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1 UVOD

1.1 Karcinom Zeluca

1.1.1 Epidemioloski i klini¢ki podaci

Zlo¢udne bolesti su vodedéi uzrok prijevremenog mortaliteta do 70. godine.u vecini zemalja Europske
Unije (EU), ukljuCujuéi Republiku Hrvatsku, kao i u SAD-u, a predstavljaju znacajan drustveni,
javnozdravstveni i gospodarski problem 21. stolje¢a (1,2). Medu svim zlo¢udnim bolestima, karcinom
Zeluca bio je peti najéeséi karcinom i peti uzrok smrti povezanih's karcinomom u'svijetu u 2022. godini.
Karakterizira ga izraZena razlika u incidenciji prema spolu, pri ¢emu zauzima Cetvrto mjesto po
incidenciji u osoba muskog, a sedmo u osoba Zenskog spola, dok'sexnajveca ucestalost biljeZi u starijoj
populaciji, osobito nakon 60. godine Zivota (1). Takoder, poznato je da karcinom Zeluca pokazuje
znacajne geografske varijacije, s najviSom stopom incidencije u Isto¢noj Aziji (Kina i Japan), Isto¢noj
Europi te Srednjoj i Juznoj Americi (3). J Republici,Hrvatskoj je u 2023. godini karcinom Zeluca bio osmi
najc¢eséi maligni tumor medu muskarcima‘(3,5 % svih novooboljelih) i Sesti uzrok smrti od malignih
bolesti, dok je kod Zena zauzimao jedanaesto.mjesto po incidenciji (#3,% svih novooboljelih).te Sesto
mjesto po mortalitetu (2): Stovise, prema hrvatskim podacima za 2024. godinu;.halazio se na petom
mjestu medu uzrocimay prijevremenog mortaliteta od tumora«(2)=.0sim_geografske raspodijele,
karcinom Zelucal karakterizira i specificna anatomska,raspodjela unutar samog-organa. U oko 80%
slu¢ajeva seyjavlja ufdistalnom dijelu Zeluca (tj. upodrucju, tijela Zéluca, antruma i pilorusa), a veéina
navedenih je lokalizirana u podrucéju antruma i/ili pilorusa (4). Karcinom Zeluca je, u pravilu, bez
simptoma u ranom stadiju, a najces¢i simptomi su probavne smetnje (dispepsija), anoreksija (slab
apetit) ili rano josjecanje sitosti, gubitak tezine i bolutrbuhu, dok se disfagija ili regurgitacija Zelu¢anog
sadrzajamogu pojaviti kod proksimalnog karcinoma Zeluca'ili karcinoma smjestenog na spoju jednjaka
i Zeluca. Jedan od ranih pokazatelja bolesti moZe biti i anemija koja moZe biti prisutna kod karcinoma
koji krvare. Nazalost, ako su simptomi prisutnizu trenutku postavljanja dijagnoze, bolest je vrlo ¢esto
uznapredovala i neizljeéiva (5). Zlatni standard za postavljanje dijagnoze karcinoma Zeluca jest
endoskopski pregled (gastroskopija), uz preporucenu primjenu virtualne kromoendoskopije (engl.
virtual chromoendoscopy), tijekom kojeg se odreduje lokalizacija tumora u Zelucu i njegov
makroskopski tip te uzimaju ciljane biopsije za histolosku potvrdu dijagnoze (6). Na temelju smjernica
najnovijeg izdanja Unije za medunarodnu kontrolu raka (engl. Union for International Cancer Control,
UICC) i Americkog zajedni¢kog odbora za rak (engl. The American Joint Committee on Cancer, AJCC)
definira se klinicki stadij koji odreduje hoée li pristup lijeenju biti kurativan ili palijativan (7,8). U

lijec¢enju karcinoma Zeluca koristi se kemoterapija (neo-adjuvantna i postadjuvantna), imunoterapija i



kirurska resekcija, a o njihovoj upotrebi, redoslijedu, vrsti i trajanju se odlucuje na multidisciplinarnom
konziliju za tumore na kojemu, prije odredivanja smjera lijeCenja, svi pacijenti moraju biti prezentirani

(9).

1.1.2 Klini¢ko-patolo$ka obiljezja karcinoma Zeluca

Karcinom Zeluca je zlo¢udni tumor koji najéesce potjece iz epitela Zelu¢ane,sluznice: U priblizno,90 %
slucajeva pokazuje Zljezdanu diferencijaciju te se stoga klasificira kao adenokarcinom (aden (gr¢. aénv,
aden) = Zlijezda; karcinom (grc. kapkivog, karkinos) = zlo¢udni epitelni tumor; oma (gr¢. -wua, -6ma) =
tvorba). Etiologija karcinoma Zeluca je viseCimbenicka. Veéina slucajeva (0ko,90 %) javlja se sporadicno,
dok se priblizno 10 % pojavljuje u obiteljskom kontekstu, pti cemu je 1-3"% slucajeva povezano s
nasljednim sindromima (6,9). IstraZivacka mreza projekta Atlas génoma karcinoma (engl. The Cancer
Genome Atlas) identificirala je ¢etiri molekularno razli€ita podtipa karcinoma Zeluca: Epstein-Barr virus
pozitivni tumori, tumori s visokom mikrosatelitnom nestabilnos¢u (engl. microsatellite instability-high),
genomski stabilni tumori te tumori s kromosomskom nestabilnosc¢u (engl. chromosomal instability)
(10). Svaki od ovih podtipova obiljeZen je specificnim molekularnim promjenama, uz odredeno
preklapanje izmedu pojedinih skupina, no/va klasifikacija zasad nema izravnu terapijsku implikaciju.
Prema prosirenosti zlo¢udnog'tkiva u, stijenci. Zeluca, karcinom Zeluca‘klasificira se na rani (engl. early

gastric carcinoma) i uznapredovali (engl. advanced gastric carcinoma).

a) Rani karcinomdeluca
Definiran je kao invazivni, najceS¢e dobro diferencirani, adenokarcinem ograni¢en na sluznicu
ili podsluznicu, neovisno o postojanju presirenosti bolesti u.limfne/évorove (11). Nadalje, rani
karcinom se makroskopski, na temelju izgleda tijekom endoskopije (Pariska klasifikacija), moze
podijeliti na'tri.tipa: protrudirajuci (1), plosnati/povrSinski (11)%i.ekskavirajudi (ll1), a tip Il se dalje
dijeli pa'lla (uzdignut), IIb (plosnat) i lic (udubljen). Takoder, tipovi | i lla su povezani s manjom
vjerojatno$¢u prosirenosti bolesti u limfne ¢vorove u usporedbi s viSim stadijima (12). Na
temelju ranije spomenute PariSke klasifikacije, veli¢ine lezije, postojanja ulceracije,
morfoloskog podtipa i diferencijacije karcinoma razmatrat ¢e se izmedu opcija neoadjuvantne
kemoterapije ili endoskopske resekéije, odnosno subtotalne i totalne kirurske resekcije Zeluca
kao najboljeg izbora lijecenja (9).

b) Uznapredovali karcinom Zeluca
Definiran je kao tumor koji invadira stijenku Zeluca preko podsluznice, odnosno zahvac¢a misi¢ni
sloj stijenke (muscularis propriu) (11). Vecina pacijenata su muskarci (omjer muskarci : Zene =
2:1) izmedu 60. i 80. godine Zivota (13), a za razliku od ranog karcinoma, esto su prisutni ranije
navedeni simptomi. Makroskopski se moze podijeliti prema Borrmannovoj klasifikaciji na:

polipoidni (tip 1), ekskavirajuéi s oStro ograni¢enim i uzdignutim rubovima (tip I1), ulcerirani bez
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jasnih granica s infiltracijom baze (tip Ill) i difuzno infiltrirajuci (tip IV) (14). lako je dokazana
prognosticka vrijednost ove klasifikacije, ona nema znacaj u izboru terapije. Do nedavno je
kirurska resekcija bila jedini terapijski postupak u ovom stadiju bolesti, no danas standard
predstavlja multimodalni pristup koji ukljucuje perioperativhu (neoadjuvantnusisadjuvantnu)
kemoterapiju, radioterapiju i kirursko lijecenje. S druge strane, prosireni (mgtastatski) karcinom
Zeluca lijeci se sustavnom terapijom koja ukljucuje kemoterapiju, ciljanu terapiju i
imunoterapiju, dok se kirursko lije¢enje primjenjuje samo u manjem broju, pazljivorodabranih
bolesnika (9). Za razliku od 5-godisnjeg preZivljenja pacijenata s ranim karcinomom koje iznosi
oko 90%, petogodiSnje preZivljenje ovih pacijenata iznosintek oko»20%, no multimodalno
onkolosko lije¢enje koje uklju¢uje nove bioloske (tzv. , pametne”) lijekove i imunoterapiju,
zajedno s kemoterapijom, u odredenih pacijenata, moZe povecati vjerojatnost preZivljenja

(9,11,14).

1.1.3 Histoloska podjela karcinoma Zeluca

Intratumoralna i intertumoralna heterogenostihistoloske morfologije karcinoma Zeluca je dobro
poznata (15), a upravo je ona vjerojatan razlog razliCitih histopatoloskih klasifikacijskih sustava koji se
danas koriste. Laurénova klasifikacija,(16)'i klasifikacija Svjetske zdravstvene organizacijex(englé World
Health Organization, WHQ))(4) najcescesse koriste izvan Japana u kojemu pak, Japanska udruga za
karcinom Zeluca (englsdapanese Gastric Cancer Association, JGCA) (47), preporucuje histoloski sustav
tipizacije koji je slican, ali ne i identican WHO klasifikaciji (Tablica 1). Pastoje i ostale podjele, od kojih
su neke pokusaj povezivanja odredene patoloske karakteristike tumora s njegovom prognozom kao npr.
Nakamurina klasifikacija (18), koja dijeli karcinom Zeluca u dvije skupine: diferencirani i nediferencirani
(Tablica 1). Laurénova klasifikacija prepoznaje dvije glavne vrste karcinoma Zeluca: intestinalni tip i
difuzni tip. Intestinalni tip karakteriziraju tubularne'ili papilarne strukture, dok je difuzni tip definiran
slabo kohezivnim tumorskim stanicama koje infiltriraju tkivo i mogu, ali ne moraju, imati morfologiju
stanica prstena pecatnjaka . Tumori koji sadrze elemente oba tipa nazivaju se mjeSani karcinomi, dok
se oni koji ne pripadaju nijednaejed tih kategorija svrstavaju u neodredene (16). lako potjece iz 1965.
godine, Laurénova klasifikacija ostaje, Siroka prihvacena jer jasno razdvaja podtipove karcinoma s
razli¢itim epidemioloskim znacajkama, klinicko-patoloskim karakteristikama i bioloSkim ponasanjem
(19). Ovi podtipovi takoder pokazuju razli¢ite obrasce Sirenja tako da intestinalni tip obi¢no metastazira
putem krvi prema jetri, dok se difuzni ¢eSée Siri izravno prema peritoneumu (20). Intestinalni tip
karcinoma Zeluca ¢es¢i je oblik sporadi¢nog karcinoma u usporedbi s difuznim tipom, najcesce je
lokaliziran u antralno-piloriécnom podrudju, a histoloski se sastoji od Zljezdanih (tubularnih ili papilarnih)
struktura odnosno solidnih nakupina atipi¢nih epitelnih tumorskih stanica Sto ovisi o stupnju

diferencijacije karcinoma (Tablica 1). Difuzni tip karcinoma Zeluca rjedi je oblik sporadi¢nog karcinoma



i obitno je povezan s lokalizacijom u korpusu, uz tendenciju ranijeg pojavljivanja. Mucinozni tip
karcinoma, iako jo$ rjedi, karakteriziran je izrazenom malignom Zljezdanom komponentom koja
proizvodi znacajnu koli¢inu sluzi, po definiciji, ¢ine¢i vise od 50% ukupne tumorske mase. Ucestalost
mijeSanog tipa karcinoma znacajno varira, a ovaj tip karakteristicno sadrZi kombinaciju Zljezdane
komponente i slabo kohezivne komponente, najéeSée stanica prstena pecatnjaka (4).<Osim toga,
mjesoviti tip karcinoma Zeluca ima loSiju prognozu u usporedbi s jednim ili.drugim tipom te pokazuje
dvostruki obrazac Sirenja tj. metastaziranja (21). Opisane su jo$ neke, vrlo rijetkehistoloske podvrste

karcinoma Zeluca koje razlikuje WHO klasifikacija, a nabrojane su u Tablici\1.

Tablica 1. Prilagodeno prema tablici preuzetoj iz WHO Classification of Tumours Editorial Board, editor.
Digestive System Tumours WHO Classification of Tumours. /5th Edition. Lyon: World Health
Organization; 2019. (4)

Laurén (1965)

Intestinalni tip

Difuzni tip

Mijesani /
neodredeni

Nakamura et al.
(1968)
Diferencirani tip

Nediferencirani
tip

JGCA (2017)

Papilarnixpap)
Tubularni, debro
diferencirani (tubl)
Tubularni, umjereno
diferencirani (tub2)
Slabo diferencirani -
solidni (por1)

Slabo diferencirani -
nesolidni (por2)
Karcinom stanica
prstena pecatnjaka (sig)
Mucinozni (fmuc)

MjeSoviti

WHO (2019)

Papilarni adenokarcinom

Tubularni adenokarcinom, dobro
diferenciran

Tubularni adenokarcinomyumjereno
diferenciran

Slabo kohezivni karcinom

Slabo kohezivni karcinom s fenotipom
stanica prstenastog pecata
Karcinom stanica prstena pecatnjaka

Mucinozni adenokarcinom

Mijesoviti adenokarcinom

Ostali histoloski podtipovi
Adenaskvamozni karcinom
Karcinom plocastih stanica
Nediferencirani karcinom

Karcinom s limfoidnom stromom
Hepatoidni adenokarcinom
Adenokarcinom s enteroblasticnom
diferencijacijom

Adenokarcinom tipa fundicnih Zlijezda
Mikropapilarni adenokarcinom

1.1.4 Patogeneza karcinoma Zeluca i histoloski prekursori (Correa kaskada)

Razvoj sporadicne displazije i karcinoma sluznice Zeluca sloZen je, visSe€Cimbenicki proces pod utjecajem
okoliSnih ¢imbenika i ¢imbenika predispozicije povezanih s domacinom (22,23). Danas se smatra da, u
vecini slucajeva, dugotrajna infekcija bakterijom Helicobacter pylori (H. pylori) inducira upalu i potice

oslobadanje pro-upalnih citokina Sto uzrokuje kronic¢ni gastritis (24). Dugotrajna upala Zelucane



sluznice moZe potaknuti fenotipske promjene poput fibroze lamine proprije (zamjena gubitka Zlijezda
vezivnim tkivom) i/ili metaplasticne transformacije izvornih Zlijezda (mukozno-sekretornih ili
oksinti¢nih) (11). Ove promjene dovode do atrofije sluznice tj. gubitka Zlijezda karakteristi¢nih za izvorni
anatomski dio Zeluca te stoga definicija atrofije sluznice obuhvaca i nestanak izmetaplasti¢nu
(intestinalnu i/ili pseudopiloriénu) transformaciju izvornih Zlijezda (25). Atrofija Sluznice (bilo kojeg
histoloSkog podtipa) dovodi do funkcionalnih promjena koje utje€u na proizvodnju kiseline i lucenje
pepsinogena i gastrina (26) pa su stoga obje vrste metaplazije, intestinalna i pseudopilori¢na; povezane
s povedéanim rizikom od nastanka karcinoma Zeluca, a smatraju se prekanceroznim stanjima Zelu¢ane
sluznice (27,28). Ozbiljnost atrofije Zlijezda odrazava opseg zahvacenosti Zelucane sluznice, pri ¢emu
veca prosirenost lezija nosi vedi rizik za razvoj karcinoma Zeluca (6)."Anatomska raspodjela atrofije
(antralna ili korpusna/oksinticna) odraZava etiologiju upalnog procesa, pri ¢emu je antralno
dominantna atrofija naj¢e$¢e povezana s infekcijom H. pylori, dok'je korpusno dominantna atrofija
tipi¢na za autoimuni gastritis (29). Iz literature je dobro poznata veza intestinalne metaplazije s
intestinalnim podtipom karcinoma Zeluca ‘dok je izravna uloga pseudopiloricne metaplazije u
karcinogenezi karcinoma Zeluca spornija, alije poznatoe da ona moZe napredovati prema intestinalnoj
metaplaziji i, posljedi¢no, intestinalnom/tipu karcinoma (30,31). Postoje dva podtipa intestinalne
metaplazije: tip tankog crijeva (kompletna metaplazija) i tip debelog crijeva (nekompletna metaplazija).
Intestinalna metaplazija takader se mozZe podijeliti prema histokemiji mucina na tip I (kompletna, tip
tankog crijeva, izlu€uje sialomucin)i tip Il ili lll (nekompletna, tipdebelogcrijeva, dodatno podijeljena
premadzlucivanju sialemucinafi/ili sulfomucina) (11). {straZivanja su pokazalatkako je tip lll intestinalne
povrsine zahvacene intestinalnom metaplazijom, kao'i intestinalne metaplazije bogate sulfomucinom,
smatra se da jé prosSirenost intestinalne metaplazije pouzdan pokazatelj rizika od karcinoma Zeluca
(28,32)x.Prvi,.nedvojbeno neoplasti¢ni korak u Correazkaskadi jest Zelucana displazija koja moZe biti
udubljena, ravna ili uzdignuta, a pohdefiniciji ne invadira podleZzecu stromu (4,11). Radi se o
intraepitelnoj leziji koja pokazuje razli¢ite’kombinacije histoloskih promjena povezanih s displasti¢nim
fenotipom kao Sto su atipija epitelnih stanica> (karakterizirana gubitkom polarizacije, promjenom
cilindri¢nog u kubi¢ni oblik stanices povecanim omjerom jezgre i citoplazme te prominentnom
jezgricom i brojnim, mjestimice atipi¢nim, mitozama), nepravilna diferencijacija i poremecaj arhitekture
sluznice (11,28). Prema razini diferencijacije displazija se gradira dvostupanjski na lezije niskog i lezije
visokog stupnja, a stupanj dediferencijacije izravno je povezan s rizikom od razvoja karcinoma (4). Bez
obzira na razlike u klasifikaciji, patolozi diljem svijeta slazu se oko neoplasti¢cnog karaktera Zeluane
displazije, Sto je potkrijepljeno njezinom dediferenciranom morfologijom, molekularnom
deregulacijom i snaznom povezanoscu s rizikom od progresije u karcinom te se ona, za razliku od

atrofije i intestinalne metaplazije, smatra prekanceroznom lezijom (28). Ovaj proces, koji krece iz
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kroni¢nog gastritisa i napreduje kroz faze atrofije sa smanjenom proizvodnjom Zelu¢ane kiseline te
preko intestinalne metaplazije i displazije dovodi do adenokarcinoma Zeluca nosi naziv Correa kaskada
ili Correa model karcinogeneze (Slika 1), a naziv je dobio po autoru Pablu Correi koji ju je prvi opisao i
objavio (33-35). Treba istaknuti da svi navedeni koraci, u pravilu, zapoc¢inju i razvijajusse.u podrucju
vrata antralnih ili fundalnih Zlijezda, sto podupire hipotezu da su prekursorske stanice smjestene .upravo
u tim regijama tzv. mukozne stanice vrata (engl. mucous neck cells) (36,37). Ipak, Correa model ne
objasnjava sve karcinogene putove, jer se neki adenokarcinomi razvijajudi neintestinaliziranoj sluznici,

zadrzavajuci zelucani fenotip kao npr. adenokarcinom tipa fundi¢nih Zlijezda.

Slika 1: Correa kaskada (hematoksilin eozin (HE); 10x): Slijed fotomikrografija koje prikazuju teoretski
proces karcinogeneze intestinalnog tipa adenokarcinoma Zeluca koji zapocinje kroni¢nim gastritisom,
napreduje preko intestinalne metaplazije izdisplazije epitelnih stanica i zavrSava adenokarcinomom

zeluca.

1.1.5 Helicobacter pylori (H. pyloriyukarcinogenezi Zeluca

Razmatranje sporadi¢nog karcinoma Zeluca neizostavno ukljucuje infekciju bakterijom H. pylori, buduci
da se priblizno 90 % slucajeva moze povezati s kroni¢nim gastritisom uzrokovanim ovom bakterijom. H.
pylori je gram-negativna, mikroaerofilna spiralna bakterija koja kolonizira Zelu€anu sluznicu i inficira
viSe od polovice svjetske populacije. Njezina kolonizacija inducira proinflamatorni odgovor epitelnih
stanica i regrutaciju upalnih stanica u sluznicu Zeluca, Sto dovodi do razvoja kroni¢nog gastritisa.

Dugotrajna infekcija moZe napredovati prema teZim komplikacijama, ukljuujuéi pepti¢ku ulkusnu



bolest, Zelucani adenokarcinom i MALT limfom (od engl. mucosa-associated lymphoid tissue
lymphoma) (29). lako manje od 5% sveukupno zaraZenih osoba u konacnici razvije karcinom, 1994.
godine H. pylori klasificiran je kao bioloski karcinogen skupine jedan prema klasifikaciji Svjetske
zdravstvene organizacije (38,39). Razlog navedenom su razli¢iti sloZeni mehanizmi, bakterijske
virulencije i njihova interakcija s genetski predisponiranim imunoloskim sustavom domadina te
okolisnim ¢imbenicima (40). Odredeni sojevi H. pylori virulentniji su te su snaZnije povezani s
poveéanim rizikom razvoja karcinoma Zeluca. Infekcija sojevima H.£pylorii keji sadrze tzv. cag
patogenetski otok (engl. cag pathogenicity island, CagPAl) izaziva znatna jacu upalnu reakciju u odnosu
na CagPAl-negativne sojeve te se smatra jednim od najvaZnijih€@imbenika rizika.Za razvoj karcinoma
Zeluca. CagPAl-pozitivni sojevi sadrze gene koji kodiraju komponente proteinskog kompleksa CagT4SS
(engl. type IV secretion system), koji nakon adhezije bakterije omogucuje izravan prijenos odredenih
molekula iz bakterije H. pylori u epitelne stanice Zelucane sluznice domacina. Jedna od takvih molekula
je i citotoksin-povezani protein A (engl. cytotoxin-associatedigene A, CagA), takoder kodiran genom
cagPAl, koji nakon fosforilacije u staniciddomacina dovodi do aktivacije onkogena, supresije tumor-
supresorskih gena te povecanja razine reaktivnihykisikovih i dusikovih vrsta, $to, posljedicno,moze
doprinijeti inicijaciji neoplazije (24,41). Takoder, sojevi koji proizvode vakuolizirajuéi citotoksin A (engl.
vacuolating toxin), preko indukcije apoptozeilinekroze, indukcije autofagije te supresije B-i T-limfocita,
utjecu na supresiju imunoloskog odgovora domacdina promovirajuci toleranciju.na H. pylori(42). S druge
strane, genetski «€imbenici domadina, ukljuCujuc¢i jednonukleotidne »polimorfizme (engl. single
nucleotide polymorphisms) ugenima povezanim s upalom (npr.IL1B, TNF), takoder igraju ulogu u riziku
razvoja karcinema,'s prepoznatim specificnim genemskim profilima uH. pylori-povezanim karcinomima
Zeluea (15,40,43).,0Ostali dobro poznati okolisni ¢imbenici u patogenezi karcinoma Zeluca ukljucuju
infekciju Epsteih-Barr virusom, pusenje te prehranu bogatu solju (npr.susena ili soljena riba, dimljeno
meso, sojin umak i ukiseljena hrana) i siromasnu mikrohutrijentima, vitaminima i antioksidansima, koja
pogoduje nastanku genotoksi¢nih spojeva poput N-nitrozamina (44,45). Nasuprot tome, prehrana
bogata svjeZzim povréem, citrusnim vocem iraskorbinskom kiselinom povezana je s manjim rizikom od

razvoja karcinoma Zeluca (11,44).

lako se smatralo da globalni pad incidencije karcinoma Zeluca korelira sa smanjenjem infekcije H. pylori
(11), novije studije to demantiraju (40). Osobe zaraZzene bakterijom H. pylori imaju Sest puta veci rizik
od razvoja Zelucanih lezija, osobito ako je infekcija zapocela u ranom djetinjstvu (46,47). Osim atrofije,
koja predstavlja vazan korak u Correa kaskadi nastanka karcinoma Zeluca, smanjena proizvodnja
Zeluc€ane kiseline moZe omoguditi rast drugih bakterijskih zajednica koje takoder mogu sudjelovati u

karcinogenezi (6). U bolesnika s karcinomom Zeluca opisana je disbioticka mikrobna zajednica s



genotoksi¢nim potencijalom koja se razlikuje od mikrobiote prisutne u bolesnika s kroni¢nim

gastritisom (48,49).

S obzirom na navedeno, u svrhu prevencije karcinoma Zeluca, infekciju bakterijom H. pylori je potrebno
lijeciti tj. eradicirati, no prije toga treba postaviti to¢nu dijagnozu (6). Metode detekcije ove bakterije
dijelimo na invazivne i neinvazivne. Invazivni testovi zahtijevaju uzorke biopsije uzete tijekom
gastroskopije i ukljucuju brzi ureaza test, histoloski pregled, bakterijsku kulturu i izravno otkrivanje
genetskog materijala H. pylori pomocu lanéane reakcije polimerazom (engl. polymerase chain reaction,
PCR), kvantitativnhog PCR-a ili fluorescentne in situ hibridizacije. Neinvazivne metode ukljucuju 13C-
urea izdisajni test, serolosku detekciju anti-H. pylori antitijela, test antigena u'stolici i izravno otkrivanje
genetskog materijala H. pylori u stolici pomo¢u PCR-a (39). Plan lijeCenjarinfekcije H. pylori ovisi o
klinickoj slici bolesnika, lokalnim obrascima antibiotske rezistencije te dostupnosti testiranja
osjetljivosti bakterije na antibiotike. Prema Maastricht VI'/ Florence smjernicama, preporucuje se, kada
je moguce, provesti testiranje osjetljivosti prije zapocinjanja terapije, no takav pristup jos uvijek nije
rutinski dostupan u svakodnevnoj klinickoj praksi. U podrucjima s visokom (>15 %) ili nepoznatom
rezistencijom na klaritromicin kao prvalinija lije¢enja’preporucuje se bizmutna ¢etverostruka terapija
(inhibitor protonske pumpe,bizmut, tetraciklin i metronidazol), .dok se u podruéjima s .niskom
rezistencijom moZe primijeniti klasicnaytrojna terapija koja ukljucuje inhibitor protonske pumpe,
amoksicilin i klaritromicin (29)a.Infekcija bakterijom H. pylori, osim_klini€kog znacaja u kontekstu
lijeCenja, predstavlja kljuéni inicijalni dogadaj u razvoju krohicne upale Zelu€ane sluznice, ¢ime

zapocinje kaskada molekularnih promjena ukljucenih u karcinogenezu Zeluca.

1.207 Oksidacijskiystres i karcinogeneza

1.2:2», Reaktivne kisikove vrste i njihovi izvori

Oksidacijski stres uzrokovan je relativnim suviskom reaktivnih kisikovih (ROS, engl. reactive oxygen
species) i dusikovih (RNS, engl. reactive nitrogen species) vrsta u odnosu na sustave antioksidansa. Kada
je navedeni suviSak strogo kontraliran i predstavlja dio urednog funkcioniranja stanice, definira se kao
eustres, no kada suviSak ROS-a postane_takav da dovodi do poremeéaja homeostatske ravnoteze
koristimo pojam distres (50). ROS i RNS predstavljaju skupinu reaktivnih molekula kisika i dusika koje
mogu biti slobodni radikali ili neradikalski oksidansi. Slobodni radikali su nestabilni zbog prisutnosti
jednog ili vise nesparenih elektrona u vanjskoj elektronskoj ljusci (24). Osim prema stabilnosti, razli¢ite
reaktivne kisikove vrste se razlikuju prema svojoj reaktivnosti i sposobnosti difuzije. Medu njih se
ubrajaju slobodni radikali kisika, poput superoksidnog aniona (O,¢-) i hidroksilnog radikala (OHe), kao
i neradikalski oksidansi poput vodikova peroksida (H,0,) i hipokloritne kiseline (51). Vazno je naglasiti

da pojedine ROS vrste mogu medusobno prelaziti iz jednog oblika u drugi, ¢ime se mijenjaju njihova
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kemijska svojstva, uklju€ujuéi stabilnost, reaktivnost i sposobnost difuzije kroz stanicu i tkiva. S druge
strane, RNS predstavlja duSikov monoksid (NOe®), koji moZe reagirati sa O,e— stvarajuci peroksinitrit

(ONOO-), visoko reaktivan oksidans ukljucen u oksidacijska i nitrozativna oSteéenja stanice (52,53).

Glavni unutarstanicni izvori ROS-a u stanju homeostaze ukljucuju: 1) prijenos elektrona na,O. koji se
odvija u respiracijskom lancu za vrijeme oksidativne fosforilacije (52,54,55); 2) (redukéiju Q; v, 0,*
putem nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH) oksidaze tijekom prijenosa signala ¢imbenika
rasta (52,56) i 3) proizvodnju H,0; koja se dogada tijekom savijanja proteina u endoplazmatskoj mreZici
(57). Ostali, manje znacajni izvori ROS-a, tijekom eustresa, uklju€uju aktivanosti enzima poput citokroma
P450, monoamin oksidaze, ksantin oksidaze, ciklooksigenaze, glikolat oksidaze, hidroksikiselinske
oksidaze, aldehid oksidaze i oksidaze aminokiselina (24,55,58). VVazno je naglasiti da visoko reaktivni
HO® moZe nastati i iz H,0, putem Fentonove reakcijej'koja uklju€uje i prijelazne metale poput Zeljeza,
bakra ili mangana (51,53,59). Dusikov monoksid (NO*®), ranije spomenuti predstavnik RNS-a, je mala
molekula koja sudjeluje u razli¢itim bioloskim procesima kao»neurotransmitor, vazodilatator itd., a
proizvodi se iz L-arginina pomocu dusikove oksid.sintetaze (engl. nitric oxide synthase, NOS)(53). Osim
toga, tijekom upale dolazi do inkducije izoenzima iNOS koja je najzastupljenija b, makrofagima, a
odgovorna je za vecinu proizvodnje NO* tijekom‘upale (60). Uloga RQS-a u stanju homeostaze/jest da
posreduju u kasakadi stani€nih puteva koji su povezani s proliferacijom stanica, a najznacajniji primjeri
su nizvodni putevi inzulinu sliénog cimbenika rasta ovisnim (od_engl. insulin like growth factor),
aktivacija kanalal receptora prolaznog potencijala (engl. transient receptor potential channels) te
modifikacija_cisteinskih nastavaka RAS (od engl. rat sarcoma)sproteina koja rezultira njihovom

aktivacijom (61).

1.2.2 Antioksidacijski obrambeni sustavi

Slijedom navedenog jasno je kako su najvazniji izvoriR@S-a produkti normalnog metabolizma, a stanica
ih koristi kao unutarstani¢ne signalnesmolekule, pogotovo H,0,, no potonje se odvija samo u usko
kontroliranom rasponu (eustres) koji ‘senodrzava putem sustava antioksidansa (52,53). Sustav
antioksidansa je naziv za razlicite’molekule koje sprjec¢avaju nekontrolirano nakupljanje ROS i RNS
unutar stanice te na taj nac¢in onemogucuju njihovo Stetno djelovanje, a s druge strane, reguliraju
signalne procese posredovane putem ROS-a. S obzirom na nacin djelovanja te vrstu molekula koje
neutraliziraju antioksidanse dijelimo na: 1) male ne-kataliticke molekule koje direktno neutraliziraju
ROS i RNS, a mogu biti endogene kao npr. glutation (vrlo znacajan za odrZavanje homeostaze), zatim
bilirubin, melatonin, melanin i uri¢na ksielina ili egzogene kao vitamini Ci E(62), 2) kataliticki enzimi koji
neutraliziraju O2* u H,0,i 05, a ukljucuju citosolnu bakar/cink superoksid dismutazu (SOD1, Cu/ZnSOD),
mitohondrijsku mangan superoskid dismutazu (SOD2, MnSOD) i izvanstani¢nu superoksid dizmutazu

(SOD3, EC-SOD) (53,63), 3) enzimi koji neutraliziraju H,0,i to ili u H,0i O; kao katalaza i peroksiredoksini
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zajedno s tioredoksinima ili u H,O kao glutation peroksidaza koja prema odredenim istraZivanjima
neutralizira do 90% stani¢nog H,0: (53,61), dok Sies i sur. tvrde da ve¢inu ROS-a unutar stanica ipak
neutraliziraju superoksid dizmutaze (52). Postoji i skupina neizravnih antioksidansa, medu kojima se
istiCu sestrini, koji poti¢u aktivaciju jezgrenog eritroidnog Cimbenika 2-srodnog _transkripcijskog
¢imbenika (engl. nuclear factor erythroid 2-related factor 2, NRF2) i inhibiraju/mTORC1 (od engl.
mechanistic target of rapamycin complex 1), proteini koji izoliraju ili prenoseprijelazne metale, pa na
taj nacin onemogucavaju odvijanje Fentonove reakcije, zatim razni enzimi koji‘metaboliziraju lijekove
poput aldehid dehidrogenaze te sirtuini koji kao npr. sirtuin 3 katalizira deacetilacijusSOD2 te na taj

nacin poboljsava ucinkovitost neutraliziranja 0,°* (61).

1.2.3 Oksidacijski (di)stres i stani¢na hormeza

Povecanje reaktivnih jedinki unutar stanice moZe biti uzrokovano vanjskim agensima kao $to su
zracenje (ultraljubicasto ili rendgensko), ozon, bakterije iwirusi, cigaretni dim, lijekovi ili unutarnjim
povecanjem proizvodnje ROS-a pojacavanjem ranije navedenih, aktivnosti (24,51). Neovisno o uzorku,
povecana koli¢ina ROS/RNS-a koja dovodi do poremecaja homeostatske ravnoteze, odnosno distresa
stanice koja na to odgovara razlic¢itim mehanizmima,(52). Ukoliko navedeno poveéanje rezultira vrlo
velikim suviskom ROS-a dodi«€erdo citatoksicnog ucinka odnosno, unutar Stanice  ¢e, se aktivirati
mehanizmi koji ¢e ju odvesti prema apoptozi, feroptoziili starenju. U svakom slu€aju, neovisno o kolicini
suviSka ROS-a, primarni odgovor stanice na kratkotrajni oksidacijski stres dovodi do metaboli¢kog
reprogramiranja stanice, gdje se povecanje proizvodnje NADPH/ koji odrzava glutation i tioredoksin u
reduciranom stanju,< postize preko glukoza-6-fosfat-dehidrogenaze, odhosno preusmjeravanjem
metabolizma glukoze prema putu pentoza fosfataze. Ukoliko se poveéanafroizvodnja ROS-a nastavi u
netoksicnim koncentracijama dolazi do redoksypromjeneiengl. switch) proteina poput gliceraldehid 3
- fosfat dehidfogenaza i piruvat kinaze M2 cime se inhibiraynjihovahaktivnost te oni dalje blokiraju
glikolizwi,joSwiSe pretismjeravaju katabolizam glukoze krozqput pentoza fosfataze te posljedi¢no tome
dodatno povecavaju proizvodnju NADPH\(64). Ukoliko stanica ostaje izloZzena kroni¢nom oksidacijskom
opterecenju, karakteriziranom nakupljanjem,endogenih elektrofila (poput 4-hidroksi-2-nonenala (4-
HNE)) i/ili iscrpljenjem glutation- i tioredoksinskog antioksidacijskog sustava, dolazi do transkripcijskog
reprogramiranja, odnosno pojacane izrazajnosti gena uklju¢enih u antioksidacijsku obranu. Medu
navedene gene pripadaju brojni transkripcijski ¢imbenici poput aktivator-proteina 1 (engl. activator
protein 1), hipoksijom induciranog ¢imbenika 1 alfa (engl. hypoxia-inducible factor 1 alpha), cimbenika
toplinkog Soka 1 (engl. heat shock factor 1), jezgrenog ¢imbenika kB (engl. nuclear factor kappa B, NF-
kB), NRF2 i proteina p53 (53). Smatra se da je malo vjerojatno da svi navedeni transkripcijski ¢imbenici
djeluju simultano, ve¢ da je njihova aktivacija ovisna o koncentraciji i trajanju oksidacijskog stresa, kao

i 0 istodobnoj prisutnosti drugih stanja poput upale, hipoksije, metabolickog ili proteotoksi¢nog stresa
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te oStecenja deoksiribonukleinske kiseline (DNK). Prema jednoj od teorija, NRF2 predstavlja prvi stup
obrane koji se aktivira pri umjerenom porastu ROS-a. Njegovim iscrpljivanjem ili nedostatnom
aktivno$¢u dolazi do aktivacije dodatnih redoks-osjetljivih transkripcijskih ¢imbenika, poput aktivator
proteina 1 i NF-kB, koji ¢ine drugi stup obrane. Daljnje povecanje razine ROS-a dovodi desaktivacije puta
posredovanog proteinom p53, $to rezultira zaustavljanjem stani¢nog ciklusa te usmjeravanjemstanice

prema stani¢nom starenju ili apoptozi (53).

Utjecajem na pojedine komponente stanice, oksidacijski stres rezultira nizom razlicitih posljedica za
stanicu. Jedna od posljedica oksidacije molekule DNK je njezina nestabilnost i posljediéno pucanje §to
dovodi do velikih neZeljenih promjena, kako u jezgrenoj takodi u mitohondrijskoj DNK (52,53). Medu
bazama DNK, gvanin je najpodloZniji oksidacijskim oSte¢enjima, a najznacajnija mutagena lezija je 8-
okso-7,8-dihidrogvanina (takoder nazvana 8-oksogvanin ili 8-hidroksigvanin), koja se uparuje s
adeninom umjesto s citozinom i tako generira transverzijske mutacije nakon replikacije (24,53). Osim
toga, ribonukleinska kiselina (RNK) je takoder podlozna oksidaciji, a promjene koje imaju utjecaj na
patoloSke procese su opisane kod oksidacija razli¢itih mikroRNK molekula koje utjecu na apoptozu
(51,52). Nadalje, proteini, najbrojnije'molekule i'nositelji obavljanja klju¢nih funkeija unutar stanice,
takoder su podloZzni oksidacijskom stresu, a\ucinci oksidacije ocituju.se promjenama poput oksidacije
aminokiselinskih ostataka; 'denaturacijeproteina, cijepanja peptidnih“veza i formiranja proteinskih
agregata (24). Navedene promjene proteina uzrokuju gubitak strukturalnog integriteta i/ili
konformacijske promjenge sto vrlo'¢esto rezultira promjenama u obavljanju zadanih funkcija ¢iji uéinci
mogu imati.razliciteosljedice za sudbinu stanice (24). Treca velika grupa makromolekula su lipidi, a
njihov neposredni kontakt’'s ROS/RNS dovodi do oksidacijskagiosteéenjalipida i to posebice visestruko
nezasicenih masnihy kiselina (engl. polyunsdturated fatty acids)ytj. onih koje sadrze dvije ili vise

dvastruke veze izmedu ugljikovih atoma (51).

1.2.4 Uloga oksidacijskog stresa ugkarcinogenezi

Slijedom navedenog moze se zakljuciti kako, povisena koncentracija ROS-a tj. oksidacijski stres, preko
oksidacije i deformacije nukleinskih kiselina, proteina i fosfolipida, ima veliki potencijal koji moze
odvesti stanicu u brojnim patofizioloskim smjerovima medu kojima se nalazi i put zloéudne preobrazbe
- karcinogeneze (24,55). Brojne su znalajke karcinoma u kojima oksidacijski stres moZe odigrati

znacajnu ulogu, a kao primjeri istiu se:

e genomska nestabilnost i mutacije, kao $to su nakupljanje 8-oksogvanina koje mogu uzrokovati
aktivaciju pro-onkogena ili deatkivaciju tumorsupresorskih gena (65,66);
e odrzavanje proliferacijskih signalnih puteva blokiranjem aktivnosti protein tirozin fosfataza,

PTEN-a (od engl. phosphatase and tensin homolog) i fosfataza MAPK (engl. mitogen-activated
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protein kinase phosphatases), Cime se pojacavaju signalne kaskade MAPK/ERK (engl. mitogen-
activated protein kinase/extracellular signal-regulated kinase), PI3K/AKT (engl. phosphoinositide
3-kinase/protein kinase B) i PKD/NF-kB (engl. protein kinase D/nuclear factor kappa B), ovisno o
vrsti zahvacenih stanica (53,55,67);

izbjegavanje apoptoze (68);

deregulacija stani¢nog metabolizma inhibicijom aktivnosti piruvat kinaze oksidacijom! ostatka
Cys-358 te preusmjeravajuci glukozu u pentoza fosfatni put (66,69);

promocija invazivnosti i rasta preko fibroblasta povezanih s karcinemom (engl. cancer associated
fibroblast) koji se nalaze u tumorskom mikrookoliSu (engld tumor microenvironment, TME) (67);

indukcija angiogeneze preko blokiranja razgradnje hipoksijom induciranog ¢imbenika 1 (engl.
hypoxia-inducible factor 1) koji dalje stimulira putivaskularnog endotelnog ¢imbenika rasta (engl.
vascular endothelial growth factor) (68);

izbjegavanje destrukcije putem imunosnog sustava na nacin da ROS generirani u upalnom TME
mogu uzrokovati post-translacijske modifikacije cisteinskih ostataka u proteinima tj. promijeniti
afinitet T-staniCnog receptora|prema antigenom peptidu i na taj nacinyoslabiti imunosni
odgovor(59);

odrzavanje tumor promovirajuée upale preko NOX1/ROS (engly NADPH oxidase 1/reactive
oxygen species) signalnekaskade karakteristicne za sekvencu kronicni gastritis --adenokarcinom
(70);

moduliranje fenotipske plasti¢nosti (71);

starenje stanica (Slika 2) (61).
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izmedu ostaloga i prebacivanjem NRF-2 iz citoplazme u jezgru

2¢anjem antioksidacijskih kapacit

idacijskog odgovora (engl. antioxidant response element)

bsljedi¢nim aktiviranjem sustava anti

,59). Takoder, treba napome relativni suviS8ak ROS-a, povezan s protumorskim

djelovanjem, mogao posticii kronicni om tj. iscrpljivanjem antioksidacijskog statusa uz odrzanu
tek blago povecanu koncentraciju ROS-a kao kod kroni¢ne upale (61). Jedna od najvaznijih posljedica
povecéane razine reaktivnih kisikovih vrsta jest oksidacijsko oSte¢enje membranskih lipida, osobito

viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina, $to dovodi do pokretanja procesa lipidne peroksidacije.
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1.3 Lipidna peroksidacija (LPO)

1.3.1 Mehanizam i bioloske posljedice lipidne peroksidacije

Lipidna peroksidacija naziv je za proces oksidacijskog oSteéenja lipida i to posebice viSestruko
nezasi¢enih masnih kiselina, a uzrokuje lan¢ane reakcije oksidacije unutar lipidnih solekula, stani¢ne
membrane. Sam proces, teoretski, se moZe podijeliti u tri glavne faze: inicijacija,/propagacija i
terminacija. Inicijacija, ve¢inom zapocinje napadom tj. adicijom reaktivnih_kisikevih vrsta, poput OHe
ili 0,°%, na nezasi¢ene masne kiseline, no moguca reakcija je i OHe posredovana abstrakcija vodika iz
metilenske grupe ugljikovodikovog lanca masne kiseline (72). Neovisno 0 nadinu nastanka navedenim
reakcijama nastaju lipidnih radikali (Le) koji su vrlo nestabilni i skloni daljnjim reakcijama (51). U
slijedecoj fazi, fazi propagacije, nastali Le reagiraju s molekulamazkisika (03), tvoreci lipidne peroksilne
radikale (LOO¢) koji mogu napadati susjedne lipide, stvarajuci‘lipidni hidroperoksid (LOOH) i nove
lipidne radikale, ¢ime se zatvara krug lancane reakcije eksidacije lipida (73). Tijekom ove faze,
membrana stanice biva progresivno ostecena, Sto narusava njenu strukturu i funkciju (51). Takoder,
treba naglasiti kako su LOOH nestabilhi'i moguise dalje razgraditi na nekoliko nacina: 1) uz pomo¢
Fentonove reakcije nastaju alkoksil radikal(i OHe kaji onda uzrokuje dodatna ostecenja; 2) spontana
razgradnja u sekundarne proizvode lipidne peroksidacije, kao Sto sudkrolein, malondialdehid {MDA) i
4-HNE (73); 3) detoksifikatija putem glutation-peroksidaze (52). Lanc¢ana reakcija lipidne peroksidacije
zavr$ava fazom terminacije koju uzrokuje medusobna reakcija izmedusdva radikala koji onda formiraju
stabilnije, ne-radikalne produkte, ilijednostavno djelovanjem antioksidahsa (Slika3) (53). Ovisno o tipu
viSestruko nezasi¢ene masne kiseline koja sudjeluje u procesu'lipidne oksidacije, razlikuju se njihovi
ranije navedenisekundarni produkti, a ovdje se istiCuarahidonska ilinoleinksa kiselina, s obzirom da

njihovi produkti ceste zadrzavaju odredeno biolosko djelovanje i'nakon sto su ROS uklonjeni (73).
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Slika 3. Shematski prikaz lipidne peroksidacije u stani¢nej membrani. Proces zapocinje inicijacijom
djelovanjem ROS na lipide, nastavlja se_propagacijom kroz stvaranje lipidnih peroksilnib radikala i
hidroperoksida (LOOH), te zavrsava njihovom razgradnjom u reaktivne radikale ili toksi¢ne produkte

(akrolein, MDA, 4-HNE) odnosno detoksifikacijom glutation-peroksidazom.

