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Souhrn: Východiska: U prostatického karcinomujsou v centru pozornosti proliferaènì-apoptotické prediktivní a prognostické l mal1
faktory ve vztahu k androgenovému receptoru (AR). Typ studie a soubor: Provedli jsme retrospektivní studii na souboru 52 '.
prostatických karcinomù. Metody a výsledky: Imunohistochemicky jsme stanovili expresi proliferaèních markerù PCNA výs
a Ki-67, dále proteinù bcl-2, c-MYC, p-glykoproteinu a AR, kde byla také použita biochemická ligand-saturaèní analýza. VSpearmanovým testem jsme urèili vzájemné statistické korelace se zahrnutím podskupin podle použité pøedoperaèni C
hormonálni terapie. Nalezli j sme pouze korelaci mezi obsahem AR zjištìným biochemickou metodou a expresí Ki-67 proteinu. tì!lé
U bcl-2 a c-myc jsme neprokázali souvislost s proliferací ani s diferenciací kar<;inomu prostaty. Závìry: Nálezy ukazují, že AR nalr
se podílí na øízeni proliferace prostatického karcinomu a nesouvisi pøímo s apoptózou. imu
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Abstract: Backgrounds: Proliferative-apoptotic predictive and prognostic factors are explored in prostatic carcinoma in a t:
relation with androgen receptor (AR). Design and subjects: We tested 52 prostatic carcinomas obtained by radical Ki-c
prostatectomy in a retrospective study. Methods and results: Immunohistochemistry was used for detecting AR, bcl-2, c-myc, a M
p-glycoprotein, PCNA and Ki-67 proteins. For AR, biochemical dextran charcoal method was used as well. By Ve'Spearman' s Tank test, we found correlation only between AR and Ki-67. For apoptosis related proteins bcl-2 and c-myc we did .
not found correlations with proliferation or differentiation of prostatic carcinoma. Conclusions: The results suggest that AR nov
plays role in proliferation control but is not directly related to frequency of apoptosis in prostatic carcinoma. mru
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neg;. Úvod rý je èastou pøíèinou multirezistence nádoru k chemoterapii. ~~~

Exprese proliferaèních antigenù a proteinù zúèastnìných v Rovnìž je užíván jako marker diferenciace nìkterých nádo- a dí
procesu apoptózy u karcinomu prostaty se zkoumá s ohledem fÙ25,26. no"
na jejich prognostickou èi prediktivní hodnotuJ-5, Hlavním cílem naší práce bylo stanovení proliferace a apo- Ve
Proliferace je základní parametr který je stanovován u fùZ- ptózy (nepøímo detekcí bcl-2 proteinu) u karcinomu prostaty, i poz
ných nádofÙ v souvislosti s urèením stupnì jejich maligni- stanovení jejich vzájemné korelace a závislosti na expresi AR, í ce
ty. Kromì mitotického indexu jsou stanovovány pøedevším c-myc, gradu nádoru, expresi pOp a rùzných typech pøedope- pol
proteiny PCNA a Ki-6712-J5. Ne vždy je u nádofÙ prokázá- raèní hormonální terapie.
na korelace exprese tìchto proteinù, kromì toho absolutní Dis
hodnoty PCNA pozitivity jsou vyšší. Zkoumá se rovnìž, zda Materiál a metody Pøi
proliferace koreluje s expresí androgenového receptoru (AR) Bioptický materiál byl získán radikální prostatektomií. Do stu- nol
a s frekvencí apoptóz. Role androgenového receptoru není die bylo zaøazeno 52 pacientù. Soubor jsme rozdìlili na tøi sku- jsol
zcela jasná. Nìkteré práce prokazují jeho souvislost s dife- piny podle použité pøedoperaèní terapie. 15 pacientù bylo bez kù
renciací karcinomu prostaty a prognostický význam intenzi- terapie, u 26 byla použita metoda totální androgenní blokády I ner
ty jeho exprese, jiné nenalezly souvislost s grade, stadiem (TAB), cožje použití analogu LH-RH a antiandrogenu. U 11 zen
nebo prognózou nádoru. Na rozdíl od jiných nádofÙ, jako je pacientù byla použita jen antiandrogenní terapie (podávání šírr.
napøíklad karcinom prsu nebo endometria, není role steroid- samotného antiandrogenu). Jako analog LH-RH byl použit tip- ker
ních receptofÙ u karcinomu prostaty v souèasné dobì objas- torelin nebo leuprorelin, jako antiandrogen tlutamid nebo bic- pro
nìnal-5,10-24. lutarnid. PC
Vzhledem k tomu, že androgeny kontrolují rùst prostatické Materiál byl zpracován standardní technikou - formalínovou vál
tkánì a pøi blokování jejich pùsobení dochází k masívní apo- fixací a zalitím blokù do parafínu. Èásti tumoru byly oddìle- Dl'
ptóze bunìk tkánì prostaty ,je možné oèekávat asociaci expre- ny ještì pøed fixací a po homogenizaci v nich byla stanovena
se androgenového receptoru s nìkterými proteiny, zúèastnì- koncentrace androgenového receptoru (AR) biochemickou
nými v procesu apoptózy 18. Z proteinù zúèastnìných v pro- ligand-saturaèní analýzou. K vyhodnocení byly použity vzor- Stu
cesu apoptózy jsou dùležité bcl-2 a c-myc6-11. ky odebrané z tìsné blízkosti reprezentativního bloku, urèe- Ml
P-glykoprotein (pOp) je transmembránový glykoprotein, kte- ného pro imunohistochemická barvení. Au,
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Imunohistochemie byla provedena na rehydratovaných tká- vyšší pozadí pøi stanovení PCNA. Z metodického hlediska
òových øezech. K detekci byl použit imunoperoxidázový ABC nejsou pøekvapivé korelace Ki-67 a Ki-67-MIB, v pøípadì
detekèní kit firmy Novocastra. U antigenu AR, Ki-67, PCNA, neshody bychom museli uvažovat o chybì v technickém
bcl-2 a pGp byla použita metoda tepelné revitalizace mikro- postupu.
vInnou troubou, u c-MYC byla užita pro revitalizaci antigenu Inverzní korelace exprese PCNA a nádorového grade ve sku-
proteináza K. pinì léèené TAB má nejasný význam. Náhodný výsledek je

