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Izvod:

V4

Vitamin D ima antiproliferativno,
proapoptotsko 1 prodiferencijaciono dejstvo.
Dokazi o dejstvu na c¢elije adenokarcinoma
prostate su malobrojni 1 nekonzistentni. Cilj
ispitivanja je odredivanje stepena povezanosti
izmedu nivoa vitamina D, stadijuma
adenokarcinoma prostate, prostata specificnog
antigena, Gleason grade i progresije oboljenja.
Ispitivanje je prospektivno, sprovedeno na 120
ispitanika (90 pacijenata sa dijagnostikovanim
karcinomom prostate i 30 kontrolnih, zdravih
subjekata). Pacijenti sa dijagnostikovanim
adenokarcinomom prostate podeljeni su prema
stadijumu bolesti u dve grupe: lokalizovano
(pT2cNOMO, prostata specifiéni antigen < 20
ng/ml, Gleason 2-7) i metastatsko oboljenje
(pT3-4, N1, M 0,1(a,b,c), prostata specifi¢ni
antigen > 20 ng/ml, Gleason > 8), dok su prema
ordiniranoj terapiji podeljeni u tri grupe:
pacijenti koji su hemijski kastrirani, hirurski
kastrirani i grupa kod koje je uradena radikalna
prostatektomija. Uzorci za analizu nivoa
vitamina D 1 prostata specificnog antigen uzeti
pre ordinirane terapije a nakon toga posle 6 1 12
meseci. Kako ne postoje definisane vrednosti
unosa vitamina D 1 kalcijuma za ispitivano
podneblje formirani smo Upitnik kojim smo
evaluirali dnevni unos kod 90 zdravih subjekata
muskog pola starijih od 50 godina koji nisu
ucestvovali u ispitivanju. Da bismo uocili
ispitanike koji su hranom ili zivotnim navikama
drastiéno uticali na vrednost vitamina D isti
Upitnik su ispunili svi ispitanici ukljuceni u
ispitivanje. Ustanovljena je ocCuvana godiSnja
oscilacija vitamina D kod ispitanika te smo
statistickim modelom korigovali ovu varijablu.
Rezultati pokazuju da grupa obolelih nema
apsolutno niske vrednosti vitamina D i1 da su
vrednosti kod obolelih nize u odnosu na
kontrolne subjekte (64.12 nmol/l vs. 74.45
nmol/l). Nije uoc€ena razlika u nivou vitamina D
kod pacijenata sa lokalizovanim 1 metastatskim
oboljenjem (62.90 nmol/l vs. 64,65 nmol/l).
Odnos izmedu prostata specificnog antigena i
vitamina D posmatran tokom perioda ispitivanja
pokazuje da je kod obolelih pacijenata koji su
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hemijski ili hirurSki kastrirani i kod pacijenata
kod kojih je uradena radikalna prostektomija
postoji pozitivna korelacija pre ordinirane
terapije u sve tri grupe, nakon ordinirane
terapije mozemo uociti inverznu korelaciju.
Konrolna grupa ispitanika pokazuje stalnu
pozitivnu korelaciju izmedu nivoa vitamina D i
prostata specificnog antigena. Pacijenti kod
kojih je doslo do progresije imaju nize vrednosti
nivoa vitamina D u odnosu na pacijente kod
kojih nije doslo do progresije. Nije ustanovljena
korelacija izmedu vremenskog intervala do
progresije oboljenja i nivoa vitamina D.
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Note:

N

Abstract:

AB

Hajduk Veljkova 3, 21000 Novi Sad, Serbia

Vitamin D has antiproliferative, proapoptotic
and prodifferentiational actions. There is a
limited number of studies asessing influence of
vitamin D on prostate cancer. Results of those
available studies are inconsistent. This study
hypothesizes with correlation of vitamin D,
prostate cancer stage, prostate specific antigen,
Gleason grade, stage, and disease progression.
This prospective study included 120 subjects
(90 subjects with diagnosed prostate cancer and
30 healthy, age adjusted controls). Patients with
diagnosed prostate cancer formed two groups by
criterion of disease advancement: localised
(SpT2cNOMO, prostate specific antigen < 20
ng/ml, Gleason 2-7) and metastatic (>pT3-4,
N1, M 0,1(a,b,c), prostate specific antigen > 20
ng/ml, Gleason > 8. According to applied
therapy subjects were devided in three groups:
surgicaly castrated, medicamentous castrated
and radical prostatectomy treated. Samples were
obtained before therapy and after 6 and 12
months. As no defined value for vitamin D and
calcium intake could be found we formed
Questionnaire for vitamin D and calcium intake.
Data were obtained from 90 healthy, age
adjusted subjects, not included in this study. All
subjects included in this study filed the
Questionnarie and subjects with unusual
vitamin D and calcium intake were excluded.
Annual oscilation of vitamin D was observed,
so we applied statistical model that excluded
this variable. Subjects with diagnosed prostate
cancer didn't have absolutely low vitamin D
level. This level was lower in group of subjects
whith diagnosed prostate cancer comparing to
controls (64.12 nmol/l vs. 74.45 nmol/l). No
differences in vitamin D level was observed in
groups of patients with localised and metastatic
disease (62.90 nmol/l vs. 64,65 nmol/l).
Correlation of vitamin D and prostate specific
antigen during 12 months period showed that
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castrated subjects and subjects in radical
prostatectomy  group  showed  possitive
correlation before surgical treatment and
inverse, negative correlation, after treatment.
Control group showed possitive correlation of
vitamin D and prostate specific antigen in all
three measurements. Subjects with progression
have significantly lower vitamin D level
comparing to subjects without progression. No
correlation between time to progression and
vitamin D have been observed.
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1. Uvod

Adenokarcinom prostate je Cesto oboljenje koje se javlja u starijoj Zivotnoj dobi.
Oboljenje ima dug period razvoja i nizak mortalitet t¢ moze u znacajnoj meri uticati na
smanjenje kvaliteta zivota. Utvrdeno je da razvoj karcinoma prostate predstavlja kompleksnu
interakciju izmedu genetskih faktora i faktora sredine. Kombinacija dugog perioda razvoja
bolesti, niske stope mortaliteta, uticaja faktora sredine i mogucnosti otkrivanja oboljenja u
ranom stadijumu ¢ine adenokarcinom prostate pogodnim za primenu hemopreventivnih mera.
Nazalost, sa faktorima koji bi mogli delovati na karcinom prostate u hemopreventivhom
smislu dosta se hipotetiSe, uz mali broj studija koje jasno definiSu njihov znacaj. Vazno je
indentifikovati jedinjenja znacajna za prevenciju, reverziju i inhibiciju promena kod
adenokarcinoma prostate i ustanoviti njihovu tacnu ulogu kako bismo promenama Zivotnih 1
dijetetskih navika mogli da uticemo na razvoj ovog Cestog oboljenja. Vitamin D je svakako,
sa dokazanim antiproliferativnim 1 proapoptotskim dejstvima, znacajno jedinjenje. Danas ne
postoji jasno definisan stav o ulozi vitamina D u razvoji i progresiji karcinoma prostate, te su

neophodna istrazivanja koja bi definisala njegovu ta¢nu ulogu.

1.1. Incidenca i mortalitet

Adenokarcinom prostate pogada stariju populaciju, mali broj pacijenata oboli pre 50
godine zivota. Ovo je Cesta bolest, verovatno¢a da ¢e se razviti tokom zivota u opstoj
populaciji je 16,72%, dok je verovatnoca da ¢e do¢i do smrtnog ishoda 2,57% (1). Podatak da
je kumulativni rizik za razvoj klinicki manifestnog oboljenja tokom zivota Sirom sveta 0,5-
20% 1 da se patohistoloski karcinom prostate moze dokazati kod 75% pacijenata starijih od 85
godina jo$§ viSe naglasava znacaj rasprostranjenosti oboljenja (2). Velike varijacije u
kumulativnom riziku i1 geografskoj distribuciji predstavljaju osnovu za ispitivanje razlika

medu populacijama koje bi mogle biti uzrok razlicite ucestalost karcinoma prostate.



Poznato je da je Sirom sveta incidenca patohistoloSki dijagnostikovanog karcinoma
prostate (koji se klinicki ne eksprimira) slicna. Sa druge strane, incidenca klinicki
manifestnog karcinoma znatno varira (Grafikon 1). Podatak da se kod pacijenata koji
emigriraju iz Azije u Ameriku incidenca karcinoma prostate povecava ali da ne dostize
incidencu populacije koja je rodena na tlu Amerike govori u prilog uticaja faktora Zivotne
sredine (3). Znacaj faktora sredine naglaSava i antropoloska teorija da izmedu rasa postoje
samo suptilne bioloSke razlike a da sama rasna podela ima najve¢im delom kulturolosku,
obi¢ajnu i socijalnu osnovu (4). Pored uticaja sredine, smatra se da odredeni genetski fakori
deluju protektivno tako da incidenca kod emigranata ne dostiZze incidencu starosedelaca na
Americkom kontinentu (1). Razlika u ucestalosti izmedu rasa moZe se objasniti dejstvom
faktora spoljasnje sredine, ishrane, kulturoloskih 1 socijalnih faktora, dostupnoscéu
zdravstvenog sistema ali i uticajem gena te se smatra da su ove razlike multifaktorijelnog

porekla.

Grafikon 1. Ucestalost karcinoma prostate u razli¢itim regionima (/100 000)(5)
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Mortalitet raste do 1992. godine nakon ¢ega dolazi do postepenog opadanja (6). Danas je
mortalitet nizi od nivoa koji je imao pre uvodenja PSA u dijagnosticku proceduru (7).

Mortalitet takode znacajno varira izmedu razlicitih geografskih regiona.



Grafikon 2. Mortalitet od karcinoma prostate u razli¢itim regionima (/100 000)
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1.2. Faktori koji uticu na razvoj adenokarcionma prostate

1.2.1. Genetski faktori

Postojanje genetske osnove uoceno je nakon Sto je zapazena veca ucestalosti karcinoma
prostate u pojedinim porodicama. Godine starosti 1 pozitivna porodi¢na anamneza se smatraju
najznacajnijim rizikofaktorima za razvoj oboljenja (8,9,10). Petnaest procenata karcinoma
prostate ima naslednu osnovu, verovatno¢a da ¢e se bolest razviti kod naredne generacije
povecava se sa stepenom srodnost, brojem aficiranih ¢lanova i godinama starosti u kojima je
oboljenje nastalo (11). Geni koji se smatraju odgovornim su HPC1, HPC2, MSR1, MICI,
PONI1, OGG, CHECK, BRCA2? i single nucleotid polymorphism (npr. SNP R462Q). U
istrazivanju iz 2005. godine Tomlins i1 saradnici pokazali su veliku ucestalost (oko 50%
slucajeva lokalizovanog karcinoma prostate) TMPRSS2 genske fuzije kod pacijenata sa

lokalizovanim karcinomom prostate 1 nizim Gleason grade-om (12,13).

1.2.2. Inflamacija i infekcija

Zapaljenski procesi smatraju se odgovornim za razvoj 20% svih karcinoma (14). Smatra
se da hroni¢na proliferacija tkiva predstavlja pogodno tlo za malignu alteraciju i u prostati.
Veliki broj epidemioloskih studija posmatrao je ucestalost seksualno prenosivih bolesti i
prostatitisa 1 njihov odnos prema ucestalosti adenokarcinoma prostate. Deo ovih studija

pronasao je pozitivnu korelaciju (15,16,17,18) dok istrazivaci u drugim studijama nisu uocili
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postojanje povezanosti izmedu adenokarcinoma prostate i inflamacije (19). Putzi i De Marzo
su 2000. godine definisali proliferativnu inflamatornu atrofiju (PIA). PIA je regenerativna
promena koja nastaje kao posledica infekcije, Cesto se nalazi u blizini high grade prostati¢ne

intraepitelne neoplazije (HGPIN) koja se smatra prekursorom adenokarcinoma prostate (20).

1.3. Dijagnostika karcinoma prostate

Dijagnoza se postavlja na osnovu nalaza digitorektalnog pregleda (DRE), nivoa prostata

specifi¢nog antigena (PSA), transrektalnog ultrazvuka (TRUS) i TRUS vodene biopsije.

1.3.1. Digitorektalni pregled

Karcinom prostate je najcesce lokalizovan u perifernoj zoni gde je palpatorno lako
dostupan prilikom pregleda. Palpiraju se noduli priblizne zapremine 0,2 ml ili vedi.
Senzitivnost samog DRE je 18%, ukoliko se kombinuje sa nivoom PSA senzitivnost se

povecavana 5 —30% (21,22). Pozitivan nalaz korelira sa vi§im Gleason scor — om (23).

1.3.2. Prostata specifi¢ni antigen

PSA se stvara isklju¢ivo u epitelnim celijama prostate 1 specifi¢an je za organi ali ne i za
oboljenje (povisen i kod benigne hiperplazije, zapaljenja, nakon manipulacije). Ima vecéu
specificnost u odnosu na DRE i TRUS. PSA je kontinuirani parametar tj. i pri niskom nivou

PSA postoji moguénost da je pacijent oboleo od adnokarcinoma prostate.

Tabela 1. Ucestalost karcinoma prostate u odnosu na vrednosti PSA

0-0.5 6.6%
0.6-1 10.1%
1.1-2 17.0%
2.1-3 23.9%
3.1-4 26.9%

Postoji vise izvedenih parametara koji sluZze za preciznije odredivanje nivoa PSA u

serumu. Najznacajniji je free/total PSA (f/t PSA). f/tPSA predstavlja odnos slobodnog PSA u
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serumu (koji nije vezan za serumske proteine) i nivoa ukupnog PSA. Pacijenti sa karcinomom
prostate imaju nizi nivo slobodnog (free) PSA u serumu, samim tim i {/tPSA. Ovaj parametar
se koristi pri vrednostima od 4-10 ng/ml, kada nivo ukupnog PSA daje najmanje podataka
neophodnih za postavljanje dijagnoze adenokarcinoma prostate. Vrednost f/tPSA od 25%
otkriva 95% karcinoma i eliminiSe 20% nepotrebnih biopsija (24). Na {/tPSA utic¢e volumen

prostate, smatra se da najbolju prediktivnu sposobnost ima za prostate manje od 40 ccm® .

1.3.3. Biopsija prostate

Pozitivan nalaz digitorektalnog pregleda predstavlja apsolutnu indikaciju za biopsiju.
Grani¢na vrednost od 4 ng/ml koja se ranije uzimala kao referentna za biopsiju danas je
napustena. PSA je kontinuirani parametar, te se i pri nizim vrednostima moze javiti karcinom
prostate. Danas se prema nekim autorima za grani¢nu vrednost uzima 2,6 ng/ml. TRUS
vodena biopsija prostate je standard, najvecu prediktivnu vrednost imaju Gleason scor i

procent malignog tkiva koje zahvata bioptate.

1.4. Tumor node metastasis (TNM) klasifikacija

Klini¢ki staging proSirenosti oboljenja na osnovu dijagnostickih parametara ima vaznu
prognosticku ulogu 1 sluzi za donoSenje odluke o modalitetu lecenja. Klinicka TNM
klasifikacija zasniva se na nalazu DRE, PSA, biopsije prostate i radioloskih (RTG) pretraga,
daje informacije o stepenu proSirenosti oboljenja u prostati, limfnim ¢vorovima ili

eventualnom postojanju metastatskih promena.

1.4.1.T staging

DRE korelira sa patoloskim stadijumom u 50% slucajeva nakon prvog pregleda, dok je
prilikom drugog i treceg DRE ovaj procenat manji 1 iznosi 29.9% 1 21.2%(25,26). Vrednost
PSA ne moze se upotrebiti samostalno za predikciju patohistoloskog stadijuma, zbog
prisustva poviSenih vrednosti PSA kod BHP i zapaljenskih procesa. Lokalizovani stadijum se
vidi kod 80% pacijenata sa PSA < od 4 ng/ml, 66% ukoliko je PSA od 4-10 ng/ml, dok je
ograni¢ena bolest kod 50% pacijenata sa PSA >od 10 ng/ml (27). Kombinacija DRE i1 PSA
ima znatno vecu prediktivnu vrednost nego pojedinacni parametri (28). Studije su pokazale da
TRUS nema veéu prediktivnu vrednost za lokalizovanu bolest nego DRE (29).

Kompijuterizovana tomografija (CT) 1 magnetna rezonanca (MR) nemaju dovoljnu
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senzitivnost i1 specifi¢nost za detekciju lokalno uznapredovale bolesti. Biopsija prostate daje
definitivhu informaciju o proSirenosti bolesti. Gleason grade predstavlja izgled tkiva
dobijenog biopsijom ili operativnim zahvatom pod malim mikroskopskim uvecanjem.
Posmatra se citoarhitektura te se prema grafickim Semama koje je odredio americki patolog
Donald Gleason dodeljuje numericka vrednost od 1-5 (1 — dobro diferencirano tkivo, 5
dediferencirano tkivo). Primarni Gleason grade predstavlja najzastupljeniju citoarhitekturu,
sekundarni Gleason grade predstavlja drugu po zastupljenosti. Sabiranjm primarnog i
sekundarnog Gleason grade dobija se Gleason scor (2 do 10). Sedamdeset procenata
pacijenata ima lokalizovanu bolest ako je Gleason scor < 6. Lokalizovana / lokalno
uznapredovala bolest korelira sa procenentom malignog tkiva u bioptatima (30,31,32).
Prilikom procene lokalnog stepena uznapredovalosti oboljenja najvaznije je uociti razliku

izmedu T2 i T3 stadijuma. tj. lokalizovane i lokalno uznapredovale bolesti.

1.4.2.N staging

Sirenje bolesti u limfne &vorove je vazan podatak jer utie na donosenje odluke o
modalitetu lecenja. Verovatnoca za postojanje pozitivnih limfnih ¢vorova povecava se sa
povecanjem nivoa PSA, stadijumom T2b — 3, dediferencijacijom i perineuralnom invazijom
u patohistoloskom nalazu. Nalaz Gleason scora 4 na biopsiji korelira sa pozitivnim limfnim
¢vorovima u 20 — 45%. Radioloske pretrage oslanjaju se na dimenzije limfnih ¢vorova (0,8cm

za okrugle i 1cm za ovalne limfatike).

1.4.3.M staging
NajceSce mesto metastaziranja adenokarcinoma prostate je koStani sistem. Kombinacija
nivoa alkalne fosfataze i PSA ima senzitivnost od 98% za postojanje koStanih metastaza
(33,34). PSA > 100 ng/ml je parametar koji ima senzitivnost 100% za detekciju koSanih
metastaza (35). Scintigrafija skeleta ima najviSu senzitivnost, superiornija je u odnosu na
radioloske i seroloske pretrage. Radioloske pretrage (RTG, USG, CT, MRI) su metode izbora

za evaluaciju drugih lokalizacija u koje adenokarcinom prostate daje metastaze.

1.5. Modaliteti leCenja

Nakon postavljanja dijagnoze pacijenti u zavisnosti od stadijuma bolesti mogu biti

podvrgnuti razli¢itim modalitetima leCenja

e Active monitoring



e Watchfull waiting

e Radikalna prostatektomija

e ZracCna terapija

e Hirurska ili hormonska kastracija

1.5.1.Radikalna prostatektomija (RP)

Predstavlja uklanjanje tkiva prostate, semenih vezikula i u nekim slu€ajevima pelvi¢nih
limfnih ¢vorova. PSA se stvara jedino u prostati, te se nakon radikalne prostatektomije
ocekuje nizak nivo PSA. Da bi se ispunio osnovni cilj radikalne prostatektomije — eradikacija
moraju se indentifikovati pacijenti sa lokalizovanim oboljenjm. Pacijenti su prema riziku za
progresiju bolesti nakon radikalne prostatektomije podeljeni u tri grupe: sa niskim, srednjim i

visokim rizikom za progresiju.

e Nizak rizik: ¢T1-T2a, Gleason score 2-6 i PSA < 10 ng/mL
e Srednji rizik: ¢T2b-T2c ili Gleason score = 7 ili PSA 10-20 ng/mL
e Visok rizik: cT3a ili Gleason score 8-10 ili PSA > 20 ng/mL

Radikalna prostatektomija daje bolje rezultate kod pacijenata sa niskim ili srednjim
rizikom za progresiju. Deset godina nakon operativnog lecenja pacijenti koji su imali
lokalizovanu bolest (do T2c) bili su bez biohemijskog relapsa je izmedu 60 — 75% uz

prezivljavanje specificno za karcinom od 94 — 98% (36,37,38).

1.5.2. Medikamentozna kastracija

Androgeni su neophodni da bi prostaticne celije normalno rasle, diferencirale se i
obavljale fizioloske funkcije. U nedostatku androgena dolazi do indukcije apoptoze celija
prostate. Na nivo androgena mozemo uticati inhibicijom sekrecije (hirurska ili
medikamentozna kastracija) ili inhibicijom dejstva u prostati (antiandrogeni). Kombinacijom
ove dve metode lecenja dobija se totalna androgena blokada. Fizioloska vrednost testosterona

je oko 600 ng/dl kod odraslih a kastraciona oko 20 ng/dl.

1.5.3. LHRH agonisti

Aplikuju se u vidu retard preparata na 1 ili 3 meseca. Deluju tako §to se inicijalno vezuju

za LHRH receptore i u prvoj nedelji nakon pocetka lecenja prolazno stimulisu sekreciju LH,
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FSH i testosterona (flare up fenomen). Zbog hroni¢nog izlaganja LHRH agonistima dolazi do
smanjenja ekspresije LHRH receptora u hipofizi. Posto nema receptora na koje bi LHRH
agonista delovao smanjuje se i produkcija FSH 1 LH i1 u roku od 2-4 nedelje dolazi do pada
testosterona na kastracione vrednosti (39). Kada uzmemo da je kastraciona vrednost
testosterona 20 ng/ml 15% pacijenata nema kastracionu vrednost nakon primene LHRH
agonista. Da bi se sprecila pojava inicijalnog porasta testosterona i flare up fenomena tokom

prve dve nedelje primene LHRH preporucuje se i uporeba antiandrogena.

1.5.4. Antiandrogeni

Kompepetivno inhibiraju dejstvo androgena na androgene receptore u prostatiénim

¢elijama i na taj nacin izazivaju apoptozu. Postoje dve klase antiandrogena:
e Steroidni (ciproteron acetat, megestrol acetat)
e Nesterodni (nilutamid, flutamid, bicalutamid)

Obe klase deluju kompetetivno na nivou testosteronskih receptora u prostati, nesteroidni

antiandrogeni ne snizavaju nivo testosterona.

1.5.5. Kompletna androgena blokada

Nakon aplikacije LHRH nivo testosterona se smanjuje za 95%. Preostalih 5%
testosterona sintetiSe se u nadbubregu i u prostati konvertuje u dihidrotestosteron (DHT). Da
bi se sprecilo dejstvo nadbubreznih androgena u prostati LHRH agonistima se dodaju
antiandrogeni, koncept poznat kao kompletna androgena blokada (CAB). Indikacije za CAB
su T3 i T4 stadijum, asimptomatske i simptomatske metastaze (M1) i pozitivni limfni

¢vorovi.

1.5.6. Hirurska kastracija

HirurSka kastracija je standard u leCenju karcinoma prostate. Operativni zahvat se izvodi

u lokalno ili op$toj anesteziji, najéesce subkapsularnim uklanjanjem tkiva testisa.



1.6. Pracenje i progresija bolesti

Nakon radikalne prostatektomije ili CAB na kontrolnim pregledima neophodno je uraditi

PSA, DRE i dobiti anamnesticke podatke vezane za bolest.