Iz navedenog je jasno kakadipidna peroksidacija ima znacajne bioloSke posljedice koje mogudovesti do
ozbiljnih osteéenja stanica i tkiva. Ve¢ spomenuto ostecenje membrane narusava strukturu fosfolipida
u membranama, £ime se povecavaypropusnost membrane $todovodi do gubitka, ionske ravnoteze i
poremecaja transporta tvarikroz membranu. Takoder, oksidirani lipidi i njihovi produkti djeluju kao
signalne molekule kojeipoti€u upalne procese Sto je patofizioleSki mehanizam vazan u razvoju kronicnih
bolesti poput dijabetesa i ateroskleroze (50,74). Kenacno, tesSka oste¢enja membrane, proteina i DNK
mogu dovestido stani¢ne smrti putem apoptaeze ili.nekroze. Nadalje, vazno je napomenuti da zavrsni
produkti,lipidne peroksidacije, kao Sto su MDA i 4-HNE, mogu reagirati s proteinima, DNK i drugim
biomolekulama, stvarajuci ,napredne zavrSne produkte lipidne peroksidacije” te time uzrokujudi
dodatna osteéenje stanice (75). Za razliku od MDA, 4-HNE se smatra slabijim stani¢nim mutagenom, no
hjegova zapaZena uloga u prijenosu signala razlicitih stani¢nih puteva mogla bi imati utjecaja na stanicni
fenotip (53). Medu navedenim sekundarnim produktima lipidne peroksidacije, 4-HNE posebno se istice
zbog svoje izrazene kemijske reaktivnosti i sposobnosti modulacije brojnih stani¢nih signalnih puteva,

zbog ¢ega se smatra jednim od klju¢nih medijatora biolo$kih u¢inaka oksidacijskog stresa.
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1.3.2 Nastanak, kemijska svojstva i 4-HNE-proteinski adukti (4-HNE-PA)

4-HNE je a,B-nenasiceni, visoko reaktivni, aldehid koji moze nastati iz arahidonske ili linoleinske kiseline
i to kao posljedica lipidne peorskidacije ili enzimatski, djelovanjem lipooksigenaza (76). S obzirom na
strukturu 4-HNE, koju obiljeZavaju tri funkcionalne skupine (dvostruka veza, hidroksilnani, karbonilna
skupina), molekula posjeduje dva reaktivna elektrofilna centra. B-ugljik (C3) predstavlja primarno
mjesto za Michaelovu adiciju s nukleofilima, dok aldehidni ugljik (C1) sudjeluje u stvaranju Schiffovih
baza te moZe djelovati i kao redoks-aktivan centar ukljucen u reakcije oksidacije i'redukcije. Zbog takvih
svojstava 4-HNE se smatra blagim elektrofilom (50,76). lako moZe stvarati\Schiffove baze i Michaelove
adukte s proteinima koji u bo¢nim lancima imaju cistein (Cys),/histidin_(His), lizin(Lys) ili arginin (Arg),
predominantna reakcija je stvaranje Michaelovovom adicijom nastaju adukti s blagim nukleofilima
(77,78) (Slika 4). Slijedom navedenog, primarni blagi nukleofilni cilj /4-HNE-a su postrani¢ni lanci
aminokiselina koji sadrZe cisteinske sulfhidrilne grupe, reaktivne grupe lizina i hisitidina su nesto jaci
bioloski nukleofili, pa je afinitet vezanja za njih nesto slabiji, a afinitet vezanja za arginin je najslabiji
(50). Osim toga, zbog svoje amfifilne prirode ixelativno izrazenih lipofilnih svojstava, 4-HNE pokazuje
afinitet prema lipidnim membranama te sedmoze lokalno nakupljati u njihovoj strukturi, osebito na
mjestima nastanka lipidne peroksidacije. U fizioloskim uvjetima 4-HNE je prisutan u manjim, 'strogo
kontroliranim koncentracijama te, preko aktivacije NRF2 puta, sudjeluje,u regulaciji stani¢ne redoks
homeostaze. U vec¢im koncentracijama sejavlja kao posljedica lipidne peroksidacije, aiako’se moze naci
u slobodnom stanju unutarstanice (2-8%), vecina nastalog 4-HNE=a je vezana za druge proteine tvoreci
,naknadne/napredneszavrine produkte lipidne peroksidacije”|(poput 4-HNE-proteinskih adukata (4-
HNE-PA)) naSto su posebno@sjetljivi postrani¢ni l[anci proteina smjestenih.u blizini stani¢nih membrana
(75,79).“Istodobno, se visak 4-HNE uklanja, enzimskom detoksikacijom, ponajprije djelovanjem
glutation-S-transferaze), aldehid-dehidrogenaze i»alkohol-dehidrogenaze (74). Smatra se kako su
koncentracijad intenzitet izlaganja 4-HNE-u, kao i vrsta stanice koja je izloZzena, odgovorni za reaktivnost,
a‘time i za ciljne proteine koji ¢e biti Zahvaéeni 4-HNE-om §to moZe rezultirati promjenom strukture i

funkcije zahva¢enog proteina (50).
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Slika 4. Shematski prikaz nastanka 4-HNE-PA Michaelovom adicijom. 4-HNE kao elektrofil reagira s
nukleofilnim bo¢nim lancem histidina u proteinima, pri ¢emu nastaje stabilan 4-HNE-PA‘koji se moze

detektirati specifi¢cnim monoklonskim/protutijelima.

1.3.3 Uloga 4-HNE-a u karcinogenezi

Kada promatramo 4-HNE u sklopu karcinogeneze, samo nakupljanje 4-HNE-proteinskih adukata je
ovisno o vrsti tumora’jénse u pojedinim vrstama adukti akumulirajuipretezno u tumorskim stanicama
u usporedbi s okolnomdstromom, ‘dok je u odredenim slucajevima situacija obrnuta (80). Takoder,
ovisno o svojoj kancentraciji, slobodni 4-HNE ukljucen jetu brojné signalne puteve te kao medijator
moze meoduliratirazlicite'stani¢ne procese povezane simetaboliékim prilagodbama na promjene redoks
statusa, ukljucujuéi proliferaciju, diferencijaciju,‘organizaciju citoskeleta, autofagiju i razli¢ite oblike
staniéne smrti/(81,82). Putem navedenih mehanizama smatra se da 4-HNE, uz svoju fiziolosku ulogu
kao i ulogu u patogenezi bolesti poput karcinoma Zeluca, sudjeluje i u obrambenim mehanizmima
normalnih stanica usmjerenim protiv razveja tumora (74,83). Zbog visoke reaktivnosti slobodnog 4-
HNE i njegove niske stabilne koncentracije u tkivu, odredivanje njegovih adukata, osobito proteinskih
adukata, smatra se bioloski i klinicki relevantnijim pristupom, buduéi da je njihovo stvaranje
proporcionalno prosjecnim razinama slobodnog 4-HNE, pa se protutijelima utemeljene metode
detekcije, osobito analiza 4-HNE-histidinskih adukata, smatraju pouzdanim pokazateljem njegove
prisutnosti $to dodatno potvrduje ulogu 4-HNE kao kljuénog medijatora koji integrira oksidacijski stres
sa signalnim i metaboli¢kim reprogramiranjem stanica u tumorskom mikrookolisu, osobito u kontekstu

prilagodbe na kronicni oksidacijski stres i progresije karcinogeneze (81,84).
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1.4 Upalai ciklooksigenaza-2 (COX-2)

1.4.1 Kroni¢na upala u karcinogenezi

Upala se moze definirati kao odgovor vaskulariziranog tkiva kojim se, iz cirkulacije, regrutiraju leukociti
i molekule imunosnog sustava obrane domacina na mjesto oSteéenja, a u svrhu uklanjanja inicijalnog
uzroka (85). Medu uzrocima koji je mogu izazvati su prisutnost stranih mikroorganizama tj. infekcija,
nekroti¢no tkivo, strano tijelo ili nekontrolirane imunosne reakcije poput.reakcija preosjetljivosti. S
obzirom na duZinu trajanja, upalu moZemo podijeliti na akutnu i kroni¢nu, a potonja je prepoznata kao
ona koja igra vaznu ulogu u razvoju pojedinih karcinoma, poput karcinomaizeluca. Stovise, opetovane
infekcije i kroni¢na upala povezuju se s 13% smrtnosti od karcinoma na globalnoj razini (86). Vazan
okidac upale jest i nekroza stanica karcinoma koja moZe nastatifuslijed nedostatka nutrijenata zbog
nekontroliranog rasta tumorskih stanica ili kao posljedica ulaska mikroorganizama u tumorsko tkivo
zbog narusavanija fizioloskih barijera (87). Daljnje djelovanje kroni¢ne upale moZe ubrzati razvoj i Sirenje
tumora poticanjem imunosupresije i slabljenjem antitumaorskog imuniteta (88). Stoga se ova,
"tumorom potaknuta upala" (engl. tumor-elicited.inflammation), smatra vaznom znacajkom malignog

napredovanja vecine solidnih tumora (89).

1.4.2 Struktura i bioloska funkcijaCOX-2

Jedan od mnogobrojnih sudionika koji sudjeluju u slozenom_procesu upale jest i protein
ciklooksigenaza-2 (COX-2), jedan_od tri enzima iz obitelji /ciklooksigenaza, zaduzen za sintezu
prostaglandina (npr.<prostaglandin E2 i H2) iz arahidonske kiseline (24,90). Ovaj klju¢ni regulatorni
enzim koji ogranic¢ava brzinu sinteze prostaglandina, poznat'i pod nazivom'prostaglandin-endoperoksid
sintaza 2 (engl. prostaglandin-endoperoxide synthase 2; PTGS2), kodiran je genom COX-2 smjestenim
na'dugom kraku kromoesoma jedan koji se sastoji odhdevet introna i deset egzona (91,92). Sam protein
sastoji. sesod 604 aminokiseline, a razgraduje ga proteasom (90,93-95). Za razliku od enzima
ciklooksigenaze 1, COX-2 nije bazalno‘izrazen u vedini histoloski urednih zdravih tkiva, no zapaZen je
nizak, ali postojan, bazalni izraZaj,proteina COX-2 u tkivu Zeluca, bubrega, sredinjeg Ziv€anog sustava i
u organima Zenskog spolnog sustava (60,90,92,96). S druge strane, prema rezultatima istraZivanja
provedenog u Sloveniji bazalni izraZaj proteina COX-2 se moZe detektirati u parenhimskim stanicama
mnogih ljudskih tkiva, Sto bi moglo ukazivati na Siru prisutnost ovog enzima (97,98). Bazalni izrazaj COX-
2 u tkivu Zeluca vjerojatno je povezan s vaznom ulogom koju prostaglandini (PG) imaju stiteéi sluznicu
Zeluca regulacijom protoka krvi kroz sluznicu, regulacijom dinamike epitelnih stanica, sintezom sluzi i

inhibicijom lucenja Zelucane kiseline (96,98,99).
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1.4.3 Regulacijaiizrazaj COX-2

IzraZaj ovoga proteina ovisi 0 brojnim regulacijskim razinama na translacijskoj i posttranslacijskoj razini,
a primarno raste kao odgovor na razli¢ite upalne podrazaje, ukljucujuci citokine poput interleukina-6 i
¢imbenik nekroze tumora a (engl. tumor necrosis factor-a, TNF-a), lipidne peroksidacijskeprodukte kao
$to je 4-HNE, ¢imbenike rasta i hormone, kao i infekcija bakterijom H. pyleri (60,92,96,99). Osim toga,
zabiljeZen je povedan izrazaj COX-2 pri aktivaciji odredenih onkogena te inaktivaciji tumor-supresorskih
gena (npr. TP53) (100,101). Zbog takvog brzog odgovora na razli¢ite podrazaje, COX-2 se ¢esto svrstava
u skupinu tzv. ,ranih odgovarajuéih gena“ (engl. immediate-early genes) (90,93,96,99-102). S obzirom
na Siroku paletu induktora navedenog proteina, brojni su i transKripcijski cimbeniciCija su vezna mjesta
povezana s promotorom COX-2. Medu njima se istice NF-kB s dva vezna,mjesta, a tu su i specificni
protein 1 (engl. specificity protein 1, SP1), aktivacijski transkripcijski/¢imbenik 2 (engl. activating
transcription factor 2, ATF-2), aktivator proteina 2 (engh, activator protein 2), transduktor signala i
aktivator transkripcije 3 (engl. signal transducer and activator. of transcription 3) te transformirajuci
¢imbenik rasta (engl. transforming growth factor, TGF) (90,92,93). Transkript gena COX-2,sadrzi 3'-
neprevedenu regiju (engl. 3"-untranslated region, 3-UTR) koja uklju¢uje AU-bogate.sekvence (engl. AU-
rich elements), vaine za posttranskripcijsku regulaciju stabilnosti mRNK. Ové sekvence omogucuju
regulaciju brzine razgradnje mRNK te time utje€u na razinu translacije'i konacan izrazaj proteina COX-2
(97). Stabilnost mRNK moze se dodatno modulirati djelovanjem odredenih mikroRNK, primjerice
mikroRNA-101, keje poticurdegradaciju mRNK i posljedicno smanjuju translaciju (47). S druge strane,
aktivacija signalnih putova kao $to su K-ras (od engl. Kirsten rat sarcoma viralloncogene homolog) i p38
MAPK moZe dovesti do,stabilizacije mRNK COX-2"putem njihevih nizvodnih transkripcijskih ¢imbenika,
uklju€ujuci ATF-2 (93,103). Ovi mehanizmi rezultiraju produljenjem Zivotnog vijeka mRNK i pojatanom
translacijom, éime dodatno doprinose pove¢anomiizrazaju COX-2.'Nadalje, polimorfizmi promotorske
regije gena COX-2, uz svoj ucinak na regulaciju njegove izrazajnosti, dovode se i u izravnu vezu s
nastankom karcinoma Zeluca, pri ¢ému epigenetski mehanizmi, poput metilacije CpG (od engl.

cytosine-phosphate-guanine) otoci¢a u prometorskoj regiji, imaju vaznu ulogu u toj regulaciji (103,104).

1.4.4 Sucelularna lokalizacija i'enzimska aktivnost COX-2

Zbog svoje funkcije u ranoj reakciji na upalu, enzim COX-2 smjeSten je na membranama kako bi bio blizu
arahidonske kiseline, glavne ,sirovine” za proizvodnju prostaglandina (24). Zapravo, njegova funkcija se
moZe podijeliti na dva dijela s obzirom da djeluje kao oksigenaza, pri oksidaciji arahidonske kiseline u
prostaglandin G2 (PGG2), a zatim i kao peroksidaza pri eventualnoj pretvorbi PGG2 u prostaglandin H2
(96,105). Njegove membranske lokacije ukljucuju: a) endoplazmatski retikulum, b) membranu jezgrene
ovojnice (unutrasnje i vanjske) i c) stani¢nu (plazmatsku) membranu makrofaga i fibroblasta (106), a

vrlo vjerojatno i epitelnih stanica crijevnih organa, ukljuCuju¢i povrsinske, foveolarne i Zljezdane
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epitelne stanice sluznice Zeluca (97,103,107,108). Neovisno o uzroku, povecani izrazaj i posljedi¢na
aktivnost COX-2 doprinose povecéanju ukupne koli¢ine stvorenih ROS unutar stanice, a navedeno moZze,
npr. preko nastanka 4-HNE-a, rezultirati zatvaranjem kruga pozitivhe povratne sprege (24). Takoder,
upalom posredovan nastanak TNF-a aktivira NF-kB koji potiCe izrazajnost COX-2, ali i samega TNF-q, te
na taj nacin povecava proizvodnju prostaglandina E2 (PGE2) koji igra vrlo vaznu ulogu u odrZavaniju
upale (93). Kao §to je ranije navedeno, jedna od vaznih funkcija enzima COX-2)jest modulacija upalnog
odgovora, pri cemu povecana aktivnost ovog enzima u metaplasti¢énim i displastichim stanicama moze
predstavljati prekretnicu u regulaciji kljuénih upalnih i protumorskih| procesa (60).:\Na temelju tih
pretpostavki, COX-2 bi mogao imati obiljeZja onkoproteina, s obzifom na to da petice visoku proizvodnju
PGE2, sto dodatno stimulira angiogenezu (94,107), ali i inhibira lokalne imunoloske odgovore, slabedi
aktivnost dendriti¢nih stanica, stanica prirodnih ubojica (engl/ natural killer cells) i regulatornih T
limfocita (109). Nadalje, COX-2 preko PGE2 stimulira rast iyproliferaciju'tumora (110), izmedu ostaloga,
transaktivacijom receptora za epidermalni ¢imbenik rasta)(99) i slabi antiproliferativni uc¢inak TGF-B
(93). Takoder, utjeCe na regulaciju apoptoze poveclanjem izraZaja proteina Bcl-2,“Sto rezultira
stabilizacijom mitohondrijske membrane 4i ‘inhibicijom aktivacije unutrasnjeg puta apoptoze
(95,108,111). Dodatno, pojedine,studije navode mogucnost da poveéana aktivhost COX-2/ moze
doprinijeti nastanku mutacija u genu TP53,'Sto predstavlja joS jedan‘mehanizam inhibicije apoptoze
(112), dok u suprotnom smjeru mutirani tip gena TP53 moze preko aktivacije Ras/Raf/MAPK puta
povecati izrazaj COX-2 ¢ime,se, josijednom, zatvara krug pozitivne povratne sprege (93,101). Stovise,
COX-2 “{moze oslabiti«u€inakeE-cadherina te slabljenjem medustanicnih Weza potaknuti epitelno-
mezenhimalnu transformaciju karcinomskih stanica’i posljedi¢no tome Sirenje tumora u smislu invazije
i metastaza (113). Slicnu ulogu COX-2 igra s pove€anjem ‘izraZzaja matriks-metaloproteinaza koje
omogucavaju razgradnju kolagena u tkivima te na, taj nacinyolaksavaju Sirenje malignih stanica (93).
Konacne, COX-2 je, preko PGE2, povezan i s poticanjem upale potaknute tumorom (47) te poja¢anim

izrazajem CD44 receptora koji ima vaznau ulogu u populaciji tumorskih matiénih stanica (114).

145 COX-2 ukarcinomu Zeluca

Povecani izrazaj COX-2 opisan je u razli¢itim yrstama karcinoma, a u kontekstu karcinoma Zeluca, COX-
2 je identificiran kao enzim povezan s poCetkom, razvojem i progresijom epitelne komponente ove
maligne bolesti (47,60,118,101,105,108,111,112,115-117). Takoder, iako postoje iznimke (119), Cini se
da je navedeno relativno rana pojava (47,105,108,117), buduci da je zabiljeZzena ve¢ u prekanceroznim
stanjima poput atrofi¢nog gastritisa i intestinalne metaplazije, kao i u prekanceroznim lezijama,
ukljucujuci displaziju niskog i visokog stupnja te u ranim fazama karcinoma Zeluca (103,120). Nadalje,

signalni put COX-2/PGE2 ima vaznu ulogu u regulaciji mikrookruZenja Zelu¢ane tumorigeneze (93),

......
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associated macrophages) (121). Poznato je da su infekcija H. pylori i posljedi¢na kroni¢na upala kljuéni
koraci potrebni za pocetak i razvoj karcinoma Zeluca, no etiopatogenetski mehanizam koji povezuje ove
procese jos nije u potpunosti razjasnjen (122). Povezanost poveéanog izrazaja enzima COX-2 u epitelnim
stanicama s infekcijom H. pylori i upalnim stanjima uzrokovanim drugim etioloSkim ¢imbenicima moZe
se uspostaviti putem receptora sli¢nih proteinu Toll i/ili gastrina s jedne strane ili povecanim izrazajem
iNOS i fosforilacijom p38 MAPK puta s posljedi¢nom aktivacijom ATF-2 s druge strane/(47,60,93,117).
Osim stabilizacije mRNK COX-2, navedeni ¢imbenici mogu izravno povecati transkripciju COX-2 ili
utjecati na aktivaciju post-translacijskih modifikacija, ¢ime se povecava izrazaj COX-2 (47,60,92,111). U
prilog navedenom govori i ¢injenica da eradikacijom bakterije Hi pylori razinayizrazaja COX-2 znacajno
opada (47,110). Takoder, COX-2 je jedan od glavnih proizvoda/aktivacije puta NF-kB, bez obzira na uzrok,
pa neki autori smatraju da je povecana aktivnost ovog Cimbenika primarno zasluzna za poveéanje
izraZzaja proteina COX-2 u karcinomu Zeluca (114,123). Zbog svoje sredisnje uloge u regulaciji upale,
oksidacijskog stresa i tumorske progresije, protein COX-2 se smatra jednim od klju¢nih molekularnih
posrednika koji povezuju kroni¢nu upalusirazvejem karcinoma Zeluca. Stoga, COX-2, osim Sto modulira
upalni odgovor, sudjeluje i u poremedaju stahicne redoks ravnoteze, ¢ime se prirodno nadovezuje na

ulogu oksidacijskog stresa u karcinogenezi.
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2 Clu

Glavni cilj: Utvrditi razliku u izrazaju i medusobnu povezanost biomarkera oksidacijskog stresa (tj.
proteina promijenjenih zavrsnim produktima lipidne peroksidacije) i proteina COX-2 u tkivima razli¢itih
razvojnih stadija karcinoma Zeluca i zdrave sluznice Zeluca metodom imunohistokemije.

Specifi¢ni ciljevi:

1. lIspitivanje imunohistokemijskog nakupljanja 4-HNE-proteinskih adukata u zdravoj sluznici Zeluca i
razli¢itim patoloskim stanjima sluznice Zeluca koja odgovaraju razli¢itim razvojnim stadijima
intestinalnog tipa karcinoma Zeluca (intestinalna metaplazija, atrofija, intestinalna metaplazija s
atrofijom, displazija, karcinom Zeluca);

2. Odredivanje izraZaja proteina COX-2 u zdravojdsluznici Zeluca i_razli¢itim patoloSkim stanjima
sluznice Zeluca koja odgovaraju razli¢itim razvojnim'stadijima intestinalnog tipa karcinoma Zeluca
koriStenjem dva razliita protutijela za protein COX-2"koja se razlikuju prema epitopima koje
prepoznaju;

3. Povezivanje epidemioloskih (dob, spol) i klinicke=patoloskih podataka (pu$aékeinavike, upotreba
ne-steroidnih antireumatskih lijekova, infekcija H. pylori, intenzitet i priroda upale, biokemijski
parametri) s razinomhizraZzaja i unutarstanicnim smjestajem signala proteina COX-2 i 4-HNE-
proteinskih adukata utvrdenih metodom imunohistokemije.

4. Utvrditi ucinak fizioloSkih i patoloskih koncentracija 4-HNE-a nasstani¢nu redoks homeostazu,

izrazaj proteina.€OX-2 i migraciju stanica ljudskog adenokarcinoma Zeluca in vitro.
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3 HIPOTEZA

1. Razlika u izraZzaju biomarkera oksidacijskog stresa i proteina COX-2 prikazana metodom
imunohistokemije omogucuje:
a. razlikovanje nepromijenjene (fizioloSke) sluznice od patoloskih stanj
Zeluca;
b. razlikovanje izmedu pojedinih skupina patoloskih stanja
odgovaraju razli¢itim razvojnim stadijima intestina i arcinoma Zeluca
(intestinalna metaplazija, atrofija, intestinalna ja om, displazija,
karcinom Zeluca).
2. Razli¢ite koncentracije 4-HNE-a utjecu na vijabi stani¢nu redoks homeostazu, migracijsku

aktivnost i izrazaj proteina COX-2 u stanicama adeno inoma Zeluca in vitro.
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4 MATERUALI | METODE

4.1 Ispitanici

Ovo retrospektivno istraZivanje provedeno je na arhivskom bioptickom materijaluqpohranjenom na
Odjelu za patologiju i citologiju Opce Zupanijske bolnice Vinkovci te na Zavedu za patologiju i citelogiju
Klinickog bolnickog centra Zagreb. Nakon definiranja dijagnosti¢kih kategorija (uredna Zelucana
sluznica, atrofija, intestinalna metaplazija, kombinacija atrofije i intestinalne metaplazijei"displazija),
provedena je retrospektivna identifikacija potencijalnih uzoraka pretraZivanjem arhive patohistoloskih
nalaza Odjela za patologiju i citologiju Opce Zupanijske bolnice MinkovcizPretrazivanje arhive provedeno
je sustavno, s ciljem pronalaska bolesnika koji zadovoljavaju unaptijed definirane kriterije uklju¢enja.

Ukljuceni slucajevi morali su ispunjavati sljedece kriterije:

e dob =40 godina u trenutku postavljanja dijagnoze,
e biopsija uzeta iz antruma Zeluca,
e u skupini karcinoma, histoloski potvrden intestinalni tip adenokarcinoma i

e izostanak prethodne neoadjuvantne kemoterapije ili radioterapije.

Nakon inicijalne identifikacije potencijalnih slucajeva na temelju pregledanih patohistoloskih nalaza,
proveden je grubi pretpregled hematoksilin-eozinom (HE) obojenih preparata. U toj fazi provjeravana
je podudarnost opisane dijagnoze's morfoloskim nalazom na preparatima. Uzorci ked kojih je postojala
dijagnosticka neuskladenost ili dvojba iskljuceni su iz daljnje analizedli su padvrgnuti dodatnoj reviziji.
Takoder, tijekom provedbé retrospektivne identifikacije i pretpregleda‘uzoraka u arhivi Odjela za
patologiju i citologiju Opée Zupanijske bolnice Minkavci‘uturdeno je.da raspoloZiv broj uzoraka Zelucane
displazije nije dostatan za postizanje planiranog broja slu¢ajeva,u toj dijagnostickoj kategoriji. S obzirom
na kljuénu_ulogu displazije kao prijelaznog stadija_izmedu intestinalne metaplazije i invazivnog
karcinoma, odluceno je da se ta skupina,dodatno nadopuni. U tu je svrhu uspostavljena suradnja sa
Zavodom za patologiju i citologiju KBC-a Zagreb, uz suglasnost za koriStenje arhivskog patohistoloskog
materijala. U sljede¢em koraku pracjenjivana je dostatnost tkivnog materijala odabranih slu¢ajeva za
planirane dodatne analize te su u analizu ukljuceni iskljucivo uzorci s dovoljnom koli¢inom ocuvanog
reprezentativnog tkiva. IstraZivanjem je inicijalno bilo predvideno ukljucivanje 140 uzoraka, i to po 20
uzoraka u svakoj od pet preinvazivnih kategorija (uredna Zelucana sluznica, atrofija, intestinalna
metaplazija, kombinacija atrofije i intestinalne metaplazije te displazija), uz dodatnih 40 uzoraka
histoloski potvrdenog intestinalnog tipa karcinoma Zeluca. Konacan broj i raspodjela uklju¢enih uzoraka
odstupali su od inicijalno predvidenog zbog ograni¢ene dostupnosti uzoraka u zadovoljavajuéoj kolicini

i kvaliteti te zbog revizije histopatoloske klasifikacije. Naime, u manjem broju biopsijskih uzoraka
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inicijalno svrstanih u skupinu atrofije, na dubljim razinama preparata identificirana su podrucja
intestinalne metaplazije. U takvim slu¢ajevima uzorci su, ovisno o dominantnoj histoloskoj komponenti,
reklasificirani u skupinu intestinalne metaplazije ili u skupinu kombiniranih promjena atrofije i

intestinalne metaplazije (Slika 5).

Konacno, istraZivanje je provedeno na ukupno 148 uzoraka rasporedenihyu Sest skupina duz Correa
kaskade: uredna sluznica (n = 20), atrofija (n = 14), intestinalna metaplazija)(n = 31), kombinirana
skupina atrofija i metaplazija (n = 22), displazija (n = 21) te karcinom (n=40). Koristili su se parafinski

blokovi iz vremenskog perioda od 2013. do 2025. godine.

Sve imunohistokemijske analize provedene su u laboratoriju Odjela za patologiju i citologiju OZB
Vinkovci kako bi se osigurali jedinstveni laboratorijski>uvjetif Za svakog bolesnika uklju¢enog u
istrazivanje prikupljeni su klinicki i laboratorijski podaci dostupni’u medicinskoj dokumentaciji,
ukljucujuci dob i spol, pusacki status, podatke o uporabi nesteroidnih protuupalnih lijekova (engl.
nonsteroidal anti-inflammatory drug, NSAID)te status infekcije H. pylori. Od biokemijskihparametara
zabiljeZzeni su C-reaktivni protein (CRP), koncentracija Zeljeza u serumu te apsolutni broj neutrofila i
limfocita iz kojih je naknadno izracunat omjer neutrofila i limfocita (N/L omjer) Histoleskom analizom
HE obojenih preparata, ukoliko nisu‘ranije zabiljezeni, dodatno su procijenjeni parametrilokalne upale,
ukljucujudi tip upale (kroni€naiili kroni¢na aktivna), intenzitet upalnog infiltrata (blagyumjeren ili jak) te

prisutnost pozitivnelimunoehistokemijske reakcije na antigene H. pylori.

Tijekom revizije preparata pokazalo se da je upravo kategorija displazije metodoloski najzahtjevnija,
ponajprije zbog njezine,relativno rijetke zastupljenosti utizeliranimybiopsijskim uzorcima te estog
preklapanja s invazivnim lezijama u vecim resekcijskim preparatima. Kako bi se osigurao dostatan i
maorfoloski reprezentativan broj uzoraka displazije, u analizu suhukljucena podruéja displazije
identificirana‘unutar vecih kirurskih resekcijskih uzoraka intestinalhog tipa karcinoma Zeluca. U tim
slu€ajevima displazija je bila morfoloskijjasno razgrani¢ena od invazivne komponente karcinoma te je
analizirana kao zasebna lezija. lzraZzaj biomarkera procjenjivan je odvojeno u podrucju displazije i u
podrucju invazivnog karcinoma, ‘pri. Cemu su ta dva morfoloSka entiteta tretirana kao neovisne
analiticke jedinice. Ovakav pristup primijenjen je kod Sest od ukupno 21 uzorka uklju¢enog u skupinu

displazije, pri ¢emu su isti resekcijski uzorci istodobno doprinosili i skupini karcinoma.

Slican metodoloski princip primijenjen je i kod intestinalne metaplazije. U slu¢ajevima vecih resekcijskih
uzoraka karcinoma u kojima su u okolnoj sluznici identificirana podruéja intestinalne metaplazije, ta su
podrucja analizirana zasebno, pod uvjetom jasne morfoloske razgrani¢enosti od displasticnih i

invazivnih promjena. Time su u skupinu intestinalne metaplazije ukljueni i uzorci proizadli iz
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resekcijskin preparata karcinoma, Sto se odnosilo na sedam od ukupno 31 uzorka intestinalne

metaplazije.

Ovakav pristup omogucio je optimalno iskoriStavanje dostupnog tkivnog materijala, osobito u

Zelu¢ane karcinogeneze.

ON

\Jntestinalni tip karcinoma (n = 40) /

Slika 5. Dijagram tijeka ukljucivanja, revizije i reklasifikacije uzoraka te konac¢ne raspodjele analiziranih
histoloskih lezija. *Analiza provedena na razini lezije; pojedini resekcijski uzorci sadrzavali su vise

morfoloski jasno razgranicenih lezija. (IM — intestinalna metaplazija; HE — hematoksilin-eozin)
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4.2 Dozvole etickog povjerenstva

Istrazivanje je provedeno uz odobrenje Etickog povjerenstva Opce Zupanijske bolnice Vinkovci (broj 01-
4194/2/2020 i 01-9687/3/23) te Etitkog povjerenstva Instituta Ruder Boskovi¢ (brej, BEP-542/2-
2024.1u). Pri planiranju i provedbi istraZivanja posStovani su eticki principi definirani Helsinskom
deklaracijom iz 1975. godine i njezinim izmjenama iz 1983. godine, a cjelokupno istraZivanje provedeno
je u skladu s navedenim smjernicama. Podaci o demografskim obiljezjima pacijenata tesklinickim i
histoloSkim karakteristikama tumora prikupljeni su iz povijesti bolesti i patohistoloskih nalaza
dostupnih u bolni¢kim informacijskim sustavima te su potom kodirani radi‘zastite.identiteta ispitanika
ukljuéenih u istrazivanje. U cilju osiguravanja povjerljivosti i zastite @sobnih podataka, pristup izvornoj

dokumentaciji imao je iskljucivo glavni istraZivac.

4.3 Patohistoloska analiza

Za histolosku analizu koristeni su mikroskopski preparati iz arhive Odjela za patologiju i citologiju OZB
Vinkovci te arhive Zavoda za patologijui citologiju KBC Zagreb. Preparati su nastaliztijekom rutinskog
dijagnosti¢kog rada nakon fiksacijertkiva u 10 %meutralno puferiranom formalinu (BioGnost, Zagreb,
Hrvatska), uklapanja u parafin (Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka) te rezanja parafinskih blokova na
rezove debljine 4 um mikrotomem (Microm HM 355S, Thermo Fisher Scientific, Walldorf, Njemacka).
Rezovi su obojeni‘standardnom HE metodom koristenjem Mayefova hemaluma (Sigma-Aldrich, Merck
KGaA, Darmstadt, Njemacka))i 0,5 % vodene otopine eozina Y (Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt,
Njemacka). Hematoksilin=€ozin (HE) preparati pregledani su svjetlosnimsmikroskopom Olympus BX43
(Olympus Corporation, Tokyo, Japan) s ciliem{rovjere podudarnosti morfoloskih nalaza s arhiviranim
patohistoloskim nalazima. U sklopu revizije procjenjivani su'tip lokalne upale (kroni¢na ili kroni¢na
aktivna)nintenzitet upalnog infiltrata (blag, umjeren ili,jak) te prisutnost i procjena stupnja ranije
opisanih morfoloskih promjena (atrofije, intestinalne metaplazije i displazije) u skladu s dijagnostickom
kategorijom. Istodobno je provedena procjena dostatnosti bioloSkog materijala, pri ¢emu su ocjenjivani
kvaliteta oCuvanosti i koli¢ina reprezentativnog tkiva u parafinskim blokovima u odnosu na potrebe
planiranih daljnjih analiza. U slucajevima dijagnosticke nesigurnosti ili sumnje na dodatne lezije
analizirani su dublji rezovi iz parafinskih blokova. Uzorci kod kojih je tijekom histoloSke revizije utvrdena
nepodudarnost s kriterijima ukljucenja ili nedostatna koli¢ina tkiva za daljnju obradu isklju¢eni su iz
daljnje analize. Konacna klasifikacija uzoraka temeljila se na revidiranom histoloSkom nalazu nakon

evaluacije svih dostupnih rezova.
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4.4 Imunohistokemijska analiza

4.4.1 Imunohistokemjsko odredivanje prisutnosti H. pylori u bioptatima sluznice Zeluca

Imunohistokemijska analiza provedena je na mikroskopskim preparatima i parafinskim blokovima
pohranjenima u arhivi Odjela za patologiju i citologiju Opée Zupanijske bolnice Vinkovci te na
dostavljenim parafinskim blokovima iz arhive Zavoda za patologiju i citologijuKlinickog boelnickog centra
Zagreb. Uzorci tkiva prethodno su fiksirani u neutralno puferiranom formalinu i uklopljeni u parafinske
blokove u sklopu rutinskog dijagnostickog rada. U slu¢ajevima u kojima imunohistokemijska detekcija
H. pylori nije bila prethodno udinjena, iz odabranih parafinskih blokova izradeni su parafinski rezovi
debljine 4 um. Rezovi su zatim podvrgnuti procesu deparafiniranja kroz dvije inkubacije u sredstvu za
uklanjanje parafina Tissue-Tek u trajanju od po 5 minuta; nakon £ega je slijedila postupna rehidracija
kroz 2-propanol, 96 %-tni i 70 %-tni etanol te deionizifanu vodu, pri éemu je svaki korak trajao 5 minuta.
Potom je slijedilo toplinski inducirano razotkrivanje antigena,(engl. antigen retrieval) u uredaju PT-Link
(Dako, Glostrup, Danska) uporabom otopine Target Retrieval'Solution high pH (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, SAD). Nakon razotkrivanja antigena blokirana je endogena peroksidazna aktivnost
inkubacijom s EnVision FLEX Peroxidase-Blocking Reagent (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD).
Rezovi su potom inkubiranifs primarnim protutijelom za detekeiju H. pylori (poliklonske zecje
protutijelo, DakoCytomation, Glostrup, Danska; razrjedenje 1:150 u EnVisien FLEX Antibody Diluentu;
Agilent Technologies;mSanta ‘Clara, CA, SAD) u trajanju od 30sminuta “pri. sobnoj temperaturi.
Imunohistokemijsko bojahje provedeno je automatski na uredaju Autostainer Link 48 (Dako, Glostrup,
Danska). Detekcijasimunoreakcije provedena je polimernim sustavom EnVision FLEX/HRP (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, SAD) u trajanju od 20 minuta, a reakcija je vizualizirana uporabom
EnVision FLEX DAB+ kromogena (Agilent Technoélogies, Santa ‘Clara, CA, SAD). Kontrastno bojanje
provedeno je EnVision FLEX hematoksilinom (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD). Kao pozitivna
kontrola koriSten je uzorak s poznatom prisutnoséu H. pylori, dok je negativna kontrola ukljucivala
izostavljanje primarnog protutijela i“njegovu zamjenu fosfatnim puferom (PBS). Interpretacija
imunohistokemijskog nalaza prfovedena je prema kriterijima prethodno opisanim u radu iz naseg

laboratorija (124).

4.4.2 Imunohistokemjsko odredivanje izrazaja COX-2 i nakupljanja 4-HNE-PA

Za imunohistokemijsko bojenje koristila su se primarna monoklonska protutijela na COX-2 i 4-HNE-PA,
a samo bojenje provedeno je prema istom protokolu kao i za detekciju H. pylori, uz primjenu toplinski
induciranog razotkrivanja antigena u otopini Target Retrieval Solution pH 9 (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, SAD) te automatizirano bojanje na uredaju Dako Autostainer Link 48 (Agilent/Dako, Glostrup,

Danska).
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Za detekciju COX-2 primijenjena su dva monoklonska protutijela: klon SP21 (ze¢je monoklonsko
protutijelo; Thermo Fisher Scientific; razrjedenje 1:200 u EnVision FLEX Antibody Diluent, Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, SAD), koji prepoznaje epitop u C-terminalnom dijelu COX-2 proteina
(aminokiseline 513-604), te klon CX-294 (misje monoklonsko protutijelo; DAKO/Agilent;, razrjedenje
1:100 u EnVision FLEX Antibody Diluent, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD), koji‘prepoznaje

kraci epitop (aminokiseline 580-598) specifican za humani COX-2 protein.

4-HNE proteinski adukti (4-HNE-PA), kao pokazatelji lipidne peroksidagije, detektirani su primjenom
monoklonskog protutijela HNEJ-2 (Abcam; razriedenje 1:350 u EnVision FLEX Antibody Diluent, Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, SAD), uz primjenu istog imunohistokemijskog protokola kao za detekciju

H. pylori i COX-2.

Kao pozitivne kontrole koriSteni su uzorci koZze za COX-2 te uzorci posteljice za 4-HNE-PA. Negativne
kontrole uspostavljene su zamjenom primarnog protutijela fosfatnim puferom. Svi imunohistokemijski
preparati analizirani su neovisno od stranerdva specijalista patologije prema unaprijeddefiniranim i
standardiziranim kriterijima ocCitavanja, a u slu€aju odstupanja postignut je konsenzus zajednickom

reevaluacijom preparata.

4.4.2.1 Standardizirani keiteriji o¢itavanja imunohistokemijskih nalaza

Radi osiguranja ujednaceneinterpretacije i povecanja medupromatracke podudarnosti, za svako
koriSteno protutijelo unaprijed su definirani standardizirani kritériji oCitavanja. Kriteriji su obuhvacali
preporuceno mikroskopsko povecanje, primarnu i dodatnu subceltularnu lokalizaciju bojenja, nacin
bodovanja intenziteta te.posebne interpretacijske'napomene,relevantneza pojedini marker. Inicijalni
pregled preparata provodio se pri manjim povecanjima (4x ili'10x) radi procjene distribucije reakcije
unutar Zljezdanog epitela i identifikacije gradijenta bojenjaj dok jedetaljna procjena intenziteta i
subcelularnedlokalizacije provodena pri povecanju 20x ili, prema potrebi, 40x. Posebna paZnja
posvedivala se prijelaznim zonama (npr. izmedu uredne sluznice i intestinalne metaplazije), uz obveznu
usporedbu s HE preparatom. Za,COX-2 (klon:\CX-294) evaluirano je prvenstveno membransko bojenje
(bazolateralno i/ili luminalno), uz biljeZenje leventualne citoplazmatske ili perijezgrene komponente.
COX-2 (klon SP21) procjenjivan je prema intenzitetu citoplazmatskog bojenja, uz zasebno biljeZenje
prisutnosti ili odsutnosti jezgrenog pozitiviteta. 4-HNE-PA (HNEJ-2) analiziran je prema intenzitetu
citoplazmatske reakcije te moguéem vakuolarnom nakupljanju u vakuolama vréastih stanica. U
slu¢ajevima izraZzenog gradijenta bojenja (za klonove SP21 i HNEJ-2) biljezen je dominantni uzorak. Kao
interna kontrola za sva protutijela koristene su antralne Zlijezde, koje su sluZile za procjenu tehnicke
valjanosti bojenja i relativnu usporedbu intenziteta reakcije izmedu uzoraka. Detaljan usporedni prikaz

kriterija oCitavanja za pojedina protutijela prikazan je u Tablici 2.
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Tablica 2. Standardizirani kriteriji o€itavanja imunohistokemijskih protutijela koriStenih u istraZivackoj
analizi. Tablica prikazuje usporedni pregled kriterija oCitavanja za protutijela COX-2 (CX-294 i SP21) i 4-
HNE-PA (HNEJ-2), ukljucujuci preporu¢eno mikroskopsko povecanje, subcelularnu lokalizaciju bojenja,

bodovni sustav, nacin biljeZenja rezultata te klju¢ne interpretacijske napomene.

Parametar COX-2 (CX-294) COX-2 (SP21) 4-HNE-PA (HNEJ-2)
Primarno 20x (40x za detalje?) 4x ili 10x za pregled (40% 20x (40x za
povecanje za detalje?) detalje3)

Primarna Membransko (bazolateralno) | Citoplazmatsko Citoplazmatsko
lokalizacija

Dodatne Citoplazmatsko/perijezgreno | Jezgreni pozitivitet (>3 Vakuole vréastih
lokalizacije (>1%) pozitivne jezgre u stanica

analiziranom epitelu pri
povéecanju 40x)

Bodovanje 0 = negativno 0=wrlo slabo 1 =vrlo slabo
primarna 1B = Membransko 1 ='slabo homogeno 2 =slabo
lokalizacija (bazolateralno) 2 = mijesano slabo + homogeno
1L = Membransko (luminalno) | srednje/jako 3 = jae homogeno
2 = Citoplazmatsko/ 3 = srednje/jako
perijezgreno homogeno
Bodovanje - Jezgre: Vakuole: 0 = nema
dodatna pozitivhe/negativne 1 =slabo
lokalizacija 2 =jace
Nacin Jedna varijabla: Dvije varijable Dvije varijable
biljezenja 0, 1B, 1L, 2 Citoplazma (0-3) + jezgre Citoplazma (1-3) +
(da/ne) vakuole (0-2)
Unutradnja Antralne Zlijezde
kontrola

'COX-2 (CX-294) - U,_slucajevima istodobne <prisutnosti, membranskog i vrlo slabog difuznog
citoplazmatskog signala biljeZzen je dominantni obrazac (membranski), dok minimalni nespecificni
citoplazmatskigsignal (<1 % analiziranih stanica)\nije zasebno evidentiran. U prisutnosti izrazenog
gradijenta bojenja unutar iste foveole biljeZen je dominantni uzorakdzrazaja. 2COX-2 (SP21) - Procjena
citoplazmatskog intenziteta uvijek je pfovedena uz korelaciju s odgovaraju¢im HE preparatom, osobito
u prijelaznim zonama. U slu¢ajevima heteregenog ili gradijentnog bojenja biljeZen je prevladavajudi
intenzitet. 34-HNE-PA (HNEJ-2) - Diskretno bazalno citoplazmatsko bojenje, koje bi odgovaralo poloZaju

endoplazmatskog retikuluma, interpretirano je kao fizioloska pojava.

4.4.2.2 Evaluacija izraZaja COX-2 detektiranog klonom CX-294

Analiza izraZaja COX-2, provedena primjenom monoklonskog protutijela klona CX-294, bila je
usmjerena prvenstveno na membranski izraZaj, pri ¢emu je razlikovano bazolateralno i luminalno
bojenje. Dodatno je evaluirana prisutnost citoplazmatskog i/ili perijezgrenog signala. Membranski
obrazac klasificiran je kao negativan (0), bazolateralno pozitivan (1B) ili luminalno pozitivan (1L).

Citoplazmatsko/perijezgreno bojenje biljeZeno je kao zasebna kategorija (2) u slu¢ajevima odsutnosti
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dominantnog membranskog obrasca (Slika 6). U uzorcima u kojima je zabiljeZzen djelomi¢an gubitak
bojenja u dubljim foveolarnim ili Zljezdanim dijelovima inade uredne ili metaplasti¢ne sluznice takvo
smanjenje nije smatrano aberantnim, buduci da nije bio prisutan citoplazmatski niti perijezgreni signal.
Nasuprot tome, svaka prisutnost (>1 %) citoplazmatskog ili perijezgrenog bojenja imala,je prednost
pred negativnim podrucjima pri odredivanju kona¢nog obrasca, jer je predstavljala jasnu promjenu
lokalizacije u odnosu na membranski obrazac divljeg tipa. S druge strane, potpuni izostanak bojenja (<1
%), potvrden u odnosu na jasno pozitivne unutarnje i vanjske kontrole, interpretiran je kao'aberantni
nalaz (gubitak izraZaja). Kao unutarnja kontrola koristene su antralne Zlijezde. \Primjeri pojedinih

obrazaca prikazani su na Slici 6.

Slika 6. Reprezentativni obrasci izrazajaiCOX-2 (klon CX-294). (A) Negativan uzorak bez membranske i
citoplazmatske reakcije (IHK; 40x). (B) Membransko bazolateralno bojenje Zljezdanog epitela (IHK; 40x).
(C) Prijelaz izmedu uredne Zelucane'sluznice i intestinalne metaplazije, s bazolateralnim membranskim
bojenjem (1B) u urednoj sluznici i luminalnim obrascem (1L) u podrucju metaplazije; uocava se i
gradijent izraZaja unutar fovela (IHK; 20x). (D) Citoplazmatski/perijezgreni obrazac izrazaja bez
dominantne membranske komponente (IHK; 40x). (*Panel C ilustrira morfolosku heterogenost izrazaja

unutar istog preparata, Sto predstavlja potencijalni interpretacijski izazov.)
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4.4.2.3 Evaluacija izraZaja COX-2 detektiranog klonom SP21

Analiza izraZaja COX-2 provedena je i monoklonskim protutijelom klon SP21. Primarni kriterij oCitavanja
odnosio se na intenzitet citoplazmatske reakcije u epitelu Zeluc¢ane sluznice, dok je jezgreni pozitivitet
biljezen zasebno kao dodatna varijabla. Citoplazmatski intenzitet bodovan je semikvantitativho na
ljestvici 0-3: 0 - vrlo slaba reakcija, 1 - slaba homogena reakcija, 2 - mijeSana slaba homogena uz Zarista
srednje jake do jake reakcije, te 3 - srednje jaka do jaka homogena reakcija (Slika 7). Jezgreni pozitivitet
definiran je kao prisutnost > 3 jasno pozitivne jezgre u podrucju neoplasticnog epitela, pri cemu se
biljeZio kao negativan (0) ili pozitivan (1) (Slika 8). Ocitavanje je provedeno uz obveznu korelaciju s
odgovaraju¢im HE obojenim preparatom, pri ¢emu su evaluirane '/morfoloski_relevantne strukture
(foveole i Zlijezdolike nakupine) koje odgovaraju podrucju lezije. U slucaju gradijentnog ili heterogenog
bojenja unutar istog preparata biljeZen je dominantni intenzitet unutar analizirane morfoloske jedinice.

Kao interna kontrola koristene su antralne Zlijezde.

Slika 7. Reprezentativni obrasci citoplazmatskog izrazaja COX-2 (klon SP21). (A) Vrlo slaba
citoplazmatska reakcija (stupanj 0) bez jezgrenog pozitiviteta (IHK; 40x). (B) Slaba homogena
citoplazmatska reakcija (stupanj 1) bez jezgrenog pozitiviteta (IHK; 40x). (C) MijeSana citoplazmatska
reakcija sa slabim bojenjem i Zaristima srednje jakog izraZaja (stupanj 2), bez jezgrenog pozitiviteta (IHK;
40x). (D) Primjer heterogenosti intenziteta citoplazmatskog izraZaja unutar istog preparata, s jaom
reakcijom u podrucju intestinalne metaplazije i srednje jakom reakcijom u dubljim foveolama (stupanj

3) (10x).
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Slika 8. Primjer jezgrenog pozitiviteta COX-2 (klon,SP21), definiranog kao prisutnost >3 jasno pozitivhe
jezgre u analiziranom podrucju lezije (IHK; 20x).; U prethodnoj slici svi prikazani‘primjeri bili'susbez

jezgrenog pozitiviteta (Slika 7B).

