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SAZETAK

Cilj. Cilj naseg rada je ispitivanje mikrovaskularne gus-
tine (MVD) u core biopsijama karcinoma prostate (PC).

Metoda. Na core biopsijama PC (n=25 ) i benigne hiper-
plazije prostate(BHP), served as controls (n=20) su, nakon
rutinske obrade, primenjene klasi¢na HE i imunohistohe-
mijska ABC metoda sa CD105 antitelima. Svi ispitanici su
imali nivo serumskog PSA >4.0 ng/mL. Srednja vrednost
volumena prostate je 50.02, prose¢an Gleason score je 7.7.
MVD se rac¢unala brojanjem CD105 pozitivnih struktura u
5 ,vrucih tacaka“ Nakon kvantitativne analize, stereometri-
jski je izrac¢unata MVD po mm?® .Za statisticku obradu
dobijenih rezultata kori$¢en je programski paket SPSS (ver-
zija 19.0).

Rezultati. Srednja vrednost CD 105 pozitivnih celija po
mm? je znacajno veca u PC nego kod BHP (676.6 vs 186.5).
U PC postoji signifikantna povezanost MVD sa Gleason
score (r=0.831) i nivoom PSA (r=0.343). Izmedu PSA i
volumena prostate postoji umerena pozitivna povezanost
(r=0.565).

Zakljucak. Vrednost MVD indeksa moze biti znacajan
indikator progresije karcinoma prostate, tako da je moguce

razlikovati pacijente kod kojih je ovaj rizik veéi.

Klju¢ne re¢i: rak prostate, mikrovaskularna gustina, core
biopsija, povecan rizik, progresija
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ABSTRACT

Objective. Objective of our study was to investigate mi-
crovascular density (MVD) in core biopsies of prostate cancer
(PC). On core biopsies of the prostatic carcinoma PC (n = 25)
the benign prostatic hyperplasia (BPH) served as control (n =
20), and after routine processing, classical HE and immunohis-
tochemical ABC method with CD105 antibodies, were applied.

Method. All subjects had a serum PSA> 4.0 ng / mL. The
mean value of prostate volume was 50.02, the average Gleason
score was 7.7. MVD was achieved by counting the number of
(D105-positive structures in the 5 "hot spots". After quantita-
tive analysis, MVD was calculated stereometrically per mm2.
For the statistical analysis of obtained results the software
package SPSS (version 19.0) was used.

Results. The mean value of (D 105-positive cells per mm2
was significantly higher in PC than in BPH (676.6 vs 186.5).
There is a significant correlation of MVD with Gleason score (r =
0.831) and PSA (r = 0.343) in the PC. Between the PSA and pros-
tate volume exists a moderate positive correlation (r = 0.565).

Conclusion. Value of MVD index can be a significant indica-
tor of the prostatic cancer progression degree in the core bi-
opsy, thereby it is possible to distinguish patients with higher
risk.

Key words: prostate cancer, core biopsy, micro-vessel den-
sity, higher risk, progression.
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uvoD

Karcinom prostate najce$éi je maligni tumor kod
muskaraca u Evropi sa 417 0000 novih slucajeva dijag-
nostikovanih u toku 2012 godine. Prema zvani¢nim po-
dacima najveca incidenca ovog tumora registrovana
je u Norveskoj dok je najmanja incidenca zabelezena
u Albaniji. Varijacija u broju obolelih izmedu zemalja
moze da odrazava razli¢itu prevalencu faktora rizika,
kori$¢enje skrininga i razli¢itih dijagnostickih metoda.'
Bolest se najcesce javlja kod muskaraca starijih od 50 go-
dina i pracena je znacajnom stopom mortaliteta, koja se
povecava sa produzenjem zivotnog veka muskaraca u Ev-
ropi i svetu.?

