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1. UvOoD

Karcinom prostate je multifaktorijalan poremecaj koji ukljuuje kompleksne
interakcije medu endokrinim, genetickim i okoli§nim ¢imbenicima. Pripada medu najcesce

maligne neoplazme u muskaraca a rizik razvitka raste sa starosc¢u (1, 2).

Trenutno dostupni pretskazatelji progresije i prezivljavanja pacijenata s karcinomom
prostate (prostata specifi¢ni antigen, Gleason zbroj i stadij tumora) Cesto su nedovoljni za

procjenu agresivnijeg oboljenja pa postoji potreba za novim biljezima.

Kao i kod svih solidnih tumora, rast, progresija i metastaziranje karcinoma prostate
ovisi 0 sposobnosti formiranja krvnih zila. Tumorske stanice mogu poticati stanice strome
prostate ili same luciti Cimbenike koji mogu inducirati neovaskularizaciju. SuviSak
proangiogenih ¢imbenika u odnosu na antiangiogene potiCu proces nazvan ,angiogeni

okidac¢* koji potice stvaranje novih krvnih zila i omogucava rast tumora veéi od 2 do 3 mm (3,
4).

Angiogene ¢imbenike €ine i citokini ¢ija je kljucna uloga u reguliranju humoralnog i
celularnog odgovora. Medutim, danas se zna da su oni na vise nacina ukljuceni u maligni
proces: djeluju direktno na inhibiciju rasta tumorskih stanica, dovode do regresije tumora,
pojacavaju antitumorske imune uéinke, ali mogu djelovati i kao ¢imbenici rasta za maligne
stanice, mogu posredovati neoplasticnim uéincima i imati proangiogeni ili antiangiogeni

ucinak na vaskularizaciju tumora (5, 6).

Geni citokina su polimorfni, a neki polimorfizmi mogu imati utjecaj na njihovu
funkciju izravnim i neizravnim utjecajem na razinu ekspresije gena i/ili njegove funkcije.
Posebna pozornost se posvecuje polimorfizmima u jednoj bazi smjeStenim najceSc¢e u
promotorskim regijama gena koji mijenjaju razinu transkripcije, ali i proteinskog produkta.
Nositelji navedenih polimorfizama mogu imati ve¢u sklonost obolijevanja od pojedinih vrsta

tumora (7).
U ovom istrazivanju ispitivat ¢emo polimorfizme sljedecih triju gena citokina:
» Interleukin 1-f +3954 C>T polimorfizam - rs1143634
» Interleukin 8 -251 T>A polimorfizam - rs4073

» VEGF +405 G>C polimorfizam - rs2010963.



1.1. Prostata

Prostata je neparan zljezdano-misi¢ni organ, smjesten neposredno ispod mokraé¢nog
mjehura, iza stidne kosti, a ispred zavrsnog dijela debelog crijeva i okruZzuje pocetna 3 cm
mokraéne cijevi. Ubraja se u pomocne spolne zlijezde muskog spolnog sustava. Ima
egzokrinu funkciju, a najvazniji dio te funkcije jest sudjelovanje u stvaranju i izlu¢ivanju

sperme.

Normalna tezina prostate odrasla ¢ovjeka iznosi ~18 g, duga je ~3 cm, Siroka ~4 cm,

debljine ~2 cm, volumena 20 - 30 ml (8).

1.2. Benigna hiperplazija prostate (BHP)

Benigna hiperplazija prostate je patoloski proces koji po definiciji predstavlja
dobrocudni rast epitelnih, miSiénih i1 vezivnih stanica prostate, pra¢ena je smetnjama donjeg
mokra¢nog trakta (engl. lower urinary tract symptoms - LUTS) i dio je procesa starenja

muskaraca (9, 10).

Histopatoloski BHP je karakteriziran porastom broja stromalnih i epitelnih stanica koji
tvore fibroadenomatozne Cvoric¢e u tkivu prostate, uglavnom u periuretralnoj i prijelaznoj
zoni. Mikroskopske promjene se odnose na staninu proliferaciju i povecavaju se sa
starenjem. Priblizno 40, 70, 80 1 90 % muskaraca obuhvacéeno je njima u Sestom, sedmom,
osmom i devetom desetljecu zivota (10). Makroskopske se promjene odnose na povecanje

prostate. Histoloske i mikroskopske promjene su ucestalije od makroskopskih (11, 12).

Utvrdene su razlike u pojavnosti 1 epidemiologiji BHP-a medu razli¢itim rasama. U
crnoj rasi je ¢eS¢a u odnosu na bijelu rasu i pocinje desetljece ranije. Medu azijskim rasama je
znatno rjeda, ali je zabiljezen znacajan porast pojavnosti u azijskim imigracijskim skupinama

na zapadu. Razlozi takvih razlika nisu potpuno jasni (13, 14).

lako patogeneza BHP-a nije u potpunosti razrijeSena, €ini se da je nekoliko razlicitih

mehanizama ukljuc¢eno u razvoj i progresiju bolesti.

Dob je najznacajniji ¢imbenik rizika i postoji ¢vrsta korelacija izmedu dobi i
hiperplazije. Starenjem dolazi do procesa tkivnog remodeliranja (osobito u prijelaznoj zoni)

pa poremecaji u ravnotezi izmedu ¢imbenika rasta signalnih putova u procesima proliferacije i



staniéne smrti te stromalno-epitelnim medudjelovanjima za posljedicu imaju povecanje

prostate (11, 15).

lako androgeni ne uzrokuju BHP, za razvoj BHP-a potrebna je prisutnost androgena
testisa. Glavni androgen prostate je dihidrotestosteron (DHT, 3 - 10 puta potentniji od samog
testosterona) koji nastaje iz cirkulirajuc¢eg testosterona djelovanjem 5-a-reduktaze (16). U
prostati je dominantan tip 2 5-a-reduktaze, primarno lokaliziran u stanicama strome. Smatra
se da stromalne stanice imaju sredi$nju ulogu u androgen-ovisnom rastu prostate te da je tip 2
5-a-reduktaze kljuéni androgeni amplifikacijski korak (17). Takoder je poznato da prostati¢ne
vrijednosti DHT-a, kao i androgenog receptora (AR) starenjem ostaju visoke unato¢ niskim
perifernim koncentracijama testosterona (18). U eunuha, muskaraca koji su bili kastrirani u
mladosti i onih s poremecajima 5-a-reduktaza ne nastaje BHP, $to ukazuje na vaznu ulogu

androgena u razvoju BHP-a (15).

Estrogeni takoder stimuliraju stromalnu stani¢nu proliferaciju i kod starijih muskaraca
mogu reaktivirati rast prostate (2) jer starenjem raste koncentracija metabolita estrogena,
posebice 17-B-estradiola i estrona. U prilog tomu ide i ¢injenica da hiperplazija pretezito
zahvaca proksimalno periuretralno tkivo koje je osjetljivo na estrogen, a u koje su ukljuceni

specijalizirani mezenhim periprostati¢nog sfinktera i prijelazna zona (19).

Novija istrazivanja bave se povezanoS¢u metabolickog sindroma i BHP-a.
Hammarsten i sur. su prvi pokazali da ¢imbenici rizika za razvoj BHP-a mogu biti: o inzulinu
neovisna Secerna bolest (NIDDM), visoki tlak, pretilost i niska koncentracija kolesterola

visoke gustoce lipoproteina (HDL-C) (20).

U posljednjih nekoliko godina sve je vise istrazivanja o ulozi kroni¢ne upale i lokalne
hipoksije u razvoju BHP-a (20). Cinjenica je da se BHP vrlo &esto povezuje s kroni¢nim
prostatitisom i da se u veéini BHP uzoraka nalaze upalni infiltrati te brojni citokini, npr.
interleukini -1, -2, -4, -15, -17 (IL), interferon-y (IFN-y), faktor rasta fibroblasta-2 (FGF-2) i
drugi (21). Vjeruje se da kroni¢na upala podrzava proces fibromuskularnog rasta u BHP-u, a

hipoksija moze aktivirati rast prostate (20).

Postoje ¢vrsti dokazi da BHP ima i nasljedno genetsku komponentu. Jednojaj¢ani
blizanci pokazuju veéu stopu podudarnost BHP-a, nego dvojajcani, a oko 50 % muskaraca
mladih od 60 godina (u odnosu na oko 9 % muskaraca starijih od 60 godina) podvrgnutih
prostatektomiji zbog BHP-a moze se pripisati nasljedni oblik bolesti (20).



1.3. Prostati¢na intraepitelna neoplazija (PIN)

PIN je stanje abnormalne proliferacija citoloski atipi¢nih stanica u vodovima i
acinusima prostate, ali bez invazije strome. Smatra se prekursorskom lezijom mnogih
perifernih adenokarcinoma prostate jer pretezno zahvaca perifernu zonu, fenotipske i
genotipske promjene pokazuju sli¢nost s karcinomom, Siri se prostaticnim vodovima, a moze

predstavljati i pretecu agresivnijem obliku fenotipa karcinoma prostate (22, 23).

Pojavnost PIN-a u biopsijama prostate iznosi prosjecno 5 % i raste s dobi, dok rizik za
pojavu karcinoma kod PIN-pozitivnih na sljedecoj biopsiji iznosi 23 - 35 % (24). Osim dobi
(22), rasna i geografska pripadnost takoder utjeCu na pojavnost PIN-a. Zastupljenija je kod
crnaca (posebno americkih) u odnosu na bijelce 1 Azijate, a Japanci u Osaki imaju znacajno

nizu pojavnost u odnosu na one koji zive u Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD) (22).

1.4. Karcinom prostate

1.4.1. Epidemiologija karcinoma prostate

Rak prostate je Cetvrto najcescée sijelo raka u oba spola, a drugo najées¢e u muskaraca
pa je zbog svoje ucestalosti postao javnozdravstveni problem Sirom svijeta, posebice
razvijenim zemljama koje imaju sve stariju populaciju (kao i Hrvatska) (25, 26). Porast
pojavnosti raka prostate posljednjih se godina u velikoj mjeri moze pripisati povecanom

otkrivanju latentne bolesti zbog dostupnosti testiranja PSA (26).

Prema podatcima Svjetske zdravstvene organizacije (SZO) 2012. g. u svijetu je
otkriveno oko 1,1 milijuna muskaraca s rakom prostate, sto ¢ini 15 % od ukupno svih sijela
raka dijagnosticiranih u muskaraca, s gotovo 70 % slucajeva (759 000) koji se pojavljuju u
razvijenijim podrucjima. Ucestalost raka prostate varira viSe od 25 puta u cijelom svijetu.
Dobno standardizirane stope su najvise u Australiji, Novom Zelandu, Sjevernoj Americi te u
zapadnoj i sjevernoj Europi. Stope su takoder relativno visoke u nekim manje razvijenim
podru¢jima, kao §to su Karibi, Juzna Afrika i Juzna Amerika, a najnize U juznoj, isto¢noj,

srediSnjoj Aziji te sjevernoj Africi (27).

S 307 000 smrtnih slucajeva u 2012., rak prostate je peti vode¢i uzrok smrti od raka u
muskaraca (6,6 % od ukupnog broja umrlih muskaraca). Zbog PSA testiranja koje ima mnogo

veéi utjecaj na pojavnost raka prostate, nego na smrtnost, razlika u stopama smrtnosti manje



je izrazena. Vjerojatno zbog pravodobnog otkrivanja i boljeg terapijskog pristupa, broj
smrtnih slucajeva od raka prostate manji je u razvijenijim podru¢jima, nego u manje
razvijenim. Smrtnost je opéenito visoka u pretezno crne populacije (Karibi, juzna i zapadna

Afrika), a vrlo niska u Aziji, sjevernoj Africi kao i sjevernoj Americi (21).

U Europi je 2012. registrirano 416 700 (96/100 000) novootkrivenih muskaraca s
rakom prostate s najve¢om stopom u zapadnoj i sjevernoj Europi. Po pojavnosti je na prvom
mjestu (22,8 %) ispred raka pluca (15,9 %) i raka debelog crijeva (13,2 %), a po smrtnosti na
treéem mjestu s 92 200 umrlih i stopom od 19,3 (9,5 %) (27) (Slika 1.1.). Stope smrtnosti su
vise u sjevernim podru¢jima Europe (Danska, Litva) u odnosu na neke sredi$nje i istocne

zemlje (npr. Albanija, Ukrajina, Italija, Bosna i Hercegovina) (28).

. M Prostata M Prostata
Pojavnost Smrtnost 95
22,8 M Pluca i M Pluca
m Debelo crijevo m Debelo
crijevo
W Mokracni m Pankreas
mjehur
M Zeludac W Zeludac
m Ostalo m Ostalo

Slika 1.1. NajéeSc¢a sijela raka medu muskarcima u Europi 2012. godine (27)

U Hrvatskoj je 2012. g. kod muskaraca rak prostate bio na drugom mjestu (16,5 %),
iza raka pluca (18,5 %). Broj novootkrivenih bolesnika iznosio je 2 021, uz stopu pojavnosti
72,8 te smrtnosti 26,0. Po smrtnosti (9,8 %) bio je na tre¢em mjestu iza raka pluca i raka
debelog crijeva (27) (Slika 1.2.). U odnosu na 1996. g., u Hrvatskoj je doslo do vise od
dvostrukog porasta udjela raka prostate u ukupnoj pojavnosti sa 7 na 16,5 % (26).



. M Prostata M Prostata
Pojavnost Smrtnost
16,5 H Pluca 9,8 W Pluca
® Debelo ® Debelo
crijevo crijevo
B Mokracni m Mokracni
mjehur mjehur
B Zeludac B Zeludac
W Ostalo m Ostalo

Slika 1.2. Naj¢esca sijela raka medu muskarcima u Republici Hrvatskoj 2012. godine (27)

Iz navedenih podataka vide se znacajne razlike u pojavnosti i smrtnosti medu
pojedinim podrucjima svijeta. Neke od varijacija se mogu objasniti razlikama u medicinskoj
skrbi, prijavljivanju uzroka smrti, razlikama u PSA, testiranju i terapijskim postupcima, ali
varijacije od skoro 50 puta u pojavnosti raka prostate bile su uocene i prije uvodenja PSA
testiranja. Stoga, treba uzeti u obzir i druge ¢imbenike koji mogu utjecati na rizik: migracija
stanovniStva, ¢imbenici okoliSa, prehrambene navika, ve¢i sadrZzaj masno¢a u prehrani,
pretilost, sjede¢i nacina zivota, kao i mijenjanje nacina Zivota sve vise prema zapadnjackom.
Iako se ¢ini da genska predispozicija igra manju ulogu, razlog ekstremno Visoke pojavnosti
raka prostate u crnackoj populaciji americ¢kih drzava i Kariba, ipak se objaSnjava genetskim
naslijedem. Tako se varijacije kromosomskih alela 8q24 i 17q21 specifi¢ne za muskarce

africkog podrijetla povezuju s poveéanim rizikom (25).

1.4.2. Cimbenici rizika

Rak prostate je najcesce sijelo raka u muskaraca zapadnog svijeta, a etiologija je jo$
uvijek nepoznata. Mnogi muskarci s jednim ili viSe rizicnih ¢imbenika nece oboljeti, dok
drugi obolijevaju iako nemaju prisutan niti jedan poznati rizi¢ni ¢imbenik (26). lako se
¢imbenici rizika poput dobi, rase, obiteljske anamneze ne mogu kontrolirati, najnovije
spoznaje o rizicnim ¢imbenicima (endogenim i1 egzogenim) ukazuju da bi se neki slucajevi

mogli prevenirati (1).



1.4.2.1. Endogeni ¢imbenici
Dob

Tipi¢no je za epitelne malignosti u koje spada i rak prostate da im rizik raste s dobi. To
je rijedak rak koji se pojavljuje prije 45 g. zivota (manje od 0,3 %), a vise od 70 % bolesnika
starije je od 65 g. (29). Starenjem dolazi do progresivnog nakupljanja DNA adukata i
oSte¢enja DNA u vecini tkiva. To je vjerojatno posljedica oksidativnog stresa koji nastaje
zbog neravnoteze prooksidativnog i antioksidativnog sustava. Normalnim metabolickim
procesima nastaju slobodni radikali i reaktivni kisikovi spojevi (ROS), visoko reaktivni
spojevi koji mogu ostetiti stanice. Oni mogu dovesti do oste¢enja DNA stvaranjem lomova,
apurinskih, apiramidinskih mjesta ili adukata, a mogu Katalizirati i oksidativhu modifikaciju
proteina i enzima ukljucenih u popravak DNA. Starenjem slabi antioksidativni mehanizam
zaStite pa pojacano nakupljanje reaktivnih kisikovih spojeva moze dovesti do mutageneze i

nastanka raka (30).
Rasa i etnic¢ka pripadnost

Najveca stopa pojavnosti raka prostate je u Afroamerikanaca, najniza u istocnoj Aziji,
a rijetka u americ¢kih Indijanaca. Osim §to je rizik za rak prostate dvaput visi za muSkarce
africkog podrijetla, uz vecu stopu pojavnosti od bijelaca u svim dobnim skupinama, imaju i

agresivniji oblik bolesti (26).

Razlike u riziku medu etni¢kim skupinama jo§ uvijek nisu poznate. Mozda su genetski
uzrokovane razlikama u alelima gena odgovornih za enzime koji sudjeluju u metabolizmu
testosterona, ucestalosti polimorfnih varijacija SRD5A2 gena koji kodira tip2 5-o-reduktaze
(aktivnost je najniza medu Japancima), ucestalosti kratkog CAG (visoka kod
Afroamerikanaca) i 16 GGC (niska kod Afroamerikanaca) mikrosatelita na AR lokusu ili
polimorfizma VDBP (engl. Vitamin-D binding protein) gena koji kodira sintezu proteina koji

veze D-vitamin u serumu (26, 29, 30).

Neke studije ukazuju i na razlike u serumskim koncentracijama androgena i njihovih
metabolita, proteina koji veZe spolne hormone (SHBG) (visSe su kod Afroamerikanaca u
odnosu na bijelu populaciju), ali i inzulinu slicnog faktora rasta-1 (IGF-1) i IGF-vezujuceg

proteina 3 (IGFBP-3) (vise su kod bijelih Amerikanaca) (30).



U posljednje vrijeme se sve vise pozornosti posvecuje razlikama u nacinu zivota medu
etnickim skupinama. Uzimaju se u obzir prehrambene navike, druStveni i kulturalni obicaji,
ali i utjecaj okolisa. Migracijske studije su pokazale da je rizik od raka prostate 5 puta visi kod

Japanskih imigranata u SAD u odnosu na Japance u Japanu (29, 31).
Obiteljska predispozicija

Ucestalost raka prostate u muskaraca s obiteljskom predispozicijom je dva do Cetiri
puta viSa u usporedbi s kontrolnom populacijom (29). Rizik raste s brojem oboljelih ¢lanova,
dobi kad im je rak prostate otkriven (mlada dob povecava rizik), veéi je ako brat ima rak
prostate, nego ako ga ima otac, jednojaj¢ani blizanci imaju veéi rizik od dvojajc¢anih (30), a
vedi je 1 kod muskaraca koji imaju obiteljsku anamnezu raka dojke 1 raka jajnika. Navedeno
ide u prilog postojanju nasljednog oblika i ukazuje na recesivno ili X-vezano nasljedivanje
(29). Osim toga, uoceno je da muskarci s obiteljskom anamnezom raka prostate imaju rizik za

pojavu raka 6 - 7 godina ranije u odnosu na sporadi¢ni oblik (26).

Medu genima kandidatima koji se povezuju s nastankom raka prostate nalaze se HPC-
1 (engl. Hereditary prostate cancer 1 gene) na dugom kraku kromosoma 1 te BRCAL i
BRCAZ2 geni (26, 29).

Hormoni

Androgeni su neophodni za rast, razvoj i funkciju prostate i mogu biti upleteni u
etiologiju raka prostate. Toj tezi ide u prilog Cinjenica da se rak prostate ne pojavljuje u
eunuha, niti muSkaraca kastriranih prije puberteta. Povisene koncentracije testosterona i DHT-
a mogu povecati rizik za rak prostate. IstraZzivanja su 1 utvrdila korelaciju medu serumskom
razinom testosterona, posebice DHT-a medu Afroamerikancima, bijelcima i Japancima.
Medutim, epidemioloske studije su pokazale da koncentracije testosterona i DHT-a u serumu
bolesnika s rakom prostate mogu biti poviSene, snizene pa ¢ak i normalne. Moguce je da
cirkuliraju¢i androgeni u normalnim rasponima nemaju ulogu u etiologiji raka prostate ili da

jos uvijek nisu identificirani prijeko potrebni metaboliti (ako postoje) (26).

Uloga estrogena je jo$ uvijek nejasna. Mladi crnci imaju poviSene serumske razine
estrona i slobodnog estradiol-17f8 u odnosu na mlade bijelce, dok japanski mladi¢i imaju nize
vrijednosti u odnosu na mlade bijelce. Uoceno je i1 da je ucestalost raka prostate manja kod
muskaraca s cirozom koja je povezana s povisenim cirkuliraju¢im koncentracijama estrogena,

a snizenim koncentracijama testosterona (30).



Pojacana ekspresija receptora za prolaktin kod muskaraca s displazijom prostate
potakla je istrazivanja o povezanosti prolaktina s karcinogenezom raka prostate. lako prostata
luci prolaktin, eksprimira receptor za prolaktin a dodavanje prolaktina u organske kulture
humane prostate potice DNA sintezu i mijenja morfologiju epitela jo$ nije dokazana

povezanost povisenih serumskih vrijednosti sa poja¢anim rizikom za rak prostate (32).

Razine IGF-1 i IGFBP-3 povezuju se s uznapredovalim rakom prostate, ali ne
povezuje se i s ranijim stadijem bolesti. Neki istrazivaci zakljucuju da se mjerenjem njihove
razine u serumu moze predvidjeti rizik od uznapredovanog raka prostate ¢ak nekoliko godina

unaprijed (1, 26).

