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Znacajan udio bolesnika s klinicki lokaliziranim rakom prostate razvije recidiv ili udaljene metastaze. S ciljem da se

izdvoje ti bolesnici kako bi im se omogucio najprikladniji oblik lijecenja istrazuje se primjena molekularnih metoda

za odredivanje diseminiranih stanica raka prostate. NajviSe su istrazivani sljiedeci molekulski biljezi za otkrivanje

tumorskih stanica metodom RT-PCR u perifernoj krvi, kostanoj srzi i limfnim ¢vorovima bolesnika s rakom prostate:

antigen specifi¢an za prostatu (PSA, prostate-specific antigen), membranski antigen specifi¢an za prostatu (PSMA,

prostate-specific membrane antigen) i humani kalikrein 2. Ovi biljezi su se pokazali specifi¢nima za rak prostate.

Medutim, prognosticka vrijednost odredivanja ovih biljega u bolesnika s rakom prostate nije jednoznacno

potvrdena u objavljenim istrazivanjima. Istrazuju se i nove metode i pristupi koji bi mogli povecati klinicku

vrijednost odredivanja diseminiranih stanica raka prostate

uvijek znacajan broj bolesnika s lokaliziranim rakom pro-

state razvije recidiv ili udaljene metastaze.! Kada bi se moglo
izdvojiti bolesnike s lokaliziranim rakom prostate koji ¢e kasnije
razviti recidiv ili metastaze, mogao bi im se ponuditi prikladniji i
djelotvorniji oblik lije¢enja. Upravo se zato intenzivno istrazuju mo-
gucnosti otkrivanja malog broja stanica raka prostate u krvotoku,
kostanoj sr7i i limfnim ¢vorovima. Metastatski proces je vrlo slozen
i smatra se da tek vrlo mali dio tumorskih stanica prisutnih u krvo-
toku u kona¢nici razvije udaljene metastaze.? Usprkos tome istrazi-
vanja kod razli¢itih tumora pokazala su da odredivanje disemini-
ranih tumorskih stanica moze imati prognosticki znacaj.’

‘ ] nato¢ napretku u lije¢enju i dijagnostici raka prostate, jos

Metode

U pocetku su istraziva¢i pokusavali odrediti diseminirane tumorske
stanice imunohistokemijskim metodama.** Medutim, prag detek-
cije tith metoda koje omogucuju otkrivanje otprilike jedne tumorske
stanice medu 105 drugih stanica nije se pokazao dovoljno niskim
s obzirom na vrlo mali broj tumorskih stanica koje su prisutne u
krvotoku bolesnika.>* Tek je razvoj metode lan¢ane reakcije polime-
razom nakon reverzne transkripcije (RT-PCR, reverse transcrip-
tion — polymerase chain reaction) omogucio dostizanje dovoljno
niskog praga detekcije koji omogucuje odredivanje jedne tumorske
stanice medu 107 drugih stanica.’> Metodom RT-PCR se s vrlo vi-
sokom osjetljivoscu i specificnoscu u velikom broju kopija umnaza
komplementarna DNA (cDNA, complementary DNA) dobivena re-
verznom transkripcijom tocno odredene ciljne glasnicke RNA (mRNA,
messenger RNA). Tako umnozenu cDNA lako je detektirati elektro-
forezom u gelu agaroze ili nekim drugim postupcima. Na taj se na-
¢in moze odrediti prisutnost malog broja stanica u kojima je prisut-
na ciljna mRNA, koja u tome slu¢aju ima ulogu specifi¢nog biljega.

Biljezi

Idealni biljeg za odredivanje diseminiranih stanica raka prostate
metodom RT-PCR bila bi mRNA koja nastaje transkripcijom gena
koji se eksprimira isklju¢ivo u stanicama raka prostate koje imaju
metastatski potencijal. Takoder bi se taj gen morao eksprimirati jed-
noliko u svim stanicama raka prostate. Takav biljeg jos nije otkriven.
Kao biljezi za odredivanje diseminiranih stanica raka prostate me-

todom RT-PCR najée$ce se primjenjuju antigen specifican za pros-
tatu (PSA, prostate-specific antigen), membranski antigen specifi¢an
za prostatu (PSMA, prostate-specific membrane antigen) i humani
kalikrein 2.*¢ Svi ovi biljezi su specifi¢ni za stanice prostate, i zdrave
i maligno transformirane.** Bududi da zdrave stanice prostate nor-
malno nisu prisutne u krvi, kostanoj srzi i limfnim ¢vorovima, ovi
biljezi ipak mogu posluziti za otkrivanje stanica raka prostate u
ovim tkivima. Pri odredivanju biljega treba voditi ra¢una i o rezul-
tatima nekih istrazivanja koja su pokazala vrlo nisku razinu njihove
ekspresije i u nekim drugim zdravim i tumorskim stanicama i tki-
vima.”® Pravilnim odabirom uvjeta reakcije PCR najce$¢e se mogu
izbjedi lazno pozitivni rezultati koji su posljedica ekspresije biljega
u drugim stanicama, u slucaju da je ta ekspresija znacajno niza
nego u stanicama raka prostate.

