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POPIS OZNAKA | KRATICA

PSA — specifi€ni antigen prostate
PIN — prostati¢na intraepitelna neoplazija

ASAP - atipi€na proliferacija malih acinusa (od engl. ,atypical small acinar
proliferation®)

PIA — proliferacijska inflamatorna atrofija

AAH — atipicha adenomatozna hiperplazija

DRP - digitorektalni pregled

BPH — benigna prostati¢na hiperplazija

TRUZ — transrektalni ultrazvuk

PCA 3 — antigen karcinoma prostate 3 (od engl. ,prostate cancer antigen 3)

PLCO - Projekt probira za karcinom prostate, plu¢a, kolorektuma i jajnika (od
engl. ,Prostate, lung, colorectal and ovarian cancer screening trial“)

ERSCP — Europska randomizirana studija za probir karcinoma prostate (od
engl. ,European randomized study of screening for prostate cancer*)

RP — radikalna prostatektomija
CT — kompjutorizirana tomografija
BCR — biokemijski relaps

EpCAM — adhezivna molekula epitelnih stanica (od engl. ,epithelial cell
adhesion molecule®)

Cx43 — connexin 43

Cx32 — connexin 32

HE — hemalaun-eozin

LSAB - od engl. ,labeled streptavidin biotin“

TMA — tkivna postrojba (od engl. ,tissue microarray*)

ING-1 — protein inhibitor rasta 1 (od engl. ,inhibitor of growth protein 1)

Cx26 — connexin 26



1. UVOD

1.1. Epidemiologijai etiologija karcinoma prostate

Karcinom prostate je velik zdravstveno-socijalni problem u razvijenim
zemljama koje imaju sve stariju populaciju. U Europi je karcinom prostate
naj¢esce dijagnosticirani karcinom kod muskaraca s 382.300 novootkrivenih
sluCajeva tijekom 2008. godine, dok ih je u istom razdoblju od karcinoma
prostate umrlo 89.300 (1).

Nadalje, karcinom prostate trenutacno je drugi naj¢es¢i uzrok smrti muske
populacije od karcinoma (2). Od 1985. godine biljezi se blagi porast smrtnosti
od tog karcinoma u vecini zemalja pa ¢ak i u onim zemljama ili regijama u
kojima karcinom prostate nije €est (3). Od karcinoma prostate najéesce obole
stariji muskarci te je to razlog za vecCu zabrinutost u razvijenim zemljama,
koje imaju velik udio starije muske populacije. Karcinom prostate €ini oko
15% svih karcinoma kod muSkaraca u razvijenim zemljama, dok u
nerazvijenim zemljama na njega otpada 4% svih karcinoma (4).

Prema izvjestaju Registra za rak za 2010. godinu, u Hrvatskoj je karcinom
prostate sa 16% udjela drugi po u€estalosti, odmah nakon karcinoma pluca i
bronha (5).

Rizi¢ni €imbenici za razvoj klinickog karcinoma prostate nisu dovoljno
poznati. Dobro poznati €imbenici jesu dob, rasa i nasljede. Ako rodak u
prvom koljenu ima karcinom prostate, rizik obolijevanja se udvostru€uje. Ako
dva ili vise rodaka u prvom koljenu boluju od karcinoma, rizik se povecava za
5 do 11 puta (6, 7).

Mali broj bolesnika, njih oko 9%, ima nasljedni karcinom prostate. Bolest se
smatra nasljednom ako od nje obole tri ili viSe rodaka ili se bolest kod
najmanje dvojice rodaka pojavi rano, prije 55. godine (8). Bolesnici s

nasljednim oblikom bolesti najéeSce obole Sest-sedam godina ranije od



ostalih, ali se ni u ¢emu drugom ne razlikuju od bolesnika kod kojih se bolest
ne smatra nasljednom (9).

Incidencija karcinoma i stopa mortaliteta za crnu populaciju Amerike

vida je nego za bijelu populaciju. Tijekom 2000. godine crna populacija imala
je u odnosu prema bijeloj populaciji 1,6 puta vecu incidenciju karcinoma te
2,5 puta veci mortalitet, a ukupno gledano imala je najviSu incidenciju i
mortalitet od karcinoma prostate u svijetu (1, 2, 10).
U Aziji je incidencija karcinoma prostate znatno niza nego u zapadnim
zemljama. No nedavni rezultati istrazivanja pokazuju trendove porasta
incidencije i na podrucjima niskog rizika kao $to su Japan i Singapur. Unato¢
porastu incidencije i mortaliteta od karcinoma prostate u posljednjih 20
godina, u Aziji su te stope i dalje niske. Medutim, globalizacija i promjena
nacina Zivota dovode do gubitka protektivnih kulturoloskih cimbenika i
povecanja rizika za razvoj karcinoma prostate (11).

Kod karcinoma prostate opisane su razlicite kromosomske
abnormalnosti. NajCeS¢e se javljaju dobici na sljede¢im kromosomskim
lokusima: 2p, 3q, 79, 8q, 179, 20q i Xq. Delecije se javljaju na 2q, 5q, 6q, 8p,
10q, 12p, 13q, 1649, 17p, 17q, 21q i 22q, a dolazi i do aneusomije kromosoma
7i17 (12).

Delecije u karcinomu prostate se najc¢eS¢e pojavljuju na kromosomu 8p21-
22. Gubici na 8p22 koji se pojavljuju istodobno s dobicima u broju kopija na
kromosomu 8, mogu uspjedno predvidjeti povrat bolesti. U deleciju na
kromosomu 8p22 najceSce je ukljuCen gen za lipoprotein lipazu koja se
smatra odgovornom za inicijaciju karcinogeneze u prostati. Druga vazna
genska alteracija javlja se na 8924, a ta se alteracija najces¢e nalazi kod
uznapredovalog, metastatskog i androgen-neovisnog karcinoma prostate. Ta
regija sadrzava MYC onkogen koji regulira stani¢nu proliferaciju i apoptozu
(13).

Zbog razvoja ciljanin molekularnih terapija somatske mutacije koje se
nakupljaju tijekom transformacije karcinoma prostate predmet su velikog
interesa stru¢njaka. Osobito su zanimljive mutacije koje zahvac¢aju onkogene,
tumor-supresorske gene i stabilizacijske gene. Reaktivacija gena za

androgeni receptor je kljuéni dogadaj u razvoju hormon-refraktornog
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karcinoma prostate. Mehanizmi reaktivacije receptora uklju€uju amplifikaciju
gena, somatske mutacije i epigenetske modifikacije. Somatske mutacije gena
za androgeni receptor mnogo su €eSce u uzorcima metastaza. Mutacije
tumor-supresorskog gena p53 javljaju se u 20 do 30% karcinoma prostate.
Te mutacije su C¢eS¢e kod uznapredovalih i hormon-refraktornih karcinoma
prostate (14).

UcCestalost otkrivanja karcinoma prostate na obdukciji mnogo se ne
razlikuje u razliCitim dijelovima svijeta (15). Tijekom obdukcije karcinom
prostate pronade se u 80% obduciranih u devetom desetlje¢u Zivota (16). To
je u suprotnosti s incidencijom klinickog karcinoma prostate, koja se razlikuje
u razlicitim geografskim podrucjima. Primjerice, visoka je u SAD-u i sjevernoj
Europi, a niska u jugoistocnoj Aziji (3). Medutim, za Japance koji se dosele
na Havaje postoji veci rizik da obole od te bolesti; a dosele li se u Kaliforniju,
rizik se jo$ viSe povecava i priblizava se onome Amerikanaca (17). Sve to
upucuje na postojanje vanjskih ¢imbenika koji utje€u na progresiju od tzv.
latentnog karcinoma u klini¢ki karcinom prostate.

Istrazivani su razli€iti vanjski etioloski ¢imbenici, primjerice prehrana,
seksualno ponaSanje, konzumacija alkohola, izloZenost ultraljubi¢astom
zraCenju i profesionalna izloZzenost (18). Zbog toga je karcinom prostate
idealan kandidat za preventivne mjere kao Sto su dijete i farmakoloSke
prevencije. Prehrambeni Cimbenici koji utje€u na razvoj bolesti ukljucuju
ukupan unos energije, Sto se reflektira na indeksu tjelesne mase, unos
masnoc¢a, kuhana mesa, mikronutrijenata i vitamina (karotenoida, retinoida,
vitamina C, D i E), voc¢a i povréa, minerala (kalcija, selena) i fitoestrogena
(flavonoida, lignana) (19).

Porast incidencije karcinoma prostate u razvijenim zemljama tijekom
posljednjih 20 godina posljedica je odredivanja vrijednosti PSA i tehnoloskog
napretka u dijagnostici, ponajprije u ultrazvu¢no vodenoj biopsiji prostate.
Procjenjuje se da se u Europi od 23 do 42% karcinoma prostate otkrije samo
na temelju odredivanja vrijednosti PSA. U tom broju novootkrivenih
karcinoma prostate mnogo je nesignifikantnih karcinoma koji bi u velikom
broju sluCajeva ostali neotkriveni. Ta Cinjenica oteZava interpretaciju i

usporedbu stvarnih rezultata prezivljenja od te bolesti (20).



1.2. Prekurzori karcinoma prostate

Nekoliko lezija prostate smatra se potencijalnim prekurzorima
karcinoma prostate: prostaticna intraepitelna neoplazija (PIN), atipi¢na
proliferacija malih acinusa (ASAP), proliferacijska inflamatorna atrofija (PIA) i

atipiCna adenomatozna hiperplazija (AAH).

1.2.1. Prostati¢na intraepitelna neoplazija (PIN)

Prostatic¢na intraepitelna neoplazija sastoji se od arhitektonski benignih

prostatiCnih acinusa ili duktusa s citoloSki atipicnim stanicama i klasificira se
kao PIN niskog i visokog stupnja (21, 22). Dijagnosticki izvjesStaji ne smiju
donositi nalaz PIN-a niskog stupnja prije svega zato §to ga patolozi ne mogu
sa sigurnoscu razlikovati od benignog tkiva prostate. S druge strane, kada se
PIN niskog stupnja (PIN 1) dijagnosticira biopsijom s pomocu igle, ti bolesnici
nemaju veci rizik za karcinom na ponovljenoj biopsiji od onih s urednim
nalazom biopsije. Dokaz da je PIN visokog stupnja (PIN 2 i 3) prekurzor
nekih karcinoma prostate jest to da je u vecoj mjeri prisutan u prostatama
zahvacenima karcinomom. Sama prisutnost PIN-a ne povecava vrijednost
PSA (21).
PIN visokog stupnja i karcinom naj¢eSc¢e zahvacaju perifernu zonu prostate,
a biomarkeri i molekularne promjene pokazuju slicnosti izmedu PIN-a
visokog stupnja i karcinoma (21, 23). Oko 20% PIN-a visokog stupnja
posjeduje TMPRSS2-ERG fuzijski gen koji je ¢esta abnormalnost u oko 50%
karcinoma prostate (21).

Incidencija PIN-a visokog stupnja u prosjeku na biopsiji iznosi 7,6% u
38 provedenih istrazivanja s medijanom 5,2%. PIN visokog stupnja razlikuje
se od PIN-a niskog stupnja prema prominentnim jezgricama. Prisutnost PIN-
a visokog stupnja povecava rizik od pronalaska karcinoma na sljedecoj
biopsiji od 16 do 44% (21).

S obzirom na to da se ne zna postotak bolesnika kod kojih se razvije

invazivni karcinom tijekom vremena pracenja, kada se u bioptatu nade PIN
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visokog stupnja, ne upotrebljava se termin karcinoma in situ prostate. lzgleda
da je PIN visokog stupnja prekurzorska lezija za mnoge periferno smjestene
adenokarcinome prostate srednjeg do visokog gradusa (21).

No PIN nije nuzan da bi se razvio karcinom. Karcinom niskog stupnja,
osobito onaj smjeSten u prijelaznoj zoni, nije blisko povezan s PIN-om
visokoga stupnja. Naprotiv, intraduktalni karcinom prostate, prema nekim
istraZivanjima, Cesto je povezan s PIN-om visokog stupnja i nepovoljan je

prognosti¢ki Cimbenik za daljnji razvoj bolesti (21).

1.2.2. Atipi€na proliferacija malih acinusa (ASAP)

Atipi¢nu proliferaciju malih acinusa €ine mala Zarista atipi¢nih Zlijezda
suspektnih na karcinom, ali nedostaje kriterija - u smislu arhitekturalne i
citoloSke atipije - za definitivhu dijagnozu karcinoma. ASAP se dijagnosticira
u manje od 5% istrazivanih preparata u velikim serijama. Vrlo je vazno
dijagnosticirati ASAP u bioptatu prostate zbog njegove povezanosti s
karcinomom na ponovljenoj biopsiji. ASAP je rizicni faktor za razvoj
karcinoma jer se nakon njegove dijagnoze u bioptatu prostate na ponovljenoj

biopsiji u prosjeku dijagnosticira 40,2% karcinoma (24, 25).

1.2.3. Proliferacijska inflamatorna atrofija (PIA)

Prostati¢na inflamatorna atrofija je termin koji je predloZzen za opis
malih ZzariSta proliferativnoga Zljezdanog epitela s morfoloSkim izgledom
jednostavne atrofije ili prostatroficne hiperplazije uz prisutnost upale (26).
Naziv PIA predlozili su 1999. godine De Marzo i sur. (27). Kljuéna je
prisutnost mononukleara i/ili polimorfonukleara u epitelu i stromi same lezije
te stromalna atrofija uz varijabilan postotak fibroze (28).

Ovisno o prisutnosti kroni€nih upalnih stanica, upotrebljava se termin PIA ili
termin proliferativna atrofija (29).
Prostaticna atrofija manifestira se smanjenjem volumena Zlijezda i

moze se podijeliti na difuznu i ZariSnu. Difuzna prostati¢na atrofija nastaje
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kao rezultat smanjene razine cirkulirajuih androgena i zahvaca cijelu
prostatu. Zaridnu atrofiju &ine mala Zzari$ta atrofi¢nog epitela okruzena
normalnim epitelom (30). Kod ZariSne proliferativne atrofije atrofi¢ni epitel ima
povecani proliferacijski indeks i smanjenu stopu apoptoze u odnosu na
normalni epitel (29). Primarno nastaje u perifernoj zoni prostate, koja je
najceSce mjesto pojave karcinoma. Vecinu tih lezija €ini jednostavna atrofija
(30).

Zaridna atrofija klasificira se u nekoliko podtipova: jednostavna atrofija,
jednostavna atrofija s formiranjem cista, prostatrofiCna hiperplazija, parcijalna
atrofija i mijeSane lezije. Prostaticna atrofija na obdukcijama je prisutna u
85% slu€ajeva. Kod karcinoma prostate PIA je ulestalija od prostaticne
atrofije (29).

Zari$na Zljezdana atrofija smatra se prekurzorom adenokarcinoma
prostate. Molekularna istrazivanja dokazala su promjene na kromosomu 8 u
atroficnom epitelu, a one su u istoj mjeri zamijecene i kod karcinoma
prostate. Mnoge proliferiraju¢e stanice imaju fenotip nezrelih sekretornih
stanica, Sto je slu€aj i kod PIN-a i karcinoma prostate (30).

De Marzo i sur. (27) te Putzi i sur. (31) predlozili su i objasnili dvije teorije
prelaska PlIA-e u karcinom, bilo izravni ili neizravni. PIA moze prelaziti u
adenokarcinom prostate izravno ili preko PIN-a visokog stupnja. (26).

Novije spoznaje pokazuju da PIA i PIN mogu biti jedna od medufaza u
razvoju karcinoma prostate (32).

1.2.4. Atipiéna adenomatozna hiperplazija (AAH)

Atipicna adenomatozna hiperplazija je lokalizirana proliferacija malih
acinusa unutar prostate koja se Cesto moze zamijeniti s karcinomom.
MorfoloSke karakteristike proliferacije malih acinusa vrlo se malo razlikuju od
morfoloskih karakteristika benigne proliferacije s minimalnom citoloSkom
atipijom do takvog stupnja da se moze zamijeniti s dobro diferenciranim
adenokarcinomom (33, 34, 35, 36). Najteze je razlikovati AAH od karcinoma
kod lezija s jezgricom koja je veliCinom na granici izmedu benigne i maligne
(34).



Incidencija AAH varira od 19,6% (u transuretralnim resekcijama) do 24% (u
serijama obduciranih muskaraca u dobi od 20 do 40 godina) (37, 34).

AAH se moze naci u bilo kojem dijelu prostate, no najceS¢e je smjeSten u
podruc€ju apeksa, prijelaznoj zoni i periuretralnom podrucju (34). NajcesS¢e se
nalazi u prijelaznoj zoni kao dobro ograniceni ¢vor zbijenih malih Zlijezda
lobularnog rasta (38, 35).

Za razlikovanje AAH od karcinoma od velike je pomoc¢i imunohistokemijska
analiza (34). Bazalni sloj stanica je kod AAH karakteristicno diskontinuiran i
fragmentiran, a kod karcinoma ga nema (34,37). Zbog toga su u razlikovanju
AAH od karcinoma od velike pomoci specificha protutijela koja u preparatu
obiljezavaju upravo te stanice u Zlijezdama (37).

AAH je svrstan u prekurzore karcinoma prostate zbog svoje povezanosti s
karcinomom (incidencija 15% u 100 prostata bez karcinoma i 31% u 100
prostata s karcinomom kod obduciranin musSkaraca), topografske
povezanosti s malim karcinomom acinusa i zbog viSeg stani¢nog
proliferacijskog indeksa (34).

lako bioloska vaznost AAH joS nije poznata, zbog mikroskopskog izgleda i
imunofenotipa razdvaja se od karcinoma te za sada nema dovoljno Cvrstih

dokaza koji bi povezali AAH i karcinom prostate (39, 34).

1.3. Patologijai patohistologija karcinoma prostate

Adenokarcinomi prostate su naj¢eS¢i tumori prostate, na njih otpada
viSe od 95% tumora prostate. Osim adenokarcinoma prostate vazno je
spomenuti karcinom prijelaznog epitela prostate koji se pojavljuje u 1 do 3%
karcinoma prostate (40). Karcinom prijelaznog epitela moze nastati iz
stanica urotela periuretralnih Zlijezda prostati¢nog dijela uretre ili urotelnom
metaplazijom duktusa i acinusa (41).

Urotelijalni karcinom zahvaéa prostaticne kanale i acinuse kod
bolesnika s karcinomom in situ mokraénog mijehura koji su lijeceni
intravezikalnom kemoterapijom. U 35 do 45% uzoraka prostate dobivenih

nakon cistoprostatektomije zbog urotelijalnog karcinoma pronalazi se i



karcinom prostate. Intraduktalni urotelijalni karcinom prostate nastaje
izravnim Sirenjem iz prostaticne mokracne cijevi i zamijeCen je kod
urotelijalnih karcinoma visokog gradusa (21).

Cisti planocelularni karcinom prostate vrlo je rijedak i povezan je s
loSom prognozom. Taj karcinom stvara osteolitiCcke metastaze i ne odgovara
na estrogensku terapiju (21). JoS je rjedi adenoskvamozni karcinom (0,5%).
On je samo inacica karcinoma prijelaznog epitela koji kao i endometrioidni
karcinom potjece iz sredisnjih kanali¢a prostate. Navedeni karcinomi su vrlo
agresivni i prognoza za njihovo lijeCenje je loSa (42).

Sarkom prostate, s udjelom u ukupnom broju od 0,1 do 0,2%, vrlo je
agresivan tumor prostate i prosje¢no petogodiSnje prezivljenje je oko 40%
(21, 41). Rabdomiosarkomi su naj¢es$¢i mezenhimalni tumori prostate i
prisutni su gotovo samo kod djece. Leiomiosarkomi su najCesci sarkomi koji
zahvacaju prostatu odraslih. Za sarkomatoidne karcinome prostate prognoza
lieCenja je loSa (21).

