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SOUHRN

Hacek J, Brisuda A, Cechova M, Babjuk M. Ko-
relace exprese marker( Ki-67, MCM2, MCM5 a p53
ve tkanich a cytoblocich u pacientt s urotelidinim
karcinomem mocového méchyre.

Hlavni stanovisko prace: Studie se zabyva
vyuZzitim imunocytochemie jako doplikového vy-
setfenl k mocové cytologii. Predkladdme vysledky
korelace exprese vybranych imunohistochemic-
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kych markerd ve tkani a cytobloku u pacientd
s uroteliainim karcinomem mocového méchyre.

Cil: Cilem studie je ovéfit, zda koreluje exprese
vybranych imunochemickych marker( v bioptic-
kém a cytologickém materidlu u pacientt s urote-
lidlnim karcinomem mocového méchyre.

Material a metodika: U 77 pacientd (25 s dia-
gndzou low-grade urotelidiniho karcinomu, 52 s dia-
gndzou high-grade urotelidlniho karcinomu) jsme
provedliimunochemické vysetieni vybranych proti-
latek Ki-67, MCM2, MCMS5 a p53 ve tkdnovych fezech
7 resekatu nadoru a v fezech z cytoblok z modi
odebrané pred chirurgickym vykonem. Porovna-
vali jsme miru exprese uvedenych marker( ve tkani
a cytobloku kazdého pacienta.

Vysledky: Zjistili jsme signifikantni rozdily
v expresi vsech zkoumanych markerd mezi low-
-grade a high-grade urotelidlnimi karcinomy, a to
jak v tkanovych fezech, tak v fezech z cytobloka.
U viech marker( jsme prokézali korelaci exprese
ve tkanovém fezu s expresi v cytobloku.

Zavér: Imunocytochemické vysetfeni materidlu
z adekvatné bunécného cytobloku ma obdobnou
vypovédni hodnotu jako imunohistochemické vy-
Setfeni nadorové tkané.



KLICOVA SLOVA:
Imunocytochemie, mocova cytologie, urotelidlni
karcinom.

SUMMARY

Hacek J, Brisuda A, Cechova M, Babjuk M. Cor-
relation of expression of Ki-67, MCM2, MCM5 and
P53 in tissue specimens and cell blocks in patients
with urothelial carcinoma.

Major statement: The study deals with im-
munocytochemistry as an additional method to
urinary cytology examination. We present the
correlation of selected immunochemical markers
expression in tissues and cell blocks in patients with
urinary bladder urothelial carcinoma.

Aim: The aim of the study is to verify whether
expression of selected immunochemical markers
in tumor tissue of patients with urinary bladder
urothelial carcinoma correlates with expression in
cytology (cell block) material.

Material and methods: In 77 patients (25
with low-grade urothelial carcinoma, 52 with
high-grade carcinoma) we performed the immu-
nochemical examination of Ki-67, MCM2, MCM5
and p53 markers in tumor tissues and cell blocks
from urine collected before surgical resection.
Thereafter we correlated the expression rate of
each marker in tissue specimen and cell block
in every patient.

Results: There were significant differences in
expression of all examined markers between low-
-grade and high-grade urothalial carcinomas in tissue
specimens and cell blocks. Expression of all markers
in tissue specimens correlated with expression in
cell blocks.

Conclusion: Immunocytochemical exami-
nation of material retrieved from cell block with
adequate cellularity has similar value as immuno-
histochemical examination of tumor tissue.

KEY WORDS
Immunocytochemistry, urine cytology, urothelial
carcinoma.
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UvoD

Cytologické vysetfeni moci je dostupnou, re-
lativné levnou a neinvazivni metodou, ktera je
Siroce pouzivéna v diagnostice karcinomd moco-
vého meéchyfe a pfi sledovani pacientl po Ié¢bé.
Mocova cytologie ma vysokou senzitivitu i specifi-
citu v detekci high-grade urotelidlniho karcinomu
(HGUQ), zatimco senzitivita v detekci low-grade
urotelidlnich nadord (LGUN) je nizka (1, 2, 3). Dal-
$im Uskalim této metody je také interpersonadlni
variabilita pfi hodnocenf a interpretaci nalez(, stej-
né jako existence rliznych klasifika¢nich systémd.
V poslednich letech vyustila snaha o sjednoceni
hodnoceni, které by bylo postavené na jasné da-
nych kritériich, ve vznik Pafizské klasifikace pro
hodnoceni mocovych cytologif (4).

