjesni i potencijalne dnevne i no¢ne inkontinencije.
Bolesnici koji se podvrgavaju inkontinentnim derivacijama poput ileum konduita i
ureterokutaneostomija moraju razumjeti i biti sposobni voditi brigu i njegu oko urostome na
trbusnoj stjenci. Bolesnici kod kojih se razmatra kontinentna derivacija na kozu moraju
razumijeti da se drenaza urina mora provoditi intermitentnom samokateterizacijom 4 - 6 puta
svaki dan. Ukoliko se kod starijih bolesnika planira NB, moraju biti svjesni kako postoji visok
rizik od odgodenog oporavka kontrole urina i dugorocni rizik za no¢nu inkontineciju (207).
Ileum konduit (cijev/izvod od terminalnog ileuma) je tehnicki manje zahtjevna derivacija za
izvesti u usporedbi s ortotopicnom derivacijom i rezultira kra¢im trajanjem operacije s manjom
manipulacijom crijevima. Ova tehnika je udruzena sa smanjenjem kratkoro¢nih
postoperacijskih komplikacija i moze biti prikladnija za starije i osobe loSijeg opceg stanja
(208). Bolesnici s kognitivnim poremecajima, degenerativnim neuroloSkim bolestima i
opcenito loSijeg opeg stanja s komorbiditetima moraju biti savjetovani da kontinentna
derivacija zahtijeva spretnost i paznju povrh one koja se dobiva od ¢lanova obitelji, patronaznih
sestara ili njegovatelja i stoga je mozda bolja opcija za njih ileum konduit (209). Otprilike 10%
muskaraca 1 polovica Zena zahtijeva intermitentnu kateterizaciju radi adekvatnog praznjenja
novoga mjehura. Stoga, loSa manualna spretnost, ¢esto pracena samom nevoljko$¢u bolesnika
za samokateterizacijom, je kontraindikacija za njegovo formiranje (210). Zbog istog razloga
postojanje uretralne strikture takoder kontraindicira formiranje NB. Sto se ti¢e naravi same
bolesti u bolesnika u kojih je doslo do propagacije tumora mokra¢nog mjehura na mokra¢nu
cijev bilo makroskopski bilo na intraoperacijskom patohistoloSkom preparatu je takoder
kontraindikacija za formiranje novoga mjehura. Bolesnici s kroni¢nom renalnom ili jetrenom
insuficijencijom nisu kandidati za NB nakon cistektomije, jer kroni€na metaboli¢ka acidoza
moze dovesti do progresivnog propadanja bubrezne funkcije. Glavni uzrok metabolicke acidoze
je apsorpcija amonijevih iona kroz intestinalnu mukozu NB iz pohranjenog urina (211). Iz istog
razloga odrzana funkcija jetre je bitna kod bolesnika u kojih se planira napraviti NB (199).
Terminalni ileum je najceSc¢e koriSten segment crijeva za urinarne konduite 1 NB. [leum ima
relativno mali promjer i prili¢no je mobilan za optimalno pozicioniranje u abdomenu ili zdjelici
zahvaljujuci pouzdanoj krvnoj opskrbi od gornje mezentericne arterije. Nadalje, ileum se moze
saviti 1 oblikovati na takav nacin da se omoguci rezervacija rezervoara niskog tlaka koji je
potreban za novi mjehur. Postoje rijetki slucajevi u kojima mezenterij ileuma bude prekratak
pa se ne moze pozicionirati nisko u zdjelici za ortotopi¢ni mjehur. U takvim slu¢ajevima moraju

se izvesti ili ileum konduit ili kontinentna kozna derivacija urina (212).
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1.11.2. Tehnika operacije i vrste derivacija

Sama operacija RC s derivacijom mokrace izvodi se najceS¢e otvoreno, a opisani su i
minimalno invazivni pristupi, bilo laparoskopski ili robotski asistirani. Nacela odgovarajuce
ekspozicije 1 mobilizacije crijeva omogucavaju kreiranje adekvatne anastomoze bez tenzije.
Potrebno je pazljivo procijeniti vaskularnu opskrbu svakog segmenta crijeva koji se koristi u
rekonstrukciji kako bi se osigurala dobra prokrvljenost konduita. Tijekom zahvata vadi se
mokraéni mjehur i1 regionalni limfni ¢vorovi s obje strane, Sto nazivamo prednjom
egzenteracijom zdjelice. U muskaraca se uz mjehur vadi i prostata, a u Zena maternica i jajnici.

Po ucinjenoj prednjoj egzenteracijii zdjelice radi se derivacije mokrace.

1.11.2.1 Ureterokutaneostomija

Ovo je najjednostavnija vrsta derivacije urina. Obi¢no se radi u bolesnika u kojih loSe opce
stanje ne dopusta dulje trajanje operacijskog zahvata ili kada intraoperacijski utvrdimo
prosirenje maligne bolesti mokra¢nog mjehura na potrbusnicu. Ovaj tip zahvata se sastoji od
vadenja mokra¢nog mjehura 1 limfnih ¢vorova te mobilizacije 1 preparacije mokracovoda.
Mokrac¢ovode premjestimo na desnu stranu, Spatuliramo, skupa zasijemo te ih kroz cirkularnu

inciziju izvedemo na kozu trbusne stijenke.

Ukoliko zbog konstitucije bolesnika ili intraoperacijskog statusa maligne bolesti ne moZemo
mobilizirati dovoljnu duzZinu mokracovoda, u bolesnika se izvedu dvije ureterokutane stome,

po jedna na svaku stranu trbusne stijenke, za svaki mokra¢ovod posebno.

Izvedene mokrac¢ovode zaSijemo za kozu trbuSne stijenke te ih intubiramo ureteralnim JJ
protezama koje ostaju trajno, a mijenjaju se svaka 2 mjeseca preko zice vodilice. Svrha proteza

je sprjeCavanje stenoze mokra¢ovoda na trbusnoj stjenci.

1.11.2.2 lleum konduit

Za ovu vrstu derivacije odabire se odgovarajuci dio ileuma koji bi trebao biti priblizno duljine
15 cm, a segment se uzima 20-ak cm oralno od ileocekalne valvule. Duljina konduita je
odabrana tako da omogu¢i odgovarajuce pozicioniranje anastomoze uretera bez napetosti. Prije
resekcije crijeva obvezno se provjeri vaskularna opskrba ciljanog segmenta koja se radi tako da
se podigne kompletni terminalni ileum u zrak i kroz mezenterij se uperi operacijsko svjetlo u
zamracenoj dvorani. Tako se kroz mezenterij mogu toCno vizualizirati krvne Zile koje
opskrbljuju zeljeni segment crijeva koji ¢emo upotrijebiti za konduit. Mezenterij se zatim kroz
avaskularni sloj podijeli na dva mjesta, to¢no ispod mjesta resekcije crijeva. Nakon S$to

resekcijom dobijemo Zeljeni segment crijeva skupa s mezenterijem koji ¢emo upotrijebiti za
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konduit, radimo gastrointestinalnu anastomozu preostalog reseciranog crijeva za zatvaranje
mezentericnog zjapa. Nakon uspostavljenog kontinuiteta, slijedi konstrukcija samog konduita
(slika 14). Oba uretera se premjeste na desnu stranu te se Spatuliraju i zasSiju jedan za drugi, a
zatim na proksmalni dio konduita. Poseban oprez mora se usmjeriti krvnoj opskrbi i uretera 1
samog segmenta crijeva. Kada se uspostavi kontinuitet oba mokra¢ovoda s proksimalnim
dijelom konduita u mokra¢ovode se postavljaju privremene proteze koje spre¢avaju curenje
urina i kasniju strikturu same anastomoze. Nakon formiranja anstomoze konduita i oba
mokrac¢ovoda, na desnoj strani koze trbuSne stijenke u razini pupka radi se kruzna incizija u
promjeru koliko je otprilike promjer samog ileuma. Kroz rupu trbuSne stijenke provuce se
konduit kroz koji prolaze ureteralni stentovi. Distalni dio konduita se zatim zasije pojedina¢nim
Savima za trbusnu stijenku i time je konstrukcija derivacija urina gotova. Proteze ostaju jo$ 15-

ak dana, te se vade na prvom kontrolnom pregledu po otpustu iz bolnice.

Slika 14. Ileum konduit u koji je postavljena ureteralna proteza (bijelo) neposredno prije
spajanja na kozu trbuha. Privatna slika autora slikana za vrijeme cistektomije na Klinici za

urologiju KBC Zagreb

1.11.2.3 NB derivacija

Do sada su opisane brojne NB derivacije, a zajedni¢ko svakoj od njih je stvaranje rezervoara
niskog tlaka na temelju dvostrukog savijanja segmenta ileuma. Segment crijeva za NB izvodi
se na identican nacin mobilizacijom mezenterija kao za ileum konduit, iako mezentericni dio
mora biti dublji kako bi se omogucila ve¢a mobilizacija segmenta crijeva u zdjelicu, a segment
crijeva duzi. Oko 60 cm ileuma proksimalno od ileocekalne valvule se uzima radi konstrukcije
novog mjehura. Kao i za ileum konduit crijevo koje ¢e se koristiti za konstrukciju spusta se u

zdjelicu, dok se preostalo resecirano crijevo reanastomozira i zatvara mezentericni zjap.
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Segment crijeva uzet za NB se presavije u dva dijela, a njihova straznja stijenka se poravna
kako bi se napravila W konfiguracija. UCini se zatim incizija crijeva na antimezenterijalnoj
strani, a na kranijalnim krajevima NB na svakoj strani se formira po jedan ,,dimnjak* za
implantaciju mokra¢ovoda. Mjesto za implantaciju dimnjaka se ne otvara tj. ne detubularizira.
U preostalom dijelu detubulariziranog crijeva presije se straznja stijenka produznim Savom sa
zakljucavanjem. Ureteri se anastomoziraju na anterolateralnu stijenku dimnjaka te se intubiraju
ureteralnim protezama zbog prevencije curenja urina i strikture anastomoze. Zatim zatvaramo
prednju stijenku NB, pocevsi od najkaudalnijeg dijela, ostavljaju¢i mjesto za ureteralnu
anastomozu otvorenim. Ureteralna anastomoza se radi s nekoliko pojedina¢nih Savi uretre i NB
te postavljanjem silikonskog katetera kroz mokraénu cijev. Intaroperacijski se isproba drzanje
anastomoze instilacijom 50 ccm fizioloske otopine kroz urinarni kateter, a postoperacijski se
ispiranje provodi svakih 6 h kako bi se sprijecilo stvaranje mukoznih ¢epova i opstrukcija. Kod
zatvaranja operacijske rane ureteralne proteze se izvedu na kozu trbusne stijenke. One se
uklanjaju 10 dana nakon, a urinarni kateter 15 dana nakon operacije. Nakon uklanjanja
urinarnog katetera bolesnici se educiraju kako mokriti svakih 4 - 5 sati Valsalvinim manevrom

(213).

1.11.2.4. Kontinentna kozna derivacija urina

Iako su opisane mnoge verzije kontinentnih kutanih derivacija urina, tehnika koja se najcesce
izvodi je rezervoar od uzlaznog debelog crijeva i kateteriziraju¢eg kanala distalnog ileuma.
Mobilizira se priblizno 30-ak cm uzlaznog debelog crijeva. Segment od 10 cm terminalnog
ileuma je odabran kao kanal koji se moze kateterizirati. Kontinuitet preostalog crijeva se
uspostavlja anastomozom terminalnog iluma na popre¢ni kolon. Izolirani segment kolona se
detubularizira duz prednje tenije. Treba paziti kako bi se izbjegao prekid ileocekalne valvule.
Kanal za samokateterizaciju moze se napraviti kori$tenjem terminalnog ileuma, a suzava se
produznim Savima preko katetera debljine 14 Ch. Ileocekalna valvula se ojacava kako bi
posluzila kao mehanizam za zadrzavanje mokrace. Mjesta za ureteroenteralnu anastomozu
biraju se na straznjoj stijenci detubulariziranog kolona. Za svaku ureteralnu anastomozu stvara
se mali hiatus debelog crijeva, a svaki ureter prolazi s vanjske na unutarnju stranu rezervoara
(engl. poucha ) debelog crijeva. Segmenti uretera se skracuju prema potrebi kako bi se osiguralo
izrezivanje bilo kojeg suvisnog ili slabo prokrvljenog dijela uretera. Zatim se ureteri spatuliraju
1 anastomoziraju iz unutarnjeg dijela poucha pojedina¢nim ili produznim Savima, a uretralne
proteze se stavljaju prema odluci kirurga. Nakon Sto se dovrsi ureterokoloni¢na anastomoza,

otvoreni segment debelog crijeva se presavije i aproksimira u dva sloja resorptivnim Savima.
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Kroz prednju stijenku rezervoara moze se postaviti cekostoma. Ilealni kanal koji se moze
kateterizirati se dovodi do oznacenog mjesta stome i maturira na kozi. Kozni rez se radi u obliku
slova V s pojedina¢nim resorptivnim Savima. Na kraju se postavlja i u¢vrséuje stoma kateter

(198).

1.11.3. Komplikacije

RC s derivacijom urina je kompleksna velika abdominalna operacija, a najvise se radi kod
starijih bolesnika koji uz malignu bolest imaju udruzene komorbiditete poput dijabetesa,
renalne insuficijencije 1 kardiopulmonalnih bolesti (214) Dvije tre¢ine bolesnika u
postoperacijskom periodu tijekom prvih 90 dana dobije neku komplikaciju od kojih je
ozbiljnijih oko 20%. Vise od pola kirurskih komplikacija odnosi se na derivaciju mokrace nego
na cistektomiju samu. Najce$¢e su gastrointestinalne, infektivne ili s ishodiStem u urotraktu
(215). Postoperacijski ileus se manifestira u otprilike 20% slucajeva (216). Rizi¢ni ¢imbenici
za perioperativni tromboembolijski incident ukljuc¢uju kirurgiju zdjelice, malignu bolest,
neoadjuvantnu kemoterapiju i stariju dob (217). Taj rizik se ublazava uzimanjem profilakti¢ne

antikoagulantne terapiju prvih mjesec dana iza operacije.

Ureteroenteri¢ne strikture prate se u 3% do 17% slucajeva, a stopa raste s duljinom pracenja
bolesnika. Rizi€ni c¢imbenici za strikturu ukljucuju preoperacijsku hidronefrozu,
postoperacijsko curenje (engl./eak) urina, perioperacijske urinarne infekcije, prijasnje
abdominalne operacije ili zracenje. Urinarni leak iz ureteralnih anastomoza u perioperacijskom

periodu moze inducirati kemijski peritonitis i doprinijeti prolongiranom ileusu (218).

U duZem periodu prac¢enja moguce je formiranje kamenaca i to u 4 - 6% NB 1 do 42%
kontinentnih kutanih diverzija. Kroni¢na acidoza i staza urina doprinosi formiranju litijaze
(219). Parastomalne hernije koje okruzuju ileum konduit pojavljuju se u 5 do 65% slucajeva,

sa otprilike jednom tre¢inom koji zahtijevaju kirurSku korekciju (220).

Stope metabolicke acidoze variraju izmedu 5 do 15% za ileum kondiuite, 6 do 13% za
ortotopicnu derivaciju te 26 do 45 % za kontinentne kutane diverzije . Kroni¢na acidoza dovodi
do demineralizacije kostiju 1 osteopenije. Bolesnici s preoperacijskom renalnom
insuficijencijom su u jo§ vecem riziku (221). Redovna evaluacija elektrolita s korekcijom
acidoze i suplemenata kalcija s vitaminom D samim ili u kombinaciji s bifosfonatima prevenira

nastanak acidoze induciranom demineralizacijom kostiju.
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Terminalni ileum je mjesto apsorpcije vitamina B12 i u bolesnika kod koji se rabi taj segment
za derivaciju mokrace imaju rizik od deficijencije B12. Simptomi deplecije B12 nisu specifi¢ni
i ukljucuju letargiju, ekstremni umor, slabost, lupanje srca, otezano disanje, vrtoglavicu,
izrazito blijedu kozu, neuropatiju, poremecaje vida, ulceracije u ustima. Manjak B12 se
manifestira oko tri godine nakon operacije. GodiSnja reevaluacija i suplementacija prema

potrebi mogu sprijeciti posljedice nedostaka vitamina B12 (222).

1.11.4. Klinicki znacaj

Mokraéni mjehur igra klju¢nu ulogu u pohranjivanju i otpustanju urina. Kada je indicirana, RC
s derivacijom urina je u¢inkovita metoda za lijeCenje raka mokra¢nog mjehura uz odrzavanje
dobre kvalitete zivota. Medutim, uklanjanje mokra¢nog mjehura je dogadaj koji iz temelja
mijenja zivot i svakodnevne navike kada se temeljni problem raka mokra¢nog mjehura anulira
kako je isplanirano. Nakon RC dostupne su razli¢ite moguénosti derivacije urina, a za svaku od
njih se rade jedinstvena razmatranja za i protiv koji su sastavni dio preoperacijske pripreme

bolesnika.

Ankete o kvaliteti zivota 1 ispunjenju ocekivanja koje su bolesnici postoperacijski ispunjavali
pokazale su znacajno poboljSanje ukoliko se vodilo racuna o informiranosti bolesnika te
sudjelovanju u zajednickom planiranju operacije 1 odluc¢ivanju o vrsti derivacije zajedno sa

svojim medicinskim timom (223).

Bolesnici u kojih je napravljena RC s derivacijom urina danas zive znac¢ajno duZe nego prije,
stoga su vrlo vazni dugorocni ishodi same operacije. Medicinski timovi koji se bave lijeCenjem
bolesnika kod kojih se planira cistektomija moraju biti svjesni i kratkoro¢nih 1 dugoro¢nih
posljedica varijanti razli€itih vrsta derivacije urina pa se mora optimizirati lijeCenje za svakog

bolesnika ponaosob.

