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Vazna napomena:

VN
Izvod: Povecan broj rano dijagnostikovanih karcinoma
1Z prostate na uzorcima dobijenim iglenom

biopsijom prostate, pracenih  posljedi¢nim
radikalnim prostatektomijama, ubrzao je potragu
za metodama 1 markerima primjenjivim na
inicijalnim iglenim biopsijama pomocu kojih bi
se mogao predvidjeti patoloski stadijum i ishod
bolesti. Kod viSe od 50 % muSkaraca kojima je
nakon primjenjenih standarnih  klinickih i
patohistoloskih parametara i klini¢ki odredenog
lokalno ograni¢enog karcinoma prostate, uradena
radikalna prostatektomija 1 regionalna
limfadenektomija, na postoperativnom materijalu
dijagnostikovana je lokalno invazivna, a u nekim
slucajevima i metastatski proSirena bolest. lako
su se parametri, poput histoloSkog gradusa, nivoa
serumskog PSA, klinicki odredenog stadijuma
bolesti ili DNK - ploidije, dosad pokazali da
koreliraju, pojedina¢no ili kombinovano, sa
patoloSkim stadijumom bolesti, oni su ipak
nedovoljno tacni i prikladni kad se primjenjuju
kod svakog pacijenta pojedinacno. Dodatni
biomarkeri su neophodni da bi se povecala
tanost u procjeni patoloskog stadijuma, ali svaki
od ovih markera mora biti primjenjiv na iglenim
biopsijama prostate, buduci da je to jedini uzorak
tkiva koji je moguce uzeti preoperativno. Smatra
se da angiogeneza igra vaznu ulogu u progresiji 1
metastaziranju tumora. Ispitivanu populaciju
¢inio je Sezdeset i jedan pacijent koji je bio
podvrgnut radikalnoj prostatektomiji nakon
klinicki dijagnostikovanog lokalno ograni¢enog
carcinoma prostate, a koji prethodno nije uzimao
hemo-, radio-, niti hormonalnu terapiju
preoperativno. Prognosti¢ka vrijednost gustine
krvnih sudova (eng. microvessel density, MVD) i




proangiogenih faktora, vaskularnog endotelnog
faktora (eng. vascular endothelial factor (VEGF) 1
matriks-metaloproteinaze — 9 (eng. matrix-
metalloproteinase-9 (MMP-9) procjenjivana je u
odnosu na Gleason skor karcinoma prostate i
predoperativnog serumskog PSA u radi procjene
patoloskog stadijuma bolesti, odnosno
ekstraprostaticne prosirenosti bolesti.
Neovaskularizacija adenokarcinoma prostate bila
je ispitivana na ukalupljenim, serijski sjecenim
uzorcima iglenih biopsija i1 tkiva dobijenih
radikalnom prostatektomijom. Normalno tkivo
prostate je, generalno, pokazivalo negativnu ili
nisku ekspresiju VEGF 1 MMP-9, dok je
znacajno povecanje ekspresije i VEGF i MMP-9
bilo u skoro svim uzorcima karcinoma prostate,
krecuc¢i se od ekspresije niskog intenziteta prema
ekspresiji visokog intenziteta, koja je bila u
pozitivnoj korelaciji sa patoloskim stadijumom
bolesti (VEGF: p < 0,0001; MMP-9: p < 0,05),
Gleason skorom (VEGF i MMP-9: p < 0,001) i
MVD (VEGF: p < 0,05; MMP-9: p < 0,001).
Karcinomi prostate u kojima je bila snaZnija
ekspresija VEGF, imali su 1 jacu ekspresiju
MMP-9. Nije bilo povezanosti izmedu ekspresije
VEGF 1 MMP-9 i predoperativnog serumskog
nivoa PSA (p > 0,1).

Rezultati ovih analiza koji ukazuju na to da su
ve¢i nivoi ekspresije VEGF i MMP-9, kao i
MVD, povezani sa viSim stadijumom tumora
(pT3), kao 1 metastazama u regionalnim limfnim
¢vorovima (pN1), kao i ve¢im Gleason skorom
(GS >7), time potvrduju¢i ulogu angiogeneze,
Celijske  kohezije 1 invazije u procesu
metastaziranja.
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Abstract: The increased early detection and subsequent radical
AB surgery of prostatic cancer has prompted the search

for methods and markers applicable to the initial
core biopsy specimens and predictive for
pathological stage and disease outcome. More than
50% of men with clinically localized prostate cancer
who are treated by pelvic lymph node dissection and
radical prostatectomy (RP) are understaged using
established preoperative clinical and pathologic
results. Although parameters like histological grade,
PSA serum levels, clinical staging or DNA ploidy
have been shown to correlate alone or in
combination with the final pathological stage, they
are inaccurate and inappropriate on an individual
basis. Aditional biomarkers are needed to increase
the predictive accuracy for pathologic stage, but each
must be evaluable from a needle core biopsy core
with cancer, recognizing that this is the only tissue
specimen obtained from patients who are not treated
surgically.

Angiogenesis is believed to play an important role in
tumor progression and metastasis.  The study
population included sixty-one patients who
underwent radical prostatectomy (RP) for clinically
localized prostate carcinoma and did not receive
chemo-, hormone, or radiation therapy before
surgery. Predictive value of microvessel density
(MVD) and proangiogenic factors, vascular
endothelial factor (VEGF) and matrix-
metalloproteinase-9 (MMP-9), was evaluated in
combination with Gleason score and preoperative
serum PSA concentration, for extraprostatic




extension. The neovascularization of prostatic
adenocarcinomas in core biopsies and corresponding
prostatectomies was investigated on totally
embedded, serially sectioned prostate tissues.
Normal prostate tissue generally showed no or only
low VEGF and MMP-9 expression, there was a
significant increase in VEGF and MMP-9 expression
in almost all prostate cancer specimens, the intensity
of the immunoreaction ranging from low to strong
and being correlated positively with the tumor stage
(VEGF: p < 0,0001; MMP-9: p < 0,05), Gleason
score (VEGF and MMP-9: p < 0,001) and MVD
(VEGF: p < 0,05; MMP-9: p < 0,001) in prostate
carcinoma. Patients who had stronger expression
VEGTF in prostate carcinoma tissue, also had stronger
expression of MMP-9 (p < 0,05). There was no
correlation between VEGF and MMP-9 expression
and preoperative serum PSA (p > 0,1).

These results showed that stronger expression of
VEGF I MMP-9 and higher MVD were present in
organ - extending prostate carcinoma (pT3), and in
metastatic disease (pN1), and also in tumors with
higher Gleason score (GS >7), confirming a role of
angiogenesis, cell cohesion and invasion in
metastatic spread of disease.
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KoriS¢ene skraéenice

A

aFGF - kiseli fibroblastni faktor rasta (eng. acidic fibroblast growth factor)

AJCC - Americki udruzeni odbor za karcinome (eng. American Joint Committee on Cancer)
AMACR - (eng. alpha-methylacyl-CoA-racemase)

AMF - autokrini faktor motiliteta (eng. autocrine motility factor)

AP-1 - (eng. activator protein 1)

ASAP - atipi¢na sitno acinusna proliferacija (eng. Atypical small acinar proliferation)

B

BCH - hiperplazija bazalnih ¢elija

bFGF - fibroblastni faktor rasta (eng. basic fibroblast growth factor)

BM - bazalna membrana

BPH - benigna prostati¢na hiperplazija (BPH)

C

cAMP - cikli¢ni adenozin monofosfat

CAMs - celijske adhezivne molekule (eng. cellular adhesive molecules)

CAP - Kolegij americkih patologa (eng. College of American Pathologists)

CCCH - svijetlocelijska kribriformna hiperplazija (eng. clear cell cribriform hyperplasia)
CEUS - (eng. contrast enchanced ultrasonography)

COX-2 - ciklooksigenaza -2

D

DAB - 3,3’-diaminobenzin

DV - drenirajuce vene (draining veins)
E

ECM - ekstracelularni matriks

EDC - hemikalije koje uticu na endokrini sistem (eng. endocrine disrupting chemicals)



EGF - epidermalni faktor rasta (eng. epidermal growth factor)
EPE - ekstraprostati¢na ekstenzija

ETS - porodica transkripcionih faktora ETS — domene)

F

FA - opskrbljujuce arterije (eng. feeder arteries)

FGF - fibroblastni faktor rasta (eng. fibroblast growth factor)
G

GMP - glomeruloidne mikrovaskularne proliferacije (eng. glomeruloid microvascular

proliferations)

GS - Gleason skor (eng. Gleason score)

H

HG PIN - PIN visokog stepena (eng. high grade PIN)

HGF - hepatocitni faktor rasta (eng. hepatocyte growth factor)

HIF-1a- (eng factor inhibiting antibody)

HMWCK - citokeratin visoke molekularne tezine (eng. high molecular weight cytokeratin)
I

IB - iglena biopsije prostate

IGF - insulinu slican faktor rasta I i II (eng. insulin like growth factor I and II),
IHC - imunohistohemija (eng. immunohistochemistry)

IL - interleukin

K

KP - karcinom prostate

L

LG PIN - PIN niskog stepena (eng. low grade PIN)

M

MAPKSs - (eng. mitogen activated protein kinases)



MF- makrofagi

MHC - Kompleksi histokompatibilnosti (eng. major histocompatibility complex)
MMP - Matriks metaloproteinaza (eng. Matrix metalloproteinase)

MYV - Krvni sudovi "majke” (eng. mother vessels)

MYVD - gustina krvnih sudova (eng. microvessel density)

MRI - magnetna rezonanca (eng. magnetic resonance imaging)

N

NO - azotni oksid (eng. Nitric oxyd)

0

OMYVD - optimizovana MVD

OPN - osteopontin

P

PAI - inhibitor aktivatora plazminogena-1 (eng. Plasminogen activator inhibitor-1)
PCA3 - Antigen karcinoma prostate 3 (eng. prostate cancer antigen 3)

PDGF - trombocitni faktor rasta (eng. platelet- derived growth factor)

PDGFR - receptor trombocitnog faktora rasta

PECAM-1 - trombocitni endotelijalni ¢elijski adhezioni molekul
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RP - radikalna prostatektomija

S

SA - skleroziraju¢a adenoza

SMA - glatkomiSiéni aktin (eng. smooth muscle actin)

SVI - invazija sjemenih kesica (eng. seminal vesicle invasion)

T

TAF - faktor tumorske angiogeneze (eng. tumor angiogenesis factor)

TBS - Tris buffered saline rastvor
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1. UVOD

1.1. ANATOMIJA I HISTOLOGIJA PROSTATE

Prostata u odraslih muskaraca teZi prosjecno 30-40 g (bez prominentne benigne
prostati¢ne hiperplazije (BPH), izgleda je konusa baze locirane proksimalno prema vratu
mokraéne beSike 1 apeksa distalno na urogenitalnoj dijafragmi (1). Prostati¢ni dio uretre
prolazi kroz centar Zlijezde. Prostata se anatomski dijeli na unutraSnje i spoljasnje regije,
mada joS uvijek postoji podjela na lijevi i desni lobus, koja se zasniva na palpaciji srediSnje
brazde. U unutrasnjoj zoni najceSce se javlja BPH, a u perifernoj zoni karcinom, iako se neki

karcinomi javljaju centralno, a BPH nodulusi se mogu naci i periferno (2).

Prostata se dijeli na Cetiri zone (slika 1):

Copyright @ 2002 Wolters Elwarer Health | Lippincott Williams & Wilkins

Slika 1. Zonalna anatomija prostate. (1) (Preuzeto iz: Epstein J., Netto G.: Prostate

biopsy interpretation. 4th ed., Lippincott Williams Wilkins, Philadelphia, 2008, p. 14)



e Prednja fibromuskularna stroma — obuhvata tre¢inu tkiva prostate; Cine je
glatkomiSi¢na vlakna i gusto vezivno tkivo sa svega nekoliko Zljezdanih formacija;

e (Centralna zona — izgleda konusa koji okruzuje ejakulatorne duktuse s apeksom
na verumontanumu i bazom na vratu mokra¢ne beSike; neuobicajeno je podrucje
porijekla karcinoma, ¢eSce je invadirana karcinomom iz periferne zone;

e Periferna zona — najveca zona koja sadrzi 75% Zljezdanog tkiva prostate; nalazi
se distalno od centralne zone, oblika je potkovice koja se pruza posteriorno,
posterolateralno i lateralno okruzujuci unutrasnje dijelove prostate; to je zona koju
najcesc¢e pogada karcinom,;

e Preprostaticna regija — obuhvata periuretralne duktuse i vece najkriticnije
podrucje, prelaznu zonu, koju najvise pogada hiperplazija.

Uprkos ovim razlikama, strucnjaci iz oblasti uropatologije pojednostavljuju ovu
zonalnu podjelu na dvije sekcije: unutra$nju (prelazna zona) i spoljaSnju (periferna i centralna

zona) (2, 3).

Prostata se sastoji od epitelnih i stromalnih ¢elija. Epitelne celije tvore Zlijezde koje se
sastoje od duktusa razgranatih iz uretre (izduZene razgranate tubularne strukture) koji se

zavrSavaju acinusima (zaobljene strukture grupisane u lobuluse) (1).
Epitelne ¢elije prostate su:

a) Urotelne celije (epitel prelaznog tipa) — oblazu proksimalne dijelove
prostati¢nih duktusa, a u distalnim dijelovima duktusa mogu biti izmijeSane sa
sekretornim epitelom;

b) cilindricne sekretorne epitelne celije — visoke celije svijetle do
blijedoeozinofilne citoplazme koje oblazu distalne dijelove duktusa i acinuse;
ove cCelije su pozitivne na prostaticni specificni antigen (PSA) i1 prostati¢nu
specificnu kiselu fosfatazu (prostate-specific acid phosphatase, PSAP), a
negativne na citokeratin visoke molekularne tezine (high molecular weight
cytokeratin, HMWCK);

C) bazalne Celije — nalaze se ispod sekretornih cilindri¢nih Celija uz bazalnu
membranu. Smatra se da su one stem celije sekretornih celija od kojih su
slabije diferentovane, pozitivne su na HMWCK i p63. One ne vode porijeklo

od mioepitelnih ¢elija, na Sta ukazuje i njihov nedostatak imunohistohemijske
2



reakcije na glatkomiS$i¢ni aktin (smooth muscle actin, SMA) 1 S-100. Ove celije
nedostaju kod karcinoma prostate (4, 5, 6);

d) neuroendokrine ¢elije — prostata sadrZi najviSe endokrinih ¢elija od bilo kog
organa genitourinarnog sistema.

Stromalne cCelije su poprecnoprugasta i glatkomiSi¢éna vlakna, fibroblasti, nervi i

endotelne cCelije (1).
1.2. EPIDEMIOLOGIJA KARCINOMA PROSTATE

Karcinom prostate (KP) vode¢i je uzrok morbiditeta i na tre¢em mjestu je u svijetu po
mortalitetu (iza karcinoma pluca i karcinoma debelog crijeva) kod muskaraca, ¢ineci oko 30%
oboljelih od ukupnog broja novootkrivenih sluc¢ajeva karcinoma i 9-14% preminulih zbog
karcinoma (7, 8). Globalna incidenca KP u izuzetnom je porastu, vjerovatno zahvaljujuci
programima rane detekcije koji obuhvataju digitalni rektalni pregled, odredivanje serumskog
PSA i transrektalnu ultrasonografiju. Takoder, incidenca je vec¢a u drZavama u kojima je veci
procenat starijih muSkaraca u populaciji, kao i u razvijenim drzavama gdje KP ¢ini 15% svih
karcinoma u odnosu na zemlje u razvoju, u kojima iznosi 4% (9). Prema novijim

istrazivanjima, u razvijenim zemljama (USA) incidenca i mortalitet su u opadanju (7).

Prava epidemija KP dijelom je rezultat uspjeSnih napora u ranoj detekciji
odredivanjem serumskog PSA. Time je sniZen jo$ uvijek izrazit jaz izmedu klini¢ke incidence
(8% dozivotnog rizika (eng. lifetime risk)) i prevalence dobijene na osnovu autopsijskih

nalaza (80% do 80. godine Zivota) (10).

Veliki klinicki paradoks je da, uprkos velikoj incidenci KP, ve¢ina muSkaraca e
umrijeti sa tom boleS¢u, a ne od nje same (7, 10). Vec¢ina KP nikad ne progredira u klini¢ki
znacajno oboljenje, manji dio ostaje lokalizovan i ograni¢en na samo tkivo prostate godinama,
dok dio progredira rapidno do smrtnog ishoda. Velika dilema za klini¢are i patologe je kako
razluciti o kojem se od ova tri bioloSki razliCita tipa radi (11). Smatra se da 20-40%
pacijenata u momentu dijagnostikovanja imaju KP u uznapredovalom stadiju (7), odnosno
oko 29% KP je lokalizovano u tkivu prostate, 33% je invazivno, dok su metastaze prisutne u

38% slucajeva (12).



1.2.1. Epidemioloske karakteristike karcinoma prostate u odnosu na geografsku

rasporedenost

Dijagnostikovani karcinom prostate je drugi po redu ucestalosti kod muSkaraca
(899.000 novih sluc¢ajeva, 13,6% ukupnog broja) i peti po redu uopste (13). Skoro tri Cetvrtine
registrovanih slucajeva javljaju se u razvijenim zemljama (644.000 slucajeva). Procenti
ucestalosti Sirom svijeta variraju i do preko 25 puta viSe, od ¢ega ih je najviSe u Australiji /
Novom Zelandu (104,2 na 100.000), te u Zapadnoj i Istocnoj Evropi 1 Sjevernoj Americi,
vecinom zbog Cinjenice da je testiranje serumskog PSA 1 uzimanja iglenih biopsija prostate u
okviru istog postalo Siroko raSireno u tim regijama. Procenti ucestalosti su relativno visoki u
odredenim regijama u razvoju, kao $to su Karibi, JuZna Amerika, te podsaharski dio Afrike.
NajniZa stopa ucestalosti, $to se tiCe odredene starosti, procijenjena je u Juznoj i Centralnoj
Aziji (4,1 na 100.000). Sa procijenjenih 258.000 smrtnosti zbog karcinoma u 2008. godini,
karcinom prostate je Sesti po redu vodeci razlog smrti od karcinoma kod muskaraca (6,1% od
ukupnog broja slucajeva). Zbog Cinjenice da PSA testiranje ima puno vec¢i efekt na ucestalost
nego na smrtnost, Sirom svijeta su manje varijacije u smrtnosti (desetostruke), nego Sto je to
slucaj kod procenta ucestalosti (25 puta). Broj smrtnih slucajeva uzrokovanih karcinomom
prostate je skoro jednak u razvijenim i nerazvijenim podrucjima. Smrtnost je generalno veca u
podruc¢jima naseljenim crnim stanovniStvom (Karibi, 26,3 na 100.00 i podsaharska Afrika,
ASRs 18-19 na 100.000), jako niska u Aziji (ASR 2,5 na 100.000 u Istonoj Aziji na

primjer), te je srednja u Evropi 1 Okeaniji (13).

1.2.2. Epidemiologija KP u Srbiji i Vojvodini

U 2007. godini u Srbiji, izuzimaju¢i Kosovo i Metohiju 1 Vojvodinu, od malignih
oboljenja je oboljelo 25.662 osoba, a od tog broja 10,9% od karcinoma prostate (na tre¢em
mjestu nakon karcinoma pluca i bronha i karcinoma debelog crijeva) (14). Broj umrlih od
malignih oboljenja u Srbiji u 2007. godini bio je 14.373 osoba, a od toga 8,8% umrlih od
karcinoma prostate (na tre¢em mjestu iza karcinoma pluca i1 bronha i karcinoma debelog

crijeva) (14).

Kad je u pitanju incidenca, karcinom prostate se sa 6,5% slucajeva nalazi na tre¢em
mjestu u Vojvodini, iza karcinoma pluc¢a (27,9%) i kolorektalnog karcinoma (11,4%) (15).

Prema novijim podacima iz 2009. godine, u Vojvodini je broj novooboljelih od karcinoma



prostate bio 520, stopa incidencije je iznosila 54,3/100.000, odnosno standardizovana stopa

incidencije 29/100.000 (16).

1.2.3. Epidemioloske karakteristike karcinoma prostate u odnosu na dob

Rizik od karcinoma prostate sa godinama raste veoma ubrzano. Incidenca obolijevanja
je niska do 40-ih godina Zivota (17), a zatim se naglo poveéava (18). Sirom svijeta, oko tri
cetvrtine svih slucajeva oboljelih od KP su muskarci Zivotne starosti 65 godina i vise (18,19).
Oko 50 slucajeva KP prijavljeno je u svakoj od sljede¢ih grupa: kod djece mlade od 12
godina, adolescenata, te kod mladih muskaraca izmedu 20 i 25 godina starosti. U svim ovim
slucajevima karcinom je bio loSe diferentovan, klini¢ki agresivan i otporan na hormonsku i

zracnu terapiju (10).
1.3. ETIOLOGIJA I PATOGENEZA KARCINOMA PROSTATE

1.3.1. Etiologija karcinoma prostate

Faktori rizika mogu se klasifikovati kao endogeni i egzogeni, iako pojedini nisu
striktno ni jedni ni drugi, npr. rasa, starenje, oksidativni stres (20). Kao rizi¢ni faktori navode
se: porodi¢na istorija, hormoni, rasa, starenje, oksidativni stres, ishrana, masnoce, kadmijum,
cink, gojaznost, alkohol, pusenje, seksualna aktivnost, rana seksualna aktivnost, brojni
seksualni partneri, profesionalna izloZenost, poljoprivredni fertilizeri 1 pesticidi, guma,
ionizirajue zracenje, venericna oboljenja, herpes virus 2, citomegalovirus, vazektomija,
benigna prostaticna hiperplazija, prostaticna intraepitelna hiperplazija, atipi¢na proliferacija

malih acinusa (ASAP) (10).

1.3.2. Porodic¢na istorija

U epidemioloskim studijama porodi¢na istorija karcinoma prostate je znacajno
povezana sa rizikom obolijevanja od karcinoma prostate. Rizik od obolijevanja od karcinoma
prostate je dva puta veci ukoliko je najbliZi srodnik obolio od karcinoma (otac ili brat) i pet do

jedanaest puta veci ako dvojica ili trojica najbliZih srodnika imaju karcinom prostate (10).

1.3.3. Hormoni

Androgeni znaCajno uti€u na rast i razvoj tumorskih celija karcinoma prostate, te
progresija iz pretklinickog stadijuma do klinicki ispoljenog karcinoma moze biti dijelom

rezultat izmijenjenog metabolizma androgena. Povecane koncentracije testosterona i njegovog
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metabolita dihidrotestosterona tokom viSe decenija mogu povecati rizik, mada su rezultati

ovih istraZivanja oprecni (10).

1.3.4. Rasa

Rasne razlike kod povecanog rizika karcinoma prostate mogu odrazavati tri faktora:
razlike u izloZenosti rizicnim faktorima, razlike u detektovanju karcinoma prostate i
bioloSkim razlikama. Najveca stopa incidencije u svijetu je kod Afroamerikanaca, koji imaju
visi rizik od dobijanja karcinoma prostate od Amerikanaca bijele puti. Medutim, rasne razlike
mogu biti 1 uzrokovane razli€itim moguc¢nostima dobijanja zdravstvene njege, razliCitih
odluka u smislu lijeCenja i praéenja bolesti, kao i razliCitosti u alelskim frekvencijama

mikrosatelita na lokusima androgenih receptora ili polimorfnim varijacijama (10).

1.3.5. Starenje i oksidativni stres

Teoretski, karcinom prostate moZe nastati usljed povecanja oksidativnog stresa, ali su
dokazi koji govore u prilog ovoj teoriji ograni¢eni (20). Klinicke studije ukazuju da uzimanje
antioksidansa kao S$to su likopen, selen 1 vitamin E nude bolju zaStitu od nastanka karcinoma
prostate. DosadaSnja saznanja povezanosti starenja i prooksidativne — antioksidativne

homeostaze prostate ¢ovjeka ostaju i dalje virtuelno nepostojeca (20).

Brojni su egzogeni rizi¢ni faktori za nastanak karcinoma prostate, ukljucujuci ishranu,
zanimanje, hemikalije koje uti¢u na endokrini sistem (EDC: endocrine disrupting chemicals) i

drugi (20).

1.3.6. Ishrana

Brojni faktori ishrane dovode se u vezu sa nastankom i razvojem karcinoma prostate.
Masnoce u ishrani, narocito polinezasi¢ene masne kiseline, pokazuju snaznu povezanost sa
incidencom 1 mortalitetom zbog KP po nekim epidemioloSkim studijama (vjerovatno
uzrokovanjem promjene hormona ili povecanjem oksidativnog stresa indukovanog masnim

kiselinama) (10).

Retinoidi, ukljucujuéi vitamin A, pomazu u regulaciji diferencijacije i proliferacije
epitelnih ¢elija, djelujuci protektivno. Nedostatak vitamina D moze biti rizi¢ni faktor nastanka
KP (hormonalni oblik 1-25-dihidroksivitamin D sprecava invazivnost tumorskih celijja i

djeluje antiproliferativno, sprecavajuci diferencijaciju tumorskih ¢elija KP) (10). Vitamin E je
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antioksidant koji inhibira rast tumorskih celija karcinoma prostate putem apoptoze (21).
Povezanost selena 1 cinka, kao elemenata u tragovima, 1 karcinoma prostate je vjerovatna, ali
jo$ uvijek nedovoljno ispitana. Likopen, kao najefikasniji karotenoidni antioksidans, ima

znacajno protektivno dejstvo (10).

Kadmijum, kao znacajan zagadiva¢ okoline, u nekim studijama je povezan sa

povecanim rizikom obolijevanja od KP (10).

1.3.7. Hemikalije koje uticu na endokrini sistem (EDC, eng. endocrine disrupting
chemicals)

EDC se mogu definisati kao hemikalije koje pozitivno ili negativho mijenjaju
hormonsku aktivnost uti¢u¢i na reprodukciju i razvoj (10). IzloZenost EDC putem ingestije
hrane, vode ili putem vazduha moZe uticati ili posredovati u karcinogenezi. Neki muskarci
mogu tokom mnogo godina hroni¢no biti izloZeni malim dozama EDC, koje mogu doprinijeti
nastanku KP (ostaci odredenih pesticida u hrani, fitoestrogeni u soji, i sli¢no). Izlozenost EDC
moze biti naro€ito znacajna kod muskaraca koji imaju relativno visok endogeni estrogen ili

koncentracije androgena (10).

1.3.8. Zanimanje i drugi faktori

IzloZenost brojnim industrijskim 1 profesionalnim faktorima kao faktorima rizika KP
izu€avana je u brojnim studijama, ali su rezultati tih studija neuvjerljivi; najviSe zabrinjavaju

rezultati koji se odnose na poljoprivrednike i proizvodnju gume (10).

Brojni izu€avani faktori pokazali su oprecne rezultate, negativhu povezanost ili vrlo
ogranien uticaj na razvoj KP, kao Sto su puSenje, seksualna aktivnost, bracni status,
vazektomija, socijalni faktori (stil Zivljenja, socioekonomski status, obrazovanje), fizicka

aktivnost, antropometrija (10).

1.3.9. Patogeneza karcinoma prostate

Mehanizam kojim nastaje karcinom prostate je nejasan, ali moze se klasifikovati kao

genotoksicni i negenotoksicni (20).



1.3.10. Genotoksiéni mehanizam

Genetske mutacije mogu biti nasljedne, kao rezultat porodi¢ne ili rasne predispozicije,
ili mogu biti inducirane razli¢itim faktorima (20). Jedan moguci genotoksi¢ni okida¢ moze
biti kontinualna podjela ¢elija prouzrokovana hormonima kao Sto je testosteron, rezultujuci u
akumulaciji spontanih mutacija i posljedicnom aktivacijom odredenih onkogena i
inaktivacijom tumor supresor gena (20). Drugi mogué¢i okida¢ mogu biti male koli¢ine
karcinogena iz hrane, kao $to je PhiP (2-Amino-1-methyl-6-phenylimidazo (4,5-b) pyridine) u
kuhanoj ribi i mesu, koji uzrokuje mutacije u tkivu prostate tokom Zivota (PhiP je mutagen i
karcinogen). Trenutno nema jakog dokaza da hemijski karcinogeni i EDC imaju ulogu u
indukciji i evoluciji humanog karcinoma prostate, buduc¢i da su ova dva puta karcinogeneze
karcinoma prostate dokazane na eksperimentalnim Zivotinjama, ali jo§ nisu dokazane 1 u

humanom tumorskom tkivu karcinoma prostate (20).

1.3.11. Negenotoksi¢ni mehanizam

Po jednoj hipotezi, testosteron ima znacajnu ulogu u evoluciji humanog karcinoma
prostate u vidu stimulatora rasta ¢elija prostate (20). Ovaj hormon moze djelovati kao mitogen
ili tumorski promoter. Testosteron indukuje podjelu ¢elija, te tokom Zivotnog vijeka velik broj
celijskih podjela moZe rezultirati akumulacijom spontanih mutacija u celijama prostate.
Testosteron je u najmanju ruku neophodan faktor u karcinogenezi KP, ali prije bi mogao

sluziti kao kofaktor nego kao neposredni okidac (20).

Drugi okida¢ mogao bi biti oksidativni stres indukovan tinjajuom dugotrajnom
hroni¢nom upalom 1 jedinstvenim biohemijskim miljeom prostate (pr. visoki nivoi cinka i

citrata) koji na kraju rezultuju mitogenezom (20).

1.3.12. Benigna prostati¢na hiperplazija

Prostaticna hiperplazija Cesto je udruZena sa prostaticnim adenokarcinomom,;
zajednicka im je povecana prevalenca 1 incidenca sa godinama, hormonalna ovisnost za rast i

razvoj, ali do sada uzro¢na povezanost nije ozbiljno sugerisana niti ustanovljena (20).

1.3.13. Prostati¢na intraepitelna neoplazija (PIN)

Ovu leziju je prvi put opisao McNeal 1960. godine, a preciznije su je definisali
McNeal i Bostwick sredinom osamdesetih godina proslog vijeka, kao preinvazivni zavrSetak

kontinuiteta celijske proliferacije u duktusima, duktulusima i1 acinusima prostate (1, 22, 23).
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PIN je podijeljen u dvije kategorije: PIN niskog stepena (eng. low grade PIN, LG PIN) koji je
bez dijagnostiCkog znacaja, 1 PIN visokog stepena (eng. high grade PIN, HG PIN). HG PIN je
najraniji stadijum u karcinogenezi, koji posjeduje mnoge fenotipske, biohemijske i genetske
promjene kao i karcinom prostate, ali bez invazije u fibrovaskularnu stromu (24, 25) (slika 2).
Jako bi se moglo pretpostaviti da je PIN univerzalna prekursorna lezija prostaticnog
adenokarcinoma, postoje Cinjenice koje dovode u pitanje povezanost HG PIN 1 karcinoma
prostate (KP). Sakr je utvrdio da je pocetak KP prethodio pocetku HG PIN (26). To je
suprotno od onoga $to bi se oCekivalo ako se smatra da je PIN prekursorna lezija svih KP.
Cak u 70% prostata u kojima je dijagnostikovan KP u ranom stadijumu nedostaje HG PIN. Pa
¢ak 1 u onim prostatama gdje su postojali i rani KP 1 HG PIN, samo u jednoj tre¢ini slucajeva
se HG PIN nalazio neposredno uz KP (1). Jos jedan dokaz protiv toga da je PIN univerzalni
prekursor svih KP jeste da se HG PIN izuzetno rijetko nalazi uz karcinome prostate
tranzicionalne zone (prelazne zone). Cini se da je HG PIN prekursorna lezija mnogim
perifernim umjereno do loSe diferentovanim adenokarcinomima prostate. Dobro diferentovani
karcinomi, narocito oni lokalizovani u tranzicionalnoj zoni prostate, nisu usko povezani sa

HG PIN (1).

1.3.14. Atipicna sitno acinusna proliferacija (Atypical small acinar proliferation, ASAP)

ASAP je visoko suspektna, ali nedovoljno dijagnosticka lezija za KP, koja se
manifestuje prisustvom sitnih atipi¢nih acinusa u iglenim biopsijama prostate koje pokazuju
neke histoloSke osobine KP (1, 27). NajceS¢e su to sitni fokusi (ponekad svega nekoliko
Zljezdanih formacija), nepravilni acinusi sa arhitekturalnim obiljezZjima maligniteta kojima
nedostaju ubjedljive citoloSke karakteristike (nedostatak nukleolusa, nedostatak nuklearnog
uvecanja), kao 1 acinarna atrofija ili izraZzena inflamacija u kojima obliZnji acinusi pokazuju
distorziju ili reaktivnu atipiju sa nuklearnim ili nukleolarnim uve¢anjem, kao 1 arteficijalno
oStecenje tkiva, ali 1 gubitak sumnjivog fokusa na dubljim presjecima tkiva, Sto onemogucuje
primjenu imunohistohemijske analize u cilju diferenciranja bazalnog sloja ¢elija (10). KP je
dijagnostikovan u vecini rebioptiranih uzoraka prostate (oko 90%), Sto navodi na to da je
ASAP znacajan pretkaziva¢ invazivnog karcinoma prostate (1, 28, 29), te se nakon
postavljanja dijagnoze ASAP preporucuje uraditi rebiopsiju prostate bez obzira na nivo

serumskog PSA (1).
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Slika 2. Morfoloski kontinuum od normalnog prostaticnog epitela preko povecavanja gradusa
PIN prema ranom invazivnom karcinomu prostate (u skladu sa konceptom kontinuuma
oboljenja). LG PIN (gradus 1) odgovara veoma blagoj do blagoj displaziji. HG PIN (gradus 2
1 3) odgovara umjerenoj do izraZenoj displaziji i carcinoma in situ. Prekancerozni oblici
zavrsavaju onog trenutka kad maligne celije invadiraju stromu; ova invazija se javlja na
mjestu proboja bazalne membrane. DisplastiCne promjene pojavljuju se u superficijalnom
(luminalnom) sekretornom celijskom sloju, vjerovatno kao odgovor na luminalne
karcinogene. Proboj sloja bazalnih ¢elija prati arhitekturalna i citoloSka obiljeZzja HG PIN 1
¢ini se da to predstavlja jak preduslov za stromalnu invaziju. Bazalna membrana je oCuvana
kod HG PIN i ranog invazivnog karcinoma (10). (Preuzeto iz: Bostwick D.G., Meiers L
Neoplasms of the prostate. In: Bostwick D.G., Cheng L. (ed). Urologic surgical pathology,
2nd ed, Mosby Elsevier, 2008).

1.4. KLINICKA DIJAGNOSTIKA KARCINOMA PROSTATE

1.4.1. Kilinicki znaci i simptomi

KP ne pokazuje specificnu simptomatologiju i naj¢esce je klinicki nijem, mada moze
prouzrokovati urinarne opstruktivne simptome, imitiraju¢i nodularnu hiperplaziju (10). Kao
posljedica toga, KP se Cesto inicijalno manifestuje simptomima metastatskih depozita (vratni
limfni ¢vorovi, kosti). Pacijent moZe imati simptome uremije. Krvarenje iz urinarnog trakta je
rijetko. Zbog metastaza pacijent moze imati bolove u kostima, anemiju i limfedem. U slucaju

patoloskog preloma ki¢me moze nastati paraplegija.
Klinic¢ki, dijagnoza se najcesce postavi:

e Ako, tokom rutinskog pregleda muskaraca starijih od 40 godina, digitorektalni

pregled pokaze nodularno ili difuzno uvecanu prostatu (klinicki stadijum T2, T3 ili
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T4); serumski nivo PSA veéi od 2,5 ili 4 ng/mL (klini¢ki stadijum Tlc); ili
transrektalni ultrazvuk 1 biopsije su pozitivni (nasumicno uzete biopsije, ciljane
biopsije ili rutinske sextant iglene biopsije);

¢ Incidentalni karcinom dijagnostikovan u uzorcima dobijenim transuretralnom
resekcijom prostate (klinicki stadijum Tlai T1b);

e Metastatski adeokarcinom nepoznate primarne lokalizacije;

e KP koji se prezentuje kao rektalna masa (KP veoma rijetko raste kao
ekscentricna ili cirkumferentna rektalna ili perirektalna tumorska promjena sa ili

bez zahvatanja sluznice rektuma) (10).

1.4.2. Skrining i dijagnostika karcinoma prostate

1.4.2.1. Skrining karcinoma prostate

Skrining je pregled asimptomatskih osoba sa povecanim rizikom za neku bolest.
Uglavnom tece u okviru programa organizovanih istraZzivanja i finansiranih od strane drzavnih
institucija. Nasuprot tome, rana detekcija se sprovodi na inicijativu pacijenta ili njegovog
porodi¢nog ljekara. Cilj skrininga je smanjiti specificnu smrtnost zbog karcinoma prostate i
povecati kvalitet Zivota. Za skrining karcinoma prostate koristi se digitorektalni pregled i test
PSA.

Skriningom se otkrije ve¢i procenat ranijih stadijuma karcinoma prostate. Karcinom
prostate ima veoma razli€it bioloski potencijal 1 puno pacijenata ne umire zbog karcinoma,
ve¢ sa karcinomom prostate (7). Do sada joS niti jedno istraZivanje nije zasigurno pokazalo da
se zbog skrininga smanjuje smrtnost zbog karcinoma prostate. Skrining postupci za karcinom
prostate, koji ukljucuju odredivanje koncentracije PSA u serumu i digitorektalni pregled,
cesto se koriste u SAD i1 nekim evropskim drZzavama, uprkos tome $to korist od skrininga kod
ovog tipa karcinoma joS uvijek nije potvrdena odgovaraju¢im randomiziranim istrazivanjima.
Uprkos nepotvrdenom efektu skrininga, ,,American Cancer Society preporucuje odredivanje
PSA kod muskaraca starijih od 50 godina jedanput godiSnje. Kod muskarca starijeg od 75

godina skrining uz pomo¢ odredivanja PSA se ne preporucuje (30, 31).

1.4.2.2. Dijagnosticke pretrage za karcinom prostate
Najznacajnije metode za dijagnostiku karcinoma prostate su digitorektalni pregled,

odredivanje prostata specificnog antigena (PSA) u serumu i transrektalni ultrazvuc¢ni pregled
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prostate (TRUZ). Za konac¢nu dijagnozu su uvijek potrebni biopsija i histopatoloski pregled
tkiva prostate (31, 32, 33).

1.4.2.2.1. Digitorektalni pregled prostate

Digitorektalni pregled prostate je joS uvijek najjednostavniji i najjeftiniji dijagnosticki
zahvat za otkrivanje karcinoma prostate (palpira se tvrdina u prostati, asimetrija ili je cijela
prostata neSto tvrda i neravna). Glavni nedostatak digitorektalnog pregleda je njegova
relativno mala osjetljivost kod pocetnih stadijuma karcinoma. PoSto incidenca karcinoma
prostate nakon 50. godine starosti naglo raste, transrektalni palpatorni pregled prostate morao

bi biti obavezan dio opSteg klinickog pregleda (33).

1.4.2.2.2. Prostata specificni antigen (PSA)

Godine 1979. izolovan je antigen iz tkiva prostate, nazvan prostati¢ni specifi¢ni
antigen (PSA), naden u normalnom tkivu prostate, tkivu benigne hiperplazije i tkivu
karcinoma prostate. PSA se rutinski koristi u ranoj detekciji KP. Otkrivene su znacajno vece
koncentracije PSA u serumu kod pacijenata sa uznapredovalim karcinomom prostate i zato se

pretraga koristi u dijagnosti¢ke svrhe kod karcinoma prostate (34).

PSA sintetiSu iskljucivo ¢elije acinusa prostate i duktalnog epitela koji u serum prelazi
difuzijom iz Zljezdanih celija kroz bazalnu membranu epitela u stromu prostate, gdje zatim

ulazi u kapilare kroz bazalnu membranu (34).

PSA se u serumu nalazi u slobodnom i vezanom obliku (¢ini kompleks sa alpha-1-
-antichymotrypsinom) (10). Produkcija PSA je pod kontrolom cirkuliSu¢ih androgena koji
djeluju preko androgenih receptora. Pacijenti sa karcinomom prostate imaju vecu
koncentraciju vezanog oblika PSA, odnosno manju koncentraciju slobodnog oblika PSA u
serumu. Premda karcinom prostate najviSe uti¢e na koncentraciju PSA u serumu, on nije
jedini uzrok povecane koncentracije PSA. Na koncentraciju PSA u serumu znacajno utice
prostatitis, PIN, akutna urinarna retencija i zatajenje bubrega. Detekcija povecane vrijednosti
PSA je naroCito osjetljiva i tatna u procjeni volumena prostate, rezidualnog karcinoma,
rekurence 1 progresije karcinoma prostate nakon terapije (10). PSA tacno predskazuje
stadijum karcinoma i moze detektovati rekurencu nekoliko mjeseci prije bilo koje druge

metode (10). Koncentraciju PSA u serumu smanjuju lijekovi, koji se koriste za hormonsko
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lijeCenje karcinoma prostate i lijekovi za lijeCenje hipertrofije prostate (androgena

deprivaciona terapija, blokatori 5Sa-reduktaze) (10).

1.4.2.2.3. Transrektalni ultrazvucni pregled prostate
Ultrazvucni pregled prostate se izvodi transabdominalno, perinealno, transuretralno ili
transrektalno. Pokazuje ultrazvu¢nu morfologiju prostate i omogucava otkrivanje karcinoma

prostate, ocjenjivanje diseminacije i pracenje uspjesnosti lijecenja.

Karcinom prostate je moguce otkriti transrektalnim ultrazvu¢nim pregledom samo u
perifernoj zoni i veoma nepouzdano u prelaznoj zoni, koja je i sama slabo ehogena.
Karcinomi prostate su najceS¢e hipoehogeni, ali mogu biti izo- ili hiperehogeni. U 70%
slucajeva karcinom prostate nastane u perifernoj zoni, a kod 60% slucajeva izgleda kao

hipoehogeno podrucje, uglavnom nepravilnog oblika blizu kapsule prostate (35, 36).

1.4.2.2.4. Biopsija prostate

Za konacnu dijagnozu karcinoma prostate potrebna je histoloSka ili citoloSka potvrda.
Biopsija prostate moZe biti aspiracijska transrektalna digitalno vodena, pri kojoj dobijamo
materijal za citoloSku pretragu, ili pak transrektalna ultrazvuc¢no vodena sa posebnim
instrumentom i iglom za uzimanje materijala za histoloSku pretragu. Transrektalna
ultrazvuéno vodena biopsija prostate moZe biti ciljana ili sistematska. Kod sistematske
biopsije prostate su biopsijska mesta ravnomjerno rasporedena. Koriste se razli¢iti nacini
punktiranja prostate. Najcesce se izvodi Sest do 12 sistematskih biopsija prostate (35, 36, 37).

Indikacije za transrektalnu ultrazvu¢no vodenu biopsiju prostate su:

¢  Sumnjiv digitorektalni pregled;
e PSA > 4 ng/l (neki autori koriste nizu grani¢nu vrijednost PSA (2,5 mg/l) kao
indikaciju za biopsiju prostate);
¢  Sumnjiv nalaz transrektalnog ultrazvucnog pregleda prostate.
Uprkos tome Sto je transrektalna ultrazvuéno vodena biopsija prostate znacajno
poboljsala dijagnostiku karcinoma prostate, ona ima i svojih nedostataka (38). Incidenca lazno
negativnih biopsija je oko 11%, te se radi rebiopsija kad je negativan nalaz i trajno povecana

koncentracija PSA, kao i u slucaju dijagnostikovanog HG PIN ili ASAP (37, 38).
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1.4.2.3. TKkivne metode dijagnostikovanja karcinoma prostate

1.4.2.3.1. Iglena biopsija prostate

Revoluciju u ranoj detekciji KP izazvao je pocetak upotrebe transrektalne biopsije
prostate 80-ih godina proslog vijeka zajedno sa odredivanjem serumskog PSA, koji je
zamijenio dotad upotrebljavane transperinealne iglene biopsije i iskljucivo oslanjanje na nalaz

digitorektalnog pregleda prostate (10).

LaZno negativi rezultati smanjili su se sa 11-25% na 11%, a poboljSan je i1 kvalitet
uzetih bioptickih uzoraka (arteficijalno kompresivno oStecenje tkiva prostate svedeno je na
minimum). Upotreba igala sa promjerom 18 dozvoljava uzimanje multiplih biopsija prostate

uz minimalnu neprijatnost za pacijenta (10).

Broj iglenih biopsija prostate svakim danom raste i danas je vec¢i nego ikad, stvarajuci
veliko opterecenje patologu u smislu interpretacije. Danas se uzima 10 ili viSe biopsija po
pacijentu (pet ili viSe iz svake strane prostate), a prije samo 15-ak godina uzimala se samo
jedna biopsija sa svake strane. Situacija se dalje usloZnjava brojnim faktorima koji oteZzavaju
interpretaciju biopsija. Mnogim pacijentima se radi iglena biopsija prostate zbog poviSenog
serumskog PSA bez ikakvih drugih klinickih dokaza o postojanju KP, Sto stvara velik broj
biopsija koje sadrze samo mali ili mikroskopski sumnjiv fokus (10). Dalje, brojne
dijagnosticke greske (zamke) i imitatori KP nedavno su opisani (ASAP, PIN, postatrofi¢na
hiperplazija). Ogroman broj uzoraka iglene biopsije prostate koji stalno raste povecava
mogucnost greske, odnosno pogreSne interpretacije sumnjivih malih fokusa ili rijetkih i

neobicnih lezija (10).

1.4.2.3.2. Aspiraciona citologija prostate tankom iglom (Fine needle aspiration cytology,
FNAC)

Interes za koriS¢enje ove metode je minimalna zbog lako¢e kojom se uzima i

interpretira tkivo dobijeno iglenom biopsijom (igla promjera 18). Obje tehnike imaju slicnu

senzitivnost u postavljanju dijagnoze KP i obje su ograni¢ene malom veli¢inom uzorka, a

najbolje ih je posmatrati kao komplementarne tehnike (10).

1.4.2.3.3. Transuretralna resekcija prostate (TURP)
Podrugja prostate koja budu zahvacena TURP su razli¢ita u odnosu na dijelove

prostate dobijene iglenom biopsijom prostate. Uzorci dobijeni TURP sadrze tkivo prelazne
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zone, uretre, periuretralnog podrucja, vrata mokra¢ne beSike i fibromuskulare strome prednjeg
dijela prostate, a ponekad i djelice sjemenih kesica. NajéeS¢e TURP-om nisu zahvacene
periferna i centralna zona prostate, kao i dio prelazne zone. Vecina tkiva dobijenog iglenom
biopsijom prostate sadrze samo tkivo periferne zone prostate, a rijetko i strukture centralne i
prelazne zone (10). Dobro diferentovan adenokarcinom naden slu¢ajno na TURP-om uzetim
isjeCcima najceSce potice iz prelazne zone, a loSe diferentovan KP najceSce predstavlja dio

vece tumorske promjene koja potice iz periferne zone i invadira prelaznu zonu (10).

1.4.2.3.4. Prostati¢na enukleacija (suprapubi¢na prostatektomija, adenektomija)
Kod pacijenata sa masivnom prostatichom hiperplazijom ona predstavlja metodu
izbora u odnosu na TURP, a sadrZi najceSce tkivo periuretralnog tkiva i prelazne zone prostate

(10).

1.4.2.3.5. Radikalna prostatektomija

Dva su nacina izvodenja radikalne prostatektomije — ce$¢i, retropubicni, koji
dozvoljava i limfadenektomiju tokom same operacije (odredivanje postojanja metastaskih
depozita na ex tempore uzorcima radi utvrdivanja stadijuma bolesti), te perinealni, kod kojeg
nije moguce uzeti u istom aktu i limfne ¢vorove radi procjene stadijuma bolesti. Modaliteti u
operativnhom zahvatu su prostatektomije sa oc€uvanjem nervnih vlakana, roboticke

prostatektomije, kao i laparoskopske prostatektomije (10).

