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1. UVOD

1.1 EPIDEMIOLOGIJA

Rak prostate spada medu najceS¢e maligne bolesti u muskaraca. U
Sjedinjenim Americkim Drzavama naj¢esc¢a je dijagnosticirana maligna bolest, a
druga po smrtnosti od malignoma (1). U Hrvatskoj se po ucestalosti malignih
bolesti u 2006. u muskaraca nalazi na 3. mjestu iza karcinoma pluca i crijeva s
incidencijom 72/100000, a stopa mortaliteta iznosi 20,0 na 100 000 muskaraca
(2). Bolest se javlja u starijoj zivotnoj dobi te se 75% dijagnosticira u muSkaraca
starijih od 65 godina. Od 1985. do 1989. ukupna incidencija raka prostate u
SAD-u bila je u porastu otprilike 6% godiSnje, a s pojavom PSA u klini¢koj
praksi rapidno je porasla na 17.5% godiSnje od 1989. do 1992. (3). Od 1992.
do1995. incidencija se smanjuje stopom od 14% godisnje i stabilizirala se na
141 pacijenta na 100000 (3). No, incidencija raka prostate kod
pedesetogodisSnjaka raste od 1992. sa stopom od 1.9% godisSnje, §to je vjerojatno
rezultat rane dijagnostike, a 1 dokaz da ovaj rak postaje bolest srednje Zivotne
dobi (4). Osim dramati¢nih promjena u incidenciji dogodio se 1 znacajan pomak
u stadiju bolesti kod postavljanja dijagnoze te je broj pacijenata s metastatskom
boles¢u dramati¢no pao. Broj pacijenata s lokaliziranom boleS¢u porastao je s
62.6/100000 u 1987.na 117.7/100000 u 1998. godini (3). Posljedi¢no ovome,

broj bolesnika lije¢enih radikalnom prostatektomijom porastao je sa 7% 1983.



na 32% 1992. (4). Broj pacijenata koji se podvrgavaju radikalnoj prostatektomiji
u stadiju T1c (nepalpabilan, biopsijom dokazan karcinom otkriven zbog
poviSenih vrijednosti PSA) porastao je s 10% 1988. na 73% 2007. godine. (5).
U proteklom desetljecu smrtnost od raka prostate u SAD-u smanjila se za 25% 1
sada iznosi 31 900 muSkaraca godis$nje ili 19.4/100000 za bijelce odnosno
47.0/100000 za crnce (6). Specificni mortalitet raka prostate bio je u stalnom
porastu od sedamdesetih do devedesetih godina proslog stoljeca s prosje¢cnom
stopom 3.1% godisnje, a potom je od devedesetih smanjivan stopom od 1.9%
godisnje (3). Smatra se da bi ovaj pad mogao biti rezultat uvodenja prostata
specificnog antigena u dijagnostiku bolesti 1 boljeg lije€enja. Taj je zakljucak jo$
vjerojatniji ako se zamijeti da do pada u smrtnosti od raka prostate nije doSlo u
zemljama u kojima PSA nije uveden u rutinsku urolosku praksu. Petogodis$nje
prezivljenje za bijelce u SAD povecalo se sa 74.1% za pacijente
dijagnosticirane 1981. na 96.8% za pacijente dijagnosticirane 1993.
Desetogodisnje prezivljenje takoder pokazuje trend porasta s 59.7% za pacijente
dijagnosticirane 1981. na 74.7% za one dijagnosticirane 1998. (3).

Potreban je medutim oprez u interpretaciji trendova prezivljenja zbog
takozvane lead time 1 length time pogreske.

Length time pogreSka podrazumijeva moguénost da Sirokom uporabom
PSA otkrivamo karcinome koji nisu klini¢ki manifestni jer sporije rastu i imaju
dugo vrijeme udvostruc¢enja mase. Zbog toga pacijenti kojima je bolest

dijagnosticirana na temelju poviSenog PSA duZe prezivljavaju (njihovi tumori bi



jos§ dugo rasli bez klinickih manifestacija, a mozda i1 ne bi uzrokovali smrt
pacijenta) te time lazno mijenjaju statistiku prezivljenja.

Lead time pogreska podrazumijeva da se bolest samo otkriva ranije, a da
pacijent prezivljava jednako kao i da je dijagnosticiran kada bolest postane
simptomatska. Drugim rije€ima, moguce je da pacijent samo ranije "sazna" da

ima bolest, a da je ukupno prezivljenje nepromijenjeno (3).

1.2. ETIOLOGIJA

Rak prostate javlja se u dva oblika: latentnom 1 klinickom. Latentni oblik
podrazumijeva akcidentalno otkriven rak prostate na autopsiji koji je vrlo Cest
(30-40% muskaraca starijih od 50 godina). On ima indolentan tijek i niski
maligni potencijal. Klini¢ki manifestni rak prostate je onaj koji, ako se ne lijeci
ili se kasno otkrije, uzrokuje smrt bolesnika. Zivotni rizik za latentni rak prostate
je kod 50-godisnjaka 40%, rizik za obolijevanje od klinicki manifestnog raka
prostate je 9.5%, a rizik od umiranja od ove bolesti je 2.9% (7).

Osim starosne dobi 1 genetski ustroj te okoliSni faktori doprinose pojavi
raka prostate na individualnoj razini. Bolest je ¢e$¢a medu crncima (8), a Azijati
imaju najnizu incidenciju bolesti u svijetu (9). Obiteljsko pojavljivanje raka
prostate prisutno je u 10% slucajeva (10). Nekoliko je podruc¢ja ljudskog

genoma za koje se vjeruje da su povezani s ovom boles¢u: kromosomi 8p, 8q,



10q, 13q, 16q, 17p, 18q (11). Smatra se da je u otkrivanju etiologije ove bolesti
vazno prepoznati inicijaciju histoloSkog raka prostate kao prvi korak maligne
transformacije, a potom njegovu progresiju u klinicki manifestni oblik.
Genetske mutacije koje dovode do gubitka kontrole rasta 1 umnoZavanja stanice
te gubitka programirane smrti stanice u osnovi su slozenih promjena koje
dovode do nastanka raka prostate 1 predmetom su intenzivnog istrazivanja.

Okolisni faktori takoder igraju ulogu u etiopatogenezi raka prostate.
Hrana bogata masno¢ama u nekim studijama nije se pokazala rizi€nim za rak
prostate (12), dok se u drugima spominje ¢ak dvostruki relativni rizik (7).
Rizi¢nim se smatra prehrana siromasna selenom (13) i vitaminom E (14) te
1zloZenost kadmiju. Uloga puSenja, konzumacije alkohola 1 seksualne aktivnosti
u etiopatogenezi raka prostate ostaje nerazjasnjena jer postoje studije koje su
dale proturjecne rezultate.

Hormonski utjecaji na rak prostate odavno se proucavaju. Kako je 1
zdravo tkivo prostate ovisno o hormonima, u prvom redu testosteronu, tako je i
rak prostate, barem u pocetku hormonski ovisan. Je li promjena u metabolizmu
nekih hormona vazan za malignu transformaciju ili je posrijedi neki drugi

mehanizam, jo§ nije poznato.



1.3. PATOLOGIJA

Preko 95% karcinoma prostate su adenokarcinomi. Ostali su karcinomi
prijelaznog epitela, sarkomi, neuroendokrini karcinomi, adenoidni cisti¢ni
karcinomi. U klinicki lokaliziranih adenokarcinoma prostate tumorska se masa
nalazi u 70% slucajeva u perifernoj zoni prostate, 10-20% u prijelaznoj zoni, a u
5-10% u centralnoj zoni (7). Periferno locirani karcinomi prostate najcesce se
Sire izvan kapsule prodorom u perineuralni prostor. Smatra se da je perineuralni
prostor locus minoris resistentiae (15). Lokalno Sirenje raka prostate moze
dovesti do zahvacenosti sjemenih mjehuri¢a u koje tumor prodire Sirenjem preko
kapsule ili, rjede, preko ejakulatornih duktusa. NajceSc¢e rak prostate metastazira
u limfne ¢vorove, potom u kosti 1 plu¢a. Prema TNM Kklasifikaciji T1 1 T2
tumori ograniceni su na prostatu i predstavljaju lokalizirani karcinom, dok T3
predstavlja tumor izvan prostate (16). Osim stupnjevanja prosirenosti (staging)
vazan je i stupanj diferenciranosti (grading) raka prostate. On se najceSce
opisuje Gleasonovom skalom od 1-5 kod koje 1 predstavlja najbolje
diferencirani, a 5 najslabije diferencirani karcinom prostate. Ako se odrede dvije
naj¢esSce patohistoloske slike uzorka, stupanj diferenciranosti se izrazava kao
Gleasonov zbroj. KoriStenjem Gleasonovog zbroja u biopsijskom materijalu
postize se zadovoljavajuca reproducibilnost stupnja diferenciranosti na konacnoj

patohistoloskoj analizi nakon radikalne prostatektomije (17).



Vazno je joS napomenuti da postoje prekancerozne i1 potencijalno
prekancerozne promjene koje zahtijevaju posebnu pozornost. Naime pojava
HGPIN ( high grade prostatic intraepithelial neoplasia) 1 ASAP ( atypical small
acinar proliferation) sugerira potrebu ponavljanja biopsije. HGPIN ¢ine benigni
ductusi i acinusi uz citolo$ki atipi¢nu strukturu stanica s uve¢anjem i
hiprekromazijom jezgre, prominentnim nukleolima i o€uvanom bazalnom
laminom. HGPIN se javlja u 0.7-16.5% biopsija, ovisno o studiji. Ponovljena
biopsija otkriva karcinom u 23-50% slucajeva (18). ASAP predstavlja fokuse
malih Zlijezda koji ne zadovoljavaju kriterije karcinoma, ali istovremeno ne
pokazuju jasne karakteristike benignog tkiva. Drugim rijeCima, ASAP je
suspektan karcinom prostate bez dovoljno dokaza. Neki autori nalaze karcinom
u 30-50% ponovljenih biopsija nakon nalaza ASAPa (18).

Proliferacijska inflamatorna atrofija (PIA) je skup atipi¢nih atrofi¢nih
zlijezda koje se mogu javiti zariSno ili difuzno. PIA moze progredirati u
karcinom, regradirati ili potpuno nestati. Kontradiktorni su podaci o PIA kao
prekursoru raka. Dok je neki autori smatraju jednom od faza u nastanku raka
prostate, drugi autori nisu takva misljenja (19,20,21).

Atipi¢na adenomatozna hiperplazija (AAH) mozZe nalikovati karcinomu
malih stanica, ali gradom i citoloSki ne ispunjava kriterije za postavljanje
dijagnoze karcinoma prostate. Nema ¢vrstih dokaza koji bi povezali AAH 1

karcinom prostate (22).



1.3.1 Kvantitativna patohistologija

Pojam kvantitativne patohistologije odnosi se na niz parametara dobivenih
pathistoloskom analizom u biopsijskom uzorku raka prostate koji se mogu
koristiti kao dodatna informacija u procjeni stadija bolesti kod svakog pojedinog
pacijenta. Broj tih parametara intenzivnim istrazivanjem u ovom podrucju sve je
veci, a njihova stvarna uloga i vrijednost jo$ se proucavaju. Predmnijeva se da bi
koriStenjem ovih parametara, uz one tradicionalne, odredivanje stadija bolesti
bilo preciznije pa bi se preciznije moglo odrediti indikacijsko podrucje za
pojedinu vrstu lijeCenja raka prostate (23).

Kvantitativna patohistologija moze se danas koristiti u:

1. predvidanju stadija bolesti

2. odabiru pacijenata za nerve sparing prostatektomiju

3. odabiru pacijenata s rakom prostate za aktivni nadzor

Danas postoje studije koje analiziraju i viSe razli¢itih parametara koji se
mogu dobiti patohistoloSkom analizom bioptata. Analiza ukljucuje:
A) broj biopsijskih cilindara s rakom,
B) postotak cilindra zauzetog rakom,
C) okaciju cilindra s tumorom (unilateralnost ili bilateralnost tumora),
D) Gleasonov zbroj na biopsiji 1

E) perineuralnu invaziju.



A) Broj biopsijskih cilindara s rakom

Jo$ 1969. McNeal sugerirao da je maligni potencijal raka prostate u uskoj vezi s
volumenom prostate. Od tada je u mnostvu studija prouavana veza volumena s
razinom PSA, histoloskom slikom, kapsularnom penetracijom, invazijom
sjemenih mjehuri¢a, pozitivnim kirurSkim rubovima, metastazama u limfne
¢vorove, progresijom bolesti nakon prostatektomije itd. Pozeljno je procijeniti i
volumen tumora preoperativno kako bi se razlucili oni pacijenti koji imaju
nesignifikantni rak od onih kojima bi lijeCenje bilo nuzno. Tako se broj
biopsijskih cilindara rabi kao surogatni pokazatelj volumena tumora i jedan je
od naj¢es¢ih metoda kvantitativne patohistologije. Veci broj pozitivnih cilindara
na biopsiji povezan je sa ¢eS¢e pozitivnim kirur§kim rubovima, s metastazama u
limfnim ¢vorovima, s ve¢im volumenom tumora, sa ¢eS¢om invazijom sjemenih
mjehurica i1 sa ¢eS¢im relapsom nakon lijeCenja (24,25,26,27). Autori navedenih
studija su potvrdili da je broj cilindara zahvacenih tumorom znacajan prediktor
izvankapsularnog Sirenja raka. Tako je kod 3 pozitivna cilndra bolest ograni¢ena
na prostatu u samo 28-40% slucajeva, kod 4 pozitivna cildra u 5-25% slucajeva,
kod 5 pozitivnih cilindara u 3-11% slucajeva, a kad je svih 6 cilindara pozitivno

bolest je lokalizirana u 0-7% slucajeva (24,25,26,27).



B) Postotak cilindra zauzetog rakom

Ovaj je parametar jo$ jedna od mjera volumena tumora. Utvrdeno je da je ovaj
parametar nezavisan prediktor patoloskog stadija i volumena tumora (28). Na
temelju postotka tumora zahvacenog rakom Freedland je stratificirao pacijente u
nisko, srednje i1 visokorizi¢ne grupe (29). Ranije studije Bostwicka i1 Raverya
pokazale su odnos ovog parametra i stadija bolesti; 70% prisutnosti tumora u

cilidru korelira s kapsularnom penetracijom u 28-44% slucajeva (30, 31).

C) Lokacija cilindra s tumorom

Badalment i sur. smatraju da prisutnost tumora u bioptatima uzetim iz apeksa
znacajno ¢esce korelira s pozitivnim kirurSkim rubovima, dok je prisutnost
tumora u bioptatu baze prostate povezano sa ¢eS¢im izvankapsularnim Sirenjem
(24). Prisutnost tumora u oba lobusa moze se pripisati ili tumoru veéeg
volumena ili multifokalnom karcinomu kakvih je otprilike 50%.

Narayan je istrazivao vaznost ovog parametra i utvrdio da je tumor koji je
biopsijom dokazan u oba lobusa lokaliziran nakon prostatektomije u samo 43%

slucajeva (32).

10



D) Gleasonov zbroj na biopsiji

Gleasonov zbroj na biopsijskom materijalu ve¢ je dulje vremena standardni
prediktor stadija bolesti 1 prognoze. Ovaj je parametar uz DRP 1 PSA ukljucen i
u Partinove tablice (33, 34). Narain 1 sur. utvrdili su na preko 1000 pacijenata da
biopsijski Gleasonov zbroj korelira sa stadijem bolesti i stopom prezivljenja
(35). Oni su pokazali da ako je Gleasonov zbroj < 7, rak je lokaliziran u 59%
slucajeva; ako je Gleasonov zbroj = 7, rak je lokaliziran u 44% slucajeva; a ako

je Gleasonov zbroj > 7 rak je lokaliziran u samo 26% slucajeva (35).

E) Perineuralna invazija

Perineuralna invazija (PNI) predstavlja nalaz malignih stanica oko ili duz Zivaca
u prostaticnom tkivu. Prodor tumora u perineuralni prostor smatra se prodorom
u podrucje locus minoris resistentiae $to olakSava Sirenje tumora preko
prirodnih barijera. Zivci perforiranjem prostati¢ne kapsule uklanjaju prirodnu
barijeru Sirenju tumora 1 maligne stanice se duz Zivca mogu probiti,
zaobilazenjem kapsule, do periprostaticnog tkiva i organa. To je jedan od
opisanih nacina Sirenja bolesti. Uzimajuci u obzir ranije re¢eno razmatralo se
moze li nalaz PNI u biopsijskom materijalu na neki nacin signalizirati postojanje
lokalno uznapredovale bolesti odnosno ve¢ prisutnog prosirenja tumora izvan

prostate.
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Perineuralna invazija u biopsijskom materijalu jo$ je predmetom istraZivanja, a
njezin prediktivni potencijal u procjeni stadija raka prostate i1 izvanprostaticnog
Sirenja bolesti ostaje kontroverzan (15). Iako su neke studije pokazale
sposobnost perineuralne invazije u predvidanju stadija bolesti (36-39), druge su
tu mogucénost osporile (40). Perineuralna invazija identificira se na otprilike 20-
24% biopsija prostate (15, 37) uz 27-40% osjetljivost 1 83-96% specifi¢nost
ovog nalaza u predikciji izvanprostaticnog Sirenja bolesti (36, 37). Za razliku od
ovih studija u kojima je PNI ispitivana univarijatnom analizom, u studiji Egana i

sur. osporena je njezina vaznost na multivarijatnoj razini (40).

1.3.2..Volumen raka prostate

Osim surogatnih parametara volumena tumora na bioptatima koji su ranije
navedeni moguce je odrediti stvarni volumen tumora na kona¢nom
patohistoloskom preparatu prostate. Procjena veli€ine tumora nakon
prostatektomije moze biti rezultat kompliciranog serijskog mjerenja narezanih
presijeka preparata umnozenih s debljinom narezivanja. Premda je izraZavanje
tumora u cm’ zlatni standard, ono je neprakti¢no i desto neprecizno te oduzima
patologu puno vremena (41). Vizualna estimacija postotka tumora u prostati
pokazala se puno brzom, prakti¢nijom i §to je najvaznije tocnijom (41, 42).
Naime, u analizi Vollmera istaknuta je vazna Cinjenica da je u 22 studije koje su

analizirale povezanost volumena tumora sa kona¢nom prognozom i
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prezivljenjem samo 29% pokazalo povezanost volumena tumora izraZzenog u
cm’ s prezivljenjem, dok je tu povezanost pokazalo 67% studija s volumenom
1zraZenim postotkom tumora u preparatu (42). Europsko istrazivanje navodi da
najveci broj patologa u Europi u izvje§¢ima volumen tumora nakon
prostatektomije iznosi u postotku tumora (43). Vollmer navodi da je uz
prisutnost manje od 5% tumora u preparatu vjerojatnost prezivljenja blizu
100%. (42). Kao grani¢nu vrijednost insignifikantnosti tumora postavlja se
granica manja od 5% (42, 44, 45). Zbog toga smo u nasoj studiji ovu grani¢nu

vrijednost uzimali kao mjeru signifikantnosti tumora nakon operacije.

1.3.3. Insignifikantni rak prostate

Insignifikantni tumor definira se kao tumor koji ne predstavlja rizik od
progresije 1 metastaza, ne ugrozava bolesnika i ne izaziva smrt (46). To je jedna
od posebnosti raka prostate. Naime, rak prostate je heterogen 1 varira od bolesti
indolentnog tijeka koja se nade u patohistoloskom materijalu na obdukciji u
gotovo 30% muskaraca starijih od 50 godina umrlih od drugih bolesti, do
klinicki vrlo agresivnog raka koji progredira u metastatsku bolest 1 uzrokuje
smrt bolesnika (47,48,49). Terminologija koja se jos koristi za ovu vrstu raka

prostate ukljucuje indolentni rak, incidentalni rak, latentni rak, niskorizicni,
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klinicki irelevantni rak ili minimalna bolest. Za naglasiti je da se svi ovi termini
u literaturi ne koriste jednoznac¢no (50).