4.4.2.4  Evaluacija nakupljanja 4-HNE-PAdetektiranih klonom HNEJ-2

Analiza je bila usmjerenana citoplazmatsku reakciju unutar epitelnih stanica Zelu¢ane sluznice, uz
zasebnlprocjenu naktpljanjal 4-HNE-PA u vakuolama vréastih stanica. Oditavanje je provedeno u
morfoloski‘definiranoj, lezijiqprema odgovaraju¢em HE preparatu. Intenzitet citoplazmatskog bojenja
procjénjivan je semikvantitativno na trostupanjskoj ljestvici (1-3);pri ¢emu je stupanj jedan oznacavao
vrlo slabu, preteZznobazalnu reakciju, stupanj dva slabo homogeno bojenje, a stupanj tri jace homogeno
citoplazmatsko bojenje (Slika 9). Nalaz je smatran pozitivnim-ukoliko je reakcija bila prisutna u 25 %
analizirane morfoloske komponente. U, sluajevima heterogenog ili gradijentnog rasporeda bojenja
biljeZzen je dominantni intenzitet unutar analizirane lezije. Nakupljanje 4-HNE-PA u vakuolama vrcastih
stanica procjenjivano je kao zasebna varijabla, neovisno o citoplazmatskom intenzitetu bojenja.
Ocitavanje je provedeno na trostupanjskoj ljestvici od nula do dva, pri ¢emu je nula oznacavalo
odsutnost nakupljanja, jedan diskretno nakupljanje, a dva izraZenije nakupljanje unutar vakuola
vrcastih stanica (Slika 10). U uzorcima bez prisutne intestinalne metaplazije vrijednost ove varijable

uvijek je bila nula.
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Slika 9. Citoplazmatsko nakupljanje 4-HNE-PA (klon HNEJ-2) u epitelu Zeluéane sluznice. (A) Vflo slabo,
pretezno bazalno citoplazmatsko bojenje (stupanj 1; IHK; 40x). (B) Slabo homogeno, citoplazmatsko
bojenje (stupanj 2; IHK; 20x), bez nakupljanja u vakuolama vréastih stanica. (€) Ja¢e homogeno

citoplazmatsko bojenje (stupanj 3; IHK; 20x).

Slika 10. Obrasci vakuolarnog nakupljanja 4-HNE-PA u vréastim stanicama intestinalne metaplazije. (A)
Stupanj 1 - difuzno, diskretno, nakupljanjeru pojedinacnim vakuolama (40x%)./(B) Stupanj 1 - Zarisno
rasporedene, intenzivnijelpozitivne vakuole, bez zahvacanja visedstanica,unutarpojedinacne foveole
(10x). {€) Stupanj 2 - izfaZenije nakupljanje s prisutnos¢u vise intenzivho obojenih vakuola unutar iste

foveole (20x): Odsutnost nakupljanja (stupanj 0) prikazana je u prethodnojslici.

4.5 Uzgoj stani€nih linija

Svi eksperimenti sa stani¢nim kulturama provedeni su usterilnim uvjetima unutar bioloskog zastitnog
kabineta klase II. U istraZivanju je koristena humana stani¢na linija adenokarcinoma Zeluca AGS. AGS
stanice su uzgajane u bocama za stani¢nu kulturu (TC Flask T75, Vented Cap; Sarstedt, Nimbrecht,
Njemacka) u DMEM mediju (Dulbecco’s Modified Eagle Medium; Gibco, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, SAD) uz dodatak 10 % fetalnog tele¢eg seruma (FCS, engl. Fetal Calf Serum; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, SAD) pri 37 °Ci 5 % CO, u vlaznoj atmosferi. Hranjivi medij mijenjan je svaka dva
do tri dana. Nakon postizanja priblizno 80-90 % konfluencije adherentne stanice odvajane su
enzimatskim tretmanom tripsinom-EDTA (1 %; Kemika, Zagreb, Hrvatska). Nakon uklanjanja medija
stanice su isprane fosfatnim puferom (PBS, engl. Phosphate-buffered saline; 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI
i 10 mM KH,PO,4; Grammol, Zagreb, Hrvatska) te inkubirane s otopinom tripsina-EDTA priblizno 5

minuta. Reakcija je zaustavljena dodatkom hranjivog medija, a stanice su centrifugirane 5 minuta pri
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1100 rpm. Dobiveni stanicni talog resuspendiran je u svjeZem mediju. Broj vijabilnih stanica odreden je
metodom iskljucivanja tripanskog modrila (Trypan Blue; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD). Suspenzija
stanica pomijesana je s tripanskim modrilom u omjeru 1:10, a broj Zivih (neobojenih) stanica utvrden
je prebrojavanjem u Biirker-Turk komorici pomocu invertnog mikroskopa (Axiovert, 25; ZEISS,

Oberkochen, Njemacka).

4.5.1 Ispitivanje citotoksi¢nosti 4-hidroksinonenala (4-HNE)

Za procjenu citotoksi¢nosti 4-HNE koristen je MTT test, koji se temelji na sposobnosti metabolicki
aktivnih stanica da reduciraju Zutu tetrazolijevu sol 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev
bromid (MTT; Sigma-Aldrich, Darmstadt, Njemacka) u netopive ljubicaste kristale formazana
djelovanjem mitohondrijskih dehidrogenaza gdje je intenzitet nastale baje proporcionalan broju Zivih,

metabolicki aktivnih stanica (125).

Za potrebe ispitivanja citotoksi¢nosti stanice su prije tretmanajinkubirane u mediju bez seruma. Stanice
su nasadene u prozirne mikrotitarske plogicess 96 bunari¢a (TPP, Trasadingen, Svicarska) t.gustoci od
10 000 stanica po jazici u 180 uL medija te inkubirane 24 sata radi adherencije. Nakon toga dodano je
20 pL otopine 4-HNE u razli¢itim_koncentracijama (0, 1,25; 2,5; 5; 10; 20; 30; 40 i 50 pM), nakon‘¢ega
su stanice inkubirane 24 ili 48 sati. KontrolnejaZice nisu sadrzavale 4-HNE: Po zavrSetku inkubacije medij
je uklonjen, a stanice su inkubirane s MTT otopinom (5 mg/mL u PBS-u) tijekom 2 sataipri;37 °C. Nastali
kristali formazana.otopljeni su dodatkom dimetilsulfoksida (DMSO, englxDimethy! sulfoxide; Supelco,
MerckDarmstadt, Njemacka);a apsorbancija je izmjefena na spektrofotometru Multiskan EX (Thermo
Electron Corporation, Shanghai, Kina) pri valnoj duljini od 570 nm uz referéntnu valnu duljinu od 650
nm. «Rezultati “suy, izrazeni kao postotak kontrole “nakon normalizacije unutar svakog bioloSkog

ponavljanja. Eksperimenti su provedeni u tri neovisna bioloska ponavljanja, uz Sest tehnickih replikata.

4.5.2° lIspitivanje ucinka 4-HNE na stvaranje ROS-aw. stanicama karcinoma Zeluca

Stvaranje unutarstanicnih reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) odredeno je fluorescentnom probom 2',7'-
diklorodihidrofluorescein diacetatom (DCFH-DA; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD). Prilikom ulaska u
stanice, DCFH-DA se pod djelovanjem ‘stani¢nih esteraza deacetilira u nefluorescentni
diklorodihidrofluorescein (DCFH), koji se‘u'prisutnosti ROS-a oksidira u fluorescentni diklorofluorescein
(DCF), a intenzitet fluorescencije proporcionalan je koli¢ini unutarstani¢nih reaktivnih kisikovih vrsta
(126). AGS stanice nasadene su u crne mikrotitarske plo¢ice s 96 bunari¢a (Greiner Bio-One,
Kremsmdiinster, Austrija) u gustoéi od 10 000 stanica u 200 pL medija po bunari¢u, u pet tehnicka
replikata za svaki tretman. Nakon adherencije preko noci stanice su tretirane s 0, 5, 10 i 30 uM 4-HNE-
u kako bi se ispitao njegov akutni i produljeni u¢inak na unutarstani¢no stvaranje ROS-a. Porast

fluorescencijskog signala ne mora nuzno odrazavati iskljucivo poveéanu ROS-a, ve¢ moZze biti posljedica
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autofluorescencije uzorka, nespecifi¢ne oksidacije probe i drugih izvora nespecificnog signala. Stoga su

u analizu su ukljuceni i odgovarajuéi neobojani uzorci radi procjene pozadinskog signala.

4.5.2.1 Akutni (time-course) uc¢inak 4-HNE

Za procjenu ranog stvaranja ROS-a, stanice su najprije tretirane s 10 uM DCFH-DA tijekom 30 minuta u
mraku pri 37 °C. Nakon uklanjanja viska sonde dodan je bezbojni medijikoji jesadrzavao 4-HNE u
koncentracijama 0, 5, 10 i 30 uM. Fluorescencija je mjerena fluorimetrom Spark (Tecan, Austrija) pri
ekscitacijskoj valnoj duljini od 500 nm i emisijskoj valnoj duljini od 529 nm nakon 1,24 sata‘inkubacije,

kako bi se procijenila dinamika stvaranja ROS-a tijekom vremena.

4.5.2.2 Ucinak 24-satnog tretmana 4-HNE

Za procjenu ucinka produljene izloZenosti, stanice su tretirane 4-HNE-om (0, 5, 10 i 30 uM) tijekom 24
sata. Po zavrSetku inkubacije stanice su inkubirane s 10 uM DCFH-DA tijekom 30 minuta u mraku nakon
Cega je medij zamijenjen svjezim bezbojnim medijem. Fluorescencija je izmjerena fluorimetrom pod
istim uvjetima (500/529 nm). Rezultati sugizrazeni kao postotak kontrole nakon normalizacije unutar
svakog bioloSkog ponavljanja. Svi eksperimentinsu provedeni u najmanje tri neovisna bioloska
ponavljanja, uz tehnicke triplikate, a rezultati su prikazani kao srednja vrijednost4 standardna pogreska

sredine (engl. standard erron'of the'mean; SEM).
4.5.3 Procjena migracijske sposobnosti AGS stanica - test ogrebotine (engl. scratch test)

Utjecaj4-HNE na migracijsku sposobnost AGS stanica procijenjen je metodom testa ogrebotine, koji se
temelji napraéenju zatvaranja umjetno stvoreneogrebotine u konfluentnom monosloju stanica. AGS
stanicesnasadene,su u prozirne 96-jazi¢ne mikrotitarske plo€ice u gustoci od 10 000 stanica u 200 pL
medija po jaZici te inkubirane do formiranja kanfluentnog monosloja. Nakon adherencije i postizanja
odgovarajuce konfluencije, stanice su tretirane razlicitim koncentracijama 4-HNE (5 i 10 uM), dok su
kontrolne'stanice ostavljene netretirane. Nakon tretmana, medij je uklonjen, a stanice su inkubirane s
mitomicinom C (Mitomycin C; Sigma-Aldrich, Darmstadt, Njemacka) u koncentraciji od 10 pg/mL u
mediju bez seruma tijekom 2"sata radi inhibicije proliferacije, kako bi se migracija stanica mogla
procijeniti neovisno o njihovoj proliferativaoj aktivnosti. U svakom monosloju stanica napravljen je
linearni zarez sterilnim vrhom pipete. Stanice su potom isprane fosfatnim puferom (PBS) radi
uklanjanja odvojenih stanica, nakon ¢ega je dodan svjezi medij sa serumom. Fotografije ogrebotine
shimljene su neposredno nakon stvaranja zareza (0 sati) te u vise vremenskih tocaka tijekom inkubacije
(10, 20 i 30 sati) pomocéu Holomonitor M4 uredaja (PHI, Sweden). Migracija stanica kvantificirana je
analizom primjenom Holomonitor App Suite 4.0.2. softvera, pri ¢emu su odredivani Sirina ogrebotine
(engl. gap width, pm), povrsina prekrivena stanicama (engl. cell-covered area; % i um?) te povrsina bez

stanica (engl. cell-free area; % i um?). S obzirom na tehnicku varijabilnost pocetne $irine ogrebotine, za
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primarnu analizu koristena je varijabla povrsina bez stanica (%), koja je dodatno normalizirana na
pocetno stanje za svako pojedino vidno polje. Za svako vidno polje izracunata je relativna promjena
povrsine bez stanica kroz vrijeme u odnosu na vrijednost u 0. satu, ¢ime je omogucena usporedba
dinamike zatvaranja rane neovisno o pocetnoj veli¢ini ogrebotine. Za svaki tretman i viemensku tocku
analizirano je viSe vidnih polja, a pojedinacna mjerenja dobivena_. analizom mikrofotografija
predstavljala su tehnicke replike unutar istog eksperimentalnog uvjeta. Dinamika migracije
procijenjena je kroz vremenski tijek promjena normalizirane vrijednosti povrSine bez stanica, kao i
putem saZetih pokazatelja, uklju¢ujuci nagib linearne regresije promjene kroz vrijeme te,povrsinu ispod
krivulje (engl. area under the curve, AUC). Dodatno, analiziranesu razlike izmedu-skupina u unaprijed

definiranim vremenskim toc¢kama (20 i 30 sati).

4.5.4 Imunocitokemija

Imunocitokemijska analiza izrazaja COX-2 provedena je na.adherentnim AGS stanicama uzgojenima u
osmerokomornim mikroskopskim staklimasssugradenim komorama za stani¢nu kulturu (efgl. chamber
slides). Stanice su nakon tretmana 10/pyM 4-HNE-om i odgovarajuce inkubacije fiksirane te‘obradene
prema modificiranom imunohistokemijskom protokolu prilagodenom stani¢nojkulturi,Zbog tehnickih
ogranicenja koristenih komornih stakalaca toplinski inducirano razotkrivanje antigena nije provedeno.
Nakon fiksacije i ispiranja u fosfatnom- puferu (PBS) blokirana je endogena peéroksidazna aktivnost
inkubacijom s EnVision FLEX Peroxidase-Blocking Reagentom (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
SAD) tijekom 5 minuta¢ Primijenjena su dva monoklonska protutijela za COX-2: klon CX-294 (Dako,
Agilent Technologies, Glostrup, Danska; razrjedénje 1:400) i klon SP21 AThermo Fisher Scientific,
Walthamy, MA, SAD; razrjedenje 1:200), razrijedenanu EnVision FLEX Antibody Diluentu (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, SAD). Inkubacija s primarnim protutijelima trajala je 30 minuta pri sobnoj
temperaturi. Detekcija imunoreakcije provedena je polimernim’sustavom EnVision FLEX/HRP (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, SAD) tijekom 20 minuta, a reakcija je vizualizirana uporabom EnVision
FLEX DAB+ kromogena (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD). Kontrastno bojanje provedeno je
Mayerovim hematoksilinom (Dako, Glostrup, Danska). Kao negativna kontrola koriSteni su preparati
obradeni istim protokolom uz izostavljanjerimarnog protutijela. Kao pozitivna kontrola koristeni su
parafinski rezovi prethodno potvrdenih COX-2 pozitivnih uzoraka, obradeni istim protokolom bez

razotkrivanja antigena.

4.6 Statisticka obrada podataka

Statisticka analiza podataka obuhvatila je deskriptivhu i analiticku biostatistiku te regresijsko

modeliranje, a provedena je u programskom okruZenju R (127). Numeric¢ke varijable opisane su

37



srednjom vrijednos¢u i standardnom devijacijom ili medijanom i interkvartilnim rasponom (engl.
interquartile range, IQR), ovisno o distribuciji podataka, dok su kategoricke varijable prikazane
apsolutnim i relativnim frekvencijama. Razlike izmedu nezavisnih skupina za numericke varijable
analizirane su analizom varijance (engl. analysis of variance, ANOVA) ili Kruskal-Wallisevim testom
kada pretpostavke normalne raspodjele nisu bile zadovoljene. Monotoni trendovi kontinuiranih
varijabli kroz stadije Correa kaskade procijenjeni su Jonckheere-Terpstra testom, uz primjenu
permutacijskog pristupa (nperm = 10 000) zbog prisutnosti vezanih vrijednosti i manjih poduzoraka.
Usporedbe izmedu dviju skupina ordinalnih varijabli provedene su\Wilcoxonovim testom. Za
usporedbu kategoric¢kih varijabli koristen je x?*-test, a u sluajevima malih,ocekivanih frekvencija
Fisherov egzaktni test. Povezanost izmedu ordinalnih ili ne-normalno ,raspodijeljenih varijabli
procijenjena je Spearmanovim koeficijentom korelacije'rangova/Nedostajuce vrijednosti rjeSavane su
metodom parnog isklju¢ivanja (engl. pairwise deletion), dok su za“apsolutni broj neutrofila i limfocita
imputirane vrijednosti medijanom unutar odgovarajuce “histopatoloske kategorije (stadija Correa
kaskade), ¢ime je o€uvana distribucija varijabli unutar pojedinih skupina. Na temelju tihwrijednosti
izracunat je N/L omjer, koji je zbog asimetri¢ne distribucije transformiran prirodnim logaritmom prije
uklju¢ivanja u regresijske modele. Distribucija imunohistokemijskih obrazaca “bojenja izmedu
histoloSkih skupina analizirana je' odgovaraju¢im neparametrijskimy, i kategorijskim  testovima,
ukljucujuéi Pearsonov x? test, Fisherov egzaktni test i Kruskal-Wallisov test, uz procjenuveticine u¢inka
(Cramerov V i epsilon-kvadrat, £2).U slucaju statisti¢ki znacajnihglobalnih,testova,provedene su post-
hoc patne usporedbesrimjenom Dunnovog ili Fishetovog testa uz Korekciju za viSestruka testiranja
(Holm ili Benjamini-Hechberg metoda). Za kontingencijske tablice ssmalim' ocekivanim frekvencijama
p-vrijednosti su‘procijenjene Monte Carlo simulacijom. Povezanost imunohistokemijskih biomarkera s
klinicko-patoloskim ilaboratorijskim parametrimaprocijenjena je Spearmanovom rang-korelacijom za
kontinuirane_ i ordinalne varijable, dok je za binarne varijable koristen Wilcoxonov test. Kako bi se
kontrolirao rizik lazno pozitivnih nalaza zbog viSestrukog testiranja, p-vrijednosti su korigirane

Benjamini-Hochberg metodom kontrole stope laznih otkriéa (engl. false discovery rate, FDR).

Regresijski modeli koriSteni su s “ciljem Kkvantificiranja povezanosti izmedu imunohistokemijskih
biomarkera, klinicko-patoloSkih parametara i stadija bolesti te procjene njihove potencijalne uloge u
progresiji Zelu¢ane karcinogeneze. Progresija Zelu¢ane karcinogeneze kroz Correa kaskadu modelirana
je ordinalnim i logisti¢kim regresijskim pristupima. Primarni analiti¢ki okvir predstavljao je model
susjednih kategorija (engl. adjacent-category logit model) primijenjen na 3estostupanjsku Correa
kaskadu, uz primjenu metode redukcije pristranosti zbog parcijalne separacije podataka. Radi provjere
robusnosti nalaza provedena je multinomijalna logisticka regresija, a modeli su usporedeni prema

informacijskim kriterijima (engl. Akaike information criterion, AIC; Bayesian information criterion, BIC),
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logaritamskoj funkciji vjerodostojnosti i McFaddenovu pseudo-koeficijentu determinacije. Dodatno je
analiziran trostupanjski prikaz progresije bolesti istim pristupom. Za procjenu rizika malignog ishoda
konstruiran je binarni logisticki model uz penaliziranu logisticku regresiju prema Firthu (128).
Diskriminacijska sposobnost binarnog modela procijenjena je analizom krivulje odnosasspecifi¢nosti i
osjetljivosti klasifikatora (engl. receiver operating characteristic, ROC). izracunom poyrSine ispod
krivulje (engl. area under the curve, AUC) DeLong metodom uz 95 % interval pouzdanosti, dok je
optimalni prag klasifikacije odreden Youdenovim indeksom. Interna validacija:medela provedena je
bootstrap postupkom (1000 ponavljanja), kalibracija modela procijenjena je graficki i numericki
(kalibracijski presjek i nagib), ukupna prediktivna pogreska kvantificirana je,Brierovim indeksom, a
klini¢ka korisnost dodatno analizirana metodom krivulje odluke. Statisticka znac¢ajnost odredena je pri
razini p < 0,05, a rezultati su, gdje je bilo primjenjivo, interpretirani uz procjenu veli¢ine ucinka i 95 %

intervale pouzdanosti.

Podaci dobiveni u eksperimentima na_stani¢nim kulturama analizirani su na razini bioloskih
ponavljanja, pri ¢emu su tehnicke replike agregirane u srednju vrijednost. U MTT testu citotoksi¢nosti
ucinak koncentracije 4-HNE procijenjen je linearnim mjeSovitim modelom (LMM) s koncentracijom kao
fiksnim efektom i eksperimentomy kao. slu€ajnim interceptom, dok su post-hochusporedbe
koncentracija s kontrolom provedene Dunnettovim kontrastima uz Holm korekeiju:-Polumaksimalna
inhibitorna koncentracijay(ICso) procijenjena je etveroparametarskim'log-logistickim modelom (engl.
four-parameter log-logistic model,” 4PL). Analiza produkcije reaktivnih kisikovih“vrsta provedena je
linearnim mijesSovitim modelom s koncentracijom, i vremenom inkubacije kao fiksnim efektima te
eksperimentom kao slucajnim efektom, uz procjenuZnacajnosti analizom varijance tipa lll (engl. type
Il @nalysis of variance) i Satterthwaiteovom aproksimacijom stupnjeva slobode. Rezultati su prikazani
kao srednja vrijednost'+ SEM, a veli¢ina ucinka procijenjena je Hedgesovim g koeficijentom. Dodatno,
migracijska sposobnost stanica procijenjena testom ‘ogrebotine analizirana je na razini bioloSkih
ponavljanja, pri ¢emu su tehnicke replike (pojedinacna vidna polja) prethodno agregirane u srednje
vrijednosti za svako bioloSko ponavljanje, skupinu i vremensku tocku. Za svako vidno polje izracunat je
postotak zatvaranja rane na temelju'normalizirane povrsine bez stanica u odnosu na pocetno stanje (0
h), cime je omogucena usporedba dinamike zatvaranja rane neovisno o pocetnoj sirini ogrebotine. Kao
sazeti pokazatelji migracije analizirani su nagib linearne regresije promjene zatvaranja rane kroz
vrijeme te povrsina ispod krivulje (AUC), izradunati za svako biolosko ponavljanje. Dodatno, razlike
izmedu skupina analizirane su u pojedinim vremenskim toc¢kama tijekom inkubacije (10, 20 i 30 sati)
primjenom Kruskal-Wallisova testa, uz post hoc Dunnovu analizu s Holmovom korekcijom za

viSestruka testiranja.
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5 REZULTATI

5.1 Deskriptivna analiza uzorka

Demografska i klini¢ka obiljeZja ispitanika Ciji su uzorci uklju¢eni u studiju prikazani su_u Tablici 3.
Prosjecna dob ispitanika u ukupnom uzorku iznosila je 67,2 + 11,2 godine. Uacene su statisticki znacajne
razlike u dobi medu skupinama (ANOVA; p < 0,001), pri ¢emu su bolesnici“s karcinomom.Zeluca bili
najstariji (72,4 + 9,1 godina), dok su najmladi ispitanici bili u skupini uredne sluznice (53,7 + 10,8
godina). Statisticka analiza monotonog trenda dodatno je potvrdila znacajan rast dobi kroz stadije
Correa kaskade (Jonckheere-Terpstra test; p < 0,001;). U pogledu distribucije prema spolu, Zene su Cinile
41,2 %, a muskarci 58,8 % ukupnog uzorka. lako je u skupini karcinoma zabiljeZen veci udio muskaraca
(77,5 %), razlike u spolnoj distribuciji medu skupinama nisu dosegnulé statisticku znacajnost (x*>-test; p
= 0,06). Podatak o pusenju bio je dostupan za 121 ispitanika (NA = 27). Medu njima je 35 ispitanika
(28,9 %) bilo aktivnih pusaca, dok je 86 (71;1 %) bilo nepusaca. Ucestalost pusenja nije se znacajno
razlikovala medu skupinama Correa kaskade (Fisherov egzaktni test; p = 0,86). Podaci o uzimanju,NSAID
bili su dostupni za 134 ispitanika (NA = 14). Redovito ili povremeno uzimanje(NSAID-a navela je»33
ispitanika (24,6 %), dok 101 ispitanik (75,4 %) nije uzimao ovu terapiju.Nije utvrdena statistickiZznacajna
razlika u ucestalosti uzimanja NSAID-a medu skupinama (Fisherov egzaktni test; p=10;75;). Vrijednosti
C-reaktivnog proteina (CRP) bile'sudostupne za 110 ispitanika (NA=38).Jocen je;postupni porast CRP-
a duZ Correa kaskade, s'majvisim vrijednostima u skupini karcinoma (medijan = 16,1 mg/L; IQR = 2,9-
44,9). Razlike, medu skupinama bile su statistickivznacajne, (Kruskal-Wallis; p = 0,01), a dodatno je
potvrdenni-znacajan rastuci trend kroz stadije bolesti{(Jonckheere-Terpstra test; p = 0,02), Sto upucuje
na progresivnodzrazenije sustavno upalno stanje u osoba's malignom,bolescu. Slicno tomu, N/L omjer,
dostupan za 123 ispitanika (NA = 25), bio je znacajno visi u skupini karcinoma (medijan = 3,6; IQR = 2,7-
5,3) u usporedbi s ostalim skupinama_(Kruskal-Wallis; p'=0,006). Takoder je utvrden znacajan rastuci
trend N/L omjera kroz Correa kaskadu“(Jonckheere-Terpstra test; p = 0,001), dodatno potvrdujudi
postupno jacanje sustavne upale u,uznapredovalim lezijama. Podaci o serumskom Zeljezu (Fe) bili su
dostupni za 45 ispitanika, uz velik broj nedestajucih vrijednosti (NA = 103). Uocen je trend smanjenja
koncentracije Zeljeza prema naprednijim lezijama, s najniZim vrijednostima u skupini karcinoma
(medijan = 4,3 umol/L; IQR = 2,7-6,7). lako razlike medu skupinama nisu dosegnule statisticku
znacajnost u globalnoj usporedbi (Kruskal-Wallis; p = 0,07;), Jonckheere-Terpstra test pokazao je
znacajan opadajuci trend (p = 0,003), Sto upucuje na postupne metabolicke promjene povezane s
progresijom bolesti. Infekcija bakterijom H. pylori pokazala je statisticki znacajne razlike medu
skupinama (p = 0,015; Fisherov egzaktni test). Infekcija je bila najée$¢a u skupini atrofije (42,9 %) i

karcinoma (25 %), dok su svi uzorci uredne sluznice bili o¢ekivano negativni na H. pylori.
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Tablica 3. Demografska, klini¢ka i laboratorijska obiljezja uzorka prema skupinama Correa kaskade

Varijabla Svi uzorci Uredni Atrofija Metaplazija = Atrofija + Displazija Karcinom p (medu p (trend)
(N=148) (n=20) (n=14) (n=31) metaplazija (n= (n=21) (n=40) skupinama)
22)

Dob (godine) 67.2+11.2 537+ 66.9+84 69.0+£8.6 66.6 £12.8 68.4 £ 8.9 72.4+£9.1 <0.001***  <0.001***
10.8 (ANOVA)

Spol (Z/M) 61(41.2)/ 8/12 8/6 13/18 13/9 10/11 9/31 0.06 (x3) —

87 (58.8)
Pusenje (da) 35(28.9) 7 (36.8) 3(21.4) 10 (34.5) 5(25.0) 3(20.0) 7 (29.2) 0.86 (Fisher) —
NSAID (da) 33(24.6) 4 (20.0) 4(30.8) 9 (30.0) 3(15.0) 5(33.3) 8(22.2)  0.75 (Fisher) —
CRP(mg/L)  3.9(1.6-15.1) 3.0(1.7- 4.6(2.6- 2.7(1.2-72) 3.2 (1.7-4.5) 2.6(1.1-43) 16.1(29- 0.01* (KW)  0.020*

8.4) 12.0) 44.9)

N/L omjer 2.6(1.8-3.8)  2.0(1.7- 3.0(1.7- 2:3(1.7-3.6) 2.6 (1.7-3.6) 1.9(1.6-3.2) " 3.6 (2.7- | 0.006**(KW)  0.001**
2.7) 319) 5.3)

Serumsko Fe 12.0(4.5-  15.8(10.0- 14.2(9.2-  13.5(7.7- 14.2 (6.7-16.3) 12:5/(10.4- 4.3 (2.7- 0.07 (KW)  0.003**

(rmol/L) 15.8) 21.1) 15.8) 16.2) 16.5) 6.7)

H. pylori 29 (19.6) 0(0) 6(42.9) 5(16.1) 6(27.3) 2(9.5) 10 (25.0) 0.015*% —

(pozitivan) (Fisher)

Napomena: Podaci su prikazani kao srednja vrijednest® standardna devijacija ili medijan (interkvartilni raspon). Kategorijske varijable prikazane su kao broj
(postotak). ANOVA - analiza varijance; KW -Kruskal-Wallis test; x* - hi-kvadrat,test; Fisher - Fisherov egzaktni test. p (trend) dobiven je Jonckheere-Terpstra

testom. Analiza je provedena na.dostupnim podacima (pairwise deletion) {* p'< 0,05; ¥*p < 0,01;,*** p < 0,001)
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U dodatnoj analizi iskljuéeni su uzorci uredne sluznice, a usporedba je provedena izmedu skupina
atrofije, intestinalne metaplazije, kombinirane atrofije i metaplazije, displazije te karcinoma (Tablica 4).
Nakon isklju¢enja urednih uzoraka, razlike u dobi medu skupinama vise nisu bile statisticki znacajne
(ANOVA; p = 0,14), iako je skupina karcinoma i dalje imala najvisu prosjecnu dob. Distribugija ispitanika
prema spolu pokazala je statisticki znacajnu razliku u globalnoj analizi (¥ test; p = 0,03;), medutim post
hoc analiza nije identificirala statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih skupina, Sto upucuje na
neujednacdenu raspodjelu bez jasnog obrasca izmedu susjednih stadija. Wcestalost pusenjari uzimanja

NSAID nije se znacajno razlikovala medu skupinama (Fisherov egzaktni test; p = 0,86 i p= 0,66).

Vrijednosti serumskog Zeljeza pokazale su postupno smanjenje' prema naprednijimlezijama, s najniZim
koncentracijama u skupini karcinoma (medijan = 4,3_umol/L;AQR = 2,7-6,7). lako razlike medu
skupinama nisu dosegnule statisticku znacajnost ugglobalnoj usporedbi (Kruskal-Wallis; p = 0,07),
dodatna analiza monotonog trenda potvrdila je znacajan opadajuéi trend kroz stadije bolesti
(Jonckheere-Terpstra test; p = 0,010). Suprotno tome, vrijednosti CRP bile su znacajno viSe u skupini
karcinoma (medijan = 16,1 mg/L; IQR =2,9-44,9).u usporedbi s ostalim skupinama (Kruskal-Wallis; p =
0,006), uz potvrden znacajan rastuci trend kroz stadije’bolesti (Jonckheere-Terpstra test; p = 0,022), Sto
upucuje na progresivno izrazenije sustavno upalno stanje u malignim lezijama. Post, hoc analiza
pokazala je da su razlike prvenstveno prisutne izmedu skupina s karcinamom|i displazijom te izmedu
karcinoma i intestinalne metaplazije. Slican obrazac uocen je i za N/L.omjer, koji je bio znacajno visi u
karcinomima (mgdijan =3,6; IQR'=2,7-5,3; Kruskal-Wallis; p # 0,011); uz statistiéki znacajan rastudi
trend kroz Correa kaskadu (Jonckheere-Terpstra test; p = 0,006). Post hoc analiza pokazala je statisticki
znacajnu razliku,izmedu skupina s karcinomom i displazijom.yZa razlikutod analize koja je ukljucivala
uredne uzorke, prisutnost infekcije H. pylori nije'seznacajne razlikovala medu skupinama nakon njihova

iskljucenja (Fisherov test; p = 0,18), iako je najvisa ucestalost zabiljezena u skupini atrofije (42,9 %).
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Tablica 4. Deskriptivna analiza i usporedba demografskih, klini¢kih i upalnih parametara medu skupinama Correa kaskade nakon isklju¢enja urednih uzoraka

Varijabla
Dob (godine)
Spol (Z2/M) (%)

NSAID (da) (%)
Pusenje (da) (%)
Serumsko Fe (umol/L)
CRP (mg/L)

N/L omjer
H. pylori (pozitivan (%))
Aktivnost upale

Mononuklearni infiltrat
(0-3)
Neutrofili (0-3)*

Atrofija Metaplazija
66.9 +8.4 69.0 £ 8.6
8(57.1)/6 13 (41.9)/18
(42.9) (58.1)
4(30.8) 9 (30.0)
3(21.4) 10(34.5)
14.2 (9.2-15.8) 13.5(7.7-16.2)
4.6 (2.6-12.0) 2.7 (1.2-7.1)
3.0(1.7-3.9) 2:3((1.7-3.6)
6 (42.9) 5(16.1)
1:42.9; 2: 57.147 0:3.2; 1:80.6; 2:
16.1
2 (2-3) 2 (1.5-3)
170'(2.0-2.0) 1.0(1.0-2.0)

Atrofija + Displazija
metaplazija
66.6 +12.8 68.4 +8.9

13 (59.1)/9(40.9) " »10(47.6)/ 11

(52.4)
3 (15.0) 5(33.3)

5 (25.0) 3(20.0)
14.2,(6.7-16.3) 12.5 (10.4-16.5)
3.2 (1.7-4.5) 2.6 (1.1-4.3)
2.6 (1.7-3.6) 2.0(1.6-3.2)
6(27.3) 2(9.5)
1:68.2;2:31.8  _099I5;1: 81.0;2:

9.5
2 (2-3) 2(12)
2.0 (145:2.0) 1.0 (1.0-1.0)

Karcinom

724+9.1

9(22.5)/31
(77.5)
8(22.2)
7.(29.2)
4.3(217-6.7)
16.1 (2.9-44.9)

3.6(2.7-5.3)
10 (25.0)
1:95.0; 2: 5.0

2(1-3)

2.0 (1.5-2.5)

p (medu p
skupinama)  (trend)
0.14 —
(ANOVA)

0.03* (x?) —

0.66 (Fisher) —
0.86 (Fisher) —
0.07 (KW)  0.010*
0.006** 0.022*
(Kw)
0.011* (KW) = 0.006**
0.18 (Fisher) —
<0.001%** —
(Fisher)
0.19 (KW) —

0.53 (KW) —

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija ili medijan (interkvartilni‘raspon). Kategorijske varijable prikazane su kao broj (postotak).

ANOVA - analiza varijance; KW. - Kruskal-Wallis test; x* - hi-kvadrat test; Fisher,- Fisherov egzaktni test. p (trend) dobiven je Jonckheere-Terpstra testom

(permutacijskifpristup, nperm = 10 000). Analiza je provedena na dostupnim podacima (pairwise deletion).* Analiza provedena samo u poduzorku s kroni¢no

aktivnom upalom. (* p < 0,05;** p <0,01; *** p <0,001)
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Analiza lokalne upale pokazala je statisticki znacajne razlike u aktivnosti upale medu skupinama
(Fisherov egzaktni test; p < 0,001). Kroni¢na aktivna upala bila je najée$cée prisutna u skupini atrofije
(57,1 %), dok je u ostalim skupinama dominirala kroni¢na upala (Slika 11). U skupini karcinoma kroni¢no
aktivna komponenta bila je rijetka (5 %), $to upucuje na promjenu obrasca lokalne upalne reakcije u
uznapredovalim lezijama. Nasuprot tomu, stupanj mononuklearnog .infiltrata nije se znacajno
razlikovao medu skupinama (Kruskal-Wallisov test; p = 0,19;). Analiza neutrofilnog infiltrata dodatno je
provedena u poduzorku s kroni¢no aktivnom upalom (n = 24), pri ¢emu nisurutvrdene’ statisticki
znacajne razlike u jacini infiltrata neutrofilnih granulocita medu skupinama (Kruskal-Wallisov test; p =
0,53). Ovakav obrazac lokalne upale razlikuje se od sustavnih upalnih“pokazatelja, koji pokazuju

progresivni porast prema uznapredovalim stadijima bolesti.

Slika 11. Distribucija kategorija aktivnosti lokalne «upale” unutar-skupina Correa kaskade nakon

iskljucenja urednih uzoraka.

Usporedba rezultata dobivenih analizom cjelokupnog uzorka i analizom nakon isklju¢enja uredne
sluznice pokazuje visoku razinu konzistentnosti u obrascu‘promjena klju¢nih kontinuiranih parametara.
Dok je u analizi koja ukljucuje uredne uzorke uocen jasan monotoni trend promjena kroz cijelu Correa
kaskadu, dodatna analiza ogranicena na patoloske stadije potvrduje da se ti trendovi zadrzavaju i
unutar samog spektra bolesti. Posebnoje vazno da su rastuéi trendovi CRP-a i N/L omjera te opadajuci
trend serumskog Zeljeza ostali statisticki znacajni i nakon isklju¢enja urednih uzoraka, Sto upuéuje na to
da uocene promjene ne odrazavaju iskljutivo razliku izmedu normalne i patoloski promijenjene
sluznice, veé kontinuiranu progresiju upalnih i metabolickih poremecaja tijekom razvoja bolesti (Slika

12).
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Slika 12. Integrativni prikaz standardiziranihnvrijednosti CRP-a, N/L omjera i serumskog Zeljeza kroz
stadije Correa kaskade. Vrijednosti su pfikazane  kao medijan i interkvartilni raspon (IQR)
standardiziranih z-vrijednosti. Graf sluzi deskriptivnom prikazu op¢ih trendova biomarkera kroz stadije

bolesti, dok su statisticke usporedbei rezultati testiranja prikazani u tekstu.

5.2 lIzrazaj biomAarkéna duz €orrea kaskade

5.2.1 “lzraZzaj COX-2 detektiran klonom CX-294

5.2.1.1 Trostupanjskankidsifikacija obrasca bojenja COX-2

Imunohistokemijskinizrazaj COX-2, detektiran primjenom klona 'CX=294, analiziran je u Sest histoloskih
skupina duZ ‘Correa kaskade primjenom trostupanjske klasifikacije, (0 - negativho bojenje, 1 -
membranska’bojenje, 2 - citoplazmatsko/perijezgreno bojenje). Raspodjela obrazaca bojenja znacajno
se razlikovala izmedu pojedinih histolaskih stadija (Pearsonov x? test s Monte Carlo simuliranom p-
vrijednoséu; ¥2 = 107,6; p < 0,001; Cramerow.V = 0,603), $to upucuje na snaznu povezanost obrasca
bojenja s razvojnim stadijem lezije (Tablica 5, Slika 13). U ranim stadijima Correa kaskade, odnosno u
urednoj sluzniciiintestinalnoj metaplaziji,dominirao je membranskiizrazaj COX-2, dok je u displazijama
i karcinomima zabiljeZzen gubitak membranske lokalizacije uz porast citoplazmatsko/perijezgrenog
izraZaja, pri ¢emu je u displaziji dodatno uocen povecani udio negativnih uzoraka (p < 0,001; x* = 107,6).
U urednoj Zelucanoj sluznici i intestinalnoj metaplaziji previadavao je membranski obrazac bojenja
(75,0 % odnosno 87,1 %), uz manji udio negativnih uzoraka i bez citoplazmatsko/perijezgrene

lokalizacije.
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Tablica 5. Distribucija obrazaca bojenja COX-2 (klon CX-294; 3 kategorije) u histoloskim stadijima
Correa kaskade

Histoloski Ukupan broj | negativno membransko citoplazmatsko/perijezgreno
stadij uzoraka, N bojenje, n (%) bojenje, n (%) bojenje, n (%)

Uredna 20 5(25,0) 15 (75,0) 0(0,0)

sluznica

Atrofija 14 7 (50,0) 7 (50,0) 0(0,0)

Metaplazija 31 4(12,9) 27 (87,1) 0 (0;0)

Atrofija i 22 11 (50,0) 10 (45,5) 1(4,5)

metaplazija

Displazija 21 16 (76,2) 0(0,0) 5(23,8)

Karcinom 40 17 (42,5) 0(0,0) 23,(57,5)

Atrofiéni uzorci i skupina atrofije s metaplazijom “pokazivali su~mjeSoviti obrazac, s priblizno
podjednakim udjelom negativhog i membranskog bojenja, pri ¢emu je citoplazmatsko/perijezgreni
izraZaj zabiljeZzen samo sporadi¢no. U displazijama je zabiljeZen izraZen porast udjela negativnih uzoraka
(76,2 %), uz potpuni izostanak membranskog izrazaja ispojavu citoplazmatsko/perijezgrene lokalizacije
u manjem broju slucajeva (23,8:%). U karcinomima je dominirao citoplazmatsko/perijezgreni obrazac

(57,5 %), uz potpuni izostanak membranskog bojenja, dok je preostali'dio,uzoraka bio negativan.

Slika 13. Distribucija obrazaca bojenja COX-2 (klon CX-294; 3 kategorije) u stadijima Correa kaskade.

Post-hoc analiza standardiziranih reziduala potvrdila je da ukupnoj statistickoj razlici osobito pridonose
povecéani udio membranskog bojenja u urednoj sluznici i intestinalnoj metaplaziji te izrazen porast
citoplazmatsko/perijezgrene lokalizacije u karcinomima, uz istodobni manjak membranskog izrazaja u

displazijama i karcinomima (Holm-korekcija, p < 0,05; vidi Dodatak, Tablica D1). Ukupno gledano, u
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uznapredovalim stadijima bolesti uo€ava se progresivni gubitak membranske lokalizacije COX-2 uz

porast citoplazmatsko/perijezgrenog izrazaja.

S obzirom na to da je trostupanjska klasifikacija bojenja klonom CX-294 (0 - negativno, 1 - membransko,
2 - citoplazmatsko/ perijezgreno) u ovoj disertaciji posluZila je kao inicijalni analiticki©kvir. Detaljnijom
re-evaluacijom imunohistokemijskih preparata uocena je razlika izmedu bazalnedi luminalne
membranske lokalizacije, koja u prethodnoj trostupanjskoj klasifikaciji nije bilawrazdvojena. Buduci da
bi takva razlika mogla imati biolo$ko i prognosti¢ko znacenje, provedena je dodatna analiza primjenom

Cetverostupanjske klasifikacije bojenja.

5.2.1.2 Cetverostupanjska klasifikacija obrasca bojenja COX-2

Imunohistokemijska analiza obrasca izraZzaja COX-2, ucinjena primjenom klona CX-294, provedena je u
Sest histoloskih skupina duzZ Correa kaskade, jednako kao i u prethoedno opisanoj trostupanjskoj analizi,
pri ¢emu je bojenje razvrstano u Cetiri obrasca: 0 - negativno,lb - bazalno membransko, 1c - luminalno
membransko te 2 - citoplazmatsko/perijezgreno. Distribucija Cetiriju kategorija bojenja‘znacdajno se
razlikovala izmedu histolo$kih skupina (Pearsonowv,x? test s Monte Carlo simulacijom; x* = 204,3; p <
0,001), uz velik uc¢inak povezanosti (Cramerov V =/0,678) (Slika 14, Tablica 6). U.ranim stadijima Correa
kaskade dominirao je membranski izrazaj COX-2, i to bazalni u“urednoj isluznici, a luminalni u
intestinalnoj metaplaziji, dok\je u uznapredovalim stadijima uocava potpuni gubitak,membranske

lokalizacije uz dominacijurcitoplazmatsko/perijezgrenog izrazaja (x*=204,3; p < 0,001).

Slika 14. Distribucija obrazaca bojenja COX-2 (klon CX-294; 4 kategorije) u stadijima Correa kaskade.

U urednoj sluznici dominiralo je bazalno membransko bojenje, koje je prema post-hoc analizi
standardiziranih reziduala bilo znacajno ¢eSc¢e nego u ostalim skupinama (Holm-korekcija, p < 0,05). U

atrofiji nije uolen dominantan obrazac bojenja, ve¢ podjednaka zastupljenost negativnog i
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membranskog obrasca, uz izostanak citoplazmatsko/perijezgrene lokalizacije. Intestinalna metaplazija
pokazala je izrazenu dominaciju luminalnog membranskog bojenja, koje je takoder bilo znacajno
prekomjerno zastupljeno (p < 0,05), uz istodobno smanjen udio negativnih uzoraka. U skupini atrofije s
metaplazijom zabiljeZena je mjeSovita raspodjela, s prevladavaju¢im luminalno.smembranskim
obrascem i sporadi¢nom pojavom citoplazmatsko/perijezgrene lokalizacije. /Displastiéne. lezije
obiljeZene su znacajnim porastom negativnih uzoraka (p < 0,05) uz potpuni‘izostanak membranskog
izrazaja. U karcinomima je citoplazmatsko/perijezgreno bojenje bilo znac¢ajno prekemjernoizastupljeno
(p < 0,05), uz istodobni znacajan manjak luminalno membranskog\ obrasca' (post-hoc analiza

standardiziranih reziduala; vidi Dodatak, Tablica D2).

Tablica 6. Distribucija obrazaca bojenja COX-2 (klon CX-294; 4'kategorije) u histoloskim stadijima Correa
kaskade

HistoloSki Ukupan  Negativho Bazalno Luminalno Citoplazmatsko /
stadij broj bojenje, n membransko membransko perijezgreno
uzoraka, (%) bojenje, n (%) bojenje, n (%) bojenje, n (%)
N

Uredna 20 5 (25,0) 15 (75,0) 0(0,0) 0(0,0)

sluznica

Atrofija 14 7 (50,0) 5(35,7) 2(14,3) 0(0,0)

Metaplazija 31 4,(12,9) 0(0,0) 27 (87,1) 0(0,0)

Atrofija i 22 11(50,0) 0(0,0) 10 (45,5) 1(4,5)

metaplazija

Displazija 21 16 (76,2) 0(0,0) 0(0,0) 5(23,8)

Karcinom 40 17 (42,5) 0(0,0) 0(0,0) 23 (57,5)

Cetverostupanjska analiza tako je omogudila razlu€ivanje bazalhe i luminalne membranske lokalizacije
COX-2. Dok je u ranim stadijima zabiljeZzeno prevladavanje bazalnog membranskog izrazaja u urednoj
sluznici i luminalnog membranskog izrazaja u intestinalnoj metaplaziji, u uznapredovalim stadijima
prisutan je potpuni izostanak membranske lokalizacije, dok je citoplazmatsko/perijezgrena lokalizacija

zabiljeZena u dijelu displazija i dominirala u karcinomima.
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5.2.2 lzrazaj COX-2 detektiran protutijelom SP21

5.2.2.1 Citoplazmatski izraZaj COX-2

Imunohistokemijski izrazaj proteina COX-2 detektiran protutijelom SP21, takoder je analiziran u Sest
histoloSkih skupina duZ Correa kaskade (uredna sluznica, atrofija, intestinalna metaplazija, atrofija s
metaplazijom, displazija i karcinom). Citoplazmatski izraZzaj ocjenjen je semikvantitativhoyprema
intenzitetu bojenja na skali od 0 do 3 (O - vrlo slaba reakcija, 1 - slaba homogena reakcija, 2 - mijesana
slaba reakcija, 3 - srednje jaka do jaka reakcija). S obzirom na ordinalnu prirodu varijable, razlike izmedu
histoloskih skupina analizirane su Kruskal-Wallisovim testom. Utvrdene'su,statisticki znacajne razlike u
razini citoplazmatskog izrazaja izmedu histoloskih skupina (x* =53,6; df = 5; p'<,0;001), uz velik u¢inak
(% = 0,331), $to upuduje na snaznu povezanost razine izrazaja COX-2 sa stadijem lezije. Deskriptivna
raspodjela vrijednosti citoplazmatskog bojenja prikazana je u Tablici 7. Uurednoj sluznici zabiljezene su
niske medijanske vrijednosti izraZaja, uz Sirok raspon vrijednosti. U atrofiji, intestinalnoj metaplaziji i
atrofiji s metaplazijom uocene su visoke vrijednosti izraZaja (medijan = 3), uz uski interkvartilni raspon.
U displazijama i karcinomima zabiljeZen'je pad medijanskih vrijednosti u odnosu na metaplasti¢ne

lezije, uz veci raspon vrijednosti, osobito u karcinomima.

Tablica 7. Raspodjela citoplazmatskog izrazaja. COX-2 (SP21) u histolodkim stadijima Correa kaskade

Histoloska skupina Broj uzoraka, n Medijan (IQR)
Uredna sluznica 20 0,0 (0,0-3,0)
Atrofija 14 3,0 (3,0:3,0)
Metaplazija 31 3,0 (3,0-3,0)
Atrofija s metaplazijom 22 3,0(3,0-3,0)
Displazija 21 2,0 (2,0-3,0)
Karcinom 40 2,0(1,0-3,0)

Post-hoc Dunnova analiza uz Benjamini-Hochberg korekeiju za viSestruka testiranja pokazala je da se
uredna sluznica statisti¢ki znacajno razlikuje,od atrofije (p < 0,01), intestinalne metaplazije (p < 0,001),
atrofije s metaplazijom (p < 0,001) te displazije (p < 0,05), dok razlika izmedu uredne sluznice i
karcinoma nije bila statisticki znacajna.lntestinalna metaplazija pokazala je znadajno vise vrijednosti
citoplazmatskog izrazaja u usporedbi s displazijom (p <0,01) i karcinomom (p < 0,001). Takoder, atrofija
s metaplazijom imala je viSe vrijednosti u odnosu na displaziju (p < 0,05) i karcinom (p < 0,001). Razlike

izmedu displazije i karcinoma nisu dosegle statisti¢ku znacajnost (Slika 15; vidi Dodatak, Tablica D3).

