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Uvodna rec

Postovane koleginice i kolege, ucesnici ,,Prvog Kongresa lekara Kosova i Metohije*

Pred vama je Zbornik radova Prvog Kongresa lekara Kosova i Metohije, najveceg medicinskog naucnog sku-
pa u poslednjih tridesetak godina na prostorima Kosova i Metohije. Veliki odziv predavaca i zainteresovanih za
ucesce na Kongresu najvise govori o znacCaju naseg postojanja na ovim prostorima. Istovremeno daje nam snagu
i volju za sve izazove koji su pred nama. Preko 75 eminentnih predavaca po pozivu iz zemlje i regiona ucestvuje
na nasem Kongresu. Uz naucne sesije tokom Kongresa, organizovali smo i radionice, okrugle stolove, promocije
knjiga i poster prezentacije.

Radni deo kongresa je podeljen u Cetiri sesije.

Lekari klinicari su u svojoj sesiji odabrali teme iz urgentnih stanja u medicini. Eminentni strucnjaci razli¢itih
specijalistickih grana (hirurgije, ortopedije, anesteziologije, kardiologije, pedijatrije, neu-rologije, pulmologije,
nefrologije, endokrinologije, urgentne medicine i infektivnih bolesti predstavice nam kroz dvadesetak interesantnih
predavanja urgentna stanja iz oblasti kojima se bave.

Druga sesija pod nazivom ,Bazi¢ne nauke u savremenoj medicini” podeljena je u dve celine. Prva se bavi
najnovijim saznanjima o aterosklerozi, koja je medu vode¢im uzrocCnicima smrti. Kroz savremena saznanja daju
se odgovori zasto i kako nastaje ateroskleroza, koji su aspekti patomorfologije atero-skleroti¢nog plaka, kako se
ona leci i prevenira. Prikazan je i znacCaj bazicnih istrazivanja, pre svega u dijagnostikovanju nekih od najcescih
maligniteta humane populacije. Takode, bazi¢ne nauke su kroz proucavanja slobodnih radikala, kao i maticnih
celija otvorila vrata klinickim istrazivanjima i mogu-cnostima savremenog leCenja obolelih pacijenata.

Sesija ,,Dentalna medicina - danas i sutra® obraduje nova istrazivanja u stomatologiji kao i novine u stomatolo-
$koj praksi. Upoznace nas sa najnovijim preporukama Evropske akademije za decju stoma-tologiju kojima se
povecava mogucnost kontrole i prevencije karijesa. Primena medikamentozne terapije, u sklopu konzervativne
ili kao dodatak hirurskoj terapiji, moZe popravi kvalitet potpornog aparata zuba. Drugi deo sesije je posvecen
digitalizaciji i kompjuterizaciji u stomatologiji koji su uslovili promenu mnogih procedura u stomatoloskoj praksi.
U sesiji su obradene i savremene teme iz implantologije i upotrebe novih protetskih materijala u stomatologiji.

U sesiji ,,Zdravstvene i ekoloske posledice ratnih dejstava NATO na SRJ - kako ih umanjiti i ukloniti® ukazace se
da je tokom agresije NATO snaga na Srbiju 1999. godine upotrebljeno vise vrsta razli¢itih klasi¢nih projektila, $to
je uzrokovalo hemijsko zagadenje Zivotne sredine jos uvek nepoznatih razmera i intenziteta i kontaminacije zivog
sveta brojnim supstancama koje su poznate kao toksi¢ne, mutagene i kancerogene. Zapazanja dela zdravstvenih
radnika da je doslo do porasta ucestalosti nekih oboljenja, pre svega malignih kod stanovnika Srbije, nailaze na
razliCite reakcije i Cak oprecne stavove.

108 poster prezentacija predstavljenih na Prvom Kongresu lekara Kosova i Metohije su dokumentovane sazecima
koji se nalaze na kraju Zbornika.

Zahvaljujemo se svim predavacima koji su svojim prisustvom ovaj Kongres ucinili velikim i vaznim, posebno
za medicinske radnike sa prostora Kosova i Metohije.

Koleginice i kolege, zaljubljenici u medicinu i nauku, Zelimo vam da sa Prvog Kongresa lekara Kosova i Metohije
ponesete uspomene ne samo ha nova znanja i iskustva, vec i na lepa poznanstva i prijateljstva.

A ovaj Zbornik radova neka ostane neizbrisiv pisani trag buduc¢im generacijama.

U Kosovskoj Mitrovici
30. novembra 2019. godine
S poStovanjem,

/ Zl] ot

Prof. dr Aleksandar Pavlovi¢
Predsednik nau¢nog odbora Kongresa







Zahvaljujemo se Lekarskoj Komori Srbije, koja je obezbedila finansijska sredstva

za Stampanje Zbornika radova Prvog kongresa lekara Kosova i Metohija
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HISTOMORFOLOSKE KARAKTERISTIKE ENDOTELA
| ULOGA ENDOTELNE DISFUNKCIJE
U PROCESU NASTANKA ATEROSKLEROZE

AUTORI

Sladana Savic
Institut za Histologiju sa embriologijom, Medicinski fakultet Pristina, sediste Kosovska Mitrovica, Srbija

SAZETAK

Vaskularni endotel koga Cini jedan sloj juspastih celija oblaZe unutrasnjost kardiovaskularnog sistema, formirajuci
zaravnjeni sloj nalik kaldrmi. Dugo je smatran samo pasivnom barijernom membranom, no savremena istrazivanja
pokazuju da je to najveci endokrini organ kod ¢oveka ukljucen u procese odrzavanja vaskularne homeostaze.

Morfoloske karakteristike endotelnih celija zavise od njihove lokalizacije. Uopsteno, endotelne celije su polari-
zovane, apikalno su prisustni mikrovili, kaveole, adhezioni molekuli. Lateralni pol celije karakterise povezanost
okludentim, adherentnim i malobrojnim komunikantnim spojevima, dok su na bazalnom domenu plazmaleme
prisutni hemidezmozomi, fokalni i mioendotelni spojevi. Oko centralno pozicioniranog jedra smestene su organele.
Zastupljeni su svi tipovi transporta. U Weibel-Palade-ovim telascima je deponovan sijaset bioaktivnih molekula
ukljucenih u procese hemostaze, inflamacije, modulacije vaskularnog tonusa i protoka krvi, angiogeneze i
zarastanja rana.

Endotelna disfunkcija, koja je posledica hiperholesterolemije udruzene sa povisenim nivoima lipoproteina male
gustine (LDL) najvazniji je faktor nastanka ateroskleroze. Bazicni proces je inflamacija, na endotelnim celijama
dolazi do povecavanja ekspresije specificnih molekula koji su odgovorni za adheziju, puzanje, transendotelnu mi-
graciju, akumulaciju monocita u subendotelno vezivno tkivo i njihovu diferencijaciju u makrofage. Transendotelna
migracija monocita omogucena je slozenim mehanizmima dominantog, paracelularnog i transcelularnog transporta.
Dalja progresija oboljenja je slozeni zapaljensko-imunoloski proces koji obuhvata ucesée enotelnih celija,
aktivisanih makrofaga i dominaciju proinflamatornog (M1) profila ¢elija, aktivaciju, migraciju, proliferaciju i
fenotipsku modifikaciju glatkih misi¢nih ¢elija. Morfoloski inicijalo se uo¢ava masna mrlja, progresijom nastaje
trazitorna lezija i formira se fibrozna kapa, dok komplikovane lezije karakterise prisustvo fibroznog plaka cija
ruptura moze dovesti do smrtnog ishoda.

Kljucne reci: enotelne Celije, morfologija, enotelna disfunkcija, ateroskleroza, plak

ENGLISH

HISTOMORPHOLOGICAL ENDOTHELIAL FEATURES AND ROLE OF ENDOTHELIAL DYSFUNCTION IN ATHEROSCLEROSIS
FORMATION PROCESS

SUMMARY

Vascular endothelium, composed of one layer of squamous cells, layers the inside of the cardiovascular system,
forming a flattened layer resembling cobblestones. For a long time, it was considered just a passive barrier
membrane. However, contemporary research shows it as the biggest human endocrine organ involved in processes
sustaining vascular homeostasis.
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Morphological characteristics of endothelial cells depend on their localization. In general, endothelial cells are
polarized and microvilli, caveolae and adhesion molecules are present on the apical surface. Lateral cell polarity
is characterized by the coherence of occluding, adherens and few communicating junctions, while, on the basal
membrane domain of plasmalemma, hemidesmosomes, focal and myoendothelial junctions are present. Organelles
are placed around the centrally positioned nucleus. All means of transportation are present. In Weibel-Palade
bodies, a myriad of bioactive molecules involved in processes of hemostasis, inflammation, modulation of vascular
tonus and blood circulation, angiogenesis and wound healing are stored.

Endothelial dysfunction, a result of hypercholesterolemia, joined with higher levels of lipoproteins of very low
density (LDL) is the most important factor of atherosclerosis development. Inflammation is the basic process -
endothelial cells undergo enlargement of the expression of specific molecules responsible for adhesion, crawling,
transendothelial migration and accumulation of monocytes into subendothelial connective tissue and their
differentiation into macrophages. Transendothelial migration of monocytes is enabled by complex mechanisms of
dominant, paracellular and transcellular transport. Further progression of the disease is a complex inflammation-
immunological process, encompassing endothelial cell involvement, activated macrophages and pro-inflammatory
(M1) cell profile dominance, activation, migration, proliferation and phenotypic modification of smooth muscle
cells. Fatty stain was morphologically initially noticed. With its progression in-transit lesion is made and fibrous
cap is formed, while complex lesions are characterized by the presence of fibrous plaque, the rupture of which

can lead to mortal outcome.

Key words: endothelial cells, morphology, endothelial dysfunction, atherosclerosis, plaque

uvoD

Vaskularni endotel koga cini jedan red ljuspastih
celija, oblaze unutrasnjost kardiovaskularnog sistema
formirajuci zaravnjeni sloj nalik kaldrmi na lumenskoj
povrsini zidova krvnih sudova i endokarda srca. Ter-min
»endotel” je prvi put upotrebljen od strane Svajcar-
skog anatoma Wilhelma Hisa 1865 god. Opisan je naj-
pre kod kapilara, kao prosta membrana sacinjena
od tankih celija sa centralno postavljenim jedrima,
koja predstavlja barijeru izmedu cirkuliSuce krvi i
zida krvnog suda. Savremena istrazivanja pokazuju
njegovu izvanrednu funkcionalnost. Vaskularni endotel
se karakterise autokrinm, parakrinom i endokrinom
sekrecijom i igra glavnu ulogu u odrzavanju homeostaze
vaskularnog korita, tako da je 1995. godine definisan
kao posebni endokrini organa. Disfunkcija endotela je
kljucni korak u razvoju ateroskleroze, a prva saznanja
o funkcionalnim promenama endotelnih éelija (EC) u
pocetnim stadijumima ateroskleroze istaknuta su jos
1966. godine.

Morfofunkcionalne karakteristike endotelnih ¢elija
EC su tanke i blago izduzene, dimenzija 50-70 pm,

Sirine 10-30 ym i debljine 0,1-10 pm i u krvnim sudovima
su duzno orjentisane tako da pruzaju namanji otpor

toku krvi. Zajedno sa bazalnom membranom (BM) i
subendotelnim vezivnim tkivom cine vaskularnu intimu,
uspostavljajuci hemokompatibilnu povrsinu, za koju
je procenjeno da je ¢ini 1-6 triliona celija, povrsine
3000-6000 m2. EC pokazuju heterogenost koja ukljucuje
varijacije u celijskoj morfologiji, u profilu ekspresije
gena, proizvodnji komponenti BM, transportu. Aortne
EC su debljine oko 1 pm, kapilarilarne oko 0,1 um i dok
su EC u venama debljine 0,1-0,2 ym. U kontinuiranom
enodotelu EC su medusobno povezane tesnim vezama
i ¢vrsto ,usidrene“ za BM. Celije poseduju cenralno
pozicionirano jedro koje prominira u lumen krvnog suda
a oko koga su koncentrisane osrednje izaZzene organele:
grER, Goldzi kompleks, mitohondrije, lizozomi kao i
brojne pinociozne vezikule. Svi elementi citoskeleta
su dobro izrazeni, mikrofilamenti imaju orjentaciju
paralelnu sa duzom osovinom celije i posebnu ulogu u
regulaciji paracelularnog transporta, jer se njihovom
kontrakcijom vrsi privremeno ,,otvaranje” meducelijskih
spojeva. Intermedijarni filamenti, mahom vimentin i
mikrotubuli lokalizovani su perinukleusno. Posebna
karateristika EC jeste prisustvo Weibel-Paladeovih
telasaca (WPT), granula ovalnog ili oblika cigarete,
dijametra0,1-0,3 um, duzine 1-5 ym, sa karakteristicnom
longitudinalnom ispruganosc¢u koja potice od elektrono
gustih paralelno rasporedenih mikrotubula precnika oko
12 nm, okruzenih matriksom manje elektronske gustine.
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Dugo nakon otkica njuhova funkcija nije bila poznata,
tek nakon 20-tak godina otktveno je da se u njima nalazi
von Willebrandov factor (VWF), hemostatski protein
koji se izlucuje u krv kao odgovor na razne agoniste i
pospesuje adheziju trombocita na mestima vaskularnih
oStecenja. U WPT-a deponovan je sijaset bioloski akti-
vnih produkata ukljucenih u procese hemostaze, infla-
macije, modulacije vaskularnog tonusa i protoka krvi,
angiogeneze i zarastanja rana, ukljucujuci P-selectin,
IL-8 (eng. interleukin 8), eotaxin-3, angiopoietin-2,
osteoprotegerin, endothelin-1, ECE (eng.endothelin
converting enzyme), tPA (eng. tissue-type plasminogen
activator), CGRP (eng. calcitonin gene-related peptide)
i mnoge druge.

Polarizovanost endotelnih ¢éelija

Na plazmalemi EC razlikuje se apikalni i bazolateralni
pol. Na apikalnom polu prisutni su mikroivili, prekriveni
gustim slojem glikokaliksa, slozenom mreZastom stru-
kturom makromolekula negativnog naelektrisanja, koja
ima zastitnu i barijernu ulogu. Sa ovog dela plazmeleme
obavljaju se sve vrste transporta: prosta difuzija,
aktivni transport, pinocitoza, receptogena endocito-za,
egzocitoza, kao i transcitoza, vid transoprta karakte-
ristican za EC.

Lateralni odeljak bazolateralnog pola plazmaleme
karakterise prisustvo sva tri tipa meducelijskih veza a
njihov raspored i struktuta zavise od lokalizacije EC.
Okludentnim i adherentnim spojevima uspostavlja se
veza izmedu elemenata citoskeleta, aktinskih filamenata
dve susedne EC. Zonule okludens (Z0) su dobro strukturno
organizovane u arterijama, arteriolama i kontinuiranim
kapilarima, oskudno u venama, jednostavne ili ,,pukoti-
naste” u postkapilarnim venulama. One stvaraju granicu
izmedu apikalnog i bazolateralnog pola plazmaleme,
ukljucene su u proces signalne transdukcije, genske
ekspresije, u regulaciju Celijskog rasta i prezivljavanja,
regulaciju paracelularniog transporta. Celijski adhezioni
proteini okludin, klaudin tip 5, JAM (eng. junctional
adhesion molecules) i ESAM (eng. endothelial cell
adhesion molecule) karakteristi¢ni su za okludentne
veze EC-a. Adherentni spojevi forme zonula (ZA),
intercelularni prostor promera 15-20 nm premoscuju
transme-nbranskim adhezionim molekulima iz grupe
kadherina, imunoglobulinske superfamilije i CD99
molekula. Za homofilnu interakciju izmedu molekula
VE-kadherina (eng. vascular endothelial cadherin),
karakteristicnog za EC neophodno je prisustvoa Ca2+
jona. Fosforilacija VE-kadherin/kateninskog kompleksa
jedan je od najvaznijih mehanizama paracelularnog
transport celija. PECAM-1 (eng.platelet endothelial cell

adhesion molecule-1) ¢lan imunoglobulinske superfa-
milije, homofilnom interakcijom stabilizuju veze EC-a,
dok heterofilnom vezom koju ostvaruje sa integrinima
prisutnim na plazmalemi leukocita pospesuje dijapedezu
celija kao i Sirenje metastaza. CD99 molekuli svojom
homofilnom interakcijom stabilizuju endotel sa je-
dne stane, dok su sa druge strane znacajan faktor
transenodotelne migracije celija. Osim vazne uloge
u pozicioniraju celija unutar enotela, ZA ucestvuju
u signalnoj transdukciji vezivanjem za VEGFR2 (eng.
vascular endothelial growth factor receptor 2) i in-du-
cijom PI3Ks (eng. phosphoinositide 3-kinases), ucestvuju
u signalizaciji ¢elijskog poloZaja, kontaktnoj inhibiciji
celijskog rasta, inhibiciji apoptoze i imaju kljucna
ulogu u regilaciji paracelulatnog transporta materija i
inflamatornih celija. Za komunikantne veze EC-a kara-
kteristi¢no je prisustvo tzv. vaskularnih koneksina (Cx37,
Cx40, Cx43, Cx45). Oni grade koneksonske komplekse
koji premo3cuju pukotinasti prostor imedu susednih EC.
Odgovorni za transport cGMP, cAMP, jona, hormona,
Secera, aminokiselina, otvaraju se pri visokom pH
i niskoj koncentaciji Ca2+. Najbrojnije veze ovog
tipa prisutne su izmedu EC endokarda srca gde &ine
funkcionalni sincicijum.

Bazalni odeljak plazmaleme je mesto uspostavljanja
kontakta sa BM pomocu transmembranskih proteina
iz grupe integrina, putem hemidezmozoma i foklanih
kontakta. Osobenost ovog dela plazmaleme je prisustvo
mioendotelnih spojnica (MES) specificne vrsta veza
izmedu endotelnih i glatkih misi¢nih ¢elija (GMC) koje
doprinose brzoj unakrsnoj mikrosignalizaciji. Predsta-
vljaju celijske produzetke oblozene plazmalemom,
dimenzija 0,5x 0,5um, sadrze aktinske filamente
i mikrotubule, kaveole kao i grER. Kod ljudi u 40%
slu¢ajeva nastaju od glatkih misicnih celija, dok kod
mieva u 100% slucajeva predstavljaju invaginaciju EC-a.
Prisutne su u malim misicnim arterijama i arteriolama,
sporadicno u venama. Veza izmedu celija na nivou MES
ostvarena je pomocu neksusa izgradenih iz Cx37, Cx40
i Cx43 i predpostavlja se da je u uskoj sprezi sa finom
kontrolom vazomotorne funkcije.

Endotelna disfunkcija i ateroskleroza

U fizioloskim uslovima, endotel iskazuje tromboliticki
efekat, ima antiinflamatorno antiagregacijsko i aniproli-
ferativno dejstvo a vaskularno korito se nalazi u stanju
aktivne vazodilatacije usled prevage vazodilatatornih
nad vazokonstriktivnim efektima. U stanjima tzv. endo-
telne disfunkcije/aktivacije koja moZe biti uzrokovana
mehanickim, metabolickim, zapaljenskim i enokrinim
faktorima dolazi do disbalansa.
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Disfunkcionalnost EC podrazumeva ekspresiju brojih
adhezionih molekula, lucenje proinflamatornih citokina,
hemokina, faktora rasta, produkciju ROS (eng.reactive
oxygen species) uz razvoj inflamacije i vazokonstrikcije
pri ¢emu povrs$ina endotela postaje trombogena. Ovo
je razlog zbog koga su morfoloski normalne arterije
sa funkcionalno izmenjenim endotelom mesto razvoja
rane ateroskleroze. Hiperholesterolemija udruzena
sa povisenim nivoima lipoproteina male gustine (eng.
LDL-low-density lipoprotein) najvazniji je faktor nje-
nog nastanka. Patoloski supstrat ateroskleroze je
aterogeneza, stvaranje ateroma/plaka sacinjenog od
lipidnog jezgra okruzenog vezivnim tkivom koji do-
vodi do otvrdnuca zidova krvnih sudova, njihovog suza-
vanja ili potpune okluzije. U patogenezu ove bolesti
ukljucene su aktivisane EC, GMC, makrofagi, T limfociti,
trombociti koji stupaju u slozenu medusobnu interakciju
i komunikaciju putem inflamatornih medijatora i adhezi-
onih molekula. Najvazniji korak u razvoju ateroskleroze
je pokretanje tzv. adhezione kaskade, koja se odvija
u nekoliko faza. Prva je labavo vezivanje i puzanje
(kotrljanje) leukocita po povrsini EC-a koje se ostvaruje
posredstvom adhezionih molekula iz grupe selektina
(selektin-P, E, L) i njivovih liganada, vaskularnih adresina
tipa CD34, GlyCAM-1 (eng. glycosylation-dependent
cell adhesion molecule-1), PSGL-1 (eng. p-selectin
glycoprotein ligand 1). Druga faza je aktivacija leuko-
cita od strane hemoatraktantnih stimulusa koje luce
aktivisane EC i makrofagi: IFN-y (eng.interferon ga-
mma), TNF-a (eng. tumor necrosis factor alpha),
MCP-1 (eng. monocyte chemoattractant protein-1) i
IL-8, ekspresija beta 2 integrin na EC-a, LFA-1 (eng.
lymphocyte function-associated antigen 1) i VLA-4
(eng.very late antigen-4 molecule/a4B1-integrin) na
plazmalemi leukocica. Kotljanje leukocita se zaustavlja
i omogucava se naredni korak, uspostavljanje Cvrste
veze izmedu leukocita i EC-a uz pomo¢ adhezionih
molekula imunoglobulinske superfamilije ICAM-1, 2, 3
(eng. intercellular adhesion molecule) i VCAM-1 (eng.
vascular cell adhesion molecule 1) Sto je preduslov
za transenotelnu migraciju celija paracelularnim ili
transcelularnim putem.

Parcelulatrni transport je dominantan vid transporta,
omogucen privremenim raskidanjem meducelijskih veza,
usled kontrakcije aktino/miozinske mreze filamenata,
kao i usposatvljanjem veza izmedu inegrina leukocita i
adhezionih molekula EC-a. ICAM-1 pokrece niz signalnih
puteva unutar EC, fosforilaciju target proteina, pre-
vashodno VE-kadherin/kateninskog kompleksa, produk-
ciju ROS-a, aktivaciju Rho familije GTP-aza i influks
kalcijuma. Svi ovi procesi dovode do disrupcije veza kroz
remodilaranje/ kontrakciju aktinske mreze filamenata.

VCAM-1 putem Rac1-posredovane generacije ROS-a
indukuje inhibiciju fosfataza i aktivaciju redoks sin-
zitivnih kinaza, dovodi do povecane foforilacije vezuju-
¢ih proteina i uz povec¢anu produkciju MMP-a do disru-
pcije veza. Ovi procesi praceni si i reorganizacijom
adhezivne platforme i recikliranjem adhezivnih mole-
kula formiranjem specificnih vezikula, LBRC (eng.
endothelial lateral border recycling compartment).
Adhezioni molekuli regrutuju se od strane LBRC-a ¢ime
se smanjuje njihova gustina na laterlanim odeljcima
plazmaleme i olaksava paracelularni transport. Vezi-
kule se transportuju duz mikrotubula uz pomo¢ kinezi-
na i na taj nacin se omogucava premestanje adhezi-
onih molekula, koji ucestviju u paracelularnom i trans-
celularnom transportu. Transcelularna migracija je
fascinantan proces transporta leukocita tokom kojeg
se stvara transcelularni kanal izmedu apikalne i bazalne
membrane EC-a, bez o$tecenja Celija. Na ovaj nacin
se uglavnom transportuju neutrofilni leukociti, rede
limfociti. Migracija je zavisna od ICAM-a kao i regrutacije
PECAM-1, CD99 i JAM molekula putem LBRC-a. Na mestu
transporta leukociti stvaraju protruzije/podo-zome
koji se uvlace u prstenastu invaginaciju pla-znaleme
EC-a bogatamom LFA-1, ICAM-1 i VCAM-1 molekuli-ma,
enotelnim kaveolinom 1, mrezom aktinskih filame-nata i
brojnim vezikula koje su rezerva celijske plazma-leme.
Slozena medusobna interakciju éelija uz aktiva-ciju
MMP-a pomaze preoblikovanju EC i formiranje trans-
celularnog kanala.

U uslovima perzistentno povecane koncentracije
u krvi, visak LDL procesom endocitoze preuzimaju
EC-e i transportuju ga u subendotlno vezivno tkivo,
sto je na samom startu zastitni mehanizam kojim se
organizam bori sa hiprerlipidemijom. LDL u zidu krvnog
suda mogu biti modifikovani oksidacijom, glikozilacijom
ili inkorporacijom u imunske komplekse. Oksidisana
forma LDL (oxLDL) ispoljava jak proinflamatorni efekat i
zajedno sa citokinima TNF, IL-1, IL-6 indukuju ekspresiju
MCP-1 u endotelnim i GMC-a. MCP-1 je hemokin koji se
vezuje za receptor CCR2 (eng.C-C chemokine receptor
type 2) na membrani monocita, olaksavajuci njihovu
dijapedezu. Monociti u subendotelnom vezuvnom tki-
vu pod uticajem M-CSF (eng.macrophage colony-sti-
mulating factor) sazrevaju u makrofage na cijoj se
plazmalemi povecava ekspresiju receptora ,Cistaca”
klase A (eng.SRA - scavenger receptors class A) putem
kojih se obavlja fagocitoza oxLDL. Ovi receptori ne
funkcioniSu po principu negativne povratne sprege, pa
citoplazma makrofaga vremenom postaje prepunjena
lipidnim kapima i oni se transformisu u novi oblik celija
tzv.penaste Celije (PC). Nakupine PC-a u tunici intimi
krvnog suda formiraju masne pruge, Zuckaste trakaste
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lezije promera nekoliko milimetara, koji su incijalni
morfoloski prepoznatljiv fenomen rane ateroskleroze.
Pored makrofaga, u stvaranju PC uestvuju i GMC, koje
sti¢i karakteristike lipofaga. PC postaju izvor faktora
rasta, citokina, ROS-a, MMP-a Sto pojacava inflamaciju
i na taj nacin se zatvara zacarani krug ateroskleroze.
Vremenom podlezu apoptozi. Dalja progresija oboljenja
je sloZeni zapaljensko-imunoloski proces koji obuhvata
ucedée EC, aktivisanih makrofaga uz dominaciju proin-
flamatornog (M1) profila celija, aktivaciju, migraciju,
proliferaciju i fenotipsku modifikaciju GMC-a. Pod
uticajem PDGF (eng.platelet-derived growth factor),
endotelina- 1, TGFB (eng. transforming growth factor
beta), IGF-1 (eng. insulin-like growth factor 1) i angi-
otenzina Il javlja se smanjena genska ekspresija kon-
traktilnih markera GMC, povecava se proliferacija i
migracija u intimu. GMC i same sekretuju PDGF i VEGF |
(eng. vascular endothelial growth factor) koji stimulisu
njihovo sopstveno umnozavanje, kao i fenotipsku
modifikaciju od konratktilnog ka sekretornom tipu
celija, pod kontrolom miokardina. Usled pojacane
sinteze komponeti ekstracelularnog matriksa (ECM)
dolazi do formiranja fibrozne kape oko lipidnog jezgra
ateroskleroznog plaka, koja karakterise tranzitornu
ateroskleroticnu leziju. Fibrozna kapa pokriva povrsi-
nu plaka okrenutu lumenu krvnog suda i Cine je kom-
ponente ECM-a, dominantno kolagena vlakna i GMC. T
limfociti prisutni u leziji produkuju faktore rasta HB-
EGF (eng. heparin-binding EGF-like growth factor) i
bFGF (eng. basic fibroblast growth factor) koji dodatno
podsticu proliferaciju GMC i proinflamatornu aktivnost
makrofaga. Na ovaj nacin, slozene celijske interacije
odreduju dalju sudbinu lezije. Sekretornom aktivnoscu
GMC-a u plaku se povecava sadrzaj vezivnog tkiva, $to
je supstrat za razvoj fibroznog plaka, koji predstavlja
metabolicki veoma dinamiénu tvorevinu i karkaterise
uznapredovale stadijume ateroskleroze. Plak moze biti
stabilan ili nestabilan, a odnos velicine lipidnog jezgra
i vezivnog tkiva bitan je za njegovu vulnerabilnost i
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ZAKLJUCAK

Endotel je dugo smatran samo pasivnom membranom
cija je najvaznija funkcija bila omoguditi nesmetano
laminarno proticanje krvi. Tokom godina utvrdena je
Siroka funkcionalnost ovog organa i ucesée u fizio-
loskim i patofizioloskim procesima i mehanizmima re-
gulacije vaskularne i kardijalne funkcije. Patogeneza
aretoskleroze kao najucestalijeg oboljenja nastalog
usled endetolne difunkcije jos uvek nije u potpunosti
razjasnjena. Savremena istrazivanja svakodnevno pru-
zaju nove podatke o sloZenosti geneze ove bolesti i
rasvetljavaju mehanizme njenog nastanka i progresije,
Sto su neophodni faktori za uspesan treman i preveciju
ovog oboljenja.
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SAZETAK

Ateroskleroza je difuzno oboljenje arterijskih krvnih sudova koje zahvata vaskularna korita i karakterise
se zadebljanjem i otvrdnu¢em arterijskog zida. Klinicki se moZe manifestovati kao koronarna bolest srca,
cerebrovaskularna bolest, periferna vaskularna bolest. Diabetes mellitus (DM) izaziva razne mikrovaskularne (poput
retinopatije, nefropatije i neuropatije) i makrovaskularne komplikacije (ukljucujuci infarkt miokarda, mozdani
udar i perifernu arterijsku bolest. Osobe sa dijabetesom imaju povecan rizik za kardiovaskularne bolesti (KVB)
zbog delovanja vise faktora, ukljucujuci hiperglikemiju, insulinsku rezistenciju ili hiperinsulinemiju, dislipidemije,
sistemsku inflamacija niskog stepena, oksidativni stres, endotelnu disfunkciju, hiperkoagulabilnost, takode
prisustvo kalcifikata na krvnim sudovima, hipertenzija i dislipidemije, smanjena tolerancija na glukozu. U osnovi
razvoja KVB stoji ateroskleroza, koja se u osoba sa DM razvija ranije u odnosu na zdrave osobe i ima brzu evoluciju.
Kardiovaskularna bolest i dijabetes se po svemu sudedi razvijaju uporedo, udara sto potvrduje Cinjenica da osobe
sa tipom 2 DM ve¢ u momentu dijagnoze imaju vecu prevalence koronarne bolesti i mozdanog udara.

Novija istrazivanja potvrduju ¢injenicu da je inflamacija niskog stepena spona izmedu dijabetesa i ateroskleroze.
Ona se moze pojaviti godinama ranije pre klinicke manifestacije dijabetesa.

Kljucne reci: ateroskleroza, faktori rizika, diabetes mellitus, kardiovaskularne bolesti

ENGLISH

INFLAMMATION - LINKING MECHANISAM BETWEEN DIABETES AND ATHEROSCLEROSIS
SUMMARY

Atherosclerosis is a proces of progressive thickening and hardeninig of the walls of medium sized and large arterias
as a result of fat deposits on their inner lining. Clinical manifestations of atherosclerosis are coronary artery
disease, cerebrovascular disease, peripherial vascular disease. Diabetes mellitus leeds to different microvascular
(like retinopathy, nephopathy and neuropathy).and macrovascular complications (including infarctus myocardii,
stroke and peripherial artery disease). Persons with diabetes mellitus has higher risk for cardiovascular disease
because the impact of many factors like hyperglicaemia, insulin resistance, dyslipidemia, systemic low grade
inflammation, oxidative stress, endothelial dysfunction, hypercoaguability, calcification on the inner wall of blood
vessals, intoleration of glucosae. The underlying development of cardiovascular disease is atherosclerosis wich
apear earlier in persons with diabetes mellitus compare to healthy individuals, although has a faster evolution.
Cardiovascular disease and diabetes develop side by side, confirming the fact that persons with diabetes mellitus
type Il , in the moment of diagnosis, already has a bigger prevalence of cardiovascular disease and stroke. The
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latest reseaches shows that low grade inflammation has strong conection between diabetes and atherosclerosis.
Low grade inflammation can apear years before the clinical manifastation of diabetes mellitus.

Keywords: atherosclerosis, risk factors, diabetes mellitus, cardiovascular diseases.

uvoD

Prema podacima Medunarodne federacije za dija-
betes (engl. International Diabetes Federation-IDF),
oko 415 miliona odraslih u dobi izmedu 20 i 79 godina
je imalo dijabetes u 2015 godini, a predvida se porast
na 642 miliona 2040 godine. Prema podacima IDF pre-
valenca DM u svetu 2015.godine je bila 8,8 % u Zivo-
tnom dobu od 20 do 79 godina. Predvida se da ¢e do
2040. godine biti 10,4% u istoj dobnoj grupi. Podaci
potvrduju Cinjenicu da je dijabetes pandemija novog
veka. Diabetes mellitus (DM) je metabolicka bolest sa
vaskularnim posledicama usled ubrazane ateroskleroze
koja se karakterise nesposobnoscu proizvodnje ili upo-
trebe insulina, Sto dovodi do hiperglikemije i nedo-
statka insulina. Ateroskleroza je difuzno oboljenje arte-
rijskih krvnih sudova koje zahvata vaskularna korita i
karakterise se zadebljanjem i otvrdnucem arterijskog
zida. Klinicki se moze manifestovati kao koronarna
bolest srca, cerebrovaskularna bolest, periferna vas-
kularna bolest. DM izaziva razne mikrovaskularne
(poput retinopatije, nefropatije i neuropatije) i ma-
krovaskularne komplikacije (ukljucujudi infarkt mio-
karda, mozdani udar i perifernu arterijsku bolest).
Kardiovaskularna bolest (KVB) i dijabetes se po svemu
sudeci razvijaju uporedo, sto potvrduje Cinjenica da
osobe sa tipom 2 DM ve¢ u momentu dijagnoze ima-ju
vecu prevalence koronarne bolesti i mozdanog uda-
ra. Kardiovaskularne bolesti su vodeci uzrok smrti pa-
cijenata sa dijabetesom, preko 70 % pacijenata sa dija-
betesom tip 2 umire od KVB. Osobe sa dijabetesom
imaju povecan rizik za KVB zbog delovanja vise faktora,
ukljucujuci hiperglikemiju, insulinsku rezistenciju ili
hiperinsulinemiju, dislipidemije, sistemsku inflamacija
niskog stepena, oksidativni stres, endotelnu disfunkciju,
hiperkoagulabilnost, takode prisustvo kalcifikata na
krvnim sudovima, hipertenzija i dislipidemije, smanje-
na tolerancija na glukozu. U osnovi razvoja KVB stoji
ateroskleroza, koja se u osoba sa DM razvija ranije u
odnosu na zdrave osobe i ima brzu evoluciju.

Novija istrazivanja potvrduju ¢injenicu da je infla-
macija niskog stepena spona izmenju dijabetesa i ate-
roskleroze. Ona se moze pojaviti godinama ranije pre
klinicke manifestacije dijabetesa.

Uloga hiperglikemije

Postoje snazni dokazi koji pokazuju veci rizik za
razvoj KVB sa porastom nivoa glikemije. Hiperglikemija
u dijabetesu povecava oksidativni stres, Sto doprinosi
vaskularnoj disfunkciji. Ona utice na endotelnu dis-
funkciju produkcijom slobodnih radikala, akumulacijom
sorbitola, neenzimskom glikolizacijom makromolekula,
direktnom aktivacijom protein kinaze C. Glikolizacija
proteina i lipida odvija se kod svakog bolesnika sa DM i
to ireverzibilno dovodi do dugotrajne vaskularne dis-fu-
nkcije. U inicijalnoj glikooksidaciji proteina nastaju ra-
ni glikolizirani produkti. Kasnije nastupa reorganizacija
molekula, delimi¢no oksidacijom, i nastaju zavrsni pro-
dukti glikozilacije (AGE), koji reaguju sa povrsinskim
receptorima stvarajuci slobodne radikale, smanjuju nivo
redukovanog glutationa i aktiviraju redoks senzitivnu
transkripciju nuklearnog faktora NF-kB. Kod osoba sa
dijabetesom se oksidativna modifikacija LDL Cestica
desava u cirkulaciji, za razliku od nedijabeticara, kod
kojih se to obicno desava u zidu krvnog suda, jer u
cirkulaciji ima dovoljno antioksidanasa. Stvorene AGE
(advanced glycation end products) LDL Cestice dovode
do ekspresije VCAM-1 i monocitne-endotelne interakcije
sa formiranjem aterosklerotskih lezija. Pacijenti sa DM
imaju ekstenzivniju bolest koronarnih arterija i po-
red savremenih terapija, dozivljavaju vecu smrtnost u
akutnom infarktu. Ove tvrdenje su potkrepljene istra-
Zivanjem u jedanaest odvojenih klinickih registara TIMI
studijske grupe kojom je analizirano 62036 pacijenata
sa akutnim infarktom miokarda.

Insulinska rezistencija

U etiopatogenezi DM vaznu ulogu imaju insulinska
rezistencija (IR) i poremecaj u lucenju insulina. Ra-
zli¢iti genetski u metabolicki defekti u dejstvu insu-
lina i/ili lu¢enju dovode do zajednilkog fenotipa hiper-
glikemije u DM. IR je stanje kada postoji prepreka ili
poremecaj u ostvarivanju efekta insulina preko insu-
linskog receptora. Pocetna i glavna odlika DM tipa 2 je
insulinska rezistencija, pracena poremecenom insulin-
skom sekrecijom, a zatim prekomernom hepaticnom
produkcijom glukoze i dislipidemijom. Gojazne osobe
su u posebnom riziku jer se smatra da viscelarna goja-
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znost dovodi do gomilanja slobodnih masnih kiselina
(SMK) u jetri, sto dovodi do insulinske rezistencije na
nivou jetre, a SMK stimuliSu procese glukoneogeneze i
sinteze triglicerida, sto dovodi do povedanja glikemije
i specificne dislipidemije. Nastalu dislipidemiju pored
povecanja SMK, triglicerida, karakteriSe i povecanje
lipoproteina male gustine-LDL i lipoproteina veoma
niske gustine - VLDL. Udruzeno sa ovim procesom, sni-
Zava se nivo lipoproteina visoke gustine - HDL koji ima-
ju protektivni efekat. Aterogeni potencijal ove disli-
pidemije visestruko povecava kardiovaskularni rizik i
doprinosi nastanku i razvoju ateroskleroze.

Sistemska inflamacija niskog stepena

U odnosu na supkutano masno tkivo, visceralno masno
tkivo sekretuje vise citokina. Ektopi¢no masno tkivo
lokalizovano je u predelu epikarda, jetre, omentuma
i skeletnih misi¢a i svojim sekretornim produktima
doprinosi razvoju insulinske rezistencije. Adipociti i
makrofazi poreklom iz monocita koji se nalaze u masnom
tkivu, luCe proinflamatorne citokine poput IL - 1B, IL-6,
TNF- q, IL-10, IL-18, rezistina, visfatina i drugih za koje
se zna da nisu samo markeri inflamatornog procesa vec
njegovi aktivni ucesnici i na razlicite nacine doprinose
patogenezi insulinske rezistencije, metaboli¢kog sindro-
ma i DM. Adipocitokini pospesuju proces hronicne infla-
macije, narusavaju vaskularnu homeostazu, remete
fizioloske procese homeostaze povecavajuci ukupni
kardiovaskularni rizik kod ovih bolesnika u najranijim
fazama razvoja DM. U osoba sa dijabetesom pored
pojacane sekrecije proinflamatornih citokina postoji
i pojacana sekrecija medijatora inflamacije kao Sto je
fibrinogen i C-reaktivni protein (CRP), oni zajedno u
dijabetesu dovode do insulinske rezistencije. Povisen
nivo markera inflamacije ( TNF, IL-6, CRP) je verifikovan
kod prividno zdravih osoba kod kojih kasnije dolazi
do razvoja DM sto ukazuje na hroni¢nu inflamaciju
javlja jos u fazi ostecene tolerancije na glukozu, pre
dijagnoze DM tip 2. Brojne studije podrzavaju tezu da
CRP koji nastaje pod dejstvom ekstravaskularnog IL-6 ili
iz masnog tkiva, moze biti aktivni Cinilac koji doprinosi
inicijaciji, progresiji ili destabilizaciji ateroskleroze.

Oksidativni stres, ateroskleroza,
endotelna disfunkcija

Oksidativni stres je biohemijski mehanizam, kojim
poremecen mehanizam glukoze i disregulacija celijske
signalizacije u DM indukuju endotelnu disfunkciju i do-
vode do rrazvoja njegovih mikro i makrovaskularnih
komplikacija, od kojih je upravo ubrzana ateroskleroza.

Rezultai brojnih studija ukazuju na ulogu oksidativnog
stresa u razli¢itim stadijumima razvoja dijabetesa tip
2, pocevsi od predijabetesa, smanjenja tolerancije
glukoze do manifestnog dijabetesa. Centralno mesto
u nastanku ateromatozne promene zida krvnog suda
pripada modifikovanoj LDL Cestici (oxLDL). Mala gusta
LDL cestica koja je karakteristicna za dijabetes jako
je osetljiva na oksidativhu modifikaciju posebno ka-
da je glikolizirana/glikoksilisana u prisustvu patolo-
ske hiperglikemije i hiperoksidovanog stresa u DM tipu
2. Prvi korak oksidativne modifikacije LDL Cestice je
peroksidacija nezasi¢enih masnih kiselina u fosfolipi-
dima, kao i esterifikovanih sa glicerolom i holesterolom.
Oksidacijom lecitina u LDL Cestici nastaje lizolecitin
koji ispoljava hemotaksi¢no svojstvo za cirkuliSuce
monocite i T limfocite. U toku ovog procesa dolazi do
promene lizinskih ostataka na apo B, koji su kljucni za
prepoznavanje LDL, od strane specificnih receptora.
Modifikacija 5-10 % lizinskih ostataka na apo B dovodi
do smanjenog afiniteta ka LDL receptorima pa se mo-
difikovane glikolizirane i AGE Cestice) i ox LDL iz cirku-
lacije uklanjaju alternativnim putem, posredstvom
tkz. Scavenger receptora i specifi¢nih receptora na
monocitima, makrofagima, Kupferovim i endotelnim
celijama. Nakon prihvatanja modifikovanih LDL od strane
makrofaga i endotelnih ¢elija one remete vazodila-
tatorni odgovor krvnog suda na sher stres i fizioloske
stimuluse jer povecavaju koncentraciju endotelina 1
i smanjuju aktivnost NO sintetaze. Smatra se da je
endotelna disfunkcija u dijabetesnoj dislipidemiji pri-
marno posledi-ca efekta AGE-LDL i ox LDL partikula
na smanjeno stvaranje i oslobadanje NO iz endotelnih
celija. Ujedno, u uslovima pojacanog oksidativnog stresa
u dijabetesu, stvoreni NO pod dejstvom superoksidnih
radikala prelazi u peroksinintrit, tako da je koli¢ina
raspolozivog NO u endotelnim celijama vrlo mala.
Hemotaksicno svojstvo oxLDL Cestice za monocite i
limfocite dovodi do njihovog nagomilavanja u zidu krvnog
suda. Citotoksicni efekat na ove i susedne celije dovodi
do povecane sinteze inflamatornih citokina i povecane
produkcije slobodnih radikala, koji inteziviraju procese
oksidativne modifikacije nativnih LDL partikula u zidu
krvnog suda. Nekontrolisano preuzimanje ox(DL putem
scavanger receptora dovodi do povecanja koli¢ine lipida
u citoplazmi makrofaga, koji postaju penusave Ceije.
Prepunjene penusave celije propadaju i formiraju lipi-
dno jezgro ateromatoznog plaka.

Zakljucak

Ateroskleroza se klasicno opisivala kao progresivno
oboljenje koje karakteriSe nakupljanje lipida, fibroznog
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materijala i kalcijuma u zidu arterija.Novije studije
potvrduju znacaj zapaljenjskog procesa u nastanku
ateroma tako i nastanku tromba na ateromu. Zapaljenjski
proces prisutan je u najranijim aterosklerotskim lezija-
ma kao i u uznapredovalim lezijama. Uz delovanje osta-

ateroskleroze postaje sve jasnije da upala igra ulogu
u aterogenezi. Takode, novija istrazivanja potvrduju
¢injenicu da je inflamacija niskog stepena spona izme-
nju dijabetesa i ateroskleroze. Ona se moZe pojaviti
godinama ranije pre klinicke manifestacije dijabetesa.

lih poznatih faktora rizika za nastanank i progresiju
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SAZETAK

Aterosklerotska kardiovaskularna bolest je vodeci uzrok smrtnosti u svetu. LeCenje ateroskleroze usmereno je
zapravo na lecenje njenih komplikacija.Od izuzetne vaznosti je prevencija koja obuhvata mere smanjivanja
faktora rizika kaoi organizovani skrining u cilju rane identifikacijei stratifikovanje rizika od nastanka komplikacija
uzrokovanih prekomernom uhranjenosti i aterosklerozom. Mere borbe protiv prekomerne uhranjenosti i ateroskleroze
moraju biti viSestepeni proces. Skriningom na gojaznost je neophodno odreditinivo relativnog rizika od nastanka
komorbiditeta. Izracunavanje indeksa telesne mase imerenje obima struka su metode za procenu prevalencije i
kategorizaciju gojaznosti. Rezultati skrininga biistovremeno bili i alat za trijazu pojedinaca za obuhvat na slede¢em
nivou. Osobama kod kojih je ,,primarnim” skriningom na gojaznost utvrden povecani stepen relativnog rizika od
nastanka i razvoja bolesti povezanih sa prekomernom uhranjenosti potrebno je uraditi ,,sekundarni® skrining sa
ciljem detekcije markera koji odrazavaju Stetan uticaj faktora rizika. Merenjem krvnog pritiska, nivoa glukoze,
odredivanjem lipidnog profila i markera sistemske upaleodredujemo prisustvo metabolickog sindroma. Patoloski
nalaz dve ili viSe komponenti metabolickog sindroma bi znacio da se osoba nalazi u statusu ,,apsolutnog rizika“.
Idealno bi bilo uvesti obavezni skrining na subklinicku aterosklerozu (,,tercijarni“) sa ciljem direktne identifikacije
promena koje odrazavaju stetan uticaj faktora rizika na remodelaciju arterija, pre pocetka klinickih dogadaja. Ovaj
skrining je opravdan i neophodan kod asimptomatskih bolesnika sa kardiovaskularnim faktorima rizika (,,apsolutni
rizik“). Preporuka za rutinski skrining na aterosklerozu je ultrasonografska metoda kao neinvazivna metoda sa
visokim stepenom osetljivosti i specificnosti.

Kljucne reci: ateroskleroza, gojaznost, skrining

ENGLISH

SUMMARY

Atherosclerotic cardiovascular disease is the leading cause of mortality in the world. The treatment of atherosclerosis
is actually aimed at treating its complications. Prevention, which includes measures to reduce risk factors and
organized screening for early identification and stratification of the risk of complications caused by overweight
and atherosclerosis, is of largest importance. Prevention methods of overweight and atherosclerosis must be a
multi-stage process. Obesity screening requires the determination of the level of relative risk of comorbidity.
Calculating body mass index and measuring waist circumference are methods for assessing the prevalence and
categorizing obesity. Screening results would also be a tool for triage individuals for next level coverage. Persons
who have been diagnosed with ,,primary” screening for obesity have an increased degree of relative risk of
developing diseases associated with overweight should be screened for ,,secondary” screening to detect markers
that reflect the adverse impact of risk factors. By measuring blood pressure, glucose levels, determining lipid
profile and markers of systemic inflammation we determine the presence of metabolic syndrome. A pathological
finding of two or more components of the metabolic syndrome would mean that the person is in ,,absolute risk*
status. The ideal would be to introduce a required screening subclinical atherosclerosis (,,tertiary*) to identify
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the presence of the direct reflecting the deleterious effect of risk factors on remodeling of the artery, prior to
the commencement of clinical events. This screening is justified and necessary in asymptomatic patients with
cardiovascular risk factors (,,absolute risk“). The recommendation for routine screening for atherosclerosis is the
ultrasonographic method as a non-invasive method with a high degree of sensitivity and specificity.

