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1.UVvOD

1. UvOD
1.1. Anatomija i histologija prostate

Prostata (gré. prostatés) ili predstojna Zlijezda, slozena je egzokrina zlijeda koja ¢ini dio
muskog reproduktivnog sustava. VeliCine je kestena ili oraha te je stoga u narodu poznata i
kao kestenjaca. U zdjelici se nalazi nisko, izmedu rektuma i mokra¢nog mjehura. VrSak
prostate usmjeren je prema medici, a baza je vezana za vrat mokra¢nog mjehura. Sa straznje
je strane prostata u tijesnom odnosu s rektumom. Ona je skup od 30 do 50 razgranjenih
tubuloalveolarnih Zlijezda, ¢iji se odvodni kanali otvaraju u dio mokraéne cijevi, koji prolazi
kroz prostatu. Taj se dio mokraéne cijevi naziva prostaticki dio uretre (1, 2, 3).
Tubuloalveolarne zlijezde prostate izgradene su od kubi¢nog ili viSerednog cilindricnog
epitela. Zljezdani dijelovi okruZeni su obilnom fibromuskularnom stromom, dok je sama
prostata obavijena fibroelastiénom, vezivnom c¢ahurom, koja je bogata miSi¢nim stanicama.
Od c¢ahure polaze pregrade koje prodiru u prostatu dijeleéi ju u reznjeve, nejasno odijeljene u
odraslih mugkaraca. Zljezdani dijelovi prostate proizvode bjelkast, blago luZnati prostaticki
sekret, koji je dio sjemene tekucine, stvorene dijelom u testisima, a dijelom u sjemenim
mjehuri¢ima, dvjema Zlijezdama koje se nalaze uz prostatu. Prostaticki sekret, zajedno sa
sekretom sjemenih mjehurica, S$titi, prehranjuje i pomaze u transportu spermija do Zenske
jajne stanice. Prostata sadrzava tri jasne zone: sredi$nju, perifernu i prijelaznu. Sredi$nja
(centralna) zona zauzima oko 25 % Zlijezde i kroz nju prolazi ejakulacijski vod. Centralna
zona najceS¢e je zahvacena upalnim procesom, prostatitisom. Periferna zona ¢ini 70 %
volumena prostate 1 glavno je mjesto nastanka karcinoma, tj. u njoj nastaje najveci postotak
karcinoma prostate. Prijelazna zona je mjesto odakle potjecCe vecina benignih hiperplazija
prostate, zbog ¢ega ova zona ima medicinsko znaéenje. Pored benignih hiperplazija, u ovoj

zoni nastaje i oko 25 % svih adenokarcinoma (1, 2).

1.2. Imunohistokemija (IHC)

IHC metoda je koja se koristi za detekciju specifi¢nih antigena u tkivu, a temelji se na
principu vezanja i prepoznavanja protutijela i ciljnog antigena. Ukoliko se radi o
prepoznavanju antigena na ili u stanici, tada govorimo o imunocitokemiji. Imunohistokemija
je postala vrlo snazno dijagnosticko sredstvo koje omogucava dobivanje vaznih

dijagnostickih, prediktivnih i prognostickih informacija, koje su neophodne za klasificiranje i
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diferenciranje pojedinih bolesti. Osim u dijagnosticke, ova metoda moze se Kkoristiti i u
znanstveno-istrazivacke svrhe zbog boljeg razumijevanja ekspresije i lokalizacije odredenih
antigena u stanicama ili tkivima (12, 13). Kao i sve druge, ova metoda se razvijala, mijenjala i
poboljsavala tijekom godina, zbog Cega je usla u rutinsku dijagnostiku kao pomo¢ u

rjeSavanju diferencijalno dijagnostickih problema.

1.2.1. Imunohistokemija prostate

Neki su od najznacajnijih imunohistokemijskih biljega za prostatu citokeratin visoke
molekularne mase (CK HMW, CK 34BE12), p63, alpha-methyl-acyl-CoA racemase
(AMACR) i c-myc. Uporabom ovih biljega, dijagnostika patoloskih promjena prostate, kao
Sto su PIN, ASAP, HBS i adenokarcinom prostate, postala je znatno laksa, posebno kada se
radi o postavljanju diferncijalne dijagnoze navedenih promjena. Citoplazmatsko protutijelo
CK HMW (CK 34BE12) prepoznaje citokeratine 1, 5, 10 i 14 te se eksprimira u bazalnim
stanicama. Vrlo je dobar biljeg za razlikovanje beningnih od malignih prostaticnih promjena,
jer se zbog odsustva bazalnih stanica u adenokarcinomu prostate nece eksprimirati, dok ¢e u
PIN-u i HBS-u pokazati ekspresiju. Moze se Korisititi zasebno ili u koktelu s protutijelima
p63 i AMACR (12, 14). Biljeg p63 c¢lan je porodice gena p53. Ovaj biljeg svoju
imunoreaktivnost postize u jezgri stanica, a eksprimira se u mioepitelnim ili bazalnim
stanicama. Ekspresija ovog biljega u prostati ograniena je na bazalne stanice, a odsutna je u
neuroendokrinim i sekretornim stanicama. Dijagnosticki, ovaj biljeg, kao i CK HMW, Koristi
se za razlikovanje benignih od malignih promjena prostate, uz malu prednost biljega p63 zbog
njegovog polozaja u jezgri, Sto pridonosi lakSoj identifikaciji biljega u odnosu na
citoplazmatski biljeg CK HMW (12, 15). AMACR je mitohondrijski enzim koji ima klju¢nu
ulogu u peroksisomalnoj beta oksidaciji zasi¢enih masnih kiselina. Eksprimira se u stanicama
s malignim transformacijama te se prekomjerno eksprimira u stanicama karcinoma prostate i
ASAP-a u odnosu na normalnu prostatu, iz ¢ega je vidljiva i njegova dijagnosticka korist.
Takoder, ovaj marker svoju ekspresiju pokazuje 1 u PIN-u visokog stupnja, zbog Cega se
preporucuje njegova upotreba u koktelu s biljezima bazalnih stanica, kao §to su CK HMW i
p63 (12). Myc obitelj regulatornih gena i protoonkogena sastoji se od gena c-myc, I-myc i m-
myc. Gen c-myc ima klju¢nu ulogu u pokretanju tumorogeneze adenokarcinoma prostate,
tako Sto promovira onkogenu signalizaciju 1 potie stanicni rast (16). To je proliferacijski

