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Karcinom prostaty, jedna z nejéastéjSich ma-

Souhrn

Karcinom prostaty, jedna z nejéastéjsich malignit u muzu, je v urcitych fazich svého vyvoje vy-
znamné ovliviiovan androgeny. Proto byla provedena na souboru 130 pacienta s negeneralizova-
nym (lokalizovanym) karcinomem prostaty (stadium T1-T2 , PSA do 25 ng/ml) retrospektivni stu-
die. Imunohistochemicky byla stanovena exprese proliferaénich znakit PCNA a Ki67, proteinu
Bax, p53, Bel-2, p21wafl, p27kiprl (dale je p21 a p27) a bylo provedeno jejich srovnani s expresi and-
rogenového receptoru (AR). Multivariaéni statisticka analyza vysledkt pomoci chi-kvadrat testu
s Pearsonovou korekci a analyza variability s pouzitim programu SPSS, verze 8,0, ukazala silnou
korelaci proliferaénich znaki PCNA a Ki67 s expresi znaka hormonalni zavislosti a apoptézy.
Exprese PCNA korelovala silné s expresi p27 a Bax, zatimco exprese Ki67 korelovala nejsilnéji
s expresi p27 a Bcl-2. Exprese p27 korelovala s expresi androgenového receptoru, PCNA, Ki67
i Bcl-2. Zadny ze sledovanych znakii nekoreloval vyznamné s Gleasonovym skére. Nebyl nalezen
podstatny signifikantni vztah sledovanych znaku k expresi p53 a p2l. Vysledky ukazuji na vy-
znamnou roli proteinu p27 p¥i regulaci proliferaéni aktivity a hormonalni odpovédi u karcinomu
prostaty v poéateénim stadiu.
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Summary

Proliferative and Apoptotic Markers in Prostate Carcinoma in Relation to
Androgen Receptor

Prostate carcinoma, one of the most frequent male malignancies, is in certain stages of its
development significantly influenced by androgens. Therefore, we carried out a retrospective
study on a set of 130 patients with nongeneralized, localized prostate carcinoma (stage T1-T2, PSA
up to 25 ng/ml). We determined immunohistochemically the expression of proliferation markers
PCNA and Ki67, Bax, p53, Bel-2, p21vafl, p27kipl and compared them with the expression of the
androgen receptor (AR). Multivariation statistical analysis of the results using the chi-square test
with Pearson’s correction and variability analysis using the SPSS 8.0 software program showed
a strong correlation of the PCNA and Ki67 proliferation markers with the expression of hormonal
dependence and apoptosis markers. The expression of PCNA correlated strongly with p27 kirl and
Bax, while the expression of Ki67 correlated most strongly with p27 kipl and Bcl-2. The expression
of p27kirl correlated with the expression of androgen receptor, PCNA, Ki67 as well as Bcl-2. None
of the observed markers correlated significantly with Gleason’s score. We did not find substantial
significant relation between the observed markers and the expression of p53 and p21 wafl, The
results indicate a significant role of the expression of p27 kirl protein in regulating proliferative
activity and hormonal responsiveness in the initial stage of prostate carcinoma.
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N

nék jsou transportovany do jadra bunky, kde se

lignit u muzu vyssiho véku, je v uréitych fazich
svého vyvoje ovliviiovan androgeny. Rovnéz funk-
ce a velikost prostaty jsou zavislé na hladiné and-
rogenu v organismu. Vlastni mechanismus Géin-
ku androgent je zprostfedkovan androgenovymi
receptory (AR), se kterymi androgeny tvori kom-
plexy. Tyto komplexy vznikajici v cytoplazmé bu-

