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Souhrn: Vychodiska: U prostatického karcinomu jsou v centru pozornosti proliferadné-apoptotické prediktivni a prognostické
faktory ve vztahu k androgenovému receptoru (AR). Typ studie a soubor: Provedli jsme retrospektivni studii na souboru 52
prostatickych karcinomil. Metody a vysledky: Imunohistochemicky jsme stanovili expresi proliferatnich markerd PCNA
a Ki-67, dile proteind bcl-2, c-MYC, p-glykoproteinu a AR, kde byla také pouZita biochemick4 ligand-saturatni analyza.
Spearmanovym testem jsme urlili vzajemné statistické korelace se zahrnutim podskupin podle pouZité pfedopera&ni
hormondlni terapie. Nalezli jsme pouze korelaci mezi obsahem AR zji¥t€nym biochemickou metodou a expresi Ki-67 proteinu.
U bel-2 a c-myc jsme neprokdzali souvislost s proliferaci ani s diferenciaci karcinomu prostaty. Zdvéry: Nélezy ukazuji, e AR
se podili na fizeni proliferace prostatického karcinomu a nesouvisi pfimo s apopt6zou.
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Abstract: Backgrounds: Proliferative-apoptotic predictive and prognostic factors are explored in prostatic carcinoma in
relation with androgen receptor (AR). Design and subjects: We tested 52 prostatic carcinomas obtained by radical
prostatectomy in a retrospective study. Methods and results: Immunohistochemistry was used for detecting AR, bcl-2, c-myc,
p-glycoprotein, PCNA and Ki-67 proteins. For AR, biochemical dextran charcoal method was used as well. By
Spearman’s rank test, we found correlation only between AR and Ki-67. For apoptosis related proteins bel-2 and c-myc we did
not found correlations with proliferation or differentiation of prostatic carcinoma. Conclusions: The results suggest that AR
plays role in proliferation control but is not directly related to frequency of apoptosis in prostatic carcinoma.
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Uvod

Exprese proliferaénich antigent a proteind zicastnénych v
procesu apopt6zy u karcinomu prostaty se zkoumas ohledem
na jejich prognostickou ¢&i prediktivni hodnotu!-5.
Proliferace je zdkladni parametr ktery je stanovovén u riz-
nych nadorti v souvislosti s uréenim stupné jejich maligni-
ty. Kromé& mitotického indexu jsou stanovoviny pfedevsim
proteiny PCNA a Ki-6712-15, Ne vZdy je u nadort prok4za-
na korelace exprese téchto proteinti, kromé& toho absolutni
hodnoty PCNA pozitivity jsou vy3§i. Zkouma se rovnéZ, zda
proliferace koreluje s expresi androgenového receptoru (AR)
a s frekvenci apopt6z. Role androgenového receptoru neni
zcela jasna. N&které prace prokazuji jeho souvislost s dife-
renciaci karcinomu prostaty a prognosticky vyznam intenzi-
ty jeho exprese, jiné nenalezly souvislost s grade, stadiem
nebo prognézou nadoru. Na rozdil od jinych nadord, jako je
napfiklad karcinom prsu nebo endometria, neni role steroid-
nich recegtorﬂ u karcinomu prostaty v soucasné dob¢ objas-
nénal-s 16-24

Vzhledem k tomu, Ze androgeny kontroluji riist prostatické
tkan€ a pti blokovani jejich plisobeni dochazi k masivni apo-
pt6ze bunék tkané& prostaty, je moZné olekdvat asociaci expre-
se androgenového receptoru s nékterymi proteiny, zicastné-
nymiv procesuapoptézyl8.Z proteind ziiCastnénychv pro-
cesu apoptozy jsou dileZité bel-2 a c-myct-11,
P-glykoprotein (pGp) je transmembranovy glykoprotein, kte-
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ry je Castou pfifinou multirezistence naddoru k chemoterapii.
Rg;'nzési je uZivan jako marker diferenciace né€kterych nado-
= <0,

Hlavnim cilem nasi prace bylo stanoveni proliferace a apo-
ptézy (nepfimo detekci bel-2 proteinu) u karcinomu prostaty,
stanoveni jejich vzijemné korelace a zavislosti na expresi AR,
c-myc, gradu nadoru, expresi pGp a riznych typech pfedope-
raéni hormonaln{ terapie.