biljeg koji se nalazi u jezgrama stanica i prekomjerno se eksprimira na mjestima pojacane
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proliferacije, kao npr. u adenokarcinomu prostate. Isto tako, ovaj biljeg pojacanu ekspresiju

moze pokazivati i u PIN-u i ASAP-u.

1.3. Hiperplazija bazalnih stanica (HBS)

HBS, rijetka je, benigna lezija, koja se Cesto krivo dijagnosticira kao karcinom prostate. Tri su
uzorka benigne HBS: tipi¢na HBS, atipi¢na HBS i1 adenom bazalnih stanica. Kod HBS dolazi
do proliferacije dviju ili viSe bazalnih stanica na periferiji prostati¢nih acinusa. Katkad se
vide mala gnijezda stanica okruZenih komprimiranom stromom. Gnijezda mogu biti solidna
ili cisticno prosirena. HBS c¢esto uklju¢uje samo dio acinusa, i ponekad prodire u lumen,
zadrZavajuci lezeci sekretorni stani¢ni sloj. Bazalne stanice u HBS su uveéane, okrukle ili
ovalne, sa velikom, ovalnom i blijedom jezgrom, te umjerenom koli¢inom citoplazme. Slabije
su diferencirane, bogate keratinom te ¢ine manje od 10 % epitelnih stanica. Uz HBS cesto se
pronalazi i kroni¢na upala. Atipi¢na HBS razlikuje se od obi¢ne HBS po prisutnosti velikih
istaknutih nukleola, koji su okrugli do ovalni i slabo eozinofilni. U vecini se sluc¢ajeva takoder
pojavljuje i kroni¢na upala. Adenom bazalnih stanica sastoji se od jednog ili vise krupnih
okruglih, obi¢no solitarnih ograni¢enih nodula acinusa s hiperplazijom bazalnih stanica u
osnovi nodularne hiperplazije. Noduli sadrze ravnomjerno rasporedene agregate bazalnih
stanica koje tvore cisti¢no dilatirane acinuse ili mala solidna gnijezda. Na periferiji se moze
vidjeti stroma koja je normalna ili malo vece gustoce, te moZe biti bazofilna. Bazalne stanice
kod adenoma bazalnih stanica imaju veliku jezgru i oskudu citoplazmu, dok su nukleoli

vec¢inom neprimjetni (4, 5 ,6).

1.4. Prostati¢na intraepitelna neoplazija (PIN)

PIN je premaligna i reverzibila promjena koja ispunjava sve uvjete za karcinom in situ. PIN
se prema klasifikaciji moZe podijeliti na PIN niskoga gradusa i PIN visokoga gradusa. Prema
prijasnjoj klasifikaciji, PIN je stupnjevan od 1 do 3, pa tako PIN 1 pripada PIN-u niskog
gradusa, a PIN 2 i 3 PIN-u visokog gradusa. U klinickoj praksi upotreba naziva PIN
podrazumijeva PIN visokog gradusa, jer je u velikom postotku (80 %) udruzen s invanzivnim
karcinomom prostate, dok PIN niskog gradusa ne predstavlja prekancerozu, ve¢ danas
predstavlja povijesni podatak koji se viSe ne upotrebljava (8). Morfoloski, PIN karakterizira

intraluminalna proliferacija epitelnih stanica koje pokazuju teSku displaziju i koja moze biti

3
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jednaka kao i u karcinomu. Graden je od benignih prostati¢kih duktusa i acinusa oblozenih
citoloski atipi¢énim stanicama. Promjene jezgra najznacajnija su obiljezja PIN-a. Bazalni sloj
stanica kod PIN-a odrzan je u potpunosti ili fragmentiran, dok kod karcinoma nedostaje.
Jezgre su povecane te hiperkromatske, imaju nazubljenu membranu i nejednako rasporeden
kromatin (5, 7). Transformacija od PIN-a do karcinoma prostate vjerojatno traje godinama te
je promjenjiva, zato se PIN transrektalnom biopsijom prostate moze naéi i u mladih
muskaraca. Incidencija PIN-a u biopsijama prostate raste s dobi bolesnika i varira od 4 do 16
%. Rasna i geografska pripadnost, uz dob, takoder utjeCu na pojavnost PIN-a te je tako PIN
zastupljeniji u crnaca (posebno americkih), u odnosu na bijelce i Azijate. Prilikom

ponovljenih biopsija PIN-a, karcinom se dijagnosticira u 30 do 100 % slucajeva (7).

1.5. Atipi¢na proliferacija malih acinusa (ASAP)

ASAP je naziv za prekancerozu koja ima patomorfoloske komponente koje upucuju na
karcinom prostate, ali ipak nedovoljno u smislu arhitekture i citoloske atipije, kao Sto je
nukleolomegalija, kako bi se mogla postaviti definitivna dijagnoza karcinoma. Histoloski,
ASAP se sastoji od malih ZariSta atipi¢nih Zlijezda suspektnih na karcinom. Prisutnost ASAP-
a apsolutna je indikacija za ponavljanje biopsije prostate, zbog povezanosti ASAP-a s
karcinomom prostate. Naime, nakon dijagnoze ASAP-a u bioptatu prostate, na ponovljenoj
biopsiji u prosjeku se dijagnosticira 40,2 % karcinoma prostate (9).