Pokazalo se kako su i1 kratkoro¢ni 1 dugorocni ishodi lijecenja poboljSani u centrima u kojima
se izvodi velik broj takvih zahvata te imaju zdravstvene timove osposobljene za specijaliziranu
skrb potrebnu ovim bolesnicima (224). Sam postupak optimizacije kirurSkih ishoda nakon
zahvata cistektomije 1 urinarne derivacije pocinje ve¢ prije operacije s preoperativnim
savjetovanjem 1 pripremom bolesnika. Perioperativno upravljanje sa standardiziranim
smjernicama tj. klinickim putovima poboljSanog opravka poboljSava ishode uz skracivanje
hospitalizacije s jednog tjedna i viSe na 3 do 4 dana (225). Uobicajene komponente navedenog
puta ukljucuju perioperativno lijeCenje boli koje Stedi opiodine narkotike: preoperacijsku
epiduralnu anesteziju ili regionalni blok. Uz to, rano enteralno hranjenje, optimizacija crijeva
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opioidnim antagonistima, rano postoperacijsko ustajanje, uklju€ivanje fizikalne terapije, kao i
enterostomalnih terapeuta, dokazano utjecu na poboljSanje perioperativnih ishoda i skra¢uju

vrijeme hospitalizacije.
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Moderna urologija nalazi se pred izazovima koji, pored lije¢enja bolesti kao i malignih tumora,
zahtijevaju 1 pronalazak poveznica koje bi se mogle identificirati kao rizicni ¢imbenici u
njihovu nastanku. Mnogi biljezi se proucavaju kao ¢imbenici rizika u nastanku malignih bolesti,
a jedan od njih je i sustav ABO. Unato¢ nastojanjima mnogih studija u traZzenju poveznica ABO
s rizikom od nastanka tumorskih bolesti, do danas su ostala nerazjasnjena. Sekvenciranjem
gena sustava ABO i ispitivanjem polimorfizama istrazivanja su se prosirila s razine fenotipova
na razinu genotipova i alela. Tema ovog istrazivanja je analiza fenotipa, genotipa i alela ABO
kao ¢imbenika rizika za pojavnost KMM u odnosu na kontrolnu skupinu i ¢imbenika rizika za

klinicke i1 patohistoloske stadije bolesti.

2.1 Hipoteza
Ne-O genotipovi (AA, OA, AB, BO 1 BB i aleli A i1 B), tj. oni koji se fenotipski manifestiraju
ispoljavanjem antigena na membrani eritrocita ABO, predstavljaju ¢imbenik rizika za

pojavnost, prosirenost, stupanj malignosti i recidiviranje KMM

2.2.Ciljevi rada
Glavni je cilj istrazivanja utvrditi povezanost fenotipova 1 genotipova ABO kod pojavnosti,

prosirenosti, stupnja malignosti i recidiviranja KMM.
Specifiéni ciljevi:

1. Odrediti fenotip 1 genotip ABO u:
a) skupini bolesnika s KMM koji ¢e biti podvrgnuti operativhom zahvatu uz
odredivanje klinickog 1 patohistoloskog stadija bolesti
b) zdravih dobrovoljnih darivatelja krvi
2. Usporediti fenotipove, genotipove i alele bolesnika sa zdravom populacijom
3. Ispitati povezanost klinickog, patohistoloskog stadija te ucestalost recidiva bolesti

unutar nositelja pojedinih fenotipova, genotipova i alela ABO.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1.Ispitanici

Skupinu ispitanika ¢ini 326 bolesnika (246 muskarca i 80 zena) koji su podvrgnuti
operacijskom zahvatu KMM na Klinici za urologiju KBC Zagreb od 2020. do 2023. godine.
Kontrolnu skupinu ¢ine 142 asimptomatska i zdrava dobrovoljna darivatelja krvi oba spola (96
muskaraca i 46 zena), bez tumorskih oboljenja u anamnezi i urednim nalazom sedimenta urina.
Prosjek godina sudionika u kontrolnoj skupini bio 51 godina, a svi sudionici kontrolne skupine
su iz iste zemljopisne regije te stariji od 40 godina. Uklju¢ni kriteriji za bolesnike su :
patohistoloSki nalaz UC mokraénog mjehura i1 sposobnost davanja informiranog prostanka.
Iskljucni kriteriji su: autoimuna bolest, lo§ op¢i status bolesnika ili terminalna bolest i
nemogucnost davanja informiranog pristanka. S obzirom da kontrolnu skupinu ¢ine dobrovoljni
darivatelji krvi ukljuéni kriteriji su definirani prema standardima transfuzijske medicine za
darivanje krvnih pripravaka. Isklju¢ni kriterij za kontrolnu skupinu je patoloki sediment urina i

dob mlada od 40 godina.

Istrazivanje su odobrili: Eti¢ka povjerenstva KBC Zagreb (No: 02/21 AG 2. studenog 2020.
godine), Hrvatskog zavoda za transfuzijsku medicinu (HZTM) 1 Povjerenstvo za eti¢nost i
eksperimentalni rad Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta u Zagrebu, a svi postupci su
izvedeni u skladu s relevantnim zakonima i institucionalnim smjernicama. Svi sudionici
istrazivanja dali su potpisani informirani pristanak za genotipizaciju krvne grupe i sudjelovanje
u istrazivanju. Laboratorijska analiza genotipova ABO radena je u Odjelu za molekularnu
dijagnostiku (OMD) HZTM . Odredili smo alelne gene O1, O2, A1, B i A2, 1to genotipizacijom
genskih regija: 755076666 (intron A/T) kao surogat za alel 417, rs687289 (intron A/G/G) za O
alel, rs8176746 (kodiraju¢a G>A,T sinonimni) za B alel 1 »s8176704 (intron)za A2 alel (226).

U skupini bolesnika uzorci za histopatoloSsku analizu uzeti su TURMom ili RC (142, 227).
Uzorci su obradeni prema standardnim histopatoloSkim postupcima i1 analizirani od strane
iskusnih uropatologa centra velikog volumena . Tumori su histoloski stupnjevani kao HG i
LG, a zatim podijeljeni u Cetiri skupine: povrSinski (Ta), ne-miSiéno invazivni (T1), miSiéno
invazivni (T2) 1 metastaski tumori (M). Klinicki stadij bolesti smo odredili prema TNM sustavu

klasifikacije (228).

Svim ispitanicima iz skupina bolesnika i iz kontrolne skupine uzet je uzorak od 4,5 mL periferne

krvi u epruvetu Vacutainer ® Plastic PPT (BD Vacutainer, UK) s aditivom poliesterskim
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polimernim gelom sa suhim K2 EDTA (engl. ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA). 1z

uzorka pune krvi izolira se genomska DNA pomocu kita.

Testiranje je provodeno u viSe navrata po dvadesetak uzoraka.

3.2. Uredaji i kemikalije

Cjelokupno laboratorijsko ispitivanje provedeno je u OMD sa standardno koriStenim priborom

1 na postoje¢im uredajima.

3.2.1. Laboratorijski uredaji

U provodenju ispitivanja koriSteni su laboratorijski uredaji koji su uredno validirani

sukladno sustavu osiguranja kvalitete, a nabrojeni su u slijedecoj tablici 6.

Tablica 6. Popis koriStenih uredaja, njthove namjene i ime proizvodaca

UREDAJ NAMIENA PROIZVODPAC

QIAcube uredaj za izolaciju Qiagen, Njemacka
nukleinskih kiselina

PCR uredaji AB 2720 1 AB uredaji za PCR umnozavanje | Applied Biosystems, SAD

9700 ulomaka

Elchrom sustav

izvodenje elektroforeze

Elchrom, Svicarska

Kodak kamera

slikanje gelova nakon

elektroforeze

Kodak, SAD

Transiluminator

obasjavanje UV svjetlosti

Sterilni kabineti s laminarnim

protokom zraka

odvajanje uzoraka i izrada
reakcijske smjese za PCR-

SSP

Hereaus 1 Iskra pio LFVP 9

3.2.2. Kemikalije i ostala pomocna sredstva

Za izolaciju nukleinskih kiselina koristeni su kitovi:

QIAamp DNA Blood DNA mini kit (Qiagen, Njemacka)
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Za amplifikaciju je koriStena:
AmpliTaq polimeraza (250U),
dNTP (100 mM) (Applied Biosystems, SAD)

Za elektroforezu umnozenih PCR produkata uporabljen je komercijalni gel:
Clearose ELC- 3304 EB,
PCR Check/T Wide Mini 4X 25 s EtBr (Elchrom, Svicarska)

Za kontrolu veli¢ine PCR produkta koriSten je:

molekularni biljeg od 100 pb (Invitrogen,1pg/mL)

Od standardnog laboratorijskog pribora koristeni su:
Vacutainer epruvete s K;2EDTA (BD Vacutainer, UK) za uzimanje uzoraka krvi,
filter tipsovi od 10, 100 1 1000 pL (Eppendorf, Njemacka),
tipsovi bez filtera za nanoSenje za elektroforezul00 pL (Sarstedt, Njemacka),

epruvete od 2 mL za izradu PCR smjese,
PCR epruvetice od 500 pL za pojedinacni uzorak,

stripovi od po 8 jazica i poklopaca (Applied Biosystems, SAD).

3.2.3. Otopine

Otopine koje su koristene u ispitivanju i njihovi proizvodaci:

Bidestilirana voda, Aqua pro injectione, HZTM, Hrvatska
Etanol, 100%, Kemika, Hrvatska

Etidij bromid 10mg/mL, Sigma, Austrija

Pufer za nano$enje uzoraka na gel 5X, Elchrom, Svicarska

Pufer za elektroforezu 1XTAE sadrzi 2% S0XTAE, 100 pL etidij bromida (0, 005%)
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3.3. METODE
3.3.1 Izolacija genomske DNA

3.3.1.1. Izolacija genomske DNA iz leukocita periferne krvi pomocu uredaja QIA cube
silikatnih gel membrana

Svim ispitanicima, bolesnicima i kontrolnoj skupini, uzet je uzorak periferne krvi u volumenu
od 8,5 mL sa suhim antikoagulansom K2EDTA. Za izolaciju genomske DNA iz trombocitno-
leukocitnog medusloja koristeni su komercijalni kitovi QlAamp DNA Blood Mini QIAcube
kita (Qiagen, Njemacka) na uredaju QIAcube, (Qiagen, Njemacka). Silika-gel membrane sluze
za razdvajanje DNA od drugih komponenti kao $to su polisaharidi i proteini. Izolacija DNA
temelji se na postupku vezanja-ispiranja-eluiranja, a u naSem istraZivanju je za njeno izdvajanje
koristeno oko 200 pL pune krvi. Nukleinske kiseline se adsorbiraju na silika-gel membranu u
prisutnosti kaotropnih soli koje uklanjaju vodu iz hidratiziranih molekula u otopini. Nakon
ispiranja s dva razlicita pufera (AW1 1 AW2), nukleinska kiselina se eluira s 200 uL pufera za
eluciju, pripremljena za uporabu bez daljnjeg ukoncentriravanja. Tako izolirana genomska
DNA visokog je stupnja Cistoce 1 zadovoljavajueg prinosa za izvodenje PCR u stvarnom

vremenu

3.3.2. PCR-SSP metoda

U svrhu odredivanja ABO genotipova darivatelja krvi i bolesnika koristena je PCR-SSP metoda
modificirana u laboratoriju OMD. PCR je lanfana reakcija sinteze DNA uporabom enzima
DNA polimeraze, tj. postupak umnazanja DNA in vitro, u tijeku kojeg se u ciklusima
denaturacije, vezanja pocetnih oligonukleotida 1 produljenja lanca, umnazaju ciljni sljedovi
gena. Preduvjet za izvodenje reakcije je poznavanje slijeda nukleotida rubnih dijelova odsjecka
DNA koji se zeli umnoziti, na temelju kojeg se konstruiraju pocetnice i postojanje barem jedne
pocetne molekule DNA koja u reakciji ima ulogu kalupa tj. predloSka za lanac u nastanku.
PCR-SSP metoda je inacica lancane reakcije polimerazom, a zasniva se na nemogucénosti Taq
polimeraze da popravi neslaganje u jednoj bazi na 3' kraju DNA pocetnice. Dakle, kada je
nukleotid na 3' kraju pocetnice komplementaran sekvenciji na kraju alela, do¢i ¢e do
umnozavanja (amplifikacije) sekvencije. Kada 3' nukleotid pocetnice nije komplementaran
kalupu, ne¢e do¢i do umnozavanja sekvence ili ¢e se umnoziti u vrlo maloj koli¢ini. Svim
ispitanicima doktorskog rada odredivani su glavni ABO alelni geni: O', 0%, A!, A%i B pomocu
lan¢ane reakcije polimerazom sa sekvencijski specifiénim ishodnicama, uz uporabu 8 parova
oligonukleotidnih pocetnica specificnih za odredene sekvence pojedinih ABO alela u osam

paralelnih PCR ishodnica. U svakoj SSP reakciji istodobno je napravljena amplifikacija ulomka
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gena za humani hormon rasta (engl. human growth hormon, HGH) kao interna pozitivna

kontrola, kako bi se potvrdila prisutnost DNA u reakcijskoj smjesi. KoriStene pocetnice i

veli¢ine produkata ili parova baza (pb) navedene su u tablici 7.

Tablica 7. Pocetnice koriStene za ABO genotipizaciju

Alel Oligo- Sekvenca pocetnice Br.
Smjese/PCR
Nukleotid
produkt (pb)
01 01-r 5'-ATA TAT ATG GCA AAC ACA GTT AAC CCA ATG
-3’
01-a 5-TTAAGT GGA AGG ATG TCC TCG TCG TA-3"; 1/139
01-b 5'-TAA GTG GAA GGATGT CCT CGT CGT G -3’ 2/137
02 02-r 5’-AGT GGA CGT GGA CAT GGA GTT CC -3’
02-a 5’-TCG ACC CCC CGAAGAAGCT-3’ 3/194
02-b 5’-CGA CCC CCC GAA GAAGCC -3’ 4/193
B B-r 5’-AGT GGA CGT GGA CAT GGA GTT CC -3’
B-a 5’-ATC GAC CCC CCGAAGAGCG-3% 5/195
B-b 5-CCGACC CCC CGAAGAGCC -3 6/194
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A? | A2-1/2 5'-GTG TGT GTG ATT TGA GGT GGG GAC -3'
A2-7 5’-CAG GCG GTC CGGAAG CG -3 7/169
A2-8 5’-CAG GCG GTC CGGAACACG -3 8/170
HGH-a 5-TGC CTT CCCAAC CAT TCC CTTA- 3 434
HGH-b 5'-CCACTCACG GAT TTC TGT TGT GTT TC- 3'

3.3.3 Elektroforeza PCR-SSP produkata

Nakon umnoZavanja, detekcija produkata PCR-SSP amplifikacije izvrSena je pomocu

elektroforeze na gelovima s etidij bromidom, pri naponu 60 - 100 V. (229) Etidij bromid je

supstanca koja se umrezava u niti DNA, a obasjana ultraljubicastim svjetlom svijetli. Nakon

zavrsene elektroforeze, gel se obasjava pod UV transiluminatorom, svjetlo$¢éu valne duljine

254 nm, pri ¢emu se specificni umnozeni ulomci DNA vide kao svijetle vrpce, koje se

dokumentiraju pomocu fotografiranja kamerom (slike 15-18). Dobivene kombinacije alel-

specificnog PCRa (prisutnost ili odsutnost umnozene DNA-vrpce za pojedini ABO genotip)

ocitane su iz tablice 8. ABO aleli 1 genotipovi imenovani su po nomenklaturi prema podacima

Yamamota (5).
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134 133 193 194 172 173

Slika 15. Krvna grupa A, genotip O1A1, PCR-SSP metoda, 1,5% agarozni gel. Linije: 1-134

pb, 2-133 pb, 4-193 pb, 6-194 pb, 7-172 pb 8-173 pb. Pozitivna interna kontrola 434 pb.
Linija 9-molekularni biljeg 100 pb. Izvor: OMD HZTM
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Slika 16. Krvna grupa B, genotip O1B, PCR-SSP metoda, 1,5% agarozni gel. Linije: 1-
134 pb, 2-133 pb, 4-193 pb, 5-195 pb, 6-194 pb, 8-173 pb. Pozitivna interna kontrola 434
pb. Linija 9-molekularni biljeg 100 pb. Izvor: OMD HZTM
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Slika 17. Krvna grupa AB, genotip A2B, PCR-SSP metoda, 1,5% agarozni gel. Linije: 2133
pb, 4-193 pb, 5-195 pb, 6-194 pb, 8-173 pb. Pozitivna interna kontrola 434 pb. Linija 9-
molekularni biljeg 100 pb. Izvor: OMD HZTM

Slika 18. Krvna grupa O, genotip O101, PCR-SSP metoda, 1,5% agarozni gel. Linije: 1-134
pb, 4-193 pb, 6-194 pb, 8-173 pb. Pozitivna interna kontrola 434 pb. Linija 9-molekularni
biljeg 100 pb. Izvor: OMD HZTM
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Tablica 8. Tablica za ocitavanje ABO genotipa

Reakcija br. 1 2 3 4 5 6 7 8
PCR
produkt (pb)
134 | 133 | 194 | 193 | 195 | 194 | 172 | 173
Specificnost non non non non
oo | 0| 0| B | B | A |A
Rezultati: Genotip: | Fenotip:
+ - - + - + - + 0101 O
Pozicija * * * * ) * } * 0102 0
+ + - + + + - + O'B B
1-pozitivna
+ + - + - + - + OlA A
(0h
T + - + - + + + O1A2 A
Pozicija - + + - - + - + 0? O? O
2
3-pozitivna - + + - T + - + OB B
_ + 4 + - + - + 0’A A
(0%
- + + + - + + + 0’ A? A
Pozicija - + - - + - - + BB B
5-pozitivna - + - + + + - + AB AB
- + - + + + - + A’B AB
(B)

Pozicije - + - + - + - + AA A
2/4/6 poz. - + - + ] + |+ |+ AA? A
(non

- + - + - + |+ - A*A? A
0'/0%B)
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3.4. Statisticka analiza

Podaci su prikazani u tablicama i dijagramima. Kontinuirane varijable su prikazane su kao
srednja vrijednost ili standardna devijacija za vrijednosti s Gaussovom distribucijom odnosno
kao medijani ili interkvartilni raspon za podatke koji ne slijede normalnu distribuciju.
Normalnost distribucije procijenjena je Shapiro-Wilkovim testom. Kategoricke varijable
prikazane su kao postotci 1 brojevi. Statisticka znacajnost razlika u nezavisnim varijablama
izmedu dviju skupina testirana je Studentovim t-testom za neovisne uzorke ili Wilcoxonovim
testom zbroja rangova (Mann-Whitney U), ovisno o raspodjeli podataka. Za tri ili viSe skupina
rabili smo ANOVA ili Kruskal-Wallisov test. StatistiCka znacajnost razlika u kategori¢kim
varijablama testirana je Pearsonovim y* testom. Za analizu pojavnosti pojedinih alela koriSten
je 1 test proporcija. P-vrijednosti < 0,05 smatrane su statisticki znacajnim, a programski paket

koriSten za statisticku analizu bio je Jamovi v2.3.
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4. REZULTATI

U istrazivanju smo medusobno usporedivali fenotipove, genotipove i alele skupine bolesnika
s dijagnosticiranim KMM (bolesnici), skupine zdravih dobrovoljnih davatelja krvi koji u
obiteljskoj anamnezi nemaju malignih bolesti (kontrolna skupina) i opée populacije RH(OP).
Unutar skupine bolesnika analizirali smo povezanost klinickog, patohistoloskog stadija i G te

ucestalost recidiva KMM unutar nositelja pojedinih fenotipova, genotipova i alela ABO.