1.6.1.PSA

Predstavlja osnovu monitoringa kod pacijenata kod kojih je uradena RP ili CAB.
Promene u nivou PSA javljaju se nekoliko godina pre pojave klinickih simptoma progresije
bolesti (40,41). Nakon uspeSne radikalne prostatektomije PSA je nemerljiv nakon 6
nedelja(42). Nakon RP dva konsekutivnha nalaza PSA veca od 0,2 ng/ml predstavljaju
biohemijsku progresiju (43).

Ukoliko PSA ne padne na vrednost ispod 0.2 ng/ml kod pacijenata sa metastatskim
oboljenjm verovatnoc¢a da ¢e do¢i do progresije bolesti u 24 meseca je petnaest puta veca u
odnosu na pacijente sa PSA < 0.2 ng/ml (44,45). Pacijenti koji imaju vrednost PSA < od 0,2
ng/ml imaju bolju prognozu nego pacijenti koji imaju vrednosti PSA nakon MK i HK izmedu

0,2 14 ng/ml.

1.6.2.DRE

Procenjuje postojanje lokalnog recidiva. Nakon operativnog lecenja veoma je tesko
proceniti nalaz DRE. Znacajan je kod pacijenata koji imaju dediferenciran tumor, sa malom

produkcijom PSA.

1.7. Vitamin D

Vazna uloga vitamina D u metabolizmu kalcijuma i fosfora, mineralizaciji kosti,
neuromuskularnoj funkciji, egzokrinoj sekreciji, Celijskoj adheziji 1 intercelularnoj
signalizaciji od ranije je poznata. Nakon otkri¢a vitamin D receptora (VDR) i enzima
neophodnih za formiranje aktivnog oblika vitamina D u drugim tkivima, medu kojima su bila
1 maligno izmenjena tkiva, pojavilo se interesovanje za definisanje alternativnih uloga i
dejstava vitamina D. Intenzivnim proucavanjem ovog plejotropnog vitamina otkriveno je

njegovo antiproliferativno i proapoptotsko dejstvo na razli¢ite vrste celija.



Hipoteza da vitamin D deluje na maligne ¢elije prostate potekla je iz epidemioloskih
studija koje su pokazale da je Zivotna dob najvazniji faktor rizika za razvoj adenokarcinoma
prostate, Sto je u skladu sa ve¢om ucestalos¢u vitamin D deficijencije kod starijih. Takode je
ustanovljeno da je incidenca karcinoma prostate obrnuto proporcionalna ekspoziciji UV
zraCenju (geografska S§irina) i crnoj puti. Epidemioloske studije su dalje elaborirane kroz in
vitro 1 in vivo studije koje su do odredenog stepena objasnile ulogu vitamina D u procesu

maligne alteracije.

Razvoj malignih neoplazmi predstavlja kompleksnu interakciju genetskih faktora i faktora
sredine. Dug period razvoja adenokarcinoma prostate omogucava da na sam proces delujemo
promenom zivotnih navika i ishrane. Znacaj vitamina D 1 njegova uloga u procesu
kancerogeneze porasla je nakon ustanovljavanja osnovnih principa hemoprevencije tj.
primene prirodnih ili sintetskih materija koje preveniraju, inhibiraju ili dovode do reverzije
patoloskih procesa u maligno alteriranom tkivu. Na osnovu podataka koji ukazuju da faktori
sredine imaju veliki uticaj na razvoj karcinoma prostate paznja je usmerena na indentifikaciju
¢inilaca koji mogu imati ulogu u razvoju tj. prevenciji adenokarcinoma prostate. Jedan od
postavljenih ciljeva u leCenju lokalizovanog 1 metastatskog karcinoma prostate je

pronalazenje novih, manje agresivnih metoda leCenja koje bi mogle spreciti nastanak tj.

1.7.1. Metabolizam kalcijuma

Osnovna uloga vitamina D je regulacija homeostaze kalcijuma i fosfora. Da bi se nivo
kalcijuma odrzao u uskim, fizioloskim, granicama vitamin D deluje na vise organskih sistema.
Kod sisara nivo kalcijuma je precizno regulisan. Priblizno 50% serumskog kalcijuma je
slobodno, dok je druga polovina vezana za serumske proteine (albumini) i anjone (citrati,
bikarbonati, fosfati). U krvnoj plazmi nivo jonizovanog kalcijuma je u uskim granicama

izmedu 1.10 -1.30 mmol/l, vezanog 2.2 — 2.5 mmol/l uz fizioloske oscilacije od 1-2 %.

Homeostaza kalcijuma odrzava se posredstvom: vitamina D, paratireoidnog hormona
(PTH), kalcitonina (CT), dejstvom na tanko crevo, kosti i bubrege. Gastrointestinalni trakt je
mesto apsorpcije kalcijuma u organizmu. Koli¢ina kalcijuma koja se absorbuje je pod
direktnim uticajem koli¢ine kalcijuma u hrani i kvaliteta transporta kroz epitelne celije tankog
creva. Kao odgovor na nize vrednosti kalcijuma u hrani bubrezi reaguju pojacanim stvaranjem

1,25(0OH), Ds. Dokazano je da je pri nizem unosu kalcijuma efikasnost apsorpcije u tankom
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crevu veca za 50%(46,47). Priblizno 35% kalcijuma se apsorbuje iz tankog creva aktivnim
(transcelularno) 1 pasivnim transportom (paracelularno) (48). Aktivni transport je za razliku
od pasivnog saturabilan. Ukoliko je sadrzaj kalcijuma u himusu nizak aktivira se vitaminom
D regulisan aktivni transport u duodenumu i jejunumu. Kod vitamin D insuficijentnih
pacijenta apsorbuje se samo 75% kalcijuma aktivnim transportom (49,50). Apsorpcija
kalcijuma iz creva je pod uticajem 1,25(OH),Ds;. 25(0OH)D; deluje na apsorpciju jedino u
slucaju kada je nivo 25(OH)Ds u serumu suvisSe nizak za formiranje 1,25(OH),D; u bubrezima
(51,52). U ovom slucaju hidroksilacija 25(OH)D; u 1,25(0OH),Ds odvija se preko CYP27BI1

prisutnog lokalno u enterocitima.

1.7.2. Transport kalcijuma u enterocitima

Transport kroz apikalnu membranu enterocita odvija se preko transient receptor potential
vanilloid 6 (TRPV6) (ranije CaT1, ECaC2). Transport pomoc¢u TRPV6 je vitamin D zavisan.
Gen TRPV6 se nalazi na 7q34. Protein je lociran u apikalnom delu enterocita, pretezno u
duodenumu 1 jejunumu. TRPV6 je do 90% redukovan kod vitamin D insuficijencije, kod
smanjenog unosa kalcijuma je jace eksprimiran (53,54,55). TRPV6 mRNK je pojacano
eksprimirana kod karcinoma prostate u odnosu na benignu hiperplaziju prostate i korelira sa
Gleason grade/scor te se razmatra njegov prognosticki znacaj (56,57,58, 59,60). Nakon ulaska

u ¢eliju kalcijum se transportuje od apikalnog do bazalnog dela ¢elije.
Postoje Cetiri poznata mehanizma transporta kalicijuma kroz ¢eliju:

e OlakSana difuzija: nakon ulaska u c¢eliju smatra se da centralnu ulogu u daljem

transportu kalcijuma ima calcium-binding protein - calbindin D. Postoje dva oblika calbindina
D: calbindin Dy lokalizovan u crevu i calbindin D lokalizvan u bubregu. Kod vitamin D
deficijencije nivo calbindina Dy je znatno snizen (49,61), nakon aplikacije vitamina D nivo se
povecava, te se gen koji kodira calbindin Dy smatra za jedan od vitamin D target gena
(62,63). Kod calbindin Dgx null miSeva postojala je normalna bazalna 1 1,25(OH),D;
stimulisana apsorpcija kalcijuma (64,65,66,67). Nakon izuCavanja calbindin Dgx i TRPV6
double null miseva ustanovljeno je da je apsorpcija kalcijuma manja za 60%, Sto sugerise da
ova dva molekula imaju odredenu interakciju u transoprtu kalcijuma (68). Tatan mehanizam
transporta kalcijuma kroz ¢eliju ostaje nerazjasnjen. Smatra se da je u pitanju kompleksniji

mehanizam od prostog transporta pomocu calbindina Dgg. Kalcijum se iz enterocita u serum
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transportuje uz gradijent koncentracije, pomocu enzima plasma membrane calcium ATPase
1b (PMCAI1D). U slucajevima deficijencije vitamina D dolazi do smanjene transkripcije gena

za PMCAL1b.

e Endocitoza: Gerasimenko 1 saradnici uo€ili su je da se kalcijum nakuplja u
endozomima nakon aplikacije 1,25(OH),D; (69). Endozomi pri apikalnom polu enterocita
eksprimiraju calbindin D5gk 1 osetljivi su na dejstvo 1,25(OH),D5 (70,71,72,73). Smatra se da
acidifikacija kalcijumom ispunjenih endozoma dovodi do intracelularnog otpustanja

kalcijuma (69). Ta¢an mehanizam formiranja endozoma ispunjenih kalcijumom nije poznat.

e Transkaltahija: predstavlja brz odgovor na stimulaciju bazolateralne strane enterocita

sa 1,25(OH),Ds;. Nakon nanoSenja 1,25(OH),D; na serozu creva dolazi do povecanja
apsorpcije priblizno za 40% u kratkom vremenskom roku. Protein na bazolateralnoj stani
odgovoran za transport kalcijuma je membrane associated rapid response steroid-
binding protein (MARRS) (74). Kod knock-out (KO) miSeva za gen koji kodira MARRS
protein usvajanje ekstracelularnog kalcijuma je bilo zanemarljivo ili u potpunosti odstuno

(75).

e Pasivni transport: mehanizam paracelularnog transporta kalcijuma nije tacno poznat,

sem da se najve¢im delom odvija u jejunumu i ileumu (76,77,78). Fujita et al. su 2008. godine
hipotetisali sa ulogom klaudina u transportu kalcijuma (79). Klaudini su ekstracelularni
proteini za koje se smatra da formiraju kanale za transport jona. Dokazali su da claudin 2 1 12
ucestvuju u apsorpciji kalcijuma i1 da se ekspresija ovih proteina povecava pod uticajem

1,25(0H),Ds.

1.7.3.Metabolizam kalcijuma u bubrezima

Bubrezi imaju klju¢no mesto u odrzavanju homeostaze kalcijuma. Tokom 24 h kroz
glomerule se filtrira oko 8g kalcijuma, 98% se resorbuje u tubulima. U proksimalnim
konvoluiranim tubulima pasivnim mehanizmom resorbuje se oko 70% kalcijuma. Dodatnih
15% kalcijuma se resorbuje u debelom ascendentnom kraku Henlejeve petlje, takode
pasivnim mehanizmom (claudin - 16). Preostalih 10-15% kalcijuma apsorbuje se u distalnim
konvoluiranim tubulima. Calcium sensing receptor (CaSR) lokalizovan u ascendentnom kraku
Henlejeve petlje registruje promene u ekstracelularnom nivou kalcijuma i regulise nivo PTH i
resorpciju kalcijuma, kalijuma, natrijuma 1 vode, u zavisnosti od mesta dejstva u nefronu.
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Eksprimiran je u svim segmentima nefrona. Za transport kalcijuma iz lumena tubula
odgovoran je transient receptor potential vanilloid 5 (TRPVS) i 6 (TRPV6) koji su
eksprimirani na apikalnom polu tubularnih ¢elija. Nakon ulaska u ¢eliju kalcijum se vezuje za
calbindin-D,gk, protein koji transportuje kalcijum do bazalne membrane. Kao i u tankom
crevu eksprimiranje calbindin-Dygk se povecava nakon aplikacije vitamina D. U bazalnom
delu membrane Na*"/Ca*” pumpa (NCX1) i PMCAL1b transportuju kalcijum u cirkulaciju.
Smatra se da i Klotho 1 FGF23 imaju ulogu u metabolizmu kalcijuma. Klotho je eksprimiran u
bubrezima i reguliS$e metabolizam kalcijuma interakcijom sa o; i p subjedinicom Na',K'-
ATPase (80). Takode interreaguje sa FGF receptorom 1 pretvara ga u specificni FGF23

receptor. Klotho i FGF23 deluju na smanjivanje stvaranja vitamina D u bubrezima (81).

1.7.4.Metabolizam kalcijuma u kostima

Nakon formiranja kosti osteoblasti 1 osteoklasti ucestvuju u njenom remodelingu.
Formiranje kosti je primarna funkcija osteoblasta koji indirektno stimuliSu osteoklaste te
dolazi do resorpcije. Osteoblasti su pod uticajem: 1,25(0OH),Ds3, PTH, IL1, IL6 (82,83). Preko
sekrecije Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand (RANKL) proteina osteoblasti
indukuju diferencijaciju progenitornih ¢elija u osteoklaste. RANKL spada u porodicu tumor
necrosis factor (TNM). Fu et al. su 2006. otkrili mehanizme kontrole Rankl gena preko
RANKL distal control region (RL-DCR) (84). Delecije RL-DCR su pokazale da je ovaj
molekul neophodan za indukciju sinteze RANKL. Ustanovljeno je da je RL-DCR pod
direktnom kontrolom PTH i 1,25(OH),Ds. Uticaj 1,25(0OH),D; je VDR zavisan, kod VDR
null miSeva 1,25(OH),D3; nema uticaja na Rankl (85,86).

1.7.5.Metabolizam fosfata

Apsorpciju fosfata u crevu regulise vitamin D, dok resorpciju iz kosti reguliSe PTH. Kod
vitamin D insuficijencije u crevu se apsorbuje samo 60% fosfora (87,88). U bubregu vitamin
D i PTH smanjuju resorpciju fosfata iz tubula. Kako su oba hormona odgovorna prvenstveno
za metabolizam kalcijuma, smatralo se da postoji drugi nacin odrzavanje homeostaze fosfata.
Danas se zna da je u pitanju FGF23, koji se stvara u osteoblastima i osteocitima
(89,90,91,92,93). Luci se u slucajevima kada je poviSena vrednost fosfata u serumu i kada je
povisena vrednost 1,25(OH),Ds;. U bubrezima blokira tubularnu resorpciju fosfata, inhibira
CYP27B1 samim tim smanjuje intestinalnu resorpciju kalcijuma i fosfata (94,95). Ne

interferira sa metabolizmom fosfata.
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1.7.6. Fizioloske i patoloske vrednosti vitamina D

Koli¢ina vitamina D koji se unosi u organizam meri se u internacionalnim jedinicama
(IU). Smatra se da populacija do 70 godine starosti treba da unosi 600 [U/dan, starije osobe
800 IU/dan. Ne preporucuje se unosenje vise od 4000 IU/dan (83). Pored vitamina D koji se
dobija izlaganjem suncu i iz hrane koja prirodno sadrzi vitamin D, danas se pojedine vrste
hrane fortifikuju (cerealije, mleko i mle¢ni produkti, testenine i margarin). Nivo vitamina D se
dobija merenjem 25(OH)D; u serumu. Deficijencija, suficijentne vrednosti i hipervitaminoza

definiSu se prema preporukam Institute of Medinice (IOM) i to (tabela 2):

Tabela 2. fizioloske i patoloske vrednosti 25(OH)D;

<20 ng/ml <50 nmol/1
>20 ng/ml -50 ng/ml =50 nmol/l — 125 nmol/l
>50 ng ml >125 nmol/l

1ug=40IU vitamina

Holick je pored ovih vrednosti 2007. godine definisao i1 vitamin D insuficijenciju kao
nivo vitamina D od 21 do 29 ng/ml tj. 52 do 72 nmol/l. Tokom letnjih meseci izlaganje suncu
dovodi do deponovanja vitamina D u masnom tivu i predstavlja vazan izvor vitamina D
tokom zime (96,97). Smatra se da je izlaganje suncu u trajanju od 5-30 minuta dva puta
nedeljno dovoljno za deponovanje fizioloske koli¢ine vitamina D u masno tkivo (98).
Cetrdeset procenata opite populacije ima vitamin D deficijenciju ili insuficijenciju prema
navedenim kriterijumima (96,99,100). Deficijencija vitamina D izaziva rahitis 1 osteomalaciju
zbog poremecaja mineralizacije kostiju. Holick je 2002. godine ustanovio da vitamin D
deficijencija povecava Sansu za razvoj osteoporoze (101). Takode ustanovljena je veca
incidenca kardiovaskularnih bolesti sa pove¢anjem geografske Sirine sto je takode dovedeno u
vezu sa vitaminom D (102). Stanja koja predisponiraju za razvoj vitamin D deficijencije 1

insuficijencie su mnogobrojna:
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Tabela 3. uzoroci vitamin D deficijencije i insuficijencije

starenje, geografska Sirina, godiSnje doba

malapsorpcija, gojaznost
antikonvulzivi, glukokortikoidi
insuficijencija jetre
bubrezna insuficijencija, hiperfostatemija,

vitamin D rezistentan rahitis, rahitis izazvan pseudovitamin D
deficijencijom

tumorska osteomalacija, primarni hiperparatireoidizam

Intoksikacija vitaminom D se javlja retko, po pravilu nakon uzimanja velikih doza per os.
Uzimanje 50 000 IU povecava vrednost vitamina D na oko 150 ng/ml, manifestuje se

hiperkalcemijom i hiperfosfatemijom.

1.7.7. Sinteza vitamina D

Vitamin D se stvara u kozi ili se u organizam unosi per os. Ishrana bogata ribljim uljima
sprecava razvoj deficijencije vitamina D (103,104). Ishranom se unosi vitamin D, —
ergocalciferol 1 D3 — cholecalciferol. Nakon prve 25 hidroksilacije u jetri 1 posledi¢ne 1a-
hidroksilacije u bubrezima ishranom unet cholecalciferol i ergocalciferol daju 1,25(OH);D; i

1,25(0OH),Ds koji imaju sli¢ne metabolicke efekte.

U kozi se vitamin D proizvodi iz 7 dehidroholesterola pod uticajem ultravioletnih B zraka
talasne duzine 270 — 300 nm, uz najvecu produkciju pri ekspoziciji svetlosti talasne duzine
295 — 297 nm. Ova talasna duZina svetlosti javlja se u tropskim krajevima svakodnevno, u
umerenom klimatskom pojasu tokom leta, dok se u arktickoj zoni prakticno ne javlja.
Izomerizacijom preko niza meduprodukata, u stratumu spinosumu i stratumu basale epiderma
dobija se vitamin Dj; - cholecalciferol, oblik koji se otpusta u cirkulaciju. Deo vitamina D3 se

deponuje u adipocitima, dok se drugi deo aktivira u jetri i bubrezima.
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Slika 1. Hemijska struktura vitamina D3 — cholecalciferol

HsC

Vitamin Ds je fizioloski inertno jedinjenje, kod pacijenata koji obole od naslednog
hipokalcemijskog vitamin D rezistentnog rahitisa tip II (mutacija CYPla) i pored unoSenja
terapijskih doza vitamina D,3 bolest perzistira (105). Prilikom prolaska kroz jetru enzim
vitamin D 25-hidroksilaza (CYP27B1) hidroksilira vitamin D3 i dobija se 25(OH)Ds -
calcidiol. Ovaj oblik vitamina D se meri u serumu da bismo definisali vitamina D status kod
pacijenata. Poluzivot 25(OH)Ds je 288 sati. U cirkulaciji calcidiol je vezan za o—globulin,
transportuje se u bubreg gde se pod uticajem 25(OH)D;la-hidroksilaze (CYPla) ponovo
hidroksilira u mitohondrijama ¢elijama proksimalnih renalnih tubula i dobija 1,25(0OH),Ds -
calcitriol (106). Otkrivena su 1 druga mesta dejstva 25(OH)D;1a-hidroksilaze — koza, prostata
1 imuni sistem. Smatra se da se u ovim tkivima produkuje 1,25(OH),D; koji deluje intrakrino,
autokrino ili parakrino. Lokalno dejstvo nema uticaj na metabolizam kalcijuma i fosfora u
Sirem smislu (107,108). Da bi autokrina 1 parakrina sekrecija 1,25(OH),Ds bila normalna

neopodan je fizioloski nivo 25(OH)Ds, Sto je potvrdeno studijama u kojima se pokazalo da
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viSe vrednosti 25(OH)D; deluju protektivno u odnosu na hroni¢na oboljenja. Ukoliko su
vrednosti 25(OH)Ds ispod fizioloskih 25(OH)Ds1-a-hidroksilaza nema neophodnu koli¢inu
supstrata i lokalna sinteza 1,25(OH),D; izostaje (109). Funkcija CYP27B1 nije precizno
odredena nivoom calcitriola i kalcijuma, dok je aktivnost CYPlo tesno povezana sa nivoom

ovih jedinjenja.

Nakon otpustanja u cirkulaciju calcitriol se vezuje se za transportni protein - vitamin D
vezujuci protein (VDBP). Gen za VDBP nalazi se na hromozomu 4ql1-ql3, protein se
sintetiSe u jetri, u koli¢ini od 10 mg/kg/dan, sa poluzivotom od 48 sati. VDBP ima visok
afinitet za 25(OH)D; 1 24,25(OH),Ds, dok 1,25(OH);D3; ima 10 -100 puta nizi afinitet.
Odgovoran je za transport 99% vitamina D u cirkulaciji, ostatak se transportuje vezan za
albumine i lipoproteine. Pored transporta vitamina D i njegovih metabolita VDBP ima ulogu
u vezivanju masnih kiselina i monomera aktina, sprecavaju¢i njihovu polimerizaciju u
krvotoku (110,111,112). Strukturno je sli¢an albuminima i a-fetoproteinu (113). U literaturi
nisu zabelezeni slucajevi kompletnog nedostatka VDBP, dok se VDBP null misSevi normalno
razvijaju (114). Studije koje su proucavale odnos VDBP sa nivoom vitamina D ili
homeostazom minerala nisu uspele da ustanove korelaciju (115). Enzimskom
transformacijom VDBP prelazi u VDBP aktivirajuci faktor za makrofage (VDBP - MAF), te
deluje na makrofage i osteoklaste. Iz cirkulacije se uklanja razgradnjom u jetri. Kompleks

VDBP — vitamin D ulazi u ¢eliju i vezuje se sa vitamin D receptorom.

Calcidiol 1 calcitriol se razgraduju 24 — hidroksilazom (CYP24A1l) do kalcitroi¢ne
kiseline 1 izlu€uju putem zuci. Katabolizam vitamina D regulisan je negativnom povratnom
spregom, tj. poviSene vrednosti 1,25(OH),D; dovode do transkripcije CYP24A1. Pored ovog
mehanizma transkripciju CYP241A stimuliSe 1 FGF23.

1.7.8. VDR i polimorfizam VDR receptora

Inicijalno je VDR otkriven u tankom crevu, smatralo se da ima ulogu iskljuc¢ivo u
metabolizmu kalcijuma i fosfora. Danas se zna da se u razli¢itoj koncentraciji nalazi u

slede¢im tkivima;:
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Tabela 4. Distribucija VDR u tkivima

_I tanko crevo, debelo crevo, Zeludac, jednjak

‘ Prostata, bubreg, uretra, testis, ovarijum, placenta, uterus, endometrijum, yolc sac

osteroblasti, osteoklasti
neuroni

Upravo ovakva distribucija, u tkivima koja nisu vezana za homeostazu kalcijuma i

sré¢ani misic¢
Paratireoidna, tireoidna, adrenalana, hipofiza

timus, kosna srz, T i B limfociti

fosfora pobudila je interesovanje za druge funkcije vitamina D.

