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Souhrn

Cile: Endostatin a midkin jsou proteiny, které pfimo ovlivfiuji angiogenezu a podileji se pravdépodobné na diferenciaci tumoru.
E-FABP je epitelidlni protein, ktery se pravdépodobné uvolriuje pfi vzniku malignich 1ézi. Cilem prace bylo hodnoceni moznosti
stanoveni koncentraci endostatinu, midkinu a E-FABP v séru i v modi jako nddorového markeru u jedinct s karcinomem mo-
¢ového méchyre.

Soubor a metody: Do studie bylo zafazeno 96 osob, z toho 64 jedincl s endoskopicky a histologicky potvrzenym karcinomem
mocového méchyfe a 32 osob s benignim onemocnénim urotraktu. U vS8ech byla provedena cystoskopie (histologie) a vySetfeni
vendzni krve a moce na endostatin, midkin a E-FABP.

Vysledky: Pacienti s prokazanym urotelialnim karcinomem moc¢ového méchyfe méli hodnoty endostatinu, midkinu a E-FABP v mogi
vyznamné vyssi (p<0,01) nez kontrolni skupina. Hodnoty endostatinu, midkinu a E-FABP v séru byly taktéZ u osob s karcinomem
méchyfe vyssi, avSak pouze stanoveni endostatinu dosahovalo uspokojivé diagnostické efektivity (senzitivita 47 %, specificnost
83%, AUC = 0,75, cut-off hodnota 201 ug/l).

Zavér: pacienti s karcinomy moc¢ového méchyfe maji vy$si hodnoty endostatinu, midkinu, E-FABP a endostatinu v séru i v mo¢i,
avSak pouze stanoveni endostatinu v séru mé dostate¢nou diagnostickou efektivitu pro odhad pfitomnosti této diagnézy.

Kli¢ova slova: karcinom mo¢ového méchyre, nadorové markery, endostatin, midkin, EFABP.

NEW LABORATORY MARKERS IN BLADDER CANCER WORK UP
Summary
Purpose: Endostatin and midkine are proteins which directly affect angiogenesis and are likely to be involved in tumour differentiation.
E-FABP is an epithelial protein likely to be released when malignant lesions arise. The aim was to assess the options for determining
both serum and urine concentrations of endostatin, midkine, and E-FABP as tumour markers in individuals with bladder cancer.
Material and methods: The study enrolled 96 people, including 64 people with endoscopically and histologically confirmed blad-
der cancer and 32 people with benign urinary tract disease. All underwent cystoscopy (histology) and venous blood and urine test
for endostatin, midkine, and E-FABP.
Results: The patients with confirmed urothelial carcinoma of the bladder had significantly higher urinary levels of endostatin, mid-
kine, and E-FABP than the control group (p<0.01). Endostatin, midkine, and E-FABP serum levels were also higher in subjects wi-
th bladder cancer, endostatin detection, however, was the only to reach satisfactory diagnostic effectiveness (sensitivity 47%, spe-
cificity 83%, AUC = 0.75; cut-off value 201 ug/I).
Conclusion: Patients with bladder cancer have higher serum and urine concentrations of endostatin, midkine, and E-FABP, de-
tection of serum endostatin, however, is the only to have a diagnostic effectiveness sufficient enough to estimate the presence of
this diagnosis.
Key words: bladder cancer, tumour markers, endostatin, midkine, E-FABP.
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Uvod

Urotelialni karcinom mocového méchyfe je one-
mocnéni s variabilnim klinickym priibéhem a s tendenci
k ¢asnému relapsu u témér 60 % pacientl (1).

Cystoskopie a cytologie moci jsou standardnimi postu-
py pfi diagnostice a dispenzarizaci nador mo¢ového mé-
chyfe. Cytologie je pfitom vySetfeni, které zavisi na bez-
chybném zpracovani vzorku a je zatizeno subjektivni inter-
pretaci cytologem. Vysledky jsou dostupné nejdfive za 24
hodin a maji pomérné vysokou senzitivitu pfes 80%, ale

nizkou specificnost (40—60 %) (2). Cystoskopické vySetre-
ni je pro pacienta nepfijemné a zatézuijici, a proto se hle-
daji jiné moznosti jak s uspokojivou diagnostickou efek-
tivitou detekovat pfitomnost nador(i mo¢ového méchyre.

Velky pocet studii se zaméfuje na identifikaci labo-
ratornich nadorovych marker(, které by mohly doplnit
¢i nahradit sou¢asné diagnostické postupy nebo poskyt-
nout informaci k selekci k adjuvantni terapii (3, 4).

