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Popis oznaka i kratica

AJCC - Ameri¢ko udruzenje za rak (engl. American Joint Committee on Cancer)

AUC - povrsina ispod krivulje (engl. area under curve)

BHP - benigna hiperplazija prostate (engl. benign prostatic hyperplasia)

BSA - govedi serumski albumin (engl. bovine serum albumin)

CAV1 - kaveolin 1 (engl. caveolin 1)

cfDNA - nestani¢na DNA (engl. cell-free DNA)

CpG - citozin koji prethodi gvaninu (engl. cytosine-phosphate-guanine)

DAB - 3,3-diaminobenzidin tetrahidroklorid

gDNA - genomska DNA

hKL3 - humani kalikrein-3

IRS - imunohistokemijski indeks bojanja (engl. immunoreactivity score)

mpMRI - multiparametrijska magnetska rezonanca

MSP - lanana reakcija polimerazom specificna za metilaciju (engl. methylation-specific
polymerase chain reaction)

ONT - okolno netumorsko tkivo

PCR - lan¢ana reakcija polimeraze (engl. polymerase chain reaction)

PIA - proliferacijska inflamatorna atrofija

PIN - prostati¢na intraepitelna neoplazija (engl. prostate intraepithelial neoplasia)

PSA - antigen specifican za prostatu (engl. prostate-specific antigen)

gMSP - kvantitativna metilacija-specificna lanc¢ana reakcija polimerazom (engl. quantitative
methylation-specific polymerase chain reaction).

RASSF1 - engl. Ras association domain family protein 1

ROC - krivulja odnosa specifi¢nosti i osjetljivosti (engl. receiver operating characteristics)
RP - rak prostate

T - anatomska proSirenost primarnog tumora

TBS - tris-puferirana fizioloska otopina (engl. tris-buffered saline)



1. UVOD

1.1 Anatomija i fiziologija prostate

Prostata je neparna pomoc¢na zlijezda muskog spolnog sustava. Ima egzokrinu funkciju,
sudjeluje u stvaranju i izluCivanju sperme. Smjestena je na dnu male zdjelice, ispod mokraé¢nog
mjehura, a okruzuje pocetna 3 cm mokraéne cijevi (Slika 1a). Prostata odraslog ¢ovjeka Siroka
je 4 cm, duga 3 cm, volumena oko 20 cm® i tezine oko 20 g. Veli¢inom i oblikom odgovara
kestenu te je drugi naziv za prostatu kestenjaca. Kroz prostatu prolazi mokraéna cijev te
ejakulatorni kanali koji se ulijevaju u mokra¢nu cijev. Prostata se moze podijeliti u Cetiri
bioloski i anatomski razli¢ite zone: periferna, centralna i tranzicijska zona te podrucje
anteriorne fibromuskularne strome (Slika 1b) (1). Periferna zona tvori oko 70 % zljezdanog
dijela prostate, a izvodni kanali se slijevaju u distalni kraj prostati¢nog dijela mokraéne cijevi.
SrediSnja zona tvori oko 25 % Zljezdanog dijela prostate, a izvodni kanali se uglavnom slijevaju
u sredis$nji dio prostaticnog dijela mokraéne cijevi. Prijelazna zona tvori oko 5 % zljezdanog
dijela prostate, a ti izvodni kanali se slijevaju u proksimalni kraj prostaticnog dijela mokrac¢ne
cijevi.

Prostata je obavijena tankom ¢vrstom ovojnicom, a tkivo prostate se sastoji od zljezdanog tkiva
uloZenog u vezivno-misi¢nu stromu. Zljezdano tkivo &ine tri tipa tubuloalveolarnih Zlijezda
koje se razlikuju po udaljenosti od mokracne cijevi. Najblize mokrac¢noj cijevi nalaze se
mukozne Zlijezde koje su malih dimenzija te imaju kratki tubularni dio preko kojeg se izlijevaju
u mokraénu cijev. Pokraj mukoznih zlijezda nalaze se submukozne Zlijezde. Najve¢i dio
prostaticnog zljezdanog tkiva Cine glavne zlijezde kojih ima 30 - 50, a nalaze se uz ovojnicu.
Glavne zlijezde i submukozne Zlijezde zajedno kroz 15 - 30 izvodnih kanala izlijevaju Zljezdani
sekret u prostati¢ni dio mokraéne cijevi. Oko zlijezda se nalaze glatke miSi¢ne stanice, koje
pomazu istiskivati sekret, te rahlo vezivo koje zajedno €ini vezivno-misi¢nu stromu. U stromi
se nalaze joS$ 1 krvne 1 limfne Zile te Ziv€ani ogranci.

Na mikroskopskoj razini, prostati¢ne zijezde gradene su od tri tipa stanica: luminalnih, bazalnih
I neuroendokrinih. Luminalne cilindri¢ne epitelne stanice ¢ine jedan sloj stanica koje okruzuju
lumen. Luminalne stanice izluCuju prostaticni sekret u lumen, a eksprimiraju markere
citokeratin 8, citokeratin 18, androgeni receptor, prostaticna kisela fosfataza, antigen specifi¢an
za prostatu (PSA), prostein, NKX3. Oko luminalnih stanica nalaze se sloj kubi¢nih bazalnih
stanica koje leze na bazalnoj membrani. Bazalne stanice eksprimiraju markere p63, citokeratin
5, citokeratin 14. Omjer luminalnih i bazalnih stanica u normalnoj prostati¢noj zlijezdi je 60:40.

1



Neuroendokrine stanice su rijetke te se nalaze na bazalnoj membrani. Oko dvosloja luminalnih

i bazalnih stanica nalazi se vezivno-misi¢na stroma (1).

a b

Zone
prostate

Mokraéni Sjemeni mjehuri¢i

mjehur Ampula sjemenovoda
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Prostata DI N Prostati¢na uretra
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Penis Fibromuskularna zona

/ Z
Uretra — v 4 es0©

/ O Penilna uretra
Testis — TN

Rektum
Slika 1. SmjeStaj 1 anatomija prostate. Pozicija prostate u musSkom reproduktivnom sustavu (a)
I podjela na tri glavne anatomske zone prostate (b). (Preuzeto i prilagodeno prema Tonry C i
sur. Clin Proteomics. 2020 (2)).

Primarna funkcija prostate je proizvodnja i izlu¢ivanje tekucine koja zajedno sa spermijima i
teku¢inom iz drugih zlijezdi tvori spermu. Epitelne stanice prostate izlu¢uju sekret i to u obliku
mjehuri¢a (apokrino) ili izravno u lumen (merokrino). Sekret prostate ¢ini oko 15 % volumena
sperme, a sadrzi organske i anorganske molekule koje imaju antibakterijski uc¢inak te pomazu
u oplodnji jajne stanice. MiSi¢i prostate omogucéuju izbacivanje sperme u uretru, a luznatost

sekreta omogucava prezivljavanje spermija u kiselom okolisu vagine (3,4).

1.2 Bolesti prostate

Najcesc¢i patoloski procesi u prostati su prostatitis, benigna hiperplazija prostate (BHP) i rak
prostate (RP) (1). Klini¢ke karakteristike triju glavnih bolesti prostate definira zona iz koje
potjecu (2). Prostatitis pogada 4,5 - 9 % muskaraca te je naj¢eS¢a uroloska dijagnoza muskaraca
mladih od 50 godina te tre¢a najcesca uroloska dijagnoza muskaraca starijih od 50 godina (5).
Najces¢i oblik prostatitisa je bakterijski, dok je BHP najces$¢a bolest prostate. Zbog velike
ucestalosti u starijoj dobi gotovo moze biti smatrana fizioloskim procesom starenja (29). BHP
je povecanje prijelazne zone prostate i to zbog hiperplazije epitelnih stanica i stanica strome
¢ime nastaju ¢vorovi U periuretralnom podrucju prostate koji zbog svoje veli¢ine mogu vrsiti
pritisak i suZzavati lumen uretre te onemoguciti normalan protok mokrace. Prvonastali noduli

saCinjeni su gotovo u potpunosti od stanica strome, a kasniji uglavnom od epitelnih stanica (29).



Povecanje prijelazne zone prostate Cesto je uzorkovano smanjenjem proizvodnje testosterona
te povecanjem proizvodnje estrogena Cime se stimulira rast stanica prostate (2).

Zbog povecéanja mase prostate, simptomi koji se javljaju su ¢es¢e mokrenje, no¢no mokrenje,
otezano zapocinjanje i zaustavljanje mokrenja, bolno mokrenje i nemoguénost praznjenja
mjehura u potpunosti (6). BHP ne rezultira razvojem raka te se i transkripcijski razlikuje od

njega (8).

1.3 Rak prostate

Za razliku od BHP-3, rak prostate karakterizira hiperproliferacija epitelnih stanica (8). Vecina
slu¢ajeva raka prostate potjece iz periferne zone prostate, a ostatak od 20 % iz prijelazne zone.
Rak prostate iz prijelazne zone veceg su volumena i imaju vise koncentracije PSA, ali su
povoljnije prognoze od raka prostate iz periferne zone. Cak je u 80 % uzoraka prostate nakon
radikalne prostatektomije prisutno vise zarista raka. Ta Zari$ta pokazuju ne samo interfokalnu

ve¢ 1 intrafokalnu heterogenost unutar istog pacijenta (2).

1.3.1 Epidemiologija

Incidencija i mortalitet variraju izmedu razli¢itih geografskih podrué¢ja i etni¢kih skupina.
Prema podacima za 2020. godinu rak prostate je, odmah nakon raka pluca, drugi najéesce
dijagnosticirani rak (14,1 %) u muskaraca u svijetu opéenito, a u ¢ak 112 od 185 drzava svijeta
je najceséi (Slika 2). Po mortalitetu rak prostate je peti u svijetu opcenito (6,8 %), a u 48 od 185

zemalja svijeta je vode¢i uzrok smrti od raka (7).



Incidencija, muskarci

Prostata (112) Zeludac (7)

Pluéa (36) Usne, usna Supljina (4) %
Kolorektum (11) Kaposijev sarkom (3)

Jetra (11) Jednjak (1)

Slika 2. Incidencija naj¢es¢ih tipovi raka muskaraca 2020. godine po drzavama svijeta. Legenda

prikazuje broj drzava u kojima je odredeni rak najces¢i. Nemelanomski rak koZze, najces¢i tip
raka u Australiji Novome Zelandu i USD-u, je iskljucen. (Preuzeto i prilagodeno prema Sung
H i sur. CA Cancer J Clin, 2021(7)).

Prema posljednjem izvjestaju Registra za rak Republike Hrvatske za 2019. godinu, prostata s
2731 novooboljelih (20 %) najcesce je sijelo raka u muskaraca te je rak prostate drugi najéesci
uzrok smrti od raka sa stopom od 807 umrlih na 100 000 muskaraca. NajviSe je novih sluc¢ajeva

detektirano u pacijenata u dobnoj skupini 65-69 godina (11).

1.3.2 Rizi¢ni ¢imbenici

Etiologija raka prostate je slabo poznata naspram drugih ¢estih malignih oboljenja. Dobro znani
riziéni ¢imbenici za rak prostate opcenito su starija dob, geografsko podrijetlo, obiteljska
anamneza i genetska predispozicija (8). Rak prostate ima pozitivnu korelaciju s dobi te rijetko
pogada muskarce mlade od 40 godina, dok njegova incidencija naglo raste nakon 55.-te godine
zivota. Velika vecina pacijenata (85 %) starija je od 65 godina, a incidencija je najvi$a izmedu
70. i 74. godine. Obdukcijom se rak prostate nalazi u > 75 % muskaraca starijih od 85 godina
(8-10). Najveci rizik od razvoja i mortaliteta imaju Afroamerikanci, srednji rizik imaju bijelci
dok Azijati imaju najmanji rizik. Razlike u geografskom podrijetlu posljedica su genetskih
razlika, utjecaja okoliSa i nacina zivota (14). Muskarci s pozitivnom obiteljskom anamnezom
imaju vedi rizik od razvoja raka prostate. Genetski faktori ¢ine oko 50 % rizika za rak prostate
(11). Ostali rizi¢ni faktori povezani s rakom prostate su prehrana (smanjen unos vocéa, povréa i

vitamina te povecan unos zasi¢enih zivotinjskih masti i crveno mesa), pretilost, fizicka
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aktivnost, upala, hiperglikemija, infekcije te izloZzenost kemikalijama i ioniziraju¢em zracenju

(12).

1.3.3 Klinicka slika 1 dijagnostika

Vecina slucajeva raka prostate otkrije se probirom asimptomatskih pacijenta dok su kod manjeg
broja pacijenata prisutni simptomi sli¢ni onima kod BHP-a: smetnje prilikom mokrenja te
hematurija. U pacijenata s metastazama kao simptomi javljaju se bol u kraljesnici te patoloska
fraktura kosti (13).

Rani i lokalizirani rak prostate rijetko su popraceni simptomima pa se njihovo otkrivanje temelji
na digitorektalnom pregledu prostate i odredivanju serumske koncentracije PSA. Ukoliko je
prostata prilikom digitorektalnog pregleda tvrda, ¢vorasta i bezbolna, postoji sumnja na rak
prostate (13).

Povisene vrijednosti PSA i suspektan digitorektalni pregled indikacije su za biopsiju prostate
kojom se utvrduje definitivna dijagnoza raka prostate. Pod kontrolom transrektalnog ultrazvuka
pomocu biopti¢kog pistolja za patohistolosku analizu prema shemi uzima se 10 - 12 cilindara
tkiva prostate (13). U posljednjem desetlje¢u multiparametrijskom magnetskom rezonancom
(mpMRI) vodena biopsija prostate unijela je revoluciju u dijagnostiku raka prostate.

Europsko urolosko drustvo preporu¢a mpMRI za pacijente s PSA vrijednos¢u > 3 ng/mL Koji
nisu bili bioptirani te za pacijente koji imaju prethodno negativan nalaz biopsije. PI-RADS
(engl. Prostate Imaging Reporting and Data System) je standardizirani nalaz mpMRI prostate
kojim se na skali od 1 do 5 odreduje rizik od klini¢ki znac¢ajnog raka prostate. Prema $vedskim
preporukama, pacijenti s nalazom PI-RADS > 3 upucuju se na mpMRI vodenu biopsiju
prostate (14). Moguénost lociranja suspektnih lezija povecala je detekciju klinicki znac¢ajnih
oblika za 18 % te smanjila nepotrebno bioptiranje za 27 % (15). mpMRI vodena biopsija
prostate s osjetljivos¢u od 87 % i negativnom prediktivnom vrijednoséu od 72 % pokazala se
superiornom nad transrektalnom ultrazvu¢no vodenom biopsijom prostate (osjetljivost 60 %,
negativna prediktivna vrijednost 65 %), medutim jos uvijek ima manju specifi¢nost i pozitivnu
prediktivnu vrijednost (15). lako mpMRI kao dodatna procedura predstavlja i dodatni trosak,
otprilike 1000 kn po pacijentu, ona zapravo moze i pridonijeti Smanjenu ukupnog troska

dijagnostike jer su pacijenti s niskim rizikom postedeni biopsije (16).



1.3.4 Patohistoloska dijagnoza

Bioptati se patohistoloski analiziraju te se na temelju arhitekturalnih i citoloskih kriterija donosi
definitivna dijagnoza. Osnovne arhitekturalne znacajke raka prostate su: infiltrativni rast i
odsutnost bazalnih stanica, a osnovna citoloska znacajka je jezgra s naglasenim jezgricama (17)
Prema histoloskoj slici odreduje se diferenciranost tumora temeljem Gleasonove ljestvice.
Donald Gleason je 1966. g. prvi opisao obrasce glandularne diferencijacije te na temelju
arhitekturalnih obiljezja i izgleda tumorskih Zlijezda svrstao tumore u jedan od pet Gleasonovih
gradusa (engl. Gleason pattern/grade). Prema Gleasonovnom sustavu najdiferenciraniji
obrazac oznacava se kao Gleasonov gradus 1, a najmanje diferencirani kao Gleasonov gradus
5 (Slika 3) (18).

1 Tumorske stanice izgledaju
~ kao normalne stanice prostate

2. Stanice izgledaju kao normalne
stanice prostate ali su manje
gusto pakirane

3. Stanice izgledaju kao normalne
stanice prostate ali su razdvojenije 1
imaju manje jasne rubove koji idu
unutar tkiva medu stanice

4. Stanice ne izgledaju kao normalne
stanice prostate

5. Stanice izgledaju kao stanice iz
drugih tipova tumora

Slika 3. Gleasonov sustav za stupnjevanje karcinoma prostate. (Preuzeto i prilagodeno sa
https://prostapdcs.co.uk).



https://prostapdcs.co.uk/

U svakoj biopsiji odreduje se Gleasonov gradus za dva najzastupljenija histoloska obrasca rasta,
a zbrajanjem vrijednosti najzastupljenijeg i sljedece zastupljenog Gleasonovog gradusa dobije
se Gleasonov zbroj (engl. Gleason score/sum). lako Gleasonov zbroj teoretski moze biti izmedu
21 10, on je najcesce izmedu 6 i 10. Nadalje, karcinomi Gleasonovnog zbroja 7 imaju razli¢itu
prognozu i ponasanje ovisno radi li se o gradusima 3 + 4 ili 4 + 3 te su neopravdano svrstani u
istu skupinu. Zbog navedenih nedostataka Medunarodno udruzenje za urolosku patologiju
(engl. International Society for Urological Pathology, ISUP) 2014. g. prihvacéa prijedlog
svrstavanja Gleasonovih zbrojeva u prognosticke grupe te se prema Klasifikaciji Svjetske
zdravstvene organizacije iz 2016. g. karcinomi svrstvaju u pet skupina gradusa (engl. grade
groups). Ovakav nacin klasifikacije je jednostavniji te bolje korelira s prognozom. Skupina
gradusa 1 obuhvaca karcinome Gleasonovog zbroja od 2 do 6. U skupinu gradusa 2 spadaju
karcinomi koji imaju najzastupljeniji obrazac Gleasonovog gradusa 3 pa iduci najzastupljeniji
4 (3 +4), au skupinu 3 karcinomi s najzastupljenijim Gleasonovim gradusom 4 pa potom 3 (4
+ 3). U skupinu gradusa 4 spadaju karcinomi s Gleasonovim zbrojem 8, a u skupinu gradusa 5
karcinomi s Gleasonovim zbrojem 9 ili 10 (15,18) (Slika 4). Ove godine (2022.) Svjetska
zdravstvena organizacija objavila je peto izdanje klasifikacije tumora mokra¢nog sustava i
muskih spolnih organa koje sadrzi nekoliko novina vezanih klasifikaciju, dijagnozu i prognozu
raka prostate (19). Najces¢i patohistoloski tip karcinoma (> 95 %) je acinarni adenokarcinom,

a rjedi oblici su karcinom urotela, rabdomiosakrom i leiomiosakrom (20).



Slika 4. Histoloski prikaz karcinoma prostate s razli¢itim gradusima. A - skupina gradusa 1, B
- skupina gradusa 2, C - skupina gradusa 3, D - skupina gradusa 4, E - skupina gradusa 5.
(Preuzeto i prilagodeno prema Kruslin i sur., Lijec Vjesn, 2017 (18)).

1.3.5 Odredivanje stadija bolesti

Nakon patohistoloske potvrde, na temelju klinickog T-stadija (T-anatomska proSirenost
primarnog tumora), Gleasonova zbroja, udjela uzoraka biopsije zahvacenih tumorom i

vrijednosti PSA pacijent se svrstava u jednu od rizi¢nih skupina. Pacijentima iz skupine vrlo



niskog 1 niskog rizika dodatna dijagnosticka obrada nije potrebna, dok je pacijentima iz ostalih
skupina potrebna. Po zavr$etku svih potrebnih obrada pacijent se kona¢no svrstava u jednu od
rizi¢nih skupina te se prema tome donosi terapijska odluka (21). Rak prostate se stupnjuje
prema TNM sustavu Americkog udruzenja za rak (engl. American Joint Committee on Cancer,
AJCC) koji obuhvaca odredivanje anatomske proSirenosti primarnog tumora (T), zahvaéenosti
regionalnih limfnih ¢vorova (N) te proSirenosti na udaljene dijelove tijela (M). Postoje dva
nacina odredivanja proSirenost raka prostate: klinicki i patoloski. Klini¢ki stadij bolesti
odreduje se pomocu digitorektalnog pregleda i radioloskim pretragama (magnetska rezonancija
zdjelice i scintigrafija kostiju), a patoloski stadij bolesti odreduje patolog postoperativhom
analizom prostate, sjemenih mjehuri¢a i limfnih ¢vorova (Tablica 1) (21). Odredivanje stadija

1 proSirenosti raka prostate vazno je za odabir lijecenja i prognozu.



Tablica 1. TNM-klasifikacija raka prostate. (Preuzeto i prilagodeno prema Solari¢ M i sur.,
Lijec Vjesn, 2019 (21)).

