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Anotace

PredloZend prace byla z@rfena na stanoveni koncentrace katepsinu B & mo
a v séru u paciefnts karcinomem mmvého néchyie s cilem posoudit moznost vyuZiti
koncentraci katepsinu B, kdemi miry diferenciace a invazivity nadoru.

Koncentrace katepsinu B byly stanoveny piedictvim enzymoveé
imunoanalyzy. Byl vySéen i pongr katepsinu B na kreatinin v rdio Kreatinin byl
stanoven enzymatickou kreatinazovou metodou.

Bylo vySeteno 48 paciefit (32 muZ, 16 Zen), jejichz gmeérny veék byl
66,5 let. Pacienti byli rozdeni do skupin podle diferenciace (low grading:pikient,
high grading: 37 pacief} a invazivity (neinvazivni nadory: 19 paciéntinvazivni
nadory: 29 pacief. Kontrolni skupinu tvilo 30 zdravych jedint (13 mu#i, 17 Zen,
pramérny vék 59 let).

Prokazali jsme zvySené koncentrace katepsinu Bodr me skupir pacient
s karcinomem mimveho néchyfe oproti kontrolni skupih (median = 1.48pgl/l
vs. 6.42ug/l, P < 0.0001). ZvySen& koncentrace byla stanovenpam@ru katepsinu B
na kreatinin v mé (median = 0.20upg/l vs. 0.83ug/l, P < 0.0001). Koncentrace
katepsinu B v séru se vobou skupinach vyzramaliSily (median = 75.52ug/I
vs. 81.15ug/l, P = 0.9057).

Koncentrace katepsinu B v &ioa pongr katepsinu B na kreatinin v réio
mohou byt vyznamnym diagnostickym ukazatelem ugudiis karcinomem mimveho

mechyre.

Kli ¢ova slova

Karcinom ma@&oveho néchyie; Matovy méchyk; Katepsin B; Invazivni nadory,

Neinvazivni nadory; Diferencované nadory, Nedifemrané nadory



Annotation

The aim of this work has been to assess the caatem of cathepsin B
in the urine and in the serum of patients with sraonal cell carcinoma and to evaluate
the relation of cathepsin B in tumour diferentiatend invasivity.

The Concentrations of cathepsin B in serum anceuniare measured by means
of an enzymatic immunoassay. The ratio of catheBsand of creatinine in the urine
were also examined. Creatinine was measured bgriymatic creatinase method.

48 patients were examined (32 men, 16 women) whuseage age was 66,5
years. The patients were divided into groups adagrtb the grading (low grading: 11
patients, high grading: 37 patients) and the inwsitumours (nonmuscle-invasive
tumours: 19 patients, invasive tumours: 29 pat)eriiee Control group was formed
by 30 healthy subjects (13 men, 17 women, averggé8a years).

We proved a higher concentration of cathepsin Bhi& urine in the group
of the patients with tumours of the bladder tisgMedian = 1.48ug/l vs. 6.42ug/l,

P < 0.0001). The higher concentration was also piowethe ratio of cathepsin B
and of creatinine in the urine (Median = 0.2@/l vs. 0.83 ug/l, P < 0.0001).

The concentration of cathepsin B in the serum wasighificantly different in both
groups (Median = 75.52g/l vs. 81.15ug/l, P = 0.9057).

The concentration of cathepsin B in the urine #mel ratio of cathepsin B
and creatinine in the urine can be a significaagdostic marker in the patients having

a tumour of the urinary bladder.

Keywords

Transitional cell carcinoma; Bladder; Cathepsirr®asive tumour; Noninvasive

tumour; Grading
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UvoD

N

Nadorova onemoemi pati mezi nefastjsi piiciny amrti, proto je nutné jejich
diagnostice ¥novat zvySenou pozornost. Metody vyuzivané pro rmatiku
nadorového onemoéni casto zahrnuji invazivni postupy (rfapbiopsie), které
vyraznym zfisobem zatuji pacienta. Moderni medicina se proto obraedevsim
k neinvazivnim metodam zahrnujicim laboratorni ynalspecifickych markér Tato
vySeteni jsou upednostiovana pedevsim proto, Ze¢hem kratkéhatasového Useku
muaze byt zndteno hned &kolik parametit najednou a podle jednotlivych vysledje
pak mozné uit celkovy aktualni zdravotni stav pacienta. Tirapdsobem Ize sledovat
takové odchylky od normalniho stavu, kterédg$acient nemusi vnimat. Laboratorni
vySeteni pomahaji o prevenci a ¥asném odhalenfady civilizatnich chorob, ale
i onkologickych chorob v raném stadiu. Pro monit@mi pitibéhu onkologickych
onemocgni se pouzivaji tumorové markery. Jejich stanoyesice porrné finantné
nakladné oproti jinym laboratornim metodam visSet, avSak pacient neni vystavovan
takové fyzické i psychické z#t, jako kdyby byla pi kazdé nav&vé pacienta
provadgna biopsie. Laboratorni diagnostika nadorového @uesmi umoziuje
propojeni dalSich obdr (genetika, patologie, urologie), a tim lepSi d@gfiku
nadorového onemoeni. Ve své bakaldké praci se &nuji stanoveni katepsinu B

u pacient s karcinomem mimvého ngchyre.
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1 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

1.1 Zzakladni informace o nadorech

Nadorova onemoa@ni jsou hned po kardiovaskularnich onemwéndruhou

Néador Ize definovat jako novotvar - neoplazma, Relme novovytvorena masa
tkarg, jejiz rist presahuje anatomickeé i futiki poteby tkar normalni. Tento Urst
pokraiuje i poté, co ficiny vyvolavajici nadorove bujenitgstaly fisobit. Nadorova
tkan postrada diferencované mikroskopickeé i makroskapiecspdadani normalni tkan
a po funkni strance se nepodili na fyziologiakanosti burk.

Velmi dulezité pro spravnou diagnostiku oneméminje sprava klasifikovat
nadory pomoci histopatologickych metod. Tyto metggbu provadny v ramci oboru
patologie, kter4 se studiem naf@lopiimo zabyva. Patologie se zabyvéegevsSim
makroskopickou, mikroskopickou, imunohistochemickaumolekularni diagnostikou
nadorovych onemoeni [1, str. 133].

1.2 P¥iciny vzniku nadora

Je znamo mnohorigin, které se podileji na vzniku nadoru. Megkteré znameé

piiciny vzniku nadoit pafi:

» kancerogeny (chemické latky zevniho ptredt),

* Viry,

e hormony,

» genetické vlivy (ddi¢nost),

» dietetické navyky (druh potravy, @gob gipravy potravin, konzumace)

 Vliv prosfredi.

Kancerogeny mohou v bkach vyvolat zminy, které v konéném disledku
vedou ke vzniku nadoru.dddy mize vzniknounador v organismuipsetkani s nizkou
davkou, jindy je pro vznik nadoru nutna dlouhodal@akovana expozice. Jedna se
pievazi o chemické latky, které jsou ndidad pritomné v dehtu, dale aromatické
uhlovodiky, vinylchlorid pouZzivany ip vyrob¢ plastickych hmot, nebo aflatoxiny
piitomné v obilninach. Dlouhodoba expozice cigaretowéoui je taktéz Skodliva [2].
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DalSi mozZnou ficinou vzniku zhoubnych nadirje kratkovinné zéeni, napiklad
rentgenove zZ&ni. Slunéni ultrafialové z&eni mize vést ke vzniku koznich nader
tzv. melanom. Mezi dalSi vyznamné kancerogeny ipailyny (radon), gkteré viry
(nap. EBV, znamy jako fivodce infekni mononukledzy, iive se vSak také podilet
na vzniku Burkittova lymfomu), déle herpesviry gpamaviry.

Rizikové faktory pro vznik nadorového oneméch jsou také ¥k, v obdobi
klimakteria, miZze dochazet ke zvySeni hladiny estragens tim spojenym rizikm
vzniku karcinomu prsu a endometria.

DalSimi faktory jsou faktory genetické a dietetickd dietetickych faktar
se poukazuje na rozdily v kvalipotravy v fiznych oblastech sta i mezi obyvateli
jedné zems. Obzvlast se jako prevence vzniku nadoru dopaofe dostatek viakniny

Vv potraw [2].

1.3 Vznik a vlastnosti nadoni

Na vzniku nadorovych onemag&m se podileji genetické zmy a znény
v regul@&nich mechanizmech b&tnych cykii, diky nimz dochazi k furiai deregulaci

déleni buiky a apopt6ze. Genetické #ny se mohou vytwit:

¢ b&hem Zivota pimo ve tk&ni nebo v organu, kde vznika nador takywa
sporadickymi mutacemi,
e pii vrozené mutaci kéiovych geri ovliviiujicich chod bugk takzvanymi

mutacemi v zarodmé linii.

Mezi okéma vySe uvedenymi mechanizmy vzniku n@dfou zasadni rozdily.
Sporadické mutace postihuji pouzeaiky, ze kterych nador vznika. Mutace v zaréue
linii oproti tomu postihuji vSechny liky v téle nemocného s naddorem. Tato mutace je
totiz zakotvena embryonalnintgnosem od jednoho z r@di nebo niZze vzniknout
de novov zarodénych bukach po oplodéni [1, 2].

DuleZitou vlastnosti nadorovych btkn je schopnost poktavat v replikaci
nezavisle na regutaich vlivech, které kontrolujifirozenou regeneraci bk a jejich
rast. Nadory ziskavaji dity stuper nezavislosti (autonomie) na organu nebo tkani
v mis€ svého vzniku, nebo v mistech metastatického razsedoru. Hostitel nadoru
poskytuje prokrveni a vyzivu. V métzniku nadoru neniips utity stupe autonomie
nadorova populace absoldtnezavisla na celkovych a mistnich regoiah vlivech.
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Rast nadoru mohou podporovat tiggad hormonalni vlivy probihajici v organismu,
rastové faktory i regukni vlivy burgk stromatu. Naopak reguai vlivy brzdici rozvoj

nadoru mohou nador pozastavitigtu. VSechny nadory maji &wzakladni slozky:

e nadorovy parenchym,

e stroma nadoru.