vazou na responzibilni element (RE) DNA a ptiso-
bi jako transkripéni faktor. Nejjednodussim vy-
svétlenim vzniku rezistence nadorovych bunék na
hormonalni blokadu je, Ze androgeny piestanou
byt nezbytné nutné pro preziti nadorovych bunék.
Pravdépodobné vsak existuje vice drah, které mo-
hou vést ke vzniku rezistence nadorovych bunék
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na androgenovou blokadu (3, 7, 9).V nasem sdé-
leni chceme navazat na predchozi studie ¢etnych
autort, které hledaly souvislosti mezi expresi AR
a dal8ich znakt, ve snaze vysvétlit vznik ztraty
odpovédi na androgeny. My jsme se zamérili pie-
devsim na nékteré znaky uplatriujici se v regulaci
bunééného cyklu a apoptozy.

Material a metody

Bylo provedeno retrospektivni vysSetieni cel-

kem 130 primarné diagnostikovanych nemeta-
stazujicich karcinomt prostaty ve stadiich T1-T2,
u kterych byla revidovana histologicka vySetieni
a grading dle Gleasona. Ve vSech piipadech se
jednalo o tkanové vzorky ziskané punkci. Mate-
rial byl zpracovan standardnim zpuasobem s for-
malinovou fixaci a zalitim do parafinu. K detekeci
sledovanych znakt byla pouzita klasicka nepii-
ma imunoperoxiddzova metoda po postupech
slouzicich k demaskovani antigenu pomoci mi-
krovlnného generatoru. Detaily metodiky, stejné
jako blizsi specifikace pouZitych protilatek jsou
uvedeny v tabulkach 1 a 2.

Tab. 1. Pracovni postup

1. Odparafinovani ( t¥i 14zné xylenu po 5 minutach a dvé lazné 96% alkoholu po 5 minutach).

2. Oplach destilovanou vodou t¥ikrat po 5 minutach.

v metanolu 30 minut.

3. Blokovani endogenni peroxidazy k potlaceni endogenni peroxidazové aktivity pomoci 3% HyOq

4. Oplach destilovanou vodou ttikrat po 5 minutach.

5. Natraveni 0,05% roztokem trypsinu (trypsin 1: 250, Sigma) pii teploté 37 °C.
a) Tkanové vzorky demaskované v mikrovinném generatoru byly natravovany 10 minut.
b) Vzorky zpracované bez pouziti mikrovinného generatoru byly natravovany 30 minut.

6. Oplach v destilované vodé (3x 5 min).

7. Vlozeni vzorkt do mikrovilnného generatoru pti vykonu 750 W v citratovém pufru pH 6,0 3x po dobu 5 minut.
Po kazdém cyklu je doplnéna destilovana voda, aby nedochazelo ke zméné pH nebo vysuSeni preparatu.

8. Chladnuti v citratovem pufru 20 minut p¥i laboratorni teploté.

9. Oplach destilovanou vodou tiikrat po 5 minutach.

10. Aplikace blokovaciho proteinu 5 minut (Ultra Tech HRP kit, Immunotech) ve vlhké komirce.

11. Okap bez oplachu.

12. Aplikace primarni protilatky, 30-60 minut (dle instrukei vyrobce) ve vlhké komurce a v temnu.

13. Oplach v PBS (Phosphate Buffered Saline ), pH 7,2 tfikrat po 5 minutéch.

ve vlhké komurce.

14. Aplikace sekundérni protilatky (Streptavidin-biotin komplex — Ultra Tech HRP kit, Immunotech) 15 minut

15. Oplach v PBS , pH 7,2 tiikrat po 5 minutach.

ve vlhké komirce.

16. Aplikace enzymového komplexu (Streptavidin-biotin komplex — Ultra Tech HRP kit, Immunotech) 15 minut

17. Oplach v PBS, pH 7,2 t¥ikrat po 5 minutéch.

(piiprava roztoku DAB tésné pied pouzitim).

