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ABSTRACT

Introduction: Clinical and morphological prognostic factors for PCa are Gleason score, TNM
classification and lymph node invasion. VEGF is an inducer of angiogenesis, which plays an
important role in tumor growth and metastasis. It was shown that PCa cells express VEGE
Aim: The aim of this paper is to analyze the immunohistochemical expression of VEGF in
prostate adenocarcinoma and correlate it with the clinical and morphological prognostic fac-
tors in the sample of patients treated at the Clinical Hospital Center "Dr Dragi$a MiSovi¢" in
Belgrade.

Material and methods: The operative material from 20 cases of prostate adenocarcinoma
was used. TNM classification from 2002 was used to determine the stage of the tumor, and
Gleason score from 2009 was applied to determine the grade. Immunohistochemical staining
of prostate adenocarcinoma was semiquantitatively evaluated.

Results: Expression of VEGF was present in all analyzed adenocarcinoma of the prostate. In
fifteen cases (75%) of the analyzed twenty cases, immunostaning was diffuse, while in five
cases it was moderate (25%). A statistically significant correlation was noted between diffuse
expression of VEGF and higher Gleason score (p < 0.01). Frequency of diffuse expression of
VEGF was higher in cases with the presence of lymphatic node metastasis and TNM stage
IIT and IV, but the results were not statistically significant.

Conclusion: Diffuse expression of vascular endothelial growth factor (VEGF) is more often
observed in prostate cancer (PCa) with higher Gleason score, higher TNM stage and lymph
node invasion, in the sample of patients treated at the Clinical Hospital Center "Dr Dragisa
Misovi¢" in Belgrade, all consistent with previous studies.
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SAZETAK

Uvod: Adenokarcinom je najc¢e$¢i tumor prostate. Klinicko-morfoloski prognosticki
faktori su Glisonov (engl. Gleason) skor, TNM Kklasifikacija i invazija limfnih ¢vorova. Va-
skularni endotelni faktor rasta (engl. VEGF) je induktor angiogeneze, koja ima znacajnu
ulogu u rastu i metastaziranju tumora. Pokazano je da u ¢elijama adenokarcinoma postoji
ekspresija VEGE

Cilj rada: Cilj rada je da se analizira obim imunohistohemijske ekspresije VEGF u ade-
nokarcinomu prostate i povezanost izmedu ekspresije VEGF 1i klini¢cko-morfoloskih pro-
gnostickih faktora na uzorku pacijenata lecenih u Klini¢ko-bolni¢kom centru ,,Dr Dragisa
Misovi¢“ u Beogradu.

Materijal i metode: U ovom radu kori$cen je operativni materijal 20 slu¢ajeva adenokarci-
noma prostate, dobijenih radikalnom prostatektomijom. Za odredivanje stadijuma tumora
koris¢ena je TNM Kklasifikacija iz 2002. godine, a za odredivanje gradusa koriscen je Gli-
sonov skor iz 2009. Imunohistohemijsko bojenje adenokarcinoma prostate ocenjivano je
semikvantitativno.

Rezultati: Ekspresija VEGF je bila prisutna kod svih analiziranih adenokarcinoma prosta-
te. Kod petnaest od analiziranih dvadeset (75%) bila je difuzna, a kod pet je bila umerena
(25%). Ucestalost difuzne eskpresije VEGF je bila statisticki znacajno veca kod Glisonovog
skora od 8 do 10, u odnosu na Glisonov skor 7 (p < 0,01). Kod postojanja limfnih metasta-
za i TNM stadijuma III i IV ucestalost difuzne ekspresije VEGF je veca, ali ne i statisticki
znacajna.

Zakljucak: Difuzna ekspresija VEGF, na uzorku pacijenata le¢enih u KBC ,,Dr Dragisa Mi-
$ovi¢“ u Beogradu, ¢esce je uocena kod adenokarcinoma prostate sa visim Glisonovim sko-
rom i vi$im stadijumom, kao i kod postojanja tumorske invazije limfnih ¢vorova, §to je u
skladu sa ranijim istrazivanjima.

