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Wstep: Do klasycznych czynnikéw ro-
kowniczych u pacjentéw chorych na ra-
ka stercza naleza: stopien zaawansowa-
nia klinicznego, stopiefi ztosliwosci
histologicznej w skali Gleasona oraz po-
ziom PSA. Trwa poszukiwanie wiarygod-
nych markeréw biologicznych nowotwo-
ru, ktére uzupetnityby skape dane
morfologiczno-kliniczne w celu bardziej
precyzyjnego i zindywidualizowanego
przewidywania prognozy oraz doboru
odpowiedniej opcji terapeutycznej.

Cel pracy: Ocena znaczenia markeréw
hipoksji oraz unaczynienia w guzie pier-
wotnym poprzez okreslenie ich korela-
cji z uznanymi czynnikami prognostycz-
nymi u pacjentéw chorych na raka
stercza, poddanych pierwotnemu lecze-
niu chirurgicznemu.

Materiat i metody: Retrospektywnej
analizie poddano bloczki parafinowe ra-
kow stercza pochodzacych od 43 cho-
rych po radykalnej prostatektomii. Pre-
paraty otrzymane z bloczkéw poddano
barwieniom immunohistochemicznym
na obecnos¢ markera hipoksji — biatka
Hif-1a,, oraz markera mikrounaczynie-
nia — biatka CD34. Uzyskane wyniki
poddano analizie statystycznej w celu
okreslenia korelacji z klasycznymi czyn-
nikami prognostycznymi — stopniami
pTNM, Gleasona i wyjsciowym steze-
niem PSA.

Wyniki: Wykazano korelacje pomiedzy
stopniem Gleasona i obydwoma bada-
nymi czynnikami biologicznymi: ekspre-
sjg Hif-1a. (R = 0,32; p < 0,05) oraz ge-
stosdcig naczyn wykazujacych ekspresje
CD34 (R = 0,65; p < 0,001). Ponadto od-
notowano istotng zaleznos¢ pomiedzy
stopniem pTNM a gestoscig naczyn
CD34 (+) (R = 0,34; p < 0,05).

Stopien nasilenia hipoksji i unaczynie-
nia w guzie pierwotnym moze stanowic
istotny dodatkowy wskaznik rokowni-
czy u pacjentéw chorych na raka ster-
cza. Petna korelacja stopnia zr6znicowa-
nia histologicznego z badanymi
markerami biologicznymi sugeruje jego
wiodace znaczenie posréd klasycznych
czynnikéw prognostycznych.

Stowa kluczowe: rak gruczotu krokowe-
g0, biomarkery, immunohistochemia.

Wptyw nasilenia hipoksji

I unaczynienia w guzie pierwotnym
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— czy markery biologiczne sg pomocne
w przewidywaniu przebiegu choroby
nowotworowej?
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Wstep

Wedtug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) w 2000 . zareje-
strowano na Swiecie 513 tys. (co stanowi 9,7% wszystkich zachorowan na
nowotwory ztosliwe wéréd mezczyzn) nowych zachorowan na raka stercza
i 201 tys. (co stanowi 5,6% wszystkich zgonéw z powodu nowotwordw ztos-
liwych u mezczyzn) zgonéw z powodu tego raka [1]. W Polsce rak stercza jest
drugim co do czestosci nowotworem ztosliwym [6257 (10%) nowych zacho-
rowan] wsrdéd mezczyzn i czwartg przyczyna zgonu z tego powodu [3578 (7%)
zgonéw] [2]. Skala problemu zdrowotnego, jaka obrazujg przedstawione licz-
by, sprawia, ze poszukiwanie sposobéw poprawy rejestrowanych wynikéw
leczenia jest ciagle aktualne.

Obiecujacym kierunkiem badan prowadzacym do zindywidualizowanego
wykorzystania uznanych metod postepowania (obserwacja, leczenie chirur-
giczne, radioterapia, hormonoterapia, leczenie skojarzone) jest proba identyfi-
kacji biologicznych cech nowotworu o dodatkowym znaczeniu rokowniczym
i predykcyjnym. Celem badan jest sprawdzenie hipotezy o zaleznosci marke-
row biologicznych (unaczynienia, hipoksji) z czynnikami o uznanej wartosci ro-
kowniczej: stopniem zaawansowania klinicznego (klasyfikacja TNM), stopniem
ztosliwosci histologicznej (skala Gleasona) oraz wyjsciowym stezeniem PSA.