Najznacajniji faktori rizika za nastanak karcinoma pros-
tate su starije Zivotno doba, androgeni hormoni, pozitiv-
na porodi¢na anamneza, geografski polozaj, gojaznost,
socijalni i ekonomski uslovi.** Prema nekim istrazivanjima
poveani unos hrane bogate mastima i rafinisanim
ugljenim hidratima takode doprinose povecanju inci-
dence oboljevanja u industrijski razvijenim zemljama.>*

Karcinomi prostate ¢ine prili¢cno nehomogenu grupu
malignih tumora sa nepredvidivim biologkim ponasanjem.
Pored latentnih oblika koji vrlo ¢esto imaju usporen klinicki
tok, bez izrazenih simptoma, postoje okultni, kao i tumori
sa visokim malignim potencijalom koji ¢esto daju region-
alne i udaljene metastaze pre bilo kakvih klini¢kih simp-
toma. Podaci iz literature pokazuju da razli¢iti faktori rasta
i brojni angiogeni faktori mogu biti povezani sa agresivnim
klinickim tokom i loSom prognozom karcinoma prostate.

U rutinskoj klinickoj dijagnostici malignih tumora pros-
tate se koriste digitorektalni pregled (DRE), odredivanje
nivoa prostata specifitcnog antigen seruma (PSA), tran-
srektalni ultrazvuk (TRUS) i biopsija prostate.”*® Defini-
tivna dijagnoza se postavlja histopatoloskim pregledom
core biopsija prostate, na osnovu kojih se odreduju
prognosti¢ki parametri kao $to su stepen diferentovanos-
ti tumora, prisutvo i /ili odsustvo perineuralne i invazije
vaskularnih = struktura. Stepen prosirenosti karcinoma
prostate je medu najvaznijim faktorima koji odreduje
prognozu bolesti i u velikoj meri zavisi od stepena angio-
geneze.'”! Cilj ovog istrazivanja je proucavanje gustine
mkrocirkulacije u adenokarcinomu prostate u uzorcima
tkiva dobijenim iglenom biopsijom (core biopsy).

METODE

Istrazivanjem je obuhvaceno 45 pacijenata kojima je u
dvogodis$njem periodu u poliklinici dr Vezmar u Kragujev-
cu uradena iglena biopsija prostate. Indikacija za biopsiju
bio je suspektan digitalni rektalni nalaz, suspektan transrek-
talni ultrazvucni nalaz i/ili nivo serumskog PSA >4.0 ng/
mL. Iglene biopsije tkiva prostate, kako je naznaceno u pro-
pratnicama za patohistoloski pregled, uzimane su iz levog i
desnog lobusa prostate, i njihov broj po pacijentu se kretao
od 10 do 12 uzoraka tkiva. Dobijeni uzorci su u Centru za
patolosko anatomsku dijagnostiku Klinickog centra Kra-
gujevac, fiksirani u 4% neutralnom puferovanom formal-
inu, rutinski obradivani, kalupljeni u parafinske blokove i
arhivirani. Histopatoloska dijagnoza karcinoma prostate
postavljana je na rutinskim mikroskopskim preparatima,
na kojima je istovremeno odreden i Gleason score po stan-
dardizovanim procedurama. Nakon retrospektivne anal-
ize medicinskih protokola uzorci tkiva karcinoma prostate
(PC) dobijeni iglenom biopsijom ¢inili su ispitivanu grupu
(n=25), dok su uzorci tkiva sa benignom hiperplazijom
prostate (BHP) bili kontrolna grupa (n=20).

Histopatolosko i imunohistohemijsko ispitivanje

Reprezentativni tkivni isecci debljine 3um preneti na
Superfrost+ predmetna stakla su najpre bili deparafinisani
kroz seriju ksilola (4 puta po 5min), rehidratisani u seriji
alkohola opadajuce koncentracije (3 puta po 5 min.), a za-
tim je uradeno demaskiranje antigena u citratnom puferu
pH 6,0 u mikrotalasnoj pe¢nici. Nakon ispiranja u fosfat-
nom puferu (PBS pH 7.49), usledilo je blokiranje endogene
peroksidaze u trajanju od 20min u 3% rastvoru vodonik
peroksida (H202). Zatim je sledilo ispiranje u PBS-u, a
potom inkubacija preko no¢i na 40°C sa primarnim anti
CD105 antitelom (klon SN6h, DAKO, razblazenje 1:50) an-
titelom u vlaznoj komori. ObeleZeni antigeni su nakon ispi-
ranja bili inkubirani sa biotinisanim sekundarnim antite-
lom (Vectastain Elite ABC kit) 1 sat na sobnoj temperaturi.
Ovo biotinisano antitelo reaguje sa avidinskim molekulima
konjugovanim sa peroksidazom. Nakon ispiranja u PBS-u,
usledila je vizualizacija pomo¢u diamino-benzidin-tetrahy-
drohlorid-a (DAB), koji je markirao mesta antigen-antititelo
reakcije braon bojom, a zatim se uradilo kontrasno bojenje
Mayer-ovim hematoksilinom. Negativne kontrole su izve-
dene zamenom primarnih antitela sa fosfatnim puferskim
rastvorom (PBS).
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Vrednovanje rezultata tkivne ekspresije