Nadorovy parenchym tuje biologické chovani nadoru a je vlastni nadowvo
tkani, ktera by vSak nemohla existovat bez podptiymatu. Stroma neni jen pasivni
podpora, na které by nador rostl, al&#n@si i vyZivu a iistow regul&ni prvky
ovliviujici nadorovy parenchym. Stroma je t®ona cévami, pojivovou tkani, popact
zaretlivymi bunkami hostitele. Mezi htkami parenchymu a stromatu probiha
molekularni komunikace, ktera #iubrzdi, nebo podporujeist nadoru a jeho dalSi
VYVO.

Néadory ve ¥tSiné pripadi povazujeme za monoklonalni onemétin VétSina
nadof se vytvdi z jedné jediné hiky, ve které doSlo ke z¢nam umodujici jeji
deregulovanou proliferaci do b&n dceainych a nasledh do dalSich generaci
nadorovych bugk. Predpokladame, Ze nadorova populace obsahuje kmedmnaksy,
které maji schopnost zahajit nadorovgtra udrzet jej [1, 2].

1.4 Rozdéleni nddora podle biologické povahy

Nadory nizeme rozdlit podle jejich biologické povahy a néasledného
potencionalniho vyvoje na:

* benigni nadory,

* maligni nadory.

Za benigni nadory ozajeme takové nadory, které rostou v mistého vzniku,
jsou ohraniené nebo opouzdné a nemaji tendenci k metastazovani. Zpravidlaeje
chirurgicky odstranit a ne¢ty by svému hostiteli fisobit zavaz&si poruchy. Ale jsou
znamy i vyjimky, kdy nafiklad benigni nadory z B-bgk Langerhansovych ostrku
mohou za nadprodukce inzulinutgobit hypoglykemii [1].

Maligni nadory nejsou ohrat@né, maji tendenci k progresivnimuresii jak
invazivnimu (mistnimu) tak i k vzdalenému (metasfi@imu). U malignich nadér

12
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muzeme je&t urcit rizné stupt malignity. Je velmi dlezité pro naslednou pé
pacienta rozlisit, zda se jedna o nador benigmialigni.
Jsou znamyc¢tyii zakladni charakteristiky pro roZéni nadoé a ukeni

malignity:

» podle diferenciace nadorovych lira anaplazie,

» podle rychlostiistunadoru,

* podle chovani &i tkanim v okoli,

» podle schopnosti zakladani dicg/ch loZzisek na vzdalenych mistech -

metastaza [1].

1.5 Charakterizace nadoru

Nadory ntizeme charakterizovat préstinictvim tfech hlavnich ukazatel
typingu, gradingu a stagingu.

Typing je pouzivan k weni histologického typu nadoru, charakterizuje mado
z morfologického hlediska.

Grading je vyuzivan k ufeni stups malignity nadoru a umaaje stanovit miru
invazivity i metastatického potencialdigilusného nadoru. Zhoubné nadory jsou pak
zarazovany do nizkého,rsdniho a vysokého stupmalignity (grade). Grading hodnoti
bud’ diferenciaci nebo prolifetai aktivitu.

Grading se roztuje do ¢ty skupin podle stughhistologické zralosti nadorové

tkarg na:

* Grade 1 — dafe diferencovany nador s tendenci k plné diferemciac
(podobnosti s dosfymi  bunkami vychozi tkad®) ve vice nez
trech¢tvrtinach nadorovych buk,

* Grade 2 — sedre diferencovany nddor ma jednu polovinu &zctvrtiny
burgk diferencovanych,

* Grade 3 — mélo diferencovany nador ma jediwitinu az jednu polovinu
bungk diferencovanych

* Grade 4 — nediferencovany nador ma &éwz jednuctvrtinu burgk
diferencovanych [3].

13
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Staging se pouziva k @¢eni rozsahu onemoemi, tj. stadia rozvoje nadorového
onemocgni v dok& zachytu a primarni diagnostiky. Staging u nadger klasifikovan
podle velikosti primarniho nadoru, jeho rozsahiersi do regionalnich lymfatickych
uzlin a gitomnosti nebo absenci vzdalenych metastaz. Stagiife byt stanoven
pomoci pg@itacové tomografie, magnetické rezonancépadré pomoci chirurgické
revize Po chirurgickém rese€kim vykonu se stage tumoru dopini aragmi podle
posouzeni rozsahu nadoru a postizeni lymfatickyzlin ypatologem. Klinicky ma

staging ¥tSi vyznam nez grading [1, str. 186].

1.5.1 Klasifikace nadorid — TNM klasifikace

V souwlasné dob se ke klasifikaci nadérpouziva tzv. TNM klasifikace. Je to
nejuniverzalgjsi systém prosazovany UICC (International Unionaikgt Cancer).
Jedna se o klinicko-morfologickou klasifikaci, kpismeno T (tumor) znamena velikost
a rozsah mistniho i®ni nadoru. Nabyva hodnot Tl — T4 dlézné naplg
v jednotlivych organovych lokalizacictCim je ¢islo vy3si, tim ¥t3i je jeho mistni
Sitfeni nebo rozsah nadoru. Pismenem N (node) hodnpiist&eni regionalnich uzlin.
.,N“ nabyva hodnot N1 — N3 podle velikosti a o postizenych uzlin. Symbol M
(metastasis) @oje piitomnost vzdalenych nebo alegpquxtaregionalnich metastaz
pti hodnot M1, nebo nefitomnost pi MO.

Tento systém slouzi k jednoduchému popisu rozsaldom a uteni stadia onemoéni
viz. tabulky 1 a 2 [4, str. 153].

14
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1. Sodasny staweSené problematiky

Tabulka ¢. 1.: TNM Kklinick& klasifikace [5]

Ve,

ych

T Priméarni nador

TX primarni nador nelze hodnotit

TO bez znamek primarniho nadoru

Ta neinvazivni papilarni karcinom

Tis karcinom in situ

T1 nador postihuje subepitelialni vazivo

T2 néador postihuje svalovinu

T2a nador postihuje povrchovou svalovinu (kmifpolovinu tlougky)

T2b nador postihuje hlubokou svalovinu (zevni paiawloug’ky)

T3 nador postihuje perivezikalni tkén

T3a mikroskopicky

T3b makroskopicky (extravezikalni masy)

4 nador postihuje ¢kterou z nasledujicich struktur: stroma prostaty,
semenné wky, délohu, pochvu, shu panevni, shu kisni

T4a nador postihuje stroma prostaty, sementikywaklohu nebo pochvu

T4b nador postihuje panevnést nebo KBSni sténu

N Regiondlni mizni uzliny

NX regiondlni mizni uzliny nelze hodnotit

NO regionalni mizni uzliny bez metastaz
metastaza v jediné mizni ualimalé panve (hypogastrické, obturatora

N1 zevni ilické nebo presakralni)

N2 metastaza ve vi¢etnych miznich uzlinach malé panve (hypogastrick
obturatorovych, zevnich ilickych nebo presakralpich

N3 metastaza ve spalee ilické mizni uzlig (uzlinach)

M Vzdalené metastazy

MX vzdalené metastazy nelze hodnotit

MO bez vzdalenych metastaz

M1 vzdalené metastazy

15
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Tabulka €. 2.: Rozdéleni nadoru do stadii i karcinomech [5]

Rozdéleni do stadii
Stadium Oa Ta NO MO
Stadium Ois Tis NO M(
Stadium | T1 NO MQ
Stadium Il T2a, T2b NO MO
Stadium 111 738, T3 NO MO
T4a NO MO
T4b NO MO
Stadium IV jakékoliv T N1, N2, N3 MOQ
jakékoliv T jakékoliv N M1

1.6 Nadory mocoveho néchyie

.Naprostou ¥tSinu nadoit matového néchyie predstavuji nadory epitelialnino
puvodu. NegasgjSim histologickym typem je urotelidlni karcinom afkinom
z prechodného epitelu), ktery u nas itivpres 90 % naddr mérg castymi variantami
jsou epidermoidni karcinom a adenokarcinom* [6, 484]. Typicky je multifokalni

vyskyt nadoru. Podle hloubky invaze nadoru rozéug:

e povrchové nadory,

e invazivni nadory.

Povrchové nadory se vyskytuji v 70 — 80 #ppdi. Postihuji jen sliznici nebo
subepitelialni pojivovou tké Tyto nadory nizeme vyléit pomoci endoskopie, ovSem
jejich typickym znakem jsoudasté recidivy, které se objevuji az u 80 % padient
V piipact recidivy nadoru rize dospt i k progresi, kdy opakova&nvznikly nador
prostoupi svalovinu detruzoru. Podle typu primaonitAdoru toto riziko kolisd mezi
2 - 50 %.

Invazivni nadory se vyskytuji ve zbylych 20 — 30 @fipadi. Tyto nadory
infiltruji do svaloviny detruzoru mmveho néchyre. Invazivni nadory tvd uzlinové
metastazy az v 50 %. tiéa €chto nadoil si Zada agresiBi zpisoby, jako jsoutzné
kombinace radikélnich chirurgickych vykibnradioterapie a systémové chemoterapie
[2, str. 215].
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Obrézek 1. Urotelialni karcinom s prstertitymi elementy v povrchovém urotelu [7]

1.6.1 Epidemiologie nadoru maoveho nEchyie a etiologické faktory

Nadory m@&ového méchyfe jsou u mud Sestou a u Zerrihactou neajastjsi
malignitou vCeské republice. Incidence pfeeskou republiku se pohybuje u nduz
okolo 28 na 100 000 obyvatel a u Zen je to 9 na QWD obyvatel. Ve vSech
pramyslovych zemich ma incidence spiSeustajici charakter, mortalita aleistava
relativre stabilni. Incidence onemogm stoupa s&kem. Nejvyssi vyskyt je u obyvatel
okolo 60 let ¥ku. U diti tyto nddory nalézame ojedie [8].

