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LA CITOLOGIA URINARIA 

NELLôERA DELLA 

MEDICINA DI PRECISIONE: 

DALLôALLESTIMENTO ALLA

PROFILAZIONE MOLECOLARE

ééé.nella pratica quotidiana



MEDICINA DI PRECISIONE

- Identificazioneprecocedellamalattia

- Selezionemiratadei trattamentiin stadio

iniziale

- Valutazionedel residuominimodi malattia

- Prognosi

- Strategiedi sorveglianzamirate

patient centric

" classificarei pazientisullabase delle

loro caratteristichemolecolari"

ÅGenomica: analisidi insiemedi geni

ÅTranscriptomica: analisidi insiemedi 

transcritti(molecoleintermedia tra gene e 

proteina) 

ÅProteomica: analisidi insiemedi proteins () 

ÅMetabolomica: analisidi insiemedi metaboliti

(prodottiintermedidi vari processicellulari.

One fits all 
vision

assistenza medica progettata per ottimizzare lôefficienza o i 

benefici terapeutici verso un particolare gruppo di pazienti 

attraverso la profilazione molecolare 
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"é.. MANCANZA DI CRITERI DIAGNOSTICI 
STANDARD "

"ééMANCANZA DI UNA TERMINOLOGIA 

AMPIAMENTE ACCETTATA "

"é..SEMISOGGETTIVA éé.ZONA GRIGIA 

(VARIABILITÀ INTEROSSERVATORE ):

 2%-50% "

" éééBASSA SENSIBILITê VERSO LE 

NEOPLASIA DI BASSO GRADO "

COMUNICAZIONE: PAZIENTI, CLINICI, CITOPATOLOGI E CENTRI

QUALITÀ E RIPRODUCIBILITÀ: MISURAZIONI DELLA QUALITÀ, 

CORRELAZIONI CITO -ISTOLOGICHE, VALUTAZIONE 

RIPRODUCIBILITÀ

RICERCA: DATASET, NUOVE TECNOLOGIE, CONFRONTI 

INTERDISCIPLINARI

UTILITÀ CLINICA: RISCHIO DI MALIGNITÀ
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ñEven if cytology has a low sensitivity 
especially in low-grade bladder carcinomas, 

the high specificity and the inexpensive 
nature of the equipment required, justify 

performing itò
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However, while the EAU AUA/SUFU guidelines 

recommend upper-tract imaging depending on a 

patientôs risk, they recommend against the use of 

non-invasive biomarkers for the initial evaluation

of ASM (Asymptomatic Microscopic Hematuria)

Clinical, cystoscopy and urine cytology are still 

considered as the gold standard for the 

investigation of hematuria and surveillance
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éé. l'urina può essere una fonte di cellule tumorali 

circolanti (CTC) più ricca del sangue, in particolare nel 

caso di carcinoma renale, prostatico e del tratto uroteliale 

superiore e inferiore, perché l'urina scorre lungo questi 

organi. 

DNA libero cellulare (cfDNA), RNA non 

codificante, cellule tumorali esfoliate, proteine

Non c'è bisogno di personale medico qualificato, meno 

disagi per il paziente e si utilizza un volume di campione 

molto piccolo
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PERCORSO DELLA 

CITOLOGIA URINARIA  

DALLôALLESTIMENTO ALLA

PROFILAZIONE 

MOLECOLARE?

òCominciate col fare ci¸ che ¯ necessario, poi 

ci¸ che ¯ possibile. E allõimprovviso vi 

sorprenderete a fare lõimpossibile.ó

(San Francesco)
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TRAINING

ESPERIENZA

AGGIORNAMENTO

SISTEMA 

CLASSIFICATIVO

CORRELAZIONI 

CITO -

ISTOLOGICHE

CASISTICA

STANDARDIZZAZIONE
DIAGNOSTICA

Processo di implementazione e 

sviluppo di standard basati sul 

consenso con lôobiettivo di 

assicurare la confrontabilità dei 

risultati

METODICA

BACKGROUND

DISTRIBUZIONE

CELLULARE

FISSAZIONE

OPERATORE-

DIPENDENZA  

TEMPO 

OPERATORE 
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........ci¸ che ¯ necessarioéé.



