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Souhrn

Soukup V, Babjuk M, Duskova J, Pesl M,
Szakacsova M, Zamec¢nik L, Dvoracek J,
Povysil C. Prognosticky vyznam exprese
p53, Ki-67 ve tkani urotelialniho karcino-
mu a nenadorové sliznici mocového mé-
chyre

Cil:

Cilem prospektivni studie bylo posoudit pro-
gnosticky vyznam exprese p53, Ki-67 ve tkani
urotelialniho karcinomu a ve vzorcich z nend-
rodové sliznice mo¢ového méchyte.

Material a metoda:

Do studie bylo zarazeno 48 pacientd s primo-
zachytem Ta, T1 urotelidlniho karcinomu mo-
¢ového méchyte, kteti byli sledovani primeér-
né 31,3 mésice. K imunohistochemické detekci
p53 a Ki-67 byly pouzity primarni protilatky
(Immunotech/DAKO). Mira exprese byla hod-
nocena semikvantitativné a vyjadrena pomoci
tzv. HSCORE, pri¢emz plati, ze HSCORE =
2Pi(i+ 1), kdeije jeden ze ¢ty stupnd poziti-
vity, Pi je procento pozitivnich jader. Pacienti
byli sledovani dle obvyklych schémat.

Vysledky:

Byly hodnoceny pomoci statistického systému
SAS (Cary, USA). K recidivé tumoru doslo u 21
pacientd, k progresi u 4 pacienttl. Primérna
hodnota exprese p53 hodnocena jako H-SCO-
RE ve vzorcich z tumoru byla 139,3, ve vzorcich
z nenadorové sliznice 118,2. Pro Ki-67 byly
hodnoty 126,2 v tumoru a 107,6 v nenddorové
sliznici. Mira exprese p53 v tumoru a v nend-
dorové sliznici spolu signifikantné souvisely
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(p = 0,0019), stejny vztah nebyl zji$tén pro
Ki-67. S intervalem bez recidivy onemocné-
ni z vy$etfovanych parametrt souvisela pou-
ze mira exprese Ki-67 v nenddorové sliznici
(p = 0,023), hrani¢ni hodnota HSCORE byla
vypocitdna na 127,66. Exprese p53, Ki-67 ve
tkani tumoru signifikantné souvisela s nado-
rovym grade (p = 0,003 a p = 0,004). V mul-
tivariantni analyze pouze mira exprese Ki-67
v nenddorové sliznici a multifokalita mély ne-
zavislou predpovédni hodnotu ve vztahu k re-
cidivé onemocnéni.

Zavér:

U pacientt s urotelidlnim karcinomem moco-
vého méchyrte exprese p53 a Ki-67 v tumoru
a v nenddorové sliznici spolu navzajem souvi-
si. Exprese Ki-67 v nenadorové sliznici prinasi
nezavislou prognostickou informaci ve vztahu
k riziku recidivy tumoru, a mize tak mit sou-
vislost s vyskytem metachronni multiplicity
urotelidlniho karcinomu mocového méchyre.
Definitivni hodnoceni bude mozné po prove-
deni rozsahlejsich studii.

Klicova slova:
urotelidlni karcinom mocového méchyte, ne-
nadorova sliznice, p53, Ki-67.

Summary

Soukup V, Babjuk M, Duskova J, Pesl M,
Szakacsova M, Zamecnik L, DvoracekJ, Po-
vysil C. Prognostic value of p53, Ki-67 ex-
pression in the urothelial carcinoma tissue
and urinary bladder non-tumor mucosa

Aim:

The aim of the prospective study was to assess the
prognostic value of p53, Ki-67 expression level in
the urothelial carcinoma tissue and in the sam-
ples of urinary bladder non-tumor mucosa.

Material and methods:

Forty eight patients with first history of Ta,
T1 urinary bladder carcinoma were enrolled
into the study. They were all followed for 31,3

month at average. Primary antibodies (Imu-
notech/DAKO) were used to detect p53 and
Ki-67 positivity. The expression was evaluated
semi quantitatively and expressed as HSCORE,
where HSCORE = Xpi (i + 1), in which I is one
of the four positivity grades, Pi stands for the
positive nuclei percentage. All patients were
included into the follow-up program. The re-
sults were evaluated in the statistical system
SAS (Cary, USA).