Mezi nefastjSi etiologické faktory vzniku nadoru rmvého ndchyre pati
koureni. Redpoklada se, Ze kimni se podili na vzniku nadoru dowého ngchyre
z 25 aZz 60 % a tedy riziko vzniku nadoru se ik zvySuje zhrubdtyrikrat. DalSim
vyznamnym faktorem jsou profesni expozic#, kierych je organismus vystavovan
kancerogennim latkam tgdevSim ze skupiny aromatickych aiin(benzidin,
2-naftylamin, 4-aminobifenyl). ZvySené riziko vznikhadoru mdoveho néchyie bylo
prokdzano u zadstnand tiskarského pémyslu, @i vyrobé Zeleza i hliniku, barviv
a asfaltu. VySsi nebezfievzniku urotelidlniho karcinomu e zpisobit i aplikace
lékd, nag. cyklofosfamidu. Prokazateink jednomu z etiologickych faktor pati
i parazitarni onemoeni — Schistosomoza (bilharzioza), ktera se vyskytupblastech

severni Afriky a Arabského poloostrova [9].

1.6.2 Symptomatologie nadoru m@&ového méchyie

Celkové subjektivni fiznaky nadoru mimvého michyfe jsou ¥tSinou
nespecifické. NepstjSim divodem nav&évy |ékare je makroskopicka hematurie
(75 - 80 %), ktera je &sSinou bezbolestna a intermitentni. U povrchovyddant
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pacienti obvykle neciti bolest a vyjidr@ se u nich projevuji midni symptomy, jako
jsou bolestivé m&eni, provazené palenim i@zanim, nebatasté nucené ndeni,
provazené vymienim malého mnozstvi mio Invazivni nadory se projevufiasti
mikénimi obtizemi. U pokréilych nadofi byva gitomna bolest v oblasti panve
a obstrukni mikéni symptomy. HEblizn¢ u 20 % pacierit je onemoc#ni, nemajici

Zzadné piznaky, zachyceno zcela naheéd6, 8, 10].

1.6.3 Diagnostika nddoru matového néchyie

U pacientt s poderenim na nador miového mdchyie rutinre provadime
vySeteni, kter4 jsou Zazena do vySatvaciho programu. VySeivaci program
maZeme rozdlit do tti zakladnichtasti:

1. stanoveni diagndzy uceni anamnezy, fyzikalni vygeni, vySeteni mai
(chemicky, sediment, kultivace, cytologie), vygei hornich méovych
cest (vyl&ovaci urografie), endoskopické vyi&mti,

2. potvrzeni diagnézy- k potvrzeni dochazi pomoci biopsig pndoskopii
v narkdze nebo histologickym vygenim tkag ziskané resekci,

3. stanoveni rozsahu onemoéni — rozsah je hodnocen pomoci TNM
klasifikace. Tento p&in je nutny pro vysloveni progndzy aceni nasledné
optimalni |€ebné terapie [6].

1.6.4 Laboratorni stanoveni a zobrazovaci metody

Pii vySeteni mai byva obvykle u vSech nadorptitomna mikroskopicka
hematurie. Proto by &a byt hematurie vzdy podrobrurologicky vySetena. Krong
toho se vSem paciamh s podeenim na pitomnost nadoru provadi ultrasonografické
vySeteni ma@ového nichyre a ledvin, vyldovaci urografie a cytoskopie. Diky
nespecifickému charakteru symptioraySetujeme endoskopicky vSechna poided
na nador m&ového ndchyre. Dilezitym prebioptickym vySéenim k pfikazu
nadorovych bugk je onkologicka cytologie.

Lécebny postup seéidi stupgm invaze. Povrchové néddory se vyskytuji zhruba
v 70 % gipadi a infiltrujici nadory asi ve 30 %‘ipadi [8].

1.6.5 Prognoza, prevence a kfba

Progndéza onemoéni zalezi na stadiu, ve kterém byl nador diagnostk.

Prognostickymi faktory jsou velikost nadoru, stiipgvaze, mnoh&etny vyskyt,
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histologicky grade, dysplazie v okolnim urotel&etnost recidiv. Povrchové nadory
recidivuji piblizné v 60 % pipadi, u jednéctvrtiny z nich dochazi k progresi.
Pétiletého reziti dosahuji pacienti zhruba v 90 %ipadi u povrchového tumoru
Ta-T1l, G1-2. U povrchového tumoru G3 pak klesd dama gtileté peziti
na 60 % [9, 8].

Lokaln¢ pokrazilé infiltrujici nadory se liSi v Sanci naciieté preziti podle
rozsahu lokalniho onemo&mi. U pTO - pT2 dosahuje tato Sance 70 — 80 %,
pri extravezikalnim $eni se pohybuje kolem 30 %fipostiZzeni uzlin kles4 Sance
na ptileté preziti pod 20 %. Metastazujici nddory maji Sancpétieté peziti mensi
nez 5 % [10].

Primarni prevence vzniku karcinomu &owého nchyie zahrnuje fedevsim
omezeni koteni. Ostatni rizikové faktory jsou v dnesni &qgirakticky eliminovany.
Sekundarni prevence je zaloZzena naclipem odborném vySéeni pacient
s mikroskopickou hematurii a symptomy dolniché¢onych cest [10].

Klétbé muze byt vyuzito opekmich vykoni, jako napiklad transuretralni
resekce nadoru (TUR). Po niZt$§inou nasleduje zajidvaci I&ba chemoterapii.
Chemoterapie vyuZziva cytotoxické, pronku jedovaté latky, nebo cytostatické latky,
které zastavujiust a @¢leni burgk. K l1écbé se niize také pouzit adjuvantni terapie, ktera
ma cil znéit mikrometastazy tak, aby bylo zlepSeno celkow@zjti nemocnych.
Adjuvantni terapii provadime Wi radioterapii nebo systémovou terapii,
tzn. chemoterapii, imunoterapii, biologickou tef&phormonalni terapii.

1.6.6 Mechanizmus tumorogeneze urotelialniho karcinomu méveho
méchyie

V¢étSina zhoubnych nédér rostoucich v méovém néEchyti jsou urotelidini
karcinomy. Klinicky tvdi povrchové nadory m@vého néchyre (stadium Ta a Tis)
kolem 75 % aZ 85 % novotvgrzatimco zbyvajicich 15 % az 25 % jsou invazivni
nadory (stadium T1, T2 - T4) nebo metastatické.lé@eazivni karcinom mé&oveého
méchyte mize vzniknout d¥ma odliSnymi cestami siznou histopatologickou
strukturou, odliSnymi molekularnimi zZmami i Klinickymi projevy. Schéma vzniku
urotelialniho karcinomu je zachyceno na obrazkW prvni fazi tumorogeneze nejprve
dochazi k regulaci exprese dlrurotelialni tkas (predevsim cytokeratiny, protein p63,
uroplakin). NasledhmizZe za regulace expreszdy geti dojit ke vzniku povrchovych

malo diferencovanych a diferencovanych papilaridattinomi (zde se uplauji nag.
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mutace v genech H-RAS, FGFR3, PI3K). Za&asti genetickych variant v genech
pro TP53, RB a PTEN #ize dochazet k tvothinvazivnich tumai [11].

Obrazek 2. Mechanizmus tumorogeneze urotelialnihodcinomu mo¢ového

méchyie. Frevzato z Castillo-Martin et al., 2010 [11]

pTa
Fapulacs exprass ?]1;\1]!;:11 1
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]JTIS / 11pDiel
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60-80% Invazivm karcinom
1/5.;1::51. 3pDell0gDel

Karcinom in situ

(HG)
ABO — systém krevnich skupin, p63 — protein 63,-UiPoplakin, HG — high grade tumoru,

LG - low grade tumoru, CK — cytokeratiny, LeX — hodani krevnich skupin dle Lewis , INK4A — gen
v povrchovém nadoru ndového méchyie, H-RAS — Harvey rat sarcoma, FGFR3 — Fibroblastdstovy
faktor receptoru 3, PI3K — PI3 kinaza,

1.7 Piehled dalSich nadorovych marke# u karcinomu moé¢ového

méchyie

.Nadorové markery jsou latky, jejichZz stanovenitkéni nadoru nebo v krevnim
séru ¢i jinych biologickych tekutinAch pacienta s neopitdgym onemocinim nam
poskytne informaci o vlastnostech a chovani naddermin ,nadorové markery*
zahrnuje mnozstvi velmiaznorodych latek, prodx je spolénd asociace s malignim
bujenim.* [12, str. 379] N&dorové markery nesloupfo diagnostiku, ale
pro monitorovani pacie@itv prabé¢hu I&by, pog. stanoveni progndézy onemgcn.
Pozitivni nalez markeru ma diagnostickou hodnotwSeen neznamena to, zZe
pii negativnim nélezu neni nador fitomen. Pro diagnézu je rozhodujici
histopatologické vyS&tni dopliné piikazem tumorovych markér(TM). Pokud je

zvySeni TM pouze fechodné mize to znamenat fffomnost ®jakého zastu,
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nezhoubny nador, toto zvySeni seiz@ objevit po proglaném traumatu, nebo
po nasazeni dnné terapie. Elve se pi interpretaci vysledk TM vychéazelo
z porovnani s referénim rozmezim. Dnes se dopouje ukit individualni hladinu
jedince, tzn. koncentraci TM ve stabilizovaném stavagiklad po operaci, kdy
odstranime nadorovou masu, a poté sledovat dynamikm. Dynamické sledovani
muze dive upozornit na &které nadchazejici ziny, jako napiklad zvySeni TM, které
jsou stale v referegmim rozmezi a five odhalit recidivu¢i metastazy tive nez
pocitatova tomografie nebo magneticka rezonance. Prowadsgstematicka vySeni,
kdy dochazi k opakovanému vy&ati po operacich. Zji§je se nafiklad, jak rychle
vymizi TM z krevniho obhu. Z pa&atku je zvolen minimalnicasovy odstup dvou
tydnd, pozdji jeden nesic a nasledntii mésice, zalezi ovSem na postupu tifétiho
|ékare. Hisledovani vice tumorovych markefe WtSi pravépodobnost zachytu
nadoru, i kdyZ je tento postup ekonomicky ré@gsi, dosahuje se lepSich vyslédk
Z tohoto divodu se ¥tSinou vybiraji dva TM, které jsou pro danou oblasivhodrjsi.
Prakticky Zzadny TM neni specificky pro dany typ aadnebo jeho umihi [13].

