UNIVERZITA KARLOVA
2. lékarska fakulta

DIZERTACNI PRACE

2018 MUDr. Antonin Brisuda



Univerzita Karlova
2. lékarska fakulta

Studijni program: Experimentalni chirurgie

MUDr. Antonin Brisuda, FEBU

Neinvazivni diagnostika urotelialniho karcinomu mocového méchyre

stanovenim volne DNA a microRNA v moci

Non-invasive diagnosis of urothelial carcinoma of the urinary bladder by

evaluation of cell-free DNA and microRNA in urine

Vedouci zavéreené prace/Skolitel:
Prof. MUDr. Marek Babjuk, CSc.
Urologicka klinika 2.LF UK a FN Motol, Praha

Praha, 2018



Prohlaseni:

Prohlasuji, ze jsem zadverecnou praci zpracoval samostatné a ze jsem
fadné uvedl a citoval v§echny pouzité prameny a literaturu. Soucasné
prohlasuji, Ze prace nebyla vyuzita k ziskdni jiného nebo stejného

titulu.

Souhlasim s trvalym uloZenim elektronick¢ verze mé prace
v databazi systému meziuniverzitniho projektu Theses.cz za ucelem

soustavné kontroly podobnosti kvalifikaénich praci.
V Praze, 16.9.2018
Antonin Brisuda

Podpis



Identifika¢ni zdznam:

Brisuda, Antonin. Neinvazivni diagnostika urotelialniho karcinomu mocového méchyre
stanovenim volné DNA a microRNA v moci. [Non-invasive diagnosis of urothelial
carcinoma of the urinary bladder by evaluation of cell-free DNA and microRNA in
urine]. Praha, 2018. Pocet stran 104, pocet ptiloh 0. Dizerta¢ni prace (Ph.D.).
Univerzita Karlova, 2. 1ékatska fakulta, Urologicka klinika. Skolitel Babjuk, Marek.



Seznam zKkratek

ASR-W

BTA
cfDNA
CIS

CK
CT-IVU
CTLA-4
CXCL-1
DAVID
DNA
EAU
EMA
EORTC
FDA

FISH
GAPDH
HG

LG
LOH
Mcm
MIBC
MMP
NMIBC
NMM
NMP22
PAP
PCR
PD-1
PD-L1
Plk 1
PSA
qPCR
RNA
RT-PCR
SELDI
TA DNA
TNM
TUR
UBC®
ucfDNA
UK
WHO

Age-Standardised Rate (World) = prepocet na svétovy
standard

Bladder tumour antigen

Cell-free deoxyribonucleic acids

Carcinoma in situ

Cytokeratin

Computed Tomography — Intravenous Urography

Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4

Skupina chemokinti funk¢éné spojend s tumorigenezi

Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery
Deoxyribonukleova kyselina

European Association of Urology

European Medicines Agency = evropsky ufad pro kontrolu 1é¢iv
European Organisation for Research and Treatment of Cancer
The Food and Drug Administration = americky ufad pro kontrolu
1éciv

Fluorescent in situ hybridization

Glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza

High grade = nizky stupen bunécné diferenciace

Low grade = vysoky stupen bunécné diferenciace

Loss of heterozygosity

Mini chromosome maintenance protein

Muscle-Invasive Bladder Cancer

Matrixové metaloproteazy

Non-Muscle Invasive Bladder Cancer

Nadory mocového méchyie

Nuclear matrix protein 22

Klasifikace podle Papanicolaoua (jedna z klasifikaci cytologie)
Polymerazova fetézova reakce

Programmed cell death protein 1

Programmed death-ligand 1

Mitoticka kinaza Polo-like 1

Prostaticky specificky antigen

Quantitative PCR (real time)

Ribonukleové kyselina

Reverse transcription polymerase chain reaction

Surface enhanced laser desorption/ionisation

Celkové mnoZstvi (Total Amount) volné DNA v moci
Tumor-Node-Metastasis

Transuretralni resekce nadoru moc¢ového méchyie

Urinary bladder cancer

Urinary cell-free deoxyribonucleic acids

Urotelialni karcinom

World Health Organisation



OBSAH

S€ZNAM ZKratekK ....cooviiiiieeeiiiiiiiiiirrr e e 5
1. Uvod do problematiky nddort mocového MEChYFE ........cccuveriureeieriiiereceeicneeinnennns 8
O T o1 1= 4 Yo Lo T TN 8
B T [ - TR 13
1.3 Patologie a stadia ONEMOCNENI ...ccceeeueriiiiiiiiiieeiiiciirrrerreesee s e resnnesssesesssseennnasssnnes 15
1.4 PrognostiCké faktory ......cc.ecieiiiiiiiimeiiiciiiiinniiesiessnereereensssesssssesnnesssssssssesssnnnssssnes 17
Y 1T« T T TTPPO 21

2. Neinvazivni diagnostika ........ccooiiiriimeuiiiiiiiiiinirinn s 24
P35 LU 24
2.2 Piehled dostupnych Markerli......cceeueceeieiiieeeeenniieeieeeeeeeennsieeseeseeeennnssssesesseesesnnnnsnnnes 28
2.3 Proteiny bun@Cného CYKIU ..........ieeeeciiei e e s re e s e e e e s e e nn s enenns 35
2.4 GENOMOVA ANAlYZA ...ccuiieeiiieniiieereenirtieereeereaserensersnseerssserensessnssssnsssenssssansssensessnnans 36
2.4, 1 ProteOMIKA . cceeiee ettt ettt ettt e s e st e e nbe e s beeesareena 37

2.4, 2 EPIZENETIKA . ..cccvtiieeetiiee ettt ettt e e e e s e e et e e et a e e e b e e e e nabbaeeenraeee s 37

2.4.3 GENOMIKA c.uteeeiiee ittt ettt ettt sttt et e st e et e e sttt e sabeesabeesabeeesabeesabaeeanbeesabeeesaneenns 38
2.8.4NVOINE DNA (CFDNA) ..ot e e s eee s sesees s s s eeneeeae 38

2.4.5 MHCFO RNA (MIRNA) ..ottt es s eee e es s e sees s s ees s ees s eeneeean 40

3. Kvantifikace volné DNA v moci pacientti jako neinvazivni biomarker k detekci

urotelidlniho karcinomu mocového meéchyre .........cccceeuiiiiiieiiiiiieciiinicccrrceecenee 44
3.1 HYPOLEZY A CHle PracCe....ceeeeiieeiieeereenirttneerenerennereanerenseresserensessassesnsesenssssnnsssensensnnans 44
3.2 Material a metodika.......coviiiiiiiiiiiiiiiiiii 45
3.3 Statistickd ANalyza.......ccceueciiiieccre e s e e s e e e s e e nn s e e enas 48
YAV E 1= | N 48
3.5 DISKUZE ..ciieerunnniiiiiiiiinnnnnnniisiiiiieenssmssisisiiimesssmsssssisesisesssssssssssssssessssssssssssssssssssnnsssses 60
oI 4 YV =T VN 63

4. MicroRNA v moci pacienti jako neinvazivni biomarker k detekci urotelidlniho

karcinomu MoCOVENO MECHYIE....cccciiieeiiiieiiiieeeiteerreneereenereeeerennerenseeseaneseannesannens 64
0% B 5 V7 o Yol £F AVAE: el 1 [0 ] Yol 64
4.2 Materidl a metodika.......cccviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiininninnerer s sesee 65
.3 VYSIEAKY ...oeeeeiiiiiceeitie e ettt e eeteeneeeeenneeeeeeanseeeensssssennssnssennsssssennsssssennsssesennsanssnnnnes 71
L 0 T (¥ 78



A.5 ZAVEIY .cceeeeeeiiiiiiiiiininneiiiieiitesennsssisiessiteesnnssssssesssetesssssssssessstssssnnsssssssssesesnnnnsssssssssans 81

LT I = 1 VT 82
6. SOURNIN.....cciiiiiiiiiiiiiitrrt e e 100
7. Publikace vysledki se vztahem k tématu dizertace........cccceeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennns 103
8. Dedikace Brantu .......cccciiiieiiiiiiiiiiiiininie e rea s sse e e s e e sen s ssnnsenes 103
LR oY D=1 €0 TN 104



1. Uvod do problematiky nadori mo¢ového méchyie

1.1 Epidemiologie

Nadory moc¢ového méchyte (NMM) jsou mezi muzi celosvétové sedmou
nejcastéji diagnostikovanou malignitou, a pokud jsou zahrnuta ob& pohlavi,
patii jim 11. misto (1). Nejvyssi incidenci vykazuji USA, zépadni Evropa a
Egypt, nejniz§i naopak asijské zemé (1) (Graf 1). Pii hodnoceni
epidemiologickych dat je vSak tfeba brat na zfetel rozdilnou kvalitu sbéru
dat, jejich hodnoceni a rozdilnou metodologii (2). Vysoka incidence a
prevalence v rozvinutych zemich spolecné¢ s vysokou mirou vzniku recidiv
u téchto nddort jsou pti¢inou enormni globalni zatéze pro zdravotni systémy

3).

Graf 1. Globalni rozloZeni incidence NMM v roce 2012 (svétovy standard podle véku

pro obé pohlavi) (prevzato z 1).
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mocoveého méchyte v rychle se ekonomicky rozvijejicich asijskych zemich,
jako je naptiklad Cina (4). V Ceské republice incidence NMM v poslednich
10 letech stagnuje zhruba na hodnoté 21 piipadi na 100 000 obyvatel,
pfi¢emZ u muzl je pfiblizné trojndsobnd nez u Zen (5) (Graf 2). Pokud se
podivdme na stejnd data vztazend na svétovy primér (ASR-W), zjistime
dokonce mirny pokles (Graf 3). Globaln¢ tedy incidence mirn¢ roste, jak jiz
bylo zminéno v souvislosti s trendy v zemich tfetiho svéta a nékterych
asijskych zemich. V ramci Evropské unie je incidence NMM 19,1 ptipadi
na 100 000 obyvatel/rok u muzi a 4 u zen (1). Nejvyssi incidence je
pozorovana v Belgii, zatimco nejnizs$i ve Finsku (1) (Tab. 1). Mortalita
standardizovand podle véku byla v roce 2012 celosvétové u muzi 3,2
amrti/100 000 obyvatel/rok a u zen 0,9 (1). V Ceské republice byla v roce
2015 mortalita u muzt 12,1/100 000 obyvatel/rok a u zen 4,85/100 000
obyvatel/rok, pfiCemz trend v poslednich 10 letech pfiblizné kopiruje trend

incidence (5) (Graf 2, Graf 3).

Graf 2. Vyvoj incidence a mortality zhoubného novotvaru mocového méchyie

v Ceské republice (po¢et na 100 000 obyvatel/rok) (pievzato z 5).
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Graf 3. Vyvoj incidence a mortality zhoubného novotvaru mocového méchyie

v Ceské republice (piepocet na svétovy standard podle véku) (pievzato z 5).

C67 = ZH mocového méchiife - vesicae,.,

o v case

14 - —#— incidence
i - nortalita
12
10
g

Graph description

ASECW)

zdroj dat: 0ZIS CR
LI

|::'IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

LT

httpsAAww  uroweb .cz

Tab. 1. Incidence NMM v Evropské unii (pievzato z 1).

Bladder - Estimated incidence, all ages: both sexes

Belgium A2 4350 40.3 17.5 2.10
Malta Al 132 31.5 15.8 1.86
Denmark A2 1781 31.8 14.4 1.75
Hungary G1 2689 27.0 14.1 1.74
Spain B2 13789 29.5 13.9 1.54
Norway A2 1378 27.8 13.5 1.59
Germany B2 28405 4.6 13.4 1.59
Switzerland B2 2115 27.3 12.2 1.49
Portugal C3 2876 26.9 12.0 1.40
Italy B2 18284 30.0 11.8 1.41
Cyprus Al 227 20.1 11.6 1.20
Czech Republic A2 2462 23.3 11.5 1.42
Iceland Al 67 20.4 11.5 1.31
FYR Macedonia G3 373 18.0 11.5 1.51
Austria A2 21589 25.6 11.4 1.36
Poland C3 7961 20.8 11.0 1.34
Bulgaria A2 1662 22.5 11.0 1.36
Croatia A2 1053 24.0 10.9 1.31
Slovenia Al 463 22.7 10.7 1.33
Serbia B2 1839 18.7 10.6 1.32
Sweden A2 2330 24.7 10.2 1.25
Montenegro GG 96 15.2 10.1 1.24
Slovakia Al 933 17.0 10.1 1.22
Albania G3 420 13.0 10.0 1.27
Romania El 3825 17.9 9.7 1.23
Latvia Al 425 19.0 9.2 1.10
Greece G3 2777 24.3 9.1 0.95
Ireland Al 666 14.5 8.9 1.05
Lithuania Al 269 17.3 8.7 1.04
Luxembourg D2 96 18.3 8.7 0.94
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Zasadni je ovSem hodnoceni poméru incidence a mortality. Ve srovnani
s jinymi nddory mocopohlavniho traktu je tento pomér vibec nejvyssi
(NMM 0,41; karcinom prostaty 0,2; karcinom ledviny 0,39; nadory varlat
0,07) (5). Pti pohledu na trend poslednich let je ziejmé, ze na rozdil od
karcinomu ledviny a prostaty je pomé&r incidence/mortalita u NMM setrvaly,
respektive mirn¢ nartistajici (Graf 4, 5, 6) (6). Prevalence NMM je vzhledem
k vysoké Cetnosti recidiv a dlouhodobému piezivani pacientii s nddory bez
invaze do svaloviny (NMIBC) vysoka. Globaln¢ zaujima 5. pficku mezi
ostatnimi malignitami a trend je naridstajici se vSemi socialné ekonomickymi
disledky vzhledem k nutnosti celozivotniho sledovéani a 1€¢by v ptipadé

recidivy nadoru (1) (Tab. 2, Graf 7).

Graf 4. Vyvoj indexu incidence/mortalita u NMM (prevzato z 6).

C67 = 7N nocového néchirfe - vesicae...

Wiuoj v Gase |+ Mortal itas Incidence

0.63

o
m
(=]

o
in
n

o
in
[=

=2
I
[y}

=
I
=

Index mortalitadincidence

0.30

Zdroj datl: 0215 CR

F Y

http: ffwww.svod.cz

11



Graf 5. Vyvoj indexu incidence/mortalita u karcinomu prostaty (prevzato z 6).
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Graf 6. Vyvoj indexu incidence/mortalita u karcinomu ledviny (pfevzato z 6).
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Tab. 2. Top 10 prevalence malignich onemocnéni ve svété v roce 2012 (absolutni

pocty) (prevzato z 1).

Estimated number of prevalence cases (1-year), males, worldwide (top 10 cancer sites) in 2012

Prostate 975346
Colorectum 528183
Lung 476240
Stomach 303900
Bladder 256474
Liver 161034
Kidney 142927
Lip, oral cavity 134717
NHL 123936
Oesophagus 123677

Alleancers excluding non-melanoma skin 4271893

Graf 7. Vyvoj prevalence NMM v Ceské republice (pFevzato z 5).
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1.2 Etiologie
NMM je komplexni onemocnéni, k jehoZ vzniku pfispivaji vrozené 1 zevni
faktory (prostfedi) zptisobujici zmény na molekularni arovni. Nekteré

mapovaci studie odhalily nezavislé genové lokace, které jsou vnimave ke
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zméndm vedoucim ke vzniku NMM (7). Nejvyznamngj$im rizikovym
faktorem pro NMM je koufeni tabdku, které je pticinou vice nez poloviny
pfipadl u muzi a témért tietiny piipadi u zen (8). Riziko stoupa tmeérné
s poctem vykoufenych cigaret za den a s celkovou dobou koufeni a klesa
zhruba 0 40 % u exkutakl po prvnim roce a 0 60 % po 25 letech od zanechani
koutfeni (9). Navic se zd4, ze koufeni tabdku ma vliv 1 na piezivani bez
recidivy (10). Doporuceni zanechat koufeni ma tedy kromé prevence vzniku
jinych malignit vyznam také u pacienti s jiz diagnostikovanym a lécenym
NMM.

