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SSOOUUHHRRNN

Cílem naší studie je posoudit prognostický význam mikrovaskulární denzity ve tkáni povr-
chových nádorů močového měchýře a zhodnotit vztah mezi mikrovaskulární denzitou a jadernou
akumulací p53. Soubor této prospektivní studie tvořilo 61 pacientů s povrchovým uroteliálním
karcinomem močového měchýře. Pacientům byly odebrány vzorky a imunohistochemicky byl
prokazován CD34. Takto barvené preparáty byly vyhodnocovány v obrazově analytickém systému
LUCIA. Sledovanými znaky byla průměrná relativní plocha cév na 1/12 mm2 a maximální relativní
plocha cév na 1/12 mm2. Protein p53 byl detekován pomocí monoklonální protilátky DO-1. 
K interpretaci nálezů byla použita semikvantitativní metoda McCartyho, intenzita p53–pozitivity
byla vyčíslena jako tzv. HSCORE. Všichni pacienti byli sledováni (18 – 48 měsíců) a léčeni dle ob-
vyklých schémat. Výsledky byly hodnoceny pomocí statistického systému SAS (Cary, USA). 
V průběhu sledování byla zaznamenána recidiva onemocnění u 39 sledovaných. U 9 z nich došlo
k progresi malignity do formy invazivního tumoru. Souvislost mezi mikrovaskulární denzitou,
maximální mikrovaskulární denzitou a recidivou tumoru prokázána nebyla. Byla zjištěna statis-
ticky nevýznamná souvislost mezi zvýšenou mikrovaskulární denzitou a rizikem progrese
onemocnění. Statisticky významná se naopak v našem souboru ukázala korelace HSCORE 
s CD34–mikrovaskulární denzitou (p < 0,0493). Lze konstatovat, že kvantita imunohistochemic-
kého vyšetření mikrovaskulární denzity může být pomocným prognostickým faktorem u nemoc-
ných s povrchovým uroteliálním karcinomem močového měchýře. Podle našich výsledků lze před-
pokládat určitou roli p53 v regulaci angiogeneze povrchových uroteliálních karcinomů.
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SSUUMMMMAARRYY

IMMUNOHISTOCHEMICAL DETECTION OF MICROVASCULAR DENSITY IN THE TISSUE 
OF SUPERFICIAL CANCERS OF URINARY BLADDER, THE RELATION BETWEEN 
THE MICROVASCULAR DENSITY AND THE p53 NUCLEAR ACCUMULATION

The object of our study is to evaluate the prognostic significance of microvascular density and
the p53 nuclear accumulation. In the set of this prospected study there were involved 61 patients
with superficial urothelial urinary bladder cancer. The samples were withdrawn from the patients
and CD34 was immunohistochemically proved there.   Such coloured preparations were evalua-
ted in the image analysis system LUCIA. The features observed were the average relative vascular
area on 1/12 mm2 and the maximal relative vascular area on 1/12 mm2

The P53 protein was detected by means of monoclonal antibody DO-1. McCarty´s semi-
quantitative method was used for the interpretation of the finding, the p53-positivity intesity was
figured out as so-called HSCORE. All the patients were observed (18-48 months) and treated
according to the common schemes. The results were evaluated by means of SAS statistic system
(Cary, USA). During the observation there was recorded the relapse of the disease in 39 observed
patients.  At 9 of them the malignity progressed into the form of invasive tumour. The relation
between the microvascular density, maximal microvascular density and the relapse of tumour
was not proved. There was found a statistically  insignificant relation between the increased
microvascular density and the risk of the disease progression. On the contrary, to be statistically
significant turned out the correllation of HSCORE with CD34- microvascular density (p < 0,0493).
It can be stated that the quantity of immunohistochemical examination of microvascular density
may be a supplementary prognostic factor at the patients with the superficial urothelial carcino-
ma of urinary bladder. According to our results a certain role of p53 in the regulation of angio-
genesis of superficial urothelial carcinomas can be presumed. 



ÚÚVVOODD

Typickým rysem povrchových nádorů močového měchýře jsou
jejich četné recidivy spojené s rizikem progrese onemocnění. Velká
pozornost je proto věnována nejrůznějším prognostickým fak-
torům, které se snaží předpovědět budoucí chování malignity.
Jedním z takových prognostických faktorů je i míra angiogeneze,
vyjadřovaná jako mikrovaskulární denzita.

