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Souhrn

Uvod: Cilem préce bylo posoudit pfitomnost exprese p53 a Ki 67 u pacienttl s lokalizovanym konvenénim (svétlobun&&nym) re-
nalnim karcinomem.

Soubor a metodika: Do studie bylo zafazeno 70 pacientl s konvenénim (svétlobuné&&nym) renalnim karcinomem kategorie pT1
a pT2. U 58 pacientll byla provedena nefrektomie a u 12 pacientl resekce ledviny. Exprese proteint p53 a Ki 67 byla stanovena
ve tkani tumoru i v nenadorové tkani ledviny. Vysledky imunohistochemického vySetfeni byly vyjadfeny semikvantitativné pomoci
HSCORE. Béhem primeérné doby sledovani 21 mésicl doslo k recidivé tumoru u 8 nemocnych.

Vysledky: Exprese p53 v nddorové tkani byla pfitomna u 65 % a exprese Ki 67 u 96 % pacientll. Kvantita exprese obou proteinu by-
la signifikantné vy$si v nadorové nez v nenadorové tkani. Kvantita exprese p53 v nadoru nekorelovala s klinicko-patologickymi fak-
tory ani s prib&hem onemocnéni. Kvantita exprese Ki 67 v nadorové tkani stoupala tmérné s gradem nadoru a jevila uréitou sou-
vislost s dalSim prib&hem onemocnéni, vliv vSak nebyl statisticky vyznamny. Vysoka hodnota exprese Ki 67 v nenadorové tkani
signifikantné korelovala s rizikem vzniku recidivy onemocnéni.

Zavér: Expresi p53 a Ki 67 ve tkani nadoru Ize prokazat u vysokého procenta pacientt s lokalizovanym konvenénim renalnim kar-
cinomem.

Kliéova slova: lokalizovany konvenéni (svétlobunécny) renalni karcinom, recidiva nadoru, imunohistochemické vysetfeni, p53 —
Ki 67.

P53 AND KI 67 EXPRESSION IN PATIENTS WITH LOCALIZED CONVENTIONAL RENAL CELL CARCINOMA

Summary:

Introduction: The aim was to assess the presence of p53 and Ki 67 expression in patients with localized conventional (clear cell)
renal cell carcinoma.

Material and methods: Seventy patients with stage pT1 and pT2 conventional (clear cell) renal cell carcinoma were included in the
study. Nephrectomy was performed in 58 patients and renal resection in 12. Expression of p53 a Ki 67 was detected in both can-
cerous and non-cancerous tissues of the kidney. Immunohistochemistry results were evaluated semiquantitatively using HSCORE.
During a mean follow-up of 21 months tumour recurrence occurred in 8 patients.

Results: Expression of p53 in tumour tissue was present in 65% and expression of Ki 67 in 96% of patients. The quantity of ex-
pression of both proteins was significantly higher in cancerous tissue as compared to non-cancerous tissue. The quantity of p53
expression in the tumour did not correlate with the clinical-pathological factors nor with the course of the disease. The quantity of
Ki 67 expression in the cancerous tissue increased accordingly with the tumour grade and was somewhat related to the further
course of the disease, this influence, however, was not statistically significant. The high level of Ki 67 expression in the non-can-
cerous tissue correlated significantly with the risk of disease recurrence.

Conclusion: Expression of p53 and Ki 67 in the cancerous tissue can be detected in a high proportion of patients with localized
conventional renal cell carcinoma.

Key words: localized conventional (clear cell) renal cell carcinoma, tumour recurrence, immunohistochemistry test, p53 — Ki 67.

Ceska urologie 2006; 1: 5-9

Ceska urologie 1/2006



Uvod

V roce 1999 bylo v Ceské republice diagnostikovano
2260 renalnich karcinomd. V témze roce dosahla stan-
dardizovana incidence 19,7/100000 u muz(, respektive
9,1/100000 u zen, coz pfedstavuje nejvyssi hodnoty ve
sveté. NejCastéjsSi histologickou variantou je konvenc-
ni (svétlobunécny) rendlni karcinom, ktery tvofi zhruba
70% vSech malignich nador ledvin (1).