VDR, poznat i kao NR1I1 (nuclear receptor subfamily 1, group I, member 1), je nuklearni
receptor 1 transkripcioni faktor. Gen koji kodira VDR nalazi se na 12q13.11. VDR ima visok
afinitet i specificnost za vitamin D. Sva dejstva vitamina D posredovana su VDR. Da bi se
dejstvo preko VDR ostvarilo neophodna je posttranslaciona modifikacija samog VDR, kao i
prisustvo VDBP, komodulatora, VDREs 1 intracelularnih vitamin D vezuju¢ih proteina
(IDBPs). Znacaj VDR se vidi kod VDR null miseva i pacijenata koji boluju od naslednog
hipokalcemijskog vitamin D rezistentnog rahitisa tip II (mutacija gena za VDR). Kod ljudi
oboljenje se prenosi autozomno recesivno, manifestuje se deformitetom donjih ekstremiteta,
niskim rastom, alopecijom, hipokalcijemiom, sekundarnim hiperparatireoidizmom,
imunoloSkim poremecajima i veCom ucestaloS¢u malignih bolesti (116,117). Tkiva koja ne

eksprimiraju VDR ne odgovaraju direktno na vitamin D.
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Slika 3. Struktura VDR

Da bi ostvario svoju funkciju na VDREs, VDR formira heterodimer sa retinoidnim X
receptorom (RXR). Ovaj molekul sadrzi dva domena — za DNK i ligand. Funkcija RXR je
ostvarivanje visokog afiniteta vitamina D za odredene sekvence DNK i transkripcije gena
(118). Nakon vezivanja za VDR formira se funkcionalni heterodimer koji je sposoban da
penetrira kroz genetski materijal u jedru i indentifikuje VDREs (119,120). RXR je u odsustvu

vitamin D — VDR kompleksa vezan za VDREs zajedno sa korepresorom.

Pored dejstava vezanih za kost, mineralini metabolizam i aktivacije do sada navedenih
gena postoji vazna uloga 1,25(OH),D; koja rezultira drugim fizioloSkim efektima. Ova
dejstva posredovana su intrakrinom, autokrinom ili parakrinom sekrecijom 1,25(OH),Ds.
Lokalno produkovan 1,25(OH),D3; ne uti¢e na serumsku koncentraciju 1,25(OH),Ds;, i
ispoljava dejstva kao Sto su smanjenje sekrecije interleukina 2 (IL2) u T limfocitima, lucenje
antimikrobnih materija defensina i cathelicidina, pojacana sekrecija p21 i insulina (121,122).
VDR je uocen u razli¢itim malignim tkivima, te se smatra da eksprimirani VDR ima ulogu u

metabolizmu malignih ¢elija.

Tabela 5. Distribucija VDR u malignim tkivima

Adenokarcinom kolona Limfocitna leukemija | Karcinom bubrega

Bazocelularni karcinom Maligni melanom Tranziciocelularni karcinom besike
Karcinom besike Mieloidna leukemija | Karcinom prostate

Karcinom dojke Karcinom ovarijuma = Karcinom pluca

Karcinom vrata grlica materice | Neuroblastom Pituitarni adenom
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Karcinom zucne kese Karcinom pankreasa = Karposijev sarkom

Kolorektalni karcinom Non-Hidgkin limfom | Gliom

Schwartz et al. su hipotetisali sa postojanjem 25(OH)D; la-hidroksilaze u benignom 1
malignom tkivu prostate. Posmatrali su potencijalnu aktivnost u tri ¢elijske linije karcinoma
prostate LNCaP, DU 145, i PC-3, kulturu hiperplasti¢nog i normalnog tkiva. Ustanovljeno je
postojanje sinteze 1,25(OH),Ds, tj. ustanovljeno je postojanje 25(OH)D; 1a-hidroksilaze u
benignom i1 malignom tkivu prostate (123,124). Smatra se da je za lokalnu produkciju
1,25(0OH),Ds u prostati neophodna odgovaraju¢a koncentracija 25(OH)D3, u serumu, tj. da
serumska vrednost 25(OH)Ds utic¢e na lokalnu produkciju 1,25(OH),Dj3 u prostati.

U ekstraktu citosola benignih, hiperplasticnih i malignih ¢elija pronadeni su VDR. U
stromalnim Celijama prostate nadena je manja koli¢ina receptora nego u epitelu §to je bilo
konzistentno sa nalazom da je rast stromalnih celija slabije inhibiran vitaminom D. Kada su
uzorkovane periferna i centralna zona prostate nije uoceno postojanje razlike u koncentraciji
VDR (125). Najveca eksprimiranost VDR u prostati je u petoj deceniji nakon Cega se

postepeno koncentracija smanjuje (126).

1.7.9. Geni pod kontrolom VDR

Vitamin D uti¢e na aktivaciju priblizno 50 gena. Najznacajniji geni koji kontroliSu
metabolizam kalcijuma, fosfora i remodeling kosti su: SPP1, TRPV6, LRP5, BGP, RANKL,
OPG, CYP24A1, PTH, FGF23, PHEX, klotho).

e SPP1 (4g22.1) — eksprimiran u osteoblastima, kodira osteopontin koji dovodi do
osifikacije kao odgovor na mehanicki stres, frakture, uti¢e na resorpciju ektopicne

kosti, sprecava kalcifikaciju krvnih sudova, utice na starenje (127,128,129)

e TRPV 6 (7q34 )— posreduju intestinalnu apsorpciju kalcijuma, ekspresija deluje
protektivno kod karcinom kolona i koze (130,131)

e BGP (1925-q31) — kodira osteokalcin neophodan za formiranje kostiju otpornih
na traumu, povecava oslobadanje insulina u pankreasu i senzibilitet ciljnih tkiva

(132,133)
20



e RANKL (13ql14.11) — 5000 puta veca ekspresija pod uticajem 1,25(OH),Ds,

stimuliSe osteoklastogenezu i fizioloSki remodeling kosti (128)

Da bi se sprecila hipervitaminoza D 1 posledicna ekopicna kalcifikacija, hiperkalcemija,
hiperfosfatemija 1 druga dejstva posredovana 1,25(OH),D; neophodna je transkripcija druge
grupe gena sa moguénoscéu prevencije kalcifikacije, razvoja vaskularne patologije, miSi¢ne

atrofije 1 prevencije prevremenog starenja: CYP24A1, PTH, i FGF23.

e CYP241A je enzim koji 1,25(OH),Ds najjace indukuje, eksprimira se u svim ¢elijama
sa VDR. Uloga mu je katabolicka nakon s§to 1,25(OH),D; aktivira VDREs. Null
miSevi za CYP241A uginu zbog toksi¢nosti 1,25(OH),Ds .

e PTH (11p15.3-p15.1) — stimuliSe produkciju 1,25(OH),D; kada nivo kalcijuma padne
ispod fizioloske vrednosti. Negativnom povratnom spregom 1,25(OH),Ds 1 kalcijum
uticu na smanjenje sekrecije PTH. ReguliSe nivo fosfata smanjivanjem resorpcije u

bubreznim tubulima, ali zbog uske povezanosti sa vitaminm D deluje kratkotrajno.

e FGF23 (12p13.3) — stvara se u osteoblastima i osteocitima, smanjuje resorpciju fosfora
iz proksimalnih tubula bubrega, inicijalno deluje sinergisticki sa PTH, ali zajedno sa
1,25(0OH),Ds 1ikalcijumom smanjuje sekreciju PTH. 1,25(OH),D; povecava sekreciju
FGF23 i sprecava ektopi¢nu depoziciju fosfora (134).

1.8. Antikancersko dejstvo
1.8.1. Epidemioloske studije antikancerskog dejstva vitamina D

U epidemioloskim studijama se prvo pojavljuju hipoteze koje koreliraju incidencu
nekutanih malignoma 1 geografske Sirine (135,136,137). Pojedine studije su pored geografske
Sirine posmatrale 1 druge parametre: zanimanje, ishranu, boju koze, gojaznost, sezonske
varijacije PSA, fizicku aktivnost. (138,139,140,141,142). Pored velikog broja istrazivanja
koja govore u prilog protektivhom dejstvu vitamina D na razvoj karcinoma prostate postoji 1
mali broj studija koje ukazuju na inverzan odnos, tj. postojanje agresivnije bolesti kod visih

nivoa vitamina D (143).
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Adenokarcinom prostate je oboljenje starije zivotne dobi, najcesce se dijagnostikuje u 68
godini zivota, dok se 63% oboljenja dijagnostikuje posle 65 godine Zivota (1). Starije osobe
su Cesto vitamin D deficijentne (144,145). MacLaughlin i Holick su 1985. ustanovili da jedan
od razloga za vitamin D defcijenciju i insuficijenciju kod starijih moze biti smanjenje
produkcije vitamina D (146). Utvrdili su da se u kozi mladih osoba formira dvostruko veca
koli¢ina D vitamina. Ova razlika se nije mogla objasniti smanjenjem debljine dermisa niti
smanjem broja kapilarnih krvnih sudova u povr§nom sloju dermisa u grupi starijih ispitanika.
Daljim ispitivanjem utvrdeno je da se kod starije populacije u kozi nalazi = 25% manje 7 —
dehidroholesterola, §to smanjuje sposobnost za sintezu vitamina D za = 75% (147). Takode
starije osobe se manje izlazu UV zraceniju i unose manju koli¢inu vitamina D hranom. Danas
se smanjena sinteza vitamina D u kozi smatra fizioloskim delom procesa starenja. Na ovoj
¢injenici se baziraju preporuke IOM 1 WHO koje se ticu unosa vece koli¢ine vitamna D kod
starijih. Koli¢ina vitamina D koji se stvori u kozi zavisi i od nivoa melanina koji je izuzetan
apsorber UVB zraCenja (148). Istrazivanja koja su poredila stvaranje vitamina D u kozi belaca
1 pripadnika crne rase ustanovila su da je nakon ekspozicije koze belaca stvaranje vitamina D
5-10 puta vece (149). Negroidna rasa, zbog viSe melanina u kozi, ne absorbuje dovoljnu
kolicinu UV zraka te se CeS€e razvija vitamin D deficijencija 1 insuficijencija (150,151).
Epidemioloski podaci pokazuju da je incidenca i mortalitet za adenokarcinom prostate najvisi
kod ove populacije (1). Sa povecanjem geografske Sirine smanjuje se koli¢ina UVB zracenja i
pojavljuju se sezonske varijacije u UVB zracenju (83,152). U rezultatima istrazivanja
objavljenog 2009. godine od strane Hagenau i saradnika utvrdeno je da geografska Sirina
korelira sa nivoom vitamina D u beloj populaciji (-0.69 + 0.30 nmol/l po stepenu geografske
Sirine, p = 0.02) dok kod pripadnika negroidne rase ovakva korelacija nije zapazena (153).
Ova c¢injenica podudara se sa nizom incidencom adenokarcinoma prostate kod belaca koji
zive blize ekvatoru. Smatra se da kulturoloski faktori, obicaji (naCin odevanja, izlaganje
suncu) i alimentarne navike umnogome menjaju zavisnost nivoa vitamina D od geografske
Sirine.

Tabela 6. Incidenca i mortalitet prema rasama na 100 000 pacijenata, prilagodena godinama

255.5 62.3
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Ishrana takode uti¢e na nivo vitamina D. PoviSene vrednosti kalcijuma u ishrani

negativnhom povratnom spregom sprecavaju sintezu 1,25(OH);D; u bubrezima, te na
indirektan nacin mogu uticati na razvoj karcinoma prostate (154). Halthur i saradnici u studiji
sa 1539 pacijenata obolelih od karcinoma prostate nije naSao statisticki znacajnu vezu sa
predijagnostickim vredostima kalcijuma u serumu (155). Niska incidenca karcinoma prostate
u Japanu, i ¢injenica da se nakon migriranja u podrucja sa visom incidencom karcinoma
prostate ucestalost povecava, pripisuje se dijetetskim faktorima, ukljucujuéi i unos sveze ribe
koja ima visok sadrzaj vitamin D (156,157). Ustanovljeno je da i body mass indeks (BMI)
takode korelira sa ucestaloS¢u adenokarcinoma prostate. Ispitanici su podeljeni u grupe prema

BMI (158,159):

Tabela 7. odnos BMI i uestalosti karcinoma prostate

_ 1.00 1.08 (1.01-1.15) 1.20 (1.06-1.36) 1.34 (0.98—1.83)

Smatra se da gojazne osobe imaju normalan metabolizam 7 — dehidroholesterola u kozi 1

normalnu apsorpciju vitamina D u tankom crevu, ali da se insuficijencija javlja zbog pojac¢ane
depozicije u masno tkivo i smanjene bioraspolozivosti (160). De Vries i1 saradnici. su
hipotetisali sa odnosom karcinoma koze i adenokarcinoma prostate tj. ucestalost karcinoma
koze koriS¢ena je kao surogat ekspozicije suncevom zracenju. Posebnu paznju obratilil su na
ucestalost karcinoma poglavine i vrata. Kod pacijenata koji su imali nemelanomski karcinom
koze ustanovljeno  je  postojanje nize incidence karcinoma  prostate
(incidence ratio 0.73; 95% CI 0.56 - 0.94) (161,162,163). Jonh i saradnici su pronasli nizu
incidencu karcinoma prostate kod pacijenata koji su se bavili profesijom vezanom za vecu

izloZenost spoljasnjim uticajima (164).

EpidemioloSke studije generalno ukazuju na postojanje povezanosti izmedu nivoa
vitamina D u serumu i adenokarcinoma prostate. Smatra se da je pozitivna strana
epidemioloskih studija, pogotovo ako su kombinovane sa merenjem pigmentacije koze i

korelirane sa ucestalos¢u karcinoma koze, to Sto odrazavaju habitualno izlaganje suncu tokom
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Citavog zivota. Na ovaj nacin je izbegnuta dilema koja postoji kod seroloskih studija a koja se
ti¢e trenutka u odnosu na kancerogenezu u kojem je pacijent bio deficijentan ili suficijentan.

Naime, merenjem nivoa 25(OH),Ds, ¢iji je poluzivot 288 sati ne dobijamo padatak o

vrednostima u periodu kada je vitamin D mogao delovati u toku razvoja bolesti.
1.8.2. Seroloske studije antikancerskog dejstva vitamina D

Kako su epidemioloski dokazi o pozitivnom dejstvu vitamina D na adenokarcinom
prostate bili ocigledniji pojavile su se 1 brojne seroloske studije koje su se bavile
predijagnostickim nivoom vitamina D. Kod pacijenata koji su 1993. godine ucestvovali u
Kaiser Permanente Medical Care Plan ustanovljeno je postojanje statisticki znacajne razlike u
nivou 25(OH),;D; izmedu pacijenata koji su imali postavljenu dijagnozu adenokarcinoma
prostate i kontrolne grupe. Ova razlika narocito je bila izrazena kod pacijenata starijih od 57
godina. Takode su ustanovili da nivo vitamina D ima prediktivnu ulogu kod palpabilne i1 kod
anaplasti¢e forme bolesti. Prediktivna uloga vitamina D nije uoc¢ena kod Tla i T1b stadijuma
(165). Ahonen i saradnici su kod pacijenata koji su ucestvovali u Helsinki Heart Study uocili
povezanost izmedu predijagnostickih vrednosti vitamina D 1 razvoja adenokarcinoma
prostate. Nakon 13 godina pra¢enja 18966 ispitanika indentifikovali su 158 pacijenata sa

karcinomom prostate i odredili nivo vitamina D u serumu. Dobili su slede¢e podatke:

Tabela 8. verovatnoca razvoja karcinoma prostate prema nivou vitamina D

Poseban akcenat stavljen je na podatak da je adenokarcinom prostate bio tri puta
ucestalilji kod osoba koje su bile mlade od 52 godine i imali nizak nivo vitamina D. Kod ovih

pacijenata se takode 6.3 puta ¢eSce javljala uznapredovala bolest (166).

U studiji iz 1995. godine Braun i saradnici posmatrali su nivo vitamina D u kohorti od
priblizno 20 000 ispitanika. Ukupno 61 pacijent je imao dijagostikovan adenokarcinom
prostate u periodu od 12 godina, kontrolna grupa su bili ispitanici iste starosne dobi i rase,
zdravi. Nisu uoc€ili znacajnu razliku u nivou 25(OH)D3, niti 1,25(OH),D3, takode nije bilo
razlike kada je nivo vitamina D analiziran prema kvintilama niti prema starosnoj dobi

pacijenata (167). Brindstedt i1 saradnici su u okviru Malmd Diet and Cancer Study
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indentifikovali 943 pacijenta sa incidentalnim adenokarcinomom prostate i1 isto toliko
kontrola. Kada su nalazi vitamina D podeljeni u decile uocena je pozitivna korelacijaza 718
decilu - vitamin D 91-97 nmol/L (HR 1.68; CI 1.06-2.68), i 98-106 nmol/L (HR 1.80; CI
1.13-2.85), za ostale decile nije uocena korelacija (168). Tuohimaa i saradnici su pronasli ,,U
shaped* odnos izmedu nivoa vitamina D 1 incidence adenokarcinoma prostate. Ustanovili su
da postoji povecana incidenca adenokarcinoma prostate kod pacijenata sa niskim vrednostima
vitamina D u serumu kao i kod onih sa visokim vrednostima (<19 nmol/l i >80 nmol/l).
Cinjenicu da se i pri vi§im vrednostima vitamina D u serumu javlja veéa uéestalost karcinoma
prostate objasnili su pove¢anom aktivnoscu 24 hidroksilaze tj. pojacanom inaktivacijom
vitamina D (169). I druge studije nisu nasle korelaciju izmedu nivoa vitamina D i ucestalosti,

stadijuma ili starosne dobi u kojoj se javlja adenokarcinom prostate (170,171,172,173).
1.8.3.Ispitivanja in vitro antikancerskog dejstva vitamina D

e In vitro ispitivaja dejstva 1,25(OH),D; vrSena su na ve¢em broju ¢elijskih linija ali
su najznacajnji rezultati dobijeni ispitivanjem PC3, DU145 i LNCaP ¢elijskih

linija.

e PC3 - C(Celije dobijene iz koStane metastaze, ne reaguju na androgene,
glukokortikoide, epidermalne ili fibroblastne faktore rasta, ispoljavaju 5-a
reduktazu, VDR, androgeni receptor (AR) i kiselu fofsatazu (PAP) u malim
kolicinama. Ne luCe prostata specifi¢ni antigen (PSA) 1 negativne su za prostata

specificni membranski antigen (PSMA), daju osteoliticke metastaze(174,175).

e LNCaP — ¢elije dobijene iz metastaze u levu supraklavikularnu limfnu Zljezdu,
androgen senzitivne, eksprimiraju androgene i estrogene receptore, produkuju
PSA i PAP, VDR eksprimiraju u manjoj koli¢ini nego LNCaP, daju osteoblastne
metastaze (176).

e DUI145 — celije dobijene iz metastaze u mozak, androgen rezistentne, slabo
pozitivne za PAP, VDR eksprimiraju u manjoj koli¢ini nego LNCaP, ne

eksprimiraju PSA (177).

Nakon otkrivanja VDR u malignom tkivu wustanovljeno je antiproliferativno,
prodiferencijaciono 1 proapoptotsko dejstvo 1,25(OH),Ds;. Antiproliferativno dejstvo je
najvise izu¢avan mehanizam dejstva 1,25(OH),D3 na maligne ¢elije. Ustanovljeno je da dolazi
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do zaustavljanja rasta u G, fazi Celijskog ciklusa. Najosetljivija Celijska linija je LNCaP,
nakon 6 dana primene 1,25(OH),D; dolazi do smanjenja rasta ¢elija od 60%. Sedamdeset dva
sata posle prestanka aplikacije 1,25(OH),Ds; 50% manje celija je bilo u G,/M+S uz
akumulaciju u G¢/G; fazi. Vreme udvostruc¢avanje ¢elija je povecano sa 28 + 1.6 hna 61 + 0.6
h (178). Ustanovljeno je postojanje antiproliferativnog dejstva na ¢elijske linije PC3 1 DU145
(124). Nakon aplikacije 1,25(OH),Ds dolazi do nagomilavanja celija u Gy fazi ¢elijskog
ciklusa. Molekularni medijatori procesa Celijskog aresta nakon primene kalcitriola su
indentifikovani. Retinoblstoma protein (Rb) je jedan od ovih medijatora, predstavlja kljucni
regulator tranzicije iz G; u S fazu celijskog ciklusa. Gubitak Rb moze se Cesto videti kod
adenokarcinoma prostate te se dosta hipotetisalo sa njegovom ulogom u onkogenezi. Nakon
transfekcije Rb plazmida DU145 ¢elije nisu pokazivale bolji odgovor na vitamin D, iako su
nakon ksenotransplantacije u miSeve pokazivale manji stepen agresivnosti (179).
Hiperfosforilacija Rb proteina G; faze inaktivira Rb protein i oslobada represiju E2F
transkripcionih faktora te ¢elija progredira iz G u S fazu. Prilikom dejstva kalcitriola na
LNCaP ¢elijsku liniju povecava se ekspresija inhibitora ciklin zavisne kinaze (Cdk) p21 te se
smanjuje aktivnost Cdk i fosforilacija Rb. U hipofosforilisanom stanju Rb protein ne deluje na
E2F transkripcione faktore ine dolazi do progresije iz G; u S fazu (178,180). Smatra se da je
kod LNCaP indukcija p21 indirektna, tj. da je posredovana ekspresijom gena za insulin-like
growth factor binding protein-3 (IGFBP-3) (178,181,182). Kod PC3 ¢elija vitamin D ne
dovodi do povecanja p21 ekspresije, Sto se podudara sa ¢injenicom da kalcitriol ne dovodi do
akumulacije PC3 ¢elija u G fazi. Kompleks ciklin/Cdk pored jedarne lokalizacije ima ulogu u
regulaciji replikacije centrozoma (183). Da bi ostvario ulogu u jedru prilikom prelaska iz G; u
S fazu nepohodna je mobilizacija ciklin/Cdk iz citosola u jedro. Smatra se da vitamin D
reguliSe transport ciklin/Cdk iz citoplazme u jedro i na taj nacin dovodi do zaustavljanja
¢elijskog ciklusa (178,184,185). Alteracije ¢c-MYC onkogena na hromozomu 8q24,
odgovornog za ekspresiju 15% gena, uoCene su kod lokalizovanog i metastatskog
adenokarcinoma prostate. Smatra se da je ovaj gen odgovoran za prelazak iz G; u S ¢elijsku
fazu. 1,25(OH),D; smanjuje eksprimiranje c-MYC gena kod LNCaP 1 povecava razgradnju
proteina koji ovaj gen kodira (186,187). Kako je gubitak molekula koji regulisu ¢elijski ciklus
povezan sa agresivnijim oblicima adenokarcinoma prostate smatra se da vitamin D ima ulogu

u hemoprevenciji delovanjem na c-MYC.
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Izazivanje apoptoze nije univerzalno dejstvo 1,25(0OH),D; na sve ¢elijske linije karcinoma
prostate. Smatra se da do apoptoze dolazi menjanjem permeabilnosti ¢elijske membrane i
otpustanjem citohroma C uz posledi¢no aktiviranje kaspaza (188). Najvise su ispitivane
LNCaP ¢elijske linije, medutim dobijeni rezultati nisu bili konzistentni. Zuang 1 saradnici su
dobili rezultate koji su ukazivali na smanjenje aktivnosti Cdk2 i akumulaciju LNCaP u G, fazi
ali nisu uocili indukciju apoptoze (178). Primenom 1,25(OH);D; na LNCaP uocena je
smanjena ekspresija antiapoptotskih proteina Bcl-2 i Bcl-X. Dalje ispitivanje u kojem su
LNCaP c¢elijama preneli plazmid sa genom za Bcl-2 pokazalo je da pojacana ekspresija Bcel
inhibira proapoptotska dejstva 1,25(0OH),;D5 (189,190,191). Pored ovih mehanizama indukcije
apoptoze takode je zapazeno da analog 24-chlorocalcipotriene-based vitamin D3 analog
(BGP-15) aktivira prokaspazu-3 i posledi¢nu apoptozu. 1,25(OH),Ds indukuje apoptozu samo
kod nekih ¢elijskih linija, apoptoza se ne javlja se kod svih ¢elijskih linija kod kojih dejstvo
1,25(0OH),D3 dovodi do zaustavljanja ¢elijskog ciklusa. Tacan supstrat koji diferencira celije

kod kojih dolazi do apoptoze i onih kod kojih ne dolazi do apoptoze nije poznat.