Mucinozni adenokarcinom prostate je najrjeda morfoloSka varijanta.
Nije agresivniji od nemucinoznog adenokarcinoma, a ponasSa se kao i
nemucinozni adenokarcinom s tendencijom razvoja kostanih metastaza u
uznapredovaloj fazi bolesti. | kod uobi¢ajenih adenokarcinoma polovica ih
ima znakove neuroendokrine diferencijacije (21).

Tumori malih stanica prostate identi¢ni su onima u pluéima. U oko
50% slucajeva tumori su mjeSavina tumora malih stanica i adenokarcinoma
prostate. lako kod vecine tumora malih stanica nije klini¢ki vidljiva hormonska
aktivnost, oni proizvode adrenokortikotropni i antidiuretski hormon. Ti
bolesnici u prosjeku zive manje od godinu dana. Tumorima malih stanica ne
dodjeljuje se Gleasonov gradus (21).

Primarni prostaticni limfom kod kojeg nisu zahvaceni limfni ¢vorovi
mnogo je rjedi od sekundarne infiltracije prostate. NajceS¢a leukemicna
infiltracija javlja se kod kroni¢ne limfocitne leukemije iako se moze nadi
monocitna, granulocitna i limfoblasti¢na leukemija (21).

Prema McNealu (43) prostata se moze podijeliti na Cetiri zone:

perifernu zonu, centralnu zonu, prijelaznu ili tranzicijsku zonu i anteriornu



fioromuskularnu stromu. VazZnost te podjele je u prikazu zastupljenosti
karcinoma prostate po zonama.

Adenokarcinomi prostate najéesée nastaju u perifernoj zoni (do 75%), 20%
pojavljuje ih se u prijelaznoj zoni, a samo 5% u centralnoj, odnosno
periuretralnoj zoni. Multifokalnost tumora zapazena je u oko 50% slucCajeva,
dok je apikodorzalno podrucje najCeSCe mjesto dijagnosticiranja drugoga
manjeg karcinoma (44).

Za odredivanje stupnja diferenciranosti adenokarcinoma prostate
upotrebljava se Gleasonov uzorak, odnosno zbroj. Gleasonov sustav
odredivanja diferenciranosti je prvi put objavijen 1974. godine (45).
Gleasonov zbroj mozZe se upotrijebiti samo za bioptirani materijal (cilindri
nakon biopsije ili operacijski uzorak), a nikako za citoloSke preparate.
Zbrajanjem vrijednosti Gleasonovih uzoraka primarne i sekundarne
komponente dobije se Gleasonov zbroj (46).

Postoji pet stupnjeva diferenciranosti adenokarcinoma prostate prema
Gleasonu, odnosno pet uzoraka. Gleasonov uzorak 1 oznacava nhajbolje
diferencirani tumor, dok je Gleasonov uzorak 5 oznaka za najslabije
diferencirani tumor. Buduci da postoji pet stupnjeva Gleasonova uzorka,
vrijednosti Gleasonova zbroja su od 2 do 10. Dobro diferencirani tumori
imaju Gleasonov zbroj od 2 do 4, srednje diferencirani 5 i 6, a slabo
diferencirani od 8 do 10. Tumori Gleasonova zbroja 7 smatraju se srednje
do slabo diferenciranima, a ovisno o prevladavajucoj komponenti mogu biti
svrstani u jednu od te dvije kategorije (47).

Kod biopsije iglom preporuCuje se uvijek ukljuciti i najgori stupan;j
diferenciranosti, ¢ak i u slu¢ajevima kada je tumor zastupljen u manje od 5%
bioptiranog materijala (46).

Ako je prisutan samo jedan Gleasonov uzorak, Gleasonov zbroj dobije se
dupliciranjem uzorka. Kad je odredeni stupanj diferenciranosti prisutan u
manje od 5% volumena karcinoma, taj stupanj se ne ukljuCuje u Gleasonov
zbroj (pravilo 5%). Tercijarni stupanj diferenciranosti 4 ili 5, ako prelazi 5%
volumena, smatra se nepovoljnim prognosti¢kim ¢imbenikom za biokemijski
relaps. Prisutnost tercijarnog gradusa i njegov volumni udio u karcinomu

treba obavezno spomenuti uz Gleasonov zbroj (48).



Odredivanje Gleasonova zbroja kao i proSirenosti tumora u trenutku

dijagnoze imaju vaznu ulogu u odredivanju nacina lije€enja i izravno utjeCu

na prognozu bolesti (47).

Za odredivanje stadija karcinoma prostate najviSe se primjenjuje

sustav TNM za klasifikaciju tumora, limfnih ¢vorova i metastaza. Klasifikacija

se redovito revidira, a posljednja revizija u€injena je 2009. godine (49). Prikaz

u tablici 1.

Tablica 1. Klasifikacija karcinoma prostate TNM iz 2009. godine (49)

STADIJ KARAKTERISTIKE

X Primarni tumor se ne moze procijeniti

TO Ne postoji primarni tumor

T1 Klini¢ki nedetektabilni tumor

Tla Tumor je slu¢ajan nalaz u manje od 5% reseciranog tkiva

T1b Tumor je slu¢ajan nalaz u viSe od 5% reseciranog tkiva

Tic Tumor je detektiran biopsijom prostate (samo zbog
poviSenoga PSA)

T2 Palpabilni tumor unutar prostate*

T2a Tumor zahvaca polovinu jednog lobusa prostate ili manje

Klini¢ki primarni
tumor (cT) Tob Tumor zahvaca viSe od polovine jednog lobusa prostate,

ali ne oba lobusa

T2c Tumor zahvaca oba lobusa

T3 Ekstrakapsularno Sirenje tumora prostate
Ekstrakapsularno Sirenje tumora, unilateralno ili

T3a bilateralno s mikroskopskim Sirenjem na vrat mokraénog
mjehura

T3b Tumor zahvaca sjemene mjehurié¢e
Tumor je fiksiran ili se infiltrira u okolne organe, osim

T4 sjemenih mjehuri¢a; zahvaca vanjski sfinkter, rektum,

levatore i/ili zdjeli¢ni zid

10




pT2'

Lokaliziran unutar prostate

pT2a | Jednostrano
pT2b | Obostrano
Patoloski primarni - ——
T Ekst tatino $
tumor (pT) pT3 straprostati¢no Sirenje
pT3a | Ekstraprostati¢no Sirenje
pT3b Invazija sjemenih mjehuri¢a
pT4 Invazija mjehura, rektuma
NX Regionalni limfni &vorovi se ne mogu procijeniti
Regionalne
metastaze u limfne NO Nema metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima
évorove
N1 Regionalne metastaze
MX Udaljene metastaze se ne mogu procijeniti
MO Nema udaljenih metastaza
M1 Udaljene metastaze
Udaljene metastaze
Mla Metastaze u neregionalnim limfnim ¢vorovima
M1b Metastaze u kostima
Mlc Metastaze u ostalim sijelima

*Tumor koji je pronaden u jednom ili u oba lobusa prostate biopsijom, ali nije palpabilan i ne
moze se radioloski evidentirati, klasificira se kao T1a.

T Invazija tumora u apeks ili u prostati€nu kapsulu (ali ne izvan nje) klasificira se kao T2.

1.4. Klini€ka slika i Sirenje karcinoma prostate

Vecéina bolesnika nema smetnje koje bi upozoravale na karcinom

prostate. NajceS¢e su simptomi povezani uz donji urotrakt, primjerice uz

subvezikalnu opstrukciju. Ti simptomi karakteristicni su i za benignu

prostatiCnu hiperplaziju (BPH). Kod velikog broja bolesnika kirurski lijecenih

zbog subvezikalne opstrukcije karcinom se otkrije slu¢ajno u materijalu

dobivenom transuretralnom resekcijom prostate. Tako otkriveni karcinomi

naj¢esc¢e su dobro diferencirani, dok se umjereno do slabo diferencirani te

proSireni tumori pronalaze mnogo rjede (50).
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S vremenom simptomi karcinoma prostate postaju sve uocljiviji.
NajceS¢e komplikacije povezane uz razvoj karcinoma prostate jesu
kompletna retencija urina, urinarne infekcije, konkrementi i renalna
insuficijencija. Za terminalnu fazu bolesti karakteristicni su simptomi
uzrokovani metastazama (bolovi u zdjelici i kostima), razvojem anemije te
gubitkom tjelesne tezine (51, 52).

Karcinom prostate se najceSce S8iri limfogenim, a zatim i
hematogenim rasapom. Izravno Sirenje u susjedne organe javlja se vrlo
rijetko. Limfogeni rasap podrazumijeva zahvacanje opturatornih,
hipogastricnih, ilijakalnih, a na kraju i periaortalnih te perikavalnih limfnih
¢vorova (52).

Metastaze u limfnim ¢vorovima kod bolesnika s klini¢ki lokaliziranim
karcinomom prostate lo§ su prognostiCki pokazatelj. Vazno je Sto prije ih
otkriti jer se tako i prije pocCinje s adjuvantnom terapijom (21).

Hematogenim putem karcinom prostate najéeSée metastazira u kosti
(52). Tumor koji metastazira u kosti kod 85% bolesnika koji umiru od
karcinoma prostate zahvaca aksijalni skelet (53).

Pluéne metastaze su druge po ucestalosti, a slijede hematogene metastaze,
koje zahvacaju jetru, mozak i bubrege (52). Plucne metastaze Ceste su na
obdukciji, a gotovo svi bolesnici kod kojih su pronadene imaju metastaze i u
kostima. Metastaze u plu¢ima naj¢eSce su asimptomatske (21).

Hematogene metastaze loSiji su prognosticki pokazatelj nego limfogene
metastaze (52).

Prostata nema histolosku kapsulu pa se kao termin za Sirenje tumora izvan
prostate umjesto ,prodor kapsule“ upotrebljava ekstraprostatiCna ekstenzija.
Periferno smjesteni karcinomi prostate skloni su Siriti se perineuralnom
invazijom. Za razliku od vaskularne invazije perineuralna invazija tumora ne
pogorSava prognozu bolesti. Ekstraprostaticno Sirenje tumora najCesée se
javlja posteriorno i posterolateralno, sto je u skladu s najceS¢om lokalizacijom
adenokarcinoma prostate. Zahvacanje sjemenih mjehuri¢a nastaje Sirenjem
karcinoma u miSi¢ni zid sjemenog mjehuri¢éa. To se najCeSce dogada
prodorom tumora izvan prostate na bazi i Sirenjem u perivezikalno tkivo.

Izravno Sirenje kroz ejakulatorne kanale je mnogo riede (21). Zbog zapreke
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koju Cini Denonvillierova kapsula karcinom prostate se vrlo rijetko izravno Siri
u rektum pa se takvo lokalno Sirenje u rektum tesko razlikuje od primarnog
karcinoma rektuma (21).

Ekstrakapsularno Sirenje tumora u prognozi je manje vazno za
nastanak lokalnog recidiva od pozitivnog kirurskog ruba, a prema nekim
istrazivanjima zamijeCena je veCa ucestalost lokalnog relapsa i nastanka
metastaza te krace prezivljenje tih bolesnika (54, 55).

Najvazniji ¢imbenik rizika za pojavu udaljenih metastaza i smrti od

karcinoma prostate je izravno zahvacanje sjemenih mjehurica (56).

1.5. Dijagnostika karcinoma prostate

Glavni dijagnostiCki postupci u otkrivanju karcinoma prostate jesu:
digitorektalni pregled (DRP), odredivanje serumskog specificnog antigena
prostate (PSA), transrektalni ultrazvuk (TRUZ) i biopsija prostate uz kontrolu
ultrazvukom.

Definitivna dijagnoza ovisi o nalazu adenokarcinoma u bioptatu prostate ili

operativnom materijalu (57).

1.5.1. Digitorektalni pregled (DRP)

lako se odredivanje PSA pokazalo vaznijim od DRP-a u probiru
karcinoma prostate, prema istrazivanjima DRP otkriva i do 25% bolesnika s
karcinomom prostate kod vrijednosti PSA manjim od 4 ng/ml (58).

Kako bi se mogao dijagnosticirati DRP-om, minimalni volumen
karcinoma mora biti 0,2 ml (59).
Zbog toga prije obavljenih drugih pretraga, kao Sto su odredivanje PSA i
TRUZ s biopsijom prostate, ne mozemo ni postaviti sumnju na karcinom
prostate u prijelaznoj i centralnoj zoni, gdje je oko 25% karcinoma (43).
Suspektan nalaz na DRP-u je apsolutna indikacija za biopsiju prostate.
Bolest se otkrije samo DRP-om neovisno o vrijednostima PSA kod 18% svih

muskaraca koji boluju od karcinoma prostate. Suspektan nalaz kod bolesnika
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s vrijednostima PSA do 2 ng/ml ima pozitivhu prediktivhu vrijednost od 5 do
30% (59).

S obzirom na to da DRP i odredivanje PSA ne otkrivaju uvijek iste
karcinome, oba testa su komplementarna i trebaju se kod dijagnosticiranja

karcinoma prostate provesti u kombinaciji (21).

1.5.2. Specifiéni antigen prostate (PSA)

Specificni antigen prostate je bilieg koji je prvi put otkriven 1970.
godine, ali do njegove kliniCke primjene u urologiji proslo je Citavo desetljece.
PSA je glikoprotein od 33 kd koji se ponasa kao serin proteaza te pripada
kalikreinskoj obitelji (humani kalikrein 3) (21, 60). No o PSA se zbog
praktiénih razloga govori kao o organ-specificnom biljegu koji proizvode
luminalne epitelne stanice prostate. lako je PSA organ-specifiCan, nije
karcinom-specifi¢an (21).

U prilog nespecificnosti govori i to da se PSA moze naéi u
periuretralnim i perianalnim Zlijezdama, kod cistitisa, u endometriju i u nekim
tumorima (npr. uretre, mjehura, penisa, parotidnih Zlijezda, bubrega,
nadbubreznih Zlijezda, kolona, jajnika, pluc¢a, jetre i dojke) (61).

Uloga ove androgen ovisne proteaze je likvefakcija sjemena nakon
ejakulacije. PSA se u serumu normalno nalazi u niskim koncentracijama koje
se mjere u ng/ml, a u serumu cirkulira u vezanom i slobodnom obliku. Veéina
PSA vezana je ili tvori komplekse s antiproteazama alfa 1-antikimotripsinom i
makroglobulinom. Vezivanje slobodnog PSA za alfa 1-antikimotripsin
uzrokuje inaktivaciju proteaze, ali taj kompleks ostaje imunodetektabilan. Za
razliku od prethodnoga, kompleks PSA i makroglobulina ne moze se otkriti
postojecim testovima. Slobodni PSA nema proteolitiCku aktivnost i
imunodetektabilan je na testove koji se danas rabe. Koncentracija PSA u
spermi je od 0,5 do 5,0 mg/ml, a normalne serumske koncentracije kod
muskaraca u dobi od 50 do 80 godina su izmedu 1 i 4 ng/ml. Stanice

karcinoma prostate ne proizvode nuzno vise PSA od normalnih stanica
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prostate. Porast vrijednosti PSA kod karcinoma vjerojatno je uzrokovan
progresijom karcinoma i destabilizacijom histoloSke arhitekture prostate (21).
Specifi€nost u Kklini¢koj praksi jest to da se vrijednosti PSA mijenjaju ovisno o
dobi bolesnika, BPH, dijagnosti¢kim i terapijskim postupcima, upali i retenciji
urina (60).

Vrijednosti PSA povecavaju se oko 0,3 ng/ml po gramu tkiva kod BPH, dok
je vrijednost PSA po gramu karcinoma 3 ng/ml (62, 63).

S obzirom na to da PSA nije karcinom-specifian biljeg, visoka je stopa lazno
pozitivnih i laZzno negativnih rezultata testiranja PSA. U prilog nespecificnosti
PSA idu i rezultati prema kojima od 20 do 30% musSkarca s karcinomom
prostate ima vrijednost PSA manju od 4 ng/ml. U istrazivanoj skupini od 2950
bioptiranih muskaraca prac¢enih na temelju vrijednosti PSA tijekom sedam
godina, njih 15% imalo je karcinom prostate s vrijednoséu PSA manjom od 4
ng/ml. Kod onih ¢ija je vrijednost PSA bila od 2 do 3 ng/ml i od 3 do 4 ng/ml,
incidencija karcinoma prostate bila je 23,9%, odnosno 26,9% (64).

Unato€ tome PSA kao neovisna varijabla bolje upozorava na postojanje
karcinoma nego suspektan DRP ili TRUZ (60).

Sto je vrijednost PSA veéa, i vjerojatnost postojanja karcinoma prostate je
veca, dok opceprihvacene gornje granice normalne vrijednosti za PSA jos
nema (65, 66).

Tablica 2 upozorava na vaznost spustanja praga za normalnu vrijednost PSA
(65).

Tablica 2. Rizik za karcinom prostate kod niskih vrijednosti PSA (65)

Vrijednost PSA Rizik za karcinom prostate
(ng/mi) (%)
0-0,5 6,6
0,6-1 10,1
1,1-2 17,0
2,1-3 23,9
3,1-4 26,9
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Pracenje vrijednosti PSA ima najvaznije mjesto u uspjesnosti lijeCenja

karcinoma prostate. Te vrijednosti daju informacije o ucinkovitosti lijecenja,
pomazu u utvrdivanju vjerojatnosti postojanja rezidualne bolesti,
upozoravaju na biokemijski relaps i pojavu metastatske bolesti prije nego
Sto je to moguce utvrditi drugim dijagnostickim metodama (67, 68).
Unato€ brojnim prednostima PSA nije savrSen tumorski biljeg. Radi
povecanja specificnosti PSA danas se jo$ odreduju: dobno specifi¢ni PSA
(engl. ,age specific PSA®), brzina porasta PSA (engl. ,PSA velocity®),
gusto¢a PSA (engl. ,PSA density-PSAD"), gustoéa PSA prijelazne zone
(engl. ,transition zone PSA density“), omjer slobodnog i ukupnog PSA (engl.
sreefltotal PSA* f/t PSA) (64).

1.5.2.1. Dobno specifian PSA (engl. ,,age specific PSA®)

Radi definiranja donje granice za biopsiju prostate i kako bi se
povecala osjetliivost PSA testa kod mladih muskaraca (radi otkrivanja
izlje€ivog karcinoma u ranoj fazi bolesti) te specificnost PSA testa kod starijih
muskaraca (radi spreCavanja nepotrebnog lije€enja), Oesterling i sur. (69)
predlozili su odredivanje vrijednosti PSA specifi¢nih za odredenu dob.

Na temelju tog zakljuCka odredene su normalne vrijednosti PSA prema

dobnim skupinama (tablica 3.).

Tablica 3. Normalne vrijednosti PSA za odredenu dob (69)

Granicne vrijednosti PSA
Dob
(ng/ml)
40-49 2,5
50-59 3,5
60-69 4,5
70-79 6,5
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1.5.2.2. Brzina porasta PSA (engl. ,,PSA velocity®)

Brzina porasta PSA definira se kao apsolutni godisnji porast vrijednosti
serumskog PSA (ng/ml/godina) (70).

Carter i sur. (21) pokazali su da je brzina porasta PSA veéa od 0,75
ng/ml/godina specifi€an pokazatelj postojanja karcinoma prostate kod
muskaraca s vrijednostima PSA izmedu 4 i 10 ng/ml.

Vrijeme udvostruCenja vrijednosti PSA mjeri eksponencijalni porast
vrijednosti serumskog PSA tijekom vremena te odraZzava tako njegovu
relativnu promjenu (71).

Ove dvije metode, vrijeme udvostru€enja vrijednosti PSA i brzina porasta
PSA, imaju prognosti¢ku vrijednost kod bolesnika lijec¢enih zbog karcinoma
prostate (72).