Muzi maji zhruba 4nasobn¢ vyssi riziko NMM neZ zeny (11), nicméné u Zen
byvaji naddory Castéji diagnostikovany ve vysSich stadiich a Zeny maji take
kratS8i pfezivani bez recidivy a progrese, at’ uzZ po BCG instilacich (12) nebo
po radikalni cystektomii (13). Rozdily mohou byt zptisobeny hormondlnimi
vlivy (14), delsi dobou do stanoveni diagnoézy (menses, Castéj$i vyskyt
hemoragické cystitidy apod.) (15) anebo vys$i expozici kancerogeniim u
muzi. Profesionalni expozice aromatickym aminim, polycyklickym
aromatickym uhlovodikim a chlorovanym uhlovodikiim v zamé&stnani je
totiz po kouteni tabdku druhym nejcastéj$im rizikovym faktorem pro NMM
zodpovidajicim za zhruba 10 % pfipadi (16). V rozvinutych zemich lze
preventivnimi opatfenimi tato rizika neutralizovat, pozornost je vSak tieba
vénovat rozvojovym zemim, kde zaroven narusta prevalence kuractvi (2).
Zevni ozatfeni panve zvySuje riziko sekundarnich malignit véetné NMM,
stejné jako chronické infekce bilharzii mohou vést k dlazdicobunécnému
karcinomu moc¢ového méchyie (17, 18). Onemocnéni je vékove specificke.
Ackoliv onemocnéni miize postihnout 1 mladsi osoby, vice nez 90 % novych

pacientl je starSich 50 let (19).
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1.3 Patologie a stadia onemocnéni

NMM je velmi heterogenni onemocnéni. Dominujicim histologickym typem
nadoru je urotelidlni karcinom (UK) vychazejici z pfechodného epitelu
mocového mechyte (20). Dalsi méné Casté histologické varianty UK jsou
napf. mikropapilarni varianta, mikrocystickd varianta a tzv. nested varianta,
které maji vyrazné horsi prognézu a vyzaduji agresivngj$i 1écebny pfistup 1
v niZ8ich stadiich (21).

Zhruba 75 % nové diagnostikovanych nddorti jsou svalovinu neinfiltrujici
formy (NMIBC). Tvofi je Ta a T1 nddory a carcinoma in situ (CIS) (22).
Nejfrekventovangjsi z nich jsou nddory Ta zaujimajici cca 70 % NMIBC (2).
Nadory T1 ptedstavuji 20 %, CIS 10 % a pritomnost téchto nadort zvySuje
riziko recidivy a progrese (23). U vice nez 80 % pacientd s NMIBC dochazi
k recidivé a v 15 % prtipadil je recidiva invazivni formou néddoru (24).
Dlouhodobé¢ piezivani pacientli s témito nadory je kolem 90 % (25). Pokud
nador zac¢ne infiltrovat svalovinu, velmi zdhy miiZe metastazovat a
dlouhodoba prognoza nemocnych se rychle zhorSuje. Asi 25 % nové
diagnostikovanych nadort je svalovinu infiltrujicich vyZzadujicich radikalni
cystektomii nebo komplexni onkologickou 1é¢bu. Zhrubau 31 % nemocnych
se po radikalni cystektomii detekuji lokdlni uzlinové metastazy, coz
vyznamné limituje nddoroveé specifické preziti (26, 27). Témét vSichni
nemocni, ktefi zemfou na karcinom mocového méchyte, se prezentuji
vytvofenymi metastdzami. To je hlavni a zasadni divod nutnosti Casné
detekce nadoru ve svalovinu neinfiltrujici formé.

TNM klasifikace nadort mocového méchyie zroku 2009 (22) byla
aktualizovana v roce 2016 bez zasadnéjSich tUprav (Tab. 3). Co se tyka
bunécné diferenciace UK, ptivodni histopatologicka klasifikace WHO z roku
1973 byla ptepracovana v roce 2004 (28) (Tab. 4, Obr. 1). Tato reklasifikace
nabizi jinou stratifikaci pacientl a ur€ité zjednoduSeni, nicmén¢ nebyla zatim

prevzata do soucasnych prognostickych modeld. Dle doporuceni EAU by se
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mély uzivat ob¢ klasifikace minimalné¢ do doby, nez budou dostupna
dlouhodobd individudlni data pacienti se soucasnym pouzitim obou
klasifikaci (29). Vroce 2016 byla dokonce publikovana aktualizace
klasifikace WHO, avSak vétSina studii a doporuc¢eni EAU vychézi z dvou

predchozich klasifikaci (30, 31).

Tab. 4 Srovnani klasifikaci diferenciace urotelialniho karcinomu WHO 1973 a 2004

(prevzato z 28).

1973 WHO grading

Grade 1: well differentiated

Grade 2: moderately differentiated
Grade 3: poorly differentiated

2004 WHO grading system (papillary lesions)

Papillary urothelial neoplasm of low malignant potential (PUNLMP)
Low-grade (LG) papillary urothelial carcinoma

High-grade (HG) papillary urothelial carcinoma

Obr. 1 Porovnani stratifikace pacientii s pouzitim klasifikaci WHO 1973 a 2004

(prevzato z 32).
i PUNLMP | Low grade High grade I 2004 WHO
Grade 1 Grade 2 Grade 3
| l | 1973 WHO

| |

Tab.3 TNM Kklasifikace nadorii moc¢ového méchyie (22).

T — Primarni nador

TX primarni nador nelze zhodnotit

TO bez priméarniho nadoru

Ta neinvazivni papilarni karcinom

CIS karcinom in situ (ploché high grade 1éze)

T1 tumor infiltruje subepitelialni pojivovou tkan
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T2 tumor infiltruje svalovinu detruzoru
T2a tumor infiltruje svalovinu povrchové (vnitini polovinu)
T2b tumor infiltruje svalovinu do hloubky (zevni polovinu)
T3 tumor infiltruje perivezikalni tkan
T3a mikroskopicky
T3b makroskopicky (extravezikdlni masa)
T4 tumor infiltruje cokoli z néasledujiciho: stroma prostaty, semenné vacky, d€loha,
pochva, sténa panve, sténa biisni
T4a tumor infiltruje strama prostaty, semenné vacky, délohu ¢i pochvu

T4b tumor infiltruje sténu panve nebo sténu biisni

N — Regionalni mizni uzliny

NX regionalni mizni uzliny nelze zhodnotit

NO bez metastaz v miznich regiondlnich uzlinach

N1 metastdza v jediné mizni uzliné¢ v malé panvi (hypogastrické, obturatorni, zevni
ilické nebo presakralni uzliny)

N2 vicecetné metastazy v malé panvi (hypogastrické, obturatorni, zevni ilické nebo
presakralni uzliny)

N3 metastazy(a) ve spolecnych(¢) ilickych(¢) uzlinach(¢)

M - Vzdalené metastazy

MO bez vzdalenych metastaz
M1 extraregionalni mizni uzliny

M2 jiné vzdalené metastazy

1.4 Prognostické faktory

Spravna 1é¢ba je zalozena na co nejpiesnéjsi prognoze. Riziko recidivy a
progrese UK se 1isi podle ptfitomnych klinickych a histopatologickych
parametrii. Subklasifikace nadord T1 dle hloubky a rozsahu invaze do
subepitelialni vrstvy mé svou klinickou hodnotu, nicméné optimalni systém

klasifikace zatim nebyl definovan (33, 34). Dle systematického review a
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metaanalyzy je lymfovaskularni invaze ve vzorku z transuretralni resekce
(TUR) silnym prognostickym faktorem recidivy a progrese u NMIBC (35).
EORTC v roce 2006 vytvoftila tabulky rizik progrese a recidivy na zéklad¢
skorovaciho systému, ktery byl kalkulovéan z dat 2596 pacientt 1é¢enych a
sledovanych pro NMIBC a randomizovanych do 7 prospektivnich studii
(36). Pacienti se samostatnym CIS nebyly do studii zahrnuti. Skérovaci
systém je zaloZen na Sesti nejvyznamnéjSich klinickych a histopatologickych
parametrech, jimz jsou u konkrétniho pacienta ptifazeny body a soucet
téchto bodu tvoii vysledné skore. Toto skore se pocita zvIast pro recidivu a
progresi a dle jeho hodnoty systém kalkuluje riziko recidivy a progrese
béhem jednoho a péti let sledovani. Signifikantni vliv na vznik recidivy a
progrese maji tyto faktory: pocet nadorti v méchyii, velikost nadort, Cetnost
piedchozich recidiv, stadium onemocnéni, ptitomnost CIS a diferenciace
nadoru (Tab. 5, 6). Na zaklad¢ téchto dat a dalSich prognostickych faktora
(ptitomnost CIS v prostatické urette, pfitomnost high grade (HG) nddoru
v Casném re-TUR, rychla recidiva 3 mésice od TUR atd.) doporucil panel
EAU pro NMIBC rozdéleni pacientii do rizikovych skupin, coz by mélo vest
k rychlej$imu a jednodusSimu rozhodovani o lécebné strategii v bézné
klinické praxi (Tab. 7).

Na zaklad¢ klinickych dat 5122 pacientll s nddory Ta/T1 a medidnem
sledovani 62 mésicti bylo zjiSténo, Ze rozdé€leni do rizikovych skupin dle
EAU doporuceni v porovnani se stratifikaci dle EORTC reklasifikovalo 37,9
% pacientii do vyssiho rizika recidivy a 11,8 % pacient do vyssiho rizika
progrese. Tato reklasifikace vSak ve vétSin€ ptipadli neméla vliv na dalsi
lécebny postup a stratifikace dle EAU mize byt tedy povaZovana za

alternativni nastroj ke stanoveni rizik (37).
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Tab. 5. Skérovaci systém prirazujici body u konkrétniho pacienta dle Sesti

klinickych a histopatologickych parametri (prevzato z 36).

Factor Recurrence Progression

Number of tumours

Single 0 0
2-7 3 3
>8 6 3

Tumour diameter

<=3 cm 0 0

=3 3 3

Prior recurrence rate

Primary

< 1 recurrence/year

> 1 recurrence/year

Category

Ta 0

T1 1 4
Concurrent CIS

No 0 0
Yes 1 6
Grade

G1 0 0
G2 1 0
G3 2 5
Total Score 0-17 0-23
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Tab. 6. Rizika recidivy a progrese dle vysledného skore (prevzato z 36).

Recurrence Probability of recurrence at 1 Probability of recurrence at 5
score year years
% (95% Cl) % (95% CI)
0 15 (10-19) 31 (24-37)
1-4 24 (21-26) 46 (42-49)
59 38 (35-41) 62 (58-65)
10-17 61 (55-67) 78 (73-84)
Progression Probability of progression at 1 Probability of progression at
score year Syears
% (95% CI) % (95% Cl)
0 0.2 (0-0.7) 0.8 (0-1.7)
2-6 1 (0.4-1.6) 6 (5-8)
713 5 (4-7) 17 (14-20)
14-23 17 (10-24) 45 (35-55)

Tab. 7. Rozdéleni NMIBC do rizikovych skupin dle doporuceni panelu EAU pro

NMIBC (prevzato z 29).

Rozdéleni dle rizikovych skupin

Charakteristika nadoru

Néadory s nizkym rizikem

Primarni, solitarni, TaGl (PUNLMP,
LG*), <3 cm, bez CIS

Nadory se stiednim rizikem

Vsechny nadory nespadajici do ostatnich

dvou kategorii

Nadory s vysokym rizikem

Cokoli z nasledujiciho:

- T1 nador

- G3 (HG**) nador

- karcinoma in situ (CIS)

- mnohocetné, recidivujici a velké (> 3 cm)
nadory Ta GI1+G2/LG (vSechny znaky

musi byt pfitomny)

Skupina s velmi vysokym rizikem
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T1 G3/HG nadory s konkomitantnim CIS,
mnohocetné a/nebo velké T1 G3/HG
a/nebo recidivujici T1G3/HG,T1G3/HG
s CIS v prostatick¢é uretie, nckteré
histologické varianty urotelialniho

karcinomu, lymfovaskularni invaze.

* LG nadory zahrnuji nadory G1 a nékteré nadory G2

** HG nadory zahrnuji n¢které nadory G2 a nadory G3

1.5 Lécba

Zakladem 1é€by NMM je TUR. Cilem kvalitni TUR je:

1. kompletni odstranéni nddoru z mocového méchyfte;

2. stanoveni pifesn¢ho stadia onemocnéni, coz umozni zvolit spravnou
lécebnou strategii.

Kvalita TUR ma tedy zasadni vliv na progndézu onemocnéni. Je odliSna na
riznych pracovistich a je tieba se ji vénovat ve form¢ vyukovych programi
a Skoleni pro rezidenty (38, 39). Pfitomnost svaloviny detruzoru v resekatu
je dulezitym prognostickym faktorem pro vznik ¢asné recidivy nadoru (40).
Absence detruzoru, jakykoli nador T1 a nekompletni primarni resekce jsou
indikacemi k ¢asné ,restagingové™ TUR, kterou je tfeba provést 2-6 tydni
po primarni resekci (29).

Adjuvantni 1é¢ba ve form¢ intravezikdlni chemoterapie vyuziva nejcastéji
Mitomycin C a Epirubicin a jeji cil je prevence recidivy onemocnéni.
Jednorazova instilace (,,single shot*) bezprostiedné po resekci nadoru je
dostateCnou adjuvantni lécbou u pacientit s nadory s nizkym rizikem a
nekterych pacientl s naddory se stfednim rizikem dle EAU (41). Jednorazova

instilace u pacientil v pribéhu 5 let sledovani sniZila miru recidivy o 14 %.
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U pacientll se stfednim a vysokym rizikem je nutné podavat opakované
ambulantni instilace v riznych schématech (42) a v recentné publikované
prospektivni randomizované studii bylo prokézano, ze 1 u takovych pacienti
ma vyznam jednorazova instilace (43). U téchto rizikovych skupin pacientti
je v prevenci recidivy efektivnéj§i BCG intravezikalni imunoterapie, ktera
by méla pokracovat v ramci udrzovaci 1é¢by az do doby 1 — 3 roky od TUR
(44, 29). V nékterych studiich byl demonstrovan také vliv BCG 1é€by na
snizeni rizika progrese (45) a jeji benefit je evidentni zejména pii lécbé CIS
mocového méchyie (46).

U pacientd s velmi vysokym rizikem nebo u téch, kteti recidivuji po BCG
instilacich je metodou volby radikalni cystektomie (29). Radikalni operace
ve form¢ cystektomie se standardni nebo rozSifenou panevni
lymfadenektomii je pilitem lécby svalovinu infiltrujicich forem nadoru
(MIBC) (47). Vzhledem k tomu, Ze (v zavislosti na stadiu onemocnéni) je
Sleté nadorove specifické pieziti zhruba 66 %, je u pacientll s MIBC bez
postizeni wuzlin (cNO) a bez metastaz doporucena neoadjuvantni
chemoterapie na bazi cis-platiny (48, 49). Slet¢ nadorové specificke pieziti
1ze takto zlepsit az o 8 % a to dokonce vice u vysSich klinickych stadii (50),
kde 1ze prokézat signifikantni sniZeni stadia onemocnéni (51). Adjuvantni
chemoterapie je doporucena u stadii pT3-4 a/nebo pN+, pokud nebyla
podana neoadjuvatni chemoterapie (47), avSak dle naSich zkuSenosti 1ze
s chemoterapii pokracovat i1 v téchto piipadech, poptipadé s odlisSnou
kombinaci. Nemocnym, ktefi jsou netinosni cystektomie nebo tuto operaci
odmitaji, 1ze nabidnout ,,méchyt Setfici® alternativu. V sou€asne¢ dob¢ je
metodou volby trimodalni 1écba, tedy maximalni TUR a radioterapie
s konkomitantni chemoterapii. V publikovanych souborech jsou data
srovnavajici Sleté nadorové specifické pieziti podobna dathm po

cystektomii, nicméné se jedna o selektované soubory pacientt (52, 53).
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Lécba generalizovaného onemocnéni je pouze paliativni s primérnym
prezivanim 12,5 — 14,8 mésici (54). Metodou prvni volby je chemoterapie
prvni linie a pii jejim selhani chemoterapie druhé linie (47). V posledni dobé
se dostava do poptedi role imunoterapie, a to tzv. ,,check point* inhibitory,
konkrétné proteini PD-1, PD-L1 a CTLA-4.