Primarni tumor

Klinicki (T)

Tx - primarni se tumor ne moze otkriti

TO - nema znakova primarnog tumora

T1 - klinicki neprimjetan tumor bilo palpacijom ili slikovnim dijagnostickim pretragama

Tla - slu¢ajan nalaz tumora u 5% reseciranog tkiva ili manje
T1b - slucajan nalaz tumora u vise od 5% reseciranog tkiva
Tlc - tumor dijagnosticiran s pomocu biopsije iglom (zbog povisene vrijednosti PSA)

T2 - tumor je ogranicen na prostatu®
T2a - tumor obuhvaca polovicu jednog reznja ili manje
T2b - tumor obuhvaca vise od polovice jednog reznja, ali ne oba reznja

T2c -tumor obuhvaca oba reznja
T3 - tumor prosiren izvan kapsule prostate™*
T3a - izvankapsularna proSirenost (jednostrana ili obostrana)
T3b - tumor prosiren na sjemenske mjehurice
T4 - tumor fiksiran ili profiren na okolne strukture osim sjemenskih mjehurica: mokraéni mjehur, misice levatore i/ili zdjeliéne stijenke/

Patoloski (pT)
pT2 - tumor je ogranicen na prostatu
pT3 - izvanprostaticko $irenje
T3a - izvanprostaticko Sirenje ili mikroskopska infiltracija vrata mjehura****

T3b - infiltracija sjemenskih mjchurica
pT4 - infiltracija mjchura, rektuma
Regionalni limfni Evorovi
Klinicki (N)
Nx - prisutnost rasadnica u regionalnim limfnim évorovima ne moze se utvrditi
NO - nema rasadnica u regionalne limfne évorove
N1 - rasadnice u regionalne limfne évorove
Patoloski (pN)
Nx - regionalni limfni cvorovi nisu pregledani
NO - nema pozitivnih regionalnih évorova
N1 - rasadnice u regionalne limfne ¢vorove

Udaljene rasadnice (M)*
MO - nema udaljenih rasadnica
M1 - prisutne su udaljene rasadnice
MIla - u neregionalne limfne évorove
M1b - u kost(i)
Mic - u ostala sijela s kostanim rasadnicama ili bez njih
* Tumor naden biopsijom u jednom ili oba reZnja, ali je nepalpabilan ili se ne moZe vizualizirati dijagnostickim pretragama, klasificira se kao Tl

** Tumor koji invadira apeks prostate ili u prostaticku kapsulu (ali ne izvan nje) klasificira se kao T2, a ne T3.

“** Ne postoji patoloska T1c-klasifikacija
sses Pozitivan kirurski rub treba biti obilje2en oznakom R1 (ostatna mikroskopska bolest).

s+44s Kad je prisutno vide od jedne rasadnice, klasificiramo prema najradirenijoj.

TNM klasifikacija se kombinira s vrijedno$¢u PSA te skupinom gradusa za odredivanju stadija
i prognoze (Tablica 2) (22).
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Tablica 2. Prognostic¢ki stadiji raka prostate prema AJCC. (Preuzeto i prilagodeno prema
Abramovié I, 2022 (23)).

Kadje ... iNje.. iMie.. 1 PSA (ug/L) i gradusna onda je
je... grupa je... stadij...
cTla-c, cT2a NO MO <10 1 I
pT2 NO MO <10 1 I
cTla-c, cT2a NO MO =10,<20 1 A
pT2 NO MO >10.<20 1 A
cT2b-¢ NO MO 20 1 A
T1-2 NO MO 20 2 1B
T1-2 NoO MO 20 3 Iic
T1-2 NO MO 20 4 nc
T1-2 NO MO =20 1-4 A
T3-4 NO MO bilo koji 1-4 11TB
bilo koji NO MO bilo koji 5 IIc
bilo koji N1 MO bilo koji bilo koja IVA
bilo koji bilo koji M1 bilo koji bilo koja IVB
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1.3.6 LijecCenje

Odabir lijecenja svakog pacijenta je individualiziran te se u obzir uzimaju stadij i gradus
tumora, dob pacijenta, opce stanje, komorbiditeti i osobne preferencije. Terapijske moguénosti
za lokalizirani rak prostate su aktivni nadzor, radikalna prostatektomija i radijacijska terapija.
Aktivni nadzor je zapravo prac¢enje pacijenta s niskorizi¢nim karcinomom, a ukljucuje kontrolu
PSA svaka 3 mjeseca, digitorektalni pregled svakih 6 mjeseci, ponavljanje biopsije svakih 1 -
2 godine te pracenje simptoma. Aktivno lijeCenje se provodi u slucaju progresije bolesti.
Potencijalni pacijenti za ovakav terapijski pristup imaju ocekivani zivotni vijek > 10 godina,
klinicki ograni¢enu bolesti (T1 - T2a), PSA < 10 ng/ml, Gleasonov zbroj < 6, 1 ili 2 pozitivna
cilindra s < 50 % raka u svakom cilindru, nemaju sarkomatoidni, sitnostani¢ni ni intraduktalni
karcinom niti limfovaskularnu invaziju (21). Cilj ovakvog pristupa je smanjenje pretjeranog
lijeCenja jer pacijenti s niskorizi¢nim karcinomom imaju visoko dvadesetogodiSnje prezivljenje
(80 - 90 %) (13).

Radikalna prostatektomija je kirurSko uklanjanje prostate i sjemenih mjehuri¢a u cijelosti s ili
bez regionalne zdjeli¢ne limfadenektomije. Indicira se u pacijenata s niskim ili srednjim
rizikom, lokalizirani rakom (T1, T2), PSA < 20 ng/ml), Gleasonovim zbrojem 6 - 7 te
o¢ekivanim Zivotnim vijekom > 10 godina. Radikalna prostatektomija moZe biti otvorena,
laparoskopska ili asistirana robotski, a moguce dugoro¢ne komplikacije su erektilna disfunkcija
I urinarna inkontinencija.

Radioterapija se kao primarna terapija indicira u pacijenata s lokaliziranim rakom prostate, ali
zbog opceg stanja ili komorbiditeta postoji veliki operacijski rizik ili je ocekivani Zivotni vijek
< 10 godina. Izvor ionizirajuéeg zracenja moze biti vanjski (linearni accelerator) ili trajno
postavljeni implantati unutar prostate (brahiterapija). Radioterapija kao adjuvantna terapija se
mozZe primjenjivati nakon radikalne prostatektomije ili kao palijativna terapija. Komplikacije
ovakve terapije su radijacijski cistitis i/ili proktitis s ¢estim krvarenjima, edemima donjih
ekstremiteta, postiradijacijske promjene na kozi, erektilna disfunkcija te urinarna inkontinencija
(13,21).

LijeCenje uznapredovalog raka prostate moze biti agresivno s ciljem uniStenja tumorskih
stanica, spreCavanja progresije i smanjenje metastaza ili palijativno s ciljem olakSavanja smetnji
prouzro¢enih uznapredovanjem. Izljecenje uznapredovalog raka prostate nije moguce, a kao
prva linija agresivnog lijeenja primjenjuje se hormonska terapija ¢ime se stanicama raka
uskracuje androgen blokiranjem izlu¢ivanja iz testisa i/ili blokiranjem vezivanja androgena za

receptor (13). Odgovor na hormonsku terapiju je brz, ali traje razmjerno kratko (18 - 36
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mjeseci). Kod odredenih pacijenata s rakom prostate otpornim na hormone primjenjuje se
kemoterapija, a njihov prosjecni o¢ekivani zivotni vijek je do dvije godine (13).

S jedne strane indolentan rak prostate dovodi do pretjeranog lije¢enja i komplikacija
uzrokovanih lijeCenjem, a s druge strane agresivni rak prostate uzrokuje izuzetan morbiditet i
smrtnost. Odabir izmedu aktivnog nadzora i aktivnog lijeCenja lokaliziranog raka prostate na
temelju stadija je izazov te su se tijekom proteklih desetlje¢a razvili novi alati i markeri (vise u
poglavljima 1.4.2.1 i 1.4.2.2) kako bi se se maksimizirala sigurnost i kvaliteta zivota pacijenata

te smanjilo pretjerano nepotrebno lijecenje (24,25).

1.3.7 Molekularna patologija raka prostate

Tumorigeneza stanica prostate rezultat je sloZzenog medudjelovanja viSe faktora: sklonosti
nasljedenih sa zametnim stanicama, steCenih somatskih promjena te okolisnih ¢imbenika.
Lokalizirani rak prostate Cesto ima viSe genetiki razli¢itih zariSta koji se razlikuju po
sposobnosti metastaziranja i odgovoru na terapiju (26). Vjeruje se da rak prostate nastaje
progresijom prostati¢ne intraepitelne neoplazije (engl. prostate intraepithelial neoplasia, PIN).
Procjenjuje se da gotovo polovina muskaraca do 50. godine razvije PIN. Histoloski razlikujemo
PIN niskog stupnja i PIN visokog stupnja (27). Trenutno naj$ire prihvaé¢ena prekursorska lezija
raka prostate je PIN visokog stupnja. Ne razvija se iz svih PIN lezija rak prostate vec s
vremenom neke PIN lezije stje¢u somatske promjene u genomu koje omogucavaju razvoj u rak
prostate (13). Luminalne stanice PIN-a visokog stupnja imaju poveéanu jezgru s izrazenim
jezgricama 1 bazofilijom citoplazme te povecanom ekspresijom markera stani¢nog ciklusa.
Kromosomske aberacije, skrac¢ivanje telomera, povecana aktivnost telomeraze, hipermetilacija
gena GSTP1, povecana ekspresija gena p16, p53, BCL-2, MYC i AMACR te smanjena ekspresija
NKX3.1 i p27 promjene su prisutne i u raku prostate i u PIN-u visokog stupnja. Takoder,
proliferacija i apoptoza su pojacane i u raku prostate i u PIN-u visokog stupnja (28). U 25 - 30
% slucajeva PIN visokog stupnja se razvije u invazivni rak prostate, a to je proces koji moze
potrajati i viSe od deset godina (29). Osim PIN, u prostati je prisutan i drugi tip lezija koji se
smatra prekursorom raka prostate, proliferacijska inflamatorna atrofija (engl. proliferative
inflammatory atrophy, PIA), a javlja se kao odgovor na upalu. Veéina studija pokazala je da
PIA nema geneticke defekte, da su antiapoptotski gen Bcl-2 i protektivni gen GSTP1 vise
izrazeni dok su tumor supresorski geni PTEN, NKX3.1 i CDKN1B manje izrazeni (27,30).

Rak prostate je rak s niskom stopom mutacija (0,9 po megabazi) (31). U ranom stadiju raka

prostate polimorfizmi jedne baze su rijetki, a Cesto su prisutni strukturni rearanzmani i/ili
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promjene u broju kopija gena (26). Najces¢e promjene povezane s patogenezom lokaliziranog
raka prostate su fuzije gena pod kontrolom androgen receptora s genom iz ETS obitelji
transkripcijskih faktora (Tablica 3). Oko 50 % pacijenata pripadnika bijele rase ima TMPRSS2-
ERG fuziju dok je ista fuzija prisuta u manjem udjelu pacijenata pripadnika crne rase ili Azijata
(27 - 31 %) (32). Ostale rane aberacije u genomu ukljucuju inaktivirajuée (engl. loss-of-
function) mutacije SPOP (5 - 15 % pacijenata) i aktivirajuce (engl. gain-of-function) mutacije
gena FOXAL (3 - 5 % pacijenata), a promjene u genu za androgen receptor su rijetke. U Azijata
su ¢este mutacije gena FOXA1, ZBF292 i CHDL. Delecije gena PTEN te mutacije u genu TP53
prisutne su u 10 - 20 % pacijenata s lokaliziranim te u oko 50 % pacijenata s uznapredovalim
rakom prostate (26). U uznapredovalom obliku ¢este su mutacije gena uklju¢enih u homolognu
rekombinaciju (BRCA2, ATM) te regulaciju stani¢nog ciklusa (TP53 i RB1). Metastatski rak
prostate ima vecu frekvenciju mutacija i promjena u broju kopija nego lokalizirani oblik. 2 - 6
% pacijenata s metastatskim rakom prostate osjetljivim na androgen te > 70 % pacijenata s
metastatskim rakom prostate rezistentnim na kastraciju imaju promjene vezane za signalizaciju
putem androgen receptora. Amplifikacija, aktiviraju¢e mutacije, povecana transkripcijska
aktivnost androgen receptora, razli¢ite varijante transkripata gena koje konstitutivno aktiviraju
AR (npr. AR-V7) te inaktivacija represora signalizacije androgenim receptorom (ZBTB16 i
NCOR1) su nacini kojima rak prostate postaje neosjetljiv na androgene. Pozitivna obiteljska
anamneza je znacajan rizicni faktor za razvoj raka prostate. Muskarci imaju 2 puta vec¢i rizik za
razvoj raka prostate ako u prvom koljenu imaju osobu oboljelu od raka prostate te 4 puta veci
rizik ako je u trenutku dijagnosticiranja oboljela osoba bila mlada od 60 godina (9). Udio
nasljednog raka prostate je 5 - 15 % te je on posljedica nasljedenih promjena prvenstveno u
genima ukljucenih u homolognu rekombinaciju (BRCAL, BRCA2, ATM, PALB2, CHEK?) te
popravak krivo sparenih baza (MLH1, MSH2, MSH6 i PMS2) (33). Nasljedni rak prostate
nastaje ranije u zivotu, agresivniji je te je ¢es¢i povratak bolesti nakon operacije nego kod
sporadi¢nog raka prostate dok nema razlike u sveukupnom prezivljenju (19). Opce je
prihvac¢eno da su nasljedne promjene kljucne za inicijaciju tumorigeneze dok su somatske
promjene kljuéne za propagaciju (9). U tablici 3 navedene su mutacije u somatskim i zametnim

stanicama te njihova ucestalost po stadijima.
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Tablica 3. Ucestalost promjena u somatskim i zametnim stanicama po stadiju. (Preuzeto i

prilagodeno prema Sandhu S i sur.. Lancet, 2021 (26)).

Lokalizirani Metastatski, Metastatski,
(n=333) osjetljiv na neosjetljiv na

kastraciju kastraciju

(n=140) (n=444)
Mutacije somatskih stanica (%) (%) (%)
TMPRSS2-ERG fuzija 46 nema podataka 41
Fuzije s drugim genima iz ETS 14 nema podataka 10
obitelji
SPOP mutacije 11 11 5
CHDL1 delecije 7 6 23
FOXA1 mutacije 4 1 9
PTEN delecije (homozigotne) 17 17 32
TP53 mutacije ili delecije 8 3 40
RB1 delecije (homozigotne) ili 1 7 12
mutacije
PI13K mutacije 3 5 5
AKT mutacije 1 2 5
BRCAL mutacije ili delecije 1 1 1
BRCAZ2 mutacije ili delecije 3 7 10
ATM mutacije 1 2 1
CDK12 mutacije 2 6 4
Mutacije gena popravka Kkrivo 5 5 4
sparenih nukleotida ili
mikrosatelitna nestabilnost
APC delecije 5 13 8
CTNNB1 mutacije 2 6 4
MY C mutacije dobitka funkcije 7 6 23
AR amplifikacije ili mutacije 1 4 59
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Lokalizirani Metastatski,

(n=499) osjetljivost na
kastraciju nije
odredena (n=692)

Mutacije zametnih stanica (%) (%)
BRCA1 0,6 0,9
BRCAZ2 0,2 5,3
ATM 1 1,6
CHEK?2 0,4 1,9
PALB2 0,4 0,4
RADS51D 0,4 0,4
Popravak krivo sparenih baza 0,6 0,6

(Lynchov sindrom)

1.3.8. Epigenetika raka prostate

Epigenetika je pojam kojeg je 1942. g. osmislio Conrad Hal Waddington, a doslovni prijevod
bi bio ,,iznad gena“. Za razliku od mutacija koje uzrokuju trajne promjene u sekvenci DNA,
epigenetske promjene ne mijenjaju sekvencu DNA ve¢ ili uzrokuju promjene u njenoj
uzrokuju promjene stupajuc¢i u interakciju s mRNA molekulama (34,35). Epigeneticki
mehanizmi su metilacija DNA, modifikacije histona (metilacija, acetilacija i fosforilacija),
remodeliranje kromatina i nekodiraju¢e RNA (27). U raku prostate, epigenetske promjene
prethode genetskim promjenama (34).

Najvise proucavan epigeneticki mehanizam je metilacija DNA. Metilacija DNA podrazumijeva
dodavanje metilne skupine na citozin koji prethodi gvaninu (engl. cytosine-phosphate-guanine,
CpG), a reakcija je katalizirana enzimima iz obitelji DNA metiltransferaza. DNMT1 je vazna
za odrzavanje metilacije dok su DNMT3A i DNMT3B odgovorne za de novo metilaciju (35).
Promjene DNA metilacije dogadaju se jo$ tijekom incijacije raka prostate.

DNA metiltransferaze, posebice DNMT3A i DNMT3B, visoko su eksprimirane u raku prostate
te je primijecena lokalna hipermetilacija promotora gena koja se ocituje njihovim utiSavanjem

(36,37). Do sada je otkriveno vise od 50 gena koji su aberantno hipermetilirani u raku prostate,
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a imaju ulogu u kontroli stani¢nog ciklusa, popravku DNA, apoptozi, prijenosu signala,

odgovoru na hormonsku terapiju, invaziji i supresiji tumora (Tablica 4) (38).

U raku prostate dolazi do globalne hipometilacije koja na viSe nacina podupire onkogenezu:

aktivira onkogene kao $to su c-MYC i H-RAS, aktivira latentne retrotranspozone i doprinosi

kromosomskoj nestabilnosti (34).

Tablica 4. Hipermetilirani geni u raku prostate. (Preuzeto i prilagodeno prema Wu Y,
Sarkissyan M i sur. Methods Mol Biol, 2015 (38)).

Signalni put

Kratica gena

Naziv gena na

hrvatskom jeziku

Naziv gena na

engleskom jeziku

Hormonalni odgovor AR Androgen receptor | Androgen receptor
ESR1 Estrogen receptor 1 | Estrogen receptor 1
ESR2 Estrogen receptor 2 | Estrogen receptor 2
RARp2 Receptor retinoi¢ne | Retinoic acid
kiseline 32 receptor 32
RARRES1 Protein odgovora na | Retinoic acid
receptor retinoi¢ne | receptor responder
kiseline 1 1
Kontrola stanicnog | CCND2 Ciklin D2 Cyclin D2
ciklusa RPRM Reprimo Reprimo
SFN Stratifin Stratifin
CDK1 Ciklin-ovisna Cyclin-dependent
kinaza 1 kinase 1
CDKN1B Inhibitor ciklin- Cyclin-dependent
ovisne kinaze 1B kinase inhibitor 1B
(p27kip)
CDKNI1A Inhibitor ciklin- Cyclin-dependent
ovisne kinaze 1A kinase inhibitor 1A
(p21)
CDKN2A Inhibitor ciklin- Cyclin-dependent

ovisne kinaze 2A

kinase inhibitor 2A
(p16)
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Invazija tumora APC Adenomatozna Adenomatous
polipoza kolona polyposis coli
CAV1 Kaveolin 1 Caveolin 1
CHD1 E-kadherin E-cadherin
CHD13 Kadherin 13 Kadherin 13
CD44 Klaster Cluster of
diferencijacije 44 differentiation
antigen 44
LAMA3 a-3 laminin a-3 laminin
LAM C2 v-3 laminin v-3 laminin
TIMP3 TIMP inhibitor TIMP
metalopeptidaza 3 | metallopeptidase
inhibitor 3
Prijenos signala DKK3 Dickkopf Dickkopf 3
EDNRB Endotelinski Endothelin receptor
receptor tip B type B
RASSF1A Gen za domenu Ras association
1A obitelji domain family
asocijacije RAS protein 1 isoform A
RUNX3 Transkripcijski Runt-related
faktor 3 vezan za transcription factor
Zgoljavca 3
SFRP1 Protein povezan s Secreted frizzled-
Frizzled receptorom | related protein 1
Popravak oste¢enja | GSTM1 Glutation S- Glutathione S-
DNA transferaza M1 transferase M1
GSTP1 Glutation S- Glutathione S-
transferaza P1 transferase P1
GPX3 Glutation Glutathione
peroksidaza 3 peroxidase 3
MGMT O6-metilgvanin 0O-6-methylguanine

DNA

metiltransferaza

DNA

methyltransferase
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ASC Protein nalik Apoptosis-
mrljama povezan s | associated Speck-
apoptozom Koji like protein
sadrzi containing a CARD
13
domenu za
aktivaciju i
privlacenje kaspaza

Tumor supresor RB Retinoblastom Retinoblastoma

TMS1 Meta metilacijom Target of
induciranog methylation-
utiSavanjanja 1 induced silencing 1

DAPK Protein kinaza Death-associated
povezana sa smréu | protein kinase

RBL1 Protein slican Retinoblastoma-like
retinoblastomu 1 1

PAX6 Upareni okvir 6 Paired box gene 6

FHIT Fragilna histidinska | Fragile histidine
trijada triad

Apoptoza BCL2 B-stani¢ni limfom 2 | B cell lymphoma 2

DAPK Protein kinaza Death-associated
povezana sa smréu | kninase

CASP8 Kaspaza 8 Caspase 8,

Apoptosis-Related
Cysteine

CD14 Klaster Cluster of
diferencijacije 14 differentiation

antigen CD14

MDR1 Receptor za Multidrug

viSestruku otpornost

na lijekove 1

resistance receptor
1
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Ostali PTGS2 Sintetaza Prostaglandin

prostaglandin endoperoxidase
endoperoksidaze 2 | synthase 2

HIC Hipermetiliran u Hypermethylated in
karcinomu 1 cancer

GLUT4 Glukozni Solute carrier
transporter tipa 4 insulin transport

GATA3 GATA vezujuci Gata binding
protein 3 protein 3

SYBL1 Sinaptobrevinu Synaptobrevin-like
slican 1 1

ATF2 Aktivacijski Activating
transkripcijski transcription factor
faktor 2 2

MYOD Miogeni faktor Myogenic
diferencijacije differentiation 1

SIM2 Jedno-skloni Single-minded
homolog 1 homologue 1

WT1 Wilmsov tumor gen | Wilms tumor 1
1

CIITA induktor Class 2 MHC
transkripcije MHC | transactivator
klase II

Iako potencijalno reverzibilne, promjene u DNA metilaciji svojstvene raku prostate su Ceste te
su stabilne tijekom progresije §to ih ¢ini pogodnima za biomarkere. Metilacija nekih gena vec
je dio komercijalno dostupnih testova za rak prostate (29).