U dijagnostici karcinoma prostate ucinkovitost tih metoda ograni¢ena
je zbog utjecaja ukupnog volumena prostate, postojanja BPH te porasta i
smanjenja vrijednosti PSA tijekom vremena. Prospektivna istrazivanja
pokazala su da mjerenje tih vrijednosti ne daje viSe informacija u dijagnostici
nego sam PSA (73-76).

1.5.2.3. Gustoéa PSA (engl. ,,PSA density“)

Zbog nespecificnosti PSA i visoke uCestalosti BPH tesko je razlikovati
je li porast PSA uzrokovao BPH ili karcinom. Zbog toga se odreduju i gustoca
PSA (omjer PSA i volumena prostate) te gusto¢a PSA tranzicijske zone
(omjer PSA i volumena tranzicijske zone) (21).

Promatranjem vrijednosti PSA i veli€ine prostate pokuSala se doznati
razlika izmedu porasta PSA koji uzrokuje BPH od porasta PSA koji uzrokuje
karcinom. Otkriveno je da se kod vrijednosti gustoce PSA od 0,15 naviSe
preporucCuje biopsija za muskarce kod kojih je vrijednost PSA od 4 do 10
ng/ml, a DRP uredan (21).

Djavan i sur. (21) objavili su 1999. godine rezultate istrazivanja kojim

su pokazali da odredivanje gustoCe PSA tranzicijske zone ima najvecu
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senzitivnost i specificnost u otkrivanju karcinoma prostate kod vrijednosti
PSA izmedu 4 i 10 ng/ml.
Mjerenje gusto¢e PSA korisna je dodatna metoda u procjeni rizika od

karcinoma prostate (21).

1.5.2.4. Omjer slobodnog i ukupnog PSA (f/t PSA)

Za razlikovanje BPH od karcinoma prostate u klinickoj se praksi
najvise istrazuje i primjenjuje omjer slobodnog i ukupnog PSA (f/t PSA). Tim
omjerom odreduje se rizik za postojanje karcinoma kod muskaraca koji imaju
vrijednosti PSA izmedu 4 i 10 ng/ml uz negativan DRP. U prospektivhom,
multicentricnom istraZivanju karcinom prostate potvrden je biopsijom kod
56% muskaraca s vrijednoSc¢u f/t PSA manjom od 0,10, a samo kod 8% onih
s vrijedno&cu f/it PSA ve¢om od 0,25 (77).

U praksi omjer slobodnog i ukupnog PSA treba primjenjivati oprezno
zbog mnogih ¢imbenika koji na njega utjecu. Slobodni PSA nije stabilan na 4
°C i sobnoj temperaturi. Prisutnost BPH moze uzrokovati tzv. dilucijski efekt
(efekt razrjedivanja) (78). Nadalje, odredivanje tog omjera posve je
beskorisno u slu€aju kada su vrijednosti PSA veée od 10 ng/ml te u pracenju

bolesnika kod kojih je dijagnosticiran karcinom prostate (78).

1.5.2.5. Antigen karcinoma prostate 3 (PCA3, engl. ,,prostate
cancer antigen 3%)

Za razliku od serumskih biljega, specifican bileg prostate za
nekodiraju¢i mRNA (PCA3) odreduje se u sedimentu urina dobivenom nakon
masaze prostate. Glavne prednosti PCA3 u odnosu na PSA jesu njegova
veca senzitivnost i specificnost. Na vrijednost PCA3 ne utjeCu ni volumen
prostate ni prostatitis (79-81). lako PCA3 ima potencijalnu vaznost u
otkrivanju karcinoma prostate kod muskaraca s inicijalno negativhom
biopsijom, takva njegova uloga za sada ostaje eksperimentalna. U skoroj

buducnosti u primjeni bi se moglo naéi nekoliko molekularnih testova za
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otkrivanje karcinoma prostate, primjerice test za karcinom prostate
specificnin TMPRSS2-erg fuzijskih gena u sedimentu urina nakon masaze
prostate (82, 83).

1.5.3. Transrektalni ultrazvuk (TRUZ)

Transrektalni ultrazvuk su prvi put opisali Watanabe i sur. (21), a u
kliniCku rutinu, uz tehnicko usavrSavanje aparata, kao sekstant biopsiju uveli
su ga Hodge i sur. (21).

FucCkar i sur. (84) iznijeli su 1985. godine prvi put svoja iskustva u radu
transrektalnim ultrazvukom u urologiji na nasim prostorima.

Visoka rezolucija transrektalne sonde omogucuje prikaz zona
prostate, osobito starijih bolesnika kod kojih prijelazna zona zbog
hiperplazije prostate potiskuje perifernu zonu i tako moze Cciniti i 90%
volumena prostate. Ta €injenica vrlo je vazna u slu€aju eventualne biopsije
prostate kada se u obzir uzima ucestalost karcinoma po zonama. U
perifernoj zoni je oko 75% karcinoma, u centralnoj 5%, a u prijelaznoj zoni
karcinom je zastupljen u gotovo 20% slucajeva (43).

Uloga TRUZ-a nije samo u jasnom prikazu i ciljanom uzimanju
bioptata iz zona s naj¢eséim sijelom karcinoma vec¢ i u vizualizaciji Zaridnih
lezija u prostaticnom tkivu kao potencijalnih karcinoma prostate (85-87).

Karcinom prostate prikazuje se kao hipoehogena lezija u 60 do 70%
slu€ajeva, a izoehogen je u 30 do 40% slucajeva. Iznimno rijetko karcinomi
prostate spominju se kao hiperehogene lezije, i to najvie u 1,5% slu€ajeva
(85, 86). No najnovije istraZivanje pokazalo je da hiperehogeni karcinomi
nisu slu¢ajan nalaz, ve¢ se pojavljuju u 7,6% ukupno dijagnosticiranih

karcinoma (87).

1.5.4. Biopsija prostate

Odluka o biopsiji prostate donosi se na temelju razine PSA i/ili
suspektnog DRP-a. U obzir treba uzeti i bioloSku dob bolesnika, potencijalni
komorbiditet i terapijske posljedice.
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Prvi nalaz poviSenih vrijednosti PSA nije indikacija za promptnu biopsiju
prostate. PSA treba ponovno provjeriti za nekoliko tjedana istim testom, pod
istim uvjetima i u istom laboratoriju te iskljuciti moguci utjecaj kateterizacije,
cistoskopije ili transuretralne resekcije te infekcije mokraénog sustava (88,
89).

Biopsija prostate pod kontrolom ultrazvuka danas je standardna
dijagnostiCka metoda. lako se naj¢eSc¢e primjenjuje transrektalni pristup, neki
urolozi preferiraju perinealni pristup. Rezultati otkrivanja karcinoma prostate
perinealnim pristupom mogu se usporediti s transrektalnim pristupom (90,
91).

Indikacije za ponoviljenu biopsiju prostate jesu povisena vrijednost

PSA ili vrijednost PSA koja se stalno povecava, suspektan DRP i prisutnost
ASAP-a u prethodnoj biopsiji. Optimalno vrijeme za ponavljanje biopsije nije
definirano. Biopsija se ponavlja ovisno o histoloSkom nalazu prethodne
biopsije (npr. ASAP) i stalnoj sumnji za postojanje karcinoma prostate (visoka
vrijednost PSA, suspektan DRP, pozitivna obiteliska anamneza). Sto se
biopsija kasnije ponovi, veca je stopa otkrivanja karcinoma (92).
PIN visokog stupnja kao izolirani histoloski nalaz u bioptatu viSe nije
indikacija za ponavljanje biopsije (93). Ako je PIN prisutan u viSe bioptata uz
porast vrijednosti PSA, moze biti razlog za ranije ponavljanje biopsije zbog
blago povecanog rizika od karcinoma prostate (94).

Magnetska rezonancija preporucuje se ako sumnja na karcinom
prostate postoji unato€ tome $sto je nalaz biopsije negativan. Tada se moze
ponoviti TRUZ-om ili magnetskom rezonancijom vodena biopsija prostate iz
suspektnih podrucja (95).

Incidencija karcinoma prostate na ponovljenoj saturacijskoj biopsiji je
izmedu 30 i 43% te ovisi 0 broju cilindara uzetih u prethodnim biopsijama
(96).

Prva biopsija treba zahvatiti straznje i Sto lateralnije dijelove u periferiji
Zlijezde. Dodatni cilindri mogu se uzeti iz suspektnih podru¢ja na DRP-u i
TRUZ-u. Kod volumena prostate od 30 do 40 ml uzima se najmanje osam
cilindara (97). Uzimanje viSe od 12 cilindara znatnije ne poveéava otkrivanje

karcinoma. Britanski struCnjaci predlazu uzimanje 10 cilindara (98).
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Dijagnosti¢ka transuretralna resekcija prostate nema prednosti pred
ponovljenom biopsijom. Stopa otkrivanja karcinoma na taj nacin manja je od
8% (99).

Biopsija sjemenih mjehuri¢a indicirana je samo ako utje¢e na odluku o
ljeCenju (odustajanje od radikalne prostatektomije ili radioterapije). Kod
vrijednosti PSA vecih od 15 ili 20 ng/ml vjerojatnost za tumorsku zahvaéenost
sjemenih mjehuri¢a je 20-25% (100).

Stopa otkrivanja karcinoma prijelazne zone biopsijom, ako je rije¢ o
prvoj biopsiji, vrlo je mala i treba je ukljuciti tek kod ponovljenih biopsija (101).

Za antibiotsku profilaksu prije biopsije preporucuju se fluorokinoloni
(najceSce ciprofloksacin), dok se za lokalnu anesteziju preporucuje
ultrazvu€no vodeni periprostati¢ni blok jer se pokazao boljim od intrarektalne
primjene lokalnog anestetika (102, 103).

Komplikacije nakon biopsije su rijetke i prikazane su u tablici 4 (104).
Manjim komplikacijama smatraju se makrohematurija i hematospermija, a

postproceduralne infekcije pojavljuju se u manje od 1% slu€ajeva (104).

Tablica 4. Komplikacije nakon biopsije neovisno o broju bioptata (104)

%
KOMPLIKACIJE
BIOPSIJA

Hematospermija 37,4
Hematurija > 1 dan 14,5
Krvarenje iz rektuma < 2 dana 2,2
Prostatitis 1,0
Vruéica > 38,5 °C 0,8
Epididimitis 0,7
Krvarenje iz rektuma > 2 dana i/ili zahtijeva 07
kirur8ku intervenciju ’
Retencija urina 0,2
Ostale komplikacije koje zahtijevaju 03
hospitalizaciju '
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Povecanjem broja bioptata po biopsii ne poveCava se stopa tezih
komplikacija, a niske doze salicilata viSe nisu apsolutna kontraindikacija za
biopsiju (105).

Cilindri dobiveni biopsijom prostate Salju se na patohistoloSku analizu
u zasebnim posudicama i komorama za uzorke. Potrebno je zabiljeziti broj,
duzinu svakog cilindra te mjesto odakle je uzet bioptat. ZamijeCena je velika
povezanost izmedu duzine uzorka tkiva prostate na histoloSkom prerezu i
stope otkrivanja karcinoma prostate (106).
Kako bi se postignula optimalna duZina i debljina cilindara, potrebno je po
komori smijestiti najviSe tri cilindra uz upotrebu spuzvi ili papira koji odrzavaju
cilindre rastegnutima i spljoStenima (107, 108), a da bi se optimiralo
otkrivanje malih lezija, blokovi se trebaju rezati u tri razine (101).
Dijagnoza karcinoma prostate temelji se na histoloSkom pregledu, no Cesto je
potrebna pomo¢ imunohistokemije (109, 110). Zamijete li se suspektne
Zljezdane promjene, mogu se upotrijebiti i dodatne tehnike bojenja (npr.
bojenje bazalnih stanica) te dodatni (dublji) rezovi (110, 111). Sve
dijagnosticke nejasnoée razjaSnjavaju se konzultacijama s kolegama u timu
unutar patohistoloSkog laboratorija ili trazenjem drugog misljenja u nekoj
vanjskoj ustanovi (109). U patohistoloSkim izvjestajima treba izbjegavati
termine kao $to su ,atipija“, ,atipicne Zlijezde“ ili ,suspektan malignitet (108).
Za svako mijesto biopsije u izvjeStaju treba navesti postotak bioptata s
dokazanim karcinomom i Gleasonovim zbrojem prema sustavu prihvacenom
2005. godine (112). Prema medunarodnom dogovoru Kkoji se sada
primjenjuje, modificirani Gleasonov zbroj za karcinome otkrivene biopsijom
prostate sastoji se od Gleasonova zbroja dominantne komponente karcinoma
I onoga najviSeg gradusa neovisno 0 njegovoj zastupljenosti (bez pravila od
5%). Kada uzorak karcinoma ima vec¢inom gradus 4/5, zanemaruje se nalaz
malog postotka (<5%) Gleasonova gradusa 2 ili 3. U nalazu biopsije ne
dodjeljuje se Gleasonov zbroj 4 ili manji (112). Postotak i duzina karcinoma
koji zahvaca bioptat koreliraju s volumenom tumora, ekstraprostaticnom
ekstenzijom i prognozom nakon prostatektomije i zato trebaju biti navedeni u
izvjeStaju patologa (113, 114). Duzina karcinoma i postotak karcinoma u
bioptatu imaju jednaku prognostiCku vaznost (115). Postojanje jednoga
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malog ZariSta adenokarcinoma u samo jednom bioptatu treba jasno navesti u
nalazu (npr. <1 mm ili <1%) jer to moze biti indikacija za daljnju dijagnosti¢ku
obradu prije kona¢nog odabira terapije. U nekim istraZivanjima postojanje
karcinoma manjeg od 3 mm u jednom bioptatu s Gleasonovim zbrojem 5 ili 6

smatra se nesignifikantnim karcinomom (116, 117).

1.5.5. Rano otkrivanje karcinoma prostate - probir (screening)

Mortalitet od karcinoma prostate u zemljama u razvoju drukdiji je od
onoga u industrijaliziranim zemljama (118). U SAD-u, Austriji, Velikoj Britaniji
i Francuskoj smanjen je mortalitet od karcinoma prostate. U Svedskoj je od
1960. do 1988. godine povecano petogodiSnje preZivljenje, najvjerojatnije
zbog povecanja dijagnostiCkih aktivnosti i otkrivanja veceg broja klinicki
neznaCajnih tumora (119), no taj trend nije potvrden u istrazivanju
provedenom u Nizozemskoj (120). Nedavno potvrdeno smanjenje mortaliteta
u SAD-u pripisuje se agresivnijoj politici probira, ali jo§ ne postoji siguran
dokaz da probir PSA smanjuje mortalitet od karcinoma prostate (121).

Nerandomizirani projekt probira u Tirolu (Austrija) podrzava hipotezu o
utjecaju probira na smanjenje mortaliteta od karcinoma prostate. Zbog
programa ranog otkrivanja i besplatnog lijeCenja koji se provodio u Tirolu
mortalitet od karcinoma prostate bio je 33% manji u toj pokrajini nego u
ostalim dijelovima Austrije (122).

Dugoocekivani rezultati dviju prospektivnih, randomiziranih studija
objavljeni su 2009. godine. Tijekom projekta probira za karcinom prostate,
plu¢a, kolorektuma i jajnika (engl. ,Prostate, lung, colorectal and ovarian
cancer screening trial, PLCO) nasumi¢no su na godisSnji probir za
odredivanje vrijednosti PSA i DRP-a odabrana 76.693 muskarca iz 10
ameri¢kih centara. Nakon 7 godina pracenja incidencija karcinoma prostate
na 10.000 osoba bila je 116 na godisnjoj razini (2820 karcinoma) u skupini s
probirom i 95 (2322 karcinoma) u kontrolnoj skupini. Incidencija smrti na
10.000 osoba godisnje bila je 2,0 (50 smrtnih slu¢ajeva) u skupini s probirom
te 1,7 (44 smrtna sluc¢aja) u kontrolnoj skupini (123).
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Europska randomizirana studija za probir karcinoma prostate (engl.
,European randomized study of screening for prostate cancer, ERSPC)
obuhvatila je ukupno 162.243 muskarca iz 7 zemalja u dobi od 55 do 69
godina. MusSkarci su nasumi¢no odabrani u skupinu kojoj je odredivana
vrijednost PSA u prosjeku jednom svake Cetiri godine te u kontrolnu skupinu
koja nije podvrgnuta probiru. Tijekom 9 godina prac¢enja kumulativha
incidencija karcinoma prostate bila je 8,2% u skupini podvrgnutoj probiru za
razliku od 4,8% u kontrolnoj skupini. Stopa smrtnosti od karcinoma bila je
0,80 za skupinu podvrgnutu probiru. Zakljueno je da je potrebno 1410
muskaraca podvrgnuti probiru te joS 48 dodatnih musSkaraca podvrgnuti
lijeCenju kako bi se sprijeCila jedna smrt od karcinoma prostate. Struénjaci
koji su sudjelovali u tom istrazivanju zakljucili su da je probir koji se temeljio
na odredivanju vrijednosti PSA smanjio stopu smrtnosti ¢ak 20%, ali je bio
povezan s visokim rizikom predijagnosticiranja (124).

Prema navodima iz tih dviju velikih studija, vecina velikih uroloskih
centara zakljucila je da masovni probir karcinoma prostate trenuta¢no nije
primjereno rjeSenje. Preporucuje se rano otkrivanje (oportunisti¢ki probir)
koje treba ponuditi dobro informiranim muskarcima (125).

Dva pitanja ipak ostaju otvorena: u kojoj dobi zapocCeti rano otkrivanje
te koji su preporuceni intervali za vrijednosti PSA. Preporuka je da se s 40
godina zivota odredi bazi¢na vrijednost PSA i prema njoj odredi interval
daljnjih kontrola (126). MusSkarcima s vrijednoS¢u PSA manjom od 1 ng/ml
preporucuje se interval probira od 8 godina (127). Za muskarce starije od 75
godina i uz bazi¢nu vrijednost PSA manju od 3 ng/ml nije potrebno daljnje
odredivanje PSA zbog toga Sto postoji mali rizik da ¢e umrijeti od karcinoma
prostate (128).
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1.6. Lije€enje lokaliziranog karcinoma prostate

Klinicki lokalizirani karcinom prostate lijeCi se na tri nacina: radikalnom
prostatektomijom, radioterapijom i aktivnim pra¢enjem uz terapiju ako je

potrebno.

1.6.1. Radikalna prostatektomija

Radikalna prostatektomija (RP) podrazumijeva odstranjenje cijele
prostate i sjemenih mjehuri¢a s dovoljno okolnog tkiva kako bi se postignuli
negativni kirurski rubovi te obostranu zdjelicnu limfadenektomiju. Kod
muskaraca s lokaliziranom bolesti i o¢ekivanim zZivotnim vijekom duljim od 10
godina cilj radikalne prostatektomije potpuna je eradikacija bolesti uz
oCuvanje kontinencije i kada je to moguce oCuvanje potencije (129).

Radikalnu prostatektomiju u lije€enje karcinoma prostate uveo je
Young (130) pocCetkom 20. stolje¢a i to perinealnim pristupom, dok su
Memmelaar i Millin (131) prvi izveli zahvat retropubi¢nim pristupom. Tek
1982. godine su Walsh i Donker (132) opisali anatomiju dorzalnog venskog
pleksusa i neurovaskularnog snopa, $to je rezultiralo znatnim smanjenjem
intraoperativnog gubitka krvi te poboljSanjem kontinencije i potencije.
Perinealni pristup je manje invazivan pristup u kojem se gubi minimalna
kolicina krvi. Nedostatak tog pristupa jest nemogucnost istodobne
regionalne limfadenektomije (133).

Danas se sve viSe primjenjuju minimalno invazivni zahvati poput
laparoskopskog RP-a i robotom asistiranog RP-a.

