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PREDIKTIVNI ZNACAJ KLINICKIH KARAKTERISTIKA T MOLEKULARNIH
BIOMARKERA ZA NASTANAK TOKSICNOSTI TOKOM I NAKON ZRACNE
TERAPIJE BOLESNIKA SA KARCINOMOM PROSTATE

Sazetak

Uvod: U multidisciplinarnom le¢enju karcinoma prostate, radioterapija igra vaznu ulogu.

Medutim, neki pacijenti sa ovom dijagnozom koji se leCe radioterapijom, mogu razviti ozbiljne
nezeljene efekte koji narusSavaju njihov kvalitet Zivota. Radijaciona toksi¢nost moze se manifestovati
u donjem gastrointestinalnom (Gl) traktu i genitourinarnom (GU) traktu.

Cilj: Cilj istrazivanja bio je da se ispita znacaj induvidualnih, klini¢kih, dozimetrijskih parametara i
molekularnih biomarkera za nastanak toksi¢nosti kod pacijenata sa karcinomom prostate koji se lece
radioterapijom.

Materijal i metode: Istrazivanje je bilo dizajnirano po tipu prospektivne, kohortne studije u koju je
ukljuceno 90 pacijenata sa patohistoloski potvrdenim adenokarcinomom prostate, leCenih u Institutu
za onkologiju i radiologiju Srbije od januara 2016. do februara 2020.godine, bilo u radikalnom
pristupu ili u nekom momentu nakon prostatektomije. Ispitivane su induvidualne, klinicke i terapijske
karakteristike, zatim nivoi citokina IL-1p, IL-2, IL-6, IFN-y i TGF- B1 u serumu, nivoi mikro RNK
(miR-21, miR-146a i miR-155) u limfocitima pacijenata, kao i uticaj ovih parametara na razvoj
akutne i kasne genitourinarne (GU) i gastrointestinalne (GI) radijacione toksi¢nosti. Akutna i kasna
radijaciona toksi¢nost ispitivana je primenom RTOG/EORTC kriterijuma modifikovanih po Peeters-
u, a nivoi citokina u serumu odredivani su pomoc¢u ELISA testa.

Rezultati: U ispitivanoj grupi zraCenih pacijenata, pokazana je znacajna asocijacija izmedu viSeg
gradusa akutne GU toksi¢nosti tokom radioterapije i prisustva Diabetes mellitusa (p<0,007). U grupi
radikalno zracenih pacijenata, veci stepen kasne GU toksi¢nosti imali su ispitanici sa prethodnim
operacijama (p=0,019). Pokazano je da bi pra¢enje izmena u nivoima cirkuliSuéih citokina tokom
radioterapije, viSe nego njihovih apsolutnih nivoa, moglo biti znac¢ajno za predvidanje radijacione
toksi¢nosti. Povecanje koncentracije IL-6 tokom vremena u serumu pacijenata sa karcinomom
prostate lecenih radioterapijom, statistiCki znacajno je povezano sa vis§im stepenom akutne GU
toksi¢nosti tokom terapije (p=0,039). Nivoi IL-6 i IFN-y zna¢ajno su bili vi§i u grupi pacijenata
tretiranih radikalnom nego u grupi pacijenata kod kojih je sprovedena postoperativna zracna terapija
(p=0,001; p=0,020, redom). Rezultati naseg istrazivaja pokazuju da cirkuliSu¢i nivoi IL-6 i TGF-1
mogu imati uticaja na nastanak akutne GU toksi¢nosti kod pacijenata sa karcinomom prostate koji se
lec¢e radioterapijom. Pokazane su izmene nivoa miR-21, miR-146a i miR-155 u mononuklearnim
¢elijama periferne krvi tokom radioterapije.

Zakljucak: Integracija induvidualnih, klinickih 1 dozimetrijskih parametara i bioloskih faktora poput
izmena nivoa citokina u serumu tokom radioterapije i ekspresije miRNK u mononuklearnim ¢elijama
periferne krvi, moze biti od znacaja za razvoj modela za predikciju radijacione toksi¢nosti kod
pacijenata sa karcinomom prostate.

Kljuéne redi: karcinom prostate, radioterapija, citokini, mikro RNK, toksi¢nost
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PREDICTIVE SIGNIFICANCE OF CLINICAL CHARACTERISTICS AND MOLECULAR
BIOMARKERS FOR THE OCCURRENCE OF TOXICITY DURING AND AFTER RADIO
THERAPY IN PROSTATE CANCER PATIENTS

Abstract

Introduction: In the multidisciplinary treatment of prostate cancer, radiotherapy plays a significant
role. However, some patients with this diagnosis who undergo radiotherapy may experience serious
side effects that negatively impact their quality of life. Radiation toxicity can manifest in the lower
gastrointestinal (GI) and genitourinary (GU) tract.

Aims: This study aimed to investigate the importance of individual, clinical, dosimetric parameters
and molecular biomarkers for the occurrence of radiotoxicity in prostate cancer patients.

Methods: The research was designed according to the type of prospective cohort study in which 90
patients with pathohistologically confirmed adenocarcinoma of the prostate were included and treated
at the Institute of Oncology and Radiology of Serbia from January 2016 to February 2020, either in
a radical approach or at some point after prostatectomy. Individual, clinical, and therapeutic
characteristics were examined, as well as levels of cytokines IL-1p, IL-2, IL-6, IFN-y, and TGF-$1
in serum and microRNA levels (miR-21, miR-146a, and miR-155) in the patients' peripheral blood
mononuclear cells, and also the influence of these parameters on the development of acute and late
genitourinary (GU) and gastrointestinal (GI) radiation toxicity. Acute and late radiation toxicity was
investigated using RTOG/EORTC criteria modified by Peeters. Serum cytokine levels were
determined by ELISA test.

Results: In the examined group of irradiated patients, a significant association was shown between a
higher degree of acute GU toxicity during radiotherapy and the presence of diabetes mellitus
(p<0.007). In the group of radically irradiated patients, subjects with previous operations had a higher
degree of late GU toxicity (p = 0.019). It has been shown that monitoring changes in the levels of
circulating cytokines during radiotherapy, rather than their absolute levels, could be significant for
predicting radiation toxicity. The increase in IL-6 concentration over time in the serum of patients
with prostate cancer treated with radiotherapy was statistically significantly associated with a higher
degree of acute GU toxicity during therapy (p = 0.039). The levels of IL-6 and IFN-y were
significantly higher in the group of patients treated with definitive radiotherapy than in the group of
patients who underwent postoperative radiotherapy (p = 0.001; p = 0.020, respectively). The results
of our study showed that circulating levels of IL-6 and TGF-B1 may have an impact on the
development of acute GU toxicity in prostate cancer patients treated with radiotherapy. Changes in
the levels of miR-21, miR-146a, and miR-155 in peripheral blood mononuclear cells during
radiotherapy have been shown.

Conclusions: Integration of individual, clinical, and dosimetric parameters and biological factors,
such as changes in serum cytokine levels during radiotherapy and miRNA expression in peripheral
blood mononuclear cells, may be important for the development of models for predicting radiation
toxicity in prostate cancer patients.

Key words: prostate cancer, radiotherapy, cytokines, mickro RNA, radiotoxicity
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Scientific subfield: Tumor biology and oxidative deseases
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1. UVvOD
1.1. Topografija i funkcija prostate

Prostata je miSi¢no Zlezdani organ koji predstavlja deo muskog reproduktivnog sistema. Njena
osnovna funkcija je da proizvodi materije koje ulaze u sastav semene teCnosti koja potpomaze
Smestena je u karlici, kestenastog je oblika i na njoj se razlikuju: prednja strana koja se nalazi na
2 cm od pubi¢ne simfize, a u prostoru izmedju njih smesten je bogat venski plexus (Santorini's
plexus), zadnja strana koja je u odnosu sa rektumom od koga je odvojena kapsulom prostate i
Denonvilijerovom fascijom, a u bliskom je kontaktu i sa semenim vezikulama i ampulom duktus
deferensa, vrh prostate koji dopire do urogenitalne dijafragme i baza prostate na kojoj lezi dno
mokracne besike (slikal) (1) Podeljena je na 5 reznjeva: prednji, dva bo¢na,zadnji i srednji rezanj.
Kroz nju prolazi mokra¢na cev (uretra), zbog Cega svaka znatnija promena u prostati (zapaljenje,
benigna hiperplazija ili karcinom prostate) moze dovesti do smetnji sa mokrenjem.

Prosecne dimenzije prostate su 3,5 X 4,5 X 2,5 cm. Njena uobicCajena tezina iznosi 16 do 22g.

Histoloski, sastoji se od razgranatih zlezda, sa kanalima koji su oblozeni sekretornim
epitelnim ¢elijama i1 bazalnim celijama. Sekretorne epitelne celije predstavljaju glavni tip Celija,
njihov rast je androgen zavistan i imaju ulogu u proizvodnji prostata specifiénog antigena (eng.
prostate specific antigen - PSA) i prostati¢ne kisele fosfataze (eng. prostate acid phosphatase - PAP)

).

Urinary bladder

Seminal vesicle

Prostate

Seminal colliculus (verumontanum)
Prostatic utricle

Opening of efaculatory duct

Bulbourethral (Cowper's) gland
Opening of bulbourethral duct ———————"
Rectovesical (Denonvilliers') fascia

Rectum

Slika 1. Topografija prostate

Mc Neal i saradnici definisali su koncept anatomije zona prostate na osnovu kojeg se razlikuju
Cetiri zone: 1. periferna zona koja ¢ini preko 70% ukupnog volumena prostate, okruzuje apikalni,
lateralni i posterioriorni deo prostate i u kojoj se karcinom prostate najéesce razvija (70-85% zavisno
od literature) 2. Centralna zona koja ¢ini 25% volumena prostate, lokalizovana je izmedu tranzicione
i periferne zone i kroz koju prolazi duktus ejakulatorius (karcinom se javlja u oko 5% slucajeva) 3.
tranziciona zona koja ¢ini 5-10% volumena prostate, okruzuje uretru izmedu kolikulusa i vrata
mokracéne besike i predstavlja najces¢e mesto javljanja benigne hipertrofije prostate (eng. benign
prostatic hypertrophy - BPH), a karcinom se javlja u oko 15-20% 4. Prednja fibromuskularna stroma
koju ¢ine fibroblasti, glatki mi$ici, nervi i limfni kanali (slika 2) (3).
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Slika 2. Anatomija zona prostate

Vaskularizacija prostate potic¢e iz inferioranih vesikalnih krvnih sudova, koji nastaju iz unutrasnje
ilijacne arterije. Kapsularne grane donje vesikalne arterije su od pomo¢i pri identifikaciji karlicnog
pleksusa koji poti¢e iz S2- S4 i Th10 - Th12 nervnih korenova. Neurovaskularni snop lezi sa obe
strane prostate, posterolateralno, izveden je iz karli¢nog pleksusa i vazan je za erektilnu funkciju.
Limfa se iz prostate drenira u obturatorne, presakralne, interne, eksterne i zajednicke ilijaéne
limfne ¢vorove, tako da oni predstavljaju puteve Sirenja bolesti kod karcinoma prostate (slika 3).
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Slika 3. Limfna drenaza prostate

perineum

1.2. Etiologija i epidemiologija karcinoma prostate

Karcinom prostate (eng. Prostate cancer-PCa) je drugi po ucestacosti javljanja i peti uzro¢nik
Statistics 2020 report) (slika 4) (4). Podaci Instituta za javno zdravlje Srbije “Dr Milan Jovanovic -
Batut” ukazuju da je u Srbiji karcinom prostate tre¢i po ucestalosti javljanja svih karcinoma u
2018.godini (10,5%) i tre¢i uzro¢nik smrti u muskoj populaciji (8,6%) (5).
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Slika 4. Incidencija i mortalitet karcinoma prostate prema Globalnoj kancer statistici iz 2020.

Izvor : Sung H, Ferlay J, Siegel RL, Laversanne M, Soerjomataram I, Jemal A, et al. Global Cancer
Statistics 2020: GLOBOCAN Estimates of Incidence and Mortality Worldwide for 36 Cancers in 185
Countries. CA Cancer J Clin. 2021;71(3):209-249.(4)

Ucestalost karcinoma prostate je u neprekidnom porastu, kako zbog povecanog broja starijeg
stanovnistva, tako i kao rezultat otkrivanja i rutinskog koris¢enja Prostata specificnog antigena - PSA,
koji je najvazniji tumor marker za rano dijagnostikovanje i pracenje karcinoma prostate

Ucestalost karcinoma prostate raste sa staroS¢u i prosecna starost pacijentata pri postavljanju
dijagnoze je izmedu 60-te i 70-te godine (oko 2/3 iznad 65. godine) (6). Ocekuje se daéeseu 1 od 6
muskaraca karcinom prostate dijagnostikovati tokom Zivota (7), i to kod 1 od 350 muskaraca starosti
ispod 50 godina, 1 u 52 sa starosnom dobi izmedu 50 1 59 godina i u oko 60% kod muSkaraca preko
65 godina starosti (8).

Osim godina starosti, drugi jasno ustanovljen faktor rizika za nastanak PCa je nasledni
faktor. Ako jedan ¢lan u prvoj liniji srodstva ima PCa , rizik za pojavu je najmanje dvostruk, a ako
je dva ili vise srodnika obolelo od ove bolesti, rizik za pojavu je najmanje ¢etvorostuk, pa i veéi
ukoliko se karcinom prostate javi pre 65. godine.

Treéi znacajan faktor rizika za nasanak PCa je etnic¢ko poreklo, sa najve¢om stopom
incidencije u crnoj populaciji, narocito medu Afroamerikancima. Najmanja stopa incidencije
utvrdena je medu Azijatima, ne samo zbog genetske osnove, veé i zbog stila zivota i ishrane (9).

Ostali potencijalni faktori rizika ukljucuju stil Zivota kao §to je ishrana (Zivotinjska mast,
meso, mleko, mle¢ni proizvodi), Insulinu slican faktor rasta (eng. Insulin-like growth factor -1GF-1),
unos suplemenata (Kalcijum), polno prenosive infekcije, profesionalna izlozenost hemikalijama,
pusenje, gojaznost, konzumacija alkohola, nedovoljna fizicka aktivnost, muskarci sa istorijom
vazektomije, kao i socioekonomski faktori (7,8).

Smatra se da u prevenciji karcinoma prostate ulogu mogu imati upotreba soje, likopena,
zelenog ¢aja, pojedinih suplemenata poput selena i vitamina E kao i1 redovna fizicka aktivnost (7,8).

Ipak, za sigurnu potvrdu znacaja faktora rizika ili prevencije u nastanku karcinoma prostate,
potrebna su dalja ispitivanja.

Mortalitet karcinoma prostate takode varira u razli¢itim delovima sveta sa najvecom
ucestalosc¢u 2018. god u Centralnoj Americi (10,7 na 100 000), potom u Australiji i Novom Zelandu
(10,2), a onda u Zapadnoj Evropi (10,1). Najniza stopa zabeleZena je u Aziji i Severnoj Africi (10).



Global Cancer Statistic 2020 procenjuje da od 36 ispitivanih karcinoma u 185 zemalja,
karcinom prostate je najucestaliji po incidenciji u ¢ak 112 zemalja, dok je po mortalitetu na drugom
mestu nakon karcinoma pluca sa najve¢im mortalitetom u 48 zemalja (slika 5) (4).
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Slika 5. Prikaz ispitivanih karcinoma po incidenciji i mortalitetu u razli¢itim delovima sveta.
(Obojena podrucja predstavljaju regije gde je tip karcinoma oznafen odredenom bojom
najucestaliji)
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Izvor: Sung H, Ferlay J, Siegel RL, Laversanne M, Soerjomataram I, Jemal A, et al. Global Cancer
Statistics 2020: GLOBOCAN Estimates of Incidence and Mortality Worldwide for 36 Cancers in 185
Countries. CA Cancer J Clin. 2021;71(3):209-249.(4)

1.3. Klinicka slika karcinoma prostate
Rani karcinom prostate je ograni¢en na prostatu i obi¢no je duzi vremenski period

asimtomatsko oboljenje 1 naj¢eS¢e se otkiva uzgredno ili u toku skrining pregleda, pri kojem se
detektuju povisene vrednosti PSA.



Simptomi se obicno javljaju kod lokalno uznapredovale bolesti kada tumor infiltriSe 1 probije
kapsulu prostate i tada se mogu javiti smetnje sa mokrenjem, otezano zapocinjanje mokrenja, ucestalo
mokrenje, kao i nokturija (11). Daljim napredovanjem, bolest se §iri prema zadnjem zidu mokraéne
besike i semenim kesicama ili prema prednjem zidu rektuma, §to se pored dizuri¢nih smetnji moze
manifestovati 1 pojavom krvi u mokraci i spermi, erektilnom disfunkcijom, osecajem pritiska u
perinealnoj regiji i otezanim praznjenjem debelog creva. Sirenjem bolesti (metastaziranje) u
regionalne limfne ¢vorove i udaljene organe (najcesce u kosti, jetru i pluca), dolazi do pojave
simptoma ¢ija manifestacija zavisi od mesta pojave metastaza.

1.4. Klasifikacija i stadiranje karcinoma prostate

Za stadiranje karcinoma prostate koristi se TNM Kklasifikacija (Tumor Nodus Metastaza).
Osmo izdanje ove klasifikacije objavljeno je 2016.god i dato u tabeli 1 (12).

Tabela 1: TNM Kklasifikacija karcinoma prostate (12)

Primarni tumor (T)

T Primarni tumor ne moze biti procenjen

TO Nema dokaza o postojanju primarnog tumora

T1 Klini¢ki nevidljiv tumor, nijenpalpabilan, ne vidi se na imidzingu

Tla | Incidentalni tumor potvrden u < 5% resekovanog tkiva

T1b | Incidentalni tumor potvrden u > 5% resekovanog tkiva

Tlc | Tumor dokazan iglenom biopsijom iz jednog ili oba lobusa, ali nepalpabilan
T2 Palpabilan tumor ogranic¢en na prostate

T2a | Tumor zahvata < polovine jednog lobusa

T2b | Tumor zahvata > polovine jednog lobusa, ali ne oba lobusa

T2c | Tumor zahvata oba lobusa

T3 Tumor se $iri izvan prostate, ali bez zahvatanja okolnih struktura

T3a | Unilateralo ili bilateralno ekstraprostati¢no Sirenje

T3b | Tumor zahvata jednu ili obe semene vezikule

T4 Tumor zahvata spoljasnji sfinkter, rectum, mokra¢nu besiku, misice levatore
i/ili karliéni zid

Regionalni limfni nodusi ( N)

Nx | Regionalni limfni nodusi ne mogu biti procenjeni

NO | Bez zahvatanja regionalnih limfnih ¢vorova

N1 | Zahvatanje regionalnih limfnih zvorova

Udaljene metastaze ( M)

Mx | Udaljene metastaze ne mogu biti procenjene

MO | Bez udaljenih metastaza

Mla | Zahvatanje neregionalnih limfnih ¢vorova

M1b | Zahvatanje kostiju

M1c | Zahvatanje ostalih lokalizacija sa ili bez zahvatanja kostiju

1.5. Dijagnosticka evaluacija karcinoma prostate

1.5.1. Skrining i rana detekcija

Siroka primena skrininga sa merenjem vrednosti PSA u cilju ranog otkrivanja karcinoma
prostate, dovela je do znacajne redukcije dijagnostikovanja ove bolesti u metastatskoj fazi i znacajne
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redukcije smrtnosti od ove bolesti. Medutim, PSA skining ostaje kontraverzno pitanje zbog svoje
niske specifi¢nosti za karcinom prostate, $to moze dovesti do nepotrebnih biopsija i leCenja pacijenata
sa indolentnim tumorom koji se ne bi klinicki manifestovao tokom Zivota.

1.5.2. Klini¢ka dijagnoza karcinoma prostate

Dijagnoza karcinoma prostate postavlja se na osnovu poviSene vrednosti tumor markera za
karcinom prostate - PSA, digitorektalnim pregledom (eng. Digial rectal examination - DRE), pomo¢u
imidzing metoda (kompjuterizovana tomografija (eng. Computer tomography — CT) ili magnetna
rezonanca (eng. Magnetic resonance - MR), a definitivna dijagnoza postavlja se patohistoloskom
(eng. Patohystological — PH) verifikacijom nakon biopsije prostate ili nakon prostatektomije u¢injene
zbog benigne hiperplazije prostate.

Prostata specifi¢ni antigen (PSA), otkriven 1979.god, je protein koji produkuju prostaticne
epitelijalne celije. On sadrzi jedan glikoproteinski lanac od 237 aminokiselina i sa Cetiri strane
karbohidratne lance, ukljucujuéi sulfidne veze. Njegova uloga je u likvefakciji semene tecnosti.
Predstavlja najvazniji tumor marker za karcinom prostate i ima veoma bitnu ulogu, kako za rano
otkrivanje bolesti, tako i za pracenje bolesnika obolelih od karcinoma prostate, jer pokazuje kako
reaguju na razlicite vidove terapije. Poluzivot PSA je oko 2,2 - 3,2 dana i dostize najnizi nivo 2-3
nedelje posle radikalne prostatektomije. Njegova prihvaéena vrednost u serumu iznosi do 4 ng/ml.
Medutim 20% slucajeva karcinoma prostate ima nivo PSA ispod 4 ng/ml, a samo u oko 25% slucajeva
sa serumskim PSA od 4-10 ng/ml naden je karcinom u bioptatu (13).

Prostata specifi¢ni antigen je organ specifican, ali ne i kancer specifi¢an i njegovo poviSenje
ne znaci da osoba boluje od karcinoma prostate. Bilo kakva iritacija ovog organa moze dovesti do
povisenja njegove vrednosti. Tako PSA moze biti povisen posle digitorektalnog pregleda, nakon
biopsije prostate, posle uroloSkih endoskopskih pregleda i manipulacija (cistoskopija), u okviru
prostatitisa i benigne hiperplazije prostate (14).

Zato su uvedeni novi pojmovi u cilju rane dijagnoze karcinoma prostate i njegovog
diferenciranja od benignih stanja, ali je i njihova upotrebna vrednost ograni¢ena. Tu spadaju: starosno
i rasno specifi¢na referentna vrednost PSA (Age and race-specific PSA) (tabela 2), gustina PSA (PSA
density-PSAD), brzina promene vrednosti PSA (PSA velocity-PSAV) i slobodan i vezan PSA (Free
and complex PSA) (15, 13).

Tabela 2. Starosno i rasno specifi¢na referentna vrednost PSA (15, 13)

Starosni interval | Azijati Afro Amerikanci Belci
(godine)

40-49 0-2 0-2 0-2,5
50-59 0-3 0-4 0-3,5
60-69 0-4 0-4,5 0-4,5
70-79 0-5 0-5,5 0-6,5

Gustina PSA (PSA density-PSAD)

Odredivanje gustine PSA je od velike vaznosti narocito kod osoba koje imaju vrednost PSA
izmedu 4-10 ng/ml u cilju diferenciranja karcinoma prostate od benignih stanja, prvenstveno BPH.
Izracunava se tako §to se vrednost ukupnog PSA podeli sa zapreminom prostate. Vrednost od 0,15 i
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viSe upucuje na karcinom prostate, dok vrednosti ispod ove upucuju na benignu bolest. Glavni
problem u odredivanju PSAD moze postojati zbog greSaka u odredivanju zapremine prostate i
promenama vrednosti PSA sa godinama.

Brzina promene vrednosti PSA (PSA velocity-PSAV)

To je promena vrednosti PSA u odredenom vremenu. Ovaj koncept je uveden sa ciljem ranog
dijagnostikovanja nepalpabilnog kancera ograni¢enog na prostatu.

Njegovo izraCunavanje vrs$i se pomoc¢u slede¢e formule za koju su potrebne najmanje tri
vrednosti PSA merene u intervalu od Sest meseci ili duzem.

PSAV="% x [ (PSA2-PSA1)/Time + (PSA3-PSA2)/Time) ]

Ukoliko je povisenje PSA vece od 0, 75mg/ml za godinu dana, to moze uputiti da se radi o
karcinomu prostate.

Slobodan i vezan PSA (Free and complex PSA)

Samo mali deo PSA se nalazi u svom slobodnom obliku oznacen kao free PSA (f-PSA), a
veci deo je vezan za alpha 2 makroglobulin (AMG) i alpha 1-antichymotrypsin (ACT).

Odredivanjem slobodnog PSA u odnosu na ukupni PSA (eng. Free/total-F/T) dobijamo
vrednosti koje nam mogu pomo¢i u boljoj diferencijalnoj dijagnozi karcinoma prostate prema drugim
oboljenjima prostate. Ako je odnos slobodnog prema ukupnom PSA preko 0,20 — smatra se da je
mala mogucénost da osoba boluje od raka prostate (oko 10%), a ukoliko je pak taj odnos ispod 0,10 —
mogucénost je velika (oko 90%). F/T PSA procenjuje rizik od PCa kod muskaraca sa ukupnim PSA
od 4-10ng/ml i negativnim DRP, ali on nema klini¢ku vrednost ako je ukupni serumski PSA > 10
ng/ml ili u toku folow up-a ve¢ dijagnostikovanog PCa.

PCA3 marker

Prostata cancer antigen 3 (PCA3) je mRNK biomarker specifi¢an za prostatu koji se moZe detektovati
u sedimentu urina pacijenata sa karcinomom prostate. Test je minimalno invazivan i ima znacaja pre
svega da se utvrdi da li je potrebno ponoviti biopsiju nakon prethodno jedne ili viSe negativnih
biopsija. Kombinacija razli¢itih tumor markera bice trend u buducnosti u cilju procene agresivnosti
kancera i istovremeno smanjenja broja nepotrebnih biopsija (16).

Prostate Health Index (PHI) test

PHI je matematicka formula koja kombinuje ukupan PSA, Slobodan PSA i [-2] pro PSA
(‘p2PSA”).
Test se radi iz uzorka krvi, a PHI se izradunava po formuli ([-2]proPSA/free PSA) x VPSA.
Mnoge internacionalne studije su pokazale da PHI prevazilazi znacaj svojih induvidualnih
komponenti za predikciju ukupnog i klini¢ki znacajnog karcinoma prostate na biopsiji (17, 18).
Primena ovog testa je najznacajnija kod pacijenata sa PSA izmedu 2 i 10 ng/ml. PHI takode predvida
verovatnocu progresije bolesti kod pacijenata koji su na reZzimu aktivnog pracenja. Njegov cilj je, da
kao neinvazivna metoda, smanji broj nepotrebnih biopsija prostate (19).
Ipak, za utvrdivanje njegovog znacaja za klinicku upotrebu, potrebna su dalja ispitivanja.

Prostate Health Index density (PHID)

PHID predstavlja jo§ jedan korak napred u cilju predikcije dijagnoze karcinoma prostate
(PCa) i klini¢ki znacajnog karcinoma prostate (eng. clinical significant prostate cancer- csPCa) koji
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je potencijalno letalna bolest 1 zahteva ranu dijagnozu i leCenje. Kriterijumi za csPCa su: Glison skor
(Gleason score-GS) 6 sa > 3 pozitivnih jezgara i/ili maksimalna zahvacéenost jezgra (eng. maximum
core participation) > 50% ili GS > 7 po Epstein Kriterijumima (20).

PHID se izra¢unava kao PHI podeljeno sa volumenom prostate izmerenim na transrektalnom
ultrazvuku.

U odnosu na druge PSA povezane parametre za predikciju PCa, odnosno csPCa (tPSA,
%fPSA, %p2PSA, PSAD, PHI), PHID pokazuje vecu senzitivnost i specifi€nost uz pomo¢ kojeg se
znatno moze redukovati broj nepotrebnih biopsija i u najmanjem procentu propustiti detekcija csPCa
(22).

1.5.3. Digitorektlni pregled prostate

S obzirom da je vecina karcinoma prostate lokalizovana u perifernoj zoni koja je palpatorno
dostupna digitorektalnim pregledom (eng. Digital rectal Examination-DRE), nalaz DRE koji odstupa
od normalnog predstavlja indikaciju za biopsiju (22). Ovaj pregled moze otkriti karcinome visokog
gradusa kod pacijenata koji imaju vrednost PSA u referentnom opsegu.

1.5.4. Biopsija prostate

Definitivna dijagnoza karcinoma prostate postavlja se nakon patohistoloske verifikacije
bolesti posle biopsije koja se izvodi pod kontrolom ultrazvuka (UZ), bilo transrektalnim (eng.
Transrectal ultrasound-TRUS) ili transperinealnim pristupom. Neophodno je uzeti 10-12 uzoraka iz
oba lobusa duz cele prostate od vrha do baze, sa posebnim osvrtom na perifernu zonu gde je karcinom
najc¢esci, a broj uzoraka je nekada zavistan i od veli¢ine prostate (23). U 95% slucajeva patohistoloska
forma karcinoma prostate je adenokarcinom. Komplikacije biopsije mogu biti: hematospermija,
hematurija, rektalno krvarenje, prostatitis, urinarna retencija, epididimitis. ..

Tumacenje rezultata biopsije podrazumeva da se za svaki uzorak biopsije opiSe histoloski tip
tumora ako je pronadeno maligno tkivo u uzorku i Glison skor definisan prema modifikaciji iz 2005.
Medunarodnog udruzenja za urolosku patologiju (eng. International Society of Urological Pathology
- ISUP) (24).

Stepen diferentovanosti karcinoma prostate odreduje se pomocu Glisonovog sistema
gradiranja, a na osnovu strukture tumorskih zlezda pod mikroskopom (slika 6). Gradiranje se vrsi od
1 do 5, pri cemu 1 oznacava najbolju diferentovanost, a 5 nediferentovanost ¢elija. Zbog heterogenosti
karcinoma prostate u praksi se koristi Glisonov skor (GS). Kod tumacenja patohistoloSkog nalaza
uzoraka biopsije, GS predstavlja zbir najzastupljenijeg gradusa u uzorku i najviSeg gradusa,
nezavisno od njegove zastupljenosti, dok se kod uzoraka nakon prostatektomije GS odreduje na
osnovu zbira dva najzastupljenija gradusa, uz napomenu ako postoji 1 tre¢i, visi gradus. Dakle, GS
moze imati vrednost od 2 (1+1) do 10 (5+5) i predstavlja najznacajniji prognosticki faktor (25).
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Slika 6. Odredivanje Glison skora na osnovu patohistoloske slike

Od 2014. godine, pored GS koristi se i novi sistem gradiranja podrzan od strane
Medunarodnog udruzenja za uroloSku patologiju (eng. International Society of Urological Pathology-
ISUP). Postoji 5 gradus grupa (GG) koji se dobijaju grupisanjem razli¢itih GS, pri ¢emu grupa 1 ima
najbolju, dok grupa 5 ima najlo$iju prognozu bolesti (tabela 3) (26).

Tabela 3. Gradus grupe karcinoma prostate (26)

Glisonov skor Gradus grupa

<6

7 (3+4)

7 (4+3)

8 (4+4ili 3+5ili 5+3)
9-10

QB WIN|F-

U patohistoloskom izvestaju nakon prostatektomije treba da se nadu slede¢i podaci: histoloski
tip tumora, GS, status operativnih margina RO/R1, veli€ina dominantnog tumorskog ¢vora ako
postoji, histoloski gradus, tumorski volumen (TV), definisan pT/pN status, prisustvo invazije semenih
vezikula, prisustvo metastaza u limfnim ¢vorovima i broj pozitivnih Igl (da bi status Igl bio NO
potrebno je da u najmanje 8 Igl nisu nadene maligne ¢elije), PNI, LVI.

U cilju odredivanja stadijuma bolesti i klinicke procene raSirenosti karcinoma prostate
primenjuju se radioloske metode, bilo morfoloske poput radiografije (RTG), ultrazvuka (UZ), CT,
MR pregleda ili funkcionalne: scintigrafija skeleta (Sci), pozitronska emisiona tomografija (PET) sa
CT-om (PET/CT), multiparametrijski MR prostate (eng. Multiparametric magnetic resonance
imaging - mpMRI) (27).

Najkorisniji metod za odredivanje lokalnog stadijuma bolesti na MR pregledu karlice, t;
utvrdivanje lokalne proSirenosti bolesti u smislu postojanja ekstraprostaticne ekstenzije ili invazije
semenih vezikula je tumacenje nalaza na T2 sekvencama. Ipak, senzitivnost je niska (oko 60%) dok
je specificnost oko 90%. Senzitivnost se poveéava dodavanjem funkcionalnih sekvenci, difuzioni
imidzing (eng. diffusion weighted imaging-DWI) ili dinamicko pojacanje kontrasta (eng.dynamic
contrast enhancement-DCE), kada je re¢ o mpMRI, ali je senzitivnost i dalje relativno niska, te se ne
preporucuje za odredivanje lokalnog stadijuma bolesti kod pacijenata koji pripadaju grupi niskog
rizika (22).

Multiparametrijski MR prostate ima znacajnu ulogu u detekciji slabo diferentovanih
karcinoma (Grade Group > 2). Takode, on ima ulogu u MRI-TRUS vodenoj biopsiji prostate koja
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dovodi do povecanja postavljanja dijagnoze visokogradusnih karcinoma u manjem broju uzoraka sa
redukcijom detekcije niskogradusnih i klinicki neznacajnih karcinoma. Za detekciju pelvi¢nih limfnih
nodusa, mpMRI je ekvivalentan CT pregledu, a prevazilazi senzitivnost i specificnost Sci skeleta kod
detekcije kostanih metastaza. mpMRI je savetno uraditi na megnetu snage od 3 Tesla (3T) (28).

Pozitron emisiona tomografija sa CT-om sa fluciklovinom i PSMA PET/CT (eng. prostate-
specific membrane antigen PET/CT) imaju znacaja u detekciji koStanih i nodalnih metastaza uz veéu
senzitivnost i specifi¢nost u odnosu na PET CT sa holinom. PSMA PET/CT sa 68 Ga ima takode
znacaja u detekciji metastaza na kostima i limfnim nodusima. Njihova primena ima znacaja u
dijagnostikovanju relapsa bolesti nakon sprovedenog inicijalnog leCenja.

Pacijenti se prema riziku za biohemijski relaps bolesti nakon lokalne terapije grupisu u grupu
niskog, srednjeg 1 visokog rizika. Ova podela preporucena je od strane evropskog udruzenja urologa
(eng. European Association of Urology-EAU) (tabela 4) (23).

Tabela 4. Rizi¢ne grupe karcinoma prostate (23)

Nizak rizik Srednji rizik Visok rizik Visok rizik

PSA<10ng/ml PSA 10-20ng/ml PSA >20ng/ml Bilo koji PSA

i GS <7 (GG1) Ili GS 7 (GG2/3) Ili GS>7 ( GGA4/5) Bilo koji GS ( GG)

icTlc-T2a IlicT2b Ii T2c cT3-4ili cN+

Lokalizovan Lokalizovan Lokalizovan Lokalno
uznapredovali

U klinickoj praksi, odredivanje verovatnoce Sirenja bolesti izvan prostate (ekstraprostati¢na
invazija-EPE, invazija semenih vezikula-SVI, rizik za postojanje limfonodalnih metastaza- LNM)
odreduje se pomoc¢u Roach formula, a na osnovu vrednosti PSA, GS i T stadijuma bolesti (29).

Capsule Invasion Risk= (3/2) x PSA + [(GS-3)x10]
Seminal vesicle Invasion Risk=PSA + [(GS-6) x 10]
Lymph Node Metastasis Risk= (2/3) x PSA + [(GS-6) x 10]

1.6. Lecenje karcinoma prostate

Karcinom prostate moze biti lokalizovan kada je bolest samo unutar prostate i lokalno
uznapredovali ukoliko je doslo do lokoregionalnog Sirenja, a takode i metastatski ukoliko je bolest
zahvatila udaljene organe, odnosno neregionalne limfne ¢vorove.

Lecenje karcinoma prostate je multidisciplinarno 1 ukljucuje Citav tim stru¢njaka u kojem
radijacioni onkolog ima znacajnu ulogu. Lokalizovani karcinomi prostate se u najve¢em broju
sluc¢ajeva le¢e hirurgijom i/ili radioterapijom (RT) kao lokalnim terapijskim procedurama, uz
eventuano uvodenje antiandrogene hormonske terapije (eng. androgen deprivation therapy-ADT) ako
za to postoje indikacije. Isto tako, u odredenim sluc¢ajevima, leCenje lokalizovanog karcinoma prostate
moze biti odlozeno bilo kao aktivno pracenje (eng. active surveillance-AS) ili pazljivo ¢ekanje (eng.
Watchful waiting-WW). Lokalno uznapredovali karcinomi lece se uglavnom radioterapijom uz ADT,
dok se metastatska bolest le¢i hemioterapijom, hormonskom terapijom ili palijativnom
radioterapijom.

