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1 Uvod do problematiky karcinomu mocového méchyie

1.1 Epidemiologie

Karcinom moc¢ového méchyie je nejcastéjsim zhoubnym nadorem urogenitalniho traktu a
obecné sedmym nejcastéj$im u muzi a 17. u zen. Jeho vékovée standardizovana incidence
v EU je 27/100 000 muzt a 6/100 000 zen. Vékem standardizovana mortalita v EU je u
muzt 8/100 000 a 3/100 000 u zen. Incidence tohoto onemocnéni vykazuje rozdily
V jednotlivych evropskych zemich, s maximem Dansku a ve Spanélsku. Nejnizsi incidence
v EU je potom ve Finsku (1).
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Graf ¢ 1 — Srovnani incidence karcinomu méchyie v Evropé

Ceska republika zaujima v Evropé paté a v EU tfeti misto. Vékové standardizovana
incidence v CR je 31/100 000 muzd a 10/100 000 en Vékem standardizovana mortalita
v CR je u muzi 11,8/100 000 a 4/100 000 u Zen (2).
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Graf ¢ 2 — Trend incidence a mortality karcinomu méchyie v CR

Incidence karcinomu mocového méchyie ve Spojenych stitech americkych je 20,1/100
000 muzu a zen (3).
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Graf ¢ 3 - Incidence karcinomu moc¢ového méchyie v USA

Celosvétové mélo v roce 2012 karcinom mocového méchytfe 14,1 miliond obyvatel nasi
planety. Celosvétova vékoveé standardizovana incidence karcinomu mocového méchyte je
5,3 /100 000 muzi a Zen. Pfi srovnani incidence tohoto nadoru ve ,,vice rozvinutych a
mén¢ rozvinutych* zemich svéta je patrny velky rozdil (9,5/100 000 versus 3,3/100 000).
WCRF ocekava 24 milioni nemocnych s timto onemocnénim v roce 2035 (4). Rozdil
vincidenci onemocnéni u nas V zavislosti na pohlavi vyjadfuji data ziskana NOR
prezentovana V nasledujicich dvou grafech (2).
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Graf ¢ 4 - Incidence a mortalita karcinomu méchyre v CR-muzi
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Graf & 5 — Incidence a mortalita karcinomu méchyie v CR - Zeny

V posledni dob¢ Ize také pozorovat pokles incidence onemocnéni v né€kterych zemich, coz
je nejspiSe odrazem snizeni expozice hlavnimi karcinogeny karcinomu moc¢ového méchyie
(5).
Ptiblizn€ 75% nemocnych ma v dobé diagnézy nddor omezeny pouze na sliznici
mocového méchyie — non-muscle-invasive bladder cancer — NMIBC (1). Tticet procent
pacienti ma v dobé diagnézy zjisténu invazi nadoru do svaloviny méchyie — muscle-
invasive bladder cancer — MIBC. Témét 31% pacientt, ktefi podstoupili cystektomii pro
invazivni nador ma nadorové postizeni regionalnich lymfatickych uzlin (5,6). Vzdalené

metastazy zjistujeme pii stanoveni diagndzy onemocnéni U 10-15% pacientt (7).



1.2 Etiologie

Etiologicky jsou za hlavni karcinogeny u nadord moc¢ového méchyte povazovany koufeni
a vlivy zevniho prostiedi (8). Vyskyt karcinomu mocového méchyte v souvislosti
rizikovy faktor u tohoto onemocnéni — HR: 2.22;95%CI, 2.03-2.44; pro byvalé kutaky a
HR: 4.1;95% 3.7-4.5 pro kutaky — (9). Je to davano do souvislosti s aromatickymi aminy
(pfedevS§im a-naftylaminem) a polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky, které jsou

obsazeny v cigaretovém koufi.

1.3 Histologie
Histologicky se jedna u vice jak 90% nemocnych o urotelialni karcinom — TCC — (10).
Spinoceluldrni karcinom pfedstavuje 2,7% nadortt mocového méchyte, s vyjimkou zemi
s endemickym vyskytem bilharziézy, kde je zastoupen v histologickém nalezu u 59%
nemocnych Snadorem mocového méchyfe (11,12). Adenokarcinom se Vv méchyii
vyskytuje zfidka. Je nalezem u 1,4% pacienti, ktefi podstoupili cystektomii (13). Asi 10%
vSech adenokarcinomii méchyfe piredstavuje karcinom urachu (14). Mezi vzacné se
vyskytujici nadory mo¢ového méchyte patii malobunéény karcinom (15).
V soucasné dob¢ je pro urceni stadia onemocnéni platna 7. verze TNM Kklasifikace z roku
2009 (16). V praxi je u nejcastéjsi histologické varianty karcinomu mocového méchyie
(TCC) stale pouzivan velmi zazity tfistupnovy, tzv. WHO, grading malignity navrzeny
vroce 1974 (17). Od roku 2004 je doporuceno pouzivani nového rozliSeni urotelialnich
karcinomt - vyjadfujici 1épe prognostické riziko - na low grade a high karcinomy (18, 19).
Nejcastéjsim piiznakem nadortt mocového méchyte je hematurie. Kromé toho mohou byt
pfitomny iritaéni pfiznaky vramci LUTS. Diagnoéza je stanovena na zékladé
histologického vySetfeni vzorku nddorové tkan€ ziskan¢ho v pribéhu endoskopického
vySetfeni mocového méchyie v ramci transuretralni resekce nadoru (TURB). TURB
umoziuje (20):

e ziskat reprezentativni histologicky materidl k histologické diagnéze nadoru

méchyte
e stanovit hloubku nadorové invaze
e stanovit vSechny vyznamné prognostické faktory — grading malignity, pocet a
velikost nadoru, ptitomnost sekundarniho Tis

e dosdhnout uplné eradikace exofytickych NMIBC
U nemocnych s high grade NMIBC a s MIBC je nezbytné doplnit néktera dalsi vySetieni
K pfesnému uréeni stagingu onemocnéni. Vedle — u kazdého nemocného s malignim
nadorovym onemocnénim — obligatorniho rentgenového snimku hrudniku je indikovéano
CT vySetieni bficha a malé panve. Kombinaci CT a IVU (CT — urografie) mizeme ziskat

dalezité¢ informace o hornich cestaich mocCovych. Incidence urotelidlnich karcinomu je

10



1,8%, ale pfi lokalizaci nddoru v méchyfi v oblasti jeho trigona dosahuje az 7,5%

(21,22,23). Mezi fakultativné provadéna vysetfeni patii kostni scintigrafie.
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1.4 Stadia onemocnéni
Stadia onemocnéni karcinomem mocového méchyie jsou zalozena na TNM klasifikaci
Vv platném znéni — 7. verze — jsou uvedeny v tabulkach ¢. 1 a 2(24)

Tabulka 1 - TNM Klasifikace nadori mocového

T0 Primarni néddor neni piitomen
Ta Neinvazivni papilarni karcinom
Tis Karcinom in situ (,,plochy nador*)
T2 Nador postihuje svalovinu
T2a Nédor postihuje povrchovou svalovinu (vnitini polovinu)
T2b Nédor postihuje hlubokou svalovinu (zevni polovinu)
T3 Nédor postihuje perivezikalni tkané
T3a Mikroskopicky
T3b Makroskopicky (extravezikalni masy)
T4 Nador postihuje: stroma prostaty/semenné vacky/délohu/pochvu/
sténu panevni/sténu biisni
T4a Nédor postihuje: stroma prostaty/semenné vacky/délohu/pochvu
T4b Nédor postihuje: sténu panevni/sténu biisni
NO Regionalni uzliny bez metastaz
N1 Metastaza v jedné mizni uzlin€¢ malé panve — hypogastrické/

obturatorni/zevni ilické/presakralni
N2 Metastaza ve vicecetnych uzlinach malé panve — hypogastrické/

obturatorni/zevni ilické/presakralni

N3 Metastaza ve spolecné ilické uzliné
MO Bez vzdalenych metastaz
M1 Vzdéalené metastazy

12




Tabulka 2 - Stadia nadori mo¢ového méchyre

Stadium Oa
Stadium Qis
Stadium |
Stadium 11
Stadium I11

Stadium IV

Ta

Tis

T1

T2a, T2b
T3a, T3b
T4a

T4b
Jakékoli T
Jakékoli T

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

N1, N2, N3
Jakékoli T

MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
M1
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1.5 Cytologie a nadorové markery

Velmi cennym vySetienim, jak v diagnostice nadoru méchyte tak i pii dal$i sledovani
pacientd s NIMBC, je cytologie. Cytologické vySetieni bunék ve vymocCené moci nebo
bun¢k ziskanych vyplachem mocového méchyfe méa vysokou senzitivitu pfi nalezu high
grade karcinomu, ale nizkou V piipadé€, Ze je v méchyti ptitomen low grade karcinom (25).
Lotan a Roehborn (26) na zakladé¢ meta-analyzy dat z osmnacti studii s 1255 pacienty
s karcinomem mocového méchyfe konstatovali 34% senzitivitu a 99% specificitu této
metody. Nevyhodou metody jsou rozdily v jeji kvalit¢ mezi jednotlivymi pracovisti, které
vychazeji ze subjektivni slozky hodnoceni nalezu, a tim i jeji horsi reprodukovatelnosti
(27). | tato skuteCnost vedla ke snaze najit spolehlivé nadorové markery karcinomu
mocového méchyfte.

Nadorové markery karcinomu mocového méchyrie

Z4dny z téchto markerd zatim nebyl doporu¢en k standardni diagnostice nebo sledovéni
pacientl s karcinomem mocového méchyie. Ty nejslibnéjsi z nich podle EAU guidelines
jsou uvedeny v tabulce ¢. 3 (28).

