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SOUHRN

Cilem nasi studie je posoudit prognosticky vyznam mikrovaskuldrni denzity ve tkani povr-
chovych nddord mocového méchyre a zhodnotit vztah mezi mikrovaskuldrni denzitou a jadernou
akumulaci p53. Soubor této prospektivni studie tvorilo 61 pacientli s povrchovym urotelidlnim
karcinomem mocového méchyre. Pacientim byly odebrdny vzorky a imunohistochemicky byl
prokazovdn CD34. Takto barvené preparéty byly vyhodnocovany v obrazové analytickém systému
LUCIA. Sledovanymi znaky byla prlimérnd relativni plocha cév na 1/12 mm? a maximaln{ relativn{
plocha cév na 1/12 mm’. Protein p53 byl detekovdn pomoci monoklondlni protilatky DO-1.
K interpretaci ndlez( byla pouzita semikvantitativni metoda McCartyho, intenzita p53—pozitivity
byla vycislena jako tzv. HSCORE. Vsichni pacienti byli sledovani (18 —48 meésict) a léceni dle ob-
vyklych schémat. Vysledky byly hodnoceny pomoci statistického systému SAS (Cary, USA).
V pribéhu sledovani byla zaznamenana recidiva onemocnéni u 39 sledovanych. U 9 z nich doslo
k progresi malignity do formy invazivniho tumoru. Souvislost mezi mikrovaskuldrni denzitou,
maximadlni mikrovaskuldrni denzitou a recidivou tumoru prokdzédna nebyla. Byla zjisténa statis-
ticky nevyznamnd souvislost mezi zvySenou mikrovaskuldrn{ denzitou a rizikem progrese
onemocneni. Statisticky vyznamnd se naopak v nasem souboru ukdzala korelace HSCORE
s CD34—mikrovaskuldrni denzitou (p < 0,0493). Lze konstatovat, ze kvantita imunohistochemic-
kého vysetieni mikrovaskuldrni denzity mtize byt pomocnym prognostickym faktorem u nemoc-
nych s povrchovym urotelidlnim karcinomem mocového méchyre. Podle nasich vysledki Ize pred-
pokladat urcitou roli p53 v regulaci angiogeneze povrchovych urotelidlnich karcinoma.

SUMMARY

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 The samples were withdrawn from the patients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 mm?2 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.
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UvoD

Typickym rysem povrchovych nadori mocového méchyre jsou
jejich cetné recidivy spojené s rizikem progrese onemocnéni. Velkd
pozornost je proto vénovadna nejriznéjsim prognostickym fak-
tordim, které se snazi predpovédét budouci chovani malignity.
Jednim z takovych prognostickych faktor( je i mira angiogeneze,
vyjadiovand jako mikrovaskuldrni denzita.

Angiogeneze obecné je proces vzniku nové kapildrni sité z pre-
existujicich cév. Fyziologicky se vyskytuje v embryogenezi nebo pi
hojen{ ran [1]. Nadorova angiogeneze je dllezitd nejen pro pro-
gresivni nadorovy rlst, ale rovnéz usnadnuje proces metastazovani
[2-4]. Doposud bylo identifikovdno nékolik angiogennich ris-
tovych faktor( (endotelidlni rdstovy faktor, bazicky fibroblastovy
ristovy faktor, tymidin fosforyldza, transformujici rlistovy faktor -
TGFo. a B), které jsou exprimovany malignimi burikami a pUsobi
vznik nové kapildrni sité z kapildr ptritomnych v prilehlém hostitel-
ském stromatu. K této novotvorené siti kapildr se pripojuji nddoro-
vé bunky, po proteolyze bazdlni membrany, migraci a intravazaci
dochdzi ke vzniku metastdz [5]. Z toho vyplyvd, Ze by mél existo-
vat linedrni vztah mezi poctem vznikajicich metastdz a poctem
naddorovych bunék, které se dostanou do obéhu, jez je zdvisly prave
na nadorové vaskularni denzité [6].