Results:

The tumor recurrence was detected in 21 pa-
tients, and tumor progression in four patients.
The average p53 expression value in the tumor
samples was 139.3, in the samples of non-tu-
mor mucosa was 118.2. The average Ki-67 val-
ues were 126.2 in the tumor samples and 107.6
in the non tumor mucosa. P53 positivity in
the tumor and non-tumor mucosa correlated
significantly (p = 0.0019), nevertheless, not the
same relation was found for Ki-67. The level of
expression Ki-67 in non tumor musoca corre-
lated significantly with recurrence-free inter-
val (p = 0.023), the cut-off level was calculated
127.66. Ki-67 and p53 expression in the tumor
tissue were significantly related to the tumor
grade (p =0.003 and p = 0.004, resp.). The level
of Ki-67 expression in non-tumor mucosa and
tumor multiplicity had independent prognos-
tic value in the relation to the cancer recur-
rence.

Conclusion:

The level of p53, Ki-67 expression in tumor tis-
sue correlated with those levels in non-tumor
mucosa. The level of Ki-67 expression in non-
tumor mucosa brings independent prognostic
information in relation to the cancer recur-
rence and could be the cause of urinary bladder
urothelial carcinoma multiplicity. Further re-
search has to be done for the final assessment.

Key words:
urinary bladder urothelial carcinoma, non-
tumor mucosa, p53, Ki-67.



UVOD

Urotelidlni karcinom mocového méchyie
(KMM) patti mezi druhou nejéastéjs$i malig-
nitu urogenitalniho traktu. V dobé diagnézy
je u 70-80 % pacientt zjistén nador, ktery je
lokalizovan pouze ve sliznici ¢i podslizni¢nim
vazivu a Ize jej kompletné odstranit transure-
tralni resekci. Vime, Ze u vice nez 80 % téch-
to pacient dojde v priibéhu dlouhodobého
sledovani k recidivé tumoru, z toho v 10 az
15% pripadll se jedna o formu invazivniho
tumoru mocového méchyte (1, 2). Pro 1é¢bu
nemocnych s nddorem mocového méchyte
m4é zcela zdsadni vyznam odhad budouciho
chovani malignity. K ur¢eni prognézy se jiz
bézné pouzivaji klinické prognostické fakto-
ry, mezi které patfi hloubka nadorové invaze,
mira histologické diferenciace, velikost nado-
ru, pocet nadort, pocet predchozich recidiv
a pritomnost carcinoma in situ. VySe vyjme-
nované prognostické faktory umozni zataze-
ni pacienta do prislu$né rizikové skupiny, coz
urcuje dal$i zpasob 1é¢by a sledovani. I pres-
to, Ze je na jejich zdkladé predpovédét pri-
béh onemocnéni daného pacienta, pokracuje
vyzkum na poli molekularné prognostickych
markert.

Jednou z nejvyznamnéj$ich charakteristik
karcinomu mocového meéchyre je cetny vy-
skyt synchronni a metachronni multifokality.
Bylo prokazano, Ze nemocni s mnohocet-
nym tumorem maji vyssi riziko recidivy (2,
3). Mechanismus vzniku synchronni a meta-
chronni mutifokality urotelidlniho KMM vsak
zlistava nejasny. Doposud byly publikovany
dvé zakladni hypotézy. Podle prvni je prici-
nou multifokality migrace nadorovych bunék
z primarniho tumoru do nenddorového uro-
telu. Tuto teorii podporuje analyza multifokal-
nich a recidivujicich tumord, podle které tyto
tumory maji identicky klonalni pivod (4-6).
Druhd zakladni teorie je teorie plo§ného de-
fektu, kterd je zalozena na predpokladu, ze do
vytvareni tumort je zavzata sliznice jako celek
a karcinom mocového méchyre mtize byt po-
vazovan za slizni¢ni onemocnéni. Podle této
teorie dochazi piisobenim karcinogeni udalos-
ti k tvorbé mnoha ¢aste¢né transformovanych
bunéénych klonti, pricemz pokud v téchto
bunkach dojde k dal$imu genetickému posko-
zeni, vznikne oligoklonalni tumor (7-10). Na-
zor na pri¢inu multifokality KMM neni tedy
doposud jednozna¢ny a mél by byt predmétem
dalsiho zkoumani.