Tabulka 3 - Markery mo¢ového méchyie

Markers Overal Overall Senzitivity | Point-of- Level of
sensitivity | specificity | for high- care test evidence
(%) (%) grade (LE)

tumors (%)

UroVysion 30-86 63-95 66-70 No 3

Microsatellite 58-92 73-100 90-92 No 1b

analysis

Immunocyt/uCyt+ | 52-100 63-75 62-92 No 3

Nuclear matrix 47-100 55-98 75-83 Yes 3

protein 22

BTA stat 29-83 56-86 62-75 Yes

BTA trak 53-91 28-83 14-77 No

Cytokeratins 12-88 73-95 33-100 No 3

Idealni biomarker pro karcinomu mocového méchyte s dostateCnou negativni prediktivni
hodnotou by mél pacientim zajistit vyhnout se invazivnimu vySetfeni jako je cystoskopie
nebo stratifikovat pacienty podle rizika agresivity onemocnéni. V soucasné dobé marker
s témito charakteristikami ale neni K dispozici. Testy schvalené a doporuc¢ené k pouziti dle
FDA jsou uvedeny v tabulce ¢. 4(29).
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Tabulka 4 — Markery nadori mo¢ového méchyie schvalené FDA

Test Senzitivita Specificita
(%) (%) Komentar

Cytologie 25-92 86-97 tspecificita,
Isensitivita
(hlavné pro LG
nadory)

High grade 80-90 98-100 ,,interobserver
variation

Low grade 4-31 6-100

Immunocyt 81-90 61-78 Tsenzitivita (i pro
LG), pouziti
S cytologii,
interobserver
variation‘

BTA stat 53-83 67-72 yrapid point of
care,Tfalse
positive rate*

BTA TRAK 66-72 51-75 specializovans
laboratof, ,,1false
positive rate*

Bladder Check/NMP22 51-85 77-96 Tspecificita  a
sensitivita,

69-75 82-89 Mize

Urovysion/FISH

identifikovat
Casné nadorové
zmeény,
specializovana
laboratof

BTA=bladder tumor antigen

NMP= nuclear matrix
protein

FISH=fluorescence in

situ hybridisation
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BTA-stat, BTA TRAK, NMP22 a UroVysion jsou doporuc¢eny pro dignostiku karcinomu
a sledovani pacientd. ImmunoCyt je vhodny jen pro sledovani (29).

ImmunoCyt test je zalozen na pritkazu tii fluoresencénich protilatek reagujicich s antigeny
M344, LDQI10 a 19A211 nadorovych bun¢k v moci (30).

Pro karcinom mocového méchyfte jsou pouzivany dvé formy BTA testu (Polymedco Inc.,
Cortlandt Manor, NY, USA), které jsou schopné detekovat humani faktor komplementu H-
related proteinu (cFH). BTA stat test stanoveny ,,point-Of-care” imunoanalyzou ma
kvalitativni charakter - sensitivita 53-83%, specificita 67-72%. BTA TRAK se stanovuje
metodou ELISA a ma charakter kvantitativniho testu - sensitivita 66-72%, specificita 51-
75% (31,32).

NMP22 (BladderCheck) je imunologicky test pro detekci jaderné matrix protein 22 v moci.
Je to marker buné¢éné smrti urotelu. Jeho elevaci v moci je mozné pozorovat u pacientt s
karcinomem mocového méchyte. Pro diagnostiku karcinomu méchyie je u NMP22 cut-off
koncentracel0 u/mL. Spise nez detekci specifického nadorového antigenu mocového
NMP22 testy méti celularitu nebo troven obratu bunék v mocovém méchyii. Jeho vyznam
snizuji mozné faleSné pozitivni vysledky pii zanétu nebo hematurii z jinych pficin nez je
pfitomnost karcinomu. Senzitivita NMP22 je 51-85% a specificita 77-96%. Pacienti s
pozitivnim NMP22 pii negativnim cystoskopickém nalezu maji téméf deset krat vyssi
riziko recidivy nadoru v prvnim roce sledovani ve srovnani s pacienty s negativnim
vysledkem testu (33, 34). Hwang (35) zaznamenal vyssi senzitivitu testu NMP22 u low-
grade nadord nez u cytologie.

Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH). Tento test je také oznacovan jako UroVysion
(Abbott Molecular Inc., Des Plaines, IL, USA). Jedna se molekularné genetickou techniku
pouzivanou pro detekci aneuploidie chromozomt 3, 7 a 17, a také pro ztratu lokusu 9p21 v
urotelialnich bunkach (36). Test by mohl odliSit zanétlivé a reaktivni zmény od recidivy
nadoru pfi podezielém cystoskopickém a cytologickém nalezu u pacientd, ktefi byli
nedavno 1é¢eni imunoterapii BCG vakcinou (37, 38). Zda se, Ze ma vysokou specificitu
pro detekcei karcinomu mocového méchyie a schopnost detekovat recidivu nadoru pied jeji

klinickou manifestaci (29).
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1.5 Lécba

Zakladem 1écby NMIBC je kompletni odstranéni nddorové 1éze v méchyii transuretralni
resekci (TURB). Pfi netplné resekci nebo histologickém potvrzeni HIGH grade karcinomu
je indikovano opakovani TURB do Sesti tydnti od prvniho vykonu. Opakovani TURB je
také indikovano, pokud neni piitomna ve vzorcich resekatd nadoru méchyte svalovina
detruzoru. DalSi postup zavisi na rozsahu nadoru v méchyfi, stupni jeho invaze, gradingu
malignity a zafazeni pacienta do rizikové skupiny (nizké — stfedni — vysoké). Zatazeni
pacientli do pfislusné skupiny dle miry rizika recidivy a progrese nadoru je rozhodujici pro
rozsifeni chirurgické 1é¢by o adjuvantni onkologickou 1é¢bu (20). Charakteristiky
jednotlivych skupin jsou uvedeny v tabulce ¢. 5.

Tabulka 5 - Rozdéleni do rizikovych skupin

Rozdéleni do Charakteristika
rizikovych skupin

Low - risk Primarni, solitarni, Ta, G1(LG),<3cm, ne CIS

Intermediate - risk Vsechny nadory nezafazené do ostatnich dvou skupin

High - risk Néktera z uvedenych charakteristik:
e TI nadory
¢ G3 (HG) nadory
e CIS
e Mnohocetné a recidivujici a velké (>3cm) Ta G1 G2 nadory

(vSechny podminky musi byt uvedeny v tomto bod¢)

EAU guidelines (20) u pacientti zafazenych do skupiny s nizkym rizikem doporucuje
jednorazovou bezprostiedni (do Sesti hodin od TURB) pooperaéni instilaci cytostatika

(,,single shot*) do mocového méchyie. Z cytostatik jsou v této indikaci doporucovany:
e Mitomycin C v davce 40mg/30-50ml fysiologického roztoku/60 minut

e Epirubicin v davce 50mg/30-50ml fysiologického roztoku/60 minut

Mezi kontraindikace této chemoterapie patii krom¢ alergie na uvedené latky perforace
mocového méchyie v pribéhu TURB nebo vyrazna pooperacni hematurie. U pacientl se
sttednim nebo vysokym rizikem recidivy a stfednim rizikem progrese se doporucuje -
kromé jedné pooperaéni instilace chemoterapeutika - intravezikalni imunoterapie s aplikaci
BCG (bacillus Calmette-Guérin) po dobu minimalné jednoho roku nebo pokracovani
intravezikalni chemoterapie. Pacienti s papilarnimi tumory s vysokym rizikem progrese a
CIS by méli podstoupit intravezikadlni BCG terapii trvajici po dobu jednoho roku.
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Pacientim s nejvysSim rizikem je vhodné nabidnout cystektomii. Tato modalita by m¢la
byt doporucena i pacientim, u nichz doslo recidivé nadoru po 1é¢bé BCG vakcinou (20).
Zakladem lécby MIBC je ve vétsin¢ zapadnich zemi radikalni chirurgicka 1éc¢ba —
radikalni cystektomie (39). Cystektomie (CE) u muze piedstavuje odstranéni mocového
meéchyfe s prostatou a semennymi vacky spolu s distalni ¢asti mocovodu. U Zeny kromé
meéchyie odstranujeme i délohu a piedni ¢ast pochvy. V soucasné dob¢ je doporucovana i
extenzivni panevni lymfadenektomie. Problematika neadjuvantni systémové chemoterapie
neni v soucasné dob€ jednoznac¢né vyieSena. Nékterd data sice ukazuji na zlepSeni
celkového pétiletého pteziti o 5-8% pti podani neadjuvantni systémové chemoterapie
rezimy zalozenymi na cisplating, ale v soucasné dob¢ je doporu¢ovana pouze fakultativné
(39). Soucasti CE je samoziejmé kromé odstranéni mocového méchyie derivace moce.
V soucasnosti jsou pii CE pouzivany tyto techniky derivace modi:
¢ Inkontinentni
o Ureteroileostomie (UIS)
o Ureterostomie
e Kontinentni
o Ortotopické ndhrady mocového méchyie
o Heterotopické nahrady s kontinentni kutanni stomii
o Kontinentni derivace mo¢i s vyuZzitim analniho svérace

Recentné je u poloviny pacienti pti CE vytvarena ortotopickd ndhrada a u tietiny
ureteroileostomie. Pro svou jednoduchost je UIS vhodna pfedev§im u starSich nebo
polymorbidnich nemocnych. Pro nemocného musi byt vybrana ta nejvhodnégjsi konkrétni
derivace ,,na miru“ (40). Zuvedeného je ziejmé, ze se jedna pro pacienta o naro¢ny
operani vykon. Pfed jeho provedenim je, kromé rozsahu vlastniho nadorového
onemocnéni, nezbytné posouzeni ,status performance” u nemocného, jeho komorbidit,
interniho stavu s diirazem na stav kardiovaskularniho aparatu a funkéni kapacity plic.
Kromé standardnich hodnoticich Skal ECOG a ASA existuje celd fada dalSich metod
k zhodnoceni rizika cystektomie pro konkrétniho nemocného. Pouze CCI (Charlson
Comorbidity Index) ve verzi vtazené k véku pacienta koreluje s karcinomem specifickou
mortalitou i mortalitou z jinych pii¢in (41).

Pétileté preziti bez znamek onemocnéni je pii pouziti jen chirurgické 1écby 76% u pacient
snadorem pT1, 74% pti pT2, 52% pro pT3, a 36% pii nalezu pT4. Ovsem v piipadé
postizeni panevnich uzlin je mensi nez 34-43% (42). Desetileté karcinom specifické preziti
je vyrazné lepsi nez celkové pieziti. Pro nadory definované jako pT < 3a je 72,9%,
respektive 49,1% a 33,3%, respektive 22,8% pro pT >3a (43).

Podle aktualnich doporuceni EAU guidelines (39) neni obecné doporuceni k indikaci
adjuvantni chemoterapie mimo jeji podani v ramci klinické studie. Méla by byt nabidnuta

pacientim s postizenim miznich uzlin (N+) v pfipadé, Ze neméli neoadjuvantni
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chemoterapii. Podle mych zkuSenosti pfi pozitivnim nalezu uzlinovych metastaz po CE
s neadjuvantni chemoterapii, by meélo byt zvazeno po operaci dalsi pokraCovani
chemoterapie. V zavislosti na rozsahu odpovédi k neoadjuvantni chemoterapii pouzijeme
k nasledné 1é¢b¢ bud’ stejnou anebo odlisnou kombinaci cytostatik.