Biologicznymi czynnikami o potencjalnym znaczeniu prognostycznym i pre-
dykcyjnym sg markery wspétistniejacych ze soba w guzie i powigzanych pa-
togenetycznie zjawisk — hipoksji i unaczynienia.

Wartos¢ oceny hipoksji wynika zaréwno z jej wptywu na wzrost promie-
nioopornosci [3] i chemioopornosci guzoéw litych [4, 5], jak i progresje choro-
by nowotworowej. Centralny mediator odpowiedzi komérkowej na niskie
utlenowanie, biatko Hif-1a (hypoxia-inducible factor 1a) [5-7], promuje trans-
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Introduction: In prostate cancer patients
the standard prognostic factors include:
the clinical stage, histological grade
according to Gleason scale and PSA
level. Reliable biological markers are
being sought to supplement the scant
morphological-clinical data in order to
predict more precise and individualized
prognosis and to select a proper
therapeutic option.

Aim of the study: The aim of the study
was to assess the significance
of primary tumour hypoxia and
vascularisation markers through deter-
mining their correlation with standard
prognostic factors in prostate cancer
patients who underwent primary
surgical treatment.

Material and methods: A retrospective
analysis of 43 formalin-fixed, paraffin-
embedded prostate cancers derived
from patients after radical pro-
statectomy was conducted. Slides with
tissue specimens were immu-
nohistochemically stained against
the hypoxia marker Hif-lo. protein and
the microvascularisation marker CD34
protein. The results were statistically
analyzed to assess the markers’
correlation with standard prognostic
factors: pTNM stage, Gleason score and
initial PSA level.

Results: A correlation was dem-
onstrated between Gleason score and
both biological factors studied: Hif-1o
expression (R = 0.32; p < 0.05;) as well
as density of vessels showing CD34
(R =0.65; p < 0.001) expression. Further-
more, a significant relationship between
pTNM stage and CD34 (+) (R = 0.34;
p < 0.05) vessel density was found.
The intensity of primary tumour hypoxia
and vascularisation may constitute an
important additional prognostic indi-
cator in prostate cancer patients.
The full correlation of Gleason score
with the biological markers studied
suggests its leading significance among
the standard prognostic factors.

Key words: prostate cancer, biomarker,
immunohistochemistry.

krypcje gendw uczestniczacych w podstawowych procesach zyciowych ko-
morki, zdolnosci naciekania srodowiska oraz angiogenezie [7-13]. Ta ostat-
nia z kolei uwazana jest za kluczowy proces decydujacy o wzroscie guza i two-
rzeniu przerzutéw odlegtych [8]. Komplementarnymi markerami angiogenezy,
obecnymi juz we wczesnych jej etapach, sa specyficzne dla endoteliocytow
antygeny, takie jak CD31 czy CD34 [14]. Wszystkie wymienione markery sg ta-
two oznaczalne metodami immunohistochemicznymi.

Materiat i metody
Pacjenci

Protok6t badania zostat zatwierdzony przez Komisje Bioetyczng przy Uni-
wersytecie Mikotaja Kopernika w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgosz-
czy. Analizie poddano 43 bloczki parafinowe gruczolakorakéw stercza pocho-
dzacych od pacjentéw po pierwotnej prostatektomii. Srednia wieku mezczyzn
w dniu operacji wynosita 64,4 +6,4 roku (48-75 lat). Srednie przedoperacyj-
ne stezenie PSA osiggneto wartosc¢ 11,1 7 ng/ml (3,31-39,90). Wskaznik
Gleasona wahat sie 3-9 (Srednia 6,2 #1,3). U 21 chorych w badaniu poopera-
cyjnym stwierdzono ceche pT2, u 22 —pT3.