Mutace genu TP53 patfi mezi casté gene-
tické abnormality u vét$iny papilarnich i in-
vazivnich urotelidlnich karcinomt mocového
méchyte. U téchto nadorti lze imunohisto-
chemicky zjistit zvySenou expresi proteinu
p53 v bunééném jadre. Jaderny antigen Ki-67,
marker buné¢né proliferace, koreluje s mirou
ristu rady lidskych nadort vcetné urotelial-
niho karcinomu. Diky pravidelnosti, s jakou
je u karcinomu mocového méchyre pritomna
zvy$end exprese p53 a zvySend prolifera¢ni
aktivita Ki-67, Ize tyto pouzit jako markery
urotelidlnich bunék s vyznamnym genetickym
poskozenim (11).

MATERIAL A METODA

V ramci prospektivni studie byly vysetfeny
vzorky tkané tumoru a nenadorové sliznice u 48
nemocnych s primozachytem povrchového uro-
telidlniho karcinomu mocového méchyre. Bio-
psieznenddorové sliznice byla provedena vdobé
transuretralni resekce tumoru méchyte z mista
vzdaleného alespon 3 cm od okraje tumoru. To,
ze se jednalo o povrchovy nador a nenadorovou
sliznici, bylo potvrzeno histologicky.

K detekci proteinu p53 byla pouzita pro-
tilitka BP53-12-1. Rezy byly odparafinovany
a zavodnény. Antigen byl demaskovan varem
v tlakovém hrnci v citratovém pufru pH 6 po
dobu 5 minut, po oplachu destilovanou vodou
a vystaveni{ neimunnimu séru a bez oplachu
se preparat inkuboval po dobu 70 minut s pri-
marni protilatkou p53 (uzita od fy Immuno-
tech) pfi pokojové teploté. Nasledoval oplach
v PBS pufru pH 7,4-7,6 ttikrat po dobu 5 mi-
nut, nasledné inkubace se spojovaci biotinizo-
vanou protilatkou 10 minut pfi pokojové tep-
loté, opét oplach v PBS pufru pH 7,4-7,6 tii-
krat po dobu 5 minut, po té piisobeni strepta-
vidin - peroxidazovového komplexu 10 minut
pii pokojové teploté, oplach v PBS pufru pH
7,4-7,6 ttikrat po dobu 5 minut. Nésledovalo
vyvolani peroxiddzové reakce v DAB 10-20
minut, oplach destilovanou vodou tfikrat. Pro
zesileni barevné intenzity bylo pouzito moreni
3-5% roztokem CuSO, a dobarveni jader he-
matoxylinem po dobu 30 sekund.

Postup pfi detekei Ki-67 byl obdobny, byla
pouzita primdarni protilatka MIB-1 1 : 50, inku-
bace 70 minut pti pokojové teploté, po oplachu
v PBS pufru pH 7,4-7,6 ttikrat po dobu 5 mi-
nut nasledovala inkubace Histofine 30 minut
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a po dalsim oplachu v PBS pufru pH 7,4-7,6
trikrat po dobu 5 minut vyvolani peroxidazové
reakce v DAB po dobu 5 minut. Jadra byla do-
barvena Harrisovym hematoxylinem.

Za pozitivni zbarveni byla pouzita pouze
jaderna imunoreaktivita. Hodnoceno bylo
vzdy minimalné 200 jader v nékolika repre-
zentativnich polich. K interpretaci nalezt byla
pouzita metoda McCartyho v modifikaci dle
Bacusové. Tento postup usiluje o vyssi stupen
objektivity vyuzitim pocita¢ové techniky. Jde
o semikvantitativni metodu, ktera bere v uva-
hu nejen procento pozitivnich nddorovych
bunék, ale rovnéz intenzitu pozitivity kvan-
tifikovanou do ¢tyt stupnd: 0 — negativni,
1 - slabé pozitivni, 2 - pozitivni distinktné,
3 - pozitivni silné. Vy¢isluje se tzv. HSCORE,
pricemz HSCORE = ZPi (i + 1), kdeije nékte-
ry ze 4 vy$e uvedenych stupnt a Pi kolisa od
0 do 100 %. Vysledkem je ¢iselny udaj dosa-
hujici hodnot od 100 do 400. Zcela negativni
nalez ma hodnotu HS 100, nejvy$si moznou
hodnotou je pak HS 400. Zpracované prepa-
raty byly zobrazeny v obrazové analytickém
systému LUCIA na obrazovce a pomoci spe-
cidlniho softwaru bylo zarazeno do prislusné
skupiny minimdlné 200 jader v nékolika re-
prezentativnich polich (obr. 1, 2).