Keywords: atherosclerosis, obesity, screening

uvoD

Aterosklerotska kardiovaskularna bolest je vodedi
uzrok smrtnosti u svetu. Ateroskleroza je progresivna
upalna bolest koja se karakterise nakupljanjem lipida u
zidu velikih i srednjih misi¢nih arterija. PoCinje rano u
Zivotu i progresijom dovodi do stvaranja aterosklerotskih
plakova koji suzavaju lumen arterija. Plak se formira
u intimi arterija i sastoji od lipida (intracelularni i
ekstracelularni holesterol i fosfolipidi), upalnihéelija
(makrofaga, T celija), celija glatkih misica, vezivnog
tkivo (kolagen, glikozaminoglikani, elasticna vlakna),
tromba, depozita kalcijuma (slika 1).
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Slika 1. Patogenetski mehanizmi aterogeneze
(preuzeto i modifikovano prema Sarah Skeoch & lan N. Bruce)

Aterosklerotski plak moze biti stabilan ili nestabilan.
Stabilan plak ostaje statican ili raste sporo decenijama,
dok ne izazove stenozu ili okluziju. Nestabilni plakovi
su skloni spontanoj eroziji, fisuriranju ili rupturi, ¢ime
uzrokuju akutnu trombozu, okluziju ili infarkt, mnogo
pre nego da dovedu do stenoze. Sve faze ateroskleroze,
od pocetnog rasta do komplikacija izazvanih plakom,
smatraju se upalnim odgovorom na povredu endotela.

Ateroskleroza moze zahvatiti sve velike ili srednje
velike arterije, ukljucujuci koronarne, karotidne i ce-
rebralne arterije, aortu i njene ogranke, kao i veli-ke
arterije ekstremiteta.Kad zbog rasta ili rupture pla-
ka dode do opstrukcije krvnog protoka, razvijaju se
i simptomi. Oni se razlikuju zavisno od zahvacenog
arterijskog krvnog suda: ishemijska bolest srca, bolest
karotidne arterije, bolest perifernih arterija (ruke,
noge, karlica) i hronicna bolest bubrega. Ateroskleroza

moze dovesti do ozbiljnih problema ukljucujuci srcani
udar, mozdani udar i smrt.

Najrasprostranjenija je inflamacijska teorija ateroge-
neze koja objasnjava da primarnu ulogu u nastanku ate-
rosleroze ima povreda endotela i zapaljenski ,,odgovor
na povredu”. Medutim tacan mehanizam aterosklerozei
dalje nije u potpunosti poznat.

Kod velikog broja ljudi aterosklerotske promene
ostaju nedijagnostikovane sve do nastanka srcanog ili
mozdanog udara.

lako uzrok ateroskleroze nije poznat brojne studije
koje su sprovedene u svetu su utvrdile brojne faktore
rizika za nastanak i razvoj ateroskleroze (tabela 1).
Ukoliko je prisutan veci broj faktora rizika utoliko je
veca verovatnocda od razvoja ateroskleroze.

Tabela 1. Faktori rizika za nastanak ateroskleroze

Pozitivna porodi¢na anamneza
Muski pol

Genetske abnormalnosti
Utvrdeni

Neke dislipidemije (visoki ukupni
holesterol ili LDL, nizak HDL)
Pusenje cigareta

Secerna bolest

Arterijska hipertenzija

Nepromenljivi

Studije u toku

Gojaznost i nepravilna ishrana
Sedelacki nain Zivota

Visok CRP

Visok nivo malog, gustog LDL-a
Visok lipoprotein(a)
Hiperhomocisteinemija
Hiperinsulinemija

Hipertrigliceridemija

Polimorfizam 5-lipooksigenaze
Protrombotska stanja (hiperfibri ija, visok
nivo aktivatora inhibicije plazminogena)
Bubrezna insuficijencija

Promenljivi

Vecina faktora rizika (osim starosti, pola i porodi¢ne
istorije bolesti KVS) se moze kontrolisati i na taj nacin
spreciti ili odloziti nastanak i razvoj ateroskleroze.
Kontrolisanje promenljivih faktora rizika ¢esto moze
umanjiti genetske uticaje i spreciti aterosklerozu ¢ak
i kod starijih osoba.

Veliki broj studija ukazuje da kod sve veceg broja
dece i mladih ljudi postoji rizik od nastanka i razvoja
ateroskleroze.Jedan od uzroka (faktor rizika) koji se
najcesce navodi je gojaznost odnosno rastuca stopa
gojaznosti.

Gojaznost je hronicna bolest skromnog simptomatskog
iskaza i velikog polimorbidnog potencijalai predstavlja
dobro poznati faktor rizika za aterosklerozu. Gojaznost
moze ubrzati aterosklerozu mnogim mehanizmima (po-
vecanje krvnog pritiska i nivoa glukoze, nenormalni
lipidni profili i sistemska upala). Sve vise dokaza upucuje
na to da poremecena sekrecija adipokina kod gojaznih
osoba direktno posreduje u procesu ateroskleroze uti-
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Cuci na funkciju endotelnih ¢elija, celija glatkih miSic¢a
arterija i makrofaga u zidovima krvnih sudova.

Gojaznost jejedan od kljucnih faktora u razvoju
metabolickog sindroma. Metabolicki sindrom (MetS)
je naziv za grupu patoloskih promena koji zajedno
povedavaju rizik za razvoj ateroskleroticnih kardiova-
skularnih bolesti, insulinske rezistencije, dijabetesa i
vaskularnih neuroloskih komplikacija kao Sto je mozdani
udar. Patogenetski mehanizmi nastanka i razvoja MetS-a
su kompleksni i joS uvek nedovoljno razjasnjeni. Na
slici 2 je prikazana upros¢ena shema patofizioloskih
dogadanja u metaboli¢kom sindromu.Insulinska rezisten-
cija, neurohormonska aktivacija i hronicna inflamacija
su glavni akteri u inicijaciji, progresiji MetS i prelasku
u kardiovaskularne i metabolicke bolesti.

I Prekomerna ishrana | Fizicka aktivnost I

Genetski faktori
Starenje

Visceralna gojaznost

Adipokini 1TNF 1 Slob. mas. kis. |
(tLeptin TIL-6
| Adiponektin) 1 CRP
TROS 1 Fibrinogen | Influks
LOX aktivacija " glukoze
RAAS | Insulin
/ aktivacija
l 1 Glukoneogeneza
Neuroh k ka «—| T Lipog
aktivacija Hroni¢na rezi 1 Triglicerida

inflamacij

kardiometabolicki rizik METABOLICKISINDROM
+*Kardiovaskularne bolesti Apsolulnl
-Dijabetes tipa 2 kardiometaboli¢ki rizik

Slika 2. Shema patofizioloskih dogadanja u metabolickom
sindromu

(AT2 - receptor angiotenzina Il tip 2; CRP - C-reaktivni protein; IL-6
- interleukin 6; LOX - lecitinu slican oksidovani lipoprotein niske
gustine; RAAS - renin-angiotenzin-aldosteronski sistem; ROS, reaktivne
vrste kiseonika; TNF - faktor nekroze tumora) (preuzeto i modifikovano
prema Rochlani Y. et al.)

Rezultati istrazivanja pokazuju da prekomerna te-
Zina i metabolicke disfunkcije predstavljaju znacajan
zdravstveni problem i u studentskoj populaciji.Dijagnoza
metabolickog sindroma u tom uzrastu predvidau velikom
procentu razvoj kardiovaskularnih komplikacija u sta-
rijem zivotnom dobu.

Mogucnosti medikamentoznog pa i hirurskog leCenja
stoje nam na raspolaganju u skoro svim etapama razvoja
aterosklerotske bolesti. Medutim, najveci problem kod
ateroskleroze je taj Sto se ona najcesce prepoznaje tek
kada su aterosklerotske promene vec¢ uznapredovale.
Idealno bi bilo, pre nego da nastanu komplikacije
bolesti, postaviti dijagnozu metabolickog sindroma
(relativni kardiometabolicki rizik) ili vec razvijenih
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subklinickih aterosklerotskih promena (apsolutni kar-
diometabolicki rizik). Nazalost, na sadasnjem nivou
sistema zdravstvene zastite to je veoma tesko i nedo-
stupno vecini zdravstvenih ustanova.

Trenutno lecenje ateroskleroze je usmereno na ogra-
ni¢avanje promenljivih faktora rizika sa ciljem da se
sprecinastanak i uspori razvoj bolesti. Medikamentoznom
terapijom se pokusava da se zaustavinastanak i razvoj
komplikacija bolesti. Medutim, ,kauzalno” lecenje
usmereno na upalnu prirodu ateroskleroze i dalje je
veoma ograniceno. Rizik od aterotrombotskih komplika-
cija i dalje ostaje visok.

Zajednicki imenitelj koji povezuje vecinu faktora
rizika za nastanak i razvoj ateroskleroze je prekomerna
uhranjenost (predgojaznost i gojaznost) kao najcesci
uzrok nastanka metabolickog sindroma. Cinjenica da
iste promene Zivotnog stila koje se preporucuju za
leenje ateroskleroze takode pomazu i u sprecavanju
gojaznosti izdvaja gojaznost kao ,najslabiju kariku u
patogenetskom lancu dogadaja koji povezuje gojaznost i
aterosklerozu (slika 3). One se uglavnhom mogu svesti na:
odrzavanje zdrave tezine, povecanje fizicke aktivnosti,
jedenje zdrave hrane i prestanak pusenja.

METABOLICKI SINDROM
| Prekomerni | ij;

* Aterogena dislipidemija
! unos hrane | o "

oz GOJAZNOST Hipertenzija

| Smanjena 1 * Insulinska rezistencija

| fizitka ' * Hiperglikemija

i aktivnost !

ATEROSKLEROZA
subklinicka

KOMPLIKACUE
ateroskleroze

Slika 3. Patogenetska veza gojaznosti i ateroskleroze

Sve ovo napred navedeno ukazuje da bi rana de-
tekcija (skrining) i preduzimanje adekvatnih mera
prevencije gojaznosti u krajnjem ishodu imalo zasigurno
smanjenje prevalencije oboljevanja od ateroskleroze.

Gojaznost je u skoro celom svetu prepoznata kao
bolest koja predstavlja jedan od najvecih problema
danasnjice. Gojaznost se ponasa prema epidemijskom
modelu povecanja prevalencije.Medutim, prekomerna
telesna tezina je najslabije kontrolisan javnozdravstveni
problem u odnosu na neke druge bolesti i poremecaje
od velikog javno zdravstvenog znacaja (pusenje, zara-
zne bolesti, kardiovaskuarne i metabolicke bolesti,
poremecaji metabolizma kostiju i maligne bolesti)
kojeposlednjih decenija u nekim delovima svetacak
belezZe negativne trendove prevalencije.

Skrining na rane faze asimptomatskog karcinoma
(npr. dojke i debelog creva) radi spre¢avanja maligniteta
u kasnom stadijumu je Siroko prihvacen. Medutim, ia-
ko aterosklerotska kardiovaskularna bolest (sréani i
mozdani udar) uzrokuje vise smrti i invaliditeta od svih
karcinoma zajedno, ne postoje nacionalne smernice za
asimptomatsku (subklinicku) aterosklerozu.
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Takode, iako je gojaznost bolest koja se na relativno
jednostavan i jeftin nacin moze spreciti i leciti jos
uvek nema organizovanog i obaveznog skrininga koji
bi obuhvatio sve dobne grupe sa posebnim akcentom
na mladi uzrast. Utvrdeno je da 60 do 85% gojaznih u
periodu adolescencije ostaje gojazno u odraslom dobu
(tzv. ,tracking“ fenomen). Cinjenica je i da preventivne
i terapijske mere kod gojaznosti daju iznenadujuce
skromne rezultate.

Skrining na gojaznost se ne sme svesti samo na prosto
merenje tezine, visine i izraCunavanje BMI niti rezultat
skrining pregleda sme da bude samo Sturo saopstenje
o tome da li je osoba ima visak kilograma ili nema.
Prema novim shvatanjima nije svaka prekomerna tezina
rizicna. Sve je viSe dokaza koji ukazuju na postojanje
pojedinaca sa specificnim fenotipovima veliCine tela.
Njihova osnovna karakteristika je da odstupaju od dobro
dokazanog linearnog odnosa gde porast BMI povecava
rizik od kardiometabolickih nezeljenih klinickih ishoda.
Opisane su podgrupe odraslih osoba koje uz normalnu
tezinu imaju elementemetabolickog sindroma kao i
grupe gojaznih pojedinaca ali bez prisutnih elemenata
metabolickog sindroma. Njihovo razlikovanje omogucilo
bi nam da koncentriS$emo intervencije na one koji bi
imali najvise koristi Sto bi predstavljalo vazan korak ka
personalizovanoj medicini za gojaznost.

Skriningom na gojaznost je neophodno odrediti na
kom nivou relativnog rizika od nastanka komorbiditeta
se ispitivana osoba nalazi sa tom tezinom i rasporedom
masnog tkiva. Identifikovanje i stratifikovanje rizika,
eventualne dodatne analize za detekciju elemenata
koje Cine metabolicki sindrom i struc¢no usmeravanje
ispitanika promeni Zivotnog stila uz preporukudodatnih
mera za regulisanje tezine su krajni cilj skrininga.Re-
zultati skriniga mnogo sigurnije i na bolji nacin motivi-
$u pojedince za promenu Zivotnog stila u poredenju sa
javnim kampanjama.

Mnogobrojni rezultati i utvrdene relacije u pracenju
i ispitivanju faktora rizika kod mladih osoba ukazuju
na preventabilnost faktora rizika i ateroskleroze, a ta-
kode i postojanje velikog potencijala za prevenciju
kardiovaskularnih bolesti.

Da bi se obezbedila masovnost i kontinuitet skri-ning
kampanje neophodno je da skrining alati budu jeftini,
jednostavni i bezbedni za koriscenje i dostupni svim
zdravstvenim ustanovama nezavisno od nivoa zdrav-
stvenih usuga koje one pruzaju.

IzraCunavanje indeksa telesne mase (BMI-Body mass
index) imerenje obima struka (WC-Waist circumference)
su metode preporucene od strane Svetske zdravstvene
organizacijeza procenu prevalencije i kategorizaciju
gojaznosti. To je na prvom mestu veoma korisceni

indeks telesne mase koji nam omogucava indirektnu
procenu ukupnog viska telesnih masti. Dodatno merenje
obima struka daje bolji uvid regionalne distribucije
masnog tkiva. Odredivanje ova dva antropometrijska
parametra pruza nam mogucnost da visak telesne te-
zZine ,,prevedemo* u relativno objektivnu procenu stepe-
na rizika nastanka komorbiditeta i komplikacija kod
gojaznih osoba (tabela 2-4). Treba napomenuti da je
status rizika prikazan za svaku kategoriju prekomerne
uhranjenosti predstavljen kao relativni rizik (u odnosu
na rizik kod normalne uhranjenosti). Ne treba ga izje-
dnacavati sa apsolutnim rizikom koji se odreduje zbirom
faktora rizika (slika 2).

Tabela 2. Klasifikacija prekomerne teZine i gojaznosti prema BMI i
procena relativnog rizika od pridruZenih bolesti

Stepen uhranjenosti BMI Relativni rizik
Pothranjeni <18.5 Nizak
Normalno uhranjeni  18.5-24.9 Prosean’
Predgojazni 25.0-29.9 Povecan
Gojazni | 30.0 - 34.9 Visok

Gojazni 1 35.0-39.9 Vrlo visok
Ekstremno gojazni >40.0 Ekstremno visok

* znacajno manji kod normalno uhranjenih osoba
** nizak ali povecan za druge bolesti (osteoporoza, sterilitet,
smanjen imunski odgovor i sl.)

Tabela 3. Klasifikacija prekomerne teZine i gojaznosti prema WC i
procena relativnog rizika od pridruZenih bolesti

Stepen uhranjenosti  WC (cm) Relativni rizik
Muskarci  Zene

Normalno uhranjeni <94 <80 Prosetan’

Predgojazni >94-102 >80-88 Povecan

Gojazni > 102 > 88 Znatno povecan

* znacajno manji kod osoba sa normalnim obimom struka

Tabela 4. Klasifikacija prekomerne teZine i gojaznosti prema BMI,
WC i procena relativnog rizika od pridruZenih bolesti

Stepen uhranjenosti BMI WC (cm)
Muskarci < 102 Muskarci > 102
Zene < 88 Zene > 88
Relativni rizik

Pothranjeni <18.5 i i

Normalno uhranjeni  18.5-24.9 i

Predgojazni 25.0-29.9 Povecan Visok

Gojazni I 30.0-34.9 Visok Vrlo visok

Gojazni I 35.0-39.9 Vrlo visok Vrlo visok

Ekstremno gojazni >40.0 Ekstremno visok Ekstremno visok

* znacajno manji kod normalno uhranjenih osoba i osoba sa
normalnim obimom struka
** nizak ali povecan za druge bolesti (osteoporoza, sterilitet,
smanjen imunski odgovor i sl.)

Prema preporukama Nacionalnog instituta za zdra-
vlje (NIH) kombinovani kriterijum se predlaze jer je
pokazano da cak i u kategoriji normalne tezine prema
BMI, osobe sa visokim vrednostima WC imaju veci zdrav-
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stveni rizik u odnosu na osobe kod kojih je izmeren
normalni WC.

Mere borbe protiv prekomerne uhranjenosti i ate-
roskleroze moraju biti visestepeni proces (slika 4).
Samo za prvi nivo skrininga (skrining na gojaznost) je
neophodanmasovni obuhvat stanovnistva. Rezultati skri-
ninga biistovremeno bili i alat za trijazu pojedinaca za
obuhvat na sledecem nivou.

Slika 4. Stepenasti model skrininga na aterosklerozu

Skrining na gojaznost :Sv'\g'
\ Relativni rizik

NE DA A

. -Glikemija
Skrining na MetS ~Lipidni status

-CRP

NE DA Apsolutni rizik
)
e,

’b%
R,

NiE DA
®  +Medik. terapija
+ Hirur. terapija

Osobama kod kojih je ,,primarnim” skriningom na
gojaznost utvrden povecani stepen relativnog rizika od
nastanka i razvoja bolesti povezanih sa prekomernom
uhranjenosti potrebno je uraditi ,,sekundarni“ skrining
sa ciljem detekcije markera koji odrazavaju Stetan
uticaj faktora rizika. Merenjem krvnog pritiska, nivoa
glukoze, odredivanjem lipidnog profila i markera siste-
mske upaleodredujemo prisustvo metabolickog sindro-
ma. Patoloski nalaz dve ili vise komponenti metabo-
lickog sindroma bi znacio da se osoba nalazi u statusu
»apsolutnog rizika“.

Kod osoba sa utvrdenim povecanim rizikom neopho-
dno je intenzivirati mere primarne prevencije u smislu
trajne promene Zivotnog stila.
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ZNACAJ NUTRACEUTIKA U TERAPIJI ATEROSKLEROZE
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SAZETAK

Nutraceutici su svi oni sastojci prisutni u hrani ili neprehrambenim proizvodima za koje je utvrdeno da imaju
uticaja na sprecavanje pojave pojedinih bolesti ili imaju terapeutska svojstva. Kardiovaskularne bolesti su vodeci
uzrok smrtnosti u vec¢ini zemalja sveta. Ateroskleroza je hroni¢na inflamatorna bolest arterijskih zidova i primarni
je uzrok kardiovaskularnih bolesti. Promena nacina ishrane i Zivotnih navika u prevenciji bolesti kardiovaskularnog
sistema i ateroskleroze dobila je vecu paznju u posljednjih nekoliko godina. Razli¢iti mehanizmi su predlozeni
za objasnjenje kardioprotektivnog efekta nutraceutika kao $to je stabilizacija ranjivih aterosklerotskih plakova
ili smanjenje biomarkera koji se odnose na zapaljenje. Opisan je uticaj omega-3 polinezasicenih masnih kiselina,
hidroksitirozola, likopena, polifenola iz Zitarica, voca i povrc¢a. Nutraceutici su prirodna jedinjenja koja poticu
iz izvora hrane a koja mogu imati pozitivan uticaj na zid krvnog suda. Pokazalo se da brojni nutraceutici imaju
potencijalne antiinflamatorne efekte, Sto ih ¢ini obecavajucim jedinjenjima za istrazivanje novih anti-aterogenih
terapija. lako studije ukazuju na znacCajne efekte nutraceutika, potrebna su velika, ozbiljna klinicka ispitivanja
kako bi se utvrdila njihova puna efikasnost u prevenciji aterosleroze i terapiji kardiovaskularnih bolesti.

Klju€ne reci: nutraceutici, ateroskleroza, polinezasi¢ene masne kiseline, dijetalna vlalna, polifenoli

ENGLISH

INFLUENCE OF NUTRACEUTICALS THERAPIES FOR ATHEROSCLEROSIS

Sonja Smiljic
Department of physiolgy, Medical faculty, University of Pristina, Kosovska Mitrovica, Serbia

SUMMARY

Nutraceuticals are all those ingredients present in foods or non-food products that have been found to have an
effect on preventing the onset of certain diseases or having therapeutic properties. Cardiovascular disease is a
leading cause of mortality in most countries of the world. Atherosclerosis is a chronic inflammatory disease of the
arterial walls and is the primary cause of cardiovascular disease. Changes in diet and lifestyle in the prevention of
cardiovascular disease and atherosclerosis have received greater attention in recent years. Various mechanisms
have been proposed to explain the cardioprotective effect of nutraceuticals such as stabilization of vulnerable
atherosclerotic plaques or reduction of inflammatory biomarkers. The effect of omega-3 polyunsaturated fatty
acids, hydroxytyrosols, lycopene, polyphenols from cereals, fruits and vegetables is described. Nutraceuticals are
natural compounds which come from food sources and can have a positive effect on the blood vessel wall. Numerous
nutraceuticals have been shown to have potential anti-inflammatory effects, making them promising compounds
for exploring novel anti-atherogenic therapies. Although studies indicate significant effects of nutraceuticals,
large, serious clinical trials are needed to determine their full effectiveness in the prevention of atherosclerosis
and cardiovascular disease therapy.

Key words: Nutraceuticals. Atherosclerosis, Polyunsaturated fatty acids, Fiber, Polyphenols
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Nutraceutici su svi oni sastojci prisutni u hrani ili
neprehrambenim proizvodima za koje je utvrdeno da
imaju uticaja na sprecavanje pojave pojedinih bolesti
ili imaju terapeutska svojstva. Postoji celi spektar raz-
licitih hemijskih jedinjenja koja imaju odredeno delo-
vanje na zdravlje ljudi ili pojedine fizioloske funkcije.
Ova jedinjenja se svakim danom sve vise istrazuju i
po svom delovanju nisu lekovi ali se ponekad mogu
izdvojiti i koristiti kao lek (1). Tako, nutraceutici pred-
stavljaju obecavajuce agense primenljive u prevenciji
ateroskleroze ili kao dodatni tretman u terapiji kardio-
vaskularnih bolesti.

Kardiovaskularne bolesti (KVB) uzimaju Zivote 17,9
miliona ljudi svake godine, sto ¢ini 31% svih globalnih
smrtnih slucajeva (2). U Srbiji su 2017. godine, vodedi
uzrok smrti bile kardiovaskularne bolesti sa 51,7% (3).
Prema Svetskoj zdravstvenoj organizaciji, 61% smrtnih
slucajeva u svetu moze se objasniti sa osam faktora
rizika - upotreba alkohola i duvana, visok krvni pritisak,
visok indeks telesne mase (BMI), visoka vrednost hole-
sterola i glukoze u krvi, nizak unos voca i povrca i fizi-
cka neaktivnost. Smanjenje ovih faktora rizika moze
povecati oCekivani Zivotni vek na globalnom nivou za pet
godina. Nacin ishrane i fizicka aktivnost su povezane sa
sedam od osam faktora rizika (4). Prema tome, postoje
sigurni naucni dokazi da promene u ishrani i Zivotnim
navikama mogu spreciti razvoj (primarna prevencija)
ili progresiju (sekundarna prevencija) KVB, smanjujuci
kardiovaskularni morbiditet i mortalitet (5).

U osnovi vecine kardiovaskularnih bolesti lezi atero-
skleroza. Ateroskleroza se i na danasnjem stepenu raz-
voja medicinske nauke smatra neizbeznim procesom.
Poznato je da kod vecine ljudi oko 85. godine Zivota
60% koronarne cirkulacije prekriveno ateroskleroticnim
plakovima, i to pod uslovom da u toku zivota nisu bili
prisutni faktori rizika. U prisustvu faktora rizika kao sto
je dislipidemija takve promene na koronarnim krvnim
sudovima se dostizu negde u 42. godini Zivota. Ta rana
ateroskleroza danas predstavlja globalni problem cove-
Canstva.

Ateroskleroti¢ne promene su opisane i na mumijama
faraona koji su ziveli pre 3200 godina. Ispitivanje uzo-
raka tkiva sa mumija pokazala su da su u drevnoj pro-
Slosti osim faktora genetike i starenja na razvoj atero-
skleroze usticale i hronicne infekcije poput malarije,
tuberkuloze, parazita i drugih (6). Takve infekcije mogu
bitno da povecaju nivo zapaljenja u organizmu, a Sto
se u potpunosti poklapa sa novijim istrazivanjima koja
navode endotelnu disfunkciju (7) i inflamaciju kao prvu
stepenicu u razvoju ateroskleroze.

Ateroskleroza se karakterise vaskularnom upalom
i akumulacijom lipida u zid krvnog suda. Inicirano je
ostecenjem endotelnih celija (EC) i vezivanjem oksido-
vanog lipoproteina male gustine (oxLDL) na unutrasnjem
zidu arterija (8). Inflamacija endotelnih ¢elija dovodi
do smanjenja aktivnosti endotelne azotoksid sintaze
(eNOS) i sinteze azot oksida (NO), ali indukuje povecanu
ekspresiju adhezionih molekula kao Sto su intercelularni
adhezioni molekul 1 (ICAM-1) i vaskularni adhezioni
molekul 1 (VCAM-1), Sto dalje promovise adheziju
i migraciju monocita (9,10). Dolazi do preuzimanja
oxLDL-a od strane makrofaga, nakon Cega sledi njihova
diferencijacija u penaste celije. Penaste Celije stimuliSu
endotelne Celije da proizvodi citokine i hemokine i
dalju migraciju monocita. Ovo dovodi do proliferacije
vaskularnih glatkih mi$i¢nih ¢éelija (VGMC) i njihovu
migraciju u intimu. Ostale imunske celije, ukljucujuci
dendriticne Celije i T elije, mogu se aktivirati razlicitim
stimulusima, koji promovisu formiranje plaka i razvoj
ateroskleroze. Tokom procesa ateroskleroze, reaktivne
vrste kiseonika (ROS) izazivaju oksidativna oStecenja
krvnih sudova, koje produbljuje aterosklerozu. Pored
toga, ROS su poznati kao drugi glasnik u inicijaciji
inflamatorne signalizacije, ukljucujudi proteinske kina-
ze aktivirane mitogenom (MAPKs) i nuklearni factor
kapa B (BoNF-), koji se mogu aktivirati sa nekoliko dru-
gih inflamatornih stimulusa za proizvodnju pro-infla-
matornih citokina (8). Postoji nekoliko glavnih koraka
koji su ukljuceni u razvoj ateroskleroze, ukljucujuci LDL
oksidaciju, proinflamatornu ekspresiju gena, migraciju
monocita, formiranje penastih ¢elija i stabilnost plaka.
U svaku od ovih faza mogu se ukljuéiti nutraceutici u
cilju smanjenja veli¢ine aterosklerotskih promena ili
stabilizacije plaka (11,12).

Omega 3 polinezasi¢ene masne kiseline

Ateroskleroza je zapaljensko oboljenje arterijske
intime, vodeno lipidima, pri cemu ravnoteza pro-in-
flamatornih i antiinflamatornih mehanizama diktira
konacni klinicki ishod. Intimna infiltracija i modifikacija
lipoproteina dobijenih iz plazme i njihova apsorpcija
uglavnom makrofagima, uz formiranje penastih celija,
inicira formiranje aterosklerotske lezije, a nedostatak
efekta uklanjanja apoptotskih celija i penastih celija
odrzava progresiju lezija. Defektivna eferocitoza, kao
znak neadekvatne rezolucije upale, dovodi do aku-
mulacije nekroti¢nih makrofaga i penastih celija i for-
miranja napredne lezije sa nekroticnim lipidnim jez-
grom, Sto ukazuje na ranjivost plaka (8).

U normalnim fizioloskim uslovima, sinteza eikosa-
noida, posrednika u reakciji zapaljenja, kao i u regu-
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laciji krvnog pritiska i zgrusavanja krvi moze biti pod
uticajem polinezasi¢enih masnih kiselina (PMK). Dije-
tetski unos nekih polinezasi¢enih masnih kiselina je
neophodan jer se ne mogu sintetisati in vivo. Smatra
se da omega-3 polinezasicene masne kiseline uticu na
razvoj ateroskleroze preko vise mehanizama: smanju-
ju preuzimanje oxLDL, smanjuju oksidativni stres i
medijatore inflamacije, popravljaju eferocitozu i bloki-
raju sintezu leukotriena (13).

Efekat omega-3 kod ispitanika sa povisenim nivoima
triglicerida u plazmi je procenjivan u vise studija.
Jedna od njih je velika medunarodna studija pod nazi-
vom ,redukcija kardiovaskularnih bolesti primenom
preciscenog etil estra eikozapentaenske kiseline (EPA)
iz ribljeg ulja*“ (REDUCE-IT - Reduction of Cardiovascular
Events with Icosapent Ethyl-Intervention Trial). Ovo
istrazivanje je obuhvatilo 8179 osoba starosti 45 godina
i vi$e koji su imali kardiovaskularno oboljenje, odnosno
starosti 50 i viSe godina koji su pored dijabetesa imali
bar jos jedan faktor rizika. Ispitanici su imali vrednosti
triglicerida naste u opsegu 1,69 - 5,63 mmol/L, vrednosti
LDL-holesterola izmedu 1,06 - 2,59 mmol/L, a da su
pritom dobijali statine tokom prethodne 4 nedelje
u stabilnoj dozi. Kod nekih pacijenata sa povecanim
kardiovaskularnim rizikom, cak i pored primene statina
ostaje odredeni rezidualni kardiovaskularni rizik. Paci-
jenti su bili podeljeni u dve grupe; jedna grupa je do-
bijala EPA etilestar suplemente od 2 g, dva puta dne-
vno, dok je druga grupa dobijala placebo (mineralno
ulje koje oponasa boju i konzistenciju EPA etilestra).
Ispitanici su bili na studijskom rezimu u proseku 4,9
godina. Etil estar eikozapentaenske kiseline iz ribljeg
ulja znacajno smanjuje kardiovaskularni rizik kod pa-
cijenata sa hipertrigliceridemijom, pored redovne
primene statinske terapije, navodi se u rezultatima
REDUCE-IT studije nedavno objavljeni u ¢asopisu The
New England Journal of Medicine (14).

U pogledu kardiovaskularnog zdravlja, uloge omega-3
i omega-6 polinezasi¢enih masnih kiselina se generalno
smatraju antagonistickim, pri cemu se prvi smatraju
kao antiinflamatornim a drugi kao pro-inflamatorni.
Idealan odnos omega-6: omega-3 od 4: 1 do 15: 1. Jedan
kljucni omega-6 za koji se smatra da moze ispoljiti
anti-aterogeni efekat je dihomo-g-linolenska kiselina
(DGLA) koja se moze metabolisati nakon konzumacije u
prostaglandin E1 (PGE1), moéno anti-aterogeno jedinje-
nje sa vazodilatatornim efektom (15).

Dijetalna vlakna

Veliki broj studija pokazao je inverznu korelaciju
izmedu dijeta sa visokim sadrzajem vlakana i kardiova-

skularnim rizikom. Objedinjena analiza 18 kohortnih
studija je istrazivala ishranu bogatu vlakanima i bi-lo
koja potencijalna veza doza - odgovor sa KVB, ukljucu-
juci 672.408 jedinki i otkrili da je veci unos vlakana
imao znacajnu inverznu vezu sa rizikom od KVB. Za
svakih 10 g/dan povecanja unosa dijetalnih vlakana,
postoji smanjenje od 8% svih koronarnih dogadaja i
24% smanjenje rizika od iznenadne sréane smrti (16).
Jos jedna meta-analiza koja je obuhvatila 23 studije
(ukljucujuci 937.665 ucesnika) (17) pokazala smanjeni
kardiovaskularni rizik za 16% potrosnje 300 g/dan voca
i za 18% sa 400 g/dan potrosnje povrca.

Ipak, broj klinickih ispitivanja koja su pokazala da
unos vlakana ima zastitnu ulogu na progresiju ateroskle-
roticne bolesti i dalje je ogranicen. Rezultati PREDIMED
(Prevencija mediteranskom ishranom) studija (18) uka-
zala je da je visok unos vlakana obrnuto povezana sa
karotidnom aterosklerozom. Kardioprotektivni efe-
kat vlakana na aterosklerozu mogao bi se objasni-ti
smanjenjem ukupnog holesterola u serumu i koncen-
tracije lipoproteina niske gustine (LDL-c). Nije bilo
znacajne promena u nivou lipoproteina velike gustine
(HDL-c) ili triglicerida (TG). U drugoj studiji kada je
prosecan unos prehrambenih vlakana bio veci od 30
g/dan, HDL-c se povecao za 10,1%. Drugi uticaji koji
se pripisuju unosu vlakana i kardiovaskularnoj zastiti
ogledaju se u smanjenju krvnog pritiska, poboljsanju
insulinske osetljivosti, ili prevencija povecanja telesne
tezine (19).

Jedna od studija imala je za cilj da istrazi povezanost
izmedu unosa dijetalnih vlakana i hipertenzije. Podaci
Nacionalne ankete American College of Cardiologi/Ame-
rican Heart Association Smernice o zdravlju i ishrani za
period 2007-2014 korisceni su u ovoj studiji. Hipertenzija
je definisana kao sistolni krvni pritisak (SBP) 130 mmHg
ili dijastolni krvni pritisak (DBP) 80 mmHg ili le¢enje
antihipertenzivnim lekovima. Ukupno 18.433 ucesnika
u dobi od 18 godina ili stariji su ukljuceni u analize.
Rezultati sugerisu da je unos ukupnih vlakana, vlakana iz
Zitarica i vlakana iz povrca, ali ne i iz voca, bio povezan
sa smanjenim rizikom od hipertenzije kod odraslih u
SAD-u (20).

Upala moze biti kljucni faktor koji povezuje fun-
kciju endotela i ishranu bogatu vlaknima. Unos dije-
tnih vlakana inverzno je povezan sa nivoima visoko
senzitivnog C reaktivnog protein u serumu. Povecan
unos dijetnih vlakana iz ishrane koja je prirodno bogata
vlaknima i suplementima moze smanjiti nivo hs-CRP.

2019; 48 (SUPLEMENT 2) // PRAXIS MEDTA [

Il SESIJA



,»PRVI KONGRES LEKARA KOSOVA | METOHIJE*
29.XI - 1.XI1 2019. godine, Kosovska Mitrovica

Polifenoli

Polifenoli su prisutni u biljnoj hrani kao sto je voce,
povrce, zitarice, leguminoze, kakao, ¢aj, kafa i vino.
Voce poput jabuke, kruske, grozda, tresnje i raznog
bobicastog voca sadrzi do 200-300 mg polifenolana
na 100 g mase. Casa crvenog vina ili 3oljica ¢aja ili
kafe sadrzi oko 100 mg polifenola. Tako je dnevni unos
polifenola veci od unosa bilo kog drugog antioksidansa,
oko deset puta veci nego unos vitamina C i 100 puta
veci nego dnevni unos vitamina E i karotenoida (21).

Ishrana bogata polifenolima dobijenim iz biljaka
kao sto su maslinovo ulje (tirozol, hidroksitirozol, oleu-
ropein) i zeleni caj (katehini) dokazano je da sma-
njuje ucestalost kardiovaskularnih bolesti, potencija-
Ino poboljsavajuéi funkciju endotela i sprecava
aterosklerozu. Endotelna funkcija je procenjivana
neinvazivno putem periferne arterijske tonometrije
(Endo-PAT®). Nakon 4 meseca primene maslinovog
ulja u dozi od 30 ml dnevno znacajno se poboljsala
endotelna funkcija. Poboljsanje endotelne disfunkcije
kod pacijenata sa ranom aterosklerozom povezan je
sa redukcijom inflamacije i smanjenjem agregacije
trombocita na endotel (22).

Konzumiranje hrane bogate flavonoidima, kao sto
su kakao i Caj, moZe smanjiti rizik od kardiovaskularnih
bolesti. epikatehin u kakau i caju i kvercetin u caju
verovatno igraju ulogu smanjenjem disfunkcije endotela
i zapaljenja, dve glavne determinante ateroskleroze.
Markeri endotelne disfunkcije i upale mereni na pocetku
i na kraju svakog interventnog perioda od 4 nedelje bili
su znacajno nizi. Kod hipertenzivnih muskaraca i Zena,
epikatehin (kakao, ¢aj) moze doprineti kardioprotek-
tivnim efektima kroz poboljsanje endotelne funkcije.
| kvercetin ima kardioprotektivni efekat koje takode
ostvaruje poboljsanjem endotelne funkcije i smanje-
njem upale (21, 22).

Rezveratrol je neflavonoidni polifenol prisutan u
grozdu i crnom vinu. Ateroprotektivni efekat ostvaruje
smanjenjem ekspresije adhezionih molekula (ICAM,
VCAM) i medijatora inflamacije (IL-8) (23,24).

Likopen

Likopen je karotenoid prisutan u paradajzu i proizvo-
dima od paradajza, grejpfrutu, lubenici i papaji. Neko-
liko studija je objavilo da likopen moze stititi od raz-
voja ateroskleroze zbog antioksidativnih efekata. U
tom smislu, neki autori su predlozili da visoki nivoi
karotenoida u serumu mogu usporiti rane faze progresije
ateroskleroze. Likopen smanjuje nivo LDLa, oxLDLa,
oksidativni i nitro oksidativni stres, proliferaciju i migra-
ciju glatkih misi¢nih Celija. Likopen popravlja endotelnu

disfunkciju i prevenira razvoj KVB kroz povecanu bio-
dstupnost NO (25.26).

Alicin

Allicin (dialil tiosulfinat) je prirodno organsko jedi-
njenje koje sadrzi sumpor i koji se nalazi u belom luku
(Allium sativum). Alicin je veoma nestabilan i brzo se
razlaze na nekoliko manjih polisulfida koji su u stanju
da u celijama formiraju vodonik sulfid (H2S). Anti-atero-
gene i antiinflamatorne zdravstvene koristi belog luka
mogu se pripisati ovom formiranju vodonik sulfida.

Prednost i tretman jedinjenjima koja se mogu razgra-
diti do vodonik sulfida dokazana su u studijama. Tretman
lipopolisaharidom stimulisanih misjih makrofaga sa
jedinjenjima koji sadrze sumpor koji poti¢u od belog
luka pokazalo se da ublazava ekspresiju nekoliko
pro-inflamatornih citokina, ukljucujuci IL-1b, IL-6
| TNFa. Antiinflamatorne sposobnosti donora H2S su
takode opazene in vivo koris¢enjem misjih modela,
koji pokazuju inhibiciju adherencije leukocita prema
endotelu, Sto ukazuje na smanjenje inflamatornog odgo-
vora. Pored smanjenja pocetnog zapaljenskog odgovora,
H2S je takode pokazao da atenuira aktivaciju protein
kinaze aktiviranu p38 mitogenom i cepanje kaspaze-3,
Sto dovodi do ubrzane rezolucije upale stimulisuci krat-
korocno prezivljavanje neutrofila (27).

U klinickim studijama je uocena korist od dodatka
belog luka. U studiji koja je obuhvatila 152 ucesnika,
dodavanje visokih doza belog luka (900 mg/dan) tokom
48 meseci znacajno je smanjilo zapreminu lezija za
6-18% (28). Kasnija studija je pokazala da je leCenje
statinom i ekstraktom belog luka usporava razvoja
ateroskleroze smanjenjem koronarne kalcifikacije u
poredenju sa terapijom samo sa statinima (29). Meta-
analiza 45 ispitivanja pokazala je da je dodavanje belog
luka moze da smanji serumske nivoe LDL, triacilglicerola
i holesterola nakon 1-3 meseca, ali ne nakon 6 meseci
(30).

Zacini i ateroskleroza

Vaskularna upala i akumulacija lipida su glavne kom-
ponente ateroskleroze. Cili paprike, karanfili¢, korija-
nder i Safran potiskuju NF-oB signalizaciju i inhibiraju
oslobadanje pro-inflamatornih citokina u makrofagima.
Ruzmarin, kurkuma i korijander inhibiraju inflamatornu
reakciju u makrofagima putem blokade mirogenom akti-
virane protein kinase (MAPK). Crni biber, Cili paprika,
beli luk i kurkuma aktiviraju PPAR i LXR signalizaciju
i povecavaju ekspresiju ABCA 1 i efluks holesterola iz
makrofaga. U endotelnim ¢elijama, zvezdani anis i kine-
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ski tun inhibiraju ekspresiju adhezionih molekula, ICAM-
1 i VCAM-1, i ekspresija pro-inflamatornih citokina,
IL-1 i TNF, preko supresije NF- oB signalizacije. Crni
biber inhibira proliferaciju glatkih miSicnih celija preko
potiskivanja MAPK signalizacije. Ovi efekti doprinose
ateroprotektivnim prednostima ovih zacina (31).
Trenutno nema dostupnih epidemioloskih podataka
koji pokazuju da je konzumacija zacina povezan sa
smanjenjem kardiovaskularnih dogadaja kao i sa pre-
porucenim koli¢inama zacina. Medutim poznato je da
se zacini sa potencijalnim kardiovaskularnim zastitnim
efektima mogu dodati dijetama za sprecavanje KVB.
Mediteranska dijeta, koja ukljucuje i upotrebu zacina
pored maslinovog ulja, je zdravija od drugih dijeta.
Crni biber, cimet, ¢ili paprika, beli luk i dumbir se
najcesce koriste u razliCitim prehrambenim navikama
u razli¢itim kulturama, a to sprecava aterosklerozu
preko razlicitih signalnih puteva. lako moze biti tesko
promeniti prehrambene navike, nutricionisti moraju da

LITERATURA

se podstaknu da formuliSu odgovarajuce smese hrane
koje sadrze vise korisnih sastojka i da sluze kao sredstvo
za promovisanje kardiovaskularnog zdravlja Sirom sveta
(32).

ZAKLJUCAK
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CHRONIC MESENTERIC ISCHEMIA - AN OVERALL
CHALLENGE IN MULTIVISCERAL DISEASE
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Definition: CMI most commonly includes significant
stenosis or occlusion of at least 2 of the 3 visceral blood
vessels: The celiac truncus, Superior mesenteric artery
and Inferior mesenteric artery Single vessel, however,
can occasionally cause symptomatic disease. CMI can
be presented as symptomatic or asymptomatic.

Incidence and prevalence: Incidence: 1 in 100.000
cases per year, Age: over 60 years, Gender: women/
men ratio = 3:1, A population-based survey using duplex
ultrasound (US) imaging in asymptomatic patients found
that 17.5% of persons over 65 years of age had a critical
stenosis of at least one mesenteric vessel, Prevalence: in
patients with atherosclerotic disease is 8-70%, The most
common cause of mesenteric arterial steno-occlusive
disease is atherosclerosis, which accounts for 35%-75%
of cases, in 15 % of the cases there is stenosis over 50%
on one of the visceral arteries, 50 % of the patients with
CMI have coronary artery disease ( CAD ), In patients
with abdominal aortic aneurysms (AAA) and peripheral
artery disease:- a significant stenosis of at least one
mesenteric artery may be found in around 40%, - or
occlusion in around 25-29%, respectively, Significant
stenosis on one of the three visceral arteries can occur
in: Aneurism of the abdominal aorta - (40%); Aorto-
iliacal artery disease - (29%); Femoral artery disease
- (25%)

Ethiology and predisposing factors: Atherosclerosis is
the main cause for CMI provoked by: Smoking, Arterial
hypertension, Hyperlipidemia, Diabetes mellitus, Gene-
tic predisposition, Air pollution

Non - atherosclerotic factors for CMI: Fibromuscular
dysplasia, Median arcuate ligament syndrome (Danbar
Syndroma), Vasculitis, Segmental arterial mediolysis
Clinical presentation of CMI 1. MESENTERIAL (INTE-
STINAL) ANGINA: Stomach cramps, Abdominal pain- that
appears 20-30 minutes after meal and last for 2-3 hours
2. CHRONIC GASTRIC ISHEMIA: Food escape, Diarrhoea,
Weight loss, Malabsorption, MESENTERIAL ( INTESTINAL
) ANGINA Mesenteric (in-testinal) angina will be defined
by: severity of stenosis and the number of vessels that
are involved.

The more the stenosis is severe the less blood supply
in the organ/s will be provided.

The more vessels are involved (both SMA and CT)
the severe blood supply is present and the more severe
pain will dominate in clinical presentation. The time
of presentation of pain correlates with organ that is
stenotic e.g. the more the proximal is stenosis the time
of presentation after meal will be shorter and close to
time of 30 minutes after food consumption.

Abdominal aorta, visceral blood vessels and collateral vessels

CLINICAL PRESENTATION OF CMI - CHRONIC
GASTRIC ISHEMIA

Chronic gastric ischemia correlates with: the time
needed for stenosis occurring, the lasting of stenosis
and the number of vessels that are involved.

In elderly patients stenosis is developing mostly
in long (chronic) period in atherosclerotic process
that leads to chronic inadequate blood supply in the
intestiny. This will result with loss of adequate blood
supply that in clinical presentation will be presented
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with diarrhea, malabsorption, weight loss and food
escape because of pain.

The more the older is the patient the more symptoms
from chronic gastric ischemia will be present, in the
contrary, in younger patients more fast and quick
stenosis will be developed where symptoms of intensive
angina after meal will be more dominate instead of
chronic symptoms that will be presented in elderly.

Management of chronic mesenteric

: : ESC
ischaemia ® gl S
of Cardiology

Recommendations [ Class ‘ Level
Diagnosis

In patients with suspected CMI, DUS is recommended as the first |

line examination.

In patients with suspected CMI, occlusive disease of a single

mesenteric artery makes the diagnosis unlikely, and a careful lla

search for alternative causes should be considered.

Treatment

In patients with symptomatic multivessel CMI, revascularization is |
recommended.

In patients with symptomatic multivessel CMI, it is not

recommended to delay revascularization in order to improve the

nutritional status.

®

www.escardio.org/guidelines 2017 ESC Guidelines on the Diagncsis and Treatment of Peripheral A

seasas, in collaboration with ESVS
€01:10.3093/eurheartj/ ehx095)

Overall accuracy in the Doppler laboratory is over
90% in the detection of the stenosis of a.mesenterica
sup. that are over 70%, as well as over 80% for detection
of stenosis of truncus coeliacus that are over 70%.

Duplex criteria of mesenteric artery stenosis

First author SMAPSV SMAPSV CAPSV  CAPSV  SMAEDV SMAEDV CAEDV  CAEDV
(publication year) > 50% > 70% > 50% > 70% > 50% > 70% > 50% > 70%
stenosis stenosis. stenosis stenosis. stenosis stenosis stenosis stenosis
Moneta 1993 275 cm/s 200 cm/s
(n=100) sens 92% sens 87%
spec 96% spec 80%
AbuRahma 2012 295cm/s  400cm/s 240cm/s 320cm/s 45cm/s  70cm/s  40cm/s 100 cm/s
(n=150) sens 87%  sens72%  sens87%  sens80%  sens79%  sens65%  sens 84%  sens 58%
spec89%  spec93%  specB83%  spec89%  spec 79%  spec 95%  spec48%  spec 91%

van Petersen 2013
(n=324)

> 220 cm/s > 268 cm/s > 268 cm/s > 280 cm/s > 62 cm/s > 101 cm/s > 64 cm/s > 57 cm/s
(expiration) (expiration) (expiration) (expiration) (expiration) (expiration) (expiration) (expiration)
sens 84%  sens 75%  sens 66%  sens 66%  sens 75%  sens 74%  sens 78%  sens 83%
spec 76%  spec 86%  spec 80%  spec 77%  spec 94%  spec 96%  spec 65%  spec 56%

> 277 cm/s > 205 cm/s > 243 cm/s > 272 cm/s > 52 cm/s > 52cm/s > 83 cm/s > 84 cm/s

sens 68%  sens 78%  sens 68%

spec93%  spec84%  spec71%  spec 7%  spec 93%
SMA = superior mesenteric artery; CA = coeliac artery; PSV = peak systolic velocity; EDV
spec = specificity.