Angiogeneze obecně je proces vzniku nové kapilární sítě z pre-
existujících cév. Fyziologicky se vyskytuje v embryogenezi nebo při
hojení ran [1]. Nádorová angiogeneze je důležitá nejen pro pro-
gresivní nádorový růst, ale rovněž usnadňuje proces metastazování
[2-4]. Doposud bylo identifikováno několik angiogenních růs-
tových faktorů (endoteliální růstový faktor, bazický fibroblastový
růstový faktor, tymidin fosforyláza, transformující růstový faktor -
TGFα a β), které jsou exprimovány maligními buňkami a působí
vznik nové kapilární sítě z kapilár přítomných v přilehlém hostitel-
ském stromatu. K této novotvořené síti kapilár se připojují nádoro-
vé buňky, po proteolýze bazální membrány, migraci a intravazaci
dochází ke vzniku metastáz [5]. Z toho vyplývá, že by měl existo-
vat lineární vztah mezi počtem vznikajících metastáz a počtem
nádorových buněk, které se dostanou do oběhu, jež je závislý právě
na nádorové vaskulární denzitě [6]. 

Prognostická hodnota angiogeneze je u různých typů nádorů
zkoumána od doby, kdy Weidner popsal, že vysoké vaskulární
skóre je spojeno se vznikem vzdálených metastáz [7]. Metodou,
která kvantifikuje nádorovou angiogenezi uvnitř nádoru, je
stanovení tzv. mikrovaskulární denzity (MVD). Principem je iden-
tifikace míst v nádoru s vysokou hustotou cév pod mikroskopem
(tzv. hot spots) a stanovení maximální mikrovaskulární denzity.
Tento způsob je výhodnější než vyšetřování mikrovaskulární den-
zity v náhodně vybraných místech tumoru, neboť rozsah neovas-
kularizace uvnitř nádoru bývá rozdílný, přitom místa s největší
angiogenezí se nacházejí typicky v růstových zónách nádoru,
zatímco nízká mikrovaskulární denzita bývá v centrálních, nekro-
tických oblastech nádoru [7-8]. Kvantitativní vztah mezi nádoro-
vou angiogenezí a prognózou byl zjištěn u řady lidských nádorů,
mezi něž patří karcinom prsu, prostaty, plic a maligní melanom  
[9-12]. Obecně platí, že fenotyp nádoru s větší vaskulární denzitou
je spojen s méně příznivou prognózou [13]. Řadou recentních
studií bylo prokázáno, že zvýšená mikrovaskulární denzita ve tkáni
invazivního uroteliálního karcinomu je nezávislým prognostickým
faktorem pro progresi karcinomu a nádorově specifické přežití 
a koreluje s vyšší incidencí lymfatických metastáz [14-16]. Zvýšená
mikrovaskulární denzita může pomoci identifikovat nemocné 
s invazivním uroteliálním karcinomem, kteří by byli vhodnými
kandidáty k adjuvantní chemoterapii [14,15,17].

Prognostická hodnota mikrovaskulární denzity u nemocných 
s povrchovým uroteliálním karcinomem močového měchýře je
nejasná. Určení míst s maximální mikrovaskulární denzitou je pro
papilární morfologii povrchového uroteliálního karcinomu obtížné
[18]. Doposud bylo provedeno pouze několik studií zabývajících se
prognostickým významem stanovení mikrovaskulární denzity 
u nemocných s povrchovým uroteliálním karcinomem močového
měchýře a v žádné nebyla zaznamenána signifikantní korelace
mezi recidivou a progresí nádoru a mikrovaskulární denzitou
[18,19]. 

Přestože bylo navrženo několik mechanizmů, kterými by
mohly být nádorové endoteliální buňky regulovány, přesný mecha-
nizmus není stále znám. Předpokládá se vliv tumor-supresorových
genů [20,21].

Nádorový supresorový gen p53 může například regulovat stu-
peň nádorové angiogeneze pro svou schopnost kontrolovat pro-
dukci trombospondinu-1, účinného inhibitoru růstu endoteliálních
buněk. Bylo zjištěno, že p53 zvyšuje tvorbu trombospondinu-1 ve
fibroblastech. Ztráta genu p53 je spojena se vznikem angiogenního
fenotypu tumoru a následným nárůstem agresivního chování, což
svědčí pro možný vliv p53 na angiogenezi [22]. Vztah mezi mikro-
vaskulární denzitou a jadernou p53–akumulací byl prokázán u inva-
zivního karcinomu močového měchýře [14-16]. U povrchového
karcinomu se tímto vztahem zabývalo pouze minimum studií a sou-
vislost mezi mikrovaskulární denzitou a p53 byla nevýznamná [19].