Algoritam lecenja karcinoma prostate prema National Comprehensive Cancer Network-
NCCN prikazan je u tabeli 5.
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Tabela 5. NCCN protokol za leCenje karcinoma prostate (28)

Nizak rizik (PSA <10ng/ml i GS<61i cT1-cT2a):

Procenjeno prezivljavanje vise od 10 godina

- pracenje (preferirano)

- definitivna RT (TRT ili BT)

-RP

Procenjeno prezivljavanje manje od 10 godina

-observacija

Srednji rizik sa povoljnim prognosti¢kim parametrima (PSA od 10-20 ng/ml i/ili GS 7 (3+4) / G2 sa
manje od 50% HP pozitivnih bioptickih uzoraka i/ili T2b do T2c):

Procenjeno prezivljavanje vise od 10 godina

- aktivno pracenje

-TRTIli BT

- RP +/- disekcija pelvi¢nih limfatika

Procenjeno prezivljavanje manje od 10 godina

-Observacija (preferirano)

-TRTili BT

Srednji rizik sa nepovoljnim prognostickim parametrima (PSA od 10-20 ng/ml i/ili GS 7 (3+4) sa vise
od 50% HP pozitivnih biopti¢kih uzoraka ili GS 7 ( 4+3) / G3 i/ili T2b do T2c):
Procenjeno prezivljavanje vise od 10 godina

- RP +/- disekcija pelvi¢nih limfatika

- TRT sa ADT (4-6 meseci) ili TRT + BT +/- ADT (4-6 meseci)

Procenjeno prezivljavanje manje od 10 godina

- TRT sa ADT (4-6 meseci) ili TRT + BT+/- ADT (4-6 meseci)

-Observacija

Visok rizik (PSA >20ng/ml ili GS izmedju 8 i 10ili T stage T3a i veci):
Procenjeno prezivljavanje vise od 5 godina

-TRT + dugotrajna ADT (1,5-3 godine)

-TRT + BT + dugotrajna ADT (1,5-3 godine)

-TRT + ADT (2 godine) + Abirateron (za veoma visok rizik)

-RP + disekcija pelvicnih limfatika

Procenjeno prezivljavanje manje od 5 godina

- Observacija

- ADT

-TRT

Lokalno uznapredovala bolest (cT3-4 ili N1, M0)

Procenjeno prezivljavanje vise od 5 godina

-TRT + ADT+Abirateron (preferirano)

-TRT + ADT

-ADT +/- Abirateron

-RP + disekcija pelvic¢nih limfatika kod selektovanih pacijenata

Procenjeno prezivljavanje manje od 5 godina

- Observacija

- ADT

*ako je + hirurS$ka margina posle RP-adjuvantna TRT +/-ADT ili praenje sa razmatranjem ranog uvodenja
terapije ve¢ kod PSA > 0,1 ng/ml

*ako su + In posle RP-ADT+/-TRT ili pracenje sa razmatranjem ranog uvodenja terapije ve¢ kod PSA >
0,1ng/ml

Metastatska bolest

-Androgena ablacija +/- palijativna TRT +/-bisfosfonati/ Docetaxel/Cabazitaxel
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1.6.1. Aktivno praéenje

S obzirom da veliki broj karcinoma prostate ima indolentni tok, cilj aktivnog pracenja je izbeci
nepotrebno lecenje kod pacijentata koji pripadaju grupi niskog rizika, ali bez kompromitovanja
le¢enja ukoliko za to bude bilo potrebe. Stoga su ti pacijenti pod redovnim nadzorom lekara i u sluc¢aju
ranih znakova progresije bolesti, pribegava se aktivnom lecenju.

Pacijenti koji zadovoljavaju kriterijum za ovakav vid leCenja su oni kod kojih je ocekivano vreme
prezivljavanja duze od 10 godina, koji pripadaju GG 1, manje od 3 pozitivna biopsijska uzorka sa
minimalnom invazijom uzorka (< 50% po uzorku), klini¢ki stadijum Tlc ili T2a , PSA < 10ng/ml i
gustina PSA < 0,15 (30). U slucaju prisustva ekstraprostati¢éne ekstenzije (eng. extraprostatic
extension - EPE) i limfovaskularne invazije (eng. limfovascular invasion - LVI) na uzorcima
dobijenim biopsijom AS se ne savetuje (23).
Program aktivnog pra¢enja podrazumeva:
- PSA ne cesce od svakih 6 meseci, osim klinickih indikacija kada se radi ranije
- DRP ne ¢esc¢e od svakih 12 meseci, osim klini¢kih indikacija
- Ponavljanje biopsije, ne ¢es¢e od 12 meseci,osim klinickih indikacija
- Razmotriti ponavljanje mpMRI ne ¢eS¢e od 12 meseci, osim klinickih indikacija. Kod
pacijenata sa suspektnom lezijom na mpMRI, biopsija uz fuziju MRI- Ultrazvuk omogucava
detekciju visih gradusa ( GG > 2) tumora
- Ukoliko je ocekivano prezivljavanje kra¢e od 10 godina, pacijenti mogu biti prevedeni na
WW rezim, odnosno opservaciju (28).

Prelazak sa rezima aktivnog prac¢enja na aktivno leCenje, vrsi se u uslovima:
- Kada je na ponavljanoj biopsiji dobijena visa GG patohistoloskom analizom
- Povecanje tumorskog volumena, povecanje gustine PSA kao i strah pacijenta

Utvrdeno je da izmedu 50 i 68% pacijenata koji su na rezimu aktivnog pracenja mogu izbeci
nepotrebno aktivno lecenje, a time i izbe¢i potencijalne komplikacije definitivnog tretmana. Iako
je rizik veoma mali (manje od 0,5%) za nastanak lokoregionalne ili metastatske bolesti tokom
aktivnog pracenja, ipak je mogucée da dode do progresije bolesti.

1.6.2. Pazljivo ¢ekanje

Pristup WW podrazumeva pribegavanje aktivhom leCenju tek kada dode do ispoljavanja
simptoma bolesti kao posledica lokalne ili sistemske progresije i leCenje se sprovodi u palijativne
svrhe. WW se preporucuje kod pacijenata koji pripadaju grupi niskog, srednjeg ili visokog rizika, sa
ocekivanim preZivljavanjem kra¢im od 10 godina, a koji nisu kandidati za lokalnu terapiju u kurativne
svrhe (23). Prednosti WW pristupa su u izbegavanju potencijalih Stetnih efekata aktivnog lecenja, a
nedostatak je rizik od nastanka lokalnih ili sistemskih simptoma (urinarna retencija, patoloska
fraktura), bez prethodnih simptoma i nezavisno od vrednosti PSA.

Razlika izmedu aktivnog pracenja i pazljivog ¢ekanja, prikazana je u tabeli 6.

Tabela 6. Aktivno pracenje i paZljivo ¢ekanje (23)

Aktivno pracenje Pazljivo Cekanje

Cilj leenja Kurativno Palijativno

Pracenje Prema definisanom protokolu | Induvidualno prema pacijentu

Procena/kori§¢eni marker DRE,PSA,rebiopsija,mpMRI | Nije definisano unapred

Ocekivano vreme prezivljavanja >10 godina < 10 godina

Cilj Minimalizovanje toksi¢nosti | Minimalizovanje toksi¢nosti
izazvane terapijom bez | izazvane terapijom
kompromitacije prezivljavanja

Komentar Odnosi se na pacijente iz grupe | Moze se primeniti na pacijente u
niskog rizika svim stadijumima bolesti
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1.6.3. Hirursko leCenje karcinoma prostate

Hirurgija se u lecenju karcinoma prostate primenjuje kao radikalna i palijativna.

Kada je re¢ o radikalnoj hirurgiji, najcesce se izvodi radikalna retropubicna prostatektomija (RRP) sa
ciljem izlecenja kod pacijenata sa klinicki lokalizovanim karcinomom prostate, ¢ije je ocekivano
vreme prezivljavanja > 10 godina i koji nemaju teZe pridruzene bolesti. Ovom metodom odstranjuje
se cela prostata sa semenim vezikulama, a obi¢no podrazumeva i disekciju karli¢nih limfnih ¢vorova
(eng. pelvic lymph node dissection-PLND) s obzirom da PLND pruza vazne informacije o staziranju
bolesti i predstavlja znacajan prognosticki faktor. Savetuje se prosirena PLND (eng. extended PLND-
ePLND) koja podrazumeva uklanjanje limfatika oko spoljasnjih i unutrasnjih ilija¢nih krvnih sudova
kao i limfatika oko obturatornih jama. PLND se moze izostaviti kod pacijenata sa niskim rizikom za
postojaje metastaza u limfnim ¢vorovima, ali sa rizikom da se postojanje metastaza moze propustiti
kod izvesnih pacijenata. Nema jasnog praga za rizik od postojaja metastaza u limfnim ¢vorovima
kada PLND treba sprovoditi, ali se uzima da je to izmedu 2% i 7% (31,32,33,34). Pacijenti koji imaju
visi rizik za postojanje metastaza u limfnim ¢vorovima od navedenog praga, treba biti podvrgnuti
PLND c¢ak i sa negativnim nalazom PSMA PET skena, jer je njegova senzitivnost za pelvicne nodalne
metastaze niska (oko 40%) (35,36).

Prednost retropubicnog pristupa operaciji u odnosu na transperinealni je u tome §to se njome bolje
Stede neurovakularne strukture koje su odgovorne za mokrenje i erekciju, tako da su komplikacije u
smislu inkontinencije i impotencije rede (37).

Radikalna prostatektomija sa PLND moze se sprovoditi kao otvorena, laparaskopska i robotska
hirurgija. Druge dve metode imaju znacajnu prednost u brzini oporavka pacijenta nakon operacije.
Glavna mana hirurgije su komplikacije u smislu urinarne inkontinencije i impotencije koja zna¢ajno
naruSava kvalitet Zivota pacijenta.

Palijativna hirurgija se moze primeniti kod uznapredovale bolesti, kada je kompromitovano
praznjenje urina od strane tumora, pa se transuretralnom resekcijom odstrani deo prostate i tumora.
Kod strogo selektovanih pacijenata, moguée je sprovesti Salvage radikalnu prostatektomiju kod
razvoja lokalnog recidiva u odsustvu metastaza nakon transkutane radioterapije (eng. Exernal beam
radiotherapy - EBRT) ili brahiterapije (eng. Bracytherapy - BT), ali sa visokom stopom morbiditeta
u smislu inkontinencije, gubitka erekcije, strikture na anastomozi.

1.6.4. Radioterapija

Radioterapija ima znacajno mesto u leCenju karcinoma prostate u svim stadijumima bolesti.
Oko 2/3 pacijenata sa karcinomom prostate ¢e u nekom momentu biti tretirani radioterapijom bilo
kao inicijalni tretman ili kasnije usled recidiva ili progresije bolesti (38).

Jonizujuée zracenje moze delovati na Celiju direktnim mehanizmima jednostrukim ili
(39). Slobodni radikali su molekuli reaktivog kiseonika koji mogu izazvati mnoga oStecenja celija i
tkiva, a mehanizam njihovog nastanka je razli¢it. U interakciji jonizujuceg zraCenja i ¢elije, dolazi do
njegove interakcije sa vodom i1 drugim ¢elijskim molekulima i nastaju slobodni radikali, od kojih je
najznacajniji Superoksid (O27) koji nastaje redukcijom jednog elektrona kiseonika iz molekularnog
kiseonika (40). Na slici 7 sematski je prikazan mehanizam jonizujuceg zracenja na Celiju.
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Slika 7. Sematski prikaz mehanizma jonizujuéeg zra¢enja na éeliju.

Izvor: Gomes ER, Franco MS. Combining Nanocarrier-Assisted Delivery of Molecules and Radiotherapy.
Pharmaceutics. 2022 Jan 3;14(1):105.(39)

U slucaju lokalizovane bolesti, rezultati leCenja primenom hirurgije i radioterapije su sli¢ni,
sa razlikama u komplikacijama nakon sprovedenog le¢enja (41). Kod pacijenata koji pripadaju grupi
srednjeg rizika u slucaju lokalizovane bolesti, radioterapija se kombinuje sa antideprivacionom
terapijom (eng. Antideprivation therapy — ADT) u trajanju od 4-6 meseci, dok kod pacijenata iz grupe
visokog rizika za relaps bolesti, ADT treba primeniti u trajanju 2-3 godine. Kod pacijenata iz grupe
niskog rizika, primena ADT nije potrebna (23,27). Dok se kod lokalnog i lokalno uznapredovalog
karcinoma prostate radioterapija primenjuje u kurativne svrhe, u metastatskom stadijumu bolesti,
njena primena je prvenstveno u palijativne svrhe, sa ciljem smanjivanja simptoma bolesti, gde
najvecu ulogu ima u postizanju antidoloroznog efekta kod kostanih metastaza.

Ako je le¢enje zapoceto radikalnim hirurSkim leCenjem, radioterapija se, u slucaju postojanja
losih patohistoloskih karakteristika nakon operacije, i pored nedetektabilne bolesti, sprovodi kao
postoperativna (adjuvantna), a u cilju smanjenja rizika za pojavu relapsa bolesti. LoSim
patohistoloskim karakteristikama nakon operacije, smatra se pT3 stadijum bolesti, R1 resekcija ili
detektabilan PSA. Ovi pacijenti mogu biti i podvrgnuti monitoringu redovnim kontrolisanjem PSA,
ali sa razmatranjem rane radioterapije kod rastu¢eg PSA ili pri vrednosti PSA >0,1 ng/ml (28).

Radioterapija spasa (eng. Salvage RT) se sprovodi nakon neuspeha sprovedenog lecenja,
odnosno u slucaju pojave lokalnog recidiva ili biohemijskog relapsa (22, 27). Biohemijskim relapsom
smatra se porast PSA preko 0,2ng/ml. Ve¢ pri toj vrednosti, savetno je sprovesti Salvage RT, a
svakako pri vrednosti PSA manjoj od 1 ng/ml (42).

U odnosu na naéin sprovodenja, radioterapija se moze primeniti kao transkutana (TRT),
brahiterapija (BT) ili kombinacija ova dva pristupa.

1.6.4.1. Transkutana radioterapija

Kada je re¢ o transkutanoj radioterapiji, savremene radioterapijske tehnike, kao §to su 3 D
konformalna radioterapija (eng. 3-D Conformal Radiotherapy-3D-CRT), Intenzitetom modulisana
radioterapija (eng. Intensity Modulated Radiotherapy - IMRT) i Volumetrijski modulisana lu¢na
terapija (eng. Volumetric Modulated Arc Therapy — VMAT) omoguc¢avaju mogucnost eskalacije
doze zrafenja i preko 80Gy, uz adekvatniju poStedu okolnih zdravih tkiva, pre svega organa
gastrointestinalnog i genitourinarnog trakta u odnosu na ranije primenjivane konvencionalne tehnike
zraCenja (43,44,45). Slikom vodena radioterapija (eng. image-guided radiotherapy- IGRT)
omogucava precizno sprovodenje radioterapijskog tretmana (46,47,22). Neka istrazivaja su pokazala
da eskalacija doze zracenja omogucava bolju biohemijsku kontrolu bolesti uz zadrzavanje jednakog
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nivoa toksi¢nosti zahvaljuju¢i primeni novih radioterapijskih tehnika, a kod pacijenata iz grupe
srednjeg i visokog rizika, primena veéih doza dovodi i do duzeg ukupnog prezivljavanja (41, 27).

The NRG Oncology/RTOG 0126 klinicki trajal pratio je rezultate leCenja kod 1499 pacijenata
koji su pripadali grupi srednjeg rizika za relaps bolesti. Period pracenja bio je 8,4 godine. Pacijenti
su bili podeljeni u dve grupe, kod prve grupe pacijenata aplikovana je doza 79,2 Gy u 44 frakcije, a
druga grupa je primila dozu 70,2 Gy u 39 frakcija (u obe grupe 1,8Gy po frakciji). Uprkos
prednostima u postizanju biohemijske kontrole bolesti kao i manje verovatnoc¢e nastanka udaljenih
metastaza, u grupi pacijenata koji su primili dozu 79,2Gy, nisu uocene znacajne razlike u duzini
ukupnog prezivljavanja. Vise doze rezultirale su izraZzenijom kasnom toksi¢nos$cu, ali manjom
stopom potrebe za salvage terapijom (48).

Procedure sprovodenja transkutane radioterapije

Na slici 8 Sematski su predstavljeni koraci u planiranju transkutane radioterapije.

[ Treatment delivery

|
|

’ Setup verification

‘ Treatment planning

[ Target volume & organ delineation

3D imaging for RT planning

Patient positioning & immobilization

=T I

Lo

Slika 8. Koraci u izvodenju transkutane radioterapije
Pozicioniranje, imobilizacija i CT simulacija

Za CT simulaciju kao 1 tokom sprovodenja radioterapijskog tretmana, neophodno je da
pacijent adekvatno prazni debelo crevo 1 komforno puni mokraénu besiku, u cilju preciznijeg zracenja
1 adekvatnije zastite okolnih zdravih tkiva, pre svega rektuma, mokraéne besike i tankih creva.

CT simulacija se izvodi u supinacionom poloZaju, jer se na taj nac¢in smanjuje pokretljivost
prostate, redukuje doza na organe od rizika i obezbeduje komforniji polozaj za pacijenta. Mogu se
koristiti podmetaci za kolena 1 fiksatori za stopala u cilju adekvatne reproducibilnosti polozaja
pacijenta (slika 9) (49). Primenjuje se kontrastno sredstvo u cilju bolje vizuelizacije krvnih sudova,
creva i mokraéne beSike. Skenira se regija od interesa, od nivoa L1/L2 do S5cm ispod ishiadi¢ne kosti,
sa presecima na 3-5mm.
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Slika 9. Podmetac za kolena i stopala

Definisanje volumena od interesa

Konturisanje referentnih struktura izvodi se na osnovu preporuka Medunarodne komisije za
radijacione jedinice i merenja (engl. International Commission on Radiation Units and Measurments-
ICRU i to ICRU 50, ICRU 62, kao i najnovije ICRU 83 (50,51,52).

Sematski prikaz referentnih volumena zra¢enja prikazan je na slici 10.

Irradiated Volume Y Irradiated Volume
[ Treated Volume " Treated Volume
{ ,/\ | -/-.\‘_\

(B) ICRU 50 (C) ICRU 62

Slika 10. Referentni volumeni zrac¢enja- ICRU 50, ICRU 62

Volumen tumora (eng. Gross Tumor Volume - GTV): To je makroskopski vidljiv tumor, ali
je sama lokalizacija tumora u prostati manje vazna, pa je GTV zapravo cela prostata.

Klini¢ki volumen mete (eng. Clinical target Volume - CTV): To je zapravo mikroskopski
tumor i predstavlja zonu verovatnog lokalnog ili regionalnog mikroskopskog Sirenja bolesti oko
GTV-a. UCTYV treba ukljuditi deo ili cele semene kesice, konturu tumorskog lezista nakon operacije,
konturu regionalnih limfnih ¢vorova koji nisu uvecéani, ali postoji povecan rizik za postojanje
mikrometastaza izraCunatog pomoc¢u Roach formula.

Planirani ciljni volumen (eng. Planning Target VVolume - PTV): konturisanje margine oko
CTV-a, koja svojom Sirinom obuhvata:

- zonu fizioloskog pokreta organa unutar koga se nalazi CTV

- moguce varijacije u obliku i veli¢ini organa koji u sebi sadrzi CTV
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- mogucu nepreciznost repozicioniranja pacijenta tokom izvodenja frakcionisanog zracenja.

Margina PTV-a na CTV kod planiranja radioterapije karcinoma prostate iznosi najéesce 5-10 mm.

Tretirani volumen (eng. Treatment volume - TV): predstavlja ukupni volumen koji primi
propisanu dozu zracenja.

Iradijacioni volumen (eng. Irradiated volume - 1V): Volumen koji prima znacajnu dozu (vise
od 50% target doze).

Kao dodatak volumenima definisanih prema ICRU 50, u ICRU 62 dodata su jo$ dva
volumena. To su Unutras$nji target volumen (eng. Internal target volume - ITV) i Planirani volumen
organa od rizika (eng. Planing organ and risk volume - PRV). Takode su definisane Unutrasnja
margina (eng. Internal margin - IM), setup margin (SM), organi od rizika (OAR) i konformacioni
index (Conformity index - Cl). Internal margin (IM) je definisana fizioloskim pokretima organa
(usled respiracija, zevanja, pokreta pluca, srca, creva, stepena napunjenosti mokrac¢ne besike). Setup
margina (SM) je definisana pokretima koji su u vezi sa tehnikom zrac¢enja.

Internal target volume (ITV) je kombinacija volumena CTV i IM. Planning organ and risk volume
(PRV) definiSe volumen organa od rizika koji su u okviru PTV-a. Konformacioni index je odnos
Treatment volume i PTV (CI=TV/PTV).

Organi od rizika (Organs at risk - OAR): Organi od rizika predstavljaju zdrava tkiva/organe
koji se nalaze u blizini ciljnih volumena, a o ¢ijoj radiosenzitivnosti se mora voditi rauna pri
planiranju radioterapije, jer prekomernim ozrac¢ivanjem ovih organa moze do¢i do njihovog oSte¢enja
sa nastankom radijacionih komplikacija. Kod karcinoma prostate u rizi¢éne organe spadaju mokraéna
besika, debelo i tanko crevo, rektum i glave femura.

Delineacijom organa od rizika i ciljnih volumena (slika 11 a i b), omoguceno je precizno
planiranje radioterapije sa ciljem uniStavanja tumorskih ¢elija uz minimalno oStecenje okolnih
normalnih struktura (53, 54).

Slika 11a. Delineacija organa od rizika i slika virtuelnog pacijenta
Izvor: Materijal Instituta za onkologiju i radiologiju Srbije
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Slika 11b. Ciljni volumeni (PTV 1, 2, 3)
Izvor: Materijal Instituta za onkologiju i radiologiju Srbije

Preskripcija doze zrafenja, planiranje i sprovodenje radioterapije

Preskripija podrazumeva propisivanje doze koju treba isporuciti na ciljni volumen i
definisanje parametara koje je potrebno ispuniti u cilju dobijanja adekvatnog plana. Planiranje zracne
terapije od strane medicinskih fizi¢ara moze se sprovesti razli¢itim radioterapijskim tehnikama (slika
12 i slika 13).

Slika 12. Planiranje zracne terapije pacijenta sa karcinomom prostate 3D CRT tehnikom
Izvor: Materijal Instituta za onkologiju i radiologiju Srbije
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Slika 13. Planiranje zracne terapije pacijenta sa karcinomom prostate IMRT i VMAT tehnikom

Dozna ograni¢enja za organe od rizika, definisana su pomoc¢u The Quantitative Analysis of

Izvor: Materijal Instituta za onkologiju i radiologiju Srbije

Normal Tissue Effects in the Clinic summary (Quantec), ¢iji je deo prikazan u tabeli 7 (55).

Tabela 7. Quantec ogranic¢enja za organe od rizika (55)

(srednja doza za glave
femura treba da je
manja od 50 Gy)

Organ Radioterapijski Krajnji ishod Volumen organa koji | Stopa razvoja
tretman primi datu dozu (Gy) | krajnjeg ishoda
(%)
Rektum 3D-CRT Kasna rektalna
toksi¢nost
Gr>2 V50<50% <15
Gr>3 <10
Gr>2 V60<35% <15
Gr>3 <10
Gr>2 V65<25% <15
Gr>3 <10
Gr>2 V70<20% <15
Gr>3 <10
Gr>2 V75<15% <15
Gr>3 <10
Mokracna besika 3D-CRT Gr>3 V65 <50%,
kasne toksi¢nosti V70 <35%
V75 <25%
V80< 15%
Glave femura 3D-CRT 50Gy<5%

Pomocu histograma volumene doze (eng. Dose Volume Histogram- DVH) vrsi se analiza
radioterapijskog plana, odnosno proverava se da li je adekvatna pokrivenost ciljnih volumena 95%
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dozom zracenja kao 1 da li su ispoStovana dozna ogranicenja organa od rizika definisana Quantecom
(slika 14).

Slika 14. Analiza DVH
Izvor: Materijal Instituta za onkologiju i radiologiju Srbije

Nakon zavrSenog planiranja zraCenja 1 prihvatanja radioterapijskog plana od strane
radijacionog onkologa, iradijacija se izvodi tokom nedelje svakoga dana, izuzev vikenda, a provera
preciznosti zracenja vrsi se pregledom portal grafija ili uz pomo¢ Cone Beam CT-a makar jednom
nedeljno. Provera preciznosti pri svakoj frakciji omogucéena je primenom IGRT uz pomo¢ koje se
redukuju greske pri pozicioniranju, Sto omogucava i manje margine.

1.6.4.1.1. Radikalna radioterapija
Grupa niskog rizika

Primenom savremenih tehnika, moZe se propisati doza i preko 80Gy standardnim reZimom
frakcionisanja (1,8-2 Gy dnevno).
GTV odgovara CTV-u i oni se definiSu kao volumen prostate.
PTV margina 5-10 mm, posteriorno se daje manja margina, da bi se smanjio volumen rektuma koji
primi visoku dozu zracenja (56,57). U slucaju primene IGRT, margina se moze smanjiti na 3 mm
(56).

Kod pacijenata koji pripadaju grupi niskog rizika, ADT se ne preporucuje.

Grupa srednjeg rizika

Kod ove grupe pacijenata, propisuje se doza kao i kod pacijenata iz grupe niskog rizika, ali se
savetuje i primena ADT u trajanju 4-6 meseci.
U cilju eskalacije doze zracenja koja dovodi do boljih rezultata leCenja, moze se preporuciti
kombinacija TRT i Brahiterapije (BT) koja se propisuje u vidu boost-a, odnosno nakon primljenih
46-50,4 Gy transkutano, standardnim rezimom frakcionisanja (23,27). Nakon pauze od 2 nedelje,
aplikuje se brahiterapija.
GTV-prostata i makroskopska EPE i SVI.
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CTV-GTV i proksimalnih 1-2cm ili cele semene kesice (SVI).

PTV-5-10 mm margina, kao kod grupe pacijenata sa niskim rizikom.

Ako je rizik za infiltraciju semenih vezikula prema Roach formuli veéi od 15%, radioterapija se izvodi
u dve faze.

Faza 1:

PTV1-Prostata i semene vezikule sa odgovaraju¢om marginom (66-70 Gy)

Faza 2:

PTV 2-Prostata sa odgovaraju¢om marginom (dodatnih 6-10 Gy)

Ako je rizik za infiltraciju semenih vezikula prema Roach formuli manji od 15%, radioterapija se
izvodi u jednoj fazi, kada se propisuje ukupna doza na PTV od 72-80 Gy.

Grupa visokog rizika-lokalizovana bolest

U zra¢ni volumen ukljucuju se prostata i semene vezikule. Moze se kombinovati TRT i BT
(56, 57). Primena ADT preporucuje se 2-3 godine.

Grupa visokog rizika- lokalno uznapredovala bolest

To su pacijenti koji pripadaju cT3-T4 ili N+ stadijumu bolesti. Ako je rizik za infiltraciju limfnih
¢vorova odredenog pomoc¢u Roach formule > 15%, u CTV je neophodno ukljuciti pelvi¢ne Igl sa
marginom 0,7 mm oko krvnog suda i to distalne zajednicke ilija¢ne, spolja$nje i unutrasnje ilija¢ne,
presakrane i obturatorne. Delineacija CTV Igl obi¢no pocinje od nivoa L5/S1 do gornje ivice
pubic¢nih kostiju. Kod ove grupe pacijenata zracenje se sprovodi u tri faze, u prvoj su u zra¢ni volumen
pored CTV Igl ukljuceni i prostata i semene vezikule, a u narednim fazama, nakon 45-50 Gy limfatici
se iskljucuju (23). Primena ADT preporucuje se 2-3 godine.

1.6.4.1.2. Radioterapija nakon radikalne prostatektomije

Pacijenti koji su pod rizikom za relaps bolesti nakon RRP su oni koji u svom patohistoloskom
1zvestaju imaju GG > 3, pT3, pNO, R1. Ako je nivo PSA nakon operacije iznad 0, 1 ng/ml, moZe se
primeniti adjuvantna zra¢na terapija dozom od 64-72 Gy unutar 6 meseci. Ovi pacijenti mogu biti
podvrgnuti i rigoroznim kontrolama uz uvodenje rane Salvage terapije pre nego vrednost PSA prede
0,2 ng/ml.

Ako postoji N1 bolest, savetuje se primena adjuvantne RT sa ADT ili samo ADT, a ako su
manje od 3 mikroskopski pozitivna limfna ¢vora nakon ePLND, bez ekstranodalne bolesti i PSA
nakon operacije manji od 0,1ng/ml, moZze se pribe¢i samo pracenju.

Pri delineaciji CTV-a, ukljucuje se loza prostate i ostaci semenih vezikula ako one nisu radikalno
odstranjene, odnosno njihova loZa sa ili bez delineacije 1gl u zavisnosti od N statusa bolesti (58).

1.6.4.2. Brahiterapija

S obzirom da karcinom prostate ima nizak o/} odnos (oko 1,5), ovi pacijenti su kandidati za
hipofrakcionisani rezim sprovodenja radioterapije.

Intersticijalna brahiterapija kao monoterapija primenjuje se kod pacijenata koji pripadaju
grupi niskog rizika i1 selektovanih pacijenata koji pripadaju srednjoj rizi¢noj grupi. Kod vecine
pacijenata iz grupe srednjeg, a u redim slucajevima i1 grupi visokog rizika, ona se primenjuje u
kombinaciji sa transkutanom radioterapijom i hormonskom terapijom.

Intersticijalna brahiterapija prostate sprovodi se u high dose rate - HDR rezimu sa
privremenim radioaktivnim izvorom, najcesce Iridijum 192 (Ir 192), ili u low dose rate - LDR reZimu
primenom permanentnog izvora niske aktivnosti, najcesce jod 125 (I 125) i Paladijm 103 (Pd 103).
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Privremeni izvori visoke aktivnosti Ir 192 koriste se najceS¢e radi eskalacije doze u
kombinaciji sa transkutanom zra¢nom terapijom. Mnogobrojna istrazivanja su potvrdila da se bolji
rezultati leCenja postizu kombinacijom TRT i BT nego samo TRT IMRT tehnikom, pa ¢ak i ako se
IMRT tehnikom isporuci doza od 86,4 Gy (59,60). Benefiti koje obezbeduje primena HDR BT u
odnosu na druge nacine sprovodenja radioterapijskog leenja kod pacijenta sa karcinomom prostate
su planiranje u realnom vremenu, ubrzo nakon plasiranja vodi¢a kao i omoguéavanje optimizacije
distribucije doze zahvaljuju¢i moguénos¢u promene pozicije vodica kao i vremena zadrzavanja izvora
u njima (61).

Procedura se izvodi u opstoj ili spinalnoj anesteziji tako $to se pacijent postavlja u
litotomni polozaj, u kome se vrsi aplikacija vodica implanata (slika 12). Vodici izvora zracenja (igle,
kateteri) se precizno pozicioniraju u prostatu, pod kontrolom endorektalne ultrazvuc¢ne sonde. Nakon
plasiranja vodica, sledi planiranje zracenja koje se vrsi na osnovu UZ, CT i MR. Po zavr§enom
snimanju, lekar definiSe interesne volumene, nakon Cega fiziCar rekonstruiSe vodice i proracunava
plan zracenja. Prednosti planiranja na magnetu su dobijanje boljeg kvaliteta slike uz moguénost bolje
vizuelizacije EPE kao i tumorske promene u samoj prostati. Zbog stabilne pozicije volumena nije
potrebna margina izmedu CTV i PTV, a od organa od rizika, potrebno je delineirati rektum, mokraénu
besiku i uretru. Nakon zavrSenog planiranja, na osnovu plana zracenja, naknadnim punjenjem vodica
sa distance, izvor se dovodi u precizno definisanu poziciju u vodicu i prema tumoru. Nakon
sprovedenog zraCenja, izvor se uklanja iz pacijenta uz deplasiranje vodica.

Indikacija za primenu permanentnih izvora niske aktivnosti su dobro ogranic¢eni tumori sa
povoljnim prognostickim faktorima. Invazija kapsule je kontraindikacija za ovaj vid leCenja. Najcesce
koriséeni izvori su 125 T'ili 103 Pd.

Procedura sprovodenja brahiterapije privremenim i trajnim izvorima, Sematski je
prikazana na slici 15.

. Prostate Prostate
High Dose Rate Brachytherapy| [Low Dose Rate Brachutherapy

Needles Connect
to HOR Afterloade

Radioactive Seeds .

b AT ~ ’Fip;:llcatnr Template
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=

Ultl" Qd:lnd Probe ONCOLOGYMEDICALPHYVEICE COM

Slika 15. Intersticijalna brahiterapija karcinoma prostate (privremeni i trajni izvori)

Na slici 16 prikazan je plan za brahiterapiju prostate pacijenta leCenog u Institutu za onkologiju i
radiologiju Srbije
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Slika 16. Planiranje zracenja lokalnog recidiva u prostati
Izvor: Materijal Instituta za onkologiju i radiologiju Srbije

Doze i frakcionisanje brahiterapije

Monoterapija: LDR: 145 Gy (1 125), 125 Gy (Pd 103)
HDR: (Ir 192): 34-38 Gy / 4 frakcije, 31,5 Gy / 3 frakcije i 26 Gy / 2 frakcije (61).

Kombinovana nakon TRT sa 45 Gy/25 frakcija: LDR: 110 Gy (1 125), 90 Gy (Pd 103)
HDR (Ir 192): 15 Gy / 3 frakcije, 11-22 Gy / 2
frakcije ili 12-15 Gy u 1 frakciji (61).

Brahiterapija se moze primeniti kao Salvage BT kod pojave lokalnog recidiva u prostati
nakon sprovedenog le¢enja. Moguci su razli€iti reZimi frakcionisanja HDR brahiterapije: 15- 19 Gy
u 1 frakciji, 26 Gy u 2 frakcije, 31,5 Gy u 3 frakcije (62).

1.6.5. Hormonska terapija

S obzirom da je karcinom prostate zavistan od muskih polnih hormona, primena ADT ima
znac¢ajno mesto u inhibiciji rasta ¢elija karcinoma prostate. Androgen deprivaciona terapija moze
delovati centralnim mehanizmom, spre¢avaju¢i produkciju androgena ili blokadom dejstva
androgena na nivou receptora, kada je re¢ o perifernoj blokadi. Kombinacijom ova dva mehanizma
postize se totalna androgena blokada (eng. Total androgen blockade - TAB).

Cilj ADT je postizanje kastracionog nivoa testosterona u krvi (< 50 ng/dl, odnosno < 1,7
nmol/l). Ovaj cilj se moZe posti¢i izvodenjem bilateralne orhiektomije kada je re¢ o hirurskoj
kastraciji ili medikamentozno, primenom agonista oslobadaju¢eg hormona za luteniziraju¢i hormon
(eng. lutenizing-hormone-releasing hormone - LHRH) ili LHRH antagonista koji se uglavnom
ordiniraju u vidu depo injekcija $to podrazumeva hemijsku kastraciju. Kastracioni nivo testosterona
postize se za 2-4 nedelje (22).

Faza bolesti u kojoj primena ADT ima efekta, bilo primenom hirurske ili medikamentozne
kastracije, naziva se androgen senzitivna faza karcinoma prostate. Kada ova terapija vise ne daje
rezultate, pacijent ulazi u fazu bolesti koja se naziva kastraciono rezistentni karcinom prostate. U
ovoj fazi bolesti ¢elije karcinoma prostate su i dalje osetljive na androgene hormone, ali za njihov
rast i umnozavanje su dovoljne sasvim male koli¢ine androgena koji se uglavnom proizvode u
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nadbubreznim Zlezdama ili samim ¢elijama prostate. Lekovi koji se koriste u cilju prekidanja sinteze
androgenih hormona u nadbubreznim zlezdama i u ¢elijama karcinoma prostate nazivaju se inhibitori
sinteze androgenih hormona. Njihov efekat nastaje kao rezultat blokade enzima koji se naziva Cyp
17, a koji ima glavnu ulogu u stvaranju testosterona iz holesterola u testisima, nadbubreznim
zlezdama i samim ¢elijama karcinoma prostate. Predstavnik ove grupe lekova je Abirateron. Njegova
indikacija je uznapredovali (metastatski) kastraciono-rezistentni karcinom prostate koji je
progredirao na prethodnu hormonsku terapiju. Primenjuje se u obliku tableta, a dnevna doza je 1000
mg dnevno, obavezno uz niske doze kortikosteroida u cilju smanjivanja nezeljenih efekata leka.
Njegova nezeljena dejstva su periferni otoci, nizak nivo kalijuma u krvi 1 porast krvnog pritiska.

Druga vrsta lekova moze delovati time Sto blokira slanje signala kontrolnom centru ¢elija
karcinoma prostate da otpo¢nu sa deobom i rastom posle vezivanja testosterona za androgeni
receptor. Predstavnik ove grupe lekova je Enzalutamid. On deluje kao antiandrogen, jer
kompetitivno blokira vezivanje androgena za androgeni receptor , a takode blokira signalne puteve
nakon vezivanja testosterona za androgeni receptor. Dnevna doza je 160 mg, a najcesca nezeljena
dejstva su talasi vruéine 1 glavobolja, a najozbiljnija nezeljena dejstva su epi napadi.

Faza bolesti u kojoj je karcinom prostate postao otporan na primenu i ovih lekova, naziva se
hormonski rezistentna faza bolesti. To znaci da je bolest postala otporna na sve vidove hormonske
terapije.