Do soucasnosti byly publikovany zkuSenosti s vySe-
tfenim nékolika laboratornich ukazatell, do kterych byly
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vkladany pomeérné velké nadéje (TPS, BTA, telomeraza,
NMP22, M344, hodnoceni aneuploidie chromozémi 3, 7,
a 17 aztratu lokusu 9p21 metodou fluorescenéniin situ hyb-
ridizace, Immunocyt test, survivin, livin, atp.). Prvni zavéry
téchto studii sice hovofily o snizeni frekvence cystoskopii
pfi uspokojivé diagnostické efektivité téchto ukazateld, dal-
§i studie vSak tyto zavéry nepotvrdily. Nepodafilo se pro-
kazat, ze by tyto ukazatele mohly nahradit cystoskopické
vySetfeni. Mohou jej pouze ve vybranych pfipadech do-
plnit (a to jesté ne vSechny) (5, 6, 7, 8, 9, 10, 21).

V posledni dobé se hovofi v kontextu se vznikem ma-
lignich nadord o angiogenezi. V tomto kontextu se jako
velice perspektivni pfi prvnich pilotnich studiich jevilo sta-
noveni endostatinu (11, 12) a midkinu (13,14), coz jsou pro-
teiny, které s timto procesem pfimo souviseji. V souvislosti
se vznikem karcinomu moc¢ového méchyrie Ize také speku-
lovat 0 moznosti vyuziti stanoveni epitelidlnich proteind,
které se uvolfiuji pfi lézich moCového meéchyre, napf.
E-FABP-5 (Epidermal Fatty Acid Binding Protein), coz je
epitelidlni protein, jehoz primarni funkci je vazba mastnych
kyselin. Pravdépodobné se uvolfiuje do moce ze sliznice
mocového méchyfe pfi malignich lézich a je zvySené ex-
primovan pfi malignich chorobéch obecné (15).

Jelikoz byla v poslednich mésicich vyvinuta diagnos-
ticka souprava na stanoveni koncentrace endostatinu,
midkinu a E-FABP, na jejichz validacich jsme se v ramci
spoluprace s vyrobcem podileli, stalo se cilem nasi pra-
ce ovéreni diagnostické efektivity stanoveni téchto pro-
teind v séru i v moci u pacientd s urotelidlnimi karcinomy
mocového méchyfe. Dal§im cilem bylo zjisténi, zda u pa-
cientd s nadorem mocového méchyfe v anamnéze a ne-
gativnim endoskopickym néalezem Ize z vy$Sich hodnot
endostatinu, midkinu nebo E-FABP predikovat budouci
endoskopicky viditelnou recidivu.

Material a metody

Do studie bylo celkem zafazeno 100 pacientt Urolo-
gické kliniky ve FN Olomouc. Hodnotitelnych bylo 96, z to-
ho 57 muz( a 39 Zen. Pramérny vék byl 65,1 roku (19 —94
roku).

Soubor pacientu:

Do tfi skupin bylo rozdéleno 96 pacientd. Do prvni
skupiny (A) bylo zafazeno 41 pacientll, ktefi méli en-
doskopicky prokazany a posléze histologicky potvrzeny
tumor mocového méchyre (tabulka 1). Ani jeden z nich
nemél v anamnéze radioterapii ani lokalni ¢i systémovou
chemoterapii.

Do druhé skupiny (B) bylo zafazeno 23 nemocnych,
ktefi méli v anamnéze histologicky prokazany urotelialni
karcinom a v dobé odbéru mo¢e méli negativni cysto-
skopii i cytologii.

Do tfeti skupiny (C) bylo zafazeno 32 nemocnych s ji-
nym urologickym benignim onemocnénim vyzadujicim
cystoskopii, ktefi neméli tumor méchyfe ani v anamnéze.

Odbér vzorku

Moc¢ pacientl byla odebirana po ocisténi vulvy nebo
zevniho Usti uretry na glandu pfed planovanou cystosko-
pii. Ze stfedniho proudu moce se naplnila zkumavka mo-
Ce. Jeji obsah byl rozdélen na 3 ¢asti. Prvni byla vySe-
tfena chemicky a mikroskopicky. Pokud byl vysledek ne-
gativni, byla druh& ¢ast vySetfena cytologicky a tfeti po
separaci v chlazené centrifuze a zamrazeni transporto-
vana na Oddéleni laboratorni mediciny Nemocnice Ster-
nberk p.o., kde byla ulozena pfi -80 °C pro nasledné sta-
noveni koncentrace endostatinu, midkinu a E-FABP.