Diferencijacija Celija je proces kojim ¢elije stiCu specijalizovaniju formu ili oblik. Postoji
veliki broj studija koje su posmatrale dejstvo 1,25(OH),D; na stepen diferenciranosti celija
adenokarcinoma prostate. Neke studije nisu pokazale postojanje korelacije. Peel 1 saradnici su
merili ekspresiju keratina koji su markeri epitelne diferencijacije i nisu uocili njihovo
pojacano eksprimiranje kada su primarne kulture adenokarcinoma prostate izlagali dejstvu
1,25(OH),Ds (125). Takode jedan od markera diferencijacije prostati¢nih Celija je prostata
specificni antige (PSA). Prilikom transformacije normalne u malignu ¢eliju prostate dolazi do
smanjenja sekrecije PSA. Sa druge strane u serumu pacijenata sa karcinomom prostate
povecava se nivo PSA zbog pojacanog otpustanja nakon ¢elijske smrti. Kod LNCaP uoceno je
da 1,25(0OH),D; dovodi do poveéane sekrecije PSA. Efekti pojaene sekrecije PSA su bili
znatno manji nego nakon aplikacije androgena. Takode je ustanovljeno da kombinacija
1,25(0OH),;Ds 1 androgena dovodi do najvece sekrecije PSA, najverovatnije zbog povecanog
eksprimiranja AR nakon dejstva 1,25(OH),D; (192). Na osnovu ovoga moze se zakljuciti da

1,25(0OH),Ds ima prodiferencijaciono dejstvo ali da tatan mehanizam dejstva nije poznat.

Faktori rasta su jedinjenja koja stimuliSu rast, proliferaciju i diferencijaciju ¢elija. Tokom
razvoja parakrina i autorkina interakcija izmedu strome i epitela prostate rezultira normalnim
razvojem. Najvazniji faktori rasta koji reguliSu rast prostati¢nog epitela su: epidermalni faktor

rasta (EGF), keratinocitni faktor rasta (KGF), bazi¢ni fibroblastni faktor rasta (bFGF),
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transformisu¢i faktori rasta (TGFs) i insulinu slicani faktori rasta (IGFs). Ekprimiranje i
autokrino dejstvo faktora rasta koji poti€u iz strome predstavlja potencijalni mehanizam
razvoja 1 progresije adenokarcinoma prostate. Pored epitelnih ¢Celija i stromalne Celije
eksprimiraju VDR tako da se postavlja pitanje uloge 1 dejstva vitamina D preko strome i
interakcije sa faktorima rasta. U istrazivanju iz 2007. godine Belochitski i saradnici su
posmatrali dejstvo cetuximaba i 1,25(OH);D; na androgen rezistentne celije DU145.
Posmatrane su karakteristike ¢elijskog rasta, ciklusa i apoptoze. Ustanovljeno je da prilikom
aplikacije jedne od ispitivanih supstanci dolazi do smanjenja celijskog rasta do 25%,
povecanja apoptoze 1.5 do 1.7 puta, bez efekta na promene u distribuciji ¢elija u pojedinim
fazama celijskog ciklusa. Kombinacija cetuximaba i 1,25(OH),D; dovele su do smanjenja
proliferacije za 40%, apoptoza je bila povecana 2.5 puta, uz znacajan celijski arest u Go/G;
fazi (193). Ustanovljeno je dejstvo 1,25(OH),Ds 1 na insulin growth factor (IGF) osovinu.
Kod PC3 i LNCaP ¢elija 1,25(0OH),D; smanjuje raspolozivost IGF stimulacijom ekspresije
IGF binding proteina-3 (IGFBP-3) (182,194,195). Smatra se da 1,25(OH),Ds deluje preko
VDRE koji se nalazi u IGFBP-3 promotoru. Druge studije su pokazale da 1,25(OH),D;
dovodi do snizavanja koncentracije IGFBP-3, te se smatra da je povecanje nivoa IGFBP-3
specificno za pojedine celije. Transforming growth factor b (TGF b) je citokin sa
antiproliferativnim dejstvom na epitelne celije. U PC3 ¢celijskoj liniji nakon primene

1,25(0OH),Ds dolazi do inhibicije rasta PC3 ¢elija, bez indukcije apoptoze (188,196,197).

Grafikon 3: odnos inhibicije rasta nakon aplikacije 1,25 (OH), D3 (137)
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Stepen inhibicije rasta sa 1,25(OH),D; ¢elijskih linija prikazan je na grafikonu 3.
Prilikom dejstva 1,25(0OH),D; ustanovljeno je da celijske linije u razli¢itom stepenu
eksprimiraju 25(OH)D24-hidroksilazu. Uloga ovog enzima je razgradnja 1,25(OH),D; nakon
obavljanja fizioloskog dejstva. Kod DU145 postoji najjace eksprimiranje, kod PCA3 nesto
manje, dok je kod LNCaP najmanje eksprimirana 25(OH)D24-hidroksilaza (134). Smatra se
da postoji inverzan odnos izmedu dejstva 1,25(OH),Ds 1 indukcije 25(OH)D24-hidroksilaze,
tj. Celije koje jace stvaraju ovaj enzim brze inaktiviraju 1,25(OH);Ds; a samim tim su

podloznije malignoj alteraciji.

Takode ja posmatrano dejstvo 1,25(OH),Ds; na celijske kulture dobijene iz preparata
nakon radikalne prostatektomije — primarne ¢elijske linije. Na ovaj nacin dobijene celijske
linije realnije predstavljaju maligno tkivo prostate. U primarnim kulturama je uocena razlicita
eksprimiranost VDR koja nije korelirala sa Gleason grade. Nakon primene vitamina D ¢elije
su pokazivale ireverzibilnu inhibiciju rasta. Mesto sa kojeg je uzet uzorak - periferija ili

centralna zona prostate nije uticalo na nastanak inhibicije rasta. (125).

Androgeni su neophodini za noramalan razvoj i fizioloSke funkcije normalne prostate.
LNCaP ¢elijska linija eksprimira AR, tj. reaguje na primenu androgena. Smatra se da postoji
odredena interakcija izmedu androgena i vitamina D. 1,25(OH), D3 povecava eksprimiranje
AR gena (povecava se nivo mRNK i AR), takode povecava sekreciju PSA (198,199,200).
Bicalutamid koji je antagonista androgenih receptora blokira antiproliferativno dejstvo 1,25
(OH), D3 kod LNCaP, ¢ime se dokazuje uloga AR u antiproloferativnom dejstvu 1,25(OH),
Ds. (201). 1,25 (OH); D5 inhibira rast drugih ¢elijskih linija koje ne eksprimiraju AR, te se
interakcija izmedu androgenih receptora i 1,25(OH),D; smatra specifi¢no$¢u LNCaP (202).

Parathyroid hormone-related protein ( PTHrP) je hormon odgovoran za endohondralnu
osifikaciju, smatra se jednim od uzroka hiperkalcemije kod paraneoplasticnog sindroma.

1,25(0OH), D3 smanjuje ekspresiju PTHrP (203,204).

1.8.4.Ispitivajna in vivo antikancerskog dejstva vitamina D

Terapijske doze 1,25(OH),;D; su toksi¢ne (hiperkalcemija), te se na animalnim modelima
primenju analozi vitamina D koji su u in vitro studijama dokazali antiproliferativna i
proapoptotska dejstva bez uticaja na nivo kalcijuma u serumu. Napravljen je veliki broj
animalnih modela koji su tezili da Sto realnije predstave adenokarcinom prostate. Primenom

1,25-dihidroksi-16-ene-23-yne-vitamin Ds; na miSeve sa PC3 ksenograftima tumorski
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volumen je smanjena za 15% (205). Kod imunodeficijentnih miSeva (nude mice) analog
EB1089 je aplikovan nakon formiranja tumora dobijenog ubrizgavanje LNCaP subkutano u
predelu leda. Analog je aplikovan kada je volumen tumora bio cca 150 mm3. U grupi miSeva
tretiranih sa EB1089 volumen tumora je bio 165.2 + 23.1 dok je kod kontrolne grupe bio 259
+ 33.7 nakon 19 dana (189). I u drugim istrazivanjima uoceni su sli¢ni rezultati (206,207).
Kod ¢elijske linije adenokarcinoma prostate R3327-AT-2 umerenog metastatskog potencijala
1 MAT LyLu ¢elijske sublinije adenokarcinoma prostate visokog metastatskog potencijala 1

1,25(0OH),Ds 1 analog RO 23-6760 pokazali su inhibiciju rasta (208).

Pored dejstva na maligne Celijske linije proucavani su hemopreventivni efekti vitamina D
1 analoga. Ispitivani su transgenski organizmi kod kojih je genetskim inzinjeringom
stimulisana onkogeneza u prostati. Kod transgenski indukovanih adenokarcinoma prostate
kod pacova (TRAMP) koristi se probasin promoter da bi se indukovala ekspresija V 40 large-
T antigen kodirajueg regiona. Kao rezultat dobijaju se zivotinje sa adenokarcinomom
prostate koji histoloski veoma podsec¢a na humani oblik bolesti. Ordiniran je analog EB1089
pre indukcije malignog procesa (209). Nije primeceno da postoji odlaganje nastanka bolesti,
ali je rast tumora usporen. Kod miSeva sa mutacijom Nkx3.1; Pten gena razvija se sa visokom
ucestalos¢u PIN koji nakon godinu dana progredira u invazivni adenokarcinom prostate. Kod

ove grupe zivotinja primena 1,25(OH),D; dovela je do smanjena ucestalosti PIN.

1.8.5. Uloga vitamina D u regulaciji zapaljenskih procesa

Smatra se da je inflamacija uzrok priblizno 20% malignih alteracija u opstoj populaciji.
Hroni¢na inflamacija i hiperproliferacija sa svrhom zamene destruisanog tkiva prepoznata je
kao jedan od potencijalnih uzroka karcinoma prostate (18,210). Regeneracija prostaticnog
epitela nakon dejstva odredenih faktora sredine dovodi do proliferativne inflamatorne atrofije
(PIA) koja moze progredirati u high grade prostati¢nu intraepitelnu neoplaziju (HGPIN)
(211,212,213). U PIA lezijama ustanovljena je povecana koncentracija prostaglandina kao i u
tkivu adenokarcinoma prostate. Smatra se da PG igraju ulogu u razvoju i progresiji karcinoma
prostate preko ciklooksigenaze 2 (COXs,) koja je enzim odgovoran za njihovu sintezu (214).
Enzim 15-hidroksiprostaglandin dehidrogenaza (15-PGDH) je antagonista COX5, kao rezultat

stvarju se 15 keto derivati koji imaju znatno manju fiziolosku aktivnost. 1,25(OH),Ds deluje
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na ¢elije karcinoma prostate tako §to smanjuje sintezu COX,, indukuje 15-PGDH i smanjuje

eksprimiranje PG receptora (215).

Mitogen-activated protein (MAP) kinases su protein kinaze koje reguliSu proliferaciju,
gensku ekspresiju, celijsku diferencijaciju, mitozu, apoptozu i mnoge druge, znacajne
funkcije. Da bi postale aktivne prvo se fosforiliSu. MKP5 je enzim koji defosforiliSe i1 na taj
nacin inaktivira MAP (216). U primarnim kulturama ¢elija prostate 1,25(OH), D3 deluje tako
Sto povecava ekspresiju MKP5 promoteru u VDRE. Dejstvo je ograni¢eno na celijske linije
dobijene od lokalizovanog karcinoma prostate (217). Smatra se da do prestanka ekspresije
MKP5 dolazi tokom onkogeneze i da na taj nac¢in maligna ¢elija anulira tumor supresorno

dejstvo MKP5 i 1,25(0OH), D5,
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2. Materijal i metode

2.1. Ispitanici

Medicinska literatura opisuje veliki broj in vitro ¢elijskih linija i in vivo eksperimetalnih
modela na kojima je ispitivano dejstvo vitamina D. Svaki od ovih modela ima odreden
procenat slicnosti i razlike u odnosu na primarne ¢elije karcinoma prostate. Kvalitet modela
procenjuje se na osnovu sposobnosti da Sto realnije predstave patoloSke uslove u kojima se

razvija adenokarcinom prostate.

Efekti vitamina D najbolje se vide ukoliko se ispituje humana populacija. Tokom
dijagnostike adenokarcinoma prostate moguce je formirati jasno defnisane grupe sa razlic¢itim
tokom bolesti i prognozom. Proucavanjem nivoa vitamina D kod razli¢itih stadijuma

oboljenja mozemo dobiti informacije neophodne za definisanje uloge i znacaja vitamina D.
2.1.1. Konstrukcija i nacin izbora uzorka
U ispitivanje su ukljucene dve grupe pacijenata:
e pacijenti sa dijagnostikovanim karcinomom prostate

e kontrolna grupa pacijenata

2.1.2. Pacijenti sa dijagnostikovanim karcinomom prostate

Kriterijumi za ukljucivanje bolesnika u ispitivanje su:

e starost 50 i viSe godina
e dijagnostikovan karcinom prostate
e potpisan Informisani pristanak

e ispunjen Upitnik

Kriterijumi za iskljucivanje bolesnika su:

e pacijenti koji uzimaju preparate vitamina D 1 kalcijuma
e pacijenti sa hronicnom bubreznom insuficijencijom ili metabolickom bolesti

kostiju

Dijagnoza karcinoma prostate kod ispitanika postavljena je na osnovu odredivanja

vrednosti PSA 1 f/tPSA u serumu, DRE, TRUS, TRUS vodene biopsije 1 patohistoloskog
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nalaza. Prema klinickom stadijumu bolesti tj. prema modalitetu le¢enja koji je indikovan na
osnovu navedenih parametara pacijenti sa dijagnostikovanim karcinomom prostate podeljeni

su u tri grupe:

e pacijenti kod kojih je wuradena radikalna prostatektomija — pacijenti sa

lokalizovanim oboljenjem pT2cNOMO, PSA < 20 ng/ml, Gleason 2-7.

e npacijenti kod kojih je uradena hirurSka kastracija — pacijenti sa metastatskim

oboljenjem, pT3-4, N1, M 0,1(a,b,c), PSA > 20 ng/ml, Gleason > 8.

e pacijenti kod kojih je uradena medikamentozna kastracija (CAB — LHRH +
cyproterone acetat 2x100 mg) - pacijenti sa metastatskim oboljenjem, pT3-4N1,

MO0,1(a,b,c), PSA > 20 ng/ml, Gleason > 8.

Pacijenti koji su hirurski ili medikamentozno kastrirani spadali su u D, grupu po Jewett

klasifikaciji.

Ukupno 90 pacijenata sa dijagnostikovanim karcinomom prostate ukljuéeno je u
istrazivanje: 30 pacijenata u grupu sa lokalizovanim oboljenjem kod kojih je uradena
radikalna prostatektomija, 30 pacijenata sa metastatskim karcinomom prostate kod kojih je
uradena hirurSka kastracija i 30 pacijenata kod kojih je uradena medikamentozna kastracija.
Grupe su obelezene su sa dva latinicna slova od kojih prvo (B) oznacava da je u pitanju

kohorta bolesnih, dok drugo slovo oznacava modalitet lecenja:

e prostatektomija — BP
¢ medikamentozna kastracija — BK
e hirurska kastracija— BH

2.1.3. Kontrolna grupa

Kriterijumi za formiranje kontrolne grupe su:

e starost 50 i viSe godina
¢ ne boluju od karcinoma prostate, niti drugog malignog oboljenja
e potpisan Informisani pristanak

e ispunjen Upitnik
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Kriterijumi za iskljuc¢ivanje iz kontrolne grupe su:

e pacijenti koji uzimaju preparate vitamina D i kalcijuma
e pacijenti sa hronicnom bubreznom insuficijencijom ili metabolickim oboljenjem
kostiju
Pre uvodenja u kontrolnu grupu kod svih subjekata uraden je DRE, USG besike 1 prostate
1 PSA. Nalaz DRE je bio negativan, tj. prilikom palpacije pacijenti su imali prostatu
mekanoelasticne konzistencije, palpatorno bezbolnu, jasno ograni¢enu i jasno palpabilnog
sulkusa, bez palpabilnih tumefakcija. USG pregledom besike i prostate ispitanici su imali

fizioloSke dimenzije prostate (aproksimativno 4x3x2 cm) i volumen do 22 ml. PSA je:
e <26 ng/ml ukoliko su subjekti bili starosne dobi od 50 — 60 godina i

e <4 ng/ml ukoliko su subjekti bili stariji od 60 godina.

Kontrolna grupa je obeleZena na slede¢i nacin: Z.

2.2. Uticaj pigmentacije koZe na apsorpciju UVB zraka

Pigmentacija koZe uti¢e na prodiranje UVB zraka kroz kozu i produkciju vitamina D.
Postoje dve skale po kojima se klasifikuju tipovi koze: Von Luschan-ova 1 Fitzpatrick-ova

skala.

Tabela 9. Von Luschan-ova i Fitzpatrick-ova skala

1-5 Veoma svetla ili bela, ,,Keltski tip*
6-10 Svetla ili svetli ,,Evropski tip*
11-15 Svetla, prelazna ili tamni ,,Evropski tip*
16-21 Tamna, prelazna ili ,,Mediteranski tip*
22-28 Tamna ili ,,braon tip*

29-36 Veoma tamna ili ,,crni tip*
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Svi pacijenti koji su ukljuceni u ispitivanje kao 1 ispitanici koji sacinjavaju kontrolnu
grupu imaju kozu tipa III po Fitzpatrick — u tj. tipa 11-15 po von Luschanu. Homogena grupa
ispitanika po tipu koZe znacajna je zbog eliminacije uticaja razlicite koli¢ine melanina u kozi

na sintezu vitamina D.

2.3. Upitnik za procenu uticaja insolacije, ishrane i suplemenata

Faktori koji mogu uticati na nivo vitamina D 1 kalcijuma u serumu su ekscesivno izlaganje
suncu 1 unoSenje vece koli¢ine vitamina D i kalcijuma hranom ili suplementima. Da bismo
uocili pacijente €ije navike odstupaju od navika ostalih ispitanika formirali smo Upitnik koji

su pre ukljuc¢ivanja u ispitivanje popunili svi pacijenti.

2.3.1. Uticaj vitamina D i kalcijuma

Uputnik je formiran u saradniji sa specijalistima epidemiologije Centra za kontrolu i
prevenciju bolesti u Novom Sadu. Sastoji se od 16 pitanja. Prose¢an dnevni unos vitamina D
u zemljama koje nemaju politiku fortifikacije hrane sa vitaminom D je:

e zavitamin D 100 — 160 IU/danu,
e zakalcijum 871-1266 mg (218,219).

Proucili smo Food Frequency Questionnaire (FFQ) koji se primenjuju za procenu unosa
vitamina D 1 kalcijuma 1 modifikovali ga prema tipu ishrane koji je karakteristican za
ispitivano podrucje. Kako u literaturi nismo nasli podatke vezne za prose¢an unos vitamina D
1 kalcijuma za populaciju koja naseljava teritoriju Vojvodine upitnik je popunilo 90 pacijenata
koji su zadovoljavali kriterijum za uklju¢ivanje u kontrolnu grupu ali nisu ucestvovali u
ispitivanju. Na osnovu ovog ispitivanja dobili smo vrednosti unosa vitamina D od 105 IU/dan,
dok je unos kalcijuma 910 mg.

U ispitivanje su bili ukljuceni samo pacijenti i ispitanici u kontrolnoj grupi koji nisu imali

odstupanja od srednje vrednosti unosa kalcijuma i vitamina D za 50%.
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2.3.2. Uticaj insolacije

Svi ispitanici zive na podruc¢ju koje se prostire izmedu 44° 1 46° stepeni geografske Sirine,
1 izloZeni su priblizno istoj koli¢ini suncevog zracenja. Da bismo uocili razlike u insolaciji

podelili smo godinu na dva dela:
e period od oktobar — april posmatrali smo kao zimski period
e period od maja do septembra posmatrali smo kao letnji period

Tokom zimskih meseci na latitudama ve¢im od 40° nema dovljno UVB zraka za sintezu
vitamina D (152) te je vazno indentifikovati pacijente koji su promenom sredine uticali na
kolicinu UVB zraka (220). Pacijenti koji su ukljuceni u istrazivanje dali su podatke vezane za
izlaganje suncu (da li ispitanik praktikuje suncanje, profesionalna ekspozicija tokom letnjih
meseci, nacin odevanja prilikom izlaganja suncu, odlazak na zimovanje/letovanje). Pitanja
vezana za izlaganje suncu imala su svrhu da indentifikuju pacijente sa navikama koje su
odstupale od ostalih ispitanika. 1z ispitivane grupe iskljuceni su pacijenti koji su promenom
latitude 1 nadmorske visine uticali na koli¢inu suncevog zraCenja u letnjim 1 zimskim

mesecima.

3. Metodologija rada

Ispitivanje je sprovedeno kao prospektivna i otvorena studija sa 120 ispitanika u Klinici
za urologiju i Centru za laboratorijsku dijagnostiku Klinickog centra Vojvodine. Ispitavanje je
trajalo dve godine. Svi pacijenti sa karcinomom prostate kod kojih je indikovano hirursko
lecenje operisani su u Klinici za urologiju, medikamentozna kastracija je takode ordinirana u

Klinici za urologiju. Kontrolna grupa ispitanika bile su osobe iz opste populacije.

Preoperativno tj. pre ordiniranja medikamentozne kastracije kod svih pacijenata uzeta je
krv za neophodne analize — PSA 1 vitamin D. Kori§¢ene su epruvete Venosafe 9ml, VF-
109SP, cloc act. Nakon uzimanja krvi uzorci su odmah transporovani u Centar za
laboratorijsku dijagnostiku. Nakon odvajanja seruma isti su zarzavani na -20 C° tokom 2
meseca. U serijama skladiStenih uzoraka seruma odredena je koncentracija PSA, vitamina D

(25(OH),D3) elektrohemiluminescentnom (ECLA) metodom na automatizovanom analizatoru
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Elecsys 2010 proizvodaca Roche Diagnostics. Prilikom inicijalnog pregleda pacijenti su

popunili Upitnik i Informisani pristanak.

Operativni zahvati, radikalna prostatektomija i hirurS§ka kastracija, uradeni su na
standardan nacin. Radikalna prostatektomija podrazumeva uklanjanje prostate, semenih
vezikula, prostaticne uretre, proksimalnog dela duktusa deferensa i obostranu obturatornu i
ilija¢nu limfadenektomiju. HirurSka kastracija radena je subkapsularnom tehnikom tj. tkivo
testisa odstranjeno je bez tunike albuginee. Kod pacijenata koji su kastrirani
medikamentoznim putem ordniran je LHRH agonista i antiandrogen. LHRH agonista—
Zoladex 3.6 mg (goserelin acetate) proizvodaca AstraZeneca. U pitanju je depo preparat koji
se ordinira subkutanom injekcijom u prednji trbusni svakih 28 dana. Da bi se blokirali
adrenalni androgeni u sklopu CAB ordiniran je Androcur (cyproterone acetat), Schering LTD

2x50 mg, tokom godinu dana.