U pacientil, ktetfi bud’ neakceptuji CE anebo ji nemohou podstoupit z diivodi zadvaznych
komorbidit, 1ze za urCitych podminek pouzit ,,méchyi Setiici® postupy. V nich je spiSe
doporuc¢ovan multimodalni postup nez v piedchozi dobé jen pouzivana radioterapie.
V praxi to predstavuje mezioborovou spolupraci urologa sradiacnim a klinickym
onkologem. Vramci této kooperace je, po TURB, pokracovano radioterapii
s konkomitantni chemoterapii. Jak CE, tak i méchyt Setfici postupy udavaji srovnatelné
pétileté preziti 50-60%. Nicméné nejsou spolehliva porovnavajici data z randomizovanych
studii. Navic publikované soubory pacienti lécenych méchyi Setticimi postupy byvaji
vysoce selektované s ohledem na rozsah onemocnéni, coz také brani odpovidajicimu
srovnani(44, 45). Presto jsou tyto postupy velmi dobrou lé¢ebnou alternativou pro Cast
pacient s do svaloviny invazivnim karcinomem mocového méchyte. Pouzita davka pii
radioterapii se zde pohybuje v rozmezi 60-66Gy. Konkomitantni chemoterapie vyuziva
rezimy jejimz zakladem je, stejn¢ jako v ostatnich indikacich u karcinomu mocového
méchyfte, cisplatina.

Lécba generalizovaného onemocnéni je pouze paliativni. Jejim zakladem je zpravidla
kombinovana chemoterapie. Chemoterapie MVAC - metotrexat + vinblastin + cisplatina +
doxorubicin — byla fadu let nejuc¢innéj$im rezimem pro urotelialni karcinom s RR 46%. Jeji
velkou nevyhodou je vysoka - zejména hematologicka - toxicita s 19% cetnosti febrilnich
neutropenii. Kombinace gemcitabinu s cisplatinou ma podobnou uc¢innost (RR 49%) pfii
vyrazné niz8i toxicit€. V prvni linii 1é€by jsou nejCastéji pouzivany pravé tyto dva
chemoterapeutické rezimy Z dalSich rezim, jejiz soucasti je cisplatina je n€kdy vyuzivana
u TCC trojkombinace — gemcitabin + paklitaxel + cisplatina - a v posledni dobé nékterymi
pracovisti u pacientli ve velmi dobrém stavu akcelerovand varianta rezimu MVAC
(MVAC-HD) s podporou hematopoetickymi rustovymi faktory (G-CSF). V chemoterapii
kde neni mozné pouziti cisplatiny anebo v pfipad€ nepfitomnosti odpoveédi na lécbu
cisplatinou se uplatnuji dvojkombinace gemcitabinu s paklitaxelem a rezimy
s oxaliplatinou (46,47,48,49).
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2 Lysosomalni proteazy

Proteolytické enzymy, oznacované jako proteazy nebo peptidazy, maji zésadni vyznam v
mnoha dulezitych biologickych procesech zivych organismi. V soucasné dob¢ je znamo
vice jak padesat lysosomalnich enzymi. Cysteinové proteazy predstavuji jeden z péti typi
protedz. Nejvice znich jsou prostudovany papain-protedzy zahrnujici i ,,rodinu®
katepsinovych protedz. Lysosomdlni protedzy maji za fysiologickych podminek dilezitou
ulohu metabolismu proteinti. Kromé jiné¢ho se podileji na degradaci extracelularni matrix a

ucastni se 1 procesu apoptozy(50).

Obrazek 1 - Strukturalni charakteristiky katepsini (H,C,B a X): zdroj PyMol (56)
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2.1 Katepsiny

Katepsiny jsou lysosomalni enzymy majici klicové misto intracelularnim metabolismu
proteini. Nejrozsahlejsi skupinu lysosomdlnich enzymil tvofi cysteinové protedzy,
charakterizované ptitomnosti cysteinu v aktivnim centru molekuly a stabilitou v rozmezi

pH 4,0 — 7,0. Do této skupiny cysteinovych proteaz patii katepsiny B, L, H, S, M a T.

2.2 Katepsin B

Katepsin B (KB) je thiol — dependentni proteaza nalézajici se za normalnich okolnosti
v lysozomech savéich bunék. Ve tkani je ptitomen bud’ jen s jednoduchym fetézcem nebo
s jednoduchym a dvojitym fetézcem (tézky fetézec s MV 29kDa, lehky fetézec s MV
6kDa). Je syntetizovan nejprve jako inaktivni prekurzor — pro-katepsin B — o vysoké
molekulové vaze (46kDa). Ten vznika MPR aktivaci z prepro-katepsinu, ktery se nachazi
v endoplazmatickém retikulu. Pro-katepsin je v lysozomech aktivovan (glykosylace)
protézami na katepsin B — glykoprotein (33kDa), ktery je tvofen 230-250 aminokyselinami
(51). Schéma syntézy a metabolismu katepsinu B je znazornén na obrazku na obrazku ¢. 2

a jeho struktura na obrazku ¢. 3.

Prokatepsin B
l eRIStenRas Katepsin D, Katepsin G, uPA, tPA elastaza
Tt Katepsin B
: : Plasminogen
i prouPA > APA meommene |
' Plasmin l
proMMP-1 { MMP-1
proMMP-3 v MMP-3
proMMP-7 * MMP-7 >
proMMP-9 MMP-9 Degradace
proMMP-12 MMP-12 extracelularni
proMMP-13 MMP-13 matrix
proMNMP-3 MMP-3 >

Yana Sloane, 2003

Obrazek 2: syntéza a metabolismus katepsinu B (51)
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Obrazek 3: Richardsoniiv diagram struktury pro-katepsinu B (56)

Tvorbu katepsinu B fidi gen 8p22 skladajici se zel2exonu (52, 53). Tento gen je
exprimovan u fady naddorovych onemocnéni, kde je patrné zodpovédny za jejich progresi
(51, 54). Katepsin B mRNA se miize vyskytovat v riznych variantach produkovanych
alternativnimi exony. Ztrata exonu 2 nebo 3 u katepsin B mRNA je spojovana s nékterymi
zhoubnymi nadory (52,53,54).

Katepsin B se lysozomech podili na degradaci proteini a ma rizné funkce v udrzeni
metabolismu bunék za fysiologickych stavi. Vyskyt katepsinu B anebo jeho proteint a
jejich vysoka aktivita je popsana u celé fady nddorovych onemocnéni. Mezi né patii
karcinom prosu, délozniho ¢ipku, vajecniki, tlustého stfeva, zaludku, plic, §titné Zlazy a
gliom. O jeho vyznamu u urologickych nddorii bylo dosud jen velmi mdlo zprdv.
V poptedi zajmu je katepsin B tedy nejen pro své fysiologické misto v metabolismu
proteintll, ale také proto, Zze je mu pfisuzovdna vyznamna uloha v fadé¢ patologickych
procest, vcetné nadorového bujeni. Z neonkologickych onemocnéni byla jeho uloha
studovana zejména u pacientd s Alzheimerovou chorobou. V této souvislosti byla zjisténa
vysokd aktivita cysteinovych protedz - zejména katepsinu B - podilejicich se na
patologické tvorbé toxickych B-amyloidovych peptidi, jejichz akumulace je pozorovana u
této choroby (55).

Utastni se predeviim pierozdélovani latek na povrchu bundk, véetné degradace
extracelularni matrix (ECM). Na ni se katepsin B podili bud’ pfimo proteolytickou

degradaci anebo neptfimo aktivaci a zesilenim u¢inkit ECM degradujicich proteaz. Hraje
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dialezitou roli v ptfimé extracelularni a intracelularni remodelaci extracelularni matrix. Na
tomto procesu se podili tim, ze je schopen degradovat proteiny extracelularni matrix -
laminin, fibronektin a kolagen IV. Kromé toho katepsin B aktivovat pieménu
plasminogenu Vv plasmin, ktery se podili na degradaci rozliénych soucasti extracelularni
matrix, jako jsou intersticidlni kolagenaza, stromelysin-1, gelatindza B, metaloelastaza a
kolagenaza-3. Dale mize ménit rovnovahu mezi metaloproteinazami (MMP) a jejich
inhibitory.  Aktivuje pfimo nékteré MMP, jako jsou intersticialni prokolagenaza
(proMMPs-3) a prostromelysin-1 (proMMPs-2). Stépi a inaktivuje také nékteré MMP-
inhibitory (TIMP-1 a TIMP-2). Témito mechanismy katepsin B podporuje oddélovani
nadorovych bunék od extracelularni matrix a podili se na jejich migraci a metastazovani.
Navic, béhem proteolytického odbouravani ECM, uvoliiuje né€které na ECM vazané
rastové faktory, jako bFGF, EGF, TGF-B, IGF-i a VEGF. ,,Osvobozenim® se tyto rustové
faktory stavaji biologicky dostupnymi a mohou se dale podilet na modelaci receptorti

bunék nadoru a stromatu (51,52).
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3 Aktivita katepsinu B u pacientii s karcinomem mocového méchyre

3.1 Cil projektu a pracovni hypotéza

V posledni dobé byla testovana celd tada latek jako mozné nadorové markery (zejména
v moéi) pro karcinom mo&ového méchyie. Zadna z nich vSak zatim neni piinosem pro
standardni diagnostickou nebo ,,follow-up“ pé¢i o pacienty s karcinomem mocového
meéchyfte, S vyjimkou mocové cytologie. Provérenim nasich vlastnich vysledkl z predchozi
pilotni studie jsme se snazili na souboru nasich pacientd s karcinomem mocového méchyie

stanovit klinicky vyznam katepsinu B.

Stanovili jsme si tyto hlavni cile:
a) Porovnat klinickou uzitecnost stanoveni koncentrace pro-katepsinu B a katepsinu B
V séru a moci

b) Zodpovédet otazku, zda by hodnoty nékteré z téchto koncentraci v télnich tekutindch

vvvvvv

c) Je mozné vyuzit katepsin B nebo pro-katepsin B jako prognosticky faktor u pacientii
s karcinomem mocového méchyre?

Jako vedlejsi cile projektu jsme chtéli odpoveédét na dalsi otazky:
d) Je vhodny katepsin B nebo pro-katepsin B k neinvazivnimu monitorovani lécby?
e) Umoznilo by vyuziti katepsinu B, respektive pro-katepsinu B v klinické praxi snizit

frekvenci nezbytného a pro pacienty velmi neprijemného cystoskopického

vySetieni?
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3.2 Metody

Aktivitu KB u pacientli s karcinomem mocového méchyte jsme zjistovali stanovenim jeho
exprese v nadorové tkani a stanovenim jeho koncentrace Vv jejich séru moci. Vlastni
diagnoza nadorového onemocnéni byla urCena standardnim zpisobem — cystoskopie,
zobrazovaci metody (CT, NMR). Histologicka diagn6za karcinomu mocového méchyie
byla vzdy potvrzena standardnim histologickym vysetieni naddorové tkané ziskané bud’
transuretralni resekci mocového méchyie nebo cystektomii.

