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1. UVOD

Prostata ili predstojna zlijezda organ je podlozan bolestima kao §to su upala prostate,
benigna hiperplazija prostate (BPH), prostati¢na intraepitelna neoplazija (PIN) 1 karcinom
prostate, koje znac¢ajno smanjuju kvalitetu zivota muskaraca 1 bitno utjecu na njegovu duljinu.
Iako se mogu javiti i kod mladih muskaraca, te se bolesti ¢eS¢e dijagnosticiraju nakon 50.
godine Zivota.

Adenokarcinom prostate u svim se svjetskim statistikama nalazi medu najces¢im
malignim tumorima muskaraca 1 medu naj¢eS¢im uzrocima smrti. Zbog velike bioloske
varijabilnosti karcinoma prostate, lijecnicima je veliki problem odrediti koji bolesnici imaju
agresivni karcinom, a koji spororastuci, bioloski gotovo benigan tumor. Agresivnost tumora
moze se predvidjeti do odredenog stupnja primjenom postojecih klinickih parametara kao Sto
su Gleasonov zbroj (engl. Gleason score, GS), prostata specificni antigen (PSA) i stadij
tumora. Medutim, ti parametri ne mogu se upotrebljavati za precizno razlikovanje agresivnih
karcinoma od karcinoma koji sporo rastu i koji tijekom bolesnikova zivota mozda nece postati
klinicki znacajni (1).

Intenzivno se provode istrazivanja potencijalnih biomarkera koji bi poboljsali
mogucénost otkrivanja karcinoma prostate u ranom stadiju i koji bi mogli otkriti one tumore
koji stvarno predstavljaju znacajan rizik mortaliteta i morbiditeta bolesnika. Idealni biomarker
trebao bi biti jednostavno detektibilan i omoguciti toCan monitoring bolesti u bilo kojem
stadiju (2).

Uloga interleukina-6 (IL-6) u karcinomu kompleksna je i ukljucuje autokrine i
parakrine mehanizme. Uzimaju¢i u obzir da IL-6 poti¢e tumorogenezu, ne iznenaduje
¢injenica da su povisene serumske razine IL-6 1 njegova solubilnog receptora (sIL-6R)
povezane s losim klinickim ishodom mnogih karcinoma, ukljuc¢ujuc¢i karcinom prostate (3,4).

Istrazivanja na tom podruc¢ju omogucuju bolje razumijevanje etiopatogeneze bolesti
prostate 1 uc¢inkovitiji terapijski pristup.

Ovo istrazivanje obuhvatit ¢e analizu razine IL-6 u serumu bolesnika i
imunohistokemijsku (engl. immunohistochemistry, IHC) analizu ekspresije IL-6 u uzorcima

tkiva prostate.



1.1. ANATOMIJA I HISTOLOGIJA PROSTATE

Prostata ili predstojna Zlijezda ili kestenjaca neparan je zljezdano-misi¢ni organ koji
okruzuje pocetnih 3 cm mokraéne cijevi u muskaraca. Volumen prostate moze jako varirati
(10 — 80 ml) ovisno o tjelesnoj masi muskarca te o njegovoj dobi (5). SmjeStena je u
prostaticnoj lozi koju proksimalno ¢ini vrat mokra¢nog mjehura, distalno aponeuroza
zdjeli¢ne dijafragme koja okruzuje uretru, s prednje strane puboprostati¢ni ligamenti, straga
rektovezikalna fascija (fascia Denonvilier) 1 lateralno prostaticna lateralna aponeuroza.
Prostata odraslog covjeka tezi prosje¢no 30 g. Prostata je plitkim brazdama podijeljena u tri
reznja: desni, lijevi 1 sredisnji (lat. lobus). Izvana je prostata obavijena tankom, ali ¢vrstom
ovojnicom (lat. capsula prostatica). Oko kapsule se nalazi rahlo vezivno tkivo, a izmedu njih
je prostati¢ni venski splet. Venski splet u doticaju je s venskim spletom mokra¢nog mjehura te
s kraljezni¢nim spletom. Arterijska krv dolazi u prostatu preko prostaticnih ogranaka dviju
zdjeli¢nih arterija. Stroma prostate isprepletena je simpatickim i parasimpati¢kim ziv€anim
vlaknima. Parasimpaticka vlakna kontroliraju sekretornu funkciju zljezdanog epitela prostate,
dok simpaticka vlakna kontroliraju zatvaranje vrata mokra¢nog mjehura tijekom ejakulacije
(6). Prostati¢na zlijezda omogucava prolaz urinu i dodaje nutritivne izlu¢evine u spermu time
formirajuci sjeme tijekom ejakulacije.

Bazalni dio prostate lezi neposredno ispod vrata mjehura, a apikalni dio prostate lezi
direktno iznad urogenitalne dijafragme. Prostaticna uretra prolazi vertikalno kroz centar
zlijezde 1 nagnuta je anteriorno u razini verumontanuma (7). Posteriorno, prostata i seminalne
vezikule odvojene su od rektuma tankim, poput filma, konektivnim tkivom nazvanim
Denonvilliers fascia. Na najapikalnijem dijelu Zlijezde skeletni misi¢ urogenitalne dijafragme
Sir1 se u prostatu (8,9). Prostati¢na Zlijezda sastoji se od unutarnje i vanjske koncentricne
zone. Klinicki detektibilni karcinomi pretezno pogadaju vanjski dio Zlijezde, a BPH primarno
zahvaca centralni unutarnji dio Zlijezde (10). Iz prakti¢nih razloga, McNealov model Cesto se
pojednostavljuje tako da se centralni unutarnji periuretralni dio prostate naziva tranzicijska
zona, a vanjski periferni dio oznacava kao periferna zona i ukljucuje centralnu zonu koja je
smjestena prema bazi prostate (7).

Mikroskopski gledano, prostatu Cini zZljezdani epitel i fibromuskularna stroma. Duktusi
se sastoje od izduzenih tubularnih struktura koje se granaju i zavrSavaju slijepo u oblim
acinusima. Rezani u presjeku ne razlikuju se od acinusa. Luminalna povrSina benignih
zlijezda prostate ¢esto ima valovite obrise i papilarne izdanke. Ove Zlijezde sastoje se od triju

stani¢nih populacija: sekretornih, bazalnih i neuroendokrinih stanica (11-13). Bazalne stanice



smjeStene su izmedu sekretornih stanica i bazalne membrane. Oblika su cigare s dugim
osovinama paralelnim s bazalnom membranom. Bazalne stanice mogu imati ili fino
granuliran, ravnomjerno rasporeden kromatinski obrazac ili izrazene nukleole te pokazuju
citoplazmatsko bojenje s keratinom visoke molekularne tezine (ili nuklearnu reaktivnost za
p63) (14-17). Za bazalne stanice smatra se da predstavljaju odjeljak za mati¢ne stanice unutar
prostate (18). Neuroendokrine stanice djeluju na regulaciju rasta i funkciju sekretornih stanica
(19). Stroma prostate sastoji se od glatkih miSi¢nih stanica, fibroblasta, limfocita i
neuromuskularnog tkiva uklopljenog u ekstracelularni matriks. Dokazi upucuju na to da

epitelno-stromalna interakcija igra vaznu ulogu u normalnoj morfogenezi prostate (20).

1.2. HIPERPLAZIJA PROSTATE

Prostata se polagano povecava od rodenja, a nakon puberteta brzo, i to 21 — 30 godina,
kada tezi prosjecno 20 g (21). Ucestalost BPH izuzetno je rijetka kod muskaraca mladih od 40
godina, a nakon 40. godine BPH je naj¢es¢i uroloski poremecaj kod muskarca. Najranije BPH
nodule pretezno su stromalne i sastoje se vec¢inom od fibroznog tkiva pomijeSanog s glatkim
miSi¢ima (10,22). Te stromalne nodule smjestene su submukozno u periuretralnom dijelu i
rijetko dostizu veliku dimenziju, osim blizu vrata mjehura, gdje mogu protrudirati kao
solitarna srediSnja masa u lumen mjehura. Vece i brojnije BPH nodule smjestene su tipicno
viSe lateralno, unutar tranzicijske zone. Rijetko, BPH nodule mogu biti pronadene unutar
periferne zone. Te lateralno smjeStene nodule pretezno su, od pocetka, zljezdane i1 ve¢inom
uzrokuju klinicki evidentnu BPH.

Histoloski gledano, Zljezdana komponenta sastoji se od nodula malih i velikih acinusa
u liniji bazalnih i sekretornih stanica. Neke zlijezde pokazuju papilarne izdanke i1 izbo€ine
koje sadrzavaju centralnu fibrovaskularnu jezgru, a neke su dilatirane 1 cisti¢ne. Nagomilani
epitelni nodusi oznacavaju se kao adenoze. Stromalna komponenta ¢esto pokazuje i fibrozne i
glatkomi$i¢ne elemente. Benignu prostatu u uzorku dobivenom biopsijom iglom trebalo bi
dijagnosticirati kao "benigno prostati¢no tkivo", a ne kao "benignu prostaticnu hiperplaziju".
Prvo, mnogi uzorci dobiveni biopsijom iglom nisu ¢ak ni uzorci tranzicijske zone. Drugo,
histoloski nalazi u uzorcima koji su dobiveni biopsijom iglom, s iznimkom stromalnih nodula,

ne koreliraju s veli¢inom prostate ili simptomima urinarne opstrukcije (23).



1.3. UPALA PROSTATE

Unutar podru¢ja BPH nodula ili difuzno obi¢no se vide stromalni infiltrati limfocita i
plazma stanica. Medutim, u vecini sluCajeva ti se nalazi ne poistovjecuju s infektivnim
procesom ili klini¢ckim simptomima prostatitisa (24,25). Iako se Cini da akutna upala korelira s
porastom serumskog PSA, postoje oprec¢ne studije o ucinku kroni¢ne upale (26,27). Infarkti
prostate nalaze se u otprilike 20 — 25% uzoraka s BPH (22,28,29). lako i akutni i kroni¢ni
prostatitis ¢ine znacajni udio u uroloskoj praksi, obi¢no se dijagnosticiraju klinicki 1 tretiraju
antibioticima, bez potrebe za kirurSkom intervencijom.

Uglavnom se ne radi histoloSko ispitivanje uzoraka dobivenih iz simptomatskog
prostatitisa. TeSko je razlikovati histoloski kroni¢ni infekciozni prostatitis od nespecifi¢ne
kroni¢ne upale koja se vidi u hiperplaziji, ali za akutni bakterijski prostatitis karakteristi¢ni su
sloj neutrofila unutar 1 oko acinusa, intraduktalni deskvamirajuc¢i stanicni ostaci te stromalni
edem 1 hiperemija. Stvaranje mikroapscesa rijetko je, a ucinkoviti antibiotici doveli su do

opadanja incidencije simptomatskih apscesa prostate (30).

1.4. PROSTATICNA INTRAEPITELNA NEOPLAZIJA

Prostaticna intraepitelna neoplazija (PIN) dijeli se u dva stupnja: niski (engl. low-
grade PIN, LGPIN) i visoki stupanj (engl. high-grade PIN, HGPIN). HGPIN ima izrazene
nukleole za razliku od LGPIN-a. Ponekad se dijagnoza HGPIN-a postavlja i u odsutnosti
izrazenih nukleola ako postoji znacajni nuklearni pleomorfizam (31). Postoje takoder
slucajevi u kojima je stupanj nuklearne izrazenosti grani¢an. Neki ga autori smatraju LGPIN-
om, a drugi HGPIN-om. To pridonosi razli¢itoj incidenciji HGPIN-a koja je zabiljezena u
uzorcima dobivenim biopsijom prostate iglom i kreée se u rasponu 1 — 24%, a u vecini studija
u rasponu 4 — 5% (32).

Cetiri glavna uzorka HGPIN-a jesu resi¢asti, mikropapilarni, kribriformni i pljosnati
(33). Ostali uzorci PIN-a jesu uzorak prstena pecatnjaka, mali stani¢ni neuroendokrini uzorak,
mucinozni uzorak i pjenusavi uzorak (34).

Obilje dokaza pokazuje da je HGPIN prekursor lezije nekih karcinoma prostate.
Postoji povecana incidencija HGPIN-a te veci broj zariSta HGPIN-a u prostatama koje su
zahvacene karcinomom (35). Takoder, porastom kolicine HGPIN-a raste i broj multifokalnih
karcinoma. Daljnji histoloski dokaz da je HGPIN prekursor nekih karcinoma prostate jest
prisutnost zona HGPIN-a iz kojih pupaju Zlijezde karcinoma prostate (36). Nekoliko studija

takoder je zabiljezilo porast HGPIN-a u perifernoj zoni prostate, koje je izvorno mjesto za



ve¢inu adenokarcinoma prostate. Ekspresija razli¢itih biomarkera ili je jednaka u HGPIN-u 1
karcinomu ili u HGPIN-u postoji prijelazna jacina ekspresije od benignog do malignog tkiva
prostate (35,37).

HGPIN prepoznaje se kao dobro diferencirana premaligna lezija koja je prisutna u
prosjeku 5 — 10 godina prije razvoja karcinoma prostate (38-40).

Na malom povecéanju, zlijezde s HGPIN-om imaju bazofilni izgled i sadrze povecane
jezgre, hiperkromatizam, preklapajuce jezgre, amfofili¢nu citoplazmu 1 epitelnu hiperplaziju.
Najraniji oblik HGPIN-a okarakteriziran je nuklearnom atipijom unutar epitela bez epitelne
hiperplazije (32).

Promjene u stanicama PIN-a neposredno iznad bazalnog sloja izraZenije su, Sto se
pripisuje fenomenu poznatom kao sazrijevanje (maturacija). Potrebno je paziti da se atipija,
ako je prisutna u bazalnim stanicama, ne zamijeni s PIN-om. Citoplazma tih stanica najcesce
je lagano amfofilna i granulirana premda ponekad moze biti eozinofilna i svijetla (32,40,41).

Rana stromalna invazija, koja je najraniji znak karcinoma, moze se vidjeti u oko 2%
HGPIN-ova, na mjestima prekida bazalnih stanica (42).

PIN je uvijek pracen kapilarnom proliferacijom u stromi. Stupanj mikrovazalne
gusto¢e u PIN-u jacine je izmedu benignog epitela i karcinoma (43).

Genetske promjene koje se Cesto nalaze u karcinomu — kao Sto su gubitak alela na
8pl12-21 (44), gubitak heterozigotnosti na 8p22, 12pter-p12, 10q11.2 i amplifikacija dijelova
7, 8, 10 1 12 kromosoma — vide se i u PIN-u (44,45). PIN je povezan s progresivhim
abnormalnostima fenotipa i genotipa koje su posrednici izmedu normalnog epitela prostate 1
karcinoma (46). Calvo i suradnici (47) identificirali su vise od 400 gena koji su abnormalno
eksprimirani 1 u HGPIN-u i u karcinomu prostate.

Osim dobi, rasna pripadnost takoder utjece na incidenciju PIN-a. Istrazivanja pokazuju
da je incidencija PIN-a visa kod Afroamerikanaca (48-51). Afroamerikanci s PIN-om skloniji
su razvoju agresivnijeg, klinicki znac¢ajnog karcinoma prostate (52). Powell i suradnici (50)
analizirali su prostate Afroamerikanaca dobivene autopsijom te su pretpostavili da u dobi 40 —
49 godina pocinju rasne razlike u razvoju karcinoma prostate jer kod veceg broja
Afroamerikanaca s PIN-om dolazi do razvoja karcinoma. Takoder se vjeruje da je PIN rizi¢ni
¢imbenik za biokemijski povrat nakon konacnog lijeCenja kod Afroamerikanaca (52).

Afroamerikanci sa serumskom razinom PSA < 4 ng/ml imaju vecu incidenciju PIN-a
nego bijelci u uzorcima prostate koji su dobiveni biopsijom iglom (53).

Mnogi autori slazu se da nalaZzenje PIN-a u bioptickom uzorku prostate ne treba

utjecati na odluku o terapiji (54). LijeCenje bolesnika s HGPIN-om ne provodi se.



Profilakticka radikalna prostatektomija (RP), zraenje i1 oduzimanje androgena nisu
prihvaceni za lijeCenje bolesnika koji imaju samo HGPIN. Acapodene, anti-estrogen za
lijeCenje HGPIN-a 1 smanjenje incidencije karcinoma prostate, trenutno je u fazi klinickog
istrazivanja 1 preliminarni rezultati ohrabruju (55).

Ukoliko se u bioptickom uzorku dijagnosticira PIN, neophodno je prac¢enje bolesnika.
Biopsija prostate izvodi se u razmacima 3 — 6 mjeseci tijekom 2 godine, a potom u razmacima
od 12 mjeseci tijekom zivota bolesnika (56,57).

Druge prekanceroze jesu atipicna adenomatozna hiperplazija (AAH), atipicna
proliferacija malih acinusa (ASAP), proliferacijska inflamatorna atrofija (PIA). Istrazivanja su

pokazala da PIA moze predstavljati medufazu u razvoju karcinoma prostate (58,59).

1.5. KARCINOM PROSTATE
1.5.1. Epidemiologija i etiologija karcinoma prostate

U 2007. godini karcinom prostate bio je najces¢i karcinom u SAD-u, ¢ine¢i oko 29%
karcinoma kod muskaraca (60). Medutim, do smrti je doslo u samo 9% slucajeva. Stopa
smrtnosti od karcinoma prostate opada od 1990. Dok je sredinom 1970-ih 69% musSkaraca s
karcinomom prostate prezivjelo do 5 godina, u danaSnje vrijeme nitko ne umire od karcinoma
prostate unutar 5 godina. Incidencija karcinoma prostate pronadena na autopsiji raste s dobi i
varira ovisno o metodi uzimanja uzoraka Zlijjezde. Kod muSkaraca mladih od 50 godina
osobito je povecan broj karcinoma prostate nasumic¢no uzetih dijelova prostata. U pazljivo
radenoj studiji Sakra i1 suradnika (61) utvrdena je visoka incidencija (34%) histoloSki moguce
dijagnosticiranih, ali klini¢ki nejasnih karcinoma prostate kod muSkaraca mladih od 50 godina
koji su umrli od traume.

Nadeno je da su muskarci mladi od 50 godina imali Sirok spektar bolesti koji je varirao
od malih, beznac¢ajnih tumora do naprednih, neizljecivih karcinoma prostate. Mladi muskarci
koji su bili kandidati za RP nisu imali loSiju prognozu poslije operacije od starijih muskaraca.
Karcinom prostate kod tih muskaraca otkriven je u sklopu obrade drugih genitourinarnih
simptoma koji nisu bili u vezi s prostatom (62,63).

Karcinom prostate u djec¢joj dobi i adolescenata rijedak je. U literaturi je zabiljezeno 5
slucajeva kod bolesnika mladih od 10 godina i 21 slucaj kod bolesnika u dobi izmedu 101 21
godinu (64). Bolesnici obi¢no imaju opstruktivne simptome i u naprednom su stadiju bolesti,

pokazuju¢i metastatski obrazac sli¢an onomu koji se vidi kod odraslih. Tumori su Cesto loSe



diferencirani i ne odgovaraju na terapiju, a oboljeli prezive u prosjeku izmedu 3 i 10 mjeseci
(65).

Vecina studija pokazala je da Afroamerikanci imaju viSi stadij bolesti odmah
dijagnosticiran nego bijelci 1 tako imaju sveukupno vecu stopu mortaliteta od karcinoma
prostate (60). Medutim, u nekim izvjestajima Afroamerikanci 1 bijelci imali su jednaku stopu
prezivljenja po stadijima (66,67). Neke studije pokazale su da poslije RP-a rasne razlike
utjeCu na prezivljenje bez bolesti (68).

U skandinavskim zemljama relativno je veca stopa obolijevanja od karcinoma prostate
nego u zemljama Azije, koje imaju vrlo nisku stopu. Migracijom osoba iz zemalja s niskom
incidencijom u zemlje s visokom incidencijom, stopa klinickih karcinoma prostate raste
sugerirajuci time ulogu ¢imbenika okoline (69).