1.4.2.2. Egzogeni ¢imbenici
Prehrana

Deskriptivne epidemioloske studije migracija i geografskih razli¢itosti ukazuju na
utjecaj prehrambenih navika na razvoj raka prostate. Ne zna se je li poveéan rizik od raka
prostate povezan s visokim unosom energije samo zbog unosa energije ili hrane osobito
bogate energijom. lako brojne, nisu sve studije pokazale povezanost izmedu prehrambenih

navika i rizika od raka prostate (26).
Masnoce

Unos masnoca animalnog podrijetla, bogatih zasi¢enim masnim kiselinama povezuje
se s povecanim rizikom od raka prostate. To¢an mehanizam djelovanja nije poznat, ali se
pretpostavlja da djeluju na povecanje serumskih vrijednosti androgena, pojacavaju oksidativni
stres i dovode do porasta IGF-1. Visok udio crvenog mesa u prehrani koje sadrzi mnogo
heterociklickih amina moze povecati rizik od raka prostate (33). Nasuprot tomu, tradicionalna
azijska prehrana sadrzi manje mesa od zapadnjacke, a bogata je sojom i hranom bogatom
fitoestrogenima. Fitoestrogeni djeluju na rak prostate smanjenjem veliine tumora,

pojacavanjem apoptoze i smanjenjem luéenja PSA (29).
Kalcij

U nekim istrazivanjima ustanovljeno je da visok unos mlije¢nih proizvoda pa tako i
kalcija povecava rizik od raka prostate, vjerojatno suprimiranjem sinteze vitamina D3 koji

djeluje zastitno od raka prostate (26, 30, 33).



Debljina

Debljina je jedan od ¢imbenika rizika od uznapredovalog raka prostate i umiranja od
te bolesti (26, 34, 35). Izrazava se kao indeks tjelesne tezine (engl. Body Mass Index, BMI), a
zbog utjecaja debljine na metabolizam spolnih hormona i inzulina povezuje se s pojacanim
rizikom (1). Medutim, treba uzeti u obzir da pretili muskarci imaju hormonalni profil (visoki

estrogeni, niski androgeni) koji djeluje zastitno i smanjuje rizik od raka prostate (29).
Pusenje

Pusenje moze povecati rizik ili zbog ekspozicije kemijskim kancerogenima iz
duhanskog dima ili utjecajem na cirkuliraju¢e razine hormona (poviSenje razine testosterona i

snizenje estradiola) (26, 29, 31).
Alkohol

Konzumiranje alkohola u koli¢inama ve¢im od 8 pic¢a po danu, povecava rizik za rak
prostate 1,9 puta u odnosu na osobe koje ne konzumiraju alkohol. Rizik je isti i kod crnaca i
kod bijelaca i bez obzira na vrstu alkohola koja se konzumira. Rezultati jedne studije

konzumaciju crnog vina povezuju sa smanjenim rizikom (29, 36).
Tjelesna aktivnost

U nekim istrazivanjima je nadeno da povecana tjelesna aktivnost posebice u starijih
muskaraca, smanjuje rizik od uznapredovalog raka prostate, vjerojatno utjecajem na
smanjenje tjelesne tezine (26) odnosno masnog tkiva pa time i na smanjenje luéenja spolnih

hormona, inzulina, leptina i markera upale (37) .
Infekcije

Nema c¢vrstih dokaza da spolno prenosive infekcije povecavaju rizik od raka prostate
(24, 26). Neka istrazivanja povezuju klini¢ki bakterijski prostatitis s rakom prostate (26). U
tkivu prostate nadeni su patogeni poput humanog papiloma virusa (HPV), citomegalovirusa
(CMV), humanog herpes simplex virusa tipa 2 (HSV2) i humanog herpes virusa tipa 8
(HSV8) koji mogu doprinijeti neoplasti¢noj transformaciji (24). Medutim, u ispitivanju
provedenom u Finskoj, HPV je naden vise u tkivima s BHP-om (49 %), nego s rakom prostate

(32 %) u odnosu na normalno tkivo prostate (9 %) (30).
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Kronic¢na upala

Histopatoloske, epidemioloske i genske studije ukazuju da kroni¢na upala uzrokuje
rak u nekoliko organa (npr. Zeludac, jetra, debelo crijevo) pa bi mogla imati i vaznu ulogu u
karcinogenezi prostate. IzloZenost agensima upale moze dovesti do ozljeda epitela prostate
odnosno do proliferativne inflamatorne atrofije (PIA). PIA moze sadrzavati upalne infiltrate, a
Cesto se nalazi uz PIN visoke zlo¢udnosti koja se smatra prekursorom raka prostate. Upala
moze dovesti do karcinogeneze stimulacijom angiogeneze i proliferacije stanica te oste¢enjem

DNA putem reaktivnih kisikovih spojeva (npr. dusikov oksid) (1, 24).
Profesionalna izloZenost

Ispitivanje karcinogenosti drvene praSine dovelo je do otkri¢a da je smrtnost od raka
prostate znacajno povecana u osoba zaposlenih u drvnoj industriji, kao 1 u osoba izloZenih
drvenoj prasini. Utvrdeno je i povecanje rizika kod vatrogasaca, ljudi zaposlenih u
termoelektranama, na odrzavanju zeljeznickih pruga, poljoprivrednika odnosno ljudi izlozenih
policiklickim aromatskim ugljikovodicima, kadmiju, pesticidima i drugim kancerogenim

spojevima (26, 38).

1.4.3. Patologija

Vecina karcinoma prostate (70 - 75 %) nastaje u straznjim i postrani¢nim dijelovima
periferne zone. Manji tumori i tumori nizeg gradusa nastaju u prijelaznoj zoni (15 - 20 %), a
samo je 10 % tumora smjeSteno u srediSnjoj zoni. Multipli tumori se mogu na¢i u oko 50 %

oboljelih, a drugi karcinom se najée$¢e vidi u apikalnoj regiji (ne prelazi 0,5 cm®) (39).

S klinickog stajalista karcinom prostate ocituje se kao simptomatski (slu¢ajevi u kojih
je moguca klinicka dijagnoza), okultni (primarna lezija ostaje mala ili skrivena uz klini¢ko
manifestiranje presadnica, poviSene vrijednosti PSA) i latentni (znakovima i simptomima

klinicki neprepoznatljiv, otkriva se slu¢ajno).

U materijalu dobivenom radikalnom prostatektomijom, makroskopski je moguce
prepoznati samo vece tumore ( > 0,5 cm) koji su u pravilu 1 veceg gradusa (tumor stadij T3,
Gleason zbroj > 8). Na poprjecnim prerezima kroz prostatu podrucja zahvac¢ena tumorom su
kompaktnija, glada i tvrda u odnosu na spuzvasto tkivo normalne prostate, sitnozrnate

povrsine i zuckaste do narancaste boje. Makroskopski se granice tumora ne mogu jasno
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odrediti 1 obi¢no se mikroskopski nade vec¢a koli¢ina tumora. Tumori koji difuzno infiltriraju

prostatu ne mogu se makroskopski prepoznati (39).

Acinarni ili adenokarcinom prostate ¢ini 90 - 95 % svih primarnih karcinoma prostate.
Mikroskopski se mogu protezati od dobro diferenciranih tumora ¢ije se zlijezde teSko mogu
razlikovati od Zlijezda normalnog prostaticnog tkiva do slabo diferenciranih za koje je
histoloski tesko utvrditi da potjeCu iz prostate. Mikroskopska dijagnostika se temelji na
kombinaciji arhitekturnih (infiltrativni rast, odsutnost bazalnih stanica) i citoloskih kriterija
(prisutnost nukleola >1 pum u jezgri tumorskih stanica). U dijagnosticke svrhe rabe se i
dodatni kriteriji, od kojih su najznacajniji perineuralna invazija, prisutnost kolagenih
mikronodula te glomerularizacija (24, 39). Periferno lokalizirani adenokarcinomi mogu
invadirati u perineuralni, vaskularni i prostor sjemenih mjehuri¢a, a najces¢e mjesto

metastaziranja su limfni ¢vorovi, kosti i pluca (23).

Na posebne tipove karcinoma prostate otpada 5 - 10 %. Tu spadaju atrofi¢ni
adenokarcinom, adenokarcinom prostaticnih duktusa, pseudohiperplasticni adenokarcinom,
adenokarcinom pjenusavih stanica, mucinozni adenokarcinom, karcinom stanica tipa ,,prstena
pecatnjaka®, onkocitni adenokarcinom, adenoskvamozni 1 karcinom plocastih stanica,
bazaloidni 1 adenocisti¢ni karcinom, urotelni karcinom prostate, neuroendokrini karcinom,
sarkomatoidni karcinom i karcinom nalik na limfoepiteliom. lako rijetki, zbog lose prognoze

vazno ih je na vrijeme prepoznati (39).

1.4.4. Gleason zbroj i TNM Kklasifikacija

Prema preporukama SZ0O-a za odredivanje stupnja zlocudnosti raka prostate, koristi se
sustav Gleason gradusa odnosno zbroja (engl. Gleason score, GS) (40). Sustav se temelji na
arhitekturnim znacajkama Zlijezda karcinoma prostate. Materijal se dobiva biopsijom prostate
ili operacijom. Pet je stupnjeva diferenciranosti adenokarcinoma gdje 1 oznacava najbolje
diferencirane, dok 5 oznacava najslabije diferencirani tumor. Gleason i suradnici su pokazali
da je prognoza karcinoma prostate kompatibilna sa zbrojem stupnja diferenciranosti dviju
najzastupljenijih komponenti tumora. Zbog toga, u svakoj biopsiji treba odrediti Gleasonov
uzorak za najzastupljeniji (primarni) i sljedeci po zastupljenosti (sekundarni histoloski oblik).
Zbrajanjem vrijednosti uzorka primarne i sekundarne komponente dobije se GS (npr. GS 3 +
4 =7). Ako tumor ima samo jedan uzorak, GS se dobiva udvostru¢avanjem (npr. GS 3 + 3 =

6). Budu¢i da postoji pet stupnjeva Gleasonova uzorka, zbroj se moze kretati od 2 do 10.
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Dobro diferencirani tumori imaju GS 2 do 4, srednje diferencirani 5 do 6, a slabo
diferencirani 8 do 10. Tumori zbroja 7 spadaju u slabo do srednje diferencirane, a ovisno o

prevladavajuc¢oj komponenti, mogu se svrstati u jednu od ovih dviju kategorija (39).

TNM (engl. tumour-nodes-metastasis) klasifikacija se koristi za odredivanje stadija
karcinoma prostate odnosno anatomske veli¢ine i proSirenosti karcinoma (41). Sustavom se
ocjenjuju tri parametra: T - veli¢ina primarnog tumora, N - uklju¢enost regionalnih limfnih
¢vorova i M - postojanje udaljenih metastaza (Tablica 1.1.). Jedan je od najvaznijih postupaka
prije lijeCenja bilo koje zlo¢udne bolesti kojim se procjenjuje prognoza, odabire najbolji nacin

lijecenja 1 prate rezultati lijeCenja.
Tablica 1.1. TNM Klasifikacija karcinoma prostate

T - Primarni tumor

TX Tumor nije moguée odrediti
TO Nema dokaza za tumorsku bolest
Tl Klini¢ki latentni tumor (nepalpabilan ili ga je nemoguce

vizualizirati dijagnostickim pretragama)
a | Sluc¢ajni nalaz, tumor <5 %
Sluc¢ajni nalaz, tumor > 5 %
¢ | Utvrden biopsijom nakon nalaza poveéane vrijednosti PSA
T2 Tumor ograni¢en na prostatu
Tumor zahvaca do jedne polovice lobusa prostate
Tumor zahvaca viSe od jedne polovice lobusa prostate
¢ | Tumor zahvaca oba lobusa prostate
T3 Tumor proSiren izvan kapsule prostate
a | ProSirenost izvan kapsule
b | Zahvaceni sjemeni mjehurici

T o

T4 Tumor fiksiran ili proSiren na susjedne strukture: vrat

mokra¢nog mjehura, vanjski sfinkter, rektum, misice
levatore ili zdjelinu stijenku
N - Limfni ¢vorovi

NX Metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima ne mogu se
ustanoviti
NO Nema metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima
N1 Metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima
M - Metastaze
MX Udaljene metastaze nije moguce odrediti
MO Nema udaljenih metastaza
M1 Udaljene metastaze

a | Metastaze u neregionalnim limfnim ¢vorovima
Metastaze u kostima
¢ | Metastaze u ostala sijela
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GS, TNM Kklasifikacija 1 vrijednost PSA u konacnici se rabe za prognosticko
svrstavanje prema tablici 1.2.

Tablica 1.2. Prognosticko svrstavanje (Union for International Cancer Control, 2009.)

T N M PSA GS

Grupa | Tla-c 0 0 <10 <6
T2a 0 0 <10 <6

Grupa lla Tla-c 0 0 <20 7
Tla-c 0 0 >10<20 <6

T2a, b 0 0 >10<20 <7
Grupa Ilb T2c 0 0 Svi Svi
T1-2 0 0 >20 Svi

T1-2 0 0 Svi >8
Grupa Il T3a, b 0 0 Svi Svi
Grupa IV T4 0 0 Svi Svi
Svi 1 0 Svi Svi
Svi Svi 1 Svi Svi

1.5. Dijagnostika karcinoma prostate

Karcinom prostate nema nikakve specifi¢ne simptome u ranim razvojnim fazama.
Zbog nedostatka specificnih simptoma rane (izljecive) faze bolesti, savjetuje se provesti
redoviti godiSnji uroloski pregled svih muskaraca iznad 50 godina odnosno u slu€aju
pozitivne obiteljske anamneze i u mladoj dobi. Danasnji dijagnosticki algoritam, uz anamnezu
1 fizikalni pregled bolesnika, obuhvaéa biopsiju prostate pod kontrolom transrektalnog
ultrazvuka (TRUZ) koju indiciraju vrijednosti serumskog PSA (¢eSc¢e) ili nalaz digitorektalne

pretrage (rjede) (42, 43).

1.5.1. Digitorektalni pregled (DRP)

DRP predstavlja pocetni dio fizikalne pretrage bolesnika tijekom kojeg treba odrediti
veli¢inu i konzistenciju tkiva prostate. Klasi¢ni znak sumnje na postojanje raka je palpabilni
tvrdi ¢vori¢ ili tvrdi cijeli lobus, ili Citava prostata. Uredan nalaz palpacije ne iskljucuje
postojanje tumora, a pozitivan nalaz ne potvrduje karcinom (samo tre¢ina DRP-pozitivnih
imat ¢e i pozitivan nalaz biopsije) (42). Osim specifi¢nosti, nedostatak DRP-a su slaba

osjetljivost (nemoguénost uocavanja ranih stadija karcinoma) i reproducibilnost (znacajnija
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samo kod iskusnog klini¢ara) (43). Stopa detekcije karcinoma povecala se uvodenjem PSA uz
DRP. S obzirom na to da DRP i PSA ne detektiraju uvijek iste karcinome, a medusobno su

komplementarni, preporuca se koriStenje oba kod procjene rizika od karcinoma prostate (44).

1.5.2. Tumorski markeri

U eri novih tehnologija doslo je do velikih otkri¢a u podrucju biomarkera za karcinom
prostate. Od 90-ih godina proslog stolje¢a, uvodenjem PSA testiranja doslo je do ogromnog
porasta u pojavnosti karcinoma prostate. Medutim, s obzirom na manjak specifi¢nosti PSA,
mnogi muskarci prolaze nepotrebne biopsije koje rezultiraju veéom pojavom klinicki
beznacajnih tumora. Kako bi se prevladao taj nedostatak i1 dalje se traze karcinom specifi¢ni
biomarkeri koji ¢e razlikovati muskarce s visokim rizikom za karcinom prostate i agresivnim

oblikom karcinoma od onih s beznacajnim karcinomom.
Prostati¢na kisela fosfataza (PAP)

Najraniji serumski marker za karcinom prostate bila je PAP. Jo$ 30-ih godina proslog
stoljeCa uoCeno je da bolesnici s karcinomom prostate s koStanim metastazama imaju
poviSenu aktivnost PAP-a kao i poviSene serumske vrijednosti samog proteina. Uvodenjem
PSA koji se pokazao boljim u probiru, stupnjevanju i prognozi karcinoma, PAP gubi na

znacaju u dijagnostici karcinoma prostate (45).
Prostata-specificni antigen (PSA)

PSA je glikoprotein molekularne mase 28,5 kDa, a nastaje iz 261 aminokiselina (AK)
dugog preproenzima odcjepljivanjem 17 AK dugog signalnog peptida pri ¢emu nastaje
proPSA (244 AK) (29). Daljnjim odcjepljivanjem 7 AK nastaje PSA (237 AK). Prvotno je
identificiran u sjemenoj tekucini kao y-seminoprotein. Prema funkciji je enzim koji se ubraja
u skupinu serinskih proteaza i pripada velikoj porodici kalikreina pa se klasificira i kao
humani kalikrein 3 (hK3, KLK3) (1). Ekspresija PSA regulirana je androgenima. Poluvrijeme
raspada iznosi mu 2 - 3 dana (46). Fizioloski supstrat mu je semenogelin I kojim obiluje
sjemena tekuc¢ina. U sjemenoj tekucini se nalazi u visokoj koncentraciji kamo dospijeva iz
epitelnih stanica acinusa i prostati¢nih kanali¢a. Glavna uloga mu je u likvefakciji sjemena.
Iako je specifian za epitelne stanice prostate, u malim koli¢inama se moZe naci 1 u stanicama
karcinoma dojke, zlijezdama slinovnicama, crijevima, stanicama renalnog karcinoma te

drugim uroloskim tkivima (40, 43, 46).
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lako je organ specifican, nije specifican za karcinom prostate jer povisene vrijednosti
u serumu nalazimo i kod drugih uroloskih stanja kao $to su BHP, prostatitis ili mehanicke
ozljede prostate. Mijenja se i ovisno o dobi, rasi i volumenu prostate (47). Danas se zna da
stanice karcinoma ne produciraju vecu koli¢inu PSA u odnosu na normalni epitel, ve¢ je
porast serumskih koncentracija posljedica naruSene mikroarhitekture tkiva prostate, Sto
dovodi do prelaska PSA u okolni, ekstracelularni prostor, limfu i zatim u sistemnu cirkulaciju
(43).

PSA u serumu cirkulira u nekoliko razli¢itih molekularnih oblika (43) (Slika 1.3.). Od
70 do 90 % kovalentnim je vezama vezano za inhibitore proteinaza al-antikimotripsin (PSA-
ACT), o2-makroglobulin (PSA-A2M) i al-proteaza inhibitor ( PSA-API) u veliki
makromolekularni kompleks (engl. complexed, cPSA). Vezivanjem za inhibitore proteinaza
mijenjaju se antigene determinante PSA S§to predstavlja osnovu na kojoj se temelje
imunokemijske metode za njegovo odredivanje. Pri tome sve metode koje mjere cPSA mjere
isklju¢ivo PSA-ACT (48). Manji dio (10 — 30 %) je slobodan (engl. free, fPSA) i predstavlja
inaktivni oblik enzima. I fPSA se sastoji od nekoliko razli¢itih molekularnih oblika: benigni
ili bPSA (28 %), inaktivni ili iPSA (39 %) i proPSA (33 %) koji potjecu iz razlicitih regija
prostate. Izvorno proPSA sadrzava 7 AK ostataka na pocetku peptidnog lanca, ali postoje 1
»osakaceni® (engl. truncated) oblici proPSA s 5, 4 i 2 aminokiselinska ostatka na pocetku
peptidnog lanca (1, 43, 46, 49).

H Benigni

M PSA-a-1-
PSA antikimotripsin
M Inaktivni H PSA-0-2-
PSA makroglobulin
L proPSA i PSA-a-1-proteaza
inhibitor
Slobodni PSA . l
30%
Kompleksirani
PSA
70%

Slika 1.3. Molekularni oblici PSA (43)
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Istrazivanja su pokazala da 97 % svih muskaraca starijih od 40 godina imaju
vrijednosti PSA u serumu manje od 4,0 ng/ml pa je ta vrijednost uzeta kao prag kod dijagnoze
raka prostate (46). Navedenu vrijednost je odobrila i americka Agencija za hranu i lijekove
(FDA) za probir na karcinom prostate. Medutim, pri toj vrijednosti uz veliku osjetljivost (70
%) PSA ima malu specifi¢nost (75 %) pa je pozitivna prediktivna vrijednost ogranic¢ena na 25
% (Tablica 1.3.) (33). Uz primjenu vise grani¢ne vrijednosti smanjuje se udio lazno pozitivnih
rezultata, na Stetu osjetljivosti. Tako pri grani¢noj vrijednosti od 10,0 ng/ml, specifi¢nost raste
i do 96 %, a osjetljivost pada na 40 - 50 %. Uz to 15 % muskaraca s niskim vrijednostima
PSA imaju rak prostate (46).

Tablica 1.3. Porast vjerojatnosti za prisutnost karcinoma prostate s izborom visih grani¢nih
PSA koncentracija

PSA Vjerojatnost za karcinom prostate
(ng/ml) (uz negativan palpatorni nalaz)
0,0-2,0 1%
2,0-4,0 15 %

4,0-10,0 25%
>10,0 > 50 %

Klinicka primjena PSA u pocetku se svodila na terapijsko pracenje, a zatim kao
markera ostatne bolesti nakon radikalne prostatektomije (25). S obzirom na to da serumske
koncentracije rastu sa stadijem, volumenom i raSireno$¢u tumora, ima i prognosticku
vrijednost (42). U dijagnosticke svrhe rabi se i dobno specifi¢na vrijednost PSA, buduéi da
razina PSA raste s dobi (Tablica 1.4.) (50).

Tablica 1.4. PSA vrijednosti prema dobi

Dob (godine) Raspon referentnih intervala (ng/ml)
40 - 49 00-25
50-59 0,0-35
60 - 69 0,0-45
70-79 0,0-6,5
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Kako bi se poboljsala identifikacija raka prostate i povecala specifi¢nost i drugi PSA

oblici uvode se u klinicku praksu.

fPSA

U BHP-u u kojem dolazi do hiperplazije stanica prijelazne zone prostate, nalazimo
apsolutni porast koncentracije iPSA i bPSA u serumu odnosno njihovog poveéanog udjela u
fPSA. Rijec je o porastu broja stanica prostate uz ocuvane funkcionalne i strukturne znacajke
zlijezde 1 intaktnu mikroarhitekturu 1 bazalnu membranu. Povecana je sinteza PSA, ali je
ocuvana proteoliticka pregradnja proPSA u PSA, kao i inaktivacija PSA u iPSA. To je u
potpunosti u skladu s nalazom povisene vrijednosti fPSA kod bolesnika s BHP-om. Drugim
rije¢ima, omjer fPSA/tPSA (%fPSA) nizZi je u bolesnika s karcinomom prostate u usporedbi s

bolesnicima s BHP-om i zdravim muskarcima (34).