1-st CASE REPORT Female patient, 63 years old,
Treated for: hypertension, hyperlipidemia, Medical
history: breast cancer surgery 10 years ago, Symptoms:
- abdominal, epigastric pain after a meal; weight loss,
diarrhea ( 2 weeks before she was hospitalized in the
Clinic for infectious diseases for 10 days ), food escape,
Additional examinations: Gastroduodenal endoscopy,
Abdominal ultrasound, X-ray of the thorax.

sens 72%  sens 76%  sens 78%  sens53%  sens 66%
spec 93%  spec 81%  spec 81%

end-diastolic velocity; sens = sensitivity;

Color duplex ultrasonography of the truncus coeliacus

2-nd CASE REPORT Female patient, 42 years old,
Medical history: hypertension and hyperlipidemia untre-
ated, severe abdominal pain in the epigastrium after a
meal; weight loss; food escape; additional examinations:
positive H. Pylori test (untreated), Gastroduodenal en-
doscopy, Abdominal ultrasound, X-ray of the thorax

CT angiography of the aorta, coeliac truncus,
lieneal and common hepatic artery

Treatment

Recommendation 21 Class
In patients with CMI, needing revascularisation, the superior long | I
term results of open surgery must be offset against a possible early

benefit of i with regard to peri-procedural
mortality and morbidity.

CMI = chronic mesenteric ischaemia.

Recommendation 22

In patients requiring revascularisation for CMI, the SMA s the
techniques

Level of evidence References

10,139,141,142

Level of evidence

References
156,171,183

main target vessel using either open or
Recommendation 23
In patients requiring endovascular treatment of CMI, routine

101,155—158,
mesenteric stenting should be used, as opposed to plain 172-179,181,182
balloon angioplasty

CMI = chronic mesenteric ischaemia; SMA = superior mesenteric artery.

Treatment and revascularization

Patient was treated by surgical revascularization; 21
days after surgery graft reocclusion was confirmed and
endovascular treatment was performed.

Control CT angiography of the aorta, coeliac truncus,
lieneal and common hepatic artery.
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LAC test positivity or those with high 1gG aCL/anti-
beta2GPltitres are considered at higher risk, The clinical
value of IgM aCL/anti-beta2GPI antibodies needs further
studies

Antithrombotic therapy: 1. ASA 2. ASA+OAK/NOAK
patentswith perpheralatral diseases:  guece  Fant e rapy o T @ESC_
7 CONCLUSION: Early detection of chronic mesenteric

' ischemia depends on: Awareness for the disease, care-
' fully analysis and differentiation of the symptoms that
can overlap CMI with most frequent gastrointestinal
symptomatology, Duplex ultrasound is initial method for
diagnosing of the CMI with 90% accuracy in detection
of significant stenosis, Doppler laboratory is the right

MTHFR C677T - heterozygous, eNOS - 786 T>C - ho-  place for the diagnosis and quantification of the CMI,
mozygous, eNOS - G894T- heterozygous, LTA - hetero-  Early detection of CMI increases the chances of less
zygous , PAI-5G/5G, HPA1 1a/1a, ACE inser/insert.EPCR  extensive vascular, interventions, reduces the mortality
A4600G A/A, EPCR G4678C G/G , APO E E3/E4 rate and prolongs the 5 year survival, In multivisceral

Anti-beta2GPI IgM antibodies = 239 (<20), Antica- CMI all aspects of medicamentous therapy should be
rdiolipin antibodies = negative, Lupus anticoagulant considered.
(LA) = negative: Antiphospholipid syndrome?

Results of gene typesation: FV(HR2)haplotype-H1299R(R2)-
heterozygous
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- ISTINE | ZABLUDE
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SAZETAK

Tokom poslednje 4 decenije, nase znanje o bioloskim implikacijama oksidacionog stresa izazvanog vezbanjem
znacajno se uvecalo. Sada je jasno da skeletni misi¢i tokom kontrakcije stvaraju slobodne radikale i da dugotrajno
i intenzivno vezbanje mozZe da dovede do nastanka oksidacionih ostecenja. Potencijalni putevi za formiranje
slobodnih radikala nastalih vezbanjem zasnivaju se na povecanoj potrosnji kiseonika, aktiviranju inflamatornih
celija usled oStecenja tkiva, prolaznim ishemijskim ili hipoksicnim stanjima i auto-oksidaciji kateholamina.
Dostupni podaci snazno ukazuju na to da je redovno vezbanje povezano sa brojnim zdravstvenim koristima,
ukljucujuci i povecaje misi¢ne snage kao i adaptivni odgovor misicnih vlakana posredovan intenzivnom fizickom
aktivnoscu. Ukljucivanje ROS-a u modulaciju ekspresije gena putem redoks-osetljivih transkripcijskih puteva
predstavlja vazan regulatorni mehanizam ukljucen u proces vezbanjem posredovane adaptacije. Suplementacija
antioksidantima smanjuje mitohondrijsku biogenezu i ekspresiju antioksidacionih enzima u skeletnim misi¢ima
i na taj nacin smanjuje misi¢nu izdrzljivost postignutu treningom. Pozitivni efekti mogu se ocekivati ako se
antioksidaciona suplementacija ne primenjuje pre treninga, vec pre takmicenja. Tada se naime moze ocekivati
iscrpljujuca fizicka aktivnost i produkcija slobodnih radikala koja prevazilazi odbrambene endogene mehanizme,
izazivajuci oksidacioni stres.

Klju€ne reci: vezbanje, slobodni radikali, adaptacija, suplementacija

ENGLISH

SUMMARY

During the past 4 decades our knowledge about the biological implications of exercise induced oxidative stress has
expanded rapidly. It is now clear that contracting skeletal muscles generate free radicals and that prolonged and
intense exercise can produce oxidative damage. Potential pathways for exercise induced free radicals formation
are based on increased oxygen consumption, activation of inflammatory cells due to tissue damage, transient
ischemic or hypoxic conditions and auto-oxidation of catecholamine. The available data strongly indicate that
regular exercise is associated with numerous health benefits including regulation of muscle force production and
contraction induced adaptive response of muscle fibbers to extreme training. Involvement of ROS in the modulation
of gene expression via redox-sensitive transcription pathways represents an important regulatory mechanism
involved in the process of training adaptation. Antioxidant supplementation impairs mitochondrial biogenesis and
expression of antioxidant enzymes in the skeletal muscles thereby attenuating the training induced improvement
of endurance capacity. Benefit effects could be achieved if antioxidants supplementation takes part not during
training period but before competition when exercise is likely to be exhaustive and results in the generation of
ROS that overwhelms the endogen defence mechanism causing oxidative stress.

Keywords: exercise, free radicals, adaptation, supplementation
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Kiseonik se kao hemijski element neophodan za
funkcionisanje celokupnog aerobnog sveta pojavio u
slobodnom stanju u atmosferi pre oko 2 milijarde go-
dina. U to vreme nastao je kao posledica evolucije
fotosintetickih organizama, pri cemu je njegovo oslo-
badanje predstavljalo neizbezan sporedni produkt fo-
tosintetickog procesa i na taj nacin vrsio veliki evolu-
tivni pritisak na postojece organizme. Pozitivan efekt
kiseonika na ljudsko zdravlje nije se dovodio u pitanje
sve do otkrica slobodnih radikala i procesa lipidne pero-
ksidacije.

Slobodni radikali nastaju univalentnim transferom
elektrona na molekulski kiseonik. Zbog svoje biohemijske
prirode i niske energije aktivacije sposobni su da reagu-
ju sa biomolekulama svih celijskih struktura, vrseci
pri tome njihovu hemijsku i fiziolosku modifikaciju.
U fizioloskim uslovima formiranje slobodnih radikala
predstavlja kontrolisan proces i to delovanjem neenzim-
skih i enzimskih komponenti antioksidacione zastite.
Ovi antioksidansi svojim mehanizmima omogucavaju
prevenciju, limitiranje i ukoliko je doslo do ostecenja,
njegovu reparaciju. Najvecu osetljivost na dejstvo slo-
bodnih radikala pokazuju nezasicene masne kiseline u
biomembranama, nukleinske kiseline i SH grupe pro-
teina.

Sve je vedi broj informacija koje ukazuju na zna-
Cajnu ulogu slobodnih radikala kao medijatora u procesu
zapaljenja i ostecenja skeletnih misica, nastalih to-
kom i nakon intenzivnog fizickog napora. Postojanje
oksidacionog stresa vidi se u skeletnim misi¢ima, je-
tri, krvi, Cak i u uzorcima izdahnutog vazduha, kod
sportista nakon treninga ili takmicenja. Smatra se da
je povecano stvaranje kiseonickih slobodnih radikala
tokom fizickog napora rezultat povecane potrosnje kise-
onika u mitohondrijama i posledicne indukcije pro-
cesa lipidne peroksidacije. Potrosnja kiseonika tako-
de je povecana i u periodu oporavka nakon fizickog
opterecenja i u literaturi se ovaj proces opisuje kao
»kiseonicki dug®. Pri maksimalnom opterecenju kod
zdravih neaktivnih osoba taj dug iznosi od 5 do 7,5
litara dok kod vrhunskih sportista moze dostici vrednost
od 15 do 20 litara kiseonika pa se namece zakljucak
da se prilikom intenzivnog fizickog napora slobodni
radikali stvaraju kako u fazi reoksigenacije, tako i u fazi
oporavka. Stvaranje slobodnih radikala je intenzivnije
ukoliko je kiseonicki dug vedi.

Bez obzira na podatke o negativnim efektima slo-
bodnoradikalskih procesa, u uslovim in vivo cesto nije
moguce jasno odrediti uzrocno-posledicnu vezu u sloze-
nom mehanizmu ostecenja celije. Jos uvek se vode

polemike da li pojava ubrzane lipidne peroksidacije
prethodi ostecenju tkiva, ili je samo odraz ostecenja
i javlja se kao posledica nastalih metabolickih dis-
balansa. Ono Sto je nesumnjivo jeste da do tih oste-
¢enja dolazi u uslovima nedovoljne zastite Celija antio-
ksidacionim elementima. Dostupni podaci ukazuju da
svaki antioksidacioni sistem reaguje drugacije na aku-
tna ili hronicna opterecenja sve u zavisnosti od svog
biohemijskog i molekularnog mehanizma regulacije.

Pored dobro poznate Cinjenice da pojacana fizicka
aktivnost povecava stvaranje reaktivnih formi kiseonika
i azota (RONS-Reactive Oxygen and Nitrogen Species),
takode je uoceno i da umerena redovna fizicka aktivnost
dovodi do adaptiranja antioksidacionog sistema i sistema
koji popravlja oksidaciona ostecenja. Zato su najnovija
istrazivanja u ovoj oblasti stimulisana hipotezom da
adaptacija indukovana redovnom fizickom aktivnoscu
dovodi do smanjenja nakupljanja oksidacionih o$tecenja
kako DNA tako i drugih celijskih struktura. Moguénost
antioksidacione adaptacije takode pokrece i pitanje
potrebe za dopunskim unosom egzogenih antioksidanata
tokom procesa redovnog vezbanja.

Oksidacioni stres i fizicka aktivnost

Pojacana fizicka aktivnost je postala deo Zivotnog
stila savremenog Coveka (rekreacija), a vrlo Cesto se
koristi i kao terapijski postupak pri leCenju razlicitih
oboljenja. Prvi rad koji je povezao fizicku aktivnost,
slobodne radikale i povecanu lipidnu peroksidaciju
objavljen je 1978. godine od strane Dillard-a i sar. koji
su u ekspiratornom vazduhu ispitanika (nakon voznje
ergocikla u trajanju od 60 minuta i sa potrosnjom 75%
VO2max) uodili porast nivoa pentana kao indikatora
oksidacionog lipidnog oStecenja. Od tada se uvecao broj
dokaza koji podrzavaju hipotezu da fizicka aktivnost
moze da intenzivira stvaranje slobodnih radikala i vodi
ka nastanku oksidacionog stresa. Direktno merenje
slobodnih radikala otezano je zbog njihovog kratkog
vremena poluzivota. Iz tog razloga su se istrazivanja,
koja su se bavila izu¢avanjem efekta vezbanja na oksi-
dacioni stres, oslanjala na identifikovanje i merenje
markera tkivnih ostecenja izazvanih slobodnim radi-
kalima.

Cinjenica da postoje istrazivanja u kojima nije do-
kumentovana povezanost pojacane fizicke aktivnosti sa
prisustvom oksidacionog stresa objasnjava se neposto-
janjem standardizovane metodologije istrazivanja. Ne-
dostaci ispitavanja izvedenih in vivo ogledaju se u tome
da se stvaranje slobodnih radikala meri u tkivima nakon
pojacane fizicke aktivnosti (vezbanja), dok pravi odnos
njihovog stvaranja tokom vezbanja ostaje nepoznat. Sa
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druge strane, studije in vitro mere stvaranje slobodnih
radikala u neadekvatnim (kontrolisanim) uslovima, tako
da imaju ogranicenu primenu. Faktori kao Sto su godine,
pol, stanje utreniranosti, razliciti protokoli, takode
uticu na kontradiktornost rezultata. Neki produkti oksi-
dacione reakcije mogu da dostignu svoj maksimalni
nivo satima ili ak danima nakon zavrsetka vezbanja.
Iz tog razloga nepostojanje znakova oksidacionog stre-
sa neposredno nakon vezbanja ne mora da znaci da
se oksidaciono ostecenje nije i odigralo. Zbog svega
navedenog doslo se do zakljucka da samo intenzivno ili
dugotrajno vezbanje dovode do povecanja stvaranja
slobodnih radikala u meri koja prevazilazi postojecu
antioksidacionu odbranu.

Ostecenje misica karakterise se bolom, razgradnjom
misi¢nih vlakana, oslobadanjem misi¢nih proteina u
plazmu i imunim odgovorom u akutnoj fazi, $to sve
zajedno dovodi do smanjenja misi¢nih performansi. Na
pocCetku poremecaja javljaju se strukturalne promene
miofibrila, sarkoplazmatskog retikuluma i sarkolema.
Poremecaj misicnog citoskeleta javlja se 15 minuta
nakon intenzivnog vezbanja. Smatra se da su ovakve
promene posledica poremecaja homeostaze kalcijuma.
Povecanjem intracelularnog kalcijuma aktiviraju se
proteaze i fosfolipaze Sto prouzrokuje dalje ostecenje
organela i ¢elija.

Postoji nekoliko potencijalnih izvora u kojima tokom
i nakon pojacane fizicke aktivnosti dolazi do stvaranja
slobodnih radikala. Vaznost izvora varira u zavisnosti
od vrste tkiva ili organa, duzine trajanja procesa i tipa
fizicke aktivnosti.

Uloga mitohondrija u procesu stvaranja
slobodnih radikala tokom i nakon intenzivne
fizicke aktivnosti

Intenzivna fizicka aktivnost izrazito povecava potrebu
organizma za energijom. Da bi se ovo obezbedilo dolazi
do povecanja potrosnje kiseonika koja u organizmu
moze da poraste i 15 puta, a na nivou angazovanih
misica to povecanje moze da bude i do 100 puta u
odnosu na stanje u mirovanju. Vedi deo tog kiseonika
se u mitohondrijama koristi u procesu ¢elijskog disanja,
dok mali deo kiseonika (2-5%) moze da se konvertuje
univalentno do nekoliko intermedijera (-superoksid
anjon radikal, -vodonik peroksid, -hidroksil radikal).
Medutim ovom procesu treba pridodati i uticaj povisene
telesne temperature kao i sama ostecenja unutrasnje
membrane mitohondrija sto nivo stvorenih radikala cini
vecim od onog izracunatog u odnosu na bazalne uslove.

Stvaranje slobodnih radikala u mitohondrijama
tokom procesa celijskog disanja direktno je vezano

za funkciju NADH-ubihinon reduktaze i ubihinon-ci-
tohrom-c-reduktaze. Imajuéi u vidu da prenos sa
dvoelektronskog (NADH) na jednoelektronski nosilac
(ubihinon) ukljucuje stvaranje semiubihinona (QH),
ovaj segment elektronskog transportnog lanca postaje
primarno mesto stvaranja superoksid anjon radikala.
Ovaj radikal se lako redukuje do vodonik peroksida
uz pomoc enzima superoksid dismutaze dok metalima
katalizovanom Fenton-ovom ili Haber-Weiss-ovom rea-
kcijom izmedu vodonik peroksida i superoksid anjon
radikala dolazi do stvaranja izrazito toksicnog hidroksil
radikala.

Uloga ksantin oksidaze u procesu stvaranja
slobodnih radikala tokom i nakon intenzivne
fizicke aktivnosti

Znacajan mehanizam pomocu kog intenzivna fizicka
aktivnost moze da doprinese stvaranju slobodnih radikala
ukljucuje i ishemijsko-reperfuzione procese. Intenzivna
fizicka aktivnost pracena je prolaznom tkivnom hipoksi-
jom u nekoliko organa (bubrezi, splanhicna regija) koja
nastaje kao rezultat preraspodele krvi u organizmu.
Ovim mehanizmom se omogucava zadovoljenje pove-
canih potreba za kiseonikom skeletnih misica i koze.
Ukoliko povecana koncentracija dopremljenog kiseonika
ne odgovara potrebama angazovanih misi¢a, u njima
nastaje stanje relativne hipoksije. Reoksigenacija ovih
tkiva se desava nakon prestanka vezbanja kada i zapoci-
nje proces stvaranja slobodnih radikala.

Jedan od nacina kojim reperfuzija moze da dovede
do povecanog stvaranja slobodnih radikala je konverzija
enzima ksantin dehidrogenaze u prooksidacioni enzim
ksantin oksidazu. Tokom ishemije ATP se razgraduje
na ADP i AMP obezbedujuci energiju potrebnu za kon-
trakciju misica. Ukoliko je snabdevanje kiseonikom
nedovoljno AMP se razgraduje u hipoksantin koji se
zatim konvertuje do ksantina i mokracéne kiseline. Ovaj
proces se obavlja uz ucesc¢e enzima ksantin oksidaze
(X0), pri éemu se vrsi jednoelektronska redukcija kiseo-
nika i raste koncentracija superoksid anjon radikala.
Da bi se odigrala ova reakcija u tkivu mora da postoji
dovoljna kolic¢ina hipoksantina i ksantina. Dokazano
je da nakon intenzivne misi¢ne kontrakcije dolazi do
nakupljanja hipoksantina i mokracne kiseline u misi¢ima
i plazmi Cime se sugerise da je doslo da aktivacije XO.
Uocena je i znacajna linearna povezanost izmedu kon-
centracija mlecne kiseline i nivoa ksantin oksidaze u
krvi, sto ukazuje da se oksidativni odgovor u anaerobnim
uslovima uglavnom bazira na aktivnosti ovog enzima.
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Uloga leukocita u procesu stvaranja slobodnih
radikala tokom i nakon intenzivne fizicke
aktivnosti

Polimorfonuklearni leukociti, cirkuliSu¢i monociti i
tkivne makrofage predstavljaju vazan deo odbrambenog
sistema organizma od delovanja mikroorganizamaidrugih
stranih Cestica. Tokom ispoljavanja svoje odbrambene
funkcije (fagocitoze) desavaju se karakteristicne prome-
ne metabolizma glukoze, kiseonika i lipida, poznate
kao ,respiratorni prasak® ili ,respiratory burst“. Tom
prilikom potrosnja kiseonika povecava se od 2 do 20
puta i udruZena je sa odgovarajucim protokom glukoze
kroz heksozomonofosfatni Sant. Povecana potrosnja
kiseonika u neutrofilima i makrofagama tokom procesa
fagocitoze postize se aktivacijom enzimskog kompleksa
NADPH oksidaze udruzene sa plazma membranom.

Aktivisani kompleks NADPH oksidaze oksiduje ci-
tosolni supstrat NADPH u prisustvu kiseonika, koji se
zatim univalentno redukuje u superoksid anjon radi-
kal. U fizioloskim uslovima najveci deo stvorenih radi-
kala trebalo bi da bude u formi superoksid anjon radi-
kala ( ). Medutim, tokom samog procesa stvara se i
velika koli¢ina jona koji dovode do pada pH sredine
¢ime se stvaraju povoljni uslovi za generisanje mnogo
reaktivnijeg perhidroksil radikala ( ). Superoksid anjon
radikal stvoren u oksidaznoj reakciji brzo podleze pro-
cesu spontane dismutacije pri ¢emu se kao krajnji proi-
zvod javlja vodonik peroksid.

Specifi¢ni lizozomi neutrofilnih leukocita sadrze pose-
ban oblik peroksidaze poznat kao mijeloperoksidaza. U
prisustvu halogenih elemenata (hlor, brom i jod) enzim
mijeloperoksidaza katalizuje reakciju njihove oksidacije
vodonik peroksidom pri ¢emu nastaje hipohalogena
kiselina. U uslovima in vivo u neutrofilima ima najvise
hlora tako da prilikom ovog procesa dolazi do stvaranja
hipohlorne kiseline. | sama hipohlorna kiselina je snazan
oksidans i reaguje sa velikim brojem bioloski relevantnih
molekula (aminokiseline, amini i dr.), a moze i da uni-
Stava bakterije.

U ispitivanju uloge aktiviranih fagocita u nastanku
oksidacionog stresa nakon intenzivne fizicke aktivnosti
uoceno je da markeri lipidne peroksidacije u serumu
pocinju da rastu nakon 45 minuta, vrh dostizu nakon
6-24 sata od prestanka intenzivne fizicke aktivnosti,
a nakon 72 sata vracaju na pocetnu vrednost. Imajudi
u vidu vreme potrebno za netrofilnu infiltraciju, ovaj
nacin ne predstavlja primarni izvor produkcije slobodnih
radikala tokom kratkotrajnog vezbanja. On moze da
posluzi kao vaZan sekundarni izvor stvaranja slobodnih
radikala tokom perioda oporavka nakon intenzivne fizi-
Cke aktivnosti.

Tokom intenzivne fizicke aktivnosti raste nivo
cirkulisu¢ih kateholamina. Oni uti¢u na oksidacioni
metabolizam skeletnih misi¢a posredstvom aktivacije
B-adrenergicnih receptora i aktivacijom mitohondrija-
Inih mehanizama. Takode je i proces autooksidacije
adrenalina pracen povedanim stvaranjem superoksid
anjon radikala. Uoceno je da blokiranje B receptora
dovodi do smanjenja koncentracije markera oksidacionog
stresa u plazmi kod ljudi koji su izloZeni teskom fizi-
¢kom naporu. Takode i autooksidacija mioglobina i
hemoglobina moZe da predstavlja potencijalni izvor
stvaranja slobodnih radikala tokom intenzivnog fizickog
napora.

Misicno ostecenje nastalo kao rezultat pojacane
fizicke aktivnosti, razlikuje se i medu polovima, Sto
je potvrdeno kako na humanim tako i na zivotinjskim
modelima. Smatra se da su ove razlike posledica de-
lovanja Zenskog polnog hormona 17-B-estradiola. Zbog
svoje sposobnosti da deluje kao antioksidans i stabili-
zator membrane, 17-B-estradiol ima pozitivni efekt na
snagu misica i smanjenje oste¢enja misicne membrane.

Mehanizmi oste¢enja misi¢nih ¢elija slobodnim
radikalima

Tokom protekle 4 decenije mnoga saznanja vezana
za bioloske implikacije oksidacionog stresa indukovanog
pojacanom fizickom aktivnoscu znacajno su se dopunila
ili izmenila. Danas je Siroko zastupljeno misljenje da
visok nivo slobodnih radikala moze da dovede do oste-
¢enja Celijskih komponenti, dok nizak i umeren nivo ima
regulatorne uloge u ¢elijama, kao sto je kontrola genske
ekspresije, regulacija celijskih puteva signalizacije i
modulacija skeletne misi¢ne snage.

Primarni radikali koji se stvaraju u misi¢nim celijama
tokom intenzivne fizicke aktivnosti su superoksid anjon
radikal i azotni oksid (NO), pri ¢emu su oba ukljuce-
na u aktiviranje razlicitih celijskih mehanizama sig-
nalizacije. Glavna mesta stvaranja superoksid an-jon
radikala u mitohondrijama su kompleksi | i Ill ele-
ktronskog transportnog lanca. Nova otkri¢a ukazuju
da mitohondrije u misi¢nim vlaknima tip | (brza) imaju
sposobnost da stvaraju vecu koli¢inu slobodnih radikala u
poredenju sa mitohondrijama iz sporih misi¢nih vlakana
(tip ). Stvaranje superoksid anjon radikala moze da se
desava i na vise mesta unutar misi¢nih vlakana. Pored
mitohondrija u taj proces mogu da budu ukljuceni i
sarkoplazmatski retikulum, sarkoleme i sam citosol.
Dismutacijom superoksid anjon radikala nastaje vodonik
peroksid, koji je neradikal i slab oksidans sa dugim
periodom polu-Zivota Sto mu omogucava difuziju unutar
celije kao i preko celijskih membrana. Sposobnost vo-
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donik peroksida da reaguje sa razlicitim celijskim mo-
lekulama omogucava aktiviranje razlicitih puteva signa-
lizacije i ¢ini ga vaznim akterom tog procesa. Azotni
oksid (NO) sintetiSe se iz aminokiseline L-arginina uz
pomoc tri razli¢ite forme azot-oksid-sintetaza (NOS1,
NOS2, NOS3). Skeletni misici sadrze NOS1 i NOS3 dok se
NOS2 moze naci u skeletnim misi¢ima tokom njihovog
ostecenja ili zapaljenskih stanja. Azotni oksid lako
reaguje sa superoksid anjon radikalima pri cemu se
stvara jak oksidans peroksinitrat sto vodi ka smanjenju
koncentracije tiol grupa u ¢elijama. Ova modifikacija
celijskih tiol grupa takode uti¢e na promenu velikog
broja celijskih signalnih procesa.

Lipidna peroksidacija

Kao posledicu svoje hemijske prirode koja se kara-
kterise nesparenim elektronima u poslednjoj orbitali,
slobodni radikali ispoljavaju veliki stepen reaktivnosti.
Koji ¢e deo celije (proteini, nukleinske kiseline, membra-
nski lipidi, citosolni molekuli) ili ekstracelularne kompo-
nente (hijaluronska kiselina, kolagen) reagovati sa
slobodnim radikalima, zavisi najpre od prirode samog
radikala a zatim i od njegovog izvora i mesta stvaranja.
Celijska membrana je primarno mesto kontrole ¢elijskog
rasta, deobe, diferencijacije i smrti celije. Masne kise-
line u lipidima celijskih membrana sadrze razliciti broj
ugljenikovih atoma (14-24), a prisutne dvogube veze u
susedstvu destabilizuju vezu izmedu ugljenika i vodo-
nika metilenske grupe. Oduzimanjem vodonika iz takve
metilenske grupe reaktivno sposobnim oksidansom
zapocinje proces oksidacione modifikacije masnih
kiselina poznat kao lipidna peroksidacija. Zasicene
masne kiseline (ili masne kiseline sa jednom ili dve
dvogube veze), otpornije su na oksidaciono ostecenje
od polinezasi¢enih masnih kiselina. Fluidnost celijske
membrane je u velikoj meri odredena prisustvom ne-
zasicenih i polinezasic¢enih masnih kiselina koje se nalaze
u hidrofobnoj unutrasnjosti lipidnog dvosloja. Proces
peroksidacije lipida smanjuje hidrofobnost lipidnog
dvosloja, $to menja afinitet i interakciju proteina sa
lipidima i uti¢e na procese neophodne za odvijanje
velikog broja funkcija membranskih proteina kao Sto su:
deljenje, diferencijacija, fagocitoza, prijem i prenos
signala, transport jona i materija i dr. Otvaranjem ovog
hidrofobnog prostora celijske membrane omogucava se
lakse dejstvo fosfolipaze na lipide i proteaze na proteine
$to dalje ubrzava razgradnju biomolekulskih kompleksa
celijskih membrana. Ciklus autokataliticke oksidacije
susednih molekula nezasicenih masnih kiselina nastavlja
se sve dok se ne desi kolizija dva radikala iz Cije reakcije
nastaju ne-radikalski produkti. Medutim proizvodi lipi-

dne peroksidacije nagomilani u prethodnom ciklusu
mogu da obezbede i bocno grananje radikalskog pro-
cesa. Tokom procesa lipidne peroksidacije nastaju raz-
liciti proizvodi medu kojima je i malondialdehid - MDA.
Svoje stetno dejstvo malondialdehid ispoljava reago-
vanjem sa tiolnim i amino grupama enzima i tako ih
potpuno inhibise.

Oksidaciona modifikacija proteina

Proteini su izuzetno osetljivi na delovanje slobodnih
radikala. Promena strukture proteina pod dejstvom
slobodnih radikala odvija se uin vivo uslovima i odgovorna
je za fizioloski proces starenja, degradaciju i obnavljanje
proteina kao i za regulaciju aerobnog i anaerobnog
metabolizma. Sustina oksidacione modifikacije protei-
na najbolje je proucena na enzimima jer je moguce
pratiti procese njihove inaktivacije (gubitak enzimske
aktivnosti) i degradacije. Za razliku od lipidne peroksi-
dacije, modifikacija proteina je brza i linearna (vre-
parametar oksidacione modifikacije biomolekula nego
lipidna peroksidacija. Gvozde predstavlja bitan faktor u
oksidacionoj modifikaciji proteina. Smatra se da upravo
povecana koncentracija gvozda stimuliSe formiranje
slobodnih radikala i posledi¢no dovodi do oStecenja
tkiva.

Sistem zastite aerobnih organizama od toksicnih
oblika kiseonika

lako se slobodni radikali kiseonika stvaraju kao pri-
rodni produkti tokom mnogih bioloskih procesa, ozbiljna
celijska ili tkivna ostecenja se u fizioloskim uslovima
retko vidaju. Izuzetak predstavlja proces starenja gde
sporo ali kontinuirano delovanje slobodnih radikala vodi
organizam ka razli¢itim funkcionalnim poremecajima
i neminovnoj smrti. Proces oksidacione modifikacije
belancevina, masti i ugljenih hidrata ima opste bioloski
karakter, a ukoliko dode do njegovog znacajnijeg in-
tenziviranja predstavlja i univerzalni mehanizam oste-
cenja celija, posebno na nivou membrana. Da bi se u
uslovima neposrednog i kontinuiranog delovanja kise-
onika celije zastitile od njegovih stetnih posledica, bilo
je neophodno da tokom procesa svoje evolucije razviju
i sopstveni odbrambeni ili antioksidacioni sistem.

Pod antioksidantima podrazumevamo grupu supstan-
ci koje prisutne u manjoj koncentraciji u odnosu na
supstrate koji se oksidisu mogu da sprece ili znacajno
smanje njihovu oksidaciju. Sa funkcionalnog aspekta
antioksidaciona zastita organizma obuhvata tri nivoa
delovanja:

2019; 48 (SUPLEMENT 2) // PRAXIS MEDTA  [a%e}

Il SESIJA



,»PRVI KONGRES LEKARA KOSOVA | METOHIJE*
29.XI - 1.XI1 2019. godine, Kosovska Mitrovica

1. prvi nivo obuhvata sisteme antioksidacione za-
Stite koji, ukoliko je to moguce, u potpunosti
sprecavaju endogeno stvaranje slobodnih radikala
(transferin, hemoglobin, feritin);

2. drugi nivo odbrane podrazumeva angazovanje
sistema u uslovima normalnog i pojacanog stvara-
nja slobodnih radikala. Prema prirodi i nacinu
delovanja ovi antioksidanti se mogu podeliti na
enzimske i neenzimske. Enzimi (superoksid dis-
mutaza, katalaza, glutation peroksidaza, gluta-
tion reduktaza, glutation-S-transferaza) Cine ta-
kozvanu prvu liniju antioksidacione zastite dok
neenzimski antioksidanti predstavljaju sekundarnu
liniju odbrane. Prema afinitetu i rastvorljivosti u
lipidima neenzimski antioksidanti se dele na lipo
i hidro solubilne, ¢ime se istovremeno odreduje
i mesto njihovog delovanja. Liposolubilni deluju
u lipidnoj fazi ¢elijske membrane, membranama
subcelularnih organela kao i unutar serumskih
lipoproteina. Hidrosolubilni deluju u vodenoj
fazi, ostvarujuci interakciju sa liposolubilnim
antioksidantima na grani¢noj povrsini membrane.
U neenzimske antioksidante ubrajamo vitamin
E, vitamin C, beta karoten, tiolova jedinjenja
(glutation, metionin, cistein), albumine, bilirubin,
mokracénu kiselinu, farmakoloski aktivne supstance
(nesteroidni antiinflamatorni lekovi, blokatori
kalcijuma, ACE inhibitori) i dr.;

3. tredi nivo antioksidacione zastite ostvaruju en-
zimski antioksidanti koji ucestvuju u reparaciji
nastalog oksidacionog ostecenja lipida, proteina,
ugljenih hidrata i nukleinskih kiselina (klasicna i
fosfolipid-zavisna glutation peroksidaza, fosfolipa-
za A-2, glikozilaza, endo i egzo nukleaza i dr.)

Misi¢na vlakna sadrze i enzimske i neenzimske anti-
oksidanse, cije je delovanje medusobno usaglaseno
u cilju regulacije kolicine slobodnih radikala. Unutar
miSicnih vlakana ovi antioksidansi su strateski grupisani
u citoplazmi i unutar razli¢itih organela. Takode se
enzimski i neenzimski antioksidansi mogu naci i ekstra-
celularno kao i u vaskularnom prostoru. Kao glavni antio-
ksidantni enzimi smatraju se superoksid dismutaza,
glutation peroksidaza i katalaza dok dominantne neenzi-
mske antioksidante cine vitamin E, vitamin C i glutation.

Osetljivost neke celije ili tkiva na delovanje slo-
bodnih radikala prvenstveno zavisi od prisustva po-
linezasi¢enih masnih kiselina u njima kao i od sopstve-
nih energetskih potreba. Hidroksilni radikal, koji je u
isto vreme i jako reaktivan, nije osetljiv na delovanje
nijednog do sada poznatog enzima. Medutim imajuci
u vidu da je njegov poluzivot jako kratak to u isto

vreme predstavlja i prirodni mehanizam zastite tkiva
od njegovog oksidacionog delovanja. Obzirom da u
nastajanju ovog radikala bitnu ulogu ima gvozde, logi-
¢no je i da proteini koji su ukljuceni u heliranje gvo-
zda (transferin i celuloplazmin) znacajno doprinose
antioksidacionoj zastiti organizma.

Uticaj redovne fizicke aktivnosti na adaptaciju
antioksidacionog sistema

Redovna fizicka aktivnost (vezbanje, trening) dovodi
do pojave sirokog spektra opstih i specificnih promena
u razli¢itim organima. U tom smislu primeceno je po-
vecanje misi¢ne mase, snage, poboljsanje funkcije kar-
diovaskularnog sistema, bolji proces zapazanja, pam-
¢enja i sl. Takode je utvrdeno da redovno vezbanje sma-
njuje zastupljenost Sirokog spektra bolesti povezanih sa
povec¢anom aktivnoscu slobodnih radikala, ukljucujuci
dijabetes tip I, reumatoidni artritis, Alchajmerovu i
Parkinsonovu bolest.

Dobro je poznato da pojacana fizicka aktivnost po-
vecava stvaranje reaktivnih formi kiseonika i azota
(RONS), ali je takode uoceno da umerena redovna fizicka
aktivnost dovodi do adaptiranja antioksidacionog sistema
i sistema koji popravlja oksidaciona ostecenja. 1z tog
razloga veliki broj istrazivanja stimulisan je hipotezom
da adaptacija indukovana redovnom fizickom aktivnoscu
dovodi do smanjenja nakupljanja oksidacionih ostecenja
kako DNA tako i drugih celijskih struktura. Moguc¢nost
antioksidacione adaptacije takode pokrece i pitanje
potrebe za dopunskim unosom egzogenih antioksidanata
tokom procesa redovne fizicke aktivnosti.

Pozitivan efekt treninga na antioksidacioni od-
brambeni mehanizam razlicitih tkiva primecen je kod
utreniranih kako Zivotinja tako i ljudi. Poboljsan anti-
oksidacioni status uocen je kod pacova utreniranih
plivanjem, zatim na tredmilu i to kako kod onih koji
su zdravi tako i kod onih koji su imali dijabetes. Ispi-
tivanjem uticaja starenja i redovnog treninga na anti-
oksidacionu enzimsku aktivnost u skeletnim misi¢ima pa-
cova primeceno je da stariji pacovi pokazuju znacajno
nizu aktivnost glutation peroksidaze. Nakon intenzivnog
treninga na tredmilu aktivnost enzima koji metabolisu
vodonik-peroksid porasla je do tacke kada je cak bila
veca nego kod mladih neutreniranih pacova. Zakljuceno
je da iako se sa starenjem smanjuje antioksidacioni
potencijal u skeletnim misi¢ima, redovno vezbanje mo-
ze da sacuva ovu protektivnu funkciju.

| kod sportista je uoceno da redovni trening smanjuje
oksidacioni stres nakon vezbanja tako da oni (u odnosu
na stepen opterecenja) imaju manje pokazatelje
lipidne peroksidacije i pojacan odbrambeni sistem
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u odnosu na neutrenirane osobe. Utvrdeno je da je
nakon treninga nivo MDA u krvi bio niZi od onog nakon
akutnog vezbanja, a veci od nivoa MDA u krvi u periodu
mirovanja. Ispitivanjem antioksidacionog statusa ja-
ko utreniranih trkaca (od 80-147 milja nedeljno), sre-
dnje utreniranih trkaca (od 16-43 milja nedeljno) i
neaktivnih osoba utvrdeno je da je antioksidacioni
kapacitet znacajno povecan kod trkaca. Trkaci su imali
poviSenu vrednost vitamina E, GSH i katalaze pri cemu
je postojala znacCajna pozitivna korelacija izmedu
nedeljno predene distance i aktivnosti antioksidacionih
enzima. | fudbaleri koji su sprovodili redovni trening su
pokazivali poboljsan antioksidacioni status u poredenju
sa neaktivnim osobama.

Postoji nekoliko teorija kojima je pokusano da se
da objasnjenje adaptacije organizma na oksidacioni
stres tokom redovnog vezbanja. Po jednoj teoriji inter-
medijarni metabolizam se adaptira na povecani zahtev
za stvaranjem energije pomocu vece koncentracije
relevantnih enzima. Smatra se da koli¢ina mitohondrija
u misi¢ima raste ali da raspored enzima u tim celijama
ostaje konstantan. Medutim, metabolicka adaptacija je
spor proces. Poluzivot citohroma C i citohrom oksidaze
je nedelju dana i ima slabo objasnjenu kompleksnu
regulaciju koja moze da utice na razliite procese
tokom faze adaptacije. Malo je verovatno da se br-
zi antioksidacioni efekt postize mitohondrijalnom
adaptacijom. Pozitivan efekt vezbanja pre se ogleda
kroz to da svaka mitohondrija ima relativno smanjen
oksidacioni protok ¢ime se i smanjuje stvaranje slobo-
dnih radikala. Neki rezultati ukazuju da regularno vez-
banje smanjuje koncentraciju slabo vezanog gvozda u
miSi¢ima, Sto omogucava zastitu od moguceg ostecenja
izazvanog Haber-Weiss-ovom reakcijom tokom vezbanja.

Redovna fizicka aktivnost ima veliki uticaj i na imuni
sistem. lako utrenirane osobe imaju istu koncentraciju
neutrofila kao i neutrenirane, fizicko vezbanje dovodi
do smanjenja neutrofilne bakterocidne aktivnosti samo
kod utreniranih osoba. Ovi rezultati ukazuju da je za
utrenirane osobe manje verovatno da c¢e patiti od lo-
kalnog zapaljenja u misicu koji vezba, ali je mnogo
verovatnije da Ce patiti od obicnih infekcija. Smanjeni
neutrofilni odgovor moze da bude sekundarni efekt koji
redukuje tkivno oStecenje tokom vezbanja dok trening
ojacava misi¢na vlakna i smanjuje miSicno oStecenje.

Jedno od moZda najvaznijih otkrica iz oblasti oksida-
cionog stresa je to da geni koji Sifriraju stvaranje an-
tioksidacionih enzima i enzima koji ucestvuju u pro-
cesu reparacije, reaguju na promenu koncentracije
kiseonika u okruzenju. Mi danas znamo da organizmi,
od jednostavnih bakterija do kompleksnih celija sisara,
mogu uspesno da se adaptiraju na oksidacioni stres

brzim povecanjem stvaranja antioksidacionih enzima i
onih koji uticu na proces reparacije. Skup od nekih 30-
40 gena u bakterijama, kvascu i kod sisara ukljucuje se
u brzi i visoko koordinisani odgovor na oksidaciju ¢ime
se omogucava celijama da prezive oksidacioni atak koji
bi u suprotnom bio letalan.

Sve je vedi broj dokaza koji ukazuju na cinjenicu
da povecana produkcija ROS ima krucijalnu ulogu u
regulaciji signalnih puteva neophodnih za adaptivni
odgovor skeletnih misica kako na pojacanu aktivnost
tako i na stanja neaktivnosti (imobilizacija). Smatra
se da se slobodni radikali ponasaju kao signali u modi-
fikovanju genske ekspresije. Pomocu njih dolazi do
aktiviranja ili menjanja aktivnosti brojnih redoks-sen-
zitivnih transkripcionih faktora, kao Sto je nuklearni
faktor-kB (NF-kB), metal-reagujuci-vezujuci faktor-1,
aktivator protein-1 i heat-schock faktor. Vaznu vezu
izmedu nivoa slobodnih radikala u éelijama i skeletne
misSi¢ne adaptacije imaju MAPK (mitogen-activated-
protein-kinase). Njihova kljucna uloga u procesu celijske
signalizacije ogleda se u konverziji celijskih signala u
celijski odgovor. Sledeca vazna veza izmedu slobodnih
radikala i remodeliranja skeletnih misi¢a ukljucuje re-
doks regulaciju NF-kB grupe aktivatora transkripcije.
Aktivacija ovog mehanizma je neophodna za adaptaciju
kako aktivnih miSica tako i atroficnih, pri ¢emu se re-
guliSe ekspresija preko 150 gena. Fizicka aktivnost
pokrece signalni odgovor u skeletnim misi¢ima uticuci
na menjanje sinteze proteina i misicnog fenotipa.

Reid i saradnici prvi su razvili teoretski model ko-
jim su opisali odnos izmedu slobodnih radikala i snage
misicne kontrakcije. Ovaj model polazi od pretpo-
stavke da je miSicni redoks status fizioloski regulisana
varijabla koja se odrzava uz pomo¢ prilagodavanja nivoa
stvaranja slobodnih radikala i ¢elijskog antioksidacionog
puferskog kapaciteta. Nizak nivo slobodnih radikala
prisutnih u misi¢ima u bazalnim uslovima je neophodan
radi odrzavanja misicne snage. Uoceno je da je sma-
njenje koncentracije slobodnih radikala nastalo nakon
suplementacije antioksidantima dovelo do smanjenja
misi¢ne snage iako misi¢ nije bio izloZzen metabolickim
i mehanickim izazovima. Skromno povecanje koncentra-
cije slobodnih radikala u skeletnim misi¢cnim vlaknima
dovelo je do pojacanja snage misSica dok je veca kon-
centracija slobodnih radikala smanjivala misiénu snagu
i to u pozitivnoj korelaciji kako vremenski tako i dozno.

Kao dodatno pitanje razmatra se i ¢injenica da
razliciti antioksidacioni enzimi pokazuju i razlicitu
adaptaciju na trening. Odgovori su multifaktorijalni i
zasnivaju se na specificnom nacinu genske ekspresije
za svaki enzim, razlic¢itom nivou potrebnom za njihovu
indukciju i njihovu interakciju. Nova sinteza enzima
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je relativno spora i zahteva energiju pa se verovatno
i Cuva kao poslednje sredstvo u borbi sa oksidacionim
stresom. Glutation peroksidaza unistava krajnje produ-
kte tokom procesa stvaranja slobodnih radikala, njena
aktivnost je obi¢no niska, pa je to razlog zasto ovaj
enzim obicno pokazuje vecu trening adaptaciju u odno-
su na superoksid dismutazu i katalazu. Utrenirane oso-
be takode pokazuju veci protok krvi kroz jetru pa u
tome verovatno i lezi objasnjenje za vece oslobadanje
glutationa iz tog organa.

Poznavanje posebnih karakteristika i regulatornih
mehanizama razli¢itih antioksidanata vodi nas ka
razvoju adekvatne strategije koja pojacava celijski
antioksidacioni kapacitet koriscenjem fizioloskih i nutri-
cionih metoda i sredstava.

Antioksidaciona suplementacija

Antioksidaciona suplementacija predstavlja uobica-
jenu naviku kako profesionalnih sportista tako i amatera.
Sportisti vrse suplementaciju vitaminima i mineralima da
bi poboljsali sportske rezultate, korigovali neadekvatan
unos ili ubrzali oporavak. Imajuci u vidu prihvaceno
stanoviste da oksidacioni stres nastaje kada se narusi
ravnoteza izmedu ROS i antioksidanata u korist ROS,
logicno je ocekivati da ravnoteza moZze biti narusena
i ako nivo antioksidanata premasi produkciju ROS. Za
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ovu vrstu disbalansa u literaturi je u upotrebi termin
antioksidacioni stres.

Antioksidanti u prisustvu ROS mogu da gube ili
prime elektrone, postaju nestabilni i reaktivni, poka-
zuju prooksidacione efekte i postaju Stetni. Zato se
dobrim antioksidantima smatraju oni koji imaju malu
oksidacionu reaktivnost i nizak kapacitet za pokre-
tanje peroksidacije. Potencijalno Stetno dejstvo antio-
ksidanata zavisi od njihove koncentracije, redoks po-
tencijala, prisustva drugih antioksidanata, prisustva
metala sa promenljivom valencom i aktivnosti endogenih
antioksidanata.

U istrazivanjima in vivo i in vitro je dokazano da
vitamin C, vitamin E, SOD, glutation i karoten imaju
potencijal da prouzrokuju antioksidacioni stres. Anti-
oksidantna suplementacija se ne preporucuje pre
treninga zbog mogucnosti da negativno uti¢e na ada-
ptacione procese u misi¢ima, ali je njihova primena
moguca neposredno pre takmicenja imajuéi u vidu da
predstoji fizicka aktivnost do iscrpljenosti tokom koje
se posledicno stvaraju velike kolicine slobodnih radikala
sa mogucnoscu nastanka oksidacionog stresa.

Preporuka je da antioksidante treba unositi hranom
(voce i povrée) umesto suplementima, dok je najbolji
nacin za povecanje endogene antioksidacione zastite
praktikovanje umerenog vezbanja kao svakodnevne
rutine.
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SAZETAK

Znacaj selena kao antioksidanta u organizmima potice od njegove uloge u strukturiranju i funkcionalnosti enzima
glutuion peroksidaze i samim tim u obezbedivanju celijske redoks homeostaze i zastiti od oksidativnih ostecenja.
Selen nije antioksidant per se, ali je neizbezan cinilac egzogene antioksidativne odbrane jer 1) nedostatak
selena u ishrani vodi ka ozbiljnim endogenim antioksidativnim disbalansima koji stvaraju uslove za razvoj vise
tipova patologija i 2) suplemetnacijom se mogu postici zdravstveni i terapeutski ucinci. Dosta podataka pokazuje
disbalans selena u razlicitim oboljenjima, ali svaka suplementacija ne mora po pravilu biti korisna: uc¢inak zavisi
od selenskog statusa u organizmu i mestu koje u patologiji i/ili terapiji seleno enzimi zauzimaju. Tako su pokazani
pozitivni ucinci suplementacije kod bolesnika od ALS, ali u kombinaciji sa drugim aktivnim agensima. Poseban
znacaj uloge glutation peroksidaze, a time i selena je nedavno ukazan u procesima feroptoze, jos jednog oblika
struktuirane celijske smrti.