1.6. Karcinom prostate

Karcinom prostate zbog svoje je ucestalosti postao javnozdravstveni problem u cijelom
svijetu, posebice u razvijenim zemljama, ¢ija je populacija sve starija, usporedivo s
Hrvatskom. Incidencija mu raste sa starenjem, najée$¢e je pojavnosti iza sedamdesete, a
rijetko se pojavljuje prije Cetrdesete godine zivota. Karcinom prostate drugo je po redu
najcesce sijelo karcinoma u svijetu, odmah iza karcinoma pluca, dok je isti u Hrvatskoj prvo
najcesce sijelo raka, govorec¢i o podatcima za muski spol. Promatrajuéi podatke za oba spola
zajedno, karcinom prostate na drugom je mjestu najc¢es¢ih sijela karcinoma diljem svijeta, dok
prvo mjesto zauzima karcinom dojke (24, 25). Uz ve¢ spomenutu dob, kao ostali rizi¢ni
¢imbenici za nastanak karcinoma prostate izdvajaju se rasa i etnicka pripadnost (bolest je

¢eSc¢a u crnaca), obiteljsko naslijede (Sto se bolest ranije pojavi u bliskih ¢lanova obitelji, rizik

4
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se povecava), hormoni (androgeni), prehrana i okruzenje (10, 11). Vecéina karcinoma prostate
(70 do 75 %) nastaje u perifernoj zoni prostate, u prijelaznoj zoni nalazi se 15 do 20 %
tumora, dok se samo oko 10 % tumora nalazi u centralnoj zoni. S obzirom na njegovo
bioloSko ponasanje, karcinom prostate dijelimo na indolentni (latentni), koji se najceSce
pojavljuje u starijoj zivotnoj dobi i ima mali rizik progresije te klinicki znacajni, koji je ¢es¢i
u mladih ljudi i ima veliki rizik progresije. Makroskopski, vrlo je tesko prepoznati karcinom
prostate, posebno ako je rije¢ o vrlo malom karcinomu, te jasno odrediti njegove granice. 90
do 95 % svih primarnih karcinoma prostate Cini acinarni ili uobi¢ajeni adenokarcinom
prostate (10). Mikroskopski izgled adenokarcinoma prostate moze se protezati od dobro do
slabo diferenciranih karcinoma. Glavni arhitekturni kriteriji za mikroskopsku dijagnozu
karcinoma su infiltrativni rast i odsutnost bazalnih stanica, dok je glavni citoloski kriterij
prisutnost makro nukleola (ve¢i od 1 um) u jezgri tumorskih stanica. Za odredivanje stupnja
diferenciranosti (gradusa) karcinoma upotrebljava se Gleason gradus odnosno zbroj.
Gleasonov sustav odredivanja diferenciranosti prvi je put objavljen 1974. godine, a temelji se
na arhitekturnim znacajkama Zlijezda karcinoma prostate. Prema Gleasonu, postoji pet
uzoraka, odnosno pet stupnjeva diferenciranosti adenokarcinoma prostate. Gleasonov uzorak
1 oznacuje najbolje diferencirani, a Gleasonov uzorak 5 najslabije diferencirani karcinom. U
svakoj biopsiji prostate treba odrediti Gleasonov uzorak za primarni (najzastupljeniji) i
sekundarni (sljede¢i po zastupljenosti) histoloski oblik karcinoma, jer je prognoza karcinoma
prostate kompatibilna sa zbrojem stupnja diferenciranosti dviju najzastupljenijih komponenti
karcinoma. Gleasonov se zbroj dobije zbrajanjem vrijednosti uzorka primarne i sekundarne
komponente (npr. Gleasonov zbroj 3 + 4 = 7). Ako tumor ima samo jedan Gleasonov uzorak,
Gleasonov zbroj dobije se dupliciranjem uzorka. S obzirom na postojanje pet stupnjeva
Gleasonova uzorka, Gleason zbroj moze se kretati od 2 do 10, gdje dobro diferencirani
karcinomi imaju Gleasonov zbroj 2 do 4, srednje diferencirani 5 do 6, a karcinomi slabe
diferenciranosti imaju zbroj od 8 do 10. Karcinomi koji imaju Gleasonov zbroj 7 smatraju se
srednje do slabo diferenciranima, a ovisno o prevladavaju¢oj komponenti, mogu se svrstati u
jednu od tih dviju kategorija (10, 11). Karcinom prostate $iri se limfogenim putem, najprije u
zdjeli¢ne limfne ¢vorove, posebno opturatorne Od udaljenih metastaza, najceS¢e daje one na
kostima (osteoblasticne). Moze metastazirati i u pluca te jetru, pleuru i nadbubrezne zlijezde
(8). Glavni dijagnosticki postupci u otkrivanju karcinoma prostate su: digitorektalni pregled,
odredivanje serumskih vrijednosti prostata specificnog antigena, transrektalni ultrazvuk te

biopsija prostate pod kontrolom ultrazvuka. Uz navedene , mogu se korisitit jo§ i magnetna
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rezonancija i kompjutorizirana tomografija. Definitivna se dijagnoza postavlja na temelju

nalaza adenokarcinoma u bioptatu prostate ili operativnom materijalu (8, 10, 11).
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2. CILJEVI RADA

CILJEVI RADA

Ciljevi ovog rada su:

1.

Ispitati ekspresiju i intenzitet ekspresije imunohistokemijskog biljega citokeratina
visoke molekularne mase (CK HMW) u uzorcima prostate s nalazom hiperplazije
bazalnih stanica (HBS) i prostati¢ne intraepitelne neoplazije (PIN) u odnosu na
intenzitet ekspresije okolnog normalnog tkiva prostate, te utvrditi postoji li razlika u

intenzitetu ekspresije citokeratina visoke molekularne mase izmedu ovih entiteta.