18. Aplikace chromogenu DAB (3,3’diaminobenzidine tetrahydrochloride dihydrate) 15 minut

19. Oplach v destilované vodé trikrat po 5 minutach.

20. Dobarveni jader v hematoxylinu (Mayer, Biooptica) 1-3 minuty.

21. Diferenciace jader v tekouci vodé.

22. Odvodnéni a projasnéni.

23. Montaz do nevodného média (Solacryl BMX).

Tab. 2. Specifikace protilatek a jejich uZziti

Firma Oznacdeni klonu | Typ protilatky | Inkubace | Tepelné odmaskovani epitopta Redéni
AR DAKOCytomation AR 441 monoklonalni 30 min ano 1:50-1:75
Bax DAKOCytomation neuvedeno polyklonalni 30 min ano 1:50
Bel 2 DAKOCytomation 124 monoklonalni 30 min ano 1:50-1:100
Ki 67 DAKOCytomation Ki-S5 monoklonalni 30 min ano 1:50
p21 DAKOCytomation SX 118 monoklonalni 30 min ano 1:25-1:50
p 27 DAKOCytomation SX53G8 monoklonalni 30 min ano 1:25-1:50
p 53 DAKOCytomation DO-7 monoklonalni 30 min ano prediedéna
PCNA | DAKOCytomation PC 10 monoklonalni 30 min ano 1:100
PSA DPC Biermann neuvedeno polyklonalni 30 min ano 1:150
PSAP | DPC Biermann neuvedeno polyklonalni 30 min ano 1:150
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Statisticka analyza vysledka byla provedena
pomoci chi-kvadrat testu s Pearsonovou korekei
a analyza variability s pouzitim programu SPSS,
verze 8.0.

Pearsontv korela¢ni koeficient vyjadiuje mi-
ru linearni zavislosti mezi dvéma spojitymi veli-
¢inami. Hodnota korelaéniho koeficientu se pohy-
buje od -1 do 1. Hodnoty +1 nabyva tehdy, je-li za-
vislost absolutni (v bodovém grafu lezi vSechny
body na piimce). Nule je roven v pripadé, Ze jsou
veli¢iny nezavislé. Znaménko korela¢niho koefi-
cientu je kladné, kdyz obé veli¢iny zaroven rostou
nebo obé zaroven klesaji, a zaporné, kdyz jedna
z veli¢in roste, zatimco druha klesa. Korelace je

Tab. 3. Charakteristika souboru

uvadéna s dosazenou hladinou vyznamnosti
p (v tabulce oznacena jako Sig.). Ta se vztahuje
k testu nulové hypotézy, Ze korela¢ni koeficient je
roven nule, tedy, Ze mezi veli¢inami neexistuje
zadny linearni vztah. Hodnoty dosazené hladiny
vyznamnosti p uvedené spolu s hodnotami kore-
laénich koeficient se musi posuzovat kriticky —
pro velky rozsah vybéru muze i prakticky nevy-
znamnd korelace byt vyznamna statisticky (tj.
vyznamnost - signifikance p < 0,05, ev. p < 0,01).
Ke slovnimu vyjadieni sily vztahu dvou veli-
¢in, vyjde-li korela¢ni koeficient statisticky vy-
znamné nenulovy (tj. p < 0,05), se mohou pouzit
tyto hranice:
je-li absolutni hodnota kore-
laéniho koeficientu v intervalu:

N#(po€et) | Minimum | Maximum | Primér | Smérodatna | Variabilita™* * 0’1_9,3’ lntergretuJe se kore-
odchylka™* lace Jakq slaba, ‘
Vék (rok) 130 27 91 69,9 10,1 101,2 * 0,4-0,6, interpretuje se kore-
Gleasonovo lace jako stiedni,
skore (bez e pro interval 0,7-0,8 jako
jednotek) 122 2 10 5,0 1,7 3,0 silna a
AR (%) 123 0 100 85,7 24,8 613,5 e je-li vétsi nez 0,9 jako velmi
PCNA (%) 123 0 100 72,2 26,7 713,3 silna.
Ki 67 (%) 123 0 100 14,2 18,7 349,2
BAX (%) 120 0 100 67,0 29,8 885,9 Pro dalsi statistické zpraco-
Bel 2 (%) 121 0 100 14,0 21,2 4482 vani byla sestrojena tabulka 3,
P 53 (%) 121 0 100 21,8 26,8 720,2 do niZ byly vloZeny udaje o cha-
p 27 (%) 120 0 100 53,5 30,4 9255 rakteristice souboru a sledova-
p 21 (%) 121 0 100 9,9 16,0 255,2 nych znaki.
Statistickym zpracovanim
% bunék