NejvyznamnéjSim prognostickym faktorem je patolo-
gicka klasifikace, pficemz nadory ohrani¢ené na ledvinu
§i nebo generalizované tumory. Pétileté nadorové spe-
cifické preziti je odhadovano na 83-93% u nadorl pT1
a 57% u pT2 (2). Rlzna mira zavaznosti je pfisuzovana
dalSim prognostickym faktoriim, které jsou vyuzivany
v rliznych predikénich modelech, jako je velikost nadoru,
stupen diferenciace (grade), symptomy onemocnéni ne-
bo celkovy stav nemocného (3-7).

Pfes relativné dobrou prognézu lokalizovanych kon-
vencnich (svétlobuné&nych) rendlnich karcinomd nelze
v individualnich pfipadech jednoznaéné predpovédét ri-
ziko recidivy onemocnéni. V této souvislosti je diskuto-
van potencialni pfinos rdznych tkanovych molekularnich
markeru.

Cilem nasi prospektivni studie bylo zhodnotit pfitom-
nost exprese proliferaéniho faktoru Ki 67 a nadorového
supresorového genu p53 ve tkani lokalizovaného kon-
vencniho (svétlobunééného) renalniho karcinomu, po-
soudit korelaci s klinicko-patologickymi faktory jako je
velikost nebo grade tumoru a konec¢né i diskutovat pro-
gnosticky vyznam tohoto stanoveni.

Material a metodika

Do studie bylo zafazeno 70 nemocnych operovanych
v obdobi od listopadu 2002 do bfezna 2005 pro lokalizo-
vany konvencni (sveétolobunécny) renalni karcinom. Cha-
rakteristika pacientll je uvedena v tabulce 1. U 58 pa-
cientd byla indikovana nefrektomie, u 12 pacientt pélova
nebo mezorenalni resekce ledviny.

Tabulka 1. Charakteristika pacientt a nadorG
Pocet pacientt 70
Zeny 23, Muzi 47
Primérny vék 60,81 (33-85) roku
Nefrektomie 58 Resekce 12
pT1 54 (77,1 %) pT2 16 (22,9 %)
Primérna velikost 5,6 cm (2-12cm)
G140 (57,1 %) G2 27 (38,6 %) G3 3 (4,3 %)
21,03 + 9,79 mésice

Pohlavi

Vék v dobé operace

Operaéni vykon

Patologicka kategorie T

Velikost nadoru

Nukleérni grade dle Fuhrmanové
Primérna doba sledovani

Nefrektomie byla provedena z transperitonealniho
pfistupu s primarni ligaturou renalniho hilu a naslednym
odstranénim ledviny v€etné tukového pouzdra. Adrena-
lektomie tvofila rutinni sou¢ast operace pouze u nador(
lokalizovanych v kranialni poloviné ledviny.

K polové nebo klinové resekci byli indikovani pacienti
s vhodné lokalizovanym nadorem do velikosti 4cm. Vo-
len byl lumbotomicky pfistup obvykle z posledniho me-
zizebfi a vykon byl proveden v teplé ischémii. Radikalita
vykonu byla histologicky potvrzena negativnimi okraji re-
sekéni plochy a negativni biopsii ze spodiny.

Stav panevnich lymfatickych uzlin byl hodnocen na
zakladé CT vySetfeni a peroperacniho palpacniho na-
lezu. U Zzadného z nemocnych zafazenych do studie ne-
byly timto zpisobem zachyceny znamky uzlinového po-
stizeni. Pacienti neméli klinicky prokazatelné vzdalené
metastdzy a u zadného z nich nebyla indikovana ad-
juvantni terapie. VSichni pacienti byli zafazeni do dis-
penzariza¢niho programu, ktery zahrnoval kontrolni kli-
nické vySetfeni, odbéry (FW, biochemie séra, KO), RTG
snimek plic a ultrasonografické nebo CT vySetfeni re-
troperitonea. Interval mezi jednotlivymi kontrolami €inil 6
mésicl béhem prvnich 2 let a nasledné byl prodlouzen
na 12 mésicl. Recidiva onemocnéni byla definovana ja-
ko loziskovy nalez v retroperitoneu nebo jako novy vznik
metastatického onemocnéni.

Nador byl klasifikovan dle TNM klasifikace, verze
z roku 2002 (8). Odstranéna ledvina nebo jeji resekova-
na Céast byla odeslana k rutinnimu histologickému vySet-
feni. Ve vSech pfipadech zafazenych do této studie se
jednalo o konvenc¢ni (svétlobunéény) rendlni karcinom,
stupen diferenciace byl stanoven na zakladé jadernych
zmén dle Fuhrmanové (9).

