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lig. - od latinskog ligamentum

m. - od latinskog musculus

g-—gram

rr. — od latinskog rami

PSA - prostaticni specifiCni antigen

PAP - prostati¢na kisela fosfataza

BPH - benigna hiperplazija prostate
DHT - dihidrotestosteron

HPV - humani papilomavirus

AAH - atipiCna adenomatozna hiperplazija
PIN - prostatiCna intraepitelna neoplazija
PIA - proliferacijska inflamatorna atrofija
TUR - transuretralna resekcija

AMACR - a-metilacilkoenzim A racemaza
CT — kompjutorska tomografija

MR — magnetna rezonanca

AR - androgeni receptor

VVP- veliko vidno poveéanje

ECM - vanstaniéni matriks



1. UVOD

1.1 ANATOMIJA PROSTATE

Prostata ili predstojna Zlijezda koja se joS naziva i kestenjaCa neparna je
pomocna spolna Zlijezda mus8kog spolnog sustava koja okruzuje pocetni dio
mokraéne cijevi. Konicnog je oblika i u zdravog odraslog muskarca tezi oko 20
grama i promjera je do 4 cm. Smjestena je na dnu male zdjelice, iza simfize i ispred
rektuma, bazom okrenuta prema mokracnom mjehuru i siemenim mjehuri¢ima (1,2).

U potpunosti je smjeStena retroperitonealno, okruZena vezivnomiSicnim slojem
koji se naziva Cahurom, uloZena je u vezivno tkivo visceralnog lista pelvicne ovojnice
(fascia pelvis visceralis). JoS se uz prostatu veze i rektoprostaticna ovojnica (fascia
rectoprostatica) i gornja pelvicha dijafragmalna ovojnica (fascia superior
diaphragmatica). lzmedu simfize i prostate nalazi se puboprostati¢ni ligament i misi¢
(lig. et m. puboprostaticum), a s mokracnim mjehurom povezuje ju vezikoprostaticni
miSi¢ (m. vesicoprostaticus). Lateralno se nalazi medijalna ploha miSica podizaca
anusa (m. levator ani), a prema kranijalno rektoperinealni miSi¢ (m. rectoperinealis),
kaudalno, na dnu prostate, anoperinealni misi¢ (m. anoperinealis). Ispod prostate
smjeSteno je podrucje trapezoidnog oblika (area trapezoidea), a sprijeda
intermedijarni dio uretre (pars membranacea urethrae) (1,2).

Prostata zapravo ima oblik obrnutog stoSca Cija baza je okrenuta prema
mokracénom mjehuru, vrh se nalazi na miSiénom sfinkteru uretre (m. sphincter
urethrae), uz dvije postrani¢ne te prednju i straznju stijenku. Na straznjoj stijenci, u
medijalnoj liniji nalazi se okomita brazda koja dijeli dva reznja prostate, desni i lijevi
(lobus prostatae dexter et sinister), a odvojeni su uretrom. Na gornjoj strani straznje
stijenke nalazi se srediSnji rezanj (lobus medius), smjesten izmedu uretre i parnih
ejakulatornih kanalica koji prolaze transverzalno, kroz straznji dio prostate (2,3).
Divergentnim linijama koje polaze iz srediSnje smjeStene uretre prostata se moze
podijeliti na prednji, sredniji, straznji i dva lateralna reznja (2-4). Ipak, prema McNealu
prostata se dijeli u Cetiri zone: perifernu, srediSnju, prijelaznu i periuretralnu. Takva
podjela najbolje korelira s morfoloskim izgledom i funkcijom Zlijezde te patoloSkim

procesima (5-7).



Periferna zona €ini oko 70% Zljezdanog tkiva prostate te se otvara u distalni dio
prostati¢ne uretre. SrediSnja zona €ini 25% Zljezdanog tkiva, a izvodni kanali otvaraju
se u srediSnji dio prostati¢ne uretre. Prijelaznu zonu €ini oko 5% Zljezdanog tkiva
prostate te se otvara u proksimalni dio prostatiCne uretre, unutar sfinktera. Sredisnja
zona razlikuje se od periferne prema gradi Zlijezda, a grada i histoloSke karakteristike
ove zone slicne su sjemenim kanali¢ima Sto upuéuje na njihovo zajedni¢ko
embrionalno podrijetlo — Wolffov kanal. Periuretralno tkivo za vrijeme ejakulacije
sprijeCava povrat sjemene tekucCine u mokracni mjehur, a njegova glavna
komponenta je cilindriCni glatko-miSi¢ni sfinkter koji okruzuje Citavu periprostati¢nu
uretru. Unutar glatko-miSi¢nog sfinktera nalaze se male periuretralne Zlijezde koje
¢ine manje od 1% Zljezdane mase prostate (7,8).

Arterijska opskrba krvlju ide preko prostaticnih ogranaka donje vezikalne i
medijalne rektalne arterije (rr. prostatici a. vesicalis anterior et a. rectalis media).
Venska krv odvodi se preko prostaticnog venskog spleta (plexus venosus
prostaticus) smjeStenog na bazi i lateralnim plohama prostate, a uljeva se u
unutarnju ilijacnu venu (vena iliaca interna). Splet komunicira s venskim spletom
mokrac¢nog mjehura i kraljeznice (plexus venosus vesicalis et vertebralis). Limfa iz
prostate odvodi se unutarnjim ilijaénim i sakralnim limfnim &vorovima (nodi iliaci
interni et sacrales) (1,2,9,10).

SimpatiCka i parasimpaticka vlakna prostaticnog Zziv€anog spleta (plexus
prostaticus) inerviraju parenhim prostate. ParasimpatiCka vlakna inerviraju glatko
SimpatiCka vlakna inerviraju miSicno-stromalni dio prostate te tijekom ejakulacije

zatvaraju vrat mokracnog mjehura (9,10).

1.2. HISTOLOGIJA, EMBRIOLOGIJA | FIZIOLOGIJA PROSTATE

1.2.1. HISTOLOGIJA

Prostata je u cijelosti okruzena vezivnomiSi¢nim slojem koji se naziva ¢ahurom,

a u kojoj se nalaze vene i arterije, limfne Zile i snopovi Zivaca (9).



Zljezdana komponenta organa sastoji se od acinusa i duktusa, a duktusi se
dijele u velike (ekskretorni ili primarni) i male, periferne (sekundarni). lzmedu acinusa
i duktusa nalazi se vezivhomiSi¢na stroma i vanstanic¢ni matriks (8,9).

U odnosu na mokracénu cijev sustav tubuloalveolarnih zlijezda moze se podijeliti
u tri podrucja. Periuretralno nalaze se male mukozne Zlijezde, uz njih, u centralnoj
zoni nalaze se submukozne Zlijezde, a vecinu prostate tj. perifernu zonu ¢ini 30-50
glavnih zZlijezda koje se putem 15-30 kanala, zajedno s kanalima submukoznih
Zlijezda prazne u uretru, u podrucju kolikulusa seminalisa, izboCenog dijela prostate
(verumontanum), a gdje se uljevaju i ejakulatorni kanali te prostaticni utrikulus.
Utrikulus je ostatak Mullerovih cijevi. Mukozne Zlijezde ulijevaju se direktno u uretru.
Epitel koji oblaze uretru od izlaska iz mokraénog mjehura pa sve do utrikulusa je
viSeslojni ploCasti, a nakon Cega je prijelazni, odnosno urotel. Veliki prostaticki
duktusi obloZeni su prijelaznim epitelom. Ejakulatorni duktusi obloZeni su
jednorednim cilindri€nim epitelom (9,10).

Tubuloalveolarne Zlijezde sastoje se od vreCastih zavrSetaka koji podsjecaju
na alveole i srediSnjeg cjevastog dijela. Svaka Zlijezda okruZena je njeznim, rahlim
vezivom od kojeg ju odvaja bazalna membrana. Zlijezde su obloZene jednim redom
epitelnih stanica koje se dijele na tri vrste; sekretorne (glavne) epitelne, bazalne i
neuroendokrine stanice (8,9,10).

Sekretorne epitelne stanice su zrele, diferencirane i sadrze sekretorna granula.
Visoke su, cilindricne, te sadrze prostaticni specificni antigen (PSA), prostaticnu
kiselu fosfatazu (PAP) i neke druge enzime koji se u obliku sekretornih mjehuri¢a
nalaze u vrSnom dijelu stanice. Sadrzaj mjehurica izbacuje se u lumen Zlijezde putem
egzocitoze. Jezgra im je smjesStena u doljnjoj trecini stanice, uz bazalnu membranu te
se mjestimice moze vidjeti sitha jezgrica. Sekretorne epitelne stanice poredane su u
redove i medusobno povezane staniCnim adhezijskim molekulama dok im je baza
vezana za bazalnu membranu €vrstim vezama. Na dijelu membrane ovih stanica koji
je okrenut prema lumenu acinusa i izvodnih kanali¢a nalaze se resice (9,10).

Bazalne stanice su znatno manje, spljoStene i malobrojne te €ine oko 10%
broja epitelnih satnica, a smjeStene su uz bazalnu membranu i uévrS¢ene izmedu
baza sekretornih stanica. Jezgra im je okruglasta, s dosta heterokromatina,
citoplazma oskudna. One su priCuvne stanice, bez sekretornih mjehuri¢a, imaju
sposobnost diferencirati se u glavne epitelne stanice. Njihove membrane su bogate

ATP-azom, a citoplazma keratinom. Normalni i hiperplasticni acinusi obloZeni su



bazalnim stanicama dok u acinusima adenokarcinoma prostate bazalne stanice
nedostaju Sto se moze lako dokazati imunohistokemijskim bojenjem na citokeratin ili
p63 (8,11,12).

Neuroendokrine stanice smjeStene su izmedu glavnih epitelnih stanica acinusa
i izvodnih kanalica svih dijelova Zlijezda te u sluznici prostaticnog dijela mokracne
cijevi. One su nize od glavnih stanica i u svojim bazalnim dijelovima citoplazme
sadrze mnostvo sitnih zrnaca koja se otpuStaju u sitne kapilare okolne strome.
Postoje tri vrste prostaticnih neuroendokrinih stanica, a najzastupljenija vrsta sadrzi
serotonin i tiroid-stimuliraju¢i hormon dok preostale dvije vrste sadrZe kalcitonin i
somatostatin. Glavna uloga ovih stanica je regulacija sekretorne aktivnosti ostalih
stanica s parakrinim djelovanjem (13).

U lumenima pojedinih Zlijezda mogu se vidjeti prostaticni kamenci (corpora
amylacea) sastavljeni od zgusnutog sekreta koji se talozi oko odljustenog epitela.
Broj im se povecava s dobi (9).

VezivhomiSiéna stroma sastoji se od veziva, fibroblasta, glatko-miSi¢nih i
neuroendokrinih stanica te kapilarnih i limfnih endotelnih stanica i aksona.
GlatkomiSic¢ne stanice nalaze se u blizini Zlijezda i svojom kontrakcijom sudjeluju u
istiskivanju sekreta iz lumena Zlijezda. U srediSnjoj zoni prostate glatko-miSi¢na
vlakna su veoma gusto zbijena, ali je omjer strome prema epitelu manji nego u
perifernoj i prijelaznoj zoni. U benignoj hiperplaziji prostate glatko-misiéne stanice
mijenjaju svoju morfologiju i vjeruje se da pod utjecajem hormona proizvode kolagen
koji Cini sastavni dio izvanstanicnog matriksa i pojaCava rast epitelnih stanica

medudjelovanjem strome i epitela (9,10).

|zvanstanicni matriks je mreza razliCitih vrsta molekula koje djeluju kao skelet i
poveznica izmedu epitelnih stanica i strome prostate. Sastoji se od tri osnovne vrste
biomolekula: strukturalni proteini (kolagen i elastin), specijalizirani proteini (fibrilin,
fibronektin, laminin, lektini, tenascini i drugi) i proteoglikana. Dio vanstani¢nog
matriksa je i bazalna membrana koja je najveé¢im dijelom gradena od kolagena tipa
IV iV, glikozaminoglikana te slozenih polisaharida i glikolipida. Bazalna membrana

okruZuje acinuse i za nju su preko laminina vezane epitelne stanice (8,9,10).

Glikoproteini vanstanicnog matriksa, kao Sto su fibronektin i galektin vazne su

adhezijske molekule koje sudjeluju u stvaranju veza izmedu stanica i strome. Smatra



se da pojedini glikoproteini koji se mogu naci i unutar stanice imaju vaznu ulogu u
stvaranju veza i izmedu epitelnih stanica te da sudjeluju i u proliferaciji i migraciji
stanica (9,14,15).

1.2.2 EMBRIOLOGIJA

U desetom tjednu gestacije iz primitivne mokrac¢ne cijevi koja je derivat
endoderma, u okolni mezenhim urasta pet epitelnih pupoljaka. Razvoj pupoljaka ovisi
o interakciji s okolnim mezenhimalnim tkivom koje je osjetljivo na androgene. Fetalne
Leydigove stanice luCe sve vece koliCine testosterona Cije visoke vrijednosti u 13-15.
tiednu gestacije utjeCu na pupoljke koji dobivaju lumen i po€inju se ubrzano granati.
U lumenu se moze vidjeti sekret. Mezenhim se u interakciji s epitelom diferencira u
vezivnomisiénu stromu. Oko 12. tjedna embrionalnog razvoja prostata ima pet
reznjeva: predniji, srednji, straznji i dva lateralna reznja. Ovi se reznjevi tijekom druge
polovice fetalnog Zivota spajaju, tako da pri rodenju medu njima viSe nema jasnih
granica. U zavrsnoj fazi diferencijacije bitan stimulirajuéi u€inak imaju p63 i foxa-1 koji
usmjeruju diferencijaciju glavnih i bazalnih stanica te stvaranje lumena. Manjak ili
poremecaj bilo kojeg od opisanih Cimbenika dovodi do poremecaja razvoja prostate
(16,17,18).

U djetinjstvu je prostata mala, a tijekom puberteta se znatnije povecava zbog

utjecaja testosterona. U dobi od 20 godina postiZze svoju konacnu veli€inu (4).

1.2.3. FIZIOLOGIJA

Prostata je akcesorna spolna Zlijezda koja ima egzokrinu funkciju, sudjeluje u
stvaranju i izlu€ivanju sperme. Prostaticni sekret koji sintetiziraju epitelne stanice je
neutralna sluzava tvar. To je obiljezje koje moze biti od dijagnostickog znacaja jer
Zlijezde adenokarcinoma obi¢no stvaraju kiselo-neutralnu sluz. U sekretu prostate
nalaze se cink, magnezij, kalcij, citrat, poliamini, kolesterol, fosfolipidi, proteini (PSA;
PAP) te joS neki enzimi (7,8).

PSA je jednolancani glikoprotein, enzim, serinska proteaza, koji luce isklju€ivo
stanice prostate. U ejakulatu ima funkciju razgradnje ugruSaka ejakulata. Gen za
PSA (hKLK3) smjesSten je na kromosomu 19. Epidermalni faktor rasta (EGF)

smanijuje, a androgeni pojacavaju izlu€ivanje PSA. Obzirom da je PSA specifi¢an za
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epitel prostate on se koristi kao marker u probiru pacijenata s karcinomom prostate
(7,19).

Epitelne i stromalne stanice prostate takoder djeluju jedna na drugu autokrino i
parakrino pomocu razliitih ¢imbenika rasta koji utjeCu na sekreciju, proliferaciju,
diferencijaciju i apoptozu. Za diferencijaciju epitelnih stanica je, osim prisutnosti
androgena, bitna i prisutnost androgenih receptora na mezenhimalnim stanicama
prostate. Za diferencijaciju mezenhimalnih u glatkomiSiéne stanice vazna je i
prisutnost diferenciranog epitela. Epitelno-stromalna interakcija vazna je i u
karcinogenezi gdje je taj odnos poremecen. Osim epitelnih i stromalnih stanica vazne
su i intersticijske stanice koje su povezane s glatkomiSi¢nim stanicama i djeluju kao
tzv. ,elektrostimulatori (15,19).

Od stromalnih stanica najbitniji su fibroblasti koji izlu€uju razliite Cimbenike

rasta, kao i mnogobrojne specificne proteine vanstanicnog matriksa.

1.3. BENIGNA HIPERPLAZIJA PROSTATE

Benigna hiperplazija prostate (BPH) nodularno je povecanje prostate
uzrokovano hiperplazijom stromalne i Zljezdane komponente S$to rezultira
povecanjem tezine organa daleko iznad 20 g (4).

BPH je Cest benigni poremecaj prostate Cija uCestalost raste s dobi i iznosi
samo 8% u Cetvrtom desetljecu, ¢ak 50% u petom i 75% u osmom desetljecu zivota.
Procjenjuje se da poc€inje nakon tridesete godine Zivota, a pogodujuci i zastitni faktori
nisu jasno poznati. HistoloSke promjene koje odgovaraju hiperplaziji prethode jasnom
klinickom povecanju prostate za oko jedno desetljece. Na obdukciji se nalazi u 80—
95% muskaraca starijin od 80 godina. U razvijenim zemljama to je izrazito rijedak
uzrok smrti te mortalitet iznosi 0.5 do 1.5/100,000 (20,21).

Postoje i razlike u incidenciji i epidemiologiji hiperplazije prostate medu
razli€itim rasama. U crnoj rasi je BPH ¢e&¢a u odnosu na bijelu rasu i pocinje jedno
desetljece ranije. Medu azijskim rasama hiperplazija prostate je znatno rjeda, ali je
zabiliezen znacCajan porast incidencije u azijskim imigracijskim skupinama na

Zapadu. Razlozi takvih razlika nisu u potpunosti razjasnjeni (20,21).
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TocCni uzroci benigne hiperplazije prostate nisu u potpunosti poznati, kao niti
rizi€ni Cimbenici ili zastitni faktori. Istrazivani su brojni potencijalni €imbenici,
ukljuCujuci socioekonomski status i libido, bolesti kao Sto su hipertenzija, dijabetes
melitus i ciroza te HPV i upala, ali poveznica nije nadena (22,23). Dva su ¢imbenika s
kojima je BPH jasno povezana, a to je dob i intaktni testisi jer se ne pojavljuje jedino
u muskaraca kastriranih u djecjoj dobi (do adolescencije) i u eunuha (24).

Bolest je ipak, najvjerojatnije, posljedica neravnoteze hormona. Androgeni,
testosteron i dihidrotestosteron, vezu se za nuklearne androgene receptore u
stromalnim i epitelnim stanicama te poti¢u aktivaciju faktora rasta. Stromalne stanice
proizvode 5-a-reduktazu koja transformira testosteron u dihidrotestosteron.
Dihidrotestosteron je nekoliko puta potentniji od testosterona, zbog sporijeg
otpustanja s receptora. S dobi raste i razina estradiola kod muskaraca koja takoder
utjeCe na povecanje broja androgenih receptora. Posljedicno tome se umnazaju
prostatiCne Zlijezde, kao i vezivhomiSicha stroma i prostata postaje uvecCana i
Cvorasta (25,26).

Rezultati nekih klinickih istraZivanja pokazali su da je prijelazna zona
osjetljivija na lokalno poviSenje temperature te da su acinarne epitelne stanice
osjetljivije na poviSenje temperature nego glatko-misiéne stanice. S porastom dobi
raste i osjetljivost cjelokupne prostate na lokalno povisenje temperature (27).

ProsjeCna tezina prostate s nodularnom hiperplazijom na obdukciji iznosi
33116 g. Uzorci dobiveni operativho teZine su oko 100 g te ponekad mogu
dosegnuti i tezinu do 800 g.