* Soubor tvorilo celkem 130 pacienti. Divodem sniZeni poétu pacientt pii statis-
tickém zpracovani byla netplnost nékterych sledovanych hodnot pro vykrajeni
materialu eventualné nezastizeni loziska karcinomu ve v§ech fezech.

** Udaje slouzici pro statistické zpracovani.

téchto sledovanych znaku byla
vytvoiena tabulka 4 vidy tak,
aby jeden znak byl porovnam se
zbylymi sledovanymi znaky.

Tab. 4. Tabulka porovnavacich vztahu (Pearsonova korelace — porovnani)

Pearsonovo Gleasonovo
porovnani skore AR PCNA Ki 67 BAX Bel 2 p 53 p 27 p21
Vék Sig. (2-tailed) ,038 -,084 -,021 -,111 -,098 ,039 -,043 -,038 -,035
N ,675 ,355 ,819 ,221 ,286 ,675 ,642 ,680 ,706
Gleasonovo
skore Sig. (2-tailed) -,129* ,032 ,206* ,000 ,2627%% ,043 ,032 -,029
N ,034 ,726 ,023 ,999 ,004 ,636 727 ,750
AR Sig. (2-tailed) ,262%F [ 101 ,238%*F | 015 ,228%* ,330%%* ,129
N ,003 ,269 ,009 ,874 ,012 ,000 ,159
PCNA Sig. (2-tailed) ,286%F | 407FF | 242%* ,186* ,459%% ,138
N ,001 ,000 ,007 ,041 ,000 ,131
Ki 67 Sig. (2-tailed) ,242%% | 366%* ,224% ,418%* ,271%*
N ,008 ,000 ,014 ,000 ,003
BAX Sig. (2-tailed) ,232% ,006 ,220% ,132
N ,011 ,945 ,017 ,154
Bel 2 Sig. (2-tailed) , 117 ,397#* ,294+%*
N ,204 ,000 ,001
p 53 Sig. (2-tailed) ,290°%* ,303%*
N ,001 ,001
p 27 Sig. (2-tailed) ,241%%*
N ,008
Pearsonovo porovnani - hladina vyznamnosti p — znacena Sig. (2-tailed)N
Vyznamnost ** p < 0,05 event. * p < 0,01
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Vysledky

Vysledky jsou shrnuty v tabulce 3. Korelaéni
vztahy jsou ziejmé z tabulky 4.

Schematicky jsou vysledné korelacni vztahy
vyznaceny v grafu 1, kde sila vzajemného vztahu
je pfimo tmérna sile spojovaci tsecky.

Pfima zavislost

Nepfima

Graf 1.

Na zobrazeném schématu je patrna silna vaz-
ba mezi p27a androgenovymi receptory, znaky
prolifera¢ni aktivity (PCNA, Ki67) a apoptozy
(Bcl-2). Spojitost tohoto komplexu znakd s kom-
plexem predstavovanym p53 a p21 neni silna a se
stupném diferenciace nadoru predstavovanym
Gleasonovym skore prakticky neexistuje.
Vysledky ukazuji na tustiedni roli proteinu p27
pti regulaci proliferaéni aktivity a apoptozy.