Velika meta-analiza koja je obuhvatila 66 studija pokazala je da postotak fPSA i cPSA
ima bolji dijagnosticki potencijal u odnosu na ukupni PSA (tPSA) u rasponu koncentracija 2 -
10 ng/ml. Kao prognosticki marker visok %fPSA korelira s manjim karcinomima nizeg
stadija, dok niZe vrijednosti %fPSA koreliraju s agresivnijim oblikom karcinoma, ¢ak i 10
godina prije postavljanja dijagnoze (47). Brojne studije su pokazale da grani¢ne vrijednosti
%fPSA izmedu 14 i 28 % mogu smanjiti broj nepotrebnih biopsija izmedu 19 1 64 %, a
zadrzati osjetljivost izmedu 71 i 100 % (45).

proPSA

U tkivu prostate zahvacenim karcinomom nalazimo izrazito bujanje sekrecijski
aktivnih stanica, destrukciju bazalne membrane i normalne mikroarhitekture prostati¢ne
zlijezde. Posljedica je stvaranje vecih koli¢ina proPSA koji zbog promjena mikroarhitekture
ne dolazi u susret s proteolitickim enzimima te u pro-peptidnom obliku dospijeva u
cirkulaciju. Takoder, udio PSA koji bi se u zdravoj prostati inaktivirao izbjegava tu
proteoliticku inaktivaciju i dospijeva u cirkulaciju u enzimski aktivnom obliku koji trenutacno
biva kompleksiran s inhibitorima proteaza (cPSA) (34, 51, 52). Pojedine studije su pokazale
da bi mjerenje proPSA moglo smanjiti broj nepotrebnih biopsija kod muskaraca s ukupnim
PSA 2,5 - 4,0 ng/ml (51). Vise predoperativne vrijednosti proPSA bile su u nekim studijama

povezane s tumorima visokog stadija odnosno losijim patoloskim znacajkama (45).
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PSA gustoca

S obzirom na predominaciju BHP-a starenjem, racunanje gustoée PSA (engl. PSA Density,
PSAD) moze se koristiti za razlikovanje serumskih PSA vrijednosti medu prostatama
razli¢itih veli¢ina. PSAD se dobiva dijeljenjem vrijednost PSA s ultrazvu¢no dobivenim
volumenom prostate (45). Povisen PSAD povezan je s ve¢im rizikom za karcinom u odnosu
na BHP i s agresivnijim oblikom karcinoma, ali mu specifi¢nost u otkrivanju raka prostate

kao zasebnog biljega nije dovoljna (47).
Brzina stvaranja PSA

Kako je brzina porasta koncentracije PSA u cirkulaciji najveéa u osoba s metastatskim
karcinomom prostate, neSto manja u onih s lokaliziranim karcinomom, jo§ manja u osoba s
BHP-om te najmanja u zdravih muSkaraca, moguce je pratiti brzinu stvaranja PSA (engl. PSA
Velocity, PSAV) i na temelju tog podatka pokusati procijeniti rizik od prisutnosti karcinoma u
pojedine osobe. Istrazivanjem je utvrdeno da PSAV veéi od 0,75/mg/ml/godisnje znacajno
korelira s karcinomom prostate (45). PSAV je i dobar pokazatelj agresivnosti karcinoma, a

znacajno je povezan i sa smrtnoscu (45, 53).
Vrijeme udvostrucenja PSA

Vrijeme udvostrué¢enja koncentracije PSA (engl. PSA doubling time, PSDT) daljnji je
pokusaj povecanja dijagnosticke to¢nosti PSA kao tumorskog markera. U osoba s agresivnim
karcinomom prostate dolazi do udvostrucenja koncentracije PSA u dvije godine (43).
Najcesce se koristi za terapijsko pracenje, smatra se 1 dobrim prognostickim biljegom jer
moze godinama prethoditi nastanku karcinoma, a postoperativni PSADT <10 mjeseci

povezuje se s metastatskom bolesti (45, 53).
Humani kalikrein 2 (hK2 ili KLK2)

hK2 takoder pripada porodici kalikreina i dijeli 80 % homologije s PSA-om. Djeluje
kao peptidaza cijepajuci proPSA u aktivni PSA. Kao i PSA, primarno se eksprimira u prostati
I reguliran je androgenima. Pokazuje bolju tocnost u razlikovanju karcinoma od BHP-a od
%fPSA kod muSkaraca s vrijednosti PSA izmedu 4 1 10 ng/ml, a kao prognosticki marker
dobar je u predvidanju stadija i mogucnosti Sirenja karcinoma i prije radikalne prostaktetomije

(54, 55).
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1.5.3. Transrektalni ultrazvuk (TRUZ)

TRUZ je primijenjena ultrazvu¢na metoda kod koje se sonda postavlja u zavr$ni dio
debelog crijeva radi bolje vizualizacije prostate i okolnih struktura. Klasi¢an TRUZ-prikaz
opisuje karcinom prostate kao hipoehogenu leziju okrugla ili ovalna oblika, katkad
iregularnog ruba 1 razli¢ite veli¢ine s mogucom asimetrijom. 70 % palpabilnih 1 50 %
nepalpabilnih  karcinoma prostate je hipoehogeno. Medutim, hipoehogenost nije
karakteristi¢na za rak, a mogucnost da je hipoehogena lezija karcinom varira od 17 do 57 %.
Kao i kod DRP-a stopa pozitivnih biopsija raste ako je uz patoloski nalaz TRUZ-a, pozitivan
nalaz DRP-a i povisen serumski PSA. TRUZ se koristi i kod biopsije prostate (43, 56).

1.5.4. Biopsija prostate

Standardni nacin uzimanja tkiva prostate za patohistolosku analizu i postavljanje
dijagnoze karcinoma prostate je biopsija prostate pod kontrolom TRUZ-a. Biopti¢ki materijal
uzima se uporabom biopsijske igle i automatskog ,,piStolja“ za tkivne biopsije iz lijevog i
desnog reznja prostate prema odabranom protokolu. Prvi predlozeni protokol ukljucivao je
uzimanje 6 uzoraka tkiva, ali je danas poznato da sekstant biopsija moZze imati i do 30 %
laZzno negativnih nalaza. PredloZeni su brojni protokoli koji povecavaju broj uzoraka tkiva po
biopsiji i lokalizaciji bioptata, a novija shema koristi protokol s 10 - 12 uzoraka lateraliziranih
prema perifernoj zoni prostate. Apsolutne indikacije za biopsiju prostate su vrijednost PSA >
10,0 ng/ml te pozitivni nalaz DRP-a bez obzira na vrijednost PSA (43, 57).

1.6. Angiogeneza

Krvozilni sustav, povriine 900 m? jedan je od najvaznijih organa u organizmu, iako se
dugo smatralo da sluzi samo kao transportni odjeljak za krv (58). Krvne zile opskrbljuju tkiva
kisikom i hranjivim tvarima potrebnim za normalan rast i razvoj, uklanjaju otpadne tvari, a

sudjeluju i u imunolo§kom odgovoru (58, 59).

Krvne zile su gradene od jednog sloja endotelnih stanica koje su u direktnom kontaktu
s krvlju, subendotelnog pericitnog sloja, stanica miSi¢a glatke muskulature, fibroblasta,
bazalnih membrana i izvanstani¢nog matriksa (engl. extracellular matrix, ECM). Ovisno o
lokalizaciji u organizmu, stani¢ni sastav, bazalna membrana i ECM krvozilja razlikuju se

prema fenotipu, funkciji i sastavu (58, 60).
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Endotelne stanice krvnih zila osim $to su metabolicki aktivne, selektivno propusne za
male molekule, peptide i proteine, aktivno sudjeluju u reguliranju procesa koagulacije krvi,
usmjeravaju stanice imunoloskog sustava na mjesto oste¢enja i sudjeluju u remodeliranju

krvozilja tijekom npr. ovulacije, zarastanja rana, tumorskog rasta (58).

Fizioloski proces stvaranja krvnih zZila u odraslih naziva se angiogeneza ili
neovaskularizacija. Donedavno se smatralo da je angiogeneza rezultat grananja i Sirenja vec

postojecih krvnih zila. Eksperimenti medutim upucéuju na dva puta stvaranja:

1. Angiogeneza pomocu endotelnih prekursorskih stanica (engl. endothelial progenitor
cells, EPC) iz kostane srzi: EPC ulaze u krvozilni sustav, migriraju do ostec¢enog ili

tumorski promijenjenog tkiva gdje poticu stvaranje kapilarne mreze (Slikal.4.) (61).

EPC

™~

Kostana srz

Slika 1.4. Angiogeneza pomoc¢u endotelnih prekusorskih stanica (EPC) (61)

2. Angiogeneza iz ve¢ postojecih krvnih Zila: nove kapilare izrastaju iz malih venula bez
misi¢nog sloja nakon angiogenetskog poticaja, razgradnje bazalne membrane i Sirenja

endotelnih stanica venula kroz njihovu stijenku (Slika 1.5.) (61).

—— ‘

Izrastanje kapilara

Slika 1.5. Angiogeneza iz ve¢ postojecih krvnih zila (61)

21



Dok se aktivacija endotelnih stanica zbiva pod utjecajem citokina u sam proces
angiogeneze, ukljuceni su brojni ¢imbenici od kojih neki stimuliraju, a neki inhibiraju

angiogenezu (61).

Fizioloski se angiogeneza nalazi tijekom embrionalnog razvoja, cijeljenja rana, za

vrijeme formiranja zutog tijela i folikula jajnika te u rastu endometrija (58).

Patoloska angiogeneza je posljedica gubitka ravnoteze medu cCimbenicima koji
stimuliraju 1 ¢imbenika koji inhibiraju angiogenezu. Zbog toga dolazi do prekomjernog rasta
krvnih zila tijekom patoloskih procesa kao §to su kardiovaskularna oboljenja (ateroskleroza),
kroni¢ne upalne bolesti (reumatoidni artritis, Chronova bolest), dijabetes (dijabeticka
retinopatija), psorijaza, endometrioza, pretilost, rast, razvoj te metastaziranje tumora (61).
Upala i angiogeneza su usko povezane i Cesto se preklapaju, a kroni¢na upala o$te¢ivanjem
DNA putem kisikovih radikala i duSikovih spojeva, pojacanom proliferacijom stanica i
stimuliranjem angiogeneze moze dovesti do tumorgeneze (62, 63). Nedostatan rast krvnih zila

javlja se kod ishemijske bolesti srca, sklerodermije i infertiliteta (64).

Proces stvaranja potpuno novih krvnih zila u embriju iz endotelnih stanicnih
prekursora angioblasta nazivamo vaskulogeneza. Vaskulogeneza nema toliko vaznu ulogu u

razvitku tumora kao angiogeneza (65).

1.6.1. Tumorska angiogeneza

J. Folkman je prije 40-ak godina postavio tezu o vaznosti angiogeneze za tumorski rast
I metastaziranje (66). Bez ugradnje novih krvnih zila, tumorski rast je ogranic¢en u velicini.
Kod malih, nevaskularnih tumora, stani¢ni unos kisika i hranjivih sastojaka odvija se
difuzijom. Tumorske stanice, medutim, imaju sposobnost lucenja topivih faktora koji mogu
inducirati neovaskularizaciju i omoguditi im rast ve¢i od 2 - 3 mm. Proces se naziva
»angiogenskim okida¢em® i ukazuje na dobivanje angiogenskog fenotipa. To je fizioloski
mehanizam koji se dogada kada tumor ili stroma produciraju suviSak proangiogenskih
¢imbenika (npr. ¢imbenik rasta krvozilnog endotela, bazi¢ni Cimbenik rasta fibroblasta,
interleukin 8, duSikov oksid, tumor nekroza faktor) u odnosu na antiangiogenske ¢imbenike
(npr. tkivni inhibitor metaloproteinaza 1, angiostatin, endostatin, interferon, trombospondin)
(65, 67-69).
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Angiogeneza je kljucni korak za rast, razvoj i metastaziranje tumora (Slika 1.6.).
Novostvorene krvne zile, osim §to tumor opskrbljuju kisikom i hranjivim tvarima te uklanjaju
otpadne metabolite ¢ine izvor ¢imbenika rasta, citokina i hormona koje tumor koristi, imaju
proteoliticku aktivnost koja potice invazivni fenotip, izvor su cirkuliraju¢ih endotelnih i EPC
stanica koje se mogu ugraditi u nove krvne zile i omogucuju stanicama tumora Sirenje u
organizam odnosno metastaziranje (67). Novostvorene krvne zile se fenotipski mogu bitno

razlikovati od krvnih zila normalnog tkiva (68).

Angiogeneza

——

IL-1B. IL-8.VEGF

Slika 1.6. Angiogeneza tumora (67)

Karcinom prostate je, kao i svi solidni tumori (npr. dojke, pluca, rektuma, mjehura)
ovisan o sposobnosti formiranja novih krvnih Zila, koje mu podupiru rast i omogucavaju

invaziju u okolno tkivo i udaljene metastaze (7, 70).

Tablica 1.5. pokazuje proangiogenske i antiangiogenske cimbenike specificne za
karcinom prostate. Osim navedenih ¢imbenika na angiogenezu, u prostati utjece i hipoksija
(nastaje kad tumor preraste svoj krvozilni sustav) koja putem hipoksijom induciranog faktora
I (engl. hypoxia-inducible factor-1,HIF-1) inducira ekspresiju proangiogenog faktora rasta
krvozilnog sustava (engl. vascular endothelial growth factor, VEGF). Cini se da na ekspresiju
VEGF-a u stanicama karcinoma prostate i fibroblastima prostate utjecu i androgeni (71, 72).
Dusikov oksid kojeg produciraju stanice tumora prostate, ali i normalne prostate takoder

djeluje proangiogenski (71).

Istrazivanja su pokazala da PSA ovisno o serumskim razinama ima antiangiogenu
aktivnost i inhibira odgovor endotelnih stanica i na VEGF i na bazi¢ni faktor rasta fibroblasta
(engl. basic fibroblast growth factor, bFGF). Ta antiangiogena aktivnost PSA mozda moze

objasniti sporu progresiju nekih tumora prostate (71).
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Za Kklinicku primjenu, angiogeneza se danas istrazuje u dijagnostiCke svrhe
(potencijalni prediktori razvoja i progresije karcinoma te prezivljavanja pacijenata), za

ubrzavanje cijeljenja rana te uporabu inhibitora angiogeneze u terapijske svrhe.

Tablica 1.5. Angiogenski faktori u karcinomu prostate

Proangiogenski Antiangiogenski

Matriks metaloproteinaze (MMP) TKivni inhibitor metaloproteinaza 1 (TIMP-1)
Vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF) | Interleukin 10 (IL-10)
Bazicni faktor rasta fibroblasta 2 (bFGF-

2) Angiostatin

Faktor rasta fibroblasta 4 (FGF-4) Endostatin

Transformirajuci faktor rasta f1 (TGF-

B1) Prostata specifi¢ni antigen (PSA)
Interleukin 8 (IL-8) Interferon (IFN)

Interleukin 6 (IL-6)

Interleukin 18 (IL-1pB)
Ciklooksigenaza 2 (COX-2)
Dusikov oksid (NO)

Tumor nekroza faktor (TNF)
Inzulinu sli¢an faktor rasta 1 (IGF-1)

1.7. Citokini

Citokini su mali niskomolekularni peptidi (10 - 40 kD) (73) koje izlu¢uju stanice kao
odgovor na specifiéni podrazaj, a koji potom mijenjaju ponasanje iste ili druge stanice.
Djeluju na ciljne stanice uglavhom u hematopoetskom sustavu vezanjem na specifi¢ne
receptore, pokretanjem prijenosa signala i putovima sekundarnog glasnika u ciljnoj stanici.
Djeluju u vrlo slozenoj i koordiniranoj mrezi u kojoj mogu modulirati vlastitu sintezu, kao i
sintezu drugih citokina i receptora za citokine. Proizvodnja brojnih citokina, kao odgovor i na
antigen specificne i na antigen nespecificne podrazaje presudna je za ishod upalnih

imunoloskih odgovora (74).

Citokini, koji imaju klju¢nu ulogu u reguliranju i humoralnog i celularnog imunog
odgovora dobili su na znacaju u biologiji karcinoma jo§ od 1893. godine kada je William
Coley pokazao da razli¢iti maligni tumori udu u regresiju nakon infekcije odredenim
bakterijama (75). Citokinska revolucija 70-ih godina proslog stoljeca potakla je razmisljanje

da je razlog tomu oslobadanje tumor inhibitorskih citokina, kao §to su IFN i tumor nekroza
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faktor (TNF), kao posljedica djelovanja bakterijskih endotoksina (76). Danas je poznato da 15

- 20 % svih tumora u podlozi ima kroni¢nu upalu (77).

Upala i angiogeneza su usko povezane jer Cesto dijele iste putove, a povezane su i s
karcinomom (Slika 1.7.). Od razli¢itih tipova upalnih stanica koje infiltriraju tumore kao
odgovor na upalne podrazaje, makrofagi koji podrzavaju tumore (engl. tumor-supporting
macrophages, TAM) imaju kljuénu ulogu u lucenju raznih Cimbenika rasta, proteinaza,
kemokina pa tako i ¢imbenika angiogeneze i citokina u medusobnom djelovanju sa stanicama
tumora. Ti Cimbenici povratno stimuliraju stanicnu pokretljivost, migriranje, proliferaciju,

prezivljavanje, angiogenezu i metastaziranje i tako poti¢u progresiju karcinoma (77).

Hranjive tvari, O,

s N

Adhezivne molekule (Integrin, ICAM, VCAM)
Reaktivni kisik

Kroni¢na upala Cimbenici rasta i angiogeneze Angiogeneza
(VEGF, FGF, HGF, PDGF, COX2,

angiopoietin, TGFa)

) 2

Hipoksija, proteaze, citokini (TNFa, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-17, IFN)

<

Slika 1.7. Povezanost procesa angiogeneze, upale i karcinoma (77)

Citokini su svojim i autokrinim i parakrinim djelovanjem na mnoge razli¢ite nacine
ukljuceni i u maligni proces: djeluju direktno na inhibiciju rasta tumorskih stanica, dovode do

tumorske regresije ili pojacavaju antitumorske imune uc¢inke, ali mogu djelovati i kao faktori
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rasta za maligne stanice, a mogu posredovati i paraneoplasti¢nim u¢incima na razini DNA i

na razini tumorskog mikrookolisa (5, 6, 69).

Tumor je kao i njegov odgovor na terapiju nepredvidljiva bolest pa bi se takvo
ponasanje djelomi¢no moglo objasniti genetiCkom heterogenosti i nestabilnosti stanica raka.
Medutim, moguce je da na odnos izmedu domacina 1 stanice raka mogu utjecati individualne
varijacije u genskom kodu ljudi. Polimorfizam humanog gena ima ulogu u imunim
odgovorima, a medu genima povezanim S imunim sustavom, geni citokina su cesto
polimorfni. Neki polimorfizmi citokina i receptora citokina mogu imati izravan utjecaj na
njihovu funkciju izravnim i neizravnim utjecajem na razinu ekspresije gena i/ili njegove
funkcije. Veéina polimorfizama gena citokina ili njihovih receptora nalaze se u promotorskoj,

intronskoj i 3'-netranslatiraju¢im regijama (78).

Posebna pozornost se posvecuje polimorfizmima u jednoj bazi (engl. single-nucletid
polymorphisms, SNP) smjeStenim naj¢eS¢e u promotorskim regijama gena koji mijenjaju
razinu transkripcije, odnosno utjeu na konacnu koli¢inu proteinskog produkta u serumu i/ili
tumorskom tkivu oboljelih, a nositelji navedenih polimorfizama mogu imati vecu sklonost

obolijevanju od pojedinih vrsta tumora (74).

1.7.1. Interleukin-1p (IL-1pB)

IL-1B je proinflamatorni citokin kojeg primarno luce monociti. Ima srediSnju 1
primarnu ulogu u upalnom odgovoru i popravljanju tkivnog ostecenja (79). Moze modulirati
angiogenezu direktnom interakcijom s vaskularnim endotelnim stanicama ili poja¢avanjem
produkcije proangiogenskih faktora putem parakrine kontrole. Stimulira migraciju i
proliferaciju endotelnih stanica, ekspresiju adhezijskih molekula, produkciju medijatora upale
I povlacenje leukocita. U razli¢itim animalnim modelima je potreban za rast tumora,
metastaziranje i agiogenezu (80, 81). Dovodi do snazne indukcije IL-8 u razli¢itim stanicama,
a djeluje i kao pozitivni ili negativni medijator stani¢ne smrti (6, 82). Zajedno s IL-6 stimulira
angiogenezu i produkciju VEGF-a u stanicama karcinoma zeluca, kao i u glioma stanicama
(83). Eksperimentalne studije pokazuju povezanost IL-1p i s karcinomom prostate. Antagonist
IL-1p receptora inhibira angiogenezu i razvoj tumora, ukazujuéi da je signaliziranje putem IL-
1B receptora ukljuceno u upalu i rast tumora. Istrazivanjem je utvrdeno da IL-1f promovira

invazivnost, angiogenezu tumora i supresiju imunog sustava domacina (80).
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Gen koji kodira humani IL-1 kompleks (obuhvaéa IL-1a, IL-1P i antagonist receptora
za IL-1, IL-1Ra) smjesten je na dugom kraku kromosoma 2 (2q13-0921). IL-1p gen duZine je
1498 pb i kodira protein od 269 AK (84, 85) koji nastaje iz 31 kD prekursora cijepanjem
pomocu kaspaze 1 (85). IL-1a i IL-1p su homologni u samo 22 % genske sekvence, ali
djeluju s visokim afinitetom preko istog IL-1 receptora (IL-1Ra) s kojim IL-1f dijeli 26 %
genske sekvence (86).

Opisano je nekoliko razli¢itih polimorfizama IL-/f gena ukljuujuéi dva u
promotorskoj regiji (511C>T, rs1143627 i 31T>C, rs16944) i jedan na eksonu 5 (3954C>T, rs
1143634). T alel na eksonu 5 povezuje se s poveCanom sintezom proteina (85), iako su
podatci vezani uz funkcionalne ucinke navedenih polimorfizama na produkciju IL-1P
proturjecni (87). Povecana ekspresija IL-1p povezuje se s povecanim rizikom za karcinom

dojke, zeluca, pankreasa, cerviksa i ovarija (88).

1.7.2. Interleukin-8 (IL-8)

Interleukin-8 (1L-8) je proinflamatorni kemokin koji aktivira i kemotakti¢no djeluje na
neutrofile, inducira angiogenezu i inhibira proliferaciju mijeloidnih progenitornih stanica, a
neophodan je i za infiltraciju neutrofila u veéini upalnih reakcija. Danas se zna da je i
autokrini faktor rasta za maligni melanom i keratinocite (89, 90). IL-8 pokazuje mitogenu i
morfogenu aktivnost za endotelne stanice i regulira angiogenezu u karcinomu pluéa i
melanomu. 1L-8 eksprimira karcinom prostate i ta ekspresija korelira s metastatskim
potencijalom (91-93). Osim toga, neutralizirajuca antitijela na IL-8 inhibiraju angiogenetsku
aktivnost PC-3 homogenata karcinoma prostate i reduciraju tumorgeni¢nost in vivo, ukazujuéi
da je IL-8 vazan modulator rasta karcinoma prostate (94). 1L-8 djeluje putem dva receptora

IL-8RA i IL-8RB koji takoder imaju znacajnu ulogu u angiogenezi i progresiji tumora (93).