Stanoveni exprese katepsinu B v nadorové tkani.

Vysetieni exprese katepsinu B u nemocnych s karcinomem mocového méchyie jsme
provadéli pomoci imunohistochemického vySetieni tkani fixovanych ve formolu a zalitych
do parafinu. Po klasickém zpracovani tkan¢ (fixace prikrojené tkané v pufrovaném roztoku
4% formaldehydu, standardni histologické zpracovani tkané do podoby parafinového
bloku) a nasledném peclivém zhodnoceni bioptického materidlu v ptehledném barveni
hematoxylinem a eozinem jsme vybrali parafinovy blok s reprezentativni nadorovou
populaci vhodnou pro imunohistochemické stanoveni exprese katepsinu B. Na rotacnim
mikrotomu jsme nakrajeli z parafinového bloku histologické fezy silné 1-2 mikrometry. Po
ususeni, deparafinaci a zavodnéni histologickych fezli jsme v tkani blokovali zbytkovou
aktivitu endogenni peroxidazy roztokem 3% peroxidu vodiku. Nasledn¢ jsme na promyté
histologické fezy aplikovali smés dvou mysich monoklonalnich protilatek (klony CB131,
vyrobce Novocastra a AbD Serotec, fedéni 1:40) specificky reagujicich s katepsinem B.
Reakce antigenu s protilatkou nevyzadovala revitalizaci antigenniho epitopu. Po inkubaci
se smesi primarnich protilatek a po promyti preparatii jsme detekovali vazbu primarni
protilatky na epitop antigenu pomoci sekundarni polyklonalni protilatky znacené biotinem.
Po inkubaci se sekundéarni protilatkou a po promyti preparati jsme aplikovali kienovou
peroxidazu znacenou streptavidinem. Vazbou avidin — biotin doslo k navazani peroxidazy
na sekundarni protilatku. Nasledn€ jsme na tkdn¢ aplikovali smés substratu pro peroxidazu
(peroxid vodiku) a kosubstratu (3,3 '-diaminobenzidin tetrahydrochlorid). Po promyti jsme
jadra dobarvili roztokem Harrisova hematoxylinu. Po odvodnéni tkdné a prosyceni
xylenem jsme prepardty zamontovali do solakrylu. Hodnoceni vysledku
imunohistochemického vySetteni (vznik hnédého precipitatu v misté vazby primarni
protilatky) jsme provadéli ve svételném mikroskopu. Expresi katepsinu B
(cytoplasmatickou granularni pozitivitu nadorovych bunék - katepsin B — lysozomalni
proteaza) jsme hodnotili semikvantitativng, a to jak intenzitu vysledného zbarveni (obrazky
¢. 4,5,6,7) vyjadienou ve stupnich (0, 1+, 2+, 3+), tak i poétem pozitivnich nadorovych
bun¢k (procentudlni vyjadieni). Timto zplisobem jsme rozdé€lili pacienty v naSem souboru
do dvou skupin: skupina s katepsin B negativnimi nadory (0) a skupina s katepsin B

pozitivnimi nadory (+).
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Hodnotili jsme vztah exprese katepsinu B ve tkani (katepsin B pozitivni/katepsin B
negativni nadory) K gradingu malignity a stagingu nadoru. Pfi tomto hodnoceni jsme

pouzili chi kvadrat test s 5% hladinou vyznamnosti.

Obrizek 4: katepsin B - hodnoceni 1+
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Obriazek 5: katepsin B - hodnoceni 2+
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Obrazek 7: katepsin B - hodnoceni 0
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Stanoveni koncentrace katepsinu B a pro-katepsinu B vséru a mod¢i pacienti a
kontrolni skupiny zdravych jedinci.

Vzhledem ktomu, Ze ani v dobé naseho pilotniho projektu, a také ani na zacatku
pokracovani nasi studie s podporou grantu nebyla k dispozici dostupna technologie
(neexistoval kit) pro ur¢eni koncentrace vlastniho katepsinu B, stanovovali jsme nejprve
aktivitu katepsinu B v séru a moci V prvnich letech projektu méfenim koncentrace pro-
katepsinu B. V roce 2013 byl jiz dostupny i kit pro vlastni katepsin B, coz nam umoznilo
nejen stanovani koncentraci obou latek s vyuzitim zmrazenych vzorkid télnich tekutin
pacientd, ale i vzajemné porovnani obou téchto metod.

Vzorky moce a séra odebrané pacientlim rdno v den operace byly zmrazeny na -70°C.
Stejnym zplusobem byly oSetieny a skladovany vzorky moce a séra odebrané zdravym
jedinciim v kontrolnim souboru. Ob¢ skupiny — skupina pacientt s karcinomem mocového
méchyie bez znamek generalizace i kontrolni skupina zdravych jedinci — mély
porovnatelné¢ statistické charakteristiky.

Koncentrace katepsinu B i pro-katepsinu B byly potom méteny ze zmrazenych vzorka séra
a moci pomoci dvou komeréné dostupnych imunologickych metod uréenych pro
hodnoceni aktivity enzymu ELISA, Quantikine pro-katepsinu B test, (RD Biosystems) a
ELISA katepsin B testu, (Cloud-klon Corporation). Zméfené koncentrace katepsinu B i
pro-katepsinu B v mo¢i byly adjustovany na hladinu kreatininu, ktera byla v kazdém
vzorku stanovena enzymatickou kreatinazovou kolorimetrickou metodou na analyzatoru
Avia 1800 (Siemens Medical, diagnostica, USA). Koncentrace byly vyjadieny jako pg pro-
katepsin B/mmol kreatininu a pg katepsin B/mmol kreatininu.

Referencni rozmezi pro pro-katepsin B v séru je 27 — 126ng/ml a v moci je do 2,54ng/ml.
Referencni rozmezi pro Katepsin B v séru a moci nejsou dosud stanovena.

Vzorky tkané i télnich tekutin byly odebrany u 150 pacient S karcinomem mocového
méchyfe. Do hodnoceni souboru jsme nakonec nemohli zatadit vzorky od 25 pacientti
z divodu nesplnéni vstupnich kritérii studie, které vyplynuly zbud z dodatecnych
vySetieni provedenych jiz v dobé diagndézy anebo z nemozZnosti stanoveni exprese
katepsinu B v termicky poskozené tkani.

Soubor analyzovanych pacienti je tedy slozen ze 125 pacientt s histologicky
prokdzanym karcinomem mocového méchyie bez znamek generalizace v dobé diagnozy.
Pramérny vék souboru byl 66,2 let (21 — 91). V souboru bylo 85 muzt (@ ve€k 66,3 let) a
40 Zen (9 vek 65,9 let). Neinvazivni (,,povrchovy*) nador — NMIBC — byl zjistén u 55 a
invazivni — MIBC— nador u 70 pacienti. Low-grade karcinom byl nalezen u 39, a high-
grade karcinom u 86 pacientii. Median sledovani celého souboru byl 25 mésict (3 — 104).
Median sledovani pacientl s neinvazivnim nadorem byl 35 mésici (9 — 104). Median

sledovani pacientd s invazivnim nadorem byl 21,5 mésict (3 — 81). Median sledovani
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pacientd s low-grade karcinomem byl 39 mésici (9 — 104). Median sledovani pacientti
s high-grade karcinomem byl 21,5 mésict (3 — 83). V kontrolnim souboru bylo 93
zdravych jedincl. Tento soubor byl sice ponékud men$i nez soubor pacientli, ale oba
soubory mély takové statistické charakteristiky, které umoznily analyzu dat odpovidajicim
zptisobem.
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3.3 Statisticka analyza ziskanych dat a vypoéty

K hodnoceni vztahu exprese katepsinu B ve tkani (katepsin B pozitivni/katepsin B
negativni ndadory) kK gradingu malignity a stagingu nadoru jsme pouzili chi kvadrat test
S 5% hladinou vyznamnosti.

K analyze koncentraci katepsinu B a pro-katepsinu B v télnich tekutinach byla pouzita
ROC analyza (Receiver Operating Characteristic curve analysis) se stanovenim AUC
(area under the curve).

Normalita rozlozeni dat byla testovana pomoci D’Agostinova testu. Byl k tomu pouzit
statisticky software GraphPad Prism, version 6.0 (San Diego, California) a CB Stat
(Kristian Linnet, DK, 1999)

K porovnani vysledkii mezi metodami bylo vyuZzito Mann-Whitneyova testu na hlading
vyznamnosti p<0,05 s pouzitim statistického software GraphPad Prism, version 6.0 (San
Diego, California). Tento test jsme také pouzili k analyze vztahu mezi katepsin B
pozitivnimi/negativnimi nadory a koncentraci pro-katepsinu B v séru a mo¢i.

K analyze zavislosti vyskytu katepsin B pozitivnich/negativnich nadori na invazi nadoru a
jeho gradingu malignity jsme pouzili chi kvadrat test (p<0,05).

V nasledujicich tabulkach €. 6,7,8 a 9 jsou uvedeny vypocty a analyza koncentraci pro-
katepsinu B vséru a v modi, respektive i jeho koncentrace v mo¢i adjustovana na
koncentraci kreatininu v mo¢i u NMIBC.

Tabulka 6 - Katepsin B negativni NMIBC

S-proKB SBT 0 | U-proKB SBT 0 | Upro KB/krea SBT 0
Minimum 36,86 0,434 0,2605
25% Percentile 37,63 0,743 0,2687
Median 45,76 4,943 0,6951
75% Percentile 151,4 9,476 2,134
Maximum 184,7 9,896 2,48
Mean 78,26 5,054 1,033
Std. Deviation 71,22 4,699 1,04
Std. Error of Mean 35,61 2,349 0,5198
S-proKB SBT0=Kkoncentrace pro-katepsinu B v séru u katepsin B negativnich neinvazivnich nadort
U-proKB SBTO=koncentrace pro-katepsinu B v mo¢i u katepsin B negativnich neinvazivnich nadora
U-proKB SBTO0=koncentrace pro-katepsinu B v mo¢i u katepsin B negativnich neinvazivnich nadora
adjustovana na kreatinin
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Tabulka 7 - Katepsin B pozitivni NMIBC

U-proKB SBT + Upro KB/krea SBT+
Minimum 0,032 0,005128
25% Percentile 1,337 0,1354
Median 2,644 0,3342
75% Percentile 5,345 0,6196
Maximum 27,56 61,77
Mean 4,561 2,064
Std. Deviation 5,715 9,702
Std. Error of Mean 0,8165 1,534

adjustovana na kreatinin

U-proKB SBT+=koncentrace pro-katepsinu B v mo¢i u katepsin B pozitivnich neinvazivnich nadori
U-proKB SBT+=koncentrace pro-katepsinu B v mo¢i u katepsin B pozitivnich neinvazivnich nadori

Tabulka 8 — Analyza: pro-katepsin B v séru u katepsin B +/0 NMIBC

Table Analyzed

SBT,SBT+

Column D S-proKB SBT +

VS. VS,

Column A S-proKB SBT 0

Mann Whitney test

P value 0,5392
Exact or approximate P value? Exact

P value summary ns

Significantly different?