Cílem naší studie je posoudit četnost mikrovaskulární denzity
pomocí imunohistochemického průkazu CD34 ve tkáni povrcho-
vých nádorů močového měchýře, respektive uvážit prognostický
význam tohoto ukazatele a dále posoudit vztah mikrovaskulární
denzity a mutace genu p53, zjišťované nepřímo imunohisto-
chemicky průkazem proteinu p53 u stejného souboru nemocných. 

MMAATTEERRIIÁÁLL  AA  MMEETTOODDIIKKAA

V rámci prospektivní studie byly vyšetřeny vzorky tkáně povr-
chových nádorů močového měchýře od 61 pacientů. Charakteris-
tika souboru je uvedena v tab. 1.

Všichni pacienti měli předoperačně sterilní moč. Pro hodno-
cení mikrovaskulární denzity byl použit formol-parafinový mate-
riál uroteliálních karcinomů. V histologických řezech z parafi-
nových bloků o tloušťce 4 µm byly imunohistochemicky prokázány
endotelie pomocí monoklonální protilátky proti CD34 firmy
Immunotech (obr. 1). Na preparátech byla následně vyhledána
(zvětšeno 40×) místa s nejvyšší vaskulární denzitou (tzv. hot spots).
12 zorných polí ve 200násobném zvětšení z každého vyšetřova-
ného preparátu bylo uloženo jako obrazová databáze v systé-
mu LUCIA (Laboratory Universal Computer Image Analysis) -
- Laboratory imaging, Praha. Použit byl mikroskop Microphot FXA,
PlanApo 20 × 1, 9V a RGB kamera JVC TK 1070E. Plocha 1 obrazu
ve zvětšení 20 × 10 = 103 586 µm2. Použitý rozsah měření na 
12 obrazech znamenal vyšetření přibližně 1 mm2 nádorové plochy
(s výjimkou interpapilárních úseků, které byly vyloučeny pomocí
binární masky užité v měření). Pomocí uživatelského programu 
v systému LUCIA byla vyhodnocena mikrovaskulární denzita 
(obr. 2-4). Sledovanými znaky byly celková plocha nádoru,
průměrná relativní plocha cév na 1/12 mm2, maximální relativní
cévní plocha na 1/12 mm2.

K detekci proteinu p53 byla použita protilátka DO-1. Při
určování pozitivního zbarvení byla hodnocena pouze jaderná imu-
noreaktivita. Vyšetřováno bylo vždy minimálně 200 nádorových
jader v několika reprezentativních polích. K interpretaci nálezů
byla použita metoda McCartyho v modifikaci podle Bacusové.
Tento postup usiluje o vyšší stupeň objektivity využitím počítačové
techniky. Jde o semikvantitativní metodu, která bere v úvahu nejen
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distribuce pohlaví 14 žen, 47 mužů
věk 36 – 90 let (průměrný 67,7 roku)
délka sledování 18 – 48 měsíců (průměrné 28,4 měsíce)
předchozí anamnéza 31 prvozáchyt nádoru, 30 recidiva
TNM klasifikace 40 Ta, 21 T1
histologická diferenciace 21 G1, 35 G2, 5 G3

TTaabb..  11..  Charakteristika souboru.



procento pozitivních nádorových buněk, ale rovněž intenzitu pozi-
tivity kvantifikovanou do 4 stupňů (0 - negativní, 1- slabě pozi-
tivní, 2 - pozitivní distinktně, 3 - pozitivní silně). Vyčísluje se tzv.
HSCORE, přičemž HSCORE = ΣP (i + 1), kde i je některý ze 4 výše
uvedených stupňů a P kolísá od 0 do 100 %. Výsledkem je číselný
údaj dosahující hodnot od 100 do 400. Zcela negativní nález má
hodnotu HS 100, nejvyšší možnou hodnotou je pak HS 400. Zpra-
cované preparáty byly zobrazeny v obrazově analytickém systému
LUCIA na obrazovce a pomocí programu bylo zařazeno do přísluš-
né skupiny minimálně 200 nádorových jader v několika reprezen-
tativních polích. Hraniční hodnota byla stanovena na HS 200.

