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Souhrn

Ztrata ¢asti chromosomu 8p22 a amplifikace oblasti 8q24 (oblast onkogenu c-myc) jsou nejéastéjsi
chromosomalni aberace pozorované u karcinomu prostaty. Cilem bylo prokazat c¢astost téchto
chromosomalnich abnormalit a posoudit jejich souvislost s prognézou pacienti s karcinomem
prostaty.

Ze sledovaného souboru 130 pacientu byla vybrana skupina 17 pacienta, ktefi zemieli do péti let
po stanoveni diagnézy. Pro nedostatek nadorovych bunék v punkénich biopsiich se podaiilo usku-
teénit hybridizaci in situ a objektivné posoudit vysledek u 9 pacientt. V 7 p¥ipadech byla nalezena
amplifikace oblasti pro onkogen c-myc, avsak u 5 z nich byla prokazana zaroven polyploidie chro-
mosomu 8. Delece ¢asti chromosomu 8p22 (oblasti pro gen LPL) byla nalezena u 5 pripadu.
Normalni nalez byl prokazan u 2 pfipada. Pri analyze vSak nebylo moZno dodrzZet literarné po-
zadovany podéet 300 vysetienych neprekryvajicich se nadorovych bunék vzhledem ke kvalité
archivniho bioptického materialu. Doporuc¢ujeme proto vidy zvazit, zda odebrany material je pro
tuto metodiku dostate¢né reprezentativni a zda fixace tkané neni neimérna nebo nedostateéna.
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Summary

The Molecular Genetic Assessment of Prognostic Factors in Carcioma of the
Prostate: a Pilot Study

The loss of the 8p22 chromosome part and amplification of the 8q24 region (c-myc oncogene region)
are the most frequent chromosomal aberrations observed in prostate carcinoma. We aimed to
demonstrate the frequency of these chromosomal abnormalities and to assess how they correlate
with the prognosis in patients with prostate carcinoma.

From a set of 130 patients, we selected a group of 17 who died within five years after the diagnosis
had been determined. Due to the lack of tumor cells in puncture biopsies, we managed to carry out
in situ hybridization and assess the result objectively for 9 patients only. In seven cases,
amplification of the region for c-myc oncogene was found; however, in five of them, polyploidy of
chromosome 8 was manifested simultaneously. Deletion of the 8p22 chromosome part (region for
the LPL gene) was found in five cases. A normal finding was detected in two cases. However, the
analysis was carried out on a small number of cells gained from paraffin slices, so it was impossible
to meet the requirement to examine 300 interphase cell nuclei. Therefore, we recommend to
always determine whether the material taken is representative enough for this methodology and
whether the tissue fixation is not inadequate or insufficient.

Key words: loss of the 8p22 chromosome part - amplification of the 8q24 region - prostate
carcinoma - prognosis
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Je prokazano, ze s progresi karcinomu pro-
staty je spojeno mnoho chromosomalnich ab-
normalit. Nejéastéji postizenym chromosomem
u karcinomu prostaty je chromosom 8 a nejcas-
t&j8§imi chromosomalnimi zménami jsou delece

8p22 a amplifikace oblasti 8q24. Tyto zmény na
lokusu 8p22, kde se nachazi gen pro nadorovy
supresor LPL (lipoprotein lipase) jsou u pacien-
th s pokrodilym karcinomem prostaty spojeny se
§patnou prognoézou (3). Ztrata heterozygotnosti,
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ktera je popisovana az u 69 % karcinomu prosta-
ty, je pak zodpovédna za vznik zmén vedoucich ke
karcinomu prostaty. Cast chromosomu 8q24 je
oblasti, na které je lokalizovan oncogen c-myc, re-
gulujici bunéénou proliferaci a apoptézu. Ampli-
fikace tohoto genu je ¢etnégjsi u nadort s vysS§im
Gleasonovym skore (1).

Material a metoda

Postup FISH metody: Pro stanoveni amplifi-
kace 8924 nebo delece oblasti 8p22 byla pouzita
metoda fluorescenc¢ni in situ hybridizace (FISH)
na parafinovych fezech s vyuzZitim sondy Pro
Vysion Multi-Color Probe firmy Vysis, ktera ob-
sahuje tii rtzné znacené tseky DNA chromoso-
mu 8. Tenké iezy byly deparafinovany, inkubova-
ny v 0,2 M HCI p#i laboratorni teploté 20 minut,
inkubovany v roztoku 1M NaSCN (thiocyanat
sodny, 98-102 %, titration, Sigma) pti 80 °C, na-
traveny protedzou (protease II, Vysis) pii 37
°C po dobu 95 minut, fixovany v 10% pufrovaném
formalinu pii laboratorni teploté po dobu 10 mi-
nut a usuSeny na vyh#ivaci plotné pii 45-50 °C.
Sondy a DNA vysetfovaného vzorku byly soucas-
né denaturovany pii teploté 85 °C po dobu 1 mi-
nuty a vzorky byly inkubovany po dobu 8-24 ho-
din pti teploté 37 °C ve vlhké komtrce. Po ukon-
¢eni hybridizace byla prebyteéna a nehybridizo-
vana sonda vymyta v 0,4x SSC (salt sodium cit-
rate,Vysis)/ 3 % NP (nonylphenylpolyethylene
glycol, Vysis) pufru pii teploté 73° C po dobu 2
minut, vzorky byly oplachnuty v 2xSSC/0,1% NP
pufru pt#i laboratorni teploté 1 minutu a s ohle-
dem na nestabilni fluorochrom usuSeny ve tmé.
Po dobarveni jader pomoci DAPI II (4,6diamidi-
no-phenylindole, Vysis) byly vzorky ptikryty kry-
cim sklem. Bylo hodnoceno 50-100 neprekryvaji-
cich se jader nadorovych bunék. Pro kazdé jadro
byl stanoven pocet signala pro oblast 8p22, cent-
romeru chromosomu 8 a oblast 8q24 (gen c-myec).

