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SSOOUUHHRRNN

Autoři prezentují výsledky pilotní studie věnované klinickému významu detekce
cytokeratinů v séru a moči jako jednoho z neinvazivních nástrojů k detekci recidiv nebo
primárního nádoru močového měchýře. Výsledky zahrnují 53 pacientů (19 s pri-
márním nádorem močového měchýře či recidivou, 18 pacientů s klinicky a mikrobio-
logicky ověřenou infekcí močových cest, 16 zdravých probandů). Pacienti s iritací
urotelu nádorové i infekční povahy mají vyšší hladiny cytokeratinů v moči než zdraví
probandi. Senzitivita TPA a UBC v moči dosahuje 73,7 % při specificitě 87,5 %.
V budoucnu bude nutné vypracovat doporučené protokoly odběru vzorků moči a zjistit
význam cytokeratinů pro grading tumoru a pro dlouhodobé sledování nádorového
onemocnění.

KKEEYY  WWOORRDDSS

Cytokeratins
TPA
TPS
Cyfra 21-1
UBC
Urinary Bladder Cancer
Urinary Tract Infection

SSUUMMMMAARRYY

CYTOKERATINS TPA, TPS, CYFRA 21-1 AND UBC OF SERUM AND URINE
LEVEL AS POSSIBLE TUMOUR MARKER FOR URINE BLADDER CARCINOMA

Authors present a pilot study results devoted to the clinical role of serum and  urine
cytokeratins detection. This method seems to be one of the noninvasive tool of detec-
tion of the primary urinary bladder cancer or its recurrency. The study involves 53
patients (19 with cystocopicaly verified bladder cancer or its recurrency, 18 patients
with clinically and microbiologically confirmed urinary tract infection,
16 healthy volunteers). Patients with urothelium irritated by tumour or infection had
significantly higher levels of cytokeratins in urine than healthy volunteers. Sensitivity of
urine TPA and UBC was 73.7 % at specificity of 87.5%.  It is necessary to establish stan-
dardised protocols of urine collection and investigate the importance of cytoke-ratins
for tumour grading and follow up in tumour diseases.
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ÚÚVVOODD

Incidence karcinomu močového měchýře v České republice
činila v roce 1991 20,6 případů na 100 000 obyvatel/rok u mužů 
a 6,5 případů na 100 000 obyvatel/rok u žen. V absolutním počtu
to znamená 1030 nově diagnostikovaných onemocnění u mužů 
a 343 nových případů u žen. Od roku 1977 došlo k nárůstu inci-
dence o 45,1 % u mužů a o 124,1 % u žen [1]. Monitorování a léčba
karcinomu močového měchýře vyžaduje četné a dlouho-dobé 
klinické sledování, neboť míra recidiv u tohoto onemocnění
dosahuje až 70 % v průběhu 5 let. V současnosti je cystoskopické
vyšetření rozhodujícím vyšetřením jak pro iniciální diagnózu, tak 
i monitorování karcinomu močového měchýře. Protože cysto-
skopie je invazivní vyšetření, hledají urologové možné neinvazivní
metody diagnostiky a detekce recidiv nádorů močového měchýře.
Slibnou cestou se jeví detekce markerů karcinomu močového
měchýře v moči a v séru. Jednou z možností je stanovení frag-
mentů cytokeratinů. 

Cytokeratiny patří do skupiny proteinů tvořících intermediální
filamenta, které jsou hlavní složkou cytoskeletonu buněk. Existuje 
20 různých cytokeratinů s molekulovou hmotností mezi 40 až 
70 kilodaltony, které jsou klasifikovány podle izoeletrického bodu do
dvou hlavních podskupin: acidické (typ I) a bazické (typ II) [2]. 

Exprese jednotlivých cytokeratinů je závislá na typu tkáně 
a stupně diferenciace a rychlosti růstu [3]. Čtyři typy cytokeratinů
charakterizují jednoduchý epitel, dva acidické (číslo 18 a 19) a dva
bazické (číslo 7 a 8). Pomocí imunohistochemického vyšetření je
lze prokázat v cytoplazmě jak nádorových buněk epiteliáního půvo-
du, tak i normálních epiteliálních buněk. Přestože jsou cytokeratiny
za fyziologických podmínek nerozpustné v séru a tkáňových
tekutinách, v tělesných tekutinách prokazujeme jejich ve vodném
prostředí solubilní fragmenty vzniklé proteolýzou [4]. Koncentrace
cytokeratinů v moči je pravděpodobně dána součtem frakce, která
je do moči filtrována ze séra ledvinami, a frakce cytokeratinů
uvolňovaných přímo z uroteliálních buněk.