Vsichni pacienti byli nasledné sledovani dle
obvyklych schémat zahrnujicich pravidelné
cystoskopické a cytologické kontroly. Intrave-
zikalni chemoterapie nebo imunoterapie byly
indikovany dle obvyklych kritérii.

STATISTICKE HODNOCENI

Veskera statistickd analyza byla vypracova-
na pomoci systému SAS (Statistical Analysis
Systém, SAS version 8.2, SAS Inc., Cary, NC,
USA). Funkce preziti bez navratu choroby
a Casy do progrese byly porovnany pomoci
Log-Rank testu a Wilcoxonova zobecnéné-
ho testu. Metoda dle Kaplana-Meiera (zvana
téz product limit method) byla uzita pro od-
had funkci preziti. Porovnani stfednich po-
loh dvou distribuci bylo provedeno pomoci
ANOVA testu nebo dle Wilcoxonova nepa-
rového testu. Souvislost mezi nomindlnimi
parametry byla testovana x-kvadrat testem.
Vsechny testované hypotézy byly oboustran-
né a predem byla zvolena hladina vyznam-
nosti o = 0,05. V8echny testované hypotézy
H, vs. H, byly formulovany pred sbérem dat

a nebyla uzita Zddnd z metod adjustace pro
mnohondsobna porovnavani.

VYSLEDKY

Do studie bylo zatazeno celkem 48 pacientl
s primozachytem TaT1l urotelidlniho karci-
nomu mocového méchyte. Primérny vék pa-
cientll v dobé diagnézy byl 67,1 let. Jednalo se
0 40 muzi a 8 Zen. K recidivé tumoru béhem
sledovani doslo u 21 pacientt, k progresi do
invazivniho tumoru u 4 pacientll. Primérna
doba sledovani byla 31,3 mésice (tab. 1).

Tab. 1. Charakteristika souboru
Table 1. Patient characteristics

Distribuce pohlavi 8 Zzen, 40 muzu

vek 17-88 let
(prmeérny 67,1 roku)
délka sledovanf . ]?75,6 mesicd
(primérné 31,3 mésice)
TNM Klasifikace 25Ta,23T1

histologicka diferenciace 12G1,26G2,10G3

Vztah mezi expresi p53, Ki-67
v tumoru a nenadorové sliznici

Primérna hodnota exprese p53 hodnocend jako
H-SCORE ve vzorcich z tumoru byla 139,29, ve
vzorcich z nenddorové sliznice 118,24. Vyssi ex-
prese p53 v tumoru signifikantné souvisela se
zvysenou hodnotou p53 v nenadorové sliznici
(p = 0,0019, korela¢ni koeficient -0,437). Stejné
imira exprese Ki-67 v nadorové tkani byla vyssi
(126,62) ve srovnani s mirou exprese ve vzor-
cich z nenddorové sliznice (107,76), vzajemna
souvislost mezi témito parametry v§ak nebyla
statisticky vyznamna (p = 0,2887).

Vztah mezi expresi sledovanych
parametri a rizikem recidivy
a progrese tumoru

Mira exprese p53 v nadorové tkani a nenddo-
rové sliznici nesouvisela s prezivanim bez reci-
divy onemocnéni (p = 0,39 a p = 0,32). Stejné
i mira exprese Ki-67 ve tkdni nadoru nemé-
la souvislost dobou do recidivy onemocnéni
(p = 0,55). Statisticky vyznamnd souvislost mezi
dobou do vzniku recidivy onemocnéni byla zjis-
téna pro miru exprese Ki-67 ve vzorcich z ne-
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Obr. 3.