Specificnost i osjetljivost

Moreno i suradnici su prvi, 1992. godine, pokazali da se metodom
RT-PCR uz primjenu PSA kao specifi¢nog biljega mogu odrediti
stanice raka prostate u krvotoku bolesnika, nakon cega su uslije-
dila brojna druga istrazivanja mogucnosti odredivanja disemini-
ranih stanica raka prostate.’

Veéina negativnih kontrola (uzorci krvi zdravih dobrovoljaca i
osoba s benignom hiperplazijom prostate) bile su negativne u dosad
provedenim istrazivanjima, $to pokazuje visoku specifi¢nost ove
metode.*® Malobrojni lazno pozitivni rezultati mogu biti posljedica
vrlo visoke osjetljivosti ove metode, kojom se moze detektiratii vrlo
niska razina ekspresije specifi¢nih biljega u drugim stanicama pri-
sutnim u krvotoku, kostanoj srzi ili limfnim ¢vorovima. Bududi da
su biljezi koji se primjenjuju specifi¢ni za tkivo prostate, a ne za sta-
nice raka prostate, lazno pozitivni rezultati mogu biti i posljedica
prisutnosti zdravih stanica prostate u cirkulaciji, do ¢ega moze doci
nakon invazivnog terapijskog ili dijagnostickog postupka, kao $to
je npr. prostatektomija.

Tako je potvrdena visoka specifi¢nost odredivanja diseminiranih
stanica raka prostate metodom RT-PCR, klinicka vrijednost ovog
postupka je ogranicena. Jedno od glavnih ogranicenja je relativino
veliki broj bolesnika s klini¢ki potvrdenim udaljenim metastazama
koji su se pokazali negativnima na bilo koji od istrazivanih biljega
u vedini istrazivanja.’® Prosje¢ni udio pozitivnih medu bolesnicima
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s klini¢ki potvrdenim udaljenim metastazama u relevantnim klini¢-
kim studijama objavljenim do 2003. godine bio je 57%, dok je medu
bolesnicima s lokaliziranim rakom prostate bio 24%.* Ovi postoci
odnose se na odredivanje stanica raka prostate u cirkulaciji, dok su
postoci pozitivnih veci kada se stanice raka prostate odreduju u kos-
tanoj srzi.” Nekoliko je mogucih objasnjenja ovakvih rezultata. Moguce
je da se u dijelu stanica raka prostate tijekom tumorske progresije sma-
nji ili potpuno dokine ekspresija gena za istrazivani biljeg. U tom
bi slucaju istovremena analiza vise biljega poboljsala odredivanje
diseminiranih stanica raka prostate. Pokazano je da istovremeno
odredivanje PSA i PSMA biljega omogucuje otkrivanje stanica raka
prostate u vise bolesnika s rakom prostate nego odredivanje samo
jednog biljega.!’ Drugo moguce objasnjenje negativnog nalaza speci-
ficnih biljega u bolesnika s klinicki potvrdenim udaljenim metas-
tazama temelji se na modelu metastatskog procesa po kojem se tu-
morske stanice otpustaju u krvotok nasumicno i diskontinuirano.

Klinicka primjena

Istrazivalo se nekoliko mogucih klini¢kih primjena odredivanja
diseminiranih stanica raka prostate. Jedna je pomoc pri preopera-
tivnom stupnjevanju klinicki lokaliziranog raka prostate. Samo su
neka od objavljenih istrazivanja pokazala da postoji povezanost izmedu
detekcije stanica raka prostate u krvotoku, odnosno kostanoj srzi
i patoloskog stadija bolesti, pozitivnih kirurskih margina i izvankap-
sularne progirenosti raka prostate.*®

Odredivanje diseminiranih stanica raka prostate istrazivalo se i
kao potencijalni prognosti¢ki ¢imbenik u smislu predvidanja pro-
gresije bolesti, prezivljenja ili biokemijskog relapsa. Vecina, ali ne i sva
istrazivanja, potvrdila su prognosti¢ku vrijednost ovog postupka.>*°
Jedno istrazivanje je pokazalo da odredivanje stanica raka prostate
metodom RT-PCR u uzorcima krvi uzetim nakon prostatektomije
ima prognosticku vrijednost, za razliku od analize uzoraka uzetih
prije operacije koja u tome istrazivanju nije pokazala prognosticku
vrijednost.!