Iznimno je vazno u trenutku postavljanja dijagnoze raka prostate
predvidjeti njegovo ponasanje 1 maligni potencijal te razlikovati tumore koji
zahtijevaju promptno agresivno lije¢enje s ciljem izljecenja, od tumora koji
vjerojatno uopce nece postati simptomatski tijekom bolesnikova zivota. Svake
se godine u Europi dijagnosticira oko 345 900 slucajeva raka prostate, a od
njega umre oko 87 400 muskaraca (51). U Hrvatskoj se godi$nje otkrije 1500
novih slucajeva, a oko 500 muskaraca umre od ove bolesti (52). Ocigledan je
nesklad izmedu incidencije 1 mortaliteta 1 on joS viSe postaje aktualan od pocetka
90-1h godina kada u klini¢ku praksu ulazi uporaba prostata specificnog antigena
(PSA). Od tada je incidencija porasla u svim zemljama (53,54). U Sjedinjenim
drzavama omjer incidencije i mortaliteta je 7.7 (55).

Od muskaraca s dijagnozom raka prostate tek ¢e 12% umrijeti od te
bolesti, dok ¢e ostali umrijeti s rakom prostate, ali ne od njega (56). Jasno je da
¢e, otkriju li se za Zivota svi postojec¢i karcinomi prostate u populaciji, do¢i do
znacajnog pretjeranog otkrivanja i posljedi¢nog pretjeranog lijeCenja. Opravdana
je bojazan da se, barem u nekim sredinama, sve vise otkrivaju indolentni
odnosno klini¢ki insignifikantni tumori. Bolesnici dijagnosticirani s ovakvim
rakom prostate niskog rizika mogli bi biti podvrgnuti aktivnom nadzoru 1 izbjeci
radikalno lijeCenje 1 s njim povezan morbiditet. Smatra se da je svake godine u

SAD takvih bolesnika koji bi mogli izbje¢i radikalan tretman oko 69 000 (57).
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Danas oko 80% bolesnika s rakom prostate otkrivenih na temelju povisenog
PSA ima lokalizirani rak, a oko 50% spada u skupinu niskog rizika. Aktivni
nadzor u svjetlu navedenih ¢injenica plijeni sve vecu pozornost urologa 1
onkologa u svijetu. Ovaj pristup podrazumijeva da se bolesnici niskog rizika ne
lijeCe agresivno (operacijom ili zraCenjem) nego prate putem PSA 1 ponovljenih
biopsija te se u slucaju progresije bolesti u agresivniji oblik poduzme aktivno
lijecenje samo za tu skupinu bolesnika 1 to u fazi dok je bolest izljeciva.
Svakako je vazno napraviti distinkciju aktivnog nadzora od pristupa koji se
popularno naziva watchful waiting (oprezno ¢ekanje) koje je destelje¢ima
podrazumijevalo opservaciju u selektiranoj skupini bolesnika sa primjenom
palijativnog tretmana u slu¢aju progresije. Koncept aktivnog nadzora ima vazne
implikacije na savjetovanje bolesnika o njihovoj bolesti, na lije¢enje 1 s njim
povezanu kvalitetu Zivota te na troskove lijeCenja. S druge pak strane rak
prostate je u Zapadnom svijetu drugi po smrtnosti od malignih bolesti i godisnje
od njega u razvijenom svijetu umre vise muskaraca nego od kolorektalnog
karcinoma. To znaci da je apsolutni broj umrlih od raka prostate jo§ uvijek
toliko visok da, osim raka pluca (u Hrvatskoj 1 raka debelog crijeva), nadmasuje
smrtnoS¢u sve ostale karcinome u muskaraca. Vazno je naglasiti da je mortalitet
od raka prostate u Hrvatskoj jo$ u porastu.

Razvidna je dakle vaznost 1 potreba preciznog definiranja i razlikovanja

insignifikantnog raka prostate kod kojega moramo reducirati suvisno lijeenje i s
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njim povezan morbiditet od signifikantnog raka kojeg moramo joS$ agresivnije 1

traziti 1 lijeciti kako bi se smanjila smrtnost od ove bolesti.

1.3.3.1. Kriteriji insignifikantnog raka prostate

Trenutno se u predvidanju (in)signifikantnosti raka prostate koristi
nekoliko modela.
Jedan model ¢ine patohistoloski parametri, drugi nomogrami, a tre¢i, koji je
prakticki u nastajanju i fazi opseznih ispitivanja ¢ine molekularni parametri.

Prva istrazivanja ove problematike zapoceo je Epstein koji je najranije
definirao da je volumen tumora manji od 0.5 cm’ uz odsutnost Gleasonova
gradusa 4 ili 5 u zbroju na konac¢noj patohistologiji kriterij insignifikantnog raka
(58). Kriteriji nisu bez prijepora pa suvremena serija incidentalnog karcinoma
kod cistoprostatektomije pokazuje da bi grani¢na vrijednost volumena dobro
diferenciranog tumora nakon radikalne prostatektomije koji bi se mogao
smatrati insignifikantnim bila 1 cm® (59). U novije se vrijeme, zbog prakti¢nosti,
procjena udjela tumora u prostati izrazava umjesto cm’ - postotkom tumora u
preparatu. Kao grani¢nu vrijednost insignifikantnosti tumora Romero-Selas te
Stamatiou postavljaju volumen tumora u manje od 5% preparata (44,45).

Sviovi kriteriji, medutim, primjenjivi su tek kada je bolesnik veé
operiran, a patolog ima cijelu prostatu za analizu i utvrdivanje spomenutih

kriterija.
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Diferencijacija klinicki signifikantnog od klinicki insignifikantnog raka
prostate ve¢ na biopsijskom materijalu uzetom Sirokom iglom (kojim se de facto
1 postavlja dijagnoza) imala bi dalekosezne posljedice u savjetovanju bolesnika
o terapijskim opcijama, mogucoj prognozi, tijeku i ishodu bolesti. Biopsijski
kriteriji insignifikantnosti definirani po Epsteinu su Gleasonov zbroj 6 1 manje,
PSA gusto¢a (PSAD- PSA density) manja od 0.15 ng/ml, 2 i manje pozitivna
cilindra u kojem je manje od 50% tumorskog tkiva (59). Njegov model
inicijalno je imao pozitivnu prediktivnu vrijednost od 75%. Ohori je definirao
insignifikantni tumor kao tumor manji od 3 mm na bioptatu, Gleasonova zbroja
6 1 manje (60). Allanovi kriteriji insignifikantnosti na biopsiji su tumor manji od
0.5 mm u pozitivnom cilindru 1 GS<6 (61). Unato¢ tako restriktivnim kriterijima
maksimalni volumen tumora nakon operacije bio je 3.75 c¢m’ (dakle vise od
gornje granice po Epsteinu od 0.5 cm’) i s vide od 10 % prodora kroz kapsulu
(61). Sve navedene studije bazirane su na sada ve¢ opsoletnim sekstant
biopsijama. Tek 2006. godine Bocon-Gibod 1 Barber objavljuju studije koje
ukljucuju 6-12 bioptata (62,63). Poton;ji definira insignifikantni tumor na
biopsiji kao solitaran fokus u manje od 5% cilindra i GS<6. Prosje¢ni volumen
ovog tumora nakon operacije je takoder bio iznad 1 cm’ (64). Kattan je
predloZio nomogram za predikciju insignifikantnog tumora nakon
prostatektomije koji se bazira na T1c ili T2a klinickom stadiju, PSA manji od 20
ng/mL, bez Gleasonova gradusa 4 ili 5 na biopsiji, manje od 50% pozitivnih

bioptata, manje od 20 mm karcinoma na bioptatima 1 vise od 40 mm benignog
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tkiva prostate (65). Pozitivna prediktivna vrijednost ovog nomograma je 64%.
Kattanov nomogram je validirao i korigirao Steyerberg (66). U novijem
studijama validaciju Epsteinovih kriterija proveli su Bastian na americkoj 1
Jeldres na europskoj populaciji (67,68). Potonja studija pokazala je znac¢ajnu
razliku u pogledu preciznosti ovih kriterija na europskoj populaciji jer je
primjenom istih cak 24% bolesnika koji su zadovoljili biopsijske kriterije
insignifikantnosti po Epsteinu imalo signifikantnu bolest nakon operacije. To se
tumaci razlic¢itom migracijom stadija i gradusa bolesti u Europi u odnosu na
SAD, a svjedoc¢i da se nomogrami ne mogu nekriti¢no koristiti ne uzimajuci u
obzir lokalne razlike. U naSem istrazivanju na 586 bolesnika operiranih
radikalnim zahvatom, od svih bolesnika koji su zadovoljavali preoperativne
kriterije insignifikantnog raka cak 39% je na kona¢noj patohistologiji imalo
bolest koja je klinicki signifikantnog karaktera (69).

Navedeni kriteriji su promjenom karaktera populacije koja se podvrgava
radikalnom lijecenju dozivjeli brojne kritike zbog nedovoljne specifi¢nosti i
osjetljivosti te su vrednovanjem ovih kriterija na populaciji bolesnika u
sadasnjem trenutku pokazali nedostatnu preciznost u razlucivanju signifikantnog
od insignifikantnog raka prostate. Stoga se preporucuje oprez kod savjetovanja
bolesnika u pogledu lije¢enja (64, 68).

Buduénost donosi nove, molekularne parametre koji ¢e sigurno doprinijeti
boljem razlikovanju raka prostate kojeg treba agresivnio lijeCiti od onog ¢iji je

tijek indolentan (70). Trenutno se ispituju tisu¢e potencijalnih biomarkera za rak
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prostate. Istrazuju se faktori tumorskog rasta, faktori angiogneze, regulatori
stani¢nog ciklusa, regulatori apoptoze, kromosomske i genetske promjene. Za
nadati se da ¢e neka od ovih istraZivanja omoguciti da se pristup bolesniku s
rakom prostate individualizira 1 odabere najbolja terapijska opcija koja ce
omoguciti izljeenje onima kojima je lijeCenje potrebno 1 izbjegavanje

radikalnog pristupa bolesnicima koji imaju insignifikantnu, indolentnu bolest.

1.4. KLINICKA SLIKA I DIJAGNOZA

1.4.1. Klini¢ka slika karcinoma prostate

Karcinom prostate je tiha bolest 1 u ranom stadiju nema klinickih manifestacija.
Tek kada se bolest lokalno ili sustavno prosiri moze uzrokovati smetnje.
Lokalno uznapredovala bolest simptomima se moZze preklapati s onima koje
uzrokuje benigna hiperplazija prostate te isti nisu specifi¢ni za rak. Oni se u
prvom redu odnose na opstruktivne smetnje poput slabijeg i tanjeg mlaza urina,
produljenog mokrenja, napinjanja kod mikcije, retencije, renalne insuficijencije
kao posljedica infiltracije ureteralnih us¢a, a moguce su i iritativne smetnje i
hematurija. Pacijenti sa sustavnom diseminacijom bolesti imaju klinicke

manifestacije, najéesce kostanih, metastaza.
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1.4.2. Dijagnoza i stadij karcinoma prostate

U dijagnosticiranju ove bolesti vazni su klinicki pregled, serumska razina
prostata specifi¢nog antigena (PSA) 1 slikovne metode (transrektalni ultrazvuk,
magnetska rezonanca). Definitivna potvrda dijagnoze dobiva se biopsijom
prostate pod kontrolom transrektalnog ultrazvuka ili citoloSkom punkcijom.
Program screeninga karcinoma prostate u proteklom je desetlje¢u izazvao
brojne rasprave. Prospektivne studije PLCO ( Prostate, Lung, Ovary Cancer
Trial) 1 RSPCS (Randomized Study for Prostate Cancer Screening) dale su
proturjecne rezultate pa jo§ nema definitivne preporuke o postupanju po ovom

pitanju (71,72).

1.4.2.1. Digitorektalni pregled

Digitorektalni pregled (DRP) joS uvijek je neizostavni korak u procjeni stanja
prostate. Njime dobivamo informaciju o veli¢ini prostate, o ogranic¢enosti,
podijeljenosti, konzistenciji 1 0 bolnosti. U slu¢aju prisustva tumora njime
procjenjujemo lokalizaciju, veli€inu 1 proSirenost tumora. Ova metoda je
medutim insuficijentna jer je subjektivna i nedovoljno reproducibilna kako u
pogledu postavljanja dijagnoze, tako i u pogledu odredivanja stadija bolesti.

Procijenjeno je da prisutnost abnormalnog supstrata na DRP ukazuje na rak u

20



15-40% slucajeva (41). Od toga ih je gotovo polovica ve¢ uznapredovala kad ih

se otkrije samo na temelju abnormalnog rektalnog nalaza (41).

1.4.2.2. Prostata specificni antigen (PSA)

Prostata specifi¢ni antigen je po gradi glikoprotein graden od 240 aminokiselina,
molekularne mase 33 000 daltona koji se stvara u epitelnim stanicama prostate.
Po funkeciji je enzim, serinska proteaza, koja ima ulogu u likvefakciji sperme.
Zbog toga ga u najvecoj koncentraciji nalazimo upravo u sjemenoj tekucini, a
tek u tisuc¢u puta manjim koncentracijama u serumu. Gen za kodiranje PSA
nalazi se na 19. kromosomu 1 pripada skupini humanih kalikreinskih gena
(hKLK) kojih ima 15 (do nedavno je bilo poznato samo 3), a sam gen za PSA je
hKLK 3 gen. Zbog toga se PSA zove 1 humani kalikrein 3.

Povijesno gledano, PSA je otkrio Hara 1971. u sjemenoj tekuéini, a 1979.
Wang 1 sur. nalaze ga u prostati (73,74). Od 1980. datiraju prvi radovi koji
detektiraju viSe vrijednosti PSA u bolesnika s karcinomom prostate (73). Od
1990. pocinje Sira uporaba PSA u ranom otkrivanju raka prostate, a s njim 1
brojna istrazivanje njegove uloge, mogucnosti i ograni¢enja u dijagnostici raka
prostate. Zahvaljuju¢i Sirokoj uporabi PSA, danas je prisutan pomak u
otkrivanju raka prostate u njegovom ranijem stadiju. Trendovi pokazuju da je

stopa incidencije lokalizirane bolesti porasla s 62.6 /100 000 u 1987. godini na
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117.7/100 000 u 1998. godini (3). Tako je u SAD-u 83% karcinoma
dijagnosticirano kao klinicki lokalizirana bolest. Ve¢ina od njih otkrivena je
jedino na temelju povisene vrijednosti PSA (T1c stadij). Time PSA potvrduje
neprijepornu zaslugu u ranom otkrivanju raka prostate. Tako otkriveni rak
prostate ima bolju prognozu nakon tretmana u usporedbi s onim otkrivenim
digitorektalnim pregledom (75). Smatra se da porast PSA u serumu prethodi
otprilike 6.7 godina palpabilnoj leziji (75). Unato¢ njegovim prednostima, PSA
jos nije savrSen tumorski marker. Osim raka, njegove vrijednosti u serumu
povisuju benigna prostati¢na hiperplazija, trauma, upala, ejakulacija,
instrumentalna manipulacija urotrakta, razina androgena, hormonski preparati.
Nadalje njegove vrijednosti variraju s dobi, rasom 1 volumenom prostate, a
koristenje finasterida smanjuje njegovu razina na 50%.

25% klinic¢kih znacajnih karcinoma prostate prati razina PSA ispod
4ng/mL. U 81% slucajeva to su patoloski lokalizirani tumori. U rasponu od 4-10
ng/mL, Sto se uobicajeno smatra sivom zonom PSA zbog preklapanja s
benignom prostati¢nom hiperplazijom, pozitivna prediktivna vrijednost
poviSenog PSA je 12-32% pri negativnom DRP (76). Zbog toga se biopsijom
prostate u ovom rasponu PSA karcinom dokaZe kod svakog ¢etvrtog bioptiranog
pacijenta. Ako je PSA iznad 10 ng/mL uz negativan DRP postoji vise od 40%
vjerojatnosti da pacijent ima karcinom prostate.

Dakle, sposobnost PSA da razlikuje BPH od karcinoma nije ba$ impresivna,

posebice u "sivoj zoni". Zbog toga se istrazuju novi oblici 1 forme PSA koji bi
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bili specifi¢niji. Kako bi se smanjio broj nepotrebnih biopsija rabe se PS4
velocity, volumenu i dobi prilagodene PSA vrijednosti (age specific PSA,
volume adjusted PSA), omjer slobodnog i vezanog PSA, gusto¢a ukupnog PSA

1 gustoca PSA za prijelaznu zonu.

PSA velocity podrazumijeva pracenje porasti vrijednosti PSA tijekom odredenog
razdoblja. Obicno se porast od 0.75 ng/mL godi$nje smatra sumnjivim na
karcinom. Porast bi se trebao evidentirati barem u tri mjerenja tijekom 1.5
godina (77).

Izmedu razlicitih metoda, koje se koriste sa ciljem povecanja specificnosti T-
PSA, svojom jednostavno$c¢u i1 iznimnom prakticnosc¢u, izdvaja se dobno
specifi¢an raspon PSA (age-specific PSA range) temeljen na porastu T-PSA s
dobi (78).

Partin i Reissigl su, neovisno, prikazali pozitivne rezultate klinickom uporabom
tog parametra navodeci povecanje osjetljivosti u mladih i specificnosti u starijih
muskaraca, u odnosu na T-PSA test uz grani¢nu vrijednost 4.0 ng/mL (79, 80).
Catalona ne dijeli to misljenje navodeci kako se koriStenjem dobno specifi¢cnog
raspona PSA povecava broj nepotrebnih biopsija u mladih, dok istodobno
odgada postavljanje dijagnoze u starijoj dobi od 60-73 godine kad bolesnici
predstavljaju legitimne kandidate za radikalno lijeCenje (81). Do identi¢nog
zakljuc€ka dolazi 1 Littrup 1 navodi kako standardna grani¢na vrijednost T-PSA
od 4 ng/mL predstavlja najbolji parametar za screening (82). Klinicari su

upozoreni, budu¢i Food and Drug Administration (FDA) nije odobrila dobno
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specifican raspon PSA, da s oprezom koriste tu metodu u dnevnoj klini¢koj
praksi (83).

Temelj kriterija gustoce PSA prijelazne zone leZi u €injenici da se tkivo BPH
nalazi gotovo iskljucivo u prijelaznoj zoni prostate, dok se vrlo mala koli¢ina
hiperplasticnog tkiva nalazi u perifernoj i centralnoj zoni pa time predstavlja
zanemarivi izvor PSA. Djavan je publicirao povoljne rezultate specifi¢nosti
ovog parametra od 20-37% uz osjetljivost od 90% i grani¢nu vrijednost od 0.10
ng/mL/cc, istodobno propustivsi 10% karcinoma prostate. Isti je autor uz
grani¢nu vrijednost >0.25 objavio 95% osjetljivosti 1 47% specificnosti ovog
testa, ali navodi kako gusto¢a PSA prijelazne zone zadrZzava dobru dijagnosticku
toCnost samo za prostate vece od 30 grama, odnosno prijelazne zone vece od 20
grama (84).

Poznato je da mjerenje volumena prostate pokazuje veliki nedostatak
reproducibilnosti zahvaljujuéi znatnim odstupanjima kod ponavljanja mjerenja
od strane istog ili drugog istrazivaca (intra i inter examiner odstupanje). Ta
¢injenica umanjuje vrijednost gusto¢e PSA prijelazne zone u predikciji raka
prostate kao $to je nepovoljno utjecala i na prihvac¢anje ukupne gustoc¢e PSA za
cijeli volumen prostate.