Zbog Sire primjene dijagnostickih testova, kao Sto su PSA 1 biopsija prostate pod
kontrolom transrektalnog ultrazvuka (TRUZ), te starenja populacije najvjerojatnije se ne radi
o stvarnom porastu incidencije karcinoma prostate (70). U cimbenike rizika za razvoj
karcinoma prostate ubrajaju se: dob, rasna i1 etni¢ka pripadnost, hormoni, prehrana, alkohol,
pusSenje, dijabetes, vazektomija, profesionalna ekspozicija (drvena prasina, kadmij, pesticidi,
akrilonitril-akrilicna vlakna), infekcije i genetika. Smatra se da prehrana s manje crvenog
mesa i masnoca te vise voca i povréa djeluje protektivno. Najvecu antikancerogenu aktivnost
imaju slatko korijenje, ¢esnjak, soja, kupus, dumbir, citrusi, tamnolisnato povrée i omega-3
masne kiseline. Uporaba nesteroidnih protuupalnih lijekova (NSAID), posebice aspirina,
moze smanjiti rizik razvoja karcinoma prostate 24 — 66% (71). Vjerojatno protektivnu ulogu
imaju 1 antioksidansi kao vitamin E i D, selen, cink, karotenoid (72-74).

Obiteljsku sklonost razvoju karcinoma prostate ima 9% oboljelih (75-79). Za rast i
razvoj stanica prostate i za razvoj karcinoma prostate vazni su androgeni, posebno testosteron,
odnosno njegov aktivni oblik dihidrotestosteron (DHT), koji nastaje u prostati pod utjecajem
5-a-reduktaze (80,81).

Vecu vjerojatnost razvoja klini¢ki agresivnog karcinoma prostate imaju mladi

bolesnici, ali izljecenje je moguce ako se karcinom otkrije u ranom stadiju (76).

1.5.2. Klinicka slika karcinoma prostate

Simptomi koji se javljaju u pocetku nisu specifi¢ni za karcinom prostate i prisutni su i
kod drugih bolesti prostate. Skupinu nespecifi¢nih simptoma donjeg urinarog trakta (engl.

lower urinary tract symptoms, LUTS) dijelimo na iritativne (nikturija, polakisurija, urgencija,



urgentna inkontinencija) 1 opstruktivne (naprezanje, tanki mlaz mokrace, produljeno
mokrenje, osje¢aj nepotpunog praznjenja mjehura) (82).

Karcinom prostate moze biti simptomatski, okultni i latentni (83). Latentni se oblik
otkriva slucajno, obi¢no pri transuretralnoj resekciji prostate (TURP) zbog benigne
hiperplazije prostate. Preko 50% muskaraca iznad 80 godina ima latentni oblik karcinoma
prostate koji ne metastazira i ne uzrokuje smrt. Ne postoje tocni kriteriji po kojima bi se
odredeni karcinom prostate smatrao latentnim i na taj nacin smanjio broj nepotrebnih biopsija
1 operacija (84).

Kod osoba s tumorom koji se lokalno prosirio ponekad je tesko razluciti je 1i rije¢ o
lokalno uznapredovalom karcinomu prostate ili o primarnom karcinomu rektuma (85).

Vrlo se rijetko karcinom prostate primarno manifestira simptomima koji nastaju kao
posljedica metastaza u kostima, kao Sto je patoloska fraktura kraljezaka s posljedi¢nom
paraplegijom (86,87).

U sklopu progresije bolesti pojavljuje se febrilnost, naj¢esée zbog uroinfekcije. U tom
stadiju bolest je pracena i drugim znakovima progresivne zlocudne bolesti poput kaheksije,
diseminirane intravaskularne koagulacije, sekundarne anemije ili pancitopenije, mucnine i

povracanja (88).

1.5.3. Patohistoloska slika karcinoma prostate

Adenokarcinom prostate ¢ini 90 — 95% primarnih karcinoma prostate. Rijetki tipovi
karcinoma prostate jesu: atroficni adenokarcinom, karcinom plocastih stanica, uretalni
karcinom, neuroendokrini karcinom, sarkomatoidni karcinom 1 karcinom nalik na
limfoepiteliom (89).

U straznjim 1 lateralnim dijelovima periferne zone nastaje 70 — 75% karcinoma
prostate, u prijelaznoj zoni 15 — 20% karcinoma, a oko 10% karcinoma nastaje u centralnoj,
periuretralnoj zoni. Tumori iz prijelazne zone manji su 1 nizeg gradusa u usporedbi s
tumorima iz periferne zone (90). Histoloski arhitekturalni kriteriji za karcinom prostate jesu
infiltrativni rast karcinoma i odsutnost bazalnih stanica. Osnovni citoloski kriterij jest
prisutnost makronukleola u jezgri karcinomskih stanica (91). U karcinomu prostate krvarenje
1 nekroza izuzetno se rijetko vide 1 makroskopski i mikroskopski (90). Makroskopski se
karcinom prostate moze zamijeniti s podrucjima Zljezdane atrofije, infarktom u fazi cijeljenja,

hiperplazijom strome, granulomskim prostatitisom i infekcijama prostate (90, 92).



Mikroskopski izgled karcinoma prostate moze biti sliCan zlijezdi normalnog
prostati¢nog tkiva kod dobro diferenciranih karcinoma prostate, a kod slabije diferenciranih
karcinoma prostate tkivo prostate Cesto se jedva prepoznaje (91).

Postoji nekoliko lezija koje oponasaju adenokarcinom prostate.

Adenoza je najcesca lezija koja moze biti zamijenjena s karcinomom (42). Obi¢no se
naziva atipi¢nom adenomatoznom hiperplazijom, §to dovodi do pogresnog poistovjecivanja
adenoze s PIN-om, koji je prekursor nekih karcinoma prostate (93). Incidencija adenoze u
TURP-u iznosi 2,2 — 19,6% (94,95).

Minimalni karcinom prostate (tumor manji od 1 mm ili tumor koji zahva¢a manje
od 5% cilindra) ne smije se zamijeniti s ASAP-om (96,97). U do 70% ponovljenih biopsija u
kojima je inicijalno postavljena dijagnoza ASAP-a dijagnosticira se karcinom (98). ASAP se
sastoji od 3 — 5 zlijezda suspektnog izgleda koje ne ispunjavaju sve arhitekturalne 1 citoloske
kriterije za postavljanje dijagnoze karcinoma (96).

Atrofi¢ni adenokarcinom ima Zlijezde koje su oblozene epitelnim stanicama s
oskudnom citoplazmom. Na dijagnozu karcinoma upucuju infiltrativni rast, odsutnost
bazalnih stanica i citoloska atipija (89,90,99).

Pseudohiperplasti¢ni adenokarcinom izgleda benigno, ali moze biti vrlo agresivan.
Za dijagnozu je potrebno IHC bojenjem dokazati odsutnost bazalnih stanica (90,99-101).

Adenokarcinom pjenusSavih stanica sastoji se od Zlijezda koje su obloZene atipicnim
epitelnim stanicama s obilnom pjenusavom citoplazmom i sitnom, hiperkromatskom jezgrom
koja obi¢no nema nukleola (90,99,102).

Mucinozni adenokarcinom histoloski je obiljezen obilnom produkcijom
izvanstani¢ne sluzi u kojoj se vide nakupine malignih stanica (90,99,103).

Adenoskvamozni karcinom vecinom nastane nekoliko godina poslije lijeCenja
karcinoma zracenjem ili hormonalno. Podrijetlo Cistog karcinoma plocastih stanica nejasno je.
Oba tipa karcinoma vrlo su agresivna (90,104).

Urotelni karcinom prostate moZze biti primaran ili nastati Sirenjem tumora mjehura i
uretre 1 ima loSu prognozu (90,105).

Neuroendokrini karcinom malih stanica ve¢inom se otkrije u uznapredovalom
stadiju kada ve¢ postoje metastaze. Mikroskopski izgleda kao karcinom malih stanica pluca.
Prognoza mu je izrazito losa (90,106).

Karcinom nalik limfoepiteliomu histoloSki je slican nazofaringealnom

limfoepiteliomu i obiljezen je prominentnim limfoidnim infiltratom (90,99).



Sarkomatoidni karcinom u 50% slucajeva pojavljuje se na mjestu karcinoma koji je
lijecen zracenjem ili hormonalno. Ponasanje tumora vrlo je agresivno (90,107).

Adenokarcinom prostaticnih duktusa najéeS¢e se nalazi zajedno s
adenokarcinomom prostate (u oko 5% slucajeva) pokazujuéi acinarnu diferencijaciju. On
moze rasti kao prominentni tumor u uretru, najéeS¢e oko verumontanuma. Bolesnici mogu
imati opstruktivne simptome i/ili veliku ili mikroskopsku hematuriju. Iako duktalni
adenokarcinom IHC-om jako eksprimira PSA, pokazuje varijabilnu razinu PSA u serumu.

Vecina duktalnih adenokarcinoma jako je agresivna, prosje¢nog GS = 8 (108).

1.5.4. Procjena stupnja i stadija karcinoma prostate

Sustavi bazirani na histoloskom stadiju karcinoma prostate uglavnom se oslanjaju na
opseg diferencijacije, arhitekturalne uzorke rasta, mitotsku aktivnost i abnormalnost jezgre te
na taj nacin odredenom tipu karcinoma pridodaju odredeni stadij bolesti. Podcijenjenost (engl.
undergrading) stupnja diferenciranosti karcinoma u uzorcima koji su dobiveni biopsijom
iznosi 20 — 45% (109,110).

Danas najces¢e koriSten i od Svjetske zdravstvene organizacije preporucen sustav za
odredivanje diferenciranosti karcinoma prostate jest Gleasonov gradus, odnosno GS (90,99).
Gleasonov sustav odredivanja diferenciranosti prvi je put objavljen 1974. godine (111).
Prema toj shemi ukupni stupanj diferenciranosti odreduje se zbrajanjem stupnjeva
diferenciranosti dviju najzastupljenijih komponenti tumora. U svakoj biopsiji odreduje se
Gleason uzorak za najzastupljeniji (primarni) 1 sljede¢i po zastupljenosti (sekundarni)
histoloski oblik. Zbrajanjem vrijednosti Gleason uzorka primarne i sekundarne komponente
dobije se GS. U slucaju da karcinom prostate ima samo jedan Gleason uzorak, GS se dobiva
dupliciranjem Gleason uzorka. Postoji pet stupnjeva diferenciranosti karcinoma prostate
prema Gleasonu, odnosno pet uzoraka. Gleason uzorak 1 predstavlja najbolje diferencirani
karcinom prostate, dok je Gleason uzorak 5 najslabije diferenciran. Budu¢i da postoji pet
stupnjeva Gleason uzorka, GS se moze kretati 2 — 10. Dobro diferencirani karcinomi prostate
imaju GS 2 — 4, srednje diferencirani 5 — 6, a slabo diferencirani 8 — 10. Karcinom prostate
GS = 7 smatra se srednje do slabo diferenciranim, a ovisno o prevladavaju¢oj komponenti
moze biti svrstan u jednu od dvije kategorije. (90,99). GS na biopsiji korelira sa stupnjem
prosirenosti bolesti (112). Visi GS povezan je s loSijjom prognozom i viSim stadijem bolesti

(113). U GS = 7 bolest je lokalizirana u samo 29% slucajeva (112,114). GS i prosirenost
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tumora u trenutku dijagnoze imaju bitnu ulogu u odredivanju nacina lijecenja i izravno utjeu
na prognozu kod bolesnika (115).

Biopsija prostate radi se transrektalnim pristupom pod kontrolom TRUZ-a uporabom
biopticke igle promjera 18 gaugea 1 automatskog ,,piStolja“ za tkivne biopsije. Bolesnik
zauzima litotomijski ili bo¢ni polozaj. Biopsija prostate ambulantni je zahvat bez anestezije, a
bolesnik mora biti pripremljen primjenom laksativa i antibiotika Sirokog spektra (116). Uzima
se 12 bioptata (6 iz lijevog 1 6 iz desnog reznja prostate), koji se Salju na patohistolosku
dijagnozu (PHD) istog dana. Biopsija se Cesto ponavlja ukoliko nakon negativnhog PHD-a
ranije biopsije i dalje postoji poviSena serumska razina PSA te ako se u prethodnoj biopsiji
dijagnosticirala prekanceroza ili ako dode do veéeg skoka serumske razine PSA u kratkom
vremenu (117-120). Biopsija prostate ve¢inom se izvodi pri serumskoj vrijednosti PSA viSoj
od 4 ng/ml. Apsolutna indikacija za biopsiju jest serumska razina PSA visa od 10 ng/ml,
pozitivan digitorektalni pregled (DRP) bez obzira na razinu PSA. Kod bolesnika starijih od 70
godina indikacija za biopsiju jest vrijednost PSA u serumu visa od 6,5 ng/ml. Stopa rasta PSA
veca od 0,75 ng/ml tijekom jedne godine kao indikacija za biopsiju prostate ima svoja
ogranicenja zbog potrebe visestrukog mjerenja (121).

TNM (engl. tumor, node, metastases) klasifikacija karcinoma prostate ima svrhu
odrediti proSirenost bolesti kako bi se odabrao najbolji nacin lije¢enja, predvidjela prognoza
te pratio rezultat lijeCenja. Whitmore je 1956. godine predlozio da se bolesnike s karcinomom
prostate svrstava u Cetiri skupine: A, B, C, D (122). Prvi sustav TNM Kklasifikacije karcinoma
prostate sastavila je Medunarodna udruga za rak (franc. Union Internationale Contre le
Cancer, UICC) 1978. godine (123), a posljednja verzija napravljena je 2002. (124).

TNM sustav temelji se na vrijednostima pridodanim trima sastavnicama: T — primarni
tumor, N — regionalni limfni ¢vorovi, M — udaljene metastaze. T sastavnica podijeljena je na
Cetiri glavna stadija koji se mogu grupirati u dvije skupine bolesti: kad karcinom nije probio
¢ahuru (T1 1 T2) te kad se karcinom prosirio izvan ¢ahure (T3 i T4).

T1 je prvi stadij bolesti, a oznafava klinicki latentni tumor koji je nemoguce
vizualizirati dijagnostickim pretragama. Tijekom T1 stadija tumor je lokaliziran unutar
prostate (124). Kada se karcinom prostate klini¢ki klasificira kao T1, ¢ak u 18 — 49%
sluc¢ajeva patolog ga klasificira kao lokalno uznapredovalu bolest (125).

T2 stadij oznacava tumor koji se prosirio na dio prostate ili cijelu prostatu, ali nigdje
ne probija ¢ahuru. Karcinom je uznapredovao, a tumorske stanice zauzimaju dio jednog

reznja ili dijelove obaju reznjeva prostate.
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T3 stadij oznacava tumor proSiren izvan kapsule prostate. Tumor Cesto invadira u
sjemene mjehurice (124). Taj se stadij bolesti uglavnom tretira radioterapijom. Vise od 50%
bolesnika u T3 stadiju ima metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima u vrijeme otkrivanja
bolesti i viSe od 75% bolesnika ne prezivi duze od 10 godina (126).

T4 stadij oznacCava tumor fiksiran ili proSiren na susjedne strukture (npr. rektum,
mokraéni mjehur, zdjelicu itd.). U ovom stadiju moguce je Sirenje karcinoma u regionalne
limfne ¢vorove, ali i1 sistemsko metastaziranje (prvenstveno u kosti) (124). Karcinom prostate
takoder ima tendenciju metastazirati u cervikalne limfne ¢vorove s lijeve strane ili u druge
supradijafragmalne limfne ¢vorove, $to moze biti prvi znak karcinoma prostate (127). Kod
bolesnika s metastazama u kostima stopa mortaliteta jest oko 15% u prve 3 godine, a nakon
10 godina 90%, dok vecina bolesnika koji imaju povrat karcinoma nakon hormonske terapije
umire unutar nekoliko godina (126).

Stupanj proSirenosti karcinoma prostate vazan je ¢imbenik koji odreduje prognozu
bolesti. Razlikovanje intrakapsularne (T1 i T2) i ekstrakapsularne (T3 1 T4) bolesti bitno je za
odabir nacina lijeCenja (128). Kombinacija serumskog PSA, GS-a dobivenog biopsijom
prostate 1 klinickog pregleda najbolje moze predvidjeti patoloski stadij kod svakog bolesnika
(129). DRP vrlo ¢esto podcjenjuje stadij bolesti i pozitivna korelacija izmedu DRP-a i
patoloSkog stadija bila je manja od 50% (130).

Kompjutorizirana tomografija (CT) i magnetska rezonancija (MR) pokazale su se
pouzdanima samo u procjeni stadija uznapredovale bolesti (131). Standardni dio radikalnog
operativnog zahvata za lokaliziranu bolest jest operativna limfadenektomija 1 koristi se u
procjeni N stadija karcinoma prostate. Dodatne informacije o odnosu prostate s okolnim
strukturama i stanju mokra¢nog sustava mogu dati infuzijska urografija i ultrazvuc¢na pretraga.
Scintigrafija skeleta, uz mjerenje razine kisele prostati¢ne i1 alkalne fosfataze u serumu, koristi
se za dijagnozu metastatske bolesti (132). Smatra se da je scintigrafija kostiju nepotrebna kod
bolesnika bez simptoma koji imaju PSA manji od 20 ng/ml, normalnu razinu alkalne fosfataze
u serumu te dobro i srednje diferencirani karcinom prostate (133). Medutim, kod bolesnika sa
slabo diferenciranim karcinomom 1 lokalno proSirenom boleS¢u, scintigrafija kostiju
neophodna je bez obzira na razinu PSA u serumu (134).

TNM Kklasifikacija karcinoma prostate iz 2009. godine prikazana je u tablici 1 (135).

12



Tablica 1. TNM Kklasifikacija karcinoma prostate iz 2009. godine

STADIJ KARAKTERISTIKE

KLINICKI TX Primarni tumor se ne moZze procijeniti
PRIMARNI TO Ne postoji primarni tumor
TUMOR (CT) T1 Klini¢ki nedetektibilni tumor
Tla Tumor je slucajan nalaz u manje od 5% reseciranog tkiva
T1b Tumor je slu¢ajan nalaz u vise od 5% reseciranog tkiva
Tle Tumor detektiran biopsijom prostate (samo povisen PSA)
T2* Palpabilni tumor unutar prostate
T2a Tumor zahvaca polovinu jednog lobusa prostate ili manje
T2b Tumor zahvaca vise od jedne polovine jednog lobusa prostate, ali ne oba
lobusa
T2¢ Tumor zahvaca oba lobusa
T3 Ekstrakapsularno Sirenje tumora prostate
T3a Ekstrakapsularno Sirenje tumora, unilateralno ili bilateralno s
mikroskopskim Sirenjem na vrat mokra¢nog mjehura
T3b Tumor zahvaca sjemene mjehurice
T4 Tumor je fiksiran ili infiltrira okolne organe, osim sjemenih mjehurica:
vanjski sfinkter, rektum, levatore i/ili zdjeli¢ni zid
PATOLOSKI pT2** Lokaliziran unutar prostate
PRIMARNI pT2a Jednostrano
TUMOR (pT)
pT2b Obostrano
pT3 Ekstraprostati¢no Sirenje
pT3a Ekstraprostaticno Sirenje
pT3b Invazija sjemenih mjehurica
pT4 Invazija mjehura ili rektuma
REGIONALNE | NX Regionalni limfni ¢vorovi ne mogu se procijeniti
METASTAZE U NO Bez metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima
LIMFNIM
CVOROVIMA N1 Regionalne metastaze
UDALJENE MX Udaljene metastaze ne mogu se procijeniti
METASTAZE MO Bez udaljenih metastaza
M1 Udaljene metastaze
Mla Metastaze u neregionalne limfne ¢vorove
M1b Metastaze u kostima
Mle¢c Metastaze u ostala sijela

* tumor naden u jednom ili oba lobusa prostate pomocu biopsije ali nije palpabilan i ne moZze se radioloski
utvrditi ubraja se u Tla.
** invazija u apeks ili u (ali ne izvan) prostaticnu kapsulu. Tumor se ubraja u T2.
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1.5.5. Dijagnosticki postupci kod karcinoma prostate

DRP, odredivanje PSA u serumu, TRUZ i biopsija prostate standardni su dijagnosticki
postupci. Dijagnoza se potvrduje nalazom tumorskih stanica u bioptickom materijalu uzoraka
tkiva prostate (131,136).

