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SOUHRN

Cil: Neinvazivni diagnostika malignich onemocnéni je pranim vsech lékart. V této praci je
publikovdn soubor nemocnych vysettenych neinvazivnim laboratornim testem pro diagnostiku
recidivy nddoru mocového méchyre.

Metodika: Autoti predklddaji vysledky ze souboru 64 pacientl postizenych recidivou nadoru
mocového méchyre. Pacientlim byly kvantitativné vySetfeny hladiny cytokeratinli 8 a 18 v moci
UBC IRMAF testem (Urinary Bladder Cancer test). Byla hodnocena schopnost UBC IRMAF testu
diagnostikovat recidivu urotelidintho karcinomu mocového méchyre.

Vysledky: V souboru bylo zjiSténo 44 pozitivnich vySetieni. Senzitivita testu byla 0,6875 (69 %)
a specificita 0,6470 (65 %), nespravnd pozitivita testu 0,3529 (35 %) a nespravnd negativita testu
03125 (31 %). Prediktivni hodnota pozitivniho testu 0,88. Prediktivni hodnota negativniho testu 0,35.

Zavér: V souboru pacientl s urotelidlnim karcinomem mocového méchyre byly prokazany
zvysené hladiny cytokeratinti 8 a 18 oproti populaci bez tohoto onemocnént.

SUMMARY

DIAGNOSIS OF RECURRENT BLADDER CANCER: USE OF IDENTIFICATION
OF CYTOKERATINE 8 AND 18 IN URINE SAMPLE

Objective: Non- invasive diagnosing of malignant diseases is a wish of all physicians. This
work presents the group of patients examined by non-invasive laboratory test for diagnosing the
recidive of urinary bladder cancer. Method: The authors present the results of the group of
64 patients affected by the recidive of urinary bladder cancer. The qualitative examination of 8
and 18 cytokeratine levels in the urine was made by UBC IRMA" test (Urinary Bladder Cancer
test). There was evaluated the ability of UBC IRMA" test to diagnose the recidive of urotelial uri-
nary bladder cancer. Results: 44 positive examinations were found in the group. The sensitivity of
the test was 0,6875 (69 %) and the specificity 0,6470 (65%), false positivity of the test 0,3529
(35%) and false negativity of the test 0,3125 (31%). The predictive value of positive test 0,88. The
predictive value of the negative test 0,35.

Conclusion: There were demonstrated the increased levels of 8 and 18 cytokeratines in the
blood of the group of patients with urotelial urinary bladder cancer compared to the population
without this disease.
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UvoD

UrotelidIn{ karcinom mocového méchyte (MM) je druhou
nejcastéjsi urologickou malignitou po karcinomu prostaty. Je
6. nejcastejsim malignim onemocnénim muzské populace (inciden-
ce 6,1 %) za bronchogennim karcinomem (20,3 %), za nddorem
prostaty (12 %), tlustého streva (9,2 %), rektosigmoidea (8,4 %),
ledviny a ledvinné panvicky (6,4 %). U Zen predstavuje 11. nej-
Castéjsi nadorové onemocnéni. Incidence tohoto nddoru kazdym
rokem stoupa [1,2,3]. Nejcastejsim typem nadoru MM je urotelidl-
ni karcinom, ktery byl sledovdn v naSem souboru. Pro jeho povr-
chovou formu pTa-pT1 jsou typické vicecetné recidivy 60 — 85 %
[3,4]. Nezbytnd je proto celozivotni dispenzarizace pacienta
a opakované cystoskopické kontroly. V nasi préci je publikovan
soubor nemocnych vysettenych neinvazivnim kvantitativnim labo-
ratornim testem pro diagnostiku recidivy nadoru MM. Jednalo se
o pacienty s cystoskopicky prokazanou recidivou nddoru MM.

CiL

Autoti predkladaji soubor 64 pacientd postizenych recidivou
nadoru MM. U pacientli byly kvantitativné vysetieny hladiny
cytokeratinli 8 a 18 UBC IRMA" testem (Urinary Bladder Cancer
test) v nativnich vzorcich moci. UBC IRMA® test prokazuje hladiny
cytokeratinli (CK) 8 a 18 v moci. Byla hodnocena schopnost UBC
IRMA® testu diagnostikovat recidivu urotelialniho karcinomu MM.

SOUBOR A METODIKA

V obdobi od srpna 1996 do unora 2001 byla vysettena hladina
cytokeratini 8 a 18 v moci u 64 pacientli s urotelidlnim karci-
nomem pTa-pT4, G I-lIl MM. V souboru bylo zastoupeno 11 Zen
(17 %) a 53 muzd (83 %), ve vékovém rozmezi 41 az 88 roku.
Pramérny vék pacientd byl 68 rokd. Kontrolnim souborem byly
vzorky moci od 17 pacientd s benignim urologickym onemoc-
nénim (adenom prostaty, infekce mocovych cest apod.), kterym
byla téz vysetfena hladina cytokeratinti 8 a 18 v moci UBC IRMA*
test. V kontrolnim souboru bylo 6 zen (35 %) a 11 muzli (65 %),
ve vékovém rozmezi 24 a7 81 rokd, primérny vék byl 51 rokd.