Dvéma zakladnimi metodami zpracovani vzorkd
modi je tzv. konvencni cytologie a liquid-based cyto-
logie (LBC). Konvencni cytologie zahrmuje zpracovani
vzorku modi cytocentrifugaci. Touto metodou je moz-
né zhotovit jak cytospinové preparaty, tak cytobloky,
ve kterych je materidl dlouhodobé uchovan a mlze
byt vyuzit pro dalsi, napf. imunocytochemicka, vy-
Setfeni. Nevyhodou této metody je predevsim nizka
bunécnost vzorkl. LBC pfindsi diky fixaci materidlu
moznost lepsiho zachovani bunék a delsi skladovani
vzorku pro pfipadna dodatecna vysetfeni.V porovna-
ni's konvencni cytologii maji preparaty lepsi kvalitu
(vy3Si bunécnost, pfehlednégjsi tenka vrstva bunék
bez prekryvani). Nevyhodou je cena vysetfeni, do
které se promitaji naklady na pfistrojové vybaven.
Porovnani téchto dvou metod nepifindsijednoznacné
zavéry ve prospéch jedné z nich, pfedevsim co se tyce
senzitivity zachytu nadoru (1, 5,6, 7).

Snahy o zvyseni senzitivity cytologického vy-
Setfeni moci vedly k zavadénf pomocnych vyset-
feni vyuzivajicich metody molekularni genetiky
(UroVysion® detekujici chromozomalni aberace
pomocf fluorescencni in situ hybridizace) ¢ imu-
nocytochemie (Immunocyt/uCyt+® zalozeny na
imunofluorescencni detekci proteind). Jde vsak
o metody nakladné a vzhledem k nutnosti spe-
cidlniho vybaveni i hife dostupné. Kombinace
klasické imunocytochemie s mocovou cytologii se
jevi jako dostupnéjsi metoda, kterd ma potencial
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zvysit diagnostickou silu cytologického vysetfeni,
podobné jako tomu je v histopatologii (8). Dosud
vsak hraje v cytologické diagnostice urotelidlnich
nadord jen okrajovou roli.

V nasi studii chceme ovéfit moznosti pouziti
imunocytochemického vysetfeni vybranych mar-
ker v materidlu ziskaném cytocentrifugaci a zpra-
covaném metodou cytoblokd. S védomim limitd
konvencni cytologie a cytobloku (tj. pfedevsim nizké
bunécnosti) (9) jsme se v prvni fazi rozhodli korelovat
vysledky imunocytochemického vysetfeni cytoblo-
kl a imunohistochemického vysetfeni tkanovych
vzorkU resekovaného nadoru u stejnych pacientd.

Na zakladé rederse literatury jsme pro studii po-
uzili markery Ki-67, MCM2, MCM5 a p53. Ki-67 je
jaderny protein, marker bunécné proliferace. U kar-
cinomu mocového méchyfe jeho zvysend exprese
koreluje s hordim prezitim a vys3si mirou rekurence
(10). MCM2 a MCM5 jsou jaderné proteiny, které se
Ucastni bunécné proliferace. Exprese téchto markerd
mUze zlepsit detekci urotelidiniho karcinomu moco-
vou cytologif (11, 12, 13). P53 je tumor supresorovy
gen, jehoZ mutaci Ize nepifmo imunohistochemicky
detekovat v nadorové tkani (10, 14).

