
WWssttęępp:: Do klasycznych czynników ro-
kowniczych u pacjentów chorych na ra-
ka stercza należą: stopień zaawansowa-
nia klinicznego, stopień złośliwości
histologicznej w skali Gleasona oraz po-
ziom PSA. Trwa poszukiwanie wiarygod-
nych markerów biologicznych nowotwo-
ru, które uzupełniłyby skąpe dane
morfologiczno-kliniczne w celu bardziej
precyzyjnego i zindywidualizowanego
przewidywania prognozy oraz doboru
odpowiedniej opcji terapeutycznej. 
CCeell  pprraaccyy:: Ocena znaczenia markerów
hipoksji oraz unaczynienia w guzie pier-
wotnym poprzez określenie ich korela-
cji z uznanymi czynnikami prognostycz-
nymi u pacjentów chorych na raka
stercza, poddanych pierwotnemu lecze-
niu chirurgicznemu. 
MMaatteerriiaałł  ii mmeettooddyy:: Retrospektywnej
analizie poddano bloczki parafinowe ra-
ków stercza pochodzących od 43 cho-
rych po radykalnej prostatektomii. Pre-
paraty otrzymane z bloczków poddano
barwieniom immunohistochemicznym
na obecność markera hipoksji – białka
Hif-1α, oraz markera mikrounaczynie-
nia – białka CD34. Uzyskane wyniki
poddano analizie statystycznej w celu
określenia korelacji z klasycznymi czyn-
nikami prognostycznymi – stopniami
pTNM, Gleasona i wyjściowym stęże-
niem PSA. 
WWyynniikkii:: Wykazano korelację pomiędzy
stopniem Gleasona i obydwoma bada-
nymi czynnikami biologicznymi: ekspre-
sją Hif-1α (R = 0,32; p < 0,05) oraz gę-
stością naczyń wykazujących ekspresję
CD34 (R = 0,65; p < 0,001). Ponadto od-
notowano istotną zależność pomiędzy
stopniem pTNM a gęstością naczyń
CD34 (+) (R = 0,34; p < 0,05). 
Stopień nasilenia hipoksji i unaczynie-
nia w guzie pierwotnym może stanowić
istotny dodatkowy wskaźnik rokowni-
czy u pacjentów chorych na raka ster-
cza. Pełna korelacja stopnia zróżnicowa-
nia histologicznego z badanymi
markerami biologicznymi sugeruje jego
wiodące znaczenie pośród klasycznych
czynników prognostycznych. 

SSłłoowwaa  kklluucczzoowwee:: rak gruczołu krokowe-
go, biomarkery, immunohistochemia.
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Wstęp

Według danych Światowej Organizacji Zdrowia (WHO) w 2000 r. zareje-
strowano na świecie 513 tys. (co stanowi 9,7% wszystkich zachorowań na
nowotwory złośliwe wśród mężczyzn) nowych zachorowań na raka stercza
i 201 tys. (co stanowi 5,6% wszystkich zgonów z powodu nowotworów złoś-
liwych u mężczyzn) zgonów z powodu tego raka [1]. W Polsce rak stercza jest
drugim co do częstości nowotworem złośliwym [6257 (10%) nowych zacho-
rowań] wśród mężczyzn i czwartą przyczyną zgonu z tego powodu [3578 (7%)
zgonów] [2]. Skala problemu zdrowotnego, jaką obrazują przedstawione licz-
by, sprawia, że poszukiwanie sposobów poprawy rejestrowanych wyników
leczenia jest ciągle aktualne. 

Obiecującym kierunkiem badań prowadzącym do zindywidualizowanego
wykorzystania uznanych metod postępowania (obserwacja, leczenie chirur-
giczne, radioterapia, hormonoterapia, leczenie skojarzone) jest próba identyfi-
kacji biologicznych cech nowotworu o dodatkowym znaczeniu rokowniczym
i predykcyjnym. Celem badań jest sprawdzenie hipotezy o zależności marke-
rów biologicznych (unaczynienia, hipoksji) z czynnikami o uznanej wartości ro-
kowniczej: stopniem zaawansowania klinicznego (klasyfikacja TNM), stopniem
złośliwości histologicznej (skala Gleasona) oraz wyjściowym stężeniem PSA.