Kljucne reci: selen, glutation peroksidaza, suplementacija, feroptoza

ENGLISH

SUMMARY

Significance of selenium as antioxidant in organisms comes from its role in structure and functionality of enzyme
glutathione peroxidase and thus maintaining of cellular redox homeostasis and the protection from oxidative
damages. Selenium is not an antioxidant per se but is unavoidable constituent of exogenous antioxidant defense
because 1) selenium deficiency in nutrition lead to serious endogenous antioxidant disbalance that made conditions
for several types of pathologies, and 2) supplementation can improve health and therapeutic protocols. Many data
showed selenium disbalance in different diseases, but every supplementation cannot be beneficial by a rule: effect
depends on selenium state in organism and the place that selenium containing enzymes take in pathology and/
or therapy. In such a way, positive effectsof supplementation in ALS patients were shown, but in a combination
with other different agents. Special importance of the role of glutathione peroxidase, and thus selenium has been
shown recently in process of ferroptosis, another way of structured form of cellular death.
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Istrazivanja znacaja i uloge selena u Zivotnoj sre-
dini, Zivom i u zdravlju ljudi su u Srbiji permanentno
prisutne. U biologiji i medicini dozivljavaju ekspanziju
paraleleno sa istrazivanjima slobodno-radikalskih pro-
cesa u organizmima, i ¢injenicom da je selen inte-
gralni deo enzima glutation peroksidaze (GPx) i sa-
mim tim sistema antioksidativne zastite. Ozbiljnost
tih istrazivanja potvrduju i tri simpozijuma o selenu
odrzana 90-ih pod okriljem SANU. Prva, odrzana 1991.
prizvala je i grupu tada vrhunskih inostranih istrazivaca
i u diskusiji sa njima jasno pokazala aktuelnost rezul-
tata i visok stepen dostignutog saznanja naucnika iz
Srbije. Prvi simpozijum je kroz multidisplinarni pri-
stup ukazao da je zemljiste u Srbiji deficijentno u
sadrzaju selena, da ga stoga biljke manje sadrze i da
je generalno slabo prisutan u ishrani Zivotinja i ljudi.
Rezultati merenja aktivnosti GPx u krvi ljudi razliCite
dobi i zanimanja su pokazala nisku vrednost, Sto je
ukazivalo da je stanovnistvo u Srbiji generalno takode
selen deficijentno. U tom periodu se pojavljuju i prvi
suplementi sa selenom i pocinju istrazivanja vezana za
ulogu selena u raznim oboljenjima, kao i prve studije
efekata tretmana sa njima. Moj rad vezan za ulogu
selena u organizmu iniciran je upravo u tom momentu
i u samom pocetku mog naucno-istrazivackog rada, a
razvijao se ranih devedesetih godina proslog veka(od
1991) u Odeljenju za Endokrinologiju i metabolizam
Instituta za bioloska istrazivanja ,,Sinisa Stankovic“ u
Beogradu, pod rukovodstvom pok. Akademika Vojislava
Petrovica,potonjeg Odeljenja za fiziologiju kojim je
rukovodio Prof. Mihajlo Spasic. Interesovanje za selen u
nasim istrazivanjima bilo je prvenstveno vezano upravo
za Cinjenicu da je neophodan za aktivnost glutation-
peroksidaze,enzima koji uklanja lipidne perokside a
predstavlja kljucnu komponentu enzimskog sistema
antioksidativne zastite aerobnih organizama. lako su
prvi radovi isli ka istrazivanjima regulacije nastanka/
uklanjanja reaktivnih vrsta kiseonika u metabolickom
miljeu termogeneze i adaptacije na hladnocu, paralelno
su svoj odraz nalazila i u primenjenim istrazivanjima
uloge antioksidaitvne odbrane u razli¢itim patologijama
ljudi. U tom periodu pocela je i nasa saradnja sa le-
karima vezana za specificna oboljenja kod kojih bi
deficijencija selena mogla da ima patofizioloski znacaj.
Jedno od takvih oboljenja je i amiotroficna lateralna
skleroza. (Slajd 2). Imajudi u vidu da su prethodna
istrazivanja pokazala umerenu selen deficijenciju
u populaciji Srbije mi smo formulisali preparate za
suplementaciju obolelih od ALS (Alsamin, kasnije Alsa-
met) koji su sadrzali i organski vezan Se i koji su poka-
zali pozitivne efekte kod obolelih od ALS.(Slajd 3).
Nekako se progres ovih istrazivanja poklopio i sa tre¢im

naucnim skupom o selenu u SANU. Izabrani radovi sa
trece konferencije publikovani su u casopisu Journal
of Environmetal Pathology, Toxicology and Oncology
(1998),Cime je, medu prvima razbijena blokada i san-
kcije na publikovanje radova iz Srbije u inostranim
Casopisima koja je tih godina jos uvek bila aktuelna.
Ova konferencija je i jasno pokazala razvoj istrazivanja
znacaja selena u Srbiji i sve vise otkrivala ulogu koju
ima u zdravlju ljudi, ali i fundamentalnu ulogu i znacaj
selena kao antioksidanta.

Selen nije antioksidant per se. On je sastavni deo
proteina enzima iz 3 familije: glutation peroksidaza
(GPx), tioredoksin reduktaza (TrxR) i jodotironin dejo-
dinaza (DIO), kao i razli¢itih klasa seleno proteina
koji imaju ulogu u formiranju, sklapanju i sekreciji
glikoproteina, regulaciji stresa endoplazmaticnog reti-
kuluma (ER), svojstva vezivanja za DNK i, konacno, i
same regulacije transporta i vezoivanja selena. Stoga,
posmatrati selen kao antioksidans ima samo posredan
smisao, ali je znacaj veliki, jer jedinstvenost selena lezi
u sposobnosti GPx da uklanja lipidne perokside i tima
stvara oksidovano redoks stanje u celiji, kao potrosac
redukovanog glutationa i, s druge strane, odrzavanja
optimalnog redoks redukcionog stanja (preko aktivnosti
TrxR). Stoga je njegova suplementacija jasno indicirana
kao protektivna i terapeutska. Medutim, s obzirom na
hemijski potencijal selena, reduktivna stanja i jedinje-
nja koja gradi ili u kojima se u hrani nalazi, uvek se
postavljalo pitanje u kojoj formi. Sa aspekta apsorpcije,
jos je prvi simpozijum u SANU ukazao, a drugi potvrdio
da je organski vezan (za cistien ili metionin) selen
adekvatniji, zbog direktne apsorpcije, mada se i selenu
formi selenita ili selenata apsorbuje, ali drugim putevi-
ma koji ukljucuju nekoliko metabolic¢kih koraka i sa
manjom stopom apsorpcije. U sistemsku distribuciju se
ukljucuje vezan u proteine plazme, pri cemu je najza-
stupljeniji kao Se-albumin.

Svi seleno-proteini su osetljivi na unos selena ishra-
nomkoja generalno zavisi od prosecnog unosa hrane,
oblika koji se nalazi u njoj, a potom i zdravstvenog
stanja, starosti, zivotnog stila i geneticke polimorfnosti
Se-proteina same jedinke. Medutim, distribucija selena
u organizmu prati hijerarhiju koja je postavljena prema
zahtevima dominantnog tkiva i bioloskoj funkciji seleno-
proteina. To znaci da postoje dominantna tkiva koja
u prvom stepenu apsorbuju selen zbog regularnosti
razvoja i esencijalne funkcije (mozak i endokrini organi)
i preferencijalna biosinteza potrebnih seleno proteina
da bi se odrzala esencijalna fizioloska aktivnost. Iz pret-
hodna dva principa je jasno da je distribucija selena
polno specificna, jer je polno specifi¢na i ekspresija
seleno proteina, a medicinski efekti polno dimorfni (u
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vecini tkiva Zena efektivnije se zadrzava selen, izuzev
gonada). Rezultati razli¢itih studija suplementacije
selenom jasno potvrduju ne samo razlike tokom same i
u samoj suplementaciji, vec i u ucinku suplementacije
selenom u vise oboljenja koja su prisutna i kod zene i
kod muskaraca.

Jasno je da ¢e sami efekti selena biti zavisni od
samog stanja u kome se suplementacija preduzima i
doze koja se unosi. Dosta rezultata govori u prilog suple-
mentaciji selenom, ali je sve vise i onih koji upozoravaju
da prekomeran unos nije adekvatan. Za potpunu sliku
nedostaju ciljane studije, mada su neke ukazale na
nekoliko principa kojise svi mogu sazeti u adekvatnost
pristupa. Studija procene suplementacije selenom i
vitaminom C u prevenciji kancera (SELECT) je pokazala
klasicnu U krivu odnosa izmedu kolicine Se u organizmu
(Se statusa) i stepena ostec¢enja DNK i uCestalosti raka
prostate u Holandiji. Suplementacija je adekvatna
u slucaju nedostatka selena u organizmu: efikasnost
joj se povecava, a ucestalost kancera smanjuje, ali
samo do optimalne koncentracije selena u organizmu
u okvirima fizioloske homeostaze. Dalja suplementacija
i povecanje koncentracije u organizmu ne dovode do
boljitka neminovno, vec se incidenca kancera moze
i povecati. Pristup treba da je individualan, a defi-
cijenciju selenomtreba utvrditi kao ¢injenicu. Vre-me
suplementacije je odredeno krajnjom tackom posti-
zanja maksimalne optimalne koncentracije. Inace,
status selena se moZe pratiti odredivanjem aktivnosti
Se-enzima ili koli¢inom prisutnom u eritrocitima ili ¢eli-
jama dlake, npr. | nadalje, uloga selena strogo zavisi
od dominantnog procesa u patogenezi i mesta koje u
odnosu na metabolicke i regulatorne procese imaju Se
zavisni proteini ili enzimi.

Najnoviji rezultati pokazuju da je u nedavno defi-
nisanoj formi Celijske smrti-feroptozikljucni enzim selen
zavistan (GPx4) i izgleda da je u ranim stadijumima
ALS-a dominantno forma smrti motornih neurona upravo
feroptoza. IzloZeni pove¢anom prisustvu gvozda, motoni
neuroni Stite sebe oksidujuci fero jone (Fe2+) uferi
jone (Fe3+) u ekstracelularnom prostoru i deponujudi
ih u sivu materiju precentralnog girusa. Fe3+ moze biti
redukovan do Fe2+ askorbatom. EPR spektroskopija je
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identifikovala askorbil radikale u CSF uzetim od ALS
pacijenata ali ne i kod ne ALS kontrola. Dodatak H202
u CSF od ALS pacijenata provocirao je dalju produkciju
askorbil radikalai gradenje «OH radikala ex vivo. Na-
suprot tome dodatak mokracne kiseline (endogeni
antioksidant) u CSFALS pacijenata ex vivouklonio je
produkciju «OH radikala. Gvozde u fero obliku moze
ucestvovati u Fentonovoj reakciji ekstracelularno u CSF
od ALS pacijenata jer se H202 kontinuirano otpusta iz
neurona. Ta reakcija generise «OH radikale koji uzrokuju
lipidnu peroksidaciju celijskih membrana. Imuno-hi-
stohemijska ispitivanja su identifikovala produkte
peroksidacije w-6-polinezasi¢enih masnih kiselina u
motornim neuronima kicmene mozdine sporadicnih ALS
pacijenata. Feri jone iz CSF mogu apsorbovati motorni
neuroni preko transferin receptora (TFR1) i redukovati do
Fe2+ uz ucesce dvo-valentnog metal (jon) transportera
1 (DMT1). Tako Fe2+ moze promovisati Fentonovu rea-
kciju unutar celija motor neurona indukujuci unutar
celijsku lipidnu peroksidaciju. Pod uslovima nedovoljne
kolicine glutationa i niske GPx4 aktivnosti, moze se
desiti indukcija celijske smrti feroptozom. Povecana
produkcija gvozde vezujuceg proteina lakto-transferina
Cija je koli¢ina povecana u korteksu ALS pacijenata
ukazuje da je feroptoza mozda dominantna forma ce-
lijske smrti u ranim stadijumima ALS-a. Ipak, ukupan
mehanizam neurodegeneracije kod ALS-a ni danas nije
potpuno razjasnjen. Danas ubedljivi dokazi govore o
tome da je ALS multi-sistemska bolest.Nedavni rezultati
potvrduju da je kombinovani pristup koji cilja razli¢ite
patogene mehanizme korisna terapeutska strategija u
ALS-u, koja u izvesnom stepenu ukljucuje selen, sto smo
i mi pokazali krajem devedesetih godina.

lako je selen dosta izucavan, postoji i dalje potreba
za sagledavanjem njegovog znacaja u Citavom spektru
fizioloskih procesa i regulaciji redoks ravnoteze. Osim
toga, i dalje su otvorena pitanja ucinaka suplemen-
tacije, posebno u kontekstu nepoznanica kojim putem
se redoks ravnoteza uspostavlja i u kojim i ¢ime iza-
zvanim patoloskim stanjima. Rezultati ukazuju da selen
moze poboljsati stanje, ali da je potreban u Sirem tera-
peutskom kontekstu i u kombinaciji sa drugim agensima.
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SAZETAK

Pterigopalatinska jama je duboki prostor u viscerokranijumu koji sadrzi maksilarnu arteriju i nerv, pterigopalatinski
ganglion, kao i Zivac pterigoidnog kanala. Endoskopski pristup ovoj jami se zasniva na adekvatnoj preoperativnoj
dijagnostici (poput kompjuterizovane tomografije). Cilj rada je bio utvrditi morfometrijske karakteristike
pterigopalatinske jame i njenih komunikacija, kao i nekoliko prethodno neobjavljenih morfometrijskih tacaka.
100 CT skenova (56 ispitanika muskog i 44 Zenskog pola) je analizirano u aksijalnim, koronalnim i sagitalnim
presjecima, kao i u 3D rekonstrukcijama. Rezultati su pokazali da muskarci imaju veci centralni promjer i duzinu
okruglog otvora, kao i duzinu pterigoidnog kanala. Centralni dijametar okruglog otvora i pterigoidnog kanala su
bili znacajno manji od njihovih prednjih i zadnjih dijametara. Duzina pterigoidnog kanala od 12.1 mm je indikator
za prisustvo tipa 3 pterigoidnog kanala (sa senzitivnos¢u od 83% i specificnos¢u od 85%). Nove mjere prezentovane
u ovom radu (npr. ugao izmedu sfenopalatinskog otvora i pterigoidnog kanala, novi aspekt razumijevanja okruglog
otvora, udaljenost izmedu zadnjeg zida maksilarnog sinusa i okruglog otvora/pterigoidnog kanala itd.) mogu biti
od znacaja u klinickoj anatomiji pterigopalatinske jame.

Kljucne reci: kompjuterizovana tomografija; pterigoidni kanal; pterigopalatinska jama

ENGLISH

SUMMARY

The pterygopalatine fossa is a deep viscerocranial space containing the maxillary artery and nerve, the
pterygopalatine ganglion, and the nerve of the pterygoid canal. The endoscopic approach to this area relies on
adequate preoperative imaging, such as computed tomography (CT). The aim was to determine the morphometric
characteristics of the pterygopalatine fossa and its communications, including several previously unpublished
measurements. 100 CT scans (56 male and 44 female patients; axial, coronal and sagitall slices as well as 3D
reconstructions) were analyzed. The central diameter and the length of the foramen rotundum, as well as the
length of the pterygoid canal were significantly larger in men. The central diameters of the foramen rotundum
and the vidian canal were significantly smaller than their anterior and posterior transverse diameters. The vidian
canal length of 12.1 mm indicates the presence of the type 3 VC with a sensitivity of 83% and a specifcity of
85%. Several new descriptions of the pterygopalatine fossa are presented here (such as the angle between the
sphenopalatine foramen and the vidian canal, a new aspect in the understanding of the FR, and the distance
between the posterior wall of the maxillary sinus to the vidian canal and the foramen rotundum), which might
prove useful in the clinical anatomy of pterygopalatine fossa.

Key words: computerized tomography; pterygoid canal; pterygopalatine fossa
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uvoD

Pterigopalatinska jama (fossa pterygopalatina,
FPP) je duboki prostor viscerokranijuma lociran ispred
pterigoidnog nastavka sfenoidalne kosti, lateralno od
uspravnog lista nepCane kosti i iza maksile. Lateralno,
pterigopalatinska jama komunicira sa infratemporalnom
jamom kroz pterigomaksilarnu fisuru (PMF). Nosna duplja
i FPP komuniciraju kroz sfenopalatinski otvor (foramen
sphenopalatinum, FSP). Donja orbitalna fisura spaja FPP
i orbitu. Pozadi, FPP komunicira sa srednjom lobanjskom
jamom kroz okrugli otvor (foramen rotundum, FR), kao
i sa proderanim otvorom kroz pterigoidni Vidijev kanal
(canalis pterygoideus, CP). Acar i saradnici su predlozili
klasifikaciju CP na osnovu njegove lokalizacije: tip 1 (CP
u krovu FPP), tip 2 (parcijalna protruzija CP u sfenoidalni
sinus), tip 3 (totalna protruzija). Palatovaginalni kanal
je komunikacija FPP i nazofarinksa, dok palatinalni
otvori predstavljaju komunikaciju FPP i usne duplje.

Chen i saradnici su prezentovali topografsku podjelu
FPP na 5 djelova: prvi - veliki palatinalni kanal (od
tvrdog nepca do FPP), drugi - infrapterigopalatinski (od
PMF do pterigopalatinskog gangliona), treci - ganglionski
(u nivou gangliona), Cetvrti (iznad gangliona) i peti
segment (krov FPP).

Klinickiznacaj FPPsenalaziubrojnimkomunikacijama
sa okolnim prostorima, kao i strukturama koje se u njoj
nalaze: maksilarna arterija i nerv, pterigopalatinski
ganglion, kao i Zivac pterigoidnog kanala. Normalna
anatomija FPP se moze izmijeniti usljed ekspanzivnih
ili inflamatornih lezija. KosStane strukture se koriste kao
anatomski parametri u dijagnostici i lije¢enju patoloskih
procesa viscerokranijuma. Stoga, preoperativni pristup
u hirurskom lijeCenju ovih oboljenja mora ukljucivati
savremenu radiolosku dijagnostiku poput kompjuteri-
zovane tomografije (CT).

CILJ RADA

Cilj rada je bio utvrdivanje morfometrijskih karakte-
ristika FPP i njenih komunikacija, kao i izvjestavanje o
nekoliko mjerenja koja ranije nisu objavljivana. Rezul-
tati ove studije mogu uticati na hirurgiju FPP, posebno
na endoskopske pristupe.

METODE RADA

Sprovedena je retrospektivna studija na 100 ispita-
nika (56 muskog i 44 Zenskog pola, starosti 33-62 godine).
U studiju nisu ukljuceni slucajevi preloma kostiju lica,
skeletnih disrupcija, kao ni pacijenti sa sinonazalnim
tumorima, inflamatornim lezijama ili prethodnim opera-

cijama ove regije. Takode, iskljuceni su slucajevi sa
pneumatizovanim pterigoidnim nastavkom ili zadnjim
zidom maksilarnog sinusa. Svi slucajevi su skenirani na
SOMATOM Sensation 64 MSCT skeneru. Za analizu snimaka
je upotrijebljen syngo fastView softver, sa analizom
nativnih skenova, kao i multiplanarnih rekonstrukcija.
Aksijalni snimci su koristeni za analizu supragangli-
onarnog segmenta (po Chen i saradnicima - Slika 1). Upo-
trijebljen je snimak sa prikazanim najvecim dijametrom
i ukupnom duzinom FR, CP i FSP. Mjerili smo:
1. poprecni dijametar FR i CP na tri mjesta: prednji
i zadnji otvor i centralni segment
2. duzina FR i CP
3. direktno rastojanje izmedu zadnjeg zida maksilar-
nog sinusa i prednjeg otvora FR i CP
4. ugao izmedu osovine FSP i osovine CP

: L Y
Slika 1. Aksijalni presjek lijeve FPP koristen za mjerenje CP, FR i
FSP. A - anteriorno; P - posteriorno; M - medijalno, L - lateralno.
MS - maksilarni sinus. FIT - fossa infratemporalis. SS - sfenoidalni
sinus. CN - cavitas nasi. a - nivo FR (1, 2 i 3 - poprecni dijametar
prednjeg, centralnog i zadnjeg segmenta FR). 4 - duZina FR. 5 -
udaljenost zadnjeg zida MS od FR. b - nivo CP (6, 7 i 8 - poprecni
dijametar prednjeg, centralnog i zadnjeg segmenta CP). 9 -
duzina CP. 10- udaljenost zadnjeg zida MS i CP. 11 - ugao izmedu
osovine FSP i CP.

Koronalni snimci su koristeni za analizu tipa CP po
Acar i saradnicima.

Slika 2. Tri tipa CP. a - tip 1. b - tip 2. ¢ - tip 3. Strelica pokazuje
CP. S - superiorno. | - inferiorno. SS - sfenoidalni sinus.

KoriSten je standardni protokol deskriptivne stati-
stike, ukljucujuci i Shapiro-Wilk i Kolmogorov-Smirnov
test distribucije, Levene test homogenosti, Studentov
t-test, ANOVAi Hi-kvadrat test. ROC krivulja je koriStena
za izraunavanje cut-off vrijednosti duzine CP za predik-
ciju tipa 3 kanala. p< 0.05 je smatrano statisticki zna-
cajnom vrijednos$cu.
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REZULTATI

Sve izmjerene vrijednosti na desnoj i lijevoj strani se
nisu znacajno razlikovale. Ovaj zakljucak je postignut i
kada su u pitanju muski i zenski ispitanici.

U Tabeli 1. su rezultati mjerenja komunikacija FPP.
Nadeno je da je centralni dijametar FR veci kod muska-
raca (p< 0.01 na desnoj i p = 0.012 na lijevoj strani).Isti
zakljucak je postignut prilikom uporedivanja duzine FR
muskaraca i Zzena (p = 0.039 na desnoj i 0.015 na lijevoj
strani). Takode, muskarci su imali duzi CP (p< 0.01).
ANOVA je pokazao znacajnu razliku izmedu popreénih
dijametara FR bilateralno u oba pola - najveci je bio
zadnji otvor, zatim prednji i na kraju centralni segment
(p < 0.01).

Tabela 1. Rezultati mjerenja promjera komunikacija FPP. Dat je
raspon izmedu minimalne i maksimalne vrijednosti (u zagradama
srednja vrijednost + standardna devijacija). Sve mjere su date u

milimetrima.
Muskarci Zene
Desno Lijevo Desno Lijevo
anteriomo  3.8-6.7(45% 3.6-6.6(43= 37-63(46= 33-66(45%
Poprecni 0.6) 0.6) 0.6) 0.7)
dijametar "~ centralno 13-25(1.6= 12-25(1.6= 1-22(14%03) 1.1-2(1.5=
FR 0.3) 0.3) 0.2)
posteriomo  4.0-6.9(3.3+ 42-7(53+0.6) 4-68(52+06) 4.1-63(5.1+
0.6) 0.5)
Duzina FR 9-175(122= 75-16(112% 8-175(120+ 75-17(11+
22) 2.1) 23) 2.1)
Popre¢ni  Anteriomo  2.4-49(3.6+ 2-39(3.6+0.6) 19-48(3.6% 1.9-47(35+
dijametar 0.5) 0.5) 0.5)
cp centralno L1-3.1 Q2+ 1.1-3(2+04)

13-3(2+05) 23-29(2¢%
0.4) 0.4)
posteriomo  2.1-5.6(3.6+ 21-55(3.6= 20-54(36% 2-54(3.6%
0.7) 0.7) 0.6) 0.7)
9-13 (11.9% 92136 (12£1) 87-125(11.1+ 89-124 (10.7
0.9) 1) £0.8)

Duzina CP

Tabela 2. sadrzi rezultate mjerenja udaljenosti mak-
silarnog sinusa od prednjeg otvora CP i FR, kao i vrije-
dnosti ugla izmedu osovine FSP i CP. Muskarci su imali
vedi ugao izmedu FSP i CP (p = 0.014 desno i 0.02 lijevo).
Udaljenost maksilarnog sinusa od CP je bila veca nego
udaljenost sinusa od FR (p < 0.01 u oba pola bilateralno).

Tabela 2. Rezultati mjerenja razlicitih udaljenosti unutar FPP.

Muskarci Zene

Desno Lijevo Desno Lijevo
Udaljenost MS i CP (mm) 6.1-92(83+ 6-9(83% 62-9(83+ 62-9(82=

0.6 0.6) 0.7 0.6)
Udaljenost MS i FR (mm) 4.4-83(63+ 44-85(63+ 45-83(64 48-8(63=
0.8) 0.7) +0.8) 0.6)
1253 -163.3 122-162 120 - 162 119-162 (143 £
(148.4+6.7) (147.1£73)  (144.2= 9.8)

10.1)

Ugao FSP i CP (stepeni)

U Tabeli 3. je prikazana zastupljenost razlicitih tipo-
va CP na analiziranom materijalu. Hi-kvadrat test nije
pokazao znacajnu razliku uporedujuci lijevu i desnu
stranu, kao i dva pola. Slika 4 pokazuje razlicite tipove
CP.

Il SESIJA

Tabela 3. Tri tipa CP na osnovu podjele po Acar i saradnicima.

Muskarci Zene
Desno Lijevo Desno Lijevo
Tip 1 61 60 59 60
Tip CP (%) Tip 2 32 34 35 33
Tip 3 7 6 6 7
Total (%) 100 100 100 100

ROC krivulja je pokazala da duzina CP od 12.1 mm
ili vise sa senzitivnos¢u od 83% i specificnos¢u od 85%
ukazuje na prisustvo tipa 3 kanala (AUC = 0.74).

DISKUSIJA

Nekoliko prethodno neobjavljenih mjerenja je
prikazano u ovom radu (ugao izmedu FSP i CP, kao i
udaljenost izmedu maksilarnog sinusa i CP i FR). Ugao
izmedu FSP i CP (prosjecno 145.7°)moze inspirisati nov
endoskopski pristup FPP kroz FSP. Razlika izmedu uda-
ljenosti maksilarnog sinusa od CP i od FR pokazuje da
se FPP medijalno Siri. Hipoteticki, transmaksilarni pri-
stup FPP bi bio efikasniji u pristupu FR nego u pristupu
CP. Takode, u prevenciji jatrogenih lezija maksilarnog
nerva, mora se uzeti u obzir blizina FR maksilarnom
sinusu.

Acar i saradnici su prijavili uestaost tipa 1 CP od
55.6%, tipa 2 u 34.8% i tipa 3 u 9.6% (u studiji na 250
ispitanika), Sto je podudarno ovdje prezentovanim re-
zultatima. Mohebbi i saradnici opisuju protruziju CP u
28% slucajeva, dok je 48% slucajeva imalo parcija-lnu
protruziju, a 24% je pokazalo CP u potpunosti unu-tar
krova FPP. Medutim, u njihovoj studiji je 54% pacije-
nata imalo pneumatizovan pterigoidni nastavak sto
je mozda uticalo na rezultate. Neophodno je ispitati
uticaj pneumatizacije okolnih kostiju na anatomiju
komunikacija FPP. Prosjecna duzina CP od 11.4 mm
je podudarna duzini koju su objavili Acar i saradnici
(12.9 mm). Cut-off vrijednost od 12.1 mm znacajno
predvida prisustvo tipa 3 CP. Ovaj rezultat moze biti
koristan u transsfenoidalnom pristupu CP sa zakljuckom
da su kanali koji potrudiraju u sinus najcesée duzi od
12.1 mm. Podrazumijeva se da je danas, u eri moderne
CT dijagnostike, sve manje potrebno predvidanje tipa
CP - ali ovaj rezultat moze biti inspiracija za buduca
istrazivanja duzine zivca pterigoidnog kanala u razlicitim
tipovima CP, kao i mogucim klinickim konsekvencama.

Daniels i saradnici opisuju FR kao ,,sagitalno orijen-
tisan kanal“, Sto je jedan od prvih opisa FR kao kanala,
za razliku od klasi¢ne anatomije koja razumije FR kao
otvor. Ovdje prezentovana mjerenja FR prikazuju ga kao
kanal prosjecne duzine 11.6 mm sa uskim centralnim
segmentom. Stoga, dekompresija maksilarnog nerva
unutar FR mora uzeti u obzir otvaranje centralnog seg-
menta FR.
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Komunikacije FPP omogucavaju Sirenje inflamator-
nih i neoplasticnih procesa u druge prostore viscerokra-
nijuma i baze lobanje (kavernozni sinus kroz FR, masti-
katorni prostor kroz PFM, proderani otvor kroz CP, nosna
i usna duplja). Opisano je Sirenje primarnih tumora
FPP (poput juvenilnog nazofaringealnog angiofibroma,
pleksiformnog neurofibroma ili Svanoma) kroz komuni-
kacije u druge prostore lobanje. Takode, okolne duplje
mogu dati patoloske procese sa Sirenjem u FPP. Poseban
vid Sirenja koji Cesto zahvata FPP je perineuralno Si-
renje granama trigeminalnog Zivca; karakteristicno
za mukozne ili kozne planocelularne karcinome, ade-
noidcisti¢ni karcinom, limfom i rabdomiosarkom. Ci-
njenica da je perineuralno Sirenje asocirano sa ve¢om
incidencom lokalnog recidiva Cini Siroku resekciju pri-
marnog tumora hirurskim imperativom. CT dijagnostika
moze postaviti sumnju na perineuralno Sirenje tumora
prikazujuci eroziju kostanih zidova FPP, uve¢anje same
duplje ili njenih komunikacija. S druge strane, magnetna
rezonanca moze prikazati redukciju masnog tkiva FPP na
racun zadebljanja nervnih vlakana, kao i denervacionu
atrofiju muskulature.

Hirurske intervencije na FPP se vrse zbog benignih i
malignih tumora, inflamatornih pseudotumora, trigemi-
nalne neuralgije, kao i autonomnih poremecaja glave
i vrata. Tabela 4 sadrzi najcesce patoloske lezije FPP.
Endonazalni endoskopski pristup predstavlja pouzda-nu
alternativu otvorenoj hirurgiji (kraniotomija ili maksi-
larna osteotomija) sa manjim morbiditetom. Aplikacija
vazokonstriktora i lokalnog anestetika u FPP znacajno
olaksava hirurgiju paranazalnih sinusa, omogucavajuci

LITERATURA

bolju vizuelizaciju operativnog polja i redukujuci post-
operativni bol. Anatomski putevi endoskopskih pri-
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Ovaj rad sadrzi nekoliko novih aspekata anatomije
FPP (ugao FSP i CP, novi nacin razumijevanja FR, kao i
mjerenje udaljenosti FR i CP od zadnjeg zida maksilarnog
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pristupu sfenoidalnom sinusu i CP.
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SAZETAK

Spoljasnja cirkumfleksna femoralna arterija (ACFL) je u najvec¢em broju slucajeva grana duboke femoralne arterije
(APF) iako je opisan veliki broj varijacija njenog porijekla i grananja. Njena terminalna ushodna grana je glavni
dovodni sud vaskularne peteljke miSica zatezaca butne fascije (MTFL), i daje razli¢iz broj zavrsnih grana koje
ulaze u MTFL na razlicit nacin.

U svrhu studije ucinili smo mikrodisekcije donjih ekstremiteta na 30 fetusa razliCite gestacijske dobi. Nasi
rezultati pokazuju da je u najve¢em broju slulajeva ACFL grana APF, u 83,3%, dok je u 11,7% grana AF (u 6,7%
proksimalno od otklona APF). U 1 slulaju imala je zajednicko porijeklo sa APF, u jednom sa ACFM. U 3,3% ACFL
nije postojala. U 66,7% obje cirkumfleksne arterije su se odvajale od APF, u 15% jedna je bila porijekla APF a
druga od AF, a u 5% slucajeva obje su bile porijekla AF. U 80% slucajeva kada je bila prisutna ACFL je dala dvije
zavrsne grane, u preostalim 3. Ushodna zavrsna je davala od 0 do 6 zavrsnih arterija, najcesce 3, koje su prilazile
MTFL sa medijalne strane. Nasi rezultati su u korelacije sa jednim dijelom dostupne objavljenje literature, dok
pokazuju znacajne razlike u odnosu na drugi dio, 3to samo dokazuje kompleksnost pomenutih varijacija. Sto bolje
poznavanje razlicitih varijacija znacajno doprinosi prevenciji komplikacija tokom endovaskularnih, ali i razlicitih
hiurskih i ortopedskih zahvata.

ENGLISH

SUMMARY

Lateral circumflex femoral artery (LCFA) in most cases is the branch of deep femoral artery, although large number
of different variation in its origin and termination has been described. Its terminal ascending branch is the main
arterial blood vessel for the tensor fasciae latae muscle (TFLM), and it gives different number of branches and
enters the TFLM in different manner. We performed microdisectomy on lower limbs of 30 foetuses of different
gestational age. Our results have shown that in most cases LCFA originate from DFA, in 83,3% of examined cases,
in 11,7% from FA (in 6,7% proximal to origin of DFA). In 1 case it had a common trunk with DFA, and in one case
with MCFA. In 3,3% of cases LCFA was missing. In 66,7 % of cases, both circumflex arteries separated from DFA, in
15% of cases one originated from DFA and the other from FA, and in 5% of cases both originated from FA. When
present, LCFA had two terminal branches in 80%, in rest it had 3. The ascending terminal branch gave of from
0 to 6 branches, most commonly 3, which entered in TFLM on its medial side.Our results correspond to some
published studies but also differ from other, which only shows complexity of these variations. More comprehensive
knowledge of different variation types helps in prevention of complications during endovascular and different
surgical and orthopedic interventions.

Key words: lateral circumflex femoral artery, anatomical variations, tensor fasciae latae muscle, reconstructive
surgery, muscle flap, preventing flap necrosis

2019; 48 (SUPLEMENT 2) // PRAXIS MEDTR  [eYe)




,»PRVI KONGRES LEKARA KOSOVA | METOHIJE*
29.XI - 1.XI1 2019. godine, Kosovska Mitrovica

uvobD

...“Najcesci neuspjesi hiruskog rada nisu uzrokovani
pogresnim izvodenjem, vec¢ pogresnim planiranjem
operativnog zahvata”. John Conley

Jedan od problema u plasticnoj hirurgiji je rekon-
strukcija velikih defekata mekih tkiva, koji najcesée
nastaju posle operacija tumora, povreda ili nakon dugo-
trajtne imobilizacije pacijenta Sto dovodi do formiranja
dekubitusa.

U svrhu rekonstrukcije defekata bilo koje etiologije
koriste se razliCite vrste reznjeva.Reznjevi su zavisno
od vrste segmenti koZe i potkoznog tkiva, fascije,
misica ili kosti koji imaju svoju vaskularnu mrezu na
odredenoj vaskularnoj peteljci, a koriste se za rekon-
strukciju jednostavnih ili slozenih defekata razlicite
lokalizacije, forme i veli¢ine. Da bi rezanj ,,prezivio“,
odnosno uspjesno se koristio neophodno je bespre-korno
poznavanje njegove vaskularne mreze, a za musku-lo-
kutane ili kutane reznjeve i povrsina koze koju vaskula-
rizuje peteljka reznja.

Rezanj misica zatezaca butne fascije se koristi u
raziCite svrhe u rekonstruktivnoj hirurgiji. prvi put je
opisan kao lokalni rotacioni rezanj 1934.god, a prvi put
upotrijeljen kao slobodni rezanj1978.god. Koristi se kao
miokutani reZanj - sadrzi m.tensor fasciae latae (MTFL),
butnu fasciju i nalijezucu kozu. moze da se upotrijebi
kao lokalni rotacioni rezanj za defekte prepona, peri-
neuma i donjeg abdomena do nivoa umbilikca, a za
defekte iznad umbilicua kao slobodni rezanj.

Vaskularizacija MTFL u najvecem broju opisanih slu-
Cajeva potice od ushodne grane spoljasnje polukruzne
butne arterije (a.circumflexa femoris lateralis - ACFL)
koja je grana duboke butne arterije (a. profunda femoris
APF), a ona grana butne arterije (a. femoralis - AF),
prema klasicnim udzbenicima anatomije. ACFL prolazi
izmedu prednjih i zadnjih zavrsnih grana n.femoralisa,
iza m.sartoriusa i m.rectus femoris, i zavrsava se po-
djelom na ushodnu (ascedentnu), poprecnu i nishodnu
(descedentnu) granu. Ascedentna grana se anastomo-
Zuje sa gornjom sjedalnom arterijom (a.glutea superior)
koja vaskularizuje proksimalni dio misi¢a, kao i dubo-
kim kruznom ilijacnom arterijom (a.circumflexa ilium
profunda). Pomenuta grana vaskularizuje i veliki trohan-
ter, glavu i vrat femura, i u literaturi je opisana kao
glavni dovodni arterijski krvni sud za MTFL, dok su za
vaskularizaciju nalijezuce koze zaduzeni perforantni
krvni sudovi. djelimi¢no vaskularizuje i gornja sjedalna
arterija, dok koznu teritoriju spoljasnjeg predjela buta,
kao i kozu iznad misSica vaskularizuju perforantni krvni
sudovi od misica zatezaca butne fascije.

U literaturi su opisane kako varijacije otklona LCFA
tako i njenog terminalnog grananja, ali i nacina vaskula-
rizacije samog reznja. Opisani su slucajevi odvajanja
od APF, direktno od AF (proksimalno ili distalno od
odvajanja APF), kao zasebna grana ili zajednickim
stablom sa unutrasnjom polukruznom arterijom buta
(a.circumflaxa femoris medialis - ACFM), slucajevi izo-
stanka ili duplikacije ACFL.

Poznavanje karakteristika vaskularne peteljke re-
Znja MTFL, a posebno anatomskih varijacija ima veliki
znacaj u planiranju procedure, odabira adekvatne veli-
Cine reznja, i spreCavanje nastanka postoperativnih
varijacija u formi nekroze i destrukcije reznja. Osim
toga, poznavanje varijacija ACFL je znacajno prilikom
aplikacije anestezije tokom procedure blokade femoral-
nog Zivca, kao i operacija u femoralnoj regiji ili zglobu
kuka. Takode, nishodna grana spoljasnje kruzne but-
ne arterije se koristi kao novi arterijski graft u sluca-
jevima koronarne aterosklerotske bolesti i potrebe za
kardiohirurskom intervencijomi postavljanjem koronar-
nih bypass graftova.

Klasi¢na angiografija kao dopunska metoda u medici-
ni omogucava uvid u anatomske promjene na krvnim
sudovima, daje podatak o broju i promjeru arterijskih
sudova i eventualnom postojanju patoloskog supstrata.
Medutim, ovom dijagnostickom metodom nije moguce
vizuelizovati pravac pruzanja, kao ni topografske od-
nose krvnih sudova sa ostalim strukturama, ili postoja-
nje varijacija. Pouzdana je dijagnosticka metoda pod
uslovom zdravog anatomskog sistema, ali kod arterij-
skih bolesti nije suverena. Danas je u slu¢ajevima
anatomskih odnosa zamijenila MSCT angiografija, ali
ostaje limitacija nemogucnosti kontrastnog prikaza
aterskleortski izmijenjenih krvnih sudova.

Stoga najpouzdaniji metod koji u potpunosti omogu-
cava izuCavanje anatomskih sistema i struktura, koji
omogucava direktno eksponiranje vizuelno pracenje
anatomsko-topografskih odnosa, toka stabla krvnih su-
dova, bocnih, kao i zavrsnih grana, moguce varijacije
su anatomske studije na kadaverima metodama makro
i mikro disekcije.

CILJ RADA

Prikazati postojanje vrsta varijacija nacina nastanka
ACFL i njenog terminalnog grananja, i vaskularizacije
MTFL.

MATERIJAL | METODE

Mikrodisekcija je uradena na 30 fetusa, oba donja
ekstremiteta (60 donjih ekstremiteta). Fetusi su gesta-
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cijske starosti od VI do X l.m, a dio su kolekcije Katedre
za Anatomiju Medicinskog fakulteta. Fetusi su razvrstani
prema polu 20 muskih i 10 Zenskih i u okviru njih je
posmatrana lijeva i desna strana.

Gestacijska starost fetusa je odredena na osnovu
tjemeno trticne duzine koja se kretala od 17-28cm, i
uporedivanjem njihovih vrijednosti sa istim u tabela-ma
gestacijske starosti navedenim u udzbeniku perinato-
logije ( Kurijak 1989). Fetusi su Cuvani u 10 % rastvoru
formaldehida.

Mikrodisekcija oba donja ekstremiteta fetusa je
uradena na slede¢i nacin:

Prije disekcije medijalnog i prednjeg kompartmenta

potrebno je palpatorno identifikovati gornju prednju

bedrenu bodlju i pubi¢nu kvrgu. Ucini se kosi rez ispod
ingvinalnog ligamenta. Pod lupom (uvecanje 5 puta)
uklanjena je koza, potkozno tkivo, i na kraju duboka
facija nakon Cega se prikaze prednji kompartment
misica. Pri uklanjanju potkoznog sloja mora se obra-
titi paznja na veliku safensku venu koja prelazi sa
unutrasnje strane na prednju. Nakon toga pazljivo
razdvojiti femoralnu venu od arterije. Preparisana
je butna arterija i evidentiran njen odnos sa butnom
venom | butnim zivcem u Skarpovom trouglu.Zatim

je ispreparisana duboka butna arterija, medijalna i

lateralna kruzna butna arterija do MTFL.

REZULTATI RADA

Nasi rezultati pokazuju da je ACFL u 83,3% ispitivanih
slucajeva vodila porijeklo od APF, pri cemu se u tim
slucajevima APF odvajala od AF visoko u Skarpovom
trouglu. U 11,7% slucajeva ACFL se odvajala od AF, i
to u 6,7 % proksimalno od odvajanja APF i u tim slu-
Cajevima primijecen je mali kalibar i nisko odvajanje
APF u Skarpovom trouglu. U jednom slucaju imala je
zajednicko stablo sa APF, a u jednom sa ACFM i to zaje-
dnicko stablo se odvajalo proksimalno od otklona APF.
U 3,3% slucajeva ACFL je nedostajala a njene grane, u
ovom slucaju su to bile ushodna, poprecnai nishodna,
su se odvajale direktno od od APF. Kod jednog fetusa
evidentirana je dupla LCFA kada je uoceno da se jedna
odvaja od PFA, a druga od AF, a po odvajanju se obije
spajaju u jedinstveno stablo.

Tabela 1. Mjesto odvajanja ACFL

Kao AFC* APF AFS** | Odsutna | Duplikacija
grana | Zajednickos | Zajednickos | Samostalno | Zbir | Zajednos | Samostalno | Zbir
tablosa AFP | tablosa a ACFM
| ACFM
ACFL | 1,7% 1,7% 6,7% 10% | 66,7% 16,7% 833% 1,7% 3,3% 1,7%
()] (O] [©] 6) | (40) (10) (50) 1) 2 @)
ACFL-a. ci femorisiateralis, ACFM — a. ci femorismedialis, APF — a.
profundafemoris
*AFC - a. is - i i APF
£ SFA -a. ficialis - jadi APF

U svojoj studiji objavljenoj 2007. godine, Vasquez i
saradnici su predlozili novu, jednostavniju klasifikaciju
nacina odvajanja ACFL | ACFM, pricemu su opisali tri
obrasca:

Tip 1: obje arterije se odvajaju od APF, tip la - ACFM
se odvaja proksimalnije, tip Ib - ACFL se odva-ja
proksimalnije, | tip Ic - obje arterije se odvajaju
zajednickim stablom.

Tip 2: jedna od arterija se odvaja od AF, a druga od APF,
tip lla - ACFM se, tip llb - ACFL se odvaja od AF.

Tip 3: obje arterije se odvajaju od AF.

U tabeli broj 2. smo prikazali nase rezultate na
osnovu opisa neklasifikacije.

Tabelabr 2. Tip grananjapremaklasifikaciji Vasquez et al.

Tip gr j klasifikaciji Vasquez et al. Procenat/B
Tipl 66,7% (40)
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Tipla

45% (27)

Tiplb

13,3% (8)

Tip Ie
Tip 11
Tiplla

83% (6)
15% (9)
10% (6)

Tipllb 5% (3)
Tip 11T 5% )

Sto se tie zavrinog grananja, kada je ACFL bila
prisutna, u 80% slucajeva se zavrsila pomocu dvije za-
vrsne grane - ushodnom i nishodnom, a u preostalim
slucajevima pomocu 3 zavrsne grane - ushodnom, nisho-
dnom i poprec¢nom.

Prilikom analize broja i nacina ulaska terminalnih
grana ascedentne grane u MTFL dobijeni su sljedeci
rezultati: u 14% slucajeva je ascedentna grana bez
naknadnog grananja bila jedini dovodni sud za MTFL, u
31% slucajeva doslo je do bifurkacije ascedenne grane
i obje grane su prisle miSicu sa medijalne strane, u
40% slucajeva doslo je do trifurkacije, u 10% slucajeva
ascedentna grana se podijelila na vise od 3 terminalne
grane, a u 5% ascedentna grana je prisla MTFL formirajuci
arterijsku mrezu tako sto se podijelila na veci broj sitnih
grana na medijalnoj strani misica.

Slika 1. ACFL i ACFM se odvajaju od APF
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Slika 2. ACFl i ACFM se Slika 3. ACFl se odvaja od AF,
odvajaju od AF, a ACFM od APF
proksimalno od otklona APF koje s distalnije

Slika 5. ACFl nedostaje,
a njene grane se odvajaju

Slika 4. Duplikacija ACFL, i difrektno od APF, dok se ACFM
njihovo distalno spajanje odvaja distalnije od AF.

62

Slika 7. Ascedentna grana ACFL koja se zavrsava pomocu tri
terminalne grane koje ulaze u MTFL

Slika 8. Ascedentna grana ACFL koja se zavrsava pomocu 2
terminalne grane koje ulaze u MTFL

Slika 9. Ascedentna grana ACFL koja se ne daje zavrsne grane pri
ulasku u MTFL

DISKUSIJA

Varijacije porijekla lateralne kruzne butne arterije
embrioloski su determinisane. Donji ekstremitet se raz-
vija iz lateralnog aspekta L2-S2 segmenata trupa tokom
pete nedelje gestacije. krvni sudovi se razvijaju u toku
naredna tri mjeseca. Tokom razvoja, primarna ,,axijalna“
arterija, je vitalna za vaskularizaciju i diferencijaciju
samog ekstremiteta. Ona je grana umbilikalne arerije
(koja u kasnijem toku razvoja postaje femoralna ar-
terija) ili pete lumbalne/intersegmentne arterije.
Njen proksimalni dio se naziva ishijadicna arterija,
srednji poplitealna, a distalni primitivna intraosealna
arterija, dok se zavrsni segment naziva plantarnim ka-
pilarnim pleksusom. Istovremeno spoljasnja ilijacna
arterija se takode razvija od umbilikalne arterije, i
od nje se razvija proksimalni dio femoralne arterije.
Srednji dio se razvija iz ,rete femorale®, a distalni
iz komunikantne grane porijekla ishijadicne arterije,
koji prolazi kroz hiatus tendineus i spaja se sa ,rete
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femorale“. Uvecanje protoka krvi kroz kapilare rete
femorale - femoralne mreze, tokom organogeneze se
smatra glavnim mehanizmom nastanka i definitivnog
obrazovanja arterijskog obrasca ove regije, jer dovo-di
do razvoja APF, njenih grana i ostalih grana AF. Isto-
vremeno dio ishijadi¢ne arterije iznad novonastale ko-
munikacije regredira.

Tokom procesa razvoja neki od arterijskih kanala
prolaze kroz proces regresije a neki se prosiruju i for-
miraju definitivni arterijski obrazac vaskularizacije
odredenog podrucja. Perzistiranja kanala za koje je
predvideno da obliterisu ili u potpunosti nestanu do-
vodi do razlicitih vaskularnih varijacija i anomalija koje
komplikuju arterektomije, embolektomije i tromben-
daterektomije u slu¢ajevima ateroskleroze, kao i pret-
hodno pomenute operacije transplantacije kutanih i
miokutanih graftova.

Obzirom na nedostatak podataka o arterijskim vari-
jacijama na fetalnom materijalu u dostupnoj literaturi,
mi smo nase rezultate uporedili sa dostupnim studijama
na angiografskom materijalu i adultnim kadaverima -
tabela broj 3. Osim toga postoji razlika u nomenklaturi
koju koriste anatomi, i one koju koriste hirurzi i radio-
lozi. Anatomski, zavrsna grana a.iliace externe (AIE)
je AF, koja nosi taj naziv cijelim tokom, dok je AFP
njena bocna grana. U radovima hirurga ili radiologa
proksimalni dio AF se oznacava kao zajednicka odnosno
a. femoralis communis - AFC, koja se onda dijeli na AFP
i a.femoralis superficialis (AFS).

Tabela 3. Porijeklo ACFL prikazano u procentima u
rezultatimarazlicitihstudija

AIE  AFC AFP AFS O
Samostalno Sa AFP  Sa ACFM | Sa AFP i ACFM | Zbir
Siddharth et al 1985** 5 5 26 67 7
Massoud et al 1997 4 1 5 1 80 15
Fukuda et al 2005*** 1.8 81,7 53 1,1
Vasquez et al 2005 32 0,2 34 94,8 1.8
Tansatit et al 2008 43,33 |56,67
Uzel et al 2008 19,1 0,9 0,9 209 773 1.8
Prakash et al 2010 18,75 |81,25
Dixitctal 2011%%** 0,4 |53 16,2 21,5 |75 26 04
Peera et al 2013* 15 5 20 80
Anjankar et al 2014 83 17,5 258 68,3 5.8
Chitra et al 2015* | | | 16 |8 |
Mukhia et al 2015 33 33 6,6 90 33
Rathnakar et al 2016* 13,7 86,3
Swetha et al 2016* | | | [0 |
i 6,7 1,7 1,7 10 833 1,7 3.3
AIE - a.iliaca externa, ACFL- a. cil fe islateralis, ACFM — a. ci i ali:
APF —a. fi fe i is - fe i

is, AFC —a. fc i - i APF,

SFA —a. ficialis - ter APF,0 - odsutna
** graneodsutne ACFL porijeklasu AFC I APF u 3%, a u 4% samo od APF

*** graneodsutne ACFL porijeklasu AFC I APF
% graneodsutne ACFL porijeklasu APF
***** ACFL porijeklasu APF, u j lucaju je biladuplikacija ACFL

Iz ovih razloga postoje znacajne varijacije u rezulta-
tima. ACFL je najcesce grana APF (u literturi od 56,67%
do 100%), a to je slucaj i u nasoj studiji. U preostalom
broju slucajeva, ACFL je najCesce grana AF, proksimalno
od otklona APF tj od AFC, pri cemu procenti varijaraju
od 0 do 43,33%, dok se od distalnog segmenta, tj AFS,
odvaja do u 15% slucajeva.

