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Souhrn

Uvod: urotelidlni karcinom (UK) je onemocnéni s vysokym poétem recidiv po prvotni 168bé (70-80 %) a s tendenci k progresi pfi recidivé
(30 %). Dlouhodobé sledovani pacientl s timto onemocnénim je tedy nezbytné. Cystoskopie a cytologie jsou v soucasnosti hlavnimi
metodami pouzivanymi k prokazovani a sledovani urotelidlnich karcinomu. Cytologie vSak vykazuje nedostatec¢nou senzitivitu, predevsim
u dobfe diferencovanych nadord, cystoskopie pak je invazivni a relativné draha metoda. Proto jsou hledany takové metody, které by
umoznily lepsi detekci urotelialniho karcinomu ze vzorku moci. V této praci jsou hodnoceny vysledky pouziti UroVysion (Vysis)
fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) v detekci UK.

Material a metodika: progrese karcinomu mocového meéchyfe je provazena zvySenim chromozomalni nestability a aneuploidii
chromozom 3, 7, 17 a ztratou lokusu 9p21. Na Urologické klinice a Ustavu patologie FN Brno bylo vySetfeno 124 pacientl. Vzorky modi
byly vySetfeny cytologicky a metodou FISH a soucasné byla provedena cystoskopie s odbérem bioptického materidlu pro histologické
vysetreni.

Vysledky: vysetieni FISH bylo pozitivni v 35 pfipadech, v€etné 5 pfipadu s negativni biopsii a cytologii. Negativni vysledek FISH byl zjistén
u 24 pacientl, u kterych byla malignita jednoznacné prokazana histologicky. Senzitivita FISH v hodnoceném souboru byla 58,9 %,
specificita 88,1 %.

Zavér: FISH je relativné jednoduchd, rychla a neinvazivni diagnosticka metoda. Detekuje znamky malignity na molekularni urovni, coz
umoznuje ¢asnéjsi diagnostiku a terapii a tak mize potencialné dojit k prodlouzeni preziti.

Metoda FISH s uzitim kitu UroVysion se jevi jako perspektivni neinvazivni metoda schopna ¢asné detekce UK, s vySsi senzitivitou nez
u standardni mo€ové cytologie.
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Summary

Our Experience in Using Fluorescence in situ Hybridization FISH-Uro Vysion in Diagnostics of
Urothelial Carcinoma

Urothelial carcinoma is a disease at high risk of recumrence after the initial therapy (70-80 %) and with the tendency to progression
accomplishing the recurrence (30 %). Long lasting monitoring of patients with urothelial carcinoma is necessary. Cystoscopy and cytology
are cumently the primary modalities used to detect and monitor urothelial carcinoma. However, cytology has relatively poor sensitivity
especially in well differentiated tumors. Cystoscopy is an invasive and relatively expensive method. Therefore, methods improving detection
of urothelial carcinoma from urine specimens are employed. Uro Vysion (Vysis) fluorescence in situ hybridization (FISH) for improved
detection of urothelial carcinoma was evaluated.

Materials and methods: Bladder tumor progression is accompanied by increased chromosomal instability and aneuploidy of
chromosomes 3, 7, 17 and loss of locus 9p21. A total of 124 patients were analyzed at Dpts. of Urology and Pathology, Faculty Hospital
in Brno. Cytologically analyzed urine specimens were tested by FISH and simultaneously cystoscopy was employed including biopsy for
histological examination.

Results: FISH analysis was positive in 35 cases, including 5 cases with negative biopsy and cytology. Negative FISH result was
detected in 24 cases where the malignant status was determined. The sensitivity of FISH in our series was 58.9 % and the specificity
88.1 %.