Mezi ¢asto studované markery v sasné dob pati nag.:
* NMP 22,
e cystatin B,
e BLCA 4 (bladder cancer 4)
e survivin,

» katepsin B, H, L a dalsi.

NMP 22, nebo-li nuclear matrix protein 22, ipahezi proteiny nuklearni matrix,
coz jsou polypeptidy, které jsou s@sti vnitni struktury jadra. Jsou utbZité
pro ovlivréni morfologie jadra, organizaci trojroZmmého usptadani DNA, i
replikaci DNA, transkripci RNA i B regulaci genové exprese. Ve srovnani
s normalnimi urotelidlnimi hikami je u nadorovych bk jejich intracelularni hladina
dvacetgtkrat vySSi. Do md& se dostava nejspiSe&hem apoptdzy. ,Test NMP22 je
zameéten na detekci jednoho &hto proteii v madi pomoci dvou monoklonalnich
protilatek na principu kvantitativni enzymové imamalyzy na imunosorbentech
(ELISA).“ [6, str. 486]
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Cystatin B je nadorovy marker detekovatelny wmd&J karcinomu moéového
meéchyfe je cystatin B v mé zvySeny. Hladina cystatinu B v @idkoreluje s rozvojem
diferenciace nadoru a stage nadoru [14].

BLCA 4, bladder cancer 4, ma prokazatehvySené hodnoty v ntou pacient
s nadory mdového ngchyie oproti jedindm s jinym onemoanim [6].

Survivin je inhibitor apoptozy, ktery je obsazebwkach urotelialnich nadoéy
ale ne v normalnim urotelu [6].

DalSimi vyznamnymi tumorovymi markery vyuzivanymililagnostice nadér
mocového néchyie jsou nap katepsiny. Ve své praci se budanovat konkréta

katepsinu B a jeho vyznamu u paciesturotelialnim karcinomem mového n¢chyie.

1.8 Biochemicka charakteristika katepsini

Katepsiny pai do nejpéetnsjsi tiidy enzyni tzv. hydrolaz. Hydrolazy katalyzuji
hydrolytické Sépeni vazeb, které vznikaji kondenzaci molekul Z&peni vody. Mezi
hydrolazyradime proteazy a peptidazy, kterépsipeptidové vazby, glykosidazyepici
glykosidové vazby, esterasyegici esterové vazby. Hydroladzy pliddu biochemicky
nezastupitelnych funkci jako je riéidad tradveni, hemokoagulace pomoci thrombinu,
pomoci fosfatdz reguluji aktivitu enzym S€penim difosfatu posunuji rovnovahy
reakci, realizuji endergonické procesy zai&né ATPasami atd. [15].

Nekteré proteazy maji endo- i exopeptidazovou aktivRrotedzy neptebuji
ke své funkci kofaktory, dkteré z nich pouze vyZaduji ke swénosti Fitomnost
riznych kovovych iont. Proteazy nejsou substratospecifické a jsou schopné&sit
prakticky vSechny bilkoviny.

Proteazy mzeme rozdlit do dvou skupin:

* endopeptidazy (proteinazy),

* exopeptidazy.

Exopeptidazy  katalyzuji od§ieni pouze koncovych aminokyselin
z polypeptidového fetzce. Mezi exopeptidazyiradime metallopeptidazy, které
katalyzuji hydrolysu v tenkém ist€, stevni sliznici a vnitrobu&nou proteolyzu

u prokaryot a eukaryot [16].
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Endopeptidazy katalyzuji hydrolysu vazby uvniettzce, gicemz vznikaji
peptidy Gzné velikosti [16, str. 86].

Endopeptidazy iveme rozdiit na ¢tyii druhy podle typu katalytickych skupin
piitomnych v aktivnim mist

* serinové proteézy,

cysteinové (thiolové) proteazy,

aspartatové (kyselé) proteézy,

metalloproteinazy.

Katepsiny jsou lysozomalni cysteinové protedzy. oTyroteazy obsahuji
v aktivnim centru aminokyseliny cystein a histidin.

Cysteinové protedzy jsou zastoupeny jak v lidskénmngamismu, tak
i u antropotropnich vir, bakterii a paraZit Hlavni funkci maji v recyklaci
nitroburéénych proteii, degradaci protein po endocytéze, matumaim Sgpeni
proteinovych prekurzdratd. [16, 17].

Mezi cysteinové proteaziadime:
e papain (katepsinB, H, L, S, C, K, O, F, V, X, W)
o kalpain (lidské kalpainy)
» kaspaza (kaspazal, 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 1043,

Mezi piirozené inhibitory cysteinovych protedzibeme z#adit:
» cysteinové nadrodiny: thyropiny a kalpastatiny,
* inhibitory apoptézy,
» alfa-2-makroglobulin,

» cystatin C.

Mutace gef cysteinovych protedz nebo jejich inhibiiovede k jejich naslednym

porucham [18].
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1.8.1 Katepsin B

Katepsin B je jedn@ttzcovy glykoprotein o relativhi molekulové hmotnosti
25 000 — 28 000 tweny 230 — 250 aminokyselinovymi zbytky. Je to ttdependentni
protedza paici do rodiny papain cysteinovych proteaz [16, 88]. Hlavni funkci
katepsinu B je degradace extracelularni matrix,abmgtsmus protein a udrzovani
normalniho metabolismu bék (viz obrazek 3).

Extracelularni matrix (ECM),¢ mimoburé¢na zakladni hmota, je material
ukladajici se v mezibwéinych prostorech. ECM obklopuje iiky pojivové tkae, je
jimi zarovei i produkovana, avSak svym objemem fegahuje. Mezi zakladni funkce
ECM pati vyména informaci — detekce, koordinace, tvorba chendkgignai,
vyména latek — zivin, produktu metabolismu, vody. Fyegyako fyzicka bariera proti
mikroorganisnim, (Kastni se P zaretech i hojeni ran. Sklada se z proteinovych viaken,
amorfni hmoty a tki#ové tekutiny. Je to sloZitd $s glykoproteiri a proteoglykad,
prispivajici k vazb burgk na vlaknité slozky vaziva [19].

Obrazek 3. Proteolytickd kaskada vedouci k degradaextracelularni matrix [20]

Prokatepsin B

I PSS Katepsin D, Katepsin G, uPA, tPA elastiza
Tt Katepsin B
: i Plasminogen
prouPA = wPPA - =il
I'lu.-._min l
proMMP-1 PONIMP-]
proMMP-3 v MMP-3
proMMP-7 " MMP-7 i
proMAMP-9 MMP-9 Degradace
proMMP-12 NMP-12 extracelularni
proMMP-13 MMP-13 S

i
proMMP-3 = MMP-3 .

tPA — tk&ovy aktivator plasminogenu, uPA — urokinazovy aktor plazminogenu, prouPA — proenzym
urokindzového aktivatoru plazminogenu, MMP — matnietalloproteinazy, proMMP — matrix

metalloproteinazy zymogenu

Katepsin B je tvien kaskadouiemen, jenz zdinaji syntézou preprokatepsinu B
v drsném endoplazmatickém retikulu. Kepené preprokatepsinu B na inaktivni formu
prokatepsinu B, o molekulové hmotnosti 46 000, dachpomoci interakce s manoza

6-fosfat kindzovym receptorem (MPR). Sacharidy jsoadifikovany a fosforylovany
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v Golgiho aparatu¢imz vznika rozpoznavaci marker pro vazbu MPR. \hm@nich
bunkach ntize byt malé mnoZstvi prokatepsinu B vyleno (< 5%), zbyvajictast je
poté evedena do lysozaimpies endosomy, které jsou uvehy z MPR a jsou
pieménény do jednoettzcové aktivni formy katepsinu B o molekulové hmgtino
31 000. Zpracovani prokatepsinu B je v normalnideurychlé, trva asi 30 minut. Pak
nasleduje dalSifpména katepsinu B v lysozomech do dvekizcové aktivni formy
slozené z&kého rettzce o molekulové hmotnosti 26 000 a lehkétekzce o

molekulové hmotnosti 5 000. Struktura katepsinje Bhrnuta na obrazku 4 [21].

Obrézek 4. Struktura katepsinu B [22]
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Katepsin B fisobi jako endopeptiddza. Sjeho pomoci je rozSt@pmmitni
peptidickd vazba v proteinu a v substratu jsou poalgany hydrofobni postranni
iettzce, snadno odtitelné jsou dva N-terminalnizbytky. Na rozdil od jinych
lysozomalnich cysteinovych proteaz, katepsinigre na tuto pozici arginin [23].

Kromé své role endopeptidazy,ue katepsin B jsobit také jako exopeptidaza,
ktera odstrauje dipeptidy z C-kong proteini a peptid [23].