(P <0.05) No

One- or two-tailed P value? Two-tailed

Sum of ranks in column A,D 83,00, 1142

Mann-Whitney U 73

nadoru

nadoru

S-proKB SBT+ = koncentrace pro-katepsinu B v séru u katepsin B pozitivnich

S-proKB SBTO = koncentrace pro-katepsinu B v séru u katepsin B negativnich
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Tabulka 9 — Analyza: pro-katepsin B v mo¢i u katepsin B +/0 NMIBC

Table Analyzed SBT,SBT+

Column E U-proKB SBT +

VS. Vs,

Column B U-proKB SBT 0

Mann Whitney test

P value 0,7825
Exact or approximate P value? Exact

P value summary ns

Significantly different?

(P <0.05) No

One- or two-tailed P value? Two-tailed

Sum of ranks in column B,E 117,0, 1314

Mann-Whitney U 89

U-proKB SBT+ =koncentrace pro-katepsinu B v moci u katepsin B pozitivnich neinvazivnich nadora
U-proKB SBTO0 =koncentrace pro-katepsinu B v mo¢i u katepsin B negativnich neinvazivnich nadort
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V tabulkach ¢. 10 a 11 jsou zaznamenany vypocCty a analyzy koncentraci pro-katepsinu B
vséru a vmoci, respektive i jeho koncentrace v moc¢i adjustovand na koncentraci

kreatininu v mo¢i u MIBC.

Tabulka 10 - pro-katepsin B v séru a mo¢i u MIBC

Upro KB/krea IBT O S-proKB IBT + U-proKB IBT + Upro KB/krea IBT+
0,128 19,66 0,77 0,1291
0,2134 57,68 3,234 0,4914
0,5459 79 5,996 1,264
1,325 106 20 1,956
2,427 171,6 1229 32,35
0,801 83,81 15,46 2,474
0,7126 37,8 23,33 5,145
0,2148 5,007 3,368 0,7756

U-pro-KB IBTO =koncentrace pro-katepsinu B v mo¢i u katepsin B negativnich invazivnich nadort
U-pro-KB IBT+ =koncentrace pro-katepsinu B v mo¢i u katepsin B pozitivnich invazivnich nadora
U-pro-KB/krea IBTO =koncentrace pro-katepsinu B v moc¢i u katepsin B negativnich invazivnich
nadort adjustovana na kreatinin v mo¢i

U-pro-KB/krea IBT+ =koncentrace pro-katepsinu B v mo¢i u katepsin B pozitivnich invazivnich
nadort adjustovana na kreatinin v mo¢i

S-pro-KB IBT+ =koncentrace pro-katepsinu B v moci u katepsin B pozitivnich invazivnich nadort
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Tabulka 11 — Analyza: pro-katepsin B v mo¢i u MIBC katepsin +/0

Table Analyzed IBT,IBT+ IBT,IBT+

Column E U-proKB IBT + Upro KB/krea IBT+

VS. VS, VS,

Column B U-proKB IBT 0 Upro KB/krea IBT O

Mann Whitney test

P value 0,2181 0,0575
Exact or approximate P value? |Exact Exact

P value summary ns ns

Significantly different?

(P <0.05) No No

One- or two-tailed P value? Two-tailed Two-tailed

Sum of ranks in column B,E 266,0, 1504 218,0, 1322

Mann-Whitney U 200 152

U-pro-KB IBT+ =koncentrace pro-katepsinu B v mo¢i u katepsin B pozitivnich invazivnich nadort

U-pro-KB/krea IBT+ =koncentrace pro-katepsinu B v moé¢i u katepsin B pozitivnich invazivnich
nadort adjustovana na kreatinin v mo¢i
U-pro-KB IBTO =koncentrace pro-katepsinu B v mo¢i u katepsin B negatgivnich invazivnich nadort
U-pro-KB/krea IBTO = koncentrace pro-katepsinu B v mo¢i u katepsin B negativnich invazivnich
nadort adjustovana na kreatinin v mo¢i
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V nasledujicich tiech tabulkach (¢. 12, 13, 14) uvadim vypocty a analyzu koncentraci pro-

katepsinu B vséru a v moci, respektive i jeho koncentrace v mo¢i adjustovand na
koncentraci kreatininu v moc¢i u MIBC.

Tabulka 12 — Analyza: pro-katepsin B u MIBC

Table Analyzed SBT/IBT Table Analyzed SBT/IBT
S-
proKB

Column G S-proKB IBT 0 Column J IBT +

VS. Vs, VS. Vs,

S-
proKB

Column A S-proKB SBT 0 Column D SBT +

Mann Whitney test Mann Whitney test

P value 0,6052 P value 0,4044

Exact or approximate P Exact or approximate P

value? Exact value? Exact

P value summary ns P value summary ns

Significantly different? Significantly different?

(P <0.05) No (P <0.05) No

One- or two-tailed P One- or two-tailed P Two-

value? Two-tailed value? tailed

Sum of ranks in column Sum of ranks in column 27,00,

AG 412,0, 1299 D,J 109,0

Mann-Whitney U 264 Mann-Whitney U 17
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Tabulka 13 - Analyza: pro-katepsin B v mo¢i u NMIBC/MIBC

Table Analyzed SBT/IBT Table Analyzed SBT/IBT
Column H U-proKB IBT 0 Column K U-proKB IBT +
VS. VS, VS. VS,
Column B U-proKBSBT 0 Column E U-proKB SBT +
Mann Whitney test Mann Whitney test
P value 0,238 P value 0,6022
Exact or approximate P Exact or approximate P
value? Exact value? Exact
P value summary ns P value summary ns
Significantly different? Significantly
(P <0.05) No different? (P < 0.05) No
One- or two-tailed P One- or two-tailed P
value? Two-tailed value? Two-tailed
Sum of ranks in column Sum of ranks in column
B,H 438,0, 1453 E,K 28,00, 92,00
Mann-Whitney U 228 Mann-Whitney U 18
Tabulka 14 - Analyza U-pro-katepsin B/kreatinin u NMIBC/MIBC
Table Analyzed SBT/IBT Table Analyzed SBT/IBT
Upro

Upro KB/krea IBT KB/krea
Column | 0 Column L IBT +
VS. VS, VS. VS,

Upro

Upro KB/kreaSBT KB/krea
Column C 0 Column F SBT +
Mann Whitney test Mann Whitney test
P value 0,2229 P value 0,7531
Exact or approximate P Exact or approximate P
value? Exact value? Exact
P value summary ns P value summary ns
Significantly different? Significantly different?
(P <0.05) No (P <0.05) No
One- or two-tailed P One- or two-tailed P
value? Two-tailed value? Two-tailed
Sum of ranks in column Sum of ranks in column 35,00,
C,l 375,0, 1003 F,L 85,00
Mann-Whitney U 183 Mann-Whitney U 19
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Tabulky ¢. 15 — 18 zahrnuji vypocty a analyzu dat koncentraci pro-katepsinu B v séru a

moci u low grade nadort.

Tabulka 15 — S-pro-katepsin B pro low grade nidory

S-proKB LG
S-proKB LG 0 U-proKB LG 0 |Upro KB/krea LG 0 +

Minimum 39,92 0,434 0,2932 0
25% Percentile 39,92 0,434 0,2932 38,82
Median 51,6 8,216 1,097 52,54
75% Percentile 136 10,77 1,534 77
Maximum 136 10,77 1,534 140,9
Mean 75,85 6,472 0,9746 58,15
Std. Deviation 52,45 5,382 0,6292 27,89
Std. Error of

Mean 30,28 3,107 0,3633 5,009

Tabulka 16 - U-pro-katepsin pro low grade nadory

Upro KB/krea
U-proKB LG + LG +

Minimum 0,144 0,01483
25% Percentile 1,446 0,1258
Median 2,364 0,2831
75% Percentile 4,092 0,573
Maximum 20 2,5
Mean 4,149 0,4766
Std. Deviation 5,255 0,5614
Std. Error of

Mean 0,8883 0,1061
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Tabulka 17 - Analyza: S/U-pro-katepsin B a low grade nidory

Table Analyzed LG LG+ Table Analyzed LG, LG+
Column D S-proKB LG + Column E U-proKB LG +
VS. VS. VS,
Column A S-proKB LG O Column B U-proKB LG 0
Mann Whitney test Mann Whitney test
P value 0,7309 P value 0,5334
Exact or approximate P Exact or approximate P
value? Exact value? Exact
P value summary P value summary ns
Significantly different? Significantly
(P <0.05) different? (P < 0.05) No
One- or two-tailed P
One- or two-tailed P value? Two-tailed value? Two-tailed
Sum of ranks in column
Sum of ranks in column A,D 59,00, 536,0 B,E 71,00, 670,0

Mann-Whitney U

40

Mann-Whitney U

40

Tabulka 18 — Analyza: U-pro-katepsin B /kreatinin - LG

Table Analyzed

LG,LG+

Upro KB/krea LG

Column F +
VS. Vs,
Upro KB/krea LG
Column C 0
Mann Whitney test
P value 0,1397
Exact or approximate P value? Exact
P value summary ns
Significantly different? (P <
0.05) No
One- or two-tailed P value? Two-tailed
Sum of ranks in column C,F 71,00, 425,0
Mann-Whitney U 19
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Tabulky €. 19 — 26 zahrnuji vypocty a analyzu dat koncentraci pro-katepsinu B v séru a

moci u high grade nadoria

Tabulka 19 - S/U pro-katepsin B u high grade katepsin B negativnich nadori

S-proKB HG 0 U-proKB HG 0 | Upro KB/krea HG 0
Minimum 36,86 1,42 0,128
25% Percentile 45,74 1,568 0,2252
Median 65,12 4,334 0,5178
75% Percentile 98,19 9,548 1,249
Maximum 184,7 26,42 2,48
Mean 79,5 6,971 0,8348
Std. Deviation 45,69 7,406 0,8333
Std. Error of
Mean 12,67 2,138 0,2406

Tabulka 20 - S/U pro-katepsin B u high grade katepsin B pozitivnich nadora

S-proKB HG + U-proKB HG + | Upro KB/krea HG +
Minimum 19,66 0,032 0,005128
25% Percentile 59,44 2,827 0,4593
Median 79,07 5,276 0,9764
75% Percentile 106,5 18,98 1,835
Maximum 188,7 122,9 61,77
Mean 86,42 13,33 3,212
Std. Deviation 39,02 21,3 9,294
Std. Error of
Mean 4,664 2,727 1,253
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Tabulka 21 — Analyza: S pro-katepsin B u high grade katepsin B pozitivnich/ negativnich nidori

Table Analyzed HG,HG+ Table Analyzed HG,HG+
U-proKB

Column D S-proKB HG + Column E HG +

VS. VS, VS. VS,
U-proKB

Column A S-proKB HG 0 Column B HG 0

Mann Whitney test Mann Whitney test

P value 0,3435 P value 0,3033

Exact or approximate P Exact or approximate P

value? Exact value? Exact

P value summary ns P value summary ns

Significantly different? Significantly different?