Vprvni linii 1é¢by pacientd s lokdlné¢ pokroCilym a metastatickych
karcinomem netinosnych systémové chemoterapie na bazi cis-platiny byl
FDA a EMA schvalen v roce 2017 pembrozilumab a atezolizumab (55, 56).
Celkova 1écebna odpovéd byla pozorovana u 29 9% pacienti u obou
preparatii. Dalsi indikaci jsou nemocni progredujici po prvni linii
chemoterapie s cis-platinou. Jiz v kvétnu 2016 byl FDA v této indikaci
schvalen atezolizumab na zdklad¢ vysledkii studie druhé faze (57). Pii
srovnani celkového preziti mezi atezolizumabem a chemoterapii druhé linie
(vinflunin, docetaxel nebo paclitaxel) nebyly zaznamenany signifikantni
rozdily pfi lepSim bezpe€nostnim profilu imunoterapie a byly potvrzeny
dlouhodobé lécebné odpovedi atezolizumabu zjisténé ve druhé fazi studie
(58). Pembrozilumab byl schvalen FDA v roce 2017 na zaklad¢ dat studie
faze III, kdy bylo jeho podani spojeno s delSim celkovym piezivanim
(komparatorem byla op&t chemoterapie 2. linie) (10,3 versus 7,4 mésicl, p =
0,002), navic bez zavislosti na stupni exprese PD-L1 (59). DalSim
inhibitorem schvalenym v Evropé na zakladé¢ dlouhodobych 1écebnych

odpovédi ve studii faze 2 je nivolumab (60).
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2. Neinvazivni diagnostika

2.1 Uvod

Biomarkery se v posledni dobé dostaly do poptedi z4jmu zejména jako
doplitkové vySetfeni pi1 sledovani nemocnych s anamnézou karcinomu
mocového méchyte k Casné detekci recidivy onemocnéni a ve skriningu.
Vzhledem k tomu, Ze urotel 1 ptipadny nddor jsou v pfimém kontaktu s moci,
je stfedem pozornosti vytvoieni testu, jenz by byl schopen zachytit nebo
vylouc¢it nddor mocCového méchyie na zadkladé pouheho vysetieni moci, urcit
prognézu onemocnéni (napt. stanovit riziko recidivy pii dispenzarizaci)
nebo predikovat odpovéd’ na podanou 1é€bu. Obecné podava informace o
fyziologickych nebo patologickych procesech v organizmu.

Dobry biomarker k uziti v klinické praxi byl definovan jako spolehlivy,
dobfe méfitelny a interpretovatelny marker, ktery se vyznacCuje dobrou
senzitivitou a specificitou. Jinymi slovy jej lze charakterizovat jako
,Jednodussi, efektivné;si, rychlejsi a levnéjsi* nez soucasny standard (61).
Jednoduchost provedeni a tedy dostupnost stejné jako cena zalezi na pouZzité
na jeho diagnosticky potencial, tedy senzitivitu a specificitu. Rychlost je
podstatna pro klinickou praxi v kontextu s vyznamem informace, kterou nadm
test podava v urcité klinické situaci. Kazdy biomarker ma své specifické
vlastnosti a bohuZzel Zadny neni ideélni.

Biologické markery se déli podle svého ucelu na diagnostické, prognostické
a prediktivni. Dalsi déleni miiZze byt na markery rozpustné v moc¢i a markery
zaloZené na bunkach (tzn. bunkéach a jejich antigenech ptitomnych v moci)
(62). Diagnostické markery jsou ty markery, které poskytuji informaci o

pritomnosti ¢1 nepfitomnosti malignity, idealné jesté¢ pred jeji klinickou
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manifestaci. Jsou uZzivané ke skriningu a k dispenzarizaci, v urologii napf.
rutinng uzivané u karcinomu prostaty (PSA).

Prognostick¢ markery predikuji onkologicky a klinicky vysledek 1éCby
nemocného, tedy celkové pieziti a preziti bez recidivy onemocnéni. Tyto
markery mohou pomoci pii rozhodovani o terapeutickém postupu u
konkrétniho nemocného, tedy volby agresivnéjSiho ¢i méné agresivniho
postupu (63). V souvislosti s nadory mocového méchyte se jednéd zejména o
markery stanovené z histologického vySetteni preparatu, ale také naptiklad
detekce molekularnich zmén v bunikach ziskanych z moci pii negativnim
cystoskopickém nalezu, které predpovidaji vnik recidivy v rdmci sledovéani.
Prediktivni markery specificky rozhoduji o konkrétnim postupu u
konkrétniho nemocného, tzn. predikuji odpoveéd’ na urcitou 1é€bu. Piikladem
je geneticky skrining na pfitomnost K-ras mutaci u nemocnych s
kolorektalnim karcinomem, ktery identifikuje nemocné profitujici z 1écby
cetuximibem (64).

Narozdil od gradingu a stagingu malignity mohou biomarkery do urcité miry
reflektovat zna¢nou molekularni diverzitu jednotlivych nadorii, protoze
specidlné urotelidlni karcinomy maji velmi heterogenni prubéh. Rozhodujici
pro volbu testu nebo biomarkeru je urceni klinické situace, ve kterych
planujeme jeho vyuziti. V kontextu UK mocového méchyte a
diagnostickych markert, které jsou pfedmétem této prace, je to: skrining,
dispenzarizace nadorit s vysokym rizikem, dispenzarizace nadort

s nizkym/stfednim rizikem a tzv. reflexni testovani.

Skrining

Skrining je pouziti diagnostickych testl k vyhledavani rizikovych nebo
nemocnych osob v exponované populaci zdanlivé zdravych osob bez
ptiznakli daného onemocnéni. Cilem je ¢asny zachyt onemocnéni a z toho

rezultujici sniZeni mortality a zlepSeni kvality Zivota. Ptedpokladem
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skriningu je dostate¢na prevalence onemocnéni a existence diagnostického
testu, ktery je levny, co neyméné invazivni, a ktery ma dostateCnou
senzitivitu a zejména specificitu. V piipadé karcinomu mocového méchyie
zatim takovy test bohuZel nebyl nalezen.

Problémem je relativné nizka prevalence v bézné populaci a také vysokeé
zastoupeni nizkych stddii onemocnéni s malym vlivem na mortalitu
onemocnéni. Refenim by mohlo byt definovani rizikovych populaci
pacientll, u kterych je riziko pfitomnosti karcinomu vyssi, jako jsou pacienti
s hematurii, symptomy dolnich mocovych cest nebo pacienti dlouhodobé
vystaveni plisobeni tabdkového koufe, ev. ufinkim pramyslovych
chemikalii (65). Naptiklad u nemocnych s mikrohematurii nebo
makrohematurii je pravdépodobnost pifitomnosti karcinomu méchyie 5 %,
respektive 27 % (66).

Nékolik studii se zabyvalo skriningem zdravych pacienti s mikrohematurii
(67), testovanim letitych kutfdkti a lidi s profesionalni expozici
kancerogennim latkam (65) nebo sledovanim pacienti s intersticialni renalni
fibrozou (aristocholic acid nefropatie) (68). I kdyz skrining v nékterych
ptipadech pozitivn€ ovlivnil ¢asnou detekci nddoru mocového méchyie a
mohl sniZit celkovou mortalitu, nejvétSim problémem stale zlstava, jak
presné definovat rizikovou populaci, ktera by méla byt skrinovana. Resenim
by do budoucna mohlo byt vytvoreni a validace kalkulatoru rizik (,,risk-
adapted screening®), ktery by tyto populace skoroval (v€k, pohlavi, pocet

cigaret = pack-year apod.) a tim objektivizoval.
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Dispenzarizace pacientii s nadory o vysokém riziku

Sledovani pacientli s UK o vysokém riziku je jednou z kli€ovych oblasti
v pouziti novych onkomarkert. Vzhledem k vysoké ¢etnosti recidiv se jedna
o populace pacientll s vysokou incidenci nadoru a proto markery vykazuji
vysoké pozitivni prediktivni hodnoty. Problém je v definici negativniho
testu, protoze nékteré testy mohou byt pozitivni i pii negativnim nalezu
v méchyfi, coz miuze vyjadfovat zmény na molekularni urovni a tim
predikovat recidivu (69). Dobra senzitivita je extrémné dulezita pti sledovani
téchto forem nadort, 1 za cenu nizsi specificity. Cytologie je v tomto ohledu
efektivni (70), nicméné nckteré markery vykazuji jesté vyssi senzitivitu (viz
dale). Prospektivni studie vSak schazi, tudiz zatim neni jejich rutinni vyuziti

v bézné klinické praxi opodstatnéné.

Dispenzarizace pacientii s nadory o strednim/nizkém riziku

U téchto nadorl je riziko progrese nizké, piehlédnuti takového nadoru
béhem dispenzarizace tedy nezpusobi zavazny klinicky problém (36).
Spolehlivy neinvazivni marker s dobrou specificitou, resp. negativni
prediktivni hodnotou, mize snizit pocCet cystoskopii v pritbéhu sledovani.
Zaroven je potieba, aby byl marker schopen detekovat vyznamné mnozZstvi
téchto nadort, coz cytologie moci v tomto piipadé nespliiuje (viz dale) (71).
V prospektivni multicentrické studii s 448 pacienty (nadory Ta, T1, G1 a G2)
sledovanymi pomoci analyzy mikrosatelith zlepSila znalost pozitivniho
vysledku pocty zachycenych nadort pii cystoskopii (72). Tento vysledek
podporuje pouziti nékterych markerii jako soucast endoskopicke

dispenzarizace nemocnych s témito nadory.

Reflexni testovani
Pii reflexnim testovdni jsou pomoci novych marker testovany takové

nalezy, které jsou sice suspektni, nicméné nejednoznacné pii pouziti jinych
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markert (napt. PAP 3 v cytologii moci). Tento pfistup se zda byt logicky,
avSak k jednoznacnému zavéru a doporuceni mame k dispozici ptili§ malo

kvalitnich dat (73, 74).

2.2 Prehled dostupnych markeri

Stale nemdme k dispozici idedlni test nebo vySetfeni, kter¢ by mély
dostateCnou senzitivitu (cytologie), specificitu (mikrohematurie) nebo
nizkou invazivitu (endoskopie). Nékteré ,,nové biomarkery se jiz komercné
vyrdb¢ji (napt. BTA Stat, NMP22, UroVysion FISH, ImmunoCyt — viz
dale). VéEtsina téchto testll vykazuje senzitivitu 80 % - 92 % pro HG tumory.
Kombinaci s jinymi vySetfenimi, napt. cytologii, Ize zvysit senzitivitu 1 u
vice diferencovanych tumort, leckdy ovSem na tkor sniZeni specificity (75).
V popiedi zajmu jsou také genetické markery, které by bylo mozno ziskat z
moci. Velmi pravdépodobné ma budoucnost kombinace téchto testi.
Nasleduje souhrn informaci o bé&zné pouzivanych testech a novych ¢i
staronovych markerech. Stale ovSem plati, ze Zadny z nich (kromé cytologie
moci a mikrohematurie) neni dosud soucasti obecnych doporuceni z toho
divodu, Ze jejich pouziti zatim nema zasadni vliv na klinické rozhodovani u
jednotlivého pacienta. Zakladnimi diivody jsou absence standardizovanych
laboratornich metod a klinické validace vysledkti na heterogennich
populacich pacientli (76). Problémem je 1 samotna interpretace dat ziskanych
z dostupnych studii pro jednotlivé markery. Studie maji riznou kvalitu,
design, selekci pacientli, rliznd stddia onemocnéni, rozdiln¢ prevalence
nadorl v kohortach a primarni cile, coZ v§e znemoZznuje provedeni kvalitnich
metaanalyz. Markery UK moc¢ového méchyie 1ze obecné rozdélit na mocove

(derivované z moci) a bunééné.
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Cytologie moci a testovani na mikrohematurii

Testovani mikrohematurie a cytologie moci jsou nadale zékladnim a Siroce
uzivanym prostiedkem k detekci urotelialniho karcinomu. Cystoskopie s
naslednym histologickym vySetienim bioptickych vzorkli jsou zlatym

standardem pro stanoveni diagnozy.

Testovani mikrohematurie

Stanoveni pfitomnosti Cervenych krvinek u spontdnné vymocené moci je
zdkladnim screeningovym vySetfenim pro urologické malignity, a zejména
UK mocového méchyte. Temétr 85 % pacientli s UK ma mikroskopickou
nebo makroskopickou hematurii (77).

Mikrohematurie je definovana jako > 3 erytrocyty na zorné pole z dvou az
tfi moCovych sedimenti. Chemicky test na hemoglobin je velmi rychla a
levnd metoda k detekci mikrohematurie. Prevalence UK u lidi s
mikroskopickou hematurii je obecné nizka (78). Pozitivni prediktivni
hodnota mikrohematurie je pouze zhruba 8 % (79). Pti€inou je fakt, Ze se
mikrohematurie muze vyskytnout u cetnych benignich urologickych
onemocnéni, zejmeéna zanétd, litidzy nebo benigni hyperplazie prostaty.
Senzitivita testu na mikrohematurii je zhruba 47-95 % (80), ke zvySeni

senzitivity miiZze ptispét opakované vysetieni (81).

Cytologie moci

Cytologie nadorovych bun¢k ve spontdnné vymocené moci nebo vyplachova
cytologie je Siroce pouZzivana neinvazivni metoda a v soucasné dob¢ stale
pfedstavuje zlaty standard v diagnostice a dispenzarizaci UK mocového
méchyte. Pozitivni cytologické vySetfeni poukazuje pouze na pritomnost
nadoru v urologickém traktu, protoZze nador mize byt lokalizovan v urette,

mocovém meéchyii, ale 1 v hornich mocovych cestach. Pouziva se jako
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doplné€k cystoskopie, vyznacuje se vysokou specificitou, ale relativné nizkou
senzitivitou, zejména u dobie diferencovanych nadori (82). Naopak u CIS a
Spatn¢ diferencovanych nadorti je senzitivita 75 — 95 % (83). Prehled

vysledkti nejvétSich metaanalyz je uveden v Tab. 9.

Tab. 9. Prrehled senzitivity a specificity cytologie moci; vysledky metaananalyz.

Pocet pacientt Median senzitivity (95% | Median specificity (95%
CDh CID

3,444 (84) 55 (48 -62) 94 (90 —-96)

2,767 (85) 34 (20-53) 99 (83 -99)

5,545 (86) 35(13-175) 94 (85 —100)

14,260 (87) 44 (38 —-51) 96 (94 —-98)

Nizkou senzitivitu cytologie 1ze vysvétlit napf. malym objemem moci — a
tedy malym mnozZstvim bunék, ktery je analyzovan, nebo nadbytkem jinych
nenadorovych bunck, které¢ znesnadiuji vySetieni (88). Za adekvatni odbér
1ze povazovat mnoZstvi 30-50 ml, vétSi objem zpiisobuje jiz pouze nelinedrni
nartst zachytu bunék s HG dysplazii (89). Dalsi limitaci cytologie moci je
zkuSenost patologa a rozdil v interpretaci cytologickych zmén mezi
cytopatology, napft. u reaktivnich zmén urotelu.

Z vyse uvedeného vyplyva, ze cytologické vySetfeni moci nema ve vetSing
pfipadll uplatnéni jako samostatnd metoda, nybrz jako dopln€k jinych
vySetifeni véetné endoskopie anebo ke sledovani Spatné diferencovanych
tumort. V pribéhu doby bylo cytopatology pouZzivano nékolik
klasifikacnich systémi (PAP, Koss, Murphy atd.) zdavodu absence
doporuc¢eni zalozeného na diikazech (90). Zejména nadbytek neurcitych
(ekvivokalnich) cytopatologickych diagnéz vedl k poklesu pozitivni
prediktivni hodnoty cytologie (napt. skupina nalezi PAP 3) (91).
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V poslednich letech je pozorovana snaha o vytvofeni standardizovaného
systému klasifikace cytologickych nélezl (92). Patizsky systém (The Paris
System for Reporting Urinary Cytology) je zaméfen na redukci
indeferentnich cytopatologickych diagnéz pii zachovani dobré efektivity
metodologie. Zejména LG dysplazie obsahuji atypické buiiky, jejichZ zmény
vSak nejsou zcela diagnostické, a tyto ndlezy nejvice ptispivaji k tvorbé
indeferentnich skupin. Systém rozeznava 7 cytopatologickych skupin na
zaklad¢ presné definovanych cytomorfologickych zmén (negativni pro HG
UK, HG UK, podezieni na HG UK, atypické urotelidlni buiky, LG
urotelialni neoplézie, ostatni malignity a nediagnostické nalezy). Ke kazdé
skupiné je na zéklad€ dat pfirfazeno riziko ptitomnosti malignity (93).

V soucasnosti piedstavuje Patizsky systém nejlepsi prosttedek ke stratifikaci
skupin s atypickymi uroteliemi dle rizik pro ptitomnost HG dysplazie. I
piesto vSak existuji urc¢ité kontroverze v piesnych definicich jednotlivych
skupin a vSeobecné pfiijeti jakychkoli doporuceni mezi cytopatology, které

by se bezprostfedn€ promitlo do klinické praxe, schézi.

UBC® Rapid

UBC® Rapid je ambulantné provadény test vyvinuty k detekci a monitoraci
UK mocového méchyie. UBC® Rapid je stejné efektivni jako UBC®
immunoassay, vyhodou je jeho rychlost, jelikoZ jsou vysledky dostupné
béhem jedné navstévy pacienta. Test je zalozen na imunochromatografii,
pomoci které detekuje fragmenty cytokeratinu (CK) 8 a 18 v moci. CK jsou
intermediarni vldkna cytoskeletu a jsou typicka pro epitelialni ptiivod bunék.
V lidskych buiikach bylo identifikovdno 20 CK a exprese CK 8, 18, 19 a 20
na urovni proteinu nebo mRNA byly testovany jako markery UK mocového
méchyte (94). V dostupnych studiich UBC test vykazoval zejména u LG

nadortl vyssi senzitivitu nez cytologie moci (primérné 60 %) (95, 96, 97).
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V kombinaci s cytologii se senzitivita samotné cytologie zvysila na ukor

snizeni specificity (98).