Makroskopski se nalaze sivkasto-zuckasti, razliCito veliki ¢vorovi zrnate rezne
plohe koje se izboCuju prema van. Pojedini ¢vorovi mogu biti Supljikavi i sacasti, a
mogu se vidjeti i cistiCha podruc€ja. Ovakvi spuzvasti, hiperplasticni ¢vorovi potiskuju
okolno tkivo i na taj nacin stvaraju pseudokapsulu te se mogu lako enukleirati.
Ponekad se s rezne plohe cijedi mlije€nobijela tekuéina. U slu¢ajevima kada je
hiperplazija pretezito fibromuskularnog tipa, rezne plohe su blijede, homogene i
sjajne te mogu imati izgled koji podsjeCa na leiomiome uterusa. Unutar
hiperplasti¢nih podru¢ja mogu nastati i sekundarni infarkti tkiva koji se u uzorcima

dobivenim transuretralnom resekcijom (TUR) nalaze u 18-25% slu€ajeva (4,28,33).

BPH obi¢no pocinje u srediSnjem dijelu Zlijezde tj. u periuretralnoj zoni, osobito

na mjestu gdje ejakulatorni duktusi ulaze u uretru. NajCeSce se Cvorovi nalaze s obje
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strane uretre, a mozZe nastati i cvor smjeSten dorzalno koji se onda utiskuje u stijenku
mokracnog mjehura. Na taj nacin periferija organa biva potisnuta prema van i
komprimirana. To se jasno vidi na uzorcima dobivenim radikalnom prostatektomijom
gdje se uoCava jasna granica izmedu Cvoraste prijelazne i periferne zone koja ima
normalan izgled. U 5% slucajeva dolazi do zariSne hiperplazije na periferiji organa.

Konzistencija joj moze varirati od ¢vrsto elastiCne do gumaste (29,30).

Mikroskopski se vide promjene koje odgovaraju umnazanju razlicitin
elemenata parenhima prostate, od umnazanja pretezito Zljezdane komponente pa
sve do umnazanja pretezito vezivhomiSicne strome. Ovisno o omjeru tih dviju

umnozenih komponenti histoloski izgled moze varirati (4,28,31).

Najranije dolazi do proliferacije strome oko malih sinusoida smjeStenih u
periureteralnoj zoni te periduktalno. Proliferacija strome koja moze biti koncentri€na ili
ekscentri¢na sadrzi viSe miSi¢nih stanica, a manje elasti¢nog tkiva (28).

Franks je 1954.g predlozio klasifikaciju BPH, a iz te su klasifikacije proizasle i
neke novije modifikacije. Podijelio ju je u pet histoloSkih tipova: 1. VezivnomiSicni
¢vor, 2. stromalni (vezivni) ¢vor, 3. miSi¢ni ¢vor (leomiom), 4. vezivnhomisicnoZzljezdani
¢vor i 5. vezivnozljezdani ¢vor (30). Nove Kklasifikacije dijele BPH na tri histoloska
tipa: 1. Zljezdani, 2. stromalni (vezivnomi$i¢ni) i 3. mijeSani te nekoliko posebnih
podtipova (29).

BPH dovodi do klinickih simptoma tek u polovice zahvacenih muskaraca. Kao
posliedica opstrukcije zbog povecane prostate dolazi do akutne retencije urina,
infekcija urinarnog trakta, hipertrofije mokraénog mjehura s trabekulacijom sluznice i
stvaranjem divertikula (32,33).

LijeCenje se provodi fizickim uklanjanjem hiperplasti¢nog tkiva, najceS¢e TUR-
om ili suprapubicnom prostatektomijom ili enukleacijom samog ¢vora. Od lijekova

primjenjuju se antagonisti androgena te antispazmatici (32,33).
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1.4. PREKURSORNE LEZIJE KARCINOMA PROSTATE

U prekursorne lezije koje se u razliCitim istrazivanjima povezuju s
nastankom karcinoma prostate ubrajaju se: prostati¢na intraepitelna neoplazija (PIN),
atipicna adenomatozna hiperplazija (AAH, adenoza) i proliferacijska inflamatorna
atrofija (PIA) (4,15,31).

1.4.1. PROSTATICNA INTRAEPITELNA NEOPLAZIJA

Zahvaca epitel duktusa i acinusa te se takoder naziva i duktalno-acinarna
displazija. Cesto je multicentricna, a prema stupnju diferenciranosti dijeli se u 3
skupine (gradusa). Ovisno o nagomilavanju stanica, stratifikaciji, promjenama oblika
i veliCine jezgre, pleomorfizmu, izgledu kromatina i jezgrice prema trenutacno
vazec¢im preporukama dijeli se u dva stupnja; PIN niskog (gradus I) i visokog (gradus
II'i 1) stupnja. Najvaznija karakteristika za njihovo razlikovanje je izgled jezgre i
jezgrice (31).

PIN niskog stupnja ima neSto vele jezgre koje variraju u obliku, a izgled
kromatina je normalan ili blago pojagan, jezgrica je neuogljiva, vrlo malena. Cesto se
nalazi u uzorcima prostate mladih muskaraca te nije sa sigurnoS¢u povezan s
nastankom karcinoma (31).

PIN visokog stupnja najraniji je opCe prihvaceni stadij u razvoju karcinoma
prostate koji ujedno dijeli fenotipske, biokemijske i genske karakteristike s
karcinomom (34,35,36,37). Incidencija PIN-a u biopsijama prostate varira od 4 do
16% i raste s dobi bolesnika. Karakteriziran je velikim jezgrama koje su relativho
unimorfne veliCine, hiperkromatske, uocljivih, velikin jezgrica. Stanice koje su
smjesStene blize lumenu Zlijezda pokazuju blaze znakove atipije dok su stanice
neposredno iznad bazalnog sloja izrazitije promijenjene. Morfoloski se razlikuje
nekoliko podtipova PIN-a: resiCasti, mikropapilarni, kribriformni i atrofiCni. ResiCasti
tip je najceséi, iako pojedinacni podtipovi nemaju nikakav klini¢ki znacCaj. Postoje i
neki vrlo rijetki, neuobicajeni podtipovi koji uklju€uju uzorak prstena pec€atnjaka, malih
neuroendokrinih stanica, mucinozni i mikrovakuolizirani (pjenuSavih stanica) (31,
34,35).
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U Zlijezdama s PIN-om proliferacija se dogada u luminalnim stanicama. Takva
proliferacija povrSinskih stanica moze se Siriti kroz prostatiCne duktuse i dolazi do
zamjene normalnih sekretornih epitelnih stanica neoplastiCnim stanicama, ali uz
oCuvanje bazalnih stanica i bazalne membrane. Rana stromalna invazija moze se
vidjeti u oko 2% PIN-a (35,38).

Diferencijalna dijagnoza PIN-a ukljuuje lobularnu atrofiju, postatroficnu
hiperplaziju, atipi€nu hiperplaziju bazalnih stanica, kribriformnu hiperplaziju i
metaplasti€ne promjene koje nastaju kao posljedica zraCenja, infarkta ili prostatitisa.
Osim navedenih stanja u diferencijalnoj dijagnozi poteSkoée mogu stvarati
kribriformni adenokarcinom, duktalni (endometrioidni) karcinom i urotelni karcinom
koji se Siri kroz prostatine duktuse i acinuse (35,36).

RazliCite studije pokazale su statistiCki znaCajnu povezanost izmedu PIN-a
visokog stupnja i karcinoma prostate. PIN je naden u 59-100% serijskih prereza
adenokarcinoma prostate u uzorcima radikalne prostatektomije (36,38). Takoder je
dokazan visok stupanj slaganja DNA-ploidije te imunohistokemijskih, morfometrijskih
i molekularnih sli¢nosti u obje spomenute lezije (37,39). Zbog toga treba veliku
pozornost skrenuti na bolesnike kojima je u biopsiji pronaden PIN visokog stupnja.
Cak u 50% muskaraca kojima je u iglenoj biopsiji dijagnosticiran PIN visokog stupnja
unutar dvie godine je u ponavljanim biopsijama postavljena dijagnoza
adenokarcinoma prostate. Kada je postavljena mikroskopska dijagnoza PIN-a,

obavezni su daljnje traganje za karcinomom i pracenje bolesnika (40).

1.4.2. ATIPICNA ADENOMATOZNA HIPERPLAZIJA

Naziva se joS i adenoza te na malom povecanju mikroskopa nalikuje na dobro
diferencirani karcinom Gleason gradusa 1 i 2. Histolo$ki se vidi kao cirkumskriptna
proliferacija kompleksnih, nepravilnih sitnijih, zbijenih Zlijezda ekspanzivnih rubova,
ali bez vidljivih nukleola ili drugih abnormalnosti jezgre (31). Zlijezde koje &ine AAH
su okrugle do ovalne, medusobno odvojene i nemaju tendenciju spajanja. Veli€ina i
oblik im Cesto variraju premda se ponekad mogu vidjeti relativno uniformne Zlijezde.
Epitel im je kubi¢ni do niski cilindri¢ni i nalikuje na normalni sekretorni epitel. Jezgre
su bazalno smjestene, okrugle do ovalne s blagom varijacijom u veli€ini i obliku te
obi¢no bez nukleola. Ako se u jezgrama vide nukleoli oni su manji od 1 ym. U
lumenu pojedinih Zlijezda moze se pronaci kisela sluz (41,42). Sloj bazalnih stanica
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je odrzan, ali diskontinuiran i esto slabo vidljiv na HE prerezima te ih je potrebno
prikazati imunohistokemijski s visokomolekularnim citokeratinom ili p63 (11).

AAH se nalazi u 1.5 do 19.6% materijala dobivenog transuretralnom
resekcijom i u do 33% materijala dobivenog radikalnom prostatektomijom. Prijelazna
zona je najceSCa lokalizacija AAH-a, medutim povremeno se moze vidjeti i u
perifernoj zoni (43,44).

Naijbitniji diferencijalno dijagnostiCki problem koji ima i terapijske posljedice
predstavlja zamjena AAH-a s karcinomom Gleason uzorka 1 i 2. Acinusi karcinoma
su obi¢no nesto maniji i uniformniji, a luminalna granica im je ostrija. U AAH Cesto se
vidi tzv. ,roditeljski“ duktus koji se u slu€aju karcinoma ne nalazi. Na citoloskoj razini
najbitnija razlika je u broju i veli€ini nukleola (42).

Postoje mnogi radovi koji se bave vezom izmedu AAH i karcinoma prostate,
AAH se nalazi u oko 15% prostata bez karcinoma te u 31% prostata s karcinomom,
na obdukcijskom materijalu. Ipak, nije u potpunosti razjasnjeno da li je ta promjena
prethodnica dobro diferenciranog karcinoma ili je ,samo“ jedna od benignih
promjena koje histoloSki oponasaju karcinom. Genske i molekularne aberacije u AAH
su vrlo blage ili ih nema, a direktna tranzicija AAH u karcinom nije dokumentirana, za

razliku od PIN-a visokog gradusa (44-46).

1.4.3. PROLIFERACIJSKA INFLAMATORNA ATROFIJA

Prostati¢na atrofija moze biti difuzna ili ZariSna. Difuzna atrofija nastaje kao
posliedica manjka androgena. Zarina prostatiéna atrofija se histoloski dijeli u
jednostavnu atrofiju, hiperplasticnu atrofiju ili postatroficnu hiperplaziju i skleroticnu
atrofiju (47). Krajem devedesetih godina objavljeno je istraZivanje u kojem je dokazan
visoki proliferacijski indeks u zariSnoj prostatiCnoj atrofiji koja je bila udruzena s
kronicnom upalom (48). Za takve promjene predloZzen je naziv proliferacijska
inflamatorna atrofija (PIA) za sve oblike jednostavne atrofije i postatroficne
hiperplazije koji su bili udruzeni s upalom (49-52).

De Marzo i sur. te Putzi i De Marzo sugerirali su da bi PIA mogla biti prekursor
karcinomu i predlozili su dvije teorije prelaska PIA-e u karcinom, direktnu i indirektnu
(49,53). Prema direktnoj teoriji PIA prelazi u karcinom bez medustadija, a prema
indirektnoj teoriji prvi korak u nastajanju karcinoma jest prelazak PIA-e u PIN.
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UocCeno je da je PIA u 34% sluCajeva bila pomijeSana s PIN-om, fenotip vecine
stanica PlA-e bio je jednak onom kakav se vidi u PIN-u. PIA, PIN i karcinom najCesce
se nalaze u perifernoj zoni dok su u prijelaznoj zoni rijetki (49,53). Neki radovi koji su
se pojavili kasnije nisu uspjeli potvrditi rezultate De Marza i sur. (50,54,55).

Novija molekularna istrazivanja pokazuju da PIA i PIN mogu predstavljati
jednu od medufaza u razvoju karcinoma prostate, ali jo§ uvijek nije u potpunosti
jasno da li se radi o medusobno odvojenim fazama ili samo o razli€itim stupnjevima

istog procesa nastanka adenokarcinoma prostate (56).

1.5. RAK PROSTATE

1.5.1. EPIDEMIOLOGIJA

Karcinom prostate jedan je od vodecih medicinskih problema s kojima
je suoCena muska populacija, osobito u razvijenim zemljama gdje je stanovnistvo sve
starije. Stope incidencije raka prostate rastu s dobi, osobito nakon 60-70 godine te je
tako u najstarijoj dobi to najucestaliji oblik raka. Takoder mu ucestalost raste zadnjih
10 do 15 godina te je u mnogim zemljama to najceSce sijelo raka (57-59). Noviji
porast incidencije ipak se ne pripisuje prethodno spomenutim cimbenicima vec
promjenama u otkrivanju raka tj. probiru pomocu PSA i ultrazvuéno vodenom
biopsijom (57,60).

U mnogim zemljama svijeta prostata je naj¢eSc¢e sijelo karcinoma iako je za
svijet u cjelini to drugo najéedc¢e sijelo. On Cini 11.7% svih karcinoma, 19% u
razvijenim, a svega 5.3% u nerazvijenim zemljama. Procjenjuje se da je broj
novooboljelih slu€ajeva godiSnje iznosio 513 000 u 2000.g, a ¢ak 900 000 u 2010.g.
Bez obzira na ucestalost, mortalitet od ove bolesti iznosi oko 5.8% smrti zbog raka u
muskaraca, u svijetu (58).

U Europi je 2006. g. prostata postala najceSce sijelo karcinoma u muskaraca,
a isto vrijedi i za SAD. Po mortalitetu se, u Europi, taj tumor, nalazi na treCem
mjestu. Incidencija je 2006. bila 346 000 (20% svih karcinoma). Razlike u incidenciji
izmedu pojedinih podrugja u Europi su znadajne. Primjerice, u Svedskoj, gdje je dug

zivotni vijek i komparativno umjeren rizik od morbiteta povezanih s pusSenjem,
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karcinom prostate je najceSc¢a maligna bolest kod muskaraca, odgovorna za 36.8%
svih novih slu€ajeva karcinoma u 2004 (58-60).

U SAD-u se procjenjuje da svaki peti muskarac ima Sansu za oboljevanje
tijekom Zivota. Za razliku od navedenih podrucja isto€na Azija ima incidenciju 3.8%
(57,60). Takve velike razlike izmedu pojedinih podrucja, kao i €injenica da se rizik
modificira migracijama upucCuje na to da varijacije treba ponajprije pripisati
egzogenim ¢imbenicima. U Sjedinjenim Drzavama crna populacija ima i do 70% viSu
incidenciju od bjelaca. Dobno standardizirane stope smrtnosti koreliraju s
varijacijama u sadrZaju masnoca u prehrani (61).

U Hrvatskoj je, prema podacima drZzavnog Registra za 2009. godinu, rak
prostate drugo najceSce sijelo karcinoma, iako je prethodnih godina bio na treCem
mjestu, iza karcinoma crijeva. Incidencija iznosi 16%. Broj novootkrivenih bolesnika u
2009. bio je 1783 Stopa incidencije je iznosila 71.6/100 000 musSkaraca. Nalazi se
dvostruki porast udjela karcinoma prostate u ukupnoj incidenciji najéescih sijela raka

u muskaraca u odnosu na 1996. g, sa 7% na 16% (62).

1.5.2. CIMBENICI RIZIKA

Ne zna se to€¢no Sto uzrokuje rak prostate, ali utjecaj imaju razli€iti Cimbenici.
Rizik za nastanak povecava se s dobi, poglavito nakon 50-te godine kada se rizik
obolijevanja naglo povecava (57).

Znacajne razlike u incidenciji izmedu razli€itih etni¢kih skupina govore u prilog
tome da je genska predispozicija barem dijelom odgovorna za nastanak karcinoma
prostate. Rizik za nastanak karcinoma je 5-11 puta veci ukoliko je dvoje rodaka u
prvom koljenu oboljelo. Rizik za rak povecan je u muskaraca koji imaju pozitivhu
obiteljsku anamnezu za karcinom dojke i jajnika, a $to ukazuje na povezanost s
BRCA 1 i 2 mutacijom gena. Sve je viSe dokaza i za nasljedni rak prostate koji se
javlja u mladoj Zivotnoj dobi, bez obzira na druge riziCne faktore (63-65).

Obzirom na promjene incidencije u razliitim zemljama misli se da prehrana
bogata masno¢ama i razli€ite prehrambene navike takoder daju svoj doprinos (57).

Jasno je da muski hormoni imaju vaznu ulogu u nastanku karcinoma.

Testosteron difundira u Zlijezdu gdje se konvergira u dihidroksitestosteron koji je
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metabolicki puno aktivniji, veze se na jezgreni receptor i preko kompleksa receptor-
ligand omogucava vezanje za DNA i transaktivaciju gena (66,57).

Kao moguci etioloski faktori istrazivani su i prekomjeran unos kalcija, debljina,
alkohol, pusSenje, smanjena tjelesna aktivnost, kolesterol, dijebetes, ali ni jedan od
njih nije sa sigurnoS¢u doveden u vezu s nastankom karcinoma (66,68).

Utjecaj ima i profesionalna izloZenost jer je otkriveno da osobe zaposlene u
drvnoj industriji i izlozene Cesticama drvene praSine imaju vecu incidenciju raka
prostate. Ugrozeni su i vatrogasci, zaposleni u termoelektranama i oni koji odrzavaju
ZeljezniCe pruge gdje su ljudi izloZzeni aromatskim ugljikovodicima. Utvrden je i utjecaj
izlozenosti kadmiju, pesticidima te akrilonitril-akrilinicnim vlaknima. Ne postoje dokazi
da infekcija povec¢ava rizik od nastanka karcinoma (67).

Kriticnim dogadajem u progresiji tumora iz nemetastatskog u metastatski

tumor smatra se gubitak funkcije gena koji suprimira metastaze (69,70).

1.5.3. KLINICKA SLIKA | DIJAGNOSTIKA

Uvodenjem odredivanja vrijednosti PSA te njegovom sustavnom primjenom u
probiru i ranoj dijagnostici posljednjih dvadesetak godina bolest je promijenila svoju
sliku. Rak prostate danas se vedinom dijagnosticira u ranim fazama kada je ishod
terapije i prognoza puno povoljniji (3,4,57). Prema analizi rezultata Klinike za
urologiju KBC-a Sestara milosrdnica, u razdoblju od 1996. do 2005. godine, €ak je
70% pacijenata dijagnosticirano isklju€ivo zahvaljujuci poviSenim vrijednostima PSA
zbog kojih su krenuli u dijagnostiCku obradu (7).