Prognostickd hodnota angiogeneze je u riiznych typl nadorti
zkoumadna od doby, kdy Weidner popsal, Ze vysoké vaskuldrni
skdre je spojeno se vznikem vzddlenych metastdz [7]. Metodou,
ktera kvantifikuje nddorovou angiogenezi uvnitf nadoru, je
stanoveni tzv. mikrovaskuldrni denzity (MVD). Principem je iden-
tifikace mist v nddoru s vysokou hustotou cév pod mikroskopem
(tzv. hot spots) a stanoveni maximaln{ mikrovaskuldrni denzity.
Tento zplisob je vyhodnéjsi nez vysetfovani mikrovaskularni den-
zity v ndhodné vybranych mistech tumoru, nebot rozsah neovas-
kularizace uvnitf nddoru byva rozdilny, pfitom mista s nejvetst
angiogenezi se nachdzeji typicky v rdstovych zéndch nadoru,
zatimco nizkd mikrovaskuldrni denzita byvéd v centrélnich, nekro-
tickych oblastech nddoru [7-8]. Kvantitativni vztah mezi nddoro-
vou angiogenezi a progndzou byl zjistén u tady lidskych nadord,
mezi néz patiti karcinom prsu, prostaty, plic a maligni melanom
[9-12]. Obecné plati, ze fenotyp nadoru s vétsi vaskuldrni denzitou
je spojen s méné piiznivou progndézou [13]. Radou recentnich
studii bylo prokdzano, Ze zvySend mikrovaskuldrni denzita ve tkdni
invazivniho urotelidlniho karcinomu je nezavislym prognostickym
faktorem pro progresi karcinomu a nddorové specifické preziti
a koreluje s vyssi incidenci lymfatickych metastdz [14-16]. Zvysena
mikrovaskuldrni denzita miize pomoci identifikovat nemocné
s invazivnim urotelidlnim karcinomem, ktefi by byli vhodnymi
kandidaty k adjuvantni chemoterapii [14,1517].

Prognostickd hodnota mikrovaskuldrni denzity u nemocnych
s povrchovym urotelidlnim karcinomem mocového meéchyre je
nejasnd. Urceni mist s maximdlni mikrovaskuldrni denzitou je pro
papilarni morfologii povrchového urotelidlniho karcinomu obtizné
[18]. Doposud bylo provedeno pouze nékolik studii zabyvajicich se
prognostickym vyznamem stanoveni mikrovaskuldrni denzity
u nemocnych s povrchovym urotelidlnim karcinomem mocového
meéchyre a v 7ddné nebyla zaznamendna signifikantni korelace
mezi recidivou a progresi nadoru a mikrovaskuldrni{ denzitou
[1819].

Prestoze bylo navrzeno nékolik mechanizmt, kterymi by
mohly byt nadorové endotelidlni buriky regulovéany, presny mecha-
nizmus neni stale znam. Predpokldda se vliv tumor-supresorovych
genll [20,21].

Nadorovy supresorovy gen p53 mize napriklad regulovat stu-
pen nadorové angiogeneze pro svou schopnost kontrolovat pro-
dukci trombospondinu-1, G¢inného inhibitoru riistu endotelialnich
bunék. Bylo zjisténo, 7e p53 zvysuje tvorbu trombospondinu-1 ve
fibroblastech. Ztrta genu p53 je spojena se vznikem angiogenntho
fenotypu tumoru a naslednym narlistem agresivniho chovéni, coz
svédci pro mozny vliv p53 na angiogenezi [22]. Vztah mezi mikro-
vaskuldrnf denzitou a jadernou p53—akumulaci byl prokdzdn u inva-
zivniho karcinomu mocového méchyre [14-16]. U povrchového
karcinomu se timto vztahem zabyvalo pouze minimum studii a sou-
vislost mezi mikrovaskuldrn{ denzitou a p53 byla nevyznamna [19].

Cilem nasi studie je posoudit Cetnost mikrovaskuldrni denzity
pomoci imunohistochemického priikazu CD34 ve tkdni povrcho-
vych nador mocového méchyre, respektive uvazit prognosticky
vyznam tohoto ukazatele a déle posoudit vztah mikrovaskuldrni
denzity a mutace genu p53, zjistované neprimo imunohisto-
chemicky priikazem proteinu p53 u stejného souboru nemocnych.