METODOLOGIE: TRADIZIONALE E STRATO SOTTILE
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1) CONCENTRAZIONE DEI CAMPIONI CITOLOGICI 

2) LO STRUMENTO PRELEVA LôALIQUOTA IDEALE DI 

CAMPIONE (100 ï 4000 MICROLITRI) CONTENENTE CIRCA 

50.000 CELLULE CON CUI ALLESTIRE IL VETRINO.

3) DEPOSIZIONE CELLULARE IN STRATO SOTTILE 

OMOGENEO, A MEZZO CENTRIFUGAZIONE, SU UNôAREA 

CIRCOLARE DI 17MM.

1 2
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NEPHELOMETRIC SMART TECHNOLOGY (NST)

RILEVAZIONE [C] CELLULARE

RILEVAZIONE [C] FONDO

DETERMINAZIONE 

VOLUME IDEALE DI 

CAMPIONE PER 

ALLESTIRE VETRINO 

MONOSTRATO

Fotorecettori

Sorgente

luminosa

Flacone campione
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MOLTIPLICATORE DI VOLUME 

Moltiplicatore:

X 1,5

X 2

X 3

X 4

X 5

150 x 1,5

QUANDO IL CAMPIONE Eô PARTICOLARMENTE RICCO DI MATERIALE DI FONDO( ES.SANGUE) O 

QUANDO IL VETRINO Eô ADEGUATO MA PRESENTA POCHE CELLULE DUBBIE,CON LA 

FUNZIONE MOLTIPLICATORE Eô POSSIBILE ALLESTIRE UN VETRINO çSU MISURAè

La citologia urinaria nellôeradella medicina di precisione: dallôallestimentoalla profilazione molecolare



Å DISTRIBUZIONE UNIFORME DEL 

MATERIALE CELLULARE E FONDO PULITO

Å DETTAGLI NUCLEARI E CITOPLASMATICI 

CHIARI; GRAZIE AL MINOR STRESS 

MECCANICO SI MANTENGONO INTEGRI I 

CLUSTER CELLULARI

Å NON OPERATORE DIPENDENTE

Å AZZERAMENTO NON ADEGUATI

Å VOLUME RESIDUO SEMPRE NOTO COME IL 

NUMERO MINIMO DEI VETRINI CHE SI 

POSSONO ALLESTIRE (5)

 VANTAGGI DELLA METODICA
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TRAINING

ESPERIENZA

AGGIORNAMENTO

SISTEMA 

CLASSIFICATIVO

CORRELAZIONI 

CITO -

ISTOLOGICHE

CASISTICA

STANDARDIZZAZIONE DIAGNOSTICA

Processo di 

implementazione e 

sviluppo di standard 

basati sul consenso 

con lôobiettivo di 

assicurare la 

confrontabilità dei 

risultati

METODICA

BACKGROUND

DISTRIBUZIONE

CELLULARE

FISSAZIONE

OPERATORE-

DIPENDENZA 

TEMPO 

OPERATORE 
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........ci¸ che ¯ necessarioéé.



Å Non diagnostico         

Å Negativo per carcinoma uroteliale di alto grado

Å Neoplasia uroteliale papillare di basso grado

Å Cellule uroteliali  atipiche (AUC)           

Å Sospetto per carcinoma uroteliale di alto grado

Å Carcinoma uroteliale di alto grado

IDENTIFICARE IL CARCINOMA 
UROTELIALE DI ALTO GRADO

CATEGORIE

PARAMETRI

QUANTITATIVI E QUALITATIVI

Å 30 ML

Å N/C rapporto <0.5

Å Asse fibrovascolare

Å N/C rapporto >0.5 <0.7           

Å N/C rapporto >0.7. Cellule atipiche <5

Å N/C ratio >0.7. Atypical  cells >5

Å 0-16%

Å 8-24%

Å 0-44%

Å 24-53%

Å 59-94%

Å 76-100%

RHOM

RISCHIO DI CARCINOMA 
UROTELIALE DI ALTO GRADO2016-2022
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CRITERI MAGGIORI
Å RAPPORTO NUCLEO-CITOPLASMA