Hormonska terapija, u zavisnosti od vremena primene u odnosu na radioterapiju, moze biti
neoadjuvantna, konkomitantna i adjuvantna. Njenom primenom povecava se lokalna kontrola bolesti
kao 1 ukupno prezivljavanja pacijenata sa karcinomom prostate. Neoadjuvantna, konkomitantna i
adjuvantna androgena deprivacija se primenjuje sa radioterapijom kod pacijenata sa niskim i srednjim
rizikom u trajanju 6 meseci sa ciljem redukcije target volumena i omogucavanja eskalacije doze.
Njihovu primenu treba zapoceti najmanje 2 meseca pre radioterapije. Kod pacijenata sa visokim
rizikom, adjuvantna androgena deprivacija se primenjuje 2-3 godine.

Hormonska terapija ne moze da izlec¢i karcinom prostate, ali se razvoj bolesti moze usporiti.
Koliko ¢e ova terapija biti uspesna i koliko ¢e dugo trajati uspeh u kontroli bolesti je induvidualno.
Pre ili kasnije, kod svih pacijenata koji primaju hormonsku terapiju, karcinom prostate postaje
otporan na ovu vrstu lecenja i bolest pocinje da napreduje.

Da bi se lakSe razumeo cilj sa kojim se primenjuje hormonska terapija, karcinom prostate se
deli na fazu nemetastatske i na fazu metastatske bolesti.

Nemetastaski karcinom prostate je faza u kojoj ne postoje klini€kim 1 dijagnosti¢kim pregledima
utvrdene metastaze u kostima, limfnim Zlezdama i/ili drugim organima. U ovoj fazi bolesti
hormonska terapija se primenjuje u ograni¢enom trajanju i to kao:

- Hormonska terapija u kombinaciji sa radikalnom radioterapijom prostate. Postoje Cvrsti
dokazi da primena hormonske terapije pre, za vreme i posle radikalne radioterapije karcinoma
prostate znacajno produZava prezivljavanje i odlaze napredovanje bolesti.

- Hormonska terapija u kombinaciji sa radikalnom operacijom prostate se ne primenjuje, s
obzirom da nema dokaza da uti¢e na ukupno prezivljavanje i dalje napredovanje bolesti.

- Hormonska terapija kod biohemijskog relapse posle radikalne operacije ili radioterapije
prostate. Biohemijski relaps znaci da postoji samo povecanje vrednosti PSA posle radikalne
operacije ili radioterapije, ali bez klini¢kim pregledom utvrdenih metastaza. Postoje razli¢ita
misljena kada treba uvesti hormonsku terapiju kod pojave biohemijskog relapse. Dok jedni
smatraju da je to potrebno uciniti odmah, drugi smatraju da ne treba leciti PSA, ve¢ bolest
ukoliko se pojavi.

- Hormonska terapija kod de novo dijagnostikovanih pacijenata koji nisu kandidati za
radikalnu operaciju ili radioterapiju usled postojecih komorbiditeta.

Metastatski karcinom prostate je faza bolesti u kojoj postoje klinickim i dijagnostickim
pregledima utvrdene metastaze u kostima, limfnim Zlezdama 1/ili drugim organima. Jednom zapoceta
hormonska terapija u ovoj fazi bolesti traje dozivotno. Na slici 17 prikazan je mehanizam delovanja
ADT i njihovo dejstvo na razli¢ite sisteme u organizmu (63).
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Slika 17. Mehanizam delovanja ADT

Izvor: Narayan V, Ross AE, Parikh RB, Nohria A, Morgans AK. How to Treat Prostate Cancer With
Androgen Deprivation and Minimize Cardiovascular Risk: A Therapeutic Tightrope. JACC
CardioOncol. 2021 Dec 21;3(5):737-741. (63)

1.6.6. Imunoterapija

Imunoterapija podsti¢e imuni sistem u borbi protiv bolesti. Na taj nacin deluju vakcine.
Pacijenti koji su u metastatskoj kastracino rezistentnoj fazi bolesti koji nemaju izrazenije simptome
bolesti ili su oni minimalni, moZze se primeniti vakcina Sipuleucel-T, odobrena od strane Americke
agencije za hranu i lekove. Unistavanje tumorskih ¢éelija omogucava se pomocu aktivacije CD4+ i
CD8+ T limfocita (64).

1.6.7. Hemioterapija i Lutetium-177 PSMA terapija

Hemioterapija se primenjuje u leCenju uznapredovale metastatske bolesti, kada hormonska
terapija vise nije efikasna, tj u kastraciono rezistentnoj ili hormon rezistentnoj fazi metastatske bolesti,
najcesce kod postojanja visceralnih metastaza. Najcesce koriS¢eni protokoli su Decetaxel (Taxotera)
koja se primenjuje 1 u 3 nedelje i.v uz kortiko th i Kabazitaksel (Jevtana) na 21 dan uz primenu
kortikoterapije. Nezeljena dejstva hemioterapije su: pad u krvnoj slici (najozbiljnije nezeljeno dejstvo
je febrilna neutropenija), opadanje kose, muénina, povracanje, ranice u ustima, proliv, iscrpljenost.

Kod uznapredovalog metastatskog karcinoma prostate, moze se primeniti Lutetium-177
PSMA terapija, gde se za PSMA molekul koji se nalazi na povrsini ¢elija karcinoma prostate vezuje
Lutetium-177 i na taj nain uni$tava tumorske ¢elije prostate. Preduslov za primenu ove terapije je
posedovanje PSMA PET skenera sa Galijumom-68 kojim se detektuju tumorske ¢elije prostate,
odnosno PSMA molekul za koji se Lutetium-177 vezuje.
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1.6.8. Toksic¢ni efekti radioterapije kod pacijenata sa karcinomom prostate

Iako je primarni cilj radioterapije apilikovati odgovarajuc¢u dozu na ciljni volumen, okolna
zdrava tkiva takode prime izvesnu dozu zracenja, sa potencijalnim razvojem radijacione toksi¢nosti.

Nakon primene radioterapije u leCenju karcinoma prostate, 5 do 10% pacijenata moze
oc¢ekivati ozbiljne nezeljene efekte koji mogu uticati na njihov kvalitet Zivota (eng. Quality of Life-
QOL) (65,66).

Toksic¢nost radioterapije kod lecenja karcinoma prostate moze se manifestovati u donjem
gastrointestinalnom traktu kao posledica oste¢enja rektuma i creva, Sto predstavlja gastrointestinalnu
(GI) toksi¢nost. Takode, komplikacije radioterapije se mogu manifestovati u genitourinarnom traktu
prouzrokuju¢i simptome kao posledicu osteCenja uretre, beSike 1 prostate, Sto predstavlja
genitourinarnu (GU) toksi¢nost (67).

Radijaciona toksi¢nost moze biti akutna i1 kasna.
U osnovi nastanka akutnih nezeljenih dejstava lezi inflamacija, dok je fibroza glavni razlog
nastanka kasnih neZeljenih dejstava radioterapije (67,68).

1.6.8.1. Akutna radijaciona toksicnost kod karcinoma prostate

Akutna radijacina toksi¢nost obi¢no predstavlja privremeno stanje i zahvata tkiva koja se brzo
dele, uzrokuju¢i dermatitis, cistitis, dijareju, u toku ili ubrzo nakon sprovodenja radioterapijskog
tretmana (69).

Podaci iz literature govore da se akutna radijaciona toksi¢nost manifestuje do 120 dana od
pocetka radioterapijskog tretmana, dok se kasna radijaciona toksi¢nost ispoljava nakon toga (70, 71).

Neki autori akutnu toksi¢nost definisu kao onu koja se ispolji tokom tretmana, odnosno unutar
90 dana nakon zavrSenog radioterapijskog lecenja, dok se kasnom radijacionom toksi¢nos¢u smatra
ona koja se javlja nakon 90 dana ili pak u toku lecenja, ali koja traje i posle 90 dana od pocetka lecenja
(72).

Takode, drugi autori GI i GU radijacionu toksi¢nost dele na akutnu i subakutnu koja se javlja
u toku radioterapije, odnosno unutar 3, odnosno 6 meseci, dok se kasna toksi¢nost ispoljava 6 meseci
nakon tretmana i moze trajati godinama (73).

1.6.8.2. Kasna radijaciona toksicnost kod karcinoma prostate

Kasna radijaciona toksicnost se javlja nakon zavrSetka radioteapijskog tretmana. U zavisnosti
od podataka iz literature, ona se moZze javiti 3 odnosno Sest meseci nakon zavrSenog leCenja
radioterapijom, a nekada i posle mnogo godina. Rektalno krvarenje, urinarna oStecenja, erektilna
disfunkcija i fibroza su primeri kasne toksi¢nosti koja moze perzistirati dugo nakon tretmana (74).

Simptomi koji se javljaju kao rezultat toksi¢nosti GI trakta mogu varirati od blazih tegoba
poput ucestalog praznjenja creva do znatno ozbiljnijih koji ukljucuju rektalno krvarenje, bolove u
predelu ¢mara ili pojavu fistule.

Genitourinarna toksi¢nost se moze ispoljiti u vidu ucestalog mokrenja, pojave hematurije,
dizuri¢nih smetnji, inkontinencije, strikture uretre. Vaskularna ishemija, celularna destrukcija i edem
dovode do proliferacije fibroblasta i oSte¢enja glatkoc¢e sluznice mokraéne besike, §to za posledicu
ima redukciju kapaciteta besike i obstrukciju lumena uretre (73).

lako su brojni protokoli koji se koriste u klini¢koj praksi za gradiranje akutne i kasne
radijacione toksi¢nosti, uniformni sistem jo$ uvek nije ustanovljen. Najces¢e koriS¢ene Seme za
procenu nezeljenih efekata radioterapije su EORTC (eng. European Organization for Research and
Treatment of Cancer) i RTOG (eng. Radiation Therapy Oncology Group) skala ¢iji je deo prikazan u
tabelama 8 i1 9. Procena morbiditeta se vr$i na osnovu Cetiri parametra-SOMA (eng. Subjective,
Objective, Management, Analitic) koji se odnose na subjektivne tegobe, objektivne znake bolesti,
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nacin sprovedenog leCenja i analizu funkcije tkiva koje se le¢i uz pomo¢ objektivnih dijagnostickih
procedura (75).

Tabela 8: RTOG kriterijumi za akutna radijaciona oSte¢enja

Organ Grl Grll Gr Il Griv
Genitourinarni Ucestalo mokrenje | Ucestalo mokrenje | Ucestalo mokrenje | Hematurija koja
trakt i nokturija do 2x i nokturija koja i nokturija koja je | zahteva
¢eSce nego pre nije ¢esca od ¢eSca od 1x/1h, transfuziju,
tretmana, dizuri¢ne | 1x/1h, dizurija i/ili | dizurija, urgencija, | opstrukcija beSike,
smetnje koje ne urgencija, spazam | spazam besike, ulceracije ili
zahtevaju leCenje | beSike koji zahteva | karli¢ni bol koji nekroza
lokalni anestetik zahteva analgetike
Gornji Gubitak tezine do | Gubitak tezine do | Gubitak teZine vise | lleus, perforacija,

gastrointestinalni
trakt

5% u odnosu ha
pre tretmana,
mucnina koja ne
zahteva
antiemetike,
abdominalni
diskomfor koji ne

15% u odnosu na
pre tretmana,
mucnina sa
povra¢anjem koja
zahteva
antiemetike,
abdominalni bol

od 15% u odnosu
na pre tretmana,
mucnina sa
povracanjem i
pored antiemetika,
abdominalni bol i
pored lekova,

Gl krvarenje koje
zahteva transfuziju

zahteva lekove koji zahteva hematemeza,
lekove melena,
abdominalna
distenzija
Donji Ucestale stolice Ucestale stolice Dijareja koja Akutna i
gastrointestinalni koje ne zahtevaju | koje zahtevaju zahteva subakutna
trakt terapiju, terapiju, parenteralnu opstrukcija, fistula
abdominalni abdominalni nadoknadu, pojava | i perforacija, Gl
diskomfor koji ne | bolovi koji krvi i sluzi u krvarenje koje

zahteva leCenje

zahtevaju leCenje

stolici, distenzija
trbuha

zahteva transfuziju

Tabela 9. RTOG

kriterijumi za kasna radijaciona oStecenja

Organ Gr | Grll Gr 1l Gr IV
Genitourinarni Minorne Generalizovane Ucestalo mokrenje | Nekroza, kapacitet
trakt telangiektazije, telangiektazije, i dizurija, besike manji od

mikroskopska

intermitentna

telangiektazije,

100ccm3, ozbiljan

hematurija makroskopska Cesto sa hemoragi¢ni
hematurija petehijama, Cesta | cystitis
hematurija,
kapacitet besike
manji od 150ccm3
Gastrointestinalni | Blage dijareje, do | Umerene dijareje , | Opstrukcija ili Nekroza,

trakt

5 stolica dnevno

vise od 5 stolica

krvarenje koji

blagi gréevi, blago | dnevno, umereno zahtevaju hirurgiju
krvarenje i smetnje | krvarenje
praznjenja

perforacija, fistula
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S obzirom da vecina pacijenata sa lokalizovanim karcinomom prostate ima indolentni tumor
sa petogodisnjim prezivljavanjem skoro 100%, mora se voditi racuna 0 komplikacijama radioterapije
koje zna¢ajno mogu narusiti kvalitet Zivota leCenih pacijenata (76).

Brojni su trajali koji pokazuju znacaj eskalacije doze za kontrolu tumora (77,78). Verovatnoca
nastanka komplikacija od strane okolnih zdravih tkiva takode raste sa pove¢anjem doze zracenja.

Zato je tokom planiranja radioterapije neophodno slediti dozna ograni¢enja okolnih zdravih
tkiva koriste¢i QUANTEC (engl. Quantitative Analysis of Normal Tissue Effects in the Clinic).

Medutim, postoje pacijenti koji imaju zadovoljavajue dozimetrijske parametre, a ipak
razvijaju radijacionu toksi¢nost, a sa druge strane, kod odredenih pacijenata sa manje povoljnm
dozimetrijskim parametrima, radijaciona toksi¢nost je manje izrazena. Iz toga proizilazi da i drugi
parametri koji mogu biti od znacaja za predikciju razvoja radijacione toksicnosti moraju biti
ustanovljeni.

Predpostavlja se da je osnovni mehanizam nastanka radijacione toksi¢nosti baziran na gubitku
stem celija i progenitornih ¢elija kao 1 oSte¢enju vaskularnih endotelnih mikro krvnih sudova.

Smatra se da su oporavak i repopulacija stromalnih stem ¢elija hroni¢no naruSeni nakon
primene radioterapije delovanjem slobodnih radikala, reaktivnih oksigenih grupa ili proinflamatornih
molekula sa posledi¢nim oSte¢enjem tkiva (40).

Klinic¢ari bi trebalo da procene verovatnocu pojave GI i GU oStecenja pre tretmana sa
identifikovanjem varijabli koje se mogu korigovati sa ciljem redukovanja razvoja neZeljenih efekata
radioterapije.

Predikcioni modeli koji uzimaju u obzir dodatne parametre za identifikaciju pacijenata koji
imaju veliku verovatnoc¢u za razvoj toksi¢nosti mogu posluziti kao esencijalni faktor za primenu
personalizovane radioterapije ¢iji je glavni cilj pored postizanja kontrole bolesti, redukcija
komplikacija i unapredenje kvaliteta zivota (79).

1.7. Potencijalni prediktori radijacione toksi¢nosti kod pacijenata sa karcinomom prostate
1.7.1. Induvidualne i klinicke karaktristike kao prediktori radijacione toksi¢nosti

Faktori koji utiCu na radiosenzitivnost su induvidulni (uzrast, pusacki status, konzumacija
alkohola i drugi), klinicki (stadijum bolesti, prethodne operacije abdomena i male karlice, prisustvo
komorbiditeta i drugi) i dozimetrijski parametri. Medutim, samo oni nisu dovoljni za razumevanje
mehanizma nastanka radijacione toksi¢nosti. Jedan od glavnih izazova u savremenoj radioterapiji je
identifikacija biomarkera povezanih sa nastankom radijacione toksi¢nosti i njihova integracija sa
induvidualnim, klinickim 1 dozimetrijskim parametrima, u cilju formiranja predikcionih modela
radijacione toksic¢nosti.

1.7.2. Bioloski faktori kao prediktori toksi¢nosti

U savremenoj onkologiji vlada sve veée interesovanje u polju istrazivanja bioloskih faktora
koji mogu uticati na nastanak radijacione toksi¢nosti. Izmene u nivou citokina mogu biti povezane sa
pojavom akutne GI i GU toksi¢nosti (80,81). Drugi bioloski faktori, kao §to su nivoi ekspresije
razli¢itih gena, nivo miRNK (eng.miRNA) poput miR-21, 146a, 155, SNPs (eng. single nucleotide
polymorphisms) u TGF-A1 (eng. transforming growth factor f1) genu mogu takode biti povezani sa
nastankom radijacione toksi¢nosti (82).

Odrzavanje kvaliteta Zivota leCenih pacijenata je od izuzetne vaznosti, s obzirom da je
karcinom prostate visoko kurabilno oboljenje sa o¢ekivanim dugogodisnjim prezivljavanjem (83).

Sa tim u vezi, moze se zakljuciti da bi ispitivanje veCeg broja razli¢itih bioloskih faktora
trebalo sprovoditi u daljim istraZivanjima u cilju procene induvidualne radiosenzitivnosti.
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1.7.2.1. Citokini i njihova uloga u nastanku radijacione toksicnosti

Citokini su hidrosolubilni proteini male molekulske mase koji imaju ulogu u transportu
signala izmedu Celija (84). Oni kontrolisu rast i aktivnost drugih ¢elija imunskog sistema i ¢elija krvi
1 na taj na¢in pomazu u nastanku imunskog i inflamacijskog odgovora tela.

Smatra se da oni mogu imati ulogu u patogenezi kancera, ali takode i u povecanju
antikancerskog dejstva slanjem signala koji pomazu da dode do smrti abnormalnih celija 1
produzavanja zivota zdravih ¢elija. Specifi¢na vrsta citokina, zovu se hemokini. Oni mogu omoguditi
imunskim ¢eljama da se krecu ka meti. Postoje razliite vrste hemokina, ukljucujuéi interleukine,
interferone, faktore tumorske nekroze i faktore rasta.

Jonizujuce zracenje indukuje ekspresiju velikog broja proinflamatornih i antiinflamatornih
citokina i faktora rasta: Faktor tumorske nekroze alfa (eng. Tumor necrosis factor-o (TNF-a),
Interleukin la (IL-1a), Interleukin 1B (IL-1p), Interleukin 6 (IL-6), tip I interferon (type I IFN), faktor
stimulacije granulocitno-makrofagnih kolonija (eng. Granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor - GM-CSF), Interleukin 4 (IL-4), Interleukin 5 (IL-5), Interleukin 10 (IL-10), Interleukin 12
(IL-12), Interleukin 18 (IL-18), Transformisuci faktor rasta beta (eng. Transforming growth factor 3
- TGF-B, (slika 18) (85,86).

¢

Inflammation
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Slika 18. Imunoloski odgovor tkiva na jonizujuée zracenje

Izvor: Di Maggio FM, Minafra L, Forte GI, Cammarata FP, Lio D, Messa C, Gilardi MC, Bravata
V. Portrait of inflammatory response to ionizing radiation treatment. J Inflamm (Lond). 2015 Feb
18;12:14.(86)

Veliki je interes za identifikovanje biomarkera koji su povezani sa induvidualnom
radiosenzitivno$¢u. Prema podacima iz literature, Rubin 1 saradnici bili su medu prvima koji su
ispitivali povezanost nivoa citokina sa toksi¢no$c¢u izazvane radioterapijom (87). Ekspresija citokina
povezana je sa oSteCenjem tkiva radioterapijom i inflamacijom i moZe posluZiti kao indikator
toksi¢nosti ¢elije i tkiva tokom radioterapije kod pacijenata sa karcinomom prostate (80,86). Smatra
se da inflamacija igra klju¢nu ulogu u odgovoru malignog tkiva na radioterapiju. Studije pokazuju
povecanje cirkuliSué¢ih nivoa proinflamatornih citokina tokom radioterapije, kao $§to su IFN-y, IL-6,
TNF-a i IL-4 (88). Pokazano je da postoji razlika u nivou citokina kod pacijenata sa karcinomom
prostate u poredenju sa pacijentima sa benignim lezijama u prostati ili kod zdravih pojedinaca, kao i
promene u nivoima citokina nakon radioterapije i/ili androgene terapije (89,90). Dirksen i saradnici
su pokazali da kod pacijenata sa karcinomom prostate, radioterapija uzrokuje inflamaciju dovodeci
do povecanja cirkuliSu¢ih nivoa IL-6, IL-8, TNF-a i TGF-B (88). Christensen i saradnici pokazali su
znacajno povecanje nivoa IFN-y i IL-6 tokom radioterapije kod pacijenata sa karcinomom prostate
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(80). Takode su pokazali da su poviseni nivoi IL-1 i IL-2 povezani sa razvojem genitourinarne i
gastrointestinalne toksi¢nosti prostate (80).

Ubrzo nakon izlozenosti tkiva zracenju, dolazi do oslobadanja brojnih citokina sa posledicnim
nastajanjem inflamatornog odgovora i potencijalnim oste¢enjem tkiva. Produkcija citokina javlja se
brzo nakon ozracivanja tkiva sa pikom unutar 4-24h, dok se nakon 24h-nekoliko dana vraca na bazalni
nivo (91).

Buduc¢i da se smatra da inflamacija lezi u osnovi nastanka akutne radijacione toksi¢nosti,
moze se zakljuciti da inflamatorni faktori poput citokina kao $to su IL-1, TGF- B, IL-2, IL-6, IL-8 i
IFN- vy mogu imati znacajno mesto u pojavi GI i GU toksicnosti kod pacijenata koji se lece
radioterapijom.

Stoga odredivanje nivoa citokina u serumu pacijenata tokom radioterapije moze imati klinicku
vrednost u predikciji radiosenzitivnosti zdravih tkiva sa teznjom ka personalizovanom pristupu u
radioterapiji.

Medu brojnim citokinima koji se oslobadaju ubrzo nakon ekspozicije tkiva radioterapiji, IL-
1, IL-6, TNF i TGF-B1 znacajni su citokini koji su uklju¢eni u odgovor koze, plu¢a i mozga na
jonizujuce zracenje (40).

TransformiSuci faktor rasta B1, koji produkuju endotelne i hematopoetske celije, kodiran je
od strane TGF-B/ gena. On kontrolose razli¢ite procese u celiji, ukljucujuéi angiogenezu,
diferencijaciju, imunski odgovor (92). Smatra se da je TGF-B1 vazan medijator fibroze koji stimuliSe
fibroblaste da generisu ekstracelijski matriks i angazuju inflamatorne éelije. Cak i u malim dozama,
radioterapija se smatra znacajnim spoljasnjim faktorom koji aktivira TGF- B1. Visi nivo TGF-B1
povezan je sa viSim stepenom fibroze nakog radioterapije torakalne i abdominopelvi¢ne regije (93).
Vezivanje TGF-B1 za komplekse receptora tipa I/II dovodi do aktivacije Smad proteina. Smad
proteine ¢ini familija strukturno sli¢nih proteina koji su ukljuc¢eni u signalne puteve TGF- B
superfamilije koji su vazni za regulisanje Celijskog rasta i razvoja. Skrac¢enica Smads, odnosi se na
homologe Caenorhabditis elegans Sma i ’mothers against decapentaplegic’’ (Mad) familiju gena u
Drosofiliji (Drosophilia). Smatra se da je aktivacija Smad 3 povezana sa razvojem radijacijom
indukovane fibroze (94). Rezultati razli¢itih studija ukazuju da IL-6 i TGF-f1 mogu imati ulogu u
pojavi akutne genitourinarne toksi¢nosti kod pacijenata sa karcinomom prostate koji se leCe
radioterapijom. Pokazano je da prethodne hirurSke intervencije mogu imati udela u razvoju
radijacione toksi¢nosti daleko od mesta operativnog reza, upravo preko TGF-B1 (95).

Literaturni podaci ukazuju da je IL-6 jedan od najznacajnijih imunskih markera za predikciju
radioterapijom indukvane toksi¢nosti normalnih tkiva (96,97).

Promene u nivoima proinflamatornih citokina nisu povezane samo sa radijacijom
indukovanom toksi¢no$c¢u, ve¢ i sa odgovorom na radioterapiju. Smatra se da su visi nivoi IL-6
povezani sa agresivnijim rastom tumora i veCom rezistencijom na radioterapijski tretman. Imajuci to
u vidu, terapeutske modulacije ovog citokina mogle bi da povecaju radioterapijsku senzitivnost
tumora (98).

Faktor nekroze tumora (TNF), primarno produkovan od strane aktiviranih makrofaga, ali i
drugih hematopoetskih i nehematopoetskih ¢elija, jeste citokin koji ima ulogu u nastanku akutne 1
hroni¢ne inflamacije. Povecanje nivoa TNF pored IL-1 prouzrokuje znacajne akutne reakcije na kozi,
dok IL-1 ima znacajnu ulogu u nastanku inflamatornog odgovora (99). U preklinickim studijama
pokazano je da TNF inhibitori mogu redukovati radijacijom indukovano oste¢enje koZe kod miSeva
(100).

Neki citokini mogu biti napravljeni u laboratoriji i koristiti se u terapiji kancera. Drugi se
mogu koristiti za prevenciju i reSavanje nezeljenih dejstava hemioterapije. Mogu se aplikovati
subkutano, intamuskularno, intravenski. Najcesce koriséeni su interleukini i interferoni. Interleukini
deluju kao hemijski signali izmedu belih krvnih zrnaca. Tako Interleukin 2 ( IL-2) pomazZe ¢elijama
imunskog sistema da rastu i da se brze dele. Verzija IL-2 napravljena u laboratoriji, odobrena je za
lecenje uznapredovalog karcinoma bubrega i metastatskog melanoma. IL-2 moze biti koris¢en kao
samostalni lek u leCenju ovih maligniteta, ili moZe biti kombinovan sa hemioterapijom ili sa drugim
citokinima kao §to je Interferon alfa (IFN-a). Interferoni pomazu telu da se odupre virusima i kanceru.
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Postoji Interferon alfa, beta i gama (IFN-a, IFN-B, IFN-y). Jedino IFN-a moze biti kori§éen za tretman
kancera. On moze povecati sposobnost imunih ¢elija u borbi protiv ¢elija kancera, bilo da direktno
uspori rast ¢elija kancera ili preko krvih sudova koji su neophodni za rast tumora.

1.7.2.2. Mikro RNK i njihova uloga u nastanku radijacione toksic¢nosti

Mikro RNK (eng. miRNA) pripadaju grupi malih, nekodiraju¢ih RNK prigusivaca, uklju¢enih
u translacionu represiju gena. Njihova osnovna uloga je da interferiraju sa informacionom RNK ¢ime
se utiSava translacija RNK u proteine. One su stabilne u razli¢itim bioloSkim uzorcima, kao S§to su
plazma i serum, pod odgovaraju¢im uslovima i mogle bi biti koriS¢ene kao efikasan dijagnosticki
marker iz telesnih te¢nosti (101). Mikro RNK molekuli su kodirane od strane mikro RNK gena
lokalizovanih u intronima ili egzonima kodiraju¢ih gena (102). Njih obi¢no ¢ini 21-25 nukleotida i
one kontroliSu mnoge bioloske funkcije kao §to je diferencijacija, programirana Celijska smrt po tipu
apoptoze, angiogeneza, proliferacija, ¢elijski ciklus, metabolizam, time $to reguliSu gensku ekspresiju
na posttranskripcionom nivou (103). Kada “seed” region molekula miRNK ’pronade’ inkompletnu
komplemetarnu sekvencu u 3’netranslatiraju¢em regionu informacione RNK (eng. 3’-untranslated
region- 3’UTR), to dovodi do translacione represije ili degradacije informacione RNK. Kao rezultat
tog procesa, translacija i sinteza proteina prestaju (104). Promene u nivou miRNK uzrokuju promene
u nivoima proteina, dovodec¢i do razvoja brojnih fizioloskih i patofizioloskih procesa, ukljucujuc¢i
malignu transformaciju. Kako je maligna transformacija slozen proces, razlic¢ite miRNK su znacajne
za razli¢ite faze razvoja i progresije kancera. Mikro RNK imaju mogu¢nost da utiSavaju bilo tumor
supresore ili onkogene ili jedna miRNK moze imati dualnu ulogu (105,106).

Odredivanju profila ekspresije mikroRNK molekula pridaje se sve viSe vaznosti zbog njihove
koristi u dijagnostici, odredivanju stadijuma bolesti, prognozi i odgovoru na terapiju kod pacijenata
obolelih od karcinoma prostate. Mikro RNK imaju, dakle, potencijal da budu indikatori, buduéi
biomarkeri kod donoSenja odluke o leCenju, prediktori nezeljenih efekata terapije (hemio i/ili
radioterapije), mogu posluziti kao terapeutske mete ili pak i same mogu biti terapeutici (107).

Aberantno eksprimirana miRNK, bilo u smislu poveéane ili smanjene ekspresije, moze
poremetiti ekspresiju nekoliko informacionih RNK molekula i proteina i moze biti ukljuéena u
patogenezu razli¢itih karcinoma u humanoj populaciji (108,109,110). NeravnoteZa u nivou proteina
ukljuc¢enih u imunski odgovor uzrokuje inflamaciju u ozracenoj regiji. Odgovor na radioterapiju i
nastanak radijacione toksi¢nosti su induvidualni procesi, $to upucuje da je personalizovan pristup u
radioterapiji od izuzetnog znacaja kod pacijenata koji se tretiraju ovim modalitetom lecenja.

Mikro RNK mogu delovati kao protoonkogeni, ali i kao tumor supresorni geni, odnosno neke
od njih mogu stimulisati proliferaciju tumorskih ¢elija 1 angiogenezu, dok druge ove procese mogu
inhibirati. Mikro RNK-34a moze se smatrati tumor supresorom, jer je njena ekspresija u malignim
bolestima ¢esto snizena (111). miR-146 i miR-155 su imunomodulatorni miRNK molekuli. Njihova
ekspresija je ¢esto ukljucena u imuski odgovor. miR-146a i miR-155 pokazuju pojacanu ekspresiju u
odgovoru na razlicite inflamatorne stimuluse i ona moze biti indukovana od strane TNF, IL-1, IFN i
Toll-like receptor ( TLR) liganda u razli¢itim tipovima ¢elija, monocitima i T i B limfocitima (112).

miR-21 je onkogena miRNK (eng. oncomiR) koja je poja¢ano eksprimirana u brojnim
malignim oboljenjima u humanoj populaciji (113). Ona uslovljava proliferaciju i invazivnost ¢elija
karcinoma prostate, ukljuéena je u apoptozu (114) i dokazana je kao radiosenzitivna miRNK
(115,116). miR-21 ima sposobnost da redukuje radiosenzitivnost malignih ¢elija (117), te bi redukcija
nivoa miR-21 mogla biti od znac¢aja za povecanu senzitivnost tumora na radioterapiju (118). miR-21
je okaraterisana kao induktor radiorezistentnosti kod tumora dojke (119).

Mononuklearne ¢elije periferne krvi (eng. peripheral blood mononuclear cells-PBMCs)
predstavljaju znacajan izvor razli¢itih miRNK molekula (120). Postoji hipoteza da odredivanje profila
miRNK moze povecati $ansu za predikciju razvoja radijacione toksic¢nosti (121).

Brojne su studije koje su ispitivale izmene nivoa miRNA u tkivima i ¢elijama tumora kao i u
plazmi i serumu kao odgovor na radioterapiju i pratile njihovu povezanost sa nastankom nezeljenih
efekata radioterapije (121,122,123).
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Izmene nivoa miRNK mogle bi imati veliki potencijal da posluze kao vodic klini¢arima kako
da modifikuju radioterapijsko planiranje ili da ga kombinuju, odnosno zamene sa drugim standardnim
modalitetima lec¢enja, ukoliko je potrebno (121).

Na slici 19 prikazani su potencijalni kandidati mikroRNK za predikciju odgovora na
radioterapiju i nastanak radijacione toksi¢nosti kod pacijenata sa karcinomom prostate (102), a na
slici 20 1 Sematski prikaz vodica, potencijalno primenljivog u klinickoj praksi za personalizovano
planiranje leCenja pacijenata obolelih od karcinoma prostate.
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Slika 19. MikroRNK kandidati za predikciju odgovora na radioterapiju i nastanak toksi¢nosti kod
pacijenata sa karcinomom prostate.

lzvor: Petrovi¢ N, Stanojkovi¢ TP, Nikitovic M. MicroRNAs in Prostate Cancer Following
Radiotherapy: Towards Predicting Response to Radiation Treatment. Curr Med Chem.
2022;29(9):1543-1560.(102)
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Slika 20. Predlozeni vodi¢ za personalizovan pristup radioterapiji u leCenju karcinoma prostate
pomoc¢u mikroRNK panela.

Izvor: Korpela E, Vesprini D, Liu SK. MicroRNA in radiotherapy: miRage or miRador? Br J Cancer. 2015
Mar 3;112(5):777-82. doi: 10.1038/bjc.2015.6. Epub 2015 Jan 22.(121)

Kori$¢enje ovih panela, moze imati znacaj u klini¢koj praksi za prevodenje pacijenata koji su
pod aktivnim pracenjem na aktivni vid le¢enja. Takode, na osnovu mikroRNK panela, moguce je
odrediti pacijente koji su pod veéim rizikom za nastanak radijacione toksi¢nosti kao i one koji
zahtevaju eskalaciju doze zracenja ili drugu modifikciju tretmana zbog radiorezistencije.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

1.

Ispitati prediktivne vrednosti induvidualnih karakteristika (uzrast, pusacki status,
konzumacija alkohola) osoba sa adenokarcinomom prostate u grupi radikalno zracenih i u
grupi pacijenata kod kojih je sprovedena postoperativna ili Salvage zracna terapija za rizik za
nastanak simptoma GU i GI toksi¢nosti.

Ispitati prediktivne vrednosti klinickih karakteristika (stadijum bolesti, prethodne operacije
abdomena i male karlice i prisustvo komorbiditeta) osoba sa adenokarcinomom prostate u
grupi radikalno zracenih i u grupi pacijenata kod kojih je sprovedena postoperativna ili
Salvage zrac¢na terapija za rizik za nastanak simptoma GU 1 GI toksicnosti.

Ispitati prediktivne vrednosti dozimetrijskih parametara terapijskig plana (V50, V60, V65,
V70, V72) i srednje i maksimalne doze na rektum i mokraénu beSiku u osoba sa
adenokarcinomom prostate u grupi radikalno zraCenih 1 u grupi pacijenata kod kojih je
sprovedena postoperativna ili Salvage zracna terapija za rizik za nastanak simptoma GU i GI
toksi¢nosti.

Ispitati povezanost nivoa IL-1B, IL-2, IL-6, IFN-gama i TGF-f u serumu bolesnika sa
adenokarcinomom prostate pre, tokom i nakon zavrsetka radioterapije i nastanka akutne GU
1 GI toksicnosti u grupi radikalno zracenih i u grupi pacijenata kod kojih je sprovedena
postoperativna ili Salvage zra¢na terapija.

Ispitati prediktivne vrednosti razli¢itih vrsta mikroRNK u osoba sa adenokarcinomom

prostate u grupi radikalno zracenih i u grupi pacijenata kod kojih je sprovedena postoperativna
ili Salvage zra¢na terapija na rizik za nastanak simptoma akutne GU i GI toksi¢nosti.
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3. MATERIJAL | METODE
3.1. Selekcija pacijenata

Istrazivanje je bilo dizajnirano po tipu prospektivne, kohortne studije u koju je ukljuc¢eno 90
pacijenata sa patohistoloski potvrdenim adenokarcinomom prostate koji su le¢eni u Institutu za
onkologiju i radiologiju Srbije, Klinika za radiolosku onkologiju i dijagnostiku od januara 2016.do
februara 2020. godine, a koji su ispunjavali kriterijume za uklju¢ivanje u istrazivanje. Za sprovodenje
istrazivanja dobijeno je odobrenje Etickog komiteta Instituta za onkologiju i radiologiju Srbije, broj
3348/1-01 kao i odobrenje Etickog odbora Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.
Istrazivanje je sprovedeno slede¢i principe HelsinSke deklaracije. Pacijentima su pre ukljucivanja u
istrazivanje detaljno objasnjeni principi istrazivanja i svaki od njih je svojom voljom potpisao
informisani pristanak u dva primerka, od kojih je jedan primerak dat pacijentu, dok je drugi sacuvan
u dokumentaciji za istrazivanje.

Kriterijume za uklju¢ivanje u studiju ispunjavali su pacijenti koji u trenutku postavljanja
dijagnoze nisu imali potvrdenu lokoregionalnu prosirenost bolesti (T3 i T4, N1 stadijum), niti
metastatsku bolest (M1 stadijum), verifikovane dostupnim dijagnostickim metodama (CT ili MR
pregled abdomena i karlice, RTG/CT toraksa, scintigrafija skeleta), a takode je uslov bio da nisu
le¢eni neoadjuvantnom niti konkomitantnom hormonoterapijom.