Prije Ablinova otkri¢a PSA (137,138), za rano otkrivanje karcinoma prostate lije¢nici
su se isklju¢ivo oslanjali na DRP. Stopa otkrivanja karcinoma prostate pomo¢u DRP-a iznosi
0,8 — 1,4% (139,140). Prostati¢na Zlijezda suspektna na karcinom prostate asimetri¢na je i
tvrde konzistencije. Nedostatak DRP-a jest niska senzitivnost, a pozitivna prediktivna
vrijednost abnormalnog DRP-a iznosi samo 22 — 36% (131). lako su neki Tlc stadiji
karcinoma prostate mali, u 51% slucajeva nalaze se u perifernoj zoni pa bi bilo za ocekivati da
su palpabilni. Ostalih 15 — 25% stadija Tlc karcinoma prostate nije palpabilno jer su
smjesteni u tranzicijskoj zoni (141,142). Ne postoji jasan dogovor izmedu urologa o tome §to
treba smatrati abnormalnim DRP-om (141). Kada je koncentracija PSA u serumu 4 — 10
ng/ml, incidencija otkrivanja karcinoma prostate pri biopsiji prostate u muSkaraca s
normalnim DRP-om prosjecno je 25%. Medu muSkarcima s razinom PSA u serumu 4 — 10
ng/ml 1 abnormalnim DRP-om, prosje¢no th 50% ima karcinom prostate na biopsiji. Kod
serumske razine PSA preko 10 ng/ml incidencija karcinoma prostate na biopsiji raste 30 —
40% kod muskaraca s normalnim DRP-om te do 70% kod muskaraca s abnormalnim DRP-
om (93).

Karcinom prostate na TRUZ-u uglavnom izgleda kao hipoehogena periferna zona,
premda mogu biti i hiperchogene ili izoehogene. Unato¢ tome Sto su pocetne studije
zagovarale veliku vrijednost tog testa za otkrivanje karcinoma prostate, kasniji izvjeStaji
zabiljezili su njegovu nisku senzitivnost 1 specificnost (144,145). Danas se TRUZ uglavnom
koristi za iglom ultrazvuéno vodenu biopsiju prostate. Druga uloga TRUZ-a jest u
odredivanju veli¢ine prostate kada se Zeli procijeniti gusto¢a PSA. Ipak, nema visoke
korelacije izmedu volumena prostate procijenjenog TRUZ-om i stvarnog volumena prostate
(146). Ograni¢enja u vezi s koriStenjem TRUZ-a povezuju se s razli¢itom opremom koja se
koristi 1 s ¢injenicom da pregled uvelike ovisi o izvrSitelju.

PSA je serinska proteaza iz obitelji humanog glandularnog kalikreina koja se nalazi u
sjemenoj 1 prostati¢noj tekucini te u serumu. Radi se o glikoproteinu gradenom od 244
aminokiselina molekularne mase oko 30 000 daltona, a njegov fizioloSki supstrat jest
semenogelin I. U sjemenu teku¢inu PSA dospijeva iz epitelnih stanica acinusa i1 prostaticnih

kanalica. Glavna je zada¢a PSA likvefakcija sjemenog koagula. ZnaCajan dotok PSA u
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cirkulaciju zapaza se samo uz narusenu mikroarhitekturu tkiva prostati¢ne zlijezde. PSA u
serumu cirkulira u nekoliko razli¢itth molekularnih oblika. 70 — 90% PSA u cirkulaciji
kovalentnim je vezama vezano na inhibitore proteinaza (oj-antikimotripsin 1 op-
makroglobulin) u veliki makromolekularni kompleks. Taj PSA nazivamo kompleksiranim
PSA (cPSA).

Svi testovi za odredivanje cPSA myjere isklju¢ivo PSA vezan za aj-antikimotripsin, a
ne 1 PSA vezan za ax-makroglobulin (147). Ukupni PSA (engl. fotal PSA, tPSA) sastoji se od
vezanog 1 slobodnog PSA (engl. free PSA, fPSA), koji je enzimski inaktivan i ne tvori
kompleks s inhibitorima proteinaza te ¢ini 10 — 30% tPSA (148). Taj slobodni PSA moze biti
u nekoliko molekularnih oblika — benigni PSA (bPSA) (28%), inaktivni PSA (iPSA) (39%) i
proPSA (33%) — koji su podrijetlom iz razli¢itih regija prostate. U BPH nalazi se apsolutni
porast koncentracije iPSA 1 bPSA u serumu, odnosno njihov povec¢ani udio u frakciji fPSA.

ProPSA (engl. proenzyme PSA) podrijetlom je iz periferne regije prostate, gdje
pretezito nastaje karcinom prostate. ProPSA preteca je PSA, odnosno meduprodukt u
nastanku zrelog, cjelovitog proteina te njegova povecana koncentracija u serumu upucuje na
karcinom prostate. PSA nastaje u sekretornim stanicama kao inaktivni propetid (244
aminokiseline) i u lumenu kanali¢a od propeptidnog lanca odcjepljuje se oliogopeptid duljine
7 aminokiselinskih ostataka. Nakon te protoliticke hidrolize proPSA molekule nastaje
enzimski aktivan, zreli PSA (237 aminokiselina) (147). Humani kalikrein 2 (hK2) odgovoran
je za cijepanje ovog peptidnog lanca tijekom procesa aktivacije PSA. Otkrivene su razliCite
nepotpuno rascijepljene forme proPSA koje su vjerojatno povezane s karcinomom prostate
(149).

Catalona 1 suradnici (150) utvrdili su da proPSA ima vecu selektivnost u otkrivanju
karcinoma kod GS > 7 u rasponu tPSA 2 — 10 ng/ml u usporedbi s fPSA i tPSA. Razina PSA
< 4 ng/ml predstavlja uredan nalaz. Ipak, oko 20% bolesnika s karcinomom prostate ima
vrijednost PSA <4 ng/ml (151-153).

Thompson i suradnici (154) otkrili su karcinom prostate kod priblizno 15% muskaraca
s PSA u rasponu normalnih vrijednosti (0 — 4 ng/ml), a oko 15% tih muskaraca imalo je GS >
7.

Dakle, nakon naglog porasta PSA testiranja uoceno je da postoji znatan rizik od
karcinoma prostate bez obzira na razinu PSA u serumu i zabiljezeno je da screening programi
bazirani na PSA mogu previdjeti znatan broj karcinoma prostate. Razina PSA u serumu
poviSena je i kod vec¢ih benignih prostata, u starijoj dobi bolesnika, kod upale prostate te

nakon DRP-a.
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Uz tPSA, omjer slobodnog i ukupnog PSA (f/tPSA) pomaze u razlikovanju karcinoma
prostate od BPH. Taj se odnos izrazava u postocima te f/tPSA iznad 20% uz serumsku razinu
PSA 4 — 10 ng/ml povecava vjerojatnost da se radi o BPH. Time se smanjuje broj nepotrebnih
biopsija prostate (155,156).

Utvrdeno je da postotak fPSA moze poboljsati specificnost PSA testiranja. Udio fPSA
visi od 25% ukazuje na nizi rizik od karcinoma prostate u usporedbi s onim kada je razina
fPSA manja od 10%. Neki autori preporucuju koriStenje testa kod muSkaraca s normalnim
DRP-om 1 serumskom razinom PSA izmedu 4 1 10 ng/ml prije odluke hoce li se izvoditi
ponovna biopsija poslije inicijalne negativne biopsije. Opéenito, kombinacija abnormalnog
DRP-a, TRUZ-a i PSA testova povecava vjerojatnost otkrivanja karcinoma prostate na
biopsiji u odnosu na svaki test pojedinacno (157,158).

PoviSene razine serumskog PSA povezane su i s volumenom prostate, a razina PSA u
serumu raste i starenjem. Smatra se da i volumen prostate raste starenjem te da musSkarci
iznad 70. godine Zivota imaju vrijednost PSA i do 6,5 ng/ml (159). Preporuc¢ena dob-
specificna gornja razina serumskog PSA jest 2,5 ng/ml za dob 40 — 49 godina; 3,5 ng/ml za
dob 50 — 59 godina; 4,5 ng/ml za dob 60 — 69 godina i 6,5 ng/ml za dob 70 — 79 godina.
Rezultat koristenja takvih dob-specificnih raspona PSA veéi je broj izvedenih biopsija kod
mladih muskaraca koji imaju nisku razinu PSA u serumu i manje biopsija izvedenih kod
starijih muSkaraca sa serumskom razinom PSA nesto iznad ,,normalnog cutoffa‘ od 4,0 ng/ml.

Gustoca PSA racuna se dijeljenjem ukupne serumske razine PSA s procijenjenim
volumenom Zlijezde (obi¢no utvrdenim TRUZ mjerenjem) i njezina gornja normalna
vrijednost prosjecno iznosi 0,15. Postoje oprecne studije o prednosti gusto¢e PSA nad PSA za
otkrivanje karcinoma. Nadalje, mjerenje volumena prostate TRUZ-om ne korelira dobro sa
stvarnim volumenom prostate.

Stopa rasta PSA koja najbolje razlikuje muskarce s karcinomom 1 bez karcinoma
prostate jest 0,75 ng/ml na godinu. Kako bi ovaj test bio valjan, potrebna su barem tri
mjerenja PSA u razdoblju 1,5 — 2 godine. Nakon RP-a serumska razina PSA trebala bi pasti
na nemjerljivu razinu. Sli¢no, nakon radioterapije, serumska razina PSA past ¢e, iako ne u
istoj mjeri kao nakon RP-a. Tri uzastopna porasta serumske razine PSA nakon radioterapije
znaCe neuspjeh lijeCenja karcinoma prostate radioterapijom. Medutim, mnogi klini¢ari jo$
izvode 1 biopsiju kako bi utvrdili povrat karcinoma prostate (93).

Biokemijskim povratom smatra se porast PSA nakon inicijalnog pada zbog nekog
oblika lijecenja. Nakon RP-a recidivom se smatra porast PSA u dva mjerenja na vrijednosti

veée od 0,2 ng/ml, a nakon radioterapije viSe od 2 ng/ml iznad najniZze vrijednosti. Ne
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preporucuje se uvoditi hormonsku terapiju odmah pri porastu PSA, ve¢ samo ako je doslo do
simptomatske lokalne progresije, ako je bolest metastatska, ako je GS bio 8 — 10 i ako je
vrijeme udvostru¢enja PSA razmjerno kratko (3 — 12 mjeseci) (160,161).

Mnogi klini¢ari oslanjaju se na nomograme, kao Sto su Partinove tablice (162),
Kattanov nomogram (163) i D'Amicov nomogram (164), da bi olaksali planiranje lijeCenja
koje se bazira na ocekivanoj prognozi. Medutim, koriStenje ovih nomograma moze biti
ograni¢eno zbog nemogucnosti to¢nog predvidanja prognoze u opcoj populaciji bolesnika.
Intenzivno se provode istrazivanja potencijalnih biomarkera koji bi poboljsali sposobnost
otkrivanja karcinoma prostate u ranom stadiju. Najvaznije je prepoznati biomarkere koji bi
mogli otkriti one tumore koji stvarno mogu predstavljati znaajan rizik mortaliteta i
morbiditeta bolesnika. Idealni biomarker trebao bi biti jednostavno detektibilan i omoguciti
toan monitoring bolesti u bilo kojem stadiju (2).

U genetske ¢imbenike rizika za karcinom prostate ubrajaju se oni ukljuceni u puteve
androgenog metabolizma (165). Gen koji je u zariStu proucavanja jest androgeni receptor
(AR) koji veze testosteron i1 DHT i transaktivira gene s elementima odgovora na androgen.
AR ima nekoliko polimorfizama, od kojih vecina lezi na prvom od njegovih osam eksona.
Postoje dvije duzine polimorfizama, (CAG)n i (GGC)n i pojedinacni nukleotidni
polimorfizam (engl. single nucleotide polymorphism, SNP), G1733A. Brojne kontrolirane
studije navode razli¢ite stupnjeve povezanosti izmedu CAG (engl. cytotoxin associated gene)
ponovljene duzine polimorfizama i rizika od karcinoma prostate (166-169). Jo$ jedan gen koji
se povezuje s ve¢im rizikom od karcinoma prostate jest CYP17 (engl. cytochrome
P450cl7alpha gene). Vecina studija podupire hipotezu da CYP17*A2 alel predisponira
muskarce za karcinom prostate putem povecane biosinteze testosterona (170-172). Kittles i
suradnici (172) izvijestili su da je C alel CYP17 polimorfizam znacajno povezan s ve¢im
rizikom za karcinom prostate 1 klinicki naprednom bolesti kod crnaca. CC genotip bio je
znacajno povezan s visim stupnjem i stadijem karcinoma prostate.

Polimorfizmi u genu SRD5A2, koji kodira enzim 5-a-reduktazu, takoder se povezuju s
visim rizikom za karcinom prostate. S obzirom na rezultate Prostate Cancer Prevention
Triala u kojem je za 24,8% reduciran rizik karcinoma prostate kod musSkaraca koji su primili
inhibitor ovog enzima (npr. finasterid), funkcionalni polimorfizmi ovih gena mogu biti vrlo
vazni u individualnom riziku muskaraca za karcinom prostate (173).

a-metilacil-CoA racemaza (engl. alpha-methylacyl-CoA racemase, AMACR) gen,

smjesSten na kromosomu 5, up-reguliran je u karcinomu prostate (174). Otkrivene su mnoge
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varijante dodatnih prognostickih molekularnih markera za karcinom prostate. Neke od njih,
kao Ki-67 (MIB-1) oznacavajuci indeks, koriste se rutinski (175).

Brojni drugi molekularni markeri povezuju se s rizikom progresije bolesti. Razliciti
istrazivaci utvrdili su poviSene razine serumskog transformiraju¢eg ¢imbenika rasta B1 (engl.
transforming growth factor beta 1, TGFB1), IL-6 i sIL-6R kod bolesnika s metastatskim
karcinomom prostate (176,177).

Ostali molekularni prognosticki ¢imbenici koji se intenzivno istrazuju jesu regulatorni
proteini stani¢nog ciklusa, kao ciklin D1, p21 i p27 (178), mikrovazalna gustoca (179,180),
mikrosatelitska nestabilnost (181) i caveolin-1 (182).

Umjesto mjerenja pojedinacnih proteinskih biomarkera, nove metode nastoje definirati
obrasce individualnih grupa proteina koje se povezuju s pojedinim bolestima. SELDI-TOF
(engl. surface-enhanced laser desorption/ionization — time-of-flight) relativno je nova
tehnologija koja koristi ProteinChip sistem (Ciphergen Biosystems, Fremont, SAD) za
hvatanje grupa proteina na kromatografskoj povrSini radi dobivanja masenog spektra ili
profila koji dozvoljava analizu velikog broja proteina unutar uzorka (183,184).

Imunohistokemija (IHC) ili imunocitohistokemija metoda je kojom se lokaliziraju
specificni antigeni u tkivu ili stanicama, a bazira se na prepoznavanju kompleksa antigen-
antitijelo svjetlosnim mikroskopom (185). U biopsiji prostate od velike su Kkoristi
imunomarkeri koji mogu pomoc¢i postavljanju dijagnoze karcinoma u malim zariStima
atipCnih Zlijezda 1 mogu biti dragocjeni jer ponovljene biopsije ne dosezu uvijek ciljno zariste
(186).

PSA ekspresija na razini IHC-a specifican je i senzitivan marker prostaticnog
podrijetla sa senzitivno$¢u do 97,4% (187). Uretralne, periuretralne i perianalne Zlijezde
rijetko pokazuju PSA reaktivnost. Ekstraprostati¢ne neoplazme povremeno eksprimiraju PSA
ukljuc¢ujuéi uretralne 1 periuretralne adenokarcinome, kloakogeni karcinom, pleomorfni
adenom Zlijezda slinovnica i salivarni duktalni karcinom, kao i rijetki mamarni karcinomi
(188-190).

Prostata-specifican membranski antigen (PSMA) jest tip II membranskog
glikoproteina koji je eksprimiran u tkivu prostate te manje u perifernom i centralnom
ziv€anom sustavu, tankom crijevu i salivarnom zljezdanom tkivu. PSMA ekspresija takoder je
nadena u endotelnim stanicama neovaskulature mnogih solidnih tumora ukljucujuéi karcinom
renalnih stanica (191-195). Benigne i maligne epitelne stanice prostate eksprimiraju PSMA, s
tim da maligne stanice jace eksprimiraju PSMA. On je eksprimira i u HGPIN-u (196). PSMA

ekspresija korelira sa stadijem karcinoma prostate i GS-om (197). Ve¢a PSMA ekspresija jest
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neovisan prediktor povrata karcinoma prostate (198,199). Budu¢i da se PSMA ekspresija
odrzava u karcinomu prostate koji je hormonski neovisan, on je koristan u dijagnostici takvih
slucajeva (193,200). Nadalje, PSMA se istrazuje kao cilj terapije kod karcinoma prostate i
drugih solidnih tumora s obzirom na njegovu ekspresiju neovaskulature ekstraprostati¢nih
tumora (201-203). Citoplazmatska i, u manjoj mjeri, membranska PSMA ekspresija utvrdene
suu 11% analiziranih adenokacrinoma mokra¢nog mjehura (204).

Prostata-specifi¢na kisela fosfataza (engl. prostate-specific acid phosphatase, PSAP)
marker je podrijetlom iz prostate koji je bio koriSten za imunooznacavanje karcinoma prostate
prije otkrica PSA. Trenutno, njegovo koristenje kao markera u bolestima prostate smanjeno je
zbog njegova relativnog nedostatka specifi¢nosti u usporedbi s PSA (205,2006).

Prostein-P501S eksprimiran je i u benignom i u neoplasticnom tkivu prostate. Tipi¢no
P501S bojenje jest perinuklearne citoplazmatske (Golgi) lokalizacije i pjegava obrasca.
Ekspresija je zadrzana u loSe diferenciranom i metastaskom karcinomu prostate (207).
Ekspresija PS01S nije se pokazala u ekstraprostati¢nim karcinomima, $to ga ¢ini korisnim za
diferenciranje high-grade karcinoma prostate od drugih high-grade karcinoma, ukljucujuci
kolorektalni 1 urotelijalni karcinom (106,187,204,207-210).

a-metilacil-CoA racemaza (AMACR) jest enzim koji ima kljuénu ulogu u
peroksisomalnoj P-oksidaciji razgranatog lanca masnih kiselina. Luo i suradnici (211)
pokazali su da i karcinom prostate i HGPIN imaju znacajno vecu ekspresiju AMACR-a nego
normalni epitel prostate. I netretirane metastaze 1 hormon rezistentni metastatski karcinom
prostate opcenito odrzavaju jako pozitivnu reaktivnost za AMACR (odsustvom bazalnih
stani¢nih markera poput nuklearnog proteina p63 i HMWCK) (212).

Citoplazmatsko AMACR bojenje, kombinirano s HMWCK, pokazalo se izrazito
korisnim u pruzanju dodatne sigurnosti za postavljanje dijagnoze karcinoma prostate u malom
zariStu dobivenom biopsijom iglom (212-215). Medutim, AMACR ekspresija nadena je i u
HGPIN-u i nekim benignim oponasSateljima karcinoma prostate, kao $to su zljezdana atrofija,
djelomi¢na atrofija i adenoza. Prema tome, AMACR od male je koristi kao pojedinacni
marker u rjeSavanju diferencijalne dijagnoze karcinoma prostate u takvim lezijama. Zbog toga
se preporuca koriStenje panela imunobojenja uklju¢uju¢i AMACR, HMWCK i p63 (pozitivno
AMACR imunobojenje uz negativne bazalne stanicne markere) za utvrdivanje atipi¢nih
zljezdanih prostati¢nih zarista (216-220).

Citokeratin visoke molekularne tezine (engl. high-molecular weight cytokeratin,
HMWCK) vrlo je koristan u isticanju prisutnosti ili odsutnosti bazalnih stanica u zariStu

atipi¢nih Zlijezda prostate (16,221-223). 34BE12 trenutno je najrasprostranjeniji klon koji se
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koristi ili samostalno ili kao komponenta koktela s trima antitijelima ukljucujuéi drugi marker
bazalnih stanica (p63, AMACR). Citokeratin 5/6 (CK5/6) moze biti koristen kao HMWCK
marker samostalno ili u kombinaciji s p63 i AMACR (186). Takvi kokteli omogucuju
razlikovanje benignih od malignih lezija u tkivu prostate (224).

p63 ekspresija u prostati ograniCena je na bazalne stanice i njegova ekspresija
nedostaje u sekretornim i neuroendokrinim stanicama (225). Posljednji eksperimentalni
dokazi takoder sugeriraju da je p63 gen esencijalan za normalnu funkciju maticnih stanica
prostate (226). Potrebno je uzeti u obzir da benigne prostaticne zlijezde iz tranzicijske zone
mogu biti povod za varijabilno bojenje bazalnih stanica, $to mozZe rezultirati povremenim
negativnim bojenjem bazalnih stanica u takvim benignim zlijezdama (227).