Bladder Tumor Antigen Test (BTA)

BTA je vySetfeni, které méfi hladinu proteinu blizkého faktoru H
komplementu v moc¢i. Tento protein (protilatka) je do moci secernovan ve
velkém mnozstvi nddorovymi bunkami (99). Existuji dvé formy vySetieni:
BTA stat je standardni imunoesej, kterou se stanovuje ptibliznad hladina
protilatek v ambulantnich podminkiach. BTA TRAK je laboratorné
provadéna ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Jejich senzitivita
je vyssinez u cytologie (17-89 %) a je zavisla na gradingu, stadiu a velikosti
nadoru (100). U LG tumorl s nizkymi stadii se nicméné senzitivita také
snizuje (101). Specificita je kolem 90 %, nespravné pozitivni nalezy naristaji
u zanétlivych onemocnéni urotraktu a u hematurie (faktor H komplementu
je pritomen v krvi) (102). Test je schvalen FDA k dispenzarizaci pacienti
s UK moc¢ového méchyie jako komplement cystoskopie. V systematickém
review byl median senzitivity vyssi pro BTA TRAK nez pro BTA stat test
(71 vs. 58 %) a naopak, median specificity vyssi (73 %) pro BTA stat nez
BTA TRAK (66 %) (86).

Nuclear Protein Marker 22 (NMP22)

NMP 22 je regulator mitozy bunck a jeho exprese je signifikantné zvySena u
malignich onemocnéni. Jeho mnoZstvi v moci se zvysuje pii apoptoze bunck
a muze byt méteno kvantitativné imunoeseji (NMP 22 test) nebo ambulantné
kvalitativné (NMP BladderChek). Senzitivita tohoto vySetieni je 46-88 %
(103). Nékteré studie prokazaly jeho benefit v kombinaci s cystoskopii (104).
Specificita nedosahuje specificity cytologie vzhledem k variabilnim cut-off

hodnotdm pti kvantitativnim stanoveni (105). Podle metaanalyzy ma
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NMP22 vyssi senzitivitu neZ cytologie moc¢i (median 68 %), zejména pro
nizké stddia LG onemocnéni, ovSem opét za cenu nizsi specificity (79 %)

(106).

BLCA-4 a BLCA-1

Jedna se o nuklearni proteiny, které byly identifikovany pfi proteomickych
analyzach. Test se provadi pomoci ELISA s pouzitim dvou monoklonalnich
protilatek. Dle retrospektivnich studii ptipadii a kontrol maji vysokou

specificitu a senzitivitu (107), nicméné kvalitn€j$i data nejsou k dispozici.

Analyza mikrosatelitii

Mikrosatelity jsou vysoce polymorfni kratké repetice DNA. Existuji dvé
zdkladni mikrosatelitni alterace: ztrata heterozygozity (LOH) a
mikrosatelitova instabilita. LOH je Casto nalezena na 9. chromozomu. Test
se provadi DNA analyzou pomoci PCR. Senzitivita je kolem 72-97 % a
specificita az 100 % (86). Limitaci je drahé vybaveni a Skoleny personal

(108).

Telomerazy

Telomerdzy jsou ribonukleoproteiny, které piipojuji telomery (repetitivni
sekvence na konci chromozomu zodpovédné za stabilitu genomu) k
chromozomim a zplsobuji tim bunéfnou nesmrtelnost. Jsou opét
stanovovany pomoci PCR. Senzitivita a specificita jsou 70-90 %, respektive

80-90 %, nicmén¢ specificita je sniZena pii zanétech (109).
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uCyt+ TM /ImmunoCyt TM

Jedna se o komeréné¢ dostupny imunofluorescencni test, pii kterém se
pouziva smés tii protilatek k detekci dvou proteini podobnych mucinu a k
detekci vysokomolekuldrni formy karcinoembryondlniho antigenu (110).
Tyto molekuly jsou exprimovany na povrchu nddorovych urotelidlnich
bunék v moci. Slouzi jako dopln€k cytologie a mliZze byt provadén stejnym
tymem. Senzitivita je kolem 53-100 % a specificita 64-95 % (111).
Vyznamnym znakem je vysoka senzitivita pro detekci LG nadort, ktera byla
v priméru 85 %. Celkova specificita dosahovala 75 % (111, 112).
Nevyhodou je velkd zavislost na erudici personalu, Casova naro¢nost a
minimalné¢ 500 bunék nutnych k vylouceni malignity. Navic pouziti
fluorescence znesnadiuje pozd€jsi cytologické vySetifeni. V kombinaci s

cytologii zachyti az 100 % CIS, ktera nejsou detekovana endoskopii (113).

UroVysion (Multitarget Fluorescence In Situ Hybridization)

Test funguje na principu FISH (Fluorescence In Situ Hybridization).
Vyuziva vysoké incidence chromozomadlnich abnormalit v buiikach
urotelialniho karcinomu (102). Cetné studie prokazaly, Ze specificita a
senzitivita tohoto testu se blizi specificité a senzitivité cytologie. Vysledek
tohoto vySetfeni neni ve velké mife ovlivnén zanétlivymi procesy. Dokonce
se zda, ze dfive proklamované nespravné pozitivni vysledky jsou ve
skuteCnosti ¢asné subklinické prekanceromatézni zmény (114). Test mlize
mit vyznam pii reflexnim testovani pacienti s atypickou cytologii at’ uz
v primarni diagnostice nebo pfi dispenzarizaci (115). Je to nicmén¢ drahé

vySetfeni vyZadujici naro€nou expertyzu a specializované vybaveni.

Vsechny vysSe zminéné testy (a vycet neni zdaleka uplny) byly vyvinuty za

ucelem zvySeni senzitivity cytologie. Obzvlasté uziti testlh v kombinacich
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muze byt vyhodné z hlediska moZnosti odloZeni endoskopie pfi
dispenzarizaci, zejména u neinvazivnich tumorti s nizkym gradem a u

ekvivokalnich vysledkt cytologie.

2.3 Proteiny bunécéného cyklu

Proteiny bunécného cyklu jsou klicové regulatory zodpovédné za pienos
informaci signdlnimi cestami. Napiiklad stupen exprese Mcm?2-7 (mini
chromosome maintenance) proteini muize byt pouzit ke stanoveni stadia
bunééného cyklu v lidské tkani (116). Tyto proteiny hraji podstatnou roli v
iniciaci replikace DNA (117). Jsou exprimovany u bunék v prolifera¢ni fazi
ve vSech stadiich bunééného cyklu a naopak u diferencovanych bunék
schazi. Pfedstavuji tedy biomarkery ristu (118).

Stupen exprese McmS5 proteinu je studovan jako diagnosticky marker u
mnoha malignit vcetné karcinomu mocCového méchyie. Stanovuje se
imunochemicky v buikach ziskanych z mo¢i (imunocytologie moci). V
normalnim urotelu jsou exprimovany pouze v oblasti bazdlni membrany,
zatimco u dobte 1 Spatné diferencovanych tumorti jsou exprimovany ve vSech
vrstvach naddorové transformovaného epitelu (119). Specifita je vyssi nez u
cytologie a navic neni ovlivnéna zanétlivymi procesy vcetné podani BCG
(120).

Vytéznost MCM proteinit miize byt umocnéna jejich kombinaci s jinymi
klicovymi regulatory bunécného cyklu, jako napf. Gemininem nebo
mitotickou kindzou Polo-like kinaza 1 (Plk 1). Takto je moZno ziskat detailni
analyzu kinetiky bunécného cyklu. Jeji stupen koreluje s agresivitou nadoru
a v n¢kterych studiich bylo zjiSténo, Ze jimi ziskana prognosticka informace
je validnéj$i nez Ki67 nebo gradingu tumoru (121). Navic lze diky informaci

o tom, ve které ¢asti bunécného cyklu se pfevdzna ¢ast bunék nachazi, cilené
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podat urcité chemoterapeutikum. V tomto smyslu je pouziti téchto markert

prognostické a prediktivni.

2.4 Genomova analyza

Zcela novy pohled do patogeneze nadorGi obecné a vyvoje biomarkert
predstavuje genomova analyza. Vstoupila do poptedi zajmu s prudkym
rozvojem molekularni genetiky, moznostmi bunéfného profilovani a
tkanové mikroanalyzy. Jedna se o studium globalni exprese genti, at’ uz na
bazi DNA, RNA, mikroRNA nebo proteinl. Nejde ptfitom o studii
specifickych molekularnich pochodil, avSak o vyzkum charakteristickych
molekuldrnich znakd, které koreluji s urcitym klinickym stavem, napf.
vyskytem nadoru v organismu (skrining z vySetfeni moci), recidivy nadoru
(dispenzarizace) ¢1 zménou biologického chovani.

V poslednich letech se objevilo znaéné mnozstvi studii popisujici mnozstvi
riznych genovych expresi. Jejich interpretace je stale nejasna a vyvolava
fadu otazek (122). Napi. je znamy fakt, Ze korelace mezi geny, jejich
transkripty nebo translaty z jednotlivych studii je minimalni, ne-li Zadna.
Diivodil je fada, napt. maly pocet nemocnych v kohortach, retrospektivni
design studii a analyza archivovanych vzorkt, absence validace vysledkl a
postupl mezi jednotlivymi laboratofemi a populacemi, neselektivni extrakce
genetického materialu z tkan€ ap. (123). Limitaci je prozatim i vysoké cena
dostupnych technologii. I pfes vSechna uvedena fakta je genomova analyza
slibny a moderni smér vyvoje, ktery pravdépodobné v budoucnu povede k

pochopeni mnoha klinickych zmén a znak na molekularni Grovni.
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2.4.1 Proteomika

Proteomika je studium proteinti, v€etné jejich struktury a funkce, s pouZzitim
modernich technologii, jako je 2-dimenzionalni gelovd elekroforéza,
hmotnostni spektrometrie nebo napi. SELDI (surface enhanced laser
desorption/ionisation) (124). Vyhodou SELDI je moZnost rychlé analyzy
obrovského mnozstvi proteini ve velkém mnozstvi vzorki, nicméné limitaci
je molekularni velikost proteini. Nadéjnymi skupinami proteinii jsou
napiiklad matrixové metaloprotedzy (MMP) nebo CXCL-1 (skupina
chemokinii funk¢éné spojend s tumorigenezi) (125). Cilem proteomiky je
vytipovani skupin proteinil a tedy potencionalnich biomarkert a jejich dalsi

analyza pomoci konvencnich metod (napt. ELISA).

2.4.2 Epigenetika

Epigenetika zkoumé reverzibilni zmény ve funkcich gentli, aniz by se
zménila nukleotidova sekvence (126). NejCastéjSi epigeneticka zména u
karcinomu mocového méchyie je spojena s methylaci DNA. Tento proces je
katalyzovan DNA methyltransferazou. Methylace probihd na nukleové bazi
cytosinu v oblasti genil, které jsou zodpovédné za genovou promoci. Jejich
funkce spociva v down-regulaci v této oblasti a tedy genovém ,,silencing*
(127). Tento ,,silencing tumor supresorovych genii znamena bunécnou
transformaci a progresi (128). Yu et al. amplifikovali vétSi mnoZstvi
hypermethylovanych genovych sekvenci pomoci methylace specifické PCR
(129). Nasli 11 genti se signifikantn€ vyS$si methylaci v buiikach nadoru proti
kontrolam. Tato skupina genti mé¢la v detekci urotelidlniho karcinomu
senzitivitu a specificitu 91,7 %, respektive 87,6 %. Jednotlivé geny, pouzité
mimo skupinu samostatné¢, byly bezcenné. Vysledek byl rozdilny v ¢inské a

americké populaci, coz svédc¢i pro mezipopulacni epigenetickou disparitu.
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2.4.3 Genomika

Genomika je studium genovych sekvenci DNA a RNA a rozdilu v genovych
expresich mezi tkanémi, které vedou k riiznym bunéénym a tkanovym
fenotyptim (130). Vyuziva moderni technologie, jako jsou genové a tkanova
mikroanalyza, které dokdzou analyzovat velké mnozstvi sekvenci v kratkém
Casovém intervalu a vytvofit tedy urc¢ity genovy profil (131). Naptiklad
Roser et al. zkoumali profil cDNA 46 pacientii s UK mocového méchyie
v nadorovych buiikach ziskanych z jejich moci (132). Identifikovali celkem
24 gent, z nichz urcili 14 k typizaci bunék jako diagnostickych markert
karcinomu moc€ového méchyte. Tento molekularni rys bunék mél senzitivitu
90 % a specificitu 65 % k urceni diagnozy a miize byt validizovan na vét§im
souboru s amplifikaci cDNA pomoci qPCR (kvantitativni = real time PCR).
Naopak RT-PCR (reverse transcription PCR) amplifikuje sekvence cDNA
po piedchozi reverzni traskripci RNA sekvenci na ¢cDNA. Hanke et al.
analyzovali pomér né€kolika mRNA izolovanych z mo¢i u nemocnych s UK
mocového méchyie (133). Pomér mRNA ETS-2 ku uPA byl nezavislym
faktorem detekce nddoru se specificitou a senzitivitou 89 %. U LG nadori

byla senzitivita 53 %.

2.4.4 Volna DNA (cfDNA)

Volné deoxy-ribo-nukleové kyseliny (cell-free deoxyribonucleic acids =
cfDNA) cirkulyjici v krvi byly objeveny ve 40. letech (134). Pozdé¢ji byl
odhalen jejich potencidl k detekci rtiznych druhti nadori a k monitoraci
jinych probihajicich nezhoubnych onemocnéni, jako je akutni infarkt
myokardu, rejekce renalniho transplantatu, nebo k prenatalni diagnostice
vrozenych malformaci z maternalni krve (135, 136, 137). Nékteré studie se

zabyvaly vztahem hypermetylace volnych sérovych kyselin s prognozou
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karcinomu moc¢ového méchyie a karcinomu ledviny (138, 139). Napiiklad
Ellinger et al. ve své studii prokdzali na kohorté 45 pacientt, kteti podstoupili
radikalni cystektomii, asociaci piitomnosti hypermetylované DNA v séru
pacientl s hor§im naddorové specifickym prezivanim (139).

Na rozdil od relativné velkého mnozstvi poznatki o cfDNA v séru existuje
relativné malo dat o cfDNA nachdzejici se v moc¢i (ucfDNA). CfDNA
obecné pochazi z bun€k podléhajicich nekrdze a apoptdze, nicméné jsou
vylucovany 1 normalnimi Zzijicimi bunikami. Do moci se dostavaji bud’
z bun¢k urogenitalniho traktu anebo je jejich ptivod transrenalni, tedy se
jedna o cfDNA prochazejici glomerularni filtraci (140, 141). Zatimco bunky
apoptotické produkuji kratké uniformni fragmenty DNA, buiiky nadorove,
které Casto podléhaji nekroze z divodu rychlého riistu tkdné bez dostate¢né
angiogeneze, produkuji delsi intaktni fragmenty DNA (142). DNA integrity
index je pak definovan jako pomér dlouhych a kratkych fragmenta, ktery je
vysS8i u pacientd s malignitou. Tento poznatek byl prokazan u nemocnych
s gynekologickymi nadory a nadorem prsu (143).

U nemocnych s nadory mocového méchyie byl tento postup testovan napf.
ve studii Casadia et al., kde byly kvantifikovany sekvence del$i nez 250 bp
pomoci real time PCR (144). Autofi nalezli signifikantni rozdily mezi
pacienty s nadory a zdravymi dobrovolniky (AUC 0,834) a pacienty se
symptomy dolnich moc€ovych cest (AUC 0,796). V jin¢ studii vysledky
naopak tak povzbudivé nebyly, nebot’ se sérové hodnoty integrity DNA a
hladiny dlouhych fragmentti B-actinu u pacientd s nadory blizily pacientim
po TUR s benignim nalezem (145). Zancan et al. pouZzili 4 molekularng-
biologické laboratorni metody ke kvantifikaci cfDNA u 45 pacientl s nadory
a 87 zdravych dobrovolniki. Ani u jedné z metod nebyly prokizany
signifikantni rozdily mezi témito dvéma skupinami (146). V jiné studii autofi
stanovovali hladinu cfDNA v korelaci s hladinou kreatininu v mo¢i a rozdily

byly naopak signifikantni (147).
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Pii studiu dostupné literatury je tedy zcela zjevné, ze volba adekvatni
metodologie a jeji standardizace maji zdsadni vliv na ziskané vysledky.
UcfDNA je mozno izolovat bud’ komeréné dostupnymi sety nebo klasickymi
laboratornimi technikami (148). Obecné existuji 3 metodologické ptistupy
pii kvantifikaci cfDNA v moci: spektrofotometrie, fluorometrické metody a
metody amplifikacni (149).