Signifikatně zvýšené hodnoty cytokeratinových fragmentů
v moči lze najít kromě nádorů vycházejících z urotelu i u zánětů
močových cest. 

Vzhledem k tomu, že dostupné metodiky na stanovení cyto-
keratinů detekují pokaždé jiný typ či jiné spektrum fragmentů
cytokeratinů (Cyfra 21-1 detekuje cytokeratin 19, TPS  detekuje M3
epitop cytokeratinu 18, TPA-M detekuje cytokera-tiny 8,18 a 19,
UBC detekuje cytokeratiny 8 a 18 v moči [5]), bylo cílem této práce
zhodnotit diagnostické možnosti jednotlivých metod stanovujících
cytokeratinové fragmenty v séru a moči u pacientů s karcinomem
močového měchýře. 

MMAATTEERRIIÁÁLL  AA  MMEETTOODDYY        

SSkkuuppiinnyy  ppaacciieennttůů::

Celkem bylo do studie zařazeno 53 pacientů, rozdělených do tří
skupin.

SSkkuuppiinnuu  11 (C67) tvořilo 19 pacientů s cystoskopicky verifiko-
vaným prvozáchytem nádoru močového měchýře nebo recidivou
tumoru (věkové rozmezí 46 - 80 let s průměrným věkem 62,8 let).
Skupina jedna byla rozdělena dle rozsahu onemocnění na povrchové
nádory (pTa, T1) a nádory s invazí do svaloviny (pT2, pT3, pT4) a dle
gradingu (I. až III.) dle TNM klasifikace (viz tab.1).

SSkkuuppiinnuu  22 (N30) tvořilo 18 probandů s klinicky a mikrobiolo-
gicky ověřenou infekcí dolních močových cest (věkové rozmezí 
39 - 85 let s průměrným věkem 60,0 let). 

SSkkuuppiinnuu  33,, kontrolní, (R69) tvořilo 16 zdravých dobrovolníků 
(věkové rozmezí 17 - 78 let s průměrným věkem 47,4 let). 

OOddbběěrr  aa  zzpprraaccoovváánníí  vvzzoorrkkůů::

Vzorky moči byly získány odběrem 10 ml z prvé ranní porce,
byly zcentrifugovány při 2000 ot/min po dobu 10 min a super-
natant byl až do zpracování uchován při - 70 °C. Naměřené hod-
noty byly korigovány na množství kreatininu v moči. Současně bylo
nalačno odebráno 5 ml srážlivé venózní krve a následnou centrifu-
gací při 2000 ot/min po dobu 10 min bylo odděleno sérum, které
bylo až do zpracování uchováváno při -70 °C. U všech probandů
byly vyšetřeny v séru a v moči následující markery: S-TPA, S-TPS, 
S-Cyfra 21-1 a U-TPA, U-TPS, U-Cyfra 21-1, UBC (pouze v moči).

Ke stanovení byly užity komerčně dodávané soupravy, které
detekují pokaždé jiný typ či jiné spektrum fragmentů cytokeratinů.
Cyfra 21-1 (IRMA, CIS Bio International, France), TPS (IRMA, Beki,
Sweden), TPA-M (IRMA, BykSangtec, Sweden), UBC (IRMA, IBL Bio-
tech AB, Sweden). Kreatinin v moči by stanoven Jaffeho reakcí.

SSttaattiissttiicckkéé  zzpprraaccoovváánníí::

Zjištěné hodnoty cytokeratinů v séru a moči byly zhodnoceny
dle klinického stavu.  Abychom byli schopni zhodnotit výsledky pro
jednotlivé nádorové markery a vzájemně je porovnat, drželi jsme
se doporučení „Hamburger Group for Standardization of Tumour
Markers“ [6] a ustanovili jsme hodnoty „cut off“ (hra-niční meze)
pro každou metodu při stejné specificitě a následně vypočítali sen-
zitivitu, pozitivní (PV+) a negativní  (PV-) prediktivní hodnotu a re-
lativní riziko (RR) pro jednotlivé nádorové markery. Statistická
analýza obsahovala deskriptivní popis jednotlivých podsouborů,
korelace mezi jednotlivými proměnnými byly zjiš-ťovány pomocí
Spearmanova pořadového korelačního koeficientu. Vzhledem 
k negausovské distribuci hodnot markerů ve vyšetřovaných
skupinách byla provedena analýza rozdílů distribucí
Wilcoxonovým testem a byly udány hodnoty mediánu,  25 % a 
75 % percentilů (Q1 a Q3). K vyhodnocení byl použit statistický
software S.A.S, U.S.A., verze 6.12.
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TTaabb..  11::  HHiissttooppaattoollooggiicckkéé  rroozzdděělleenníí  ppaacciieennttůů  ss  nnááddoorryy  mmooččoovvééhhoo
mměěcchhýýřřee

Grading Staging Celkem
pacientů

pTa pT1 pT2 pT3 PT4
I. 2 5 2 1 1 11
II. 1 2 3 0 0 6
III. 0 0 1 1 0 2

Celkem 3 7 6 2 1 19
pacientů



VVÝÝSSLLEEDDKKYY

Na obr. 1 - 7 jsou znázorněny distribuce hodnot jednotlivých
stanovovaných markerů v séru a v moči.