IHC ima bitnu ulogu u dijagnostici PIN-a jer se njime moze razlikovati PIN od
karcinoma prostate, posebice kribriformni tip PIN-a od kribriformnog karcinoma prostate
(228). Kod karcinoma prostate bazalni sloj stanica nedostaje, dok je kod PIN-a odrzan ili
fragmentiran. Fragmentirani bazalni sloj nalazi se u 56% PIN-ova i ucestalost fragmentiranja
veca je u onim zlijezdama s PIN-om koje su blize zariStu karcinoma. Koli¢ina
fragmentiranosti bazalnog sloja raste i s povecanjem gradusa PIN-a (229).

Koristenje IHC markera koji pomazu postavljanju dijagnoze karcinoma prostate u
morfoloski atipicnom malom Zaristu zlijezda prostate, trenutno je uobiCajena laboratorijska
praksa. Kako je navedeno ranije, koriSten samostalno ili kombiniran s dva ili tri markera u
panelu, HMWCK 1/ili p63 i/ili AMACR vise pomaze u potvrdivanju odsutnosti bazalnog sloja
kombiniranog s pozitivnom AMACR ekspresijom u tako malom Zzaristu. Takav panel takoder
se koristi za razlikovanje malih ZariSta karcinoma prostate koji granice s HGPIN-om gdje bi
se prekinuti (fragmentirani) sloj bazalnih stanica trebao uociti pomoc¢u imunobojenja (186).

Danas se dijagnosticira vise od 200 000 novih slucajeva karcinoma prostate i godiSnje
umire vise od 30 000 muskaraca od karcinoma prostate (230). Metode koje se danas koriste za
rano otkrivanje karcinoma prostate nedovoljno su tocne jer se njima ne mogu razlikovati

beznacajni od klini¢ki znacajnih i potencijalno smrtonosnih karcinoma prostate.

1.5.6. LijecCenje bolesnika s karcinomom prostate

Razli¢iti oblici lijeCenja utjeCcu na kvalitetu zivota bolesnika. RP 1 radikalna
radioterapija ucinkoviti su oblici lijecenja za karcinome koji su stvarno ograniceni na prostatu

(231).
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Oesterling i suradnici pronasli su da je kod 53% bolesnika lijecenih RP-om bolest bila
ogranic¢ena na prostatu, 35% imalo je ekstrakapsularno Sirenje bolesti, dok je 9% imalo Sirenje
karcinoma u sjemene mjehuri¢e (232). Da bi se rijeSio problem tzv. predijagnosticiranosti
(engl. overdiagnosis) karcinoma prostate, predlozena su dva konzervativna terapijska
postupka: 1) watchful waiting (konzervativni terapijski postupak do trenutka pojave lokalne
ili sistemske progresije bolesti kada se bolest pocinje lijeciti palijativno) i 2) aktivno pracenje
(bolesnik se poslije postavljanja dijagnoze prati, a lijeCenje pocinje kad bolest pokaze
progresiju) (83).

Terapija izbora za bolesnike sa stadijem T1 ili T2 karcinoma prostate jest RP, iako i
radioterapija pokazuje istu u¢inkovitost u toj skupini bolesnika (233) .

Radikalno kirursko lijecenje podrazumijeva RP s ekstirpacijom zdjeli¢nih limfnih
¢vorova 1 odstranjenje cijele prostate. Vazno je sacuvati oba zilno-ziv€ana snopa da se
izbjegne impotencija poslije operacije koja se javlja u 30 — 100% slucajeva te inkontinencija
koja se javlja u do 18% bolesnika poslije RP-a (234,235). Ostali operativni zahvati kod
bolesnika s lokaliziranim karcinomom prostate jesu perinealna prostatektomija (236),
laparoskopska prostatektomija (237) 1 laparoskopska operacija koju izvodi robot spojen na
laparoskop (238).

Stadij bolesti najvazniji je prognosticki ¢imbenik u postoperativnom razdoblju,
odnosno Cinjenica je li tumor ograni¢en na prostatu ili je probio kapsulu i prosirio se u
sjemenske mjehuri¢e. Ako je tumor ogranicen na prostatu, 90% bolesnika prezivi pet godina
nakon operacije bez znakova bolesti (239).

GS u uzorku tkiva prostate takoder je vazan prognosticki ¢imbenik za ishod nakon RP-
a. Slabije diferencirani karcinom (veci gradus) znaci slabiju prognozu. Stamy i suradnici (9)
zakljucili su da je pri gradusu 4 i1 5 prognoza losija (240).

Nakon operativnog zahvata, svaka tri mjeseca u prvoj godini kontrolira se serumski
PSA, u drugoj godini dvaput godisnje, kasnije jedanput godisnje. Ukoliko nakon operativnog
zahvata dode do porasta serumskog PSA, odnosno biokemijskog povrata, bolesnika se
upucuje na iradijacijsku terapiju (241).

Terapija izbora za bolesnike s T3 stadijem jest vanjsko zracenje. Adjuvantna i
neoadjuvantna hormonska terapija poboljSavaju prezivljenje bez bolesti (242). Radikalna
radioterapija jest alternativa RP-u kod bolesnika s lokaliziranim karcinomom prostate te
terapija izbora kod bolesnika s lokalno uznapredovalim tumorom. Prezivljenje bez
biokemijskog povrata bolesti ne razlikuje se izmedu bolesnika lije¢enih RP-om i radikalnom

radioterapijom (243).
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Kod starijih bolesnika ili kada je operativni zahvat kontraindiciran, metoda izbora jest
iradijacijska terapija (244). Umor, eritem koze, akutni urinarni i crijevni simptomi, letargija i
gubitak pubi¢ne dlakavosti uobicajeni su simptomi tijekom radioterapije. Incidencija kasnih
urinarnih ili rektosigmoidalnih teskih nuspojava jest 3 — 5%, a srednje teskih 7 — 10%.
Proktitis ili proktosigmoiditis s rektalnim krvarenjem i anemijom vide se u 1 — 3% zracenih
bolesnika. Erektilna disfunkcija prisutna je u visokom postotku, do 50% (245).

Kod lokalno uznapredovalog karcinoma prostate ili metastatske bolesti (regionalni i
udaljeni limfni ¢vorovi, udaljeni organi) terapija je palijativna. Cilj palijativne terapije jest
uciniti operativnu ili kemijsku kastraciju lijekovima, odnosno ukinuti utjecaj testosterona na
prostatu. Remisija prosjecno traje 18 mjeseci, ali moze trajati i nekoliko godina, ovisno o
klinickom stadiju bolesti. Osim operativno (obostrana orhidektomija), kastracija se moze
ucinitt 1 LHRH agonistima (engl. [luteinizing hormone-releasing hormone) te
antiandrogenima. Postoje nesteroidni i steroidni antiandrogeni. Nuspojave nakon pada razine
serumskog testosterona jesu: impotencija, gubitak libida, debljanje, naleti vrucine,
ginekomastija (246-248). Nadbubrezna Zlijezda sintetizira 5% testosterona, zbog Cega neki
autori zagovaraju kombiniranu terapiju koja ¢e smanjiti sintezu testosterona u testisima, a s
druge strane blokirati ucinak testosterona iz nadbubreznih zlijezda. Kompletna blokada
androgena (engl. complete androgen blockade, CAB) obuhvaca dodatak antiandrogena
standardnoj medikamentnoj kastraciji i LHRH agonistima. Po novim saznanjima najbolja
hormonska terapija jest CAB 1 ona se ne bi trebala prekidati ni nakon pojave refraktornosti na
prvu liniju u metastatskoj bolesti (249,250)

Od palijjativnih postupaka najznacajniji su lijeCenje sekundarizama na kostima
zracenjem, transuretralna resekcija prostate, perkutana nefrostomija (251).

Za karcinom prostate koji progredira uprkos kastracijskoj razini testosterona u serumu,
smatra se o androgenu neovisnim (engl. androgen independent prostate carcinoma, AIPC) ili
karcinomom refraktornim na hormone (engl. hormone refractory prostate carcinoma, HRPC).
Biolosku situaciju u tumoru bolje odrazava naziv karcinom otporan na kastraciju (engl.
castration resistant prostate carcinoma, CRPC). Za lijeCenje takvih bolesnika na raspolaganju
je kemoterapija (252-255).

Glavne posljedice kostanih metastaza jesu bol, hiperkalcemija, patoloSka fraktura na
mjestu metastazom razorene kosti, kompresija kraljezniéne mozdine. Za sprjecavanje,
odgadanje ili usporavanje tih komplikacija u lijeCenju se koriste bifosfanati (256-258).

Krioterapija je kirurSki postupak za lijeCenje ograniCenog karcinoma prostate i

podrazumijeva ablaciju tkiva ekstremno niskim temperaturama. Eksperimentalne metode
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lijeCenja ogranicenog karcinoma prostate jesu fokusirani ultrazvuk visokog intenziteta (engl.
high-intensity frequency ultrasound, HIFU) i intersticijska ablacija tumora radiofrekvencijom

(engl. radiofrequency interstitial tumor ablation, RITA) (259).

1.6. CITOKINSKA I ENDOKRINA SIGNALIZACIJA KARCINOMA PROSTATE

Embrionalni razvoj prostate reguliran je medudjelovanjem epitelnih i mioepitelnih
stanica kao 1 stromalnih stanica, ukljucujuéi fibroblaste, miofibroblaste, imune stanice i
endotelne stanice. Medijatori ovih medudjelovanja jesu solubilni androgeni i njihovi receptori
koji su prisutni i u epitelnim i1 u stromalnim stanicama te peptidni ¢imbenici rasta 1 njihovi
receptori, kao $to su TGF-a i TGF-B, epidermalni ¢imbenik rasta (engl. epidermal factor
growth, EGF) 1 bazi¢ni fibroblastni ¢imbenik rasta-2 (engl. basic fibroblast growth factor,
bFGF-2) (260,261). Keratinocitni ¢imbenik rasta (engl. keratinocyte growth factor, KGF)
vazan je u razvoju prostate i smatra se da ovaj citokin kontrolira proliferaciju epitelnih stanica
na parakrini nacin (262). Inzulinu sli¢ni ¢imbenici rasta (engl. insuline-like growth factors,
IGF) jesu polipeptidni ¢imbenik rasta s funkcionalnom homologijom za inzulin, ali za razliku
od inzulina ti proteini stvaraju se lokalno od razlic¢itih tkiva (263,264).

Hormoni igraju srediSnju ulogu u biologiji prostate. Androgeni su potrebni za razvoj,
rast 1 funkciju prostate. Estrogeni takoder mogu utjecati na rast i diferencijaciju prostate. I
androgeni i1 estrogeni mogu biti upleteni u karcinogenezu prostate (265-268). Hormonalna
karcinogeneza u odgovoru na testosteron i estradiol podupire koncept da je hormonalna
karcinogeneza posredovana putem parakrinih c¢imbenika Cija je izrazenost ovisna o
stromalnim AR. Stromalno mikrookruzenje igra klju¢nu ulogu u hormonalnoj karcinogenezi
(269).

AR je clan obitelji steroidnih nuklearnih receptora i eksprimiran je u skoro svim
tkivima karcinoma prostate, uklju¢ujuci tumore neosjetljive na androgene i njihove metastaze.
AR posreduje djelovanju lipofilnih liganda, ukljucuju¢i steroidne, retinoidne, vitamin D3 i
tiroidne hormone. AR upravlja sklopom bazalnog transkripcijskog kompleksa i kofaktorima
koji su ovisni o androgenima na ciljanom genu promotoru time povisujuci transkripciju (270).

AR je fosfoprotein koji posreduje djelovanju testosterona i DHT-a djelujuci kao
transkripcijski ¢imbenik. AR je naden u mnogim tkivima obaju spolova, ali je najobilniji u
tkivima muSkaraca. Za izbjegavanje apoptoze kao i za rast karcinoma prostate potrebni su
androgeni. Zbog toga se u lijeCenju karcinoma prostate provodi blokada djelovanja androgena

ili odstranjenje testikularnih androgena.
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Stanice tumora prostate imaju nekoliko moguc¢ih mehanizama pomocu kojih mogu
postati neosjetljive na androgene. Karcinom prostate pocinje kao tumor koji ovisi o
androgenima 1 koji se moze uspjesno lijeciti androgen-ablacijskom terapijom ili strategijama
koje reduciraju koncentraciju testosterona. Unato¢ tom lijeCenju karcinom prostate s
vremenom preraste u tumor koji je neovisan o androgenu, odnosno HRCaP, 1 viSe se ne moze
lijeciti hormonskim terapijama. Prema tome, progresija androgen-ovisnog do androgen-
neovisnog klju¢ni je korak u razvoju karcinoma prostate, ali molekularna osnova za razvoj
karcinoma prostate koji je neovisan o hormonima slabo je razumljiva (271).

Mehanizmi koji mogu pridonijeti progresiji karcinoma prostate od androgen-ovisnog
do androgen-neovisnog jesu:

1) povecanje broja AR ili mutacije u AR-hormonvezuju¢oj domeni mogu promijeniti
njegovu funkciju (272-274),

2) regrutiranje nesteroidnih receptor-signalizacijskih transdukcijskih puteva aktivira AR
na mjestu na kojem je doslo do klini¢ke deprivacije androgena. AR bi mogao postati
aktivan na ligand-neovisan nacin pomoc¢u ¢imbenika rasta (IGF-1, EGF 1 KGF) te
receptora ¢imbenika rasta HER2 (engl. human epidermal growth factor receptor 2). Ti
¢imbenici povezani su s razli¢itim signalnim putevima te su mehanizmi koji su u

podlozi androgene neovisnosti vjerojatno visestruki (275).

Pokazano je da prekomjerna ekspresija HER-2/neu-receptor-tirozin-kinaze moze biti
jedan od mehanizama za hormonsku neovisnost (276). Prekomjerna ekspresija IL-6 upletena
je u malignu pretvorbu karcinoma prostate i IL-6 receptor eksprimiran je u vecini stani¢nih
linija karcinoma prostate (277). Nadalje, za IL-6 se pokazalo da regulira rast karcinoma
prostate i transaktivira AR-gensku ekspresiju u odsutnosti androgena. IL-6 je nesteroidni
aktivator AR-a putem intracelularnog medudjelovanja IL-6 i AR-signalizacijskog puta (278).
Poznato je da IL-6 aktivira erbB2/HER2 1 JAK (engl. Janus kinase) obitel;j tirozin-kinaza kroz
gp130 receptor s kasnijom aktivacijom mitogen aktivirane protein kinaze (engl. mitogen
activated protein kinase, MAPK) 1 signal transdjusera aktivatora transkripcije (engl. signal
transducer and activator transcription, STAT) (277).

Citokini ¢ine raznoliku grupu intracelularnih signalizacijskih proteina koji reguliraju
lokalne 1 sistemske imune 1 upalne odgovore kao i cijeljenja rana i hematopoezu. Razlikujemo
proinflamatorne i antiinflamatorne citokine. Upalni citokini, ukljucuju¢i TNF-a, IL-1pB i IL-6,
aktiviraju koagulaciju i inhibiraju fibrinolizu, §to moze rezultirati difuznim oStecenjem

endotela kapilara, s posljedi¢nom disfunkcijom brojnih organa (279).
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Proliferacija i sazrijevanje normalnih i malignih stanica imunoloSkog sustava
regulirani su interleukinima. Takvi citokini mogu takoder utjecati na proliferaciju i
diferencijaciju drugih tipova stanica. Kada se stanice karcinoma prostate tretiraju s IL-6,
aktivira se nekoliko puteva: apoptoza (280), inhibicija proliferacije (281), inhibicija DNA
sinteze 1 zastoj u G1 fazi stani¢nog ciklusa (282) ili produzenje intervala izmedu mitoze i

ponovnog prianjanja stanica kéeri na podlogu (283).

1.7. INTERLEUKIN-6

IL-6 je pleiotropni citokin koji je prekomjerno eksprimiran u odgovoru na ozljedu,
upalu i infekciju (284).

IL-6, takoder poznat kao interferon B2, 26-kDa protein i B stani¢ni stimulacijski
faktor2, citokin je ¢ije djelovanje ukljucuje stimulaciju sinteze imunoglobulina, povecanje
rasta B stanica 1 modulaciju sinteze proteina akutne faze od strane hepatocita. Sinteza 1L-6
stimulirana je od IL-1, TNF-a ili ¢imbenika rasta izoliranog iz trombocita (PDGF, engl.
platelet derived grow factor) (285).

Humani IL-6 gen nalazi se na kromosomu 7p21 (286,287) 1 sastoji se od 5 eksona i 4
introna. Organizacija gena IL-6 pokazuje izrazitu slicnost s G-CSF (engl. granulocyte-colony-
stimulating factor) genom. Oba gena imaju isti broj eksona i introna i veli¢ina svakog eksona
upadljivo je sli¢na iako je duljina introna razlicita (288). Mehanizam kojim se regulira
ekspresija IL-6 gena nije poznat. Pokazano je da porast intracelularnog ciklickog adenozin
monofosfata (engl. cyclic adenosine monophosphate, cAMP) pojacava IL-6 gensku ekspresiju
putem protein kinaze C-neovisnog mehanizma. IL-1 i ¢imbenik nekroze tumora (engl. tumor
necrosis factor, TNF) takoder povisuju IL-6 mRNA razinu putem protein kinaze C-neovisnog
mehanizma (285).

IL-6 proizvode razliciti tipovi limfoidnih i1 nelimfoidnih stanica, kao §to su T stanice,
B stanice, monociti, fibroblasti, keratinociti, endotelne stanice, mezengijalne 1 odredene
tumorske stanice (289).

IL-6 inducira rast T stanica i diferencijaciju citotoksi¢nih T stanica (290), makrofaga
(291), megakariocita (292) i osteoklasta (293) te proizvodnju IL-2 (294). IL-6 djeluje
sinergisticki s IL-3 u formiranju kolonija blast stanica pri hematopoezi (295).

IzIu¢ivanje IL-6 regulira nekoliko fizioloSkih i1 patoloskih ¢imbenika kao S$to su
hormoni, citokini, prehrana, tjelesne aktivnosti, stres i hipoksija. IL-6 koji se lu¢i od

adipoznog tkiva moze imati u¢inak na metabolizam kroz nekoliko mehanizama kao $to su
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ekspresija specificnih gena adipoznog tkiva, oslobadanje triglicerida, smanjenje aktivnosti
lipoprotein lipaze i senzitivnosti na inzulin (296).

Serumska razina IL-6 niska je ili nedetektibilna u normalnim fizioloskim uvjetima.
Proizvodnja IL-6 u skeletnim miSi¢ima raste 100 puta tijekom fizicke aktivnosti 1 IL-6 se
znatno viSe proizvodi i oslobada u razdoblju poslije vjezbe, kada je aktivnost inzulina veca. S
druge strane, IL-6 je povezan s debljinom i smanjenim djelovanjem inzulina (297).

PoviSena razina IL-6 u serumu javlja se zajedno s poviSenom razinom C-reaktivnog
proteina (CRP) u stanjima kao $to su depresija, kroni¢na upala i1 kardijalne bolesti (298).

U¢inci IL-6 u ciljnim stanicama ovise o prisutnosti njegova membranskog receptora.
IL-6R eksprimiran je u tkivima epitelnog i mezenhimalnog podrijetla (299). Ovaj receptor
sadrzi dvije podjedinice, ligand-prepoznavaju¢u komponentu (a-podjedinicu) gp80 (IL-
6Ra/gp80) 1 signal-transdukcijsku komponentu (B-podjedinicu) gp130 (289). Vezivanje IL-6
na a-podjedinicu dovodi do dimerizacije B-podjedinice i posljedi¢ne aktivacije JAK-ova. Ovaj
korak prati indukcija tirozin-fosforilacije i nuklearne translokacije signalnih prijenosnika i
aktivatora transkripcijskih ¢imbenika i pokretanje genske transkripcije (300).

Dok je gp130 prisutan na gotovo svim stanicama u tijelu, IL-6R je prisutan samo na
nekim stanicama, uglavnom hepatocitima i leukocitima. Stanice koje eksprimiraju samo
gp130, a ne IL-6R, neosjetljive su na IL-6. IL-6R moze postojati kao solubilni protein koji je
stvoren ograni¢enom proteolizom receptora koji je vezan za membranu ili prijenosom iz
naizmjenicno cijepane mRNA. Taj sIL-6R mozZe vezati IL-6 i1 solubilni kompleks sIL-6R/IL-6
moze se vezati na gp130 na stanice koje nemaju za membranu vezan IL-6R i pokrenuti gp130
signalizaciju. Taj se proces naziva , trans-signalizacija®“ (284).