MATERIAL A METODIKA

Studijni soubor

Do studie bylo zafazeno 77 pacient(, u kterych
bylo dostupné cytologické vysetfeni vzorku moci
odebrané pfed chirurgickym vykonem s optimalné
celularnim cytoblokem (9) a histologické vysetfeni
resekovaného tumoru (25 pacientd s histologickou
diagndzou low-grade (LG) urotelidlniho karcinomu
a 52 pacientU s histologickou diagndzou high-
-grade (HG) urotelidIniho karcinomu).

Histologické vysetieni

Tkané byly po makroskopickém popisu a zpra-
covani zality do parafinovych blokd. Rezy z parafino-
vych blokU byly obarveny hematoxylinem-eosinem
a dalsi fezy byly pouZity pro imunchistochemické
vysetfeni. U kazdého vzorku byl stanoven typ na-
doruy, grade a stadium. Pouzita byla WHO klasifikace
2016 (15).

Ces Urol 2019; 23(1): 36-42

Tab. 1. Prehled pouZitych primdrnich protildtek
Tab. 1. Anoverview of used primary antibodies

protilatka vyrobce fedéni

Ki-67 Dako, Santa Clara, CA, USA 1:150

P53 Dako, Santa Clara, CA, USA 1:50

MCM2 Abcam, Cambridge, United 1:300
Kingdom

MCM5 Abcam, Cambridge, United 1:100
Kingdom

Pfiprava cytospinovych preparatt
a cytobloki

Z kazdého vzorku moci byly cytocentrifugaci
(10 min., 1000 ot./min.) pfipraveny dva preparaty,
které byly po zaschnuti obarveny technikou May-
-Grinwald-Giemsa-Romanowsky.

Cytobloky byly pfipraveny plazma-trombinovou
metodou. Po centrifugaci vzorku moci (10 min,, 1000
ot./min.) a slitl supernatantu byla k sedimentu pifi-
dana krevni plazma s trombinem, aby se vytvofi-
la kohezivni peleta, kterd byla déle zpracovana ve
tkdnovém procesoru. Z cytobloku byl pfipraven fez
barveny hematoxylinem-eosinem a dalsi fezy pro
naslednou imunocytochemickou analyzu. Cytolo-
gicky nalez v cytospinech a cytobloku byl klasifiko-
van podle PAP klasifikace a Pafizského systému 2016.

Imunocytochemické
a imunohistochemické vysetreni

Imunochemické vysetfeni bylo provedeno na
fezech z cytobloku a tkdnového bloku. Rezy byly po
deparafinizaci, blokovani endogenni peroxidazy 3%
roztokem H,0, a demaskovani antigent inkubovany
s primarnimi protilatkami (Tab. 1). K detekci byl pouzit
kit Mouse/Rabbit PolyDetector HRP with DAB (BioSB,
Santa Barbara, CA, USA).

Hodnotili jsme pozitivni reakci protilatek v ja-
drech epitelovych bunék (sila pozitivity 2+ a 3+
na skale 0 az 3+); ve tkdnovych vzorcich jsme urcili
procentudlni zastoupeni pozitivnich bunék, v cy-
toblocich jsme zjistovali pocet pozitivnich bunék
v deseti sousedicich zornych polich (zveétseni 400x).

Statisticka analyza

Pro testovani rozdilu exprese jednotlivych marke-
rd mezi low-grade a high-grade, pro cytobloky i tkan,
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Tab. 2. Rozdily exprese jednotlivych markerd mezi low-grade a high-grade nddory, zvidst pro cytobloky a pro tkdné
Tab. 2. Differences in markers expression in low-grade and high-grade tumors separately for cytoblocks and tissues