Gustina mikrocirkulacije (MVD), se ra¢unala brojanjem
mikrovaskularnih Endoglin (CD105) pozitivnih struktura,
tako §to su na mikroskopskom uveli¢anju X 400 najpre
selektovana mesta najvece mikrovaskularne gustine (,vruce
tacke®). Svaka pojedinacna Celija ili polje obojeno imuno-
histohemijskim markerom je racunato kao mikrovasku-
larna struktura. Za odredivanje mikrovaskularne gustine je
kori$¢en mnogonamenski testni sistem M42 po Weibel-u i
merno polje od 0.016mm? na mikroskopu Olympus BH-2.
Za ispitivanje gustine mikrocirkulacije po mm? je brojano
sukcesivno po 5 ,vruéih tacaka“ Apsolutna vrednost gus-
tine pozitivnih vaskularnih struktura u ,vrucoj tacci® je
odredivana stereometrijski.”> Nakon dobijenih podataka o
broju mikrovaskularnih struktura, za svakog pacijenta je
izratunata medijana, u odnosu na koju su pacijenti podelje-
ni u dve grupe: oni sa niskim stepenom angiogeneze (MVD
u tumoru manja od vrednosti medijane) i oni sa visokim
stepenom angiogeneze (MVD u tumoru veca od vrednosti
medijane). Iz apsolutno odredenih vrednosti gustine mik-
rocirkulacije u odnosu na odstupanje od medijane dobijen
je indeks MVD (1+nizak ili 2+:visok mvd IDX)

Statisti¢ka analiza

Normalnost raspodele podataka testirana je grafickim
i racunskim metodama. Od grafickih metoda primenjeni
su histogram i Q-Q detrendovani grafikon. Od rac¢unskih
metoda primenjen je Kolmogorov-Smirnov test. Testi-
ranje znacajnosti razlike u vrednosti ekspresije Endoglina
(CD105) u grupi sa karcinomom i grupi sa beningnom hip-
erplazijom prostate, uradeno je pomoc¢u Mann-Whitney U
testa, dok je testiranje znacajnosti razlike slede¢im varijabli:
godiste, Gleason score, PSA, zapremina prostate izmedu
grupa sa niskim i visokim indeksom neoangiogeneze, kao i
izmedu grupe sa karcinomom i grupe bez karcinoma urad-
eno pomocu Studentovog t testa.

Statisticka analiza je uradena pomocu SSPS 20.0 soft-
vera. P vrednosti manje ili jednake od 0.05 su smatrane
statisti¢ki znacajnim.

REZULTATI

Prose¢na starost ispitanika sa dijagnostikovanim kar-
cinomom prostate bila je 71.3+6.7 godina (najmladi je
imao 58 a najstariji 84 godine), dok je u grupi sa hiper-
plazijom prostate prose¢na starost iznosila 69.1+7.7 go-
dina (najmladi je imao 57 a najstariji pacijent 83 godine).
Izmedu ispitanika sa karcinomom i sa hiperplazijom pros-
tate nije uocena statisticki znacajna razlika u starosnoj dobi
(p>0.05). Prose¢ne vrednosti PSA su gotovo dva i po puta
veca u grupi sa karcinomom u odnosu na grupu sa hiper-
plazijom prostate, $to je statisticki znacajna razlika (p<0.05).
Prose¢na vrednost Gleason scor-a u grupi pacijenata obo-
lelih od adenokarcinoma prostate je 7.7+1.2. Nije nadena
statisticki znacajna razlika u volumenu prostate izmedu
grupe sa karcinomom prostate i grupe sa benignom hiper-
plazijom prostate (p>0.05) (Tabela 1).