Vecina solubilnih receptora jesu antagonisti, ali neki su solubilni receptori agonisti. U
takvim slucajevima kompleksi liganda i1 solubilnog receptora vezu se na ciljnoj stanici za
druge receptorske podjedinice 1 zapocinju intracelularnu signalizaciju. sIL-6R obitelji citokina
(sIL-6R, sIL-11R, solubilni cilijarni neurotroficki ¢imbenik receptor) agonisti su koji mogu
prenijeti signale interakcijom s univerzalnim signal-transdukcijskim receptorom za sve
citokine iz IL-6 obitelji, gp130. In vivo, IL-6/sIL-6R kompleks stimulira procesom trans-
signalizacije nekoliko tipova stanica koje ne eksprimiraju membranski IL-6R i time ne
odgovaraju na sam IL-6. Solubilni oblik IL-6 obitelji signalizacijskih receptorskih podjedinica
gp130 prirodni je inhibitor IL-6 trans-signalizacijskog odgovora. Kod mnogih kroni¢nih
upalnih bolesti kao $to su kroni¢ne upalne bolesti crijeva, peritonitis, reumatoidni artritis,
astma, karcinom kolona, IL-6 trans-signalizacija klju¢na je u odrzavanju bolesti, poticuci

prijelaz od akutne do kroni¢ne upale. Nadalje, tijek bolesti moze biti prekinut pomocu
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solubilnog gp130 (sgp130) proteina koji je prirodni inhibitor sIL-6R-ovisnog IL-6 odgovora
(301).

IL-6 trans-signalizacija putem sIL-6R ima vaznu ulogu u progresiji nekih autoimunih
bolesti i karcinoma omogucuju¢i odgovor na IL-6 u stanicama koje nemaju IL-6R. Tijekom
imunog odgovora CD4 T stanice vazan su izvor sIL-6R. (302). IL6R takoder ispustaju
apoptoticki humani neutrofili (303).

Razine IL-6 u serumu bolesnika s karcinomom jesu unutar raspona pikograma (100 —
500 pg/ml), dok je koncentracija sIL-6R u serumu bolesnika s karcinomom unutar raspona
nanograma (ng/ml) (304). IL-6-tip citokina IL-6, IL-11, inhibitorni ¢imbenik leukemije (engl.
leukemia inhibitory factor, LIF), onkostatin M (OSM), cilijarni neutrofilni ¢imbenik,
kardiotrofin-1 1 citokinu sli¢an kardiotrofin vazna su obitelj posrednika uklju¢enih u
regulaciju akutne faze odgovora na ozljedu 1 infekciju. Ovi citokini takoder imaju klju¢nu
ulogu u hematopoezi, regeneraciji jetre i neurona, embrionalnom razvoju i fertilitetu.
Poremecena regulacija tih citokina i njihove signalizacije pridonosi pocetku i razvoju nekih
bolesti, kao Sto su reumatoidni artritis, upalna bolest crijeva, osteoporoza, multipla skleroza 1
razliciti tipovi karcinoma (npr. multipli mijelom i karcinom prostate) (305).

Kada se IL-6 veze na svoj receptor aktivira se nekoliko intracelularnih signalizacijskih
puteva, kao Sto su Janus obitelj kinaza (JAK1, JAK2 i tirozin kinaza 2 — TYK2), koji su
vezani na citoplazmatsku domenu gp130 (305).

IL-6 takoder aktivira Ras 1 potic¢e njegovu translokaciju u plazmatsku membranu gdje
on aktivira Raf, mitogen aktiviranu protein kinazu (engl. mitogen/extracellular signal-
regulated kinase, MEK) 1 mitogen aktivirani protein (engl. mitogen activated protein, MAP)
(Erk1/2) (306).

Tre¢i put aktiviran od IL-6 jest fosfoinozitol 3 kinaza (PI3K) — protein kinaza B
(PKB/Akt) put jer JAK moze fosforilirati PI3K (307).

Vezivanje STAT-3 na specificnu DNA domenu potice ekspresiju razlicitih gena (slika

1).
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Slika 1. IL-6 posredovana signalizacija, genska ekspresija i djelovanje na stanice. IL-6 aktivira tri
puta, STAT-3, Erk1/2 i PkB/Akt. To rezultira up-regulacijom brojnih gena koji utjecu na prezivljenje,
proliferaciju, diferencijaciju, osteogenezu/osteolizu, angiogenezu i imunu modulaciju u razli¢itim
ciljnim stanicama. Ekspresija ovih gena ima nekoliko protumorogenih u¢inaka.

(Dozvolom autora i casopisa, slika preuzeta iz clanka Ara T, DeClerck YA. Interleukin-6 in bone
metastasis and cancer progression. Eur J Cancer. 2010,46(7);1223-31.)

U in vitro uvjetima, bFGF 1 ciklooksigenaza (COX-2) jesu downstream efektori IL-6
inducirane angiogene aktivnosti u BBC stanicama. IL-6-posredovana bFGF up-regulacija
dogada se kroz aktivaciju JAK/STATS3 i PI3-kinase/Akt puteva. SprjeCavanje stvaranja IL-6,
inhibicija bFGF stvaranja ili sekrecije 1ili blokiranje JAK/STAT3 1 PI3-Kinase/Akt
signalizacijskih puteva mogli bi se koristiti za prevenciju ili lije€enje karcinoma koze. Cox-2
takoder ima ulogu u IL-6-induciranoj angiogenezi (307).

TGF-beta pojacava djelovanje IL-6 koji pokreée aktivaciju STAT3 i STAT3-
posredovanu gensku ekspresiju u hepatocitima (308).

IL-6 stimulira ekspresiju Cox-2 u osteoblastima, osteoklastima i tumorskim stanicama
1 proizvodnju prostaglandina E2 (PGE2) koji djeluje kao posrednik osteoklasti¢ne aktivnosti
povisujuci ekspresiju RANKL u osteoblastima i ekspresiju RANK u osteoklastima. Tako

nastaje kaskada signala koji povisuju osteolizu (309,310).
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IL-6 takoder medudjeluje s Wnt signalizacijskim putem koji regulira osteogenezu
poticanjem diferencijacije mastocita u koStanoj srzi (engl. bone-marrow derived mast cells,
BMMC) u osteoblaste i sintezu kolagena od strane ovih stanica. Samu Wnt signalizaciju
kontrolira nekoliko inhibitora, osobito Dickkopf-1 (Dkk-1) solubilni protein, koji
eksprimiraju mnoge metastatske i karcinomske stanice, npr. stanice karcinoma dojke i
mijeloma 1 odgovorni su za inhibiciju osteogeneze povezane s osteolitickim koStanim
metastazama (311).

IL-6 smanjuje sintezu gena poput tip II kolagena i proteina hrskavice pridonoseci
smanjenju stvaranja nove kosti (312).

IL-6 takoder igra vaznu ulogu u poticanju metastaza u druge organe osim kostiju.
STAT-3 aktivacija koja ovisi o IL-6 u humanom melanomu potice rast metastatskog tumora u
mozgu putem pokretanja naglasene ekspresije bFGF-a, matriks metaloproteinaze (MMP-2) 1
vaskularnog endotelnog ¢imbenika rasta (engl. vascular endothelial growth factor, VEGF)
koji pridonose invaziji i angiogenezi (313).

Utvrdeno je da IL-6 1 IL-8, koji su proizvedeni u primarnom tumoru, poti¢u
regrutiranje cirkuliraju¢ih tumorskih stanica natrag u njihov primarni tumor procesom
»~tumorskog samosijanja“ i time ubrzavaju rast tumora, angiogenezu i regrutiranje stromalnih
stanica (314).

U stanicama mijeloma IL-6 prevenira diferencijaciju osteoblastnih progenitor stanica u
zrele osteoblaste 1 prevenira osteolizu. Interakcija izmedu stanica multiplog mijeloma (MM) i
mezenhimalnih mati¢nih stanica (engl. mesenchymal stem cell, MSC) iz strome koStane srzi
rezultira stvaranjem i odrzavanjem osteolitickih koStanih lezija. Poznato je da MM stanice
poticu osteoklasticnu aktivnost i luce visoke razine Wnt inhibitora, Dkk-1, koji sprjeCava da
se MSC diferenciraju u osteoblaste. Dkk1-blokiraju¢i agensi mogli bi se koristiti ne samo za
usporavanje progresije bolesti nego i za izljeCenje postojecih osteolitickih lezija (315).

IL-6 povecava ekspresiju nekoliko proteina prezivljenja, kao S$to je survivin.
Aktivirana STAT-3 signalizacija pridonosi progresiji karcinoma dojke 1 rezistenciji na
kemoterapeutike 1 barem djelomi¢no inducira ekspresiju antiapoptotickog proteina survivina
(316).

IL-6 tako pridonosi uto¢iSnom ucinku u kostanoj srzi gdje tumorske stanice stjecu
rezistenciju na citotoksi¢nu kemoterapiju (317).

Izrazena ekspresija proteina prezivljenja obicno je povezana s porastom
kemorezistencije te je temeljna aktivacija STAT-3 otporna na kemoterapeutike. STAT-3 daje

karcinomskim stanicama povecanu sposobnost prezivljenja genotoksi¢nog lijeCenja. Buduéi
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kemoterapeutski rezimi mogli bi imati korist od kombiniranja konvencionalnih lijekova s
novom ciljnom terapijom koja se upli¢e u STAT-3 signalizacijske puteve (318).

IL-6 ima viSestruk ucinak na tumorsku progresiju. Neki su ucinci rezultat njegova
direktnog djelovanja na tumorske stanice, drugi su rezultat njegova djelovanja na normalne
stanice u tumorskom mikrookruZzenju, osobito osteoblaste, osteoklaste, endotelne stanice i
imune stanice. Mnostvo dokaza podupire protumorogeni u¢inak IL-6 u tumorskoj progresiji i
kosStanim metastazama te terapijsku efikasnost inhibitora IL-6 1 IL-6 signaliziranja. Suvremeni
pristupi lijeCenja usmjereni su na velike proteine poput humanih monoklonalnih antitijela
(mAb) i malih molekula koje inhibiraju IL-6 posredovanu signalizaciju ili proizvodnju IL-6

(304).
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Slika 2. SOCS-3 je uobicajeni negativni regulator za androgen i IL-6 puteve u karcinomu prostate.
(Dozvolom autora, slika preuzeta iz clanka Neuwirt H, i sur. Suppressor of cytokine signalling-3 is up-

regulated by androgen in prostate cancer cell lines and inhibits androgen-mediated proliferation and
secretion. Endocr Relat Cancer. 2007, 14(4):1007-19.)

Supresori citokinske signalizacije (engl. suppressors of cytokine signalling, SOCS)
mogu sprijeciti kontinuiranu aktivaciju signalizacijskih puteva, a induciraju ih interleukini i
razliciti peptidni hormoni (319). SOCS-3 pripada obitelji SOCS, koja se sastoji od osam
¢lanova nazvanih SOCS 1 — 7 1 CIS (engl. cytokine inducible SH2-containing protein). Ti
proteini sadrze centralnu SH2 domenu i C-terminalno SOCS polje. (320,321).
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SOCS proteini ukljuceni su u patoloske promjene koje znacajno mijenjaju JAK/STAT
put i njegovu regulaciju. Ti glavni signalizacijski putevi djeluju na Sirok raspon fizioloskih i
patoloskih procesa, ukljucuju¢i upalne, maligne bolesti i imunoloske poremecaje putem
razli¢itih mehanizama, kao §to je vezivanje na fosforilirani citokinski receptor ili JAK (322).

Inhibitorna uloga SOCS-a dozvoljava samo prolaznu aktivaciju JAK-ova i STAT-ova i
tako kontrolira trajanje signalizacije koja je inducirana od citokina. SOCS proteini
kratkotrajno su prisutni zbog brze proteosomalne degradacije pokrenute od SOCS polja. To
inhibitorno djelovanje samo je privremeno (323).

Vjeruje se da su SOCS proteini regulatori petlje negativnog feedbacka signalizacijskih
puteva koji su posredovani citokinima. Ekspresija i funkcija SOCS proteina istrazivana je u
nekoliko malignih bolesti. U tim studijama otkriveno je da je SOCS upleten u regulaciju
stani¢ne proliferacije 1 apoptoze (319).

U liniji stanica karcinoma prostate SOCS-3 antagonizira u¢inke cAMP-a rezultirajuci
inhibicijom apoptoze i poticanjem stani¢ne proliferacije (324).

Androgen moze up-regulirati SOCS-3 proteinsku razinu bez utjecaja na transkripciju.
Nadalje, SOCS-3 moZe antagonizirati proliferativne u¢inke androgena. Up-regulacija ciklina
i kinaze ovisne o ciklinima (engl. cyclin-dependant kinase, Cdk) poslije androgene stimulacije
moze biti u€inkovito inhibirana od SOCS-3. Androgen i IL-6 signalizacija u karcinomu
prostate mogu dovesti do novog koncepta regulacije rasta 1 diferencijacije. To se bazira na
¢injenici da androgeni i IL-6 induciraju iste negativne regulatore signaliziranja, SOCS-3

(319).
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2. HIPOTEZA ISTRAZIVANJA
HIPOTEZA1

Razina IL-6 u serumu je visa kod bolesnika kod kojih je biopsijom dokazan karcinom
prostate u odnosu na druge bolesti prostate i ekspresija IL-6 veca je u uzorcima tkiva prostate

u kojima je dokazan karcinom prostate.

HIPOTEZA 11

Razina IL-6 u serumu i ekspresija IL-6 u tkivu bolesnika agresivnijim oblikom

karcinoma prostate viSe su u odnosu na manje agresivan karcinom prostate.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

= usporediti razinu IL-6 u serumu bolesnika s karcinomom prostate s razinom IL-6 u
serumu bolesnika s BPH, PIN-om 1 kroni¢nim prostatitisom

= usporediti utvrdenu razinu IL-6 u serumu bolesnika s karcinomom prostate s priznatim
prognostickim ¢imbenicima (PSA, GS, T2 1 T3/T4 stadij karcinoma prostate)

= usporediti IHC ekspresiju IL-6 u karcinomu prostate s izrazenosti u BPH, PIN-u i
kroni¢nom prostatitisu

= usporediti IHC ekspresiju IL-6 u karcinomu prostate s priznatim prognostickim

¢imbenicima (PSA, GS, T2 1 T3/T4 stadijem karcinoma prostate)
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4. ISPITANICI I METODE
4.1. ISPITANICI

U istrazivanje su ukljuceni bolesnici kojima je napravljena biopsija prostate, zbog
sumnje na karcinom prostate, u razdoblju 9. studenog 2011. — 23. sije¢nja 2013. godine.

Svaki ispitanik bio je prethodno pregledan i dijagnosticki obraden na Klinici za
urologiju gdje je doneSena odluka za biopsiju prostate.

Prije same biopsije obavljen je intervju u kojem su od ispitanika uzeti podaci koji bi se
mogli koristiti u statistiCkoj obradi i1 interpretaciji rezultata, a istovremeno su isti upoznati s
nac¢inom provodenja i svrhom ispitivanja te je potpisan pristanak bolesnika za navedeno
istrazivanje.

Obradeno je 148 musSkaraca u dobi izmedu 33 i 82 godine. U istrazivanje su ukljuceni

samo oni muskarci koji su zadovoljavali sljedece uvjete:

1) muskarci podvrgnuti biopsiji prostate na Klinici za urologiju sa sumnjom na
karcinom prostate (PSA > 4 ng/ml i/ili pozitivnim DRP-om 1i/ili pozitivnim
ultrazvucnim pregledom prostate)

2) postojanje svih klinickih podataka i adekvatne PHD

3) ispitanik nije imao aktivnu infekciju ili upalnu bolest

4) ispitanik prije biopsije nije dobivao dodatnu hormonsku i/ili radioterapiju

5) ispitanik uz karcinom prostate nije imao dodatni maligni visceralni tumor

6) ispitanik tjedan prije biopsije nije bio podvrgnut DRP-u ili drugoj manipulaciji
prostate

Klini¢ki podaci o ispitanicima dobiveni su iz osobnih kartona bolesnika na Klinici za

urologiju, a podaci o PHD-u iz kompjutorizirane baze podataka Klinickog zavoda za
patologiju i forenzi¢ku medicinu Klinickog bolni¢kog centra Osijek. Svaki ispitanik dobio je
jedinstveni broj s kojim je ukljucen u istrazivanje, a radi zastite osobnih podataka ispitanika.

Istrazivanje je bilo prospektivno i provedeno na Klinici za urologiju Klinickog

bolnickog centra Osijek u suradnji s Odjelom za klini¢ku laboratorijsku dijagnostiku
Klinickog bolnickog centra Osijek te Zavoda za patologiju i forenzicku medicinu Klini¢ckog

bolnickog centra Osijek.
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4.2. METODE ISTRAZIVANJA
4.2.1. Analiza razine IL-6 u serumu

Krv za odredivanje razine IL-6 u serumu prikupljala se u neheparinizirane epruvete
prije same biopsije uz odvajanje seruma unutar jednoga sata od uzimanja krvi. Serum je
c¢uvan na -70 °C i otopljen netom prije testiranja. IL-6 u serumu bolesnika odredivan je
elektrokemiluminiscentnim imunotestom (ECLIA) na COBASe 6000 uredaju tvrtke ROCHE
DIAGNOSTICS (Mannheim, Njemacka). Najniza razina detektibilnosti IL-6 u serumu bila je

1,5 pg/ml. Razine tPSA, fPSA, {/tPSA u serumu izmjerene su neposredno nakon vadenja krvi.

4.2.2. PatohistoloSka analiza uzoraka tkiva prostate

Biopsija prostate napravljena je pod kontrolom TRUZ-a iglom promjera 18 guagea.
Uzeto je 6 uzoraka, odnosno cilindara, iz lijevog i 6 uzoraka iz desnog reznja prostate.
Cilindri tkiva nakon biopsije stavljeni su u kasetu na spuzvicu. U svaku kasetu stavljen je
jedan cilindar i oznaCeno je mjesto iz kojeg je uzet. Kaseta je zatim zatvorena 1 stavljena u
bocicu s formalinom. Materijal je poslan na PHD istog dana. Nakon $to je patolog opisao i
izmjerio primljene cilindre pristupilo se daljnjoj obradi cilindara u tkivnom procesoru.
Dobiveni materijal uklopljen je u parafin i izrezan na rezove debljine 4 pm koji su
deparafinizirani 1 obojeni standardnom metodom hemalaun-eozinom (HE). Dijagnoza je
uglavnom postavljena ve¢ na malom ili srednjem povecanju, a temeljila se na kombinaciji
arhitekturalnih 1 citoloSkih kriterija. Glavni arhitekturalni kriterij za karcinom bio je
infiltrativni rast i odsutnost bazalnih stanica, dok je glavni citoloSki kriterij bio prisutnost
mononukleola u jezgri tumorskih stanica. Svaki nalaz karcinoma sadrzavao je Gleasonov
uzorak 1 GS. PatohistoloSka analiza uzoraka cijele prostate radena je tako da je uz GS

odredena i TNM Kklasifikacija karcinoma (odnosno T2, T3/T4 stadij karcinoma prostate).

4.2.3. Imunohistokemijska analiza ekspresije IL-6 u uzorcima tkiva prostate

Uzorci prostate za IHC na IL-6 odabrani su tako da je uz promjenjeni dio prostate bilo
1 tkivo prostate koje nije zahvaceno promjenom, a koje je takoder analizirano na prisutnost
IL-6. KoriStena su misja antihumana IL-6 antitijela (NCL-L-IL-6) kupljena od Leica
Biosystems (Newcastle, UK). Blokovi tkivnog microarraya (engl. tissue microarray, TMA)

bili su napravljeni kako je prethodno opisano — uzorci tkiva prostate bili su odmah fiksirani u
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20%-tnom formalinu, uklopljeni u parafin i podvrgnuti rutinskom PHD-u. Klini¢ki stadij

odreden je u skladu s UICC (123).

Imunohistokemijski protokol za IL-6

1))

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Iz parafinskih blokova tkiva prostate narezani su rezovi debljine 4 um i nanijeti na
silanizirana mikroskopska stakalca (DAKO, Danska).

Rezovi na predmetnim stakalcima izravnati su na vodenoj kupelji na temperaturi od 50
°C.

Predmetna stakalca suSena su u termostatu 20 minuta na 60 °C.

Zatim su preparati deparafinizirani u ksilolu 30 minuta.

Nakon toga su isprani apsolutnim alkoholom te nakon toga destiliranom vodom.
Slijedilo je ispiranje predmetnih stakalaca u puferu PBS (engl. phosphate-buffered
saline) pH = 7,2 1 tretiranje s H>O» (Dako-NoS 2023) 30 minuta radi inaktivacije
endogene peroksidaze.