Gen za IL-8 nalazi se na kromosomu 4q13-q21, duzine 5,2 kb. Postoje Cetiri razli¢ite
varijante IL-8 proteina gradene od 69, 72, 77 i 79 AK. Predominantni je IL-8 sa 72 AK (90).

U promotorskoj regiji IL-8 gena otkriven je A > T SNP polimorfizam na polozaju -
251pb (rs4073) koji utjee na transkripciju. Medutim, povezanost izmedu -251A alela i
transkripcijske aktivnosti je proturjeéna. Vecina studija je pokazala direktnu povezanost alela
A s pojacanom transkripcijom, pojacanom sintezom IL-8 proteina te povecanim rizikom od
nekih karcinoma (89, 95), medutim Lee i sur. su pokazali 2 - 5 puta vecu transkripcijsku

aktivnost T alela u stani¢nim linijama raka Zeluca (89).
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1.7.3. Vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF)

VEGF je heparin-vezuju¢i glikoprotein (96, 97), klju¢an za normalnu funkciju
endotelnih stanica (migriranje, dijeljenje, mijenjanje genske ekspresije, zastitu od starenja i
apoptozu), poticanje angiogeneze i vaskularne permeabilnosti (98). Neophodan je za razvoj

angiogeneze i gubitak samo jednog alela rezultira ranim embrionalnim letalitetom (99).

VEGF je obitelj strukturno povezanih dimernih glikoproteina koji su clanovi
superobitelji faktora rasta podrijetlom iz trombocita (engl. platelet-derived growth factor,
PDGF). U VEGEF obitelji osim prototipa VEGF-A nalaze se i VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D,
VEGF-E te placentarni faktor rasta (engl. placenta growth factor, PIGF). Aktivni VEGF-A
oblik sintetizira se kao homodimer (40-45 kD) ili heterodimer s ostalim ¢lanovima VEGF
obitelji (99, 100). VEGF-A, -B, -C, -D i PIGF razli¢itim se afinitetom veZu na tri tirozin
kinazna receptora VEGF receptor-1 (VEGFR-1), VEGFR-2 i VEGFR-3 eksprimirana na svim

endotelnim stanicama krvozilja odraslih osoba izuzev endotela krvozilja mozga (99).

VEGF-A gen nalazi se na kromosomu 6p21.3, duzine je 14kb, a kodira ga 8 eksona i 7
introna. Alternativnim cijepanjem proteinske strukture nastaju cetiri glavne izoforme
VEGF;2;, VEGFi65 (predominantni oblik), VEGFg9 i VEGF,0s koje se medusobno razlikuju

po svojoj bioraspoloZzivosti 0visnoj o heparin i heparin sulfat vezuju¢im domenama (99, 101).

Kljuéni regulator VEGF ekspresije je hipoksija putem HIF-1 i von Hippel-Lindau
tumor supresor gena (VHL) pa je VEGF najbolje eksprimiran u nekroticnim podrucjima.
Osim hipoksije na lucenje utjecu i1 ¢imbenici rasta 1 citokini (PDGF, epidermalni faktor rasta,
faktor rasta fibroblasta, TNFa, TGFa i B, IGF-1, IL-1B, IL-6), ultravioletno zracenje, vodikov
peroksid, Ras i p53 onkogeni te proangiogeni onkogeni Src, c-Myc, Fos i Bcl-2 (99).

Povecana razina VEGF-a nalazi se u nekoliko humanih neoplazija ukljucujuéi tumor
dojke, plu¢a, mozga, gusterace, ovarija, bubrega i mjehura (99). Brojne studije ukazuju i na
pozitivnu korelaciju izmedu serumskih VEGF koncentracija i tumorske progresije (102).
VEGF ekspresija, i u tumoru i u cirkulaciji, korelira sa slabom prognozom pacijenata s
neoplazijama kao $to su karcinom dojke, ,,non small cell* karcinom pluca, kao 1 karcinomi

opcenito (83).
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VEGF se visokim afinitetom veze na specifi¢ni receptor Flt-1 i receptor s kinaza
umetnutom domenom koji su eksprimirani i na vaskularnim endotelnim stanicama i na
stanicama tumora prostate. To ukazuje da VEGF iskazuje svoje angiogenske funkcije i
funkcije rasta tumorskih stanica preko autokrinih i/ili parakrinih mehanizama u karcinomu
prostate (103, 104).

Mnogi jednostruki nukleotidni polimorfizmi su identificirani u promotorskoj (npr. -
2578C>A, rs699947, -2489C>T, rs1005230), kodirajucoj (npr. -7C>T, rs25648), 3'-
nekodirajuc¢oj (npr. +813C>T, 153025039, 1612G>A, rs10434) i1 5'- nekodirajucoj (npr.
405G>C, rs2010963) regiji VEGF gena (103). 5- i 3'- nekodirajuée regije sadrzavaju
regulatorne komponente osjetljive na hipoksiju i doprinose velikoj raznolikosti u produkciji
VEGF-a medu tkivima. Tako 405G>C SNP utjeCe na ucinkovitost translacije proteina, a
+813C>T SNP utjece na cirkuliraju¢e vrijednosti u plazmi i tkivnu ekspresiju tumora.
Vjerojatno samo mali broj polimorfizama 1 haplotipova ima stvarni funkcionalni u¢inak na
translaciju VEGF-a, dok ostali samo potpomazu proces (105). Neki od njih povezani su s
razli¢itom ekspresijom. Pokazano je da je ekspresija VEGF-a neovisan prognosticki faktor u
mnogim tipovima malignih tumora, npr. prostate, kolona, mjehura, a ¢ini se da znacajno

korelira i s prezivljavanjem bez relapsa kod karcinoma dojke (96, 106).
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2. HIPOTEZA

Ucestalost alela/genotipova povezanih s promijenjenom ekspresijom IL-1f, IL-8 i
VEGEF citokina uslijed polimorfizama gena koji ih kodiraju veca je u oboljelih od karcinoma

prostate u odnosu na zdravu populaciju.

Ucestalost alela/genotipova povezanih s promijenjenom ekspresijom IL-1p, 1L-8 i

VEGF citokina veca je kod agresivnijeg oblika karcinoma prostate.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Cilj ove disertacije jest utvrditi postoji li povecana sklonost obolijevanju od karcinoma
prostate vezana uz polimorfizme gena za citokine ukljuene u proces angiogeneze u nasoj
populaciji. Kako bi se utvrdio utjecaj odabranih gena citokina na nastanak karcinoma i stupanj

agresivnosti postavljeni su sljedec¢i ciljevi:

» lspitati postoje li razlike uslijed polimorfizama gena za IL-1p5, IL-8 i VEGF kod

bolesnika s karcinomom prostate u odnosu na kontrolnu skupinu,

» lIspitati postoje li razlike uslijed polimorfizama gena za IL-/p, IL-8 i VEGF kod

bolesnika s razli¢itim stadijima karcinoma prostate,

» Ispitati ukupni rizik ispitivanih polimorfizama gena za IL-14, IL-8 i VEGF na nastanak

I stupanj agresivnosti karcinoma prostate.
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4. ISPITANICI | METODE

4.1. Ustroj studije

Prospektivna studija istrazivanja parova provedena je na Klinici za urologiju,
Klinickom odjelu za molekularnu dijagnostiku 1 tipizaciju tkiva Klinickog zavoda za
nuklearnu medicinu i zaStitu od zracenja, Klinickom zavodu za patologiju 1 sudsku medicinu i

Odjelu za klinicku laboratorijsku dijagnostiku Klinickog bolnickog centra Osijek.

4.2. Ispitanici

U istrazivanje je uklju¢eno 275 ispitanika lijeCenih na Klinici za urologiju: 120
oboljelih od karcinoma prostate, 120 oboljelih od BHP-a koji su ¢inili kontrolnu skupinu te 35
ispitanika bez simptoma i znakova bilo kakvog procesa u prostati (lijeceni zbog litijaze ili

dragovoljni davatelji krvi) koji su ¢inili dodatnu kontrolnu skupinu.

Prema G-power izraéunu za odredivanje razlike izmedu dvaju nezavisnih uzoraka u
kategoriji varijabli, odnosno za odredivanje razlika u omjerima, uz o = 0,05, snagu 80 % i
srednji uc¢inak (0,3) potrebno je ukupno 143 ispitanika, odnosno najmanje 72 ispitanika po

glavnim skupinama.
Kiriteriji za ukljucivanje ispitanika u istraZivanje:

» Muskarci primljeni i obradeni na Klinici za urologiju sa sumnjom na BHP ili karcinom

prostate,

» Muskarci iznad 50 godina bez simptoma i znakova bilo kakvog procesa u prostati.

Kiriteriji za iskljuc¢ivanje ispitanika iz istraZivanja:
» Nepristanak na ispitivanje,
» Dokazan drugi primarni karcinom,

» Muskarci mladi od 50 godina bez simptoma i znakova bilo kakvog procesa u prostati.
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4.3. Metode

4.3.1. Klini¢ki pregled

Ispitanici s karcinomom prostate i BHP-om su ambulantno pregledani i dijagnosticki

obradeni na Klinici za urologiju. Tijekom ambulantne obrade:

>

>

>

>

Uz pregled uzeta je obiteljska anamneza,

Obavljen je intervju u kojem je ispitanik upoznat s nac¢inom provodenja i svrhom

Ispitivanja,
Svaki ispitanik dao je pismeni pristanak za sudjelovanje u ispitivanju,
Svaki ispitanik popunio je upitnik s bitnim podatcima:

= Dob

Tjelesna tezina i visina

Komorbiditeti

Status puSenja

Konzumiranje alkohola

Izuzeta su dva uzorka krvi: jedan bez dodatka antikoagulansa za PSA analizu i

drugi na K;EDTA antikoagulans za analizu ispitivanih polimorfizama gena,
Ucinjen je DRP i TRUZ uz biopsiju prostate,

Uzorak bioptata poslan je na PHD analizu.

Ispitanici iz dodatne kontrolne skupine za razliku od ispitanika s BHP-om i

karcinomom prostate nisu podvrgnuti TRUZ i biopsiji prostate.
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4.3.2. Laboratorijski testovi

4.3.2.1. Odredivanje koncentracije PSA-a

Koncentracija PSA-a odredena je iz uzorka krvi bez dodanog antikoagulansa
elektrokemiluminiscentnim imunotestom (ECLIA) na COBASe 6000 analizatoru (Roche

Diagnostics, Mannheim, Njemacka).
Postupak:

» U prvoj inkubaciji 20 ul uzorka seruma, biotinilirano monoklonalno PSA-specifi¢no
antitijelo i monoklonalno PSA-specifi¢no antitijelo oznaceno rutenijum kompleksom

reagiraju i stvaraju ,,sendvic* kompleks.

» U drugoj inkubaciji nakon dodavanja streptavidinom oblozenih mikrocestica,

kompleks se veze na ¢vrstu fazu interakcijom biotina i streptavidina.

» Reakcijska smjesa se prenosi u mjernu kivetu gdje se mikrocestice magnetski
zadrZavaju na povrsini elektrode, a nevezana supstanca se ispere. Promjenom voltaze

na elektrodi inducira se kemiluminiscentna emisija koju mjeri fotomultiplikator.

4.3.2.2. Analiza polimorfizama gena IL-1p, IL-8 i VEGF

Analizirana su tri SNP polimorfizma: rs1143634 u genu IL-1, rs4073 u genu IL-8 te
rs2010963 u genu VEGF.

Genomska DNA izolirana je iz 200 pul K;EDTA krvi primjenom izolacijskog kita ,,High
Pure PCR Template Preparation Kit“ (Roche Diagnostics, Mannheim, Njemacka) prema

uputama proizvodaca.

Genotipizacija je radena metodom lancane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu
(engl. real-time polymerase chain reaction, RT-PCR) tehnologijom LightCycler (Roche

Diagnostics, Mannheim, Njemacka).
Izolacija DNA

Postupak izolacije genomske DNA iz pune krvi prema uputama proizvodaca:
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200 pL uzorka krvi, 200 puL vezujuéeg pufera (6 M gvanidin-HCI, 10 mM urea, 10
mM Tris-HCI, 20 % triton X-100 (v/v), pH 4,4 (25°C)) i 40 uL rekonstituirane otopine

proteinaze K promijesa se uz inkubaciju tijekom 10 min na 72°C,

Doda se 100 uL izopropanola, dobro se promijesa i smjesa prebaci u Filter tubicu

smjestenu u Kolektor tubici,
Centrifugira se 1 min na 8000 x g,

Nakon prebacivanja Filter tubice u novu Kolektor tubicu doda se 500 pL
rekonstituiranog pufera za uklanjanje inhibitora (5M gvanidin-HCI, 20 mM Tris-HCl,
pH 6,6 (25°C)),

Centrifugira se 1 min na 8000 x g,

Kolektor tubica se zamijeni novom, doda se 500 pL rekonstituiranog pufera za
ispiranje (20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH 7,5 (25°C)),

Centrifugira se 1 min na 8000 x g,
Postupak ispiranja ponovi se jos jednom,

Nakon potpunog uklanjanja pufera za ispiranje DNA se eluira dodatkom 200 pL
prethodno zagrijanog (70°C) eluacijskog pufera (10 mM Tris-HCI, pH 8,5 (25°C)) u
Filter tubicu,

Centrifugira se 1 min na 8000 x g,
Alikvoti eluirane DNA su do analize uskladisteni na -20°C.
Genotipizacija

Materijal: uzorci genomske DNA, oligonuleotidne pocetnice, hibridizacijske probe,

,LightCycler-DNA Master Hybridization Probes Kit*.

Postupak: Polimorfizmi gena IL-75 (rs1143634), IL-8 (rs4073) i VEGF (rs2010963)

analizirani su RT-PCR metodom i analizom krivulje temperature taljenja (Tm). Polimorfizmi
rs4073 1 152010963 odredivani su pomocu LightSNiP Kit-ova (Tib Molbiol, Berlin,

Njemacka) prema uputama proizvodaca.
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Specificni odsjecei gena IL-/f umnazani su u konacnom volumenu od 10 pL uz
specificne pocetnice i hibridizacijske probe u kombinaciji s LightCycler-DNA Master
Hybridization Probes Kit-om (Roche Diagnostics, Mannheim, Njemacka). Konac¢na
koncentracija svake od pocetnica bila je 0,5 uM, svake od hibridizacijskih proba 0,15 uM dok
je konacna koncentracija MgCl, u reakcijskoj smjesi bila 3 mM (107). Nukleotidni slijedovi
pocetnica (Tib Molbiol, Berlin, Njemacka ili Invitrogen Life Technologies, Paisley, Velika
Britanija) i hibridizacijskih proba (Tib Molbiol, Berlin, Njemacka) prikazani su u tablici 4.1..

PCR reakcijske smjese prikazane su u tablici 4.2., a uvjeti PCR reakcija u Tablici 4.3.
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Tablica 4.1. Nukleotidni slijed pocetnica i hibridizacijskih proba

Gen SNP Pocetnica | Pocetnica Hibridizacijska Hibridizacijska
1 2 proba 1 proba 2
5'- 5'- 5'- 5'-LCRed640-
IL-18 | rs1143634
GTTGTC | TTCAGTTC | CCTATCTTCTTCG | ACGAGGCTTA
IL-8 rs4073 LightSNIP Kit (Tib Molbiol, Berlin, Njemacka)
VEGF | rs2010963 LightSNIP Kit (Tib Molbiol, Berlin, Njemacka)

Tablica 4.2. Sastav reakcijskih smjesa

Gen IL-1p8 IL-8 VEGF
SNP rs1143634 rs4073 rs2010963
MgClI
-l 3,00
(mM)
Pocetnica 1 (uM) 0,50
3,
§ Pocetnica 2 (uM) 0,50 LightSNIP Kit (Tib | LightSNIP Kit (Tib
g Molbiol, Berlin, Molbiol, Berlin,
= Hibridizacijska
i/ ) 0,15 Njemacka) Njemacka)
g proba 1 (uM) rema uputama rema uputama
= Hibridizacijska P P P P
E ba 2 (uM) 0,15 proizvodaca proizvodaca
proba 2 (p
LC DNA master
1,00
c Hyb
E
= = |HO 3,20
> 2
Uzorak DNA (ul) 1,50 2,25 2,25
Ukupni volumen (pl) 10 15 15
reakcijske smjese
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Tablica 4.3. Uvjeti PCR reakcija

. - PCR
B o Analiza krivulje
Gen | SNP | Denaturacija Amplifikacija o produkt
taljenja
(pb)
30 ciklusa
97°C/ 10s/ 20°C/s
63°C / 10s / 20°C/s
72°C [ 10s/ 20°C/s 95°C/3s/20°C/s Tm1=55°C
<
Q | D 95°C / 10min / 40°C / 1,5min / (alel T)
< | @ _ 249
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4.4. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka ucinjena je programom MedCalc, verzija 12.4.0.0
(MedCalc Software, Mariakerke, Belgium) uz P < 0,05 kao prag statisticke znacajnosti.

Deskriptivna statistika za kategori¢ke varijable iskazana je udjelima i postotcima, a za
numericke varijable ovisno o normalnosti raspodjele (medijan i raspon u slucaju raspodjela
koje nisu normalne, a aritmeticka sredina i standardna devijacija u slucaju normalnih

raspodjela).

Normalnost raspodjele odredena je Kolmogorov-Smirnovljevim testom. Ovisno o
distribuciji podataka, analiza je provedena odgovaraju¢im parametrijskim i neparametrijskim
testovima. Za testiranje razlike kvantitativnih varijabli medu skupinama upotrijebljen je
Studentov t-test (ANOVA), a za raspodjele koje nisu normalne koristen je neparametrijski
Mann-Whitney test (Kruskall-Wallis).

Za analizu usporedbe frekvencije genotipova i alela koristeni su 2 i Fisher-exact test.
Za analizu frekvencije genotipova ucinjena je analiza Hardy-Weinberg ravnoteze. Za svaki
genotip odreden je omjer izgleda (engl. odds-ratio, OR) za razvoj karcinoma prostate i

pojavnost agresivnijeg oblika karcinoma uz 95 % podruéje pouzdanosti.

Gdje nije bilo moguce provesti univarijatnu analizu, u¢injena je multivarijatna analiza

programom SPSS, verzija 15.0 (SPSS inc., USA) uz P < 0,05 kao prag statisticke zna¢ajnosti.
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5. REZULTATI

5.1. Demografski i klinicki parametri ispitivanih skupina

5.1.1. Dob ispitanika
Ispitanici su u sve tri skupine bili dobno uskladeni (Tablica 5.1.; Slika 5.1.).

Tablica 5.1. Deskriptivna statistika za dob ispitanika

- 68 42 79 64 72

6,65

- 68 46 84 62,5 73 7,76
- 68 48 77 63,25 72,75 6,05

Stupnjevi slobode=2; P=0,983 (Kruskal-Wallis test)

SD*-Standardna devijacija

90

80 —

70 —

50 —

Dob

0 0 0000000 F—
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40 —

30 T T T
BHP Karcinom prostate Zdravi

Slika 5.1. Raspodjela ispitanika prema dobi
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5.1.2. Indeks tjelesne teZine ispitanika

Prema indeksu tjelesne teZine (BMI) vecina ispitanika bila je pretila (Tablica 5.2.;
Slika 5.2), a najviSe pretilih bilo je u skupini pacijenata s karcinomom prostate (77,5%) u

odnosu na ispitanike s BHP (69,2%) odnosno zdrave ispitanike (45,7%).

Tablica 5.2. Deskriptivna statistika za indeks tjelesne teZine

26,5 24,5 29,3 4,01

- 27.6 18,4 37,9 25.2 30,6 3,79
- 273 20,8 36,5 25.43 30,9 4,05

Stupnjevi slobode=2 ; P=0,150 (Kruskal-Wallis test)

SD*-Standardna devijacija
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—b

BMI

30 —

I
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Slika 5.2. Raspodjela ispitanika prema indeksu tjelesne tezine
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5.1.3. Serumske PSA vrijednosti ispitanika

Serumske vrijednosti PSA statisticki su se znacajno razlikovale medu ispitivanim
skupinama (Tablica 5.3.; Slika 5.3.). Ocekivano su najviSe vrijednosti bile u skupini s

karcinomom prostate, a najnize medu zdravim ispitanicima.

Tablica 5.3. Deskriptivna statistika za PSA

6,81 0,57 9,53 4,55

- 12,4 2.1 3346 6,67 35,1 499,96
- 1,2 0,43 55 0,75 2,53 1,38

Stupnjevi slobode=2; P<0,001 (Kruskal-Wallis test)

SD*-standardna devijacija
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Slika 5.3. Logaritamski transformirane vrijednosti PSA u ispitivanim skupinama
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5.1.4. Obiteljska anamneza karcinoma prostate ispitanika

Pozitivna obiteljska anamneza karcinoma prostate bila je nisko zastupljena u sve tri
skupine ispitanika (P = 0,546; x 2 test) (Slika 5.4.).
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40

H Negativna obiteljska
anamneza

W Pozitivna obiteljska
30 anamneza

20
10
0

% ispitanika

BPH Karcinom Zdravi
prostate

Slika 5.4. Raspodjela ispitanika s obzirom na obiteljsku anamnezu karcinoma prostate

5.1.5. Status puSenja u ispitivanim skupinama

Nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u odnosu nepusaca i pusaca u ispitivanim

skupinama (P = 0,698; %2 test) (Slika 5.5.).