Ispitanici su praceni tokom godinu dana, svaki pacijent je imao 2 kontrole: na 6 i 12
meseci od uvodenja u ispitivanje. Koncentracija vitamina D ima sezonsku oscilaciju, zbog
pojacanog suncevog zracenja vise vrednosti se ocekuju tokom i nakon letnjih meseci. Nakon
inicijalnog merenja nivoa vitamina D 1 PSA prilikom ukljuc¢ivajna u istrazivanje preostala dva
merenja su rasporedena tako da su vrednosti kod svih pacijenata merene nakon letnjeg i
zimskog perioda (ili obrnuto). Na kontrolnim pregledima uradena je analiza nivoa PSA i

vitamina D. Prema dobijenim vrednostima pacijenti su dalje stratifikovani u grupe:

e Pacijenti kod kojih je uradena radikalna prostatektomija i1 koji su imali PSA na
kontrolnom pregledu veéi od 0,2 ng/ml svrstani su u grupu pacijenata kod kojih je

doslo do progresije bolesti

e Pacijenti kod kojih je uradena hirurSka i medikamentozna kastracija i koji su
nakon navedenih intervencija imali vrednosti PSA u serumu manju do 0.2 ng/ml,
0.2-4 ng/ml 1 ve¢u od 4 ng/ml (221) prema literaturi imaju razli¢itu prognozu te se
posmatraju kao tri zasebne grupe. Nivo manji od 0.2 ng/ml ne ukazuje na

progresiju dok se za nivoe vece od ovog smatra da je doslo do progresije.

U odnosu na inicijalno zapocetu terapiju pacijenti nisu dobijali dodatne medikamente niti
su radeni drugi hirurski zahvati. PatohistoloSke analize obavljene su u Zavodu za patologiju

Medicinskog fakulteta u Novom Sadu.
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4. Ciljevi i hipoteze

4.1. Ciljevi

Istrazivanje je usmereno na ispitivanje odnosa izmedu nivoa vitamina D u razli¢itim
stadijumima bolesti u cetiri grupe (grupa pacijenata kod kojih je uradena radikalna
prostatektomija, grupa hemijski kastriranih, grupa hirurSki kastriranih i kontrolna grupa) i

analizu relevantnih relacija izmedu analiziranih parametara sa ciljem odredivanja:

1. koncentracije vitamina D u grupama ispitanika (prema modalitetu leCenja tj. stadijumu

bolesti) 1 utvrdivanje stepena povezanosti
2. odnosa nivoa vitamina D prema vrednostima PSA
3. stepena korelacije izmedu koncentracije vitamina D 1 Gleason scor i grade
4. odnosa izmedu PSA i vitamina D kod pacijenata sa progresijom bolesti

5. odnosa izmedu promene nivoa PSA pre i nakon ordinirane terapije i stepena

povezanosti sa nivoom vitamina D
6. relacije izmedu dinamske progresije bolesti (vreme do progresije) i nivoa vitamina D

4.2. Hipoteze rada

Imaju¢i u vidu brojne podatke o protektivnom i antikancerogenom efektu vitamina D,

pretpostavlja se da ce:

1. nivo vitamina D biti vi$i kod pacijenata koji imaju lokalizovanu bolest (grupa -
radikalna prostatektomija) u odnosu na pacijente koji imaju uznapredovalu bolest
(hormonski 1 hirurski kastrirani). Kod pacijenata u kontrolnoj grupi ocekuje se da ¢e

nivo vitamina D biti najvisi.
2. nivo vitamina D biti nizi kod pacijenata koji su imali vi§i PSA.
3. nivo vitamina D biti niZi kod pacijenata koji imaju vise vrednosti Gleason scor i grade.

4. se kod pacijenata sa progresijom bolesti registrovati nizi nivo vitamina D pri visoj

koncentraciji PSA.
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5. se kod pacijenata sa ve¢im padom nivoa PSA nakon ordinirane terapije registrovati

vi$i nivo vitamina D u serumu.

6. nivo vitamina D biti nizi kod pacijenata kod kojih do biohemijske progresije dolazi

ranije u odnosu na pacijente kod kojih do biohemijske progresije dolazi kasnije.

5. Rezultati

5.1. Nivo vitamina D u grupama ispitanika

Prosecne vrednosti pokazuju da postoji znacajna razlika u nivou vitamina D u razliitim
grupama ispitanika. U kontrolnoj grupi (Z) pacijenti imaju visi nivo vitamina D, dok izmedu
tri grupe pacijenata kod kojih je dijagnostikovan karcinom prostate (BH, BK, BP) razlike nisu
uocene (tabela 10, grafikon 4). Tabele prikazuju filtrirane vrednosti (uklonjene ekstremne

vrednosti ). Postupak se koristi u konzervativnoj analizi podataka.

Tabela 10. Aritmeticka sredina vrednosti vitamina D i standardna devijacija

63.83 65.63 62.90 74.45

18.87 15.03 20.02 20.74
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Grafikon 4. Graficki prikaz aritmeticke sredine nivoa vitamina D sa 95% intervalom poverenja
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Aritmeticka sredina vrednosti vitamina D u grupi Z je 74.45 (CI 95% = 72.31 - 76.59).
Kod pacijenata sa dijagnostikovanim karcinomom prostate aritmeticka srednja vrednost

vitamina D je 64.12 (CI 95% =62.26 - 65.98).

Rezultati jednosmerne analize varijanse potvrduju da je nivo vitamina D kod grupe Z
statisticki znacajno visi (p = 0.006), dok se u ostale tri grupe nivo vitamina D medusobno ne

razlikuje (tabela 11).

Tabela 11. Znacajnost razlika u nivou vitamina D u grupama

e e

. 61.012 3411 17.886  <0.001
2.821 4.784 0.590 0.557
4.617 4.784 0.965 0.336
13.438 4.784 2.809 0.006
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Od ukupno 360 merenja (inicijalno i1 dva kontrolna) kod sve Cetiri ispitivane grupe 102

merenja bila su deficijentna, 118 insuficijentno dok je 140 merenja bilo suficijentno.

5.2. Uticaj insolacije na vrednosti vitamina D i korelacija sa vrstom oboljenja

Sezonska oscilacija nivoa vitamina D karakteristi¢na je za ispitivano podneblje (44 — 46°
severne geografske §irine). Posmatrali smo nivo vitamina D kod svih pacijenata u ispitivanom

periodu (09.2010 — 11.2012). Rezultati su prikazani na grafikonu 5.

Grafikon 5. Oscilacija nivoa vitamina D u ispitivanom periodu
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Grafikon 5 pokazuje da postoji sezonska oscilacija nivoa vitamina D, postepen porast se
vidi u 4. mesecu, najvisi nivo je u 9. mesecu nakon ¢ega postepeno nivo vitamina D pocinje

da opada.

Da bismo procenili efekat godiSnjeg doba u kojem je uzorak uzet formirali smo dvanaest
grupa prema modalitetu lecenja: Z 1, Z 2, Z 3, BH 1, BH 2, BH 3, BK 1, BK 2, BK 3,
BP _1,BP 2, BP 3.

Grupe se se razlikuju prema stadijumu bolesti i periodu u kojem su uzorci uzeti:

e period sa manje insolacije: 10 — 04 meseca

e period sa viSe insolacije: 05 — 09 meseca.

Prvo i tre¢e merenje uzeti su u periodu sa manje insolacije, drugo u periodu sa vise

insolacije. Tabela 12 prikazuje broj uzetih merenja u ovim periodima.
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Tabela 12. odnos merenja u periodu sa viSe i manje insolacije kod grupa Z, BP, BH, BK

Pacijenti u grupi Z imali su najvisi nivo u sva tri merenja (Z 1, Z 2, Z 3). Merenje Z 2
ima statisticki znac¢ajno visi nivo vitamina D u odnosuna Z 11 Z 3 (p = 0.004). Dodatno,
analiza varijanse pokazuje da se dve grupe obolelih, takode, izdvajaju po znacajno visem
nivou vitamina D. To su pacijenti iz grupe BK i BP, u drugom merenju - BK 2 i BP_2 (tabela
13, grafikon 6). PoviSene vrednosti u drugom merenju kod ove dve grupe i kod ispitanika iz
grupe Z javljaju se u periodu sa viSe insolacije. NajniZzi nivo vitamina D uocen je kod
pacijenata u BP 1 grupi. Kada se u obzir uzme i redosled obavljenog merenja, rezultati

potvrduju prethodne nalaze, tj. u grupi Z postoje vise vrednosti nego kod ostalih ispitivanih

grupa.

Tabela 13. Vrednosti vitamina D prema periodu u kojem je uzorak uzet

56.987 4.251 13.406 <0.001
5.443 6.012 0.905  0.366
6.203 6.012 1.032  0.303

-I 8.890 6.012 1.479  0.140

7.891 6.012 1.313 0.190
12.319 6.012 2.049  0.041
5.717 6.012 0.951 0.342

-I 13.389 6.063 2208  0.028
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4.127 6.063 0.681 0.497
10.965 6.177 1.775 0.077
17.441 6.063 2.876  0.004
14.697 6.012 2.445 0.015
Grafikon 6. Nivo vitamina D prema periodu u kojem je uzorak uzet
o R ‘ ‘ ‘ ‘
BH1 BH2 BH3 BK1 BK2 BK3 BP1 BP2 BP3 21 Zz2 Z3

tip oboljenja i merenje

Nakon $§to je uoc¢eno da u pojedinim grupama postoji visi nivo vitamina D tokom meseci
sa ve¢om insolacijom, dok se u drugim grupama ovo ne uocava analizirali smo uticaj
suncevog zracenja. Formirane su dve grupe u zavisnosti da li je uzorak uzet u periodu sa
vec¢om ili manjom insolacijom. Dopunska analiza varijanse pokazala je da efekat suncanih
(letnjih) meseci ima nezavisni efekat na nivo vitamina D i1 da nije u interakciji sa tipom
oboljenja i merenjem. Efekat suncanih meseci je visoko znacajan i pozitivan (Ocena = 8.801;

Std. greska ocene = 2.507; t=3.510; p = 0.001). Tokom perioda godine sa veCom insolacijom

(5 — 9 mesec), nivo vitamina D je znacajno visi (grafikon 7).
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Grafikon 7. Efekta suncanih meseci na nivo vitamina D
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5.3. Nivo vitamina D prema nivou PSA

Nakon grafickog prikaza nivoa PSA uoceno je da postoji znatno odstupanje od normalne
raspodele. Tabele sa rezultatima prikazuju vrednosti iz analiza sa eliminisanim ekstremnim
rezidualnim vrednostima (ve¢im od 2.5 standardnih jedinica). Na ovaj nacin 95% navedenih
vrednosti je uzeto u obzir dok je 5% ekstremnih rezidualnih vrednosti odbaceno. Postupak je
primenjivan uvek kada rezidualne vrednosti nisu pratile normalnu raspodelu. Rezultati sa
uklonjenim vrednostima reziduala provereni su kritikom modela kojom se proverava
robusnosti nalaza i sledi konzervativan (strogi) pristup u obradi podataka. Kritikom modela

dokazano je da svi ovde prikazani statisticki modeli imaju verodostojne nalaze.

Rezultati su pokazali da insolacija ima znaCajan uticaj na nivo vitamina D te je
statistickim putem iskljuCen ovaj uticaj. Formiran je model u kojem su suncani meseci (DA ili
NE) prediktor i izracunati su rezidualni nivoi vitamina D. Zatim su tako dobijene vrednosti
sabrane sa opStim, prose¢nim nivoom vitamina D (M = 66.70). Originalne vrednosti, tj. sirovi
nivo vitamina D i nove vrednosti stoje u visokoj pozitivnoj korelaciji (r = 0.982; t = 97.416; p
< 0.000). To znaci da se u osnovi operiSe sa istom varijablom, S$to olakSava interpretaciju

nalaza i razumevanje relacija sa ostalim varijablama. Rezidualne vrednosti nivoa vitamina D,
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centrirane na vrednost aritmeticke sredine, predstavljaju istu varijablu kao i originalni nivo

vitamina D, iz koje je eliminisan uticaj insolacije.

Dalje analize su radene na ovako pripremljenim vrednostima nivoa vitamina D, glavne

kriterijumske varijable.

Proucavan je odnos vitamina D i PSA kao jednog od glavnih pokazatelja stadijuma
bolesti. Analiza distribucije vrednosti PSA pokazuje zakoSenost u pozitivnu stranu, tj. veoma
razvucen desni kraj distribucije. Ovakva distribucija se javlja zbog postojanja visokog nivoa
PSA kod pacijenata sa metastatskim oboljenjem. Da bi bile zadovoljene pretpostavke za
ukljucivanje ove varijable u analize zahtevani oblik raspodele je normalna (Gauss-ova)
raspodela. Kao §to se vidi na grafikonu 8 sirovi PSA ima distribuciju koja dramati¢no odsupa
od normalne. Zbog toga je umesno pretpostaviti da se vrednosti PSA distribuiraju log-
normalno. To znaci da, ukoliko se sirove vrednosti pretvore u logaritamske postoji normalna
distribucija. Kako grafikon 9 pokazuje, prethodna pretpostavka je opravdana. Log-vrednosti

PSA daju raspodelu koja je daleko sli¢nija normalnoj raspodeli.

Zbog toga su sirove vrednosti PSA transformisane u logaritamske vrednosti ( grafikon 8 i
9). Tako je dobijena distribucija koja ima vecu simetriju i priblizava se normalnoj raspodeli

vrednosti.

Grafikon 8 1 9. Distribucija PSA i distribucija PSA nakon log transformacije
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Nakon analize podataka moze se zakljuciti da kod svih ispitanika (Z, BP, BH, BK) log-
transformisani PSA stoji u znacajnoj 1 negativnoj korelaciji sa (rezidualizovanim i
centriranim) nivoom vitamina D (r = -0.114; t = -2.178; p = 0.030). To znaci da je nivo
vitamina D nizi kod pacijenata sa viSim PSA nakon isklju¢ivanja uticaja insolacije (grafikon

10).

Grafikon 10. Korelacija log vrednosti PSA i nivoa vitamina D sa 95% intervalom proverenja
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Da bi se detaljnije odredio stepen povezanosti izmedu nivoa vitamina D i PSA
posmatrani su nivoi PSA i vitamina D u sva tri uzorka, kod svih grupa. Na ovaj nacin
omoguceno je odredivanje stepena korelacije nivoa vitamina D i PSA pre i nakon ordinirane
terpije. Analizom dobijenih podataka uoceno je da postoje razlike u ovom odnosu koje su
specificne za grupe pacijenata i konkretno merenje (tabela 14, grafikon 11). Rezultati analize
kovarijanse pokazuju da, u odnosu na pacijente iz grupe BP u prvom merenju, kod vise grupa
pacijenata nakon ordinirane terapije, sa porastom PSA, nivo vitamina D statisticki znacajno
vise opada. To su slede¢e grupe: BH u drugom i tre¢em merenju, BK u drugom i tre¢em

merenju i BP u drugom i tre¢em merenju.
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Tabela 14. Korelacija nivoa vitamina D i PSA po grupama ispitanika i prema odredenom uzorku

Nivo vitamina D

(odsecak) Std. greska ocene | t vrednost p
BP1 41.731 10.263 4.066 | <0.000
BH 1 -6.890 17.769 -0.388 0.698
BH 2 16.621 11.120 1.495 0.136
BH 3 24.229 11.054 2.192 0.029
BK 1 6.478 19.042 0.340 | 0.734
BK 2 23.289 11.202 2.079 0.038
BK 3 19.961 11.067 1.804 0.072
BP 2 14.503 14.438 1.004 | 0316
BP 3 11.653 12.707 0917 | 0.360
Z 1 27.913 11.340 2.461 0.014
Z2 30.220 11.150 2.710 0.007
Z3 33.961 11.217 3.028 0.003
log PSA 10.956 5.533 1.980 0.049
BH 1:log PSA -5.398 6.284 -0.859 | 0.391
BH 2 :log PSA -14.273 5.734 -2.489 0.013
BH_3 :log PSA -11.596 5.744 -2.019 0.044
BK 1:log PSA -7.026 6.700 -1.049 | 0.295
BK 2 :log PSA -13.630 5.879 -2.319 0.021
BK 3 :log PSA -12.821 5.870 -2.184 0.030
BP 2 :log PSA -13.314 6.112 -2.178 0.030
BP 3 :log PSA -14.677 5.893 -2.491 0.013
Z 1:log PSA -9.527 7.957 -1.197 | 0.232
Z 2 :log PSA -8.526 7.695 -1.108 0.269
Z 3 :log PSA 0.498 8.706 0.057 | 0.954
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Grafikon 11. Matriéni dijagram korelacije nivoa vitamina D i PSA po grupama ispitanika i prema
odredenom uzorku
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5.4. Korelacija nivoa vitamina D i Gleason grade i scor

Efekat vitamina D na primarni i sekundarnni Gleason grade i scor ispitan je viSestrukom
regresionom analizom. Analiza je pokazala statisticki znaCajne osnovne efekte primarnog i
sekundarnog Gleason grade i njihovu statisticki znacajnu interakciju. Gleason skor nije
dostigao znacajnost, ¢ak ni kada je visoka korelacija koju ova varijabla ima sa primarnim i
sekundarnim merenjem stavljena pod statistiCku kontrolu. Naprosto, ovaj prediktor nema
nezavisni doprinos u predikciji nivoa vitamina D kada su primarni 1 sekundarni Gleason scor
odredeni kao prediktori u modelu (Ocena = 1.050; Std. greska ocene = 3.875; t = 0.061; p =
0.951).

S obzirom da obi¢ni linearni modeli, kao statisticki postupak, ne mogu na adekvatan
nacin modelovati i prikazati interakciju kontinuiranih prediktora — kovarijabli, odlucili smo se
za adekvatniji postupak generalizovanih aditivnih modela. Interakciju primarnog i
sekundarnog Gleason grade prikazali smo kao proizvod tenzora, koji daje najprirodnije
procene zdruzenog uticaja numerickih prediktora na numericki kriterijum. Dodatno, pomenuti

zdruzeni efekat posmatrali smo posebno za svaki tip pacijenata.

Tabela 15. Interakcija vitamina D i Gleason grade

Ocena  Std. greska ocene t vrednost

10.130

68.569 6.765

edf

DR -
4.542 4.876 2214 0.055
3.620 3.916 6.308 <0.001
3.668 4.015 2.243 0.065

* Edf - procenjeni stepen slobode, ref.df. - korigovani procenjeni stepen slobode.

Kao $to rezultati u tabeli 15 pokazuju, interakcija primarnog i sekundarnog Gleason grade

za grupe pacijenata BK 1 BP jesu slabe, odnosno, marginalno znacajne. Medutim, za grupu
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pacijenata BH, interakcija primarnog i sekundarnog Gleason grade na nivo vitamina D
ostvaruje veoma jak efekat. Da bismo razumeli $ta ovaj odnos znaci, moramo konsultovati

graficki prikaz (grafikon 12).
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Grafikon 12. Graficki prikaz interakcije nivoa vitamina D i Gleason grade
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Gornji par grafikona predstavlja efekat interakcije vitamina D i primarnog i sekundarnog
Gleason grade u BK grupi. Za grupu pacijenata BK efekat interakcije jeste samo marginalni.
Na osnovu grafickog prikaza vidimo da je nivo vitamina D najviSi kada su 1 primarni i
sekundarni Gleason grade na najnizim vrednostima, S§to je u skladu sa postavljenom
hipotezom. Kada je primarni Gleason grade nize vrednosti, sa porastom vrednosti
sekundarnog Gleason grade nivo vitamina D najbrze opada. Za srednje vrednosti primarnog
Gleason grade, promene u vrednosti sekundarnog Gleason grade pokazuju neznatno nize
vrednosti vitamina D. Kod visokih vrednosti primarnog Gleasona grade sa povecanjem
vrednosti sekundarnog Gleason grade vrednosti vitamina D opadaju Sto se takode moze
ocekivati. Taj pad vrednosti je manji nego u sluc¢aju niskih vrednosti primarnog Gleasno

grade, ali je izrazitiji nego u slu¢aju umerenih vrednosti.

Srednji par grafikona predstavlja efekat interakcije vitamina D i primarnog i sekundarnog
Gleason grade u BP grupi. Za pacijente iz grupe BP efekat interakcije primarnog i
sekundarnog Gleason grade je grani¢no znacajan (p = 0.055). Interakcija se ponasa gotovo
obrnuto od one koju smo videli kod grupe pacijenata BK. Sada, za niske vrednosti primarnog
Gleason grade sa porastom vrednosti sekundarnog Gleason grade raste vrednost vitamina D.
Slicno kao 1 u slu€aju pacijenata iz grupe BK, ako su vrednosti primarnog Gleason grade
srednje, porast vrednosti sekundrnog Gleason grade ne proizvodi vefe promene u nivou
vitamina D. U slucaju visokih vrednosti primarnog Gleason grade sa porastom vrednosti

sekundarnog Gleason Grade rastu i vrednosti vitamina D.

Donji par grafikona prikazuje efekat interakcije vitamina D i primarnog i sekundarnog
Gleason grade za grupu pacijenata BH. Moze se videti da je nivo vitamina D konstantno
nizak. Sa porastom primarnog Gleasona povecava se vrednosti vitamina D. Ukoliko je
vrednosti primarnog Gleason grade niska sa povecanjem vrednosti sekundarnog Gleason
grade neznatno se smanjuje vrednost vitamina D. U slu¢aju kada se posmatra srednja i visoka
vrednost primarnog Gleason grade sa povecanjem sekundarnog Gleason grade vrednost
vitamina D pada. Dakle, ve¢a koncentracija vitamina D postoji samo kod najvisih vrednosti
primarnog Gleason grade, kada su, istovremeno, vrednosti sekundarnog Gleason grade
najnize. Drugim re¢ima, sa najveCom pozitivnom promenom — najve¢om razlikom izmedu

vrednosti primarnog i sekundarnog Gleason scora najveci je i porast vrednosti vitamina D.

52



5.5. Nivo vitamina D kod pacijenata kod kojih je doSlo do progresije bolesti

Analiza grupe obolelih pokazala je da je da progresija prostoji kod ukupno 51 ispitanika.

Ucestalost progresije prema grupama prikazana je u tabeli 16.

Tabela 16. Ucestalost progresije prema grupama ispitanika

Razlika koja se uocava u tabeli 16 potvrdena je i hi-kvadrat testom za kontingencijske
tabele (pritom su specificne vrste progresije spojene u jednu kategoriju (progresija) da bi se
eliminisale nulte celije). Postoji statisticki znaCajna razlika u broju slucajeva sa i bez
progresije bolesti, izmedu pacijenata iz grupe BP i pacijenata grupa BH 1 BK (hi-kvadrat =
30.407; df =2; p < 0.001). U tabeli 7 se moze primetiti da postoji razlika i izmedu grupa BH 1
BK, jer je kod ove poslednje broj slucajeva sa progresijom Cak i veci. Hi-kvadrat test (sa
korekcijom za tabele 2x2), medutim, pokazuje da ova razlika nije znacajna (hi-kvadrat =
0.838; df = 1; p = 0.360). Zato su u daljoj analizi grupe BH i BK posmatrane kao jedna grupa.
Ovako dobijeni podaci vaze i za pojedinacne grupe BH 1 BK, zbog statisticke logike grupe su

posmatrane zajedno.