Zahvat laparoskopskim RP-om najviSe se priblizio standardima retropubi¢nog
RP-a zbog bolje vizualizacije operacijskog polja te eventualno brzeg
oporavka bolesnika. No nedostaci ovog zahvata su gubitak neposrednog
odredivanja eventualnog prosirenja tumora i nesto veci postotak pozitivnih
rubova (134).

Usporedivanjem retropubicnog i laparoskopskog ili robotom
asistiranog RP-a zaklju€eno je da je gubitak krvi mnogo manji kod minimalno
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invazivnih zahvata, dok izmedu otvorenih i minimalno invazivnih zahvata
nema razlika u funkcionalnim i onkoloSkim rezultatima (135).

Radikalna prostatektomija jedini je nacin lije€enja lokaliziranog karcinoma
prostate za koji je karakteristicno znacCajno, za karcinom specifino,
prezivlienje u svim prospektivnim istraZivanjima kada se usporeduje s
konzervativnim tretmanom (136).

Kvaliteta Zivota pacijenta bit ¢e nakon dobro obavljenog zahvata
zadovoljavaju¢a, a iskustvo pridonosi smanjenju stope pozitivnih kirurskih
rubova (137). LijeCenje karcinoma prostate radioterapijom daje dobre
rezultate, ali su oni u usporedbi s RP-om jo$ nesto l0Siji (136).

Impotencija hakon RP-a posljedica je ozljede autonomnih kavernoznih
Zivaca tijekom zahvata. Walsh i Donker su prvi opisali anatomiju
neurovaskularnin snopova i na taj na€in omogucili razvoj kirurSke metode
oCuvanja potencije kod spolno aktivnih i potentnih muskaraca kod kojih je
lokalizirana bolest (138).

Povezanost izmedu broja oCuvanih neurovaskularnih snopova i oporavka
potencije nakon operacijskog zahvata pokazuje da je za o€uvanje potencije
kljucan neurogeni faktor. Potencija ostaje oCuvana kod 31-86% spolno
aktivnih muskaraca kojima su o€uvana oba neurovaskularna snopa (138).

Na razlike u postotku erektiine disfunkcije unutar pojedinih istrazivanih
skupina ne utjeCe samo kvaliteta izvedbe kirurSkog zahvata ve¢ i dob
bolesnika, odabir bolesnika te preoperativha o€uvanost spolne funkcije (139).

Danas postoje razliCita miSljenja o izboru odgovarajuée terapije
lokaliziranog karcinoma prostate te o ucinkovitosti i komplikacijama tih
terapija. Zbog toga je od iznimne vaznosti dobra procjena rizika od povrata
bolesti, odnosno biokemijskog relapsa bolesti (BCR) nakon RP-a, glavnog
nacina lijeCenja lokalizirane bolesti. Petogodidnje prezivljenje bolesnika bez
BCR-a je od 70 do 87%, dok deset godina zivi od 52 do 77% bolesnika
(140-142).
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1.6.2. Radikalna radioterapija

Radikalna radioterapija karcinoma prostate alternativa je radikalnoj
prostatektomiji i indicirana je kod bolesnika sa stadijem bolesti T1 ili T2.
Moze se podijeliti na vanjsku (konformalnu) radioterapiju i brahiterapiju
(143).

Zbog tehnoloskog napretka lije€enje radioterapijom tijekom posljednjih
godina daje rezultate koji se mogu usporediti s kirurSkim lijeCenjem. Odnos
kontrole bolesti i oSte¢enja zdravih okolnih organa klju¢an je kod ovog nacina
lijeCenja karcinoma prostate. Nakon pojave linearnog akceleratora 1960.
godine u lije€enju se pocela primjenjivati megavoltna radioterapija, Sto je
olaksalo lijeCenje duboko smijeStenih zdjeliénih tumora. Prije uvodenja
kompjutorizirane tomografije (CT) plan lijeCenja sadrzavao je neizravnu
vizualizaciju veli€ine i polozaja prostate upotrebom cistouretrografije i
ortogonalnog filma na kojemu se mogao iscrtati volumen ciljnog organa.
Precizno odredivanje granica nije bilo moguce zbog mobilnosti prostate i
zbog toga njezina razli€itog polozaja u zdjelici u odnosu na terapijski uredaj.
Polje zraCenja u velikoj je mjeri zahvacéalo i zdravo tkivo pa se nije mogla
povecavati terapijska doza zracenja. lIstraZivanja su potvrdila da doze
zraCenja primijenjene konvencionalnom metodom nisu bile terapijski

primjerene (144).

1.6.2.1. Konformalna radioterapija

Trodimenzionalna konformalna radioterapija unijela je radikalne
promjene u praksu onkologa radioterapeuta. Cilj 3D konformalne metode jest
precizno odredivanje doze zracenja, ¢ime se zapravo omogucuje povecanje
doze zraCenja na tumor bez veceg utjecaja na okolno, zdravo tkivo (144,
145).

Prvi korak u primjeni 3D konformalnog zracenja je simulacijski proces
koji ukljuCuje odredivanje kontura ciljnog organa i okolnih organa izloZenih
riziku od zraCenja. U tu svrhu primjenjuje se CT kao slikovha metoda uz

primjenu 3D rekonstrukcija. Osim Sto se tako preciznije zraci ciljni organ, Stite
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se straznji zid rektuma, analni kanal, tanko crijevo, dio mokra¢nog mjehura
koji nije zahvatio tumor i mokraéna cijev.

ToCnim anatomskim definiranjem volumena u trodimenzionalnom prostoru
izlozenom zraCenju omogucuje se to€no izracunavanje doze koju ¢e primiti
svaka ciljna to¢ka, a na taj nacin i izloZeni okolni organi (146).

Konformalna metoda uz primjenu CT-a to¢no lokalizira ciljni organ
tako da se sigurnosne granice mogu reducirati. Upotrebom kolimatora u polju
zraCenja oblikuje se volumen ciljnog organa i tako smanjuje volumen zdravog
tkiva uklju€enog u podrucje najveceg zraCenja za 40-50%. Trenutacno se u
ljeCenju povecCava doza zraCenja u cilinom organu uz prihvatljive kasne
nuspojave zracenja (144).

CT se pokazao kao suboptimalna metoda za odredena anatomska mjesta,
primjerice apeks prostate i zdjelicne miSice. Taj problem rijeSen je primjenom
magnetske rezonancije u simulacijskom procesu prije zraCenja (146).

Rezultati dvaju nedavno objavljenih randomiziranih istrazivanja u
kojima se usporedivala stopa morbiditeta kod konvencionalnih doza zracenja
s upotrebom ili bez upotrebe kolimatora i mortaliteta kod konformalne metode
potvrdili su smanjenje akutne toksi¢nosti za podrucje anusa sa 16% na 8% i
smanjenje morbiditeta povezanog uz probavni sustav s 15% na 5%. Kod 3D
konformalne radioterapije smanjene su i kasne komplikacije povezane uz
probavni sustav (144, 145).

1.6.2.2. Brahiterapija

Brahiterapija se moze primijeniti u obliku trajnih, niskodoznih,
radioaktivnih implantata (u upotrebi su radioizotopi joda 125, paladija 103 i
cezija 137) ili u obliku priviemenih visokodoznih implantata (iridija 192).
Razvoj transrektalnog ultrazvuka omogucio je precizno postavljanje izvora
zraCenja na zeljeno podrucje ciljnog organa. Naglo opadanje doze zracenja s
udaljenos¢u od nekoliko milimetara Stedi okolne organe i strukture koje nisu
cilj radioterapije. Rezultat je, nazalost, nedostatna terapijska pokrivenost
periprostaticnog prostora. Zbog toga se kod primjene niskodozne

brahiterapije lijeCenje kombinira s vanjskom radioterapijom. Brahiterapija s
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niskom i visokom dozom zraCenja primjenjuje se u lijeCenju karcinoma
prostate niskog, srednjeg i visokog rizika. Kod karcinoma niskog rizika moze
se primijeniti niskodozna brahiterapija kao monoterapija uz postizanje
nedetektabilnih vrijednosti PSA unutar 4 do 7 godina. Kod karcinoma
srednjeg rizika visokodozna brahiterapija moze se kombinirati s vanjskim
zraCenjem. Androgena blokada se Cesto preporuCuje radi smanjenja
volumena prostate. Kod karcinoma prostate visokog rizika kombiniraju se
visokodozna brahiterapija, vanjsko zraCenje i androgena blokada. U
usporedbi s vanjskom, konformalnom radioterapijom brahiterapija omogucuje

primjenu vecih, uCinkovitijih doza zraCenja na ciljni organ (147).

1.6.3. Postoperativna radioterapija

Radioterapija nakon primarnog lije€enja karcinoma prostate dijeli se na:
1. adjuvantnu radioterapiju

2. “salvage’ radioterapiju (radioterapiju spasavanja).

1.6.3.1. Adjuvantna radioterapija

Cilj adjuvantne radioterapije jest unistiti rezidualne tumorske stanice u
prostaticnoj lozi nakon kirurS8kog lije€enja. Primjenom adjuvantne
radioterapije prije razvoja BCR-a smanjuje se rizik od razvoja sistemske
bolesti.

Adjuvantna radioterapija se danas preporucCuje u slu€aju izvanprostati¢nog
Sirenja bolesti (stadij pT3a), zahvacanja sjemenih mjehuri¢a (stadij pT3b) ili
pozitivnih kirur§kih rubova. Unato€ tehniCkom dosegu 3D konformalne
radioterapije i radioterapije s prilagodbom intenziteta, joS postoji rizik od ranih
i kasnih toksi¢nih ucinaka terapije.

Adjuvantna radioterapija usporedivala se sa ,salvage“ radioterapijom u
mnogim retrospektivnim istrazivanjima u koja su bili uklju€eni bolesnici s
visokim rizikom za progresiju bolesti, a rezultati su potvrdili njezinu vecu

u€inkovitost u lokalnoj i biokemijskoj kontroli bolesti (148, 149).

29



1.6.3.2. »oalvage“ radioterapija

~>alvage“ radioterapija primjenjuje se u lijecenju bolesnika koji razviju
BCR nakon RP-a. Kod ,salvage” radioterapije preporuc¢ene doze zraCenja su
od 64 do 68 Gy uz moguénost povecanja doze do 70 Gy. Taj oblik
radioterapije jedini je potencijalno kurativni nacin lijeCenja za bolesnike
kojima se nakon kirurS§kog lijeCenja povecava PSA. Rezultati novijih
istraZivanja pokazali su da ,salvage” radioterapija najbolji u€inak ima kada se
primijeni pri vrijednostima PSA manjim od 1 ng/ml ili ¢ak manjim od 0,5
ng/ml.
Tijekom jednogodiSnjeg pracenja bolesnika lijecenih ,salvage” radioterapijom
njih 18 do 64% imalo je nedetektabilne vrijednosti PSA.
Sva istraZivanja jasno pokazuju da uspjeh ,salvage“ radioterapije primarno
ovisi 0 dozi zraCenja i vrijednostima PSA prije zapocinjanja zraCenja (150,
151).

1.6.4. Aktivno pracenje

Za neke bolesnike koji imaju bolest niskog rizika radikalne terapijske
metode Cesto nisu primjerene jer ih izlazu nepotrebnim traumama koje
proizlaze iz kirurSkog zahvata, radioterapije i drugih nacina lijeCenja te
njihovih komplikacija. Tako su bolesnici kojima je predlozena radikalna
prostatektomija izloZeni riziku razvoja erektilne disfunkcije i inkontinencije, a
nakon eventualne radioterapije postoji uz navedeno i rizik od oStecenja
crijeva. Cinjenica da se karcinom prostate sporo razvija omogucuje da se
pojedini bolesnici s lokaliziranom bolesti aktivno prate.

Radi spreCavanja nepotrebnog lijeCenja bolesnika s nesignifikantnim
karcinomom, a osiguravanja lijeCenja onima kojima je ono potrebno, aktivho
pracenje prvi je put kao moguci pristup lijeCenju lokaliziranog karcinoma
prostate opisano 2001. godine i podrazumijeva redovite Sestomjesecne
kontrole vrijednosti PSA uz DRP. Aktivno lijeCenje provodi se nakon razvoja
simptoma ili objektivizacije progresije bolesti na temelju radioloskih kriterija ili

prema vrijednosti PSA te u slu€aju bolesnikove odluke da se lijeci.
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Opravdanost primjene aktivhog pracenja bolesnika u ranom stadiju bolesti
temelji se na rezultatima retrospektivnih istrazivanja, medu kojima je i ono
provedeno u Svedskoj. U tom istraZivanju 81% bolesnika u stadiju bolesti T1-
T2 imalo je ukupno preZivljenje od 15 godina. Vecina bolesnika koja se odluci
za aktivno praéenje pripada starijoj dobnoj skupini s osjetnim komorbiditetom
(152, 153).

1.7. Biokemijski relaps (BCR)

Unato€ tehniCkom napretku i smanjenju komplikacija povezanih uz
radikalnu prostatektomiju i radioterapiju, postoji znatan rizik od povrata
karcinoma nakon provedene terapije. Od svih bolesnika koji su podvrgnuti
radikalnoj prostatektomiji ili radioterapiji, njih 27-53% razvit ¢e lokalni ili
udaljeni povrat bolesti 10 godina od pocetne terapije, dok ¢e njih 16-35%
primiti drugu liniju terapije pet godina od pocetne terapije (154-156).
Neuspjeh primarne terapije definira se porastom vrijednosti PSA. Istrazivanje
Pounda i sur. (157) pokazalo je da nijedan bolesnik pra¢en dulje od pet
godina nije razvio povrat bolesti bez porasta vrijednosti PSA.

Svaka detektabilna vrijednost PSA nakon radikalne prostatektomije ili
porast vrijednosti PSA nakon razdoblja nedetektabilnog PSA naziva se
biokemijskim relapsom. Vrijednosti PSA nakon radikalne prostatektomije
odreduju se u odredenim vremenskim intervalima i osnovna su metoda
postoperativnog pracenja bolesnika i otkrivanja ponovne pojave bolesti
(158).
Biokemijskim relapsom nakon radikalne prostatektomije smatraju se dvije
uzastopne vrijednosti PSA vece od 0,2 ng/ml (159).
Biokemijski relaps nakon radioterapije definira se kao porast PSA=2 ng/ml od
najnize vrijednosti (,nadir’ vrijednost) nakon zracenja (160).

Kad se biokemijski relaps jednom dijagnosticira, najvaznije je

razlikovati lokaliziranu bolest od proSirene bolesti (161).
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Cimbenici koji pomazu razlikovati lokalni relaps od udaljenoga jesu: vrijeme
porasta PSA nakon operacije, ubrzanje PSA, vrijeme udvostruéenja PSA,
patohistoloski stadij i Gleasonov zbroj nakon prostatektomije (160).
Istrazivanja su pokazala da je vrileme udvostruCenja PSA<4 mjeseca
povezano s udaljenom bolesti, dok su povecéane vrijednosti PSA=12 mjeseci
povezane s lokalnim relapsom (162). Ubrzanje PSA<O0,75 ng/ml/godina javlja
se kod 94% bolesnika s lokalnim relapsom bolesti, a 56% bolesnika s
udaljenom bolesti ima ubrzanje PSA>0,75 ng/ml/godina (163).

Prema danasnjim spoznajama, nema indikacije za TRUZ vodenu biopsiju
vezikoureteralne anastomoze radi dijagnosticiranja lokalnog relapsa zbog
njezine male osjetljivosti i male prediktivhe vrijednosti kod PSA<1,0 ng/ml
(125).

1.8. Adhezivna molekula epitelnih stanica (EpCAM, od engl.
»Epithelial cell adhesion molecule)

Adhezivhu molekulu epitelnih stanica (EpCAM) prvi put opisali su
1979. godine Koprowski i sur. (164). EpCAM je glikoprotein od 40 kd izvorno
identificiran kao tumorski billeg zbog svoje visoke izrazenosti u brzo
proliferativnim tumorima epitelnog porijekla. Normalne epitelne stanice
razliito izrazavaju EpCAM, ali u manjoj mjeri od karcinomskih stanica (204).
EpCAM je transmembranski protein koji se sastoji od 232 aminokiseline, a
kodira ga gen GA733 (165, 166).

EpCAM ima razliCite uloge, a ukljuuje adheziju, migraciju,
diferencijaciju i proliferaciju stanica, morfogenezu (organogeneza i
regeneracija), signalnu ulogu, ulogu u metastaziranju, utjecaj na stani¢ni
ciklus i stani¢ni metabolizam (164).

Usto, vazna je molekula za odrZzavanje integriteta epitela te ima veliku
ulogu u normalnom embrionalnom razvoju i homeostazi zrelih tkiva.
Reaktivacija embrionalnog modela njegove izrazenosti prati procese

regeneracije i popravka epitelnog tkiva odraslih (165).
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EpCAM je izrazen na bazolateralnoj strani vecine kubicnog ili
cilindricnog epitela, pseudoviSeslojnom cilindricnom epitelu i prijelaznom
epitelu (167). Normalni viSeslojni ploCasti epitel ne izrazava EpCAM (168).

Pojacana izrazenost EpCAM-a u normalnim okolnostima povezana je
s pojacanom proliferacijom i smanjenom diferencijacijom epitelnih stanica. U
proliferativnoj fazi izrazenost EpCAM-a povezana je s remodeliranjem
epitelnog tkiva. Nakon proliferacije stanica pada izrazenost EpCAM-a i
zapocinje proces diferencijacije. Sve to Cini EpCAM morforegulatornim
proteinom (169). EpCAM je ukljuéen u benignu i malignu staniCnu
proliferaciju, a dokazano je da utjeCe i na pojaCanu izrazenost protoonkogena
c-myc i ciklina A/E te da smanijuje stupanj stani¢ne diferencijacije (170).

Sastoji se od dvije domene slicne epitelnom faktoru rasta. Stvaranje
adhezija posredovanih EpCAM-om ima negativan regulatorni ucinak na
adhezije kojima posreduju klasi¢ni kaderini, Sto snazno utjeCe na
diferencijaciju i rast epitelnih stanica (166).

|zvanstani€na domena EpCAM-a u interakciji je s drugom molekulom
EpCAM-a, Sto uzrokuje homotipsku adheziju izmedu dviju stanica. |z toga
proizlazi i sam naziv molekule. EpCAM je u izravnoj interakciji s klaudinom 7,
proteinom Kkoji je vazan za stvaranje Cvrstih veza, §to upozorava na ulogu
EpCAM-a u adherenciji. lzravna interakcija a-aktinina s unutarstani€énom
domenom povezuje EpCAM s citoskeletnom organizacijom stanice. EpCAM
modulira izrazenost nuklearnog faktora kB (NK-kB) i c-myc. Na taj nacin
EpCAM utjeCe na migraciju stanica, metastaziranje i signalizaciju izmedu
stanica (164).

Citoplazmatska, unutarstanicha domena EpCAM-a ima dva vezna
mjesta za a-aktinin, a preko njih ostvaruje vezu s citoskeletom. Tako EpCAM
sudjeluje u formiranju i regulaciji dinami¢ne stromalne mreze (164).

Nedavna spoznaja da je EpCAM u izravnoj interakciji sa stani€nom
adhezivnhom molekulom, promotorom tumorskog metastaziranja (CD44v4-
v7), upozorava da taj kompleks, u koji je uklju€en i klaudin 7, utjeCe na
adheziju stanica, otpornost prema apoptozi i time pridonosi karcinogenezi i

metastaziranju. Tetraspanini su integralni membranski proteini i povezani su
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S metastaziranjem. EpCAM stvara komplekse s CD9 u tetraspaninskoj mrezi,
Sto moze objasniti potencijalnu ulogu EpCAM-a u metastaziranju (164).

Prema istrazivanju Litvinova i sur. (164), EpCAM je funkcionalni
antagonist E-kaderinu. EpCAM negativno modulira stani¢nu adheziju
posredovanu kaderinom i na taj nacin slabi Cvrste veze izmedu stanica.
Takvo slabljenje veza u karcinomu omogucava odvajanje stanica i njihovo
metastaziranje (164).