Tumorsko i netumorsko tkivo prostate razlikuje se i po oznakama na histonima. Razine H4Ac,
H3Ac, H3K4, H3k9me3, H3K9me2 and H3k4mel su znacajno nize u tumorskome tkivu.
H3K9me2 i H3Ac imaju osjetljivost 8 % i specificnost 90 % za razlikovanje tumorskog i

netumorskog tkiva prostate (35).

20



1.4. Biomarkeri raka prostate

1.4.1 PSA

PSA je jednolancani glikoprotein koji je po funkciji serinska proteaza. PSA je jedan od 15
serinskih proteaza iz porodice kalikreina. Svi geni iz ove porodice nalaze se u neprekinutom
slijedu na 19. kromosomu (19913.3-13.4) te imaju po 5 egzona sli¢ne veli¢ine. PSA je treci u
tome nizu te je kodiran genom za humani kalikrein-3 (hKL3) (39). Protein PSA prisutan je samo
u epitelnim stanicama prostate, i acinusa i kanaliéa, te se izluuje u lumen u inaktivnom obliku
kao pro-PSA. Serinska proteinaza hKLK-2 od pro-PSA proteoliticki odcjepljuje oligopeptid
duljine 7 aminokiselina ¢ime nastaje enzimski aktivan, zreli PSA (39).

Koncentracija PSA je milijun puta visa u sjemenoj tekucini (0.5 - 2.0 mg/mL) nego u serumu
(oko 1.0 ng/mL). Funkcija PSA je cijepanje seminogelina i fibronektina ¢ime se postize
likvefakcija sperme i poveéava pokretljivost spermija (40).

Zbog normalne arhitekture prostate PSA se zadrZzava unutar organa, a tek mali dio uspije
procuriti u krvotok. Koncentracija PSA u serumu je niska te ovisi 0 volumenu prostate, rasi i
starosti. PSA je prisutan u krvi u slobodnom obliku (10 - 30 %) ili je kovalentno vezan za
inhibitor proteaze al-anti-kimotripsin (70 - 90 %) ili a2-makroglobulin (< 1 %). NaruSena
arhitektura prostate, bilo uzrokovana bolesc¢u (rak, BHP, prostatitis) ili manipulacijom (masaza,
biopsija, transuretralna resekcija, seksualna aktivnost), omogucava ulazak PSA u krvotok te
dolazi do povecéanja koncentracije PSA (40,41). Od 80-tih godina 20. stolje¢a PSA se Koristi
kao marker za rak prostate u probiru te pracenju tijeka bolesti i lijeCenja (3).

PSA probir je posljednjih desetljeca rezultirao smanjenjem incidencije uznapredovalog raka
prostate te je najceS¢e dijagnosticirani oblik raka prostate onaj lokalizirani s velikom
uspjesnoscu lijeCenja (12). Rast PSA zabiljeZen je kod vise od 75 % bolesnika s rakom prostate.
Opcenito, vrijednosti PSA >4 ng/mL stvaraju sumnju na rak prostate te se pacijenti upucuju na
biopsiju (27). Medutim, vecina pacijenata s vrijednostima ukupnog PSA izmedu 4 i 10 ng/ml
ima BHP. BHP je Cesta i u pacijenata s rakom prostate. U muskaraca starijih od 60 godina
razina PSA u krvi se povecava sto dodatno smanjuje osjetljivost PSA kao markera raka prostate.
PSA u krvi raste sa starenjem i to 0.04 ng/mL godiSnje. Veéi godi$nji rast imaju pacijenti s
BHP-om (0.07 - 0.27 ng/mL) i pacijenti s rakom prostate (> 0.75 ng/mL) (27). S obzirom da
vrijednosti PSA u krvi rastu starenjem, za dijagnostiku se primjenjuje i dobno specifi¢na
vrijednost PSA (Tablica 5) (42).
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Tablica 5. Dobno specifi¢ne vrijednosti PSA (42).

Dob Referentnih interval
(godine) (ng/mL)

40 - 49 0,0-25

50 - 59 0,0-35

60 - 69 0,0-45

70-79 0,0-6,5

Osim godina, lijekovi takoder mogu utjecati na razinu PSA u krvi. Inhibitori 5-alfa reduktaze
koriste se za lije¢enje BHP-a, a snizavaju koncentraciju PSA za otprilike pola (15).

PSA se koristi za dijagnostiku, stratifikaciju rizika i pra¢enje medutim, zbog niske prediktivne
vrijednosti (~ 30 %) i niske specifi¢nosti, rezultira velikim brojem nepotrebnih biopsija i
detekcijom velikog broja asimptomatskih oblika s niskim rizikom od razvoja klinicki znacajnog
oblika raka prostate. PSA probirom rak prostate je otkriven u vise od 60 % asimptomatskih
pacijenata ¢ime pacijenti koji nisu zivotno ugrozeni bivaju nepotrebno podvrgnuti lije¢enju raka
prostate, a time i riziku od seksualne, urinarne ili crijevne disfunkcije (43). Da bi se poboljsala
osjetljivost PSA, uvedene su razlicite varijante odredivanja koncentracije PSA. PSA gustoca je
vrijednost koja se dobije dijeljenjem serumske koncentracije PSA s volumenom prostate, a
posebno je korisna kod pacijenata s dvojbenim rezultatima magnetske rezonance. Unaprijedena
verzija PSA gustoée je PSA gustofa prijelazne zone S$to je zapravo omjer serumske
koncentracije PSA i volumena prijelazne zone prostate. Brzina porasta PSA je zapravo godisnji
porast vrijednosti serumskog PSA, a vrijeme udvostruc¢enja koncentracije PSA daje informaciju
o broju mjeseci potrebnim za udvostrucavanje serumskog PSA te se obje vrijednosti koriste u
pracenju relapsa i napredovanja raka prostate. Od ostalih varijanti odreduje se jos f/tPSA, omjer
slobodnog i ukupnog PSA u serumu, te cPSA, koncentracija vezanog PSA (15,40).

PSA nije tumor specifi¢an marker ve¢ tkivno specifian te razina u krvi moZe biti povecana i u
nemalignim bolestima, kao $to su BHP i prostatitis, te nakon digitorektalnog pregleda i biopsije
(15). Kod samo trec¢ine pacijenata u kojih je indicirana biopsija patohistoloski se dijagnosticira
rak prostate Sto znaci da je velik broj pacijenata nepotrebno bioptiran, a takoder se

dijagnosticiraju i pacijenti s indolentnim rakom prostate (44,45).
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1.4.2 Noviji biomarkeri raka prostate
1.4.2.1 Tkivni biomarkeri

Na trzistu su dostupni razliciti testovi bazirani na tkivu ili uzorcima tekucinskih biopsija. Tkivni
testovi imaju za cilj predvidjeti ponasanje raka prostate kako bi se donijela odluka o
lijeCenju/pracenju ili ocijeniti da li je rezultat biopsije laZzno negativan te je stoga biopsiju

potrebno ponoviti (Tablica 6).

23



Tablica 6. Prikaz dostupnih biomarkera za rak prostate (43,46,47).

Test Tip molekule Koje molekule Svrha/lndikacija
TKkivni testovi
Prolaris test (Myriad | mMRNA 31 gen stani¢nog Procjena
Genetics, Salt Lake ciklusa i 15 agresivnosti.
City, UT, USA domacinskih gena
klini¢ki podaci Gleasonov zbroj,

serumski PSA
ConfirmMDx metilacija DNA RASSF1, GSTP1 i Procjena rizika od
(MDxHealth, Inc, APC raka prostate u
Irvine, CA, USA) pacijenata s

negativnom
biopsijom.

Oncotype DX GPS  mRNA 12 gena vezanih uz rak | Procjena
test (Genomic Health, (proliferacija, agresivnosti.
Redwood City, CA, organizacija
USA) citoskeleta,

signalizacija

androgenom, stromalni

odgovor) i 5

referentnih gena
Decipher test | mMRNA 22 gena (stanicni Procjena metastaza
(GenomeDx, San ciklus, proliferacija, unutar 5 godina

Diego, CA, USA)

diferencijacija,
adhezija, signalizacija
androgenom,

imunoloski odgovor)

nakon radikalne

prostatektomije ili
smrtnosti od raka
prostate unutar 10

godina.
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ProMark (Metamark, | proteini DERL1, CUL2, Procjena

Cambridge, MA, SMAD4, PDSS2, agresivnosti.
USA) HSPAY, FUS,

fosforilirani S6 i

YBOX1

1.4.2.2 Biomarkeri iz teku¢inskih biopsija

Biopsija prostate je invazivna i nelagodna metoda, a ne samo da nosi sa sobom rizik od
potencijalnih komplikacija nego je i pristup tumorskom tkivu ogranic¢en, a dobiveni bioptat ne
odrazava ni intratumorsku heterogenost kao ni pojavu novih klonova stanica nastalih
tumorskom evolucijom. Nadalje, postoji moguénost da tumorsko tkivo u prostati postoji, ali
nije uzorkovano biopsijom te je stoga nalaz lazno negativan, a biopsiju je potrebno ponoviti.
Navedene nedostake pokusava unaprijediti novi, minimalno invazivan pristup u dijagnosticCi
tumora - tekudinska biopsija. Razvijeni su razliciti testovi bazirani na tekuc¢inskim biopsijama
koji imaju za cilj smanjiti nepotrebno bioptiranje uz istovremeno povecano detektiranje klinicki
znacajnih oblika raka prostate na minimalno invazivan nacin (43). Trenutno dostupni testovi za
rak prostate temelje se na detekciji odredenih varijanti proteina kalikreina u krvi ili odredenih
RNA molekula u urinu u kombinaciji s klinickim podacima ili bez njih (Tablica 7). Urin je lako
dostupna tekucina, a uzorkovanju za vecinu testova prethodi digitorektalni pregled kako bi se
povecalo izlu¢ivanje prostate, a time i stanica raka prostate, u urin (43). Osim minimalnog rizika
za zdravlje, testovi iz tekucinskih biopsija puno su financijski pristupac¢niji od biopsije. Naime,
u SAD-u cijena biopsije koja protece bez komplikacija iznosi 1750 USD, dok je cijena,
primjerice, urinskog testa SelectMDx 500 USD (43).
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Tablica 7. Prikaz dostupnih tekuc¢inskih biomarkera za rak prostate (43,46,47).

Test

Koje molekule

Svrha/lndikacija

Svrha/lndikacija

Krvni testovi

Prostate Health proteini fPSA, tPSA i Pacijenti s serumskim
Index (Beckman [-2]proPSA vrijednostima PSA
Coulter Inc., Brea, izmedu 4 i 10 ng/mL i
CA, USA) urednim
digitorektalnim
pregledom. Odluka za
biopsiju/rebiopsiju.
Prognoza agresivnosti.
4K Score (OPKO lab, | proteini tPSA, fPSA, intaktni | Pacijenti sa sumnjivim
Miami, FL, USA) PSA, kalikreinu digitorektalnim
sli¢na peptidaza 2 pregledom ili
(hk2) vrijednoscu PSA.
klini¢ki podaci | godine, povijest Odluka za
biopsije biopsiju/rebiopsiju.
Urinski testovi
Progensa PCA3 test | RNA PSA i PCA3 Pacijenti stariji od 50 g
(Hologic Inc., s povisenim serumskim
Marlborough, MA, vrijednostima PSA i
USA) prethodno negativhom
biopsijom. Odluka za
rebiopsiju.
SelectMDx mMRNA DLX1, HOXCG6 i Pacijenti s serumskim
(MDxHealth, Irvine, KLK3 vrijednostima PSA
CA, USA) klinicki podaci | digitorektalni izmedu 4 i 10 ng/mL

pregled, godine,

volumen prostate

i/ili sumnjivim
digitorektalnim
pregledom. Odluka za

biopsiju i procjena raka
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prostate visokog

stupnja.
ExoDx prostate RNA ERG, PCA3i Pacijenti stariji od 50
Intelliscore SPDEF godina s vrijednostima
(Intelliscore) klini¢ki podaci | godine, rasa, serumskog PSA 2-10
(Exosome obiteljska anamneza, | ng/mL. Odluka za
Diagnostics Inc., serumski PSA biopsiju.
Cambridge, MA,
USA)
Mi-Prostate Score protein, RNA | serumski PSA, Pacijenti sa sumnjivim

urinski PCA3 i
TMPRSS-ERG

(MPS, LynxDx, Ann PSA vrijednostima.

Arbor, MI, USA Odluka za inicijanu ili
ponovljenu biopsiju i
procjena rizik od raka
prostate visokog
stupnja (Gleasovov

zbroj > 7)

1.5 Nestani¢ni DNA

U uzorcima tekucinskih biopsija osim proteina i RNA molekula prisutne su i razli¢ite druge
molekule i strukture npr. cirkuliraju¢e nukleinske kiseline kao §to su nestani¢cna DNA (cfDNA,
engl. cell-free DNA), cirkuliraju¢e tumorske stanice, ekstracelularne vezikule i nukleosomi koji
su potencijalni biomarkeri raka (48). cfDNA je obecavaju¢i minimalno invazivan biomarker i
jedan od najproucavanijih analita u uzorcima tekucinskih biopsija (48). Veéina cfDNA u
zdravih ljudi podrijetlom je iz hematopoetskih stanica (55 % iz leukocita, 30 % iz eritrocitnih
progenitora), a manji dio iz endotelnih stanica (~10 %), neurona (~2 %) i hepatocita (~1 %)
(49). Koncentracije cfDNA u krvi zdravih ljudi kre¢u se izmedu 0 i 100 ng/ml. Uslijed lize
stanica, apoptoze, nekroze i aktivnog ispustanja cfDNA dospijeva u tjelesne tekucine (Slika 5)
(50). Poluzivot cfDNA u krvi je izmedu 16 min i 2,5 h §to omogucava informiranje 0 trenutnom
stanju, a iz krvotoka se eliminira djelovanjem nukleaza, ekskrecijom preko bubrega,

degradacijom u makrofazima ili unoSenjem u stanice jetre i slezene (48)
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Slika 5. Podrijetlo cfDNA u tjelesnim tekuéinama te promjene koje je moguce analizirati

(Preuzeto i prilagodeno prema Wan JCM i sur., Nat Rev Cancer, 2017 (48)).

Koncentracije cfDNA vece su u pacijenata s rakom te se povecavaju sa stadijem i metastazama.
Vjeruje se da je povecanje posljedica veceg ispuStanja genetickog materijala iz tumorskih
stanica medutim moguci uzroci su i1 smanjena sposobnost otklanjanja cfDNA iz cirkulacije.
Povecane koncentracije cfDNA u krvi nisu specifi¢ne za rak ve¢ do povecanja dolazi i uslijed
vjezbanja, traume, infekcije, dijabetesa, infarkta miokarda, transplantacije, operacije, itd.
(48,49,51). cfDNA je molekula pogodna za analize tockastih mutacija, kromosomskih
rearanzmana, promjena broja kopija gena i metilacije DNA. ¢fDNA moze se Koristiti za
dijagnostiku, prognostiku, odabir terapije te pracenje bolesti i to u stvarnom vremenu zbog
kratkog poluzivota (48).
Prednosti cfDNA su:

e Uzorkovanije je, za razliku od tkivne biopsije, minimalno invazivno i jeftino.

e Uzorkovanje se moZe ponavljati i na taj nain pratiti promjene tijekom lijecenja.

e cfDNA najvjerojatnije odrazava genetski profil svih podklonova tumora tj, tumorsku

heterogenost, za razliku od tkivne biopsije.

Nedostatci cfDNA su:

e Kratki poluzivot.

e Mutacije specifi¢ne za tumor su prisutne u malim koli¢inama (52).
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1.6 RASSF1

Obitelj RASSF ¢ini deset gena, a ime su dobili zbog posjedovanja Ras-vezuju¢e domene. Gen
RASSF1 (engl. Ras association domain family member 1) ima promotore unutar dva CpG otoka
te osam egzona. U prvom CpG otoku nalaze se promotorske regije za varijenate A, D, E, F i G,
a u drugome za B, C i H (53). Aktivacijom razli¢itih promotora i razli¢itim alternativnim
prekrajanjem nastaje osam transkripata gena RASSF1. Glavni transkripti su RASSF1A i
RASSF1C i ubikvitarno su eksprimirani u normalnome tkivu te dijele 60 % proteinske sekvence
(53). RASSF1A djeluje kao tumor supresor na vise razina. Kontrolira diobu stanice tako da
inhibira akumulaciju ciklina D1 ¢ime zaustavlja stani¢ni ciklus u G1/S fazi te stabilizira p53
(53). Povezuje Ras sa dva glavna proapoptotska signalna puta: Bax i Hippo (54). Bitan je i u
aktiviranju apoptoze kao odgovoru na o$te¢enja DNA. RASSF1A sudjeluje u stabilizaciji
mikrotubula, organizaciji diobenog vretena te kontroli pokretljivosti i invazije (Slika 6) (53,55).
Metilacija prvog CpG otoka je jedan od najceS¢ih dogadaja u humanim malignim tumorima, a
posljedica je povecane ekspresije DNMT3B. Drugi CpG otok u malignim tumorima ostaje

nemetiliran te njegova ekspresija nije promijenjena (53).
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Slika 6. Procesi u kojima sudjeluje RASSF1A. (Prilagodeno i preuzeto prema Donninger H i
sur. J Cell Sci. 2007 (55)).
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1.7 CAV1

Obitelj kaveolin gena ¢ine tri gena: CAV1, CAV2 i CAV3. CAV1 i CAV2 su eksprimirani u
razli¢itim tkivima dok je ekspresija gena CAV3 ograni¢ena na misi¢ne stanice. Vecina studija
usmjerena na gene iz ove obitelji u onkologiji napravljena na je genu CAV1 te je pokazano da
ima utjecaja na razli¢ite procese u tumoru te je povezan i sa prognozom bolesti. Kaveolin-1 je
glavni strukturni protein kaveola, invaginacija membrane promjera 50-100 nm. Za stvaranje
kaveola potreban je i protein CAVINL, ali ako njega nema onda se CAV1 nalazi u dijelovima
membrane zvanim skele (56). Gen CAV1 se ne nalazi samo u stani¢noj membrani veé i u
membranama nekih organela (Golgijev aparat, endoplazmatski retikulum, mitohondrij, jezgra,
lizosomi, peroksisomi), endocitotskim i ekstracelularnim vezikulama te lipidnim kapljicama
(57).

CAV1 postoji u dvije izoforme, a 1 B, od ¢ega je P izoforma kra¢a od o izoforme za 31
aminokiselinu na N-kraju. CAV1 ¢ine Cetiri domene: N-terminalna domena (1. - 81.
aminokiselina), skela (engl. scaffolding) (82. - 101. aminokiselina), intramembranska (102. -
134. aminokiselina) i C-terminalna domena (135. - 178. aminokiseline) (58). Osim za stvaranje
kaveola, CAV1 je bitan za regulaciju mnogih fizioloskih procesa: endocitoze, vezikularnog
transporta, transporta lipida, homeostaze kolesterola, rada mitohondrija, proliferacije te
provodenja signala (59,60). Preko svoje ,,scaffolding” domene CAV1 stupa u interakciju s
proteinima HER2, estrogenskim receptorom, receptorom spregnutim s G proteinom, MAPK,
proteinima iz obitelji Src kinaza i H-Ras (61).

CAV1 pokazuje dvojnu ulogu - kao tumor supresor i kao onkoprotein (Slika 7) (62). CAV1 stiti
normalnu stanicu od oSte¢enja, pomaze odrzati normalnu stani¢nu signalizaciju i inhibira
pretjeranu proliferaciju (57). Inducira GO/G1 arest (preko p53/p21 i inhibirajuci ciklin D1) te
inhibirajuci ekspresiju survivina, antiapoptotskog faktora, ali samo uz prisustvo E-kadherina.
Kad razina CAV1 padne ispod praga, gubi se i njegov tumorsupresijski u¢inak, stanica postaje
osjetljiva na stres uzrokovan onkogenima te inicira proliferaciju i transformaciju (57). Niska
razina ekspresije CAV1 u tumorskim stanicama pomaze u prevladavanju senescencije
inducirane onkogenom (59). Tijekom progresije ili terapije citotoksi¢nim agensima CAV1 se
moze ponovno eksprimirati te se sada CAV1 ponasa kao onkoprotein pomazuci tumorskim
stanicama da izbjegnu stani¢nu smrt, induciraju otpornost na terapiju te metastaziraju (57,62).
Ekspresija CAV1 korelira s metastatskim potencijalom i slabijim prezivljenjem pacijenata s

rakom prostate (62).
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Slika 7. CAV1 tijekom razvoja raka. (Preuzeto i prilagodeno prema Raudenska M i sur. Int J
Cancer. 2020 (57)).
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2. HIPOTEZA

Geni RASSF1 i CAV1 u nestanitnoj DNA krvi i ejakulata bolesnika s rakom prostate
hipermetilirani su u odnosu na gene RASSF1 i CAV1 u nestani¢noj DNA krvi i ejakulata bolesnika

s benignom hiperplazijom prostate.
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3. SVRHA | CILJEVI RADA

OPCI CILJ:
Odrediti potencijal obrazaca metilacije nestani¢cne DNA promotorskih regija gena RASSF1 i CAV1
u krvi 1 ejakulatu bolesnika kao bioloskog molekularnog biljega raka prostate i/ili benigne

hiperplazije prostate
SPECIFICNI CILJEVTI:
1. Identificirati razlike obrasca i stupnja metilacije nestanicne DNA gena RASSF1 i CAV1 u

uzorcima Krvi i ejakulata bolesnika sa rakom prostate te bolesnika s BHP.