5.6. Promena nivoa PSA nakon lefenja i odredivanje stepena povezanosti sa nivoom

vitamina D

U ovoj analizi najpre su uklonjeni zdravi ispitanici. Zatim su vrednosti PSA
transformisane u log-jedinice. Na takvim, log-vrednostima PSA, izraCunata je razlika
(promena; najc¢eSc¢e pad vrednosti) PSA izmedu prvog i drugog merenja. IzraCunate su
rezidualne vrednosti nivoa vitamina D u drugom merenju, tj. uklonjen je efekat suncanih
meseci. Kao i prethodno, te rezidualne vrednosti su centrirane na prose¢nu vrednost nivoa

vitamina D.
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Testiran je model u kojem su ispitivani efekti razlike u PSA izmedu prvog i drugog
merenja i tipa oboljenja na nivo vitamina D u drugom merenju. Rezultati su pokazali da je sa
ve¢om razlikom (ve¢im padom nivoa PSA) ve¢i i nivo vitamina D. Medutim, ova promena je
ista za sve tri grupe ispitanika, tj. mozemo zakljuciti da je ovaj trend opsti, a ne specifiCan za

odredene tipove bolesnika. Rezultati su prikazani u tabeli 17 1 grafikonu 13.

Tabela 17. Promena vrednosti nivoa vitamina D pre i nakon terapije

odsecak . 6.164 8.407 <0.000
1.148 -2.272  0.02562
1.27 -2.736  0.00758

1.315 -2.298 0.02404

Grafikon 13. Korelacija promene vrednosti PSA nakon lecenja i nivoa vitamina D
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5.7. Nivo vitamina D i vreme do progresije

Da bi se ispitala interakcija progresije bolesti i nivoa vitamina D, najpre su izracunate
prosecni nivoi rezidualnog vitamina D za drugo i tre¢e merenje, za svakog ispitanika posebno.
Zatim su posmatrani efekti progresije za grupe pacijenata BH 1 BK, kao i1 za grupu pacijenata

BP, posebno. Formirana je grupa ispitanika kod koje je doslo do progresije prilikom prve
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kontrole 1 oznacili je sa I, dok su pacijenti kod kojih je do progresije doSlo prilikom druge
kontrole oznaceni sa II. Kako se prema literaturi prognoza bolesti razlikuje kod grupe BH 1
BK u zavisnosti da li je nivo PSA 0d 0,2 — 4ng/ml ili veéi od 4 ng/ml formirane su jo$ dve
grupe u zavisnosti od ovih parametara 1 oznacili ih 0,2-4 1 >4. Na ovaj nacin dobijene su Cetiri

podgrupe ispitanika:

e 10,2-4 pacijenti kod kojih je prilikom prve kontrole doslo do porasta nivoa PSA
od 0,2 — 4 ng/ml

e 1> 4 pacijenti kod kojih je prilikom prve kontrole doslo do porasta nivoa PSA
veéeg od 4 ng/ml

e II 0,2-4 pacijenti kod kojih je prilikom druge kontrole doslo do porasta nivoa PSA
0od 0,2 — 4 ng/ml

e II > 4 pacijenti kod kojih je prilikom druge kontrole doslo do porasta nivoa PSA
veéeg od 4 ng/ml

Za grupu pacijenata BH 1 BK, nivo vitamina D jeste statisticki znac¢ajno nizi ukoliko
postoji progresija bolesti (tabela 18, grafikon 14). Progresija oznacena sa I (na prvoj kontroli)
je povezana sa znacCajnim padom u nivou vitamina D. Takode, u nacelu, grupa ispitanika

oznacena kao II (na drugoj kontroli) ne dovodi do znac¢ajnijeg pada nivoa vitamina D.

Posmatranjem formiranih podgrupa mozemo zakljuciti da je progresija I 0,2-4 1 1 > 4
povezana sa nizim nivoom vitamina D. Kod ispitanika u podgrupi II 0,2-4 postoji statisticki
slaba povezanost izmedu nivoa vitamina D 1 progresije, dok se za grupu II > 4 ovakva
korelacija ne moze ustanoviti. U grupi II postoji veca greska ocene za kategorije kasnijih
progresija, u kojima ima manje ispitanika. Razlike izmedu podgrupa pacijenata sa

progresijom nisu znacajne.
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Tabela 18. Nivo vitamina D u slu¢aju progresije prilikom prve ili druge kontrole u zavisnosti od nivoa
PSA

17.684

-18.967 5.470 -3.467  0.001
-21.599 6.773 -3.189  0.002
-17.930 7.948 -2.256  0.028

-7.215 9.207 -0.784  0.437

Grafikon 14. Nivo vitamina D u slu¢aju progresije prilikom prve ili druge kontrole u zavisnosti od

nivoa PSA
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Grafikon 14 pokazuje da je pad nivoa veci prilikom prve kontrole u odnosu na drugu kontrolu.

Sli¢an odnos postoji i kod pacijenata iz grupe BP, ali je pad nivoa vitamina D neSto

manji, odnosno slabije znacajnosti (Ocena = -20.929; Std. greska ocene = 8.958; t = -2.336; p
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= 0.027). I ponovo se uocCava veca greSka ocene za podgrupu pacijenata sa progresijom

(Grafikon 15).

Grafikon 15. Nivo vitamina D u slucaju progresije prilikom prve i druge kontrole
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6. Diskusija

6.1. Nivo vitamina D kod kontrolne grupe (Z)

Da bi se ustanovilo da li nivo vitamina D u grupi Z korelira sa nivoom vitamina D u
literaturi rezultati ove analize komparirani su sa drugim istrazivanjima kojima je definisan
nivo vitamina D kod muskaraca starijih od 50 godina, rezidenata podrucja oko 45° geografske

Sirine.

Postoji veliki broj studija koje su se bavile ispitivanjem nivoa vitamina D u opstoj
populaciji. Orwoll i saradnici su 2009. proucavali nivo vitamina na teritoriji Severne Amerike
1 ustanovili da je srednja vrednost vitamina D 62,75nmol/l (SD = 19.8). Ukupno 28.6%
ispitanika je imalo vrednosti vitamina D manje od 50 nmol/l, tj. bilo je deficijentno (222).
Analizom rezultata ispitanika ukljucenih u tre¢i National Health and Nutrition Examination
Survey (NHANESIII) i NHANES 2001-2004 Ginde 1 saradnici su 2009. godine ustanovili da
je prosecan nivo vitamina D 60 nmol/l, takode su primetili da se broj ispitanika sa
vrednostima manjim od 25 nmol/l povecao sa 2 na 6 % u odnosu na ranija istrazivanja (223).

Druge studije su pokazale da se nivo vitamina D kre¢e oko 70 nmol/l (99,224).

Aritmeticka sredina nivoa vitamina D u ovom ispitivanju u grupi Z je 74.45 (CI 95% =
72.31 do 76.59). Na osnovu poredenja rezultata ovog istrazivanja i rezultata drugih studija
mozemo konstatovati da ispitanici u grupi Z imaju nivo vitamina D koji ne odstupa od

vrednosti u literaturi.

6.2. Uticaj insolacije na vrednosti vitamina D - sezonska oscilacija nivoa vitamina D

Sinteza vitamina D u kozi je pod uticajem insolacije. Istrazivanja koja su se bavila
ispitivanjem oscilacije nivoa vitamina D na geografskoj Sirini 44 -46 ° ustanovila su da postoji
promena koncentracije vitamina D u serumu u zavisnosti od godisnjeg doba. U periodu 10. —
04. meseca nema dovoljno UVB zraCenja koje bi dovelo do formirnja adekvatne koli¢ine
vitamina D u kozi. Zato se u ops$toj populaciji moze uociti fizioloSka oscilacija nivoa vitamina
D sa vrednostima koje su najviSe tokom 9. i 10. meseca (posle perioda najjace insolacije),
nakon ¢ega postepeno opadaju te se najnize vrednosti mogu uociti u 3. mesecu. Ispitivanje
koje je sproveo Maxwell kod belaca, Azijata 1 Azijata vegetarijanaca predstavljeno je

grafikonom 16 (225).
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Grafikon 16. Sezonska oscilacija vitamina D (Corder i saradnici)
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Corder 1 saradnici su ustanovili da kod pacijenata kod kojih je dijagnostikovan karcinom
prostate postoji anualna oscilacija nivoa vitamina D, te su ovom c¢injenicom pokusali da
objasne druge studije u kojima istrazivaci nisu dobili korelaciju izmedu nivoa PSA i vitamina
D (226). Ahn i saradnici su takode uocili postojanje sezonske oscilacije nivoa vitamina D kod

pacijenata sa dijagnostikovanim adenokarcinomom prostate (grafikon 17)(143).

Grafikon 17. oscilacija nivoa vitamina D kod pacijenata sa dijagnostikovanim karcinomom

prostate (Ahn i saradnici)
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Analizom nivoa vitamina D kod svih ispitanika (Z, BP, BH, BK) uoceno je da u ovom
ispitivanju takode postoji godiSnja oscilacija nivoa vitamina D (grafikon 5). Od 4. meseca
dolazi do postepenog porasta nivoa, najviSe vrednosti su u 9. mesecu nakon c¢ega nivo

vitamina D postepeno pocinje da opada, te se najnize vrednosti mogu uociti u 3. mesecu.

Poredenjem rezultata ovog ispitivanja i rezultata u literaturi uo¢avamo da postoji visok
stepen podudarnosti. Mozemo zakljuciti da u ovom ispitivanju postoji oCuvana sezonska

osilacija vrednosti vitamina D kod pacijenata obolelih od adenokarcinoma prostate.

6.3. Nivo vitamina D u grupama ispitanika

Vitamin D pokazuje antiproliferativno, proapoptotsko i prodiferencijaciono dejstvo te je
postavljena hipoteza da ¢e nivo vitamina D biti visi kod pacijenata koji imaju lokalizovanu
bolest u odnosu na pacijente koji imaju metastatsko oboljenje. Kod pacijenata u kontrolnoj
grupi ocekuje se da ¢e nivo vitamina D biti najvisSi. Pregledom literature uocen je veliki broj
studija koje su proucavale odnos nivoa vitamina D i adenokarcinoma prostate. Rezultati ovih
studija nisu konzistentni, neke pokazuju pozitivnu dok druge ukazuju na postojanje negativne

korelacije.

Neposredno nakon postavljanja prve hipoteze koja je ukazala na postojanje povezanosti
izmedu nivoa vitamina D 1 adenokarcinoma prostate Corder i saradnici su 1993. godine
posmatrali 181 pacijenta sa dijagnostikovanim adenokarcinomom prostate. Ispitivali su nivo
25(0OH)Ds 1 1,25(0OH),D; 1 nasli da najveca verovatnoca za razvoj adenokarcinoma prostate
postoji kod niskih vrednosti oba merena parametra. Vrednosti samog 25(OH)Ds nisu bile

statistiCki znaCajno razli¢ite izmedu ispitanika i kontrolne grupe pacijenata (165).

Ahonen i saradnici su u studiji zavrSenoj 2000. godine ispitivali povezanost vitamina D i
adenokarcinoma prostate kod 19000 pacijenata koje su pratili tokom 13 godina. Ustanovili su
da postoji inverzan odnos izmedu nivoa vitamina D i PSA, tj. da su pacijenti sa nivoom
vitamina D ispod medijane imali relativni rizik za nastanak oboljenja 1.7 (za nivo vitamina D
< 30 nmol/l) i 1.3 (za nivo vitamina D 31 — 40 nmol/l) u odnosu na pacijente koji su imali
vrednost iznad medijane. Takode su indentifikovali grupu pacijenata koji su oboleli u ranijoj
zivotnoj dobi (<52 godine). U ovoj grupi ispitanika nivo vitamna D je bilo nizi. Preme ovom

istrazivanju, kod ispitanika mladih od 52 godine, relativni rizik za nastanak oboljenja je 3.5 a
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rizik za razvoj uznapredovale bolesti 6.3. Pacijenti u ovoj grupi su imali srednju vrednost
izmerenih nivoa vitamina D od 37.1 nmol/l (SD 15nmol/l, range 13 — 80 nmol/l). Prema

stepenu prosirenosti oboljenja formirane su jos dve podgrupe:

e Pacijenti sa lokalizovanim adenokarcinomom prostate
e Pacijenti sa uznapredovalim adenokarcinomom prostate

Kod pacijenata sa lokalizovanim oboljenjem srednja vrednost nivoa vitamina D je bila
visa (38.3nmol/l, SD = 14.4), dok je kod pacijenata sa uznapredovalim karcinomom prostate

srednja vrednost nivoa vitamina D bila niza (32.7 nmol/l, SD = 14.5) (166).

Nivo vitamina D kod pacijenta sa dijagnostikovanim karcinomom prostate odredio je i
Tretli u studiji iz 2009. godine kod 160 pacijenata koji su donirali serum u JANUS banku.
Studija je analizirala odnos nivoa vitamina D 1 ishoda bolesti u dve grupe ispitanika:

e Sa lokalizovanim adenokarcinomom prostate
e Sa metastatskim adenokarcinomom prostate

Aritmeticka sredina nivoa vitamina D u ovoj studiji je 72.0 nmol/l ( range 19 —162).
Ukoliko je izmeren nivo vitamina D bio od 50 do 80 nmol/l i ve¢i od 80 nmol/l kod pacijenata
sa lokalizovanim oboljenjem postojala je bolja prognoza (RR 0.33; 95% CI = 0.14-0.77, RR
0.16; 95% CI = 0.05-0.43) u odnosu na pacijente koji su imali nivo vitamina D ispod 50
nmol/l. Kod pacijentata sa metastatskim oboljenjem korelacija je bila jaca (227).

U studiji iz 2004. godine Tuohimaa 1 saradnici su posmatrali nivo 25(OH),D; kod 622
pacijenata sa dijagnostikovanim karcinomom prostate i poredili dobijene vrednosti sa 1451
kontrolom. Ustanovili su da se ve¢a verovatnoca za javljanje karcinoma prostate moze uociti
kod niskog nivoa vitamina D (<19 nmol/l) ali i kod visokog nivoa vitamina D (>80 nmol/l).
Korelacija je pokazivala ,,U shape“ krivu. Nalaz vece ucestalosti adenokarcinoma prostate
kod pacijenata sa niZim nivoom vitamina D je saglasan sa nalazom Ahonena i drugih
istrazivaca, dok se podatak o vecoj verovatno¢i za razvoj adenokarcinoma prostate pri
visokom nivou vitamina D prvi put nalazi u ovom istrazivanju. Istrazivaci su dali sledece
objasnjenje za ovu korelaciju izmedu vitamina D 1 adenokarcinoma prostate: hrana bogata
vitaminom D sadrzi i visok nivo vitamina A koji ima antagonisticko dejstvo. Drugo
obajasnjenje je da visok nivo vitamina D aktivira 24 hidroksilazu, te i pored visokog nivoa

dolazi do brze inaktivacije 1 izostanka fizioloSkog dejstva (169).
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U istrazivanju koje je sproveo Platz sa saradnicima, zavrSenom 2004. godine, ispitivano
je 460 pacijenata sa dijagnostikovanim adenokarinomom prostate u okviru Health
Professionals Follow-up Study i poredeno sa zdravim subjektima. U ispitivanje su ukljuceni
pacijenti sa lokalizovanim, lokalno uznapredovalim i metastatskim oboljenjem. Nivo
25(0OH)Ds bio je neznatno visi kod pacijenata sa lokalizovanim i lokalno uznapredovalim
oboljenjem, bez statistiCke znacajnosti (p =0.2). Kod pacijentata sa metastatskim oboljenjem
nije uocena statisticki znacajna korelacija izmedu nivoa vitamina D i posmatranog oboljenja
ukoliko su posmatrani stadijum i Gleason grade posebno ili kombinovano. U ovoj studiji nije
ustanovljeno postojanje povezanosti izmedu nivoa 25(OH)D; i1 adenokarcinoma prostate

(172).

U okviru Prostate, Lung, Colorectal, and Ovarian Cancer Screening Trial (PLCO) Ahn i
saradnici su ispitivali nivo vitamina D kod 1200 pacijenata sa dijagnostikovanim
adenokarcinomom prostate u lokalizovanom 1 uznapredovalom stadijumu. Aritmeticka
sredina vrednosti nivoa vitamina D je 55.9 nmol/l. Postojala je jasno izrazena anualna
oscilacija ispitivanog parametra, uz najvisi nivo u uzorcima prikupljenim tokom leta i jeseni.
Analiza nivoa vitamina D prema kvintilama nije pokazala da povecanje kvintile nosi i
povecan rizk od razvoja karcinoma prostate. U ovom ispitivanju je konstatovano i postojanje
pozitivne korelacije izmedu nivoa vitamina D 1 razvoja agresivne forme bolest. Sa porastom
kvintile uo¢eno ja da se povecéava i broj agresivnih karcinoma prostate (Gleason > 7, stadijum

111 1V) (143).

Na osnovu podataka iz literature mozZzemo konstatovati da ne postoji definisan nivo
vitamina D koji bi se mogao uzeti kao grani¢ni, tj. povezati sa povecanom ucestaloscu
adenokarcinoma prostate. Vecina studija sugeriSe da se pri niskom nivou vitamina D (< 40
nmol/l) javalja povecana ucestalost adenokarcinoma prostate. Pored ,,U* shape distribucije
mozemo konstatovati da postoje i studije koje ukazuju na postojanje pozitivne korelacije

izmedu posmatranih parametara.

Rezultati ovog ispitivanja pokazuju da je aritmeticka sredina nivoa vitamina D u grupi
obolelih (kombinovao BH, BK, BP) 64.12 nmol/l (CI 95% =62.26 do 65.98). Bilo da su grupe
obolelih pacijenata posmatrane kombinovano ili pojedina¢no mozemo konstatovati da su sve
tri grupe obolelih bile vitamin D insuficijentne. Posmatrano pojedina¢no grupe BH, BK,BP

imaju nivo vitamina D:
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Tabela 19. nivo vitamina D u grupama obolelih

Druge studije koje su se bavile ovom problematikom uocile su da nivo vitamina D koji

korelira sa povecanom incidencom adenokarcinoma prostate znatno varira (tabela 20).
Rezultati ovog ispitivanja su pokazali da pacijenti sa dijagnostikovanim adenokarcinomom

prostate nemaju apsolutno niske vrednosti vitamina D.

Tabela 20. Nivo vitamina D u studijama koje ukazuju na povezanost sa razvojem

adenokarcinoma prostate

<30
31-40
<50
50-280
>80
<19

20-39 )
40 - 59 (ref) 1

60 -79 1.2

>80 1.7

<42.5 1 55.9
42.5-513 1.12
51.4-60.5 1.61
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60.6 —71.7 1.41

>71.8 1.32

RR - relativni rizik, ref. — referentna vrednost

Kako nisu uoceni apsolutno niski nivoi u grupama obolelih ispitanika posmatrani su
relativni odnosi nivoa vitamina D izmedu grupa. Rezultati jednosmerne analize varijanse
potvrduju da je nivo vitamina D kod grupe Z (74.45 nmol/l) statisticki znacajno visi (p =

0.006) u odnosu na grupu obolelih (kombinovano BH, BK, BP - 64.12 nmol/l).
Izmedu grupa obolelih nisu postojale statisticki znacajne razlike u nivou vitamina D.

Grupa ispitanika BH 1 BK, koju sainjavaju pacijenti sa metastatskim adeokarcinomom
prostate nema statisticki znac¢ajno odstupanje u nivou vitamina D u odnosu na BP, te se moze
zakljuciti da izmedu grupa ispitanika sa metastatskim i lokalizovanim oboljenjem ne postoji

statisticki znacajna razlika u nivou vitamina D.

Rezultati ovog ispitivajna pokazuju da grupa obolelih nema apsolutno niske vrednosti
nivoa vitamina D, ve¢ da postoji statisticki znacajna razlika u nivou vitamina D izmedu
obolelih 1 kontrolne grupe. Razlike izmedu pojedinih grupa obolelih nisu ustanovljene ovom

analizom.

Postavljena hipoteza da ¢e kod pacijenata sa dijagnostikovanim metastatskim
karcinomom prostate nivo vitamina D biti nizi nego kod pacijenta sa lokalizovanim
oboljenjem nije tacna. Hipoteza da ¢e ispitanici u kontrolnoj grupi (Z) imati visi nivo
vitamina D nego oboleli ispitanici je tacna. Moze se =zakljuciti da ispitanici sa
dijagnostikovanim adenokarcinomom prostate imaju niZzu vrednost vitamina D u odnosu na

zdrave subjekte, bez uticaja stadijuma bolesti na nivo vitamina D.

6.4. Nivo vitamina D prema nivou PSA

Grani¢ni nivo PSA koji je ranije bio Siroko prihvaéen u dijagnostici 1 pracenju
adenokarcinoma prostate u viSe navrata je menjan. Danas se smatra da je PSA kontinualni
parametar tj. da se adenokarcinom prostate moze javiti 1 pri niskom nivou PSA. Dvadeset
sedam procenata pacijenata sa nivoom PSA nizim od 4 ng/ml ima karcinom prostate od kojih

¢e 6,7% imati Gleason > 7, $to ukazuje na postojanje klini¢ki znacajnih adenokarcinoma
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prostate pri niskom nivou PSA. Pretragom literature ustanovili smo da postoji mali broj

studija koji se bavi korelacijom PSA i nivoa vitamina D.

Salama i saradnici su u ispitivanju u okviru European Randomized Study of Screening for
Prostate Cancer (ERSPC) ustanovili da postoji pozitivna korelacija izmedu insolacije i nivoa
PSA tj. da se visi nivo PSA javlja u mesecima sa viSe insolacije. Zakljucili su da ¢ak 23%

biopsija leti moze biti uzrokovano ovom oscilacijom. (138).

Ispitivanja na ¢elijskim linijama karcinoma prostate su pokazala da vitamin D stimuliSe
ekspresiju PSA zavisnih gena uz pomo¢ translokacije andorgenog receptora iz citosola u
jedno. Takode je uoceno da poviSen nivo vitamina D dovodi do povecanja ekspresije mRNK -
PSA do 2.5 puta, §to jasno ukazuje da je poviSen nivo PSA posledica translokacije
androgenog receptora, njegove interakcije sa DNK 1 konsekventne transkripcije mRNK -PSA.
Vitamin D deluje na pojacanu ekspresiju androgenog receptora. Da bi se aktivirali
odgovaraju¢i geni pored androgenog receptora neopodan je i testosteron. Ukoliko nema

testosterona porast nivoa vitamina D ne dovodi do porasta vrednosti PSA (228,229,230).

Vieth 1 saradnici su ispitvali odnos vitamina D 1 porasta PSA kod pacijenata sa
dijagnostikovanim adenokarcinomom prostate (nizak 1 srednji rizik prema D'Amicovim
kriterijumima). Posmatrani period (godinu dana) podelili su na kvartale (Q1, Q2, Q3, Q4).
Najveca insolacija zabeleZena je tokom Q2 perioda. Ustanovljeno je da Q2 ima statisticki
znacajno nizu stopu porasta PSA, bez statisticki znacajne razlike u porastu nivoa PSA izmedu
ostalih posmatranih kvartala. Zakljucili su da postoji znacajan uticaj vitamina D na nivo PSA

(231).

Ispitivanje koje se bavilo odredivanjem korelacije imedu vitamina A, E, D, a sprovedeno
u okviru Prostate Testing for Cancer and Treatment (ProtecT) studije, nije ustanovilo

postojanje povezanosti izmedu nivoa vitamina D i PSA (232).

Malobrojni rezultati u literaturi daju razli¢ite podatake o korelaciji nivoa vitamina D i

PSA.