Kompletnost uzimanja materijala nakon radikalne prostatektomije utice na odredivanje
patohistoloS$kog stadijuma (39, 40, 41), odnosno §to je kompletnije uzorkovanje materijala za
patohistoloSku analizu, to je procjena zahvacenosti hirurSkih margina veca (12% kod
nekompletnog uzorkovanja u odnosu na 59% nakon kompletnog uzorkovanja), kao i procjena
patoloskog stadijuma bolesti (42). Ustanovljeno je da je nakon kompletnog uzorkovanog
materijala procjena ekstraprostati¢ne ekstenzije (34% kod nekompletnog u odnosu na 55%
kod kompletnog), kao i zahvatanja sjemenih vrecica (8% kod nekompletnog u odnosu na 15%
nakon kompletnog) veca (42). lako se kompletno uzorkovanje materijala nakon radikalne
prostatektomije smatra zlatnim standardom (43), u sadasnjim vodi¢ima za evaluaciju takvog
materijala odluka da li ¢e se raditi kompletno ili parcijalno uzorkovanje materijala ostavljena

je patologu (20, 44).
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1.5. PATOHISTOLOSKE KARAKTERISTIKE KARCINOMA PROSTATE

1.5.1. Makroskopske karakteristike adenokarcinoma prostate

Makroskopska identifikacija KP naj¢eSce je teSka ili nemoguca, te definitivna
dijagnoza zahtijeva mikroskopsku evaluaciju. U uzorcima dobijenim TURP-om, KP je rijetko
makroskopski uocljiv, izuzev ako je ekstenzivan, zbog slicnosti sa nekim makroskopskim
osobinama nodularne hiperplazije prostate. U prostatektomijama, KP je najcesce
multifokalan, sa predilekcijom u periferoj zoni prostate (10). Makroskopski vidljiv tumorski
fokus je najmanje 5 mm precnika, ZuckastobjeliCast, ¢vrste konzistencije usljed stromalne
dezmoplazije. Pojedini tumori su Zuckaste boje, granulirani, jasno ograniceni u odnosu na
normalan sunderast parenhim prostate. Muciozni adenokarcinomi mogu biti mekse

konzistencije (10).

1.5.2. Mikroskopske karakteristike adenokarcinoma prostate

Dijagnoza KP predstavlja kombinaciju arhitekturalnih i citolo§kih promjena i moze
biti potpomognuta nekim pomo¢nim metodama poput imunohistohemije (10). Kod skrininga
KP u bioptickom iglenom uzorku ili uzorcima dobijenim TURP-om, veoma je korisno pravilo
'three toos' (tri ”suvise” — suviSe malene Zlijezde, suviSe nagomilane Zlijezde sa polozajem
'back-to-back’, suviSe svijetle Zlijezde). Da bi se potvrdila dijagnoza KP, tri dijagnosticka
kriterijuma — uvecanje nukleusa, prominentni nukleolusi i nedostatak bazalnih ¢elija — moraju

biti prisutna (7).

Mikroskopski, ve¢ina KP sacinjena je od proliferisanih malih acinusa razli¢ito
aranziranih, od diskretne do jasno infiltrativne invazije u okolni parenhim, atipi¢nih
Zljezdanih formacija obloZenih jednim slojem celija, sa gubitkom bazalnog sloja celija,

nukleomegalijom i uve¢anim eozinofilnim nukleolusima (7).

Arhitekturalna obiljeZja se posmatraju na malom i srednjem uvelicanju; predstavljaju
varijacije u velicini, obliku i razmaku medu acinusima. Acinusi su obi¢no mali ili srednje
veli¢ine, iregularnih ili izduZenih kontura, primitivnih lumena na periferiji, nasumicno

rasporedenih, dijelom gusto zbijenih ('back-to- back’) (7).

Citoloska obiljezja KP podrazumijevaju nuklearno i nukleolarno uvecanje, crvenkastih

ekscentricno postavljenih nukleolusa najmanje 1 um precnika, ponekad i multiplih (7).
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Intraluminalni  kristaloidi, plavi mucin, glomerulacije, kolageni mikronoduli 1
perineuralna invazija su dodatne promjene koje se najceSc¢e javljaju kod KP. Intraluminalni
kristaloidi i plavi mucin nisu patognomonicni, ali su ¢esto udruzeni sa KP. Medutim, kolageni
mikronoduli (okruglast gust hijalini materijal unutar i neposredno uz neoplasti¢ne acinuse),
glomerulacija (kribriformne formacije), cirkumferencijalna invazija nervnih vlakana, kao i

zlijezde u masnom tkivu, smatraju se patognomonic¢nim za KP (7).

Kristaloidi su izduzeni, romboidni ili igliCasti svijetloruzicasti, smjeSteni
intraluminalno u malignim acinusima, u lumenima Zlijezda koje se nalaze neposredno uz KP

(najcesce u lumenima Zlijezda koje pokazuju PIN, ASAP ili skleroziraju¢u adenozu — SA) (7).

Intraluminalni plavi mucin (kiseli mucin) se javlja kod dobro i umjereno
diferentovanih KP (alcian blue i mucicarmin +), ali i unutar lumena Zlijezda u ASAP, PIN i

SA (7).

1.5.3. Incidentalni karcinom

Incidentalni karcinomi prostate su sluCajno otkriveni, klinicki nijemi KP,
dijagnostikovani  postmortalno na  autopsijskom materijalu 1 na radikalnim
cistoprostatektomijama ucinjenim zbog karcinoma mokra¢ne beSike (10). Oni su manje
agresivni od klinicki ispoljenih KP, uzimaju¢i u obzir klinicki stadijum, status hirurskih
margina i Gleason zbir (eng. Gleason score, GS). Incidentalni KP na cistoprostatektomijama
najcesce su niZzeg stadijuma pT2a ili pT2b (59% 1 29% nizeg Gleason zbira 5 ili 6 (5% 1 21%),
a samo 9% incidentalnih KP ima GS8-10. Ucestalost pozitivnih hirurSkih margina je niza

nego u klinicki ispoljenim KP (7% vs 52%) (10).

Povezanost klinicki ispoljenog KP i incidentalnog KP mogla bi se objasniti dvjema
hipotezama; po jednoj, incidentalni KP su histoloSki identi¢ni klinicki ispoljenim KP, ali su
predodredeni da nikad ne steknu bioloski agresivna obiljeZja. Po drugoj hipotezi, klini¢ki
neupadljivi KP su tumori najmanjeg volumena. Smatra se da karcinomi sti€u sposobnost
metastaziranja tokom vremena, kao i povecanjem svog volumena, ali i “bioloSkom

tumorskom progresijom”, odnosno pove¢anom mutacionom nestabilnosti (45).
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1.5.4. ’Vanishing” karcinom prostate u radikalnim prostatektomijama

Radikalne prostatektomije ne sadrZe rezidualni karcinom (pTO0) u 0,5% slucajeva (1 na
200 prostatektomija) 1 ova incidenca ¢e biti u porastu zbog povecanog broja pacijenata koji
primaju preoperativnu deprivacionu androgenu terapiju (ili zraCnu terapiju) koja uzrokuje
vidljivu redukciju volumena KP, kao i zbog boljeg skrininga, gdje se KP otkriva u niZim
stadijumima i dok je malog volumena (46, 47, 48). Razli¢itosti u uzorkovanju materijala
povecavati rizik “nestajuceg” karcinoma prostate, te se u tim slu¢ajevima preporucuje
preuzeti sav operativni materijal. Nemogucnost identifikacije rezidualnog KP dovodi u pitanje
tacnost dijagnoze postavljene na materijalu dobijenim iglenom biopsijom (dijagnoze su
“precijenjene” u dva od Cetiri sluc¢aja). Kod pacijenata kod kojih nije naden rezidualni KP,
nije se pojavio rekurentni KP ni nakon desetogodiSnjeg preZivljavanja, niti se kod pacijenata

koji su ranije umrli zbog drugih uzroka nije nasSao KP u vrijeme smrti (47).

1.5.5. Diferencijalna dijagnoza adenokarcinoma prostate

Vec¢inu KP nije teSko dijagnostikovati, medutim postoje neke problemati¢ne i
diskutabilne promjene. Kao prvo, nije lako razluciti dobro diferentovani KP od znacajnog
broja benignih ili atipi¢nih proliferacija malih Zlijezda. Drugo, teSko je prepoznati izuzetno
sitan fokus KP na iglenoj biopsiji. Trece, veoma loSe diferentovani KP teSko se mogu
razlikovati od zapaljenskih infiltrata, metastatskih karcinoma i tranziciocelularnih karcinoma

koji zahvataju prostatu (7).

Vazne diferencijalne dijagnoze adenokarcinoma prostate ukljucuju proliferaciju
prelazne zone prostate: sklerozirajucu adenozu (SA), hiperplaziju bazalnih celija (BCH),
atipicnu proliferaciju malih acinusa (ASAP), HG PIN, svijetlocelijsku kribriformnu
hiperplaziju (eng. clear cell cribriform hyperplasia, CCCH) (7). Gubitak mioepitelnih ¢elija
koje se nalaze uz bazalnu membranu Zlijezda prostate nalazi se kod karcinoma prostate, dok
su kod prethodno navedenih promjena prisutne bar pojedinacne rijetke bazalne Celije koje se
pozitivne na HMW CK (klon 34fel2), p63 i CKS5/6. Ostali imitatori karcinoma su i
mezonefricna hiperplazija, hiperplazija mukoznih Zlijezda verumontanuma, nefrogena
metaplazija, postatrofi¢na hiperplazija, kao i normalne anatomske strukture poput atrofije,

epitela sjemenih kesica, Cowperove Zlijezde (1, 7, 49).
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Atroficna varijanta KP u odnosu na atrofi¢ne Zlijezde prostate moZe se dokazati
upotrebom AMACR (alpha-methylacyl-CoA-racemase), HMWCK i p63. Tumorske Zlijezde
su pozitivne na AMACR, a negativne na p63 i HMWCK (7).

Ako se radi o loSe diferentovanom KP teSko ga je razlikovati od tranziciocelularnog
karcinoma visokog gradusa, bilo primarnog (porijekla prostati¢nih duktusa i acinusa), bilo
sekundarnog (porijekla mokracne besike) (7). Upotreba PSA, kao markera prostati¢nih ¢elija,
nekad nije od koristi zbog prethodne upotrebe hormonalne terapije, ali fokalna pozitivnost na
prostaticnu alkalnu fosfatazu (prostatic alkaline phosphatase, PrAP) moZe se smatrati

dovoljnom za postavljanje dijagnoze (7).

1.5.6. Imunohistohemijska analiza karcinoma prostate

U slucajevima kad je teSko postaviti dijagnozu KP, imunohistohemija je od velike

koristi.

Za utvrdivanje prisustva bazalnog sloja ¢elija koristi se HMWCK (klon 34Be12), CK
5/6 ili p63. I HMWCK i p63 su visoko specifi¢ni za jedra bazalnih ¢elija, medutim koktel

ovih markera nudi vecu senzitivnost, smanjujuci varijabilnost u bojenju Celija (7).

Noviji tumorski marker za citoplazmu tumorskih ¢elija KP, alpha-methyl-acyl-CoA-
racemase (AMACR), monoklonalni (P504S) i poliklonalni (AMACR-p), sve se visSe koristi
zajedno sa markerima za bazalne celije prilikom rjeSavanja komplikovanih prostati¢nih
iglenih biopsija. Najkorisniji je kad se AMACR koristi uz pazljiv histoloski pregled zajedno
sa markerima za bazalne ¢elije. Medutim, prilikom tumacenja rekcija ¢elija na AMACR, mora
se imati u vidu da nisu svi KP pozitivni (oko 20%), a da neke benigne promjene daju
pozitivhu reakciju (ASAP, HGPIN), kao i neprostaticni tumori (limfomi, melanomi,

kolorektalni karcinom, karcinomi dojke, jajnika, plu¢a, mokraéne beSike i bubrega) (50).

Da bi se povecala senzitivnost 1 specificnost prilikom postavljanja dijagnoze KP
koristi se koktel pS04s/p63. Kombinovanom upotrebom ova dva markera, jednim (p504s) kao
pozitivnim markerom 1 drugim (p63) kao negativnim markerom, jednostavnim
imunohistohemijskom procedurom, moze se poboljsati senzitivnost i specifiCnost u
postavljanju dijagnoze, dovode¢i do manjeg rizika od lazno negativnih rezultata (narocito u

sluc¢ajevima ASAP) (51).
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1.5.7. Histoloska diferentovanost karcinoma prostate (histoloski gradus)

Postoji oko 40 gradus sistema KP, od kojih najSiru primenu ima Gleason gradus
sistem, ustanovljen u periodu od 1960. godine do 1975. godine (obuhvatio je studiju viSe od
4000 pacijenata), superioran u odnosu na ostale jer predstavlja nezavisan jak prognosticki
faktor (19); smatra se “zlatnim standardom” za klini¢are jer je u korelaciji sa
ekstraprostaticnom ekstenzijom, invazijom sjemenih kesica i metastaza u regionalnim

limfnim ¢vorovima (7).

Gleason je stvorio ovaj sistem imajuci u vidu da adenokarcinom prostate ima razlicite
forme rasta, da svaka moze varirati od dobro diferentovane do loSe diferentovane, te da se
najceS¢e u svim adenokarcinomima prostate nalazi vise od jednog oblika. Gleason gradus

sistem bazira se na stepenu arhitekturalne glandularne diferencijacije (52, 53).

Osnovu ovog sistema predstavlja pet histoloSkih slika (gradusa) oznacenih brojevima
od 1 do 5, koji na malom i srednjem mikroskopskom uvecanju obuhvataju analizu poremecaja
Zljezdane arhitekture, oblika, veliCine i stepena glandularne diferencijacije i stromalne

invazije, ali ne i stepena nuklearne anaplazije (slika 3, tabela 1) (52, 53).

Tabela 1. Gleason gradus sistem

Jasno ograniCen c¢vor gusto pakovanih, ali odvojenih,

GLEASON GRADUS 1 uniformnih, okruglih do ovalnih acinusa srednje veliine.

Kao gradus 1, relativno jasno ogranic¢eni tumorski ¢vorovi, ali
GLEASON GRADUS 2 | sa mogu¢om minimalnom infiltracijom na periferiji. Zlijezde su
rastresito aranzirane i ne tako uniformne kao kod gradusa 1.

Diskretne glandularne formacije tipi¢no manjih Zlijezda nego u
gradusu 1 i gradusu 2, koje se propagiraju unutar i izmedu
GLEASON GRADUS 3 | neneoplasticnih acinusa prostate. IzraZenih su varijacija u
veli¢ini 1 obliku, ponekad izgleda malih kribriformnih
tumorskih nodula zaobljenih ivica.

Stopljene mikroacinarne Zlijezde ili loSe ograniCene Zlijezde sa
slabo formiranim lumenima. Mogu biti i u obliku velikih
GLEASON GRADUS 4 | kribriformnih Zlijezda, odnosno kribriformnih Zljezdanih
formacija nepravilnih granica, kao i hipernefromatoidnog
izgleda

U sustini bez zZljezdane diferencijacije, saCinjeni od solidnih
plaza, traka ili pojedina¢nih tumorskih celija. Mogu imati i
sliku komedokarcinoma sa centralnom nekrozom okruZenom
papilarnim, kribriformnim ili solidnim tumorskim formacijama
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Zbir dvije histoloske slike tumorskog rasta oznacene kao prva dominantna, primarni
oblik (>50% histoloski analiziranog uzorka) i druga dominantna, sekundarni oblik (<50%, ali
>5% uzorka), kre¢e se 2—10 i predstavlja Gleason gradus score (GGS), tj. zbirni Gleason
gradus (52, 53). Gleason zbirni gradus (GS) je mjerenje zasnovano na skali koje kombinuje
zasebno primarni 1 sekundarni oblik u zajednicki oblik koji ¢ini devet zasebnih grupa (GS 2—

10) (tabela 2) (52, 53).

PROSTATIC ADENOCARCINOMA
(Histologic grades)

Slika 3. Shematski prikaz histoloskih Gleason gradusa karcinoma prostate (53, 55). (Preuzeto
iz Gleason D.F.: Histologic grading of prostate cancer: A perspective. Hum Pathol 23:273-
279, 1992; text from Epstein J.I., Allsbrook W.C. Jr., Amin M.B., Egevad L.L; ISUP Grading
Committee: The 2005 International Society of Urological Pathology (ISUP) Consensus
Conference on Gleason grading of prostatic carcinoma, Am J Surg Pathol 29:1228-1242,
2005.)

Tabela 2. Gleason skor (GS) karcinoma prostate (53). (Modifikovano iz: Gleason D.F.
Histologic grading of prostate cancer: A perspective. Hum Pathol, 1992; 23:273-279)

Gleason skor

2-4 Dobro diferentovani

5-6 Umyjereno diferentovani

7 Umjereno loSe diferentovani
8-10 Lose diferentovani
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Adenokarcinom prostate je heterogeno histoloski diferentovan. Vise od 50%
adenokarcinoma prostate sadrzi viSe od dva, pa Cak i viSe od tri razliita histoloSka oblika, te
je uveden i tercijarni gradus (52, 53, 54). Godine 2005. odrZana je konferencija
Medunarodnog udruzenja uroloskih patologa (ISUP, International Society of Urological
Pathology) gdje je predloZena modifikacija Gleason zbira (GS) koji bi €inio zbir najcesceg i
najviSeg Gleason gradusa adenokarcinoma prostate u kojem su prisutna tri razlicita gradusa

(55).

1.5.8. Varijante adenokarcinoma prostate

KP mogu poticati iz bilo koje zone prostate, ali je relativna distribucija razlicita u
svakoj od zona: 68% potiCe iz periferne zone, 24% iz prelazne zone i 8% iz centralne zone
(56). Razlicite su i forme rasta: acinarni, fuzionisani acinarni, kribriformni, papilarni,

trabekularni i solidni (57).

¢ Klasi¢ni (konvencionalni) tip adenokarcinoma prostate ¢ini vise od
90% epitelnih malignih neoplazmi ovog organa. Vecina ovih tumora pokazuje
acinarni ili acinarni/duktalni tip rasta (18). Ostatak KP od 5-10% pripada
varijantama KP koje je bitno prepoznati budu¢i da se nekad postavlja pitanje
porijekla tumora, odnosno da li je tumor metastaza ili rezultat direktnog Sirenja
okolnog malignog procesa koji zahvata prostatu. Takode, klinicko ponaSanje
morfoloskih varijanti moZze se razlikovati od klasi¢nog KP, u smislu bolje ili loSije
prognoze. Ovi tumori su obi¢no udruzeni sa klasicnim KP, rijetko se javljaju u
Cistom obliku. Sistem gradiranja po Gleasonu Cesto se mozZe primijeniti na ove
tipove KP, i on je najcesce tri ili vise (58);

¢ Duktalni adenokarcinom prostate (adenokarcinom sa
endometrioidnim obiljezjima) javlja se u vidu polipodne, papilarne, kribriformne
ili cisticne tumorske promjene koja potiCe iz prostatiCne uretre i velikih
periuretralnih prostati¢nih duktusa. Ovi tumori se ocjenjuju kao Gleason skor 8
(444) 1 imaju loSiju prognozu u odnosu na tipi¢ni acinarni adenokarcinom (59);

® Mucinozni (koloidni) karcinom prostate ¢ine iregularne kribriformne
atipiCne Zljezdane formacije koje plutaju u jezercima ekstracelularnog mucina
(najmanje 25% tumora). Ocjenjuju se kao Gleason zbir 8 (4+4), a prognoza im je

sli¢na prognozi klasi¢nog acinarnog KP istog gradusa (60);
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e Karcinom prostate tipa prstena pecatnjaka (eng. signet-ring cell
carcinoma) tumor Cine Celije tipa prstena pecatnjaka prisutne u vise od 25% (po
nekim autorima 50%) tumorske mase. Ocjenjuju se kao Gleason gradus 5 i imaju
loSu prognozu (61);

¢ Adenokarcinom sa neuroendokrinom diferencijacijom.
Neuroendokrina diferencijacija je prisutna, makar fokalno, u svim
adenokarcinomima prostate. Neuroendokrine ¢elije nemaju vidljiv prognosticki i
klini¢ki znaCaj u primarnom karcinomu prostate, niti korelaciju sa stadijumom 1
metastatski proSirenom bolesti (62). Budu¢i da neuroendokrine celije nemaju
androgene receptore, otporne su na androgenu terapiju. Adenokarcinom sa
¢elijama slicnim Panethovim nije udruZzen sa bilo kojim faktorom agresivnog
ponasanja KP, te ne predstavlja sam po sebi loSiju prognozu (prognozu mu
definiSe Gleason zbir ostatka tumorske promjene). Neuroendokrini karcinom
niskog gradusa je slicnih imunofenotipskih i morfoloskih obiljezja, te bioloSkog
ponasanja, kao i svi neuroendokrini karcinomi niskog gradusa drugih organa (63).
Sitnocelijski karcinomi (neuroendokrini karcinom visokog gradusa) cesto su
velikog volumena, praceni paraneoplasti¢nim sindromom, agresivni i fatalni (64);

¢ Sarkomatoidni karcinom (karcinosarkom) predstavlja epitelni tumor
koji pokazuje i mezenhimnu diferencijaciju. Rijetki su i1 loSe su prognoze.
Polovina pacijenata ima prethodno dijagnostikovan, zraen ili androgenom
deprivacijom tretiran, acinarni adenokarcinom prostate (65);

¢ Karcinom dzinovskih ¢elija je veoma agresivan tumor, u momentu
dijagnostikovanja veé Siroko metastatski prosiren. Cine ga pleomorfne dZinovske
¢elije uz klasi¢ni visokogradusni adenokarcinom prostate (10);

¢ Adenoid - cisti¢ni/bazaloidni karcinom prvenstveno zahvata
prelaznu zonu prostate. Ovaj tumor ima znacajan potencijal za kasniju rekurencu i
metastaziranje. Cesto je udruZen sa klasi¢nim KP. Otporan je na androgenu
deprivacionu terapiju (10);

e Karcinom slican limfoepiteliomu, medularni Kkarcinom (eng.
lymphoepithelioma-like carcinoma) je karcinom udruzen sa gustim limfocitnim

infiltratom. Ocjenjuje se Gleason gradusom 5 i ima loSu prognozu (10);

23



e Karcinom sa onkocitnim obiljezjima je rijedak acinarni KP sa
difuznim onkocitnim promjenama tumorskih ¢elija, koji se klinicki ponasa shodno
gradusu klasi¢nog karcinoma prostate (10);

¢ Adenokarcinom sa glomeruloidnim promjenama predstavlja
acinarni adenokarcinom sa glomeruloidnim strukturama, a ocjenjuje se Gleason
gradusom 3 (10).

¢ Adenokarcinom sa atrofi¢nim obiljezZjima cine atrofi¢ni acinusi
obloZeni zaravnjenim tumorskim c¢elijama. Ocjenjuje se varijabilnim Gleason
gradusom, najcesce 3 (10);

¢ Skvamozni i adenoskvamozni karcinom prostate su izuzetno rijetki u
prostati i ne daju poviSen nivo sPSA. Agresivno se ponasaju, daju osteoliti¢ne
koStane metastaze. Ovi tumori se ne ocjenjuju Gleason gradus sistemom (10);

e Karcinom prelazne zone prostate (svijetlocelijski karcinom).
Svijetlocelijski KP (karcinom visokocilindri¢nih ¢elija, karcinom prelazne zone
prostate) predstavlja varijantu dobro diferentovanog KP koji moze imitirati
benignu hiperplaziju prostate (BPH), pa se stoga i zove ~ pseudohiperplasti¢nim
oblikom” KP. Vec¢inom potice od Zlijezda prelazne zone prostate; najcesce se vida
na materijalu dobijenim TURP-om, mada se moZe naci i na uzorcima iglene
biopsije prostate. Cine ga atipi¢ne Zlijezde, male, dijelom srednje velidine,
ponekad sa papilarnim izdancima, velikim razgranatim Zzlijezdama, obloZene
jednim slojem visokocilindricnih Celija, svijetle ili amfofilne citoplazme, lako
uvecanih nukleusa, rijetkih do brojnih nukleolusa, intraluminalnih kristaloida i
ruzicastog amorfnog sekreta, sa rijetko prisutnim mitozama, plaviastim
mucinom, perineuralnom invazijom, okolnim HG PIN. Mioepitelne bazalne Celije
nedostaju. (56, 66);

¢ Sli¢na, naj¢esce dobro diferentovana, posebna histoloska varijanta KP
je karcinom pjenusavih Zlijezda (eng. foamy gland carcinoma) koji ¢ine male
Zlijezde obloZene visokocilindricnim jednoslojnim epitelom, svijetle pjenuSave
citoplazme, bazalno postavljenih hiperhromaticnih jedara, intraluminalno
prisutnog ruzicastog sekreta. Ovaj KP je najceSce agresivnog bioloskog ponaSanja

(66).
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1.5.9. Odredivanje stadijuma bolesti

Stadijum tumorske bolesti karcinoma prostate utvrduje se na osnovu procjene tumora,
limfnih ¢vorova (nodus) i metastaza — TNM sistema Americkog udruZenog odbora za

karcinome (AJCC — American Joint Committee on Cancer 7 edition) (tabela 3) (18).

Primarni tumor (T)

e TX: Procjena prisustva primarnog tumora nije moguca;
e TO: Nema primarnog tumora;
e TI: Klini¢ki neopaZen tumor, nije palpatoran i ne vidi se na dijagnosti¢kim
snimcima:
— Tla: Tumor koji je slucajno otkriven, zahvata < 5% reseciranog tkiva prostate;
— T1b: Tumor koji je sluajno otkriven, zahvata vise od 5% reseciranog tkiva
prostate;
— Tlc: Tumor, ukljucujuéi i tumore nadene u oba lobusa, dijagnostikovan na
iglenoj biopsiji prostate (npr. zbog povisSenog PSA);
e T2: Tumor, ograni¢en na prostatu™
— T2a: Tumor zahvata 50% jednog lobusa ili manje;
— T2b: Tumor zahvata vise od 50% jednog lobusa, ali ne oba;
— T2c: Tumor zahvata oba lobusa;
e T3: Tumor se $iri izvan kapsule prostate:
— T3a: Ekstraprostaticna ekstenzija ili mikroskopska invazija vrata mokrac¢ne
besike';
— T3b: Tumor zahvata sjemene kesice;
e T4: Tumor zahvata rektum, mm. levator i/ili karli¢ni zid:
*(Tumor koji je naden na iglenoj biopsiji prostate jednog ili oba lobusa, premda nije

palpabilan i ne vidi se na dijagnostickim snimcima, klasifikuje se kao T1c.)

" Pozitivne hirur§ke margine trebalo bi oznagiti kao R1 (rezidualna mikroskopska

bolest).

Regionalni limfni ¢vorovi (N)

e NX: Procjena regionalnih limfnih ¢vorova nije moguca
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¢ NO: Nema metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima
e NI: Metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima
Regionalne limfne Zlezde su pelvi¢ne Zlijezde ispod bifurkacije aa. illiacae communis.
Obuhvataju sljedece grupe: pelvicne (NOS), hipogastri¢ne, obturatorne, iliacae (odn. internae,
externae ili NOS) i sakralne. Metastaze u udaljenim limfnim Zlezdama (izvan karlice)

klasifikuju se kao M1a.

Udaljene metastaze (M)

e  MX: Procjena prisustva udaljenih metastaza nije moguca;
e  MO: Nema udaljenih metastaza;

e MI: Udaljene metastaze;

e Mila: U neregionalnim limfnim ¢vorovima;

e Milb: U kostima;

e Milc: Na drugim mjestima sa/bez zahvacenih kostiju.

Napomena: Ova klasifikacija se ne odnosi na sarkome 1 urotelne karcinome.

Tabela 3. AJCC definicija pTNM Kklasifikacije karcinoma prostate

1.6. PROGNOSTICKI PARAMETRI KARCINOMA PROSTATE

Kolegij americkih patologa (eng. College of American Pathologists) donio je 1999.
godine konsenzus po kojem je prognosticke 1 prediktivne faktore karcinoma prostate podijelio

u tri kategorije (67).

Kategorija I — potvrdeni faktori koji se mogu koristiti u klinickoj praksi, a to su TNM

stadijum, Gleason gradus, hirurSke margine i1 predoperativni PSA.

e TNM stadijum je stadijum bolesti odreden na osnovu TNM Kklasifikacije i

predstavlja najvazniji prognosticki parametar i direktno je povezan sa duZinom

prezivljavanja pacijenta;

e FEkstaprostaticna ekstenzija (EPE, kapsularna penetracija, kapsularna invazija,

kapsularna perforacija) podrazumijeva karcinom u masnom tkivu, u perineuralnim

prostorima, u poprecnoprugastom prednjem misSi¢u (pT3). SnaZna je povezanost
26



izmedu volumena tumora i EPE i invazije u sjemene kesice, kao i pozitivnih
hirur§kih margina. Pacijenti sa EPE imaju loSiju prognozu (68);

® Metastaze u limfnim ¢vorovima — nekada je incidenca pacijenata sa nodalnim
metastazama u vrijeme dijagnostikovanja KP iznosila 40%, a danas je manja od
10%. Rizik od nodalnih metastaza uslovljen je stadijumom KP, nivoom serumskog
PSA, Gleason gradusom i agresivnim pristupom u disekciji limfnih ¢vorova (69);

e Udaljene metastaze — najc¢eS¢e se metastaze javljaju u kostima (90%), plu¢ima
(46%), jetri (25%), pleuri (21%), nadbubregu (13%). Prema istraZivanjima,
metastaze u kostima prethode metastazama u plu¢ima i jetri u vecini slucajeva
(70);

® Gleason gradus — gradus je jedan od najjacih i najkorisnijih prognostickih
parametara bioloSkog ponasanja KP, ukljucujuéi invazivnost i metastatski
potencijal KP. Koristi se zajedno sa nekim drugim prognostickim parametrima
poput dobi pacijenta, klinickog stadijuma i1 serumskog nivoa PSA pri odlu¢ivanju
kakva ce se terapija primijeniti (71);

e HirurSke margine — pozitivne hirurSke margine definiSu se prisustvom
tumorskih ¢elija na markiranim/obojenim rubovima resekcije. Predstavljaju snazan
prognosticki parametar prezivljavanja pacijenta nakon radikalne prostatektomije
(72), 1 jedini pretkaziva¢ progresije KP, uz Gleason gradus i DNA ploidiju, kod
pacijenata bez invazije tumora u sjemene kesice i metastaza u limfnim ¢vorovima
(73);

e  Serumski PSA — odredivanje poviSenih vrijednosti sSPSA je narocito osjetljivo i
tacno kod utvrdivanja veliine prostate, rezidualnog karcinoma, rekurentnog
karcinoma, progresije karcinoma nakon primijenjene terapije. Serumski PSA ta¢no
predvida status karcinoma, odnosno, moZe detektovati rekurentni karcinom
nekoliko mjeseci prije bilo koje druge metode (74).

Kategorija I obuhvata faktore koji su detaljno prouceni, ali jo§ ¢ekaju potvrdu u

klini¢koj praksi; ¢ine ih volumen tumora, histoloski tip i analize DNA ploidije.

¢  Tumor volumen (TV) — volumen KP na iglenoj biopsiji predstavlja procenat
tkiva zahvac¢en karcinomom, dok konsenzus nac¢ina odredivanja TV na radikalnoj
prostatektomiji joS nije naden (75). KP malog volumena najc¢esc¢e su multifokalni i

bilateralni, predominantno poticu iz periferne zone prostate (76). Tumor volumen
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je najces€e, ali ne 1 uvijek, pretkaziva¢ rekurencije KP nakon radikalne
prostatektomije (77, 78);

e Lokalizacija KP — mjesto porijekla KP znacajan je prognosticki parametar.
Karcinomi prelazne zone ili prednje strane prostate imaju manji Gleason gradus 1
manje invadiraju ekstraprostati¢no tkivo (anteriorna fibromuskularna stroma), ali
imaju vec¢i volumen u odnosu na acinarne karcinome periferne zone prostate (79,
80). Kad im je volumen ve¢i od 4 mL, invadiraju anterolateralnu perifernu zonu.
KP periferne zone Sire se duz kapsule prostate transverzalno invadirajuci
ekstraprostati¢no tkivo, a ako im je volumen ve¢i od 4 mL, Sire se bilateralno,
invadiraju prelaznu zonu, progresivno im se povecava nodularnost, ali dominantno
rastu duz nervnih vlakana prema bazi prostate (81);

e DNA ploidija — analize DNA ploidije KP obezbjeduju znacajne prognosticke
podatke kao dodatak histopatoloSkim analizama. Pacijenti sa diploidnim tumorima
(sa petogodiSnjim prezivljavanjem u 95% oboljelih) imaju bolju prognozu nego
oni sa aneuploidnim tumorima (petogodiSnjim prezivljavanjem u 25% oboljelih)
(82). Dobra korelacija postoji izmedu DNA ploidije i histoloSkog gradusa, kao i
tumor volumena 1 stadijuma. Velina tumora u niZem stadijumu bolesti su
diploidni, dok su tumori u viSim stadijumima aneuploidni, ali postoje brojni
izuzeci (83, 84);

e Kategorija III — faktori za koje su potrebna dodatna istrazivanja da bi mogli uc¢i
u klinic¢ka ispitivanja, a u koje ulaze prostati¢ni specificni membranski antigen,
perineuralna invazija, limfaticna/vaskularna invazija, gustina krvnih sudova (eng.
microvessel density, MVD), androgeni receptori, neuroendokrini markeri, bioloski
molekularni markeri, kao Sto su Ki67, nuklearna morfometrija, tumor supresor
geni, onkogeni, adhezione molekule, regulatori apoptoze, dok se pojedini markeri
istrazuju kao potencijalne mete terapije karcinoma prostate, medu kojima su i
VEGF (eng. vascular endothelial growth factor) 1 MMP9 (eng. Matrix
metalloproteinase — 9) (1, 85, 86);

e Perineuralna invazija — samo polovina pacijenata sa intraprostaticnom
perineuralnom invazijom na bioptickim uzorcima ima ekstraprostaticnu invaziju,
tako da perineuralna invazija nema prognosticku vrijednost kao S$to je imaju

Gleason gradus, serumska PSA 1 tumor volumen na bioptickom uzorku (87);
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e  Vaskularna/limfati¢na invazija — mikrovaskularna invazija je snazan indikator
maligniteta koji korelira sa histoloskim gradusom. Cesto je udruZena sa
ekstraprostaticnom ekstenzijom 1 metastazama u limfnim ¢vorovima. Znacajan je
prediktor prezivljavanja (Cetiri puta veci rizik tumorske progresije i smrtnog
ishoda) (88), kao i nezavisan prognosticki parametar rekurencije SPSA i smrtnog
ishoda uzrokovanog KP (89);

e (QGustina krvnih sudova (MVD, eng. microvessel density) — prosjeCan broj
krvnih sudova u tkivu povecan je kod PIN i karcinoma prostate u odnosu na
normalno tkivo prostate. U mnogim studijama nadena je pozitivna korelacija
izmedu MVD i Gleason gradusa i patoloskog stadijuma bolesti (90-93). Smatra se
da MVD predvida rekurenciju karcinoma prostate (93);

e  Morfometrijski markeri — obezbjeduju korisne prognosticke informacije za KP,
ali se joS ne koriste rutinski i smatraju se istrazivackim modalitetima: nuklearna
veliCina, nuklearni oblik, tekstura hromatina, veli¢ina i broj nukleolusa, broj
apoptoti¢nih tjelasaca (67);

e Molekularni markeri karcinoma prostate — karcinogeneza KP ukljucuje
multiple genetske promjene, kao Sto je gubitak specificnih genomskih sekvenci
koje mogu biti udruzene sa inaktivacijom tumor-supresor gena (p53, p27, p2l,
PTEN) i dobitak nekih specifi¢nih hromozomalnih regiona koji mogu biti povezani
sa aktivacijom onkogena (bcl-2, myc-onkogeni) (1). NajceS¢e hromozomalne
aberacije u PIN 1 karcinomima su fuzija TMPRSS2-ETS gena i1 dobitak
hromozoma 7 (7q31 — naroc€ito znacajan u razvoju karcinoma prostate), gubitak 8p
(viSe od jednog tumor-supresor gena je smjeSteno na ovom hromozomu;
inaktivacija ovih gena moZe biti vazna u inicijaciji KP) i dobitak 8q (izrazen kod
metastatski proSirene bolesti 1 androgen-nezavisnim KP) i gubitak 10q, 16q 1 18q
(10, 94). C-myc ucestvuje u regulaciji rasta i karcinogenezi KP. Antigen
karcinoma prostate 3 (eng. prostate cancer antigen 3, PCA3) najspecifi¢niji je gen
KP (10, 95);

e Kombinacijom prognostickih faktora obezbjeduje se najtacnije odredivanje

stadijuma i ishoda KP.
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1.7. PROCES METASTAZIRANJA TUMORA

Maligna oboljenja drugi su najc¢eS¢i uzrok smrti u razvijenim zemljama (zapadna
hemisfera) (13). lako su modaliteti lijeCenja malignih bolesti daleko uznapredovali, prognoza

ovih oboljenja u uznapredovalim stadijumima je i dalje lo3a (96).

Vecina pacijenata oboljelih od malignih tumora ne umire zbog lokalnih komplikacija
koje su posljedica rasta primarnog tumora, ve¢ smrt nastupa kao posljedica razvoja metastaza,
koje su uzrok 90% smrtnih ishoda (97). Metastaziranje je osobina malignih tumora i ogleda se
u kolonizaciji udaljenih organa sa tumorskim celijama iz primarnog tumora. DosadaSnja
istrazivanja ukazuju na to da je angiogeneza kriticni momenat za razvoj metastaza i da tumori
sa guS¢om vaskularom mreZom imaju veci metastatski potencijal u odnosu na tumore ¢ija je
vaskularna mreZa slabije razvijena (98). Razvoj metastaza predstavlja glavnu prepreku
uspjeSnog tretmana malignih tumora (99). Metastaziranje predstavlja sloZen kompleks
povezanih kaskadnih procesa koje tumorske Celije moraju savladati (96). Svaki pojedinacni
korak je od presudnog znacaja, i greska ili nedostatak u bilo kojoj fazi doves¢e do prekida

procesa (96).

1. Prekid intercelularnih spojeva (adhezija) i separacija pojedinac¢nih tumorskih
¢elija od primarnog tumora — Prvi korak u razvoju metastaza je odvajanje pojedinacnih
tumorskih celija od primarnog tumora za koje im je potrebna disolucija intercelularnih
adhezija. Intercelularne adhezije su neophodne za integritet epitelnih tkiva, ¢elijski polaritet i
¢elijsku diferencijaciju. Intercelularne adhezije su prevashodno sacinjene od E cadhe-
rin/catenin kompleksa (96). Celijske adhezivne molekule (CAMs) su proteini lokalizovani na
povrsini celija, koji se mogu svrstati u tri velike grupe: imunoglobulini, integrini 1 selektini.
Poremecaji E-cadherin/catenin kompleksa udruZzeni su sa povefanom invazivnos$¢éu i
progresijom tumora (100). Gubitak ekspresije E-cadherina udruzen je sa loSijim stepenom
histoloske diferencijacije tumora i povecanjem rizika nastanka metastaza (100). Gubitak
ekspresije ICAM-1 1 ICAM-2 (pripadaju grupi imunoglobulina) korelira sa loSijom

prognozom kod pacijenata sa razli¢itim malignim tumorima (101);

2. Izbjegavanje anoikis-a — Termin anoikis oznacava osobinu odredenih celija, kao
Sto su epitelne i endotelne celije, da podlijezu procesu apoptoze kad budu dislocirane iz

ekstracelularnog matriksa zbog gubitka integrinom uslovljenog celijsko-matriks kontakta.
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Signalni put pomenutog procesa je kontrolisan aktivnoS¢u protein kinaza signalnog puta.
Uprkos kontakta celija-matriks posredovanog integrinima kinaze odgovorne za adheziju
fokalno bivaju aktivirane autofosforilacijom $to rezultira pokretanjem negativnog signalnog
kaskadnog puta kinaza koji za posljedicu ima supresiju anoikisa. Suprotno, disocijacija Celija
iz ekstracelularnog matriksa je pokreta¢ aktivnosti kaspaza koje cijepaju i aktiviraju kinaze
pozitivnog signalnog kaskadnog puta kinaza Sto rezultira anoikisom (102). U tumorskim
¢elijama alteracije celijsko-Celijskih adhezivnih molekula, integrina, signalne molekule
zavisnih od integrina kao i regulatora apoptoze rezultira izostankom anoikisa, §to dovodi do
opstanka tumorskih celija u ekstracelularnom matriksu, povecanja rizika njihovog rasapa i

Sirenja bolesti (96);

3. Proteoliza ekstracelularnog matriksa — Ekstracelularni matriks predstavlja gusto
isprepletenu mrezu sagradenu iz kolagena i elastina, koja je umetnuta u viskoznu osnovnu
supstancu sacinjenu iz proteoglikana 1 glikoproteina. U fizioloSkim uslovima matriks se
ponasa kao selektivni makromolekularni filter koji ima ulogu u mitogenezi i diferencijaciji.
Nakon odvajanja pojedinacne celije od primarnog tumora usljed gubitka intercelularnih
spojeva neophodno je obezbijediti razgradnju ekstracelularnog matriksa kako bi se omogucila
migracija 1 invazivni tip rasta tumorskim celijama. Proteoliticka aktivnost je regulisana
uspostavljanjem ravnoteZe aktivatora i inhibitora proteolitickih enzima. Urokinaza — tip
aktivator plazminogena sastoji se iz serinproteaza plazmina Ciji aktivator je u-PA (u-PA
urokinaza plazminogen aktivator), a inhibitori su o-anti-plazmin, inhibitor aktivatora
plazminogena-1 (eng. Plasminogen activator inhibitor-1, PAI-1) 1 inhibitor aktivatora
plazminogena-2 (eng. Plasminogen activator inhibitor-2, PAI-2). Aktivatori plazmina
inaktivni plazminogen pretvaraju u aktivni plazmin. Plazmin uzrokuje razgradnju razlicitih
proteina matriksa kao Sto su npr. fibrin, fibronektin i vitronektin. Dosadasnja istrazivanja
ukazuju na to da povecanje koli¢ine urokinaza plazminogen aktivatora (u-PA) i njegovih
receptora korelira sa progresijom bolesti 1 skra¢enjem duZine preZivljavanja kod pacijenata
oboljelih od karcinoma dojke, ovarija, Zeluca, pluca, debelog crijeva, bubrega, kao i u slucaju

tumora porijekla mekih tkiva (103, 104).

Matriks metaloproteinaze (MMP) su vazna grupa enzima odgovornih za razgradnju
pojedinih proteina ekstracelularnog matriksa kao $to su kolagen, proteoglikan, elastin, laminin

1 fibronektin, a grupu ¢ini 17 identifikovanih proteolitickih enzima (96). Embrionalni razvoj,
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remodeliranje tkiva, zarastanje rana, zapaljenje, neizvodljivi su procesi bez uces¢a porodice
matriks metaloproteinaza. SintetiSu se u obliku preproenzima, a iz celija se izlucuju u
inaktivnoj formi proenzima. U fizioloSkim uslovima aktivnost matriks metaloproteinaza je
kontrolisana posebnim endogenim inhibitorima kao S$to su a-2 makroglobulin i tkivni
inhibitori matriks metaloproteinaza (eng. tissue inhibitors of metalloproteinases, TIMP).
Maligna oboljenja su prac¢ena povecanom ekspresijom matriks metaloproteinaza i smanjenom
koncentracijom tkivnih inhibitora matriks metaloproteinaza (TIMP), Sto takode za rezultat
ima povecanje proteolitiCke aktivnosti. Prisustvo matriks metaloproteinaza je otkriveno na
povrSini Celija invazivnih tumora (105). Povecana ekspresija matriks metaloproteinaza je
dokazana u karcinomima plu¢a i Zeluca 1 smatra se da je povezana sa invazivnim i
metastatskim potencijalom tumorskog rasta (106). Razgradnja bazalne membrane i
ekstracelularnog matriksa predstavlja kljucni korak u procesu intra i ekstravazacije tumorskih

¢elija (96).

4. Kretanje tumorskih éelija kroz ekstracelularni matriks — Poslije proteolize
ekstracelularnog matriksa i bazalne membrane, aktivno kretanje tumorskih celija je sljedeci
kljucni korak u procesu metastaziranja, koji omogucuje tumorskim c¢elijama prodor u
cirkulaciju. Autokrini 1 parakrini faktori stimuliSu kretanje bilo indirektno preko
hemokineti¢kih ili direktnih hemotakti¢kih mehanizama kretanja, pri cemu se tumorske celije
krecu u pravcu pozitivnog gradijenta koncentracije. Produkt tumorskih ¢elija, autokrini faktor
motiliteta AMF (eng. autocrine motility factor), pokazuje povecanu ekspresiju u tumorskim
¢elijama, a kretanje Celija stimuliSe vezivanjem na receptore lokalizovane na povrSini celija
(107). Parakrine faktore motiliteta mogu luciti normalne ¢elije Sto moZe izazvati stimulaciju
invazivnog rasta tumora i sklonost ka metastaziranju. Parakrine faktore pokretljivosti najcesce
luce fibroblasti tumorske strome, a najznacajniji su hepatocitni faktor rasta, HGF (eng.
hepatocyte growth factor), koji stimuliSe parakrinu migraciju epitelnih ¢elija i ¢elija pojedinih
karcinoma. U grupu parakrinih stimulatora pokretljivosti tumorskih celija ubrajaju se i
fibroblastni faktor rasta FGF (eng. fibroblast growth factor), insulinu sli¢an faktor rasta I i 11
IGF (eng. insulin like growth factor I and II), interleukin-6 (IL-6) i trombocitni faktor rasta
PDGF (eng. platelet- derived growth factor) (108).

Jednako vazan mehanizam koji omogucuje kretanje tumorskih celija je interakcija

¢elija sa komponentama ekstracelularnog matriksa, kao Sto su kolagen tipa I i 1V, laminin,

32



fibronektin 1 vitronektin. Djelimi¢no, interakcija celija sa sastojcima ekstracelularnog
matriksa odvija se posredstvom integrina. Integrini predstavljaju porodicu receptora
lokalizovanih na povrSini vecine celija. Migracija tumorskih celija dijelom je uslovljena
interakcijom matriksa i tumorskih ¢elija, a posredovana je i proteoglikanima kao Sto je
vitronektin. Povecana ekspresija integrina i proteoglikana u pojedinim vrstama tumora

dovedena je u vezu sa loSijom prognozom (109).

Odvajanje tumorske ¢elije od solidnog primarnog tumora labavljenjem intercelularnih
spojeva, proteoliza proteina intercelularnog matriksa i bazalne membrane i kretanje
omogucavaju tumorskoj ¢eliji ulazak u limfati¢ne i krvne sudove. Intravazacija tumorskih
¢elija u cirkulaciju potpomognuta je sekrecijom angiogenih faktora koji indukuju strukturalno

popustanje bazalne membrane krvnih sudova (96);

5. Prezivljavanje u cirkulaciji — Od trenutka ulaska tumorske ¢elije u cirkulaciju, ona
biva izloZena opasnosti da bude otkrivena od strane imunokompetentnih celija koje su
odgovorne za eliminaciju cirkuliSuc¢ih tumorskih ¢elija. Dokazano je da sve tumorske celije
koje dospiju u cirkulaciju ne dovode do nastanka udaljenih metastaza. Razvoj udaljenih
metastaza uslovljen je postojanjem mehanizama da tumorske celije izbjegnu imuni odgovor
domacina 1 na taj na¢in onemoguce uniStenje od strane imunokompetentnih celija (96). Jedan
od nacina da izbjegnu imuni odgovor i postignu preZivljavanje u cirkulaciji jeste povecanje
kolicine karbohidrata na celijskim membranama, koji maskiraju antigene na povrSini
tumorskih Celija sprecavajuc¢i na taj nacin njihovo prepoznavanje od strane citotoksi¢nih T
limfocita. Kompleksi histokompatibilnosti, MHC (eng. major histocompatibility complex)
klase I, jesu antigeni odgovorni za prepoznavanje tumorskih ¢elija posredstvom citotoksi¢nih
T limfocita. Smanjena ili odsutna ekspresija kompleksa histokompatibilnosti (MHC) udruzena
je sa diseminacijom tumorskih ¢elija u limfne ¢vorove (96). Sekrecija glikoproteina akutne
faze (eng. acute-phase glycoproteins) u jetri, kao rezultat inflamatornog odgovora domacina
na prisustvo tumorskih ¢elija, moZe se ponaSati kao blokiraju¢i faktor koji Stiti tumorske Celije
od imunog odgovora domacina, omogucavajuci na taj nacin preZivljavanje tumorskih celija u
cirkulaciji. Povecana koncentracija pojedinih vrsta glikoproteina akutne faze otkrivena je kod

pacijenata oboljelih od karcinoma kod kojih je bolest pokazala agresivniji tok (96, 111).