V nasi prvni praci jsme se z vySe uvedenych diivodl soustiedili na zvoleni
adekvatni dobfe definované reprodukovatelné metodologie stanoveni
cfDNA v mo¢i a na standardizaci jeji kvantifikace. Zkoumali jsme efektivitu
takto definované metodologie v rozliSeni mezi pacienty s UK mocového
méchyfe riznych stadii a bunéénych diferenciaci a pacienty s jinymi

benignimi urologickymi diagndézami vcetné zdravych dobrovolnikd.

2.4.5 Micro RNA (miRNA)

MiRNA jsou jednovladknové kratké nekodujici sekvence RNA slozené z 21
— 23 nukleotid, které slouZi jako regulatory genove exprese (epigeneticka
regulace). Jsou proto stfedem pozornosti ve vyzkumu posledni doby.
Doposud bylo identifikovano jiz vice nez 1000 sekvenci. V bunkach jsou
produkovany mimo jadro a vdzou se ke komplementarnim sekvencim na
mRNA, ¢imz ovlifiuji jeji translaci a tvorbu proteini. Poméry miRNA v
buiikach nadoru mohou slouZit jako biomarkery k detekci karcinomu (150).
Vzhledem ke zjiSténé aberantni expresi v lidskych nadorech navic mohou
slouzit ke klasifikaci nadort (151). Profily miRNA mély v klasifikaci Spatné
diferencovanych nadori dokonce vétsi presnost nez mRNA, coZ naznacuje
jejich potencidlni roli v diagnostice téchto naddort (152).

V nékterych piipadech zmény v profilech miRNA poukazuji na patologické
procesy jesté¢ pred jejich klinickou manifestaci (153). Exprese nékterych

miRNA u UK je specifickd pro pokrocilost stddia onemocnéni a stupen
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bunécné diferenciace (154). V souvislosti s detekci UK mocového méchyte
byla popséana dysregulace u celé¢ fady miRNA, jak ukazuje Tab. 10. Analyzy
provadéné na tkanich nddort a zdravych jedinci pomohly objasnit funkci
nckterych miRNA a maji tedy vyznam pro vyzkum profilu miRNA v moci,
coby jednoznaéné nejméné invazivné dostupného média, které je v té€sném
kontaktu s nadorem (155).

Zajimavych vysledki bylo dosazeno ve studiich se supernatantem moci.
Zhang et al. nalezli 4 deregulované miRNA, jejichz aktivita byla
signifikantn¢ sniZena u nemocnych s nadory (miR-99a, miR-125b, miR-
133b a miR-143) (156). Hladina miR-99a a miR-125b se vratila do normalu
4 tydny po odstranéni nddoru. Korelace stupné diferenciace naddoru a rizika
vzniku recidivy byla ukazana ve studii Yuna et al. (miR-145 a miR-200a)
(157). Je jasné, ze za vhodné zvolenych klinickych situaci maji nckteré
miRNA potencial k tomu stat se neinvazivnim biomarkerem pii vySetieni
jejich profiltt v moci a zaslouZi si tedy pozornost v probihajicim vyzkumu.
Jejich nespornou vyhodou je velmi dobra stabilita v klinickych vzorcich,
protoze jsou na rozdil od mRNA odolné vii€i pfirozené pfitomnym RNazam,
vysokym a nizkym teplotdm a extrémnim hodnotam pH (158). Navic jsou
velmi dobie detekovatelné v lidské plazmé a séru pomoci RT-PCR 1 pii
velmi nizkych hladinach (159).

V nasi druhé praci jsme se pokusili ziskat profil miRNA v supernatantu moci
pacientil s riznymi stddii UK moc¢ového méchyte a porovnat exprese téchto
miRNA s expresemi pacientd 1écenych pro benigni urologické onemocnéni
a zdravych dobrovolnik.

Tato dizertacni prace je koncipovana jako ,klasickd®, tedy nosné téma je
spole¢né, a to vyznam volnych nukleovych kyselin v moci pii diagnostice
UK. Ne¢které rysy vyzkumu ucfDNA a miRNA byly vSak velmi odlisné,
zejména metodologie. Oba typy markerti jsou tedy oddéleny a prezentovany

samostatne.
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Tab. 10. Prehledna charakteristika védeckych studii a jednotlivych miRNA ve

vztahu k diagnostice UK mocového méchyfte.

Material

Normalizace

Vybrané miRNA

HDown*
regulace

»Up*
regulace

Reference

Tkan

U6

miR-143
miR-145
miR-125b
miR-199b

Lin (155)

Tkan

U6

miR-145
miR-125b
miR-199a
let-7¢
miR-99a

miR-141-3p
miR-200c-3p
miR-21-5p

Zhou (160)

Tkan

RNU44, U6B

miR-1
miR-133a/b
miR-145
miR-143
miR-204

miR-200b
miR-182
miR-614
miR-1231
miR-654-3p
miR-921
miR-1281

Pignot (161)

Tkan

RNU48, U6

miR-133a
miR-204
miR-1
miR-139-5p
miR-370
miR-133b
miR-574-3p
miR-376¢
miR-214
let-7¢
miR-140-3p
miR-134
miR-411
miR-218
miR-196b
miR-186
miR-320

Yoshino (162)

Tkan

5s RNA

miR-30b
miR-141
miR-200c

Mahdavinezhad
(163, 164)

Tkan: NMIBC
versus MIBC

miR-222

miR-30b
miR-31
miR-141
miR-200a
miR-200b
miR-200c

miR-99a

Wszolek (165)
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miR-429

miR-205

miR-21
Tkan U6 miR-99a Feng (166)
Tkéan RNUG6b miR-1 miR-16 Zhang (156)

miR-99a miR-96

miR-125b miR-183

miR-133a

miR-133b

miR-143

miR-1207-5p
Plazma U6 miR-99a Feng (166)
PIna mo¢ miR-152 miR-126 Hanke (150)

miR-182
PIna moc, Vybrané miR-182 Wei (167)
vyplach miRNA byly
meéchyfte a kvantifikovany
dutého pomoci
systému ledvin | reverzni
transkripce a
real time PCR

Mocovy RNU6B miR-99a miR-16 Zhang (156)
supernatant miR-125b miR-96

miR-133b miR-183

miR-143
Mocovy [8[§) miR-125b Snowdon (168)
supernatant
Mocovy [8[§) miR-145 Yun (157)
supernatant miR200a
Mocovy U6 miR-106b Zhou (169)
supernatant miR-93

miR-25

Mocovy U6 miR-214 Kim (170)
supernatant
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3. Kvantifikace volné DNA v mo¢i pacientii jako neinvazivni
biomarker Kk detekci wurotelialniho karcinomu mocového

méchyre

3.1 Hypotézy a cile prace

Hladiny volnych nukleovych kyselin v télesnych tekutinach koreluji
s pfitomnosti maligniho onemocnéni nebo s probihajicim nezhoubnym
onemocnénim, které 1ze pomoci téchto markeri monitorovat. Pro detekci
urotelialniho karcinomu z moci pacienta lze pouzit n€kolik metodologickych
postupli, zadny vSak nebyl standardizovan. VétSina autorit pouzila jako
detekéni metodu real-time PCR, nicméné markery ptfitomnosti nadoru se
lisily (integrita ucfDNA, pomér koncentraci ucfDNA a kreatininu v moci,
mikrosatelity, topoizomeraza-11A) (144, 171, 172, 173). Hlavnim cilem nasi
prace bylo vytvofit standardizovany reprodukovatelny postup ke stanoveni
hladiny volnych nukleovych kyselin v mo¢i a urceni efektivity tohoto

markeru k detekci UK.

Konkrétni hlavni cile:

1. Standardizace kvantifikace volné DNA v moci pacientl a kontrol.

2. Urcit, zda takto kvantifikovand hladina ucfDNA koreluje s ptfitomnosti
urotelialniho nadoru.

3.Stanovit cut-off hodnoty pro diagnostiku urotelialniho karcinomu, pro
diagnostiku jednotlivych stadii a stupiitt bunécné diferenciace nédoru,
stanovit senzitivity a specificity, ev. prediktivni hodnoty.

4. Ur¢it, zda hladiny cfDNA ovlivni senzitivitu a specificitu cytologie moci

pii diagnostice LG a HG urotelidlniho karcinomu.
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3.2 Material a metodika

Charakteristika pacientii a kontrol

Celkem bylo v prubéhu 2,5 let do studie zafazeno 119 probandil, kteii
podepsali informované souhlasy. Devatenadct znich bylo vyfazeno
pro pozitivni kultivaci moci s leukocyturii. Zbyvajicich 100 subjektd se
skladalo z 23 zdravych dobrovolniki, 11 pacientl s benignim urologickym
onemocnénim (urolitidza, striktura uretry, hyperplazie prostaty apod.) a 66
pacienti s UK mocového meéchyte (PACIENTI) prokdzanym pomoci
cystoskopie, kteti byli tésné pted operaci pro tuto diagnézu (TUR nebo
radikalni cystektomie). Histologickd diagn6za byla nasledné potvrzena
histopatologem se stanovenim stadia onemocnéni a stupné diferenciace
bunék (WHO 2004). U kontrolnich pacienti (KONTROLY) bylo provedeno
zékladni biochemické vySetfeni moc¢i a ultrasonografie naplnéného
mocoveého méchyie (pokud nebyla provedena cystoskopie). VSechny
subjekty studie mély negativni osobni onkologickou anamnézu (vyjimaje
nador mo&ového méchyie u PACIENTU) a zaroven byl u viech vylouden
nador hornich moc¢ovych cest pomoci CT-IVU nebo ultrasonografie. Souhrn

udaju o subjektech je uveden v Tab. 11.

Tab. 11. Souhrnna charakteristika souboru.

N | Vék (medidn, 95% CI) | muz | Zena N

KONTROLY | 34 62,5 (57,7-66,2) 22 12 | Zdravi dobrovolnici 23
Benigni urologicka onemocnéni 11

PACIENTI 66 67,5 (64,0 — 69,0) 44 22 | pTa 21 LG 4 HG 25
pT1 8 LG 12 HG 20

pT2 0LG 9 HG 9

pT3 0LG 6 HG 6

pT4 0LG 5HG 5

CIS 1

U vSech vzorkli moci byla standardné vySetfena cytologie s pouZitim

klasifikace dle PAP (PAP I, II = negativni, PAP = III-V pozitivni). Za
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adekvatni objem bylo povazovano mnozstvi 30-50 ml a ranni mo¢ nebyla
vhodna vzhledem k vysokému zastoupeni cytolyzy pfitomnych bunék (89).
Nebylo jasné, zda bude platit stejny zavér i pro mo¢ ke kvantitativnimu
stanoveni cfDNA, nicméné z metodologického hlediska bylo potieba
sjednotit dobu kontaktu nadoru s moci. Pacienti s nadory byli pfijimani den
pted operaci, z praktického hlediska jsme tedy nabirali prvni ranni mo¢ v den
operace a poté druhou porci moci zhruba po dvou hodinach od prvni mikce.
V obou porcich byla stanovena koncentrace cfDNA (viz dale Metodika). U
n¢kterych pacientt, kteti trpéli iritaéni symptomatologii a mo€ili v relativné
kratkych intervalech, jsme zaznamenali extrémné vysoké hodnoty
koncentrace cfDNA. Poskytované objemy moci u téchto pacientt byly velmi
malé. Rozhodli jsme se proto korelovat koncentrace a objemy prvnich a
druhych porci moce, coz bylo provedeno u prvnich 27 probandi (11
zdravych dobrovolnik, 6 pacientl s benignim urologickym onemocnénim a
10 pacientli s nddorem mocového méchyie). Nasledné¢ byly porovnany
celkové objemy ucfDNA (TA DNA) mezi kontrolami a pacienty rliznych
patologickych stadii a bunécnych diferenciaci a vysledky korelovany

s cytologii moci.

Metodika

Kazda vySetfovana piirozené vymocena moc¢ byla poskytnuta ve sterilni
nadobé a byl zaznamenan jeji objem. Z nadoby byly odebrany potiebné
vzorky na biochemické vySetteni, kultivaci a cytologii a ihned odeslany
k vySetfeni na prisluSné oddéleni. Pro ucely stanoveni koncentrace cfDNA
bylo odebrano 50ml moci, ktera byla stabilizovdna pomoci 535ul 0,5M (=
Imol/litr) EDTA a centrifugovana pii 4000g po dobu 10 minut a 10°C.
Ziskany supernatant byl ulozen v teplot€ -20°C do dal$iho zpracovani. Volna
DNA byla izolovana z 2ml supernatantu pomoci QIAamp Circulating Acid

Kit (Qiagen, Germany) podle doporuceni vyrobce a eluovana v 50ul
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elu¢niho roztoku. Kvantifikace ¢cfDNA byla provedena pomoci real-time
PCR (ABI PRISM 7900HT, Applied Biosystems, USA) za pouZiti
referen¢niho genu pro GAPDH (glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogendza
(genova banka: NG_007073.2). Referencni kiivka (10ng/ul — 3pg/ul) byla
vytvotfena opakovanou diluci standardni genomické DNA ((TagMan Control
Genomic DNA (Human), 10ng/ul, Applied Biosystems, USA)). PCR
prob¢hlo na 5ul extrahované DNA v celkovém reakénim objemu 20ul.

Vsechny vzorky byly vySetteny v triplikatech (Graf 8).

Graf 8. Amplifika¢ni plot z real-time PCR (qPCR). Cim d¥ive (méné cyklii) dosiahne
amplifikac¢ni kfivka prahové hladiny (Detection treshold), tim vétsi koncentrace
DNA je ve vzorku obsaZena (jednotka = genomovy ekvivalent/5 ul). Je zjevné, Ze

moc¢ pacientii ma vétsi koncentrace cfDNA neZ moc kontrol (¢ervené Sipky).

R Anpification Mot -

Patients
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Detection threshold
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Controls
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3.3 Statisticka analyza

Ke statistickému zhodnoceni ziskanych vysledkii byly pouzity
neparametrické testy. Koncentrace ucfDNA, objemy porci moce a celkové
mnoZzstvi ucfDNA v prvni a druhé ranni porci moci byly testovany pomoci
Wilcoxonova testu pro parové veli¢iny. Pro korelaci objemii moci a
koncentraci ucfDNA byla pouzita regresni analyza. Rozdily v celkovych
mnozstvich ucfDNA pro vice skupin (kontroly, benigni, pT1-4) byl pouzit
Kruskal-Wallistv test. Testovani rozdili ptfi rozdéleni na dvé skupiny
(pacienti a kontroly) bylo provedeno s pouzitim Mann-Whitneyho testu. Pro
kategorizaci parametrit ucfDNA byla vyuzita analyza ROC kiivky. Jako cut-
off bod pro rozdé€leni skupin byl zvolen Youden index (maximum hodnoty
senzitivita + specificita - 1). Kategorizovana data byla dale testovana ve vice
skupinach (zdravi dobrovolnici, benigni onemocnéni, rlizn4 stadia a grading
nadoru mocCového méchyte) za pouziti Chi-kvadrat testu a pii post-hoc
analyze byla provedena Bonferroniho korekce. Pro jednotlivé skupiny byly
také wureny hodnoty senzitivity a specificity testu, eventualné
negativni/pozitivni prediktivni hodnoty. Hodnota p<0,05 byla povaZovana
za statisticky signifikantni. VSechny analyzy byly provedeny programem

MedCalc (MedCalc Software, Broekstraat 52, 9030 Mariakerke, Belgie).

3.4 Vysledky

Kvantifikace ucfDNA

Jak jiz bylo uvedeno, u prvnich 27 pacientli a kontrol byla vySetfovana prvni
a druha ranni mo¢ odebrané standardizovanym zpiisobem a analyzovana
koncentrace ucfDNA. Druhé ranni porce moci mély signifikantn€ nizsi
objemy (coz je logické), ale zato signifikantné vysS§i koncentrace s extrémné
vysokymi hodnotami u velmi malych objemi (Tab. 12). Naopak celkové

mnozstvi ucfDNA (TA DNA = total amount) v jedné porci moci, pocitano
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jako TA = ¢ x V, se mezi porcemi neliSilo. Pfi porovnani skupiny kontrol a
pacientil nebyly nalezeny vyznamné rozdily mezi obéma skupinami, co se
tykd v€ku, pohlavi, koncentraci, TA DNA a objemli moc¢i vyjma objemt
druhych porci moéi, které byly vyznamné niz§i u PACIENTU (p = 0,036)
(pacienti s nadory méchyte byly vesmés v den odbéru operovani, lacnili tedy

od pulnoci predeslé noci) (Tab. 13, 14).