2. ldentificirati razlike obrasca i stupnja metilacije gDNA (genomska DNA) gena RASSF1 i CAV1
u tkivu raka prostate i BHP.

3. Odrediti ekspresiju gena RASSF1 i CAV1 na proteinskoj razini u tkivu raka prostate i BHP.

4. Usporediti obrazac metilacije gena u tkivu s proteinskom ekspresijom u tkivu i obrascem

metilacije u cfDNA krvi 1 ejakulata unutar i izmedu skupina pacijenata

5. Usporediti dobivene molekularne rezultate s prikupljenim anamnestickim i klini¢kim podacima

(dob, prezivljenje, Gleason grupa, TNM).
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4. ISPITANICI | METODE

4.1. Ispitanici

U ovo istrazivanje je bilo uklju¢eno ukupno 80 pacijenata kod kojih je, na osnovi
digitorektalnog pregleda i vrijednosti PSA u krvi, postojala sumnja na rak prostate te su stoga
upuceni na transrektalnim ultrazvukom vodenu biopsiju prostate. Prije biopsije prostate, u
Klinici za urologiju KBC-a Zagreb i KBC-a Sestre milosrdnice svi ispitanici su informirani o
istrazivanju te su potpisali informirani pristanak za sudjelovanje u istrazivanju. Nakon
informiranja ispitanici su dali uzorke krvi i ejakulata te su pristupili biopsiji. U istraZivanje su
ukljuceni ispitanici s dijagnozom raka prostate i BHP-a postavljenom tijekom rutinske obrade
pacijenata i patohistoloskom analizom potvrdenih dijagnoza, sukladno pravilima struke i tada
najnovijoj WHO Kklasifikaciji (2016.) i 8. izdanju AJCC-a. Sukladno dijagnozi, ispitanici su
podijeljeni u dvije skupine: rak prostate ili BHP, a u svakoj skupini je bilo 40 ispitanika.

Po zavrsetku svih analiza koje se poduzimaju u dijagnosticke svrhe i postavljanja dijagnoze na
Klini¢kom zavodu za patologiju KBC-a Zagreb i KBC-a Sestre milosrdnice parafinski blokovi
tkiva fiksiranog u formalinu su preuzeti te su skupa s uzorcima krvi i ejakulata transportirani
na Zavod za biologiju Medicinskog fakulteta gdje se obavila molekularna analiza prikupljenog
bioloskog materijala. Osim uzoraka, prikupljeni su klinicki 1 anamnesticki podatci o
ispitanicima (dob, PSA, Gleason grupa, TNM), a od uzorkovanja do analize podataka proslo je
premalo vremena da bi se donosili zakljucci o prezivljenju. Od ispitanika s rakom prostate kod
kojih je ucinjena radikalna prostatektomija za potrebe istrazivanja preuzeti su i parafinski
blokovi tkiva radikalne prostatektomije fiksiranog u formalinu.

Svi uzorci i podaci o pacijentima su bili kriptirani, a istrazivanje je provedeno u skladu sa svim
vazetim smjernicama Ciji je cilj osigurati pravilno provodenje postupaka ukljucuju¢i Osnove
dobre klinicke prakse, Helsinsku deklaraciju 1 Zakon o zdravstvenoj zastiti Republike Hrvatske.
Ovo istrazivanje je provedeno u sklopu projekta Hrvatske zaklade za znanost ,,Epigeneticki
biomarkeri raka prostate (epiPro, UIP-2017-05-8138) te su sve eti¢ke dozvole dobivene od
nadleznih Etickih povjerenstava: Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta SveuciliSta u
Zagrebu (klasa odobrenja 641-01/18-02/01 od 25. sijecnja 2018), Etickog povjerenstva KBC
Sestre milosrdnice (broj odobrenja EP-18327/17-2 od 7. prosinca 2017.) i Eti¢kog povjerenstva
KBC Zagreb (klasa odobrenja 8.1-17/213-2, br. 02/21 AG od 11. prosinca 2017.).
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4.2 Dizajn studije

Dizajn studije prikazan je na Slici 8, a sastavljen je od sljede¢ih elemenata:

1. Informiranje pacijenta o svrhi istrazivanja te prikupljanje pristanka i uzoraka krvi i
ejakulata

2. Obrada uzoraka krvi i ejakulata

3. Preuzimanje parafinskih blokova iz arhive Klinickog zavoda za patologiju i citologiju

Ljudevit Jurak KBC-a Sestre Milosrdnice i Klinickog zavoda za patologiju i citologiju KBC-a

Zagreb

4. Rezanje parafinskih blokova

5. Hemalaun-eozon (HE) bojanje parafinskih rezova

6. Imunohistokemijsko bojanje parafinskih rezova protutijelima na RASSF1 i CAV1
7. 1zolacija i kvantifikacija gDNA iz tkiva

8. Izolacija i kvantifikacija cfDNA iz krvne i sjemene plazme

9. Biulfitna konverzija gDNA i cfDNA

10. PCR i pirosekvenciranje gDNA i cfDNA regija gena RASSF1A i CAV1

10. Analiza rezultata

. ‘ —
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Slika 8. Dizajn studije. Kreirano pomocu alata BioRender.
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4.3 Prikupljanje i obrada uzoraka tekué¢inskih biopsija

Periferna venska krv prikupljena je u dvije epruvete s antikoagulansom EDTA (Vacuette®,
Greiner Bio-One GmbH, Kremsmiinster, Austria). Odmah po vadenju iz krvi je izdvojena
plazma dvostrukim centrifugiranjem (1400 x g, 10 min pa 4500 x g, 10 min) na sobnoj
temperaturi) prema protokolu (63).

Uzorak ejakulata prikupljen je u sterilnu ¢asicu masturbacijom nakon 3 - 5 dana apstinencije.
Nakon 30 min likvefakcije na sobnoj temperaturi, sjemena plazma je izdvojena dvostukim
centrifugiranjem (400 x g, 10 min pa 12000 x g, 10 min) na sobnoj temperaturi) prema
protokolu (63).

Sve tri frakcije krvi i ejakulata su transportirane na Zavod za biologiju Medicinskog fakulteta

Sveucilista u Zagrebu i pohranjene na — 80 °C do daljnje analize.

4.4 Obrada uzoraka- tkivo

Od ispitanika s dijagnozom BHP uzeta su dva parafinska bloka s tkivom dobivena iglenom
biopsijom. Od pacijenata s dijagnozom raka prostate uzet je jedan parafinski blok s tkivom
dobivenim iglenom biopsijom, a ukoliko je ispitanik bio podvrgnut radikalnoj prostatektomiji
uzet je i jedan blok s tim tkivom. Odabrani su parafinski blokovi koji imaju i tkivo zahvaceno
i nezahvaceno rakom prostate. Parafinski blokovi tkiva biopsije i radikalne prostatektomije
narezani su na kliznom mikrotomu. Od svakog ispitanika s dijagnozom BHP jedan blok s
tkivom dobivenim iglenom biopsijom narezan je na debljinu 4 pum te je koriSten za analizu
ekspresije dok je drugi blok narezan na debljinu 10 um te je koriSten za izolaciju gDNA i analizu
metilacije. Od svakog ispitanika s dijagnozom raka prostate jedan blok s tkivom dobivenim
iglenom biopsijom narezan je na debljinu 4 pum te je koriSten za analizu ekspresije.

Za izolaciju gDNA iz tkiva pacijenata s rakom prostate nije koristeno tkivo dobiveno iglenom
biopsijom ve¢ radikalnom prostatektomijom jer ono omogucava pouzdano odvajanje
tumorskog od okolnog netumorskog tkiva. Parafinski blokovi radikalne prostatektomije
narezani su na 4 um i 10 pm. Tanji rezovi obojani su HE, a iz debljih je izolirana gDNA za

analizu metilacije.

4.5. Hemalaun-eozin bojanje parafinskih rezova

Po jedan rez iz svakog parafinskog bloka debljine 4 um obojan je HE. Ukratko, rezovi su 60

min grijani u termostatu na 55 °C. Potom su deparafinirani u ksilolu (2 puta po 10 min),
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rehidrirani u padaju¢em nizu koncentracije alkohola (2 x 100 % po 5 min, 2 x 96 % po 5 min,
1 x 70 % po 5 min) te potopljeni u destiliranoj vodi (1 x 5 min). Rezovi su umoceni u hemalaun
(50 s), kratko isprani u destiliranoj pa ispirani pod mlazom vodovodne vode (5 min). Nakon
ispiranja u destiliranoj vodi (5 min), rezovi su umoceni u eozin (40 s), kratko isprani u 70 %-
tnom alkoholu (3 puta), 95 % alkoholu (2 puta) i 100 % alkoholu (2 puta po 30 s). Nakon
dehidracije rezovi su umoceni u ksilol (2 puta po 30 s, 1 put po 15 min), uklopljeni u

odgovaraju¢i medij (BioMount DPX Low) te pokriveni pokrovnicom.

4.6 Imunohistokemijsko bojanje parafinskih rezova

Po jedno staklo s rezom debljine 4 um tkiva dobiven iglenom biopsijom pacijenata s
dijagnozom BHP-a i raka prostate obojan je imunohistokemijski s protutijelima protiv RASSF1
i CAV1. Rezovi su grijani u termostatu na 55 °C 60 min. Potom su deparafinirani u ksilolu (2
puta po 10 min), rehidrirani u padaju¢em nizu koncentracije alkohola (2 x 100 % po 5 min, 2 X
96 % po 5 min, 1 x 70 % po 5 min) te potopljeni u destiliranoj vodi (1 x 5 min). Demaskiranje
antigena ucinjeno je kuhanjem rezova u kuhalu na paru u otopini za demaskiranje antigena (10
mM Tris, 1 mM EDTA, 0,05 % Tween 20, pH 9). Rezovi su isprani u TBS puferu (tris-
puferirana fizioloska otopina, engl. tris-buffered saline, TBS; 50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH
7,5) 5 min. Stakla su posusena, a rezovi zaokruzeni PAP-PEN olovkom koja ostavlja hidrofobni
trag tako da se nanesena tekucina zadrzi na rezu. Na rezove je u bunari¢e napravljene PAP-
PEN-om stavljena teku¢ina za blokiranje nespecificnog vezanja protutijela - 5 % govedi
serumski albumin (engl. bovine serum albumin, BSA, Sigma-Aldrich, SAD) (20 min). Otopina
za blokiranje je otresena te je u bunari¢e nanesena otopina primarnog protutijela razrijedenog
u puferu (0.1 % Tween 20, 1 % BSA/TBS) (Tablica 8). Rezovi su inkubirani u primarnom
protutijelu preko noci na 4 °C. Sutradan su rezovi ispirani u TBS-u (5 puta po 5 min) te su
blokirane endogene peroksidaze inkubacijom u 3 % H20, (20 min u mraku). Nakon ispiranja u
TBS-u (3 puta po 5 min) naneseno je sekundarno protutijelo iz seta (Dako REAL EnVision
Detection System, K5007, Agilent Technologies, Njemacka) (60 min, 37 °C). Stakla su isprana
TBS-om (3 puta po 5 min) te je signal vizaliziran 3,3-diaminobenzidin tetrahidrokloridom iz
seta (DAB, Dako REAL EnVision Detection System, K5007, Agilent Technologies, Njemacka)
(6 min u mraku). Nakon ispiranja u destiliranoj vodi (1 puta po 5 min), rezovi su obojani
hemalaunom (10 s) te isprani u destilliranoj vodi (kratko) pa pod mlazom vodovodne vode (8
min). Rezovi su umoceni u destiliranu vodu (1 puta po 5 min), provedeni kroz niz koncentracije

alkohola (1 puta 70 % , 2 puta 96 %, 2 puta 100 % po 5 min) te umoceni u ksilol (2 puta po
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10 min). Rezovi su uklopljeni u odgovaraju¢i medij (BioMount DPX Low), pokriveni
pokrovnicom te analizirani pod mikroskopom. Kao pozitivne i negativne bioloske kontrole
koristeni su rezovi tkiva u kojima su proteini prisutni odnosno odsutni), a kao negativna
metodoloska kontrola koriSteno je tkivo za pozitivnu kontrolu, ali je na njega umjesto

primarnog protutijela dodan samo pufer za razrjedivanje protutijela.

Tablica 8. Primarna protutijela koristena u eksperimentu i njihove kontrole.

Antigen  Sifra Proizvedeno  Razrjedenje Pozitivna/ Vrijeme
protutijela u negativna demaskiranja
kontrola antigena
RASSF1 HPAO040735 Zecu 1:200 Bubreg / 30 min
(Atlas (poliklonalno) karcinom
antibodies) bubrega
CAV1 HPA049326 Zecu 1:2 500 Bubreg / 20 min
(Atlas (poliklonalno) slezena
antibodies)

4.7 Analiza imunohistokemijskih preparata

Obojana stakla analizirana su od strane iskusnog uropatologa pod svjetlosnim mikroskopom
(Olympus Bx51). Signal je kvantificiran u tri podru¢ja tkiva (BHP, rak prostate, okolno
netumorsko tkivo) te u svakom od podrucja u epitelnim i stromalnim stanicama. Kvantifikacija
je obuhvacala procjenu intenziteta reakcije te postotak imunoreaktivnih stanica svrstanih u
kategorije (Tablica 9). Ekspresija gena na proteinskoj razini izrazena je semikvantitativno kao
imunohistokemijski indeks bojanja (engl. immunoreactivity score, IRS), a dobiven je

mnozenjem kategorije intenziteta reakcije 1 kategorije postotka imunoreaktivnih stanica.
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Tablica 9. Kriteriji svrstavanja u kategorije.

Postotak Kategorija Intenzitet Kategorija

imunoreaktivnih stanica postotka reakcije intenziteta
imunoreaktivnih reakcije
stanica

0 %, nema 0 Nema reakcije 0
imunoreaktivnih stanica
1-10 % 1 Blaga reakcija 1
imunoreaktivnih stanica
>10-50% 2 Umjerena 2
imunoreaktivnih stanica reakcija
>50-80% 3 Jaka reakcija 3
imunoreaktivnih stanica
>80 % 4
imunoreaktivnih stanica

4.8 Izolacija i kvantifikacija gDNA iz parafinskih blokova

gDNA izolirana je iz rezova 40 parafinskih blokova s tkivom iglene biopsije pacijenata s BHP-
om te 29 parafinskih blokova s tkivom radikalne prostatektomije. Prije izolacije gDNA iz
rezova radikalne prostatektomije, jedan rez je obojan HE kako bi patolog na staklu markerom
oznacio tumorsko i okolno netumorsko tkivo. Temeljem HE predloska tumorsko tkivo i
okolnog netumorsko tkivo je odvojeno te je gDNA izolirana odvojeno iz navedenih podrucja.
Pojedini prerezi nisu imali dovoljno okolnog netumorkog tkiva da bi se moglo sa sigurnoséu
odvojiti od tumorskog te je konacan broj uzoraka okolnog netumorskog tkiva bio 23.

gDNA je izolirana prema ku¢nom protokolu koji se temelji na isoljavanju DNA te daje dobar
prinos i kvalitetu DNA (64). Rezovi su provedeni kroz ksilol (2 x 10 min) i padajuci niz
koncentracije alkohola (2 x 100 % po 5 min, 2 x 96 % po 5 min, 1 x 70 % po 5 min) do
destilirane vode (1 x 5 min) nakon ¢ega su potopljeni u TBS puferu 72 h. Tkivo sa stakala je
nozi¢em sastrugano u epruveticu s 500 uLL TES pufera (50 mM Tris-HCI pH 8; 100 mM EDTA;
100 mM NaCl; 1 % SDS) i 50 uL proteinaze K (10 mg/mL) te su stavljeni u termoblok na 56
°C preko noci kako bi se tkivo razgradilo. Sljede¢eg dana je u uzorke koji se nisu razgradili u
cijelosti dodano jos 50 pL proteinaze K te je nakon potpune razgradnje nastavljeno s izolacijom.
U uzorke je dodano 200 pL natrijevog klorida (6 M) pa su uzorci promijesani i centrifugirani
(13 000 rpm, 10 min). Supernatant je prebacen u novu epruveticu, dodano mu je 500 pL
izopropanola te je sve dobro promijeSano (2 min) te centrifugirano (13 000 rpm, 15 min).
Supernatant je izliven, a na talog je dodano 500 uLL 70 %-tnog etanola. Epruvetica je nekoliko

puta prolupkana kako bi se isprao talog, a potom je uzorak centrifugiran (13 000 rpm, 15 min).
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Supernatant je oprezno izliven, a epruvetica okrenuta naopako i tako polozena na papir kako bi
se talog DNA osusio (30 min). Na posuSeni talog dodana je MiliQ voda i to 50 uL na DNA iz
uzoraka iglenih biopsija te 100 uL na DNA iz uzoraka radikalnih prostatektomija. Kako bi se
otopila DNA, uzorak je inkubiran 60 min u termoblok na 40 °C. Koncentracija i kvaliteta
izolirane gDNA izmjerena je spektrofotometrijski na uredaju Nanodrop 2000c (Thermo

Scientific, SAD). Izolirana DNA je pohranjena na -80 °C do daljnje analize.

4.9 1zolacija i kvantifikacija cfDNA iz krvne i sjemene plazme

Izolacija cfDNA iz uzoraka tekuéinskih biopsija napravljena je uz pomo¢ dva kita bazirana na
silika kolonicama proizvodaca Macherey-Nagel. Princip izolacije je isti u oba kita, samo §to je
jedan kit namijenjen izolaciji iz plazme volumena iznad 1 mL, a drugi manjim volumenima. Za
volumene plazme veée od 1 mL (svi uzorci krvne plazme i dio uzoraka sjemene plazme)
koriSten je NucleoSnap cfDNA kit (Macherey-Nagel, Njemacka) te QIAvac 24 Plus vakuum
stanica (Qiagen, Njemacka). Za volumene plazme manje od 1 mL koriSten je NucleoSpin
cfDNA kit (Macherey-Nagel, Njemacka) bez vakuum stanice.

Izolacija je napravljena prema uputama proizvodaca uz dvije modifikacije kako bi se povecao
prinos DNA: povec¢ana je koli¢ina proteinaze K s 15 pL na 20 pL po mL plazme te je produljeno
vrijeme digestije na 55 °C (preko no¢i). Sjemena plazma je prije izolacije dodatno
centrifugirana 10 min na 20 000 x g kako bi se uklonili ostatci stanica koji bi u suprotnome
blokirali prolaz tekucine kroz kolonicu.

Uzorku plazme je dodana proteinaza K, a nakon 5 min i pufer VL te je sve dobro promijeSano
i stavljeno na digestiju preko no¢i na 55 °C. U uzorak je dodan 100 %-tni etanol te je nakon
mijeSanja uzorak prebacen na kolonu na vakuum stanici. Vakuum je povukao tekucinu iz
kolonice, a DNA je ostala vezana za kolonicu. Kolonica se isprala dva puta komercijalnim
puferima VW1 i WB te je prebacena u kolekcijsku epruveticu i centrifugirana na velikoj brzini
kako bi se osusila. DNA je elutirana s kolonice dvostrukim centrifugiranjem (2 000 x g, 1 min),
a ukupni volumen eluata je bio 100 uL u slucaju da je pocetni volumen plazme bio veéi od 1
mL te 50 uL ako je pocetni volumen bio manji od 1 mL. Izolirana cfDNA spremljen je na -80
°C do daljnje analize.

cfDNA je kvantificirana pomoc¢u lan¢ane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu (engl.
Real-Time or Quantitative Polymerase Chain Reaction, gPCR) koriste¢i pocetnice za 82 pb
dugu LINE-1 (engl. Long Interspersed Element-1) regiju preuzete iz literature (65). Ukupni

volumen reakcijske smjese je bio 20 pL , a sastojala se od 10 pL 1 x reagensa za umnoZavanje
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SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad Laboratories, Njemacka), 0,5 uL 250
nM uzvodne pocetnice (TCACTCAAAGCCGCTCAACTAC), 0,5 uL 250 nM nizvodne
pocetnice (TCTGCCTTCATTTCGTTATGTACC), 8 uL vode bez nukleaza i 1 pL izolirane
cfDNA. Svaki uzorak je raden u triplikatu, a negativna kontrola je umjesto DNA sadrzavala
vodu bez nukleaza. Krivulja razrjedenja napravljena je od komercijalne ljudske genomske DNA
(Human Genomic DNA: Male, G1471, Promega, SAD) te je ona sluzila za apsolutnu
kvantifikaciju cfDNA. Umnazanje qPCR-om je provedeno na uredaju CFX96 Touch Real-
Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories, Njemacka) (Tablica 10). Analiza je

napravljena u CFX Maestro Software-u (Bio-Rad Laboratories, Njemacka).