Kriterijumi za iskljuc¢ivanje iz studije bili su pacijenti za koje su postojali podaci da su u
trenutku dijagnoze imali inicijalno lokoregionalnu proSirenost bolesti (T3 i T4 stadijum), ili N1 ili
M1 stadijum bolesti, kao i oni koji su leCeni hormonskom terapijom.

Od 90 ukljucenih pacijenata koji su ispunjavali kriterijume za uklju¢ivanje, njih 51 Cinili su
pacijenti sa inicijalno lokalizovanim stadijumom bolesti koji su leCeni radikalnom radioterapijom,
savremenim radioterapijskim tehnikama, 3D konformalnom radioterapijom (3D-CRT) ili
Volumetrijski modulisanom Ark terapijom (VMAT) , koji nisu primali neoadjuvantnu ili
konkomitantnu hormonoterapiju. Propisana doza bila je 72 Gy u 36 frakcija, duzina trajanja zra¢ne
terapije bila je 7 nedelja i 1 dan. Preostali broj bolesnika (njih 39) €inili su pacijenti sa inicijalno
lokalizovanim stadijumom bolesti koji su leCeni operativno, radikalnom prostatektomijom, a zracna
terapija sprovedena je postoperativno, bilo kao adjuvantna, bilo kao Salvage zra¢na terapija.
Propisana doza bila je 66 Gy u 33 frakcije, duZina trajanja zracne terapije bila je 6 nedelja i 3 dana.

3.2. Ispitivane varijable i instrumenti merenja

Ispitivane su induvidualne, klinic¢ke i terapijske karakteristike, zatim odredeni nivoi citokina
u serumu, nivoi mikro RNK u limfocitima pacijenata, kao i uticaj ovih parametara na razvoj akutne i
kasne genitourinarne (GU) i gastrointestinalne (GI) radijacione toksi¢nosti.

Akutna 1 kasna radijaciona toksi¢nost ispitivana je primenom RTOG/EORTC kriterijuma
(eng. RTOG/EORTC Acute and Late Radiation Morbidity Scoring Criteria) modifikovanih po
Peeters-u. Prema Peeters-u i1 saradnicima akutnom radijacionom toksi¢no$¢u smatrana je ona koja se
javila unutar 120 dana od pocetka radioterapije, dok se kasnom toksi¢no$¢u smatrala ona koja se
javila nakon tog vremena.

Akutna toksi¢nost bila je ispitivana jednom nedeljno tokom sprovodenja zra¢ne terapije, a
kasna toksi¢nost na redovnim kontrolama nakon zavrSene zra¢ne terapije, po slede¢oj dinamici:

- tokom prve godine nakon terapije: svaka 3 meseca

- tokom druge godine nakon terapije: svaka 4 meseca

- tokom 3-5 godina nakon terapije: svakih 6 meseci

- posle 5 godina nakon terapije: jednom godi$nje

U zavisnosti od tezine simptoma i akutna 1 kasna radijaciona toksi¢nost gradirane su u 4
gradusa. Upitnik koji je popunjavan od strane pacijenata tokom sprovodenja radioterapije prikazan je

na slici 21.

34



Akutna GI toksi¢nost

Grl
- Promene u navikama praznjenja creva — ve¢i broj stolica ili promena konzistencije stolice koje ne zahtevaju lecenje
- rektalni diskomfor
- bolovi koji ne zahtevaju analgetike

- dijareja koja zahteva parasimpatikolitike — Loperamid
- pojava sluzavih stolica koje se mogu kontrolisati
- bol koji zahteva analgetike

- dijareja koja zahteva nadoknadu infuzionim rastvorima
- obilne sluzave ili sukrvicave stolice koje izazivaju inkontinenciju — potrebno nosenje higijenskih ulozaka
- meteorizam pracen distendiranim crevima na nativnom RTG abdomena

- Gl krvarenje koje zahteva transfuziju

- abdominalni bolovi ili tenezmi koji zahtevaju hirursko lecenje i rasteretnu kolostomu
- obstrukcija

- fistula

- perforacija creva

Akutna GU toksi¢nost

Grl
- ucestalost mokrenja i noénog mokrenja 2x veca u odnosu na ucestalost pre pocetka RT
- dizurija ili urgencija koja ne zahteva medikamentnu terapiju

- udestalost mokrenja na >1h (danju 12-16, a no¢u 5-8 puta)
- dizurija, urgencija, spazmi koji zahtevaju lokalne anestetike

- ucCestalost mokrenja na <lh (danju vise od 16, a nocu vise od 8 puta)
- dizurija, urgencija, spazmi koji zahtevaju redovno davanje opijata

- makroskopska hematurija

- tegobe koje zahtevaju permanentni ili suprapubicni kateter

- krvarenje koje zahteva transfuziju
- opstrukcija urinarnih puteva koja nije izazvana koagulumima
- ulceracija

- nekroza

Slika 21. RTOG/EORTC skala akutne gastrointestinalne (GI) i genitourinarne (GU) toksi¢nosti
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Induvidualne karakteristike koje su ispitivane, podrazumevale su starost pacijenta, puSacki
status i konzumaciju alkohola.

Klini¢ke karakteristike ukljucivale su stadijum bolesti, rizicnu grupu pacijenta, prisustvo
komorbiditeta poput Dijabetes melitusa, hipertenzije kao i prethodne operacije u abdomenu i karlici.

Terapijske karakteristike su se odnosile na tip radioterapije (radikalna ili postoperativna),
tehniku zracenja (3D-CRT ili VMAT tehnika), kao i dozimetrijske karakteristike.

Ispitivani dozimetrijski parametri radioterapijskog plana bili su srednja i maksimalna doza
koju su primili mokraéna besika i rektum, kao 1 V50, V60, V65, V70, 1 V72 (tj volumeni mokraéne
besike i rektuma izraZeni u procentima koji su primili dozu od 50 Gy, 60 Gy, 65 Gy, 70 Gy i 72 Gy).
Navedeni podaci dobijeni su ocitavanjem sa krive odnosa doze i volumena (eng. Dose Volume
Histogram-DVH).

Biomarkeri koji su praceni bili su citokini (IL-1p, IL-2, IL-6, IFN-y i TGF- 1), a njihove
koncentracije u serumu odredivane su ELISA testom (eng. Ensyme-linked immunosorbent assay).

Drugi ispitivani biomarkeri bili su odredene vrste mikroRNK: miR-21, miR-146a, miR-155,
dok je merenje nivoa ekspresije mikro RNK u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi vrSeno
metodom kvantitativnog PCR-a u realnom vremenu (qRT-PCR).

3.3. Istrazivanje na prvoj grupi ispitanika

3.3.1. Selekcija pacijenata

U okviru ovog istrazivanja, najpre je vrSeno ispitivanje moguceg klini€¢kog znacaja veze
izmedu induvidualnih, klini¢kih i bioloskih faktora i rizika za nastanak akutne radijacione toksi¢nosti
na uzorku od 44 pacijenta sa patohistoloski potvrdenim adenokarcinomom prostate, koji su leceni 3D
konformalnom radioterapijom (3D-CRT) u Institutu za onkologiju i radiologiju Srbije od januara
2016. do avgusta 2017. god. Od ukupnog broja ovih pacijenta, kod njih 21 sprovedena je radikalna
radioterapija, dok je postoperativna radioterapija sprovedena kod 23 pacijenta, bilo kao adjuvantna
(unutar 6 meseci od operacije) ili Salvage zra¢na terapija (usled biohemijskog relapse bolesti ili
pojave lokalnog recidiva).

3.3.2. Ispitivanje akutne radijacione toksi¢nosti i kvaliteta Zivota

Akutna radijaciona toksi¢nost ispitivana je na osnovu sistema skorovanja Radioterapijske
onkoloske grupe i Evropske organizacije za istrazivanje i terapiju raka (RTOG/EORTC kriterijumi)
modifikovanog po Peeters-u. Podaci za akutnu radijacionu GI i GU toksi¢nost dobijane su
popunjavanjem upitnika na redovnim kontrolama u toku zracenja, nakon svakih 5 frakcija, na
poslednjoj frakciji kao i na prvoj kontroli, odnosno mesec dana po zavrSenom radioterapijskom
lecenju.

Takode su popunjavani EPIC upitnici (eng. The Expanded Prostate Cancer Index Composite),
koji su se odnosili na detaljan opis prisutnih simptoma od strane gastrointestinalnog i genitourinarnog
trakta kao i na induvidualne i klinicke karakteristike za svakog pacijenta (124).

3.3.3. Planiranje i sprovodenje zracne terapije

Pacijenti koji su bili uklju€eni u ovo istrazivanje, bili su tretirani 3D CRT, slede¢i protokol
Instituta za onkologiju i radiologiju Srbije (95).

Pacijenti kod kojih je sprovedena radikalna radioterapija, u zavisnosti od procenjenog rizika
za infiltraciju semenih vezikula 1 limfnih ¢vorova prema Roach formuli, podeljeni su u tri grupe:
1.Pacijenti kojima je ozracena samo prostata (eng. Prostate-only group-P), ukoliko je procenjeni rizik
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za infiltraciju semenih vezikula <15% ; 2. Pacijenti kojima je ozracena prostata i semene vezikule
(eng. Prostate and seminal vesicle group (P+SV)) ukoliko je procenjeni rizik za infiltraciju semenih
vezikula >15%; 3. Pacijenti kojima je ozracen ceo pelvis (eng. Whole pelvic radiotherapy-WPRT),
ukoliko je rizik za infiltraciju limfatika >15%. CTV i PTV volumeni delineirani su slede¢i preporuke
ICRU 50 i ICRU 62 (50,51).CTV je ukljucio celu prostatu, CTV 1 podrazumevao je prostatu i cele
semene vizikule, a CTV In podrazumevao je delineaciju ispod bifurkacije a.iliace communis sa
marginom od 7 mm oko krvnog suda. Margina za PTV i PTV 1 iznosila je 10 mm u svim pravcima,
izuzev posteriorno gde je iznosila 8 mm. Margina na PTV3, tj.na prostatu, kada se radioterapija
sprovodi u 3 faze, iznosila je 5 mm. Zra¢na terapija sprovodena je standardnim rezimom
frakcionisanja, 5 dana u nedelji, sa dnevnom dozom 2 Gy i ukupnom propisanom dozom od 72Gy u
36 frakcija. Dozna ograni¢enja organa od rizika sledila su Quantec preporuke (55).

Ukoliko je zra¢na terapija sprovedena u 1 fazi (P grupa pacijenata), propisana doza je iznosila
72 Gy na prostatu sa odgovaraju¢om marginom. Ako je sprovedena u dve faze (P+SV grupa), na prvi
volumen (PTV1) propisana je doza 66 Gy, a na drugi (PTV2), doza od dodatnih 6 Gy. U slucaju
sprovodenja zra¢ne terapije u 3 faze (WPRT), na PTV1 propisana doza iznosila je 44 Gy, na PTV2
22 Gy, ana PTV 3 dodatnih 6 Gy. U svim fazama, dnevna doza bila je 2 Gy, 5 dana nedeljno.

Pacijenti kod kojih je sprovedena adjuvantna ili salvage zracna terapija, ukoliko je pN status
bio NO, primili su dozu na volumen koji je ukljucio lozu prostate +/- SV. U slucaju pN statusa Nx i
N1 propisana doza iznosila je 44 Gy na volumen koji je ukljucio regionalne limfatike, loZu prostate
+/-SV), a potom jo§ 22 Gy na volumen koji je obuhvatio loZzu prostate +/-SV. Volumen semenih
vezikula, bio je uklju¢en u sluc¢aju pT3b stadijuma bolesti. Ukupno propisana doza kod pacijenata
kod kojih je sprovedena postoperativna ili salvage zra¢na terapija, iznosila je 66 Gy u 33 frakcije.
Provera preciznosti zracenja, vrSena je jednom nedeljno, po potrebi i ceS¢e pregledom portala.

3.3.4. Odredivanje koncentracije citokina u serumu

Inflamatorni markeri koji su ispitivani bili su slede¢i citokini: IL-1p, IL-2, IL-6, IFN-y i TGF
B1. Za ispitivanje koncentracije ovih citokina uzimani su uzorci krvi u nekoliko tac¢aka i to po 10 ml
krvi bez antikoagulansa za svaku tacku pracenja. Dobijeni uzorci bili su poslati u Laboratoriju za
modifikatore bioloskog odgovora, Odeljenja za eksperimentalnu onkologiju, Instituta za onkologiju
i radiologiju Srbije, a vremenski interval od uzimanja uzorka do obrade nije smeo prelaziti 45 minuta.
Uzorci krvi su drzani 30 min na sobnoj temperaturi, a zatim su centrifugirani 10 min na 2000 rpm
kako bi se izolovao serum, koji je alikvotiran u viSe manjih tuba i zamrznut do dalje analize.

Odredivanje koncentracije ovih citokina vrSeno je pomoc¢u komercijalnih neobloZenih ELISA
testova (Invitrogen). Koncentracije citokina odredivane su po sledecoj dinamici: pre radioterapije,
nakon 5, 15 i 25 frakcije, nakon poslednje frakcije, odnosno poslednjeg dana tretmana i na prvoj
kontroli, odnosno mesec dana po zavrsetku zraénog tretmana. Ovako intenzivan plan bio je dizajniran
da verifikuje inicijalni inflamatorni odgovor 1 nastanak simptoma akutne toksi¢nosti.

Polistirenske mikrotitarske ploce sa 96 bunarica bile su obloZene odgovaraju¢im vezujué¢im
antitelima specifi¢nim za odgovarajuéi citokin u puferu za oblaganje (dodato po 100 pl rastvora) i
inkubirane su tokom no¢i na 4°C. Ploce su potom isprane 1 dodato je po 200 ul ELISA/ELISASPOT
rastvora kao blokera, kako bi se blokirala nespecificna mesta vezivanja. Nakon 1h inkubacije, ploce
su ponovo isprane, a uzorci seruma i standardi dodati su u bunarice (po 100 pl, te su ploc¢e inkubirane
preko no¢i na 4°C, kako bi se postigla maksimalna senzitivnost. Posle ispiranja i aspiracije, dodato
je po 100 pl rastvora antitela za detekciju specificnog citokina u svaki bunaric i usledila je inkubacija
u trajanju od 1h. Nakon toga, ploce su isprane i aspirirane, dodato je po 100 pl rastvora konjugata
avidina i peroksidaze rena (eng. Horseradish Peroxidase, HRP) u bunarice i uzorci su inkubirani 30
minuta. Plo¢e su potom isprane i u svaki bunari¢ je dodato po 100 pl rastvora 3,3°,5,5’-
tetrametilibenzidina, koji je koriS¢en kao supstrat za detekciju, nakon Cega je sledila inkubacija od 15
minuta na sobnoj temperaturi. Enzimska reakcija je prekinuta dodavanjem 50 pl rastvora sumporne
kiseline u sve uzorke. Absorbancija je merena na talasnoj duzini od 450 nm primenom
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spektrofotometra Multiskan EX Termo Labsystems. Uzorci seruma radeni su u duplikatu.
Koncentracije citokina su ocitane sa standardne krive i predstavljene u pg/ml.

3.4. IstraZivanje na drugoj grupi ispitanika

Na osnovu rezultata koji su dobijeni u prvoj grupi pacijenata, nastavljeno je istrazivanje u
grupi od novih 39 pacijenata sa patohistoloski potvrdenim adenokarcinomom prostate lecenih u
Institutu za onkologiju i radiologiju Srbije od oktobra 2017. do februara 2020. godine. Od svih
ukljucenih pacijenata, njih 27 bilo je tretirano 3D konformalnom radioterapijom (3D-CRT), a kod
preostalin 12 pacijenata bila je sprovedena Volumetrijski modulisana lu¢na terapija (engl.
Volumetric Modulated Arc Therapy-VMAT). Radikalna radioterapija sprovedena je kod 26
pacijenata, dok je 13 pacijenata primilo postoperativnu zra¢nu terapiju.

Kao i u prethodnom istrazivanju, istraZivanje je odobreno od strane Etickog komiteta Instituta
za onkologiju i radiologiju Srbije broj 3348/1-01 i Etickog odbora Medicinskog fakulteta Univerziteta
u Beogradu. Istrazivanje je sprovedeno prema principima HelsinSke deklaracije, a pre ukljucivanja
pacijenata u studiju, dobijen je njihov informisani pristanak.

Takode, prikupljani su isti individualni, klini¢ki 1 podaci vezani za zra¢nu terapiju kao i u
prethodnoj grupi pacijenata, a pracen je i njihov uticaj na nastanak simptoma akutne i kasne GU i Gl
toksic¢nosti kao 1 na nastanak zamora.

Akutna 1 kasna GU i GI toksi¢nost ispitivana je, kao u prethodnom istrazivanju, na osnovu
RTOG/EORTC kriterijuma modifikovanim po Peetersu i to: akutna toksi¢nost jednom nedeljno
tokom sprovodenja radioterapijskog tretmana i na prvoj kontroli, odnosno mesec dana po zavrSenom
zracenju, dok je kasna toksi¢nost ispitivana na redovnim kontrolama po sledecoj dinamici: na 3,
odnosno 4 meseca u prvoj, odnosno drugoj godini nakon sprovedene radioterapije, a potom na 6
meseci. Statistika je radena za period prac¢enja od 30 meseci, ali je pracenje i dalje u toku 1 nakon 5
godina od sprovedenog lecenja, popunjavanje upitnika za kasnu GU 1 GI toksi¢nost vrsic¢e se jednom
godisnje. Takode je za sve pacijente odredivan maksimalan gradus akutne i kasne GU i1 GI toksi¢nosti.
Na redovnim kontrolama je, pored ispitivanja toksi¢nosti, pacijent dostavljao i nov nalaz PSA kao i
druge dijagnosticke izvestaje zavisno od indikacija.

Za merenje kvaliteta Zivota ovih pacijenata Kkoji se odnose na genitourinarne i
gastrointestinalne simptome, kao i u prethodnom istrazivanju, koriS¢en je EPIC upitnik (eng. The
Expanded Prostate Cancer Index Composite) (124).

Ispitivanje umora, vr$eno je koriste¢i upitnike (The Brief Fatigue Inventory-BFI) gde je stepen
umora gradiran na skali od 0-10, a u zavisnosti od skora, umor je klasifikovan kao blag (skor od 1-
4), srednji (skor od 5-6) i tezak (skor 7-10).

Radioterapijski tretman kod ovih pacijenata sproveden je 3D-CRT ili VMAT tehnikom, po
istim principima kao u prvom delu istrazivanja, slede¢i protokol Instituta za onkologiju i radiologiju
Srbije, a delineacija ciljnih volumena sledila je preporuke ICRU 50, ICRU 62 i ICRU 83 (eng.
International Commision on Radiation Units and Measurements) (50,51,52). Bez obzira na tehniku
radioterapije koja je primenjena (3D-CRT ili VMAT), pacijenti kod kojih je sprovedena radikalna
radioterapija, primili su dozu 72 Gy u 36 frakcija, a kod postoperativne radioterapije, doza je iznosila
66 Gy u 33 frakcije, standardnim rezimom frakcionisanja, 2 Gy dnevno, 5 dana u nedelji. Dozna
ogranienja organa od rizika sledila su Quantec preporuke (55).

3.4.1. Odredivanje koncentracije IL-6 i TGF-p1 u serumu

Koncentracije 1L-6 i TGF-f1 u serumu pacijenata odredivane su komercijalnim ELISA
testovima, prema protokolu proizvodaéa (Quantikine® Elisa Human IL-6 i Human TGF-B1
Immunoassays, R&D Systems). Koncentracije IL-6 i TGF-B1 odredivane su pre zapocinjanja
radioterapije 1 nakon 25. frakcije zracenja, na sli¢an nacin kao i1 u prethodnom istrazivanju. Uzorci
seruma pacijenata i razblazenja standarda dodati su u bunari¢e 96-well polistirenske mikrotitarske
ELISA ploce koji su oblozeni antitelima koja ¢e vezati odgovarajuéi citokin iz uzorka, nakon
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dodavanja rastvora za razblazivanje (eng. Assay Diluent), nakon ¢ega su uzorci inkubirani 2 h na
sobnoj temperaturi. Plo¢e su zatim isprane i rastvor konjugata koji sadrzi antitelo specifi¢no za IL-6
ili TGF-B1 je dodato u bunari¢e plo¢a. Nakon inkubacije od 2 h na sobnoj temperaturi, ploce su
isprane 1 nakon aspiracije pufera za ispiranje dodat je rastvor supstrata (TMB). Ploc¢e su zatim
inkubirane 30 min u mraku na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega je dodat rastvor kiseline za prekidanje
enzimske reakcije.

Absorbancija je merena na talasnoj duzini od 450 nm primenom spektrofotometra Multiskan
EX Termo Labsystems. Uzorci seruma radeni su u duplikatu. Koncentracije IL-6 i TGF-B1 ocitavane
su sa standardnih kriva i predstavljene u pg/ml.

3.5. Odredivanje ekspresije mikroRNK

Slede¢i pretpostavke da genetski i epigenetski mehanizmi, medu kojima su izmene u
nivoima ekspresije mikroRNK (miRNK), mogu biti povezane sa nastankom radijacione toksi¢nosti i
odgovora na radioterapiju, sprovedena je pilot studija na uzorku od 15 pacijenata sa
adenokarcinomom prostate lecenih u Institutu za onkologiju i radiologiju Srbije 3D konformalnom
radioterapijom bilo u definitivnhom (72 Gy u 36 frakcija) ili postoperativhom pristupu (66 Gy u 33
frakcije) u periodu od aprila 2016. do aprila 2017.godine. Ispitivana je potencijalna veza izmedu
izmena ekspresije miR-21, miR-146a i miR- 155 i nastanka GU toksi¢nosti.

Detalji studije jasno su objasnjeni svakom pacijentu koji je dao svoj potpisani pristanak za
ukljucivanje u istrazivanje, a studija je odobrena od strane Etickog komiteta Instituta za onkologiju i
radiologiju Srbije (broj3348/1-01) kao i Etickog odbora Medicinskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu.

Analize su vrSene iz uzoraka krvi pacijenata pre radioterapije, neposredno nakon poslednje
frakcije terapije, i na prvoj kontroli, odnosno mesec dana po zavrsetku radioterapije. Iz uzoraka pune
periferne krvi sa antikoagulansom (EDTA) izolovane su mononuklearne ¢elije periferne krvi (eng.
Peripheral blood mononuclear cells, PBMC) centrifugiranjem u gradijentu gustine pomo¢u medijuma
za separaciju (Histopaque®-1077, Sigma-Aldrich). 1zolacija PBMC je izvedena na niskoj temperaturi
(4°C), a uzorci ¢elija su nakon izolacije cuvani na -80°C za dalje analize. Ukupna RNK je izolovana
iz uzoraka PBMC pacijenata primenom Trizola (TRI Reagent® Sigma) prema uputstvu proizvodaca.
Nakon dodavanja Trizola, uzorci PBMC su lizirani mehanickim pipetiranjem, nakon cega je dodat
hloroform. Uzorci su centrifugirani 15 min na 11000 rpm na 4°C, tako da je doslo do razdvajanja tri
faze: donja organska faza u kojoj se nalaze proteini, medufaza u kojoj se nalazi DNK i gornja vodena
faza u kojoj se nalazi RNK. Nakon toga izvrSena je precipitacija RNK izopropanolom i
centifugiranjem 10 min na 11000 rpm na 4°C. RNK talog je zatim ispran, osusen, rastvoren u sterilnoj
destilovanoj vodi sa dietilpirokarbonatom (DEPC), i zamrznut na -80°C do daljih analiza.

Od polazne totalne celijske RNK (10 ng) reverznom transkripcijom primenom kita za reverznu
transkripciju (TagMan™ MicroRNA Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems) sintetisana je
komplementarna DNK od mikro RNK primenom specifi¢nih prajmera sa petljom (eng. stem-loop).
Uzorci ciljnih mikro RNK su zatim umnoZeni primenom meSavine regenasa za PCR u realnom
vremenu (TagMan™ Universal Master Mix II, no UNG) i eseja za specifi¢ne mikro RNK (TagMan™
MicroRNA Assay), primenom aparata Real Time PCR 7500 (Applied Biosystems). KoriS¢eni su
slede¢i eseji za mikro RNK: has-miR-21 (ID: 000397), hsa-miR-146a (1D:000468); has-miR-155 (ID:
002623) i RNU6B (1D:001093). Nivo ekpresije mikro RNK je predstavljen u relativnim jedinicama
i normalizovan u odnosu na endogenu kontrolu RNUGB. Rezultati relativne ekspresije su analizirani
pomocu softvera 7500 System SDS Software (Applied Biosystems) i primenom komparativne AACt
metode.
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3.6. Statisticka analiza podataka

U istrazivanju u prve dve grupe ispitanika, zavisno od tipa varijabli i normalnosti raspodele,
deskripcija podataka je prikazana kao n (%), srednja vrednost + standardna devijacija ili medijana
(min-max). Povezanost izmedu varijabli procenjena je primenom Spearmanovog koeficijenta
korelacije. Za modelovanje odnosa ordinalne zavisne varijable (akutna genitourinarna toksi¢nost) u
ponovljenim merenjima sa potencijalnim prediktorima kori$¢en je linearni meSoviti model ili
logisticka regresija meSovitih efekata. U multivarijantne regresione modele sa stepenom akutne
genitourinarne toksi¢nosti kao zavisnom varijablom prilagodeno za vreme opservacije 1 vrstu
radioterapije uklju¢ene su one varijable koje su u univarijantnim modelima bile statisti¢ki znacajne.
Promene u ishodima su ispitivane tokom trajanja studije sa pristupom modeliranja logisticke regresija
mesSovitih efekata implementiranih u Ime4 paket za R programsko okruzenje (R Core Team, Vienna,
Austria, 2019). Nivo statisticke znacajnosti postavljen je na 0,05.

U grupi pacijenata kod kojih su ispitivane ekspresije mikro RNK, razlike izmedu dve grupe
pacijenata (sa i bez GU toksi¢nosti) analizirane su primenom parametrijskog Studentovog t-testa, ili
neparametrijskog Mann-Whitney U testa. Za analizu distribucije ucestalosti koriséen je Fisherov test.
Za komparaciju izmedu parova uzoraka u dve tacke, koris¢en je Vilkoksonov test sume rangova, a za
komparaciju izmedu uzoraka u tri tacke, koris¢en je Friedmanov test. Za analizu korelacije, koris¢en
je Pearsonov koeficijent linearne korelacije ili Spearmanov koeficijent korelacije ranga. P vrednost <
0,05 smatrana je statisticki znacajnom, dok je p vrednost izmedu 0,1 1 0,05 definisana kao statistic¢ki
trend. Analiza statistiCkih podataka vrSena je koris¢enjem IBM SPSS Statistics 22 softvera (IBM
Corporation, Armonk,NY,USA) i GraphPad Prism 5 softvera ( GraphPad Software, Inc,CA).
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4. REZULTATI
4.1. Karakteristike ispitivane grupe pacijenata sa karcinomom prostate
U istrazivanje je bilo uklju¢eno 90 pacijenata sa karcinomom prostate lecenih
radioterapijom. Prikaz induvidualnih, klini¢kih, karakteristika tumora i karakteristika radioterapije

dat je u tabeli 10.

Tabela 10. Induvidualne, klinicke, karakteristike tumora i karakteristike radioterapije

Broj pacijenata (n)* 90

Starost; Srednja vrednost** + SD***, (opseg) 69,53 + 6,6 (52-82)
Pusacki status; n (%)

Da 64 (71, 1%)

Ne 26 (28, 9%)
Konzumiranje alkohola; n (%)

Da 54 (60%)

Ne 36 (40%)

Komorbiditeti; n (%)
Hipertenzija

Da 57 (63, 3%)

Ne 33 (36, 7%)

Diabetes Mellitus

Da 17 (18, 9%)

Ne 73 (81, 1%)

Operacije u abdomenu ili karlici

Da 42 (46, 7%)

Ne 48 (53, 3%)

Prisustvo komorbiditeta

Da 86 (95, 6%)

Ne 4 (4, 4%)

PSA pre dijagnoze; Srednja vrednost £ SD,ng/ml | 15,16 + 10,39 (3,86-57,00)
(opseq)

PSA pre RT; Srednja vrednost + SD,ng/ml (opseg) 7,93 £ 6,98 (0,09-26,26)
Glison skor; n (%)

6 20 (22, 2%)

7 58 (64, 44%)

8 9 (10%)

9 3 (3,33%)

cT satus; n (%), n=67

cT1 8 (11, 94%)
cT2 59 (88, 05%)
cN status; n (%),n=67

cNO 67 (100%)
cN1 0 (0%)

cM status; n(%), n=67

cMO 67 (100%)
cM1 0 (0%)

pT status; n(%), n=36

pT2 12 (33, 3%)
pT3 21 (58, 3%)
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pT4 3 (8, 3%)

pN status; n(%), n=36

pNO 13 (36, 1%)
pN1 6 (16, 7%)
pNXx 17 (47, 2%)
pM status; n(%o), n=36

pMO 19 (52, 8%)
pM1 0 (0%)
pPMXx 17 (47, 2%)

Gradus tumora; n (%) n=37

1 3 (8, 1%)
2 31 (83, 8%)
3 3 (8, 1%)

Grupe rizika; n (%)

Nizak 9 (10, 0%)
Srednji 50 (55, 6%)
Visok 31 (34, 4%)

Resekcioni status (R1 resekcija); n (%), n=36

Da 8 (22, 2%)
Ne 14 (38, 9%)
Nema podataka 14 (38, 9%)
Tip radioterapije

Radikalna 51 (56, 6%)
Postoperativha/Salvage 39 (43, 3%)
Tehnika zracenja; n (%)

3D-CRT 77 (85, 6%)
VMAT (ARC) 13 (14, 4%)

Zracni volumeni
Volumeni (radikalni); %

Prostata 18,9%
Prostata+s.vezikule 22,6%
Prostata+s.vezikule+Igl 58,5%

Volumeni (operisani); %
Loza+SV 29,7%
Loza+SV+Lgl 70,3%

*n-broj ispitanika
**Mean (eng)- srednja vrednost
***SD-standardna devijacija

Induvidualne karakteristike

Induvidualne karakteristike koje su ispitivane, bile su starost, pusenje i konzumacija
alkohola.

U momentu ukljuc¢ivanja u studiju, prosecna starost pacijenata bila je 69,53 + 6,6 godina.
Najmladi ispitanik imao je 52 godine, dok je najstariji imao 82.
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U trenutku ispitivanja, njih 64 (71,1%) deklarisalo se kao pusaci, dok se njih 26-oro (28,9%)
izjasnilo da su nepusaci.

Pusacki status

mDa

B Ne

Grafik 1. Pusacki status ispitanika

U momentu zapocinjanja studije, 54 (60%) pacijenata izjasnilo se da konzumira alkohol, a
njih 36 (40%) negiralo je konzumaciju alkohola.

Konzumacija alkohola

H Da

B Ne

Grafik 2. Status konzumiranja alkohola
Klini¢ke karakteristike

Klini¢ke karakteristike koje su ispitivane, bile su stadijum bolesti, prethodne operacije
abdomena ili male karlice (eng. prior abdominal or pelvic surgery-PAPS) i prisustvo
komorbiditeta.

U trenutku ispitivanja, prethodne operacije u abdomenu i maloj karlici, anamnesticki su
potvrdene kod 42 (46,7%) ispitanika, dok se njih 48 (53,3%) izjasnilo negativno.

U trenutku otpo€injanja leCenja, arterijsku hipertenziju (HTA) imalo je 57 (63,3%) ispitanika,
dok 33 (36,7%) nije uzimalo antihipertenzivnu terapiju.

U momentu ispitivanja, dijagnozu Diabetes mellitusa (DM), imalo je 17 (18,9%) bolesnika,
dok 73 (81,1%) pacijenata nije imalo dijagnostikovanu ovu bolest.
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Analiziraju¢i komorbiditete, u trenutku ukljuéivanja u studiju, 86 (95,6%) pacijenata izjasnilo
se da pored osnovnog oboljenja ima jo$ neku od pridruzenih bolesti, dok 4 (4,4%) ispitanika nije
imalo druge komorbiditete.

Komorbiditeti

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

86

PAPS HTA DM Prisustvo
komorbiditeta

Grafik 3. Prisustvo komorbiditeta
Karakteristike tumora

U trenutku postavljanja dijagnoze bolesti, za 67 pacijenata postojali su podaci za cTNM
stadijum. Kod 8 (11,94%) pacijenata bolest je bila stadirana kao cT1, dok je cT2 bolest bila prisutna
kod 59 pacijenata (88,05%). Svi pacijenti za koje su postojali podaci o cTNM stadijumu, bili su
stadirani kao NOMO.

cT status (n=67)

WcTl

mcT2

Grafik 4. Distribucija pacijenata prema T klinickom stadijumu

Pri analizi pTNM statusa, od 36 ispitanika za koje su postojali podaci, njih 12 (33,3%), bilo
je stadirano kao pT1, 21 (58,3%) kao pT2, a 3 (8,3%) ispitanika kao pT3.
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pT status (n=36)

HpTl

W pT2

W pT3

Grafik 5. Distribucija pacijenata prema T patohistoloSkom stadijumu

PNO status postojao je kod 13 (36,1%) ispitanika, 6 (16,7%) ispitanika bilo je stadirano kao
pN1, dok je kod 17 (47,2%) pacijenata postojao Nx status.

pN status (n=36)

Grafik 6. Distribucija pacijenata prema N patohistoloskom stadijumu

HpNO

B pN1

W pNx

pMO bio je prisutan kod 19 (52,8%) ispitanika, O pacijenata bilo je pM1, dok je Mx postojao
kod 17 (47,2%) ispitanika.
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pM status (n=36)

HpMO

EpM1
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Grafik 7. Distribucija pacijenata prema M patohistoloskom stadijumu

Prosecna vrednost inicijalnog PSA bila je 15,16 £ 10,39, a najniza vrednost bila je 3,86, dok
je najvisa bila 57,00.

Kada je re¢ o PSA pre otpocinjanja radioterapije, prosecna vrednost iznosila je 7, 93 * 6, 98,
najniza vrednost bila je 0,09, a najvisa 26,26.

Analiziranjem podataka za Glison skor (GS), utvrdeno je da je 20 (22,2%) ispitanika imalo
GS 6, 58 (64,44%) GS 7, 9 (10%) GS 8, a kod 3 (3,33%) ispitanika postojao je GS 9.

Glison skor

5
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40
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20

10 3
fodd b

GS6 GS7 GS8 GS9

Grafik 8. Distribucija pacijenata prema Glison skoru

Uvidom u podatke o gradusu tumora (Gr), Gr 1 imalo je 3 (8, 1%) ispitanika, Gr 2 31 (83,
8%), a Gr 3 3 (8, 1%).
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Gradus tumora

mGrl mGr2z mGr3

Grafik 9. Patohistoloski gradus tumora

Svrstavajuéi pacijente u grupe rizika za relaps bolesti, 9 (10%) ispitanika pripadalo je grupi
niskog rizika, 50 (55,6%) grupi sredjeg rizika, a 31 (34,4%) pacijenata pripadalo je visokorizi¢noj
grupi.

Grupe rizika za relaps bolesti

Grafik 10. Grupe rizika za relaps bolesti

Uvidom u definitivni PH nalaz nakon operacije i analizirajuéi hirur§ke margine (R status
bolesti), 8 (22,2%) ispitanika imalo je RO status, dok je 14 (38,9%) bilo R1.
Karakteristike radioterapije

Od ukupnog broja ukljucenih pacijenata u istrazivanje, kod njih 51 (56,6%) sprovedena je

radikalna zracna terapija, dok je kod 39 (43,3%) ispitanika sprovedena zraCna terapija nakon
operacije, bilo kao adjuvantna ili Salvage.
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Tip radioterapije
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Grafik 11. Distribucija pacijenata prema tipu radioterapije

Od svih ispitanika, kod 77 (85,6%) pacijenata zra¢na terapija sprovedena je 3D-CRT, dok je
kod preostalih 13 (14,4%) pacijenata, primenjena VMAT, odnosno ARC tehnika zracenja.

Tehnika zra¢enja
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Grafik 12. Podela pacijenata prema tehnici zracne terapije

U grupi radikalno zracenih pacijenata, kod 18,9% njih, zracna terapija sprovedena je u 1 fazi
(ciljni volumen bio je prostata), kod 22,6% radioterapija se izvodila u 2 faze (zra¢ni volimen bio je
prostata i semene vezikule, dok je zracna terapija u 3 faze (ciljni volumen, prostata,semene vezikule
i regionalni limfatici) sprovedena kod 58,5%.
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Volumenizra¢enja- Radikalni
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Grafik 13. Distribucija pacijenata prema Doza-volumen grupama kod radikalno zracenih

Kod operisanih pacijenata, zra¢na terapija sprovedena je u 1 fazi (ciljni volumen loZa prostate
+ semene vezikule) kod 29,7% pacijenata, dok je kod 70,3% ispitanika radioterapija izvedena u 2
faze (ciljni volumen loza prostate & semene vezikule i regionalni limfatici).