4.1. Rezultati usporedbe skupine bolesnika i kontrolne skupine

Tablica 9. Podaci o spolu i dobi bolesnika i kontrolne skupine

Bolesnici Zene broj (%) Muskarci broj (%) | medijan godina®
80 (24,5) 246 (75,5) 72 (43-95)
Kontrolna skupina | 46 (32,4) 96 (67,6) 51 (41-76)

*podaci opisani kao medijan (interkvartilni raspon)

Raspodjela sudionika istrazivanja prikazana je u tablici 9.

U skupini bolesnika broj (N) muskaraca je 246 sa udjelom od 75,5%, dok je N zZena 80 sa
udjelom 24,5%. Medijan godina u skupini bolesnika iznosi 72 sa rasponom od 43 do 95. Ova
raspodjela ukazuje da je KMM bolest koja pretezito pogada starije muskarce.

U kontrolnoj skupini takoder prevladavaju muskarci, N=96 ili 67,6%, ali je udio Zena nesto
veci nego u skupini bolesnika N=46 ili 32,4%. Medijan godina u kontrolnoj skupini je 51 sa
rasponom od 41 do 76 . U obje skupine postoji dominacija muskaraca, a razlika izmedu

spolova je izraZenija u skupini bolesnika.
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4.2. Raspodjela krvnih grupa bolesnika i kontrole prema fenotipu i genotipu
Tablica 10. Raspodjela ABO bolesnika i kontrola prema fenotipu

Fenotip
Grupa 0O A B AB Total
Bolesnici | Broj 121 137 47 21 326
% 37,1 42,0 14,4 6,5 100
Kontrolna | Broj 52 62 22 6 142
skupina % 36,6 43,7 15,5 4.2 100
Ukupno Broj 173 199 69 27 468
% 37,0 42.5 14,9 5,6 100
10
P=0,804"
S
g Fenotip
= .
% B
g AR
8 .
é 2o
Bolesnici Kontrolna skupina

Slika 19. Raspodjela fenotipova bolesnika i kontrolne skupine

*testirano Pearsonovim y2 testom

Tablica 10 i slika 19 prikazuju raspodjelu fenotipova (O, A, B, AB) medu bolesnicima 1

kontrolnoj skupini. U skupini bolesnika je najzastupljeniji fenotip krvne grupe A (42%),
zatim O (37,1%), B (14,4%), dok je AB najmanje zastupljena (6,4%). U kontrolnoj skupini
fenotip A takoder dominira (43,7%), slijedi O (36,6%), B (15,5%), dok AB ima najmanju

ucestalost (4,2%). U ukupnoj populaciji ispitanika fenotip A ima najvecu ucestalost (42,5%),
a zatim slijede O (37%), B (14,9%) 1 AB (5,8%). Raspodjela fenotipova pokazuje slican
obrazac u obje skupine, s blagim razlikama u ucestalosti krvne grupe AB, koja je nesto cesca
medu bolesnicima nego u kontrolnoj skupini.
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Tablica 11. Raspodjela krvnih grupa skupina bolesnika i kontrole prema genotipu

Genotip
Grupa Ol101 | OIA2 | A2A2 | OlAl | AIAl | OIB | AIB | O102 | AlA2 | A2B | O2B | O2Al | BB | Total
Bolesnici | Broj | 73 25 18 37 21 26 14 48 19 7 21 17 0 | 326
% 24 |77 55 113 | 64 80 |43 |147 |58 21 |64 |52 0,0 | 100
Kontrola | Broj | 47 5 0 48 5 21 6 5 0 0 1 142
skupina | % 33,1 3,5 0,0 338 |35 148 |42 |35 14 00 |00 |14 0,7 | 100
Ukupno Broj 120 30 18 85 26 47 20 53 21 21 19 1 468
% 256 | 64 38 182 | 56 100 |43 | 113 |45 15 |45 |41 02 | 100
100
P<0.05" Genolip
~ -5_1:10'1
S 0142
N AN
S O1A1
= A1A1
g - 018
7 A1B
.-:é o102
2 ATAZ
= __ AZB
[ & Q2B
S O2A1
W EB
0
Bolesnici ~ Kontrolna skupina

Slika 20. Raspodjela genotipova krvne grupe bolesnika i1 kontrolne skupine

*testirano Pearsonovim y2 testom

Tablica 11 1 slika 20 prikazuju raspodjelu skupina bolesnika i1 kontrolne skupine u ovisnosti o

genotipovima ABO. U skupini bolesnika najzastupljeniji genotipovi su O101 (22.4%) 1

O1A1 (11,3%). Ostali, poput A1A1 (6,4%) 1 O1B (8%), imaju nizu ucestalost. Genotipovi

povezani s AB krvnom grupom, poput A1B, takoder imaju manju zastupljenost (4,3%). U

kontrolnoj skupina genotipovi O101 i A1A1 takoder dominiraju, s ucestalos¢u od 33,1% 1
33,8%. Ostali genotipovi, poput O1A2 ili O2A2, imaju vrlo nisku zastupljenost. U ukupnoj
populaciji ispitnika genotipovi O101 (25,6%) 1 A1A1 (18,2%) su naj¢esci. Bududi da je p-
vrijednost manja od 0,05, ova raspodjela moze ukazivati na potencijalnu povezanost

odredenih genotipova krvnih grupa s KMM.
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4.3 Raspodjela genotipova prema fenotipu u svih ispitanika , bolesnika i kontrolne skupine
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Slika 21. Raspodjela fenotipa prema genotipu - svi ispitanici
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Slika 22. Raspodjela fenotipa prema genotipu - bolesnici
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Slika 23. Raspodjela fenotipa prema genotipu - kontrolna skupina

U sve tri skupine (svi sudionici, bolesnici i kontrolna skupina) fenotip O je najces¢e povezan s
genotipom O101. Ovo je ocekivano jer je O101 homozigotni genotip za O krvnu grupu.
Fenotip A pokazuje raznolikost genotipova, ukljuc¢ujuc¢i A1A1, A1A2 i OlAl. Distribucija se
malo razlikuje izmedu skupina. Fenotip B je povezan s genotipovima kao $to su BB 1 O1B, sto
je takoder oc¢ekivano. Fenotip AB povezan je s genotipovima kao §to su A1B 1 A2B.

Slika 21 predstavlja sliku opce distribucije genotipova i fenotipova u populaciji koja je
obuhvadéena istrazivanjem. Iz njega vidimo da je fenotip O najzastupljeniji, a slijede ga
fenotipovi A, B i AB, dok razdioba genotipova unutar svakog fenotipa pokazuje odredenu
varijabilnost, §to je o¢ekivano zbog razlicitih alela koji mogu tvoriti odredeni fenotip.

U skupini bolesnika (slika 22) uocava se sli¢an op¢i trend kao i kod svih sudionika, ali s
moguc¢im razlikama u relativnim proporcijama.

Usporedbom dijagrama sa slika 22 i 23 utvrdili smo da postoje blage razlike u distribuciji
genotipova unutar fenotipa. Ove razlike bi mogle biti relevantne za buduce istrazivanje

povezanosti genotipova ABO s rizikom od nastanka KMM.
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4.4 Rezultati usporedbe G tumora s fenotipom i genotipom u skupini bolesnika

Tablica 12. Raspodjela G tumora prema fenotipu

Fenotip
Grupa 0O A B AB Total
HG® Broj 73 77 30 8 188
% 38,8 41 16 4,3 100
LG** Broj 48 60 17 13 138
% 34,8 43,5 12,3 9,4 100
Ukupno Broj 121 137 47 21 326
% 37,1 42 14,4 6,4 100

*visoki gradus (engl.high grade ) **niski gradus(engl.low grade)

P=0,21""

&

X

~ Fenotip
o]
A
B

C .

3 2

8

|72]

Qo

o

HG" LG™

*visoki gradus (engl.high grade ) **niski gradus(engl.low grade) ***testirano Pearsonovim x2 testom

Slika 24. Raspodjela G tumora prema fenotipu

Analiza raspodjele fenotipova krvnih grupa prema G tumora je radena prema podacima iz
tablice 12 i sa slike 24. Fenotip O u skupini HG je zatupljen s 38,8% , a u skupini LG s
34,8% bolesnika . Ukupno, fenotip O ¢ini 37,1% svih bolesnika. Fenotip A je najzastupljeniji
u obje grupe. U HG skupini ga ima 41% , au LG skupini 43,5% bolesnika. Ukupno 42%
svih bolesnika ima fenotip A. Fenotip B u HG skupini ima 16% bolesnika, u LG skupini
12,3% . U HG skupini ga ima 4,3% ,au LG 9,4% . Fenotip A je najce$¢i u obje grupe
tumora, dok je fenotip AB najmanje zastupljen. Razdioba fenotipa pokazuje blagu razliku
izmedu HG 1 LG grupa, pri ¢emu LG grupa ima nesto vecu zastupljenost fenotipa A i AB.
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Tablica 13. Raspodjela G tumora prema genotipu

Genotip
Grupa 0101 | Ol1A2 | A2A2 | OlAl1 | AlAl | OIB | A1IB | O102 | AlIA2 | A2B | O2B | O2A1 | BB | Total
HG" Broj | 48 10 9 21 14 18 6 25 10 2 12 13 0 188
% 25,5 53 4.8 11,2 7.4 9,6 3,2 13,3 53 1,1 6,4 7,1 0,0 100
LG"” Broj | 25 15 9 16 7 8 8 23 9 5 9 4 0 138
% 18,1 10,9 6,5 11,6 5,1 58 58 16,7 6,5 3,6 6,5 2,9 0,0 | 100
Ukupno | Broj | 73 25 18 37 21 26 14 48 19 7 21 17 0 326
% 22,4 7,7 5,5 11,3 6,4 8,0 43 14,7 58 2,1 6,4 52 0,0 | 100

*visoki gradus (engl.high grade ) **niski gradus (engl.low grade)

P=0.198"" 100 4

Genolip

o101
O1A2
AZAZ
01A1
ATAT
50 1 01B
A1B
0102
A1AZ
25 = .ﬂ\2B
028
Bl 0241

postotak gradus(%)

HG* LG*

*visoki gradus (engl.high grade ) **niski gradus (engl.low grade) ***testirano Pearsonovim y2 testom

Slika 25. Raspodjela G tumora prema genotipu

Raspodjelu G tumora prema genotipu analizirali smo prema tablici 13 i slici 25. Genotip
0101 je najzastupljeniji genotip u obje skupine bolesnika ; u HG skupini sa 25,5% ,au LG
sa 18,1% . Genotip O101 ¢ini 22,4% skupine bolesnika. Genotipovi povezani s fenotipom A
poput A1A11A1A2 su ce$¢i u HG grupi nego u LG grupi. Genotip A1A1 je u HG skupini
zastupljen sa 11,2%, au LG sa 11,6%. Genotip A1A2 je u HG skupini zastupljen sa 5,3%, a
LG sa 6,5%. Genotipovi povezani s fenotipom B 1 AB poput O1B 1 A2B imaju manju
zastupljenost. O1B genotip je u HG skupini zastupljen sa 9,6%, a LG sa 5,8%. Genotip A2B
je u HG skupini zastupljen sa 2%, au LG sa3 %. Genotipovi poput O202 1 BB su vrlo rijetki
ili potpuno odsutni. Raspodjela pokazuje da je genotip O101 dominantan u obje grupe tumora
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(HG i1 LG). Razlike izmedu grupa su manje izraZzene na razini genotipova nego na razini
fenotipova.

4.5. Rezultati usporedbe recidiva tumora s fenotipom i genotipom u skupini bolesnika

Na osnovi podataka iz tablice 14 i slike 26 analizirali smo raspodjelu fenotipova, a potom i
genotipova (tablica 15 i dijagram 27) ABO s obzirom na prisutnost recidiva bolesti: recidiv
(DA) 1 nije recidiv (NE).

Tablica 14. Raspodjela fenotipova prema recidivu tumora

Fenotip
Grupa O A B AB Total
DA’ Broj 47 45 24 10 188
% 37,3 35,7 19,0 7,9 100
NE™ Broj 74 92 23 11 138
% 37,0 46,0 11,5 5,5 100
Ukupno Broj 121 137 47 21 326
% 37,1 42 14,4 6,4 100
*recidiv tumora **nije recidiv
P=0,126"
<
E/ Fenotip
:'9 8]
Q A
e B
~ AB
<
8
&
Da” Ne**

*recidiv tumora **nije recidiv***testirano Pearsonovim y2 testom

Slika 26. Raspodjela fenotipa prema recidivu tumora

Raspodjela fenotipa prema recidivu tumora je opisana u tablici 14 1 slici 26. Naj¢es¢i fenotip
kod bolesnika s recidivom je O (37,3%), a zatim slijede A (35,7%), B (19,0%) 1 AB (7,9%).
Fenotipovi O 1 A zajedno ¢ine 73% bolesnika s recidivom. Najzastupljeniji fenotip kod
bolesnika bez recidiva (NE) je A (46,0%), dok su ostali rasporedeni slijedom:

0O (37,0%), B (11,5%) 1 AB (5,5%). Bolesnici s recidivom imaju nesto vecu ucestalost
fenotipa O u usporedbi s onima bez recidiva, dok je fenotip A dominantniji kod bolesnika bez
recidiva.
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Tablica 15. Raspodjela genotipa prema recidivu tumora

Genotip
Recidiv 0101 | Ol1A2 | A2A2 | OlAl1 | AlAl | OIB | A1IB | O102 | AlIA2 | A2B | O2B | O2A1 | BB | Total
Da Broj | 27 8 6 11 7 14 6 20 8 4 10 5 0 126
% 21,4 6,3 4.8 8,7 5,6 11,1 48 15,9 6,3 3,2 7.9 4,0 0,0 | 100
Ne Broj | 46 17 12 26 14 12 8 28 11 3 11 12 0 200
% 23,0 8,5 6,0 13,0 7,0 6,0 4,0 14,0 5,5 1,5 5,5 6,0 0,0 | 100
Ukupno | Broj | 73 25 18 37 21 26 14 48 19 7 21 17 0 326
% 22,4 7,7 5,5 11,3 6,4 8,0 43 14,7 58 2,1 6,4 52 0,0 | 100

P=0.75"*"
100
Genolip
. B 0101
& B 01A2
< AZAZ
2 0141
% A1A1
S 50 1 B o1B
v A1B
g _ o102
g A1A2
o 25 AZB
<Y
B o2B
B o241
Da" Ne™*

*recidiv tumora **nije recidiv***testirano Pearsonovim y2 testom

Slika 27. Raspodjela genotipa prema recidivu tumora

Najcesci genotipovi kod bolesnika s recidivom (DA) su: 0101 (21,4%), 0102 (15,9%),

A1B (11,1%).0Ostali genotipovi imaju manju zastupljenost (<10%). Najcesc¢i genotipovi kod
bolesnika bez recidiva (NE) su O101 (23,0%) 1 O102 (14,0%). Genotipovi A1A21 A2A2 su
takoder znacajno prisutni. Genetska raznovrsnost je ve¢a u ovoj grupi. Genotipovi koji
ukljucuju alel O su najzastupljeniji u ukupnoj populaciji bolesnika: O101 ¢€ini 22,4%,a 0102
¢ini 14,7%. Genotipovi koji ukljucuju alel O pojavljuju se ¢esce kod svih bolesnika, ali nema
znacajne razlike izmedu grupa DA i NE u njihovoj distribuciji (tablica 15 i slika 27).
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4.6 Rezultati prosirenosti bolesti za fenotip i genotip

Rezultati prikazani u tablici 16 1 na slici 28 ukazuju na distribuciju fenotipova kod razli¢itih
stadija bolesti (Ta, T1, T2, M) za ukupno 326 ispitanika.