Ovisno o mikrookolisu i izrazenosti EpCAM-a, on kod normalnog
epitela moze sprijeCiti migraciju stanica i jaCati njihovu vezu, dok kod
karcinoma poti€e migraciju, a time i metastaziranje (164).

EpCAM funkcionira kao homotipska medustani¢na adhezivna

molekula. Njegova sposobnost za regulaciju transkripcijskih gena, kao Sto su
oni za enzime gusteraCe, upucuje na to da ta molekula ima signalnu ulogu
vaznu za epitelnu morfogenezu (171).
EpCAM je prisutan i u embrionalnim matiénim stanicama. Tijekom
embriogeneze izrazenost EpCAM-a inducirana je u procesima sazrijevanja i
diferencijacije nekih struktura. Potpuno diferencirane i specijalizirane stanice
prestaju izrazavati EpCAM (164).

U zrelim tkivima EpCAM je virtualno izrazen u svim jednostavnim
epitelima i njegova izrazenost u pravilu se ne mijenja. No njegova izrazenost
moze se promijeniti u progenitorskim epitelnim stanicama. Gubitak
izrazenosti EpCAM-a povezan je sa smanjenjem progenitorske aktivnosti, $to
upucuje na to da stupanj diferencijacije i specijalizacije stanice barem
djelomic€no ovisi 0 njegovoj izrazenosti (164).

U upalnom odgovoru dolazi do pojacane ili de novo izrazenosti
EpCAM-a. Isto se dogada i kod oSteCenja epitela te tako EpCAM sudjeluje u
procesima regeneracije (164).

Epitelne stanice su najvaznije stanice u razvoju karcinoma kod ljudi.
lako je EpCAM antigen izrazen u vecini tumora epitelnog porijekla, neke
stanice ga uopée ne izrazavaju (keratinociti odraslih, parijetalne stanice
Zeluca, mioepitelne stanice i hepatociti) (167). Metaplazija, displazija i

maligna proliferacija pra¢ene su pojaanom izrazeno$¢u EpCAM-a (165).
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EpCAM je tipi€no pojaCano izrazen u vecini karcinoma. Nije izrazen u
tumorima mezodermalnog i ektodermalnog porijekla, primjerice neurogenih
tumora, sarkoma, melanoma i limfoma. Njegova je pojaCana izrazenost
najce$ce povezana sa smanjenjem prezivljenja (karcinom dojke i jajnika).
Iznimka je karcinom bubreznih stanica, gdje je poja¢ana izrazenost EpCAM-a
pozitivno povezana s prezivljenjem. Za razliku od normalnog epitela, gdje je
EpCAM najCeSée izrazen na bazolateralnoj strani staniche membrane,
njegova distribucija kod karcinoma promjenjiva je i ovisi o tipu karcinoma.
Tako je kod dobro diferenciranog karcinoma kolona EpCAM homogeno
izrazen na bazolateralnoj strani membrane, a kod umjereno diferenciranog
karcinoma vidljiva je membranozna, citoplazmatska i luminalna izraZenost
(164).

Danas se malo zna o molekularnim mehanizmima regulacije
izrazenosti EpCAM-a. Gires i sur. (164) pokazali su da faktor nekroze
tumora-alfa (TNF-a) moze smanijiti izrazenost EpCAM-a, Sto je
kontradiktorno spoznajama povezanima uz kroni¢nu upalnu bolest jetre.

Dobro je poznata izrazenost EpCAM-a u razli¢itim karcinomima,
primjerice kolona, rektuma, jetre, pluca, glave i vrata te dojke (212). Mnoge
studije dokazale su povezanost izrazenosti EpCAM-a s loSom prognozom
bolesti, primjerice kod karcinoma dojke, mokraénog mjehura i jednjaka (168,
173, 174).

Spizzo i sur. (171, 175) u dva istrazivanja proucavali su povezanost
izrazenosti EpCAM-a s prognozom bolesti i utvrdili da njegova jacCa
izrazenost kod karcinoma dojke i jajnika upozorava na smanjenje
prezivljenja.

Prema istraZivanju Osta i sur. (164), smanjena izrazenost EpCAM-a
uzrokuje smanjenje proliferacije stanica karcinoma dojke. PojaCana
izrazenost EpCAM-a povezana je s metastaziranjem u limfne C&vorove,
povratom bolesti i mortalitetom kod karcinoma dojke (164).

Samo u jednom istraZivanju prouCavana je povezanost izrazenosti
EpCAM-a u stanicama karcinoma prostate s prognozom bolesti, ali nije
potvrdena (176).
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Zbog svega navedenog protein EpCAM jedan je od kandidata koji bi
mogli biti od pomod¢i u dijagnostici tumora i terapiji. Mnoge studije navode da
je EpCAM pozeljan cilj tumorske terapije preko monoklonalnih protutijela ili

vakcinacije (164).

1.9. Connexin 43 (Cx43)

Connexini su proteini i sastavni su dio kanala koji povezuju stanice u
spojevima pod imenom ,gap junctions® (pukotinski spojevi) (177). Pripadaju
obitelji transmembranskih  proteina koji omogucuju  medustanicnu
komunikaciju (178).

Takvi kanali propustaju male molekule i ione velicine do 1 kd,
uklju€ujuci i druge glasnike (179). U normalnim stanicama prostate, connexin
43 (Cx43) pojavljuje se u tri molekularna oblika: nefosforiliranom obliku od 41
kd te u dva fosforilirana oblika od 43 do 45 kd (179). Fosforilirani oblik Cx43
klju¢an je za formiranje funkcionalnog pukotinskog spoja (179). Gubitak
komunikacije izmedu tumorskih stanica povezan je s tri tipa abnormalnosti
connexina: smanjenom izraZzenosti connexina, tirozin-fosforilacijom
connexina i oSte¢enjem u posttranslacijskoj obradi connexina, §to uzrokuje
kompletni nedostatak pukotinskin spojeva u karcinomskim stanicama
prostate (179). Sest connexinskih monomera &ini polovicu pukotinskog spoja
ili tzv. connexon (180, 181).
Do sada je klonirano 16 razliCitih gena za connexin. lako sli€no rasporedeni,
razli€ito su izrazeni u tkivima, stvaraju kanale razli€ite propusnosti i pokazuju
specifiCnosti u spajanju s drugim connexinima. Tako razli€iti pukotinski
spojevi gradeni od razli¢itih connexina razliito reguliraju medustani¢nu
komunikaciju (182).

Pukotinski spojevi imaju ulogu u tkivhoj homeostazi i sinkronizaciji

staniCne aktivnosti te se pretpostavlja da bi izrazenost connexina mogla biti
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jedna od genetskih promjena ukljuenih u inicijaciju i progresiju neoplazmi
(181).

Mnoge karcinomske stanice pokazuju promjene ili gubitak medustaniCne
komunikacije (180).

Olaksavajuci prolazak toksi¢nih metabolita lijekova ili signala koji induciraju
apoptozu, pukotinski spojevi utje€u i na odgovor karcinomskih stanica na
lijeCenje (180, 181).

Mnoge in vitro i in vivo studije pokazale su da vracanje gena za connexin
genskom terapijom u tumorske stanice smanjuje njihov rast i inducira
epitelnu diferencijaciju (182).

Pukotinski spojevi sudjeluju u kontroli stani¢ne proliferacije i ta je funkcija
vidljiva u razvoju karcinoma (179). Destabilizacija medustani¢nih spojeva
omogucava invazivno ponasanje epitelnih stanica (177).

Da Cx43 djeluje kao supresor tumorskog rasta, dokazuje njegova

uloga u regulaciji stani¢nog rasta, stani¢noj diferencijaciji i smrti stanice (177,
178, 183). Geni za proteine connexine pripadaju obitelji tumor-supresorskih
gena (184).
Mesnil i sur. (185) proucavali su medustanicne spojeve u karcinogenezi i
dokazali ulogu connexina i razlike u njihovoj izrazenosti kod razli€itih
karcinoma. Xu i sur. (183) zamijetili su znatno smanjenje izrazenosti Cx43 u
karcinomima plu¢a, a pojacana izraZzenost Cx43 inhibirala je proliferaciju
stanica, Sto samo potvrduje ve¢ spomenutu tvrdnju o njegovu tumor-
supresorskom ucinku. Li i sur. (186) proucavali su karcinom dojke i otkrili da
je u njemu smanjena prisutnost Cx43, dok njegova izrazenost smanjuje
metastatski potencijal karcinoma. Istrazivanje Brehma i sur. (184) dokazalo je
da je izostanak sinteze Cx43 uzrokovao progresiju karcinoma in situ testisa u
seminom.

U epitelnim stanicama ljudske prostate prisutni su Cx32 i Cx43 (182).
Connexini koji se nalaze u podru€ju medustanicnog spoja kod dobro
diferenciranih adenokarcinoma prostate pocinju se akumulirati intracelularno
kako tumor postaje manje diferenciran, a kod uznapredovalih tumora
zamijeCen je gubitak njihove ekspresije (181). U adenokarcinomu prostate

zamijeCena je smanjena ekspresija Cx32 i Cx43 u usporedbi s benignim
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stanicama prostate uz postupni gubitak Cx32 i Cx43 u uznapredovalom
karcinomu (182). Zasad ne postoje istraZivanja prognosticke vrijednosti Cx43

u adenokarcinomu prostate.
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2. HIPOTEZA ISTRAZIVANJA

Hipoteza ovog istrazivanja jest da su EpCAM i connexin 43 izraZeni u
adenokarcinomu prostate te da je pojaCana izrazenost EpCAM-a povezana s
loSijom prognozom za oboljele od adenokarcinoma prostate, a pojaCana

izrazenost connexina 43 s boljom prognozom za oboljele.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Na temelju postavljene hipoteze ciljevi ovog istraZivanja jesu:

1.

Imunohistokemijski odrediti izrazenost EpCAM-a i connexina 43 u
adenokarcinomu i benignom tkivu prostate.

Usporediti imunohistokemijsku izrazenost EpCAM-a i connexina 43 u
adenokarcinomu prostate s priznatim prognostickim cimbenicima
(preoperativni PSA, Gleasonov zbroj, TNM i vrijeme biokemijskog
relapsa).

Odrediti postoji li povezanost izmedu izraZzenosti EpCAM-a i connexina
43 u adenokarcinomu prostate.

Odrediti koji od dva ispitivana biljega ima vecu prognosticku vrijednost

u adenokarcinomu prostate.
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4. BOLESNICI | METODE ISTRAZIVANJA

4.1. Bolesnici

U retrospektivnom istrazivanju upotrijebljen je arhivski materijal o 102
bolesnika kojima je ucinjena radikalna prostatektomija zbog klinicki
lokaliziranog karcinoma prostate na Kiinici za urologiju Klinickoga bolnickog
centra ,Sestre milosrdnice“ izmedu 1. sije€nja 2002. i 31. prosinca 2004.
godine. U istrazivanje su uklju¢eni samo oni bolesnici koji zadovoljavaju
sljedece uvjete:

1. da o bolesniku postoje svi klini€ki podaci i adekvatni patohistoloski nalaz

2. da su bolesnici kod kojih se nije pojavio biokemijski relaps bolesti praceni
najmanje 60 mjeseci

3. da bolesnik preoperativno nije dobivao dodatnu hormonsku terapiju i/ili
radioterapiju

4. da uz karcinom prostate bolesnik nema jo$ neki maligni visceralni tumor.

Klini¢ki podaci o bolesnicima dobiveni su iz osobnih kartona bolesnika
na Klinici za urologiju, a podaci o patohistoloSkom nalazu iz kompjutorizirane
baze podataka ,Thanatos” Klinickoga zavoda za patologiju ,Ljudevit Jurak®.
Identitet bolesnika uklju€enih u istrazivanje zasti¢en je tako da se kao
identifikacijski parametar rabio broj protokola biopsije.

U trenutku operativnog zahvata bolesnici su bili u dobi izmedu 52 i 74
godine (medijan 65, interkvartilni raspon 61,0-68,0). Nakon operativhog
zahvata bolesnici su pra¢eni najmanje 60 mjeseci, tijekom kojih su dolazili na
pregled i odredivao im se serumski PSA. Na pregled su dolazili svaka tri
mjeseca tijekom prve godine nakon operativnog zahvata, potom dva puta
godiSnje tijekom druge godine te konacno jednom na godinu. Ako je
serumska vrijednost PSA u dva uzastopna mjerenja pokazala porast od 0,2
ng/ml ili viSe, smatralo se da je nastupio biokemijski povrat bolesti te se taj
bolesnik viSe nije pratio u istraZivanju.

Vrijeme pracenja do povrata bolesti bilo je od 6 do 84 mjeseca (medijan 63,
interkvartilni raspon 49,5-70,0). Tridesetorica bolesnika (29,4%) imala su

biokemijski povrat bolesti najranije 6 mjeseci nakon operacije, a hajkasnije
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nakon 63 mjeseca (medijan 18,5, interkvartilni raspon 9,0-31,0). Vrijeme
prac¢enja 72 bolesnika bez biokemijskog relapsa bilo je od 60 do 84 mjeseca
(medijan 67, interkvartilni raspon 62,0-70,0).

Preoperativna serumska vrijednost PSA bila je od 3,2 do 38,4 ng/ml (medijan
8,5, interkvartilni raspon 6,5-11,8). Vrijednost PSA biokemijskog povrata
bolesti bila je od 0,3 do 3,2 ng/ml (medijan 0,9, interkvartilni raspon 0,6-1,7).
Klini¢ki stadij bolesnika odreden je u skladu s kriterijima koje je odredilo
Medunarodno udruzenje za borbu protiv raka (International Union against
Cancer) (187).

Konacni patohistolo$ki nalaz nakon radikalne prostatektomije pokazao je da
je 27 bolesnika od njih 102 (26,5%) imalo izvanprostati¢no Sirenje bolesti
(stadij T3) i to: kod 15 bolesnika (55,6%) tumor je probio kapsulu prostate,
kod petorice bolesnika (18,5%) tumor je infiltrirao u sjemene mjehurice, a kod
sedmorice bolesnika (25,9%) uz proboj kapsule prostate tumor je zahvatio i
sjemene mjehurice. Samo trojica bolesnika (2,9%) imala su metastaze u
limfnim &vorovima. Dvadeset dvojica bolesnika (21,6%) imala su pozitivhe
kirurS8ke rubove. Petnaestorica bolesnika (14,7%) primila su postoperativno
adjuvantnu hormonsku terapiju. Od njih 15 trinaestorica su bila u stadiju
bolesti T3 s visokim Gleasonovim zbrojem [7(4+3) ili vise], dok su dvojica bila
u stadiju bolesti T2 s visokim Gleasonovim zbrojem [7(4+3) ili viSe] i s
pozitivnim Kirur§kim rubovima.

Raspodjelu Gleasonova zbroja s Gleasonovim uzorcima prikazuje tablica 5.

Tablica 5. Raspodijela Gleasonova zbroja s Gleasonovim uzorcima kod 102

bolesnika s adenokarcinomom prostate

Gleasonov zbroj Preoperativni (%) Postoperativni (%)
6 (3+3) 57 (55,8) 34 (33,3)
6 (4+2) 1(1) 0 (0)
7 (3+4) 22 (21,6) 41 (40,2)
7 (4+3) 22 (21,6) 25 (24,5)
8 (3+5) 0(0) 1(1)
8 (5+3) 0(0) 1(1)
Ukupno 102 (100) 102 (100)
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4.2. Metode

Iz arhive Klini€¢koga zavoda za patologiju ,Ljudevit Jurak® izdvojena je

po jedna parafinska kocka od svakog bolesnika koji zadovoljava prethodno
navedene kriterije.
Uzorci prostate s adenokarcinomom za imunohistokemijsku analizu na
EpCAM i Cx43 odabrani su tako da uz adenokarcinom sadrzavaju i tkivo
prostate koje nije zahvaceno tumorom, a koje se takoder analiziralo na
prisutnost navedenih biljega.

Materijal je obraden standardnom histoloSkom metodom koja ukljucuje
fiksaciju tkiva u 10%-tnom puferiranom formalinu i uklapanje u parafinske
blokove, rezanje na debljinu 5 um, deparafiniziranje i bojenje standardnom
metodom hemalaun-eozin (HE).

U istrazivanju je upotrijebljeno primarno protutijelo na EpCAM (ab32392,
razriedenje 1:600, ABCAM, USA) i primarno protutijelo na Cx43 (sc-59949,
razriedenje 1:500, Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA).

Imunohistokemijska analiza izraZzenosti EpCAM-a i Cx43 obavljena je
metodom LSAB kao vizualizacijskim sustavom na DAKO TechMate TM
(DAKO, Danska) automatiziranom stroju za imunohistokemijsko bojenje uz
upotrebu streptavidin imunoperoksidaza protokola MSIP.

Kao pozitivna kontrola za EpCAM upotrijeblieno je tkivo
adenokarcinoma Zeluca, a za Cx43 tkivo debelog crijeva. U negativnoj
kontroli je za oba istrazivana biljega primarno protutijelo zamijenjeno
izotipskim imunoglobulinom.

Rezultati imunohistokemijske analize za navedene biljege prikazani su
semikvantitativno odredivanjem postotka imunoreaktivnih stanica u tumoru i
benignom tkivu prostate. Postotak imunoreaktivnih stanica odreden je na

cijeloj povrSini tumora i benignog tkiva prostate u odabranom prerezu.
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4.3. Statisticka obrada podataka

Dobiveni rezultati prikazani su tablicno i graficki. Napravljena je
deskriptivna  statistika i analiza normaliteta distribucije  Smirnov-
Kolmogorovljevim testom. Prema rezultatima u daljnjoj analizi primijenjeni su
adekvatni parametrijski ili neparametrijski testovi. U analizi razlika
kvantitativnih vrijednosti izmedu dviju skupina upotrijebljen je neparametrijski
Mann-Whitneyev U test. Pri medusobnoj usporedbi triju skupina upotrijebljen
je neparametrijski Kruskall-Wallisov test. Razlike u ucestalosti kvalitativnih
varijabli analizirane su hi-kvadrat testom. lzraCunavali su se Spearmanovi
koeficijenti korelacije meduodnosa pojedinih  kvantitativnih  varijabli.
Napravljena je Coxova regresijska analiza (Cox proportional hazards
regression analysis) kako bi se ustanovila prediktivna vrijednost ekspresije
EpCAM-a i connexina 43 na prezivljenje (odsutnost bolesti). Sve P-vrijednosti
manje od 0,05 smatrane su vaznima. Pri analizi je primijenjen statisticki
softver MedCalc for Windows version 11.3.1. (MedCalc Software,
Mariakerke, Belgium).
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5. REZULTATI

EpCAM je u ovom istrazivanju bio razli¢ito izraZzen u svim uzorcima

adenokarcinoma prostate

u vedini

sluCajeva

(61,8%) izraZenost je

pronadena u viSe od 35% Zlijezda. U 23 uzorka benignog tkiva (22,5%)

izrazenost EpCAM-a nije uoCena, dok se u samo jednom uzorku benignog

tkiva (1%) pokazala izrazenost EpCAM-a u viSe od 35% Zlijezda.

Rezultati izrazenosti EpCAM-a u tumorskom i benignom tkivu sumirani su u

tablici 6.

