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SOUHRN

Autoti prezentuji vysledky pilotni studie vénované klinickému vyznamu detekce
cytokeratinl v séru a moci jako jednoho z neinvazivnich ndstroji k detekci recidiv nebo
primarniho nddoru mocového méchyte. Vysledky zahrnuji 53 pacientld (19 s pri-
marnim nddorem mocového méchyre ¢i recidivou, 18 pacientl s klinicky a mikrobio-
logicky ovéfenou infekci mocovych cest, 16 zdravych probandd). Pacienti s iritaci
urotelu nadorové i infekéni povahy maji vyssi hladiny cytokeratind v moci nez zdravi
probandi. Senzitivita TPA a UBC v moci dosahuje 73,7 % pfi specificit¢ 87,5 %.
V budoucnu bude nutné vypracovat doporucené protokoly odbéru vzorkll moci a zjistit
vyznam cytokeratind pro grading tumoru a pro dlouhodobé sledovani nadorového
onemocnént.

SUMMARY

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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UvoD

Incidence karcinomu mocového méchyfe v Ceské republice
¢inila v roce 1991 20,6 pripadli na 100 000 obyvatel/rok u muzd
a 6,5 pripadli na 100 000 obyvatel/rok u zen. V absolutnim poctu
to znamena 1030 nové diagnostikovanych onemocnéni u muzd
a 343 novych pripadil u Zen. Od roku 1977 doslo k ndrdstu inci-
dence 0 45,1 % umuzli a o 124,1 % u Zen [1]. Monitorovani a 1é¢ba
karcinomu mocového meéchyre vyzaduje cCetné a dlouho-dobé
klinické sledovani, nebot mira recidiv u tohoto onemocnéni
dosahuje az 70 % v prabéhu 5 let. V soucasnosti je cystoskopické
vysetreni rozhodujicim vysetfenim jak pro inicidlni diagndzu, tak
i monitorovani karcinomu mocového meéchyre. Protoze cysto-
skopie je invazivni vysetfeni, hledaji urologové mozné neinvazivni
metody diagnostiky a detekce recidiv nddori mocového méchyre.
Slibnou cestou se jevi detekce markerli karcinomu mocového
meéchyre v moci a v séru. Jednou z moznosti je stanoveni frag-
ment{ cytokeratind.

Cytokeratiny patti do skupiny proteind tvoricich intermedidlni
filamenta, které jsou hlavni slozkou cytoskeletonu bunék. Existuje
20 rhznych cytokeratind s molekulovou hmotnosti mezi 40 az
70 kilodaltony, které jsou klasifikovany podle izoeletrického bodu do
dvou hlavnich podskupin: acidické (typ 1) a bazické (typ 1) [2].

Exprese jednotlivych cytokeratind je zdvisld na typu tkané
a stupné diferenciace a rychlosti riistu [3]. Cty¥i typy cytokeratinG
charakterizuji jednoduchy epitel, dva acidické (Cislo 18 a 19) a dva
bazické (Cislo 7 a 8). Pomoci imunohistochemického vysetreni je
Ize prokézat v cytoplazmé jak nadorovych bunék epitelianiho plvo-
du, tak i normalnich epitelidlnich bunék. Prestoze jsou cytokeratiny
za fyziologickych podminek nerozpustné v séru a tkdnovych
tekutindch, v télesnych tekutindch prokazujeme jejich ve vodném
prostredi solubiln{ fragmenty vzniklé proteolyzou [4]. Koncentrace
cytokeratinli v moci je pravdépodobné déna souctem frakce, kterd
je do moci filtrovdna ze séra ledvinami, a frakce cytokeratinl
uvolnovanych pfimo z urotelidlnich bunék.

Signifikatné zvySené hodnoty cytokeratinovych fragmentd
v moci lze najit kromé nadorl vychdzejicich z urotelu i u zdnétl
mocovych cest.

Vzhledem k tomu, Ze dostupné metodiky na stanoveni cyto-
keratind detekuji pokazdé jiny typ ¢&i jiné spektrum fragmentd
cytokeratint (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 moci [5]), bylo cilem této prace
zhodnotit diagnostické moznosti jednotlivych metod stanovujicich
cytokeratinové fragmenty v séru a moci u pacientdl s karcinomem
mocového méchyre.