MATERIAL A METODIKA

V rdmci prospektivni studie byly vysetfeny vzorky tkdné povr-
chovych nddorfi mocového méchyre od 61 pacient{. Charakteris-
tika souboru je uvedena v tab. 1.

distribuce pohlavi 14 Zen, 47 muzQ

vek 36-90 let (pramérny 67,7 roku)
délka sledovani 18 —48 mésicli (primeérné 28,4 mésice)
predchozi anamnéza 31 prvozéachyt nddoru, 30 recidiva
TNM Klasifikace 40 Ta, 21 T1

histologicka diferenciace | 21 G1, 35 G2, 5 G3

Tab. 1. Charakteristika souboru.

Vsichni pacienti méli predoperacné sterilni moc. Pro hodno-
ceni mikrovaskuldrni denzity byl pouzit formol-parafinovy mate-
ridl urotelidlnich karcinomt. V histologickych tezech z parafi-
novych blokt o tloustce 4 um byly imunohistochemicky prokazany
endotelie pomoci monoklondlni protildtky proti CD34 firmy
Immunotech (obr. 1). Na prepardtech byla ndsledné vyhleddna
(zvétSeno 40x) mista s nejvyssi vaskuldrni denzitou (tzv. hot spots).
12 zornych poli ve 200ndsobném zvétsen{ z kazdého vysetrova-
ného preparatu bylo uloZeno jako obrazova databaze v systé-
mu LUCIA (Laboratory Universal Computer Image Analysis) -
- Laboratory imaging, Praha. Pouzit byl mikroskop Microphot FXA,
PlanApo 20 x 1, 9V a RGB kamera JVC TK 1070E. Plocha 1 obrazu
ve zvétseni 20 x 10 = 103 586 um’. Pouzity rozsah méteni na
12 obrazech znamenal vysetieni priblizné 1 mm? nddorové plochy
(s vyjimkou interpapildrnich dsekd, které byly vylouceny pomoci
bindrni masky uzité v méteni). Pomoci uzivatelského programu
v systému LUCIA byla vyhodnocena mikrovaskuldrni denzita
(obr. 2-4). Sledovanymi znaky byly celkovd plocha nadoru,
priimérna relativni plocha cév na 1/12 mm?, maximalni relativni
cévni plocha na 1/12 mm?’.

K detekci proteinu p53 byla pouzita protilitka DO-1. Pfi
urCovéni pozitivniho zbarveni byla hodnocena pouze jaderna imu-
noreaktivita. Vysetfovdno bylo vzdy minimdlné 200 nddorovych
jader v nékolika reprezentativnich polich. K interpretaci ndlezl
byla pouzita metoda McCartyho v modifikaci podle Bacusové.
Tento postup usiluje o vyssi stupen objektivity vyuzitim pocitacové
techniky. Jde o semikvantitativni metodu, kterd bere v tivahu nejen
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Obr. 1. Imunohistochemické zobrazeni endotelii pomoci monoklo-
ndlni protildtky proti CD34.
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Obr. 3. Vyhodnoceni mikrovaskuldrni denzity pomoci uzivatelského
programu v systému LUCIA - zobrazeni obvodu cév.
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Obr. 2. Vlyhodnoceni mikrovaskuldrni denzity pomoci uZivatelského
programu v systému LUCIA - odstranéni interpapildrnich dseku.

procento pozitivnich nddorovych bunék, ale rovnéz intenzitu pozi-
tivity kvantifikovanou do 4 stupndl (0 - negativni, 1- slabé pozi-
tivni, 2 - pozitivn{ distinktné, 3 - pozitivni silné€). Vycisluje se tzv.
HSCORE, pticemz HSCORE = ZP (i + 1), kde i je néktery ze 4 vyse
uvedenych stupriti a P kolisd od 0 do 100 %. Vysledkem je ciselny
udaj dosahujici hodnot od 100 do 400. Zcela negativni nalez ma
hodnotu HS 100, nejvyssi moznou hodnotou je pak HS 400. Zpra-
cované prepardty byly zobrazeny v obrazové analytickém systému
LUCIA na obrazovce a pomoci programu bylo zarazeno do prislus-
né skupiny minimdlné 200 nddorovych jader v nékolika reprezen-
tativnich polich. Hranic¢ni hodnota byla stanovena na HS 200.