Å IPERCROMASIA NUCLEARE

Å IRREGOLARITÀ DELLA MEMBRANA NUCLEARE

Å CROMATINA

CRITERI MINORI
Å PLEOMORFISMO

Å DISMETRIA

Å NECROSI

Å MITOSI

QUANTITATIVO:  
NUMERO DI CELLULE 

ATIPICHE 
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2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023 2024 TOTALE

NON 

DIAGNOSTICI
2 0 0 0 0 0 1 0

NHGUC 1004

(94%)

2139

(93%)

4565

(98%)

2002

(95%)

1770

(96%)

3431

(98%)

2599

(97,5%)

2854

(97,2%)

20364

(97,1%)

CELLULE

UROTELIALI

ATIPICHE

29

(2,7%)

58

(2,5%)

18

(0,4%)

28

(1,4%)

25

(1,4%)

16

(0,5%)

24

(0,9%)

32

(1,09%)

230

(1,09%)

SHGUC
19

(1,8%)

39

(1,8%)

40

(0,9%)

32

(1,5%)

17

(1%)

20

(0,6%)

35

(1,3%)

31

(1%)

202

(0,9%)

HGUC
9

(0,3%)

38

(1,7%)

27

(0,6%)

8

(0,4%)

7

(0,4%)

4

(0,1%)

5

(0,2%)

12

(0,4%)

104

(0,5%)

BASSO GRADO 11

(1%)

6

(0,3%)

3

(0,06%)

21

(1%)

9

(0,5%)

14

(0%)

1

(0,03%)

5

(0,17%)

70

(0,3%)

1068 2280 4653 2091 1828 3485 2664 2934 20970



FISH

DIAGNOSI CITOLOGICA
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CELLULE UROTELIALI ATIPICHE (AUC):

cellule uroteliali non superficiali, 

non basali e non degenerate  con un aumentato rapporto 

N/C  (>0.5)

........ci¸ che ¯ possibileéé.



La citologia urinaria nellôeradella

medicinadi precisione: dallôallestimento

alla profilazione molecolare



N/C ratio >0.5 <0.7 N/C ratio >0.7; Atypical  cells >5

N/C ratio >0.7; Atypical  cells <5 Asse fibrovascolare

AUC

HGUC

SHGUC LGUN

NHGUC

N/C ratio <0.5

No asse fibrovascolare
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Ta T1

Carcinoma uroteliale vescicalenon muscolo-invasivo Carcinoma uroteliale vescicalemuscolo-invasivo

- Identificazioneprecocedellamalattia

- Trattamentimirati in stadioiniziale

- Valutazionedel minimo residuodi malattia

- Prognosi

- Strategiedi sorveglianzamirate

T2ïT4

Tis

5 anni

-tassodi sopravvivenza:80ï90%

-tassodi recidivae progressione: 50% e 20% 

-tassodi recidivasimile NMIBC

-tassodi progressioneTa: 6% 

-tassodi progressioneT1: 17%  

-terapia: BCG/ chemiotherapiaintravescicale

5 anni

-tassodi recidiva e mortalità: 50-60% 

-chirurgiaradicale/terapianeoadiuvante

MOLECULAR FINGERPRINTS
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GENE Ta % T1% T2-T4% ALTERATION

FGFR3 80 30 10-15 RAS-MAPK

&PI3K

PIK3C

A

40 20 20 PIK3 sign

ERBB2 <2 10-

15

10-15 RAS-MAPK 

&PI3K

ERBB3 <2 10-

15

10-15 RAS-MAPK 

&PI3K

EGFR <2 <2 11 RAS-MAPK 

&PI3K

PPARG <2 10 15 PPARG signalling

E2F3 <2 5-10 10-15 Cell cycle reg. 