Najcesce se odvaja kao samostalan krvni sud, iako
pojedine studije navode da se u ve¢em procentu odvaja
zajednickim stablom sa APF. Mogu se naci opisani i slu-
Cajevi zajednickog odvajanja sa ACFM, ili ACFM i APF,
kao i da se odvaja kao grana AIE: U nekim studijama
bila je odsutna cak i do 7% i u tim slucajevima grane su
se odvaja od AF i APF. U dostupnoj literaturi pronasli
smo samo jos jedan opis duplikacije ACFL.

Nasa studija je potvrdila da je glavni dovodni arterijski
krvni sud za MTFL porijekla ascedentne grane ACFL, sto
je u korelaciji sa dostupnim literaturnim podacima. Broj
terminalnih grancica ascedentne arterije je varirao od
0-6, pri cemu je najcesci slucaj bio tri, Sto se donekle
ne slaze sa dostupnim podacima koji pokazuju da je taj
broj 2.Lokacija ulaska terminalnih grana ascedentne
arterije u MTFL je na razli¢itoj udaljenosti od gornje
prednje bedrene bodlje (Sto svakako zavisi i od uzrasta
fetusa koji je analiziran), ali je najcesce negdje oko
polovine rastojanja do mjesta prelaska misi¢nih vlakana
u iliotibijalni trakt.

ZAKLJUCAK

Pregledom literature moze se zakljuditi da postoji
veliki broj varijacija AF, AFP koa i ACFL i njenih grana.
Poznavanje anatomskih varijacija porijekla krvnih su-
dova ima veliki znacaj u prevenciji krvarenja prili-
kom izvodenja endovaskularnih intervencija, ali i u
plasti¢noj i rekonstruktivnoj hirurgiji i ortopedskim
intervencijama.
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SAZETAK

Maticne (stem) celije su nespecijalizovane celije u vrlo ranom stadijumu razvica, koje u fizioloskim uslovima
mogu da se diferenciraju u viSe razlicitih tipova celija od kojih mogu da nastanu sva nasa tkiva i organi. Biologija
maticnih celija postaje veoma vazno polje za razumevanje regeneracije tkiva. Generalno, koncept maticnih celija
definisan je na osnovu njihove dve osnovne karakteristike. Kao prvo, one imaju potencijalsamoobnavljanja. Drugo,
nakon celijske deobe, pojedinacne cerke celije mogu ili da zadrze karakteristike maticnih celija, ili da budu
indukovane da se diferenciraju.Zbog mogucnosti izolovanja i umnozavanja u uslovima in vitro, s jedne strane, i
pluripotentnosti, s druge strane, maticne Celije predstavljaju vazan izvor celija i tkiva za prakti¢nu klinicku primenu
u tzv. ,regenerativnoj medicini“ ili ,,tkivnom inzenjeringu“. U ovom trenutku, svedoci smo velikog napretka u
proucavanju stem celija i njihovoj potencijalnoj primeni u terapiji.

Kljucne reci: maticne cCelije, stem cCelije, regenerativna medicina, tkivni inZenjering, terapija

ENGLISH

SUMMARY

Stem cells are non-specialized cells at a very early stage of development. In physiologial conditions, stem cells
can differentiate into a number of different cell types, which can further form all of our tissues and organs. Stem
cell biology is becoming a very important field for understanding tissue regeneration. In general, the concept of
stem cells is defined based on their two basic characteristics. Firstly, they have self-renewal potential. Secondly,
following cellular division, individual daughter cells can either retain stem cell characteristics or be induced to
differente. Due to the possibility of isolation and multiplication in vitro on one hand, and pluripotency on the other,
stem cells are an important source of cells and tissues for practical clinical application in so-called ,regenerative
medicine“ or ,tissue engineering“. At this point, we are witnessing great progress in stem cells research and their
potential application in therapy.

Key words: stem cells, regenerative medicine, tissue engineering, therapy
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uvoD

Maticne (stem) celije su nespecijalizovane celije
u vrlo ranom stadijumu razvica, koje pod normalnim
uslovima mogu da se diferenciraju u vise razlicitih tipo-
va celija od kojih mogu da nastanu sva nasa tkiva i
organi.

Pojam maticne celije prvi je uveo nemacki biolog
Ernst Haeckel, dok je August Weismann bio prvi koji je
celije u organizmu podelio na polne i telesne (soma-
tske). Nesto kasnije Theodor Boveri i Valentin Hacker su
pokazali da se kod oplodenih jajnih ¢elija i polnih celija
javljaju asimetricne celijske deobe. Ipak, zbogizuzetno
male brojcane zastupljenosti maticnih celija, kao i
¢injenice da se morfoloski ne razlikuju od tkivno-speci-
ficnih celija, maticne Celije kao posebni celijski entiteti
identifikovane su tek poCetkom Sezdesetih godina dva-
desetog veka.

OSOBINE MATICNIH CELIJA

Maticne (stem) Celije predstavljaju jedinice bioloske
organizacije ukljucene u razvoj i regeneraciju tkiva i
organa. Njihovom deobom, cerke celije mogu da budu
usmerene ka formiranju specijalizovanih tipova celija ili
ka samoobnovi (tzv.asimetri¢na deoba koja predstavlja
fizioloski mehanizam odrzavanja populacija maticnih
celija u tkivima i organima). lako predstavljaju malu
celijsku populaciju u tkivima, ove celije imaju visok
klonogeni kapacitet, koji omogucava da od malobrojne
populacije primitivnih mati¢nih ¢elija nastane niz tran-
zitnih kategorija ¢elija od kojih diferenciranjem nasta-
ju zrele celije.

Cetiri glavne osobine definisu maticne celije: neogra-
ni¢ena sposobnost samoobnavljanja, pluripotentnost,
velika mogucnost migracije i sposobnost imunoloske
tolerancije - ne dovode do odbacivanja kalema (odnosi
se na humane embrionalne stem celije).

S obzirom na neogranicenu sposobnost deobe, mati-
Cne celije se oznacavaju kao ,besmrtne“ (imortalne),
a njihov ontogenetski razvoj obuhvata nekolikonivoa
razvoja i zrelosti, na osnovu razli¢itog potencijala dife-
renciranja. Totipotentne maticne celije su blastomere
imogu se diferencirati u bilo koji tip celija. Od njih
nastaju sve Celije embriona i placente, odnosno sva
tkiva Zivog organizma. Pluripotentne maticne celije
su potomci totipotentnih celija koje mogu da se di-
ferenciraju u celije sva tri klicina lista (ektoderm, me-
zoderm i endoderm), a nalaze se u unutrasnjoj masi
blastociste (humane embrionalne maticne celije su prvi
put izolovane 1998. godine). Kasnije je pokazano da
blastocista nije jedini izvor pluripotentnih maticnih

celija i da se embrionalne maticne celije mogu dobiti
iz primordijalnih germinativnih celija.Multipotentne
maticne celije nalaze se u mnogim adultnim i fetal-
nim tkivima i organima; mogu da daju razlicite tipo-ve
celija, ali samo u okviru jednog klicinog lista, a najvise
izu¢avane multipotentne maticne celije su hemato-
poetske matic¢ne celije (HMC). Unipotentne mati¢ne
celije se mogu diferencirati u samo jedan tip celija,
pri cemu zadrzavaju sposobnost samobnove (primer
spermatogonija).

Zbog mogucnosti izolovanja i umnozavanja u uslo-
vima in vitro, s jedne strane, i pluripotentnosti, s druge
strane, maticne Celije predstavljaju vazan izvor Celija i
tkiva za prakticnu klinicku primenu u tzv. ,,regenerativnoj
medicini“ ili ,,tkivnom inZenjeringu“. U ovom trenutku,
svedoci smo velikog napretka u proucavanju stem ce-
lija. Ipak, treba podsetiti da su celokupna danasnja
istrazivanja maticnih celija prvenstveno zasnovana na
prvobitnim saznanjima o hematopoetskim mati¢nim
celijama (HMC).

TIPOVI MATICNIH CELIJA

Na osnovu mogucnosti izolovanja iz razlicitih tkiva
organizma coveka u embrionalnom, fetalnom i adultnom
periodu razvica, koristi se klasifikacija stem celija na:
humane embrionalne stem celije (hESC), fetalne stem
celije (hFSC) i adultne stem celije (hASC).

Humane embrionalne stem ¢elije

Humane embrionalne stem ¢elije (hESC) su najpri-
mitivnija populacija maticnih celija u organizmu co-
veka, koja se dobija od unutrasnje Celijske mase bla-
stociste pre implantacije. To su totipotentne celije sa
neogranicenim potencijalom odrzavanja u nediferen-
ciranom stanju. Mogu da se diferenciraju u uslovima in
vivo i in vitro, stvarajuci derivate sva tri klicina lista.

Humane ESC u uslovima in vitro imaju sposobnost
diferencijacije u neurone, oligodendrocite, glija celi-
je, celije nadbubrezne zlezde, keratinocite, hemato-
poetske progenitore, osteoblaste, hondrocite, endo-
telne celije, skeletne misSicne celije, sréane misicne
celije, pankreatocite, hepatocite, pneumocite tipa
II. Diferenciranje ESC u germinativne Celije takode je
predmet brojnih proucavanja.

Izdvajanje linija hESC je veoma komplikovan proces,
a znacajni su i problemi kultivisanja hESC (animalni
sastojci iz medijuma za kultivisanje koji mogu da dove-
du do genetskih modifikacija), produzen rast celija u
uslovima in vitro (mozZe da dovede do hromozomskih
aberacija), kao i rizik od nekontrolisanog rasta i dife-
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rencijacije tj. pojave tumora.Kao i kod uvodenja bilo
koje nove zdravstvene tehnologije i kod maticnih ce-
lija treba razmotriti pitanja prihvatljivosti sa etickog
aspekta, a osnovnu eticku prepreku u koris¢enju embri-
onalnih maticnih celija predstavlja ¢injenica da se one
moraju izdvojiti iz ljudskog zametka u stadijumu blasto-
ciste koji ovim postupkom biva unisten.

Medutim, veliki preokret u perspektivi terapije em-
brionalnim maticnim celijama zapoceo je 2006. dobi-
janjem indukovanih pluripotentnih maticnih celija (iPS,
engl. induced pluripotent stem cells) iz misa, a vec
2007. i iz Coveka.Nastale iPS mogu se poput embri-
onalnih maticnih celija dalje diferencirati in vitro i in
vivo. In vitro se diferenciraju u razne vrste celija koje
odgovaraju derivatima sva tri klicina lista, a in vivo mogu
da kolonizuju polne Zlezde i stvore polne celije od kojih
moze nastati nova jedinka (prenos polnim celijama) sto
potvrduje da su te celije, poput embrionalnih maticnih
celija, takode totipotentne.

Humane fetalne stem celije

Fetalne stem celije se izoluju iz krvi pupcanika,
tkiva pupcane vrpce i placente, tesu lako dostupne za
tkivni inzenjering. Za njihovo izolovanje ne postoje
medicinske i eticke prepreke, a same imaju relativno
visoku multipotentnost koja je manja od hESC, ali da-
leko veca od hASC (imaju duze telomere, izrazitiju
telomeraznu aktivnost i manju ucestalost lezija DNK
uzrokovanih celijskom replikacijom i deobom). Fetalne
stem celijeu uslovima in vitromogu da se diferenciraju
u osteoblaste, hondrocite, adipocite, misicne celije,
neurone, astrocite, oligodendrocite. U buducnosti po-
stoji mogucnost da se kod svakog novorodenceta sa-
Cuvaju radi eventualne autologe primene u kasnijem
Zivotu.

Eksperimenti in vitro su pokazali povoljan efekat u
primeni ovih ¢elija u terapiji mozdanog udara i infarkta
miokarda.

Humane adultne stem celije

Humane adultne stem celije izolovane su iz mnogih
tkiva odraslih jedinki, kao sto su kostana srz, jetra,
masno tkivo, periost, koZa, sinovija, crevo, srce, plu-
Ca, bubreg, zubna pulpa, skeletni misici, retina, mo-
zak i pankreas. Smatra se da su sve maticne celije
koje naseljavaju razli¢ite organe adultnog organizma
multipotentne, te stoga mogu biti idealan izvor auto-
logih stem celija za tkivnu regeneraciju.

Celije u stromi ko3tane srzi imaju sposobnost da
se diferenciraju u pravcu nastanka nehematopoetskih

celija. To su mezenhimalne stem celije (MSC) kostane
srzi koje se oznacCavaju i kao stromalne celije kostane
srzi ili multipotentne adultne progenitorne celije
(MAPC). Ove celije su uspesno preciscene i propagirane
na klonalni nacin u uslovima in vitro. Dokazano je da
ulaze u cirkulaciju i da mogu da naseljavaju druga
mesta u organizmu gde se diferenciraju radi repara-
cije ostecenog tkiva. Multipotentne adultne mezen-
himalne celije iz kostane srzi eksprimuju neke markere
karakteristine za hESC (Oct4 i Rex 1) i imaju sposobnost
da se diferenciraju u celije razlicite od celija tkiva
odakle poticu (imaju osteogeni, neurogeni, miogeni i
hondrogeni i proangiogenetski potencijal, kao i poten-
cijal diferencijacije u hepatocite i B-¢elije pankreasa).

Ohrabruju rezultati klinicke primene ovih celija u
terapiji infarkta miokarda, regeneraciji hepatocita i
B-celija pankreasa kod insulin-zavisnog dijabetesa, kao
i u terapiji degenerativnih oboljenja koStanog sistema i
hrskavice i regeneracije povredene kicme.

lako se smatraju multipotentnim, ASC se daleko
vise primenjuju u regenerativnoj terapiji u odnosu na
ESC, pre svega zbog relativno lake izolocije, &injenice
da nemaju onkogeni potencijal i da njihova primena
nema etickih ogranic¢enja.Regenerativni potencijal MSC
zashiva se na sposobnosti diferencijacije u razlicita
mezenhimska tkiva kao Sto su kost, hrskavica, misici,
ligamenti, masno tkivo i druga vezivna tkiva. Pored
toga, MSC produkuju brojne bioaktivne molekule koji
imaju imunoregulatornu ulogu, ali i uéestvuju u brojnim
procesima u okviru specificne mikrosredine prilikom
povrede tkivne strukture i/ili funkcije ¢elija. Parakrina
funkcija, kao i sposobnost migracije MSC na mesta gde
su nastala odtecenja tkiva gde MSC ubrzavaju procese
reparacije tkiva, ¢ine MSC vaznim trofickim faktorima.
Sve ove osobine ¢ine MSC dobrim kandidatima za le¢enje
bolesti jetre, bubrega, kostiju, srca i imunskih obo-
ljenja. Medutim, i pored ogromnog napretka u razu-
mevanju biologije MSC i intenzivnih ispitivanja usme-
renih ka novim terapijskim pristupima, jasno je i da su
za njihovu konacnu primenu u terapiji neophodna jo$
mnogobrojna istrazivanja.

Pored aktivne uloge u procesima reparacije i rege-
neracije tkiva, gde ucestvuju i kao modulatori imun-
skog odgovora, MSC imaju uticaj i na razvoj tumor-
skog tkiva. Tokom obnavljanja otecenih tkiva, MSC
ucestvuju u aktivaciji angiogeneze, koja moze da dove-
de i do progresije tumorskog tkiva. Kada se nadu u
inflamatornoj tumorskoj mikrosredini, MSC ispoljavaju
slice faktore rasta i hemokine kao i u slu¢aju popravke
oStecenog normalnog tkiva, ali u ovom slucaju, parakrini
faktori MSC, ali i ¢elijski kontakti sa tumorskim ¢elijama
mogu da podrzavaju razvoj tumora. Naime, MSC mogu
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da omoguce proliferaciju tumorskih celija i inhibiciju
njihove apoptoze, supresiju imunskog odgovora organi-
zma na nastalo tumorsko tkivo, angiogenezu i progresiju
tumora, i konacno metastazu.

Indukovane pluripotentne maticne celije

Veliku paznju javnosti privukao je japanski naucnik
Shinya Yamanaka sa Univerziteta u Kjotu, kada je otkrio
da je moguce vec diferenciranu celiju vratiti u stanje
pluripotentne maticne celije (indukovane pluripotentne
maticne Celije). Za ovo otkri¢e dobio je Nobelovu na-
gradu za medicinu zajedno sa Sir John Gurdonom 2012.
godine. Rad ovog naucnika otvorio je mogucénost upo-
trebe dobijenih celija kao nanosistema za isporuku leko-
va, pa je danas ovo jedna od znacajnih istrazivackih
oblasti. Uspeh metode povezan je sa moguénoscu da se
indukuje ekspresija Cinilaca pluripotentnosti uadul-tnim
somatskim celijama, Sto dovodi do njihovog reprogra-
miranja i vraca ih u stadijum pluripotentnosti. Znacaj
ovih celija ogleda se u mogucnosti iskoris¢avanja njiho-
vog regenerativnog i reparativnog potencijala u leCenju
raznih bolesti, medu kojima su dijabetes melitus, bolesti
srca i zivaca, makularna degeneracija, opekotine,
osteoartritis, reumatoidni artritis i mnoge druge.
Zbog koriscenja sopstvenih celija, pri transplantaciji
kultivisanih iPSC ne dolazi do reakcije odbacivanja
organa posredovane imunoloskim mehanizmima. Ove
celije se u bazic¢nim naucénim disciplinama primenjuju
u cilju istrazivanja patogeneze razlicitih bolesti, kao i
ispitivanja mehanizma terapijskih i nezeljenih dejstava
novih lekova. Pored toga, iPSC se koriste u proucavanju
normalnog rasta i razvoja i za identifikovanje uzroka
urodenih anomalija.

Tumorske maticne ¢elije

Nedavna istrazivanja dovela su do novihsaznanja o
nastanku tumora i do otkri¢a tumorskih maticnih celija
(engl. CSC - cancer stem cell). To je mala subpopulacija
celija unutar tumora koja poseduje osobine slicne
normalnim maticnim celijama, kao Sto je sposobnost
samoobnavljanja i diferenciranja, ali i tumorogeneze.
Signalni putevi za samoobnavljanje poput Bmi1 i Wnt/B-
katenin imaju slicne efekte i u normalnim i u tumorskim
maticnim celijama, Sto upucuje na zakljucak da isti
molekularni putevi regulisu obe populacije celija.

Tumorske maticne celije mogu uzrokovati relapse
tumora i udaljene metastaze. NajcesSée se nalaze u
stanju tumorskog mirovanja, zahvaljujuci genetskim i
epigenetskim promenama kao i prilagodavanju imun-
skom sistemu (tesko ih je otkriti). Svojstva tih celija su

metastaziranje, povecana invazivnost, rezistencija na
apoptozu, mogucnost popravke tumorske DNA, ampli-
fikacija signalnih puteva i Cinilaca koji regulisu cikluse
hipoksije i oksigenacije kao i prilagodavanje mikro-
sredini, imunoloska nevidljivost i otpornost na terapiju
zraCenjem i na hemoterapiju. Tumorske maticne celije
i njihovi markeri predstavljaju vaznu metuu razvoju
novih protivtumorskih lekova.

AKTUELNA ISTRAZIVANJA PRIMENE MATICNIH
CELIJA U TERAPLJI

Istrazivanja terapijske primene maticnih celija evi-
dentiraju se nekoliko decenija unazad. Zasnivaju se na
ocekivanjima da ¢e nam pomoci kako u razumevanju,
tako i u lecenju mnogih oboljenja i traumatskih oste-
¢enja razlicitih tkiva. Njihov terapijski potencijal je
oCigledan, a do sada je posebno iskazan u primeni ma-
ticnih celija krvi u leenju bolesti krvi, bolesti ili povre-
de kostiju, koZe i povrsine oka. Ipak,medunarodna aso-
cijacija za istrazivanja stem celija (International Society
for Stem Cell Research) savetuje oprez svima koji bi
mogli biti zainteresovani za le¢enje maticnim ¢elijama
zbog nekriti¢nih komercijalnih ponuda koje nisu jednake
klinickim istrazivanjima, a zahtevaju nadoknadu od
ucesnika projekta uz neizvestan ishod.

Trenutno je u toku veliki broj klinickih studija sa
ciljem ispitivanja njihove primene u brojnim medikopa-
toloskim stanjima.

Neuropsihijatrijski sindromi

Nosioci neurogeneze u adultnom CNS su maticne
¢elije (MC) - neuralne progenitorske celije, koje imaju
sposobnost samoobnavljanja, ali i diferencijacije ka
celijama neuronskog ili glijalnog tipa. Broj ovih celija
relativno je mali i ograni¢en na dve regije adultnog
CNS - hipokampus, odnosno subgranularnu zonu, gyrus
dentatus i subventrikularnu zonu lateralnih komora.
Brojnost MC, kao i brzina neurogeneze u adultnom CNS
nisu dovoljni za reparaciju i regeneraciju ostecenja koja
postoje kod neuroloskih oboljenja, iako je dokazano da
neurogenezu stimulise oStecenje mozdanog tkiva, kao
i pojedini hormoni i neurotransmiteri, ali i da u krvi
postoji cirkuliSu¢a populacija MC koja bi mogla da vrsi
dopunu neuralnih progenitorskih celija adultnog CNS.

U periodu od 1999. do 2018. godine radeno je vi-
$e od 200 klinickih studija (201) koje su istrazivale
primenu stem celija u neuropsihijatrijskim sindromima.
Vise od polovine studija odnosi se na leCenje multiple
skleroze, mozdanog udara i povrede kicmene mozdi-
ne. Ostalestudije se uglavnom odnose na cerebralnu
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paralizu, amiotroficnu lateralnu sklerozu, hipoksicnu
ishemijsku encefalopatiju, autizam, Parkinsonovu
bolest, Alzhajmerovu bolest, ataksiju i dr. Indikacije
sa manje od 5 registrovanih klinickih studija obu-
hvataju tumore mozga, atrofiju vise sistema nervnog
tkiva, dijabeticku neuropatiju, cerebralnu adrenoleu-
kodistrofiju, epilepsiju, mentalnu retardaciju, pro-
gresivnu supranuklearnu paralizu i fibromijalgiju.Tera-
pijska primena mati¢nih celija zasniva se na njiho-
voj sposobnosti oslobadanja neurotroficnih faktora i
diferencijaciji u neurone i glijalne éelije, ¢ime se pro-
movise neurogeneza i zamena bolesnih ili povredom
ostecenih delova mozga.Medutim, postoje studije ko-
je ukazuju i na negativne efekte. U njima se istice
neuspesnost dostizanja postavljenih osnovnih ciljeva,
kao i pojava ostecenja organizma koja se mogu povezati
sa nedovoljno definisanim indikacijama za primenu
terapije stem celijama.

Morfoloska osSteéenja srca

Maticne celije se mogu koristiti ne samo za zamenu
oStecenog srcanog tkiva i zalistaka, nego i celog srca,
kao i za uspostavljanje novih krvnih sudova u zonama
ostecenja. Najnovija istrazivanja podrazumevaju vise-
struki pristup istovremenog obnavljanja srcanih misicnih
celija i vaskularnog sistema srca, koris¢enjem dve vr-
ste maticnih celija koje se aplikuju na dva razli¢ita
nacina. Indukovane pluripotentne maticne celije, deri-
vati kardiomiocita se intramiokardijalno ubrizgavaju
direktno u grani¢nu zonu srca pacova, dok se flaster
impregniran hMSC postavlja na podrucje infarkta, poput
zavoja. Rezultati opravdavaju nadu da bi leCenje srca
oStecenog infarktom miokarda moglo biti pristupacnija
alternativa transplantaciji srca. Isti princip bi se mogao
primeniti i u le¢enju drugih organa: mozga, jetre i
pankreasa, u kojima postoji vise vrsta maticnih celija.

Funkcionalni poremecaji sr¢ane akcije

Sindrom produzenog QT intervala je potencijalno
teski aritmogeni poremecaj, povezan sa produzenim QT
intervalom i iznenadnom smrcu. Aktuelna istrazivanja
tragaju za mestom humanihindukovanih pluripotentnih
maticnih celija u terapiji ove forme aritmije.

Makularna degeneracija

Makularna degeneracija je takode znacajni izazov za
istrazivace. Na osnovu animalnih eksperimenata, autori
saopstavaju da postoje uslovi za pocetak ispitivanja na
ljudima.

Autoimunski sindromi (Reumatoidni artritis)

Terapija maticnim ¢elijama namenjena leCenju autoi-
munskih stanja je relativno novo podrucje istrazivanja.
Reumatoidni artritis (RA) kao najcesca autoimunska
bolest zglobova predmet je posebne paznje. Pokazano
je da se mezenhimalne matic¢ne celije mogu razviti u
hrskavicu i kosti i da su sposobne da suprimiraju imunski
sistem i smanje upalni odgovor organizma, sto terapiju
mezenhimalnim mati¢nim celijama Cini obecavajuc¢om
opcijom lecenja za autoimunske bolesti poput RA.
Terapija ukljuuje ubrizgavanje ovih celija direktno
u tkiva koja okruzuju zahvaéene zglobove.Medutim,
postoje i kriticki osvrti i upozorenja o nezeljenim efe-
ktima primene stem celijske terapije u leCenju RA.
Oniobeshrabrujuprimenu ovakvih terapijskih tehnika
i ukazuju na besmislenost terapije zbog manjkavosti
metodologije, rizika i izostanka efekta, a na drugoj stra-
ni ekonomskog iscrpljivanja korisnika zbog intervencije
za koju se ne moZe garantovati uspeh.

Dijabetes tip Il

Tokom 2017. godine, analizirano je 13 studija publi-
kovanih od 2006. do 2016. sa rezultatima koji jos uvek
nedovoljno preporucuju ovaj tretman. Medutim, re-
zultati brazilske studija leCenjadijabetesatipa | (21
bolesnik) ukazali su na mogucnost smanjenja ili prekida
insulinske terapije tokom nekoliko godina kod jednog
broja bolesnika.

Terapija kancera

Odnos maticnih celija i tumorogeneze fascinira istra-
ZivaCe decenijama. Maticne Celije stvaraju ili regenerisu
tkiva i organe umnozavanjem i diferencijacijom u vise
specijalizovanih tipova celija putem visoko regulisane
celijske deobe. Ona je pod strogom kontrolom specifi-
¢nih gena. Kada oni mutiraju, celije se mogu deliti van
kontrole. Razumevanje procesa normalnog celijskog
razvoja moze pomoci u identifikovanju novih efikasnih
ciljeva za terapiju raka.

Da li rak moze nastati iz maticnih celija? Tragom
ovog pitanja, utvrdeno je da su matic¢ne celije koze
i creva podloznije stvaranju tumora od ostalih celija
u tim organima. Tumorske celijekoriste gene, koji su
obicno ukljuceni u razvoj i deobu maticnih ¢elija, da
iniciraju aberantni rast.U nedavnom istrazivanju koje
je sprovedeno u decjoj bolnici u Bostonu pracen je
proces transformacije melanocita u celiju malignog
melanoma usled reaktivacije gena specificnih za ra-
ni razvoj embriona. Uvid u najranije faze nastanka
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maligniteta omogucava istrazivacima da definiSu nove
lekove koji bi mogli imati preventivni znacaj. Premda
je veza izmedu maticnih celija i tumorogeneze prilicno
evidentna, potrebno je jos istrazivanja u toj oblasti
u cilju razvoja specificnih dijagnostickih i terapijskih
tehnika.

ZAKLJUCAK

Buducnost celijske terapije u lecenju mnogih bolesti
vec sada jesasvim izvesna. Ostaju vazna pitanja na koje
odgovore mogu dati ozbiljna istrazivanja utemeljena na
sadasnjim saznanjima i bazi¢nim naucnim postavkama,
a koja se ticu pitanja vrste celija, njihove optimalne
kultivacije, nacina umnoZzavanja, aplikacije, kao i opti-
malnog vremenskog okvira za ovakvu vrstu lecenja.

lako je iz embrionalne maticne celije moguce dobiti
bilo koju éeliju organizma, postoji rizik da iz nje nastane
i tumorska celija. Zato trenutna zamisao le¢enja mati-
¢nim celijama obuhvata izolaciju iPS iz obolelog, nji-
hovu diferencijaciju, kao i leCenje presadivanjem
diferenciranih celija. Obzirom da upotreba iPS zaobi-
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SAZETAK

Mentalni poremecaji su glavni uzrocnici morbiditeta i mortaliteta i znacajno opterecuju drustvo bolestima. Prema
podacima SZO (2017), 4,4% svetske populacije pati od depresivnih (350 miliona) i 3,6% od anksioznih poremecaja.
Vise od jedne decenije istrazivaci iz Instituta za nuklearne nauke ,,Vinca“ koristeci translacioni pristup u animalnim
i humanim studijama ispituju fundamentalne bioloske procese koji su u osnovi ovih poremecaja kao i razlicite
farmakoloske tretmane. Nasi glavni rezultati ukazuju na to da fosforilacija glukokortikoidnog receptora znacajno
doprinosi rezistenciji na glukokortikoide i da su transkripcioni pro-oksidativni faktori odgovorni za regulaciju
pro-oksidativnog i -inflamatornog stanja u depresiji. Rezultati nasih istrazivanja isticu da inflamatorni procesi
doprinose depresiji uticu¢i na neurotransmisiju, neuroplasti¢nost i neuroendokrine procese, ukazujuci na povoljne
efekte antiinflamatorne terapije kod ove bolesti. Da bi se razotkrili mehanizmi koji su uzrocnici mentalnih bolesti
i dizajnirali novi tretmani, neophodna su sveobuhvatnija istrazivanja molekula, celija i nervnih struktura i njihova
asocijacija sa tipicnim i atipi¢nim oblicima ponasanja.

Kljucne reci: HPA osa, glukokortikoidni receptor, stress, fluoxetin, depresija

ENGLISH

PRECLINICAL AND PATIENT STUDIES OF PSYCHIATRIC DISORDERS
SUMMARY

Mental disorders cause considerable morbidity and mortality, and they present leading contributor to the global
burden of disease. According to WHO data (2017) 4.4% of the global population suffer from depressive (350 mil.)
and 3.6% from anxiety disorders. More than a decade, researchers from the Vinca Institute of Nuclear Sciences using
,bench-to-bedside“ human-animal studies examined fundamental biological processes underlying susceptibility
to these disorders and pharmacological treatments. Our major results emphisesed that the phosphorylation to
the glucocorticoid receptor, is a major contributor to the glucocorticoid resistance and that redox-sensitive
transcription factors are involved in pro-oxidative and -inflammatory states in major depression (MD). Our
research suggested that inflammation contributed to the MD by altering neurotransmission, neuroplasticity, and
neuroendocrine processes, epmhasasing a beneficial effect of anti-inflammatory add-on therapy in depression.
To unravel the mechanisms that lead to mental illnesses and to target novel treatments, more comprehensive
descriptions of the molecules, cells, and circuits associated with typical and atypical behavior are necessary.

Key words: HPA axis, glucocorticoid receptor, stress, fluoxetine, depression
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uvoD

Istrazivanja u oblasti biomarkera dozivela su ogro-
man uspeh u razli¢itim oblastima medicine ali njihovo
koriscenje u dijagnozi i predvidjanju odgovora na lecenje
psihijatrijskih poremecaja je daleko od realne primene.
Trenutno, klinicka primena biomarkera u psihijatriji je jos
uvek u pocetnim fazama, iako na njihovoj identifikaciji
istrazivaci Sirom sveta rade skoro dve decenije. Osim
dijagnosticiranja specificnih stanja, biomarkeri takode
mogu da se koristi za predvidanje klinickog toka bolesti,
pracenja efekata tretmana i identifikovanje specificnih
podskupova unutar dijagnostickih sindroma S obzirom
na veliki broj psihijatrijskih dijagnoza kao i na osnovu
raliCite etiologije nastanka mentalnih bolesti, veoma je
tesko identifikovati biomarker koji bi imao veliki znacaj
u postavljanju dijagnoze.

Skoro sve psihijatrijske bolesti u svojoj osnovi
imaju promene na neurotransmiterskom sistemu,
aktivnosti hipotalamo-hipofizna-adrenalna (HPA) ose i
neuroinflamaciji. S obzirom daistrazivanja u bioloskoj
psihijatriji u posljednje vreme imaju veliki znacaj za
razumevanje bioloske osnove psihijatrijskih poreme-
¢ajau ovom radu se osvréemo na nase rezultate dobijene
na zivotinjskim modelima psihijatrijskih bolesti i paci-
jentima sa razlicitim dijagnozama tokom poslednjih
godina.

CILJ RADA

Predmet ovog rada je sumiranje rezulata efekata
stresa, neuroinflamacije i dejstva antidepresiva na fos-
forilaciju i funkciju glavnog regulatora HPA ose, gluko-
kortikoidnog receptora (GR) u mozdanim strukturama
pacova oba pola. Pored ovoga, cilj rada je i valadicacija
dobijenih rezultata na eksperimentalnim Zivotinjama
kod pacijenata sa depresijom.

METODE RADA

U eksperimentima koris¢ene su zenke i muzjaci paco-
va Wistar soja, odgajani u prostorijama vivaruijumu za
experimentalne zivotinje Laboratorije za molekularnu
biologiju i endokrinologiju Instituta ,,Vinca”. Zivotinje
koriScene u eksperimentu odgajane su u standardnim
laboratorijskim uslovima, na temperaturi od 20+2°C.
Pacovi su drzani u kavezima standardne veliCine (425 x
266 x 185 mm), sa slobodnim pristupom komercijalnoj
hrani (Veterinarski zavod Subotica) i vodi. Svetlo je
bilo ukljuéeno u periodu 07:00-19:00 h. Rad sa eksperi-
mentalnim Zivotinjama bio je odobren od strane Etickog
komiteta za rad sa eksperimentalnim Zivotinjama, Insti-

tuta za nuklearne nauke ,,Vinca”, koji je u skladu sa
pravilima i nacrtima Srpskog udruzenja za koris¢enje
Zivotinja u nauci i obrazovanju.Sve Zivotinje su prosle
bateriju testova ponasanja i merena im je koncentracija
serumskog kortikosterona. Metodom Western blota me-
ren je nivo pracenih proteina a metodom RealTime PCR
merena je ekspresija gena regulisanih GR.

U uzorcima krvi pacijenata sa depresijom i zdravih
subjekata regrutovanih na Klinici za psihijatriju Klinickog
centra srbije, mereni su hormone | molekulski parametri
GR signalizacije

Ova studija je odobrena od Medicinskog etickog
komiteta Klinickog centra Srbije. Svi ucesnici u studiji,
pacijenti sa depresivnim poremecajem i kontrolni
ispitanici, pre ulaska u studiju su bili upoznati sa pro-
cedurom i ciljem istrazivanja i dali su svoj pismeni
pristanak da ucestvuju u istoj. U analizi rezultata, u
zavisnosti od studije koriscene su odgovarajuce sta-
tisticke metode ukljucujuéi jednofaktorijalnu, dvofa-
ktorijalnu i trifaktoraijlnuANOVU, Mann Whitney test,
korelacione analize i linearnu regresija.

REZULTATI

Efekat fluoksetina na ponasanje Zivotinja izlaganih
hroni¢nom stresu socijalne izolacije u u testu
prinudnog plivanja i na koncentraciju
kortikosterona

Kod kontrolnih nestresiranih zivotinja hronicni tre-
tman fluoksetinom znacajno je povecao vreme imobil-
nosti uodnosu na tretman vijaklom kod oba pola/u odnosu
na odgovarajuce grupe (grupe F vs K) (za zenke F=53.76,
p<0.05; za muzjake F=2.19, p<0.05) (Slika 1). Dalje,
kod stresiranih Zenki hronicni tretman fluoksetinom
je uspeo da normalizuje ponasanje odnosno da vrati
vreme imobilnosti na kontrolni nivo koji je prethodno
znacajno smanjen pod uticajem hronicne socijalne izo-
lacije (F=12.52, p<0.05). Kod muzjaka tretman flu-
oksetinom je takode normalizovao ponasanje ali na
drugadiji nacin u odnosu na zenke. Naime, fluoksetin
je znacajno smanjio vreme imobilnosti kod stresiranih
muzjaka (F=26.54, p<0.05), kod kojih je prethodno
hronicna socijalna izolacija znacajno smanjila vreme
imobilnosti.
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Zenki bilo kod muzjaka (Slika 3). Za razliku od citosola,
u jedru je hronicna izolacija znacajno povecala nivoe
totalnog GR-a kod oba pola (Zenke F=8.70, p<0.05;
muzjaci F=6.40, p<0.05) (Slika 3). Statisticka analiza
trofaktorijalnom ANOVOM nije pokazala polno-specificne

Vreme imobilnosti (s)
= (=]
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[
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107 |_‘ Hronicni stres nije doveo do bilo kakvih promena na
| nivou totalnog GR-a u citosolu hipokampusa bilo kod

Slika 1. Promene u duZini trajanja imobilnosti (izraZene u razlike ni u citosolu ni u jedru kod Zivotinja izlaganih
broju intervala od po 5 sekundi u roku od 5 minuta) u FST-u u i s : . . .
kontrolnim i stresiranim Zenkama i muzjacima Wistar pacova hronicnom stresu socijalne izolacije (Slika 3). Dalje,

tretiranih vijaklom ili fluoksetinom. Grupe: K - kontrolne hronican tretman fluoksetinom nije znacajno uticao na

nestresirane Zivotinje + vijakl; F -nestresirane Zivotinje + . . . .

fluoksetin; | - stresirane Zivotinje + vijakl; IF - stresirane nivo GR-a u citosolu hipokampusa kako kontrolnih tako

Tvatinie © ekt hednertisupkazon o srechje redtest i hronicno stresiranih Zivotinja oba pola. Statisticka
kao p<0.05 (*vs stres, # vs fluoksetin, $ Zenke vs muZjaci). analiza trofaktorijalnom ANOVOM je potvrdila odsustvo
bilo kakvog polno-specificnog efekta fluoksetina na

U kontrolnim grupama zivotinja koncentracija nivo GR-a u citosolu kako kod kontrolnih tako i kod
KORT-a je iznosila za zenke 136.8 + 44.5 i za muzjake  Zivotinja izlozenih hroni¢nom stresu izolacije (Slika
136.8 + 44.5 ng/ml (Slika 18). Medutim, u serumu Zivo-  3). Poput citosola, i u jedarnom ekstraktu pojedinacni
tinja izlaganih hronicnoj socijalnoj izolaciji izmerena  tretman fluoksetinom nije pokazao nikakav efekat na
koncentracija iznosila je za zenke 64.7 + 28.3 ng/ml,  nivo GR-a kod kontrolnih Zivotinja oba pola (Slika 3).
a za muzjake 64.7 + 28.3 ng/ml i statisticki je bila  Medutim kod hronicno stresiranih Zenki i muzjaka tre-
znacajno smanjena u odnosu na koncentraciju izmerenu  tman fluoksetinom je znacajno smanjio nivo GR-a u
u kontrolama oba pola (*p<0.05), Slika 2. jedarnoj frakciji (Zenke F=9.99, p<0.05; muzjaci F=9.61,
p<0.05), koji je prethodno pod uticajem hronicne izo-

g & = .. <. ,
2 50 ‘ ‘ ‘ . ‘ ‘ ‘ l 2 50 | . lacije znacajno povecan kod oba pola u odnosu na
o L1 | . o+L L1 E  Kkontrolne Zivotinje (zenke F=8.70, p<0.05; muzjaci
50 g ¥ F=6.40, p<0.05). Ta¢nije fluoksetin je uspeo da vrati nivo
E . ! 2 . . . V. . . . . 7.
: A # # 5 — - GR-a u jedru stresiranih zivotinja na nivo odgovarajucih
¢ 3 g l_\ kontrola.
: h 3 1001 U citosolu jedina statisticki znacajna promena na
2 Y] g %] nivou fosfo-GR232 izoforme uocena je kod stresiranih
IFTF s SRS ' T muzjaka gde je uoceno povecanije u odnosu na kontrolne
" £ J 2% nestresirane muzjake (F=4.61, p<0.05). Trofaktorijalna
2 L, P ANOVA je pokazala prisustvo polno-specificnih promena
: —x_ ¥ & ——h pod uticajem stresa na nivo pGR232 izoforme (interakcija
Slika 2. Koncentracija kortikosterona (ng/ml) u serumu pol x stres, F=9.62, p < 0.05). U jedru hronicni stres
kontrolnih i stresiranih Zenki (v) i muZjaka (o) Wistar pacova : v_ - P . . x .
tretiranih vijaklom i fluoksetinom. Grupe: K - kontrolne je znacajno smanjio nivo pGR232 izoforme kod zenki
nestresirane Zivotinje + vijakl; F -nestresirane Zivotinje + (F=85.40, p<0.05), dok je kod muzjaka imao suprotan
fluoksetin; | - stresirane Zivotinje + vijakl; IF - stresirane . v . . , . .
Zivotinje + fluoksetin. Rezultati su prikazani kao srednja efekat i znacajno je povecao nivo ovog proteina
vrednost merenja + SEM. Sve statisticki znaCajne razlike su _ ; ; ; ; ;
predstavljene kao p<0.05 (*vs stres, # vs fluoksetin, $ Zenke vs (F 24.27, p<9'05) (Sl]ka %).'vDalJe’ ni stres 'm fluoksetin
muzjaci). nisu pokazali polno-specifican efekat nanivou pGR171

izoforme ni u citosolu ni u jedru. Stres je povecao nivo
pGR171 izoforme ucitosolu hipokampusa kod oba pola,
s tim Sto je to povecanje imalo odlike trenda, dok je
ujedru imao suprotan efekat i statisticki znacajno sma-
njio nivo pGR171 kod oba pola (Zenke: F=9.538, p<0.05,
muzjaci F=7.564, p<0.05) (Slika 3). Hronicni tretman
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fluoksetinom jeuspeo da normalizuje promene izazvane
stresom u oba celijska kompartmana koja smoispitivali.
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Slika 3. Relativna kvantifikacija nivoa ukupnog GR-a i njegovih
fosfo-izoformi (pGR232, pGR246 i pGR171), kao i njihovog
odnosa (pGR232/246) u citosolu (a, c, e, g, i) i jedru (b, d,
f, h, ij) hipokampusa kontrolnih i stresiranih Zenki i muZjaka
pacova tretiranih vijaklom i fluoksetinom. Grupe: K - kontrolne
nestresirane Zivotinje + vijakl; F -nestresirane Zivotinje +
fluoksetin; | - stresirane Zivotinje + vijakl; IF - stresirane
Zivotinje + fluoksetin. Rezultati su izrazeni kao % u odnosu na
kontrolne nestresirane Zenke. Podaci na grafiku su prikazani kao
srednja vrednost merenja + SEM.

Efekat fluoksetina na ekspresiju gena za GR, BDNF,
CRH, 5HT1a, p11 i B-arrestin 2 u hipokampusu
zenki i muzjaka pacova izlaganih hroni¢nom stresu
socijalne izolacije

Kod Zenki izlozenih hronicnoj izolaciji nadena je
smanjena ekspresija gena za GR, BDNF i CRH (GR:
F=1423.800; p<0,05; BDNF: F=116.451, p<0,05; CRH:
F=59,273, p<0,05), dok kod gena za 5HT1a, p11 i
B-arestin nisu uocene znacajne promene u ekspresiji u
odnosu na kontrolne nestresirane zivotinje. Kod muz-
jaka stres je isto kao i kod Zenki doveo do smanjenja
ekspresije gena za GR i BDNF u odnosu na kontrole (GR:
F=367.723; p<0,05; BDNF: F=155.800, p<0,05), dok je
sa druge strane doveo do povecanja ekspresija gena
za CRH, 5HT1a i p11 (CRH: F=24,085; p<0,05; 5HT1a:
F=15,537, p<0,05; p11: F=12,578, p<0,05). Isto kao i kod

Zenki nisu uocene promene na nivou ekspresije gena
za B-arestin 2 kod stresiranih muzjaka. Trofaktorijalna
ANOVA je pokazala prisustvo polno-specificnog efekta
na nivou CRH i p11 iRNA nivoa pod uticajem hronicnog
stresa (pol x stres interakcija CRH: F=32,579, p<0,05;
p11: F=12,265, p<0,05), Slika 4.
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Slika 4. Ekspresije gena za GR i GR-regulisane gene, BDNF,
CRH, 5HT1a, p11 i B-arrestin 2 u hipokampusu kontrolnih
i stresiranih Zenki i muZjaka pacova tretiranih vijaklom i
fluoksetinom. Grupe: K - kontrolne nestresirane Zivotinje +
vijakl; F -nestresirane Zivotinje + fluoksetin; I - stresirane
Zivotinje + vijakl; IF - stresirane Zivotinje + fluoksetinom. Podaci
na grafiku su prikazani kao srednja vrednost merenja + SEM.
Sve statisticki znacajne razlike su predstavljene kao p<0.05 (*vs
stres, # vs fluoksetin, S Zenke vs muZjaci).

Uticaj tretmana lipopolisaharidom na komponente
ponasanja i koncentraciju kortikosterona

Sto se tice nivoa kortikosterona, ANOVA je pokazala
glavni efekat LPS-a na nivoe ovog hormona (F=54.58,
p<0.05), koji su bili znacajno poviseni kod zenki i muz-
jaka tretiranih LPS-om u odnosu na njihove kontrole,
Tabela 1.

Tabela 1 - Fiziolosli parametri, testovi ponasanja i novo kortikosterona. Rezultati predstavljaju srednju vrednost merenjaSEM i
obradeni su i One way ANOVA i post hoc Tukey testom, a statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa su
predstavljene kao *p<0.05 Zivotinje tretirane LPS-om u odnosu na kontrolnu grupu i #p<0.05 muZjaci u odnosu na Zenke.

ZENKE MUZJAC
VEH LPS VEH Ll
BW i itak kilaze (%) 45874154 6.491.32% +9.8220.73 434173*
PARAMETRI ___FCT _Unos hrane (g) 2103168 1533:145% 25384121 18.25:1.50*
<o FST Nepomicnost (fr/Smin) 23212446 58.05:0.64*  35.21¢303 51.39£2.58%
; = Plivanje (fr/5min) 34.04£5.01 1.3320.51* 21.28+3.37 6.2241.96%
%% Penjanje (fr/5min) 2.6920.81 0.62+0.22 342+0.89 2395084
§5E sPT Nakonostkasaharozi (%) 8176:609  49.31x4.17* 8394171 38.10£11.45¢
= = Unos vode (ml) 8.94+2.42 17.67£3.03* 9424178
Z OFT  Broj prelaza 5607445 33748503 60.74+554 .30£3.
2 Vertikalna aktivnost 18.3544.45 9.06:5.03* 24.76£5.54 10.91£1.26%
Z g Propinjanje uz zidove 156719 7.7121.49% 15.58+1.38 8.58£0.99*
= 2. Propinjanje u vazduhu 2,68+0.59 1352074 9.18:2.49% 2.3320,84%
3 2% Ulaz u centralne kvadrate (%) 3.69+0.60 473+0.94 446£0.79 2974094
g cZ Vreme u centralnim kv. (%) 238+0.68 2.00+0.42 217+0.42 08320.27
= = E Defekacija 0.60£0.43 1174042 1.26£0.41 1.09£0.41
g Ciscenje 255+0.63 276+0.35 3.21:0.54 2914050
& EPMT Ukupan broj ulazaka 1140105 5.79:0.67% 7.45£091 4.00£0.56*
Ulasci u otvorene krake (%) 34.06£2.42 37.60£4.49 33.4425.01 33.49:8.17

Vreme u otvorenim kracima (%) __16.58:2.05 17.22 $2.49 11.93¢3.06 10.2544.16
Nivo Korti (ng/ml) 189001637 _ 395.50+40.81° _ 158.13+1550 322,50 #19.11*
Vrednosti su predstavijene kao srednja vrednost £SEM, | analizirane two-way ANOVA testom, pracenim post hoc Tukey testom. Statisticki znatajne razlike
rupa su predstavljene kao *p<0.05 Zivatinje tretirane LPS-om u odnosu na kontrolnu grupu i #p<0.05 muzjaci u a zenke.
; FCT - hrane Test; FST - iranog plivanja; SPT - ja za saharozu; OFT - Test otvorenog polja;

EPMT - Test
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Tretman LPS je znadajno promenio depresivnu
komponentu ponasanja kod oba pola i nije imao uticaj
na anksioznost zivotinja (Tabela 1).