Badania immunohistochemiczne

Barwienie wszystkich biomarkeréw przeprowadzono metoda EnVision
[zestaw EnVision + System HRP, Dako, K4001; przeciwciata monoklonalne firm
Chemicon (anty-Hif-1) i Dako] na skrawkach grubosci 5 um pochodzacych z gu-
z6w nowotworowych zatopionych w bloczkach parafinowych. Umieszczone
na adhezyjnych szkietkach podstawowych (Knittel Glaser) skrawki inkubowa-
no 2 godz. w termostacie komorowym w temp. 60°C, nastepnie odparafino-
wano i uwodniono. Aktywnos¢ endogennej peroksydazy hamowano 3-pro-
centowym nadtlenkiem wodoru. Po odstonieciu determinant antygenowych:
termicznie (kuchenka mikrofalowa) dla przeciwciata anty-Hif-1a. oraz enzy-
matycznie (0,1-procentowy roztwér pepsyny) dla przeciwciat anty-CD34, prob-
ki inkubowano z pierwotnym przeciwciatem (Hif-1a 1: 100; CD34 1:100), a na-
stepnie z odczynnikiem EnVision + System HRP. Do uwidocznienia badanych
struktur wykorzystano chromogen DAB (Dako, K3468). Jadra komdrkowe pod-
barwiono hematoksyling (Dako, $2020). W ostatnim etapie preparaty odwad-
niano i zamykano w medium (Consul Mount, Thermo Shandon, USA).

Wszystkie preparaty oceniato przy uzyciu mikroskopéw swietlnych Olym-
pus BX41 (Hif-1a) i Nikon Eclipse 80i z systemem do analizy obrazu (CD34)
dwéch badaczy (E.S. i H.A), wykorzystujac wktadke mikrometryczng (Olym-
pus Polska), by unikna¢ btedu powtdrnego zliczania tych samych komarek.
Pola widzenia preparatow barwionych w kierunku Hif-la. przegladano pod
400-krotnym powiekszeniem, dla barwienia CD34 — 200-krotnym.

Ocena hipoksji

Nasilenie hipoksji w badanych tkankach okreslono na podstawie analizy
ekspresji jej endogennego markera, biatka Hif-lo.. Wyniki jadrowego barwie-
nia Hif-lo. przedstawiono w postaci indeksu wigzania, LI (labelling index) — ja-
ko odsetek pozytywnie wybarwionych (bragzowych) jader w catkowitej liczbie
ocenianych komorek. W kilku polach widzenia zliczano co najmniej 500 (maks.
1000) komorek raka stercza.

Ocena unaczynienia

Stopien unaczynienia guzéw okreslono na podstawie analizy gestosci na-
czyn wykazujgcych ekspresje biatka CD34. Postugujac sie metodg Weidnera
[15, 16], w kazdym preparacie oceniano 5 pél widzenia o najwiekszej liczbie
mikronaczyn (hot spots), obliczano z nich Srednia arytmetyczna, a nastepnie
przeliczano na powierzchnie 1 mm’.
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Ryc. 1. Wyniki barwienia |mmunoh|stochem|cznego w I<|erunl<u Hif-lou
Fig. 1. Results of immunostaining against Hif-1a
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Ryc 2. Korelacja pomigdzy stopniem Gleasona i indeksem wigzania Hif-lot
Fig. 2. Correlation between Gleason score and Hif-1a labelling index
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yc. 3. Wyn||<| barW|en|a |mmunoh|stochemicznego w kierunku CD34
Fig. 3. Results of immunostaining against CD34
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Analiza statystyczna

Zgodnos¢ rozktadu zmiennych z rozktadem normalnym
sprawdzano testem Shapiro-Wilka. W przypadku préb o roz-
ktadzie zblizonym do normalnego do poréwnania srednich
zmiennych niezaleznych wykorzystano test t-Studenta. Gdy
rozktad odbiegat istotnie od normalnego, réznice miedzy
grupami analizowano testami U Manna-Whitneya i Kruska-
la-Wallisa. Zaleznos¢ miedzy dwiema cechami okreslano
wspbtczynnikiem korelacji Spearmana. Za granice znamien-
nosci statystycznej przyjeto poziom p < 0,05. Obliczen do-
konano za pomoca programu komputerowego Statistica.

Wyniki
Stan utlenowania

Obecnos¢ hipoksji w guzie pierwotnym (dodatnie bar-
wienie w kierunku Hif-1a) potwierdzono w 90,7% (39/43)
rakow stercza (ryc. 1.). Sredni LI i1, (%) wyniost 16,1 +13,8
(0,0-52,4), mediana 11,2.