Sam karcinom prostate u ranim fazama bolesti nema nikakve specifi¢ne
klinicke manifestacije te se dijagnoza naj¢eSée postavlja temeljem biopsije prostate
koju indiciraju poviSene vrijednosti serumskog PSA ili digitorektalni pregled, Sto je
rijede (71). Mogu se javljati problemi s mokrenjem, najéeS¢e zbog opstrukcije, koji se
vide ili u kasnijoj fazi bolesti, obzirom da karcinom vec¢inom nastaje u perifernoj zoni
prostate ili kod karcinoma koji raste u prijelaznoj zoni. Hematurija, bol, febrilitet ili otok
takoder nisu simptomi specificni za karcinom prostate, a isto tako se nalaze kod
proSirene bolesti (72,73). Obiteljska anamneza moze biti vazna jer u 15% slu€ajeva
postoji jedan ili viSe srodnika oboljelih od karcinoma, a osobito je vazno ukoliko se

nalaze tri ili viSe oboljelih te ako su oboljeli u mladoj dobi (63).
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Digitorektalni pregled bio je jedini oblik dijagnostike karcinoma prostate no na
taj nacin se dijagnosticira bolest u ve¢ uznapredovaloj fazi te je po€etkom upotrebe
vrijednosti serumskog PSA izgubio na vrijednosti. Prilikom tog pregleda procjenjuje
se konzistencija prostate te njezina ograni¢enost (74,75).

Transrektalnim ultrazvukom mozZe se u perifernoj zoni prostate vidjeti
hipoehogena lezija okrugla do ovalna oblika, nazubljenih rubova. Medutim,
hipoehogenost nije karakteristicha za rak, a mogucnost da je hipoehogena lezija
karcinom varira od 17 do 57%. Cak do 37% karcinoma je izoehogeno (76).

Kompjuteriziranom tomografijom (CT) koristi se uglavhom za procjenu
proSirenosti bolesti jer ona ima slabu rezoluciju mekih tkiva u zdjelici te ne moze
razlikovati karcinom i okolna meka tkiva kao niti karcinom od BPH. Glavna uloga CT-
a jest otkrivanje presadnica (7,77).

Obzirom na odlicnu mekotkivnu rezoluciju magnetna rezonanca (MR) moze
dobro prikazati prostatu, njezinu zonalnu anatomiju i sve periprostaticke strukture te
je metoda izbora za detekciju i odredivanje lokalnog stadija bolesti te pracenje
bolesnika s karcinomom. Obzirom da se prijelazna zona u prostati rutinski ne bioptira
iglenom biopsijom, MR moze biti jedna od metoda izbora kod pacijenata s
ponavljanim negativnim biopsijama, a s visokim vrijednostima PSA (75,78).

Koriste se i neke druge metode, kao S§to je pozitronska emisijska tomografija i
scintigrafija, a koje imaju svoju primjenu u procjeni stadija i proSirenosti bolesti te
prisutnosti metastaza (77).

Odredivanje serumskih vrijednosti PSA koji se u zdravih muSkaraca u serumu
nalazi u veoma niskim koncentracijama ostaje metoda koja je bezbolna, brza, jeftina i
dostupna te je temelj u dijagnostici raka prostate. Od 70-90% PSA u cirkulaciji se
nalazi u vezanom obliku, u kompleksu s inhibitorima proteinaza te se naziva
kompleksni PSA. Maniji dio, 10-30% nalazi se u slobodnom obliku, a to je inaktivni
oblik enzima. Promjene u mikrookoliSu prostaticnog parenhima dovode do promjena
vrijednosti PSA u serumu te do poremecaja omjera vrijednosti vezanog i slobodnog
PSA. Stoga se u cirkulaciji pacijenata s karcinomom prostate nalaze poviSene
vrijednosti kompleksnog PSA i smanjen omjer vrijednosti slobodnog i ukupnog PSA.
To je osnova za probir pacijenata sa sumnjom na maligni proces u prostati (74,75).

Europsko urolosko udruzenje je 2007.g. preporucilo PSA kao tumorski biljeg
pri ranom otkrivanju karcinoma prostate pri Eemu se vrijednosti manje od 2.5-3 ng/mL

preporucaju kao referentne vrijednosti za mlade muskarce, a vrijednosti manje od 4
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ng/mL za one starije od 60 godina. Takoder je PSA vazZan biljeg u pracenju recidiva
bolesti (79).

Povisena vrijednost PSA ne mora biti prisutha kod svih bolesnika s
karcinomom prostate, posebice je to slu€aj u bolesnika sa slabo diferenciranim
karcinomom. Oko 75% bolesnika koji imaju PSA manji od 4 ng/mL ima bolest
ogranicenu na prostatu. Tumori prijelazne zone mogu imati viSe vrijednosti PSA od
oCekivanih za stadij bolesti (74,75,79,80).

PSA se pokazao kao najkorisniji tumorski billeg u KkliniCkoj praksi za
dijagnostiku i odredivanje kliniCkog stadija i pracenje karcinoma prostate. lako
njegova prisutnost u serumu nije specificna za karcinom, njegove vrijednosti su u
korelaciji s vjerojatnoSc¢u karcinoma te njegovim kliniCkim i patoloSkim stadijem
(75,81).

1.5.4. PATOHISTOLOSKA ANALIZA

Materijal koji se dobiva za postavljanje dijagnoze adenokarcinoma najcesce se
uzima iglenom biopsijom, a nesto rijede transuretralnom resekcijom (TUR) ili
aspiracijom finom iglom za citoloSku analizu (82,83).

Iglene biopsije se u zadnje vrijeme rade s tanjom iglom promjera 18G te se za
patohistoloSku dijagnozu dobiva malo materijala. Standardna metoda zahtjeva 6
uzoraka (cilindara) tkiva, apeks, sredisnji dio i bazu, obostrano. Novija istrazivanja
pokazala su da uzimanje viSe od 10 cilindara tkiva povisuje detekciju karcinoma i do
35%. Potreban je veliki oprez prilikom rukovanja s materijalom obzirom da je vrlo
oskudan i podlozan arteficijelnim promjenama (82,83,84).

Karcinom se u uzorcima TUR-a dijagnosticira u otprilike 8-10% pacijenata, a
to su Cesto tumori prijelazne zone.

Adenokarcinom prostate u do 75% sluCajeva nastaje u perifernoj zoni, na
prijelaznu zonu otpada 15 do 20%, dok je samo do 10% tumora smjeSteno u
centralnoj zoni. Karcinom je multifokalan u 50-85% slu¢ajeva (85,87).

Makroskopski je u uzorcima iglene biopsije ili TUR-a gotovo nemoguce
prepoznati karcinom, uzorci su ponekad nesto C¢vrSc¢i i zuékasti. U uzorcima

dobivenim radikalnom prostatektomijom karcinom mozemo vidjeti ukoliko je promjera
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ve¢a od 0.5 cm. Tumor je Cvrst, solidan i varira u boji od sivo-bijele do Zuckasto-
narancaste. Okolni parenhim prostate obi¢no je nesto svjetliji i spuzvast. Podrucja
hemoragije ili nekroze rijetka su u karcinomu prostate. Veéi tumori koji se
makroskopski uo¢avaju obi¢no su viseg Gleason gradusa i stadija (83-87).

Mikroskopski se dijagnoza karcinoma prostate postavla na temelju
kombinacije arhitekturalnin i citoloskih kriterija. Glavni arhitekturalni kriteriji su:
infiltrativni rast i odsutnost bazalnih stanica dok je glavni citoloSki kriterij prisutnost
makronukleola (nukleoli ve¢i od 1 uym) u jezgri tumorskih stanica (87).

Arhitekturalni kriteriji obi¢no se lako uo€avaju na malom ili srednjem povecanju
mikroskopa. Gledaju se veli€ina, oblik acinusa i razmak izmedu Zlijjezda. Maligne
Zlijezde su obi¢no manje, nepravilnih rubova, variraju u veli€ini, imaju abortivhe
lumene, nepravilno su razbacane i zarobljene u stromi. Odsutnost bazalnog sloja
izuzetno je bitna dijagnostiCka karakteristika karcinoma, a $to je ponekad teSko uociti
na HE prerezima, osobito u iglenim biopsijama gdje ZariSte karcinoma moze biti
veoma maleno. CitoloSki kriteriji odnose se na hiperkromaziju jezgre i eozinofilnu
jezgricu ve¢u od 1 pm (87).

Kao Sto je ve¢ spomenuto karcinom je u histoloSkom materijalu vrlo Cesto
prisutan tek s nekoliko Zlijezda (tzv. minimalni karcinom) te je zbog toga predloZeno
nekoliko dodatnih kriterija koji bi trebali olakSati njegovo prepoznavanje. Kao dodatni
kriteriji predlozeni su: pomicanje nukleola prema jezgrinoj membrani (tzv. marginacija
nukleola), pojava multiplih nukleola, prisutnost plavkastog mucinoznog materijala u
lumenu acinusa, intraluminalni kristaloidi, intraluminalni amorfni eozinofilni materijal,
prisutnost kolagenih mikronodula, glomerularizacija, periglandularne pukotine (tzv.
kleftovi) i drugi. Vecina ovih predloZzenih dodatnih kriterija moze se vidjeti i u
normalnim Zlijezdama (57,87-90) .

U karcinomu prostate mogu se pronaci i ZariSta tumorskih stanica koje
pokazuju neuroendokrinu diferencijaciju. Smatra se da u uznapredovalom karcinomu
nalaz neuroendokrinih stanica ozna€ava slabu prognozu.

NajCeSCe je mogucCe postaviti dijagnozu adenokarcinoma prostate na
hemalaun-eozinom bojenim prerezima, ali u manjem broju sluajeva potrebna je
dodatna imunohistokemijska obrada. Najvazniji markeri karcinoma prostate su PSA,
PAP, AMACR (a-metilacilkoenzim A racemaza) i visokomolekularni citokeratin te
P63. Ekspresija PSA moZe biti korisna kod razlikovanja adenokarcinoma prostate

visokog Gleason gradusa i urotelnog karcinoma te kao marker u metastatskim
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tumorima. PAP je Cesto koristan ako se koristi u kombinacii s PSA.
Visokomolekularni citokeratin i p63 korisni su u otkrivanju sloja bazalnih stanica (91-
96).

Za odredivanje stupnja diferenciranosti tj. gradusa tumora upotrebljava se
Gleasonov zbroj koji je ime dobio po Donaldu Gleasonu koji je sa suradnicima joS
1974.9. predlozio shemu odredivanja diferenciranosti karcinoma prostate (slika 1).
Prema toj shemi ukupni stupanj diferenciranosti ne odreduje se prema najslabije
diferenciranom podru€ju u tumoru. Gleason i sur. su pokazali da je prognoza
karcinoma prostate kompatibilna sa zbrojem stupnja diferenciranosti dviju
najzastupljenijih komponenti tumora. O Gleason zbroju ovisi odluka o terapiji te je
kompatibilan i s prognozom bolesti (97).

U svakoj biopsiji potrebno je odrediti Gleason uzorak za najzastupljeniji
(primarni) i slijedeCi po zastupljenosti (sekundarni) histoloski oblik. Zbrajanjem
vrijednosti Gleason uzoraka dobije se Gleason zbroj. U slu¢aju da tumor ima samo
jedan Gleason uzorak, Gleason zbroj se dobiva dupliciranjem Gleason uzorka (97).
Postoji pet Gleason uzoraka. Gleason uzorak 1 predstavlja najbolje diferencirani
tumor dok je uzorak 5 najslabije diferencirani tumor, a Gleason zbroj moze se kretati
od 2 do 10. Dobro diferencirani tumori imaju Gleason zbroj 2 do 4, srednje
diferencirani 5 do 6, a slabo diferencirani 8 do 10. Tumori Gleason zbroja 7 smatraju
se srednje do slabo diferenciranim, a ovisno o prevladavaju¢oj komponenti

svrstavaju se u jednu od ove dvije kategorije (57).

Slika 1. Gradiranje karcinoma prostate po Gleasonu.
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Gleason uzorak 1 histolo$ki je obiliezen dobro ograni¢enim &vorom koji se
sastoji od odvojenih malih do srednje velikih, gusto zbijenih acinusa C€iji oblik i veliina
tek blago variraju. Tumor ne infiltrira okolno tkivo prostate nego ga potiskuje. Takvi
tumori vide se izrazito rijetko i to gotovo isklju€ivo u prijelaznoj zoni i od AAH se
razlikuju jedino po odsutnosti bazalnih stanica i povremenoj prisutnosti
makronukleola (33,57,97).

Gleason uzorak 2 mikroskopski se razlikuje od Gleason uzorka 1 tek po nesto
izrazenijoj varijaciji u obliku i veli€ini zlijezda koje su okrugla do ovalne. Granica tih
tumora prema okolnom tkivu u pravilu je gurajuca, a moze se vidjeti i minimalna
invazija u okolno normalno tkivo prostate. Ovi tumori takoder se vide u prijelaznoj
zoni, a razlikovanje Gleason uzorka 2 od 1 nema klini¢ko znacenje (57,97).

Gleason uzorak 3 najées$éi je uzorak, ali i morfoloski najheterogeniji. Zlijezde
su infiltrativne, nepravilne i Cesto angulirane. Svaka Zlijezda ima svoj lumen, a
odvojene su stromom. Kribriformni uzorak je rijedak, a najteze ga je razlikovati od
PIN-a visokog gradusa. Prema originalnoj shemi iz 1974. godine postoje tri
poduzorka oznacena s A, B i C. Gleason uzorak 3A mikroskopski je obiljezen
nakupinama nepravilnijih i ve¢ih Zlijezda izmedu kojih je stroma. Zlijezde su obiéno
nepravilne, uglate i ponesto izduzene, a ponekad i lagano cistiCno proSirene. Sitne
Zlijezde, oblozene sa stanicama oskudne citoplazme obiljezje su Gleason uzorka 3B.
Taj uzorak lako se moze zamijeniti sa ZariStima atrofije te ga zbog toga neki autori
nazivaju i ,atroficni“ karcinom (97,98). U ova dva uzorka Cesto se mogu vidjeti i
periglandularne pukotine (88-90). Stanice koje oblazu takve acinuse obi¢no imaju
amfofilnu citoplazmu premda se ponekad moze nadi i obilna, pjenuSava citoplazma.
Jezgre su vecCe s izrazenijom atipijom i Cesto jasnim eozinofilnim, ekscentricno
smjestenim makronukleolom. Papilarni i kribriformni tip karcinoma oznaceni su kao
3C, ali u novijim reklasifikacijama Gleasonove sheme kribriformni tip karcinoma
prebacen je u Gleason uzorak 4 (57,97).

Gleason uzorak 4 karakteriziran je fuzioniranim, kribriformnim te vrlo sitnim
Zljezdama s jedva vidljivim lumenom. Originalno se dijeli na dva poduzorka A i B.
Uzorak A karakteriziran je sitnim, spojenim i gusto zbijenim tumorskim zlijezdama
koje se naslanjaju jedna na drugu. lzmedu susjednih Zlijezda nema strome, a lumeni
acinusa se ponekad mogu vidjeti tek pod velikim povecanjem tako da cijela tumorska
nakupina pod malim pove¢anjem ima solidni izgled. Gleason uzorak 4B naziva se jo$

i ,hipernefroidni® tip. Sitni, gusto zbijeni acinusi obloZeni su stanicama svijetle
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citoplazme koje nalikuju onima koje se vide kod tumora bubrega (33,57,97).
Prisutnost uzorka 4 u biopsiji ima vazno klini¢ko i prognosticko znacenje (57).

Gleason uzorak 5 koji se takoder dijeli na A i B podtipove ozna€ava najmanje
diferencirani stupanj karcinoma. Uzorak 5A graden je od velikih kribriformnih
nakupina obloZenih izrazito atipiénim stanicama u Cijem se srediStu vidi nekroza
komedo tipa. Karcinomi gradeni od slabo diferenciranih tumorskih stanica koje rastu
u solidnim nakupinama ili nepravilnim gnijezdima predstavljaju Gleason uzorak 5B
(33,57,97). Najces¢i primarni i sekundarni Gleason uzorak je 3. Ukoliko se nalazi i
treCi Gleason uzorak potrebno ga je naznaciti u nalazu, prema preporuci WHO-a iz
2004. godine (57).

Razli¢iti arhitekturalni oblici adenokarcinoma mogu se naci u prostati. Oko
95% svih karcinoma prostate odnosi se na acinarni, mikroacinarni ili konvencionalni
tip. Posebni oblici primarnog karcinoma prostate Cine svega 5 do 10% svih
karcinoma prostate. Njihovo prepoznavanije je bitno jer se obi¢no radi o tumorima koji
imaju loSiju prognozu, a Cesto se pojavljuju zajedno s uobi€ajenim karcinomom
prostate (15,33,57).

Adenokarcinom prostati¢nih duktusa (endometrioidni adenokarcinom) u Cistom
obliku €ini 0.2-0.8% svih karcinoma prostate, a u oko polovice sluajeva pojavljuje se
zajedno s konvencionalnim karcinomom. Smjesten je centralno u prostati te moze
uzrokovati klinicku sliku opstrukcije. Mikroskopski se nalaze velike Zlijezde obloZene
visokim pseudostratificiranim cilindricnim epitelom. BioloSko ponaSanje ovog tipa
karcinoma je agresivho te mu je prognoza loSija u usporedbi s uobiajenim
karcinomom (98).

Pseudohiperplasticni adenokarcinom mikroskopski se sastoji od Zlijezda koje
veoma nalikuju benignim Zljezdama. Zlijezde su zbijene, a u atipiénim stanicama vide
se makronukleoli. MoZze biti u kombinaciji s konvencionalnim tipom (15,33,98).

Karcinom pjenu8avih stanica karakteriziran je obilnom pjenusavom
citoplazmom, jezgre su hiperkromatske, bez jasno vidljivih nukleola (15,33,98).

Atrofiéni  adenokarcinom je neuobiCajena podvarijanta adenokarcinoma
prostate koji nalikuje benignoj atrofiji, zbog stanica koje imaju oskudnu citoplazmu. U
postavljanju dijagnoze bitno je uoCiti jasan infiltrativni rast izmedu benignih Zlijezda,
te citoloske atipije koje su veoma izrazene, nukleoli mogu biti izrazeni. Cesto se

nalaze i Zaridta uobiCajenog karcinoma (15,98,99).
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Mucinozni adenokarcinom jedna je od najrjedih varijanti adenokarcinoma
prostate, dijagnoza se postavlja ako vanstani¢na sluz iznosi barem 25% tumorske
mase. U diferencijalnoj dijagnozi potrebno je iskljuciti metastaze mucinoznih
adenokarcinoma probavnog trakta, Cowperovih Zlijezda i prostati¢nog dijela uretre.
Prognoza im je loSa, ne reagiraju na antihormonalnu terapiju i rano daju metastaze
(98).

Karcinom stanica tipa ,prstena pecCatnjaka“ je iznimno rijedak i u literaturi je
opisano tek 30-tak slu€ajeva. Stanice tipa ,prstena pecatnjaka“ mogu se zariSno nadi
u raznim tipovima karcinoma prostate, medutim da bi se postavila dijagnoza
karcinoma stanica tipa ,prstena pecCatnjaka“ one moraju Ciniti viSe od 25% tumora
(15,98).

Onkocitni adenokarcinom se sastoji od velikih stanica s granularnom
eozinofiinom  citoplazmom i  ovoidnom  hiperkromatskom jezgrom te
imunohistokemijski pokazuje jasnu pozitivhu reakciju na PSA (99).