49



Slika 15. Citoplazmatski izrazaj COX-2 (SP21) u histoloskim stadijima Correa kaskade. Prikazane su samo
statisticki znacajne razlike izmedu odabranih skupina (Dunnov test uz Benjamini-Hochberg korekciju;

** p < 0,01; *** p < 0,001).

5.2.2.2 Jezgreni izraZaj COX-2

Uz citoplazmatski izrazaj, analizirana je'i jezgrena (nuklearna) lokalizacija COX-2sbejenja protutijelom
SP21. Pozitivnost jedbiljezena binarno (0 - negativno, 1 - pozitivhe). Distribucija,jezgrene pozitivnosti
prema _histoloskim skupinama prikazana je na Slici 26. Jezgrena pozitivnost SP21 bila je rijetka ili
potpuno odsutna u urednoj sluznici i neinvazivaim lezijama Zelucane sluznice. Nije zabiljezena u
urednaejssluznici, atrofiji, intestinalnoj metaplaziji nitiddidkombiniranim lezijama atrofije s metaplazijom.
U (displazijama_ je ‘jezgreno bojenje zabiljezeno’u malom, udjelu wuzoraka (2/21; 9,5 %), dok je u
karcinomima bilo prisutno u gotovo polovici analiziranih slucajeva (19/40; 47,5 %). Ukupna usporedba
histoloskih“skupina provedena Fisherovim egzaktnim testom pokazala je statisticki znacajne razlike u
ucestalosti jezgrene pozitivnosti (p < 0,001). Post-hoc parne usporedbe uz Holmovu korekciju p-
vrijednosti pokazale su da karcinemi imaju, statisticki znacajno viSu ucestalost jezgrenog bojenja u
odnosu na metaplaziju, atrofijsku metaplaziju i urednu sluznicu (p < 0,001), kao i u odnosu na atrofiju
(p < 0,01) te displaziju (p < 0,05), dok medu neinvazivnim lezijama nisu zabiljeZzene statisticki znacajne

razlike (Tablica D4).
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Slika 16. Ucestalost jezgrene lokalizacije COX-2 pri bojenju protutijelom SP21 duZ histoloskih stadija
Correa kaskade. Karcinomi pokazuju statistickiznacajno visu ucestalost jezgrenog bojenja uednosu na

sve ostale skupine (p < 0,05), dok medu neinvazivnim lezijama nisu utvrdene statisti€kiiznacajne razlike.

5.2.3 4-HNE-PA detektirani klonom HNEJ-2

5.2.3.1  Citopldzmatske nakupljanje 4-HNE-PA

Intenzitet citoplazmatskog nakupljanja 4-HNE-PA analiziran je u'Sest‘histoloskih skupina duz Correaove
kaskade te je'semikvantitativno ocijenjen u tri razine: (1) vrlo slabo, pretézno bazalno bojenje, (2) slabo
homogeno citoplazmatsko bojenje i (3) izraZzenije homogeno citoplazmatsko bojenje. U rijetkim
pojedinacnim sluc¢ajevima zabiljeZeno je izraZenije nakupljanjerunutar izoliranih tumorskih stanica, i to
iskljucivo'utkivu karcinoma. Zbog vrlo niske ucestalosti(3/147 uzoraka), takvi obrasci nisu izdvajani kao
zasebna kategorija u analizi. Ukupna usporedba intenziteta citoplazmatskog bojenja medu histoloskim
skupinama, provedena Kruskal-Wallisovim testom, pokazala je statisti¢ki znacajne razlike (x* = 86,3; df
=5; p <0,001), uz velik u¢inak razlika medu skupinama (g2 = 0,553) (Slika 17). Dobiveni rezultati upucuju
na izrazenu heterogenost intenziteta citoplazmatskog nakupljanja 4-HNE-PA duZ progresije Correaove
kaskade. Uredna sluznica i atrofija pokazale su statisticki znacajno nizi intenzitet bojenja u odnosu na
intestinalnu metaplaziju, kombinirane lezije atrofije i metaplazije, displaziju i karcinom (sve p < 0,001),
dok razlika izmedu uredne sluznice i atrofije nije bila statisticki znacajna (p > 0,05). Radi preglednosti
na Slici 17 su prikazane samo najrelevantnije statisticki znacajne parne usporedbe, dok su potpuni

rezultati post-hoc Dunnove analize prikazani u Dodatku (Tablica D5).
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Slika 17. Raspodjela intenziteta citoplazmatskog, nakupljanja 4-HNE-PA detektiranih klonomyHNEJ-2 u
histoloskim skupinama duz Correa kaskade./Prikazanessu statisticki znacajne razlikedtednosu na urednu

sluznicu te u odnosu na atrofiju’ (*** p < 0,001).

Post-hoc Dunnove usporedbe uz kontrolu lazne stope otkri¢a (FDR) primjenom Benjamini-Hochbergove
korekcije pokazale su'darse uredna sluznica statisticki znacajno razlikuje od intestinalne metaplazije,
kombiniranih lezija atrofije i metaplazije, displazije ikarcinoma (sve4 < 0,001), dok razlika izmedu
uredne sluznice i‘atrofije nije bila statisticki znacajna (p >0,05). Atrofija je takoder pokazala statisticki
znacajnopnizZi intenzitet citoplazmatskog bojenja u ednosu na'sve uznapredovale lezije (intestinalna
metaplazija, atrofija ilmetaplazija, displazija i karcinom) (sve p <0,001). Nasuprot tome, razlike medu

uznapredovalim lezijama nisu bile statisticki znacajne(sve p >0,05) (Dodatak, Tablica D5).

5.2.3.2 Nakupljanje 4-HNE-PAw vakuolamayyrcastih stanica

Dodatna analiza nakupljanja 4-HNE-PA u yvakuolama vrcastih stanica provedena je u lezijama s
intestinalnom metaplazijom, uklju¢ujuci “intestinalnu metaplaziju, kombinirane lezije atrofije i
metaplazije te displaziju, s obzirom na to da su vréaste stanice prisutne isklju¢ivo u tim lezijama.
Nakupljanje je semikvantitativno ocijenjeno u tri kategorije: 0 - odsutno, 1 - slabo i 2 - jako. Globalni
Fisherov egzaktni test uz Monte Carlo simulaciju pokazao je statisticki znacajnu razliku u raspodjeli
kategorija nakupljanja 4-HNE-PA medu analiziranim skupinama (p = 0,002). Post-hoc parne usporedbe
uz Holmovu korekciju pokazale su da je u stadiju displazije jako nakupljanje 4-HNE-PA u vakuolama

vrcastih stanica bilo statisticki znacajno ¢eSée u odnosu na intestinalnu metaplaziju (p < 0,01) i
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kombinirane lezije atrofije i metaplazije (p < 0,05), dok razlika izmedu intestinalne metaplazije i

kombiniranih lezija nije bila statisti¢ki zna¢ajna (p > 0,05) (Slika 18).

Slika 18. Raspodjela nakupljanja 4-HNE-PA‘u vakuolama vrcastih stanica u lezijama s intestinalnom

metaplazijom. Prikazane su statisticki znacajne razlike izmedu skupinay(* p < 0,05; ** p<0,01).

Suprotno tome, Kruskal-Wallisov test nije pokazao statisticki znacajnu razliku u rangevima intenziteta
nakupljanja medusskupinama (x*.= 1,59; p = 0,45), Sto upucujé navizostanak razlika u sredisnjoj
tendengiji intenziteta. Ovaj nalaz, u kombinaciji sa znacajnim rezultatima Fisherova egzaktnog testa,
sugerira da'se razlike medu skupinama prvenstveno ocituju,u raspodijeli kategorija nakupljanja, a ne u

kontinuwiranom porastu intenziteta.

5.3, Analiza biomarkera unutargojedinih skupifha Correa kaskade

5.3.1 Atrofija

Atroficne promjene Zelucane sluznice utvrdene su u 36 od ukupno 148 uzoraka (24,3%). U analizu su
ukljuceni uzorci s izoliranom atrofijom {n'="14) te atrofijom udruzenom s intestinalnom metaplazijom
(n=22). Raspodjela prema stupnju atrofije prikazana je u Tablici 8. Naj¢esce je bio zastupljen stupanj 2
(50%), slijedi stupanj 1 (38,9%), dok je stupanj 3 bio rjedi (11,1%). Povezanost biomarkera sa stupnjem
atrofije analizirana je neparametrijskim metodama zbog ordinalne prirode varijabli i malog broja
uzoraka u pojedinim skupinama. Citoplazmatski izrazaj COX-2 procijenjen klonom SP21 nije pokazao

znacajnu povezanost s stupnjem atrofije (Spearman p =0,26; p =0,13).
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Tablica 8. Raspodjela uzoraka prema stupnju atrofije

Stupanj atrofije n %
1 14 38,9
18 50,0
3 4 11,1

Slicno tome, citoplazmatsko nakupljanje 4-HNE-PA pokazalo je blaguftendenciju porasta s viSim
stupnjem atrofije (p = 0,28), no bez statisticke znacajnosti (p = 0,1). Nadalje, Fisherov egzaktni test nije
pokazao statisti¢ki znacajnu povezanost izmedu obrazaca lokalizacije,COX-2 procijénjenih klonom CX-
294 i stupnja atrofije (p = 0,68). Dodatna analiza Kruskal-Wallisoyvim testom nije pokazala statisticki
znacajne razlike u intenzitetu citoplazmatskog nakupljanja 4-HNE-PA medu stupnjevima atrofije (p =

0,11), niti u izrazaju COX-2 (SP21) (p = 0,30).

5.3.2 Intestinalna metaplazija

Intestinalna metaplazija utvrdena je uf53 od ukupno 148 uzoraka (35,8%). Prema histoloSkom tipu,
kompletna intestinalna metaplazija bila’je Zastupljenija te je zabiljeZzena u 39 slucajeva (73,6%), dok je
inkompletna metaplazija utvrdena u, 14 slucajeva (26,4%). Kompletha metaplazija dominirala je i u
izoliranim metaplasti¢nim lezijama i u metaplaziji udruZzenoj s atrofijom. Raspodjela prema tipu

metaplazije prikazanasje.u Tablici9.

Tablica@: Raspodjela uzoraka prema tipu intestinalnesnetaplazije

Tip metaplazije n %
Kompletna 39 73,6
Inkompletna 14 26,4

Prema stupnju proSirenosti, intestinalna metaplazija pokazivala je relativno uravnoteZenu raspodjelu
gradusa. Stupanj 1 zabiljeZen je u 39,6% slucajeva, stupanj 2 u 32,1%, a stupanj 3 u 28,3% slucajeva

(Tablica 10).

Tablica 10. Raspodjela uzoraka prema stupnju intestinalne metaplazije

Stupanj metaplazije n %
1 21 39,6
2 17 32,1
3 15 28,3
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Usporedbom izrazaja biomarkera izmedu kompletne i inkompletne intestinalne metaplazije nisu
utvrdene statisti¢ki znacajne razlike. Citoplazmatski izrazaj COX-2 procijenjen klonom SP21 pokazao je
visoke i ujednacene vrijednosti u obje skupine (medijan 3 u obje skupine; p = 0,58). Analiza lokalizacije
COX-2 prema klonu CX-294 takoder nije pokazala razliku u raspodjeli negativnog, .membranskog i
citoplazmatskog izraZzaja izmedu tipova metaplazije (p = 0,64). Citoplazmatsko nakupljanje 4:HNE-PA
nije se razlikovalo izmedu kompletne i inkompletne metaplazije (medijan 2 uobje skupine; p/=0,27),

kao ni prisutnost 4-HNE-PA pozitivnih nakupina (p = 0,76).

Dodatna analiza prema stupnju intestinalne metaplazije nije pokazala statisticki znacajne razlike u
citoplazmatskom izrazaju COX-2 procijenjenom klonom SP214(Kruskal=Wallisov test, p = 0,47), $to je
potvrdeno i analizom korelacije (Spearman p = 0,15; p ='0,27). Takoder, nije utvrdena statisticki
znacajna povezanost izmedu stupnja metaplazije i obrasca izrazaja COX-2 prema klonu CX-294 (p = 0,10;
p = 0,49), niti izmedu stupnja metaplazije i citoplazmatskeg nakupljanja 4-HNE-PA (Kruskal-Wallisov
test, p=0,48; Spearman p =0,17; p = 0,23).

Nasuprot tome, prisutnost 4-HNE-PA pozitivnih nakupina u vakuolama vrcastih stanica pokazalaje slab,
ali statisticki znacajan pozitivan trend s pgrastom stupnja metaplazije (Spearman p =.0,29; p = 0,04)
(Slika 19), dok je globalna usporedba, izmedu stupnjeva bila grani€no, statisticki znacajnag(Kruskal-

Wallisov test, p = 0,051).

Slika 19. Povezanost stupnja intestinalne metaplazije i nakupljanja 4-HNE-PA u vakuolama vréastih
stanica. Crvena linija prikazuje procijenjeni linearni trend, koji upucuje na pozitivhu povezanost izmedu

nakupljanja 4-HNE-PA s povecanjem stupnja intestinalne metaplazije (Spearman p = 0,29; p = 0,04).
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5.3.3 Displazija

U analizu je uklju¢eno ukupno 21 uzorak displazije, od cega je 11 (52,4%) klasificirano kao displazija
niskog stupnja (engl. low grade, LG), a 10 (47,6%) kao displazija visokog stupnja (engl. high grade, HG).
Usporedbom biomarkera izmedu displazije niskog i visokog stupnja nisu utvrdene statisticki znacajne
razlike u distribuciji COX-2 procijenjenoj klonom CX-294 (Fisherov egzaktni/ test, o =10,635).
Citoplazmatski izrazaj COX-2 procijenjen klonom SP21 pokazao je trendnizih vrijednosti u HG
displazijama u usporedbi s LG displazijama (medijan: LG 3 (2-3) vs. HG2 (1,25-2,75)), no razlika nije
dosegnula statisticku znacajnost (Wilcoxonov test, p = 0,117). Za razliku od COX-2, citoplazmatsko
nakupljanje 4-HNE-PA bilo je statisticki znacajno visa u displazijama, visokogystupnja u usporedbi s
displazijama niskog stupnja (Wilcoxonov test, p = 0,03). lako je medijan citoplazmatskog nakupljanja 4-
HNE-PA iznosio 2 u oba stupnja displazija, utvrden je nesto visi i Siri interkvartilni raspon u skupini

displazija visokog stupnja (Slika 20).

Nadalje, 4-HNE-PA pozitivhe nakupine bile su prisutne u 54,5% uzoraka s niskim i 80,0% uzoraka s

visokim stupnjem displazije, no ta razlika nije bila statisticki znacajna (Fisherov egzaktni test, p.= 0,36).

Slika 20. Citoplazmatsko nakupljanje . 4=HNE-PA u displazijama niskog (LG) i visokog stupnja (HG).

Prikazane su statisti¢ki znacajne razlike izmedu skupina (* p < 0,05).

Dodatno, kako bi se procijenila neovisna povezanost analiziranih biomarkera sa stupnjem displazije,
provedena je penalizirana logisticka regresija prema Firthu zbog relativho malog broja uzoraka. U
multivarijatnom modelu visi intenzitet citoplazmatskog nakupljanja 4-HNE-PA pokazao je povezanost s
displazijom viseg stupnja koja nije dosegnula statistiCku znacajnost, ali je bila blizu razine znacajnosti

(OR = 18,03; 95% Cl: 0,64-510,25; p = 0,090), dok COX-2, neovisno o koristenom klonu, nije pokazao
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neovisnu povezanost sa stupnjem displazije (Tablica 11). Dobiveni rezultati upucuju na mogucu
neovisnu povezanost 4-HNE-PA s visSim stupnjem displazije, no Siroki interval pouzdanosti ukazuje na

ogranifenu preciznost procjene.

Tablica 11. Penalizirana logisti¢ka regresija prema Firthu za predikciju displazije visokog stupnja (HG vs

LG displazija)

Varijabla OR (95% Cl) P
COX-2 (CX-294) 0,90 (0,07-11,60) 0,93
SP21 (citoplazmatski) 0,30 (0,06-1,46) 0,14
4-HNE-PA (citoplazmatski) 18,03 (0,64-510,25) 0,09

5.4 Karcinom Zeluca

5.4.1 Deskriptivna analiza skupine karcinoma

U analizu je ukljuc¢eno ukupno 40 karcinema Zeluca. Medijan dobi bolesnika iznosio je 73,5 godina (IQR
65,8-79,2). U uzorku je zabiljeZzena izrazena predominacija muskaraca (31/40; 77,5%).u odnosu nazene
(9/40; 22,5%). Podatak o patoleskom T-stadiju (pT) bio je dostupan u 19 od 40 slucajeva (47,5%). Medu
tim uzorcima dominirali su,uznapredaovali stadiji (pT3-pT4), prisutni u15.0d 19 slucajeva (78,9%), dok
su rani stadiji (pT1b-pT2) bili'rjedi (4/19; 21,1%). Podatak o metastatskom statusu bio‘je dostupan u 37
od 40 slucajeva (92,5%), pri-cemu su metastaze zabiljeZzene u 26 slucajeva (70,3%), dok je 11 uzoraka

(29,7%) bilo bez metastaza.

Prema stupnju diferencijacije, dobro diferencirani tumori Ciniliisu 16'0d 40 slucajeva (40%), umjereno
diferencirani 18 slucajeva (45%), a slabo diferencirani 6 slucajeva (15%). Za potrebe analitickog dijela
diferencijacija je dodatno pojednostavljena na dobroydiferencirane tumore nasuprot skupini umjereno
i slabo diferenciranih (16/40; 40% naspram 24/40; 60%).)zrazaj COX-2 procijenjen klonom CX-294 bio
je ‘raspodijeljen izmedu kategorija 0 (17/40; 42,5%) i 2 (23/40; 57,5%). Jezgreni pozitivitet COX-2
detektiran klonom SP21 zabiljezen je u 19 '0d\40 slucajeva (47,5%), dok je u 21 slucaju (52,5%) bio
negativan. Nadalje, medijan citoplazmatskog nakupljanja 4-HNE-PA iznosio je 2 (IQR 2-3), dok je
medijan citoplazmatskog izrazaja COX-2 (klon SP21) takoder iznosio 2, ali s nesto Sirim rasponom (IQR

1-3). Distribucija klinicko-patoloskih karakteristika i biomarkera prikazana je u Tablici 12.
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Tablica 12. Klini¢ko-patoloske karakteristike i biomarkeri u karcinomima Zeluca (n = 40)

Varijabla Vrijednost
Demografski podaci

Dob, medijan (IQR) 73,5 (65,8-79,2)
Muskarci 31/40 (77,5%)
Zene 9/40(22,5%)
Tumorske karakteristike

pT stadij* 19/40 (47,5%)
L pT1b-2 4/19 (21,1%)
L pT3-4 15/19,(78,9%)
Metastaze* 37/40(92,5%)
L prisutne 26/37/(70,3%)
L nisu prisutne 11/37 (29,7%)
Diferencijacija tumora

Dobro diferencirani 16/40 (40,0%)
Umjereno diferencirani 18/40 (45,0%)
Slabo diferencirani 6/40 (15,0%)
Biomarkeri

COX-2 (CX-294) negativan 17/40 (42,5%)
COX-2 (CX-294) citoplazmatski/perijezgreni 23/40 (57,5%)
COX-2 (SP21) jezgreni pozitivan 19/40 (47,5%)
COX-2 (SP21) jezgreni negativan 21/40 (52,5%)
4-HNE-PA (citopls), medijan (IQR) 2 (2-3)
COX-2(SP21, citopl.),amedijan (IQR) 2(1-3)

*Podatak ofpT stadiju nedostajao je u 21 slucaju (52,5%),.dok podatak o metastatskom statusu nije
bio dostupanu'3 slucajai(7,5%).

5.4.2, Povezanost biomarkera s klini¢ko-patol@skim karakteristikama karcinoma

Analiza biomarkera u odnosu na klini¢ko-patoloSke karakteristike karcinoma nije pokazala statisticki
znacajne razlike (Tablica 13). U usporedbi ranih (pT1b-pT2) i uznapredovalih karcinoma (pT3-pT4) nije
utvrdena znacajna razlika u distribuciji izrazaja,COX-2 analiziranog klonom CX-294 (Fisherov egzaktni
test, p = 1). Takoder, citoplazmatski‘izrazaj COX-2 (klon SP21) (p = 0,39), kao ni jezgreni pozitivitet COX-
2 (klon SP21) (p = 0,25), nisu se znacajno razlikovali izmedu pT skupina, a jednako tako nije utvrdena
razlika ni u citoplazmatskom nakupljanju 4-HNE-PA (Wilcoxonov test, p = 0,76). Usporedba metastatskih
i lokaliziranih karcinoma takoder nije pokazala statisticki znacajne razlike u izrazaju ispitivanih
biomarkera, ukljuc¢uju¢i COX-2 (CX-294) (p = 0,73), jezgreni pozitivitet COX-2 (klon SP21) (p = 1),
citoplazmatsko nakupljanje 4-HNE-PA (p = 0,43) i citoplazmatski izrazaj COX-2 (klon SP21) (p = 0,25).

Sliéno tome, analiza prema stupnju diferencijacije tumora nije pokazala znacajne razlike u izrazaju
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biomarkera, pri ¢emu niti jedan biomarker nije bio povezan s binarno kategoriziranom diferencijacijom

tumora (dobro naspram umjereno i slabo; svi p > 0,05).

Tablica 13. Povezanost izrazaja biomarkera s klini¢ko-patoloskim karakteristikama karcinoma Zeluca

Biomarker pT (rani vs. Metastaze (ne Diferencijacija (dobro.vs.
uznapredovali) vs. da) umjereno i slabo)
COX-2 (CX-294) 1 0,73 1
COX-2 (SP21, 0,25 1 0,35
jezgreni)
COX-2 (SP21, 0,39 0,25 0,59
citoplazmatski)
4-HNE-PA 0,76 0,43 0,69

(citoplazmatski)
p-vrijednosti dobivene Fisherovim egzaktnim testom za'kategorijskewvarijable (CX-294, SP21 jezgreni) te

Wilcoxonovim testom za ordinalne varijable (4-HNE-PA citoplazmatski i SP21 citoplazmatski).

5.4.3 Medusobna povezanost biomarkéra u karcinomu
Analiza medusobnih odnosa_biomarkera provedena je s ciljem ispitivanja potencijalne bioloSke
povezanosti izmedu markera oksidacijskog stresa i COX-2 signalizacijehu karcinomima, ‘neovisno o

klinicko-patoloskim karakteristikama tumora, a rezultati su prikazani u Tablici 14,

Tablica 14. Povezanost izmedu biomarkera u karcinomima

Biomarker 1 Biomarker 2 Test p
4-HNE=PA (citoplazmatski) COX-2 (SP21, citoplazmatski) Spearman 0,637
COX-2 (SP21, jezgreni) COX-2 (SP21, citoplazmatski) Wilcoxon 0,041*
COX-2 (SP21, jezgreni) 4-HNE-PA (citoplazmatski) Wilcoxon 0,774
COX-2(CX-294) COX-2 (SP21, citoplazmatski) Wilcoxon 0,331
COX-2 (CX-294) 4-HNE-PA (citoplazmatski) Wilcoxon 0,412
COX-2 (SP21, jezgreni) COX-2 (CX-294) Fisher 0,538

(*/p<0,05; ** p <0,01; *** p <0,001)

Izmedu ordinalnih biomarkera, citoplazmatskog nakupljanja 4-HNE-PA i citoplazmatskog izraZzaja COX-
2 procijenjenog klonom SP21, nije utvrdena statisticki znacajna korelacija (Spearmanov p = 0,077; p =
0,637). Nasuprot tome, analiza odnosa jezgrenog pozitiviteta COX-2 procijenjenog klonom SP21 i
njegovoga citoplazmatskog izraZaja pokazala je statisticki znacajnu razliku (Slika 21). Tumori s jezgrenim
pozitivitetom COX-2 (SP21) imali su visi citoplazmatski izraZaj u usporedbi s jezgreno negativnim
tumorima (medijan 3 naspram 2; Wilcoxonov test, p = 0,041). Ovaj nalaz upuéuje na mogucu

povezanost subcelularne lokalizacije COX-2 i razine njegovog citoplazmatskog izrazaja.
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Slika 21. Odnos jezgrenog pozitiviteta COX=2si.citoplazmatskog izraZzaja COX-2 pri bojenjufprotutijelom
SP21 u karcinomima Zeluca. Prikazane su statisticki znadajne razlike izmedu skupina u odnosu na

prisutnost COX-2 u jezgri (Wilcoxonov test; *p < 0,05).

S druge strane, jezgreni pozitivitet COX=2 (SP21) nije bio povezan s citoplazmatskim nakupljanjem 4-
HNE-PA (Wilcoxonov test, p = 0,774). Takoder, izrazaj COX-2 procijenjen klonem CX-294 nije pokazao
znacajnu povezanost niti s citoplazmatskim izrazajem COX-2 (SP21) (p = 0;331) niti s nakupljanjem 4-
HNE-PA(p = 0,412). K6nacno} nije utvrdena znacajna povezanostizmedu jezgrenog pozitiviteta COX-2

(SP21) i izrazaja,COX-2 procijenjenog klonom CX-294 (Fisherov.egzaktni,test, p = 0,538).

5.5\ Eksplofativna analiza povezanosti®iomarkera s.klinicke-patoloskim parametrima

5.5.1 “COX-2 detektiran klonom CX-294

U eksplorativnoj analizi povezanosti izrazaja COX-2 procijenjenog klonom CX-294 s klini¢ko-patoloSkim
parametrima nisu utvrdene statisticki znacajne, povezanosti. Spearmanove korelacije s kontinuiranim
varijablama bile su niskog intenziteta i'bez kanzistentnog obrasca, uklju¢ujuci dob bolesnika (p = 0,115;
p =0,16; n = 148), aktivnost upale (p = -0,075; p = 0,37; n = 148), vrijednosti CRP-a (p = 0,070; p=0,47;
n =110) te N/L omjer (p =-0,046; p =0,61; n = 123). Sli¢éno tome, nije utvrdena znacajna povezanost s
parametrima metabolizma Zeljeza, odnosno koncentracijom serumskog Zeljeza (serumsko Fe: p =
-0,066; p = 0,67; n = 45). Analiza kategorijskih varijabli takoder nije pokazala statisti¢ki znacajne razlike
u distribuciji izraZzaja COX-2 izmedu skupina definiranih pusenjem (p = 0,58), primjenom NSAID (p =

0,66) te statusom infekcije bakterijom H. pylori (p = 0,45).
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5.5.2 Citoplazmatski izrazaj COX-2 detektirana klonom SP21

Citoplazmatski izrazaj COX-2 procijenjen klonom SP21 pokazao je selektivhu povezanost s lokalnim
upalnim statusom Zelucane sluznice. Spearmanova korelacija izmedu izraZaja COX-2 i aktivnosti upale
bila je statisticki znacajna (p = 0,267; p = 0,01; n = 148), $to upuduje na slabu do umjerenu pozitivhu
povezanost izmedu intenziteta upalne aktivnosti i citoplazmatske akumulacije ovog biomarkera (Slika

22).

Slika 22. Citoplazmatski izrazaj COX-2 (SP21) prema kategorijama upale u Zeluc¢anoj sluznici. Uocena je
statisticki znacajna pozitivha korelacija izmedu aktivnosti upale.i citoplazmatskog izrazaja COX-2 (SP21)

(Spéarman p = 0,267; p = 0,01).

Za ‘ostale analizirane /varijable nisu utvrdene statisticki znacajne jpovezanosti nakon korekcije za
visestruka testiranja. Korelacije su bileniske i neznacajne za dob (p = 0,08; p =0,34; n=148), CRP (p =
-0,06; p = 0,56; n =110), N/L omjer (p =0,08; p = 0,40; n = 123) i serumsko Zeljezo (p =-0,21; p=0,17;
n‘=45). Takoder, nisu zabiljeZzene'znacajne razlike u izrazaju COX-2 s obzirom na pusenje (p = 0,80),
primjenu NSAID (p = 0,86) ni status infekcijebakterijom H. pylori (p = 0,06), uz naznaku moguceg trenda

povezanosti.

5.5.3 4-HNE-PA
Citoplazmatsko nakupljanje 4-HNE-PA pokazalo je najizraZzenije i najkonzistentnije povezanosti s
analiziranim klini¢ko-patoloskim parametrima. Utvrdena je statisticki znacajna pozitivna korelacija s

dobi bolesnika (p = 0,35; p < 0,001; n = 148) (Slika 23) te s N/L omjerom (p = 0,27; p = 0,02; n = 123).
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Slika 23. Povezanost citoplazmatskog nakupljanja 4-HNE-PAv dobi bolesnika. Rasprsenje vrijednosti
citoplazmatskog nakupljanja 4-HNE-PA prikazano je u odnosu na dob bolesnika, pri ¢emu svaka tocka

predstavlja pojedinacni uzorak. Crvena linija @znacava linearni trend.

Takoder je utvrdena statistickigranicna pozitivnajovezanost s histolo§kom aktivnos¢uupale (p=0,21;
p = 0,05; n = 148). Suprotno tome, koncentracija serumskog Zeljeza pokazala je statisticki znacajnu
negativnu korelaciju s intenzitetem citoplazmatskog nakupljanja 4-HNE-PA (p = -0,40; p = 0,04; n = 45)
(Tablica 15). Za 0stale varijable ‘nisu utvrdene statisticki znagajne povezanosti nakon korekcije za
viSestruka testiranjaukljucujuéi vrijednosti CRP-a (p = 0,05; p =.0;59; n =/110), pusenje (p = 0,51),
primjenu NSAID. (p ='0,7&)te status infekcije bakterijom H. pylori (p'= 0;36).

Tablica 15. Povezaneost citoplazmatskog nakupljanja 4-HNE-PA s klinicko-patoloskim parametrima

Varijabla p* p n
serumsko Fe -0,40 0,04* 45
Dob 0,35 <0,001*** 148
N/L omjer 0,27 0,02* 123
Aktivnost upale 0,21 0,05* 148
CRP 0,05 0,59 110

*Korelacije su procijenjene Spearmanovim koeficijentom rang-korelacije. p-vrijednosti prikazane su nakon

korekcije za visestruka testiranja metodom Benjamini-Hochberg. (* p < 0,05; ** p < 0,01, *** p < 0,001)

Za cjelovit prikaz medusobnih odnosa izmedu analiziranih biomarkera i klini¢ko-patoloskim parametara
izradena je korelacijska matrica temeljena na Spearmanovim koeficijentima (Slika 24). U korelacijsku
matricu ukljucene su kontinuirane i ordinalne varijable, dok kategorijske varijable (spol i status H. pylori
infekcije), zbog metodoloskih ogranitenja i izostanka znacdajnih povezanosti, nisu ukljuéene u ovaj
prikaz. Vizualni prikaz potvrduje nalaz izraZenije povezanosti citoplazmatskog nakupljanja 4-HNE-PA s
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dobi, N/L omjerom, koncentracijom serumskog Zeljeza i aktivnos¢u upale, dok su korelacije za COX-2

(SP21) ogranicene pretezno na aktivnost upale, a za COX-2 (CX-294) nisu uo¢ene znacajne povezanosti.

Slika 24. Korelacijska matrica biomarkera i'klini¢ko-patoloskih parametara. Prikazane su Spearmanove
korelacije izmedu citoplazmatskog ‘nakupljanja 4-HNE-PA, COX-2 (SP21). i COX-2 (CX-294) terklinicko-
patoloskih varijabli. Boja ozna€ava smjeri jacinu korelacije (crveno - pozitivna, plavo=negativna, bijelo

- odsutnost ili slaba‘povezanost).

5.5.3.1% Multivarijatha analiza citoplazmatskog nakupljanja 45HINESPA

Nakon eksplorativne nanalize povezanosti biomarkera™ s) klinicko-patoloskim i laboratorijskim
parametrima, za citoplazmatsko nakupljanje 4-HNE-PA primijenjena je ordinalna logisticka regresija
(proportional @dds madel, logit link), s obzirom na ordinalnu prirodu imunohistokemijskog skora. Zbog
velikog broja‘nedostajucih vrijednosti za serumsko Zeljezo, provedena je analiza osjetljivosti (engl.
sensitivity analysis), pri ¢emu je ta varijabla isklju¢ena iz modela radi povecanja veli¢ine analiti¢kog
uzorka. U model analize osjetljivosti ukljucene su dob (kontinuirana) i aktivnost upale (ordinalna), uz
veli¢inu uzorka n = 148. Pretpostavkayproporcionalnih izgleda provjerena je testom nominalnih uéinaka

bez dokaza o njezinu krsenju (p > 0,05 za sve prediktore).

U dobivenom ordinalnom regresijskom modelu utvrdeno je da su dob i aktivhost upale statisticki
znacajno povezane s visim citoplazmatskim nakupljanjem 4-HNE-PA (Tablica 16). Porast dobi bio je
povezan s ve¢om vjerojatnoséu viseg 4-HNE-PA skora (OR = 1,05 po godini; 95% CI 1,01-1,09; p = 0,008).
Aktivnost upale takoder je pokazala zna¢ajan ucinak. Linearna komponenta upudéivala je na porast

nakupljanja 4-HNE-PA s povecanjem aktivnosti upale (OR = 3,76; 95% Cl 1,33-12,50; p = 0,018), dok je
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istodobno zabiljeZen i znacajan kvadratni komponentni ucinak (OR =0,20; 95% Cl 0,09-0,41; p <0,001),

$to upuéuje na nelinearan odnos izmedu aktivnosti upale i akumulacije 4-HNE-PA.

Tablica 16. Ordinalna logisticka regresija citoplazmatskog nakupljanja 4-HNE-PA (analiza osjetljivosti)

Prediktor OR

Dob (po godini) 1,05
Aktivnost upale - linearni trend 3,76
Aktivnost upale - kvadratni trend 0,20

HNE-PA. n = 148. (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001)

Rezultati ordinalne logisticke regresije dodatno su prikazani ilustrira omjere izgleda

s 95% intervalima pouzdanosti za pojedine prediktor. ka 25).
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5.6 Modeliranje progresije duz Correa kaskade

Radi integrirane procjene povezanosti histoloskih biomarkera i klinickih ¢imbenika s razvojnim stadijima
intestinalnog tipa Zelucane karcinogeneze provedeno je multivarijatno regresijsko modeliranje
progresije kroz faze Correa kaskade na ukupnom uzorku od 148 uzoraka. S obzirom na'priradni poredak
promatranih stadija (uredna sluznica = atrofija - metaplazija - atrofija ssmetaplazijom — displazija
- karcinom), primijenjeni su modeli koji omogucuju procjenu prijelaza_prema uznapredovalijim
lezijama uz istodobnu kontrolu za visSe prediktora. U Sestostupanjskoj analizi koriStenje ordinalni model
susjednih kategorija (engl. adjacent-category logit model) bez proporcionalnog ogranicenja, ¢ime je
omogucena procjena ucinaka prediktora specificno za pojedine prijelaze izmedu susjednih razvojnih
stadija. Analiza je provedena u tri razine granularnosti ishoda: (1) 8estostupanjski model koji obuhvaca
sve histoloske faze, (2) model s redukcijom na tri klinicki relevantne kategorije: uredni; prekanceroza
(atrofija, metaplazija, atrofija i metaplazija); maligno (displazija, karcinom), te (3) binarni model
usmjeren na diskriminaciju benignih (uredna sluznica, atrofija, metaplazija, atrofija s metaplazijom) i
malignih lezija (displazija, karcinom). ¥ svim analizama primijenjen je pristup redukcije ‘pristranosti
(engl. bias-reduction; AS_median) radi Stabilizacije procjena u uvjetima manjih podskupina i
potencijalne separacije. Ovakav viSerazinski analiticki okvir omogucuje istodobno' razumijevanje
globalnog trenda progresije bolesti,  fazno-specificnih ucdinaka pojedinih biomarkera te klinicke

diskriminacijske sposebnosti modela u procjeni malignog potencijalas

5.6.1 {Sestostupanjski model progresije

Za procjenu povezanosti prediktora sa svih Sestéstadija ‘Correa kaskade testirano je vise regresijskih
specifikacija, ukljuéujuc¢i multinomijalne i ordinalne madele s razlic¢itim skupovima prediktora. Ordinalni
modeli procijenjeni su. pristupom susjednih_kategorija“(engl. adjacent-category logit model) bez
proporcionalnog ogranicenja, dok su multinomijalni‘medeli korisStenikao analiza osjetljivosti i dodatna

provjera robusnosti dobivenih zaklju¢aka.

Pod pojmom biomarkeri podrazumijevane su varijable koje odraZavaju histomorfoloske i
imunohistokemijske karakteristike' Zelucane/ sluznice, ukljucujué¢i morfolosku prisutnost i aktivnost
upale, imunohistokemijski izrazaj COX-2"(klonovi CX-294 i SP21), citoplazmatsko nakupljanje 4-HNE-PA
te prisutnost infekcije bakterijom H. pylori. ProSireni skup klinickih varijabli obuhvacao je demografske
(spol, dob), anamnesticke (pusenje, uzimanje NSAID) te biokemijske pokazatelje sistemske upale (CRP
i N/L omjer). Buduci da CRP i N/L omjer odraZavaju sli¢an patofizioloski konstrukt sistemske upalne
aktivnosti, u kona¢ne modele uklju¢en je samo N/L omjer. Ovaj odabir temeljen je na vecoj potpunosti
podataka i manjem udjelu nedostajucih vrijednosti u odnosu na CRP, ¢ime je omogucdena stabilnija

procjena modela i zadrZavanje vecéeg broja ispitanika u analizi. Serumsko Zeljezo (Fe) nije ukljuéeno u
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modele zbog visokog udjela nedostajucih podataka, $to bi znacajno smanijilo veliinu uzorka i moglo
dovesti do nestabilnosti procjena. Zbog uocene nekonzistentnosti u dijelu anamnestickih podataka
(npr. varijabilno definirano pusenje ili uzimanje NSAID-a), definiran je podskup klini¢ki pouzdanih
varijabli koji ukljucuje spol, dob i N/L omjer. Ovaj podskup koristen je u reduciranim modelima s ciljem

povecéanja metodolosSke stabilnosti i olak§avanja interpretacije rezultata.

Rezultati u tablici 17 prikazuju usporedbu ordinalnih i multinomijalnih regresijskih modela za procjenu
Sestostupanjske Correa kaskade. Modeli su se razlikovali prema tipu' regresije (ordinalni naspram
multinomijalni) te prema uklju¢enom skupu prediktora (biomarkeri; biemarkeri uz klinicki pouzdane
varijable; biomarkeri uz prosireni skup klinickih varijabli). Usporedba je:xtemeljena na log-vjerojatnosti,
informacijskim kriterijima (AIC, BIC) i McFaddenovu pseudo-R2. Unutar multinomijalnih modela, model
koji ukljuCuje jedino biomarkere pokazao je najnizdhwvrijednost AlC-a; ujedno i najnizu medu svim
analiziranim modelima. Medutim, ordinalni modeli“ omogucuju modeliranje prijelaza izmedu
uzastopnih, prirodno poredanih razvojnih stadija te su stoga kenceptualno prikladniji za opis bioloskog
kontinuuma Correa kaskade. Medu ordinalnim specifikacijama, najbolju ravnotezu izmedu prilagodbe
i sloZzenosti pokazao je model koji ukljucdje biomarkere i klinicki pouzdane vatijable. Uklju€ivanje
proSirenog skupa klinickih varijabli rezultirale je poveé¢anjem broja parametara i slozenosti modela bez
odgovarajuceg poboljSanjasinformacijskih kriterija. Nadalje, usporedba ordinalnih i multinomijalnih
modela s istim skupom, prediktora pokazala je konzistentan smjer i relativnu vaznost klju¢nih ucinaka,

$to upucuje na stabilnostzakljucaka heovisno o odabranom regfesijskom okviru.

S obziromfiayprirodni poredak razvojnih stadija imogucénost procjene prijelaza izmedu susjednih faza,
kao ispoveljnu ravnoteZu izmedu prilagodbe i sloZenosti, ordinalni model s biomarkerima i klinicki
pouzdanim varijablama odabran je kao primarni model za daljnju analizu progresije kroz Correa
kaskadu. lako/je multinomijalni model s biomarkerima ostvario najnizu vrijednost AlC-a, ordinalni

pristup omogucuje bioloski smisleniju.interpretaciju progresije bolesti.
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Tablica 17. Usporedba i odabir regresijskih modela za procjenu progresije kroz Sestostupanjsku Correa kaskadu

Tip modela®

Ordinalni
Ordinalni
Ordinalni
Multinomijalni
Multinomijalni
Multinomijalni

Prediktori

Biomarkeri + Klini¢ki pouzdane varijable
Biomarkeri

Biomarkeri + Prosireni skup klini¢kih varijabli
Biomarkeri + Klini¢ki pouzdane varijable
Biomarkeri

Biomarkeri + ProSireni skup klini¢kih varijabli

logLik

-92.3
=113.0
-84.1
=92.8
-101.0
-84.8

df AIC®
60" 305
40 306
801328
60 306
45 292
80 330

BIC

484
426
568
485
427
569

McFadden
RZ
0.641
0.560
0.673
0.639
0.606
0.670

Status

Primarni model

Analiza osjetljivosti

Odbacen (povecana sloZenost)
Analiza osjetljivosti

Analiza osjetljivosti

Odbacen (povecana sloZenost)

2 Ordinalni modeli procijenjeni su logit modelom susjednih kategarija béz proporcionalnog ograni¢enja uz primjenu metode redukcije pristranosti, dok su

multinomijalni modeli procijenjeni multinomijalnom regresijom s primjenom metode redukcije pristranosti.” Informacijski kriteriji (AIC, BIC) interpretirani su

primarno unutar istog tipa modela; usporedba ordinalnag i multinemijalnog pristupa koristena je kao analiza osjetljivostii provjera robusnosti zakljucaka.
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5.6.1.1 Rezultati primarnog Sestostupanjskog ordinalnog modela

U ovom modelu omjeri izgleda (OR) interpretiraju se kao relativna promjena vjerojatnosti prijelaza iz
pojedinog stadija u neposredno uznapredovaliji stadij Correa kaskade, uz kontrolu za ostale varijable
uklju¢ene u model. Rezultati primarnog ordinalnog modela, prikazani u Tablici 18 i na Slici,26, ukazuju
na fazno-specificne ucinke pojedinih biomarkera, pri ¢emu se obrazac povezanosti razlikuje ovisno o

stadiju progresije.

U prijelazu iz uredne sluznice u atrofiju znacajni ucinci zabiljeZeni su za aktivnost upale (OR'< 0,01; p <
0,001), citoplazmatski izrazaj COX-2 detektiran klonom SP21 (1-2 vs 0; p = 0;022) te prisutnost H. pylori
(p =0,035). U prijelazu iz atrofije u metaplaziju znacajni prediktori bili su aktivnost upale (OR 135,08; p
=0,010), citoplazmatsko nakupljanje 4-HNE-PA (OR 0,02;p = 0,002) te izrazajiCX-294 (0 vs 1; p = 0,040).
U daljnjem prijelazu iz metaplazije u stadij atrofije $xmetaplazijom statisticku znacajnost zadrzao je
samo CX-294 (0 vs 1; p = 0,016). Prijelaz iz stadija atrofije s metaplazijom u displaziju obiljezen je
znacajnim ucinkom aktivnosti upale (OR 94,13; p = 0,002) te kategorija CX-294 (Ovs 1; p =0,011; 2 vs
1; p = 0,018). U zavrSnom prijelazu iz displazijesu karcinom znacajni prediktori bili su jezgreni izrazaj
COX-2 detektiran klonom SP21 (OR 0,08; p~ 0,020) te'N/L omjer (OR 0,29; p = 0,009). Ostali prediktori

u pojedinim prijelazima nisu dosegnuli statisticku znacajnost.

Ukupno gledano, statisticki znacajni u€ingi razlikovali su se medu pojedinim prijelazima, pri ¢emu
nijedan prediktor smije pokazao konzistentnu znadajnost kroz sve faze, progresije. Ovakav obrazac
upuéujenna to da pojedini biomarkeri imaju razli¢itudulogu u razli¢itim fazama progresije bolesti te

podupire koncept fazno-specificne biolosSke dinamike Corfea kaskade.
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Tablica 18. Omijeri izgleda za prijelaze izmedu susjednih stadija Correa kaskade, primarni ordinalni model

Prediktor

Aktivnost upale
(trend)
4-HNE-PA
(citopl., trend)
CX-294:0vs 1

CX-294:2vs 1

SP21 (citopl.) 1-
2vsO0

SP21 (citopl.) 3
vs 0

SP21 (jezgr.) 1 vs
0

H. pylori (1 vs 0)

Dob (po 1SD)

N/L (po 1 SD)

Spol (Z vs m)

Uredni -> Atrofija
OR (95% CI)

<0,01 (0,00-0,03);
p < 0,001%**
0,27 (0,01-13,93);
p=0,511
1,12 (0,09-13,37);
p=0,928
119,75 (0,02->1000);
p=0,270
>1000 (3,40->1000);
p=0,022*
0,39 (0,03-5,60);
p=0,491
5,34 (0,00->1000);
p=0,662
335,10 (1,51=>1000):;
p=0,035*
0,68 (0,16-2,88);
p= 0,602
1,56 (0,35-7,06);
p =0,560
1,82 (0,18-18,10);
p=0,608

(* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001)

Atrofija - Metaplazija

OR (95% Cl)

135,08 (3,19-5724,22);

p =0,010**
0,02 (0,00-0,24);
p = 0,002**
11,29 (1,11-114,64);
p = 0,040*
0,63 (0,00->1000);
p = 0,904
<0,01(0,00-4,69);
p=0,112
0,19,(0,00-11,47);
p=0,423
45,00 (0,02->1000);
p =0,325
0,04 (0,00-1,49);
p =0,080
0,65 (0,16-2,69);
p=0,556
0,75 (0,24-2,36);
p=0,627
1,34 (0,1949,31);
p=0,765

Metaplazija - Atrofija s

Metaplazijom
OR (95% ClI)
0,74(0,12-4,65);
p=0,748
0,94 (0,26-5,51);
p =0,943
0,19 (0,05-0,73);
p=0,016*
0,12(0,00-12,04);
p=0,371
1,98 (0,00->1000);
p=0,839
2,19 (0,02-319,40);
p=0,757
2,01(0,00->1000);
p =0,826
0,77:(0,09-6,33);
p=0,805
1,20 (0,58-2,50);
p= 0,624
1,01 (0,53-1,94);
p =0,966
0,68 (0,20-2,28);
p =0,527

Atrofija s Metaplazijom >

Displazija
OR (95% ClI)
94,13 (5,32-1666,17);
p =0,002**
3,87 (0,53-28,01);
p=0,181
<0,01 (0,00-0,37);
p=0,011*
<0,01 (0,00-0,36);
p=0,018%
<0,01 (0,00-5,73);
p=0,165
0,69 (0,00-102,99);
p =0,886
0,07 (0,00-11,12);
p =0,308
0,10 (0,01-1,91);
p=0,126
0,58 (0,20-1,69);
p=0,319
1,54 (0,62-3,83);
p=0,354
0,66 (0,12-3,69);
p=0,635

Displazija >
Karcinom
OR (95% ClI)
0,90 (0,10-8,41);
p=0,927
0,94 (0,27-3,26);
p=0,924
14,89 (0,31-708,19);
p=0,171
6,20 (0,12-323,93);
p =0,366
0,80 (0,01-95,85);
p=0,929
4,72 (0,04-574,56);
p=0,527
0,08 (0,01-0,68);
p =0,020*
0,35 (0,05-2,64);
p=0,308
0,78 (0,33-1,88);
p=0,586
0,29 (0,11-0,74);
p = 0,009**
1,16 (0,25-5,36);
p=0,852
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Slika 26. Omijeri izgleda za prijelaze izmedu susjednih stadija Correa kaskade u primarnom ordinalnom

modelu susjednih kategorija (* p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001)
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5.6.2 Trostupanjski model progresije

Radi procjene stabilnosti procjena i smanjenja fragmentacije podataka, Sestostupanjska Correa kaskada
reducirana je na trostupanjsku ordinalnu varijablu s razinama: uredna sluznica, prekancerozne lezije
(atrofija, metaplazija, atrofija+metaplazija) i maligne lezije (displazija, karcinom). Ovakva
operacionalizacija omogucuje ocuvanje prirodnog poretka bioloSke progresije uz povecanje velicine
pojedinih kategorija i smanjenje rizika parcijalne separacije. Kao i u prethodnoj analizi, modeliranje je
provedeno ordinalnim logit modelom susjednih kategorija bez proporcionalneg ograni¢enja, uz
primjenu metode redukcije pristranosti radi stabilizacije procjena. Multinomijalni modeli koristeni su
kao analiza osjetljivosti radi provjere robusnosti dobivenih rezultata. Skuphprediktora definiran je
analogno Sestostupanjskom modelu te je ukljuc¢ivao biomarkere (aktivnost upale, COX-2-klon CX-294,
COX-2-klon SP21, citoplazmatsko nakupljanje 4-HNE-PA i prisutnost H. pylori) te klini¢ki pouzdane
varijable (spol, dob i N/L omjer).