Conclusions: FISH is a relatively simple, speedy and non invasive diagnostic method. It detects the symptoms of malignity on the
molecular level, which leads to earlier diagnosis and therapy and, hence, to potential extended survival. FISH makes it possible to take
decision in cases of atypical or unclear cytological finding. The FISH method using the Uro Vysion kit appears as a prospective non invasive
method capable of early UK detection, with a higher sensitivity than the standard cytology of urine.
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Urotelialni karcinom (UK) je onemocnéni s vysokym poctem
recidiv po inicialni 1é¢bé (70-80 %) a s tendenci k progresi pfi reci-
divé (30 %) (4). Peclivé a dlouhodobé sledovani pacientl s timto
onemocnénim je tedy nezbytné. Ke standardnim metodam moni-
torovani pacientd s UK patfi cystoskopie, ktera je invazivni a dra-
ha, a alternativné cytologické vysSetfeni modi, ktera ma vsak niz-
kou senzitivitu, zejména u dobfe a stfedné diferencovanych

tumord. Neinvazivni diagnostika a monitorovani UK je vysoce
progresivni variantou pro Iékare i pacienty. Molekularné biologic-
ké studie prokazaly u UK ¢asté a prognosticky vyznamné chro-
mozomalni aberace, které mohou byt detekovany s vysokou sen-
zitivitou pomoci fluorescenéni in situ hybridizace (FISH).

Metoda FISH je zalozena na schopnosti dvou komplemen-
tarnich jednoretézcovych DNA spolu navzajem hybridizovat.
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Pomoci znacené DNA sondy Ize v analyzovaném materialu
vyhledavat specifické cilové sekvence komplementarni se
sondou. Sonda je znacena fluorescen¢ni barvou, jeji pfitom-
nost ve zkoumaném materialu Ize snadno sledovat fluores-
cencéni mikroskopii.

Prikaz zhoubného nadoru mocového méchyfe pomoci
UroVysion kitu (Vysis-Uro Vysion bladder cancer recurrence
kit Abbot Diagnostics) spociva v detekci aneuploidie chro-
mozomU 3, 7, 17 a ztraté specifického signalu lokusu 9p21
metodou FISH. Kombinuje ¢tyfi fluorescenéni pfimo znac¢ené
DNA sondy. Tfi centromerické (CEP 3 SpectrumRed, CEP 7
SpectrumGreen a CEP 17 SpectrumAqua) a jednu lokus spe-
cifickou sondu pro gen p 16 (9p21, LSI p16 SpectrumGold)
(2, 3, 10).

MATERIAL A METODIKA

Na Urologické klinice a Ustavu patologie FN Brno bylo tou-
to metodou v r. 2004 a 2005 vySetfeno 124 pacientl. Byla ode-
birana spontanni mo¢ na cytologické vySetfeni a na moleku-
larné biologické vySetfeni, poté byla provedena cystoskopie
s odbérem vzork(l na histologické vySetfeni.

Spontanni mo¢ byla hodnocena:

1. Standardni cytologii na cytospinovych preparatech bar-
venych dle May-Grunwald- Giemsy (MGG) a hematoxylin
eosinem.

2. Fluorescenéni in situ hybridizaci. Vzorky byly pfipraveny
a FISH provedena podle pokynu vyrobce Vysis-Uro Vysion
bladder cancer recurrence kit: Spontanni mo¢ (50 ml) byla
zpracovana v den odbéru. Po centrifugaci (600 g, 10 min)
a opakovaném promyvani pelet (1xPBS, Phosphate Buffered
Saline, 10 ml) a centrifugaci (600 g, 10 min) nasledovala opa-
kovana fixace smési metanolu a kyseliny octové v poméru 3:1,
inkubace pfi -20 C (30 min) a centrifugace (600 g, 5 min). Fixo-
vané burky byly uchovany v mraznicce.

K urCeni optimalni koncentrace bunek pro hybridizaci
a hodnoceni vzorku byly resuspendované pelety napipetovany
na podlozni skla (SuperForstPlus, Menzel-Glaser) v objemu
3 ul, 10 ul a 30 ul a mikroskopicky (Leica DMIL) vybrano pod-
lozni sklo s optimalni hustotou bunék.

Skla se vzorky byla inkubovana v roztoku 2x SSC (Saline
Sodium Citrat, 73 °C, 2 min), permeabilizovana pepsinem (38
°C, 10 min), nékolikrat promyvana v roztoku 1x PBS (5 min),
fixovana paraformaldehydem (4 % paraformaldehyd v PBS)
a vysusena vzestupnou etanolovou fadou (70, 80, 96 %). DNA
vzorku byla denaturovana v roztoku formamidu (70 % forma-
mid, 73 °C, 5 min) a dehydratovana ve vzestupné etanolové
fadé (70, 80, 96 %). DNA smésna sonda byla denaturovana
(74 °C, 5 min, pak 45 °C do aplikace sondy) a aplikovana na
sklo se vzorkem. Hybridizace sondy se vzorkem probihala ve
vlhké komirce (37 °C) do druhého dne, kdy nasledovalo vymy-
ti nespecificky navazané sondy v roztocich SSC (2x SSC+0,1
% NP 40; 73 °C, 3 min, Nonidet P-40, Sigma a 0,4x
SSC+0,3 % NP 40; pokojova teplota, 1 min).