Kaplan-Meierova metoda odhadu distribu¢ni funkce preZiti (RFl, interval bez recidivy onemocnéni), cut off = 127,66
Cervend — pacienti s HSCORE Ki-67 v nenddorové sliznici <127,66

cernd — pacienti s HSCORE Ki-67 v nenddorové sliznici > 127,66

Fig. 3.

Kaplan-Meier curves of percentage of patients remaining free of recurrence (log-rank test, p- 0,0232), cut off = 127.66
red — patients with Ki-67 in non-tumor mucosa < 127.66

black - patients with Ki-67 in non-tumor mucosa > 127.66

nadorové sliznice (p = 0,0232). Pomoci Coxova : Vysloveni, zda existuje néjaka
modelu proporcionalnich rizik byl stanoven cut- :  gouvislost mezi mirou exprese p53
off miry exprese Ki-67 na hodnotu 127,66. Pa- aKi-67 v tumoru a nenadorové

cienti s touto hodnotou méli 3,8x vyssi riziko re- liznici imi sled L.
cidivy onemocnéni neZ pacienti s hodnotou pod sliznici a ostatnimi sledovanymi

127,66. Viz Kaplan-Maierovy kiivky (obr. 3). parametry
V nasem souboru doslo k progresi pouze
u Ctyf pacientil. Takto maly pocet nelze valid- Byla hodnocena souvislost mezi mirou ex-
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Tab. 2. Multivariacni analyza (COX HAZARD MODEL), pfedpovéd recidivy tumoru
Table 2. Multivariate Cox proportional hazards model analysis for the prediction of tumor recurrence

Hazards ratio P value 95% Cl
exprese Ki-67 v nenddorové sliznici 6,238 0,0080 1,612-24,134
multifokalita 3,620 0,0088 1,382-9,484

nadorové invaze, nadorovym gradem, pfitom-
nosti TIS, multifokalitou a velikosti tumoru.
Ze vsech sledovanych parametrt se ukdzala
statisticky vyznamna pouze souvislost mezi
mirou exprese p53 v tumoru a mirou histolo-
gické diferenciace (p = 0,003), déle mezi mirou
exprese Ki-67 v tumoru a mirou histologické
diferenciace (p = -0,004).

Pro miru exprese p53 a Ki-67 ve vzorcich
z nenadorové sliznice byla ze sledovanych
parametr vyznamna pouze souvislost mezi
expresi p53 a mirou histologické diferenciace
tumoru (p = 0,0392), pro Ki-67 tento vztah ne-
byl potvrzen.

Multivaria¢ni analyza

Ve vztahu k recidivé onemocnéni byly do mul-
tivarianiho Coxova regresnitho modelu za-
fazeny tyto proménné: hodnota exprese p53
a Ki-67 v tumoru a nenadorové sliznici, hloub-
ka nadorové invaze, nadorovy grade, nailez
TIS, velikost tumoru a multifokalita.
Nezavislymi prediktory recidivy byly mul-
tifokalita (p = 0,0273) a mira exprese Ki-67
v nenddorové sliznici (p = 0,0358). Pacienti
s mnohocetnym tumorem méli témér 3,6x
vy$$i riziko recidivy onemocnéni nez pacienti
se solitdrnim tumorem. Pacienti s Ki-67 v ne-
nadorové sliznici vy$§im nez 127,66 méli 6x
vy$si riziko recidivy nez pacienti s hodnotou
niz$i nez 127,66. Multifokalita a mira exprese
Ki-67 byly na sobé vzdjemné nezavislé, jejich
korela¢ni koeficient byl 0,064 (tab. 2).

DISKUSE

Pro stanoveni uc¢inné lé¢by karcinomu mo-
¢ového méchyte je zdsadni urcit, zda se jednd
o onemocnénim celého urotelu nebo zda je
pri¢inou multifokality a recidiv KMM intrae-
pitelidlni migrace nadorovych bunék a vznik
intraepitelidlnich implanta¢nich metastaz.
Naélez genetickych zmén v nadorovych
a soucasné i nenddorovych bunkach urotelu
v dobé diagnézy urotelidlniho karcinomu pod-
poruje teorii plo§ného genetického defektu.