1.8.2 Katepsin B v patologickych stavech

Katepsin B je studovan i vzhledem k jeho roli vgbagickych stavech, jako jsou
progresivni nadory a artritidy. Nerovnovaha menit@azami a jejich inhibitory koreluje
s progresivitou nadoru [24]. Katepsin B je exprirdow nadorovych procgspodili se
na progresiady tumot (prsa, plice, kolorektalni karcinom, gliomy, piatsd).

Pri téchto onemocEnich se zvySi genova i proteinova exprese katepBinu
Na urovni genu je pozénéna jeho amplifikace a zvySena transkripéepouZiti jinych
promotofi a jiného segithu. Tyto molekularni zeny vedou ke zvySeni hladiny
katepsinu B na urovni protdina jeho optovnému perozdleni, vyloweni a zvySeni

aktivity.
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Za patologickych podminek ke byt regulace poitana, coz mze mit
za nasledek expresi a nasledzvySenou sekreci katepsinu Bfi RvySené expresi
membrana asociuje a sekrece katepsinu B jézmych nadar zvySena, vetns
mozkovych naddr, nadofi tlustého dtva, plic nebo prostaty. ZvySena exprese
katepsinu B je také pozorovana u revmatoidni afyrita osteoartrozy. &oli je
v patologickych stavech zime¢na distribuce a zvySena produkce katepsinu &;emo

byt nasledkem chybné regulace na proteinové Uf@aji

1.8.3 Gen pro katepsin B

Vyzkum v oblasti molekularni regulace katepsinuaBat s izolaci genu lidského
katepsinu B. Vroce 1986 izolovaly &v vyzkumné skupiny katepsin B
Z hepatocelularniho karcinomu a publikovaly sekeegenu CTSB [20].

Gen CTSB je lokalizovan na kratkém raménku chromuzd, 8p22. Gen je
slozen z 12 exan které jsou vyobrazeny na obrazku 5. Vlastni pnoje kédovan
exony 3 az 11. V patologickych stavech byl naleadaarcinomu mezi 2 az 3 exonem
jese tzv. ,hybridni exon” 2a/2b [25]. Promotorova olilgenu ma vysokou oblast GC
sekvenci (80 %) a obsahujadu transkripnich faktofi nepostradatelnych prdnnost
enzymoveé aktivity. Gen je exprimovan u karcinomsupthepatocelularného karcinomu,

kolorektalniho karcinomu, karcinomu prostaty, ji@aaludku [20].

Obrazek 5. Exony/introny ve struktuie katepsinu B [21]
Sall

Xbal Xbal Xbal
Kpnl  Kpnl Kpnl
EcoRl EcoRl | EcoRl EcoRI EcoRI
Clal Clal
e ﬁ |g| 34 5 6 789 10111 12 Noti
kb 0 3239 84 112121 147 159 184 223 236 28.0 297 32.4 347 369

PIné boxy pedstavuji pekladané sekvence (exony) a prazdné boxyehkéfudané oblasti (UTR)

U vSech karcinorn byla popsana i zasadni role transknigh faktof.
Prostednictvim imunochemickych, histochemickych a blaiwieh technik byla
prokazana korelace exprese katepsinu B s invamiatdiferenciaci nadoru.

Exprese katepsinu B e byt regulovana naiznych Urovnich od amplifikace
genu po posttrangiai modifikace. Amplifikace nize pispivat k maligni progresi
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nadoru a premalignim lézim. Translacetima v exonu 3. Byly identifikovanyrit
potencialni promotory. Hlavni promotor je bohaty sekvence GC a obsahuje maén
TATA boxta. Tento promotor ma 6 vazebnych mist. Nehto mistech jsou schopné
se navazat transkdpi faktory, které pak vyvolavaji aktivitu promotortiuto aktivitu
mohou redukovat mutace. Jednim z transkiigh faktofi zvySujici promotorovou
aktivitu katepsinu B je Ets. Etsl indukuje expremily proteaz spojenych s maligni
progresi tumoru. Jinym regdld@m mechanismem, ktery zproetlkovava exprese
katepsinu B je alternativni sébt Alternativni sesth na 5’-UTR (nepekladana oblast)
produkuje 6 mRNA variant transkriptAlternativnim sesthem 5'—gekladané oblasti
dochazi kdalSim dwna transkripnim variantdam [21]. Regutai elementy jsou

ukazany na obrazku 6.

Obrazek 6. Schematické znazoréni regulaénich elemeni v promotoru katepsinu

e

B a predpokladané transkripéni faktory, které se vazi na tyto elementy [20]

s

Vazebna mista gpj EB;S Spl

. \,.

EBS SplEBS EBS Spl Spl E-boxSpl
Pozice -163 -134 -126 -106 -89 -84 -56 38 -21 -2 +5

PIné ¢ary na obrazku 6 reprezentuji potvrzené interakaaskrignich faktofi s vazebnym mistem.

Tec¢kovanécary znazaliuji potencialni interakce dosud neprostudované.
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2 CILE PRACE

1. Stanovit koncentrace katepsinu B v m& a v séru u pacient

s karcinomem maového néchyie.
2. Posoudit moznost vyuziti ziskanych vysledkk monitorovani

a v diagnostice karcinomu méového néchyie s ohledem

na uréeni miry diferenciace a invazivity nadoru.

28



Aktivita katepsinu B u karcinomu miového néchyie 3. Material, metody atstroje

3 MATERIAL, METODY AP RISTROJE

3.1 Reager&ni souprava Quantikine ELISA na stanoveni katepsinuB

The Quantikine Human Pro-Cathepsin B Immunoassayzgke kvantitativnimu
stanoveni koncentrace pro-katepsinu B v supernatamtcnych kultur, v bugcnych
lyzatech, v séru, plasislinach a v mé&. Podrobna specifikace diagnostické soupravy
je uvedena v tabulae 3 [26].

Tabulka €. 3.: Specifikace diagnostické soupravy The Quantike Human Pro-

Cathepsin B Immunoassay od vyrobce R&D Systems [26]

Katalogove Nazev Dodavatel Vyrobce
¢islo
DCATBO The Quantikine | Biomedica CS,| R&D Systems
Human S.r.o
Pro-Cathepsin B
Immunoassay

3.1.1 Reagencie

VSechny reagencie pgebné k provedeni jednotlivych knbkjsou dodavany

spole&né v reagetini souprav od vyrobce.

» Mikrotitra¢ni desttky pro-katepsin B (Pro-Cathepsin B Microplate)
0 12 stripi s 8 jamkami potazenyma mysSi monoklonalni protdatkoroti
pro-katepsinu B
* Konjugat pro-katepsinu B (Pro-Cathepsin B Conjupgate
o0 21 ml mySi monoklondlni protilatky proti pro-katéps B
konjugovaného siknovou peroxidasou s konzervanty
« Standard pro-katepsinu B (Pro-Cathepsin B Standard)
0 100 ng rekombinantniho pro-katepsinu B v z&kladnporfrovacim
proteinu s konzervanty, lyofilizovany
« Redici roztok (Assay Diluent RD1-34)
o 11 ml z&kladniho pufrovaciho proteinu s konzervanty
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Koncentrovanyedici kalibrator (Calibrator Diluent RD5-34 Concexté)
o 21 ml koncentrovaného pufrovaciho roztoku s korenety
» Koncentrovany promyvaci roztok (Wash Buffer Concatef)
o 21 ml 25 nasohbn koncetrovaného roztoku s pufrovacimi povrahov
aktivnimi latkami s konzervanty
» Barevn&inidlo A (Color reagent A)
0 12 ml stabilniho peroxidu vodiku
» Barevné&iinidlo B (Color reagent B)
0 12 ml stabilniho chromogenu (tetramethylbenzidin)
» Stop roztok (Stop Solution)

o 6 ml 2M kyseliny sirové

3.2 Princip enzymoveé imunoanalyzy

Principem metody je nekompetitivni enzymova imuradgra, @i které vznika
sendvtovy komplex. Obeoh ma& sendwiova analyza nejvysSi Uravesensitivity
a specifity. Tato metoda je vhodna pro stanoveiiiyed antigeri, které maji skolik
mist pro protilatku. Pro realizaci metody jsou réuthe rizné protilatky naniené proti
riznym determinantdm stanovovaného antigenu. Prviotilgtka je v nadbytku
navazana na pevnou fazi. K imobilizovamtilatce jsouptidany vySetované vzorky
nebo standardy obsahuijici antigen [27, 28].

Antigen se na prvni protilatku navazuje vilpthu inkubace. Tim, Ze je protilatka
v nadbytku, je vSechen analyt vyvazan. Promytim jso inkubaci odstramy vSechny
nezreagované slozky. Druhd protilatka cevéd enzymem je tak&igana v nadbytku.
Tato protilatka tedy reaguje dalSi antigenni determinantou vy@staného antigenu.
Vznika sendwiovy komplex. Analyt je vazan mezi &wma specifickymi protilatkami.
Jedna protilatka je navazadna na pevné fazi — antigelruhd protilatka je ztana
enzymem. Po odstrani nezreagovanéhHmnjugatu se fida substrat. Na konci
enzymoveé reakce zffime absorbanci produktu. MnoZzZstvi navazané¢eamé protilatky
je ameérné mnozstvi analytu ve vzorku [27, 28]. Schéma téetody je zobrazeno
na obrazku 7.