6. Adhezija na endotelne celije — Ako tumorske celije krvnom strujom dospiju u

kapilare ciljnog organa, ostvaruje se labava veza izmedu tumorske ¢elije i povrsSine endotelnih
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¢elija Sto dovodi do usporavanja kretanja tumorskih ¢elija u krvnoj struji i njithovog kotrljanja
po povrsini endotela, Sto je poznato pod pojmom rolling”. Prvi kontakt tumorske celije sa
endotelom je posredovan selektinima, a sam proces je veoma slican procesu ekstravazacije
leukocita. Selektini su transmembranski proteini lokalizovani na endotelnim celijama — E
selektin, leukocitima — L selektini i P selektin, koji se nalaze na trombocitima (112). VaZna
uloga selektina za adheziju tumorskih ¢elija na endotelne celije potkrijepljena je nalazom da
je blokadom E selektina u jetri visokospecifi¢nim antitijelom postignuto znacajno smanjenje

broja jetrenih metastaza u eksperimentalnih Zivotinja (113).

7. Ekstravazacija iz limfnih i krvnih sudova — Integritet endotelnih ¢elija odreden je
organizacijom interendotelijalnih spojeva i veza. Pomenute veze su ostvarene interreakcijom
transmembranskih proteina kao Sto su kaderin (eng. cadherin) i katenin (eng. cathenin). Spoj
kompleksa kaderin/katenin (cadherin/cathenin) posredovan je proteinskom molekulom kao
Sto je vinkulin (eng. vinculin). U toku procesa hematogenog metastaziranja cirkuliSuce
tumorske celije, da bi napustile cirkulaciju, moraju unistiti pomenute meducelijske adhezije.
Ovaj mehanizam omogucava tumorskim ¢elijama da napuste cirkulaciju poslije razgradnje
bazalne membrane i proteina matriksa, koja se odvija pod dejstvom ve¢ opisanih proteinaza

(114).

8. Proliferacija i indukcija angiogeneze — jednom kad se tumorske ¢elije nastane u
udaljenom organu, one proliferiSu i stvaraju tumorsku promjenu. Primarni tumor, kao i
metastaze, mogu rasti do oko 1-2 mm’ i zadrZati adekvatnu ishranu samo putem pasivne

difuzije, dok rast preko ove granice zahtijeva neovaskularizaciju (96).

1.8. ZNACAJ ANGIOGENEZE U TUMORSKOM RASTU I PROCESU
METASTAZIRANJA

Razvoj tumora ovisi o promjenama u heterotopi¢nim interakcijama izmedu
incipijentnih tumorskih ¢elija i njihovih normalnih susjednih ¢elija. Jednom formirani tumori,
ukljucujuéi 1 njihove metastaze, zadrzavaju kompleksnu mjeSavinu nekoliko celijskih tipova
koji saraduju u zajednickom stvaranju maligne neoplazme. Vecina, ako ne i svi maligni
tumori, tokom svog razvoja sticu isti set funkcionalnih sposobnosti, iako to postizu razli¢itim

mehanizmima: sami sebi obezbjeduju dovoljno faktora rasta, sposobnost izbjegavanja
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apoptoze, neosjetljivost na signale usmjerene protiv faktora rasta, sposobnost invazije tkiva i

metastaziranja, neogranicen replikativni potencijal, sposobnost neprekidne angiogeneze (97).

Angiogeneza (neovaskularizacija) predstavlja proces stvaranja novih funkcionalnih
kapilarnih krvnih sudova iz ve¢ postoje¢e vaskularne mreze. Angiogeneza ima klju¢nu ulogu
u procesu reprodukcije, razvoja 1 cijeljenja, a od klju¢nog je znacaja ne samo za normalan
rast, ve¢ i za nastanak i razvoj mnogih patoloskih stanja, medu koja se ubrajaju i neoplasti¢ne

bolesti (97, 115).

Postoje dva tipa angiogeneze, normalna ili fizioloSka i patoloska, sa razlikom koja se
bazira na veoma razliCitim tipovima krvnih sudova koju one indukuju. FizioloSka
angiogeneza pocinje tokom fetalnog razvoja i nastavlja se nakon rodenja, formiranjem
normalnih krvnih sudova adultnih tkiva. Normalni krvni sudovi su distribuirani ravnomjerno i
na jednakim razmacima i organizovani su u hijerarhiji od elasticnih i muskularnih arterija ka

arteriolama, kapilarima, postkapilarnim venulama i malim i velikim venama (116).

Angiogenezu treba razlikovati od nekoliko sli€nih procesa, odnosno vaskulogeneze,
arteriogeneze i limfangiogeneze. Vaskulogeneza se odnosi iskljucivo na de novo formirane
krvne sudove od primitivnih ¢elija koji se javljaju u ranom embrionalnom razvoju. Medutim,
ova razlika je nedavno postala manje jasna otkri¢em da pod odredenim okolnostima endotelne
prekursorne celije, prisutne u koStanoj srzi 1 cirkulirajuoj krvi, doprinose adultnoj
angiogenezi (117). Pojam angiogeneza odnosi se na formiranje malih krvnih sudova i zato ju
je potrebno razlikovati od pojma arteriogeneze, koja podrazumijeva formiranje novih arterija
(117). Bez obzira na to, neki faktori (npr. VEGF-A) koji indukuju angiogenezu takode
generiSu 1 arterijske krvne sudove (117). Zatim, angiogenezu treba razlikovati od
limfangiogeneze, procesa formiranja novih limfatickih vodova, mada VEGF-A, kao i drugi
¢lanovi porodice VPF/VEGEF i nekih drugih faktora poput bFGF, mogu indukovati formiranje

i krvnih i1 limfnih sudova, bilo direktno ili indirektno (117).

Prisustvo brojnih krvnih sudova u tkivu vecine solidnih tumora uoceno je prije vise
decenija i sve donedavno se nije pridavao znacaj i zanemarivana je njihova uloga u procesu
rasta i razvoja tumora. Temelje istrazivanja tumorske angiogeneze je 70-ih godina proslog

vijeka postavio Folkman (118, 119) (slika 3).
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IstraZivanja ukazuju na to da je proces angiogeneze i neovaskularizacija tumorskog
tkiva klju¢ni korak za rast tumora 1 proces invazije i metastaziranja (120). Vaskularizacijom
primarnog tumora zapocinje ekspanzivni rast i tumor dobija metastatski potencijal, a razvoj
krvnih sudova je neophodan i za rast udaljenog metastatskog tumorskog ognjista (118).
SloZeni proces angiogeneze sastoji se od viSe faza i ovisan je o balansu izmedu pozitivnih i
negativnih faktora regulacije, kao i od kompleksne mreze autokrinih i parakrinih interakcija
izmedu tumorskih c¢elija, stromalnih ¢elija i endotelnih Celija, na koje zauzvrat utice sastav
okolnog ekstracelularnog matriksa (120, 121). Angiogeneza je kljucni faktor u progresiji
invazivnih tumora. Putevi koji kontroliSu prekretnicu ka angiogenom fenotipu u tumorima su
kompleksni 1 slabo izuceni, ali ukljuuju hipoksiju, genetske mutacije i stromalne i

inflamatorne reakcije (123).

Osnovi Folkmanove teorije o tumorskoj angiogenezi sazeti su u nekoliko tacaka (slika

3) (119):

1. Vecina primarnih solidnih tumora prolazi avaskularnu fazu, koja mozZe trajati
godinama i u kojoj je tumor mali — doseze maksimalan dijametar 1-2 mm. Po Folkmanu, u
avaskularnoj fazi, tumorske Ccelije hranljive materije i kiseonik, neophodne za rast i

preZivljavanje, obezbjeduju procesom pasivne difuzije.

2. Pre¢nik tumora 1-2 mm predstavlja kriticnu veli¢inu za tumor kada opskrba
tumorskih celija putem difuzije postaje nedovoljna za kontinuirani rast tumora. Pomenuta
tumorska masa moZe pokrenuti proces angiogeneze, pri ¢emu iz okolnih krvnih sudova
domacina nastaju novostvoreni kapilarni krvni sudovi, koji urastaju u tumorsku masu, Sto
neminovno dovodi do ekspanzije tumorske mase i moguénosti hematogenog Sirenja tumora i

prelaZenja tumora iz avaskularne u vaskularnu fazu.

3. Proces angiogeneze pokrece ektopicno lucenje faktora rasta od strane tumorskih
¢elija, inicijalno nazvanih “faktori tumorske angiogeneze” (TAF, eng. tumor angiogenesis

factor).

4. Folkman je postavio postulat da je blokadom angiogeneze moguce uticati na
tumorski rast bilo spreCavanjem produkcije faktora tumorske angiogeneze (TAF) i
blokiranjem njihove funkcije, ili direktnim uticajem na endotelne celije novostvorenih

nezrelih krvnih sudova. Druga mogucnost se temelji na pretpostavci da su tumorski krvni
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sudovi 1 njihove endotelne celije dovoljno razlicite od zrelih krvnih sudova, Sto bi omogucilo

postizanje adekvatnog terapeutskog indeksa.

5. Po Folkmanu, inhibicija angiogeneze trebalo bi da rezultuje regresijom tumorske
mase na precnik 1-2 mm i vracanjem tumora u avaskularnu fazu. Po njegovom misljenju,
terapija malignih tumora, koja se temelji na inhibiciji angiogeneze, trebalo bi da omoguci
kontrolu tumorskog rasta i odrZavanje tumorske mase u avaskularnoj fazi, ¢ime bi se

sprijecila mogucnost nastanka metastaza (124).

Premalignant | Malignant Tumor Vascular Dormant Overt
stage tumor growth invasion | micrometastasis | metastasis
(Avascular (Angiogenic (Vascularized  (Tumor cell (Seeding in (Secondary
tumor) switch) tumor) intravasation) distant organs) angiogenesis)

Slika 3. Model tumorske angiogeneze po Folkmanu (Hoeben A., Landuyt B., Highley M.S.,
Wildiers H., Van Oosterom A.T., De Bruijn E.A. Vascular Endothelial Growth Factor and
Angiogenesis. Pharmacol Rev2004; 56:549- 580.)

Iako je vecina solidnih tumora visoko vaskularizovana, njihovi krvni sudovi nisu
jednaki krvnim sudovima normalnog tkiva (124). Tumorski krvni sudovi su heterogeni u
pogledu organizacije, funkcije i strukture (125). Normalna vaskulatura aranZovana je u vidu
hijerarhije jednakih dobro diferentovanih arterija, arteriola, kapilara, venula i vena, a za
razliku od nje, tumorska vaskulatura je nejednako distribuirana i haoti¢na. Tumorski sudovi
¢esto pokazuju serpentiginozan rast, iregularno se granaju i formiraju arterio-venske Santove
(125). Protok krvi kroz ove sudove nije konstantan, jednosmjeran. Kroz otvorene krvne

sudove perfuzija nije kontinualna; tokom svega nekoliko minuta protok krvi moZe krenuti u
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skroz drugom pravcu, pa ¢ak i u suprotnom smjeru u istom krvnom sudu (124). Tumorski
krvni sudovi su mnogo gus¢i na prelazu tumora prema normalnom tkivu, nego u centralnim
dijelovima. Takode, gustina krvnih sudova ima tendenciju da se smanjuje kako tumor raste,
stvaraju¢i zone ishemije i na kraju i nekroze kako tumor “preraste svoju vlastitu opskrbu
krvlju” (124). Konacno, krvni sudovi su strukturalno abnormalni. Na osnovu njihovih
anatomskih i1 funkcionalnih karakteristika, Dvorak i saradnici su tumorske krvne sudove
klasifikovali u najmanje Sest potpuno razli¢itih tipova, koji se potpuno razlikuju jedni od
drugih i, izuzev tumorskih kapilara, razlikuju se od krvnih sudova prisutnih u normalnom

tkivu (tabela 4, slika 4) (124).

Tumorska angiogeneza relativno je primitivan proces koji nastaje zbog

neuravnotezene sekrecije malih podgrupa citokina, naroc¢ito VEGF-A (126-129).

Tabela 4. Klasifikacija tumorskih krvnih sudova. Dreniraju¢e vene (DV, draining veins),
opskrbljujuce arterije (FA, feeder arteries), glomeruloidne mikrovaskularne proliferacije
(GMP, glomeruloid microvascular proliferations), krvni sudovi “majke” (MV, mother
vessels), vaskularne malformacije (VM, vascular malformations). MV, kapilare, GMP i VM
nastaju angiogenezom. FA i DV nastaju procesom arteriogeneze i venogeneze. Posebno,
pukotine ispunjene eritrocitima obloZene tumorskim celijama prije negoli vaskularnim
endotelom, opisane su u nekim tumorima, naro€ito u okularnim melanomima, i odnose se na
“vaskularne mimikrije” (“vascular mimicry”’) (Folberg R, Hendrix M.J., Maniotis A.J.

Vasculogenic mimicry and tumor angiogenesis. Am J Pathol 2000; 156: 361-381) (129)

Krvni sudovi “majke” (mother
vessels, MV)

Veoma uvecane, tortuozne, tankih zidova,
hiperpermeabilne sinusoide siromasne pericitima

Kapilare

Sliéne normalnim kapilarima

Glomeruloidne mikrovaskularne
proliferacije (glomeruloid
microvascular proliferations,

GMP)

Klupka sitnih sudova uronjenih u sloZenu mjeSavinu
iregularno razmjestenih pericita i ekstenzivne
viSeslojne bazalne membrane

Vaskularne malformacije
(vascular malformations, VM)

Veliki sudovi sa iregularnim omotac¢em sainjenim od
glatkomiSi¢nih celija

Opskrbljujuce arterije (feeder
arteries, FA) 1 drenirajuce vene
(draining veins, DV)

Izuzetno uvecani, tortuozni krvni sudovi omotani
glatkomiSi¢nim celijama koji snabdijevaju i dreniraju
kompleks angiogenih krvnih sudova
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KRVNI SUDOVI "MAJKE” (eng. mother vessels)

Krvni sudovi “majke” (MV) su visoko permeabilne sinusoide koje pocinju da se
razvijaju od prethodno postoje¢ih venula i, u manjem obimu, od kapilara tokom nekoliko sati
od ubrizgavanja tumorskih celija ili Ad-VEGF-A164 u tkivo miSa. Formiranje MV protice
kroz tri nivoa degradacije bazalne membran (BM), odvajanja pericita i 1 izrazitog uvecanja.
Degradacija BM je esencijalni rani korak, budu¢i da su BM neelasti¢ne strukture koja ne
dozvoljava ekspanziju sitnih krvnih sudova. Degradacija venularne BM posredovana je
povecanom ekspresijom pericitnih katepsina, udruZenih sa smanjenom ekspresijom inhibitora
cistein-proteaze i pericita i endotelnih Celija. NaruSavanje lokalne katepsin - inhibitor cistein
proteaze ravnoteZe vodi degradaciji BM 1 odvajanju pericita, time otklanjajuci barijere koje
normalno ogranic¢avaju veliinu sitnih krvnih sudova. Rapidno vaskularno uvecanje zahtijeva
i povecanje plazmatske membrane, koju dijelom obezbjeduju vezikulovakuolarne organele
grupisane u citoplazmi normalnih venularnih endotelnih ¢elija. One imaju vaZnu ulogu u
transportu  makromolekula duz venula kod vaskularne hiperpermeabilnosti indukovane
VEGF-A, histaminima, itd. (116, 131, 132). Kako se MV razvijaju, venularne endotelne celije

postaju tanke, a vezikulovakuolarne organele se broj¢ano smanjuju i gube kompleksnost.

KRVNI SUDOVI "KCERKE”_(eng. DAUGHTER VESSELS): KAPILARE,
GLOMERULOIDNE MIKROVASKULARNE PROLIFERACIE (GMP) I VASKULARNE
MALFORMACIE

Krvni sudovi ” majke” se formiraju i opstaju sve dok su visoke koncentracije VEGF-A

prisutne.

Njihovi tanki zidovi, usporen protok krvi i nedostatak podrSke pericita 1 BM, ¢ini ih
prijem¢ivim za trombozu ili kolaps. Stoga su oni prelazne strukture, prisutne samo u

ograni¢enom periodu, i evolviraju u neki drugi tip stabilnih krvnih sudova ” kéerki” (tabela 4,

slika 4) (124).
KAPILARE

Jedan od mehanizama kojim MV prerastaju u kapilare podrazumijeva intraluminalno
premosc¢avanje, proces koji je otkriven u tumorskim krvnim sudovima (133), a koja je kasnije

otkrivena i u angiogenezi indukovanoj Ad-VEGF-A164 i zarastanju rana i nakon hroni¢ne
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vaskularne dilatacije (124, 130). Endotelne celije razvlace citoplazmatske nastavke u i kroz
lumene MV, formiraju¢i tansluminalne mostove koji dijele krvni tok na multiple kanalice
malog kalibra. Nakon toga se sitni kanali¢i medusobno razdvajaju i formiraju pojedinacne
sudove veliCine kapilara, koji imaju strukturu kao i normalne kapilare i nisu hiperpermeabilne

(124).

GMP

Glomeruloidne mikrovaskularne proliferacije nadene su i u velikom broju humanih
tumora koji eksprimiraju VEGF-A, narocito glioblasoma multiforme, ali i u karcinomima
dojke i Zeluca, i u tom slucaju predstavljaju lo§ prognosticki parametar (124, 130). GMP su
hiperpermeabilne, sa slabim protokom krvi. Nastaju od velikih loSe diferentovanih CD-31 i
VEGFR-2 pozitivnih ¢elija koje dijele lumene MV u mnogo manje kanalice. GMP postepeno
sticu pericite i deponuju ekstenzivne slojeve abnormalne BM. GMP za svoj razvoj i opstajanje

traze egzogeni VEGF-A164 (130).

VASKULARNE MALFORMACIE

Neki MV prelaze u vaskularne malformacije (VM) zadrzavajuc¢i veli¢inu i sticuéi
glatkomi$i¢ni sloj. VM se lako razlikuju u odnosu na normalne arterije i vene svojim
neodgovaraju¢im velikim izgledom (imaju¢i u vidu njihovu lokaciju) i svojim tanjim i Cesto
asimetricnim miSi¢cnim omotacem. Svojim izgledom najviSe podsjecaju na nemaligne VM
koje se javljaju npr. na kozi, mozgu. VM nisu propusne za plazmatske proteine. Za razliku od
MV i GMP, vaskularne malformacije perzistiraju unedogled u okruzenju sa niskim nivoom

VEGF-a (124).

OPSKRBLJUJUCE ARTERIJE I DRENIRAJUCE VENE (eng. FEEDER ARTERIES
AND DRAINING VEINS)

Indukuju¢i angiogenezu, tumori i Ad-VEGF-A164 stimuliSu abnormalnu
arteriogenezu i venogenezu, formirajuci velike, Cesto tortuozne krvne sudove koji opskrbljuju
1 dreniraju tumorsku mikrovaskulaturu. Ovi su sudovi ve¢i od VM 1 stiu strukturalne
karakteristike koje su negdje izmedu arterija i vena. Poput VM, ovi sudovi perzistiraju

unedogled u okruzenju sa niskim VEGF koncentracijama (124).
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Kada tumorske metastaze perzistiraju u avaskularnom stanju, tzv. stanju uspavanosti,
tumorska celijska proliferacija je balansirana apoptozom tumorskih celija (96). Indukcija
angiogeneze je posredovana molekulima promotorima i supresorima koje oslobadaju i
tumorske celije i normalne Celije i koje se u slucaju stanja uspavanosti nalaze u ravnotezi. U
slucaju tumorskog rasta, ravnoteza se narusava i pocinje angiogeneza, a redukuje se apoptoza
tumorskih celija, tzv. angiogeni prekidac, prekretnica ("angiogenic switch”). Razli€iti tipovi
tumorskih celija koriste razliCite molekularne strategije da bi aktivirale angiogenezu
(Cangiogenic switch”) (97). Prelazak tumorskih celija u angiogeni fenotip moze voditi
pretjeranoj ekspresiji promotora angiogeneze, mobilizaciji angiogenih proteina iz
ekstracelularnog matriksa, regrutovanju normalnih okolnih celija poput makrofaga, koji
proizvode sopstvene angiogene proteine ili kombinaciji ovih procesa. Povecanje broja krvnih
sudova omogucava tumorskim ¢elijama da udu u cirkulaciju i daju udaljene metastaze (96).
Nakon S§to se pokrene angiogeneza, dolazi do pojave obostrane parakrine stimulacije, odnosno
angiogeni faktori koje indukuju proliferisane tumorske celije stimuliSu proliferaciju
endotelnih celija koje sekretuju faktore rasta (npr. b-Fibroblast GF, insulin GF, platelet-

derived GF) stimuli$uci sa svoje strane proliferaciju tumorskih ¢elija (134, 135, 136).

Aktivirane endotelne Celije, locirane na vrhovima kapilara koje rastu, luce kolagenaze,
urokinaze 1 aktivatore plazminogena, Sto dozvoljava urastanje kapilara i Sirenje tumorskih
¢elija u i kroz okolni fibrin-gel matriks, vezivnotkivnu stromu i u limfati¢ne i vaskularne
prostore. Sve ovo zajedno dovodi do brzog rasta tumora, a rast i proliferacija endotelnih Celija

doprinose i razvoju metastaza (136).

1.8.1. Regulacija angiogeneze i faktori angiogeneze

Proces angiogeneze je kontrolisan od strane angiogenih faktora koji su odgovorni za
regulaciju koordinacije remodeliranja ekstracelularnog matriksa, proliferaciju endotelnih
¢elija, diferencijaciju kapilara i formiranje anastomoza neophodnih za uspostavljanje opskrbe

krvlju (tabela 5).

Faktore angiogeneze mogu luciti tumorske celije, upalne celije i Celije tumorske
strome (122). Brojnim eksperimentalnim studijama potvrdeno je da je fizioloSka kontrola
angiogeneze rezultat postojanja ravnoteZe izmedu lokalne aktivnosti proangiogenih peptida i
inhibitora angiogeneze. I promotore i inhibitore angiogeneze moguce je izolovati iz normalnih

tkiva, mada u fizioloSkim uslovima u tkivima odraslih predominira aktivnost inhibiraju¢ih
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regulatornih faktora (127). Tumorska angiogeneza biva pokrenuta poremecajem balansa
izmedu aktivatora i inhibitora angiogeneze jo$ u stadiju displazije ili in situ karcinoma,
mnogo prije progresije tumora u invazivni stadij, $to za rezultat ima redukciju apoptoze i
favorizovanje proliferacije i ispoljavanje tzv. “angiogenog fenotipa” (eng. angiogenic switch)
(138). Takode, pocetak tumorske angiogeneze moZe se desiti u bilo kojem stadijumu
progresije tumora, Sto ovisi o tipu tumora i njegovoj mikrosredini (121). Tumorske celije
mogu pretjerano eksprimirati angiogene faktore ili mijenjati regulaciju endogenih angiogenih

faktora da bi uspostavile neravnotezu izmedu proangiogenih i antiangiogenih faktora (140).

Tabela 5. Angiogeni faktori u karcinomu prostate (96)

Proangiogeni faktori Antiangiogeni faktor
Matrix metaloproteinases (MMP)
VEGF
Basic fibroblast growth factor 2 (bFGF-2) Tissue inhibitor of
Fibroblast growth factor 4 (FGF-4) metaloproteinases- 1(TIMP-1)
Transforming growth factor bl (TGF-bl) Interleukin-10 (IL-10)
Endogeni Interleuk%n 8 (IL-8) Angiostgtin
faktori Interleukin 1b (IL-1b) Endostatin
Nitric oxide (NO) Prostate-specific antigen
Interleukin 6 (IL-6) (PSA)
Cyclooxygenase 2 (COX-2) Interferon (IFN)
Tumor necrosis factor (TNF)
Insulin growth factor 1 (IGF-I)
Neutralizing antibodies
. MMP inhibitors
Farm?ceutskl Fumagillin analogue
agenst Linomide
Carboxyamido-triazole

Istrazivanja sugeriSu da promjene u relativnoj ravnoteZi induktora i inhibitora
angiogeneze mogu aktivirati angiogeni prekida¢. U nekim tkivima, nedostatak induktora
angiogeneze moze drzati angiogeni prekidac isklju¢enim, dok su u drugim tkivima induktori
prisutni, ali se drze pod kontrolom viSim nivoima inhibitora angiogeneze. Znaci, bilo
redukcijom koncentracije inhibitora (npr. TSP-1, thrombospondin - 1) gubitkom tumor
supresor gena, ili povecanjem nivoa aktivatora (npr. VEGF) hipoksijom, moZe se promijeniti
ravnoteza i aktivirati prekidac, Sto ¢e dovesti do stvaranja novih krvnih sudova (97, 119)

(slika 5).
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THE BALANCE HYPOTHESIS FOR THE ANGIOGENIC SWITCH

The switch:
<«+— On
-«+— Off
Activators @ Inhibitors

aFGF Thrombospondin-1

bFGF 16 kD Prolactin

VEGF Interferon a/ff

: Platelet factor-4
Angiostatin

Slika 5. Hipoteza ravnoteZe angiogenog prekidaca (“angiogenic switch”) (97). Normalna
vaskulatura u stanju mirovanja moZe biti aktivirana da stvara nove kapilare (proces
angiogeneze), morfogenim procesom kontrolisanim mehanizmom angiogenog prekidaca
(angiogenic switch mechanism). Vecina dokaza sugeriSe da promjene na nivou relativne
ravnoteZze izmedu induktora i inhibitora angiogeneze moZe aktivirati prekida¢. U nekim
tkivima, odsustvo induktora angiogeneze moZze drZati prekidac iskljucenim, dok su u drugim
tkivima induktori angiogeneze prisutni, ali zakoceni viSim nivoima inhibitora angiogeneze.
Stoga, redukovanje koncentracije inhibitora, npr. TSP-1 gubitkom tumor-supresor gena,
odnosno povecanje nivoa aktivatora, npr. indukcijom VEGF putem hipoksije, moze
promijeniti ravnotezu i aktivirati prekida¢ dovodeci do rasta novih krvnih sudova (preuzeto iz:
Hanahan D., Weinberg R.A. The Hallmarks of Cancer. Cell, 2000; 100: 57-70).

1.8.2. Angiogeni faktori

Molekularna osnova proangiogenih signala je vrlo sloZena, a sam proces je regulisan
mnogobrojnim faktorima koji bivaju aktivirani u razli¢itim fazama angiogeneze.
Komplikovani mehanizam kontrole omogucava prelazak iz dugotrajne faze mirovanja u
“switch” fazu, koja se sastoji u lokalnom angiogenom odgovoru koji ¢e omoguditi
podmirivanje povecanih potreba tkiva za krvlju. Proces angiogeneze moze biti aktiviran
brojnim fizioloSkim mehanizmima kao S$to je poremecaj homeostaze oksigena ili poremecaj
hormonskog statusa. FizioloSka angiogeneza kao npr. angiogeneza u procesu reprodukcije ili
korektivna angiogeneza koja se razvija prilikom zarastanja rana ili formiranja kolateralnog
krvotoka spada u procese koji imaju moguénost samokontrole. U slu€aju tumorskog rasta,
dugotrajni latentni period prethodi neovaskularizaciji. Stohasticka priroda pokretanja
angiogeneze upucuje na to da medijatori koji ne ucestvuju u fizioloSkoj angiogenezi mogu

imati ulogu u neoangiogenezi tumora. U posljednjih nekoliko decenija otkrivene su brojne
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molekule koje djeluju kao stimulatori angiogeneze direktno ili indirektno, sinergisti¢ki sa

drugim supstancama podstic¢uci proces angiogeneze (140).

Novijim istrazivanjima je potvrdeno i postojanje brojnih antiangiogenih faktora, ¢ija
aktivnost uti¢e na regulaciju angiogeneze i na ispoljavanje angiogenog fenotipa. Tumorska
neoangiogeneza uslovljena je predominacijom proangiogene aktivnosti bilo da je podrzava
povecana aktivnost proangiogenih faktora ili izostanak inhibitorne aktivnosti antiangiogenih

faktora (141).

Generalno, tumorska angiogeneza se posmatra kao posljedica aktivacije angiogenog
prekidac¢a — zasebnog genetskog dogadaja koji u sukcesivnim genetskim alteracijama tokom
tumorske progresije daje tumoru sposobnost da regrutuje krvne sudove okolnog tkiva 1 koji se
javlja tokom ranih faza tumorskog razvoja, koje prethode pojavi velike maligne tumorske

mase (140).

Angiogeni faktori mogu biti produkt tumorskih ¢elija, inflamatorih ¢elija, endotelnih
¢elija i Celija strome (npr. makrofagi sintetiSu VEGF, TNF- a, eng. tumor necrosis factor — a,
bFGF, interleukin 8 i TSP-1, eng. Thrombospondin-1) (142). U literaturi je opisano vise od 20
endogenih faktora koji stimuliSu proces angigeneze, a koji su po svojoj prirodi molekule
proteina, Cija sinteza je odredena aktivnoS¢u odredenih gena (122). Mutacije tumor supresor
gena p53 1 VHL rezultuju gubitkom ekspresije antiangiogenog faktora thrombospondina 1
(TSP-1) i povecavaju ekspresiju VEGF (142). Mutacije na genima odgovornim za sintezu
proangigenih faktora mogu biti jedna od karika u lancu progresije i procesa metastaziranja
solidnih tumora. Prva molekula identifikovana kao angiogeni faktor bio je osnovni
fibroblastni faktor rasta — bFGF (eng. basic fibroblast growth factor) (143). U grupi
regulatora angiogeneze se nalaze i kiseli fibroblastni faktor rasta — aFGF (eng. acidic
fibroblast growth factor), transformisuéi faktor rasta o i B- TGF-o. i B (eng. transforming
growth factor — o, and P), hepatocitni faktor rasta — HGF (eng. hepatocyte growth factor),
faktor tumorske nekroze — o0 — TNF-a (eng. tumor necrosis factor- ), angiogenin, interleukin
8 (IL-8), itd. (tabela 5) (96). Tumorski endotel pokazuje heterogenost u vezivanju specifi¢nih
peptidnih sekvenci (144). Prostaticni specificni membranski antigen (PSMA) naden je u
tumorskoj vaskulaturi, ukljuuju¢i i tumore neprostaticnog porijekla, ali nije naden u

vaskulaturi benignog tkiva (144). Endotelne celije razlicitih tkiva su takode fenotipski
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razlicita, razlikuju se u odgovoru na razliCite regulatore angiogeneze i regulisani su tkivno

specificnom ekspresijom citokina i faktora rasta u mikrosredini (144).

Uprkos velikom broju otkrivenih molekula koje su odgovorne za stimulaciju
angiogeneze, smatra se da klju¢na uloga vaskulogeneze, kako u fizioloskim tako i u
patoloskim procesima, pripada porodici proteina nazvanih vaskularni endotelni faktori rasta —

VEGTF (eng. vascular endothelial growth factor) (121).
1.9. VASKULARNI ENDOTELNI FAKTOR RASTA (VEGF)

Vaskularni endotelni faktor rasta prvi je put izolovan 1989. godine, a sinonimi
koris€eni u literaturi za ovaj protein su faktor vaskularnog permeabiliteta — VPF (eng.
vascular permeability factor) 1 vaskulotropin (145). Njegovu prvu funkciju (vaskularnu
permeabilnost) otkrio je Dvorak, a prvi ga je molekularno definisao Ferrara (123, 145).
VPF/VEGF porodicu proteina ¢ine najvazniji proteini ukljueni u razvoj vaskulature koji
imaju esencijalnu ulogu u vaskulogenezi, kao i i1 fizioloSkoj 1 patoloskoj angiogenezi i

limfangiogenezi (117).

1.9.1. Bioloska aktivnost VEFG-a

VEGEF je vrlo specificna najmoc¢nija mitogena supstanca koja djeluje na endotelne
¢elije arterija, vena i limfnih sudova, povecava vaskularnu permeabilnost i indukuje
proteoliticke enzime neophodne za vaskularno remodeliranje (122). Isto tako funkcioniSe kao
potentan antiapoptoti¢an faktor endotelnih ¢elija u novoformiranim krvnim sudovima (123).
Tumorske ¢elije mogu produkcijom VEGF ” hraniti” (indukovati) nove krvne sudove, koji
zauzvrat hrane tumorske celije, stvarajuci tako podmukli i trajno obnavljajuci parakrini prsten
(123). VEGF podstice angiogenezu u trodimenzionalnom in vitro modelu, u kome endotelne
¢elije mikrovaskulature invadiraju kolageni gel, dovodec¢i do stvaranja struktura sli¢nih
kapilarnom koritu (146). VEGF takode indukuje proliferaciju endotelnih ¢elija iz prstena
pacova umetnutog u kolageni gel. Suprotno VEGF, inzulinu slican faktor rasta I — IGF-I (eng.
insulin - like growth factor I) ili faktor rasta iz trombocita — PDGF (eng. platelet derived
growth factor) takode dovode do umnoZavanja endotelnih celija, ali koje je praceno
izrazenom proliferacijom fibroblasta (147). VEGF takode stvara izrazen angiogeni odgovor i
u brojnim in vivo modelima kao $to su npr. model na horioalantoi¢noj pile¢oj membrani,

zecijoj kornei, irisu primata i sl. (148, 149).
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VEGF indukuje ekspresiju serin proteaza tip urokinaza, aktivatore plazminogena-
tkivni tip kao 1 inhibitore aktivatora plazminogena u uzgojenim bovinim endotelnim c¢elijama
(150). VEGF podstice i ekspresiju i intersticijske metaloprotenaze kolagenaze u endotelnim
¢elijama humane umbilikalne vene (151). Aktivnost aktivatora plazminogena i kolagenaza
koju podsti¢e VEGF obezbjeduje sredinu koja omogucéava migraciju i proliferaciju endotelnih
¢elija. Nekim studijama je potvrdeno da VEGF dovodi do povecane ekspresije receptora za
aktivatore plazminogena tip urokinaza (152). Smatra se da je interakcija aktivatora
plazminogena sa receptorima aktivatora plazminogena bitan element u lancu procesa koji
dovode do Ccelijske invazije i1 remodeliranja tkiva, a pomenuta otkrica ukazuju na

proangiogenu prirodu VEGF (153).

VEGEF je poznat i kao faktor vaskularne permeabilnosti, a prema studiji Dvoraka i
koautora, povecana propustljivost mikrovaskulature predstavlja klju¢ni korak u procesu
tumorske angiogeneze i angiogeneze u toku zarastanja rana, pri ¢emu je glavna funkcija
VEFG-a indukcija curenja proteina plazme, Sto za rezultat ima stvaranje ekstravaskularnog
fibrinskog gela koji predstavlja osnovni supstrat za rast endotelnih i tumorskih ¢elija (154,
155). Novija istrazivanja ukazuju na to da je jedna od uloga VEGF stvaranje fenestracija u
endotelu malih kapilara i venula ¢ak i na onim mjestima u kojima endotelne celije obi¢no
nemaju fenestre, Sto za posljedicu ima povecanje permeabilnosti krvnih sudova (156) (slika

6).

Neke od studija su potvrdile da VEGF moze imati inhibitorni efekat na maturaciju
antigen prezentujucih Celija domacina kao $to su npr. dendriticke Celije. Potvrdeno je da
VEGF ima inhibitorni ucinak na sazrijevanje nezrelih dendriticnih celija, pri ¢emu nema
znaCajan uticaj na funkciju zrelih celija. Pomenuti nalaz navodi na zaklju¢ak da VEGF
olakSava rast tumora, omogucavaju¢i tumorskim celijama da izbjegnu imuni odgovor

domacina (158).

Jedan od dodatnih efekata VEGF-a na endotel jeste stimulacija transporta heksoze, Sto

obezbjeduje vecu koli¢inu energije tokom proliferacije endotelnih ¢elija (157).

VEGEF in vitro izaziva vazodilataciju, prolaznu tahikardiju, hipotenziju i smanjenje

sr¢ane ejekcione frakcije (eng. output) (159).
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Slika 6. Uticaj VEGF izoformi na endotelne Celije (Ferrara N., Davis-Smyth T. The Biology of
Vascular Endothelial Growth Factor. Endocrine Reviews 1997; 18: 4-25)

VEGF ima cetiri glavne bioloSke aktivnosti koje doprinose indukciji angiogeneze

(145, 146, 156):

e rasti proliferacija vaskularnih endotelnih ¢elija;
® migracija vaskularnih endotelnih celija;
e prezivljavanje nezrelih endotelnih ¢elija putem prevencije apoptoze;
e povecana vaskularna permeabilnost kapilara.
VEGEF ucestvuje 1 u limfangiogenezi. U prisustvu VEGF limfaticne endotelne celije

proliferiSu i formiraju gigantske limfne sudove u kojima je limfni tok inertan (160).

VEGEF takoder djeluje i na druge celije, narocito Celije koje poti¢u iz kostne srzi,
promocijom hemotakse monocita, inhibicijom maturacije dendriti¢nih celija, povecanom

produkcijom B-limfocita i generiranjem nezrelih mijeloidnih ¢elija (161).

VEGF je wukljuéen i u prezivljavanje hematopoietskih stem celija tokom
hematopoietske repopulacije, najvjerovatnije posredstvom VEGFR-1 (162). Mitogeni efekti
VEGEF su in vitro primijeceni kod retinalnih pigmentovanih c¢elija, pankreati¢nih duktalnih
Zljezdanih celija i Schwannovih celija, ali je joS nejasno da li se ovi efekti javljaju 1 in vivo

(163).
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1.9.2. Struktura VEGF gena i osobine VEGF izoforma

Humani VEGF gen gradi osam egzona koje razdvaja sedam introna. Lokalizovan je na
6p21.3 hromozomu ¢iji puni transkript sadrzi 189 aminokiselinskih izoformi (164). Danas je
sem VEGF proteina (VEGF-A) poznato joS pet VEGF srodnih proteina: VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D, VEGF-E i placentarni faktor rasta (163). Ipak, najznacajniji protein iz ove grupe je
VEGF-A, koji je i najvise izuavan. Malo se zna o VEGF-B osim o njegovoj ulozi u razvoju
koronarnih arterija. VEGF-C i D su esencijalni za razvoj limfati¢nog sistema i mogu takode
indukovati angiogenezu i povecanu vaskularnu permeabilnost (117). Oba se sintetiSu kao
preproteini kojima je potrebno postranslacijsko procesuiranje. PIGF je otkriven u placenti i
nema visoku ekspresiju u normalnim embrionalnim ili adultnim tkivima. Ekspresija PIGF se
javlja kod mnogih tumora i u drugim formama patoloSke angiogeneze gdje potpomaze i
podstice aktivnost VEGF-A. VEGF-A ekspresija je regulisana u razlicitim tkivima i stanjima
brojnim faktorima kao Sto su hipoksija (putem HIF-1), citokini i faktori rasta (TGF-b), razni

hormoni (estrogen i progesteron) i u tumorima, onkogenima i tumor supresor genima (117).

VEGF-A se javlja u do sada poznate Cetiri izoforme VEGF 121, VEGF 165, VEGF
189 i VEGF 206 (165). VEGF 165 je izoform koji se najceS¢e eksprimira i koji je najviSe
proucavan; originalno je otkriven kao mocan vaskularni faktor permeabilnosti.
Mikrovaskularna hiperpermeabilnost i njene posljedice (edem, zgruSavanje ekstravaziranog
plazmatskog fibrinogena radi formiranja proangiogenog fibrinskog gela) obiljezja su svih

formi patoloske angiogeneze (117).

Overekspresija pomenutog izoforma VEGF molekule dokazana je i u brojnim
solidnim tumorima. Za razliku od izoforma VEGF165, VEGF 206 forma se javlja veoma

rijetko 1 do sada je njeno prisustvo evidentirano samo u humanoj jetri (165).

Nekoliko VEGF-A izoformi indukuje pove¢anu vaskularnu permeabilnost, stimuliSe
proliferaciju i migraciju endotelnih celija i obezbjeduje prezZivljavanje endotelnih celija.
VEGF-A mijenja gensku ekspresiju endotelnih ¢elija povecavaju¢i nivo brojnih
transkripcionih faktora (DSCR-1, TR3/Nur77), proteina koji ucestvuju u zgrusavanju (tkivni
faktor) 1 fibrinolizi (uPA 1 njegov receptor, tPA, PAI-1), matriks metaloproteinaza, NO
sintazu, antiapoptoti¢nih faktora (bcl-2, Al) adhezionih molekula endotelnih celija (E-se-
lektin, ICAM-1, VCAM) (117). Tumori koji eksprimiraju jedan ili drugi VEGF-A izoform

indukuju znacajno razli¢ite vaskularne forme (117).
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1.9.3. Regulacija ekspresije VEGF gena
1. Hipoksija

Dokazano je da viSe mehanizama ucestvuje u procesu regulacije ekspresije VEGF
gena, a od posebnog znaCaja za aktivaciju VEGF gena i in vivo i in vitro je niska
koncentracija O2 kako u normalnim tako i u transformisanim ¢elijama (166—-169). U tumorima
sa izrazenom nekrozom uocava se visok stepen ekspresije VEGF mRNA u tumorskim
¢elijama koje su izloZene hipoksiji, a lokalizovane su neposredno uz nekroti¢na ZariSta, Sto
upucuje na to da je lokalna hipoksija znacCajan podsticaj za aktivaciju VEGF gena u
tumorskom tkivu. Dokazano je da akumulacija adenozina, koja se javlja u hipoksiji, rezultira
aktivacijom VEGF gena. Povecan nivo adenozina dovodi do aktivacije adenozin A2 receptora
Sto za posljedicu ima povecanje cAMP (cikli¢ni adenozin monofosfat) koji posredstvom

protein kinaze A izaziva porast nivoa VEGF mRNA (167, 170).
2. Citokini

Razliciti citokini i faktori rasta reguliSu ekspresiju VEGF mRNA ili oslobadanje
VEGF proteina. Ekspozicija inaktivnih humanih keratinocita epidermalnom faktoru rasta —
EGF (eng. epidermal growth factor), transformiSu¢em faktoru rasta f — TGF- (eng.
transforming growth factor P), ili faktoru rasta keratinocita indukuje porast VEGF mRNA
(171). Epidermalni faktor rasta — EGF takode stimuliSe produkciju VEGF u kultivisanim
Celijama glioblastoma (172). Interleukin 1f — IL-1f dovodi do povecane produkcije VEGF u
glatkim miSi¢ima aorte, a dokazano je da interleukin 1o (IL- 1) i prostaglandin E2 stimulisu
ekspresiju VEGF u kultivisanim fibroblastima sinovije Sto za rezultat ima stimulaciju
angiogeneze u nekim od inflamatornih procesa (173). Jedan od potvrdenih promotora

angiogeneze u vise Celijskih vrsta iz grupe citokina je i interleukin 6 (IL-6) (174).
3. Celijska diferencijacija i transformacija

Diferencijacija razliCitih tipova celija utiCe na regulaciju ekspresije VEGF gena.
Povecana ekspresija VEGF mRNA dokazana je kod konverzije preadipocita u adipocite kao i

u toku miogene diferencijacije (175).
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Potvrdeno je da su mutacije na p53 tumor supresorskom genu, amplifikacija na ras
onkogenu, overekspresija v-raf 1 v-Src gena kao i deplecija “divljeg tipa” von Hippel Lindau

gena medijatori abnormalne vaskularne proliferacije (176, 177).

1.9.4. VEGTF receptori

Dejstvo VEGF posredovano je preko dva visoko specifi¢na transmembranska tirozin
kinaza receptora, VEGFR-1 (Flt-1) i VEGFR-2 (KDR/Flk 1) (178). Kao i drugi
transmembranski receptori koji djeluju posredstvom tirozin kinaze, a koje aktiviraju faktori
rasta, tako i VEGF receptori podlijezu ligandom indukovanom procesu dimerizacije.
Ligandom indukovana dimerizacija receptora pokrece signalnu transdukciju preko aktivacije
autofosforilacije ili transfosforilacije susjednih receptorskih podjedinica Sto za krajni rezultat
ima sintezu proteina medijatora procesa transdukcije (179). IstraZivanje transdukcijskih
puteva ovih receptora ukazuje na to da je aktivacija VEGFR-1 odgovorna za kontrolu Celijske

migracije, dok aktivnost VEGFR-2 kontroliSe ¢elijsku proliferaciju (180).

Novija istraZzivanja upucuju na postojanje i treCeg VEGF receptora, pod nazivom
VEGFR-3 (Flt- 4) receptor, a identifikovan je samo u endotelnim ¢elijama limfnih sudova
odraslih i najvjerovatnije je ukljucen u regulaciju procesa limfangiogeneze. Pomenuti receptor
ne pokazuje afinitet za VEGF, ali ga aktiviraju VEGF-C i VEGF-D (181). VEGFR-1 i
VEGFR-2 se nalazi u vecini endotelnih ¢elija u embrionu, a prisutan je i u mezodermu, malim
1 ve¢im krvnim sudovima i u endokardu. Ekspresija VEGFR-2 se drasticno smanjuje pri kraju
gestacije, dok ekspresija VEGFR-2 perzistira i u adultnom dobu, $to navodi na zakljucak da je
VEGFR-2 medijator vaskulogene i angiogene aktivnosti dok aktivacija VEGFR-1 uti¢e na
prezivljavanje endotelnih ¢elija (180). Ovu teoriju su potvrdili eksperimenti u kojima je, u
nedostatku VEGFR-1, izostao proces formiranja normalnih krvnih sudova, dok je nedostatak
VEGFR-2 rezultirao potpunim izostankom razvoja endotelnih celija i ¢elija hematopoeze

(182) (slika 7).
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Slika 7. Porodica VEGF receptora. Tri signaliziraju¢a receptora tirozinkinaze VEGFR-1 (flt-
1), VEGFR-2 (KDR flk-1) i VEGFR-3 (flt-4) sastoje se od sedam struktura koje li¢e na
imunoglobuline u ekstracelularnoj domeni, jednog transmembranskog regiona i konsenzusa
domene tirozin-kinaze prekinute kinaza insertuju¢om domenom. Pomo¢ni receptori neuropilin
1 i neuropilin 2 ne posjeduju moguénost sopstvene aktivacije kinaze, ali zato pojacavaju
signalizaciju VEGF-2. Heparan-sulfatni proteoglikani ne samo da pojaCavaju vezivanje za
VEGFR, ve¢ sluze kao rezerve VEGF (Preuzeto iz: Hoeben A., Landuyt B., Highley S.M.,
Wildiers H., van Oosterom A.T., de Bruijn E.A. Vascular Endothelial Growth Factor and
Angiogenesis. Pharmacol rev 56 (4):549-580, 2004) (183).

1.9.5. Uloga VEGF i njegovih receptora u fizioloskoj angiogenezi

Proliferacija krvnih sudova je klju¢ni momenat u Sirokom spektru fizioloskih procesa,
kao Sto je embrionalni razvoj, normalan rast i diferencijacija, zarastanje rana i proces

reprodukcije (184) (tabela 6).