Tablica 16. Raspodjela fenotipova prema prosirenosti bolesti

Fenotip
Grupa 0) A B AB Total
Ta’ Broj 52 68 28 14 162
% 32,1 42,0 17,3 8,6 100
T1™ Broj 30 32 9 1 72
% 41,7 44,4 12,5 1,4 100
T2 Broj 17 19 2 4 42
% 40,5 452 4,8 9,5 100
M Broj 22 18 8 2 50
% 44,0 36,0 16,0 4,0 100
Ukupno | Broj 121 137 47 21 326
% 37,1 42,0 14,4 6,4 100

* . T 7 . R ITY . L ek .
neiwnvazivni, ne-misSicCno invazivni, misicno-invazivni, metastatski

100 4

p=0 2] 5*****
~
X 75 4
N
{(;; .
Q Fenatip
5
= Ho
2 50 A B A
= B
a
A BB
<
2
2 25 o
o
o

s eeee T N

*

*metatstaski **miSi¢no invazivni *** neinvazivni ****ne-misi¢no invazivni

sxxxx testirano Pearsonovim y2 testom

Slika 28. Raspodjela fenotipova prema prosirenosti bolesti

Najzastupljeniji fenotip kod tumora Ta stadija je A (42%), dok su O (32,1%), B (17,3%) 1 AB
(8,6%) manje zastupljeni. S obzirom da fenotip A dominira u ovoj grupi, moze ukazivati na

-----
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(44,4%), dok su O (41,7%), B (12,5%) 1 AB (1,4%) manje zastupljeni. Sli¢na raspodjela kao

kod Ta, ali s neSto ve¢om zastupljenoscu fenotipa O. T2 stadij je najzastupljeniji kod fenotipa

A (45,2%), dok su O (40,5%), B (4,8%) 1 AB (9,5%) manje prisutni. Uocava se povecanje
fenotipa AB u odnosu na T1 i Ta stadij, Sto moze biti znacajno za progresiju bolesti. M stadij

je najzastupljeniji u fenotipu O (44%) , dok su A (36%), B (16%), i AB (4%) manje
zastupljeni. Dominacija fenotipa O ovdje moze ukazivati na potencijalnu povezanost s
metastatskom fazom bolesti.

Tablica 17. Raspodjela genotipova prema prosirenosti bolesti

Genotip
Grupa 0101 O1A2 A2A2 Ol1Al AlAl O1B AlB 0102 AlA2 A2B 02B 02A1 BB Total
Ta Broj 27 13 9 19 8 14 9 25 12 5 14 7 0 162
% 16,7 8,0 5,6 11,7 49 8,6 5,6 15,4 7.4 3,1 8,6 43 0,0 | 100
T1™ Broj | 21 6 5 7 9 6 0 9 1 1 3 4 0 72
% 29,2 83 6,9 9,7 12,5 83 0,0 12,5 1,4 1,4 42 5,6 0,0 | 100
™ Broj 12 4 2 7 1 1 3 5 4 1 1 1 0 42
% 28,6 9,5 4,8 16,7 2.4 2,4 7,1 11,9 9,5 2.4 2.4 2.4 0,0 | 100
M Broj | 13 2 2 4 3 5 2 9 2 0 3 5 0 50
% 26,0 4,0 4,0 8,0 6,0 10,0 | 4,0 18,0 4,0 0,0 6,0 10,0 0,0 | 100
Ukupno | Broj | 73 25 18 37 21 26 14 48 19 7 21 17 0 326
% 22,4 7,7 5,5 11,3 6,4 8,0 43 14,7 5,8 2,1 6,4 52 0,0 | 100

*
neinvazivni; ““ne-misiéno invazivni; =" misi¢no-invazivni; =" metastatski
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Slika 29. Raspodjela genotipova prema proSirenosti bolesti

Rezultati prikazani u tablici 17 i na slici 29 ukazuju na distribuciju genotipova kod razlicitih
stadija bolesti (Ta, T1, T2, M) za ukupno 326 ispitanika. Kod Ta stadija tumora naj€esci
genotipovi su O101 (16,7%), A1A1 (11,7%), 1 O1A1 (9%). Ostali genotipovi su manje
zastupljeni. Genotipovi povezani s fenotipom A ¢ine znacajan udio u ovoj grupi. Kod
T1tumora genotipovi O101 (29.2%) i A1A1 (12,5%) dominiraju, dok ostali genotipi imaju
manju zastupljenost. Uocava se povecanje genotipa O101 u odnosu na Ta. Kod T2 tumora
genotipovi O101 (28,6%) i A1A1 (16,7%) su najzastupljeniji, dok su ostali genotipovi
prisutni u manjim postocima. Genetska distribucija pokazuje sli¢nosti s T1 stadijem, ali s

manjom raznoliko$¢u genotipova. M tumori su najzastupljeniji kod genotipovi O101 (26%) 1
AT1A1 (18%), dok ostali genotipovi imaju manju zastupljenost. Genetska distribucija

naglaSava znacaj genotipa O101 kod metastatske bolesti.

4.7.Usporedba raspodjele alela bolesnika i OP
Tablica 18. Raspodjela alela bolesnika i OP

alel
skupina 0] A2 Al B 02 Total
Bolesnici | % 433 13,3 19,8 10,4 13,2 100
oP % 62,0 3,5 21,0 11,0 2,5 100
Ukupno | % 47,7 11,0 20,1 10,6 10,7 100
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Slika 30. Raspodjela alela bolesnika i1 OP

Tablica 18 i slika 30 prikazuju raspodjelu alela ABO izmedu skupine bolesnika i OP (229).
Za O1 alel je nadena znatno veca zastupljenost u OP (62%) nego kod bolesnika (43,3%). A2
alel je znatno ¢es¢i kod bolesnika (13,3%) nego u OP (3,5%). O2 alel ima viSu ucestalost kod
bolesnika (13,2%) u usporedbi s OP (2,5%). Za A1 i B alele su utvrdene sli¢ne vrijednosti u
obje skupine, uz blage razlike. Dijagram jasno pokazuje da su aleli O1 1 O2 klju¢ni za razliku
izmedu skupina, dok su A2 1 O2 ¢es¢i kod bolesnika nego u OP. Zaklju¢no, raspodjela alela
krvnih grupa znacajno varira izmedu bolesnika s tumorima i OP, §to moZe biti relevantno za
daljnja istrazivanja genetskih predispozicija za tumore. P-vrijednost je < 0,001 Sto ukazuje na
statisti¢ki znacajnu razliku u distribuciji alela krvnih grupa izmedu skupine tumora i opce
populacije.

4.8. Raspodjela alela u bolesnika i kontrolne skupine

Tablica 19. Raspodjela alela u bolesnika i kontrolne skupine

alel
skupina Ol A2 Al B 02 Total
Bolesnici | % 43,3 13,3 19,8 10,4 13,2 100
Kontrolna | % 60,9 2,5 23,9 10,2 2,5 100
skupina
Ukupno | % 48,6 10,0 21,0 10,4 9,9 100
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Slika 31. Raspodjela alela u bolesnika i kontrolne skupine

Raspodjela alela izmedu skupine bolesnika i kontrolne skupine prema tablici 19 i slici 31
pokazuje znacajne razlike. Aleli O1 je zastupljen u skupini bolesnika sa 43,3%, a u kontrolnoj
60,9% Sto ukazuje da je Alel O1 znacajno €es¢i u kontrolnoj skupini nego u skupini
bolesnika. Aleli A2 je u skupini bolesnika zastupljen sa 13,3%, a u kontrolnoj sa 2,5%. Alel
A2 je znatno ¢e$¢i u skupini bolesnika nego u kontrolnoj skupini. Aleli Al je u skupini
bolesnika zastupljen sa 19,8%, a u kontrolnoj sa 23,9% Sto ukazuje na nesto ¢eS¢u ucestalost
alela A1 kontrolnoj skupini. Aleli B je zatupljen u bolesni¢koj skupini sal0,4%, a u
kontrolnaoj 10,2%S to govori da je istribucija alela B je gotovo jednaka u obje skupine.

Aleli O2 je zatupljen u bolesnickoj skupini sal3,2%, a u kontrolnoj sa 2,5%. Alel O2 je
znacajno ¢es¢i u skupini bolesnika. P-vrijednost <0,001, ukazuje na statisticki znacajnu
razliku u distribuciji alela izmedu dvije skupine. Dijagram jasno pokazuje da kontrolna
skupina ima vecu prevalenciju alela O1, dok su aleli A2 1 O2 znatno ¢e$¢i u skupini bolesnika
Sto moze ukazivati na potencijalnu povezanost odredenih alela s prisutnoscu bolesti.

4.9 Raspodjela alela ovisno o proSirenosti bolesti

Tablica 20. Raspodjela alela ovisno o prosirenosti bolesti

alel
prosirenost Ol A2 Al B 02 Total
M % 46,0 8,0 19,0 10,0 17,0 100
2" % 48,8 15,5 20,2 7,1 8,3 100
1™ % 48.6 12,5 20,8 6,9 11,1 100
Ta ™ % 38,6 14,8 19,4 13,0 14,2 100
Ukupno % 433 13,3 19,8 10,4 13,2 100

*metastatski **misi¢no invazivni *** neinvazivni ****ne-misi¢no invazivni

77



100 4
P:0,585*****

E’\.O/ 75 4
E Alel
o
= 01
4 50 A A2
R Al
= B
2 02
g 25 1

0

*

*metatstaski **misicno invazivni *** neinvazivni ****ne-miSi¢no invazivni #+#xx testirano Pearsonovim %2 testom

Slika 31. Raspodjela alela ovisno o proSirenosti bolesti

Analiza raspodjele alela krvnih grupa ovisno o prosirenosti bolesti (M, T2, T1, Ta) temelji se
na podacima iz tablice 20 i sa slike 31. U M stadiju je najzastupljeniji alel O1 s udjelom od
46%, Slijedi alel A1 (19%), dok su aleli A2, B, i O2 manje zastupljeni (8%, 10%, i 17%). Kod
T2 stadija alel O1 dominira s udjelom od 48,8%. Alel A1l je drugi najzastupljeniji (20,2%),
dok su A2, B, 1 O2 relativno manje prisutni (15,5%, 7,1%, 1 8,3%).Kod stadij pT1stadija

alel O1 ima najveci udio (48,6%). Alel Al je drugi po zastupljenosti (20,8%), dok su
preostali aleli manje zastupljeni (A2: 12,5%, B: 6,9%, O2: 11,1%). Kod stadija Ta

alel Ol ima neSto manji udio u odnosu na prethodne kategorije (38,6 %).Aleli Al 1 O2 imaju
sli¢ne udjele (Al: 19,4%, O2: 14,2%), dok su aleli A2 i B neSto manje zastupljeni (A2:
14,8%, B: 13%). Alel Ol je najdominantniji u svim kategorijama proSirenosti bolesti.

Alel Al je dosljedno drugi najzastupljeniji. Zastupljenost alela A2, B, 1 O2 varira, ali su
opcenito manje prisutni u svim stadijima. Graf potvrduje ove trendove, prikazujuci
dominaciju alela O1 u svim kategorijama proSirenosti bolesti, dok ostali aleli zauzimaju
manjinske udjele. Zaklju¢no, postoji jasna dominacija alela O1 u svim stadijima proSirenosti

bolesti, dok ostali aleli imaju raznoliku, ali nizu zastupljenost.

4.10 Raspodjela alela u ovisnosti o G tumora
Na temelju priloZenih podataka (tablica 21 i slika 32), moZe se analizirati distribucija alela

krvnih grupa (O1, A2, A1, B, O2) u odnosu na G tumora (HG ,LG).
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Tablica 21. Raspodjela alela u ovisnosti o G tumora

alel
Gradus 01 A2 Al B 02 Total
HG” % 45,2 10,6 20,7 10,1 13,3 100
LG ™ % 40,6 17,0 18,5 10,9 13,0 100
Ukupno % 43,3 13,3 19,8 10,4 13,2 100
*visoki gradus (engl.high grade ) **niski gradus(engl.low grade)
100 o
P=0,187 "™
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* ks
HG LG
*visoki gradus (engl.high grade ) **niski gradus(engl.low grade) =« testirano Pearsonovim %2 testom

Slika 32. Raspodjela alela u ovisnosti o G tumora

Tablica 21 1 slika 32 opisuju raspodjele alela prema G tumora utvrdili smo da je HG
najzastupljeniji kod O1 alela sa 45,2%, a zatim slijede A2 alel sa 10,6%, A1 alel sa 20,7%,
alel sa 10,1% 1 O2 alel sa 13,3%. LG tumor je najzastupljeniji kod O1 alela sa 40,6%, a

B

zatim slijede A2 alel sa 17,0%, A1 alel sa 18,5%, B alel sa 9,0% 1 O2 alel sa 13,0%, Alel Ol

dominira u oba gradusa. Aleli A2 1 A1 pokazuju blage razlike izmedu HG 1 LG. Aleli B 1 02

imaju sli¢ne postotke u oba gradus. Iako postoje male razlike u postotcima pojedinih alela

izmedu HG 1 LG, one nisu dovoljno velike da bi bile statisti¢ki znacajne.
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4.11. Raspodjela alela u odnosu na recidiv bolesti

Prema tablici 22 i slici 33 analizirali smo raspodjelu alela krvnih grupa u odnosu na recidiv

bolesti.

Tablica 22. Raspodjela alela krvnih grupa u ovisnosti o pojavnosti recidiva bolesti

alel
Recidiv 01 A2 Al B 02 Total
DA" % 42,5 12,6 17,5 13,5 13,9 100
NE" % 43,8 13,8 21,1 8,5 12,8 100
Ukupno | % 433 133 19,8 10,4 13,2 100
*recidiv tumora **nije recidiv
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*recidiv tumora **nije recidiv =+ testirano Pearsonovim x2 testom

Slika 33. Raspodjela alela krvnih grupa u ovisnosti o pojavnosti recidiva bolesti

Najzastupljenija prisutnost recidiva je kod O1 alela sa 42,5%, zatim slijede A2 sa 12,7%,
Alsa 17,5%, B sa 13,5% 1 02 sa 13,9%. Odsutnost pojave recidiva (,,Ne*) je najzastupljenija
u O1 alelu sa 43,8%, A2 alelusa 13,8%, Al alelu sa 21,3%, B alelu sa 8,5% 1 O2 alelu sa
12.8%. Vidljivo je da su postotci za alel O1 sli¢ni u obje grupe, dok su aleli Al i B nesto

.....
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5. RASPRAVA

Istrazivanja koja su proucavala ABO kao ¢imbenik rizika u nastanku zlo¢udnih bolesti provode
se jos od pedesetih godina 20. stolje¢a. Medu prvima je ono kojim je utvrdena povezanost
krvne grupe A s vecom ucestaloS¢u obolijevanja od karcinoma zeluca (230). Kasnije tijekom
godina ona su proSirena i na sva ostala sijela, a izmedu ostalog i na KMM i u njima je uglavnom
analiziran utjecaj antigena ABO na karcinogenezu. Medu prvim studijama koje su pokazale
vezu izmedu ABO 1 karcinoma na razini gena je GWAS brojnih koautora iz 2009. godine koja
je identificirala genske regije medu njih 558542 na 1896 ispitanika s tumorom, a koje bi mogle
biti potencijalno povezane s rizikom od razvoja raka gusterace. Jedna od regija je smjeStena
unutar prvog introna gena ABO, odredena SNP-om rs 505922 koji je nazvan zastitnim T
alelom, a u neravnotezi je vezanosti gena s brisanjem parova baza, §to ima za posljedicu
nekodiranje enzima GT 1 posljedi¢no izostanak sinteze antigena, a Sto je karakteristika O krvne
grupe. Zakljucak navedenog istrazivanja sugerira da nositelji krvne grupe A i B imaju povisen
rizik, a nositelji krvne grupe O imaju nizi rizik za obolijevanja od raka gusterace (231). Znaci,
da bismo analizirali krvnu grupu kao potencijalni biljeg za pojavnost zlo¢udnih novotvorina,
pa tako 1 KMM , u prvom redu moramo napraviti distinkciju izmedu tipizacije krvne grupe
imunohistokemijski na razini antigena ili genotipizacije na razini alela. Osvrnuvs$i se na
rezultate nasSeg istraZivanja u prvom redu na razini antigena utvrdeno je postojanje neravnoteze
u spolu medu bolesnicima Sto moZze ukazivati na razlike u prevalenciji bolesti ili na specifi¢ne
¢imbenike rizika koji su ¢es¢i kod muskaraca. ViSa dob bolesnicke skupine takoder moze biti
jedan od ¢imbenika koji doprinosi razvoju bolesti, S§to bi svakako trebalo dodatno istraziti.
Raspodjela krvnih grupa u bolesni¢koj i kontrolnoj skupini pokazuje vrlo slicne postotke za sve
fenotipove, s time da je krvna grupa A najzastupljenija u obje skupine, dok su grupe B 1 AB
najmanje zastupljene. Raspodjela fenotipova prema genotipu ukazuje na malu razliku izmedu
bolesnicke i kontrolne skupine, uz dominaciju krvne grupe O prema homozigotnom genotipu
0101 ubolesnickoj, kontrolnoj i skupini OP. Analiza povezanosti odredenih fenotipova krvnih
grupa i stadija bolesti je ukazala da fenotip A pokazuje najvecu ucestalost u Ta, T1 1 T2
stadijima bolesti, dok je kod metastatskog stadija dominantan fenotip O. Niza zastupljenost
fenotipa B 1 AB kroz sve stadije bolesti moZe sugerirati slabiju povezanost ovih fenotipova s
progresijom bolesti, pogotovo na racun nizeg udjela navedenih krvnih grupa medu
fenotipovima. Raspodjela fenotipova krvnih grupa izmedu HG 1 LG je pokazala dominaciju
krvne grupe A u obje skupine Sto ukazuje da je navedeni fenotip opéenito povezan s pojavnosti
bolesti, ali nije specifi¢an za pojedini G, dok kod pojave recidiva tumora dominira krvna grupa