Ispitati ekspresiju i intenzitet ekspresije imunohistokemijskog biljega p63 u uzorcima
prostate s nalazom hiperplazije bazalnih stanica (HBS) i prostaticne intraepitelne
neoplazije (PIN) u odnosu na intenzitet ekspresije okolnog normalnog tkiva prostate,

te utvrditi postoji li razlika u intenzitetu ekspresije p63 izmedu ovih entiteta.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. Ustroj studije

Ovo istrazivanje ustrojeno je kao presjecna studija, s povijesnim podacima.

3.2. Materijali

Materijal su uzorci tkiva prostate dobivni biopsijom prostate, na kojima je provedena
dijagnostika 1 koji su arhivirani u Klinickom zavodu za patologiju 1 sudsku medicinu KBC-a
Osijek, u razdoblju od 1. sije¢nja 2018. do 31. prosinca 2018. godine, a imaju dijagnosticirane

promjene PIN-a, ASAP-a, HBS-a te adenokarcinoma prostate.

3.3. Metode

Iz arhive Klini¢kog zavoda za patologiju i sudsku medicinu KBC-a Osijek prikupljeni su
podatci o patohistoloskim nalazima bolesnika s dijagnosticiranim promjenama karcinoma
prostate, PIN-a, ASAP-a te HBS-a u razdoblju od 1. sijecnja 2018. do 31. prosinca 2018.
godine. Izolirani su svi uzorci koji sadrze prethodno navedene patoloSke promjene a na
kojima je provedena imunohistokemija, odnosno koji su obojani imunohistokemijskim
metodama. Uzorci su prethodno obradeni standardnim histokemijskim postupkom i bojani
hemalaun-eozinom (HE) te imunohistokemijskim metodama s biljezima CK HMW (CK
34BE12), p63, AMACR i c-myc.

3.3.1. Histoloske metode

Uzorci tkiva prostate s patoloSkim promjenama koje su analizirane u ovom istraZivanju
fiksirani su formalinom i potom uklopljeni u parafinu. Nakon toga, rezovi tkiva prostate
deparafinizirani su i rehidrirani te obojani standardnim histoloskim bojanjem hemalaun eozin
(HE), koje se izvodi na sustavu za automatizirano bojanje Tissue-Tek Prisma/Film (Sakura
Finetek) (17).
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3.3.2. Priprema za imunohistokemijsku analizu

Prije samog izvodenja imunohistokemijske analize, uzorke treba pripremiti za istu. Rez tkiva
debljine 3 do 5 mikrometara, fiksiran u formalinu i uklopljen u parafinu, stavlja se na
silinizirano stakalce te se nakon toga susi u termostatu na 70 °C. Proces susenja u termostatu
ne smije trajati duze od 24 sata niti krac¢e od 2 sata. Nakon suSenja, rez tkiva se rehidrira i
deparafinizira. Ponekad, nakon deparafinizacije, treba provesti postupak razotkrivanja
antigena, kako bi se na fiksiranom tkivu omogucila reakcija protutijela i antigena. Uredaj za
automatsko bojenje Ventana BenchMark ULTRA, Roche Diagnostics, koji je koristen za
izvodenje imunohistokemijske metode, postupak razotkrivanja antigena izvodi automatski
(18).

3.3.3. Imunohistokemijska analiza

Avidin-biotin kompleks metoda (ABC) indirektna je i jedna od najc¢esce koristenih metoda
imunohistokemije danasnjice. Avidin, koji je veliki glikoprotein, moze biti obiljezen
fluoresceinom 1ili peroksidazom i na njegova Cetiri vezna mjesta jako se velikim afinitetom
veze biotin, vitamin male molekularne mase. Na sam biotin mogu se vezati razli¢ite molekule,
kao i protutijela. U ovoj metodi, na primarno protutijelo koje je vezano na antigen, veze se
biotinom obiljeZzeno sekundarno protutijelo na koje je vezan ABC (19). Upravo ova
imunohistokemijska metoda koriStena je za bojenje uzoraka. Bojenje uzoraka provedeno je na
uredaju Ventana BenchMark ULTRA, Roche Diagnostics (18). Ispitivani tumorski biljezi su
CK HMW, p63, AMACR i c-myc, a primarna protutijela koja su koriStena na ove biljege su
monoklonalno misje protiv 34BE12 (14), monoklonalno misje protiv p63 (20), monoklonalno
zecje protiv p504s (22) 1 monoklonalno zecje protiv c-myc. Proizvoda¢ protutijela je Ventana
Medical Systems, Inc. Za detekciju primarnih mi§jih ili ze¢jih protutijela koriSten je ultra
View Universal DAB detekcijski kit koji detektira protutijela u tkivu fiksiranom u formalinu i

uklopljenom u parafinu (23).
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3.3.4. Ekspresija i intenzitet ekspresije imunohistokemijskih biljega

Uzorci tkiva prostate s dijagnosticiranim promjenama adenokarcinoma prostate, PIN-a,
ASAP-a i hiperplazije bazalnih stanica, analizirani su svjetlosnim mikroskopom Leica DMS s
ciljem utvrdivanja ekspresije i intenziteta ekspresije imunohistokemijskih biljega CK HMW,
p63, AMACR i c-myc u ispitivanim patoloskim promjenama. Imunohistokemijske metode
provedene su na svim izoliranim uzorcima. Ekspresija ovih biljega odredila se kao prisustvo
ili odsustvo imunohistokemijskih bojenja, a intenzitet ekspresije, ovisno o postojanju iste, kao
stupanj semikvantitativno procjenjenog bojenja i izrazen je broj¢anim vrijednostima od 1 do 3
kako slijedi: 1 - slab intenzitet ekspresije; 2 - umjeren intenzitet ekspresije; 3 - jak intenzitet

ekspresije.