Adenoskvamozni i karcinom plocastih stanica pojavljuju se u prostati rijetko.
Vecina nastaje nakon dijagnosticiranja uobi€ajenog karcinoma prostate koji je lijeCen
hormonalno ili zraéenjem. Cisti karcinom plogastih stanica obiéno nastaje de novo, a
podrijetlo mu nije u potpunosti razjasnjeno. Oba tipa karcinoma imaju vrlo agresivno
ponasanije i loSu prognozu (98,100).

Bazaloidni i adenoidnocisticni karcinom pojavljuju se u prostati izuzetno rijetko,
tako da ne postoje potpuno definirani dijagnosticki kriteriji. U jasno malignim
slu€ajevima prognoza im je bila izuzetno loSa (15,98,100).

Urotelni karcinom prostate Cini izmedu 0.7 i 2.7% karcinoma prostate. Vjeruje
se da mozZe nastati iz urotela periuretralnih Zlijezda prostatiCnog dijela uretre ili
urotelnom metaplazijom duktusa i acinusa. Prognoza invazivnog karcinoma je losa, a
diferencijalno dijagnosti¢ki valja uvijek iskljuciti sekundarno Sirenje iz mjehura
(98,101).

Karcinom malih stanica najCeSCe se otkriva u ve¢ uznapredovalom stadiju
bolesti kada postoje metastaze u regionalne limfne &vorove ili udaljene organe
(pluca, jetra, mozak). Histoloski je identiCnog izgleda kao istoimeni karcinom pluc¢a. U
polovici ovih karcinoma nalazi se i uobiCajeni karcinom. Imunohistokemijski tumorske
stanice pokazuju pozitivhu reakciju na neuroendokrine markere (neuron specificna
enolaza, sinaptofizin) u viSe od 50% slu€ajeva. Prognoza im je izrazito loSa s

prosjecnim prezivljenjem od 7.7 do 17.1 mjeseci od postavljanja dijagnoze (98,102).

26



Karcinom nalik limfoepiteliomu je nediferencirani maligni epitelni tumor koji je
histolosSki obiljezen sincicijalnim nakupinama tumorskih stanica i prominentnim
limfoidnim infiltratom. Do sada je objavljen samo jedan slucaj takvog karcinoma u
prostati. Prije postavljanja dijagnoze treba iskljucCiti moguc¢nost da se radi o Sirenju
tumora iz mokra¢nog mjehura (103).

Sarkomatoidni karcinom (karcinosarkom) javlja se u prostati izuzetno rijetko, a
oko 50% pacijenata imalo je u anamnezi uobi¢ajeni karcinom prostate koji je lijecen
zraCenjem ili hormonski. U literaturi postoje rasprave radi li se o dva odvojena
entiteta no obzirom na veoma sli¢ne kliniCkopatoloSke znacCajke i loSu prognozu
Cesto se svrstavaju u istu skupinu (15,104).

U diferencijalnoj dijagnozi adenokarcinoma prostate prvo treba razmotriti
slijedece promjene: PIN, AAH (adenoza), atrofiju, hiperplaziju bazalnih stanica,
mezonefricku hiperplaziju, nefrogeni adenom, Cowperove Zlijezde, promjene
povezane sa zraCenjem, hiperplaziju Zlijezda verumontanuma, sjemene mjehurice,
kribriformnu  hiperplaziju svijetlih stanica, nespecificni granulomski prostatitis,
paraganglije, prostatiCke infarkte, skleroziraju¢u adenozu, ksantom te infiltraciju
limfocitima koji imaju izgled ,prstena pecatnjaka“ i naravno metastatske tumore
(33,105,106).

U razlikovanju ovih promjena koje mogu imitirati karcinom vaznu ulogu, uz

histoloSki izgled ima i imunohistokemija (94,96).

1.5.5. KLINICKI TIJEK BOLESTI

Nakon postavljanja dijagnoze adenokarcinoma prostate odreduje se
proSirenost bolesti tj. da li se radi o lokaliziranoj bolesti ili Sirenju van prostate. Rak
prostate pokazuje sklonost perineuralnom Sirenju uz ogranke simpatikusa i
parasimpatikusa. Daljnjim lokalnim Sirenjem zahvaca sjemene mjehurice, a Sto
podrazumijeva povisen rizik lokalnog recidiva bolesti. Potom karcinom moze zahvatiti
i vrat mokracnog mjehura te vanjski sfinkter, rektum, misi¢e levatore ili zdjeli¢nu
stijenku (57,107,108).

Karcinom prostate prvo metastazira u podru¢ne limfne ¢vorove (obturatorne i
unutarnje ilijacne). Patohistoloski nalaz invazije limfokapilarnih prostora u materijalu
dobivenom radikalnom prostatektomijom u pozitivnoj je korelaciji s ekstrakapsularnim

Sirenjem, ve¢om ucestalo$c¢u pozitivnih kirur8kih rubova i metastaza u limfne ¢vorove
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te je stoga lo$ prognosticki Cimbenik u prognozi petogodiSnjeg prezivljenja. Takoder
je u korelaciji s nalazom biokemijskog recidiva tumora. Limfangiogeneza je
prouCavana u karcinomu prostate, ali njezin prognosticki znaCaj ostao je nejasan te
su dobiveni kontradiktorni rezultati. Neka od novijih istrazivanja pokazuju da je
gustoca peritumoralnih limfnih Zila znacCajan prediktor nalaza invazije u limfne
¢vorove, u bolesnika s klinicki lokaliziranim karcinomom (109,110).

Karcinom se moze limfom Siriti i u udaljene limfne ¢vorove, a hematogeno i u
druge organe. U kostima se najéesc¢e nalazi metastaza karcinoma prostate (do 90%),
a zatim slijede pluca, jetra, pleura i nadbubrezna Zlijezda (57).

Odredivanjem prognostickih ¢imbenika pokuSava se predvidjeti tijek i ishod
bolesti. Udruzenje ,College of American Pathologists je 1999. godine podijelio
prognostiCke ¢imbenike na tri grupe:

U grupi | nalaze se oni koji imaju dokazanu prognosti¢ku vrijednost i rutinski se
koriste (razina PSA u serumu, TNM stadij bolesti, histolosSki gradus izrazen pomocu
Gleason zbroja i pozitivni kirurski rubovi).

U grupi Il su ispitivani ¢Cimbenici za koje je potrebna daljnja procjena njihove
stvarne prognostiCke vrijednosti (volumen tumora u materijalu dobivenom
prostatektomijom, volumen tumora nadenog u materijalu dobivenom iglenom
biopsijom, histoloski podtipovi tumora, DNA ploidija).

U grupi Il su svi preostali ¢imbenici koji su do sada nedovoljno istrazeni da bi
se moglo zakljuciti o njihovoj stvarnoj prognostickoj vrijednosti (perineuralna invazija,
mikrometastaze u limfne ¢vorove, neuroendokrina diferencijacija, neovaskularizacija,
androgeni receptori, stanje mikrovaskulature, oblik jezgre i tekstura kromatina, te
proliferacijski i drugi markeri) (109).

Odredivanje stadija bolesti jedan je od najvaznijih postupaka prije lijeCenja.
Svrha takve klasifikacije jest procjena prognoze, odabir najboljeg terapijskog pristupa
i pracenje ishoda lijeCenja. TNM klasifikacija pokazatelj je anatomske proSirenosti
bolesti i ocjenjuje tri sastavnice: T- primarni tumor; N- regionalne limfne ¢vorove i M-
udaljene metastaze. Takoder je bitan i stupanj diferenciranosti tumora (Gleason
zbroj) (57).
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1.5.6. TERAPIJA | PROGNOZA

Postavljaju se brojna pitanja vezana uz lijeCenje karcinoma prostate.
Radikalna prostatektomija i radikalna radioterapija (transkutano zraCenje ili ugradnja
radioaktivnih implantanata) uCinkovit je model lijeCenja za karcinome ograni€ene na
prostatu.

Tumori prostate u stadiju T1 tj. slu€ajno otkriveni tumori u uzorcima TUR-a koji
su malog volumena prema mnogim urolozima ne zahtijevaju lijeCenje ve¢ samo
pracenje jer su potrebne godine dok ne prerastu u klinicki manifestnu bolest.

Terapija izbora za bolesnike u stadiju T2 jest radikalna prostatektomija, a
pojedina istrazivanja govore kako i radioterapija u toj fazi ima istu u€inkovitost. U tom
stadiju cilj lijeCenja jest izlje€enje bolesti (110-112).

Vanjsko zraCenje je stoga terapija izbora u stadiju T3, ¢esto uz androgenu
deprivacijsku terapiju, posebno kada postoje metastaze u limfne ¢vorove ili udaljene
organe (113).

DesetgodisSnje prezivljenje za bolesnike u stadiju bolesti T1 i T2 iznosi izmedu
80 i 95%, a za bolesnike s lokalno proSirenom bole$¢u oko 60%. Ako su u trenutku
dijagnoze zahvaceni limfni &vorovi oCekivano 10-godiSnje prezivljenje iznosi do 40%,
a kod bolesnika s udaljenim metastazama 10% (57).

Obzirom na prethodno navedene podatke jasno se uoCava vaznost metoda
probira i ranog otkrivanja bolesti, u trenutku dok je joS ograniCena na prostatu
(57,110).

1.5.7. STANICNA | MOLEKULARNA BIOLOGIJA RAKA PROSTATE

Rak prostate spada u tumore kod kojih dolazi do akumulacije niza mutacija u
genima koji su bitni za proliferaciju, stani¢nu diobu, prijenos signala, stani¢nu smrt ili
popravak ostecenja te posljedi¢no tome dolazi do transformacije normalne stanice u
zlo¢udnu (114).

NajceSce kromosomske promjene nadene su na 7p, 7q, 8p, 8q, 10q, 13q, 16q
i Xq. Kao i u slu€aju drugih tumora broj identificiranih promjena povecava se sa
stadijem bolesti (57,115). Naj¢eS¢e mutacije vezane uz rak prostate nalaze se u
genima: ATBF1, BRCA1, BRCA2, CDKN1B (p27/Kip), CHEK2, CYP17, CYP1B1,
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CYP3A4, ELAC/HPC2, EPHB2, GSTs, KLF5, KLF6, MSRI, MYC, NKX3-1, p53,
PON1, PTEN, RAS, RNASEL/HPC1, SRD5A2 | VDR, a &iji produkti imaju vazne
uloge u zivotu i ciklusu stanice (114,115).

Vecina sluCajeva raka je sporadi¢na, ali oCito je postojanje genskih riziCnih
C¢imbenika te sudjelovanje visokopenetrantnih i niskopenetrantnih gena u formiranju
fenotipa za rak prostate.

Gen AR koji kodira androgeni receptor nalazi se na Xq11-12. Progresija
tumora prostate neovisna o androgenu ukljuCuje ili ne uklju€uje androgeni receptor.
U putu koji ga ukljuCuje mutirani receptor moze biti aktiviran razli¢itim ligandima. U
putu koji ne ukljuCuje receptor pokrenut ¢e se molekularni putevi koji utjeCu na
otpustanje bcl-2 i prezivljenje stanica koje mogu neovisno o androgenu prekomjerno
luciti bcl-2. Aktivacija AR-a moze se desiti i pomocu prijenosa signala MAP-kinazom,
iako je razina androgena niska (114-116).

Prvi ekson gena AR sastoji se od ponavljajuceg slijeda trinukleotida CAG koji
varira u duljini. Krac¢e ponavljanje od 21 jest rizitni Cimbenik za nastanak
adenokarcinoma, a u osoba s uznapredovalim rakom upucuje na to da ¢e se rak
ponovno pojaviti (kra¢a remisija bolesti) (116).

Promjena ekspresije mnogih protoonkogena doprinosi razvoju i napredovanju
karcinoma prostate (117). Cesto je otkriée prekomjerne ekspresije gena MYC u
metastazama. Antiapoptotski protein bcl-2 prekomjerno je eksprimiran u oko polovine
tumora, osobito androgen neovisnih. Takoder su uoCene i pojacane ekspresije nekih
receptora ¢imbenika rasta, EGFR, MET, FGFR2 i ESR2 te ETI1A (114).

Tumorsupresorski geni, p53 i PTEN ukljuéeni su u razvoj raka prostate jer
gubitak regije 17p i 10q na kojima se oni nalaze uoCeni su u uznapredovalim
tumorima. | gen RB1, lociran na 13914, nalazi se na jednoj od najCeSc¢e deletiranih
regija u raku prostate (118).

Kromosomske regije koje se naj¢eS¢e gube u raku prostate su 6q, 8p, 10q,
13q i 18q, a u tim regijama se nalaze pojedinacni tumor supresorski geni. U o
androgenu neovisnim karcinomima prostate kromosomske regije 7p/q, 8q i Xq su
povecane. Neke od ovih aberacija, kao Sto je gubitak 8q otkrivene su i u PIN-u
visokog gradusa. Povecanje 8q povezano je s agresivnijim fenotipom raka prostate
(33,57,114).

Tomlins i sur. su prije nekoliko godina otkrili rani, po€etni korak u tumorigenezi

raka prostate. Genska prestrojavanja Ciji je rezultat fuzija 5-kraja gena TMPR-SS2,
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specifitnog za prostatu i ovisnog o androgenu, s 3-krajem gena obitelji ETS
transkripcijskih ¢imbenika. Ta fuzija nalazi se u viSe od 70% sluCajeva raka prostate.
Nadena je i fuzija TMPR-SS2-ERG u do 50% tumora. Neke od tih fuzija nadene su i
u PIN-u visokog gradusa (119).

Polimorfizmi jednog nukleotida, poznatiji kao SNP, nisu pokazali lokuse visoke
penetracije te se pretpostavlja da se predispozicija prenosi putem alela niske
penetracije.

Obiteljska anamneza raka prostate doprinosi povecanju rizika za rak, a oko
10% svih sluCajeva povezuje se s visokorizicnim nasljednim genskim Cimbenicima.
Rizik se povecava s brojem oboljelih ¢lanova. Tri su kriterija za nasljedni rak prostate:
tri ili viSe bliskih srodnika s rakom prostate, rak u tri ili viSe generacija i rana pojava u
najmanje dva srodnika. Za mnoge karcinome, kao Sto je karcinom dojke, kolona i
bubrega uspjeSno su otkriveni geni koji imaju predisponiraju¢u ulogu, ali za rak
prostate visoko penetrantni aleli joS nisu identificirani. Lokusi koji su potvrdeni u
nekoliko studija nalaze se na 8924, 22q12 i 17924. Za najmanje 7 regija u genomu
pretpostavlja se da sadrze gene za nasljedni rak (120).

Promjene u ekspresiji gena uzrokovane su mnogim epigenetskim procesima,
kao Sto je metilacija DNA i kromosomsko modeliranje. Aberacije u tim procesima
vode k abnormalnom obrascu ekspresije gena i zna€ajne su kao i mutacije u inicijaciji
i progresiji tumora prostate. Hipermetilacija CpG-otoka gena GTSP1, APC,
RASSF1a, Cox i MDR1 prisutna je u vise od 90% raka prostate (115,116).

Tumori prostate pokazuju Sirok raspon KkliniCkih fenotipova, a molekularne
promjene mogu se dogoditi putem velikog broja razliCitih mehanizama. Prepoznate
molekularne promjene koje su povezane s karcinomom prostate za sada nemaju
bitan utjecaj na terapiju bolesti, ali mogu pomod¢i pri predvidanju prognoze bolesti
(7,57,115).

1.6. PERIGLANDULARNE PUKOTINE

Periglandularne pukotine se u literaturi nazivaju razli€itim imenima, retrakcijski
atrefakti, retrakcijske pukotine, peritumoralne lakune, periacinarni haloi, "clefting".
One se morfoloski o€ituju kao prazni prostori koji djelomicno ili u potpunosti okruzuju

nakupine tumorskih stanica, a lako se uofavaju svjetlosnim mikroskopom na
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hemalaun-eozinom obojenim preparatima tumorskog tkiva, bez potrebe za dodatnim
metodama bojenja (89,121). Istrazivanja provedena na karcinomima koze, debelog
crijeva i drugih organa pokazuju da se oko tumorskih nakupina ¢esto mogu uociti tzv.
"peritumoralne pukotine" (engl. ,clefting®). Prvi su ih opisali Halpert i sur. 1960-tih
godina proucavajuci adenokarcinom prostate, ali je njihov zna¢aj dugo zanemarivan
(86). U novije vrijeme Varma i sur. te Kruslin i sur. prou€avali su pojavnost
periglandularnih pukotina u uzorcima tkiva prostate dobivenih iglenom biopsijom i
radikalnom prostatektomijom (87,89-92). Zapazeno je da se opisane pukotine
pojavljuju statistiCki znaCajno ¢eS¢e u adenokarcinomu prostate u usporedbi s
kontrolnom grupom benignih promjena prostate i normalnim tkivom prostate
(122,123). 1z istih razloga se smatra da su one pouzdan dodatni dijagnosticki kriterij,
a Sto je od velike pomoci kod dijagnoze u malim uzorcima dobivenim iglenom

biopsijom.

1.7. TUMORSKA STROMA

Stroma tumora je tkivo koje okruzZuje tumorske stanice i pruza im funkcionalnu
potporu, a arhitektura strome i vanstanicnog matriksa (ECM) je dinami¢na i mijenja
se. Gradena je od fibroblasta, miofibroblasta, endotelnih i upalnih stanica koje luce
humoralne Cimbenike kao Sto su Cimbenici rasta i enzimi koji razgraduju izvanstanicni
matriks, kao i razliCite molekule koje imaju ulogu u regulaciji proliferacije, migraciji,
angiogenezi te remodeliranju tkiva i metabolizmu tumora. Za homeostazu strome
normalnog tkiva bitna je ravnoteza izmedu molekula ECM-a (124).

U stromi tumora zbivaju se kriticne promjene bitne za neoplasti¢ni proces.
UocCene su promjene u izraZzenosti glatkomiSicnog aktina, vimentina i dezmina u
stromi razli€itih tumora te promjene fenotipa i funkcije fibroblasta. Spomenuti proteini
takoder su eksprimirani i u upali i cijeljenju rana te utjeCu na diferencijaciju
mezenhimalnih stanica. Tijekom nastanka karcinoma ti proteini i druge molekule
ECM-a poti€u staniCnu proliferaciju, upalu, angiogenezu i migraciju stanica
(124,125).

Fibroblasti su primarno odgovorni za sintezu, remodeliranje i nakupljanje
ECM-a, ukljuCujuéi kolagene, strukturne proteoglikane, razliite proteolitiCcke enzime i
njihove inhibitore te razliCite faktore rasta. U odgovoru na razliite fizioloSke signale

fibroblasti mijenjaju svoj fenotip i funkciju (125). U razli¢itim tumorima tako
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promijenjene fibroblaste nazivali su miofibroblasti, peritumoralni fibroblasti, reaktivne
stromalne stanice i fibroblasti povezani s karcinomom. Tako promijenjene stanice
Cesto su imale visi proliferacijski indeks i bile okruzene fibrilarnim kolagenom.

Takav fenotip strome koji se naziva dezmoplazija uofen je u mnogim
tumorima; dojke, gusteraCe, crijeva, pluca, pa i u raku prostate. Dezmoplazija
podrazumijeva hiperplaziju tumorskih fibroblasta (miofibroblasta), poja¢ano stvaranje
vezivnog tkiva, uglavnhom kolagenog, sinteze epitelnih faktora rasta, dizorganizaciju
obrazaca rasta i povisenu proliferaciju (125-128).