Všichni pacienti byly poté sledováni podle obvyklých schémat
zahrnujících pravidelné cystoskopické a cytologické kontroly.
Intravezikální chemoterapie nebo imunoterapie byly indikovány
podle obvyklých kritérií.

SSTTAATTIISSTTIICCKKÉÉ  HHOODDNNOOCCEENNÍÍ

Veškerá statistická analýza byla vypracována pomocí systému
SAS (Statistical Analysis Systém, SAS version 8.2, SAS Inc, Cary, NC,

USA). Funkce přežití bez návratu choroby a časy do progrese byly
porovnány pomocí Log-Rank testu a Wilcoxonova zobecněného
testu.

Metoda dle Kaplana-Meiera (zvaná též product limit method)
byla užita pro odhad funkcí přežití. 

Porovnání středních poloh 2 distribucí bylo provedeno pomocí
ANOVA–testu, nebo dle Wilcoxonova nepárového testu. Souvislost
mezi nominálními parametry byla testována χ-kvadrát testem.
Všechny testované hypotézy byly oboustranné a předem byla
zvolena hladina významnosti α = 0,05. Všechny testované hypo-
tézy H0 vs H1 byly formulovány před sběrem dat, a nebyla užita
žádná z metod adjustace pro mnohonásobná porovnávání. 

VVÝÝSSLLEEDDKKYY

V průběhu sledování byla zaznamenána recidiva onemocnění 
u 39 (64 %) sledovaných. U 9 z nich (15 %) došlo k progresi malig-
nity do formy invazivního tumoru. Průměrné hodnoty HSCORE 
a mikrovaskulární denzity zjišťované pomocí CD34 a jejich vztah 
k dalšímu průběhu onemocnění ukazuje tab. 2. 
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OObbrr..  11..  Imunohistochemické zobrazení endotelií pomocí monoklo-
nální protilátky proti CD34.

OObbrr..  22..  Vyhodnocení mikrovaskulární denzity pomocí uživatelského
programu v systému LUCIA - odstranění interpapilárních úseků.

OObbrr..  33..  Vyhodnocení mikrovaskulární denzity pomocí uživatelského
programu v systému LUCIA - zobrazení obvodu cév.

OObbrr..  44..  Vyhodnocení mikrovaskulární denzity pomocí uživatelského
programu v systému LUCIA - zobrazení plochy cév.



Souvislost mezi mikrovaskulární denzitou, maximální
mikrovaskulární denzitou a budoucí recidivou tumoru nebyla
prokázána, jak je patrno z grafu (graf 5). Zaznamenali jsme určitou
souvislost mezi zvýšenou mikrovaskulární denzitou a rizikem pro-
grese onemocnění (graf 6 a Kaplanovy-Meierovy křivky na grafu 7
a 8). Ačkoliv tato souvislost nedosahovala pro CD34 i pro CD34max
statistické významnosti, byla při hodnocení vlivu maximální
mikrovaskulární denzity (CD34max) na riziko progresí získána p-
value 0,0630, která by u většího souboru mohla být statisticky výz-
namná. Statisticky významná se v našem souboru ukázala korelace
CD34 mikrovaskulární denzity s HSCORE (r = 0,27; p < 0,0493),
což může svědčit pro určitou roli p53 v regulaci angiogeneze povr-
chových uroteliálních karcinomů. Korelace mikrovaskulární denzi-
ty CD34 a CD34max s hloubkou nádorové invaze nebyla zazna-

menána (p < 0,1678, resp. p < 0,4930). Stejně korelace mikro-
vaskulární denzity CD34 a CD34max s mírou histologické diferen-
ciace nebyla patrná (p < 0,0739, resp. p < 0,1015).

