ORIGINALNI PRACE

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
diagndézou low-grade (LG) urotelidlniho karcinomu
a 52 pacientU s histologickou diagndzou high-
-grade (HG) urotelidlniho karcinomu).

Histologické vysetreni

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).
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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 pfi-
dana krevni plazma s trombinem, aby se vytvofi-
la kohezivni peleta, kterd byla déle zpracovana ve
tkédnovém 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 20716.

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,