The Quantikine Human Pro-Cathepsin B ImmunoassayZigé specifické
monoklonalni protilatky pro katepsin B, které jspotazené na mikrotittai destéce.
Standardy i vzorky jsou pipetovany do jamek a kgddypmny pro-katepsin B je vazan
na imobilizovanou protilatku. Po promyti nenavazanysubstanci jsou enzymov
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spojené monoklonalni protilatky pro katepsin #dany do jamek. Nasleduje &pvné
promyti, po 8mz je ke kazdému nenavazanému protilatkovémidiu pridan do jamek
substratovy roztok. Po tomto kroku dochazi k bagexmene, ktera je rovna mnoZzstvi
k pro-katepsinu B navazaného v prvnim kroku. P&éitém case je barevna zma
zastavena pomoctiigludného stop-roztoku a jeji intenzita jectema [26].

Obrazek 7. Sendwova imunoanalyza pro stanoveni antigenu [26]

séTum
o e
o0 "
Y
pevna faze = navazanon phdani vzorkn L. imumologicka reakee —
1. protilatkou v nadbytku obsalupictho anhgen anhEen reaguje

s nnobilrzovznon profilatkou

enzvmem macend protilifs

promyvaci v w
roziok | o e >E *E
¥ »EXE
| I
o

¥

odstranéni nensvazanych pridani zmacens motiladey) 2. immnalesicka realice
souash séxa v madbytkn (2. protilatka) vazmik sendvicoveho irmmokemples
e I A .
| mamls E - sbsivat ’-/-"
| =
E — > _f/
"l fj 4
& & o
\ B 5 % | E ¥
Ny s Y Ny s &
SO T "‘--—-?L—d-" lnncembrare antigenu
odsiranéni nenavazansa mahkaém reakee - vyhodnoceni
madens protlathoy preména subsirat
na produkt

3.3 Pristrojoveé vybaveni

* Vodni vywva,

» Presrt nastavitelné mikropipety 4@ — 1000ul
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* Vortex,
* Centrifuga ALC 4214 (ALC International s.r.0.),
* Lednice Liebherr s monitorovanim teplot pomoci éysai Falcon,

» Spektrofotometr (Sunrise Absorbance Reader, Tecan).

Déle byl pouzit spaebni material, ktery je zapebi k provedeni metody, coz
zahrnuje eppendorfky, bufmu, Sptky (v zavislosti na objemu pipety) a ochranné

pomicky (rukavice).

3.4 Pracovni postup pro The Quantikine Human Pro-Cathegin B
Immunoassay

Krev pro gipravu séra se odebira do zkumavek se sé&piana gelem
a aktivatorem srazeni (prdipravu séra). Krev se neché pokojové teplot po dobu
30 minut srazet a poté se centrifuguje 15 mirfutlpO0 x g. Poté je sérum adeno
a bu’ maze byt vzorek ihned z#&en nebo je rozpipetovan dakolika vzorki
a zamrazenip-20°C. Rozpipetovanim prvotniho vzorku do vicenka je vyvarovano
opétovnému rozmrazeni-zamrazeni daného vzorku [26].

Pro vySeteni mai je nejvhodwjSi prvni ranni odér ze stedniho proudu, protoze
je tato m@ koncentrova&Si a ma nizsi pH. Mo se odebira do plastové zkumavky
tomu ukené. Ped samotnym odivpem by ng&ly byt genitalie omyté. V laboratiose m@
centrifuguje pro odstrani nezadouciclkiastic. Poté se tiie ma@ ihned stanovit nebo
stejre jako u séra rozpipetovat do jednotlivych vZoekzamrazit fi -20°C [26].

Pracovni postup zahrnuje nasledujici kroky:

1. Nejprve je pipraven standard pro-katepsin B, a to tak, Zenenku pidan 1 mi
destilované vody a necha se nejihé&b minut rozpoust. Pred pouZzitim se musi
jemrg promichat.

2. Pripravi sefedici kalibrator RD5-34 (1x) z koncentrovaného RBbiak, Ze
se naedi 10 ml tohoto kalibratoru s 10 ml destilovanéy.o

3. Nachystaji se vyS&ivané vzorky:

a. Moc¢: 100l vzorku mae jefedno 100ul fediciho kalibratoru RD5-34
(1x)

b. Sérum: 10ul vzorku séra jefed®no 190 ul koncentrovanymiedicim
kalibratorem RD5-34

32



Aktivita katepsinu B u karcinomu miového néchyie 3. Material, metody atstroje

4. Pripravi se kalibrani fada ze 7 bad pro zngteni kalibr&ni kiivky. Kalibrace
se fripravuje postupnyniedEnim. Do prvni zkumavky sefipia 360ul fediciho
kalibratoru RD5-34 (1x) (u m#®) nebo koncentrovanéhiediciho kalibratoru
RD5-34 (sérum) a to se smicha s@Ostandardu pro-katepsinu B. Do vSech
ostatnich zkumavek v kalibfai fact se napipetuje 20Ql odpovidajiciho
fediciho kalibratoru. Poté se z prvni zkumavky odeb200 ul do druhé
zkumavky a sekvem¢ se stejnym zjsobem n#edi ostatni standardy,
viz obrazek 8. Jako nulovy bod slouzi odpovidafadici kalibrator danému
vzorku (ma&, sérum). Na obrazcich 9 a 10 jsou ukazéatiklady kalibra&nich

kiivek pro sérum a nio

Obrazek 8. Hiklad sekvertniho redéni pri tvorb é kalibra éni k¥ivky [26]

200l  200puL  200pL 200uL 200 L 200 pL

;_/("}

10 5 2.5

: 1.25 0.625 0.313  0.156
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL

=

Obrazek 9. Fiklad kalibra éni k¥ivky pro sérum

Measurement data
\
\I
N
\
A
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Obrazek 10. Riklad kalibra ¢éni k¥ivky pro mo¢

e — e

o

Measurement data
|

0.5

oy

T
0 25

5
Concentration [ng/ml;
. G 1 [ng/mi] [

5. Pripravime si promyvaci roztok. Vzniknerezknim 20 ml koncentrovaného
promyvaciho roztoku do 500 ml destilované vody.

6. Pripravi se mikrotitréni destéka a necha se na ni pouze tolik dtriolik je
vzorki. Ostatni se vrati do folie, ktera je chrani pwtitkosti.

7. Do kazdé jamky seta 100ul fediciho roztoku RD1-34.

8. Do kazdé jamky sefjpa 50 ul standardu a vzorku. Poté se necha 2 hodiny
inkubovat pi teplot 2 - 8 °C.

9. Kazda jamka setyiikrat odsaje a promyjeffpravenym promyvacim roztokem.

10.Prida se 200ul konjugéatu pro-katepsinu B do kazdé jamky. Nechazsovu
2 hodiny inkubovat.

11.Kazda jamka sétyiikrat odsaje a promyjefipravenym promyvacim roztokem.

12.15 minut gred pouZzitim seifpravi roztok substratu (barevaidlo A, B), ktery
se musi chranitipd s¥tlem. Substrat fipravime smichanim barevnéhbimidla
A s barevnyntinidlem B ve stejném objemu (4 ml + 4 ml).

13.Do kazdé jamky seila 200l roztoku substratu. Inkubace trvd 30 minut
pii pokojové teplat a musi se chranited setlem.

14.Prida se 5Qul stop roztoku do kazdé jamky. Barva by s&arenmenit z modré
na Zlutou.

15.Vysledna barevna z¥mna na stripech je z#ena pomoci spektrofotometru

pii 540 nm nebo 570 nm.

Katepsin B je fi malignich procesech vyovan do meéi. Koncentrace

katepsinu B riZze byt v m@i zvySena diky glomerularni filtraci a také zaleaidiuréze.
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Korekce koncentrace katepsinu B vdnoa kreatinin je pdebna k eliminaci vlivu
diurézy [24]. Koncentrace katepsinu B vdéntedy byla vyjadena jakoug katepsinu B

na mmol kreatininu.

3.5 Stanoveni kreatininu

Kreatinin vznikd dehydrataci kreatinu, ktery je limwan z kreatinfosfatu
pii svalové c¢innosti. Koncentrace kreatininu v krvi je @ma svalové hmet
a nepodléha &Sim zménam, pouze viista F onemocwkni ledvin. Kreatinin je
vyuzivdn Kk vySdeni funkce ledvin, pomoci kreatininové clearancelikgpz je
bezpraho¥ vylucovan mgi. Ke stanoveni kreatininu v séru a vdnge pouzivaji
chemické a enzymové metody [29].

V této praci bylo pouZzito enzymatické metody, ktgedzaloZzena na kask&d
enzymovych reakci. V prvnim kroku je kreatiniflepeden na kreatin, ktery je pak
nasleds preveden enzymatickou reakci na kémé produkty (NAD, peroxid vodiku).
Konetné produkty jsou pak stanoveny fotometrickou re§&e;j.

Ke stanoveni kreatininu v mibbyla pouzita enzymaticka kreatindeaminazova
metoda. Tato metoda byla provedena na analyzatomiaALl800 (Siemens Medical,
Diagnostics, USA).

3.6 Statisticka analyza

Rozdily mezi jednotlivymi podskupinami byly testoyaneparametrickym Mann
Whitney U-testem. Hodnoty? < 0,05 byly povaZzovany za statisticky vyznamné.
K provedeni statistické analyzy ak vyjftani Mann Whitneyova testu byl pouZzit
program GraphPad Prism, verze 5.0.
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4  PACIENTI

4.1 Charakteristika pacientu

Vzorky maie a séra pacieints karcinomem mmvého néchyie byly zamrazeny
a udrzovany P teplot -70°C, dokud nebyly analyzovany. Koncentrace ksitep B
vmaii a vséru byla mkrena u 48 pacietit 32 muii a 16 Zen. Rmérny wek
sledovanych paciefitje 66,5 let. Kontrolni skupinu twito 30 zdravych jedint
(13 muz, 17 Zen, pimérny wk 59 let). Pacienti byli rozdeni do skupin
dle diferenciace tumoru (diferencované tumory - lgnade tumory a nediferencované
tumory - high grade tumory) podle invazivity na axwni (pT2, pT3 a pT4)
a neinvazivni tumory (pTa, pT1) [24]. Jednotlivépyynadofi moiového néchyre

jsou uvedeny na obrazku 11.