Usporedba regresijskih modela trostupanjske Correa kaskade pokazala je da ordinalni model s iskljucivo
biomarkerima ima najniZe vrijednostifinformacijskih kriterija (AIC = 94,2; BIC = 148,2) uz visoku
vrijednost McFaddenova pseudo-R?(0,802) (Tahlica 19). Dodavanje klinicki ‘pouzdanih varijabli
rezultiralo je blagim poboljsanjemy prilagedbe’ modela, ali uz istedobno povecdanjessloZenosti i
nepovoljnije informacijske »kriterije. “UkljuCivanje proSirenog skupa klinickih varijabli dodatno je
povecalo broj parametara bez preporcionalnog poboljsanja prilagodbe.modela. Multinomijalni modeli
s istim skupovima prediktora pokazali su identicne vrijednosti log-vjerojatnosti, informacijskih kriterija
i pseudo-R?, sto'odfazava matemati¢ku ekvivalentnost erdinalneg i multinomijalnog pristupa kod

trostupanjske varijable'ishoda.

S obzirom na najnize vrijednosti informacijskih kriterija, parsimoniju i stabilnost procjena, ordinalni
model's biomarkerima odabran je kao primarni modelza daljnju analizu progresije kroz trostupanjsku
Correa kaskadu. lako su ordinalni i multinomijalni modeli‘pokazali identicne mjere prilagodbe, ordinalni
pristup odabran je kao primarni zbog mogucnosti interpretacije prijelaza izmedu susjednih stadija

bolesti.
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Tablica 19. Usporedba regresijskih modela za trostupanjsku Correa kaskadu

Tip modela® Prediktori logLik

Ordinalni Biomarkeri -29.113
Ordinalni Biomarkeri + Klini¢ki pouzdane varijable -26.507
Ordinalni Biomarkeri + ProSireni skup klinickih varijabli -26.682
Multinomijalni = Biomarkeri -29.113
Multinomijalni | Biomarkeri + Klini¢ki pouzdane varijable -26.507
Multinomijalni = Biomarkeri + ProSireni skup klini¢kih varijabli =26.682

df

18
24
32
18
24
32

AlC®

94.227
101.015
117.364

94.227
102.015
117.364

BIC’

148.177
172.948
213.275
148.177
172.948
213.275

McFadden
RZ
0.802
0.820
0.819
0.802
0.820
0.819

Status

Primarni model

Analiza osjetljivosti

Odbacen (povecana sloZenost)
Analiza osjetljivosti

Analiza osjetljivosti

Odbacden (povecana sloZenost)

2 Ordinalni modeli procijenjeni su logit modelom susjednih kategorija bez proporcionalnog ograni¢enja uz primjenu metode redukcije pristranosti, dok su

multinomijalni modeli procijenjeni multinomijalnom regresijom s redukcijom pristranosti. ® Informacijski kriterijis(AIC, BIC) interpretirani su primarno unutar

istog tipa modela; identi¢ne vrijednosti ordinalnih i multinomijalnih ‘'modela posljedica su njihove matematicke ekvivalefitnosti kod trostupanjske varijable

ishoda.

72



5.6.2.1 Rezultati primarnog trostupanjskog ordinalnog modela

Radi procjene povezanosti histoloskih biomarkera s pojednostavljenom trostupanjskom progresijom
Correa kaskade procijenjen je ordinalni logit model susjednih kategorija bez proporcionalnog
ogranicenja uz primjenu metode redukcije pristranosti. Ishod je definiran kao ordinalnavarijabla s trima
razinama: uredna sluznica, prekancerozne promjene i maligne lezije Omijeri izgleda interpretiraju se kao
relativna promjena izgleda prijelaza izmedu susjednih stadija progresije, uz, istodobnu kontrolu za
ostale prediktore ukljutene u model, ¢ime se procjenjuju prijelazi’ uredni»—> prekanceroza i

prekanceroza - maligno.

U prijelazu iz uredne sluznice u prekancerozni stadij statistickiznacajni ucinci zabiljeZeni su za aktivnost
upale i citoplazmatsko nakupljanje 4-HNE-PA (Slika 27, Tablica 20). Povecanje aktivnosti upale bilo je
znacajno povezano s prijelazom izmedu stadija (OR!'0,01; 95%, Cl<0,00-0,12; p < 0,001), kao i
citoplazmatsko nakupljanje 4-HNE-PA (OR 0,02; 95% CI 0,00-0,33; p = 0,007). Ostali prediktori u ovom
prijelazu nisu dosegnuli statisticku znacajnost. U prijelazu iz prekanceroznog u maligni stadij statisticki
znacajni ucinci utvrdeni su za aktivnostaupale, kategorije izrazaja COX-2 (klon CX-294) te citoplazmatski
izrazaj COX-2 (klon SP21). Aktivnost upalebila je\zna€ajno povezana s prijelazomiizmedu stadijay(OR
35,98; 95% Cl 3,77-343,43; p,~ 0,002). Za'CX-294 utvrdena je statisti¢ka znacajnost u usporedbama O
vs 1 (OR 0,01; p = 0,004)4d 2 vs 1 (OR'0,00; p = 0,006), dok je i citoplazmatski izrazaj SP21 (1-2 vs 0)

pokazao znacdajnu povezanost(OR 0,00; p = 0,023). Ostali prediktorinisu bili‘statisticki znacajni.

Ukupna gledano, statisticki znacajni ucinci bili su grisutni u oba grijelaza, pri ¢emu se obrazac
povezanosti razlikavao izmedu ranog i kasnijeg stadija progresije, Sto.upuduje na fazno-specifi¢nu ulogu

pojedinilnbiomarkera u razvoju bolesti.
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Tablica 20. Omjeri izgleda za prijelaze izmedu susjednih stadija trostupanjske Correa kaskade, primarni

ordinalni model

Prediktor

Uredni - Prekanceroza

Prekanceroza -» Maligno

OR (95% Cl)
Aktivnost upale 0,01 (0,00-0,12);
(trend) p <0,001***
4-HNE-PA (citopl., 0,02 (0,00-0,33); p = 0,007**
trend)
CX-294:0vs 1 1,86 (0,24-14,50);
p=0,556
CX-294:2vs 1 6,10 (0,05-679,93); 0,001(0,00-0,17);
p=0,452 p = 0,006**
SP21 (citopl.) 1-2 12,22 (0,21-713,07); 0,00 (0,00-0,48);
vs 0 p=0,228 p =0,023*

SP21 (citopl.) 3 vs
0

0,25 (0,03-2,29);

0,47 (0,01-17,73);

SP21 (jezgr.) 1 vs
0

H. pylori (1 vs 0)

(*p<0,05; **p<0,01; *
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Slika 27. Omjeri izgleda (OR) za prijelaze izmedu susjednih stadija trostupanjske Correa kaskade u
primarnom ordinalnom modelu susjednih kategorija. Zvjezdicama su oznaceni statisticki znacajni ucinci
pojedinih prediktora (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001).
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Na temelju apsolutnih vrijednosti z-statistika iz bias-reduced ordinalnog modela (samo biomarkeri)
izraden je prikaz relativne vaZnosti pojedinih prediktora (Slika 28). Najvecu apsolutnu z-vrijednost
pokazala je aktivnost upale (|z|max = 3,62), uz visoke vrijednosti u oba prijelaza modela. Slijede CX-

294 u kontrastimaOvs 1 (|z|max=2,88; p=0,004)i2vs1(|z|max=2,77; p=0,006) teci

vrijednost.

L 4 \ 4

. Rang vaZnosti 'biomarkera u trostupanj \\odeu. Graficki prikaz ilustrira
n

ost pojedinih prediktora,u modelu, pri duljina segmenta odgovara maksimalnoj

utnoj z-vrijednosti kroz procijenje
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5.6.3 Dvostupajnski (binarni) model progresije

Za procjenu cimbenika povezanih s malignim ishodom, definiranim kao displazija ili karcinom,
primijenjena je binarna logisti¢ka regresija, uz koriStenje metode redukcije pristranosti radi stabilizacije
procjena i izbjegavanja problema separacije podataka. Ishod je definiranskao maligni
(displazija/karcinom) u odnosu na benigni (uredna i prekancerozne skupine). Skup prediktora definiran
je analogno Sestostupanjskom i trostupanjskom modelu te je ukljucivao tri specifikacije: biomarkere,
biomarkere uz klinicki pouzdane varijable (spol, dob i N/L omjer) te biomarkere uz prosireni skup
klinickih i laboratorijskih varijabli. Usporedba modela temeljena je na log-vjerojatnostiyinformacijskim

kriterijima (AIC, BIC) i McFaddenovu pseudo-R2.

Tablica 21. Usporedba binarnih logistickih regresijskin.modela za“procjenu malignog ishoda (benigno

vs. maligno)
Tip modela Prediktori logkik  df AIC BIC = McFadden Status
RZ
Binarni Biomarkeri -21.00 9 60.0 87.0 0.791 Analiza
(redukcija osjetljivosti
pristranosti)
Binarni Biomarkeri + -159 16 63.7 1117 0.842 Odbacen
(redukcija Prosireni skup (povecana
pristranosti) klinickih.varijabli sloZenost)
Binarni Biomarkeri + Klini¢ki | -17.9, 12  59.8 7958 0.822 Primarni
(redukcija pouzdane varijable model

pfistranosti)
loglLik - log-likelihood modela; df - broj procijenjenih parametara; AlC.- Akaike informacijski kriterij; BIC

- Bayesov informacijski kriterij; McFadden R? - pseudo=koeficijent determinacije;

Usporedba regresijskih modela pokazala je da model koji uklju¢uje biomarkere i klini¢ki pouzdane
varijable ostvaruje najnizu vrijednost AlC-a (59,8), dok model s isklju¢ivo biomarkerima ima gotovo
identicnu vrijednost (AIC = 60,0). Model s prosirenim skupom klinickih varijabli pokazao je vise
vrijednosti AIC i BIC, unatod nesto viSem pseudo-R?, $to upuéuje na povecanu sloZenost bez

proporcionalnog pobolj$anja prilagodbe (Tablica 21).

S obzirom na kriterije informacijske prilagodbe, parsimoniju i stabilnost procjena, kao primarni model
odabran je model koji uklju¢uje biomarkere i klini¢ki pouzdane varijable. Relativno mala razlika u AIC
vrijednostima izmedu modela s i bez klinickih varijabli upuéuje na dominantnu ulogu biomarkera u

diskriminaciji malignog ishoda, uz dodatni, ali ograni¢eni doprinos klini¢kih ¢imbenika.
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5.6.3.1 Rezultati primarnog binarnog modela

Rezultati primarnog binarnog modela, procijenjenog logistickom regresijom s redukcijom pristranosti,
prikazani su u Tablici 22 i Slici 29. Ishod je definiran kao maligni (displazija/karcinom) u odnosu na
benigni (uredna i prekancerozne skupine). Omjeri izgleda (OR) interpretiraju se kao relativha promjena

izgleda malignog ishoda uz kontrolu za ostale varijable uklju¢ene u model.

Statisticki znacajni prediktori malignog ishoda bili su aktivnost upale, izraZzaj COX-2 detektiran klonom
CX-294 (oba kontrasta), dob te citoplazmatski izrazaj COX-2 detektiran kionom SP21 (1-2 vs 0). Aktivnost
upale pokazala je znacajnu povezanost s malignim ishodom (OR = 0,02;'95:% CI 0,00-0,31; p = 0,005).
Za izraZzaj COX-2 detektiran klonom CX-294 utvrdena je snazna'i konzistentna povezanost u oba smjera
(Ovs1: OR=120,35; p<0,001; 2 vs 1: OR =556,55; p = 0,001), Stopucuje na izrazenu diskriminacijsku
vrijednost ovog markera u razlikovanju benignih i malignih lezija. Dob (p6 1 SD) takoder se pokazala kao
znacajan prediktor (OR = 2,93; 95 % Cl 1,08-7,95; p = 0;034), dok je citoplazmatski izrazaj COX-2
detektiran klonom SP21 (1-2 vs 0) bio snazno povezana s malignim ishodom (OR = 446,50; 95 % CI 5,15-
38683,00; p = 0,007). Ostali prediktori,aikljucujuci citoplazmatsko nakupljanje 4-HNE-PA, prisutnost H.
pylori, N/L omjer, viSe kategorije citoplazmatskog i jezgrenog izrazaja SP21 te spol, nisu dosegnuli razinu

statisticke znacajnosti.

Tablica 22. Omjeri izgleda i'p-vrijednostizaimaligni u odnosu na benigni ishod - primarni.binarni model

Prediktor OR (95 % Cl) p-vrijednost
AktivAost upale (trend) 0,02 (0,00-0,31) 0,005%*
4-HNE-PA(citopl., trend) 1,56 (0,32-7,62) 0,582
CX-294:0vs 1 120,35 (6,99-2071421) <0,001***
CX-294:2vs 1 556,55 (11,24-27567,74) 0,001***
SP21 (citopl.)1-2 vs O 446,50 (5,15-38683,00) 0,007**
SP21 (citopl.) 3 vs O 8,33 (0,23-307,12) 0,249
SP21 (jezgr.) 1vs 0 16,84 (0,76-372,12) 0,074

H. pylori (1 vs 0) 3,25(0,24-43,94) 0,376

Dob (po 1 SD) 2,93 (1,08-7,95) 0,034*
N/L (po 1 SD) 0,76 (0,34-1,71) 0,504

Spol (Z vs m) 1,32:(0;27-6,49) 0,733

(* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001)
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Slika 29. Forest graf omjera izgleda (OR) primarnog bina logistickog modela za maligni ishod
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5.6.3.2 Procjena performansi primarnog binarnog modela

5.6.3.2.1 ROC analiza, AUC, kalibracija i Brierov pokazatelj
Diskriminacijska sposobnost primarnog ? binarnog Modela 3 (biomarkeri + spol + dob + N/L omjer)

procijenjena je analizom ROC krivulje (Slika 30). Povrsina ispod ROC krivulje (AUC) iznosila je 0,992 (95
% Cl 0,983-1,000; DeLong metoda), $to upucuje na iznimno visoku sposobnost madela u razlikovanju

malignih (displazija/karcinom) od benignih nalaza (uredni/prekancerozni).

Slika 30. ROC krivulja’binarnog Modela 3 za predikciju malignogiishoda (benigno vs. maligno)

U promatranom uzorku prevalencija malignih lezija izhosila je 41;2 % (61/148). Optimalni prag odreden
prema Youdenovu kriteriju iznosio je 0,473. Pri tom pragu osjetljivost modela bila je 91,8 %, specifi¢nost
97,7 %, pozitivna prediktivna vrijednost 96,6 %, a-negativna prediktivna vrijednost 94,4 %. Ukupna
tocnost klasifikacije iznosila je 95,3 %,Sto potvrduje vrlo visoku klasifikacijsku ucinkovitost modela u
promatranom uzorku. Radi procjene moguceg optimizma provedena je interna validacija bootstrap
postupkom (engl. bootstrap internal validation, B = 1000). Prosje¢ni optimizam AUC-a iznosio je 0,012,
dok je optimizmom korigirani AUC (engls optimism-corrected AUC) iznosio 0,979, Sto potvrduje

zadrzavanje vrlo visoke diskriminacijske sposobnosti i nakon korekcije.

Ukupna prediktivna pogreska bila je niska (Brierov pokazatelj = 0,036). Kalibracija modela procijenjena
je decilnom kalibracijskom krivuljom, koja pokazuje dobro slaganje izmedu predvidenih i opaZenih
udjela malignih lezija, uz blaga odstupanja u srednjem rasponu vjerojatnosti (Slika 31). Numericki
pokazatelji kalibracije (presjek = 0,33; nagib = 2,03) upucuju na blagu sistematsku podcijenjenost rizika

uz izrazeniju ,,08trinu” predikcija.

80



Tijekom bootstrap validacije u pojedinim resampliranim uzorcima zabiljeZene su ekstremne procjene
vjerojatnosti (bliske 0 ili 1) te povremena nekonvergencija algoritma, $to je u skladu s pojavom
(kvazi)separacije u prisutnosti snaznih prediktora. Stoga je konac¢ni model procijenjen primjenom

logisticke regresije uz redukciju pristranosti, ¢ime je osigurana stabilnost i robusnost precjena.

Slika 31. Kalibracijska krivuljaprimarnog binarnog modela. Prikazan je ‘'odnos izmedu predvidene
vjerojatnosti malignog ishoda i“opaZenog udjela malignih lezija po decilima predvidenog rizika.

Isprekidana linija predstavlja idealnu kalibraciju modela.

5.6.3.2.2_ Analiza krivulje’odluke

Klinicka korisnostprimarnog binarnog modela‘dedatno je procijenjena analizom krivulje odluke. Model
je pokazao vecu neto klini¢ku korist u odnosu na strategije',svi tretirani” i ,nitko tretiran” kroz Sirok
raspon pragova vjerojatnosti (priblizno 0,05-0,75), Sto'upuélje na njegovu potencijalnu primjenjivost u

donosenju klinickih odluka (Slika 32).

Neto korist modela bila je stabilnaikroz klinicki relevantan raspon pragova, uz relativno uske intervale
pouzdanosti, Sto dodatno potvrduje robusnost procjene. Presjek strategije ,,svi tretirani” s linijom nulte
koristi zabiljeZen je pri pragu vjerojatnosti priblizno 0,41, Sto odgovara prevalenciji malignih lezija u

ispitivanom uzorku (41,2 %).
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Slika 32. Analiza krivulje odluke primarnogsbinarnog modela. Prikazana je neto klinicka karist Modela 3
u odnosu na referentne strategije ,,svi tretirani” i, nitko tretiran” kroz raspon pragova vjerojatnosti
malignog ishoda. Crvena linija predstavlja model, sive linije referentne strategije, a tanke linije 95 %

intervale pouzdanosti.

5.6.3.2.3 Analize osjetljivosti binarnog modela
Analiza osjetljivosti bez urednih uzoraka

Radi procjene stabilnosti modela provedena je analiza osjetljivastitu kojoj su isklju¢eni uzorci uredne
Zelu¢ane sluznice. Od ukupno 148 uzoraka uklonjenoge 20 urednih“uzoraka, te je u analizu uklju¢eno
128 uzoraka. U tomypodskupu usporedena suntri binarna logisticka modela procijenjena metodom
redukcije pristranosti: model s biomarkerima, model s kliniéki pouzdanim varijablama te model s
prosirenimskupom klinickih varijabli. Model temeljentiskljuc¢ivo na biomarkerima pokazao je najbolju
ravnotezu izmedu prilagodbe i sloZenosti(loglLik = -18,1; AIC = 54,2; BIC = 79,8; McFadden R? = 0,796).
Dodavanje klini¢kih varijabli rezdltiralo je tek blagim povedanjem pseudo-koeficijenta determinacije (R?
=0,815i0,832), ali uz pogorsanje informacijskih kriterija (AAIC = 2,52 i 7,61), $to upucuje na ogranic¢en
dodatni doprinos tih varijabli modelu (Dodatak Tablica D6).

Analiza osjetljivosti bez urednih uzoraka i atrofije

Dodatna analiza provedena je i isklju¢ivanjem uzoraka uredne sluznice i atrofije, ¢ime je modeliranje
ograni¢eno na kasnije stadije Correa kaskade. U tom sluéaju iz analize je isklju¢eno ukupno 34 uzorka
(20 urednih i 14 atrofije), te je uklju¢eno 114 uzoraka. | u ovom podskupu usporedena su ista tri modela,

pri ¢emu je model temeljen na biomarkerima ponovno pokazao najnize vrijednosti informacijskih
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kriterija (logLik = -16,6; AIC = 49,1; BIC = 71,0; McFadden R? = 0,790). Modeli s dodatnim klini¢kim
varijablama imali su visi AIC i BIC (AAIC = 3,18 i 8,83), bez proporcionalnog poboljsanja prilagodbe
(Dodatak Tablica D7).

U svim analiziranim konfiguracijama (primarni model te dvije analize osjetljivostis postupnim
isklju¢ivanjem ranih stadija) modeli temeljeni na imunohistokemijskimybiomarkerima zadrzalissu
stabilnu diskriminacijsku sposobnost i najpovoljniju ravnotezu izmedu prilagodbe.i sloZzenosti. Qvi nalazi
upucuju na robusnost dobivenih rezultata i konzistentnu prediktivnu vrijednost biomarkera neovisno o

strukturi uzorka.

5.7 Stanicne kulture

5.7.1 Ispitivanje citotoksi¢nosti 4-HNE-a na AGS'stanice

Ucinak koncentracije 4-HNE-a na vijabilnost stanica AGS analiziran je LMM modelom, pri éemu je doza
modelirana kao fiksni efekt, a eksperiment, kao slucajni efekt (random intercept) #adi kontrole
varijabilnosti izmedu neovisnih bioloskih ponavljanja. Nakon 24 sata inkubacije (Slika 33A) utvrden je
statisticki znacajan ukupni ucinak koncentracije na vijabilnost (F(7,7)=37,8; p<0,001). Dunnettovim
testom uz Holm korekciju za viSestruka testiranja zabiljeZeno je zna€ajno smanjenje vijabilhosti pri
dozama 40 uM (A = -0,61; 95% Cl: -0,88 do -0,34; p = 0,0004) i 50 pM (A= ~0;78;:95%.Cl: —1,01 do
-0,46; p = 0,0001),dok niZze doze nisu pokazale statisticki znac¢ajan ucinak. Slican obrazac opaZen je i
nakon 48 sati inkubacije (Slika 33B), pri ¢emu je takoder utvrden znacajan ukupni ucinak doze
(F(7,7)=1640;p=0,0008). Statisticki znacajno smanjenje vijabilnosti zabiljezeno je pri dozama 40 uM (A
=-0,56;95% Cl: =0,92 do -0,21; p = 0,0033) i 50 uM{(A= -0,7; 95% CI. -1,06 do —0,35; p = 0,001), dok
nize doze nisu imale znacajan ucinak. Unatoc sli€nim veli€inama ucinka pri vis§im dozama, varijabilnost
izmedu,_neovisnih eksperimenata bila je izraZenija nakon 48 sati, Sto je rezultiralo nesto viSim p-

vrijednostima u odnosu na 24-satnu inkubaciju.
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Slika 33. Ucinak 4-HNE-a na vijabilnost stanica nakon 24:h (A) i 48 h (B). Vijabilnost je analizirana
linearnim mjesovitim modelom, pri ¢emu je eksperiment uklju¢en kao sluéajni efekt. Prikazane su
srednje vrijednosti + SEM. Statisticki zna€ajne razlike utvrdene su izmedu kontrolne skupine (0 uM) i
koncentracija 40 uM te 50 uM nakon'24 i 48 sati inkubacije (** p < 0,01; *** p <@0,001). Napomena:
koncentracija 30 uM prikazanafje deskriptivno, ali nije uklju¢ena u statisticku analizu zbog,nedostatnog

broja neovisnih bioloskih ponavljanja:

Tablica 23. Procjenafpolumaksimalne inhibitorne koncentracije (IG50) 4=HNE primjenom 4-

parametarskog log-logistiCckog.modela

Vrijeme 1C50 (M) 95% Cl SE (uM)
24 h 32.9 28.2-37.6 2.18
48 h 33.1 12.5-53.8 9.55

Farmakodinamicka analiza provedena je primjenom 4-parametarskog log-logistickog modela (4PL) koje
jé, za razliku od inferencijske statisticke analize, ukljucivalo i dozu od 30 uM. Nakon 24 sata inkubacije
procijenjeni IC50 iznosio je 32,9 uM (95%.Cl: 28,2-37,6 uM), uz izraZzen strm nagib krivulje (Hill = 8), Sto
upucuje na nagli prijelaz u citotoksi¢no podrucje. Nakon 48 sati inkubacije procijenjeni IC50 iznosio je
33,1 uM (95% Cl: 12,5-53,8 uM). lako je sredisnja vrijednost IC50 bila usporediva s onom nakon 24 sata,
procjena je pokazala vecu standardnu pogresku i Siri interval pouzdanosti, Sto ukazuje na povedanu
medu-eksperimentalnu varijabilnost pri duljoj inkubaciji. Ukupno, rezultati upu¢uju da citotoksi¢ni prag
4-HNE ostaje stabilan izmedu 24 i 48 sati inkubacije, uz smanjenu preciznost procjene parametara

modela pri duljoj izloZzenosti (Tablica 23).
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5.7.2 Akutni uc¢inak 4-HNE-a na stvaranje unutarstani¢cnog ROS-a

Ucinak koncentracije 4-HNE i vremena inkubacije na stvaranje unutarstani¢nih ROS analiziran je
linearnim mjesSovitim modelom, pri ¢emu je neovisno bioloSko ponavljanje (dan eksperimenta)
uklju€eno kao slucajni efekt (Slika 34). Utvrden je statisticki znacajan glavni uc¢inak vremena inkubacije
(F(2,22)=85,6; p<0,001) te znacajan glavni ucinak koncentracije 4-HNE (F(3,22)=4,76; p=0,010), dok
interakcija koncentracije i vremena nije bila statisticki znacajna (p=0,429). Post+hoc usporedbe
(Dunnettov test uz Holm korekciju), prosjecno preko svih vremenskih focCaka, pokazale su znacajno
povecanje stvaranja ROS pri koncentracijama 10 uM (A=0,576; p=0,036) i 30 uM (A=0;,785; p=0,006),
dok koncentracija od 5 uM nije pokazala statisticki znacajan ucinak(p=0,279). Ucinak koncentracije bio

je konzistentan kroz sve analizirane vremenske tocke.
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Slika 34. Akutni ucinak 4-HNE-a na stvaranje unutarstani¢nih ROS u AGS stanicama nakon 1, 2 i 4 sata
inkubacije s 4-HNE-om (0, 5, 10 i 30)uM). Prikazane su pojedinacne vrijednosti neovisnih bioloskih
ponavljanja te srednje vrijednosti + SEM. Statisticki znadajno povecanje stvaranja ROS u odnosu na
kontrolu utvrdeno je za koncentracije 10 pM i 30 uM, pri ¢emu su ucinci prikazani prosje¢no kroz sve

analizirane vremenske tocke (* p < 0,05; ** p <0,01).

5.7.3 Ucinak 24-satnog tretmana 4-HNE-om na stavaranje unutarstani¢cnog ROS-a
Razina unutarstanicnih reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) u AGS stanicama nakon 24-satnog tretmana 4-
HNE analizirana je linearnim mjesovitim modelom s koncentracijom kao fiksnim efektom, pri ¢emu je

neovisno biolosko ponavljanje (dan eksperimenta) uklju¢eno kao slucajni efekt. Tehnicki triplikati
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prethodno su agregirani unutar svakog bioloSkog ponavljanja, ¢ime je jedinica analize bilo neovisno
biolosko ponavljanje (n = 3). Utvrden je statisti¢ki znacajan ucinak koncentracije 4-HNE na razinu ROS
nakon 24 sata inkubacije (F(3,8) = 9,75; p = 0,0048) (Slika 35). Post-hoc usporedbe pojedinih
koncentracija prema kontroli (0 uM), provedene Dunnettovim testom uz Holm korekcijusza visestruka
testiranja, pokazale su da je samo koncentracija od 30 uM uzrokovala statisti¢ki znac¢ajan porast ROS-a
u odnosu na kontrolu (razlika +9,83 %, 95 % Cl 3,34 do 16,32; p=0,008). Procijenjena velicina ucinka za
30 uM u odnosu na kontrolu bila je vrlo velika (Hedges’ g = 2,54).Koncentracije 0d.5 M 110 uM nisu
pokazale statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu (Tablica \24). Rezultati upucuju na
koncentracijski ovisan ucinak 4-HNE na oksidacijski stres, pri ¢emu se zna€ajno_povecanje ROS biljezi

tek pri najvisoj ispitivanoj koncentraciji.

Slika 35. Uc¢inak 24-satnog tretmana 4-HNE-om¢a razinu unutarstani€nih ROS u AGS stanicama. Stanice
su tretirane 4<HNE-om (0, 5, 10 i 30 uM) tijekom 24 sata, nakon ¢egaje razina ROS odredena DCFH-DA
metodom. Podaci predstavljaju srednju,vrijednost + SEM triju neovisnih bioloskih ponavljanja, dok
pojedinacne tocke predstavljaju_pojedina‘bioloska ponavljanja. Prikazana je statisti¢ki znadajna razlika

izmedu kontrolne skupine (0 uM)i skupine tretirane s 30 uM 4-HNE (** p < 0,01).

Tablica 24. Dunnett post-hoc usporedbe koncentracija 4-HNE prema kontroli nakon 24 sata inkubacije

(LMM, Holm korekcija)

Koncentracija (LM) A vs kontrola 95% ClI p (Holm)
5 1,41 -5,08 do 7,91 0,501

10 2,85 -3,64 do 9,35 0,397

30 9,83 3,34 do 16,32 0,008**

(* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001)
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5.7.4 Procjena migracijske sposobnosti AGS stanica

Utjecaj 4-HNE na migracijsku sposobnost AGS stanica procijenjen je praéenjem postotka zatvaranja
ogrebotine tijekom vremena. Reprezentativni mikrofotografski prikazi pokazuju progresivno zatvaranje
ogrebotine u svim eksperimentalnim skupinama, uz vidljivo sporiju dinamiku migracij kupinama

tretiranim 4-HNE-om u odnosu na kontrolu (Slika 36).

4
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Slika 36. Reprezentativne mikrofotografije testa ogrebotine AGS stanica u kontrolnoj skupini i nakon

tretmana s 4-HNE-om (5 i 10 uM) u vremenskim to¢kama 0, 10, 20 i 30 sati.

Kvantitativna analiza temeljila se na izraCunu postotka zatvaranja ogrebotine, izraZzenog kao relativna
promjena povrSine bez stanica u odnosu na pocetno stanje za svako pojedino vidno polje. U svim
skupinama uocen je ocekivani trend povecanja postotka zatvaranja ogrebotine kroz vrijeme, $to

odraZava progresivnu migraciju stanica (Slika 37).
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Slika 37. Postotak zatvaranja ogrebotine kroz vrijeme u kontrolnoj skupini i skupinama tretiranim s 5
MM i 10 uM 4-HNE. Podaci su normalizirani na pocetno stanje za svako vidno polje i prikazani kao
srednja vrijednost * SE. Prikazane su znacajne razlikesizmedu kontrolne skupine i skupine tretirane s 5

UM 4-HNE u 10. i 30. satu inkubacije,(* p < 0,05).

Usporedba izmedu tretmana pokazala je statisticki znacajne razlike u pojedinim vremenskim tockama.
U 10. satu uocena je'znacajna razlika izmedu skupina (Kruskal-Wallis;p.= 0,01), pri cemu je post hoc
analizom utvrdeno da skupina tretirana s 5 UM 4-HNE pokazuje znagajno manji‘postotak zatvaranja
ogrebotinefu odnosu na kontrolu (Dunn test, Holm korékcija,"p = 0,01),/8to upucuje na smanjenu
migracijsku spesobnost stanica. Slican obrazac zabiljéZen je'i u kasnijim vremenskim tockama. U 20.
satu globalna razlikavizmedu skupina bila je granhicno znacajna (p'= 0,049), bez statisti¢ki znacajnih
razlika, u post hoc analizama (kontrola vs. 5 pM, p'=10,08). U 30. satu ponovno je utvrdena znacajna
razlika izmedu skupina (p = 0,037), pri.emu je skupina tretirana s 5 uM 4-HNE imala znac¢ajno manji
postotak zatvaranja ogrebotine u odnosu,na kontrolu (p = 0,03). Za koncentraciju od 10 pM nije
utvrdena statisticki znac¢ajna razlika u odnosu na kontrolu u pojedinim vremenskim tockama, iako je
uocen trend sporijeg zatvaranja ogrebotine. Analiza saZetih pokazatelja migracije pokazala je
djelomi¢no podudarne rezultate. Nagib linearne regresije promjene postotka zatvaranja ogrebotine
kroz vrijeme nije se znacajno razlikovao izmedu skupina (p = 0,10). Nasuprot tome, analiza povrsine
ispod krivulje (AUC) pokazala je statisticki znacajnu razliku izmedu skupina (p = 0,02), pri ¢emu je
skupina tretirana s 5 pM 4-HNE imala znacajno niZe vrijednosti u odnosu na kontrolu (p = 0,022), sto

potvrduje smanjenu ukupnu migracijsku aktivnost kroz vrijeme.
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5.7.5 Imunocitokemijska analiza COX-2 u kulturi AGS stanica

Imunocitokemijska analiza izrazaja COX-2 provedena je primjenom dvaju monoklonskih protutijela
(SP21iCX-294). U svim analiziranim jaZicama, neovisno o tretmanu 4-HNE-om, uocena je slaboizraZzena
citoplazmatska imunoreaktivnost ograni¢ena na pojedinacne stanice. Udio pozitivnihrstanica bio je
manji od 1 % te nije uocCena razlika izmedu tretiranih i netretiranih uzoraka (Slika 38). Negativne
kontrole pokazivale su sporadi¢nu reaktivnost pojedinacnih stanica, Sto  upucuje na nespecificnu
pozadinsku reakciju. S obzirom na izrazito nisku ucestalost pozitivnih stanica i izostanak razlike izmedu
skupina, nije provedena kvantitativna statistiCcka analiza. Parafinski kontrolni rezovi poznatih COX-2
pozitivnih uzoraka, obradeni bez toplinski induciranog otkrivanja antigena, pokazali su ocuvanu, ali
slabijeg intenziteta imunoreakciju u odnosu na standardni protokol s, otkrivanjem” antigena. Niska
razina detektiranog izraZzaja moZe biti posljedica ograni¢ene osjetljivosti metode ili potrebe za duljom
inkubacijom kako bi se uocCile promjene u izraZaju ‘COX-2. Dobiveni nalazi upucuju na to da u
promatranim uvjetima 4-HNE ne inducira detektabilnuypromjenu COX-2 izraZaja na razini

imunocitokemije.

Slika 38. Imunocitokemijska analiza izraZzaja COX-2 u AGS stani¢noj kulturi (20x); A) AGS stanice bez
tretmana, bojenje protutijelom protiv COX-2 (klon CX-294). B) AGS stanice tretirane 4-HNE-om, klon
CX-294. C) AGS stanice bez tretmana, bojenje protutijelom SP21. D) AGS stanice tretirane 4-HNE-om,

klon SP21. bojenja. Uokvireni kvadrati¢ E) Negativna kontrola (izostavljeno primarno protutijelo).
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6 RASPRAVA

6.1 Uvodna razmatranja

Ova retrospektivna studija temeljena je na analizi histoloSkih uzoraka Zelucane sluznice duzmorfoloski
definiranih stadija Correa kaskade: uredna sluznica, atrofija, intestinalfia metaplazija/ kombinacija
atrofije i intestinalne metaplazije, displazija te intestinalni tip karcinoma Zeluca. Odabir dijagnostickih
kategorija u ovom istraZzivanju temeljen je na rezultatima pilot-studije u‘kojoj je analiziran‘izrazaj COX-
2 (klon CX-294) i produkata lipidne peroksidacije (4-HNE i akrolein) 'duZ Correa| kaskade Zelu¢ane
karcinogeneze. Rezultati te studije pokazali su da kronicni gastritis,,neovisne’ o H. pylori statusu,
predstavlja relativno rani i morfoloski udaljen stadij, bez jasno difefenciranog obrasca izrazaja COX-2 u
usporedbi s atrofinim promjenama i intestinalnomsmetaplazijom. Takoder, u pilot-studiji normalna
Zelucana sluznica, kroni¢ni gastritis i intestinalna metaplazija pokazivali su ujednaéen membranski
obrazac COX-2 bojenja, dok su klju¢ne promjene postajale izraZenije u atroficnim lezijama s
intestinalnom metaplazijom te osobito/u intestinalnom tipu karcinoma Zeluca. S obzirom na to da je
primarni cilj ovog istraZivanja bio detaljnije analiziratipromjene izraZaja i lokalizacijé €COX-2 u prijelaznoj
zoni izmedu intestinalne metaplazije, displazije i‘invazivnog karcinoma, fokus je usmjeren na lezije s
veéim bioloskim potencijalom za progresiju. U tom kontekstu, uklju¢ivanje kroni¢nog gastritisa ne bi
znacajno povecalo diskriminacijsku vrijednost analize, dok bi dodatno povecalo heterogenost uzorka.
Nadalje, pilot-studija je provedenauporabom jednog monoklonskog protutijela za COX-2 (klon CX-294),
Sto predstavlja ‘metodolosko ogranicenje, osobito ‘U kontekstu<uocenih promjena subcelularne
lokalizacije i‘potpunog gubitka bojenja u dijelu karcinoma. Buduéi da modifikacije proteina povezane s
oksidacijskim i nitrozativnim stresom (ukljucujuci 4-HNE-PA i akrolein proteinske adukte) potencijalno
mogu utjecati'na dostupnost epitopa, u ovom je istrazivanju uvedendodatni COX-2 klon radi validacije
opaZenihw.obrazaca bojenja. Uporabom dvaju neovisnih protutijela omoguéena je robusnija
interpretacija promjena u izrazaju i lokalizaciji COX-2 te je smanjena vjerojatnost lazno negativnih
nalaza povezanih s klonskom specifi¢cnos¢u. Ograni¢avanjem broja dijagnostickih kategorija postignuta
je metodoloski homogenija raspodjela uzoraka, veda statistiCcka snaga unutar pojedinih skupina te
racionalnija uporaba imunohistokemijskih'reagensa i laboratorijskih resursa. U skladu s ograni¢enjima
pilot-studije, u kojoj displazija nije bila zastupljena, u ovom je istraZivanju displazija dodatno ukljué¢ena
kao klju¢ni prijelazni stadij u Correa kaskadi, dok je kroni¢ni gastritis svjesno isklju¢en iz konatne

analize.

U ovom istraZivanju analizirana je povezanost nakupljanja biomarkera lipidne peroksidacije i izrazaja
enzima COX-2 duzZ stadija Correa kaskade koji predstavljaju patogenetski slijed razvoja intestinalnog tipa

karcinoma Zeluca. Rezultati su pokazali da se izrazaj i subcelularna lokalizacija pojedinih biomarkera
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mijenjaju fazno-specifi¢no tijekom progresije bolesti, pri ¢emu su promjene bile povezane s prijelazom
od uredne sluznice preko prekanceroznih stanja do displazije i invazivnog karcinoma. Posebno se
istaknulo rano poveéanje citoplazmatskog nakupljanja 4-HNE-PA u metaplasticnim i displasti¢nim
lezijama, promjena subcelularne lokalizacije COX-2 procijenjene klonom CX-294 _te, povezanost
aberantnog izrazaja ili jezgrene lokalizacije detekirane klonom SP21 gotovo iskljugivo s karcinomima.
Multivarijatni modeli progresije dodatno su pokazali da biomarkeri zadrZavaju, visoku diskriminacijsku
sposobnost i nakon analiza osjetljivosti, Sto upucuje na njihovu stabilnu pavezanests procesom maligne

transformacije Zelu¢ane sluznice.

6.2 Klinicko-patoloska obiljezja ispitanika i Correalkaskade

Prosjecna dob ispitanika u nasem uzorku iznosila je 67 godina, dok su.bolesnici s karcinomom Zeluca
bili znacajno stariji (72 godine), Sto je u skladu s podacima Registra za rak Republike Hrvatske (2). U
naSem je uzorku zabiljeZena statisti¢ki znacajna razlika u dobibizmedu skupine s histoloski urednom
sluznicom i bolesnika s karcinomom’ Zeluca: Takva razlika predstavlja ocekivano metodolosko
ograniéenje studija ovog tipa, buduci'da je‘u klinickej praksi relativno rijetko pranaci starije osobe s
potpuno histoloski urednom Zelu€anom ‘sluznicom. Nakon isklju¢ivanja skupine uredne sluznice iz
usporedbe, dobna razlika.izmedu preostalih skupina Correa kaskade vise nije bila prisutna, sto upuéuje
na relativno dobru dobnu uravhoteZenost analiziranih stadija Zeluane karcinogeneze. lako je u istoj
analizi uoc¢ena razlika u distribuciji spola, post hoc usporedbe nisu pokazale znacajne razlike izmedu
pojedinih skupina. Uskladu s ocekivanjima, bolesnici s’karcinomomdeluca pokazivali su i znacajno vise
vrijednosti CRPite N/L omijera, dvaju dobro poznatih pokazatelja sustavnog upalnog odgovora. lako su
razlike izmedu pojedinih skupina bile najuocljivijehu usporedbi‘karcinoma s displazijom te, u slu¢aju
CRP-g, i s intestinalnom metaplazijom, dodatna analiza“menotonog trenda pokazala je da oba
parametragpokazuju kontinuirani porast kroz stadije Correa’kaskade.Vazno je naglasiti da je taj trend
ostao statisticki znacajan i nakon iskljuenja urednih uzoraka, $to upucuje na to da porast sustavnih
upalnih markera ne odrazava samo razliku izmedu normalne i patoloski promijenjene sluznice, vec¢
progresivno pojacavanje upalnog edgovora unutar samih stadija bolesti. S druge strane, histoloska
analiza ,lokalne” upalne aktivnosti pokazuje nesto drugaciji obrazac. NajizraZenija komponenta aktivne
upale zabiljeZzena je u skupini s atrofijom, dok su skupine s intestinalnom metaplazijom i atrofi¢énim
promjenama pokazivale nesSto visu, iako statisticki neznacajnu razinu aktivne upale u odnosu na
displaziju i karcinom. Ovi nalazi upucuju na moguénost da lokalna upalna aktivnost sluznice moze
doprinijeti poviSenju sustavnih upalnih markera u ranijim stadijima Correa kaskade, dok bi u kasnijim
stadijima moglo doc¢i do ograni¢avanja i suprimiranja lokalnog upalnog odgovora te posljedi¢nog

razdvajanja lokalnog i sustavnog upalnog odgovora. Naime, displazija i karcinom pokazuju relativno
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nisku razinu aktivne upale u samoj sluznici, a navedeno moze biti posljedica stjecanja obiljezja
izbjegavanja imunoloskog raspoznavanja i destrukcije od strane tumorskih stanica (89). U slucaju
karcinoma, poviseni sustavni upalni markeri vjerojatnije odrazavaju destruktivni rast tumora, invaziju
okolnih struktura i sistemski odgovor domacina, nego ,Sirenje” lokalne upale ograniéene na laminu
propriju Zelu¢ane sluznice. Ostali analizirani ¢imbenici nisu pokazali statisticki znaéajne razlikenizmedu
skupina Correa kaskade, ukljucujuéi pusenje, primjenu NSAID, serumsko Zeljezo i infekciju H. pylori.
Medutim, dodatna analiza monotonog trenda pokazala je da serumsko Zeljezo, pokazujé znacajan
opadajuci trend kroz stadije bolesti, Sto upucuje na moguce postupne metabolicke promjene povezane
s progresijom karcinogeneze. lako razlike izmedu pojedinih®skupina “nisu, desegnule statisticku
znacajnost u globalnoj usporedbi, ovaj nalaz naglasava vaznast analize trenda u detekciji suptilnih, ali
konzistentnih promjena. Ipak, navedeni nalaz dodatno je ograni¢en yelikim udjelom nedostajucih
vrijednosti za ovaj parametar (103/148; 69,6 %), $to znacajno smanjuje statisticku snagu analize. Velik
broj nedostajuc¢ih podataka moZze se objasniti ¢injenicom da se odredivanje serumskog Zeljeza ne
provodi rutinski kod svih bolesnika upu¢enih nagastroskopiju. Dodatno, dio uzoraka potje€eiz razdoblja
pandemije bolesti COVID-19, kada je opsegdaboratorijskih pretraga bio smanjen_na nuzni minimum
(129). Nepostojanje statisticki_znacajnih frazlika za vecinu analiziranih varijabli upuéuje na relativho
dobru uravnotezenost uzorka izmedu skupina uklju¢enih u analizu, $to,smanjuje vjerojatnost da su

uoceni rezultati posljedica neravnomjerne raspodijele osnovnih klinickih ¢cimbehika.

6.3 1zrazaj i subcelularna lokalizacija COX-2 tijekom progrésije Gorrea kaskade

Nakon razmatranja osnovnih klinickih i laboratorijskih obiljezja ispitanika, sljedeci korak analize bio je
usmjeren na procjenu izrazaja ispitivanih biomarkera duz histoloskih stadija Correa kaskade. Budud¢i da
je '€COX-2, kljuéni enzim u sintezi prostaglandina‘iz arahidonske kiseline, jedan od glavnih regulatora
upale‘ipotencijalni medijator tumorske progresije, posebna je pozornost usmjerena na analizu njezina
imunohistokemijskog izrazaja u razli€itim stadijima Zelu¢ane karcinogeneze. Imunohistokemijska
analiza COX-2 u ovom je istraZivanju provedena primjenom dvaju razli¢itih klonova protutijela (SP21 i
CX-294) zbog poznatih razlika u njihovoj osjetljivosti i specificnosti vezanja. COX-2 protein sastoji se od
604 aminokiseline, a pojedini klonovi prepoznaju razli¢ite epitope unutar njegove strukture. Klon SP21
prepoznaje Siri odsjec¢ak C-terminalnog dijela proteina (aminokiseline 513-604), $to mu osigurava vecu
osjetljivost i omogucuje detekciju i pri niZim razinama izraZaja. Nasuprot tome, klon CX-294 prepoznaje
kraci epitop (aminokiseline 580-598), Sto rezultira manjom osjetljivos¢u, ali vecom specificno$éu za

COX-2 (130).
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6.3.1 COX-2 detektiran klonom CX-294: alteracija membranske lokalizacije

Imunohistokemijska analiza izraZaja proteina COX-2 primjenom klona CX-294 pokazala je jasnu
promjenu subcelularne lokalizacije proteina kroz histoloSke stadije Correa kaskade. U ranim stadijima,
ukljucujudi urednu sluznicu i intestinalnu metaplaziju, prevladavao je membranski obrazacbojenja, dok
je u uznapredovalim lezijama, osobito u displaziji i karcinomu, uocen gubitak membranske lokalizacije
uz pojavu citoplazmatsko/perijezgrenog izrazaja. Dodatna analiza primjenom Cetverostupanijske
klasifikacije omogucila je preciznije razlucivanje bazalne i luminalne membranske lokalizacije te je
pruZila dodatnu informaciju u semikvantitativnoj procjeni membranskog obrasca'bojenja. Dok je u
urednoj sluznici prevladavalo bazalno membransko bojenje, ufintestinalnoj metaplaziji, uz bazalno,
zabiljeZeno je i pomak pozitiviteta u dijelu bazolateralne membrane’blize unutarnjoj povrsini (lumenu)
Zeluca. Takav obrazac znaci da je epitelna stanica duZ cijele [duljine/stanicne membrane, sve do
luminalne povrsine, pozitivha na COX-2, sto bi moglo upucivati na veéiizrazajCOX-2 u odnosu na uzorke
uredne sluznice i vedinu uzoraka atrofije. Nasuprot tome, u stadijima displazije i karcinoma
Cetverostupanjska klasifikacija nije donijela’dodatne razlike u odnosu na trostupanjsku analizu. Nadalje,
metodoloski izazovi pri evaluaciji najées¢efsu seyjavljali u uzorcima koji su sadrzavali istodobno
intestinalnu metaplaziju i atrofiéne promjene. U'takvim slucajevima dijelovi@pitela syintestinalnom
metaplazijom Cesto su pokazivali jasne izrazeno membransko bojenjej dok|su dijelovi‘epitela bez
metaplazije, ali s pridruzenom atrofijom antralnih Zlijezda, ¢esto pokazivali slabiji-bazalni’ili negativan
obrazac bojenja. Dodatnu evaluacijsku poteSko¢u predstavljao jé i prostorni gradijent bojenja unutar
istog uzorka, pri\cemu’su povirsinske epitelne stanicéi‘antralne Zlijezde (kaje su sluZile kao pozitivna
kontrola) bile jasno‘obejene, dok su foveolarne epitelne stanice Cesto, bileigotovo potpuno negativne.
Unatoé¢ navedenim,evaluacijskim potesSko¢ama, rezultati,ove studije jasno ukazuju na karakteristi¢an
obrazac promjéne izrazaja COX-2 detektiranecklonom CX-294 duZ Correa kaskade: najprije pojacan
membranski_izrazaj u‘stadiju intestinalne metaplazije, a zatim gotovo potpuni gubitak membranskog
obrasca u kasnijim stadijima, <sobito u displaziji i karcinomu, gdje se pojavljuje

citoplazmatsko/perijezgreno bojenje, i to u pravilu u manjem udjelu tumorskih stanica.