K imunohistochemickému vySetfeni byla pouzita ma-
kroskopicky nejvyznamnéjsi ¢ast nddoru. Soucasné byl
vySetfen i vzorek normalni tkdné ledviny z dostatecné
vzdalenosti od tumoru, jehoz nenadorovy charakter byl
potvrzen histologickym vySetfenim.

Preparat k imunohistochemickému vysetfeni byl pfi-
praven béznym a dfive popsanym zplisobem (10). K de-
tekci proteinu p53 jsme pouzili protilatku DO-1 (Imuno-
tech), k detekci Ki 67 protilatku MIB-1 (DAKO).

Vyhodnoceni nélezu bylo provedeno pomoci optického
mikroskopu. Za pozitivni zbarveni byla povazovana pou-
ze jaderna imunoreaktivita. Vyhodnoceno bylo minimalné
300-600 nadorovych jader v 6 reprezentativnich polich.

K vyjadfeni vysledku byl pouzit postup McCartyho
v modifikaci dle Bacusové (11). Jedna se o semikvanti-
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tativni metodu, ktera bere v Gvahu nejen procento po-
zitivnich nadorovych bunék, ale i intenzitu jejich pozitivity
kvantifikovanou do &tyf stupnd:

0 negativni

1 pozitivni slabé, ale detekovatelny oproti negativnimu
2 pozitivni distinktné

3 pozitivni silné

Vycisluje se tzv. HSCORE dle vzorce: HSCORE = X
P, (i+1), kde je i néktery ze 4 vySe uvedenych stupit a P,
kolis& od 0 do 100 %.

Vysledkem je Ciselny Gdaj dosahujici hodnot mezi 100
a 400, pfitemz pfisluSsnou hodnotu doplfiujeme pfedpo-
nou HS. Zcela negativni nalez tedy oznac¢ime jako HS
100, nejvysS8i moznou pozitivni hodnotu pak HS 400.

Ke statistickému zhodnoceni byl pouzit software SAS
(Statistical Analysis System) pro Windows, SAS version
9.1 (SAS Inc., Cary, NC, USA). Porovnani stfednich poloh
v parovych stanovenich bylo provedeno dle Wilcoxono-
va parového testu (Wilcoxon Signed-Rank Test), protoze
meéfené parametry nevykazovaly gaussovska rozdéleni.
Spearmanuv pofadovy korelaéni koeficient byl uzit z di-
vodu negaussovského rozdéleni méfenych parametr(
a potencialné nelinearniho vztahu mezi nimi. VSech-
ny testované hypotézy byly oboustranné a pfedem byla
zvolena hladina vyznamnosti o = 0,05. Pro odhad funk-
ci preziti byla pouzita metoda dle Kaplana-Meiera, kfiv-
ky byly srovnany pomoci log-rank testu. Vliv jednotlivych
parametri na dobu preziti bez progrese byl analyzovan
pomoci Coxova modelu proporcionalnich rizik.

Vysledky

Exprese proteinu p53, respektive Ki 67, ve tkani tumo-
ru nebyla z technickych divodu stanovena vzdy u 1 ne-
mocného. Hodnota exprese p53 se pohybovala v roz-
sahu od HS 100,0 do 239,6, pficemz nebyla pfitomna
(HS =100,0) u 24 (34,8 %) nemocnych. Exprese Ki 67 do-
sahovala hodnot od HS 100,0 do 252,2 a jeji Uplna ab-
sence byla zaznamenana u 3 nemocnych (4,3 %).

Naprosta nepfitomnost exprese p53 a Ki 67 v nena-
dorové tké&ni byla zaznamendéna u 65, respektive u 53 ne-
mocnych. Priimérné hodnoty exprese p53 a Ki 67 v na-

Tabulka 2. Priméma hodnota a rozsah exprese p53 a Ki 67 (v HS)
v nadorové i nenadorové tkani

Nédor Nenadorova tkan P
p53 125,10 (100,0-230,6) 100,88 (100,0-140,2) p<0,0001
Ki 67 125,07 (100,0-252,2) 105,75 (100,0-186,7) p<0,0001

dorové i nenadorové tkani jsou uvedeny v tabulce 2.
U obou antigent byla kvantita exprese signifikantne vys-
8i ve tk&ni tumoru nez v nenadorové tkéni (p< 0,0001 pro
p53 i Ki 67).