Uticaj LPS tretmana na nivoe glukokortikoidnog
receptora i njegovih fosfoformi u citosolu i
nukleusu PFC-a i hipokampusa

U PFC-u, uocen je znacajan efekat interakcije pola i
LPS-a na nivo GR-a u citosolu (F=6.03, p<0.05) i nukleusu
(F=24.94, p<0.05). Nivo ovog proteina je bio znacajno nizi
u citosolu i znacajno visi u nukleusu muzjaka tretiranih
LPS-om u poredenju sa muzjacima tretiranim fizioloskim
rastvorom. Takode je uocen i znacajno visi nivo ovog
proteina u citosolu muzjaka tretirnih fizioloskim ras-
tvorom u poredenju sa kontrolnim Zenkama, kao i u
celijskom jedru PFC muzjaka tretiranih LPS-om u po-
redenju sa zenkama tretiranim LPS-om (Slika 5). Sa
druge strane, u hipokampusu je uocen efekat interakcije
pola i LPS-a na nivo GR-a samo u nukleusu (F=5.63,
p<0.05). U ovom kompartmenu, uocen je povisen nivo
GR-a kod Zenki tretiranh LPS-om u odnosu na Zenke
tretirane fizioloskim rastvorom, dok kod muzjaka uocen
je suprotan efekat. Takode je zabelezen i znacajno visi
nivo ovog proteina kod kontrolnih muzjaka u odnosu na
kontrolne Zenke (Slika 5).
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Slika 5. Nivoi glukokortikoidnog receptora u citosolu u nuleusu muzjaka i Zenki Wistar pacova
tretiranih LPS-om i kontrola u PFC-u (a) i hipokampusu (b). Rezultati predstavljaju srednju
vrednost merenja+SEM i obradeni su i two-way ANOVA i post hoc Tukey testom, a statisti¢ki
znatajne razlike izmedu eksperi Inih grupa su pred. j kao *p<0.05 Zivotinje tretirane
LPS-om u odnosu na kontrolnu grupu i #p<0.05 muZjaci u odnosu na Zenke.

Analiza fosforilacije glukokortikoidnog receptora
u PFC-u i hipokampusu

U PFC-u je uocen efekat interakcije pola i LPS-a
na nivoe obe fosfoforme samo u nukleusu (F=15.78
za pGR-232 i F=40.00 za pGR-246; p<0.05). U ovom
kompartmanu, uoCeno je znacajno povecanje nivoa obe
fosfoforme kod muzjaka tretiranih LPS-om u poredenju
sa muzjacima tretiranim fizioloskim rastvorom. Uocen
i znacajno visi nivo pGR-246 kod muzjaka tretiranih
fizioloskim rastvorom u poredenju sa kontrolnim Zen-
kama (Slika 6). Takode, uocen je znacajan efekat inter-
akcije na odnos pGR-232/pGR-246 u nukleusu (F=13.14;
p<0.05). Ovaj odnos je znacajno smanjen kod muzjaka
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tretiranih LPS-om u poredenju sa muzjacima tretiranim
fizioloskim rastvorom, i znacajno povisen kod muzjaka
tretiranih fizioloskim rastvorom u odnosu na kontrolne
Zenke (Slika 6).

Kada je u pitanju hipokampus, uocen je efekat inter-
akcije pola i LPS-a samo na nivoe pGR-246 u nukleusu
(F=18.38, p<0.05), gde je doslo do povecanja nivoa
ovog proteina kod Zenki tretiranih LPS-om u odnosu na
kontrolne jedinke, kao i do njegovog smanjenja kod
muzjaka tretiranih LPS-om u poredenju sa muzjacma
tretiranom fizioloskim rastvorom. Takode je uoceno
da je nivo ovog proteina znacajno visi kod muzjaka
tretiranih fizioloskim rastvorom u poredenju sa kontrol-
nim Zenkama (Slika 6). Sto se tic¢e odnosa ove dve fos-
foforme, u citosolu je uocen znacajan efekat pola
(F=19.26, p<0.05), a u nukleusu interakcija pola i LPS-a
(F=31.51, p<0.05). Dalja post hoc analiza je pokazala
da je odnos pGR-232/pGR-246 bio znacajno snizen u
citosolu muzjaka tertiranih fizioloskim rastvorom u po-
redenju sa kontrolnim Zenkama. Dalje, u nukleusu je
uocen znacajan pad ovog odnosa kod zenki tretiranih
LPS-om u poredenju sa kontrolnim zenkama, kao i po-
rast kod muzjaka tretiranih LPS-om u poredenju sa
muzjacima tretiranim fizioloskim rastvorom i Zenkama
tretiranim LPS-om (Slika 6).
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Slika 6 - Nivo pGR-232 i pGR-246, kao i odnos pGR232/pGR-246 u citosolu i nukleusu Zenki i
muzjaka Wistar pacova tretiranih LPS-om i kontrola u PFC-u (a) i hipokampusu (b). Rezultati
predstavljaju srednju vrednost merenja+SEM i obradeni su i One way ANOVA i post hoc Tukey
testom, a statisticki znacajne razlike izmedu eksperi alnih grupa su predstavlj kao*p<0.05
Zivotinje tretirane LPS-om u odnosu na kontrolnu grupu i #p<0.05 muZjaci u odnosu na Zenke.

Analiza ekspresije jedarnih gena regulisanih
GR-om u PFC-u i hipokampusu

U PFC-u, najznacajniji i polno specificni efekti
tretmana su uoceni na nivoe iRNK COX-2 i BDNF gena.
Naime, uoCen je efekat interakcije pola i LPS-a na
nivoe iRNK ova dva gena (F=38.07 za COX-2 i F=25.03
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za BDNF; p<0.05). Dalje, post hoc analiza je pokazala
da su nivoi iRNK ova dva gena bili znacajno snizeni kod
muzjaka tretianih LPS-om u poredenju sa muzjacima
tretiranim fizioloskim rastvorom i sa Zenkama tretiranim
LPS-om (Slika 7). Sa druge strane, nisu uoceni efekti ni
pojedinacnih faktora ni njihove interakcije na nivoe
p11i GR iRNK.

| u hipokampusu je uoéen efekat interakcije pola
i LPS-a na nivoe COX-2 (F=4.94 p<0.05) i BDNF iRNK
(F =12.13; p<0.05), koji su bli znacajno snizeni kod
zenki tretiranih LPS-om u poredenju sa kontrolnim Zivo-
tinjama. Pored toga, uocen je i znacajno visi nivo COX-2
iRNK kod muzjaka tretiranih LPS-om u poredenju sa
Zenkama podvrgnutim istom tretmanu, kao i znacajno
nizi nivo BDNF iRNK kod kontrolnih muzjaka u odnosu
na kontrolne zenke (Slika 7). Sa druge strane, uocen je
znacajan efekat LPS-a na nivoe p11 i GR iRNK (F=1.97
za p11i F =31.12 za GR; p<0.05), koji su bili znacajno
snizeni i kod muzjaka i kod zenki tretiranih LPS-om u
odnosu na njihove kontrole tretirane fizioloskim ras-
tvorom (Slika 7).
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Slika 7 - Ekspresija GR-regulisanih gena kod Zenki i muzjaka Wistar pacova tretiranih LPS-om
i kontrola u PFC-u (a) i hipokampusu (b). Rezultati predstavljaju srednju vrednost merenja+SEM i
obradeni su i One way ANOVA i post hoc Tukey testom, a statisticki znacajne razlike izmedu
eksperimentalnih grupa su predstavljene kao*p<0.05 Zvotinje tretirane LPS-om u odnosu na

kontrolnu grupu i #p=<0.05 muzjaci u odnosu na zenke.

Demografske i klinicke karakteristike kontrolnih
ispitanika i pacijenata sa akutnom depresijom

Karakteristike Kontrole DpP [Vrednosti testa
Starost (godine) 39.49 +9.64 44.77+7.58  (=-2.423; p=0.018
Pol (muskarci/zene) | 16/19 13/17 ’=0.037; p=0.847
DASS - depresija | 6.17+ 6.63 26.67+ 10.88  t=-9.507; p<0.001
DASS - 5.83£ 6.06 2047+ 1072 [(=7.478; p<0.001
anksioznost

DASS - stres 1097 +5.76 2510+ 11.16  t=-7.354; p<0.001
HAM-D - 23.83+£7.14 =

kortizol (nmol/l) 348 + 144 469 £ 157 =-1.921; p=0.059
puganje (% pusaca) | 31.40 % 70.00 % ’=9.615; p=0.002

Tabela 1. Demografske i klinicke karatkeristike subjekata.

Pacijenti su pokazali znacajno vise skorove na ska-
lama depresije, anksioznosti i stresa u poredenju sa
zdravim kontrolama, Tabela 1. Takode, koncentracija
kortizola u krvi je bila visa kod pacijenata sa depresivnim
poremecajem u odnosu na kontrole, mada samo kao
trend. Kod pacijenata je takode bio veci procenat
pusaca nego u kontrolnoj grupi. Zbog ovih razlika u
koncentraciji kortizola i procentu pusaca izmedu gru-
pa kontrola i pacijenata, ove varijable su uzete kao
kovarijati u daljem istrazivanju.

Analiza glukokortikoidnog receptora i njegovih
fosfo-izoformi u limfocotima kontrolnih ispitanika
i pacijenata sa akutnom depresijom

Pokazano je da su pacijenti imali znacajno visi no-
vo citosolnog GR-a (t=-2.551; p<0.05), dok nije bilo
razlika u nivou jedarnog GR-a. . Rezultati t-testa su
pokazali da su pacijenti imali viSe nivoe kako fosfo-
GR-S211 (t=-2.468; p<0.05) i fosfo-GR-5226 (t=-6.955;
p<0.001), tako i fosfo-GR-5211/GR (t=-3.265; p<0.01)
i fosfo-GR-5226/GR (t=-4.038; p<0.001) u odnosu na
kontrole. Takode je racunat i odnos fosfo-GR-5211/
fosfo-GR-S226 u cilju poredenja fosforilacije GR-a na
ova dva epitopa. Pokazano je da su pacijenti imali nizi
nivo fosfo-GR-5211/fosfo-GR-5226 u odnosu na kontrole
(t=3.533; p<0.01), Slika 8.
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Slika 8. Nivoi ukupnog GR-aucitoplazmi i jedru, kao i njegovih
fosfo-izoformi u jedru limfocita kontrolnih ispitanika i pacijenata
sa akutnom depresivnom epizodom. (a.) Relativni nivoiukupnog
GR-a (GR) u citoplazmi i jedru; (b.) nivo jedarnih fosfo-GR-5211
(P-GR-5211) i fosfo-GR-5226 (P-GR-5211) normalizovanih u odnosu
na B-aktin; (c.) nivoi fosforilisanog jedarnog GR-a na 5211 i S226
(P-GR-S211/GR i P-GR-5226/GR), kao i odnos fosfo-GR-5211/
fosfo-GR-5226 (P-GR-S211/P-GR-5226); (d.) reprezentativan
Western blot.Podaci na grafiku su prikazani kao srednja vednost +
SD. Kontrole - kontrolna grupa, DP - grupa pacijenata sa akutnom
epizodom depresije. Statisticka znacajnost iz t-testa: * p<0.05;
** p<0.01; *** p<0.001. B-aktin je koriscen kao kontrola nanosenja
uzorka na gel. IRU - interni referentni uzorak.

U daljoj statisti¢koj analizi upotrebili smo generalnu
linearni model (GLM) koji omogucava ispitivanje poten-
cijalnog uticaja kovarijata na dobijene razlike u nivoima
razlicitih formi GR-a izmedu kontrola i pacijenata (Ta-
bela 2). Nakon uzimanja u obzir kovarijata (pol, sta-
rost, koncentracija kortizola u krvi i pusenje), razlike
u razli¢itim formama GR-a izmedu kontrolnog uzorka i
pacijenata sa DP-om su ostale vrlo slicne onima dobi-
jenim koriscenjem t-testa. Koverijati pol, starost, korti-
zol i pusenje nisu pokazali statisticki znacajan uticaj
ni na jednu od analiziranih vrednosti. Posmatranjem
vrednosti n2, moze se uoCiti da je uticaj bolesti bio
najveci na fosforilaciju GR-a na 5226, a ne$to manji
na fosforilaciju GR-a na S211, odnos fosfo-GR-S211/
fosfo-GR-5226, kao i na nivo ukupnog GR-a u citoplazmi
(n2>0.138 - veliki uticaj; 0.06<n2<0.138 - srednji uticaj)
(Cohen, 1988).
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citoplazma | jedro

L P-GR-
Uticaj DP-a GR R P-GR- |P-GR- |P-GR- |P-GR- |S211/
s211 $266 S211/GR | $226/GR | P-GR-

$266
Model 1 F=7.583 | F=0.046 | F=5.862 | F=29.792 [ F=6.835 |F=13477 | F=9.326
(bez p0.009 | p=0.831 | p=0.020 | p<0.001 | p=0.013 | p=0.001 | p=0.004
kovarijata) |17=0.159 [ 1?=0.001 | n’=0.128 | 1’=0.427 | n?=0.146 | n>=0.252 | n’=0.189
]‘ﬂf"dd.z. G |FE10.641 | F=0.013 |F=5247 | F=30.524 | F=6.865 |F=10.095 | F=8.614
Po‘;‘;‘"“a Y pr0.002 pe0912 | p=0.028 | p<0.001 | p=0.013 | p=0.003 | p=0.006
starost) n=0.219 17=0.065 | n7=0.121 | n™=0.396 | n™=0.153 |n™=0.241 | n=.185
l‘ﬂf"dd? G |F11.006 [F-0076 | F=5.105 | F=20471 |F=5.765 | F=10.682 | F=639
po‘;";';iis‘t' pe0.002 | p=0.785 | p=0.030 | p<0.001 | p=0.021 | p=0.002 | p=0.016
i kortizol) n=0.229 17=0.002 | n°=0.121 | n™=0.356 | n=0.135 |n™=0.224 | n=0.147
"(]’(["delf G |F=8.928 | F=0.160 |F=4.531 |F=18.048 | F=4.872 |F=8.308 | F=4.980
‘;V"t'“as‘t' p0.005 | p=0.692 | p=0.040 | p<0.001 | p=0.034 | p=0.007 | p=0.032
f"’“f" 1=0.194 | 1°=0.004 | 1’=0.109 | n’=0.328 | n>=0.116 |n’=0.183 |n’=0.116

Tabela 2. Rezultati GLM-a. Uticaj DP-a na nivoeukupnog
GR-a (GR) u citoplazmi i jedru limfocita, kao i nivoe jedarnih
izoformi fosfo-GR-5211 (P-GR-5211), fosfo-GR-5226 (P-GR-5226)
i odnosa fosfo-GR-5211/fosfo-GR-5226 (P-GR-5211/P-GR-5226),
kontrolisano za uticaj pola, starosti, kortizola i pusenja.
Predstavljene su vrednosti testa (F), statisticka znacajnost (p) i
veli¢ina efekta (n2).

DISKUSIJA

Uspesna adaptacija na stres podrazumeva zajednicku
akciju hormona simpato-adrenalnog sistema i HPA ose na
nekoliko nivoa u CNS-u, izmedu ostalog i hipokampusa,
Upravo kao jedan od najkonzistentnijih nalaza kod de-
presivnih pacijenata javlja se narusena funkcija HPA
ose koja je, bar delimicno, posredovana narusenom
sigalizacijom preko GR-a. Imajuci u vidu gore navedeno,
kao i vaznost fosforilacije za funkciju GR sasvim je
logicno da je GR isplivao kao jedna od glavnih meta
novih antidepresivnih lekova .

Rezultati dobijeni u FST-u u ovoj studiji potvrdili
su prethodno dobijene rezultate u nasoj laboratoriji
ukazujuci da tronedeljna hronicna socijalna izolacija
povecava ponasanje nalik-depresivnom kod muzjaka .
Dalje, tretman fluoksetinom je uspeo da normalizuje
vreme imobilnosti kod stresiranih muzjaka $to je takode
u saglasnosti sa prethodno publikovanim rezultatima.
Polne-specificne razlike uocene na nivou ponasanja u
odgovoru na hronicni stres i tretman fluoksetionom su
u saglasnosti sa prethodno publikovanim rezulatatima,
i smatra se da suposledica razlicite hormonske osnove
medu polovima i razlicite strategije kada su izlozene
istom bihevioralnom izazovu/stimulusu (FST) .

lako je nivo KORT-a u serumu stresiranih Zivotinja
bio znacajno bio smanjen kod oba pola, u jedrima hi-
pokampusa ovih zivotinja uoceno je povecanja uku-
pnog nivoa GR-a. Nadeni rezultati ukazuju da ovo
nagomilavanje GR-a u jedru nije izgleda posledica je-
dnoznacne regulacije samim hormonom, vec¢ najvero-
vatnije specificnih promena na nivou proteina koji inte-
raguju sa samim GR-om, poput Saperona i Hsps70 i/ili
90. Dodatno, kod stresiranih Zivotinja oba pola tretman
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fluoksetinom je normalizovao nivo GR-a na nivo kontrola
odnosno uspeo je neutralise efekat hronicne izolacije.
U skladu sa nasim dosadasnjim saznanjima ne postoji
trenutno dostupna literatura koja govore o efektu hro-
nicnog tretmana fluoksetinom na unutarcelijsku di-
stribuciju GR-a i njegove nivoe u jedru hipokampusa
pacova izlozenih uticaju hronicne socijalne izolacije. U
uslovima hroni¢nog stresa uocili smo polno-specificne
razlike na nivou Citave pGR232 signalne kaskade u
jedru (p25/p35/CDK5/pGR232). Naime, dok je kod
zenki stres smanjio aktivaciju (down-regulisao) Cita-ve
pGR232 signalizacije, kod muzjaka je uspeo da po-
veca aktivaciju. Rezultati nadeni kod muzjaka su u
saglasnosti sa nasim prethodnim rezultatima i potvrduju
da u uslovima hronicne socijalne izolacije dolazi do
povecanja nivoa pGR232 izoforme i u jedru i u citosolu
hipokampusa koja je praceno porastom nivoa CDK5
kinaze i njenih aktivatora, p35 i p25. Za razliku od
muzjaka, kod Zenki smo uoCili suprotan efekat hronicnog
stresora i pad nivoa jedarne pGR232 izoforme pracene
smanjenjem p35 i p25 proteina i trendom smanjenja
CDK5 kinaze. Nase dalje istrazivanje je pokazalo da
pored stresa i naknadni tretman fluoksetinom dovodi do
polno-specificnih promena na nivou pGR232 signalizacije
u hipokampusu stresiranih zivotinja. Naime, fluoksetin
je uspeo da neutralise efekat stresa kod Zenki na nivou
Citavog signalnog puta pGR232, dok kod muzjaka nije
imao efekta. Ovi rezultati ukazuju na postojanje polno-
specificnog mehanizma u hipokampusu, predominatno u
jedru, preko koga fluoksetin utice na regulaciju pGR232
signalizacije kod stresiranih pacova. Za razliku od pGR232
izoforme, na nivou pGR246 fosforilacije nismo uocili
polno-specificne promene ni pod uticajem stresa ni pod
dejstvom fluoksetina. Da bismo ispitali efekte hronicnog
stresa i fluoksetina na GR transkripcionu aktivnost, kao
i da li analizirane fosforilacije GR-a u jedru, pGR232,
pGR246 i pGR171, uticu na istu, merili smo ekspresiju
GR-regulisanih gena: GR-a , BDNF-a, CRH-a, 5 HT1a,
p11 i B-arestina 2 u hipokampusu zenki i muzjaka pa-
cova. Geni koji su izabrani osim Sto su regulisani GR-
om su geni koji vaze za biomarkere glavnih neuralnih
mreza/puteva koji su kljucni u regulaciji odgovora na
stres, kao i u mehanizmu dejstva antidepresiva. Polno-
specifican efekat fluosketina na funkciju GR-a se jasno
vidi i kroz promene u ekspresiji drugih GR-regulisanih
gena koje smo analizirali. Sposobnost fluoksetina da
neutraliSe uticaj stresa na CRH kod Zenki se moze po-
vezati sa normalizacijom signalizacije preko pGR232
izoforme u jedru, dok se sa druge strane povoljni efekat
fluoksetina na nivou ekspresije ovih gena kod muzjaka
objasnjava promenama na nivou totalnog GR-a u jedru
i normalizacije signalizacije preko pGR171 izoforme

posredovane GSK-38 kinazomSposobnost fluoksetina
da neutralisSe uticaj stresa na CRH kod Zenki se moze
povezati sa normalizacijom signalizacije preko pGR232
izoforme u jedru, dok se sa druge strane povoljni efekat
fluoksetina na nivou ekspresije ovih gena kod muzjaka
objasnjava promenama na nivou totalnog GR-a u jedru
i normalizacije signalizacije preko pGR171 izoforme
posredovane GSK-3B kinazom. Sve zajedno nasi rezultati
pruzaju informacije o potencijalnom polno-specificnom
molekularnom mehanizmu/signalizaciji unutar mozdane
strukture hipokampusa koji moze biti odgovoran za
terapeutsko dejstvo fluoksetina, SSRI antidepresiva, u
normalizaciji ponasanja prethodno narusenog izlaga-
njem hronicnom stresoru. Kod stresiranih zenki terapijski
efekat fluoksetina pretpostavlja modulaciju GR funkcije,
prvenstveno preko izmene fosforilacionog statusa GR-a
na $232 u jedru i kompletne aktivacije ushodnih ki-
naznih signala, CDK5 i MAPK, Sto za posledicu ima pro-
menu transkripcione aktivnosti GR-a koja se ogleda u
izmenjenoj ekspresiji GR-regulisanih gena, pre svega
BDNF-a i CRH-a. Kod stresiranih muzjaka nasi rezultati
ukazuju da je normalizacija ponasanja pod dejstvom
fluoksetina vise vezana za normalizaciju ukupnog jedar-
nog GR-a i njegovu fosforilaciju na S246, nezavisno od
ispitivanih kinaza, kao i normalizaciju ekspresije gena
za CRH, 5HT1a i p11. Takode nasi rezultati pruzaju
dodatne informacije u cilju dizajniranje efikasnije i
polno-specificne terapije u poremecajima rasplolozenja
izazvanih stresom, sa glavnim fokusom na depresiju.
Dok uvid u uticaj citokina na glukokortikoidnu rezi-
stenciju raste, efekti interakcije citokina i pola na GR i
odgovore na inflamaciju, kao i njihov zdruZen doprinos
poremecajima raspoloZenja, ostaju da bude razjasnjeni.
Stoga bi razumevanje patofizioloskih mehanizama koji
povezuju inflamaciju i depresiju svakako moglo da do-
vede do boljeg razumevanja ove bolesti i doprinese
efektivnijoj terapiji, a opisivanje neuroimunoloskih
procesa u odnosu na pol bi moglo da bude korisno orude
zarazumevanje nastanka, toka i ishoda bolesti. Rezultati
ove studije su po prvi put pokazali da bi znacajnu ulogu
u posredovanju polno-specificnih efekata inflamacije na
mehanizme koji dovode do nastanka depresije mogao da
ima GR. ova studija je pokazala da je efekat LPS a na
ponasanje i na nivo serumskog kortikosterona bio isti kod
muzjaka i kod zemki - LPS je kod oba pola aktivirao HPA
osu i doveo do nastanka depresivnog ponasanja, dok nije
uticao na parametre koji mere anksiozno ponasanje.
lako bi istovremeno prisustvo anksioznosti i depresije
moglo doprineti validnosti ovog modela, odsustvo an-
ksioznog ponasanja kod Zivotinja tretiranih LPS-om
olaksava prepoznavanje i karakterizaciju depresivnog
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ponasanja kod ovih Zivotinja, buduci da je nemoguce
povuci jasnu granicu izmedu ova dva tipa ponasanja .

Analize fosforilacije jedarnog GR-a u limfocitima
periferne krvi pokazale su da je GR kod depresivnih
pacijenata bio viSe fosforilisan na 5226, kao i na 5211, ali
u manjoj meri, $to je rezultiralo manjim odnosom fosfo-
GR-5211/fosfo-GR-5226 u poredenju sa kontrolama. Ove
razlike u fosfo-GR-u su ostale stabilne i nakon kore-
kcija za pol, starost, kortizol i pusenje. Povecanje
fosforilacije GR-a na 5226, a narocito smanjen odnos
fosforilacije na S211 u odnosu na $226, sugerise na
smanjenu transkripcionu aktivnost GR-a u limfocitima
periferene krvi pacijenata sa depresijom. Naime,
mnoge in vitro studije na kulturama celija pokazale
su da fosofrilacija GR-a na 5226 smanjuje maksimalnu
transkripcionu aktivnost receptora na promotoru sa
GRE. Taj efekat je bar delimicno posredovan stimu-
lacijom eksporta fosfo-GR-S226 iz jedra u citoplazmu.
S druge strane, izmenjena fosforilacija GR-a na S211
i 5226 utice i na razli¢itu interakciju GR-a sa drugim
transkripcionim faktorima, koaktivatorima, korepreso-
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SAZETAK

Kolorektalni karcinom je Cetvrti najcesci uzrok smrti pacijenata sa malignim bolestima. CRC je “hirursko oboljenje”
sa resekcijom kolona i rektuma. Cilj hirurske intervencije je kompletna ekcizija (“kurativna resekcija” ) u skoro
svim sluCajevima, a resecirani segment je kljucni izvor podataka relevantnih za postoperativno pracenje i tretman
bolesnika kao i ishod bolesti. Izvestaj mikroskopske analize reseciranih karcinoma kolona i rektuma treba da sadrzi
informacije o histoloskom tipu tumora, lokalnom stadijumu bolesti, histopatolosku potvrdu prisustva regionalnih
i udaljenih metastaza ukoliko postoje kao i parametre koji omogucavaju kontrolu kvaliteta ucinjene hirurske
intervencije. Pored standardnih parametara, patohistoloski izvestaj trebalo da sadrzi i druge prognosticke i
prediktivne parametre (povezane sa verovatno¢om prezivljavanja pacijenata ili odgovora na primenjenu terapiju)
kao i one informacije koje ¢e omoguciti klinicko-patolosku korelaciju za postoperativno pracenje, tretman bolesnika
i ishod bolesti. Patohistoloske karakteristike reseciranog tumora uz kvalitet hirurske resekcije ostaju najsnazniji
prediktori postoperativnog ishoda kod ovih pacijenata.

Napredak u podrucju molekularne medicine doveo je do novih saznanja o mehanizmima nastanka tumora, Sto je
omogucilo nove pristupe u istrazivanju potencijalnih lekova i dijagnostickih procedura za prevenciju i leCenje ovog
tumora. Enormna molekularna razli¢itost tumora namece planiranje terapije na osnovu razlicitosti. Zbog toga se
danas traga i za novim, preciznijim prognostickim parametrima baziranim na molekularnim poremecajima. Lista
ovih potencijalnih prognostickih parametara ukljucuje poremecaje u proliferativnoj fazi, angiogenezi, izmenjenoj
ekspresiji celijskih adhezionih molekula i brojne genske alteracije, kao Sto su: mutacija K-ras gena, Adenoma
polyposis coli gena, EGFR, VEGF ekspresija, gubitak heterozigotnosti za razlic¢ita hromozomska mesta (17p, 18q,
) mikrosatelitnu nestabilnost i druge.

Kljuéne reci: kolorektalni karcinom, prognosticki i prediktivni faktori, biomolekuli.

ENGLISH

SUMMARY

Colorectal cancer is the fourth most common cause of death for patients with malignant disease. CRC is a ,,surgical
disease” with resection of the colon and rectum. The goal of the surgery is the complete excision (“curative
resection”) in almost all cases, and the resected segment is a key source of data relevant to postoperative
monitoring and treatment of patients as well as the outcome of the disease. The report of microscopic analysis of
resected colon and rectal cancers should include information on histologic type of tumor, local stage of the disease,
histopathological confirmation of the presence of regional and distant metastases, if any, as well as parameters that
enable quality control of the performed surgery. In addition to standard parameters, the pathohistological report
should include other prognostic and predictive parameters (related to patients’ survival probability or response
to therapy) as well as information that will allow clinicopathological correlation for postoperative monitoring,
patient treatment, and disease outcome. The pathohistological characteristics of the resected tumor with the
quality of surgical resection remain the strongest predictors of the postoperative outcome in these patients.
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The progress in molecular medicine has led to new insights into the mechanisms of tumor formation, which has
allowed new approaches for the investigation of potential drugs and diagnostic procedures for the prevention and
treatment of this tumor. The enormous molecular diversity of tumors imposes diversity-based therapy planning.
Therefore, new, more accurate prognostic parameters based on molecular disorders are also being sought today.
The list of these potential prognostic parameters includes disorders in the proliferative phase, angiogenesis,
altered expression of cell adhesion molecules, and numerous gene alterations such as: mutation of the K-ras gene,
Adenoma polyposis coli gene, EGFR, VEGF expression, loss of heterozygosity for different chromosomal sites (

17p, 18q,) microsatellite instability and others.

Key words: colorectal cancer, prognostic and predictive factors, biomolecules.

uvoD

Kolorektalni karcinom je drugi kod muskaraca,
tre¢i kod Zena i Cetvrti najcesc¢i uzrok smrti obolelih
od malignih bolesti [1]. Kolorektalni karcinom je u pra-
vom smislu reci ,hirursko oboljenje“ sa resekcijom
kolona i rektuma. Cilj hirurske intervencije je komple-
tna ekscizija (,,kurativna resekcija“) u skoro svim sluca-
jevima, a resecirani segment je kljucni izvor podataka
relevantnih za postoperativno pracenje i tretman bole-
snika kao i ishod bolesti.

Visok i stalan porast morbiditeta CRC-a predstavlja
kljucni klinicki problem koji sugeriSe potrebu za opse-
Znim multidisciplinarnim istrazivanjima karcinogeneze
i osnove metastatskog procesa. Razvoj kolorektalnog
karcinoma rezultat je istovremenih, viSestrukih, biohe-
mijskih procesa posredovanih genetskim mutacijama,
epigenetskim promenama i faktorima okoline.

Stadijum

Starost [Tumor / Stroma odnos

Pol Tumorski depoziti
Komorbiditet IPNI - perineuralna invazija
Socijalno ekonomski status EMVI - ekstramuralna
\vaskularna invazija

Pacijent Histopatologija

Mutacije markeri
Hromozomske promene INLR - odnos neutrofila
MMR- mismatch rpair status i
RNA MDT
SMS - molekularni subtipovi

Hirurgija

Onkologija

Radiologija

Patologija

Slika 1. Model prognostickih faktora kod CRC-a. (Preuzeto:
Clinicopathological, genomic and immunological factors in
colorectal cancer prognosis. Published online inWiley Online
Library (www.bjs.co.uk). DOI: 10.1002/bjs. 10756)

Histopatoloski izvestaj o izvrsenoj mikroskopskoj
analizi reseciranih karcinoma kolona i rektuma sadrzi
informacije o histoloskom tipu tumora, lokalnom sta-
dijumu bolesti, histopatolosku potvrdu prisustva limfo-
nodalnih i udaljenih metastaza ukoliko postoje kao i
parametre koji omogucavaju kontrolu kvaliteta uCinjene
hirurske intervencije.

Pored standardnih parametara sadrzi i druge pro-
gnosticke i prediktivne parametre (povezane sa vero-
vatnocom prezivljavanja pacijenata ili sa verovatnocom
odgovora na primenjenu terapiju) kao i one informacije
koje ¢e omogucditi klinicko-patolosku korelaciju i porede-
nje pacijenata sa kolorektalnim karcinomom u razlicitim
klinickim studijama.

Da bi se postigla uniformnost i konzistentnost u pa-
tohistoloskim izvestajima preporucuje se histoloska
klasifikacija Svetske zdravstvene organizacije (WHO
klasifikacija). Gotovo svi kolorektalni karcinomi su ade-
nokarcinomi. Histoloski tip tumora nema nezavisni pro-
gnosticki znacaj. lzuzetak cini medularni karcinom,
povezan sa mikrosatelitnom nestabilnoscu, koji ima
povoljnijuprognozuimucinozni adenokarcinomi (koloidni
karcinom i karcinom celija ,,pecatnog prstena®), kao i
sitnocelijski karcinomi, koji su prognosticki nepovoljniji
i nezavisni od stadijuma bolesti. Medutim, noviji radovi
su pokazali da mucinozni adenokarcinomi, povezani sa
mikrosatelitnom nestabilnos¢u, imaju, takode povoljnu
prognozu [2,3].

Histoloski gradus je u velikoj meri subjektivna ka-
tegorija. Uprkos brojnim sistemima gradiranja histolo-
ske diferentovanosti tumora, jos uvek ne postoje op-ste
prihvaceni standardi. Vecina sistema, bez obzira na
kriterijume koje koriste u odredivanju stepena diferen-
cijacije tumora, deli kolorektalne karcinome:

1. dobro diferentovane (low grade) adenokarcinome
(raniji histoloski gradus dobro i umereno diferen-
tovanih tumora) i

2. slabo diferentovane (high grade) tumore (raniji
histoloski gradus slabo diferentovanih i nedife-
rntovanih karcinoma).
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Prema ovoj preporuci, gradiranje se vrsi na osnovu
procenta zastupljenosti glandularnih formacija u tumoru
(vise ili manje od 50% glandularnih formacija). Vecina
studija potvrduje bolju diferencijaciju kao povoljan
prognosticki faktor.

Prvi i najvazniji, korak u histopatoloskom ispitivanju
postoperativnog (nekada i intraoperativnog) hirurskog
resekcionog materijala je odredivanje R statusa, odnosno
utvrdivanje ili iskljucivanje prisustva rezidualnog tumor-
skog tkiva posebno u okolini resekcionih linija.

Najznacajnije je posti¢i kompletnu tumorsku rese-
kciju bez rezidualnog tumora (RO kategorija). Distin-
kcija ovih slucajeva od slucaja sa makroskopskim ili
mikroskopskim rezidulanim tumorom (R1 kategorija)
predstavlja visoko rangirani nezavisni prognosticki fa-
ktor.

Odredivanje R statusa pocinje nekada preoperativno
ili intraoperativno isklju¢ivanjem udaljenih metastaza i
ispitivanjem suspektnih loko - regionalnih infiltrata koji
su izvan operativnog polja. Najcesce radi se o posto-
perativnom ispitivanju R statusa koji se definitvno odre-
duje nalazom ili odsustvom tumorskih celija unutar
1mm od bilo koje resekcione margine (ne odnosi se na
povrsinu seroze).

Novi protokoli u ispitivanju hirurske resekcije podra-
zumevaju precizno iskljucivanje R1 statusa, kod koga
je procenat recidiva karcinoma oko 25 - 30 % za razliku
od RO kategorije sa distancom od 10mm gde se recidivi
javljaju u 3% pacijenata.

Koncept minimalne rezidualne bolesti je pokusaj
boljeg objasnjenja ucestalih relapsa tumorske bolesti
koji su u oko 50% pacijenata registrovani nakon eviden-
tno kurativne hirurgije. Relaps je saopsten i kod 40%
pacijenata sa histoloski negativnim limfonodalnim statu-
som.

Za odlucivanje o uvodenju adjuvantne hemioterapije
potrebno je identifikovati pacijente sa visokim rizikom
za relaps tumorske bolesti Sto je navelo na istrazivanja
detekcije minimalnih ostataka tumora u resekcionom
podrucju ili limfnim nodusima.

Nalaz tzv. okultnih mikrometastaza ukljucuje detaljna
serijska i dopunska imunohistohemijska ispitivanja ne
samo limfnih nodusa vec i ekstramuralnog - vezivnog,
masnog tkiva, kostne srzi i krvi. Mikrometastazama
se podrazumevaju svi depoziti karcinoma koji su od
0,2 do 2 mm i koji pokazuju odstustvo dezmoplasticne
stromalne reakcije, a manji od 0,2 kao izolovane celi-
je tumora. Detekcija mikrometastaza podrazumeva
zapravo promenu stadijuma tumorske bolesti (,,stage
migration®, Will Rogers-ov fenomen) sto s pravom impli-
cira drugaciju prognozu i terapijski pristup prvenstveno
za tumore Il i lll stadijuma [4,5].

U praksi onkoloski timovi imaju razliciti pristup pre-
ma detekciji mikrometastaza, a usled nedokazanog
nezavisnog prognostickog znacaja danas TNM sistem
ne dovodi do automatske promene stadijuma bolesti.

Nalaz R1 kategorije (mikroinfiltracija resekcionih
margina) po pravilu dovodi do promene terapijskog
pristupa usled dokazanog prognostickog znacaja.

Nagomilana iskustva i naucna istrazivanja posebno u
klinickoj onkologiji rezultirala su revizijama TNM siste-
ma tako da se neki parametri Sirenja tumora danas
drugadije interpretiraju.

Najveci broj promena vezan je za interpretaciju
limfonodalnih metastaza. Eliminisana je pN3 kategorija,
Sto znaci da se metastaze tumora u spoljasnje ilijacne ili
zajednicke ilijacne limfne noduse danas interpretiraju
kao rM1 kategorija.

Iregularni depoziti i oni koji su promera manjeg od
2mm interpretiraju se kao tzv. diskontinualno lokalno
Sirenje tumora, tj. kao pT3 kategorija, eventualno i kao
venska invazija (pV1 kategorija).

Veliki je znacaj broja izolovanih limfnih nodusa pose-
bno ukoliko su bez elemenata tumora. Preporuceni
zadovoljavajuci broj u TNM sistemu je 12 limfnih nodu-
sa, ali se ne insistira na pNx kategoriji ukoliko je taj
broj manji.

Vaskularna invazija ekstramuralnih venskih sudova
i intramuralnih krvnih sudova mukoze i submukoze
je vazan prognosticki faktor uz perineuralnu invaziju
[6,7,8].

Tumorski depoziti u perirektalnom i perikolicnom
masnom tkivu na putu limfne drenaze primarnog tu-
mora bez vaskularne, perineuralne i invazije nodalnih
struktura su nepovoljan prognosticki indikator [9,10].

Histopatoloska karakteristika koja trenutno nije
deo TNM klasifikacije je“ budding® tumora. Odnosi se
na pojedinacne ili grupe celija tumora (manje od 5)
prisutnih na invazivnoj ivici. Njegov osnovni mehanizam
nije u potpunosti shvacen, ali se smatra da predstavlja
epitelno-mezenhimski prelaz gde se gubi adhezija ce-
lija, postoji otpornost na apoptozu i celije dobijaju
invazivni fenotip [11]. Tumor ,,pupoljci“ su povezani sa
nizom lo$ih prognostickih

histopatoloskih faktora, ukljucujuci visi gradus tu-
mora, limfovaskularnu invaziju, limfnodalne i udaljene
metastaze. U brojnim studijama je dokazano kao nezavi-
sni prognosticki faktor [12,13].

Pojedine studije su potvrdile znacaj odnosa tumorskih
celija i strome kao nezavisnog prognostickog indikatora
koji se povecava sa stadijumom. Smatra se kao rezultat
unakrsnog uticaja celija strome i tumora, preko brojnih
faktora rasta i imunoloskih reakcija [14,15].
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Mnogi terapijski postupci sami po sebi pokazuju
prognostic¢ku vrednost kao Sto je izbor i metoda hirurske
procedure (onkoloski kvalitet hirurgije) ili uvodenje
preoperativne radio terapije rektalnog karcinoma, sa
ili bez pratece hemoterapije (regresioni status ili regre-
sioni gradus tumorske bolesti).

Buduci da je prognoza kod kolorektalnog karcinoma
ocigledno multifaktorijalna, razradeni su i usavrsavani
mnogi kumulativni ili multiparametaski prognosticki
sistemi.

Petersen i sar. (Gloucestershire Royal Hospital, En-
gland) su razvili kumulativni prognosticki indeks za eva-
luaciju pacijenata sa kolorektalnim karcinomom u Dukes
B stadijumu, sto bi moglo pomoci u identifikaciji paci-
jenata sa loSom prognozom unutar grupe i zahtevati
agresivniju terapiju. Parametri su: peritonealno za-
hvatanje (sa ili bez ulceracije), venska invazija (ekstra-
muralna ili submukozna), zahvatanje resekcione margi-
ne (margina zahvacena ili inflamirana) i tumorska perfo-
racija (perofracija kroz tumor).

Stepen histoloskog maligniteta (,,grading®) i prog-
nosticki sistem za kolorektalni karcinom prema Ja-ssu
ukljuCuje parametre za gradiranje histoloskog mali-
gniteta (tubularnu konfiguraciju, tip tumorskog rasta i
limfocitnu infiltraciju) i parametre za patoloske prog-
nosticke kategorije limfocitnu infiltraciju-grading,
infiltraciju limfnih nodusa-staging, dubinu tumorske
invazije-staging.

Prognoza pacijenata sa invanzivnim kolorektalnim
adenokarcinomom u stadijumu B i C (Dukes ili Aster -
Coller), tj. bez udaljenih metastaza i bez mikroskopski
rezidulanog tumora (RO kategorija) moze se predvideti
upotrebom sistema bodovanja koji se bazira na histo-
patoloskim karakteristikama. Parametri: dubina tumor-
ske invazije, odbrambena limfocitna reakcija na tumor
- peritumorska limfocitna (,,Crohn-like“) infiltracija,
broj tumorskih infiltrisanih limfnih nodusa i postojanje
vaskularne invazije (u odsustvu limfonodalnih metastaza).

Molekularni i genetski aspekti ispitivanja otkrili
su mutacije koje su u osnovi patogeneze naslednih i
sporadicnih oblika tumora. Istrazivacki napori usme-
reni su za identifikovanje molekularnih markera kao
merljivih pokazatelja prognoze i predvidanja ishoda i
odgovora pojedinih terapijskih modaliteta. Razumevanje
molekularnih signalnih puteva koji uticu na metastatski
fenotip sa determinacijom molekula koji su kljucni u
tim putevima sa ciljem dizajniranja direktnih terapijskih
meta sprecavanja ili kontrole napredovanja bolesti [16].

Napredak u otkrivanju signalnih puteva kanceroge-
neze pruza mogucnosti izbora personalizovane strategije
lecenja sa potencijalom za poboljsanje ishoda lecenja
[17,18].

MSI oznacava promene u kodirajuc¢im i nekodiraju¢im
ponovljenim sekvencama DNK . Mutatorput karakterise
inaktivacija oba alela jednog od DNA mismatch repair -
MMR gena, Sto rezultira promenom duzine i posledicnoj
nestabilnosti kratke DNA sekvence-mikrosatelita-MSI.
Ovo dovodi do nemogucnosti ispravljanja DNK gresaka
tokom replikacije. Geni su inaktivirani stecenim mutaci-
jama i sporadi¢nom hipermetilacijom promotora
MLH1 ili germ-line mutacijom MLH1, MSH2, MSH6 i
PMS2 gena-hereditarni nonpolipoza karcinom kolona
(HNPCC) [19,20]. U zavisnosti od procenta lokusa sa
MSI karakteristikama razlikujemo MSI-H i MSI-L a gde
nedostaju tumorske celije su MSS statusa [21]. MSI-H
ukazuje na dobru prognozu, MSI-L i MSS na los ishod.
Ovom putu se pridruzuje sekundarna mutacija gena
znacajnih za kontrolu celijskog rasta i apoptozu. Tu-
mori nastali ovim putem ¢ine 15% CRC i imaju bolju
ukupnu prognozu u odnosu na tumore nastale mutaci-
onom inaktivacijom tumor-supresor gena. Visoko frek-
ventna MSI je nezavistan prediktor prezivljavanja i nizeg
patoloskog stadijuma. Tumori su lokalizovani proksi-
malno, slabo diferentovani, sa mucinoznom diferen-
cijacijom i limfocitnom infiltracijom.

Preporucuje se odredivanje statusa MSI kod svih
novodijagnostikovanih tumora. Prognosticki je znacajan
za CRC Il stadijuma, kao skrining marker za identifikaciju
Lynch syndroma i predikciju odgovora kod pacijenata IV
stadijuma [22]. MSI je prediktivni indikator odgovora na
anti PD-1 terapiju [23].

Konsenzusom su definisana 4 molekularna subtipa-
CMS kao rezultat objedinjavanja otkri¢a molekularnih
procesa nastanka CRC.

CMS1-MSI, hipermutirani, sa imunoaktivacijom i po-
vecanjem TH1 i citotoksi¢nih T limfocita.

CMS2-epitelni sa potenciranjem Wnt i Myc signalnog
puta, pove¢anom hromozomskom nestabilno$cu, ekspre-
sijom onkogena i inaktivacijom tumor supresor gena.

CMS3-metabolicke disregulacije i KRAS mutacije

CMS4-mezenhimalni subtip sa aktivacijom TGF-beta,
stromalnom invazijom, komplementom posredovanom
zapaljenskom reakcijom i neoangiogenezom [24,25].

Povezujudi sa klinickim ishodom CMS klasifikacija
pruza vazne informacije o klinickom ponasanju, prog-
nozi i odgovoru na leCenje pojedinih subtipova. Rasve-
tljavanje procesa koji su ukljuceni u kancerogenezu
ovih podtipova olaksava identifikaciju biomarkera i di-
zajniranje ciljne terapije za svaki podtip.
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Slika 2. Signalni put genetskih alteracija u progresiji CRC-a.
(Preuzeto: Predictive and prognostic biomarkers in colorectal
cancer: A systematic review of recent advances and challenges.
Biomedicine & Pharmacotherapy. 2017;87:8-19)

KRAS protoonkogen enkodira GTPaza protein

KRAS koji ukljucuje efektorne molekule za celijsku
proliferaciju i diferencijaciju nishodno od EFGR-a u
molekularnoj stazi nastanka CRC-a. 15% ovih tumora nosi
tackaste mutacije u egzonima 2, 3i 4 gena KRAS. Mutacija
povecava rizik od recidiva i kraeg prezivljavanja uz
moduliranje odgovora na EGFR inhibitore.4,3 Nedavne
studije su potvrdile da i NRAS mutacije koje su prisutne
u 3-5% tumora odreduju negativan odgovor na anti EGFR
terapiju [26].

Na signalnom Ras putu BRAF je direktni nishodni
cilj KRAS-a. BRAF V600E mutacija naglo aktivira MAPK
signalni put sa indukcijom proliferacije i inhibi-cije
apoptoze. Prisutna je u oko 15% bolesnika sa CRC-
om, cesce kod osoba Zenskog pola, starijeg uzrasta,
desnostranih tumora, losije diferencijacije sa mucino-
znom komponentom i MSI-H statusom [27,28]. Kod MSI-L
tumora prisustvo mutacije je povezanom sa kra-¢im
prezivljavanjem. Suprotno prediktivnoj ulozi mutir-
nog BRAF-a, njegova prognosticka uloga je dobro defi-
nisana i odreduje losu prognozu. BRAF mutacija moze
predstavljati terapeutski cilj kod metastatskog tumora
uz blokadu drugih puteva EGFR, MEK, PI3K.

Na hromozomu 18q nalaze se tri gena: Smad2, Smad4
i DCC implementirana u nastanak CRC. Gubitak jednog
alela je gubitak heterozigotnosti - LOH i njihove uloge
tumor supresor gena. U 70% CRC-a je asociran sa loSom
prognozom. U sindromu juvenilne polipoze dokazana
je germ line mutacija Smad4 i povecdanje rizika za na-
stanak CRC. Ovaj onkosupresorski protein je ukljucen
u intracelijski put TGF-beta. Njegova inaktivacija do-
vodi do izmene signalizacije ovog puta sto rezultira
invazijom tumora, metastaziranjem i losim terapijskim
odgovorom [29, 30]

Prognosticka signifikantnost LOH je dokazana u stu-
dijama kod tumora Il i lll stadijuma i korelira sa kracim
prezivljavanjem [31,32].

Deleted in Colorectal cancer-DCC je tumor supre-sor
gen na dugom kraku hromozoma 18 i kodira transmem-
branski protein koji zaustavlja rast celije u odsustvu
Netrina i njegovog liganda. Njegova mutacija sprecava
vezusaNetrin-1irezultiranenormalnim prezivljavanjem.
Gubitak heterozigotnosti (LOH) hromozoma 18q detekto-
van je u vise od 70% uznapredovalog CRC [33, 34,35].

Tumor - supresorski put, poznati kao put hromo-
zomske nestabilnosti, broji aproksimativno oko 80% svih
kolorektalnih karcinoma i veéinu sporadicnih kolore-
ktalnih karcinoma. Karakterise se velikom frekvencom
alelske neuravnotezenosti kao Sto su alelske delecije,
hromozomske amplifikacije i translokacije. Ove genet-
ske promene rezultiraju u mutacionoj aktivaciji onkoge-
na, udruzeno sa mutacionom inaktivacijom tumor -
supresorskih gena.

p53 je najéesce mutirani gen u humanim solidnim
tumorima. Divlji tip p53 se nalazi na hromozomu 17p
i produkuje protein koji odrzava genetski integritet
indukcijom usporavanja celijskog ciklusa i apoptoze.