Tablica 6. lzrazenost EpCAM-a kod 102 bolesnika s adenokarcinomom

prostate

IzZrazenost EpCAM-a

%) Tumor Benigno tkivo
0 0 23 (22,5%)
5 0 21 (20,6%)
10 2 (2%) 15 (14,7%)
15 1 (1%) 16 (15,7%)
20 9 (8,8%) 16 (15,7%)
25 4 (3,9%) 4 (3,9%)
30 20 (19,7%) 6 (5,9%)
35 3 (2,9%) 0
40 13 (12,7%) 1 (1%)
45 3 (2,9%) 0
50 6 (5,9%) 0
60 4 (13,7%) 0
70 11 (10,8%) 0
80 9 (8,8%) 0
90 7 (6,9%) 0

100 0 0

Ukupno 102 (100%) 102 (100%)
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lzrazenost Cx43 bila je u razliCitoj mjeri prisutna u svim analiziranim
uzorcima tumorskog i benignog tkiva. U viSe od 50% analiziranih uzoraka
benignog tkiva izraZzenost Cx43 bila je u 85% i viSe Zlijezda, dok je sli¢nu
izrazenost imalo manje od 10% tumora. U jednom uzroku benignog tkiva
(1%) i 40 uzoraka tumorskog tkiva (39,2%) Cx43 bio je izraZzen u manje od
60% Zlijezda.
Rezultati izrazenosti Cx43 u tumorskom i benignom tkivu sumirani su u tablici
7.

Tablica 7. lzrazenost connexina 43 kod 102 bolesnika s adenokarcinomom

prostate

Izrazenost connexina 43 ) )
%) Tumor Benigno tkivo
5 1 (1%) 0
10 3 (2,9%) 0
15 1 (1%) 0
20 12 (11,8%) 0
30 11 (10,8%) 0
40 7 (6,9%) 1 (1%)
50 5 (4,9%) 0
60 14 (13,7%) 9 (8,8%)
65 1 (1%) 0
70 21 (20,5%) 12 (11,8%)
80 17 (16,7%) 27 (26,4%)
85 0 5 (4,9%)
90 8 (7,8%) 26 (25,5%)
100 1 (1%) 22 (21,6%)
Ukupno 102 (100%) 102 (100%)

Imunohistokemijska reakcija na EpCAM u tkivu karcinoma bila je

smjeStena na membrani i u citoplazmi, gdje je imala zrnata obiljezja. U
benignom tkivu pozitivna reakcija bila je ograni€ena na bazolateralnu
membranu sekretornih stanica (slika 1 A-C). Pozitivitet na EpCAM nije naden

u stromalnim stanicama prostate ni u jednom od istrazivanih uzoraka.
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Slika 1. Imunohistokemijska izraZzenost EpCAM-a u benignim i malignim

Zlijezdama prostate

(A) EpCAM je CedcCe izrazen u malignim nego u benignim Zlijezdama (x100),
(B) U malignim Zlijezdama EpCAM je bio izrazen u citoplazmi (x400), (C)
Reakcija u pozitivnim, benignim Zlijezdama razlikovala se od one u malignim

i bila je ograni€ena na bazolateralnu membranu sekretornih stanica (x400).

47



Imunohistokemijska reakcija na Cx43 bila je smjeStena u citoplazmi benignih
I malignih epitelnih stanica. U benignim stanicama reakcija je bila grudicasta,
paranuklearna, apikalno orijentirana i nije dosezala luminalnu stranu staniCne
membrane. U malignim stanicama reakcija je bila sitho zrnata, difuzno
rasporedena i u vecini malignih stanica dosezala je luminalnu stranu stani¢ne
membrane (slika 2 A-C). Pozitivitet na Cx43 nije naden u stromi prostate ni u

jednom od istrazivanih uzoraka.
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Slika 2. Imunohistokemijska izrazenost connexina 43 u benignim i malignim
Zlijezdama prostate

(A) Connexin 43 bio je izrazen u benignim Zlijezdama, dok maligne stanice
nisu pokazale reakciju (strelice) (x200), (B) U benignim stanicama rekacija je
bila citoplazmatska, grudi€asta, paranuklearna, apikalno orijentirana i nije
dosezala luminalnu stranu stanicne membrane (x400), (C) U malignim
stanicama reakcija je bila takoder smjeStena u citoplazmi, sitno zrnata,
difuzno rasporedena i u vecini malignih stanica dosezala je luminalnu stranu

stani€ne membrane (x400).
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Kako bi se utvrdilo postoji li statistiCki znatna razlika u izraZenosti

EpCAM-a i Cx43 izmedu tumorskog i benignog tkiva, upotrijebljen je Mann-

Whitneyev U neparametrijski test zbog raspodijele koja ne slijedi normalnu

distribuciju.

Izrazenost EpCAM-a u adenokarcinomu prostate bila je od 10 do 90%

(medijan 40%, interkvartilni raspon 30-70). U benignom tkivu izrazenost
EpCAM-a bila je od 0 do 40% (medijan 10%, interkvartilni raspon 5-20). U

ovom istrazivanju izrazenost EpCAM-a bila je statistiCki znatno viSa u

tumorskom nego u benignom tkivu prostate (Mann-Whitneyev U test,
p<0,001) (tablica 8) (slika 3).

Tablica 8. Raspodijela izrazenosti EpCAM-a izmedu tumorskog i benignog

tkiva
Percentile
Biljeg Tip N | Minimum | Maksimum P
25 50. 75
' Medijan '
Tumor | 102 10,0% 90,0% 30,0% | 40,0% | 70,0%
EpCAM <0,001
Benigno | 102 0,0% 40,0% 5,0% 10,0% | 20,0%
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Slika 3. Raspon 25-75.

EpCam: KW-H(1;204) = 129,098; p <0,001

Tumor

tumorskom i benignom tkivu

Benigno

o Median
T 25%-75%

percentile vrijednosti izrazenosti EpCAM-a u

|zrazenost Cx43 u karcinomu prostate bila je od 5 do 100% (medijan

60%, interkvartilni raspon 30-80). U benignom tkivu izraZenost je bila od 40

do 100% (medijan 85%, interkvartilni raspon 80-90). U ovom istrazivanju

izrazenost Cx43 bila je veéa u benignom tkivu nego u tkivu prostate

zahva¢enom karcinomom (Mann-Whitneyev U test, p<0,001) (tablica 9) (slika

4).

Tablica 9. Raspodjela izrazenosti Cx43 izmedu tumorskog i benignog tkiva

Percentile
Biljeg Tip N | Minimum | Maksimum P
25. 50..' 75.
Medijan
Tumor | 102 5,0% 100,0% 30,0% | 60,0% | 80,0%
Cx43 <0,001
Benigno | 102 40,0% 100,0% 80,0% | 85,0% | 90,0%
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Slika 4. Raspon 25-75 percentile vrijednosti izraZzenosti connexina 43 u
tumorskom i benignom tkivu

Povezanost EpCAM-a s dobi, vremenom pracenja, PSA, relapsom
PSA, BCR-om i vremenom BCR-a, preoperativnim i postoperativhim
Gleasonovim  zbrojem prikazani su Spearmanovim  korelacijskim
koeficijentom jer su sve varijable kvantitativne.
Rezultati Spearmanova koeficijenta korelacije za odabrane parametre u

odnosu na izrazenost EpCAM-a u tumorskom tkivu prikazani su u tablici 10.
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Tablica 10. Prikaz Spearmanova koeficijenta korelacije za odabrane

parametre u odnosu na izrazenost EpCAM-a u tumorskom tkivu

Spearmanova korelacija EpCAM (tumor)
Koeficijent korelacije -0,103
Dob (godine) P 0,303
N 102
Koeficijent korelacije 0,175
PSA P 0,078
N 102
Koeficijent korelacije -0,556
Vrijeme praéenja
P <0,001
(mjeseci)
N 102
Koeficijent korelacije 0,283
relaps PSA P 0,129
N 30
Koeficijent korelacije 0,136
Vrijeme BCR-a P 0,474
N 30
Koeficijent korelacije -0,181
Connexin 43-
P 0,069
tumor
N 102
Koeficijent korelacije 0,256
Preoperativni
P 0,009
Gleasonov zbroj
N 102
Koeficijent korelacije 0,279
Postoperativni
P 0,004
Gleasonov zbroj
N 102
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Izrazenost EpCAM-a izmedu preostalih kategorijskih varijabli (stadij bolesti T

I N, zahvacenost sjemenih mjehurica i proboj kapsule te pozitivni rubovi)

prikazana je Mann-Whitneyevim U testom (razlike izmedu dvije kategorije) ili

Kruskal-Wallisovim testom (razlike izmedu tri ili viSe kategorija) (tablice 11-

15).

Tablica 11. Raspodjela izrazenosti EpCAM-a u odnosu na preZivljenje i
biokemijski relaps (BCR)

Percentile
Biljeg Ishod N | Minimum | Maksimum P
25 50, 75
' Medijan '
Zivli i 0, 0, 0, 0, 0,
EpCAM Prezivljenje | 72 10,0% 90,0% 30,0% | 35,0% | 60,0%
Tumor <0,001
BCR 30 10,0% 90,0% 50,0% | 70,0% | 80,0%
Tablica 12. Raspodjela izrazenosti EpCAM-a u stadiju bolesti T2 i T3
Percentile
Biljeg T N | Minimum | Maksimum P
25 50. 75
' Medijan '
0, 0, 0, 0, 0,
EpCAM 2 75 10,0% 90,0% 30,0% | 40,0% | 60,0% 0,002
Tumor 3 |27] 100% 90,0% | 40,0% | 60,0% | 80,0%

Tablica 13. Raspodjela izrazenosti EpCAM-a kod bolesnika s negativnim

pozitivnim limfnim ¢vorovima

Percentile
Biljeg N N | Minimum | Maksimum P
25 50. 75
' Medijan '
0, 0, 0, 0, 0,
EpCAM 0 99 10,0% 90,0% 30,0% | 40,0% | 70,0%
Tumor 0,436
1 3 40,0% 70,0% 40,0% | 60,0% | 70,0%
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Tablica 14. Raspodjela izrazenosti EpCAM-a kod prodora kapsule (K),
zahvacenosti sjemenih mjehurica (M) te zahvacenosti sjemenih mjehurica i

prodora kapsule (MK)

Percentile
Biljeg M/K N | Minimum | Maksimum P
25 50. 75
' Medijan '
K |14] 100% 900% | 37.5% | 65,0% | 90,0%
EpCAM |, 5 | 40,0% 90,0% | 50.0% | 70,0% | 850% | 0531
Tumor
MK | 7 | 40,0% 700% | 40.0% | 60,0% | 70,0%

Tablica 15. Raspodjela izrazenosti EpCAM-a kod negativnih i pozitivnih

rubova
Percentile
Biljeg Rubovi N | Minimum | Maksimum P
25 50. 75
) Medijan )
i i 0, 0, 0, 0, 0,
EpCAM Negativni | 88 10,0% 90,0% 30,0% | 40,0% | 60,0% 0,066
Tumor | o oitivni | 22 | 10,0% 90,0% | 37,5% | 60,0% | 72,5%

Izrazenost EpCAM-a bila je statistiCki znatno negativno povezana s ukupnim
vremenom pracenja (Spearmanov test korelacije, koeficijent korelacije -
0,556, p<0,001), Sto upozorava na krace vrijeme prezivljenja bez povrata
bolesti i raniju pojavu BCR-a kod bolesnika s ve¢om izrazeno$¢éu EpCAM-a.
U usporedbi s bolesnicima kod kojih se nije pojavio BCR, izrazenost EpCAM-
a kod bolesnika s BCR-om bila je statisticki osjethno vecéa (p<0,001).
Preoperativni (Spearmanov test korelacije, koeficijent korelacije 0,256,
p=0,009) i postoperativni (Spearmanov test korelacije, koeficijent korelacije
0,279, p=0,004) Gleasonovi zbrojevi pokazali su pozitivhu povezanost s
izrazenoS¢éu EpCAM-a u tumorskom tkivu i bolesnici s ve¢om izrazeno$c¢u

EpCAM-a imali su veci preoperativni i postoperativni Gleasonov zbroj. Kod
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tumora u stadiju bolesti T3 (Mann-Whitneyev U test, p=0,002) zamijeCena je
znatno veca izrazenost EpCAM-a u usporedbi s tumorima u stadiju T2.

Nije pronadena veca povezanost izrazenosti EpCAM-a u tumoru s dobi
bolesnika (Spearmanov test korelacije, koeficijent korelacije -0,103,
p=0,303), preoperativnim PSA (Spearmanov test korelacije, koeficijent
korelacije 0,175, p=0,078) i vrijednoséu relapsa PSA (Spearmanov test
korelacije, koeficijent korelacije 0,283, p=0,129).

U grupi od 30 bolesnika s BCR-om nije pronadena znatna povezanost
izmedu izrazenosti EpCAM-a i duljine prezivlenja bez povrata bolesti
(Spearmanov test korelacije, koeficijent korelacije 0,136, p=0,474). Usto,
izrazenost EpCAM-a nije bila povezana sa zahvaceno$¢u sjemenih
mjehuri¢a i/ili probojem kapsule u stadiju bolesti T3 (Kruskal-Wallisov test,
p=0,531), pozitivhim kirurSkim rubovima (Mann-Whitneyev U test, p=0,069) i
metastazama u limfne ¢vorove (stadij bolesti N1) (Mann-Whitneyev U test,
p=0,436). Nije zamije¢ena razlika u izrazenosti EpCAM-a kod tumora koiji je
probio kapsulu (stadij T3a) i tumora koji je zahvatio sjemene mjehuri¢e (T3b)
ili onih s istodobnim probojem kapsule i invazijom u sjemene mjehurice.

Kako bi se utvrdila povezanost izmedu izrazenosti EpCAM-a i duljine
prezivlenja bez BCR-a, provedena je ROC-analiza (receiver operator
characteristics analysis). Prema rezultatima ROC-analize uzorci s
izrazeno$¢u EpCAM-a od barem 45% u tumorom zahvacenim Zlijezdama
smatrani su uzorcima s jakom izrazenoScu EpCAM-a (osjetljivost 83,3%,
interval pouzdanosti (Cl): 65,35%-94,4% i specificnost 69,4%, interval
pouzdanosti (Cl): 57,5%-79,8%) (slika 5). Tri uzorka tumora (2,9%) pokazala
su izrazenost EpCAM-a od 45% (cut-off vrijednost), dok je kod 19 uzoraka
tumora (18,6%) vrijednost bila bliska cut-off vrijednosti (40% u 13 slucajeva i

50% u 6 slucajeva).
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Slika 5. ROC-analiza povezanosti izraZzenosti EpCAM-a u tumorskom tkivu s

prognozom bolesti

Kaplan-Meierova analiza pokazala je da je vrijeme prezivljenja bez
biokemijskog relapsa dulje za bolesnike kod kojih je izrazenost EpCAM-a bila
manja od 45% nego za bolesnike kod kojih je izraZzenost EpCAM-a bila veca
od 45% (p<0,001) (slika 6).

57



EpCAM (izrazenost)

100 __T—\_L

90 - '_I TTITTT T 111

80 |- =3

70 |-

60 |- L.,

Vjerojatnost prezivljenja (%)

50 |- ' —— <45%

trn
| e e e B >45%
40 4 , | ) | ) | A | L |

0 20 40 60 80 100

Vrijeme (mjeseci)

Slika 6. Kaplan-Meierova analiza utjecaja prekomjerne izrazenosti EpCAM-a

na duljinu prezivljenja bez biokemijskog relapsa

Prema rezultatima Kaplan-Meierove analize napravljena je Coxova

regresijska analiza koja je ukljuCivala dob bolesnika, preoperativni i
postoperativni Gleasonov zbroj, preoperativni PSA, stadij bolesti T i N, proboj
kapsule prostate tumorom, zahvacenost sjemenih mjehuri¢a i izrazenost
EpCAM-a.
Kao statisticki vazni ¢imbenici za duljinu preZivljenja bez povrata bolesti u
multivarijantnoj analizi pokazali su se preoperativhi Gleasonov zbroj
(p=0,025), izrazenost EpCAM-a vec¢a od 45% (p<0,001), viSi, T stadij bolesti
(p<0,001) i preoperativni PSA (p=0,003). Preostale istrazivane varijable, kao
Sto su dob (p=0,676), postoperativni Gleasonov zbroj (p=0,465), status
limfnih ¢vorova (N) (p=0,707) i pozitivni kirurski rubovi (p=0,060), nisu
pokazale statistiCki veéi utjecaj na duljinu prezivljenja bez povrata bolesti
(tablica 16) (slika 7).
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Tablica 16. Coxova regresijska analiza utjecaja pojedinih ispitivanih varijabli
na duljinu prezivljenja bez biokemijskog relapsa (postavljeni model vazan je

na razini p<0,000)

Ispitivane varijable b SE P OR 95% CI of OR

Dob -0,02023 | 0,04852 0,676 0,98 0,8915-1,0772

Connexin 43 <30% 1,1973 0,4910 0,014 3,31 1,2711 - 8,6261

EpCAM >45% 1,9167 0,5389 <0,001 6,79 2,3768 - 19,4452

Preoperativni
1,1340 0,5053 0,025 3,10 1,1603 - 8,3259
Gleasonov zbroj

Postoperativni

0,4512 0,6181 0,465 1,57 0,4705 - 5,2408

Gleasonov zbroj
Pozitivni rubovi 0,9404 0,5014 0,060 2,56 0,9633 - 6,8089
PSA 0,08604 0,02899 0,003 1,08 1,0299 - 1,1532
T 2,2079 0,4958 <0,001 9,09 3,4596 - 23,9173
N 0,3020 0,8034 0,7070 1,35 0,2823 - 6,4795
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Slika 7. Coxova regresijska analiza utjecaja izrazenosti EpCAM-a na duljinu

prezivljenja bez biokemijskog relapsa

Povezanost Cx43 s dobi, vremenom pracenja, PSA, relapsom PSA i
vremenom BCR-a, preoperativnim i postoperativhim Gleasonovim zbrojem
prikazani su Spearmanovim korelacijskim koeficijentom jer su sve varijable
kvantitativne.

Rezultati Spearmanova koeficijenta korelacije za odabrane parametre u

odnosu na izrazenost Cx43 u tumorskom tkivu prikazani su u tablici 17.
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Tablica 17. Prikaz Spearmanova koeficijenta korelacije za odabrane

parametre u odnosu na izrazenost connexina 43 u tumorskom tkivu

Spearmanova korelacija Cx43 (tumor)
Koeficijent korelacije 0,058
Dob (godine) P 0,563
N 102
Koeficijent korelacije -0,266
PSA P 0,007
N 102
Koeficijent korelacije 0,432
Vrijeme praéenja
P <0,001
(mjeseci)
N 102
Koeficijent korelacije 0,329
relaps PSA P 0,076
N 30
Koeficijent korelacije -0,156
Vrijeme BCR-a P 0,411
N 30
Koeficijent korelacije -0,161
Preoperativni
P 0,105
Gleasonov zbroj
N 102
Koeficijent korelacije -0,176
Postoperativni
P 0,077
Gleasonov zbroj
N 102
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Izrazenost Cx43 izmedu preostalih kategorijskih varijabli (stadij bolesti T i N,
invazija u sjemene mjehurice, proboj kapsule te pozitivni rubovi) prikazana je
Mann-Whitneyevim U testom (razlike izmedu dvije kategorije) ili Kruskal-

Wallisovim testom (razlike izmedu tri ili vise kategorija) (tablice 18-22).