Pfi hodnoceni vzajemné korelace velikosti tumoru, gra-
du a hodnot exprese p53 a Ki 67 jsme nalezli statisticky
vyznamnou korelaci pouze mezi gradem a velikosti na-
doru (Spearmanuv korela¢ni koeficient 0,247, p = 0,039),
mezi gradem a kvantitou exprese Ki 67 v nadorové tkani
(Spearmanuv korela¢ni koeficient 0,297, p = 0,013), mezi
kvantitou exprese p53 a Ki 67 ve tkani tumoru (Spearma-
ndv korelacni koeficient 0,296, p = 0,014), respektive mezi
kvantitou exprese p53 a Ki 67 v nenadorove tkani (Spear-
manuv korelacni koeficient 0,31, p = 0,024).

Recidiva onemocnéni se v pribéhu sledovani objevi-
la u 8 (11,43 %) nemocnych. Ve vSech pfipadech se jed-
nalo o pacienty léCené radikalni nefrektomii.

Graf 1. Preziti bez recidivy onemocnéni v zavislosti na kvantité exprese Ki 67 ve
tkani tumoru
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Recidiva onemocnéni se objevila u 2 pacientl s na-
dorem G1 (5%), u5 s nadorem G2 (18,5%) au 1 pacienta
s nadorem G3 (33,3 %). Rozdil vSak nedoséhl statistické
vyznamnosti (p = 0,123, log-rank test). Prognosticky vy-
znam velikosti tumoru se v naSem souboru nepodafilo
prokazat.

K recidivé doslo u 6 z 35 (17,14%) nemocnych s vy-
sokou hodnotou exprese Ki 67 ve tkani tumoru ve srov-
nani s pouhymi 2 z 34 (5,88%) s hodnotou nizkou (jako
prahova hodnota byl pouzit median exprese, tedy 117,59,
graf 1). Ani zde v8ak rozdil nebyl statisticky vyznamny
(p = 0,188, log-rank test). V pfipadé exprese p53 nebyla
nalezena zadna korelace mezi jeji kvantitou a rizikem re-
cidivy onemocnéni.

Prekvapivé doslo k progresi u 3 z 5 pacientd, kde
hodnota exprese Ki 67 v nenadorové tkani presahla 115
HS. Pfi pouziti této prahové hodnoty pro posouzeni rizika
recidivy onemocnéni byl rozdil statisticky vyznamny (p =
0,034, log-rank test — graf 2).

Pfi pouziti multivariantniho Coxova modelu proporcio-
nalnich rizik, do kterého jsme jako faktory zaradili vék ne-
mocného, velikost tumoru, grade a expresi p53 a Ki 67 v na-
dorové, respektive nenddorové tkani, byly jako nezavislé
prognostické faktory identifikovany grade nadoru a kvantita
exprese Ki 67 v nenadorové tkani (tabulka 3).

Diskuze

Podstatou nadorového rlstu je bunééna proliferace,
ktera se vymkla zdkonitostem zdravych tkéni. Dle sou-
¢asnych predstav se jedna o slozity a nékolikastupnovy
proces, na némz se zfejmé vyznamnou meérou uplatiu-
ji poruchy funkce genu regulujicich pribéh bunééného
cyklu. V nasi praci jsme se zaméfili na studium nadoro-
vého supresorového genu p53, ktery je kliCovym genem
v kancerogenezi zodpovédnym za kontrolu prabéhu bu-
nécného cyklu a ochranu integrity genomu, coz mu pfi-
nasi oznaceni strazce genomu (12).

Tabulka 3. Multivariantni Coxdv model proporciondlnich rizik pro pfedpovéd
recidivy onemocnéni

Hazards ratio P 95% ClI
Vék pacienta 1,095 0,169 0,962-1,247
Velikost tumoru 1,137 0,480 0,797-1,622
Grade tumoru 6,628 0,046 1,036-42,41
P53 v tumoru 1,010 0,655 0,967-1,055
P53 v nenadorové tkani 0,000 0,996 0,000-99999
Ki 67 v tumoru 0,983 0,490 0,936-1,032
Ki 67 v nenadorové tkani 1,053 0,038 1,003-1,105