Material a metody

Biopticky material byl ziskan radikalni prostatektomii. Do stu-
die bylo zafazeno 52 pacienttl. Soubor jsme rozd€lili na tfi sku-
piny podle pouZité pfedoperalni terapie. 15 pacientt bylo bez
terapie, u 26 byla pouZita metoda totlni androgenni blokady
(TAB), coZ je pouZiti analogu LH-RH a antiandrogenu. U 11
pacienti byla pouZita jen antiandrogenni terapie (podavéni
samotného antiandrogenu). Jako analog LH-RH byl pouZit tip-
torelin nebo leuprorelin, jako antiandrogen flutamid nebo bic-
lutamid.

Materiél byl zpracovén standardni technikou - formalinovou
fixaci a zalitim bloka do parafinu. Césti tumoru byly oddé&le-
ny je3t¢ pfed fixaci a po homogenizaci v nich byla stanovena
koncentrace androgenového receptoru (AR) biochemickou
ligand-satura¢ni analyzou. K vyhodnoceni byly pouZity vzor-
ky odebrané z t&sné blizkosti reprezentativniho bloku, urCe-
ného pro imunohistochemick4 barveni.



Imunohistochemie byla provedena na rehydratovanych tké-
tiovych fezech. K detekci byl pouZit imunoperoxiddzovy ABC
detekéni kit firmy Novocastra. U antigenii AR, Ki-67, PCNA,
bel-2 a pGp byla pouZita metoda tepelné revitalizace mikro-
vinnou troubou, u ¢c-MYC byla uZita pro revitalizaci antigenu
proteindza K.

Jako primérni protilatky byly pouZity: monoklondlni my3i pro-
tilatka proti AR F39.4.1 firmy Novocastra, polykiondlni kra-
li¢i protilatka proti AR sc-816 firmy Santa Cruz, monoklonalni
mysi protilatky Ki67-MIB1 (Biogenex), Ki67-MM1, bcl-2,
pGp, cMYC a PCNA-PC10 (v8e Novocastra)

Jako imunohistochemicky pozitivni jsme hodnotili intenzivni
hn&dé zabarveni (podle pouZité protilatky nukledrni ¢i plazma-
tické) v mistech s maximem pozitivity. Dile jsme semikvanti-
tativn€ v % vyhodnocovali pozitivitu AR, Ki67, pGp a PCNA
a semikvantitativn€ od — do ++++ pozitivitu bel-2 ac-MYC.
AR byl dale stanoven biochemickou ligand satura¢ni analy-
zou na tkafiovém homogenatu pomoci 3H-methyltrienolonu.
Vysledky jsou ud4ny v fmol/mg tkané.

Ke statistickému vyhodnoceni vysledkl jsme pouZili Spear-
mantiv test korelace pofadi a chi” test.

Vysledky

~ V celém souboru korelovaly signifikantn& hodnoty AR zji$-

t&né biochemicky a imunohistochemicky za pouZiti monoklo-
nélni protilatky (r = 0,32; p = 0,02) a rovné€Z hodnoty zjisténé
imunohistochemicky za pouZiti dvou riznych protildtek

- (r=0,39; p=0,002)?’. Déle korelovaly hodnoty imunohisto-

chemické pozitivity Ki-67 aKi-67-MIB-1 (r=0,61; p <0,0001)
a také mnoZstvi AR zjiit€éné biochemicky a pozitivita
Ki-67-MIB-1 (r = 0,33; p = 0,02). Korelace pozitivity bcl-2
aMIB-1 byla na hranici signifikance ( = 0,28; p = 0,05).