DDIISSKKUUSSEE

Řadou recentních studií bylo prokázáno, že zvýšená
mikrovaskulární denzita ve tkáni invazivního uroteliálního karcino-
mu je nezávislým prognostickým faktorem pro progresi karcinomu
a nádorově specifické přežití [14-16]. Nicméně prognostická hod-
nota stanovení mikrovaskulární denzity u nemocných s povr-
chovým uroteliálním karcinomem močového měchýře zůstává
stále nejasná. Jedním z důvodů je fakt, že metodika stanovení
mikrovaskulární denzity nebyla doposud standardizována, což
znesnadňuje srovnávání jednotlivých studií a určení jejich důvěry-
hodnosti [23]. U povrchových papilárních karcinomů močového
měchýře je navíc přesné hodnocení vaskularity obtížné, protože
každá papilární struktura obsahuje svoje vlastní fibrovaskulární
jádro, a je těžké určit, která část tumoru má být hodnocena [14].
Námi použité počítačové zpracování obrazu nám však umožnilo
hodnotit mikrovaskulární denzitu i v preparátech z povrchových
karcinomů močového měchýře.

Neovaskularizace se zřejmě v tumorigenezi karcinomu
močového měchýře uplatňuje poměrně časně, pro což svědčí nález
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Recidiva Progrese
ano ne p ano ne p

HS 224,56 194,51 < 0,0156 242,85 201,87 < 0,0075
CD34 10,656 9,88 < 0,53 12,42 10,033 < 0,1356
CD34max 23,035 23,142 < 0,9673 28,268 22,115 < 0,0630

TTaabb..  22..  Průměrné hodnoty HSCORE a mikrovaskulární denzity zjišťo-
vané pomocí CD34 a jejich vztah k dalšímu průběhu onemocnění.

GGrraaff  55..  Graf zobrazující vztah recidivy tumoru a CD 34, resp. 
CD 34max.

GGrraaff  66..  Graf zobrazující vztah progrese tumoru a CD 34, resp. 
CD 34max.

GGrraaff  77..  Kaplanovy-Meierovy křivky pro progresi tumoru a CD 34.

GGrraaff  88..  Kaplanovy-Meierovy křivky pro progresi tumoru 
a CD 34max.



při použití fluorescenční angiografie, který u papilárních karci-
nomů močového měchýře a rovněž u tumoru in situ zobrazuje
zvýšenou vaskularitu [24]. Obecně platí, že porozumění regulaci
nádorové angiogeneze má zásadní důležitost, neboť identifikace
specifických enviromentálních a genetických faktorů zodpověd-
ných za regulaci neovaskularizace u kterékoli dané malignity
usnadní vývoj nových léčebných strategií, které budou ovlivňovat
vaskularitu nádoru. V případě povrchového karcinomu močového
měchýře by měly vést ke snížení četnosti recidiv a progresí. Na
fibrosarkomovém modelu bylo prokázáno, že inaktivace tumor–
–supresorového genu p53 vede k zvýšené produkci induktorů 
a snížené produkci inhibitorů, jejímž výsledkem je nastavení
rovnováhy ve prospěch neovaskularizace [25]. Grossfeld prokázal
asociaci mutace p53 se zvýšenou mikrovaskulární denzitou 
u nemocných s invazivním karcinomem močového měchýře [22].
V literatuře je opět pouze minimum studií zabývajících se souvis-
lostí mezi p53 a mikrovaskulární denzitou u nemocných s povr-
chovým uroteliálním karcinomem. Reiherem byla popsána nevýz-
namná korelace mezi mikrovaskulární denzitou určenou imuno-
histochemicky pomocí průkazu CD31 a CD34 a p53, z čehož bylo
usuzováno, že p53 není primárním regulátorem angiogeneze 
v této populaci nemocných a že způsob regulace je na rozdíl od
invazivních karcinomů měchýře odlišný [19]. Podle našich dat se
zdá, že i u povrchového karcinomu močového měchýře je p53 jed-
ním z možných faktorů, které regulují angiogenezi.

ZZÁÁVVĚĚRR

Kvantita imunohistochemického vyšetření mikrovaskulární
denzity u nemocných s povrchovým uroteliálním karcinomem
močového měchýře může přinášet pomocnou prognostickou
informaci. K definitivnímu určení významu mikrovaskulární den-
zity jako prognostického faktoru pro povrchový karcinom
močového měchýře bude třeba provést rozsáhlejší studie.
Statisticky významná souvislost mezi mikrovaskulární denzitou 
a jadernou akumulací p53 svědčí pro to, že p53 má určitou úlohu
v regulaci nádorové vaskularizace u povrchového karcinomu
močového měchýře.

Práce byla podpořena granty IGA MZ NC 8095-3/2004 
a VZ MSM 111100005.
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