i Jako primární protilátky byly použity: monoklonální myší pro- zde nepravdìpodobný a pravdìpodobnì jde o souvislost
tilátka proti AR F39.4.1 firmy Novocastra, polyklonální krá- s typem hormonální terapie.
lièí protilátka proti AR sc-816 firmy Santa Cruz, monoklonální Korelace imunohistochemických pozitivit AR zjiš•ovaných
myší protilátky Ki67-MIB1 (Biogenex), Ki67-MMl, bcl-2, použitímdvoufÚznýchprotilátekbylyoèekávané.Zjistilijsme
pOp, cMYC a PCNA-PC 10 (vše Novocastra) vyšší specifitu monoklonální protilátky, kterou tedy lze dopo-
Jako imunohistochemicky pozitivní jsme hodnotili intenzivní ruèit pro další studie27.
hnìdé zabarvení (podle použité protilátky nukleární èi plazma- Korelace proliferaèních antigenu Ki-67 s koncentrací andro-
tické) v místech s maximem pozitivity. Dále jsme semikvanti- genového receptoru stanovenou ligand-saturaèní analýzou se
tativnì v % vyhodnocovali pozitivitu AR, Ki67, pOp a PCNA objevuje u celého souboru i v jednotlivých podskupinách.
a semikvantitativnì od - do ++++ pozitivitu bcl-2 a c-MYC. Pravdìpodobnì jde o regulaèní vliv AR na proliferaci, ovšem
AR byl dále stanoven biochemickou ligand saturaèní analý- propotvrzenítétohypotézybybylotøebadalšíchstudií.Vzhle-
zou na tkáòovém homogenátu pomocí 3H-methyltrienolonu. dem k tomu, že tato závislost byla nalezena jen u biochemic-
Výsledky jsou udány v fmoVmg tkánì. kého stanovení AR, muže jít o souvislost s pomìrem mezi vol-
Ke statistickému vyhodnocení vlsledku jsme použili Spear- nými a obsazenými AR, s mutacemi AR nebo o vliv dosud
manuv test korelace poøadí a chi test. neznámého faktoru.