Ve skupiné 1é¢ené TAB korelovaly signifikantn& hodnoty sta-
novené protildtkami Ki-67 a MIB-1 (r = 0,69; p = 0,002), dile
mnoZstvi AR stanovené biochemickou metodou a Ki-67

. (r = 0,61; p = 0,006), mnoZstvi AR stanovené biochemicky

aMIB-1 (r=0,53; p = 0,02), negativné koreloval grade n4do-

~ ru podle Gleasona a hodnoty PCNA (r = -0,53; p = 0,02), na

hranici signifikance byly korelace imunohistochemickych
pozitivit AR za pouZiti monoklondlni protilitky a Ki-67

(r=0,43; p = 0,05), resp. MIB-1 (r = 0,45; p=0,04).

Ve skupiné 1é¢ené antiandrogenni terapii (AAT) korelovala
negativn& imunohistochemicka pozitivita AR (monoklonalni
protilatka) a exprese MIB-1 (r=-0,9; p = 0,01), na hranici sig-
nifikance byla korelace Ki-67 a MIB-1 (r = 0,78; p = 0,04)
adale negativni korelace exprese c-MYC a mnoZstvi AR sta-

' noveného biochemicky (r =-0,7; p = 0,05)

Ve skupiné bez preoperacni terapie korelovala signifikantné
pozitivita Ki-67 a MIB-1, na hranici signifikance byla korela-

'~ ce MIB-1 a imunohistochemickd pozitivita AR stanovend
- polyklonalni protilatkou (r = 0,85; p = 0,04).

Diskuse

Pfi hodnoceni proliferace se projevila absence korelace imu-
nohistochemickych pozitivit PCNA a Ki-67. Tyto proteiny
jsou uZivany &asto jako markery proliferace az naSich vysled-
ki je zjevné, Ze v jejich expresi u prostatického karcinomu
neni Z4dn4 souvislost. V dfivéj§ich studiich sice byla nale-

| zenakorelace mitotického indexus PCNA aKi-67,ales lep-

§imi vysledky pro Ki-67. Proto je Ki-67 povaZovan za mar-
ker, ktery vice odpovida intenzité proliferace ve tkdni. Tento
protein je exprimovan v krat$i ¢asti bun&&ného cyklu nez
PCNA. Navic md PCNA delsi polo¢as rozpadu a je exprimo-
vin nejen b&éhem proliferace, ale také pfi oprav€ poskozené
DNA. Dalsim problémem jsou technické obtiZe, pfedeviim

vy$3i pozadi pfi stanoveni PCNA. Z metodického hlediska
nejsou pfekvapivé korelace Ki-67 a Ki-67-MIB, v pfipadé
neshody bychom museli uvaZovat o chybé v technickém
postupu.

Inverzni korelace exprese PCNA a nadorového grade ve sku-
pin& 1é¢ené TAB ma nejasny vyznam. Ndhodny vysledek je
zde nepravdé€podobny a pravdépodobné jde o souvislost
s typem hormondlni terapie.

Korelace imunohistochemickych pozitivit AR zji§tovanych
pouZitim dvou riiznych protilatek byly oSekavané. Zjistili jsme
vy33i specifitu monoklonalni protilatky, kterou tedy 1ze dopo-
rudit pro dalif studie?’.

Korelace prolifera¢nich antigenii Ki-67 s koncentraci andro-
genového receptoru stanovenou ligand-saturaCni analyzou se
objevuje u celého souboru i v jednotlivych podskupinéch.
Pravdépodobné jde o regulacni vliv AR na proliferaci, oviem
pro potvrzeni této hypotézy by bylo tfeba dal3ich studii. Vzhle-
demk tomu, Ze tato zdvislost byla nalezena jen u biochemic-
kého stanoveni AR, miZe jit o souvislosts pomérem mezi vol-
nymi a obsazenymi AR, s mutacemi AR nebo o vliv dosud
neznamého faktoru.