Inaktivacija p53 nastaje gubitkom alela, genskom
mutacijom ili proteinskom sekvestracijom Sto dovodi do
povecane genetske nestabilnosti i prezivljavanja celija
sa oStecenom DNA. Vecina studija koja je analizirala
p53 protein u tumorima dokazala je Cinjenicu da divlji
p53 nije imunohistohemijski detektibilan s obzirom na
njegov kraci poluzivot. Veruje se da mutacije unutar
p53 produzavaju proteinski poluzivot i tada proteini
postaju detektibilni.

Mutacija p53 je verovatno inicijacija karcinogeneze
povezane sa ulceroznim kolitisom. Stavise mutacija
p53 u paru sa gubitkom heterozigotnosti podudara
se sa pojavom karcinoma u adenoma Sto dokazuje
njegovu ulogu u modulaciji do maligne alteracije
[36,37,38,39,40]. Postoji jednak broj studija koje poka-
zuju krace prezivljavanje u p53 pozitivnih bolesnika i
onih koje pokazuju da ne postoji asocijacija izmedu p53
overekspresije i finalnog ishoda.

Rezultati sugerisu da se ekspresija p53 u smislu pro-
gnoze razvoja bolesti, moze tumaciti jedino ako je
koeksprimirana sa drugim tumorskim markerima.

Direktna korelacija ekspresije p53 i prognoze je
zapazena u kasnom stadijumu bolesti, kada je pitanje
uspeha primene bilo kakve terapije, tj. kada i nema
znacaja odredivati nivo njegove ekspresije [41,42].

Adenomatous Polyposis Coli-APC gen je tumor su-
presor gen na hromosomu 5. Germ line mutacije APC
predstavljaju genetsku osnovu familijarne adenoma-
tozne polipoze -FAP-a. Vise od 60% sporadicnih CRC-a
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ima alteracije ovog gena Sto dovodi do stimulacije Wnt/
beta-catenin puta sa inicijacijom tumora ili recidivira-
njem [43]. Hipermetilacija APC promotora je takode
prepoznata kao uzrok funkcionalne inhibicije gena [44].

Fosfataza i tensin homologi protein-PTEN je tumor
supresor gen ukljucen u regulaciju celijskog ciklusa,
procese proliferacije, diferencijacije i apoptoze. Inakti-
vacija izaziva deregulaciju PI3K puta.Gubitak ekspresije
asocira sa agresivnim tumorom i izostankom odgovora
na EGFR ciljanu terapiju [45,46].

EGFR- receptor epidermalnog faktora rasta koji
se aktivira vezivanjem epidermalnog faktora rasta je
transmembranski receptor sa aktivnoscu tirozin kinaze
i transdukcijom signala u citoplazmu [47]. Prekomerna
ekspresija je prisutna u mnogim solidnim tumorima
i u oko 80% CRC udruzena sa krac¢im prezivljavanjem
[48]. Cetukimab i Panitumumab antitelima inhibira se
signalizacija posredovana EGFR-om Sto predstavlja obe-
¢avajucu terapijsku alternativu.

Vaskularni endotelni faktor rasta-VEGF je angioge-
netski faktor ukljucen u CRC i posredno odgovoran za
rast tumora i metastaze. Produkcija VEGF je inicirana
tumorom, onkogenskom ekspresijom, tumorskom hipo-
ksijom i nekrozom. Njegove mutacije su povezane sa
vecom agresivnoscu, loSom prognozom i mogu biti u
osnovi otpornosti na anti-EGFR tretman [49,50].

VEGF ima centralnu ulogu u tumorskoj angiogenezi,
pod uticajem je i utiCe na druge pro-angiogenetske
faktore, a njegova inhibicija dovodi do suspenzije rasta
tumora .Cetiri izoforme VEGF - su identifikovane. Analize
razli¢itih izoformi u bolesnika sa karcinomom kolona
pokazuju da pacijenti sa metastazama jetre imaju
tumorsku ekspresiju VEGF121, VEGF165 i VEGF189, sig-
nifikantno visu u odnosu na one bez metastaza jetre. U
bolesnika sa kolorektalnim karcinomom stadijuma I-IV,
VEGF - pozitivni tumori su pokazali signifikantno losiju
prognozu u odnosu na VEGF - negativne tumore. Buduce
studije treba da definiSu prognosticku signifikantnost
VEGF i njegove potencijalne terapijske implikacije.

Fosfoinozid-3-kinaza-PIK3CA je enzim AKT signalnog
puta. Alteracija dovodi do aberantne aktivacije ovog
puta i Celijske proliferacije. Mutacija u egzonu 20 je
znacajno povezana sa smanjenim terapijskim ucinkom
anti-EGFR terapije i loSom prognozom u poredenju sa
pacijentima nosiocima wild-typa [51,52].

Insulin-Like Growth Factor Il mRNA-Binding Protein
3-IMP3 je protein eksprimiran tokom embriogeneze i
kod neoplasticnih celija, a skoro nedetektibilan kod
adultnog tkiva. Njegova ekspresija korelira sa agresivnim
tumorskim fenotipom. Prognosticki je i prediktivni mar-
ker nastanka metastatkih depozita [53,54].

RNA ukljucuje nekodirajuce mikro (mi) i duge (long)
ncRNA. miRNA igraju vaznu ulogu u genetskoj kontroli
razvoja, progresije i metastatskog potencijala CRC-a.
Ekspresija pojedinih clanova ove familije korelira sa
loSijom prognozom i kracim prezivljavanjem [55]. Studije
isticu potencijalnu korist miRNA kao biomarkera krvi ili
tkiva prediktora odgovora na terapiju 5-fluorouracila i
EGFR inhibitora i prognostickog faktora sa moguc¢noscu
personalizovanog terapijskog pristupa [56,57]. Otkrice
novih panela miRNA pruza mogucnost definisanja novih
terapeutskih ciljeva i prevazilazenje rezistencije na
lekove. Klinicka upotreba kao biomarkera je i dalje
ograni¢ena tako da je neophodno fokusirati se na eks-
perimentalni diyajn, metode izolacije i detekcije uz
uvazavanje promenljivosti karakteristika pacijenata.

ZAKLJUCAK

Za mnogo pouzdaniji i reproducibilniji sistem ispiti-
vanja koji bi bio komparabilan u studijama potrebno je
saciniti nove protokole koji bi osim standardnih klinicko
patoloskih parametara uveli nove biomolekularne fak-
tore i testirali njihovu senzitivnost za klinicku upotrebu.

CRC je heterogeni klinicki entitet. Napredak u otkri-
vanju molekularnih abnormalnosti, kontrolnih tacaka
za proces klonskog razvoja, reakcija na terapiju i raz-
voja rezistencije tokom lecenja glavne su strategije
ispitivanja. Medu brojnim molekularnim faktorima
prognoze, mali broj je sa dokazanim prognostickim
ili klinickim znacajem. Ipak, neki imaju sasvim jasan
nezavistan prognosticki znacaj i mogu sluziti za ispiti-
vanje navedenih rizika ili promenu stadijuma bolesti
(,,molecular up-staging®), a cak i za distinkciju posebnih
oblika tumora. Ciljevi buduceg istrazivanja su potvrda
najboljeg prognostickog panela biomarkera i definisanje
prediktivnih markera za dostupnu terapiju.
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SAZETAK

Primarni testikularni difuzni B krupnocelijski limfom (PT-DBKL) predstavlja redak i agresivan oblik ekstranodalnog
non-Hodgkin limfoma (NHL) sa karakterstikama drugacijim od ostalih NHL-a.

Analizirani su tkivni uzorci fiksirani u formalinu, kalupljeni u parafinu, 21 pacijenta sa PT-DBKL koji su bili raspolozivi
za histolosku, imunohistohemijsku i biolosku evaluaciju.Svi uzorci dodatno su analizirani imunohistohemijski (Bcl-2,
Myc proteinska ekspresija) i fluorescentnom in situ hibridizacijom (FISH) (BLCL2 i MYC).

Dvadeset PT-DBKL pacijenata tretirano je R-CHOP protokolom (rituximab, ciklofosfamid,doksorubicin,vinkristin
i prednizolon) uz zraCenje kontralateralnog testisa aplikovanog kod 9 pacijenata i intratekalnu terapiju za 10
bolesnika.

Pacijenti sa PT-DLBCL (srednja starost 48,5 godina) imali su nisku frekvenciju B simptoma (28,6%) i Cesto su
dijagnostikovani kao | i Il Ann Arbor klinicki stadijum (66,0%). Vecina PT-DBKL (80,9%) imala je imunofenotip tipa
B celija porekla non-germinativnog centra. Imunohistohemijsko bojenje pokazalo je povecanje ekspresije c-Myc
proteina u PT-DBKL grupi u poredenju sa kontrolnom grupom (p=0,016). MYC rearanzman otkriven je u 1 od 14
(7.0%) i MYC amplifikacija u 3 od 14 (21,0%) pacijenata. Jedan od 14 slucajeva (7%) u PT-DLBCL grupi pokazao
je BCL2 rearanzman i 4 od 14 (28,05%) pokazalo je BCL2 amplifikaciju. Kompletna remisija (KR) postignuta je u
75,0% PT-DLBCL pacijenata koji su imali superiorno prezivljavanje u odnosu na one koji nisu postigli KR (mediana
48 prema 21 mesec, p=0,012).

Imunohistohemijske i bioloske karakteristike primarnog difuznog B krupnocelijskog limfoma se razlikuju u odnosu
na nodalne ili ekstranodalne DBKL. S obzirom da su primarni DBKL testisa retki, neophodne su prospektivne
multinacionalne studije u cilju boljeg razumevanja biologije ovih tumora, pa samim tim i unapredenja tekuceg
terapijskog pristupa.

Kljuéne reci: Primarni limfom testisa, difuzni krupnocelijski B-limfom
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ENGLISH

CLINICOPATHOLOGICAL AND FISH ANALYSIS OF PRIMARY TESTICULAR DIFFUSE LARGE B CELL LYMPHOMA
SUMMARY

Primary testicular diffuse large B cell lymphoma (PT-DLBCL) represents a rare and aggressive extranodal non-
Hodgkin’s lymphoma (NHL) with some specific features that differ from other NHLs.

Formalin fixed, paraffin wax embedded (FFPE) samples of 21 PT-DLBCLs and comparative 30 patients with DLBCL
were analysed. All PT-DLBCL patients were treated with rituximab containing regimens, intrathecal prophylaxis
(10 patients), and irradiation of the contralateral testis (9 patients). FFPE samples were additionally analysed
by immunohistochemistry (Bcl-2, C-Myc protein expression) and fluorescence in situ hybridisation (FISH) (BCL2
and C-MYC).

The patients with PT-DLBCL (median age 48.5 years), had low frequency of B symptoms (28.6%), and were often
diagnosed in | and Il Ann Arbor clinical stage (66.0%). The majority of PT-DLBCL (80.9%), had a nhon-germinal center
B-cell like immunophenotype. Immunohistochemical staining showed increased Myc protein expression in the PT-
DLBCL group compared to the control group (p=0.016). MYC rearrangement was detected in 1 of 14 (7.0%), and
MYC amplification in 3 of 14 (21.0%) patients. One of the 14 cases (7.0%), in the PT DLBCL group, showed BCL2
rearrangement, four of 14 (28.05%) cases showed BCL2 amplification. Complete remission (CR) was achieved in
75.0% PT-DLBCL patients who had superior survival compared to those who didn’t achieve CR (median 48 vs. 21
months, p=0.012).

The patients with PT-DLBCL express some immunohistochemical, biological and clinical features that are different
from nodal and extranodal DLBCL, indicating the need for a more personalized treatment approach in these patients.

Key word: primary testicular lymphoma, diffuse large B cell lymphoma

uvobD

Ekspresija Myc protein se uocCava u vecem procentu
slucajeva DBKL (30- 50%) od MYC alteracija (5-15%) i

Primarni limfomi testisa su retki: ¢ine 3-5% svih
tumora testisa1, 2. Najcesci tip limfoma koji se javljaju
u testisima je Difuzni B krupnocelijski limfom (DBKL) 1,
2. Primarni DBKL testis ima agresivan klinicki tok i los
odgovor na aktuelnu terapiju3.

U odnosu na poreklo celije, PT-DBKL su CesSce porekla
B celija van germinativnog centra (non GCB), poput
ostalih ekstranodalnih limfoma 4-6. Mnoge studije su
pokazale da klinicki ishod non GC DBKL je losiji od onih
koji su porekla germinativnog centra (GC)5-7.

Ispitivani su brojni prognosticki faktori kod DBKL,
ukljucujuci BCL2 i MYC translokacije i proteinske eksp-
resije 8. Poselednjih godina je postignut znacajan na-
predak u razumevanju alteracije MYC gena u DBKL.
Rearanzman MYC gena se vida kod 5-15% DBKL, koji nisu
drugacije specifikovani (not otherwise specified-NOS),
i Cesto je udruzen sa BCL2 i/ili BCL6 translokacijom,
kod takozvanih “double-hit” i “triple-hit” limfoma 9-12.

udruzena je sa ekspresijom Bcl-2 proteina u 20-35%
slucajeva13-15. Mnogi od ovih tumora nemaju alteracije
MYC/ BCL2 gena, ali zbog proteinske ekspresije se nazi-
vaju ,,double-expressor lymphoma”. Brojne studije su
pokazale da ovakvi limfomi imaju losiju prognozu od
ostalih DBKL, NOS 13-15.

Cilj nase studije bio je analiza klinickih, histoloskih,
imunohistohemijskih i bioloskih karakterstika PT DBKL
i poredenje sa nodalnim i ekstranodalnim difuznim B
krupnocelijskim limfomom.

MATERIJAL | METODE

Analizirani su tkivni uzorci fiksirani u formalinu,
kalupljeni u parafinu, 21 pacijenta sa PT-DBKL koji su
bili raspoloZzivi za histolosku, imunohistohemijsku i bi-
olosku evaluaciju. Primarni limfom testisa je defini-san
kao prisustvo testikularne mase i bez dokaza o pri-
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sutnom prethodno dijagnostikovanom limfomu dru-
gih lokalizacija. Kao komparativna gupa, dodatno je
ispitana grupa 30 novodijagnostikovanih bolesnika sa
DBKL (19 nodalnih i 11 ekstranodalnih) sa raspolozivim
arhiviranim biopsijskim uzorcima. Svi bolesnici su dija-
gnostikovani u Kabinetu za hematopatologiju Sluzbe
za patohistologiju Klinickog centra Srbije, u Beogradu,
u periodu 2002-2016.godine i tretirani na Klinici za
Hematologiju Klinickog centra Srbije, u istom periodu.
Svi bolesnici podvrgnuti su standardnim procedurama
(klinicki pregled, laboratorijske analize, imidzing pro-
cedure i biopsija kostne srzi.) Pacijenti sa PT-DBKL
su smatrani za uznapredovali stadijum ukoliko je po-
stojalo prisustvo uvecanih limfnih ¢vorova bilo gde
drugo u organizmu prema Ann Arbor Stejdzing siste-
mu. Internacionalni Prognosticki Indeks je koris¢en
za predvidanje duzine preZzivljavanja (16). Dvadeset
PT-DBKL pacijenata tretirano je R-CHOP protokolom
(rituximab, ciklofosfamid,doksorubicin,vinkristin i pred-
nizolon) uz zracenje kontralateralnog testisa apliko-
vanog kod 9 pacijenata i intratekalnu terapiju za 10
bolesnika (Tabela 1). Svi pacijenti u kontrolnoj grupi
su tretirani R-CHOP/R-CHOP slicnim rezimima. Odgovor
na terapiju evaluiran je prema prethodno navedenim
kriterijumima za odgovor na terapiju17. Ovaj rad je
izveden u skladu sa Helsinskom deklaracijom i odobren
od strane Etickog komiteta Medicinskog Fakulteta Uni-
verziteta u Beogradu.

Imunohistohemijska analiza je primenjena na arhi-
viranim FFPE uzorcima tkiva PT-DLBCL dobijenim nakon
orhiektomije i arhiviranim FFPE tumorskog tkiva DLBCL
pacijenata. U dijagnosticke svrhe, imunohistohemijska
bojenjaza CD20 (L26:Dako), CD3 (SP7:Thermoscientific),
CD5 (4C7:Leica Biosystems), CD10 (clone 56Cé6:Dako),
Ki-67 (MIB1-:Dako), Bcl-6 (clone PG-Bép:Dako), MUM1
(clone MUM1p:Dako), Bcl-2 (clone 124:Dako), Cyclin D1
(SP4:Thermoscientific), CD23 (1B12:Leica Biosystems) i
TdT (clone EP266:Dako) su izvrSena prema uputstvima
proizvodaca i vazecem laboratorijskom protokolu koji
podrazumeva aplikaciju avidin-biotin kompleks metode
(LSAB2 kit peroksidaza:Dako), uz koris¢enje AEC kao
hromogena. C-Myc je detektovan pomocu Leica Bond
Max Refine KIT metoda (Leica Bond Polymer Refine de-
tection system-DS9800) i zeCijeg monoklonalnog anti
c-Myc antitela (Abcam Rabbit monoclonal anti c-Myc,
Clone Y69, 1:50.

Slucajevi su smatrani pozitivnim kada je najmanje
50% tumorskih celija eksprimiralo Bcl-2 protein i >40%
tumorskih celija eksprimiralo c-Myc, u skladu sa drugim
studijama 2,4 . Pacijenti su klasifikovani u GCB i na non-
GCB subtipove prema Hansovom algoritmu 4.

Svi slucajevi sa raspolozivim arhiviranim biopsijskim
uzorcima su analizirani metodom fluorescentne in situ
hibridizacije (FISH) za MYC i BCL2, koriS¢enjem komer-
cijalnih proba (Abbott Vysis, USA) 18.

REZULTATI

Klinicke karakteristike pacijenata sa PT-DBKL su
prikazane u Tabeli 1. Srednje Zivotno doba bilo je 64
godine (range, 32 do 78 godina). Vecina pacijenata (14,
66%) je dijagnostikovana u ranoj fazi bolesti, odnosno |
i Il klinickom stadijumu, dok je 7 pacijenata (33%) bilo
u uznapredovalom klinickom stadijumu (111 i IV) bolesti.
Sest pacijenata (28.6%) imalo je B simptomatologiju.
Visok IPI stadijum bio je prisutan kod 10 (47.6%) PT-
DBKL pacijenata.

Tabela 1. Klinicke karakteristike 21 pacijenta sa primarnim
difuznim B krupnocelijskim limfomom testisa.

NO AGE  ANN 1Pl THERAPY RTX IT CR RELAPSE ~ OS VITAL

ARBOR MONTHS ~ STATU
STAGE
1 74 -1V high R-CHOP no yes ves no 28 alive
2 67 111 low R-CHOP no no yes no 24 alive
36l -V high intermediate  R-CHOP no yes yes yes 10 alive
4 & L high intermediate  R-CHOP yes yes no resistant 2 dead
disease

67 v high intermediate  R-CHOP yes no yes yes 16 dead
6 62 111 high R-CHOP ves no ves no 30 I
7 6 L low intermediate  R-CHOP yes no yes no 7 I
§ 55 -V I R-CHOP yes no yes no 20 alive
9 66 111 I R-CHOP yes yes no no 16 I
10 78 111 I NA NA N/A N/A NA N/A N/A
noon L I R-CHOP NA yes yes no 8 alive
2 v high intermediate R-CHOP no yes 7 dead
13 n L low R-CHOP 9 I
o7 L low R-CHOP no no yes no 44 dead
15 54 L low R-CHOP yes yes yes yes 18 dead
16 66 L low R-CHOP no yes yes no 46 alive
1759 v high intermediate  R-CHOP no yes no resistant 21 dead

disease

1876 Ll high intermediate  R-CHOP yes no yes no 40 alive
19 32 L low R-CHOP yes yes yes no 12 alive
20 58 v low intermediate  R-CHOP no no yes yes 48 dead

21 64 111 low intermediate  R-CHOP no no yes no 19 dead

IPI - International Prognostic Index; Rtx - radiotherapy; IT -
intrathecal therapy; CR - complete remission; OS - overall
survival; R-CHOP - rituximab, cyclophosphamide, vincristine,
prednisone; N/A - not applicable

Morfoloska, imunohistohemijska i FISH analiza:

Svi ispitivani slucajevi su imali centroblastnu morfo-
logiju i svi su bili CD20 pozitivni.

Marker geminativnog centra, CD10, bio je ekspri-
miran kod 3 od 21 (14%), Bcl-6 kod 13 od 21 (61%),
MUM-1 kod 16 od 18 (88%) PT-DBKL slucajeva (Tabela
2). Vecina je imala non GCB imunofenotip (17 of 21,
80.95%). Cetiri od 21 (19%) su klasifikovani kao GCB
imunohistohemijski podtip. Dva od 4 GCB slucaja su
imali sva tri markera pozitivna (CD10+, Bcl-6+, MUM-1+).
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U kontronoj grupi, 23 od 30 slucajeva (76%) su bili non
GCB subtype (p>0.05).

Bcl-2 proteinska ekspresija je detektovana kod 16
od 21 (76%) PT-DBKL uzoraka i kod 67% u DBKL NOS
kontrolnoj grupi (p>0.05).

Myc protein je bio eksprimiran kod 8 od 14 slucajeva
(57.0%), u odnosu na 23% u kontrolnoj grupi (p<0.05)
(Slika 1). Uocena je znacajna razlika u ekspresiji Myc
protein u PT-DBKL grupi (median 40.0%, n=14) i kontrol-
noj grupi (median 10.0%, n=29) (Mann Vitney test,
U=111.50, z=-2.415, p=0.016).

Slika 2. FISH, MYC
krupnocelijski limfom testisa, rearanZman

imunohistohemija, Mycx400

Imunohistohemijska ekspresija oba proteina, Myc
i Bcl2 bila je prisutna kod 5 od 14 PT-DBKL pacijenata
(36.0%), koji su kalsifikovani kao ,,double expressors”. U
kontrolnoj grupi, bilo je 13% immunofenotipskih ,,double
hit” sluajeva (p>0.05).

Ukupno 4 od 14 (28.5%) pacijenata je pokazalo
alteracije MYC gena u PT-DBKL grupi. MYC rearanzman
je uocen kod 1 od 14 (7%), MYC amplifikacija kod 3
od 14 (21%) pacijenata (Slika 2). Jedan pacijent sa
MYC rearanZmanom je imao i Myc i Bcl-2 proteinsku
ekspresiju i GCB imunofenotip. Kod dva PT-DBKL slu-
Caja (2 od 4, 50%) sa MYC alteracijama, uocena je Myc
pozitivnost u >40.0% tumorskih éelija (range 40.0-
80.0%). Sest pacijenata sa Myc proteinskom ekspresijom
nije imala alteracije MYC gena. Dva pacijenta sa MYC
amplifikacijom, takode su imala BCL2 amplifikaciju.
U kontrolnoj grupi, 3 pacijenta (10%) su imala MYC
rearanzman, a 3 pacijenta amplifikaciju (10%).

Jedan od 14 pacijenata (7.0%) u PT-DBKL grupi imao je
BCL2 rearanzman, a 4 od 14 (28.05%) BCL2 amplifikaciju.
Cetiri od 5 pacijenata sa alteracijama BCL2 gena, poka-
zivalo je i imunohistohemijsku ekspresiju Bcl-2 proteina.
Jedan pacijent je imao BCL2 translokaciju udruzenu sa
non GCB podtipom (Tabela 2.).

Tabela 2. Imunohistohemijska i FISH analiza 21 pacijenta sa
primarnim difuznim B krupnocelijskim limfomom testisa.

CELLOF CDI0  BCL-6  MUM-1 BCL-2  C-MYC  DOUBLE C-mycfish  bel-2 fish  DOUBLE HIT
ORIGIN ) EXPRESSORS FISH

1 nnGCB no no yes no 0 no AMP AMP
|||||| GCB. no yes ves yes 20 no NEG AP

non GCB no no ves yes 60 yes NEG NEG

12 nonGCB no yes ves yes 80 yes NEG NEG
13 Ge yes yes ves yes 60 yes NEG AvmP

14 non GCB. no yes ves yes 10 no AMP AMP

15 non GCB no yes ves yes NA NA NA NA NA
16 non GeB no yes ves yes NA NA NA NA NA
17 non GCB. no no NA yes NA NA NA NA NA
18 non GeB, no yes ves yes NA NA NA NA NA
19 non GeB. no yes ves yes NA NA NA NA NA
20 non GCB. no no NA no NA NA NA NA NA

21 nonGCB no no NA no NA NA NA NA NA

FISH - Fluorescence in situ hybridisation; GCB - germinal centre B
cell; N/A - not applicable.

Odgovor na terapiju i prezivljavanje:

Kompletna remisija (KR) postignuta je kod 15 od 20
pacijenata sa PT-DBKL (75%), dok su 4 pacijenta imala
primarno rezistentnu bolest, a troje od njih je umnrlo
unutar 2 godine. Medu pacijentima koji su postigli kom-
pletnu remisiju, 4 od 16 (25%) je doZivelo relaps bolesti.
Na kraju istrazivanja, 8 pacijenata (40.0%) sa PT-DBKL
je umrlo od posledica bolesti.

Medijana pracenja pacijenata sa PT-DBKL bila je
22.5 meseca (range 7-119 meseci). Srednje ukupno
prezivljavanje u PT-DBKL grupi bilo je 48 meseci (95%
Cl, 21.084-74.916) (Slika 3.). PT-DBKL pacijenti sa ni-
skim IPI imali su srednuje ukupno prezivljavanje 48
meseca, u odnosu na 24 meseca u grupi pacijenata
sa visokim IPI (95% CI 21.084-74.916, Log Rank=3.192,
p=0.074). Pacijenti u grupi PT-DBKL koji su postigli
kompletnu remisiju imali su znacajno bolje ukupno
prezivljavanje u odnosu na pacijente koji nisu postigli
kompletnu remisiju (mediana 48 meseci vs. 21 mesec,
Log Rank=6.240, p=0.012). Ostali analizirani klinicki
morfoloski, imunohistohemijski i bioloski parametri nisu
imali uticaja na prezivljavanje.
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DISKUSIJA

Primarni difuzni B krupnocelijski limfom je najcesci
maligni tumor testisa kod muskaraca starijih od 60 go-
dina 3, 6. U nasoj studiji, starosna dob, klinicki sta-
dijum, postojanje B simptoma kod pacijenata su bili u
skladu sa literaturnim podacima 3, 6.

Uprkos znacajnom napretku u terapiji pacijenata
sa DBKL, koji je postignut narocito dodavanjem rituxi-
mab-a standardnoj hemioterapiji, radiotrerapiji i profi-
laksi centralnog nevnog sistema (CNS), ishod bolesti
je fatalan kod skoro polovine pacijenata sa DBKLS6,
19-21. Uloga profilakse CNS, kao i radioterapije se jos
uvek razmatra 20, 21. Ishod bolesti kod pacijenata sa
PT-DBKL je bio losiji u poredenju sa nodalnim DBKJL, u
skladu sa specifiénos¢u anatomske lokalizacije i funkcije
testisa 1, 2. Nasi rezultati ukazuju da losije ukupno
prezivljavanje pacijenata sa PT-DBKL, je najverovatnije
posledica agresivnosti ovih tumora. Mnogi izvestaji go-
vore o tome da IPI ima vaznu ulogu kao prognosticki
parameter prezivljavanja pacijenata sa DBKL22. Ovaj
podatak je potvrden u nasoj studiji u kontrolnoj grupi,
gde je IPI zadrzao svoj prognosticki znacaj. Medutim, u
grupi pacijenta sa PT-DBKL, bilo je najvise pacijenata
sa niskim [Pl indeksom.

lako klini¢ki parametri mogu odrediti ishod bolesti
nakon terapije bazirane na rituximab-u, namece se
potreba za evaluacijom molekularnih i genetskih faktora
udruzenih sa prezivljavanjem 23. Booman i saradnici 7,
su pokazali da su PT-DLBCL skoro iskljucivo tipa akti-
viranih B celija na osnovu ,,gene expression” studija, a
da trecina u istoj grupi ima koekspresiju markera kako
germinativnog centra, tako i onih aktiviranih B celija.
Vecina slucajeva u studiji Deng i saradnika imalo je
non GCB (84%) imunofenotip i ABC (86%) podtip23. U
nasoj studiji, vec¢ina slu¢ajeva (81%), je imala non GCB
imunofenotip, u odnosu na 76% u kontrolnoj grupi; dva
su bila GCB i dva sa koekspresijom CD10, Bcl-6 i MUM-1.
Predominacija non GCB tipa moze delom biti od uticaja
na los ishod bolesti kod pacijenata sa DBKL testisa 1.

Prognosticki uticaj ekspresije Bcl-2 proteina kod
DBKL je kontroverzan, ali neke skorasnje studije su

pokazale udruzenost sa agresivnoScu bolesti i kracim
prezivljavanjem 13-15, 24. Takode je uoceno da Bcl-2
ekspresija ima prognosticki vrednost samo kod GCB
podtipa, u vezi sa prisustvom BCL2 translokacije, ko-
ja se mnogo Cesce nalazi kod GCB podtipa DBKL 24.
U nasoj studiji, Bcl-2 ekspresija je uocena kod 76%
non GCB PT-DBKL pacijenata. BCL2 translokacija je
uoCena samo kod jednog pacijenta udruzana sa non
GCB imunofenotipom. Ucestalost alteracija BCL2 gena i
ekspresije Bcl-2 proteina u nasoj studiji je u saglasnosti
sa rezultatima ostalih istrazivaca 12-15.

Nasi rezultati podrzavaju rezultate prethodnih stu-
dija koji govore o tome da je Myc protein eksprimiran
u vecem procentu slucajeva u PT-DBKL grupi u odnosu
na ostale DBKL12-15, 2. Kada je rec o FISH analizi,
MYC rearanzman je uocen kod 7% PT DBKL, sto se nije
znacajno razlikovalo od pacijenata u kontrolnoj grupi i
u saglasnosti je sa prethodno objavljenim rezultatima
11, 12, 24, 25.

U nasoj grupi pacijenata nije bilo “double hit”
slucajeva, ali koekspresija Myc i Bcl-2 proteina je
bila prisutna kod 36% slucajeva, dok je u kontrolnoj
grupi bilo 13.0% sa koekspresijom. Pacijenti sa MYC/
BCL2 pozitivnim tumorima imaju znacajno losiji ishod
bolesti u poredenju sa pacijentima kod kojih nije uocena
koekspresija11-14, 25-27.

ZAKLJUCAK

Rezultati nase studije pokazuju da se imunohistohe-
mijske i bioloske karakteristike primarnog difuznog B
krupnocelijskog limfoma razlikuju u odnosu na nodalne
ili ekstranodalne DBKL. Uprkos izvesnim ogranic¢enjima
studije, ukazano je na razliCitost primarnog DBKL tes-
tisa, agresivnost i potencijalno loSije prezivljavanje
ovih pacijenata.

S obzirom da su primarni DBKL testisa retki, neopho-
dne su prospektivhe multinacionalne studije u cilju
boljeg razumevanja biologije ovih tumora, pa samim
tim i unapredenja tekuceg terapijskog pristupa.
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SAZETAK

Uvod/cilj: U nasem istrazivanju ispitivali smo znacaj p16INK4a testa u cervikalnoj citologiju u odnosu na Papanicolau
test i HPV test.

Materijal i metode: Ispitivanjem je obuhvaceno 100 ispitanica sa sumnjom na premaligne lezije na cerviksu.
Cervikalna citologija analizirana je na Papanicolau test i p16INK4a test. Kod 56 ispitanica uzet je cervikalni bris za
HPV DNA tipizaciju. Histoloski nalaz cervikalnih biopsija predstavljao je “zlatni standard”. Za imunocitohemijsku
analizu koriscen je CINtec citoloski kit. Za analizu podataka koriscene su: deskriptivne statisticke metode, metode
za ispitivanje zavisnosti i testiranje statistickih hipoteza.

Rezultati: Izmedu histoloskog i citoloskog nalaza Papanicolau testa postoji znacajna pozitivna korelacija (Spearman
r=0.71, p<0.001). P16INK4a test je bio pozitivan kod 36 (36.0%) ispitanica. Izmedu Papanicolau i p16INK4a testa
postoji statisticki znaCajna pozitivna korelacija (Spearman r=0.70,p<0.001). Intenzitet ekspresije p16INK4a proteina
u citoloskom nalazu je znacajno vedi kod ispitanica sa pozitivnim HPV16 nalazom (Mann-Whitney test, p=0.0065).

Zakljucak: Dobra korelacija stepena ekspresije i tezine promene, ukazuje da bi ovaj test mogao popraviti rezultate
citoloskog i HPV skrininga, kao i rezultate u predikciji i prognozi oboljenja grlica materice.

Kljucne reci: P16INK4a protein, Papanicolau test, HPV.

ENGLISH

THE SIGNIFICANCE OF P16INK4ATEST IN THE DIAGNOSIS OF PREMALIGNANT AND MALIGNANT CERVICAL LESIONS
SUMMARY

Introduction/aim: In our study, we examined the significance of the p16INK4a test in cervical cytology relative
to the Papanicolau test and the HPV test.

Material and methods: The study included 100 subjects with suspected premalignant lesions of the cervix. Cervical
cytology was analyzed for Papanicolau test and p16INK4a test. In 56 subjects, a cervical swab was used for HPV
DNA typing. The histologic findings of cervical biopsies represented the ,,gold standard“. A CINtec cytology kit
was used for imunocytochemical analysis. The following were used to analyze the data: descriptive statistical
methods, methods for testing dependencies and testing statistical hypotheses.

Results: There was a significant positive correlation between the histological and cytological findings of the
Papanicolau test (Spearmanr =0.71, p <0.001). The P16INK4a test was positive in 36 (36.0%) subjects. There was
a statistically significant positive correlation between Papanicolau and p16INK4a (Spearman r = 0.70, p <0.001).
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The intensity of p16INK4a protein expression in the cytologic finding was significantly higher in subjects with a

positive HPV16 finding (Mann-Whitney test, p = 0.0065).

Conclusion: A good correlation of expression rate and severity of change indicates that this test could improve
the results of cytologic and HPV screening, as well as results in the prediction and prognosis of cervical disease.

Key words: P16INK4a protein, Papanicolau test, HPV.

uvoD

Premaligne promene na grlicu materice i karcinom
grlica materice su kontinuiran proces. Metode u dija-
gnostici premalignih i malignih promena epitela grli-
¢a materice iste su kao i pre vise od Sest decenija
- kolposkopija i citoloska dijagnostika (Papanickolau
test) - i primenjuju se kod veceg dela populacije kao
skri-ning. Ove metode imaju ograni¢enu senzitivnost i
specifi¢nost, pa se danas traga za metodama koje bi
povecale tacnost i smanjile broj lazno pozitivnih i lazno
negativnih rezultata. HPV DNA test je visokosenzitivan,
ali niska specifi¢nost i pozitivna prediktivna vrednost
ogranicile su njegovu upotrebu u cervikalnom skriningu.
Patohistoloska dijagnoza predstavlja ,zlatni standard“ u
dijagnozi premalignih i malignih promena grli¢ca mate-
rice, ali je njen nedostatak u tome Sto se materijal
dobija invazivnim metodama, pa nije pogodna za maso-
vni skrining.

0d kako je dokazano da je uzroénik maligne trans-
formacije epitelnih celija infekcija visokorizicnim
tipovima humanih papiloma virusa (HPV), ispituju
se nove dijagnosticke metode, koje se baziraju se
na molekularnom razumevanju interreakcije izmedu
visokorizi¢nih HPV tipova i celija domacina. Danas se
vecina istrazivaca slaze da dve velike familije gena
imaju znacajnu ulogu u nastanku malignoma, to su
tumor supresorski geni i onkogeni. Molekularnobioloska
ispitivanja su pokazala da tumor supresorski gen INK4a
(sinonimi: MTS1, CDKN2, INK4a/ARF) ima vaznu ulogu u
regulatornom mehanizmu celijskog ciklusa i da kodira
protein P16INK4a. Danas se po najvisim ocenama dija-
gnostickih performansi izdvaja protein p16INK4a kao
znacajan biomarker cervikalne neoplazije.

Protein p16INK4a je tumor-supresorski protein ko-
ji pripada grupi inhibitora ciklin-zavisnih kinaza 4 i
6 (Cyclin-Dependent Kinase, CDK4/6) . U normalnim
celijskom ciklusu ekspresija proteina p16INK4a ne mo-
Ze se imunohistohemijski dokazati u ¢elijama ploca-
stoslojevitog i cilindricnog epitela grlica materice.
Ekspresiju proteina p16INK4a reguliSe protein retino-
blastoma (Rb) negativnim povratnim mehanizmom. U
infekciji visokorizicnim tipovima HPV, onkoproteini E6

i E7 indukuju malignu transformaciju epitelnih celija
grlica materice. Onkoprotein E7 vezuje se za protein
retinoblastoma (Rb), pa nastaje funkcionalna inakti-
vacija proteina retinoblastoma (Rb). Proces je pracen
pojacanom ekspresijom proteina p16INK4a koja se
imunohistohemijski moze detektovati u displasti¢nim
celijama epitela grlica materice u biopsijskim uzorcima
i cervikalnim razmazima (19-26).

CILJ RADA

Osnovni cilj ovog rada je ispitivanje znacaja mole-
kularnog biomarkera, proteina p16INK4a, u detekciji
diskarioticnih cervikalnih ¢elija u premalignim prome-
nama grlica materice u odnosu na Papanicolau test i
HPV test.

METODE RADA

Ispitivanjem je obuhvaceno 100 ispitanica sa su-
mnjom na premaligne promene grlica materice. Kod
svih ispitanica uzeti su cervikalni brisevi za: citolosku
analizu na malignitet i imunocitohemijsku analizu na
p16INK4a protein. Kod 56 ispitanica uzet je cervikalni
bris za HPV DNA tipizaciju na HPV tipove 16, 18, 31
i 33. U toku kolposkopije uradena je ciljana biopsija
grli¢a materice. Histoloski nalaz je predstavljao ,,zlatni
standard” u analizi materijala. Za imunocitohemijsku
analizu koriscen je CINtec citoloski kit, MTM labaratorije.
CINtec citoloski kit sadrzi primarni monoklon antitela
misa E6H4 koji se koristi za otkrivanje p16INK4a preina
kao antigena. Kao hromogen koristi se DAB+. Pozitivna
reakcija dokazana je ukoliko postoji citoplazmatska i
nuklearna reakcija u vise od 10 diskarioticnih ili atipicnih
celija. Za analizu primarnih podataka koriscene su:
deskriptivne statisticke metode, metode za ispitivanje
zavisnosti, za testiranje statistickih hipoteza i za ocenu
dijagnostickih performansi.

REZULTATI

Ispitano je 100 Zena sa sumnjom na premaligne i
maligne bolesti na grlicu materice.
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Normalan histoloski nalaz biopsije imalo je 40
(40.0%), blaze promene na grlicu tipa LSIL (CIN1) imalo
je 41 (41.0%), teze promene tipa HSIL (CIN2/3) imalo je
5 (15.0%), a planocelularni karcinom je dijagnostikovan
kod 4 (4.0%) ispitanice.

Citoloski nalaz ispitanica (Papanicolau test) prikazan
je u tabeli 1. Najcesdi citoloski nalaz bio je ASC-US 38
(38.0%), zatim uredan nalaz u 26 (26.0%), ASC-H (llla)
u 15 (15.0%), LSIL (llIb) u 12 (12.0%), HSIL kod 5 (5.0%)
i karcinom kod 4 (4%) ispitanica.

Tabela 1. Papanicolau test (n=100)

broj %
Uredan nalaz 26 26.0%
ASC-US 38 38.0%
ASC-H (Ila) 15 15.0%
LSIL (11Tb) 12 12.0%
HSIL (IV) 5 5.0%
Ca (V) 4 4.0%
Total 100 100.0%

Korelacija histoloskog i citoloskog nalaza prikazana
je u tabeli 2. Izmedu histoloskog i citoloskog nalaza
postoji znacajna pozitivna korelacija (Spearman r =
0.71, p < 0.001). Kod ispitanica sa histoloskim nalazom
CIN1 najcesdi citoloski nalaz bio je ASC-US 23 (56.1%),
zatim ASC-H kod 12 (29.3%). Kod ispitanica sa histoloski
dijagnostikovanim HSIL (CIN2/3), najcesdi citoloski nalaz
je bio LSIL kod 11 (73.3%), zatim HSIL kod 3 (20.0%). Sve
ispitanice sa histoloski verifikovanim karcinomom imale
su isti i citoloski nalaz.

Tabela 2. Korelacija histoloskog nalaza i Papanicolau testa

(n=100)
Citolo3ki nalaz
Histoloski Total
nalaz Normalan ASC-US__ ASC-H (Illa) _LSIL (Illb) _HSIL (IV) _Ca (V)
Cervitis 22 14 3 0 1 0 40
55.0% 35.0% 7.5% 0.0% 2.5% 0.0% | 100.0%
LSIL (CIN1) 4 23 12 1 1 0 41
9.8% 56.1% 29.3% 2.4% 2.4% 0.0% | 100.0%
HSIL (CIN2/3) 0 1 0 11 3 0 15
0.0% 6.7% 0.0% 73.3% 20.0% 0.0% | 100.0%
Carcinoma 0 0 0 0 0 4 4
0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 100.0% | 100.0%
Total 26 38 15 12 5 4 100
26.0% 38.0% 15.0% 12.0% 5.0% 4.0% | 100.0%

(Spearman r = 0.71, p < 0,001)

Imunocitohemijskom analizom ekspresije p16INK4a
proteina u epitelnim celijama cervikalnog razmaza,
36 (36.0%) ispitanica imalo je povecanu ekspresiju
p16INK4a proteina (pozitivan nalaz), a 64 (64.0%) nega-
tivan nalaz (tabela 3).

Tabela 3. P16INK4a test (n=100)

Ucgestalost %
P16INK4a negativan 64 64.0%
P16INK4a pozitivan 36 36.0%
Total 100 100.0%

Intenzitet ekspresije p16INK4a proteina u epitelnim
celijama cervikalnog razmaza u odnosu na citoloski
nalaz Papanicolau testa prikazan je u tabeli 4.

Tabela 4. P16INK4a test u odnosu na Papanicolau test (n=100)

P16INK4a
Papa P16 - Pl6+ Total
Uredan nalaz 26 0 26
100.0% 0.0% 100.0%
ASC-US 29 9 38
76.3% 23.7% 100.0%
ASC-H (Illa) 8 7 15
53.3% 46.7% 100.0%
LSIL (11Ib) 0 12 12
0.0% 100.0% 100.0%
HSIL (IV) 1 4 5
20.0% 80.0% 100.0%
Ca (V) 0 4 4
0.0% 100.0% 100.0%
Total 64 36 100
64.0% 36.0% 100.0%

(Spearman r = 0.70, p< 0.001)

Izmedu Papanicolau i p16INK4a testa postoji stati-
sticki znacajna pozitivna korelacija (Spearman r=0.70,
p< 0.001). Kod 29 (76.3%) ispitanica sa citoloskim nala-
zom ASC-US utvrden je negativan imunocitohemijski
nalaz p16INK4a proteina u cervikalnom razmazu, a
kod 9 (23.7%) pozitivan. Kod 8 (53.3%) ispitanica sa
citoloskim nalazom ASC-H nije detektovana povecana
ekspresija p16INK4a proteina u cervikalnom razmazu,
a kod 7 (46.7%) je detektovana. Kod svih 12 ispitanica
sa citoloskim nalazom LSIL detektovana je povecana
ekspresija p16INK4a proteina u epitelnim éelijama cervi-
kanog razmaza. Citoloski nalaz HSIL i karcinom imalo
je 9 ispitanica i samo kod 1 (11.1%) nije detektovana
povecana ekspresija p16INK4a proteina.

Kod 56 Zena ispitano je prisustvo onkogenih tipova
HPV. Kod 47 (84%) Zena HPV DNA test je bio pozitivan,
a kod 9 (16%) negativan. U grupi od 56 ispitanica, 27
(48.2%) je imalo HPV 16, 26 (46.4%) HPV 31, a HPV 18
imalo je 18 (32.1%). Najmanja zastupljenost je bila je
HPV 33 kod 4 (7.1%) Zene.

Imunocitohemijski nalazi intenziteta ekspresije
p16INK4a proteina u epitelnim celijama cervikalnog
razmaza i prisustvo onkogenih tipova HPV prikazani su
u tabeli 5.

Tabela 5. P16INK4a test i HPV test (n=56)

HPV 16 HPV 18 HPV 31 HPV 33
P16INKda + + . + - + Total
P16 20 9 20 9 15 14 26 3 26
negativan 69.0% 33.3% 52.6% 50.0% 50.0% 53.8% 50.0% 75.0% 46.4%
P16 9 18 18 9 15 12 26 1 30
pozitivan 31.0% 66.7% 47.4% 50.0% 50.0% 46.2% 50.0% 25.0% 53.6%
Total 29 27 38 18 30 26 52 4 56
1000% | 100.0% | 100.0% | 100.0% | 100.0% | 100.0% | 100.0% | 100.0% | 100.0%
p=0.0065 p=0.92 p=0.56 p=0.64
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0d 27 ispitanica sa pozitivnim HPV 16 nalazom, pozi-
tivan nalaz p16INK4a proteina u cervikalnom razmazu
imalo je 18 (66.7%). Intenzitet ekspresije p16INK4a
proteina u cervikalnom razmazu znacajno je veci kod
ispitanica sa pozitivnim HPV 16 nalazom (Mann-Whitney
test, p =0.0065). Od 18 ispitanica sa pozitivnim HPV 18
nalazom, pozitivan imunocitohemijski nalaz p16INK4a
proteina u cervikalnom razmazu imalo je 9 (50.0%).
Nema statisticki znacajne razlike kod ispitanica sa po-
zitivnim i negativnim HPV 18 nalazom u odnosu na in-
tenzitet ekspresije p16INK4a proteina u cervikalnom
razmazu (Mann-Whitney test, p=0.92). Od 26 ispitanica
sa pozitivnim HPV 31 nalazom, pozitivan nalaz p16INK4a
proteina u cervikalnom razmazu imalo je 12 (46.2%).
Nema statisticki znaCajne razlike kod ispitanica sa pozi-
tivnim i negativnim HPV 31/33 nalazom u odnosu na
intenzitet ekspresije p16INK4a proteina u cervikalnom
razmazu (Mann-Whitney test, p=0.56/0.64).

DISKUSIJA

U nasem istrazivanju pronasli smo znacajnu poziti-
vnu korelaciju izmedu histoloskog i citoloskog nalaza,
odnosno porast tezine histoloske lezije pratio je tezi
citoloski nalaz.

U normalnim celijama plocastoslojevitog epitela i
cilindri¢nog epitela nismo detektovali pojacanu ekspre-
siju proteina p16INK4a. Ovakvi rezultati potvrduju hi-
potezu da se protein p16INK4a ne moze detektovati
u delovima epitela gde je ocuvana kontrola celijskog
ciklusa. U normalnom celijskom ciklusu protein
p16INK4a sprecava fosforilaciju proteina retinoblastoma
(Rb), tako Sto inaktivira CDK4/6 koje fosforilisu prote-
in retinoblastoma (Rb). Hipofosforilisani protein reti-
noblastoma (Rb) veze E2F transkripcioni faktor i zau-
stavlja celijski ciklus u G1 fazi. U hipofosforilisanom
stanju protein retinoblastoma (Rb) sprecava aktivnost
E2F transkripcionog faktora i negativnim povratnim
mehanizmom reguliSe ekspresiju proteina p16INK4a.
U normalnom celijskom ciklusu nema pojacane eks-
presije proteina p16INK4a, pa se u normalnom ploca-
stoslojevitom i cilindricnom epitelu grlica materice
protein p16INK4a imunohistohemijski ne detektuje.

Pojacanu ekspresiju proteina p16INK4a u diska-
rioticnim i malignim celijama epitela grlica materice
detektovali smo imunohistohemijskim bojenjem jedra
i citoplazme, Sto je u skladu sa nalazima drugih autora.
Smatra se da je protein p16INK4a lokalizovan u jedru,
a njegova detekcija u citoplazmi éelija objasnjava se
pojacanom ekspresijom i povec¢anim transferom prote-
ina p16INK4a u citoplazmu.

Pronasli smo znacajnu pozitivnu korelaciju izmedu
stepena ekspresije p16INK4a proteina u cervikalnom
razmazu u odnosu na citoloski nalaz Papanicolau testa.
Detekcija p16INK4a proteina u cervikalnom razmazu se
povecavala sa tezinom citoloskog nalaza.