Obrazek 11. Typy nadofi mo¢oveho nméchyie [29]

I ] Mocovody
. Vnitini
Lamina » svalovina
ks at : Perivezikalni
I - ——  tukova
Uroteliu =T » vrstva
(mukodza) ™ =& .
: Metastazy
4 (Rektum,GIT aj.)
/
MoCova | Lg
trubice

T1-T4 - diferencované

T2-T4 - invazivni tumory E 5 ]
Ta, Tis - nediferencované

Ta,Tis,T1 —neinvazivni tumory

Charakteristika pacieltje shrnuta v tabulkack. 4 — 6. Referemi hodnoty
katepsinu B vm& a v séru byly pevzaty od dodavatele ELISA kitu. Refetan
hodnoty pro sérum katepsinu B jsou 27 — 1&fL, pro ma& jsou 0 — 2,54ug/L,
pro kreatinin jsou 5,7 — 14,7 mmol/L [26]. Vysled}spu vyjadeny jako paémér nebo

median, v zavorkach je uvedeno rézhodnot.
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Tabulka ¢. 4.: Charakteristika pacienti a kontrolni skupiny
Kontrolni skupina Pacienti
(N=30) (N=48) P — hodnota
MuZi/Zeny 13/17 32/16 -
o o 59,2 66,5
Primérny vék (rozsah) (28 - 92) (43 - 83) -
S-katepsin B (ug/L) 75,52 81,15 0.90
Median (rozsah) (43,44 — 163,88) (0-188,72) ’
U-katepsin B (ug/L) 1,48 6,42 <0.0001
Median (rozsah) (0,42 — 16,78) (1,07 — 26,296) '
U-kreatinin (mmol/L) 7,35 8,08 0.86
Median (rozsah) (3,00 — 28,20) (1,1 -28,3) '
U-katepsin B/U-kreatinin
. 0,20 0,83
(ng/mmol kreatininu) - = < 0.0001
Median (rozsah) (0,07 - 2,21) (0,144 —9,985)

HodnotaP je vypaitena z Mann-Whitneyova testu, U-katepsin B — katePsy mati, S-katepsin B —

katepsin B v séru.

Tabulka ¢. 5.: Charakteristika pacienti podle diferenciace a invazivity tumoru

Low grade High grade Neinvazivni Invazivni
(N=11) (N=37) (N=19) (N=29)

Muzi/Zeny 9/2 23/14 13/6 19/10
Pramérny vék 69.6 65.6 68.8 65.0
(rozsah) (52 -80) (43 -83) (56 — 80) (43 -83)
S-katepsin B (ug/L) 81.98 80.32 80.32 84.78
Median (rozsah) (0 -140,86) | (30,16 —188,72) (0—188,72) | (44,64 — 164,32
U-katepsin B (ug/L) 4.09 6.99 4.10 8.03
Median (rozsah) (1,07 -20,00)] (1,32-26,30) | (1,07 —20,00)| (1,51 -26,30)
t’m':;i‘li/tﬂ;"” 8.00 8.16 8.30 7.72
Median (rozsah) (3,80 -21,00)| (1,10-28,30) | (3,90-16,10) (1,10-21,00)
U-katepsin B/U-
kreatinin (ug/mmol 0.49 0.87 0.52 1.47
kreatininu) (0,21 -3,02) (0,14 —9,99) (0,14 — 2,50) (0,21-9,99)
Median (rozsah)
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Tabulka €. 6.: Charakteristika pacienti podle invazivity v low grade (LG) a high
grade (HG) skupiné pacienti

Invazivni tumory Invazivni Neinvazivni Neinvazivni
v LG tumory v HG | tumory v LG tumory v HG
u pacient u pacient u pacient u pacient

(N=2) (N=27) (N=9) (N=10)
Muzi/Zeny 2/0 17/10 712 6/4
Primérny vek 61.0 65.3 71.6 66.4
(rozsah) (52-70) (43 -83) (62 —80) (56 - 82)
S-katepsin B (ug/L) 87.19 84.78 91.98 75.51
Median (rozsah) (59,74 — 114,64) (30,16 — 164,32) (0 - 140,86) | (41,40 — 188,72
U-katepsin B (ug/L) 8.72 8.03 3.56 4.41
Median (rozsah) (5,97 -11,46) | (1,51-26,30) | (1,07 —-20,00) (1,32-9,22)
fmﬁi‘;ﬂ;"” 12.4 7.72 8 8.71
Median (rozsah) (3,80-21,00) | (1,10-28,30) | (4,20 —15,97) (3,90 - 16,10)
U-katepsin B/U-
kreatinin (pg/mmol 1.65 1.47 0.49 0.54
kreatininu) (0,28 —3,02) (0,21-9,99) | (0,21-2,50)| (0,14 -1,18)
Median (rozsah)
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5 VYSLEDKY

Hladina katepsinu B v ndoi v séru u pacierits karcinomem mimvého néchyre
byla zvySena oproti kontrolni skugirfpro katepsin B v mo byla hodnotaP < 0.0001,
pro pongr katepsinu B/kreatinin v n# byla hodnotaP < 0.0001), jak je uk&zano
v tabulcec. 4. V tabulces. 7 jsou shrnuty vysledky statistického porovnéatiepsinu B

v jednotlivych skupinach vzhledem ke kontrolni sikgp

Tabulka ¢. 7.: P - hodnoty Mann Whitneyova testu ziskanépii porovnavani
vysledkia koncentrace katepsinu B a kreatininu mezi skupinam pacienti

a kontrolni skupinou

Skupina P — hodnota ziskana pi porovnani s kontrolni skupinou
pacienti S-katepsin B U-katepsin B | U-kreatinin | U-katepsin B/U-kreatinin
Low grade 0.8637 0.0036 0.9063 0.0009
tumoru
High grade 0.6465 < 0.0001 0.7863 < 0.0001
tumoru
Neinvazivni 0.7615 0.0012 0.5586 0.0003
tumory
Invazivni
tumory 0.6840 < 0.0001 0.8675 < 0.0001
Inva2|\\//r|1_||ct£‘umory 0,7174 < 0.0001 0.8604 < 0.0001
Neinvazivni
tumory 0.7366 0.0164 0.8939 0.0026
vLG
Neinvazivni 0.8945 0.0076 0.3026 0.0083
tumory v HG

HodnotaP je vypaitena z Mann-Whitneyova testu. Signifikantni vyskegdou tiené vyznaeny.

U high grade je pomr katepsinu na kreatinin v mio(P < 0.0001) a hladina
katepsinu B v md& (P < 0.0001) vyznamh zvySena oproti kontrolni skuginU low
grade tumoru byla vyznararzvySena hladina katepsinu B v éh¢P = 0.0036) a poir
katepsinu B na kreatinin v rio(P = 0.0009). Hladina katepsinu B v séru high grade
a low grade tumoru neni zvySena. Mediany jsou zehma v tabulcet. 5. a vysledné
P — hodnoty jsou v tabulag 7.

V tabulce¢. 6 jsou shrnuty hodnoty tykajici se invazivityowl grade a high
grade skupi& pacienti. Jak je vidt vtabulce ¢. 7., u pacierit s invazivnim
diferencovanym tumorem je vyznamny rozdil v gom katepsinu B na kreatinin
v mai (P < 0.0001) a hladinkatepsinu B v m@ (P < 0.0001). Invazivni tumor u low

grade pacierit nemohl byt stanoven Zidodu malého p&u jedind@ ve skupii.
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U pacientt s nediferencovanym neinvazivnim tumorem je vyznamuzdil v pongru
katepsinu B na kreatinin v o (P=0.0026) a hladih katepsinu B v md&
(P=0.0164). U neinvazivniho tumoru v high grade sk&mpacient je vyznamny
rozdil v hladirt katepsinu B v m& (P = 0.0076) a v pokru katepsinu B na kreatinin
v maei (P = 0.0083). Koncentrace katepsinu B v séru u inwdzh i neinvazivnich

tumorn nebyla statisticky vyznangrodliSna.
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6 DISKUZE

Cilem této prace bylo stanoveni koncentrace katap8 v ma@i a v séru
u pacient s karcinomem mamvého néchyre. Ziskané vysledky lIze nasledmyuZit
v monitorovani a v diagnostice onemeei k ugeni miry diferenciace a invazivity
nadoru. Divodem stanoveni koncentrace katepsinu B, jako tawédro markeru
pro vySeteni karcinomu m&ového nichyie, je optimalizace diagnostiky toho
onemocgni a také to, Ze praci zabyvajici se touto probtikma neni mnoho.
U nadorovych procésje katepsin B exprimovan a podili se na progiady tumoti
(prsa, plice, kolorektalni karcinom, gliomy, prdaa)aVe srovnani s kontrolni skupinou
je katepsin B v m& u karcinonii zvySeny. Uvedené vysledky odpovidaji vyshauk
doposud publikovanych studii, které se zabyvajiviakti a koncentraci katepsin
u karcinomu meového néchyre. Nag. jedna ze studii zabyvajici se zvySenou expresi
katepsinu B u karcinomu mioveho néchyie s invazivitou nadoru, prokazala korelaci
diferenciace s progresi tumoru. Ve vysledku bylgSena exprese katepsinu B vice
u invazivniho karcinomu nez u povrchového tumorwowého néchyre. V této studii
byl katepsin B ve tkani stanoven imunohistochemickynetodami a Western blotem
[31].