Odnotowano istotng statystycznie korelacje indeksu
wigzania Hif-la ze stopniem ztosliwosci histologicznej gu-
z6w w skali Gleasona (R = 0,32, p < 0,05; ryc. 2.). Nie wy-
kazano korelacji pomiedzy nasileniem hipoksji nowotworu
a pozostatymi klasycznymi czynnikami rokowniczymi
(PTNM, PSA).

Stan unaczynienia

Srednia gestos¢ naczyh CD34 (+) wyniosta 159 +52/mm?
(75-312), mediana 148 (ryc. 3.).

Odnotowano istotng statystycznie korelacje pomiedzy
gestoscia naczyn wykazujacych ekspresje CD34 a stopniem
ztosliwosci histologicznej guzow w skali Gleasona (R = 0,65,
p < 0,001; ryc. 4.).

Dodatkowo analizowano zaleznos¢ pomiedzy gestoscia
naczyh a powszechnie przyjetymi grupami zréznicowania
histopatologicznego raka stercza: wysoko zréznicowanym
(stopien Gleasona 2—4), srednio zréznicowanym (stopien
Gleasona 5-6) i stabo zréznicowanym (stopien Gleasona
7-10). Ze wzgledu na niewielkg liczebnos¢ grupy pierwszej
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Ryc. 4. Korelacja pomiedzy stopniem Gleasona i gestoscig naczyn CD34 (+)
Fig. 4. Correlation between Gleason score and the density of vessels
CD34 (+)
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(raki wysoko zréznicowane) potaczono ja z grupa druga (ra-
ki Srednio zréznicowane). Analiza jednoczynnikowa wyka-
zata istotng statystycznie réznice pomiedzy medianami
Srednich gestosci naczyn CD34 (+) dla dwoch wyodrebnio-
nych grup zréznicowania (p < 0,01) o punktacji w skali Gle-
asona 26 (n = 21) oraz 7-10 (n = 22) (ryc. 5.).

Gestos¢ naczyh wykazujacych ekspresje CD34 korelo-
wata takze ze stopniem zaawansowania klinicznego raka
stercza— pTNM (R = 0,34, p < 0,05; ryc. 6.).

Dodatkowo wykazano istotny statystycznie (p < 0,01)
wzrost gestosci naczyn wykazujacych ekspresje CD34 dla
guzéw 0 zaawansowaniu pT3 (n = 21) w poréwnaniu z gu-
zami o zaawansowaniu pT2 (n = 20). Srednia gestos¢ na-
czyh w pierwszej grupie wyniosta 184 +54/mm? (116-312),
mediana 182; w drugiej grupie 132 +34/mm? (75-215), me-
diana 137.

Nie udowodniono zaleznosci pomiedzy poziomem PSA
a gestoscia naczyn CD34 (+).

Gestos¢ naczyn CD34 (+) nie rdznita sie istotnie pomie-
dzy wyréznionymi dla celéw analizy statystycznej 4 pod-
grupami stezen PSA: < 5 ng/ml (n = 5), > 5-< 10 ng/ml
(n=18),>10-< 20 ng/ml (n = 14), > 20 ng/ml (n = 3).

Dyskusja

Przedstawione wyniki badania wskazujg na istotne po-
wigzania pomiedzy kliniczno-morfologicznymi i biologicz-
nymi wskaznikami agresywnosci przebiegu raka stercza,
a w konsekwencji odlegtego rokowania u chorych. Stopien
unaczynienia guza, odzwierciedlajacy proces neoangioge-
nezy nowotworowej, najpetniej koresponduje z zaawanso-
waniem procesu nowotworowego opisanego klasycznymi
czynnikami prognostycznymi. W przeprowadzonym bada-
niu wykazano korelacje (p < 0,05) tego parametru zaréw-
no ze stopniem ztosliwosci histologicznej, jak i zaawanso-
waniem klinicznym raka stercza. Co wiecej, gestos¢ naczyn
CD34 (+) byta istotnie rézna (p < 0,001) dla pacjentow re-
prezentujacych odmienne rokowniczo (i zgodne z powszech-
nie stosowanym podziatem) podgrupy: pT2 i pT3 oraz w skali
Gleasona 2-6 i 7-10. Zwigzek pomiedzy zaawansowaniem
miejscowym (pT) nowotworu i jego unaczynieniem jest do-
brze udokumentowany, a dotychczasowe dowody dotycza-
ce raka stercza pochodza takze z badan z wykorzystaniem
CD34 [17]. Wykazana w badaniu zaleznos¢ gestosci naczyn
od stopnia zréznicowania histologicznego tkanki nowotwo-
ru wydaje sie odzwierciedla¢ ztozone, wzajemnie ze sobg
powigzane procesy patofizjologiczne, regulowane na po-
ziomie molekularnym i decydujace o ostatecznym spéjnym
profilu biologicznym nowotworu u danego pacjenta. Uzy-
skana korelacja potwierdza wczesniejsze badania oparte
na ocenie ekspresji CD34 [17-19].