Tokom embrionalnog razvoja VEGF ekspresija je prvi put otkrivena unutar nekoliko
prvih dana nakon implantacije u trofoblastima, Sto ukazuje na ulogu ovog faktora u procesu
indukcije vaskularnog rasta u decidui, placenti i vaskularnim membranama (185). U
humanom fetusu starosti 16-22 nedjelje ekspresija VEGF mRNA je potvrdena u gotovo svim

tkivima, mada je najintenzivnija ekspresija zabiljeZena u plu¢ima, bubrezima i slezeni (186).
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KoriS¢enjem in situ hibridizacije dokazano je prisustvo Flk-1 mRNA u Zumancanoj
vreci, intraembrionalnom mezodermu, a kasnije i u angioblastima, endokardu i endotelu malih
i velikih krvnih sudova (187). Neke od studija ukazuju na to da bi Flk-1 mogao biti jedan od

najranijih prekursora endotelnih ¢elija.

Tabela 6. Uloga VEGF u fizioloskoj angiogenezi (163)

Proces Uloga VEGF
Embriogeneza i rani Esencijalan za formiranje krvnih sudova
postnatalni razvoj Delecija jednog VEGF gena je latalna
Esencijalan za rani postnatalni razvoj, narocito za funkciju
bubrega
Rast skeleta StimuliSe invaziju krvnih sudova potrebnu za rast

trabekularne kosti
Efekti inhibicije VEGF su reverzibilni kad se VEGF

obnovi
Maturacija Zutog tijela i StimuliSe maturaciju Zutog tijela koji zauzvrat oslobada
materi¢ne angiogeneze progesteron

I progesteron i VEGF su neophodni za uterinu angiogenezu
Zarastanje rana Uklju¢en u stvaranje novih krvnih sudova na mjestu

povrede

Flt-1 mRNA je selektivno prisutan u endotelnim ¢elijama kako u fetalnim tkivima tako
i u tkivima adultnih miSeva. Ekspresija Flt-1 postoji i u endotelnim ¢elijama u fazi mirovanja,

aiu endotelu koji se nalazi fazi proliferacije (188).

Zanimljivo je postojanje ekspresije VEGF oko malih krvnih sudova u kojima se
endotelne Celije normalno nalaze u stanju mirovanja, kao $to su npr. glomeruli, hipofiza, srce,
pluca i mozak. Prethodno pomenuto otkrice govori u prilog da aktivnost VEGF nije
odgovorna samo za vaskularnu proliferaciju ve¢ da je i preduslov za opstanak diferenciranih i

formiranih krvnih sudova (189).

1.9.6. Uloga VEGF u patoloskoj angiogenezi
Interakcija izmedu VEGF i VEGFR-2 je neophodna i odgovorna za proliferaciju,

migraciju i preZivljavanje endotelnih Celija, permeabilnost krvnih sudova, limfangiogenezu i

stimulaciju/inhibiciju imunih efektornih ¢elija.
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Uloga VEGEF 1 fizioloSke angiogeneze kod odraslih je ograniena. Imajuc¢i u vidu
sloZzenost angiogeneze 1 centralnu ulogu VEGF, abnormalnosti u funkciji VEGF mogu
uzrokovati ili igrati ulogu u razli¢itim patoloskim stanjima, kao Sto su retinopatija, i
endometrioza, psorijaza, edem mozga, zapaljenja i reumatoidni artritis, a najvise su izu¢avane

u tumorskoj angiogenezi (163) (tabela 7).

Tabela 7. Uloga VEGF u patoloskoj angiogenezi (163).

Poremecaj Uloga VEGF

StimuliSe ekscesivnu angiogenezu;

Omogucuje eksponencijalni rast tumora;

Vaskularizacija obezbjeduje put tumorskim ¢elijama da dosegnu
udaljena mjesta i formiraju metastaze.

Tumor (karcinom)

Retinopatija StimuliSe intraokularnu neovaskularizaciju dovodec¢i do sljepila.

Ishemija najvjerovatnije stimuliSe produkciju VEGF;

Edem mozga . i
& Povecava vaskularnu permeabilnost.

Psorijaza StimuliSe povecanu vaskularnu permeabilnost i angiogenezu.

Visoki nivoi VEGF u peritonealnoj tecnosti sugerisu da je VEGF

Endometrioza o . Y !
ukljucen u abnormalnu angiogenezu udruZenu sa endometriozom

Reumatiodni C ey . . . .

artritis StimuliSe angiogenezu i povecanu vaskularnu permeabilnost

VEGFR-1 i VEGFR-2 su Siroko rasprostranjeni na normalnom vaskularnom endotelu i
povecava im se nivo u patoloskoj angiogenezi indukovanoj VEGF-A (117). Nadeno je da
VEGF-A 165 ima vaZnu ulogu u mobiliziranju endotelnih ¢elija 1 hematopoieti¢nih prekursora
iz koStane srZi koje takode eksprimiraju VEGFR-1 i -2. Solubilna forma VEGFR-1 (sFlt) koja
nastaje alternativhim cijepanjem prisutna je u serumu i i zadrZava sposobnost vezivanja
VEGF-A i placentalnog faktora rasta (eng. placental growth factor, PIGF). sFlt je nadena i u
preeklampsiji koja je udruZena sa vaskularnim abnormalnostima bubrega i drugih organa
(117). VEGFR-1 je takode eksprimiran na matericnim glatkomiSi¢énim d¢elijama i na
monocitima, ¢elijama koje doprinose mnogim formama patoloske angiogeneze ekspresijom
VEGF-A 1 drugih citokina i faktora rasta. VEGF-A receptori, narocito VEGFR-1 i
Neuropilin-1 (Nrp-1), eksprimirani su na nekim tumorskim celijama, sugeriSu¢i na postojanje
autokrine veze koja moZe stimulisati rast tumorskih celija i migraciju. Smatra se da VEGFR-2

......

migraciju i proliferaciju endotelnih ¢elija (117).
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Okluzija centralne retinalne vene uzrokovana SeCernom boleS¢u ili izlaganje
nedonosc¢adi visokoj koncentraciji kiseonika moZe dovesti do razvoja intraokularne
neovaskularizacije, Sto za krajni rezultat ima nastanak sljepila (190). U modelu retinalne
nezrelosti poviSen VEGF-A je uzrokovao lateralnu, a ne longitudinalnu orijentaciju ravni

cijepanja endotelnih ¢elija, dovodeci do formiranja uvecanih krvnih sudova (124).

1.9.6.1. Uloga VEGF u tumorskoj angiogenezi

Tumori putem lokalne neuravnoteZene pretjerane ekspresije VEGF-A iniciraju
nastanak novih krvnih sudova. Tumorska angiogeneza ima mnogo zajednickog s
angiogenezom pri zarastanju rana, pa se tumor na odredenom nivou moze smatrati ” ranom
koja nikad ne zacjeljuje” (154). Jedna od sli¢nosti su 1 visoki nivoi lokalne ekspresije VEGF-A,
generacija karakteristicnih krvnih sudova “majki” (MV) i generacija kapilara koje nastaju
intraluminalnim pregradivanjem MV (124). Razlika je u tome Sto, kako rane zarastaju, nivo
VEGF-A opada (hipoksija se smanjuje usljed stvaranja novih krvnih sudova i1 oksigenacije
tkiva), ali tumori nastavljaju da pretjerano i1 nekontrolisano eksprimiraju VEGF-A jer je
ekspresija inicirana ne samo hipoksijom, ve¢ i onkogenima, gubitkom tumor-supresornih

gena, hormonima, itd. (126).

Najmanje su tri faktora uzrok generiranju abnormalnih krvnih sudova karakteristi¢nih
za tumore 1 u procesu zarastanja rana, a to su totalna koli¢ina lokalno prisutnog VEGF-A,
razli¢ite VEGF-A izoforme koje su eksprimirane i distribucija VEGF-A krvnim sudovima. U
tumorima, kod zarastanja rana, kao i u Ad-VEGF-A164 modelu, normalni krvni sudovi se
“kupaju” u visokim koncentracijama VEGF-A, a koncentracije prisutne lokalno su od kriti¢ne
vaznosti u odredivanju karaktera novih krvnih sudova koji ¢e se formirati. Intramuskularna
injekcija kloniranih mioblasta koji sekretuju niske koli¢ine VEGF-A generiSe nepermeabilne,
relativno normalne kapilare, dok klonovi koji sekretuju vece kolicine VEGF-A indukuju tipi¢ne

MV (191).

Ekspresija razli¢itth EGF-A izoformi je vaZna u determinaciji neovaskularne strukture.
Vec¢ina VEGF-A izoforma (humani izoformi 189, 165, 121) generisane su alternativnim
cijepanjem jednog gena (192). Ove izoforme generalno pokazuju komparativne faktore rasta i
aktivnosti koje povecavaju permeabilnost. Sve se vezu za veCinu VEGF-A receptora
(VEGFR-2/Flk i VEGFR-1/Flt), i sve osim VEGF-A120/1 se vezu za tre¢i receptor,
neuropilin. Medutim, nekoliko VEGF-A izoformi se znacajno razlikuju u svojoj sposobnosti
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vezivanja heparina, celijskih povrSina 1 matriksnih heparana. VEGF-A120/1 nedostaju
heparan vezujuc¢a mjesta 1 on difundira slobodno kroz tkiva (192). VEGF-A188/9 se jako veze
za cCelijske 1 udruzene sa matriksom heparane. VEGF-A164/5 ima umjerenu sposobnost
vezivanja heparina, a samim tim i sposobnost difuzije. Ove razlike u sposobnosti vezivanja
¢elijja 1 matriksa razli¢itth VEGF-A izoformi imaju vazne posljedice na formiranje krvnih
sudova. Abnormalni krvni sudovi indukovani sa VEGF-A120 su abnormalni zbog
nemogucénosti ove izoforme da se veze za matriks i na taj nacin formira jako visoke VEGF-A

gradijente koji su neophodni za razvoj normalnih krvnih sudova (124).

Nedavna studija je pokazala da se kapilari u razvoju sastoje od dva tipa endotelnih
¢elija: nedjeljivih endotelnih celija ("tip” celije) koje se nalaze na vrhu vodece fronte
ekstendiranih filopodija i izdanaka kao odgovora na VEGF-A gradijente i endotelnih ”
baznih” ¢elija koje ih slijede iza, dijele se i pokazuju redukovane filopodije i razgranjavanje
zbog signala putem Notch/delta 4 axis (193). Stoga, niski gradijenti koje je generisala VEGF-
A120 redukuju polaritet "tip” ¢elija 1 povecavaju njihov nivo proliferacije, formirajuci velike
krvne sudove sa redukovanim grananjem. Za razliku od ove izoforme, ekspresija samo
VEGF-A 188 uzrokuje stvaranje guste dezorganizovane mreze krvnih sudova koje oblazu
endotelne celije sa brojnim multidirekcionalnim filopodijama (124). VEGF-A120 se moze
smatrati hemoatraktantom koji dugo djeluje, ukljuenim u inicijaciju vaskularizacije, dok se
duzi izoformi VEGF-A smatraju kriticnim za uspostavljanje zamrSene fine vaskularne
arhitekture prisutne u normalnim tkivima. Iako djeluju preko istog receptora (VEGFR2) na
povrsini Celije, nesputane i matriks vezane VEGF obezbjeduju razliite signalizirajuce izlaze

(194).

VEGF-A164/5, izoform koji tumori najviSe eksprimiraju, ima osobine i 120/1 i 188/9
izoforma. Tumorske celije koje pretjerano eksprimiraju VEGF-A164 formiraju velike
tumorske mase sa gustom i perifernom i centralnom vaskularnom mreZom, odnosno
vaskulaturom koja je tipi¢na za humane tumore kao 1 za vaskulaturu generisanu dejstvom Ad-

VEGF-A164 unesenom u normalno tkivo misa (124).

Tortuoznost krvnih sudova je cesta odlika MV, VM, opskrbljuju¢ih arterija i
dreniraju¢ih vena. Tortuoznost je generalno pripisivana restrikciji izduZivanja koja je
nametnuta zaustavljanjem sudova na fiksiranim tackama uz 1 niz krvni tok. Kao rezultat,

rastuci tumorski sudovi ne mogu se linearno Siriti, ve¢ se uvijaju (124, 116).
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In situ hibridizacijom je dokazano prisustvo VEGF mRNA u ve¢ini humanih tumora
kao Sto su karcinomi pluca (195), Stitne Zlijezde (196), dojke (197, 198), probavnog trakta
(199, 200), bubrega i mokra¢ne beSike (201), jajnika i grlica materice, tumorima zametnih
¢elija, itd. (202, 203). Uoceno je postojanje korelacije izmedu ekspresije mRNA i intenziteta
vaskularizovanosti tumora i ustanovljeno je da ekspresija VEGF korelira sa intenzitetom
vaskularizacije i stepenom malignosti (195, 196, 200, 203). Tumorska VEGF ekspresija je
najveca u dijelovima uz nekrozu, ekspresija VEGF je indukovana hipoksijom (204). Iako su
maligne celije glavni izvor VEGF u tumorima, u hipoksi¢nim dijelovima tumora narocito,
ovoj ekspresiji doprinose i1 stromalne celije, kao 1 endotel krvnih sudova (204). PoviSen nivo
VEGEF je otkriven u serumu kao i u samom tumoru pacijenata, a znacajna povezanost je
nadena i izmedu nivoa VEGF u serumu i stadijuma bolesti i metastazama (205). U mnogim
studijama nadena je povezanost ekspresije VEGF sa gustinom krvnih sudova (MVD, eng.

mean vascular density) (206).

Iako se angiogeneza pojavljuje u svim tumorima tokom njihovog rasta, intenzitet
angiogeneze moze varirati medu razli¢itim vrstama tumora pa Cak i kod razli¢itih osoba koje
boluju od iste vrste tumora. Eberhard je ispitivanjem proliferacije endotelnih c¢elija na
arhivalnim isje€cima tumora pacijenata ustanovio da je angiogeneza prisutha u svim
tumorima, ali sa karakteristicnim i znac¢ajnim razlikama izmedu razli¢itih tipova tumora —
najveci intenzitet angiogeneze je naden kod glioblastoma, slijede (po redu jacine opadanja
intenziteta) karcinom bubrega, karcinom kolona, karcinom dojke, karcinom pluc¢a, karcinom
prostate. Dodatno, intenzitet angiogeneze unutar svake pojedinacne vrste tumora se

razlikovao — pojedini tipovi tumora su dobro vaskularizovani, a drugi slabo (207).

Visok stepen vaskularizacije je u mnogim istraZivanjima korelirao sa loSom
prognozom koja je uslijedila nakon primjene konvencionalne antikancerogene terapije, ¢ineci
pacijente sa veoma vaskularizovanim tumorima logi¢nim kandidatima za primjenu anti-VEGF
terapije. Medutim, nizak stepen vaskularizacije ne zna¢i nuZno da ¢e tumor biti viSe
rezistentan nego neki bolje vaskularizovani tumori na primjenu anti-VEGF terapije (208).
Naprotiv, relativno avaskularni tumori mogu biti viSe ovisni o postoje¢im krvnim sudovima
nego neki bolje vaskularizovani tumori. Studije su pokazale da spororastuc¢i slabo
vaskularizovani humani tumori na animalnim modelima odgovaraju jednako dobro na

inhibitire angiogeneze kao 1 brzorastuci visokovaskularizovani tumori (209).
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1.9.6.1.1. Angiogeni mehanizmi u karcinomu prostate
Tokom angiogeneze endotelne celije se prebacuju iz stanja mirovanja u stanje brzog
rasta indukovane difuzibilnim faktorima koje lu¢e tumorske celije (210). VEGF je bio prvi

izolovani selektivni faktor rasta (211).

Biopsije velikog broja humanih tumora su pokazale pojac¢anu ekspresiju VEGF mRNA
u malignim ¢elijama 1 VEGFR mRNA u okolnim endotelnim ¢elijama. Prekidanje VEGF
funkcije monoklonalnim anti-VEGF antitijelima potpuno suprimira angiogenezu indukovanu

¢elijama karcinoma prostate i zaustavlja rast tumora u prevaskulnoj fazi rasta (144).

Imunohistohemijske studije (IHC) pokazale su ekspresiju VEGF u malignim ¢elijama
KP i njenu korelaciju sa gustinom krvnih sudova (MVD). Slaba ekspresija VEGF 1 slabija
vaskularizacija nadene su u normalnim c¢elijama prostate, kao i kod benigne hiperplazije

prostate (212).

IHC reakcija VEGF 1 flk-1 uoc¢ena je u svim benignim Zlijezdama prostate, kod kojih
je ekspresija ovih markera bila prisutno iskljuc¢ivo u bazalnom sloju ¢elija, dok je u HG PIN-u
ekspresija nadena u svim neoplasticnim sekretornim c¢elija, kao i u bazalnom sloju celija.
Dalje, svi KP su pokazali ekspresiju oba markera, kao i tendenciju pojacavanja intenziteta

njihove ekspresije sa povecanjem celijske dediferencijacije (213).

Pojacana VEGF ekspresija takode je uocena i kod neuroendokrine diferencijacije u

KP, predstavljajuci los prognosticki parametar preZivljavanja pacijenta (214).

Ovi podaci sugeriSu da je rast KP praten VEGF ekspresijom posljedica angiogene
stimulacije. VEGF ekspresija je posredovana vanjskim faktorima poput hipoksije, faktora
rasta 1 citokina. Regulacija VEGF se moZe vrSiti na transkripcionom, posttranskripcionom i
translacionom nivou (144). Citokini, faktori rasta i gonadotropini koji direktno ne stimulisu
angiogenezu mogu modulirati angiogenezu mijenjaju¢i VEGF ekspresiju u specifi¢nim
tipovima celija i izazvati indirektne angiogene ili antiangiogene efekte. Faktori koji mogu
potencirati produkciju VEGF ukljucuju fibroblastni faktor rasta 2 (FGF-2), fibroblastni faktor
rasta 4 (FGF-4), tumor nekrotiziraju¢i faktor (TNF) i mnogi drugi (144).

U reciproc¢noj regulaciji izmedu VEGF i malog molekula NO (azotni oksid), NO

pojacava produkciju VEGF koja opet sa svoje strane povecava nivo NO u pozitivnom feed-
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back lancu izmedu ova dva faktora. NO doprinosi uticaju VEGF na propustljivost krvnih
sudova i posljedi¢nu vazodilataciju. Nadeni su poviseni nivoi NO sintetaze-2 i u PIN i u KP u

poredenju sa normalnim tkivom prostate (215).

VEGF moze takode direktno stimulisati tumorske ¢elije KP putem VEGFR-2 ovisnih
autokrinih 1 parakrinih mehanizama, a autokrina stimulacija moZe koincidirati sa progresijom

u maligni fenotip (216).

Dodatno, androgena deprivacija LNCaP prostati¢nih karcinomskih ¢elija in vitro vodi
smanjenoj ekspresiji VEGF i na mRNA i na proteinskom nivou. Eksperimentalno na misjem
modelu sa LNCaP KP kastracija je uzrokovala rapidno smanjenje ekspresije mRNA i
znacajno redukovala tumorsku neovaskularizaciju. Androgena deprivacija je inhibirala i

hipoksi¢nu indukciju VEGF mRNA (217).

Solubilni faktori i drugi prethodno navedeni stimulusi su poznati induktori VEGF
transkripcije, ali su tacni signaliziraju¢i posrednici u ovom procesu slabije definisani.
Imunohistohemijske 1 in situ analize uzoraka tkiva prostate identifikovale su jasan rani
angiogeni prekida¢ (“angiogenic switch”) potvrden ekspresijom PECAM-1 (trombocitni
endotelijalni cCelijski adhezioni molekul), HIF-lo i VEGFR1 i regrutovanjem nove
vaskulature u HG PIN. HIF-1 ekspresija lokalizovana u jedru prethodi ili korelira sa VEGF
ekspresijom. Ekspresija VEGF-165 izoforma nije videna u tkivu normalne prostate, HG PIN
ili umjereno i dobro diferentovanom KP, ali je nadena u loSe diferentovanim KP. Jasan kasni
angiogeni prekida¢ (“angiogenic switch”) bio je konzistentan sa smanjenom ekspresijom
VEGFRI1, povec¢anom ekspresijom VEGF2 1 prelaskom bolje diferentovanog KP u lose
diferentovan KP (218).

Metastaziraju¢e humane maligne ¢elije KP pokazale su pojacanu VEGF produkciju i
vaskularizaciju tumora u odnosu na maligne celije KP niZeg malignog potencijala (219).
Rezultati pojedinih studija sugeriSu da je bioloski uticaj povisene ekspresije VEGF organ-
-specifican, vode¢i prema spekulaciji da VEGF ima ulogu u metastatskom Sirenju KP u

odredene organe, tzv. organ-tropizmu (220).
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1.9.7. Tumorska angiogeneza indukovana VEGF-om kao meta antitumorske terapije

Posljednjih godina brojnim istrazivanjima dokazano je da normalni krvni sudovi, kao i
centralni nervni sistem, zahtijevaju VEGF-A za svoj opstanak i da su kompromitovani kad

nivo cirkuliSu¢eg VEGF-A padnu ispod kriticnog nivoa (221).

Inhibicija angiogeneze tokom maligne progresije usmjerene prema VEGF/VEGFR i
FGF-2/FGFR2 sa odgovaraju¢im terapeuticima cCinila se dugo vremena najlogi¢nijim putem
kontrolisanja metastatski proSirene bolesti na nivou rasta primarnog tumora (222). Medutim,
od inicijalnih nalaza da tumor moZe postati refrakteran na anti-VEGF terapiju, doSlo se do
saznanja da antiagiogena terapija moZe rezultirati pove¢anom malignom progresijom.
Najnovije studije pokazale su da je dejstvom na VEGF put angiogeneze kod neuroendokrinog
karcinoma pankreasa 1 glioblastoma kod miSa doSlo do povecane lokalne invazije i pojave
udaljenih metastaza (223). Sli¢no tome, u istraZivanjima na modelima metastaza kojima je
odstranjen orotopi¢ni primarni tumor, tretman sa snaznim antiangiogenim VEGFR/PDGFR
inhibitorima doveo je do ubrzanog rasta metastaza karcinoma dojke i melanoma (224). VEGF
je nedavno opisan kao negativan regulator funkcije pericita 1 sazrijevanja krvnih sudova (225)
1 njegova delecija u mijeloidnim ¢elijama je dovela do povec¢anja funkcije pericita u oblaganju
krvnih sudova i samim tim normalizacije tumorske vaskulature (226). U ovim studijama,
ablacija VEGF je bila udruZena s ubrzanom tumorigenezom i tumorskom progresijom, koja
moze obezbijediti barem djelimi¢no, mehanicko objasnjenje nepozeljnih posljedica anti-
VEGEF terapije. Ovakva otkri¢a indikuju da antiangiogena terapija bilo direktnim dejstvom
inhibitora na ciljane celije bilo dejstvom na molekule koje pokre¢u angiogeni prekidac

(prebacaj) moZe imati razlicite ishode u toku maligne progresije (222).

Svojim brojnim istraZzivanjima Dvorak ukazuje da, najvjerovatnije, agensi koji djeluju
na VEGF/VEGFR oSte¢uju samo podgrupu tumorskih krvnih sudova. Budu¢i da tumori
stvaraju najmanje Sest razli€itih tipova krvnih sudova koji se medusobno, a i u odnosu na
normalne krvne sudove, strukturalno, funkcionalno i organizaciono razlikuju, ovakva njihova

podjela ima potencijalan klinicki i terapeutski znacaj (117, 124, 126129, 131-133, 154-155).

MV i1 GMP su prijem¢ivi za ovu vrstu terapije, ali krvni sudovi ,kéerke* poput
kapilara 1 VM nisu, kao ni opskrbljujuce arterije 1 dreniraju¢e vene koje nastaju ne putem
angiogeneze, ve¢ putem arteriogeneze i venogeneze. Za razliku od MV i GMP, ove posljednje

podgrupe tumorskih krvnih sudova su stekle kompletan i Cesto viSeslojan pericitni i
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glatkomi$i¢ni omotac i izgubile detektabilnu VEGFR-2 ekspresiju. Rezultat toga je njihov
gubitak ovisnosti o egzogenom VEGF i njihova neograni¢ena sposobnost preZivljavanja u
sredini sa niskom koncentracijom VEGF-A. Agensi koji djeluju na VEGF/VEGFR efektno su
tretirali tumore kod miSa u ranoj fazi rasta, ali su se pokazali manje uspjeSnim u tretiranju
tumora u uznapredovaloj fazi, a koji sadrze zrelije krvne sudove obloZene glatkomiSi¢nim
¢elijama (116, 227). Sli¢na situacija se moZe primijeniti i na ljudske tumore. Humani tumori
nastaju tipi¢no mjesecima i godina prije negoli se otkriju, Sto ima za posljedicu da MV i GMP
¢ine veoma malu frakciju u totalnoj tumorskoj vaskulaturi. Opskrbljujuce arterije i drenirajuce
vene ¢ine se naroCito znacajnim metama, buduc¢i da one snabdijevaju i dreniraju sve manje

krvne sudove unutar tumorske promjene (116).

Genomska i proteomska revolucija bi mogla omogucditi pronalazak meta na ovim
krvnim sudovima na koje bi se moglo terapeutski djelovati, narocito zato (kao Sto je i uspjeh
anti-VEGF/VEGFR lijekova pokazao) Sto razlike izmedu tumorskih i normalnih krvnih

sudova ne treba da budu apsolutne da bi terapija bila efektivna (124).

1.10. ULOGA MATRIKS METALOPROTEINAZA U PROCESU TUMORSKE
INVAZIJE I METASTAZIRANJA

1.10.1. Podjela matriks metaloproteinaza

Razgradnja ekstracelularnog matriksa je od kljunog znacaja za brojne fizioloske
procese kao Sto su npr. rast, razvoj i zarastanje. SloZeni proteoliticki procesi takode igraju
veoma znaCajnu ulogu u brojnim patoloskim stanjima kao Sto su reumatoidni artritis,
osteoartritis, autoimune bulozne dermatoze, itd. (228, 229). Razvoj tumorske invazije, proces
metastaziranja i tumorske angiogeneze zahtijevaju kontrolisanu razgradnju ekstracelularnog

matriksa Sto zahtijeva povecanu ekspresiju matriks metaloproteinaza (230).

Matriks metaloproteinaze (MMP, matriksini) ¢ine porodicu 24 o cinku ovisnih
endopeptida koji su sposobni razgraditi bilo koju komponentu ekstracelularnog matriksa (228,
230). Svi oni se produkuju kao latentni, u obliku proenzima, koji se moraju proteoliticki
obraditi da bi se aktivirali. U skladu sa specificnos¢u djelovanja i na osnovu strukturnih
osobina, matriks metaloproteinaze su podijeljene u sljede¢e podgrupe: kolagenaze,

stromelizine, Zelatinaze, membranski tip MMP (MT-MMP) i ostale MMP (231) (tabela 8).
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Tabela 8. Vrste matriks metaloproteinaza

Matrilizini | Kolagenaze | Stromelizini Zelatinaze | Membranski Ostale
tip MMP MMP
Matrilizin | Kolagenaza-1 | Stromelizin-1 | Zelatinaza-A | MTI-MMP | MT4-MMP
(MMP-7) MMP-1 MMP-3 MMP-2 MMP-14 (MMP-17)
Matrilizin-2 | Kolagenaza-2 | Stromelizin-2 | Zelatinaza-B | MT2-MMP | MT6-MMP
(MMP-26) MMP-8 MMP-10 MMP-9 MMP-15 (MMP-25)
Kolagenaza-3 | Metaloelastaz MT3-MMP
MMP-13 e MMP-12 MMP-16
Stromelizin-3 MT5-MMP
MMP-11 MMP-24

Struktura i podjela humanih matriks metaloproteinaza prikazana je na slici 8.
1. Matrilizini

Najjednostavnija strukturalna potklasa koja se sastoji od signalnog peptida,

propeptidne domene i kataliticCke domene sa mjestom za vezivanje cinka (231).
2. Kolagenaze

MMP-1, MMP-8 i MMP-13 su neutralne proteinaze koje su sposobne zapoceti
degradaciju nativnog fibrilarnog kolagena tipa I, II, IIl 1 V 1 igraju klju¢nu ulogu u razgradnji

kolagena u ekstracelularnom matriksu unutar razlicitih fizioloskih i patoloskih procesa.

Aktivnost matriks metaloproteinaza iz grupe kolagenaza rezultira cijepanjem
kolagenih vlakana na odredenim mjestima $to dovodi do stvaranja 3/4 amino-terminalnih i 1/4
karboksi- terminalnih fragmenata koji podlijeZu intenzivnom procesu denaturacije na tjelesnoj
temperaturi, a zatim bivaju dalje razgradeni dejstvom drugih MMP kao $to su npr. Zelatinaze.
MMP-1 sintetiSu razli¢iti tipovi Celija medu kojima su fibroblast, keratinociti, hondrociti,
monociti, makrofagi, hepatociti i ¢elije razli€itih tipova tumora (228, 229). Sinteza MMP-8§ je
dokazana u hondrocitima, fibroblastima sinovije i endotelnim ¢elijama. MMP-13 je prvobitno
dobijena iz Celija karcinoma dojke, a visok nivo pomenute kolagenaze se nalazi u stanjima

koja zahtijevaju intenzivno remodeliranje kolagena ekstracelularnog matriksa (232, 233).
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Collagenases MW (kD)
Collagenase-1 (MMP-1) 52/41
Collagenase-2 (MMP-8) 75/65
Collagenase-3 (MMP-13) 65/55
Stromelysins
Stromelysin-1 (MMP-3) 57/45
Stromelysin-2 (MMP-10) 57/45
Metalloelastase (MMP-12) 53/45
22
Matrilysin (MMP-7) 28/19
Gelatinases
Gelatinase-A (72 kDa) (MMP-2) 72/67
Gelatinase-B (92 kDa) (MMP-9) 92/84

Membrane-type MMPs

MT1-MMP (MMP-14) 66
MT2-MMP (MMP-15)
MT3-MMP (MMP-16)
MT4-MMP (MMP-17)

Other MMPs

Stromelysin-3 (MMP-11) 55/28
MMP-19 57
Enamelysin (MMP-20)

Slika 8. Struktura i podjela humanih matriks metaloproteinaza (Westermarck J., Kahari V.M.
Regulation of matrixmetalloproteinase in tumor invasion. FASEB J 1999; 13: 781-792) (238)

3. Stromelizini

Stromelizini imaju slicne strukturalne domene kao kolagenaze, ali kao i matrilizini,
imaju Siroku supstratnu specificnost i degradiraju mnoge ECM proteine, ukljucujuci
proteoglikane, fibronektin 1 laminin (231). MMP-3 1 MMP-10 su identifikovane u
fibroblastima 1 transformisanim skvamoznim celijjama dok se MMP-7 1 MMP-12 nalaze u
makrofagima (234, 235). Stromelizini su odgovorni za razgradnju bazalne membrane,
kolagena tipa IV nidogena i fibronektina. MMP-7 i MMP-12 su odgovorne za razgradnju
elastina (228, 229).
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4. Zelatinaze

MMP-2 i MMP-9 se sintetiSu u Kkeratinocitima, monocitima, alveolarnim
makrofagima, polimorfonuklearnim neutrofilnim granulocitima i u ¢elijama brojnih malignih
tumora. MMP-2 i MMP-9 su odgovorne za razgradnju kolagena (Zelatina), tipove IV, V, VII i
X nativnih kolagena, fibronektina, laminina i nidogena, a dokazano je da MMP-1 moze
razgraditi 1 nativni kolagen tipa I i pokrenuti proteoliticku aktivnost MMP-9 1 MMP-13.
Novija istrazivanja su dokazala da MMP-9 vrsi razgradnju kolagena tipa IV (236).

5. Membranski tip matriks metaloproteinaza

Prvi membranski tip matriks metaloproteinaza MMP-14 izolovan je iz celija
invazivnog karcinoma pluc¢a (237). MMP-14 i MMP-15 razgraduju kolagen tipa I, II i III,

Zelatin, fibronektin, laminin, vitronektin i agrekan (235).
6. Ostale matriks metaloproteinaze

MMP-11 je izolovana iz primarnog karcinoma dojke, direktno ne ucestvuje u
razgradnji bilo koje komponente ekstracelularnog matriksa ali vrsi razgradnju serin proteinaze
inhibitora a 1 proteinaze i a 1 antitripsina (228, 229). MMP-19 indirektno utie na aktivaciju
MMP-1, MMP-3, MMP-10 i MMP-11. Dosadasnjim istraZzivanjima nije potvrdeno da MMP-19
direktno utice na razgradnju nativnih komponenti ekstracelularnog matriksa (235). MMP-20 je
dokazana u odontoblastima 1 dosadaSnja istraZzivanja upucuju na to da je odgovorna za

remodeliranje zubne cakline (228).

1.10.2. Regulacija aktivnosti matriks metaloproteinaza

Aktivnost matriks metaloproteinaza regulisana je na tri nivoa:
1. genska regulacija;

2. aktivacija latentnih zimogena;

3. inhibicija tkivnim inhibitorima MMP (238).

1.10.2.1.Regulacija ekspresije gena odgovornih za aktivnost MMP-a
Ekspresija ve¢cine MMP-a u tkivima je obi¢no niska, a potreba za remodeliranjem

eksreacelularnog matriksa predstavlja najznacajniji stimulus za povecanu aktivhost MMP-a
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(230, 238). Ekspresija MMP-a gena primarno je regulisana na transkripcijskom nivou koju
indukuju faktori transkripcije od kojih su najpoznatiji predstavnici AP-1 porodica (eng.
activator protein 1) faktora transkripcije i ETS porodica proteina (porodica transkripcionih
faktora ETS — domene) (239). Proteini iz porodice ETS se direktno ne vezuju za DNA ve¢
pokazuju osobinu vezivanja za druge faktore transkripcije sa kojima formiraju kompleks i
postavljaju se u ulogu koaktivatora (239). Aktivacija i vezivanje AP-1 i ETS za DNA je
regulisana procesom fosforilacije koja je posredovana protein kinazama za mitogenu
aktivnost — MAPKSs (eng. mitogen activated protein kinases). Citokini, faktori rasta, hormoni,
interakcija celija—Celija 1 Celija—matriks aktiviraju membranske receptore sa kojih se signal
zatim prenosi na protein kinaze za mitogenu aktivnost koje, kao Sto je prethodno receno,
dovode do aktivacije faktora transkripcije iz porodice AP-1 i ETS proteina (240). Dejstvo
protein kinaza za mitogenu aktivnost — MAPK obuhvata pokretanje sloZene kaskade proteina
koje precizno bivaju aktivirane u odredenim uslovima, $to daje mogucnost precizne regulacije

genske ekspresije u procesu tumorske invazije (241).

1.10.2.2. Aktivacija latentnih matriks metaloproteinaza

Drugi nivo regulacije dejstva MMP je aktivacija proenzima (zimogena). Vecina
matriks metaloproteinaza se izlucuje u formi inaktivnog prekursora (zimogena) koji se
aktivira u ekstracelularnom prostoru. Izuzetak su MMP-11 1 MMP-14, koje aktivira furinu
slicna proteaza smjeStena u Goldijevom aparatu. Molekula MMP ostaje u inaktivnoj formi
zahvaljuju¢i interakciji izmedu cisteina u proregionu Zn++ jona na aktivnoj strani. Rascjep
ove veze rezultira aktivacijom proenzima. Latentne zimogene u aktivnu formu mogu aktivirati
tripsin 2, katepsin G, B, 1 plazmin/plazminogen sistem, elastaze polimorfonukleara, a MMP-e

posjeduju i sposobnost medusobne aktivacije (231, 238).

1.10.2.3.Inhibitori matriks metaloproteinaza

Tre¢i nivo kontrole aktivnosti matriks metaloproteinaza vrSi se u ekstracelularnom
prostoru posredstvom tkivnih inhibitora matriks metaloproteinaza (TIMP, eng. ftissue
inhibitors of metalloproteinases). RazliCiti fizioloski agensi mogu blokirati dejstvo MMP, a
koji se nalaze u razli¢itim tjelesnim tekuc¢inama i tkivima. U literaturi su opisana cetiri ¢lana
TIMP oznacena kao TIMP 1-4 od kojih se TIMP 1, 2 i 4 nalaze u solubilnoj formi, dok je
TIMP-3 vezan za komponente ekstracelularnog matriksa. Pored inhibitorne uloge na MMP-e

inhibitori MMP-a stimuliSu rast razliitih vrsta c¢elija, neki od njih imaju i antiangiogeno
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dejstvo. Balans izmedu MMP-a i njihovih inhibitora je klju¢na tacka u kontroli proteolitickih

procesa 1 minimalna promjena balansa moZe dovesti do izrazene proteolize (231, 238).

1.10.2.4.Uloga matriks metaloproteinaza u procesu angiogeneze
Od inicijalnog prepoznavanja proangiogene uloge MMP u angiogenezi, tokom
prethodnih godina akumulirala su se brojna saznanja koja govore o dubokoj kompleksnosti

uloge MMP u formiranju novih krvnih sudova (231).

1.10.2.5.Proangiogena uloga MMP

Uloga MMP u angiogenezi je mnogo kompleksnija nego Sto je to jednostavna
degradacija ekstracelularnog matriksa (ECM) radi olakSavanja migracije endotelnih celija.
Razli¢ite MMP su potrebne za oslobadanje sekvestrovanih proangiogenih faktora vezanih za
ECM, za obradivanje faktora rasta i receptora, ukljucujuci integrine i adhezione receptore, te

za generisanje endogenih antiangiogenih komponenti (231).

Iako je degradacija komponenti ECM koja otvara put za migraciju endotelnih celija
esencijalna uloga MMP u angiogenezi, MMP doprinose na razliCite nacine i u pro- i u anti-
angiogenim procesima. U normalnoj fizioloSkoj angiogenezi postoji veoma kontrolisana
ravnoteZa izmedu angiogenih faktora, endogenih inhibitora angiogeneze i MMP inhibitora

(231).

MMP imaju multiple efekte na same endotelne Celije, one su neophodne za migraciju
endotelnih Celija i formiranje sudova (tuba) MMP, ali ne i aktivator plazminogena/plazmin
sistem, ukljuCeni su u migraciju endotelnih ¢elija i invaziju fibrinskih barijere (MT1-MMP
pokazuju najjacu fibrinoliticku aktivnost) (231). MMP-7 pojacava proliferaciju endotelnih
¢elija, povecava endotelnu ekspresiju MMP-1 i1 MMP-2 i indukuje angiogenezu in vivo.
Egzogena MMP-9 povecava rast endotelnih celija in vitro. MMP cijepaju ektodomenu
vaskularnog E-cadherin-a i time raskidaju meducelijske adhezije. MT1-MMP procesiraju alfa
-v-integrine u dva disulfid vezana fragmenta koji zadrzavaju vezanje RGD-liganda, a ovo
procesiranje povecava signalizaciju integrina putem fokalne adhezione kinaze doprinoseci
povecanoj adheziji i ¢elijskoj migraciji na vitronektinu. MMP proteoliticki cijepa kolagen tipa
IV eksponiranjem kripti¢nih avp3 vezujuc¢ih mjesta koji poti¢u angiogenezu. Otkrivanje ovih
skrivenih mjesta nadeno je unutar endotelne bazalne membrane u angiogenim i tumorskim

krvnim sudovima. MMP-2 vezivanje putem njegove PEX domene za avB3 na endotelnim
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¢elijama je neophodno za angiogenezu. Solubilna PEX domena inhibira MMp-2 vezivanje za

avp3 i blokira angiogenezu (231).

MMP ukljucene u proces angiogeneze mogu poticati iz infiltriraju¢ih inflamatornih
¢elija, tumorskih cCelija, kao i iz samih endotelnih ¢elija. Angiogeni faktori mogu indukovati
ekspresiju MMP u endotelnim celijama, npr. bFGF indukuje ekspresiju MMP-9, VEGF
ekspresiju MMP-1, TNF o pojacava ekspresiju MT1-MMP koji onda aktivira MMP-2,
trombin indukuje aktivaciju MMP-2 (231).

MMP mogu poticati i iz stromalnih ¢elija. TNF o indukuje MMP-9 transkripciju
(putem NF-kappaB 1 AP-1 mjesta) i njegovu sekreciju iz vaskularnih glatkomiSi¢nih celija,
dok on indukuje MMp-1 1 MMP-3 ekspresiju u fibroblastima putem stabilizacije mRNA
(231).

Dok angiogeni faktori mogu indukovati ekspresiju MMP u endotelnim i stromalnim
¢elijama, MMP mogu povecavati bioaktivnost/dostupnost angiogenih faktora. Degradacija
ECM oslobada ECM / sekvestrovane iz bazalne membrane angiogene faktore, VEGF, bFGF i
TGEFp (231).

MMP-2, MMP-3 i MMP-7 razlazu proteoglikan dekorin iz ECM oslobadanjem TGF
1, dok MMP-2 i MMP-9 cijepaju skriveni peptid da bi aktivirali TGFB1 (231).

1.10.2.5.1.  Proangiogena uloga MMP u tumorskoj angiogenezi

lako se patoloska vaskularizacija Cesto smatra neregulisanim procesom formiranja
novih krvnih sudova, ona je ¢vrsto regulisana kombinacijom medusobno povezanih faktora
sli¢nih onima koji upravljaju fizioloSkom angiogenezom. MMP su medu glavnim faktorima

upletenim 1 u malignu angiogenezu i vaskulogenezu (222) (slika 9).

Povecanje ekspresije MMP uobicajeno se smatra kontributivnim faktorom za
indukciju tumorske angiogeneze. Medutim, enzimatska aktivnost aktiviranih MMP je ta koja
u stvari doprinosi ishodu njihovih angiogenih funkcija. Zimogena aktivacija i enzimatska
aktivnost se smatraju faktorima koji ograni¢avaju funkcionisanje MMP9, ukljucuju¢i MMP
indukovanu 1 MMP posredovanu angiogenezu. Ali, vecina in vivo modela angiogeneze su
suviSe komplikovani da bi dali odgovore na pitanje kako se MMP aktiviraju i, u najboljem

slu¢aju, kako MMP zimogeni mogu biti aktivirani (222).
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Proteoliza ekstracelijskog matriksa (ECM) Oslobadanje angiogenih faktora

Regulacija Celijske adhezije i migracije Procesuiranje faktora rasta i citokina

Slika 9. Multiple funkcije matriksnih metaloproteinaza (MMPs) u progresiji
karcinoma. MMP degradiraju komponente ekstracelularnog matriksa (ECM), pobudujuci
angiogenezu, invaziju tumorskih ¢elija i proces metastaziranja. MMP moduliraju interakcije
izmedu tumorskih C¢elija cijepanjem E-cadherina i izmedu tumorskih celija i ECM
obradivanjem integrina koji takode pojacavaju invazivnost tumorskih ¢elija. MMP takode
obraduju i aktiviraju signaliziraju¢e molekule, ukljucujuéi faktore rasta i citokine, ¢ineci ove
faktore pristupacnijim ciljanim ¢elijama (target cells) bilo njihovim oslobadanjem iz ECM
(npr. VEGF 1 bFGF, inhibitorno kompleksi poput TGF-), bilo njihovim otkidanjem sa
povrsine celija (pr. Heparin-vezujué¢i epidermalni faktor rasta) (242) (Preuzeto iz: Roy R.,
Yang J., Moses M.A. Matrix Metalloproteinases As Novel Biomarkers and Potential
Therapeutic Targets in Human Cancer. J Clin Oncol 2009; 27:5287-5297.)

Tumorske celije predstavljaju mocan izvor MMP u tumoru koji raste. Iako se u
pocetku smatralo da su MMP koje poticu iz tumorskih ¢elija te koje upravljaju i odreduju
proces metastaziranja i angiogeneze, novi podaci govore da je uloga MMP koje luce tumorske
¢elije mnogo vise ograni¢ena nego Sto se mislilo i da se uglavnom svodi na migraciju
tumorskih ¢elija i invaziju (222). Povec¢anje lokalne koncentracije MMP u tumorima u kojima
pocinje neoangiogeneza aktiviranjem prekidaca angiogeneze (eng. angiogenic switch) usko je
povezana sa inflamacijom pokrenutom proinflamatornim citokinima i faktorima koje
produkuje tumor i/ili stromalne celije. Monociti i makrofagi i granulociti (eozinofilni,
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bazofilni/mastociti i1 neutrofilni granulociti) smatraju se glavnim izvorima MMP. Makrofagi
mogu proizvoditi brojne MMP sa snaZznom sposobnoS¢u razlaganja matriksa, ukljucujuci
MMP-1, 2, 3,7, 9, 10, 12, 13, 14, od kojih je dokazano da je MMP-9 direktno ukljucena u
indukciju tumorske angiogeneze (222). Nedavna istraZzivanja pokazuju da, ovisno o stadijumu
diferencijacije ili tkivne lokalizacije, monociti/MF mogu eksprimirati karakteristi¢no razlicit
spektar MMP 1 njihovih inhibitora (243). Za razliku od granulocita koji odmah na zahtjev
mogu otpustiti svoje MMP, MF traze specifi¢nu stimulaciju za pojacanje produkcije svojih
MMP. Interakcija sa aktiviranim endotelnim celijama i adhezija za komponente ECM
smatraju se glavnim stimulusima koji koordinirano pojacavaju produkciju MMP u
regrutovanim monocitima/MF. HistoloSki, neutrofilni granulociti se nalaze predominantno u
srediSnjim dijelovima tumora, dok se MF koncentriSu duz periferije tumora demarkirajuci

tumor/stroma granicu (222).

Postoji kompleksna komunikacija izmedu strome i tumora i tumorske celije mogu
indukovati stromalne fibroblaste da eksprimiraju MMP, ukljucuju¢i i MMP-9 (222). Izuzev
MMP-2, endotelne Celije su relativno deficijentne u MMP-9 ekspresiji u stanju mirovanja, ali
tokom grananja i formiranja tubula sa lumenima, aktivirane endotelne celije pojacano

eksprimiraju MMP-1, MMP-9 i 14 (222).

Inicijalno otkrivanje MMP u solidnim tumorima pacijenata i mi§jim modelima bilo je
fokusirano na tumorske ¢elije. Povecani nivoi ekspresije mnogih MMP, obi¢no duz granice
tumor/stroma, demonstrirani su primjenom razli¢itih metoda poput imunohistohemije i in situ
hibridizacije. Spoznavanjem znacaja tumorske angiogeneze, detaljnije analize su lokalizovale
MMP neposredno uz krvne sudove, i postalo je jasno da stromalne ¢elije, inflamatorne ¢Celije i

perivaskularne ¢elije eksprimiraju MMP c¢esce i vise od tumorskih Celija (222).

U tumorskoj angiogenezi, pokazalo se da su MMP-2 i MMP-9 neophodne za
otpoCinjanje procesa angiogeneze, tj. da sluZze kao angiogeni prekidaC (eng. angiogenic
switch) kad se tumori nalaze u jo§ u prekanceroznoj formi, odnosno kad prvi put postanu
vaskularizovani. Koriste¢i model tumorigeneze pankreati¢nih ostrvaca na misu, ustanovljeno
je da je MMP-9 ekspresija neophodna za angiogeni prekida¢, dok je MMP-2 doprinijela
tumorskom rastu (244). VEGF je eksprimiran konstitutivnho u pankreati¢nim ostrvcima i
dodatak egzogenih MMP-9 izoliranim ostrvcima uzrokovalo je dvostruko poviSenje VEGF

oslobodenog u medijum, pa je zaklju¢eno da ekspresija MMP-9 u angiogenim ostrvcima
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rezultuje oslobadanjem VEGF iz ECM koji je zatim odgovoran za indukciju angiogenog
fenotipa. U krvnim sudovima unutar tumorskih ¢elija humanog neuroblastoma implantiranog
u misji model kojem nedostaje MMP-9, uocen je smanjen broj pericita, Sto sugeriSe da je

MMP-9 prijeko potreban za regrutovanje pericita u formiranju novih sudova (245).

