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Sudhrn

Vychodiskd: Cielom pilotnej Studie bolo zistit, ¢i expresiu génov pre UP-Il a EGFR RT-PCR a imunohis-
tochemicky (IH) na vzorkach odobratych pred a po operacii mozno vyuzit ako potencialny nadorovy
marker na detekciu cirkulujucich nddorovych buniek (CNB) v periférnej krvi pacientov s TCC a vy-
sledky porovnat so standardnym histopatologickym vysetrenim. Materidl a metddy: 43 pacientov
(33 muzov a 10 Zien) s TCC o vo veku 37-85 rokov, priemer 65 + 12 rokov. Z nich 40 (93 %) malo TCC
mocového mechura, 2 (4,6 %) TCC oblickovej panvicky a 1 (2,3%) TCC mocového mechtra, moco-
vodu a obli¢kovej panvicky. V rdmci studie bolo odobratych 10 ml periférnej krvi pacientov pred a do
1 hod po operacii, imunomagneticky separované CNB a urcena expresia génov EGFR a UP-Il pomo-
cou RT-PCR. Nasledne bolo histopatologicky vysetrené TCC tkanivo, ur¢end endolymfatickd, intravas-
kuldrna a perineuralna invazia, expresia CK-7, CK-20, stromelysinu, Ki-67, p 53. IH bola vykonané aj na
vzorkach separovanej krvi pred a po operacii na pritomnost CNB farbenim hematoxylinom-eozinom
(HE) a podla Papanicolaua (PAP), ako aj na pritomnost expresie CK-7, CK-20. Vysledky: EGFR a UP-Il
boli exprimované u 24 z 35 (68,6 %) a u 19z 35 (54,3 %) vzoriek TCC tkaniva. EGFR nebol exprimovany
v Ziadnej vzorke krvi ani imuno-separovanych buniek. UP-Il bol exprimovany v 1z 19 (5,3 %) vzoriek
imuno-separovanych CNB ziskanych pred operaciou, ale v Ziadnej vzorke imuno-separovanych CNB
ziskanych po operacii (P < 0,9999). Expresia UP-Il bola detegovana v 2 z 32 (6,3 %) vzoriek krvi odob-
ratych pred operaciou a v 3 z 32 (9,4 %) vzoriek krvi odobratych do jednej hodiny po opera¢nom za-
kroku (P <0,9999). U 11 20 43 (25,6 %) pacientov sa pri histopatologickom vysetreni zistila invazia TCC,
z toho: u jedného intravaskuldrna, u 6 endolymfaticka, u jedného intravaskuldrna a endolymfaticka
a u 3 intravaskularna, endolymfaticka a perineuralna. Vysetrenie separovanej krvi pred a po operacii
farbenim HE a PAP a na CK-7, CK-20 bolo takmer vo vsetkych vzorkach negativne. Pri IH tkaniva TCC
na CK-7, CK-20, stromelysin bola pozitivita v 97,7 %, 74,4% a 97,7 %. Cytologické vysetrenie mocu
bolo pozitivne u 19 (50%) z pacientov a korelovalo s vys$im grade G3 u 20 (46,5 %) pacientov. Expre-
sia Ki-67 bola u pacientov s G3 (31,15 %) signifikantne vyssia ako u pacientov s G1 (7,53 %) (p < 0,01).
Pri skimani TCC tkaniva sa nenasiel signifikantny vztah medzi grade a expresiou p53 a stromelysinu.
Zdver: Testy neukazali zmeny expresie génov pre EGFR a UP-Il v periférnej krvi a v imuno-separova-
nych bunkach pacientov pred a po opera¢nom zakroku. Vysledky v tomto subore pacientov s TCC
s prevazne nizsim stadiom pTNM nepotvrdili vyskyt CNB TCC v periférnej krvi.
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DETEKCIA CIRKULUJUCICH NADOROVYCH BUNIEK V PERIFERNEJ KRVI U PACIENTOV S UROTELOVYM KARCINOMOM