Co se tyce bel-2 proteinu jako antiapoptotického faktoru, pfe-
kvapivé jsme nezaznamenali korelacis Zddnymz vySetfova-
nych proteinii, kromé& korelace s expresi Ki-67-MIB-1
v celém souboru. Poklddime ji spife za ndhodny vysledek
vzhledem k nizkému korelaénimu koeficientu a hrani¢ni hla-
din&€ vyznamnosti, protoZe se na rozdil od celého souboru
podobny vysledek neobjevuje ani u jedné z podskupin. Nélez

. by znamenal inverzni korelaci apopt6zy a proliferace. Mohlo

by tedy jit o specificky nalez odli¥ny od jinych tumort, napfi-
klad lymfomil ¢i mammaérniho karcinomu, kde prokazatelné
kladné koreluje mitoticky a apoptoticky index.

Co se ty&e vysledkd u riznych podskupin podle pouZité tera-
pie, vyrazné rozdily jsme zachytili jen u stanoveni AR?.
U jinych markeri jsme nenalezli signifikantni rozdily. Bylo
by vhodné podobnou studii zopakovat na vét§im souboru pfi-
padi, protoZe né&které ze skupin nemély dostateCnou velikost
pro spolehlivou statistickou analyzu. Kone¢nym vysledkem
by mélo byt stanoveni nezavislych prognostickych faktord, to
ov¥em bude moZné aZ po dlouhodobém sledovéni celého sou-
boru a vyhodnoceni intervalii bezptiznakového pfeZiti a cel-
kového preZiti.

Inverzni korelace exprese PCNA a nddorového gradu ve sku-
pin¢ 1é&ené TAB naznaduje, Ze je moZna souvislost mezi pro-
liferaci a diferenciaci nadoru, kdy pouZity Gleasonlv grade je
zaloZen na diferenciaci a riistové charakteristice nadoru, bez
zfetele k proliferacil2. Pravd€podobné se viak tyka jen dané
podskupiny a souvisi s uré¢itym typem hormonalni terapie.
U pGp jako markeru diferenciace, exprese nekoreluje s apo-
ptézou ani proliferaci. Jeho vyznam pro praxi se tedy omezu-
je na predikci d¢inku specifické chemoterapie.

U c-myc nebyla nalezena, byt literdrné citovand, korelace s
apoptdzou ani proliferaci, coZ potvrzuje i jinde uvadény dudl-
né& funk¢ni typ tohoto onkogenu a naopak zatim nepodporuje
terapeutické implikace, které by se mohly hledat jen v tzce
vymezenych podskupinich nadoru.

Zavér

Dalsi studie by se mé&ly zaméfit na zkoumdani souvislosti pro-
liferace a apopt6zy z hlediska detekce apoptotickych figur,
stanoveni apoptotického a mitotického indexu a jejich korela-
cis expresibcl-2, p53, c-myc a dal$ich proteind souvisejicich
s apoptézou. V centru dal§iho vyzkumu také zhstava ovéfe-
ni prognostického vyznamu kombinovanych proliferatné-apo-
ptotickych indexi, véetné indexu apoptdza plus mit6za.

Studie byla podpoiena grantem ¢&. 301/96/K047 Grantové agentury Ceské republiky, grantem Interni grantové agentury

. MZ CR & 2922-3, darem Kanadského velvyslanectvi v Praze z vytéZku Béhu Terryho Foxe a firmou Ferring-Léciva a.s. Praha.
- Auto¥i dékuji za spoluprdci pani Libusi RaSovské, Helené Bursové a Evé Mikoskove.

KLINICKA ONKOLOGIE 12 4/99 137



Literatura

1.

11.

12.

13.

138

Prins, G. S., Sklarew, R. J., Pertschuk, L. P.. Image Analysis of Androgen
Receptor Immunostaining in Prostate Cancer Accurately Predicts
Response to Hormonal Therapy. J Urol 1998 Mar;159:641-649.

. Pertschuk, L. P., Schaeffer, H., Feldman, J. G., Macchia, R. J., Kim, Y.