Volumenizracenja-Operisani

W 1 faza (loza
prostate)

m 2 faze (loza
prostate+Lgl)

Grafik 14. Distribucija pacijenata prema Doza-volumen grupama kod operisanih pacijenata
Dozimetrijske karakteristike

Dozimetrijske karakteristike od znacaja za nastanak urogenitalne toksi¢nosti su srednja doza
na mokra¢nu besiku (Dmean), maksimalna doza na mokra¢nu besSiku (Dmax), kao 1 volumeni besike
sa primljenom dozom vecom ili jednakom 50 Gy (V50), 60 Gy (V60), 65 Gy (V65), 70 Gy (V70),
72 Gy (V72). Mediane ovih vrednosti date su u tabeli 11.

Dozimetrijske karakteristike od znacaja za nastanak gastrointestinalne toksi¢nosti su srednja
doza na rektum (Dmean), maksimalna doza na rektum (Dmax), kao i volumeni rektuma sa
primljenom dozom veé¢om ili jednakom 50 Gy (V50), 60 Gy (V60), 65 Gy (V65), 70 Gy (V70), 72
Gy (V72). Mediane ovih vrednosti date su u tabeli 12.
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Tabela 11. Dozimetrijske karakteristike za mokra¢nu beSiku

Median Dmean*, Gy (opseg) 55, 37 (19, 16-63, 77)
Median Dmax**, Gy (opseg) 72, 38 (65, 76-74, 90)
Median V 50*** % (opseg) 61, 32 (18, 60-100, 00)
Median V 60,% (opseg) 41,52 (12, 00-87, 42)
Median V 65,% (opseg) 30, 99 (1, 64-75, 22)
Median V 70,% (opseq) 7,19 (0, 00-32, 96)
Median V 72,% (opseg) 0, 21 (0, 00-10, 21)
*Dmean-srednja doza na beSiku

**Dmax-maksimalna doza na besiku

***V/xx-procenat besike koji je primio >xxGy

Tabela 12. Dozimetrijske karakteristike za rextum

Median Dmean*, Gy (opseg) 50, 79 (30, 81-60, 14)
Median Dmax**, Gy (opseg) 71, 37 (65, 82-73, 99)
Median V 50*** % (opseq) 50, 99 (24, 38-87, 87)
Median V 60,% (opseg) 30, 69 (9, 86-71, 10)
Median V 65,% (opseg) 17,51 (1, 26-58, 11)
Median V 70,% (opseg) 1,88 (0, 00-17, 12)
Median V 72,% (opseg) 0 (0, 00-9, 19)
*Dmean-srednja doza na rectum

**Dmax-maksimalna doza na rektum

***Vxx-procenat rektuma koji je primio >xxGy

4.2. Ispitivanje prediktivne vrednosti induvidualnih, klini¢kih i dozimetrijskih
karakteristika za nastanak toksi¢nosti za celu grupu ispitanika

4.2.1. Ispitivanje akutne toksi¢nosti

4.2.1.1. Ispitivanje akutne GI i GU toksicnosti u grupi radikalno zracenih pacijenata

U grupi radikalno zracenih pacijenata, postoji statisti€¢ki znacajan pozitivan trend porasta
stepena akutne GI toksi¢nosti u vremenu (b = 0,096; p < 0.001), Sto je prikazano na grafiku 15.
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Grafik 15. Trend porasta stepena akutne GI toksi¢nosti u vremenu u grupi radikalno zracenih
pacijenata: 0- nulta frakcija, pre radioterapije; 5-nakon 5 frakcija radioterapije; 10-nakon 10 frakcija
radioterapije; 15- nakon 15 frakcija radioterapije; 20- nakon 20 frakcija radioterapije; 25- nakon 25
frakcija radioterapije; P- nakon poslednje frakcije zracenja; K- prva kontrola, mesec dana nakon
zavrsene radioterapije. Linija reprezentuje izmenu gradusa akutne GI toksi¢nosti u vremenu. Veli¢ina
kruga proporcionalna je broju pacijenata. U svakoj tacki merenja, sumacija veli¢ina krugova je 100%.

Uticaj induvidualnih, klinickih i dozimetrijskih karakteristika na nastanak akutne Gl
toksi¢nosti kod radikalno zrac¢enih pacijenata prikazana je u tabeli 13.

Tabela 13. Uticaj prikazanih varijabli na nastanak akutne GI toksi¢nosti u grupi radikalno zra¢enih
pacijenata

Varijable Univarijantna analiza
b p
Starost -0, 007 0, 367
Navika pusenja 0, 030 0, 727
Konzumiranje alkohola -0, 080 0, 313
Gradus TU 0, 143 0, 206
Prethodne operacije -0, 039 0, 619
Hipertenzija -0, 038 0, 654
DM -0, 045 0, 619
Ostali komorbiditeti 0, 005 0, 980
V50 rektum -0, 001 0, 888
V60 rektum <0, 001 0, 939
V65rektum 0, 001 0, 803
V70 rektum -0, 007 0,434
V72 rektum 0, 016 0, 525
Srednja doza rectum 0, 009 0,129
Maksimalna doza rektum 0, 042 0,111
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U grupi radikalno zracCenih pacijenata, u univarijantnim linearnim meSovitim modelima
nijedna od ispitivanih varijabli nije bila povezana sa ve¢im stepenom akutne GI toksi¢nosti.

U grupi radikalno zraCenih pacijenata, postoji statisticki znacajan pozitivan trend porasta
stepena akutne GU toksic¢nosti u vremenu (b = 0,142; p < 0.001), $to je prikazano na grafiku 16.
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Grafik 16. Trend porasta stepena akutne GU toksi¢nosti u vremenu u grupi radikalno zracenih
pacijenata: 0- nulta frakcija, pre radioterapije; 5-nakon 5 frakcija radioterapije; 10-nakon 10 frakcija
radioterapije; 15- nakon 15 frakcija radioterapije; 20- nakon 20 frakcija radioterapije; 25- nakon 25
frakcija radioterapije; P- nakon poslednje frakcije zracenja; K- prva kontrola, mesec dana nakon
zavrSene radioterapije. Linija reprezentuje izmenu gradusa akutne GU toksicnosti u vremenu.
Veli¢ina kruga proporcionalna je broju pacijenata. U svakoj tacki merenja, sumacija veli¢ina krugova

je 100%.

Uticaj induvidualnih, klinickih i dozimetrijskih karakteristika na nastanak akutne GU
toksi¢nosti kod radikalno zracenih pacijenata prikazana je u tabeli 14.

Tabela 14. Uticaj prikazanih varijabli na nastanak akutne GU toksi¢nosti kod radikalno zracenih

Varijable Univarijantna analiza
b p
Starost 0, 002 0, 855

Navika pusenja

-0, 040 0, 693

Konzumiranje alkohola

0, 036 0, 703

Gradus TU

0, 069 0,591

Prethodne operacije

-0, 226 0,012

Hipertenzija

-0, 028 0,778

DM 0, 038 0,721
Ostali komorbiditeti -0, 370 0, 119
V50 besika 0, 003 0, 166
V60 besika 0, 003 0, 180
V65besika 0, 003 0, 273
V70 besika 0, 008 0, 153
V72 besika 0,028 0, 148

Srednja doza mokraéna besika

0, 006 0,219

Maksimalna doza mokrac¢na beSika

-0, 013 0, 669

52



Kod radikalnih ispitanika, u univarijantnim linearnim mesovitim modelima veéi stepen akutne
GU toksi¢nosti imali su ispitanici bez prethodnih operacija (b =-0,226; p = 0,012).

4.2.1.2. Ispitivanje akutne GI i GU toksi¢nosti u grupi zracenih operisanih pacijenata

Kod operisanih ispitanika, postoji statisticki zna¢ajan pozitivan trend porasta stepena akutne
GI toksic¢nosti u vremenu (b = 0,105; p < 0.001), §to je prikazano na grafiku 17.
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Grafik 17. Trend porasta stepena akutne GI toksi¢nosti u vremenu u grupi zraenih operisanih
pacijenata: 0- nulta frakcija, pre radioterapije; 5-nakon 5 frakcija radioterapije; 10-nakon 10 frakcija
radioterapije; 15- nakon 15 frakcija radioterapije; 20- nakon 20 frakcija radioterapije; 25- nakon 25
frakcija radioterapije; P- nakon poslednje frakcije zracenja; K- prva kontrola, mesec dana nakon
zavrsene radioterapije. Linija reprezentuje izmenu gradusa akutne GI toksi¢nosti u vremenu. Veli¢ina
kruga proporcionalna je broju pacijenata. U svakoj tacki merenja, sumacija veli¢ina krugova je 100%.

Uticaj induvidualnih, klinickih i dozimetrijskih karakteristika na nastanak akutne GI
toksi¢nosti u grupi zracenih operisanih pacijenata prikazana je u tabeli 15.

Tabela 15. Uticaj prikazanih varijabli na nastanak akutne GI toksi¢nosti u grupi zra¢enih operisanih
pacijenata

Varijable Univarijantna analiza
b p

Starost 0, 010 0,181
Navika pusenja 0, 036 0,723
Konzumiranje alkohola -0, 144 0,121
Gradus TU 0, 152 0, 627
Prethodne operacije 0,016 0, 866
Hipertenzija 0, 045 0, 615
DM -0, 016 0, 913
Ostali komorbiditeti 0, 081 0, 688
V50 rektum 0, 001 0,771
V60 rektum 0, 002 0, 538
V65rektum 0, 003 0,514
V70 rektum -0, 005 0, 765
V72 rektum -0, 026 0, 795
Srednja doza rectum 0, 008 0,414
Maksimalna doza rectum 0, 005 0, 884
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Kod operisanih ispitanika, u univarijantnim linearnim meSovitim modelima nijedna od
ispitivanih varijabli nije bila povezana sa stepenom akutne GI toksi¢nosti u vremenu.

Kod operisanih ispitanika, postoji statisticki znacajan pozitivan trend porasta stepena akutne
GU toksi¢nosti u vremenu (b = 0,132; p < 0.001), $to je prikazano na grafiku 18.
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Grafik 18. Trend porasta stepena akutne GU toksi¢nosti u vremenu u grupi zracenih operisanih
pacijenata: 0- nulta frakcija, pre radioterapije; 5-nakon 5 frakcija radioterapije; 10-nakon 10 frakcija
radioterapije; 15- nakon 15 frakcija radioterapije; 20- nakon 20 frakcija radioterapije; 25- nakon 25
frakcija radioterapije; P- nakon poslednje frakcije zracenja; K- prva kontrola, mesec dana nakon
zavrSene radioterapije. Linija reprezentuje izmenu gradusa akutne GU toksi¢nosti u vremenu.
Velicina kruga proporcionalna je broju pacijenata. U svakoj tacki merenja, sumacija veli¢ina krugova

je 100%.

Uticaj induvidualnih, klinickih i dozimetrijskih karakteristika na nastanak akutne GU
toksi¢nosti u grupi zracenih operisanih pacijenata prikazana je u tabeli 16.

Tabela 16. Uticaj prikazanih varijabli na nastanak akutne GU toksi¢nosti kod operisanih pacijenata

Varijable Univarijantna analiza
b p

Starost 0, 007 0, 479
Navika pusenja 0, 159 0, 187
Konzumiranje alkohola -0, 001 0, 932
Gradus TU 0, 241 0, 452
Prethodne operacije 0,117 0, 278
Hipertenzija -0, 037 0,728
DM 0, 251 0, 148
Ostali komorbiditeti 0, 257 0, 285
V50 besika -0, 002 0, 627
V60 besika -0, 006 0, 100
V65besika -0, 004 0,418
V70 besika -0, 013 0, 232
V72 besika -0, 040 0, 233
Srednja doza mokraéna beSika -0, 019 0, 305
Maksimalna doza mokrac¢na beSika -0, 029 0, 445
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Kod operisanih ispitanika, u univarijantnim linearnim meSovitim modelima nijedna od
ispitivanih varijabli nije bila povezana sa stepenom akutne GU toksi¢nosti.

4.2.2. Ispitivanje kasne toksi¢nosti

4.2.2.1. Ispitivanje kasne Gl i GU toksic¢nosti u grupi radikalno zracenih pacijenata

U grupi radikalno zracenih pacijenata, ne postoji statisticki znacajan trend promene stepena
kasne GI toksi¢nosti u vremenu (b = 0,006; p = 0, 277), §to je prikazano na grafiku 19.
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Grafik 19. Trend porasta stepena kasne GI toksi¢nosti u vremenu u grupi radikalno zracenih
pacijenata: Linija reprezentuje izmenu gradusa kasne GI toksi¢nosti u vremenu. Veli¢ina kruga
proporcionalna je broju pacijenata. U svakoj tacki merenja, sumacija veli¢ina krugova je 100%.

Uticaj induvidualnih, klinickih i dozimetrijskih karakteristika na nastanak kasne GI
toksi¢nosti kod radikalno zracenih pacijenata prikazana je u tabeli 17.

Tabela 17. Uticaj prikazanih varijabli na nastanak kasne GI toksi¢nosti u grupi radikalno
zraCenih pacijenata

Varijable Univarijantna analiza
b p

Starost -0, 002 0, 748
Navika pusenja -0, 107 0, 104
Konzumiranje alkohola 0,074 0,234
Gradus_TU 0,014 0, 922
Prethodne operacije -0, 122 0, 044
Hipertenzija -0, 106 0, 106
DM 0, 042 0, 563
Ostali komorbiditeti -0, 490 <0, 001
V50 rektum -0, 001 0, 584
V60 rektum -0, 001 0, 782
V65rektum -0, 001 0, 888
V70 rektum 0, 001 0, 798
V72 rektum -0, 003 0, 756
Srednja doza rectum -0, 002 0, 294
Maksimalna doza rectum -0, 009 0, 369
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Kod radikalnih ispitanika, u univarijantnim linearnim mesSovitim modelima ve¢i stepen kasne
GI toksi¢nosti imali su ispitanici bez prethodnih operacija (b = -0,122; p = 0,044) i bez ostalih
komorbiditeta (b = -0,490; p < 0,001).

Kod radikalnih ispitanika, ne postoji statisticki znacajan trend promene stepena kasne GU
toksi¢nosti u vremenu (b = 0,010; p = 0,344), §to je prikazano na grafiku 20.
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Grafik 20. Trend porasta stepena kasne GU toksi¢nosti u vremenu u grupi radikalno zracenih
pacijenata. Linija reprezentuje izmenu gradusa kasne GU toksi¢nosti u vremenu. Veli¢ina kruga
proporcionalna je broju pacijenata. U svakoj tacki merenja, sumacija veli¢ina krugova je 100%.

Uticaj induvidualnih, klini¢kih i dozimetrijskih karakteristika na nastanak kasne GU
toksi¢nosti kod radikalno zrac¢enih pacijenata prikazana je u tabeli 18.

Tabela 18. Uticaj prikazanih varijabli na nastanak kasne GU toksi¢nosti u grupi radikalno zra¢enih
pacijenata

Varijable Univarijantna analiza
b p
Starost 0, 001 0, 944
Navika pusenja 0, 044 0,720
Konzumiranje alkohola -0, 021 0, 860
Gradus_TU -0, 206 0, 164
Prethodne operacije 0, 261 0,019
Hipertenzija 0,134 0, 276
DM -0, 128 0, 336
Ostali komorbiditeti 0, 243 0, 401
V50 besika -0, 001 0, 960
V60 besika <0,001 0,971
V65besika <0,001 |0, 946
V70 besika 0, 005 0, 494
V72 besika 0,034 0, 236
Srednja doza mokraéna besika 0, 004 0, 602
Maksimalna doza mokrac¢na besika 0, 026 0, 536

Kod radikalnih ispitanika, u univarijantnim linearnim mesovitim modelima veci stepen kasne
GU toksi¢nosti imali su ispitanici sa prethodnim operacijama (b = 0,261; p = 0,019).
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4.2.2.2. Ispitivanje kasne GI i GU toksicnosti u grupi zracenih operisanih pacijenata

Kod operisanih ispitanika, ne postoji statisti¢ki znacajan trend promene stepena kasne GI
toksic¢nosti u vremenu (b = -0, 001; p = 0, 955), §to je prikazano na grafiku 21.
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Grafik 21. Trend porasta stepena kasne GI toksi¢nosti u vremenu u grupi zracenih operisanih
pacijenata. Linija reprezentuje izmenu gradusa kasne GI toksi¢nosti u vremenu. Veli¢ina kruga
proporcionalna je broju pacijenata. U svakoj tacki merenja, sumacija veli¢ina krugova je 100%.

Uticaj induvidualnih, klinickih i dozimetrijskih karakteristika za nastanak kasne Gl
toksi¢nosti kod operisanih pacijenata prikazana je u tabeli 19.

Tabela 19. Uticaj prikazanih varijabli na nastanak kasne GI toksi¢nosti u grupi zracenih operisanih
pacijenata

Varijable Univarijantna analiza
b p
Starost 0, 005 0, 409
Navika pusenja -0, 006 0, 940
Konzumiranje alkohola -0, 034 0, 620
Gradus TU 0, 126 0, 665
Prethodne operacije -0, 004 0, 947
Hipertenzija 0,073 0, 261
DM 0, 200 0, 058
Ostali komorbiditeti -0, 024 0, 869
V50 rektum 0, 005 0,113
V60 rektum 0, 006 0, 057
V65rektum 0, 008 0, 037
V70 rektum -0, 010 0, 535
V72 rektum -0, 063 0, 506
Srednja doza rectum 0, 007 0,417
Maksimalna doza rectum 0,018 0, 515

U grupi zracenih operisanih pacijenata, u univarijantnim linearnim mesovitim modelima veci stepen
kasne GI toksi¢nosti imali su ispitanici sa ve¢im V65 za rektum (b = 0,008; p = 0,037).
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Kod operisanih ispitanika, ne postoji statisticki znacajan trend promene stepena kasne GU toksi¢nosti
u vremenu (b = -0,008; p = 0,513), $to je prikazano na grafiku 22.

OPERISANI - Gradus kasne UG toksi¢nosti

Vreme (meseci)

Grafik 22. Trend porasta stepena kasne GU toksi¢nosti u vremenu u grupi zra¢enih operisanih
pacijenata. Linija reprezentuje izmenu gradusa kasne GU toksi¢nosti u vremenu. Veli¢ina kruga
proporcionalna je broju pacijenata. U svakoj tacki merenja, sumacija veli¢ina krugova je 100%.

Uticaj induvidualnih, klinickih i dozimetrijskih karakteristika na nastanak kasne GU
toksi¢nosti kod operisanih pacijenata prikazana je u tabeli 20.

Tabela 20. Uticaj prikazanih varijabli na nastanak kasne GU toksi¢nosti u grupi zracenih operisanih
pacijenata

Varijable Univarijantna analiza
b p
Starost 0, 001 0, 931
Navika pusenja -0, 011 0, 954
Konzumiranje alkohola -0, 037 0, 824
Gradus TU 0, 291 0, 456
Prethodne operacije 0,218 0, 169
Hipertenzija 0, 159 0, 316
DM 0, 429 0, 098
Ostali komorbiditeti 0, 033 0, 925
V50 besika 0, 001 0, 782
V60 besika 0, 001 0, 892
V65besika 0, 004 0, 489
V70 besika -0, 001 0, 418
V72 besika -0, 032 0,418
Srednja doza mokraéna besika 0, 002 0, 922
Maksimalna doza mokrac¢na bes$ika -0, 005 0, 905

Kod operisanih ispitanika, u univarijantnim linearnim meSovitim modelima nijedna od ispitivanih
varijabli nije bila povezana sa stepenom kasne GU toksi¢nosti.
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4.3. Rezultati istrazivanja na prvoj grupi ispitanika

U prvi deo istrazivanja ukljucena je grupa od 44 pacijenta leCenih zratnom terapijom u Institutu
za onkologiju i radiologiju Srbije od januara 2016. do avgusta 2017. godine, bilo u radikalnom ili
postoperativnom pristupu. Postupak istrazivanja detaljno je opisan u poglavlju Materijal i metode, a
ovde ¢e biti predstavljeni rezultati nase studije.

U tabeli 21 prikazane su induvidualne, klinicke, tumorske karakteristike i1 karakteristike
radioterapije ispitivanih pacijenata.

Tabela 21. Induvidualne, klinicke, karakteristike tumora i karakteristike radioterapije

Varijabla Deskripcija Univarijantna analiza*
b p

Starost; srednja vrednost | 69.2+7.1 0.020 0.152

+ SD

DM typ Il

Da 10 (21.3%) 0.030 0.849

Ne 34

Pusacki status

Da 23 (48.9%) -0.176 0.204

Ne

Arterijska hipertenzija

Da 19 (40.4%) 0.018 0.895

Ne

Glison skor; 7 (6-9) -0.016 0.857

Medijana (min,max)

Rizi¢na grupa za relaps

1 (nizak) 3 (8.3%) 0.131 0.231

2 (srednji) 14 (38.9%)

3 (visok) 19 (52.8%)

R1 resekcija 9 (75.0%) -0.438 0.147

Tip radioterapije

Postoperativna 23 (52.3%) 0.003 0.815

Radikalna 21 (47.7%)

*Linearni meSoviti model (eng. Multilevel ordinal regresioni model) sa stepenom akutne
genitourinarne toksi¢nosti kao zavisnom varijablom, prilagodeno za vreme pracenja 1 tip
radioterapije. Zavisno od tipa varijabli i normalnosti raspodele, podaci su predstavljeni kao n (%),
aritmeticka sredina + SD ili medijana (min-max).

Nakon 25 frakcija radioterapije, naj¢es¢i gradus akutne GU toksi¢nosti bio je 1, sa manjom stopom
ucestalosti gradusa 2 i 3, §to je prikazano na grafiku 23.
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Grafik 23. Promene gradusa akutne GU toksi¢nosti tokom vremena u razli¢itim tatkama merenja:
PT-pre terapije, 5F-nakon 5 frakcija radioterapije, 15F- nakon 15 frakcija radioterapije, 25F- nakon
25 frakcija radioterapije, PF- nakon poslednje frakcije, K- nakon 1 meseca od zavrsetka radioterapije.
Volumen kruga proporcionalan je broju pacijenata. U svakoj tacki merenja, sumacija krugova iznosi
100%. U tacki PT, 100% pacijenata imao je gradus O.

Promene nivoa citokina u serumu

Univarijantnom analizom nivoa cirkulisucih citokina pokazano je da koncentracije IL-2, IFN-
v 1 TGF- B1 u serumu pacijenata sa karcinomom prostate teze rastu tokom radioterapije, ali bez
statisticke znacajnosti. Povecanje koncentracije IL-6 u serumu pacijenata znacajno je povezano sa
visim gradusom akutne GU toksi¢nosti tokom vremena (b = 0,018; p = 0,039). Uocena je povezanost
povisene koncentracije IL-2 i viSeg gradusa akutne GU toksi¢nosti (b = 0,018; p = 0,081), iako nije
bilo statisti¢ke znac¢ajnosti, $to je predstavljeno u tabeli 22.

Tabela 22. Univarijantna analiza nivoa citokina u serumu kod pacijenata sa karcinomom prostate
tokom radioterapije

Univarijantna analiza

Koncentracija Pre Nakon 5F Nakon 15F Nakon 25F Nakon 1 mesec B P
[pg/mL] tretmana poslednje F nakon RT
IL-1p 12 1.0 13 13 12 12 0018 0712
(0.1-4.1) (0.2-4.3) (0.3-4.2) (0.3-4.3) (0.3-4.5) (0.2-4.8) : '
IL-2 1.9 1.8 1.6 2.1 1.8 1.8 0018 0081
(0.2-27.9) (0.2-17.8) (0.3-32.2) (0.3-26.1) (0.2-36.4) (0.2-18.8) : '
IL-6 2.6 2.5 2.4 2.6 1.9 25
(03-143)  (02-29.3)  (0.2-40) (0.2-33.8) (0-58.6) (0.1-17.3) 0018 0039
IFN-y 8.1 9.8 8.8 8.3 8.4 6.8 0004 0138
(2.2-96.3) (1.3-52.1)  (1.3-78) (1.8-90.5) (1.3-107.7) (1.9-52.9) : '
TGF-p1 427 431 46.3 446 456 41 0001 0516
(4.3-155) (4.2-91) (4.9-149.7) (5.9-150.3) (1.5-120.7) (2.8-1935) '

* Linearni meSoviti model (eng. Multilevel ordinalni regresioni model) sa stepenom akutne GU
toksi¢nosti kao zavisnom varijablom. Zavisno od tipa varijable, podaci su predstavljeni kao medijana
(min-max).

Linearnim mesSovitim modelom prac¢eno je da li promene u nivou IL-2 i IL-6 u serumu
pacijenata sa karcinomom prostate koji se lece radioterapijom mogu da predvide promene u stepenu
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akutne GU toksi¢nosti kroz vreme. Analiza je pokazala da je povecanje nivoa IL-6 tokom
radioterapije bilo znac¢ajno povezano sa visim gradusom akutne GU toksi¢nosti u vremenu (b= 0,017;
p = 0,046), Sto je predstavljeno u tabeli 23.

Tabela 23. Linearni meSoviti model koncentracije citokina u serumu kod pacijenata sa karcinomom
prostate

Parametar Multivarijantna analiza*
b p

IL-2 0.020 0.062

IL-6 0.017 0.046

* Linearni meSoviti model sa stepenom akutne GU toksicnosti kao zavisne varijable

Ovakav podatak za IL-2 koji je blizu statisticke zna¢ajnosti, moze se pripisati relativno malom
broju pacijenata i/ili niskim gradusom toksi¢nosti tokom radioterapije u analiziranoj grupi pacijenata
(7 pacijenata imalo je gr 2 i 3 toksi¢nost nakon 25 radioterapijskih frakcija, dok je 8 pacijenata imalo
gr 2 i 3 na kraju radioterapijskog tretmana).

Moguce razlike u profilu cirkuliSuéih citokina i njihove veze sa nastankom akutne GU
toksi¢nosti pracene su izmedu pacijenata kod kojih je sprovedena radikalna zrac¢na terapija i onih kod
kojih je radioterapija sprovedena u nekom momentu nakon prostatektomije.

Nadeno je da su nivoi IL-6 i IFN-y znacajno visi u grupi pacijenata kod kojih je sprovedena
radikalna zracna terapija (p = 0,001) u odnosu na one kod kojih je zra¢na terapija sprovedena u
postoperativnom pristupu (p = 0,020), $to je prikazano u tabeli 24.

Tabela 24. Univarijantna analiza nivoa citokina u serumu u grupi radikalno zracenih i grupi

operisanih zracenih pacijenata

Konc. Pre RT Nakon 5 f Nakon 15f Nakon 25f Nakon 1 mesec b p

(pg/ml) poslednje f odrt
Radikalno
zraeni 1.1(0.1-4.1) 1.0 (0.3-4.3) 1.3(0.3-4.2) 1.2 (0.3-3.4) 1.1 (0.3-4.3) 1.5 (0.4-

IL-1p 34) 0.050 | 0.835
Operisani 1.0 (0.2-
zradeni 1.4 (0.3-4.1) 1.1(0.2-3.1) 1.3(0.3-4.0) 1.3 (0.4-4.3) 1.2 (0.3-4.5) .4.8).
Radikalno 17
zraeni 1.8 (0.2-24.7) 2.1(0.2-17.8) 1.6 (0.3-19.7) 2.1(0.4-9.8) 1.7 (0.3-15.0) .18(?3.)5-

- -0. .97
Operisani IL-2 002 0.038 0.976
zraeni 1.9 (0.6-27.9) 1.7 (0.5-8.7) 1.6 (0.4-32.2) 1.9 (0.3-26.1) | 1.8(0.2-36.4) '7(1)' :
Radikalno 5.2 (0.6
zraeni 4.9 (0.8-14.3) 4.6 (0.8-29.3) 3.5 (0.6-40.0) 4.8 (0.8-33.8) | 4.7 (0.5-58.6) '17(3') :
Operisani | 1L-6 "y 4597 | 0.001
zradeni 1.3(0.3-4.7) 1.4 (0.2-6.2) 1.7 (0.2-11.7) 1.7 (0.2-8.4) 1.6 (0.04-8.5) '12(3') ;
Radikalno 129 (1.8 119 (1.3 11.5(1.9
zraceni 9.3 (2.2-96.3) 13.6 (1.3-52.1) 10.7 (1.3-78.0) 90_5)' 1'07_7') 52_9)'
Operisani IFN-y 8.869 0.020
zrageni 75(32-292) | 77(23323) | 7.4(27-309) | 8.3 (18-447) | 7.4 (13-36.1) 5'510(1')9‘
Radlkalno 38.5(6.9 42.5(6.9 32.0(2.8
zraceni - N - -9 0.9- -9 .97 U \e.0"
41.3 (6.4-155.0) 43.1(6.4-91.0) | 51.3(5.7-149.7) 150.3) 89.4) 79.6)
— TGF-p1
Operisani -0.571 0.933
zrateni 473 (5.9- 516 (1.5- | 52.6 (3.3-
43.4 (4.3-125.9) 449 (4.2-70.4) | 43.7 (4.9-134.4) 120.1) 1207) 193.5)
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4.4. Rezultati istrazivanja na drugoj grupi ispitanika

Istrazivanje je sprovedeno kao nastavak prethodne studije 1 ukljucilo je grupu od 39 pacijenata
koji su leceni zratnom terapijom u Institutu za onkologiju i radiologiju Srbije, bilo radikalnom
radioterapijom ili radioterapijom u postoperativnom pristupu. Ispitivana je veza izmedu nivoa
citokina IL-6 i TGFB-1 u serumu, induvidualnih i klinickih karakteristika i nastanka Gl i GU
toksi¢nosti kao i zamora. Postupak istrazivanja detaljno je opisan u poglavlju Matrijal i metode, a u
ovom poglavlju bi¢e predstavljeni rezultati naSe studije.

U tabeli 25 prikazane su induvidualne, klini¢ke, tumorske karakteristike i karakteristike
radioterapije ispitivanih pacijenata.

Tabela 25. Induvidualne, klinicke, tumorske karakteristike i karakteristike radioterapije

Broj pacijenata (n) 39
Starost; srednja vrednost + SD 70.67 £ 6.7
Pusacki status; n (%)
Da 29 (74.4%)
Ne 10 (25.6%)
Konzumiranje alkohola; n (%)
Da, redovno 1 (2.6%)
Periodiéno 23 (59%)
Ne 15 (38.5%)

Komorbiditeti; n (%)
Diabetes mellitus

Da 7 (17.9%)
Ne 32 (82.1%)
Hipertenzija
Da 28 (71.8%)
Ne 11 (28.2%)
Operacije u abdomenu i karlici
Da 17 (43.6%)
Ne 22 (56.4%)
Drugi maligniteti
Da 3 (7.7%)
Ne 36 (92.3%)
PSA pre dijagnoze; mediana (min-max) ng/ml 10,0 (3,9-38,8)
PSA pre radioterapije; mediana (min-max)ng/ml 0,6 (0,1-14,3)
Glison skor; n (%)
6 7 (17, 9%)
7 30 (76, 9%)
8 1(2, 6%)
9 1(2,6)
T status; n (%)
T2 27 (69.2%)
T3 12 (30.8%)

N status; n (%)

NO 38 (97.4%)
N1 1(2.6%)
Tip radioterapije; n (%)

Radikalna 26 (66.7%)
Postoperativna 13 (33.3%)
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Tehnika zracenja
3D-CRT 27
VMAT 12

Doza volumen grupe; n (%)

Prostata 5 (12.8%)
Prostata, semene vezikule (loza+SV) 13 (33.3%)
Prostata, semene vezikule, 1gl (loza=SV+Igl) 21 (53.8%)
Grupe rizika

Nizak rizik 5 (12.8%)
Srednji rizik 26 (66.7%)
Visok rizik 8 (20.5%)

Univarijantnom analizom promene gradusa akutne GU toksi¢nosti tokom radioterapije i
mesec dana po zavrSetku radioterapijskog lecenja, dobijeno je statisticki znac¢ajno povecanje gradusa
akutne GU toksi¢nosti tokom vremena u ispitivanoj grupi pacijenata (b = 0,158; p < 0,001), $to je
predstavljeno na grafiku 24.

Gradus akutne GU toksic¢nosti

5F 10F 15F 20F 25F PF K
Tacka merenja

Grafik 24. Promene gradusa akutne GU toksi¢nosti u vremenu

(5F- posle 5. frakcije zracenja, 10F- posle 10. frakcije zraenja, 15F- posle 15. frakcije zracenja, 20F-
posle 20. frakcije zracenja, 25F- posle 25. frakcije zraCenja, PF- poslednja frakcija zracenja, K- 1
mesec po zavrsetku radioterapije). Linija reprezentuje akutnu genitourinarnu toksi¢nost u vremenu.
Volumen kruga proporcionalan je broju pacijenata. U svakoj tacki merenja, suma krugova iznosi
100%.

Veza izmedu promena gradusa akutne GU toksi¢nosti tokom radioterapije 1 induvidualnih 1
klinickih karakteristika pacijenata prikazana je u tabeli 26. Nadena je znacajna pozitivna povezanost
izmedu gradusa akutne GU toksi¢nosti tokom radioterapije 1 prisustva Diabetes mellitusa u ispitivanoj
grupi pacijenata (b = 0,540; p < 0,007).
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Tabela 26. Veza izmedu izmene gradusa akutne GU toksi¢nosti tokom radioterapije i induvidualnih
i klinickih karakteristika pacijenata

Parametar Univarijantna analiza *
b p

Pusacki status-pusaci 0.126 0.494
Konzumacija alkohola -0.259 0.116
Diabetes mellitus 0.540 0.007
Avrterijska hipertenzija 0.107 0.549
Operacije  u abdomenu/ | -0.181 0.255
karlici

* Linearni meSoviti model sa stepenom toksi¢nosti kao zavisnom varijablom, kontrolisan za tip
radioterapije

Univarijantnom analizom promene gradusa akutne Gl toksi¢nosti tokom radioterapije i mesec
dana po zavrSetku radioterapijskog le¢enja, dobijeno je statisticki znacajno povecéanje gradusa akutne
GI toksi¢nosti tokom vremena u ispitivanoj grupi pacijenata (b = 0,090; p < 0,001), Sto je
predstavljeno na grafiku 25.

Gradus akutne Gl toksi¢nosti

5F 10F 15F 20F 25F PF K
Tacka merenja

Grafik 25. Izmene gradusa akutne GI toksi¢nosti u vremenu

(5F- posle 5. frakcije zracenja, 10F- posle 10. frakcije zracenja, 15F- posle 15. frakcije zracenja, 20F-
posle 20. frakcije zracenja, 25F- posle 25. frakcije zracenja, PF- poslednja frakcija zracenja, K- 1
mesec po zavrSetku radioterapije). Linija predstavlja akutnu genitourinarnu toksi¢nost u vremenu.
Volumen kruga proporcionalan je broju pacijenata. U svakoj tacki merenja, suma Krugova iznosi
100%.

Univarijantnom analizom nije nadena statisticki znacajna povezanost izmedu promena
gradusa akutne GI toksi¢nosti tokom radioterapije i induvidualnih i klini¢kih karakteristika u
ispitivanoj grupi pacijenata, Sto je prikazano u tabeli 27.
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Tabela 27. Veza izmedu izmene gradusa akutne GI toksi¢nosti tokom radioterapije i induvidualnih i
klinickih karakteristika

Parametar Univarijantna analiza *
b p

Pusacki status-pusaci 0.047 0.729
Konzumacija alkohola -0.096 0.432
Diabetes mellitus 0.000 1.000
Avrterijska hipertenzija -0.050 0.704
Operacije  u  abdomen/ | 0.102 0.385
karlici

* Linearni meSoviti model sa stepenom toksi¢nosti kao zavisnom varijablom

Univarijantnom analizom promena gradusa kasne GU toksi¢nosti 3, 6, 9, 12, 16, 20, 24 i 30
meseci nakon radioterapije u ispitivanoj kohorti nisu nadene statisticki znacajne promene kasne GU
toksic¢nosti u vremenu (b = 0,014; p = 0,368) kao ni statisticki znacajne promene kasne GI toksi¢nosti
u vremenu (b = -0,006; p = 0,430), $to je predstavljeno na graficima 26 i 27.

N w
' '

Gradu_s kasne GU toksi¢nosti

B

12
Tacka merenja (mesec)

1'6 ZIO 2I4 3IO

Grafik 26. Promene gradusa kasne GU toksi¢nosti 3, 6, 9, 12, 16, 20, 24 i 30 meseci nakon
radioterapije. Linija predstavlja promenu gradusa kasne GU toksi¢nosti u vremenu. Volumen kruga
proporcionalan je broju pacijenata. U svakoj ta¢ki merenja, suma krugova iznosi 100%.
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Gradus kasne Gl toksi¢nosti

Grafik 27. Promene gradusa kasne GI toksi¢nosti 3, 6, 9, 12, 16, 20, 24 i 30 meseci nakon
radioterapije. Linija predstavlja promenu gradusa kasne GI toksi¢nosti u vremenu. Volumen kruga

é é 1|2 1'6 ZIO
Tacka merenja (mesec)

24

proporcionalan je broju pacijenata. U svakoj tacki merenja, suma krugova iznosi 100%.