minimalni maximalni v o
marker grade hodnota hodnota median 95% ClI p
cytoblok (pocet pozitivnich bunék/10 HPF)
LG 0,0 50 0,0 0,0-1,0
Ki-67 < 0,001
HG 0,0 42,0 50 4,0-90
LG 0,0 50 0,0 0,0-0,0
MCM2 < 0,001
HG 0,0 18,0 2,0 00-2,7
LG 0,0 170 0,0 0,0-1,0
MCM5 < 0,0001
HG 0,0 104,0 75 6,0-11
LG 0,0 3,0 0,0 0,0-0,0
p53 0,0004
HG 0,0 109,0 3,5 1,9-6,0
tkan (% pozitivnich bunék)
LG 1,0 20,0 30 2,0-50
Ki-67 < 0,0001
HG 1,0 70,0 25,0 20,0-30,0
LG 1,0 10,0 30 1,1-5,0
MCM2 < 0,0001
HG 1,0 50,0 15,0 10,0-20,0
LG 1,0 70,0 50 5,0-10,0
MCM5 < 0,0001
HG 2,0 85,0 30,0 40,0-60,0
LG 0,0 80,0 10,0 5,0-10,0
p53 0,0003
HG 0,0 95,0 350 20,0-50,0
HPF — high power field (zorné pole, zvétseni 400x); LG — low-grade karcinom; HG — high-grade karcinom

je pouzit Mann-WhitneyQv test. Pro urceni korelace
mezi expresemi v cytobloku a ve tkani je pouZit Spear-
manav korelacni koeficient (rank correlation). Jako
signifikantnf je povazovana hodnota p < 0,05.

Statistickd analyza byla provedena programem
MedCalc Statistical Software verze 17.9.6 (Med Cals
Software bvba, Ostend, Belgie).

VYSLEDKY

Pacienti byli rozdéleni do skupiny low-grade
(n = 25) ¢i high-grade (n = 52) nadord na zékladé
histologické diagnézy.

Imunocytochemické vysetfeni viech markerd
v fezech z cytoblok( vykazovalo signifikantni roz-
dily mezi low-grade a high-grade nadory. Podobné
imunohistochemické vysetieni viech zkoumanych
marker( ve tkanovych fezech vykazovalo rozdily
mezi low-grade a high-grade nadory. Vysledky
jsou shrnuty v tabulce 2.

Mira exprese viech markerl v cytoblocich
korelovala s jejich expresi ve tkanich, pokud jsme
posuzovali celou skupinu (tedy LG i HG nadory)
dohromady. V pfipadé rozdéleni na LG a HG nadory
nebyl vysledek signifikantni u markerl MCM2 a p53
ve skupiné LG nadort (Tab. 3). Ve skupiné HG nador(
byly signifikantni korelace mezi cytobloky a tkinémi
u viech protilatek kromé MCM2. Na mikrofotogra-
fiich jsou priklady exprese vybranych markerd vzdy
ve tkani a cytobloku u LG nadoru, kde je exprese
nizkd (Obr. 1) a HG nadoru, kde je exprese vysoka
(Obr. 2).

DISKUZE

Zlatym standardem v diagnostice a dispenzari-
zaci pacientU s urotelidlnim karcinomem je cysto-
skopické vysetfeni mocového méchyfe doplnéné
cytologickym vysetfenim moci. Mocova cytologie
je jednoduchym, Siroce dostupnym, neinvazivnim

Ces Urol 2019; 23(1): 36-42
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Obr. 1. Low-grade urotelidIni karcinom, imunochemické vysetfeni markeru Ki-67 ve tkdni (A) a v cytobloku (B)
amarkeru p53 ve tkdni (C) a v cytobloku (D), zvétseni 400x

Fig. 1. Low-grade urothelial carcinoma, expression of Ki-67 in tissue section (A) and in cell block section (B) and
expression of p53 in tissue section (C) and in cell block section (D), magnification 400x

a levnym vysetfenim, které ma vysokou specificitu
(83-99 %). Jeji senzitivita zavisi na stupni diferenci-
ace nadoru, u LG karcinomU klesd az na 26 % (16).

Imunohistochemie ma jiz desitky let Siroké
uplatnéni v histopatologické diagnostice, pfispiva
nejen k diagnostice, ale i k hodnoceni prognostic-
kych a prediktivnich ukazateld. Imunochemické
metody se uzivaji ¢im dal vice i v oblasti cytologic-
ké diagnostiky. Rozsiteni cytologického vysetfeni
moci o imunocytochemii by tak mohlo pfispét ke
zvyseni senzitivity tohoto vysetfen.