Rezultati ovog ispitivanja pokazuju da, ukoliko se posmatraju dobijeni rezultati za sve
ispitanike (Z, BP, BH, BH) nakon iskljucivanja uticaja insolacije, postoji negativna korelacija
izmedu nivoa vitamin D i PSA (r =-0.114; t = -2.178; p = 0.030). Korelacija je prikazana na
grafikonu 10.
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Da bi se ustanovio stepen korelacije izmedu vitamina D i PSA pre i nakon ordinirane
terapije posmatrane su sve Cetiri grupe u sva tri merenja. Kod ispitanika u grupi pacijenata BH
(hirurski kastrirani) na inicijalnom merenju postoji pozitivan odnos izmedu posmatranih
parametara pre ordinirane terapije (grafikon 18 — BH 1). Ovakva korelacija je u skladu sa
podacima u literaturi da izmedu PSA 1 vitamina D postoji pozitivna korelacija. Vitamin D ima
ulogu u translokaciji androgenog receptora u jedro nakon ¢ega u slucaju prisustva androgena
dolazi do porasta PSA (227). Nakon ordinirane terapije (hemijska kastracija) pacijenti nisu
imali androgene te je dejstvo kompleksa androgeni receptor/androgen izostalo. Kod ove grupe
ispitanika nakon androgene ablacije uocena je negativna korelacija izmedu vitamina D 1 PSA

(grafikon 18 BH 21 3).

Grafikon 18. Odnos nivoa vitamina D i PSA kod grupe BH, pre i nakon terapije
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Kod pacijenata iz grupe BK (medikamentozno kastrirani) pre ordinirane terapije postoji
pozitivna korelacija izmedu vitamina D 1 PSA (grafikon 19 BK 1). Isto kao i1 kod prethodne
grupe nakon ordinirane terapije, tj. nakon androgene ablacije, dolazi do promene u odnosu
nivoa vitamina D i PSA koji dobija karakteristike negativne korelacije (grafikon 19 BK 2,
BK 3). Ovakva korelacija je takode u skladu sa podacima u literaturi koji govore da vitamin

D deluje na povecanje vrednosti PSA samo u slucaju prisustva androgena.
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Grafikon 19. Odnos vrednosti vitamina D i PSA kod grupe BK, pre i nakon terapije
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Grupa ispitanika BP pokazuje slicnu korelaciju izmedu vrednosti nivoa vitamina D i PSA
1ako pacijenti 1 nakon terapije imaju ocuvanu androgenu sekreciju. Mozemo konstatovati da
pre ordinirane terapije postoji pozitivna korelacija (gratikon 20 BP 1), nakon ordinirane

terapije postoji negativna korelacija u oba merenja (grafikon 20 BP_2, BP 3).

Gafikon 20. Odnos vrednosti vitamina D i PSA kod grupe BP, pre i nakon terapije
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U sve tri grupe obolelih (BP, BH, BK) pre ordiniranja terapije postoji pozitivna korelacija
izmedu nivoa vitamina D 1 PSA pre leCenja. Ordiniranje terapije (bilo da je u pitanju
medikamentozna, hirurSka kastracija ili radikalna prostatektomija) predstavlja faktor koji kod

sve tri grupe dovodi do promene korelacije u negativnu.
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Grupa u kojoj su bili zdravi ispitanici pokazuje postojanje pozitivne korealcije izmedu
nivoa vitamina D i nivoa PSA u sva tri merenja (grafikon 21). Nalaz za grupu zdravih je u
saglasnosti sa drugim studijama u kojima postoji pozitivna korelacija izmedu ispitivanih

parametara (226,143,99,224)

Grafikon 21. Odnos vrednosti vitamina D i PSA kod grupe Z
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Cinjenica da u grupi Z u sva tri merenja postoji pozitivna korelacija dalje ukazuje na
uticaj vitamina D na endonuklearnu translokaciju AR 1, uz prisustvo androgena, na uticaj na

povecanje nivoa PSA.

6.5. Nivo vitamina D prema Gleason grade i scor

Gleason grade 1 scor predstavljaju stepen dediferenciranosti ¢elija adenokarcinoma
prostate. Vise vrednosti Gleason scora predstavljaju agresivniju bolest, tako da mozemo

ocekivati nizi nivo vitamina D pri vi§im vrednostima Gleason grade i scor.

Fang 1 saradnici su u studiji zavrSenoj 2011. godine posmatrali 1822 ispitanika sa
dijagnostikovanim adenokarcinomom prostate u okviru Health Professionals Follow-up Study
1 Physicians' Health Study ustanovili da su pacijenti sa najnizom kvartilom vs. najviSom
kvartilom 25(OH)D3 nivoa vitamina D imali veéu verovatnocu letalnog ishoda (HR: 1.59;

95% CI: 1.06, 2.39) (233).

Gilbert i1 saradnici su u studiji objavljenoj 2012. godine odredili stepen povezanosti
izmedu nivoa vitamin D 1 PSA u okviru ProtecT studije. U ovoj prospektivnoj case - control

studiji ukljueno je 1500 oblelih 1 isto toliko kontrola kod kojih je dijagnostikovan
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lokalizovan (T1,2) ili lokalno uznapredovali (T2,3) karcinom prostate. Prema Gleason scor

formirane su dve grupe:

e visok Gleason scor>7

e nizak Gleason scor <7

Ova studija je pokazala da postoji inverzna korelacija izmedu Gleason scor — a i nivoa
vitamina D. Kod pacijenata koji su bili vitamin D deficijentni verovatnoca za Gleason scor >7
bila je 1.78 puta veca nego kod vitamin D suficijentnih ispitanika (95% CI = 1.15, 2.77 ).
Studija je takode pokazala da kod pacijenata koji su vitamin D deficijentni postoji 2.33 puta

veca verovatnoc€a za razvoj lokalno uznapredovale bolesti (95% CI = 1.26, 4.28) (138).

Barnett i saradnici su tokom ispitivanju nivoa vitamina D u okviru Osteoporotic Fractures
in Men (MrOS) kod 297 ispitanika koji su imali incidentalno otkriven adenokarcinom prostate

posmatrali odnos vitamina D i1 Gleason scora. Prema Gleason scoru pacijenti su podeljeni u

dve grupe :

e nizak Gleason scor <7
e visok Gleason scor =7
Nije uocen trend u kvartilama vitamina D, §to je prikazano u tabeli 21.

Tabela 21. Korelacija nivoa vitamina D i Gleason scora

nivo vitamina D (nmol/1)
3.1-19.9 20.0-24.9 25.0-29.9 30-75.6
. Gleason scor <7 1 1.37 (0.83— 0.79 (0.45- 1.52 (0.93—
O 2.26) 1.38) 2.47)
X
= Gleason scor =7 1 1.33 (0.83— 0.74 (0.43— 1.07 (0.65—
ZE“ 2.16) 1.27) 1.75)

Ispitivanje nije rezultiralo statisticki znacajnom interakcijom izmedu vitamina D i
Gleason scora (173).

Ispitivanje koje je sproveo Albanes sa saradnicima u okviru a tokoferol, B karoten
(ATBC) studije dalo je rezultate koji su ukazivali na postojanje povisene vrednosti vitamina

D kod pacijenata sa dijagnostikovanim adenokarcinomom prostate. Takode su uocili da se
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kod pacijenata sa viSim nivoom vitamina D cCeS¢e javlja visi Gleason scor i1 visi stage.

Verovatnoca za Gleason > 7 prema nivou vitamina D prikazana je u tabeli 22:

Tabela 22. OR 1 95% CI za verovatnoc¢u Gleason scora > 7

1.28 1.34 1.59 1.70 0.02
(0.82-2.01)  (0.85-2.09)  (0.98-2.60)  (1.05-2.76)

Zakljucak ove studije je da kod pacijenata sa vi§im nivoom vitamina D postoji veca Sansa

za razvoj adenokarcinoma prostate sa ve¢im Gleason scor —om (234).

Ahn 1 saradnici su u pomenutoj studiji u okviru PLCO studije ispitivali i povezanost
izmedu nivoa vitamina D i1 Gleason scora. Grupe su formirane prema Gleason scor i TNM
stadijumu:

e nizak Gleason scor <7 1 TNM stadijum I ili II
e visok Gleason scor>7 1 TNM stadijum III ili IV

Nivo vitamina D nije bio povezan sa razvojem lokalizovanog i diferenciranog tipa
oboljenja (nizak Gleason scor < 7 i TNM stadijum I ili II). Nivo vitamina D ve¢i on najmanje
kvintile bio je povezan sa razvojem agresivnije i uznapredovalije bolesti (Gleason scor >7 1
TNM stadijum III ili IV). Ova povezanost je ustanovljena ukoliko su dva parametra
posmatrana kombinovano ili separatno. Nakon modifikacije kriterijuma za uznapredovalu
bolest (Gleason >8, TNM stadijum III ili IV) korelacija je ostala nepromenjena. Dalja analiza
modela koji je iskljuCio uticaj insolacije, unosa kalcijuma, godina starosti, pozitivne

porodi¢ne anamneze takode nije rezultirala promenom dobijene korelacije (143).

Ahonen 1 saradnici su kod ispitanika iz Helsinki Heart Study hipotetisali sa odnosom
nivoa vitamina D 1 Gleason scor. Pacijenti su podeljeni u grupu sa lokalizovanim 1
uznapredovalim oboljenje, bez vise odrednica o stadijumu ili Gleason scor - u. Rezultati
ispitivanja su pokazali da se kod pacijenata kod kojih je oboljenje dijagnostikovano u mladoj
zivotnoj dobi (< 52 godine) 1 nizim vrednostima vitamina D postoji veca verovatnoca za

razvoj uznapredovalog adnokarcinoma prostate (OR 6.3) (166).
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Li 1 saradnici su u studiji koja je analizirala pacijente iz Physicians’ Health Study (PHS)
posmatrali nivo vitamina D kod pacijenata sa dijagnostikovanim karcinomom prostate.
Korisitli su Gleason scor i Whitmore-Jewett staging sistem da bi korelirali ispitivane

parametre. Grupe su formirane na slede¢i nacin:

e indolentna bolest (Gleason scor < 6 ili Whitmore-Jewett stadijum A i B)
e agresivna bolest (Gleason scor >7 ili Whitmore-Jewett stadijum CiD )

Rezultati studije pokazali su da postoji inverzna korelacija izmedu nivoa vitamina D i
viSeg stadijuma Gleason scora. Ukoliko je nivo vitamia D bio ispod 80 nmol/l u periodu sa
vise insolacije ili ispod 60 nmol/l u periodu sa manje insolacije OR za razvoj agresivnog
oblika oboljenja iznosi 2.06 (95% CI = 1.24-3.43). Kod pacijenata starijih od 65 godina
korelacija je bila jo§ izrazenija OR 2.47 (95% CI = 1.29 —75) (235).

Kod ispitanika ukljuc¢enih u Health Professionals Follow-up Study Platz i saradnici su
analizirali 460 pacijenata. Devedeset 1 dva procenta ispitanika su su imali lokalizovanu bolest
(T1b — T3a), ostali pacijenti su imali uznapredovalu bolest. Nije ustanovljena statisticki
znacajna korelacija izmedu nivoa vitamina D i Gleason grade i scor. Modeli koji su ukljucili 1
rizikofaktore (pozitivna porodi¢na istorija, godine starosti prilikom dijagnoze i dr.) nisu
doprineli uspostavljanju korelacije izmedu ispitivanih parametara (172).

Evidentno je da rezultati studija koje su do sada objavljene ne daju jednosmislene nalaze
vezane za stepen povezanosti nivoa vitamina D i Gleason grade i scor — a. Na osnovu dela
prezentovanih seroloSkih studija i in vitro studija koje ukazuju na antiproliferativno,
proapoptotsko i prodiferencijaciono dejstvo vitamina D kao polaznu tacku ispitivanja uzeli
smo pretpostavku da agresivnije forma adenokarcinoma koreliraju sa nizim vrednostima

vitamina D.

U ovoj analizi koriS¢ena je viSestruka regresiona analiza radi odredivanja odnosa izmedu
ispitivanih parametara. Analiza je pokazala statisticki znacajne osnovne efekte primarnog,
sekundarnog Gleason grade i vitamina D kao i njihovu statisticki znacajnu interakciju.
Rezultati su prikazani pomocu generalizovanih aditivnih modela. Interakcija primarnog i
sekundarnog Gleason grade prikazana je kao proizvod tenzora, koji daje najprirodnije procene
zdruzenog uticaja numerickih prediktora na numeri¢ki kriterijum. Dodatno, pomenuti

zdruzeni efekat posmatran je posebno za svaki tip pacijenata.
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Tabela 15 prikazuje interakciju vitamina D, primarnog i sekundarnog Gleason grade. Za
grupu ispitanika BK i BP interakcija postoji ali je statisti¢ki marginalno znacajna (p = 0.55,
p=0.65). Za grupu ispitanika BH postoji statisticki znacajna povezanost interakcije primarnog
1 sekundarnog Gleason grade i uticaj na nivo vitamina D (p = 0,001). Grafickim prikazom

dobijenih podataka dobija se jasnija slika o interakciji primarnog i sekundarnog Gleason

grade i uticaju na vrednost vitamina D.

Grafikon 22. Interakcija vitamina D, primarnog i sekundarnog Gleason grade grupa BK

sekundarni Gleason grade

Q euneIn ONY

primarni Gleason grade

primarni Gleason grade

tip: BK

Statisticka analiza rezultata grupe BK pokazala je da je efekat interakcije izmedu
vitamina D, pimarnog i sekundarnog Gleason grade i samo marginalni. Ukoliko posmatramo
izolovane vrednosti primarnog i sekundarnog Gleason grade uocavamo da se sa porastom oba
parametra smanjuje nivo vitamina D. Takode se uocava da porast vrednosti sekundarnog
Gleason grade dovodi do veceg pada nivoa vitamina D nego porast vrednosti primarnog
Gleason grade (grafikon 22). Nivo vitamina D je najvisi kada su 1 primarni i sekundarni
Gleason grade na najnizim vrednostima. Najizrazeniji pad nivoa vitamina D se uocava kada
primarni Gleason grade ima nisku vrednosti uz porast sekundarnog Gleason grade. Za srednje
vrednosti primarnog Gleason grade, promene u vrednosti sekundarnog Gleason grade
pokazuju neznatno nizi nivo vitamina D. Kod visokih vrednosti primarnog Gleasona grade sa
povecanjem vrednosti sekundarnog Gleason grade nivo vitamina D opada. Hipoteza vezana
za odnos vitamina D 1 Gleason grade pretpostavlja da postoji inverzan odnos izmedu nivoa

vitamina D 1 Gleason grade. Analiza dobijenih rezultata ukazuje da postoji statisticka
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povezanost izmedu ispitivanih parametara u grupi BK ali da je marginalno znacajna (p =
0.065).

Grafikon 23. Interakcija vitamina D, primarnog i sekundarnog Gleason grade grupa BH
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sekundarni Gleason grade

primarni Gleason grade
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tip: BH

Grafikon 23 prikazuje interakciju izmedu vitamina D, primarnog i sekundarnog Gleasona
grade u grupi BH. Ukoliko posmatramo primarni i sekundarni Gleason grade separatno,
uocavamo da se sa porastom primarnog Gleason grade povecava nivo vitamina D, dok se sa
porastom sekundarnog Gleason grade nivo smanjuje. Nalaz da se sa porastom sekundarnog
Gleasona nivo vitamina D smanjuje u saglasnosti je sa nalazom u grupi BK. Medutim nalaz
da se sa porastom vrednosti primarnog Gleason grade nivo vitamina D povecava u suprotnosti
je sa nalazima u grupi BK i sa postavljenom hipotezom. Ukoliko je vrednosti primarnog
Gleason grade niska sa povecanjem vrednosti sekundarnog Gleason grade neznatno se
smanjuje nivo vitamina D. U slucaju kada se posmatra srednja i visoka vrednost primarnog
Gleason grade sa povecanjem sekundarnog Gleason grade nivo vitamina D opada. Nalaz da
prilikom porasta sekundarnog Gleason grade dolazi do smanjenja nivoa vitamina D u skladu
je sa nalazima u grupi BK i postavljenom hipotezom. Pozitivna promena nivoa vitamina D sa

porastom primarnog Gleason grade nije mogla biti objaSnjena ovom analizom.
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Grafikon 24. Interakcija vitamina D, primarnog i sekundarnog Gleason grade grupa BP
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Grafikon 24 predstavlja interakciju izmedu nivoa vitamina D, primarnog i sekundarnog
Gleason grade u BP grupi. Uocava se interakcija koja je obrnuta u odnosu na onu koju smo
videli kod grupe pacijenata BK. Ukoliko posmatramo pojedina¢no korelaciju vitamina D
prema primarnom i sekundarnom Gleason grade uocava se smanjenje nivoa vitamina D
prilikom porast primarnog Gleason Grade, dok sekundarni Gleason ima inverzan odnos.
Ovakav korelacija za sekundarni Gleason vidi se samo kod grupe ispitanika BP. Za niske
vrednosti primarnog Gleason grade sa porastom vrednosti sekundarnog Gleason grade raste
nivo vitamina D. Sli¢no kao i u slucaju pacijenata iz grupe BK, ako su vrednosti primarnog
Gleason grade srednje, porast vrednosti sekundrnog Gleason grade ne proizvodi vece
promene u nivou vitamina D. U slucaju visokih vrednosti primarnog Gleason grade sa

porastom vrednosti sekundarnog Gleason grade raste i nivo vitamina D.

Statisticka analiza nije ustanovila postojanje korelacije izmedu vitamina D i Gleason
grade. Na osnovu navedenih podataka i analiza moze se zakljuciti da rezultati ove analize ne
ukazuju na postojanje korelacije izmedu nivoa vitamina D 1 Gleason grade tj. da hipoteza koja

pretpostavlja postojanje korelacije izmedu Gleason grade i nivoa vitamina D nije tacna.

Gleason skor nije dostigao znacajnost, ¢ak ni kada je visoka korelacija koju ova varijabla
ima sa inicijalnim i finalnim merenjem stavljena pod statisticku kontrolu. Naprosto, ovaj

prediktor nema nezavisni doprinos u predikciji nivoa vitamina D kada su primarni i
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sekundarni Gleason scor odredeni kao prediktori u modelu (Ocena = 1.050; Std. greSka ocene

=3.875;t=10.061; p=0.951).

Postavljena hipoteza da Gleason scor korelira sa nivoom vitamina D se na osnovu

podataka dobijenih ovom analizom moze smatrati netacnom.

6.6. Nivo vitamina D kod pacijenata kod kojih je doslo do progresije bolesti

Da bismo odredili relaciju vitamina D 1 progresije bolesti u razli¢itim stadijuma izdvojili
smo grupu pacijenata kod kojih je doSlo do progresije. Kako vitamin D pokazuje
antiproliferativno, proapoptotsko i prodiferencijaciono dejstvo dejstvo in vitro i in vivo,
postavljena je hipoteza da se kod pacijenata kod kojih je doslo do progresije moze ocekivati

nizi nivo vitamina D.

U literaturi se nailazi na mali broj studija koje analiziraju odnos nivoa vitamina D i

progresije adenokarcinoma prostate.

Shwartz 1 saradnici su posmatrali in vitro dejstvo vitamina D na Ccelijske linije
adenokarcinoma prostate. Posmatrali su dejstvo 1,25(0OH),D3 i 10,25- dihydroxy-16-ene-23-
yne-cholecalciferol (16-23-D 3), nekacemijskog analoga vitamina D, na visoko invazivnu
¢elijsku liniju DU145. Invazivnost celijske linije je znatno smanjena nakon aplikacije
1,25(OH),;D3 1 16-23-D 3 (66% 1 59.4%). Efekat je bio dozno (evidentan pri fizioloskim
dozama 1,25(0OH),D3) 1 vremenski zavisan. (236).

U studiji iz 2009. godine Tretli 1 saradnici su posmatrali nivo vitamina D u odnosu na
postojanje progresije bolesti tj. letalni ishod. Nivo vitamina D je definisan kao nizak (<
50nmol/l), srednji (50 — 80 nmol/l) i visok (> 80 nmol/l). Pacijenti (160) su podeljeni u dve
grupe:

e [ grupa se sastojala od 37 pacijenata sa metastatskim karcinomom prostate koji su
u trenutku ukljucivanja u ispitivanje ve¢ bili na hormonalnoj terapiji.

e Il grupa (123 pacijenta) nakon ukljucivanja je bila lecena radioterapijom, hirurski
ili hormonalnom terapijom.

Ukupno 97 pacijenata je primalo hormonalnu terapiju. Registrovana su 52 letalna ishoda
specifina za posmatrano oboljenje. U obe grupe HR za letalni ishod u odnosu na pacijente sa
najnizim nivoom vitamina D iznosi 0.48 (95% CI = 0.24-0.97) za ispitanike koji su imali
najvisu vrednost vitamina D 1 0.34 (95%CI = 0.15-0.77) za ispitanike koji su imali srednje

vrednosti vitamina D. Nakon formiranja modela koji je u obzir uzeo 1 Gleason grade
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asocijacija je bila jaca. Pacijenti na hormonskoj terapiji imali su niZe vrednosti vitamina D od
ostalih ispitanika (70.7 vs 76.0 nmol/l). Model koji je korelirao nivo vitamina D, starosnu dob
u kojoj je dijagnoza postavljena, Gleason grade i funkcionalni status pokazao je da je HR za
smrtni ishod 0.18 (95% CI = 0.07-0.46) kod pacijenata sa srednjim nivoom vitamina D u
odnosu na pacijente sa niskim nivoom vitamina D. Ukoliko se porede pacijenti koji su imali
najvisu vrednost vitamina D sa pacijentima sa najnizim nivoom HR je 0.09 (95% CI = 0.03—
0.27). Studija je pokazala da postoji jaka povezanost izmedu nivoa vitamina D i specifi¢nog
mortaliteta kod pacijenata sa dijagnostikovanim adenokarcinomom prostate (227).

U studiji koja je ukljucila 490 ispitanika sa lokalizovanim adenokarcinomom prostate
Gilbert 1 saradnici su posmatrali odnos nivoa vitamina D i progresije bolesti. Kao merilo
progresije bolesti koristili su vreme udvostru¢enja PSA (PSADT). Nisu uocili povezanost
izmedu nivoa 25(OH)Ds, 1,25(0OH),D3; 1 PSADT. Korelacija nije ustanovljena ni nakon
stratifikacije prema Gleason grade (237).

Trump 1 saradnici su u studiji objavljenoj 2009. godine ispitivali odnos vitamina D kod
pacijenata sa lokalizovanim i metastatskim oboljenjem. U ispitivanje je ukljuceno 50
ispitanika sa lokalizovanim oboljenjem (grupa A), 120 ispitanika sa biohemijskim relapsom
(grupa B) 1 100 kontrolnih subjekata (grupa C). Grupa B se sastojala od 56% pacijenata kod
kojih su postojali radiografski ili fizikalni nalazi koji su govorili u prilog postojanja
metastaza, dok je 44% ispitanika imalo samo PSA dokazan biohemijski relaps. Prosecne

vrednosti vitamina D u sve tri grupe predstavljena je u tabeli 23.

Tabela 23. Vrednosti vitamina D prema grupama ispitanika

Nije uoceno postojanje razlike u nivou vitamina D kod pacijenata u ispitivanim grupama.

Kastracija nije uticala na nivo vitamina D, pacijenti koji su imali hormon refrakterno
oboljenje cesc¢e su bili vitamin D deficijentni (238).