Tab. 12. Celkovy prehled koncentraci, objemi a celkovych mnoZstvi ucfDNA (TA

DNA) v prvni a druhé ranni porci moci.

.

Porce 4 Median
moti (95% CI) P
71,3
1. 27 ’
23,1-11
Koncentrace 23, %7 0,044
) 7 107,8
' (46,3 - 191,4)
300,0
1. 27 ’
200,0 - 3409
Objem (200, ) | 0,002
) 7 160,0
(100,0 - 251,4)
12936,0
1. |27 (7084,6 -
35739.8)
TA DNA 14124.0 1,0
2. | 27] (62582 -
39314,4)

Tab. 13. Porovnani zastoupeni pohlavi ve skupinich KONTROL a PACIENTU (chi-
kvadrat test).

KONTROLY PACIENTI P
Muz 14 (48 %) 6 (24 %)
Pohlavi |— 0,41
o T ena 3 (12 %) 4(16 %) ’

Pii pouziti regresni analyzy jsme zjistili logaritmickou zdvislost mezi

objemy a koncentracemi u vSech 27 probandi (p = 0,0001) (Graf 9). Z toho
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ditvodu jsme standardizovali kvantifikaci ucfDNA jako soucin koncentrace
aobjemu: TA=cx V, a TA bylo pouzito v analyzach diagnostické u€innosti
biomarkeru (viz dale Diskuze). Z praktického hlediska nebyla prvni ranni
mo¢ pouzita k vySetfovani TA DNA zdavodu rutinniho vySetfovani
cytologie moci jako soucasného zlatého standardu v neinvazivni diagnostice
UK mocového méchyie. Naopak byla pouzita jakékoli jina mo¢ nez prvni

ziskana zhruba 2 hodiny po pfedchozi mikci.

Tab. 14. Porovnani jednotlivych parametri v obou porcich moci mezi skupinami
KONTROL a PACIENTU (p hodnoty v sloupku zcela vpravo) a v jednotlivych
skupinach (zde byly rozdily, kromé objemii u kontrol, nevyznamné nebo na hranici
vyznamnosti, coZ je dino malym poc¢tem probandi v podskupinach) (Wilcoxoniiv

parovy test mimo vék).

Skupina
KONTR
KONTROLY PACIENTI PAC
Porce 4 Median " Median
modi (95% CI) P 95% CI P P
61.0 60.5
sk — |1 ’ — |1 ’
Ve 1 (52.0-64.0) Ol (50410741 0,53
132.7
Koncen | = |17 (@ 533’1418 4) 01 1432467 0,24
t(r’as: : : 0,07 : : 0.43
2 17 36,8 10 1254 0.16
(15,9 - 217,4) (58,9 - 500,5)
310.0 230.0
. |1 ’ 1 : 2
, "1 (2103 -409.7) 01 (1205-331.5) 0,
Objem 0,006 0,08
2 17 210,0 10 100,0 0,036
(150,2 - 329,7) (100,0 - 213,5) ’
10018.8 18084.0
. |17 : 10 : 0.32
TA (4855,8-35329.8) | | oo (3742.2-743988) | | oo :
DNA ) " 95700 : " 15378,0 : 042
‘ (37767 - 43072,9) (7455,0 - 62287,1) :
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Graf 9. Regrese je dina pomérem objemu druhé a prvni porce moci (nezavisla
veli¢éina) a pomérem koncentrace ucfDNA prvni a druhé porce moci u vSech
probandu (27). Regresni vztah je tedy: y = a + b-log(x). Pomér koncentraci (c1/c2) a
objemu (V2/V1) je dan predpokladem, Ze c1xV1 = ¢2xV2.

6 0
5
4 ~
) ~
° //
3 P
O//
2 //
2 o d
1 @ &6 5 y = 1,3914 + 2,8228 Log(x)
Q O// 9 o o Intercept: P < 0,0001
| oo Q fe) Slope: P <0,0001
9,( Q o Analysis of Variance: P < 0,0001
0 (o] i
L L L L L L L L
0,1 1 10
V2/V1
4
ROC analyza

Na zéklad¢ namétenych TA DNA u pacientl a kontrol byla provedena ROC
analyza a zkonstruovana ROC kiivka. Oblast pod kiivkou (AUC) byla 0,725.
Byly stanoveny cut-off hodnoty s ptisluSnymi senzitivitami a specificitami
s nejlepsi kombinaci senzitivity 42,4 % a specificitou 91,2 % (Youden index

J=0,336) (Tab. 15, Graf 10).
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Tab. 15 Prehled senzitivit a specificit TA DNA pfi detekci niddoru mocového

méchyfe (vSechna stadia, rizné cut-off hodnoty).

Cut-off [ng] Sensitivita [%] Specificita [%]
87991 36.4 94.1
52800 47.0 79.4
39124 56.1 73.5
19866 68.2 61.8
13601 80.3 52.9
8257 89.4 44.1

Graf 10 ROC ktivka pro skupiny KONTROL a PACIENTU.
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Rozdily v TA DNA mezi PACIENTY a KONTROLAMI dle stadii a stupné

diferenciace bunek
Pti porovnani TA DNA mezi KONTROLAMI (n = 34) a PACIENTY (n =
66) byly zjistény vyznamné vy$si hladiny u PACIENTU (p = 0,0002) (Tab.
16, Graf 11).

Tab. 16. Prehled rozdili v uvedenych parametrech mezi skupinami pacienti a

kontrol (Mann-Whitney test).

KONTROLY PACIENTI
" Median " Median
(95% CI) 95% CI P
) 62.5 67.5
Vek 134 5770662) |90 (64,010 69.0) 0,057
69,0 3214
Koncentrace | 34 (44.8 t0 183.5) 66 (187.5 to 807.0) <0,0001
. 200,0 120,0
Objem | 341 1583162552) | %0 | (110010 160,0) | %097
13407,2400 477312
TADNA 1341 50675 -33417,6) | ©° | (28551,1 - 85699,9) | %0002

Graf 11. Distribuce TA DNA mezi KONTROLAMI (control group) a PACIENTY

(exposed group).
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U pacientll s benignim urologickym onemocnénim lze ptredpokladat
vzhledem k probihajicim zménédm v urotelu vyssi obsah volnych DNA, coZ
podpofil Kruskal-Wallistv test, ktery ukéazal rozlozeni hladin TA DNA mezi
zdravymi dobrovolniky, skupinou s benignim urologickym onemocnénim a
PACIENTY (p = 0,00085). V post hoc analyze vSak nebyly prokazany
rozdily mezi skupinami benignich onemocnéni a PACIENTU (Graf 12).
Pacienti s nadory byly proto dale rozdé€leni podle stadii na pTa (zahrnujici
pouze 4 pacienty s HG nddorem, vétSina méla LG nédor) a vySsi stadia
(pT1-4), coz jsou klinicky vyznamna staddia. Kruskal-Wallistv test s post hoc
analyzou prokdzal vyznamné rozdily mezi skupinou pacientd s vySSimi
stadii onemocnéni a obéma skupinami kontrol, zatimco nebyly nalezeny
zadné rozdily mezi kontrolami a skupinou pacientii s nadory pTa. Naopak
byly zaznamenany vyznamné rozdily mezi nadory pTa a vysSimi stadii
onemocnéni, coz poukazuje podobnost skupiny pTa a kontrolami v
hladindch TA DNA (Graf 13). Dle ROC analyzy byla nejlepsi senzitivita a
specificita k detekci nadoru pT1-4 62,5 %, respektive 91,2 %, pfi nejlepsi
cut-off hodnoté 65055 ng (Youden index) (Graf 14).

Low grade nadory tvoftily vétSinu stadii pTa, avSak vice neZ polovinu nadora
pT1. Rozlozeni hladin TA DNA mezi kontrolami, LG nddory a HG nadory
pfesto nebylo piekvapivé. Vyznamné rozdily byly nalezeny mezi
kontrolami/HG nadory a LG/HG nadory, rozdily mezi LG nadory a
kontrolami zaznamenany nebyly (Graf 15). Senzitivita a specificita hladiny

TA DNA pfii detekci HG nadoru byla 59,5 %, respektive 91,2 %.
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Graf 12. Distribuce TA DNA mezi zdravymi dobrovolniky (healthy group),

skupinou s benignim urologickym onemocnénim (benign group) a pacienty (cancer

group). Konektory spojuji skupiny s vyznamnymi rozdily.
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Graf 13. Distribuce TA DNA mezi zdravymi dobrovolniky (healthy), skupinou

Vw7 .

s benignim urologickym onemocnénim (benign), pacienty s nadory pTa a vySSimi

stadii (pT1-pT4). Konektory spojuji skupiny s vyznamnymi rozdily.
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Graf 14. ROC krivka pro skupiny KONTROLY (control+benign) a stadia pT1-4.
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Graf 15. TA DNA ve skupiniach kontrol (zdravi dobrovolnici=healthy, benigni

onemocnéni=benign), LG nadori a HG nadori. Konektory spojuji skupiny se

signifikantnimi rozdily (Kruskal-Wallistv test s post hoc analyzou).

Total amount of the 2nd portion

400000

350000

300000

250000

200000

150000

100000

50000

0

p.<.0.0001
p

' p =003 '

I p =0.002

o

l
healthy benign LG

56




Cytologie moci v detekci UK mocoveho mechyre

Senzitivita a specificita cytologie moci byla 66,7 %, respektive 92,6 % (p <
0,0001). Pfi rozd€leni nadori na LG a HG karcinom byly vysledky
srovnatelné s jiz publikovanymi daty (senzitivita 38,5 %, respektive 86,5 %)
(Tab. 17, 18, Graf 16, 17). Negativni prediktivni hodnota pii detekci
(dispenzarizaci) LG nédorti byla 61 %.

Tab. 17. Analyza cytologie mo¢i (LG nadory, Chi-kvadrat test).

Cytologie

PAP 1-2 PAP 3-5

Kontroly 25 2 27 (54,0 %)
LG 16 10 26 (49,1 %)
Celkem 41 12 53

(774 %) (22,6 %)

p=0,018

Graf 16. Grafické znazornéni zastoupeni cytologického nilezu (normal=PAP 1-2,

pathologic=PAP 3-5) mezi kontrolami (control) a pacienty s LG nadory (low grade).
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Tab. 18. Analyza cytologie mo¢i (HG nadory, Chi-kvadrat test).

Cytologie

PAP 1-2 PAP 3-5

Kontroly 25 2 27 (40,3 %)
HG 5 32 37 (57,8 %)
Celkem 30 34 64

(46,9 %) (53,1 %)

p <0,0001

Graf 17. Grafické znazornéni zastoupeni cytologického nilezu (normal=PAP 1-2,
pathologic=PAP 3-5) mezi kontrolami (control) a pacienty s HG nadory (high
grade).
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Kombinace cytologie moci a TA DNA

Stiedem pozornosti byla analyza schopnosti TA DNA detekovat pacienty
s nadory, ktefi unikli pozornosti cytologie jakozto zlatého standardu
v diagnostice. Kombinace TA DNA a cytologie moci pfinesla pouze mirné
zvySeni senzitivity na 42,3 % za cenu 3 nespravné pozitivnich vysledki
(specificita testu 81,5 %, p = 0,11, NPV = 59,5 %) (Tab. 19, Graf 18).
Naopak pfti diagnostice HG nadort ptinesla kombinace cytologie a TA DNA
zvyseni senzitivity na 91,9 % pfti akceptovatelné specificité 81,5 % (Tab. 20,
Graf 19).
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Tab. 19. Cytologie mo¢i v kombinaci s TA DNA pri detekci LG nadori (Chi-kvadrat
test) (p =0,11).

Cytologie a TA DNA

Negativni  Pozitivni

Kontroly 22 5 27 (50,9 %)
LG 15 11 26 (49,1 %)
37 16 53

(69,8 %) (30,2 %)

Graf 18. Grafické znazornéni kombinace cytologie a TA DNA (negative=oba testy

negativni, positive=oba nebo alesporn jeden test pozitivni) mezi kontrolami (control)

a pacienty s LG nadory (low grade).
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Tab. 20. Cytologie mo¢i v kombinaci s TA DNA pri detekci HG nadori (Chi-
kvadrat test) (p < 0,0001).

Cytologie a TA DNA

Negativni Pozitivni

Kontroly 22 5 27 (42,2 %)

HG 3 34 37 (57,8 %)
25 39 64

Celkem

(39,1%) (60,9 %)

Graf 19. Grafické znazornéni kombinace cytologie a TA DNA (negative=oba testy
negativni, positive=oba nebo alespoii jeden test pozitivni) mezi kontrolami (control)
a pacienty s HG nadory (high grade).
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3.5 Diskuze
Hladina ucfDNA je potencidlni neinvazivni biomarker UK mocového

méchyie. Vzhledem k pfimému kontaktu moc¢i a nadoru je moc¢ idedlni
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télesna tekutina k jeho diagnostice. Potencial ucfDNA ukézali jiz Zancan et
al. (174), nicméné v nasledujici studii vysledky nepotvrdili pii pouziti
riznych metodologii kvantifikace volné DNA (146). Chang et al.
koncentrace ucfDNA upravovali prepoctem na hladinu kreatininu v moci
(147).

Cilem na$i studie bylo prohloubit znalosti o chovani cfDNA v mo¢i u
pacientll s riznymi stadii a stupni diferenciace UK mocového méchyte,
pacientil s benignim urologickym onemocnénim a zdravych individui.
Zejména jsme chtéli optimalizovat kvantifikaci ucfDNA pomoci
standardizované metodologie a analyzovat efektivitu ucfDNA v diagnostice
UK mocového méchyte.

Z metodologického hlediska bylo tfeba rozhodnout, ktera porce moci je
vhodna ke kvantifikaci volné DNA. Prvni ranni mo¢ neni vhodné pro
vySetfeni cytologie pro vysoké procento cytolyzy bunck. Volnad DNA je
vcelku stabilni za riznych experimentéalnich podminek, nicméné neni jasné,
zda je tato stabilita ovlivnéna déletrvajicim kontaktem s koncentrovanou
moci (171). Na&s ptedpoklad byl takovy, Ze hladiny ucfDNA se budou lisit
mezi prvni a druhou ranni moci a dale Ze celkové mnozstvi cfDNA bude
korelovat s délkou kontaktu sliznice (nddoru) s moci. Srovnali jsme tedy
koncentrace obou mo¢i u 27 individui s nddory méchyie a bez nédoru, a
koncentrace v druhé porci byly vyznamné vysSi. Zaroven vSak mély druhé
moci vyznamné nizs$i objemy. Kalkulaci ziskané celkové mnoZstvi volné
DNA (¢ x V) se v obou mocich neliilo. Znamenalo to, Ze se do moci dostane
urCité mnozstvi volné DNA, které se natedi v urcitém objemu moci.
Regresni analyzou jsme prokazali logaritmickou zavislost koncentrace na
objemu a celkové mnozstvi volné DNA jsme tedy vyhodnotili jako vhodny
biomarker. Jako optimdlni odbér ke kvantifikaci volné DNA jsme zvolili
druhou ranni mo¢ vzhledem ke standardnimu vySetfovani cytologie moci a

dale ke sjednoceni doby kontaktu sliznice s moc¢i. Hladina kreatininu mo¢i
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se 1181 mezi pohlavimi, zavisi na individudlnim metabolismu, pfijmu tekutin,
poceni apod. a neni tedy tak exaktni veli¢inou ke kvantifikaci volné DNA
jako objem, do kter¢ho se volnd DNA vylou¢i bez ohledu na
koncentrovanost moci.

Pii porovnani TA DNA PACIENTU a KONTROL (zdravi dobrovolnici a
pacienti s benignim urologickym onemocnénim) byly nalezeny vyznamné
vys$$i hladiny u pacientii s nadory. Pii rozdé€leni kontrol na dvé zminéné
skupiny vSak rozdily mezi pacienty snddory a pacienty s benignim
onemocnénim nalezeny nebyly. Stratifikaci pacienti s nadory na nizka
stadia pTa a vyssi stddia pT1-4 naopak rozdily mezi pacienty s benignim
onemocnénim a pacienty s vysSimi stadii nadory nalezeny byly, zatimco
pacienti s nadory pTa se neliSili jak od zdravych dobrovolniki, tak od
pacientll s benignim onemocnénim. Navic se liSili od pacientii s vy$§imi
stadii. Zda se tedy, Ze TA DNA koreluje s obecné jakymkoli, at’ uz benignim,
procesem v mocovém meéchyii a se stddiem nadoru. Stejny poznatek byl
ziskan analyzou pacientit s LG a HG nadory, coz se dalo oc¢ekavat, protoze
vétsSinu nadorti staddia pTa méla nizké stupné diferenciace bunék (LG).
Vypoltem optimalni cut-off hodnoty TA DNA byla ziskdna nejlepsi
senzitivita k detekci nadoru stadia pT1-4 (62,5 %) a HG nadoru (59,5 %) pii
specificité 91,2 %, coz nedosahuje efektivity cytologie moci (senzitivita 89,5
%, specificita 92,6 %).