Rezovi su zatim ostali u TRIS (engl. tris(hydroxymethyl)aminomethane) puferu 10
minuta.

Slijedila je uporaba primarnog protutijela IL-6 (NCL-L-IL-6,klon 10C12, klasa IgG2a)
(DAKO, Danska) razrjedenja 1 : 50 koje se inkubiralo na 5 °C u hladnjaku 20 sati.
Nakon toga su ispirani TRIS puferom i destiliranom vodom i zatim je uslijedila

inkubacija epitop enzimom EnVision 30 minuta.

10) Mjesto nastalog imunokompleksa vizualiziralo se pomoc¢u kromogena DAB-a (3,3-

diaminobenzidin) tako da je u njemu inkubirano 20 minuta.

11) Zatim je slijedilo bojenje HE-om 6 minuta.

12) Nakon bojenja uslijedilo je ispiranje destiliranom vodom i dehidracija apsolutnim

alkoholom te izbistravanje u ksilolu 10 minuta.

13) Na kraju su se predmetna stakalca lijepila kompatibilnim ljepilom za ksilol i pokrila su

se pokrovnim stakalcima.

Dijagnostika je radena svjetlosnim mikroskopom KARL ZEIS imager A1, poveéanjem

40x 1 100x, a po potrebi i ve¢im za odredivanje citoloskih detalja kao $to su tip kromatina,

veli¢ina nukleola, citoplazmatski detalji. U jednom je dijelu dijagnosticki postupak uz
standardno HE bojenje nadopunjen IHC pretragama CKHMW klon CK 34Bel2, p63 i
AMACR.
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Svaki uzorak imao je pozitivnu probu (kolon) koju je proizvoda¢ naveo kao pozitivhu
probu. Rezultati IHC analize za navedeni biljeg prikazani su semikvantitativno odredivanjem
postotka imunoreaktivnih stanica. Postotak imunoreaktivnih stanica odredivan je na cijeloj
povrsini u odabranom prerezu, a oznacavan je kao: 0 ako nije bilo ekspresije 1L-6; 1 za
ekspresiju IL-6 u manje od 10% stanica; 2 za ekspresiju u 10 — 50%; 3 za ekspresiju IL-6 u

vise od 50% stanica.
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4.3. STATISTICKA ANALIZA DOBIVENIH PODATAKA

Dobiveni rezultati prikazani su tablicno. Napravljena je deskriptivna statistika pomocu
mjere centralne tendencije (C = medijan) 1 mjera rasprSenja (totalni raspon, minimalna-
maksimalna vrijednost) i1 analiza normaliteta distribucije Smirnov-Kolmogorovljevim testom.
Shodno rezultatima u daljnjoj analizi primjenjivali su se neparametrijski testovi. Pri analizi
razlika kvantitativnih vrijednosti izmedu dviju skupina upotrijebljen je neparametrijski Mann-
Whitney U test i Wilcoxonov test predznaka. Za medusobnu usporedbu triju skupina
upotrijebljen je neparametrijski Kruskall-Wallis test. Frekvencije 1 postotak ekspresije IL-6 u
pojedinim stanicama ovisno o PHD-u, GS-u i TNM Kklasifikaciji prikazani su tabli¢no.
Spearmanov koeficijent korelacije (rho) koriSten je za utvrdivanje meduodnosa pojedinih
kvantitativnih varijabli. Sve vrijednosti ispod 0,05 smatrale su se znacajnima. Za analizu je

koriSten statisticki program IBM SPSS Statistics Version 19.
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5. REZULTATI
5.1. DESKRIPTIVNI PODACI

Statistickom obradom dobivenih rezultata nije nadena znacajna razlika u dobi izmedu
bolesnika s obzirom na Cetiri dijagnoze (Kruskal-Wallisov test, p = 0,121). Prosjecna dob svih
bolesnika bila je 67 godina (raspon = 33 — 82).

Nije nadena znacajna razlika u dobi izmedu bolesnika s obzirom na GS (Mann-
Whitneyjev U test, p = 0,095). Prosjecna dob bolesnika sa srednje diferenciranim
karcinomom prostate bila je 65,5 godina (raspon = 33 — 81), a prosjecna dob bolesnika sa
slabo diferenciranim karcinomom prostate bila je 70 godina (raspon = 49 — 82).

Nije nadena znacajna razlika u dobi s obzirom na T2 i1 T3/T4 stadij karcinoma prostate
(Mann-Whitneyjev U test, p = 0,65). Prosjetna dob bolesnika s T2 stadijem karcinoma
prostate bila je 61 godina (raspon = 49 — 70), a bolesnika s T3/T4 stadijem karcinoma prostate
bila je 62 godine (raspon = 55 — 68).

U grupi bolesnika s PIN-om prosje¢na dob bila je 67,5 godina (raspon = 54 — 80), u
grupi s BPH prosje¢na dob bila je 62 godine (raspon = 43 — 76), a u grupi bolesnika s
kroni¢nim prostatitisom prosjecna dob bila je 69 godina (raspon = 53 — 73).

Tablica 2 pokazuje da je u studiju bilo ukljuceno 148 bolesnika. Od toga 82 bolesnika
imala su karcinom prostate, 25 bolesnika imalo je BPH, 24 bolesnika imala su PIN i 17
bolesnika kroni¢ni prostatitis. Srednje diferencirani karcinom prostate (GS <713 +4 =7)
imao je 61 bolesnik, a lose diferenciran karcinom prostate (GS > 7 1 4 + 3 = 7) imao je 21
bolesnik. Od 25 bolesnika podvrgnutih RP-u 16 bolesnika imalo je T2 stadij karcinoma

prostate, 9 bolesnika T3/T4 stadij karcinoma prostate.
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Tablica 2. Zastupljenost pacijenata u razliitim pra¢enim kategorijama (dijagnoza, GS i

TNM).
Dijagnoza N GS N Operacija N TNM N
<7
(3+4=7) 6l RP T2 16
Karcinom 82 >7 25 T3, T4 9
prostate (443-7) )1

BPH 25
PIN 24
Prostatitis 17
Ukupno 148

GS — Gleason score, BPH — benigna hiperplazija prostate, PIN — intraepitelna neoplazija
prostate, RP — radikalna prostatektomija, TNM - klasifikacija stadija tumora prema T
(primarni tumor), N (regionalni limfni ¢vorovi), M (udaljene metastaze)

5.2. REZULTATI ANALIZE SERUMSKE RAZINE IL-6, tPSA, fPSA I {/tPSA

5.2.1. Rezultati analize serumske razine IL-6, tPSA, fPSA i f/tPSA s obzirom na
dijagnozu

Kruskal-Wallisovim testom nije nadena znacajna razlika u serumskoj razini IL-6 kod
bolesnika s karcinomom prostate, BPH, PIN-om 1 prostatitisom (p = 0,088). Medijan
serumske razine IL-6 kod karcinoma prostate bio je C = 2,09 (raspon 1,49 — 16,75); C = 2,16
(raspon 1,49 — 5,93) naden je kod PIN-a; C = 1,63 (raspon 1,49 — 3,84) kod BPH; C = 1,55
(raspon 1,49 — 4,61) kod prostatitisa. Nadalje, ovim testom utvrdeno je da se razina PSA u
krvi znaCajno razlikuje izmedu Cetiriju grupa bolesnika (p = 0,00). Mann-Whitneyjevim U
testom utvrdena je znacajna razlika u serumskoj razini PSA (p = 0,001) izmedu bolesnika s
karcinom prostate i PIN-om, kao i znacajna razlika u serumskoj razini PSA izmedu istih

bolesnika (p = 0,001). Ukratko, bolesnici s karcinomom prostate imali su viSe serumske
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razine PSA od bolesnika s PIN-om i BPH. Nadeno je da je razlika u serumskoj razini PSA
izmedu bolesnika s karcinom prostate i prostatitisom na granici znacajnosti (p = 0,052).
Takoder, Kruskal-Wallisovim testom utvrdena je znacajna razlika u serumskoj razini f/tPSA
izmedu Cetiriju dijagnoza (p = 0,000). Mann-Whitneyjevim U testom nadena je znacajna
razlika izmedu bolesnika s karcinomom prostate i PIN-om (p = 0,000), kao i razlika izmedu
bolesnika s karcinomom prostate i BPH (p = 0,003) te izmedu bolesnika s karcinomom
prostate i prostatitisom (p = 0,004). Zakljucno, bolesnici s karcinomom prostate imali su nize
serumske razine f/tPSA od svih ostalih grupa bolesnika. Konacno, Kruskal-Wallisovim
testom nije nadena znacajna razlika u fPSA razini izmedu Cetiriju grupa bolesnika (p = 0,631)

(tablica 3).

Tablica 3. Serumske razine IL-6, tPSA, fPSA 1 f/tPSA

dob (godine) IL-6 (pg/ml) tPSA (ng/ml) fPSA (ng/ml) fAPSA (%)

N medijan raspon medijan raspon medijan raspon medijan raspon medijan  raspon

Karcinom 82 67 3382 209 | 6435 9,20* 628613 135 261,3(-) 16 5-33
PIN 24 6750 54-80 2,16 154993 4,80 21(’)"‘(') 1,20 3’:4177' 2 1737
BPH 25 62 43-76 1,63 13’;94" 5,70 11 573 1,22 022782 20 9-40
Prostatitis 17 69 5373 1,55 144691 6,10 11798 1,19 %5122 20 1446

PIN — intraepitelna neoplazija prostate, BPH — benigna hiperplazija prostate, IL-6 — interleukin-6, tPSA —

ukupni prostata specificni antigen, fPSA — slobodni prostata specifi¢ni antigen, f/tPSA — omjer slobodni/ukupni
prostata specifi¢ni antigen
*p < 0,05 smatra se statisticki znacajnim

5.2.2. Rezultati analize serumske razine IL-6, tPSA, fPSA i f/tPSA s obzirom na srednje i
loSe diferencirani karcinom prostate

Mann-Whitneyjevim U testom utvrdeno je da su bolesnici s loSe diferenciranim
karcinomom prostate (GS < 7; 3 + 4 = 7) imali znacajno viSe serumske razine IL-6 nego
grupa bolesnika sa srednje diferenciranim karcinomom prostate (GS > 7; 4 +3 =7) (p =

0,007). Medijan serumske razine za IL-6 kod loSe diferenciranog karcinoma prostate bio je C
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= 3,30 (raspon 1,49 — 10,67), a medijan serumske razine PSA bio je 54,30 (raspon 3,3 —
686,3); C=7,74 (raspon 0,13 — 60,9) za fPSA i C = 10 (raspon 5 — 30) za f/tPSA.

Nadalje, neparametrijskim Mann-Whitneyjevim U testom za nezavisne uzorke nadena
je znacajna razlika u razini PSA kod dviju grupa bolesnika, pri ¢emu je grupa s loSe
diferenciranim karcinomom prostate imala viSu razinu PSA (p = 0,000) te viSu razinu fPSA (p
= 0,000). Izmedu navedene dvije grupe bolesnika nije nadena znacajna razlika u omjeru

ftPSA (p = 0,086) (tablica 4).

Tablica 4. Serumske razine IL-6, tPSA, fPSA i1 f/tPSA u grupi bolesnika sa srednje i loSe
diferenciranim karcinomom prostate

dob (godine) IL-6 (pg/ml) tPSA (ng/ml) fPSA(ng/ml) fAPSA (%)
GS N medijan raspon medijan raspon  medijan raspon medijan raspon medijan raspon
3_547:7 61 66 33-81 1,76 11é43§ 6,90 iilé 1,18 06’3713_ 16 7-33
4_,’_23727 21 70 49-82 3,30% 11(’)42; 54,30* 638’2-3 7,74* g(’)lg(_) 10 5-30

GS — Gleason zbroj, IL-6 — interleukin-6, tPSA — ukupni prostata specifi¢ni antigen, fPSA — slobodni prostata
specifi¢ni antigen, f/tPSA — omjer slobodni/ukupni prostata specifi¢ni antigen
*p < 0,05 smatra se statisticki znacajnim

5.2.3. Rezultati analize serumske razine 1L-6, tPSA, fPSA i f/tPSA s obzirom na TNM
stadij karcinoma prostate

Mann-Whitneyjevim U testom nije nadena znacajna razlika u serumskoj razini IL-6
kod bolesnika s T2 i T3/T4 stadijem karcinoma prostate (p = 0,207) te nisu nadene znacajne
razlike kod bolesnika s T2 1 T3/T4 stadijem u serumskoj razini PSA (p = 0,095); fPSA (p =
0,388) 1 omjera ftPSA (p = 0,383). Medijan serumske razine IL-6 kod bolesnika s T2
stadijem bio je C = 1,49 (raspon 1,49 — 5,06), a C = 1,76 (medijan 1,49 — 10,76) kod

bolesnika s T3/T4 stadijem karcinoma prostate (tablica 5).
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Tablica 5. Serumska razina IL-6, tPSA, fPSA i1 f/tPSA u grupi bolesnika s T2 i T3/T4

stadijem tumora

dob (godine) IL-6 (pg/ml) tPSA (ng/ml) fPSA(ng/ml) fAPSA (%)
™NM N medijan raspon medijan raspon  medijan raspon medijan  raspon medijan raspon
1,49- 2,1- 0,33-
T2 16 61 49-70 1,49 5.06 4,95 18,6 0,66 2.56 14,5 6-31
1349' 4,5' 0,13-
T3, T4 9 62 55-68 1,76 10,76 8,90 16,3 0,86 265 11,5 8-29

TNM - stadij tumora, IL-6 — interleukin-6, tPSA — ukupni prostata specifi¢ni antigen, fPSA — slobodni prostata
specifi¢ni antigen, f/tPSA — omjer slobodni/ukupni prostata specifi¢ni antigen

*p < 0,05 smatra se statisticki znacajnim

5.2.4. Rezultati analize serumske razine IL-6, tPSA, fPSA i f/tPSA s obzirom na

postojanje metastaza u kostima

Unato¢ malom broju bolesnika s metastazama u kostima, rezultati su prikazani

oslanjaju¢i se na podatke iz literature u kojima je jasno dokazana poviSena razina IL-6 kod

metastatskog karcinoma prostate. Kod sva cetiri bolesnika s metastazama u kostima nadene su

povisene razine IL-6 u serumu, medijan C = 3,56 (raspon 3,3 — 6,91) kao i1 poviSene serumske

razine PSA 1 fPSA. Razina f/tPSA kod tih bolesnika nije bila snizena. Medijan serumske
razine PSA kod tih bolesnika bio je C = 154,2 (raspon 61,4 — 620,6); C = 34,73 (raspon 18,47
— 60,9) za razinu fPSA; 1 C = 22 (raspon 10 — 30) za razinu f/tPSA (tablica 6).
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Tablica 6. Serumska razina IL-6, tPSA, fPSA i f/tPSA u grupi bolesnika s negativhom i
pozitivnom scintigrafijom kostiju

dob (godine) IL-6 (pg/ml) tPSA (ng/ml) fPSA(ng/ml) fAPSA (%)
SCIN N medijan raspon medijan raspon  medijan raspon medijan  raspon medijan raspon
1,49- 2,1- 0,33-
- 17 66 49-80 1,57 6.51 7,5 123.6 0,8 14,52 16 6-29
3,30- 61,4- 18,47-
- * ’ * ? * ? -
+ 4 71 50-80 3,56 6.91 154,2 620.6 34,73 60.9 22 10-30

SCIN — scintigrafija kostiju, IL-6 — interleukin-6, tPSA — ukupni prostata specifi¢ni antigen, fPSA — slobodni
prostata specificni antigen, f/tPSA — omjer slobodni/ukupni prostata specifi¢ni antigen
*p < 0,05 smatra se statisticki znacajnim

5.2.5. Povezanost serumske razine IL-6 s tPSA, fPSA i f/tPSA

Spearmanovim testom korelacije utvrdena je korelacija serumske razine IL-6 i tPSA
(rho = 0,38; p < 0,001) te korelacija serumske razine IL-6 i fPSA (rho = 0,30; p < 0,001)
(tablica 7).

Tablica 7. Povezanost serumske razine I1L-6 s tPSA, fPSA 1 {/tPSA

Parametri u rho p
korelaciji

IL-6 —tPSA 0,38* 0,000
IL-6 — fPSA 0,30* 0,000
IL-6 — {/tPSA 0,00 0,899
PSA — fPSA 0,79* 0,000
PSA — ftPSA -0,28%* 0,001
FPSA — fAPSA 0,21* 0,009

IL-6 — interleukin-6 ( pg/ml), tPSA- ukupni prostata specifi¢ni antigen (ng/ml), fPSA —slobodni PSA (ng/ml),
ftPSA-omjer slobodni/ukupni PSA (%), rho — Spearmanov koeficijent korelacije
*korelacija znacajna na razini p < 0,01
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5.3. REZULTATI IMUNOHISTOKEMIJSKE ANALIZE EKSPRESIJE IL-6 U
STANICAMA UZORAKA TKIVA PROSTATE

IHC ekspresija IL-6 bila je smjeStena u citoplazmi benignih, premalignih i malignih

stanica prostate te u stromalnim stanicama uzoraka tkiva prostate (mononukleari, fibroblasti i

endotelne stanice) (slike 3 — 7).

Slika 3. Imunohitemijska ekspresija IL-6 u pozitivnoj probi
(B). Povecanje 200x.

— kolon (A) 1 histoloski normalno tkivo prostate

Slika 4. Imunohistokemijska ekspresija IL-6 u premalignim stanicama PIN-a. Reakcija je bila smjestena u
premalignim zlijezdama, ali i u normalnim epitelnim stanicama, bazalnim stanicama te stromalnim stanicama.
Povecanje 200x.
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Slika 5. Imunohistokemijska ekspresija IL-6 u uzorku tkiva kroni¢nog prostatitisa. Ekspresija IL-6 u normalnim
epitelnim stanicama, bazalnim stanicama te stromalnim stanicama (mononuklearima, fibroblastima i endotelnim
stanicama). Povecanje 200x.

Slika 6. Imunohistokemijska ekspresija IL-6 u benignom tkivu prostate. Najjaca ekspresija vidljiva u bazalnim i
normalnim epitelnim stanicama. Povecanje 200x.
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Slika 7. Imunohistokemijska ekspresija IL-6 u malignom tkivu prostate. Ekspresija vidljiva u malignim
stanicama, epitelnim i bazalnim stanicama te stromalnim stanicama. Povecanje 200x.
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Razlike u IHC ekspresiji IL-6 u tumorskim stanicama, sekretornim, bazalnim i
stromalnim stanicama testirane su neparametrijskim Kruskal-Wallisovim testom. Nadena je
znacajno manja ekspresija IL-6 u sekretornim (p = 0,000) i bazalnim stanicama (p = 0,000)
uzoraka s karcinomom u odnosu na uzorke s BPH, PIN-om i prostatitisom. Mann-
Whitneyjevim U testom nadena je znacajno veca ekspresija IL-6 u sekretornim (p = 0,01) 1
bazalnim (p = 0,011) stanicama PIN-a u odnosu na karcinom, veca ekspresija IL-6 u
sekretornim (p = 0,000) i1 bazalnim (p = 0,000) stanicama BPH u odnosu na karcinom te veca
ekspresija IL-6 u sekretornim (p = 0,012) i bazalnim (p = 0,010) stanicama uzoraka s
prostatitisom u odnosu na karcinom. Mann-Whitneyjevim U testom nije nadena znacajna
razlika u ekspresiji IL-6 u malignim stanicama karcinoma i u premalignim stanicama PIN-a (p
= 0,814). Nadalje, Kruskal-Wallisovim testom nisu nadene znacajne razlike u ekspresiji IL-6
u stromalnim stanicama s obzirom na cetiri dijagnoze (p = 0,02).