PSA u serumu cirkulira u slobodnom i vezanom obliku. 65-90% PSA vezano je
s alfa-1-antikimotripsinom (PSA-ACT), a 10-35% cirkulira slobodno (85).
Ostatak PSA vezan je s alfa-2-makroglobulinom 1 alfa-1-inhibitorom proteaza

(<1%). Udio slobodnog PSA ve¢i je kod bolesnika s benignom prostaticnom
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hiperplazijom pa se omjer slobodnog i ukupnog PSA koristi za povecanje
specifi¢nosti ovog markera za karcinom prostate i redukciju broja biopsija. Uz
razli¢ite grani¢ne vrijednosti za % fPSA koje variraju od 19-25% postize se
smanjenje nepotrebnih biopsija i do 20% (86,87).

Uvodenje PSA u praksu dovelo je do znaajnog pomaka u preoperativnoj
procjeni stadija bolesti koja se do tada bazirala samo na digitorektalnom
pregledu. Dok je temeljeno samo na DRP ¢ak 63% slucajeva pokazivalo
neocekivano veci stadij bolesti, uporabom PSA ta se situacija znatno izmijenila.
Uoceno je da porast PSA korelira s ve¢im volumenom tumora te klini¢kim i
patoloskim stadijem bolesti (88). Naime, uz negativan DRP, kada je PSA ispod
4 ng/mL, vjerojatnost lokalizirane bolesti je 81-84%; kada je PSA 4-10 ng/mL,
vjerojatnost lokalizirane bolesti je 53-67% , a kod PSA u rasponu 10-20 ng/mL
ta je vjerojatnost 31-56%. Uz PSA ispod 20 ng/mL vjerojatnost udaljenih
metastaza u kostima je vrlo mala (75).

Zbog ogranicenja PSA, ovaj se tumorski marker u predvidanju stadija bolesti
kombinira sa drugim parametrima pa su nastali posebni tabli¢ni sustavi zvani
nomogrami. Najpoznatiji i u klini¢koj uporabi najraSireniji nomogram nacinio je
Partin 1993. (33). Do danas je napravljeno preko 80 razlicitih vrsta nomograma
koji pomazu u odredivanju stadija bolesti, prezivljenja bez biokemijskog
relapsa, predvidanju zahvacenosti limfnih ¢vorova ili sjemenih mjehurica
tumorom, metastazama u kostima itd. Ve¢ina nomograma kao sastavnicu uzima

u obzir 1 vrijednost PSA.
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1.4.2.3. Transrektalni ultrazvuk (TRUS)

Kod transrektalnog ultrazvuka se otprilike 70% karcinoma prikazuje kao
hipoehogena zona, dok se ostatak prikazuje kao izoehogeno ili hiperehogeno
podrucje. Osim toga kod vec¢ih tumora prikaz je heterogen, a s obzirom na
infiltrativan rast tumora, ova metoda nije precizna u odredivanju stadija bolesti.
Glavni znacaj ove slikovne metode je u boljoj orijentaciji pri uzimanju

bioptickih cilindara.

1.4.2.4. Biopsija prostate

Od 1989. kada je Hodgeova predlozila tehniku sekstant biopsije pod kontrolom
UZV-a, dijagnostika karcinoma prostate postala je brza, sigurnija i u¢inkovitija
(89). Do tada se koristila tehnika citoloske punkcije pod kontrolom prsta 1
biopsija slucajnog uzorkovanja. U svom izvornom obliku sekstant biopsija je
opisana kao biopsija u parasagitalnoj ravnini na polovici od sredine do ruba
prostate na tri tipicna mjesta sa svake strane: baza, sredina 1 apeks. Ova je
preporuka nasla utemeljenje i u analizi materijala nakon radikalne
prostatektomije glede zonalne anatomije prostate i distribucije raka s obzirom na

nju (90). Istrazivanja su pokazala da se 70-80% karcinoma nalazi u perifernoj
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zoni prostate te su iz toga proizaSle brojne modifikacije ove metode. Danas je
poznato da sustavna sekstant biopsija moze imati i do 30% lazno negativnih
nalaza (91, 92). Zbog toga su predloZeni brojni protokoli koji povecavaju broj
cilindara u biopsiji 1 odreduju novu lokalizaciju bioptata (93-100). Tako sheme
biopsije s 6 +2 anteriorne 1/ili lateralne biopsije, s 8, 11, 12, 14 cilindara,
biopsije u 5 regija te saturacijske biopsije stjecu svoje pobornike, ali i one koji ih
osporavaju. Levine i sur. su izvodenjem dvaju konzekutivnih setova sekstant
biopsija na istom pacijentu pokazali porast od 37% u detekciji karcinoma (101).
Beurton i sur. predlozili su protokol s 12 cilindara jer su nasli porast od 22% u
detekciji karcinoma u odnosu na sekstant biopsiju (102). Kako je broj biopsija
usko povezan 1 s veli¢inom prostate, Djavan 1 sur. predlozili su Becki
nomogram kojim se postize 90% sigurnost u detekciji karcinoma, a u kojem je
broj biopsija ovisan o veli¢ini (volumenu) prostate i dobi pacijenta (103).
Postoji razumljiv strah da povecanjem broja bioptata pove¢avamo Sansu
otkrivanja klini¢ki nesignifikantnih karcinoma 1 “over treatment” pacijenata.
Dosadasnje studije pokazuju da je nalaz kona¢ne patohistologije nakon
ekstenzivnije biopsije uporediv s nalazima nakon standardnih bioptickih
protokola te da se ne otkriva bitno veci broj nesignifikantnih karcinoma.
Vazno je naglasiti da s rastom stope otkrivanja karcinoma prostate pri povecanju
broja bioptata ne raste znacajno broj komplikacija koje ju prate (104). S
porastom broja bioptata medutim, rastu troskovi dijagnosticke obrade. Zbog

toga se sheme biopsije razlikuju medu institucijama ovisno o izboru urologa,
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financijskoj moc¢i osiguranika/osiguravatelja ili preporukama nacionalnih
uroloskih udruzenja. U nasoj se ustanovi izvodi biopsija po Prestijevoj shemi
predloZenoj u recentnoj literaturi koja ukljucuje biopsije s 10-12 bioptata

lateraliziranih prema perifernoj zoni prostate (105).

1.4.2.5. Ponavljanje biopsija

Negativan nalaz na prvoj biopsiji nije kraj dijagnosticke obrade pacijenta kod
kojeg postoji klinicka sumnja na karcinom prostate. Ako perzistiraju razlozi
zbog kojih je u¢injena prva biopsija (povisen 1/ili rastu¢i PSA, suspektan
digitorektalni nalaz), biopsija se ponavlja. Najcesc¢e se biopsija ponovi nakon 6
tjedana. Naime, ovisno o studiji, u ponavljanim biopsijama otkrije se i do 20 %
karcinoma (106). Ponavljanje biopsije otvara nova pitanja oko signifikantnosti
tako otkrivenih karcinoma, broja 1 lokacije cilindara kod ponavljanih biopsija,
selekcije pacijenata za ponavljani zahvat i sl. Na mnoga od ovih pitanja jo$
nemamo jednoznac¢an odgovor. Prije svega veliCina prostate znacajan je Cinitelj
koji doprinosi negativnom nalazu biopsije. Naime, uvecana prostata na racun
benigne prostati¢ne hiperplazije (BPH) dovest ¢e do porasta PSA §to moze
rezultirati suviSnim biopsijama. Nasuprot tome stoji ¢injenica da i uz BPH
pacijent moze imati /dobiti karcinom. Taj je problem posebno izraZzen u

takozvanoj sivoj zoni PSA od 4-10 ng/mL. Nedostatna specifi¢nost povisSenog
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PSA za karcinom pokusava se poboljsati dodatnim testovima kao Sto su omjer
slobodnog i ukupnog PSA (f/TPSA), gustoca PSA, gusto¢a PSA za prijelaznu
zonu, PSA velocity, age specific PSA, itd. Njihovom uporabom smanjuje se i
broj suvisnih biopsija koje su ne samo invazivne i neugodne za pacijenta nego, s
obzirom na broj (i do 75% na prvoj, 80% na ponavljanim biopsijama), 1
znacajno financijsko opterecenje. Remzi i sur. su ustanovili da u rasponu PSA
od 4-10 ng/mL volumen prostate i volumen prijelazne zone predstavljaju
znacCajan podatak u odluci o ponavljanoj biopsiji (107). Oni smatraju da
pacijentu ¢iji je volumen prostate od 20-80 mL i volumen prijelazne zone 9-40
mL uz negativan nalaz na prvoj biopsiji treba ponoviti biopsiju. Time bi se
izbjeglo 7.1% odnosno 10% ponovljenih biopsija. Karakteristike karcinoma
otkrivenog na ponovljenoj biopsiji nisu bitno razli¢iti od karcinoma otkrivenog
inicijalnom biopsijom. U izvjeS¢u Djavana i sur. objavljeno je da su u prvoj
biopsiji otkrili karcinom u 22% pacijenata, u ponovljenoj drugoj biopsiji u 10%,
u tre¢oj u 5% 1 u cetvrtoj ponovljenoj biopsiji u 4% pacijenata (108). Od toga
broja 67% pacijenata imalo je lokaliziranu bolest. Djavan 1 sur. su utvrdili da
medu karcinomima otkrivenim inicijalnom 1 ponovljenom biopsijom nije bilo
razlike u patoloSkom stadiju bolesti (pTNM), biopsijskom Gleasonovu zbroju
kao niti kona¢énom Gleasonovom zbroju. Takoder nije uocena razlika u
pojavnosti Gleasonova gradusa 4/5 niti u volumenu tumora. Utvrdeno je da je

karcinom otkriven na inicijalnoj biopsiji ¢eS¢e bio multifokalan. Iz toga autori

zaklju€uju da se ponovljenim biopsijama ne otkrivaju nesignifikantni karcinomi
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(108). Ponavljanje biopsije posebno se savjetuje ako se otkrije PIN (prostati¢na
intraepitelna neoplazija) jer je prisutnost karcinoma dokazana u 25-35%

slucajeva kod takvih nalaza (109).

1.4.2.6. Biopsijski Gleasonov zbroj

Biopsija prostate pod kontrolom ultrazvuka pruza patologu ograni¢enu koli¢inu
tkiva. Analiza takvog uzorka dodatno moze biti otezana tehnickim
nesavrSenostima preparata 1 artefaktima. Suradnja urologa 1 patologa ima veliku
vaznost, a dodatne informacije kao Sto su PSA, f/TPSA 1 podaci o ranijim
biopsijama mogu pomo¢i patologu u postavljanju dijagnoze. Biopsijski odreden
stupanj diferenciranosti odnosno Gleasonov zbroj vrlo znacajan podatak te ga
treba odredivati s posebnom paznjom imajuci u vidu da ¢e kliniar na temelju
tog podatka donositi odredene odluke. Poznato je da Gleasonov zbroj na biopsiji
korelira 1 sa stupnjem proSirenosti bolesti (110). Visi Gleasonov zbroj povezan
je s loSijim stadijem bolesti (111). Kod Gleasonova zbroja 7 bolest je
lokalizirana u samo 29% slucajeva (110, 112). Stupanj prosirenosti bolesti je od
presudne vaznosti za odluku o vrsti lije€enja koje ¢e se ponuditi pacijentu.
Rijetki ¢e se urolozi odluciti operirati pacijenta sa slabo diferenciranim tumorom
s obzirom da 1 Europsko urolosko drustvo preporuca prostatektomiju kao

metodu izbora za lokaliziranu bolest (113). To stavlja pred patologa teSku
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zadacu odredivanja Gleasonova zbroja na bioptatu kao parametra
diferenciranosti tumora i postavlja pitanje pouzdanosti ovog nalaza.
Vecina studija iz ovog podrucja govori o problemu podcijenjenosti stupnja
diferenciranosti tumora na biopsiji, takozvanog understaginga, koji je prisutan u
rasponu od 20-45% nalaza. Manji je problem precijenjenost Gleasonova zbroja
na biopsiji (overstaging) koji je prisutan u 3-32% slucajeva (111, 114, 115, 116).
Podcijenjenost je najcesca kod biopsijskog Gleasonova zbroja 5 1 6.
Razlika je najéeséa za —1 Gleasonov grade. Cedée su pogreske kod dobro
difereciranih tumora pa kad se ucini revizija nalaza od strane uropatolo§kog
eksperta Gleasonov zbroj 2, 3 ili 4 obi¢no se procjenjuje kao Gleason zbroj 5 ili
6. Zbog toga eksperti ne preporucuju dodijeljivanje niskog stupnja

diferenciranosti od 2-4 na biopsijskom materijalu (115).

1.4.2.7. Ostale slikovne metode.

Osim transrekatalnog ultrazvuka medu slikovnim metodama mogu se rabiti CT,
MRI, scintigrafija skeleta. Danas se CT rutinski koristi u planiranju
radioterapije. MRI kao znatno skuplja i ne posvuda dostupna metoda ima vecu
specificnost u odredivanju stadija bolesti. Glavni nedostatak ovih metoda je
njihova osjetljivost od najvise 70%. Bolje kvalitete ima endorektalna, dinamicka

MRI ¢&ija to€nost u odredivanju stadija varira od 51-92% (110). Oprema je
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skupa, a zahtijeva i1 posebno uvjezbano osoblje 1 iskusnog radiologa. Inovacije
na tom podrucju kao $to je MRI spektroskopija kojom se odreduje stadij bolesti
temeljem slikovnog prikaza biokemijskih razlika u gradi staniéne membrane
normalne 1 tumorske stanice (omjer kolina i citrata) jo$ su u fazi klinickog
ispitivanja (117).

Scintigrafija skeleta pomocu 99mTc-metilen difosfonata vrlo je osjetljiva
metoda u otkrivanju kostanih metastaza. Oesterling 1 sur. na temelju istrazivanja
preporucili su da se ova pretraga ne izvodi kod asimptomatskih pacijenata s

PSA<10ng/mL (118).

1.4.2.8. Molekularne metode.

Molekularni staging odnosi se na otkrivanje prisutnosti cirkulirajucih
karcinomskih prostati¢nih stanica u perifernoj krvi. RT-PCR otkriva prisutnost
mRNA za PSA u krvi. Klini¢ki zna¢aj ovog nalaza jo$ uvijek nije jednoznacno
utvrden. Radioimunoscintigrafski sken s monoklonalnim antitijelima je
obecavajuca metoda koja otkriva mikroskopske depozite karcinoma na
udaljenim mjestima. Monoklonsko protutijelo za PSMA (prostati¢ni
membranski glikoprotein pojacano izraZzen na membrani karcinomskih stanica)
je keliran s Indijem 1 koristi se u imunoscintigrafske svrhe. Poznat je kao

ProstaScint. On otkriva zahvacéenost limfnih ¢vorova tumorom sa senzitivhoS¢u
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od 62% 1 sa specifi€noS¢u od 72% (117). U tijeku su ispitivanja s drugom
generacijom monoklonskih antitijela specifi¢nih samo za izvanstani¢énu domenu

PSMA 1 preliminarni rezultati su ohrabruju¢i.

1.4.2.9. Pelvi¢na limfadenektomija

Pelvi¢na limfadenektomija pruza najto¢niju informaciju glede proSirenosti
tumora na regionalne limfne ¢vorove. Nekada se ova operacija izvodila zasebno,
a danas se rutinski obavlja u sklopu radikalne prostatektomije. Intraoperativno
se limfni ¢vorovi Salju na ex tempore analizu 1 ovisno o rezultatima operacija se
nastavlja ili se od nje odustaje. Kako je vjerojatnost zahvacenosti limfnih
¢vorova u osoba koje imaju PSA<10 svega 1%, neki autori smatraju da se u

takvih pacijenata limfadenektomija ne mora rutinski izvoditi (119).
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1.5. LIJECENJE

1.5.1. Rizi¢ne skupine bolesnika

Ishod lijecenja 1 prognoza u velikoj mjeri ovise o prognostickim

parametrima kojima su definirane i skupine rizika.
Klasi¢ne (D'Amicove) rizicne skupine bolesnika definirane su s obzirom na
klinicki stadij, PSA 1 Gleasonov zbroj (120):

1. Niski rizik cT1-T2a i Gleasonov zbroj <7 1 PSA <10 ng/mL

2. Srednjirizik  c¢T2b-T2c ili Gleasonov zbroj =7 ili PSA 10-20 ng/mL

3. Visoki rizik cT3a ili Gleasonov zbroj >7 ili PSA >20 ng/mL
Dodatno se u skupini niskog rizika koriste parametri kvantitativne

patohistologije (Tablica 1).

1.5.2. Aktivni nadzor i oprezno ¢ekanje

Aktivni nadzor je pristup bolesnicima s rakom prostate koji su
klasificirani temeljem biopsijskih 1 biokemijskih parametara u skupinu bolesnika
niskog rizika i kod kojih se sustavnim pracenjem nastoji uociti eventualna
progresija bolesti dok je bolest joS u lokaliziranom stadiju te se bolesnik tada

podvrgava definitivnom lijeCenju s ciljem izljeenja. Svi ostali u toj skupini time
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su poStedeni morbiditeta terapijskih postupaka koji niti kod radikalne
prostatektomije niti kod zraCenja nisu zanemarivi.

Idealni bolesnici za aktivni nadzor bili bi oni s insignifikantnim rakom
prostate kod kojih bi radikalno lije¢enje predstavljalo suvisan 1 nepotreban
tretman. Ostaje problem precizne definicije bolesnika niskog rizika i definicije

insignifikantnog raka prostate o kojoj se govori u ranijem poglavlju.

Tablica 1. Skupina bolesnika niskog rizika (u nekih autora poistovjecena sa
insignifikantnim rakom) i kriteriji za aktivni nadzor.

Autor studije (ref.) Kriteriji

Stadij cT1c-2,
Gleasonov zbroj <6, PSAD <0.15 ng/ml/ml, 2 i manje pozitivna
cilindra, u cilindru manje od 50% tumorskog tkiva

1.| Epstein i sur. (58)

o | Bastian i sur. (67) Stadij cT1c-2,
Gleasonov zbroj <6, PSAD <0.15 ng/ml, 2 i manje pozitivna

cilindra, u cilindru manje od 50% tumorskog tkiva

3.| D"Amico i sur. (120)

cT2a, PSA < 10 ng/ml, Gleasonov zbroj <6

| Patel isur. (121)

cT2, Gleasonov zbroj <7

5 | Soloway i sur. (122)

Stadij c¢T2,
Gleasonov zbroj <6, PSA<0,15 ng/ml, 2 i manje pozitivna
cilindra, u cilindru manje od 50% tumorskog tkiva

| Van den Bergh i sur.
(PRIAS) (123)

Stadij T1c-T2b,
Gleasonov zbroj <6, PSA < 10 ng/ml, PSAD<0,20 ng/ml/ml, 2 i
manje pozitivna cilindra

| Van As i sur. (124)

cT1-T2a, PSA < 15 ng/ml, Gleasonov zbroj <7(3+4), <50%
pozitivnih cilindara

' Dall’Era i sur.
(uobicajeni kriteriji) (125)

PSA <10 ng/ml, Gleasonov zbroj <6, <33% pozitivnih cilindara,
u cilindru manje od 50% tumorskog tkiva

Ovaj pristup treba razlikovati od opreznog ¢ekanja (watchfull waiting)
kod kojeg su princip pracenja i izbor bolesnika sasvim drugaciji. Kod opreznog
¢ekanja je rije¢ o uvodenju tretmana koji je po svojoj intenciji palijacijski,
(dakle cilj nije izlje¢enje) u trenutku kad bolest klini¢ki progredira. Bolesnici u

ovoj skupini mahom su sa uznapredovalim rakom ili oni koji ne prihvacaju

35



postojece oblike definitivnog lijeCenja ili njihove komplikacije, a imaju kratko
oc¢ekivano trajanje zZivota. Progresijom se uvodi androgena deprivacija bilo
kirurS§kom ili kemijskom kastracijom u svrhu smanjenja progresije, boli 1

prevencije patoloskih fraktura kod koStanih metastaza.