Odebirdn byl vzdy nativni vzorek rann{ moci, mocené pred
cystoskopickou kontrolou. V pripadé, Ze byl cystoskopicky potvrzen
pozitivni zdchyt urotelidintho karcinomu, byl vzorek moci konzer-
vovan do 1 hodiny od odbéru zmrazenim na -18 °C do doby
dalsiho zpracovani. Vzorky moci byly nésledné inkubovany s mo-
noklondln{ anti-UBC protildtkou znacenou izotopem jédu | a vy-
Setfeny metodou IRMA (ImmunoRadioMetric Assay). 95. percentil
pro koncentraci UBC v normalni populaci byl vyrobcem kitu
stanoven na 12 pg/l.

Pacienti s pozitivnim kultivacnim bakteridlnim ndlezem v moci
nebo pyurii v mocovém sedimentu byli ze souboru pacientli
s recidivou urotelidlntho karcinomu MM vylouceni.

Stanoveni UBC bylo provedeno soupravou Ideal™ Monoclonal
UBC™ IRMA od IDL Biotech AB, Sweden. Jednd se o 2hodinovy
test, urceny pro stanoveni fragmentd cytokeratin(i 8 a 18 v modi,
pochazejicich z urotelidlnich nddorl typu ,andwich stanovenim
na pevné fizi. V tomto testu jsou vzorky, standardy i kontroly
inkubovdny s monoklondlni anti-UBC protildtkou navdzanou na
plastikové kulicky a soucasné inkubovany s protilatkou znacenou
1", Béhem inkubace dvojice imobilizované a radioizotopem
znacené protildtky véze antigen a vytvori sandwich. Nasledné

jsou kulicky promyty a je mérena radioaktivita gama-pocitacem.
Namérend radioaktivita je primo umérnd koncentraci analytu. Test
je urcen pouze pro in vitro vySetfeni moci. Spravnost a reproduko-
vatelnost stanoveni souvisi s dodrzenim postupu a presnosti
pipetovani predepsanych objemd. Vzorky moci pred vySetfenim
mohou byt zmraZeny a jsou stabilni po dobu 2 mésici pti -18 °C.
Pred testovanim je nutno nechat vysetfované vzorky moci vytem-
perovat na pokojovou teplotu. Mensi zdkal vzorku moci neovliviiu-
je vysledky.

Ze sledovaného souboru 64 pacientd s nadorem MM byli dle
TNM klasifikace hodnoceni 4 pacienti jako stupen pTa, 33 pacien-
ti jako stupen pT1, 14 pacientl jako stupen pT2, 9 pacientl jako
stupen pT3, 4 pacienti jako stupert pT4 lokdlniho rozsahu nédoru
(viz graf 1). Nadorovy histopatologicky grading (dale jen grading)
byl zastoupen nésledné: G I- 6 pacientll, G Il - 27 pacientdi a G Ill -
31 pacientl (viz graf 2).
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Graf 1. Déleni pacientti ve sledovaném souboru dle lokdlniho
rozsahu nddoru.

27 pacientd 6 pacientt
(42 %) (9 %)
el
aGll
BG Il
31 pacient

(49 %)

Graf 2. Déleni pacientti ve sledovaném souboru dle
histopatologického gradingu.

VYSLEDKY

Patologickd hodnota ve zjisténych hladindch cytokeratinii
8 a 18 byla zaznamendna u 44 (69 %) pacientd. V jednotlivych
skupindch lokdlniho rozsahu nddoru TNM Kklasifikace byly
namérené hodnoty patologické u 2 ze 4 pacientd (50 %) pro pTa,
u 23 z 33 pacientd (69 %) pro pT1, u 11 ze 14 pacientd (79 %) pro
pT2 a u 8 z 13 pacientd (61 %) pro pT3 a pT4 (viz graf 3). V jed-
notlivych skupindch gradingu nador( byl vztah mezi patologickou
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hodnotou a stupném gradingu ndsleduijici. V ptipadé G | byly pato-
logické hodnoty u 4 (67 %) pacientl, G 1l u 23 (76 %) pacientl
avpripadé G Il u 17 (65 %) pacientil (viz graf 4). Hladiny CK neby-
ly prepocitavany na hladinu kreatininu, byly pouzity ziskané abso-
lutni hodnoty hladin cytokeratind.