UvOD

Adenokarcinom je najc¢es¢i tumor prostate i jedan
je od vodecih uzroka smrti kod muskaraca (1). U Srbiji su
tumori prostate na trecem mestu po ucestalosti, sa tren-
dom porasta incidencije (2). Etiologija adenokarcinoma
prostate nije razjasnjena, ali je pokazano da u nastanku i
rastu tumora znacajnu ulogu imaju konzumacija crvenog
mesa, genetski faktori i muski polni hormoni. Rizik za po-
javu karcinoma prostate raste sa godinama (tri cetvrtine
obolelih stariji su od 65 godina). Evolucija oboljenja je
duga, tumor sporo raste i klinicka slika je naj¢esc¢e asimp-
tomatska, pa u otkrivanju adenokarcinoma znacajnu ulo-
gu imaju skrining na antigen specifi¢an za prostatu (engl.
prostate specific antigen, PSA) i rektalni pregled prostate
(3).

Klini¢ko-morfoloski prognosticki faktori su Gli-
sonov (engl. Gleason) skor, TNM Kklasifikacija, invazija
limfnih ¢vorova i starost pacijenta (3). Mnogobrojne stu-
dije su pokazale da je Glisonov skor pouzdan prognostic-
ki parametar i da postoji visoka korelacija izmedu skora
i prezivljavanja pacijenata sa ovim oboljenjem (3-5). Pre-
zivljavanje muskaraca sa Glisonovim skorom 6 ne razliku-
je se znacajno od opste populacije. Oboleli sa Glisonovim
skorom 7 u proseku zive Cetiri godine krace, dok obole-
li sa skorom 8-10 zive oko osam godina krace od opste
populacije (6, 7). Karcinom prostate naj¢es¢e metastazira
limfnim putem u pelvi¢ne limfne ¢vorove, a hematogenim
putem u kosti (8). Invazija limfnih ¢vorova moze da bude
otkrivena kod 20% tumora prostate i predstavlja nezavisan

prognosticki faktor prezivljavanja (9). TNM klasifikacija
se zasniva na anatomskoj prosirenosti tumora, predstavlja
vazan prognosticki faktor i ima znacaj u izboru terapije (1,
8). Metod za dijagnostiku tumora prostate je patohistolos-
ka analiza tkiva, dobijenog biopsijom prostate.

Angiogeneza, izazvana faktorima rasta, znacajna je
za rast i metastaziranje tumora. Jedan od znacajnih fakto-
ra rasta je vaskularni endotelni faktor rasta (engl. VEGF),
proizvod faktora indukovanog hipoksijom, koji dovodi do
proliferacije endotelnih ¢elija i pove¢ane vaskularne pro-
pustljivosti. Pokazano je da u celijama adenokarcinoma
prostate postoji ekspresija VEGE, kao i da postoji korelaci-
ja izmedu Glisonovog skora, TNM gradusa, invazije lim-
fnih ¢vorova i ekspresije VEGF (10-12).

Cilj rada je da se analizira obim imunohistohemij-
ske ekspresije VEGF u adenokarcinomu prostate i pove-
zanost izmedu ekspresije VEGF i klini¢ko-morfoloskih
prognostickih faktora tumora na uzorku pacijenata lece-
nih u Klini¢ko-bolni¢kom centru ,,Dr Dragisa MiSovi¢“ u
Beogradu.

MATERIJAL I METODE

U ovom radu je kori$¢en operativni materijal
(prostati¢na zlezda i limfni ¢vorovi) dobijen radikalnom
prostatektomijom 20 bolesnika obolelih adenokarcinoma
prostate, koji su operisani u Klinicko-bolnickom centru
»Dr Dragisa MiSovi¢“. Prosecna starost bolesnika bila je
67 godina, a kretala se u rasponu od 51 do 84 godine.