V séru se signifikantně lišily distribuce hodnot S-Cyfra 21-1
skupiny 1 (C67), proti skupině 3 (R69) (p< 0,03) a proti skupině
2 (N30) (p< 0,04). U markerů S-TPA a S-TPS jsme neprokázali žádné
statisticky významné rozdíly mezi námi sledovanými skupinami.  

V moči byly nalezeny statisticky vysoce významné rozdíly
v distribucích hodnot u U-Cyfra 21-1 (p< 0,007), U-TPA (p< 0,002),
UBC (p< 0,008) mezi skupinami 1 (C67) a 3 (R69) a u U-TPS nebyl
prokázán statisticky významný rozdíl. Mezi skupinou 2 (N30) 
a 3 (R69) byly nalezeny statisticky signifikantní rozdíly U-Cyfra 
21-1 (p< 0,0001), U-TPA (p< 0,016), UBC (p< 0,012), u U-TPS se
distribuce hodnot nelišily. 

Při srovnání skupin 1 (C67) a 2 (N30) se nenalezly žádné sta-
tisticky významné rozdíly v distribuci hodnot cytokertinů v moči. 

Při analýze korelací jednotlivých cytokeratinů v moči pomocí
Spearmanova pořadového korelačného koeficientu (p- značí stati-
stickou významnost a r pak korelační koeficient) jsme nalezli
v celém souboru dat:

UUBBCC koreluje s: U-TPA p< 0,0002 (r =0,761)
U-Cyfra 21-1 p< 0,0006 (r =0,711)  
U-TPS p< 0,001 (r =0,691)  

dále,
UU--TTPPAA koreluje s: U-Cyfra 21-1 p< 0,0001 (r =0,951)

U-TPS p< 0,001 (r =0,874)  
a
UU--TTPPSS  koreluje s: U-Cyfra 21-1 p< 0,0001 (r =0,86)

Mezi sérovými a močovými hodnotami cytokeratinových
markerů nebyla nalezena žádná statisticky významná korelace.

Hodnoty cytokeratinů v moči a v séru skupiny 3 (R69) zdra-
vých dobrovolníků byly užity ke stanovení normálních hodnot.
Vzhledem k velikosti souboru byla zvolena pro všechny markery
specificita (SP) 87,5 %. Při této specificitě byly určeny diskriminační
hodnoty (cut off) pro jednotlivé markery jak v séru, tak i v moči.

V tabulkách 2 a 3 jsou shrnuty pro jednotlivé markery zjištěné
diskriminační hodnoty (cut off), senzitivity (SN), pozitivní a nega-
tivní prediktivní hodnoty (PV+ a PV-) a relativní risk (RR). 

Senzitivity sérových markerů v souboru C 67 dosahují nízkých
hodnot a nedostačujících pozitivních i negativních prediktivních
hodnot, kromě Cyfra 21-1 (viz tab. 2). 

V moči se naproti sérovým
hodnotám pohybovaly senzi-
tivity mezi 36,8 - 73,7 %.
Největší senzitivitu, pozitivní 
a negativní prediktivní hodno-
tu měly v moči stanovení UBC
a U-TPA. Naopak nejnižší sen-
zitivitu mělo stanovení TPS 
v moči (U-TPS) (viz tab. 3). 

DDIISSKKUUSSEE  

Autoři se v pilotní práci
zabývají problémem stano-
vení fragmentů cytokeratinů 
v séru a moči z pohledu vý-
znamu různých dostupných

metodik ke stanovení těchto fragmentů. Většina ostatních pub-
likovaných prací hodnotila význam pouze jedné metody na
stanovení cytokeratinů či se autoři zabývali buď stanovením v séru
nebo v moči [7, 8, 9, 10]. Většina prací, kromě několika publikací
[10, 11], se nezabývá srovnáním hodnot cytokeratinů u pacientů 
s nádorem močového měchýře a infekcí močových cest. Není ani
jednotnost v metodice odběru vzorků moči. Někteří autoři užívají
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TTaabb..  22:: Senzitivity, PV+, PV-, RR pro jednotlivé nádorové markery v séru