Tablica 10. Uvjeti gPCR reakcije.

Broj
Koraci T (°C) | Vrijeme | ciklusa
pocema 98°C |3min |1
enaturacija
Denaturacija 98 °C | 10 sec
Prijanjanje 60°C | 30 sec 40
pocetnica

4.10 Bisulfitna konverzija izoliranih i kvantificiranih cfDNA i gDNA

Kako bi se metilirani citozini mogli razlikovati od nemetiliranih, izolirane cfDNA i gDNA su
bisulfitno konvertirane. Bisulfitna konverzija bazira se na inkubaciji DNA u otopini visoke
koncentracije natrijevog bisulfita, niskog pH na visokoj temperaturi pri ¢emu dolazi do
pretvaranja nemetiliranih citozina u uracile, a metilirani citozini ostaju nepromijenjeni. Za
bisulfitnu konverziju koristen je set EpiTect® Bisulfite Kit (Qiagen, Njemacka), a sve je radeno
prema uputama proizvodaca.

Prvo su pripremljene radne otopine: u pufere BD i BL dodan je 100 %-tni alkohol, carrier RNA
I bisulfitna smjesa su otopljene u vodi bez RNaza, otopljena carrier RNA je dodana u pufer BL.
U PCR epruvetice smijeSana je reakcijska smjesa koja se sastojala od: bisulfitne smjese, DNA
zastitnog pufera (engl. DNA protect buffer), vode bez RNaza i DNA. Koli¢ina DNA koja se
moze konvertirati ogranicena je masom (ne vise od 500 ng) i volumenom (ne vise od 40 uL) te
su se ta ogranienja postovala pri pripremi reakcijske smjese. PCR tubica je promijesana,
centrifugirana te stavljena u uredaj CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad
Laboratories, Njemacka) (Tablica 11).
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Tablica 11. PCR uvijeti za bisulfitnu konverziju.

Korak Vrijeme Temperatura
Denaturacija 5 min 95°C
Inkubacija 25 min 60 °C
Denaturacija 5 min 95 °C
Inkubacija 85 min 60 °C
Denaturacija 5 min 95°C
Inkubacija 175 min 60 °C
Inkubacija 0 20 °C

Nakon zavrsene PCR reakcije, PCR epruvetica je centrifugirana, a sadrzaj prebacen u
epruveticu te je dodan pufer BL. Epruvetica je promijesana i centrifugirana, dodan je 100 %-
tni etanol, a nakon mijesanja i centrifugiranja sadrzaj epruvetice je prebac¢en na MinElute DNA
spin kolonu u kolekcijskoj epruvetici. Nakon centrifugiranja (1 min na 20 000 x g), filtrat je
bacen, na kolonu je dodan pufer za ispiranje BW te je kolona centrifugirana (1 min na 20 000
x g). Filtrat je bacen, na kolonu je dodan desulfonacijski pufer BD te su uzorci inkubirani 15
min na sobnoj temperaturi. Kolona je dva puta isprana s puferom BW, a svaki put je bacan
filtrat. Na kolonu je dodan 100 %-tni etanol, a nakon centrifugiranja (1 min na 20 000 x g),
kolona je prebacena u novu kolekcijsku epruveticu te centrifugirana (1 min na 20 000 x g).
Kolona je prebacena u novu epruveticu, dodan je pufer za eluciju EB te je kolonica
centrifugirana (1 min na 15 000 x g). Volumen elucije prilagoden je pocetnoj koli¢ini DNA, a
iznosio je izmedu 10 1 100 pL. Bisulfitno konvertirana DNA pohranjena je na - 80 °C do daljnje

analize.

4.11 Lancana reakcija polimerazom nakon bisulfitne konverzije

Odredene regije bisulfitno konvertirane DNA umnozene su PCR-om. U slucaju gena RASSF1A
umnazana regija obuhvacala je 9 CpG mijesta (hg38; chr3:50,340,800-50,340,862). Pocetnice
za gen RASSF1A preuzete su iz literature (66).

U slucaju gena CAV1 umnazana regija bila je duzine 140 pb, obuhvacala 9 CpG mjesta, a nalazi
se u promotoru gena (hg38; chr7:116,524,607-116,524,746). Pocetnice za gen CAV1
dizajnirane su u programu PyroMark® Assay Design Software 2.0 (Qiagen, Njemacka)
(Tablica 12).
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Tablica 12. Sekvence pocetnica i analiziranih sekvenci.

RASSF1A Uzvodna pocetnica | AGTTTGGATTTTGGGGGAGG
Nizvodna pocetnica | Biotin-CAACTCAATAAACTCAAACTCCCC

Pocetnica za | GGGTTAGTTTTGTGGTTT
sekvenciranje
Sekvenca YGTTYGGTTYGYGTTTGTTAGYGTTTAAA
analizirana GTTAGYGAAGTAYGGGTTTAATYGGGTTATGT
pirosekvenciranjem | YG

CAV1 Uzvodna pocetnica | GTTTAGGATAGGGTAGGATTGTG
Nizvodna pocetnica | Biotin - ACCTAAAACAACATTTTCCCTACT
Pocetnica za | GGGTAGGATTGTGGAT
sekvenciranje
Sekvenca TGTTTTTGTY GTTTTGGTTG TTTATATTGG
analizirana GTATTTTTGT AGGYGYGTYG GTTTTTTTTA

pirosekvenciranjem | TTTTTGTTGA GATGATGTAT TGYGAAAATA
TTYGTTTTTT TYGGGAYGTT TTTYGGTGGT
TTAGAGTAGG GAAAATGTTG

Za PCR koristen je komercijalni set PyroMark® PCR Kit (Qiagen, Njemacka) te je prema
uputama proizvodaca smijeSana rekcijska smjesa: 12,5 ul. Master Mix-a, 2,5 pL CorallLoad-a,
0,5 uL 10 uM uzvodne pocetnice, 0,5 uL. 10 uM nizvodne pocetnice te vode bez nukleaza i
uzorka bisulfitno konvertirane DNA do ukupnog volumena 9 pL. S obzirom da je prethodnom
optimizacijom utvrdena najbolja koli¢ina DNA te najpogodniji uvjeti PCR reakcije, za
umnazanje gena RASSF1A koristeno je 5 ng DNA, a za umnaZanje gena CAV1 2,5 ng DNA te
je prema tome prilagoden i volume vode. PCR epruvetice s reakcijskom smjesom stavljene su
uredaj C1000 Touch Thermal Cycler (Bio-Rad, Njemacka) te je umnaZanje provedeno na
uvjetima navedenim u Tablici 13. Kao kontrolni uzorci koristene su komercijalno dostupne
bisulfitno konvertirane ljudske DNA (100 % metilirana i 0 % metilirana) (EpiTect PCR Control
DNA Set, Qiagen, Njemacka). Reakcijska smjesa u kojoj je volumen DNA zamijenjen vodom

sluZio je za provjeru kontaminacije kemikalija.
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Tablica 13. Uvjeti PCR-a koriSteni za umnazanje regija gena RASSF1A i CAVL1.

Broj
Koraci Temperatura Vrijeme | ciklusa
Inicijalna 95 °C 15min | 1
denaturacija
Denaturacija 94 °C 30s
Sparivanje RASSF1A: 65 °C
pocetnica CAV1:52.5°C 30 45
Produljivanje 72 °C 30s
Konacno 72 °C 10min | 1
produljivanje

4.12 Pirosekvenciranje

Produkti PCR reakcija su sekvencirani pirosekvencerom Pyromark Q24 Advanced (Qiagen,
Njemacka), a za to je koriSten set kemikalija PyroMark Q24 Advanced CpG Reagents (Qiagen,
Njemacka). U programu PyroMark Q24 Advanced Software (Qiagen) za svaki analizirani gen
je napravljen esej prema kome pirosekvencer dodaje nukleotide u reakcijsku smjesu potrebne
za sekvenciranje sintezom. U PCR ploc¢icama produkti PCR reakcija (20 uL) pomijesani su s
streptavidinom obloZenim sefaroznim kuglicama (Streptavidin Sepharose® High Performance,
GE Healthcare, Svedska) (1 uL), puferom za vezanje (40 pL) i MiliQ vodom (19 uL), a potom
je PCR plocica zalijepljena folijom i stavljena na tresilicu (1400 rpm, minimalno 10 min) kako
bi se DNA vezala za kuglice. Za to vrijeme PyroMark Q24 plocica je napunjena pocetnicama
za sekvenciranje (0,75 pL) (Tablica 12) razrijedenim s puferom za prijanjanje (19,25 pL) te je
napunjen spremnik za pirosekvenciranje (PyroMark® Q24 Cartridge, Qiagen, Njemacka)
kemikalijama potrebnim za pirosekvenciranje: enzim (DNA polimeraza, ATP sulfurilaza,
apiraza i luciferaza), substrat (luciferin i adenozin 5' fosfosulfat) i nukleotidi (dATP, dGTP,
dCTP, dTTP). Kadice na radnoj postaji PyroMark® Q24 Vacuum Workstation napunjene su
odgovaraju¢im otopinama, redom: 70 %-tnim etanolom, denaturacijskim puferom i puferom
za ispiranje. Nakon pripreme, PCR plocica s tresilice premjeStena je na radnu postaju, a u nju
su spustene iglice vakuum sisaljke koje su propustile teku¢inu, a zadrzale kuglice s vezanom
DNA. Iglice s vezanom DNA su uranjane u otopine na radnoj plo¢i kako bi se biotinilirani lanac
DNA o0dvojio od denaturiranog i prenio do PyroMark Q24 plocice sa pocetnicama za
sekvenciranje. PyroMark Q24 plocice se 3 min grijala na 80 °C, a zatim je prenesena u
pirosekvencer te je pokrenut esej.
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4.13 Analiza rezultata pirosekvenciranja

Dobiveni rezultati pirosekvenciranja analizirani su u programu PyroMark Q24 Advanced
Software 3.0.1. Rezultat pirosekvenciranja je prikazan kao pirogram, a on sadrzi informacije o
postotku metilacije pojedinog CpG mjesta u uzorku te intenzitet svjetlosnog signala koji je
proporcionalan broju ugradenih nukleotida. Rezultat pirosekvenciranja pojedinog uzorka je
smatran zadovoljavaju¢im ako je intenzitet svjetlosnog signala bio ve¢i od 150 RLU (engl.
relative light units), ako je uzorak prosao kontrolu bisulfitne konverzije, ako nema pikova u
uzorku negativne kontrole te ako su rezultati metilacije komercijalne DNA sli¢ni pravim
vrijednostima (100 % metilirana i 0 % metilirana DNA). Iz vrijednosti metilacije svih 9 CpG

mjesta izraCunata je prosje¢na metilacija analizirane regije pojedinog gena.

4.14 Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka radena je u raunalnom programu GraphPad Prism v5.00
(GraphPad software, San Diego, USA) (broj licence GPW6-278912-RLMU-966F4). Zbog
malog broja uzoraka, koriSteni su neparametrijski statisticki testovi. Za usporedbu
kvantitativnih vrijednosti izmedu dvije nezavisne skupine koristen je Mann-Whitney U test, a
izmedu viSe od dvije skupine Kruskal-Wallisov test. Wilcoxonov test na osnovi ekvivalentnih
parova (engl. Wilcoxon matched-pair signed rank test) koriSten je za usporedivanje
kvantitativnih vrijednosti koje su u paru. Povezanost ispitivanih varijabli procijenjena je
Spearmanovim koeficijentom korelacije (p). Varijable su prikazane medijanom s
interkvartilnim rasponom. Rezultati statisticke obrade su graficki prikazani koriste¢i medijan s
interkvartilnim rasponom, a sve p-vrijednosti manje od 0,05 smatrane su statisticki zna¢ajnima.
Dijagnosticka to¢nost metilacije CpG mjesta znacajne razli¢itosti medu skupinama ispitana je
analizom krivulje odnosa specificnosti 1 osjetljivosti (ROC, engl. receiver operating
characteristics) krivulje u program GraphPad Prism v5.00, a za dijagnosticku toc¢nost
kombinacije metilacije s klinickim podacima koristen je program MedCalc® Statistical
Software version 20.110 (MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgija).
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5. REZULTATI

5.1. Klinicki i patohistoloski podaci ispitanika

U ovu studiju je ukupno bilo uklju¢eno 80 ispitanika od ¢ega 40 s rakom prostate 1 40 s BHP-
om. Njihove klinicke i patohistoloSke znacajke prikazane su u Tablici 14. Dvije skupine
ispitanika vrlo su sli¢cnog medijana i raspona dobi te se po dobi statisticki ne razlikuju (p =
0,820, Mann-Whitney U test). Medijan serumskog predbiopsijskog tPSA je nesto ve¢i u BHP
skupini (7,360 ng/mL) od skupine s rakom prostate (6,660 ng/mL) S$to nije statisti¢ki znacajna
razlika (p = 0,795, Mann-Whitney U test). Ispitanici s rakom prostate nisu jednoliko
rasporedeni po skupinama gradusa. Vise od polovine ispitanika s rakom prostate (26/40) imala
je rak prostate skupine gradusa 2, dok je manji broj ispitanika imao rak prostate skupine gradusa
1 (7/40) i 3 (6/40). Samo jedan ispitanik imao je rak prostate skupine gradusa 5 (Gleasonov
zbroj 4 + 5). Svi ispitanici iz skupine raka prostate imali su lokaliziranu ili lokalno

uznapredovalu bolest osim jednog koji je imao metastatsku bolest.
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Tablica 14. Klini¢ke i patohistoloske znacajke ispitanika.

Rak BHP p-
prostate (N =40) vrijednost
(N =40)
Dob (godine) Medijan (raspon) 61 60 0,820
(44-73) (46-72)
<49 4 3
50 -59 15 15
60 - 64 11 14
65 - 69 8 4
>70 2 4
tPSA prije Medijan (raspon) 6,660 7,360
biopsije (ng/mL) (1,81 - (2,4 - 0,795
63,16) 21,57)
Skupina gradusa 1 7
(Gleasonov zbroj 3+3)
2 26
(Gleasonov zbroj 3+4)
3 6
(Gleasonov zbroj 4+3)
) 1

(Gleasonov zbroj 4+5)

5.2 Ekspresija i metilacija gena RASSF1
5.2.1 Ekspresija gena RASSF1 na proteinskoj razini

Primjer ekspresije gena RASSF1 u na proteinskoj razini u tkivu dobivenim iglenom biopsijom
iz pacijenata s rakom prostate i BHP-om prikazan je na slici 9, a rezultati analize ekspresije

gena RASSF1 prikazani su na slici 10.
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Slika 9. Imunohistokemijsko bojanje na RASSF1 cilindra raka prostate (A) i BHP-a (B). 100
X.

Ekspresija RASSF1 je opcenito veca u epitelu nego u stromi (Slika 10). U epitelu, intenzitet
reakcije, postotak i IRS statisti¢ki su znacajno ve¢i u BHP tkivu nego u tkivu raka prostate (p
< 0,0001, p = 0,0043, p < 0,0001, Mann-Whitney U test). Intenzitet reakcije i IRS u epitelu
statisticki su zna¢ajno vec¢i u BHP tkivu nego u okolnom netumorskom tkivu (p = 0,013, p =
0,010, Mann-Whitney U test). Intenzitet reakcije, postotak i IRS u epitelu raka prostate se ne
razlikuje znacajno od okolnog netumorskog tkiva unutar istog pacijenta.

U stromi, intenzitet reakcije, postotak 1 IRS statisti¢ki su znac¢ajno ve¢i u BHP tkivu nego u
tkiva raka prostate (p < 0,0001, p < 0,0001, p < 0,0001, Mann-Whitney U test) i okolnome
netumorskome tkivu (p = 0,0002, p < 0,0001, p < 0,0001, Wilcoxonov test na osnovi
ekvivalentnih parova). U istog pacijenta, intenzitet reakcije je znacajno ja¢i u okolnom
netumorskom tkivu nego u tkivu raka prostate (p = 0,008, Wilcoxonov test na osnovi

ekvivalentnih parova) dok razlike u postotku i IRS-u nisu statisticki znacajne.
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Slika 10. Intenzitet reakcije (A), postotak imunoreaktivnih stanica (B) i IRS (C) u epitelu i stromi tkiva raka prostate, okolnog netumorskog tkiva
i BHP-a za imunohistokemijsko bojanje na RASSF1. Rezultati su prikazani medijanom, interkvartilnim rasponom te minimalnom i maksimalnom
vrijednoscu. Statisticki znacajna p-vrijednost oznacena je zvjezdicom (* p-vrijednost < 0,05, ** p-vrijednost < 0,01, *** p-vrijednost < 0,001, ****
p-vrijednost < 0,0001 ). Mann-Whitney U test, Wilcoxonov test na osnovi ekvivalentnih parova. RP - rak prostate, ONT - okolno netumorsko

tkivo, BHP - benigna hiperplazija prostate.
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5.2.2 Metilacija gena RASSF1A u tkivu

Rezultati analize metilacije dijela prvog CpG otoka gena RASSF1A u tkivu zahva¢enom BHP-
om, tumorskom i okolnom netumorskom tkivu prikazani su na Slici 11.

Statisticki znacajne razlike u metilaciji pronadene su U na svim analiziranim CpG mjestima te
u prosje¢noj metilaciji (Slika 11).

Analizirana regija gena RASSF1A je statisti¢ki znacajno viSe metilirana u tkivu raka prostate
od pripadajuc¢eg okolnog netumorskog tkiva i od tkiva BHP-a i to na svakom CpG mjestu i
prosjecnoj metilaciji. Medijan prosje¢ne metilacije tkiva raka prostate iznosi 36,67 %, a tkiva
BHP-a 8,67 %. Puno manja, ali i dalje statisticki znacajna, je razlika u metilaciji izmedu BHP-
a i okolnog netumorskog tkiva, ali samo na Cetiri CpG mjesta (CpG4, CpG5, CpG6, CpG7)

gdje je metilacija veca u tkivu BHP-a.
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Slika 11. Postotak metilacije gDNA gena RASSF1A u tkivu po CpG mjestima te prosje¢na
metilacija u pacijenata s rakom prostate i BHP-om. Rezultati su prikazani medijanom,
interkvartilnim rasponom te minimalnom i maksimalnom vrijedno$¢u. Statisti¢ki znacajna p-
vrijednost oznacena je zvjezdicom (* p-vrijednost < 0,05, ** p-vrijednost < 0,01, *** p-
vrijednost < 0,001, **** p-vrijednost < 0,0001). Mann-Whitney U test, Wilcoxonov test na
osnovi ekvivalentnih parova. RP - rak prostate, ONT - okolno netumorsko tkivo, BHP - benigna

hiperplazija prostate.
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5.2.3 Povezanost metilacije s ekspresijom gena RASSF1 u tkivu

Spearmanova korelacijska analiza povezanosti ekspresije gena RASSF1 i njegove metilacije u
tkivu pokazala je da ekpresija gena nije povezana ni s prosje¢nom metilacijom niti s metilacijom

pojedinog CpG mjesta (Tablica 15).

Tablica 15. Spearmanova korelacijska analiza ekspresije i metilacije gena RASSF1 u tkivu.

Prikazani su Spearmanovi korelacijski koeficijenti i njihove p-vrijednosti.

CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG prosjecna

1 2 3 4 5 6 7 8 9
B r -014 -012 -012 -018 -0,19 -021 -020 -0,19 -0,21 -0,20
i § p 0624 0437 0978 0894 0950 0451 0,864 0,630 0,299 0,525
" g r -017 -014 -0,13 -005 -0,06 -0,15 -0,18 -0,04 -0,05 -0,12
o g) p 0117 0179 0,213 0,607 0,567 0,149 0,097 0,717 0,623 0,280

5.2.4 Metilacija i ekspresija gena RASSF1 u tkivu i klini¢ke znacajke

Spearmanova korelacijska analiza pokazala je da nema povezanosti izmedu metilacije ili
ekspresije gena RASSF1 u tkivu s klinickim znacajkama ispitanika (Tablica 16). Metilacije
pojedina¢nih CpG mjesta medusobno pozitivno koreliraju. Skupina gradusa pozitivno korelira

s T-om (r = 0,53, p = 0,01, Spearmanov koeficijent korelacije).
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Tablica 16. Rezultati Spearmanove korelacijske analize metilacije i ekspresije gena RASSF1 u tkivu s klinickim znacajkama. Polja sa

Spearmanovim korelacijskim koeficijentom su bijela, a polja s p-vrijednostima siva. Crveno su oznacene p-vrijednosti < 0,05, a crveno

pripadajuce r-vrijednosti parametara koji pokazuju korelaciju. GS - skupina gradusa, T - anatomska proSirenost primarnog tumora.