6.3.2 COX-2 detektiran klonomSP21: citoplazmatski izrazaj i jezgrena redistribucija

S druge strane, izraZzaj COX-2 procijenjen primjenom klona SP21 primarno je obiljeZen citoplazmatskim
obrascem bojenja. Imunohistokemijska analiza, jednako kao i kod klona CX-294, pokazala je znacajne
razlike u razini izraZaja izmedu pojedinih histoloskih stadija Correa kaskade. Najnize vrijednosti
zabiljeZzene su u urednoj Zelucanoj sluznici, dok su najviSe razine izraZaja uofene u prekanceroznim
stanjima, osobito u intestinalnoj metaplaziji te u intestinalnoj metaplaziji udruZenoj s atrofijom. U
uznapredovalim lezijama Correa kaskade, odnosno u displaziji i karcinomu, uocen je pad medijanskih

vrijednosti citoplazmatskog izraZaja u odnosu na prekancerozne lezije, uz istodobno povecanje raspona
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vrijednosti, osobito u karcinomima. Drugim rije¢ima, izraZzaj COX-2 znacdajno raste u epitelnim stanicama
kroni¢no promijenjene Zelu¢ane sluznice u odnosu na urednu sluznicu, dok se tijekom maligne
transformacije uocava djelomican pad izraZzaja. Medutim, ta razina ne pada na bazalne vrijednosti
uredne sluznice, ve¢ ostaje umjereno poviSena. Istodobno, u tumorskom tkivu uocena je uocljiva
heterogenost izrazaja COX-2, pri ¢emu pojedini tumori zadrzavaju visoku razind izrazaja, dok je u
drugima on ipak znatnije smanjen. Osim citoplazmatskog izrazaja, analiziranayje i jezgrena lokalizacija
COX-2. Jezgrena pozitivnost bila je rijetka ili potpuno odsutna u neinvazivnim promjenama’i lezijama
Zelu¢ane sluznice te nije zabiljeZzena u urednoj sluznici, atrofiji niti \u\intestinalnoj,metaplaziji. U
displazijama je jezgreno bojenje uoéeno samo sporadi¢no, dok4é u karcinomima.zabiljeZzeno u gotovo
polovici analiziranih uzoraka. Ovakva raspodjela upucuje na to da se jezgrena redistribucija COX-2
pojavljuje se tek u kasnijim stadijima Correa kaskade te je uglavhom povezana s invazivnim
karcinomima Zeluca. Pojava jezgrene lokalizacije COX-2 moZe odrazavati promjene u signalizacijskim

mehanizmima i regulaciji izrazaja ovog enzima tijekom maligne transformacije (131).

6.3.3 COX-2 u stadijima Correa kagkade:‘usporedba s literaturom

Dobiveni rezultati djelomi¢no su u skladu s‘nalazima ranijih istraZivanja, iako usporedba s literaturom
nije uvijek jednostavna zbogfrazlika,u karistenim imunohistokemijskim protutijelima, detektiranim
obrascima bojenja i kriterijima evaluacije bojenja Sto je prikazano u “Dodatku_u Tablici D8. Vecina
dosadasnjih studija_episuje iskljucivo citoplazmatski obrazac imunehistokemijskog bojenja COX-2
(94,102,103,107/108,110,111,118,132) sto je u skladu s rezultatima ove studije vezanim uz klon SP21.
U pojedinim istraZivanjima zabiljeZzen je uz citoplazmatski i perijezgreni odnosno jezgreni obrazac
(47,96,98,101,105,115-117), dok je membranski obrazac hojenja, karakteristican za klon CX-294 u
urednoj sluznici i“prekanceroznim stanjima u‘ovoj 'studijijopisan tek u jednoj studiji (133) (Dodatak
Tablica D9). U vecini ostalih studija razliciti obrasci‘bojenja smatrani su jednostavno pozitivnim nalazom
ili'subcelularna lokalizacija nije detaljnije analizirana. Rezultati navedenih studija pokazuju da epitelne
stanice uredne, zdrave Zeluane “sluznice u vecini istraZivanja imaju nizak intenzitet
imunohistokemijskog bojanja iliiopcée ne pokazuju bojanje (60,94,98,108,132), kao i histoloski uredno
peritumorsko tkivo (96,112,133,134), a cesto i duboke Zlijezde (105). Ipak, iako nekoliko studija
pokazuje razli¢it udio pozitivnosti epitelnih stanica na COX-2 u zdravoj i peritumorskoj urednoj sluznici
(101,102,107,115), i u H. pylori pozitivnim i u H. pylori negativnim slucajevima (99,110), ti udjeli su
uvijek znacajno niZi od onih u karcinomu. Navedeno je ve¢im dijelom u skladu s rezultatima ovoga
istrazivanja provedenoga klonom SP21. Vazno je spomenutii brojna istraZivanja provedena na uzorcima
gastritisa koja su pokazala neujednacene rezultate pa se udio analiziranih uzoraka s COX-2 pozitivnim
epitelom krecée se od 10 % (47,117) do 70 % (110) i 85 % (116) u H. pylori pozitivhom gastritisu te od 10
% (117) i 14 % (60) do 49 % (110) i 83 % (116) u H. pylori negativnom kroni¢nom gastritisu. U ovom
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istrazivanju uzorci gastritisa nisu analizirani kao zasebna skupina. Naime, u pilot-studiji koja je
prethodila ovom istraZivanju uoc¢eno je da je membranski obrazac bojenja COX-2 (klon CX-294) prisutan
u svim uzorcima histoloski uredne sluznice, kao i u uzorcima kroni¢nog i kroni¢nog aktivnog gastritisa,
neovisno o statusu infekcije H. pylori, te takoder u uzorcima intestinalne metaplazijes Takav nalaz
sugerira da membranski izrazaj COX-2 u ranim upalnim promjenama Zelucane sluznice ima‘ograni¢enu
diskriminativnu vrijednost. lako kroni¢ni gastritis predstavlja vazan upalni kontekst u Kojem zapocinje
proces ZeluCane karcinogeneze, daljnja progresija Correa kaskaded obiljezena je prvenstveno
morfoloskim promjenama sluznice, osobito razvojem atrofi¢nih promjena.i intestinalne, metaplazije. S
obzirom na to da je u ovoj studiji veci naglasak stavljen nafrazlucivanje prekanceroznih stanja i
prekanceroznih lezija, osobito na prijelaz prema displaziji i karcinomu, a ne na identifikaciju
potencijalno ,rizicnih“ oblika gastritisa, uzorci gastritisa nisu l@buhvaceni analizom. U uzorcima s
izrazenom atrofijom dostupna literatura pruza konzistentnije rezultate. U epitelu atrofi¢ne sluznice
zabiljeZen je izrazaj COX-2 (108), a udio pozitivnih slu¢ajeva u razli¢itim studijama krece se od priblizno
36 % (47,117) do 41 % (60). Pritom je u pojedinim istraZivanjima zabiljeZen je visi udio pozitivnosti u H.
pylori pozitivnim slucajevima (44 %) u odnasu na\H..pylori negativne (20 %) (117), Sto upucuje na
mogucu povezanost izrazaja COX-2.s upalnim odgovorom uzrokovanim infekcijom H. pyloeri. Takav nalaz
u skladu je s rezultatima dobivenim bojanjem klonom SP21 u ovomistraZivanju. Nasuprot tome,
rezultati dobiveni klonom CX-294 pokazali’su uglavnom izostanak (tj. gubitak membranskog obrasca)

bojenja u uzorcima s atrofijom, neovisno o prisutnosti intestinalné metaplazije:

Sljededi stadij Correa kaskade jest intestinalna metaplazija, 'u kojoj je u vecini studija zabiljeZzen
imunohistokemijski ‘izrazaj COX-2 u epitelnim stanicama (98,108,111): Udio pozitivnih sluéajeva u
razli¢itim istraZivanjima krece se od priblizno 30,% (101) i'38 % (47,117) do 63 % (60) pa sve do 100 %
(116). 1znimku predstavlja studija Lazar i sur., U kojoj, je zabiljezeno svega 9 % pozitivnih sluc¢ajeva, no
autori surandlizirali intestinalnu metaplaziju u neposrednoj'blizini karcinoma (105). Sto se ti¢e statusa
infekcije H. pylori u intestinalnoj metaplaziji, rezultati su takoder neujednaceni. Sun i sur. opisali su
znatno visi izrazaj COX-2 u H. pylori pozitivhim,slucajevima (86 %) u odnosu na H. pylori negativne (16
%) (117). Nasuprot tome, druga studija nije pokazala zna¢ajnu razliku, s gotovo jednakom raspodjelom
pozitivnosti u H. pylori pozitivnim (80 %) inegativnim sluc¢ajevima (78 %) intestinalne metaplazije (110).
Nadalje, Sung i sur. navode da su svi analizirani slu¢ajevi intestinalne metaplazije bili pozitivni na COX-
2, pri ¢emu je u prisutnosti infekcije H. pylori zabiljeZzen snaZniji izraZaj u epitelnim stanicama. U istoj
studiji stromalne stanice pokazivale su sli¢an intenzitet bojenja neovisno o statusu infekcije (108). Kada
se rezultati nase studije promatraju u kontekstu dostupne literature, moZe se uociti da intestinalna
metaplazija predstavlja stadij Correa kaskade s najintenzivnijim izraZzajem proteina COX-2. U naSem

istrazivanju taj je obrazac bio konzistentan za oba analizirana klona protutijela, $to je u skladu s ve¢inom
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prethodnih studija koje takoder opisuju visoku razinu izrazaja COX-2 u metaplasticnom epitelu. Jedina
znadajnija iznimka u literaturi je istraZivanje Lazara i sur., u kojem je zabiljeZen znatno niZi udio pozitivnih
uzoraka intestinalne metaplazije (105). Medutim, vazno je naglasiti da se u toj studiji radilo o
metaplaziji u neposrednoj blizini karcinoma. Takvo tkivo moZe ve¢ sadrzavati odredenesbiokemijske i
molekularne promjene povezane s tumorskim mikrookruzenjem, iako te promjene’jos nisu morfoloski
vidljive u obliku displasti¢nih obiljeZja. Stoga je moguce da takva “peritumorska” /metaplazija ne
odraZava u potpunosti bioloske karakteristike metaplazije koja se razvija kao zaseban stadijiu progresiji
Correa kaskade. Analiza utjecaja infekcije H. pylori u ovom istraZivanju nije pokazala‘statisticki znacajnu
razliku u izrazaju COX-2 izmedu H. pylori pozitivnih i negativnih uzéraka,intestinalnesmetaplazije. Ovakav
nalaz vjerojatno je posljedica veé vrlo visoke bazalne razine (izraZzaja COX-2 u.metaplasticnom epitelu,
zbog ¢ega dodatni upalni poticaj povezan s infekcijom H. pylori ne rezultira jasno izrazenom razlikom
izmedu skupina. S druge strane, H. pylori negativni uzorci ne moraju-odrazavati stvarni status infekcije,
jer je Zelu€ana sluznica promijenjena u smjeru intestinalne metaplazije nepovoljna za kolonizaciju ovom
bakterijom, zbog ¢ega ju u takvim slucajevima cCesto nije moguce detektirati imunohistokemijskim
metodama (135). PoviSen izraZzaj COX-2 ufintestinalnoj metaplaziji vjerojatno,odrazava“stabilno
kroni¢no upalno mikrookruzenje; u skladu s literaturom (136). Navedenu dnterpretaciju dodatno
podupire skupina rezultata jovoga rada u kojoj je izraZzena statistiCki znacajna umjerena pozitivna
povezanost izmedu histoloski procijenjene’aktivnosti kroni¢ne upale i razine,izrazaja COX-2, a koja je
zabiljezena neovisno o stadiju’ Correa kaskade. Takvo stanje’ kroniche upalne aktivacije stvara
mikrookruzenje | u kojem iscrpljivanje antioksidaCijskih obrambenih imehanizama omoguduje
nakupljanje oksidativho indlciranih molekularnih ostecenjaite povecava rizik maligne transformacije
epitela.'U ovom jeistraZivanju dodatno izdvojena skupina uzoraka koja obuhvaca istodobnu prisutnost
atrofije i intestinalne, metaplazije, Sto predstavlja ¢est histoloski nalaz u klini¢koj praksi.
Imunohistokemijskimdbojenjem klonom SP21 ovi su uzorci pokazalidurlo visok izrazaj proteina COX-2,
sto je u skladu s prethodno opisanim nalazima za atrofiju'iintestinalnu metaplaziju zasebno. Nasuprot
tome, klon CX-294 pokazao je obrazac blizi onome uotenom u atrofiji, s priblizno 50 % negativno
obojenih uzoraka. Unatoc¢ tome, u jednom slu€aju (4,5 %) zabiljeZeno je citoplazmatsko/perijezgreno
bojenje COX-2, obrazac koji je u ovom'istraZivanju bio karakteristi¢niji za uznapredovalije stadije Correa
kaskade. Takav nalaz mogao bi predstavljati primjer prijelaznog stadija izmedu intestinalne metaplazije
i displazije te ilustrirati jedan od ciljeva ovog istrazivanja - pokusaj prepoznavanja onih slucajeva
metaplazije koji imaju potencijal napredovanja prema displaziji, prvom jasno maligno alteriranom

stadiju u progresiji Correa kaskade.

U displasti¢énoj Zelucanoj sluznici, slicno kao i kod intestinalne metaplazije, u brojnim je studijama

zabiljeZzen snaZan imunohistokemijski izrazaj COX-2 (105,108). Takav obrazac djelomicno je u
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suprotnosti s rezultatima ovog istraZivanja, u kojem je u displaziji zabiljeZzen blagi pad razine
citoplazmatskog izraZaja COX-2 detektirane klonom SP21 u odnosu na intestinalnu metaplaziju, iako su
vrijednosti i dalje ostale znatno vise nego u urednoj Zzelu¢anoj sluznici. Istodobno se u displaziji prvi put
pojavljuje jezgrena lokalizacija COX-2 detektirana klonom SP21, §to moZe upudivati-naypromjene u
subcelularnoj redistribuciji proteina povezane s neoplasticnom transformacijom epitela. Slican'obrazac
uocen je i primjenom klona CX-294, pri ¢emu se u displaziji neSto ucestalije (23,8%) pojavljuje
citoplazmatsko i perijezgreno bojenje COX-2, obrazac koji je u ovoj studiji takeder biorpovezan s
malignom alteracijom epitela. U literaturi se udjeli pozitivnosti u displaziji.kre¢u od 0ko42 % (47,117) i
68 % (60) do 80 % i vise, pri cemu su viSe vrijednosti Cesto zabiljeZene u displaziji visokog gradusa u
odnosu na onu niskog gradusa (101). Navedeno je u suprotnosti s ovim istraZzivanjem gdje nije utvrdena
statisticki znacajna razlika u izrazaju COX-2 izmedu (uzoraka/displazije niskog i visokog stupnja,
analiziranih s oba koriStena klona protutijela. Povezanost s infekcijom H. pylori takoder je opisana u
nekim istraZivanjima, gdje je veda uclestalost izraZaja COX-2 zabiljeZzena u H. pylori pozitivnim
slu¢ajevima (90 % i 100 %) u odnosu na Hepylori negativne (80 % i 13 %) (110,117). U ovom istraZivanju
takva usporedba nije provedena jer je u skupini‘displazije zabiljeZen vrlo mali broj.H. pylori pozitivnih
slucajeva (2/21), sto nije omoguéilo pouzdanu statisticku analizu. lako Lim i surlizdvajaju adenom kao
zasebnu kategoriju, on se_u histopatoloSkom smislu mozZe smatrati ‘oblikom displazije, pa je u tom

kontekstu i snaZan izrazaj COX-2 u skladu's havedenim nalazima (111).

Progresijom displasti¢nih’ promjena’dolazi do razvoja invazivnog karcinoma, koji predstavlja zavrsni
stadij Correa kaskade. U tom stadiju promjene u izrazaju i subcelularnoj lokalizaciji COX-2 postaju jos$
izraZenije, Sta se odrazava i u brojnim imunohistokemijskim, istrazivanjima. Vecina studija opisuje
umjeren do snazan, izrazaj COX-2 u priblizno, 60 % ili, vise “slucajeva karcinoma Zeluca, kako u
konvencionalnim  histoloskim  tipovima * Y(intestinalni », i  difuzni) (47,60,111,112,115-
118,132,137,94,96,99,101-103,107,108), tako i u ranim 'karcinomima (103). Ne$to manji udio
pozitivnih slucajeva, oko 50 %, zabiljezen je u studijama provedenima u Turskoj i Tunisu (133,134).
Rezultati ovog istraZivanja djelomi¢no su u skladu s navedenim nalazima u kojima je u analiziranim
karcinomima Zeluca intestinalnog tipa, zabiljeZen povisen izraZaj COX-2 u odnosu na urednu Zelu¢anu
sluznicu (94,96,134,136,99,102,107,112,115,118,132,133). Medutim, studije koje su analizirale izrazaj
COX-2 u razli¢itim stadijima Correa kaskade opisuju dva mogucéa obrasca promjena. Prema prvom
obrascu izrazaj postupno raste od uredne sluznice prema displaziji i karcinomu
(47,60,101,105,110,117), dok drugi obrazac pokazuje porast izrazaja do maksimalnih vrijednosti u
intestinalnoj metaplaziji, nakon ¢ega slijedi blagi pad u displaziji i karcinomu (116) (Tablica D10).
Rezultati ovog istrazivanja bliZi su drugom obrascu promjene izraZaja, pri ¢emu je najveca razina izrazaja

COX-2, detektirana klonom SP21, zabiljeZzena u intestinalnoj metaplaziji, uz blagi pad u displaziji i

97



tumorskom tkivu. U karcinomima je pritom uodena i izraZenija heterogenost izraZzaja COX-2, pri ¢emu
pojedini tumori zadrZavaju visoku razinu izrazaja, dok je u drugima on znatno smanjen. S druge strane,
prema dostupnoj literaturi, tek dvije studije navode pojavu jezgrene pozitivnosti COX-2. Dok u grupi
istrazivaca Forones i sur. (116) taj obrazac nije bio dodatno analiziran niti interpretiransu.radu Chen i
sur. navodi se tranzicija citoplazmatske pozitivnosti prema jezgrenoj pozitivnosti,< asebito u
karcinomima viSeg gradusa (138). U naSem istraZivanju takoder je zabiljeZzena jasna promjena
subcelularne lokalizacije COX-2 (klon SP21) u smjeru jezgrene pozitivnosti, i to iskljuc¢ivoru maligno
alteriranom epitelu Zelu¢ane sluznice. Jezgreno bojenje bilo je prisutno sporadi¢no u displaziji, dok je
u karcinomima zabiljeZeno u gotovo polovici slucajeva (47,5.%). Takoder je utvrdeno da tumori s
jezgrenim pozitivitetom pokazuju visi citoplazmatski izrazaj COX-2 detektiran klonom SP21 u usporedbi
s jezgreno negativnim tumorima. Suprotno vecini navedenih istraZivanja, u nasem istraZivanju,
primjenom klona CX-294, takoder je zabiljeZen jasan pomak u obrascu imunohistokemijskog bojenja
COX-2. Dok je u intestinalnoj metaplaziji dominirao intenzivan membranski obrazac bojenja, u
intestinalnom tipu karcinoma Zeluca «dolazi do promjene prema citoplazmatsko/perijezgrenoj
lokalizaciji proteina, zabiljezenoj u 57,5 % slu€ajevaj uzistodobni izostanak bojenjau preostalih 42,5 %
uzoraka. Vazno je napomenuti dasse razlika izmedu jedine studije koja opisuje membransku pozitivnost
COX-2 i naSeg istrazivanja djelomicno“"moze objasniti razliitim pristupom “interpretaciji
imunohistokemijskog bojanja:, U nasem” istraZivanju membranska pozitivnost identificirana je
prvenstveno u urednoj Zelucanoj sluznici i ranim stadijima Correa kaskade, dok se u uznapredovalim
stadijima’ biljezZi \postupni gubitak tog obrasca. Nasuprot tome, Ugras i suri opisali su membransku
pozitivnost uhstanicama karcinoma Zeluca (133), no taj obrazac nisu zasebno analizirali u svojem
istrazivanju. U “njihovoj metodologiji citoplazmatsko iy perijezgreno bojenje smatrani su tipi¢nim
obrascem izrazaja COX-2, dok je svaka imungreaktivnost tumorskih, stanica, bez definiranog praga
pozitivhosti, interpretirana kao pozitivan nalaz. Osim toga, u spomenutoj studiji nije koristen klon CX-
294, sto mozZe utjecati na prepoznati€pitop i time na konacni obrazac imunohistokemijskog bojenja.
Takav pristup evaluaciji otezava izravnu usporedbu s nasim rezultatima, u kojima je posebna pozornost
posvecena razlikovanju subcelularnih obrazaca lokalizacije COX-2 tijekom progresije Correa kaskade.
Nadalje, Al-Moundhri i sur. (118) koristiliissu isto protutijelo kao i u nasem istrazivanju. Zanimljivo je da
je u njihovoj studiji oko 90 % uzoraka karcinoma Zeluca bilo pozitivno (s najmanje 10 % pozitivnih
stanica), dok je u nasoj studiji oko 42,5 % uzoraka karcinoma bilo potpuno negativno (gubitak COX-2
bojanja). Dio razlika medu ovim rezultatima moZe se objasniti i razli¢itim razrjedenjem primarnog
protutijela s obzirom na to da je u navedenoj studiji koristeno protutijelo CX-294 u razrjedenju 1:50,
dok je u nasem istrazivanju primijenjeno razrjedenje 1:100. Rezultati o izrazaju COX-2 u stromalnim
stanicama takoder su heterogeni. Dok neke studije navode odsutnost izraZaja u stromi karcinomskog

tkiva (96,115), druge opisuju mjeSovite negativne i pozitivne rezultate (105), a pojedini autori biljeZe i
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jasnu pozitivnost stromalnih stanica (111). Van Rees i sur. zakljucili su da se pozitivnost stromalnih
stanica, uklju€uju¢i makrofage, miofibroblaste i druge stromalne elemente, povecava paralelno s
porastom izrazaja COX-2 u epitelu (101). U ovom istraZivanju stromalne stanice nisu bile predmet
zasebne kvantitativne analize, bududi da je primarni fokus bio na izraZzaju COX-2 u epitelnim stanicama
duZ Correa kaskade, medutim, pozitivnost makrofaga u stromi koristena je kao interna pozitivna

kontrola imunohistokemijskog bojanja za oba koriStena klona.

6.3.4 Metodoloski cimbenici koji utje¢u na interpretaciju COX-2 imunohistokemije

Treba naglasiti da heterogenost rezultata u analiziranim studijama, kao i unasem istrazivanju, moZe biti
posljedica vise metodoloskih ¢imbenika. Kao Sto je ve¢ navedéno, jedan,od vaznih izvora varijabilnosti
jest uporaba razlicitih protutijela za detekciju COX-2, éesto proizvedenih od razli¢itih proizvodaca.
Poliklonska protutijela predstavljaju antiserum kajiy sadrzi viSe molekularnih vrsta protutijela
usmjerenih protiv razliitih epitopa istog antigena, zbog)Cega Cesto daju izraZeniju nespecificnu
pozadinu u usporedbi s monoklonskim protutijelima (139)” S druge strane, iako monoklonska
protutijela pokazuju visoku specificnost prema odredenom epitopu, ni ona nisu apsolutno specifi¢na
jer i drugi proteini mogu sadrzavati krizno-reaktivne epitope, Ssto moZe utjecati‘naykonacni abrazac
imunohistokemijskog bojanja{140). O©sim izborafrotutijela, zna¢ajnetazlike medu studijama proizlaze
i iz razlicitih pristupa intefpretaciji imunohistokemijskog bojanja (Dodatak,Tablica D8). Vecina autora
koristi semikvantitativne_imunohistokemijske vrijednosti dobivene-umnoSkom postotka pozitivnih
stanica i intenziteta bojanja, ali uzrazli¢ito definirane pragove jpozitivnosti. Manji broj studija temelji
evaluaciju iskljudivo‘na postotku pozitivnih stanica, doksje u‘dvije studije svaka imunoreaktivnost
tumorskih stanica smatrana pozitivnim nalazom. Rezultati naseg istrazivanja upucuju na to da se kljuc
interpretacije imunohistokemijskog bojanja ‘COX<2, uz kvantitativnu procjenu intenziteta ili udjela
pozitivnih stanica, nalazii u detekciji promjene subeelularneg obrasca lokalizacije navedenog enzima

tijekom progresije Correa kaskade.

Promatrajuci razli¢ite subcelularne lokalizacije proteina u imunohistokemiji, mogu se uociti razliciti
obrasci bojanja: (A) citoplazmatsko ili| retikularno bojanje, koje odgovara lokalizaciji u
endoplazmatskom retikulumu i Golgijevom’ aparatu; (B) perijezgreno bojanje povezano s jezgrenom
ovojnicom; (C) membransko bojanje na stani¢noj membrani te (D) jezgreno bojanje. Tatsuguchi i sur.
ultrastrukturnom analizom elektronskom mikroskopijom pokazali su da citoplazmatski i perijezgreni
obrazac COX-2 imunoreaktivnosti odgovara lokalizaciji proteina u endoplazmatskom retikulumu i
jezgrenoj ovojnici (98). Takva subcelularna lokalizacija odraZava opcu bioloSku karakteristiku COX
enzima, koji su membranski proteini endoplazmatskog retikuluma i jezgrene ovojnice, te stoga moze
posluziti kao ultrastrukturno objasnjenje sli¢nih imunohistokemijskih obrazaca u epitelnim stanicama

(131). U tom kontekstu, promjena obrasca lokalizacije COX-2 zabiljezena u nasem istraZivanju, osobito
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pojava jezgrene pozitivnosti detektirane klonom SP21, moZe upucivati na promjene u subcelularnoj
redistribuciji proteina tijekom progresije Correa kaskade. lako je veéina ranijih studija u karcinomu
Zeluca opisivala dominantno citoplazmatski izrazaj COX-2, pojedina istraZivanja navode i prisutnost
jezgrene lokalizacije. Primjerice, Chen i sur. pokazali su da se COX-2, uz dominantangecitoplazmatski
izrazaj, djelomic¢no lokalizira i u jezgri tumorskih stanica te da s porastom histoloskog gradusa delazi do
prijelaza citoplazmatskog u jezgreni obrazac izraZaja (138). Ovakvi nalazi‘pedupiru pretpostavku da
jezgrena redistribucija COX-2 moZe odraZavati promjene u njegovojdfunkcionalnoj ulozi tijekom
progresije tumora. Slican fenomen opisan je i u drugim tumorskim sustavima, primjerice u karcinomu
mokraénog mjehura, gdje je jezgreni COX-2 povezan s izrazajem markera_mati¢nih stanica te
potencijalno sudjeluje u regulaciji transkripcijskih procesa povezanih s proliferacijom i diferencijacijom
tumorskih stanica (141). lako je takav obrazac u karcinamu Zeluc¢a do sada opisan tek u jednoj studiji,
nalaz jezgrene redistribucije COX-2 u ovom istraZzivanju upucuje na moguce slicne promjene u signalnim

i regulatornim mehanizmima tijekom maligne transformacije Zeluc¢anog epitela.

Razlike u obrascu imunohistokemijskog bojanjasizmedu klonova SP21 i CX-294 mogu se djelomi¢no
objasniti razlikama u epitopima koje prepoznaju i\u posttranslacijskim modifikacijama proteina COX-2.
Pokazano je da klon SP21 prepoznaje S-nitrozilirani oblik COX-2, budu¢i da njegov epitop ukljucuje
cistein 526, mjesto poznate kao cilj S-nitrozilacije, dok klon CX-294 prepoznaje nenitrozilirani oblik
proteina (130,142). Eksperimentalne studije provedene na tkivu karcinoma dojke pokazale su da se ove
dvije forme COX-2 gotovo ne preklapaju u subcelularnoj lokalizaciji: dok €X-294 (i €X229) dominantno
obiljezavaju, lateralné dijelove plazmatske membrane epitelnih,stanica, /SP21 primarno oznacava
apikalne i junctionalne réegije stanice (130). Takvi nalazi upuéuju na razlicit intracelularni transport i
funkciju S-nitroziliranog i nenitroziliranog COX-2> U tom kontekstu, membranski obrazac bojanja
detektiran klonom CX-294 u nasem istraZivanju'mogao bi odrazavatilokalizaciju nenitroziliranog COX-2
na plazmatskoj membrani epitelnih stanica Zelu¢ane sluznice. Promjena subcelularne distribucije COX-
2\ kroz stadije Correa kaskade), obiljezena gubitkom membranskog i pojavom
citoplazmatsko/perijezgrenog bojanja u displaziji i karcinomu, mogla bi odrazavati promjene u
intracelularnom transportu i funkciohalnom/stanju COX-2 tijekom progresije Zeluane karcinogeneze.
Povecan izrazaj COX-2 u intestinalnoj metaplaziji moZe se dodatno objasniti kontekstom kroni¢ne upale
i nitrozativnog stresa karakteristi¢cnog za Zelu€anu sluznicu zahvacenu infekcijom bakterijom H. pylori.
Naime, aktivacija iNOS dovodi do povecane produkcije dusikovog oksida i reaktivnih dusikovih vrsta
koje mogu uzrokovati posttranslacijske modifikacije proteina, ukljuCujuéi S-nitrozilaciju (142-144).
Pojacan izrazaj spomenutog enzima, detektiran klonom SP21, moZe odraZavati stanje pojatanog

nitrozativnog stresa u metaplasticnom epitelu, dok kasniji pad izraZaja u displaziji i karcinomu moze biti
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posljedica promjena u redoks ravnotezi i signalnim putovima tijekom progresije Zelu¢ane

karcinogeneze.

6.3.5 lzrazaj COX-2 u karcinomu Zeluca i povezanost s klinicko-patoloskim parametrima

Buduci da karcinom Zeluca predstavlja zavrsni stadij Correa kaskade, u nastavku je provedena dodatna
analiza u kojoj su slucajevi karcinoma promatrani kao zasebna skupina. Cilj ove analize bio je detaljnije
procijeniti raspodjelu izrazaja COX-2 u samim tumorima te ispitati njegovu_eventualnu povezanost s
klinicko-patolo$kim karakteristikama karcinoma Zeluca. Dodatno, u ovom radu analizirana je skupina
karcinoma zasebno te je utvrdeno kako je u istraZivanje uklju¢eno ukupne 40 karcinoma Zeluca, pri
¢emu su bolesnici bili starije Zivotne dobi (medijan 73,5 godina), uz izrazenu predominaciju muskaraca
(77,5%). Medu slucajevima s dostupnim podatkom o pTsstadiju prevladavali su uznapredovali tumori
(pT3-pT4), dok su rani stadiji bili znatno rjedi. Metastatska bolest bila.je prisutna u vecini analiziranih
slucajeva, $to potvrduje da uzorak obuhvadéa pretezito klinicki uznapredovale karcinome. Prema stupnju
diferencijacije najzastupljeniji su bili umjereno diferencirani tumori, dok su dobro diferencirani i slabo
diferencirani tumori ¢inili manji udio uzorka. U pogledu biomarkera, izrazaj COX-2 detektiran . klonom
CX-294 bio je raspodijeljen izmedu negativnog i citoplazmatsko/perijezgrenog obrasca, pri cemu je
potoniji bio nesto ceséi. Jezgreha lokalizacijai\COX-2 detektirana klonom SP21 zabiljeZena je u priblizno
polovici karcinoma. Citoplazmatski izrazaj SP21 pokazivao je srednje visoke vrijednosti s relativno
Sirokim rasponom _izrazaja medu pojedinim tumorima, $to upuéuje na izrazenu intratumorsku
heterogenost ovih biomarkera. U daljnjim analizama ovoga rada istraZivana povezahost izrazaja COX-2
s klini¢ko-patoloskim'karakteristikama karcinoma Zeluca nije pokazala statisticki znacajne razlike. lzrazaj
COX-2 detektiran klonom CX-294, jezgrena lokalizacija COX-2 detektirana klonom SP21, kao ni
citoplazmatski izrazaj SP21 nisu bili povezani sT stadijem, metastatskim statusom niti stupnjem
diferencijacije tumora. Bududéi da su rezultati dosadasnjih istraZivanja o povezanosti izrazaja COX-2 s
klinicko-patoloskim karakteristikama karcinoma Zelucarineujednaceni, dobiveni rezultati se tek
djelomicno slazu s literaturom. Nekoliko studija i meta-analiza pokazale su povezanost visokog izrazaja
COX-2 s ve¢com dubinom invazije tumora, dok povezanost s dobi bolesnika, spolom, veli¢inom tumora
ili lokalizacijom tumora uglavnom nije;potvrdena (96,100,105,107,112,115,133,134), uz iznimku jedne
studije iz Kine koja je zabiljeZila povezanost s veli¢inom tumora (107). Podaci o povezanosti s
metastatskom bole$¢u takoder su kontradiktorni: pojedine studije nisu pronasle takvu povezanost
(96,112,134) sto je u skladu s rezultatima ove studije, dok su drugi istraZivaci opisali visi izrazaj COX-2 u
metastatskim tumorima (99,107,115,137), Sto je potvrdeno i meta-analizom (100). U jednoj studiji iz
Turske povezanost je utvrdena samo s perineuralnom invazijom (133). Rezultati o povezanosti izrazaja
COX-2 sa stupnjem diferencijacije tumora takoder su heterogeni. Dok su neke studije opisale visi izraZaj

COX-2 u dobro diferenciranim karcinomima (96), druge su je povezale s umjereno diferenciranim (134)

101



ili slabo diferenciranim tumorima (107). Medutim, meta-analiza nije potvrdila znacajnu povezanost
izmedu izraZzaja COX-2 i diferencijacije tumora (100), sto je u skladu s ranije navedenim rezultatima
ovoga rada. Sli¢na nedosljednost zabiljeZena je i u odnosu na histoloski tip karcinoma Zeluca tako
pojedine studije navode visi izrazaj COX-2 u intestinalnom u odnosu na difuzni tip (96;103,105,134),
dok druge nisu pronasle znacajnu razliku izmedu tih histoloskih podtipova (60,115). U kontekstu takve
heterogenosti literature, rezultati ovog istraZivanja, u kojemu nije utvrdena povezanost izrazaja COX-2
s analiziranim klinicko-patoloskim parametrima, dodatno podupiru pfetpostavku da promjene u
izrazaju i subcelularnojlokalizaciji COX-2 imaju vecu biolosku vaznost u ranijim stadijimaCorrea kaskade
nego u ve¢ formiranom tumorskom tkivu, gdje na izraZaj proteina utjeCenizrazena intratumorska
heterogenost. Takvi rezultati upucuju na to da u ovom uzorku analizirani,biomarkeri nisu povezani s
klasi¢nim prognostickim parametrima karcinoma Zeluca, nego vjerojatnije odraZzavaju bioloske procese
koji sudjeluju u ranim fazama tumorske progresije. Ipak;izostanak statisticki znacajne povezanosti treba
interpretirati oprezno zbog ograni¢enog broja karcinoma, nepotpunih podataka o pT stadiju u dijelu
slu¢ajeva, moguce intratumorske heterogenosti te razlika u na¢inu imunohistokemijskogibodovanja

COX-2 u odnosu na prethodna istrazivanja.

Nakon analize raspodjele izrazaja 'COX-2 u,_uzorcima karcinoma Zeluca te | njegove povezahosti s
klasiénim klini¢ko-patoloskim obiljezjima,tumora, u skladu s tre¢im specificnim ciljem istrazivanja, u
sliede¢em je koraku_provedena,analiza usmjerena na Siri skup epidemioloskih, klinickih i upalnih
parametara prikupljenih/tijekom “istraZivanja. Jedina uocena povezanost odnosila se na ve¢ ranije
opisanu povezanostdzrazaja COX-2 (detektiranog klonom SP21) shhistoloski/procijenjenom aktivnoséu
kroni¢ne upale) dok za ostale analizirane parametre statisticki zna€ajné povezanosti nisu utvrdene.
Naime, razina izraZzaja COX-2 nije bila povezana' s dobiy bolesnika, serumskom koncentracijom C-
reaktivnog proteina (CRP), N/L omjerom niti s koncentracijom Zeljeza u'serumu. Takoder, nije utvrdena
povezanostss prisutnoscu infekcije bakterijom H. pylori, pusenjem kao niti primjenom NSAID. Ovakav
obrazac nalaza bio je konzistentan za oba analizirana protutijela, pri ¢emu za klon CX-294 nije potvrdena
nijpovezanost s histoloski procijehjenom aktivhoséu upale. Takav nalaz moZe upudivati na to da je izrazaj
COX-2 u Zelu¢anoj sluznici prvenstveno odraz lokalnih upalnih i mikrookoliSnih procesa u tkivu, koji ne
moraju nuzno biti praéeni promjenama-sistemskih upalnih parametara u perifernoj krvi. Takoder je
mogude da pojedini klinicki ¢cimbenici poput pusenja, primjene NSAID-a ili infekcije H. pylori, djeluju
posredno putem sloZenijih regulatornih mehanizama signalnih putova uklju¢enih u regulaciju
izraZzajnosti COX-2, zbog Cega njihova povezanost s razinom izraZaja ovog enzima u presje¢nim

analizama nije uvijek jasno uodljiva.
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6.4 Oksidacijski stres i uloga 4-HNE tijekom zelucane karcinogeneze

6.4.1 Citoplazmatsko nakupljanje 4-HNE-PA duz Correa kaskade

S obzirom na to da kroni¢na upala i nitrozativni stres u Zelu¢anoj sluznici poti¢u stvaranje reaktivnih
kisikovih i dusikovih vrsta, sljedeci korak analize bio je usmjeren na procjenu oksidacijskagiosteé¢enja
lipida tijekom progresije Correaove kaskade. U tu svrhu analizirana je ulogai4-HNE, jednog od kljuchih
produkata lipidne peroksidacije i stabilnog markera oksidacijskog stresa u.tkivu. Njegova prisutnost
procijenjena je imunohistokemijskom detekcijom 4-HNE-PA, primjenom monoklonalnog protutijela
HNEJ-2 koje se veZe za proteine s histidinom u bo¢nim lancima, specificna prepoznajuci epitop 4-HNE-
histidin (50). 4-HNE je jedan od najvaznijih reaktivnih aldehida nastalih, tijekom lipidne peroksidacije
polinezasi¢enih masnih kiselina stani¢nih membrana. Kao ‘relativno stabilan produkt oksidacijskog
stresa, moZe reagirati s proteinima, lipidima i DNK<e na taj nacin _sudjelovati u regulaciji signalnih
puteva povezanih s upalom, proliferacijom i apoptozom. Zbog svoje izraZzene bioloSke aktivnosti, 4-HNE
se, osim kao marker lipidne peroksidacije, smatra i jednim od klju¢nih medijatora oksidacijskog

osteéenja uklju¢enog u procese kroni¢ne upale i tumorske transformacije (74).

Rezultati ovog istraZzivanja pokazalisu znacajne razlike u intenzitetu citoplazmatskog nakupljanja 4-HNE-
PA duz Correa kaskade. Uzorci uredne sluznice, kao i oni s izrazenom'izoliranom atrofijom, pokazali su
najniZe razine bojenja, dok'je znacajan parast intenziteta zabiljeZen u stadijuintestinalnermetaplazije.
Nadalje, razina citoplazmatskog nakupljanja 4-HNE-PA ostala je«visoka inu uznapredovalim lezijama,
uklju¢ujuci displaziju ifkarcinem, u kojemu se nesta €esc¢e nalaze .najvisesrazine 4-HNE-PA, ali bez
dodatnog statisticki znacajnog porasta u odnosu najintestinalnu metaplaziju s ili bez atrofije. Ovaj nalaz
u skladu je s rezultatima pilot studije koja je prethadila ovemyistrazivanju, premda je u toj studiji
koristena nesto drugacija metodologija ocitavanja, ukljucujuéi primjenu poliklonalnog protutijela
umjeste. monoklonalnog. Podaci o imunohistokemijskoj analizi nakupljanja 4-HNE-PA u Zeludanoj
sluznici u literaturi su relativno ograniceni. Koliko je poznato, samo su dva istraZivanja analizirala
raspodjelu 4-HNE-PA u biopsijama Zelu¢anesluznice. U tim studijama pokazano je da 4-HNE-PA mogu
biti prisutni ve¢ u fizioloski urednoj Zelu€anojysluznici, Sto upucéuje na bazalnu razinu ,naprednih
zavrsnih produkata” lipidne peroksidacije;u‘'normalnom tkivu. Istodobno je zabiljeZen znacajan porast
imunopozitivnosti u upalnim stanjima sluznice, osobito u bolesnika s H. pylori-povezanim ulkusom
duodenuma, §to je protumaceno kao posljedica pojac¢anog oksidacijskog stresa povezanog s kroni¢nom
aktivnom upalom (145,146). Takoder, autori jednog od tih istraZivanja opisuju i jezgreno nakupljanje 4-
HNE-PA u Zelucanim Zlijezdama bolesnika s ulkusnom boleséu, dok takva subcelularna lokalizacija nije
bila prisutna u zdravih ispitanika (146). U nasem istraZivanju jezgrena lokalizacija 4-HNE-PA nije
zabiljezena, vec je jedini detektiran i analizran obrazac bio citoplazmatsko nakupljanje u epitelnim

stanicama Zelucane sluznice. Razlike u subcelularnojlokalizaciji mogu biti posljedica razli¢itih patoloskih
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stanja analiziranih u tim studijama, ali i metodoloskih razlika, uklju¢uju¢i razli¢ite klonove
monoklonalnih protutijela i kriterije evaluacije imunohistokemijskog bojenja. Za razliku od navedenih
istraZivanja, koja su usporedivala urednu sluznicu s upalnim lezijama poput ulkusne bolesti, ovo
istrazivanje omogucilo je analizu dinamike akumulacije zavr$nih produkata lipidne peroksidacije kroz
razli¢ite stadije Correa kaskade. Kako je ve¢ opisano, znacajno poveéanje citoplazmatskoginakupljanja
4-HNE-PA uocava se vec u ranim premalignim stanjima, osobito u intestinalnoj metaplaziji, bilo da je
ona udruZena s atrofijom ili ne. Intestinalna metaplazija predstavlja zamjenu Zelu¢anog foveolarnog
epitela intestinalnim tipom stanica te se naj¢esce razvija u kontekstu kroni¢ne upale Zelu¢ane sluznice
Cesto pracene atrofi¢nim promjenama te infekcijom bakterijomH. pylori, koja,predstavlja vazan izvor
oksidacijskog stresa i vjerojatno doprinosi pove¢anom stvaranju i/&oncentraciji 4-HNE. (81). Stovise,
ovaj metaplasticni tip epitela vjerojatno predstavlja prilagodbeni odgovor organizma jer mozZe pruZiti
dodatnu obranu protiv bakterije H. pylori kroz promjene u sastavu Zelu¢ane sluzi koje nastaju kao
posljedica metaplazije (11). Uz enterocite i Panethove stanice)u ovom tipu epitela nalaze se i, za njega
karakteristi¢ne, vréaste stanice Cije citoplazmatske vakuole predstavljaju specifitan®morfoloski i

funkcionalni element metaplasti¢nog intestinalnogepitela.

6.4.2 Nakupljanje 4-HNE-PAu vrCastimistanicama intestinalneimetaplazije

Posebno zanimljiv nalaz ovog istraZivanja jest nakupljanje 4-HNE-PA u‘vakuolama vréastih stanica u
lezijama intestinalnesmetaplazije i displazije. Ovaj fenomen dodatno je“analiziran u odnosu na
prosirenost intestinalne metaplazije (stupanj metaplazije) te prema podjeli na kompletnu i inkompletnu
metaplazijus Rezultati su pokazali pozitivan trend povecanja nakupljanja 4-HNE-PA u vréastim stanicama
s porastom stupnja intestinalne metaplazije, dok povezanost s, citoplazmatskim intenzitetom bojenja
nijé potvrdena, iake je rezultat bio blizu “statisticke znacajnosti. Medutim, niti citoplazmatsko
nakupljanje niti vakuolarno nakupljanje 4-HNE-PA nisu pokazali \razliku izmedu kompletne i
inkompletne intestinalne metaplazije. Pri interpretaciji.ovih rezultata treba uzeti u obzir da je u ovom
istrazivanju procjena stupnja intestinalne metaplazije vjerojatno pouzdaniji pokazatelj rizika
prekanceroznih stanja prema ©perativnom sustavu procjene intestinalne metaplazije Zeluca (engl.
Operative Link on Gastric Intestinal'Metaplasia Assessment, OLGIM) (147) nego podjela na kompletnu
i inkompletnu metaplaziju. Naime, u vecini biopsijskih uzoraka s inkompletnom intestinalnom
metaplazijom istodobno se nalaze i podruc¢ja kompletne metaplazije, sto moZe oteZzati pouzdano
razlikovanje ovih podtipova u rutinskoj histoloskoj analizi, osobito u svakodnevnoj praksi opce
patologije (148). Dodatno, u ovom istrazivanju nisu koristene histokemijske ili imunohistokemijske
metode koje bi omogucile precizniju karakterizaciju sastava mucina u vakuolama vrcastih stanica,
primjerice razlikovanje sialomucina i sulfomucina (11). Unato¢ tome, oba navedena histoloska nalaza,

prisutnost inkompletne intestinalne metaplazije i visoki stupanj metaplazije, prema suvremenim MAPS
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Il smjernicama za zbrinjavanje epitelnih prekanceroznih lezija i rane neoplazije Zeluca, svrstavaju
bolesnike u skupinu s povec¢anim rizikom razvoja karcinoma Zeluca te predstavljaju indikaciju za aktivno
endoskopsko pracenje (6). U tom kontekstu, opaZeni trend povecanja vakuolarnog nakupljanja 4-HNE-
PA s porastom stupnja intestinalne metaplazije mogao bi ukazivati na potencijalnu kliniéku vrijednost
ovog nalaza kao dodatnog pokazatelja pojacanog oksidacijskog stresa, a time i bioloske aktivnosti lezije
te mogudeg rizika progresije prema karcinomu. Ovu pretpostavku dodatno pedupire nalaz izrazenijeg
nakupljanja 4-HNE-PA u vr¢astim stanicama u sljede¢em stadiju Correa kaskade, odnosnoii uzorcima
displazije, u usporedbi s uzorcima intestinalne metaplazije s ili bez atrofije. Valja pritomnapomenuti da
u dijelu uzoraka s displazijom vakuolarno nakupljanje nije bilo zabiljeZeno, Stoje vjerojatnije posljedica
manje zastupljenosti vréastih stanica s vakuolama u analiziranim_dzorcima .nego stvarnog izostanka
akumulacije 4-HNE-PA, sSto predstavlja jedno od ograniéenja primjene ove metode u lezijama u kojima
vréaste stanice nisu prisutne. Takoder, buduci da vakuolarno “nakupljanje 4-HNE-PA u vrlastim
stanicama nije Siroko opisano u dostupnoj literaturi, ovaj nalaz se smatra eksplorativnim te ga je

potrebno potvrditi dodatnim metodamad‘ha ve¢em broju uzoraka.