(P <0.05) No (P <0.05) No

One- or two-tailed P value? Two-tailed One- or two-tailed P value? Two-tailed
374,0,

Sum of ranks in column A,D 470,0, 3016 Sum of ranks in column B,E 2327

Mann-Whitney U 379 Mann-Whitney U 296
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Tabulka 22 — Analyza: U pro-katepsin B/kreatinin — HG — katepsin B+/0 nadory

Table Analyzed

HG,HG+

Upro KB/krea HG

Column F +
VS. VS,
Upro KB/krea HG
Column C 0
Mann Whitney test
P value 0,129
Exact or approximate P value? Exact
P value summary ns
Significantly different? (P <
0.05) No
One- or two-tailed P value? Two-tailed
Sum of ranks in column C,F 315,0, 1963
Mann-Whitney U 237

Tabulka 23 - pro-katepsin B u katepsin B negativnich nadori

S-proKB HG 0 | U-proKB HG 0 Upro KB/krea HG 0

Minimum 36,86 1,42 0,128
25% Percentile 45,74 1,57 0,2252
Median 65,12 4,33 0,5178
75% Percentile 98,19 9,55 1,249
Maximum 184,7 26,4 2,48
Mean 79,5 6,97 0,8348
Std. Deviation 45,69 7,41 0,8333
Std. Error of

Mean 12,67 2,14 0,2406
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Tabulka 24 - pro-katepsin B u katepsin B pozitivnich nadoru

S-proKB HG + | U-proKB HG + | Upro KB/krea HG +
Minimum 19,66 0,03 0,005128
25% Percentile 59,44 2,83 0,4593
Median 79,07 5,28 0,9764
75% Percentile 106,5 19 1,835
Maximum 188,7 123 61,77
Mean 86,42 13,3 3,212
Std. Deviation 39,02 21,3 9,294
Std. Error of
Mean 4,664 2,73 1,253

Tabulka 25 — Analyza: pro-katepsin B u HG katepsin B

ozitivnich/negativnich nadora

Table Analyzed HG,HG+ Table Analyzed HG,HG+
Column D S-proKB HG + Column E U-proKB HG +
VS. VS, VS. VS,
Column A S-proKB HG 0 Column B U-proKB HG 0
Mann Whitney test Mann Whitney test
P value 0,3435 P value 0,3033
Exact or approximate P Exact or approximate P
value? Exact value? Exact
P value summary ns P value summary ns
Significantly different? (P < Significantly different?
0.05) No (P <0.05) No
One- or two-tailed P
One- or two-tailed P value? Two-tailed value? Two-tailed
Sum of ranks in column
Sum of ranks in column A,D 470,0, 3016 B,E 374,0, 2327
Mann-Whitney U 379 Mann-Whitney U 296
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Tabulka 26 — Analyza: U pro-katepsin B/kreatinin u HG katepsin B+/0 nadoria

Table Analyzed HG,HG+

Upro KB/krea HG
Column F +
VS. VS,

Upro KB/krea HG
Column C 0
Mann Whitney test
P value 0,129
Exact or approximate P value? Exact
P value summary ns
Significantly different? (P <
0.05) No
One- or two-tailed P value? Two-tailed
Sum of ranks in column C,F 315,0, 1963
Mann-Whitney U 237

Analyza koncentraci S-pro-katepsinu B, U-pro-katepsinu B a U-pro-katepsinu B

adjustovand na koncentraci kreatininu v moc¢i V zdvislosti na gradingu malignity pfi

pozitivité katepsinu B v nddorové tkani je uvedena v tabulkach B €. 27 - 29

Tabulka 27 Analyza: S-pro-katepsin B
Table Analyzed LG/HG Table Analyzed LG/HG
S-proKB LG

Column G S-proKB LG 0 Column J +
VS. VS, VS. Vs,

S-proKB HG S-proKB HG
Column A 0 Column D +
Mann Whitney test Mann Whitney test
P value 0,8143 P value 0,0002
Exact or approximate P Exact or approximate P
value? Exact value? Exact
P value summary ns P value summary i
Significantly different? (P < Significantly different? (P <
0.05) No 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? | Two-tailed One- or two-tailed P value? Two-tailed
Sum of ranks in column A,G |112,0, 24,00 Sum of ranks in column D,J 4062 , 1090
Mann-Whitney U 18 Mann-Whitney U 593,5




Tabulka 28 - Analyza: U-pro-katepsin B

Table Analyzed LG/HG Table Analyzed LG/HG
Column H U-proKB LG 0 Column K U-proKB LG +
VS. VS, VS. VS,
Column B U-proKB HG 0 Column E U-proKB HG +
Mann Whitney test Mann Whitney test
P value > 0,9999 P value 0,0002
Exact or approximate P Exact or approximate
value? Exact P value? Exact
P value summary ns P value summary il
Significantly different? (P < Significantly different?
0.05) No (P <0.05) Yes
One- or two-tailed P
One- or two-tailed P value? Two-tailed value? Two-tailed
Sum of ranks in column
Sum of ranks in column B,H ]96,00, 24,00 E K 3442 ,1214
Mann-Whitney U 18 Mann-Whitney U 584

Tabulka 29 — Analyza: U-pro-katepsin B/kreatinin

Table Analyzed LG/HG Table Analyzed LG/HG
Upro
KB/krea LG
Column | 0 Column L Upro KB/krea LG +
VS. VS, VS. VS,
Upro
KB/krea HG
Column C 0 Column F Upro KB/krea HG +
Mann Whitney test Mann Whitney test
P value 0,5363 P value <0,0001
Exact or
Exact or approximate P approximate P
value? Exact value? Exact
P value summary ns P value summary | ****
Significantly different? (P < Significantly
0.05) No different? (P <0.05) [Yes
One- or two-tailed P
One- or two-tailed P value? | Two-tailed value? Two-tailed
Sum of ranks in
Sum of ranks in column C,| 91,00, 29,00 column F,L 2739, 747,0
Mann-Whitney U 13 Mann-Whitney U 341
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Analyza dat a posouzeni nckterych moznych vztahovych souvislosti mezi jednotlivymi
faktory bylo ovlivnéno nizkym zastoupenim pacientti s low grade karcinomem v nasem
souboru. Nasim jedinym klinickym omezenim, které jsme si na zac¢atku projektu stanovili,
byla nepfitomnost generalizace onemocnéni v dob¢ diagndzy. Z tohoto divodu bylo
zastoupeni pacientil V naSem souboru V zavislosti na gradingu malignity karcinomu a

invazi nadoru nezavislé na nas.
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3.4 Vysledky

3.4.1 Exprese katepsinu B v nadorové tkani

Stanoveni exprese katepsinu B jsme provedli dle vyse uvedené metodiky. Hodnotili jsme
vztah exprese katepsinu B ve tkani (katepsin B pozitivni/katepsin B negativni nddory)
k gradingu malignity a stagingu nadoru. Exprese katepsinu B v nadorové tkani se podatilo
stanovit ve vzorcich tkané 119 pacientl s karcinomem mocového méchyie. Z nich 83%
(103/119) bylo katepsin B pozitivnich, ze kterych pak jen u 9,7% (10/103) jsme zjistili
vyraznou expresi KB v nadoru (KB+++).

V podskuping povrchovych nadort (NMIBC) bylo 91% katepsin B pozitivnich. VétSina
z nich byla vSak mirné¢ (KB+) nebo stfedné pozitivnich (KB++), pouze 17% z nich
vykazovalo vyraznou expresi katepsinu B (KB+++). V podskupiné invazivnich nadort
(MIBC) jsme zjistili 83% katepsin B pozitivnich nadorti. Z nich pouze 7% mélo vyraznou
expresi katepsinu B v nadorové tkani (KB+++). Rozdil v poétu katepsin B pozitivnich
nadori u pacientd s NMIBC a MIBC neni statisticky vyznamny (p=0,23).

Pti posouzeni exprese katepsinu B v nddorové tkani v zavislosti na gradingu malignity
jsme nalezli ve skupin¢ low-grade 92% nadora katepsin B pozitivnich (34/37). Osmdesat
Ctyfi procent (69/84) high-grade nadori bylo katepsin B pozitivnich (tabulka ¢ 29). Rozdil
Vv poctu katepsin B pozitivnich nador u pacientl s lov-grade a high-grade nadory neni
statisticky vyznamny (p=0,25). Statisticky vyznamny (p=0,005) rozdil — mezi low-grade a
high grade — v zastoupeni nadort s vysokym stupném exprese KB (stupenn 3) a nadord

s nizkou nebo Zadnou expresi KB (stupen 0,1,2) v nddorové tkani.