IRS IRS
p/r stroma | epitel | CpGl | CpG2 | CpG3 | CpG4 | CpG5 | CpG6 | CpG7 | CpG8 | CpGY | prosjecna | tPSA dob GS T
IRS -
stroma 100| 042| -030| -03)| -026| -017| -0,21| -0,33] -0,29| -0,16 | -0,19 -0,30 0,04 0,02 | 0,00 | 0,125
IRS -
epitel <0,001 100| -024| -031| -021| -029| -0,32| -0,32| -0,32| -0,27| -0,33 -0,33 0,16 0,03 | 0,26 | 0,148
CpG1 0,013 | 0,057 1,00 0,76 0,68 0,63 0,76 0,88 0,79 0,73 0,69 0,89 -0,13| -0,13| 0,06 | -0,17
CpG2 0,004 | 0,010 | <0,001 1,00 0,65 0,73 0,54 0,84 0,68 0,64 0,60 0,78| -007| -005| 0,11 | -0,04
CpG3 0,032 | 0,083 | <0,001 | <0,001 1,00 0,66 0,66 0,75 0,80 0,71 0,69 0,76 | -0,03 0,01|-011| 0,14
CpG4 0,180 | 0,020 | <0,001 | <0,001 | <0,001 1,00 0,74 0,73 0,67 0,78 0,66 0,79 -0,02 0,10 | -0,15 | 0,25
CpG5 0,084 | 0,009 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 1,00 0,69 0,73 0,81 0,71 0,87 -0,10 | -0,05|-0,27 | -0,15
CpG6 0,006 | 0,009 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 1,00 0,79 0,69 0,74 0,89 -0,19 | -0,06 | -0,06 | -0,18
CpG7 0,018 | 0,008 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 1,00 0,77 0,75 0,81 -0,14 0,04 | -0,26 | 0,33
CpG8 0,212 | 0,026 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 1,00 0,75 0,84 | -0,13 0,02 | -0,06 | 0,03
CpG9 0,118 | 0,007 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 1,00 0,87 -0,12 0,04 | -0,21 | -0,16
prosje¢na | 0,016 | 0,008 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 1,00 -0,12 0,01]|-012| -06
tPSA 0,704 | 0,477 | 0,290 | 0,555| 0,808 | 0,855 | 0,424 | 0,114 | 0,265| 0,291 | 0,338 0,309 1,00 0,13 | 0,36 | 017
dob 0,834 | 0,807 | 0,290| 0,671| 0967 | 0421 | 0,710 | 0641| 0,735| 0,887 | 0,737 0,942 | 0,251 1,00 | 0,13 | -0,07
GS 1,000 | 0,116 | 0,749 | 0556 | 0556 | 0,438 | 0,154 | 0,767 | 0,179 | 0,773 | 0,283 05545 | 0,026 | 0439 | 1,00 | 0,53
T 0,510 | 0435| 0,385| 0,819 | 0474| 0,197 | 0433| 0,340| 0,081 | 0,884 | 0,419 0289 | 0325| 0675| 0,01| 1,00
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5.2.5 Metilacija gena RASSF1A u krvnoj plazmi

Medijan prosjecne metilacije cfDNA u krvnoj plazmi ispitanika s rakom prostate iznosio je 4,84
% te 6,34 % u ispitanika s BHP-om.

Statistickom analizom razine metilacije cFDNA gena RASSF1A u krvnoj plazmi utvrdeno je da
ne postoji znacajna razlika izmedu ispitanika s rakom prostate i ispitanika s BHP-om u
prosjecnoj metilaciji regije gena RASSF1A niti u postotku metilacije na pojedina¢nim CpG
mjestima (Slika 12).

RP
(N=40)

BHP
(N =40)

100 -

Metilacija (%)
3
1
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Slika 12. Postotak metilacije cfDNA gena RASSF1A u krvnoj plazmi po CpG mjestima te
prosje¢na metilacija u pacijenata s rakom prostate i BHP-om. Rezultati su prikazani medijanom,
interkvartilnim rasponom te minimalnom i maksimalnom vrijednos¢u. Mann-Whitney U test.

RP - rak prostate, BHP - benigna hiperplazija prostate.

5.2.6 Metilacija gena RASSF1A u sjemenoj plazmi

Medijan prosjeéne metilacije cfDNA u sjemenoj plazmi ispitanika s rakom prostate iznosio je
4,44 % te 3,62 % u ispitanika s BHP-om.

Statistickom analizom razine metilacije cfDNA gena RASSF1A u sjemenoj plazmi utvrdeno je
da ne postoji znacajna razlika izmedu ispitanika s rakom prostate i ispitanika s BHP-om u
prosjecnoj metilaciji regije gena RASSF1A niti u postotku metilacije na pojedninacnim CpG
mjestima (Slika 13).
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Slika 13. Postotak metilacije cfDNA gena RASSF1A u sjemenoj plazmi po CpG mjestima te
prosje¢na metilacija u pacijenata s rakom prostate i BHP-om. Rezultati su prikazani medijanom,
interkvartilnim rasponom te minimalnom i maksimalnom vrijedno$¢u. Mann-Whitney U test.

RP - rak prostate, BHP - benigna hiperplazija prostate.

5.2.7 Metilacija gena RASSF1A u tekuéinskim biopsijama i klinicke znacajke

Spearmanova korelacijska analiza povezanosti metilacije gena RASSF1A u uzorcima
tekucinskih biopsija i klini¢kih znacajki (dob, tPSA, skupina gradusa, T) nije pokazala nikakvu
povezanost (Tablica 17). Takoder, nema povezanosti izmedu metilacije gena RASSF1A u
cfDNA krvne plazme i T-a. Ipak, dokazana je pozitivna povezanost T-a s metilacijom sedam
CpG myjesta te prosjecnom metilacijom u sjemenoj plazmi od ¢ega najveca izmedu metilacije

CpG2iT-a(r=0,48, p = 0,018, Spearmanov koeficijent korelacije).
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Tablica 17. Rezultati Spearmanove korelacijske analize metilacije gena RASSF1A u uzorcima

teku¢inskih biopsija i klini¢kih znagajki. Zutom bojom oznaden je statistic¢ki zna¢ajan rezultat.

T - anatomska proSirenost primarnog tumora.

Dob tPSA Skupina
gradusa
Metilacija r p r p r p r p
CpG1 -0,13 0,251 -0,04 0,757 0,07 0678 0,11 0,526
CpG2 0,03 0,785 -0,08 0,494 -0,12 0,447 -0,04 0,808
© CpG3 -0,03 0,795 -0,04 0,718 -0,09 0,581 -0,09 0,591
£ CpG4 0,05 0,639 -0,01 0,959 0,16 0,336 -0,09 0,629
‘_g_ CpG5 0,03 0,818 0,05 0,651 0,00 0,989 -0,13 0,466
< CpG6 0,02 0,888 -0,02 0,858 0,03 0,875 0,13 0,458
c CpG7 0,10 0,396 0,04 0,699 0,11 0,494 -0,17 0,334
X CpG8 0,12 0,309 -0,02 0,855 0,14 0,395 0,16 0,350
CpG9 0,08 0,515 0,17 0,145 0,13 0,459 -0,06 0,757
prosjeéna 0,02 0,893 -0,03 0,782 0,00 0,984 0,02 0,926
CpG1 0,10 0,370 0,02 0,839 0,00 0,997 040 0,879
CpG2 -0,04 0,745 0,14 0,234 0,20 0,224 048 0,018
© CpG3 -0,01 0,963 0,08 0,493 0,17 0,317 0,35 0,004
% CpG4 0,05 0,673 0,06 0,627 0,09 0,588 0,35 0,042
= CpG5 0,11 0,353 0,13 0,265 0,05 0,762 0,41 0,041
g CpG6 014 0,226 0,04 0,728 0,10 0532 042 0,017
£ CpG7 0,11 0,338 0,00 0,991 0,10 0533 042 0,014
I7) CpG8 0,03 0,800 0,03 0,810 0,14 0411 028 0,014
CpG9 0,03 0,791 0,01 0,938 0,32 0,082 0,30 0,109
prosjeéna 0,04 0,738 0,01 0,933 0,07 0674 0,39 0,024

5.3 Ekspresija i metilacija gena CAV1

5.3.1 Ekspresija gena CAV1 na proteinskoj razini

Primjer ekspresije gena CAV1 u na proteinskoj razini u tkivu dobivenim iglenom biopsijom iz

pacijenata s rakom prostate i BHP-om prikazan je na slici 14, a rezultati analize ekspresije

gena RASSF1 prikazani su na slici 15.
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Slika 14. HE bojanje (A, C) i imunohistokemijsko bojanje na CAV1 (B, D) cilindara BHP-a
(A, B) i raka prostate (C, D). 100 x.

Osim u jednom uzorku okolnog netumorskog tkiva, CAV1 nije eksprimiran u epitelu prostate,
neovisno o podrudju tkiva (Slika 15).

Intenzitet reakcije, postotak i IRS statisticki su znacajno veci u stromi BHP tkiva nego u stromi
tkiva raka prostate (p = 0,046, p = 0,008, p = 0,002, Mann-Whitney U test).

U istog pacijenta intenzitet reakcije, postotak i IRS u stromi okolnog netumorskog tkiva i tkiva
raka prostate se znacajno razlikuju (p = 0,002, p = 0,010, p = 0,001, Wilcoxonov test na osnovi
ekvivalentnih parova). Nadalje, CAV1 je vise eksprimiran u stromi okolnog netumorskog tkiva
temeljem snaznijeg intenziteta reakcije.

Intenzitet reakcije, postotak i IRS u stromi okolnog netumorskog tkiva nisu se znacajno

razlikovali od tkiva BHP-a.
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Slika 15. Intenzitet reakcije, postotak imunoreaktivnih stanica i IRS u epitelu i stromi tkiva raka prostate, okolnog netumorskog tkiva i BHP-a za
imunohistokemijsko bojanje na CAV1. Rezultati su prikazani medijanom, interkvartilnim rasponom te minimalnom i maksimalnom vrijednoscu.
Statisticki znacajna p-vrijednost oznacena je zvjezdicom (* p-vrijednost < 0,05, ** p-vrijednost < 0,01, *** p-vrijednost < 0,001 ). Mann-Whitney
U test. Wilcoxonov test na osnovi ekvivalentnih parova. RP - rak prostate, ONT - okolno netumorsko tkivo, BHP - benigna hiperplazija prostate.
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5.3.2 Metilacija gena CAV1 u tkivu

Rezultati analize metilacije gDNA gena CAV1 u tkivu zahvacenom BHP-om, tumorskom i
okolnom netumorskom tkivu prikazani su na slici 16.

StatistiCki znacajne razlike u metilaciji pronadene su u na CpG mjestima 1, 2 i 3 te u prosjecnoj
metilaciji.

Medijan metilacije gena CAV1 na mjestu CpG1 iznosi 4 % u tkivu BHP-a i raka prostate dok
je medijan metilacije tog CpG-a u okolnom netumorskom tkivu bio 1 %. Metilacija CpG1
statisti¢ki je znacajno veca u tkivu BHP-a od okolnog netumorskog tkiva (p = 0,030, Mann-
Whitney U test). Ipak metilacija CpG1 gena CAV1 u tkivu raka prostate ne razlikuje se znac¢ajno
od metilacije u okolnom tkivu u istog pacijenta, a takoder metilacija CpG1 gena CAV1 tkiva
raka prostate ne razlikuje se zna¢ajno ni od njegove metilacije u BHP tkivu.

Medijan metilacije gena CAV1 na mjestu CpG2 najvedi je u tkivu raka prostate (21 %), a u BHP
tkivu iznosi 3 % te u okolnom netumoskom 1 %. S tim u vezi, statisticki je znacajno veca
metilacija CpG2 gena CAV1 u tkivu raka prostate od metilacije u okolnome tkivu (p = 0,015,
Wilcoxonov test na osnovi ekvivalentnih parova) i tkivu BHP-a (p = 0,011, Mann-Whitney U
test) dok se metilacija CpG2 gena CAV1 u tkivu BHP-a i okolnom netumorskom tkivu ne
razlikuje znacajno.

Medijan metilacije gena CAV1 na mjestu CpG3 najvedi je u tkivu raka prostate (14 %) dok je
u ostalim tkivima bio 1 %. Statisticki je znacajno veéa metilacija CpG3 gena CAV1 u tkivu raka
prostate od metilacije u okolnome tkivu (p = 0,002, Wilcoxonov test na osnovi ekvivalentnih
parova) i tkivu BHP-a (p = 0,010 Mann-Whitney U test) dok se metilacija CpG3 gena CAV1
tkiva BHP-a ne razlikuje od okolnog netumorskog tkiva.

Medijan prosje¢ne metilacije gena CAV1 bio je najveci u tkivu raka prostate (11,33 %), a
medijan prosje¢ne metilacije gena CAV1 okolnog netumorskog tkiva (4,22 %) i tkiva BHP-a
(4,34 %) bio je slican. S tim u vezi, prosjecna metilacija gena CAV1 tkiva raka prostate se
statistiCki znaajno razlikovala od metilacije u okolnom netumorskom tkivu (p = 0,040,
Wilcoxonov test na osnovi ekvivalentnih parova) i tkivu BHP-a (p = 0,027, Mann-Whitney U
test).

Metilacija gena CAV1 na ostalim CpG mjestima (CpG4, CpG5, CpG6, CpG7, CpG8, CpG9)
nije bila statisticki znacajno razli¢ita izmedu tkiva raka prostate, tkiva BHP-a i okolnog

netumorskog tkiva.

58



:I*]*
]i]g
]*:I*

* RP
== R
o T (N= 29)
ONT
M (N=23)
S BHP
s, = (N=40)
T 50
s
©
—

o-15 u = !

CpG1 CpG2 CpG3 CpG4 CpGS CpG6 CpG7 CpG8 CpGYprosjecna
Slika 16. Postotak metilacije gDNA gena CAV1 u tkivu po CpG mjestima te prosjecna

metilacija u pacijenata s rakom prostate i BHP-om. Rezultati su prikazani medijanom,
interkvartilnim rasponom te minimalnom i maksimalnom vrijedno$¢u. Statisticki znacajna p-
vrijednost oznacena je zvjezdicom (* p-vrijednost < 0,05, ** p-vrijednost < 0,01). Mann-
Whitney U test, Wilcoxonov test na osnovi ekvivalentnih parova. RP - rak prostate, ONT -
okolno netumorsko tkivo, BHP - benigna hiperplazija prostate.

5.3.3 Povezanost metilacije s ekspresijom gena CAV1

Spearmanova korelacijska analiza povezanosti ekspresije gena CAV1 u stromi i njegove
metilacije u tkivu pokazala je da ekspresija odabrane regije nije povezana ni s prosje¢nom
metilacijom odabrane regije ni s pojedinim CpG mjestom (Tablica 18). S obzirom da CAV1
nije eksprimiran u epitelu, nije imalo smisla ispitivati povezanost njegove metilacije i ekspresije

u epitelu.

Tablica 18. Spearmanova korelacijska analiza ekspresije i metilacije gena CAV1. Prikazani su

Spearmanovi korelacijski koeficijenti i njihove p-vrijednosti.

B CpGl | CpG2 | CpG3 | CpG4 | CpG5 | CpG6 | CpG7 | CpG8 | CpG9 | prosjeéna
» E|[r 005 [008 [000 [00L |-001 [-008 |-0,02 [005 |01l |007

1
X 3 [p 0624 |0437 |0978 | 0894 |0950 |0451 |0,864 | 0,630 |0,299 |0,525

5.3.4 Metilacija i ekspresija gena CAV1 u tkivu i klini¢ke znacajke

Rezultati Spearmanove korelacijske analize povezanosti metilacije i ekspresije gena CAV1 u

tkivu s klini¢kim znacajkama ispitanika prikazani su u tablici 19. Metilacija CpG8 u gDNA
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gena CAV1 pozitivno korelira s tPSA (r = 0,31, p = 0,010, Spearmanov koeficijent korelacije)
dok metilacija CpG5 gena CAV1 negativno i slabo korelira s dobi (r = -0,24, p = 0,046,
Spearmanov koeficijent korelacije). Nije nadena povezanost metilacije ostalih CpG mjesta s
klinickim znacajkama. Metilacije pojedinacnih CpG mjesta gDNA gena CAV1 medusobno
pozitivno koreliraju. Skupina gradusa pozitivno koreliras T-om (r=0,53, p = 0,01, Spearmanov

koeficijent korelacije).
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Tablica 19. Rezultati Spearmanove korelacijske analize metilacije i ekspresije gena CAV1 u tkivu s klini¢kim znacajkama. Polja sa Spearmanovim

korelacijskim koeficijentom su bijela, a polja s p-vrijednostima siva. Crveno su oznacene p-vrijednosti < 0,05, a crveno njhove pripadajuce r-

vrijednosti parametara koji pokazuju korelaciju. GS - Skupina gradusa, T - anatomska proSirenost primarnog tumora

IRS prosjecna T
p/r stroma | CpGl | CpG2 | CpG3 | CpG4 | CpG5 | CpG6 | CpG7 | CpG8 | CpGY | metilacija | tPSA dob GS

IRS -0,18
stroma 1,00 0,05 0,08 0,00 001| -001] -0,08| -0,02 0,05 0,11 0,07 -0,01 -0,17 | -0,04

CpG1 0,624 1,00 0,56 0,62 0,66 0,65 0,59 0,66 0,56 0,41 0,66 0,05 -0,01 0,06 | 001
CpG2 0,437 | <0,001 1,00 0,83 0,69 0,77 0,57 0,45 0,60 0,36 0,75 0,07 -0,12 0,05| -0,19
CpG3 0,978 | <0,001 | <0,001 1,00 0,78 0,73 0,56 0,51 0,60 0,55 0,79 0,10 -0,10 02| 005
CpG4 0,894 | <0,001 | <0,001 | <0,001 1,00 0,73 0,58 0,55 0,56 0,53 0,73 0,14 -0,01 0,00 | -0,04
CpG5 0,950 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 1,00 0,72 0,58 0,65 0,47 0,73 0,07 -0,24 | -0,08| -0,06
CpG6 0,451 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 1,00 0,65 0,64 0,53 0,71 0,10 -0,02| -001| 013
CpG7 0,864 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 1,00 0,65 0,54 0,58 0,18 -0,03 05| 013
CpG8 0,630 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 1,00 0,48 0,61 0,31 -0,15 0,12 | 010
CpG9 0,299 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 1,00 0,67 0,07 0,04 0,13| 00
prosjecna 0,06
metilacija | 0,525 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 1,00 0,12 -0,03 0,06

tPSA 0,907 | 0693| 0572 | 0,433| 0,249| 0559 | 0,410| 0,133 | 0,010 | 0,589 0,320 1,00 0,13 036 | 017
dob 0,125 | 0,967 | 0,310 | 0,405| 0,946 | 0046 | 0896 | 0,777 | 0,217 | 0,767 0,788 | 0,251 1,00 0,13 | -0,07
GS 0,831| 0,776 | 0813 | 0549 | 0991| 0680| 0967 | 0435| 0,553 | 0,517 0,770 | 0,026 0,439 1,00 | 0,53
T 0,943 | 0952| 0334| 0814| 0,837| 0,740| 0508 | 0,519 | 0,626 | 0,596 0,748 | 0,325 0,675| 0,001 | 1,00
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5.3.5 Metilacija gena CAV1 u krvnoj plazmi

Rezultati analize metilacije cfDNA gena CAV1 u krvnoj plazmi ispitanika s rakom prostate i
ispitanika s BHP-om u prikazani su na slici 17.

Medijan prosje¢ne metilacije cfDNA gena CAV1 u krvnoj plazmi iznosio je 3 % u obje skupine
Ispitanika.

Statisticka analiza pokazala je da se dvije skupine ispitanika ne razlikuju znacajno ni u

prosje¢noj metilaciji regije gena CAV1 niti u jednom CpG mjestu.
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(N=40)
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Metilacija (%)

T
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Slika 17. Postotak metilacije cfDNA gena CAV1 u krvnoj plazmi po CpG mjestima te prosjecna

metilacija u pacijenata s rakom prostate i BHP-om. Rezultati su prikazani medijanom,
interkvartilnim rasponom te minimalnom i maksimalnom vrijednos¢u. Mann-Whitney U test.

RP - rak prostate, BHP - benigna hiperplazija prostate.

5.3.6 Metilacija gena CAV1 u sjemenoj plazmi

Rezultati analize metilacije cfDNA gena CAV1 u sjemenoj plazmi ispitanika s rakom prostate i
ispitanika s BHP-om u prikazani su na slici 18.

Analiza prosje¢ne metilacije cfDNA gena CAV1 u sjemenoj plazmi pokazala je da nema razlike
izmedu ispitivanih skupina. Medijan prosje¢ne metilacije gena CAV1 u cfDNA u sjemene
plazme ispitanika iznosio je 3 % u obje skupine ispitanika.

Statisticka analiza pokazala je da se dvije skupine ispitanika znacajno razlikuju u metilaciji
prvog CpG mjesta (p = 0,043, Mann-Whitney U test). Medijan metilacije na tom mjestu kod
ispitanika s rakom prostate iznosio je 5 %, a kod ispitanika s BHP-om 7 %. Metilacija ostalih 8

CpG mjesta bila je sli¢na u obje ispitivane skupine.
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Slika 18. Postotak metilacije cfDNA gena CAV1 u sjemenoj plazmi po CpG mjestima te
prosje¢na metilacija u pacijenata s rakom prostate i BHP-om. Rezultati su prikazani medijanom,
interkvartilnim rasponom te minimalnom i maksimalnom vrijednos$cu. Statisticki znacajna p-
vrijednost oznacena je zvjezdicom (* p-vrijednost < 0,05). Mann-Whitney U test. RP - rak
prostate, BHP - benigna hiperplazija prostate.