D., Eisenberg, K., Braithwaite, L. V., Axiotis, C. A., Prins, G., Green, G.
L.. Immunostaining for Prostate Cancer Androgen Receptor in Paraffin
Identifies a Subset Men With a Poor Prognosis. Lab Invest 1995
Aug;73:302-305.

. Sadi, M. V., Walsh, P. C., Barrack, E. R. Inmunohistochemical Study of

Androgen Receptors in Metastatic Prostate Cancer. Comparison of
Receptor Content and Response to Hormonal Therapy. Cancer 1991 Jun
15;67:3057-3064.

. Takeda, H.,; Akakura, K.,; Masai, M.; Akimoto, S.,; Yatani, R,; Shimazaki

J.. Androgen Receptor Content of Prostate Carcinoma Cells Estimated by
Immunohistochemistry is Related to Prognosis of Patients with Stage D2
Prostate Carcinoma. Cancer, 77:934-40, 1996 Mar.

. Sadi MV, Barrack ER. Androgen Receptors and Growth Fraction in

Metastatic Prostate Cancer as Predictors of Time to Tumour Progression
After Hormonal Therapy. Cancer Surv 1991;11:195-215.

. Matsushima H,; Hosaka Y,; Suzuki M,; Mizutani T,; Ishizuka H,; Kawabe

K. Bcl-2 Expression on Prostate Cancer and Its Relationship to Cell Cycle
and Prognosis. Int J Urol, 3:113-7, 1996 Mar.

- Lipponen P,; Vesalainen S. Expression of The Apoptosis Suppressing

Protein bcl-2 In Prostatic Adenocarcinoma Is Related to Tumor
Malignancy. Prostate, 32:9-15, 1997 Jun 15.

. Bubendorf L;, Sauter G,; Moch H,; Jordan P,; Blochlinger A,; Gasser TC,;

Mihatsch MJ. Prognostic Significance of Bcl-2 In Clinically Localized
Prostate Cancer. Am J Pathol, 148:1557-65, 1996 May.

. Bauer JJ,; Sesterhenn IA,; Mostofi FK,; McLeod DG, ; Srivastava S:, Moul

JW. Elevated Levels of Apoptosis Regulator Proteins p53 and Bcl-2 Are
Independent Prognostic Biomarkers in surgically treated clinically
localized prostate cancer. J Urol, 156:1511-6, 1996 Oct.

. Moul JW,; Bettencourt MC,; Sesterhenn IA,; Mostofi FK,; McLeod DG,;

Srivastava S,; Bauer JJ. Protein Expression of p53, bel-2, and KI-67 (MIB-
1) as Prognostic Biomarkers in Patients With Surgically Treated,
Clinically Localized Prostate Cancer. Surgery, 120:159-66; discussion
166-7, 1996 Aug.

Theodorescu D;, Broder SR;, Boyd JC;, Mills SE,; Frierson HF Jr. P53,
bel-2 and Retinoblastoma Proteins as Long-term Prognostic Markers in
Localized Carcinoma of The Prostate. J Urol, 158:131-7, 1997 Jul.
Botticelli AR, Casali AM, Botticelli L, Zaffe D. Immunohistochemical
Detection of Cell-cycle Associated Markers on Paraffin Embedded and
Formalin Fixed Needle Biopsies of Prostate Cancer: Correlation of p120
Protein Expression With AgNOR, PCNA/cyclin, * Ki-67/MIB1
Proliferation-scores and Gleason Gradings. Eur J Histochem
1998;42(1):41-8 .

Golusinski W, Szmeja Z, Olofsson J, Biczysko W, Krygier-Stojalzowska
A, Majewski P. Retrospective Analysis of Selected Tumor Markers (p53,
PCNA, Ki67; DNA ploidy) and Ultrastructure in Patients With Larynx

KLINICKA ONKOLOGIE 12 4/99

18.

19.