Tabulka 29 - 1 Exprese katepsinu B v nadorové tkani

Nadory LG HG (%) NMIBC (%) | MIBC (%)
KB pozitivni 92% 84% 91% 83%
KB negativni 8% 16% 9% 17%

Dale jsme se pokusili odpovédét na otazku, zda existuje vztah mezi katepsin B pozitivnimi
nadory a koncentraci pro-katepsinu B vséru a moci. Vysledky jsou uvedeny
Vv nasledujicich tabulkach.
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Tabulka 30 - Vztah mezi katepsin B pozitivnimi/negativnimi nadory a koncentraci

pro-katepsinu B v séru a mo¢i u NMIBC

NMIBC S-proKB U-proKB U-proKB/kreatinin
KB pozitivni X negativni

Mann Whitney test

P value (<0,05) 0,5392 0,7825 0,3109

Tabulka 31 - Vztah mezi katepsin B pozitivnimi/negativnimi nadory a koncentraci

Pro-katepsinu B v séru a mo¢i u MIBC

MIBC S-proKB U-proKB U-proKB/kreatinin
KB pozitivni X negativni

Mann Whitney test

P value (<0,05) NS 0,2181 0,0575

Tabulka 32 - Vztah mezi katepsin B+ nadory a koncentraci pro-katepsinu B v séru

a modi Vv zavislosti na invazi nadoru

KB pozitivni S-proKB U-proKB U-proKB/kreatinin
MIBC

P value (<0,05) 0,4044 0,6022 0,7531
NMIBC

P value (<0,05) 0,6052 0,238 0,2229

Tabulka 33 - Vztah mezi katepsin B +/0 nadory a koncentraci pro-katepsinu B v séru

a moci u low grade nadori

Low-grade nadory S-proKB U-proKB U-proKB/kreatinin
KB pozitivni X negativni

Mann Whitney test

P value (<0,05) 0,7309 0,5334 0,1397

Tabulka 34 - Vztah mezi katepsin B+/0 nadory a koncentraci pro-katepsinu B

V séru a modi u high nadoru

High-grade nadory S-proKB U-proKB U-proKB/kreatinin
KB pozitivni X negativni

Mann Whitney test

P value (<0,05) 0,3435 0,3033 0,129
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Tabulka 35 - Vztah mezi katepsin B negativnimi nadory a koncentraci pro-katepsinu B

Vv séru a modi v zdvislosti na gradingu malignity

KB negativni S-proKB U-proKB U-proKB/kreatinin
LG XHG
P value (<0,05) 0,8143 >0,9999 0,5363

Tabulka 36 - Vztah mezi katepsin B pozitivnimi nadory a koncentraci pro-katepsinu B

Vv séru a moci v zdvislosti na gradingu malignity

KB pozitivni S-proKB U-proKB U-proKB/kreatinin
LG X HG
P value (<0,05) 0,0002 0,0002 <0,0001

U invazivnich nddorG byl vztah mezi pfitomnosti/nepfitomnosti exprese katepsinu B
v nadorové tkani a koncentraci U-pro-katepsinu B adjustovanou na hladinu kreatininu
lehce nad hladinou statistické vyznamnosti (p=0,0575). U ostatni parametri — S-pro-
katepsin B a U-pro-katepsin B — jsme neprokazali snalezem katepsin B
pozitivnich/negativnich nadord. Naopak vztah mezi ndlezem exprese katepsinu B
V ndadorové tkdni a koncentracemi pro-katepsinu B v séru a modi, véetné U-pro-katepsin
B/kreatinin byl vysoce signifikantni.
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3.4.2 Hodnoceni koncentrace pro-katepsinu B/katepsinu B v séru a mo¢i

Koncentrace katepsinu B i pro-katepsinu B byly méfeny ze zmrazenych vzorkl séra a moci
metodou ELISA (podrobn¢ viz metody).

Referencni rozmezi pro pro-katepsin B v séru je 27 — 126ng/ml a v mo¢i je do 2,54ng/ml.
Referencni rozmezi pro katepsin B vséru a moci nejsou stanoveny. Pri stanoveni
koncentraci pro-katepsinu B a katepsinu B v séru a moci v souboru pacientii i v kontrolnim

souboru jsme provedli celkem 980 meéreni. Vysledky jsou uvedeny v nésledujicich

tabulkéach.

Tabulka 37 - Pro-katepsin B: pacienti versus kontrolni soubor (zdravi jedinci)

S-proKB U-proKB U-proKB/kreatinin
Pacienti X kontrolni soubor
P value 0,0006 <0,0001 <0,0001
Signifikantni rozdil
P value (<0,05) ano ano ano

Tabulka 38 - Pro-katepsin B a katepsin B: pacienti versus kontrolni soubor

Kontrolni skupina Pacienti P value
(zdravi jedinci)
S-pro-katepsin B (ug/L), | 58.7 75.2 0,0006
median (IQR) (43.6- 75.8) (24.1-102.0)
U-pro-katepsin B (pg/L), | 1.35 4.05 <0,0001
median (IQR) (0.9-2.3) (2.3-9.22)
U-kreatinin (mmol/L), median | 8.0 7.4 0.11
(IQR) (5.8-11.2) (4.2-10.7)
U-pro-katepsin  B/U-kreatinin | 0.19 0.64 <0,0001
(ng/mmol kreatinin), median | (0.14-0.31) (0.25-1.36)
(IQR)
S-katepsin B (ug/L), median | 4.24 5.6 0.02
(IQR) (3.3-6.3) (4.0-8.2)
U-katepsin B (pg/L), median | 0.89 5.3 0.0001
(IQR) (0.43-8.6) (1.8-10.8)
U-katepsin B /U-kreatinin, | 0.12 0.74 <0.0001
(ng/mmol kreatinin) median | (0.06-0.82) (0.20-1.75)
(IQR)
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Rozdil v koncentracich pro-katepsinu B a katepsinu B vséru a mo¢i mezi pacienty
s karcinomem mocového méchyife a kontrolnim souborem zdravych jedinct je vysoce
statisticky vyznamny. Diagnosticka ucinnost pro-katepsinu B a katepsinu B v séru a moci
byla podroben ROC analyze se stanovenim AUC (area under the curve). Vysledky jsou
uvedeny v grafech a tabulkach na nasledujicich obrazcich ¢. 8 a 9).
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U-proCathepsin B/Creatinine 0.81 0.71-0.91

Obrazek 8: diagnosticka ucinnost pro-katepsinu B v séru a mo¢i (ROC k¥ivka a AUC)

Je zi'ejmé, Ze diagnostickad ucinnost pro-Katepsinu B v modi je vysoka.
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U-Cathepsin B 0.70 0.57 - 0.83
U-Cathepsin B/Creatinine 0.71 0.58 - 0.83

Obrazek 9: diagnosticka tucinnost katepsinu B v séru a mo¢i (ROC kiivka a AUC)

Tabulka 39 — Koncentrace pro-katepsinu B v séru a mo¢i v zavislosti na nadorové invazi

S-proKB U-proKB U-proKB/kreatinin U-kreatinin
Mann Whitney test
P value (<0,05) 0,0199 <0,0001 <0,0001 0,8378
Cathepsin B

Procathepsin B

1001 )
— S-procathepsin B
804 --- U-procathepsin B/Creatinine — S-Cathepsin B
8 -~ U-procathepsin B -=+ U-Cathepsin B
*E' 601 S -+ U-cathepsin B/Creatinine
= P
g 044 2
o f g
1 [}
20 g
0 20 40 60 80 100 0 . . . . .
100% - Specificity% 0 20 40 60 80 100
100% - Specificity%
AUC  [95%Cl AUC  |95%ClI
S-procathepsin B 0.68 0.59-0.77 S-Cathepsin B 0.51 0.42-0.61
U-procathepsin B 0.82 0.74-0.89 U-Cathepsin B 0.64 0.54-0.75
U-procathepsin B/Creatinine 0.86 0.80-0.92 U-Cathepsin B/Creatinine 0.67 0.56-0.77

Obrazek 10 - Diagnosticka u¢innost pro-katepsinu B a katepsinu pro MIBC
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AUC 95%Cl
S-Cathepsin B 0.62 0.51-0.73
U-Cathepsin B 0.65 0.55-0.76
U-Cathepsin B/Creatinine 0.66 0.55-0.76

Obrazek 11 - Diagnosticka u¢innost pro-katepsinu B a katepsinu B pro NMIBC

Tabulka 40 — Koncentrace pro-katepsinu B v séru v zavislosti na nadorové invazi a

gradingu malignity

S-proKB

U-proKB

U-proKB/kreatinin

U-kreatinin

Mann Whitney test

P value (<0,05)

0,0003

0,0006

0,0002

0,3245

Statisticky vyznamny rozdil byl zji§tén mezi koncentracemi pro-katepsinu B v zavislosti na

invazi nadoru a gradingu jeho malignity pouze pfi analyze v celém souboru.

Tyto souvislosti jsou patrné i z nasledujicich graft (6 a 7).
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(na grafech hodnota medianu + IQR pro jednotlivé skupiny).

Graf ¢ 6 — Pro-katepsin B v séru a mo¢i v zavislosti na gradingu malignity a invazi nadoru

p=0.018
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(na grafu hodnota medianu + IQR).

Graf ¢ 7 — Pro-katepsin B v séru a modi v zavislosti na gradingu malignity a invazi nadoru
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Pfi analyze dat v ramci jednotlivych podskupin (tabulka ¢.41) jiz rozdily nebyly statisticky
vyznamné, S vyjimkou koncentraci pro-katepsinu B v séru mezi pacienty s high-grade a
low-grade karcinomy v podskupiné s povrchovym nadorem (p=0,0175).

Tabulka 41 - Pro-katepsin B v zdvislosti na gradingu malignity a invazi nddoru

S-proKB U-proKB U-proKB/kreatinin
MBIC - HG X LG:
P value (<0,05) 0,3845 0,6761 0,3158
NMBIC - HG X LG:
P value (<0,05) 0,0175 0,4273 0,2769

Zmény v koncentracich pro-katepsinu B po transuretralni resekci neinvazivnich nadort
neumoznuji — pii uvedeném poctu pacientd v naSem souboru s povrchovym nadorem — ¥icCi
zda existuje souvislost mezi koncentraci pro-katepsinu B a recidivou NMIBC. Na zakladé
vysledkii v nasSem souboru neni tedy moZné sniZit pocet endoskopickych kontrol pri
sledovani téchto pacienti.

Analyza naSich dat umoznila ale porovnani kiivek preziti.
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3.4.3 Porovnani krivek preziti

Primeérna délka pieziti pacientl v celém souboru byla 30 mésicii.