6.4.3 4-HNE-PA u displaziji i karcinomud Zeluca

Sto se ti¢e citoplazmatskog nakupljanja 4-HNE-PAu displaziji u odnosuna ostale stadije Correa kaskade,
intenzitet bojenja bio je usporediv s onimyzabiljezenim u intestinalnoj metaplaziji,.a u oba slucaja bio je
visSi nego u urednoj Zelucanoj'sluznici i uzorcima s atrofijom bez intestinalne metaplazije. Posebno je
zanimljiv nalaz izfazenijeg citoplazmatskog nakupljanja 4-HNE-PA u uzorcima displazije visokog gradusa
u usporedbi, s uzorcima displazije niskog gradusa,. iako, detaljnijasanaliza prikazana u rezultatima nije
potvrdila jasnundiskriminacijsku vrijednost ovog nalaza. Ovaj nalaz dobiva dodatno znacenje u
kontekstu zavrSnog)stadija Correa kaskade, vinvazivnog, karcinoma, u kojem su najviSe razine
citoplazmatskog nakupljanja 4-HNE-PA zabiljeZzeneynesto ¢eS¢e nego u intestinalnoj metaplaziji i
displaziji, iako ta razlika nije dosegnula statistiCku znacajnost. Takav obrazac mogao bi upucivati na to
da daljnje povecanje oksidacijskog stresa, odnosno povisena razina produkata lipidne peroksidacije
poput 4-HNE, pridonosi invazivnom potencijalu tumorskih stanica, $to je u skladu s literaturom. Naime,
pokazano je da oksidacijski stres“i produkti lipidne peroksidacije mogu povecati izraZaj matriks-
metaloproteinaza, osobito MMP-1, ¢ime se osigurava potencijalni mehanizam putem kojeg 4-HNE
moZe modulirati remodeliranje ekstracelularnog matriksa (149). S obzirom na klju¢nu ulogu MMP u
invazivnom rastu tumora, ovakvi nalazi upucuju na mogucu povezanost izmedu 4-HNE-PA i invazivnog

potencijala karcinoma Zeluca.

Unato¢ navedenom, daljnja analiza nakupljanja 4-HNE-PA u skupini karcinoma pokazala je da
citoplazmatska akumulacija ovog markera nije bila znafajno povezana s analiziranim klinicko-

patoloskim karakteristikama tumora. Nisu utvrdene znacdajne razlike u intenzitetu citoplazmatskog

105



nakupljanja 4-HNE-PA izmedu ranih i uznapredovalih pT stadija karcinoma, kao niti izmedu
metastatskih i nemetastatskih tumora. Jednako tako, razina citoplazmatskog nakupljanja 4-HNE nije se
razlikovala izmedu dobro diferenciranih tumora i skupine umjereno i slabo diferenciranih karcinoma.
Ovakvi nalazi djelomi¢no su u suprotnosti s pojedinim istraZivanjima koja biljeZe poviSene razine
reaktivnih aldehida, ukljuc¢ujuci 4-HNE, u bolesnika s metastatskom bole$¢u te tikazuju‘nanjihovu

mogucu ulogu, osim u karcinogenezi, i u progresiji tumora (81,150).

6.4.4 Povezanost 4-HNE-PA s klinicko-patoloSkim parametrima

Kao i za COX-2, provedena je dodatna analiza citoplazmatsog nakupljanja 4-HNE-PA u odnosu na
klinicko-patoloske parametre koja je pokazala da je ovaj biomarker najizraZenije povezan s
pokazateljima kroni¢ne upale i opceg bioloSkog stresacorganizma. UocCena je pozitivna povezanost
izmedu intenziteta citoplazmatskog nakupljanja 4-HNE-PA i dobi beleshika, sto upucuje na postupno
povecéanje akumulacije produkata lipidne peroksidacije u Zelu¢anoj sluznici tijekom starenja. Takav je
nalaz u skladu s opé¢im konceptom kumulativnog oksidacijskogog ostecenja tkiva koje se poveéava s
dobi te je povezano s dugotrajnim izlaganjemyrazli¢itim upalnim i metaboli¢kim stresarima, ali i
smanjenim kapacitetom eliminacije 4-HNE((50,151). Ipak, u nasem istraZivanju ovakav rezultat moze
biti djelomicno posljedica i striktureranaliziranog uzorka. Naime, skupina uzoraka s histoloski urednom
Zelu¢anom sluznicom, u kojoj je zabiljeZzena niza razina nakupljanja 4-HNE-PA, pripadala je statisticki
znacajno mladim bolesnicima urodnosu na bolesnike s karcinomomsZeluca, kod kojih su zabiljeZzene
najvise razine citoplazmatske akumulacije 4-HNE-PA. Ovakav nalaz trebadnterpretirati i u kontekstu brze
obnove gastrointestinalnog epitela, koji se u fizioloSkim uvjetima obnavlja svakih nekoliko dana.
Sukladno tomej imunohistokemijski obrazac 4-HNE-PA vjerojatno u vecoj mjeri odrazava nedavne
metabolicke i oksidativne uvjete u sluznici, negofdugotrajnu akumulaciju tijekom Zivota (81). Na taj
nacin,se objasnjava mogucnost da razine 4-HNE-PA,ovise ne samo 0 dobi bolesnika, nego i o brzini
obnove epitela te koncentraciji 4-HNE u trenutnom mikrookoliu. Dodatno, razina 4-HNE-PA moZe biti
uvjetovana i karakteristikama lokalnog mikrookolisa u koji novoobnovljene epitelne stanice dolaze.
Primjerice, u podrucju intestinalne metaplazije, osobito u vréastim stanicama, uocava se izrazenija
akumulacija 4-HNE-PA koja neizravno moZe upucivati i na poveéanu koncentraciju slobodnog 4-HNE ¢ije
izluivanje u sluz mozZe stvoriti lokalno okruZenje bogato reaktivnim aldehidima. Posljedi¢no,
novoformirane epitelne stanice dolaze u neposredan kontakt s takvim mikrookolisem, $to moZe
dodatno utjecati na brzo steCenu visoku razinu detektiranih 4-HNE-proteinskih adukata. Uz dob,
citoplazmatsko nakupljanje 4-HNE-PA povezano je i s N/L omjerom, parametrom koji odraZava sustavnu
upalnu aktivnost. Ovakav odnos dodatno podupire hipotezu da je povecana akumulacija produkata
lipidne peroksidacije u Zelu€anoj sluznici povezana s upalnim mikrookruZenjem i aktivacijom

imunolo$kog odgovora (152). Ipak, vazno je naglasiti da je 4-HNE-PA mjeren lokalno u tkivu, dok N/L
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omjer odraZava sustavni upalni status. Stoga se uofena povezanost moze tumaciti kao odraz
medudjelovanja lokalnih i sistemskih upalnih procesa, pri ¢emu lokalno povecana razina lipidne
peroksidacije moZe biti povezana sa Sirim upalnim odgovorom organizma, ili pak oba nalaza mogu
odraZavati djelovanje zajednickog patofizioloSkog procesa. Nadalje, opaZena je negativna, povezanost
izmedu serumskog Zeljeza i razine 4-HNE-PA. Medutim, takav odnos vjerojatno ne odrazavasizravnu
biokemijsku povezanost izmedu ovih parametara, ve¢ prije klinicki kontekst'bolesti. Naiime, u bolesnika
s teSkim gastritisom ili invazivnim karcinomom Zeluca ¢esta su kroni¢na krvarenja kojardovode do
smanjenja razine serumskog Zeljeza, dok su istodobno ta stanja obiljeZena poja¢anim oksidacijskim
stresom i poveéanom lokalnom akumulacijom produkata lipidne peroksidacije; ukljucujuéi 4-HNE.
Dodatno, valja uzeti u obzir da 4-HNE-PA odraZava lokalne redoks uvjete utkivu, dok serumsko Zeljezo
predstavlja sustavni parametar, pa njihova povezanost moze biti posredovana zajednickim
patofizioloskim mehanizmima, a ne izravhom medusobnom interakeijom. U analizi histoloSke aktivnosti
upale u Zelucanoj sluznici, koja predstavlja pokazateljy lokalne upalne reakcije, intenzitet
citoplazmatskog nakupljanja 4-HNE-PA_Zhacajno raste s pojavom upalne aktivnosti,“pri. ¢emu su
oCekivano vise vrijednosti ¢eSée zabiljeZzenedu uzorcima s kroni¢nom i kroni¢énoms,aktivnom-upalom.
Medutim, raspodjela vrijednostigu._skupini kronicne aktivne upale bila je Sird, bez proporcionalnog
daljnjeg porasta u odnosu na kroni¢nu upalu. Stovise, najvise vrijednosti4-HNE-PA ¢esce su zabiljeZzene
u skupini s kronicnom upalomiako razlika t odnosu na uzorke s kroni¢cnom aktivhom upatom nije bila
statisticki znacajna. Unatog, izostanku statisticke znacajnosti, ovakav nalaz megao bi biti u skladu s
opceprihvaéenim koneéptomgprema kojem dugotrajna kroni¢na upala predstavlja klju¢ni patobioloski
proces povezan s razvejem.zloc¢udne transformacije Zzelucane sluznice (354150). Multivarijatna analiza
dodatno je potvrdila da su se dob bolesnika i lokalna upala pokazale neovisnim prediktorima intenziteta
citoplazmatskeg nakupljanja 4-HNE-PA, dok isto nhije potvrdeno za ostale parametre. Pritom je dob
pokazala postupni porast vjerojatnosti viSih razina nakupljanja, dok je aktivnost upale pokazala izrazen,
ali nelinearan odnos s akumulacijom zaws$nih produkata lipidne peroksidacije. Ovakav nalaz u skladu je
s rezultatima Cherkas i sur., koji su pokazali da poviSena razina 4-HNE-PA u Zelu¢anoj sluznici kod ulkusa
odnosno kroni¢ne aktivne upale, ostaje visoka iPnakon eradikacije infekcije, iako je intenzitet aktivne
upale pritom bio znacajno smanjen (145): Zakljucno, ovi rezultati upuéuju na to da citoplazmatsko
nakupljanje 4-HNE-PA u Zelu¢anoj sluznici prvenstveno odraZava ucinak lokalne kroni¢ne upale i

kumulativnog oksidacijskog stresa povezanog sa starenjem.
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6.5 Multivarijatno modeliranje progresije Correa kaskade

6.5.1 Viserazinski pristup modeliranju progresije

lako su pojedinacne analize pokazale jasne razlike u izraZaju i lokalizaciji ispitivanih biomarkera izmedu
pojedinih stadija Correa kaskade, ostalo je otvoreno pitanje imaju li ti nalazi i integrativnuvrijednost u
razlikovanju razvojnih faza Zelucane karcinogeneze. Upravo je zato provedeno /multivarijatno
modeliranje progresije kroz Correa kaskadu, kojim se nastojalo procijenitinmogu li histoloski i
imunohistokemijski biomarkeri, uz eventualni doprinos klini¢kih ¢imbenika, razlikovati pojedine stadije
bolesti na razli¢itim razinama analiticke granularnosti. U tom smislu Sestostupanjski model bio je
usmjeren na procjenu fine bioloske progresije izmedu susjednih’ stadija, trostupanjski model na
razlikovanje klinicki relevantnih kategorija uredne sluznice, prekahceroznih i'malignih lezija, a binarni
model na procjenu diskriminacijske sposobnosti hiomarkera “urazlikovanju benignih i malignih
promjena. Takav viSerazinski pristup omoguéio je da seisti skup biomarkera istrazi istodobno iz
perspektive bioloSke progresije bolesti i iz perspektive njihove potencijalne uporabne vrijednosti u

procjeni malignog potencijala lezije.

6.5.2 Sestostupanjski modekprogresije

U Sestostupanjskom modeluprogresijelkroz Correa kaskadu pokazalo se da razli€iti biomarkeri i klinicki
¢imbenici imaju fazno-specifican doprinos prijelazima izmedu pojedinih stadija bolesti. Takav obrazac
upucuje na to da napredovanje Zelucane karcinogeneze sije vodeno “jednim dominantnim
molekdlarnim dogadajem, nego predstavlja postupni‘proces u kojem’razliciti patobioloski mehanizmi
dolaze doizrazaja unrazlicitim fazama progresije. U ranim prijelazimadiz uredne sluznice prema
atroficnim’i metaplasti¢cnim promjenama posebno se‘istice uloga,upalnih parametara i lokalne upalne
aktivnosti sluznice. ‘Histoloski procijenjena aktivnost upalehu tom je kontekstu ocekivano pokazala
snaznudiskriminacijsku'vrijednost, bududéi da je njezinaiodsutnost jedno od klju¢nih obiljeZja histoloski
uredne Zelucane sluznice, sli¢no kao ifizostanak infekcije bakterijom H. pylori. Ipak, Cinjenica da je u
istom prijelazu zabiljeZena i poveéana citoplazmatski izrazaj COX-2 detektiran klonom SP21 dodatno
potvrduje povezanost ovog enzima s upalnim procesima u Zelu¢anoj sluznici. Stovie, opaZeno
postupno povecanje izrazaja COX-2 ‘paralélno s porastom histoloski procijenjene upalne aktivnosti
dodatno potvrduje da je COX-2 jedan od medijatora upalnog odgovora koji prati rane faze progresije
Correa kaskade. Daljnjim napredovanjem Correa kaskade prema stadiju intestinalne metaplazije
uocena je izrazenija aktivnost upale, pracena i ¢eS¢im pojavljivanjem membranskog obrasca izrazaja
COX-2 detektiranog klonom CX-294. Taj je obrazac bio najizraZeniji u izoliranoj intestinalnoj metaplaziji,
dok je u uzorcima s kombinacijom intestinalne metaplazije i atrofije njegova ucestalost bila nesto
manja. Unatoc tim razlikama, ukupni nalaz upuéuje na postojanje pozitivnhe povezanosti izmedu COX-2

signalizacije i upalnih procesa u Zelucanoj sluznici. Ipak, u ovom stadiju Cini se da kljuénu
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diskriminacijsku ulogu ima povecana citoplazmatska akumulacija 4-HNE-PA, koja je bila izraZenija
upravo u uzorcima intestinalne metaplazije. Ovaj nalaz upucuje na to da se uz kroni¢nu upalu u toj fazi
kaskade sve vise isti¢e i komponenta oksidacijskog oStecenja lipida. U kasnijim stadijima Correa
kaskade, osobito pri prijelazu prema displaziji i karcinomu, vec¢i doprinos modelu imaju,promjene u
izrazaju i subcelularnojlokalizaciji COX-2. To se prvenstveno ocituje kroz pojavu citoplazmatskogizrazaja
ili potpunog gubitka membranskog obrasca detektiranog klonom CX-294 tijekom progresije prema
displaziji te pojavu jezgrene lokalizacije COX-2 detektirane klonom SP24 u stadiju karcinoma. Takav
obrazac upucuje na promjene u intracelularnoj redistribuciji proteina tijekom maligne,transformacije
Zelu¢anog epitela. Osim navedenih biomarkera, znacajnim se pokazae i N/L omjer koji kao pokazatelj
sustavne upalne aktivnosti pokazuje porast prema stadiju karcinoma. Qvaj nalaz moZe biti povezan s
invazivnim rastom tumora i zahvaéanjem okolne strome; sto je veg ranije opisano kao jedan od mogucih
uzroka povecanja sustavnog upalnog odgovora u bolesnika s uznapredovalim malignim bolestima.
Takav fazno-specifican obrazac djelovanja biomarkera u skladu je s konceptom Correa kaskade kao
visestupanjskog procesa u kojem se kreni€na,upala, oksidacijski stres i promjene sighalnih putova
postupno nadovezuju tijekom progresije prema malignoj transformaciji. Promatrani,zajedno, oviynalazi
upuéuju na to da progresija kroz.Cerrea kaskadu nije odredena jednim dominantnim biomarkerom; ve¢
postupnim nadovezivanjem razli¢itih'patobioloSkih procesa i to od kroni€ne upale i oksidacijskog stresa
u ranim fazama do promjena wu signalnim’putovima i subcelularnoj redistribuciji-kljuénih proteina u

kasnijim stadijimasmaligne transformacije.

6.5.3 Trastupanjski model progresije

Upravo zbog takve slozene i fazno-specificne dinamike progresije, u'sljedecem koraku provedena je i
pojednostavljena“analiza modela u kojem su histoloski stadiji-objedinjeni u tri klinicki relevantne
kategorije: urednu sluznicu, prekancerozne lezije (atrofija, intestinalna metaplazija i njihova
kombinacija) te maligne lezije (displazija i karcinom). Ovakav pristup omogucuje pojednostavljeno
promatranje progresije bolesti u kategorijama koje su blize klinickoj praksi i procjeni malignog
potencijala lezije. Rezultati ovegy.modela pokazali su da analizirani biomarkeri zadrzavaju znacajnu
diskriminacijsku vrijednost i nakon takvog pojednostavljenja histoloske klasifikacije. U trostupanjskom
modelu progresije Correa kaskade ponovno se pokazala o¢ekivana diskriminacijska vrijednost histoloski
procijenjene aktivnosti upale u razlikovanju uredne sluznice i prekanceroznih lezija. Istodobno je u
ovom modelu zabiljeZena i niZa razina aktivnosti upale u karcinomima u odnosu na prekancerozne
lezije, Sto je u skladu s ranije opisanim nalazima o relativnom smanjenju lokalne upalne reakcije u
uznapredovalim stadijima bolesti. Medutim, kako je ve¢ naglaseno, takav obrazac nema znacajniju
dijagnosti¢ku uporabljivost jer je primarno odreden definicijom histoloskih kategorija. | u ovom modelu

potvrden je obrazac ranog povecanja citoplazmatskog nakupljanja 4-HNE-PA u odnosu na urednu

109



sluznicu, nakon &ega njegova razina ostaje relativno stabilna u daljnjim stadijima Correa kaskade, Sto
potvrduje da akumulacija produkata lipidne peroksidacije predstavlja rani dogadaj u procesu Zelu¢ane
karcinogeneze. S druge strane, biomarker COX-2 detektiran klonom CX-294 pokazao je znatno veéu
diskriminacijsku vrijednost u prijelazu iz prekanceroznih lezija prema karcinomussPromjene u
subcelularnoj lokalizaciji ovog proteina omogucuju jasno razlikovanje tih stadija, prii éemu je
citoplazmatsko/perijezgreno bojenje gotovo iskljuivo povezano s malignem alteracijom  epitela.
Nasuprot tome, potpuni gubitak imunoreaktivnosti moZe se susresti i i uzorcima uredne sluznice i
atrofije, zbog ¢ega ima manju dijagnosticku specifi¢nost. Zanimljivo je da vrlo jak citoplazmatski izrazaj
SP21 (kategorija 3), koja se najcesce susreée u prekanceroznim lezijama,»nije{pokazala znacajnu
povezanost s malignim stadijem, dok je umjereni izrazaj (kategorije 1-2) .bio znacajno povezan s
karcinomom. Takav obrazac mozZe upucivati na relativno smanjenje razine COX-2 u tumorskom tkivu u

odnosu na prekancerozne stadije.

6.5.4 Binarni model razlikovanja benignih i malignih lezija

lako trostupanjski model omoguéuje pojednostavljeno promatranje progresije Correa kaskade kroz
klinicki relevantne kategorije uredne sluznice, prekanceroznih lezija i malighih promjena, u
dijagnostickom kontekstu cestoje klju¢noirazlikovati lezije s malignim potencijalom od benignih
promjena. Stoga je u sljedecem koraku provedena dodatna analiza® uy kojoj_su histoloski stadiji
objedinjeni u dvije skupine - benigne lezije (uredna sluznica, atrofijaiintestinalna metaplazija) i maligne
lezije (displazija i karcinem). Takav. binarni pristup omogucuje/procjend diskriminacijske sposobnosti
analiziranihybiomarkera u razlikovanju lezija s malignim _potencijalom od onih bez znakova maligne

transformacije.

Rezultati binarnog ‘modela opet su potvrdili: vrlo visokudiskriminacijsku sposobnost analiziranih
biomarkera urazlikovanju benignih i malignih lezija Zelu¢ane sluznice. Pri tome su modeli temeljeni
iskljuc¢ivo na histoloskim i imunohistokemijskim biomarkerima pokazali najpovoljniju ravnotezu izmedu
prilagodbe i sloZzenosti modela, dok dodavanje veéeg broja klinic¢kih varijabli nije zna¢ajno poboljsalo
diskriminacijsku sposobnost jednako kao i u slucaju trostupanjskog modela. Ocekivano, 4-HNE-PA u
ovom modelu nije pokazao znacajnu diskriminacijsku vrijednost. Razlog tomu vjerojatno leZi u Cinjenici
da skupina benignih lezija obuhvada i stadije u kojima je razina 4-HNE-PA izrazito poviSena, osobito
intestinalnu metaplaziju, ¢ime se smanjuje njegova sposobnost razlikovanja benignih od malignih
promjena. Nasuprot tome, COX-2 detektiran s oba koriStena klona pokazao je obrasce povezane s
malignim stadijem koji su u skladu s rezultatima dobivenima u trostupanjskom modelu. U ovom modelu
kao znacajan parametar istaknula se i dob bolesnika; medutim, kako je ve¢ ranije objasnjeno, takav
nalaz vjerojatno odrazava strukturu istraZivanog uzorka, bududi da se karcinomi u pravilu pojavljuju u

starijoj populaciji.
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6.5.5 Validacija, kalibracija i klinicka uporabljivost binarnog modela

Sve ovo jos jednom potvrduje da promjene u izraZaju i subcelularnoj lokalizaciji analiziranih biomarkera
nose najveci dio informacija relevantnih za razlikovanje malignih od benignih lezija unutar spektra
Correa kaskade. Stabilnost dobivenih rezultata dodatno je potvrdena analizama osjetljivosti, u kojima
su modeli temeljeni na biomarkerima zadrzali slicnu diskriminacijsku spaesobnost'i nakon postupnog
iskljuenja pojedinih histoloskih stadija, $to dodatno podupire robusnost,opaZenih povezanosti.
Ukupna procjena performansi binarnog modela pokazala je vrlo visoku‘diskriminacijsku Sposobnost,
dobru kalibraciju te jasnu klini¢ku korisnost. Diskriminacija modela bila je izrazito visoka(AUC = 0,992),
a interna validacija bootstrap postupkom pokazala je minimalni optimizam, sugerirajuci da dobiveni
rezultati nisu posljedica ,prenaucenosti” modela. Unato¢ tome, ovako visoka vrijednost AUC-a moZe
djelomi¢no odraZzavati strukturu uzorka i izrazene razlike izmedu histoloSkih skupina, stoga je za
procjenu stvarne klini¢ke primjenjivosti modela nuZnavanjska validacija na neovisnoj kohorti. Analiza
kalibracije potvrdila je dobru uskladenost izmedu predvidenih,i opaZenih vjerojatnosti, dok je analiza
krivulje odluke pokazala da model ostvaruje'vecu neto klinicku korist u odnosu na strategije ,svi
tretirani” i ,nitko tretiran” kroz Sirok raspon pragova vjerojatnosti. Dodatno,sstabilnost: modela
potvrdena je analizama osjetljivosti u kojima su iz modeliranja postupno isklju¢eniiuredni uzorci,
odnosno uredni uzorci i atrofija, pri éemu su'modeli temeljeni na biomarkerima zadrzali najpovoljniju
ravnotezu izmedu prilagodbe i sloZenosti. Takva visoka diskriminacijska sposobnost vjerojatno proizlazi
iz Cinjenice da anadlizirani biomarkeri odrazavaju klju¢ne patobialoSke procese uklju¢ene u progresiju
Correa‘kaskade, uklju¢ujuci kroni¢nu upalu, oksidacijski'stres i promjeéne u COX-2 signalizaciji. Zajedno,
ovi rezultati.ukazuju da binarni model u ovom istrazivanju he samo,da pouzdano razlikuje benigne i
malignelezije, ve€ pruza i stabilne procjene rizika te,potencijalnu dodanu vrijednost u kontekstu klinicke
procjene malighog potencijala lezija Zelu¢ane sluzhice. Ipak, dobivene, rezultate treba interpretirati uz
odredena ogranicenja. Analiza je provedena na relativho ograni¢enom uzorku iz dvije ustanove, $to
moze utjecati na procjenu stabilnosti moedela u drugim populacijama bolesnika. lako interna bootstrap
validacija ukazuje na nisku razinu optimizmai stabilne procjene modela, za konacnu procjenu njegove
opce primjenjivosti potrebna su dedatna istrazivanja na ve¢em uzorku i vanjska validacija na neovisnim

skupovima uzoraka.

6.6 Integrativno znacenje modela: komplementarna uloga COX-2 i 4-HNE-PA

Promatrani zajedno, rezultati svih modela ukazuju na to da analizirani biomarkeri ne odraZzavaju samo
prisutnost pojedinih histoloskih stadija, nego i razlicite bioloSke razine progresije Correa kaskade.
Povedan izrazaj COX-2, detektiran s oba koristena klona, osobito u intestinalnoj metaplaziji, upuéuje na

to da taj stadij predstavlja stabilno upalno i signalno preoblikovan fenotip Zelu¢ane sluznice, a ne samo
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morfolosku prijelaznu leziju, Sto je u skladu s literaturom koja pokazuje imunohistokemijski detektiran
povisen izrazaj COX-2 u intestinalnoj metaplaziji i njegovo postupno povecanje tijekom progresije
prema karcinomu (101,153,154). U tom se kontekstu intestinalna metaplazija izdvaja kao faza u kojoj
su kroni€na upala i promjene u COX-2 signalizaciji ve¢ jasno uspostavljene, dok se u kasnijim stadijima
progresije sve viSe isticu promjene u subcelularnoj lokalizaciji proteina. S obzirom/na to da je pojacan
izrazaj COX-2 osobito naglasen u prekanceroznim lezijama, ukljucujuci intestinalnu meétaplaziju, te da
je povezan s proliferacijom, inhibicijom apoptoze i angiogenezom, otvara se mogucnost razmatranja
ovoga proteina kao potencijalne terapijske mete u ranim fazama bolesti,'s ciljem usporavanja progresije
ili ¢ak reverzije premalignih promjena (6,136). Dodatno, rezultati dobiveni klonom CX-294 ukazuju da
subcelularna distribucija COX-2, osobito citoplazmatsko i perijezgreno nakupljanje, moZe imati vaznu
dijagnosticku i bioloSku ulogu, buduéi da je takav obrazac u ovom istraZivanju bio gotovo iskljucivo
ograni¢en na maligne lezije. Sli¢ni obrasci subcelularne\redistribucije COX-2 opisani su i u drugim
epitelnim tumorima, gdje se tijekom maligne transformacije mijenja njegov unutarstanicni raspored,
uz gubitak organiziranog i polariziranog uzorka izraZaja te pojavu difuznije citoplazmatske ili
perijezgrene akumulacije, $to se povezuje’ s‘promjenama u signalnim putevima i tumorskom
progresijom (155—-157). lako se-pocetni obrazac lokalizacije moZe razlikovati izmedu pejedinihtkiva i
modela, zajednicki nalaz je upravo gubitak uredne subcelularne organizacije/COX-2 tijekom maligne

transformacije.

Ve¢ je spomenuto dacje COX-2» membranski vezan protein koji se primarno lokalizira na
endoplazmatskom \retikulumu i jezgrenoj ovojnici,” gdje je funkcionalno povezan s enzimima
uklju¢enimau sintezu prostaglandina, a upravo zbog takve organizacijeyperijezgreno nakupljanje COX-
2 moZze odrazavati aktivnu prostaglandinsku signalizaciju inpoveéanu metabolicku aktivnost tumorskih
stanica (131).'U skladu s tim, u nasem istraZivanju,klonom CX-294 uocena je promjena iz urednog
membranskog uzorka prisutnog u normalnoj Zelu¢anoj sluznici prema citoplazmatskoj i perijezgrenoj
akumulaciji u malignim lezijama, Sto dodatno podupire hipotezu da redistribucija COX-2 predstavlja
funkcionalno relevantan dogadaj,u progresijistumora, a ne samo morfoloSku promjenu. Istodobno,
uoceni jezgreni pomak izraZaja detektiran/klonom SP21 upuduje na dodatne, redoks-uvjetovane
promjene u funkcionalnoj ulozi COX-2 utumorskim stanicama, Sto predstavlja rijetko opisan fenomen
u literaturi (141). Medutim, vazno je naglasiti da rezultati dobiveni razli¢itim protutijelima ne
odraZavaju nuzno istu bioloSku komponentu COX-2. Ponovo treba istaknuti da pojedini klonovi razlikuju
posttranslacijski modificirane oblike COX-2, pri ¢emu klonovi poput CX-294 prepoznaju nenitrozirani
oblik enzima, dok klon SP21 selektivho detektira S-nitrozirani COX-2, koji ima razli¢itu subcelularnu
lokalizaciju i vjerojatno razli¢itu funkciju (130,131). U tom kontekstu, rezultati dobiveni klonom SP21

dodatno upucuju na kvalitativne promjene u COX-2 signalizaciji tijekom progresije bolesti. Budu¢i da
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SP21 prepoznaje S-nitrozirani oblik COX-2, uofeno smanjenje njegovog citoplazmatskog izrazaja u
tumorskom tkivu moZe odraZzavati promjene u posttranslacijskoj modifikaciji enzima te ukazivati na
poremecaj ravnoteZe izmedu nitrozativnog i oksidacijskog stresa tijekom maligne transformacije.
Naime, S-nitrozilacija predstavlja redoks-ovisnu i reverzibilnu modifikaciju proteina, Cijasrazina ovisi o
lokalnom odnosu reaktivnih duSikovih i kisikovih vrsta, pri ¢emu izraZeniji oksidacijski uvjeti mogu
ograniciti odrZavanje S-nitroziliranog oblika proteina (158-160). U jednom dijelu tumora opazeno je
smanjenje citoplazmatskog izrazaja SP21, dok je u drugom dijelu zabiljeZen jezgreni obrazac izrazaja.
Takva razlika ne upucuje na jedinstven smjer promjene, ve¢ na postojanje heterogenih redoks-stanja
medu tumorima. Dok dio tumora pokazuje relativni gubitak S#nitroziliranogyoblika COX-2, drugi dio
karakterizira njegova aberantna jezgrena redistribucija, [ koja 4#moZe \biti posljedica poveéanog
citoplazmatskog izraZaja, u skladu s uo¢enom povezanoS¢u ovih dvaju fenomena. Ovi nalazi su u skladu
s konceptom da S-nitrozilacija i druge redoks-ovisne madifikacije, kao'dinamicni i mikrookoliSno ovisni
procesi odredeni ravnotezom nitrozativnog i oksidacijskog stresa, ne reguliraju samo razinu izrazaja,
vec¢ i funkcionalni status te subcelularnt lokalizaciju proteina, ¢ime usmjeravaju sighalne putove
uklju€ene u proliferaciju, preZivljenje i progrésiju tumora (130,144,161,162). Sukladno tome, SP21 u
ovom kontekstu ne odraZava same,razinulizraZzaja' COX-2, ve¢ potencijalno moze predstavljati posredni
indikator heterogenih promjena u njegovoj nitrozilaciji, odnosno ulezi,nitrozativnog stresa tijekom

maligne transformacije.

Nasuprot tome,/4-HNE-PA se u svim modelima dosljedno /povezuje ponajprije s intestinalnom
metaplazijom i ‘ranim fazama kroni¢no promijenjene sluznice,<potvrdujuc¢i da oksidacijski stres
predstavlja rani,i perzistentni dogadaj u Zeluanoj karcinegenezi. Upravo zato 4-HNE-PA pokazuje
najvecu vrijednost u,razlikovanju uredne od kreniéno upalno i‘metaplasti¢cno promijenjene sluznice,
dok njegova diskriminacijska sposobnost slabi U modelima kojirobjedinjuju benigne i maligne lezije, jer
ostaje poviseén vec¢ u prekanceroznim stadijima. Takav ebrazac upucuje na to da 4-HNE ne djeluje
prvenstveno kao marker maligne transformacije, nego kao pokazatelj trajno oksidativno promijenjenog
fenotipa sluznice. Ovakva interpfetacija u skladu je s literaturnim podacima koji pokazuju da su produkti
lipidne peroksidacije, uklju¢ujuéi 4-HNE, prisutni u Zelu¢anoj sluznici ¢ak i u odsutnosti aktivne upale te
ne ovise nuzno o H. pylori statusu (81,146). Nadalje, pokazano je da razina 4-HNE mozZe ostati povisena,
pa Cak i progredirati, i nakon eradikacije H. pylori, unato¢ smanjenju upalne aktivnosti, sto dodatno
podupire koncept perzistentnog oksidacijskog stresa neovisnog o akutnoj upali (145,163). U tom
smislu, 4-HNE-PA moZe odraZavati dugotrajne promjene u redoks ravnoteZi i oStecenje tkiva koje
nadilazi trenutni upalni status sluznice. Nadalje, opaZanja iz ovog istraZivanja pokazala su da je 4-HNE-
PA prisutan i u odredenim upalnim stanicama, uklju¢ujuc¢i makrofage, ali osobito plazma stanice, Sto

upucuje na njegovu dodatnu potencijalnu pomo¢nu vrijednost u semikvantitativnoj procjeni lokalne
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upalne aktivnosti. lako ve¢ina imunohistokemijskih studija 4-HNE u Zelu¢anoj sluznici primarno opisuje
njegovu prisutnost u epitelu i stromi, bez detaljne stani¢ne razdiobe, eksperimentalni podaci pokazuju
da 4-HNE moZe biti detektiran i u plazma stanicama, osobito u uvjetima rane upalne aktivacije, gdje
dolazi do modifikacije imunoglobulina (164). S druge strane, pojedina istraZivanjamnavode kako
prisutnost 4-HNE u imunoloskim stanicama nije uniformna, bududéi da je u nekim studijama detektiran
u pojedinim upalnim stanicama, poput makrofaga, dok je u drugim izostao udijelu mononuklearnog
infiltrata, pri ¢emu se zakljucilo da precizna stani¢na identifikacija ¢estofnije moguca temeljem same

imunohistokemije (165,166).

Zaklju€no, 4-HNE-PA i COX-2 pruZaju komplementarne informacije o progresiji Correa kaskade. Dok 4-
HNE-PA odraZavaju ranu i perzistentnu komponentu oksidacijskogtresate kfroni¢no upalno i redoksno
izmijenjenog stanja Zelu¢ane sluznice, COX-2, osobito kroz promjene u subcelularnoj lokalizaciji,
predstavlja kljuéni marker maligne transformacije.. Njihova fazno-specificna i medusobno
nadopunjujuca vrijednost upucuje na potencijalnu primjenu»u bioloskoj karakterizaciji progresije

bolesti i procjeni rizika, no potrebna je Manjska validacija prije klinicke primjene.

6.7 Funkcionalni ucinci 4&HNE u in\vitrognodelu Zelu¢anog karcin@ma

6.7.1 Ucinak 4-HNE na‘vijabilnost AGS stanica

Buduci da su rezultatiimunohistokemijske analize u prekanceroznifn'stadijima Correa kaskade pokazali
znacajno, pove¢ano nakupljanje produkata lipidne péroksidacije, osobito 4-HNE-PA, u sljede¢em je
koraku ispitan njegov.potencijalni funkcionalni uéinak natumorske stanicehumanog adenokarcinoma
Zeluca’(AGS) u'invitro uvjetima. Prije svega, treba istaknuti kako,AGS stanicna linija predstavlja model
Zelucanog tumorskog epitela, zbog cega se dobiveni rezultati ne ' mogu izravno ekstrapolirati na rane
prekancerozne stadije/Correa kaskade, ve¢ ponajprije,odrazavaju bioloske ucinke 4-HNE u kontekstu
veé maligno alteriranih Zeluc¢anih epitelnih stanica. Rezultati eksperimenata na stani¢noj liniji AGS
pokazali su izrazen, koncentracijski ovisanyucinak 4-HNE na vijabilnost stanica. Znacajno smanjenje
vijabilnosti zabiljeZzeno je pri visim, koncentracijama (=40 uM), dok nize koncentracije nisu pokazale
statisticki znacajan citotoksi¢ni ucinak, 8to upucuje na postojanje relativno jasno definiranog
citotoksi¢nog praga djelovanja 4-HNE u ovom modelu. Procijenjena vrijednost ICsq iznosila je priblizno
33 uM nakon 24 sata inkubacije, uz sli¢nu vrijednost i nakon 48 sati izlaganja, $to sugerira stabilan prag
citotoksi¢nosti neovisan o trajanju izloZenosti unutar promatranog vremenskog raspona. Prema
dostupnim podacima iz literature, ucinci egzogenog 4-HNE na AGS stanice jo$ uvijek nisu dovoljno
istrazeni, dok su njegova bioloska djelovanja u drugim Zelu¢anim i nezelu¢anim stani¢nim modelima
znatno bolje opisana. U usporedbi s time, ranija istrazivanja na drugim Zelu¢anim modelima ukazuju na

znatno izrazeniji i brzi uCinak 4-HNE. Tako su Bauer i sur. pokazali da u stanicama MKN-45 linije
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Zeluanog karcinoma 4-HNE inducira apoptozu na koncentracijski ovisan nacin ve¢ u niskom
mikromolarnom rasponu, pri ¢emu su znacajni ucinci zabiljeZeni ve¢ nakon 2,5 sata izlaganja, a bioloski
ucinak opaZa se vec pri koncentracijama od priblizno 0,15-1,2 uM (167). Sliéno tome, u normalnim
Zelucanim epitelnih stanicama (GES-1) pokazano je da koncentracija od 10 uM 4-HNE veé,nakon 6 sati
dovodi do aktivacije kaspaza i apoptotskog odgovora, Sto potvrduje da 4-HNE u niskom mikromolarnom
rasponu moze inducirati rane apoptotske i promjene povezane s osteéenjem DNK u Zelucanim
epitelnim stanicama (168). lako su podaci za Zelu€ane stani¢ne linije @graniceni, studijerha drugim
tumorskim modelima pokazuju da se 4-HNE najces$ce ispituje u rasponu od priblizne 10,do 160 uM, uz
postupno povecanje citotoksi¢nih uéinaka s porastom koncentracije (169), pri.Cemu osjetljivost moze
znacajno varirati izmedu razli¢itih epitelnih modela, buduci da‘su u, nekim stani¢nim linijama
citotoksi¢ni ucinci izraZeniji tek pri vis$im koncentracijama (170)./U odnosu na navedeno, nasi rezultati
upucuju na znatno manju osjetljivost AGS stanica na 4-HNE, buduéi'da su za postizanje usporedivog
ucinka bile potrebne vise koncentracije i dulje vrijeme izlaganja. Takva razlika moZe odrazavati temeljne
razlike u redoks ravnotezi i kapacitetu_ detoksifikacije izmedu pojedinih Zelucanih tumarskih linija,
ukljucujudi varijacije u metabolizmu [glutationa, aktivnosti aldehid dehidrogenaza ili bazalnojyrazini
oksidacijskog stresa. Takoder, vazno je naglasiti da su u navedenom radu Baueta i sur.;analizirani rani
apoptotski dogadaji temeljeni na morfoloskim kriterijima i ROS-posredovanaoj signalizaciji, dok su u
ovom istraZivanju koristeni testovi vijabilnosti nakon duljeg vremena inkubacije, Sto moze obuhvatiti
razliCite bioloSke ishode: Zajedno, ovi nalazi potvrduju da je ucinak 4-HNE,izrazito,ovisan o stanicnom
kontekstu te upucujuma znacajnu heterogenost u osjetljivosti tumorskih stanica Zeluca na produkte
lipidne peroksidacijesU kontekstu Correa kaskade, takva dvojakayuloga 4-HNE moZe imati vaino
patobioloSko znacenje, pri ¢emu niZze koncentracije potencijalne. sudjeluju u signalnim i adaptivnim
odgovorima krénicne upale, dok vise koncentracije doprinose ostecenju stanica i selekciji otpornijih
klonalnih populacija uklju¢enih u progresiju prema malignitetu. Ovakav bifazi¢ni u€inak u skladu je s
kanceptom hormeze, odnosno nelinearnog, J-oblikovanog odnosa izmedu doze i bioloskog ucinka, pri
kojem niske doze stresora mogu potaknuti:adaptivne odgovore, ukljucujuci proliferaciju i poveéanje
funkcionalne sposobnosti stanica, dok vise doze dovode do citotoksi¢nosti (171). U tom kontekstu,
opaZeniizostanak citotoksi¢nosti, odnesnesmoguci adaptivni odgovor pri niZim koncentracijama 4-HNE-
a u nasem modelu dodatno podupire postojanje fenomena hormeze u AGS Zelucanim tumorskim

stanicama.

6.7.2 Ucinak 4-HNE na stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta (ROS)
Nadalje, u ovom istraZivanju 4-HNE je pokazao izraZzen koncentracijski ovisan ucinak na stvaranje
unutarstanic¢nih reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) u AGS stanicama. U ranim vremenskim tockama

inkubacije (1-4 sata) zabiljeZen je znadajan porast ROS-a pri koncentracijama od 10 uM i 30 uM, dok
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koncentracija od 5 UM nije izazvala statisticki znac¢ajnu promjenu u odnosu na kontrolu. Ovakav nalaz
upuéuje na to da ved subcitotoksi¢ne koncentracije 4-HNE mogu djelovati kao redoks-aktivni signal koji
potice stvaranje ROS. Medutim, nakon 24 sata inkubacije statisticki znac¢ajan porast ROS-a zabiljeZen je
samo pri koncentraciji od 30 uM, Sto sugerira da niZe koncentracije induciraju prolazan ili slabiji
oksidacijski odgovor koji stanice tijekom vremena djelomi¢no kompenziraju, vjerojatnosaktivacijom
antioksidacijskih mehanizama, dok viSe koncentracije dovode do odrzanog porasta ROS. Takav
vremenski ovisan obrazac u skladu je s prethodnim istraZivanjima koja pokazuju da 4=HNE moze
inducirati brzi porast ROS-a unutar kratkog vremenskog razdoblja, uz daljnju modulaciju ili eskalaciju

odgovora ovisno o koncentraciji i trajanju izlaganja (172).

Ovakav vremenski i koncentracijski obrazac dodatno je poduprt literaturomkoja pokazuje da 4-HNE u
niZzim koncentracijama moze modulirati unutarstaniéfe redoks sighalne puteve, ukljuujuci regulaciju
mitohondrijske produkcije ROS-a, dok vise koncentracije'dovode do akumulacije oksidacijskog stresa i
aktivacije citotoksi¢nih mehanizama (173). U Zelu¢anim tumorskim stani¢nim linijama takoder je
pokazano da egzogeni 4-HNE u raspony od priblizno 16 do 64 uM inducira rane promjene povezane s
lipidnom peroksidacijom i ROS signalizacijom ve¢ nakon nekoliko sati izlaganja, uzizraZeniji uCinak pri
visSim koncentracijama (174),4pri ¢emu treba uzeti u obzir da su keriStene stani¢ne linije razli¢itog
bioloSkog profila u odnosuha AGS model)Sto moZe utjecati na razlike u osjetljivosti na oksidacijski stres.
Zajedno, ovi nalazi dodatno podupiru koncept da 4-HNE djeluje kao.redoks-ovisni regulator stani¢nih
procesa, pri cemy nize koncentracije’induciraju prolazni i potencijalno adaptivni porast ROS-a, dok vise
koncentracije dovodé do trajnog oksidacijskog opterecenja i prelaska u citotoksicnu zonu djelovanja

(175).

Ovi nalazi mogu se dodatno interpretirati u kontekstu dinamicke ravnotezZe izmedu oksidacijskog stresa
i antioksidacijskee obrane u Zelu¢anoj sluznici tijekom progresije Correa kaskade. U prekanceroznim
stadijima, poput intestinalne metaplazije, poveéana proizvodnja reaktivnih kisikovih vrsta dovodi do
pojacanog nastanka 4-HNE, ali istodobnondolazi i do aktivacije antioksidacijskih i detoksifikacijskih
mehanizama koji ograni¢avaju njegovo nakupljanje i odrZavaju ga unutar subcitotoksi¢nog raspona. U
takvim uvjetima 4-HNE moZe djelovati,kao redoks-aktivni signal koji sudjeluje u regulaciji stani¢ne
proliferacije i adaptivnih odgovora. Medutim, u karcinomu dolazi do dodatnog pomaka u ovoj
ravnoteZzi, pri €emu povecéana proizvodnja oksidacijskih produkata nadilazi kapacitet detoksifikacijskih
sustava, Sto rezultira blago poviSenim razinama 4-HNE. lako te razine i dalje ne moraju dosezati prag
izrazene citotoksi¢nosti, mogu biti dovoljne za dodatno poticanje proliferacijskih signalnih putova, $to
je u skladu s opazenim trendom povecane proliferacije pri niZim koncentracijama 4-HNE u nasem in
vitro modelu. Takav model sugerira da 4-HNE u Zelucanoj karcinogenezi ne djeluje samo kao pasivni

marker oksidacijskog osteéenja, veé kao aktivni regulator ¢iji ucinak ovisi o finom balansu izmedu
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njegove produkcije i eliminacije, pri ¢emu i relativno male promjene u koncentraciji mogu imati

znacajne bioloske posljedice.