Po odbéru moce byl proveden odbér srazlivé krve
z kubitalni vény a vzorek byl rovnéz transportovan po
identickém zpracovani (ziskani séra, zamrazeni) do Ne-
mocnice Sternberk, kde byl uloZen stejné, jako vzorky
moce. Po odbérech byla provedena cystoskopie.

Stanoveni endostatinu

VySetfeni bylo provedeno metodou ELISA v sandwi-
chovém usporadani, soupravou firmy Biovendor labora-
torni medicina a.s. (Brno, Ceska republika) po pfedchozi
zakladni validaci soupravy (CV v sérii, n = 12 2,7%; CV
mezi sériemi, n = 12 7,6 %).

Stanoveni midkinu

Vysetfeni bylo provedeno metodou ELISA v sand-
wichovém uspofadani, soupravou firmy Biovendor la-

Tabulka 1. Charakteristika pacientd s urotelidlnim karcinomem mocového méchyre

Podle T n %
CIS 1 24
Ta 7 171
T 9 22,0
T2 8 19,5
T3 5 12,2
T4 1 26,8
Celkem 4 100,0
Podle G n %
G1 1 26,8
G2 12 29,3
G3 18 43,9
Celkem 4 100,0
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boratorni medicina a.s. (Brno, Ceska republika) po pred-
chozi validaci soupravy (CV v sérii, n = 12 4,1 %; CV me-
zi sériemi, n = 12 5%).

Stanoveni E-FABP

VySetfeni bylo provedeno metodou ELISA v sandwi-
chovém uspofadani soupravou firmy Biovendor labora-
torni medicina a.s. (Brno, Ceska republika) po predchozi
zakladni validaci soupravy (CV v sérii, n = 12 9,1 %; CV
mezi sériemi, n = 9,4 %).

Jako meéfici systém pro vSechny tfi markery byla po-
uzita linka Marc002+Max (Dynatech), ktera byla dodava-
telem fadné validovana.

U pacientu ze skupiny B se zvySenymi koncentracemi
marker( v krvi, v moci nebo v obou bylo 18 mésicl pro-
vadéno cystoskopické vysetfeni v ramci dispenzarizace,
které mélo za cil zachytit recidivu nadoru.

Statistické zpracovani

Ke statistickému zpracovani byl pouzit software Med-
calc (Belgie). Vzhledem k nenormalnimu rozlozeni dat
byl pro srovnani skupin pouzit test Mann-Whitney a vy-
sledky vyjadfeny jako mediany. Pro odhad diagnostické
efektivity byla pouzita ROC analyza.

Vysledky

Endostatin

VSichni pacienti méli v moc¢i méfitelné hodnoty. Oso-
by s histologicky prokdzanym urotelialnim karcinomem
mocového méchyfe meély hodnoty vyznamné vySSi
(p<0,01). Diagnosticka efektivita vSak nebyla dostatec-
n& (mediany pro skupinu A, B, resp. C Cinily 152; 131
a 136 ug/l; AUC<0,7) (tabulka 2).

V séru méli rovnéz vsichni pacienti méfitelné hodnoty
a osoby s histologicky prokazanym karcinomem méchyfe
meély hodnoty vyznamné vySsi (p<0,01). Diagnosticka
efektivita byla v tomto pfipadé uspokojiva (mediany pro
skupinu A, B, resp. C Cinily 204; 177 a 185ug/l; AUC 0,75)
(tabulka 2). Senzitivita Cinila 47 % a specificnost 83 % pfi
cut-off hodnoté endostatinu 201 pg/I.

Midkin

U v8ech pacientt byly v moc¢i méfitelné hodnoty. Pa-
cienti s prokazanym naddorem méchyfe méli hodnoty vy-
znamné vySSi (p<0,01) (tabulka 2). Diagnosticka efek-
tivita vSak nebyla dostate¢na (mediény pro skupinu A, B,
resp. C Cinily 1,47; 0,9 a 0,75ug/l; AUC<0,7).

V séru byl midkin méfitelny a hodnoty pacient( s karci-
nomem byly vyznamné vysSi (p < 0,01) (tabulka 2), ale dia-
gnosticka efektivita nebyla dostate¢na (mediany pro sku-
pinu A, B, resp. C ¢inily 0,4; 0,35 a 0,36 ug/l; AUC <0,7).