Zajimavy byl pohled na kombinaci obou markerti (TA DNA a cytologie
moci). Senzitivita cytologie pro detekci LG nadort je nizkd. Nadory LG
tvotily 44 % souboru, vétSina stddia pTa (72 %). Kombinaci obou markerti
se senzitivita nevyznamné zvysila z 38,5 % na 42,3 %. Pti sledovani pacientti
s LG nadory je potieba zejména snizit poCty dispenzdrnich cystoskopii
pouzitim testu s dobrou negativni prediktivni hodnotou, protoze
,,prehlédnutim* takového nadoru se progndza pacienta nezhorsi. Ani v tomto

ohledu kombinace obou testii zlepSeni nepfinesla (negativni prediktivni
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hodnota 59,5 %). Casna detekce HG nadoru p#i sledovani pacientti s UK ma
naopak zasadni vyznam pro prognozu onemocnéni. Cytologie moci je
vtomto ohledu =zlatym standardem, slouzi vSak jako komplement
cystoskopie. V nasem souboru jsme dosdhli kombinaci TA DNA a cytologie
senzitivity 91,9 %.

Hlavni limitaci studie je jednoznaéné¢ kompozice subjektd v souboru.
Vzhledem ke zjiSténi souvislosti hladiny TA DNA s pfitomnosti benigniho
onemocnéni moc¢ového méchyte by bylo vhodnéjsi vyssi zastoupeni kontrol
s témito diagnézami, protoze k vySetfeni na urologii pfichazi pacient
surcitymi klinickymi obtizemi. Pro vySetfovani zdravé populace test
vzhledem k cené¢ a laboratorni naro¢nosti v sou¢asné¢ dobé vhodny neni.
Dalsi limitaci je vysoké zastoupeni pacientli s naddory (66 %), coZz miiZe

piecenovat senzitivitu testu.

3.6 Zavéry

NaSe prace vnesla vice svétla do problematiky volné DNA v moc¢i pii
neinvazivni diagnostice UK mo¢ového méchyte.

1. Standardizovanym odbérem moci a vypoctem celkového mnoZstvi volné
DNA jsme optimalizovali kvantifikaci volné DNA. Vysledky je tfeba
validovat na vétSim souboru pacientu.

2. Hladina TA DNA koreluje se stddiem onemocnéni.

3. Hladina TA DNA se nelisi mezi kontrolami a pacienty se stadii pTa a LG
nadory. TA DNA neni vhodny biomarker k detekci a monitorovani téchto
nadorl ani v kombinaci s cytologii moci.

4. Hladina TA DNA ma relativné¢ dobrou efektivitu pii detekci nadort
s vysSim rizikem a zejména v kombinaci s cytologii moci lze dosdhnout
dobré senzitivity. Tyto vysledky je tfeba validovat na vEétSsim souboru

pacientil s vhodné definovanym designem studie.
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4. MicroRNA v mod¢i pacientii jako neinvazivni biomarker

k detekci urotelialniho karcinomu mocového méchyre

4.1 Hypotézy a cile prace

Micro RNA jsou kratké nekodujici molekuly RNA, které hraji klicovou roli
v onkogenezi a progresi nadoru. Jako takové jsou zkoumdny v souvislosti
s neinvazivni detekci a prognézou UK mocového méchyie. Existuji data
ziskana na zaklad¢ studii zkoumajicich exprese miRNA v nadoru a zdravé
tkani, moCového supernatantu 1 celé moci (viz kapitola 2.4.5 a Tab. 10).
Hlavnim cilem nasi studie byla analyza profili miRNA v supernatantu moci
pacientll s ruznymi stadii UK mocového méchyfe a stupni bunécné
diferenciace a srovnani jejich exprese s expresi miRNA ziskanymi z moci
kontrolnich subjektt. Predpokladali jsme, ze na zakladé téchto profili bude
mozno navrhnout konkrétni miRNA nebo jejich kombinace, které umozni

neinvazivni diagnostiku UK mocového méchyie.

Konkrétni hlavni cile studie

1. Pomoci metod molekularni biologie ziskat profil miRNA v supernatantu
moci pacientl a kontrol a urcCit konkrétni miRNA, jejichZ exprese rozlisi obé
skupiny.

2. Potvrdit ziskané vysledky pomoci ptesnéj$i metody molekularni biologie.
3. Validovat ziskané vysledky na kohorté novych pacientl a kontrol.

4. Pokusit se urcit efektivitu téchto markert pii detekci rliznych stadii
onemocnéni tak, aby mélo jejich pouziti klinicky vyznam.

5. Pomoci kombinaci téchto miRNA stanovit vhodny algoritmus k dosaZzeni

nejlepsi senzitivity a specificity pii detekci UK mocCového méchyte.
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4.2 Material a metodika

V obdobi 5/2012 — 6/2015 byly postupné odebrany vzorky moc¢i od 109
probandu. Charakteristika souboru je uvedena v Tab. 21. Byla pouzita druha
ranni moc¢, ziskana ptiblizn€ 2 hodiny po pfedchozi mikci. 50ml mo¢i spolu
s ,5ml RNA lateru (Ambion, Life technologies, NY, USA) bylo
centrifugovano rychlosti 4000 ota¢ek/min po dobu 10 minut pfi teploté 10°C.
Ziskany supernatant byl poté zamrazen na -20°C.

Pacienti s UK mocového meéchyfe podstoupili TUR nebo radikalni

cystektomii a stddium onemocnéni a stupeil buné¢né diferenciace byly

urceny histopatologem (WHO 2004).

Tab. 21. Charakteristika souboru pacientii vySetfenych v prvni a druhé ¢éasti studie

(iniciacni a verifika¢ni faze).

Vek

N (priimeér) Muzi Zeny N
29-80 . .
Kontroly 13 (54.8) 8 5 Zdravi dobrovolnici 13
D 41-86
Pacienti 46 (67.9) 32 14 LG HG
Celkem 59 40 19 pTa 8 0 8
pT1 7 7 14
pT2 O 9 9
pT3 0 8 8
pT4 0 7 7

Studie se skladala ze 3 ¢asti:

.....

pomoci technologie array (Tab. 21).
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2. Ve druhé casti studie (verifikaéni faze) byly analyzoviany miRNA
skupiny pacientt a kontrol.

3. Ve tfeti casti studie (valida¢ni faze) byly ziskané vysledky potvrzeny na
souboru 50 novych probandil (jejich charakteristika je uvedena v Tab. 22).
Deset miRNA vyselektovanych v predchozich 2 fazich studie bylo opét

analyzovano pomoci single-target qPCR assay.

Tab. 22. Charakteristika souboru pacientii vySetienych v tieti ¢asti studie (valida¢ni

faze).
N Velo< .~ Muz Zena N
(pramer)
50-81 Zdravi dobrovolnici 18
Kontroly 23 66.5 17 6
(66,5) Benigni onemocnéni 5
o 62-76
Pacienti 27 (68.1) 24 3 LG HG
Celkem 50 41 9 pTa 15 0 15
pT1l 0 7 7
pT2 0 5 5
Izolace miRNA

Ve vSech fazich studie byl pouzit stejny protokol izolace miRNA.
Zamrazen¢ vzorky supernatantu byly rozmrazeny v pokojové teploté a
objem 1ml byl pouzit k izolaci volnych miRNA. Izolace prob&hla pomoci
Urine microRNA Purification Kit (NORGEN BIOTEK CORPORATION,
Kanada) podle doporuceni vyrobce. Purifikované miRNA byly okamzité

piipraveny k reverzni transkripci.
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Reverzni transkripce

V iniciacni fazi studie byla reverzni transkripce provedena pomoci protokolu
TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit s primery Megaplex™ RT,
Human Pool A v2.1 (Applied Biosystems™, CA, USA). Reakce probihala
ve Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems™, Germany).

Ve druhé a tfeti fazi studie byl k reverzni transkripci pouZit protokol
TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit s TagMan® MicroRNA
Assays (Applied Biosystems™, CA, USA) opét ve Veriti® Thermal Cycler
(Applied Biosystems™, Germany). Ziskand cDNA byla okamzité zmrazena

na -20°C.

Preamplifikace

cDNA preamplifikovana podle protokolu TagMan® MicroRNA
Preamplification s primery Megaplex™ PreAmp, Human Pool A v2.1
(Applied Biosystems™, CA, USA) ve Veriti® Thermal Cycler (Applied
Biosystems™, Germany). Vzorky byly poté okamzité pouzity do Real-Time
PCR bez jakéhokoli fedéni.

Analyza cDNA v array destickach

Vzorky preamplifikované cDNA byly naneseny na TagMan® Array Human
MicroRNA Card A v.2.1 (Applied Biosystems™, CA, USA).

Nasledovala PCR na array desti¢kach, ktera prob&hla v 7900HT Fast Real
Time PCR System (Applied Biosystems™, CA, USA) (Obr. 2).
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Obr. 2. Desticka TagMan MicroRNA Array. Reverzni transkripce probiha v jedné
zkumavce pro vSechny miRNA najednou. Nasleduje preamplifikace cDNA a poté
PCR na karté, kde je 384 jamek. Kazda jamka obsahuje 1 pl reakéni smési. Tato
metoda je méné presna nez TagMan MicroRNA Assays.
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Analyza micro RNA pomoci single-target gPCR assays
Ve verifikaéni a validaéni fazi studie byla pouzita single TagMan®
MicroRNA Assays (Applied Biosystems™, CA, USA). Amplifikace

probéhla v celkovém objemu 14pl reakéni smési, ktera obsahovala 3.2ul
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nuclease-free aqua pro injection (Fresenius Kabi, Cesk4 republika), 8ul
TagMan® UNIVERSAL MasterMix II, UNG (uracyl N-glykosylaza)
(Applied Biosystems™, CA, USA), 0.8ul TagMan® MicroRNA Assay
(Applied Biosystems™, CA, USA) spolu s 4ul cDNA. PCR probé&hla na
desti¢kach v 7900HT Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems™,
CA, USA) (Obr. 2).

Obr. 3. TagMan MicroRNA Assays. Jedna se o 96jamkové desticky. Reverzni
transkripce probiha zvlast pro kazdou miRNA v samostatné zkumavce.
Preaplimfikace cDNA neni tfeba. PCR probiha na desticce, kde v kazdé jamce je 15

pl reakéni smési.
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Statisticka analyza

Vysledky byly statisticky zhodnoceny v programu ExpressionSuite Software
v1.0.3 (Applied Biosystems™, CA, USA), gqBase™ v2.4 (Biogazelle,
Belgie), Statistica software version 10 (StatSoft, Inc., Tulsa, USA) a
software G*Power version 3.1.9.2 (Franz Faul, Universitit Kiel, Germany).
Tfi miRNA (miR-191, miR-28-3p and miR-200b), vybrané geNorm
analyzou v programu qBase’® v2.4 (Biogazelle, Belgie) na zakladé profilu
miRNA celého souboru (array PCR) , byly pouzity pro normalizaci exprese
jednotlivych miRNA ve vSech fazich studie. Ke statistickému porovnani
exprese miRNA mezi kontrolami a pacienty byl pouZzit Man-Whitney U test
s Benjamini-Hochberg korekci. K urceni efektivni velikosti souboru pfi
analyze jednotlivych miRNA ve valida¢ni fazi studie byl pouzit G*Power
software, ve kterém byly zohlednény vysledky ziskané ve druhé fazi studie.
Ptedpokladem byla alespon dvojnasobnd exprese miRNA u jedné z
porovnavanych skupin oproti druhé skuping.

K analyze senzitivity a specificity jednotlivych miRNA ziskanych ve
valida¢ni fazi studie byl pro ziskani kombinace s nejlepsi diagnostickou
ucinnosti pouzit rozhodovaci algoritmus provedeny softwarem Waikato
Environment for Knowledge Analysis (Weka) software (University of

Waikato, Novy Z¢éland).

Bioinformacni analyza

Pro vybrané miRNA byla provedena analyza jejich ovétenych cilli za pouziti
miRWalk databaze (175). Pfislusné cilové skupiny geni byly pak
analyzovany a porovnany pomoci Database for Annotation, Visualization
and Integrated Discovery (DAVID) (176, 177) dle jejich funkci s pouzitim

Benjaminiho korekce.
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4.3 Vysledky

4.3.1 Iniciacni faze

.....

vhodné miRNA z co nejvétsiho poolu dostupnych miRNA k dalSim
analyzam. Porovnali jsme profily miRNA pacientli s nadory a kontrol.
Normalizace byla provedena proti priméru hladin 3 vybranych miRNA (viz
Material a metodika) a navic proti globalnimu priiméru hladin jednotlivych
miRNA z celého datasetu. Signifikantni rozdily vykazovaly exprese 13
miRNA (Tab. 23).

Tab. 23. Vysledky prvni, inicia¢ni faze studie (analyza microarray).

Normalizace proti vybranym

miRNA (miR-191, miR-28-3p Normalizace proti globalnimu

and miR-200b) prumett
Nésobek Nésobek
Hodnota p (kontroly vs. Hodnota p (kontroly vs.
pacienti) pacienti)
miR-99a 0,0001 12,51 0,0069 4,30
let-7c 0,0002 8,02 0,0157 2,76
miR-125b 0,0003 14,71 0,0085 5,06
miR-532-3p 0,0008 7,49 0,0221 2,58
miR-30b 0,0009 6,34 0,0476 2,18
miR-16 0,0011 0,17 0,0004 0,06
miR-204 0,0021 8,85 0,0375 3,04
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miR-425 0,0042 0,14 0,0015 0,05

miR-93 0,0388 0,46 0,0015 0,18
miR-372 0,1968 0,04 0,1455 0,02
miR-519a 0,3395 0,25 0,1339 0,11
miR-301a 0,4106 0,57 0,0520 0,25
miR-199a-3p  0,5229 0,21 0,1192 0,09

4.3.2 Verifikacni faze

Do druhé, verifikacni faze studie, bylo vzato 13 miRNA s nejnizsi p
hodnotou, ur€enych nezdvisle obéma normalizacnimi metodami (Tab. 23).
Vysledky byly verifikovany pomoci single-target qPCR assays. K
normalizaci byly opét pouzity 3 vySe zminéné miRNA stanovené pomoci
geNorm analyzy. Z 13 miRNA jsme potvrdili statisticky vyznamné rozdily

expresi mezi kontrolami a pacienty celkem u 10 z nich (Tab. 24, Graf 20).

Tab. 24. Vysledky druhé, verifika¢ni faze studie zaloZené na single target assay.

Hodnota p Nasobek S
(kontroly vs. pacienti)
miR-125b <0.0001 11,77
let-7c <0.0001 9,18
miR-204 0,0002 7,99
miR-16 0,0002 0,23
miR-532-3p 0,0002 3,19
miR-425 0,0002 0,42
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miR-30b

miR-99a

miR-93

miR-199a-3p

0,0005
0,0006
0,0006
0,0060

3,60
6,09
0,54
0,30

Graf 20. Krabicové grafy demonstrujici rozdily mezi pacienty a kontrolami

v expresi jednotlivych miRNA ze signifikantnimi rozdily (verifikacni faze). Mediany

jsou znazornény pomoci ¢tverct; obdélniky vyznacuji 25. a 75. percentily; tmavé

Sedé sloupce jsou exprese miRNA u kontrol; svétle Sedé sloupce u pacientii s UK

mocového méchyfre.
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Rozdéleni pacientii podle infiltrace do detruzoru

V ramci verifikaéni faze jsme testovali pomoci Kurkal-Wallisova testu
rozdily v hladinach 10 vyselektovanych miRNA mezi kontrolami, pacienty
s NMIBC (nadory pTaa pT1 =22 pacient1) a pacienty s MIBC (nadory pT2-
4 = 24 pacienti). Opét byla pouzita single-target qPCR assay. Statisticky
vyznamné rozdily byly zaznamenany v porovnani kontrol s ob&ma
skupinami nadorti (aZ na jednu vyjimku), nikoli v§ak mezi obéma skupinami

nadort navzajem (Tab. 25, Graf 21).

Tab. 25. VysledKky verifika¢ni faze studie zaloZené na rozdéleni nemocnych s nadory
mezi NMIBC a MIBC.