6.7.3 Ucinak 4-HNE na migracijsku sposobnost AGS stanica

Nadalje, rezultati ovog istraZivanja pokazali su da 4-HNE utjece na migracijsku sposobnost AGS stanica,
Sto se ocitovalo promjenama u dinamici zatvaranja ogrebotine tijekem vremena. Primjenom
normalizacije na pocetno stanje za svako pojedino vidno polje omogucéena je, usporedba dinamike
zatvaranja rane neovisno o pocetnoj Sirini ogrebotine, ¢ime je smanjen utjecaj tehnicke varijabilnosti
svojstvene metodi testa ogrebotine, a u skladu s metodoloskim preporukama za kvantifikaciju
zatvaranja ogrebotine (176,177). U svim eksperimentalnim skupinama,zabiljezen je ocekivani porast
postotka zatvaranja ogrebotine kroz vrijeme, Sto odraZava progrésivnu migraciju stanica. Usporedba
izmedu skupina pokazala je statisti¢ki znacajne razlike u.pojedinim vremenskim to¢kama, osobito u 10.
i 30. satu, pri ¢emu je skupina tretirana s 5 uM 4-HNE pokazala dosljedno manji postotak zatvaranja
ogrebotine u odnosu na kontrolu $to upuduje na smanjenu _migracijsku sposobnost stanica pri toj
koncentraciji. lako su razlike u 20. saty bile grani¢no znacajne, konzistentan obrazac kroz vremenski
tijek dodatno podupire postojanje inhibitornog ucinka 4-HNE na migraciju stanica. Za razliku, od
olekivanog linearnog koncentracijski. ovisnog uéinka, najizraZeniji inhibitorni ucinak zabiljeZen je pri
nizoj koncentraciji (5 uM); dok za koncentraciju od 10 uM nije utvrdena statisticki znacajna razlika u
odnosu na kontrolu, unatoc€ prisutnom trendu sporijeg zatvaranja ogrebotine. Ovakav nalaz upuéuje na
slozen, nelinearan odnosfizmedu kancentracije 4-HNE i migracijske sposobnosti stanica, Sto je u skladu
s poznatim, bifaziénim, odnosno hormetickim_ djelovanjem. ovog reaktivnog produkta lipidne
peroksidacije (178,179). Dodatnu potporu takvoj interpretacijiypruzaju i novija istraZivanja Zhong i sur.
koje pokazuje da 4=HNE moZe modulirati migraciju tumorskih stanica na koncentracijski ovisan i
nelinearan nacin (180). Vazno je naglasiti da navedeni rezultati nisu) dobiveni na istom stanichom
modelu, zbog Cega se ne mogu izravno usporedivati u'smislu’ smjera ucinka, ali podupiru konceptualni
okvir o kontekstualno ovisnom djelovanju, 4-HNE. Dobiveni rezultati dodatno su potvrdeni analizom
povrsine ispod krivulje (AUC), keja,predstavljaintegrirani pokazatelj migracijske aktivnosti kroz vrijeme.
Statisticki znacajno niZe vrijednosti AUC u Skupini tretiranoj s 5 uM 4-HNE u odnosu na kontrolu
potvrduju smanjenu ukupnu migracijsku"sposobnost stanica tijekom cijelog eksperimenta. Nasuprot
tome, nagib linearne regresije nije pokazao statisticki zna¢ajne razlike izmedu skupina, $to sugerira da
je uCinak 4-HNE izraZeniji u kumulativnom nego u linearnom prikazu promjena. Sli¢ni anti-migracijski
ucinci opisani su i pri djelovanju razli¢itih spojeva koji induciraju oksidacijski stres u AGS stanicama,
poput kvercetina (181) i jaceozidina (182), sto dodatno podupire povezanost izmedu oksidacijskog
stresa i smanjenja migracijske sposobnosti tumorskih stanica. Ovi nalazi sugeriraju da povecana razina

reaktivnih kisikovih i lipidnih produkata moZe imati inhibitorni u¢inak na stani¢ni motilitet, osobito u
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uvjetima naruSene redoks ravnoteZe. Jedan od mogucih mehanizama kojim 4-HNE utjeCe na
migracijsku sposobnost stanica ukljuuje njegovu visoku reaktivnost prema proteinskim i
membranskim strukturama, osobito kroz stvaranje kovalentnih adukata s citoskeletnim proteinima i
regulatorima stani¢ne adhezije Sto moZe dovesti do poremedaja organizacije aktinskegscitoskeleta i
smanjenja stani¢ne pokretljivosti, $to je u skladu s poznatim ucincima 4-HNE na fproteinske adukte i
stani¢nu migraciju (72,183). Osim toga, 4-HNE moZe modulirati klju¢ne signalne putgeve ukljucene u
regulaciju migracije, ukljucujuc¢i MAPK, PI3K/AKT i NF-kB signalizaciju, $to dodatno. potvrduje njegovu
ulogu kao signalne molekule (184,185). U kontekstu oksidacijskog stresa i lipidne, peroksidacije,
poveéane razine 4-HNE povezane su i s procesima feroptoze, koji. ukljucuju_akumulaciju lipidnih
peroksida i poremecaj antioksidacijskih sustava, osobito putem osi?NRF2/GPX4 (174,186—188). lako u
ovom istraZivanju nisu izravno analizirani markeri feroptoze, dobiveni/rezultati ukazuju na moguéu
povezanost izmedu povecéane razine reaktivnih lipidnih‘produkata i'smanjenja migracijske sposobnosti
stanica. Uzimajuci u obzir Siri kontekst ovog istraZivanja, dohiveni rezultati dodatno podupiru hipotezu
0 vainoj ulozi oksidacijskog stresa i lipidne peroksidacije u regulaciji bioloSkog ponasanja Zelu¢ane
sluznice tijekom karcinogeneze. U ranijim stadijimaCorrea kaskade 4-HNE moZe djelovati kao signalna
molekula ukljuéena u adaptivmne i upalne odgovore, dok u kasnijim stadijimaj obiljezenima
akumulacijom oksidacijskih [ oSte¢enja;, moze imati inhibitorni ucinak, na kljune procese poput
proliferacije i migracije. U“tom kontekstu moguce je pretpostaviti da poveéana razina 4-HNE u
tumorskom mikrookoliSu ne djeluje jednoznacno protumorski® ni antitumorski, ve¢ ima slozenu,
kontekstualno ovisnu ulogu keja ovisi o koncentraciji, trajanju izloZzenesti i interakciji s drugim signalnim
putevima. Naprimjerys obzirom na poviSene razine 4-HNE-PA u skupini kafcinoma uocene na tkivnim
uzorcima, ‘moze se pretpostaviti da njegov doprinos invazivnosti ne mora primarno biti posljedica
izravnog ucinka na migraciju tumorskih stanica, ve¢ posrednih ucinaka, primjerice putem regulacije
matriks-metaloproteinaza uklju¢enih u remodeliranjeyizvanstani¢neg matriksa. Vazno je istaknuti i
ogranicenje ovog dijela istrazivanja, kOje predstavlja relativno mali broj mjerenja po skupinama, no
unato¢ tome, dosljednost uocenog ucinkau klju¢nim vremenskim to¢kama, kao i podudarnost rezultata
dobivenih razli¢itim analitickim pristupima (vremenski tijek i AUC), upucuju na biolo$ku relevantnost

opazenog utjecaja 4-HNE na migracijskuisposobnost AGS stanica.

6.7.4 Utjecaj 4-HNE na izrazaj COX-2 u AGS stanicama

Imunocitokemijska analiza izraZzaja proteina COX-2 u AGS stanicama pokazala je vrlo nisku razinu
imunoreaktivnosti, ograni¢enu na sporadi¢ne pojedina¢ne stanice, bez uodljive razlike izmedu
tretiranih i netretiranih uzoraka. Takav nalaz upuduje na to da akutna izloZzenost 4-HNE-u u ovom
eksperimentalnom modelu ne dovodi do znacajne indukcije izraZzaja COX-2. lako je u vise epitelnih i

drugih stani¢nih modela opisano da 4-HNE moZe inducirati izraZzaj COX-2, taj je uinak izrazito ovisan o

118



dodatnim signalnim okolnostima, a ne samo o prisutnosti samog aldehida. Mehanisti¢ki, pokazano je
da 4-HNE aktivira signalne puteve poput p38 MAPK, koji imaju klju¢nu ulogu u stabilizaciji COX-2 mRNK
i posljedi¢no povecanju njegovog izrazaja (189,190), ali i alternativnim mehanizmom koji ukljucuje
smanjenje razine tumorskog supresora p53 te posljedi¢nu aktivaciju transkripcijskog<€imbenika Sp1
(175). U tom kontekstu, 4-HNE uzrokuje disocijaciju p53-Sp1 kompleksa i translokaciju Splu jezgru, Sto
dovodi do povecéane transkripcijske aktivnosti COX-2. Istodobno, uocena je'jasna vremenska dinamika
odgovora: izrazaj COX-2 raste rano nakon izlaganja 4-HNE (unutar nekoliko sati), doseze maksimum, a
zatim postupno opada, Sto upucuje na prolaznu i strogo reguliranu aktivaciju ovog putay(175). Nadalje,
u epitelnim stanicama dokazano je da je indukcija COX-2 usko’ povezana shunutarstani¢énim redoks
statusom, osobito razinom glutationa, pri ¢emu promjene u glutationskomisustavu znac¢ajno moduliraju

odgovor na 4-HNE (191).

Osim toga, 4-HNE mozZe djelovati putem redoks-osjetljivih transkripcijskih ¢imbenika poput NF-kB, pri
¢emu njegov ucinak moze biti dvojak i ovisan o koncentraciji:niZze koncentracije mogu aktivirati NF-kB
signalizaciju, dok vise koncentracije /mogu “inhibirati njegovu aktivaciju ili dovesti do"disfunkcije
signalnog puta (184,192). Ovi nalazi dodatno potvrduju da je regulacija COX-2 u uvjetima oksidacijskog
stresa viSeslojna i ovisna o interakciji.vise 'signalnih puteva, ukljucujuéi.p38 MAPK, p53ii Sp1, pri cemu
sama prisutnost 4-HNE nije dovoljna za, odrZavanje izraZaja navedenogienzima bez odgovarajuceg
signalnog konteksta i trajanja‘stimulacije. Sli¢ni u€inci opaZeni su i u tumorskim epitelnim modelima,
gdje 4-HNE i njegovi konjugati (glutation-konjugirani 4-HNE{i njegov reducirani oblik glutation-
konjugiranidihidrononenal) /poticu sintezu prostaglandina E, putem indukcije COX-2, potvrdujuci
njegovu uloguhu proinflamatornoj i protumorskoj .signalizaciji (193)7 Dodatno, vrijeme izlaganja
predstavija kljucni ¢imbenik. U pojedinim modelima pokazano je da jednokratna izloZzenost 4-HNE
dovodi do prolazne indukcije COX-2, s maksimumomnakon priblizno 6-8 sati, nakon ¢ega dolazi do pada
izraZaja, dok'se odrZavanje izraZaja postize tek nakon ponavljanog ili dugotrajnog izlaganja (194). Takav
nalaz upucuje na to da je za stabilnu aktivaciju COX-2 signalizacije nuzna kontinuirana ili ponavljana
stimulacija, kakva je prisutna udkroni¢nim upalnim stanjima, ali ne i u kratkotrajnom in vitro modelu.
Uzimajuci sve navedeno u obzir, izostanak znacajne indukcije COX-2 u AGS stanicama nakon akutne
izloZenosti 4-HNE u ovom istraZzivanju moze se objasniti ¢injenicom da primijenjeni eksperimentalni
uvjeti nisu ukljucivali kljuéne modulatore signalizacije, poput kroni¢ne upalne stimulacije, promjena u
redoks ravnoteZi ili ponavljanog izlaganja, koji su prema literaturi nuzni za punu aktivaciju COX-2
izraZzajnosti. Takoder, treba uzeti u obzir i metodoloske ¢imbenike. Parafinski kontrolni rezovi poznatih
COX-2 pozitivnih uzoraka, takoder obradeni bez toplinski induciranog otkrivanja antigena, pokazali su
o€uvanu, ali slabijeg intenziteta imunoreakciju u odnosu na standardni protokol s ,otkrivanjem”

antigena. Ovakav nalaz upucuje na mogudéu ogranicenu osjetljivost primijenjene metode, pri ¢emu
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niska razina detektiranog izraZaja u staniénim kulturama moZe djelomi¢no odraZavati tehnicka
ograni€enja detekcije, a ne nuZno potpuni izostanak bioloSkog ucinka. Takoder, izostanak detekcije
indukcije COX-2 imunocitokemijskom metodom ne iskljuCuje moguénost postojanja prolaznih
promjena na razini genske izraZzajnosti ili suptilnijih promjena u razini proteina, kojesbi zahtijevale
primjenu osjetljivijih analitickih metoda, poput RT-gPCR-a, Western blot analize ili kvantitativne
imunofluorescencije. Unato¢ navedenom, ovakav nalaz u skladu je s analizom korelacije biomarkera u
skupini karcinoma u kojoj nije utvrdena znacajna povezanost izmedudizrazaja €OX-2 (oba klona) i
citoplazmatskog nakupljanja 4-HNE-PA, sto dodatno upucuje na to da, je odnos izmedu ova dva
biomarkera u Zelufanoj karcinogenezi slozen i vjerojatnosposredovan ‘dodatnim regulatornim

mehanizmima.

Zajedno, ovi rezultati upucuju da 4-HNE u eksperiméntalnim uvjetima/djeluje kao snazan modulator
oksidacijskog statusa stanice, pri ¢emu viSe koncentracijerdovode do citotoksi¢nog ucinka, dok nize
koncentracije primarno utjeCu na signalne procese povezane’s oksidacijskim stresom. U kontekstu
rezultata dobivenih na tkivnim uzorcima, takaviobrazac dodatno podupire hipotezu da akumulacija
produkata lipidne peroksidacije u Zelu¢anoj sluznici predstavlja vazan element mikreokolisa koji prati

progresiju Correa kaskade te naglasava ulogu oksidacijskog stresa u razvoju Zelucane karcinogeneze.

6.8 ZakljuCna razmatranja

Zakljuéno, rezultati ovog'istraZivanja potvrduju da je progresija duz Correa kaskade obiljeZena sloZzenim,
medusobné povezanim i fazno-specificnim promjenama u “upalnim, /oksidacijskim i signalnim
mehanizmima Zelucane sluznice. Citoplazmatsko nakupljanje 4-HNE-PA pokazalo se kao biljeg rane i
perzistentne komponente oksidacijskog stresa u kroni¢ne promijenjenoj sluznici, dok su promjene u
izrazaju COX-2, i osobito subcelularnoj lokalizaciji, bilejizrazenije’povezane s kasnijim stadijima maligne
transformacije. Rezultati dobiveni na stani¢noj liniji karcinoma Zeluca dodatno podupiru ulogu 4-HNE
kao redoks-ovisnog modulatora stanicnihyprocesa, pri ¢emu njegov ucinak ovisi o koncentraciji i
kontekstu djelovanja. Zajedno, oevi nalazi upuéuju na to da 4-HNE-PA i COX-2 predstavljaju
komplementarne pokazatelje bioloSke progresije bolesti, s moguéom vrijedno$éu u boljem
razumijevanju patogeneze, procjeni malignog potencijala prekanceroznih stanja i daljnjem razvoju
dijagnostickih i terapijskih pristupa, no njihovu potencijalnu klinicku primjenu potrebno je potvrditi

dodatnim istraZivanjima i vanjskom validacijom na neovisnim skupinama bolesnika.
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7 ZAKUUCAK

U ovom radu analiziran je izrazaj i subcelularna lokalizacija biomarkera oksidacijskog stresa (4-HNE-PA)
i proteina COX-2 duZ stadija Correa kaskade, kao modela razvoja intestinalnog tipa karcinoma Zeluca.

Na temelju dobivenih rezultata mogu se izvesti sljededi zakljuéci:

1. Nakupljanje 4-HNE-PA znacajno se povecéava vec u ranim stadijima Correa kaskade, osobito u
intestinalnoj metaplaziji te ostaje poviSena u svim kasnijim stadijima, Sto upucujé na to da

oksidacijski stres predstavlja rani i perzistentni dogadaj u Zelu¢anoj karcinogenezi.

2. 4-HNE-PA imaju ograni¢enu diskriminacijsku vrijednost'u razlikovanju'benignih i malignih lezija,
ali dobro razlikuju urednu sluznicu od prekanceroznih® stanja sluznice, ¢ime odraZavaju
oksidativnho promijenjen fenotip tkiva poyezan s kroni¢nom upalom i metaplasticnom

promjenom sluznice.

3. lzrazaj COX-2 pokazuje fazno-specifi€an obrazac, s najviSim vrijednostima u prekanceroznim
stanjima, osobito u intestinalnoj metaplaziji, nakon ¢ega slijedi djelomican pad u displaziji i

karcinomu uz povecéanu heterogenost izrazaja.

4. Promjene u subcelularnoj lokalizaciji COX-2, uklju€ujuéi gubitak membranskog obrasca’i pojavu
citoplazmatsko/perijezgrene te ‘jezgrene lokalizacije, povezane ‘su's progresijom prema

uznapredoévalim stadijima te,mogu imati vec¢u dijagnosti¢ku vrijednost od same razine izrazaja.

5. Primjena‘dvaju razlicitih protutijela, SP21,i CX-294, omaogucila je detekciju razli¢itih obrazaca
imunohistokemijskog bojenja COX-2, Sto upuéuje na, mogucu heterogenost subcelularne

lokalizacije ifili posttranslacijske modifikacije ovog proteinaitijekom progresije bolesti.

6. »Analizirani biemarkeri, osobito COX-2 i njegava, subcelularna redistribucija, pokazali su visoku
diskriminacijsku vrijednost u razlikovanju benignih'i malignih lezija, Sto je potvrdeno visokom

diskriminacijskom sposobno$¢u multivarijatnih modela.

7. Razlikovanje subcelularnihh obrazaca™ bojenja COX-2 pokazalo se informativnijim od
jednostavne podjele na pozitivne i negativne uzorke, $to upuéuje na vaZinost detaljnije
imunohistokemijske evaluacije lokalizacije proteina u istraZivanju progresije Zeluane

karcinogeneze.
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Sustavni upalni parametri rastu s progresijom bolesti, dok lokalna upalna aktivnost pokazuje
vrhunac u ranijim stadijima, Sto upucuje na razdvajanje lokalnog i sistemskog upalnog odgovora

tijekom maligne transformacije.

IzraZaj COX-2 povezan je prvenstveno s lokalnom upalom, dok je 4-HNE-PA‘povezan s dobi i
sustavnim upalnim statusom, $to ukazuje na to da analizirani biomarkeri odrazavaju razli¢ite

razine upalnog i oksidacijskog stresa, od lokalnih tkivnih promjena do sustavnih ¢cimbenika.

Eksperimentalni rezultati na stani¢noj liniji adenokarcinoma Zeluca (AGS) ukazuju da 4-HNE
modaulira migracijsku sposobnost stanica na nelinearan nacin, pri ¢emu je izraZenije usporenje
zatvaranja ogrebotine uoceno pri koncentraciji od 5 gM, dok ucinak pri visoj koncentraciji nije
bio konzistentan, sto moZe odrazavati sloZend, koncentracijski ovisnu regulaciju stani¢nih

odgovora.

U in vitro modelu nije potvrdena znacdajna indukcija‘izraZzaja COX-2 nakon akutne izloZzenosti 4-
HNE, S$to upuéuje na to da sama, akutna stimulacija 4-HNE-om nije ‘dovoljna za
imunocitokemijski detektabilnu indukciju COX-2 u AGS stanicama te daSu za njezinu punu
indukciju vjerojatno potrébni slozeniji sighalni uvjeti, dulja ili ponavljana izlozenost, krani¢na

upalna stimulacijaili osjetljivije metode detekcije ili kroni¢na upalna stimulacija.

Dobiveni rezultati ukazuju da 4-HNE ne djeluje samo kao_marker oksidacijskog osStecenja, vec
moZe djelovatickao redoks-aktivan modulator stani€nih précesa u in vitro uvjetima, s
koneentracijski ovisnim i potencijalno bifazicnimsucinkom na vijabilnost, stvaranje ROS-a i

migracijsku sposobnost stanica.

Zajedno, 4-HNE-PA i COX-2 pruZaju komplementarne,informacije o progresiji Correa kaskade,
pri cemu 4-HNE-PA odraZava ranu i perzistentnu komponentu oksidacijskog stresa, a COX-2,
osobito kroz promjene u subcelularnoj lokalizaciji, predstavlja klju¢ni marker maligne

transformacije.

Vakuolarno nakupljanje “4-HNE-PA" u vrcastim stanicama pokazalo je povezanost s
uznapredovalijim metaplasticnim i displasticnim promjenama, osobito s viSim stupnjem
intestinalne metaplazije i displazijom, Sto upuduje na mogucu ulogu ovog obrasca kao

dodatnog pokazatelja oksidacijski aktivnih prekanceroznih lezija.
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9 DODATAK

Tablica D1. Post-hoc analiza standardiziranih reziduala za CX-294 bojenje (3 kategorije)

Tip uzorka
uredni
atrofija
metaplazija
atr_mtpl
displazija

karcinom

0

-1.52

0.76

-3.53 *

0.98

3.59 *

0.3

1 2
3.45* -2.37
0.81 -1.94
6.04 * -3.09 *
0:58 -1.93
-4.03* 0.53
-6.03 * 7.07 *

Tablica prikazuje standardizirane reziduale za pojedina ‘polja kontingencijske tablice trostupanjske
klasifikacije CX-294 bojenja (0 - negativno, 1 - membransko, 2 - citoplazmatsko/perijezgreno) po
histoloskim stadijima Correa kaskade. Pozitivhe vrijednosti oznacavaju vedéi, a negativne vrijednosti
manji udio opazenih frekvencija u adnosusna ocekivane. Zvjezdicom (*) su oznacene celije koje
statisticki znacajno doprinose ukupnoj‘razlici nakon‘Holm-korekcije (p < 0,05).

Tablica D2. Post-hoc analiza standardiziranih reziduala za CX-294 bojenje (cetiri kategorije)-

Tip uzorka 0
uredni -1.52
atrofija 0.76
metaplazija -3.53 *
atr_mtpl 0.98
displazija 3.59*
karcinom 0.30

1b

8.65*

2.55

-2.48

-2.01

-1.96

-2.93

1c 2
-2.88 -2.37
-1.08 -1.94
8.63* -3.09 *
2.20 -1.93
-2.96 0.53

-4.43 * 7.07 *

Vrijednosti predstavljaju standardizirane Pearsonove reziduale za pojedine kombinacije histoloske
skupine i obrasca bojenja. Pozitivne vrijedhosti oznacavaju vecu, a negativne manju zastupljenost od
oCekivane prema modelu nezavisnosti. Statisticki znacajne devijacije nakon Holmove korekcije

oznacene su zvjezdicom (*, p < 0,05).
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Tablica D3. Post-hoc Dunnova analiza citoplazmatskog bojenja SP21 izmedu histoloskih skupina

Skupine
atr_mtpl vs atrofija
atr_mtpl vs displazija
atrofija vs displazija
atr_mtpl vs karcinom
atrofija vs karcinom
displazija vs karcinom
atr_mtpl vs metaplazija
atrofija vs metaplazija
displazija vs metaplazija
karcinom vs metaplazija
atr_mtpl vs uredni
atrofija vs uredni
displazija vs uredni
karcinom vs uredni

metaplazija vs uredni

Z-vrijednost
1.38
2.74
1.06
4.35
2.20
1.18
-0.25
-1.68
=3.21
-5.11
5.09
3.16
2.35
1.53

5.72

p

0.21021

0.01306

0.31002

<0.001

0:04666

0.27669

0.80180

0.13929

0.00401

<0.001

<0.001

0.00398

0.03505

0:17314

<0.001

Znacajnost

k%

k k
% %k ¥
%k %k %k

k%

Kk k

Parne usporedbe provedene su Dunnovim testom uz ‘Benjamini-Hochberg korekciju za viSestruka
testiranja. Prikazane su Z-vrijednosti, koregirane p-vrijednosti i razina statisticke znacajnosti. * p <0,05;

** p'<0,01; *** p < 0,001 (Benjamini-Hochberg korekeija zawisestruka testiranja).

Tablica D4. Parne usporedbeducestalosti® jezgrene pozitivnosti SP21 izmedu histoloskih skupina
(Fisherov egzaktni test uz Holm korekciju).

Usporedba

metaplazija vs karcinom
atr_mtpl vs karcinom
uredni vs karcinom

atrofija vs karcinom

p (raw)
<0.001
<0.001
<0.001

<0.001

p (Holm)
<0.001
<0.001
<0.001

5.26e-03

Znacajnost

* %%
* %k
* %%

* %
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displazija vs karcinom 3.99e-03 2.00e-02 *

metaplazija vs displazija 1.58e-01 6.33e-01
atr_mtpl vs displazija 2.33e-01 6.98e-01
uredni vs displazija 4.88e-01 9.76e-01
atrofija vs displazija 5.06e-01 9.76e-01

Fusnota: Globalna usporedba svih skupina bila je statisticki znacajna (p =<0.001)."p (Holm)
predstavlja p-vrijednosti prilagodene Holm metodom. Znacajnost: * p <'0,05; ** p <0,01; *** p <
0,001.

Tablica D5. Post-hoc Dunnove usporedbe intenziteta citoplazmatskog bojenja 4-HNE-PA izmedu
histoloskih skupina (Benjamini-Hochberg korekcija).

Usporedba Z p (raw) p (BH) Znacajnost
karcinom vs uredni 7.930 <0.001 <0.001 &
metaplazija vs uredni 6.140 <0.001 <0.001 Hokk
atrofija vs karcinom -5.773 <0.001 <0:001 b
displazija vs uredni 5.814 <0.001 <0.001 *okx
atr_mtpl vs uredni 5.688 <0.001 <£0.001 kK
atrofija vs metaplazija -4.291 <0.001 <0.001 *Ak
atrofija vs displazija -4.166 <0.001 <0.001 *okk
atr.mtpl vs atrofija 4.032 <0.001 <0.001 *Ak
karcinom vs metaplazija 1.717 0.086 0.143

atr_mtpl vs karcinom -1.561 0.119 0.178

displazija vs karcinom -1.318 0.187 0.256

atrofija vs uredni 1.088 0.277 0.346

atr_mtpl vs displazija -0.194 0.846 0.907

displazija vs metaplazija 0.197 0.844 0.974

atr_mtpl vs metaplazija -0.012 0.990 0.990

Fusnota: p (BH) su p-vrijednosti prilagodene Benjamini-Hochberg (FDR) metodom. Znacajnost: * p <
0,05; ** p < 0,01; *** p <0,001.

140



Tablica D6. Analiza osjetljivosti binarnih modela nakon isklju¢enja urednih uzoraka

Tip modela

Binarni (bias-
reduced)

Binarni (bias-

reduced)

Binarni (bias-
reduced)

Prediktori

Biomarkeri

varijable

Biomarkeri + Klinicki pouzdane

Biomarkeri + ProSireni skup
klini¢kih varijabli

logLik df AIC  BIC McFadden
RZ
-181 9 54.2 79.38 0.796
-16.3 12 S6:7 90.9 0.815
-149 16 (1.8 1074 0.832

Tablica D7. Analiza osjetljivosti binarnih modela nakon isklju¢enja urednihiuzoraka i atrofije

Tip modela

Binarni (bias-
reduced)

Binarni (bias-

reduced)

Binarni (bias-

reduced)

Prediktori

Biomarkeri

varijable

klinickih varijabli

Biomarkeri +/Klini¢kipouzdane

Biomarkeri + ProSireni'skup

logLik . df< AIC = BIC McFadden
RZ
-16.6 8 49.1 710 0.790
-15.2 11 523 824 0.807
-14.0 15 58.0¢ 99.0 0.822

Tablica D8. Razlike u'metodologiji imunohistokemijskog izvjeStavanja i koristenim'klonovima protutijela
za detekciju COX#2 u Zelu€anom tkivu

Studija

Shao i sur;
Sun i sur.
(28,30)
Sung i sur.
(24)

Lim i sur.
(23)
Tatsuguchi
i sur. (37)
Lazdr i sur.
(29)
Forones i
sur. (27)
van Rees i
sur. (12)

Klon protutijela

SCB

SCB; CC

SCB

Immunobiological
Laboratories

CC

CC (160112)

Tip
protutijela

Poliklonsko

Poliklonsko

Poliklonsko

Poliklonsko

Monoklonsko

Monoklonsko

Monoklonsko

Opisani
obrazac
bojenja
C+ PN

C+PN

C+PN

C+N

C+PN

Metoda IHK bodovanja

Postotak. pozitivnih stanica (1000
stanica); <5% negativno, 5-29% slabo,
30-59% umjereno, >60% jako

Postotak pozitivnih  stanica; <5%
negativho, 5-29% pozitivno, 30-59%
jako, >60% vrlo jako

Imunoreaktivni skor (postotak x
intenzitet)

Svaka pozitivna mezenhimska stanica
smatrana je pozitivnom

Skor = postotak + intenzitet; skor >3 =
pozitivho

Postotni skor; >1 = pozitivho

Skor = intenzitet x povrsina; skor >5 =
pozitivho
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Tiwari i
sur. (13)
Zhang i
sur. (14)
Joo i sur.
(11)

Gou i sur.
(17)
Sitarzisur.
(32)
Xiang i sur.
(42)

Joo i sur.
(39)

Mao i sur.
(21)

Al-
Moundhri
i sur. (31)
Wang i
sur. (20)
Ugragisur.
(40)
Ayed-
Guerfali i
sur. (41)
Zhao i sur.
(15)

Bakir i sur.
(38)

Ova
studija
Ova
studija

SCB

CC
CC(160112)
Goldenbridge

Biotechnology
CC

CcC

Maixin Bio

DAKO CX-294

Baosen

SP21
Marque)
SCB(M-19)

(Cell

CC (160142)

SCB (11602)

DAKO CX-294

SP21
(ThermoFisher)

Poliklonsko

Monoklonsko

Monoklonsko

Monoklonsko

Monoklonsko

Monoklonsko

Monoklonsko

Monoklonsko

Monoklonsko

Monoklonsko

Poliklonsko

Monoklonsko

Poliklonsko

Monoklonsko

Monoklonsko

bilo koji
obrazac
bilo koji
obrazac
C

C+PN

C+N

C +
MEMB

bilo koji
obrazac

bilo koji
obrazac
C

MEMB
+ C +

PN

C+N

Postotak pozitivnih stanica

Kombinirani skor intenziteta i povrsine

Skor = intenzitet x povrsina;skor >4 =
pozitivho
IHS skor = intenzitet X poviSina

Postotak pozitivnih'stanica

Izrazajni skor =lintenzitet x povrSina

Skor&= intenzitetx povrsina

Postotak pozitivnih stanica

Bodovanje prema intenzitetu

<25% pozitivnih stanica = niski izrazaj;
>25% =Wisoki izrazaj

Svaka imunoreaktivnost tumorskih
stanica smatrana je pozitivnhom

IzraZajni‘skor, = intenzitet x povrsina

>10%  pozitivhih stanica = pozitivan
uzorak

>5% pozitivnih tumorskih stanica =
pozitivho

Membranski obrazac interpretiran kao
benigni; citoplazmatski/perijezgreni
obrazac ili gubitak bojenja interpretiran
kao maligni

Citoplazmatska reakcija ocjenjivana je
semikvantitativno prema intenzitetu
bojenja na skali od 0 do 3 (0 - vrlo slaba
reakcija, 1 - slaba homogena reakcija, 2
- mijeSana slaba reakcija, 3 - srednje
jaka do jaka reakcija).

Jezgrena pozitivhost je biljeZzena
binarno (0 - negativno, 1 - pozitivno).

Kratice: SCB - Santa Cruz Biotechnology; CC - Cayman Chemicals; C - citoplazmatsko; PN - perijezgreno;
N - jezgreno; MEMB - membransko bojenje.
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Tablica D9. Subcelularna lokalizacija COX-2 u objavljenim imunohistokemijskim studijama Zelu¢anog

tkiva

Studija Klon Citoplazmatsko Perijezgreno  Jezgreno Membransko
protutijela

Shao i sur.; Sun i sur. ' SCB N4
(28,30)
Sung i sur. (24) SCB; CC Vv
Limisur. (23) SCB v
Tatsuguchiisur. (37) | IBL v
Lazarisur. (29) - v
Forones i sur. (27) cC v
van Rees i sur. (12) CC(160112) v
Tiwari i sur. (13) SCB v
Zhang i sur. (14) cC v
Jooisur (11) CC(160112) v
Gouisur. (17) Goldenbridge
Sitarz i sur. (32) CcC V4

Xiang i sur. (42) -
Jooisur. (39)
Mao i sur. (21)

Al-Moundhri i sur.
(31)

CC(160112)
SCB

CX-294
studija SP21

blica D10. Pregled imunohistokemijskog izrazaja COX-2 kroz stadije Correa kaskade u prethodnim

istrazivanjima

Studija Uredna Kroniéni Atrofiija Intestinaln  Displazija Karcinom
sluznica gastritis a
metaplazij
a
Shao i negativno ~10 % 36 % 38 % 42 % 70 %
sur.; Sun i pozitivno pozitivho pozitivno pozitivno pozitivho
sur.
(28,30)

143



Sungisur. 35 % jakiizrazaj | jakiizraiaj | 59 % jaki - 56 % jaki
(24) pozitivho
Lim i sur. - - - jakiizrazaj @ - umjeren do
(23) jak
Tatsuguch = negativno negativhou | - pozitivho -
iisur.(37) epitelu
Lazar i <5 % - - 9 %
sur. (29) pozitivno pozitivho
Forones i - ~84 % - ~96 %
sur. (27) pozitivho pozitivho
van Reesi 21 % - - %
sur. (12) pozitivho pozitivho
Tiwari i negativno niski izrazaj = rastizrazaja visoki izraZaj
sur. (13)
Zhang i ~43 % ~60 % | - -
sur. (14) pozitivho pozitivnho pozitivho
Joo i sur. negativho - - -
(11)
Gou i sur. negativno
(17)
Sitarz i -
sur. (32)
Xiang i
sur. (42) pozitivho
Joo icjr. 61 %
(39) pozitivno
Mao i sur. 87 %
pozitivho
89,6 %
pozitivho
mijesani - 62%  visoki
(20) izrazaj izrazaj
rag i vrloniska - 50 %
sur. (40) pozitivho
Ayed- Slabizrazaj - 48 %
Guerfali i umjerena/jak
sur. (41) a
Zhaoisur. ~15 % - - - - 67-97 %
(15) pozitivno pozitivho
Bakirisur. 9 % - - - - 70 %
(38) pozitivno pozitivno
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Ova membrans
studija - ki obrazac
CX-294

Ova nizak izrazaj
studija - (medijan0)
SP21

Tablica D11. Reagensi koristeni u istraZivanju

Metoda / primjena
Histoloska obrada tkiva

Imunohistokemijska
analiza

Uzgoj i odrzavanje
stanicnih kultura

membrans membrans = membrans  citoplazmats @ citoplazmats
ki obrazac ki obrazac ki obrazac ki i
/perijezgreni | perijezgreni
obrazac obrazac
gubitak
bojenja
visoki visoki visoki umjeren umjeren
izrazaj izraZaj izrazaj izrazaj heterogen
(medijan 3) | (medijan 3)  (medijan 3) (medijan?2) izrazaj
(medijan 2)
Reagens Proizvodac

10 % neutralno puferirani formalin
Parafin za uklapanje tkiva

Mayer’s hemalum solution

Eosin Y solution 0.5% aqueous
EnVision FLEX Peroxidase-Blocking
Reagent

Target Retrieval Solution, High pH
EnVision FLEX Antibody Diluent
EnVision FLEX/HRP

EnVision FLEX DAB+ Chromogen

EnVision FLEX Hematoxylin

Phosphate-buffered saline (PBS)

Protutijelo na COX-2 (klon CX-294; 1:100)

Protutijelo na COX-2 (klon SP21; 1:200)

Protutijelo na 4-HNE-proteinske adukte

(klon HNEJ-2; 1:350)

Protutijelo na Helicobacter pylori (B0471;

1:150)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM)

Fetalni telei serum (FCS)

BioGnost, Zagreb, Hrvatska
Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka
Sigma-Aldrich, Merck KGaA,
Darmstadt, Njemacka
Sigma-Aldrich, Merck KGaA,
Darmstadt, Njemacka

Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, SAD

Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, SAD

Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, SAD

Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, SAD

Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, SAD

Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, SAD

Grammol, Zagreb, Hrvatska
Dako, Agilent Technologies,
Glostrup, Danska

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, SAD

Abcam, Cambridge, UK

Dako, Agilent Technologies,
Glostrup, Danska

Gibco, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, SAD
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD

1

k
/

+
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Phosphate-buffered saline (PBS)

Grammol, Zagreb, Hrvatska

Tripsin-EDTA 1 %

Kemika, Zagreb, Hrvatska

Tripansko modrilo (Trypan Blue)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD

MTT test (citotoksicnost) | 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- Sigma-Aldrich, Darmstadt, Njemacka
difeniltetrazolijev bromid (MTT)
Dimetil sulfoksid (DMSO) Supelco, Merck%
Analiza oksidacijskog 2’ 7'-diklorodihidrofluorescein diacetat i rich; St. L D
stresa (ROS) (DCFH-DA)
Test migracije stanica Mitomycin C dt, Njemacka
(scratch test)
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10 SAZETAK

U ovom istrazivanju analizirana je dinamika izrazaja i subcelularne lokalizacije biomarkera lipidne
peroksidacije 4-HNE-proteinskih adukata (4-HNE-PA) i enzima COX-2 duzZ stadija Correa kaskade, kao
modela razvoja intestinalnog tipa karcinoma Zeluca. Dobiveni rezultati jasno pokazuju da je progresija
Zeluc€ane karcinogeneze obiljeZena fazno-specifi¢nim promjenama u izraZajuovih biomarkera, pri éemu
se razli¢iti patobioloski mehanizmi postupno nadovezuju tijekom prijelaza,od uredne sluznice preko
prekanceroznih stanja i lezija do invazivnog karcinoma. Jedan od klju¢nih nalaza ovog istraZivanja jest
da se citoplazmatsko nakupljanje 4-HNE-PA znacdajno povecdava_vec u ranim stadijima, osobito u
intestinalnoj metaplaziji, te ostaje poviseno kroz daljnju progresiju bolesti. Ovakav obrazac upucuje na
to da oksidacijski stres i lipidna peroksidacija predstavljaju rani i perzistentni dogadaj u Zelucanoj
karcinogenezi, a ne isklju€ivo posljedicu maligne transformacije. Dodatno, specificno nakupljanje 4-
HNE-PA u vakuolama vréastih stanica te njegov porast sa'stupnjem intestinalne metaplazije sugeriraju
potencijalnu ulogu ovog biomarkera kao_pokazatelja bioloSke aktivnosti lezije i moguceg rizika
progresije. Medutim, njegova diskriminacijska vrijednost u razlikovanju benignih i malignih promjena
je ogranicena, bududi da ostaje poviSen{vec u| prekanceroznim stanjima. Nasuprot tome, COX-2
pokazuje kompleksniji i dinamicniji, obrazac. promjena. lzrazaj détektiran klonom“SP21 faste u
prekanceroznim stanjimaj osobito u intestinalnoj metaplaziji, nakon Cega, dolazi_.do blagog pada u
displaziji i karcinomuguzistodobno povecanje heterogenosti izraZajasistodobno se u kasnijim stadijima
pojavljuje jezgrena lokalizacija COX-2, gotovo iskljudivo ogranicena mna karcinome, sto upuéuje na
promjene urfunkcionalnoj ulozi proteina tijekom maligne transformacije. Klon CX-294 dodatno otkriva
vaznu_promjenthu subcelularnoj distribuciji, s gubitkom membranskog obrasca u ranim stadijima i
pojavom citoplazmatsko/perijezgrene lokalizacije u displaziji i karcinomu. Ovi nalazi ukazuju da
promjene u lokalizaciji COX-2 imaju veéu dijagnosti¢ku i biolosku vrijednost od same razine izrazaja.
Multivarijatni modeli dodatno su potvrdili da biomarkeri imaju visoku i stabilnu diskriminacijsku
sposobnost kroz razli¢ite razine analize."U'Sestostupanjskom modelu uoéena je fazno-specifi¢na uloga
pojedinih varijabli, pri ¢emu u ranim stadijima dominiraju upalni parametri i 4-HNE-PA, dok u kasnijim
stadijima klju¢nu ulogu preuzimaju promjene u COX-2 signalizaciji i njegovoj subcelularnoj redistribuciji.
U pojednostavljenim modelima biomarkeri su zadrzali visoku klinicku uporabljivost, osobito u
razlikovanju benignih i malignih lezija, gdje je postignuta iznimno visoka diskriminacijska sposobnost.
Stabilnost modela potvrdena je analizama osjetljivosti, sto dodatno podupire robusnost dobivenih
rezultata. Analiza klinickih i upalnih parametara pokazala je da sustavni upalni markeri (CRP i N/L omjer)
rastu s progresijom bolesti, dok lokalna upalna aktivnost pokazuje vrhunac u ranijim stadijima i opada
u karcinomu, §to moZe odraZavati razvoj mehanizama izbjegavanja imunolo$kog nadzora. Izrazaj COX-2

bio je povezan prvenstveno s lokalnom upalom, dok 4-HNE-PA pokazuje povezanost s dobi i sustavnim
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upalnim statusom, $to upucuje na to da analizirani biomarkeri odraZavaju razli¢ite razine oksidacijskog
stresa, od lokalnih tkivnih do sistemskih ¢imbenika. Rezultati dobiveni na stani¢noj liniji AGS pruZaju
dodatnu funkcionalnu potporu nalazima iz tkiva. 4-HNE pokazuje koncentracijski ovisan ucinak na
stani¢nu funkciju, pri ¢emu nize koncentracije djeluju kao redoks-signalne molekule-keje induciraju
prolazan porast ROS-a, dok viSe koncentracije pokazuju citotoksi¢ni ucinak te trend smanjenja
migracijske sposobnosti stanica. Ovakav bifazi¢ni u¢inak u skladu je s konceptom hormgze i sugerira da
4-HNE ima sloZenu, kontekstualno ovisnu ulogu u tumorskoj biologiji. Istodobnoj,izostanak znacajne
indukcije COX-2 u ovom modelu upuéuje na to da njegov izrazaj zahtijeva kampleksniji signalni kontekst,
uklju€ujuci kroni¢nu upalu i redoks modulaciju. Zajedno, ovi nalazi ukazuju da 4-HNE-PA i COX-2 pruZaju
komplementarne informacije o progresiji Correa kaskade. Dok 4-HNE-PA edraZava ranu i perzistentnu
komponentu oksidacijskog stresa i kroni¢no promijenjenog mikrookolisa, COX-2, osobito kroz promjene
u subcelularnoj lokalizaciji, predstavlja kljuéni marker ‘maligne transformacije. Takva fazno-specifi¢na
dinamika biomarkera podupire koncept Zelu¢ane karcinogeneze kao viSestupanjskog procesa u kojem
se kroni¢na upala, oksidacijski stres i promjenésignalnih putova postupno integriraju tijekoam,progresije
bolesti. Istodobno, rezultati otvaraju moguénost potencijalne primjene COX-2 kao, terapijske mete u
ranim stadijima, dok 4-HNE-PA_meoZe imati vrijednost kao marker oksidacijski gromijenjenog fenotipa

sluznice i rizi¢nih prekanceroznih stanja.

148



11 SUMMARY

In this study, we analyzed the dynamics of expression and subcellular localization of lipid peroxidation
biomarkers, specifically 4-HNE protein adducts (4-HNE-PA), and the enzyme COX-2 across the stages of
the Correa cascade, as a model of the development of intestinal-type gastric carcinoma. The,obtained
results clearly demonstrate that the progression of gastric carcinogenesis is characterized by phase-
specific changes in the expression of these biomarkers, with different pathobiological mechanisms
gradually emerging during the transition from normal mucosa through precancerous conditions and
lesions to invasive carcinoma. One of the key findings of this study is that.eytoplasmic accumulation of
4-HNE-PA increases significantly already in the early stages, particularly. in intestinal metaplasia, and
remains elevated throughout further disease progression. This pattern suggests that oxidative stress
and lipid peroxidation represent early and persistent @vents in gastric.carcinogenesis, rather than being
solely a consequence of malignant transformation. Furthermore, the specific accumulation of 4-HNE-
PA in goblet cell vacuoles, along with its increase with the grade of intestinal metaplasia, suggests a
potential role of this biomarker as an indicator of lesion biological activity and possible, risk of
progression. However, its discriminatory/value in distinguishing benign from malignant lesions is
limited, as it remains elevated already in precancerous conditions. ln contrast, COX-2 exhibits@ more
complex and dynamic pattern of changes. Expression detected by the, SP21_clone increases in
precancerous conditions; particularly in intestinal metaplasia, followediby a slight decrease in dysplasia
and carcinoma, accompanied by increased heterogeneity of expression. At the'same time, nuclear
localizationsof COX<2 appears in later stages and is almost ‘exclusively /restricted to carcinomas,
suggesting changes in‘the functional role of the protein duringsmalignant transformation. The CX-294
clone further reveals an important shift in“subcellular distribution, characterized by loss of the
membranous pattern in early stages and the emergence of cytoplasmic/perinuclear localization in
dysplasia and carcinoma. These findings indicate that changes in COX-2 localization may have greater
diaghostic and biological value than expression level alone. Multivariable models further confirmed
that these biomarkers have high and stable discriminatory capacity across different levels of analysis.
In the six-stage model, a phase-specific contribution of individual variables was observed, with
inflammatory parameters and 4-HNE-PA predominating in early stages, whereas alterations in COX-2
sighaling and its subcellular redistribution play a dominant role in later stages. In simplified models, the
biomarkers retained high clinical utility, particularly in distinguishing benign from malignant lesions,
where exceptionally high discriminatory performance was achieved. Model stability was confirmed
through sensitivity analyses, further supporting the robustness of the findings. Analysis of clinical and
inflammatory parameters showed that systemic inflammatory markers (CRP and the neutrophil-to-

lymphocyte ratio) increase with disease progression, whereas local inflammatory activity peaks in
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earlier stages and declines in carcinoma, which may reflect the development of immune evasion
mechanisms. COX-2 expression was primarily associated with local inflammation, while 4-HNE-PA
showed associations with age and systemic inflammatory status, indicating that these biomarkers
reflect different dimensions of oxidative stress, ranging from local tissue processes,to systemic
influences. Results obtained in the AGS cell line provide additional functional support for the tissue
findings. 4-HNE demonstrated a clear concentration-dependent effect, ‘with lower/concentrations
acting as redox signaling molecules that induce a transient increase in ROS, while higher concentrations
lead to cytotoxicity and reduced cell migratory capacity. This biphasic effect is consistent with the
concept of hormesis and suggests that 4-HNE plays a compléx, context-dependent role in tumor
biology. At the same time, the absence of significant induction of COX-2 in.this model indicates that its
expression requires a more complex signaling context, including chronic inflammation and redox
modulation. Taken together, these findings indicate that 4-HNE-PA‘and COX-2 provide complementary
information on the progression of the Correa cascade. While 4-HNE-PA reflects an early and persistent
component of oxidative stress and a chronically.altered microenvironment, COX-2, partictlarly through
changes in subcellular localization, represents akey. marker of malignant transformation. Such phase-
specific biomarker dynamics support the/concept of gastric carcinogenesis asfa multistep process in
which chronic inflammation, oxidativeistress, and alterations in signaling pathways are progressively
integrated during disease ‘progression. At the same time, these results)open thé jpossibility of
considering COX-2@s a potential therapeutic target in early stages©f disease, while.4-HNE-PA may serve

as a marker of an oxidatively altered mucosal phenotype and high-risk precancerous conditions.
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12 ZIVOTOPIS

Ivan Svagelj, dr. med., univ. mag. med., specijalist patologije i citologije, roden je 1989. godine u
Vinkovcima. Nakon zavrSetka Gimnazije Matije Antuna Reljkovié¢a u Vinkovcima, upisao je Medicinski
fakultet SveuciliSta u Zagrebu, na kojem je diplomirao 2014. godine. Od iste godine zaposlen je u Opcoj
Zupanijskoj bolnici Vinkovci, gdje kontinuirano radi najprije kao lijeénik pripravnik, potomikao
specijalizant, a od 2021. godine kao specijalist patologije i citologije. Specijalisticki ispitiiz patologije i
citologije poloZio je 2021. godine, a poslijediplomski specijalistiki [sveuciliSni“studij , Patologije i
citologije” zavrsio je 2022. godine, stekavsi akademski naziv sveucili$ni magistar patologije i citologije.
Autor je i koautor brojnih znanstvenih radova i kongresnih prigpcenja iz podrucjapatologije i citologije,
objavljenih u domaéim i medunarodnim ¢asopisima te prezentiranih na struc¢nim skupovima u Europi,
ukljuCuju¢i i pozvana predavanja na medunarodnim skupovimas UsavrSsavao se kroz brojne
medunarodne edukacije, ukljuCuju¢i jednomjesecni stru€ni boravak u Georgia Dermatology & Skin
Cancer Center u Sjedinjenim Ameri¢kim DrZzavama te specijalizirane tecajeve dermatepatologije i
citopatologije u Europi. Dobitnik je nagrade Zaklade ,Sergej Saltykow” za strucni rad iz podrucja
patologije te priznanja za organizaciju dermatopatoloskog simpozija u Vinkovcima."Aktivno sudjeluje u
stru¢nom i drustvenom raduy €élan je,viSe naciehalnih i medunarodnih stru¢nibh drustava;, ukljucujudi
Europsko drustvo patologa (engl. European Society of Pathology, ESP) i Medunarodnu akademiju za
citologiju (engl. International Academy of Cytology, IAC). Takoder jer€lan etickog povjerenstva bolnice

te sudjeluje u organizaciji stru¢nih skupova i edukaciji mladih kolega.
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