MDM2 0 5-15 5-15 Cell cycle reg.

CCND1 <2 10 10 Cell cycle reg.

GENE Ta % T1 % T2-4 

%

FUNCTIONS

CDKN2A 30 60 60 Cell cycle 

RB1 0 14 17 Cell cycle 

TP53 4 24 48 Transcript

ARID1A 11 27 25 Crom reg.

STAG2 30 90 14 Crom reg.

PTEN 7-12 20-30 50 Reg AKT

KDM6A 40 40 26 Crom reg.

ERCC2 4 24 18 DNA repair

Inactivating mutations

Common activating mutations
GENE Ta % T1 % T2-T4 

%

ALTERATION

TERT 70-80 70-80 70-80 Senescence

H-

KRAS

10-15 10-15 10-15 RAS-MAPK 

&PI3K

Activating mutations

Mutational signatures 

APOBEC family of cytidine deaminases   

(Apolipoprotein B mRNA Editing Catalytic 

Polypeptide-like) 60% of all single-

nucleotide mutations 

Deletions of chromosome 9: ~50% 



N-acetylcysteine Chemotherapy-
Immunotherapy

ImmunotherapyRadiotherapyHybrid trimodal Chemotherapy
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Cancer Cell 30, 27ς42, July 11, 2016
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BMJ 2024;384:e076743
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Å 52 campioni urinari (57-73 anni): 14 prima diagnosi 

e 28 follow-up

Å 17 casi con correlazione cito-istologica

Å prelievo di 4 ml per NGS

Å citoincluso: pannello immunoistochimico (CK20, 

FGFR3, P53, CK5/6, GATA3, Vimentina) 

Å Classificazione molecolare: Luminale 

CK20+/FGFR3+/GATA3), Basal/Squamous (CK5-

6+/GATA3-/CK20-) e stroma rich 

(vimentina+/CK20-CK5/6-/FGFR3-).

Å Valutato la distribuzione dellôimmunoreattività di 

P53 in rapporto a FGFR3

Å 14 campioni NGS (FGFR3, PIK3CA, TERTp, 

HRAS, kRAS, TP53, PTEN, ERB2, CDKN2A)



Diagnosi citologica

FISH

ICH

CK 20

CK5/6

GATA3

FGFR3

Vimentina

p53
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........ci¸ che ¯ possibileéé.



CAMPIONE 

RESIDUO 1 2 3

4 5 6
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IMMUNOCOLORATORE

IL CITOINCLUSO Eô STATO 

CONSIDERATO COME UN 

ISTOLOGICO E SONO STATI 

UTILIZZATI GLI STESSI PROTOCOLLI 

INDICATI DAL DATASHEET DI 

CIASCUN ANTICORPO.
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CK 20

CK5/6

GATA3

Vimentina

P53



FGFR3

PER  FGFR3 LO 

SMASCHERAMENTO ANTIGENICO 

Eô STATO ESEGUITO  CON 

MODALITAô ESTESA (92 MIN DI 

CC1) LA DISPENSAZIONE Eô STATA 

ESEGUITA IN MODALITAô 

MANUALE DOPO AVER STABILITO 

LA CONCENTRAZIONE DôUSO 

IDEALE.
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GATA 3
P53

LUMINALE

a b

c d
Vimentin
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CK 5/6
CK 20

FGFR3

Vimentina



BASALE-SQUAMOSO 

GATA 3

FGFR3

P53

Vimentina

a
b

c dFGFR 3

CK 5/6CK 20
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STROMALE

GATA 3 P53

a

CK 20 CK 5/6
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b

d VimentinaFGFR3 c



GATA 3

FGFR3

P53

Vimentina

GATA 3

FGFR3

CK 20 CK 5/6CK 20
LUMINALE
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P53

Vimentina

CK 5/6