Co se týèe bcl-2 proteinujako antiapoptotického faktoru, pøe-
Výsledky kvapivì jsme nezaznamenali korelaci s žádným z vyšetøova-
V celém souboru korelovaly signifikantnì hodnoty AR zjiš- ných proteinu, kromì korelace s expresí Ki-67-MIB-1
tìné biochemicky a imunohistochemicky za použití monoklo- v celém souboru. Pokládáme ji spíše za náhodný výsledek
nální protilátky (r = 0,32; P = 0,02) a rovnìž hodnoty zjištìné vzhledem k nízkému korelaènímu koeficientu a hranièní hla-
imunohistochemicky za použití dvou fÚzných protilátek dinì významnosti, protože se na rozdíl od celého souboru
(r = 0,39; p=0,002)27. Dále korelovaly hodnoty imunohisto- podobný výsledek neobjevuje ani u jedné z podskupin. Nález I
chemické pozitivity Ki-67 a Ki-67 -MIB-1 (r = 0,61; P < 0,000 I) by znamenal inverzní korelaci apoptózy a proliferace. Mohlo
a také množství AR zjištìné biochemicky a pozitivita by tedy jít o specifický nález odlišný odjinýchtumofÚ, napøí-
Ki-67-MIB-l (r = 0,33; p = 0,02). Korelace pozitivity bcl-2 klad lymfomu èi mammárního karcinomu, kde prokazatelnì
a MIB-1 byla na hranici signifikance ( = 0,28; P = 0,05). kladnì koreluje mitotický a apoptotický index.
Ve skupinì léèené TAB korelovaly signifikantnì hodnoty sta- Co se týèe výsledku u fÚzných podskupin podle použité tera-
novené protilátkami Ki-67 a MIB-1 (r = 0,69; p = 0,002), dále pie, výrazné rozdíly jsme zachytili jen u stanovení AR 27.
množství AR stanovené biochemickou metodou a Ki-67 U jiných markefÚ jsme nenalezli signifikantní rozdíly. Bylo
(r = 0,61; P = 0,006), množství AR stanovené biochemicky by vhodné podobnou studii zopakovat na vìtším souboru pøí-
a MIB-1 (r = 0,53; P = 0,02), negativnì koreloval grade nádo- padu, protože nìkteré ze skupin nemìly dostateènou velikost
fu podle 01easona a hodnoty PCNA (r = -0,53; p = 0,02), na pro spolehlivou statistickou analýzu. Koneèným výsledkem
hranici signifikance byly korelace imunohistochemických by mìlo být stanovení nezávislých prognostických faktofÚ, to
pozitivit AR za použití monoklonální protilátky a Ki-67 ovšem bude možné až po dlouhodobém sledování celého sou-
'(r = 0,43; P = 0,05), resp. MIB-1 (r = 0,45; P = 0,04). boru a vyhodnocení intervalu bezpøíznakového pøežití a cel-
Ve skupinì léèené antiandrogenní terapií (AAT) korelovala kového pøežití.
negativnì imunohistochemická pozitivita AR (monoklonální Inverzní korelace exprese PCNA a nádorového gradu ve sku-
protilátka) a exprese MIB-1 (r= -0,9; p = 0,01), na hranici sig- pinì léèené TAB naznaèuje, žeje možná souvislost mezi pro-
nifikance byla korelace Ki-67 a MIB-1 (r = 0,78; P = 0,04) liferací adiferenciací nádoru, kdy použitý Gleasonuv gradeje
a dále negativní korelace exprese c-MYC a množství AR sta- založen na diferenciaci a fÚstové charakteristice nádoru, bez
noveného biochemicky (r = -0,7; p = 0,05) zøetele k proliferaci12. Pravdìpodobnì se však týká jen dané
Ve skupinì bez preoperaèní terapie korelovala signifikantnì podskupiny a souvisí s urèitým typem hormonální terapie.
pozitivita Ki-67 a MIB-1, na hranici signifikance byla korela- U pOp jako markeru diferenciace, exprese nekoreluje s apo-
ce MIB-1 a imunohistochemická pozitivita AR stanovená ptózou ani proliferací. Jeho význam pro praxi se tedy omezu-
polyklonální protilátkou (r = 0,85; p = 0,04). je na predikci úèinku specifické chemoterapie.

U c-myc nebyla nalezena, by• literárnì citovaná, korelace s
Diskuse apoptózou ani proliferací, což potvrzuje i jinde uvádìný duál-
Pøi hodnocení pro1iferace se projevila absence korelace imu- nì funkèní typ tohoto onkogenu a naopak zatím nepodporuje
nohistochemických pozitivit PCNA a Ki-67. Tyto proteiny terapeutické implikace, které by se mohly hledat jen v úzce
jsou užívány èasto jako markery proliferace a z našich výsled- vymezených podskupinách nádoru.
ku je zjevné, že v jejich expresi u prostatického karcinomu
není žádná souvislost. V døívìjších studiích sice byla nale- Závìr

, leDa korelace mitotického indexu s PCNA a Ki-67, ale s lep- Další studie by se mìly zamìøit na zkoumání souvislostí pro-
šími výsledky pro Ki-67. Proto je Ki-67 považován za mar- liferace a apoptózy z hlediska detekce apoptotických figur,
ker, který více odpovídá intenzitì pro1iferace ve tkáni. Tento stanovení apoptotického a mitotického indexu ajejich korela-
protein je exprimován v kratší èásti bunìèného cyklu než cí s expresí bcl-2, p53, c-myc a dalších proteinu souvisejících
PCNA. Navíc má PCNA delší poloèas rozpadu aje exprimo- s apoptózou. V centru dalšího výzkumu také zustává ovìøe-
váD nejen bìhem proliferace, ale také pøi opravì poškozené ní prognostického významu kombinovaných proliferaènì-apo-
DNA. Dalším problémem jsou technické obtíže, pøedevším ptotických indexu, vèetnì indexu apoptóza plus mitóza.

Studie byla podpoøena grantem è. 30I/96/KO47 Grantové agentury Èeské republiky, grantem Interní grantové agentury
MZ ÈR è. 2922-3, darem Kanadského velvyslanectví v Praze z výtìžku Benu Terryho Foxe afirmou Ferring-Léèiva a.s. Praha.
Autoøi de'kují za spolupráci paní Libuši Rašovské, Helenì Bursové a Evì Mikoškové.
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