90

80

B Nepusaci

M Pusaci

% Ispitanika

10 +

BPH Karcinom prostate Zdravi

Slika 5.5. Raspodjela ispitanika prema statusu pusenja
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5.1.6. Konzumiranje alkohola u ispitivanim skupinama

Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike medu ispitivanim skupinama s obzirom na status
konzumiranja alkohola (P = 0,104; y 2 test) (Slika 5.6.).
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Slika 5.6. Raspodjela ispitanika prema statusu konzumiranja alkohola

5.1.7. Vrijednosti Gleason zbroja kod bolesnika s karcinomom prostate

Slika 5.7. prikazuje vrijednosti GS-a kod bolesnika s karcinomom prostate. Dobro
diferencirani karcinomi (GS 4 i 5) bili su prisutni samo u 9 % bolesnika, a lose diferencirani

(GS 8-10) u cak 24 % bolesnika. Vecina bolesnika (67,0 %) imala je srednje diferenciran
karcinoms GS 6 ili 7.
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Slika 5.7. Raspodjela bolesnika s karcinomom prostate prema Gleason zbroju
5.1.8. Stadiji tumora kod bolesnika s karcinomom prostate
Raspodjela ucestalosti bolesnika s karcinomom prostate prema stadiju tumora (T)

prikazana je na Slici 5.8. Vecina bolesnika imala je karcinom ograni¢en na prostatu (81 %)

dok je kod 19 % bolesnika doslo do ekstrakapsularnog Sirenja karcinoma.
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Slika 5.8. Raspodjela bolesnika s karcinomom prostate prema stadiju tumora
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5.1.9. Status limfnih ¢vorova kod bolesnika s karcinomom prostate

Metastaze u regionalnim ¢vorovima (N1) imalo je samo 3 % bolesnika s karcinomom

prostate.
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Ucestalost

40

20

N1
Status limfnih ¢vorova

Slika 5.9. Raspodjela bolesnika s karcinomom prostate prema prisutnosti metastaza u

regionalnim limfnim ¢vorovima

5.1.10. Status metastaza kod bolesnika s karcinomom prostate

Udaljene metastaze (M1) nadene su kod 34 % bolesnika s karcinomom prostate (slika
5.10.)
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Slika 5.10. Raspodjela bolesnika s karcinomom prostate prema statusu udaljenih metastaza
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5.2. Analiza polimorfizama u IL-1p, IL-8 i VEGF genima

5.2.1 Polimorfizam IL-1f gena
Za analizu frekvencije genotipova ucinjena je analiza Hardy-Weinberg ravnoteze. Za
razliku od skupina s karcinomom prostate - y* = 0,29 (P = 0,589) i BHP - y2 = 1,54 (P =

0,215) skupina zdravih kontrola -y 2 = 9,35 (P = 0,002) nije bila u ravnotezi.

Tablica 5.4. Ucestalost alela/genotipova IL-15 + 3954 polimorfizma

; ; Karcinom prostate BHP Zdravi
Polimorfizam pP*
N (%) N (%0) N (%0)
C/C 43 (35,8) 51 (42,5) 25 (73,5)
CIT 60 (50) 59 (49,2) 5(14,7) 0,001
T/IT 17 (14,2) 10 (8,3) 4 (11,8)
CIT+TIT 77 (64,2) 69 (57,5) 9 (26,5) < 0,001
C alel 146 (60,8) 161 (67,1) 55 (80,9)
0,008
T alel 94 (39,2) 79 (32,9) 13 (19,1)

* 2 test; T-stupnjevi slobode=4; * stupnjevi slobode=2

Utvrdena je statisticki znaCajna razlika u raspodjeli genotipova medu kontrolnom
skupinom, skupinom oboljelih od BHP-a i karcinoma prostate (P = 0,001). Bolesnici s
karcinomom prostate i BHP-om imali su znacajno vecu ucestalost alela T (39,2 % i 32,9 %
vs.19,1 %) uz statisti¢ki znacajnu razliku (P = 0,008) (Tablica 5.4.).
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Tablica 5.5. Omjer izgleda nastanka karcinoma prostate i BHP-a uslijed IL-/5 + 3954

polimorfizma

Polimorfizam

CcC
CT
TT
CT+TT
C alel
T alel

CcC
CT
TT
CT+TT
C alel
T alel

CC
CT
TT
CT+TT
C alel
T alel

Karcinomi
N (%)

43 (35,8)
60 (50)
17 (14,2)
77 (64,2)
146 (60,8)
94 (39,2)

Karcinomi
N (%)

43 (35,8)
60 (50,0)
17 (14,2)
77 (64,2)
146 (60,8)
94 (39,2)

BHP
N (%)

51 (42,5)
59 (49,2)
10 (8,3)
69 (57,5)
161 (67,1)
79 (32,9)

OR-omijer izgleda

BHP
N (%)

51 (42,5)
59 (49,2)
10 (8,3)
69 (57,5)
161 (67,1)
79 (32,9)

Zdravi
N (%)

25 (73,5)
5 (14,7)
4 (11,8)
9 (26,5)
55 (80,9)
13 (19,1)

Zdravi
N (%)

25 (73,5)
5 (14,7)
4 (11,8)
9 (26,5)
55 (80,9)
13 (19,1)

OR (95%Cl) P

1
1,206 (0,702-2,074) 0,498
2,016 (0,836-4,862) 0,118
1,324 (0,787-2,226) 0,290
1
1,312 (0,903-1,907) 0,154

OR (95%Cl) P

1
6,977 (2,473-19,679) < 0,001
2,471 (0,747-8,167) 0,138
4,974 (2,129-11,619) < 0,001
1
2,724 (1,411-5,258) 0,003

OR (95%Cl) P

1
5,784 (2,063-16,214) 0,001
1,225 (0,350-4,296) 0,751
3,758 (1,617-8,736) 0,002
1
2,076 (1,071-4,023) 0,031
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Tablica 5.6. Raspodjela alela/genotipova u IL-14 genu ovisno o Gleason zbroju, stadiju

tumora i postojanju udaljenih metastaza

Polimorfizam ﬁs(éo; S?(;Z) OR (95%ClI) p
cc 33 (36,7) 9(32,1) 1
CcT 44 (48,9) 16 (57,1) 1333 (0,524-339) 0,546
TT 13 (14,4) 3(10,7) 0,846 (0,197-3,628) 0,822
CT+TT 57 (63,33) 19(67,9) 1,222 (0496-3011) 0,663
C alel 110 (61,1) 34 (60,7) 1
T alel 70 (38,9) 22 (39,3) 1,017 (0,55-1,879) 0,958
NT(T,/?)) NT(%Z ) OR (95%ClI) p
cc 34 (35,4) 8 (36,4) 1
CcT 48 (50) 11 (50) 0,974 (0,354-2,677) 0,959
T 14 (14,6) 3 (13,6) 0,91 (0,210-3,944) 0,901
CT+TT 62 (64,6) 14 (63,6) 0,96 (0,365-2,517) 0,933
C alel 116 (60,4) 27 (61,4) 1
T alel 76 (39,6) 17(386) 0,961 (0,491-1,882) 0,908
N'\Z';O ) NI\& ) OR (95%CI) p
cc 26 (33,3) 16 (40) 1
CcT 40 (51,3) 19(475) 0772 (0337-1,767) 0,54
T 12 (15,4) 5 (12,5) 0,677 (0,201-2,282) 0529
CT+TT 52 (66,7) 24 (60) 0,75 (0,341-1,65) 0,475
C alel 92 (59) 51 (63,8) 1
T alel 64 (41) 20(36,2) 0,817 (0,469-1,426) 0,477

GS-Gleason zbroj; T-stadij tumora; MO-nema udaljenih metastaza; M1-udaljene
metastaze; OR-omjer izgleda
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Utvrdena je statisticki znacajna razlika s obzirom na rizik od nastanka karcinoma
prostate uslijed IL-/8 polimorfizma medu zdravim ispitanicima u odnosu na skupinu s
karcinomom prostate (raspodjela genotipova: y* = 16,457; P < 0,001; raspodjela alela: y2 =
8,531; P = 0,003) te zdravih ispitanika u odnosu na BHP skupinu (raspodjela genotipova: y2 =
13,083; P = 0,001; raspodjela alela: y2 = 4,18, P = 0,041). Omjer izgleda nastanka karcinoma
prostate i BHP uslijed IL-1p + 3954 polimorfizma prikazan je u Tablici 5.5. Ucestalosti CT |
TT genotipova u odnosu na CC genotip te T alela u odnosu na C alel je veéa kod bolesnika s
BHP i karcinomom prostate. Te dvije skupine imaju statisticki ve¢i omjer izgleda za nastanak

karcinoma odnosno BHP-a u odnosu na kontrolnu, zdravu skupinu.

Nije nadena povezanost s nastankom karcinoma prostate usporedbom bolesnika s
karcinomom prostate i bolesnika s BHP-om (raspodjela genotipova: 2 = 2,504; P = 0,286),
iako bolesnici s karcinomom prostate imaju veéi udio TT genotipa (14,2 % vs 8,3 %) i T alela
(39,2 % vs 32,9 %) u odnosu na BHP skupinu uz grani¢nu statisticku znacajnost (y2 = 1,771;
P =0,061).

Povezanost IL-/f polimorfizma s klinicko-patoloskim obiljezjima bolesnika S
karcinomom prostate prikazana je u Tablici 5.6. Bolesnici s karcinomom prostate podijeljeni
su u dvije skupine ovisno o stupnju agresivnosti tumora. Stupanj agresivnosti tumora
procjenjuje se prema GS, stadiju tumora (T) i postojanju udaljenih metastaza (M). Bolesnici s

GS>7, T >31MI svrstani su u skupinu s agresivnim oblikom karcinoma.

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u raspodjeli alela/genotipova u IL-/f genu

obzirom na GS, T stadij i status udaljenih metastaza.
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5.2.2. Polimorfizam IL-8 gena

Za analizu frekvencije genotipova uéinjena je analiza Hardy-Weinberg ravnoteze. Sve

tri skupine bile su u ravnotezi: karcinomi prostate - 2 = 0,57 (P = 0,452), BHP - 42 = 0,66 (P

= 0,416), zdrave kontrole - 2 = 0,35 (P = 0,554).

Tablica 5.7. Ucestalost alela/genotipova IL-8 -251 polimorfizma

Sl T Karcinom prostate BHP
N (%) N (%0)
TT 44 (36,7) 43 (35,8)
TA 54 (45) 54 (45)
AA 22 (18,3) 23(19,2)
TA+AA 76 (63,3) 77 (64,2)
T alel 142 (59,2) 140 (58,3)
A alel 98 (40,8) 100 (41,7)

Zdravi
N (%)

10 (28,6)
19 (54,3)
6 (17,1)
25 (71,4)
39 (55,7)

31 (44,3)

* 2 test; -stupnjevi slobode = 4; *stupnjevi slobode = 2

P*

0,885"

0,668%

0,876%

Ispitivane skupine imale su sli¢nu raspodjelu alela/genotipova u IL-8 genu (Tablica

5.7.).
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Tablica 5.8. Omjer izgleda nastanka karcinoma prostate i BHP-a uslijed IL-8 -251

polimorfizma
Polimorfizam KaNrC(i;:)mi ,\?gz) OR (95%ClI) P
T 44 (36,7) 43 (35,8) 1
TA 54 (45) 54(45) 0077 (0,565-1719) 0,936
AA 22 (18,3) 23(19,2) 0,935 (0455-1,92) 0,854
TA+AA 76 (63,3) 77(64,2)  0,965(0570-1,633) 0,893
T alel 142 (59,2) 140 (58,3) 1
A alel 98 (40,8) 100 (41,7) 0966 (0,672-1,39) 0,853
KaNrc(';:)m' id('r;‘)’)' OR (95%Cl) P
TT 44 (36,7) 10 (28.6) 1
TA 54 (45) 19(543) 0646 (0,27-1,531) 0,321
AA 22 (18,3) 6(17.1)  0833(0,268-2591) 0,753
TA+AA 76 (63,3) 25(71,4) 0,691 (0,304-1572) 0,378
T alel 142 (59,2) 39 (55,7) 1
A alel 98 (40,8) 31(443) 0,868 (0507-1486) 0,606
I\'?'(j,/'z) ZNd(r%' OR (95%Cl) P
T 43 (35,8) 10 (28,6) 1
TA 54 (45) 19(543) 0,661 (0,278-1,568) 0,345
AA 23 (19,2) 6(171)  0891(0,287-2764) 0,842
TA+AA 77 (64,2) 25(71,4) 0,716 (0,315-1,631) 0,427
T alel 140 (58,3) 39 (55,7) 1
A alel 100 (41,7) 31(443) 0899 (0525-1537) 0,696

OR-omijer izgleda

Nije utvrden povecan omjer izgleda nastanka karcinoma prostate ili BHP-a uslijed IL-

8 polimorfizma (Tablica 5.8.).



Tablica 5.9. Raspodjela alela/genotipova u IL-8 genu ovisno o Gleason zbroju, stadiju tumora

I postojanju udaljenih metastaza

Polimorfizam

TT
TA
AA
TA+AA
T alel
A alel

T
TA
AA
TA+AA
T alel
A alel

TT
TA
AA
TA+AA
T alel
A alel

GS <7
N (%)

32 (35,5)
43 (47,8)
15 (16,7)
58 (64,4)
107 (59,4)
73 (40,6)

T<3
N (%)

32 (33,3)
46 (47,9)
18 (18,8)
64 (66,7)
110 (57,3)
82 (42,7)

MO
N (%)

28 (35,9)
36 (46,2)
14 (17,9)
50 (64,1)
92 (60)
64 (41)

GS>7
N (%)

11 (39,3)
10 (35,7)
7 (25)
17 (60,7)
32 (57,1)
24 (42,9)

T>3
N (%)

11 (50)
8 (36,4)
3 (13,6)
11 (50)

30 (68,2)

14 (31,8)

M1
N (%)

15 (37,5)
18 (45)
7 (17,5)

25 (62,5)
48 (60)
32 (40)

OR (95%Cl)

1

0,676 (0,256-1,786)

1,358 (0,439-4,198)

0,853 (0,356-2,041)
1

1,099 (0,599-2,017)

OR (95%Cl)

1
0,506 (0,183-1,398)
0,484 (0,119-1,968)
0,5 (0,196-1,277)
1
0,626 (0,312-1,255)

OR (95%Cl)

1

0,933 (0,401-2,172)

0,933 (0,31-2,812)

0,933 (0,424-2,056)
1

0,958 (0,553-1,66)

0,43
0,596
0,72

0,76

0,189
0,311
0,147

0,187

0,873
0,902
0,864

0,879

GS-Gleason zbroj; T-stadij tumora; MO-nema udaljenih metastaza; M1-udaljene

metastaze; OR-omjer izgleda

Nije utvrden povecan omjer izgleda za nastanak agresivnijeg oblika karcinoma

prostate uslijed IL-8 -251 polimorfizma. Utvrdena je veca ucestalost AA genotipa kod

bolesnika s GS > 7 (25 % vs 16,7 %) (Tablica 5.9.), no navedena zastupljenost nema

statistiCku znacajnost (y2 = 1,569; P = 0,456).
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5.2.3 Polimorfizam VEGF gena
Za analizu frekvencije genotipova ucinjena je analiza Hardy-Weinberg ravnoteze. Za
razliku od skupina s karcinomom prostate - ¥2 = 1,64 (P = 0,201) i zdravih kontrola - ¥2 =

1,16 (P = 0,281) BHP skupina - 2 = 4,61 (P = 0,032) nije bila u ravnoteZi.

Tablica 5.10. Ucestalost alela/genotipova VEGF +405 polimorfizma

; ; Karcinom prostate BHP Zdravi
Polimorfizam p*
N (%) N (%) N (%)
GG 53 (44,2) 44 (36,7) 13 (37,1)
GC 58 (48,3) 66 (55) 19 (54,3) 0,818"
cC 9(7,5) 10 (8,3) 3(8,6)
GC+CC 67 (55,8) 76 (63,3) 22 (62,9) 0,462
G alel 164 (68,3) 154 (64,2) 45 (64,3)
0,597
C alel 76 (31,7) 86 (35,8) 25 (35,7)

* 2 test; -stupnjevi slobode = 4; *stupnjevi slobode = 2

Ispitivane skupine imale su sli¢nu raspodjelu alela/genotipova u VEGF genu (Tablica
5.10.).
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Tablica 5.11. Omjer izgleda nastanka karcinoma prostate i BHP-a uslijed VEGF +405

polimorfizma
Polimorfizam KaNrC(i;:)mi ,\?gz) OR (95%ClI) P
GG 53 (44,2) 44 (36,7) 1
GC 58 (48,3) 66(55) 0,730 (0,428-1243) 0,246
cc 9 (7,5) 10(83)  0747(0279-2001) 0,562
GC+CC 67 (55,8) 76 (633) 0,732 (0,436-1228) 0,237
G alel 164 (68,3) 154 (64,2) 1
C alel 76 (31,7) 86 (358  083(0,568-1212) 0,335
KaNrc(';:)m' id{%' OR (95%Cl) P
GG 53 (44,2) 13 (37,1) 1
GC 58 (48,3) 19(543) 0,749 (0,337-1,663) 0477
o 9 (7,5) 3(8,6) 0,736 (0,174-3,108) 0,676
GC+CC 67 (55,8) 22(62,9) 0747 (0,344-1621) 0,46
G alel 164 (68,3) 45 (64,3) 1
C alel 76 (31,7) 25(357) 0,834 (0477-146) 0,525
I\'?'(j,/'z) ZNd(r%' OR (95%Cl) P
GG 44 (36,7) 13 (37,1) 1
GC 66 (55) 19(543) 1,026 (046-2,289) 0,949
ce 10 (8,3) 3(8,6) 0,985 (0,235-4,119) 0,083
GC+CC 76 (63,3) 22(62,9)  1,021(0,468-2226) 0,959
G alel 154 (64,2) 45 (64,3) 1
C alel 86 (35.8) 25(357) 1,005 (0577-1752) 0,985

OR-omijer izgleda
Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u raspodjeli alela/genotipova medu

skupinama, niti povec¢an omjer izgleda za nastanak karcinoma prostate ili BHP-a uslijed

VEGF polimorfizma (Tablica 5.11.).
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Tablica 5.12. Raspodjela alela/genotipova u VEGF genu ovisno o Gleason zbroju, stadiju

tumora i postojanju udaljenih metastaza

Polimorfizam ﬁS(OS/O ; ﬁs(j/o )7 OR (95 %CI) p
GG 41 (45,6) 12 (42,8) 1
GC 42 (46,7) 15(53,6)  0488(0,0544369) 0521
cc 7(7.8) 1(3,6) 1,22 (0,510-2,92) 0,655
GC+CC 49 (54,4) 16(57,2) 0,965 (0,503-1,851) 0915
G alel 124 (68,9) 39 (69,6) 1
C alel 56 (31,1) 17(304) 1116 (0,474-2,625) 0,802
NT(T,Z) NT(%Z | OR (95%ClI) P
GG 43 (44,7) 9 (40,9) 1
GC 46 (47,9) 12(545) 1,246 (0,478-3252) 0,653
cc 707) 1(4,5) 0,682 (0,075-6,253) 0,735
GC+CC 53 (54,9) 13(59) 1,172 (0458-3001) 0,741
G alel 132 (68,7) 30 (68,1) 1
C alel 60 (31,3) 14(31,8) 1,027 (0,508-2,076) 0,942
N'\?& ; N“{'O}O ) OR (95%Cl) p
GG 34 (43,6) 18 (45) 1
GC 40 (51,3) 18 (45) 0,85 (0,383-1,887) 0,69
cc 4(51) 4 (10) 1,889 (0,422-8,458) 0,406
GC+CC 44 (56,4) 22(55) 0,944 (0,439-2,034) 0,884
G alel 108 (69,2) 54 (67,5) 1
C alel 48 (30,7) 26(325) 1,083 (0,607-1,932) 0,786

GS-Gleason zbroj; T-stadij tumora; MO-nema udaljenih metastaza; M1-udaljene

metastaze; OR-omjer izgleda

Nije utvrden povecan omjer izgleda za nastanak agresivnijeg oblika karcinoma

prostate uslijed VEGF +405 polimorfizma (tablica 5.12.).
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5.3. Analiza medudjelovanja polimorfizama IL-14, IL-8 i VEGF gena s etioloskim

i klini¢ko-patoloSkim odlikama skupine

Analiza medudjelovanja polimorfizama IL-/f, IL-8 i VEGF gena s etioloskim i
klinicko-patoloskim odlikama skupine na nastanak karcinoma prostate kao i na nastanak
agresivnijeg oblika karcinoma, ucinjena je usporedbom bolesnika s karcinomom prostate i

bolesnika s BHP-om. S obzirom na mali broj, analizom nisu obuhvaceni zdravi ispitanici.

5.3.1. Medudjelovanje polimorfizama IL-1f, IL-8 i VEGF gena s obiteljskom

anamnezom
Analiza medudjelovanja polimorfizama s obiteljskom anamnezom ucinjena je
usporedbom mutiranih genotipova medu skupinama s BHP-om i karcinomom prostate s

genotipom divljeg tipa ispitanika s negativnom obiteljskom anamnezom.

Tablica 5.13. Raspodjela genotipova u IL-/f genu ovisno o obiteljskoj anamnezi karcinoma

prostate
,\'f'g,/'z) Ka,\ﬁ‘}'%m' OR (95%Cl) P
IL-1p

Negativna obiteljska anamneza
CcC 45 (39,8) 40 (36,4) 1
CT 58 (51,3) 54 (49,1) 1,047 (0,596-1,842) 0,872
TT 10 (8,8) 16 (14,5) 1,8 (0,734-4,417) 0,199

Pozitivna obiteljska anamneza
ccC 6 (85,7) 3 (30) 0,563 (0,132-2,398) 0,437
CT 1(14,3) 6 (60) 6,75 (0,779-58,499) 0,083
TT 0 1 (10) 3,37 (0,133-85,079) 0,461

OR-omijer izgleda

Nije nadena statisticki znaCajna povezanost pozitivne obiteljske anamneze s
nastankom karcinoma prostate. Zapaza se povecana ucestalost CT genotipa u odnosu na CC
genotip kod bolesnika s pozitivnom obiteljskom anamnezom i karcinomom prostate

(P=0,083), iako nije dostignuta statisticka zna¢ajnost (tablica 5.13.). Analizom omjera izgleda

57



prema raspodjeli alela dobiven je skoro 9 puta veci omjer izgleda nastanka karcinoma prostate

za bolesnike koji nose T alel i imaju pozitivhu obiteljsku anamnezu (P = 0,041) (Tablica

5.14).