Wilcoxonovim testom predznaka nadena je veca ekspresija IL-6 u malignim stanicama
nego u sekretornim stanicama u uzorcima s karcinomom (p = 0,000). Istim testom nadena je
veca ekspresija IL-6 u malignim stanicama slabo diferenciranog karcinoma nego u
sekretornim stanicama (p = 0,02) kao 1 veca ekspresija IL-6 u malignim stanicama srednje
diferenciranog karcinoma nego u sekretornim stanicama uzoraka s karcinomom (p = 0,000).
Mann-Whitneyjevim U testom nisu nadene znacajne razlike u ekspresiji IL-6 u malignim
stanicama s obzirom na T2 i T3/4 stadij karcinoma (0,803), ali postoji znacajno visi intenzitet
bojenja na IL-6 u malignim stanicama (p = 0,020) i epitelnim stanicama (p = 0,010) kod

T3/T4 stadija karcinoma.
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5.3.1. Ucestalost ekspresije IL-6 u pojedinim stanicama uzoraka tkiva prostate ovisno o
PHD

Najveca ekspresija IL-6 u normalnim sekretornim stanicama nadena je uzorcima BPH
(u 60% uzoraka nadena je imunoreaktivnost na IL-6 u viSe od 50% normalnih sekretornih
stanica) koja je postupno opadala u PIN-u, zatim prostatitisu, a najmanja ekspresija IL-6 u
navedenim stanicama nadena je u uzorcima karcinoma prostate (23,2%). U bazalnim
stanicama najvecu ekspresiju IL-6 imali su uzorci BPH (52% uzoraka BPH imalo je u vise od
50% bazalnih stanica ekspresiju IL-6), potom prostatitis, zatim PIN, a najmanju uzorci s
karcinomom (15,9% uzoraka imalo je imunoreaktivnost na IL-6 u vise od 50% bazalnih
stanica). Ekspresija IL-6 bila je viSa u epitelnim stanicama nego u stromi 1 u epitelnim
malignim stanicama nadena je veca ekspresija IL-6 nego u okolnim normalnim epitelnim
stanicama. U viSe od 50% uzoraka karcinoma 1 uzoraka PIN-a nadena je ekspresija IL-6 u

viSe od 50% malignih odnosno premalignih epitelnih stanica (tablica 8).
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Tablica 8. Ucestalost ekspresije IL-6 u pojedinim stanicama uzoraka dobivenih biopsijom

prostate ovisno o PHD

Sekretorne Bazalne Sve epitelne Stroma Sekretorne
5 E normalne stanice stanice maligne/PIN
= =, stanice stanice
gj g Uzorak uzorak uzorak uzorak uzorak
= NG N (%) NCA  N(%) N (%)
0 26 (31,7) 20 (24,4) - 9(11,0) 4 (4,9)
Karcinom 7(8,5) 16 (19,5) 3(3,7) 54 (65,9) 7 (8,5)
prostate 2 30 (36,6) 33 (40,2) 25 (30,5) 17 (20,7) 24 (29,3)
3 19 (23,2) 13 (15,9) 54 (65,9) 2(2,4) 47 (57,3)
Ukupno 82 (100) 82 (100) 82 (100) 82 (100) 82 (100)
0 1(4,2) 2 (8,3) - 3(12,5) 2(8,3)
PIN 1 1(4,2) 4 (16,7) 2 (8,3) 14 (58,3) 2(8.,3)
2 10 (41,7) 8(33,3) 8(33,3) 6 (25,0) 5(20,8)
3 12 (50,0) 10 (41,7) 14 (58,3) 1(4,2) 15 (62,5)
Ukupno 24 (100) 24 (100) 24 (100) 24 (100) 24 (100)
0 1 (4,0) 0(0) - 2 (8,0) -
BPH 1 2(8,0) 5(20,0) 2(8,0) 12 (48,0) -
2 7 (28,0) 7 (28,0) 5(20,0) 8(32,0) -
3 15 (60,0) 13 (52,0) 18 (72,0) 3(12,0) -
Ukupno 25 (100) 25 (100) 25 (100) 25 (100)
0 1(5,9) 1(5,9) - 1(5,9) -
P 1 0(0) 2(11,8) 0(0) 10 (58,8) -
9(52,9) 7 (41,2) 6 (35.3) 5(29.,4) -
3 7(41,2) 7 (41,2) 11 (64,7) 1(5,9) -
Ukupno 17 (100) 17 (100) 17 (100) 17 (100)

PHD - patohistoloska dijagnoza, PIN — intraepitelna neoplazija, BPH — benigna hiperplazija prostate, 0 — nema
ekspresije IL-6 u stanicama ispitivanog uzorka; 1 — manje od 10% stanica ima ekspresija IL-6; 2 — od 10-50%

stanica ima ekspresija IL-6; 3 — viSe od 50% stanica uzorka ima ekspresiju IL-6
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5.3.2. Ucestalost ekspresije IL-6 u pojedinim stanicama uzoraka tkiva prostate s obzirom

na GS

1z tablice 9 vidljivo je da je 66,7% uzoraka sa slabo diferenciranim adenokarcinomom

imalo ekspresiju IL-6 u viSe od 50% malignih stanica, a svega 9,5% istih uzoraka imalo je

ekspresiju IL-6 u preko 50% bazalnih stanica kao 1 normalnih sekretornih stanica.

Tablica 9. Ucestalost ekspresije IL-6 u uzorcima dobivenim biopsijom prostate s obzirom na

GS
Sekretorne Sekretorne Bazalne Sve Stroma
- maligne normalne stanice epitelne
d stanice stanice stanice
GS :g
E uzorak Uzorak Uzorak uzorak Uzorak
2
= N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
0 34,9 17 (27,9) 12 (19,7) - 8 (13,1)
1 6 (9,8) 7(11,5) 14 (23,0) 34,9 41 (67,2)
<7 3+4=7
2 19 (31,1) 20 (32,8) 24 (39,3) 16 (26,2) 10 (16,4)
3 33 (54,1) 17 (27,9) 11 (18,0) 42 (68,9) 2(3,3)
Ukupno 61 (100) 61 (100) 61 (100) 61 (100) 61 (100)
0 1(4,8) 9(42,9) 8(39,1) - 1(4,8)
1 1(4,8) 0(0) 29,5 0(0) 13 (61,9)
>7 4+3=7
2 5(23,8) 10 (47,6) 9 (42,9) 9 (42,9) 7 (33.,3)
3 14 (66,7) 209,95 29,5 12 (57,1) 0(0)
Ukupno 21 (100) 21 (100) 21 (100) 21 (100) 21 (100)

GS — Gleason score; 0 — stanice ispitivanog uzorka nemaju ekspresiju IL-6; 1 — manje od 10% stanica ima
ekspresiju IL-6; 2 — 10 do 50% stanica ima ekspresiju IL-6; 3 — viSe od 50% stanica ima ekspresiju IL-6.
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5.3.3. Ucestalost ekspresije IL-6 u pojedinim stanicama uzoraka tkiva prostate s obzirom

na TNM

Postotak ekspresije u malignim stanicama uzoraka s obzorom na T2 i T3/T4 stadij

karcinoma bila je podjednaka (viSe od 40% uzoraka imalo je ekspresiju IL-6 u preko 50%

malignih stanica) (tablica 10).

Tablica 10. Ucestalost ekspresije IL-6 u pojedinim stanicama prostate u uzorcima dobivenim

RP-om s obzirom na TNM stadij karcinoma prostate

Sekretorne Sekretorne Bazalne Sve Stroma
© maligne normalne stanice epitelne
= stanice stanice stanice
Dijagnoza =
E uzorak Uzorak Uzorak Uzorak uzorak
2
= N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
0 1 (6,2) 6 (37,5) 5(1,2) - -
- 2 (12,5 2 (12,5 1 (6,2 9 (56,2
T AT (12,5) (12,5) (6,2) (56,2)
KARCINOMA 4 (25,0) 3 (18,8) 4(250) 7438  6(37.5)
3 11 (68,8) 5@31L,2) 531,2) 8 (50,0) 1(6,2)
Ukupno 16 (100) 16 (100) 16 (100) 16 (100) 16 (100)
0 0(0) 3(33,3) 2(22,2) - -
- 4 (44,4 1(11,1 1(11,1 5 (55,6
T3/T4 STADIU (444 (LD (LD (53,9)
KARCINOMA 5 (55,6) 1(11,1) 5(556) 5(556)  3(33,3)
3 4 (44.4) 1(11,1) 1(11,1) 3(33,3) 1(11,1)
Ukupno 9 (100) 9 (100) 9 (100) 9 (100) 9 (100)

RP — radikalna prostatektomija; 0 — nema ekspresije IL-6 u stanicama ispitivanog uzorka; 1 — manje od 10%
stanica ima ekspresiju IL-6; 2 — 10 do 50% stanica ima ekspresiju IL-6; 3 — preko 50% stanica ima ekspresiju

IL-6 u ispitivanom uzorku
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5.3.4. Povezanost ekspresije IL-6 u pojedinim stanicama uzoraka tkiva prostate s tPSA,

fPSA i f/tPSA u serumu

Spearmanovim testom korelacije nadena je negativna korelacija tPSA i ekspresije IL-6

1 u normalnim epitelnim stanicama 1 u bazalnim stanicama (rho = -0,25; odnosno rho = -0,22;

p < 0,05) (tablica 10). Nadalje, nadena je korelacija fPSA 1 ekspresije IL-6 u malignim

epitelnim stanicama (rho = 0,28; p < 0,05) i korelacija istih u stromalnim stanicama (rho =

0,17; p < 0,05) te negativna korelacija istih u stromalnim stanicama uzoraka prostate

dobivenih RP-om (rho =-0,40; p <0,05).

Tablica 11. Povezanost ekspresije IL-6 u pojedinim stanicama uzoraka tkiva prostate s tPSA u

serumu

Parametri u korelaciji rho

% ekspresije IL-6 u 0,15
malignim stanicama — tPSA

% ekspresije IL-6 u -0,25*
normalnim sekretornim
stanicama — tPSA

% ekspresije IL-6 u -0,22%*
bazalnim stanicama — tPSA

% ekspresije IL-6 u 0,062
stromalnim stanicama —
tPSA

0,117

0,002

0,008

0,451

rho — Spearmanov koeficijent korelacije, IL-6 — interleukin-6 (pg/ml), tPSA— ukupni prostata specificni antigen

(ng/ml)
*korelacija znacajna na razini p < 0,01
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Tablica 12. Povezanost ekspresije IL-6 u pojedinim stanicama uzoraka tkiva prostate s fPSA u
serumu

Parametri u korelaciji rho p

% ekspresije IL-6 u 0,29* 0,003
malignim stanicama — fPSA

% ekspresije IL-6 u -0,06 0,430
normalnim sekretornim
stanicama — fPSA

% ekspresije IL-6 u -0,09 0,232
bazalnim stanicama — fPSA

% ekspresije IL-6 u 0,15% 0,044
stromalnim stanicama —

fPSA

rho — Spearmanov koeficijent korelacije, IL-6 — interleukin-6 (pg/ml), fPSA — slobodni prostata specifi¢ni
antigen (ng/ml)
*korelacija znacajna na razini p < 0,01

Tablica 13. Povezanost ekspresije IL-6 u pojedinim stanicama uzoraka tkiva prostate s f/tPSA
u serumu

Parametri u korelaciji rho p
% ekspresije IL-6 u 0,10 0,323
malignim stanicama —
f/APSA
% ekspresije IL-6 u 0,16 0,054

normalnim sekretornim
stanicama — f/tPSA

% ekspresije IL-6 u -0,12 0,161
bazalnim stanicama —
f/tPSA

% ekspresije IL-6 u 0,07 0,396
stromalnim stanicama —
f/tPSA

rho — Spearmanov koeficijent korelacije, IL-6 — interleukin-6 (pg/ml), f/tPSA — omjer slobodni/ukupni prostata
specificni antigen (%)
*korelacija znacajna na razini p < 0,01
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6. RASPRAVA

Hipoteza I ovog istrazivanja bila je da je razina IL-6 u serumu bolesnika kod kojih je
biopsijom dokazan karcinom prostate viSa u odnosu na druge bolesti prostate te da je
ekspresija IL-6 veca u uzorcima tkiva prostate u kojima je dokazan karcinom prostate.

Hipoteza II bila je da je razina IL-6 u serumu i ekspresija IL-6 u tkivu kod bolesnika s
agresivnijim oblikom karcinoma viSa u odnosu na manje agresivan karcinom prostate.

Cilj 1 bio je usporediti razinu IL-6 u serumu bolesnika s karcinomom prostate s
razinom IL-6 u serumu bolesnika s BPH, PIN-om i kroni¢nim prostatitisom te usporediti
razinu IL-6 u serumu bolesnika s karcinomom s priznatim prognostickim ¢imbenicima (PSA,
GS, T2 te T3/T4 stadijem karcinoma prostate).

PSA vrijedan je alat za otkrivanje karcinoma prostate, ali nije savrSen. Testu nedostaje
specificnost za to¢no utvrdivanje postojanja karcinoma prostate. PSA je marker specifi¢an za
prostatu, ali ne i za karcinom prostate (325). Uz ukupni (tPSA), f/tPSA pomaze u razlikovanju
karcinoma prostate od BPH (155,156). U meta-analizi Roddama i suradnika (326) utvrdeno je
da koristenje omjera f/tPSA ili cPSA testa poboljSava dijagnostiku kod muskaraca s tPSA 2 —
4 ng/ml ili 4 — 10 ng/ml u usporedbi sa samim tPSA. Dijagnosticki u¢inak f/tPSA testa bio je
znacajno bolji u rasponu tPSA 4 — 10 ng/ml u usporedbi s tPSA s rasponom 2 — 4 ng/ml uz
senzitivnost 95%. Specifi¢nost je bila 18% kod raspona tPSA 4 — 10 ng/ml i 6% kod tPSA 2 —
4 ng/ml. Dijagnosticki ucinci f/tPSA testa i cPSA testa bili su isti u oba PSA raspona. Autori
su zakljucili da uporaba f/tPSA 1ili cPSA testova kod muskaraca s razinom PSA izmedu 21 10
ng/ml moze reducirati broj nepotrebnih biopsija pri tome odrzavajuéi visoku stopu
detektibilnosti karcinoma prostate. Kao i u gore navedenoj meta-analizi, rezultati u nasoj
studiji potvrduju da omjer f/tPSA moze bolje razlikovati bolesnike koji imaju karcinom
prostate od onih koji nemaju, odnosno da je omjer f/tPSA nizi kod bolesnika s karcinomom
prostate nego kod bolesnika s BPH, PIN-om 1 prostatitisom.

IL-6 uklju¢en je u proces onkogeneze u brojnim tipovima tumorskih stanica
ukljucujuéi renalni karcinom, Kaposijev sarkom, limfom, plazmocitom/mijelom, karcinom
dojke, karcinom pluca i kolorektalni karcinom (327). Kod karcinoma prostate povisene razine
IL-6 u serumu povezane su s visSim PSA, metastazama i morbiditetom od karcinoma (328).
Rezultati istrazivanja Georgea i suradnika (329) upucuju na to da bi bolesnici koji imaju za
25% viSu razinu IL-6 u serumu mogli razviti bioloski agresivniji fenotip karcinoma prostate.
Utvrdeno je da visa razina IL-6 u serumu kod bolesnika s HRCaP karcinomom prostate

korelira s kra¢im prezivljenjem bolesnika. U nasem istrazivanju nije nadena znacajna razlika
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u serumskoj razini IL-6 kod bolesnika s karcinomom prostate, BPH, PIN-om 1 prostatitisom.
Ipak, grupa bolesnika s karcinomom prostate i grupa s PIN-om imale su vi$i medijan
serumske razine IL-6.

Gleasonov sustav stupnjevanja od njegova uvodenja prije otprilike 40 godina ostaje
najsnazniji prognosti¢ki ¢imbenik za karcinom prostate (330). Alcover i suradnici (331)
utvrdili su da su bolesnici s GS > 7 imali znacajno vecu vjerojatnost biokemijskog povrata
karcinoma prostate. U naSem istrazivanju nadeno je da su bolesnici sa slabo diferenciranim
karcinomom prostate imali znaCajno viSu razinu IL-6 u serumu nego bolesnici s dobro
diferenciranim karcinomom prostate. Nije nadena znacajna razlika u serumskoj razini IL-6
kod bolesnika s T2 i s T3/T4 stadijem karcinoma prostate. Utvrdena je korelacija serumske
razine IL-6 1 PSA te korelacija serumske razine IL-6 1 fPSA. Ovi rezultati u skladu su s
rezultatima Shariata 1 suradnika (332) koji su utvrdili da je preoperativni IL-6 bio povisen kod
bolesnika s osobinama agresivnog karcinoma, odnosno da je preoperativna serumska razina
IL-6 bila povezana s patoloskim stupnjem bolesti (GS), ali ne i s proSirenos¢u bolesti izvan
prostate. Takoder su utvrdili da su preoperativni IL-6 i njegov solubilni receptor bili poviSeni
kod bolesnika s prostatektomi¢nim GS > 7 i kod bolesnika s metastazama u regionalnim
limfnim ¢vorovima. Serumska razina IL-6 prije lijeCenja bila je u pozitivnoj korelaciji s
preoperativnim PSA. Autori su zakljucili da njihovi rezultati upucuju na to da su serumske
razine IL-6 1 sIL-6R kod bolesnika s karcinomom prostate podrijetlom iz tumorskih stanica u
primarnom karcinomu prostate te da je cirkuliraju¢a razina IL-6 i njegova sIL-6R povezana s
potencijalom metastaziranja karcinoma, ali ne sa samim metastazama. Isti istrazivaci nekoliko
godina kasnije analizirali su preoperativne razine solubilnog gp130, IL-6 i sIL-6R u serumu
bolesnika podvrgnutih RP-u za klinicki lokaliziran karcinom prostate. Vise preoperativne
serumske razine gp130 bile su znacajno povezane s viSim biopsijskim i patoloskim GS-om,
proSirenos¢u karcinoma izvan prostate, invazijom seminalnih vezikula, metastazama u
limfnim ¢vorovima i biokemijskim povratom. U podgrupi od 206 bolesnika postoperativna
serumska razina gp130 bila je 18% niza od preoperativne razine. Razina solubilnog gp130
slabo je korelirala s preoperativnom serumskom razinom IL-6 i serumskom razinom sIL-6R.
Autori su zakljucili da solubilni gp130 ima ulogu u invaziji karcinoma prostate na IL-6 ovisan
1 neovisan nacin (333).

Michalaki i suradnici (334) utvrdili su da je razina IL-6 u serumu bolesnika s
metastazama u limfnim c¢vorovima ili koStanim metastazama znacajno viSa nego kod
bolesnika s lokaliziranom bolesti. Nasli su da je medijan razine IL-6 u serumu bolesnika s

metastatskom bolesti bio 7,0 pg/ml. Kod nasih bolesnika s metastazama u kostima medijan
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serumske razine IL-6 bio je 3,56 pg/ml (raspon 3,3 — 6,91 pg/ml). Dakle, sva Cetiri bolesnika s
metastazama u kostima imala su poviSenu razinu IL-6 u serumu. Unato¢ malom broju
bolesnika potvrdili smo rezultate gore navedenog istrazivanja. Nakashima 1 suradnici (335)
pokazali su da je poviSena serumska razina IL-6 bila znacajno povezana s nizom stopom
prezivljenja bolesnika s karcinomom prostate te da su poviSene razine IL-6 u serumu i
prosirenost bolesti bili znacajni prognosticki ¢imbenici. Alcover i suradnici (331) utvrdili su
da razina IL-6 u serumu bolesnika predvida bioloSki povrat karcinoma prostate kod 96
bolesnika lijeCenih RP-om. Nadeno je da su bolesnici koji su preoperativno imali serumsku
razinu IL-6 visu od 1,2 pg/ml imali znacajno visu stopu biokemijskog povrata bolesti nakon
RP-a.

HRCaP smrtonosna je bolest s medijanom prezivljenja izmedu 7,5 1 27,2 mjeseci
ovisno o trenutnim prognostickim ¢imbenicima (336). Takva varijabilnost vjerojatno proizlazi
iz heterogene biologije te bolesti. Zbog prirode klinickog karcinoma prostate, metastatsko
tumorsko tkivo rijetko se dobije i teSko procjenjuje. Stoga, malo se zna o specificnim
bioloskim osobinama metastatskih, HRCaP 1 klini¢ki relevantnih tumorskih markera.
Serumske razine specifi¢nih bioloskih markera za prognozu mogle bi dati uvid u biolosku
agresivnost tumorskog fenotipa i pomoc¢i stvaranju novih terapijskih pristupa (329).

U studiji Drachenberga i suradnika (337) utvrdeno je da je serumska razina IL-6 bila
znacajno visa (5,7 +/- 1,9 pg/ml) kod bolesnika s HRCaP u usporedbi s poviSenom razinom
IL-6 kod bolesnika s prostatitisom, BPH, lokaliziranom i rekurentom bolesti te kod kontrolne
skupine. U usporedbi s BPH i kontrolama, PSA je bio znacajno povisen kod uznapredovale
nelije¢ene bolesti i HRCaP. Postotak fPSA bio je znacajno nizi kod svih bolesnika, osim onih
s HRCaP.