1.5.3. Radikalna prostatektomija

Radikalna prostatektomija indicirana je u pacijenata kod kojih je moguce
izljeCenje, a zivjet ¢e dovoljno dugo da od lijeCenja imaju koristi (119). Pri
razmatranju ovog modaliteta lijeCenja obi¢no razmatramo parametre vezane uz
pacijenta te one vezane uz bolest. Kod pacijenta moramo razmotriti dob,
komorbidna stanja i njegov osobni izbor. Sa strane bolesti razmatramo klinicki
stadij bolesti, biopsijski Gleasonov zbroj 1 preoperativni PSA.

DOB. Smatra se da je ova operacija indicirana kod pacijenata ¢ije je ocekivano
trajanje zivota barem 10 godina (113). Time je izbjegnut i koncept arbitrarnog
odredivanja dobne granice iznad koje ovaj modalitet lijeCenja ne bi bio
razmatran. Naime, neki su pacijenti i u poznoj dobi vrlo vitalni 1 imaju
ocekivano trajanje zivota dulje od prosjeka za svoju dob. Nasuprot tome postoje
pacijenti mlade Zivotne dobi kojima druge bolesti onemogucuju ovakvo
lijecenje. Stoga je obvezan individualizirani pristup pacijentu. Pacijenta je vazno
upoznati 1 sa rizicima 1 koristima od kirur§kog lije¢enja, komplikacijama,

rizicima anestezije te drugim modalitetima lijeCenja.
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KOMORBIDNA STANJA. Pratece bolesti, bez obzira na dob, smanjuju
pacijentove izglede za kirursko lijeCenje. Bolesti kardiovaskularnog sustava,
respiratorne 1 druge bolesti smanjuju o€ekivano trajanje Zivota i povecavaju rizik
anestezije.

PACIJENTOV IZBOR. Neki pacijenti a priori odbijaju kirurSko lijecenje zbog
straha od operacije, dok drugi vjeruju jedino u mo¢ kirur§kog skalpela kad je
maligna bolest u pitanju. Ovakvi razli€iti stavovi rezultat su brojnih ¢imbenika:
ranijih operacija, zdravstvenog odgoja 1 prosvije¢enosti, osobnih uvjerenja.
Nakon $§to je pacijentu pruzena puna informacija o njegovoj bolesti,
raspolozivim terapijskim opcijama i njihovim prednostima 1 rizicima treba
postovati njegov konacan izbor lijeCenja.

KLINICKI STADIJ BOLESTI. Radikalnoj prostatektomiji podvrgavaju se
pacijenti s klinicki lokaliziranim karcinomom. Klinicki stadij bolesti odreduje
se digitorektalnim pregledom, serumskim tumorskim markerima, biopsijskim
Gleasonovim zbrojem, slikovnim metodama ( TRUS, magnetska rezonanca,
scintigrafija skeleta) (7). Ovim pretragama razlucujemo klini¢ki lokalizirani,
lokalno uznapredovali 1 metastatski rak prostate. Patoloski se stadij bolesti
unatoC tome moze razlikovati od klinickog. Od 1993. u §iroj su uporabi
Partinove tabele kojima predvidamo konacni patoloski stadij (33, 34).

Prema TNM klasifikaciji za rak prostate iz 2002. lokaliziranom se boles¢u

smatra Tla, T1b, Tlc te T2a, T2b 1 T2c stadij bolesti (16).
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T1a predstavlja karcinom slucajno otkriven nakon TURPa ili otvorene
prostatektomije u manje od 5% tkiva. U ovom se slu¢aju obi¢no razmatra
nadzirano pracenje, a radikalna prostatektomija se razmatra ako je oekivano
trajanje Zivota vece od 15 godina ili je tumor slabo diferenciran (113).

T1b (viSe od 5% tumora u tkivu odstranjenom TURPom ili otvorenom
prostatektomijom) Pacijentima se savjetuje operacija ako je oc¢ekivano trajanje
zivota dulje od 10 godina. Tehnicka izvedba operacije katkad je otezana
prethodnom TURP.

T1c predstavlja karcinom pronaden na biopsiji prostate koja je poduzeta jedino
zbog poviSenog PSA. Podignuta razina svijesti o vaznosti godi$njih pregleda
muskaraca starijih od 50 godina kao 1 PSA testiranje dovela je do pomaka
stadija bolesti od ranije dominantnog uznapredovalog ka T1c karcinomu (5). U
zapadnim zemljama 70-80% karcinoma svrstano je u ovaj stadij. Vazno je ipak
napomenuti da je ovo heterogena skupina karcinoma jer nakon radikalne
prostatektomije neki su lokalizirani a neki lokalno uznapredovali karcinomi.
Oesterling 1 suradnici izvijestili su da je 30% T1c karcinoma lokalno
uznapredovalo, a 11-16% su insignifikantni (118).

T2 stadij bolesti 1 oekivano trajanje Zivota dulje od 10 godina definitivno
trebaju radikalno lijeCenje. Ako je tumorom zauzet samo jedan lobus, 50% ¢e
progredirati,a u slu€aju zauzetosti oba reznja tumorom, ¢ak 70% ¢e progredirati

u petogodi$njem razdoblju (113).
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T3 stadij bolesti za ve¢inu urologa nije indikacija za radikalnu prostatektomiju.
Ovo pitanje jos je uvijek predmet rasprava jer, iako je poznato da ovi pacijenti
imaju vecu Sansu pozitivnih limfnih ¢vorova 1 loSeg ishoda lije¢enja, neki
smatraju da u slucaju minimalnog T3a stadija operacija moZe dovesti do
izljeCenja (126, 127). Lerner 1 sur. zastupaju takvo stanoviste (128). Mora se
medutim uzeti u obzir i problem staginga. Naime, 15% T3 tumora je
precijenjenog stadija (zapravo su T2 tumori), a 8% su podcijenjenog stadija
(understaged) 1 zapravo su T4 tumori (113).
BIOPSIJSKI GLEASONOV ZBROJ. Unato¢ dobroj podudarnosti Gleasonova
zbroja na biopsiji 1 konaénom nalazu nakon prostetktomije problem
undergradinga jo$ uvijek je znacajan. Vecina urologa uzima grani¢nim Gleason
zbroj od najviSe 8 za radikalnu prostatektomiju.
PSA VRIJEDNOST. Multivarijatna analiza pokazala je da PSA neovisni
prediktor progresije bolesti (1). S obzirom na zna¢ajno preklapanje vrijednosti
PSA u razli¢itim stadijima bolesti ovaj se parametar ne koristi samostalno u
indiciranju radikalne prostatektomije (75). Vecina klini¢ara rabi Partinove
tablice u svakodnevnoj praksi (33, 34). Obi¢no se operacija savjetuje ako je
PSA< 20ng/mL, 1ako nije neprihvatljivo zahvat raditi 1 kod nesto visih
vrijednosti.

Osim perinealnog i retropubicnog pristupa sve se vise vrse laparoskopske,
a u najnovije vrijeme i robotske radikalne prostatektomije. Ove metode

zadovoljavaju sve postulate onkoloSke kirurgije, ali je krivulja u¢enja vrlo duga,
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a potrebna je 1 posebna oprema. Prve laparoskopske operacija opisane pocetkom
90-tih godina trajale su prosjecno 9.4 sati. Danas se usavrSavanjem vjestine
operatera ova operacija izvodi u gotovo jednakom trajanju kao i otvorene
operacije. Preliminarni rezultati pokazuju da je ovaj pristup komparabilan u
kontroli bolesti, postoperativnoj inkontinenciji 1 impotenciji, dok je gubitak krvi
tijekom operacije Cak manji u odnosu na otvorene operacije. Stopa prezivljenja
za sada se joS ne moze usporedivati i bit ¢e potrebno jos neko vrijeme da se
ustanovi utjecaj metode na istu (129).

Postoperativne komplikacije ove operacije, bez obzira na pristup, prisutne
su u nekoj mjeri u svim centrima. Rizik inkontinencije nakon radikalne
prostatektomije varira od 5-10% kada ga prijavljuju kirurzi u velikim serijama, a
19-31% ako se pacijenti izjaSnjavaju putem upitnika (130). Postoperativnu
seksualnu funkciju bi trebalo prosudivati obzirom na onu koju je pacijent imao
prije operacije. Kako je rije¢ ve¢inom o starijim pacijentima, neki od njih i s
udruzenim bolestima poput diabetesa, Cesto je vec 1 preoperativna seksualna
funkcija slabija. Uvodenjem nerve-sparing tehnike ova je komplikacija u
odredenoj mjeri smanjena. Tako Quinlan 1 sur. sa SveuciliSta Johns Hopkins
1zvjeSéuju o 58% odnosno 82% ocuvanoj potenciji ako je saCuvan jedan
odnosno oba neurovaskularna snopa (131).

Catalona u novijem radu izvjes¢uje na seriji od 1870 pacijenata o stopi od 68%
ocuvanih erekcija ako su oCuvana oba snopa, odnosno 47% ako je o€uvan samo

jedan (132).
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1.5.4. Radioterapija

Radioterapija podrazumijeva koriStenje ionizirajuc¢eg zrac¢enja u lijeCenju raka
prostate. LijeCenje raka prostate ovom metodom moZe biti primarno (radikalna
radioterapija), adjuvantno (postoperacijsko zracenje) 1 palijativno (zracenje
metastaza). Ovisno o poziciji izvora zracenja moze se provoditi teleradioterapija
ili external beam radioterapija kada je isti udaljen od tkiva koje se zraci ili
brahiterapija kada se izvor stavlja u samu prostatu. Napretkom tehnologije sve
se viSe napusta metoda konvencionalne radioterapije gdje se za ciljani volumen
koristio dijaskop. Danas se rabi takozvana konformalna radioterapija kod koje se
za planiranje zraCenja koristi kompjuterizirana tomografija (CT).

Radikalna radioterapija moze se provoditi kao oblik lijeCenja s ciljem izljeCenja
u bolesnika s lokaliziranim karcinomom prostate 1 alternativa je radikalnoj
prostatektomiji. Smatra se postupkom izbora za bolesnike s T3NOMO. Kod
konvencionalne radioterapije koriste se 4 fotonska snopa od 66-70 Gy za T1 1
T2 te 72 Gy za T3 stadij bolesti. Komparacija s uspjesnoscu radikalne
prostatektomije je teska jer su karakteristike 1 preoperativne varijable pacijenata
ukljucenih u radijacijsko lije€enja bitno razli¢ite od onih koji su lije¢eni kirurski.
Naime, vecéina pacijenata lijecenih radikalnom prostatektomijom bila je bez
pozitivnih limfnih ¢vorova, niZzeg preoperativnog PSA 1 boljeg stupnja
diferenciranosti. Osim toga pocetne studije bazirale su se na uporabi iskljuc¢ivo

konvencionalne terapije u koje je 1 do 30% pacijenata imalo ozracen
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neadekvatan volumen. Jedina randomizirana usporedna studija radikalne
prostatektomije i radioterapije pokazala je prednost radikalne prostatektomije u
smislu prezivljenja uz ozbiljne zamjerke dizajnu studije (133). Brahiterapija je
pokusaj da se dovodenjem izvora zra¢enja u samu prostatu postigne maksimalan
ucinak na tumorske stanice uz minimalno djelovanje na okolno tkivo. Zbog toga
se u prostatu stavljaju permanentni ili privremeni implantati [-125 ili Pd-103.
Rane su studije pokazivale nizu u¢inkovitost ove terapije u odnosu na
teleradioterapiju, ali uz primjenu TRUSa novije studije pokazuju jednaku ili cak
bolju ucinkovitost ovog modaliteta zracenja u odnosu na ostale, osobito u

skupini pacijenata niskog rizika (134).

1.5.5. Hormonska terapija

Vise od 50 godina poznata je ¢injenica da je karcinom prostate hormonski
ovisan tumor. Hormonskom manipulacijom sluZzimo se kada pacijent ima
lokalno ili sustavno uznapredovalu bolest 1 kod kojeg radikalno lijeCenje viSe ne
predstavlja terapijsku opciju te u sluc¢aju kada radikalno lijeCenje ne daje
ocekivanu kontrolu bolesti. Na raspologanju nam stoje kirurSka kastracija
(bilateralna orhidektomija), estrogeni, LHRH agonisti, antiandrogeni.

KirurSka kastracija jednostavna je i vrlo jeftina metoda kojom se uklanja

testikularno tkivo, to¢nije Leydigove stanice kao glavni proizvodaci
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testosterona. One su odgovorne za 90-95% serumske razine ovog hormona, dok
se ostatak proizvede metaboliziranjem androgena iz nadbubrezne zlijezde. Ova
metoda je nekim pacijentima neprihvatljiva iz psiholoskih razloga i radije biraju
farmakolosku kastraciju.

Estrogeni putem negativne povratne sprege inhibiraju lu¢enje LHRH 1z
hipotalamusa i na taj nacin koc¢e hipotalamo-hipofizno-testikularnu osovinu. Ovi
su lijekovi poput dietilstilbestrola zbog ozbiljnosti svojih nuspojava (u prvom
redu kardiovaskularnih) rjede u uporabi (135). Intramuskularna primjena
poliestradiol fosfata navodno smanjuje kardiovaskularnu toksi¢nost (136).

LHRH agonisti ( buserelin, goserelin, triptorelin, leuprorelin) imaju

paradoksalan ucinak da nakon pocetne stimulacije hipofizno-testikularne
osovine (takozvani "flare fenomen" u prvih 2-3 tjedna) dovode do njezine
blokade i kastracijskog efekta. Danas se oni rabe u obliku depot-preparata pa je
1 primjena jednostavnija, a suradnja pacijenata odlicna. Vazno je naglasiti da
zbog flare fenomena davanje ovih lijekova treba uvijek zapoceti u kombinaciji s
antiandrogenima kako bi se sprijecilo klinicko pogorSanje ili ¢ak nagla smrt

(137). Antiandrogeni su lijekovi koji kompetiraju s androgenima na razini

receptora. Ovisno o kemijskoj strukturi razlikujemo steroidne (ciproteron acetat)
1 nesteroidne (flutamid, bicalutamid 1 nilutamid) antiandrogene. Ciproteron
acetat osim antiandrogene aktivnosti ima i progestagensku aktivnost pa
suprimira 1 sekreciju LH. Zbog toga ciproteron acetat ima za nuspojave i gubitak

libida 1 erektilnu disfunkciju. Za razliku od njega nesteroidni antiandriogeni
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djeluju iskljucivo na razini receptora i ne remete sintezu testosterona pa je u njih
prisutan libido i seksualna aktivnost. Zbog toga se isti¢e njihova prednost u
kvaliteti Zivota u odnosu na kastraciju (138). Njihove nuspojave ukljucuju
ginekomastiju 1 bol u prsima, a ¢ini se da bikalutamid izaziva manje proljeva 1
toksi¢nih lezija jetre (139).

Neki istrazivaci naglaSavaju vaznost potpune androgene blokade (MAB-
maximal androgene blockade) jer se oko 5% cirkulirajueg testosterona stvara iz
metabolita nadbubrezne zlijezde. Zbog toga je uveden koncept maksimalne
androgene blokade koja kombinira antiandrogene s kirurSkom ili
farmakoloskom kastracijom. UCinkovitost ovog lijeCenja jos je uvijek
kontroverzna. Dok studija Crawforda i sur. pokazuje poboljSanje prezivljenja
bolesnika tretiranih MAB terapijom u odnosu na monoterapiju, studija
Eisenbergera 1 sur. nije pokazala razlike u prezivljavanju (140, 141).

Rezultati Medical Reasearch Council (MRC) pokazali su da je ukupno i bolest
specifi¢no prezivljenje bolje u skupini koja je odmah dobila hormonsko lijecenje

u odnosu na onu kod koje je isto bilo odgodeno (142).

1.5.6. Hormonski refrakteran karcinom prostate

Tijekom vremena mnogi pacijenti ¢e unato¢ hormonskoj terapiji imati

progresivnu bolest. Obi¢no se nakon 18-24 mjeseca od uvodenja hormonske
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terapije javlja relaps bolesti. U manje skupine pacijenata kraca kontrola bolesti
postize se hormonskom manipulacijom; ukidanjem antiandrogene terapije uz
tzv. withdrawl syndrome ili dodavanjem druge linije terapije kao §to je
ketokonazol ili niske doze DES. Obi¢no ova poboljSanja ne traju dulje od 6
mjeseci. Medijan prezivljenja za pacijenta kojima je dijagnosticirana hormonski
refrakterna bolest je 12-20 mjeseci. UnatoC 10S0j prognozi jos je moguce
lijeCenje sustavnom kemoterapijom koja za sada ukljuc¢uje kombinaciju
estramustin/taxan u prvoj liniji i mitoxantron/prednisolon u drugoj liniji (143).
Pacijenti koji prestanu reagirati na ovu terapiju moguci su kandidati za klinicke

studije lijekova koji joS§ nisu u rutinskoj praksi (143).

1.5.7. Novije metode lijeenja

Fokusirani ultrazvuk visokog intenziteta ili HIFU (High intensity focused
ultrasound) je alternativni, minimalno invazivni postupak lijecenja kod kojeg se
transrektalnom sondom karcinom izlaze ultrazvu¢nim valovima visokog
intenziteta koji dovode do koagulacijekse nekroze. U tijeku su i brojne studije
koje ispituju alternativne postupke lije¢enja koje uklju¢uju imunoterapiju,
gensku terapiju, primjenu inhibitora faktora tumorskog rasta, primjenu blokatora
receptora za endotelin 1 dr. Rezlutati ovih ispitivanja su ohrabruju¢i, iako za

sada Sira primjena ovih modaliteta nije uvrijezena.
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1.6. Prognosticki biomarkeri kod raka prostate

Molekularna biologija nastanka i progresije raka prostate karakterizirana je

aktivnoS$¢u brojnih regulatornih puteva, kako u samoj epitelnoj stanici prostate,

tako 1 u okolnom vezivnom tkivu. Ovi se regulatorni putevi mogu grupirati u

apoptozu, aktivaciju androgenog receptora, provodenje signala, regulaciju

stani¢nog ciklusa, stani¢ne kohezija i adhezije te angiogeneze (Tablica 2).

Tablica 2. Primjeri molekularnih promjena i potencijalnih markera kod raka prostate

(prilagodeno prema ref. 144.)

Proces

Apoptoza

Androgena stimulacija
Provodenje

Regulacija stani¢nog

ciklusa

Stani¢na adhezija 1

kohezija

Angiogeneza

Klju¢ne molekule/markeri
p53, Bcl-2, apoptoticki index, Ki67
AR, AR ligandi

Epidermalni faktor rasta (EGF), EGF receptor
c-Mye, pl 6INK4A, p27KIP1, pRb,

E-cadherin, a-catenin, metaloproteinaze, hondroitin

sulfat

VEGF, VEGEF receptori, duSikov oksid

AR-androgen receptor; VEGF-vascular endothelial growth factor.

46



Varijacije u DNA, RNA 1/ili razini proteina koji sudjeluju u ovim procesima su
potencijalni biomarkeri za prognozu 1 lije¢enje. Svi se novi markeri usporeduju s
ve¢ ustanovljenim prognosti¢kim faktorima kao §to su PSA, Gleasonov zbroj,

klinicki 1 patoloSki stadij bolesti 1 sl. (144).