MMP su generalno obilno prisutne u skoro svim humanim malignim tumorima.
Visoke ekspresije pojedinih MMP, koje oslobada tumor ili stromalni fibroblasti, ili
infiltruju¢e zapaljenske celije, u korelaciji su sa invazijom tumora, njegovim metastatskim
potencijalom i loSom prognozom (222). Tumorske ¢elije mogu indukovati stromalne ¢elije da
eksprimiraju MMP putem parakrine sekrecije citokina i1 faktora rasta (246). Tumorska
ekspresija MMP-1, 2, 3, 7, 9, 13 1 MT1-MMP narocito je u visokoj korelaciji sa invazivnim

kapacitetom, metastazama i/ili rizikom od rekurence tumora (222).

Povecana ekspresija MMP- 1 je dokazana u tumorima pluca, kolorektalnim tumorima,
skvamoznim karcinomima glave i vrata, a potvrdeno je da korelira sa loSom prognozom
(247). MMP-3 identifikovana je u fibroblastima strome u viSe razli€itih tipova tumora, ali se

nalazi i u tumorskim ¢elijama na granici prema zdravom tkivu (248).

MMP-2 i MMP-9 su visoko eksprimirane u brojnim malignim tumorima. Visoka
ekspresija. MMP-2 i1 MMP-9 je dokazana u gigantocelularnim karcinomima Kkostiju,
karcinomima plu¢a, non-Hodgkin limfomima kao i u kolorektalnom karcinomu (222).
Imunohistohemijskom analizom je potvrdena visoka ekspresija MMP-2 u tumorskim ¢elijama
karcinoma dojke, kolona i Zeluca, za razliku od koje je in situ hibridizacija pokazala visok

nivo MMP-2 mRNA u stromalnoj komponenti tumora (249).

MMP-9 pokazuje visoku ekspresiju uglavnom u tumorskim Ccelijama, mada je

identifikovana i u tkivnim makrofagima i neutrofilnim granulocitima (250, 251).

Tumorske celije takode stimuliSu angiogenezu direktno ekspresijom i sekrecijom
angiogenih faktora rasta, npr. gliomi, pojacano eksprimiraju bFGF, vretenaste Celije Kaposi
sarkoma bFGF (indukuju ga TNF alfa, IL-1, interferon-gama) (231). Ovarijalni karcinomi
koji eksprimiraju MMP-2 i MMP-9, uz dodatne egzogene aktivne MMP-9 1 MMP-2, indukuje
oslobadanje VEGF, sugerisu¢i da se MMP koji eksprimiraju tumorske celije ponaSaju na

autokrini nacin da bi indukovali sekreciju angiogenih faktora (231).
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MMP su ukljucene i u druge aspekte tumorske angiogeneze, a to je tzv. vaskularna
mimikrija, gdje se tumorske Ccelije ponaSaju kao endotelne Ccelije, eksprimiraju¢i gene
endotelnih Celija i formiraju¢i kanali¢e koji sprovode te¢nost unutar tumora. MMP-2, MT1-
MMP i laminin-5-gama-2, koji su pojacano eksprimirani u agresivhim melanomima,

odgovorni su za ovu sposobnost tumorskih ¢elija da podlijezu vaskularnoj mimikriji (252).

1.10.2.5.1.1. Uloga MMP-9 u tumorskoj angiogenezi

MMP-9 je jedan od najmoc¢nijih proangiogenih MMP. Smatra se da direktan doprinos
MMP-9 angiogenezi i vaskulogenezi obuhvata kataliticku enzimsku aktivnost koje dovodi ili
do cijepanja ECM komponenti poput nativnih i dentaurisanih kolagena, prerada raznih
citokina i hemokina, ili oslobadanje angiogenih faktora rasta kao $to je VEGF i FGF-2 (222)
(slika 10).

lako su MMP-9 snazno povezane sa angiogenezom, njihove direktne katalitiCke
reakcije in vivo 1 regulacija njihovih aktivnosti tokom angiogeneze ostaju najve¢im dijelom
nedefinisane, c¢ak pravi in vivo supstrati MMP-9 proangiogene aktivnosti jo$ nisu

demonstrirani (222).

Opsteprihvaceno je da u momentu pocetka angiogeneze aktiviranjem prekidaca
angiogeneze, MMP-9 najve¢im dijelom produkuju inflamatorni monociti (253). Medutim,

PMNG mogu sluziti kao neposredan i1 glavni izvor MMP-9 u preangiogenom tkivu (254).

Hanahan je nedavno demonstrirao usku povezanost prisustva neutrofila koji
eksprimiraju MMP-9 sa pojavom angiogenog prekidaca u tumoru koji se razvija (255).
Takode je dokazano da su humani neutrofili proMMP-9 potencijalno angiogeni u niskim pa
¢ak 1 subnanomolarnim nivoima (256), buduc¢i da se ovi proMMP-9 u humanim neutrofilima
otpustaju u jedinstvenoj formi bez TIMP (eng. TIMP-free form), $to se razlikuje od TIMP-1-
proMMP-9 kompleksa koji se produkuje u svim ostalim ¢elijskim tipovima, ukljuc¢ujuc¢i MF,
B-limfocite i tumorske celije (257). Moc¢ne angiogene karakteristike neutrofilnog MMP-9
mogu se pripisati njegovoj formi bez TIMP i takode njegovoj neposrednoj iskoristljivosti u
relativno visokim koncentracijama prisutnim u granulama oslobodenim iz stimulisanih

neutrofila (222).
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Slika 10. MMP-9 je mocan proangiogeni faktor koji djeluje putem oslobadanja VEGF
sekvestrovanog od strane ekstracelijskog matriksa, ECM. MMP-9 se produkuje kao zimogen i
zahtijeva aktivaciju za svoju angiogenu aktivaciju. Nakon aktivacije, MMP-9 enzim je
sposoban da otpuste pro-angiogene faktore poput VEGF 1 FGF-2, koji su sekvestrovani u
ECM. Bioraspolozive VEGF i FGF-2 se vezu za endotelne celije eksprimirajuci odgovarajuce
receptore za angiogene faktore. SloZene formacije izmedu angiogenih faktora i njihovih
receptora tirozin-kainaze pokrecu signalnu transdukciju, koja zauzvrat pokre¢e angiogeni
prekidag, reorganizaciju endotelnih ¢elija i matriksno i tkivno remodeliranje. (Deryugina E.I.,
Quigley J.P.. Pleiotropic Roles of Matrix Metalloproteinases in TumorAngiogenesis:
Contrasting, Overlapping and Compensatory Functions. Biochim Biophys Acta. 2010;
1803(1): 103-120) (222)

Brojne studije pokazuju da tumorska neovaskularizacija, osim neophodnih lokalnih
celularnih izvora za izgradnju novih krvnih sudova, ovisi 1 o cirkuliraju¢im celijama
progenitorima, najve¢im dijelom porijekla iz koStane srzi, uklju¢uju¢i HPC, EPC i pericitne
progenitorne ¢elije (PPC), mobilizirane u cirkulaciju citokinima i faktorima rasta poput VEGF
(258). Ove cirkuliraju¢e progenitorne celije regrutuje primarni tumor putem kompleksnog

sistema hemokina aktiviranih od strane MMP-9 (259).

Tumorska vaskulogeneza zahtijeva ekspresiju MMP-9 za efikasnu integraciju

regrutovanih Celija u tumorsku vaskulaturu (222).

1.10.2.5.1.2. Povezanost VEGF i MMP
VEGEF je jedan od najznacajnijih proangiogenih faktora pohranjenih unutar ECM i
oslobodenih putem MMP proteolize (260). MMP-9 je najsnaznija MMP funkcionalno vezana

za tumorsku angiogenezu putem VEGF oslobadaju¢ih mehanizama. Funkcionalna povezanost
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izmedu MMP-9 koje su na preangiogeno mjesto dopremile inflamatorne ¢elije i oslobadanje
VEGF dokazani su na nekoliko genetskih mi$jih modela progresije karcinoma. Inhibicija
MMP-9 dovela je do redukcije bioraspoloZivosti VEGF i1 odgovarajuce inhibicije tumorske
angiogeneze. Slicno, hemijska represija produkcije MMP-9 u modelu humanog karcinoma
prostate rezultirala je reduciranim nivoima bioraspolozive VEGF 1 inhibicijom tumorske
angiogeneze (261). Svega je nekoliko studija pokazalo da MMP-9 koje luce tumorske celije
mogu takode povecati oslobadanje VEGF (npr. model karcinoma jajnika) (262).

1.10.2.5.1.3. Uloga matriks metaloproteinaza u karcinomu prostate

Nivoi MMP i TIMP koje sekretuju epitelne ¢elije normalnog, benignog tkiva i tkiva
KP uporedivane su u raznim studijama (144). Ove analize u kontrolisanom medijumu su
pokazale da tkivo i normalne i maligne prostate raste u kulturi u kojoj se nalaze i aktivne i
latentne forme i MMP-2 i MMP-9. Normalne juvenilne i adultne prostate sekretuju znacajne
koli¢ine slobodnih TIMP, ali one su bile izrazito redukovani ili nedetektabilni u

kontrolisanom medijumu neoplasti¢nih tkiva (263).

Imunohistohemijska analiza fetalnog i normalnog tkiva prostate BPH i KP pokazala je
da su TIMP-1 I TIMP-2 pokazali vecu ekspresiju u stromi KP koji je imao Gleason skor 5,
dok ova dva inhibitora nisu bila eksprimirana u KP sa ve¢im GS (8-10). TIMP-1 I TIMP-2
ekspresija je bila visoka u lokalizovanim KP, neSto niza u KP sa probojem kapsule 1 niska ili
negativna u isjecima sa pozitivnim hirurS§kim marginama i nodalnim metastazama (264). U
kulturama malignih ¢elija primarnog i sekundarnog KP sa primarnim stromalnim c¢elijama
naden je poviSen nivo pro-MMP-9 i smanjen nivo TIMP-1 i TIMP-2. Povecana ekspresija
pro-MMP-9 je bila u malignim epitelnim celijama KP, dok su TIMP bile smanjene u
stromalnim c¢elijama. Indukcija pro-MMP-9 i redukcija TIMP ekspresije nije zahtijevala
¢elijsko-Celijski kontakt i posredovana je solubilnim faktorima prisutnim u kontrolisanom

medijumu efektornih celija (265).

U studiji Nagakawa, MMP-9 1 MMP-2 ucestvovale su u razgradnji bazalne
membrane, predominacija obje MMP se nalazila na periferiji KP na granici tumor/stroma, dok
je nivo ekspresije E-cadherina najviSe bio izraZzen u centralnim dijelovima tumora. Smanjena
ekspresija E-cadherin-a uz pojacanu ekspresiju MMP-2 I MMP-9 je bila u znac¢ajnoj korelaciji
sa Gleason skorom KP. Takode, bez obzira na nivo serumskog PSA i GS, odnos izmedu

ekspresije MMP I E-cadherina na invazivnim rubovima KP pokazao je najjatu povezanost sa
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lokalno invazivnim i/ili metastaski proSirenim KP (266). Pojedina istraZivanja pokazala su da
je ekspresija i MMP-2 i TGF-b direktno povezana sa angiogenim i metastaskim fenotipom u
agresivnoj PC-3ML ¢elijskoj populaciji (267). Na inhibiciju fenotipa PC-3ML utice IL-10, za
koji je dokazano da indukuje TIMP-1 (eng. tissue inhibitor of metalloproteinase-1) (268).
Tkivne inhibitore MMP sekretuju epitelne celije 1 one su dijelom stimulisane IL-6 I IL-10
(269). Veza izmedu TGF-b1 i IL-10 je utvrdena u studiji u kojoj su ¢elije "transficirane” sa

TGF-bl imale veci metastatski rast, a tumori pokazali slabu reakciju na IL-10 (270).

1.10.2.6. Antiangiogena uloga MMP

Postojanje fine ravnoteZe u regulaciji pleiotropnih funkcija MMP potkrijepljeno je
¢injenicom da svaka MMP koja pokazuje jasne proangiogene aktivnosti moZe isto tako
antiangiogeno djelovati. Uz proteoliticko oslobadanje matriks vezanih proangiogenih faktora,
MMP mogu generisati i brojne antiangiogene molekule. Razliciti tipovi ¢elija odgovorni za
isporuku i proizvodnju odredenih MMP u preangiogenoj fazi mogu pokazati potpuno

drugaciji nacin djelovanja u slu¢aju tumorske angiogeneze. (222).

Za mnoge od MMP ostaje nejasno tacno koji ¢e efekat, pozitivni ili negativni, postici i

ovi efekti mogu varirati u odnosu na razliCite vrste tumora, kao i razliCite stadijume bolesti.

MMP-2, MMP-7, MMP-9 i MMP-12 imaju sposobnost da hidroliziraju plazminogen
radi formiranja potentnog inhibitora angiogeneze, angiostatina. Angiostatin inhibira migraciju
endotelnih celija, proliferaciju i formiranje cjevc€ica (tuba) novih krvnih sudova, i indukuje
apoptozu. SniZzeni nivoi MMP-9 rezultovali su sniZenim nivoima angiostatina i pove¢anim
tumorskim rastom i angiogenezom, 1 obrnuto, pojacana ekspresija MMP-9 povecala je nivo

angiostatina 1 smanjila tumorski rast i angiogenezu in vivo (231).

MMP mogu generisati i druge inhibitore angiogeneze iz komponenti ECM, C-termi-
nalne nekolagene-1-domene nekoliko lanaca kolagena, koji generisani putem proteolitickog
cijepanja pokazuju antiangiogenu aktivnost. Njih ¢ine endostatin, tumstatin, arestin, kanstatin.
Endostatine mogu osloboditi MMP-3, MMP-9, MMP-12, MMP-13, MMP-20, kao i nekoliko
katepsina, koji se zatim veZu za proteoglikane na povrSini ¢elije, VEGFR-2, i integrine a5f1
da bi inhibirali migraciju endotelnih ¢elija indukovanu dejstvom VEGF i bFGF i na taj nacin
indukovali apoptozu. Dodatno, endostatin blokira aktivaciju i aktivhost MMP-2, MMP-9,
MMP-13, MT1-MMP (231).
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Pokazalo se da antiangiogeni trombospondini (TSP) reguliSu MMP ekspresiju i
aktivnost. U niskim koncentracijama TSP-1 indukuje MMP-9 sekreciju, formiranje cjevcica,
invazivnu aktivnost endotelnih ¢elija, dok viSe koncentracije indukuju vece nivoe MMP-9, ali

redukuju formiranje cjevcica i invaziju (231).

Antiangiogene aktivnosti MMP ukljucuju 1 moduliranje signaliziraju¢ih receptora na
povrsini Celije otcjepljivanjem domene za vezivanje liganda FGFR-1, a uPAR 1 generisanjem

inhibitora angiogeneze iz ECM komponenata, plazminogena i PEX domene MMP-2 (231).

1.10.3. Matriks metaloproteinaze kao meta antitumorske terapije

Budu¢i da su MMP snaZni pokretaci i kontributori u procesu angiogenog prebacaja,
dugo se smatralo da blokiranje MMP na mjestu tumorskog rasta moze znacajno inhibirati
angiogenezu i takode razbiti ve¢ stvorenu mreZu krvnih sudova. Inicijalna obecavajuca
istraZzivanja na misjim modelima nisu bila potvrdena u klinickim istraZivanjima sa opStim ili
djelimi¢no selektivnim inhibitorima MMP (271). Da bi se objasnio neuspjeh primjene ovih
terapeutika kod pacijenata, navedeno je nekoliko razloga, ukljucujuci i to da su svi pacijenti u
istrazivanjima bili u uznapredovalom 1 metastatski proZirenom stadijumu bolesti, kao

relativan nedostatak MMP specifi€nosti inhibitora (222).

Medutim, pleiotropna priroda funkcija MMP na nivou njihovog porijekla (stromalne
¢elije/tumorske Celije), njihovi celularni ili ekstracelularni ciljevi djelovanja (endotelne
celije/tumorske celije/ECM), njihova biohemija (npr. kompenzatorno povecanje ekspresije),
alternativni putevi aktivacije 1 procesuiranja multiplih supstrata, mogu klju¢no predodrediti
posljedice inhibicije funkcija MMP koje nisu jednostrane (222). Stoga, obustavljanje influksa
makrofaga koji nose MMP-9 kod CCLR-2 deficijentnog, K14-HPV/E2 miSa, genetski
sklonog razvoju cervikalnog karcinoma je bilo udruZzeno sa kompenzatornom infiltracijom sa
MMP-9 pozitivnim neutrofilnim granulocitima rastué¢eg tumora (272). Ovi podaci sugeriSu
da, ako se suprimiraju proangiogeni MF koji podstiCu rast tumora, onda se regrutuju
neutrofilni granulociti koji onda lu¢e visokoangiogene proMMP-9 oslobodene od TIMP i
pokrecu alternativni mehanizam koji podsti¢e tumorsku angiogenezu i progresiju tumora

(256, 272, 273).

Adaptivna sposobnost tumora koja vodi rezistenciji na antiangiogenu terapiju

usmjerenu na inhibiciju osovine faktor rasta / receptor nedavno je dokazano da ukljucuje
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pojacanu regulaciju alternativnih proangiogenih signaliziraju¢ih puteva, regrutovanje
vaskularnih 1 hematopoietskih progenitora iz koStane srzi i stabilizaciju novoformiranih

tumorskih krvnih sudova pericitnim oblaganjem sudova (255).

Imajuéi u vidu prethodno pomenute rezultate istraZivanja o angiogenim funkcijama i
karakteristikama neutrofilnth MMP-9, inhibicija osovine VEGF/VEGFR podstaknute MMP-9
koje produkuju MF moZe indukovati kompenzatornu osovinu FGF/FGFR podstaknutu
neutrofilnim MMP-9, tako da bi alternativi terapeutski cilj mogle predstavljati MMP-9 koje
luc¢e inflamatorne celije, narocito neutrofilni granulociti, a ne MMP-9 koji luce tumorske

celije (kao $to se pretpostavljalo u inicijalnim klinickim istraZivanjima) (222).

Androgena ablacija hirurSkom kastracijom (orhiektomijom), primjena antiandrogena
tretmanu pacijenata oboljelih od KP u uznapredovaloj fazi. Proliferacija prostati¢nih
tumorskih c¢elija najc¢esce je inicijalno androgen ovisna, ali Cest razvoj androgen-refrakternog
KP u kasnom stadijumu dovodi do neefektivne primjene androgensupresivne terapije.
Paradoksno povecanje nivoa MMP-9 koje je pratilo androgenu deprivaciju dovelo je do

nastanka agresivnog fenotipa KP kod pacijenata (274).

Budu¢i da prostaticne karcinomske ¢elije pokazuju veoma spor rast, hemoterapija ima
malu korist i1 korisna je samo kao sistemska palijativna terapija. Zato atraktivnu terapeutsku
opciju ¢ini uniStavanje metastatskog rasta KP sa lokalno usmjerenim, netoksi¢nim lijekovima
koji inhibiraju uspostavljanje metastatskih kolonija tumorskih ¢elija. Netoksicni inhibitori
MMP koji smanjuju invaziju tumorskih celijja 1 neoangiogenezu potencijalni su lijekovi
izbora. Iako su brojne laboratorije ukljuene u razvoj ovakvih terapeutskih agensa KP, svega
nekoliko ih je u klinickim istrazivanjima (eng. clinical trials) i mnogi nisu uspjeli zbog

ozbiljnih neZeljenih efekata (275).
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2. HIPOTEZA I CILJEVI ISTRAZIVANJA

Imajuc¢i u vidu veliki porast oboljelih od adenokarcinoma prostate, a s obzirom na
specificno biolosko ponasanje ovog karcinoma, trenutno je u upotrebi Siroka paleta klinickih i
patoloskih obiljezja sa ciljem procjenjivanja faktora rizika i stvaranja adekvatnih terapijskih
strategija za pacijente sa lokalno ograni¢enim i metastatski neproSirenim KP, ukljucujuéi i
starost pacijenta, primarni stadijum tumora, predoperativni PSA i GS. Klinicki stadijum
tumora i GS vazni su prediktivni faktori za lokalnu kontrolu tumora, kao i za procjenu
rekurence KP, odnosno ukupnog prezivljavanja. Medutim, nedostaju molekularni
prognosticki faktori koji bi mogli dalje stratifikovati pacijente oboljele od KP u visoko,
srednje 1 nisko rizine kategorije za diseminaciju bolesti i preZivljavanje. Integracija
molekularnih profila sa konvencionalnim patoloskim tehnikama odredivanja stadijuma mogu
obezbijediti prognosticke podatke koji bi omogudili klini¢aru da tacno predvidi rizik od
diseminacije bolesti za svakog pacijenta pojedinacno i shodno tome definiSe odgovarajuce

terapijske protokole koji bi najbolje odgovarali tom pacijentu.

U ovoj studiji uz gustinu krvnih sudova (MVD) kao paremetra stepena angiogeneze,
bi¢e procijenjen i stepen ekspresije faktora koji indukuju angiogenezu (VEGF i MMP-9) u
odnosu na patohistoloSki gradus tumora (Gleason score, GS) i1 stepen proSirenosti bolesti
(stadijum bolesti). Cilj ovih analiza jeste procjena znaCaja angiogeneze u bioloSkom

ponasanju tumora, progresiji oboljenja i pojavi metastaza.

Identifikacija angiogenih faktora, kao Sto su VEGF i MMP-9, ukljucenih u razvoj
karcinoma prostate, mogla bi voditi razvoju dijagnostickih ili terapeutskih strategija baziranih

na antiangiogenezi.

2.1. HIPOTEZA ISTRAZIVANJA

e Postoji povezanost izmedu predoperativnih vrijednosti MVD u tumorskom
tkivu na preparatima iglene biopsije prostate i vrijednosti MVD u tumorskom tkivu
hirurSkog resektata nakon ucinjene radikalne prostatektomije, odnosno
predoperativne i postoperativne vrijednosti MVD se znac¢ajno ne razlikuju.
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e Postoji povezanost stepena ekspresije VEGF 1 MMP-9 u tumorskom tkivu,
odnosno povecanje ekspresije VEGF prati povecanje ekspresije MMP-9 u
tumorskom tkivu.

e Postoji razlika u vrijednostima MVD i ekspresije VEGF i MMP-9 u
tumorskom tkivu u zavisnosti od patohistoloskih karakteristika tumora
(patohistoloski gradus i Gleason score), odnosno, vrijednosti MVD i ekspresija
VEGF i MMP-9 u tumorskom tkivu su vece $to je veci patohistoloski gradus i
Gleason score karcinoma prostate.

e Postoji razlika u vrijednostima MVD i ekspresije VEGF i MMP-9 u
tumorskom tkivu u zavisnosti od stadijuma proSirenosti bolesti, odnosno,
vrijednosti MVD 1 ekspresija VEGF 1 MMP-9 u tumorskom tkivu su vece kod
ekstraprostati¢ne proSirenosti tumora u odnosu na lokalno ograni¢en tumor.

e U slucaju da se ne dokaze povezanost ili razlika, prihvataju se alternativne

hipoteze koje glase da nema povezanosti ili nema razlike za pra¢ene parametre.

2.2. CILJEVIISTRAZIVANJA

e Utvrditi povezanost predoperativnih vrijednosti gustine sitnih krvnih sudova
(MVD) u tumorskom tkivu na preparatima iglene biopsije prostate i vrijednostima
MVD u tumorskom tkivu hirurSkog resektata nakon ucinjene radikalne
prostatektomije.

e  Utvrditi povezanost stepena ekspresije VEGF i MMP-9 u tumorskom tkivu.

e  Utvrditi postojanje razlike u vrijednostima MVD i ekspresije VEGF i MMP-9
u tumorskom tkivu u zavisnosti od patohistoloskih karakteristika tumora (Gleason
score).

e Utvrditi postojanje razlike u vrijednostima MVD 1 ekspresije VEGF 1 MM-9 u

tumorskom tkivu u zavisnosti od stadijuma proSirenosti bolesti.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. MATERIJAL

Istrazivanjem je obuhvacen 101 neselektovan pacijent sa karcinomom prostate kod
kojih se bolest manifestovala poviSenim serumskim PSA. Svim pacijentima je tokom 2005. i
2006. godine na Klinici za urologiju Klinickog centra Vojvodine uradena transrektalna
ultrazvuéno vodena iglena biopsija prostate sa iglom promjera 18 (eng./8-gauge automated
biopsy gun), sextant metodom (35-37). Nakon postavljene dijagnoze karcinoma prostate na
iglenim biopsijama slijedila je radikalna retropubi¢na prostatektomija sa bilateralnom

pelvicnom limfadenektomijom kod 61 pacijenta koji su procijenjeni operabilnim.
Kriterijumi za ukljucivanje/iskljucivanje iz studije bili su:

e Svi tumori su primarno dijagnostikovani bez prethodno primijenjene
hormonalne terapije i nijedan od pacijenata nije imao klini¢ki podatak o
metastatski proSirenoj bolesti prije operacije;

e U studiju su ukljueni samo pacijenti sa dijagnostikovanim klasi¢nim
acinarnim karcinomom prostate, dok drugi histoloski podtipovi adenokarcinoma
nisu obuhvaceni istrazivanjem;

e (Od 101 pacijenta, pregledano je 606 bioptickih uzoraka dobijenih iglenom
biopsijom, od kojih je karcinom prisutan prosjec¢no u dva uzorka (u rasponu 1-6 po
pacijentu), te su na kraju analizirana 303 isjeCka iglene biopsije koja su sadrzavala
najmanje dva mikroskopska polja neoplasti¢nih Zljezdanih formacija na uveli¢anju
x400 radi odredivanja MVD, ali su se tokom obrade i dubljeg sjecenja bioptickog
materijala izgubili i1 ti fokusi (104 isjeCka) tako da je kona¢no analizirano 199
isjecaka iglenih biopsija;

e (Od 61 pacijenta pregledano je 366 isjeCaka tkiva prostate nakon ucinjene
prostatektomije u kojima je karcinom bio prisutan u prosjeku na dva isjecka (1-5),
ali su za imunohistohemijsku analizu uzeti isjecci sa najmanje dva mikroskopska
polja neoplasti¢cnih Zljezdanih formacija na uvelicanju x400 radi odredivanja
MVD, kao i imunohistohemijske analize (CD31, VEGF i MMP-9), odnosno
ukupno 61 isjecak.
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Istrazivanje je provedeno kao retrospektivna studija, a obuhvatilo je arhivirani
biopsijski materijal (parafinske kalupe) Instituta za patologiju 1 histologiju Klini¢ckog centra u

Novom Sadu.

U istrazivanju se nisu koristili nikakvi klinicki podaci o pacijentima, izuzev onih koji

su se ve¢ nalazili na uputnici za patohistoloski pregled tkiva prostate.
3.2. METODE RADA

3.2.1. Klasi¢ne patohistoloske metode

Od parafinskih kalupa uzoraka tumorskog tkiva adenokarcinoma prostate pacijenata
ispitivane grupe, deparafinisani tkivni isjeCci debljine 4-5 um bojeni su metodom

hematoksilin-eozin (HE).
Patohistoloskom analizom HE preparata definisani su:

¢ histoloski tip adenokarcinoma prostate;
e stepen histoloske diferentovanosti;
e Sirina invazije;
® postojanje metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima.
Na osnovu HE preparata odabran je jedan reprezentativan uzorak grani¢nog dijela

tumorskog tkiva i tkiva prostate svih obradenih sluCajeva za imunohistohemijska ispitivanja.

3.2.1.1. Odredivanje histoloskog tipa adenokarcinoma prostate

Histoloski tip adenokarcinoma prostate odreden je na osnovu klasifikacije tumora
prostate, predloZzene od strane Svjetske zdravstvene organizacije (18). IstraZivanje je vrSeno
samo na karcinomima prostate dijagnostikovanim kao acinarni (klasi¢ni, konvencionalni)

adenokarcinomi.

3.2.1.1.1. Odredivanje histoloske diferentovanosti adenokarcinoma prostate
Histoloski gradus je odreden prema kriterijumima Gleason gradus sistema i prema

klasifikaciji SZO (18, 53, 55).

3.2.1.2. Odredivanje stadijuma bolesti
Stadijum tumorske bolesti karcinoma prostate utvrden je postoperativno na uzorcima

tkiva dobijenim radikalnom prostatektomijom i obostranom pelvi¢nom limfadenektomijom, a
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na osnovu procjene tumora, limfnih ¢vorova (nodus) i metastaza — TNM sistema Ameri¢kog
udruZenog odbora za karcinome (AJCC — American Joint Committee on Cancer, 7 edition)
(18). Ekstraprostati¢na ekstenzija (EPE) je dijagnostikovana ako su se tumorske ¢elije nalazile
u periprostaticnom mekom tkivu ili ako je videno da tumorske celije probijaju
fibromuskularnu kapsulu i1 nalaze se izvan nje na drugoj strani. Sjemene kesice su

procjenjivane na junkcionom dijelu gdje ulaze u prostatu.

Limfni ¢vorovi, parailijakalni obostrano i opturatorni obostrano, definisani su kao
regionalni limfni ¢vorovi. Svi limfni ¢vorovi su evaluirani da bi se utvrdilo prisustvo

metastatskih depozita.

Stadijumi karcinoma prostate u studiji su odredeni koriStenjem patoloskog (p) pTNM
kriterijuma zasnovanog na stadijumima AJCC (18), a pacijenti su podijeljeni u dvije grupe u
odnosu na lokalno ograni¢enu tumorsku promjenu (stadijum pT?2), to jest lokalno infiltrativnu
(stadijum pT3) i/ili metastatski proSirenu bolest (pN1): stadijum T2 (pT 1-2 NO MO) i
stadijum T3 (pT 3-4 NO MO i pT 3-4 N1 MO).

3.2.1.3. Odredivanje vrijednosti predoperativnog serumskog PSA

Pacijentima je predoperativno odreden nivo prostaticnog specificnog antigena (PSA)
izrazen u ng/ml. Pacijenti su s obzirom na stepen rizika podijeljeni u tri grupe na osnovu
vrijednosti SPSA: grupa pacijenata sa rizikom niskog stepena (vrijednosti SPSA < 10ng/ml),
pacijenti sa rizikom srednjeg stepena (vrijednost sPSA 10-20 ng/ml) i grupa pacijenta sa

rizikom visokog stepena (sPSA > 20 ng/ml) (78, 276).

3.2.2. Imunohistohemijske metode

Nakon pregleda uzoraka tkiva RP 61 pacijenta, parafinski kalup sa najvi§im GS i
najve¢im tumorskim volumenom izabran je za imunohistohemijsku analizu. HistoloSki rezovi
debljine 3-4 um selektovanih reprezentativnih parafinskih blokova pripremljeni su i
deparafinisani rutinskom metodom. IsjeCci su tretirani citratnim puferom zagrijevanjem u
mikrotalasnoj pec¢nici, 20 minuta radi demaskiranja antigena. Nakon blokade endogene
peroksidaze vodonik-peroksidom (H,O;) u metanolu, isjecci su ispirani u Tris buffered saline
(TBS) rastvoru, Ph 7,6, nakon Cega su primijenjena sljedeca antitijela u odgovaraju¢em

koncentracijama (tabela 9).
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Tabela 9. Vrste koriS¢enih antitijela, stepen razblaZzenja i vrijeme inkubacije

Vrijeme
Antitijelo Proizvodac Razblazenje
inkubacije

CD31

DAKO 1:40 30 min.
(Clone IC/70A)

VEGF

DAKO 1:100 30 min.
(Clone VGI1)
MMP-9 Novocastra
(Lyophilised monoclonal NCL- Laboratories Ltd 1:50 30 min.
MMP9, Clone 2C3)

Imunohistohemijska identifikacija ispitivanih proteina vrSena je primjenom EnVision
tehnike. Kao hromogeni supstrat koris¢en je 3,3’-diaminobenzin (DAB). Kontrastiranje je
vrSeno hematoksilinom. Normalno tkivo prostate u okolini tumora sluZilo je kao unutraSnja
pozitivna kontrola. Za svako antitijelo, kao negativna kontrola, sluzili su uzorci tkiva kod
kojih je prilikom tretmana, umjesto primarnog antitijela, koriS¢en pufer, ali su druge faze

imunohistohemijske procedure sprovedene.

Imunohistohemijske analize uradene su ru¢no u Zavodu za patologiju Klinickog centra
Banja Luka. Primijenjeni su originalni DAKO 1 Novocastra reagensi. Analiza [HH reakcija je
vrsena svjetlosno-mikroskopski, kvalitativnom, semikvantitativnom i za pojedina antitijela

kvantitativnom analizom.

3.2.2.1. Imunohistohemijska analiza tumorske angiogeneze — analiza ekspresije CD 31
Za procjenu stepena angiogeneze koriS¢ena je imunohistohemijska identifikacija
endotelnih ¢elija krvnih sudova pomocu primarnog antitijela CD31. Analiza je vrSena
kvantitativno, brojanjem krvnih sudova na invazivhom rubu tumorskog tkiva u zoni sa
najizrazenijom vaskularizacijom. Imunohistohemijski su analizirani uzorci iglenih biopsija 1
hirurskih resektata koji sadrZe najmanje dva mikroskopska polja sa neoplasti¢nim Zlijezdama
klasicnog adenokarcinoma prostate na mikroskopskom uvecanju od 400X. Krvni sudovi
vizualizovani CD31 markerom brojani su na cijeloj povrSini odabranih uzoraka metodom po

Weidneru (277). Na isjeCcima tumora dobijenim nakon prostatektomije odabrana su tri
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tumorska podru¢ja sa maksimalnim brojem sitnih krvnih sudova (hot spots”) na malom
uvelicanju (X40 1 X100), a zatim su krvni sudovi brojani na velikom uvecanju (X400,
mikroskop Olympus BH-2, Olympus Optical Co. Ltd., Japan), gde je jedno polje ekvivalentno
0,79 mm? / x400, ukupno 2,37 mm?, na svim relevantnim podru¢jima — u tri podrudja
definisana kao “hot spots” sa najloSijim Gleason gradusom. Na uzorcima tumora dobijenim
iglenom biopsijom prostate MVD odredivana je na svim reprezentativnim podrucjima na
velikom uvecanju (x400) (91). Zabiljezena je najveca vrijednost MVD dobijena nakon
brojanja na uzorcima tumora istog pacijenta i na isjeccima iglene biopsije i na isjecima
dobijenim nakon radikalne prostatektomije. Nije koriS¢ena prosjecna vrijednost MVD na tri
odredena podrucja. Svaka odvojena endotelna celija, zatim grupa endotelnih celija sa ili bez
lumena smatrana je krvnim sudom, dok su pojedinacni imunoreaktivni makrofagi i plazma
¢elije iskljuCeni na osnovu njihovog morfoloskog izgleda. Prisustvo lumena ili eritrocita nije
smatrano neophodnim za identifikaciju novostvorenih krvnih sudova. Odredivanje MVD je
uradeno bez znanja bilo kojeg klini¢kopatoloskog podatka. Nakon dobijenih podataka o broju
krvnih sudova za svakog pacijenta ponaosob izvrSilo se uporedivanje broja sitnih krvnih
sudova u tkivu tumora sa njegovim Gleason gradusom/zbirom radi utvrdivanja njihove
povezanosti. Zatim je izracunata vrijednost prosjecnog broja krvnih sudova koja je iznosila
48,34, odnosno 48 (“cut off” vrijednost — ukupan zbir broja krvnih sudova — MVD podijeljen
sa brojem uzoraka) u odnosu na koju se svim slucajevima dodijelila ocjena: nizak stepen
angiogeneze (pacijenti sa brojem krvnih sudova u tumorskom tkivu ispod prose¢nog broja) ili
visok stepen angiogeneze (pacijenti sa brojem krvnih sudova u tumorskom tkivu iznad

prosjecnog broja) (91, 278).
Na osnovu broja krvnih sudova pacijenti su podijeljeni u dvije grupe:

® pacijenti sa < 48 krvna suda na polju velikog uvecanja vidnog polja (x400);
e pacijenti sa > 48 krvnih sudova na polju velikog uvecanja vidnog polja (x400).
Kvantitativno odredivanje vrijednosti gustine krvnih sudova MVD (eng. micro vessel
density) na ovaj nacin je u skladu sa preporukama koje je iznio Weidner N.; prvo je

primijenjen na karcinomima dojke, a kasnije i na drugim tipovima solidnih tumora (277, 278).
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3.2.2.2. Imunohistohemijska analiza ekspresije VEGF
Vrijednosti ekspresije VEGF odredene su na osnovu jasne citoplazmatske smede
prebojenosti hromogenom supstancom. Semikvantitativna analiza ekspresije VEGF je

izvrSena prema procentu pozitivnih tumorskih ¢elija i intenzitetu obojenosti citoplazme.
Ekspresija VEGF je prikazana kroz sljedeci skor:

e skor 1 = 0-20% tumorskih ¢elija koje pokazuju slabu pozitivnost;
e skor 2 =21-50% tumorskih ¢elija koje pokazuju umjerenu do jaku pozitivnost;
e skor 3 =>50% tumorskih ¢elija koje pokazuju umjerenu do jaku pozitivnost.
Kao pozitivna unutraSnja kontrola koristila je obojena citoplazma okolnih
neuroendokrinih celija, kao 1 citoplazma polimorfonuklearnih granulocita. Kao pozitivna
spoljasnja kontrola koriS¢en je endometrijum u ranoj proliferativnoj i kasnoj sekretornoj fazi

menstrualnog ciklusa (279).

3.2.2.3. Imunohistohemijska analiza ekspresije MMP-9

Vrijednost ekspresije MMP-9 odredena je semikvantitativno odredivanjem procenta
obojenih tumorskih ¢elija (0 — <1%, 1 — 1 do 10%, 2 — 10 do 50%, 3 — >50%) 1 intenziteta
prebojenosti citoplazme tumorskih ¢elija (O — negativno, 1 — slab, 2 — umjeren, 3 — izrazen
intenzitet). Sabiranjem dobijenih vrijednosti procenta i intenziteta obojenosti tumorskih ¢elija
odredic¢e se imunohistohemijski skor i to: skor 0 — nema reakcije u celijama, skor 1-2 (nizak
stepen ekspresije), skor 3—4 (umjeren stepen ekspresije) 1 skor 5—-6 (visok stepen ekspresije)

(280, 281).

Vrijednosti ekspresije MMP-9 odredivane su na osnovu jasne citoplazmatske smede
prebojenosti hromogenim supstratom. Semikvantitativna analiza ekspresije MMP-9 izvrSena

je prema procentu pozitivnih tumorskih ¢elija i intenzitetu obojenosti citoplazme.
Ekspresija MMP-9 prikazana je kroz sljedeci zbir:

e) procenta pozitivnih ¢elija:
— 0 =0% pozitivnih Celija;

— 1 =1-20% pozitivnih Celija;

2 =20-50% pozitivnih Celija;

3 => 50% pozitivnih ¢elija;
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f) intenziteta bojenja:
— 0 =negativno bojenje;
— 1 =slabo pozitivan;
— 2 =umjereno pozitivan;
— 3 =jako pozitivan.
Sabiranjem dobijenih vrijednosti procenta i intenziteta obojenosti tumorskih celija
odreden je imunohistohemijski skor, i to: skor 0 — nema reakcije u celijama, skor 1-2 (nizak

stepen ekspresije), skor 3—4 (umjeren stepen ekspresije) 1 skor 5—-6 (visok stepen ekspresije)

(280, 281).

Kao vanjska pozitivna kontrola za MMP-9 koriS€eni su isjeCci tkiva placente i
pozitivna reakcija u sincicio i citotrofoblastima. Kao negativna kontrola koriS¢eni su isjecci
tkiva kod kojih je u toku imunohistohemijskog tretmana umjesto primarnog antitijela
upotrijebljen pufer TBS, dok je u svim drugim koracima procedura pripreme isjecaka bila ista

(280).

3.2.3. Statisticka obrada podataka

Primarni cilj ove studije bila je mogu¢nost predvidanja stadijuma karcinoma prostate,
odnosno da li je tumor prostate lokalizovan, lokalno neinvazivan (pT2), ili lokalno proSiren
(kapsularna penetracija, invazija seminalnih kesica, pozitivne hirurSke margine, pT3), to jest
metastatski proSiren (metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima, pN1) putem odredivanja

gustine krvnih sudova i stepena ekspresije angiogenih faktora VEGF i MMP-9 u tumoru.
Varijable koje su se koristile u istrazivanju su:

® nezavisne varijable: stadijum proSirenosti bolesti, patohistoloski gradus
tumora, gustina krvnih sudova (MVD), ekspresija VEGF i MMP-9, predoperativni
nivo serumskog PSA;
® nezavisne demografske varijable: starost.
Kvantitativna obiljezja opisivana su aritmetiCkom sredinom 1 standardnom
devijacijom, minimumom i maksimumom svih vrijednosti, vrijednosti testa Kolmogorov—
Smirnov, a kvalitativna frekvencijama, odnosno, procentima. I jedna i druga obiljezja

prikazana su tabelarno i graficki.
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Analiza razlika zasnivala se na odgovaraju¢im parametarskim i1 neparametarskim
statistickim testovima, odnosno univarijantnim i multivarijantnim statistiCkim metodama. Od
multivarijantnih postupaka primijenjena je MANOVA i diskriminativna analiza, a od
univarijantnih postupaka ANOVA, t-test, Roy-test, Pirsonov koeficijent kontingencije () i

koeficijent multiple korelacije (R).

Statisticki znaCajna razlika je definisana na nivou 0,05, a razlika od vrlo visokog
statistickog znacaja na nivou od 0,001. U slucaju kada je 0,10 > p > 0,05, prihvatila se radna

hipoteza sa povecanim rizikom zakljucivanja.
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4. REZULTATI

Ispitivanu populaciju pacijenata oboljelih od adenokarcinoma prostate ¢ini 61 pacijent,
kojima je nakon dijagnostikovanog KP na osnovu uzoraka iglene biopsije prostate (IB),
uradena i radikalna prostatektomija (RP). Kod ovih pacijenata odredena je Zivotna dob,
predoperativni serumski PSA, Gleason zbir (GS) i na IB i RP, gustina krvnih sudova (MVD
upotrebom CD31) i na IB 1 RP, stadijum bolesti (pTNM), kao 1 vrijednosti VEGF i MMP-9

odredene na postoperativnom materijalu.
4.1. DEMOGRAFSKE KARAKTERISTIKE BOLESNIKA ISPITIVANE GRUPE

Istrazivanje je sprovedeno na 61 pacijentu operisanom od karcinoma prostate.
Zivotna dob bolesnika se kretala od 52 do 78 godina. Prosje¢na Zivotna dob bolesnika iznosila
je 66,38 (SD + 5, 28) godina. Najveca ucestalost oboljenja u odnosu na dob bila je u sedmoj

dekadi Zivota.

4.2. ANATOMSKE KARAKTERISTIKE ADENOKARCINOMA PROSTATE U
ISPITIVANOJ POPULACIJI

U odnosu na stadijum bolesti, pacijenti sa karcinomom prostate su u ispitivanoj
populaciji podijeljeni u dvije grupe: u stadijumu pT2 dijagnostikovano je 37 pacijenata
(60,66%), a u stadijumu pT3 dijagnostikovana su 24 pacijenta (39,34%) u kojem je infiltracija
KP u sjemene kesice bila prisutna kod 19 pacijenata (31,14%) (tabela 10).

Podjela ispitivane grupe u odnosu na stadijume bolesti KP u momentu operacije

prikazana je na grafikonu 1.

U ispitivanoj populaciji metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima bile su prisutne
kod Sest pacijenata (9,84%) koji su bili u pT3 stadijumu i kod kojih je karcinom prostate bio
loSe diferentovan (G3), sa Gleason zbirom koji je iznosio sedam (dva pacijenta), osam (tri
pacijenta) i devet (jedan pacijent). Kod ostalih 55 pacijenata (90,16%), metastaze u limfnim

¢vorovima nisu bile prisutne.
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Tabela 10. KliniCko-patoloSke karakteristike adenokarcinoma prostate u ispitivanoj

populaciji.
Klini¢ko-patoloske karakteristike | Broj pacijenata(n=61) | %
T stadijum
T2 37 60,66
T3 24 39,34
N stadijum
NO 55 90,16
N1 6 9,84
Gleason skor (GS)
<7 21 34,43
>7 40 65,57
PSA
<10 22 36,06
10-20 28 45,90
> 20 11 18,03
Stadijump T

39%
]

T2 B T3

Grafikon 1. Stadijumi karcinoma prostate ispitivane populacije

Podjela ispitivane grupe u odnosu na prisustvo metastaza KP u regionalnim limfnim

¢vorovima u momentu operacije prikazana je na grafikonu 2.

Karcinomi prostate su histoloSki gradirani odredivanjem Gleason skora (Gleason
score, GS), gdje su podijeljeni na dve grupe. Vrijednosti Gleason skora odredivane su i na
predoperativnim uzorcima iglenih biopsija prostate, kao i na uzorcima prostate dobijenim

nakon radikalne prostatektomije. U jednoj grupi vrijednost GS < 7 imao je 21 pacijent, od
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kojih je jedan pacijent imao GS 4, a ostali pacijenti GS 6 (slika 11). U drugoj grupi GS > 7
bilo je 40 pacijenata od kojih je 31 pacijent imao GS 7, sedam pacijenata GS 8, a dva
pacijenta GS 9 (slika 12). Nijedan pacijent nije imao GS 10. Ovo su bili rezultati dobijeni

nakon evaluacije tumorskog tkiva dobijenog nakon radikalne prostatektomije (RP).

pN

10%

B0%

® pNO m pNI

Grafikon 2. Prisustvo metastaza KP u regionalnim limfnim ¢vorovima ispitivane
populacije.

Gleason skor odreden je i na predoperativnim uzorcima KP dobijenim iglenom
biopsijom prostate. Vrijednosti GS prije 1 poslije operacije razlikovale su se kod 25 pacijenata
(40,98%). Predoperativne vrijednosti GS (uzorci iglenih biopsija) bile su manje u odnosu na
postoperativne vrijednosti kod 24 pacijenta (39,34%), sa najve¢im brojem slucajeva (15
pacijenata) kod GS 6 (G2) predoperativno koji su postoperativno procijenjeni kao GS 7 (G3)
(12 pacijenata), zatim GS 7 u GS 8 (Cetiri pacijenta), a GS 6 u GS 8 (dva pacijenta) i GS 5 u
GS 6 (dva pacijenta), GS 5u GS 7, GS 4 u GS 6 1 GS 7 u GS 9 kod po jednog pacijenta. Kod
jednog pacijenta (1,63%), predoperativne vrijednosti GS (GS 8) su bile vece nego
postoperativne vrijednosti GS (GS 7).

Predoperativno je kod svih pacijenata u ispitivanoj populaciji odredena vrijednost
serumskog specificnog antigena prostate (sPSA) ¢ija je srednja vrijednost iznosila 14,73
ng/ml (SD % 12,75), sa minimalnom vrijednos¢u 2,8 ng/ml i maksimalnom vrijednos¢u 73,3
ng/ml. Pacijenti su u istraZivanju podijeljeni u tri grupe u odnosu na nivo serumskog PSA.

Prva grupa pacijenata sa vrijednostima sPSA < 10 ng/ml imala je 22 pacijenta (36,06%),
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druga grupa sa sPSA 10-20 ng/ml brojala je 28 pacijenata (45,90%), a treca grupa sa sSPSA >
20 ¢inilo je 11 pacijenata (18,03%) (tabela 10).

Slika 12 . LoSe diferentovan karcinom prostate, GS 9 (4+5) (HE x200)
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Podjela ispitivane populacije na osnovu histoloSke diferentovanosti KP (GS) prikazana

je na grafikonu 3.

H 66%

\

GS

B GS<7

W 34%

Grafikon 3. Histoloska diferentovanost KP u ispitivanoj populaciji (GS).

Podjela ispitivane populacije na osnovu predoperativnih vrijednosti PSA prikazana je

na grafikonu 4.