Summary

Backgrounds: The aim of this pilot study was to investigate whether UP-Il and EGFR genes expression detection with RT-PCR and the use of im-
munohistochemistry methods on patient samples taken before and after surgery could be used as a cancer marker for detection of circulating
tumor cells in peripheral blood of patients with TCC. Another goal of this study was to identify whether surgery can influence the amount of circu-
lating tumor cells and to correlate the samples with standard histopathological staging. Materials and Methods: A total of 43 patients with histo-
logically proven TTC was enrolled in the study. There were 33 men and 10 women in the sample, mean age was 65 + 12 years (range 37-85 years).
Forty (93.0%) patients had TCC of the urinary bladder, 2 (4.6%) had TCC of renal pelvis and 1 (2.3%) had TCC of urinary bladder, urethra, and renal
pelvis. A sample of 10 ml of peripheral blood was collected from each patient before and within 1 hour after a surgery. Blood samples were used
for immunomagnetic separation of circulating tumor cells and determination of UP-Il and EGFR genes expression. Subsequently, cancer tissue
was processed, endolymphatic, intravascular and peritoneal invasion determined and CK-7, CK-20, stromelysin, Ki-67 and p53 expression evalu-
ated. Blood samples taken before and after the surgery were also subjected to immunohistochemical analysis using hematoxylin-eosin (HE)
staining and staining by Papanicolaus (PAP). CK-7 and CK-20 expression was also evaluated. Results: EGFR and UP-Il were expressed in 24 of the 35
(68.6%) and in 19 of the 35 (54.3%) cancer tissues samples, respectively. EGFR was expressed neither in blood samples nor in immuno-separated
cell samples. UP-Il was expressed in 1 of the 19 (5.3%) samples of immuno-separated cells acquired before the surgery and in no sample of
immuno-separated cells obtained after the surgery (P < 0.9999). Moreover, UP-ll was expressed in 2 of the 32 (6.3%) whole blood samples taken
before the surgery and in 3 out of 32 (9.4%) whole blood samples taken within an hour after the surgery (P < 0.9999). Histopathological examina-
tion showed TCCinvasion in 11 of the 43 patients: 1 patient with intravascular, 6 with endolymphatic, 1 with intravascular and endolymphatic and
3 with intravascular, endolymphatic and perineural invasion. Immunohistochemical examination of separated blood before and after the surgery
by PAP and HE staining, CK-7 and CK-20 expression were negative in nearly all samples. Immunohistochemical examination of TCC tissue showed
positive results in 97.7% for CK-7expression, 74.4% for CK-20 and 97.7% for stromelysin. Cytological examination of urine was positive in 19 (50%)
patients and correlated well with higher grade G3 in 20 (46.5%) patients. Ki-67 expression was significantly higher in patients with G3 (31.15%)
in comparison to patients with G1 (7.53%) (p < 0.01). There was no significant association between grade and expression of p53 and stromelysin
in cancer tissue. Conclusion: Our preliminary tests did not show any significant change to EGFR and UP-Il expression in peripheral blood and in
immuno-separated cells before and after a surgery. The results for a group of patients with lower pTNM grade did not confirm the presence of
malignant urothelial cells in peripheral blood.
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Vychodiska

Detekcia a molekulova charakteris-
tika cirkulujucich naddorovych buniek
(CNB) pri nadoroch urogenitalneho sy-
stému mdze mat vyuZitie v terapii a pro-
gnoze [1]. Skimal sa aj vplyv operécie na
rozsev CNB s tym, Ze chirurgicky vykon
neovplyvnil rozsev nadorovych bu-
niek. CNB sa nasli iba u pacientov s me-
tastdzami (MTS) [2]. Vo viacerych Studi-
ach bola pri nddoroch obliciek, prostaty
a urotelovych nadoroch (TCC) na de-
tekciu CNB pouzitd metdda RT-PCR (Re-
verse-Transcriptase Polymerase Chain
Reaction) [3,4]. KedZe PCR ma mnoho
obmedzeni, neustale sa vyvijaju nové

techniky detekcie CNB [5]. Pred analyzou
odobratych vzoriek sa pouzivala imuno-
magnetickd separacia intaktnych CNB
a mikro MTS. Obohatené frakcie sepa-
rovanych buniek sa potom mohli pouzit
nielen na RT-PCR detekciu nddorovych
buniek, ale aj na ich imunohistoche-
mickud ¢i imunocytochemicku analyzu
alebo pri réznych in situ hybridiza¢nych
technikach. Vyuzitie tychto metéd vedie
k presnejsej kvantifikacii a molekulovej
charakterizacii CNB.