S-proKB > 126 ng/ml - p = 0.77 (126 ng/ml je horni mez referen¢niho rozmezi) a U-
proKB > 2,54 ng/ml - p = 0.0194 (2,54 ng/ml je horni mez referen¢niho rozmezi), viz graf
¢. 8.
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70+ LI T,

60
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Graf 8 - K¥ivky pieziti ( U-pro-katepsin B)

U-prokatepsin B/U-kreatinin > 2,84 ng/ mmol Kreatininu (horni mez 95% intervalu
spolehlivosti) p = 0,125. Jak vyplyva z nasledujiciho grafu (¢. 8), tak vsichni pacienti se S-
proKB > 126 ng/ml umiraji do 53 mésici. Abychom mohli fici, ze stanoveni pro-
katepsinu B vséru by mohlo byt vhodnym prognostickym faktorem pro pacienty
s nadorem mocového méchyte, je nutné tento vysledek déale ovéfit nejen delsi dobou

sledovani stavajiciho souboru pacientd, ale i na v&t$im poctu pacientli

==+ S-proKB > 126 ng/ml
U-proKB > 2,54 ng/ml

— U/proKB/krea ng/mmol kreatinir

Preziti (%)
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Doba pfeziti (mésice)

Graf 8 - K¥ivky preziti (S-pro-katepsin B, U-pro-katepsin B, U-pro-katepsin B/kreatinin)
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3.5 Diskuze

Karcinom moc¢ového méchyie je nejcastéjSim zhoubnym nadorem urogenitalniho traktu.
Z neinvazivnich diagnostickych metod je v klinické praxi standardné vyuzivana pouze
cytologie se svymi limity. Existuje sice n¢kolik komeréné dostupnych testl, které maji
charakter nadorového markeru. Zadny z nich vSak zatim nebyl doporucen k standardni
diagnostice nebo sledovani pacientti s karcinomem mocového méchyie (26, 57).

Dosud bylo publikovano malo studii zabyvajici se koncentraci riznych katepsind v séru a
moci (58). Vysledky uvedené v nasi praci potvrzuji, ze jak koncentrace katepsinu B, tak i
pro-katepsinu B stanovené v séru i v moci pacienti s karcinomem moc¢ového méchyte jsou
vyznamné zvySené piiporovnani s vysledky, které jsme zjistili u kontrolni skupiny
zdravych jedinct (tabulka ¢. 38). Z podrobné a slozité analyzy naSich vysledkd vyplyva, ze
koncentrace katepsinu B a pro-katepsinu B v séru a moci jsou nezavislé na gradingu
nadoru. U-katepsin B a U-katepsin B/koncentrace kreatininu se vztahuji k pohlavi.
Hodnoty u muzi jsou vyznamné zvySené v porovnani s zenami (p<0.0001, Mann-Whitney
U-test). Koncentrace U-pro-katepsin B a U-pro-katepsin B/kreatinin také vyznamné
koreluji s nadorovou invazi (p<0.0001, Mann-Whitney U-test). Nase zjisténi koreluje
s n¢kterymi vysledky jinych studii, které zkoumaly koncentrace katepsind v télnich
tekutinach u pacient s karcinomem mocového méchyie (59, 60, 61,62, 63, 64).
Porovnanim AUC S-pro-katepsinu B s AUC U-pro-katepsinu B jasné ukazuje na vyrazné
vys$$i diagnostickou ucinnost U - pro-katepsinu B (AUC=0.50 vs AUC=0.81, p=0,002).
Naproti tomu S-katepsin B a U-katepsin B vykazuji podobnou diagnostickou efektivitu i
pies to, ze AUC pro U-katepsin B je vyssi nez u AUC pro S-katepsin B (S-katepsin B —
AUC = 0.60, U-katepsin B — AUC = 0.70, p = 0.292). Obdobné vysledky jsme zjistili
stanovenim AUC pro S-katepsin B a U-katepsin B/kreatinin (AUC = 0.60 vs AUC = 0.71,
p = 0.236). Rozdily v diagnostické uc¢innosti U-pro-katepsinu B a U-katepsinu B, jako i U-
pro-katepsin /kreatininu a U-katepsin B/kreatinin jsou nevyznamné (AUC = 0.8125 vs je
0,70, p=0.19 a AUC = 0.81 vs 0.71, p = 0.20). Tyto nalezy ziskané vySetienim vyssiho
poctu vzorkl, nez jsme publikovali v roce 2012 (59), se lisi od vysledku prace, kterou
prezentoval Svatek a spol. (62). Autofii této prace (62) porovnavali vyznam katepsinu B a
katepsinu L v detekci karcinomu méchyte se zavérem, Ze neni vztah mezi katepsinem B a
timto onemocnénim (AUC = 57).

Ptestoze je pro-katepsin B biologicky inaktivni protein, snazili jsme se prozkoumat mozny
diagnosticky vztah mezi neaktivni (pro-katepsin B) a aktivni (katepsin B) formou enzymu.
Zhodnotili jsme diagnostickou uc¢innost obou v séru a v moci v zavislosti na invazi nadoru.
Jak je patrné z obrazku 10 a obrazku 11, je diagnostické efektivita obou forem jak v séru,
tak i vmoc¢i odlisna. Nase vysledky dale ukazuji na to, ze U-pro-katepsin B a U-pro-
katepsin B/kreatinin ukazuji na vyznamny diagnosticky vyznam pro identifikaci pacientt s
invazivni nadory (AUC = 0.82 a 0,86).
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Nedavné srovnavaci studie popisuji fadu relevantnich biochemickych markerti (BTA,
NMP22) v souvislosti s diagnostikou karcinomu mocového méchyie (65, 66, 67).
Nicméné, vSechny tyto studie jsou zaméfeny na vysetfovani biologicky aktivnich proteind.
Pro-katepsin B je biologicky neaktivni molekula, ktera vykazuje vyznamnou tc¢innost pii
vySetfovani pacientll s karcinomem mocového méchyte. Z tohoto uhlu pohledu se jevi

vysledky nasi studie jako ptvodni, coz nam také potvrdili i recenzenti nasi posledni
publikace.
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3.6 Zavéry

1. Pti stanoveni exprese katepsinu B v nadorové tkani bylo 83% nadoru katepsin B
pozitivnich

2. Jen 9,7% katepsin B pozitivnich nadorti vykazovalo vyraznou expresi Katepsinu B
(stupeint 3+)

3. Rozdil v poctu katepsin B pozitivnich nadort u pacienti s NMIBC a MIBC neni

statisticky vyznamny.

4. Vztah mezi nalezem exprese katepsinu B v nadorové tkani a koncentracemi pro-

katepsinu B v séru a mo¢i, v¢éetné U-pro-katepsin B/kreatinin byl vysoce statisticky
signifikantni

5. Rozdil v koncentracich pro-katepsinu B a katepsinu B v séru a moc¢i mezi pacienty
s karcinomem mocového méchyie a kontrolnim souborem zdravych jedincu je
vysoce statisticky vyznamny
Diagnosticka u¢innost pro-katepsinu B v moci je vysoka
Vsichni pacienti se S-pro- katepsin B > 126 ng/ml umiraji do 53 mésict
Na zaklad¢ vysledkti v naSem souboru neni mozné snizit pocet endoskopickych

kontrol pfi sledovani pacientil s neinvazivnim nddorem

Shrnuti cili:

a)

b)

e)

Klinickd wuzitecnost stanoveni koncentrace pro-katepsinu B a katepsinu B v séru
se nelisi, klinickd uzitecnost pro-katepsinu je v moci vyssi nez katepsinu B

Stanoveni  koncentraci pro-katepsinu B vmoci a pro-katepsinu B Vv moci
karcinomu mocoveho méchyre

Stanoveni pro-katepsinu B v séru je mozné vyuzit jako prognosticky faktor u pacientii
s karcinomem mocového méchyre

Katepsin B i pro-katepsin B nejsoui vhodné k neinvazivnimu monitorovani lécby
NMIBC

Stanoveni katepsinu B, respektive pro-katepsinu B by v klinické praxi nemuznilo sniZit

frekvenci cystoskopického vysetreni
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3.8 Souhrn

Karcinom moc¢ového méchyie je nejcastéjsim zhoubnym nadorem urogenitalniho traktu.
Z neinvazivnich diagnostickych metod je v klinické praxi standardné vyuzivana pouze
cytologie se svymi limity. Existuje sice n¢kolik komeréné dostupnych testii, které maji
charakter nadorového markeru. Zadny z nich vSak zatim nebyl doporu¢en k standardni
diagnostice nebo sledovani pacientii s karcinomem mocového méchyie. Katepsin B je
thiol — dependentni protedza nalézajici se za normalnich okolnosti v lysozomech sav¢ich
buné¢k. Katepsin B se lysosomech podili na degradaci proteinti a ma rizné funkce v udrzeni
metabolismu bun¢k za fysiologickych stavii. Vyskyt katepsinu B anebo jeho proteint a
jejich vysoka aktivita je popsana u celé fady nadorovych onemocnéni. O jeho vyznamu u
urologickych nadord bylo dosud jen velmi malo zprav. Aktivitu katepsinu B u pacienti
s karcinomem mocového méchyte jsme zjistovali stanovenim jeho exprese v nadorové
tkani a stanovenim koncentrace katepsinu B a pro-katepsinu B v jejich séru moci. Nase
vysledky potvrzuji, Ze diagnostickd ucinnost pro-katepsinu B v moc¢i moci je vysoka.
Vsechny dosud publikované studie jsou zaméfeny na vySetfovani biologicky aktivnich
proteint. Pro-katepsin B je biologicky neaktivni molekula, kterd vykazuje vyznamnou
ucinnost pii vySetfovani pacientd s karcinomem mocového méchyie. Z tohoto uhlu
pohledu se jevi vysledky nasi studie jako ptivodni.

Kli¢ova slova: karcinom méchyfe, lysozomalni enzymy, katepsin B, pro-katepsin B
Summary

Bladder cancer is the most common malignant neoplasm of the urogenital tract. Of non-
invasive diagnostic methods in clinical practice normally only is used cytology to its limits.
While there are several commercially available tests that have the character of a tumor
marker. None of them, however, has not yet been recommended for the standard diagnosis
or monitoring of patients with bladder cancer. Cathepsin B is a thiol — dependent protease
found in normal circumstances in the lysosomes of mammalian cells. Cathepsin B are
lysosomes involved in the degradation of proteins and has various functions in maintaining
cell metabolism in normal conditions. The incidence of cathepsin B or its proteins and their
high activity is described in a number of neoplastic diseases. About its importance for
urological tumors has so far been only very few reports. Activity of the cathepsin B in
patients with invasive bladder cancer were examined by determining its expression in
tumor tissue and determining the concentrations of cathepsin B and pro-cathepsin B in
their serum urine. Our results confirm that the diagnostic efficiency of the pro-cathepsin B
urine urine is high. All so far published studies are focused on the investigation of
biologically active proteins. Pro-cathepsin B is the biologically inactive molecule, which
exhibits significant efficacy in the investigation of patients with carcinoma of the urinary
bladder. From this point of view appears to be the results of our study as the original.
Keywords: bladder cancer, lysosomal ensymes, cathepsin B, pro-cathepsin B
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