Promene nivoa citokina u serumu

Koncentracije IL-6 i TGF-f1 u serumu pacijenata u drugoj grupi odredivani su pre
radioterapije i nakon 25 radioterapijske frakcije. U ispitivanoj grupi, nivo IL-6 znacajno je bio veci
nakon 25.frakcije u poredenju sa nivoom ovog citokina pre radioterapijskog tretmana (p < 0,00001).
Nije utvrdena znac¢ajna razlika izmedu koncentracije TGF-B1 u serumu nakon 25. frakcije u odnosu

na njegovu koncentraciju pre radioterapije. Ovi rezultati prikazani su u tabeli 28.

Tabela 28. Koncentracije IL-6 i TGF-f1 u serumu kod pacijenata sa karcinomom prostate pre

radioterapije i nakon 25. radioterapijske frakcije

Citokini Pre radioteraije Nakon 25.RT frakcije p
vrednost
Koncentracija [pg/mL] median (minimum-maksimum)
IL-6 4.60 (0.78-41.68) 6.26 (2.32-49.34) <0.00001
TGF-p 9152.78 (1600.27-37421.78) | 8104.36 (2465.12-20718.88) | 0.136

Ispitivana je moguca korelacija izmedu maksimalnog gradusa akutne GU toksi¢nosti,
maksimalnog gradusa akutne GI toksi¢nosti, maksimalnog zamora i koncentracija IL-6 i TGF-f1 u
serumu kod pacijenata sa karcinomom prostate lecenih radioterapijom, ¢iji su rezultati prikazani u

tabeli 29.
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Tabela 29. Korelacija izmedu maksimalnog gradusa akutne GU toksi¢nosti, maksimalnog gradusa
akutne GI toksi¢nosti, maksimalnog zamora i koncentracija IL-6 i TGF-B1 u serumu kod pacijenata

sa karcinomom prostate leCenih radioterapijom

Varijabla 1 Varijabla 2 Koeficijent | p
korelacije | vrednost

Maksimalan gradus GU | Maksimalan gradus Gl 0.09 0.594

toksicnosti toksicnosti

Maksimalan gradus GU | Maksimalan skor zamora 0.15 0.353

toksicnosti

Maksimalan  gradus Gl | Maksimalan skor zamora 0.26 0.117

toksicnosti

Koncentracija  IL-6  pre | Maksimalan gradus GU 0.31 0.054

tretmana toksi¢nosti

Koncentracija  IL-6  pre | Maksimalan gradus Gl 0.10 0.548

tretmana toksi¢nosti

Koncentracija IL-6  pre | Maksimalan skor zamora 0.35 0.032

tretmana

Koncentracija IL-6 nakon | Maksimalan gradus GU 0.21 0.199

25.frakcije toksi¢nosti

Koncentracija IL-6 nakon | Maksimalan gradus Gl 0.08 0.640

25.frakcije toksi¢nosti

Koncentracija IL-6 nakon | Maksimalan skor zamora 0.29 0.069

25.frakcije

Koncentracija TGF-B1 pre | Maksimalan gradus GU 0.34 0.036

tretmana toksi¢nosti

Koncentracija TGF-B1 pre | Maksimalan gradus Gl 0.06 0.724

tretmana toksi¢nosti

Koncentracija TGF-B1 pre | Maksimalan skor zamora 0.19 0.257

tretmana

Koncentracija TGF-B1 | Maksimalan gradus GU 0.31 0.052

nakon 25.frakcije toksi¢nosti

Koncentracija TGF-B1 | Maksimalan gradus Gl 0.10 0.535

nakon 25.frakcije toksi¢nosti

Koncentracija TGF-B1 | Maksimalan skor zamora 0.29 0.074

nakon 25.frakcije

Nadena je statistiCki znaCajna pozitivna korelacija izmedu nivoa IL-6 u serumu pre
radioterapije i maksimalnog skora zamora (p = 0,032) kao 1 statisti¢ki zna¢ajna pozitivna veza izmedu
nivoa TGF-B1 u serumu pre radioterapije i maksimalnog gradusa akutne GU toksi¢nosti (p = 0,036).
Koncentracija TGF-f1 u serumu nakon 25. frakcije bila je pozitivno asocirana sa maksimalnim
gradusom GU toksi¢nosti, iako je povezanost bila blizu granice statisti¢ke zna¢ajnosti (b =0,31, p =
0,052).

Ispitivana je moguca korelacija izmedu gradusa akutne GU toksi¢nosti, gradusa akutne GI
toksi¢nosti, zamora i koncentracija IL-6 i TGF-B1 u serumu nakon 25. frakcije kod pacijenata sa
karcinomom prostate leCenih radioterapijom, ¢iji su rezultati prikazani u tabeli 30.
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Tabela 30. Korelacija izmedu maksimalnog gradusa akutne GU toksi¢nosti, maksimalnog gradusa
akutne GI toksi¢nosti, maksimalnog zamora i koncentracija IL-6 i TGF-B1 u serumu nakon 25.
frakcije kod pacijenata sa karcinomom prostate le¢enih radioterapijom

Varijabla 1 Varijabla 2 Koeficijent | p
korelacije | vrednost

Gradus GU  toksi¢nosti | Gradus GI toksi¢nosti nakon 0.27 0.095

nakon 25.frakcije 25.frakcije

Gradus GI toksi¢nosti nakon | Skor zamora nakon 25.frakcije 0.32 0.051

25.frakcije

Gradus GU  toksi¢nosti | Skor zamora nakon 25.frakcije 0.41 0.009

nakon 25.frakcije

Koncentracija IL-6 nakon | Gradus GU toksi¢nosti nakon 0.30 0.063

25.frakcije 25.frakcije

Koncentracija 1L-6 nakon | Gradus GI toksi¢nosti nakon 0.24 0.147

25.frakcije 25.frakcije

Koncentracija I1L-6 nakon | Skor zamora nakon 25.frakcije 0.33 0.042

25.frakcije

Koncentracija TGF-B1 | Gradus GU toksi¢nosti nakon 0.32 0.044

nakon 25.frakcije 25.frakcije

Koncentracija TGF-B1 | Gradus GI toksi¢nosti nakon 0.24 0.145

nakon 25.frakcije 25.frakcije

Koncentracija TGF-B1 | Skor zamora nakon 25.frakcije 0.24 0.149

nakon 25.frakcije

Nadena je statisticki znacajna korelacija izmedu gradusa GU toksi¢nosti nakon 25. frakcije i
skora zamora nakon 25. frakcije (p = 0,009). Takode je nadena znacajna pozitivna korelacija izmedu
nivoa IL-6 u serumu nakon 25. frakcije i skora zamora nakon 25. frakcije (p = 0,042). Utvrdena je i
statisti¢ki znacajna pozitivna povezanost koncentracije TGF-B1 u serumu nakon 25. frakcije i gradusa
GU toksi¢nosti nakon 25. frakcije (p=0,044). Pozitivna korelacija izmedu IL-6 u serumu nakon 25.
frakcije i gradusa GU toksi¢nosti nakon 25. frakcije je takode nadena, ali bez statisti¢e znac¢ajnosti
(p=0,063). Na grafiku 28, predstavljene su korelacije izmedu gradusa akutne GU 1 GI toksi¢nosti
nakon 25. frakcije i koncentracija IL-6 ili TGF-B1 nakon 25. frakcije.
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Grafik 28. Korelacija izmedu gradusa akutne genitourinarne (GU) toksi¢nosti (A, B), gradusa
akutne gastrointestinalne (GI) toksi¢nosti (C, D) i koncentracija IL-6 i TGF-1 u serumu nakon 25
frakcija.

Univarijantnom analizom nije nadena statisticki znaCajna povezanost izmedu promena nivoa
cirkuliSsué¢ih IL-6 i TGF-B1 u serumu i gradusa akutne GU i GI toksi¢nosti tokom radioterapije, kao
ni znacajna povezanost izmedu promena nivoa IL-6 i TGF-f1 u serumu i gradusa kasne GU i GI
toksi¢nosti procenjene izmedu 3-eg i 30-0g meseca nakon radioterapije (tabela 31)
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Tabela 31. Povezanost izmena nivoa IL-6 i TGF-B1 u serumu i nastanka GU i GI toksi¢nosti
u vremenu

Parametri Univarijantna analiza*
b p

Izmene nivoa IL-6 i gradusa akutne GU | 0,017 0,559
toksi¢nosti

Izmene u nivou TGF-B1 i gradusa akutne GU | <-0,001 0,672
toksi¢nosti

Izmene nivoa i gradusa akutne GI toksicnosti 0,013 0,558
Izmene u nivou TGF-B1 i gradusa akutne GI | < 0,001 0,305
toksicnosti

Izmene nivoa IL-6 1 gradusa kasne GU | 0,009 0,750
toksi¢nosti

Izmene u nivou TGF-B1 i gradusa kasne Gl | < 0,001 0,351
toksi¢nosti

Izmene nivoa IL-6 1 gradusa kasne GU | 0,018 0,105
toksi¢nosti

Izmene u nivou TGF-B1 i gradusa kasne GI | <-0,001 0,656
toksi¢nosti

* Linearni meSoviti model sa stepenom toksi¢nosti kao zavisnom varijablom
Takode, nije nadena povezanost izmedu izmena nivoa IL-6 i TGF-f1 u serumu i maksimalnog
gradusa kasne GU 1 GI toksi¢nosti. Medutim, negativna korelacija blizu statisti¢ke znacajnosti nadena
je izmedu nivoa TGF- B1 nakon 25 frakcija i maksimalnog gradusa kasne GI toksi¢nosti (p=0,052).

4.5. Ispitivanje veze izmedu promene nivoa miR-21/146a/155 i razvoja genitourinarne
toksi¢nosti

Pilot studija u kojoj je ispitivana veza izmedu promena nivoa miR-21, miR-146a i miR-155
1 akutne genitourinarne toksi¢nosti kod pacijenata sa karcinomom prostate, ukljucila je 15 pacijenata
le€enih zra¢nom terapijom u Institutu za onkologiju i radiologiju Srbije. U ovoj studiji, ispitivana je
veza izmedu izmena nivoa miR-21, miR-146a i miR-155 i akutne genitourinarne toksi¢nosti kod
pacijenata sa karcinomom prostate.

U poglavlju Materijal i metode, detaljno je objasnjena metodologja istrazivanja, a u ovom

delu bic¢e prikazani rezultati naSeg istrazivanja. Induvidualne i1 klinicke karakteristike ispitanika,
prikazane su u tabeli 32.
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Tabela 32. Induvidualne i klini¢ke karakteristike pacijenata i akutna genitourinarna toksi¢nost

Induvidualne i klini¢ke karakteristike | N, %, Srednja vrednost | Razlike izmedu grupa sa i

+SD bez toksi¢nosti,
p vrednost

Broj pacijenata 15

Bez GU toksi¢nosti 6

Sa GU toksi¢nos¢u 9

Starost (srednja vrednost) + standardna

devijacija

Bez GU toksi¢nosti 68 + 5.40 0,450

Sa GU toksi¢noséu 70.57 + 6.29

Pusaci status

Pusaci

Bez GU toksic¢nosti 33.3% 0,315

Sa GU toksi¢noscu 66.7%

Nepusaci

Bez GU toksi¢nosti 66.7%

Sa GU toksi¢nos$éu 33.3%

Diabetes mellitus

Da

Bez GU toksi¢nosti 16.7% 0,400

Sa GU toksi¢nos¢u 0.0%

Ne

Bez GU toksi¢nosti 83.3%

Sa GU toksi¢noscu 100.0%

Arterijska hipertenzija

Da 1,000

Bez GU toksi¢nosti 66.7%

Sa GU toksi¢no$¢éu 55.6%

Ne

Bez GU toksi¢nosti 33.3%

Sa GU toksi¢noScu 44.4%
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U tabeli 33 prikazane su karakteristike tumora, karakteristike radioterapije i akutna
genitourinarna toksicnost

Tabela 33. Karakteristike tumora, radioterapije i akutna genitourinarna toksi¢nost

Razlike izmedu
. rupa sa i bez
Karakteristike tumora N,%',(mmlmum- ?oksiénosti,
maximum)
p vrednost
Glison skor medijana  (minimum-
maksimum)
Bez toksi¢nosti 7.50 (6-9) 0,313
Sa toksi¢no$éu 7 (6-8)
Rizi¢na grupa
Nizak rizik
Bez toksi¢nosti 16.7% 1,000
Sa toksi¢noscéu 11.1%
Srednji rizik
Bez toksicnosti 16.7%
Sa toksi¢nos$c¢u 22.2%
Visok rizik
Bez toksi¢nosti 66.7%
Sa toksi¢nosc¢u 66.7%
Tip radioterapije
Radikalna
Bez toksi¢nosti 33.3% 1,000
Sa toksi¢nosc¢u 44.4%
Salvage/Postoperativna
Bez toksicnosti 66.7
Sa toksi¢nosc¢u 55.6

U ovoj studiji, odredivani su nivoi ekspresije tri miRNK, miR-21, miR-146a i miR-155 kod
15 pacijenata sa karcinomom prostate, u tri tacke (pre radioterapije-PRT, nakon radioterapije- NRT,
odnosno posle poslednje frakcije i na prvoj kontroli - PK po zavrsenom le¢enju, odnosno mesec dana
nakon radioterapije).

Kod 9 pacijenata postojala je akutna GU toksi¢nost (gradus 1-3), dok 6 pacijenata nije imalo
simptome akutne GU toksi¢nosti (gradus 0) u ispitivanim tackama.

4.5.1. Induvidualne i klini¢ke karakteristike i akutna GU toksi¢nost

Kao $to se moze videti iz tabela 32 1 33, nije nadena statisticki znacajna povezanost u grupama
pacijenata podeljenih prema tome da li je ispoljena ili ne akutna GU toksi¢nost, sa induvidualnim i
klinickim karakteristikama kao Sto su starost pri dijagnozi, pusacki status, dijabetes mellitus i
hroni¢na hipertenzija. Takode, nije nadena statisticki znac¢ajna povezanost izmedu nastanka akutne
GU toksic¢nosti 1 Glison skora, grupa rizika za relaps bolesti i tipa radioterapije.
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4.5.2. Nivoi ekspresije miR-21, miR-146a i miR-155 pre, nakon radioterapije i na prvoj kontroli

U grupi pacijenata bez ispoljene akutne GU toksi¢nosti, znacajno visi nivo miR-21 detektovan
je nakon poslednje radioterapijske frakcije u odnosu na nivo nakon prve kontrole (p = 0,043), S§to je
prikazano na grafiku 29A.

A B
10000, Bez akutne GU toksicnosti N o0, 52 akutnom GU toksicnos¢u
: e i
— | p=0.043 | o= 10004
N 1000{ —= QE e
o o w0 —— =
2 € 100 gz o
2 u
co = 0 104
£ T a p=0046
R = : 2¥ = 0,041
o 2 7)) o o L |
] 01— : ,
o o 1 T T T
PRT NRT PK PRT NRT PK
c D
8 0. Bezakutne GU toksicnosti n Bez akutne GU toksicnosti
o 1000 .
— - I ] p=0.028 2 _|[_ ™
: 1
& 1004 x
9z = 1004
£k SE -
£9 o T
$79 En R
28 | 59 S %
- 1 — sy
sa 't RE
- JTR. p=0.041
€U gl U ‘ :
01— , :
PRT NRT PK PRT NRT PK

Grafik 29. Razlike u nivoima ekspresije miR-21, miR-146a i miR-155 pre radioterapije-PRT, nakon
poslednje frakcije radioterapije-NRT, na prvoj kontroli-PK. A- promene nivoa ekspresije miR-21
unutar grupe pacijenata bez ispoljene GU toksi¢nosti. B- promene nivoa ekspresije miR-21 unutar
grupe pacijenata sa ispoljenom GU toksi¢nos¢u. C- promene nivoa ekspresije miR-146a unutar grupe
pacijenata bez ispoljene GU toksi¢nosti. D- promene nivoa ekspresije miR- 155 unutar pacijenata bez
ispoljene GU toksi¢nosti.

Uoceno je postojanje viseg nivoa miR-21 kod pacijenata sa ispoljenom GU toksi¢noscéu u
odnosu na grupu bez ispoljene GU toksicnosti nakon prve kontrole (p=0,068), Sto je predstavljeno u
tabeli 34. Dobijeni podatak nije bio statistiCki znacajan, iako je postojao trend ka statisti¢koj
znacajnosti.
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Tabela 34. Razlike u nivoima ekspresije miR-21, miR-146a i miR-155 izmedu pacijenata bez i sa
akutnom GU toksi¢nos¢u, u tackama pre radioterapije, nakon radioterapije i na prvoj kontroli

a8 Relativni nivo
ekspresije miR-21

p =0.041

Bez akutne GU Sa akutnom GU toksi¢nos$¢u | p vrednost
toksi¢nosti
PRT 26.59 (1.00-1871.00) 0,661
NRT 38.84 (4.05-1258.00) 179.83 (33.72-5141.00) 0,289
PK 128.01 (20.03-647.34) 34.57 (6.61-454.90) 0,068
p vrednost 5.23 (1.89-49.45) 0.041
0.105
2 Relativni nivo
ekspresije miR-146
Bez akutne GU Sa akutnom GU toksi¢no$¢u | p vrednost
toksi¢nosti
PRT 5.78 (0.001-3986.76) 0,724
NRT 61.76 (2.56-560.28) 53.97 (6.58-391.54) 0,556
PK 20.33 (3.35-163.71) 18.29 (6.71-187.27) 0,016
p vrednost 1.79 (1.00-21.21) 0.311
0.042
a8 Relativni nivo
ekspresije miR-155
Bez akutne GU Sa akutnom GU toksi¢nos$c¢u | p vrednost
toksi¢nosti
PRT 3.96 (1.64-2757.22) 0,549
NRT 28.70 (2.41-520.3) 11.71 (2.43-153.17) 0,157
PK 3.07 (1.63-78.36) 21.16 (3.52-155.552) 0,010
p vrednost 1.73 (1.00-9.06) p =0.867

*GU-genitourinarna; PRT- pre radioterapije; NRT-

nakon radioterapije; PK- prva kontrola;
aMedijana vrednost ekspresije miR-21, miR-146a i miR-155 sa minimumom i maksimumom u
zagradi, p vrednost <0, 05 smatra se zna¢ajnom prema rezultatima Wilcoxon’s testa ( izmedu 2 grupe)
1 Friedman’s testa za poredenje 3 grupe. P vrednost izmedu 0, 1 1 0, 05 smatra se statistickim trendom

Kod pacijenata sa ispoljenom GU toksic¢noscu, statisticki znacajno visi nivoi ekspresije miR-
21, primeceni su nakon poslednje radioterapijske frakcije u odnosu na nivoe na prvoj kontroli, mesec
dana nakon radioterapije (p = 0,046, grafik 29B).

U grupi pacijenata bez ispoljene akutne GU toksiCosti, najniZi nivoi miR-146a, nadeni su u
PK tacki prac¢enja, odnosno nakon prve kontrole u poredenju sa PRT 1 NRT tackama pracenja,
odnosno pre i nakon radioterapije, redom (p = 0,028, p = 0,046, grafik 29C). Pacijenti sa ispoljenom
GU toksi¢nS¢u, imali su znac¢ajno vise nivoe miR-146a u poredenju sa pacijentima bez ispoljene GU
toksic¢nosti, u PK tacki pra¢enja, odnosno nakon prve kontrole (p = 0,016, Tabela 34, Grafik 30B).
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Grafik 30. Razlike u nivoima ekspresije miR-21 (A), miR-146a (B) i miR-155 (C) na PK tacki
prac¢enja izmedu grupa pacijenata sa i bez ispoljene GU toksicnosti

Nivoi miR-155 bili su znacajno nizi u PK tacki pracenja, odnosno nakon prve kontrole, u
poredenju sa PRT tackom pracenja, odnosno pre radioterapije, kod pacijenata bez ispoljene GU
toksic¢nosti (p = 0,041, Grafik 29D), a znacajno visi nivoi nadeni su u grupi pacijenata sa ispoljenom
GU toksi¢noS¢u u poredenju sa pacijentima bez ispoljene GU toksi¢nosti, u PK tacki pracenja ( p =
0,010, Tabela 34, Grafik 30C).

4.5.3. Korelacija izmedu nivoa miR-21, miR- 146a i miR-155

S obzirom na Cestu koaktivaciju ekspresije miR-146a i miR-155 u imunskom odgovoru na
jonizujuce zracenje, ispitivana je potencijalna korelacija izmedu ove dve miRNK i poredena sa
nivoima miR-21, zbog potencijalnog sinergistickog efekta.

Znacajna pozitivna korelacija je nadena izmedu miR-21 i miR-146a u sve tri tacke, redom (p
=0,001, rho =0,819, p=0,011, rho = 0,636, p = 0,001, rho = 0,867, Spearmanov koeficijent korelacije
ranga, Tabela 35) i takode izmedu miR-21 i miR-155 (p = 0,026, rho = 0,636, p = 0,025, rho = 0,575,
p < 0,001, rho = 0,891, redom, Spearmanov koeficijent korelacije ranga, tabela 35).

Znacajna pozitivna korelacija nadena je izmedu miR-146a i miR-155 u sve tri tacke, redom (PRT,
NRT i PK, p < 0,001 rho=0,912, p < 0,001 rho 0,875, p < 0,001 rho 0,951, Spearmanov koeficijent
korelacije ranga, tabela 35).
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Tabela 35. Znacajne korelcije izmedu nivoa miR-21, miR-146a i miR-155

Varijabla 1 Varijabla 2 N! Tacka Koeficijent P vrednost
merenja korelacije?
miR-21 miR-146a 13 PRT rho= 0,819 p=0,001
miR-21 miR-155 12 PRT rho= 0,636 p=0,026
miR-21 miR-146a 15 NRT rho=0,636
miR-21 miR-155 15 NRT rho=0,575 p=0,011
miR-21 miR-146a 10 PK rho=0,867
miR-21 miR-155 11 PK rho=0,891 p=0,025
miR-146a miR-155 14 PRT rho=0,912
miR-146a miR-155 15 NRT rho=0,875 p=001
miR-146a miR-155 12 PK rho=0,951
p<0,001
p<0,001
p<0,001
p<0,001

*NI- broj pacijenata. Koeficijent korelacijez . p vrednost < 0.05 smatra se znaéjnom. PRT - pre
radioterapije; NRT - nakon radioterapije; PK - prva kontrola.
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5. DISKUSIJA

Karcinom prostate je oboljenje sa visokom stopom izlecenja u lokalizovanom stadijumu
bolesti i ocekivanim dugogodiSnjim prezivljavanjem, zbog ¢ega je obezbedivanje dobrog kvaliteta
zivota nakon le¢enja ovih pacijenata od neprocenjive vaznosti. Predikcija radijacionog morbiditeta
kao posledica primene radioterapije vrlo je aktuelna tema medu nau¢nicima iz ove oblasti. Zato je za
nas kao istrazivace, ispitivanje toksicnosti izazvane radioterapijom bio veliki izazov. Brojni autori
bavili su se utvrdivanjem mehanizama nastanka neZeljenih dejstava radioterapije. Ispitivan je uticaj
induvidualnih osobina poput starosne dobi, konzumacije alkohola, puSenja, indeksa telesne mase i
drugih, zatim klinickih karakteritika kao $to su razli¢iti komorbiditeti, prethodne operacije, terapija
koju pacijent uzima itd. Od dozimetrijkih faktora koji takode mogu imati uticaja za nastanak
nezeljenih dejstava radioterapije, ispitivano je kako tip radioterapije, tehnika zracenja, ukupno
propisana doza, rezim frakcionisanja, doza koju prime okolni organi gastrointestinalog i
genitourinarnog trakta uticu na nastanak toksi¢nosti. Ispitivani su i brojni bioloski faktori pod
pretpostavkom da mogu imati uticaja na razvoj toksi¢nih efekata radioterapije. Cilj svih ovih
istrazivanja bio je pokusSaj da se pronadu predikcioni modeli za nastanak toksi¢nosti primenljivi u
klinickoj praksi. Time bi se znacajno olakSalo donoSenje odluke o modalitetu lecenja koji je
najadekvatnije primeniti kod svakog pacijenta ponaosob i eventualne modifikacije radioterapiskog
tretmana.

Nasim istrazivanjem pokusali smo da dodemo do novih saznanja iz oblasti radijacione
onkologije i radiobiologije koja omoguéavaju bolje razumevanje mehanizma nastanka toksicnosti i
identifikaciju molekularnih prediktora radijacione toksi¢nosti, §to je u savremenoj radijacionoj
onkologiji veoma aktuelno pitanje.

Podaci iz literature govore da neki autori akutnu toksi¢nost definiSu kao onu koja se ispolji
tokom tretmana, odnosno unutar 90 dana nakon zavrSenog radioterapijskog le¢enja, dok se kasnom
radijacionom toksi¢no$¢u smatra ona koja se javlja nakon tog perioda ili pak u toku lecenja, ali koja
traje 1 posle 90 dana od pocetka le¢enja (72). Drugi autori, pak, radijacionu toksi¢nost dele na akutnu
i kasnu u zavisnosti da li se ona ispoljila pre ili nakon 6 meseci od zavrSenog radioterapijskog
tretmana (73).

U naSem istraZivanju akutnom radijacionom toksi¢no$¢u smatrali smo toksi¢nost koja se
manifestovala do 120 dana od pocetka radioterapijskog tretmana, dok smo kasnom radijacionom
toksi¢no§cu smatrali onu koja se ispoljila nakon toga (70,71).

S obzirom da su razli€iti istraZivaci propisivali razliite doze zracenja na ciljne volumene
tokom lecenja pacijenata sa karcinomom prostate radioterapijom, razli¢ite rezime frakcionisanja, od
standardne dnevne doze 1,8-2Gy do hipofrakcionisanih rezima sa visokom dnevnom dozom od 2,4-
6Gy, razlic¢ite tehnike zracenja od 3DCRT, preko IMRT, VMAT i SBRT tehnike, rezultati toksi¢nosti
medu razli¢itim studijama ¢esto nisu u potpunosti uporedivi zbog nehomogenosti grupa.

Pregledom objavljenih radova, moZze se zakljuciti da su brojni autori diskutovali o vezi izmedu
akutne i kasne radijacione toksi¢nosti. Jereczek-Fossa i saradnici ispitivali su povezanost akutne i
kasne radijacione toksi¢nosti kod 973 pacijenta sa karcinomom prostate koji su tretirani 3D
konformalnom radioterapijom sa medijanom totalne doze 76Gy (opseg 34-82Gy) i dnevnom dozom
od 2Gy. Oni su pronasli da nakon medijane pracenja od 25, 5 meseci (0-129 meseci), kasna Gl i GU
toksi¢nost koreliraju sa akutnim radijacionim oSte¢enjem GI i GU trakta (p<0,001) (125). Takode,
Stankovi¢ 1 saradnici pronasli su da je pojava akutne GU toksi¢nosti imala zna¢ajan uticaj na razvoj
kasne GU toksi¢nosti (p=0,024) (95). Mathieu i saradnici ispitivali su nastanak kasne urinarne
toksi¢nosti kod 965 pacijenata sa medijanom propisane doze 70Gy (opseg 65-80 Gy) i dnevnom
dozom od 2-2,5Gy. Njihovim istrazivanjem nadeno je da incidencija simptoma kasne urinarne
toksi¢nosti raste nakon radioterapije, dosezuci stopu od 24% 1 7% za 10 godina, gradus >2, odnosno
>3, redom (126). Medutim, Schmid i saradnici pokazali su da je ve¢ina urinarnih simptoma nakon
radioterapije tranzitorna (127). U naSem istrazivanju na celoj grupi ispitanika, sa medijanom pracenja
30 meseci, u grupi radikalno zracenih pacijenata koja je ukljucila 51 ispitanika, sa propisanom dozom
72Gy, 2 Gy po frakciji, postojao je statistiCki znaCajan pozitivan trend porasta stepena akutne GI 1
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GU toksi¢nosti u vremenu (b=0,096, p<0.001; b=0,142, p<0.001, redom), dok nije postojao statisticki
znacajan pozitivan trend porasta stepena kasne GI i GU toksi¢nosti u vremenu (b=0,006, p=0,277;
b=0,010; p=0,344). Takode, u grupi zracenih operisanih pacijenata zbog karcinoma prostate koju je
¢inilo 39 ispitanika, kod kojih je propisana doza 66Gy, 2 Gy po frakciji, postojao je statisticki
znacCajan pozitivan trend porasta stepena akutne GI i GU toksi¢nosti u vremenu (b=0,105, p<0.001;
b=0,132, p<0.001, redom), dok nije postojao statisti¢ki znaCajan pozitivan trend porasta stepena
kasne GI i GU toksi¢nosti u vremenu (b=-0,001, p=0,955; b=-0,008; p=0,513). Nepostojanje
statistiCki znaCajnog pozitivnog trenda porasta stepena kasne GI i GU toksi¢nosti u naSem
istrazivanju, moze se objasniti nedovoljno dugim vremenom pracenja, s obzirom na ¢injenicu da se
kasna radijaciona toksi¢nost moze ispoljiti i posle mnogo godina od zavrSetka radioterapijskog
leCenja. Dok se plato kasne GI toksi¢nosti dostize obi¢no nakon 3 godine od zavrSetka zracne terapije,
kasna GU toksi¢nost moze se razviti znatno kasnije, te je za njenu preciznu procenu neophodno duze
vreme pracenja. Pad prevalence kasne GI toksi¢nosti nakon 2 godine pracenja i njena stabilnost posle
5 godina nakon sprovedene radioterapije govore u prilog tome da nakon tog vremena od zavrsetka
le¢enja dolazi do oporavka simptoma gastrointestinalne toksi¢nosti (127). Medijana vremena koje je
potrebno za razvoj simptoma kasne GU toksi¢nosti je 13-33 meseci, a u oko 80% slucajeva javlja se
unutar 48 meseci (128,129). U istrazivanju koje su sproveli Takeda i saradnici pokazano je da se
kasna GU toksi¢nost gr 3 moze javiti i 10 godina nakon sprovedenog le¢enja IMRT tehnikom (130).
1z toga se moZe zakljuciti da sa duzim vremenom pracenja, incidencija GU toksi¢nosti raste. Takode,
za poredenje GU toksi¢nosti medu ispitanicima iz razli¢itih studija, treba porediti studije sa istim
vremenom pracenja (131). S obzirom da je medijana pracenja nasih ispitanika 30 meseci, a da je re¢
o dugoziveéim pacijentima, potrebno je duze vreme pracenja za dobijanje validnijih zakljucaka kasne
GI1GU toksic¢nosti. Nastavljena je evaluacija toksi¢nosti na redovnim kontrolama, te se novi rezultati
kasnih efekata radioterapije u nasoj ispitivanoj grupi pacijenata o¢ekuju u buduénosti. Nasi rezultati
se mogu povezati sa veli¢inom uzorka, razlikama u induvidualnim i klinickim karakteristikama
ispitanika u odnosu na neke podatke iz literature, kao i dozimetrijskim razlikama poput ukupno
propisane doze, doze po frakciji, veli€ine zratnog volumena i moguc¢nosti sprovodenja IGRT
procedura, u odnosu na druge studije.

Literaturni podaci ukazuju da je ispitivanje prediktivne vrednosti induvidualnih, klini¢kih 1
dozimetrijskih karakteristika za nastanak toksi¢nosti bio Cest predmet diskusije medu brojnim
autorima. Ipak, za jasno utvrdivanje njihovog znacaja za nastanak toksi¢nosti, potrebna su dalja
istrazivanja, multicentri¢ne studije, homogenizacija grupa pri poredenju rezultata 1 slicno.

Valdagni i saradnici pronasli su vezu izmedu prethodnih operacija u abdomenu i karlici
(PAPS), pre svega apendektomije i holecistektomije i1 nastanka GI toksi¢nosti. Oni su pokazali
znacajnu korelaciju izmedu V70 i veceg stepena krvarenja iz rektuma kod ovih pacijenata. Incidencija
srednjeg i teSkog stepena krvarenja bila je 40% ako je V70>21%, dok je ta stopa pala na 5% ako je
V70 bio <21%, $to sa klinickog aspekta moZe imati znacaja u redukeciji rektalne toksi¢nosti, ukoliko
se pri planiranju radioterapije kod ovih pacijenata postigne da V70 bude ispod 20%, umesto 25%
koliko je prihvaceno za opstu populaciju (132). Peeters i saradnici pokazali su takode vezu izmedu
PAPS sa rektalnim krvarenjem i proktitisom (133). Fiorino i saradnici su u multicentri¢noj studiji
koja je analizirala podatke 506 pacijenata sa periodom pracenja 24 meseca koji su le¢eni 3D-CRT sa
totalnom dozom 70-80Gy, 1,8-2Gy dnevno, evaluirali rektalnu toksi¢nost. U njihovom istrazivanju,
veza izmedu brojnih klini¢kih i dozimetrijskih parametara i razvoja gr 2 i vise rekatlne toksi¢nosti,
ispitivana je univarijantnom (UVA) i multivarijantnom analizom (MVA). Evaluirana su tri tipa
rektalne toksi¢nosti: ucestale stolice/tenezmi/bolovi, zatim fekalna inkontinencija i1 krvarenje.
Prethodne operacije u abdomenu ili karlici korelirale su sa svim tipovima rektalne toksi¢nosti (134).
Potencijalni razlozi za postojanje veze izmedu prethodnih operacija u abdomenu ili karlici 1 nastanka
GI toksi¢nosti mogu biti vaskularni efekti, poput kolagenske vaskularne bolesti (eng.Collagen
vascular desease-CVD) (135). Jos jedna hipoteza koja moze objasniti povecan rizik za nastanak
rektalne toksi¢nosti nakon apendektomije, mozZe biti €injenica da ovom hirurSkom intervencijom
dolazi do poremecaja creva usled uklanjanja vaznog rezervoara bifidobakterija koje imaju protektivnu
ulogu na crevnu mukozu (136). Veza izmedu prethodne hirur§ke intervencije i simptoma GI
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toksi¢nosti moze se objasniti i ¢injenicom da hirurgija moze biti potencijalni prekursor inflamatornog
odgovora, koji moze dovesti do povecane senzitivnosti daleko od hirur§kog oziljka preko TGF- B koji
se smatra zna¢ajnim biomarkerom inflamatornog i fibrotiénog odgovora na radioterapiju (132). U
nasem istrazivanju nije pokazana veca GI toksi¢nosti kod pacijenata koji su imali neku od prethodnih
operacija u abdomenu ili karlici, verovatno najpre zbog razlika u induvidualnim i klini¢kim
karakteristikama naSih pacijenata u odnosu na neke podatke iz literature, kao i razlikama u propisanoj
dozi i tehnici zraCenja. Smatra se da sli¢an uticaj prethodna hirurska intervencija moze imati i na
mukozu mokraéne besike, $to je u saglasnosti sa nasim rezultatima dobijenim na celoj grupi nasih
ispitanika koji su pokazali da su u grupi radikalno zraCenih ispitanika, veci stepen kasne GU
toksi¢nosti imali ispitanici sa prethodnim operacijama u abdomenu ili maloj karlici (b=0,261,
p=0,019).

Jo§ jedan vazan potencijalni klinicki prediktor radijacione toksi¢nosti koji je ispitivan od
strane velikog broja autora jeste diabetes mellitus. Pozitivna asocijacija izmedu gradusa akutne GU
toksi¢nosti tokom radioterapije i prisustva dijabetesa, potvrdena je u brojnim studijama (137,95).
Yahya 1 saradnici izneli su rezultate TROG 03.04 RADAR trajala koji je uklju¢io 754 pacijenta sa
medijanom pracenja 72 meseca nakon radioterapije. Pokazan je znaCajan uticaj dijabetesa na nastanak
simptoma akutne GU toksi¢nosti, narocito dizurije i hematurije, sa manjim uticajem na nastanak
inkontinencije i frekvencije praznjenja. Ove razlike su verovatno posledica razli¢itih patofizioloskih
puteva koji dovode do nastanka ovih simptoma (137). Rezultati naSeg istrazivanja na grupi od 39
pacijenata sugerisu statistiCku znacajnu pozitivnu povezanost izmedu postojanja dijabetesa i izmena
u gradusu akutne genitourinarne toksi¢nosti tokom vremena (b=0,540; p<0,007), $to je u skladu sa
prethodno navedenim rezultatima.

Mnogi autori ispitivali su uticaj dijabetesa na nastanak kasne GU toksi¢nosti. Kalakota 1
saradnici u kohorti od 626 pacijenata, pokazali su visi rizik od nastanka kasne GU toksi¢nosti gradus
2 (p=0,10) i gradusa 3 (p=0,04) kod dijabetic¢ara (138). Sli¢no njihovim rezultatima, Herold i saradnici
pokazali su da postoji znacajan rizik za nastanak kasne gradus 2 GU toksicnosti kod pacijenata sa
ovim komorbiditetom (139). Efekat dijabetesa na pojavu radijacione toksi¢nosti kod pacijenata sa
karcinomom, moze se objasniti dugotrajnim patoloskim izmenama, kao $to je naruSen imuni sistem,
ishemija tkiva, oteZano zarastanje rana i oteZan oporavak tkiva nakon radioterapije (138,139,140). U
celoj grupi nasih ispitanika, nije nadena statisticki znacajna povezanost izmedu dijabetesa 1 nastanka
kasne GU toksic¢nosti ni u grupi radikalno zracenih niti u grupi operisanih pacijenata zbog karcinoma
prostate. Nasi rezultati mogu se povezati sa manjim brojem ispitivanih pacijenata kao 1 krac¢im
vremenom pracenja kasne toksic¢nosti u odnosu na prethodno navedene studije.