3.4. Statisti¢ke metode

Kategorijski podatci predstavljeni su apsolutnim i relativnim frekvencijama. Razlike
kategorijskih varijabli testirane su Hi-kvadrat testom, a po potrebi Fisherovim egzaktnim
testom. Razina znacajnosti postavljena je na Alpha = 0,05. Za statisticku analizu koristen je
statistiCki program MedCalc Statistical Software version 18.11.3 (MedCalc Software bvba,
Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org; 2019).
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4. REZULTATI

4. REZULTATI

Iz arhive Klinickog zavoda za patologiju 1 sudsku medicinu KBC-a Osijek utvrdeno je ukupno

278 pacijenata s razli¢itim patoloskim promjenama prostate u razdoblju od 1. sijecnja 2018.

do 31. prosinca 2018. godine. Nasumi¢nim odabirom odabran je 101 pacijent s patoloskim

promjenama od interesa, a to su PIN, HBS, ASAP i adenokarcinom prostate, od kojih neki

imaju viSe od jedne nabrojane promjene. Od ukupnog broja ispitanika uzetih za istrazivanje,
99 (98,0 %) njih ima PIN, 41 (40,6 %) ima HBS, ASAP ima 31 (30,7 %) te adenokarcinom
prostate ima 60 (59,4 %) ispitanika (Tablica 1.).

Tablica 1. Udio pojedinih patoloskih promjena

Broj (%) ispitanika
Prostati¢na intraepitelna neoplazija 99 (98,0)
Hiperplazija bazalnih stanica 41 (40,6)
Atipi¢na proliferacija malih acinusa 31 (30,7)
Adenokarcinom prostate 60 (59,4)

Od ukupnog broja nasumicno odabranih ispitanika sa dijagnosticiranim adenokarcinomom

prostate, najviSe je bilo karcinoma koji pripadaju grupi gradusa 2 (23,3 %) (Tablica 2.).

Tablica 2. Udio pojedinih histoloskih gradusa

HISTOLOSKI GRADUS

Broj (%) ispitanika
Grupa gradusa 1 12 (20,0)
Grupa gradusa 2 14 (23,3)
Grupa gradusa 3 12 (20,0)
Grupa gradusa 4 11 (18,3)
Grupa gradusa 5 11 (18,3)
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4. REZULTATI

Pogledaju li se pokazatelji za CK HMW, moze se uoditi kako je 57 (57,6 %) ispitanika sa

PIN-om imalo jak intenzitet ekspresije biljega CK HMW, a samo kod jednog ispitanika sa

HBS-om intenzitet ekspresije ovog biljega ocijenjen je kao slab (Tablica 3.).

Tablica 3. Postotni udjeli za biljeg citokeratin visoke molekularne mase (CK HMW)

Broj (%) ispitanika

Citokeratin visoke
molekularne mase

. Prostati¢na Hiperplazija
Inten2|t_(_et intraepitelna Normalno tkivo bazalnih
ekspresije " )

neoplazija stanica

1 4 (4,0) 0 (0,0) 1(2,4)

2 38 (38,4) 22 (21,8) 4 (9,8)
3 57 (57,6) 79 (78,2) 36 (87,8)
Ukupno 99 (100,0) 101 (100,0) 41 (100,0)

Slika 1. Imunohistokemijska ekspresija biljega CK HMW u PIN-u (200 x). (Izvor: Zavod za

patologiju i sudsku medicinu KBC-a Osijek, arhivski materijal).

12
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Usporedili smo intenzitet ekspresije CK HMW u uzorku prostate s nalazom PIN-a i i
intenzitet ekspresije normalnog tkiva prostate. Uocena je statisticki znacajna razlika u

intezitetu ekspresije izmedu ova dva entiteta (Fisherov egzaktni test, P < 0,001) (Tablica 4.).

Tablica 4. Intenzitet ekspresije biljega citokeratina visoke molekularne mase (CK HMW) u
uzorku prostate s nalazom prostati¢ne intraepitelne neoplazije (PIN) s obzirom na intenzitet

ekspresije normalnog tkiva

Normalno tkivo
Broj (%) ispitanika p*
2 3
4 (19,1) 0 (0,0)
Prostati¢na intraepitelna neoplazija 17 (80,9) 21 (26,9)
< 0,001
0 (0,0) 57 (73,1)
Ukupno 21 (100,0) | 78 (100,0)

*Fisherov egzaktni test

Usporedili smo intenzitet ekspresije CK HMW u uzorku prostate s nalazom HBS-a i i

intenzitet ekspresije normalnog tkiva prosate. Uocena je statistiCki znacajna razlika u

intezitetu ekspresije izmedu ova dva entiteta (Fisherov egzaktni test, P = 0,003) (Tablica 5.).

Tablica 5. Intenzitet ekspresije biljega citokeratina visoke molekularne mase (CK HMW) u

uzorku prostate s nalazom hiperplazije bazlnih stanica (HBS) s obzirom na intenzitet

ekspresije normalnog tkiva

Normalno tkivo
Broj (%) ispitanika p*
2 3
1(12,5) 0 (0,00)
Hiperplazija bazalnih stanica 3(37,5) 1(3,0)
=0,003
4 (50,0) 32 (97,0)
Ukupno 8 (100,0) 33 (100,0)

*Fisherov egzaktni test
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4. REZULTATI

Pogledaju li se pokazatelji za p63, moze se uociti kako je 79 (80,6 %) ispitanika sa PIN-om

imalo jak intenzitet ekspresije biljega p63, u 15 (15,0 %) ispitanika tkivo normalne prostate

pokazalo je umjeren intenzitet ekspresije, a kod niti jednog ispitanika s HBS-om nije

ocijenjen slab intenzitet ekspresije ovog biljega (Tablica 6.). Treba napomenuti da biljeg p63

nije raden kod jednog ispitanika.