Srovnavani miry imunohistochemické ex-
prese p53 v tumoru a ve vzorcich z nenadoro-
vé sliznice provedl A. Pycha, ktery detekoval
zvy$enou expresi p53 jak ve vzorcich z tumo-
ru, tak i ve vzorcich z nenddorové sliznice,
pfi¢emZ mira exprese v karcinomu byla 3,5x
vy$8i nez ve vzorcich z nenadorové sliznice
(12). Podstatny byl nélez zvy$ené exprese pra-
vé 1 v nenddorové sliznici, ktery nebyl v dfive
publikovanych pracich uvddén (13-15). V na-
$em souboru jsme rovnéz potvrdili vy$si nez
nulovou miru exprese p53 a Ki-67 ve vzorcich
z nenddorového urotelu.

V dfivéjsi praci jsme na jiném souboru ne-
mocnych zjistili statisticky vyznamnou souvis-
lost mezi mirou exprese p53 v nenddorovém
urotelu a rizikem recidivy onemocnéni (16). Na
tomto souboru byl tento vztah rovnéz patrny,
nebyl vsak statisticky vyznamny. Zasadni odlis-
nosti obou souborti jsou nasledujici: v prvnim
byli pacienti s primozachyty i recidivujicimi
tumory, zatimco do druhého byli zatazeni pou-
ze nemocni s primozachytem nadoru. Urcitym
limitem obou praci je nizky pocet pacientti.

Rovnéz pocet nemocnych s progresi nado-
ru byl v nagem souboru maly, prognosticky vy-
znam exprese sledovanych parametrt z toho
divodu nebylo mozno hodnotit. Prokazana
byla v8ak souvislost mezi mirou exprese p53
v nenadorovém urotelu a mirou exprese p53
v tumoru, stejné i mirou histologické diferen-
ciace tumoru. Z tohoto tthlu pohledu je mozné
ocekavat urcity prognosticky vyznam exprese
p53 v nenadorovém urotelu i ve vztahu k rizi-
ku budouci progrese tumoru, coz by mélo byt
pfedmétem dal$iho zkoumadni.

Do studie byli zarazeni pouze pacienti
s primozachytem nadoru méchyte. Na zakla-
dé nasich vysledkd 1ze kostatovat, ze jiz v dobé
diagnézy lze v nenadorové sliznici objevit ge-
netické zmény. Studend biopsie z nenddorové
sliznice byla odebirana pred zahdjenim trans-
uretralni resekce, vznik implanta¢nich meta-
staz v diisledku uvolnéni nadorovych bunék pti
tranuretralni resekci je malo pravdépodobny.

Pro hodnoceni prognostického vyznamu
zmén v nenddorové sliznici je imunohistoche-
micka detekce exprese p53 a Ki-67 vyhodna.
Pravé imunohistochemie umozni posouzeni




bioptického vzorku patologem a urceni, zda
se skute¢né jedna o nenadorovy urotel. Zvyse-
na exprese Ki-67 ve vzorcich sliznice, které se
jevi pfi bézném histologickém vysetfeni jako
normalni, ndm dava informaci o zvy$ené pro-
lifera¢ni aktivité v nenadorové sliznici. Signifi-
kantni souvislost s dobou do recidivy je toho
dikazem. Prikaz stejné souvislosti na vétsim
souboru pacientll by znamenal moznost po-
uziti dal$tho molekuldrniho prognostického
faktoru pro odhad rizika recidivy urotelidlni-
ho karcinomu mocového méchyte.

/AVER

U pacientd s urotelidlnim karcinomem moco-
vého méchyre exprese p53 v tumoru a v nena-
dorové sliznice spolu navzijem souvisi. Expre-
se MIB1 v nenddorové sliznici pfinasi nezavis-
lou prognostickou informaci ve vztahu k rizi-
ku recidivy tumoru a mize se spolupodilet na
vzniku metachronni multiplicity urotelidlniho
karcinomu mocového méchyte. Definitivni
hodnoceni bude mozné po provedeni rozsah-
lejsich studii.
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