Celkovy jaderny chromatin byl obarven pomoci DAPI (4’,6-
Diamidino-2-phenylindole, Vector).

VSechny vzorky byly analyzovany bez znalosti bioptického
a cytologického vysledku.

Fluorescenéni signaly byly hodnoceny mikroskopem Leica
DMRXA2 se setem filtrl SpectrumRed (CEP 3), SpectrumGre-
en (CEP7), SpectrumAqua (CEP 17), SpectrumGold (LSI
9p21) a DAPI filtrem (barveni chromatinu pomoci DAPI).

Pro numerické hodnoceni fluorescenénich signalt byla
vybirana jadra, ktera jsou morfologicky odliSna nebo shluky
takovychto jader. Tato jadra jsou zvétSend, s nepravidelnymi
okraji a ,skvrnitd“ v DAPI jaderném barveni. Pokud bylo ve
vzorku zachyceno malo takto morfologicky odliSnych jader,
byly pro hodnoceni fluorescenénich signdlli vybirany buriky
S nejvétsimi jadry.

U vybranych abnormalnich jader byly zaznamenany pocty
signalt. Pokud pocet ¢ervenych (CEP 3), zelenych (CEP 7)
a aqua (CEP 17) signalt byl 3 a vice a/nebo bylo pozorovano
méné nebo vice nez 2 zlaté signaly (9p21) pak bylo analyzo-
vano 25 takovychto bunék. V pfipadé, kdy byly pfitomny mor-
fologicky abnormalni buriky s normalnim poctem signall
(dizomické buriky) byl hodnocen cely preparat.

Bunky se slabymi signaly a prekryvajici se bunky nebyly
analyzovany. Signaly, které byly lokalizovany velmi blizko
u sebe a rozdélené (,split”) signaly byly hodnoceny jako jeden
signal.

Pokud 4 a vice bunék z 25 hodnocenych aberantnich bunék
mély u dvou a vice chromozomU (CEP 3, CEP 7 a CEP 17) 3
a vice signald nebo 12 bunék mélo nulovy pocet signalli 9p21,
byl dany vzorek hodnocen jako pozitivni.

3. Preparaty pro bioptické vySetfeni byly zality do parafinu
a nasledné barveny hematoxylinem-eosinem. VSechna tfi
vySetfeni byla provedena a vyhodnocena nezavisle.

VYSLEDKY

Malignita byla histologicky detekovana u celkem 59 pacien-
tl (58,4 %) — UK u 57 pacientl (56,4 %), CIS u 1 (1 %) a spi-
nocelularni karcinom /SCC/ u 1 (1 %), negativni histologicky
nélez byl u 42 pacientl (41,6 %); 23 vzorkl bylo nehodnotitel-
nych z divodu nedostateéné kvality biologického materialu.
Vysledek metody FISH s pouzitim kitu UroVysion byl pozitivni
celkem ve 35 pfipadech (34,7 %). FISH byla pozitivni i u 5 pfi-
padd, které byly negativni jak v biopsii tak v cytologii. Naopak
negativni vysledek FISH byl zaznamenan u 24 pfipadd, ve
kterych byla jasné prokazana malignita (tab. 1-4).

Senzitivita metody je v naSem souboru 58,9 %, specificita
88,1 % (tab. 4).