Biologicznymi czynnikami o potencjalnym znaczeniu prognostycznym i pre-
dykcyjnym są markery współistniejących ze sobą w guzie i powiązanych pa-
togenetycznie zjawisk – hipoksji i unaczynienia. 

Wartość oceny hipoksji wynika zarówno z jej wpływu na wzrost promie-
niooporności [3] i chemiooporności guzów litych [4, 5], jak i progresję choro-
by nowotworowej. Centralny mediator odpowiedzi komórkowej na niskie
utlenowanie, białko Hif-1α (hypoxia-inducible factor 1α) [5–7], promuje trans-



IInnttrroodduuccttiioonn:: 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.
AAiimm  ooff tthhee ssttuuddyy::  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. 
MMaatteerriiaall  aanndd  mmeetthhooddss:: 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-1α 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. 
RReessuullttss:: A correlation was dem-
onstrated between Gleason score and
both biological factors studied: Hif-1α
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.

KKeeyy  wwoorrddss:: prostate cancer, biomarker,
immunohistochemistry.
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krypcję genów uczestniczących w podstawowych procesach życiowych ko-
mórki, zdolności naciekania środowiska oraz angiogenezie [7–13]. Ta ostat-
nia z kolei uważana jest za kluczowy proces decydujący o wzroście guza i two-
rzeniu przerzutów odległych [8]. Komplementarnymi markerami angiogenezy,
obecnymi już we wczesnych jej etapach, są specyficzne dla endoteliocytów
antygeny, takie jak CD31 czy CD34 [14]. Wszystkie wymienione markery są ła-
two oznaczalne metodami immunohistochemicznymi. 

Materiał i metody

Pacjenci

Protokół badania został zatwierdzony przez Komisję Bioetyczną przy Uni-
wersytecie Mikołaja Kopernika w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgosz-
czy. Analizie poddano 43 bloczki parafinowe gruczolakoraków stercza pocho-
dzących od pacjentów po pierwotnej prostatektomii. Średnia wieku mężczyzn
w dniu operacji wynosiła 64,4 ±6,4 roku (48–75 lat). Średnie przedoperacyj-
ne stężenie PSA osiągnęło wartość 11,1 ±7 ng/ml (3,31–39,90). Wskaźnik
Gleasona wahał się 3–9 (średnia 6,2 ±1,3). U 21 chorych w badaniu poopera-
cyjnym stwierdzono cechę pT2, u 22 – pT3. 

Badania immunohistochemiczne 

Barwienie wszystkich biomarkerów przeprowadzono metodą EnVision 
[zestaw EnVision + System HRP, Dako, K4001; przeciwciała monoklonalne firm
Chemicon (anty-Hif-1) i Dako] na skrawkach grubości 5 μm pochodzących z gu-
zów nowotworowych zatopionych w bloczkach parafinowych. Umieszczone
na adhezyjnych szkiełkach podstawowych (Knittel Glaser) skrawki inkubowa-
no 2 godz. w termostacie komorowym w temp. 60°C, następnie odparafino-
wano i uwodniono. Aktywność endogennej peroksydazy hamowano 3-pro-
centowym nadtlenkiem wodoru. Po odsłonięciu determinant antygenowych:
termicznie (kuchenka mikrofalowa) dla przeciwciała anty-Hif-1α oraz enzy-
matycznie (0,1-procentowy roztwór pepsyny) dla przeciwciał anty-CD34, prób-
ki inkubowano z pierwotnym przeciwciałem (Hif-1α 1 : 100; CD34 1 : 100), a na-
stępnie z odczynnikiem EnVision + System HRP. Do uwidocznienia badanych
struktur wykorzystano chromogen DAB (Dako, K3468). Jądra komórkowe pod-
barwiono hematoksyliną (Dako, S2020). W ostatnim etapie preparaty odwad-
niano i zamykano w medium (Consul Mount, Thermo Shandon, USA). 