Mutace genu p53 jsou €astou anomalii u mnoha ma-
lignit. Mutace mohou stabilizovat protein p53 a zpUso-
bovat tak jeho jadernou akumulaci, coz umozhuje imu-
nohistochemickou detekci (13). Gen p53 se stal sttedem
zajmu od chvile, kdy bylo zji§téno, Zze jeho anomadlie se
vyskytuji u vice nez 50% malignich onemocnéni (14).
V pfipadé renalnich karcinomu jsou v§ak nazory na jeho
roli a prognosticky vyznam velmi rozporupiné (15). Ne-
davno publikovana prace, ktera retrospektivné hodnoti-
la fadu potencialnich marker u 193 pacient( l1éCenych
nefrektomii pro lokalizovany konvenéni renalni karcinom,
identifikovala kromé T kategorie i expresi p53 jako ne-
zavisly prognosticky faktor (16). Jiné prace vsak k po-
dobné optimistickym vysledkim nedosly (17). Nase vy-
sledky ukazaly pfitomnost exprese p53 ve tkani tumoru
u dvou tfetin hodnocenych nalezl, nepotvrdily vSak ko-
relaci mezi kvantitou exprese a klinickymi parametry ani
jeji prognosticky vyznam.

Druhym hodnocenym faktorem byl protein Ki 67, je-
hoz exprese je zachytitelna béhem G1 a S faze, pficemz
rapidné klesd po ukon&eni mitézy. Je proto povazovan
za velmi dobry faktor hodnotici proliferaéni aktivitu tka-
né (15). V souladu s jinymi autory jsme prokézali korelaci
exprese Ki 67 s gradem nadoru (15, 17). Byt jsme po-
zorovali ur€ity vliv kvantity exprese ve tkani tumoru na
riziko recidivy onemocneéni, rozdil nebyl statisticky vy-
znamny. Koreluje to se zavéry jinych autord, z nichz jen
néktefi prokazali statisticky vyznamnou predikéni hod-
notu tohoto faktoru (16—19).

K naSemu pfekvapeni se nejvyznamnéj$im prognos-
tickym ukazatelem stala kvantita exprese Ki 67 v nena-
dorové tkani, coz zatim jinymi autory popsano nebylo.
V této souvislosti je tfeba zminit dysplastické zmény tu-
bularniho epitelu popsané v okoli konvenéniho renalniho
karcinomu (20, 21). | v naSem souboru byla pozitivita Ki
67 pfitomna pfevazné v tubularnich burnkach kury, vy-
Setfujici (JD) v8ak typické rysy dysplazii ani pfi opako-
vaném hodnoceni nepozoroval. Podkladem pozitivity Ki
67 by mohla byt rovnéz vy$8i proliferacni aktivita zdravé
tkané v ledviné postizené nadorem. Ani to vSak nem(ize
vysvétlit vliv Ki 67 pozitivity v nenddorové tkani na pro-
gndzu maligniho onemocnéni, proto se touto skute€nosti
budeme déle zabyvat.

Nadory ledvin patfi mezi maligni onemocnéni s pro-
kazanymi genetickymi zménami, které se uplatfiuji v pro-
cesu kancerogeneze (22). Vzhledem k nespolehlivosti
klinicko-patologickych faktorl pfi predpovédi pribéhu
onemocnéni se nabizi moznost vyuziti riznych mole-
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kularnich markert. Dle nékterych novéjsich sdéleni mo-
hou molekularni faktory byt vyznamnym pfinosem v pro-
gnostickych modelech (23). Cela problematika je vSak
zfejmé slozitéjSi a genetické zmény komplexnéjsi, nez
jsme si jesté pfed nékolika lety pfedstavovali. Vyplyvaji
z toho nejednoznacné vysledky studii, kieré se zameé-
fuji pouze na jednotlivé genetické odchylky, coz je jis-
té limitaci i naSi prace. Jsme si védomi rovnéz dalSich
omezeni studie, kam patfi hlavné relativné kratka doba
sledovani. Pfesto naSe prace pfinesla fadu zkuSenosti
a nékteré noveé informace, které vSak bude nutno ovéfit
ve studiich nasleduijicich.

Zaver

Exprese proteinu p53 v nadorové tkani byla pro-
kazana u dvou tfetin pacientl s lokalizovanym kon-
venénim (svétlobuné&nym) renalnim karcinomem led-
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