Tablica 5.14. Raspodjela alela IL-/p gena ovisno o obiteljskoj anamnezi karcinoma prostate

BHP Karcinomi
N (%) N (%)

IL-1B

Negativna obiteljska anamneza

C alel 148 (65,5) 134 (60,9)
T alel 78 (34,5) 86 (39,1)

Pozitivna obiteljska anamneza

C alel 13 (92,9) 12 (60)
T alel 1(7,1) 8 (40)

OR-omjer izgleda

OR (95%Cl)

1
1,218 (0,828-1,79)

1,019 (0,450-2,312)
8,836 (1,091-71,579)

0,316

0,963
0,041

Tablica 5.15. Raspodjela genotipova u IL-8 genu ovisno o obiteljskoj anamnezi karcinoma

prostate
BHP Karcinomi
N (%) N (%)
IL-8
Negativna obiteljska anamneza
TT 41 (36,3) 43 (39.1)
TA 52 (46) 49 (44.,5)
AA 20 (17,7) 18 (16,4)
Pozitivna obiteljska anamneza
TT 2 (28,6) 1 (10)
TA 2 (28,6) 5 (50)
AA 3 (42,8) 4 (40)

OR-omijer izgleda

OR (95%Cl)

1
0,899 (0,504-1,603)
0,858 (0,399-1,848)

0,477 (0,042-5,461)
2,384 (0,438-12,98)
1,271 (0,268-6,031)

0,717
0,696

0,552
0,315
0,762

Nije nadena statisticki znacajna povezanost pozitivne obiteljske anamneze s

nastankom karcinoma prostate, iako je TA genotip zastupljeniji u bolesnika s karcinomom
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prostate i pozitivnom obiteljskom anamnezom u odnosu na bolesnike s BHP-om i pozitivnom
obiteljskom anamnezom (Tablica 5.15.).
Tablica 5.16. Raspodjela genotipova u VEGF genu ovisno obiteljskoj anamnezi bolesnika s

karcinomom prostate

,\'?'(j,z) Ka,\rlc('%m' OR (95%Cl) P
VEGF

Negativna obiteljska anamneza
GG 43 (38,1) 49 (44,5) 1
GC 60 (53,1) 52 (47,3) 0,761 (0,437-1,322) 0,332
cC 10 (8,8) 9(8,2) 0,79 (0,294-2,124) 0,64

Pozitivna obiteljska anamneza
GG 1(14,3) 4 (40) 3,51 (0,378-32,621) 0,27
GC 6 (85,7) 6 (60) 0,878 (0,263-2,924) 0,832

CcC 0 0 - -

OR-omjer izgleda

Nije nadena statisticki znafajna povezanost pozitivne obiteljske anamneze s
nastankom karcinoma prostate. Niti jedan ispitanik nije imao polimorfni CC genotip, dok je
ucestalost GC genotipa bila veéa kod bolesnika s BHP-om s pozitivnom obiteljskom

anamnezom (Tablica 5.16.).

5.3.2. Medudjelovanje polimorfizama IL-1p, IL-8 i VEGF gena s indeksom

tjelesne tezine

Prema indeksu tjelesne tezine (BMI), ispitanici su podijeljeni u dvije skupine: pretile s
BMI > 30 i ostale s BMI < 30.
Tablica 5.17. Raspodjela ispitanika prema BMI

BHP Karcinomi
BMI N (%) N (%) OR (95 %CI) P
<30 100 (85,5) 84 (71,2) 1
>30 17 (14,5) 34 (28,8) 2,381 (1,242-4,563) 0,009

OR-omjer izgleda
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Udio ispitanika s BMI > 30 bio je statisticki znacajno veéi u skupini s karcinomom

prostate (Tablica 5.17., Slika 5.14.).
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Slika 5.14. Raspodjela ispitanika prema indeksu tjelesne tezine

Tablica 5.18. Raspodjela genotipova u IL-1f genu ovisno o indeksu tjelesne tezine

,\?("(',z) KaNrC('%m' OR (95%CI) P

IL-1p

BMI < 30
cc 39 (39) 30 (35,7) 1
cT 52 (52) 43(512)  1075(0576-2007) 0,82
TT 9(9) 11(131) 1589 (0584-4325) 0,365

BMI > 30
cc 10 (58.,8) 13 (38,2) 1,69 (0,652-4378) 0,28
cT 6 (35,3) 17 (50 3,683 (1,295-10,477) 0,014
TT 1(5.9) 4 (11,8) 52 (0552-48,965) 0,15

OR-omijer izgleda

Analizom medudjelovanja polimorfizma IL-/4 gena i pretilosti na rizik nastanka
karcinoma prostate vidljiva je statisticki znacajno veca ucestalost CT genotipa kod pretilih
bolesnika s karcinomom prostate (Tablica 5.18.). U multivarijatnoj analizi (Tablica 5.19.)

pretilost uz IL-1p raspodjelu genotipa ostaje znacajan nezavisni ¢imbenik rizika za karcinom
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prostate u odnosu na BHP (OR 2,447; 95 % CI 1,271 - 4,711), a rizik je veci nego u
univarijatnoj analizi (OR 2,38; 95 % CI (1,24 -4 ,56) (Tablica 5.17.).

Tablica 5.19. Binarna logisti¢ka regresija (Hosmer-Lemeshow goodnes of fit test) za
karcinom prostate kao zavisne varijable i BHP kao kontrolne skupine, s BMI > 30 i IL-15

polimorfizmom kao kovarijatama

Kovarijate P Exp (B) 95 % ClI
BMI>30 0,007 2,447 1,27-4,711
IL-1p CC
IL-1 CT 0,2 0,55 0,22-1,372
IL-1BTT 0,405 0,685 0,282-1,669

Tablica 5.20. Raspodjela genotipova u IL-8 genu ovisno o indeksu tjelesne teZine

ﬁg; Kﬂ%%?“ OR (95 %CI) p

IL-8

BMI < 30
TT 34 (34) 29 (34,5) 1
TA 45 (45) 40 (47,6) 1,042 (0,542-2,003) 0,901
AA 21 (21) 15(17,9) 0,837 (0,366-1,915) 0,674

BMI > 30
T 8 (47) 13(382)  1,905(0,693-5234) 0211
TA 7 (41,2) 14(412)  2,345(0,834-6593) 0,106
AA 2 (11,8) 7(206)  4103(0,79-21,318) 0,093

OR-omijer izgleda

Nije naden poveéan omjer izgleda za nastanak karcinoma prostate uslijed
medudjelovanja polimorfizma IL-8 gena i pretilosti. lako nije dostignuta statisticka
znacajnost, zapaza se povecana ucestalost AA genotipa kod bolesnika s karcinom prostate i
BMI > 30 (P = 0,093) (Tablica 5.20.). U multivarijatnoj analizi (Tablica 5.21.) pretilost uz IL-

8 raspodjelu genotipa ostaje znacajan nezavisni Cimbenik rizika za karcinom prostate u
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odnosu na BHP (OR 2,392; 95 % CI 1,271 - 4,711), no taj je rizik ipak nesto veéi nego u
univarijatnoj analizi (OR 2,38; 95 % CI (1,24 - 4,56) (Tablica 5.17.).

Tablica 5.21. Binarna logisticka regresija (Hosmer-Lemeshow goodnes of fit test) za
karcinom prostate kao zavisne varijable i BHP kao kontrolne skupine, s BMI > 30 i IL-8

polimorfizmom kao kovarijatama

Kovarijate P Exp (B) 95%ClI
BMI>30 0,009 2,392 1,246-4,59
IL-8TT
IL-8 TA 0,996 1,002 0,480-2,092
IL-8 AA 0,811 1,09 0,537-2,212

Tablica 5.22. Raspodjela genotipova u VEGF genu ovisno o indeksu tjelesne tezine

|\E|;|(j>/z)) Ka,\rlc('%m' OR (95 % CI) P
VEGF

BMI < 30
GG 39 (39) 39 (46,4) 1
GC 53 (53) 40 (47,6) 0,755 (0,412-1,381) 0,362
cc 8 (8) 5 (6) 0,625 (0,188-2,08) 0,445

BMI > 30
GG 4 (23,5) 13(38,2) 3,250 (0,974-10,848) 0,055
GC 11 (64,7) 18 (52,9) 1,636 (0,684-3912) 0,268
cc 2 (11,8) 3(8,8) 1,5 (0,237-9,477) 0,666

OR-omijer izgleda

Nije utvrden poveéan omjer izgleda za nastanak karcinoma prostate kod pretilih
pacijenata nositelja polimorfnog VEGF genotipa (Tablica 5.22.). lako nije dostignuta
statisticCka znacajnost, zapaza se povecana ucestalost GG genotipa kod bolesnika s

karcinomom prostate i BMI > 30 (P = 0,055) (Tablica 5.22.).
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5.3.3. Medudjelovanje polimorfizama IL-1f, IL-8 i VEGF gena sa statusom

pusenja

S obzirom na status pusenja, ispitanici s BHP-om i karcinomom prostate podijeljeni su
u dvije skupine: nepusace i pusace. Analiza medudjelovanja polimorfizama i statusa pusenja
ucinjena je usporedbom divljeg genotipa ispitanika nepusaca (CC za IL-18, TT za IL-8 i GG

za VEGF) s mutiranim genotipovima ispitanika puSaca.

Tablica 5.23. Raspodjela genotipova u IL-/f genu s obzirom na status pusenja

,\'13'(12) KaNrC('%m' OR (95 % Cl) p

IL-1p
NepusSaci

cC 35 (39,8) 33 (35,5) 1
CT 46 (52,3) 48 (51,6) 1,107 (0,593-2,066) 0,75
TT 7(7,9) 12 (12,9) 1,818 (0,640-5,177) 0,263

Pusaci
CcC 16 (50) 10 (38,5) 0,663 (0,264-1,667) 0,382
CT 13 (40,6) 12 (46,2) 0,979 (0,391-2,45) 0,964
TT 3094 4 (15,4) 1,414 (0,294-6,802) 0,665

OR-omjer izgleda

Raspodjela genotipova IL-/4 gena s obzirom na status puSenja bila je podjednaka

medu skupinama te nije nadena povezanost s nastankom karcinoma (Tablica 5.23.).

Analizom udruzenog ucinka polimorfizma IL-8 gena s pusenjem pokazalo se da su
pusaci nositelji AA genotipa i A alela zastupljeniji u ispitanika s BHP-om, premda uz
grani¢nu statisticku znacajnost (P = 0,057 za AA genotip; P = 0,057 za alel) (Tablice 5.24. i
5.25)).

Analiza medudjelovanja polimorfizma VEGF gena i navike pusenja s izgledom

nastanka karcinoma prostate nije pokazala razliku u raspodjeli genotipova medu skupinama
(Tablica 5.26.)
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Tablica 5.24. Raspodjela genotipova u I1L-8 genu s obzirom na status pusenja

BHP Karcinom

N (%) N (%) OR (95 % ClI) P

IL-8
Nepusaci

TT 34 (38,6) 32 (34,4) 1
TA 41 (46,6) 41 (44,1) 1,062 (0,556-2,032) 0,855
AA 13 (14,8) 20 (21,5) 1,635 (0,699-3,82) 0,257

Pusadi
TT 9(28,1) 11 (42,3) 1,299 (0,476-3,546) 0,61
TA 13 (40,6) 13 (50) 1,062 (0,429-2,634) 0,896
AA 10 (31,3) 2(7,7) 0,212 (0,043-1,045) 0,057

OR-omjer izgleda

Tablica 5.25. Raspodjela alela u IL-8 genu s obzirom na status pusenja

BHP Karcinom

N (%) N (%) OR (95 % CI) P
IL-8
Nepusaci
T alel 109 (61,9) 105 (56,4) 1
A alel 67 (38,1) 81 (43,6) 1,255 (0,824-1,91) 0,289
Pusaci
T alel 31 (48,4) 35 (67,3) 1,172 (0,674-2,037) 0,573
A alel 33 (51,6) 17 (32,7) 0,535 (0,281-1,018) 0,057

OR-omijer izgleda
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Tablica 5.26. Raspodjela genotipova u VEGF genu s obzirom na status pusenja

r\?gZ) Ka,\rlc('(;;’)m' OR (95 % CI) P
VEGF
Nepusaci

©e 30 (34,1) 42 (45,2) 1
GC 50 (56,8) 44 (473) 0,629 (0,338-1,168) 0,142
cc 8(9,1) 7(7,5) 0,625 (0,204-1,910) 0,410

Pusaci
GG 14 (43,8) 10(385)  0510(0,200-1,302) 0,159
GC 16 (50,0) 14 (53,8)  0,625(0,265-1,472) 0,282
cc 2 (6,2) 2(7,7) 0,714 (0,095-5,359) 0,743

OR-omjer izgleda

5.3.4. Medudjelovanje polimorfizama IL-1f, IL-8 i VEGF gena s konzumiranjem
alkohola

Iako nije dostignuta statisticka znafajnost usporedbom zastupljenosti ispitanika s
BHP-om i bolesnika s karcinomom prostate i statusa konzumiranja alkohola, ispitanici koji
konzumiraju alkohol bili su zastupljeniji u skupini s karcinomom prostate u odnosu na
skupinu s BHP-om (55,0 % vs 43,3 %) i imali su skoro 1,6 puta veéi rizik za nastanak
karcinoma prostate (P = 0,071) (Tablica 5.27.).

U multivarijatnoj analizi konzumiranje alkohola uz IL-1f raspodjelu genotipa ostaje
¢imbenik rizika za karcinom prostate u odnosu na BHP (OR 1,60; 95 % CI 0,96 - 2,66) s
grani¢nom znacajnos¢u, medutim taj je rizik manji nego u univarijatnoj analizi (OR 1,577; 95

% CI1 0,945 - 2,633) (Tablica 5.28.).
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Tablica 5.27. Raspodjela ispitanika s obzirom na konzumiranje alkohola

BHP Karcinomi o
Alkohol N (%) N (%) OR (95%Cl)
Ne konzumira 68 (56,7) 54 (45,0) 1
Konzumira 52 (43,3) 66 (55,0) 1,598 (0,96-2,661)

OR-omjer izgleda

0,071

Tablica 5.28. Binarna logisticka regresija (Hosmer-Lemeshow goodnes of fit test) za

karcinom prostate kao zavisne varijable i BHP kao kontrolne skupine s konzumiranjem

alkohola i IL-78 polimorfizmom kao kovarijatama (N = 239)

Kovarijate P Exp (B) 95 % CI
Konzumira alkohol 0,081 1,577 0,945-2,633

IL-1p CC

IL-1BCT 0,135 0,509 0,21-1,235

IL-1BTT 0,268 0,613 0,258-1,457

Tablica 5.29. Raspodjela genotipova u IL-8 genu s obzirom na konzumiranje alkohola

,\'IB'('(',Z) Ka,\rlc('%m' OR (95 % Cl)
IL-8
Ne konzumira alkohol

TT 23 (33,8) 16 (29,6) 1

TA 31 (45,6) 28 (51,9) 1,298 (0,573-2,94)
AA 14 (20,6) 10 (18,5) 1,027 (0,366-2,883)

Konzumira alkohol

TT 20 (38,5) 27 (41,5) 1,941 (0,82-4,591)
TA 23 (44,2) 26 (40) 1,625 (0,695-3,801)
AA 9 (17,3) 12 (18,5) 1,917 (0,655-5,612)

OR-omjer izgleda

0,531
0,96

0,131
0,263
0,235

66



Tablica 5.30. Raspodjela genotipova u VEGF genu s obzirom na konzumiranje alkohola

,\?'(j,/f)’) K";‘\Ir‘zf;)‘)’m OR (95 % Cl) P
VEGF
Ne konzumira alkohol
GG 28 (41,2) 25 (46,3) 1
GC 34 (50) 25 (46,3) 0,823 (0,39-1,738) 0,61
cC 6 (8,8) 4 (7,4) 0,747 (0,189-2,954) 0,677
Konzumira alkohol
GG 16 (30,8) 27 (41,5) 1,89 (0,832-4,293) 0,128
GC 32 (61,5) 33(50,8) 1,155 (0,559-2,388) 0,697
cC 4(7,7) 5(7,7) 1,400 (0,338-5,799) 0,643

OR-omjer izgleda

Analiza medudjelovanja polimorfizama IL-8 i VEGF gena i konzumiranja alkohola s
izgledom nastanka karcinoma prostate medu bolesnicima s BHP-om i bolesnicima s
karcinomom prostate nije pokazala razliku u raspodjeli genotipova medu skupinama (Tablice
5.29. - 5.30.).

5.3.5. Medudjelovanje polimorfizama IL-1f, IL-8 i VEGF gena sa serumskim
koncentracijama PSA

S obzirom na to da je PSA antiangiogeni c¢imbenik, ucinjena je analiza
medudjelovanja polimorfizama IL-/f, IL-8 i VEGF gena sa serumskim koncentracijama PSA.

Razlike u PSA vrijednostima medu ispitanicima s karcinomom prostate s obzirom na
GS>7, T >3i M1l prikazane su u Tablici 5.31..

Postoji statisticki znacajna razlika u PSA vrijednostima kod ispitanika s karcinomom
prostate s obzirom na GS > 7 (P < 0,001), zatim s obzirom na T > 3 (P = 0,050) i s obzirom na

prisutnost udaljenih metastaza (P < 0,001).
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Tablica 5.31. Razlike u PSA vrijednostima medu ispitanicima s karcinomom prostate s

obzirom na GS > 7, T > 3 i M1 (Mann-Whitney test)

PSA z P
GS>7 36 (2,1-3346)
GS<7 10,4 (2,4-331,5) 4,469 <0,001
T>3 29,2 (2,1-3097) )
T<3 12,18 (2,4-3346) 1,959 0,05
M1 41 (4,1-3346) )
MO 8,28 (2,1-236) 6,006 <0,001

GS-Gleason zbroj; T-stadij tumora; MO-nema udaljenih metastaza; M1-udaljene

metastaze;

Tablica 5.32. Multivarijatna statistika za PSA kao zavisnu varijablu i polimorfizme za IL-1p,

IL-8 i VEGF kao kovarijate u bolesnika s karcinomom prostate (N = 120)

Kovarijate B Beta t 9%5% ClzaB P
IL-1B -27,38 -0,05 -0,773 -97,119-42,359 0,44
VEGF -39,544 -0,068 -1,05 -113,731-34,644 0,295

IL-8 -3,417 -0,007 -0,106 -66,680-59,847 0,915

Tablica 5.32. prikazuje multivarijatnu statistiku za PSA kao zavisnu varijablu i
polimorfizme za IL-1p, IL-8 i VEGF kao kovarijate u bolesnika s karcinomom prostate. Nije

naden utjecaj polimorfnih genotipova IL-74, IL-8 i VEGF gena na visoke koncentracije PSA

(mjerenje prije bilo kakvog terapijskog postupka).
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Tablica 5.33. Binarna logisti¢ka regresija (Hosmer-Lemeshow goodnes of fit test) za GS > 7

kao zavisnu varijablu s vrijednostima PSA i IL-/f polimorfizmima kao kovarijatama (N =

120)
Kovarijate P Exp (B) 95 % CI
PSA* 0,004 1,015 1,005-1,025
IL-1p CC
IL-1p CT 0,985 1,01 0,353-2,891
IL-1B TT 0,986 1,013 0,226-4,538

*P =0,003; Exp (B) = 1,015; 95 % CI = 1,005 - 1,025 - univarijatna analiza

Vece koncentracije PSA ostaju nezavisan ¢imbenik rizika za ispitanike s karcinomom

prostate s GS > 7 uz IL-1p polimorfizme kao dodane kovarijate (OR 1,015; 95 % CI 1,005 -
1,025) (Tablica 5.33.).

Tablica 5.34. Binarna logisticka regresija (Hosmer-Lemeshow goodnes of fit test) za GS > 7

kao zavisnu varijablu s vrijednostima PSA i IL-8 polimorfizmima kao kovarijatama (N = 120)

Kovarijate P Exp (B) 95 % CI
PSA* 0,002 1,015 1,006-1,025
IL-8TT
IL-8 TA 0,2 0,472 0,150-1,487
IL-8 AA 0,414 1,653 0,495-5,516

*P =0,003; Exp (B) =1,015; 95 % CI = 1,005 - 1,025 - univarijatna analiza

Vece koncentracije PSA ostaju nezavisan ¢imbenik rizika za ispitanike s karcinomom

prostate s GS > 7 uz IL-8 polimorfizme kao dodane kovarijate (OR 1,015; 95 % CI 1,006 -
1,025) (Tablica 5.34.).
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Tablica 5.35. Binarna logisti¢ka regresija (Hosmer-Lemeshow goodnes of fit test) za GS > 7
kao zavisnu varijablu s vrijednostima PSA i VEGF polimorfizmima kao kovarijatama (N =
120)

Kovarijate P Exp (B) 95%ClI
PSA* 0,003 1,015 1,005-1,025

VEGF GG

VEGF GC 0,218 1,905 0,683-5,313

VEGF CC 0,897 0,862 0,09-8,206

*P =0,003; Exp (B) = 1,015; 95 %ClI = 1,005 - 1,025 - univarijatna analiza

Veée koncentracije PSA ostaju nezavisan ¢imbenik rizika za ispitanike s karcinomom
prostate s GS > 7 uz VEGF polimorfizme kao dodane kovarijate (OR 1,015; 95 % CI 1,005 -
1,025) (Tablica 5.35.).

Tablica 5.36. Binarna logisticka regresija (Hosmer-Lemeshow goodnes of fit test) za T > 3
kao zavisnu varijablu s vrijednostima PSA i IL-/f polimorfizmima kao kovarijatama (N =
120)

Kovarijate P Exp (B) 95%CI
PSA* 0,049 1,001 1,000-1,002

IL-1p CC

IL-18 CT 0,896 1,072 0,374-3,074

IL-1B TT 0,904 1,097 0,245-4,9

*P =0,001; Exp (B) = 1,001; 95 % CI = 1,001 - 1,002 - univarijatna analiza

Vece koncentracije PSA ostaju nezavisan ¢imbenik rizika za ispitanike s karcinomom
prostate s T>3 uz IL-/f polimorfizme kao dodane kovarijate (OR 1,001; 95 % CI 1,001 -
1,002) (Tablica 5.36.).
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Tablica 5.37. Binarna logisticka regresija (Hosmer-Lemeshow goodnes of fit test) za T > 3
kao zavisnu varijablu s vrijednostima PSA i IL-8 polimorfizmima kao kovarijatama (N = 120)

Kovarijate P Exp (B) 95 % ClI
PSA* 0,042 1,001 1,000-1,002
IL-8
IL-8 TA 0,142 0,451 0,156-1,306
IL-8 AA 0,338 0,502 0,123-2,055

*P =0,001; Exp (B) =1,001; 95 % CI = 1,001 - 1,002 - univarijatna analiza

Vece koncentracije PSA ostaju nezavisan ¢imbenik rizika za ispitanike s karcinomom
prostate s T > 3 uz IL-8 polimorfizme kao dodane kovarijate (OR 1,001;95 % CI 1,001 -
1,002) (Tablica 5.37.).