Hodnota p

Kontroly vs. Kontroly vs. NMIBC vs.

NMIBC MIBC MIBC
miR-125b 0,0015 <0,0001 0,45
let-7¢ 0,0032 <0,0001 0,36
miR-204 0,0020 0,0002 1
miR-16 0,0203 <0,0001 0,14
miR-532-3p 0,0051 0,0003 1
miR-425 0,0198 <0,0001 0,21
miR-30b 0.0454 0.0001 0.1853
miR-99a 0.0154 0.0009 1
miR-93 0.0475 0.0003 0.2782
miR-199a-3p 0.3833 0.0012 0.0607
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Graf 21. Krabicové grafy demonstrujici rozdily mezi kontrolami, pacienty
s NMIBC a pacienty s MIBC v expresi jednotlivych miRNA vyselektovanych ve
verifikaéni fazi studie. Medidny jsou znazornény pomoci ¢tverci; obdélniky
vyznacuji 25. a 75. percentily; tmavé Sedé sloupce jsou exprese miRNA u kontrol,

Srafované sloupce u pacientii s NMIBC a sloupce s kiizky u pacienti s MIBC.
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4.3.3 Validacni faze

Cilem tfeti faze studie bylo validovat vysledky verifikacni faze na souboru
novych pacientll a kontrol. Pomoci power analyzy byl stanoven nutny
minimalni pocet 7 — 21 probandi v kazdé skupiné (kontroly X pacienti) pro
testovani kazdé z 10 miRNA. Novy soubor byl tedy dostate¢né silny k

ziskani validnich vysledki, navic bylo mezi kontroly pfiddno 5 pacientli s

75



benignim urologickym onemocnénim (Tab. 22). Na téchto novych sériich
vzorkil jsme potvrdili signifikantni rozdily mezi kontrolami a pacienty v
expresich nasledujicich miRNA: miR-125b, miR-30b, miR-204, miR-99a a
miR-532-3p. VSech 5 vyse uvedenych miRNA bylo down-regulovéno v
supernatantu pacientd s UK mocového méchyie. Vysledky jsou uvedeny v
Tab. 26 a ilustrovany grafem 22. V hladindch miR-99a a miR-125b byla
nalezena vyznamna korelace (r=0,89), a proto byly potvrzené cile zminénych
dvou miRNA podrobeny bioinformacni analyze k ziskani informaci o tloze
téchto genovych skupin v reguaci bunéného cyklu a nadorového ristu (Tab.
27). Vysledky naznacuji, Ze obé¢ miRNA jsou schopny regulovat rozsahlé
sady genll majicich zasadni vliv na tumorigenezi, zejména nadortt moc¢oveho
méchyfe.

NaSim cilem bylo vytvofit idedlni kombinaci téchto 5 miRNA k ziskani
vhodného diagnostického biomarkeru. Pomoci softwaru Weka byla
provedena kombinovana analyza jednotlivych senzitivit, specificit a AUC.
Nejlepsi algoritmus byl zaloZen na kombinaci miR-125b, miR-204, miR-
532-3p amiR-99a, ktery dosahoval senzitivity 80 % a specificity 71 % (AUC
0,836).

Tab. 26. Vysledky treti, validacni faze studie.

Hodnota p g;ﬁ?g; v Sensitivita ~ Specificita AUC }(l:;l(;l(z)ftg
pacienti) (%) (%)
miR-125b <0,0001 3,50 59,3 95,7 0.801 <0,618
miR-204 0,0001 3,00 53,9 100 0.771  <0,703
miR-99a 0,0019 2,67 74 82,6 0.738 <1,003
miR-30b 0,0002 2,10 66,7 82,6 0.760 <I1,115
miR-532-3p  0,0031 1,64 59,3 87 0.718  <1,002
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Graf 22. Krabicové grafy demonstrujici rozdily mezi pacienty a kontrolami
v expresi jednotlivych miRNA ze signifikantnimi rozdily (validac¢ni faze). Mediany
jsou znazornény pomoci ¢tverct; obdélniky vyznacuji 25. a 75. percentily; tmavé
Sedé sloupce jsou exprese miRNA u kontrol; svétle Sedé sloupce u pacienti s UK
mocového méchyfre.
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Tab. 27. ,,Top* terminy vybrané pomoci DAVID, identifikované analyzou 256 genii
regulovanych bud’ miR-99a nebo miR-125b.

Hodnota p po
Termin Benjaminiho Pocet genil
korekci
Regulace apoptozy 1,8 x 102 64
Regulace transkripce RNA polymerazou 11 6,5x 107 62
Odpovéd na organické substance 1,4x 10716 52
Odpovéd na stimuly steroidnich hormonti 1,9x 1071 26
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Odpovéd’ na organické cyklické substance 3,5x10° 14

Regulace spojovani DNA 1,2x 1073 22

Nédor mo¢ového méchyie 43x 101! 15

Novotvorba krevnich cév 22x107 18
4.4 Diskuze

MicroRNA maji zasadni vliv na proces bunécné transformace a riistu tim, Ze
blokuji proces translace mechanismem zalozenym na komplementarité s
cilovou mRNA (178). Tim se z nich stavaji potencidlni biomarkery nejen k
detekci neoplazie, ale 1 ke stanoveni prognézy u konkrétniho pacienta
urcitého stadia onemocnéni a tedy volbé adekvatni 1éCby.

Prvnim aspektem jejich vyzkumu je, stejné¢ jako u ucfDNA, zvolena
metodologie. Vzhledem k nutnosti provedeni nékolika krokt véetné reverzni
transkripce je stanoveni jejich profilu a “kvantity” pomérné sloZité.
Standardizace metodologie je tedy pro jejich zavedeni do klinické praxe
klicova.

Pro stanoveni exprese miRNA se pouziva normalizace dat k endogennim
kontrolam, tedy stanoveni jejich relativniho podilu v télesné tekuting.
Tradi¢né pouZzivané endogenni kontroly, jako U6 nebo RNU6B (Tab. 10),
nejsou univerzalng pouzitelné pro vSechny tkané a télesné tekutiny (179,
180). Pro u€ely normalizace hladin miRNA v mo€ovém supernatantu nejsou
stanoveny idedlni normalizatory. V nasi studii jsme tedy vyuZili analyzu
geNorm v programu qBase™®, ktery je k jejich hledani Siroce vyuZivan.

Analyzou micro-array supernatantu moci celého datasetu byly stanoveny 3
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miRNA (miR-191, miR-28-3p a miR-200b), jejichz kvantita byla
nejrovnomerné;si.

zakladni profil miRNA v moc¢i kontrol a pacienti a 13 miRNA se
signifikantnimi rozdily v expresi jsme verifikovali pomoci single-target
qPCR assay na stejné kohorté probandl. Po verifikaci 10 miRNA jsme tyto
vysledky validovali na novém souboru probandii s rovnomérnéjSim
zastoupenim pacientll a kontrol, ktery zahrnoval také pacienty s benignim
urologickym onemocnénin a naopak nezahrnoval pacienty s nejvyS$imi
stadii onemocnéni (pT3, pT4). Takto jsme nalezli 5 miRNA, jejichZ exprese
byly signifikantné sniZeny v supernatantu moci pacientli s UK mocového
méchyie, a to miR-125b, miR-204, miR-99a, miR-30 b a miR-532-3p.

Pti studiu dostupné literatury lze najit ¢aste¢né shody s jinymi autory, 1 kdyz
pouzitd metodologie se mezi studiemi liSi, zejména normalizaci hladin
miRNA. Ve studii Zhanga et al. byly miR-125b a miR-99a down-regulovany
v supernatantu moc¢i pacientil a tkani nadoru (156). Snowdon et al. prokazali
down-regulaci miR-125b v supernatantu moci pacientii s LG a HG nadory a
v porovndni s cytologii moci vykazovaly tyto markery (miR125b spolu s
miR-126) vys$si diagnostickou piesnost nez cytologie moci (168). Stejné tak
byla prokazana down-regulace miR-99a v buné¢nych liniich, naddorové tkani
a plazm¢ (166) a také down-regulace miR-204 v bunécnych liniich UK
mocového méchyie, nadorové tkané a sedimentu moci (162). 1 kdyz se
jednalo o pilotni studie s malym poctem probandl, vysledky jsou
povzbudive a opraviuji realizaci klinickych studii s vét§imi pocty probandi
a piesné¢ definovnymi klinickymi cili a potfebnou dobou sledovani.

Funkce miRNA miR-125b byla zkoumana ve studiich, kde byl transfekci
této miRNA do nadorovych bunéénych linii inhibovan jejich rlst. Autofi
studie dokonce nalezli potencidlni cil miR-125b, a to onkogen E2F3, jehoz

translace na cilovy protein byla inhibovéna (181). Dalsi vyzkum zaméfeny
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na presné rozkli¢ovani tohoto regulacniho komplexu umozni 1épe porozumét
roli miRNA v kancerogenezi UK a definovat jejich mozné uziti jako
biomarkeru, at’ jiz diagnostického nebo prognostického.

V nali studii jsme prokazali rozdily v expresich péti miRNA mezi
kontrolami a pacienty na daleko vétSim poctu probandii nez ve vyse
uvedenych studiich, a nasledn¢ jsme vysledky validovali na novém souboru.
Pohled na diagnostickou piesnost jednotlivych miRNA (Tab. 26) a jejich
kombinaci naznacuje, Ze v této oblasti mohou nékteré miRNA v budoucnu
hrat vyznamnou roli 1 pfes nakladnou a pracnou metodologii.

Dulezité vSak je presné definovat klinickou situaci, za které lze tyto
biomarkery vyuzit. V nasi studii jsme bohuzel nebyli schopni — vzhledem k
velikosti souboru — provést analyzy pro jednotlivd stddia onemocnéni,
nicméné jsme ve verifikaéni fazi studie prokazali vyznamné rozdily v
expresich nejen mezi kontrolami a MIBC, ale 1 kontrolami a NMIBC (Tab.
23). Na druhou stranu rozdily mezi obéma klinicky odliSnymi skupinami
nadort zjiStény nebyly. Skupina NMIBC sice obsahovala pouze 8/22 (36 %)
LG nadorl, avSak podrobngjsi analyza zaméfena na stupné diferenciace
bunék nebyla mozna. Ve validacni fazi studie jsme se zaméfili na “niz$i”
stadia onemocnéni, ve kterych nejCastéji recidivuji nadory mocového
méchyie pii dispenzarizaci. Soubor tvoiilo pouze 5/27 (18,5 %) pacientt s
nadory pT2, zbytek pacienti s NMIBC, z nichz 15/27 (56 %) byly LG nadory.
Vysledky naznacuji schopnost téchto neinvazivnich biomarkert odlisit nizsi
stadia onemocnéni od kontrolnich probandi. V budoucnu bude nutné
standardizovat metodologii (zejména volbu normaliza¢nich kontrol) a piesné
definovat klinickou otazku, na které¢ postavit prospektivni valida¢ni studie s
dostateCnym poctem kontrol a pacientil ptislusného stadia, stupné bunécné
diferenciace, pohlavi ap.

Limitaci naSi studie je zejména nerovnomérnost zastoupeni kontrol a

pacienti mezi verifikaéni a valida¢ni fazi studie a pak nerovnomeérnost
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zastoupeni kontrol a pacientl ve fazich samotnych. Ve validaéni fazi jiz byl
pomér kontrol a pacientli sice téméi 1:1, nicméné klinicky vyznamnych

kontrol (pacienti s benignim urologickym onemocnénim) bylo pouze 22 %.

4.5 Zavéry

1. VySetfenim exprese 381 miRNA jsme u 13 z nich detekovali vyznamné
rozdily mezi pacienty s UK mocového méchyfte a kontrolami. Vysledky byly
verifikovany na stejném souboru probandii pomoci metodologie zaméiené
na specifické miRNA arozdily byly timto zplisobem potvrzeny u 10 miRNA.
2. Ve verifikacni fazi studie byly zjiStény vyznamné rozdily v expresich 9
miRNA mezi kontrolami a pacienty s NMIBC a v expresich vSech 10
miRNA mezi kontrolami a pacienty s MIBC.

3. Vysledky verifikacni faze byly validovany ve tteti ¢asti studie na novém
souboru celkem 50 probandl. Rozdilnd exprese byla signifikantni u 5
miRNA: miR-125b, miR-30b, miR-204, miR-99a a miR-532-3p. Vsech 5
miRNA bylo down-regulovano u pacientl s nddory. U vétSiny z nich panuje
shoda s jiz publikovanymi pracemi a vétSina z nich hraje vyznamnou roli pfi
regulaci bunécného ristu a kancerogenezi NMM.

4. Nejlepsi kombinaci k diagnéze UK mocového méchyte jsou miR-125b,
miR-204, miR-99a a miR-532-3p. Tato kombinace dosahuje v ROC analyze
sensitivity 80 % pfi1 specificité 71 % a AUC 0,836.
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6. Souhrn

Nador mocového méchyfe (NMM) predstavuje nejcastéjSi malignitu
mo&ového traktu. Jeho incidence vykazuje v poslednich letech v CR stabilni
uroven, celosvétove vSak nartistd. Zasadni je pomér incidence a mortality,
ktery je u NMM ze viech nadorii modopohlavniho traktu nejvyssi. Casna
diagnostika a spravna 1écba je tedy pro progndzu urcujici. Existuje nékolik
komer¢né dostupnych neinvazivnich testli z moci, zadny z nich vSak zatim
neni doporucen jako standard v jakékoli indikaci. Cytologie moci tak se
vSemi svymi limitacemi zlstdva jedinym Siroce pouzivanym testem jako
doplnék invazivni cystoskopie. Volné nukleove kyseliny v moci, respektive
supernatantu moci, patii mezi potencialni nadorové biomarkery. Volna DNA
(ucfDNA) je do moci vylucovana z bun€k podléhajicich nekroze a apoptoze,
nicméné mohou pochdzet i z normdlnich zivych bunék. Jejich hladina v moci
nebo séru tedy mize znacit pfitomnost nadorového onemocnéni. Micro RNA
(miRNA) jsou kratké nekddujici sekvence RNA, které jsou produkovany
mimo jadro a vdzou se ke komplementarnim sekvencim na mRNA, ¢imz
ovlinuji jeji translaci a tvorbu proteinti. Hraji tedy dileZitou roli pti déleni
bunék a tedy i1 kancerogenzi. V nasi praci jsme pomoci metod molekularni
biologie porovnavali hladiny ucfDNA v supernatantu moci kontrol a
pacienti s NMM rlznych patologickych stadii a stupiit bunécné
diferenciace. Dilezitym aspektem bylo vytvofeni standardizované
metodologie stanoveni kvantity ucfDNA. Stejny ptistup byl aplikovan 1 pfi
stanoveni exprese miRNA. Zjistili jsme signifikantné vyssi kvantity ucfDNA
u pacientli s vy$§imi stadit NMM a high grade nddory. Exprese 5 miRNA
byla vyznamné down-regulovana u pacientil s nadory. NaSe vysledky vnesly
do problematiky nové poznatky, na kterych Ize stavét pii navrhovani dalSich

studii.
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Summary

Bladder cancer represents the most common malignancy of the uropoetic
tract. Its incidence has been stable in the last couple of years in the Czech
Republic, worldwide rises though. A ratio of incidence and mortality is
considerable in bladder cancer since it is highest out of all genitourinary
malignancies. An early diagnosis and adequate treatment is therefor
determinig for its prognosis. There are several commercialy available urine
tests, none of them is recommended as a standard diagnostic tool in any
indication though. Urine cytology, as a complement of invasive cystoscopy,
remains the only widely used method with all its limitations. Cell-free
nucleic acids in urine (urine supernatant) belong amongs potential tumour
biomarkers. Cell-free urinary DNA (ucfDNA) is excreted by cells
undergoing necrosis or apoptosis although it can also originate from living
cells. Their level in urine or serum can thus indicate a presence of
malignancy. Micro RNA (miRNA) are short non-coding sequences of RNA
produced outside of nucleus. They bind to complementary sequences of
mRNA thus affecting its translation and protein formation. As such they play
an important role in cell division and cancerogenesis. In our study, we
correlated levels of ucfDNA in controls and patients with urothelial
carcinoma of different stages and cell differentiation using methods of
molecular biology. Developement of standardized methodology to
determine the quantity of ucfDNA represented very important aspect of the
study. The same approach was used by determination of miRNA expression.
We found significantly higher levels of ucfDNA in patients with more
advanced tumours and high grade tumours. Expression of 5 miRNAs was

significantly down-regulated in pantients with cancer. Our results have
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brought some new insight into the issue upon which to build while designing

new studies.

Key words: urinary bladder urothelial carcinoma; non-invasive biomarker;

cell-free DNA; micro RNA.
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