1.7. C-MYC

C-myc (engl. cellular myelocitomatosis) gen se nalazi na kromosomu 8924 i
sastoji se od 3 eksona. Isprva su njegovi analozi otkriveni u Zivotinja i to davne
1911. godine kada je Peyton Rous primjetio da sarkom pileta moZze biti prenesen
putem ekstrakta tumora bez stanica, vjerojatno virusima. Potencijalni ciljni gen
identificiran je kao v-onkogen kojeg mogu inducirati retrovirusi. Analog
virusnom onkogenu v-mycu otkriven u stanicama nazvan je c-myc (c-celularni).
Unazad 2 desetlje¢a znacajan je napredak ucinjen u razumijevanju funkcije c-
myc u normalnim i tumorskim stanicama. C-myc djeluje na niz bioloskih
procesa ukljucujuci stani¢nu proliferaciju, rast, progresiju stanicnog ciklusa (
modulacijom ciklina, ciklin ovisnih kinaza, ciklin ovisnih inhibitora kinaza i
fosfataza), stani¢nu transformaciju i diferencijaciju, metabolizam (glukoze,
aminokiselina 1 DNA), angiogenezu (regulacijom VEGF), stani¢nu adhezivnost

1 mobilnost (regulacijom sinteze integrina) te apoptozu (145).
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Kao regulator stani¢nog ciklusa pojavljuje se nakratko u zdravim stanicama
tijekom diobe omogucujuéi progresiju G1 u S fazu ciklusa te G2 u M i potom
nestaje (146). U normalnoj stanici c-myc je reguliran putem mehanizama
stani¢nog ciklusa 1 vanjskim signalima kao Sto su faktori rasta. U fazi mirovanja
1zraZzenost c-myc je vrlo slaba, ali djelovanjem faktora rasta upravo se ovaj gen
rano 1 snazno aktivira. Nakon zavrSetka stani¢ne diobe izrazenost c-myc u
stanicama kéerima ponovno je niska do ulaska u novu diobu. Ako pak normalna
stanica pokaze pojacanu ekspresiju c-myc aktivira se p19/p14ARF i p53 ovisni
put apoptoze 1 takva stanica umire (146).

C-myc protein obi¢no stvara obligatni dimer sa Max proteinom, a potom djeluju
na Citav niz stani¢nih funkcija. Tako preko N-terminalne c-myc regije stupaju u
interakciju sa proteinima koji su uklju€eni u transkripciju. Takvi su TRRAP koji
se veze sa histonskom acetilazom GCNS koja omogucuje pristup opc¢ih
transkripcijskih faktora kromatinu odnosno DNA (npr. TFIIE, TBP) (147).
C-myc je izrazen tijekom embriogeneze i u visoko proliferativnim tkivima
odrasle osobe. Dvojna funkcija c-myc omogucuje njegovo sudjelovanje u
stani¢nom rastu 1 proliferaciji, ali 1 inhibiciji terminalne diferencijacije 1
apoptozi. Senzibilizacija stanice za apoptozu putem c-myc odvija se preko
proapoptotickih stimulusa poput hipoksije, oStecenja DNA, THF, CD9S5 itd. C-
myc tijekom apoptoze oslobada citokrom c iz mitohondrija u citosol preko Bax
koji mitohondrijalnu membranu ¢ini poroznijom. Citokrom c¢ nadalje sa Apaf-1 1

prokaspazom-9 stvara ,,kota¢ smrti“. Potom se pokrec¢e kaskada aktivnosti
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kaspaza koje rezultiraju stanicnom degradacijom. Drugi putevi ukljucuju
indirektnu aktivaciju p53 tumorskog supresora preko androgenog receptora i
Baxa (148).

No ekspresija c-myc bitno je razli¢ita u malignim stanicama. Njegova
deregulacija rezultira poremecajem umnazanja i terminalne diferencijacije
stanica Sto ga svrstava u red onkoproteina Deregulacija c-myc moze rezultirati
apoptozom, genomskom nestabilnos$cu, bijegom od imunoloskog nadzora,
nekontroliranom proliferacijom neovisno$¢u o stimulaciji faktorima rasta i
besmrtnos¢u (149, 150).

Za razliku od strogo reguliranog c-myc u normalnim stanicama koji se
izrazava kratko vrijeme tijekom stani¢ne diobe, kod tumora je njegova
ekspresija neregulirana 1 moze rezultirati raznim genetskim aberacijama. Sada je
nedvojbeno da poremecena izrazenost c-myc gena vazna u razvoju mnogih
humanih tumora. Pojacano je izrazen u stanicama raka dojke, jednjaka i crijeva.
Pojacana izrazenost c-myc gena i proteina prisutna je u 80% karcinoma dojke,
70% karcinoma kolona, 90% ginekoloskih karcinoma, 50% hepatocelularnih
karcinoma 1 kod nekih Non Hodgkinovih limfoma te Burkitova limfoma (151).

Poremecaj ekspresije c-myc rezulitra genomskom nestabilnosc¢u,
nekontroliranim stani¢nim rastom, bijegom od imunoloskog nadzora 1 kontrole

rasta i poremecajem apoptoze.
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Aktivacija c-myc gena u tumorima se odvija na nekoliko na¢ina: mutacijom,
amplifikacijom, translokacijom, pojacanom ekspresijom, pojacanom
proteinskom stabilno$¢u (150). Kromosomske translokacije kakve nalazimo kod
Burkittova limfoma aktiviraju c-myc jukstaponirajuci ga kraj gena za
imunoglobuline koji su pojacano aktivni u limfomima. U solidnim karcinomima
¢es¢i je poremecaj amplifikacija gena. Takav se poremecaj primjecuje kod raka
pluca, glioblastoma, melanoma, raka jajnika i vrata maternice (150, 151).
Istrazivanja izrazenosti c-myc onkoproteina kod raka prostate rijetka su i
proturjecna. Osim u karcinogenezi pretpostavlja se da c-myc ima vaznu ulogu u
progresiji raka prostate. Naime gen c-myc je amplificiran u lokalno
uznapredovalim 1 metastatskim tumorima (152, 153). Sato 1 sur. nasli su da je
amplifikacija myc gena prediktivna za sistemsku progresiju 1 smrt od raka
prostate (154). Amplifikacija gena c-myc prisutna je u 30-50% karcinoma
prostate, a pojacana ekspresija proteina c-myc u do 70% karcinoma prostate
(155). Quian je fluoresccentnom in situ hibridizacijom utvrdio pojacanu
amplifikaciju ¢ myc gena u tumorima viseg Glesonova zbroja (156). Vazno je
naglasiti razli¢itost ekspresije gena c-myc 1 c-myc proteina. [zraZzenost c-myc
proteina u prognosticke svrhe malo se proucavala. Prowatke i sur. su nasli
negativnu korelaciju izrazenosti c-myc onkoproteina sa stadijem (pTNM) 1
gradusom bolesti (Gleasonov sustav) (157). Postavili su hipotezu da je smanjena
ekspresija c-myc proteina odraz njegove uloge u indukciji apoptoze te da je ona

u uznapredovalim tumorima smanjenjem prisutnosti c-myca poremecena te da
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ista ima prognosti¢ku vrijednost ekspresije u pogledu stadija 1 gradusa bolesti.
Recentni rad Gurelove pokazao je da pojacana ekspresija onkoproteina myc nije
nuzno u korelaciji s amplifikacijom gena c-myc, sugeriraju¢i da postoje
alternativni nacini njegove pojacane ekspresije (158). Gurelova 1 sur. su pokazali
prisutnost pojacane ekspresije c-myc proteina u HGPIN, primarnom 1
metastatskom karcinomu. Odnedavno je moguca imunohistokemijska metoda

utvrdivanja ovog antigena u stanicama.

1.8. CAVEOLIN-1

Caveolini su integralni membranski proteini koji imaju vaznu ulogu u transportu
molekula kroz stani¢nu membranu. Caveolin je isprva naden u Golgijevom
aparatu 1 enoplazmatskoj mreZzici, a potom i u stani¢noj membrani. On je
sastavni dio membranskih invaginacija koje su prvi put otkrivene jos§ davne
1952. kao endociticke strukture odgovorne za prijenos molekula u endotelnim
stanicama. Sam protein cavelin je otkriven tek 1992. Kod sisavaca su za sintezu
caveolina odgovorna tri gena pa su posljedi¢no njihovi analogni proteini nazvani
caveolin-1, caveolin-2, caveolin-3. Caveolin-2 prevladava u Golgijevom aparatu
stanice 1 ne moZe ga samostalno napustiti, dok caveolin 3 prevladava u
skeletnom 1 sréanom miSi¢u. Smatra se da caveolin-1 ima vaznu ulogu u

prijenosu stani¢nih signala, molekularnom transportu i adheziji stanica. Vazna
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mu je uloga u prometu kolesterola (159). U recentnoj studiji postavlja se
hipoteza da je uloga caveolina regulatorna, a ne strukturalna te da regulira
interakciju kaveola sa aktinskim kortikalnim citoskeletom te odreduju jesu li
kaveole na stani¢noj povrsini ili putuju u stanicni citosol (159,160).

U tumorigenezi mu je uloga dvojaka. Ovisno o vrsti tumora utvrden
je 1 poztivni 1 negativni u¢inak cav-1 na progresiju (160). U nekim tumorima on
je protein povezan sa inhibicijom rasta (160, 161, 162). Gen za cav-1 smjestan je
na lokusu D7S522 kromosoma 7q31.1 koji je podlozan deleciji u humanim
karcinomima (161). Suprimirajuc¢i u¢inak na tumore je potvrden kod karcinoma
dojke (163), karcinomu pluc¢a (164) 1 u transformiranim fibroblastima strome
kod kojih c-myc onkoprotein sprjecava cav-1 ekspresiju (165). Nasuprot tomu,
promotorska uloga kod tumora je povezana sa fosforilacijom tirozina i serina 1
njegova pojacana ekspresija dokazana je u karcinomu jednjaka, bubrega, mozga
1 prostate i prediktor je loSe prognoze i krac¢eg prezivljenja (167, 168, 169).
Dakle, prognosticki znacaj proteina caveolina-1 je dihotoman i ovisi o vrsti tkiva
1 stadiju bolesti. Caveolin-1 je pojacano izrazen u metastatskom raku prostate
(169). Kada ga luce stanice raka prostate djeluje kao autokrini/parakrini faktor
koji suprimira apoptozu 1 osjetljivost stanica na androgenu stimulaciju te ima i
ulogu u patoloskoj angiogenezi (170, 171). Pojacana izrazenost caveolina-1
povezana je 1 s kra¢im vremenom do biokemijskog relapsa 1 loSijom prognozom.
Utvrdeno je da je caveolin 1 reguliran od strane c-myc 1 da suprimira c-myc

induciranu apoptozu (172). Stoga je razumna pretpostavka da interakcija c-myc 1
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caveolina-1 ima ulogu u tumorskoj progresiji, a njthov status moze biti
informativan za signifikantnost tumora, odnosno njegov potencijal da progredira

1 metastazira (173).
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2. HIPOTEZA 1 CILJEVI RADA

2.1. Hipoteza rada

Dosadasnja istrazivanja su pokazala da nema sasvim pouzdanih preoperativnih
parametara signifikantnog raka prostate u skupini bolesnika niskog rizika.
Proteini c-myc i caveolin-1 su jo$ neispitani markeri tumorske progresije u
ovom okviru i nepoznat je zna¢aj njihove izrazenosti na bioptatima u predikciji
signifikantnosti raka prostate, kako samostalno tako 1 u kontekstu ostalih
parametara.

Hipoteza rada je da su proteini c-myc i caveolin-1 markeri tumorske

progresije ¢ija pojacana izrazenost na biopsijskom materijalu moze biti pouzdan

pokazatelj signifikantnosti karcinoma u skupini bolesnika niskog rizika.

2.2. Ciljevi rada

S obzirom na postavljenu hipotezu ciljevi ovog istrazivanja su:

1. Utvrditi broj bolesnika s insignifikantnim 1 signifikantnim rakom prosta

te

nakon radikalne prostatektomije u ispitivanoj skupini bolesnika niskog

rizika. Insignifikantni tumor definiran je kao tumor Gleasonova zbroja <6

koji zauzima <5% ukupnog preparata.
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. Odrediti imunohistokemijsku izraZzenost c-myc onkoproteina 1 caveolina-1
na bioptatima prostate uzetim Sirokom iglom u ispitivanoj skupini
bolesnika odredivanjem postotka tumorskih stanica koje izrazavaju c-myc
1 caveolin-1

. Usporediti izrazenost molekule c-myc na biopsijskim cilindrima s
karakterom raka prostate nakon prostatektomije (signifikantni vs.
insignifikantni)

. Usporediti izrazenost molekule caveolina-1 na biopsijskim cilindrima s
karakterom raka prostate nakon prostatektomije (signifikantni vs.
insignifikantni)

. Procijeniti signifikantnost raka prostate nakon radikalne prostatektomije
na osnovi dobi bolesnika, PSA 1 PSAD, biopsijskog Gleasonova zbroja 1
takozvanih kriterija minimalnog volumena tumora na biopsiji: <2
pozitivna cilindara i manje od 50% tumora u cilindru

. Utvrditi prisutnost biokemijskog relapsa nakon radikalne prostatektomije
u ispitivanoj skupini bolesnika

. Na osnovi statisticke analize dobivenih rezultata zakljuciti o mogucoj
ulozi molekula c-myc 1 caveolina-1 na biopsijskim cilindrima kao
prognostickog c¢imbenika signifikantnosti raka prostate u skupini

bolesnika niskog rizika
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4. ISPITANICI I METODE

4.1. Ispitanici

U istrazivanje je uklju¢eno 105 uzastopnih bolesnika niskog rizika s klinicki
lokaliziranim karcinomom prostate kod kojih je ucinjena biopsija prostate te
radikalna prostatektomija od 01.01.1998-31.12.2007, a koji zadovoljavaju
kriterije ukljucenja.

Kriteriji za ukljucenje u studiju bili su slijedeci:

- bolesnici s klini¢ki lokaliziranim rakom prostate

- digitorektalna pretraga bez znakova tumorske infiltracije okolnog tkiva

- vrijednost prijeoperatvnog PSA < 10 ng/mL i PSAD manji od 0.15

- vrijednost biopsijskog Gleason zbroja <6

- u biopsijskom materijalu < 2 cilindra s rakom

- manje od 50% karcinoma u cilindru

U studiju nisu ukljuceni:

- bolesnici stariji od 75. godina Zivota

- bolesnici kod kojih je ve¢ jednom obavljen kirurski zahvat na prostati

- bolesnici koji su bili na medikamentoznoj terapiji zbog bolesti prostate

(antiandrogeni, LH-RH analozi, finasterid)
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4.2. Metode

Za imunohistokemijsku analizu izraZenosti c-myc proteina i1 caveolina-1 kod
bolesnika koji zadovoljavaju kriterije ukljucenja u studiju koristen je arhivski
materijal bioptata prostate Klinickog zavoda za patologiju «Ljudevit Jurak» KB
«Sestre milosrdnice». Za ostale podatke koristili smo postojecu bolnicku
dokumentaciju: operacijske protokole, povijesti bolesti, operacijske nalaze,
patohistoloske nalaze, temperaturne liste bolesnika, ambulantne protokole
kontrolnih pregleda.
Iz navedene dokumentacije u istraZzivanju je koriSena: dob pacijenta, vrijednosti
preoperativnog prostata specificnog antigena (PSA), patohistoloSke nalaze
biopsija, patohistoloski nalaz nakon ucinjene radikalne prostatektomije te
vrijeme biokemijskog relapsa (PSA povratka) nakon radakalne prostatektomije.

Nakon identifikacije bolesnika, utvrdeno je postojanje svih neophodnih
klini¢kih 1 patoloskih podataka te su u istrazivanje uklju¢eni samo oni bolesnici
za koje su postojali svi podaci.

Od ispitanika su formirane dvije skupine bolesnika sa:
1. signifikantnim i
2. insignifikantnim karcinomom prostate

na temelju definitivnog patohistoloSkog nalaza nakon radikalne

prostatektomije.
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Insignifikantnim karcinomom smatran je lokalizirani rak prostate (<pT2),
volumena tumora na kona¢nom preparatu izrazenom u postotku u <5% preparata
1 stupnja diferenciranosti na kona¢nom preparatu Gleasonova zbroja <6.
Signifikantnim rakom prostate smatratni su tumori koji ne zadovoljavaju sve
navedene kriterije.

Ove skupine usporedene su s obzirom na preoperativnu vrijednost PSA, PSAD,
preoperativne biopsijske parametre (broj cilindara s tumorom: 1 ili 2, postotak
tumora u cilindru, prisutnost tumora unilateralno 1ili bilateralno) i
imunohistokemijski odredenu ekspresiju c-myc proteina 1 caveolina-1 na
bioptatima.

Tijekom uzimanja bioptata svaki uzorak stavljan je u zaseban kontejner s
oznakom mjesta s kojega je biopsija u prostati uzeta. Patohistoloski nalaz kod
biopsije prostate je sadrzavao broj cilindara s rakom, ukupan Gleason zbroj i
opis svakog pojedina¢nog cilindra koji je uklju€ivao i1 postotak cilindra
zahvacenog tumorom. Preoperativni PSA 1 Gleason zbroj bioptata te dob
bolesnika utvrden je iz postoje¢e medicinske dokumentacije. Volumen prostate
izraCunat je temeljem izmjerenith dimenzija prostate nakon prostatektomije po
tzv. elipsoidnoj jednadzbi V= dijametar visine x Sirine x duljine x « /6 (broj pi: ©
~ 3,141). Gusto¢a PSA (PSA density) izraCunata je iz omjera PSA (ng/ml) i
volumena prostate (cm’). Postoperativni stadij bolesti (TNM klasifikacija, 2002)
1 Gleasonov zbroj te postotak tumora u cijeloj prostati kao mjera volumena

tumora oc¢itan je iz medicinske dokumentacije.
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Svi pacijenti su nakon radikalne prostatektomije ambulantno kontrolirani
svakih 3 myjeseca tijekom prve dvije godine, a nakon dvije godine svakih 6
mjeseci. Biokemijski relaps bolesti mjeren porastom PSA nakon operacije
utvrden je iz ambulantnih protokola 1 povijesti bolesti. Za vrijednost
postoperativnog PSA koji upucuje na povrat bolest uzet je najeSce koriSteni
limit PSA vrijednosti nakon RP - jednak ili ve¢i od 0,4 ng/ml, te dvije slijedece
vrijednosti PSA jednake ili ve¢e od 0,4 ng/ml koje je prihvatilo Europsko

urolosko udruzenje (EAU).

3.2.1. PatohistoloSka analiza

Biopsijski materijal je obraden standardnom histoloSkom metodom koja
ukljucuje standardnu patohistolosku metodu: fiksaciju tkiva u 10% -tnom
puferiranom formalinu, uklapanje u parafinske blokove rezane u rezove
debljine 4 do 5 um, deparafiniziranje i bojenje standardnom metodom
hemalaun-eozinom. Biopsijski tkivni cilindri kao 1 cijela prostata pregledana je
na prisutnost tumorskog tkiva svjetlosnim mikroskopom te je odredena
patohistoloska dijagnoza. Gleason gradus odreden je standardno.

Imunohistokemijska analiza. 1zraZzenost c-myc proteina je analiziran
imunohistokemijski pomocu primarnih protutijela na c-myc (C-MYC, klon
9E10, AB 32); Abcam Plc, Cambridge, United Kingdom), razrjedenje 1:250 u

PBS. Izrazenost caveolina-1 je analiziran imunohistokemijski pomocu
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primarnih protutijela na caveolin-1 (N-20, Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA), razrjedenje 1:300. Imunohistokemijska analiza za navedena
protutijela u€injena je LSAB metodom kao vizualizacijskim sistemom na Dako
TechMate TM automatiziranom stroju za imunohistokemijsko bojenje uz
upotrebu streptavidin imunoperoksidaza MSIP protokola.

Kao negativne kontrole koristena su tkiva istrazivanih uzoraka na koje nije
aplicirano primarno protutijelo, a kao pozitivna kontrola metode koristeno je
tkivo karcinoma dojke (za c-myc) i tkivo crijeva (za caveolin) prema preporuci
proizvodaca.

Analiza imunohistokemijskog bojanja

Gotove preparate analizirao je iskusan patolog, bez prethodnih informacija o
pojedinom uzorku. Rezultati imunohistokemijskog bojenja za C-MYC |
caveolin-1 izrazeni su semikvantitativnom metodom, a to znaci:

0-Negativna reakcija (-): nema obojenja u tumorskim stanicama.

1-Slabo pozitivna reakcija (+) : do uklju¢ivo 25% tumorskih stanica pozitivno.
2-Umjereno pozitivna reakcija (++) : od 25-50% tumorskih stanica pozitivno.