Tab. 1. Diagnostické vysledky jednotlivych metod

Celkem vySetfeno pacientl

Nehodnoceno 23
101 (100 %)

Hodnoceno

Detekce malignity —
pozitivni histologie

59 (58,4 %)

Negativni histologie 42 (41,6 %)
26 (25,7 %)
73 (72,3 %)
2 (2,0 %)
35 (34,7 %)
37 (36,6 %)
5 (5,0 %)
24 (23,8 %)

Pozitivni cytologie

Negativni cytologie

Nehodnotitelna cytologie
Pozitivni FISH
Negativni FISH

Fale$né pozitivni FISH

FaleSné negativni FISH

Tab. 2. Frekvence vyskytu gradingu urotelialnich karcinomt (UK)

Pocet pacientt
UK celkem 57 (100 %)
UK - G1 16 (28,1 %)
UK - G2 18 (31,6 %)
UK -G3 22 (38,6 %)
UK — nekroticky 1 (1,8%)
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Tab. 3. Srovnani diagnostickych vysledkt cytologie a FISH

Pozitivni
cytologie

Negativni

UK3 cytologie

Pozitivni
FISH

Senzitivita
Cytologie

Senzitivita
FISH

Negativni
FISH

Gi(n=16 3 (18,8 %)

13 (81,3 %)

4 (25,0 %

12 (75,0 % 25.0 % 17,6 %

9 (50,0 %) 9 (50,0 %)

66.0 % 50.0 %

G3 (n=22 12 (54,5 %)

77,3 %

5(22,7 % 77.3 % 54,5 %

)
G2 (n=18)
)
)

UK (n =57 24 (42,1 %) 32 (56,1 %)

Tab. 4. Senzitivita a specificita metody FISH pro detekci UK

Pozitivni
cytologie

Negativni

UK celkem cytologie

) )
12 (66,7 %) 6 (33,3 %)

10 (45,5 %) 17 ( ) )
33 (57,9 %)

Pozitivni
FISH

58.9 %

23 (40,4 %) 88,1 %

Senzitivita
FISH

Negativni
FISH

Specificita
FISH

UK (n = 57)*

24 (42,1 %) 32 (56,1 %)

33 (57,9 %)

23 (40,4 %) 58.9 % 88,1 %

* Jeden pfipad UK nehodnocen kvali nekréze.

DISKUSE

Cystoskopie a cytologické vySetfeni moci jsou stale stan-
dardnimi metodami k detekci a monitorovani pacientll s UK.
Cystoskopie je metoda invazivni a relativné nakladna. Je sice
mozné pouzit flexibilni cystoskop, ktery predstavuje méné
invazivni alternativu vySetfeni, ale standardni vyuziti flexibilni
technologie je u nas limitovano tim, Ze neni u zen hrazeno ze
zdravotniho pojisténi. Pokud porovname cenu jednotlivych
vySetieni — flexibilni cystoskopie stoji cca 50 Euro, cena jed-
noho vySetfeni FISH je cca 140 Euro. Prfesto pfi pomérné
vysokych pofizovacich nakladech a omezené moznosti vyuzi-
ti neni v sou¢asné dobé mozno flexibilni endoskopii povazo-
vat za standardni metodu k diagnostice a monitorovani paci-
entl s UK. Cytologie moc¢i ma relativné nizkou senzitivitu,
zejména u dobfe a stfedné diferencovanych tumorl (1, 6).
Navic, vysledky cytologického vySetfeni nejsou spolehlivé
v pfipadé uroinfekce nebo po intravezikalni 16¢bé, a protoze
se jedna o subjektivni metodu, jeji vysledky jsou zavislé na
erudici cytopatologa. Proto jsou vyvijeny ¢etné snahy o zave-
deni takové diagnostické metody, ktera by byla neinvazivni,
spolehliva a pokud mozno i levna.

V poslednich letech dosSlo k vyraznému rozvoji molekular-
nich metod, které dnes umoznuiji citlivou detekci specifickych
chromozomalnich lokusl bez nutnosti uZiti radioaktivniho zna-
ceni.

FISH nabizi vy$Si senzitivitu nez cytologie, bez ohledu na
stupen diferenciace a stadium onemocnéni. Sou¢asné posky-
tuje srovnatelnou specificitu (1).

Pokud na$e vysledky srovname s vysledky poslednich pub-
likovanych praci, kde je udavana pro UroVysion celkova sen-
zitivita 39,1%, specificita 89,7% a pro cytologii senzitivita
40,6% a specificita 89,7%, mlzeme konstatovat, Ze nase
vysledky jsou srovnatelné, a pokud jde o senzitivitu metody,
jsou dokonce lepSi (6).