Brak korelacji pomiedzy badanymi czynnikami biologicz-
nymi a stezeniem PSA nastrecza trudnosci interpretacyjne
i pozostaje w sprzecznosci z opublikowanymi skapymi wy-
nikami badan oceniajacymi nasilenie angiogenezy nowo-
tworowej w oparciu o barwienie VEGF [18]. Biorac pod uwa-
ge fakt, ze stezenie PSA jest podstawowym monitorem
skutecznosci leczenia chorych na raka stercza, zagadnienie
bedzie wymagato wyjasnienia w kolejnych analizach ba-
dawczych reprezentatywnych grup pacjentéw.

Wyniki badania warunkéw utlenowania w guzie nie do
konica odzwierciedlaja zaleznosci wykazane pomiedzy kli-
nicznymi czynnikami rokowniczymi a unaczynieniem.
Niemniej, zgodnie z danymi z pismiennictwa [20], badanie
potwierdza wysokie rozpowszechnienie zjawiska niedosta-
tecznego utlenowania w rakach stercza (90,7%). Wykaza-
ny zwiazek pomiedzy ekspresja Hif-la i wskaznikiem Gle-
asona (p < 0,05) pozostaje w zgodzie z wynikami badan
Carnella i wsp. [21], opartych na egzogennym markerze
hipoksji (antypimonidazol), i w logicznej zaleznosci od wtas-
nych rezultatéw badania nad wskaznikiem unaczynienia.
Korelacji takiej nie potwierdzili Du i wsp. [20], co moze wy-
nika¢ z odmiennych kryteriéw interpretacji wynikéw reak-

¢ji immunohistochemicznych.
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Ryc. 5. Gestos¢ naczyn CD34 (+) w grupach: 1. rakdéw wysoko i Srednio
zréznicowanych (stopien Gleasona 2-6), 2. rakow stabo zréznicowa-
nych (stopien Gleasona 7-10)

Fig. 5. CD34 (+) vessel density in the groups of: 1. low and medium gra-
de cancers (Gleason 2-6), 2. high grade cancers (Gleason 7-10)
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Ryc. 6. Korelacja pomiedzy grupa pTNM i gestoscia naczyn: CD34 (+)
(grupy pTNM odpowiadaja: 1 — pT2aNOMO, 2 — pT2bNOMO,
3 — pT2cNOMO, 4 — pT3aNOMO, 5 — pT3bNOMO, 6 — pT3cNOMO,
7 —pT3bNImiMO, 8 — pT3cNIMO)

Fig. 6. Correlation between pTNM group and the density of vessels:
CD34 (+) (the pTNM groups correspond to: 1 — pT2aNOMO,
2 — pT2bNOMO, 3 — pT2cNOMO, 4 — pT3aNOMO, 5 — pT3bNOMO,
6 —pT3cNOMO, 7 — pT3bNIMIMO, 8 — pT3cNIMO)
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S

Koncentrujac uwage na klasycznych czynnikach progno-
tycznych, warto zauwazyc, ze jedynym wskaznikiem za-

leznym od badanych parametréw biologicznych okazat sie

S

topien ztosliwosci histologicznej. W sposéb komplemen-

tarny z nimi wydaje sie odzwierciedla¢ nasilenie proceséw
decydujacych o rozwoju i progresji raka stercza. Dalsze ba-
dania nad czynnikami rokowniczymi powinny koncentro-
wac sie na panelu podobnie spéjnych kliniczno-biologicz-
nych cech nowotworu u indywidualnego chorego.
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