Statistické vyhodnoceni namérenych hodnot, ziskdni zaklad-
nich udaji deskriptivni statistiky bylo provedeno pomoci statis-
tického softwarového programu NCSS (2001), Fisheriiv presny
test shody proporci. Pii statistickém zpracovani vysledkd byla
stanovena senzitivita testu (pravdépodobnost, ze bude test pozi-
tivni u pacientli se sledovanym nadorem) 0,6875 (69 %). Speci-
ficita testu (pravdépodobnost, Ze test bude negativni u pacientli
bez nddorového onemocnéni) byla zjisténa 0,6470 (65 %), ne-
sprévna pozitivita testu 0,3529 (35 %) a nesprdvnd negativita testu
0,3125 (31 %). Prediktivni hodnota pozitivniho testu (pravdépo-
dobnost, Ze je osoba opravdu nemocna, kdyz test reagoval pozi-
tivné) byla 0,88. Prediktivni hodnota negativniho testu (pravdé-
podobnost, Ze osoba nemd sledovanou nemoc pfi negativnim
vysledku testu) byla 0,35. Pokud by byla tato vySetfovaci metoda
pouzita ke screeningu, je nutno vzit do dvahy i prevalenci nadoru
MM v populaci.

V kontrolnim souboru ndhodné vybranych 17 pacientd
s benignim urologickym onemocnénim byly namérené hodnoty
u 11 pacientl (65 %) v normdlnim rozmezi a u 6 pacientli (35 %)
byly v rozmezi patologickém. Z pacientd s patologickou hodnotou
mél vyznamné zvySenou hladinu cytokeratind pacient s akutni
infekci mocovych cest a pacientka s endometridzou v mocovém
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Graf 3. Podil prokdzanych patologickych ndlezii v jednotlivych
kategoriich dle lokdIniho rozsahu nddoru.
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Graf 4. Podil prokdzanych patologickych ndlezii v jednotlivych
kategoriich délenych dle nddorového gradingu.

méchyri. Ostatni zvySené hodnoty hladin cytokeratinii byly
zvyseny jen mirné nad referencni hladinou pro normu. Jednalo se
o0 pacienty s infekci mocovych cest. Cut off hodnoty uvedené
vyrobcem UBC IRMA® testu bylo vyuzito jako normy v bézné zdra-
vé populaci.

DISKUSE

Soucasny stav diagnostiky nddorti mocového méchyre je cha-
rakterizovdn rychlym pokrokem v oblasti imunohistochemie. Nové
poznatky z oblasti bunécné stavby, metabolismu a z oblasti mole-
kuldrni biologie zpresnuji pozndni patogeneze nadorovych one-
mocnéni a umoznuiji cilenéjsi a presnéjsi diagnostiku probihajicich
procesu. Podatilo se izolovat proteiny, enzymy a degradacni produk-
ty charakteristické pro nadory mocového méchyre [14,15,17,18].

Cytokeratiny (CK) tvoti mikrofilamentdrni mezicldnek bunéc-
ného cytoskeletu. Udrzuji tvar a podobu bunék. Dopliiuji se a spo-
luplsobi s desmosomy, mezibunécnymi miistky v epitelu [5]. CK
jsou ve vodnych roztocich nerozpustné, uvoliuji se do moci pri
destrukci bunky. Detekovatelné jsou pouze jejich solubilni frag-
menty. CK lze rozdélit do 2 skupin, na acidické a bazické. Priikaz
CK v systémovém krevnim obéhu ptichdzi v uvahu jen pfi systé-
mové diseminaci onemocnéni. V lidské populaci bylo urceno
20 jednotlivych izotypl CK. U epitelidlnich bunék se da obvykle
prokazat 2 — 10 izotypli CK [6]. CK 4 je typicky exprimovan z bazal-
nich bunek, CK 7, 8, 13, 18, 19, 20 jsou exprimovany bunkami
urotelu. CK 8, 18, 19, 20 se objevuji na povrchu bunék u karcino-
mu MM [7,8,9,10]. CK 20 je popisovdn jako prikaz recidivujiciho
nadoru [6]. Behem destruktivni lyzy bunék urotelidiniho karcino-
mu se CK 18 a CK 19 uvolniuji do moci a krve, kde mohou byt
zjistény [11]. CK mohou byt prokazovany riiznymi testy, napt. UBC
IRMA* test (Urinary Bladder Cancer test, prokazuje CK 8 a 18), UBC
ELISA® test, UBC Rapid" test, TPA (Tissue Polypeptide Antigen test, pro-
kazuje CK 8,18,19), CYFRA 21-1 (prokazuje CK 19) [6,7,11,12,13,14,15,16].