Ve skute¢nosti mize byt senzitivita a specificita metody
FISH dokonce vys&i nez by se mohlo zdat na zakladé nasich
vysledku a to zejména z nasledujicich divodu:

~faleSné pozitivni vysledky“ mohou byt v rozporu s vysledky
standardnich metod (cytologie a cystoskopie), nicméné toto
nemusi znamenat, Ze nejsou spravné. Tyto vysledky mohu
naopak ukazovat na vy$Si senzitivitu metody FISH, ktera je na
rozdil od klasickych metod schopna odhalit rané genetické
zmeény, které pfedchazeji morfologickym a cytologickym zme-
nam. Tato hypotéza musi byt sice jeSté experimentalné pro-
kazana, nicméné neni v kancerogenezi bezprecedentni.
Napfiklad u pacientli s kolorektalnim karcinomem byly gene-
tické zmény pozorovany i v normalnich burikach stfevniho epi-
telu, vzdalenych 10 cm od vlastniho nadoru (5) .

Nékteré ,faleSné pozitivni“ vysledky mohou proto odhalo-
vat latentni genetickou prekancerézu, a tedy pfipady zvlasté
dllezité z hlediska prevence a vyzkumu progrese UK. Nelze
také vyloucit, ze ,faleSné negativni“ pfipady ukazuji spiSe na
nepfitomnost sledovanych genetickych zmén u pomérné
vysokého procenta pacientl (26,8 %) nez na metodologicky
nizkou senzitivitu metody FISH. Ve vétsiné pfipadt mize byt
.alesné negativni“ vysledek zplsoben normalnim genoty-
pem nadorovych bunék ve sledovanych parametrech. Je
tedy mozné, ze tyto vysledky spiSe poukazuji na heterogeni-
tu UK tumort, kde genetické zmény nejsou pfitomny u vSech
pacienta.

Z metodologického hlediska se proto nemusi jednat o nega-
tivni vysledky, nicméné z hlediska diagnostického a vyzkum-
ného se potvrzuje dllezitost paralelnich analyz vzorkd vice
riznymi metodami. Vyznamnou vyhodou metody FISH je kro-
mé vySe uvedeného i to, ze v pfipadé odhaleni dalSiho gene-
tického markeru UK je pomérné jednoduché rozsifit metodu
FISH timto smérem.

FISH neni ovlivnéna probihajici BCG terapii a mlze byt uzi-
ta k monitorovani Ucinnosti intravezikalni terapie u pacientl
s povrchovym UK. Detekuje znamky malignity na molekularni
urovni, coz vede k Casnéjsi diagnéze a terapii, a tak mlze
potencialné dojit k prodlouzeni preziti (7, 8, 9).

FISH umoziiuje rozhodnuti i v pfipadech atypického C¢i
nejasného cytologického nalezu.

ZAVER

Metoda FISH s uzitim kitu UroVysion se jevi jako perspek-
tivni, neinvazivni metoda schopna ¢asné detekce UK s vyssi
senzitivitou nez u standardni mocové cytologie.
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Sestapadesatileta Zena byla vy$etfovana pro pohyblivou,
tuhou, nebolestivou Iézi velikosti 30 mm, centralné lokalizova-
nou v praveé prsni zlaze. Klinicky bylo lozZisko vysoce suspekt-
ni z malignity, onkomarkery vSak byly nizké. Pacientka ma
v anamnéze chronickou eozinofilni leukémii po alogenni
transplantaci kmenovych bunék s chronickou graft versus host
disease, dysplazii délozniho ¢ipku a Hashimotovu tyreoiditidu
a jeji syn je 1é€en s Crohnovou chorobou.

K vySetfeni byla dodana ¢astice velikosti 50 x 30 x 20 mm,
na fezu tukoveé vazivova.

Mikroskopicky je prsni zlaza prostoupena mnohocetnymi
granulomy. Granulomatozni zanét vykazuje vyraznou afinitu
k terminalnim duktolobularnim jednotkam, ¢ast z nich je kom-
pletné destruovana. Jednotlivé granulomy jsou tvoreny epite-
loidnimi histiocyty a mnohojadernymi burikami Langhansova
typu, nejsou pfitomny kasedzni nekrézy ani znamky neoplas-
tického procesu (obr. 1-3). Provedend barveni jsou negativni
(Gram, Ziehl- Nielsen, Grocott, PAS).

(Odpovéd’ na str. 53)
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