18%

46%

sPSA

36%

B <10ng/ml
B 10-20 ng/ml
0O >20 ng/ml

Grafikon 4. Predoperativne vrijednosti serumskog PSA u ispitivanoj populaciji
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4.3. DEMOGRAFSKE I KLINICKE KARAKTERISTIKE ADENOKARCINOMA
PROSTATE U ODNOSU NA PATOHISTOLOSKI STADIJUM BOLESTI

U ispitivanoj populaciji prosjecna Zivotna dob pacijenata u oba stadijuma (pT2 i pT3)
bila je 66 godina, u pT2 66,03 (SD + 5,84), raspona 52-75, a u pT3 66,92 (SD + 4,35) sa
rasponom 54-78. Na osnovu vrijednosti MANOVA analize p = 0,525, odnosno p > 0,1, nije
bilo statisticki znaCajne povezanosti izmedu stadijuma bolesti i Zivotne dobi bolesnika u

momentu dijagnostikovanja KP. (tabela 11).

Analizom stadijuma bolesti u odnosu na prosje¢nu vrijednost predoperativne serumske
PSA gdje je p > 0,1, odnosno vrijednost MANOVA p = 0,817, nije dokazana statistic¢ki
znaCajna razlika. Prosje€na vrijednost predoperativnog serumskog PSA iznosila je 16,13
ng/ml (SD # 13,98), sa minimalnom vrijednos¢u 2,8, a maksimalnom vrijednos¢u 73,3 ng/ml
kod pacijenata u T2 stadijumu, a 15,27 ng/ml (SD £ 14,49), odnosno rasponom 6,1-70,0

ng/ml kod pacijenata u T3 stadijumu.

Analizom stadijuma bolesti u odnosu na vrijednosti predoperativne serumske PSA
podijeljene u tri grupe s obzirom na stepen rizika (grupa niskog rizika 0-10 ng/ml, grupa
srednjeg rizika 10-20 ng/ml i grupa visokog rizika > 20 ng/ml), nije dokazana statisticki
znacCajna razlika na osnovu p > 0,1, tj. vrijednosti x2 — testa p = 0,602. U stadijumu pT2 12
pacijenata (32,4%) je imalo vrijednost PSA < 10,00 ng/ml, 17 pacijenata (45,9%) u grupi
srednjeg rizika, a osam pacijenata (21,6%) u grupi visokog rizika. U stadijumu T3 deset
pacijenata (41,7%) je bilo u grupi niskog rizika, 11 pacijenata (45,8%) u grupi srednjeg rizika,
a tri pacijenta (12,5%) u grupi visokog rizika (tabela 11), (grafikon 5).

Znaci, vece vrijednosti predoperativnog serumskog PSA (i kao kontinualne i kao
kategorijalne varijable) pacijenata oboljelih od karcinoma prostate nisu bile statisticki
znacajno vece kod pacijenata sa lokalno invazivnim tumorom (pT3), u odnosu na pacijente sa

lokalno ograni¢enim KP.

U ispitivanoj populaciji od 61 pacijenta u stadijumu T2 Gleason skor < 7 imalo je 20
pacijenata (54,1%), dok je jedan pacijent (4,2%) imao GS > 7. U stadijumu T3 GS <7 imalo
je 17 pacijenata (45,9%), a 23 pacijenta (95,8%) GS > 7. Budu¢i da je p < 0,001 na osnovu p
vrijednosti y° — testa (p = 0,000), postoji statisticki visoko zna¢ajna povezanost izmedu

stadijuma bolesti i Gleason skora KP, odnosno lokalno invazivni karcinomi prostate imali su
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statisticki znacajno vece vrijednosti Gleason skora u odnosu na lokalno ograni¢ene karcinome

prostate (tabela 11), (grafikon 6).

Tabela 11: Klinickopatoloske karakteristike KP u odnosu na stadijum bolesti (pT) u
ispitivanoj populaciji

Klini¢kopatoloske pT2 pT3 e eny s _
Kkarakteristike Nz 37 N< 24 Statisticki znacaj
Starost 66,03 (SD + 66,92 (SD+ 4,35) i;gﬁ%i, N
(prosjek £SD) | 5,84) (52-75) (54-78) p>01
16,13 (SD + p=0,817
PSA (ng/ml) 13,98) (165 12 77(08103)i14’49) MANOVA;
(2,.8-73.3) LY, p>0,1
<10 12 (32.4%) 10 (41,7%) - —
10-20 17 (45.9%) 11 (45.8%) p‘>066102 X test;
> 20 8 (21,6%) 3 (12.5%) p=0,
Gleason zbir (GS)
<7 20 (54.1%) 17 (45.9%) p = 0,000 y—test;
>7 1 (4.2%) 23 (95,8%) p < 0,001
pN
NO 37 (60,65%) 18 (29.50%) P= 0,001 y— test;
N1 0 6 (9,84%) p=0,001
B PSA <10 @ PSA10-20 8 PSA>20
801
70
60
501
401
3 B
2
1
0 \
pT 2 pT3

Grafikon 5. Odnos stadijuma bolesti (pT) i kategorija sSPSA
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BpT2 @pT3

GS <7 GS>7

Grafikon 6. Odnos stadijuma bolesti (pT) i Gleason skora (GS) karcinoma prostate.

Kod pacijenata u momentu operativnog zahvata metastatski depoziti KP u regionalnim
limfnim ¢vorovima nadeni su kod Sest pacijenata (9,84%); svi su pacijenti bili u T3 stadijumu.
Posto je vrijednost X2 — testa p = 0,001, postoji statisticki visoko znaCajna povezanost
stadijuma bolesti 1 prisustva metastaza u limfnim ¢vorovima, odnosno postojanje metastaza u
regionalnim limfnim C¢vorovima je statistiCki znacajno c¢eS¢e kod lokalno invazivnih

karcinoma prostate u odnosu na lokalno ogranicene KP (tabela 11), ( grafikon 7).

pNO pN1

Grafikon 7. Odnos stadijuma bolesti (pT) i metastaza u limfnim ¢vorovima (pN).
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44. DEMOGRAFSKE 1 KLINICKE KARAKTERISTIKE ADENOKARCINOMA
PROSTATE U ODNOSU NA GLEASON SKOR (GS) KARCINOMA PROSTATE

U ispitivanoj populaciji prosjecna Zivotna dob pacijenata sa Gleason skorom < 7 bila
je 66 godina, dok je prosjec¢na vrijednost Zivotne dobi sa Gleason skorom > 7 iznosila takode
66 godina. Na osnovu vrijednosti MANOVA p = 0, 844, odnosno p > 0,1, nije bilo statisticki
znacajne povezanosti izmedu vrijednosti Gleason skora i Zivotne dobi bolesnika u momentu

dijagnostikovanja KP (tabela 12).

Tabela 12. Klinickopatoloske karakteristike karcinoma prostate u odnosu na Gleason skor
(GS)

Klini¢kopatoloske Gleason skor Gleason skor Statisticki znacaj
karakteristike <7 >17
Starost 66,19 (SD £ 6,10) | 66,47 (SD +4,88) P=0,844 MANOVA;
(prosjek+SD) (52-75) (54-78) p>0,1
15,48 £ 11,11 15,95 £ 15,52 (2,8- | P=0,901 MANOVA;
PSA (ng/mh) 8D 1 | 473, 73,3) p>0,1
<10 7 (31,8) 15 (68,2) 2 _
10-20 10 (35,7) 18 (64.3) P= 8’?49 X test
>20 4(36.4) 7 (63.6) P~
Stadijum
T2 20 (54,1%) 17 (45,9%) p = 0,000 - test;
T3 1 (4,2%) 23 (95,8%) p <0,001
pN
NO 21(38,2%) 34 (61,8%) p = 0,062 ¥’ test;
N1 0 6 (100%) p<0,1

Analizom histoloske diferentovanosti KP izraZzene Gleason skorom (GS) u odnosu na
prosjecnu vrijednost predoperativne serumske PSA nije dokazana statisticki znacajna razlika
buduci da je vrijednost MANOVA p= 0,901, tj. p > 0,1. Prosjecna vrijednost predoperativnog
serumskog PSA iznosila je 15,48 £ 11,11 ng/ml (SD + 8, 95), sa minimalnom vrijednos¢u 4,1,
a maksimalnom vrijedno$¢u 47,8 ng/ml kod pacijenata sa Gleason skorom < 7, a 15,95 +

15,52 ng/ml, odnosno rasponom 2,8—73,3 ng/ml kod pacijenata sa Gleason skorom > 7.

Analizom histoloske diferentovanosti KP izrazene Gleason skorom (GS) u odnosu na

vrijednosti predoperativne serumske PSA podijeljene u tri grupe s obzirom na stepen rizika
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(grupa niskog rizika 0-10 ng/ml, grupa srednjeg rizika 10-20 ng/ml i grupa visokog rizika >
20 ng/ml) nije dokazana statisticki znacajna razlika poSto je vrijednost X2 — testa p = 0,949, tj.
p > 0,1. U prvoj grupi, sedam pacijenata (31,8%) je imalo vrijednost PSA < 10,00 ng/ml,
deset pacijenata (35,7%) u grupi srednjeg rizika, a Cetiri pacijenta (36,4%) u grupi visokog
rizika. U drugoj grupi, 15 pacijenata (68,2%) je bilo u grupi niskog rizika, 18 pacijenata
(64,3%) u grupi srednjeg rizika, a sedam pacijenata (63,6%) u grupi visokog rizika. (tabela
12), (grafikon 8).

Znaci, vrijednosti serumskog PSA (i kao kontinualne i kao kategorijalne varijable)
pacijenata oboljelih od karcinoma prostate, nisu bile statisticki znacajno poviSene kod
pacijenata sa loSe diferentovanim KP (GS > 7), u odnosu na pacijente sa dobro ili umjereno

diferentovanim tumorima.

U ispitivanoj populaciji od 61 pacijenta u stadijumu T2 Gleason skor < 7 imalo je 20
pacijenata (54,1%), dok je jedan pacijent (4,2%) imao GS > 7. U stadijumu T3 GS < 7 imalo
je 17 pacijenata (45,9%), a 23 pacijenta (95,8%) GS > 7. Na osnovu vrijednosti x2 —testa p =
0,000, tj. p < 0,001, postoji statisticki visoko znac¢ajna povezanost izmedu stadijuma bolesti i
Gleason skora KP, odnosno losija diferentovanost tumora bila je statisticki znacajno ceSce
prisutna kod lokalno invazivnih karcinoma prostate (pT3) u odnosu na lokalno ograni¢ene

karcinome prostate (tabela 12).

B GS <7 @ GS>7

PSA(<10ng/ml) PSA(10-20ng/ml) PSA>20ng/ml

Grafikon 8: Odnos Gleason skora (GS) i kategorija SPSA.
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B8 GS<7 =2 GS>7

pNO pN1

Grafikon 9. Odnos Gleason skora (GS) i prisustva metastaza u limfnim
¢vorovima (pN).

Kod pacijenata u momentu operativnog zahvata metastatski depoziti KP u regionalnim
limfnim ¢vorovima nadeni su kod Sest pacijenata (100%); svi su pacijenti imali vrijednost
Gleason skora > 7 (dva pacijenta GS 7, tri pacijenta GS 8 i jedan pacijent GS 9). Posto je
vrijednost y* — testa p = 0,062, odnosno p < 0,1, postoji statisticki zna¢ajna povezanost izmedu
Gleason skora 1 prisustva metastaza u limfnim ¢vorovima, odnosno loSije diferentovani
karcinomi prostate (GS > 7) bili su statistiCki znacajno ceS¢e prisutni kod metastatski

proSirene bolesti u odnosu na karcinome prostate bez metastaza (tabela 12) ), (grafikon 9).

4.5. ANALIZA EKSPRESIJE ISPITIVANIH MARKERA ANGIOGENEZE U
KARCINOMU PROSTATE

4.5.1. Demografske i klinicke karakteristike karcinoma prostate u odnosu na stepen
gustine krvnih sudova (MVD) u tumorskom tkivu
Za procjenu stepena angiogeneze koriS¢ena je imunohistohemijska identifikacija
endotelnih celija krvnih sudova sa primarnim antitijelom CD31. Imunohistohemijski su
analizirani uzorci iglenih biopsija i hirurskih resektata koji sadrZze najmanje dva mikroskopska

polja sa neoplasticnim Zlijezdama klasi¢nog adenokarcinoma prostate na mikroskopskom
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uvecanju od 400x. Analiza je vrSena kvantitativno, brojanjem krvnih sudova na invazivhom
rubu tumorskog tkiva u zoni sa najizraZenijom vaskularizacijom. Svaka odvojena endotelna
¢elija, zatim grupa endotelnih ¢elija sa ili bez lumena, smatrana je krvnim sudom. Prisustvo
lumena ili eritrocita nije smatrano neophodnim za identifikaciju novostvorenih krvnih sudova.
Vrijednost prosjecnog broja krvnih sudova izmerena 1 na uzorcima iglene biopsije prostate 1
na uzorcima radikalne prostatekromije, iznosila je 48,34, odnosno 48 i uzeta je kao ,,cut off**
vrijednost (ukupan zbir broja krvnih sudova — MVD podijeljen sa brojem uzoraka) u odnosu
na koju se svim slu¢ajevima dodijelila ocjena: nizak stepen angiogeneze (pacijenti sa brojem
krvnih sudova u tumorskom tkivu manjim od 48), ili visok stepen angiogeneze (pacijenti sa
brojem krvnih sudova u tumorskom tkivu iznad 48). Na osnovu broja krvnih sudova pacijenti

su podijeljeni u dvije grupe:

. grupa 1 — pacijenti sa < 48 krvnih sudova na polju velikog uvecanja vidnog
polja x 400 smatrani su tumorima sa niskim stepenom angiogeneze (slika 13 1 14);
. grupa 2 — pacijenti sa > 48 krvnih sudova na polju velikog uvecanja vidnog

polja x 400 smatrani su tumorima sa visokim stepenom angiogeneze (slika 151 16).

Slika 13. Nizak stepen angiogeneze u karcinomima prostate (CD31 x 200)

97



Sika 14. Nizak stepen angiogeneze u karcinomima prostate (CD31 x 400)

Slika 15. Visok stepen angiogeneze u karcinomima prostate (CD31 x 200)
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Slika 16. Visok stepen angiogeneze u karcinomima prostate (CD31 x 400)

Gustina krvnih sudova u ispitivanoj populaciji kretala se u rasponu od 22 do 78 na
uzorcima iglenih biopsija prostate (IB), dok je prosjec¢na vrijednost MVD iznosila 49,84 (SD
+13,36), a na uzorcima radikalne prostatektomije (RP) u rasponu od 28 do 89 sa srednjom

vrijedno$¢u MVD 46,85 (SD +14,47) (tabela 13).

Tabela 13. Srednje vrijednosti gustine krvnih sudova MVD na uzorcima iglenih biopsija
prostate i odgovarajucih radikalnih prostatektomija

MVD 1B RP Statisticki znacaj
49.84 (SD £13.36) | 46,85 (SD £1447) P = 0,239 MANOVA;
MVD £ 5D (22-78) (28-89) p>0,1

Nakon poredenja prosjecnih vrijednosti MVD dobijenih na uzorcima iglenih biopsija
prostate s prosjeCnim vrijednostima MVD na wuzorcima odgovaraju¢e radikalne
prostatektomije, koriS¢enjem MANOVA analize po kojoj je vrijednost p = 0,239, odnosno

p > 0,1, nije uocena statisticki znacajna razlika izmedu ovih vrijednosti.
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Tabela 14. Stepen ekspresije faktora angiogeneze u karcinomima prostate u ispitivanoj
populaciji

Faktori angiogeneze \ Broj pacijenata (n = 61) \ Yo
MVD
<48 24 39,34
> 48 37 60,65
VEGF
0 2 3,27
Skor 1 18 32,79
Skor 2 31 47,54
Skor 3 10 16,39
MMP-9
Skor 1-2 24 39,34
Skor 34 23 37,70
Skor 5 14 22,95

U ispitivanoj populaciji vrijednosti MVD u jednoj grupi (MVD < 48) imala su 24
pacijenata (39,34%), a u drugoj grupi (MVD > 48) imalo je 37 pacijenata (60,95%).

Podjela ispitivane populacije na osnovu MVD u tkivu KP prikazana je na grafikonu

10.

Gustina krvnih sudova (MVD)

B 39%

] Grupa 1

| Grupa 2

Grafikon 10. Prikaz gustine krvnih sudova (MVD) u karcinomima prostate.

U ispitivanoj populaciji prosjecna Zivotna dob pacijenata u grupi 1 (MVD < 48) (37
pacijenata) bila je 66,96 + 5,34 (52-74) godina, dok je prosje¢na vrijednost Zivotne dobi u
grupi 2 (MVD > 48) iznosila 66,00 + 5,29 (54-78) godina. Statisticki znacajne povezanosti
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izmedu grupa pacijenata podijeljenih na osnovu stepena angiogeneze i Zivotne dobi bolesnika
u momentu operativnog zahvata nije bilo posto je vrijednost MANOVA p = 0,493, tj. p > 0,1
(tabela 15).

4.5.1.1. Odnos gustine krvnih sudova karcinoma prostate i predoperativnih serumskih
vrijednosti PSA

Analizom grupa pacijenata na osnovu stepena angiogeneze u KP u odnosu na
prosjecnu vrijednost predoperativne serumske PSA (linearna distribucija) nije dokazana
statisticki znaCajna razlika budu¢i da je vrijednost MANOVA p = 0,393, odnosno p > 0,1.
Prosje¢na vrijednost MVD iznosila je 53,64 £12,51 (IB), odnosno 47,14 +14,82 (RP) sa
minimalnom vrijedno$¢u 30, a maksimalnom 78 (IB), tj. 81 (RP) kod pacijenata u grupi 1
(PSA < 10 ng/ml). Prosjecna MVD iznosila je 48,29 13,52 (IB), odnosno 45,71 £13,28 (RP)
sa minimalnom vrijednos¢u 25 i 28, a maksimalnom 72 (IB), tj. 89 (RP) kod pacijenata u
grupi 2 (PSA 10-20 ng/ml), a 46,18 +13,97 (IB), odnosno 49,18 +17,59 (RP) sa minimalnom
vrijedno$¢u 22 1 29, a maksimalnom 72 (IB), tj. 88 (RP) kod pacijenata u grupi 3 (PSA > 20
ng/ml) (tabela 15).

Analizom grupa pacijenata na osnovu prosjecne vrijednosti predoperativne serumske
PSA u odnosu na grupe pacijenata zasnovane na stepenu angiogeneze u KP nije dokazana
statisticki znacajna razlika poSto je vrijednost MANOVA p = 0,220, tj. p > 0,1. Prosjecna
vrijednost predoperativnog serumskog PSA iznosila je 18,55 +15,59 (3,4-73,3) ng/ml u grupi
pacijenata sa niskim stepenom angiogeneze (MVD < 48), odnosno 14,00 + 12,89 (2,8-70,0)

ng/ml kod pacijenata sa visokim stepenom angiogeneze (MVD > 48) (tabela 15).

Analizom grupa pacijenata na osnovu stepena angiogeneze u KP u odnosu na
vrijednosti sSPSA podijeljenog u tri grupe s obzirom na stepen rizika, nije uocena statisticki
znaGajna razlika buduéi da je p > 0,1, odnosno vrijednost y* — testa p = 0, 279. U grupi
pacijenata sa niskim stepenom angiogeneze (MVD < 48), nizak stepen rizika sPSA imalo je
Sest pacijenata (25,0%), srednji stepen rizika sPSA 12 pacijenata (50,0%), a visok stepen
rizika sPSA Sest pacijenata (25,0%). U grupi pacijenata sa visokim stepenom angiogeneze
(MVD > 48), 16 pacijenata (43,2%) je imalo nizak stepen sPSA, 16 pacijenata (43,2%)
srednji stepen rizika, a pet pacijenata (13,5%) visok stepen rizika sPSA (tabela 15), (grafikon
11).
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Tabela 15. Prikaz gustine krvnih sudova (MVD) i klini¢ko-patoloskih karakteristika
karcinoma prostate.

Broj MVD<48 | MVD>48 | Statisticki
pacijenata MVD +SD (n=24) (m=237) znacaj
66,96 534 | 66,00 +529 | P=0,493
Starost (52,0-74.0) | (54,0-78,0) | MANOVA;
(prosjek+SD) ’ ’ ’ ’ ’
P>0,1
18,55+15,59 | 14,00 P=0,220
gls?mi;)SD (34-733) | £12.89 MANOVA,
& (2,8-70,00 | P>0,1
<10 22 53,64 + 12,51(30-78) (IB) 6 (25,0%) 16 (432%) | p=0,279
47,14 + 14,82 (30-81) (RP) Y’ —test;
1020 28 48,29 + 13,52 (25-72) (IB) 12 (50,0%) | 16 (432%) | P~ 0.1
45,71 +13,28 (28-89) (RP)
50 11 46,18 + 13,97 (22-72) (IB) 6(25,0%) | 5(13,5%)
49,18 + 17,59 (29-88) (RP)
Statisticki znacaj P=0,393 MANOVA; p>0,1
Gleason skor GS
<7 21 46,11+ 13,51 (22-73) (IB) 12 (50,0%) | 9 (24,3%) p=0,039
38,79+ 9,54 (28-60) (RP) y—test;
- 40 53,00 £ 12,57 (27-78)(IB) 12(50,0%) | 28 (757%) | P~ 0,05
= 53,70 + 14,51 (29-89)(RP)
Statisticki znacaj P=0,044 MANOVA; p<0,1
Stadijum
- 37 46,24 + 13,10 (22-73) (IB) | 19 (79,2%) | 18 (48,6%) | p=0,017
42,24 + 11,64 (28-70) (RP) Y’ —test;
- 24 55,38+11,99(27-78)(IB) 5 (20,8%) 19(51,4%) | P~ 0,05
53,96+15,73 (32-89)(RP)
e P=0,001 MANOVA;
Statisticki znacaj p=0,001
pN
NO 55 48,85 + 13,63 (22-78) (IB) 24 (100%) | 31(83,8%) | p=0,038
45,60 + 13,79 (28-89) (RP) ¥’ -test;
N1 6 58,83 £5,19 (50-65) (IB) 0 (0%) 6 (16,2%) p <005
58,33 + 16,83 (39-88)( RP)
P=0,071 MANOVA;
e p = 0,082 (IB),
Statisticki znacaj p = 0,040 (RP);
P<0,1

Znaci, vrijednosti serumske PSA (kontinualne i kategorijalne) pacijenata oboljelih od

karcinoma prostate nisu bile statistiCki znacajno vece kod pacijenata sa ve¢om gustinom
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krvnih sudova u tumorskom tkivu u odnosu na pacijente sa manjim brojem krvnih sudova u

KP.

B PSA(10ng/m)) @ PSA(10-20ng/ml) @ PSA(>20ng/ml)

MVD <48 MVD>48

Grafikon 11. Odnos gustine krvnih sudova i serumskog PSA.

4.5.1.2. Odnos gustine krvnih sudova karcinoma prostate i stadijuma bolesti

Analizom grupa pacijenata na osnovu prosjecne vrijednosti gustine krvnih sudova
(MVD) u KP u odnosu na stadijum bolesti primjenom analize MANOVA gdje je vrijednost p
= 0,001, dokazana je znacajna statistiCka razlika izmedu stadijuma pT2 i pT3, odnosno
agresivnija neoplazma (lokalno invazivni karcinom prostate) imala je statisticki znac¢ajno veci

broj krvnih sudova u tumorskom tkivu u odnosu na lokalno ogranicen karcinom prostate.

U ispitivanoj populaciji u stadijumu T2 (37 pacijenata) prosjecna vrijednost MVD
iznosila je 42, 24 sa SD + 11,64, u rasponu od 28 do 70, a u stadijumu T3 (24 pacijenta)
prosjecna vrijednost MVD bila je 53,96 (SD+15,73) u rasponu od 32 do 89 (tabela 15).

U stadijumu T2, 19 pacijenata (79,2%) je imalo nizak stepen angiogeneze (MVD <
48), a 18 pacijenata (48,6%) visok stepen angiogeneze (MVD > 48). U T3 stadijumu, pet
pacijenata (20,8%) je imalo nizak stepen angiogeneze, a 19 pacijenata (51,4%) je imalo MVD

> 48, odnosno visok stepen angiogeneze (tabela 15).

Budu¢i da je p < 0,05, na osnovu vrijednosti X2 — testa p = 0,017, postoji statisticki

znacajna povezanost izmedu stadijuma bolesti i kategorija gustine krvnih sudova (MVD) KP,
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odnosno visok stepen angiogeneze u tumorskom tkivu (MVD > 48) bio je statisticki znac¢ajno
ceS¢e prisutan kod lokalno invazivnog karcinoma prostate (pT3) u odnosu na lokalno

ogranic¢en KP.

Vrijednosti kategorija gustine krvnih sudova u odnosu na stadijum bolesti prikazani su

na grafikonu 12 .

B MVD<48& MVD>48

Grafikon 12. Odnos gustine krvnih sudova (MVD) i stadijuma bolesti (pT).

4.5.1.3. Odnos gustine krvnih sudova i patohistoloskog gradusa karcinoma prostate —
Gleason skor (GS)

Analizom grupa pacijenata na osnovu prosjecne vrijednosti gustine krvnih sudova
(MVD) u KP u odnosu na Gleason skor (GS) primjenom analize MANOVA gdje je vrijednost
p = 0,044, odnosno p < 0,05, dokazana je znacajna statisticka razlika, tj. loSe diferentovani
karcinomi prostate imali su statistiCki znacajno vecu gustinu krvnih sudova u tumorskom

tkivu u odnosu na umjereno i dobro diferentovane KP.

U ispitivanoj populaciji u grupi u kojoj je Gleason skor <7 (21 pacijent), prosjecna
vrijednost MVD iznosila je 46,11+ 13,51, u rasponu od 22 do 73, a u grupi sa Gleason
skorom > 7 (40 pacijenta) prosjec¢na vrijednost MVD bila je 53,00 + 12,47 u rasponu od 27 do
78 (tabela 15).
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U grupi pacijenata sa niskim GS (GS < 7) 12 pacijenata (50%) je imalo nizak stepen
angiogeneze (MVD < 48), a devet pacijenata (24,3%) visok stepen angiogeneze (MVD > 48).
U grupi pacijenata sa GS > 7, 12 pacijenata (50%) je imalo nizak stepen angiogeneze, a 28

pacijenata (75,7%) je imalo MVD > 48, odnosno visok stepen angiogeneze (tabela 15).

B GS<7 = GS>7

70

60

F50

-40

+30

MVD<48 MVD>48

Grafikon 13. Odnos gustine krvnih sudova i patohistoloskog gradusa karcinoma

prostate (Gleason skor, GS).

Poredenjem kategorija gustine krvnih sudova MVD i kategorija GS, nadena je
statisti¢ki zna¢ajna razlika, buduéi da je p < 0,05, odnosno vrijednost y* — testa p = 0,039, §to
znaci da su pacijenti sa visokim stepenom angiogeneze u tumorskom tkivu (MVD > 48) imali
statisticki znaCajno CeS¢e loSe diferentovani karcinom prostate (GS > 7), nego dobro ili

umjereno diferentovan KP.
Vrijednosti kategorija MVD u odnosu na GS prikazane su na grafikonu 13.

4.5.1.4. Odnos gustine krvnih sudova i pojave metastaza u regionalnim limfnim
¢vorovima kod oboljelih od karcinoma prostate

Analizom grupa pacijenata na osnovu prosjecne vrijednosti gustine krvnih sudova

(MVD) u KP u odnosu na prisustvo metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima primjenom

analize MANOVA gdje je vrijednost p = 0,071 (za uzorke IB vrijednost p = 0,082, a za
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uzorke dobijene RP vrijednost p = 0,040), tj. p <0,1, dokazana je znacajna statisticka razlika.
To zna¢i da su pacijenti sa metastatski proSirenom bolesti imali statisti¢ki znacajno vecu

gustinu krvnih sudova u odnosu na pacijente sa KP bez metastaza.

U ispitivanoj populaciji, kod Sest pacijenata sa metastazama KP u regionalnim
limfnim ¢vorovima, pN1, prosjec¢na vrijednost MVD iznosila je 58,83 + 5,19 u rasponu od 50
do 65 (IB), odnosno 58,33 + 16,83 u rasponu od 39 do 88 (RP), a kod 55 pacijenata bez
metatstaza KP, pNO, prosjecna vrijednost MVD bila je 48,85 + 13,63 u rasponu od 22 do 78
(IB), tj. 45, 60 + 13,79 sa rasponom od 28 do 89 (RP) (Tabela 15).

U grupi pN1, svih pet pacijenata (16,2%) je imalo visok stepen angiogeneze (MVD >
48). U grupi pNO, 24 pacijenata (100%) je imalo nizak stepen angiogeneze, a 31 pacijenta
(83,8%) je imao MVD > 48, odnosno visok stepen angiogeneze (tabela 15).

Poredenjem kategorija gustine krvnih sudova MVD i grupa pNO i pN1, nadena je
statisticki zna€ajna razlika, budu¢i da je p < 0,05, tj. vrijednost X2 — testa p = 0,038, odnosno
visok stepen angiogeneze bio je statistiCki znaCajno CeS$¢i kod pacijenata sa metastatski

prosirenim KP, u odnosu na pacijente sa karcinomom prostate bez metastaza.

Vrijednosti kategorija MVD u odnosu na prisustvo metastaza u regionalnim limfnim

¢vorovima prikazane su na grafikonu 14.

B MVD <48 @MVD > 48

pNO pN1

Grafikon 14. Odnos gustine krvnih sudova i prisustva metastaza u limfnim ¢vorovima.

106



4.5.2. Demografske i klinicke karakteristike karcinoma prostate u odnosu na ekspresiju

vaskularnog endotelnog faktora rasta — VEGF

Vrijednosti ekspresije VEGF odredene su na osnovu jasne citoplazmatske smede
prebojenosti hromogenom supstancom. Semikvantitativna analiza ekspresije VEGF izvrSena

je prema procentu pozitivnih tumorskih ¢elija i intenzitetu obojenosti citoplazme.

Ekspresija VEGF prikazana je kroz sljedeci skor:

. skor 1 = 0-20% tumorskih celija koje pokazuju slabu pozitivnost (slika 17).

. skor 2 = 21-50% tumorskih ¢elija koje pokazuju umjerenu do jaku pozitivnost;
. skor 3 = >50% tumorskih celija koje pokazuju umjerenu do jaku pozitivnost
(slika 18).

S obzirom na kvantitet i kvalitet imunohistohemijske reakcije, grupa tumora sa skorom
1 oznacena je tumorima niske ekspresije VEGF, grupa tumora sa skorom 2 ¢inila je tumore sa
srednjom ekspresijom VEGF, a u kategoriju tumora sa visokom ekspresijom VEGF svrstani

su tumori oznaceni skorom 3.

Slika 17. Niska ekspresija VEGF u karcinomima prostate (VEGF x 100)
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Slika 18. Visoka ekspresija VEGF u karcinomima prostate (VEGF x 200).

Uzorci karcinoma prostate 59 pacijenata pokazali su pozitivnu difuznu citoplazmatsku
ekspresiju, sa podruc¢jima pozitivne ekspresije i fokusima negativne ekspresije citoplazme
tumorskih celija. Pozitivna citoplazmatska ekspresija VEGF nije bila jednolika, razli€iti
tumorski fokusi su pokazivali razli€it stepen ekspresije VEGF. Fokalno su bila prisutna
podrucja peritumoralne stromalne pozitivne ekspresije VEGF. Karcinomi prostate dva

pacijenta nisu pokazala ekspresiju VEGF.

U ispitivanoj populaciji visoka ekspresija VEGF (skor 3) bila je prisutna kod 10
pacijenata (16,39%), umjerena ekspresija VEGF (skor 2) nadena je kod 31 pacijenta
(47,54%), niska/negativna ekspresija VEGF (skor 1) kod 20 pacijenata, od kojih niska kod 18
pacijenta (32,79%), a negativna kod dvs pacijenta (3,27%) (tabela 14),( grafikon 15).

Prosjecna starost pacijenata sa niskom ekspresijom VEGF u tumorskim c¢elijama je
bila 67,80 +5,88 (52-75) godina, sa umjerenom ekspresijom VEGF prosjecna Zivotna dob je
iznosila 66,00 £+ 5,10 (55-78) godina, dok je prosjecna Zivotna dob kod pacijenata sa visokom
ekspresijom VEGF iznosila 64,70 +4,27 (54-70) godina. Razlika u starosti oboljelih od
adenokarcinoma prostate u odnosu na nivo ekspresije VEGF u tumorskim ¢elijama nije bila

od statistickog znacaja, posto je vrijednost MANOVA p =0, 274, tj. p> 0,1 (tabela 16).
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Grafikon 15. Prikaz ekspresije VEGF u karcinomima prostate

4.5.2.1. Odnos ekspresije VEGF i predoperativnih serumskih vrijednosti PSA

Prosjecna vrijednost predoperativnog serumskog PSA iznosila je 16,64 + 11,99 ng/ml,
sa minimalnom vrijedno$¢u 5,9 ng/ml, a maksimalnom 47,8 ng/ml kod pacijenata sa niskom
ekspresijom VEGF, a 14,76 = 13,99 ng/ml, rasponom 2,8-73,3 ng/ml kod pacijenata sa
umjerenom ekspresijom VEGF, odnosno 17,30 + 18,84 ng/ml i rasponom 6,5-70,0 ng/ml kod
pacijenata sa visokom ekspresijom VEGF. Poredenjem vrijednosti kategorija ekspresije
VEGEF i prosjecnih vrijednosti SPSA nije nadena statisticki znacajna razlika, budu¢i da je

vrijednost MANOVA p = 0,842, odnosno p > 0,1 (tabela 16).

U grupi pacijenata sa niskom ekspresijom VEGF, nizak stepen rizika sPSA imalo je
Sest pacijenata (27,3%), srednji stepen rizika SPSA devet pacijenata (32,1%), a visok stepen
rizika sPSA pet pacijenata (45,5%). U grupi pacijenata sa umjerenom ekspresijom VEGF, 12
pacijenata (54,5%) je imalo nizak stepen sSPSA, 14 pacijenata (50,0%) srednji stepen rizika, a
pet pacijenata (45,5%) visok stepen rizika sSPSA. U grupi pacijenata sa visokom ekspresijom
VEGF, cetiri pacijenta (18,2%) su imala nizak stepen sPSA, pet pacijenata (17,9%) srednji
stepen rizika, a jedan pacijent (9,1%) visok stepen rizika sPSA. Poredenjem kategorija
ekspresije VEGF u karcinomima prostate i vrijednosti serumske PSA podijeljenih u grupe u
odnosu na stepen rizika, nije dokazana statisticki znacajna razlika, budu¢i da je p > 0,1

odnosno vrijednost x2 —testa p =0, 860 (tabela 16, grafikon 16).

Znaci, vrijednosti serumskog PSA (i kao kontinualne i kao kategorijalne varijable)
pacijenata oboljelih od karcinoma prostate, nisu bile statisticki znacajno vece kod pacijenata
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sa visokom ekspresijom VEGF u tumorskom tkivu, u odnosu na pacijente sa niskom

ekspresijom VEGF u KP.

B PSA(<10) @PSA(10-20) @ PSA(>20)

VEGEF (3)

VEGF (1) VEGF (2)

Grafikon 16. Odnos ekspresije VEGF i vrijednosti serumskog PSA.

Tabela 16. Prikaz ekspresije VEGF i klinini¢ko patoloskih karakteristika karcinoma prostate.

VEGF skor 1 V]?Z(ig(s)l;:; 2 VEGF skor 3 Statisticki znacaj
(-20%) n=20 e (>50%) n=10
Starost 67.80+5.88 | 6600£510 | 6470427 | P=0274 MANOVA:
(prosjek=SD) | (52,0-75,0) (55,0-78.0) (54,0-70,0) P>0,1
PSA £ SD 16,64 11,99 | 14,76 +13,99 | 17,30 % 18,84 | p=0,842 MANOVA;
* (5.9-47.8) (2.8-73.3) (6,5-70,0) p>0,1
<10 6 (27.3%) 12 (54.5%) 4 (18.2%) ,
10-20 9 (32.1%) 14 (50,0%) 5(17.9%) P‘0’86>O X test;
>20 5 (45.5%) 5 (45.5%) 1(9.1%) p=0,
Gleason skor GS
<7 15 (75.0%) 6 (19.4%) 0 (0%) p=0,000 y*-test;
>7 5 (25.0%) 25 (80.6%) 10 (100%) p<0,001
Stadijum
T2 16 (80.0%) 21 (67.7%) 0 (0%) p=0,000 7’—test;
T3 4 (20,0%) 10 (32.3%) 10 (100%) p < 0,001
pN
NO 19 (95.0%) 29 (93.5%) 7 (70.0%) p=0,064 y*—test;
N1 1(5.0%) 2 (6.5%) 3 (30.0%) p<0,1
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4.5.2.2. Odnos ekspresije VEGF i patohistoloSkog gradusa karcinoma prostate -
Gleason skor (GS)

U grupi pacijenata sa niskim GS (GS < 7), 15 pacijenata (75,0%) je imalo
nisku/negativnu ekspresiju VEGF, a Sest pacijenata (19,4%) je pokazalo umjerenu ekspresiju
VEGTF, dok nijedan pacijent (0%) nije imao visoku ekspresiju VEGF. U grupi pacijenata sa
GS > 7, pet pacijenata (25,0%) je imalo nisku ekspresiju VEGF, 25 pacijenata (80,6%)
umjerenu ekspresiju, a 10 pacijenata visoku ekspresiju VEGF (100%) (tabela 16).

Poredenjem vrijednosti kategorija ekspresije VEGF 1 patohistoloSskog gradusa
karcinoma prostate (Gleason skora, GS), uoCena je statisticki znacajna razlika buduci da je p
< 0,001, odnosno vrijednost X2 — testa p = 0,000. To znac¢i da je ekspresija VEGF u
tumorskom tkivu bila statisticki znafajno veca kod pacijenata sa loSije diferentovanim
karcinomom prostate (GS > 7) u odnosu na pacijente sa dobro i umjereno diferentovanim KP

(tabela 16).

Vrijednosti ekspresije VEGF u odnosu na Gleason skor prikazane su na grafikonu 17.

B VEGF (1) H VEGF (2) ® VEGFE

Grafikon 17. Odnos ekspresije VEGF i patohistoloskog gradusa karcinoma
prostate (Gleason skor, GS).
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4.5.2.3. Odnos ekspresije VEGF i stadijuma bolesti kod oboljelih od karcinoma prostate

Visoka ekspresija VEGF u pacijenata ¢ija bolest je bila u stadijumu T2 nije bila
prisutna niti u jednog pacijenta (0%). Umjerena ekspresija VEGF kod pacijenata u T2
stadijumu je zabiljeZena u 21 slucaju (67,7%), a niska ili negativna ekspresija VEGF kod 16
pacijenata (80,0%). Kod pacijenata u T3 stadijumu bolesti visoka ekspresija je potvrdena u 10
pacijenata (100%), umjerena ekspresija u 10 (32,3%) i negativna ili slaba ekspresija u Cetiri

ispitanika (20,0%) (tabela 16).

Poredenjem vrijednosti kategorija ekspresije VEGF 1 stadijuma bolesti, dobijena je
statisticki znac€ajna razlika budu¢i da je p < 0,001, odnosno vrijednost XZ — testa p = 0,000, tj.
statisticki zna€ajno veca ekspresija VEGF je bila prisutna u tumorskom tkivu pacijenata sa
lokalno proSirenim karcinomom prostate (pT3) u odnosu na tkivo pacijenata sa lokalno

ograni¢enim KP (pT2) (tabela 16).

Vrijednosti ekspresije VEGF u odnosu na stadijum bolesti prikazani su na grafikonu

18.

@ VEGF (1) @ VEGF (2) @ VEGF (3)

pT2 pT3

Grafikon 18. Odnos ekspresije VEGF i stadijuma bolesti.
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4.5.2.4. Odnos ekspresije VEGF i pojave metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima
kod oboljelih od karcinoma prostate

Kod bolesnika bez metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima, 19 pacijenata je bilo u
grupi sa negativnom ili niskom ekspresijom VEGF (95,0%) dok je umjerena ekspresija
potvrdena kod 29 (93,5%) slucajeva, a visoku ekspresiju je ispoljilo sedam (70,0%) oboljelih.
Visoka ekspresija VEGF je uocena kod tri (30,0%) oboljelih sa prisutnim metastazama u
regionalnim limfnim ¢vorovima, a negativnu ili nisku ekspresiju VEGF je pokazao jedan
(5,0%) pacijent, koji je imao metastaze u limfnim ¢vorovima. Umjerena ekspresija VEGF u

oboljelih sa metastazama u limfnim ¢vorovima je nadena u dva (6,5%) slucaja (tabela 16).

Poredenjem vrijednosti kategorija ekspresije VEGF kod pacijenata kod kojih nisu
nadene metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima sa pacijentima kod kojih su potvrdene
metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima nadena je razlika od statistickog znacaja posto je
p < 0,1, odnosno vrijednost XZ — testa p = 0,064. To znaci da je ekspresija VEGF u
tumorskom tkivu bila statisticki znacajno veca kod pacijenata sa metastatski proSirenom

bolesti (pN1) u odnosu na pacijente sa KP bez metastaza (pNO) (tabela 16).

Odnos ekspresije VEGF 1 prisutnih metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima je

prikazana na grafikonu 19.

B pNO  HpNI1

VEGF- 1 VEGF- 2 VEGF- 3

Grafikon 19. Odnos ekspresije VEGF i prisustva metastaza u regionalnim limfnim

¢vorovima.
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4.5.3. Demografske i klinicke karakteristike karcinoma prostate u odnosu na ekspresiju

matriks metaloproteinaze 9 (MMP-9)

Vrijednosti ekspresije MMP-9 odredene su na osnovu jasne citoplazmatske smede
prebojenosti hromogenim supstratom. Semikvantitativna analiza ekspresije MMP-9 izvrSena
je prema procentu pozitivnih tumorskih ¢elija i intenzitetu obojenosti citoplazme, ¢ijim je
sabiranjem odreden imunohistohemijski skor, i to: skor 0 — nema reakcije u celijama, skor 1—
2 — nizak stepen ekspresije (slika 19), skor 3—4 — umjeren stepen ekspresije i skor 5—6 — visok

stepen ekspresije (slika 20) (54).

Slika 19. Niska ekspresija MMP-9 u karcinomima prostate (MMP-9 x 100)

Prosje€na starost pacijenata sa niskom ekspresijom MMP-9 u tumorskim celijama je
bila 66,38 + 4,65 godina, sa umjerenom ekspresijom MMP-9 prosjec¢na Zivotna dob je iznosila
66,83 + 6,15 godina, dok je prosjecna Zivotna dob kod pacijenata sa visokom ekspresijom
MMP-9 iznosila 65,64 + 5,06 godina. Razlika u starosti oboljelih od adenokarcinoma prostate
u odnosu na nivo ekspresije MMP-9 u tumorskim celijama nije bila od statistickog znacaja,

posto je vrijednost MANOVA p = 0,809, odnosno p > 0,1 (tabela 17).
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Slika 20. Visoka ekspresija MMP-9 u karcinomima prostate (MMP-9 x 100)

MMP-9
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B MMP-9 (1-2) B MMP-9 (3-4) O MMP-9 (5)

Grafikon 20. Prikaz ekspresije MMP-9 u karcinomu prostate.
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4.5.3.1. Odnos ekspresije MMP-9 i predoperativnih serumskih vrijednosti PSA
Prosjecna vrijednost predoperativnog serumskog PSA iznosila je 14,34 + 10,24 ng/ml,
sa minimalnom vrijednos¢u 4,1, a maksimalnom 47,8 ng/ml kod pacijenata sa niskom
ekspresijom MMP-9, a 12,74 + 8,22 ng/ml i rasponom 3,4-35,0 ng/ml kod pacijenata sa
umjerenom ekspresijom MMP-9, odnosno 23,30 + 23,07 ng/ml i rasponom 2,8-73,3 ng/ml

kod pacijenata sa visokom ekspresijom MMP-9.

Poredenjem kategorija ekspresije MMP-9 u karcinomima prostate i1 prosjecne
vrijednosti predoperativne serumske PSA, dokazana je statisticki znac¢ajna razlika budu¢i da
je vrijednost MANOVA p = 0,067, tj. p < 0,1, Sto znaci da je kod pacijenata sa poviSenim
vrijednostima sPSA bila statisticki znac¢ajno veca ekspresija MMP-9 u tumorskom tkivu, nego

kod pacijenata koji su imali manje vrijednosti predoperativhog sPSA (tabela 17).

Tabela 17. Prikaz ekspresije MMP-9 1 klinicko patoloSkih karakteristika karcinoma prostate

MMP-9 skor | MMP-9 skor MMP-9 Statisticki znataj
1-2 n=24 3-4 n=23 skor 5-6 n=14
Starost 66,38 + 4,65 66,83 + 6,15 65,64 + 5,06 P=0,809 MANOVA;
(prosjek+SD) (54,0-75,0) (52,0-78,0) (55,0-74,0) P>0,1
PSA + SD 14,34+10,24 12,7448,22 23,30+23,07 p=0,067 MANOVA;
- (4,1-47,8) (3,4-35,0) (2,8-73,3) P<0,1
<10 8 (36,4%) 10 (45,5%) 4 (18,2 %) ) )
10-20 13 (46,4%) 9 (32,1%) 6 (21,4%) P_O,g4>38(1—t65t,
>20 3(27,3%) 4 (36,4%) 4 (36,4%) ’
Gleason skor GS
<7 18 (75,0%) 3(13,0%) 0 (0 %) p=0,000 xz—test;
>7 6 (25,0%) 20 (87,0%) 14 (100%) p <0,001
Stadijum
T2 19 (79,2%) 13 (56,5%) 5 (35,7%) p=0,027 xz—test;
T3 5 (20,8%) 10 (43,5%) 9 (64,3%) p <0,05
pN
NO 24 (100%) 21 (91,3%) 10 (71,4%) p=0,017 xz—test;
N1 0 (0%) 2 (8,7%) 4 (28,6%) p <0,05

U grupi pacijenata sa niskom ekspresijom MMP-9, nizak stepen rizika sPSA imalo je
osam pacijenata (36,4%), srednji stepen rizika sPSA 13 pacijenata (46,4%), a visok stepen
rizika sPSA tri pacijenta (27,3%). U grupi pacijenata sa umjerenom ekspresijom MMP-9, 10
pacijenata (45,5%) je imalo nizak stepen sPSA, devet pacijenata (32,1%) srednji stepen rizika,
a cCetiri pacijenta (36,4%) visok stepen rizika sPSA. U grupi pacijenata sa visokom

ekspresijom MMP-9, Cetiri pacijenata (18,2%) je imalo nizak stepen sPSA, Sest pacijenata
116



(21,4%) srednji stepen rizika, a Cetiri pacijenta (36,4%) visok stepen rizika SPSA. Poredenjem
kategorija ekspresije MMP-9 u karcinomima prostate i vrijednosti serumske PSA podijeljenih
u grupe u odnosu na stepen rizika nije dokazana statisti¢ki znacajna razlika posto je p > 0,1,

odnosno vrijednost xz— testa p = 0, 643 (tabela 17), (grafikon 21).

B PSA<10 HPSA(10-20) BPSA(>20)

MMP-9 (1-2) | MMP-9 (3-4) | MMP-9 (5)

Grafikon 21. Odnos ekspresije MMP-9 i vrijednosti serumskog PSA.

4.5.3.2. Odnos ekspresije MMP-9 i patohistoloSkog gradusa karcinoma prostate —
Gleason skor (GS)

U grupi pacijenata sa niskim GS (GS < 7), 18 pacijenata (75,0%) je imalo nisku
ekspresiju MMP-9, tri pacijenta (13,0%) je pokazalo umjerenu ekspresiju MMP-9, dok
nijedan pacijent (0%) nije pokazao visoku ekspresiju MMP-9. U grupi pacijenata sa GS > 7,
14 pacijenata (100%) je imalo visoku ekspresiju MMP-9, 20 pacijenata (87,0%) umjerenu
ekspresiju, a Sest pacijenata nisku ekspresiju MMP-9 (25,0%) (tabela 17).