Hodnoceni

¢ Normalni nalez: < 10 % bunék s 3 a vice sig-
naly a < 55 % bunék s jednim nebo 0 signaly
pro centromeru chromosomu 8.

e Ztrata signalu pro centromeru chromosomu
8: > 55 % bunék s 1 nebo 0 signaly pro cent-
romeru chromosomu 8.

e Ztrata signalu pro oblast 8p22: pomér sig-
nalt pro oblast 8p22/ signaly pro centromeru
chromosomu 8 < 0,85.

e Ztrata signalu pro oblast c-myc: pomér sig-

nalt pro oblast 8q24/ signalu pro centromeru
chromosomu 8 < 0,9.

e Al (additional increase) tzv. zmnoZeni sig-
nalt: pomér signalt pro oblast 8q24/ signalu
pro centromeru chromosomu 8 > 1,3 a > 10 %
bunék se 3 a vice signaly pro oblast 8q24.

e 300 nepiekryvajicich se jader.

Sledovany soubor

K nasemu zpracovani byl vybran soubor 17
pacientt s karcinomem prostaty, zemielych do 5
let od stanoveni diagnozy. Z tohoto souboru nado-
ra bylo tspésné hybridizovano pouze 9 pripada.

Vysledky uspésné hybridizace jsou uvedeny
v tabulce 1.

Tab. 1. Korelace FISH nalezu
s Gleasonovym skore

Skupina Delece Amplifikace  Polysomie
Vék  Gleason
(roky)  skore 8p22 8q24 8. chromosomu
60 3 ano ano ne
90 1 ne ne ne
53 3 ano ano ano
81 1 ne ano ano
68 1 ne ne ne
80 2 ano ano ne
67 1 ano ano ano
65 1 ne ano ano
67 2 ano ano ano
Skupina GS:

Skupina ¢. 1 Gleasonovo skore  2-4

Dobte diferencovany adenokarcinom
Skupina ¢. 2 Gleasonovo skére 5-7

Stfedné diferencovany adenokarcinom
Skupina ¢. 3 Gleasonovo skére 8-10

Nizce diferencovany adenokarcinom

Zavér

Z celkového poctu deviti tspésné hybridizova-
nych byla v sedmi ptripadech pozorovana amplifi-
kace oblasti 8q24, av§ak u péti z nich byla proka-
zana zaroven polysomie chromosomu 8. Tato si-
tuace byla vSak zaznamenana jak u skupiny niz-
ce diferencovaného adenokarcinomu, tak i u dob-
fe diferencovaného adenokarcinomu. Delece ob-
lasti 8p22 byla nalezena u péti piipada, kde
u ¢tyt bylo zaznamenano Gleasonovo skore vyssi
nez 5. Norméalni nélez byl prokazan u dvou pii-
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padt. Analyza vSak byla provedena na relativné
malém pocétu nadorovych bunék a nebylo mozno
vyhovét pozadavku 300 vySetfenych interfaznich
jader. Vzhledem k malému poctu vySetienych pti-
padt nebylo zatim provadéno statistické zhodno-
ceni vysledku.

Pouziti punkéni biopsie vSak pravdépodobné
vzhledem k nestandardni fixaci neposkytuje nej-
vhodné&j$i material pro vySe uvedenou metodu.
Doporucujeme piedem standardizovat fixaéni
proceduru, a to pouzivanim pufrovaného forma-
linu a doby fixace do 24 hodin nebo spiSe pouzivat
vzorky po prostatektomii.

Diskuse

Nalezy potvrzuji literarni udaje, podle kte-
rych genetické zmény na chromosomu 8 (del 8p22
a amplifikace 8q24) jsou pfitomny u karcinomu
prostaty ve vysokém procentu (66,7 %) pripadu.
V literatuie v8ak neni zminovana problematika
technického zpracovani vzorkua (délka fixace, po-
uzity konzervacéni roztok, priprava preparati pro
hybridizaci), ktera se nam jevi jako vyznamny ¢i-
nitel ovliviiujici ispésnost a standardnost vyhod-
nocovani preparatu po provedené fluorescenéni
in situ hybridizaci.

Podekovani

Dékujeme pracovnikiim laboratore experi-
mentdlni mediciny Détské kliniky FN a LFUP
v Olomouci MUDr. M. Hajduchovi a RNDr.
R. Trojancovi za cenné rady pri zavddéni meto-
diky sondy Pro Vysion Multi-Color Probe firmy
Vysis na nasem oddélend.
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