Wszystkie preparaty oceniało przy użyciu mikroskopów świetlnych Olym-
pus BX41 (Hif-1α) i Nikon Eclipse 80i z systemem do analizy obrazu (CD34)
dwóch badaczy (E.Ś. i H.A.), wykorzystując wkładkę mikrometryczną (Olym-
pus Polska), by uniknąć błędu powtórnego zliczania tych samych komórek.
Pola widzenia preparatów barwionych w kierunku Hif-1α przeglądano pod
400-krotnym powiększeniem, dla barwienia CD34 – 200-krotnym.

Ocena hipoksji 

Nasilenie hipoksji w badanych tkankach określono na podstawie analizy
ekspresji jej endogennego markera, białka Hif-1α. Wyniki jądrowego barwie-
nia Hif-1α przedstawiono w postaci indeksu wiązania, LI (labelling index) – ja-
ko odsetek pozytywnie wybarwionych (brązowych) jąder w całkowitej liczbie
ocenianych komórek. W kilku polach widzenia zliczano co najmniej 500 (maks.
1000) komórek raka stercza. 

Ocena unaczynienia 

Stopień unaczynienia guzów określono na podstawie analizy gęstości na-
czyń wykazujących ekspresję białka CD34. Posługując się metodą Weidnera
[15, 16], w każdym preparacie oceniano 5 pól widzenia o największej liczbie
mikronaczyń (hot spots), obliczano z nich średnią arytmetyczną, a następnie
przeliczano na powierzchnię 1 mm2. 
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Analiza statystyczna

Zgodność rozkładu zmiennych z rozkładem normalnym
sprawdzano testem Shapiro-Wilka. W przypadku prób o roz-
kładzie zbliżonym do normalnego do porównania średnich
zmiennych niezależnych wykorzystano test t-Studenta. Gdy
rozkład odbiegał istotnie od normalnego, różnicę między
grupami analizowano testami U Manna-Whitneya i Kruska-
la-Wallisa. Zależność między dwiema cechami określano
współczynnikiem korelacji Spearmana. Za granicę znamien-
ności statystycznej przyjęto poziom p ≤ 0,05. Obliczeń do-
konano za pomocą programu komputerowego Statistica.

Wyniki

Stan utlenowania 

Obecność hipoksji w guzie pierwotnym (dodatnie bar-
wienie w kierunku Hif-1α) potwierdzono w 90,7% (39/43)
raków stercza (ryc. 1.). Średni LI Hif-1α (%) wyniósł 16,1 ±13,8
(0,0–52,4), mediana 11,2. 

Odnotowano istotną statystycznie korelację indeksu
wiązania Hif-1α ze stopniem złośliwości histologicznej gu-
zów w skali Gleasona (R = 0,32, p < 0,05; ryc. 2.). Nie wy-
kazano korelacji pomiędzy nasileniem hipoksji nowotworu
a pozostałymi klasycznymi czynnikami rokowniczymi
(pTNM, PSA). 

Stan unaczynienia 

Średnia gęstość naczyń CD34 (+) wyniosła 159 ±52/mm2

(75–312), mediana 148 (ryc. 3.). 
Odnotowano istotną statystycznie korelację pomiędzy

gęstością naczyń wykazujących ekspresję CD34 a stopniem
złośliwości histologicznej guzów w skali Gleasona (R = 0,65,
p < 0,001; ryc. 4.).