Pojava miofibroblasta dokazana je i u stromi adenokarcinoma prostate. Cini se
da je najvaznija uloga miofibroblasta u progresiji tumora promjena neinvazivnog
fenotipa tumora u invazivni $to je potvrdeno nalazom da pojava miofibroblasta u
stromi tumora prethodi invazivhom stadiju karcinoma. Osim §to omogucéavaju rast i
invaziju tumorskim stanicama, miofibroblasti potiCu angiogenezu i limfogenezu te
Stite tumorske stanice od imunog odgovora domacdina. Dokazano je da miofibroblasti
pojacano sintetiziraju VEGF (engl. ,vascular endothelial growth factor®) (129-133).
Proteini vanstanicnog matriksa imaju vaznu ulogu u odrZzavanju veza izmedu
epitelnih stanica, ali i izmedu epitela i strome te medusobno stromalnih stanica (130).
Poremecaj u ekspresiji razlicitih komponenti vanstanicnog matriksa ima posljedice na
rast i Sirenje tumora. Aktivirani fibroblasti (miofibroblasti) migriraju u premaligno
promijenjeno tkivo u kojem sintetiziraju nove komponente matriksa i stvaraju
mikrookoli§ pogodan za rast tumora. Poznato je da miofibroblasti u reaktivnoj stromi,

pa tako i tumorskoj luCe kolagene, fibronektin, tenascin i versikan (124,132,133).
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1.8. TENASCIN-C

Tenascini su obitelj glikoproteina koji stvaraju ekstremno velike molekule
ECM-a u obliku heksagranaju¢ih struktura. Postoji barem pet razli€itih podjedinica
tenascina, a koje se oznaCavaju slovima C, R, W, X i Y, molekularne tezine do 300
kDa. Tenascin-C prvi puta je izoliran iz fibroblasta misjeg embrija, a u stromi tumora
je otkriven 1983. godine, u gliomu gdje modulira adheziju stanica za fibronektin i
svrstan je u anti-adhezivne proteine vanstani¢ne strome (134). Ekspresija tenascina-
C je posebno izrazena u vrijeme organogeneze dok je u potpuno razvijenim
organima reducirana. Tenascin se ponovo pojavljuje u slu€ajevima infekcije i
tumorigeneze (135).

Dokazano je da je intenzitet ekspresije tenascina-C u glijalnim tumorima
mozga i u tumorima dojke povezan s prognozom (136,137). Slian rezultat dobiven
je i u tumorima prostate gdje su najvecu ekspresiju tenascina-C imali tumori srednjeg
gradusa (Gleason gradusa 3) dok je ekspresija u tumorima visokog gradusa
(Gleason gradus 4 i 5) bila slaba (130,131). U prostati je ekspresija tenascina-C rasla
od prostatiCne intraepitelne neoplazije (PIN) niskog stupnja preko PIN-a visokog
stupnja do tumora srednjeg gradusa (138,139). Smatra se da u tumorima prostate
miofibriblasti sintetiziraju tenascin.

Pojatana ekspresija tenascina u tumorskoj stromi dokazana je i u stromi
tumora pluca, jetre, crijeva, maternice i koZze i to posebno u podrucju invazivne
granice tumora, a zabiljezena je i u tumorima grkljana, bubrega i mokracnog
mjehura (141-143).

U neinvazivnim duktalnim tumorima dojke poja¢ana periduktalna ili stromalna
izraZzenost tenascina bila je povezana s mikroinvazijom (144). U invazivnim tumorima
debelog crijeva izrazita ekspresija tenascina-C indicirala je bolju prognozu, iako su
adenomi debelog crijeva u usporedbi s tumorima imali slabije izraZzen tenascin u
stromi (145).
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1.9. FIBRONEKTIN

Fibronektin je glikoprotein StapiCaste strukture, velike molekularne mase koji
se kao netopivi glikoproteinski dimer nalazi u vanstanichnom matriksu te ga
sintetiziraju fibroblasti, kao i hondrociti, endotelne stanice, makrofazi i pojedine
epitelne stanice (146). UkljuCen je u mnoge stani¢ne procese, kao Sto je popravak
tkiva, embriogeneza, zgruSavanje te migracija stanica i adhezija. On vezZe stanice i
vanstani¢ni matriks, tj. sudjeluje u adheziji stanica za bazalnu membranu (146).

Tri su osnovna tipa fibronektina, a najrasprostranjeniji je tip Ill koji sadrzi
receptor s veznim mjestom za integrine i heparin. Postoji u dvije forme, kao netopivi
glikoprotein ECM-a i kao topivi disulfidni dimer u plazmi.

Ekspresija fibronektina, kao i njegova uloga u nastanku i Sirenju tumora
prouCavana je u razli€itim karcinomima. U karcinomima larinksa uoCena je visoka
ekspresija u stromi invazivne fronte tumora (147). Smatra se da promjena ekspresije
fibronektina ima vaznu ulogu u agresivnosti i prognozi adenokarcinoma pluca
(147,148).

Ekspresija fibronektina je u karcinomu dojke, prema nekim radovima, u pozitivhoj
korelaciji s nastankom metastaza u limfnim ¢vorovima (137).

Na staniCnim linijjama karcinoma prostate istraZivan je utjecaj kolagena | i
fibronektina na adheziju stanica i organizaciju citoskeleta (146,149,150). Fornaro i
sur. (150) pokazali su da vezanje integrina s fibronektinom stimulira specificne
signale koji sprjeCavaju apoptozu u stani¢noj liniji PC3 karcinoma prostate (149).

1.10. GALEKTIN-3

Galektin-3 je €lan obitelji lektina, a identificirano je 14 podtipova. Galektin-3 je
glikoprotein veliCine 30kDa za koji je gen smjesten na 14 g21-q22, a eksprimiran je u
jezgri, citoplazmi i mitohondrijima te u ECM-u. Stvara veze s drugim molekulama
vanstani¢énog matriksa. Galektin-3 uklju€en je u procese stani¢ne adhezije, stani¢ne
aktivacije, stanicni rast i diferencijaciju te stanicni ciklus i apoptozu (151).

U pojedinim istrazivanjima pronadena je poviSena ekspresija galektina-3 u
nekim tumorima te sklonost istih prema nastanku metastaza. U karcinomima prostate

dobiveni su viSeznacni rezultati, opisana je dvojna ulogu galektina-3, ovisno o mjestu
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ekspresije. Jezgrena ekspresija galektina povezana je s njegovom antitumorskom
ulogom, a ekspresija u citoplazmi pogodovala je napredovanju tumora (151,152).
Van der Brule (153) se u svom radu osvrnuo na kontradiktorne rezultate dobivene u
istrazivanju ekspresije galektina u razliCitim tumorima. Naglasio je da se galektin-3
tijekom progresije karcinoma prostate cijepa i da bi odnos Ciste forme galektina-3 i
njegovih produkata mogao imati ulogu u prognozi Sirenja tumora (153). Otkriveno je i
da galektin sudjeluje u stabilizaciji mitohondrija te inhibira apoptozu uzrokovanu
proapoptotskim antitumorskim ijekovima. Na taj naCin sudjeluje u stvaranju

rezistencije na terapiju (154).
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2. HIPOTEZA

Periglandularne pukotine u adenokarcinomu prostate nastaju zbog promjena u
izrazenosti proteina vanstanicnog matriksa tumora. lzrazenost adhezijskin molekula
fibronektina i galektina-3 u stromi karcinoma prostate se smanjuje, a izrazenost
tenascina-c, kao anti-adhezijske molekule raste, a $to doprinosi nastanku

periglandularnih pukotina.
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3. SVRHA | CILJEVI RADA

Novija istrazivanja ukazuju da je za razvoj i Sirenje tumora podjednako vazna i
epitelna i stromalna komponenta. U vecini tumora medusobni odnos tih dviju
komponenti odreduje ponaSanje tumora. Reaktivha stroma tumora gradena je od
fibroblasta, miofibroblasta, endotelnih i upalnih stanica. Komponente strome poticu
angiogenezu i aktiviraju tumorske stanice te igraju vaznu ulogu u rastu i Sirenju
tumora. Pojedini autori su dokazali da tumorske epitelne stanice imaju sposobnost
aktiviranja fibroblasta i njihovog pretvaranja u miofibroblaste. Miofibroblasti
sintetiziraju mnoge proteine strome koji su vazni za nastanak medustani¢nih veza,
kao i veza izmedu strome i epitela. Povecana razina i aktivhost miofibroblasta
dokazana je i u stromi adenokarcinoma prostate. Miofibroblasti mogu djelovati na
stanice tumora direktno ili preko sintetiziranih molekula.

U ovom istrazivanju odredivana je izrazenost proteina vanstani¢nog matriksa
tenascina-C, fibronektina i galektina-3 u stromi karcinoma prostate i u stromi prostate

s benignom hiperplazijom te njihov odnos prema periglandularnim pukotinama.
Na temelju postavljene hipoteze ciljevi ovog istraZivanja su:

1. Odrediti izrazenost proteina vanstani¢énog matriksa tenascina-C, fibronektina i
galektina-3 u stromi adenokarcinoma prostate i benignoj hiperplaziji prostate
(BHP) te usporediti medusoban odnos izrazenosti istih proteina u oba
navedena stanja.

2. Usporediti povezanost promjene izrazenosti proteina vanstanicnog matriksa
(tenascina-C, fibronektina i galektina-3) s pojavom periglandularnih pukotina u
adenokarcinomu prostate i BHP.

3. Usporediti promjenu izrazenosti proteina vanstanicnog matriksa (tenascina c,
fibronektina i galektina-3) u odnosu na dob, Gleason zbroj i proSirenost tumora
u adenokarcinomu prostate te u odnosu na dob kod BHP.

4. Odrediti prisutnost limfokapilarnih prostora u adenokarcinomu prostate zbog

razlikovanja od periglandularnih pukotina.
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4. BOLESNICI | METODE

4.1. BOLESNICI

U istrazivanju je koriSten arhivski materijal dobiven nakon radikalne
prostatektomije i adenektomije. HistoloSki su u uzorcima postavljene dijagnoze
adenokarcinoma i benigne hiperplazije prostate, na Klinic(kom zavodu za patologiju
«Ljudevit Jurak» Klinickog bolnickog centra «Sestre milosrdnice» u Zagrebu.

Analizirana su 52 uzorka tkiva prostate s adenokarcinomom, nakon radikalne
prostatektomije, a koji su odabrani tako da uz tumor sadrze i tkivo prostate koje nije
zahvaceno tumorom. Analizirano je i 28 uzoraka tkiva prostate s BHP, nakon
adenektomije, koji su koristeni kao kontrolna skupina. Uzorci su odabirani uzastopce
u periodu od 01.01.2006. godine.

Bolesnici s adenokarcinomom prostate bili su u dobi od 51 do 76 godina
(prosjeCno 63.3 godina), a oni s BHP u dobi od 53 do 82 godine (prosje¢no 64.4
godina).

Gleason zbroj i Gleason uzorak adenokarcinoma prostate bolesnika uklju€enih

u istrazivanje prikazan je u tablici 1.

Tablica 1. Udio pojedinacnog Gleason zbroja u istraZzivanom uzorku.

Gleason zbroj Ugestalost | Udio (%) Egir:ulativni
5 3 5,8 5.8

6 12 23,1 28,8

7 (3+4) 21 40,4 69,2

7 (4+3) 7 13,5 82,7

8 9 17,3 100,0

Total 52 100,0

Najcesci Gleason uzorak bio je 3. U 43 (82.7%) tumora jedan ili oba Gleason
uzorka bila su 3. U 12 (23.1%) tumora oba Gleason uzorka bila su 3. Slijedeci
najceS¢i Gleason uzorak bio je 4, u 38 (71.2%) tumora jedan ili oba Gleason uzorka

bila su 4.
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U podrucjima koja su analizirana na izrazenost tenascina-C, fibronektina i
galektina-3, naj¢es¢i Gleason uzorak je bio 3, 35 prereza (67.3%), dok je uzorak 4
analiziran u preostalih 17 (32.7%) prereza.

pTNM stadij analiziranih adenokarcinoma prostate prikazan je u tablici 2.

Tablica 2. pTNM stadij analiziranih tumora.

. < o e " < o
T Klasifikacija Ucestalost | Udio (%) N klasifikacija | Ucestalost | Udio (%)

2 35 67,3 0 45 86,5
3 17 32,7 1 7 13,5
Ukupno 52 100,0 Ukupno 52 100,0

U 35 (67.3%) bolesnika ukljuenih u istrazivanje pTNM stadij je bio T2,
odnosno tumor je bio ograni¢en na prostatu, dok je u 17 (32.7%) bolesnika tumor bio
u stadiju T3 odnosno proSirio se izvan prostate ili je infiltrirao sjemene mjehurice. U 7
(13.5%) bolesnika nadene su metastaze u limfne &vorove, a u 45 (86.5%) infiltracija

limfnih ¢vorova nije nadena.

4.2. METODE

Materijal je obraden standardnom histoloSkom metodom koja ukljuCuje fiksaciju
tkiva u 10% puferiranom formalinu, uklapanje u parafinske blokove, rezanje na
debljinu 5 uym, deparafinizaciju i bojenje standardnom metodom hemalaun eozinom
(HE).

4.2.1. HISTOLOSKA ANALIZA

Prisutnost i proSirenost periglandularnih pukotina odredivani su pomocu
svjetlosnog mikroskopa tako da je pod velikim poveéanjem (400x) mikroskopa
pregledano 30 Zljezda iz podrucja koje je prethodno izabrano pod malim povecanjem

(40x) i oznaCeno kao podruc€je s najizrazenijim periglandularnim pukotinama. Na
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temelju zastupljenosti periglandularnih pukotina formirane su tri grupe (84):

1. grupa u kojoj se periglandularne pukotine ne nalaze ili zahvac¢aju manje od
50% opsega Zlijezda.

2. grupa u kojoj periglandularne pukotine zahvacaju vise od 50% opsega
Zlijezda, ali ih se nalazi u manje od 50% tumorskih Zlijezda.

3. grupa u kojoj periglandularne pukotine zahvacaju vise od 50% opsega Zlijezde

i nalazi ih se u viSe od 50% tumorskih Zlijezda.

4.2.2. IMUNOHISTOKEMIJSKA ANALIZA

Imunohistokemijska analiza strome tumora i strome u benignoj hiperplazijji na
tenascin-C, fibronektin, galektin-3 i D2-40 wuclinjena je LSAB metodom kao
vizualizacijskim sistemom na Dako TechMate TM automatiziranom stroju za
imunohistokemijsko bojenje, uz upotrebu streptavidin imunoperoksidaza MSIP
protokola.

U imunohistokemijskoj obradi upotrebljavana su monoklonska protutijela na
tenascin-C (monoklonalni misji; klon 49; razriedenje 1:100; Novocastra Laboratories,
Velika Britanija), fibronektin (monoklonalni misji; klon AV61; razriedenje 1:100;
Novocastra Laboratories, Velika Britanija), galektin-3 (monoklonalni misji; klon 9C4;
razriedenje 1:100; Novocastra Laboratories, Velika Britanija) i D2-40 (monoklonalni
mi$ji; klon 49; razrjedenje 1:100; Novocastra Laboratories, Velika Britanija).

Kao pozitivne kontrole koriSteni su: za tenascin C — ploCasti karcinom
(pozitivna reakcija u stromi tumora), za fibronektin — tkivo bubrega (pozitivna reakcija
u stromi bubrega), za galektin-3 — tkivo debelog crijeva (pozitivha reakcija u
crijevnom epitelu, u jezgri i citoplazmi), za D2-40 — tkivo prostate (pozitivha reakcija u
endotelu limfnih prostora).

Rezultati imunohistokemijske analize za tenascin-C, fibronektin i galektin-3
prikazani su semikvantitiativno odredujuci postotak imunoreaktivnih stanica. Postotak
imunoreaktivnih stanica odredivan je u podrucjima u kojima se odredivala pojavnost
periglandularnih pukotina, na vidnom polju velikog povecanja (400x). Oznacavan je

kao: 0, za odsutnost reakcije; 1, za slabo izrazenu reakciju, do 33% pozitivnih
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stanica; 2, za umjereno izrazenu reakciju, od 33% do 66% pozitivnih stanica; 3, za
jako izrazenu reakciju, preko 66% pozitivnih stanica.

Prisutnost limfnih Zila odredivana je na preparatima bojenim s D2-40,
pregledavanjem Ccitavog odabranog prereza tumora, pod manjim povecCanjem

mikroskopa (100x).

4.2.3. STATISTICKA ANALIZA

Podaci su prikazani tabli¢no i graficki. Napravljena je deskriptivna statistika s
odgovarajuc¢im prikazima centralne tendencije. Smimirnov-Kolmogorovljevim testom
je napravljena analiza raspodjele podataka te su se shodno dobivenim rezultatima
primjenili odgovaraju¢i neparametrijski testovi: u analizi kategorijskih vrijednosti
Pearsonov X2 test, a u analizi kvantitativnih vrijednosti Spearmanov koeficijent ranka
korelacije rho i Mann-Whitney U test. U analizi se koristila programska podrska IBM
SPSS Statistics verzija 19.0.0.1 (www.spss.com).

Sve p vrijednosti manje od 0,05 smatrane su znacajnima.
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5. REZULTATI | STATISTICKA ANALIZA REZULTATA

ProSirenost periglandularnih pukotina u pregledanim uzorcima karcinoma

prostate i BHP prikazana je u tablici 3 te na slici 2i 3.

Tablica 3. Izrazenost periglandularnih pukotina u adenokarcinomu i BHP.

Periglandularne pukotine
Ukupno
1 9°° 3
) N 7 18 27 52
Karcinom
) % 13,5% 34,6% 51,9% 100,0%
Skupina
N 23 5 0 28
BHP
% 82,1% 17,9% 0% 100,0%
N 30 23 27 80
Ukupno
% 37,5% 28,8% 33,8% 100,0%
X2 test
Vrijednost df P
Pearsonov hi kvadrat 39,210 2 <0,001
Ukupno ispitanika 80
1. ‘periglandularne pukotine se ne nalaze ili zahvacaju manje od 50% opsega Zlijezda.
2. ““periglandularne pukotine zahvacaju viSe od 50% opsega Zlijezda, ali ih se nalazi u manje od 50% tumorskih
Zlijezda.
3. *“*periglandularne pukotine zahvacaju vise od 50% opsega Zlijezde i nalazi ih se u vise od 50% tumorskih
Zlijezda.
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Periglandularne

pukotine
|
o 32
=] ]

80 0%

Udio
60, 0%

40 0%

20,0%

0,0%

Karcinom BHF
Skupina

Slika 2. I1zrazenost periglandularnih pukotina, po skupinama (od 1-3), za

adenokarcinom i BHP.

1. ‘“periglandularne pukotine se ne nalaze ili zahvaéaju manje od 50% opsega Zlijezda.

2. ““periglandularne pukotine zahvacéaju vise od 50% opsega Zlijezda, ali ih se nalazi u manje od 50% tumorskih
Zlijezda.

3. ““periglandularne pukotine zahvaéaju vise od 50% opsega Zlijezde i nalazi ih se u viSe od 50% tumorskih
Zlijezda.

Statistickom analizom rezultata izrazenosti periglandularnih pukotina nadene su
statistiCki znaCajne razlike u retrakcijskim pukotinama izmedu ispitivanih skupina,
karcinoma i BHP (y*test, p<0,001). Periglandularne pukotine statisti¢ki su znaéajno
CeScCe izrazene u karcinomu prostate nego u BHP (p<0,001).