Tablica 5.38. Binarna logisticka regresija (Hosmer-Lemeshow goodnes of fit test) za T > 3
kao zavisnu varijablu s vrijednostima PSA i VEGF polimorfizmima kao kovarijatama (N =
120)

Kovarijate P Exp (B) 95%CI
PSA* 0,046 1,001 1,000-1,002

VEGF GG

VEGF GC 0,529 1,377 0,509-3,729

VEGF CC 0,858 0,815 0,087-7,6

*P =0,001; Exp (B) =1,001; 95 % CI = 1,001 - 1,002 - univarijatna analiza

Vece koncentracije PSA ostaju nezavisan ¢imbenik rizika za ispitanike s karcinomom
prostate s T > 3 uz VEGF polimorfizme kao dodane kovarijate (OR 1,001;95 % CI 1,001 -
1,002) (Tablica 5.38.).
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Tablica 5.39. Binarna logisticka regresija (Hosmer-Lemeshow goodnes of fit test) za M1 kao

zavisnu varijablu s vrijednostima PSA i IL-1§ polimorfizmima kao kovarijatama (N = 120)

Kovarijate P Exp (B) 95 % ClI
PSA* 0,001 1,027 1,012-1,043
IL-1g CC
IL-18 CT 0,201 0,524 0,195-1,41
IL-1B TT 0,562 0,677 0,182-2,524

*P =0,001; Exp (B) =1,026; 95 % CI = 1,011 - 1,041 - univarijatna analiza

Vece koncentracije PSA ostaju nezavisan ¢imbenik rizika za ispitanike s karcinomom
prostate s prisutnim udaljenim metastazama uz IL-/4 polimorfizme kao dodane kovarijate
(OR 1,027; 95 % CI 1,012 - 1,043), a taj je rizik i ne$to veéi nego u univarijatnoj analizi (OR
1,026; 95 % C1 = 1,011 - 1,041) (Tablica 5.39.).

Tablica 5.40. Binarna logisticka regresija (Hosmer-Lemeshow goodnes of fit test) za M1 kao

zavisnu varijablu s vrijednostima PSA i IL-8 polimorfizmima kao kovarijatama (N = 120)

Kovarijate P Exp (B) 95 % CI
PSA 0,001 1,026 1,011-1,041
IL-8TT
IL-8 TA 0,706 0,83 0,314-2,189
IL-8 AA 0,718 0,79 0,219-2,841

*P =0,001; Exp (B) =1,026; 95 % CI = 1,011 - 1,041 - univarijatna analiza
Vece koncentracije PSA ostaju nezavisan ¢imbenik rizika za ispitanike s karcinomom

prostate s prisutnim udaljenim metastazama uz IL-8 polimorfizme kao dodane kovarijate (OR
1,026; 95 % CI1 1,011 - 1,041) (Tablica 5.40.).

72



Tablica 5.41. Binarna logisticka regresija (Hosmer-Lemeshow goodnes of fit test) za M1 kao
zavisnu varijablu s vrijednostima PSA i VEGF polimorfizmima kao kovarijatama (N = 120)

Kovarijate P Exp (B) 95 % ClI
PSA* 0,001 1,026 1,011-1,041

VEGF GG

VEGF GC 0,906 1,059 0,412-2,722

VEGF CC 0,156 3,129 0,648-15,115

*P =0,001; Exp (B) =1,026; 95 % CI = 1,011 - 1,041 - univarijatna analiza

Vece koncentracije PSA ostaju nezavisan ¢imbenik rizika za ispitanike s karcinomom
prostate s prisutnim udaljenim metastazama uz VEGF polimorfizme kao dodane kovarijate
(OR 1,026; 95 % CI 1,011 - 1,041) (Tablica 5.41.).
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6. RASPRAVA

U ovom istrazivanju, kao dijelu znanstvenog projekta ,,Imunoloski ¢imbenici razvoja i
progresije karcinoma prostate®, voditelja prof. prim. dr. sc. Josipa Gali¢a, ispitivani su utjecaji
polimorfizama jedne baze u genima IL-/4 (+3945), IL-8 (-251) i VEGF (+405) citokina na

nastanak karcinoma prostate i stupanj agresivnosti.

Istrazivanje je obuhvatilo 275 ispitanika s podrucja istocne Hrvatske lijeCenih na
Klinici za urologiju, KBC Osijek. 120 ispitanika imalo je dijagnosticiran karcinom prostate,
120 BHP i 35 ispitanika bilo je bez simptoma i znakova bilo kakvog procesa u prostati

(zdravi).

Cilj istrazivanja bio je utvrditi postoji li povecana sklonost obolijevanju od karcinoma
prostate vezana uslijed polimorfizama gena IL-7, IL-8 i VEGF citokina uklju¢enih u proces
angiogeneze u populaciji stanovnika podrucja isto¢ne Hrvatske. Navedeni citokini su
odabrani jer djeluju proangiogenski, a odabrani polimorfizmi prema in vitro studijama utjecu

na ekspresiju citokina pa tako utjecu i na proces angiogeneze (108).

Rezultati dobiveni u ovom istrazivanju ukazuju na povezanost IL-# polimorfizma s
ve¢im rizikom za nastanak BHP i karcinoma prostate. Rezultati pokazuju i povezanost IL-$
polimorfizma s pozitivhom obiteljskom anamnezom karcinoma prostate te povezanost IL-14 i
IL-8 polimorfizma s pretilosti §to ukazuje na vaznost naslijeda, ali i zivotnih navika u

nastanku karcinoma prostate.

IL-1B inducira sintezu IL-8, a zajedno s IL-6 produkciju VEGF-a i tako stimulira
angiogenezu. IL-8 i VEGF su medusobno neovisni ¢imbenici angiogeneze (109). Svaka
promjena u ekspresiji proteina i/ili receptora ukljuenih u angiogenezu moze imati vaznu
ulogu u angiogenezi i progresiji tumora. Prema tome, polimorfizmi angiogenih gena bi mogli
doprinijeti razvoju i Sirenju razli¢itih karcinoma pa tako i karcinoma prostate i objasniti
medusobne fenotipske varijacije karcinoma medu pojedincima. Ovim istraZivanjem nije
nadena povezanost VEGF polimorfizma s karcinomom prostate. Osim §to su polimorfizmi tog
gena razli¢ito zastupljeni medu rasama, VEGF je veoma polimorfan pa pojedinacni
polimorfizam, iako dokazano funkcionalan, vjerojatno znacajno ne utjeCe na njegovu

produkciju i/ili ulogu u nastanku karcinoma (105). Moguée da specificne kombinacije
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nekoliko polimorfizama u VEGF genu bolje doprinose krajnjem fenotipu od pojedina¢nog

polimorfizma.

Iako se nekolicina istrazivanja bavila ispitivanjem povezanosti polimorfizama
navedenih gena s nastankom karcinoma prostate (82, 90, 93, 110, 111) rezultati su
kontradiktorni te ukazuju na vaznost etni¢ke pripadnosti. Ovo istrazivanje prvo je takvo

istrazivanje na karcinomu prostate u hrvatskoj populaciji.

Od kada je otkriveno da stanice karcinoma prostate imaju sposobnost lucenja razlicitih
angiogenskih ¢imbenika ukljucujuéi 1 citokine (112), vaZznost angiogeneze u razvoju,
progresiji i prognozi karcinoma prostate podupiru brojne studije (3). Epidemioloske studije
ukazuju i na moguénost predvidanja nastanka, razvoja i prognoze karcinoma prostate
analizom genskih polimorfizama angiogenskih ¢imbenika (110). Medutim, znacenje
angiogeneze kod karcinoma prostate jos$ je uvijek sporno (113) i trenutno nema biljega koji bi

pomogao u razvoju specifiéne antiangiogene terapije za karcinom prostate (114).

Interleukin-1p poti¢e tumorski rast te kroz poticanje stvaranja i sekrecije VEGF-a
sudjeluje u angiogenezi vaznoj za napredovanje tumora. Ukljuen je i u sintezu i sekreciju
IL2, IL-6 i TNF-o. IL-1B inducira sintezu IL-8 u razli¢itim vrstama stanica koji dalje potice
proliferaciju endotelnih stanica, kemotaksiju i1 neovaskularizaciju, a prema novijim
istrazivanjima sudjeluje u rastu i metastaziranju karcinoma prostate (94, 115). Genske
varijacije u ekspresiji IL-1B utjeCu na njegovu biolosku aktivnost, a odgovorne su i za
izmijenjeni metabolizam razli¢itih kancerogenih ¢imbenika, S§to dodatno pogoduje

tumorigenezi (116).

IL-78 + 3954 SNP polimorfizam nalazi se na eksonu 5 gena. Zamjena citozina
timinom ne mijenja aminokiselinski kod, ali moZe dovesti do promjena u mjestu cijepanja pri
nastajanju proteina. Posljedica je sinteza kraceg proteina koji je ili funkcionalno neaktivan ili
se ubrzano razgraduje (117). Navedeni polimorfizam povezuje se s povisenim serumskim

vrijednostima IL-1 citokina (118).

Povecana ekspresija IL-1pB povezuje se s povecanim rizikom od karcinoma zeluca,
pankreasa, cerviksa i ovarija (88). Nekoliko studija je ispitivalo povezanost povecane
ekspresije IL-1p s karcinomom Zeluca s obzirom na to da visoke vrijednosti IL-1p inhibiraju
lu¢enje zeluCane kiseline, a hipokloridija zajedno s ZeluCanom atrofijom predstavlja

prekursore u nastanku karcinoma Zzeluca. Dvije studije na Amerikancima pokazale su
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povezanost nastanka multifokalnog atrofi¢nog gastritisa, ali ne i karcinoma Zzeluca s IL-1/
+3945 T alelom kod bolesnika s premalignim zelu¢anim lezijama (87, 88). Buduéi da samo
mali broj bolesnika s multifokalnim atroficnim gastritisom razvije displaziju ili karcinom
zeluca, pretpostavili su da prisutnost IL-/f +3945 T alela djeluje kao zastitni Cimbenik.
Medutim, jedna studija na populaciji Kineza pokazala je da bolesnici s karcinomom zeluca
imaju sedam puta ucestaliji CT genotip u odnosu na zdrave kontrole. CT genotip se povezuje i
s rizikom od karcinoma pluca (119), a T alel s agresivnijim fenotipom karcinoma dojke (120),

ali ne i s rizikom nastanka karcinoma dojke (121).

Nakon §to su utvrdili da nositelji T alela imaju manji rizik za nastanak karcinoma
zeluca, Zabaleta i sur. su odlucili ispitati njegovu zastitnu ulogu i na nastanak i stupanj
agresivnosti karcinoma prostate. Medutim, potpuno suprotno, otkrili su da bijelci koji su
nositelji 1L-74 +3945 TT genotipa imaju tri puta veci rizik za agresivniji oblik karcinoma
prostate od Afroamerikanaca (62), ali nisu nasli povezanost s rizikom za njegov nastanak
(122). Treci suplement on-line baze podataka o pozitivnoj povezanosti polimorfizama gena
citokina u humanim oboljenjima takoder navodi utjecaj T alela na karcinom prostate (108).
Suprotno tomu, Michaud i sur. u PLCO studiji probira (engl. Prostate, Lung, Colorectal and
Ovarian Screening trial) koja je ukljucivala 1320 karcinoma prostate i 1842 kontrole nisu
nasli povezanost s rizikom za nastanak i stupnjem agresivnosti i IL-/f +3945 TT genotipom
(82).

U nasem istrazivanju, oboljeli od BHP-a i karcinoma prostate imali su vecu zastupljenost
T alela 1 ve¢u ucestalost genotipova povezanih s izmijenjenom ekspresijom (CT 1 TT) u
odnosu na zdrave ispitanike. Usporedbom ispitanika s BHP-om i karcinomom prostate nije
nadena statisticki znacajna razlika u raspodjeli alela/genotipova, iako su bolesnici s
polimorfnim TT genotipom i T alelom bili zastupljeniji u skupini s karcinomom prostate (14,2
% vs 8,3 % za TT genotip i 39,2 % vs 32,9 % za T alel) uz grani¢nu statisticku znac¢ajnost
(X2:1,77; P=0,061). Nadalje, nositelji CT genotipa imali su gotovo sedam puta ve¢i omjer (P
< 0,001) izgleda za nastanak karcinoma prostate i gotovo Sest puta ve¢i omjer (P = 0,001)

izgleda za nastanak BHP-a u odnosu na zdrave kontrole.

Ispitivanjem utjecaja polimorfnog T alela na razvoj agresivnijeg oblika karcinoma nije
nadena povezanost s karcinomom prostate GS > 7, T > 3 1 prisutnim udaljenim metastazama.
Zanimljivo, bolesnici s manje agresivnim tipom karcinoma imali su neSto ucestaliji TT

genotip.
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Dobiveni rezultati govore u prilog povezanosti T alela i TT genotipa s rizikom
nastanka karcinoma prostate, ali ne i s nastankom agresivnijeg oblika karcinoma. Razlike u
rezultatima medu studijama, ukljucujuéi 1 naSe istrazivanje, mogu se djelomi¢no pripisati
broju sudionika ukljucenih u studije, tipu studije (bolni¢ka, populacijska), odnosno
ukljucenosti samo muskog ili oba spola u studiju (populacijska istrazivanja). Svakako, zbog
razli¢ite zastupljenosti genotipova i alela medu rasama, treba uzeti u obzir i utjecaj etnicke
pripadnost medu ispitanicima. Tako ucestalost T alela kod bijelaca iznosi oko 20 %, kod
Afroamerikanaca oko 13 %, a kod Azijata do 6 % (88, 118). Ucestalost T alela u nasih
zdravih ispitanika iznosila je 19 % i podudarala se s prosje¢nom ucestalosti u populaciji
bijelaca. Zabaleta i sur. (122) su u svom istrazivanju utvrdili da bijelci u Americi koji nose TT
genotip imaju vedi rizik za nastanak karcinoma prostate od Afroamerikanaca, dok Michaud sa
sur. (82) nije razdvajao ispitanike u Engleskoj na osnovi rasne pripadnosti, §to je vjerojatno

utjecalo na razlike u rezultatima navedenih istrazivanja.

IL-8 osim monocita i fibroblasta, luce 1 razliCiti tipovi tumorskih stanica, ukljucujuéi
stanice tumora jajnika, plué¢a, mjehura, prostate, pankreasa, plocastih stanica glave i vrata te
melanoma. Djeluje mitogeno i angiogeno, a prekomjerna ekspresija IL-8 povezana je s
malignijim oblicima tumora i1 progresijom tumora kod karcinoma dojke, Zeluca, jajnika,
prostate 1 melanoma. Svoju angiogenu aktivnost izrazava stimuliranjem sinteze
metaloproteinaza 2 i 9 koje su neophodne za razgradnju ekstracelularnog matriksa. Tim
procesom pojacava se invazija strome domacina tumorskim stanicama, angiogeneza, kao i

metastaziranje tumora (91, 123).

IL-8 -251 SNP polimorfizam nalazi se u promotorskoj regiji gena i jedini je funkcionalan.
Utjece na transkripciju gena i produkciju IL-8. Medutim, povezanost polimorfizma s
transkripcijskom aktivnosti je nedosljedna. Vecina istrazivanja povezuje A alel s pojaCanom
transkripcijom (89), iako je Lee sa sur. otkrio da je kod stani¢nih linija karcinoma zeluca T
alel povezan s pojacanom transkripcijom (124). Polimorfizam je povezan s brojnim

malignostima, ukljucujuéi karcinom Zeluca, debelog crijeva i prostate (123).

IL-8 luci i normalni epitel prostate, kao i stanice karcinoma prostate. Lucenje IL-8 i
drugih angiogenih ¢imbenika stani¢nih linija karcinoma prostate, korelira s metastatskim
potencijalom tih stanica. Nadalje, prekomjerna ekspresija IL-8 primarnih tumorskih stanica
povezana je s progresijom karcinoma. 1L-8 djeluje kao angiogeni ¢imbenik na mi§jem modelu

karcinoma prostate (91).
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Nedavno objavljeni radovi meta-analize Wang-a i sur. (89), temeljeni na 42 studije
istrazivanja parova pokazuju 12 - 21 % ve(i rizik za karcinome dojke, debelog crijeva, Zeluca
pluca, nazofarinksa, ali smanjeni rizik za nastanak karcinoma prostate kod nositelja A alela.
Nakon stratificiranja prema rasnoj pripadnosti i dizajnu studije (bolnicka ili populacijska),
utvrdeno je da je poveéan rizik bio kod afri¢ke i azijske populacije u odnosu na bijelce u
Europi, kao 1 kod studija baziranih na bolni¢kim ispitanicima u odnosu na istrazivanja u op¢oj
populaciji. Medutim, velika studija na finskoj populaciji Yanga i sur. (93) pokazala je da
nositelji AA genotipa imaju 20 % vecu vjerojatnost za nastanak karcinoma prostate. Studija je
ukljucivala 29 133 ispitanika ¢iji je dobni prosjek bio 68 godina, 31 % ispitanika imao je
stadij tumora veci od 3, a 23 % ispitanika imalo je GS veci od 7 (93). NaSe istrazivanje imalo

je vrlo sli¢nu strukturu ispitanika. Prosje¢na dob bila je 68 godina, stadij tumora ve¢i od 3

imalo je 19 % ispitanika, a GS > 7, 24 % ispitanika.

Meta-analiza Gao i sur. (90), bazirana na 45 studija istrazivanja parova pokazala je jacu
povezanost AA genotipa s rizikom od karcinoma prostate samo kod africke populacije u
odnosu na azijsku i europsku. I u ovoj meta-analizi autori ukazuju da je razlika u riziku
vjerojatno posljedica genske razlike zbog razliCite rasne pripadnosti, ali i pristranosti
istrazivanja. Meta-analizom su bile obuhvacene dvije studije o riziku za nastanak karcinoma
prostate kod africke populacije, a obje su bile pozitivno povezane s poja¢anim rizikom za
karcinom prostate. Za razliku od meta-analize Wang-a i sur. nisu nasli povezanost AA
genotipa s pojacanim rizikom od karcinome dojke, debelog crijeva, Zzeluca, pluca,
nazofarinksa, ve¢ s ostalim karcinomima tipa melanoma, karcinoma skvamoznih stanica

jednjaka i karcinoma jezika (90).

U naSem istraZivanju nije nadena statisticki znacajna razlika u raspodjeli alela/genotipova
medu skupinama ispitanika s BHP-om i s karcinomom prostate i kontrolne zdrave skupine.

Prosjecna zastupljenost polimorfnog AA genotipa bila je jednaka u sve tri skupine.

Za razliku od studije Yanga i sur. (93) koja je imala sli¢nu strukturu ispitanika, nasim
istrazivanjem nije utvrdena statistiCki znacajna razlika usporedbom svih triju skupina s
obzirom na rizik nastanka karcinoma prostate uslijed IL-8 251 polimorfizma. Ipak, ispitanici s

BHP-om i karcinomom prostate imali su nesto ucestaliji AA genotip.

Nekoliko studija povezuje pojacanu ekspresiju IL-8 s agresivnijim oblikom karcinoma
prostate (GS > 7, T > 3 i prisutnost udaljenih metastaza) (94, 125, 126). lako nismo nasli

statisticki znacajnu razliku u raspodjeli alela/genotipova medu ispitanicima s obzirom na
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stupanj agresivnosti, ispitanici s GS > 7 imali su nesto ucestaliji AA genotip (25,0 % vs 16,7;

OR 1,36; CI1 95 % 0,44 - 4,20, P = 0,596).

Ogranicavajuéi ¢cimbenik ove studije je relativno mali broj ispitanika. Veci broj ispitanika
bi mozda ipak pokazao povezanost AA genotipa s rizikom nastanka agresivnijeg oblika

karcinoma prostate u populaciji isto¢ne Hrvatske.

VEGF je angiogeni citokin koji ima znacajnu ulogu i u fizioloSkoj i u tumorskoj
angiogenezi s posebnim mitogenim ucinkom na endotelne stanice krvozilja. Poti¢e invaziju i
migraciju endotelnih stanica, a poveéanjem vaskularne propustljivosti olakSava prodor
tumorskih stanica u cirkulaciju i omogucava im Sirenje u udaljena podruc¢ja. Tumorske stanice
takoder poti¢u lu¢enje VEGF-a u okolnim stromalnim stanicama domacina koji zatim u
visokoj koncentraciji inhibira imuni odgovor stanica domacina djelujuci i na efektorsku
funkciju, ali i na rane stupnjeve hematopoeze (96). Prekomjerna ekspresija VEGF mRNA i
proteina povezuje se s progresijom tumora i loSom prognozom te brojnim malignitetima
ukljuujuéi melanom, karcinom ovarija, prostate, debelog crijeva, dojke, plu¢a, mozga,
gusterace, bubrega i mjehura (99, 109). Razina ekspresije u tumorskim stanicama direktno
korelira s veli€éinom tumora, metastaziranjem 1 loSijom prognozom u mnogim solidnim 1

hematoloskim tumorima (109).

VEGF +405 SNP polimorfizam utjece na ucinkovitost translacije proteina. Medutim, jo§
uvijek se vodi rasprava o to¢noj funkciji navedenog polimorfizma, jer po jednim autorima
pojedinci koje nose CC ili CG genotip imaju pojacanu VEGF ekspresiju, dok je po drugima C

alel povezan sa smanjenom sintezom VEGF-a i smanjenom promotorskom aktivnoscu (105).

Normalno tkivo prostate ili ne lu¢i ili lu¢i vrlo male koli¢ine VEGF-a.
Imunohistokemijska studija na bioptatima karcinoma prostate nasla je znacajan porast
ekspresije VEGF-a kod bolesnika s progrediraju¢im karcinomom. Ekspresija je androgen i
estrogen ovisna kod hormon ovisnih tumora (dojka, prostata). Tako bolesnici s karcinomom

prostate imaju povisene VEGF vrijednosti u serumu i mokraci (127).

Brojne studije su se bavile utjecajem razli¢itih VEGF polimorfizama na rizik nastanka i
razvoj agresivnijeg karcinoma prostate. Studije su ukljucivale pojedinaéne SNP npr. -
1498C>T, -1154G>A, +405G>C, +936C>T, -2578C>A, ali i njihove haplotipove. Tako se u
tajvanskoj populaciji (128) povecani rizik povezuje s -1498 T alelom, a kod Tunizana s +405

GC+CC genotipom (96) koji je u toj populaciji povezan i s agresivnijim oblikom karcinoma
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prostate (69). Austrijanci (103) nisu otkrili utjecaj +405 GC i CC genotipa s rizikom nastanka
karcinoma prostate. Najcesce ispitivani +1154G>A polimorfizam povezuje se sa smanjenim

rizikom od karcinoma prostate bez obzira na etni¢ku pripadnost (96, 103, 129).

U naSem istrazivanju nije nadena statisticki znacajna razlika u raspodjeli alela/genotipova
VEGF +405 polimorfizma medu ispitivanim skupinama. Takoder nije nadena znacajna
povezanost polimorfnih VEGF +405 alela/genotipova s agresivnijim oblikom karcinoma.
Zastupljenost polimorfnog CC genotipa u skladu je sa zastupljeno$¢u u populaciji bijelaca

(8,6 % Vs 9,4 %) i niza je u odnosu na azijsku i africku populaciju (15 - 20 %) (129).