5.3.7 Metilacija gena CAV1 u teku¢inskim biopsijama i klini¢ke znacajke

Spearmanova korelacijska analiza povezanosti metilacije gena CAV1 u uzorcima tekuéinskih
biopsija i klini¢kih znacajki (dob, tPSA, skupina gradusa, T) pokazala je slabu negativnu
povezanost izmedu metilacije CpG7 u sjemenoj plazmi i skupine gradusa (r =- 0,37, p = 0,025,
Spearmanov koeficijent korelacije). Nije pronadena nikakva povezanost izmedu drugih

parametara (Tablica 20).
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Tablica 20. Rezultati Spearmanove korelacijske analize metilacije gena CAV1 u uzorcima

teku¢inskih biopsija i klini¢kih zna¢ajki. Zutom bojom oznaden je statisti¢ki zna¢ajan rezultat.

T - anatomska proSirenost primarnog tumora

Dob tPSA Skupina
gradusa

r Y r p r p r p

Metilacija
CpG1 -0,02 0827 -001 0926 002 0913  -0,08 0,640
CpG2 0,02 0,867 011 0,314 0,09 0,59 0,04 0,823
< CpG3 0,10 0,392 0,13 0,241 023 0160 -0,02 0,912
£ CpG4 0,13 0,236 0,04 0,698 0,11 0,480 0,18 0,304
‘—g_ CpG5 009 0438 -005 0681 -021 0204 -0,17 0,339
< CpGé 000 0992  -0,05 0,663 0,03 0,877 0,20 0,249
S CpG7 011 0,324 014 023  -017 0301 -011 0514
X CpGs 0,09 0,418 009 0424 -002 0913 -0,12 0,505
CpG9 -0,07 0,515 0,09 0435 0,06 0,722 021 0,231
prosje¢na 0,08 0,460 0,14 0,224 0,14 0,386 0,16 0,369
CpG1 -0,08 0503 -0,09 0446  -0,31 0,061 0,16 0,376
CpG2 -0,10 0,385 -0,07 0525 -0,08 0,647 011 0,547
©  CpG3 0,09 0,418 002 0862 -016 0351  -0,06 0,724
% CpG4 -0,02 0,869 0,00 0,979 0,08 0,653 0,27 0,136
o CpG5 0,04 0,714 008 0510 -021 0,208 0,03 0,850
g CpG6 0,04 0,744 011 0339 -021 0,206 0,16 0,364
E CpG7 -0,13 0,268  -0,09 0458 -0,37 0,025 -0,04 0,839
'J)—)' CpG8 -001 0919 -0,04 0,704  -0,08 0,651 0,05 0,797
CpG9 -005 0673 -011 0352 -0,14 0414 0,09 0,626
prosje¢na -0,11 0,325 000 0982  -028 0,099 0,11 0,528

Metilacija CpG1 mjesta gena CAV1 u sjemenoj plazmi znacajno se razlikovala izmedu
pacijenata skupine gradusa 1 i 2 (p = 0,012, Kruskal-Wallisov test) dok izmedu ostalih
skupina nije bilo znacajnih razlika (Slika 19).
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Slika 19. Distribucija metilacije CpG1 mjesta u cfDNA gena CAV1 u sjemenoj plazmi po

podskupinama ispitanika. Rezultati su prikazani medijanom, interkvartilnim rasponom te
minimalnom 1 maksimalnom vrijednos$¢u. Statisticki znacajna p-vrijednost oznacena je

zvjezdicom (* p-vrijednost < 0,05). Kruskal-Wallisov test. BHP - benigna hiperplazija prostate,

GS - skupina gradusa.

5.3.8 Karakteristike metilacije cfDNA gena CAV1 kao biomarkera

S obzirom da se metilacija cfDNA gena CAV1 na CpG1 mjestu u sjemenoj plazmi statisticki
znacajno razlikuje u dvije ispitivane skupine, napravljena je analiza ROC krivulje. Za ispitivani
biomarker povrsina ispod krivulje (engl. area under curve, AUC) iznosi 0,63 (p = 0,044).
Izracunavanjem Youdenovog indeksa dobivena je ,,cut-off* vrijednost metilacije od 4,5 % za
koju je osjetljivost 43,24 %, a specifi¢nost 80 % (Slika 20).
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Slika 20. ROC krivulja za metilaciju cfDNA gena CAV1 na CpG1 u sjemenoj plazmi.
RP - rak prostate, BHP - benigna hiperplazija prostate, GS - skupina gradusa.
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Kako bi se ispitao potencijal metilacije cFDNA gena CAV1 na CpG1 mjestu u sjemenoj plazmi
za razlikovanje pacijenata s BHP-om i rakom prostate skupine gradusa 1 od pacijenata s rakom
prostate skupine gradusa veceg od 1, napravljena je analiza ROC krivulje. Povrsina ispod
krivulje iznosila je 0,72 (p = 0,001), a za ,,cut-off “ vrijednost 6,5 % osjetljivost je iznosila 68,75
%, a specifi¢nost 66,67 % (Slika 20).

Napravljena je i analiza ROC krivulje tPSA, trenutnog markera za rak prostate. Uzimajuci u
izracun vrijednosti tPSA prije biopsije za razlikovanje raka prostate od BHP-a, povrsina ispod
krivulje iznosila je 0,52 (p = 0,777). Za ,,cut-off* vrijednost 7,76 ng/mL osjetljivost je iznosila
67,5 %, a specifi¢nost 47,5 %. Za razlikovanje ispitanika s BHP-om i rakom prostate skupine
gradusa 1 od pacijenata s rakom prostate skupine gradusa ve¢eg od 1 na temelju vrijednosti
tPSA izraCunata povrsina ispod krivulje je 0,52 (p = 0,762). Za ,,cut-off* vrijednost 4,53 ng/mL
osjetljivost je iznosila 19,15 %, a specifi¢nost 47,5 % (Slika 21).
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Slika 21. ROC krivulja za tPSA prije biopsije pacijenata ukljuc¢enih u istrazivanje.
RP - rak prostate, BHP - benigna hiperplazija prostate, GS - skupina gradusa.

S obzirom na to da je jedino metilacija gena CAV1 na poziciji CpG1l u ejakulatu pokazala
statisticki znacajnu razliku izmedu BHP skupine i1 skupine s rakom prostate, kombiniranje s
drugim pozicijama metilacije u uzorcima tekucinskih biopsija nije imalo smisla ve¢ je ispitana
sposobnost diskriminacije dvije skupine na temelju kombinacije metilacije znacajnog CpG
mjesta s tPSA i dobi. Kombiniranje metilacije CpG1 mjesta gena CAV1 u ejakulatu s tPSA ili
dobi ili jednim i drugim nije znacajno doprinijelo razlu¢ivanju ispitanika s BHP-om od
ispitanika s rakom prostate (AUC 0,64, p = 0,082; 0,63, p = 0,101; 0,64, p = 0,171) niti
razlucivanju ispitanika s BHP-om i rakom prostate skupine gradusa 1 od ispitanika s rakom
prostate skupine gradusa > 2 (AUC 0,74, p = 0,001; 0,72, p = 0,003; 0,74, p = 0,003).
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6. RASPRAVA

Rak prostate drugi je naj¢esce dijagnosticirani rak kod muskaraca u svijetu te prvi u Republici
Hrvatskoj. Ovaj rak je bioloski i klini¢ki vrlo varijabilan te moze biti indolentan s niskim
rizikom progresije i metastaziranja ili klini¢ki zna¢ajan i pokazivati agresivan tijek bolesti (67).
Posebice u ranijim razvojnim fazama, rak prostate ne pokazuje nikakve specificne simptome
dok su kod manjeg broja pacijenata prisutni simptomi sli¢ni onima kod BHP-a te se dijagnostika
temelji na biopsiji prostate indiciranom vrijednos¢u serumskog PSA i/ili nalazom
digitorektalnog pregleda (3). Kod samo tre¢ine pacijenata u kojih je indicirana biopsija
patohistoloski se dijagnosticira rak prostate (u > 95 % adenokarcinom koji se obi¢no nalazi u
perifernoj zoni) (44) sto postavlja pitanje opravdanosti brojnih biopsija, a takoder i broja
otkrivenih slu¢ajeva s indolentnim rakom (45).

Biopsija prostate je invazivna i nelagodna metoda, a ne samo da sa sobom nosi rizik od
potencijalnih komplikacija nego je i pristup tumorskom tkivu ogranicen, a dobiveni bioptat
¢esto ne odrazava ni intratumorsku heterogenost kao ni pojavu novih klonova stanica nastalih
tumorskom evolucijom (49). Nadalje, postoji moguénost da tumorsko tkivo u prostati postoji,
ali nije uzorkovano biopsijom te je stoga nalaz laZzno negativan, a biopsiju je potrebno ponoviti
(46). Zbog svega navedenoga, neupitna je potreba za novijim biomarkerima koji bi na manje
invazivan nacin i s ve¢om specifi¢énoscu razlucili rak prostate od BHP-a ili identificirali klinicki
znacajan rak prostate. RjeSenje znanstvenici traze u uzorcima tekuéinskih biopsija, prvenstveno
Krvi i urinu, koji su izvor mnogih potencijalnih ciljnih molekula.

Promjene u metilacijskim obrascima pojedinih gena svojstvene su raku te su ujedno i stabilne
promjene $to ih ¢ini pogodnim molekulama za biomarker. S obzirom da su stanice u okolini
raka prostate takoder epigeneticki promijenjene, analiza metilacije DNA gena RASSF1, APC i
GSTP1 ved je dio komercijalno dostupnog testa za rak prostate ConfirmMDx (MDxHealth, Inc,
Irvine, CA, USA). Svrha ovog testa je procijeniti potrebu za ponovnhom biopsijom pacijenata s
prethodno negativnom biopsijom, ali kod kojih jo§ uvijek postoji sumnja na rak prostate
(37,68). Naspram ovom tkivnom testu, postoje i komercijalno dostupni testovi iz krvi i urina, a
oni su fokusirani na proteine i RNA molekule (43,46,47). Ovo istrazivanje pokuSava promjene
u metilaciji DNA u tkivu pronaci u uzorcima tekucinskih biopsija - krvi kao dobro poznatoj
dijagnostickoj tekuéini te ejakulatu kao rijetko istrazivanom izvoru molekularnih markera. Od
50 Cesto hipermetiliranih gena u raku prostate za istrazivanje u sklopu ove doktorske disertacije

odabrani su geni RASSF1 i CAV1 (38).
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6.1 Ekspresija i metilacija gena RASSF1

Imunohistokemijska analiza pokazala je da je gen RASSF1 na proteinskoj razini zna¢ajno vise
eksprimiran u epitelu i stromi BHP-a sto je ocekivano s obzirom da je RASSF1 tumor supresor
(46). Nije pronaden podatak o ekspresiji gena RASSF1 na proteinskoj razini u tkivu raka
prostate, ali postoje studije 0 njegovoj ekspresiji u drugim karcinomima te su rezultati sli¢ni
dobivenima pri izradi ove disertacije. RASSF1 je manje eksprimiran u tkivu duktalnog
adenokarcinoma gusterace, karcinoma endometrija, karcinoma mokraénog mjehura te
karcinoma bubrega od zdravog ili okolnog netumorskog tkiva (69-72).

Za rak prostate dostupni su podaci o ekspresiji na razini mMRNA. Podaci o ekspresiji RASSF1
na mMRNA razini dobiveni u studiji GTEx (engl. The Genotype-Tissue Expression) javno su
raspolozivi na Xena platformi te pokazuju da je gen RASSF1 vise eksprimiran u zdravom tkivu
prostate nego u tumorskome ili okolnome netumorskom s time da je ekspresija u okolnome
netumorskome tkivu niza od one u tumorskome (73-75). U ovom istrazivanju ekspresija na
proteinskoj razini je ve¢a u okolnom naspram tumorskom tkivu Sto se razlikuje od rezultata na
mMRNA razini, ali isto tako se zna da se promjene na razini mMRNA ne odrazavaju nuzno na
razinu proteina (76).

Metilacija gena RASSF1 sastavni je dio epigeneti¢kog testa ConfirmMDx (MDxHealth, Irvine,
CA) koji detektira prisutnost raka prostate u netumorskom tkivu u okolini tumorskoga qMSP
metodom (kvantitativna lancana reakcija polimerazom specificna za metilaciju, engl.
quantitative methylation-specific polymerase chain reaction). Negativna prediktivna vrijednost
tog testa iznosi 90 % stoga je nedvojbeno da se metilacija u tkivu raka prostate razlikuje od
tkiva BHP-a (77). Analizirana regija pokazuje da je tumorsko tkivo hipermetilirano u odnosu
na tkivo BHP-a i okolno netumorsko tkivo na svih devet CpG mjesta te u prosje¢noj metilaciji,
Sto je 1 ocekivano. Okolno netumorsko tkivo pokazalo je znacajno nizu metilaciju od tkiva
BHP-a na cetiri CpG mjesta (CpG4, CpGS5, CpG6, CpG7). S obzirom da je tocna lokacija
RASSF1 regije koja se analizira ConfirmMDx testom nepoznata ve¢ se samo zna da je dio
promotora, vjerojatno se regija analizirana u ovome istrazivanju ne poklapa s njom.

Ekspresija gena RASSF1 u ovom radu ne korelira s metilacijom $to je ve¢ i pokazano u studiji
Koch i sur. (78).

U ovom istrazivanju nije nadena nikakva povezanost metilacije RASSF1A u tkivu sa skupinom
gradusa ili vrijednos¢u tPSA $§to se ne poklapa s rezultatima drugih studija koje su pokazale
pozitivhu povezanost (79). Uzrok neslaganju dobivenih rezultata s rezultatima prija$njim

istrazivanja moze biti mali broj uzoraka neravnomjerno rasporedenih po skupinama gradusa,
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ali 1 koriStena metodologija analize metilacije. Takoder, meta-analiza rezultirala je razliCitim
zaklju¢cima 0 povezanosti metilacije gena RASSF1A u tkivu i klini¢kih podataka ovisno 0
metodologiji kori$tenoj u istrazivanju pa su tako studije bazirane na MSP metodologiji (lan¢ana
reakcija polimerazom specifi¢na za metilaciju, engl. methylation-specific polymerase chain
reaction) pokazale pozitivnu korelaciju metilacije s Gleasonovim zbrojem, PSA i stadijem
tumora dok su studije bazirane na gMSP metodologiji pokazale negativnu korelaciju metilacije
s PSA te nikakvu korelaciju s Gleasonovim zbrojem i stadijem tumora (79). Nadalje, studije su
pokazale da su rezultati analize metilacije ovakvim metodama vi$i od rezultata analize
metilacije pirosekvenciranjem stoga nije moguce u potpunosti usporedivati rezultate dobivene
razli¢itim metodama (80). Nadalje, pirosekvenciranje je manje koriStena metoda jer je
vremenski i cjenovno zahtjevnija te se velika vecina studija bazira na MSP i gqMSP metodama
(81,82). Pronadena je samo jedna publikacija autora Vasiljevic i sur. koja je pirosekvenciranjem
analizirala metilaciju RASSFF1 gena u tkivu i pokazala je da je ovaj gen hipermetiliran u raku
prostate naspram BHP-a. Ta studija je radena na gDNA iz svjeze smrznutih uzoraka, a vrsta
uzorka takoder ima utjecaja na rezultat analize metilacije posto je gDNA iz parafina
fragmentirana te dolazi do modifikacije baza od ¢ega je jedna moguénost deaminacija citozina
¢ime na tom mjestu nastaje uracil (83,84). Na temelju svega navedenoga moze se zakljuditi da
na rezultate metilacije utjece vise faktora, ali unato¢ tome zasigurno je gen RASSF1 u tkivu
raka prostate vise metiliran nego u tkivu BHP-a.

U uzorcima tekucinskih biopsija dostupni su podaci o metilaciji gena RASSF1 u krvi i urinu.
Roupret i sur. su istrazivali metilaciju gena RASSF1A u uzorcima pune krvi te su pokazali da
pacijenti s rakom prostate u trenutku dijagnosticiranja imaju vec¢u razinu metilaciju od
kontrolne skupine, a i da metilacija dodatno raste ukoliko dode do relapsa (85). Bastian i sur.
odredivali su metilaciju gena RASSF1 DNA iz seruma pacijenata te su pokazali da DNA nije
hipermetilirana u pacijenata bez raka prostate ili s lokaliziranim rakom prostate, a da je
hipermetilirana u nekih pacijenata s metastatskim rakom prostate otpornim na kastraciju (3/18)
(86). Navedeno dovodi do moguceg zakljucka da u ranijim stadijima dolazi do promjene u
metilaciji gena RASSF1 i u gDNA krvnih stanica i da te promjene koli¢inski nadvladavaju
promjene metilacije cfDNA. U skladu s time, moguce je da bi za ranu detekciju raka prostate
pogodnije bilo gledati metilaciju RASSF1A DNA iz pune krvi nego metilaciju samo u cfDNA.
U prilog tome govore i rezultati naSe studije jer, unato¢ velikim razlikama primijec¢enim u tkivu,

u cfDNA iz krvne plazme nisu nadene nikakve razlike u metilaciji cfDNA gena RASSF1A, a
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gotovo svi pacijenti s rakom prostate osim jednog su imali lokalizirani ili lokalno uznapredovali
oblik.

Haluskova i sur. istrazivali su metilaciju ovog gena u DNA iz urina (ukupna DNA) te su
pokazali su da je gen RASSF1A bio hipermetiliran u 3 od 5 pacijenata s rakom prostate, ali i u
3 od 4 pacijenta bez raka prostate (87). U toj studiji rak prostate svih pacijenata bio je Gleason
zbroja 6. Dobiveni rezultati metilacije dosta su sli¢ni iako se radi o dvije razli¢ite dijagnoze, a
opet dosta razliciti s obzirom da bi ih se sve moglo promatrati i kao nekarcinomske pacijente.
Naime, zbog nemogucnosti invazije u susjedne strukture i metastaziranja, predlaze se
preimenovanje raka prostate Gleason zbroja 6 na nacin da se izostavi rije¢ ,,rak* i naglasi da se
radi o premalignoj leziji (88). Sama metilacija gena RASSF1 ukupne DNA iz urina uzorkovanog
bez prethodne masaze prostate nije dobar materijal, ali kombiniranje vise markera u panel i/ili
masaza prostate prije uzorkovanja djeluju obecavajuce. Metilacija gena RASSF1 u urinu
pokazala je bolju uspjesnost kao biomarkera u kombinaciji s metilacijom nekih drugih gena
gdje se osjetljivost kre¢e od 86 % do 100 %, a specifi¢nost od 89 % do 100 % (89).

Ejakulat je opcenito slabo istrazen izvor biomarkera. Malobrojne studije fokusirane su
uglavnom na koli¢inu i fragmentaciju DNA ili na proteom (90,91). Medutim, postoje i dvije
studije o metilaciji gena GSTP1 u ejakulatu u svrhi rane detekcije raka prostate osjetljivosti od
46 % do 50 %, a specifi¢nosti do 100 % (89). Nije pronadena studija o metilaciji gena RASSF1
u ejakulatu s kojom bi mogli usporediti dobivene rezultate. Naspram velikih razlika u metilaciji
tkiva, u cfDNA iz sjemene tekuéine nije nadena nikakva razlika medu skupinama $to se tice
RASSF1A. Uzrok tome moze biti premalo cfDNA iz prostate te bi zbog toga uzorkovanje bilo
dobro napraviti nakon masaze prostate, ali i istraZiti metilaciju u ¢itavim stanicama u ejakulatu
nakon odvajanja spermija.

Obzirom na sve prethodno navedeno, metilacija gena RASSF1A u tkivu obecava, ali kako bismo
ju iskoristili za dijagnostiku u tekuc¢inskim biopsijama, treba uzeti u obzir vrstu i obradu uzorka,

broj i distribuciju pacijenata po stadijima i regiju gena.
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6.2 Ekspresija i metilacija gena CAV1

Gen CAV1 je statisti¢ki znacajno manje eksprimiran u stromi raka prostate od BHP-a, dok je
ekspresija u stromi okolnog tkiva sli¢na ekspresiji u tkivu BHP-a. Rezultati su u skladu s
rezultatima Visio i sur. koji je i pokazao da ekspresija u stromi negativno korelira s ekspresijom
u epitelu te Gleasonovim zbrojem (92,93). Na nasem uzorku ispitanika nije nadena povezanost
ekspresije i Gleasonovog zbroja, a moguéi razlog je razlika u raspodjeli ispitanika po
prognostickim skupinama. Naime, u nasoj skupini ispitanika prevladavali su oni s lokaliziranim
rakom prostate skupine gradusa 2 (26/40) dok su u studiji Visio i sur. prevladavali bolesnici s
metastatskim rakom prostate. Iz istog razloga moguée je odsudstvo imunohistokemijskog
signala u epitelu svih tipova tkiva. Samo je u jednom od uzoraka ispitanika s rakom prostate
skupine gradusa 3 u okolnome netumorskome tkivu zabiljezena ekspresija (umjereno jak signal,
kategorija postotka 3, IRS 6). Drugi moguéi razlog je razrjedenje protutijela. Hamarsten i sur.
su primijetili da se epitel pocinje jace bojati nakon smanjenja razrjedenja protutijela (94). S
obzirom da se CAV1 nalazi u regiji 7931.1 koja je Cesto deletirana u raku prostate, moguce je
da je delecija gena razlog odsustvu signala u epitelnim stanicama (95). Nadalje, ekspresija gena
CAV1 u ovome radu ne korelira s tPSA §to je u skladu s prijasnjim rezultatima (96).