Tab. 1: Histopatologické rozdélenf{ pacientli s nddory mocového
méchyie

Grading Staging Celkem
pacientu
pla pT1 pT2 pl3 PT4

1. 2 5 2 1 1 i

11 1 2 3 0 0 6

1. 0 0 1 1 0 2

Celkem 3 7 6 2 1 19

pacientt

MATERIAL A METODY
Skupiny pacientt:

Celkem bylo do studie zatazeno 53 pacientl, rozdélenych do tri
skupin.

Skupinu 1 (C67) tvorilo 19 pacientl s cystoskopicky verifiko-
vanym prvozachytem nddoru mocového méchyre nebo recidivou
tumoru (vékové rozmezi 46 - 80 let s primérnym vékem 62,8 let).
Skupina jedna byla rozdélena dle rozsahu onemocnéni na povrchové
nadory (pTa, T1) a nddory s invazi do svaloviny (pT2, pT3, pT4) a dle
gradingu (1. az 111.) dle TNM Klasifikace (viz tab.1).

Skupinu 2 (N30) tvorilo 18 probandi s klinicky a mikrobiolo-
gicky ovérenou infekci dolnich mocovych cest (vékové rozmezi
39 - 85 let s primérnym vékem 60,0 let).

Skupinu 3, kontrolni, (R69) tvorilo 16 zdravych dobrovolniki
(vékové rozmezi 17 - 78 let s primérnym vékem 47,4 let).

Odbér a zpracovani vzorki:

Vzorky moci byly ziskany odbérem 10 ml z prvé ranni porce,
byly zcentrifugovany pti 2000 ot/min po dobu 10 min a super-
natant byl az do zpracovani uchovan pfi - 70 °C. Namétrené hod-
noty byly korigovany na mnozstvi kreatininu v moci. Soucasné bylo
nalacno odebrdno 5 ml srazlivé vendzni krve a naslednou centrifu-
gaci pri 2000 ot/min po dobu 10 min bylo oddéleno sérum, které
bylo az do zpracovéni uchovdvédno pfi -70 °C. U vsech probandd
byly vysetfeny v séru a v moci nasledujici markery: S-TPA, S-TPS,
S-Cyfra 21-1 a U-TPA, U-TPS, U-Cyfra 21-1, UBC (pouze v moci).

Ke stanoveni byly uzity komer¢né doddvané soupravy, které
detekuji pokazdé jiny typ ¢i jiné spektrum fragmentdi cytokeratind.
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 moci by stanoven Jaffeho reakei.

Statistické zpracovéni:

Zjisténé hodnoty cytokeratind v séru a moci byly zhodnoceny
dle klinického stavu. Abychom byli schopni zhodnotit vysledky pro
jednotlivé nddorové markery a vzdjemné je porovnat, drzeli jsme
se doporuceni ,Hamburger Group for Standardization of Tumour
Markers" [6] a ustanovili jsme hodnoty ,cut off" (hra-nicni meze)
pro kazdou metodu pri stejné specificité a nasledné vypocitali sen-
zitivitu, pozitivni (PV+) a negativni (PV-) prediktivni{ hodnotu a re-
lativni riziko (RR) pro jednotlivé nadorové markery. Statistickd
analyza obsahovala deskriptivni popis jednotlivych podsoubortl,
korelace mezi jednotlivymi proménnymi byly zjis-tovdny pomoci
Spearmanova poradového korelacniho koeficientu. Vzhledem
k negausovské distribuci hodnot markerl ve vysetfovanych
skupindch  byla provedena analyza rozdild distribuci
Wilcoxonovym testem a byly uddny hodnoty medidnu, 25 % a
75 % percentild (Q1 a Q3). K vyhodnoceni byl pouzit statisticky
software S.AS, US.A., verze 6.12.
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Tab. 2: Senzitivity, PV+, PV-, RR pro jednotlivé nddorové markery v séru