Koncentrace katepsinu B v séru koreluje s difemarickarcinomu mé&ového
meéchyfe a tuto korelaci fikeme nalézt i pro hladinu katepsinu B vdan@P = 0.0036
aP <0.0001) a s po#énem U-katepsin B/U-kreatininP( = 0.0009 aP < 0.0001).
Korelace katepsinu B v séru s diferenciaci nadakaenbyt podptena tim, Ze invazivni
high grade karcinomy mndového nchyfe jsou casto asociovany s metastazami
v lymfatickych uzlinach a v pletenci panevnim (25 Wech invazivnich tumay
se vzdalenymi metastdzami do plic, jater, kosula centralniho nervového systému,
coZ predstavuje vysoky stupeangioinvazivity [32, 33]. Vysoky stugieangioinvazivity
vede ke zvySeniipnosu katepsinu B cévniésbu, ¢imz dochazi k ndistu jeho
koncentrace v séru. Elevace katepsinu B v sériyjaammt nizSi nez v mé (pro ma
je median = 1.48.g/l vs. 6.42ug/l, P < 0.0001; pro sérum je median = 75§/l
vs. 81.15ug/l, P = 0.90). Tento fedpoklad je podgen tim, Ze ze skupiny 37 paciént
s high grade tumorem ma 27 pactentvazivni high grade karcinom rmvého
méchyie a 18 znich m& high grade karcinom ¢oeeho nEchyre spojeny
S metastdzami. £¢hto vysledk vyplyva, Ze odpovidajici diagnostické vysledky
poskytuje pordr katepsinu B a kreatininu v rio Katepsin B je vyldovan
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pii malignich procesech do ®io Jeho koncentrace ibe byt v maéi zvySena diky
glomerulalni filtraci a také zalezi na diuréze. &are koncentrace katepsinu B vdno
na kreatinin je pagebna k eliminaci vlivu diurézy.

Neprikazné vysledky koncentrace katepsinu B Wimd&oreluji s vysledky
publikovanymi v jinych studiich. Publikované vyskedukazuji rozsahP - hodnoty
aktivity katepsinu B v mé& mezi 0,1 az 0,28 podle diferenciace karcinomwaného
meéchyre [34]. Podob#é v dalSi studii je rozsaR — hodnot pro aktivitu katepsinu B mezi
0,43 a 0,557 [35].

Koncentrace katepsinu B v @iokoreluje s invazivitou tumoru. Koncentrace
pontru katepsinu B/kreatinin v nd0 a katepsinu B v mo jsou vyznamg zvySené
u pacient s invazivnim tumoremR < 0.0001 & < 0.0001). Naopak hladina katepsinu
B v séru neni vyznandrrozdilnd P = 0.6840) Tyto vysledky koreluji s vysledky jinych
studii. Napiklad jedna ze studii ukazuje korelaci exprese Zgsmlnich
proteolytickych enzyri katepsiii B, H a L s progresi nadoru trznych novotvarech.
Jednotlivé katepsiny byly stanoveny v&napektrofluorometrickou metodou. V této
studii bylo zjiStno, Ze invazivita i diferenciace karcinomu ¢owého néchyie koreluje
s katepsinem L, ale nikoliv s katepsiny B a H [36].dalSi studii byla prokadzana
pozitivni asociace katepsinu B v tkani s invaziviidiigh grade tumoru [37]. Gltyto
studie demonstrovaly zvySenou expresi katepsinur®azivniho karcinomu mmvého
méchyie. Op&né vysledky prezentuje studie autoSvatek et al.,, 2008, ktera
neprokazuje Zadnou vyznamnou aktivitu katepsino/sejici s tumorem [35].

Vztah mezi koncentraci katepsinu B u zdravych jedia pacient miuze byt
vyznamny v gkolika aspektech. Pro diagn6zu primarniho tumotetr¢ screeningu, je
dulezité prvotni stanoveni koncentrace katepsinu Bigméa Wi¢i populaci zdravych
jedinai. V dalSim kroku je porovnavana koncentrace katepBi u pacierit s recidivou
(predevsim u povrchovych nadopo transuretralni resekci) a relapsem oneréaicn
u pacient po cystektomii. Toto porovnani je vyuZzito k diagtice karcinomu
mocového michyre. Diky tomuto miZzeme pedpokladat redukci kontrol pomoci
cystoskopie.

K posouzeni vySe uvedenych asgekiztahu katepsinu B s diagnostickym
procesem je pégéba stanovit hodnoty cut-off. Hodnoty cut-off gérum i mé byly
spaitdny z maximalni specificity, senzitivity a pretikai hodnoty. Diagnostick&
specificita katepsinu B pro miobyla 87% s pozitivni prediktivni hodnotou 76%.
Specificita pro pordr katepsinu B na kreatinin v riobyla 89% s pozitivni prediktivni
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hodnotou 77%. Specificita pro katepsin B v séruab9P% s pozitivni prediktivni
hodnotou 83%][24]. Tyto vysledky potvrzuji vyznam katepsinu Bdwagnostice
karcinomu moéového néchyre, ale vzhledem k nizké senzitivif33 — 59%) se nehodi
ke screeningu.

M¢eteni koncentrace katepsinu B véEén@ jeho pomdr vztaZzeny na kreatinin
vmaii mizZze byt potencialnim tumorovym markerem u paciestkarcinomem
mocoveho néchyre.
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7 ZAVER

Enzymatické stanoveni koncentrace katepsinu B \in@ ugeni pondru
katepsinu B na kreatinin v miioje vhodnou metodou pro diagnostiku karcinomu
mocového ngchyre.

Koncentrace katepsinu B v @ioa pongr katepsinu B na kreatinin v réiojsou
zvySené u paciefit s karcinomem mimveho mndchyire. NejlepSim ukazatelem
piitomnosti karcinomu mmvého mEchyfe je stanoveni po¥ru katepsinu B
na kreatinin v m&i. U invazivnich a diferencovanych nadqge vhodné stanovit hladinu
katepsinu B v m& a pongr koncentrace katepsinu B na kreatinin vém#&oncentrace
katepsinu B v séru u invazivnich i neinvazivnicmeam nebyla statisticky vyznangn
odlisna.

Katepsin B je vhodnym markerem pro diagnostiku eliéiniho karcinomu
moc¢oveého michyie a koncentrace v mib velmi dolre koreluje s diferenciaci

a invazivitou.

44



Aktivita katepsinu B u karcinomu niového n¥chyie

8. Seznam pouzitych zkratek

8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABO
ATP
BLCA 4
C

CK
CR-5
CTSB
DNA
EBV
ECM
ELISA
Ets
FGFR3

Gl

G2

G3

HG
H-RAS
INK4A
LeX
LG
MMP
MPR
MRNA
MX
MO

M1

NAD
NMP22
NX

Systém krevnich skupin

Adenosintrifosfat

Bladder cancer 4

Cytosin

Cytokeratin

Cytokeratin 5

Gen pro katepsin B

Deoxyribonukleova kyselina

Epstein Barr virus

Extracelularni matrix

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

Transkripni faktor

The fibroblast growth factor receptor 3

Guanin

Dole diferencovany nador

Stedre diferencovany nador

Malo diferencovany nador

High grade tumor

Harvey rat sarcoma

Gen v povrchovém nadoru ravého néchyre

Hodnoceni krevnich skupin dle Lewis

Low grade tumor

Matrix metalloproteinase

Mandoza 6-fosfat kindzovy receptor

Messengerova ribonukleova kyselina

Vzdalené metastazy nelze hodnotit

Bez vzdalenych metastaz

Vzdalené metastazy

Paiet jedind

Nikotinamid adenin dinukleotid

Nuclear matrix protein 22

Regionalni mizni uzliny nelze hodnotit
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NO
N1

N2

N3

pH

PI3K
proMMP
prouPA
PTEN
pTO

pT2

p63
RB

Regionalni mizni uzliny bez metastaz

Metastaza v jediné mizni uztimalé panve (hypogastrické,
Obturatorové, zevni ilické nebo presakraini)

Metastdza ve vi¢etnych miznich uzlinach malé panve
(hypogastrickych, obturatorovych, zevnich ilickyoébo presakralnich)
Metastaza ve spaieé ilické mizni uzlig (uzlinach)

Vodikovy potenciél

PI3 kindza

Matrix metalloproteinase zymogen

Proenzyme urokinase-type plasminogen activat

Gen pro tyrosinfosfatazu

Ozn&eni pro negativni histologicky nalez primarniho tumpi jeho
patologické klasifikaci

Oznéeni pro pozitivni histologicky nalez primarniho tom @i jeho
patologické klasifikaci

Protein 63

Retinoblastoma

S-katepsin B katepsin B v séru

tPA
TP53
TUR
TNM
™
X
TO
Ta
Tis
T1
T2
T2a
T2b
T3
T3a
T3b

Tissue Plasminogen Activator, tkévy aktivator plazminogenu
transuretralni resekce nadoru

Klasifikace nadat, T — tumor, N — uzliny, M — metastaze
Tumorovy marker

Primérni nador nelze hodnotit

Bez zndmek priméarniho nadoru

Neinvazivni papilarni karcinom

Karcinom in situ

Nador postihuje subepitelialni vazivo

Nador postihuje svalovinu

Nador postihuje povrchovou svalovinu (Emitpolovinu tlougky)
Néador postihuje hlubokou svalovinu (zevni paiomloud’ky)
Nador postihuje perivezikalni tké&n

Mikroskopicky

Makroskopicky (extravezikalni masy)
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T4 Nador postihujedkterou z nasledujicich struktur: stroma prostaty,

Semenné wky, délohu, pochvu, $hu panevni, ghu isni

T4a Nador postihuje stroma prostaty, semengkwaklohu nebo pochvu
T4b Néador postihuje panevnésti nebo BSni sénu
uUiCC International Union Against Cancer

U-katepsin B katepsin B v mip

UP Uroplakin

uPA Urokinase-type plasminogen activator, Urokingzo
aktivator plasminogenu

UTR Nepekladana oblast
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