Gen CAV1 je jedan od prvih deset gena hipermetiliranih u tkivu raka prostate naspram okolnog
tkiva (97). Pomoc¢u online alata UCSC Xena vizualizirani su podaci studije TCGA-PRAD
(engl. The Cancer Genome Atlas Prostate Adenocarcinoma) te je regija koja obuhvaca CpG
mjesta s najvise razlike u metilaciji izmedu tkiva raka prostate i pripadaju¢eg netumorskog tkiva
odabrana za ovo istrazivanje (98). Analizirana regija u nasoj studiji obuhvacala je istih sedam
CpG mijesta kao u studiji TCGA-PRAD te dva CpG myjesta koja nisu uklju¢ena u tu studiju
(CpG3i CpGY) (73). Kao i u TCGA-PRAD studiji, razina metilacije u tumorskome tkivu bila
je veca od okolnog netumorskog tkiva na svim CpG mjestima. U naSoj studiji analizirana je
metilacija i u tkivu BHP-a te je ona statisti¢ki znacajno manja od metilacije u tkivu raka prostate
na mjestima CpG2, CpG3 te prosjecnoj metilaciji gena CAV1 dok je na mjestu CpG1l ona
znacajno veca od metilacije okolnog netumorskog tkiva. Ipak, nije nadena povezanost izmedu
metilacije odabrane regije gena CAV1 i njegove ekspresije na proteinskoj razini. Tri su moguca
uzroka tome. Prvo, treba imati na umu da su za analizu metilacije tkiva uzorkovane i epitelne i
stromalne stanice zajedno te da gen CAV1 nije eksprimiran u epitelu. Ukoliko je gen CAV1
reguliran metilacijom, to bi svakako moglo biti uofeno odvajanjem tipova stanica i
povezivanjem s ekspresijom u to¢nom tipu stanica. Drugo, moguce je da je ekspresija pod

regulacijom metilacije neke druge regije u promotoru. Kao trece, treba uzeti u obzir moguénost
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da metilacija nije mehanizam regulacije ekspresije gena CAV1, ve¢ neki drugi mehanizam
regulira ekspresiju ovog gena. Sanders i sur. su na fibroblastima iz plu¢a pokazali da je
ekspresija CAV1 epigeneticki regulirana, primarno metilacijom histona, a ne DNA (99).

Bez obzira na mehanizam regulacije ekspresije gena CAV1, na temelju nadenih razlika
metilacije u tipovima tkiva, opravdano je bilo ocekivati razliku i u metilaciji cfDNA.

Nadalje, i razine proteina CAV1 u serumu su vecée u pacijenata s rakom prostate od pacijenata
s BHP-om, a u krvnoj plazmi veca je razina u pacijenata s kastracijski osjetljivim rakom prostate
nego u pacijenata s kastracijski neosjetljivim rakom prostate (100,101). Prema nasim
saznanjima, metilacija cFDNA gena CAV1 u uzorcima tekucinskih biopsija pacijenata s rakom
prostate nije do sada ispitana. Postoji studija o0 njegovoj metilaciji u urinu, ali je u toj studiji
analizirana gDNA izolirana iz stanica peleta. U toj studiji pokazano je da metilacija gena CAV1
moze posluziti za razlikovanje pacijenata s rakom prostate od pacijenata s BHP-om (AUC 0,72)
no treba napomenuti da se radilo o razli¢itoj regiji (+1855 od mjesta pocetka transkripcije)
(102).

U ovom radu, prosjecna metilacija cfDNA gena CAV1 u krvnoj plazmi bila je niska u obje
skupine (medijan 3 %) te se izmedu skupina ispitanika nije razlikovala ni prosjecna metilacija
ni metilacija pojedinih CpG mjesta. Nije nadena nikakva povezanost izmedu metilacije i
klinickih parametara. Moguéi uzrok tome je dominacija cFDNA podrijetlom iz drugih organa
koja onemogucava cfDNA iz prostate da dode do izrazaja. U krvi zdravih dobrovoljaca
prevladava cfDNA iz hematopoetskih stanica (medijan 7.9 ng/ml). Kod pacijenata s
lokaliziranim oblikom raka prostate koncentracija cfDNA je nesto niza (medijan 6.7 ng/ml) dok
je kod pacijenata s metastatskim oblikom raka prostate koncentracija znacajno visa (medijan
13.8 ng/ml) (50). S obzirom na navedeno, moze se zakljuciti da cfDNA podrijetlom iz
lokaliziranog oblika raka prostate nije prisutna u krvi u koli¢inama dovoljnim za detekciju i
dijagnostiku dok kod metastatskog oblika raka prostate jest. Ispitanici uklju¢eni u ovu studiju
nemaju metastaze te je mogucée da zbog toga nemaju ni dovoljno cfDNA u krvi podrijetlom od
tumora. Osim toga, na koli¢inu cfDNA u krvi utjece i1 brzina njene degradacije. Aktivnost
DNaza je niska u pacijenata s rakom prostate, a nemetilirana DNA se brze eliminira iz krvi od
metilirane DNA (103,104). Proteini vezani za cfDNA oteZavaju pristup DNaza-ma te se takva
DNA slabije razgraduje (103).

Zbog male koli¢ine cfDNA u krvi i faktora koji utjecu na njenu degradaciju, vjerojatno

promjene u metilaciji cfDNA nisu dobar pristup za detekciju lokaliziranog raka prostate u krvi.
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Prosje¢na metilacija cFDNA gena CAV1 u sjemenoj plazmi bila je niska u obje skupine (medijan
3 %). Razlika u metilaciji pojedinih CpG mjesta gena CAV1 uocena je samo na prvom CpG-u
gdje je metilacija bila statisticki znacajno veéa u skupini ispitanika s BHP-om. Medijan
metilacije CpG1 bio je 7 % u ispitanika s BHP-om te 5 % u ispitanika s rakom prostate. Sto se
ti¢e metilacije po skupinama gradusa, metilacija cfDNA u ispitanika s rakom prostate skupine
gradusa 1 statisticki je znacajno veca nego u ispitanika s skupinom gradusa 2. Izmedu ostalih
skupina gradusa i/ili BHP-a nije bilo znac¢ajne razlike. S obzirom na to da niska razina ekspresije
gena CAV1 pomaze u prevladavanju senescencije inducirane onkogenom moguce je da je pad
razine metilacije bitan dogadaj za progresiju raka prostate (59).

Povezanost metilacije cfDNA gena CAV1 u ejakulatu s klinickim znacajkama (dob, tPSA,
skupina gradusa, T) nadena je za samo za CpG7 i skupine gradusa dok izmedu ostalih
parametara nije nadena nikakva povezanost. S obzirom da nema litaraturnih navoda koji jasno
govore o povezanosti pojedninih CpG mjesta gena CAV1 s klinickim znacajkama, potrebno je
buduca istrazivanja provoditi na toj razini.

Da bi se ispitale karakteristike metilacije CpG1u sjemenoj plazmi kao biomarkera napravljena
je analiza ROC krivulje ¢ime je utvrdeno da AUC iznosi 0,63, a za ,,cut-off vrijednost
metilacije od 4,5 % osjetljivost iznosi 43,24 %, a specifi¢nost 80 % $to je bolje nego tPSA
(AUC = 0,52). Za ,,cut-off* vrijednost tPSA od 7,76 ng/mL osjetljivost je iznosila 67,5 %, a
specificnost 47,5 %.

Budu¢i da rak prostate skupine gradusa 1 ne pokazuje metastatski potencijal i smatra se
indolentnim oblikom koji ne zahtjeva lijeCenje, napravljena je analiza ROC krivulje za
metilaciju CpG1 u svrhu razlikovanja ispitanika s BHP-om i rakom prostate skupine gradusa 1
od ispitanika s rakom prostate skupine gradusa > 2 (105). AUC takve krivulje iznosi 0,72, a za
,,cut-off“ vrijednost 6,5 % osjetljivost je iznosila 68,75 %, a specificnost 66,67 %. Za uspredbu,
na istim pacijentima napravljena je analiza ROC krivulje za tPSA, a njen AUC bio je jednak
onome za razlikovanje ispitanika s BHP-om od ispitanika s rakom prostate bez obzira na
skupinu gradusa (AUC = 0,52). Za ,,cut-off* vrijednost tPSA od 4,53 ng/mL osjetljivost je
iznosila 19,15 %, a specifi¢nost 47,5 %.

Iako se metilacija CpG1 mjesta u tkivu nije razlikovala izmedu tkiva BHP-a i raka prostate,
nadena je razlika u metilaciji cfDNA u sjemenoj plazmi. Valja napomenuti da je to jedino CpG
mjesto za koje je utvrdena razlika u metilaciji gena CAV1 izmedu uzoraka okolnog
netumorskog tkiva i BHP-a te je i tamo tkivo BHP-a pokazalo ve¢u metilaciju gena CAV1 od

okolnog netumorskog. Na ostalim mjestima (CpG2, CpG3 i prosjecna metilacija) uocena je
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statisti¢ki znacajna razlika izmedu metilacije gena CAV1 tkiva raka prostate i BHP-a te izmedu
tkiva raka prostate i pripadajuceg okolnog tkiva, ali ne i izmedu BHP-a i okolnog netumorskog
tkiva. Nazalost, metilacija gDNA tkiva nije ukljucivala odvojenu analizu epitelnih i stromalnih
stanica jer to zahtjeva primjenu laserskog mikrodisektora no dobiveni rezultati ukazuju na to
da cfDNA u sjemenoj plazmi pacijenata s rakom prostate vjerojatno potjece iz stanica okolnog
netumorskog tkiva, a ne stanica raka prostate.

Dobiveni rezultati ukazuju na to da bi metilacija cfDNA gena CAV1 u sjemenoj plazmi mogla
biti dobar biomarker raka prostate, ali svakako bi trebalo dodatno stimulirati ispustanje cfDNA
iz prostate u ejakulat, napraviti analizu metilacije stanica epitela i strome, obuhvatiti vecu regiju
gena CAV1 za analizu metilacije te ukljuciti vec¢i broj pacijenata s boljom raspodjelom po
skupinama gradusa.

S obzirom na interindividualnu i intraindividualnu heterogenost tumora te velike razlike u
klinickom tijeku raka prostate koje je, za sada, nemoguce predvidjeti, nerealno je ocekivati da
jedan biomarker sam ima dovoljnu dijagnosticku snagu te je izglednija njegova primjena u
panelu biomarkera i u tome smjeru bi trebalo nastaviti istrazivanje metilacije cfDNA gena

CAV1 u sjemenoj plazmi.
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6.3 Buduca istrazivanja

Istrazivanje je pokazalo koliki je potencijal navedenih molekula kao biomarkera raka prostate,
a njegova realizacija ukazala na nedostatke na kojima bi trebalo raditi u buduénosti te na
hodogram koji bi mogao dovesti do otkri¢a biomarkera.

Brojne studije osvrnule su se na predanaliticke faktore koji izazivaju varijabilnost u
istrazivanjima cfDNA u krvi kao $to su vrijeme proteklo od jela, debljina igle za uzorkovanje,
tip epruvete, vrijeme proteklo prije centrifugiranja, treskanje epruvete, Cuvanje plazme i
cfDNA, kvantifikacija cfDNA (63,106,107).

Povecanje koli¢ine cfDNA podrijetlom iz prostate svakako bi povecalo vjerojatnost da se
prepozna biomarker u cfDNA iz raka prostate. Pokazano je da se razina cfDNA u krvi nakon
biopsije povecava te medijan koncentracije jedan sat nakon biopsije iznosi 3,62 ng/ml, a dva
sata nakon biopsije 7,05 ng/ml (108). Uzorci krvi uzeti dva sata nakon biopsije mogli bi biti
dobar izvor biomarkera za procjenu potrebe za ponovljenom biopsijom zbog lazno negativnog
rezultata biopsije te prognostickih i prediktivnih biomarkera. Za o¢ekivati je da se koncentracija
cfDNA nakon biopsije povecava i u ejakulatu no to bi valjalo ispitati (108). Da bi se povecala
koncentracija cfDNA prije uzorkovanja u svrhu dijagnostike samo na temelju tekucinske
biopsije nije opravdano bioptirati pacijenta. Ipak, tome mogu posluziti neki drugi nacini
obogacivanja uzoraka kao §to je masaza prostate. Masaza prostate radi se prije uzorkovanja
urina za analizu ve¢ komercijano dostupnim testovima ¢ime se povecava njihova osjetljivost
(109). Stoga bi se prije uzorkovanja krvi ili ejakulata trebala napraviti masaza prostate, a potom
uzorak $to prije centrifugirati kako bi se izbjegla liza stanica.

Ukoliko se u uzorcima tekuc¢inskih biopsija raka prostate zeli ispitati metilacija DNA kao
potencijalni biomarker, potrebno je detaljno poznavati metilaciju DNA u stanicama epitela i
stromalnim stanicama zasebno i to u tkivu raka prostate, okolnome netumorskome tkivu i tkivu
BHP-a. Metilacija DNA okolnog netumorskog tkiva trebala bi biti sli¢nija tumorskome, a §to
istrazivanje metilacije cfDNA sjemene plazme bitnije stanje metilacije gDNA epitelnih stanica,
a za istrazivanje cfDNA Krvi kao izvora metilacijkih biomarkera vaznije stanje metilacije
gDNA stromalnih stanica. Takoder, analizu metilacije je potrebno napraviti na vise genomskih
regija kako bi se istaknuti rezultati mogli kombinirati u panel.

Sto se ti¢e ejakulata, rezultati ovog istrazivanja ukazuju na to da ejakulat moze biti dobar izvor
biomarkera za rak prostate, iako je slabo istrazen. Naime, prema dostupnoj literaturi, studija

metilacije cfDNA ejakulata kao biomarkera za rak prostate nema, stoga je svakako potrebno
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prosiriti znanje o podrijetlu i ponaSanju cfDNA u sjemenoj plazmi. 1z ejakulata, osim cfDNA,
mogu se izolirati prostasomi ili epitelne stanice prostate pa se moze analizirati metilacija DNA
u njima. Osim toga, komercijalno dostupni urinski testovi za rak prostate baziraju se na RNA
molekulama pa bi bilo zanimljivo ispitati njihov potencijal u ejakulatu. Sve u svemu, pri
istrazivanju bilo kojeg biomarkera u bilo kojem tipu tekucinskih biopsija bitno je prouciti
literaturu, izbjeéi postupke koji mogu unijeti odstupanja izmedu uzoraka te imati dovoljno
velike i balansirane skupine ispitanika.

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na to da ejakulat moze biti dobar izvor biomarkera za rak

prostate, ali ga je moguce i potrebno doraditi kako je gore predlozeno.
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7. ZAKLJUCAK

Na temelju dobivenih rezultata i provedene rasprave doneseni su sljedeci zakljucci:

1.

Obrasci metilacije cfDNA gena RASSF1A u krvi i ejakulatu pacijenata s rakom prostate
ne razlikuju se od onih kod pacijenata s BHP-om. Obrazac metilacije cfDNA gena CAV1
pacijenata s rakom prostate ne razlikuje se od onog kod pacijenata s BHP-om u krvi, ali
se razlikuje u ejakulatu i to samo na poziciji CpG1.

Postotak metilacije gena RASSF1A i CAV1 veci je u tkivu raka prostate nego u tkivu
BHP-a te se obrazac metilacije u tkivu raka prostate razlikuje od tkiva BHP-a.
Ekspresija gena RASSF1 na proteinskoj razini u tkivu strome i epitela raka prostate je
niza od ekspresije u tkivu strome i epitela BHP-a. Ekspresija gena CAV1 na proteinskoj
razini u tkivu strome raka prostate je niza od ekspresije u tkivu strome BHP-a, dok u
epitelu gen CAV1 nije eksprimiran ni u tkivu raka prostate ni BHP-a.

Unutar skupine pacijenata s rakom prostate zabiljeZen je veliki raspon u metilaciji gena
RASSF1A i CAV1 u tkivu dok to nije bio slu¢aj u teku¢inskim biopsijama ni u pacijenata
s BHP-om. Obrazac metilacije gena RASSF1A u tkivu nije povezan s ekspresijom u
tkivu ni metilacijom u krvi i ejakulatu. Obrazac metilacije gena CAV1 u tkivu nije
povezan s ekspresijom u tkivu ni metilacijom u krvi. Obrazac metilacije gena CAV1 u
gjakulatu pacijenata s rakom prostate viSe nalikuje obrascu metilacije okolnog
netumorskog tkiva, nego obrascu metilacije tkiva raka prostate i BHP-a.

Metilacija gena RASSF1A u uzorcima tkiva i tekucinskih biopsija nije povezana s dobi,
tPSA ni skupinom gradusa dok metilacija cfDNA iz ejakulata pozitivno korelira s T-
om. Metilacija gena CAV1 u uzorcima tkiva na mjestu CpG5 slabo i negativno korelira
s dobi dok na mjestu CpG8 slabo i pozitivno korelira s tPSA. Metilacija gena CAV1 u
uzorcima tekucinskih biopsija nije povezana s dobi ni tPSA dok metilacija cfDNA na

mjestu CpG7 gena CAV1 iz sjemene tekucine negativno korelira sa skupinom gradusa.

Geni RASSF1 i CAV1 u cfDNA krvi i ejakulata bolesnika s rakom prostate nisu
hipermetilirani u odnosu na cfDNA krvi i ejakulata bolesnika s BHP-om te
zakljucujemo da hipoteza ovog istrazivanja nije potvrdena. Kako je gen CAV1 na CpG1
u ejakulatu pacijenata s rakom prostate ipak hipometiliran u odnosu na pacijente s BHP-
om, moze ga se predloziti za daljnja istrazivanja tekucinskih biopsija kao moguci

epigeneticki biomarker za rak prostate.
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8. SAZETAK

Metode ranog otkrivanja raka prostate su digitorektalni pregled i povisene serumske vrijednosti
antigena specifi¢nog za prostatu (PSA). Obzirom da PSA nije tumor specifi¢an marker te je
povisen i u drugim stanjima (npr. benignoj hiperplaziji prostate (BHP) za definitivnu dijagnozu
potrebna je biopsija koja kod samo tre¢ine pacijenata potvrdi dijagnozu. Zbog svega toga
potrebni su novi biomarkeri za otkrivanje raka prostate, posebno oni koji se mogu odredivati u
tekucinskim biopsijama. Kako su geni RASSF1A i CAV1 u tkivu raka prostate hipermetilirani u
odnosu na tkivo BHP-a, istrazio se potencijal metilacije gena RASSF1 i CAV1 u cfDNA iz
uzoraka krvi i ejakulata kao markera za razlikovanje raka prostate od BHP-a. Ekspresija
odabranih gena na proteinskoj razini bila je razli¢ita medu skupinama. Metilacija gena
RASSF1A pokazala se dobrim markerom za razlikovanje tkiva raka prostate od tkiva BHP-a,
ali ne i za razlikovanje pacijenata s rakom prostate i BHP-om na temelju analize cfDNA u
tekuc¢inskim biopsijama. Metilacija gena CAV1 pokazala se dobrim markerom za razlikovanje
pacijenata s rakom prostate od pacijenata s BHP-om, buduéi da je metilacija pozicije CpG1
gena CAV1 bila znacajno niza u ejakulatu pacijenata s rakom prostate od pacijenata s BHP-om.
Metilacija gena CAV1 na ostalim CpG mjestima kao i metilacija u krvi se nije razlikovala
izmedu skupina. Temeljem rezultata ove disertacije moze se zakljuciti da je metilacija gena

CAV1 na mjestu CpG1 ejakulata potencijalni biomarker za rak prostate.
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9. ABSTRACT

Cell-free DNA methylation of RASSF1 and CAV1 genes in blood and ejaculate of
patients with prostate cancer, Lucija Skara, 2022

Early prostate cancer detection methods are digital rectal examination and elevated prostate-
specific antigen (PSA) levels. As PSA is not cancer specific and increased level may be caused
by other conditions (e.g. benign prostatic hyperplasia (BPH)), for definitive diagnosis biopsy is
needed, which confirms the diagnosis for only one third of patients. Because of all this, new
biomarkers for prostate cancer detection are needed, especially those available in liquid biopsy
samples. Since RASSF1 and CAV1 genes are hypermethylated in prostate cancer tissue
compared to BPH tissue, potential of RASSF1 and CAV1 gene methylation of cfDNA from
blood and ejaculate samples as a biomarker to distinguish between PC and BPH was assessed.
Expression of selected genes on protein level differed between groups. RASSF1A gene
methylation distinguished well prostate cancer tissue from BPH tissue but cfDNA methylation
did not differ between groups. CAV1 gene methylation distinguished well prostate cancer
patients from BPH patients since CpG1 methylation of CAV1 gene in ejaculate cfDNA was
significantly lower in prostate cancer group. CAV1 gene methylation on other CpG sites in
ejaculate or blood cfDNA did not differ between groups. To conclude, methylation CpG1site

of CAV1 gene in ejaculate has the potential as a biomarker for prostate cancer.
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