Vsichni pacienti byly poté sledovédni podle obvyklych schémat
zahrnujicich pravidelné cystoskopické a cytologické kontroly.
Intravezikalni chemoterapie nebo imunoterapie byly indikovany
podle obvyklych kritéri.

STATISTICKE HODNOCENI

Veskerd statistickd analyza byla vypracovdna pomoci systému
SAS (Statistical Analysis Systém, SAS version 8.2, SAS Inc, Cary, NC,

Obr. 4. Viyhodnoceni mikrovaskuldrni denzity pomoci uZivatelského
programu v systému LUCIA - zobrazeni plochy cév.

USA). Funkce preziti bez navratu choroby a Casy do progrese byly
porovnany pomoci Log-Rank testu a Wilcoxonova zobecnéného
testu.

Metoda dle Kaplana-Meiera (zvand téz product limit method)
byla uzita pro odhad funkei preziti.

Porovndni stfednich poloh 2 distribuci bylo provedeno pomoci
ANOVA-testu, nebo dle Wilcoxonova neparového testu. Souvislost
mezi nomindlnimi parametry byla testovdna y-kvadrat testem.
Vsechny testované hypotézy byly oboustranné a predem byla
zvolena hladina vyznamnosti o = 0,05. VSechny testované hypo-
tézy Hy vs Hy byly formulovdny pred sbérem dat, a nebyla uzita
zadnd z metod adjustace pro mnohondsobna porovndvéni.

VYSLEDKY

V priibéhu sledovéni byla zaznamendna recidiva onemocnéni
u 39 (64 %) sledovanych. U 9 z nich (15 %) doslo k progresi malig-
nity do formy invazivniho tumoru. Primérné hodnoty HSCORE
a mikrovaskuldrni denzity zjiStované pomoci CD34 a jejich vztah
k dalsimu prtibéhu onemocnéni ukazuje tab. 2.
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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
CD34,,, | 23,035| 23,142|< 0,9673| 28,268| 22,115 |<0,0630

Tab. 2. Priimérné hodnoty HSCORE a mikrovaskuldrni denzity zjisto-
vané pomoci CD34 a jejich vztah k dalsimu pribéhu onemocnéni

Souvislost mezi mikrovaskuldrni denzitou, maximdlni
mikrovaskuldrni denzitou a budouci recidivou tumoru nebyla
prokazéna, jak je patrno z grafu (graf 5). Zaznamenali jsme urcitou
souvislost mezi zvysenou mikrovaskuldrni denzitou a rizikem pro-
grese onemocneénti (graf 6 a Kaplanovy-Meierovy krivky na grafu 7
a 8). Ackoliv tato souvislost nedosahovala pro CD34 i pro CD34,,,,
statistické vyznamnosti, byla pfi hodnoceni vlivu maximdln{
mikrovaskuldrn{ denzity (CD34,,,,) na riziko progresi ziskdna p-
value 0,0630, ktera by u vétSiho souboru mohla byt statisticky vyz-
namna. Statisticky vyznamna se v nasem souboru ukdzala korelace
CD34 mikrovaskuldrni denzity s HSCORE (r = 0,27; p < 0,0493),
coz milZe svédcit pro urcitou roli p53 v regulaci angiogeneze povr-
chovych urotelidlnich karcinomd. Korelace mikrovaskuldrni denzi-
ty CD34 a CD34,,, s hloubkou nddorové invaze nebyla zazna-

mendna (p < 0,1678, resp. p < 0,4930). Stejné korelace mikro-
vaskuldrni denzity CD34 a CD34,,,, s mirou histologické diferen-
ciace nebyla patrnd (p < 0,0739, resp. p < 0,1015).