Istrazivao se i utjecaj invazivnih terapijskih i dijagnostickih pos-
tupaka na otpustanje stanica prostate u krvotok. Tako je pokazano
da se nakon radikalne prostatektomije, brahiterapije i transrektalnog
ultrazvuka povecava vjerojatnost pozitivnog nalaza stanica prostate
u krvotoku.*® Medutim, stvarni klini¢ki znadaj ovih rezultata nije
jasan jer biljezi koji su analizirani ne omogucuju razlikovanje zdravih
stanica prostate od stanica raka prostate. Zanimljivi su rezultati koji
su pokazali da je u bolesnika koji su lije¢eni neoadjuvantnom abla-
cijom androgena smanjena vjerojatnost nalaza stanica prostate u
cirkulaciji i u kostanoj srzi.!>*?

Tako dosad nisu objavljeni rezultati takvih istrazivanja u bolesni-
ka s rakom prostate, rezultati kod nekih drugih tumora upuéuju na
mogucu primjenu odredivanja diseminiranih stanica raka prostate
i u pradenju odgovora na terapiju.'*!®

U vise istrazivanja je pokazano da metoda RT-PCR omogucuje
otkrivanje metastaza limfnih ¢vorova u veceg broja bolesnika s rakom
prostate nego standardna patohistoloska analiza (bojanje hematok-
silinom i eozinom) i imunohistokemijska analiza.>® Medutim, stvarni
Kklini¢ki znacaj tih mikrometastaza u limfnim ¢vorovima otkrivenih
metodom RT-PCR tek treba potvrditi u vecem broju prospektivnih
studija.

Najnoviji pristupi i metode

Razvoj nekih novih metoda u posljednje vrijeme omogudio je i
neke nove pristupe odredivanju diseminiranih stanica raka prostate
koji bi mogli znacajno utjecati na klinicku vrijednost i primjenu
ovog postupka.

Jedno od osnovnih ogranicenja trenutacno primjenjivanih biljega
za odredivanje diseminiranih stanica raka prostate je sto se njithovom
primjenom ne mogu razlikovati zdrave stanice prostate od stanica
raka prostate. Medutim, razvoj i sve ve¢a primjena transkriptomike
znacajno povecavaju vjerojatnost otkrivanja novih boljih biljega.

Primjena kvantitativnog PCR-a nudi neke prednosti u odnosu
na standardni PCR, posebno u slucaju lazno pozitivnih rezultata.

Medutim, zbog razlicite ekspresije ciljnih gena u razli¢itim stani-
cama raka prostate kvantitativni PCR ne omogucuje pouzdano
odredivanje ni usporedbu stvarnog broja stanica raka prostate u
uzorku.*® Zbog toga i zbog nekih drugih ograni¢enja malo je vjero-
jatno da e primjena kvantitativnog PCR-a znacajno povecati klin-
icku vrijednost odredivanja diseminiranih stanica raka prostate.

Jos jedan pristup kojim se pokusava rijesiti problem lazno poz-
itivnih rezultata te povecati osjetljivost odredivanja diseminiranih
stanica raka prostate je primjena imunomagnetskog razdvajanja prije
analize metodom RT-PCR.** Tom metodom se znac¢ajno povecava
udio epitelnih stanica prostate u uzorku, ¢ime se smanjuje vjero-
jatnost lazno pozitivnih rezultata uslijed ekspresije ciljnih gena u
drugim stanicama.

Posebno su zanimljivi rezultati istrazivanja u kojem je primije-
njen originalni pristup odredivanju cirkulirajudih stanica raka pro-
state nazvan izolacija epitelnih tumorskih stanica po velic¢ini (ISET,
Isolation by Size of Epithelial Tumor cells).** Ovim postupkom se fil-
tracijom znacajno povecava udio vecih epitelnih tumorskih stanica
u odnosu na manje leukocite u uzorku krvi, nakon ¢ega se broj tu-
morskih stanica odreduje citopatoloskom analizom pod mikrosko-
pom. U istrazivanju provedenom na 109 bolesnika s lokaliziranim
rakom prostate pokazano je da je ovako odredena prisutnost stanica
raka prostate u cirkulaciji znacajno povezana s vrijednoscu serum-
skog PSA i sa stadijem bolesti, te je kao neovisna varijabla povezana
s rizikom od recidiva bolesti.'s

Zakljucak

Usprkos proturje¢nim rezultatima razli¢itih istrazivanja s obzirom
na prognosti¢ku vrijednost odredivanja diseminiranih stanica raka
prostate, dovoljno je rezultata na osnovi kojih se moze zakljuciti
da ovaj postupak ipak moze pomodi u kvalitetnijem zbrinjavanju
bolesnika s rakom prostate. No, s obzirom na izuzetno visoku osjet-
ljivost i relativnu zahtjevnost postupka, pri njegovu provodenju i
posebno pri interpretaciji rezultata treba biti vrlo oprezan i voditi
racuna o ogranicenjima metode i moguc¢im pogreskama. Nove znan-
stvene spoznaje i razvoj novih metoda (kao $to su npr. transkripto-
mika i ISET) omogucuju razvoj i poboljsanje odredivanja disemini-
ranih stanica raka prostate i na taj na¢in otvaraju dodatne mogucnosti
Kklini¢ke primjene ovoga postupka.
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