Dvadesetisedam (51.9%) pregledanih uzoraka svrstano je u skupinu 3. U skupinu
2 svrstano je 18 (34.6%) uzoraka adenokarcinoma prostate, a u skupini 1 nalazilo se
tek 7 (13.5%). U istoj skupini nalazila se vecina uzoraka s BHP, 23 (82.2%), dok se
ostatak uzoraka, 5 (17.9), nalazio u skupini 2, a ni jedan uzorak nije svrstan u
skupinu 3.
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Slika 3. Periglandularne pukotine u karcinomu prostate (HEx200); A) jako izrazene

periglandularne pukotine (3); B) umjereno izrazene (2); C) slabo izrazene (1)
i D) u BHP (HEx100) koja nema periglandularnih pukotina.
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Rasprostranjenost limfokapilarnih prostora prikazana je u tablici 4 i slikama 4, 5, 6

i 7.

Tablica 4. Broj limfnih prostora u tumoru i u peritumoralnom tkivu te limfnih prostora

koji su oponasali periglandularne pukotine.

Broj ... | Gornja . Doljnja . .
Naslov (valid data) Najvedi kvartila Medijan kvartila Najmaniji
L.Z. u prostati’ 52 14 8 6 5 3
L.Z. u tumoru®’ 52 8 5 4 3 2
L. Z. koje imitiraju pukotine®*’ 52 6 1 0 0 0
L.Z. u tumor najizraZenijim
U umord S najizrazeniim | 5o 5 2 1 0 0
pukotinama
° Broj limfnih prostora u okolnom tkivu prostate/10VVP (velikih vidnih povecanja)
°* Broj limfnih prostora u tumorskom tkivu /10VVP
°** Broj limfnih prostora koji su opona$ali periglandularne pukotine, na cijelom prerezu
°*** Broj limfnih prostora u podrucju 30 tumorskih Zlijezda s najizrazenijim pukotinama
Box & whisker plot
Tumor /10VVP % 4 H
Okolno tkivo /10VVP F ¢ J
T I T T \
0 5 10 15

min -[ lower quartile - median - upper quartile J- max

P < 0,001

Slika 4. Odnos broja limfokapilarnih prostora u tumoru i okolnom tkivu.
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Box & whisker plot

L. Z. kao pukotine *

I E—

L. Z. u tumoru /10VVP *

T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T
0 2 4 6 8

min -[ lower quartile - median - upper quatrtile J- max

P < 0,001
Slika 5. Odnos broja limfokapilarnih prostora koji su oponasali periglandularne

pukotine (L. Z. kao pukotine) i limfokapilarnih prostora u tumoru (L. Z.
u tumoru /10VVP).
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Box & whisker plot

L. Z. u podruéju s najizraZenijim pukotinama 4 H

I E—

L. Z. kao pukotine *

LA N N ) B B
0 2 4 6 8

min -[ lower quartile - median - upper quartile J- max

Slika 6. Odnos broja limfokapilarnih prostora koji su opona$ali periglandularne
pukotine (L. Z. kao pukotine) i limfokapilarnih prostora unutar podrugja 30
tumorskih Zlijezda s najizraZzenijim pukotinama (L. Z. u podru&ju s
najizrazenijim pukotinama).

Broj limfnih prostora (Zila) u peritumoralnom tkivu prostate brojanih na 10 VVP
iznosio je izmedu 3 i 14, uz srednju vrijednost 6. Broj limfnih zila u tumoru brojanih na
10 VVP iznosio je izmedu 2 i 8, uz srednju vrijednost 4. |z navedenog proizlazi da je
srednja vrijednost broja limfnih prostora statistiCki zna¢ajno manja u tumoru nego u
okolnom tkivu prostate (P< 0,001). Broj limfnih Zila u podru€ju tumora s najizrazenijim
periglandularnim pukotinama iznosio je izmedu 0 i 5, uz srednju vrijednost 1. Broj
limfnih Zila koje su oponasale periglandularne pukotine u tumoru iznosio je izmedu O i
6, uz srednju vrijednost 0 tj. uz znacajnu statistiCku vjerojatnost moze se zakljuciti da

periglandularne pukotine ne predstavljaju limfokapilarne prostore (P < 0,001).
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Slika 7. A) Tumorske Zlijezde s periglandularnim pukotinama uz koje su
limfokapilarni prostori (HE x100); B) isti prikaz imunohistokemijski obiljezen s

D2-40 (400x); C) HE prikaz limfokapilarne invazije unutar karcinoma; D)
bojenje s D2-40 (400x).
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IzraZenost istrazivanih proteina vanstanicnog matriksa (tenascin-c, fibronektin,
galektin-3) u epitelu karcinoma i BHP, u podru€ju najizrazenijih periglandularnih

pukotina, prikazani su u tablicama 5, 6, 7 i 8 te slikama 8, 9 10.

Tablica 5. Izrazenost tenascina-c u epitelu tumorskih Zlijezda i BHP, u

podrucju s najizraZenijim periglandularnim pukotinama.

tenascin C- epitel **
Ukupno
0 1 2
) N |20 27 5 52
Karcinom
) % | 38,5% 51,9% 9,6% 100,0%
Skupina
N 13 12 3 28
BHP
% | 46,4% 42,9% 10,7% 100,0%
N |33 39 8 80
Ukupno
% | 41,3% 48,8% 10,0% 100,0%
X2 test
Vrijednost df P
Pearsonov hi kvadrat ,609 2 0,738
Ukupno ispitanika 80

**0- bez reakcije

1- < 33% pozitivnih stanica
2- 233% < 66% pozitivnih stanica

3- 2 66% pozitivnih stanica

StatistiCki nije nadena znacCajna razlika u intenzitetu obojenja epitela tumora i

epitela BHP s tenascinom C (y*-test, p=0,738).

Nadena je statisticki znacajna razlika u intenzitetu obojenja epitela tumora i
epitela BHPza fibronektin (y>-test, p=0,017) i galektin-3 (y-test, p=0,029).
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Tablica 6. Izrazenost fibronektina u epitelu tumorskih Zlijezda i BHP, u

podrucju s najizraZenijim periglandularnim pukotinama.

Fibronektin -epitel **
Ukupno
0 1 2 3
) N 6 21 20 5 52
Karcinom
. % 11,5% 40,4% 38,5% 9,6% 100,0%
Skupina
N 8 15 2 3 28
BHP
% 28,6% 53,6% 7,1% 10,7% 100,0%
N 14 36 22 8 80
Ukupno
% 17,5% 45,0% 27,5% 10,0% 100,0%
X2 test
Vrijednost | df P
Pearsonov hi kvadrat 10,234 3 0,017
Ukupno ispitanika 80

**kao u tablici 5.

Udio
40 0% 60,.0% 80,0% 100,0%

20,0%

0,0%

Karcinom

Skupina

BHP

P=0,017

**Kao u tablici 5.

Fibronektin
epitel
CLEFT
| [i]

1
| el
k]

Slika 8. Izrazenost fibronektina u epitelu tumorskih Zlijezda i BHP.
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Tablica 7. Izrazenost galektina-3 u epitelu tumorskih Zlijezda i BHP, u podrucju

S najizrazenijim periglandularnim pukotinama.

Galektin- epitel **
Ukupno
0 1 2 3
. N 5 20 19 8 52
Karcinom
. % 9,6% 38,5% 36,5% 15,4% 100,0%
Skupina
N 4 20 3 1 28
BHP
% 14,3% 71,4% 10,7% 3,6% 100,0%
N 9 40 22 9 80
Ukupno
% 11,3% 50,0% 27,5% 11,3% 100,0%
X2 test
Vrijednost | df P
Pearsonov hi kvadrat 10,980 3 0,012
Ukupno ispitanika 80

**Kkao u tablici 5.

Udio
40,0% 60,0% 80,0% 100 0%

20,0%

0,0%

Karcinom

Skupina

BHP

P=0,012

**Kkao u tablici 5.

Galektin epitel
CLEFT

o
|
N
| K]

Slika 9. Izrazenost galektina u epitelu tumorskih Zlijezda i BHP.
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Slika 10. A) Zlijezde tumora s najizrazenijim periglandularnim

pukotinama (HE x200); B) Imunohistokemijsko bojenje u epitelu
tumorskih stanica, galektin-3, pozitivna reakcija (3+) (200x);

C) tenascin-c, slaba reakcija (1+) (400x); D) fibronektin, umjereno
jaka reakcija (2+) (400x).
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Slika 11. A) Zlijezde s BHP (HEx100); B) Imunohistokemijsko bojanije,
galektin-3, izraZena reakcija (3+) (100x).
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Izrazenost navedenih proteina (tenascin-c, fibronektin, galektin-3) u epitelu
tumora i BHP, a u odnosu na izrazenost periglandulatrnih pukotina prikazana je u

tablici 8 i na slici 12.

Tablica 8. Korelacija odnosa periglandularnih pukotina s izrazenoS¢u proteina

tenascina-c, fibronektina i galektina-3 u adenokarcinomu prostate i

BHP.

Spearmanov korelasiski Kosfislont | — ) | Kareinom | BHP
Korelacijski koeficijent rho -0,120 0,000

tenascin C epitel CLEFT P 0,397 1,000
N 52 28
Korelacijski koeficijent rho 0,136 0,089

Fibronektin epitel CLEFT P 0,336 0,652
N 52 28
Korelacijski koeficijent rho 0,336 -0,348

Galektin epitel CLEFT P 0,015 0,069
N 52 28

CLEFT= peritumoralne pukotine.
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Skupina: Karcinom

Periglandularne pukotine

R? Linear = 0,108

T T T
1 2 3

O =D

Galektin epitel CLEFT

CLEFT= peritumoralne pukotine.
Slika 12. Korelacija odnosa periglandularnih pukotina s izrazenoS¢u galektina-

3u
adenokarcinomu prostate i BHP.

Nadena je statistiCki zna¢ajna pozitivna korelacija izmedu stupnja retrakcijskih

pukotina i ekspresije galektina-3 u epitelu karcinoma (Spearmanov korelacijski
koeficijent, p=0.015) dok takva korelacija za tenascin-c i fibronektin nije nadena.
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IzraZenosti istrazivanih proteina vanstanicnog matriksa (tenascin-c, fibronektin,
galektin-3) u stromi karcinoma i BHP prikazani su u tablicama 9, 10 i 11 te slikama
13, 14,15, 16 i 17.

Tablica 9. Izrazenost tenascina-c u stromi tumora i BHP.

tenascin C stroma CLEFT
Ukupno
0 1 2 3
N 1 13 26 12 52
Karcinom
. % 1,9% 25,0% 50,0% 23,1% 100,0%
Skupina
N 5 20 3 0 28
BHP
% 17,9% 71,4% 10,7% ,0% 100,0%
N 6 33 29 12 80
Ukupno
% 7,5% 41,3% 36,3% 15,0% 100,0%
X2 test
Vrijednost | df P
Pearsonov hi kvadrat 29,882° 3 <0,001
Ukupno ispitanika 80
tenascin C
stroma
CLEFT
= En
=) 1
i [
[}

80,0%

Udio
60 0%

40 0%

20,0%

0.0%

Karcinam EHF
Skupina

p<0,001 CLEFT= peritumoralne pukotine.
Slika 13. Izrazenost tenascina-c u stromi tumora i BHP
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Tablica 10. Izrazenost fibronektina u stromi tumora i BHP.

Fibronektin stroma CLEFT
Ukupno
0 1 2
) N 17 33 2 52
Karcinom
) o 32,7% 63,5% 3,8% 100,0%
Skupina
N 4 15 9 28
BHP
% 14,3% 53,6% 32,1% 100,0%
N 21 48 11 80
Ukupno
% 26,3% 60,0% 13,8% 100,0%
X2 test
Vrijednost | df P
Pearsonov hi kvadrat 13,244 2 0,001
Ukupno ispitanika 80
CLEFT= peritumoralne pukotine.
Fibronektin
stroma
CLEFT
g [
= =1
- (5

Udio
400% 60,0% 80 0%

20 0%

00%

Karcinom

Skupina

BHP

P=0,001

Slika 14. Izrazenost fibronektina u stromi tumora i BHP

CLEFT= peritumoralne pukotine.
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Tablica 11. Izrazenost galektina-3 u stromi tumora i BHP.

Galektin stroma CLEFT
Ukupno
0 1 2 3
N 21 29 2 0 52
Karcinom
) % 40,4% 55,8% 3,8% 0,0% 100,0%
Skupina
N 2 14 10 2 28
BHP
% 7,1% 50,0% 35,7% 7,1% 100,0%
N 23 43 12 2 80
Ukupno
% 28,8% 53,8% 15,0% 2,5% 100,0%
X2 test
Vrijednost | df P
Pearsonov hi kvadrat 23,145 3 <0,001
Ukupno ispitanika 80
CLEFT= peritumoralne pukotine.
Galektin
stroma
CLEFT
5 Mo
= 1
- M2
k]
=
=
=
(v}
| 14
= 150 ,00%)|
o =
5 o
2
&=
=
=
=
=
=
=]
[
=
=
= Karcinom EBEHF
Skupina
p<0,001 CLEFT= peritumoralne pukotine.

Slika 15. Izrazenost galektina-3 u stromi tumora i BHP.




StatistiCki znac€ajna razlika u intenzitetu obojenja strome tumora i strome BHP

nadena je za sve istraZivane proteine, tenascin-C (y-test, p<0,001), fibronektin
(x*-test, p=0,001) i galektin-3 (y*test, p<0,001).

Slika 16. A) Karcinom s periglandularnim pukotinama (HEx400); B)
Imunohistokemijski prikaz jako pozitivhe reakcije (3+) u stromi karcinoma,

tenascin-c (400x); C) umjereno pozitivne za fibronektin (2+) (400x); D) te
negativne za galektin-3 (400x).
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Slika 17. A) Zlijezde s BHP (HEx100); B) Imunohistokemijski prikaz slabo
pozitivne reakcije (1+) u stromi (tenascin-c x400).
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Korelacija odnosa periglandularnih pukotina s izrazenoS¢u proteina tenascina-
c, fibronektina i galektina-3 u stromi adenokarcinoma prostate i BHP te korelacija s

dobi i vrijednostima PSA prikazana je u tablici 12 te slikama 18, 19 20.

Tablica 12. Korelacija odnosa periglandularnih pukotina s izrazenosc¢u proteina
tenascina-c, fibronektina i galektina-3 u stromi adenokarcinoma prostate i
BHP, u odnosu na dob i PSA.

Korelacija s cleftingom (retrakcijskim pukotinama): .
Spearmanov korelacijski koeficijent Karcinom BHP
tenascin C stroma CLEFT  Korelacijski koeficijent rho 0,378 -0,291
P 0,006 0,133
N 52 28
Fibronektin stroma  Korelacijski koeficijent rho -0,015 -0,006
CLEFT P 0,918 0,974
N 52 28
Galektin stroma CLEFT Korelacijski koeficijent rho 0,259 0,215
P 0,064 0,271
N 52 28
Dob Korelacijski koeficijent rho 0,135 0,498
P 0,341 0,007
N 52 28
PSA Korelacijski koeficijent rho 0,165
P 0,263
N 48

62
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Slika 18. Korelacija odnosa periglandularnih pukotina s izrazenoScu proteina

tenascina-c u stromi adenokarcinoma prostate i BHP.

StatistiCki znacCajna pozitivna korelacija nadena je izmedu stupnja retrakcijskih
pukotina i ekspresije tenascina-C u stromi karcinoma (Spearmanov korelacijski
koeficijent, p=0.006). Korelacija izmedu stupnja izrazenosti retrakcijskih pukotina i
ekspresije fibronektina i galektina-3 u stromi karcinoma nije nadena (Spearmanov
korelacijski koeficijent, p=0.918; p=0.064).
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Skupina: BHP
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Slika 19. Korelacija izraZzenosti periglandularnih pukotina s dobi u BHP.

Statistickom analizom dobivena je i znaCajna pozitivna korelacija izmedu
stupnja izrazenosti periglandularnih pukotina i dobi, a za skupinu bolesnika s BHP
(Spearmanov korelacijski koeficijent, p=0.007).
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Odnos izrazenosti proteina (tenascin-C, fibronektin, galektin-3) u stromi
karcinoma, te dobi i PSA, u odnosu na Gleason zbroj i proSirenost tumora (pTNM
status) prikazan je u tablici 13 i 14 te na slici 20. Odnos dobi i izraZzenosti istrazivanih

proteina u karcinomu i BHP prikazan je u tablici 15.

Tablica 13. Korelacija izrazenosti proteina (tenascin-C, fibronektin, galektin-3) u

epitelu i stromi karcinoma, u odnosu na Gleason zbroj, dob i PSA.

Korelacija s Gleason zbrojem: Spearmanov | Gleason
korelacijski koeficijent zbroj
Korelacijski koeficijent rho 0,160
tenascin C stroma P 0,258
N 52
Korelacijski koeficijent rho 0,123
Fibronektin stroma P 0,387
N 52
Korelacijski koeficijent rho 0,070
Galektin stroma P 0,622
N 52
Korelacijski koeficijent rho -0,057
Dob P 0,690
N 52
Korelacijski koeficijent rho 0,484
PSA P <0,001
N 48
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Slika 20. Korelacija PSA i Gleason zbroja.

Pozitivna korelacija izmedu stupnja proSirenosti retrakcijskin pukotina i
ukupnog Gleason zbroja bila je statistiCki znacajna (Spearmanov korelacijski
koeficijent, p<0,001). Odnos izrazenosti istrazivanih proteina, tenascina-C,
fibronektina i galektina-3 u stromi tumora i Gleason zbroja nije statistiCki znaCajan
(Spearmanov korelacijski koeficijent, p=0,258; p=0,387; p=0,622).
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Tablica 14. Odnos proSirenosti tumora (pTNM) i izraZenosti istraZivanih proteina

(tenascin-c, fibronektin, galektin-3) u karcinomu i BHP.

T status
2 3 P
N % N %
0 1 2,9% 0 ,0%
1 10 28,6% 3 17,6%
t i t ’ ’ 0,679
enascin C stroma 9 17 48.6% 9 52.9%
3 7 20,0% 5 29,4%
0 14 40,0% 3 17,6%
Fibronektin stroma 1 19 54,3% 14 82,4% 0,126
2 2 5,7% 0 ,0%
0 13 37,1% 8 47.1%
Galektin stroma 1 21 60,0% 8 47 1% 0,639
2 1 2,9% 1 5,9%
N status
0 1 P
N % N %
0 1 2,2% 0 ,0%
1 13 28,9% 0 0%
t : t ’ ’ 0,304
enascin C stroma 9 29 48.9% 4 57.1%
3 9 20,0% 3 42,9%
0 16 35,6% 1 14,3%
Fibronektin stroma 1 27 60,0% 6 85,7% 0,411
2 2 4,4% 0 ,0%
0 19 42,2% 2 28,6%
Galektin stroma 1 25 55,6% 4 57,1% 0,276
2 1 2,2% 1 14,3%

67



Tablica 15. Odnos dobi i izraZzenosti istrazivanih proteina (tenascin-c,

fibronektin, galektin-3) u karcinomu i BHP.

r:;;ailcai;:;j:ts dobi: Spearmanov korelacijski Karcinom | BHP
Korelacijski koeficijent rho 0,000 -0,479

tenascin C stroma P 0,998 0,010
N 52 28
Korelacijski koeficijent rho -0,219 -0,131

Fibronektin stroma P 0,119 0,506
N 52 28
Korelacijski koeficijent rho -0,095 0,155

Galektin stroma P 0,505 0,432
N 52 28

StatistiCki nije nadena korelacija izmedu izrazenosti istrazivanih proteina,
tenascina-C, fibronektina i galektina-3 u stromi tumora i proSirenosti tumora
(PTNM) (Spearmanov korelacijski koeficijent, T status: p=0,679; p=0,126;
p=0,639; N status: p=0,304; p=0,411; p=0,276).