V modi se naproti sérovym
hodnotdm pohybovaly senzi-

Cut off | Jednotky | Senzitivita PV+ PV- RR Specificita tivity mezi 368 - 73,7 %.
S - Gyfra 21-1 13 ng/mL 52,6 % 833 % 60,9 % 2,13 87.5 % Nejveétsi senzitivitu, pozitivni
S - TPA 79 1U/L 10,5 % 50,0 % 452 % 0,91 87,5 % a negativni prediktivni hodno-
S-TPS 102 1U/L 15,8 % 600% | 467% | 113 87,5 % tu mély v moci stanoveni UBC
a U-TPA. Naopak nejnizsi sen-
zitivitu mélo stanoveni TPS
Tab. 3: Senzitivity, PV+, PV-, RR pro jednotlivé nddorové markery v mocdi v moci (U-TPS) (viz tab. 3).
Cut off | Jednotky Senzitivita PV+ PV- RR Specificita
U - Cyfra 21-1 0,52 | ng/mmol 684 % 86,7% | 700% | 2,89 87,5 % DISKUSE
U -TPA 33 1U/mmol 73.7 % 87,5 % 73.7 % 3,33 87,5 %
U -TPS 13,5 |1U/mmol | 368 % 778% | 53.8% | 168 87.5 % Autofi se v pilotni praci
UBC 0118 [ng/mmol | 737 % 875% | 73.7% | 333 87,5 % zabyvaji problémem stano-
veni fragment( cytokeratinii
v séru a moci z pohledu vy-
VYSLEDKY znamu rlznych dostupnych

Na obr. 1 - 7 jsou zndzornény distribuce hodnot jednotlivych
stanovovanych markerd v séru a v moci.

V séru se signifikantné lisily distribuce hodnot S-Cyfra 21-1
skupiny 1 (C67), proti skupiné 3 (R69) (p< 0,03) a proti skupiné
2 (N30) (p< 0,04). U markerd S-TPA a S-TPS jsme neprokdzali Zadné
statisticky vyznamné rozdily mezi ndmi sledovanymi skupinami.

V moci byly nalezeny statisticky vysoce vyznamné rozdily
v distribucich 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
prokdzan statisticky vyznamny rozdil. Mezi skupinou 2 (N30)
a 3 (R69) byly nalezeny statisticky signifikantni rozdily U-Cyfra
21-1 (p< 0,0001), U-TPA (p< 0,016), UBC (p< 0,012), u U-TPS se
distribuce hodnot nelisily.

Pti srovndni skupin 1 (C67) a 2 (N30) se nenalezly zddné sta-
tisticky vyznamné rozdily v distribuci hodnot cytokertin® v modi.

Pri analyze korelaci jednotlivych cytokeratini v moci pomoci
Spearmanova poradového korelacného koeficientu (p- znaci stati-
stickou vyznamnost a r pak korelacni koeficient) jsme nalezli
v celém souboru dat:

UBC 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)

déle,

U-TPA koreluje s:  U-Cyfra 21-1  p< 0,0001 (r=0,951)
U-TPS p< 0,001 (r =0,874)

a

U-TPS koreluje s: U-Cyfra 21-1  p< 0,0001 (r=0,86)

Mezi sérovymi a mocovymi hodnotami cytokeratinovych
marker(l nebyla nalezena zadna statisticky vyznamnd korelace.

Hodnoty cytokeratinti v moci a v séru skupiny 3 (R69) zdra-
vych dobrovolnikd byly uzity ke stanoveni normalnich hodnot.
Vzhledem k velikosti souboru byla zvolena pro vSechny markery
specificita (SP) 87,5 %. Pri této specificité byly urceny diskriminacni
hodnoty (cut off) pro jednotlivé markery jak v séru, tak i v moci.

V tabulkdch 2 a 3 jsou shrnuty pro jednotlivé markery zjisténé
diskriminacni hodnoty (cut off), senzitivity (SN), pozitivn{ a nega-
tivni prediktivni hodnoty (PV+ a PV-) a relativni risk (RR).

Senzitivity sérovych marker(i v souboru C 67 dosahuji nizkych
hodnot a nedostacujicich pozitivnich i negativnich prediktivnich
hodnot, kromé Cyfra 21-1 (viz tab. 2).

metodik ke stanoveni téchto fragmentd. Vétsina ostatnich pub-
likovanych praci hodnotila vyznam pouze jedné metody na
stanoveni cytokeratin{ Ci se autofi zabyvali bud stanovenim v séru
nebo v moci [7, 8, 9, 10]. Vétsina praci, kromé nékolika publikaci
[10, 11], se nezabyvé srovnanim hodnot cytokeratindi u pacientl
s nddorem mocového meéchyre a infekci mocovych cest. Neni ani
jednotnost v metodice odbéru vzorkl moci. Néktef{ autofi uzivaji

Obr. 1: Hodnoty Cyfra 21-1 v séru
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Obr. 2: Hodnoty TPA v séru
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24hodinovy sbér [9, 11] a vztahuji hodnoty k celkové diuréze, jini
vztahuji hodnoty cyto-keratin{i na koncentraci kreatininu v moci
[10]. V nasi studii jsme se snazili minimalizovat preanalytické
chyby a rozhodli jsme se proto pro odbér z prvé porce ranni moci.
Hodnoty cytokeratinti byly vztazeny na koncentraci kreatininu.