Tablica 18. Raspodjela izrazenosti connexina 43 u odnosu na prezivljenje i
biokemijski relaps (BCR)

Percentile

Biljeg Ishod N | Minimum | Maksimum P

25 50, 75

' Medijan '

Prezivljenje | 72 10,0% 100,0% 52,5% | 70,0% | 80,0%

Cx43

tumor <0,001

BCR 30 5,0% 90,0% 20,0% | 30,0 | 60,0%

Tablica 19. Raspodjela izrazenosti connexina 43 u stadiju bolesti T2 i T3

Percentile
Biljeg T N | Minimum | Maksimum P
25 50. 75
' Medijan '
2 75 10,0% 100,0% 40,0% 70,0% 80,0%
Cx43
tumor 0,021
3 27 5,0% 90,0% 20,0% 50,0% 70,0%

Tablica 20. Raspodjela izraZzenosti connexina 43 kod bolesnika s negativnim i

pozitivnim limfnim ¢vorovima

Percentile
Biljeg N N | Minimum | Maksimum P
25 50. 75
' Medijan '
0 99 5,0% 100,0% 30,0% | 60,0% | 80,0%
Cx43
tumor 0,999
1 3 30,0% 70,0% 30,0% | 70,0% | 70,0%
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Tablica 21. Raspodjela izrazenosti connexina 43 kod prodora kapsule (K),
zahvacenosti sjemenih mjehuri¢a (M) te zahvacenosti sjemenih mjehurica i

prodora kapsule (MK)

Percentile
Biljeg M/K N | Minimum | Maksimum P
25 50. 75
) Medijan )
K |14] 100% 80.0% | 20,0% | 400% | 72,5%
Cx43 M 5 | 50% 60,0% | 12,5% | 30.0% | 50,0% | 0,200
Tumor
MK | 7| 200% 90.0% | 30,0% | 70,0% | 70,0%

Tablica 22. Raspodjela izrazenosti connexina 43 kod negativnih i pozitivnih

rubova
Percentile
Biljeg | Rubovi N | Minimum | Maksimum P
25 50. 75
' Medijan '
Negativni | 88 10,0% 100,0% 40,0% | 70,0% | 80,0%
Cx43
tumor <0,001
Pozitivni | 22 5,0% 80,0% 20,0% | 30,0% | 62,5%

ZamijeCena je statistiCki znatna pozitivna povezanost povecane izrazenosti
Cx43 s vremenom pracenja (Spearmanov test Kkorelacije, koeficijent
korelacije 0,432, p<0,001), Sto upuéuje na dulje prezivlenja bez povrata
bolesti i kasniju pojavu BCR-a kod tih bolesnika. Preoperativhi PSA
(Spearmanov test korelacije, koeficijent korelacije -0,266, p<0,007) pokazao
je negativhu povezanost s izrazenoS¢u Cx43, a bolesnici sa smanjenom
izrazenoS¢u Cx43 imali su viSe preoperativne vrijednosti PSA. Tumori u
stadiju bolesti T3 (Mann-Whitneyev U test, p=0,021) i oni s pozitivnim
kirurSkim rubovima (Mann-Whitneyev U test, p<0,001) pokazali su osjetno
manju izrazenost Cx43 u usporedbi s tumorima u stadiju T2 i tumorima bez
pozitivnih kirurskih rubova.

Nije pronadena statistiCki znatna povezanost izrazenosti Cx43 u tumorima s

dobi bolesnika (Spearmanov test korelacije, koeficijent korelacije 0,058,
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p=0,563), preoperativnim (Spearmanov test korelacije, koeficijent korelacije -
0,161, p=0,105) i postoperativnim (Spearmanov test korelacije, koeficijent
korelacije -0,176, p=0,077) Gleasonovim zbrojem, vremenom pojave BCR-a
u bolesnika koji su dobili povrat bolesti (Spearmanov test korelacije,
koeficijent korelacije -0,156, p=0,411) i vrijednoS¢u relapsa PSA
(Spearmanov test korelacije, koeficijent korelacije 0,329, p=0,076).
Izrazenost Cx43 nije bila povezana sa zahvac¢anjem sjemenih mjehuri¢a u
stadiju bolesti T3 (Kruskal-Wallisov test, p=0,200) i s metastazama u limfnim
¢vorovima u stadiju bolesti N1 (Mann-Whitneyev U test, p=0,999). Kod
bolesnika kojima je tumor zahvatio sjemene mjehurice nisu zamije¢ene vece
razlike u izrazenosti Cx43 u usporedbi s onima kod kojih je tumor probio
kapsulu prostate.

Kako bi se utvrdila povezanost izmedu izrazenosti Cx43 i duljine
prezivlenja bez BCR-a, provedena je ROC-analiza (receiver operator
characteristics analysis). Prema rezultatima ROC-analize uzorci s
izrazenoS¢u Cx43 od barem 30% u tumorom zahvacenim Zlijezdama
smatrani su uzorcima s jakom izrazenoS¢u Cx43 (osjetljivost 63%, interval
pouzdanosti (Cl): 43,0%-80,1% i specificnost 87,5%, interval pouzdanosti
(CI): 77,6%-94,1%) (slika 8). U jedanaest uzoraka tumora (10,8%) izraZzenost
Cx43 bila je 30% (cut-off vrijednost), dok su u jo§ 19 uzoraka tumora (18,6%)
vrijednosti bile bliske cut-off vrijednosti (20% u 12 slu€ajeva i 40% u 7

slucajeva).
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Slika 8. ROC-analiza povezanosti izrazenosti connexina 43 u tumorskom

tkivu s prognozom bolesti

Kaplan-Meierova analiza pokazala je da je vrijeme prezivljenja bez
BCR-a dulje za bolesnike kod kojih je izrazenost Cx43 veca od 30% u
usporedbi s onima kod kojih je izrazenost Cx43 manja od 30% (p<0,001)
(slika 9).
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Slika 9. Kaplan-Meierova analiza utjecaja prekomjerne izrazenosti connexina

43 na duljinu prezivljenja bez biokemijskog relapsa

Prema rezultatima Kaplan-Meierove analize napravljena je Coxova
regresijska analiza, a kao statistiCki vazni Cimbenici za duljinu prezivljenja
bez povrata bolesti u multivarijantnoj analizi pokazali su se preoperativni
Gleasonov zbroj (p=0,025), izraZzenost Cx43 manja od 30% (p=0,014), visi, T
stadij bolesti (p<0,001) i preoperativni PSA (p=0,003). Preostale istraZivane
varijable, kao $to su dob (p=0,676), postoperativhi Gleasonov zbroj
(p=0,465), status limfnih &vorova (N) (p=0,707) i pozitivni kirurSki rubovi
(p=0,060), nisu pokazale statistiCki znatan utjecaj na duljinu preZivljenja bez
povrata bolesti (tablica 16) (slika 10).
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Slika 10. Coxova regresijska analiza utjecaja izrazenosti connexina 43 na

duljinu preZivljenja bez biokemijskog relapsa
U ovom istrazivanju nije zamijeCena veca povezanost izmedu

izrazenosti EpCAM-a i Cx43 u karcinomu prostate (Spearmanov test

korelacije, koeficijent korelacije -0,181, p=0,069).
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6. RASPRAVA

Do sada je nekoliko istrazivanja dokazalo konzistentnu i jaku
izrazenost EpCAM-a u karcinomu prostate te njegovu jaCu izraZzenost u
karcinomom zahvac¢enom tkivu prostate u odnosu na benigno tkivo prostate
(172, 176, 188, 189). Sli¢ni rezultati dobiveni su i u nasem istrazivanju, gdje
se u vecini uzoraka karcinoma prostate (61,8%) pokazala izrazenost
EpCAM-a u viSe od 35% Zlijezda, dok se u samo jednom uzorku benignog
tkiva (1%) pokazala izrazenost EpCAM-a u viSe od 35% Zlijezda.

U nasem istrazivanju imunohistokemijska reakcia na EpCAM u
karcinomskom i pozitivnom benignom tkivu bila je ograni¢ena na epitelne
stanice te je imala iste morfoloSke karakteristike ve¢ opisane u istrazivanju
Poczateka i suradnika (176).

Za razliku od Mukherjeea i sur. (190) naSe i prethodna istraZivanja nisu nasla
stromalnu izrazenost EpCAM-a. Mukherjee i sur. (190) analizirali su
izrazenost EpCAM-a u 20 uzoraka dobivenih nakon prostatektomije zbog
lokaliziranog karcinoma prostate, a koji su ukljuCivali 99 smrznutih uzoraka
tkiva uklopljenih u optimalni medij za rezanje i 11 uzorka fiksiranih u etanolu i
uklopljenih u parafin. Oni su primijetili konzistentno i ponovljivo obojenje na
EpCAM u svih 20 uzoraka. Epitel je pokazivao membranozni i difuzni uzorak
u normalnim i tumorskim stanicama bez razlike u intenzitetu obojenja.
Stromalne stanice u benignom tkivu prostate nisu pokazale obojenje, dok je
jako stromalno obojenje bilo prisutno u tumoru. Stromalno obojenje na
EpCAM bilo je najizrazajnije u histoloSkim poljima koja su sadrzavala ZariSta
visokog Gleasonova stupnja pa su autori pretpostavili da se razina EpCAM
proteina u stromi tumora povecéava s Gleasonovim stupnjem (190).

Moguce objasnjenje postojanja razlika u izrazenosti EpCAM-a u
istrazivanjima Mukherjeea i drugim istraZivanjima, ukljuCujuci i nase, mozda
je u razli¢itoj obradi tkiva (172, 176, 188, 189). Oni su rabili smrznuta i u
etanolu fiksirana tkiva, dok je u drugim istraZivanjima za analizu

upotrijebljeno tkivo koje je bilo fiksirano samo u formalinu. Nadalje, upotreba
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razli€itih primarnih protutijela na EpCAM Ii/ili razliCita razrjedenja protutijela
mogla su pridonijeti razliCitoj izrazenosti EpCAM-a u njihovu i drugim
istrazivanjima.

U nasSem je istrazivanju takoder prou€avana prognosti¢ka vrijednost
izrazenosti EpCAM-a u karcinomu prostate. Rezultati ovog istraZivanja
pokazali su da je izrazenost EpCAM-a povezana s razli¢itim
klinickopatoloSkim karakteristikama tumora i duljinom preZivljenja bez BCR-a.
Bolesnici s viSim preoperativnim i postoperativhim Gleasonovim zbrojem te
kraCim vremenom pracenja imali su znatno vecu izrazenost EpCAM-a.
Negativna korelacija vremena pracenja i izrazenosti EpCAM-a upozoravala je
na to da tumori kod bolesnika s BCR-om imaju veéu izrazenost EpCAM-a.
Osim toga, zahvacenost sjemenih mjehuri¢a i proboj kapsule (stadij bolesti
T3) bili su znatnije zastupljeni u tumorima s veéom izrazeno$¢éu EpCAM-a.
IzraZzenost EpCAM-a u tumoru nije bila znatno povezana s pozitivhim
kirurSkim rubovima, ali je pokazala tendenciju postizanja granice vaznosti
(p=0,069). Nije pronadena veca povezanost izmedu izrazenosti EpCAM-a i
metastaza u limfnim ¢vorovima. Samo su trojica bolesnika u nasoj
istraZivanoj skupini imala metastaze u limfnim ¢vorovima, $to je nedostatan
broj za pouzdanu statistiCku analizu.

Prisutnost vece izrazenosti EpCAM-a u karcinomu prostate bila je povezana
s karakteristikama koje su upucivale na agresivniji tumorski fenotip. Usto,
velika izraZzenost EpCAM-a bila je povezana s kraéim vremenom prezivljenja
bez BCR-a u univarijantnoj i multivarijantnoj analizi. U multivarijatnoj analizi
nije pronadena korelacija izmedu BCR-a i postoperativhog Gleasonova
zbroja, pozitivnih kirurskih rubova i metastaza u limfne ¢vorove. No pozitivni
Kirur8ki rubovi su gotovo dosegnuli granicu znac¢ajnosti (p=0,060) i vjerojatno
bi je dosegnuli da je ispitivana veéa skupina. Kao $to je spomenuto, samo su
trojica bolesnika imala metastaze u limfnim €vorovima, $to je nedostatan broj
za pouzdanu statistiCku analizu. U sluaju postoperativnog Gleasonova
zbroja, moguce objasnjenje je u adjuvantnoj terapiji, koja je primijenjena kod
15 bolesnika s visokim Gleasonovim zbrojem.

Sli¢na prognostiCka vaznost EpCAM-a objavljena je za razliCite karcinome
(175, 191), ali ne i za karcinom prostate (176, 188, 189). Spizzo i sur. (175)
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prouCavali su izrazenost EpCAM-a u uzorcima 199 bolesnica oboljelih od
epitelnog karcinoma jajnika i pokazali da je njegova jaCa izraZzenost osjetno
povezana sa smanjenjem ukupnog prezivlenja u proucavanoj skupini.
Njihova retrospektivna analiza pokazala je snhaznu prognostiCku vaznost
izrazenosti EpCAM-a u epitelnom karcinomu jajnika (175).

Varga i sur. (191) proucCavali su izrazenost EpCAM-a u uzorcima 99
bolesnika operiranih zbog karcinoma Zuénog mjehura i pronasli jaku
izrazenost EpCAM-a u 63,6% uzoraka karcinoma, dok je univarijantna i
multivarijantna analiza pokazala snaznu prognosti¢ku vaznost EpCAM-a u
karcinomu Zuénog mjehura.

Prvo istrazivanje o prognosti¢koj vaznosti izrazenosti EpCAM-a u
karcinomu prostate objavljeno je 1999. u radu Poczateka i sur. (176). Njihovo
istraZivanje obuhvatilo je 76 bolesnika s kliniCki lokaliziranim karcinomom
prostate koji su podvrgnuti radikalnoj prostatektomiji. Svi bolesnici kvalificirani
su kao patoloski stadij pT2, 38 bolesnika kod kojih nije bilo progresije bolesti
klasificirano je kao ,kontrole®, a 38 bolesnika kod kojih su zamijeceni porast
PSA ili progresija bolesti kao ,slucajevi®. Oni nisu pronasli vecu korelaciju
izmedu izrazenosti EpCAM-a u karcinomu prostate i Gleasonova zbroja.
Usto, nije bilo vece razlike u izrazenosti EpCAM-a u uzorcima tumora
bolesnika kod kojih se razvila progresija bolesti nakon radikalne
prostatektomije u usporedbi s onima kod kojih nije bilo progresije nakon
radikalnog operativnog zahvata (176).

U novijem istrazivanju Zellweger i sur. (189) analizirali su izrazenost
EpCAM-a u 181 uzorku Klini¢ki lokaliziranog karcinoma prostate dobivenom
transuretralnom resekcijom prostate (n=95) i wuzorcima dobivenima
radikalnom prostatektomijom (n=86), potom u uzorcima 120 transuretralnih
resekcija zbog hormon-refraktornog lokalnog povrata bolesti i 91 uzorku
metastaze karcinoma prostate dobivenom od obduciranih bolesnika lije€enih
androgenom blokadom i umrlih u terminalnoj fazi metastatske bolesti.
Upotrijebili su tehniku tkivne postrojbe (engl. ,tissue microarray-TMA®) i
biopsiju jednog cilindra tkiva (promjera 0,6 mm) uzetog iz najmanje
diferenciranog podrucja tumora koji je imunohistokemijski analiziran. Od 392

uzorka karcinoma prostate 342 uzorka (87,5%) interpretirana su na
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prerezima dobivenima tehnikom tkivne postrojpbe. U njihovu istrazivanju
izrazenost EpCAM-a bila je znatno povezana s visokim Gleasonovim
zbrojem, ali nije opaZena razlika u izrazenosti EpCAM-a unutar razli€itih
stadija progresije karcinoma prostate (189).

Went i sur. (188) koristili su se tehnikom tkivne postrojbe u analizi
izrazenosti EpCAM-a u 553 uzorka karcinoma prostate u razli€itim stadijima
bolesti (ukljuCujuci stadij bolesti T4) i s razli¢itim Gleasonovim zbrojem
(uklju€ujuc¢i Gleason 3 i 4). Uzorci tkiva uzeti su iz reprezentativnih podrucja
tumora, a 414 uzoraka (74,9%) primjerenih za analizu obradeno je statisticki.
Izrazenost EpCAM-a u karcinomu prostate nije bila povezana sa stadijem
bolesti T i N te Gleasonovim zbrojem. U analizi prezivljenja koja je ukljucivala
samo uzorke tumora s jakom izrazenoséu EpCAM-a (izrazenost u vise od
70% malignih stanica) nije zamijeCena povezanost izrazenosti EpCAM-a s
ukupnim prezivljenjem (188).

Za razliku od rezultata naSeg istrazivanja, prethodne studije nisu
pronasle veéu prognostiCku vrijednost izrazenosti EpCAM-a u karcinomu
prostate (176, 188, 189), ali bi se dobivena odstupanja mogla objasniti time
da smo drukcije postavili naSe istrazivanje. U usporedbi s prethodnim
istrazivanjima, naSa istrazivana skupina bila je konzistentnija, u analizi
prezivljenja u obzir se uzimalo samo prezivljenje bez BCR-a, $to je koristeno
i kao krajnji cilj istrazivanja. Imunohistokemijska analiza provedena je na
cijeloj povrSini prereza odabranih tako da Gleasonov uzorak u prerezu
najbolje rekapitulira postoperativni Gleasonov zbroj i sadrzava podrucja
benignog tkiva prostate. Cut-off vrijednost izrazenosti EpCAM-a
upotrijebljena u analizi prezivlienja odredena je ROC-analizom s 83,3%
osjetljivosti i 69,4% specificnosti. Nadalje, primarno protutijelo upotrijebljeno
u nasem istrazivanju bilo je razli¢ito od onih upotrijebljenih u svim drugim
istrazivanjima (176, 188, 189).

Nekoliko istrazivanja proucavalo je upotrebu EpCAM-a u lijeCenju
karcinoma prostate. Oberneder i sur. (192) proveli su prvu fazu istrazivanja s
adecatumumabom, humanim protutijelom usmjerenim protiv EpCAM-a, kod
bolesnika s hormon-refraktornim karcinomom prostate te su dokazali

moguénost upotrebe adecatumumaba u lijeCenju karcinoma prostate koji
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izrazava EpCAM. De Bono i sur. (193) proucavali su ING-1, monoklonalno
protutijelo za EpCAM visokog afiniteta dobiveno humanim inzenjeringom, u
lijeCenju bolesnika s uznapredovalim karcinomima, ukljuCujuc¢i karcinome
prostate. Preliminarni dokazi nalaza ING-1 u tumoru i antitumorski ucinak
podrzavaju daljnju klinicku primjenu tog protutijela u lijeCenju EpCAM
pozitivnih malignih bolesti.

Dosadasnja istrazivanja pokazala su smanjenu izrazenost connexina
43 (Cx43) u karcinomu prostate u usporedbi sa susjednim benignim
stanicama (182, 194).

Habermann i sur. (182) zamijetili su izrazenost Cx43 u 93% uzoraka
benigne hiperplazije prostate, dok je u karcinomu izrazenost Cx43 bila
smanjena i samo 10% uzoraka slabo diferenciranih karcinoma prostate
(Gleasonov zbroj 8-10) pokazalo je izrazenost Cx43. Ti rezultati upucuju na
to da je izrazenost Cx43 povezana s Gleasonovim zbrojem, a njegova se
izrazenost smanjuje porastom tumorskog gradusa (182). Sli¢ni rezultati o
smanjenju izrazenosti Cx43 u uznapredovalim, anaplasti¢énim stanicama
karcinoma prostate objavili su u istrazivanju Tsai i sur. (194).

U naSem istraZivanju je Cx43 bio izrazen u svim analiziranim uzorcima
malignog i benignog tkiva. Cx43 bio je viSe izrazen u benignom tkivu u
usporedbi s malignim tkivom prostate, Sto je u skladu s ve¢ objavljenim
rezultatima (182, 194). Nije zamijeCena znatna povezanost izmedu
izraZzenosti Cx43 u tumorima i preoperativnog te postoperativhog Gleasonova
zbroja. Postoperativni Gleasonov zbroj pokazao je tendenciju postizanja
vrijednosti vaznosti (p=0,077). Istrazivanje Habermanna i sur. (182)
ukljucivalo je 40 uzoraka karcinoma, a istrazivanje Tsaija i sur. (194) tri
uzorka karcinoma. Nasa ispitivana skupina bila je mnogo veca, ali smatramo
da su potrebna dodatna istraZivanja kako bi se potvrdila ili odbacila
povezanost izrazenosti Cx43 i Gleasonova zbroja.