Tabela 1. Odnos izmedu Karcinoma prostate/Benigne hiperplazije i
drugih klini¢ko-patoloskih varijabli

N
Minimum
Maximum

Mean
Std
Deviation
p

Godine starosti
PC 25 58 84 713 6.8 0.308
BPH 20 57 83 69.1 7.7

GleasonScore

pc |25 s [10 |77 |12

PSA

PC 25 440 |11130 | 2563 [2363 |o0.006*
BPH |20 049 |[3148 |[1089 |e69

Volumen Prostate - mm
PC 25 223 115.0 50.2 238 0.994
BPH 20 220 99.5 50.2 218

* signifikantno p<0.05 Studentov t-test, N - broj slu¢ajeva

Prose¢na starost ispitanika sa visokim indeksom mik-
rovaskularne gustine je znacajno veca u odnosu na ispitan-
ike sa niskim indeksom mikrovaskularne gustine (74.5+6.4
naspram 68.2+6 godine, p<0.05). Srednja vrednost CD
105 pozitivnih ¢elija po mm?2 kod obolelih od karcinoma
prostate ima znacajno vecu vrednost u odnosu na sred-
nju vrednost CD105 pozitivnih ¢elija po mm2 kod hiper-
plazije prostate (676.6 naspram 186.5, p<0.001). Gleason
scor znacajno je veci u grupi sa visokim indeksom mikro-
vaskularne gustine , u odnosu na nizak indeks neoangio-
geneze (p<0.001). Prose¢ne vrednosti PSA, iako su vele
u slucajevima visokog indeksa mikrovaskularne gustine
prema niskom (oko 33 naspram 17), nisu bile i statisticki
znacajno razlicite (p>0.05). Volumen prostate se statisticki
znacajno ne razlikuje u grupama sa niskim i visokim in-
deksom mikrovaskularne gustine (Tabela 2).
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Tabela 2. Odnos izmedu nivoa ekspresije Endoglina i drugih klinicko-
patoloskih varijabli.

N
Minimum
Maximum

Mean
Std
Deviation
p

Godine starosti
LmvdIDX 12 58 77 68.2 6.0 | 0.024*
HmvdIDX 13 64 84 742 6.4

GleasonScore

LmvdIDX 12 6 8 186.5 0.7 | <0.001*
HmvdIDX 13 8 10 676.6 08
PSA

LmvdIDX 12 4.40 36.40 1736 | 12.02 | 0.093
HmvdIDX 13 7.42 11130 | 33.26 | 29.21

Volumen Prostate - mm
LmvdIDX 12 223 98.8 473 212 | 0577
HmvdIDX 13 320 115.0 528 26.6

*signifikantno p<0.05 Studentov t- test, N — broj slucajeva

DISKUSIJA

Karcinom prostate je najces¢i maligni tumor u muskoj
populaciji. Njegova incidenca raste sa staros¢u i najcesce se
dijagnostikuje kod muskaraca starosti preko 60 godina.'> U
nasem istrazivanju najveci broj obolelih je u 8 deceniji, sto
je u skladu sa nalazima iz literature."

Zlatni standard za dijagnozu karcinoma prostate je bi-
opsija. Indikacije za biopsiju su poviSene vrednosti PSA i
suspektan digitorektalni nalaz.” Histoloska potvrda dijag-
noze karcinoma u core biopsijama prostate daje pouzdane
informacije o stepenu diferentovanosti tumora, prisus-
tvu perivaskularne i perineuralne invazije. Na osnovu ovih
prognostickih parametara moguce je predvideti biolosko
ponasanje tumora i primeniti adekvatan terapijski pristup.

Za ispitivanje angiogeneze odnosno mikrovaskularne
gustine u tkivu karcinoma prostate smo koristili Endo-
glin (CD 105),koji je po svojoj strukturi transmembran-
ski glikoprotein i sastavni je deo je TGF beta receptorskog
kompleksa." Ima znac¢ajnu ulogu u tumorskoj angiogenezi,
rastu, prezivljavanju i metastaziranju tumorskih ¢elija. In-
tezivno ga eksprimiraju endotelne Celije za vreme tumorske
angiogeneze i inflamacije, dok ga vaskularni endotel slabo
ili uopste ne eksprimira.'>'¢ U nagem istrazivanju je eviden-
tirano da su apsolutne vrednosti CD 105 pozitivnih mik-
rovaskularnih struktura po jedinici povrsine tkiva znacajno
vele u karcinomu u odnosu na benignu hiperplaziju pros-
tate. U skladu sa tim je i indeks mikrovaskularne gustine
(mvdIDX) znacéajno veéi u karcinomu prostate. Znacajno
povisen indeks mikrovaskularne gustine u karcinomu pros-
tate je zapaZen i od strane drugih autora, koji pokazaju da je

visok nivo vaskularne gustine u karcinomu prostate pove-
zan sa lo$im ishodom bolesti.!”!8