20.
21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Carcinomas HNO 1998 Mar;46(3):233-40. McLeod DG. Hormonal
Therapy in the Treatment of Carcinoma of the Prostate. Cancer
1995;75:1914-9

. Carson HIJ, Reddy V, Taxy JB. Proliferation Markers and Prognosis in

Merkel Cell Carcinoma. J Cutan Pathol 1998 Jan;25(1):16-9.

. Aranda FI, Laforga JB. Cellular Proliferation in Breast Ductal Infiltrating

Carcinoma. Correlation With Clinical and Histopathological Variables.
Pathol Res Pract 1997;193(10):683-8 .

. Graham SD, Keane TE, Petros JS, Sanders WH. Perioperative Hormonal

Therapy in Locally Advanced Adenocarcinoma of the Prostate.
Cancer1995;75:1969-71.

. Van der Kwast TH, Tetu B, Fradet Y, Dupont A, Gomez J, Cusan L,

Diamond P, Labrie F. Androgen Receptor Modulation in Benign Human
Prostatic Tissue and Prostatic Adenocarcinoma During Neoadjuvant
Endocrine Combination Therapy. Prostate 1996 Apr;28:227-231.

Honn KV, Aref A, Chen YQ, Cher ML, Crissman JD, Forman JD, Gao X,
Gringon D, Hussain M, Porter AT, Pontes JE, Powell I, Redman B, Sakr
W, Severson R, Tang DG, Wood DP. Prostate Cancer. Old Problems and
New Approaches. Path Onc Res Vol 2 No3, 1996 191-211.

Brolin J, Skoog L, Ekman P. Immunohistochemistry and Biochemistry in
Detection of Androgen, Progesterone and Estrogen Receptors in Benign
and Malignant Human Prostatic Tissue. Prostate 1992; 20: 281-295.
Montie JE. Staging of Prostate Cancer. Current TNM Classification and
Future Prospects for Prognostic Factors. 1995;75:1814-8.

Miyamoto KK, McSherry SA, Dent GA, Sar M, Wilson EM, French FS,
Sharief Y, Mohler JL. Immunohistochemistry of the Androgen Receptor
in Human Benign and Malignant Prostate Tissue. J Urol 1993
May;149:1015-101.

Cohen RJ,; Cooper K;, Haffejee Z;, Robinson E;, Becker PJ.
Immunohistochemical Detection of Oncogene Proteins and
Neuroendocrine Differentiation in Different Stages of Prostate Cancer.
Pathology, 27:229-32, 1995 Jul.

Leav I, McNeal JE, Kwan PW, Komminoth P, Merk FB Androgen
Receptor Expression in Prostatic Dysplasia (Prostatic Intraepithelial
Neoplasia) in The Human Prostate: An Immunohistochemical And In Situ
Hybridization Study. Prostate 1996 Sep;29(3):137-45.

Chen CT, Gan Y, Au JL, Wientjes MG. Androgen-dependent and -
independent Human Prostate Xenograft Tumors as Models For Drug
Activity Evaluation. Cancer Res 1998 Jul 1;58(13):2777-83.
Stavrovskaya A, Turkina A, Sedyakhina N, Stromskaya T, Zabotina T,
Khoroshko N, Baryshnikov. A Prognostic Value of P-glycoprotein and
Leukocyte Differentiation Antigens in Chronic Myeloid Leukemia. Leuk
Lymphoma 1998 Feb;28(5-6):469-82.

Molnar J, Szabo D, Mandi Y, Mucsi I, Fischer J, Varga A, Konig S,
Motohashi N Multidrug Resistance Reversal in Mouse Lymphoma Cells
by Heterocyclic Compounds. Anticancer Res 1998 Jul-Aug;18(4C):
3033-8.

Vagunda V., Pochmon D., Vermousek I, Jandakov4 E., Rovny F., Rovny A.:
Assesment of androgen receptor in prostatic carcinoma: good correlation
between immunohistochemical and biochemical methods. Arch. anat.
cytol. path.clin. exp. path. Vol. 46, no 5-6, p.436.