U usporedbi s normalnim stanicama vecina neoplasti¢nih stanica ima
manjak pukotinskih spojeva i poremec¢aj medustani¢ne komunikacije (182). Ti
rezultati upozoravaju na to da smanjenje izrazenosti Cx43, koje rezultira
poremecajem medustani¢ne komunikacije, moze uzrokovati nenormalan i

nekontroliran rast epitelnih stanica (182).
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Umhauer i sur. (195) pokazali su da je izrazenost Cx43 bila gotovo
odsutna u adenokarcinomu jajnika, dok je u normalnom tkivu jajnika Cx43 bio
mMNogo izrazeniji.

Brehm i sur. (184) u svom istraZivanju dokazali su da je progresija
karcinoma in situ testisa u seminom povezana s intratubularnim smanjenjem
ili Cak gubitkom izrazenosti Cx43 gena i sinteze Cx43 proteina u Sertolijevim
stanicama, $to upucuje na to da se regulacija izraZzenosti Cx43 dogada na
transkripcijskoj razini.

Istrazivanje Mehta i sur. (177) pokazalo je da su connexini bili
smjeSteni na kontaktnim podrucjima dviju epitelnin stanica dobro
diferenciranih karcinoma prostate te da je zamijeceno njihovo unutarstani¢no
nakupljanje kako su karcinomi postajali invazivniji i nediferenciraniji sve do
postupnog gubitka njihove izrazenosti u uznapredovalim stadijima. Gubitak
pukotinskih spojeva kriti€ni je korak prema progresiji karcinoma prostate
(177). Ti su rezultati u skladu s njihovim in vitro istraZivanjima, Sto upozorava
na to da se epitelne stanice karcinoma prostate jako mijenjaju, tj. da su
zamijeCene promjene u izrazenosti Cx43 uz velik gubitak Cx43 u
uznapredovalim stadijima i metastatskoj bolesti (177).

Xu i sur. (183) objavili su sli¢ne rezultate za tkiva karcinoma pluca, u
kojima je takoder bila smanjena izrazenost Cx43 i E-kaderina, Sto je bilo
povezano s loSom diferencijacijom tumora, uznapredovalim stadijem bolesti
TNM i metastazama u limfnim ¢vorovima.

Rezultati naSeg istrazivanja pokazali su da je smanjena izrazenost
Cx43 u tumorima bila povezana s uznapredovalim stadijem tumora (stadij
T3), ali nije bilo razlike izmedu uzoraka tumora koji su zahvatili sjemene
mjehuri¢e i onih koji su probili kapsulu. Smanjena izrazenost Cx43 bila je
povezana s viSim preoperativnim vrijednostima PSA i pozitivnim kirur§kim
rubovima. Navedeni rezultati upucuju na Cinjenicu da se tumori sa
smanjenom izrazenoS¢éu Cx43 ponasaju agresivnije. U sluCaju metastaza u
limfnim ¢&vorovima (stadij N1) nije zamije¢ena povezanost s izrazenoSéu
Cx43, ali zaklju€ci o povezanosti izrazenosti Cx43 i metastatskog potencijala

tumora nisu pouzdani jer su samo trojica bolesnika u naSoj istrazivanoj
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skupini imala metastaze u limfnim ¢vorovima, Sto je nedostatan broj za
ozbiljniju statisticku analizu.

Izrazenost Cx43 prouCavana je u razliCitim kacinomima u nekoliko
istrazivanja, ali su prouCavanja bila rijetko usmjerena na njegovu
prognosticku vrijednost (196-199). U posljednje vrijeme sve se viSe istrazuju
connexini, posebno Cx26 i njegova prognostiCka vrijednost u razliCitim
karcinomima (196-198).

Nomura i sur. (196) u svom istrazivanje obuhvatili su 153 bolesnika s
kolorektalnim karcinomom. Cx26 imao je statistiCki znaCajnu povezanost s
povratom bolesti i histoloSkim tipom tumora (196). Kod bolesnika s Cx26
negativnim tumorima prezivljenje je bilo osjetno kra¢e nego kod bolesnika s
Cx26 pozitivnim tumorima (196). Prema njihovoj multivarijatnoj analizi (196),
Cx26 bio je nezavisni prognosticki Cimbenik.

Liu i sur. (197) proucavali su izrazenost Cx26 u 205 sluCajeva
karcinoma Zeluca, a njihova multivarijatna regresijska analiza pokazala je da
je izrazenost Cx26 bila nezavisni prognostiCki pokazatelj intestinalnog tipa
karcinoma Zeluca te je upucivala na povoljnu prognozu.

Inose i sur. (198) nastojali su razjasniti utjecaj Cx26 na
klinickopatoloSki ishod i njegovu prognosticku vaznost u humanom
planocelularnom karcinomu jednjaka 123 bolesnika. Njihovi rezultati pokazali
su da nije bilo pozitivnog obojenja na Cx26 u normalnim plo€astim stanicama
jednjaka te je petogodiSnje preZivljenje bolesnika s planocelularnim
karcinomom jednjaka i pozitivnim Cx26 bilo mnogo kra¢e nego bolesnika s
Cx26 negativnim nalazom (198).

Prema naSim spoznajama samo je jedno istrazivanje proucCavalo
prognosti¢ku vrijednost Cx43 u karcinomu.

Conklin i sur. (199) analizirali su izrazenost Cx26, Cx32 i Cx43 u 438
invazivnih karcinoma dojke. Cx43 bio je snizen u razli¢itim stadijima
progresije karcinoma prostate te je pokazivao snaznu negativhu povezanost
s Ki67 i snaznu pozitivnu povezanost sa statusom estrogenskih i
progesteronskih receptora (199). No Kaplan-Meierova analiza prezivljenja

pokazala je da Cx proteini (Cx26, Cx32 i Cx43) nisu pouzdani prognosticki
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biljezi za karcinom dojke (199). U tom istrazivanju nije provedena Coxova
analiza.

U nasem istraZivanju se prvi put procjenjivala prognosticka vrijednost
izrazenosti Cx43 u karcinomu prostate. U ovom istraZivanju je gubitak
izraZenosti Cx43 u karcinomu prostate bio jasno povezan s karakteristikama
tumora koje upozoravaju na agresivniji tumorski fenotip (viSe vrijednosti
preoperativnog PSA, stadij tumora T3 i pozitivni kirurSki rubovi). Prema
univarijatnoj i multivarijatnoj analizi, bolesnici kod kojih je izrazenost Cx43 u
tumorskom tkivu bila manja od 30% imali su kracCe vrijeme prezivljenja bez
BCR-a .

U nekoliko istrazivanja prou€avala se uloga Cx43 u terapiji karcinoma
prostate. Wang i sur. (180) pokazali su da je Cx43 povecao osjetljivost
karcinoma prostate na TNFa induciranu apoptozu. Fukushima i sur. (178)
zamijetili su da je kombinirana terapija Cx43 i docetaxelom bila mnogo viSe
citotoksi¢na kada su stanice tretirane docetaxelom 24 sata od transfekcije
Cx43, §to upozorava na to da je Cx43 utjecao na povecanje osjetljivosti na
docetaxel.

U naSem istrazivanju nije pronadena statistiCki znatna povezanost
izmedu izrazenosti EpCAM-a i Cx43 u karcinomu prostate.

Nase istrazivanje potvrdilo je povecanu izrazenost EpCAM-a i
smanjenu izrazenost Cx43 u karcinomu prostate te da izrazenost oba biljega
ima prognosticku vaznost, a dobiveni rezultati podrzavaju njihovu
potencijalnu ulogu u progresiji karcinoma prostate. Stovie, nasi rezultati
upozoravaju i na to da bi EpCAM i Cx43 mogli posluziti kao dodatni
prognostiCki biliezi za prepoznavanje bolesnika s klini¢ki lokaliziranim
karcinomom prostate koji imaju povecan rizik za povrat bolesti i zahtijevaju
sekundarnu terapiju. Daljnja istrazivanja bioloSkog ucinka tih proteina mogu
pomoci u razvoju ciljane terapije na EpCAM i one terapije koja bi povecala
izrazenost Cx43 te preko njega inhibirala rast stanica i suprimirala tumorsku

progresiju.
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7. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata dobivenih u ovom istrazivanju moze se zakljuciti:

1. EpCAM je bio razli€ito izrazen u svim uzorcima adenokarcinoma prostate
i u vecini slu€ajeva (61,8%) izrazenost je zamije¢ena u viSe od 35%
Zlijezda. Samo u 1% uzoraka benignog tkiva EpCAM je bio izrazen u viSe
od 35% Zlijezda. Izrazenost Cx43 bila je u razli€itoj mjeri prisutna u svim
analiziranim uzorcima tumorskog i benignog tkiva. U vise od 50%
analiziranih uzoraka benignog tkiva Cx43 bio je izrazen u 85% i viSe
Zlijezda, dok je sli¢nu izrazenost imalo manje od 10% tumora.

2. lzrazenost EpCAM-a bila je znatno statistiCki negativnho povezana s
ukupnim vremenom pracenja (Spearmanov test korelacije, koeficijent
korelacije -0,556, p<0,001), $to upucuje na kraée vrijeme prezivljenja bez
povrata bolesti i raniju pojavu BCR-a kod bolesnika s ve¢om izrazenoScu
EpCAM-a. Kod bolesnika s BCR-om izrazenost EpCAM-a bila je statistiCki
mnogo veca (p<0,001) nego kod bolesnika kod kojih se nije pojavio BCR.
Preoperativni (Spearmanov test korelacije, koeficijent korelacije 0,256,
p=0,009) i postoperativni (Spearmanov test korelacije, koeficijent
korelacije 0,279, p=0,004) Gleasonovi zbrojevi pokazali su pozitivhu
povezanost s izrazenoSéu EpCAM-a u tumorskom tkivu i bolesnici s
veéom izrazenoS¢u EpCAM-a imali su veci preoperativni i postoperativni
Gleasonov zbroj. U wuzorcima tumora u stadiju bolesti T3 (Mann-
Whitneyev U test, p=0,002) zamijeCena je veca izrazenost EpCAM-a
nego u uzorcima tumora u stadiju T2.

3. PojaCana izraZzenost Cx43 bila je osjetno statistiCki pozitivno povezana s
vremenom pracenja (Spearmanov test korelacije, koeficijent korelacije
0,432, p<0,001), Sto upozorava na dulje vrijeme preZivljenja bez povrata
bolesti i kasniju pojavu BCR-a kod tih bolesnika. Preoperativni PSA
(Spearmanov test korelacije, koeficijent korelacije -0,266, p<0,007)
pokazao je negativhu povezanost s izrazenoSéu Cx43, a bolesnici sa
smanjenom izrazenoS¢u Cx43 imali su viSe preoperativne vrijednosti
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PSA. U uzorcima tumora u stadiju bolesti T3 (Mann-Whitneyev U test,
p=0,021) i onih s pozitivnim kirurSkim rubovima (Mann-Whitneyev U test,
p<0,001) zamije¢ena je mnogo manja izrazenost Cx43 nego u uzorcima
tumora u stadiju T2 i uzorcima tumora bez pozitivnih kirurskih rubova.

. Spearmanovim testom korelacije nije pronadena vec¢a povezanost izmedu
izrazenosti EpCAM-a i Cx43 u adenokarcinomu prostate (Spearmanov
test korelacije, koeficijent korelacije -0,181, p=0,069).

. Kaplan-Meierova analiza pokazala je da je vrijeme prezivljenja bez BCR-a
dulje za bolesnike kod kojih je izrazenost EpCAM-a manja od 45% nego
za bolesnike kod kojih je izrazenost EpCAM-a veéa od 45% (p<0,001)
kao i za bolesnike kod kojih je izrazenost Cx43 veca od 30% nego za one
kod kojih je izrazenost Cx43 manja od 30% (p<0,001). Prema rezultatima
Kaplan-Meierove analize napravljena je Coxova regresijska analiza.
Postavljeni regresijski model imao je veliku prediktivhu vrijednost na
duljinu prezivljenja na razini p<0,000. Kao statisti¢ki vazni ¢imbenici koji
utjeCu na duljinu prezivljenja bez povrata bolesti u multivarijatnoj analizi
pokazali su se preoperativni Gleasonov zbroj (p=0,025), izrazenost
EpCAM-a vec¢a od 45% (p<0,001), izrazenost Cx43 manja od 30%
(p=0,014), visi, T stadij bolesti (p<0,001) i preoperativni PSA (p=0,003).
Oba biljega pokazala su se u univarijatnoj i multivarijatnoj analizi kao

dobri neovisni prognosti¢ki Cimbenici.

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti da bi oba istrazivana biljega

mogla imati ulogu u progresiji i prognozi karcinoma prostate. S obzirom na

njihovu potencijalnu ulogu u progresiji karcinoma prostate, oba biljega

kandidati su za razvoj i primjenu specificne molekularne terapije koja bi

mogla olaksati i unaprijediti lje€Cenje karcinoma prostate. Pracenjem EpCAM-

a i Cx43 u prognosticke svrhe mogli bi se na relativho jednostavan i jeftin

nacin izdvojiti bolesnici kojima nakon kirurSke terapije treba uvesti i dodatnu

terapiju da bi se sprijecio povrat bolesti, odnosno produljio Zivot i pobolj$ala

njegova kvaliteta.
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8. SAZETAK

U ovom istrazivanju analizirana je izrazenost i prognostiCka vrijednost
EpCAM-a i connexina 43 (Cx43) u karcinomu prostate. Hipoteza istraZivanja
bila je da su EpCAM i Cx43 izraZeni u adenokarcinomu prostate te da je
pojaCana izrazenost EpCAM-a povezana s loSijom prognozom, a poja¢ana
izrazenost Cx43 s boljom prognozom za bolesnika s adenokarcinomom
prostate.

Na temelju postavljene hipoteze odredeni su sljedeci ciljevi istrazivanja:

1. Imunohistokemijski odrediti izrazenost EpCAM-a i Cx43 u
adenokarcinomu i benignom tkivu prostate.

2. Usporediti imunohistokemijsku izrazenost EpCAM-a i Cx43 u
adenokarcinomu prostate s priznatim prognostickim ¢imbenicima
(preoperativni PSA, Gleasonov zbroj, TNM i vrijeme biokemijskog
relapsa).

3. Odrediti postoji li povezanost izmedu izrazenosti EpCAM-a i Cx43 u
adenokarcinomu prostate.

4. Odrediti koji od dva ispitivana biljega ima veéu prognosti¢ku vrijednost

u adenokarcinomu prostate.

Istrazivanje je obuhvatilo 102 bolesnika kojima je ucinjena radikalna
prostatektomija zbog klini¢ki lokaliziranog karcinoma prostate. Materijal je
obraden standardnom histoloSkom metodom, a dodatni rezovi tkiva koji su uz
karcinom prostate sadrzavali i tkivo prostate bez tumora analizirani su
imunohistokemijski monoklonalnim protutijelima na EpCAM i Cx43.

EpCAM je bio pojatano izrazen, a Cx43 smanjeno izrazen u
karcinomu prostate. Izrazenost EpCAM-a bila je statisticki osjetno negativno
povezana s ukupnim vremenom pracenja (p<0,001), Sto upozorava na krace
vrijeme preZzivljenja bez povrata bolesti i raniju pojavu BCR-a kod bolesnika s
vecom izrazenoS¢u EpCAM-a. Kod bolesnika kod kojih se pojavio BCR
izrazenost EpCAM-a bila je statisticki mnogo veca (p<0,001). Bolesnici s
veéim preoperativhim i postoperativnim Gleasonovim zbrojem te kraéim
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vremenom pracenja imali su mnogo vecu izrazenost EpCAM-a. Izrazenost
Cx43 u karcinomu prostate bila je znatno povezana s vremenom pracenja
(p<0,001) i preoperativnim PSA (p<0,007). Bolesnici sa smanjenom
izrazenoS¢u Cx43 u karcinomu imali su kraée vrijeme prezivlenja bez
povrata bolesti i vise preoperativne vrijednosti PSA. Nadalje, bolesnici s
pozitivnim  kirur§kim rubovima (p<0,001) imali su osjetho smanjenu
izrazenost Cx43.

Spearmanovim faktorom korelacije nije pronadena statisticki znatna
povezanost izmedu stupnja izraZzenosti EpCAM-a i Cx43 u karcinomu
prostate (Spearmanov koeficijent korelacije, koeficijent korelacije -0,181,
p=0,069).

Kaplan-Meierova analiza pokazala je da su bolesnici s izrazeno$¢u EpCAM-a
vecom od 45% (p<0,001) i izrazenoScu Cx43 manjom od 30% (p<0,001)
Zivjeli kraée bez povrata bolesti. U Coxovoj regresijskoj analizi kao statisticki
vazni faktori za duljinu prezivljenja bez povrata bolesti pokazali su se
preoperativni PSA (p=0,003), preoperativni Gleasonov zbroj (p=0,025), visi, T
stadij bolesti (p<0,001), izrazenost EpCAM-a ve¢a od 45% (p<0,001) i
izraZzenost Cx43 manja od 30% (p=0,014).

Prema dobivenim rezultatima moze se zakljuciti da bi EpCAM koji je u
vecoj mjeri izrazen u karcinomu te Cx43 koji pokazuje smanjenu izrazenost u
tumorskom tkivu mogli imati ulogu u progresiji karcinoma prostate. EpCAM i
Cx43 osjetno su povezani s priznatim prognostiCkim ¢imbenicima, S$to
upozorava na njihovu prognosti¢ku vrijednost koja je u oba slu¢aja potvrdena
univarijatnom i multivarijatnom analizom.

S obzirom na njihovu mogucu ulogu u progresiji karcinoma prostate,
oba ispitivana biljega kandidati su za razvoj i primjenu specificne molekularne
terapije koja bi mogla olak3ati i unaprijediti lijec¢enje karcinoma prostate.
Pra¢enjem EpCAM-a i Cx43 u prognostiCke svrhe takoder bi se mogli na
relativno jednostavan i jeftin nacin izdvojiti bolesnici kojima nakon kirurSke
terapije treba uvesti i dodatnu terapiju da bi se sprije€io povrat bolesti,

odnosno produljio Zivot i poboljSala njegova kvaliteta.

79



9. SUMMARY

PROGNOSTIC VALUE OF EpCAM AND CONNEXIN 43 EXPRESSION IN

PROSTATE CANCER

The hypothesis of this study was that the increased expression of
EpCAM is associated with poorer disease prognosis while the increased
expression of connexin 43 (Cx43) in prostate cancer is associated with better
disease prognosis.

The study included a cohort of 102 patients and the examined markers
were analyzed immunohistochemically with monoclonal antibodies to EpCAM
and Cx43.

EpCAM was found to be overexpressed in cancer and Cx43 in benign
prostatic tissue. The patients with higher preoperative and postoperative
Gleason score and short follow-up time had tumours with a significantly
higher expression of EpCAM. The patients with BCR harbored higher
EpCAM expression. Tumours in T3 stage of the disease showed significantly
higher EpCAM expression. The loss of Cx43 expression was clearly
associated with tumour features that indicated a more agressive tumour
phenotype (higher preoperative PSA, T3 tumor stage and positive surgical
margins). Kaplan-Meier analysis showed that the patients with the expression
of EpCAM 245% (p<0.001) and Cx43 expression <30% (p<0.001) were short
lived without disease recurrence. In Cox regression analysis, preoperative
Gleason score (p=0.025), higher T stage (p<0.001), preoperative PSA
(p=0.003), EpCAM expression 245% (p<0.001) and Cx43 expression <30%
(p=0.014) were significant predictors of biochemical recurrence-free survival.

Based on these results we can conclude that EpCAM higher
expression and Cx43 decreased expression in cancer tissue may play a role
in the progression of prostate cancer. EpCAM and Cx43 were significantly
associated with recognized prognostic factors, and their prognostic value was

confirmed both in univariate as well as in multivariate analysis.

Goran Benko, Zagreb, 2013.
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