O. Potencijalne bioloSke osnove za ove razlike mogu ukljucivati genetske ili imunoloske
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faktore povezane s antigenima krvnih grupa. Primjerice, prema dobro poznatoj metodi
odredivanja glikoproteinskog antigena krvne grupe pomocu serologije, postavljena je hipoteza
patogenetskih mehanizama u kojoj antigeni krvnih grupa sudjeluju kao signalne molekule u
procesu stanicne adhezije i prepoznavanju (232). Cartron 1 sur. utvrdili su da se osim na
eritrocitima antigeni krvnih grupa nalaze i na drugim tkivima u razli¢itim formama, sto rezultira
velikom funkcionalnom raznoliko$¢u (233). ABO predstavlja sustav s najizrazenijim
imunoloskim odgovorom u ljudskom organizmu, stoga su ranija istrazivanja temeljena na
teoriji izbjegavanja imunoloSkog odgovora utvrdila da je za odredene tumore mokracnog
mjehura karakteristi¢an manjak ekspresije antigena A 1 B na tumorskim stanicama u usporedbi
s normalnim urotelom (234). Osim njihove uloge u imunoloskoj regulaciji, proizvodi GT imaju
i druge implikacije. Odredeni mehanizmi analizirani za razliCite tumore sugeriraju da antigeni
ABO stimuliraju unutarstani¢nu signalizaciju u smjeru tumorske angiogeneze ili pak igraju
ulogu u upalnom procesu utjecuci na serumsku razinu cirkulirajuéih upalnih biljega, solubilnog
vaskularnog endotelnog ¢imbenika rasta za receptore 2 i 3 i topljivog glikoproteina 130 ¢ime
se utje¢e na nadzor malignih stanica (235, 236). Srinvas i sur. su utvrdili da bolesnici s KMM,
a nositelji krvne grupe A imaju tendenciju nize smrtnosti i povoljniji histoloski oblik , dok
bolesnici nositelji krvne grupe O imaju losiji histoloski tip i viSu smrtnost (237). S obzirom da
ABO predstavlja nasljednu osobinu ljudi, u Kini je provedena studijau kojoj je kroz 25 godina
pocevsi od 1986. godine utvrdivana pojavairaspodjela zlo¢udnih tumora razlicitih sijela medu
ispitanicima razli¢itih krvnih grupa. Medu 18,244 ispitanika utvrdena je i pojava 172 slu€ajeva
KMM. Medu njima je utvrden statisti¢ki znacajno niZi rizik za obolijevanje medu nosiocima
krvne grupe B u usporedbi sa krvnom grupom A, dok su nosioci krvnih grupa AB 1 O imali
rizik za obolijevanje usporediv sa krvnom grupom A (238). Istrazivanje koje je provedeno na
494 bolesnika s Ta KMM je utvrdilo da nositelji krvne grupe O imaju rizik za progresiju i povrat
bolesti (239). Pregledni ¢lanak iz 2022. je obuhvatio 10 studija koje su istrazivale povezanost
izmedu fenotipova ABO sustava i KMM. Povezanost s ishodom lijeCenja utvrdena je u
bolesnika koji su bili podvrgnuti RC kod bolesnika razlicitih krvnih grupa. Takoder je utvrdeno
kako u bolesnika s T1 KMM koji su bili podvrgnuti TURM-u, krvna grupa A moZe utjecati na
ishod lijecenja, dok je niZa incidencija recidiva i progresije bolesti utvrdena za krvnu grupu B
(48). Prema nizu drugih autora koji su proucavali povezanost KMM i fenotip, antigeni ABO
nisu identificirani kao potencijalni biljeg u prognozi i ishodu bolesti (49, 240). lako na razini
fenotipova nismo dobili statistiCki znacajan rezultat, navedeni podaci ovog istrazivanja mogu
posluziti kao temelj za daljnja istrazivanja s ve¢im brojem ispitanika, a s ciljem pronalazenja
uzro¢ne veze izmedu antigena krvnih grupa i pojavnosti bolesti te rizicnih ¢imbenika za njezinu

82



progresiju. Povezanost fenotipova krvnih grupa s razli¢itim stadijima KMM mozZe u perspektivi
imati klinicke implikacije u smislu predvidanja rizika ili personalizacije terapije s obzirom da
se radi o metodi koja se svakodnevno upotrebljava u klini¢koj praksi, a analiza samih antigena
mora u prvom redu biti temelj za daljnje istrazivanje genotipova i alela. Prema meta analizi iz
2014. utvrdena je statisticki znacajna sveukupna pojava KMM u nosioca krvne grupe A u
usporedbi sa ne-A nosiocima (241). Novija meta analiza Koirala i sur. sintetizira rezultate iz
razli¢itih studija koje su istrazivale povezanost krvnih grupa s incidencijom i agresivnoséu
KMM, pri ¢emu je svako istrazivanje provedeno na razli¢itim populacijama. Visestruke studije
izvjestavaju o statisticki znacajnoj povezanosti krvne grupe B s povecanim rizikom za KMM,
pri ¢emu se ucestalost ove krvne grupe u oboljelih istrazivala na razli¢itim populacijama.
Primjerice, u litavskoj populaciji identificirana je znacajno visa prevalencija krvne grupe B kod
muskaraca s KMM, dok kod Zena nije utvrdena takva povezanost. Druga istrazivanja na
odvojenim kohortama takoder isti¢u da krvna grupa B nosi povisen rizik, dok krvna grupa O ne
pokazuje statisticku znacajnost glede rizika za nastanak KMM. U nekim populacijskim
skupinama utvrdeno je da krvna grupa O korelira s agresivnijim tumorskim karakteristikama,
ukljucujudi visi stupanj i1 ¢eSc¢e recidive u odnosu na krvnu grupu A, dok drugi radovi navode
da O krvna grupa nosi loSije izglede za recidiv i1 progresiju u usporedbi s A ili B krvnim
grupama. Vazno je naglasiti da su ove analize provedene na razliitim istrazivackim
populacijama: litavska, kineska i europska populacija, Sto doprinosi heterogenosti rezultata 1
mogucéem utjecaju genetskih i epidemioloskih razlika pri interpretaciji povezanosti krvnih
grupa i rizika/prognoze KMM. Time se moze objasniti nesklad u rezultatima i potreba za

daljnjim multicentri¢nim, populacijski definiranim studijama. (242).

Poznato je kako ucestalosti gena tj. frekvencije gena za polimorfizme krvnih grupa uglavnom
sluZe kao biljezi pojedinih populacija i rasa. Rezultati ispitivanja populacijske genetike za ABO
utvrdili su najvisu ucestalost O gena (> 0,7) u Americi i nekim dijelovima Afrike dok ucestalost
O gena nije bila tako velika na europskom i azijskom kontinentu. Ucestalost gena ili alela se
mjeri kao proporcija ili postotak svih alela na odredenom genskom lokusu u populaciji. Na
primjer, ako je ucestalost odredenog alela 0,7, to znaci da je taj alel prisutan u 70% svih alela
na tom lokusu u populaciji. Frekvencija O2 alela iznosi u Europi od 0,017 do 0,033, a uopce ga
nema u isto¢noj Aziji. UCestalost alela A je relativno visoka u Europi (0,25 - 0,55), zastupljenost
je veca od 0,45 kod AboridZina na jugu Australije, a do 0,35 kod americkih starih plemena.
Alel A2 uglavnom se nalazi u Europi i Africi, gdje ne prelazi ucestalost od 0,1 a drugdje u

svijetu je vrlo rijedak. Frekvencija B alela u Europi varira od 0,15 na istoku do < 0,005 na
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zapadu, u Nizozemskoj i Francuskoj. Najvisa frekvencija alela B je u Aziji (0,2 - 0,3), dok ga
gotovo nema kod americkih starosjedilaca i australskih Aboridzina (243). Godine 2017.
provedeno je istrazivanje raspodjela krvnih grupa i alela u hrvatskoj populaciji. Najcesca je
krvna grupa A (41%), zatim slijede krvne grupe O (39%), B (15%), a najmanje je zastupljena
krvna grupa AB (5%). ABO genotipizacijom hrvatske populacije je utvrdeno 12 genotipova
od 15 moguc¢ih: 0101 (37,2%), pa slijede O1A1 (27,1%), O1B (15,8%), A1B (4,3%), A1A1
(4,0%), O1A2 (3,6%) 1 0102 (2,6%), A1A2 (1,7%), O2A1 (1,7%), A2B (1,0%), BB (0,7%),
0202 (0,3%). Nisu bila utvrdena 3 rijetka ABO genotipa: A2A2, O2A2, O2B. U navedenom
istrazivanju izraCunata je i alelna frekvenciju za 5 osnovnih alela i rezultati su: O1 — 0,63; 02
—0,025; A1 -0,21; A2 —0,0351 B — 0,11. Najveca je bila frekvencija O1 alela, slijedi Al, a
najmanja je pojavnost O2 alela u hrvatskoj populaciji. Kada to usporedimo s prethodno
navedenim frekvencijama ABO alela u svijetu, razdioba alela u RH je usporediva s drugim
europskim narodima. Prema ucestalosti B alela, viSe se ipak priklanjamo istoku Europe, a
mozemo pretpostaviti da je to najviSe uslijed migracija stanovnistva u proslosti (229). Ako
usporedimo raspodjelu navedenih genotipova s bolesni¢kom skupinom i kontrolama, dobili
smo da je genotip O101 najzastupljeniji, ali je njegov udio najveci u hrvatskoj populaciji medu
skupinama. Hrvatska populacija ima najveci udio univerzalnog donorskog genotipa O101.
Genotip A2A2 ima izrazito visok udio u kontrolnoj skupini u usporedbi s bolesnicima 1 OP.
Genotipovi poput BB, A2B 1 O2A1 su rijetki u svim skupinama. U kontrolnoj skupini je veci
udio genotipova povezanih s krvnim grupama A i B (A2A2, O1B) u usporedbi s bolesnicima.
Raspodjela genotipova pokazuje znacajne razlike izmedu bolesnika i kontrola $to ¢emo
analizirati malo kasnije, dok izmedu kontrolne skupine i OP pokazuje vrlo male razlike, koje
nisu statisticki znacajne. To upucuje na zakljucak da kontrolna skupina dobro reprezentira OP
u kontekstu ucestalosti alela ABO . Stoga se kontrolna skupina moZe smatrati valjanim
referentnim uzorkom za usporedbu s grupom bolesnika s tumorom. Genotipizacija ABO u
naSem istrazivanju je provedena PCR-SSP metodom kojom smo identificirali SNP-ove koji
predstavljaju surogat za pojedini alel krvne grupe. SNP-ove odlikuje specifi¢nost za odredenu
gensku regiju i odredenu zemljopisnu populaciju, a u principu predstavljaju genomsku varijantu
na jednoj baznoj poziciji DNA. U naSem istrazivanju koristili smo ih za identifikaciju alela
za identifikaciju 1 odredivanje frekvencije gena u populaciji postoje i SNP-ovi koji se nalaze u
genima koji reguliraju popravak DNA, stani¢ni ciklus, metabolizam 1 imunost, a udruzeni s
poviSenom osjetljivoséu za nastanak raka. Razumijevanje tih mehanizama od kljucne je
vaznosti za prouc¢avanje molekularne patogeneze raznih vrsta zlo¢udnih novotvorina povezanih
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sa SNP-om (244, 245). SNP-ovi prvenstveno sluze kao biljezi za oznacavanje specifi¢ne regije
gena i karakteristi¢ni su za odredenu populaciju, a s viemenom je utvrdena njihova uloga kao
potencijalnih biljega u zlo¢udnim bolestima (246). Oni se mogu nalaziti u kodiraju¢oj regiji
DNA sto ¢e rezultirati promjenom u rasporedu amino kiselina sintetiziranog proteina. Takoder
se mogu nalaziti unutar reguliraju¢eg genskog podrucja, rezultiraju¢i promjenom u ekspresiji
ili se mogu nalaziti u podruc¢ju izmedu gena (247). Stoga ucinak i patogenetski mehanizam
karcinogeneze prvenstveno ovisi o njihovoj lokaciji. SNP-ovi su smjesSteni na razli¢itim
dijelovima gena i modificiraju njihovu ekspresiju, a Sto u kona¢nici moze imati znacajnu ulogu
u karcinogenezi. U naSem istraZivanju odredili smo alelne gene O1, O2, Al, B'1 A2 i to
genotipizacijom genskih regija: 55076666 (intron A/T) kao surogat za alel Al, rs687289
(intron A/G/G) za O alel, rs8176746 (kodiraju¢a G > A,T sinonimni) za B alel 1 7s8176704
(intron) za A2 . 1z analize genotipova krvnih grupa nasi rezultati ukazuju na statisti¢ki znacajne
razlike u njihovoj raspodjeli izmedu bolesnicke skupine i kontrolne skupine. Prema tome
genotipovi O1A2, A2A2 i 0102 predstavljaju ¢imbenike poviSenog rizika za nastanak bolesti,
dok se genotip O101 isti¢e unutar kontrolne skupine, §to moze upuéivati na njegovu zastitnu
ulogu. Na temelju usporedbe podataka analizirali smo 1 povezanost pojedinih alela s nastankom
tumora u odnosu na opcu populaciju i kontrolnu skupinu te smo takoder dobili statisticki
znacajne razlike. Rezultati analize su pokazali da aleli O2 1 A2 mogu predstavljati ¢cimbenik
rizika za nastanak tumora, dok alel Ol moze pokazivati zastitni ucinak. Aleli A1 1 B ne
pokazuju znacajne razlike koje bi ukazivale na njihovu klju¢nu ulogu u patogenezi bolesti. Ako
u isti kontekst stavimo analizu i genotipova i alela, dobit ¢emo da alel A2 ima znacajan ucinak
na razvoj bolesti, poglavito ako je uklopljen u homozigotni genotip A2A2. S druge strane,
genotip O101 se istice medu kontrolama, Sto sugerira da alel Ol ima zaStitnu ulogu u
sprecavanju razvoja bolesti, takoder u homozigotnom obliku gena. Heterozigotni genotipovi
kao $to su O1A2 1 0102 su takoder udruZeni s povecanim rizikom za oboljenje od KMM. U
slucaju genotipa O1A2, prisustvo alela A2 vjerojatno prevladava zastitni u¢inak alela Ol.
Sliéno tome, genotip 0102, iako sadrzi zastitni alel O1, predstavlja rizian ¢imbenik, §to
sugerira da prisustvo alela O2 ili drugih faktora prevladava zastitni uc¢inak alela O1. Iz analize
genotipova i alela prema proSirenosti bolesti je vidljivo da je genotip O101 najzastupljeniji u
svim stadijima, a najviSe kod stadija T1, bolesti visokog gradusa i u bolesnika koji nisu imali
recidiv bolesti, dok je alel O1 gotovo podjednako zastupljen kod T1 1 T2 bolesti. Alel Al kod
T11 T2 bolesti je drugi najzastupljeniji Sto moZe ukazivati na predispoziciju 1 ovog alela kao
¢imbenika rizika. Ostali genotipovi, poput A2A2 i BB, te aleli A2, B i O2 pokazuju vrlo nisku
zastupljenost ili su potpuno odsutni u nekim stadijima, $to moZe sugerirati njihovu slabiju
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povezanost kao potencijalnog biljega za stupnjevanje bolesti. Alel O1 je najzastupljeniji kod
tumora visokog i niskog gradusa §to moze znaciti da opcenito predstavlja poviSen rizik za razvoj
bolesti bez obzira na stupanj maligniteta. Takoder je najzastupljeniji i u bolesnika sa i bez
recidiva bolesti Sto bi moglo ukazivati na njegovu nespecificnost za recidiv. SNP-ove koje smo
odredivali kao surogat za alele krvnih grupa su intronalni (A1, O 1 A2) i egzonalni (B). GWAS
studija koja je analizirala neposredan utjecaj SNP-ova na nastanak KMM ovisno o lokaciji na
genu identificirala je egzonalni SNP rs 12615669 (kromosom 2) i rs 2989734 (kromosom 9) te
intronalni SNP rs 4976845 (kromosom 13) kao ¢imbenike rizika za nastanak agresivnije forme
ne-misi¢no invazivnog KMM, s poviSenim rizikom za njegovu progresiju (100). Druga studija
je utvrdila da pusenje predstavlja rizican ¢imbenik za nastanak KMM u nositelja odredenih
alela (248). GWAS studije koje su identificirale SNP-ove kao ¢imbenike rizika u pojavnosti
KMM u dovoljno velikom uzorku populacije utvrdile su omjer izgleda manji od 1,5, pa su ti
SNP-ovi nazvani umjerenog rizika(249). 1z svega navedenog proizlazi da ulogu SNP-ova ne
treba promatrati samo iz aspekta njihovog direktnog utjecaja, ve¢ u obzir treba uzeti i njihovu
posrednu ulogu u karcinogenezi populacije izlozene rizicnim ¢imbenicima. Primjerice, valja
razmotriti utjeCu li polimorfizmi na izloZzenost pojedinca vanjskim i okoliSnim ¢imbenicima
kao Sto su puSenje, prehrana ili konzumacija alkohola. SNP-ovi se nalaze na razli¢itim
dijelovima gena te putem razli¢itih mehanizama reguliraju gensku ekspresiju i stanicni ciklus.
U ekstenzivnim istrazivanjima o ulozi SNP-ova u genetskoj predispoziciji za karcinogenezu
utvrdeni su vrlo kompleksni patogenetski mehanizmi koji nisu do kraja razjasnjeni. Na primjer,
dok je dobro istraZzen utjecaj SNP-ova promotorske regije na metilaciju gena i modifikaciju
histona, medudjelovanje izmedu genetskih 1 epigenetskih mehanizama ostaje nerazjasnjeno.
Stovise, iako postoje dokazi za povezanost egzonalnih polimorfizama i rizika za rak,
biokemijski i1 stani¢ni bioloski ishodi nsSNP-ova nisu poznati. Takoder, detalji koji se ti¢u
ucinaka sSNP-ova na kinetiku translacije zahtijevaju detaljnije proucavanje. U¢inak metilacije
DNA koji se uglavnom dogada u regiji promotora i prvom egzonu treba proucavati u odnosu
na sami SNP. Dok su funkcije intronalnih polimorfizama dobro poznate, njihovi utjecaj na
spajanje, cis-regulirajue elemente i IncRNA zahtijevaju daljnje proucavanje. Takoder,
prepoznata je i uloga polimorfizama unutar neprevadaju¢ih, regija u genskoj ekspresiji kroz
epigenetsku regulaciju translacije, iako se utjecaj SNP-ova na 5'i 3' UTR na translaciju, DNA
metilaciju, miRNA vezanje, i tkivno-specifi¢nu gensku ekspresiju mora jo§ dodatno utvrditi.
Polimorfizmi unutar pri-, pre- 1 zrele miRNA utjecu na probir ciljanih miRNA 1 na ekspresiju
brojnih proteina i signalnih puteva. Stoga mozemo zakljuciti da su mehanizmi povezani s
polimorfizmima gena i rizikom za rak vrlo kompleksni. Oni takoder mogu promijeniti prostornu
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strukturu, Sto utjece na stabilnost mRNA, metilaciju i alel specificnu ekspresiju, ¢ime se bave
bazicna istrazivanja. S obzirom na navedeno, ulogu SNP-ova u karcinogenezi prvenstveno treba
sagledati kroz prizmu genetskih i epigenetskih mehanizama koji su temelj razumijevanja rizika
za nastanak raka. Istrazivanja koja su proucavala utjecaj SNP-ova na tumorogenezu utvrdila su
injihovu ulogu preko gena koji su ukljuceni u regulaciju rasta stanica, popravak DNK, apoptozu
ili putem imunoloskog odgovora. Primjer su SNP-ovi u genima povezani s povecanim rizikom
od raka dojke i jajnika (250). SNP-ovi mogu i utjecati na nacin na koji pojedinci reagiraju na
okolisne ¢imbenike, poput pusenja, prehrane ili izloZzenosti kemikalijama. Primjerice, neki
SNP-ovi mogu utjecati na metabolizam kancerogenih tvari, kroz regulaciju enzimske
aktivnosti koja djeluje u metabolizmu ksenobiotika, §to moze povecati ili smanjiti rizik od raka
kod osoba koje su njima izloZzene. Otkrivanje specificnih SNP-ova moze pomoc¢i u identifikaciji
osoba s povecanim rizikom za maligno oboljenje, omogucujuci rano otkrivanje i preventivne
mjere. Njihova analiza moze pomoc¢i u personalizaciji terapije jer neki od njih mogu utjecati na
odgovor na lije¢enje. SNP-ovi koji se nalaze u genima koji su ukljuc¢eni u popravak DNA mogu
smanjiti sposobnost stanica da poprave osteenja DNA, §to moze dovesti do akumulacije
mutacija 1 razvoj raka, dok SNP-ovi u genima koji reguliraju signalne puteve koji upravljaju
rastom stanica mogu rezultirati neurednim rastom i razvojem tumora. Neki SNP-ovi mogu imati
razlicite u€inke u kombinaciji s okoliSnim ¢imbenicima kao §to su prehrana, izloZenost
kemikalijama ili virusnim infekcijama. Ove interakcije mogu igrati klju¢nu ulogu u razvoju
raka 1 mogu pomo¢i u razumijevanju kompleksnosti karcinogeneze. SNP-ovi su vaZan alat za
razumijevanje genetskih aspekata karcinogeneze, omogucujuéi identifikaciju genetskih
predispozicija za rak, proucavanje mehanizama razvoja tumora i personalizaciju pristupa
lijeCenju 1 prevenciji. Njihovo proucavanje doprinosi boljem razumijevanju nastanka tumora i