Korelacija izrazenosti istraZivanih proteina, tenascina-C, fibronektina i
galektina-3 u stromi tumora i BHP s dobi takoder nije bila statisticki znacCajna
(Spearmanov korelacijski koeficijent, karcinom: p=0,998; p=0,119; p=0,505; BHP:
p=0,100; p=0,506; p=0,432).
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6. RASPRAVA

Periglandularne tj. peritumoralne pukotine ili artefakti istraZivani su u mnogim
tumorima, a u karcinomu prostate prvi su ih opisali Halpert i sur. (86) 1960-tih godina,
ali je njihov znacaj dugo zanemarivan. U novije vrijeme Varma i sur. (87) te Kruslin i
sur. (89,90,91) proucavali su pojavnost periglandularnih pukotina u uzorcima tkiva
prostate. Zapazeno je da se opisane pukotine pojavljuju statistiCki znacajno ¢eSce i u
veéem opsegu u adenokarcinomu prostate, u usporedbi s kontrolnom grupom
benignih promjena prostate i normalnim tkivom prostate (89,123). Kruslin i sur. (123)
predlazu da se utvrdeni znacajni postotak periglandularnih pukotina vrednuje kao
dijagnosticki kriterij za adenokarcinom prostate.

U ovom istrazivanju potvrdeni su spomenuti rezultati te je nadena statisticki
znacajno jaCa izrazenost periglandularnih pukotina u karcinomu prostate, u odnosu
na BHP. Time je potvrdena teza da su periglandularne pukotine pouzdan dodatni
dijagnosticki kriterij u postavljanju patohistoloSke dijagnoze adenokarcinoma
prostate.

Takoder je dobivena i statistiCki znaCajna pozitivha korelacija izmedu stupnja
izraZenosti periglandularnih pukotina i dobi, ali za skupinu bolesnika s BHP, dok ista
korelacija za bolesnike s karcinomom nije bila statisti¢ki zna¢ajna.

Korelacija jaCine izrazenosti periglandularnih pukotina i vrijednosti PSA za
skupinu bolesnika s karcinomom prostate nije bila statisticki znaCajna, a nadena je
pozitivna korelacija izmedu jacine izraZenosti periglandularnih pukotina i ukupnog
Gleasonovog zbroja.

Brojna istrazivanja tijekom posljednjih desetlieéa omogucila su bolje
razumijevanje ponaSanja karcinoma prostate te raniju dijagnozu i mogucnost
ljeCenja, ali toCan mehanizam njegova nastanka i Sirenja nije u potpunosti
razjasnjen. Novije spoznaje govore u prilog tezi da je osim epitelnog i stromalni dio
tumora jednako vazan u rastu, razvoju i Sirenju tumora (124,125,156). Zbog toga se
sve intenzivnije istrazuje i stroma karcinoma prostate te interakcija izmedu stanica
strome, kao i epitela i strome (126-132,157). Clavel i sur. (158) joS su 1988. naglasili

ulogu vanstani¢nog matriksa u Sirenju karcinoma dojke.
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Svi karcinomi se sastoje od nekoliko razliCitih stani¢nih populacija, ukljuujuci
transformirane epitelne stanice koje nose genske mutacije, kao i druge ,normalne*
tipove stanica Cijom aktivacijom nastaje mikrookoliS u kojem se karcinom razvija i Siri
(124,125). Stroma tumora je tkivo koje okruzuje tumorske stanice i pruza im
funkcionalnu potporu. Gradena je od fibroblasta, miofibroblasta, endotelnih i upalnih
stanica koje luCe humoralne Cimbenike kao Sto su Cimbenici rasta i enzimi koji
razgraduju izvanstani¢ni matriks, kao i razliCite molekule koje imaju ulogu u regulaciji
proliferacije, migraciji, angiogenezi te remodeliranju tkiva i metabolizmu tumora.
Fibroblasti su primarno odgovorni za sintezu, remodeliranje i nakupljanje
vanstani¢nog matriksa (159).

U stromi tumora zbivaju se kriti€ne promjene bitne za neoplasti¢ni proces (159).
UoCene su promjene u izrazenosti glatkomisSiénog aktina, vimentina i dezmina u
stromi razli€itih tumora te promjene fenotipa i funkcije fibroblasta koji se
transformiraju u miofibroblaste, a $to dovodi do promjene u sastavu vanstani¢nog
matriksa i tzv. mikrookolisa tumora (130,159). Samson i sur. (160) opisali su moguci
mehanizam preobrazbe fibroblasta u miofibroblaste. Takve promjene uocene su i u
stromi karcinoma prostate (128,130,131). Tuxhorn i sur. (129) su 2001. godine u
svome istrazivanju strome karcinoma prostate naSli promjene koje su nalikovale
granulacijskom tkivu kakvo se nalazi na mjestu cijeljenja rana. Smatra se da
miofibroblasti predstavljaju jednu od najvaznijih vrsta stanica u tom procesu te da
njihova pojava u stromi tumora prethodi invazivhom stadiju tumora (129,161). Tomas
i sur. (162) opisuju promjene strome karcinoma prostate koje koreliraju s prognozom
tumora.

Novija istrazivanja ukazuju na komunikaciju miofibroblasta i tumorskih stanica te
se Cini istodobno lu€enje faktora rasta i/ili citokina (poput transformirajuceg €imbenika
rasta beta — TGFB) i sinteze komponenti izvanstanicnog matriksa
(poput kolagena 1 i lll, fibronektina, tenascina, versikana, galektina i drugih) od strane
stromalnih miofibroblasta stimulira invazivnost malignih epitelnih stanica. Navedene
molekule dovode do promjena u vanstani€énom matriksu i bazalnoj membrani te
mogu stimulirati rast i migraciju tumorskih stanica (128,133). Spomenuta
komunikacija slicna je onoj koja se odvija tijekom embriogeneze, u kojoj stromalne
stanice imaju presudnu ulogu za pravilan rast i razvoj tkiva (163). Tuxhorn i sur.
takoder u svom istrazivanju, uz promjenu fenotipa fibroblasta u miofibroblaste

stavljaju naglasak i na remodeliranje vanstanicnog matriksa u karcinomu prostate
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(129,133). Tomas i sur. (164) opisuju povecanu ekspresiju proteina vanstaniénog
matriksa tenascina-c i smanjenu ekspresiju laminina u stromi karcinoma prostate.

Novija istraZivanja promatraju i nastanak periglandularnih pukotina kao
mogucu posljedicu promjene strome u prisutnosti tumora, tj. abnormalnosti ekspresije
molekula vanstani€nog matriksa odgovornih za invazivni rast tumora.

Fibronektin je glikoprotein velike molekularne mase koji se kao netopivi
glikoproteinski dimer nalazi u vanstanicnom matriksu te ga sintetiziraju fibroblasti,
kao i hondrociti, endotelne stanice, makrofazi i pojedine epitelne stanice (146).
Uklju€en je u mnoge staniCne procese, kao Sto je popravak tkiva, embriogeneza,
zgruSavanje te migracija stanica i adhezija. On veZe stanice i vanstani¢ni matriks, t;.
sudjeluje u adheziji stanica za bazalnu membranu (140).

Ekspresija fibronektina, kao i njegova uloga u nastanku i Sirenju tumora
prou€avana je u razliCitim karcinomima. Pietruszewska i sur. procjenjivali su njegovu
ekspresiju u karcinomima larinksa te su uoCili visoku ekspresiju u stromi invazivne
fronte tumora i dobili pozitivhu korelaciju sa stadijem. Ekspresija fibronektina u
samom tumoru bila je niska (165).

Malik i sur. (148) proucavali su fibronektin iz plazme koji doprinosi stvaranju
tumorskog tromba vezuéi se za fibrin i tako potiCe medusobno vezanje tumorskih
stanica i invaziju. In vitro studije pokazale su da kompleks fibrina s fibronektinom
inducira aktivaciju a33-integrina i tako doprinosi nastanku metastaza u plu¢ima..

Meng i sur. (166) opisuju signalni put preko fokalne adhezijske kinaze (,focal
adhesion kinase“- FAK) Cija je pojaCana ekspresija uoCena u razli€itim karcinomima,
pa tako i u prostati, a koja vezanjem za fibronektin u karcinomu plu¢a pokrece
migraciju stanica i invaziju. Nishino i sur. (167) u svom istrazivanju takoder sugeriraju
da promjena ekspresije fibronektina ima vaznu ulogu u agresivnosti i prognozi
adenokarcinoma pluca.

Prasad i sur. (168) prouCavali su ekspresiju galektina-3 i fibronektina u
folikularnim karcinomima stitnjaCe te u adenomima i uocili pove¢anu ekspresiju oba
proteina u epitelnim stanicama karcinoma, za razliku od adenoma.

loachim i sur. (137) prou€avali su imunohistokemijsku ekspresiju komponenti
vanstanicnog matriksa, tenascina-c, fibronektina, kolagena tipa IV i laminina u
karcinomu dojke, njihovu prognosti¢ku vrijednost i ulogu u progresiji i invaziji tumora.
Ekspresija tenascina bila je neovisno o drugim c&imbenicima povezana s

prezivljenjem pacijentica, a ekspresija fibronektina bila je u pozitivhoj korelaciji s
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metastazama u limfne Cvorove. Visoka ekspresija fibronektina takoder je pozitivho
korelirala s mortalitetom.

Docheva i sur. (169) proucavali su dvije razliCite stani¢ne linije pomocu kojih
su istrazivali utjecaj kolagena | i fibronektina na adheziju stanica i organizaciju
citoskeleta u stanicama karcinoma prostate. Sakko i sur. (146) takoder su in vitro
prouCavali adheziju tumorskih stanica za fibronektin, a koja je bila inhibirana
dodavanjem medija bogatog versikanom te je na taj naCin povecana pokretljivost
tumorskih stanica i mogucnost lokalne invazije. Fornaro i sur. (150) pokazali su da
vezanje integrina s fibronektinom stimulira specificne signale koji sprjeCavaju
apoptozu u stani¢noj liniji PC3 karcinoma prostate.

U ovom istrazivanju imunohistokemijski je na odabranim prerezima tkiva
prostate oznalen fibronektin te je u podrugjima Zlijezda s najizraZenijim
periglandularnim pukotinama odredivana njegova ekspresija, u stromi tumora i u
epitelu, za obje istrazivane skupine, karcinom i BHP. Dobivena je statistiCki znaCajna
razlika u obojenju epitela i strome, za tumor i za BHP. U 48.1% uzoraka karcinoma
viSe od 33% epitelnih stanica eksprimiralo je fibronektin dok je vecina uzoraka u BHP
(82.1%) pokazivala nizu ekspresiju (£33%). U vecini uzoraka karcinoma (96.2%)
ekspresija fibronektina u stromi bila je niska (£33% stanica). Promjena ekspresije
fibronektina u epitelu i stromi karcinoma nije pokazivala pozitivnhu korelaciju s jainom
izrazenosti periglandularnih pukotina, kao niti s proSirenoS¢u tumora (pTNM).

Dobiveni podaci u skladu su s onim rezultatima iz literature koji su pokazivali
visu ekspresiju fibronektina u epitelu razliitih karcinoma. Niska ekspresija
fibronektina u tumorskoj stromi oko periglandularnih pukotina mogla je doprinijeti
slabijoj adheziji tumorskih stanica s vanstani¢nim matriksom, a ¢ime se potvrduju
istraZivanja vezana uz fibronektin i njegovu funkciju kao adhezijske molekule.

Galektin-3 jedan je od proteina vanstani¢nog matriksa iz porodice lektina koji
potiCe aktivaciju stanica, moze inducirati migraciju stanica te sudjeluje u stvaranju
medustanicnih veza i adheziji stanica s vanstani¢nim matriksom. Galektin-3 moze biti
smjesten u stanici gdje se preko glikoproteina veze za staniénu povrsinu ili van
stanice gdje stvara veze s drugim molekulama vanstanicnog matriksa (151,153).

U pojedinim istrazivanjima pronadena je poviSena ekspresija galektina-3 u
tumorima te sklonost istih prema nastanku metastaza. Honjo i sur. (170) blokirali su
ekspresiju galektina-3 u stani¢noj liniji MDA-MB-435 visoko malignih stanica

karcinoma dojke, a Sto je posljedi¢no dovelo do poremecaja morfologije i povrata
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kontaktne inhibicije. Blokada ekspresije galektina-3 takoder je dovela do supresije
tumorskog rasta u miseva.

Nangia-Makker i sur. (171) proucCavali su cijepanje galektina-3 pomocu
metaloproteinaza iz vanstanicnog matriksa, u stani¢nim linijama karcinoma dojke te
su imunohistokemijski odredivali gustocu galektina-3 u endotelnim stanicama
karcinoma. Zakljucili su da nakon cijepanja N-kraja galektina-3 i njegovog otpustanja
u mikrookoli$ dolazi do pojaCane tumorske angiogeneze i progresije.

Van der Brule i sur. (172) proucCavali su izrazenost galektina-3 u epitelnim
stanicama karcinoma prostate usporedujuci izrazenost u jezgri i citoplazmi. Rezultati
njihovog istrazivanja sugeriraju da pojaCana izraZzenost galektina u citoplazmi
pozitivno korelira s progresijom tumora. Pacis i sur. (173) dobili su kontradiktorne
rezultate u svom istrazivanju te su pokazali smanjenu ekspresiju galektina u
karcinomima prostate, a povec¢anu ekspresiju u normalnom tkivu prostate. Sli¢ne
rezultate objavili su u svom istrazivanju i Merseburger i sur. (174). Califice i sur.
takoder su opisali dvojnu ulogu galektina-3, ovisno o mjestu ekspresije. Jezgrena
ekspresija galektina povezana je s njegovom antitumorskom ulogom, a ekspresija u
citoplazmi pogodovala je napredovanju tumora (175). Van der Brule (153) u svom se
novijem istrazivanju osvrnuo na kontradiktorne rezultate dobivene u istrazivanju
ekspresije galektina u razliCitim tumorima. Naglasio je da se galektin-3 tijekom
progresije karcinoma prostate cijepa i da bi odnos Ciste forme galektina-3 i njegovih
produkata mogao imati ulogu u prognozi Sirenja tumora. Sline rezultate dobio je u
svom istrazivanju i Wang sa sur. (176).

Ahmed i sur. (177) u svom su istrazivanju proucavali cijelu obitelj galektina i
njihovu ekspresiju na povrsini epitelnih stanica normalne prostate, BHP i karcinoma.
Galektini 3, 7 i 9 pokazivali su visoku izrazenost u normalnom tkivu prostate dok je
njihova ekspresija u epitelu karcinoma bila smanjena. Pomocu azacitidina pokazali
su da je gen za galektin-3 utiSan metilacijom njegove promotorske regije.

Saraswati i sur. (178) odredivali su aktivnost galektina-3 u sjemenoj tekuéini te
su dosli do zakljucka da je njegova ekspresija povezana s razinom PSA. Takoder
iznose mogucnost da je regulacija ekspresije galektina tijekom progresije karcinoma
prostate regulirana istim mehanizmom.

Drugi autori istrazivali su ekspresiju egzogenog galektina-3 u LNCaP stani¢noj

liniji humanog karcinoma prostate te su zakljuCili da sudjeluje u stabilizaciji
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mitohondrija i inhibira apoptozu uzrokovanu proapoptotskim antitumorskim ijekovima.
Na taj nacin sudjeluje u stvaranju rezistencije na terapiju (154).

U ovom istrazivanju imunohistokemijski je na odabranim prerezima tkiva
prostate oznaCen galektin-3 te je u podru€jima Zlijezda s najizraZzenijim
periglandularnim pukotinama odredivana njegova ekspresija, u stromi tumora i u
epitelu, za obje istrazivane skupine, karcinom i BHP. Dobivena je statisticki znaCajna
razlika u obojenju epitela i strome, za tumor i za BHP. U 51.9% pregledanih uzoraka
karcinoma viSe od 33% epitelnih stanica eksprimiralo je galektin-3 dok je vecina
uzoraka u BHP (71.4%) pokazivala nizu ekspresiju (£33%), a u 14.3 % niti jedna
stanica nije eksprimirala galektin. U vecini uzoraka karcinoma (55.8%) ekspresija
galektina-3 u stromi bila je niska (£33% stanica), a u 48.4% stanica strome ekspresije
nije bilo. Promjena ekspresije galektina-3 u epitelu karcinoma pokazivala je pozitivhu
korelaciju s jaCinom izrazenosti periglandularnih pukotina. Korelacija ekspresije
galektina-3 sa stadijem i proSireno$¢u tumora (pTNM) nije bila statisti¢ki zna€ajna.

| u ovom istrazivanju dobiveni podaci u skladu su s onim rezultatima iz
literature koji su pokazivali viSu ekspresiju galektina-3 u epitelu razli€itih karcinoma. U
tumorima dojke ekspresija galektina-3 u stromi bila je niska, kao i u ovom radu. Niska
ekspresija galektina-3 u tumorskoj stromi oko periglandularnih pukotina mogla je
doprinijeti slabijoj adheziji tumorskih stanica s vanstani¢nim matriksom, a Cime se
potvrduju istraZivanja vezana uz galektin i njegovu funkciju kao adhezijske molekule.
Visa ekspresija galektina-3 u epitelu karcinoma prostate povezuje se s agresivnijim
ponasanjem tumora i inhibicijom apoptoze proapoptotskih antitumorskih lijekova, kao
Sto se i proSirenost periglandularnin pukotina povezuje s kraéim razdobljem
rekurencije bolesti (154,164). U ovom istrazivanju dobivena je pozitivna korelacija
ekspresije galektina-3 i stupnja izrazenosti periglandularnih pukotina, ali nije
nadena pozitivha korelacija s proSirenoScu bolesti.

Tenascin-C jedan je od glikoproteina vanstanicnog matriksa koji se
uobiajeno nalazi na epitelno-mezenhimalnoj granici u razli€itim tkivima. Prvotno je
izoliran iz tkiva embrija, modulira adheziju stanica za fibronektin i svrstan je u anti-
adhezivne proteine vanstaniCne strome (135). Ekspresija tenascina-C je posebno
izrazena u vrijeme organogeneze dok je u potpuno razvijenim organima reducirana.
Tenascin se ponovo pojavljuje u slu¢ajevima infekcije i tumorigeneze. Osamdesetih

godina izoliran je u stromi glioma, dokazano je da je intenzitet ekspresije tenascina-C
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u glijalnim tumorima mozga i u tumorima dojke povezan s prognozom (136,137).
Prouc€avan je i predloZen kao tumorski marker u mnogim karcinomima.

U neinvazivnim duktalnim tumorima dojke pojacana periduktalna ili stromalna
izrazenost tenascina bila je povezana s mikroinvazijom (144). Ishihara i sur. (179) u
svom su istrazivanju zakljuCili da je ekspresija tenascina u epitelu, ali i u stromi
karcinoma dojke vazan prognosticki ¢imbenik. Drugi su autori uoCili da su izoforme
tenascina-c 14 i 14/16 znacajno esprimirane u tumorima dojke te su povezane s
ve¢om invazivno$c¢u tumora (180).

U invazivnim tumorima debelog crijeva izrazita ekspresija tenascina-C
indicirala je bolju prognozu, iako su adenomi debelog crijeva u usporedbi s tumorima
imali slabije izrazen tenascin u stromi (145).