Za odredivanje stadijuma tumora koriS¢ena je
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TNM Kklasifikacija iz 2002. godine (13). Prema ovoj klasifi-
kaciji, 8 od 20 slucajeva (40%) pripadalo je stadijumu II, a
12 (60%) stadijumu III (grafikon 1).

TNM klasifikacija

M Stadijum Il

M Stadijum Il

Grafikon 1. Prikaz ulestalosti stadijuma II i IIT po TNM Klasi-
fikaciji

Za odredivanje gradusa korisc¢en je Glisonov skor
iz 2009. (14), na osnovu koga je 5 bolesnika (25%) imalo
skor 7 (slike 1 i 2); 5 (25%; slika 3) skor 8, 5 (25%) skor 9
i 5 skor 10 (25%; grafikon 2). Na osnovu sli¢ne stope pre-
zivljavanja, terapije i prognoze, a radi preciznije statisticke
analize, izvr§eno je grupisanje Glisonovog skora od 8 do
10 u iednu. a skora 7 u drugu erupu.

m7 H8 m9 10

Grafikon 2. Prikaz ucestalosti vrednosti Glisonovog skora

Kori$¢eni su parafinski rezovi operativnog materi-
jala i svi slu¢ajevi su imunohistohemijski bojeni na VEGEF.
Za demaskiranje antigena kori$c¢ena je obrada isecaka u
mikrotalasnoj rerni, u citratnom puferu (Ph = 6,0), u tri
ciklusa po pet minuta. Endogena peroksidazna aktivnost
blokirana je 3% rastvorom vodonik-peroksida tokom 5
minuta. U cilju smanjenja nespecifi¢cnog bojenja koris¢en
je normalan svinjski serum razblazen u odnosu 1:10 u
trajanju od 30 minuta, posle cega je aplikovano primarno
antitelo VEGF monoclonal mouse, Clone VG1 (DAKO), u
odnosu 1:50, u trajanju od 60 minuta. Bojenje je vrieno
streptavidin-biotin tehnikom primenom DAKO LSAB+
kita. Kao hromogen koris¢en je 3,3diaminobenzidin
(DAB), a za kontrastno bojenje Majerov (engl. Mayerov)
hematoksilin. Imunohistohemijsko bojenje adenokarcino-
ma prostate ocenjivano je semikvantitativno po slede¢em
principu:

« odsutno bojenje u svim celijama,

o manje od 10% pozitivnih tumorskih celija

o fokalna ekspresija,

o 10-50% pozitivnih tumorskih celija - umerena

ekspresija

o preko 50% - difuzna ekspresija.

Za analizu statisticke znacajnosti kori$c¢en je Fi-
Serov (engl. Fisher) test egzaktnosti (program R v.3.0.2).
Statisticki znacajnim smatrane su vrednosti p < 0,05.

REZULTATI

Ekspresija VEGF je bila prisutna kod svih analizi-
ranih adenokarcinoma prostate. Kod 15/20 (75%) bila je
difuzna, a kod 5/20 je bila umerena (25%; tabela 1).

Ucestalost difuzne eskpresije VEGF je statisticki
znacajno veca kog Glisonovog skora 8-10, u odnosu na
skor 7 (p < 0,01) (tabela 1 i grafikon 3).

Ucestalost povecane ekspresije VEGF je veca kod
visih stadijuma (III i IV; slike 1 i 3) u odnosu na nize sta-
dijume (I i II; slika 2), ali ne postoji statisticki znacajna
razlika u ucestalosti povecane ekspresije VEGF u odnosu
na TNM stadijum (p > 0,05).