moze dovesti do unaprijedenja u dijagnostici i terapiji.

Nakon svega navedenog, a vrativsi se na tvrdnju s pocetka rasprave, mozemo iz nasih rezultata
1 literature zakljuciti da je za istrazivanje povezanosti ABO 1 KMM, tipizacija krvne grupe na
razini alela adekvatnija nego imunohistokemijska metoda na razini antigena. Prvenstveno,
otvara se potpuno novi pogled na patogenetske mehanizme u karcinogenezi koji su do sada bili
utvrdeni samo na razini antigena. Drugo, a obzirom da su krvne grupe kodominantne, iz podatka
o antigenu odredenog imunohistokemijom ne moZemo odrediti haplotip specificne genske
regije, a upravo je alel tj. njegovi sastavni dio SNPa nositelj rizika za nastanak tumora. Trece,
uloga SNP-ova ne mora biti usko vezana kroz direktan utjecaj na stani¢ni ciklus i proliferaciju,

ve¢ moze-djelovati i kroz enzimsku aktivnost koja moZe utjecati na metabolizam karcinogenih
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spojeva. Primarna uloga ABO je imunoloSka u smislu antigene determinacije krvnih grupa
individualca. Ona nije izravno povezana s karcinogenezom, ali su mnoga istrazivanja
proucavala njezinu povezanost zadnjih nekoliko desetljeca. Iako smo se potrudili objasniti nase
rezultate pomocu potencijalnih patogenetskih mehanizama objavljenih u ranijim istrazivanjima,
vazno je napomenuti da oni nisu jos do kraja istrazeni. Ostaje otvoreno pitanje igra li klju¢nu
ulogu interakcija s imunoloskim sustavom, ekspresija glikokonjugata ili varijacije unutar
genske regije. Rezultati dosadasnjih istrazivanja nisu dali uvjerljiv dokaz glede specificnog
patogenetskog mehanizma. Nase istrazivanje je prvo koje je obuhvatilo analizu povezanosti
ABO 1 KMM na razini genotipa i alela. Dok na razini antigena nije utvrdena povezanost,
povezanost smo utvrdili izmedu pojedinih genotipova i alela ABO 1 pojavnosti KMM. Ta
saznanja sugeriraju potencijalnu ulogu ABO alela u nastanku i progresiji tumora i nalazu daljnja
istrazivanja s veéim brojem ispitanika kako bi potvrdili nasa preliminarna istraZivanja.
Ogranicenje nase studije je relativno mali broj uzoraka bolesnika iz hrvatske populacije s
obzirom na studije koje se bave istrazivanjem polimorfizama, ali smo dobili vrijedne
informacije vezane uz pojedine alele kao moguce ¢imbenike rizika. Razumijevanje genetske
osnove nastanka KMM moze pridonijeti poboljSanju dijagnostike, stratifikaciji rizika i ciljanim

terapijskim intervencijama.
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6. ZAKLJUCAK

Prvo istrazivanje koje je obuhvatilo analizu povezanosti ABO sustava krvnih grupa i

KMM na razini ABO genotipa i alela

Genotipovi O1A2, A2A2 i 0102 predstavljaju ¢cimbenike poviSenog rizika za nastanak
bolesti ¢ime smo potvrdili hipotezu, dok je genotip O101 ¢es¢i medu kontrolama, Sto
moze upucivati na njegovu zastitnu ulogu tj. upucuje da nekodiranje/neaktivnost

glikoziltransferaza moze imati zastitnu ulogu u tumorskoj transformaciji

Aleli A2 i O2 imaju znacajan uc¢inak na razvoj bolesti, a alel O1 u homozigotnom
genotipu ima zaStitnu ulogu ¢ime smo potvrdili hipotezu da ne-O genotipovi (AA, OA,
AB, BO i BB) i aleli (A i B) predstavljaju ¢imbenik rizika u pojavnosti tumora
mokraénog mjehura 1 time otvorili vrata daljnjih istraZzivanja o ulozi i patogenetskim
mehanizmima intronalnih i egzonalnih SNP-ova kao ¢imbenika rizika za nastanak
tumora

U istrazivanju povezanosti ABO sustava krvnih grupa 1 KMM, genotipizacija krvne
grupe na razini alela je adekvatnija 1 pouzdanija nego imunohistokemijska metoda na

razini antigena.
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Background Previous research on connection between the ABO blood group and bladder
cancer has been based on determining the ABO phenotype. This specific research is
extended to the molecular level, providing mare information about particular ABO alleles.
Aim  To investigate the impact of the ABO blood group genotype or phenotype as a
risk factor for urinary bladder cancer.

Materials and Methods In the case-control study, we included 74 patients who
underwent surgery for a urinary bladder turnor at the Urology Clinic, Clinical Hospital
Centre Zagreb, in 2021 and 2022. The control group comprised 142 asymptomatic and
healthy blood donors. ABD genotyping to five basic alleles was done using a polymer-
ase chain reaction with sequence-specific primers. We compared ABO phenotypes,
genotypes, and alleles between patients and the healthy controls and investigated
their distribution according to the clinical and histological stage and recurrence rate.
Results Mo statistically significant difference was found among the groups, nor for
the observed disease stages in terms of the phenotype and genotype. At the allele
level, the results show a significantly lower proportion of malignancy in 01 (p < 0,001},
Al (p = 0.001), and B (p=0.013), and a lower proportion of metastatic disease in A2
(0%, p=0.024). We also found significantly higher proportions of high-grade tumaors in
patients with 01 (71.4%, p=0.001), A1 (70.1%, p=0.019), of nonmuscle invasive
tumaors in patients with 01 (55.1%, p< 0.001), 02 (100%, p=10.045), and recurrent
tumaors in patients with 01 (70.2%, p < 0.001) and A1 (74.2%, p=0.007) alleles.
Conclusion We did not find an association between the ABO blood group genotype or
phenotype as a genetic risk factor for urinary bladder cancer. However, an analysis at
the allelic level revealed a statistically significant association between certain alleles of
the ABOD blood group system and urinary bladder tumors, clinical or histological stage,
and recurrence rate, respectively.
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Introduction

Tumaors treated in urology as a clinical branch of medicine
cover a wide range of mostly malignant diseases within the
human wrinary and male reproductive systems. Tumors
affecting the wrinary system can be found in the adrenal
gland, kidney, ureter, bladder, and urethra, and in the male
reproductive systemn, such as tumors of the testicles, pros-
tate, and penis. Management of genitourinary malignancy is
likely to demand a large portion of the urologist's time and
practice, and the challenge for modern urology is not only in
understanding the management of commonly seen genito-
urinary malignancies but also in identifying significant
associations that can be risk factors in the development of
malignant tumors. Many biomarkers have been studied as
assessors of outcomes in the development and treatment of
malignant diseases, and one of them is the ABO blood group.
Despite a multitude of studies atternpting to correlate the
ABO phenotype with cancer risk, the link between the
expression of histoblood group antigens and rumorigenesis
has remained unclear for most evaluated tumar types?

Bladder cancer (BC) is ranked tenth among the most
commonly diagnosed cancers for both genders and appears
more often in men’® Histologically, in 90% of cases, it
invalves urothelial carcinoma.* The most commaon symp-
tom that indicates the presence of a bladder tumor is
painless macrohematuria. In some cases, they are asymp-
tomatic and are detected when diagnosing other diseases.
Several risk factors associated with BC have been identified,
and the main risk is active and passive tobacce smoking®
The main diagnostic and therapeutic procedure of BC is
cystoscopy and transurethral resection (TUR) or cold punch
biopsy of the tumor® Tumor staging with multislice com-
puted tomography and histopathological evaluation are
used to gukde treatment and determine a prognosis for
BC.7 The important clinical approach is to confirm whether
it is a superficial (nonmuscle invasive, NMI), muscle-inva-
sive [MI), or metastatic (M) disease. Another important
factor in predicting risks of disease progression in MM
rumors is the tumer grade and recurrence rate.? Tradition-
ally, radical cystectomy is recommended in Ml tumors
without distant metastases, an extensive papillary disease
that cannot be controlled with TUR, or in M disease together
with systemic chemotherapy as a salvage procedure in
preventing blood loss (hematuria)®

Thanks to Karl Landsteiner, the ABO blood type system was
identified in the early 20th century using serological methiods
that have remained the standard." As new technologies have
refined the abality to identify genome sequences, a single gene
on chromosome 9q34 was finally found to define a person’s
blood group and its nucleotide sequence was elucdated in the
year 1990."1" Today, we know that the gene that determines
the blood type encodes a glycosyliransferase with three main
allelic forms: A, B.and 0.'*The A_B, and O glycosyliransferases
ransfer N-acetylgalactosamine, D-galactose, and no sugar
residue, to a protein known as H antigen, which is expressed
an th?:u.rface of red blood cells and other tissues through the
bady.
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Since 1999, the BOMUT (Blood Group antigen gene
MUTarion) Database has been documenting genes of human
blood group systems using single-nucleotide polymor-
phisms (SMPs)."* SMP or RS represents a single base substi-
tution present at a specific location of the gene, which we
can use to identify a specific gene region. The advantages of
using 5MPs in genotyping are their abundance in genomes,
stability at a low mutation rate, and short fragment ampli-
fication.'® For the purpose of ABO blood group genotyping,
the following sequences of 58Ps have been identified: rs
507666 as the perfect surrogate for type Al, rebB7289 as a
marker for the O allele, rs8176746 for the B allele, and
rsB176704 for the A2 allele according to BGMUT Database
{(wwowncbinlmonihgov) Today, DMA-based genotyping is
used as an altermative to the serological antibody-based
method to determine a person’s blood group, such as in
patients with multiple antigens in blood sample, in patients
with recent transfusion treatment (masked antigens), and
in obstetrics for identifying D phenotype due to use of anti-
D immunoglobulin,'”

Alm

The aim of our research is to evaluate the association
between the ABO blood group genotype/phenotype and
the risk for urinary BC. In addition, we examined the associ-
ation between the ABD blood group and tumor grade, clinkcal
stage of disease (MMI, Ml M), and incidence of disease
recurrence in NMI tumars.

Materials and Methods

Study Participants

The study group comprised 74 patients who underwent
surgery for a urinary bladder tumor at the Urology Clinkc,
University Clinical Hospital Centre Zagreh, in 2021 or 20232,
The study received approval from the Ethics Committee of
the University Clinical Hospital Center Zagreb numbser: 0221
AG from Movember 2, 2020, and all procedures were per-
formed in compliance with relevant laws and institutional
guidelines. Preaperative blood samples were taken from the
patients who had given signed consent. Laboratory analysis
of the ABO blood group genotype was analyzed by the
Department of Molecular Diagnostics at the Croatian Insti-
tute of Transfusion Medicine. The control group comprised
142 asymptomatic and healthy (female and male] blood
donors withoutr a medical history of tumaors. The median
age of the participants in the control group was 51 years. All
participants in the control group resided in the same geo-
graphic region.

A TUR or radical cystectomy was performed in patients
with a urinary bladder rumor."®"™ Specimens were proc
essed according to standard histopathological procedures
and evaluated by experienced uropathobogists in a high-
volume center. The tumors were histologically graded as
high grade (HG) and low grade®™ and then divided into three
groups: MMI [superficial), M1, and M tumors. The clinical
stage of the disease was tagged according to the Tumor Node
Metastasis classification system.®!

111



ABO Genotyping
Genomic DMNA isolation from EDTA blood samples was per-

formed using the commercial lAmp DNA Mini kit (Qiagen,
Hilden, Germany . ABD genotyping to given basic ABD alleles
(01, 02, A1, A2, B) and 15 genotypes was done by using the
sequence-specific primer (S5F) method (polymerase chain
reaction [PCR] with 55Ps) in 8 parallel PCR-55F reactions to
amplify exons & and 7 of the ABD blood group gene®?

The presence of a gene fragment of the human growth
hormone (as an internal control] in each S5F reaction
showed that amplification was successful. The ABD alleles
and genotypes were named according to the nomenclature
used by Yamamoto®

Statistical Analysis

The data are presented in tables. Continuous variables are
displayed as either mean or standard deviation for values
with a Gaussian distribution or median and interquartile
range (IQR) for data that does not follew the normal distri-
bution. The normality of the distribution was assessed using
the Shapiro-wilk test. Categorical variables are displayed as
counts and percentges.

Differences in independent continuous varizbles between
the two groups were tested for statistical significance using
the Student’s -test for independent samples or the Wilcoxon
rank-sum [Mann-Whitney U) test, depending on the distri-
burion of data.