Detekcija proteina p16INK4a u premalignim lezijama
cerviksa mogla bi da ukazuje na deregulisanu ekspresiju
onkogenih HPV tipova i na poremecaj celijskih kontrolnih
mehanizama u celijama plocCastoslojevitog epitela. U
infekciji izazvanoj visokorizicnim tipom HPV, onkoprotein
E7 vezuje se za protein retinoblastoma (Rb), pa nastaje
funkcionalna inaktivacija i hiperfosforilacija proteina
retinoblastoma (Rb), otpustanje E2F transkripcionog
faktora i pojaCana ekspresija proteina p16INK4a. Na
taj nacin infekcija visokorizi¢nim tipom HPV, koji je
integrisao svoj genom u domacinov, indukuje ekspresiju
proteina p16INK4a. Oslobodeni transkripcioni faktor E2F
takode pojacava ekspresiju proteina p16INK4a. Pojacana
ekspresija proteina p16INK4a moze ce imunohistohe-
mijski detektovati u diskarioticnim celijama epitela
grlica materice u cervikalnim razmazima.

Sve ispitanice sa nalazima ASC-US, ASC-H i LSIL kod
kojih je detektovana ekspresija p16INK4a proteina u
cervikalnom razmazu imale su histoloski dokazanu pre-
malignu leziju na cerviksu, pa smatramo da bi upotreba
p16INK4a testa u citologiji znacajno smanjila procenat
lazno pozitivnih i lazno negativnih rezultata i pomogla
u interpretaciji ASC-US, ASC-H i LSIL nalaza .

HPV 16 i HPV 18 su najcesce detektovani tipovi vi-
sokorizi¢nih HPV u HSIL lezijama i invazivnim karcino-
mima anogenitalne regije. U mnogim radovima se
ispituje ekspresija p16INK4a proteina kao indikatora
infekcije visokorizicnim tipovima HPV. Mi smo pronasli
znacajno veci intenzitet ekspresije p16INK4a proteina
u cervikalnom razmazu kod ispitanica sa pozitivnim
HPV 16 nalazom.

U literaturi postoje podaci i o prisustvu p16INK4a
proteina u displasticnim celijama kod HPV negativnih
Celijskih linija karcinoma grlica materice (C33A). To
ukazuje na postojanje HPV nezavisne putanje ekspresije
p16INK4a proteina. Iz prilozenog mozemo zakljuciti da
negativan p16INK4a nalaz ne znaci da Zena nije inficirana
nekim od HPV virusa. Isto tako ni pozitivan p16INK4a
nalaz ne mora da bude povezan sa HPV infekcijom.

ZAKLJUCAK

Nasi rezultati istrazivanja, kao i podaci iz literature,
o dobroj korelaciji stepena ekspresije p16INK4a proteina
i tezine promene, ukazuju da bi ovaj test u buducnosti
mogao ne samo popraviti rezultate citoloskog i HPV
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skrininga, nego i rezultate u predikciji i prognozi prema-
lignih i malignih oboljenja grlica materice.
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FOKALNA NEUROENDOKRINA DIFERENCIJACIJA U
KARCINOMU PROSTATE U KORELACIJI SA DRUGIM
PARAMETRIMA OD PREDIKTIVNOG ZNACAJA
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SAZETAK

Uvod. Fokalna neuroendokrina diferencijacija (FNED) u karcinomu prostate (KP) predstavlja subpopulaciju
pojedinacnih ili zgomilanih celija koje pokazuju imunoreaktivnost i imunosenzitivnost pretezno na hromogranin
A i serotonin. Prognosticki znacaj FNED u primarnim netretiranim KP je kontroverzne prirode. Jedino je dobro
poznata Cinjenica da ona predstavlja agresivni subtip, koji obicno nastaje iz vec postojeceg KP koji nije pokazao
nikakav odgovor na hormonsku terapiju (tzv. androgen nezavisni KP).

Cilj. Cilj ovog rada je utvrditi stepen prisusutva FNED u KP sa posebnim osvrtom na korelaciju izmedu FNED i
parametara od jasnog prediktivnog znacaja (Gleason score, ukupni serumski prostata specificni antigen (PSA),
tumorski volumen i klinicki stadijum).

Metode. Studija je sprovedena na biopsijskom materijalu 70 uzastopnih KP. Kalupi sa najreprezentativnijim
uzorcima dijagnostikovanih na rutinskim hematoksilin-eozin preparatima, imunohistohemijski su obojeni na tkivni
PSA (za obelezavanje prostaticnih sekretornih Celija) i hromogranin A, serotonin i sinaptofizin (za obelezavanje
NE celija).

Rezultati. Veoma izrazen stepen FNED naden je u 16 (22,9%) KP. Medu njima, kod 10 (62,5%) je dijagnostikovan
Gleason score >7. Prosecna vrednost serumskog PSA bila je 32,62+30,80 ng/ml, prosecni tumorski volumen bio je
43,18+31,45 ml, dok je 6 (37,5%) KP otkriveno u D klinickom stadijumu sa detektovanim udaljenim hematogenim
metastazama. FNED je negativno korelisana sa vrednostima serumskog PSA, Gleason score-om i klinickim
stadijumom i pozitivno korelisana sa tumorskim volumenom, ali bez statisticki znacajne razlike.

Zakljucak. Nema znacajne uloge FNED u prognozi karcinoma prostate.

Kljuéne reci: karcinom prostate, fokalna neuroendokrina diferenijacija, Gleason score, tumorski volumen, klinicki
stadijum.

ENGLISH

SUMMARY

Introduction. Focal neuroendocrine differentiation (FNED) in prostate cancer (PC) is a sub-population of individual
or accumulated cells that exhibit immunoreactivity predominantly on chromogranin A and serotonin. Prognostic
significance of FNED in primary untreated PC has controversial nature. The only well-known fact is that it is
an aggressive subtype, that evolves from preexisting PC which does not respond to hormone therapy (androgen
independed PC).
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Aim. The aim of this paper is to determine the degree of FNED in PC with special reference to its relationship
with some clear parameters of predictive value (Gleason score, total prostata specific antigen (PSA) value, tumor
volume and tumor stage).

Methods. The study included the biopsy of 70 consecutive untreated PC. A block containing part of the main bulk
was chosen as representative based on hematoxylin-eosin appearance, and immunohistochemically stained for
tissue PSA (to mark prostatic secretory cells) and chromogranin A, serotonin and synaptophysin (to mark NE cells).

Results. Very pronounced degree of FNED differentiation was found in 16 (22.9%) PC. 10 (62.5%) of them had
Gleason score >7, average serum PSA value was 32.62+30.80 ng/ml, average tumor volume was 43.18+31.45 ml
and 6 (37.5%) of this PC were detected in D clinical stage with hematogenous metastases. FNED is negatively
correlated with serum PSA value, Gleason score and clinical stage and positively correlated with tumor volume,

but without statistically significant differences.

Conclusion. The FNED has no significant role in the prognosis of PC.

Key words: prostate cancer, focal neuroendocrine differentiation,, Gleason score, tumor volume, clinical stage.

uvoD

Karcinom prostate (KP) je drugi po ucestalosti maligni
epitelni tumor u muskaraca. Moze se manifestovati na
razli¢ite nacine - od sporastuceg do tumora sa agresivnim
metastazirajuc¢im potencijalom. Najveca incidenca be-
lezi se u Australiji, Novom Zelandu, zapadnoj i seve-
rnoj Evropi, Sto je u skladu sa visedecenijskom stan-
dardizovanom obavezom ranog skrininga KP upotrebom
serumskog prostata specificnog antigena (PSA) i biopsije
prostate. U Srbiji je karcinom prostate oko 30% CeSci
nego prethodnih deset godina i posle karcinoma pluca
i kolona, nalazi se na tre¢em mestu po ucestalosti. To
je malignitet muskaraca pretezno starijih od 50 godina.
Oko 75% svih karcinoma prostate dijagnostikuje se izme-
du 60. i 80. godine zivota. Svega 1% ovih karcinoma u
SAD-u dijagnostikuje se kod muskaraca mladih od 50
godina. Smatra se da u oko 10% ispitivanih muskaraca
oko 50. godine, ve¢ pocinje da se razvija klinicki evi-
dentan karcinom prostate. Ovaj malignitet je peti
po ucestalosti uzrok smrti medu svim karcinomima.
Najvedi mortalitet zapaza se medu crncima. Pojedini
epidemioloski podaci ukazuju na to da za nastanak
karcinoma prostate postoji i genetska predispozicija.
Takodje, gojaznost i prekomerno unosenje masti
zZivotinjskog porekla takode su neki od znacajanih
faktor rizika u nastanku ovog karcinoma. Mada postoje
i teorije o hormonskom okidacu, kao uzroku karcinoma
(ne nastaje kod evnuha, a pokazuju i smanjenje ukoliko
dode do androgene ablacije), kao i neke nedovoljno
potvrdene o infekcijama (bakterijski prostatitis i neke
virusne infekcije izazvane virusom herpesa, humanim

papiloma virusom, citomegalovirusom), kao moguc¢em
uzroku.

Uprkos znacajno vecoj ucestalosti i mnogobrojnim
studijama koje se bave ovom problematikom, nema
jasne slike ni definitivnih odgovora na pitanja o bio-
logiji KP. | dalje je veoma tesko predvideti klinicki
tok uznapredovalog KP. Zato je neophodno ne samo
unaprediti znanje o nastanku i razvoju karcinoma pro-
state, vec i tragati za odgovarajuc¢im biomarkerima
neophodnim za planiranje i sprovodenje terapije u opti-
malnim uslovima.

Za dijagnostiku i odredivanje klinickog stadijuma
karcinoma prostate koriste se razne klinicke i patoloske
metode. Primarni skrining test podrazumeva odredivanje
vrednosti serumskog PSA i transrektalni digitalni ili
ultrazvucni pregled, nakon kojih sledi citoloski (nakon
biopsije tankom iglom; eng. fine needle biopsy) i histo-
patoloski pregled tkiva (nakon transperinealne i tran-
srektalne biopsije, kao i transureteralne resekcije
prostate - TURP). PSA nije specifican marker, ali u
kombinaciji sa digitorektalnim pregledom spada u
najznacajnije klinicke markere ranog otkrivanja i di-
jagnoze KP. Histopatoloskim pregledom utvrduje se
tumorski Gleason gradus od koga direktno zavisi pro-
gnoza. Osim histoloskog gradusa i klinicki stadijum kar-
cinoma prostate, takode, bitno utiCe na prognozu i izbor
terapije. Razlikuju se 4 stadijuma karcinoma prostate:
T1, T2, T3i T4.

Sa histopatoloskog aspekta, na prognozu i izbor
terapije utice i stepen fokalne neuroendokrine dife-
rencijacije (FNED) tumorskih celija. Neuroendokrine
(NE) celije prostate prvi je opisao Pretl 1944. godine.
One se nalaze u prostaticnim zlezdama svih anatomskih
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zona i ¢ine manje od 1% celokupne celijske populacije.
Imaju karakteristicne lateralne dendriticke produzetke.
Gustina NE celija u perifernim acinusima prostate naj-
veca je u neonatalnom periodu i posle puberteta i
smatra se da je pod direktnim uticajem androgena.
Funkcija ovih ¢elija nije potpuno razjasnjena, ali se
pretpostavlja da imaju znacajnu ulogu u endokrinoj i
neuronalnoj regulaciji funkcije patoloski nepromenjene
prostate. NED se moze javiti u tri razlicite forme u
KP: fokalna NED u konvencionalnom adenokarcinomu
prostate, karcinoidni tumor (prema SZO dobro dife-
rentovan neuroendokrini tumor) i sitnocelijski neuro-
endokrini tumor (prema SZO slabo diferentovan neuro-
endokrini tumor). Histoloske karakteristike NE celija
u KP identicne su slicnim celijama druge lokalizacije.
Najcesce grade gnezda razlicite veli¢ine, ali se mogu
javiti i u vidu ostrva ili trabekula uglavnom okruglih
Celija sa low grade citoloskim karakteristikama i tipi-
¢nom ,,salt and pepper” distribucijom hromatina. NED
se nalazi u 30-100% svih KP, ali je prominentna u oko
5-10% njih i to pretezno kao fokalna NED. KP sa NED
se od konvencionalnog KP razlikuje po prisusvu NE ce-
lija koje ne pokazuju ekspresiju generickih markera
prostaticnog karcinoma: tkivni prostata specifi¢ni
antigen (PSA), prostata specificna kisela fosfataza
(PSAP), prostata specificni membranski antigen (PSMA),
androgen receptor (AR), P501S, kao i prostata specificni
regulatorni gen protein (NKX3.1) (eng. prostate speci-
fic androgen regulated homeobox gene protein), ali
pokazuju specificnu ekspresiju neuroendokrinih marke-
ra, kao Sto su hromogranin A, sinaptofizin, CD56 i neu-
ron-specificna enolaza (NSE).

Prognosticki znacaj FNED u netretiranim KP je kon-
troverzne prirode. Vecina autora smatra da je ona u
direktnoj vezi sa slabom diferencijacijom tumora,
tj, visokim Gleason score-om i da shodno tome, takvi
tumori imaju goru prognozu. To se narocito odnosi
na KP koji nisu osetljivi na hormonsku terapiju (tzv.
androgen nezavisne karcinome prostate). Medutim,
brojne studije ne nalaze nikakvu vezu FNED sa gorom
prognozom klinicki uznapredovalog KP. Upravo ova
nepodudaranja mogu se objasniti nestandardizovanim
kohortnim studijama, razlic¢itim metodama i drugim
neusaglasenim stavovima, kao sto su limitiran volumen
tkivnog uzorka i neravnomerna distribucija NE celija.

Svi prognosticki i prediktivni faktori su od strane
KoledZa patologa Amerike (eng: The College of American
Pathologists - CAP) svrstani u tri kategorije: 1. Faktori
kategorije | - preoperativna vrednost serumskog prostata
specificnog antigena (PSA), histoloski gradus, tj. Gleason
score, klinicki stadijum i status hirurskih margina; 2.
Faktori kategorije Il - tumorski volumen, histoloski tip

i DNK-ploidija; 3. Faktori kategorije Ill - perineuralna
invazija, neuroendokrina diferencijacija, gustina krvne
mreze u tumoru, nuklearne karakteristike, proliferativni
markeri i molekularni markeri kao Sto su onkogeni i
tumor supresor geni.

CILJ RADA

Osnovni cilj ovog rada je ispitivanje histopatoloskih,
biohemijskih i klinickih karakteristika karcinoma pro-
state (KP), prostaticne intraepitelne neoplazije (PIN)
i benigne hiperplazije prostate (BHP). Shodno opstem
cilju istrazivanja izdvojeni su sledeci konkretni ciljevi:
utvrditi prisustvo i stepen FNED u KP, PIN i BHP sa po-
sebnim osvrtom na korelaciju izmedu FNED u KP i para-
metara od jasnog prediktivnog znacaja (Gleason score,
preoperativne vrednosti ukupnog serumskog prostata
specifiénog antigena (PSA), tumorski volumen i klinicki
stadijum).

MATERIJAL | METODE RADA

U istrazivanju je koris¢en biopsijski materijal Insti-
tuta za patologiju Medicinskog fakulteta u Pristini, kao
i klinicki i biohemijski podaci Klinike za urologiju KBC
Pristina i Odeljenja za urologiju ZC Kosovska Mitrovica za
70 uzastopnih karcinoma prostate. Kontrolnu grupu cinile
su biopsije pacijenata sa prostaticnom intraepitelnom
neoplazijom (PIN) - 20 i benignom hiperplazijom prostate
(BHP) - 10. Materijal za histopatolosku analizu dobijen
je iglenom biopsijom ili radikalnom prostatektomijom.
Histopatoloska dijagnoza KP (ukljucujuci i Gleason
score), PIN i BHP postavljena je na rutinskim mikro-
skopskim hematoksilin-eozin (HE) preparatima. U tu
svrhu tkivo je fiksirano u 10% formalinu, kalupljeno
u parafinskim blokovima, rezano na mikrotomu u vise
preseka i bojeno metodom hematoksilin-eozin. Gotovi
parafinski blokovi sa najreprezentativnijim uzorcima
korisceni su za imunohistohemijska (IHH) bojenja, tj.
za analizu nivoa ekspresije tumorskih markera (PSA,
hromogranin A, serotonin i sinaptofizin). U tu svrhu
koris¢ena su antitela: za PSA - DAKO Code No A0562, ER-
PR8, razblazenje 1:1000, za pozitivnu kontrolu koris¢eno
tkivo prostate; za hromogranin - DAKO Code No M0869
DAK-A3, razblazenje 1:800, za pozitivnu kontrolu
koris¢eno tkivo karcinoida; za serotonin - DAKO Code
No M0758 5HT-H209), razblazenje 1:20, za pozitivnu
kontrolu koris¢eno tkivo zeluca; za sinaptofizin - DAKO
Code No M0776 SY38, razblazenje 1:10, za pozitivnu
kontrolu korisceno tkivo endokrinog pankreasa. Vrednost
ekspresije odredena je metodom ,,H skora”, izrazena
je procentualno na najmanje 100, a optimalno preko
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500, preko milimetarske mreZice, izbrojanih tumorskih
celija, sa konacnim svrstavanjem nivoa ekspresije za
PSA (Cime je odreden stepen egzokrine diferencijacije
KP) u 4 grupe: negativna (do 10 % pozitivnih celija),
slabo+ (10-40 % pozitivnih celija), umereno+ (40-90%
pozitivnih celija) i jako+ (>90 % pozitivnih celija). Po-
zitivnost na neuroendokrine (NE) celije odredena je
na osnovu izbrojanih pozitivnih NE celija na 10 polja
velikog uvecanja (PVU) - 400x. Na osnovu toga rezultati
su svrstani u dve grupe: NE-negativnu - kod koje ne
postoje NE pozitivne Celije ili ih ima <10/10PVU i NE-
pozitivnu - kod koje ih ima >10/10PVU. Stepen neuro-
endokrine diferencijacije (NED) odreden je na osnovu
imunoreaktivnosti, pri cemu je NED svrstana u tri grupe:
slabo izrazena NED - kod koje postoji imunoreaktivnost
jednog antitela, umereno izrazena NED - kod koje po-
stoji imunoreaktivnost dva antitela i jako izrazena NED
- kod koje postoji imunoreaktivnost sva tri antitela.

Preoperativne vrednosti ukupnog serumskog PSA
odredene su metodom Tandem-R. Klinicki stadijum
KP odreden je na osnovu klinickog pregleda, transre-
ktalnog ultrazvuénog pregleda, radiografskog preleda,
kompjuterizovane tomografije i magnetne rezonance.
Rezultati su prikazani tabelarno i graficki. Prikupljeni
podaci su primarno obradeni deskriptivnim statistickim
metodama (apsolutni brojevi, mere centralne tenden-
cije - srednja vrednost, kao i mere varijabiliteta - stan-
dardna devijacija), statistickim testiranjem rezultata
testovima: Studentov t-test, c? (hi-kvadrat), Mann-
Whitney, Kruskal Wallis - test, neparametarskom kore-
lacionom analizom i ROC (Receiver Operating Chara-
cteristic) analizom. Testiranje znacajnosti izvrseno je
na nivou verovatnoce p<0,05.

REZULTATI

Pacijenti sa karcinomom prostate u proseku su ima-
li 71,8 +-5,48 godina (maks=82 god.; min=58 god.), a
slicne starosne dobi, u proseku, bili su i pacijenti sa
prostaticnom intraepitelnom neoplazijom (69,8 +-8,01
godina) (maks=80 god.; min=53 god.), kao i sa benignom
hiperplazijom prostate (72,6 +-6,13 godina) (maks=86
god.; min=66 god.) (Tabela 1).

Tabela 1. Starosna distribucija osoba sa KP, PIN i BHP.

Dijagnoza  Ukupno Min Max Mean SD
KP 70 58 82 71.8 548
PIN°® 20 53 80 69.8 8.01
BHP® 10 66 86 72.6  6.13

¢ - kontrolna grupa; SD - standardna devijacija; KP - karcinom
prostate PIN - prostatic¢na intraepitelna neoplazija; BHP - benigna
hiperplazija prostate.

Kao jedna od primarnih dijagnostickih procedura,
kod svih ispitivanih netretiranih pacijenata, odredena
je preoperativna vrednost ukupnog serumskog prostata
specificnog antigena - PSA (ng/ml). Raspodela pacijenata
u ispitivanim grupama po intervalnim vrednostima nave-
denog biohemijskog markera, prikazana je na tabelama
2 i 3. Normalne vrednosti serumskog PSA bile su < 4 ng/
ml. Medijana PSA vrednosti bila je: KP - 35,82 ng/ml,
PIN - 9,15 ng/ml i BHP - 8,68 ng/ml.

Tabela 2. Preoperativne vrednosti ukupnog serumskog PSA (ng/
ml) kod pacijenata sa KP, PIN i BHP.

PSA KPt PIN® BHP¢
(ng/ml) n (%) n (%) n (%)
5-10 7(10,0) 12 (60,0) 7(70,0)
1120 10 (143) 6 (30,0) 1(10,0)
21-30 12(17,1) 2(10,0) 1(10,0)
31-40 8 (11,4) 0(0,0) 1(10,0)
>40 33 (47,1) 0(0,0) 0(0,0)
Ukupno 70 (100,0) 20 (100,0) 10 (100,0)

KP - karcinom prostate PIN - prostaticna intraepitelna neoplazija;
BHP - benigna hiperplazija prostate; PSA - prostata specificni
antigen; ¢ - kontrolna grupa; t - statisticka znacajnost u
poredenju sa kontrolnom grupom (p=0,05).

Distribucija vrednosti serumskog PSA imala je stati-
sticku znacajnost u grupi KP u poredenju sa kontrolnom
grupom (p<0,0001). Skoro polovina pacijenata sa KP
(47,1%) imala je vrednost serumskog PSA>40 ng/ml,
sto se ne razlikuje znacajno u odnosu na vrednosti PSA
kod pacijenata u ostalim intervalnim grupama (t=0,49;
p=0,314). Statisticki znacajna razlika nadena je kod
PIN i BHP za intervalne grupe od 5-10 i 11-20 ng/ml
(t=5,96; p<0,001).

Tabela 3. Karakteristike preoperativnih vrednosti serumskog SA
(ng/ml) kod pacijenata sa KP, PIN i BHP.

Percentil

Dijagnoza n  Min Max Medijana

10. 90.
KP 70 6,00 960,40 35,82 10,54 266,97
PIN® 20 3,16 2761 9,15 5,44 20,80
BHP® 10 0,80 31,20 8,68 1,05 30,90

KP - karcinom prostate; PIN - prostaticna intraepitelna
neoplazija; BHP - benigna hiperplazija prostate; PSA - prostata
specificni antigen; < - kontrolna grupa.

U grupi KP sa veoma izrazenom FNED vrednosti se-
rumskog PSA bile su 32,62030,80 ng/ml.

Rezultati imunohistohemijskog (IHH) bojenja na
tkivni PSA i markere NED diferencijacije: hromogranin
A, serotonin i sinaptofizin prikazani su na tabeli 4.
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Tabela 4. Imunohistohemijsko (IHH) bojenje u KP, PIN i BHP

Imunohistohemijsko bojenje

" PSA CgA Ser Syn
Dijagnoza = " <107 5107 <107 107 <107 107
10 VMU 10 VMU 10 VMU 10 VMU 10 VMU 10 VMU
n (%) n(%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
KP 16(229) 541(77.1) 42(60.0) 28(400) 18(257) 521(743) 31(443) 39(55.7)
PIN® 1500 19°(950)  11(550) 9(450) 7(350) 13(650) 13(650)  7(350)
BHP®  1(100) 9'(90,00 10710000 000,00 9'(90,0) 1(100) 107 (100,0) 0(0,0)

KP - karcinom prostate PIN - prostati¢na intraepitelna
neoplazija; BHP - benigna hiperplazija prostate; PSA - prostata
specificni antigen; < - kontrolna grupa; CgA - hromogranin A;
Ser - serotonin; Syn - sinaptofizin; + - IHH pozizivne Celije;
¢ - kontrolna grupa; t - statisticka znacajnost u poredenju sa
kontrolnom grupom bez IHH bojenja (p=0,05).

Nadena je statisticka znacajnost u subgrupi od >90%
pozitivnih celija u poredenju sa subgrupom od 40-90%
pozitivnih celija na PSA bojenje u svim ispitivanim gru-
pama (t=4,22; p<0,0001). Takode, respektabilna inci-
denca od 40-90% pozitivnih PSA celija u grupi KP nadena
je u skoro 23% slucajeva, ali bez statisticki znacajne
razlike (x2=3,804; p=0,149).

Imunohistohemijsko bojenje na hromogranin A poka-
zalo je statiticki znacajnu razliku izmedu subgrupa sa
KP, PIN i BHP (x2=6,625; p=0,035) sa znacajnim osvrtom
na prisustvo <10 pozitivnih ¢elija na 10 VMU u svim
BHP slucajevima. Nadena je respektabilna incidenca
ovih ¢elija kod KP u 60% i kod PIN u 55% slucajeva, ali
bez statiticki znacajne razlike (Mann-Whitney U=78,00;
p=0,690). Takode, nije nadena ni statiticki znacajna
razlika u grupi KP na osnovu prisustva <10 pozitivnih
celija u poredenju sa >10 pozitivnih ¢elija po 10 polja
velikog mikroskopskog uvecanja (VMU) (t=1,96; p=0,05),
kao ni u grupi sa PIN promenama (t=0,45; p=0,32).

Imunohistohemijsko bojenje na serotonin pokazalo
je statiticki znacajnu razliku izmedu KP, PIN i BHP
(x2=15,964; p=0,002) uzimajuci u obzir prisustvo <10
pozitivnih ¢elija na 10 polja VMU u 90% slucajeva BHP.
Sa respektabilnom incidencom ove celije su nadene
u KP u 25,7% i PIN u 35% slucajeva, ali bez statiticki
znacajne razlike (Mann-Whitney U=635,000; p=0,690).
Statiticki znacajna razlika nije nadena u grupi PIN na
osnovu prisustva <10 pozitivnih celija u poredenju sa
>10 pozitivnih celija po 10 polja VMU (t=1,40; p=0,08).
Sa statiticki znac¢ajnom razlikom nadeno je prisustvo
>10 pozitivnih celija u poredenju sa <10 pozitivnih
celija po 10 polja VMU u KP grupi (t=4,65; p<0,001) i
grupi sa BHP (t=4,22; p<0,0001). U poredenju sa hro-
mograninom A postoji statiticki znaCajna razlika u
sluajevima sa 10 pozitivnih celija po 10 polja VMU
u odnosu na IHH bojenje na serotonin, sto direktno
sugerise da se u ovoj studiji serotonin pokazao kao
bolji marker neuroendokrine diferencijacije (t=3,02;
p=0,001).

Testiranje razlika u distribuciji stepena imunohi-
stohemijskog bojenja na sinaptofizin pokazalo je stati-
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ticki znacajnu razliku izmedu KP, PIN i BHP (x2=12,031;
p=0,002) uzimajuci u obzir prisustvo <10 pozitivnih
celija po 10 polja VMU u svim slucajevima BHP. Statiticki
znacajna razlika nije nadena u prisustvu >10 pozitivnih
celija po 10 polja VMU u KP grupi (t=0,96; p=0,17) i PIN
grupi (t=1,40; p=0,08) u poredenju sa <10 pozitivnih
celija po 10 polja VMU.

U cilju utvrdivanja komparabilnih kvalitativnih kara-
kteristika svakog primenjenog markera NED u dijagnozi
KP i PIN odredene su vrednosti njihovih parametara
(Tabela 5).

Tabela 5. Performanse markera neuroendokrine diferencijacije

Markeri Karcinom prostate Prostati¢na intraepitelna
NED neoplazija
SE SP OR PPV NPV SE SP OR PPV NPV

Chomogranin A 40,0% 70,0% 1,55 757% 333% 450% 650% 1,52 243% 82,5%

Serotonin 743% 533% 330  788% 535% 65.0% 338% 095 197% 794%
SvnaEluEhvsin 557% 76,7% 4,13 84.8% 42.6% 350% 512% 0,57 152%  75,9%

SE - senzitivnost; SP - specificnost; OR - odd ratio; PPV- pozitivna
prediktivna vrednost; NPV- negativna prediktivna vrednost.

Bolje dijagnosticke perfomanse za fokalnu NED po-
kazali su serotonin (OR = 3,30) i sinaptofizin (OR = 4,13)
za KP, a hromogranin A (OR = 1,52) za PIN. Takode,
dodatna ROC analiza pokazala je da se kao najbolji
NED dijagnosticki marker pokazao sinaptofizin za KP i
to na osnovu najvece povrsine ispod ROC (AUC=0,662;
p=0,011) u poredenju sa serotoninom (AUC=0,638;
p=0,029) i hromograninom A (AUC=0,550; p=0,430) (Ta-
bela 6).

Tabela 6. Performanse NED markera i stepena fokalne NED kod
KP.

Parametar AUC P SE SP

Chromogranin A 0,550 0,430 40,0%  70,0%
Serotonin 0,638 0,029  743%  533%
Synaptophysin 0,662 00117 557%  76,1%
Stepen FNED 0,644  0023"  629%  66,7%

SE - sensitivnost; SP - specificnost; AUC - area under curve; 1 -
statisticka znacajnost (p<0,05).

U sklopu daljeg ispitivanja i razumevanja neuroen-
dokrine diferencijacije, odreden je i stepen fokalne NED
prema pokazanoj jakoj reakciji imunohistohemijskog
bojenja NE celija od najmanje 10 pozitivnih celija na
10 polja VMU. Stepen fokalne NED je u zavisnosi od toga
da li su NE celije pokazale imunoreaktivnost samo na
jedan, dva ili na sva tri primenjena markera podeljen
na nizak, umeren i veoma izrazen (Tabela 7).

Tabela 7. Stepen fokalne neuroendokrine diferencijacije.

Stepen fokalne KP PIN® BHP*

neuroendokrine diferencijacije n (%) n (%) n (%)
nizak 26 (37,1) 10 (50,0) 107(100,0)

umeren 28 (40,0) 6(30,0) 0(0,0)

veoma izrazen 16 (22,9) 4 (20,0) 0 (0,0)
Ukupno 70 (100,0) 20 (100,0) 10 (100,0)

KP - karcinom prostate PIN - prostaticna intraepitelna neoplazija;
BHP - benigna hiperplazija prostate; ¢ - kontrolna grupa; 1 -
statisticka znacajnost (p=0,05).
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Nadena je statiticki znacajna razlika izmedu BHP u
poredenju sa KP i PIN u odnosu na nizak stepen fokalne
NED u svim slucajevima (p=0,002). Nije bilo statiticki
znacajne razlike izmedu KP i PIN grupe (Mann-Whitney
U=618,000; p=0,394), kao ni u subgrupama unutar KP
(t=1,15; p=0,12), kao ni unutar PIN (t=0,78; p=0,20).

U karcinomu prostate je u okviru odredivanja obave-
znih parametara, determinisan i Gleason score (GS)
kao zbir primarnog i sekundarnog Gleason gradusa.
Dobijeni rezultati prikazani su na grafikonu 1. U skoro
polovini slu¢ajeva - 33 (47,1%) svih 70 KP naden je
GS 7 sa statiticki znacajnom razlikom u poredenju sa
drugim Glesaon score-ovima (t=3,38; p=0,03). U istoj
grupi pacijenata veoma izrazena fokalna NED nadena
je kod Gleason score-a 27 u 10 (62,5%) svih sluCajeva.

Gleason score 3

4
3%

3%

6
10%

Grafikon 1. Gleason score (3-9) u karcinomu prostate.

Najcesci klinicki stadijum u kome je postavljena
dijagnoza KP naden u ovoj studiji je D2 - 31 (44,3%)
bez statiticki znacajne razlike unutar samih podgrupa
(t=1,89; p=0,058) (Grafikon 2). U istoj grupi pacijenata
veoma izrazena fokalna NED u D2 klini¢kom stadijumu
nadena je u 6 (37,5%) slucajeva.

Klinicki stadijum karcinoma prostate
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Grafikon 2. Klinicki stadijum karcinoma prostate.

Prosec¢an volumen svih karcinoma prostate bio
je 47,3230,39 ml (max=183 ml; min=10 ml). Vecina
KP (51,4%) imao je volumen u intervalu od 21-40 ml
(t=3,81; p<0,001). Dodatne analize pokazale su da je
veoma izrazena fokalna NED nadena kod KP prosecnog
volumena 43,18831,45 ml.

Rezultati korelacione analize svih ispitanih para-
metara prikazani su na tabeli 8. Fokalna neuroendo-
krina diferencijacija je negativno korelisana sa preope-
rativnim vrednostima serumskog PSA, Gleason score-
om i klinickim stadijumom i pozitivno korelisana sa
tumorskim volumenom, ali bez statiticki znacajne raz-
like.

Tabela 8. Korelaciona matrica neuroendokrine diferencijacije i
drugih parametara u pacijenata sa karcinomom prostate.

Stepen PSAIHH  Gleason Serumski Tumorski Klinicki

Parameter NED bojenje score PSA volumen _stadijum

Stepen NED cc 1,000 0,126 -0,181 -0,197 0,083 -0,058
. 0,298 0,135 0,102 0,494 0,636

PSA THH cc 0,126 1,000 -0,017 0,083 -0,101 -0,132
bojenje p 0,298 . 0,889 0,493 0,405 0,275

Gleason cc -0,181 0,298 1,000 0,423%* 0,195 0317**
score P 0,135 -0,017 . 0,000 0,105 0,007
Serumski cc -0,197 0,083 0,423%* 1,000 0,284* 0,334
PSA P 0,102 0,493 0,000 . 0,017 0,002
Tumorski cc 0,083 -0,101 0,195 0,284 1,000 0,152
volumen P 0,494 0,405 0,105 0,017 . 0,210
Klinicki cc -0,058 -0,132 0,317%* 0,334 0,152 1,000

stadijum P 0,636 0,275 0,007 0,002 0,210 .

cc - Spearman-ov koeficijent korelacije; * p <0,05, **p <0,01 -
znacajan cc.

DISKUSIJA

NED nalazi se u gotovo svim KP, ali je znacajno prisutna
u oko 5-10% svih njih. MozZe se javiti u pojedinacnim ili
zgomilanim tumorskim celijama. Najveci broj celija je
pozitivan na hromogranin A, dok je manji broj celija
pozitivan na serotonin. Subpopulacija tumorskih celija
moZze pokazivati imunoreaktivnost i imunosenzitivnost
i na neuron-specificnu enolazu, sinaptofizin, bombezin
i VEGF (vaskularni endotelni faktor rasta; eng. vascular
endothelial growth factor). Znacaj prisustva svih drugih
neuroendokrinih elemenata, osim hromogranina A
i serotonina, joS uvek Ceka na svoj definitivan stav.
Razlicite studije daju kontroverzne podatke u vezi
androgen nezavisnih tumora i pojave izrazenije fokalne
NED. Prognosticki znacaj fokalne NED u primarnim ne-
tretiranim KP je diskutabilan. Neki autori smatraju
da ona ima negativan efekat na prognozu bolesti, dok
poje-dini autori navode da ne nalaze vezu izmedu
fo-kalne NED i prognoze bolesti. U uznapredovalom
KP, narocito u androgen nezavisnim, fokalna NED je u
direktnoj vezi sa losSom prognozom. U ovom istrazivanju
za procenu prisusutva fokalne NED koriS¢ena su antitela
na hromogranin A, serotonin i sinaptofizin, i primenjena
su kako na KP, tako i na PIN i BHP. Vecina KP pokazala
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je imunoreaktivnost na serotonin u 52 (74,3%) (t=4,65;
p<0,001). Nije bilo statisticki znacajne razlike kada su
primenjeni hromogranin A (za 28 (40,0%) slucajeva;
t=1.96; p=0.05) i sinaptofizin ( za 39 (55,7%) slucajeva;
t=0,96; p=0,17). Dobijeni podaci nisu u skladu sa poda-
cima drugih autora, kod kojih vec¢ina KP pokazuje
imunoreaktivnoct na hromogranin A. U vecini PIN slu-
cajeva nadena je dominantna imunoreaktivnost na
hromogranin A (11 (55,0%) slucajeva; t=0,45; p=0,32)
i sinaptofizin (13 (65,0%) slucajeva; t=1,40; p=0,08).
Samo je IHH bojenje na serotonin pokazalo pozitivnost
u vecini sluajeva (52 (74,3%); t=4,65; p<0,001). U
svim sluc¢ajevima BHP nadena je imunoreaktivnost na
hromogranin Ai sinaptofizin, kao i u 9 (90,0%) slucajeva
kada je primenjeno IHH bojenje na serotonin (t=4,22;
p<0,0001). Postoji statisticki znacajna razlika u imuno-
reaktivnosti na sve markere NED u KP u poredenju sa
kontrolnim grupama: za hromogranin A (x2=6,625;
p=0,035), serotonin (x2=15,964; p=0,002) i sinaptofizin
(x2=12,031; p=0,002). Na osnovu iznetog, jasno je da se
serotonin izdvojio kao najbolji marker neuroendokrine
diferencijacije (t=3,02; p=0,001). Rezultati ovog is-
trazivanja pokazala su da je u dijagnostici fokalne
NED u KP, hromogranin A imunohistohemijski marker
neuroendokrine diferencijacije sa senzitivnos¢u od
40% i specificnoscu od 70% (OR =1,55) (OR - odd ratio,
odnos Sansi). Mnogo bolje performanse pokazuju sero-
tinin (sa senzitivnoscu od 74,3% i specificnoscu od
53,3%, (OR =3,30)) i sinaptofizin (sa senzitivno$c¢u od
55,7% i specificnos¢u od 76,7%, (OR =4,13)). Moze se
za dijagnostikovanje fokalne NED u KP. U cilju boljeg
razumevanja osobina svakog od primenjenih markera
NED u dijagnostici KP i PIN odreden je i stepen izraze-
nosti fokalne NED i podeljen u tri grupe: 1. slabo izraze-
na fokalna NED (kada postoji imunoreaktivnost od preko
10 celija/10 polja VMU samo na jedan od markera
NED), 2. umereno izrazena fokalna NED (kada postoji
imunoreaktivnost od preko 10 celija/10 polja VMU na
dva markera neuroendokrine diferencijacije) i 3. jako
izrazena fokalna NED (kada postoji imunoreaktivnost od
preko 10 celija/10 polja VMU na sva tri markera NED).
Fokalna NED u KP bila je slabo izrazena u 26 (37,1%)
slucajeva, umereno izrazena u 28 (40%) slucajeva i jako
izrazena u 16 (22,9%) slucajeva, bez statisticki znacajne
razlike (t=1,15; p=0,12). Fokalna NED u PIN bila je slabo
izrazena u 10 (50,0%) slucajeva, umereno izrazena u 6
(30%) slucajeva i jako izrazena u 4 (20,0%) slucaja, bez
statisticki znacajne razlike (t=0,78; p=0,20). Fokalna
NED u BHP bila je slabo izrazena u svim slucajevima,
sto je u skladu sa podacima iz literature. Raspodela
stepena NED prema ispitivanim grupama pokazuje sli-

Cne karakteristike kao i svaki pojedinacni, prethodno
razmatrani marker, jer ovaj stepen je i odreden kao
zbirni rezultat svakog od njih. Razlika u raspodelama
stepena NED postoji jedino u odnosu na BHP (p=0,002).
Sa 100% verovatnoce kod BHP NED je slabo izrazena.
Grupe sa KP i PIN ne razlikuju se u odnosu na raspodelu
stepena NED, kada se on odredi uz primenu prethodno
definisanih markera (U=618,000; p=0,394). U grupi sa
PIN u oko 50% NED je umereno ili jako izraZzena a u
slu¢ajevima sa KP je u preko 60% umereno ili jako izra-
Zena.

Klinickim i ultrazvucnim pregledom kod svih paci-
jenata sa KP odreden je i klinicki stadijum. U ovom
istrazivanju klinicki stadijum bio je oznacen prema
abecednoj klasifikaciji, u skladu sa kojom se karcinom
prostate deli u Cetiri stadijuma: A (prema TNM kla-
sifikaciji odgovara primarnom tumoru T1), B (prema
TNM klasifikaciji odgovara primarnom tumoru T2), C
(prema TNM klasifikaciji odgovara primarnom tumoru
T3) i D (prema TNM klasifikaciji odgovara primarnom
tumoru T4), koji se dele u podstadijume. Najveci broj
ovog maligniteta - 31 (44,29%), dijagnostikovan u
stadijumu D i to svi slucajevi u stadijumu D2, sa veri-
fikovanim udaljenim hematogenim metastazama naj-
Cecse u predelu kicme i rebara (u preko 75% ispitiva-
nih pacijenata u ovom stadijumu). Zatim sledi po
ucestalosti pojave klinicki stadijum B (podrazumeva
intraprostaticni karcinom bez proboja kapsule), koji
je dijagnostikovan kod 19 (27,14%) pacijenata. U toj
grupi najcesce je dijagnostikovan stadijum B3 - u 14
pacijenata, tj. u 20,0% od ukupnog broja pacijenata,
odnosno 73,68% pacijenata ako se uzme u obzir sa-
mo stadijum B. KP u stadijumu C (kod koga postoji
bilateralni proboj kapsule, sa ili bez zahvatanja semenih
vezikula) dijagnostikovan je u 20 (28,57%) pacijenata. U
toj grupi najcesce je dijagnostikovan klinicki stadijum
C2, i to u 13 pacijenata, tj. u 18,57% od ukupnog broja
pacijenata, odnosno 65% pacijenata ako se uzme u
obzir samo stadijum C. KP u stadijumu D, odnosno ka-
da su pacijenti ve¢ imali udaljene hematogene meta-
staze, ali bez statisticki znacajne razlike u odno-su
na druge klinicke stadijume (t=1,89; r=0,058). Ostali
stadijumi karcinoma zastupljeni su sa znatno manjom
verovatno¢om (1,43%-5,71%). Dobijeni podaci u mno-
gome jesu razocaravajudi jer se vecina ispitivanih paci-
jenata lekaru javila u trenutku postojanja udaljenih
hematogenih metastaza, kada su mogucnosti da do
izle¢enja dode skoro nikakve. U zemljama sa razvijenim
skriningom, ovakvi slucajevi postali su retkost, jer se
karcinom prostate najcesce otkriva joS u stadijumu
Aiili B. Ovo je samo josS jedan u nizu dokaza da treba
uloziti mnogo vedi trud kada je u pitanju zdravstvena
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prosvecenost muskaraca, narocito posle 50. godine zi-
vota, kao i potrebu za ranim skriningom, kada je ovaj
malignitet u pitanju, jer razliciti klinicki stadijumi KP
nose razlicit rizik za progresiju bolesti.

Odredivanje stepena diferencijacije KP predstavlja
ydisciplinu interpretacije“ koja, kroz procene patologa
daje prognosticku informaciju. Histoloski gradus, kao
znacajan pokazatelj prezivljavanja bolesnika, prime-
njuje se kao primarni faktor u gotovo svim postojec¢im
algoritmima. U danasnje vreme najsiru primenu ima
Gleason sistem. Zbir dve histoloske slike tumorskog rasta,
oznacene kao prva dominantna i druga dominanatna,
krece se od 2 do 10 i predstavlja zbirni Gleason gradus
ili Gleason score (GS). U ovom istrazivanju je najcesce
dijagnostikovan KP GS 7, i to kod skoro jedne polovine,
tj. 33 ili 47,14% pacijenata, Sto je u saglasnosti sa na-
lazima drugih autora. Najrede je dijagnostikovan KP
GS 3i4,1itoupo2(2,86%) slucaja, sto je, takode,
u skladu sa podacima iz literature, prema kojima se
smatra nepreporucljivim postavljanje dijagnoze KP
GS 2-4 na iglenim biopsijama prostate. Ultrazvucnim
pregledom odreden je i volumen tumora (izrazen u ml)
kod KP. U ovom istrazivanju prosecan volumen KP bio
je 47,29+30,39 ml (maks=183 ml; min=10 ml), $to je u
saglasnosti sa nalazima drugih autora. Prema podacima
iz literature (grupe iz Stanforda) za tumor zapremine
0,5 ml potrebno je 12 godina da dostigne zapreminu od
4 ml, kada postaje sposoban za metastatsko Sirenje.
U principu, $to je tumor u trenutku dijagnoze vedi,
veceg volumena, to je njegov dalji razvoj brzi. Kod
vecine pacijenata u ovom istrazivanju (51,4%) KP bio je
u intervalu veli¢ine 21-40 ml, sa statisticki znacajnom
razlikom u odnosu na druge intervalne veliCine (t= 3,81;
r <0,001).

Primenom neparametarske korelacione analize utvr-
deno je postoji statisticki znacajna pozitivna zavisnost
definisana dobrim koeficijentom korelacije izmedu
preoperativnih koncentracija PSA i Gleason skor-a
(0,423). Dobijeni rezultati nisu u saglasnosti sa nalazima
drugih autora, prema kojima je produkcija PSA smanjena
kod KP Cije celije pokazuju vecu dediferencijaciju, tj.
kod onih tumora koji imaju veci maligni potencijal,
odnosno veci Gleason score. Vecina autora govori o
dobroj pozitivnoj korelaciji vrednosti serumskog PSA sa
GS, klinickim stadijumom i tumorskim volumenom. Neki
autori navode PSAD (PSA gustina; eng.: PSAdensity-PSAD)
i PSAV (PSA brzina; eng.: PSA velocity, PSAV) kao bolje
prognosticke parametre od samih vrednosti serumskog
PSA. Volumen tumora i preoperativna koncentracija PSA
nalaze se u zadovoljavajucoj pozitivnoj korelativnoj
vezi, sto znaci da viSim preoperativnim koncentracijam
PSA odgovaraju veci volumeni tumora. (kk=0,284,

r<0,05), sto je u saglasnosti sa podacima iz literature.
Klinicki stadijum je u dobroj pozitivnoj korelativnoj
vezi (kk=0,254 do 0,334) sa vise parametara. Pre svega
sa preoperativnim vrednostima serumskog PSA, Sto je
u saglasnosti sa podacima iz literature; Gleason score-
om, Sto je u saglasnosti sa podacima iz literature. Kore-
laciona analiza u okviru parametara NED pokazuje da je
najveci broj celija pokazao pozitivnost na sinaptofizin,
sa kojim je ovaj stepen znacajno i visoko povezan
(kk=0,751). To navodi na Cinjenicu da se u ovom istra-

neuroendokrine diferencijacije, navodi hromogranin A.
Posle sinaptofizina, na osnovu pokazane osetljivosti, kao
markeri fokalne NED slede hromogranin A i serotonin,
koji, takode, umerenim i visokim koeficijentima kore-
lacije (0,677 i 0,545) govore u prilog fokalne NED. Me-
dusobno su dobro povezani, na statisticki znacajnom
nivou r<0,05, rezultati nalaza nivoa ekspresije imuno-
reaktivnosti na serotonin i sinaptofizin (kk=0,331), sto
ukazuje na potrebu kombinovanja najmanje dva, a
najoptimalnije tri markera fokalne neuroendokrine
diferencijacije. Svi rezultati ekspresije markera NED
nalaze se u negativnoj korelaciji sa vrednostima GS,
medutim jedino je statisticki znacajna medusobna uslo-
vljenost markera sinaptofizina i Gleason score-a (kk=-
0,280). To znaci da nizim vrednostima GS odgovara
veci broj pozitivnih celija na sinoptifizin. Ovi rezultati
nisu u skladu sa podacima iz literature, prema kojima
se fokalna NED nalazi u dobroj pozitivnoj korelaciji
sa GS. Isti autori navode i da fokalna NED ne korelira
sa klinickim stadijumom, Sto je potvrdeno i u ovom
istrazivanju, ali bez statisticki znacCajne razlike (kk=-
0,058).]

ZAKLJUCAK

Najveci broj KP (77,1%) i skoro svi sluCajevi PIN (95%)
i BHP (90%) pokazuju jaku ekspresiju tkivnog PSA, Sto
je potvrda vazne uloge ovog IHH markera u dijagnozi
karcinoma prostate, ali i diferencijalnoj dijagnozi meta-
statskih karcinoma nepoznatog porekla. KP i PIN pokazuju
jaku imunoreaktivnost na hromogranin A, sinaptofizin i
serotonin, kao markere NED diferencijacije. Za razliku
od njih, BHP pokazuje znatno manju osetljivost na
ove markere. Serotonin i sinaptofizin su se pokazali
kao najsenzitivniji NED markeri u KP. Veoma izrazen
stepen NED je dijagnostikovan u 16% KP i 4% PIN. Nije
nadena znacajna korelacija izmedu stepena NED sa
jedne strane i preoperativnih vrednosti serumskog PSA,
Gleason score-a i klinickog stadijuma, sa druge strane.
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Na osnovu svega iznetog, kao glavni zakljucak izdvaja
se Cinjenica da fokalna NED nema narocitu ulogu u
prognozi karcinoma prostate.
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