Metastaze tumora u limfnim ¢vorovima nadene su
kod 12 od 20 ispitanika (60%), a nisu nadene kod 8 (40%;
tabela 1). Ucestalost difuzne ekspresije VEGF je veca ako
su zahvaceni limfni ¢vorovi, ali ne postoji statisticki zna-
¢ajna razlika u ucestalosti difuzne ekspresije VEGF u od-
nosu na zahvatanje limfnih ¢vorova (p > 0,05).
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Slika 2. Umerena ekspresija VEGEF, Glisonov skor 7 (3+4); pT2a
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DISKUSIJA

Angiogeneza, formiranje novih krvnih sudova od
postoje¢e mikrovaskulature, znac¢ajna je za rast i metasta-
ziranje tumora i zavisi od odnosa proangiogenih i antia-
ngiogenih faktora (15). Imunohistohemijske studije su
pokazale da celije tumorske strome mogu da proizvode
VEGEF i izazivaju angiogenezu (16). Pozitivna korelacija
izmedu ekspresije VEGF i androgenih receptora (17), kao
i povecana ekspresija VEGF u adenokarcinomu u odnosu
na ekspresiju u benignoj hipertrofiji prostate, ¢ine VEGF
potencijalnim prognostickim faktorom (18, 19).

Slika 3. Difuzna ekspresija VEGE, Glisonov skor 8 (4+4); pT3b Svi analizirani uzorci su pokazali ekspresiju VEGF

Tabela 1. Prikaz Glisonovog skora, stadijuma, invazije limfnih ¢vorova i ekspresije VEGF za svaki pojedina¢ni slucaj

Broj slucaja Glisonov skor TNM stadijum Invazija limfnih Ekspresija

¢évorova VEGF

1 7 2 ne umerena

2 7 2 ne umerena

3 7 3 da umerena
4 8 3 da difuzna
5 7 2 ne difuzna
6 8 2 ne difuzna
7 8 2 da difuzna

8 7 2 ne umerena

9 8 3 ne umerena
10 8 3 da difuzna
11 9 3 da difuzna
12 10 3 da difuzna
13 10 3 da difuzna
14 9 2 ne difuzna
15 10 3 da difuzna
16 10 3 da difuzna
17 9 3 da difuzna
18 10 3 da difuzna
19 3 da difuzna
20 2 ne difuzna

Ekspresija VEGF u odnosu na
Glisonov skor

80%
60% |
40% | Povecana ekspresija
VEGFR
20% |
’ :- W Umerena ekspresija
0% —— VEGER
Glisonov Glisonov
skor 7 skor 8-10

Grafikon 3. Prikaz odnosa umerene i povecane ekspresije VEGF u odnosu na Glisonov skor
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i uocena je povezanost izmedu ekspresije VEGF i Gliso-
novog skora, $to je u skladu sa nalazima El Goharija (engl.
El-Gohary) (20), Kolermana (engl. Kollermann) (21) i
Maka (Mak) (22).

Povecana ucestalost difuzne ekspresije VEGF kod
tumora sa visim TNM stadijumom u odnosu na nizi sta-
dijum u skladu je sa nalazima Strohmajera (engl. Stro-
hmeyer) (23) i Lucinske (engl. Luczynska) (11), koji su
pokazali da postoji povezanost izmedu ekspresije VEGF-a
i gradusa tumora.

Nalaz povecane ucestalosti difuzne ekspresije
VEGF kod adenokarcinoma koji su metastazirali u limfne
¢vorove, u odnosu na one koji nisu, u skladu je sa istrazi-
vanjima Vonga (engl. Wong) (12) i Ismaila (24). Vaskularni
endotelni faktor rasta je znacajan faktor limfangiogeneze
i njegova povecana ekspresija je u skladu sa metastaznim
potencijalom tumora.

ZAKLJUCAK

Difuzna ekspresija VEGE, na uzorku pacijenata
le¢enih u KBC ,,Dr Dragi$a MiSovi¢“ u Beogradu, cesce
je uoc¢ena kod adenokarcinoma prostate sa visim Glisono-
vim skorom i vi$im stadijumom, kao i kod postojanja tu-
morske invazije limfnih ¢vorova, $to je u skladu sa ranijim
istrazivanjima.
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