Dodatkowo analizowano zależność pomiędzy gęstością
naczyń a powszechnie przyjętymi grupami zróżnicowania
histopatologicznego raka stercza: wysoko zróżnicowanym
(stopień Gleasona 2–4), średnio zróżnicowanym (stopień
Gleasona 5–6) i słabo zróżnicowanym (stopień Gleasona
7–10). Ze względu na niewielką liczebność grupy pierwszej

RRyycc..  11.. Wyniki barwienia immunohistochemicznego w kierunku Hif-1α
FFiigg..  11.. Results of immunostaining against Hif-1α

RRyycc..  33.. Wyniki barwienia immunohistochemicznego w kierunku CD34
FFiigg..  33.. Results of immunostaining against CD34

RRyycc  22.. Korelacja pomiędzy stopniem Gleasona i indeksem wiązania Hif-1α
FFiigg..  22..  Correlation between Gleason score and Hif-1α labelling index

RRyycc..  44.. Korelacja pomiędzy stopniem Gleasona i gęstością naczyń CD34 (+)
FFiigg..  44.. Correlation between Gleason score and the density of vessels
CD34 (+)

95% CIR = 0,65    p < 0,001
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(raki wysoko zróżnicowane) połączono ją z grupą drugą (ra-
ki średnio zróżnicowane). Analiza jednoczynnikowa wyka-
zała istotną statystycznie różnicę pomiędzy medianami
średnich gęstości naczyń CD34 (+) dla dwóch wyodrębnio-
nych grup zróżnicowania (p < 0,01) o punktacji w skali Gle-
asona 2–6 (n = 21) oraz 7–10 (n = 22) (ryc. 5.). 

Gęstość naczyń wykazujących ekspresję CD34 korelo-
wała także ze stopniem zaawansowania klinicznego raka
stercza – pTNM (R = 0,34, p < 0,05; ryc. 6.). 

Dodatkowo wykazano istotny statystycznie (p < 0,01)
wzrost gęstości naczyń wykazujących ekspresję CD34 dla
guzów o zaawansowaniu pT3 (n = 21) w porównaniu z gu-
zami o zaawansowaniu pT2 (n = 20). Średnia gęstość na-
czyń w pierwszej grupie wyniosła 184 ±54/mm2 (116–312),
mediana 182; w drugiej grupie 132 ±34/mm2 (75–215), me-
diana 137.

Nie udowodniono zależności pomiędzy poziomem PSA
a gęstością naczyń CD34 (+).

Gęstość naczyń CD34 (+) nie różniła się istotnie pomię-
dzy wyróżnionymi dla celów analizy statystycznej 4 pod-
grupami stężeń 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 wskazują na istotne po-
wiązania pomiędzy kliniczno-morfologicznymi i biologicz-
nymi wskaźnikami agresywności przebiegu raka stercza,
a w konsekwencji odległego rokowania u chorych. Stopień
unaczynienia guza, odzwierciedlający proces neoangioge-
nezy nowotworowej, najpełniej koresponduje z zaawanso-
waniem procesu nowotworowego opisanego klasycznymi
czynnikami prognostycznymi. W przeprowadzonym bada-
niu wykazano korelację (p < 0,05) tego parametru zarów-
no ze stopniem złośliwości histologicznej, jak i zaawanso-
waniem klinicznym raka stercza. Co więcej, gęstość naczyń
CD34 (+) była istotnie różna (p < 0,001) dla pacjentów re-
prezentujących odmienne rokowniczo (i zgodne z powszech-
nie stosowanym podziałem) podgrupy: pT2 i pT3 oraz w skali
Gleasona 2–6 i 7–10. Związek pomiędzy zaawansowaniem
miejscowym (pT) nowotworu i jego unaczynieniem jest do-
brze udokumentowany, a dotychczasowe dowody dotyczą-
ce raka stercza pochodzą także z badań z wykorzystaniem
CD34 [17]. Wykazana w badaniu zależność gęstości naczyń
od stopnia zróżnicowania histologicznego tkanki nowotwo-
ru wydaje się odzwierciedlać złożone, wzajemnie ze sobą
powiązane procesy patofizjologiczne, regulowane na po-
ziomie molekularnym i decydujące o ostatecznym spójnym
profilu biologicznym nowotworu u danego pacjenta. Uzy-
skana korelacja potwierdza wcześniejsze badania oparte
na ocenie ekspresji CD34 [17–19]. 