Poredenjem vrijednosti kategorija ekspresije MMP-9 i patohistoloskog gradusa
karcinoma prostate izrazenog u vidu Gleason skora (GS), uoCena je statisticki znacajna
razlika posto je p < 0,001, odnosno vrijednost y* — testa p = 0,000, tj. visoka ekspresija MMP-
9 je bila statisticki znaCajno ¢eSc¢e prisutna u tumorskom tkivu loSe diferentovanih karcinoma

prostate (GS > 7) u odnosu na tkivo dobro ili umjereno diferentovanih KP.
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Vrijednosti ekspresije MMP-9 u odnosu na Gleason skor (GS) prikazane su na

grafikonu 22.

B MMP-9 (1-2) GMMP-9 (3-4) @ MMP-9 (5)

Grafikon 22. Odnos ekspresije MMP-9 i patohistoloskog gradusa karcinoma
prostate (Gleason skor, GS).

4.5.3.3. Odnos ekspresije MMP-9 i stadijuma bolesti kod oboljelih od karcinoma
prostate

Visoka ekspresija MMP-9 u pacijenata ¢ija bolest je bila u stadijumu T2, bila je

prisutna u pet pacijenata (35,7%). Umjerena ekspresija MMP-9 kod pacijenata u T2 stadijumu

zabiljezena je u 13 slucajeva (56, 5%), a niska ili negativna ekspresija MMP-9 kod 19

pacijenata (79,2%). Kod pacijenata u T3 stadijumu bolesti, visoka ekspresija MMP-9 je

potvrdena u devet pacijenata (64,3%), umjerena ekspresija u 10 (43,5%) i negativna ili slaba

ekspresija u pet ispitanika (20,8%) (tabela 17).

Poredenjem vrijednosti kategorija ekspresije MMP-9 i stadijuma bolesti dobijena je
statisticki znacajna razlika posto je p < 0,05, odnosno vrijednost XZ — testa p = 0,027, Sto znaci
da je visoka ekspresija MMP-9 bila statistiCki znacajno C¢eS¢e prisutna u tumorskom tkivu

lokalno invazivnog KP (pT3) u odnosu na tkivo lokalno ograni¢enog KP (pT2) (tabela 17).

Vrijednosti ekspresije MMP-9 u odnosu na stadijum bolesti prikazani su na grafikonu
23.
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Grafikon 23. Odnos ekspresije MMP-9 i stadijuma bolesti.

4.5.3.4. Odnos ekspresije MMP-9 i pojave metastaza u regionalnim limfnim évorovima
kod oboljelih od karcinoma prostate

Kod bolesnika bez metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima, najviSe pacijenata je
bilo u grupi sa niskom ekspresijom MMP-9 — 24 oboljelih (100%), dok je umjerena ekspresija
potvrdena kod 21 (91,3%) slucaja, a visoku ekspresiju je ispoljilo 10 (71,4%) oboljelih.
Visoka ekspresija MMP-9 je uoc¢ena kod Eetvoro (28,6%) oboljelih sa prisutnim metastazama
u regionalnim limfnim ¢vorovima, a nisku ekspresiju MMP-9 nije imao niti jedan (0%)
pacijent. Umjerena ekspresija MMP-9 u oboljelih sa metastazama u limfnim ¢vorovima je

nadena u dva (8,7%) slucaja (tabela 17).

Poredenjem vrijednosti kategorija ekspresije MMP-9 kod pacijenata kod kojih nisu
nadene metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima sa pacijentima kod kojih su potvrdene
metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima, nadena je razlika od statistickog znacaja posto je
p < 0,05, odnosno vrijednost x> — testa p = 0,017. To znai da je visoka ekspresija MMP-9
statisticki znacajno CeSce bila prisutna u tumorskom tkivu pacijenata koji su imali metastatski

proSirenu bolest (pN1), u odnosu na tkivo pacijenata sa KP bez metastaza (pNO) (tabela 17).

Odnos ekspresije MMP-9 1 prisustva metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima

prikazana je na grafikonu 24.
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B pNO = pN1
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Grafikon 24. Odnos ekspresije MMP-9 i prisustva metastaza u regionalnim

limfnim ¢vorovima.

4.54. Odnos gustine krvnih sudova i proangiogenih faktora u adenokarcinomima

prostate

4.5.4.1. Odnos gustine krvnih sudova i ekspresije VEGF u adenokarcinomima prostate

U grupi tumora sa visokom ekspresijom VEGF, prosjecna gustina krvnih sudova je
iznosila 59,8 0 = 19, 20 (39-89), a od 37 karcinoma sa visokim stepenom angiogeneze (MVD
> 48), devet pacijenata (24,3%) je ispoljilo visoku ekspresiju VEGF (tabela 18) .

U grupi pacijenata sa umjerenom ekspresijom VEGF, prosjecna gustina krvnih sudova
je bila 47,16+ 13,11 (29-70) (tabela 18), a od ukupno 24 pacijenta sa niskom gustinom krvnih
sudova (MVD < 48), umjerenu ekspresiju VEGF je imalo 12 pacijenata (50,0%), dok je, od
37 pacijenata sa visokim stepenom angiogeneze, njih 19 (51,4%) pokazalo umjerenu

ekspresiju VEGF (tabela 18).

U grupi pacijenata sa negativnhom ili niskom ekspresijom VEGF, prosje¢na gustina
krvnih sudova je iznosila 39,90 + 8,72 (28-60). Od ukupno 24 slucaja sa niskim stepenom
angiogeneze (MVD < 48), visoka ekspresija VEGF je zabiljeZena kod svega jednog pacijenta
(4,2%) (tabela 18).
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Tabela 18. Odnos gustine krvnih sudova i proangiogenih faktora u karcinomima prostate

Proanglogem 1.3.1*01 MVD +SD MVD <48 MVD > 48 StatlSElc.kl
faktori pacijenata n= 24 n =37 znacaj
VEGF
Skor 1(-20%) 20 39’(92%_23)’72 11 (45,8%) 9 (24,3%)
p = 0,059
Skor 2 47,16 £ 13,11 i
(21-50%) 31 (29 -70) 12 (50,0%) 19 (51,4%) ptzs(t),1
Skor 3 59,80 £ 19,20 ’
> 50%) 10 (39-89) 1 (4,2%) 9 (24,3%)
Statisticki p=0,003MANOVA;
znacaj p <0,05
MMP-9
Skor 1-2 24 37’(9268_25)’86 14 (583%) | 10(27.0%)
48,35+ 10,26 p=0.023y°
Skor 3-4 23 ’(32f70)’ 8 (33,3%) 15 (40,5%) test;
Skor 5 14 39,64 £ 17,99 2 (8,3%) 12 (32,4%) P00
(29-89) = T
Statistika p=0,000MANOVA;
znacajnost p <0,001

Poredenjem vrijednosti prosjecne gustine krvnih sudova koja je dobijena za svaku

VEGEF kategoriju, potvrdeno je postojanje razlike od visokog statistiCkog znacaja buduci da je

vrijednost MANOVA p = 0,003, odnosno p < 0,05, $to zna¢i da KP sa ve¢om gustinom

krvnih sudova imaju statisti¢ki znacajno ¢eSc¢e 1 visoku ekspresiju VEGF u tumorskom tkivu,

u odnosu na KP sa manjim brojem krvnih sudova (tabela 18).

Statisticki je potvrdeno postojanje znacajne razlike izmedu grupa pacijenata sa niskim

1 visokim stepenom angiogeneze u odnosu na grupe pacijenata sa visokom, umjerenom i

niskom ekspresijom VEGF na osnovu vrijednosti x2 — testa p = 0,059, tj. p < 0,1, odnosno

visoka ekspresija VEGF je statisticki znacajno ¢eSc¢e bila prisutna u tumorskom tkivu KP koji

su imali i visok stepen angiogeneze (MVD > 48), u odnosu na tumore sa niskim stepenom

angiogeneze (tabela 18), (grafikon 25).
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B MVD=<48 = MVD >48

VEGEF (1) VEGF (2) VEGF (3)

Grafikon 25. Odnos gustine krvnih sudova i ekspresije VEGF u karcinomima

prostate.

4.5.4.2. Odnos gustine krvnih sudova i ekspresije MMP-9 u karcinomima prostate

Prosjecna gustina krvnih sudova u pacijenata sa niskom ekspresijom MMP-9 iznosila
je 37,96 + 8,86 (28-60), dok su pacijenti sa visokom ekspresijom MMP-9 imali gustinu
59,64+ 17,99 (29-89), a sa umjerenom ekspresijom 48,35 £10,26 (32-70) (tabela 18).

Poredenjem vrijednosti prosjecne gustine krvnih sudova koja je dobijena za svaku
MMP-9 kategoriju, potvrdeno je postojanje razlike od visokog statistickog znacaja posto je
vrijednost MANOVA p = 0,000, tj. p < 0,001, odnosno visoka ekspresija MMP-9 je statisticki
znacajno CeSce bila prisutna u KP sa ve¢im brojem krvnih sudova, nego u tumorima sa nizom

gustinom krvnih sudova (tabela 18).

Od ukupno 24 pacijenta sa niskom gustinom krvnih sudova (MVD < 48), niska
ekspresija MMP-9 je nadena kod 14 (58,3 %) pacijenta, umjerena ekspresija kod osam
pacijenata (33,3%), a visoka ekspresija kod dva pacijenta (8,3%). Od 37 pacijenata sa
visokom gustinom krvnih sudova u tumorskom tkivu (MVD > 48), niska ekspresija MMP-9 je
potvrdena kod 10 (27,0%) ispitanika, umjerena ekspresija kod 15 pacijenata (40,5%), a 12

pacijenata (32,4%) imalo je visoku ekspresiju (tabela 18).
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Poredenjem odnosa kategorija gustine krvnih sudova i ekspresije MMP-9, nadena je
razlika od statistickog znacaja, poSto je vrijednost X2 —testa p = 0,023, tj. p <0,05. To znaci da
je visoka ekspresija MMP-9 bila statisticki znacajno ¢eS¢e prisutna u tkivu KP sa visokim
stepenom angiogeneze (MVD > 48), nego u tkivima tumora sa niZim stepenom angiogeneze

(tabela 18), (grafikon 26).

BMVD <48 EMVD>48

MMP-9(1-2) MMP-9 (3-4) MMP-9 (5)

Grafikon 26. Odnos gustine krvnih sudova i ekspresije MMP-9 u karcinomima

prostate

4.5.4.3. Odnos ekspresije VEGF i MMP-9 u karcinomima prostate

U grupi pacijenata sa niskom ekspresijom VEGF, nizak stepen ekspresije MMP-9
imalo je 12 pacijenata (60%), srednji stepen ekspresije MMP-9 osam pacijenata (40%), a
visok stepen ekspresije MMP-9 nijedan pacijent (0%). U grupi pacijenata sa umjerenom
ekspresijom VEGF, 11 pacijenata (35,5%) je imalo nizak stepen ekspresije MMP-9, 11
pacijenata (35,5%) srednji stepen ekspresije MMP-9, a devet pacijenata (29%) visok stepen
ekspresije MMP-9. U grupi pacijenata sa visokom ekspresijom VEGF, jedan pacijent (10%)
je imao nizak stepen ekspresije MMP-9, Cetiri pacijenata (40%) srednji stepen ekspresije

MMP-9, a pet pacijenata (50%) visok stepen ekspresije MMP-9 (tabela 19).
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Poredenjem kategorija ekspresije  VEGF 1 kategorija ekspresije MMP-9 u
karcinomima prostate, dokazana je statisticki znacajna pozitivna korelacija, budu¢i da je
p < 0,05, odnosno vrijednost y* — testa p = 0,012. Zna¢i da je visoka ekspresija VEGF u
tumorskom tkivu bila statisticki znacajno ¢esce prisutna u KP koji su imali i visoku ekspresiju

MMP-9, u odnosu na KP sa niskom ekspresijom MMP-9 (tabela 19, grafikon 27)

Tabela 19. Odnos ekspresije VEGF i ekspresije MMP-9 u karcinomima prostate.

MMP-9 MMP-9 MMP-9 Statisticki
skor 1-2 skor 3-4 skor 5 znacaj
VEGFZ T T1Gss | IS |9 awom | POV e
VEGF 3 1 (10,0%) 4 (40,0%) 5 (50,0%) p <005
O MMP-9 (1-2) @ MMP-9 (3-4) @ MMP-9 (5)
70
60
50
L40
130
120
10
VEGF (1) VEGF (2) VEGF (3) ’

Grafikon 27. Odnos ekspresije VEGF i ekspresije MMP-9 u karcinomima prostate.

4.6. MULTIVARIJANTNA ANALIZA ODNOSA KLINICKOPATOLOSKIH
PARAMETARA, GUSTINE KRVNIH SUDOVA, EKSPRESIJE
PROANGIOGENIH FAKTORA I STADIJUMA BOLESTI (pT2 vs pT3) KOD
PACIJENATA OBOLJELIH OD KARCINOMA PROSTATE

Budu¢i da su sve dosad analizirane varijable (klini¢kopatohistoloSke karakteristike
KP, ukljucujuéi i Gleason skor, MVD, ekspresija proangiogenih faktora VEGF i MMP-9) bile
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statisticki visoko povezane sa patohistoloski odredenim stadijumom bolesti (pT), uradene su
univarijantne analize (Pirsonov test kontingencije, koeficijent multiple korelacije) 1
multivarijantne analize (MANOVA, diskriminativna analiza) svih ovih varijabli u cilju
odredivanja faktora koji bi se pokazali najznacajnijim u predvidanju lokalno ograni¢enog KP

(pT2), odnosno lokalno invazivnog KP (pT3).

Tabela 20. Znacaj razlike izmedu stadijuma (pT2 vs pT3) u odnosu na klini¢kopatoloske
parametre, MVD i proangiogene faktore.

Varijable % R F p k.dsk
Predoperativni sPSA
(<10 vs 10-20 vs >20 ng/ml) 128 129 .999 322 027
MVD
(<48 vs >48) 292 305 6.059 .017 012
| _ VEGF ) 480 | 561 [27.111 {000 | .286
(niska vs umjerena vs visoka ekspresija)
| MMP -9 ) 326|345 7971 [006 | .032
(niska vs umjerena vs visoka ekspresija)
Gleason skor 456|513 [21.065 [.000 | .237
(<7 vs>T)
pN
(pNO vs pN1) 379 410 11.929 .001 183

Legenda: Pirsonoov koeficijent kontigencije (); koeficijent multiple korelacije (R); koeficijent

diskriminacije (k.dsk).

Kao nezavisni prognosti¢ki parametri u predvidanju stadijuma bolesti (pT2 vs pT3)
oboljelih od karcinoma prostate, u ovoj analizi pokazali su se Gleason skor (p < 0,001),
VEGF (p < 0,001) i metastaze u limfnim ¢vorovima (pN1) (p = 0,001). Kao nezavisni
prognosticki parametri u procjeni pT mogli bi se smatrati i MMP-9 (p < 0.05) i MVD (p <
0,05) (tabela 20).

Na osnovu ovakvih rezultata moglo bi se ocekivati da bi pacijenti sa loSe
diferentovanim KP (GS > 7) 1 pozitivnom ekspresijom VEGF u tumorskim celijjama, kao i
prisutnim metastazama u regionalnim limfnim ¢vorovima (pN1) imali visi stadijum bolesti
(pT3). Veca vjerovatnoca da pacijenti imaju i visi stadijum bolesti bila bi i kod pacijenata sa

KP koji ima vecu gustinu krvnih sudova (MVD) i pozitivnu ekspresiju MMP-9.

U ovoj analizi se jedino predoperativni sPSA nije pokazao kao nezavisni prognosticki

parametar u procjeni pT (p > 0,1) (tabela 20).
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4.6.1. Karakteristike i homogenost stadijuma (pT2 vs pT3) u odnosu na razliite

klinickopatoloske parametre, MVD i proangiogene faktore

Na osnovu dosadaSnje analize ispitivane populacije i rezultata da je p = 0,000
(diskriminativna analiza) utvrdeno je da postoji jasno definisana granica izmedu stadijuma, tj.
da je moguce odrediti karakteristike i homogenost svakog od stadijuma (pT2 vs pT3) u

odnosu na razlicite klinickopatoloSke parametre, MVD i proangiogene faktore.

Tabela 21. Karakteristike i homogenost stadijuma (pT2 vs pT3) u odnosu na razlicite
klinickopatoloSke parametre, MVD i proangiogene faktore

Varijable dpr %
VEGF
(niska vs umjerena vs visoka ekspresija) 36.808
Gleason skor
(<Tvs 27) 30.502
pN
(pNO vs pN1) 23.552
MMP9
(niska vs umjerena vs visoka ekspresija) 4.118
Predoperativni sPSA ) )
(<10 vs 10-20 vs >20 ng/ml) 3.475
MVD
(<48 vs >48) 1.544
n/m 31/37 18/24
% 83.78 75.00

Legenda: hmg — homogenost; dpr % — doprinos obiljeZja karakteristikama

Svojstvo svakog subuzorka stadijuma u ispitivanoj populaciji najviSe definiSe VEGF
jer je doprinos obiljezja karakteristikama 36,81%, zatim slijedi GS (30,50%). Homogenost
stadijuma pT2 je 83,78%, a pT3 75,0%. Odnosno, karakteristike pT2 ima 31 od 37 pacijenata,
dok homogenost pT2 od 83,8% znali da Sest pacijenata ima druge karakteristike, a ne
karakteristike svoje grupe. Karakteristike pT3 ima 18 od 24 pacijenta, a homogenost je 75,0%
jer Sest pacijenata ima druge karakteristike. To znaci da je kod pacijenata ¢ije su karakteristike
slicne karakteristikama pT2, a nepoznata je njihova pripadnost stadijumu, moguce izvrSiti

prognozu sa pouzdano$¢u od 83,8%, da pripadaju bas pT2. (tabela 21).
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Na osnovu prethodno iznesenih rezultata moze se reci da su:

o karakteristike pT2: niska ekspresija VEGF, GS < 7, pNO, niska ekspresija

MMP-9, MVD <48, dok sPSA nema definisan nivo;

° karakteristike pT3: visoka ekspresija VEGF, GS > 7 , pN1, visoka ekspresija

MMP-9, MVD < 48, dok sPSA nema definisan nivo.

47. MULTIVARIJANTNA ANALIZA ODNOSA KLINICKOPATOLOSKIH
EKSPRESIJE
PROANGIOGENIH FAKTORA I METASTAZA U REGIONALNIM LIMFNIM
CVOROVIMA (pNO vs pN1) KOD PACIJENATA OBOLJELIH OD

PARAMETARA,

KARCINOMA PROSTATE

GUSTINE KRVNIH

SUDOVA,

Skoro sve dosad analizirane varijable (kliniCkopatohistoloSke karakteristike KP,

MVD, ekspresija proangiogenih faktora VEGF 1 MMP-9) bile su statisticki znacajno

povezane sa patohistoloSki verifikovanim prisustvom metastaza u regionalnim limfnim

¢vorovima (pN1). Uradene su univarijantne analize (Pirsonov test kontingencije, koeficijent

multiple korelacije) i multivarijantne analize (MANOVA, diskriminativna analiza) svih ovih

varijabli u cilju odredivanja faktora koji bi se pokazali najznacajnijim u predvidanju

metastatski proSirenog KP (pN1).

Tabela 22. Znacaj razlike izmedu postojanja metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima
(pNO vs pN1) u odnosu na klini¢kopatoloske parametre, MVD i proangiogene faktore.

X R F p k.dsk
Predoperativni SPSA (<10 vs 1020 vs>20ng/mn) | .159 | .161 1.571 215 .070
MVD (<48 vs>48) 257 | 266 | 4.493 .038 .031
VEGF (niska vs umjerena vs visoka ekspresija) 288 301 5.861 .019 .003
MMP-9 (niska vs umjerena vs visoka ekspresija) 344 .366 9.154 .004 .057
Gleason skor (<7 vs >7) 233 | 239 | 3.584 | 063 | .015
pT2vs pT3 379 | 410 | 11.929 | .001 124

Legenda: Pirsonoov koeficijent kontigencije (); koeficijent multiple korelacije (R); koeficijent

diskriminacije (k.dsk).

Kao nezavisni prognosticki parametar u predvidanju metastatski proSirene bolesti

(pNO vs pN1) oboljelih od karcinoma prostate u ovoj analizi pokazao se samo stadijum
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bolesti, pT (p = 0,001). Kao nezavisni prognosticki parametri u procjeni pN mogli bi se
smatrati i MMP-9 (p < 0,05), VEGF (p < 0,05) i MVD (p < 0,05), eventualno i GS (p <0,1)
(tabela 22).

U ovoj analizi jedino se predoperativni sPSA nije pokazao kao nezavisni prognosticki

parametar u procjeni pN (p > 0,1) (tabela 22).

4.8. MULTIVARIJANTNA ANALIZA ODNOSA KLINICKOPATOLOSKIH
PARAMETARA, GUSTINE KRVNIH SUDOVA, EKSPRESIJE
PROANGIOGENIH FAKTORA I HISTOLOSKE DIFERENTOVANOSTI,
GLEASON SKORA (<7vs >7) KARCINOMA PROSTATE

Sve dosad analizirane varijable (klinickopatohistoloSke karakteristike KP, MVD,
ekspresija proangiogenih faktora VEGF i MMP-9) bile su statisti¢ki znacajno povezane sa
histoloskom gradusom KP, odnosno Gleason skorom. Uradene su univarijantne analize
(Pirsonov test kontingencije, koeficijent multiple korelacije) 1 multivarijantne analize
(MANOVA, diskriminativna analiza) svih ovih varijabli, u cilju odredivanja faktora koji bi se
pokazali najznacajnijim u predvidanju umjereno i dobro diferentovanih KP (GS < 7), odnosno

loSe diferentovanih KP (GS > 7).

Tabela 23. Znacaj razlike izmedu histoloske diferentovanosti KP (GS <7 vs > 7) u odnosu na
klinickopatoloSke parametre, MVD i proangiogene faktore.

X R F p k.dsk
Predoperativni SPSA (<10 vs 10-20 vs > 20 ng/ml) .041 .042 102 751 .005
MVD (<48 vs>48) 255 264 4.420 .040 .025
VEGF (niska vs umjerena vs visoka ekspresija) 523 613 35.596 .000 710
MMP-9 (niska vs umjerena vs visoka ekspresija) 571 .696 55.291 .000 1.215
pT2vs pT3 456 S13 | 21.065 .000 .392
pNO vs pN1 233 239 3.584 .063 .039

Legenda: Pirsonoov koeficijent kontigencije (); koeficijent multiple korelacije (R); koeficijent

diskriminacije (k.dsk).

Kao nezavisni prognosticki parametri u predvidanju Gleason skora KP (<7 vs > 7) u

ovoj analizi pokazali su se stadijum bolesti, pT (p < 0,001), VEGF (p < 0,001) i MMP-9
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(p <0,001). Kao nezavisni prognosti¢ki parametri u procjeni GS mogao bi se smatrati i MVD

(p <0,05), eventualno i pN (p <0,1) (tabela 23).

U ovoj analizi predoperativni sPSA nije se pokazao kao nezavisni prognosticki

parametar u procjeni Gleason skora (p > 0, 1) (tabela 23).

4.9. KARAKTERISTIKE I HOMOGENOST HISTOLOSKE DIFERENTOVANOSTI
KP IZRAZENE PUTEM GLEASON SKORA (< 7 VS > 7) U ODNOSU NA
RAZLICITE KLINICKOPATOLOSKE PARAMETRE, MVD I
PROANGIOGENE FAKTORE

Na osnovu dosadasnje analize ispitivane populacije i rezultata da je p = 0,000
(diskriminativna analiza) utvrdeno je da postoji jasno definisana granica izmedu dvije grupe
formirane na osnovu vrijednosti Gleason skora (< 7 vs > 7), tj. da je moguce odrediti
karakteristike 1 homogenost svake od ove dvije grupe u odnosu na razliCite

klini¢kopatoloSke parametre, MVD i proangiogene faktore.

Tabela 24. Karakteristike i homogenost histoloske diferentovanosti KP (Gleason skor <7 vs
>7) u odnosu na razli€ite klinickopatoloske parametre, MVD i proangiogene faktore.

GS <7 GS>7 dpr %

MMP-9

(niska vs umjerena vs visoka 50.922

ekspresija)
VEGF

(niska vs umjerena vs visoka 29.757

ekspresija)
pT2 vs pT3 16.429
pNO vs pN1 1.635
MYVD (<48 vs >48) 1.048
Predoperativni sPSA i i 210
(<10 vs 10-20 vs > 20 ng/ml) )
n/m 21/21 36/40
% 100.00 90.00

Legenda: hmg — homogenost; dpr % — doprinos obiljeZja karakteristikama

Svojstvo svakog subuzorka histoloske diferentovanosti KP, Gleason skora ( <7 vs >7)

u ispitivanoj populaciji najviSe definiSe MMP-9 jer je doprinos obiljeZja karakteristikama
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50,92%, zatim slijedi VEGF (29,75%). Homogenost grupe GS < 7 je 100%, a GS > 7 — 90%.
Odnosno, karakteristike GS < 7 ima svih 21 pacijenata, dok homogenost GS < 7 od 100%
znaCi da O pacijenata ima karakteristike druge grupe. Karakteristike GS > 7 ima 36/40
pacijenta, a homogenost je 90% jer Cetiri pacijenta imaju druge karakteristike. To znaci da je
kod pacijenata sa karcinomom prostate ¢ije su karakteristike slicne karakteristikama GS <7, a

nepoznata je njihova histoloska diferentovanost, moguce izvrsiti prognozu sa pouzdano$¢u od
100% (tabela 24).

Na osnovu prethodno iznesenih rezultata moZze se reci da su:

. karakteristike grupe GS < 7: niska ekspresija VEGF, pT2, pNO, niska
ekspresija MMP-9, MVD <48, dok sPSA nema definisan nivo;

. karakteristike grupe GS > 7: umjerena i visoka ekspresija VEGF, pT3, pNI1,
umjerena i visoka ekspresija MMP-9, MVD > 48, dok sPSA nema definisan nivo.
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5. DISKUSIJA

Karcinom prostate jedinstven je u odnosu na vecinu drugih karcinoma na dva nacina
(282). Kao prvo, KP ima dugu istoriju rasta i razvoja, odnosno progredira mnogo sporije u
odnosu na vecinu karcinoma. Jos uvijek se vode ozbiljne diskusije oko toga da li brojni KP
uopste treba da se lijeCe, zbog Cinjenice da ¢e pacijenti umrijeti zbog nekih drugih razloga
prije nego Sto im KP pocne ugrozavati Zivot (283). Drugo, KP ima vrlo pouzdan marker svog
postojanja, sPSA, koji je jedinstven u cijeloj onkologiji. U skoro svakom slucaju, nivo sPSA
¢e porasti prije nego se rekurentan KP bude mogao klinicki detektovati. Dok su joS uvijek
kontroverzna stajaliSta oko toga da i je rastu¢i sPSA pravi surogat za neuspjeh sa pojavom
metastaza (koje neumitno vode smrtnom ishodu), sigurno je to da niko ne umire od KP bez
porasta nivoa sPSA (284). Pacijenti sa nivoom sPSA koji se mjeri u stotinama i hiljadama
skoro uvijek imaju metastatski uznapredovalu bolest, ako ne odmah, onda vrlo brzo ispoljenu.

Odnosno, Sanse da se razvije sistemska bolest su manje Sto je niZi nivo sPSA (282).

Prema literaturnim podacima, KP je rijedak kod pacijenata mladih od 40 godina (10).
Najveca ucestalost oboljenja u odnosu na dob bila je u sedmoj dekadi Zivota. U brojnim
studijama bolest se klinicki dijagnostikovala kod pacijenata 44-95 godina starosti sa srednjom
vrednos¢u 69,5 godina, odnosno u sedmoj deceniji Zivota (73, 78, 85, 90-92, 279, 281, 285,
286). Ispitivanu populaciju u nasoj studiji ¢inio je 61 pacijent Cija se Zivotna dob kretala 52—

78 godina, ¢ija je srednja vrijednost iznosila 66,38 + 5,28 godina.

Klinic¢ari klasifikuju pacijente sa novootkrivenim KP na osnovu stadijuma i gradusa
bolesti da bi odredili prognozu. Klasifikacija je posebno bitna za muskarce oboljele od KP
zbog velike varijabilnosti u moguénostima progresije bolesti. Tumorski stadij, gradus i
prisustvo konkurentnih medicinskih rizika najmoc¢niji su pretkazivaci prezivljavanja (287).
Kao rezultat Siroko rasprostranjenog skrininga pacijenata pomocu sPSA tokom posljednjih
decenija, vecina pacijenata oboljelih od KP se danas otkrivaju kao klini¢ki lokalizovani
karcinomi, veoma rijetko gradirani kao GS < 6 (287). PSA testiranje je ubrzalo vrijeme
dijagnostikovanja KP za oko 5-10 godina. Sama ova c¢injenica donijela je dramati¢na
poboljsanja u duZzini prezivljavanja zato Sto se doimalo da pacijenti zive dodatnih 5-10 godina
sa postavljenom dijagnozom KP, ¢ak i u odsustvu primjene bilo kakve terapije (288).

Epidemiolozi su ovaj fenomen nazvali “zero-time shift’ (doslovno prevedeno “prebacaj na
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nulto vrijeme” ili “povratak na nulu”), odnosno pacijentima je naizgled produzen Zivot nakon
postavljanja dijagnoze KP, a on to, u sustini, nije (289). U velikoj studiji provedenoj u vise
zemalja Evrope, koja je obuhvatila 182.000 muskaraca kojima je uraden skrining ranog
detektovanja KP, pokazano je da je ¢ak 50% pacijenata imalo tzv. klini¢ki indolentan KP,

odnosno, ovi pacijenti tokom svog Zivota nisu ispoljili klinicke simptome KP (31).

Generalno, serumski PSA nivoi koreliraju sa vefim volumenom tumora,
uznapredovalim stadijumom bolesti i viSim gradusom KP (1, 92, 285). Blackwell je naSao
znaCajnu pozitivhu korelaciju izmedu sPSA i primarnog Gleason gradusa, procenta
zastupljenosti GG 4 i 5, nuklearnog gradusa i sadrzaja DNK u velikoj seriji uzoraka dobijenih
nakon radikalne prostatektomije. KP sa GS 7 imali su znaCajno vecu srednju vrijednost sPSA
i volumen tumora u odnosu na KP sa nizim GS (< 7) (290). Medutim, Partin je u svom
istrazivanju zakljucio da je sPSA od ograni¢ene koristi u stadiranju lokalno ograni¢enog KP
zbog uticaja gradusa tumora. Uporedujuci volumen KP, a ne volumen prostate (PSA/volumen
KP), nasao je negativnu korelaciju sa GS. Iako KP viSih gradusa stvaraju manje PSA u
poredenju sa KP nizih gradusa, uopste uzev, loSe diferentovani tumori su udruzeni sa ve¢im
vrijednostima sSPSA buduc¢i da ovi tumori imaju tendenciju da budu veci i u uznapredovalim
stadijumima (286). Postoje i1 izuzeci kad su KP veoma visokog gradusa toliko loSe

diferentovani da su nivoi sPSA disproporcionalno niski (1).

U naSoj studiji nije dokazana statisticki znaCajna povezanost nivoa sPSA (i
kontinualnih i kategorijalnih vrijednosti) sa stadijumom bolesti (pT2 vs pT3), kao ni sa
histoloskom diferentovano$¢u KP izrazenom Gleason skorom (<7 vs > 7). Serumski PSA je u
naSoj studiji, kao i u nekim drugim studijama, pokazao da ne moZe objezbijediti korisne
patoloske korelacije posmatrano za svakog pacijenta pojedinacno (285, 291-294). Znacajno
preklapanje vrijednosti sPSA izmedu razli¢itih stadijuma (pT2 vs pT3) nije omogucilo
razgraniCavanje ovih vrijednosti u odnosu na lokalno ograni¢en KP, odnosno lokalno

invazivni KP.

Jednako vazna, ali suptilnija pojava koja bi mogla takode djelovati na ishod KP je tzv.
Will Rogersov fenomen (295). Iako se Gleason sistem odredivanja gradusa karcinoma sam po
sebi nije promijenio od 1980-ih, njegova primjena jeste. Nekoliko faktora, ukljucujuci pojavu
PSA testiranja, transrektalnu ultrasonografiju, pistolj za uzimanje iglenih biopsija prostate i

dramati¢no povecanje izvodenja RP, uzrokovali su statisti¢ki znacajno povecanje vrijednosti
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GS karcinoma prostate na iglenim biopsijama, $to je zauzvrat dovelo do naizgled statisticki
znacajnog poboljSanja u preZivljavanju pacijenata u brojnim studijama (287). Razlika u
primjeni GS u ovim studijama odraz je promjene u nacinu interpretacije uzoraka IB prostate
od strane patologa, prije nego selektivno identifikovanje agresivnijih KP putem PSA testiranja
(287). Epstein je zakljucio da usljed sve ceS¢e poviSenih vrijednosti GS u karcinomima
prostate dobijenih nakon RP u odnosu na GS odredene na predoperativnim iglenim
biopsijama prostate, GS 2—4 ne bi trebalo dijagnostikovati na iglenim biopsijama prostate
(296). Nakon toga, Pan je preporucio modifikaciju Gleason skor sistema koja bi trebalo da
reflektuje 1 prisustvo relativno malih podrucja loSe diferentovanog karcinoma (tzv. tercijarni
Gleason gradus) (297). JoS uvijek nema konsenzusa oko upotrebe tercijarnog Gleason
gradusa, odnosno, da li ¢e se on i dalje voditi kao tercijarni GG, ili bi ga trebalo uvrstiti u
Gleason skor kao sekundarnu komponentu budu¢i da predstavlja najagresivniju komponentu
KP (u sluCaju da se radi o GGS). Ukoliko se ovaj prijedlog prihvati, primjena ove
modifikacije ¢e dodatno doprinijeti promjeni u tumacenju GS. Dio ili sva prijavljena
poboljsanja u ishodu bolesti prilikom poredenja savremenih rezultata sa onim tzv. istorijskim
rezultatima iz proSlog vijeka u novijim istrazivanjima, u suStini predstavljaju rezultat
reklasifikacije Gleason skora. Odnosno, danas patolozi ne interpretiraju Gleason skor na isti
nacin kao S$to se radilo decenijama prije. Ukoliko se dovoljno obazrivo ne tumace rezultati
poboljsanja u klinickom ishodu bolesti u poredenju za rezultatima istorijskih istrazivanja, doci
¢e do pojave statistickog artefakta (287). Klinicki ishodi KP mogu biti pod uticajem upravo
prethodno objaSnjenog nacina u interpretaciji Gleason skora danas (298). Danas klini¢ari u
svojoj praksi rijetko lijece pacijente oboljele od KP kojima je odreden GS 2-5, dok je ovaj GS
prije dvije decenije bio rutinski odredivan. PredloZene su dvije hipoteze koje bi mogle
objasniti ovaj fenomen. Jedno objaSnjenje pretpostavlja da PSA testiranje identifikuje
muskarce koji imaju agresivniji KP, dok druga hipoteza se oslanja na to da danasnji patolozi
teSko dijagnostikuju niske GS na iglenim biopsijama prostate, buduc¢i da su vrijednosti GS
Cesto vece na odgovaraju¢im uzorcima dobijenim radikalnom prostatektomijom (296).
Ukoliko se pokaze da je posljednje objasnjenje tacno, ova promjena u interpretaciji GS ¢e

dovesti do naizgled poboljSanog ishoda bolesti, koje to u sustini nije.

Postoji znacajno neslaganje izmedu Gleason gradusa odredenih na iglenoj biopsiji u
odnosu na RP. IB potcenjuju gradus tumora u 33—45% slucajeva, odnosno precenjuju ga u 4—

32% slucajeva (10, 299, 300). Greske u gradiranju su uobicajene kod biopsija sa malom
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koli¢inom tumora i tumorima niskog gradusa (301). Kod muskaraca sa visoko rizicnim” KP
(viSe sPSA koncentracije ili viSe pozitivnih iglenih biopsija) bila je veca mogucnost
povecanja vrijednosti GS nakon RP, ali je povecanje broja iglenih biopsija redukovalo
mogucnost precjenjivanja (302). Greske u gradiranju na iglenim biopsijama nisu korelirale sa
koli¢inom adenokarcinoma na bioptickom uzorku ili sa greSkama u klini¢kom stadiranju
bolesti. U jednoj studiji tacnost IB je bila najveca u procjeni primarnog Gleason gradusa, ali
je sekundarni GG bio nedovoljno precizan u predvidanju GS na RP u cilju obezbjedivanja
prognostickih parametara narocito u kombinaciji sa primarnim GG (303). Kramer je uporedio
GS odreden na IB sa odgovaraju¢im nodalnim metastazama i nasao je tacnu korelaciju u 17
od 42 slucaja (40%) (304). Nedostatak anaplasticnih oblika u metastatskim depozitima
implicirao je da su neki drugi faktori, a ne gubitak diferencijacije, bili odgovorni za
sposobnost celija da metastaziraju. Medu pacijentima sa GS 8, 45% je imalo nizi GS na

uzorcima dobijenim nakon RP i shodno tome povoljniju prognozu i ishod bolesti (305).

U naSem istraZivanju, vrijednosti GS prije i1 poslije operacije razlikovale su se kod
40,98% pacijenata. Predoperativne vrijednosti GS (uzorci iglenih biopsija) bile su manje u
odnosu na postoperativne vrijednosti kod 39,34% pacijenata, sa najvec¢im brojem slucajeva
kod GS 6 odredenim predoperativno na IB koji su postoperativno procijenjeni kao GS 7. Kod
jednog pacijenta (1,63%) predoperativne vrijednosti GS (GS8) bile su vefe nego
postoperativne vrijednosti GS (GS7).

Sa reprezentativnijim uzimanjem uzoraka IB (brojniji uzorci i igla ve¢eg promjera)
veca je mogucnost da ¢e se i na uzorku IB detektovati komponenta KP viSeg gradusa, a
samim tim i smanjiti moguénost potcjenjivanja” GS na IB u odnosu na GS na RP. Takode je
manja mogucnost potcjenjivanja KP kod manje uznapredovalih KP indiciranih niZim
vrijednostim sPSA i nizim klinickim stadijumom bolesti (1). Tri su moguca velika razloga
zasto se Gleason gradusi odredeni na uzorcima IB i RP razlikuju. Jedan je greska patologa,
gdje je GS netacno odreden. Gleason skoring sistem je subjektivan buduci da ga procjenjuje
patolog na osnovu izgleda tumora. Slaganje u odredenim GS za pojedine KP medu
uropatolozima je oko 70% (306). Takode, GS odreden na iglenoj biopsiji prostate predstavlja
samo relativnu prezentaciju onog koji ¢e biti odreden nakon RP. Tacna korelacija izmedu GS
odredenog na iglenoj biopsiji i onog na RP iznosi oko 50%; svakako da i ve¢i volumen

tumorskog tkiva dobijenog RP omogucéava ta¢nije odredivanje, §to se odnosi i na odredivanje
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stadijuma bolesti koje je daleko tacnije i preciznije na uzorcima RP, nego klini¢ki odreden
stadijum bolesti (307). Drugi razlog ovakvoj razlici su grani¢ni slucajevi. Budu¢i da postoji
kontinuum izmedu gradusa, postoje slucajevi koji su ta¢no na prelazu iz jednog gradusa u
drugi, gdje ¢e postojati razli¢ito misSljenje razliitih patologa, pa ¢ak i samog patologa
ponekad. Tre¢i moguci i Cest razlog predstavlja greSka u uzimanju uzoraka, a najcesca je kad
se komponenta viSeg gradusa nalazi u uzorku dobijenom nakon RP, a nema je na materijalu
dobijenim IB, a to se tipi¢no javlja kad se IB biopsija gradira kao GS 6 (3 + 3), a na uzorku
RP pojavljuje se komponenta GG 4 (GS 3 + 4 = 7) koje nije bilo na uzorku IB, kao Sto je

slucaj 1 u nasoj studiji (282).

Sudeci po brojnim univarijantnim 1 multivarijantnim studijama, gradus je jedan od
najjacih i najkorisnijih prognostickih faktora koji predvidaju stadijum (1, 10, 308, 309). Ova
mogucnost predvidanja moZe se primijeniti na skoro svako odredivanje patoloSkog stadijuma,
ukljucuju¢i EPE, SVI, metastaze u limfne ¢vorove 1 koStane metastaze. Pacijenti se u
istraZzivanjima obi¢no grupiSu prema GS kao niskorizi¢ni (GS < 7), srednje rizi¢ni (GS 7) i
visokorizi¢ni (GS 8-10). U nekim studijama pacijenti sa GS 7 imaju ishod bolesti i ponasanje
KP kao i oni sa GS 8-10, pa ih pojedini istrazivaci stavljaju u istu grupu (91). Brojni podaci
ukazuju da pacijenti GS 8-10 imaju visok rizik od recidiva oboljenja Sto samo po sebi
zahtijeva Sto raniju primjenu adjuvantne terapije. Po nekim istrazivac¢ima, GS> 8 na IB jeste
snazan prognosticki faktor koji upucuje na mogucnost postojanja nodalnih metastaza (310).
Svakako da i drugi faktori, poput predoperativnog sPSA i patohistoloSkog nalaza, imaju uticaj
na konacni ishod visokogradusnih karcinoma (282). I sPSA i GS mogu obezbijediti znacajne
prognosticke podatke kad su njihove vrijednosti na visokom (sPSA > 20 ng/ml, GS 8-10) ili
niskom (sPSA < 4 ng/ml, GS 2-4) nivou (13, 14). Medutim, ve¢ina pacijenata se nalazi

upravo na sredini, tj. sa GS 7 i intermedijarnim nivoom sPSA (285).

Istrazivanje Kuniyasu, kao i vecina ostalih studija, navodi da su KP sa GS 6 bili
najceSc¢e lokalno ograniCeni, neinvazivni, za razliku od GS 8-10 KP koji su bili najéeSce
udruZeni sa lokalno invazivim i proSirenim KP, a time i loSom prognozom. Karcinomi
prostate sa GS 7 su bili heterogeni, dijelom lokalno ograniceni (60%), a dijelom lokalno
uznapredovali, invazivni (40%) (285). I u nasoj studiji nadena je statisticki visoka znacajna
povezanost stadijuma bolesti i GS karcinoma prostate, odnosno 95,8% pacijenata sa GS > 7

imalo je lokalno uznapredovalu bolest (pT3). Takode su i svi pacijenti kojima je utvrdeno
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postojanje metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima (pN1) imali loSe diferentovan KP (GS
> 7). Uprkos optimisti¢nim misljenjima da bi odredivanje Gleason skora moglo predvidjeti
stadijum bolesti, vrijednost samog GS kao prognostickog faktora nije dovoljno visoka da bi
dozvolila njegovu primjenu na svakog pacijenta ponaosob, naroc¢ito kod onih pacijenata sa

umjereno diferentovanim adenokarcinomom prostate (GS 5-6) (10).

Rana detekcija KP u porastu, kao i posljedi¢na radikalna operacija koja ima za cilj
kompletnu eradikaciju karcinoma prostate, pojacale su potragu za metodama i markerima koji
bi se mogli primijeniti na inicijalnu iglenu biopsiju i predvidjeti patoloski stadijum i ishod
bolesti. Potreba za korektnim predoperativnim odredivanjem stadijuma narocito je naglasena
nakon skoraSnjih studija velikih serija tumora klini¢ki dijagnostikovanih kao lokalizovani
(T2), a od kojih je oko 24-40%, po nekim autorima i do 60%, nakon RP imalo patolosku
konfirmaciju ekstraprostaticno i metastatski proSirene bolesti (pT3, pN1) (73, 86, 291, 294,
311-313). Sa druge strane, 8-45% pacijenata oboljelih od karcinoma prostate je preoperativno
pogres$no procijenjeno u stadijumu T3 (314). U naSem istraZivanju, u stadijumu pT2 nakon
ucinjene radikalne prostatektomije dijagnostikovano je 61%, a u stadijumu pT3 39%
pacijenata, dok je 10% pacijenata imalo metastatski proSirenu bolest. Po nekim
istrazivanjima, ekstraprostaticna ekstenzija karcinoma nakon ucinjene radikalne
prostatektomije povecava rizik recidiva bolesti (¢ak kod 30% pacijenata) unutar 10 godina,
mada neki pacijenti imaju bolji postoperativni tok od drugih i predvidanje ishoda bolesti je
¢esto tesko u ovoj grupi, kao $to je i primjena adjuvantne terapije kontroverzna zbog moguceg

nepotrebnog terapijskog morbiditeta (291).

U pokuSaju da se predvidi rizik recidiva tumora nakon RP, brojni drugi moguci
modifikujuéi rizicni faktori se izuc¢avaju. Medutim, iako ovi faktori pokazuju da su znacajni u
multivarijantnim analizama, oni se nisu dokazali kao nezavisni prognosti¢ki parametri.
Smatra se da bi njihova upotreba bila korisna upravo kod one grupe pacijenata koji i inace
imaju granicni rizik, gdje bi prisustvo ili odsustvo ovih faktora moglo pomo¢i u konacnoj
odluci o nacinu lijecenja tih pacijenata, odnosno primjeni postoperativne adjuvantne terapije,
koja je kod KP jos uvijek kontroverzna, za razliku od skoro svih vrsta malignih oboljenja gdje
se ona rutinski primjenjuje (282). Primarni cilj je redukcija broja smrtnih slucajeva
uzrokovanih KP, odnosno njegovim metastazama. Vise od 27.000 muSkaraca umire od KP

svake godine (315). Buduc¢i da prilikom dijagnostikovanja KP mali broj pacijenata (oko 4%)
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ima metastatski proSirenu bolest, skoro svi smrtni ishodi nastali kao posljedica KP danas
javljaju se kod muskaraca kod kojih se metastatska bolest pojavila nakon primarne
intervencije. Znaci, kod vise od 25.000 muskaraca pojavice se metastatski proSirena bolest od
koje ¢e i umrijeti, a od kojih je oko pola bilo podvrgnuto radikalnoj operaciji (316). Danas je
primarni cilj identifikacija pacijenata koji imaju velik rizik nastanka metastaza radi primjene
adekvatne adjuvantne terapije. U studiji Hopkinsa nadeno je da GS, vrijeme od RP do pojave
recidiva, kao i vrijeme udvostru¢enja sPSA, mogu predvidjeti rani razvoj metastatske bolesti.
Iako se KP dugo razvija, ova studija je pokazala da ¢e se skoro kod svih muskaraca sa
rastu¢om sPSA postperativno, a kod 70% njih tokom 10 godina, razviti metastatski proSirena
bolest koja ¢e se zavrSiti fatalno (317). Pacijenti sa najviSim stepenom rizika su upravo oni
koji imaju najvecu incidencu biohemijskog neuspjeha (porast postoperativnog sPSA) i to u
prvih nekoliko godina nakon RP. U identifikaciji pacijenata sa visokim rizikom razvoja
metastatske bolesti, SPSA nije samo marker rekurentne bolesti, ve¢ je jedan od tri najSire
prihvacena prognosticka markera za pojavu recidiva KP, uz gradus (najces¢e u vidu GS) i
stadijum KP (patoloski je daleko precizniji u odnosu na klinicki stadijum). Iako je svaki od
ova tri faktora pojedina¢no nezavisni prognosticki parametar, ipak su sva tri zajedno u
kombinaciji daleko moc¢nija (282). Pojedini autori su na osnovu kombinacije ova tri faktora
napravili tzv. “nomograme” koji mogu predvidjeti patoloski stadijum, odnosno ishod bolesti
(311). Iako ovi nomogrami mogu donekle pomoc¢i u procjeni rizika razvoja metastaza kod
pacijenata individualno, oni ipak ne mogu ta¢no predvidjeti ishod bolesti za svakog pacijenta

pojedinacno (285).