Obr. 3: Hodnoty TPS v séru Obr. 4: Hodnoty Cyfra 21-1 v modi
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Obr. 5: Hodnoty TPA v modi Obr. 6: Hodnoty TPS v moci
U-TPA/mmol kreatininu o
U-TPS/mmol kreatininu
1000
90,00
373,72 100,00 ]
4842
155,64
100 104,75 T 25,00
E ) e E 11.86
2 . 5 1000 Median
&0 = =0
= 149 13,88 T15.92 < 6,83 Q3
0 ’ 4558 553
. dosa 391
4@ 3,7 ns.
p<0,002
ns.
1 b b 1l 1,00 + + !
67 N30 R69 C67 N30 R69
U naseho souboru jsme neprokdzali vyznam sérovych hodnot
Obr. 7: Hodnoty UBC v moci cytokeratinll. Toto zjisténi si vysvétlujeme vysokym zastoupenim
stadif pTa, pT1 a pT2 (viz tab. 1), coz se shoduje i s vysledky prace
o Menedeze V. et al. [12].
UBC/mmol kreatinine v . oy . .o
Autoti studie prokazuji, Ze mocové hodnoty cytokeratinl
10 daleko citlivéji reaguji na onemocnénf urotelu, statisticky vyznam-
. I . né zvysené hodnoty se nachdzeji jak u pacientd s nddorovym
onemocnénim mocového méchyte, tak u skupiny probandi
0502 L2 s infekci mocovych cest. Na rozdil od praci jinych autord [8, 9, 10]
! se TPS zdd byt nejméné vhodnym markerem ze vSech sledovanych.
é 0,446 el Pro maly pocet pacientd v jednotlivych skupinach se nebylo mozno
Media v v s v . Lo . veps s
2 0261 s drzet doporucent fixné stanovit specificitu na 95 % [6], a uzili jsme
o0 = err e vy . v/
. 0,083 tedy specificitu bliZici se 90 %. Vzhledem k vysokym korelaénim
1 koeficientim mezi jednotlivymi sledovanymi metodami a s ohle-
0055 0043 dem na cenu vysetfeni lze v budoucnu uzit pouze jedné metody
0033 o stanoven{ cytokeratinu. Tato pilotni studie potvrdila redlnou
001 | | S | moznost vyuziti stanoveni cytokeratind v moci, na druhé strané je
C67 N30 R69

tfeba vétsitho souboru pacientli, abychom plné vyhoveéli
doporucenim "Hamburger Group for Standardization of Tumour
Markers" [6] a zdroven ovérili mozné rozdily v koncentracich
cytokeratinli podle gradingu. Soucasné by bylo vhodné provést
i srovndni s dalsimi markery stanovovanymi v moci. Jak naznacuji
nékteré posledni studie, markery typu NMP22 [13, 14] a BTA [15]
jsou slibnymi markery se shodnym vyznamem, jako jsou cyto-
keratiny.
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ZAVER

U lokalizovaného nddorového onemocnéni se sérové hodnoty
nadorovych markert pohybuji v rozmezi normalnich hodnot.

Stanoveni cytokeratininovych nadorovych markerti v moci
umoziiuje rozliseni od zdravych pacientd, ale zdnétlivdi onemoc-
néni mocovych cest maji nespecificky zvysené hodnoty sle-
dovanych nidorovych markerd v moci.

Vzhledem k dosazené senzitivite se U -TPA a UBC zdaji byt
vhodnymi markery k rozliSeni pacientl s primarnim nadorem
mocového méchyre ¢i recidivou od zdravych jedincd, jejichz hod-
noty spolu taktéz silné a vysoce signifikantné koreluji.

Vzhledem k silnym korelacim mezi jednotlivymi nddorovymi
markery lze v budoucnu uzit stanoveni pouze jednoho nado-
rového markeru

Tato prdce byla podpofena grantem IGA MZ CR ¢ 4780-3
a MSTM CR ¢& J13/98:111400003.
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