Differences in categorical variables were tested for statis-
tical significance using the Pearson's x° test.

p-Values < 005 were considered statistically significant,
and the software package used for statistical analysis was
Jamowi 2.3,

ABO Blood Type and Urinary Bladder Cancer  Milas et al_

Results

Healthy Controls

There were 142 healthy controls over 40 years of age, 96
males and 46 females. The median age was 51 years | 1QR: 46-
57)L According tothe blood type phenotypes, 52 ( 36.6% ) were
Mood type O, 62 (43.7%) were type A, 22 (15.5%) were type B,
and & (4.2%) were type AB. According to the genotypes, 48
(33.8%) were O1A1, 47 (33.1%) were 0101, 21 {14.5X) were
1B, & (4.2%) were A1B, 5 (3.5%) were of 0102, 01A2, and
AlAL genotype, 2 (1.4%) were 02A1 and A1A2, and 1 patient
(0.7%) was of BB genotype [« Tabde 1)

Eladder Cancer
There were 74 patients with BC in the cohort, of which 62
were males (E3.8%), significantly more compared with the
healthy controds (838 vs S94%, p < 0001 There was in-
complete data on four patients, and they were excluded from
further analyses. There was no statistically significant differ-
ence between the groups regarding the ABO phenotype
(p=0.948) or genotype (p =0.347) distribution [« Table 1).
In patients with cancer, there was no significant associa-
tion between histological grades, imvasiveness or the occur-
remce of relapse and phenotypes, grade (p=0.710)
invasiveness (p=0.210), relapse (p=0.145, =Table 2), or
genotypes, grade (p=0529), invasiveness (p=0830), re-
lapse (p=0.747, « Table 3).

Alleles

While there is a higher incidence of malignant disease in
patients with the A2 allele (5E.8%) compared with O1
(I0.8%), 02 (I0%), A1 (31,3%), and B (30.9%), no significant

Table 1 Commparison of ABD phenotypes and genolypes between healtly controls and patients with bladder cancer, §° test,

p=D.94E, 0.347
ARD Bladder cancer, Control group, ABOQ genotype Bladder cancer, Control group,
phenotype n (%) n (%) n (%) n (%)
[} o101 24 (34.3) 47 [33.1)
25 (35.8) 52 [36.6) o102 1(1.4) 5 {3.5)
0202
A ALAT 4[5.7) 5 {3.5)
O1A1 19 (27.1) 48 [33.8)
33 (47.2) 62 (43.7) 0zA1 [} Zi1.4)
AlAZ 2(2.3) 2 (1.4}
O1AZ 5(7.1) 5 {3.5)
O2A2
AZAZ 2(23) 0
B B [} 1i0.7)
9 [12.6) 22 (15.5) O1B 7 (10} 21 [14.8)
028 1(1.4) o
AR 3 [4.3) 6(4.2) AlE 4(5.7) 6 (4.2)
AZE 1(1.4) 0
Tatal 70 {99.9) 142 [100.0) 70 (1000} 142 [100.0)
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Table 2 Comparison of ABD phenotypes between histological grades, invasiveness,

and occurrence of relapse

Phenotype Grade I asiveness Relapsie
HG () LG (%) M (%) M %) NN () Mo (%) Yes (%)
[+] 17 {68) B {32} 5 {20} 5 {20 15 (60) 1E (72) T (28)
A 23 {68.7) 100(30.3) 4{12.1} 14 (42.4) 15 (45.5) 26 (78.8) T(21.2)
6 (66.7) 3{333) 2({2232) 1{11.1} B (66.7) 4 (44.4) 5 (55.6)
AR 3 (100) ooy 1{333) 2 (66.7) ooy 3(100) 0o
Total 4o {70) 21 (30) 12 {17.1} 22 (31.4) 36 (51.4) 51 (72.9) 19 (27.1)
Abbreviatians: HG, high grade; LG, bow grade; B, metastatic; M1, musde imasive; NMI, nonmusde imasive.
Mate= 3 test, grade p = 0,710, invasiveness p=0.210, relapse p = 0.145.
Table 3 Comparison of ABD genotypes between histological grades, invasiveness, and occurrence of relapse
Genalype Grade Inwasiveness Relapse
HG (%) LG (%) M (X} MI (%) MM (%) Mo (%) Yes (%)
oo 16 {66.7} 8(31.6) 5(21.7) 5{21.7) 13 {56.5} 17 (70.8) 7(29.2)
0141 13 (68.4) 6 [31.6) 1({15.8) 7 (36.E) 9 [d7.4) 15 (7E.9) 4 (21.1)
D1A2 4 [BO} 1 (20} 0] 3(B0) 2 (40 4 [BD) 120§
o8 6 [B5.7) 1(14.3) 2 (28.6) 1{14.3) 4 (57.1) 4 (57.1) 1(42.9)
AlAl 3(73) 1(23) 11(25) 1{25) 2 (30} 3(¥3) 1(25)
o102 1 (108 0 (D) o (0] 0 {0} 1 (100} 1 (100} o (0]
AlAZ 2 (100} o (D) o {0} 2{100) o {0} 2 {100} o (0]
AlB 3(75) 1 {25} 1125) 2 {50} 1 {I5) 3(75) 1(25)
AR 0 [0} 1 (100} 0 {0) 0 {0} 1 [104) 0 (D) 1100}
AZAZ 1 (100} 0 (D) oo 1{100) ooy 1 (100} 0o
[erdi} ] 1 (100} oo 0 {0y 1 (104 o (D) 1(100)
o1A2 o0 [0} 1 (100} o (0] 0 {0} 1 (100} 1 {100} o (0]
Total 43 (70) 21 (30} 12{17.1) 22 (31.4) 36 (51.4) 51 {27.1) 19 (72.9)

Abbreviatians: HG, high grade; LG, kow grade; M, metastatic; M1, musde imasive; NMI, nonmusde imasive.

Mates 7 test, grade p = 0.529, invasiveness p=0.830, relapse p =0.747.

difference was found (" = 584, p= 02111 However, these
resulis are still underpowered (1 - B =0.72), and a larger
sample is required to confirm the null hypothesis that there
is no association between alleles and the incidence of
malignant disease.

A test of proportion has shown that a significantly lower
proportion of patients with malignancy is present in patients
with 01 (p<0001), Al (p<0001), and B (p=0013). In
contrast, no statistical significance was present in patients
with 02 p = 0.20) and A2 (p = 0468, ~Fig. 1).

In terms of tumer grade, no significant association was
found between tumor grade (high and low) and alleles
(i =045, p = 0.978), whereas HG tumors are more frequent
in patients with 01 (714% p<0001) and A1 (700%,
p=0019) alleles. No significant difference in tumor grade
distribution was found in patients with 02, A2, and B alleles
[=Fig. 2]

No association was found between tumor invasiveness
[MMI, ML, M) and ABO alleles [ = 1029, p=0245] NMI
rumeors were found to be in significantly higher proportion in
patients with 01 [55.1%, p = 0.001) and 02 (100%, p = 0.045)

Clobal Medical Genetics Vol 11 Moo 5024 © MR 4 The Authors).

alleles, whereas M fumors were in a significantly lower
proportion in patkents with A2 allele (0%, p<0.024). No
significant difference in the proportion of tumor invasive-
ness types was found in patients with Al and B alleles
(=Fig. 3.

In terms of tumor relapse, a significanty higher propar-
tion of relapse was found in patients with 01 (70.2%,
p<0001) and Al (74.2% p = 0007) alleles. No significant
difference was found in patients with 02, A2, and B alleles. A
statistically significant result using a test of proportions
strongly suggests that the proportion of one categorical
variable differs significantly from the proportion of another
categorical variable. In other words, it indicates that the
observed difference in proportions is unlikely to have oc-
curred due to random chance alone.

Discussion

To analyze the potential of blood group as an adequate
biomarker in the incidence of BC, distinguishing whether
we type blood group immunohistochemically at the antigen
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Fig. 1 Distribution of ABO alleles in patients with bladder cancer and healthy controds.

Fig. 2 Allele distribution between high and low cancer grades.

level or genotyping at the allele level is necessary. Since the
mid-20th century, the role of ABO in carcinogenesis has been
intensively researched. The first research revealed that stom-
ach cancer has been more frequent in bearers of the A blood
group.?* Based on the well-known method of determining a
glycoprotein antigen of a blood group using serology, the

hypotheses of pathogenetic mechanisms have also estab-
lished that blood group antigens probably act as signaling
molecules in the cell adhesion and cell recognition process.”®
Cartron et al determined that in addition to red blood cells,
blood group antigens are also expressed on other tissues in
varlous forms, resulting in wide functional diversity.* ABO is

Clobal Modical Coretxs Vol 11 Neo. 32024 © 2024 The Authar(s).
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3

i

Fig. 3 Allele distribution between nonmuscular mvashee, muscular invasive, and metastatic cancer.

a system with the most immunogenic response in the human
body, and based on the theory of avoiding immunologic
responses, earlier research proved that for certain bladder
tumors, a lack of A and B antigen expression on tumor cells
when compared with the nommal urothelium is a character-
istic trait.*"** Beyond their role in immuncgenic regulation,
glycosyliransferase products have broad implications.
Certain possible mechanisms analyzed for various tumors
suggest that ABD anrigens stimulate intracellular signalingin
the direction of tumor angiogenesis or play a role in the
inflammatory process by affecting the serum level of circu-
lating inflammatory markers, soluble vascular endothelial
growth factor for receptors 2 and 3, and soluble glycoprotein
130, thereby affecting the surveillance of malignant
cells. 3 Srinivas et al found that BC patients with blood
group A tend to have lower mortality and a more favorable
histological cancer grade, whereas patients with blood group
@ have a worse histolegical type and higher moreality.®!
A study conducted on 494 patients with superficial BC
indicated that blood group O carries the risk of disease
recurrence and progression. = A meta-analysis from 2022
summarized 10 studies investigating the association be-
rween ABO systern phenotypes and BC An association
with the treatment outcome was established in patients
who had undergone radical cystectomy. Also discovered in
patients with NMI carcinomas who had undergone TUR was
that blood group A could affect the treatment outcome,

Clohal Medical Corafien. Vol 11 Mo BUMIE 0 024 The Authors).

whereas a lower incidence of disease recurrence and pro-
gression was found for blood group B3 According to a
nurmber of other authors, when bound on BC and ABO
phenotype only, ABD antigens are not ientified as appro-
priate biomarkers in BC outcome prognostication **

Our research did not find an association between ABO and
BC at the phenotype (antigen) level However, intriguing
assaciations were found between specific blood group alleles
and tumar grades, invasivensss, and relapse. We ohserved a
lower risk as statistscally significant in the appearance of BC
among carriers 01, Al, and B alleles, whereas at the same
time, a higher risk of HG and recurrent tumors in 01 and A1.
We also determined the stanstically significant lower
proportion for M potential of A2 allele carriers and the
statistically significant presence of superficial { NMI) tumors
in carriers of noncoding 01 and 02 alleles.

As we already mentioned, blood group genotyping was
performed using S8Ps, which represent a genomic variant at
a single base position of DMA. They are characteristic of a
particular gene region, and in our research, we used them to
identify alleles of the ABO blood system. In addition to
determining a specific gene region, SMPs are also potential
biomarkers in many cancer types.*® SNP can occur in the
coding region with or without a change in the amino acid. it
can also ocour in the regulatory gene region, where the result
is a change in gene expression, or it can ocour in the region
between genes.?” Therefore, their effect and pathogenetic
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mechanism on cancer susceptibility depends on the location
of the SMPs For cxample, SMPs in the promoter region
decrease gene transcription by inhibiting transcription fac-
tor binding while promoting rumorigenesis in prostate,
breast, cobon, and pancreatic cancer or making an impact
using epigenetic mechanisms through DMA methylation, 5%

The classification of SMPs as exons is based on their ability
to replace the encoded amino acid, Le., nonsynonymows SMP
change to the protein structure, and synonymous SMP alter
protein structure indirectly by modulating mENA stability.
These changes affect cell signaling and levels of oncogenic
and tumor suppressor proteins, ‘04!

Research fram 2009 identified 558,542 gene regions that
may be potentially associated with the risk of developing
pancreatic cancer, SMP rs 505922 located within the frst
intron of the ABO gene. It is called the protective allele (T),
and its existence is evident in the linkage disequilibrium
upon the deletion of the base pairs, which is responsible for
noncoding the ghycosyliransferase product of the O allele. It
is among the first studies that has shown the link between
the ABD system and cancer at the gene level. It also identified
a significant association between SMPs, suggesting that the A
and B antigens can be associated with an increased risk of
pancreatic cancer, Le, blood group O carries a lower risk of
the disease. ** Returning to the question from the beginning
of the discussion, we can conclude from our results and
literature that for the research on the link between the ABO
system and the incidence of BC, blood group typing at the
gene level is more appropriate than an immunohistochemi-
cal analysis at the antigen level. Blood groups are codomi-
nant, and we cannot determine the haplotype only from
antigen data, where the specific genetic region, i.e., the allele
and its constituent parts, pose a risk factor for the occurrence
of cancer.

The ABO system is primarily imvolved in determining
different blood types in individuals. It is not directly linked
to carcinogenesis, bt many studies have investigated
potential associations over the last few decades. Although
we have endeavored to explain our resulis using potential
mechanisms published in previous research papers, it is
important to note that they are not still fully understood.
Is it a crucial role in interacting with the immune system,
the expression of glycoconjugates or a variation of the gene
region? Previous findings are inconsistent, and more
research is needed to establish conclusive evidence regard-
ing the specific mechanisms involved.

Conclusion

This study provides an analysis of the association between
ABO phenotype, genotype, and blood group alleles in
patients with BC. While no significant differences were
ohserved in ABO phenotype or genotype distribution, asso-
ciations were found between specific blood group alleles and
tumor grade, invasiveness, and relapse. These findings sug-
gest a potential rode for ABOD alleles in BC progression and
warrant further investigation with larger cohorts to validate
these preliminary results.

ABO Blood Type and Urinary Bladder Cancer  Milas et al.

The limitation of our study could possibly be the small
mumber of samples. However, our study is among the first to
assess the risk factors for BC at the level of ABO genotypes
and alleles, which can provide more detailed information
related to individual alleles as possible hereditary factors for
the occurrence of BC. Understanding the genetic basis of BC
can contribute to improving dizgnostics, risk stratification,
and targeted therapeutic interventions.
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SUMMARY — The aim & 1o present our case series documenting indications, laparscopic tech-
:||.ir.|_l.|u'. Hurgi.-;:ul. and E:Iujlﬂ.'rill:ltllﬂg.l.' outeeenes of hpunm‘i:lpir.' ].ur'l.iu.'l uIJm:I:lLt',L'I.IJI'I:I:f‘. In the puril:h‘i froan
April 2011 wmil October 2021, we performed 39 procedures, The patients were divided into three
gL wnilateral adrenal glu.ud turmeor with a normal contralateral ghnd {gn:lup 1}, mrmor of the xul.i'l'.l.'r}'
adrenal gland (group 2), and adrenal cysts (group 3). These wene 20 patients in group 1, 6 patients in
greap 2, and 13 pattents i group 3. The most common histology i group 1 was adenoma {(400%%), all
tummers in group 2 were renal cell carcinoma metastases, and all cysts in group 3 were I'.m:ligl..']hum WETE

o major complications {Clivien Dindo grade 22) an the whole cobort. All patients in groups 1 and 3

had favorable endocanologic outcomes, and 50% of group 2 patients required Lifelong hydsocortisone
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Introduction

Muore than a century passed from the first reported
total adrenalectomy performed by Thornton in 1889°
to the first reported laparoscopic toral adrenalectomy
(LTA) by Higashihara in 1992* and then less than a
decade for laparoscopy to establish irself as the stan-
dard in adrenal surgery’. Further advancement in sur-
gical technique led to organ sparing adrenal surgery
and the firsr retroperitoneoscopic partial adrenalecto-
my by Walz of ol in 19%6° and then laparoscopic by
Tanetchek ef @l in 1997 Adrenal function preserva-
tion increases the quality of life and decreases the need

Carres dence to: Lade Penezid MD, Delurrmnnt af Um|ng'_|.',
Zagreb University Hespital Center, Kifpaticeva 12, HR-10000

Fagreb, Croatia

E-mail: penezic.luka@gmail.com
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for supplementation therapy®. Laparoscopic partial
adrenalectomy (LPA) has been proposed as a feasible
option not only in bilateral and solitary adrenal gland
tumaors, but also for monolateral small adrenal tumaors®
and metastases’.

The first LTA in our instimution was performed in
Tanuary 1997 and the first LPA in January 2008, In
this soudy, we present our case series documenting in-
dications, laparoscopic rechnique, surgical and endo-
crinologic outcomes.

Materials and Methods

We performed a retrospective case series study of
39 LPA performed in our center from April 2011 un-
til Oretober 2021, The patients were divided inro three
groups: unilateral adrenal gland tumor with a normal
contralateral gland (group 1), temor of the solitary
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adrenal gland (group 2), and adrenal cysts (group 3).
In our center, every patient with an adrenal tumor is
discussed at a muldidisciplinary tumor board meeting
consisting of endocrinology, urology, oncology and
radiology specialists. The optimal treatment modality,
based on the best available evidence, is proposed for
cach patient. The standard diagnostic workup of ad-
renal pathology consists of patient history, physical
examination and radiological examination (computed
tomography or magnetic resonance imaging scan) and
biochemical tests (such as serum cortisol and plasma
adrenocorticotropic hormone (ACTH) levels, urinary
free cortisol, catecholamine concentrations, 1 myg over-
night or high-dose dexamethasone suppression, renin
and aldosterone levels, saline suppression test and
ambulatory salt loading test). The decision on LPA in
group 1 was based on favorable anatomic tumor lo-
cation within the adrenal gland preoperatively. This
was reevaluated intraoperatively, and if the anatomic
relations were still favorable as judging by visual ap-
pearance, LPA was carried out. For patients in group 2,
LPA was the only option because of the solitary adrenal
gland, and for patients in group 3, once the intraopera-
tive diagnosis of a cyst was visually confirmed, LPA was
carried out. Contraindication for LPA was high radio-
logical and clinical suspicion of malignancy. All patients
underwent endocrinologic reevaluation and follow-up
after the procedure. Perioperative and postoperative pa-
rameters were recorded and assessed, including postop-
crative complications. Darta were collected from patient
medical records. Descriptive statistics were used to an-
alyze and represent the results using Microsoft Excel.