Nejcastéji pouzivanym neinvazivnim vysetfenim na pfitomnost
nadorovych bunék urotelu je cytologie provadéna z moci pacientd.
Jeji vypovidaci schopnost je omezend u nddorl s nizkym gra-
dingem. Pravé v této oblasti diagnostiky je potencidlni misto pro
uplatnéni dalSich neinvazivnich vySetfovacich a diagnostickych
postupll, napt. vyuziti stanoveni riiznych nadorovych markert.
V |ékafské praxi neexistuje stoprocentné senzitivni a specificky
test. Stejné tomu tak je i u diagnostickych testli na pritomnost
nddoru urotelu.

Vétsina soucasnych testll ma v diagnostice vysokou senzitivitu
a nizkou specificitu. Sanchez-Carbayo et al ve svych publikovanych
souborech doklddaji senzitivitu UBC ELISA® testu 87 % a specificitu
testu 86 % v pripadé stanoveni normdlni hladiny mnoZstvi cyto-
keratind na 9,74 ug/|, tedy o cca pétinu nizsi hodnotu nez vyrob-
cem doporucované. Jednoznacné Ize timto postupem zvysit senzi-
tivitu testu, ale na ukor jeho specificity. Ciudad et al zjistili senzi-
tivitu UBC testu 77 %. Heicappell et al vysetrili cytokeratiny 8 a 18
UBC testem a zjistili senzitivitu testu od 21,6 % (pTa) do 75 %
(pT4), celkovou specificitu 76,6 % a nedoporucili jej ke klinické
detekci karcinomu méchyte. Shuhei et al uvetejnili ve svém sou-
boru zjisténou senzitivitu UBC ELISA® testu 82 % a specificitu téz
82 %. Porovndnim se soucasné provddénou cytologii dosli k zdvéru,
Ze vySetfen{ UBC testem je mnohem ucinnéjsi, a to zejména
u nadort s nizkym gradingem [19,20]. Nizsi ziskané hodnoty sen-
zitivity a specificity publikovali Babjuk et al v souborech vysetre-
nych pacienti UBC IRMA® a UBC RAPID® testem [9,10,14].
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Pro priikaz karcinomu MM v moci existuje mnozstvi dalsich
laboratornich vysetfovacich testli monitorujicich jiné nadorové
markery. Nékteré z nich uvddime. Aura-Tek FDP* testem jsou
prokazovény fibrin degradacni produkty, jejichZ hladiny stoupaj
v pripadé pritomnosti karcinomu MM. BTA® testem, proveditel-
nym ambulantné, jsou prokazovany komplexy bazalni membrany.
Vysettujeme jim lidsky komplementovy faktor H odvozeny protein
(hCFHrp). BTA TRAK® testem prokazujeme hCFHrp kvantitativné.
ImmunoCyt* testem prokazujeme monoklondlni protildtky proti
specifickym antigendm bunék urotelidlniho karcinomu. MAUS®
testem (Mikrosatelite Analysis of Urine Sediment) metodou PCR
prokazujeme genomickou nestabilitu bunék. NMP22* testem je
vySetfovana hladina proteinu jaderného mitotického apardtu.
Zadny z uvedenych testll dostatecné ve své senzitivité a specificité
neprevysuje ostatn{ natolik, aby mohl byt doporucen jako jediny
mozny. Nevyhodou navic byvd metodickd a asovd narocnost jejich
zpracovani.

ZAVER

Po shrnuti vysledkli u souboru pacientll s urotelidlnim
nadorem MM, sledovaném autory cldnku, byly prokdzany zvysené
hladiny cytokeratind 8 a 18 oproti populaci bez tohoto onemoc-
néni. UBC IRMAF test viak v uvedeném souboru nemél dostatec-
nou senzitivitu a specificitu potfebnou k diagnostice a dispen-
zarizaci urotelidlntho karcinomu MM. Jeho praktické vyuziti by
mohlo byt uplatnéno v kombinaci s dalsimi testy zalozenymi na
jiném principu diagnostiky. Tim by mohlo byt dosazeno zlepSeni
obou parametr( - senzitivity i specificity. K potvrzeni tohoto pred-
pokladu jsou nutné dalsi studie.

Pro ziskani validnich vysledkd je vzdy nezbytné klinické zhod-
noceni symptomu a stavu pacienta, které umozn{ spravné inter-
pretovat ziskané hodnoty. Z nasich zkusenosti se jednalo zejména
0 nespravné pozitivni vysledky u pacientli s infekci mocovych cest.
Pro screeningové vysetfovan{ je UBC IRMA® test nevhodny.

Predpoklddame rozsiteni naseho souboru o vysledky pacientti
s nddorem MM vysetienych pritokovou cytometrii na expresi
CK 18 na burkdch ve vzorcich moci, které v soucasné dobé
dokoncujeme. Ucinnost neinvazivnich testd v diagnostice nadort
mocového méchyre by zobjektivizovaly pocetné vétsi prospektivni
studie na heterogennich souborech pacient(.
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