Tablica 6. Postotni udjeli za biljeg p63

Broj (%) ispitanika

Intenzitet Prostati¢na intraepitelna Normalno Hiperplazija bazalnih
ekspresije neoplazija tkivo stanica
1 4 (4,1) 4 (4,0) 0 (0,0)
p63 2 15 (15,3) 15 (15,0) 6 (14,6)
3 79 (80,6) 81 (81,0) 35 (85,4)
Ukupno 98 (100,0) 100 (100,0) 41 (100,0)
i . |
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Slika 2. Imunohistokemijska ekspresija biljega p63 u HBS-u (200 x). (lzvor: Zavod za

patologiju i sudsku medicinu KBC-a Osijek, arhivski materijal).
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4. REZULTATI

Usporedili smo intenzitet ekspresije p63 u uzorku prostate s nalazom PIN-a i i intenzitet
ekspresije normalnog tkiva prostate. UocCena je statisticki znaCajna razlika u intezitetu

ekspresije izmedu ova dva entiteta (Fisherov egzaktni test, P < 0,001) (Tablica 7.).

Tablica 7. Intenzitet ekspresije biljega p63 u uzorku prostate s nalazom prostatic¢ne

intraepitelne neoplazije (PIN) s obzirom na intenzitet ekspresije normalnog tkiva

Normalno tkivo
Broj (%) ispitanika px

1 2 3

1 | 3(100,0) | 0(0,0) 1(1,2)

Prostati¢na intraepitelna neoplazija 2 0(0,0) 13 (92,9) 2 (2,5)

< 0,001
3 0(0,0) | 1(7,1) | 78(96,3)

Ukupno 3(100,0) | 14 (100,0) | 81 (100,0)

*Fisherov egzaktni test

Usporedili smo intenzitet ekspresije p63 u uzorku prostate s nalazom HBS-a i intenzitet
ekspresije normalnog tkiva prosate. Uocena je statisticki znacajna razlika u intezitetu

ekspresije izmedu ova dva entiteta (Fisherov egzaktni test, P < 0,001) (Tablica 8.).

Tablica 8. Intenzitet ekspresije biljega p63 u uzorku prostate s nalazom hiperplazije bazalnih

stanica (HBS) s obzirom na intenzitet ekspresije normalnog tkiva

Normalno tkivo
Broj (%) ispitanika p*
2 3
2 5(83,3) 1(2,9)
Hiperplazija bazalnih stanica
3 1(16,7) 34 (97,1) < 0,001
Ukupno 6 (100,0) 35 (100,0)

*Fisherov egzaktni test
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4. REZULTATI

Pogledaju li se pokazatelji za AMACR, moze se uociti kako je 40 (41,2 %) ispitanika s PIN-
om imalo umjeren intenzitet ekspresije biljega AMACR, u 11 (35,5 %) ispitanika ASAP je
pokazao slab intenzitet ekspresije, a kod 37 (61,7 %) ispitanika s adenokarcinomom intenzitet
ekspresije AMACR bio je jak (Tablica 9.). Treba napomenuti da kod 2 ispitanika koji imaju
PIN, biljeg AMACR nije pokazao ekspresiju te stoga ni intenzitet ekspresije.

Tablica 9. Postotni udjeli za biljeg alpha-methyl-acyl-CoA racemase (AMACR)

Broj (%) ispitanika
Intenzitet Prostati¢na Atipicna
- intraepitelna proliferacija Adenokarcinom
ekspresije " S
neoplazija malih acinusa
1 34 (35,1) 11 (35,5) 1(1,6)
Alpha-methyl-acyl-CoA
racemase 2 40 (41,2) 14 (45,2) 22 (36,7)
3 23 (23,7) 6 (19,3) 37 (61,7)
Ukupno 97 (100,0) 31 (100,0) 60 (100,0)

Slika 3. Imunohistokemijska ekspresija biljega AMACR u adenokarcinomu prostate (200 x).
(Izvor: Zavod za patologiju i sudsku medicinu KBC-a Osijek, arhivski materijal).
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Tablica 10. Udio intenziteta ekspresije biljega alpha-methyl-acyl-CoA racemase (AMACR) u

adenokarcinomu u odnosu na intenzitet ekspresije prostati¢ne intraepitelne neoplazije (PIN)

Prostati¢na intraepitelna neoplazija
Broj (%) ispitanika
1 2 3
1 1(1,7) 0 (0,0) 0 (0,0) 1(1,7)
Adenokarcinom 2 13 (22,4) 7(12,1) 2 (3,4) 22 (37,9)
3 6 (10,4) 17 (29,3) 12 (20,7) 35 (60,4)
Ukupno 20 (34,5) 24 (41,4) 14 (24,1) 58 (100,0)

Najvise ispitanika, njih 17 (29,3 %), ima jak intenzitet ekspresije billega AMACR u
adenokarcinomu i umjeren u PIN-u, niti jedan bolesnik nema slab intenzitet ekspresije u

adinokarcinomu i umjeren u PIN-u (Tablica 10.).