3-Jako pozitivna reakcija ( +++) : viSe od 50% tumorskih stanica pozitivno.
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3.3. STATISTICKA ANALIZA

Numericki podaci su prikazani aritmetickim sredinama, standardnim
devijacijama, medijanom, minimalnom vrijednos¢u, maksimalnom vrijednos¢u
1 interkvartilnim rasponom, dok su kvalitativni odnosno kategorijski podaci
prikazani njihovim frekvencijama pojavnosti 1 pripadajuéim postocima.
Numericke varijable su testirane Kolmogorov-Smirnovljevim testom na
normalnost raspodjele, a kako vec¢ina varijabli nije slijedila normalnu raspodjelu
za statisticko testiranje je primijenjen neparametrijski Mann-Whitney test za
usporedbu dviju nezavisnih skupina (signifikantni odnosno insignifikantni rak
prostate). Podaci mjereni ordinalnom skalom takoder su analizirani Mann-
Whitneyevim testom. Za usporedbu kvalitativnih podataka, odnosno postojanje
asocijacija, koriSten je hi-kvadrat test gdje je to bilo moguce, dok je u
suprotnom slucaju koriSten Fisherov egzaktni test. Razlike su smatrane
statisticki znac¢ajnim uz p<0,05.

Prediktivne karakteristike proteina c-myc 1 caveolina-1, kao 1 ostalih
potencijalnih prediktora analizirane su univarijathom 1 multivarijatnom
logistickom regresijom. Dobiveni rezultati su prikazani graficki 1 tabli€no. Za
analizu podataka koriSten je statisticki program R Verzija 2.10.1. (Development
Core Team. R: A language and environment for statistical computing. R

Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria, 2009.).
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4. REZULTATI

4.1. Deskriptivna statistika

U periodu od 01.01.1998. do 31.12.2007. godine u nasoj ustanovi su 873
bolesnika podvrgnuta radikalnoj prostatektomiji zbog klinicki lokaliziranog raka
prostate. Od ovog broja 115 (13%) pacijenta je zadovoljilo preoperativne
kriterije za skupinu niskorizi¢nih bolesnika 1 uklju¢enje u studiju. Kod 10
pacijenata arhivski materijal cilindara u parafinskim blokovima nije bio
dostupan te su iskljuceni iz istraZzivanja. Istrazivanje je provedeno na preostalih
105 pacijenata. Ispitanici su bili u dobi od 46 do 77 godina (prosje¢no 65,4)
godina. Srednja vrijednost PSA je bila 7,1 (2,3-10) ng/ml, volumena prostate
55,5 (29,0-90,0) mL, PSAD 0,128 ( 0,040-0,150) ng/mL/mL, biopsijski
Gleasonov zbroj 5,85 (5-6), prosjecan broj uzetih bioptata je 8 (6-12). Klinicki
stadij bolesti kod ispitanika je bio ¢T2. Vrijeme pracenja bolesnika je 43,2 (12-
84) mjeseca.

Dob, PSA, PSA gustoc¢a, volumen prostate, broj bioptata, broj pozitivnih
cilindara, najveci postotak cilindra zauzetog tumorom i biopsijski Gleasonov
zbroj, kona¢ni Gleasonov zbroj, volumen karcinoma te izraZzenost c-myca 1
caveolina u stromi i epitelu tumora te vrijeme pracenja opisani su parametrima

deskriptivne statistike u Tablici 3.
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Tablica 3. Obiljezja ispitanika s rakom prostate niskog rizika (N=105).

Ovierie | (RO | MDD | ouws | wewwn | wean | MEROAT
Dob

(god.) 65,4 5,7 66,0 46,0 77,0 8,0
Lt (YL 7.1 1,9 6.8 2.3 10,0 3,3
Volumen

prostate (mL) 55,3 14,4 56,0 29 90 22
PSA gustoca

(ng/mL/mL) 0,13 0,03 0,14 0,04 0,15 0,04
Broj bioptata

N) 8,18 1,74 8 6 12 1
Broj

pozitivnih 1,44 0,50 1,00 1 2 1
bioptata (N)

Biopsijski

Gleasonov 5,9 0,36 6,0 5 6 0
zbroj

Postotak

karcinoma u 18,52 15,5 10,00 5 50 23
cilindru (%)

CAVEOLIN-1

stroma 2,39 0,60 2,00 1 3 1
CAVEOLIN-1

epitel 1,25 0,48 1,00 1 3 0
C-MYC

Stroma 0,86 0,45 1,00 0 3 0
C-MYC

epitel 2,03 0,86 2,0 1 3 2
Konac¢ni

Gleasonov 6,33 0,44 6,0 5 7 1
zbroj

Volumen

karcinoma 10,2 8,60 5,0 1 50 8
(%)

Vrijeme

pracenja 432 23,09 36,0 12,0 84,0 36,00
(mj.)
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4.2. Udio bolesnika sa signifikantnim rakom prostate u skupini bolesnika

niskog rizika nakon radikalne prostatektomije

U ispitivanoj skupini bolesnika s klinicki lokaliziranim karcinomom prostate
niskog rizika na konac¢noj patohistoloskoj analizi nakon radikalne
prostetektomije, prema poslije operativnim kriterijima, 49 (46,7%) pacijenata je
imalo insignifikantan, a 56 (53.3%) ih je imalo signifikantan rak prostate (Slika
1). Insignifikantni tumor definiran je kao tumor Gleasonova zbroja <6 koji

zauzima <5% ukupnog preparata.

Slika 1. Graficki prikaz udjela bolesnika sa insignifikantnim i signifikantnim rakom prostate

nakon operacije u skupini bolesnika niskog rizika prema definiranim kriterijima.

>

544 e
51
48
45
42
394
36+
334
30+

£ % insignifikantni
B % signifikantni
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4.3. Imunohistokemijska izraZenost proteina c-myc i caveolina-1 kod svih

ispitanika

Kod svih bolesnika je ustanovljena izrazenost proteina c-myc i caveolin-1, a
imunohistokemijska reakcija je prikazana kao smede obojenje u stromi 1
epitelnim stanicama tumora (Slika 2. i 3.). Rezultati ekspresije c-myca i
caveolina-1 u stromi i epitelu tumora svih bolesnika koji su ukljuceni u studiju

prikazana je u Tablicama 4 1 5.

Tablica 4. Imunohistokemijska izraZzenost c-myc u stromi 1 epitelu tumora u ispitivanoj

skupini bolesnika s rakom prostate niskog rizika (N=105).

IzrazZenost c-myc Ukupno
(broj i postotak bolesnika)

N % N % N % N %

Stroma 17 | 16,2 | 8 | 81,9 1 0,9 1 0,9 105 100

Epitel 0 | o | 36 |343| 27 |257| 42 |00 | 1% 100

0- Negativna reakcija (-): nema obojenja
1- Slabo pozitivna reakcija ( +) : do uklju¢ivo 25% stanica pozitivno.
2- Umjereno pozitivna reakcija (++) : od 25-50% stanica pozitivno.

3- Jako pozitivna reakcija ( +++) : vise od 50% stanica pozitivno.



Tablica 5. Imunohistokemijska izraZzenost caveolina-1 u stromi i epitelu tumora u

ispitivanoj skupini bolesnika s rakom prostate niskog rizika (N=105).

0- Negativna reakcija (-): nema obojenja

1- Slabo pozitivna reakcija ( +) : do ukljucivo 25% stanica pozitivno.
2- Umjereno pozitivna reakcija (++) : od 25-50% stanica pozitivno.

3- Jako pozitivna reakcija (+++) : vise od 50% stanica pozitivno.
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Slika 2. Imunohistokemijska izrazenost c-myc proteina u bioptatima adenokarcinoma
prostate: A(40x): epitel -, stroma -, primjer negativne reakcije, B(100x): epitel +++, stroma +,
C(100x): epitel ++, stroma +, D(100x): epitel +, stroma +, E(100x): epitel ++, stroma -,
F(100x): epitel +++, stroma ++.
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Slika 3. Imunohistokemijska izrazenost caveolina-1 u bioptatima adenokarcinoma prostate:
A (100x): epitel +, stroma +, B (40x): epitel +, stroma +++, C (100x): epitel +, stroma ++, D
(100x): epitel ++, stroma +++ .
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4.4. Imunohistokemijska izraZenost proteina c-myc kod bolesnika sa

insignifikantnim i signifikantnim rakom prostate

U Tablici 6. prikazani su rezultati imunohistokemijske izrazenosti proteina c-

myc po skupinama ispitanika.

Tablica 6. Imunohistokemijska izraZzenost proteina c-myc u stromi i epitelu raka prostate kod

bolesnika s insignifikantnom 1 signifikantnom bolescu.

KARAKTER BOLESTI
C-MYC
INSIGNIFIKANTAN | SIGNIFIKANTAN Ukupno
3 14 17
(0,0%) (25,0%) (16,2%)
45 41 86
0, [ o,
Stroma © 1’08 %) (73’12 %) 81 19 %) p=0,013
(0,0%) (1,8%) (1,0%)
1 0 1
(2,0%) (0,0%) (1,0%)
Ukupno 49 56 105
0 0 0
(0,0%) (0,0%) (0,0%)
1 35 36
. (2,0%) (62,5%) (34,3%)
Epitel B G 27 p<0,001
(24,%) (26,8%) (25,7%)
36 6 42
(73,5%) (10,7%) (40,0%)
Ukupno 49 56 105

0- Negativna reakcija (-): nema obojenja

1- Slabo pozitivna reakcija ( +) : do uklju¢ivo 25% stanica pozitivno.

2- Umjereno pozitivna reakcija (++) : od 25-50% stanica pozitivno.

3- Jako pozitivna reakcija ( +++) : viSe od 50% stanica pozitivno.

69



IzraZenost c-myca u stromi kod bolesnika s insignifikantnim rakom
prostate znacajno se razlikuje od izrazenosti u stromi u skupini bolesnika sa
signifikantnim rakom prostate (Mann-Whitney test, p =0,013).

IzraZzenost c-myca u epitelu kod bolesnika s insignifikantnim rakom
prostate znacajno se razlikuje od izraZzenosti u epitelu u skupini bolesnika sa
signifikantnim rakom prostate (Mann-Whitney test, p <0,001).

Deskriptivna statistika bolesnika s insignifikantnim 1 signifikantnim
tumorom prikazana je u Tablicama 6. 1 7. Slika 4. 1 5. graficki prikazuje
raspodjelu inteziteta obojenosti c-myca strome i citoplazme u bolesnika s

insignifikantnim 1 signifikantnim rakom prostate.

Slika 4. Graficki prikaz raspodjele inteziteta obojenosti c-myca strome i citoplazme u

bolesnika s insignifikantnim rakom prostate

epitel

! stroma
3
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Slika 5. Graficki prikaz raspodjele inteziteta obojenosti c-myc strome i citoplazme u

bolesnika sa signifikantnim rakom prostate.

-epitel

stroma
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4.5. Imunohistokemijska izraZenost proteina caveolina-1 kod bolesnika

sa insignifikantnim i signifikantnim rakom prostate

U Tablici 7. prikazani su rezultati imunohistokemijske izrazenosti proteina

caveolina-1 po skupinama ispitanika.

Tablica 7. Imunohistokemijska izraZzenost caveolina-1 u stromi i epitelu raka prostate kod

bolesnika s insignifikantnom 1 signifikantnom bolescu.

KARAKTER BOLESTI
CAVEOLIN-1 Ukupno
INSIGNIFIKANTAN | SIGNIFIKANTAN
0 0 0 0
(0%) (0%) (0,0%)
| 1 5 6
St (2,0%) (8,9%) (5,7%) —~0.001
roma 5 18 34 52 | PO
(36,7%) (60,7%) (49,5%)
3 30 17 47
(61,2%) (30,4%) (44,8%)
Ukupno 49 56 105
0 0 0 0
(0,0%) (0,0%) (0,0%)
| 47 34 81
. (95,9%) (60,7%) (77,1%)
Epitel ) ) 20 ” p<0,001
(4,1%) (35,7%) (21,0%)
3 0 2 1
(0%) (3,6%) (1,9%)
Ukupno 49 56 105

0- Negativna reakcija (-): nema obojenja
1- Slabo pozitivna reakcija ( +) : do ukljuc¢ivo 25% stanica pozitivno.
2- Umjereno pozitivna reakcija (++) : od 25-50% stanica pozitivno.

3- Jako pozitivna reakcija ( +++) : viSe od 50% stanica pozitivno.
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Slika 6. 1 7. graficki prikazuje raspodjelu inteziteta obojenosti c-myca
strome i citoplazme u bolesnika s insignifikantnim i signifikantnim rakom

prostate.

Slika 6. Graficki prikaz raspodjele izraZenosti caveolina u stromi i epitelu tumora u

bolesnika s insignifikantnim rakom prostate.
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Slika 7. Graficki prikaz raspodjele izraZzenosti caveolina u stromi 1 epitelu tumora u

bolesnika sa signifikantnim rakom prostate.

NN

-epitel
stroma

Izrazenost caveolina-1 u stromi kod bolesnika s insignifikantnim rakom
prostate znacajno se razlikuje od izrazenosti u skupini bolesnika sa
signifikantnim rakom prostate (Mann-Whitney test, p <0,001).

IzraZenost caveolina-1 u epitelu kod bolesnika s insignifikantnim rakom
prostate znacajno se razlikuje od izrazenosti u skupini bolesnika sa
signifikantnim rakom prostate (Mann-Whitney test, p <0,001).

Deskriptivna statistika bolesnika s insignifikantnim 1 signifikantnim

rakom prostate prikazana je u Tablicama 8.1 9.
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Tablica 8. Opis obiljeZja u ispitanika s insignifikantnim rakom prostate nakon

operacije.

64,94 4,82 65,00 53,00 76,00 6,50
6,57 1,87 6,30 3,40 10,00 3,10
52,00 14,57 55,00 29,00 90,00 22
0,12 0,024 0,13 0,06 0,15 0,05
8,22 1,42 8,00 6,00 12,00 1
15,82 14,12 10,00 5,00 50,00 15
2,59 0,54 3,00 1 3 1
1,04 0,2 1,00 1 2 0
0,98 0,38 0,99 0 3 0
2,71 0,50 3,00 1 3 1
4,61 1,17 5,00 1 5 0
45,80 22,4 48,00 12,00 84,00 36,00
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Tablica 9. Opis obiljezja u ispitanika sa signifikantnim rakom prostate nakon operacije.

65,79 6,44 66,00 46 77 9
7,51 1,99 7,00 2,30 10,00 3,89
58,61 13,65 58,50 35 83 22
0,13 0,028 0,15 0,04 0,15 0,03
8,14 1,95 8,00 6 12 3
20,89 16,44 15,00 5 50 25
2,21 0,59 2,00 1 3 1
1,43 0,57 1,00 1 3 1
0,77 0,47 1,00 0 2 1
1,48 0,69 1,00 1 3 1
15,02 9,36 10,00 1 50 10
40,92 23,53 36,00 12,00 84,00 33,00
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Usporedba (Mann-Whitney test) skupine bolesnika s insignifikantnom
boleS¢u vs. skupine sa signifikantnom boles¢u prikazanih u Tablicama 8 1 9.
pokazuje da medu skupinama nema statisticki zna¢ajne razlike u dobi (p=0,255),
broju uzetih bioptata (p=0,934) 1 postotku tumora u cilindru (p=0,086).
Statisticki znaCajna razlika medu skupinama nadena je s obzirom na volumen
prostate (p=0,030), PSA (p=0,014), PSAD (p=0,014), volumen karcinoma
(p<0,001). Graficki prikaz usporedbe bolesnika s insignifikantnim (NE) 1
signifikantnim (DA) rakom prostate s obzirom na dob, PSA, volumen prostate, 1
PSAD prikazan je na Slici 8.

Slika 8. Mozaicni graficki prikaz (box-plot dijagrami) usporedbe bolesnika s insignifikantnim
(NE) 1 signifikantnim (DA) rakom prostate s obzirom na dob, PSA, volumen prostate, PSAD,
broj bioptata.
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4.6. Biopsijski Gleason zbroj kod insignifikantnog i signifikantnog raka

prostate.

Tablica 10. Tablica frekvencija Gleasonova zbroja na biopsiji u skupinama pacijenata s

insignifikantnim (NE) i signifikantnim (DA) karcinomom prostate.

SIGNIFIKANTNOST | Ukupno | FISHEROV
RAKA PROSTATE EGZAKTNI
NE DA TEST
Biopsijski |5 10 6 16
Gleasonov (20,4%) (10,7%) | (15,2%) ~0.186
zbroj 6 39 50 89 P~
(79,6%) (89,3%) | (84,8%)
Ukupno 49 56 105
(100%) (100%) (100%)
4.7. Ukupan broj uzetih bioptata kod insignifikantnog i signifikantnog

raka prostate.

Tablica 11. Tablica frekvencija ukupnog broja uzetih bioptata u skupinama pacijenata s

insignifikantnim (NE) i signifikantnim (DA) karcinomom prostate.

SIGNIFIKANTNOST Ukupno
RAKA PROSTATE
NE DA
Ukupan 6 6 8 14
broj uzetih |7 4 6 10
bioptata 8 27 27 54
9 2 0 2
10 7 11 18
11 1 0 1
12 2 4 6
Ukupno 49 56 105
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4.8. Broj pozitivnih bioptata kod insignifikantnog i signifikantnog raka

prostate.

Tablica 12. Tablica frekvencija broja bioptata sa tumorom u skupinama pacijenata s

insignifikantnim (NE) i signifikantnim (DA) karcinomom prostate.

SIGNIFIKANTNOST | Ukupno FISHEROV
RAKA PROSTATE EGZAKTNI
NE DA TEST
Broj 1 28 31 59
pozitivnih (57,1%) (55,4%) | (56,2%) ~1.0
bioptata |2 21 25 46 P~
(42,9%) (44,6%) | (43,8%)
Ukupno 49 56 105
(100%) (100%) (100%)

4.9. Lokalizacija tumora na biopsiji kod insignifikantnog i signifikantnog

raka prostate.

Tablica 13. Tablica frekvencija lokalizacije tumora na biopsiji u skupinama pacijenata s

insignifikantnim (NE) 1 signifikantnim (DA) karcinomom prostate.

SIGNIFIKANTNOST | Ukupno | FISHEROV
RAKA PROSTATE EGZAKTNI
NE DA TEST
Lokalizacija | Unilateralno 48 53 101
tumora na (98,0%) (94,6%) | (96,2%) ~0.621
biopsiji Bilateralno 1 3 4 P~
(2,0%) (5,4%) (3,8%)
Ukupno 49 56 105
(100%) (100%) | (100%)




4.10. Stadij tumora (TNM) nakon operacije kod insignifikantnog i

signifikantnog raka prostate.

Tablica 14. Tablica frekvencija stadija raka prostate (TNM) u skupinama pacijenata s

insignifikantnim (NE) i signifikantnim (DA) karcinomom prostate.

SIGNIFIKANTNOST | Ukupno | FISHEROV
RAKA PROSTATE EGZAKTNI
NE DA TEST
. 48 49 08
(100%) | (875%) | (933%) | o o1y
N™ [ 0 7 7 P~
stadij (0%) (12,5%) | (6,7%)
Ukunmo 49 56 105
P (100%) | (100%) | (100%)

4.11. Gleasonov zbroj nakon operacije kod insignifikantnog i

signifikantnog raka prostate.

Tablica 15. Tablica frekvencija Gleasonova zbroja nakon operacije u skupinama pacijenata s

insignifikantnim (NE) i signifikantnim (DA) karcinomom prostate.

SIGNIFIKANTNOST | Ukupno | y ° test
RAKA PROSTATE
NE DA
Gleasonov | 5 11 0 11
zbroj (22,4%) (0%) (10,5%)
6 38 10 48
(77.6%) | (17.9%) | (45,7%) | P<0-001
7 0 46 46
(0%) (82,1%) | (43,8%)
Ukupno 49 56 105
(100%) (100%) | (100%)
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4.12. Pojava biokemijskog recidiva nakon operacije kod insignifikantnog i

signifikantnog raka prostate

Tijekom vremena pracenja biokemijski recidiv je utvrden kod 9 bolesnika, od
kojih 8 sa signifikantnom, a 1 s insignifikantnom bolesS¢u. Vrijeme pracenja
bolesnika je 43,2 (12-84) mjeseca. U Tablici 16 prikazana je frekvencija

biokemijskog recidiva po skupinama bolesnika.