U svom radu Tawara i suradnici (338) navode da je IL-6 jedan od znacajnih faktora
up-regulacije 1 modulacije razgradnje kosti uzrokovane karcinomom. Takoder postoje dokazi
in vitro, in vivo 1 preliminarnih klini¢kih pokusa koji sugeriraju da specificna anti-IL-6
terapija moze poboljsati stopu prezivljenja od karcinoma i reducirati metastaze u nekim
tipovima karcinoma. Medutim, dodatne studije i1 klinicki pokusi potrebni su kako bi se u
potpunosti procijenila u¢inkovitost anti-IL-6 terapija kod pacijenata s karcinomom.

Tumminello i suradnici (339) istrazivali su klini¢ku znacajnost serumske razine IL-6 i
njegovu korelaciju s cistatinom C (Cyst C), endogenim inhibitorom cistein proteaze katepsina
K, kod bolesnika s metastazama u kostima koje potjeCu od karcinoma dojke ili prostate.
Dodatne studije na tim su bolesnicima izvedene kako bi se procijenio ucinak primjene

zoledronic acida (ZA) na cirkulirajuu razinu ove molekule. Srednja razina IL-6 bila je viSa
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kod bolesnika s karcinomom prostate i BPH nego kod zdravih osoba. Kod bolesnika s
karcinomom prostate bila je izrazena pozitivna korelacija izmedu IL-6 i broja metastaza u
kostima ili serumskog PSA, ali nije bilo korelacije s GS-om. Kod bolesnika s karcinomom
prostate IL-6 pokazao je dijagnosticku korist. Kad su bolesnici s metastazama u kostima
dobili ZA, serumski IL-6 znacajno se povisio samo kod bolesnika s karcinomom prostate koji
su imali metastaze u kostima. Ti podaci upucuju da se IL-6 i Cyst C mogu smatrati novim
ciljevima za lijeCenje karcinoma prostate i kao markeri povecane osteoblasticne aktivnosti
povezani s lijeCenjem bifosfanatom kod bolesnika s karcinomom prostate koji imaju koStane
metastaze.

Iako je studija Terracciana i suradnika (340) ograni¢ena malim brojem bolesnika (51
bolesnik), rezultati upuc¢uju da bi sIL-6R mogao biti od velikog znacaja u boljem predvidanju
GS-a kod bolesnika s bioptickim GS < 7 te da bi njegova vaznost bila ve¢a ako se uzme u
obzir omjer sIL-6R/IL-6. Medutim, da bi se taj omjer koristio kao rutinski marker u klini¢koj
praksi potrebno je provesti opseznija istrazivanja.

Rezultati dobiveni u dvije stani¢ne linije karcinoma prostate, LNCaP i MDA PCa 2b,
upucuju na to da IL-6 aktivacija AR moze uzrokovati ili stimulacijski ili inhibicijski odgovor
na proliferaciju. Produzeno tretiranje tih stanica s IL-6 dovelo je do uspostavljanja IL-6
autokrine petlje. Tijekom posljednjih godina poboljSano je razumijevanje vaznih inhibitora
citokinskog signaliziranja SOCS-3 1 SOCS-1 u karcinomu prostate. Iako ti proteini blokiraju
IL-6-induciranu signalnu transdukciju, takoder imaju ucinke koji su ovisni o tipu stanice i
razlikuju se izmedu AR-pozitivnih i AR-negativnih stanica. Ciljanje SOCS-3 u stanicama
prostate u kojima nije izrazen AR moze biti privlacna terapijska opcija u buduénosti. Ovaj
citokin dobar je kandidat za razvoj ciljane terapije kod karcinoma prostate (341).

Cilj 2 ovog istrazivanja bio je usporediti imunohistokemijsku ekspresiju IL-6 u
uzorcima tkiva prostate s karcinomom prostate s ekspresijom IL-6 u uzorcima tkiva prostate s
BPH, PIN-om i kroni¢nim prostatitisom te usporediti imunohistokemijsku ekspresiju IL-6 u
karcinomu prostate s priznatim prognosti¢kim ¢imbenicima (PSA, GS, T2 i T3/T4 stadijem
karcinoma prostate).

Giri 1 suradnici (342) dokazali su poviSene razine IL-6 i IL-6 receptora u tkivu
karcinoma prostate i korelaciju povisene razine IL-6 receptora s pove¢anom proliferacijom $to
podupire ideju da IL-6 moZe imati vaznu ulogu u progresiji karcinoma prostate. Osim toga,
njihovi rezultati upucuju na to da je prekid IL-6 autokrinog signaliziranja potencijalni

terapijski cilj u karcinomu prostate te da serumska koncentracija sIL-6R moze biti koristan
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prognosti¢ki marker kod karcinoma prostate ili sam ili u kombinaciji sa serumskom razinom
IL-6.

Chung 1 suradnici (343) istrazivali su ekspresiju IL-6 u tumorskim stranicama i
korelaciju sa stadijem tumora kod kolorektalnog karcinoma. Nadeno je da je IL-6 bio
eksprimiran u citoplazmi tumorskih stanica. Ekspresija IL-6 receptora bila je prisutna ne samo
u citoplazmi ve¢ i u stani¢noj membrani. Takoder, nasli su da je viSe bolesnika s naprednim
stadijem bolesti imalo znacajno viSu ekspresiju IL-6. Nadalje, vaskularna invazija korelirala
je s izrazenom tumorskom ekspresijom IL-6. Ti nalazi sugeriraju interakciju izmedu IL-6 1 IL-
6R u tumoru. U ovoj studiji ekspresija IL-6 u tkivu nije korelirala s razinom IL-6 u serumu i
nalazi upucuju na to da je prekomjerna ekspresija IL-6 u tumoru vazan prognosticki cimbenik
za kolorektalni karcinom. Zaklju¢eno je da je tkivna ekspresija IL-6 u kolorektalnom
karcinomu korelirala s progresijom bolesti, poviSenom preoperativnom razinom
karcinoembrionalnog antigena (engl. carcinoembryonic antigen, CEA) i invazijom tumora u
krvne zile.

Kinoshita i suradnici (344) utvrdili su da je IL-6 bio proizveden ne samo od tumorskih
stanica ve¢ 1 od stromalnih stanica 1 makrofaga. Izvjestili su da je 60% uzoraka kolorektalnog
karcinoma imalo ekspresiju IL-6, a 65% uzoraka ekspresiju IL-6 receptora te da kod ovih
bolesnika postoji znacajna korelacija izmedu tkivne i serumske koncentracije IL-6.

Huang i1 suradnici (345) izvijestili su da je kod gastricnog karcinoma prekomjerna
ekspresija IL-6 u tumoru bila povezana s visokim VEGF-om i angiogenezom.

IHC bojenjem IL-6 u naSem istrazivanju nadena je ekspresija IL-6 u citoplazmi
normalnih epitelnih stanica, citoplazmi stanica PIN-a (premalignim stanicama) i citoplazmi
malignih stanica prostate te u stromalnim stanicama prostate (mononukleari, fibroblasti i
endotelne stanice). Najvecu ekspresiju IL-6 u normalnim sekretornim stanicama imali su
bolesnici s BPH (u 60% bolesnika nadena je imunoreaktivnost na IL-6 u visSe od 50%
normalnih sekretornih stanica), koja je postupno opadala u PIN-u, zatim prostatitisu, a
najmanja ekspresija IL-6 u navedenim stanicama nadena je kod bolesnika s karcinomom
(23,2%). Takoder je nadeno da su u bazalnim stanicama najvecu ekspresiju IL-6 imali
bolesnici s BPH (52% bolesnika s BPH imalo je u viSe od 50% bazalnih stanica ekspresiju IL-
6), potom s prostatitisom, zatim s PIN-om, a najmanju bolesnici s karcinomom prostate
(15,9% bolesnika imalo je imunoreaktivnost na IL-6 u vise od 50% bazalnih stanica).
Ekspresija IL-6 bila je veca u epitelnim stanicama nego u stromi i u epitelnim malignim
stanicama nadena je veca ekspresija IL-6 nego u okolnim normalnim epitelnim stanicama.

Nije nadena znacajna razlika u ekspresiji IL-6 u premalignim i malignim epitelnim stanicama
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(kod vise od 50% bolesnika s karcinomom prostate i kod bolesnika s PIN-om nadena je
ekspresija IL-6 u viSe od 50% malignih, odnosno premalignih epitelnih stanica). Nadalje, nije
nadena znacajna razlika u ekspresiji IL-6 u stromi izmedu Cetiriju dijagnoza. Nije nadena
znacCajna razlika u ekspresiji IL-6 s obzirom na T2 i na T3/T4 stadij karcinoma prostate.
Nadena je korelacija ekspresije IL-6 u malignim epitelnim stanicama i fPSA te korelacija istih
u stromalnim stanicama. Nadalje, negativna korelacija ekspresije IL-6 i PSA nadena je u
normalnim epitelnim stanicama 1 bazalnim stanicama te negativha korelacija istith u
stromalnim stanicama uzoraka prostate dobivenih RP-om.

Nasi rezultati djelomi¢no se podudaraju s rezultatima Cardillo i suradnika (346) koji
su utvrdili da je postotak IL-6 pozitivnih stanica bio visi u PIN-u i zlijezdama karcinoma
prostate nego u benignom zljezdanom epitelu te da je IL-6 ekspresija rasla od normalnog
epitela preko PIN-a do malignih stanica u epitelnom odjeljku, dok je na isti nacin opadala u
stromi. U naSem istraZzivanju nije nadena znacajna razlika ekspresije IL-6 u stromalnim
stanicama izmedu cetiriju dijagnoza. Ti istrazivaci nisu nasli korelaciju ekspresije IL-6 s GS-
om 1 TNM stadijem tumora u epitelnim i stromalnim stanicama. Takoder, u naSem istrazivanju
nisu nadene znacajne razlike ekspresije IL-6 u pojedinim stanicama s obzirom na GS i TNM.
Iz svog su istrazivanja Cardillo 1 suradnici zakljucili da ponaSanje tumora prostate ovisi o
interakciji izmedu stromalnih i epitelnih stanica 1 da IL-6 ima autokrinu ulogu u stromalnim
stanicama uzoraka prostate bez premalignih/malignih lezija te da su bazalne stanice glavni
izvor IL-6 u benignoj prostati. Progresivni rast razine IL-6 naden u epitelnom odjeljku PIN-a i
karcinoma prostate ukazuje na to da bi taj citokin mogao imati ulogu u poticanju rasta tijekom
ranog stadija karcinogeneze prostate. Stromalni IL-6 bi mogao utjecati na prostaticni rast i
diferencijaciju u autokrinim i parakrinim petljama. Hobisch i suradnici (347) proucavali su 17
smrznutih uzoraka karcinoma prostate dobivenih RP-om. Utvrdili su da je u benignom epitelu
IL-6 bio uglavnom eksprimiran u bazalnim stanicama (viSe od 50% tih stanica eksprimiralo je
IL-6) dok je manje od 10% sekretornih stanica benignih acinusa pokazivalo IL-6
imunoreaktivnost. Ti istrazivaci nisu utvrdili IL-6 ekspresiju u stromalnom odjeljku benignog
tkiva, ali je pozitivna reakcija uocena u atroficnim dijelovima. Broj IL-6 pozitivnih stanica
bio je veci u neoplasti¢nom tkivu nego u benignom zljezdanom epitelu. Takoder su nasli da je
viSe od polovice tumora s Gleasonovim gradusom > 3 imalo pozitivno bojenje na IL-6 u vise
od 50% stanica. HGPIN lezije pokazivale su IL-6 ekspresiju, §to je takoder utvrdeno u naSem
istrazivanju. Budu¢i da su nasli da su IL-6 receptori eksprimirani i u epitelnim i u stromalnim
stanicama, smatrali su da stromalne stanice utjeCu na prostati¢ni rast i diferencijaciju na

autokrini 1 parakrini nacin. To istrazivanje potvrdilo je rezultate Chunga i suradnika (327) koji
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su pokazali inhibiciju LNCaP stanica od strane IL-6 na parakrini nacin. Isti autori pokazali su
da su, suprotno od LNCaP stanica, androgen-neovisne stanice PC-3 stimulirane od IL-6 na
autokrini nacin. Ti rezultati upucuju na to da suradnja IL-6 1 signalizacijskih puteva androgena
odreduje stani¢ne dogadaje u karcinomu prostate. Sli¢no rezultatima u karcinomu prostate
utvrdeno je da je ekspresija IL-6 povecana u invazivnhom lobularnom karcinomu dojke (348).
Nedavno je pokazano da ekspresija IL-6 u karcinomu Stitnjace opada s progresijom
diferencijacije (349). U tumorima zlijezda slinovnica utvrden je obrnuti odnos izmedu IL-6
imunoreaktivnosti 1 stadija tumora (350). Gore navedeni rezultati ukazuju na to da se tkivna

ekspresija IL-6 razlikuje u pojedinim humanim karcinomima.
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7. ZAKLJUCCI

Temeljem rezultata dobivenih istrazivanjem uloge proinflamatornog citokina

interleukina-6 u razvoju i progresiji adenokarcinoma prostate moze se zakljuciti sljedece:

10.

11.

PoviSena razina IL-6 u serumu moze se naci, osim kod bolesnika s adenokarcinomom
prostate, 1 kod bolesnika s PIN-om, BPH te kod bolesnika s prostatitisom.

Znacajno viSe razine IL-6 u serumu nalaze se kod bolesnika sa slabo diferenciranim
adenokarcinomom prostate u odnosu na bolesnike s dobro diferenciranim
adenokarcinomom prostate.

Postoji pozitivna korelacija izmedu razine IL-6 u serumu i razine PSA u serumu.

Ne postoji znacajna razlika u razini IL-6 u serumu izmedu bolesnika s T2 1 T3/T4
stadijem adenokarcinoma prostate.

PoviSene razine IL-6 u serumu postoje kod bolesnika s metastazama u kostima.

IHC ekspresija IL-6 nadena je u normalnim epitelnim stanicama, premalignim i
malignim epitelnim stanicama, bazalnim stanicama te stromalnim stanicama.

U uzorcima tkiva s BPH najveca ekspresija interleukina-6 nadena je u normalnim
sekretornim stanicama i u bazalnim stanicama.

U epitelnim malignim stanicama nadena je veca ekspresija interleukina-6 nego u
normalnim epitelnim stanicama.

Nema znacajne razlike u ekspresiji IL-6 u malignim stanicama uzoraka slabo i srednje
diferenciranog adenokarcinoma prostate, kao i u malignim stanicama T2 i T3/T4
stadija adenokarcinoma prostate.

Nema razlike u ekspresiji IL-6 izmedu malignih i premalignih epitelnih stanica
uzoraka tkiva prostate.

Postoji negativna korelacija izmedu ekspresije interleukina-6 u normalnim epitelnim

stanicama te u bazalnim stanicama i PSA u serumu.

Nasi rezultati upucuju na to da IL-6 ima bitnu ulogu u razvoju 1 progresiji

adenokarcinoma prostate i da je razina IL-6 u serumu prognosticki ¢imbenik koji bi

mogao biti koristan kao dodatni marker za otkrivanje bolesnika s naprednijom bolesti kod

kojih treba primijeniti agresivniju terapiju. Budu¢i da je IL-6 eksprimiran i u epitelnim i u

stromalnim stanicama, vjerojatno je da stromalne stanice poti¢u rast i1 diferencijaciju

stanica prostate na autokrini i parakrini nacin. Nasi IHC rezultati upucuju na to da bi ovaj

citokin mogao biti cilj za imunoterapiju.
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8. SAZETAK

Hipoteza istrazivanja bila je da je serumska razina IL-6 i ekspresija IL-6 u tkivu
prostate visa kod bolesnika s karcinomom prostate nego kod bolesnika s PIN-om, BPH i
prostatitisom.

Istrazivanje se temeljilo na analizi serumske razine IL-6 i IL-6 ekspresije u uzorcima
tkiva dobivenim biopsijom prostate od 148 bolesnika (82 bolesnika s karcinomom prostate,
25 bolesnika s BPH i 24 s PIN-om i1 17 s prostatitisom). Razina IL-6 u serumu bolesnika
odredivana je elektrokemiluminiscentnim imunotestom (ECLIA), a za odredivanje ekspresije
IL-6 u uzorcima tkiva prostate koriStena su misja antihumana IL-6 antitijela (NCL-L-IL-6).

Razina IL-6 u serumu bila je znacajno viSa kod bolesnika sa slabo diferenciranim
karcinomom prostate u odnosu na bolesnike sa srednje diferenciranim karcinomom prostate
(p = 0,007). Takoder, poviSene su razine IL-6 u serumu nadene kod bolesnika s metastazama
u kostima. Serumska razina IL-6 bila je povezana s patoloskim stupnjem bolesti (GS), ali ne i
s ekstraprostatiénom prosirenos¢u bolesti.

IHC bojenjem nadena je ekspresija IL-6 u citoplazmi normalnih epitelnih stanica,
premalignih 1 malignih stanica prostate te u stromalnim stanicama prostate (mononukleari,
fibroblasti i1 endotelne stanice). Najveca ekspresija IL-6 u normalnim sekretornim stanicama
nadena je u uzorcima tkiva s BPH (60% uzorka imalo je ekspresiju IL-6 u vise od 50%
normalnih sekretornih stanica), koja je postupno opadala u PIN-u, zatim prostatitisu.
Najmanja ekspresija IL-6 nadena je u uzorcima tkiva s karcinomom prostate. Takoder je
nadeno da su u bazalnim stanicama najvecu ekspresiju IL-6 imali uzorci tkiva s BPH (52%
uzoraka s BPH imalo je u viSe od 50% bazalnih stanica ekspresiju IL-6), a najmanju
ekspresiju IL-6 u bazalnim stanicama imali su uzorci s karcinomom prostate. Ekspresija IL-6
bila je veca u epitelnim stanicama nego u stromalnim. Epitelne maligne stanicame imale su
vecu ekspresija IL-6 nego okolne normalne epitelne stanice. Nije nadena znacajna razlika u
ekspresiji IL-6 u premalignim i malignim epitelnim stanicama (p = 0,814).

Proinflamatorni citokin IL-6 ima vaznu ulogu u razvoju i progresiji adenokarcinoma

prostate 1 mogao bi biti cilj za imunoterapiju.
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9. SUMMARY

The role of proinflammatory cytokine interleukin-6 in the development and progression

of prostate adenocarcinoma

The hypothesis of the research was that the serum IL-6 level and IL-6 expression in
the prostate tissue are higher in patients with prostate cancer in comparison to patients with
prostatic intraepithelial neoplasia (PIN), benign prostatic hyperplasia (BPH) and prostatitis .

The research was based on the analysis of serum IL-6 levels and IL-6 expression in
tissue samples obtained from prostate biopsy from 148 patients (82 patients with prostate
cancer, 25 patients with BPH, 24 patients with PIN and 17 patients with prostatitis). Serum
IL-6 levels were measured by electrochemiluminescence immunoassay (ECLIA) and IL-6
expression in the prostate tissue samples was determined by mouse anti human IL-6
antibodies (NCL-L-IL-6).

Serum IL-6 levels were significantly higher in patients with poorly differentiated
prostate cancer in comparison to patients with moderately differentiated prostate cancer (p =
0.007). Also, high serum IL-6 levels were found in patients with bone metastases. Serum IL-6
levels were associated with Gleason score (GS), but not with extraprostatic extension.

Immunohistochemical (IHC) staining identified IL-6 expression in cytoplasm of the
normal epithelial cells, premalignant and malignant prostate cells and in stromal prostate cells
(mononuclear, fibroflasts and endothelial cells). The highest 1L-6 expression in normal
secretory cells was found in prostate tissue samples with BPH (60% of the samples had IL-6
expression in more than 50% normal secretory cells), IL-6 expression decreased in PIN and
prostatitis. The lowest IL-6 expression in normal secretory cells was found in the tissue
samples with prostate cancer. Moreover, basal cells had the highest IL-6 expression in the
tissue samples with BPH (52% of the BPH tissue samples had in more than 50% basal cells
IL-6 expression) whereas the lowest IL-6 expression in basal cells was found in the tissue
samples with prostate cancer. IL-6 expression was higher in epithelial cells than in stromal
cells. Epithelial malignant cells showed higher IL-6 expression than normal epithelial cells.
There was no significant difference in IL-6 expression in premalignant and malignant
epithelial cells (p = 0.814).

Proinflammatory cytokine IL-6 has an important role in the development and

progression of prostate adenocarcinoma and could be an effective target for immunotherapy.
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