Brak korelacji pomiędzy badanymi czynnikami biologicz-
nymi a stężeniem PSA nastręcza trudności interpretacyjne
i pozostaje w sprzeczności z opublikowanymi skąpymi wy-
nikami badań oceniającymi nasilenie angiogenezy nowo-
tworowej w oparciu o barwienie VEGF [18]. Biorąc pod uwa-
gę fakt, że stężenie PSA jest podstawowym monitorem
skuteczności leczenia chorych na raka stercza, zagadnienie
będzie wymagało wyjaśnienia w kolejnych analizach ba-
dawczych reprezentatywnych grup pacjentów.

Wyniki badania warunków utlenowania w guzie nie do
końca odzwierciedlają zależności wykazane pomiędzy kli-
nicznymi czynnikami rokowniczymi a unaczynieniem. 
Niemniej, zgodnie z danymi z piśmiennictwa [20], badanie
potwierdza wysokie rozpowszechnienie zjawiska niedosta-
tecznego utlenowania w rakach stercza (90,7%). Wykaza-
ny związek pomiędzy ekspresją Hif-1α i wskaźnikiem Gle-
asona (p < 0,05) pozostaje w zgodzie z wynikami badań
Carnella i wsp. [21], opartych na egzogennym markerze 
hipoksji (antypimonidazol), i w logicznej zależności od włas-
nych rezultatów badania nad wskaźnikiem unaczynienia.
Korelacji takiej nie potwierdzili Du i wsp. [20], co może wy-
nikać z odmiennych kryteriów interpretacji wyników reak-
cji immunohistochemicznych. 

RRyycc..  55.. Gęstość naczyń CD34 (+) w grupach: 1. raków wysoko i średnio
zróżnicowanych (stopień Gleasona 2–6), 2. raków słabo zróżnicowa-
nych (stopień Gleasona 7–10)
FFiigg..  55.. CD34 (+) vessel density in the groups of: 1. low and medium gra-
de cancers (Gleason 2–6), 2. high grade cancers (Gleason 7–10)

RRyycc..  66.. Korelacja pomiędzy grupą pTNM i gęstością naczyń: CD34 (+)
(grupy pTNM odpowiadają: 1 – pT2aN0M0, 2 – pT2bN0M0, 
3 – pT2cN0M0, 4 – pT3aN0M0, 5 – pT3bN0M0, 6 – pT3cN0M0, 
7 – pT3bN1miM0, 8 – pT3cN1M0)
FFiigg..  66.. Correlation between pTNM group and the density of vessels:
CD34 (+) (the pTNM groups correspond to: 1 – pT2aN0M0, 
2 – pT2bN0M0, 3 – pT2cN0M0, 4 – pT3aN0M0, 5 – pT3bN0M0, 
6 – pT3cN0M0, 7 – pT3bN1miM0, 8 – pT3cN1M0)

11..    22..                    

131

185
180

160

140

120

100

80

60

40

20

0

lliicc
zzbb

aa  
nnaa

cczz
yyńń

  zz
  CC

DD
3344

//mm
mm

22  
((mm

eedd
iiaa

nnyy
))

95% p. ufnościR = 0,34    p < 0,05

0          1         2          3         4          5         6          7          8        9  
TTNNMM

lliicc
zzbb

aa  
nnaa

cczz
yyńń

  zz
  CC

DD
3344

//mm
mm

22

340
320
300
280
260
240
220
200
180
160
140
120
100
80
60



9944 współczesna onkologia

Koncentrując uwagę na klasycznych czynnikach progno-
stycznych, warto zauważyć, że jedynym wskaźnikiem za-
leżnym od badanych parametrów biologicznych okazał się
stopień złośliwości histologicznej. W sposób komplemen-
tarny z nimi wydaje się odzwierciedlać nasilenie procesów
decydujących o rozwoju i progresji raka stercza. Dalsze ba-
dania nad czynnikami rokowniczymi powinny koncentro-
wać się na panelu podobnie spójnych kliniczno-biologicz-
nych cech nowotworu u indywidualnego chorego. 
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