Drugi istrazivaci su se fokusirali na ulogu vitamina D u leCenju adnenokarcinoma
prostate. Cilj ovog ispitivanja nije analiza terapijske uloge vitamina D medutim studije daju
dosta podataka o odnosu nivoa vitamina D i vremena do progresije nakon terapije, te ¢e

najznacajnije ovde detaljno biti razmotrene.
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Woo 1 saradnici su 2005. godine objavili istrazivanje koje se bavi ispitivanjem odnosa
vitamina D 1 PSA nakon biohemijskog relapsa kod pacijenata koji su leceni zbog
lokalizovanog karcinoma prostate. Kod ukupno 15 pacijenata je ordinirana terapija (2000 1i.j
holekalciferola / dan) tokom 21 meseca. Kod 9 pacijenata nivo PSA je bio nepromenjen ili ja
pao na nize vrednosti tokom 21 meseca. Takode je uoCeno da nakon ordiniranja
holekalcifeorla nivo PSA raste znatno sporije, PSADT produzen sa 14.3 na 25 meseci.
Rezultati ovog ispitivanja pokazuju da postoji korelacija izmedu nivoa vitamina D i progresije

kod pacijenata koji su leCeni zbog postojanja lokalizovanog adenokarcinoma prostate (239).

U literaturi se nalaze vrednosti PSA nakon ordinirane terapije prema kojima se moze

definisati dalji tok bolesti. Ove vrednosti su za:

o Pacijente u grupi BH i BK < 0.2 ng/ml, 0.2-4ng/ml i > 4 ng/ml
o Pacijenti u grupi BP <0.2 ng/ml i > 0.2 ng/ml

Rezultati ovog ispitivanja pokazali su da je nakon 12 meseci u grupi BH kod 9 (30%)
pacijenata zabeleZena vrednost PSA manja od 0.2 ng/ml. Grupa pacijenata BK imala je 5
(16.67%) slucajeva kod kojih je zabeleZen PSA manji od 0.2 ng/ml. U grupi BH ukupno 23
(76.7%) pacijenta je imalo vrednost manju od 4 ng/ml. U grupi isptanika BK ukupno 26
(86.7%) subjekata je imalo vrednosti PSA < od 4 ng/ml. Hussain i saradnici su se u
istrazivanju iz 2006. godine bavili ucestalos¢u progresije kod pacijenata sa D2 stadijumom po
Whitmore — Jewett klasifikaciji. Nakon 7 meseci na totalnoj androgenoj blokadi pacijenti su
dostigli vrednosti manje od 4 ng/ml u 69%. Vrednost PSA manja od 0.2 ng/ml nakon 7
meseci zabelezena je kod 48% ispitanika (221). Rezultati vrednosti PSA 6 meseci nakon

ordinirane terapije dobijeni ovim ispitivanjem prikazani su u tebeli 24.

Tabela 24. Vrednosti PSA kod pacijenta nakon 6 meseci

grupa BK BH
PSA
<4 ng/ml 26 86.7% 23 76.7%
<0.2 ng/ml 10 33.3% 8 26.7%

prva kontrola
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Druge studije koje su se bavile vrednostima PSA nakon radikalne prostatektomije,
hirurSke ili medikamentozne kastracije takode pokazuju rezultate sli¢ne rezultatima ovog

ispitivanja.

Analiza rezultata ovog ispitivanja pokazala je da u grupi ispitanika BH i BK vrednost

vitamina D statistiCki znacajno niza ukoliko postoji progresija.

Prilikom prve kontrole rezultati pokazuju da su vrednosti vitamina D nize za 18.9 nmol/l i
21.6 nmol/l za PSA 0.2-4ng/ml 1 > od 4 ng/ml ukoliko posmatramo izolovano grupu
pacijenata kod koje je doslo do progresije. Dobijeni rezultati su statisticki znacajni ( p = 0.001
i p = 0.002). Grupa pacijenata sa nivoom PSA od 0.2 — 4 ng/ml imala je nivo vitamina D 60
nmol/l. Pacijenti sa nivoom PSA> od 4 ng/ml imali su nivo vitamina D od 57.3 nmol/l tj. obe

grupe ispitanika su bile vitamin D insuficijentne.

Na drugoj kontroli u grupi koja je imala PSA 0.2 — 4 ng/ml uocena je slabo znacajna
povezanost progresije 1 nivoa vitamina D, dok u grupi ispitanika sa PSA > 4 ng/ml nismo
uocili statisticki znac¢ajnu povezanost izmedu nivoa vitamina D i progresije bolesti. Vrednost
vitamina D kod pacijenata koji su imali PSA 0.2 — 4 ng/ml je 61 nmol/l, za PSA > 4 ng/ml
71.7 nmol/l (p =0.028 i p = 0.437).

Pacijenti bez progresije su bili vitamin D suficijentni (78.9 nmol/l).

Dobijeni rezultati ukazuju da kod pacijenata iz grupe BH i BK postoji statisticki znacajna
korelacija izmedu progresije i nivoa vitamina D. Korelacija nije nadena kod pacijenata koji su
imali vrednosti PSA vece od 4 ng/ml na drugom merenju zbog veli¢ine uzorka. Rezultati
ovog ispitivanja su pokazali da je progresija adenokarcinoma prostate povezana sa nizim
nivoom vitamina D, te se hipoteza da kod pacijenata sa progresijom postoji niza vrednost

vitamina D smatra ta¢nom.

U grupi pacijenata BP mozZemo uociti slicnu korelaciju kao 1 kod grupe BP 1 BH. Tabela
25 predstavlja broj pacijenata sa vrednostima PSA manjim od 0.2 ng/ml 6 meseci nakon

terapije. Prilikom druge kontrole samo je kod jednog pacijent doslo do progresije.
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Tabela 25. Vrednosti PSA kod pacijenta nakon 6 meseci

Prva kontrola <0.2 ng/ml 26 86.7%

Druga kontrola <0.2 ng/ml 25 83.33

Zabelezen je pad od 20.93 nmol/l kod pacijenata sa progresijom (p = 0.027), uz vecu
gresku ocene. Postavljena hipoteza da kod pacijenata u grupi BP postoji niza vrednost

vitamina D u slu¢aju progresije moze se smatrati tacnom.

6.7. Promena nivoa PSA nakon lecenja i korelacija sa nivoom vitamina D

Pored pada nivoa PSA nakon ordinirane terapije ispod referentne vrednosti literatura
pokazuje da stepen pada nivoa PSA nakon terapije u odnosu na nivo PSA pre ordinirane
terapije ima vaznu ulogu u pracenju bolesti. Da bi se analiziralo postojanje eventualne
korelacije izmedu nivoa PSA i vitamina D postavljena je hipoteza da kod pacijenata sa padom
PSA na nize vrednosti nakon medikamentozne i hirurske kastracije postoji visi nivo vitamina

D u serumu.

Hussain 1 saradnici su u SWOG 9346 ustanovili da vrednost PSA nakon androgene
ablacije korelira sa prezivljavanjem. Tabela 26 predstavlja prezivljavanje pacijenata prema

nivou PSA nakon androgene ablacije.

Tabela 26. Prezivljavanje nakon androgene ablacije prema nivou PSA
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Studija takode pokazuje da postoji veéi mortalitet kod pacijenata koji imaju vise
preterapijske vrednosti PSA. Kombinovanjem ovih podataka istrazivaci su zakljucili da visok

nivo PSA pre i nakon terapije predstavljaju znacajan prediktor ponasanja bolesti (221).

Matzkin i saradnici su ispitivali znacaj procentualne promene vrednosti PSA pre i nakon
ordinirane terapije kod pacijenata sa metastatskim karcinomom prostate. Analizirali su 57
pacijenata sa D2 stadijumom bolesti. Pacijenti su hirurSki ili medikamentozno kastrirani
(goserelin acetat 3.6 mg ili leuprolide 7.5 mg / mesec¢no). Uocili su da se vreme do progresije
znacajno razlikuje u zavisnosti od veliine procentualnog smanjenja vrednosti PSA. Tabela 27
predstavlja vreme do progresije prema vrednostima PSA nakon (240).

Tabela 27: nivo PSA nakon kastracije i vreme do progresije

36

12

Takode su korelirali procentualni pad vrednosti PSA i vreme do progresije. Rezultati su

prikazani u tabeli 28.

Tabela 28: procentualna promena PSA i duzina vremena do progresije

Kwark 1 saradnici su u studiji objavljenoj 2002. godine proucavali odnos promene nivoa

PSA pre i1 nakon ordinirane terapije (goserelin acetat 3.6 mg /mesecno 1 flutamid 250 mg
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3x1/dan) kod pacijenata u C 1 D stadijumu prema Whitmore klacifikaciji. Ustanovili su da
postoji korelacija izmedu nivoa PSA pre i nakon oridinirane terapije i vremena do progresije.
Ustanovili su da niza vrednost PSA nakon terapije korelira sa nizom ucestaloS¢u hormon
refrakternog oboljenja 1 duzim periodom do progresije. Vreme do hormon refrakternog

oboljenja prikazano je u tabeli 29 (241).

Tabela 29. Vreme do pojave hormon refrakternog karcinoma prostate prema nivou PSA 6 meseci nako

androgene ablacije

0.94 -4.72

15 4.13 1.85-9.24

7 4.24 1.90 -14.16

Benaim i saradnici su u studiji objavljenoj 2002. godine posmatrali 153 pacijenta sa
metastatskim karcinomom prostate leCenih medikamentoznom ili hirurSkom kastracijom.
Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da nivo PSA nakon ordinirane terapije korelira sa
duzinom biohemijskog odgovora. Pacijenti sa nizim nivoom PSA nakon ordinirane terapije su

imali duzi period do progresije bolesti (242).

Furuya i1 saradnici su u istrazivanju iz 2001. godine posmatrali 115 pacijenata sa
dijagnostikovanim metastatskim adenokarcinomom prostate koji su medikamentozno ili
hirurski kastrirani. Ustanovljeno je postojanje pozitivne korelacije izmedu vrednosti PSA pre
terapije 1 prezivljavanja specificnog za oboljenje. Utvrdili su povezanost izmedu procentualne

promene vrednosti PSA pre i nakon ordinirane terapije, $to je prikazano grafikonom 25 (243).
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Grafikon 25. Procentualno smanjenje nivoa PSA (pre terapije i 6 meseci nakon terapije) i korelacija sa

prezivljavajnem specifi¢nim za oboljenje (Furua et al.)
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Kako postoje dokazi o povezanosti nivoa na koji PSA pada nakon ordinirane terapije,
nivoa PSA pre ordinirane terapije i toka bolesti (vremena do progresije i letalnog ishoda)
statistiCkom analizom pokusSano je uspostavljanje relacije izmedu stepena promene vrednosti
PSA i nivoa vitamina D. Analiziran je nivo PSA na prvom merenju (pre ordinirane terapije) i
na drugom merenju (6 meseci nakon ordinirane terapije) tj. analizirana je veli¢ina promene i

korelirana sa nivoom vitamina D.

Kod ispitanika u grupi BH veca negativna promena nivoa PSA pre i nakon ordinirane
terapije bila je povezana sa veéim nivoom vitamina D. Dobijeni rezultati su statisticki
zna€ajni (p = 0.02562) uz standardnu greSku ocene 1.148. Rezultati su graficki prikazani

grafikonom 26.

82



Grafikon 26. Korelacija promene nivoa PSA pre i nakon ordinirane terapija i nivoa vitamina D —

grupa BH
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U grupi ispitanika BK pad PSA na nizi nivo nakon ordinirane terapije povezan je sa viS§im
nivoom vitamina D. Dobijeni rezultati su statisticki znacajni (p = 0.00758) uz standardnu

gresku ocene 1.27. Rezultati su predstavljeni grafikonom 27.

Grafikon 27. Korelacija promene nivoa PSA pre i nakon ordinirane terapija i nivoa vitamina D —

grupa BK
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Grupa ispitanika BP takode pokazuje postojanje viSeg nivoa vitamina D ukoliko PSA
pada na nzu vrednost nakon ordinirane terapije. Rezultati su statisti¢ki znacajni (p = 0.02404)

uz standardnu gresku ocene od 1.315. Grafikon 28 prikazuje ove rezultate:

Grafikon 28. Korelacija promene nivoa PSA pre i nakon ordinirane terapija i nivoa vitamina D —

grupa BP
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Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da postoji pozitivna korelacija izmedu nivoa
vitamina D 1 veli¢ine promene nivoa PSA pre i nakon ordinirane terapije u sve tri grupe
obolelih. Hipoteza da se kod pacijenata sa padom PSA na nize vrednosti nakon
medikamentozne i1 hirurSke kastracije o¢ekuje visi nivo vitamina D u serumu stoga se moze

smatrati taénom.

6.8. Nivo vitamina D i vreme do progresije

Vreme do progresije ima prognosticki znacaj te je postavljena hipoteza da je nivo
vitamina D nizi kod pacijenata kod kojih do biohemijske progresije dolazi ranije u odnosu na
pacijente kod kojih do biohemijske progresije dolazi kasnije. Kako nivoi PSA od < 0.2 ng/ml,
0.2 — 4 ng/ml i > od 4 ng/ml imaju razli¢it prognosticki znacaj, ove referentne vrednosti smo

takode uzeli u obzir.

Pound i saradnici su istrazivali povezanost vremena do biohemijske progresije i vremena
do razvoja metastatskog oboljenja. U ispitivanje je uklju¢eno 1997 ispitanika kod kojih je
uradena radikalna prostatektomija. StatistiCka analiza je pokazala da postoji povezanost

izmedu vremena do biohemijske progresije i pojave metastatskog oboljenja. Kao grani¢nu
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vrednost uzeli su < 2 ili > od 2 godine do biohemijske progresije. Grafikon 29 prikazuje

verovatnocu za pojavu metastaza prema trenutku biohemijske progresije (244).

Grafikon 29: korelacija verovatno¢e metastaza i vremena do biohemijskog relapsa
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Ispitivanje koje je sproveo Freedland i saradnici je analiziralo 379 ispitanika sa
biohemijskim relapsom nakon radikalne prostatektomije (PSA > 0.2 ng/ml). Ova studija
definiSe odnos vremena do biohemijske progresije i vremena do smrti uzrokovane

karcinomom prostate. Grafikon 30 prikazuje rezultate studije (245).

Grafikon 30: korelacija specifi¢nog mortaliteta i vremena do biohemijskog relapsa
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Kod pacijenata u grupi BH 1 BK koje smo posmatrali zajedno vrednosti vitamina D su

prikazane u tabeli 30.
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Tabela 30. Nivo vitamina D na prvoj kontroli u zavisnosti od nivoa PSA

Na drugoj kontroli dobijene vrednosti su prikazane u tabeli 31.

Tabela 31. Nivo vitamina D na drugoj kontroli u zavisnosti od nivoa PSA

=

Statisticka analiza je pokazala da prilikom prve kontrole postoji statisticki znacajan pad

nivoa vitamina D kod pacijenata kod kojih dolazi do progresije. Prilikom druge kontrole
postoji statisticki slaba povezanost izmedu progresije i nivoa vitamina D u jednoj grupi, dok u
drugoj grupi ispitanika nije ustanovljeno postojanje statisticki znacajne povezanosti izmedu
nivoa vitamina D 1 progresije. Mozemo zakljuciti da je hipoteza da je nivo vitamina D nizi
kod pacijenata kod kojih do biohemijske progresije dolazi ranije u odnosu na pacijenate kod

kojih do biohemijske progresije dolazi kasnije tacna.

U grupi BP zabelezene su cetiri progresije, od kojih je samo jedna progresija zabeleZena

prilikom druge kontrole.

86



7. Zakljucci

e Nije ustanovljeno postojanje statisticki znaCajne razlike nivoa vitamina D kod
ispitanika sa lokalizovanim 1 metastatskim oboljenjem, dobijene vrednosti nisu
bile apsolutno niske. Ispitanici u kontrolnoj grupi imali su znacajno visi nivo

vitamina D od grupe obolelih.

e Analiza odnosa vitamina D i PSA pokazala je da su ispitanici sa viSim nivoom
PSA imali nizi nivo vitamina D tj. da postoji inverzan odnos izmedu nivoa
vitamina D 1 PSA. Sve tri grupe obolelih ispitanika pokazuju pozitivan odnos PSA
1 vitamina D pre terapije, nakon ordinirane terapije ovaj odnos se menja u

negativan.

e Rezultati analize odnosa vitamina D 1 primarnog i sekundarnog Gleason scor - a
nisu ukazivali na postojanje statisticki znacajne korelacije izmedu vitamina D i

Gleason scora.

e [spitanici kod kojih je dosSlo do progresije imaju nizi nivo vitamina D u odnosu na

ispitanike kod kojih nije doslo do progresije.

e Ispitivanje veli¢ine promene PSA nakon ordinirane terapije i nivoa vitamina D
pokazalo je da kod ispitanika kod kojih je zabelezena niza vrednost PSA nakon

terapije u odnosu ne preterapijske vrednosti PSA postoji visi nivo vitamina D.

e Analiza grupe ispitanika kod koje je doSlo do progresije ukazuje da u slucaju
progresije bolesti postoji nizi nivo vitamina D. Rezultati su takode pokazali da kod
ispitanika kod kojih ranije dolazi do progresije oboljenja postoji nizi nivo vitamina

D u odnosu na pacijente kod kojih do progresije bolesti dolazi kasnije.
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9. Prilozi

Prilog 1. Upitnik za procenu dijetetskih i habitualnih faktora

Upitnik

datum:

Upitnik ima za cilj da odredi koli¢inu vitamina D i kalcijuma koju unosite hranom. Na ovaj nacin ne
proverava se da li se zdravo hranite. Molimo Vas da zaokruZite odgovor za koji smatrate da je tac¢an.

Zahvalljujemo se na vremenu koje ste posvetili pazljivom popunjavanju upitnika.

1. Koliko ¢esto nedeljno popijete ¢asu mleka (2 decilitra)?

2. Koliko cesto nedeljno popijete Solju jogurta (2 decilitra)?

3. Koliko ¢esto jedete sir?

Koju vrstu sira najc¢esée jedete (tvrdi, sitan)?

Koju koli¢inu sira unosite nedeljno?

4. Koliko cesto unosite puter u vidu namaza, torti, kolaca (kafena kasikica)?

Koju koli¢inu putera unesete nedeljno (g)?

5. Koliko cesto nedeljno unosite meso?

Koju vrstu/e mesa najcesée unosite?

Koju koli¢inu mesa najcesce unosite ?
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6. Koliko cesto mesecno jedete ribu?

Koju vrstu/e ribe jedete?

Koju koli¢inu ribe jedete mesecno (g)?

7. Koliko cesto nedeljno jedete jaja?

8. Koliko cesto mesecno jedete pasulj?

Koliko tanjira pasulja pojedete ?

*1 tanjir 250 g kuvanog pasulja

9. Koliko ¢esto nedeljno jedete musli?

Koju koli¢inu muslija unesete nedeljno(g)?

*1 Solja sadrzi 250 g muslija

10. Koliko €¢esto dnevno jedete hleb?

Koju koli¢inu hleba unesete (g)?
*vekna hleba = 600g

11. Koliko ¢esto nedeljno jedete koStunicavo voce?

Koju vrstu kosStuni¢avog voca najéesée konzumirate?

Koju koli¢inu kostunucavog voca unosite mesecno?

*3olja lesnika, oraha sadrzi 100 g
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12. Dali ste se u periodu maj — septembar izjagali suncu?

Koliko dugo ste proveli na suncu navedenom periodu (suncanje)?

13. Dali se zbog radnih obaveza izlaZete suncu u periodu maj-septembar?

Koliko dugo ste proveli na suncu nedeljno zbog radnih obaveza?

Koju vrstu odevnih predmeta najce$ce nosite dok radite?

14. Da li se zbog rekreativnih aktivnosti izlaZzete suncu u periodu maj — septembar?

Koliko dugo ste proveli na suncu nedeljno zbog rekreacije?

Koju vrstu odevnih predmeta najcesce nosite tokom rekreacije?

15. Da li ste u poslednjih 6 meseci bili na letovanju/zimovanju?

16. Da li uzimate preparete koji sadrze vitamin D ili kalcijum?

Ukoliko uzimate koje preparate unosite?
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Prilog 2.
Klinika za urologiju
Klinicki centar Vojvodine
Hajduk Veljkova 1-7
21000 Novi Sad

Vojvodina, Srbija

INFORMACIONI LIST

Znacaj odredivanja koncentracije D vitamina kod pacijenata sa dijagnostikovanim

karcinomom prostate

U Klinici za urologiju i Centru za laboratorijsku medicinu Klinickog centra
Vojvodine, u toku su ispitivanja koja se vrSe na grupi bolesnika sa dijagnostikovanim
karcinomom prostate. Ova vrsta karcinoma dijagnostikovana je i kod Vas. Obzirom da Vi u
potpunosti ispunjavate uslove da budete ukljuc¢eni u ovo ispitivanje, obracamo Vam se sa
molbom da pazljivo procitate ovo obavestenje kako biste mogli da nam evenualno date svoju
saglasnost da ucestvujete u ispitivanju, odnosno da dozvolite koriS¢enje podataka iz Vase

istorije bolesti.

Cilj ovog istrazivanja je da se ispita stepen povezanosti izmedu koncentracije D
vitamina u krvi 1 faza razvoja Vase osnovne bolesti. Zbog toga ¢e se tokom preduzete

medikamentozne terapije, hirurSke intervencije, ili ekspektativnog posmaratanja, pored
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standardnih laboratorijskih testova iz uzoraka izvadene krvi, dodatno meriti i koncentracija D

vitamina.

Terapija ove vrste karcinoma rutinski se sprovodi na nasoj Klinici: vrsta tumora koju
Vi imate le¢i se po odredjenim protokolima koji su priznati u svetu, a kojih se mi
pridrzavamo. Ispitivanje koje ¢emo mi izvrSiti u svrhu ovog rada nije Stetno po Vase zdravlje,
besplatno je 1 zagarantovana je potpuna tajnosti. Podaci iz bolesnickog kartona ¢e se
upotrebiti iskljuivo u naucne svrhe. VaSe ucCeS¢e u ovom istrazivanju je potpuno
dobrovoljno. Mozete u bilo kom momentu da odustanete od ucestvovanja u ovom ispitivanju,
a VaSa odluka nec¢e imati nikakvog uticaja na Vase dalje leCenje i odnos VaSeg lekara prema

Vama.

Ukoliko zelite da ucestvujete u ovom ispitivanju, molimo Vas da potpiSite ponudeni

obrazac.

Za sve detaljnije informacije obratiti se lekaru dr Dimitriju Jeremicu koji je

rukovodilac ovog ispitivanja

Rukovodilac ispitivanja

dr Dimitrije Jeremi¢
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Prilog 3.
TEKST INFORMISANOG PRISTANKA PACIJENTA

JA upoznat sam sa ispitivanjem

koje ¢e se obaviti na Klinici za urologiju, Klinickog centra Vojvodine. Procitao sam
informacije o ispitivanju i razgovarao sa rukovodiocem ispitivanja. Jasan mi je detaljan
postupak i postupak ispitivanja. Ovim potpisom dobrovoljno pristajem da ucestvujem u
ispitivanju kao i da se podaci koje sam dao u razgovoru sa lekarem (koji su neophodni za
ispitivanje) koriste u tu svrhu. Detaljno sam informisan o zagarantovanosti tajnosti
bolesnickog kartona koji ¢e biti popunjavan tokom studije i koriS¢en samo u svrhu
unapredenja zdravlja ljudi. Isto tako mi je reCeno da mogu da prekinem ucesce u ispitivanju u
svakom trenutku bez bilo kakvih posledica po moje leCenje. Pristajem da ucestvujem u
istrazivanju radi poboljSanja 1 unapredenja zdravlja ljudi, bez bilo kakve materijalne

nadoknade.

Potpis ispitanika:

U Novom Sadu, dana
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