Kada je re¢ o vezi izmedu dijabetesa 1 nastanka GI toksi¢nosti, literaturni podaci se razlikuju.
Alashkham i saradnici pokazali su da su pacijenti sa karcinomom prostate koji su imali dijabetes,
imali znacajno visi gradus akutne GI toksi¢nosti (proktitis) (141). Vezu izmedu rektalnog krvarenja i
dijabetesa pronasli su univarijantnom analizom i Fiorino i saradnici, ali nije bilo statisticke
znacajnosti (p=0,15) (134). Herold i saradnici pokazali su da postoji znacajan rizik za nastanak kasne
gr 2 Gl toksi¢nosti kod dijabeticara (139). S druge strane, Kalakota i saradnici pokazali su da pacijenti
sa dijabetesom nisu imali vis$i rizik za nastanak kasne GI toksi¢nosti gr 2 i 3 nakon radioterapije (138).
U nasoj ispitivanoj grupi od 39 pacijenata nije nadena statisti¢ki znacajna veza izmedu dijabetesa i
nastanka akutne GI toksi¢nosti (p=1,000), a takode statisticki podaci sprovedeni na celoj grupi od 90
pacijenata ne pokazuju vezu izmedu postojanja dijabetesa u anamnezi i nastanka akutne i kasne GI
toksicnosti. Ove razlike u rezultatima mogu se objasniti razlikama u induvidualnim 1 klini¢kim
osobinama, razlikama u karakteristikama tumora kao i radioterapijskog tretmana medu ispitanicima,
razlikama u veli¢ini uzorka, kao 1 razlikama u duZini trajanja dijabetesa u li€noj anamnezi koji moze
doprineti vaskularnim o$tecenjima i posledi¢nom razvoju toksi¢nosti.

Kada je re¢ o znacaju dozimetrijskih parametara za nastanak radijacione toksi¢nosti kod
pacijenata sa karcinomom prostate, poznato je da faktori poput ukupne doze, doze po frakciji,
ozraceni volumen zdravih tkiva i nehomogenost doze uti¢u na razvoj toksi¢nosti (142,143). Prethodni
autori ispitivali su znacaj veceg iradijacionog volumena okolnih zdravih organa za nastanak
nezeljenih dejstava radioterapije. Tako su Vavasori i saradnici sproveli prospektivnu multicentricnu

79



studiju (AIROPROS 01-02) koja je ukljucila 1123 pacijenta sa karcinomom prostate leCenih 3DCRT,
sa medijanom doze 74Gy (70-81Gy). Oni su pokazali da je veéi iradijacioni volumen rektuma bio
povezan sa ucestalim praznjenjem creva, tenezmima, inkontinencijom i krvarenjem. V60 je pokazan
kao prediktivni faktor za povecanu ucestalost stolica, a V70 za pojavu inkontinencije tezeg stepena
(144). Takode, Valdagni i saradnici pokazali su da je, izmedu ostalog, srednja doza na rektum bila
znacajan prediktor akutne GI toksi¢nosti gradus 2 po RTOG/EORTC kriterijumima (p=0,0004). V60
bio je povezan sa ve¢im krvarenjem iz rektuma (p=0,002), a V70 sa izrazenijom inkontinencijom
analnog sfinktera (p=0,033) (145). Fiorono i saradnici u svom istrazivanju sugerisali su dozno
ograni¢enje za rektum V40<65-70% radi prevencije inkontinencije. V40 do V70 bili su jaki
prediktori rektalnog krvarenja u njihovom istrazivanju (134).

Hasterok 1 saradnici sproveli su studiju koja je ukljucila 213 pacijenata kod kojih je
sprovedena postoperativna radioterapija nakon prostatektomije, sa srednjom dozom 70Gy (opseg 62-
76Gy). Cilj studije bio je da se proceni ucestalost nezeljenih efekata radioterapije kao i prognosticka
vrednost DVH parametara za nastanak GI i GU radijacione toksi¢nosti. Akutna GI toksi¢nost gradus
>2 javila se u 11,7%, dok se kasna GI toksi¢nost gradus >2 javila u 11,2%. Akutna GU toksi¢nost
gradus >2 javila se u 18,7%, a 21,3% ispitanika razvilo je kasnu GU toksi¢nost gradus >2. Najcesc¢i
simptomi GI toksi¢nosti bili su dijareja i proktitis, odnosno cistitis 1 dizurija za GU toksicnost.
Parametri rektuma kao i zida rektuma koji su primili dozu u opsegu 30-65Gy, znacajno su bili
povezani sa nastankom akutne GI toksi¢nosti gradus >2. S druge strane, pojava kasne GI toksi¢nosti
gradus >2, bila je znacajno povezana samo sa parametrima zida rektuma, ukljucuju¢i V35-54, V66-
69 i V71. Najznacajniji prediktori akutne GI toksi¢nosti gradus >2 bili su V47 i V46 za rektum
(p<0,001 i p<0,001) i V46 za zid rektuma (p=0,001), dok su najznacajniji prediktori kasne GI
toksic¢nosti gradus >2 bili za zid rektuma V47 i V48 (p=0,019 i p=0,021) (146). Znacaj dozimetrijskih
parametara za nastanak toksi¢nosti pokazan je i u nasem istrazivanju u kojem je kod 77 pacijenata
primenjena 3D CRT, a od avgusta 2018. nakon uvodenja VMAT tehnike u rutinsku klini¢ku praksu,
ukljucili smo jo$ 13 ispitanika kod kojih je primenjena ova tehnika zraCenja. Pracena je ukupna
toksicnost, bez poredenja toksi¢nosti izmedu grupa pacijenata tretiranih razli¢itim tehnikama
zracenja, s obzirom na znacajnu razliku u njihovom broju. U grupi zracenih operisanih pacijenata
zbog karcinoma prostate, pokazano je da su veéi stepen kasne GI toksi¢nosti imali ispitanici sa ve¢im
V65 za rektum (b=0,008; p=0,037).

Parametri za beSiku i za zid beSike, u studiji Hesteroka i saradnika, nisu bili znacajno povezani
sa rizikom od nastanka akutne GU toksi¢nosti. Rizik za nastanak kasne GU toksi¢nosti >2 bio je
znacajno povezan sa parametrima za zid besike koji su primili dozu u opsegu 30-54 Gy kao i sa
parametrima za celu besiku opsega 30-53Gy.

S obzirom da sprovodenje postoperativne radioterapije kod pacijenata sa karcinomom
prostate nosi znacajan rizik za nastajanje GI 1 GU radijacione toksicnosti, ¢ak i kod pacijenata kod
kojih su zadovoljena dozna ograni¢enja organa od rizika, zakljucak autora ove studije bio je da treba
favorizovati ranu salvagu radioterapiju u odnosu na postoperativnu, osim u sluCajevima sa
nepovoljnim patohistoloSkim parametrima sa operacije (gradus grupa 4 i 5, pT3 1 N1 status bolesti),
kada treba primeniti postoperativnu radioterapiju bez odlaganja (146).

Uticaj dozimetrijskih parametara za mokraénu beSiku pokazali su se kao znacajni
potencijalni prediktori GU toksi¢nosti 1 u drugim studijama. Tako su Son i saradnici ispitivali
nastanak urinarne inkontinencije kod 87 pacijenata kod kojih je sprovedena postoperativna ili salvage
zracna terapija u nekom momentu nakon prostatektomije, IMRT tehnikom. Pokazali su da se skor
urinarne kontinencije ne menja kroz vreme u odnosu na onaj koji je bio pre IMRT, ali da je, nakon
perioda pracenja od dve godine, postojala znacajna razlika u ukupnom global skoru urinarne
kontinencije koji je ispitivan, u zavisnosti da li je V70 bio <42,27 ili 242,27 (p<0,05) (147). U nasem
istrazivanju kod pacijenata kod kojih je sprovedena postoperativna ili salvage zraCna terapija,
propisana doza bila je 66Gy i nije nadena statisticki znacajna veza izmedu ispitivanih dozimetrijskih
parametara za mokra¢nu beSiku 1 nastanka akutne 1 kasne GU toksi¢nosti, S§to je u saglasnosti sa
rezultatima nekih drugih autora (95). Razlika u rezultatima naseg istrazivanja i israzivanja autora
koji su dobili statisticku znacajnost izmedu dozimetrijskih parametara za mokra¢nu besiku i nastanka

80



GU toksicnosti, moze se objasniti razlikama u induvidualnim i klini¢kim karakteristikama kao 1
razlikama u duzini pracenja toksi¢nosti, ali i razlikama u dozi zracenja kao i razlikama u analiziranju
prediktivnog znacaja razlicitih doza za nastanak toksi¢nosti.

Pored prethodno opisanih, i druge induvidualne, klini¢ke 1 dozimetrijske karakteristike bile
su analizirane od strane mnogih autora i ispitivan je njihov uticaj na nasatnak GI i GU toksi¢nosti.
Tako je studija koju su sproveli Nuotio i saradnici pokazala da su aktivni pusaci imali 2,55 puta veci
rizik za razvoj urgencije mokrenja u odnosu na ispitanike koji nisu konzumirali cigarete (148).
Solanki i saradnici pronasli su da nakon perioda pra¢enja od 57 meseci, vezu izmedu aktivnog pusenja
i razvoja kasne GU tokSi¢nosti gr >3 (149). I drugi autori pronasli su vezu izmedu pusenja i nastanka
viSeg gradusa akutne GU toksic¢nosti (p=0,003) (95). Takeda i saradnici sproveli su istrazivanje na
452 pacijenta sa lokalizovanim karcinomom prostate koji su leCeni IMRT tehnikom sa medijanom
doze 80 Gy (76-80Gy), standardnim rezimom frakcionisanja od 2Gy dnevno. Medijana pracenja bila
je 83 meseca (4-210 meseci). Oni su ispitivali uticaj godina starosti, pripadnost rizi¢noj grupi za relaps
bolesti, ukupno propisane doze zracenja, duzinu primene ADT, antitromboti¢ne terapije (AT),
kardiovaskularnih bolesti, hipertenzije, dijabetes melitusa, dislipidemije, prethodne transuretralne
resekcije prostate (TURP) i prethodni visokointenzivno fokusiran ultrazvuk ( eng. Prior high-intensity
focused ultrasound - HIFU) na nastanak kasne gradus 3 urinarne toksi¢nosti. Zakljucili su da je
postojanje ovog gradusa toksi¢nosti bilo statisticki znacajno povezano sa primenom antitroboti¢ne
terapije i HIFU procedure, dok ostale varijable nisu bile u korelaciji sa nastankom gradusa 3 kasne
GU toksi¢nosti. Opstrukcija, inkontinencija i radijacioni cistitis sa makroskopskom hematurijom
najces¢i su simptomi gradusa 3 GU toksi¢nosti (73). Genitourinarni problemi pre zapocinjanja
radioterapije, predhodne resekcije tumora u prostati ili mokra¢noj besici kao i prisustvo akutne GU
toksi¢nosti, mogu predstavljati rizik za nastanak kasne GU toksi¢nosti (150). Holandski istrazivaci
(Peeters i saradici) sproveli su multicentri¢nu studiju na 669 pacijenata sa lokalizovanim karcinomom
prostate, u cilju komparacije akutne i kasne GI i GU toksi¢nosti nakon sprovedene 3D CRT dozama
68Gy i1 78Gy. Znacajan faktor predikcije za razvoj akutne GU toksi¢nosti bili su simptomi pre terapije
(p<0,0019), hormonoterapija (p=0,003) kao i prethodni TURP (p=0,02) . Pacijenti koji su prethodno
imali TURP, trebalo bi da budu pazljivo praéeni, jer je vise autora naslo vezu izmedu ove intervencije
i nastanka kasne urinarne toksi¢nosti (133,151,152). U naSoj grupi ispitanika, samo je kod jednog
pacijenta uc¢injen TURP pre zapocinjanja radioterapije, te nismo bili u moguénosti da utvrdimo vezu
izmedu ove intervencije i razvoja GU toksi¢nosti. Dutz i saradnici poredili su akutnu i kasnu GI i
GU toksi¢nost kod 88 pacijenata koji su tretirani protonskom ili IMRT tehnikom zrac¢enja. Oni nisu
pronasli razliku u pojavi GI i GU toksi¢nosti izmedu ove dve grupe pacijenata, osim S§to je kasna
urinarna urgencija bila znatno niZa u grupi pacijenata kod kojih je sprovedena protonska terapija
(p=0,047) (153).

Kada je re¢ o prediktivnom znacaju ostalih induvidualih, klinickih 1 dozimetrijskih
karakteristika koje su ispitivane u celoj grupi nasih ispitanika kao §to su starost pacijenta, navika
pusenja, konzumacija alkohola, arterijska hipertenzija, dozimetrijski parametri za besiku, nije nadena
njihova znacajna povezanost sa izmenama gradusa akutne i kasne GU toksi¢nosti u vremenu ni u
grupi radikalno zraCenih pacijenata niti u grupi zraenih operisanih ispitanika zbog karcinoma
prostate. Ove razlike u dobijenim rezultatima naSeg istraZivanja i pojedinih rezultata iz literature
mogu se objasniti razlikama u induvidualnim, klini¢kim, tumorskim i Kkarakteristikama
radioterapijskog tretmana kao i razlikama u veli¢ini uzoraka i duZini pracenja toksicnosti.

Brojne studije bavile su se utvrdivanjem prediktora GI toksi¢nosti 1 pokazano je da su visa
zivotna dob, ve¢i volumen rektuma koji je ozracen, prethodne abdominalne operacije, konkomitantna
kao najvazniji faktori rizika za razvoj akutne i kasne GI toksi¢nosti nakon radioterapije kod pacijenata
sa karcinomom prostate (150). Neoadjuvantna androgena deprivaciona terapija smanjuje incidenciju
akutne rektalne toksicnosti zbog smanjivanja veliine prostate, a samim tim i zra¢nog volumena
(133,144). Barnett i saradnici nasli su da je starost pacijenta na pocetku leCenja povezana sa viSim
rizikom od razvoja rektalnog krvarenja, dok Schmid i saradnici nisu pronasli ovu asocijaciju (154).
Valdagni i saradnici pokazali su da prethodne hirurSke intervencije, induvidualni i klinicki faktori
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kao Sto su starost pacijenta, konzumacija cigareta, indeks telesne mase, komorbiditeti poput
dijabetesa, hipertenzije itd, ali i molekularni i genetski faktori mogu takode biti predisponirajuci za
razvoj kasne rektalne toksi¢nosti (155). Drugi autori pokazali su da hemoroidi i gastrointestinalni
komorbiditeti imaju znacajan uticaj na pojavu toksicnosti donjeg gastrointestinalnog trakta (eng.low
gastrointestinal tract toxicity-LGIT) (70), dok Hesterok i saradnici nisu pronasli ovu asocijaciju (146).
Jean-Bernard Delobel i saradnici tezili su da identifikuju prediktore akutne i kasne rektalne
toksi¢nosti kod pacijenata sa karcinomom prostate i generiSu nomograme za induvidualnu predikciju
toksi¢nosti. Oni su u svoje istrazivanje ukljucili 972 pacijenta sa lokalizovanim karcinomom prostate,
koji su leceni radioterapijom dozom od 70Gy ili 80Gy, koriste¢i dva rezima frakcionisanja (2Gy ili
2,5Gy) 1 nekoliko tehnika zra¢enja (3D CRT, IMRT ili IGRT). Period pracenja bio je 62 meseca.
Zakljucili su da eskalacija doze i hipofrakcionisani rezim zracenja povecavaju kasnu rektalnu
toksicnost. IMRT kombinovan sa IGRT smanjuje stopu akutne i kasne rektalne toksi¢nosti. Ovim
nomogramima se, dakle, moze predvideti rizik za trogodi$nju rektalnu toksi¢nost integrisuci totalnu
dozu, dozu po frakciji i radioterapijsku tehniku zracenja (156). U naSem istrazivanju, nije pronadena
povezanost izmedu induvidualnih 1 klini¢kih karakteristika poput starosti pacijenta, navike pusSenja,
konzumacije alkohola, arterijske hipertenzija sa izmenama gradusa akutne i kasne GI toksi¢nosti u
vremenu ni u grupi radikalno zracenih pacijenata niti u grupi zracenih operisanih ispitanika. Ove
razlike u dobijenim rezultatima naseg istrazivanja i rezultata iz literature mogu se objasniti razlikama
u induvidualnim, klini¢kim, tumorskim i karakteristikama radioterapijskog tretmana kao i razlikama
u veli€ini uzoraka i duzini praéenja toksi¢nosti.

Ipak, poznavanje induvidualnih, klinickih 1 dozimetrijskih parametara pri lecenju pacijenata
sa karcinomom prostate radioterapijom, predstavlja samo deo slagalice u razumevanju kompleksnog
mehanizma nastanka radijacione toksicnosti. Stoga podaci iz savremene literature pridaju vaznost
razvijanju predikcionih modela, koji podrazumevaju integraciju ovih parametara sa bioloskim
faktorima, pre svega nivoima inflamatornih faktora poput citokina i razumevanje genetskih i
epigenetskih mehanizama, medu kojima su izmene u nivoima ekspresije mikroRNK (miRNK) i koji
bi mogli posluziti kao esencijalni faktor ka razvoju personalizovane radioterapije.

Poznato je da jonizujuée zracenje aktivira imunski sistem. S jedne strane, imunoloski faktori
mogu suprimirati razvoj tumora, uni$tavajuci maligne ¢elije ili inhibiraju¢i njihov rast. S druge strane,
imunske c¢elije su sposobne da obezbede imunosupresivo mikrookruzenje koje dovodi do tumorske
progresije (157,158,159). Jedan od nacina na koji radioterapija ostvaruje svoj efekat na modulaciju
imunskog sistema jeste kroz aktivaciju kaskade citokina (160). Smatra se da nakon izlaganja
radioterapiji, o$teCenje normalnog okolnog tkiva i izmene ekspresija gena dovode do povecanja
produkcije citokina u zracenoj regiji koji nakon toga ulaze u cirkulaciju (161,162). Jonizujuce
zracenje povecava ekspresiju odredenih citokina koji su ukljuc¢eni u inflamatorni odgovor i razvoj
toksi¢nosti indukovane radioterapijom (163). Buduéi da se smatra da u osnovi mehanizma nastanka
radijacione toksic¢nosti lezi inflamacija, analiza nivoa inflamatornih faktora poput citokina tokom
sprovodenja radioterapije je stoga od izuzetnog znacaja u oblasti radiobiologije, sa ciljem boljeg
razumevanja njihove uloge u nastanku i leCenju kancera kao i1 nastanku nezeljenih efekata
radioterapije (164,165,166). U tkivima i ¢elijama koji su izloZeni jonizuju¢em zracenju u in vitro i in
vivo uslovima, dolazi do aktivacije ekspresije mnogih citokina i faktora rasta kao Sto su: TNF-a, IL-
la, IL-1pB, IL-6, tip I IFN, faktor stimulacije granulocitno-makrofagnih kolonija (eng. Granulocyte
macrophage colony-stimulating factor-GM-CSF) (160,167,168,169), IL-4, IL-5, IL-10 (170), IL-12,
IL-18 (171) i TGF-B (172).

Brojni su citokini koji mogu da imaju uticaj na odgovor na radioterapiju malignog i zdravog
okolnog tkiva, indukuju¢i inflamaciju, invazivnost malignih ¢elija i fibrozu u ozra¢enom tkivu. Ovi
podaci potvrduju hipotezu o znacaju odredivanja nivoa citokina pre, tokom i nakon radioterapije u
cilju predikcije odgovora na zracenje, kao 1 moguce primene specificnih inhibitora ili lekova,
sposobnih da modifikuju citokinske puteve, u cilju da unaprede lecenje radioterapijom. Pokazano je
da su IL-6 i IL-8 uklju¢eni u inflamatorni odgovor indukovan jonizuju¢im zracenjem, pojacavajuci
invazivnost malignih ¢elija (173). Wu i saradnici pokazali su da je povisen nivo IL-6 pozitivho
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povezan sa rezistencijom na radioterapiju, dok njegova inhibicija pobolj$ava radiosenzitivnost kod
pacijenata sa karcinomom prostate (98).

Pored znacajne uloge citokina u odgovoru malignog tumora na radioterapiju, izmene njihovih
nivoa tokom sprovodenja zra¢ne terapije, povezane su sa nastankom nezeljenih efekata radioterapije,
odnosno mogu imati uticaja na nastanak GU 1 GI radijacione toksi¢nosti kod pacijenata sa
karcinomom prostate koji se leCe radioterapijom. S obzirom da je re¢ o dugozive¢im pacijentima,
obezbedivanje dobrog kvaliteta Zivota je od neprocenjivog znacaja, zbog Cega je utvrdivanje
potencijalnih uzro¢nika nastanka toksic¢nosti veliki izazov.

Brojni autori bavili su se utvrdivanjem veze izmedu izmena nivoa citokina u cirkulaciji tokom
sprovodenja radioterapije i nastanka radijacione toksi¢nosti (84,80,174,175,87,176,177). Christensen
i saradnici sproveli su longitudinalnu studiju na 42 pacijenta sa karcinomom prostate koji su pripadali
srednjoj grupi rizika za relaps bolesti i koji su bili podeljeni u dve grupe. Prvu grupu, ¢inilo je 22
pacijenta kod kojih je sprovedena radikalna radioterapija, sa propisanom dozom 78Gy u 39 frakcija,
IMRT tehnikom zracenja, dok su drugu grupu od 20 pacijenata Cinili ispitanici kod kojih je
sprovedena radioterapija u nekom momentu nakon prostatektomije, sa propisanom dozom 66Gy u 33
frakcije, istom tehnikom zracenja. Uzimani su uzorci krvi pre zapocinjanja radioterapije i jednom
nedeljno tokom lecenja. Akutna toksi¢nost ispitivana je svake nedelje i odredivani su nivoi slede¢ih
medijatora inflamacije i imunskog odgovora: faktor stimulacije granulocitno-makrofagnih kolonija
GM-CSF, IFN-y, TNF-a, IL-1a, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10 i IL-12p70. Pokazano je znacajno poveéanje
IFN-y i IL-6 tokom IMRT (p=0,0077, 0,0035, redom). Izmene u nivoima IL-2, IL-6 i IFN-y u odnosu
na bazalnu vrednost, bile su povezane sa pove¢anom GI toksi¢noscu, dok je za IL-2 nadena statisticka
znacajnost. Izmene u IL-1 i IFN- y bile su povezane sa povecanom GU toksi¢no$cu, a statisticka
znacajnost pronadena je za IL-1 (80). Njihovi rezultati ukazuju da nivoi IL-1, IL-2, IL-6 i IFN-y u
cirkulaciji tokom IMRT mogu imati prediktivnu vrednost za utvrdivanje nastanka akutne radijacione
toksi¢nosti. Iako su ovi autori pronasli znac¢ajno povecanje nivoa IL-6 tokom radioterapije, njegovo
povecanje nije bilo povezano sa GU toksi¢noscu.

Ispitivanje profila citokina u cirkulaciji u naSoj grupi od 44 pacijenta sa karcinomom prostate
koji su leceni 3D konformalnom radioterapijom, od kojih je kod 21 pacijenta sprovedena radikalna
zra€na terapija sa propisanom dozom 72Gy u 36 frakcija, a kod 23 pacijenta zracna terapija nakon
prostatektomije dozom od 66Gy u 33 frakcije, multivarijantna analiza pokazala je da su visi nivoi IL-
61 1L-2 tokom radioterapije bili povezani sa vi§im gradusom akutne GU toksi¢nosti, pri ¢emu je za
IL-6 utvrdena statistiCka znacajnost (b=0,017; p = 0,046), dok je za IL-2 naden trend ka postizanju
znacajnosti (b=0,020; p=0,062, redom). Razlike u nasim rezultatima i onim koji su dobili Christensen
I saradnici o povezanosti IL-6 i nastanka GU toksi¢nosti, mogu biti posledica primene razli¢itih
tehnika zracenja, razlika u propisanoj dozi zracenja kao i u induvidualnim i klinickim razlikama
izmedu razli¢itih grupa pacijenata. Sli¢no rezultatima naseg istrazivanja, Singh i saradnici su,u svom
istrazivanju koje je ukljucilo pacijente sa karcinomom prostate koji su leCeni IMRT tehnikom
zraCenja u radikalnom pristupu, dozom 78-80Gy, pokazali povecanje nivoa IL-6 tokom radioterapije
i njegovu povezanost sa povecanjem stepena akutne GU toksic¢nosti (84).

Nase istrazivanje pokazalo je znacajno viSe nivoe IL-6 i IFN-y u cirkulaciji kod pacijenata
koji su leCeni radikalnom radioterapijom u odnosu na pacijente kod kojih je zracna terapija
sprovedena u postoperativnom pristupu. Ove razlike mogu se objasniti propisanom ve¢om dozom za
radikalnu radioterapiju (72Gy) nego za adjuvantnu, odnosno Salvage zra¢nu terapiju (66Gy), odnosno
razli¢itim zracnim volumenima kod ove dve grupe pacijenata ili pak samim prisustvom prostate. Ovaj
podatak za IL-6 je ocekivan s obzirom da cCelije karcinoma prostate produkuju ovaj citokin koji je
ukljuéen u inflamatorni odgovor na jonizujuce zracenje (86,178). Christensen i saradnici pronasli su
statisticki znacajnu razliku u nivoima IL-6 i IFN-y u toku radioterapije u odnosu na bazalni nivo kod
zrac¢enih operisanih pacijenata zbog karcinoma prostate, dok ta razlika kod ispitanika kod kojih je
sprovedena radikalna radioterapija nije bila statisticki znacajna (80) . Tazaki i saradnici pokazali su,
takode, povisene nivoe IFN-y u serumu kod pacijenata sa karcinomom prostate (179). Povecanje
nivoa IFN-y tokom radioterapije kod pacijenata sa karcinomom prostate, pokazali su i Tanji i
saradnici (180).
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Rezultati drugih studija takode su pokazali da su kod pacijenata sa karcinomom prostate nivoi
citokina znacajno izmenjeni u cirkulaciji nakon radioterapije nego $to su bili pre sprovodenja zracne
terapije, Sto je u saglasnosti sa nasim rezultatima. Na primer, Johnke i saradnici su u svom istrazivanju
koje je ukljucilo 37 pacijenata kod kojih je sprovodena radioterapija samostalno ili u kombinaciji sa
totalnom androgenom blokadom, odredivali nivoe IL-6, TGF-B1 i IL-1B pre radioterapije, 24h po
otpoc¢injanju zracenja i potom jednom nedeljno tokom trajanja radioterapijskog tretmana. Oni su
pokazali da njihovi nivoi znacajno rastu tokom radioterapije. Dok nivo IL-6 i IL-1 B raste odmah
nakon izlaganja radioterapiji, sa postizanjem pika 1-2 nedelje od pocetka sprovodjenja radioterapije
i postepenim vra¢anjem na bazalne vrednosti nakon toga, nivo TGF-B1 najpre opada, a potom dolazi
do pojave 2 talasa rasta ovog profibroticnog citokina, najpre nakon 1-2 nedelje od pocetka
radioterapije, a potom i nakon 5-6 nedelja od zapo¢injanja tretmana (181). Kovacs i saradnici sproveli
su istrazivanje koje je ukljucilo 37 pacijenata sa karcinomom prostate kod kojih je sprovedena
radioterapija pelvi¢nim poljima uz dodatnu dozu na prostatu prema RTOG protokolu 94-08 i 94-13.
Oni su pokazali da su nivoi citokina poput IL-1a, faktor stimulacije makrofagnih kolonija (eng.
macrophage colony stimulating factor - M-CSF) i TGF-B bili poviSeni kod ovih pacijenata pre
zapocinjanja radioterapije i da su tokom trajanja zra¢ne terapije njihovi nivoi i dalje rasli u cikli¢nim
talasima (182). | drugi autori pokazali su u svom istrazivanju da se tokom radioterapije znacajno
menjaju nivoi citokina u serumu ili plazmi u odnosu na njihove bazalne nivoe (84,180,175). Tako su
Singh i saradnici u svom istrazivanju koje je ukljucilo 18 pacijenata kod kojih je primenjena IMRT,
pokazali da nivoi proinflamatornih citokina TNF- o i IL-6 rastu tokom radioterapije dok nivo
antiinflamatornog citokina TGF- B1 opada. Ovakve promene navedenih citokina, bile su povezane sa
nastankom GU 1 GI toksi¢nosti, iako ove asocijacije nisu bile statisticki znacajne, verovatno zbog
veliine uzorka.

Brojna istrazivanja ukazuju da IL-6 i TGF- Bl mogu imati ulogu u razvoju akutne
genitourinarne toksicnosti kod pacijenata sa karcinomom prostate. U cilju daljeg istraZivanja
moguceg klini¢kog znacaja izmena nivoa citokina IL-6 1 TGF- Bl za pojavu nezeljenih efekata
radioterapije kod pacijenata sa karcinomom prostate, podstaknuti dobijenim rezultatima, u nasem
drugom delu istrazivanja koje je uklju¢ilo 39 pacijenata, ispitivali smo moguéu vezu izmedu
koncentracija IL-6 i TGF- B1 u serumu pre radioterapije i nakon 25.frakcije zracenja i nastanka akutne
GU 1 GI toksi¢nosti. Znacajna pozitivna korelacija nadena je izmedu nivoa TGF- B1 u serumu pre
radioterapije i maksimalnog gradusa GU toksi¢nosti tokom radioterapije (p=0,036), dok je
povezanost izmedu nivoa IL-6 pre tretmana 1 maksimalnog gradusa GU toksi¢nosti tokom tretmana
bila blizu statisticke znacajnosti (p=0,054). Nivo TGF- 1 u serumu nakon 25 frakcija bio je pozitivno
povezan sa maksimalnim gradusom GU toksi¢nosti. Mada ova korelacija nije bila statisti¢ki znacajna,
pokazan je trend prema statisti¢koj znacajnosti (p=0,052). Takode je pokazana statisticki znac¢ajna
pozitivna asocijacija izmedu koncentracije TGF- Bl u serumu nakon 25.frakcija i gradusa GU
toksi¢nosti nakon 25.frakcije (p=0,044). Nadena je pozitivna asocijacija izmedu nivoa IL-6 u serumu
nakon 25.frakcije radioterapije i gradusa akutne GU toksi¢nosti u istoj tacki merenja. lako ova
asocijacija nije bila statisti¢ki znacajna, pokazan je trend ka postizanju zna¢ajnosti (p=0,063). Svi ovi
rezultati ukazuju na klini¢ki zna€aj odredivanja nivoa citokina za predikciju rizika za razvoj
toksi¢nosti normalnog tkiva indukovanog radioterapijom, §to je u korelaciji sa brojnim podacima iz
literature (80,84,97). Obecavajuéi rezultati za IL-6 kao potencijalnog prediktora radijacione
toksi¢nosti, Sto je pokazano u obe studije naSeg istraZivanja koje su ispitivale znacaj citokina za
nastanak neZeljenih dejstava radioterapije, ne korelira sa rezultatima nekih drugih studija koji su
sugerisali da izmene u nivoima IL-6 u odnosu na bazalni nivo, nisu bili povezani sa povecanjem GU
radijacione toksi¢nosti (80). Takode, dok su rezultati naSeg istrazivanja pokazali da su izmene u
nivoima TGF- Bl tokom radioterapije znacajno pozitivno povezane sa nastankom akutne GU
toksi¢nosti, Singh 1 saradnici su pokazali u svom istrazivanju, koje je ukljucilo pacijente sa
karcinomom prostate koji su tretirani sa IMRT dozom 78, odnosno 80Gy, da su pacijenti koji su
razvili visi gradus akutne GU radijacione toksi¢nosti, imali niZzu koncentraciju TGF- 1 u plazmi na
kraju radioterapije i 3 meseca po zavrSenom radioterapijskom lecenju (84). Nasi rezultati mogu biti
posledica razlika u broju pacijenata u razli¢itim studijama, razlikama u propisanoj dozi zracenja,
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tehnici zraCenja, kao i razlikama u induvidualnim i klini¢kim karakteristikama ispitanika u odnosu na
druge studije.

Nivoi IL-6 i TGF- Bl u serumu nisu bili statisticki znacajno povezani sa maksimalnim
gradusom kasne GU toksi¢nosti ili maksimalnim gradusom kasne GI toksi¢nosti u naSoj grupi
pacijenata. Medutim, negativna korelacija blizu statisticke znacajnosti nadena je izmedu nivoa TGF-
B1 nakon 25 frakcija i maksimalnog gradusa kasne GI toksi¢nosti. Ovi rezultati mogu biti posledica
malog uzorka i relativno kratkog vremena pracenja od 30 meseci za procenu kasne radijacione
toksi¢nosti. Odredivanje nivoa IL-6 i TGF- 1 kod pacijenata sa karcinomom prostate nakon 1, 3, 6,
12 meseci nakon zavrSenog radioterapijskog leCenja, moze biti od znacCaja za evaluaciju njihove
potencijalne znacajnosti za predikciju akutne i kasne GU 1 GI toksi¢nosti i mogao bi biti fokus
istrazivanja u daljim studijama sa ve¢im brojem pacijenata.

Znacaj TGF- B1 za nastanak radijacione toksi¢nosti, pokazan je i u drugim istrazivanjima, gde
je uoceno da su poviseni cirkuliSuc¢i novoi TGF- 1 bili povezani sa rizikom od razvoja pulmonalne
radijacione toksic¢nosti kod pacijenata sa karcinomom plué¢a (183). Takode je pokazano da su poviseni
nivoi TGF- B1 u plazmi u pozitivnoj korelaciji sa razvojem fibroze uzrokovane radioterapijom kod
pacijentkinja sa karcinomom dojke (184,185). Malisic i saradnici pronasli su da TGFB1 C-509T
heterozigoti (CT) imaju statisti¢ki znaajno niZzu stopu akutne toksi¢nosti u poredenju sa
homozigotom (CC plus TT) kod pacijenata sa karcinomom prostate (82). IL-6 se smatra jednim od
najvaznijih imunoloskih markera za predikciju radioterapijom indukovane toksi¢nosti normalnih
tkiva, ne samo kod karcinoma prostate, ve¢ i kod drugih maligniteta (96,97). Tako su Siva i saradnici
pokazali da je rana izmena nivoa IL-6 u plazmi povezana sa vis§im gradusom toksi¢nosti pluc¢a kod
pacijenata sa nemikrocelularnim karcinomom pluca le¢enih radioterapijom (162). Prediktivni znacaj
citokina za nastanak tezih oblika mukozitisa i poslediénom neophodnos$¢u plasiranja perkutane
endoskopske gastrostome (PEG) kod zraenja tumora regije glave i vrata, ispitivali su i Meirovitz i
saradnici. Oni su pratili nivoe proinflamatornih citokina kao sto su TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-18,
antiinflamatornih citokina kao $to je IL-10 i citokina koji aktivira imunski odgovor sIL-2R. Nivoi
citokina mereni su Elisa testom iz limfocita zdravih donora, u in vitro uslovima, nakon ozra¢ivanja
dozom 51 10Gy, kao i iz seruma 23 pacijenta obolelih od karcinoma regije glave i vrata, koji su leceni
radioterapijom dozom od 60-72Gy. Zakljudili su da je smanjivanje nivoa sIL-2R i inflamatornih
citokina povezano sa manje izrazenim nezeljenim efektima radioterapije u smislu razvoja mukozitisa,
a samim tim i bez potrebe za plasiranje PEG-a, dok je povecanje nivoa ovih parametara tokom
radioterapije, praceno razvojem tezih oblika mukozitisa i neophodnos¢u plasiranja PEG-a. Dakle,
pracenje izmena u nivoima citokina kod tumora regije glave i vrata imaju veliki potencijal da posluze
kao prognosti¢ki faktori za predvidanje neophodnosti plasiranja PEG-a, pre nego se razviju
komplikacije, ¢ime se moZe omoguciti raniji tretman i1 prevenirati nastajanje teSkih komplikacija
radioterapije (186).

S obzirom na veliki potencijalni znacaj citokina za nastanak toksi¢nosti, u klini¢koj praksi
pokusano je razvijanje terapijskih strategija koje mogu imati znacaja u ublazavanju radijacijom
izazvane toksi¢nosti normalnih tkiva.

Jedna od tih strategija podrazumevala je inhibiciju proinflamatornih citokina. Nacinjeni su
mnogi pokuSaji direktnog targetiranja TGF-p puteva, s obzirom da se smatra da TGF-f 1 sa njim
povezan protein, Smad, imaju profibroti¢ni efekat u tkivima nakon izlaganja radioterapiji.
Halofuginone, biljni alkaloid, prihvacen je kao lek od strane Americke administracije za hranu i
lekove (eng. US Food and Drug Administration-FDA), za tretman sklerodermije. Lek inhibira razvoj
T ¢elija pomocnika, ali takode interferira sa TGF-f signalnim putevima. Xavier i saradnici pokazali
su da ovaj lek moze biti efikasan u olakSanju radijacijom indukovane fibroze kod miSeva (187).
Koris¢enje inhibitora TGF- B receptoral, LY-364947, Avraham i saradnici su pokazali da dovodi do
smanjivanja nastanka fibroze u tkivima nakon radioterapije (187).