E-FABP

V moci byl E-FABP méfitelny u vSech probandd.
Pacienti s karcinomem mocového méchyfe meli hodnoty
vyznamné vy$8i (p<0,01). Diagnostickd efektivita vSak
nebyla dostate¢na (mediany pro skupinu A, B, resp. C &i-
nily 2,3; 2,9 a 2,1 ug/l ; AUC < 0,7) (tabulka 2).

V séru byl E-FABP opét u vSech méfitelny a vyznamne
vy$8i (p<0,01) u pacientl s karcinomem, ale diagnosticka
efektivita nebyla dostate¢na (mediany pro skupinu A, B,
resp. C Cinily 2; 1,5 a 1,6 ug/l ; AUC<0,7) (tabulka 2).

U pacientl ze skupiny B se nepodafilo zachytit zad-
nou recidivu v mo¢ovém meéchyfi béhem 18mésicniho
sledovani.

Diskuze

Endostatin je inhibitor angiogenezy (20kDa), ktery re-
guluje proliferaci a migraci endotelii. Jedna se o C-ter-
minalni, proteolyticky fragment kolagenu XVIII (11, 12).
Povrchové receptory pro endostatin jsou uloZzeny na fa-
dé bunék (16), pfedevsim vSak malignich tkéani (17, 18).
Endostatin byva zvySen u pacientll s fadou nadorl a je-
ho zvySeni se zda byt spojeno s agresivitou tumoru (19).
Endostatin se vaze z malignich tkani pfedevsim na bu-
nécné linie karcinomu prostaty a mo¢ového méchyfe (17,
19). Méné silna vazba byla prokdzana na maligni tkané
ledvin (17).

V experimentech bylo zjisténo, Ze jedinci s karcinomy
mocového méchyfe méli vy$si hodnoty endostatinu a je-
ho zvysSeni odpovidalo stadiu tumoru (11, 12, 16, 17, 18).
V nasi sestavé byl endostatin méfitelny v mogi i v séru.
Pacienti s karcinomem méli vy$si hladiny nez kontrolni
skupina a diagnosticka efektivita byla uspokojiva.

Tabulka 2. Mediany méfenych ukazatelt v moci i v séru

Parametr CaVU ANO CaVU anamn CaVU NE
Mo¢-midkine 1,47 0,90 0,75
Sérum-midkine 0,40 0,35 0,36
Mo¢-endostatin 152,00 131,00 136,00
Sérum-endostatin 204,00 177,00 185,00
Mo¢-E-FABP 2,30 2,90 2,10
Sérum-E-FABP 2,00 1,50 1,60
Vysvétlivky:

CaVU ANO = histologicky prokézany karcinom moc¢ového méchyre

CaVU anamn = anamnesticky prokézany karcinom mocového méchyfe s negativ-
ni cystoskopii a histologickym nalezem

CaVU NE = benigni onemocnéni urotraktu
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Midkin tvofi s cytokinem pleiotrophinem (PTN) PTN/
MK vyvojovou rodinu (13). Midkin pravdépodobné fun-
guje jako intercelularni cytoprotektivni signal, chranici
bunky pfed uc¢inkem chemoterapie (14). Jde o heparin
vazajici faktor, ktery je pfitomen v fadé malignich bunék
(20). Pilotni studie prokazaly, ze MK pravdépodobné pfi-
mo ovliviiuje metastazovani tumord a je v pfimém vzta-
hu k jejich rustu, jelikoz pfimo stimuluje angiogenezu
(13, 14, 20). Prokazali jsme, Ze je stanovitelny v mogi, ale
vzhledem k nizké diagnostické efektivité se samostatné
nejevi jako vhodny nadorovy ukazatel.

E-FABP (epidermalni protein vazajici mastné ky-
seliny) je vazebny protein pro mastné kyseliny, ktery
se vyskytuje extracelularné na epiteliich a o jeho Uloze
v tumorgenezi existuji zatim pouze ojedinélé informace
(15). Pfestoze se do moce uvoliuje pravdépodobné v za-
vislosti na malignim onemocnéni urotraktu a je v moci
i stanovitelny, jeho diagnosticka efektivita nebyla v na-
Sem souboru uspokojiva.

NaSe nalezy potvrdily, ze hodnoty koncentraci vyse
diskutovanych tfi méfenych proteini v mo¢i i v séru jsou
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Zaver
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