Tablica 16. Tablica frekvencija biokemijskog recidiva nakon operacije u skupinama

pacijenata s insignifikantnim (NE) i signifikantnim (DA) karcinomom prostate.

SIGNIFIKANTNOST | Ukupno | FISHEROV
RAKA PROSTATE EGZAKTNI
NE DA TEST
Biokemijski | NE 48 48 96
recidiv (98,0%) (85,7%) | (91,4%) _
DA ! 3 9 p=0,035
(2,0%) (14,3%) | (8,6%)
Ukupno 49 56 105
(100%) (100%) | (100%)
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4.13. LOGISTICKA REGRESIJA

4.13.1. Univarijatna logisticka regresija

Primjenom univarijatne logisti¢ke regresije procijenjene su karakteristike

imunohistokemijskih markera. Po¢etni model razlikovanja insignifikantnog i

signifikantnog raka prostate postize klasifikacijsku tocnost od 53,3% Sto je

prikazano u Tablici 17.

Tablica 17. PoCetni model logisticke regresije.

Inicijalni korak PREDVIDENA Klasifikacijska
SIGNIFIKANTNOST to¢nost (%)
NE DA
OPAZENA NE 0 49 0
SIGNIFIKANTNOST (0%) (46,7%)
DA 0 56 100
(0%) (53,3%)
Ukupno 53,3

82



Tablica 18. prikazuje rezultate univarijatne logisticke regresije

imunihistokemijskih markera c-myc 1 caveolina -1.

Tablica 18. Rezultati univarijatne logisticke regresije imunihistokemijskih markera c-myc i

caveolina -1.

interval pouzdanosti

Varijable B S.E. Wald Df | Exp(B) (95%) p
donja gornja

Caveolin-1 stroma | -1,169 | 0372 | 9,890 1 0,311 0,150 0,644 0,002
Konstanta 2,950 | 0,927 | 10,127 1 19,110 - - 0,001
Caveolin-1 epitel | 2,642 | 0,768 | 11,845 1 14,048 | 3,119 | 63,265 | 0,001
Konstanta 2,967 | 0860 | 11,896 1 0,051 - - 0,001
C-MYC stroma | -1320 | 0,577 | 5242 1 0,267 0,086 0,827 0,022
Konstanta 1292 | 0,554 | 5440 1 3,640 - - 0,020
C-MYC stroma | -2,444 | 0420 | 33,798 1 0,087 0,038 0,198 0,000
Konstanta 5367 | 0,975 | 30314 1 214,260 - - 0,000

Za caveolin-1 strome utvrdena je klasifikacijska to¢nost na univarijatnoj razini

od 65,7%. Model je statisticki znacajan (p=0,001).

Za caveolin-1 epitela utvrdena je klasifikacijska to¢nost od 65,7% . Model je

statisticki znacajan (p<0,001).

Za c-myc strome utvrdena je na univarijatnoj razini klasifikacijska to¢nost od

57,1% . Model je statisticki znacajan (p=0,01).

Za c-myc epitela utvrdeno je na univarijatnoj razini klasifikacijska to¢nost od

81,9%.). Model je statisticki znacajan (p<0,001).

83



U Tablici 19. prikazane su klasifikacijske karakteristike imunohistokemijskih

markera u univarijatnoj logistickoj regresiji.

Tablica 19. Klasifikacijske karakteristike imunohistokemijskih markera u univarijatnoj

logistickoj regresiji.

IMUNOHISTOKEMUSKI | PREDVIDENA
e
MARKERI SIGNIFIKANTNOST /0 TOCNOSTI
NE DA
NE 46 3 93,9
c-myc
DA 41 15 26,8
stroma
= Ukupno 8 18 57,1
[72]
> NE 36 3 735
- c-myc
E DA 6 50 89,3
é epitel
=
% Ukupno 42 63 81,9
g NE 30 19 61,2
caveolin-1
DA 17 39 69,6
<ZC stroma
4
)<N;: Ukupno 47 58 65,7
S NE 47 2 95,9
caveolin-1
DA 34 22 39,3
epitel
Ukupno 81 24 65,7
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4.13.2. Multivarijatna logisticka regresija

U pocetni model multivarijatne logisticke regresije ukljucene su slijedece
varijable: dob, PSA, PSAD, volumen prostate, postotak tumora u cilindru,

Gleasonov zbroj na biopsiji, lateralizacija tumora, postotak raka u cilindru,

caveolin strome, caveolin epitela, c-myc strome 1 c-myc epitela kao potencijalni

prediktori signifikantnosti tumora. Temeljem pocetne logistiCke regresije s

kriterijem signifikantnosti varijabli u modelu >0,2 izabrali smo slijedece

varijable za izvedeni model logisticke regresije: PSA, volumen prostate, PSAD,

postotak karcinoma u cilindru, caveolin epitela, c-myc strome i1 c-myc epitela.

[zvedeni multivarijatni logisticki model prikazan je u Tablici 20.

Tablica 20. Izvedeni multivarijatni logisticki model.

interval pouzdanosti
(95%)

Varijable B S.E. Wald Df Exp (B) p
donja gornja

PSA 0,769 | 0460 | 2,790 1 0464 | 0,188 | 1,143 | 0,095
Volumen 0,139 | 0063 | 4853 1 1,149 | 1015 | 1299 | 0,028+
PSAD 52,816 | 27,071 | 3,806 1 | 87E+022 | 0,784 | 9,6E+045 | 0,051
POSt"f‘;ﬁ*gf&“"m 0,023 | 0025 | 0,865 1 1,024 | 0974 | 1,075 | 0352
caveolin-1 epitela | 3,847 | 1264 | 9262 1 46,853 | 3,933 | 558,134 | 0,002%
c-myc strome 1,741 | 0,850 | 4,194 1 0,175 | 0033 | 00928 | 0,041%
c-myc epitela 3,446 | 0,799 | 18,622 1 0,032 | 0,007 | 0152 | 0,000%
Konstanta 4580 | 3,781 | 1,466 1 0,010 - - 0,226
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Za multivarijatni logisti¢ki model utvrdena je klasifikacijska tocnost od 86,7%.

Model je statisticki znacajan (p<0,001).

Temeljem rezultata za konacni logisticki model isklju€ene su nesignifikantne

varijable, a to su PSA, PSAD, postotak tumora u cilindru. Konacni

multivarijatni logisticki model prikazan je u Tablici 21.

Tablica 21. Konacni multivarijatni logisticki model.

interval pouzdanosti
(95%)

Varijable B S.E. Wald Df Exp (B) p
donja gornja
Volumen 0,037 0,025 2,149 1 1,038 0,988 1,090 0,143
caveolin-1 epitela 3,846 1,178 10,664 1 46,822 4,654 471,034 0,001
c-myc strome -1,397 0,799 3,060 1 0,247 0,052 1,183 0,080
c-myc epitela -3,100 0,660 22,038 1 0,045 0,012 0,164 0,000
Konstanta 1,725 1,9544 0,779 1 5,612 - - 0,377

Za ovaj multivarijatni logisticki model utvrdena je klasifikacijska to¢nost od

83,8%. Model je statisticki znacajan (p<0,001).

Konaéni model logisticke regresije signifikantnosti raka prostate u skupini

bolesnika niskog rizika Cine: caveolin epitela, c-myc strome i c-myc epitela i

volumen prostate. Utjecaj iskljuCenih varijabli na konac¢ni regresijski model

procijenjen je serijom statistiCkog testiranja za svaku varijablu pojedina¢no te

njihov doprinos promijene u modelu nije bio visi od 20% vrijednosti statisticke

znacCajnosti (p vrijednosti). Time je otklonjena sumnja o moguéem utjecaju tih

varijabli i nije bilo potrebe vracati ih u kona¢ni model.
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5. RASPRAVA

Karcinom prostate ¢e uzrokovati smrt 3% muskaraca starijih od 50 godina
tijekom jedne godine. Unato¢ gotovo epidemijskim proporcijama, ova bolest
budi mnoge kontroverze zahvaljuju¢i svom bioloSkom ponasanju, heterogenoj
strukturi, pojavi u starijoj Zivotnoj dobi i sporom rastu tumora. Zivotni rizik za
latentni rak prostate kod 50-godisnjaka je 40%, rizik za obolijevanje od klinicki
manifestnog raka prostate je 9.5%, a rizik od umiranja od ove bolesti je 2.9%.

Od muskaraca s dijagnozom raka prostate tek ¢e 12% umrijeti od te
bolesti, dok ¢e ostali umrijeti s rakom prostate, ali ne od njega (6). Nesklad
1izmedu incidencije 1 mortaliteta postaje aktualan od pocetka 90-ih godina kada u
klinicku praksu ulazi uporaba prostata specificnog antigena (PSA). Otkriju li se
svi karcinomi prostate za Zivota, do¢i do znacajnog pretjeranog otkrivanja i
posljedi¢nog pretjeranog lijecenja. Opravdana je bojazan da se sve vise otkrivaju
indolentni, odnosno klini¢ki insignifikantni tumori. Insignifikantni tumor
definira se kao tumor koji ne predstavlja rizik od progresije 1 metastaza, ne
ugrozava i ne izaziva smrt bolesnika (12). Danas oko 80% bolesnika otkrivenih
na temelju poviSenog PSA s rakom prostate ima lokalizirani rak, a oko 50%
spada u skupinu niskog rizika. Radikalna terapija primarno je indicirana kod
pacijenata s lokaliziranim karcinomom cije je o¢ekivano trajanje Zivota dulje od

10 godina. Niskorizi¢ni bolesnici mogu biti podvrgnuti aktivnom nadzoru.
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[zazov u lijeCenju klinicki lokaliziranog raka prostate je razlikovati bolesnike
koji imaju klinicki relevantan rak 1 mogu imati koristi od lijeenja, od bolesnika
s indolentnim rakom koji ne trebaju lije¢enje. Postojeci preoperativni kriteriji
(bolesnici s klini¢ki lokaliziranim rakom prostate, PSA < 10 ng/mL, PSAD <
0.15, biopsijskog Gleason zbroja <6, s <2 cilindra s rakom, <50% karcinoma u
cilindru) nedovoljno su specifi¢ni u razlikovanju bolesnika s insignifikantnim od
bolesnika sa signifikantnim rakom prostate.

U naSem smo radu na skupini bolesnika niskog rizika definiranoj prema
ovim, trenutno najstrozim kriterijima, pokazali da je viSe od polovice bolesnika
(53,3%) nakon operacije imalo signifikantnu bolest. Time smo i na na3oj
populaciji ispitali spomenute kriterije 1 utvrdili da su nedovoljno precizni u
razlikovanju bolesnika koje treba lijeciti od bolesnika koji ne zahtijevaju tretman
1 bili bi mu suvisno podvrgnuti riskirajuci znacajan morbiditet radikalnih metoda
lijeCenja lokaliziranog raka prostate. Na univarijatnoj razini nije nadena razlika
medu skupinama ispitanika s obzirom na dob bolesnika (p=0,255), biopsijski
Gleasonov zbroj (p=0,186), broj pozitivnih cilindara (p=1.0) 1 postotak tumora u
cilindru (p=0,086), a statisticki znacajna razlika je nadena s obzirom na volumen
prostate (p=0,030), PSA (p=0,014), PSAD (p=0,014).

Ovim smo radom namjeravali pokazati 1 da rak prostate u svojoj
heterogenoj klinickoj pojavnosti ima razli¢ita molekularna obiljeZja bas kao Sto

se 1 bolesnici koji boluju od ove bolesti razlikuju u prognostickom smislu.
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U nasem smo radu po prvi puta utvrdili ulogu dvaju proteina: caveolina-1 1 c-
myca u razlikovanju signifikantnog 1 insignifikantnog raka prostate u skupini
bolesnika niskog rizika. Oba proteina znacajna su u karcionogenezi brojnih
tumora, ali je njihova imunohistokemijska izrazenost i prognosti¢ka vaznost kod
raka prostate predmetom istrazivanja tek rijetkih studija. Posebnost naseg
istrazivanja je 1 u tome §to je provedeno na biopsijskim cilindrima, odnosno
materijalu koji je klinicaru dostupan prije operacije te moze koristiti u klinickom
odlucivanju o vrsti lije¢enja (aktivni nadzor vs. radikalna prostatektomija ili
zraéenje).

U naSem smo radu pokazali da porast izraZzenosti caveolina-1 u stromi u
obrnutoj korelaciji sa izraZzenoS¢u caveolina-1 u epitelnim stanicama tumora.
Kod pojacane ekspresije caveolina u epitelu, smanjuje se njegova ekspresija u
stromi. Obrnuto, slabu izrazenost caveolina-1 u epitelu prati pojaana izraZzenost
u stromi tumora. Postoji statisticki znacajna razlika u izraZenosti proteina
caveolina-1 u stromi tumora (p<0,001) 1 u epitelu tumora medu skupinama
bolesnika s insignifikantnim 1 signifikantnim rakom prostate (p<0,001).
Pojacana izraZenost caveolina u stromi sugerira insignifikantan rak, dok je
odsutnost ili slaba izrazenost ovog markera u stromi povezana sa signifikantnim
rakom. Stromalni caveolin, dakle korelira sa progresijom bolesti i kod
insignifikantnog raka on je jace izraZen u stromi, a slabije u epitelu. Kod

progresije karcinogeneze dolazi do porasta izraZenosti caveolina-1 u epitelnim
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stanicama. Istodobno izostaje pojava ovog markera u stromi. ObjaSnjenje za ovu
opazanje moze biti u stromalno-epitelnoj interakciji koja je danas predmetom
brojnih istrazivanja raka. Vecina tumora nastaje u stromalnom mikro okruzenju
koje ukljucuje fibroblaste, makrofage, glatkomiSi¢ne stanice 1 stanice endotela.
Utvrdeno je da fibroblasti imaju vaznu ulogu u inicijaciji i progresiji tumora
(174). Nova teorija metastaziranja koju su predlozili Gaggioli i sur. sugerira da
je mogu¢i mehanizam metastaziranja vezan upravo uz migrirajuce stromalne
tumorske fibroblaste za koje adheriraju stanice tumorskog epitela (175).
Medutim, markeri fibroblasta povezanih s rakom nisu dovoljno definirani.
Upravo je gubitak caveolina-1 u stromi mogu¢i marker tumorskih fibroblasta jer
je djelovanje mnogih faktora progresije i proliferacije kao Sto su faktor rasta
fibroblasta (FGF), H-ras, faktor rasta trombocitnog podrijetla (PDGF) 1 drugi,
povezano s gubitkom izraZenosti caveolina u stromalnim fibroblastima (176).
Interakcija strome i epitela tumora moze se odvijati putem parakrine sekrecije
faktora rasta u stanicama strome koji potom induciraju epitelijalno-
mezenhimsku tranziciju u susjednim epitelnim stanicama pojacavajuéi njihovu
sposobnost invazije. Osim u kulturi stanica, gubitak ekspresije caveolina strome
dokazan je u karcinomu dojke 1 povezan je s uznapredovalim, metastatskim
stadijem bolesti (177).

Prva istrazivanja ovog biomarkera provedena su tek nedavno i pokazala su da je

gubitak caveolina-1 u stromi tumora prostate povezan s uznapredovalom 1
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metastatskom boleS¢u (178). Autori su pokazali da je izraZenost caveolina-1 u
stromi prisutna i u benignoj prostati¢noj hiperplaziji, lokaliziranom karcinomu 1
metastatskom karcinomu prostate. [zrazenost je bila zna¢ajno reducirana u
metastatskoj bolesti. Nadalje, izraZenost caveolina-1 u lokaliziranoj bolesti
snazno je povezana s Gleasonovim zbrojem pa su i unutar ove podskupine
nadene znacCajne razlike u izraZzenosti izmedu bolesnika s Gleasonovim zbrojem
4+3 1 viSim u usporedbi s bolesnicima s Gleasonovim zbrojem 3+4 i nizim.
Time je sugerirano da je upravo caveolin-1 potencijalni marker koji moze rano
razluciti bolesnike s agresivnom boles¢u u ranoj fazi od onih ¢ija bolest je
indolentnijeg tijeka. Naime, razlika u riziku umiranje od raka prostate 3 puta je
veca za bolesnike s Gleasonovim zbrojem 4+3 u odnosu na one s 3+4 (179). Di
Vizio 1 sur. ustanovili su da je izrazenost caveolina-1 u stromi u obrnutoj
korelaciji s njegovom izrazenoSc¢u u epitelu tumora (178). Ovi su rezultati
takoder u skladu s naSim nalazima. Stoga je gubitak stromalnog caveolina-1
prediktivan za njegovu pojacanu izraZzenost u epitelu.

NaSe istrazivanje sugerira da s porastom izrazenosti caveolina-1 u
epitelnim stanicama tumora raste vjerojatnost agresivne, a samim tim 1
signifikantne bolesti. lako je velik broj bolesnika u obje skupine nasih ispitanika
imao slabu izraZenost caveolina-1 u eptelnim tumorskim stanicama, umjerenu
izrazenost ovog markera su imala samo dva bolesnika u insignifikantnoj skupini

bolesnika u usporedbi sa dvadeset u skupini bolesnika sa signifikantnim rakom.
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Uloga caveolina epitela u prognosti¢kom smislu jos uvijek nije jasno definirana
1 rezultati su kontroverzni. Naime, u nekim tumorima utvrdena je njegova
suprimirajuca, a u nekima promotorska uloga (180). Satoh 1 sur. nasli su
pojacanu izraZenost caveolina-1 u karcinomu prostate (181). Klini¢ko-patoloSka
analiza pokazala je redukciju prezivljena u bolesnika s pojacanom izrazenoS¢u
caveolina u tumorskim stanicama kod karcinoma dojke, pluc¢a, gusterace i
prostate (180). No, snizena ekspresija ovog proteina zamijecena je u
osteosarkomu, a kod carcinoma crijeva, bubrega 1 nekih oralnih karcinoma
rezultati su proturje¢ni (180). Moguca poveznica ovih suprotstavljenih teza je
dihotomna uloga caveolina koja je ovisna o vrsti i o stadiju tumora. Lisovitch 1
sur. su predlozili interesantan model u kojem je izrazenost caveolina slaba u
nediferenciranim epitelnim stanicama, dozvoljavajuci stani¢nu proliferaciju.
Izrazenost je pojacana nakon indukcije stanicne diferencijacije. Dakle, u pocetku
tumorigeneze epitelne stanice se pod utjecajem onkogena transformiraju $to
vodi smanjenju caveolina, porastu mitogenih signala i brzoj proliferaciji. Tako
nastaju preneoplasti¢ne 1 neoplasti¢ne lezije niskog gradusa. Daljnja progresija
ovisi o0 nizu genetskih promjena kojima stanice raka dobivaju metastatski
potencijal. U ovom stadiju je ekspresija caveolina pojacana pridonoseci gubitku
apoptoze, produljenom prezivljenju tumorskih stanica, invazivnosti i motilitetu
(182). Osim tkivne izrazenosti i serumske vrijednosti caveolina-1 su povisene u

bolesnika s rakom prostate. Tahir 1 sur. pokazali da je u muskaraca s klinicki

92



lokaliziranim rakom prostate njegova razina znacajno visa nego u zdravih
kontrola 1 muSkaraca sa benignom prostaticnom hiperplazijom (183). Uz
mogucnost koriStenja caveolina-1 kao biomarkera agresivnosti raka prostate,
postoji 1 moguénost njegova koristenja kao terapijskog objekta. Naime, razvoj
antitijela na caveolin 1 njegovo koristenje u misjim karcinomskim modelima
pokazala je redukciju rasta primarnog tumora i metastaza (184).