Razli¢ita ekspresija tenascina-C uoCena je u razli€itim stadijima razvoja
prostatiCnog tkiva (138). SliCan rezultat dobiven je i u tumorima prostate gdje su
najvecu ekspresiju tenascina-C imali tumori srednjeg gradusa (Gleason gradusa 3)
dok je ekspresija u tumorima visokog gradusa (Gleason gradus 4 i 5) bila slaba
(130,131). U prostati je ekspresija tenascina-C rasla od prostaticne intraepitelne
neoplazije (PIN) niskog stupnja preko PIN-a visokog stupnja do tumora srednjeg
gradusa (138,139).

Yanagisava i sur. (181) dijele karcinome prostate u razli€ite skupine obzirom
na koli€¢inu strome koja se u njima nalazi. Tumori s obilnom, kao i oni s vrlo
oskudnom stromom imaju loSiju prognozu i kraci interval biokemijske rekurencije
bolesti. To je stoga Sto obilna stroma hrani tumor i §titi ga od imunoloske reakcije
domacdina. Tumori s oskudnom stromom viSe ne trebaju takav tip zastite jer imaju
autokrinu regulaciju rasta i Sirenja.

Tuxhorn i sur. (129) uoCili su da se u karcinomu prostate remodelira tumorska
stroma te fibroblasti pokazuju fenotip miofibroblasta koji tada proizvode tenascin.
Naglasili su remodeliranje vanstanicnog matriksa i promjenu u mikrookoliSu tumora
koji je klju¢an dogadaj za invaziju i Sirenje tumora (133). Tomas i sur. (131) objavili
su slicne rezultate te su uoCili da ekspresija tenascina C negativno korelira s
ekspresijom laminina u stromi karcinoma prostate, ali da je u pozitivhoj korelaciji s
promjenama grade tumorske strome. Tenascin-C bio je najizrazeniji u tumorima

srednjeg gradusa.
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U ovom istrazivanju imunohistokemijski je na odabranim prerezima tkiva
prostate dobivena ekspresija tenascina-C u podrucjima Zlijezda s najizrazenijim
periglandularnim pukotinama, u stromi tumora i u epitelu, za obje istrazivane skupine,
karcinom i BHP. Razlika u ekspresiji tenascina-C u epitelu karcinoma i BHP nije bila
statistiCki znacajna, ali je dobivena statistiCki znaCajna razlika obojenja strome, za
tumor i za BHP. U 73.1% pregledanih uzoraka karcinoma viSe od 33% stromalnih
stanica eksprimiralo je tenascin-C dok je vecina uzoraka u BHP (89.3%) pokazivala
nizu ekspresiju u stromi (<33). Promjena ekspresije tenascina-C u stromi karcinoma
pokazivala je pozitivhu korelaciju sa stupnjem izraZenosti periglandularnih pukotina.
Korelacija ekspresije galektina-3 sa stadijem i proSirenos¢u tumora (pTNM) nije bila
statistiCki znacCajna.

Rezultati dobiveni u ovom istrazivanju u skladu su s podacima iz literature koji
su pokazivali viSu ekspresiju tenascina-C u stromi razliitih karcinoma. Visoka
ekspresija tenascina u tumorskoj stromi oko periglandularnih pukotina mogla je
doprinijeti slabijoj adheziji tumorskih stanica s vanstanicnim matriksom i nastanku
periglandularnih pukotina.

|zraZzenost sva tri istrazivana proteina vanstaniénog matriksa mijenjala se u
epitelu i stromi karcinoma prostate u odnosu na BHP. U epitelu tumorskih Zlijezda
ekspresija fibronektina i galektina-3 bila je statisti¢ki zna¢ajno visa u odnosu na epitel
BHP. Ekspresija tenascina- C u stromi tumorskih Zlijezda bila je statisti¢ki znac¢ajno
visa nego u stromi BHP. Za razliku od toga ekspresija tenascina i galektina-3 bila je
znaCajno niza u stromi tumora u odnosu na stromu Zlijezda u BHP. Stupanj
izrazenosti periglandularnih pukotina pokazivao je pozitivnu korelaciju s ekspresijom
galektina-3 u epitelu karcinoma, kao i s ekspresijom tenascina u stromi karcinoma.

Pojedini autori iznose i misljenja da interakcija strome i epitelne komponente
tumora potiCe pretvorbu mezenhimalnih stanica strome u endotelne stanice te da bi
periglandularne pukotine mogle predstavljati rani stadij limfokapilarne invazije gdje ta
pretvorba nije do kraja izvrSena (182,183).

Acs i sur. (184) opisuju korelaciju izrazenosti retrakcijskih pukotina u tumoru dojke
s invazijom u limfne €vorove i slabijom prognozom u ranom stadiju karcinoma dojke.
Takoder smatraju da opisane pukotine nastaju zbog interakcije stromalnih stanica te
doprinose Sirenju tumora limfom i progresiji tumora. Mahooti i sur. (185) govore o
nastanku tumorskih tromba u karcinomu dojke putem limfovaskulogeneze, a ne

limfokapilarnom invazijom.
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Limfangiogeneza je prou¢avana i u karcinomu prostate, ali njezin prognosticki
znacaj ostao je nejasan te su dobiveni kontradiktorni rezultati (186,187). Cheng i sur.
(188) opisuju vecu gustocu limfnih zila unutar tumora u odnosu na peritumoralno
tkivo prostate. Roma i sur. (189) povezuju vecu gustocu peritumoralnih limfnih Zila s
vi§im Gleason zbrojem i peritumoralnu limfokapilarnu invaziju s ¢eS¢im metastazama
u limfne €vorove. Cheng i sur. (188) nisu dobili takvu pozitivhu korelaciju te zakljuCuju
da kvantifikacija limfnih zila u karcinomu prostate ne predstavlja koristan prognosticki
podatak.

U ovom istraZivanju limfokapilarni prostori prikazani su imunohistokemijskim
bojenjem s protutijelom D2-40. Statistickom analizom podataka uoceno je da je
medijan broja limfnih Zila u tumoru statistiCki znacajno nizi od medijana limfnih zila uz
tumor. Takvi rezultati u skladu su s vecinom istrazivanja poznatih u literaturi iz tog
podrucja.

lako su se u pojedinim tumorima mogle naci pojedinacne limfne Zile koje su
oponasale periglandularne pukotine tj. vidjela se limfokapilarna invazija, medijan
limfokapilarnih prostora koji su oponasali periglandularne pukotine prakti¢ki je iznosio
0. Ti rezultati govore u prilog tezi da periglandularne pukotine ne predstavljaju
limfokapilarne prostore ve¢ su posljedica promjena u stromi tumora.

Obzirom na promjene sastava vanstani¢énog matriksa u karcinomu prostate i
promjene izrazenosti istrazivanih proteina, kao i korelaciju sa stupnjem izrazenosti
periglandularnih pukotina, rezultati ovog istraZivanja sugeriraju da promjene u
sastavu vanstani¢nog matriksa imaju ulogu u nastanku spomenutih pukotina.

U ovom istrazivanju nije nadena povezanost izraZzenosti istrazivanih proteina
sa stadijem bolesti te se ne moze potvrditi njihov utjecaj na Sirenje tumora i tijek
bolesti. Bez obzira na to, istrazivani proteini imaju vaznu ulogu i u buducénosti bi
mogli biti biljezi za rano otkrivanje karcinoma prostate. Takoder bi promjena njihove
ekspresije mogla biti meta u ciljanoj kemoterapiji protiv karcinoma prostate.
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7. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata ovog istrazivanja moze se zakljuciti:

1.

Periglandularne pukotine izrazene su statistiCki znaajno jaCe u karcinomu

u odnosu na BHP (y*-test, p<0,001).

Utvrdena je promjena izraZzenosti istrazivanih proteina u karcinomu prostate u
odnosu na BHP. Izrazenost proteina tenascina-c, fibronektina i galektina-3
mijenjala se u epitelu, kao i u stromi karcinoma prostate u odnosu na BHP.
StatistiCki je nadena znacCajna razlika u intenzitetu ekspresije u epitelu tumora i
epitelu BHP za fibronektin (y*test, p=0,017) i galektin-3 (x*test, p=0,029) koji
su bili jace eksprimirani u epitelu tumora, a nije nadena znacajna razlika u
ekspresiji tenascina-C (y*test, p=0,738). Statisticki je znadajna razlika nadena
u intenzitetu ekspresije u stromi tumora i stromi BHP za sve istrazivane
proteine, tenascin-C (y2-test, p<0,001), fibronektin (y*test, p=0,001) i galektin-
3 (y*-test, p<0,001). Fibronektin i galektin-3 pokazivali su slabiju ekspresiju
dok je tenascin-C pokazivao jaCu ekspresiju.

Periglandularne pukotine najvjerojatnije nastaju kao posljedica promjene
izrazenosti adhezijskih i antiadhezijskih proteina koji se nalaze u
vanstanicnom matriksu, ali imaju svoju funkciju i unutar tumorske stanice.
Utvrdena je statistiCki znaCajna pozitivha korelacija izmedu stupnja
proSirenosti retrakcijskih pukotina i ekspresije galektina-3 u epitelu karcinoma
(Spearmanov korelacijski koeficijent, p=0.015). Znacajna pozitivha korelacija
vidjela se i izmedu stupnja izraZenosti retrakcijskih pukotina i ekspresije
tenascina-C u stromi karcinoma (Spearmanov korelacijski koeficijent,
p=0.006).

Dobivena je zna€ajna pozitivha korelacija izmedu stupnja izraZenosti
periglandularnih pukotina i dobi, za skupinu bolesnika s BHP (Spearmanov
korelacijski koeficijent, p=0.007). Promjene koje se deSavaju u stromi prostate
tijekom starenja mogle bi biti odgovorne za navedenu korelaciju. Korelacija
izmedu stupnja izrazenosti periglandularnih pukotina i dobi za skupinu
bolesnika s karcinomom nije bila statisticki zna¢ajna (Spearmanov korelacijski
koeficijent, p=0.341).
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5. Pozitivha korelacija izmedu stupnja proSirenosti retrakcijskih pukotina i
ukupnog Gleason zbroja bila je statisti¢ki znaCajna (Spearmanov korelacijski
koeficijent, p<0,001).

6. StatistiCki nije nadena korelacija izmedu izraZzenosti istrazivanih proteina,
tenascina-C, fibronektina i galektina-3 u stromi tumora i proSirenosti tumora
(PTNM) (Spearmanov korelacijski koeficijent, T status: p=0,679; p=0,126;
p=0,639; N status: p=0,304; p=0,411; p=0,276).

7. Korelacija izrazenosti istrazivanih proteina, tenascina-C, fibronektina i
galektina-3 u stromi tumora i BHP s dobi nije bila statistiCki znaCajna
(Spearmanov korelacijski koeficijent, karcinom: p=0,998; p=0,119; p=0,505;
BHP: p=0,100; p=0,506; p=0,432).

8. Limfne zZile prikazane su imunohistokemijskim bojanjem s D2-40 i pregledane
u cijelom prerezu tumora i peritumoralnog tkiva. Medijan broja limfnih zila u
okolnom tkivu, uz tumor, je zna€ajno veci u odnosu na medijan limfnih Zila u
samom tumoru (Mann-Whitney test, p<0,001). Medijan limfnih prostora koji su
oponasali periglandularne pukotine u tumoru, kao i u podrucju s najizrazenijim
periglandularnim prostorima iznosio je 0 (Mann-Whitney test, p<0,001).
Temeljem dobivenih rezultata moze se zakljuciti da periglandularne pukotine
ne predstavljaju kapilarne prostore.

Dobiveni rezultati potvrduju da se u stromi karcinoma prostate zbivaju
promjene koje se odnose na ekspresiju razliitih proteina vanstani¢énog matriksa.
Zbog promjene u rasporedu adhezijskih i antiadhezijskih molekula moglo bi do¢i do
smanjene adhezije stanica i do nastanka periglandularnih pukotina. Periglandularne
pukotine veé su priznati dodatni kriterij u patohistoloskoj dijagnostici karcinoma
prostate, a ekspresija proteina tenascina-C, fibronektina i galektina-3 koja se moze
prikazati imunohistokemijski takoder moze sluziti kao pomo¢ u dijagnostici
karcinoma. Navedene proteine sintetiziraju tumorske stanice te oni imaju i ulogu
unutar stanice. U tom podrucju otvara se moguénost istraZivanja i sinteze
antitumorskih lijekova koiji bi ciljano djelovali na ekspresiju odredenih proteina i na taj
nacin zaustavljali pojedine signalne puteve i usporili napredovanje tumora.

Dobiveni rezultati ovog istrazivanja ukazuju na moguce promjene strome u
oba navedena stanja. Usporedba izraZzenosti proteina vanstani¢nog matriksa u stromi
tumora i BHP s izraZzeno$¢u periglandularnih pukotina mogla bi ukazati na najranije

promjene koje se dogadaju u stromi prostate tijekom Sirenja i razvoja tumora.
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8. SAZETAK

Adenokarcinom prostate najceSci je maligni tumor unutarnjih organa kod
muskaraca te je tema mnogih istraZivanja. U posljednje vrijeme sve se veca paznja
posvecuje istrazivanjima strome karcinoma prostate Cija je interakcija s epitelnom
komponentom najvjerojatnije takoder ukljuena u lokalno Sirenje i rast tumora.
Mogucéa posljedica promjena koje se zbivaju u stromi tumora su i periglandularne
pukotine.

Hipoteza ovog istrazivanja jest da se izraZzenost adhezijskih molekula
fibronektina i galektina-3 u stromi karcinoma prostate smanjuje, a tenascina, kao
anti-adhezijske molekule raste, a Sto doprinosi nastanku periglandularnih pukotina i
stoga su postavljeni ciljevi ovog istrazivanja:

1. Odrediti izrazenost proteina vanstani¢nog matriksa tenascina-C, fibronektina i
galektina-3 u stromi adenokarcinoma prostate i benignoj hiperplaziji prostate
(BHP) te usporediti medusoban odnos izrazenosti istih proteina u oba
navedena stanja.

2. Utvrditi povezanost promjene izrazenosti proteina vanstani€énog matriksa
(tenascina-C, fibronektina i galektina-3) s pojavom periglandularnih pukotina u
adenokarcinomu prostate i BHP.

3. Utvrditi promjenu izrazenosti proteina vanstani¢nog matriksa (tenascina c,
fibronektina i galektina-3) u odnosu na dob, Gleason zbroj i proSirenost tumora
u adenokarcinomu prostate te u odnosu na dob kod BHP.

4. Odrediti prisutnost limfokapilarnih prostora u adenokarcinomu prostate zbog
razlikovanja od periglandularnih pukotina.

U istrazivanju je koristen arhivski materijal dobiven nakon radikalne

prostatektomije i adenektomije. Analizirana su 52 uzorka prostate bolesnika s
adenokarcinomom i 28 uzoraka prostate bolesnika s BHP. Uzorci prostate s
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adenokarcinomom odabrani su tako da uz tumor sadrze i tkivo prostate koje nije
zahvaceno tumorom, a koje je sluZilo kao unutarnja kontrola. Materijal je obraden
standardnom histoloSkom metodom. Dodatni rezovi tkiva analizirani su
imunohistokemijski. U imunohistokemijskoj analizi strome i epitela tumora i BHP, kao
i procjeni limfokapilarnih prostora koriStena su monoklonska protutijela na tenascin-
C, fibronektin, galektin-3 i D2-40.

Statistickom analizom rezultata ustanovljeno je da su periglandularne pukotine
izraZenije u karcinomu prostate nego u BHP (y2-test, p<0,001). Statisticki znacajna
razlika u intenzitetu obojenja epitela tumora i epitela BHP nadena je za fibronektin
(x2-test, p=0,017) i galektin-3 (y2-test, p=0,029). Takoder je nadena statistiCki
znaCajna pozitivna korelacija izmedu stupnja retrakcijskih pukotina i ekspresije
galektina-3 u epitelu karcinoma (Spearmanov korelacijski koeficijent, p=0.015).
StatistiCki znaCajna razlika u intenzitetu ekspresije proteina u stromi tumora i stromi
BHP nadena je za sve istrazivane proteine, tenascin-C (y2-test, p<0,001), fibronektin
(x2-test, p=0,001) i galektin-3 (y2-test, p<0,001). Takoder je nadena statisticki
znaCajna pozitivna korelacija izmedu stupnja retrakcijskih pukotina i ekspresije
tenascina-C u stromi karcinoma (Spearmanov korelacijski koeficijent, p=0.006).
Pored toga je statistickom analizom rezultata pokazano da periglandularne pukotine
ne predstavljaju kapilarne prostore jer je medijan limfnih prostora koji su oponasali
periglandularne pukotine u tumoru, kao i u podrucju s najizrazenijim periglandularnim
prostorima iznosio 0 (Mann-Whitney test, p<0,001).

Dobiveni rezultati potvrduju da se u stromi karcinoma prostate zbivaju promjene
koje se odnose na ekspresiju istrazivanih proteina vanstanicnog matriksa.
Periglandularne pukotine nastaju kao posljedica promjene izrazenosti adhezijskih i
antiadhezijskih proteina, izmedu ostalih i tenascina-c, fibronektina i galektina-3 koji
se nalaze u vanstani€énom matriksu, ali imaju svoju funkciju i unutar tumorske
stanice. Zbog tih promjena dolazi do smanjene adhezije stanica i do nastanka
periglandularnih pukotina.

Ekspresija tenascina-C, fibronektina i galektina-3 koja se prikazuje

imunohistokemijski mozZe sluziti kao dodatna pomoc¢ u dijagnostici karcinoma.
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9. SUMMARY

Prostatic cancer is the most frequent malignant neoplasia in men; the number
of cases has continuously increased over the past decades. Interaction of epithelial
and stromal cells in the prostatic cancer is also included in the growth and local
dissemination. Possible consequences of changes in tumor stroma are peritumoral
cleftings histologicaly visible in many prostatic cancers.

The aims of this study were to analyze expression of extracellular matrix
proteins, tenascin-C, fibronectin and galectin-3 in stroma of the prostatic carcinoma
and benign prostatic hyperplasia and establish their possible connection with
peritumoral clefting. Prevalence of the limphocapilary vessels in the tumor was
compared with peritumoral clefting extension.

For the expression of tenascin-C, fibronectin and galectin-3 and demarcation

of the lymph vessels with D2-40 immunohistochemical analysis were performed.

Peritumoral clefts were farther expressed in carcinoma compared to BPH (y2-
test, p<0,001). Fibronectin and galectin-3 were more expressed in tumorous
epithelial cells regarded BHP (y2-test, p=0,017 for fibronectin and p=0,029 for
galectin-3). Positive correlation between extension of peritumoral clefts and
expression of fibronectin in epitel was found (Spearman correlation coefficient,
p=0.015). All three proteins showed distinction in stromal expression between
carcinomatous and BPH stroma (y2-test, p<0,001). Statistical analysis confirmed
positive correlation between stromal expression of tenascin-c and extention of
periglandular clefts (Spearman correlation coefficient, p=0.006). Results also showed
that peritumoral clefts do not represent lymph vessels. Median number of lymph

vessels mimicking peritumoral clefts was 0 (Mann-Whitney test, p<0,001).

Our study indicates that changes occurring in cancer stroma, regarding
expression of different proteins, tenascin-c, fibronectin and galectin-3 are associated
with extension of peritumoral clefting and also that lymph vessels are not
periglandular clefts.

Monika Ulamec, Zagreb 2012
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