MoZnost poufZiti této metody vak zavisi na ade-
kvatni bunécnosti cytologického vzorku. V tomto
ohledu se jevi vyhodnéji zpracovani vzorku modi
metodou LBC, ktera zajisti dostatecnou bunécnost,
a kterd je pouzivana ve vétsiné publikovanych studiich
tykajicich se imunocytochemického vysetfeni modi.

Metoda cytobloku je na rozdil od LBC levna
a dostupna ve vétsiné cytologickych laboratofi. Ne-

Ces Urol 2019; 23(1): 36-42

Tab. 3. Prostd korelace mezi expresi ve tkdni a v cy-
tobloku

Tab. 3. Rank correlation between tissue and cell
block expression

Spearmantv
marker grade korelac¢ni p
koeficient
viechny 0,638 < 0,0001
Ki-67 LG 0,404 0,045
HG 0,335 0,015
vsechny 0,500 0,0001
MCM2 LG 0,385 0,06
HG 0187 0,19
viechny 0,715 < 0,0001
MCM5 LG 0,665 0,0003
HG 0425 0,002
viechny 0,689 0,0001
p53 LG 0,214 0,3
HG 0,715 <0,0001
LG - low-grade karcinom; HG - high-grade karcinom
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amarkeru p53 ve tkdni (C) a v cytobloku (D), zvétseni 400X
Fig. 2. High-grade urothelial carcinoma, expression of Ki-67 in tissue section (A) and in cell block section (B) and
expression of p53 in tissue section (C) and in cell block section (D), magnification 400X

vyZaduje specidlni pfistrojové vybaveni. Nejvetsim
Uskalim této metody je viak dosaZzeni dostatecné
bunécnosti vzorku (9, 17, 18).

V této studii jsme prokazali vyznamné rozdily
v expresich vybranych protildtek mezi LG a HG
nadory, at uz se jednalo o cytobloky nebo tkané
nadoru. Za predpokladu adekvatni bunéénosti
cytobloku ma tedy imunocytochemické vysetre-
ni stejnou vypovédni hodnotu jako imunohisto-
chemické vysetfeni tkané. Navic pfinasi vyhodu
prakticky neomezeného skladovani cytologické-
ho materidlu pro vysetfeni v budoucnosti.

Ze zkoumanych protilatek jsou neslibnéjsi ze-
jména protilatky Ki-67 a MCM5, u nichz korelovaly
exprese mezi tkdnémi a cytobloky v pfipadé LG
i HG nador.

Limitujicim faktorem je ve skupiné LG nador(
pfedevsim nizka bunécnost cytoblokd. Z toho

dlvodu mohlo byt v této fazi zafazeno do stu-
die pouze 25 pacientl s diagndzou LG nadoru.
Nizka prolifera¢ni aktivita LG nador0 se projevi
niZsi reaktivitou bunék pfi imunocytochemic-
kém prikazu prolifera¢nich markerd, coz snizuje
vytéznost imunocytochemie v porovnani s HG
nadory.

ZAVERY

Reaktivita viech zkoumanych protilatek vykazu-
je signifikantnf rozdily mezi low-grade a high-grade
nadory, a to jak v tkdnovych fezech (v imunohis-
tochemickém vysetieni), tak v fezech z cytoblokU
(v imunocytochemickém vysetfeni).

U vsech zkoumanych protildtek jsme proka-
zali korelaci exprese ve tkanovém fezu s expresi

Ces Urol 2019; 23(1): 36-42
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v fezu z cytobloku. Imunocytochemické vysetfeni tochemické vysetfeni nadorové tkané. Tim rozsi-
materidlu z cytobloku s adekvatni bunécnosti fuje moznosti neinvazivniho vysetfeni pacientd
ma stejnou vypovédni hodnotu jako imunohis- s urotelidinfmi nadory.
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