Ipak, kad se odlucuje o (adjuvantnom) tretmanu lokalno ograni¢ene ili lokalno
uznapredovale bolesti, bioloSko ponasanje tumora je najcesce teSko tatno procijeniti. Stoga se
i javila potreba za otkrivanjem novih markera koji bi mogli Sto tacnije predvidjeti ponaSanje

tumora i posljedi¢ni ishod bolesti.

Otkad je 1971. godine Folkman ustanovio da tumorski rast i diseminacija ovise o
angiogenezi 1 da ovi tumori zajedno sa zapaljenskim celijama i pripadaju¢om vaskulaturom
¢ine kompleksni eko-sistem koji komunicira putem hemijskih signala, uradene su brojne
studije u cilju podrzavanja ove teorije (119). Utvrdeno je da je povecana vrijednost MVD
udruZena sa povec¢anom tumorskom agresivnoS$¢u, patoloskim stadijumom ili ishodom bolesti

u razli¢itim tumorima, ukljucuju¢i tumore dojke, pluca, debelog crijeva, glave i vrata,
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melanom, centralnog nervnog sistema (212, 318, 319). MVD varira Siroko ovisno o tipu
tumora; svi tumori, pa i oni sa najmanjom MVD, ovise o angiogenezi. Pove¢anje MVD ne
mora obavezno koincidirati sa pocCetkom angiogeneze, glavnog obiljezja neoplasti¢ne
transformacije. MVD ne odrazava angiogenu aktivnost ili angiogenu ovisnost tumora, vec je
ono mjerilo broja krvnih sudova odredenih na mikroskopskim poljima na velikom uvelicanju
koji reflektuju interkapilarnu distancu (ID na kapilarnom nivou predstavlja ravnoteZu izmedu
angiogenih faktora i stimulatora i inhibitora, kao i neangiogenih faktora poput kiseonika i
hranjivih materija) (212). Ukupan broj krvnih sudova vjerovatno i nije snazan indikator
neoangiogeneze, zato Sto MVD reflektuje i novu i ve¢ postojecu vaskulaturu (122).
Identifikacija krvnih sudova ne odraZava neophodno krvni protok kroz tumor. Povecan
intersticijalni pritisak koji komprimuje krvne sudove, zajedno sa izmijenjenom reologijom
krvnih sudova, rezultuje intermitentnim i reverznim protokom, a arteriovenski Santovi
premostavaju velika tumorska podrucja koje ne mogu otvoriti neovaskulaturu budu¢i da ona
nije inervirana i neuobiCajeno odgovara na vazoaktivne stimuluse (122). Nekoliko studija je

pokazalo znacajnu korelaciju izmedu MVD i krvnog protoka mjerenog kolor doplerom (320).

Metabolicke potrebe karcinomskih ¢elija variraju ovisno o tkivu porijekla i promjeni
tokom progresije tumora (u tumorima je potroS$nja kiseonika ¢esto znacajno niZa u odnosu na
okolno normalno tkivo). Tumori prostate pokazuju vecu MVD nego normalno tkivo koje ih
okruzuje. Tumorske celije dobro podnose hipoksiju i mogu biti otporne na apoptozu u
uslovima hipoksije. I sniZzena potraznja tumorskih ¢elija za kiseonikom i njihova tolerancija u
uslovima hipoksije promoviSu povecanu interkapilarnu udaljenost u tumorima u odnosu na
okolne normalne cCelije. Iako koli¢ina totalne tumorske vaskularizacije mora rapidno porasti u
brzorastu¢im tumorima da bi podrzala izuzetno uvecanje tumorske mase, gustina krvnih

sudova ne mora biti velika (321).

Literatura sadrZi brojne konfliktne studije koje se ticu mogucénosti da se na osnovu
angiogeneze predvidi patoloski stadijum za pacijente sa klinicki lokalizovanim
adenokarcinomom prostate. U brojnim studijama dokazana je povezanost izmedu MVD i GS,
stadijuma bolesti, kao i moguénosti razvoja metastatski prosirene bolesti u buducnosti, dok u
drugim studijama MVD u odnosu na pT nije pokazala superiornu prediktivhu vrijednost

(tabela 25).
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Vecina istrazivaca ipak procjenjuje da povecane vrijednosti MVD imaju prognosticki
znacaj u procjeni bioloSkog ponaSanja karcinoma prostate. U Weidnerovom istraZzivanju
pacijenti sa metastazama imali su duplo vece vrijednosti MVD u odnosu na lokalno invazivne
KP, a vece vrijednosti MVD bile su povezane sa ve¢im GS, ali samo kod loSe diferentovanih
KP (322). Offersen u svojoj studiji ukazuje na to da je maksimalna vrijednost, a ne srednja
vrijednost MVD, znaCajno udruZena sa procjenom preZivljavanja pacijenata oboljelih od KP
(323). Multiinstitucionalnom studijom koju je predvodio Bostwick optimizovana MVD
(logOMVD) bila je statisticki znacajno povezana sa GS i1 predoperativnim vrijednostima
sPSA, kao i sa pT3. Medutim, predvidanje ishoda bolesti putem OMVD nije se odnosilo i na
pacijente koji su imali lokalizovano oboljenje (pT2) i GS 6-9 (92).

U dosad najvecoj studiji (tkivnoj mikroerej studiji, TMA) koriste¢i uzorke 3261 RP,
Erbersdobler dokazuje univarijantnim analizama znacajnu povezanost povec¢anja MVD i
uznapredovalog stadijuma bolesti, pT3, kao i veceg GS (GS>7), ali i ukazuje na postojanje
znacajnih razlika izmedu tumora s obzirom na njihovu lokalizaciju, odnosno da KP prisutni u
tranzicionalnoj zoni (TZ) imaju nizu MVD u odnosu na tumore periferne zone (PZ) prostate.
Medutim, MVD se nije pokazao kao nezavisan prognosticki parametar u multivarijantnim
analizama, ve¢ je usko povezan sa drugim faktorima doprinose¢i tumorskoj agresivnosti.
Autor napominje, da iako antiangiogena terapija za KP joS nije ustanovljena, a ukoliko bi se
pocela primjenjivati, poznavanje razlika u MVD izmedu individualnih KP i njihove
lokalizacije bi imalo znacaja (324). Steiner je pokazala slabu povezanost izmedu mRNA
individualnih endotelnih faktora (CD31, CD 34) u KP i histoloski odredene MVD, iako su
veée vrijednosti hitoloski odredene MVD bile statisticki znac¢ajno povezane sa ve¢im GS i

uznapredovalim stadijumom bolesti (325).

U naSem istrazivanju vece vrijednosti MVD (kontinualne i kategorijalne) bile su
povezane sa loSije diferentovanim KP, odnosno GS > 7, sa ve¢im stadijumom bolesti (pT3),
tj. bile su veée kod metastatski proSirene bolesti (pN1). Ovakvi rezultati potvrdeni su i u
radovima brojnih autora (86, 90, 91, 292, 294, 326-328). U naSoj studiji nije nadena statistic¢ki
znaCajna povezanost sa predoperativnim vrijednostima sPSA, Sto je u skladu sa pojedinim

literaturnim navodima (291-293).

Za razliku od prethodno izloZenih rezultata istraZivanja, pojedini autori su u svojim

studijama doSli do sasvim suprotnih zakljuCaka. Silberman je u svojoj studiji utvrdio
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korelaciju izmedu MVD i progresije tumora nakon RP, ali ne i patolo§kog stadijuma kod
pacijenata kod kojih je GS 5-7 (329). Povezanost MVD sa stadijumom bolesti, kao i
metastazama, nije dokazana u radu Matsushima, dok je povezanost izmedu MVD i Gleason

gradusa bila statistic¢ki skoro signifikantna (330).

Rubin takode nije nasao povezanost MVD sa GS, stadijumom tumora, stanjem
hirurSkih resekcionih rubova ili invazijom sjemenih kesica, ali ni sa povecanim

postoperativnim vrijednostima sPSA kao znaka recidiva bolesti (293).

Krupski je, koriste¢i procjenu p53, retinoblastoma, chromogranin A i MVD,
multivarijantnom analizom utvrdio da vrijednosti MVD nisu pokazale bitnu prognosticku
znacajnost u poredenju sa p53 i retinoblastomom u procjeni prezivljavanja pacijenata (220). U
svom istrazivanju Gettman nije nasao povezanost OMVD sa DNA ploidijom, Gleason
gradusom, patoloskim stadijumom, ni predoperativnim vrijednostima sPSA, niti je primjenom
univarijantnih 1 multivarijantnih analiza OMVD dokazan kao prediktor klinickog ili

biohemijskog recidiva bolesti (291).

Kompjuterskim odredivanjem MVD (image analysis system), Van Niekerk je odredio
da u TZ tumorima ne postoji konzistentno povecanje MVD u odnosu na okolno
nepromijenjeno tkivo prostate i BPH, za razliku od karcinoma prostate u perifernoj zoni (PZ),
koji su imali gotovo dvostruko vece vrijednosti MVD, obja$njavajuci to intrinzicnim
bioloskim razlikama izmedu dva zonalna tipa tumora koji barem djelomicno, uslovljavaju
njihovo biolosko ponasanje, poput heterogenosti mikrovaskulature TZ tumora. U ovom
istraZzivanju nije utvrdena povezanostizmedu ve¢ih MVD i ve¢eg GS u karcinomima prostate
i u tranzicionalnoj i u perifernoj zoni (331). Za razliku od Van Niekerk, Tretiakova takoder
kompjuterski analiziraju¢i MVD, zakljucuje da MVD nije statisticki znafajno povecan u
karcinomima prostate u odnosu na okolno netumorsko tkivo prostate, kao ni u KP niskog
gradusa (GS < 3+4) u odnosu na KP visokog gradusa (GS > 4+3), te da se MVD ne moze
smatrati  korisnim  prognosti¢kim parametrom (332). Taverna je, proucavajuci
dvodimenzionalnu geometrijsku kompleksnost vasculature KP, podijelio pacijente u dvije
grupe shodno povecanju/smanjenju fraktalne dimenzije tumorske vaskularne povrSine i
okolnog netumorskog tkiva, utvrdivS§i da su pacijenti sa niZzom tumorskom vaskularnom
povrSinom imali 1oS§iji klini¢ki ishod bolesti, odnosno da je tumorska progresija neovisna o

angiogenezi (333). Na kraju sam autor ostavlja otvoreno pitanje da 1li je angiogeneza
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standardno obiljeZje karcinoma prostate i ukazuje da i dalje ne postoji mocan metod

kvantifikacije reverzibilnosti neovaskularizacije (334-5).

Tabela 25. Studije MVD: povezanost MVD sa patohistoloskim parametrima

Studija Uzorak IHH/Metod Korelacija / Da | Korelacija / Ne
Weidner 74 RP F 8/Weidner GS, pN1
Brawer 32 RP15 TURP |F 8/kompjuter pT
Silberman 109 RP (GS5-7) | CD31/Weidner GS, EPE
modifikovan
x400
Rubin 87 RP CD31/Weidner GS, pT
Rogatsch 36 IBiRP CD31/Weidner | pT
modifikovan
x400
Offersen 64 TURP CD31, F8/ - Prezivljavanje
Borre 221 1B F8/ - GS, klinicki
stadijum
Bostwick 186 1B i RP F8/kompjuter pT
Di Lorenzo 72 RP CD31/Weidner pT, GS, sPSA
Tretiakova 169 RP CD31/kompjuter GS
Taverna 27 RP CD34/kompjuter | SPSA pT, GS
Erbersdobler 3261 RP CD31/Weidner | pT, GS sPSA
Van Niekerk 28 RP CD31/kompjuter GS
Steiner 69 RP CD31,CD34 pT, GS
/Weidner x400
Jiang 73 1B CD31/Weidner | GS sPSA
modifikovan
x400

Vecina ovih studija, koristeci razli¢ita antitijela, metode brojanja i selekcije, pokazala
je neke znacajne korelacije izmedu angiogeneze prisutne u lose diferentovanim karcinomima
prostate i smanjenog prezivljavanja pacijenta, sugeriSuci da su metode brojanja krvnih sudova
snazno mjerilo angiogene aktivnosti prisutne u tumoru (tabela 25). Kontroverznost rezultata
posljedica je prakti¢nih problema koji ograni¢avaju koriS¢enje mjerenja MVD na hirurSkom
materijalu, odnosno, nema dogovora o metodama brojanja krvnih sudova, niti tzv. “cut-off”
vrijednosti koja bi razdvojila neoplazme niskog i visokog gradusa. Prilikom brojanja krvnih
sudova javljaju se metodoloski problemi kao Sto su razliCita zapaZanja izmedu razli¢itih
patologa, Cak 1 samog patologa prilikom ponovnog brojanja, selekcija podrucja sa
najintenzivnijom neovaskularizacijom ("hot-spot”), kao i heterogenost tumora, koji 1 dalje

ostaju nerijeSeni i mogu zato uticati na rezultate imunohistohemijskih analiza. Broj dosad
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objavljenih rezultata MVD iznosi 14-300, a samim tim i “cut-off” koji se krece 23-160 (321,
322, 327, 336-339). U naSem istraZivanju prosjecna vrijednost MVD iznosila je, na uzorcima
iglenih biopsija prostate (IB), 49,84 +13,36 (22-78), a na uzorcima radikalne prostatektomije
(RP) 46,85 £14,47 (28-89) nakon ¢ijeg poredenja nije uoCena statisticki znacajna razlika, dok
je “cut off” vrijednost iznosila 48. Ako se zanemare varijacije u selekciji pacijenata (npr.,
Tretiakova dijeli najveci broj pacijenata sa GS7 na dvije grupe, niskogradusni KP (< 3+4) i
visokogradusni KP (> 4+3), smatra se da su te razliite vrijednosti najve¢im dijelom
uslovljene razli¢itim tehnikama brojanja tumorskih krvnih sudova (332). Ove razlike mogu
biti posljedica izbora endotelnih antitijela, odabira vaskularnih parametara, izbora tumorskog
polja u kojem se vrSi mjerenje, nacina brojanja krvnih sudova, odredivanja “cut-off”
vrijednosti koja se Kkoristi u korelacionim analizama sa drugim klinicko-patoloskim
varijablama i prezivljavanjem, kao i pogresnih statistickih metoda koje su koriS¢ene. Odabir
“cut-off”” vrijednosti zasnovan je na licno procijenjenim srednjim vrijednostima MVD, ispod
koje je prognoza dobra, a iznad koje loSa, te bi zbog toga trebalo da se posmatra arbitrarno
dok se ne identifikuje validna vrijednost. Ovakve razlike mogu ovisiti i o tome da li je MVD
procjenjivana na periferiji ili u centru tumorske promjene (321). Budu¢i da je pokazano da
postoji jaka korelacija u vrijednostima MVD dobijenim kori§¢enjem razliCitih antitijela od
kojih se CD-31, koji smo koristili u nasoj studiji, pokazao senzitivnijim, pokazuju¢i 18-33%
vece rezultate brojanja malih krvnih sudova (MVD) nego neka druga antitijela koje se
uobicajeno koriste (npr., CD34 se osim u endotelnim celijama, nalazi i u mezenhimnim i
inflamatornim c¢elijama, kao i limfnim sudovima) (91, 330, 340), najvaZznije diskrepancije se
odnose na preostale nabrojane razloge. Studije koje nisu mogle potvrditi prognosticku
znaCajnost MVD su bile one koje su najviSe odstupile od metodologije koju je opisao
Weidner (322). Svaki od prethodno navedenih autora koristio je brojne modifikacije ove
metode (npr. odredivanje tzv. “hot spots” odnosno podrucja sa najve¢im brojem krvnih
sudova, koliko polja se broji i gdje, da li se fokusi preklapaju). I u nasoj studiji primijenjena je
modifikacija odredivanja MVD po Weidneru zbog brojanja malih krvnih sudova i na
uzorcima KP na iglenim biopsijama i na uzorcima RP na polju uveli€anja x400 (91). Ovaj
izbor metode u nasem istrazivanju potkrijepljen je pojedinim studijama na razli¢itim
tumorima koje su pokazale dobru korelaciju izmedu rezultata brojanja krvnih sudova na
uvelicanju x400 u odnosu na uvelicanje x200 (336-8). Vrijednosti MVD u naSoj studiji su
vece u odnosu na prethodne studije (321, 339). Moguce objasnjenje ovakvih rezultata je, kao

Sto je to i Rogatsch naglasio, da veca rezolucija x400 rezultuje povecanjem vrijednosti MVD
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za 11-33% kad se poredi sa uveliCanjem x200,Sto su pokazali i Horak i Weidner kod
karcinoma dojke (91, 335, 338). Primjena kompjuterskog odredivanja i brojanja krvnih
sudova (eng. Image analisys system) koju je nekoliko grupa istrazivaca predlozilo, skuplja je,
zahtjevnija, neprikladna za rutinsku upotrebu, a nije tacnija u odnosu na brojanje koje su
izvrSili drugi istrazivaci liéno (92, 291, 293,294,331-333). Upravo ove razli¢itosti u nacinu
odredivanja MVD u mnogim studijama, onemogucavaju adekvatnu interpretaciju i poredenje,
stoga bi bilo potrebno konsenzusom utvrditi tatnu metodologiju za odredivanje MVD koja bi
onda omogucila mnogo tacnija poredenja i interpretacije vrijednosti MVD u odnosu na

klinickopatoloske parametre.

Imaju¢i u vidu vrijednost GS 1 MVD, neinvazivne imidZing tehnike koje mogu
reflektovati i GS i MVD mogle bi obezbijediti pravovremenu dijagnostiku i determinaciju
carcinoma prostate (341). HistoloSka heterogenost i multifokalnost karcinoma prostate
ograni¢avaju upotrebu iglenih biopsija u odredivanju svih histoloskih gradusa i lokalizacija
KP (314). Smatra se da bi u ciljanom procjenjivanju podruc¢ja prostate, odnosno karcinoma
prostate, iz kojeg bi se uzela iglena biopsija pomogla upotreba imidZing metoda koja bi
omogucila procjenu podrucja sa najve¢com MVD i samim tim podrucja sa najloSijom
histoloskom diferencijacijom, odnosno GS>7. Ovo bi trebalo rezultorati promjenom strategije
uzimanja iglenih biopsija prostate, ¢iji bi ishod bio veca detekcija KP 1 tacniji GS, odnosno
adekvatnija procjena strategije lijeCenja pacijenta (314). U skladu sa ovim, najvise koriS¢ena
imidZing metoda danas je kontrastom pojacana ultrasonografija (eng. ultrasonography with
moleculary targeted constrast microbubbles, CEUS) i magnetna rezonanca (eng. magnetic
resonance imaging, MRI), dopunjene molekularnim, metaboli¢kim i funkcionalnim imidZing
tehnikama (341) Neki istrazivaCi u svojim radovima vrSe korelaciju rezultata dobijenih
imidZing metodama sa histoloski odredenim MVD. Lee je procjenjivao tumorsku
angiogenezu na ksenograftnom misjem modelu sa ubrizganim humanim PC-3 ¢elijama
karcinoma prostate koriste¢i ultrasonografiju pojacanu kontrastom (eng.contrast-enhanced
sonography, CEUS), utvrdiv§i znacajnu korelaciju ultrazvu¢no odredenog maksimalnog
intenziteta i histoloski odredenog MVD upotrebom CD31 (342). Jiang je utvrdio na uzorcima
iglenih biopsija prostate da je najveci intenzitet u KP odreden upotrebom CEUS, statisticki
znacajno povecan sa ve¢im GS i histoloski odredenimMVD (314). Osimani je pokazao da su,
u karcinomima prostate, volumen krvi i mjerenja produkata povrSine zone permeabilnosti

pomocu perfuzione kompjuterizovane tomografije, najvise povezani sa imunohistohemijskim
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markerima angiogeneze, MVD (343). Za razliku od njega, Franiel nije dokazao statisticki
znacajnu korelaciju MRI perfuzije i “hot spots” krvnog volumena sa histoloski odredenim
MVD objasnjavajuci to heterogenom vaskularizacijom normalnog i tumorskog tkiva prostate,
kao razli¢itom debljinom MRI slajsova, odnosno histoloskih parafinskih blokova, ali i
tehnickim ogranic¢enjima MRI, sugeriSu¢i da bi kompjuterski odredeni 3D modeli prostate

mogli u buduc¢nosti omoguciti tacniju korelaciju histoloSkih i MRI imidZing nalaza (344).

Poznato je da maligni tumori ovise o angiogenezi, tj. formiranju novih krvnih sudova
od ve¢ postojece mikrovaskulature. Kod karcinoma prostate takode je bilo sugerisano da je
stepen angiogeneze KP povezan sa klinickim stadijumom, progresijom nakon radikalne
prostatektomije 1 preZivljavanjem (326). Pokazalo se da sekrecija i aktivacija razli€itih
endotelnih faktora rasta, tzv. angiogenih faktora, od strane tumorskih ¢elija igra vaznu ulogu u
formaciji neovaskulature (345-6). Mada se tzv. angiogeni “prekida¢” posredovan angiogenim
faktorima pokazao ranim dogadajem u razvoju tumora, do sada niSta nije indikovalo da se taj
prekida¢ inaktivira tokom progresije tumora (347). Naprotiv, pokazalo se da MVD raste
znaCajno sa dediferencijacijom, tumorskim rastom i metastaziranjem (322). Ogranicenje
upotrebe MVD kao kvantitativnog odraza patoloske angiogeneze dovelo je do istrazivanja
nekih drugih mjerila angiogene aktivnosti tumora koja bi mogla biti objektivnija i/ili

preciznija, kao $to su nivoi ekspresije angiogenih promotora i inhibitora.

Individualni tumori mogu proizvoditi brojne razliCite proangiogene faktore Cija se
relativna ekspresija moze mijenjati vremenom. U genetski nestabilnim tumorskim
promjenama ekspresija angiogenih faktora Cesto se izmakne normalnoj regulatornoj kontroli,
Sto se manifestuje visokom konstitutivnom tumorskom ekspresijom (npr. disocijacija VEGF
ekspresije od regulacije nivoa kiseonika — u tumorskim ¢elijama ekspresija VEGF je Cesto

visoka bez obzira na koli¢inu kiseonika) (321).

VEGF, takode poznat kao faktor vaskularne permeabilnosti, predstavlja jedan od
najmoc¢nijih 1 specifi¢nih agiogenih faktora dosad izolovanih. Radi se o multifunkcionalnom
citokinu koji stimuliSe rast endotelnih celija 1 angiogenezu i povecava mikrovaskularnu

permeabilnost (321).

Mnoge studije su ispitivale povezanost MVD i nivoe pojedinac¢nih angiogenih faktora

poput VEGF. Imunohistohemijske studije su pokazale da tumorske celije KP mogu
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proizvoditi VEGF 1 da je granularno citoplazmatsko bojenje narocito intenzivno kod

neuroendokrinih prostaticnih tumorskih ¢elija (214, 321).

Rezultati brojnih istrazivanja VEGF ekspresije u tumorskim ¢elijama karcinoma
prostate su i dalje joS uvijek oprecni (tabela 26). VEGF ekspresija je niska u normalnom tkivu
prostate, ali se povecava u tumorskom tkivu karcinoma prostate. U studiji Mazzucchelli 1
saradnika, ekspresija VEGF bila je prisutna u svim KP, naro€ito na periferiji tumora, a
najizraZenija kod tumorskih ¢elija neuroendokrinog fenotipa (279). U istraZivanjima procenat
pozitivne ekspresije VEGF u tumorskom tkivu karcinoma prostate kretao se od 65% (85), pa
do 100% u vecini istrazivanja (90, 279, 326, 348-9). U naSoj studiji, 97 % karcinoma prostate
pokazalo je pozitivnu ekspresiju. Medutim, u studiji Jackson, pozitivna ekspresija VEGF je
bila prisutna kao kod KP, tako i u okolnom tkivu benigne hiperplasticne prostate, a ovakve
rezultate autor tumaci produkcijom VEGF u tumorskim celijama KP i njegovom

sekvestracijom u okolnim stromalnim c¢elijama (216).

Veci broj istrazivaca potvrdio je pozitivnu korelaciju ekspresije VEGF sa tumorskim
stadijumom i gradusom (GS), kao i prezivljavanjem pacijenata oboljelih od karcinoma
prostate (tabela 26). Ovakvi rezultati potvrdeni su univarijantnim analizama, ali se u
multivarijjantnim analizama VEGF u vecini studija nije pokazao statisticki znacajnim
parametrom preZivljavanja pacijenata (90, 279, 285, 348, 326, 349, 350-1). U naSoj studiji,
veca ekspresija VEGF bila je prisutha kod loSe diferentovanih (GS > 7), lokalno

uznapredovalih (pT3) i metastatski proSirenih karcinoma prostate (pN1).

Hideaki u svojoj studiji nije naSao povezanost ekspresije VEGF sa metastazama u
limfnim ¢vorovima (350). Nasuprot njemu, Peyromaure je utvrdio vecu ekspresiju VEGF kod
pacijenata kod kojih su se postoperativno razvile koStane i nodalne metastaze u odnosu na
pacijente bez metastatski raSirene bolesti, a u multivarijantnoj analizi VEGF ekspresija je bila
najznacajniji prediktivni faktor progresije KP nakon radikalne prostatektomije (351).

Kwak nije utvrdio povecanje ekspresije VEGF sa slabijom diferencijacijom tumora
(85), kao ni Jackson (216). Ferrer je univarijantnim analizama dokazao povezanost ekspresije
VEGEF sa stepenom diferencijacije tumora, odnosno bolje diferentovani KP su pokazali jacu
ekspresiju u odnosu na loSe diferentovane tumore. Autor objaSnjava ovakav rezultat gubitkom

ekspresije VEGF ili ¢elijskih receptora VEGF u loSe diferentovanim neoplazmama. Takode
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smatra da se ne jedan, ve¢ prije brojni faktori angiogeneze, udruZeni zajedno, mogu smatrati

odgovornim za tumorsku neovaskularizaciju (212).

Proucavaju¢i ekspresiju VEGF i MVD odredenu pomoc¢u endoglina i CD31 kao
prognosticke parametre u KP, El-Gohary je utvrdio da vecu specifi¢nost endoglina u
odredivanju MVD u odnosu na CD31, odnosno vece vrijednosti MVD su bile statisticki
znaCajno povezane sa vecom ekspresijom VEGF, ve¢im GS (>7), metastazama u limfnim
¢vorovima, uznapredovalim stadijumom bolesti (pT3) i vec¢im predoperativnim sPSA, kao i
kra¢im prezivljavanjem. Veca ekspresija VEGF bila je udruzena i sa angiolimfaticnom
invazijom, udaljenim metastazama, kao i1 metastazama u limfnim ¢vorovima. Autor navodi da
ovakvi rezultati istraZivanja upucuju na znacajnu ulogu VEGF u formiranju krvnih sudova,
odnosno na agresivniji tumorski fenotip, objasSnjavaju¢i da VEGF moze pojacati ulazak
tumorskih celija u cirkulaciju putem indukovanja hiperpermeabilnosti krvnih sudova,
proliferacijom endotelnih ¢elija i migracijom (352). Concato je utvrdio povezanost bcl-2, pS3
1 visokih vrijednosti MVD na uzorcima iglenih biopsija prostate i1 povecanog rizika
mortaliteta uzrokovanog karcinomom prostate, dok je ekspresija VEGF u KP bila slabo
izraZzena (353). Proucavajuéi ekspresiju VEGF u lokalno uznapredovalim karcinomima
prostate kod pacijenata prethodno tretiranih radioterapijom i hemoterapijom, Pan nije dokazao
povezanost intenziteta ekspresije VEGF 1 prezivljavanja pacijenta, lokalne progresije i

metastatskog Sirenja bolesti, kao ni relapsa bolesti (354).

Nasim istrazivanjem potvrdena je povezanost povecane vaskularizacije (MVD) i
ekspresije VEGF u karcinomima prostate, odnosno intenzivnija ekspresija VEGF bila je
prisutna u tumorima sa vecom gustinom krvnih sudova, kao Sto je i navedeno u nekim

studijama (279, 285, 326, 349, 352).

Neto angiogeni uticaj tumorske mikrosredine bi trebalo posmatrati kao sumu
pozitivnih i negativnih regulatora angiogeneze koji poticu i od tumora i od ¢elija domacina, te
zato nivoi jednog jedinog angiogenog faktora nisu striktno udruzeni sa MVD, §to i1 pokazuju
rezultati studija kod kojih nije ustanovljena korelacija izmedu MVD i VEGEF, kao u studiji
Gyftopoulosa i saradnika gdje su lose diferentovani KP (GS 8-10) pokazali nisku do
umjerenu ekspresiju VEGF 1 jaku ekspresiju COX-2, Sto su autori objasnili mogucom

zamjenom uloga ova dva angiogena faktora u loSe diferentovanim neoplazmama (355).
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U naSem istraZivanju nije nadena statisticki znacajna povezanost predoperativnih

vrijednosti sPSA sa ekspresijom VEGF u tumorskim celijama KP, kao Sto je navedeno i

nekim drugim istraZivanjima (314,350, 356).

Rezultati

multivarijantnih i

univarijantnih

analiza

povezanosti

VEGF sa

klinickopatoloskim parametrima u vecini studija, kao i naSoj, potvrduju ulogu VEGF kao

moc¢nog angiogenog faktora u uspostavljanju, razvoju i progresiji karcinoma prostate.

Tabela 26. Studije VEGF: povezanost VEGF sa patohistoloSkim parametrima

Studija Uzorak Metod Korelacija/ DA | Korelacija /NE
Hideaki 193, RP IHH pT, GS pN1, sPSA
Boxler 278, RP IHH/semikvantitativna | PreZivljavanje

analiza
Ferrer 25, RP IHH, ELISA G (WHO)
Jackson 30, RP IHH, RT PCR G (WHO)
Kwak 52, RP IHH pT GS
Borre 221, TURP IHH/semikvantitativna | pT, G (WHO),
analiza MVD
Kuniyasu 40, RP ISH pT, GS, MVD
Mazzucchelli | 35, RP IHH/semikvantitativna | GS, MVD
analiza
Strohmeyer 55, RP IHH/semikvantitativna | pT, G (WHO),
analiza MVD
West 67, TURP IHH/semikvantitativna | pT, GS, sPSA
analiza
Peyromaure 40, RP IHH pT
Duque 80, plazma ELISA pT sPSA, GS
Gyftopoulos 139, RP IHH GS, MVD
Pallares 58, RP IHH GS
El-Gohary 50, RP IHH GS,MVD, pN1,pT, sPSA
preZivljavanje
Concato 1270,IB,TURP,RP | IHH Mortalitet
uzrokovan KP
Pan 103 IB, TURP IHH pT.pM,
prezivljavanje,
relaps KP

Brojnim istrazivanjima dokazano je da je MMP-9 jedan od faktora koji najviSe
doprinosi u tumorski indukovanom pokretanju angiogenog prekidaa esencijalnog za
opstanak i progresiju tumora, odnosno metastaziranje (357). SniZena regulacija produkcije
MMP-9 na ksenograftnim modelima karcinoma prostate smanjuje rast tumora i vodi njegovoj
regresiji (274). MMP-aze degradiraju bazalne membrane i1 ekstracelularni matriks 1 time

podsticu invaziju strome. Ekspresija gena MMP-9 najviSe je izraZena na invazivnim rubovima
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KP, narocito kod loSije diferentovanih KP (285). Karcinomi prostate imaju vecu ekspresiju

svih MMP-aza i TIMP u odnosu na okolno netumorsko tkivo prostate (358).

Literaturni podaci o ekspresiji MMP-9 u karcinomima prostate su opre¢ni, kao i u

prethodno analiziranim studijama o MVD i ekspresiji VEGF (tabela 27.).

Rezultati vecine studija o ekspresiji MMP-9 u tkivima ili serumu pacijenata oboljelih
od KP pokazali su pozitivnu korelaciju sa GS, odnosno poviSeni nivoi
MMP-9 udruzeni su sa slabijom diferentovanos¢u tumora (GS > 7) (285, 349,350, 359-363).
Kuniyasu je u svom istrazivanju pokazao da su KP sa GS7 imali umjerenu ekspresiju MMP-9,
odnosno ovi tumori kod pT2 su pokazivali ekspresiju kao i1 bolje diferentovani KP, dok su se
KP sa GS7 u pT3 stadijumu ponasali kao loSe diferentovani tumori (285). Znacajno povecanje
ekspresije TIMP-1 u losije diferentovanim KP dokazao je Escaff u svom istrazivanju, za
razliku od ekspresije razli¢ith MMP-aza koje se u odnosu na ovaj klinicko patoloski

parametar nisu pokazale statisticki znacajnim (358).

U naSem istraZivanju, intenzitet ekspresije MMP-9 bio je ve¢i kod loSe diferentovanih
tumora (GS > 7), kao i kod lokalno invazivnih (pT3) i metastatski proSirenih tumora (pN1).
Karcinomi prostate sa visokom ekspresijom MMP-9 imali su i ve¢u gustinu krvnih sudova
(MVD > 48), a koekspresija VEGF 1 MMP-9 u tumorskom tkivu, odnosno veca ekspresija
VEGF pracena 1 jaCom ekspresijom MMP-9 u karcinomima prostate, jo§ viSe ukazuje na
povecan maligni potencijal tumora, kao $to je i Kuniyasu naveo u svojoj studiji (285). 1
multivarijantne analize u naSoj studiji pokazale su da je MMP-9 nezavisan prognosticki

parametar u predvidanju stadijuma bolesti, Sto je i rezultat pojedinih istraZivanja (285).

Ravnoteza ekspresije MMP 1 porodice inhibitora MMP (TIMP-1 1 TIMP-2) korelira sa
invazivnim i metastatskim kapacitetom KP, ali i produkcija MMP u metastatskim tumorskim
¢elijama korelira sa invazivnim kapacitetom ¢elija humanih KP. U svom istrazivanju Wood i
saradnici ukazuju na to da TIMP ekspresija moze biti marker neinvazivnog
dobrodiferentovanog KP, dok se MMP ekspresija moZe smatrati markerom nediferentovanog
uznapredovalog KP, odnosno, smanjena ekspresija TIMP je pra¢ena povecanjem MMP kod
KP visokog GS i uznapredovalog stadijuma (pT3). Po miSljenju autora, stromalne ¢elije koje
okruzuju dobrodiferentovane tumorske Zlijezde mogu proizvoditi velike koli¢ine TIMP, a

male koli¢ine MMP, te na taj nacin limitirati nivo destrukcije bazalne membrane i invazivne
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aktivnosti tumorskih ¢elija. Suprotno se deSava kod loSe diferentovanih, uznapredovalih KP,
Sto navodi na zakljuCak da se invazivno ponaSanje tumorskih celija moZe limitirati dejstvom
TIMP (264). Gubitak ravnoteZze izmedu MMP i TIMP je po misljenju Brehmera uglavnom
uzrokovan znacajnim gubitkom TIMP-1 u malignim ¢elijama, a znaCajna ekspresija MMP-2 i
znatno manja ekspresija MMP-9 u palpabilnim KP (T2, T3) u odnosu na nepalpabilne tumore
(T1c). Nedostatak karakteristi¢ne induracije u T1c tumorima prilikom rektalne palpacije autor
objasnjava povecanim koli¢inama MMP-9 koje uzrokuju pojacanu disimilaciju stromalnog
kolagena (363). Escaff je u svom istrazivanju da postoji znacajna varijabilnost u MMP/TIMP
ekspresiji u karcinomima prostate koja potvrduje biolosku heterogenost ovih tumora. Narocito
je povecana ekspresija MMP-11 i MMP-13 u KP bila znaajno povezana sa vecom
moguéno$¢u biohemijskog relapsa bolesti (358). U brojnim studijama nadeno je da je MMP-9
znacajno poviSen kod metastatski proSirenog KP (231, 285, 350, 364-66). Ekspresija MMP-9

u karcinomu prostate pokazala se 1 kao znacajan prediktor recidiva KP (350).

Castellano 1 saradnici su u svom istrazivanju utvrdili da su plazmatski nivoi
osteopontina (OPN) i MMP-9 znacajno poviSeni kod pacijenata kojima je sPSA bio ve¢i od
4 ng/ml. Istovremeno, imunohistohemijska analiza tumorskog tkiva pacijenata pokazala je
MMP-9 ekspresiju i u tumorskim ¢elijama, ali i okolnom ekstracelularnom matriksu. Autori
su time ukazali da OPN i MMP-9, koji su jako poviSeni u plazmi oboljelih od KP, mogu
poticati iz prostaticnih tumorskih celija, odnosno, da se najve¢im dijelom otpusStaju iz
tumorskih c¢elija KP, kao i da postoji mogucénost da se radi o koregulaciji ova oba markera u
tumorskim celijama, budu¢i da OPN indukuje aktivaciju MMP-9 (359). Morgia ukazuje da
su koncentracije MMP-2, MMP-9 1 MMP-13 u plazmi vece, a koncentracije TIMP-1 niZe,
kod pacijenata koji imaju metastatski proSiren KP, i da kod ovih pacijenata dolazi do
znaCajnog opadanja koncentracija MMP u plazmi nakon primjene terapije (366). U nasem
istrazivanju pokazano je da, Sto su pacijenti imali viSe nivoe sPSA predoperativno, to im je

bila i intenzivnija ekspresija MMP-9 u tumorskom tkivu KP.

Istrazivanja MMP-9 govore da ona ima i antiangiogenu ulogu koju ostvaruje putem
generiranja endogenih inhibitora angiogeneze i modulacijom signaliranja ¢elijskih receptora
otcjepljivanjem njihovih ligand-vezuju¢ih domena, odnosno ¢ini se da MMP-9 ¢ini dio
kompleksne ravnoteze angiogeneze, tj. nema iskljuivo proangiogenu, niti antiangiogenu

ulogu (231, 367). U svojoj studiji, Boxler je utvrdio da je jaka ekspresija MMP-9 povezana sa
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nizim stadijumom bolesti i duzim prezivljavanjem, kao 1 preZivljavanjem bez relapsa bolesti 1
preZivljavanjem specificnim za obolijevanje od karcinoma prostate. Primjenom
multivarijantnih analiza nijedan faktor se nije izdvojio kao nezavisan prognosticki parametar,

izuzev patoloskog stadijuma bolesti, kao i prisustva metastaza u limfnim ¢vorovima (281).

Analiza MMP-9 u uzorcima RP pokazala je da ovaj enzim moZe biti 1 marker
terapeutske efikasnosti, buduci da se nivo 1 aktivnost plazmatskih MMP-9 smanjuje znacajno

kod pacijenata sa metastatski proSirenom bolesti nakon primijenjene terapije (366).

Rezultati prethodnih studija sugeriSu da mjerenje nivoa VEGF i MMP-9 moze
osigurati korisne informacije o tumorskom statusu i prognozi. Jo§ uvijek ne postoje
ustanovljene ili adekvatne metode kvantifikacije imunohistohemijske ekspresije VEGF 1
MMP-9 (tabele 26 i 27). Razliciti autori su koristili potpuno druk¢ije metode procjene nivoa
ekspresije VEGF i MMP-9 (imunohistohemijska analiza, ELISA, in situ hibridizacija,
Zelatinazna zimografija), testirana su razliita tkiva obradena na razlicite na¢ine (TURP, RP,
plazma), primijenjeni su razliciti tipovi antitijela, a 1 “cut-off” nivoi koriS¢eni za procjenu
ekspresije VEGF i MMP-9 su bili razliciti, Sto moZe i objasniti kontradiktorne zakljucke
(tabele 26 i 27). U nasem istrazivanju primijenjena je semikvantitativna analiza ekspresije
VEGF 1 MMP-9 u tkivu KP (procenat pozitivnih tumorskih celija i1 intenzitet obojenosti
citoplazme), koja je koriS$¢ena u pojedinim studijama (279, 281, 326, 348-9).

Tabela 27. Studije MMP-9: povezanost MMP-9 sa patohistoloSkim parametrima

Studija Uzorak Metod Korelacija/DA | Korelacija/NE
Boxler 278. RP IHH/semlkvantltatlvna pT, GS, pN
analiza
Kuniyasu 40, RP ISH pT, GS, pN
. . pT, GS, pN,
Hideaki 193, RP IHH SPSA
Castellano 96, RP, krv E.LISA’ zslatmazna GS, sPSA
zimografija
101, RP,
Wood TURP ISH pT, GS,
IHH/semikvantitativna Biohemiiski
Escaff 133 RP analiza/tkivna IS Gs
. . .. relaps bolesti
mikroerej studija
Brehmer 40 RP IHH GS pT, sPSA
Morgia 40 ELISA, plazma pT, pN, pM
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Takode, kriterijumi za ukljucenje u studiju nisu bili homogeni; u pojedinim studijama
bili su ukljuceni i muskarci sa uznapredovalim KP, ali i pacijenti koji su primali razlicite
terapije. U naSem istrazivanju kori$¢eni su uzorci radikalnih prostatektomija pacijenata sa
klinicki dijagnostikovanim lokalno ograni¢enim KP (T2) koji predoperativno nisu primali
hormono-, radio- ili citostatsku terapiju. Stoga je teSko vrSiti poredenja rezultata i utvrditi
tacan prognosticki uticaj ekspresije VEGF 1 MMP-9 na osnovu ovakvih studija. Nedostatak
zlatnog standarda testiranja VEGF i MMP-9, kao i nedostatak validnog skoring sistema za
nivoe ekspresije VEGF i MMP-9, trenutno onemogucavaju testiranje ova dva molekularna

markera u rutinskoj praksi.

NaSim istraZzivanjem, primjenom multivarijantnih analiza klini¢kopatohistoloSkih
karakteristika KP, MVD, ekspresije proangiogenih faktora VEGF i MMP-9 u tumorskom
tkivu, kao nezavisni prognosticki parametri u predvidanju stadijuma KP (pT2 vs pT3)
pokazali su se Gleason skor, VEGF i prisustvo metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima
(pN1), a kao potencijalni prognosticki parametri (statistiCki sa manjim nivoom znacajnosti,

p <0,05) 1 MMP-9 i MVD.

VEGF i MMP-9 ekspresija u naSem istraZivanju primijenjena je na uzorcima
karcinoma prostate dobijenim nakon RP. Bilo bi korisno primijeniti ove markere 1 na
uzorcima IB u cilju Sto tacnije preoperativne prociene stadijuma karcinoma prostate, koji je
jo$ uvijek, sude¢i prema mnogim prethodno navedenim istrazivanjima, ali i naSem,
potcijenjen u klinickoj procjeni u odnosu na patohistolosku procjenu stadijuma (pT) u cak 20—
60% slucajeva, te na taj nacin poStedjeti pacijente nepotrebnog operativnog zahvata.
Odredivanje ekspresije VEGF, MMP-9 i angiogeneze u karcinomu prostate moglo bi
omoguciti identifikaciju pacijenata u ranom stadijumu bolesti sa visokim rizikom relapsa
bolesti nakon ucinjene radikalne prostatektomije, a koji bi mogli povoljno odreagovati na
primjenu antiangiogenih lijekova u kombinaciji sa hormonoterapijom u cilju spreCavanja
progresije bolesti i razvoja androgen-nezavisne hormonski refraktorne bolesti. Kenny
napominje u svom c¢lanku kako bi dobro bilo kad bismo mogli, uz pomo¢ molekularnih
markera, otkriti one pacijente ¢iji ¢e karcinom prostate progredirati i koji ¢e imati korist od

primjene adekvatne terapije u odnosu na one pacijente koji imaju indolentan karcinom (368).

Iako su mnoge od prethodno navedenih studija, ukljucujuci i nasu, pokazale znacajnu

povezanost izmedu razli¢itih mjerenja angiogene aktivnosti karcinoma prostate i stadijuma
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bolesti, nijedno od ovih mjerenja nije dovoljno validno kao senzitivno, specifi¢no i dovoljno
reproducibilno da bi se koristilo u svakodnevnoj klinickoj praksi. SloZenost tumorske
angiogeneze 1 izrazena heterogenost unutar samog tkiva adenokarcinoma prostate koje uticu
na javljanje i dejstvo razlicitih angiogenih faktora na razli¢itim nivoima razvoja karcinoma,
teSko ¢e omoguciti taCnu procjenu angiogene aktivnosti tumora na osnovu procjene samo

jednog aspekta angiogeneze.

Pitanje je i dalje da li ¢e analize razliCitih biomarkera biti dovoljno prediktivne na
uzorcima iglenih biopsija kao jedinog tkivnog uzorka pacijenta koji nije tretiran hirurski, kao
Sto su to bile na uzorcima radikalnih prostatektomija, a imaju¢i u vidu potencijalne
limitiraju¢e faktore kao Sto je heterogenost karcinoma prostate, ali i egzogeno oStecenje tkiva

prilikom uzimanja iglene biopsije.

Iako obec¢avajuce, dalje studije su potrebne da bi ocijenile dosadasnje studije i odredile
povezanost izmedu tumorske neovaskularizacije (procijenjene na uzorcima iglene biopsije i
uzorcima radikalnih prostatektomija) prije nego Sto se ove tehnike budu mogle primijeniti u

klinickoj praksi.
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6. ZAKLJUCCI

e U ispitanoj populaciji, koju je ¢inio 61 pacijent obolio od karcinoma prostate
dijagnostikovanih na osnovu iglene biopsije prostate i klinicki procijenjenih kao
stadijum T2, odnosno lokalno ograni¢en karcinom prostate, postoperativho na
uzorcima tkiva karcinoma prostate dobijenim nakon radikalne prostatektomije 24
pacijenta (39,34%) su imala lokalno proSirenu bolest (pT3), od kojih je kod 19
pacijenata (31,14%) bila prisutna invazija u sjemene kesice. Metastaze u
regionalnim limfnim ¢vorovima bile su prisutne kod Sest pacijenata (9,84%).

®  Vrijednosti MVD, odnosno broj krvnih sudova izmjeren na iglenim biopsijama
prostate, nije se statistiCki znacajno razlikovao u odnosu na broj krvnih sudova
odreden na wuzorcima karcinoma prostate dobijenim nakon radikalne
prostatektomije.

e Veca ekspresija VEGF, a narocito ve¢i nivo ekspresije MMP-9, bili su prisutni
u karcinomima prostate koji su imali ve¢u gustinu krvnih sudova (MVD). Pacijenti
sa visokom ekspresijom VEGF u karcinomima prostate imali su i vi§i nivo
ekspresije MMP-9.

e  Multivarijantnom analizom kao nezavisni prognostic¢ki parametri u predvidanju
stadijuma KP (pT2 vs pT3) statisticki visoko znacajnim pokazali su se Gleason
skor, VEGF i metastaze u limfnim ¢vorovima (pN1) (p < 0,001), dok su manji
nivo znacajnosti imali i MMP-9 i MVD (p < 0,05).

e Nezavisnim prognostickim parametrom nakon primjene multivarijantne analize
u predvidanju metastatski proSirene bolesti (pNO vs pN1) oboljelih od karcinoma
prostate pokazao se samo stadijum bolesti, pT (p = 0,001), a kao eventualni
nezavisni prognosticki parametri, ali sa manjim nivoom statisticke znacajnosti,
mogli bi se smatrati i MMP-9, VEGF i MVD (p < 0,05), dok se GS u procjeni pN
nije pokazao visoko statisticki znac¢ajnim (p> 0,05).

e Kao nezavisni prognosticki parametri u predvidanju histoloske diferentovanosti
karcinoma prostate, odnosno Gleason skora, pokazali su se stadijum bolesti (pT),
VEGF i MMP-9 (p < 0,001). Kao nezavisni prognosti¢ki parametar u procjeni GS,
ali sa manjim nivoom znacajnosti, mogao bi se smatrati i MVD (p < 0,05; p =

0,040).
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e Rezultati ovih analiza koji ukazuju na to da su veci nivoi ekspresije VEGF i
MMP-9, kao i MVD, povezani sa viSim stadijumom tumora (pT3), kao i
metastazama u regionalnim limfnim ¢vorovima (pN1), time potvrdujuéi ulogu
angiogeneze, Celijske kohezije 1 invazije u procesu metastaziranja. Povezanost
povisenih vrijednosti ovih varijabli potvrdena je i u odnosu na vec¢i Gleason skor

(GS >7), kao odraz loSe histoloske diferentovanosti karcinoma prostate.
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