Cut off Jednotky SSeennzziittiivviittaa PV+ PV- RR Specificita

S - Cyfra 21-1 1,3 ng/mL 5522,,66  %% 83,3 % 60,9 % 2,13 87,5 %
S - TPA 79 IU/L 1100,,55  %% 50,0 % 45,2 % 0,91 87,5 %
S - TPS 102 IU/L 1155,,88  %% 60,0 % 46,7 % 1,13 87,5 %

TTaabb..  33::  Senzitivity, PV+, PV-, RR pro jednotlivé nádorové markery v moči

Cut off Jednotky SSeennzziittiivviittaa PV+ PV- RR Specificita

U - Cyfra 21-1 0,52 ng/mmoL 6688,,44  %% 86,7 % 70,0 % 2,89 87,5 %
U -TPA 33 IU/mmoL 7733,,77  %% 87,5 % 73,7 % 3,33 87,5 %
U -TPS 13,5 IU/mmoL 3366,,88  %% 77,8 % 53,8 % 1,68 87,5 %
UBC 0,118 ng/mmoL 7733,,77  %% 87,5 % 73,7 % 3,33 87,5 %

OObbrr..  11::  Hodnoty Cyfra 21-1 v séru

OObbrr..  22::  Hodnoty TPA v séru



24hodinový sběr [9, 11] a vztahují hodnoty k celkové diuréze, jiní
vztahují hodnoty cyto-keratinů na koncentraci kreatininu v moči
[10]. V naší studii jsme se snažili minimalizovat preanalytické
chyby a rozhodli jsme se proto pro odběr z prvé porce ranní moči.
Hodnoty cytokeratinů byly vztaženy na koncentraci kreatininu.

U našeho souboru jsme neprokázali význam sérových hodnot
cytokeratinů. Toto zjištění si vysvětlujeme vysokým zastoupením
stadií pTa, pT1 a pT2 (viz tab. 1), což se shoduje i s výsledky práce
Menedeze V. et al. [12]. 

Autoři studie prokazují, že močové hodnoty cytokeratinů
daleko citlivěji reagují na onemocnění urotelu, statisticky význam-
ně zvýšené hodnoty se nacházejí jak u pacientů s nádorovým
onemocněním močového měchýře, tak u skupiny probandů 
s infekcí močových cest. Na rozdíl od prací jiných autorů [8, 9, 10]
se TPS zdá být nejméně vhodným markerem ze všech sledovaných.
Pro malý počet pacientů v jednotlivých skupinách se nebylo možno
držet doporučení fixně stanovit specificitu na 95 % [6], a užili jsme
tedy specificitu blížící se 90 %. Vzhledem k vysokým korelačním
koeficientům mezi jednotlivými sledovanými metodami a s ohle-
dem na cenu vyšetření lze v budoucnu užít pouze jedné metody
stanovení cytokeratinu. Tato pilotní studie potvrdila reálnou
možnost využití stanovení cytokeratinů v moči, na druhé straně je
třeba většího souboru pacientů, abychom plně vyhověli
doporučením "Hamburger Group for Standardization of Tumour
Markers" [6] a zároveň ověřili možné rozdíly v koncentracích
cytokeratinů podle gradingu. Současně by bylo vhodné provést 
i srovnání s dalšími markery stanovovanými v moči. Jak naznačují
některé poslední studie, markery typu NMP22 [13, 14] a BTA [15]
jsou slibnými markery se shodným významem, jako jsou cyto-
keratiny. 
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OObbrr..  33::  Hodnoty TPS v séru OObbrr..  44::  Hodnoty Cyfra 21-1 v moči

OObbrr..  55::  Hodnoty TPA v moči OObbrr..  66::  Hodnoty TPS v moči

OObbrr..  77::  Hodnoty UBC v moči



ZZÁÁVVĚĚRR

U lokalizovaného nádorového onemocnění se sérové hodnoty
nádorových markerů pohybují v rozmezí normálních hodnot.

Stanovení cytokeratininových nádorových markerů v moči
umožňuje rozlišení od zdravých pacientů, ale zánětlivá onemoc-
nění močových cest mají nespecificky zvýšené hodnoty sle-
dovaných nádorových markerů v moči.

Vzhledem k dosažené senzitivitě se U -TPA a UBC zdají být
vhodnými markery k rozlišení pacientů s primárním nádorem
močového měchýře či recidivou od zdravých jedinců, jejichž hod-
noty spolu taktéž silně a vysoce signifikantně korelují.

Vzhledem k silným korelacím mezi jednotlivými nádorovými
markery lze v budoucnu užít stanovení pouze jednoho nádo-
rového markeru

Tato práce byla podpořena grantem IGA MZ ČR č. 4780-3 
a MŠTM ČR č. J13/98:111400003.
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