Tablica 11. Udio intenziteta ekspresije biljega alpha-methyl-acyl-CoA racemase (AMACR) u
adenokarcinomu u odnosu na intenzitet ekspresije u atipi¢noj proliferaciji malih acinusa
(ASAP)

Atipicna proliferacija malih acinusa

Broj (%) ispitanika

2 3
Adenokarcinom 2 1 (50,0) 1 (50,0) 2 (100,0)
Ukupno 1 (50,0) 1 (50,0) 2 (100,0)

Samo jedan bolesnik ima umjeren intenzitet ekspresije biljega AMACR u adenokarcinomu i
umjeren intenzitet ekspresije u ASAP-u, te isto tako samo jedan bolesnik ima umjeren
intenzitet ekspresije ovog biljega u adenokarcinomu i jak intenzitet ekspresije u ASAP-u
(Tablica 11.).
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4. REZULTATI

Pogledaju li se pokazatelji za c-myc, moze se uociti kako je 20 (29,4 %) ispitanika s PIN-om
imalo slab intenzitet ekspresije biljega c-myc, u 12 (66,7 %) ispitanika ASAP je pokazao
umjeren intenzitet ekspresije, a kod 20 (43,5 %) ispitanika s adenokarcinomom intenzitet

ekspresije c-myc bio je jak (Tablica 12.). Treba napomenuti da biljeg c-myc nije raden kod 31

(30,7 %) ispitanika.

Tablica 12. Postotni udjeli za biljeg c-myc

Broj (%) ispitanika
Intenzitet Prostati¢na Atipi¢na
ekspresiic intraepitelna proliferacija Adenokarcinom
prest) neoplazija malih acinusa
1 20 (29,4) 2(11,1) 4 (8,7)
c-mye 2 32 (47,1) 12 (66,7) 22 (47,8)
3 16 (23,5) 4 (22,2) 20 (43,5)
Ukupno 68 (100,0) 18 (100,0) 46 (100,0)
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Slika 4. Imunohistokemijska ekspresija biljega c-myc u adenokarcinomu prosate (200 x).

(Izvor: Zavod za patologiju i sudsku medicinu KBC-a Osijek, arhivski materijal).
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5. RASPRAVA

5. RASPRAVA

U provedenom istrazivanju popisani su svi uzorci patoloskih promjena prostate pohranjeni
u arhiviranim podatcima iz Zavoda za patologiju i sudsku medicinu KBC-a Osijek u
jednogodisnjem razdoblju, to¢nije, od 1. sijecnja 2018. do 31. prosinca 2018. godine . Od
ukupno 278 ispitanika, nasumi¢nim odabirom odabran je 101 ispitanik s prostaticnim
interesnim promjenama koje ¢ine adenokarcinom prostate, PIN, HBS 1 ASAP, uz
napomenu da neki ispitanici imaju dijagnosticirano vise od jedne opisane patoloske
promjene. Medu tim ispitanicima, ukupno je 99 (98,0 %) njih imalo dijagnosticiran PIN,
HBS 41 (40,6 %), 31 (30,7 %) ASAP i 60 (59,4 %) ispitanika imalo je dijagnosticiran
adenokarcinom prostate. Literatura navodi kako je PIN prostaticna promjena koja se
dijagnosticira najées¢e od svih promjena koje oponasaju adenokarcinom, te da je HBS
takoder ucestala promjena, ali u manjem postotku u odnosu na PIN, $to se slaze sa
rezulatitma ovog istrazivanja. Takoder, u literaturi se adenokarcinom navodi ceSce
dijagnosticiranom promjenom od ASAP-a (26, 27). Gleason zbroj koristi se za utvrdivanje
stupnja diferenciranosti (gradusa) karcinoma. U istrazivanju, ukupno 60 ispitanika imalo
je dijagnosticiran adenokarcinom prostate, od kojih je najvise dijagnosticirano onih koji
pripadaju histoloskoj grupi gradusa 2, njih 14 (23,3 %). Najmanje je bilo dijagnosticirano
karcinoma koji pripadaju grupama gradusa 4 i 5, tj. 11 (18,3 %) u svakoj grupi, a
karcinoma koji pripadaju grupama gradusa 1 1 3 bilo je takoder podjednako u objema
grupama, 20 (20,0 %). Prema literaturi, karcinomi koji pripadaju histoloskoj grupi gradusa
2, najceS¢e se pronalaze, dok su oni koji pripadaju grupama gradusa 4 i 5 najrjede
nalazeni, $to se slaZe s rezultatima ovog istrazivanja (28). Danas, imunohistokemija ima
kljuénu ulogu u diferencijalnoj dijagnozi prethodno nabrojanih prostatiénih promjena te
uvelike pomaze patolozima u donoSenju iste. Ponekad je vrlo teSko razluciti 1 zakljuciti
radi li se o adenokarcinomu prostate ili o PIN-u, HBS-u, ili pak ASAP-u, upravo zbog
morfoloskih znacajki. U ovom istrazivanju opisane promjene obojene su biljezima CK
HMW, p63, AMACR i c-myc, kako bi se vidjelo koja je njihova dijagnosticka korist.
Prema literaturi, bazalni biljezi, tj. biljezi CK HMW i p63, imaju veéu upotrebu u
dijagnostici promjena, gdje postoji sloj bazalnih stanica u odnosu na one u kojima isti ne
postoji, dakle, u PIN-u i HBS-u u odnosu na karcinom, dok su AMACR i c-myc biljezi
viSe upotrebljavani za dijagnostiku ASAP-a i adenokarcinoma prostate, $to je takoder vec
ranije opisano u ovom radu. Za najbolje rezultate, preporuceno je koristiti te biljege u

koktelima. Prema literaturi, billeg AMACR pokazao je ekspresiju u gotovo svim
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uzorcima, dok je u ovom istrazivanju eskpresije bilo u svim uzorcima tkiva prostate.
Takoder, prema literaturi, kada su koriSteni zajedno, biljezi CK HMW i p63 pokazali su
ekspresiju u svim uzorcima PIN-a i HBS-a. U ovom su istrazivanju ista dva bijega takoder
pokazala ekspresiju u svim uzorcima s navedenim promjenama (29, 30). Literatura za
biljeg c-myc navodi kako je on proliferacijski biljeg koji ima klju¢nu ulogu u
tumorogenezi adenokarcinoma prostate. U ovom istrazivanju, tumorski biljeg c-myc
eskresiju je pokazao u svim uzorcima tkiva prostate u kojima je biljeg raden. U
provedenom istrazivanju uocena je statisticki znacajna razlika u intenzitetu ekspresije
biljega CK HMW izmedu PIN-a i normalnog tkiva prostate, kao i izmedu HBS-a i

normalnog tkiva. Sve to statisticki je dokazano i za biljeg p63.
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6. ZAKLJUCCI

6. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenoga istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedec¢i zakljucci:

1. Najvise je dijanosticirano adenokarcinoma koji pripadaju histoloskoj grupi gradusa 2.

2. Uocena je statisticki znacajna razlika u intezitetu ekspresije biljega CK HMW izmedu

PIN-a i normalnog tkiva prostate, te izmedu HBS-a i normalnog tkiva prostate.

3. Uocena je statisticki znacajna razlika u intezitetu ekspresije biljega p63 izmedu PIN-a

i normalnog tkiva prostate, te izmedu HBS-a i normalnog tkiva prostate.
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7. SAZETAK

7. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Ciljevi ovog istrazivanja bili su ispitati ekspresiju i intenzitet ekspresije
imunohistokemijskih biljega CK HMW i p63 u uzorcima prostate s nalazom hiperplazije
bazalnih stanica i PIN-a u odnosu na intenzitet ekspresije okolnog normalnog tkiva prostate
te utvrditi postoji li razlika u intenzitetu ekspresije ovih biljega izmedu navedenih entiteta.
Nadalje, usporediti intenzitet ekspresije imunohistokemijskog biljega AMACR kod PIN-a,
ASAP-a i adenokarcinoma prostate te ispitati ekspresiju i intenzitet ekspresije
imunohistokemijskog biljega c-myc izmedu uzoraka prostate s nalazom ASAP-a, PIN-a i

adenokarcinoma prostate.
Nacrt studije: Presje¢na studija, s povijesnim podacima.

Materijali i metode: Materijal su uzorci tkiva prostate arhivirani u Klinickom zavodu za
patologiju i sudsku medicinu KBC-a Osijek, u jednogodi$njem razdoblju, a imaju
dijagnosticirane promjene PIN-a, ASAP-a, HBS-a te adenokarcinoma prostate. Uzorci su
prethodno obradeni standardnim histokemijskim postupkom i bojani hemalaun-eozinom (HE)
te imunohistokemijskim metodama s biljezima CK HMW, p63, AMACR i c-myc.

Svjetlosnim mikroskopom Leica DMS ispitana je ekspresija i intenzitet ekspresije tih biljega.

Rezultati: Najvise je dijanosticirano adenokarcinoma koji pripadaju grupi gradusa 2. Uocena
je statisticki znacajna razlika u intenzitetu ekspresije biljega CK HMW i p63 izmedu PIN-a i
normalnog tkiva prostate te izmedu HBS-a i normalnog tkiva prostate. 17 (29,3 %) ispitanika
imalo je jak intenzitet ekspresije biljega AMACR u adenokarcinomu, a 20 ispitanika (43,5 %)
jak intenzitet ekspresije biljega c-myc u adenokarcinomu.

Zakljucak: Imunohistokemijske metode provedene su na svim uzorcima, $to ukazuje na
njihovu veliku pomo¢ pri donoSenju diferencijalne dijagnoze raznih patoloskih promjena

prostate.

Klju¢ne rije¢i: adenokarcinom; imunohistokemija; intenzitet ekspresije; prostata; tumorski

biljezi;
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8. SUMMARY

8. SUMMARY

Diagnostic benefit from the use of immunohistochemical methods (CK HMW, p63,
AMACR and c-myc) in differentiating benign pathohistological changes from prostate

cancer.

Research objectives: The objectives of this study were to investigate the expression and the
expression intensity of immunohistochemical markers CK HMW and p63 in prostate samples
with the findings of hyperplasia of basal cells and PIN compared to the intensity of expression
of prostate surrounding normal tissue, and to determine whether there is a difference in the
intensity of expression of these markers between said entities. Then, compare the expression
intensity of immunohistochemical markers AMACR with the PIN, ASAP and prostate
adenocarcinoma, and examine the expression and the expression intensity of the
immunohistochemical marker c-myc between prostate samples with the findings of ASAP,

PIN and prostate adenocarcinoma.
Study design: A cross-sectional study, with historical data.

Materials and methods: The material is prostate tissue samples archived in the Clinical
Institute for Pathology and Forensic Medicine of the Clinical Hospital Centre Osijek in a one
year period, which have diagnosed changes in PIN, ASAP, HBS, as well as a prostate
adenocarcinoma. The samples were previously processed by standard histochemical
procedure and dyed with Hematoxylin-Eosin (HE), and immunohistochemical methods with
markers CK HMW, p63, AMACR and c-myc. The expression and intensity of expression of
these markers were investigated by the Leica DMS light microscope.

Results: Most of the adenocarcinoma diagnosed belongs to group grade 2. There was a
statistically significant difference in the intensity of expression of markers CK HMW and p63
between PIN and normal prostate tissue, and between HBS and normal prostate tissue. 17
participants (29.3%) had a strong intensity of expression of the marker AMACR in
adenocarcinoma, and 20 participants (43.5%) had a strong intensity of expression of the

marker c-myc in adenocarcinoma.

Conclusion: Immunohistochemical methods were performed on all samples, what indicates

its great help in differential diagnosis of various pathological prostatic changes.
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Key words: adenocarcinoma; immunohistochemistry; intensity of expression; prostate; tumor

markers;
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