TNF-a je citokin, produkovan najve¢im delom od strane makrofaga, ima znacajnu ulogu u
nastanku inflamacije. Postoji viSe FDA prihvacenih inhibitora TNF-a koji u klinickoj praksi imaju
ulogu u lecenju reumatoidnog artritisa, psoriaze i Kronove bolesti. Na primer, Etanercept, inhibitor
TNF-a, znacajno olakSava oStecenje koze izazvano radioterapijom kod miseva (188).
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Terapijska strategija vezana za mobilizaciju stem ¢elija, zasniva se na konceptu da stem celije
mogu biti koris¢ene za redukciju oste¢enja normalnih tkiva nakon primene radioterapije (189).
Kostna srz je rezervoar progenitorskih ¢elija, uklju¢uju¢i stromalne progenitorske ¢elije, endotelne
¢elije 1 hematopoetske progenitorske ¢elije. U odgovoru na ostecenje tkiva, ove ¢elije se mobilisu iz
kostne srzi i dopremaju do tkiva gde dovodi do njegovog oporavka i remodelovanja. Mobilizcija stem
¢elija iz kostne srzi, koriste¢i stimuliSuci faktor granulocitne kolonije (eng. granulocytecolony
stimulating factor- G-CSF), indukuje proces oporavka tkiva nakon radioterapijom indukovanog
oSte¢enja pljuvacénih zlezda kod miseva (190). Plerixafor je FDA prihvacen lek, sa primarnom ulogom
u leCenju HIV infekcije, ali je pokazano da on moze biti znacajan aktivator mobilizacije stem celija
iz kostne srzi u perifernu cirkulaciju. Na modelu miseva, pokazano je da ovaj lek znacajno ublazava
oStecenje koze izazvano radioterapijom (191).

Skora$nja studija ustanovila je prediktivni model koji je ukljuc¢io nivoe citokina IL-8 i CCL2
pre radioterapije, klini¢ki faktor (prisustvo hipertenzije) i dozimetrijski faktor (srednja doza na pluca)
za procenu rizika za razvoj pneumonitisa gradus >2 kod pacijenata sa nesitnocelijskim karcinomom
pluca koji se leCe radioterapijom (192). Studija naglasava znacaj integracije nivoa citokina i
mnogobrojnih klini¢kih faktora za pravljenje predikcionih modela za identifikaciju pacijenata sa
kancerom koji su pod veéim rizikom za razvoj nezeljenih efekata radioterapije, Sto je sugerisano i u
nasim studijama za pacijente sa karcinomom prostate koji se lece radioterapijom.

Razumevanje kompleksne veze izmedu jonizujuceg zraCenja, inflamacije 1 imunskog
odgovora u malignim oboljenjima, identifikacija i validacija novih imunoloskih biomarkera, otvaraju
nov napredak u radioterapiji sa ciljem optimizacije i personalizacije radioterapijskog tretmana za
svakog pacijenta.

Geneticki 1 epigeneticki mehanizmi, medu kojima su promene u nivoima ekspresije
mikroRNK (miRNK), takode mogu uticati na nastanak radijacione toksi¢nosti i odgovora na
radioterapiju.

U cilju razvoja predikcionih modela za nastanak radijacione toksi¢nosti zasnovanih na
odredivanju mikroRNK, brojne su studije koje su ispitivale izmene nivoa miRNA u tkivima i ¢elijama
tumora kao i u plazmi i serumu i njihovu povezanost sa odgovorom na radioterapiju i nastankom
nezeljenih efekata radioterapije (121,122,123).

Eksperimentalno je pokazano da miR-21 ucestvuje u radijacijom indukovanom efektu
ozracenih Celija na neozracene Celije — “bystander” efekat (eng. bystander effect) (193), Sto znaci da
se nivoi miR-21 menjaju tokom i nakon zracenja ¢ak i u okolnim neozracenim celijama preko
intercelijskih signala i komunikacija izmedu ozracenih i1 neozraCenih celija u telu, naglasavajuci
znacaj odredivanja nivoa ove miRNK u razli¢itim tackama tokom radioterapije. Istrazivanje koje su
sproveli Bonci 1 saradnici, pokazalo je da poviSena ekspresija miR-21 pojaCava invazivnost
karcinoma prostate i razvoj kostanih metastaza (194). Amankwah je sa svojim saradnicima pokazao
da su visi nivoi miR-21 povezani sa rekurentno$¢u tumora nakon radikalne prostatektomije i ukazali
da je ekspresija ove miRNK izrazenija kod gojaznih osoba (195).

Lin i saradnici su ukazali na antitumorsko svojstvo miR-146a kod pacijenata sa karcinomom
prostate u androgen nezavisnoj ¢elijskoj liniji humanog adenokarcinoma prostate PC-3 (196). Nizi
nivoi miR-146a bili su povezani sa biohemijskim relapsom, vi§im Glison skorom i pojavom
metastaza, to ukazuje da bi terapija sa miR-146a mogla imati zna¢aja u tretmanu karcinoma prostate
(197).

Pokazano je da se nivoi miR-155 mogu smanjivati i povecavati u zavisnosti od tipa
radioterapije, doze i duzine ekspozicije (198,199). Tako su Chaudhry i saradnici pokazali da nivo
mMiR-155 raste nakon 10cGy hroni¢ne ekspozicije, opada nakon 10cGy akutnom izlaganju X zracima
3h i opada nakon 400cGy 3h i 8 frakcija akutne doze (198). Kod karcinoma prostate, pojacana
ekspresija miR-155, bila je povezana sa proliferacijom Celija i progresijom kancera, dok je inhibicija
njene ekspresije rezultovala povecanom stopom apoptoze u Cetiri pregledane celijske linije
adenokarcinoma prostate: LNCaP, DU145, PC-3 | 22RV1 (200).

Dok su u prethodnim istrazivanjima ispitivane izmene nivoa miRNA u tkivima i ¢elijama
malignog tumora kao i u plazmi i serumu, u naSem istraZivanju prvi put u savremenoj literaturi,
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ispitivana je veza izmedu izmena nivoa miR-21, miR-146a i miR-155 u PBMC normalnih tkiva i
nastanka GU radijacione toksi¢nosti kod pacijenata sa karcinomom prostate tretiranih 3D CRT u
Institutu za onkologiju i radiologiju Srbije.

U nasem istrazivanju ispitivani su nivoi ekspresije miR-21, jer se ova mikroRNK smatra
osetljivom na radioterapiju (115,116,117). miR-21 ima sposobnost da utiSava gene ¢iji proteini
reguli$u propagaciju ¢elijskog ciklusa (119), apopotozu (201) i popravku oste¢enja DNK (202). S
obzirom da miR-21 nije dovoljna sama po sebi za predikciju hemoradiosenzitivnosti kod pacijenata
sa karcinomom prostate (123), u naSem istrazivanju ispitivani su nivoi proinflamatornih
radiosenzornih miR-146a i miR-155 (122,198), za koje je dokazano da imaju ulogu u intracelijskoj
regulaciji imunskog odgovora (203). miR-155 regulise i ekspresiju gena ukljuc¢enih u popravku DNK
oStec¢enja (204), i ukljucena je u odgovor na hemoradioterapiju ili samo radioterapiju (205,206).
PBMCs sadrze i produkuju velike kolicine miRNK koje reguliSu sazrevanje limfocita, njihovu
funkciju i diferencijaciju, kao i odgovor na radioterapiju (207,208,209,210). Nasi rezultati ukazuju
da se nivoi miR-21, miR-146a i miR-155 u PBMCs menjaju tokom radioterapije kod pacijenata sa
karcinomom prostate. Nivoi miR-21 bili su znacajno visi nakon radioterapije nego na prvoj kontroli,
mesec dana po zavrSenom radioterapijskom lecenju (p=0,043), u grupi pacijenata bez ispoljene
radijacione toksi¢nosti, kao i u grupi pacijenata sa ispoljenom radijacionom toksi¢nosc¢u (p=0,046),
$to ukazuje da radioterapija moze imati uticaj na nivo ekspresije miR-21 u PBMC pacijenata. Takode
su pokazane statisticki znacajne promene nivoa miR-146a i miR-155 kod pacijenata bez razvoja
akutne GU toksi¢nosti tokom radioterapije (p=0,042 i p=0,041, redom). U grupi pacijenata bez
ispoljene akutne GU toksicosti, najniZi nivoi miR-146a, nadeni su nakon prve kontrole u poredenju
sa nivoima pre i nakon radioterapije (p = 0,028, p = 0,046, redom). Nivoi miR-155 bili su znac¢ajno
niZi nakon prve kontrole, u poredenju sa nivoom pre radioterapije, kod pacijenata bez ispoljene GU
toksi¢nosti (p = 0,041). Statisticki znacajno visi nivoi miR-146 i miR-155 (0,016 i 0,010, redom), i
visi nivoi miR-21 koji su bili blizu statisti¢ke znacajnoti (p=0,068) u grupi pacijenata sa akutnom GU
toksi¢noscéu, ukazuju da miRNK molekuli imaju odli¢an potencijal da budu koris¢eni kao buduci
biomarkeri za predikciju akutne GU radijacione toksi¢nosti. Visi nivoi miR-146a i miR-155 kod
pacijenata kod kojih se ispoljila radijaciona GU toksi¢nost mogu biti povezani sa viSom stopom
inflamatornog odgovora, dok viSi nivoi miR-21 mogu indikovati viSu stopu apoptoze i vecu
radiosenzitivnost (119). Limfociti kao dominantna frakcija PBMCs aktiviraju se tokom imunskog
odgovora na radioterapiju 1 produkuju viSe nivoe miR-155 nego u fizioloskim uslovima. Visoko
pozitivna korelacija izmedu miR-21, miR-146a i miR-155 moze da ukaze da ove tri miRNK mogu
imati sinergisti¢ni efekat, pojacavajuci odgovor na zra¢nu terapiju i mogu biti prepoznati kao buduéi
biomarker za akutnu radijacionu toksi¢nost. U naSem istrazivanju, nismo pronasli znaCajnu vezu
izmedu nivoa ekspresije miRNK i standardnih klinickopatoloskih parametara pacijenata,
karakteristika tumora i tipa radioterapije, Sto ukazuje da su nivoi ekspresije miR-21/146a/155
nezavistan faktor akutne GU radijacione toksi¢nosti.

U istrazivanju koje su sproveli Xiaoli i saradnici ispitivano je 162 miRNK sa razli¢itom
ekspresijom u normalnim tkivima i malignom tkivu kod pacijenata sa karcinomom prostate. Od njih
su miRNK sa pojacanom ekspresijom (eng.up-regulated) bile has-mir-153-2, has-mir-92a-1 i has-
mir-182, a sa snizenom (eng. down-regulated) bile su has-mir-29a, has-mir-10a i has-mir-221. Ovih
6 miRNK mogle bi da budu budu¢i prognosticki 1 prediktivni biomarkeri odgovora na terapiju
karcinoma prostate (211).

Szczyrba i saradnici su 2010.godine pokazali da su 33 miRNK u tkivu pacijenata sa
karcinomom prostate bile sa povecanom ili snizenom ekspresijom vise od 1,5 puta u poredenju sa
normalnim tkivima. Oni su sugerisali da bi miR-143 i miR-145 mogle biti ukljuene u razvoj
karcinoma prostate (212). Song i saradnici sugerisali su da profili ekspresije 20 abnormalnih miRNAs
povezanih sa karcinomom prostate, ukljuc¢ujuci has-miR-26a, has-miR-152, has-miR-19a, has-miR-
30c, has-miR-19b, has-miR-146b-5p mogu biti koris¢ene za predikciju klinickog ponasanja
karcinoma prostate. 1z toga proizilazi da se miRNK mogu smatrati novim onkogenim ili
tumorsupresornim genima i prognostickim i prediktivnim biomarkerima za prognozu i terapiju
karcinoma prostate (213).
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Petrovic 1 saradnici opisivali su miRNK ukljuc¢enih u odgovor na radioterapiju kod pacijenata
sa karcinomom prostate i istakli potencijalne kandidate miRNK za bioloske testove koji bi u
buduénosti mogli imati ulogu u predikciji odgovora na radioterapiju, sa posebnim osvrtom na
nezeljene efekte radioterapije. Oni su zakljuéili da bi let-7, miR-21, miR-34a, miR-146a, miR-155 i
¢lanovi miR-17/92 grupe mogli biti obecavajuci kandidati za razvoj bioloskih testova za predikciju
radiosenzitivnosti kod pacijenata sa karcinomom prostate koji se leCe radioterapijom (102).
Prediktivni miRNK paneli, narocito za akutna i1 kasna nezeljena dejstva radioterapije, mogu posluziti
kao pocetna tacka u donoSenju odluka za induvidualizovano planiranje radioterapije. Korpela i
saradnici opisali su miRNK panele kao prediktivne biomarkere za odluku o tretmanu, nastanku
radijacione toksi¢nosti i radiosenzitivnosti tumora i njihov model je pionir u polju predikcije
toksi¢nosti povezane sa miRNK. Ovi prediktivni paneli mogli bi da odvoje pacijente koji su pod
vec¢im rizikom za nastanak radijacione toksi¢nosti od onih kod kojih je taj rizik nizak. Takode, drugi
miRNK paneli mogu se koristiti za predikciju radiosenzitivnosti tumora. Sve ovo moze pomoci
klini¢arima u donoSenju odluke da li primeniti standardnu dozu radioterapije i standardni rezim
frakcionisanja ili su potrebne odredene modifikacije ili je pak potrebno pribe¢i drugom modalitetu
lecenja umesto radioterapije, narocito kod pacijenata kod kojih postoji rizik za nastanak toksi¢nosti
visokog gradusa ili rezistencije na radioterapijski tretman (121). miRNK modulatori mogu biti
koris¢eni u bliskoj buducnosti u cilju prevazilazenja radiorezistencije tumora ili smanjivanja
radiosenzitivnosti okolnih zdravih tkiva ili se mogu Koristiti za predikciju efikasnosti radioterapije
kod pacijenata sa karcinomom prostate (102).

Pokazan je potencijalni klini¢ki zna€aj pojedinih mikroRNK kao biomarkera za predikciju
radioterapijom indukovane toksi¢nosti, ukljuujuéi radioterapijom indukovani dermatitis kod
karcinoma dojke i ezofagitis kod nesitnocelijskog karcinoma pluca (214,215).

Singh i saradnici sproveli su istrazivanje u kojem su sumirani i diskutovani rezultati studija iz
savremene literature o uticaju radioterapije na nivoe cirkuliSu¢ih miRNK u krvi kao i vezi izmedu
nivoa ekspresije miRNK i radioterapijom indukovane toksi¢nosti kod pacijenata sa karcinomom
prostate. Od sedam klini¢kih studija, u Sest je pokzano da se nivoi 10 miRNK menjaju u plazmi,
serumu i perifernim mononuklearnim ¢elijama periferne krvi, tokom radioterapije. Nakon
radioterapije, nivoi ekspresije mMiRNK-132-5p, miRNK-151a-5p, miRNK-410 i miRNK-221 bili su
poviseni, dok je nivo ekspresije miRNK-23a-3p bio snizen kod pacijenata sa niskim gradusom
radioterapijom indukovane toksi¢nosti. Dalje, kod pacijenata sa visokim gradusom radioterapijom
indukovane toksi¢nosti, nivoi ekspresije MIRNK-197-3p, miRNK-151a-5p, miRNK-18b-5p,
miRNK-99a i miRNK-21 bili su poviseni, dok je nivo ekspresije miRNK-132-5p bio snizen (216).

Stepanovic i saradnici su u svom istrazivanju pokazali da je nivo ekspresije miR-34a kod
pacijenata sa glioblastomom bio poviSen nakon 15 i 30 frakcija u poredenju sa njihovim nivoima u
uzorcima uzetim pre radioterapije (217).

Odredene karakteristike miRNK, ukljuc¢uju¢i visoku stabilnost miRNK u krvi i urinu, ¢ine ih
dobrim kandidatima da posluze kao pogodni molekularni biomarkeri za predikciju radijacione
toksi¢nosti (218,219). Medutim, i dalje postoje nedostaci za njihovu klinicku primenu kao pouzdane
biomarkere za predikciju radioterapijom indukovane toksi¢nosti, odnosno neophodna je njihova dalja
validacija sa ve¢im brojem pacijenata. Najpre, nedovoljno je studija baziranih na miRNK koje
istrazuju njihovu povezanost sa nastankom nezeljenih efekata radioterapije kod pacijenta sa
karcinomom prostate. Stoga je odredivanje miRNK kao potencijanih biomarkera tokom radioterapije
neophodno u toku dadatnih klinickih istrazivanja. Drugo, istrazivanje zasnovano na prikupljanju
uzoraka krvi neophodno je za formiranje prospektivnih studijskih protokola. To istraZivanje bi trebalo
da ukljuci kontrolisanu veli¢inu uzorka, interpretaciju statistickih rezultata 1 koriS¢enje plazme ili
seruma. Trece, 1 u buduénosti bi prospektivne studije trebalo da razmotre uzimanje uzoraka krvi pre,
tokom 1 nakon radioterapije u cilju evaluacije nivoa ekspresije miRNK 1 pracenje kako bi se
kvantifikovala akutna i kasna toksi¢nost uzrokovana radioterapijom.

lako su studije koje su ispitivale znafaj induvidualnih 1 klinickih karakteristika, kao 1
molekularnih biomarkera za nastanak radijacione toksi¢nosti kod pacijenata sa karcinomom prostate,
omogucile visok potencijal za razvoj predikcionih modela radijacione toksi¢nosti, za njihovu
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validaciju 1 rutinsku primenu u klinickoj praksi kao i personalizovani pristup u radioterapiji, u
buduénosti su neophodna dalja istrazivanja.
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6. ZAKLJUCCI
Na osnovu dobijenih rezultata naseg istrazivanja, zakljucci koji se mogu izvesti su sledeci:

1. U grupi radikalno zracenih pacijenata postojao je statisticki znacajan pozitivan trend porasta
stepena akutne GI i GU toksi¢nosti u vremenu (b=0,096, p<0.001; b=0,142, p<0.001, redom), dok
nije postojao statisti¢ki znacajan pozitivan trend porasta stepena kasne GI 1 GU toksi¢nosti u vremenu
(b=0,006, p=0,277; b=0,010; p=0,344).

2. U grupi zracenih operisanih pacijenata zbog krcinoma prostate, postojao je statisticki znacajan
pozitivan trend porasta stepena akutne GI i GU toksi¢nosti u vremenu (b=0,105, p<0.001; b=0,132,
p<0.001, redom), dok nije postojao statisticki znacajan pozitivan trend porasta stepena kasne GI 1 GU
toksi¢nosti u vremenu (b=-0,001, p=0,955; b=-0,008; p=0,513).

3. Ispitivanjem induvidualnih, klinickih i dozimetrijskih karakteristika dobijeni su sledeci
statisticki znacajni rezultati:

- u grupi radikalno zracenih pacijenata, veci stepen kasne GU toksi¢nosti imali su ispitanici sa
prethodnim operacijama (b=0,261; p=0,019).

- u ispitivanoj grupi radikalno zracenih i operisanih zracenih pacijenata zbog karcinoma
prostate, pokazana je znacajna asocijacija izmedu viSeg gradusa akutne GU toksi¢nosti tokom
radioterapije i prisustva Diabetes mellitusa (b=0,540; p<0,007).

- u grupi zracenih operisanih pacijenata, veci stepen kasne GI toksi¢nosti imali su ispitanici sa
vec¢im V65 za rektum (b=0,008; p=0,037).

4, Nase istrazivanje pokazalo je da bi pracenje izmena u nivoima cirkuliSucih citokina tokom
radioterapije, viSe nego njihovih apsolutnih nivoa, moglo biti znacajno za predvidanje radijacione
toksi¢nosti.

- povecanje koncentracije IL-6 tokom vremena u serumu pacijenata sa karcinomom prostate le¢enih
radioterapijom, statisticki znacajno je povezano sa vis§im stepenom akutne GU toksi¢nosti tokom
terapije (b=0,018; p=0,039). Pokazano je da postoji trend ka asocijaciji izmedu poviSenih
koncentracija IL-2 i viSih gradusa akutne GU toksi¢nosti, ali to nije bilo statisti¢ki znacajno (b=0,018;
p=0,081).

- nivoi IL-6 i IFN-y znacajno su bili vi$i u grupi pacijenata tretiranih radikalnom nego u grupi
pacijenata kod kojih je sprovedena postoperativna zracna terapija (p=0,001; p=0,020, redom).

5. Rezultati naseg istrazivanja pokazali su da cirkuli$uéi nivoi IL-6 i TGF-B1 mogu imati uticaja
na nastanak akutne GU toksicnosti kod pacijenata sa karcinomom prostate koji se leCe radioterapijom.

- pokazana je znacajno pozitivna korelacija izmedu koncentracije cirkuliSu¢eg TGF-B1 u serumu pre
radioterapije 1 maksimalnog gradusa akutne GU toksi¢nosti (p=0,036).

- dobijena je pozitivna korelacija izmedu koncentracije TGF-B1 merene nakon 25 frakcija
radioterapije i gradusa GU toksi¢nosti nakon ove frakcije kod pacijenata sa karcinomom prostate koji
se lece radioterapijom (p=0,044).

- nivo cirkuliSu¢eg IL-6 bio je znacajno visi nakon 25. frakcije radioterapije u poredenju sa njegovim
nivoom pre zracne terapije (p<<0,00001).

- nivoi IL-6 nakon 25. frakcije bili su pozitivno povezani sa gradusom GU toksi¢nosti nakon ove
frakcije (p=0,063).
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6. U naSem istraZivanju pokazane su izmene nivoa miR-21/146a/155 u mononuklearnim
¢elijama periferne krvi tokom radioterapije. Iz toga se moze zakljuciti da miR-21/146a/155 mogu
posluziti u buduénosti kao nezavisni prediktivni biomarkeri za nastanak akutne genitourinarne (GU)
toksi¢nosti kod pacijenata sa karcinomom prostate.

- u grupi pacijenata bez akutne GU toksi¢nosti, detektovani su najvisi nivoi miR-21 nakon poslednje
frakcije radioterapije (p=0,043).

- pokazan je trend prema viSim nivoima miR-21 i znacajno vi§im nivoima miR-146a i miR-155 u
grupi pacijenata sa akutnom GU toksicnos¢u u odnosu na grupu pacijenata bez ispoljene GU
toksic¢nosti (p=0,068; p=0,016; p=0,010, redom).

- detektovane su zna¢ajne izmene U nivoima miR-146a i miR-155 u grupi pacijenata bez ispoljene
GU toksi¢nosti tokom radioterapije (p=0,042 i p=0,041, redom).

7. Nasi rezultati otvorili su novi aspekt istrazivanja biomarkera baziranih na miRNK, indikuju¢i
da pored izolacije miRNK iz seruma i tkiva, takode i miRNK izolovane iz monunuklearnih ¢elija
periferne krvi, mogu imati veliki potencijal za predikciju toksi¢nosti.

8. Uzevsi sve u obzir, moze se zakljuciti da poznavanje induvidualnih, klini¢kih i dozimetrijskih
parametara predstavlja samo deo slagalice kompleksnog mehanizma nastanka radijacione toksi¢nosti
i nije dovoljno za njegovo potpuno razumevanje. Integracija ovih parametara i vise bioloskih faktora
poput izmena nivoa citokina u serumu tokom radioterapije i ekspresije miRNK u mononuklearnim
¢elijama periferne krvi, od znacaja je za razvoj modela za predikciju radijacione toksi¢nosti kod
pacijenata sa karcinomom prostate.

0. Verujemo da bi rezultati ove disertacije mogli biti jedan korak blize u razumevanju
molekularnih mehanizama nastanka toksi¢nosti izazvane radioterapijom.

10. Ocekuje se da ¢e rezultati buducih istrazivanja potvrditi znacaj predikcionih modela
radijacione toksi¢nosti, §to bi u klini¢koj praksi znacilo bolju stratifikaciju pacijenata u subgrupe sa
ve¢im odnosno manjim rizikom za razvoj toksi¢nosti radioterapije. To bi omogucilo dalju strategiju
razvoja indvidualizovanog pristupa radioterapiji i poboljSanje kavaliteta Zivota nakon lecenja
pacijenata obolelih od karcinoma prostate.
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SPISAK SKRACENICA

PSA-prostata specifi¢ni antigen (eng.prostata specific antigen)

BPH- benigna hipertrofija prostate (eng. benign prostatic hypertrophy)

PCa- karcinom prostate (eng. prostate cancer)

DRE- digitorektalni pregled (eng. digial rectal examination)

CT -kompjuterizovana tomografija (eng. computer tomography)

MR- magnetna rezonanca (eng. magnetic resonance)

PH- patohistoloski (eng. patohystological)

PSAD- gustina PSA (eng.PSA density)

PSAV- brzina promene vrednosti PSA (eng. PSA velocity)

f-PSA- slobodan PSA (eng. free PSA)

csPCa- klinicki znacajni karcinom prostate (eng. clinical significant prostate cancer)
ISUP- medunarodno udruzenje za urolosku patologiju (eng. International Society of Urological
Pathology)

GS -Glisonov skor

GG- gradus grupa

SCI -scintigrafija skeleta

PET- pozitronska emisiona tomografija

mpMRI- multiparametrijski MR prostate (eng. multiparametric magnetic resonance imaging)
PSMAPET/CT (eng. prostate-specific membrane antigen PET/CT)

EAU- evropsko udruZenje urologa (eng. European Association of Urology)

ADT -antiandrogena hormonska terapija (eng. androgen deprivation therapy)

AS- aktivno pracenje (eng. active surveillance)

WW- pazljivo ¢ekanje (eng. watchful waiting)

RRP- radikalna retropubicna prostatektomija

PLND- disekciju karli¢nih limfnih ¢vorova (eng. pelvic lymph node dissection)

EBRT- transkutana radioterapija (eng. exernal beam radiotherapy)

BT- brahiterapija (eng. bracytherapy)

3D-CRT- 3 D konformalna radioterapija (eng. 3-D Conformal Radiotherapy)

IMRT - Intenzitetom modulisana radioterapija (eng. Intensity Modulated Radiotherapy)
VMAT- Volumetrijski modulisana lu¢na terapija (eng. Volumetric Modulated Arc Therapy)
IGRT- slikom vodena radioterapija (eng. image-guided radiotherapy)

ICRU- Medunarodna komisija za radijacione jedinice i merenja (engl. International Commission on
Radiation Units and Measurments)

GTV-Volumen tumora (eng. Gross Tumor VVolume)

CTV-Klinic¢ki volumen mete (eng. Clinical target Volume)

PTV- Planirani ciljni volumen (eng. Planning Target Volume)

OAR- organi od rizika (eng. organs at risk)

QUANTEC- The Quantitative Analysis of Normal Tissue Effects in the Clinic summary
DVH - histograma volumene doze (eng. Dose VVolume Histogram)

HDR- high dose rate

LDR- low dose rate

LHRH- lutenizing-hormone-releasing hormone

QOL- kvalitet zivota (eng. Quality of Life)

GU-genitourinarna

GI- gastrointestinalna

EORTC- eng. European Organization for Research and Treatment of Cancer

RTOG- eng. Radiation Therapy Oncology Group

MiRNK- mikro RNK (eng.miRNA)

TGF-B1-transformisuci faktor rasta B1 (eng. transforming growth factor $1)

TNF-a- faktor tumorske nekroze alfa (eng. Tumor necrosis factor-o



IL-1a- Interleukin la

IL-1B- Interleukin 1B

IL-6-Interleukin 6

type I IEN- tip | interferon

GM-CSF- faktor stimulacije granulocitno-makrofagnih kolonija (eng. Granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor)

PBMCs - mononuklearne ¢elije periferne krvi (eng. peripheral blood mononuclear cells)

ELISA- Ensyme-linked immunosorbent assay

EPIC- The Expanded Prostate Cancer Index Composite

PAPS- prethodne operacije abdomena ili male karlice (eng. prior abdominal or pelvic surgery)
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N3jaBa o ayropcTBy

Mme u npe3sume aytopa Karapuna Konuanuh

Bpoj nnpexca 2017/5067

UsjaBrbyjem
Jla je nOKTOpCKa AucepTalMja o4 HacJI0BOM

JpeJUKTUBHY 3HAYa] KIMHUYKUX KapaKTEepUCTUKA Y MoJeKyJapHUX 6uoMapkKepa 3a
HaCTaHaK TOKCUYHOCTU TOKOM UM HAKOH 3padyHe Tepaluje KoJ 60JieCHHUKA ca KapIIUHOMOM

npocrare”

® PE3yJTaT COIICTBCHOI UCTPAKKUBAYUKOI palia,

e Ja qucepTanyja y HeJMHHU HU Yy IeJIOBUMA HHje OMia MpeIoKeHa 3a CTUIAE JPyTe
JUIIOME TIpeMa CTY/IUjCKUM MPOorpaMuMa JPyTruX BUCOKOMIKOJICKUX YCTAaHOBA,;

® J1a Cy pe3yJiITaThu KOPECKTHO HABECACHHU

e Jla HUCaM KpIINO/JIa ayTOpCKa MpaBa U KOPUCTHO/JIa UHTEIEKTYaIHy CBOJUHY JPYTHX
JHLA.

IHornuc ayropa

VY beorpany,




M3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOT pajaa

Nwme u ipesume aytopa ap Karapuna Konvanuh

bpoj unmexca 2017/5067

Crynujcku nporpaM buosoruja Tymopa 1 OKCHAaTHBHA 000JbeHha

HacmoB panga ,JIpeIlUKTUBHU 3HAYaj KJIWHUYKUX KAPAKTEPUCTHUKA U MOJIEKYJAPHUX
GMOMapKepa 3a HaCTaHAK TOKCUYHOCTH TOKOM WM HAKOH 3payHe Tepaluje KoJ 60JIeCHUKA ca
KapLIMHOMOM IIpocTaTte”

MenTop llpod. ap Mapuna HukutoBuh, BHC np cii. iBana Matuh

W3jaBsbyjem J1a je mramnaHa Bep3uja MOT TIOKTOPCKOT pajia UCTOBETHA €IEKTPOHCKO] BEP3UjU KOJy
caM TIpefao/lia pagd TOXpamuBamba y JIMIMTAJIHOM Peno3uTOpPHjyMy YHHUBep3UTETa Yy
beorpany.

Jlo3BosbaBam J1a ce 0OjaBe MOjH JIMYHHU IO/Ialld Be3aHU 3a J0oOWjame aKaJeMCKOT Ha3uBa JJOKTOpa
HayKa, Kao IITO Cy UME U Npe3uMe, TOIMHA U MECTO poljema U 1aTyMm oa0paHe paja.

OBu JMYHM MOAALU MOTY ce 00jaBUTH Ha MpPEXHHM CTpaHULAMa JUTHTanHe OuOIMoTeKe, y
€JIGKTPOHCKOM KaTaJlory U y myOnukanujama YHuBep3urera y beorpany.

HoTrnuc ayropa

V¥ Bbeorpany,




N3jaBa o kopumhemwy

Ognamthyjem YHuBep3urercky oubimoreky ,,CBero3ap MapkoBuh“na y JIurutainu perno3suTopujym
VYHuBep3uteTa y beorpagy yHece MoOjy TOKTOPCKY AHMCEPTaIUjy IMOJ HACIOBOM: ,IIpeauKTHBHU
3Ha4aj KIMHUYKUAX KAPAKTEPUCTHUKA U MOJICKYJIapHUX OMOMapKepa 3a HaCTaHaK TOKCHYHOCTH TOKOM
Y HAaKOH 3pavyHe Tepanuje Ko 00JeCHUKA ca KapIIMHOMOM IpocTare’

KOja je MOje ayTOPCKO JEeJo.
Jlucepranyjy ca CBUM MPHUJIO3MMa Tpeaao/yia caM y eleKTPOHCKOM (hopMary TMOTOAHOM 3a TPajHO
apXHUBHpAHE.
Mojy IOKTOpCKY HOMCEepTalyjy TMOoXpameHy y JIurutaiHoMm perno3uTopujymy YHHUBEp3UTETa Y
beorpagy u nocTymHy y OTBOPEHOM INPHUCTYIYy MOTY Ja KOPUCTE€ CBH KOjU TOILITYjy onpende
caapxaHe y omabpanom tumy Jmnenne Kpearusne 3ajegaurie (Creative Commons) 3a KOjy cam ce
OJUTYy4YHO/TIa.
1. AytopctBo (CC BY)
2. AyropctBo — Hekomepuujaiaro (CC BY-NC)
YTOPCTBO — HekoMepuujaiaHo — 6e3 npepaaa (CC BY-NC-ND)

7 AyTOpCcTBO — HEKOMepIHjaaHO — AeauTh 1o uctuM yemosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 6e3 npepana (CC BY-ND)

6. AytopctBo — nenuth oz uctuM yciosuma (CC BY-SA)

(Monumo /1a 3a0KpY>KUTE caMoO jeHY O] miecT moHyheHux ymieHnu. Kparak onuc JHIeHIH je
CacTaBHH JICO OBE M3jaBe).

IMorniue ayropa

VY beorpany,




1. AyropcrBo. [03BojbaBaTe yMHOKaBamWbe, JUCTPUOYITH]Y U JaBHO CAOIIITaBamke Jeia, U pepae,
aKo ce HaBelle UME ayTopa Ha HauyuH ojpel)eH oJ cTpaHe ayTopa WIM JaBaolla JHUIICHIE, YaK U Y
KoMepiujaiHe cBpxe. OBO je HajcJI000IHH]ja O CBUX JIUIICHIIH.

2. AyTOpcTBO — HekoMmepuujajiHo. Jlo3Bo/baBaTe yMHOXKaBambe, IUCTPUOYIHM]Y U JaBHO
caomInTaBame Jeia, ¥ pepaje, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HaulH oJipel)eH oJ] cTpaHe ayTopa HiTd
nasaoria juieHie. OBa JIMIEHIIa He I03B0JbaBa KOMEPIIHjaHy yIoTpeOy nena.

3. AYyTOpCTBO — HeKOMepIHjajHo — 0e3 mpepajaa. /[03BoJbaBaTe YMHOXKaBaWbe, TUCTPUOYIH]Y U
jaBHO CaoTIITaBame Jiena, 0e3 MpoMeHa, MPEoOIMKOBakba MK YIIOTpeOe Jiena y CBOM Iy, ako ce
HaBeJ/le MMe ayTopa Ha HauuH ojpeheH on crpaHe ayTopa win naBaoua juieHne. OBa JUICHIIA He
JI03BOJbaBa KOMEPIIMjAIHY yIIOTpeOy Jiena. Y OJHOCY Ha CBE OCTaJie JIHUIICHIIE, OBOM JIMIICHIIOM Ce
orpannyaBa HajBehu oOuM rnpasa kopuithema jaena.

4. AyTOpPCTBO — HEKOMEPIHjaJIHO — TeJTUTH N0 UCTHM ycJaoBHMA. J[03BOJbaBaTe YMHOXKABAhE,
IUCTpUOYIIM]y U jJaBHO CAOIIIITABAE JIejia, ¥ IpepaJie, ako ce HaBe/le UMe ayTopa Ha HauuH ojpeheH
O]l CTpaHe ayTopa WJIM JaBaolia JIMIEHIIC U aKO ce mpepaja AUCTPUOyHpa Mo UCTOM HIIM CIIMYHOM
murenioM. OBa JIMIICHIIA He I03B0JbaBa KOMEPIUjalIHY yIIOTpeOy Jiena U npepaja.

5. AyropcTBo — 0e3 nmpepajaa. /[o3BosbaBaTe YMHOXKaBawe, JUCTPUOYIIM]Y U jJABHO CAOMIITaBAHHE
nena, 6e3 mpoMeHa, mpeoOIMKOoBamka UK YIIOTpeOe Jena y CBOM ey, aKo Ce HaBelle MMe ayTopa Ha
Ha4yMH oJipeh)eH on1 cTpaHe ayTopa Wiu JaBaona juieHie. OBa JHIIeHIIa 103B0JbaBa KOMEPIIUjaTHY
ynotpeOy nena.

6. AyTOpCTBO — 1eJINTH MO/l HCTUM ycaoBuMAa. [[03BosbaBaTe yMHOXKABaHE, AUCTPUOYIIN]Y U jJaABHO
CaoIIITaBamke JeNa, ¥ pepaje, ako ce HaBe/Ie UMe ayTopa Ha HauuH ofjpel)eH o1 CTpaHe ayTopa Uin
JlaBaolia JIUIEHIIE U aKo ce mpepajia TUCTpUOyupa Mo HCTOM UM CIITMYHOM JinieHIoM. OBa JHIIeHIIa
J103BOJbaBa KOMEPIIUjaTHy ynoTpeOy aena u npepana. CinyHa je cCoPTBEpCKUM JIUIIEHIIaMa, OTHOCHO

JIMIICHIIaMa OTBOPCHOT KOJa.