DISKUSE

Radou recentnich studii bylo prokdzdno, Ze zvySena
mikrovaskuldrn{ denzita ve tkdni invazivntho urotelidlniho karcino-
mu je nezavislym prognostickym faktorem pro progresi karcinomu
a nddorové specifické preziti [14-16]. Nicméné prognostickd hod-
nota stanoven{ mikrovaskuldrni denzity u nemocnych s povr-
chovym urotelidlnim karcinomem mocového méchyre zlstava
stdle nejasnd. Jednim z diivodd je fakt, Ze metodika stanoveni
mikrovaskuldrni denzity nebyla doposud standardizovana, coz
znesnadnuje srovnavani jednotlivych studif a ureni jejich dlivéry-
hodnosti [23]. U povrchovych papildrnich karcinomd mocového
méchyre je navic presné hodnocen{ vaskularity obtizné, protoze
kazdd papildrni struktura obsahuje svoje vlastni fibrovaskuldrni
jadro, a je tézké urcit, ktera cast tumoru ma byt hodnocena [14].
Némi pouzité pocitacové zpracovani obrazu ndm vsak umoznilo
hodnotit mikrovaskuldrni denzitu i v prepardtech z povrchovych
karcinom{i mocového méchyre.

Neovaskularizace se zfejmé v tumorigenezi karcinomu
mocového méchyre uplatiiuje pomérné casné, pro coz svédci ndlez
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Graf 5. Graf zobrazujici vztah recidivy tumoru a CD 34, resp.
CD 34,

Graf 7. Kaplanovy-Meierovy krivky pro progresi tumoru a CD 34.
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Graf 6. Graf zobrazujici vztah progrese tumoru a CD 34, resp.
CD 340

Graf 8. Kaplanovy-Meierovy kiivky pro progresi tumoru
a CD 34,
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pri pouziti fluorescencni angiografie, ktery u papildrnich karci-
nomd mocového méchyre a rovnéz u tumoru in situ zobrazuje
zvySenou vaskularitu [24]. Obecné plati, Ze porozuméni regulaci
nadorové angiogeneze md zasadni dilezitost, nebot identifikace
specifickych enviromentalnich a genetickych faktorl zodpovéd-
nych za regulaci neovaskularizace u kterékoli dané malignity
usnadni vyvoj novych lécebnych strategii, které budou ovliviiovat
vaskularitu nddoru. V pripadé povrchového karcinomu mocového
meéchyre by mély vést ke snizeni Cetnosti recidiv a progresi. Na
fibrosarkomovém modelu bylo prokdzdno, Ze inaktivace tumor—
—supresorového genu p53 vede k zvySené produkci induktort
a snizené produkci inhibitord, jejimz vysledkem je nastaveni
rovnovédhy ve prospéch neovaskularizace [25]. Grossfeld prokdzal
asociaci mutace p53 se zvysenou mikrovaskuldrni denzitou
u nemocnych s invazivnim karcinomem mocového méchyre [22].
V literature je opét pouze minimum studif zabyvajicich se souvis-
losti mezi p53 a mikrovaskuldrni denzitou u nemocnych s povr-
chovym urotelidlnim karcinomem. Reiherem byla popsana nevyz-
namnd korelace mezi mikrovaskuldrni denzitou uréenou imuno-
histochemicky pomoci priikazu CD31 a CD34 a p53, z ¢ehoz bylo
usuzovdno, ze p53 neni primdrnim reguldtorem angiogeneze
v této populaci nemocnych a ze zpisob regulace je na rozdil od
invazivnich karcinomt méchyte odlisny [19]. Podle nasich dat se
zdd, Ze i u povrchového karcinomu mocového méchyte je p53 jed-
nim z moznych faktord, které reguluji angiogenezi.

ZAVER

Kvantita imunohistochemického vysetfeni mikrovaskuldrni
denzity u nemocnych s povrchovym urotelidlnim karcinomem
mocového meéchyre mize prindSet pomocnou prognostickou
informaci. K definitivnimu uréeni vyznamu mikrovaskuldrni den-
zity jako prognostického faktoru pro povrchovy karcinom
mocového méchyre bude treba provést rozsahlejsi studie.
Statisticky vyznamnd souvislost mezi mikrovaskuldrni denzitou
a jadernou akumulaci p53 svédci pro to, Ze p53 ma urcitou ulohu
v regulaci nadorové vaskularizace u povrchového karcinomu
mocového méchyre.

Prdce byla podporena granty IGA MZ NC 8095-3/2004
a VZ MSM 111100005.
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