Diskuse a zavér

Expresi proteinu p27 u karcinomu prostaty
sledovala v poslednich letech rada studii, které
zjistily, Ze u vétSiny nadoru prostaty je exprese
p27 oproti normé sniZena, ale mira sniZeni se
u jednotlivych pacientt znaéné 1isi (10, 16). Rada
studii rovnéz prokazala primou souvislost mezi
expresi p27 a odpovédi nadoru na androgeny (2,
7,9, 12). Agresivni nadory pravdépodobné dove-
dou protein p27 aktivné rozkladat, takze u tako-
vych pacientt jsou jeho hladiny velmi nizké, pti-
padné neprokazatelné. Pomalu rostouci nadory
pusobi na p27 malo, jeho hladiny jsou normaélni
nebo jen mirné snizené (8).

Nase vysledky indikuji existenci vyznamné
vzajemné vazby exprese genu regulujicich hor-
monalni citlivost bunék karcinomu prostaty.
Proto 1ze ofekavat, ze pti vzniku hormonalni ne-
citlivosti dojde k poruse této ,souhry“. Pied-
pokladame, Ze tyto zmény bychom mohli deteko-
vat ve vzorcich nadoru velmi ¢asné a doporudit
tak klinikim zménu terapeutického piistupu.
Ukazuje se, ze pouhé monitorovani hladiny PSA
v séru pacientt je nedostateéné, protoze odrazi
jiz relativné pozdni fazi relapsu. ReSenim by
mohly byt odbéry vzorku prostaty na imunohis-
tochemick4 vySetfeni, a to uz v prubéhu remise
dosazené po terapii prvni linie, kterou je andro-
genova blokada.

Protein p27 muZe byt povazovan za znak
s velkym vyznamem pro odhad prognézy karci-
nomu prostaty, umoznujici presnéji predvidat
stupen rozvoje nadorového onemocnéni (grading)
a identifikovat pacienty, u nichz je vhodné zahajit
adjuvantni terapii.

Prace byla ¢asteé¢né podporena grantem
MSM 6198959216.
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JAKA JE VASE DIAGNOZA?

Pti bézném mamologickém screeningu 37leté Zeny
byla v zevnim hornim kvadrantu pravého prsu palpaéné
zjisténa rezistence p¥iblizné 8 mm velka, elastické kon-
zistence. Na mamogramu byly v loZisku popsany i hra-
niéni mikrokalcifikace, proto byla navrzena exstirpace
utvaru. Anamnesticky se pacientka dosud s ni¢im zavaz-
nym nelédila, pouze pied pul rokem prodélala autone-
hodu s lehkym pohmoZdénim hrudniku. K vySetfeni
byla dodana kulovit4 ¢astice 10 mm v praméru, na fezu
s drobnymi vicefetnymi cystami do priméru 2 mm
(obr. 1). Mikroskopicky jde o intramamarni lymfatickou
uzlinu prostoupenou mnohocetnymi rtzné velkymi cys-
tami, které jsou vystlané pravidelné vyzravajicim dlazdi-
covym epitelem (obr. 2), misty i s dobie patrnou granu-

larni vrstvou (bez cytologickych atypii, bez zvySené
mitotické aktivity) (obr. 3). Obsah cyst tvoii lamelarné
uspoiadané rohové hmoty a amorfni nekroticky material
s cholesterolovymi krystaly a dekomponovanou krvi.
Mezi cystami jsou v lymfatické tkani v hojném poétu roz-
trouSeny ruazné velké ostravky dlazdicového epitelu, ve
kterych lze pozorovat naznak tricholeméalni, sebacedzni
(obr. 4), ¢i dokonce zlazové diferenciace. V parenchymu
uzliny jsou ojedinélé mnohojaderné granulomy typu z ci-
zich téles (patrné jako reakce na uvolnéné rohové hmo-
ty). Uzlina byla zpracovana v celém rozsahu a nebyly
nalezeny jiné tkanové struktury ani mamograficky popi-
sované kalcifikace.
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