U naSem radu smo istrazili i ulogu onkoproteina c-myc u razlikovanju
signifikantnog od insignifikatnog raka prostate. Rezultati naseg istrazivanja
upucuju da je c-myc znacajno izrazeniji u insignifikanih tumora. Izrazenost
ovog onkoproteina odredena je 1 u stromi 1 u epitelnim stanicama raka prostate.
Utvrdena je statisticki znacajna razlika u izrazenosti proteina c-myc u stromi
tumora (p=0,013) 1 u epitelu tumora (p<0,001) medu skupinama bolesnika s
insignifikantnim 1 signifikantnim rakom prostate.

Iako je u stromi slaba izrazenost ovog markera, znacajno vise
signifikantnih tumora nije pokazivalo nikakvu ekspresiju c-myca dok je slaba
1zrazenost bila prisutnija u insignifikatnim tumorima. Umjerena i jaka izrazenost
c-myca u stromi gotovo je zanemariva. Epitelne stanice tumora pokazale su
ukupno bolju izraZzenost u odnosu na stromu, a s porastom ekspresije rasla je i
vjerojatnost insignifikantnog tumora. Dok su kod vecine signifikantnih tumora
epitelne stanice pokazivale slabu izrazenost c-myca, izrazenost kod

insignifikantnih tumora bila je dijametralno suprotna i prisutna u vecine
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tumorskih stanica.

Iako je ovaj onkoprotein izrazen u stanicama raka dojke, jednjaka 1
crijeva, Non Hodgkinova limfoma 1 Burkitova limfoma, istrazivanja izraZzenosti
c-myc onkoproteina kod raka prostate rijetka su i proturjecna (30). Osim u
karcinogenezi pretpostavlja se da c-myc ima vaznu ulogu u progresiji raka
prostate. Naime, iako je gen c-myc je amplificiran u lokalno uznapredovalim i
metastatskim tumorima, a amplifikacija myc gena je prediktivna za sistemsku
progresiju 1 smrt od raka prostate, izrazenost onkoproteina ne mora s njom
korelirati (32, 33). Gurelova 1 sur pokazali su da pojacana ekspresija
onkoproteina myc nije nuzno u korelaciji s amplifikacijom gena c-myec,
sugerirajuci da postoje alternativni nacini njegove ekspresije (37). Slicnu pojavu
nasli su Chun 1 sur. kod hepatocelularnog karcinoma kod kojega je unato¢
amplifikaciji c-myc gena imunohistokemijska izrazenost proteina c-myc bila
manja nego u noromalnom tkivu (185). Vazno je naglasiti razlicitost
amplifikacije gena c-myc 1 ekspresije c-myc proteina. [zrazenost c-myc proteina
u prognosti¢ke svrhe malo se prou¢avala 1 samo mali broj studija u svijetu bavio
ovim problemom (186, 187). Gurelova 1 sur. su pokazali prisutnost pojacane
ekspresije c-myc proteina u HGPIN, primarnom i1 metastatskom karcinomu.
Utvrdena je znacajno veca izrazenost c-myca kod svih stadija karcinoma u
odnosu na zdravi prostaticni epitel. Ipak, kod karcinoma prostate je c-myc bio

znaajno manje izraZen u lezijama visokog Gleasonova gradusa4i5iu
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metastatskom raku u usporedbi sa lezijama Gleasonova gradusa 3. Moguci
odgovor na fenotipski manju izraZenost c-myca u lezijama visokog gradusa
karcinoma prostate je genetska amplifikacija na lokusu 8q24. Razlog supresije
c-myca u lezijama viskog gradusa do sada je slabo istrazivana i za sada
neobjasnjena. Uloga c-myca u apoptozi moguci je razlog njegove deregulacije u
slabo diferenciranim karcinomima.

Prowatke 1 sur. su nasli negativnu korelaciju izrazenosti c-myc onkoproteina sa
stadijem (pTNM) 1 gradusom bolesti (Gleasonov sustav) (36). Postavili su
hipotezu da je smanjena ekspresija c-myc proteina odraz njegove uloge u
indukciji apoptoze. Apoptoza je u uznapredovalim tumorima smanjenjem
prisutnosti c-myca poremecena te stanice postizu besmrtnost - jednu od klju¢nih
osobina nastanka i progresije tumora. Njihova studija upucuje da
imunohistokemijska izrazenost ima prognosti¢ku vrijednost u pogledu stadija i
gradusa bolesti. Ovi rezultati u skladu su s nasim nalazima. Dodatno, naSe
istrazivanje pokazuje da c-myc u lokaliziranom raku prostate moze posluziti u
svrhu razlikovanja bolesnika sa signifikantnim rakom prostate u skupini
bolesnika niskog rizika. S obzirom da c-myc gen regulira 1 stani¢nu
proliferaciju 1 apoptozu, dva temeljno suprotna procesa, vazno su stani¢no
okruzenje i regulatorni mehanizmi koji definiraju vrstu 1 ulogu c-myca u tumoru.
Spojevi koji interferiraju sa signalnim putevima uklju¢enim u ove procese,

temelj su nove onkoloSke terapije. Zbog toga c-myc postaje atraktivna osnova za
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primjenu imunoterapije u lijeCenju raka prostate.

U naSem smo radu utvrdili 1 biokemijski recidiv kod 9 bolesnika, od kojih
8 sa signifikantnom (14,3%), a 1 s insignifikantnom bole$¢u (2,0%). Statisticki
znacajna razlika nadena je u pojavi biokemijskog relapsa nakon operacije u
bolesnika s insignifikantnim u odnosu na bolesnike sa signifikantnim rakom
prostate (p=0,035). Obzirom na razlike u izraZzenosti c-myc i caveolina-1 medu
skupinama, moguce je posredno zakljuciti da ovi markeri mou biti prediktivni i
za biokemijski relaps bolesti

Zakljuéno, moguce je reci da postojeci kriteriji temeljeni na Epsteinovim 1
drugim studijama ne osiguravaju dovoljnu pouzdanost za klasificiranje
bolesnika s rakom prostate niskog rizika u podskupine podobne za aktivni
nadzor ili za radikalno lijecenje. Aktivni nadzor je atraktivan pristup
bolesnicima koji imaju insignifikantnu bolest i1 kod kojih bi radikalniji pristup
predstavljao pretjerano lijeCenje te izlaganju znacajnom morbiditetu koji prati
takav pristup. Ipak, spoznaja de mnogi bolesnici u skupini niskog rizika imaju
bolest koja je agresivna 1, ne bude li lijeCena, predstavlja opasnost za bolesnika,
nalaze visoku razinu opreza. lako je oprez u samom poimanju aktivnog nadzora
predmnijevajuci da ¢estim kontrolama PSA 1 ponovnim biopsijama eventualna
progresija bolesti moze biti rano uocena 1 to u jos izljecivoj fazi treba naglasiti
da kriteriji prac¢enja joS nisu jedinstveno definirani i op¢e prihvaceni (188).

Upravo zbog toga razumijevanje molekularne biologije raka prostate, osobito
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njegove progresije, poboljSava naSe mogucnosti specificnog pristupa
bolesnicima. Mnoge genetske promjene kao §to su TMPRSS2:ERG fuzija,
epigenetske promjene kao $to je DNA hipermetilacija povezane su s
agresivnijim fenotipom raka. Molekularna biologija niskorizi¢nog raka takoder
je predmetom novijih istrazivanja. NasSe istrazivanje takoder je na tom tragu. U
nasoj smo studiji po prvi puta pokazali razli¢iti molekularni potpis
insignifikantnog 1 signifikantnog raka prostate temeljenom na razlicitoj
1zrazenosti onkoproteina c-myc 1 caveolina-1. Model koji smo razvili
logistiCkom regresijom pokazuje klasifikacijsku to€nost od ¢ak 83,3 % $to je
bolje Cak 1 od Steyerbergova nomograma. Buduc¢nost svakako stavlja naglasak
na molekularna istrazivanja pred postoje¢im klinicko-patoloskim obiljezjima.
Bolje razumijevanje molekularnih zbivanja kod inicijacije i progresije raka
prostate omogucit ¢e bolji izbor prikladnog pristupa bolesnicima s promptnim
lije€enjem bolesnika s agresivnim oblikom raka prostate 1 aktivnim nadzorom u
bolesnika s insignifikantnim rakom.

Nedostatak ove studije je relativno mali uzorak pacijenata pa klinicka
primjena ovih nalaza zahtijeva daljnja istraZivanja. Smatramo da je u vecini
nalaza pokazana tendencija vrijednosti pojedinih parametara koja je u suglasju i
s navodima iz literature. Koliko nam je poznato niti jedna dosadasnja studija nije
analizirala prediktivnost proteina c-myc i caveolina na biopsijskom materijalu u

odredivanju signifikantnosti raka prostate. Nalazi ove 1 svih buducih sli¢nih
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studija koje ¢e nastojati primijeniti molekularna obiljeZja raka prostate temelj su
buduceg individualnog savjetovanja pacijenta o vrsti lijeCenja, prognozi i

mogucem ishodu.
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6. ZAKLJUCCI

. U skupini bolesnika niskog rizika definiranoj prema najstroZim
preoperativnim kriterijima, 53,3% bolesnika ispitanika je imalo
signifikantan rak prostate i time nisu bili podobni za aktivni nadzor.
Postojeci peoperativni kriteriji (bolesnici s klinicki lokaliziranim rakom
prostate, PSA <10 ng/mL, PSAD <0.15, biopsijskog Gleason zbroja <
6, s < 2 cilindra s rakom, <50% karcinoma u cilindru) nedovoljno su
specifini u razlikovanju bolesnika s insignifikantnim od bolesnika sa

signifikantnim rakom prostate.

. Imunohistokemijsku izraZenost proteina c-myc i1 caveolina-1 moguce je
odrediti na biopsijskim cilindrima bolesnika sa rakom prostate. U ukupnoj
populaciji ispitanika onkoprotein c-myc je u stromi bio slabo izrazen ili
neizrazen, dok je u epitelu u ukupnoj populaciji podjednak broj ispitnika
imao c-myc slabo, umjereno 1 jako izraZzen. Caveolin -1 je u stromi bio

pretezito umjereno i jako izrazen, dok je u epitelu bio slabo izrazen.

. Postoji statisti¢ki znacajna razlika u izraZenosti proteina c-myc u stromi
tumora medu skupinama bolesnika s insignifikantnim 1 signifikantnim
rakom prostate (p=0,013). Postoji statisticki znaCajna razlika u
1zrazenosti proteina c-myc u epitelu tumora medu skupinama bolesnika s

insignifikantnim 1 signifikantnim rakom prostate (p<0,001).

. Postoji statistiCki znacajna razlika u izraZzenosti proteina caveolina-1 u
stromi tumora medu skupinama bolesnika s insignifikantnim 1
signifikantnim rakom prostate (p<<0,001). Postoji statisticki znacajna
razlika u izrazenosti proteina caveolina-1 u epitelu tumora medu

skupinama bolesnika s insignifikantnim 1 signifikantnim rakom prostate
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(p<0,001).

. Postojeci peoperativni kriteriji nedovoljno su specifi¢ni u razlikovanju
bolesnika s insignifikantnim od bolesnika sa signifikantnim rakom
prostate. Na univarijatnoj razini nije nadena razlika medu skupinama
ispitanika s obzirom na dob bolesnika (p=0,255), biopsijski Gleasonov
zbroj (p=0,186), broj pozitivnih cilindara (p=1.0) 1 postotak tumora u
cilindru (p=0,086), a statisticki znacajna razlika je nadena s obzirom na

volumen prostate (p=0,030), PSA (p=0,014), PSAD (p=0,014).

. Biokemijski recidiv je utvrden kod 9 bolesnika, od kojih 8 sa
signifikantnom (14,3%), a 1 s insignifikantnom boles¢u (2,0%). Postoji
statistiCki znacajna razlika u pojavi biokemijskog relapsa nakon operacije
u bolesnika s insignifikantnim u odnosu na bolesnike sa signifikantnim

rakom prostate (p=0,035).

. IzraZenost c-myc i1 caveolina-1 na biopsijskim cilindrima u skupini
bolesnika niskog rizika moze se primijeniti u otkrivanju bolesnika sa
signifikantnim rakom prostate. Pojaana izrazenost caveolina-1 u stromi
te c-myca u stromi 1 epitelnim stanicama tumora sugerira prisutnost
insignifikantnog tumora. PojacCana izraZenost caveolina-1 u epitelnim

stanicama tumora govori u prilog signifikantnog tumora.

. Model razvijen multivarijatnom analizom statisticki je znac¢ajan na naSem
uzorku (p<0,001), a ukljucuje izraZenost c-myc strome i epitela te
caveolina-1epitela 1 volumen prostate. Pouzdanost modela je 83,8%.
Osnovni model prema trenuta¢no vaze¢im preoperativnim kriterijima ima

klasifikacijsku to€nost od samo 53,3%.
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7. SAZETAK

CILJ: U retrospektivnoj studiji na uzorku od 105 pacijenata ispitivali smo
prediktivnu snagu imunohistokemijske izraZenosti onkoproteina c-myc i
caveolina -1 u tkivu raka prostate na biopsijskim cilindrima u predvidanju
signifikantnosti bolesti u skupini bolesnika niskog rizika.

BOLESNICI I METODE: U studiju je uklju¢eno 873 pacijenta s klinicki
lokaliziranim rakom prostate koji su od 01.01.1998.-31.12.2007. podvrgnuti
radikalnoj prostatektomiji u nasoj ustanovi. Medu njima je identificirano 105
bolesnika s preoperativnim karakteristikama niskorizi¢énog odnosno
insignifikantnog raka prostate prema trenutno najstrozim kriterijima (PSA < 10
ng/ml, Gleasonov zbroj <6, <33% pozitivnih cilindara, u cilindru manje od 50%
tumorskog tkiva).

Arhivski materijal bioptata prostate ovih bolesnika koristen je za analizu
imunohistokemijske izraZenosti c-myc 1 caveolina-1. Imunohistokemijska
izrazenost c-myc proteina i caveolina-1 analizirana je pomocu primarnih
protutijela na c-myc (C-MYC, klon 9E10, AB 32); Abcam Plc, Cambridge,
United Kingdom), razrjedenje 1:250 u PBS i caveolin-1 (N-20, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), razrjedenje 1:300 koriStenjem LSAB
metode kao vizualizacijskog sistema na Dako TechMate TM automatiziranom
stroju. IzraZenost ovih proteina usporedena je s karakterom raka nakon operacije
(signifikantni vs. insignifikantni). Insignifikantnim karcinomom nakon operacije
je smatran lokalizirani rak prostate (<pT2), volumena tumora u <5% preparata i
Gleasonova zbroja <6 na kona¢nom preparatu. Preoperativni parametri i
1zrazenost c-myca i1 caveolina-1 korelirani su sa signifikantno$c¢u bolesti nakon
operacije.

REZULTATTI: Poslije operacije je 49 (46,7%) pacijenata je imalo
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insignifikantan, a 56 (53.3%) ih je imalo signifikantan rak prostate. Primjenom
Mann-Whitneyeva neparametrijskog testa dobili smo statisticki znacajnu razliku
medu dvjema skupinama pacijenata (signifikantni vs. insignifikantni) u
imunohistokemijskoj izrazenosti c-myc u epitelu (p <0,001) i stromi (p =0,013)
tumora kao 1 caveolina-1 u epitelu (p <0,001) 1 stromi (p =0,001). Primjenom
Fisherova egzaktnog testa nadena je statisti¢ki znacajna razlika medu skupinama
s obirom na volumenu prostate (p=0.030), PSA (p=0,014), PSAD (p=0,014),
volumen karcinoma (p<0,001). Nije utvrdena razlika u dobi (p=0.255), broju
uzetih bioptata (p=0,934) i postotku tumora u cilindru (p=0.086) medu
skupinama. Logistickom regresijom razvili smo model za predvidanje
signifikantnosti raka prostate u skupini bolesnika niskog rizika koji ukljucuje
caveolin epitela, c-myc strome i c-myc epitela i volumen prostate. Prediktivna
to¢nost naseg modela iznosi 83,8%. Imunohistokemijski markeri pokazali su
oprecan prediktivni znacaj: caveolin-1 epitela je faktor rizika, a c-myc strome i

c-myc epitela su protektivni faktori za signifikantni rak prostate.
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8. SUMMARY

IMMUNOHISTOCHEMICAL EXPRESSION OF C-MYC AND
CAVEOLIN-1 ON BIOPSY CORES IN DETECTION OF SIGNIFICANT
PROSTATE CANCER IN LOW RISK PATIENTS

In this retrospective non-randomized study we examined utility of
imunohistochemical expression of c-myc and caveolin-1proteins on biopsy cores
in detection of significant prostate cancer in low risk patients.

873 patients who underwent radical prostatectomy from 01.01.1998. till
31.12.2007. in our institution were included in the study. 105 patients fulfilled
the most stringent preoperative criteria for insignificant protate cancer (PSA <
10 ng/ml, Gleason sum <6, <33% positive biopsy cores, <50% of tumor in a
core). Archival paraffin wax embedded prostatic biopsy cores were
immunostained for c-myc an caveolin-1proteins. Preoperative
clinicopathological parameters and IHC expression of c-myc and caveolin-1 on
tumor tissue in biopsy cores were correlated with tumor significance on
postprostatectomy surgical specimens. Insignificant tumor was considered if
<5% of final specimen contained tumor and Gleason sum was <6.

Postoperatively, 49 (46,7%) patients had insignificant and 56 (53.3%) had
significant prostate cancer. Mann-Whitney non parametric test showed
statisically significant difference in epithelial (p <0,001) and stromal (p =0,013)
[HC expression of c-myc as well as of epithelial (p <0,001) and stromal (p
=0,001) IHC expression of caveolin-1 between two groups of patients
(insignificant vs. significant). Fisher’s exact test showed statisically significant
difference between the groups in prostate volume (p=0.030), PSA (p=0,014),
PSAD (p=0,014), cancer volume (p<0,001). No difference was found in age
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(p=0.255), number of biopsy cores (p=0,934) and tumor percentage in the core
(p=0.086) between two groups. A statistically significant predictive model was
created using logistic regression. It included epithelial IHC expression of c-myc,
stromal IHC expression of c-myc, epithelial IHC expression of caveolin-1 and
prostate volume as the most appropriate parameters with the overall reliability of
83,8%. Immunohistochemical markers showed opposite predictive value:
epithelial expression of caveolin-1 appeared to be a risk factor while, both
epithelial and stromal expression of c-myc were protective factors for significant

prostate cancer in low risk patients.
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Clan sam Hrvatskog uroloskog drustva (HUD), Europskog uroloskog drustva
(European Association of Urology-EAU) 1 Europskog endouroloskog drustva

(European Association of Endourology).
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Objavio sam 63 rada - znanstvene 1 stru¢ne radove, kongresna priopcenja te
edukacijske tekstove. Od 16 radova objavljenth u domadéim 1 inozemnim
indeksiranim Casopisima, prvi sam autor u Cetiri, a koautor u 12 radova
objavljenih u indeksiranim ¢asopisima (CC, SCI, EM, IM). Dobitnik sam triju
Nagrada za najbolji poster na Srednjeuropskim uroloSkim kongresima (2nd
Central European Meeting, Bratislava, Slovacka 2002, 5™ Central European
Meeting, 2005. Budimpesta, Madarska, 7" Central European Meeting, 2007.
Zagreb, Hrvatska) Autor 1 koautor sam poglavlja u tri objavljene knjige: "Rak
prostate-najvarijabilniji zlo¢udni tumor", urednik M. Samija, Medicinska
naklada Zagreb 2010.g., te u «Bolesti prostate», Ministarstvo zdravstva i
socijalne skrbi. Logopress, Zagreb, 2006, te «Potporno i palijativno lijeCenje
onkoloskih bolesnika», urednik M. Samija, Medicinska naklada Zagreb, 2010.

Od 2009. sam visi predavac na Visokoj zdravstvenoj skoli u Zagrebu.
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