The study was conducted following ethical principles of
the Declaration of Helsinki.

Surgical technique and perioperative management

We use a conventional laparoscopic lateral tran-
speritoneal approach. Patient positioning, pneumo-
peritoneum achievement, trocar placement and the
initial steps are identical as that of LTA, as we have
previously published’, up to the point of adrenal gland
dissection. With the use of minimal dissection, we ex-
pose the adrenal vein. Vascular control of the adrenal
vein is very important for LPA because if uncontrolled
bleeding starts from the edge of resection, it is neces-
sary to double clip and cut the vein and perform total
adrenalectomy. The next step is tumor differentiation
from normal tissue so that only the part of the gland
where the tumor is situated can be dissected. This step
is taken for the preservation of blood supply for the
remnant of the adrenal gland. Resection of the tumor
is done with an ultrasonic dissector (SonoSurg, Olym-
pus), the resected surface of the gland is first cauterized
with bipolar, then sutured with Vieryl 4-0, and in the
end, oxycellulose hemostatic agent is applied if nceded
(Fig. 1). The specimen is removed using a laparoscopic
retrieval bag by extending one trocar incision, usually
the onc in the lower lateral abdominal quadrant. All
patients had a drain that was removed when the se-
cretion was less than 100 mL, usually on the second
postoperative day.

Perioperative  endocrinologic management  de-
pends on the underlying pathology. Patients with a
solitary adrenal gland require perioperative manage-

Fig. 1. Pregperative diagnostic magnetic resonance imaging, photographs of intragperative anatomic relatisns and adre-
nal gland after partial adrenalectomy for vight-sided adrenal tumor.

(A) T1 weighted MR image showing favorable anatomic positian (white circle); (B) tumor (black circle), adrenal vein {black lines), normal
adrenal tissue {white lines), inferior vena cava (pink line), renal vein (parple lines): {C) resected tumor (black aval), adrenal gland remnpant
(purple area), hiver held with a retractor (white line), infesior vena cava (pink line).
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ment of intravenous corticosteroid administration one
day before and after surgery. Oral corticosteroids ane
administered on the second day after surgery, tapered
and discontinued after the ACTH stimulation test
which determines the need for lifelong hormonal sub-
stitution therapy. Patients with pheochromocytoma
are given phenoxybenzamine per 55 (po.) for 7 days
before surgery. The need for subsequent therapy de-
pends on postoperative metanephrine values. Patients
with aldosterone-producing adenomas (APA) are fol-
lowed-up clinically and anrihypertensive drugs were
discontinued in case of blood pressure normalizarion,
and biochemically with a saline suppression test.

Results

Demographic and perioperative data are shown in
Table 1. There were no conversions to cither LTA or
open surgical approach. There were no major compli-
cations (Clavien Dindo grade =2) during the early and
late postoperative period in the whole cohort. Medi-
an hospital stay was 4 days (interquartile range (IQR)
3=5) for the whole cohort.

Detailed histalogy of the resected tumaors in group
1 is presented in Table 2. There were 12 hormonally
active tumors, & APA, 4 pheochromocyromas and 2
adenomas causing Cushing syndrome.

All tumors in group 2 were renal cell carcinoma
(RCC) merastases after contralateral radical nephrec-
ronny and adrenalectomy,

Tabie 1. Demagraphic and perisperative data

In group 3, six patients had incidental cyse diag-
nosis (46.1%), five patients had nonspecific abdomi-
mal pain (38.53%) and two patients had cyst recurrence
after laparoscopic marsupialization (15.4%). All cysts
were histalogically confirmed as simple adrenal cysrs.

The median follow-up in group 1 was 36 months
(IQR 13.75-61.25). Twao patients died, one due to
non-small-cell lung carcinoma and the other from
sarcoma progression, at 18 and 12 months atter LPA,
respectively. Two patients with APA were lost to fol-
lowr-up, and the remaining four had clinical and bio-
chemical remission, as did two patients with Cushing
syndrome. Three patients with pheochromocytoma
had clinical and biochemical remission, and one had
the disease as part of the MEMN2 syndrome, who un-
derwent ipsilateral adrenalectomy due to tumor recur-
rence 4 years after LPA. One partient with lymphoma
received chemoradiotherapy and is in remission during
5 years of follow-up. Three patients with hemangioma,
myelolipoma and lymphangioma had normal endocri-
nologic function, while the myelolipoma patient had
nonfunctional recurrence of § mm in diameter in the
adremal remnant, which has been under surveillance.
One patient with renal cell carcinoma metastasis laver
underwent contralateral adrenalectomy due to disease
recurrence, and subsequently developed partial adrenal
insufficiency, requiring glucocorticoid supplementa-
tion only during stress, and is srill alive afrer 3 years
aof follow-up. The patient with adrenal cell carcinoma

Giroup 1 Group 2 Ciroup 3 Total
Patients n=20 n=h [ n=13 N=3%
IMlales 416 33 49 11728 (28.2%/72 8%}
Female {2000/ 800} (S 0%/508%4) (30, 7965 3]
Median 5005 Median 63 Median 38 Median 47 (38-63.3)
{years) {(IOR 41.75-59.75) | (IOR 62.25-70.75) (IQR 36-44)
Side, left/right 12/8 33 7'a 2217
(OO0} (5005 0%) (53.89%0/46.20%) (56.4%0/43.61)
Tumor size {mm} | Median 255 Median 195 Median 100 (IQR | Median 35 (IQR
(IQR 2235 -365) | {IOR 18-27.75) T0-120) 23-715)
Procedure Median 90 Median 107.5 (IQR Median 75 (IQR Mledian 825 (IQR
duration {min) | (IQR 71.25-107.5) | 47.5-126.25) BO-85) 70-100)
Estimated blood | Median 33 Median 45 Median 175 (I0R | Median 27 (IQR
loss (mL) (1OR 25-50) (IR 35-52.5) 13.75-20) 20-47.5)

IR = interquartile range
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Tabie 2. Histolagy in greup 1

Histology repart

Adenoma n=8 [40%}
Pheachromocytoma n=4 [20%}
Non-small-cell Iun& carcinomml metastasie n=1 (5%
Renal cell carcinoma merastasis n=1 (5%
Lymphoma n=1 (5%
Sarconya n=1 [5%)
Hemangioma n=1 [5%)
Lymphangioma n=1 (5%
Myelolipoma n=1 (5%
Adrenal cell exrcinoma, YWeise score 4 n=1 (5%

(ACC) did not receive any adjuvant treatment and is
recurrence-free after & vears of follow-up.

The median follow-up in group 2 was 35.5 months
(I0R 30-53.75). Two (33.3%) patients died due o
disease progression. Three (30%) patients required
lifelong hydrocortisone replacement therapy because
of adrenal insufficiency.

The median follow-up in group 3 was & months
(IR 1-1%.25) and one patient was lost to follow-up.
The remaining patients had normal endocrinologic
funcrion, and one patient had a minor cyst residue, 3
cm in diameter {preoperatively it was 10 cm), with no

progression during 83 months of follow-up.

Diiscussion

Laparoscopic total adrenalectomy is the standard
procedure in benign adrenal surgery because of the
minimally invasive surgery benefirs with excellent sur-
gical and clinical outcomes. LTA can also be performed
using a robotic approach with similar resules™". Howe-
ever, LPA has gained popularity in the era of organ
sparing surgery because of the potential of indepen-
dence from chronic steroid replacement therapy. The
indication for LPA in cases with a solitary adrenal
gland and bilareral mumors, especially in familial pheo-
chromocytoma, is unquestionable if we want to avoid
the morhidity associated with chronic steroid substitu-
tion therapy. The controversy has abways been whether
LPA is indicated for tumors in patients with normal
contralateral adrenal gland™". Two arguments support
LPA in this setring. First, it has been reported thar pa-
tients with a solitary adrenal gland after adrenalectomy
do not respond equally to stress as normal conerols'2.

Acta Clin Crost, Vol. 62, [Suppl. 2) 2023

Second, there are a multitude of potential threats to
the remaining adrenal gland, such as the need for sur-
gery, infections, idiopathic and other etiologic factoms
of acquired adrenal insufficiency®. LPA has proven to
be safe and feasible in the treatment of nonhereditary
unilateral functional adrenal adenomas®, and there is a
proposition to use it as the firse-line treatment for small
adrenal masses®. In our case series, the most common
rurnor in group 1 was APA, reflecting an overall higher
incidence of this pathology compared to other adrenal
tumors. The debate over LPA indication for the APA
treatment is ongoing, mainly regarding its endocrino-
logic effectivencss because it is questionable whether
the detected adenoma really is the source of excessive
aldosterone, even after confirmation of the side with
adrenal vein sampling. There can be multiple adeno-
mas in the same gland in 10.1%" and APA can coexist
with adrenal hyperplasia in 10% of cases™. Although
therapeutic noninferiority of LPA compared oo LTA
has been reported in several publications™ " LTA is
still considered the standard for APA. In our case se-
ries, of the 6 APA patients in group 1, four underwent
LPA because of inconclusive adrenal vein sampling
results, and two becanse they were vounger than 3%
years with serious primary aldosteronism and radio-
logically confirmed small adenoma and for such pa-
tients, surgery is the reasonahble option without adrenal
vein sampling'™. All our APA patients had elinical and
biochemical remission, which is in concordance with
the previcusly mentioned series of LPA noninferiori-
o' LPA is contraindicated if there is suspicion of
malignancy'. One of the radiological criveria for ma-
lignant potential in incidentalomas is tumaor size, and

83
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4 cm was proposed as the appropriate cut-off. The
median mmor diameter in our group 1 was 2.5 om,
which implies a low risk of ACC, bur still we encoun-
tered one case in our series, which is extremely rare®.
Ko er af. also report on one case of incidental ACC in
their LPA group of 34 parients, and their patient was
recurrence free after 24 months™, while our patient has
been recurrence free without any adjuvant therapy for
6l months. This is an outlier and exception that proves
the rule that ETA must be performed in case of ACC
suspicion™. All other tumors in group 1 are sporadic
and rare, but the favorable endocrinologic and surgical
outcomes concur with the proposal thar LPA could be
the first=line treatment for small adrenal magses”.

The preferred treatment for adrenal RCC metasta-
ses is toral adrenalectomy because it can prolong sur-
vival’'. Adrenal sparing metastasectomy is generally
rarely performed, let alone laparoscopically, since bilar-
eral synchronous or metachronous adrenal RCC me-
tastasis is extremely rare®. The first minimally invasive
adrenal sparing surgery for RCC metastasis was done
by robaot-assisted procedure, published by Kumar e al
in 2009, and there is only one more reported case of
retroperitoneoscopic partial adrenalectomy by Kaneko
et @l 20019, Kancko reports a recurrence-froe survival
after ¥ months of follow-up and both cases reported
no need for cortisol supplementation therapy after
surgery™. To the best of our knowledge, our case se-
ries is the largest ver published LPA series for adrenal
RCC merastasis treatment published in English liter-
ature. We performed the procedure for metachronous
contralateral solitary adrenal ROC metastasis afrer
previous radical nephrectomy and adrenalectomy in &
cases (group 2) and 1 for metachronous ipsilateral ad-
renal RCC metaseasis after previous radical nephrec-
tomy (group 1). In the solitary adrenal group, 50% of
cases required supplementation therapy and during
the median follow-up of 36 months, the survival rate
was b 7. One patient from group 2 later developed
RCC metastasis in the contralateral adrenal gland and
had to underge LTA, after which he developed partial
adrenal insufficiency. In the light of these resules, we
can conclude that LPA should be performed in pa-
tients with RCC metastasis in the adrenal gland to
preserve adrenal function and prolong survival.

Cysts present a rare adrenal pathology, with an in-
cidence of 5.4%-8.7% of all adrenal masses™**, and
in around 60% of cases, they are diagnosed after non-
specific abdominal complaints®. In 15% of cases, they

B4

accompany hormonally active adrenal syndromes™.
Malignant potential increases with size and is reporced
in up to ¥ of cases®’. The preferred treatment is re-
section/partial adrenalectomy because this way a part
of adrenal tissue can be sent for pathologic evaluation
to exclude malignancy*®. Total adrenalectomy was ad-
vocated in the past, but in the era of organ-sparing
surgery, this is too aggressive for a lesion that is most-
Iy benign. The median size of cysts in the case series
wis 10 cm and the pathology report confirmed benign
characteristics in every case, reflecting the low inci-
dence of malignancy and jusrifying the LPA approach.
Besides that, in our experience, partial adrenalecromy
had almaost no recurrences, as opposed to marsupial-
ization, with which we had 2 recurrences in 2 cases
(100#%4), which we then treated with LPA and included
in group 3.

We use a multidisciplinary approach in trearing
patients with adrenal tumors and our department is
a high=volume center for laparoscopic adrenalecto-
my. We performed more than 900 laparoscopic adre-
nalectomnies since starting this program in 1997, The
guidelines on the treatment of adrenal incidentaloma
propose lapamscopic adrenalectomy to be performed
in high-volume, experienced centers™. The surgeons
volume and experience become even more important
for LPA since it is a technically demanding procedure.
There are a few technical aspects that need to be paint-
ed out. The lecation of the tumor within the gland has
a major influence on the ability to perform partial ad-
renalectomy. Tumors anterior to and on the margin of
the gland are generally more amenable for LPA than
those on the posterior surface™ and those centrally
locared™. The arterial supply of the gland consists of
small arteries, accompanied by small veins, originating
from three sources, ie., the aorra, the inferior phrenic
and the renal artery. Thar is why the remnant of the
adrenal gland must not be mobilized off the surround-
ing recroperitoneal tissue, especially if the adrenal vein
cannot be preserved, to ensure adequate arterial supply
and venous drainage'. Another important aspect is
the residual adrenal volume. It has been suggested that
at least 15% to 30% of adrenal tissue is necessary for
normal gland function™ ™, although some repore ste-
roid-independence with less than 15% tissue™. New-
ertheless, there is an unanimous agreement that if the
proposed minimal remnant tissue cannot be achieved,
LTA should be performed ™. When talking about the

remnant volume, the resection margin should also be
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taken into account. The proposed 3-5 mm margin is
considered encugh for an adequate cutcome™. The fi-
nal aspect is preservation of the adrenal vein. It has
been shown that preservation is not essential either
for the safety of the procedure or the functional out-
come™"". But we believe that the intraoperative prepa-
ration and preservation of the adrenal vein is manda-
tory for several reasons. First, venous drainage of the
adrenal stump contributes to better cortical remnant
function™". Second, preservation of the adrenal vein
leads to better venous drainage with less congestion
and less bleeding™. Third, in the case of uncontrolled
bleeding during tissue resection, the exposed vein can
be instantly clipped for hemosrasis.

One of the major concerns of LPA compared to
LTA is the porential for more bleeding because of the
rich adrenal vascular supply, but numerous studies have
shown that the perioperative outcomes of LPA are as
good as of LTA®. Estimated blood loss, operative time
and complication rates do naot differ significantly be-
tween LPA and LTA, and the procedure is considered
safe and feasible®. Owr cohort shows minimal blood
loss, reasonable operative time and no complications,
the same as other published series, confirming the
safety and feasibility of the procedure.

This is a case series of a heterogeneous LPA co-
hort incleding patients with different adrenal pathol-
oy, limiting conclusions ta low levels of evidence, but
reflecting real-lite situations. The major limiting fac-
tor of this study was the lack of randomization and
comtral group, but most of the published reports have
the same bias. The debare on LPA indications is still
angoing™, but from our experience, we can conclude
that, although technically challenging, the procedure
can easily and safely be perfarmed in a variety of indi-
cations, especially by a high-volume adrenal surgeon.
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Swketak
LAPARDSKOPSKA PARCIALNA ADRENALEKTOMIJA: SERIIA SLUCAJEVA
N Enezewiz, L Perezic, I Mitas, Ib Kaitelar, T Kulti, T Zebalic, B Cikicy 7. Kaitelan

Cilj je predstavitt nadu seriju slucapeva keja dokumentira indikacije, lapareskopsku tebniky, kiructke 1 endoknnelotke
tshode laparoskopske parcijalne adrenalelromape (LPA) U razdoblju od eravaja 2001, do lstogada 2021, podine ucanili smo
39 zalwata. Bolesnici su podijeljena u tei skupane: jednostrani tumor nadbubreine 2hjezde s normalnom kontralateralnom
#lijezdom (shuping 1.}, tumor solitime nadbubreine Sijeede (skupina 2.) 1 ciste nadbubredne glijesde (soupina 3.). 1 shuping
1. bilo e 200, u shuping 2. sest 10 shupini 3. trinaest bolesntka, Najéeiéa patohistolodhka dijagnozs u skupam 1. bio je adenom
(4095, svb tumor u skugind 2. bili su metastaze karcinema bubrega, 2 sve cste u shupini 3. su bile benigne. U apeloj kohora
e bilo enadaniph kemphkacija (Clavien Dhadov stugang 223, 5vi bolesnict u skupanaoa 1.1 30 imal su povoljan endokn-
nodogki isheod, 2 500 bolesnika u shupini 2. zabhtijevalo je dodivornu nadomjesnu terapiju hidrokerizonom. LPA je udinkovit
1 sigrran zabwat s povoljmm ishodama o rukama vrologa s sdasevom o kirerght madbubredoe Shjeede.

Kljutne eijecs: Laparoskepipa; ddrenalobiomiga; Zabvati 1 poitedom organe; Mintmalns invazévma kirurgiye
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