Pozitivna obiteljska anamneza, pretilost, pusenje i konzumiranje alkohola ¢imbenici su
rizika koji se povezuju s nastankom karcinoma prostate. U ovom istrazivanju, ispitali smo
doprinose li navedeni ¢imbenici rizika udruzeni s polimorfizmima IL-/8, IL-8 i VEGF gena

pojacanom riziku za nastanak karcinoma prostate i agresivnijeg fenotipa karcinoma prostate.

Vec¢ina studija ne prikazuje ucCinak medudjelovanja analiziranih polimorfizama s
poznatim rizi¢nim ¢imbenicima na nastanak karcinoma prostate. Nekoliko studija ipak navodi
moguée medudjelovanje IL-8 -251A polimorfizma i pozitivne obiteljske anamneze s jace

izrazenim uéinkom pri analizi haplotipova (89).

U naSem istrazivanju, iako nije dostignuta statisticka znacajnost, vidljiva je povecana
ucestalost CT i TT genotipova IL-/5 +3594 polimorfizma kod bolesnika s karcinomom
prostate i pozitivnom obiteljskom anamnezom (3* = 5,20; P = 0,074). Dodatnom analizom
omjera izgleda prema raspodjeli alela dobiven je skoro 9 puta veci omjer izgleda nastanka
karcinoma prostate kod nositelja T alela s pozitivnom obiteljskom anamnezom (OR 8,83; CI
95 % 1,09 - 71,58; P = 0,041).

Ispitivanjem raspodjele alela/genotipova za IL-8 -251 polimorfizam nije nadena razlika
medu ispitanicima s BHP-om 1 s karcinomom prostate. Uo€ava se, medutim, da bolesnici s
karcinomom prostate i pozitivnom obiteljskom anamnezom imaju ucestaliji TA genotip u
odnosu na ispitanike s BHP-om (50,0 % vs 28,6 %). Taj se rezultat djelomi¢no podudara s
istrazivanjima u studijama koje povezuju povecanu ucestalost A alela kod osoba s obiteljskom
predispozicijom za nastanak karcinoma prostate (89). Analiza veceg broja ispitanika ili
analiza haplotipova IL-8 gena mozda bi ipak ukazala na moguée povecéan rizik od nastanka
karcinoma prostate kod nositelja heterozigotnog TA genotipa ili A alela, a koji imaju

obiteljsku predispoziciju za nastanak karcinoma prostate.
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Nije pronadena statisticki znacajna povezanost nosioca VEGF +405 polimorfizma gena
ispitanika s pozitivnom obiteljskom anamnezom i rizikom nastanka karcinoma prostate.
Zanimljivo je da niti jedan ispitanik nije imao polimorfni CC genotip, a ucestalost GC
genotipa bila je veca kod ispitanika s BHP-om 1 pozitivnom obiteljskom anamnezom, $to bi
upucivalo na mogucu zastitnu ulogu navedenog genotipa za razvoj karcinoma prostate u nasoj
populaciji. U daljnjem istrazivanju trebalo bi pratiti takve bolesnike i vidjeti hoce li s

vremenom razviti karcinom prostate.

Od egzogenih ¢imbenika rizika s rizikom od nastanka karcinoma prostate povezuje se i
pretilost i to zbog utjecaja debljine na metabolizam spolnih hormona, posebno kod tumora
ovisnih o hormonima kakav je karcinom prostate (35). Medutim, treba uzeti u obzir da pretili
muskarci zbog pojaCane pretvorbe testosterona u estrogene u masnim stanicama imaju vise

vrijednosti estrogena koje djeluju zastitno 1 smanjuju rizik od nastanka karcinoma prostate

(29).

Novija istrazivanja su pokazala da porastom BMI > 30 raste rizik od nastanka karcinoma
ito za 9 % s BMI izmedu 30 - 35, a ¢ak 52 % s BMI > 40, dok smrtnost od karcinoma raste za
10 % na svakih 5 kg/m? BMI (35).

U nasem istrazivanju je udio ispitanika s BMI > 30 bio statisticki znac¢ajno vec¢i u skupini
s karcinomom prostate (P = 0,009) u odnosu na BHP s 2,381 puta ve¢im omjerom rizika za
nastanak karcinoma prostate (Cl 95 % 1,242 - 4,563) i u skladu je s istrazivanjem provedenim

od Sua i sur. na americ¢koj populaciji (34).

Analizom medudjelovanja polimorfizama i pretilosti na rizik nastanka karcinoma prostate
dobili smo skoro ¢etiri puta vec¢i omjer izgleda nastanka karcinoma prostate za bolesnike koji
su pretili i nositelji su IL-15 +3594 CT genotipa (OR 3,683; Cl 95 % 1,295 - 10,477; P =
0,014). Zapaza se i veca ucestalost IL-8 -251 AA genotipa kod bolesnika s karcinom prostate i
BMI > 30 (P = 0,093), iako nije dostignuta statisticka znacajnost. Uz statisticki grani¢nu
znacajnost bila je veca ucestalost divljeg VEGF genotipa kod bolesnika s karcinom prostate i
BMI > 30 (P = 0,055). Iako je pretilost sama po sebi znacajan nezavisni ¢imbenik rizika za
karcinom prostate, multivatrijatna analiza je pokazala da taj rizik dodatno raste uz IL-/4 i IL-8
raspodjelu genotipova u odnosu na univarijatnu analizu (OR 2,477 vs. OR 2,381 za IL-1p; OR
2,392 vs. R 2,381 za IL-8). Iz dobivenih rezultata vidljivo je da polimorfizmi genotipova IL-

1§ i IL-8 gena citokina kod pretilih ispitanika povecavaju rizik od nastanka karcinoma

81



prostate, dok bi polimorfni VEGF genotip mogao imati zastitnu ulogu u razvoju karcinoma

prostate u nasoj populaciji.

Pusenje je Stetno i za pusace i za nepusace. Danas je poznato da se u duhanskom dimu
nalazi viSe od 7000 kemikalija od kojih je bar 250 Stetno. Od 250 poznatih Stetnih sastojaka

za 69 se zna da uzrokuju razli¢ite vrste karcinoma (130).

Osim izlozenosti kemijskim kancerogenima iz duhanskog dima, pusenje moze utjecati 1
na cirkulirajuce vrijednosti steroidnih hormona. PuSenje se povezuje s viSim vrijednostima
slobodnog testosterona odnosno nizim vrijednostima slobodnog estradiola kod muskaraca.
Postoji znacajna korelacija serumskih vrijednosti ukupnog testosterona i slobodnog
testosterona kod muskaraca s brojem popusenih cigareta. To je znaCajno jer testosteron
odnosno njegov znacajniji metabolit DHT ne djeluje samo na normalni razvoj i funkciju
prostate, ve¢ potencira i stani¢nu proliferaciju u prostati koja moze biti povezana s malignom
transformacijom. Osim toga, puSenje moze stvoriti sredinu pogodnu za razvoj ili progresiju
karcinoma prostate, a sadrzi 1 znacajne koli¢ine kadmija koji se povezuje s karcinogenezom u

prostati (31).

Nije bilo razlike u statusu puSenja medu ispitivanim skupinama. Vecina ispitanika je
izjavila da su nepusSaci. Analiza medudjelovanja ispitivanih polimorfizama sa statusom
pusenja pokazala je da ispitanici s BHP-om koji su k tome i pusac¢i imaju ucestaliji 1L-8 -251
AA genotip 1 A alel u odnosu na bolesnike s karcinomom prostate, puSace uz grani¢nu

statisticku znacajnost (P = 0,057 za AA genotip; P = 0,057 za A alel).

Konzumiranje alkohola se op¢enito mjeri brojem pica koje sadrze oko 15 g etanola po
danu (npr. jedno pivo, c¢asa vina, CaSica likera). Konzumiranje alkohola, posebno u
koli¢inama ve¢im od 8 ¢asa dnevno moze pridonijeti nastanku karcinoma jetara, jednjaka,
grkljana, Zdrijela 1 usne Supljine. Neke studije povezuju 1 povecani rizik nastanka karcinoma

dojke, pankreasa i debelog crijeva s prekomjernim konzumiranjem alkoholnih pica (29, 36).

Alkohol kao i puSenje i prekomjerna teZina djeluje na metabolizam i djelovanje
androgena 1 estrogena mehanizmom koji jo§ nije u potpunosti razjasnjen. Osim toga, moze
povecati propusnost membrana za kancerogene spojeve, utjecati na aktivnost enzima
ukljuc¢enih u metabolizam karcinogena, inhibirati procese popravka oStecene DNA, utjecati na
metilaciju DNA te tako utjecati na regulaciju gena, kao i1 djelovati na energetsku ravnotezu i

tjelesnu tezinu koje su bitne za nastanak karcinoma dojke i prostate. Dokazano je da uc¢inak
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alkohola moze modulirati polimorfizme u genima za enzime uklju¢ene u metabolizam

etanola, metabolizam folne kiseline i popravak DNA (36) .

Usporedbom zastupljenosti ispitanika s BHP-om i bolesnika s karcinomom prostate i
konzumiranja alkohola nije pronadeno da uzivatelji alkohola ¢e$ce obolijevaju od karcinoma
prostate. Takoder nije pronaden povecan rizik za nastanak karcinoma prostate udruzivanjem

analiziranih polimorfizama IL-1p, IL-8 i VEGF gena s u¢inkom alkohola.

PSA je prema funkciji enzim iz skupine serinskih proteaza kojeg luce epitelne stanice
acinusa prostate i prostaticnih kanali¢a. U visokoj koncentraciji nalazi se u sjemenoj tekucini
gdje sudjeluje u likvefakciji sjemena. Nije specifiCan za karcinom prostate jer poviSene
vrijednosti nalazimo i kod prostatitisa, BHP-a i mehanickih ozljeda prostate, a mijenja se i
ovisno o dobi, rasi i volumenu prostate. Stanice karcinoma prostate ne proizvode vecu
koli¢inu PSA u odnosu na normalni epitel. Porast serumskih koncentracija posljedica je
narus$ene mikroarhitekture tkiva prostate Sto omogucava prijelaz PSA u okolni ekstarcelularni

prostor, limfu i zatim u cirkulaciju.

Istrazivanja su pokazala da PSA ovisno o serumskim koncentracijama ima antiangiogenu
aktivnost tako Sto inhibira odgovor endotelnih stanica i na VEGF i na bFGF (71).
Antiangiogeni u¢inak PSA je posljedica njegove proteoliticke aktivnosti kao serinske proteaze
na plazminogen. Cijepanjem plazminogena nastaju angiostatinu sli¢ni fragmenti koji djeluju
antiangiogeno. Ta antiangiogena aktivnost PSA mozda moze objasniti sporu progresiju nekih

tumora prostate (102).

Kohli sa sur. je u prospektivnoj studiji koja je usporedivala dvije skupine ispitanika s
uznapredovanim karcinomom prostate ispitivao povezanost plazmatske koncentracije VEGF s
progresijom tumora. Prvu skupinu ¢inili su ispitanici sa stabilnom PSA koncentracijom
tijekom hormonalnog lijeCenja, a drugu ispitanici kod kojih je doSlo do PSA progresije
tijekom lijecenja. Nije bilo razlike u koncentraciji VEGF-a medu skupinama. Nastajanje
metastaza kod progresije karcinoma ovisi o angiogenezi pa bi tako trebalo biti popraceno i
visokim koncentracijama VEGF-a, ali s druge strane porast serumskih koncentracija PSA kod
ispitanika s progresijom karcinoma moze djelovati antiangiogeno i sniZavati cirkulirajuce

vrijednosti VEGF-a (131).
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Onen i sur. nisu nasli povezanost VEGF -460 polimorfizma s PSA koncentracijama
mjerenim prije bilo kakvog dijagnostickog postupka i klasificiranim u tri skupine (PSA < 10

ng/ml, 10 - 20 ng/ml i >20 ng/ml) (104).

McCarron i sur. nasli su povezanost visokih vrijednosti PSA mjerenih kod postavljanja
dijagnoze s IL-8 -251 AA genotipom (110).

U nasem istrazivanju nije pronadena povezanost izmedu polimorfnih alela/genotipova
ispitivanih gena citokina i serumskih PSA koncentracija. Serumske koncentracije PSA ostale
su nezavisan ¢imbenik rizika za ispitanike s karcinomom prostate koji su imali GS>7, T >3 i
prisutne udaljene metastaze. Treba, medutim, uzeti u obzir da je u naSem istrazivanju samo 5
% ispitanika imalo agresivniji oblik karcinoma prostate s GS > 7, T > 3, PSA > 10 ng/ml i

prisutnost udaljenih metastaza §to umanjuje snagu ispitivanja.

Karcinom prostate je poligenska bolest pa je moguce da bi kod ispitanika nositelja dvaju
polimorfnih genotipova bio vidljiv u¢inak na rizik nastanka karcinoma prostate ili
agresivnijeg oblika karcinoma prostate. S obzirom na to da IL-1pB ima komplementarni u¢inak
s IL-8 i VEGF-om, moglo bi se o¢ekivati da nositelji dvaju polimorfnih genotipova za te
kombinacije genotipova mogu imati povecani rizik za karcinom prostate ili agresivniji oblik
karcinoma prostate. Kako je u ovom istrazivanju mali broj ispitanika nositelja istovremeno
dvaju homozigotnih mutiranih genotipova statisticka analiza, nema dovoljnu snagu testa.

Ovakvo istrazivanje bi bilo dobro napraviti na ve¢em broju ispitanika.

Populacija ispitivana u ovom istrazivanju samo je djelomi¢no slucajna. Ispitanici su
slu¢ajno odabrani medu osobama koje su potrazile pomo¢ zbog uroloskih tegoba na Klinici za
urologiju pa analizirana populacija, iako slu¢ajno odabrana, nije ujedno i slucajni uzorak
hrvatske populacije. Prema tome, nije neocCekivano §to dvije skupine ispitanika (zdrava
kontrolna skupina kod IL-/5 gena i skupina s BHP-om kod VEGF gena) nisu bile u Hardy-
Weinberg ravnotezi. lako je prema G-power izracunu veli¢ina uzorka bila dostatna, ne moze
se iskljuciti rizik od laZzno pozitivnih rezultata. Ogranicavajuéi ¢imbenik ove studije je i
relativno mali broj ispitanika s agresivnijim oblikom karcinoma prostate i prisutnim

udaljenim metastazama §t0 umanjuje snagu ispitivanja.

Dobiveni rezultati ove studije daju vrijedne informacije o mogucoj ulozi IL-If
polimorfizma u etiopatogenezi karcinoma prostate te uc¢inku medudjelovanja IL-/5 i1 IL-8

polimorfizama sa zivotnim navikama na nastanak karcinoma te tako poticu na daljnje
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istrazivanje utjecaja ispitivanih ¢imbenika ukljucenih u angiogenezu, na etiologiju karcinoma
prostate prosirivanjem broja ispitanika, ispitivanjem drugih polimorfizama 1 haplotiva

navedenih gena ali i istraZivanjem na proteinskoj razini.

Izoliranjem SNP angiogenih gena kao osjetljivih ¢imbenika omogucilo bi probir posebno
ugrozenih bolesnika, koji zahtijevaju agresivnije lijeCenje i pomnije pracenje i tako utjecalo
na ishod bolesti, odgovor na lijecenje i imunoterapiju te bi mogli biti temelj istrazivanjima
koja se bave uporabom inhibitora angiogeneze u terapijske svrhe $to bi mozda omogucilo

individualizirani pristup u lijeCenju karcinoma prostate.
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7. ZAKLJUCCI

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi postoji li povecana sklonost obolijevanju od

karcinoma prostate vezana uz polimorfizme gena citokina ukljucenih u proces angiogeneze u

populaciji stanovnika na podrucju isto¢ne Hrvatske.

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti:

>

IL-18 polimorfizam povezan je s ve¢im rizikom za nastanak benigne hiperplazije
prostate i karcinoma prostate, ali nije povezan i s agresivnijim fenotipom

karcinoma

IL-8 polimorfizam nije povezan s ve¢im rizikom za nastanak karcinoma, niti s

agresivnijim fenotipom karcinoma prostate

VEGF polimorfizam nije povezan s ve¢im rizikom za nastanak karcinoma niti s

agresivnijim fenotipom karcinoma prostate

Rizi¢ne varijante IL-/4 polimorfizma zastupljenije su kod bolesnika s

karcinomom prostate koji imaju nasljedni oblik karcinoma i pretile su

Pretile osobe s karcinomom prostate imaju i ucestaliju polimorfnu varijantu IL-8

gena
BHP ispitanici, pusaci imaju ucestaliji polimorfni IL-8 alel/genotip

Nije nadena povezanost polimorfnih alela/genotipova i1 serumskih koncentracija

PSA
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8. SAZETAK
Cilj istrazivanja

Angiogeneza ima vaznu ulogu u razvoju, rastu i Sirenju solidnih tumora pa tako i
karcinoma prostate. Brojna istrazivanja povezuju potencijalno funkcionalne polimorfizme
jedne baze u genima vaznim za agiogenezu u prostati s poveéanim rizikom i agresivnijim
oblikom karcinoma prostate. Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati utjecaj polimorfizama IL-1p,
IL-8 i VEGF gena proangiogenih citokina na nastanak i razvoj agresivnijeg oblika karcinoma

prostate.
Ispitanici i metode

Prospektivno istrazivanje parova obuhvatilo je 275 ispitanika s podrucja istocne
Hrvatske: 120 s karcinomom prostate, 120 s benignom hiperplazijom prostate i 35 zdravih
kontrola. Svakom ispitaniku je nakon uzimanja anamneze ucinjen digitorektalni pregled
(DRP) i izuzeta krv za analizu prostata specificnog antigena (PSA) i analizu polimorfizama
gena. Ispitanici s pozitivnim DRP-om i/ili povisenim PSA-om podvrgnuti su biopsiji. Svaki
ispitanik dao je pismeni pristanak za sudjelovanje u ispitivanju nakon upoznavanja s na¢inom
provodenja 1 svrhom ispitivanja. Koncentracija PSA odredena je elektrokemiluminiscentnim
testom, a genotipizacija je radena metodom lancane reakcije polimerazom u stvarnom

vremenu.
Rezultati

Polimorfizam IL-/f gena bio je znacajno ucestaliji kod bolesnika s BHP-om i
karcinomom prostate u odnosu na zdravu populaciju (P = 0,001). Bolesnici s karcinomom
prostate imali su ucestaliji polimorfni TT genotip i T alel od BHP skupine uz grani¢nu
statisticku znacajnost (XZ =1,77; p = 0,061) s ve¢im rizikom za nastanak karcinoma (OR 2,02;
Cl 95 % 0,84 - 4,86) uz TT genotip. Analizom medudjelovanja polimorfizama s etioloSkim
¢imbenicima nadena je povezanost nasljednog oblika karcinoma (OR 8,83; CI 95 % 1,09 -
71,58 za T alel) i pretilosti (OR 3,68; Cl 95 % 1,29 - 10,5 za CT genotip) s rizikom za
nastanak karcinoma prostate uslijed polimorfizma IL-// gena. Zapaza se povecana ucestalost
IL-8 -251 AA genotipa kod bolesnika s karcinomom prostate i BMI > 30, iako nije dostignuta
statisticka znacajnost (P = 0,093). Ispitanici s BHP-om, puSaci imaju ucestaliji polimorfni IL-

8 alel/genotip (P = 0,057 za AA genotip; P = 0,057 za A alel). Nije nadena povezanost
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polimorfnih alela/genotipova ispitivanih gena citokina s agresivnijim oblikom karcinoma

prostate niti sa serumskim vrijednostima PSA.
Zakljucak

Na temelju rezultata ovog istrazivanja moze se zakljuciti da specifi¢ni polimorfizmi IL-
1B 1 IL-8 gena potencijalno mijenjaju sklonost obolijevanju od karcinoma prostate u nasoj

populaciji, odnosno potvrduju znacaj angiogeneze u etiopatogenezi karcinoma prostate.

Kljuéne rije¢i: IL-1p; IL-8; karcinom prostate; polimorfizam; VEGF.
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9. SUMMARY

IL-1p, IL-8 and VEGF gene polymorphism in prostate cancer
Objective

Angiogenesis plays an important role in the development, growth and spread of solid
tumors, including prostate cancer. Numerous studies link potentially functional single
nucleotide polymorphisms (SNP) in genes important in prostate agiogenesis with increased
risk and aggressive form of prostate cancer. The aim of this study was to investigate the
influence of polymorphisms in the IL-1p, IL-8 and VEGF pro angiogenic cytokine genes on

the development, growth and progression to more aggressive form of prostate cancer.
Participants and methods

A prospective case control study included 275 participants from the eastern Croatia:
120 with prostate cancer, 120 with benign prostatic hyperplasia and 35 healthy controls. All
participants underwent digital rectal examination (DRE) and blood sampling for prostate
specific antigen (PSA) determination and the analysis of polymorphisms of interest. Patients
with positive DRE and/or elevated PSA underwent prostate biopsy. Each subject gave written
informed consent form to participate in the study after having been acquainted with the
manner and purpose of conducting tests. PSA concentration was determined by
electrochemiluminescent assay and genotyping was performed by polymerase chain reaction

in real time.
Results

Polymorphism of IL-74 gene was significantly more frequent in patients with BHP and
prostate cancer compared to healthy controls (P=0.001). Patients with prostate cancer had
more common polymorphic TT genotype and T allele than the BHP group with borderline
statistical significance (¥2=1.77; P=0.061) and with a higher risk of cancer development (OR
2.02; 95% CI 0,84- 4.86) with the TT genotype. By analyzing the interactions between
polymorphisms with etiologic factors we found correlation of hereditary forms of cancer (OR
8.83; Cl1 95% 1.09 to 71.58 for the T allele) and obesity (OR 3,68; Cl 95% 1,29-10,5 for the
CT genotype) with a risk of prostate cancer due to polymorphism of the IL-/4 gene. It is
noted an increased frequency of IL-8 -251 AA genotype in patients with prostate cancer and

BMI>30, although with no statistical significance (P=0.093). BHP subjects, smokers have
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more frequent polymorphic IL-8 allele/genotype (P=0.057 for the AA genotype; P=0.057 for
the A allele). There was no correlation of polymorphic alleles/genotypes examined cytokine

genes with a more aggressive form of prostate cancer, nor with serum PSA values.

Conclusion

In conclusion, this study suggests that the specific polymorphisms of IL-/4 and IL-8
gene potentially increase susceptibility to prostate cancer development in our population and

confirms the importance of angiogenesis in pathogenesis of prostate cancer.

Key words: IL-1B; IL-8; prostate cancer; polymorphism; VEGF.
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