U nasem radu je dokazano da je visok stepen indeksa
mikrovaskularne gustine u analiziranim biopsijama karci-
noma prostate znacajno je veci u ispitanika cija je prosecna
starost ve¢a. Osim toga u ispitanika sa visokim indeksom
mikrovaskularne gustine je zabelezen i znac¢ajno ve¢i Glea-
son score u odnosu na ispitanike sa niskim indeksom mi-
krovaskularne gustine u tumorskom tkivu. Istrazivanja o
povezanosti mikrovaskularne gustine sa Gleason scorom
su retka i esto kontradiktorna. Erbersdobler i sar. su istakli
znacajnu povezanost mikrovaskularne gustine sa stadiju-
mom tumora i Gleason scorom , ali postoje i studije u ko-
jima nije dokazana statisti¢cki znacajna povezanost izmedu
ova dva analizirana parametra.'®"

Gleason-ov skor je najznacajniji prognosticki faktor.
Na osnovu vrednosti skora pacijenti se grupi$u u zonu ni-
skog rizika (skor od 2-4), visokog stepena rizika (skor od
8-10) i intermedijernu grupu srednjeg rizika (skor 5-7).%
Pored prognostickog bitan je i njegov prediktivni znacaj
gde njegova visoka vrednost ide u prilog povecanog rizika
za nastanak lokoregionalnog i metastaskog karcinoma pros-
tate nakon zracne i hormonalne terapije.” Srednja vrednost
Gleason score kod nasih ispitanika iznosila je 7.7 i ukazuje
da je karcinom prostate u ispitivanom uzorku u velikom
broju slu¢ajeva bio u uznapredovalom stadijumu.

Prostata specifi¢ni antigen je glikoprotein, koga sekre-
tuju epitelne Celije prostate. Porast nivoa PSA u cirkulaciji
posledica je oste¢enja bazalnih membrana zlezda i povecane
vaskularizacije tkiva prostate. Odredivanje serumskih vred-
nosti PSA u uzorcima priferne krvi muskaraca uvedeno
je u klinicku praksu osamdesetih godina proslog veka.”
Uvodenjem ovog testa je omoguceno da se karcinom pros-
tate dijagnostikuje u ranoj fazi bez obzira na starost bole-
snika.?? Brojne studije pokazuju da ucestalost karcinoma
prostate poslednjih godina znacajno raste $to se dovodi u
vezu sa $irokom upotrebom PSA (prostate-specific antigen)
dijagnostickog testa. Analiziranjem nivoa PSA u nasih ispi-
tanika sa karcinomom i sa benignom hiperplazijom pros-
tate uo¢ili smo da su znacajno vise vrednosti PSA izmerene
u ispitanika sa karcinomom prostate. Odavno se zna da
poviSene serumske vrednosti PSA predstavljaju biohemijski
pokazatelj ne samo karcinoma prostate, ve¢ i traume, pros-
tatitisa kao i benigne hiperplazije prostate. Uporedivanjem
dobijenih rezultata nije dokazana statisticki znacajna razlika
izmedu poviSenih vrednosti PSA i indeksa mikrovaskularne
gustine, $to je u skladu sa ve¢ obljavljenim podacima.?

Nasi rezultati pokazuju da ekspresija CD105 i indeks
mikrovaskularne gustine u iglenim biopsijama karcinoma
prostate mogu biti znacajni prediktorni i prognosticki po-
kazatelj ovog tumora. Medutim, zbog velike heterogenosti
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metodologkih pristupa , otezana je prava procena ekspre-
sije CD105 u prognosticke svrhe, pa su neophodna dalja
istrazivanja u cilju pronalaZenja i sprovodenja antiangio-
genezne terapije.
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