Cielom tejto studie bolo zistit, ¢i je
mozné pouzit expresiu génov pre uro-
plakin-Il (UP-11) a receptor epidermal-
neho rastového faktora (EGFR) ako mar-

Tab. 1. pTNM klasifikacia a grade TCC u vysetrenych pacientov (n = 43).

kerov pre detekciu CNB v periférnej krvi
pacientov s TCC. Detekciu buniek u pa-
cientov s TCC sme uskutocnili v separo-
vanych vzorkdach krvi pred a po operacii
pomocou RT-PCR a imunohistochemic-
kymi metédami a vysledky sme porov-
navali s histopatologickym vysetrenim
vzoriek bioptického materialu s ur¢enim
grade a pTNM 3tddia, ako aj inych cha-
rakteristik, vratane cytologického vyset-
renia mocu.

Material a metédy

Do studie bolo zahrnutych 43 pacien-
tov (33 muzov a 10 Zien) TCC o vo veku
37-85 rokov s priemerom 65 = 12 rokov.

PTMN klasifikacia pocet (%) Grade Pocet (%)
Ta 22(51,2) Nx 1(2,3) MO 41 (95,3) G1 14 (32,6)
T1 4(9,3) NO 39(90,7) M1 2(4,7) G2 8(18,6)
T2 10 (23,3) N1 2 (4,7) G3 20 (46,5)
T3 3(7) N2 1(2,3) Gx 1(2,3)
T4 4(9,3)
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Tab. 2. Chirurgicka liecba pacientov
sTCC (n=43).

Terapia v ¢case odberu  Pocet (%)
TUR-B 29 (67,4)
nefroureteroktémia 3(7)
cystektomia 4 (9,3)
parcidlna cystektomia 3(7)
chirurgicka exploracia 4(9,3)

TUR-B = transuretralna resekcia
tumoru mocového mechura

Z nich 40 (93 %) malo TCC mocového
mechura, 2 (4,6 %) TCC obli¢ckovej pan-
vicky a 1(2,3 %) TCC mocového mechdira,
mocovodu a obli¢ckovej panvicky. pTNM
klasifikacia je uvedena v tab. 1 a sp6-
sob liecby v tab. 2. Pred operaciou a po
jej ukonceni do jednej hodiny bola
odobrand z periférnej zily krv po 10 ml.
Okrem toho bol odobraty z TCC bio-
pticky material na histologické vysetre-
nie s ur¢enim grade, endolymfatickej, in-
travaskularnej a perineurdlnej invazie. Pri
imunohistochemickej analyze bioptic-
kého materidlu sa urcovala expresia cy-
tokeratinu 7 (CK 7) metédou OV-TL12/30
Biogenex; cytokeratinu 20 (CK 20) po-
mocou IT-Ks20.8 Biogenex; Ki-67 pomo-
cou MIB-1 DAKO; MMP-11 (Stromely-
sin 3) SL3.05 NeoMarkers; p53 pomocou
CB 11 Biogenex. V separovanych bun-
kach z odberu krvi pred a po operacii sa
okrem expresie EGFR, UP-Il imunohis-
tochemicky vysetrili HE, PAP, CK 7 opét
pomocou OV-TLT 12/30 a CK 20 testom
IT-Ks20.8 Biogenex.

Imunomagneticka separacia buniek

Pat ml periférnej krvi bolo pouzitych
na imunomagneticku separaciu buniek
pomocou CELLection™ Epithelial En-
rich kit (Invitrogen Dynal AS, Oslo, Nor-
way) podla navodu od vyrobcu. Obo-
hatené vzorky boli pouZité na detekciu
epitelovych nadorovych buniek a imu-
nocytochemické vysetrenia. 400 ul bun-
kovej suspenzie bolo centrifugovanych
na sklenenych dosti¢kach pokrytych po-
ly-L-lyzinom pocas 3 min pri 1 000 otac-
kach za minatu. Po odstraneni vacsiny
supernatantu boli dosti¢cky znova centri-
fugované pocas 1 min pri 2 500 otackach
za min. Po vyschnuti pri izbovej teplote,

ktoré trvalo 30-60 min, boli dosti¢ky vy-
stavené posobeniu konjugovanej pro-
tildtky — AE1/AE3. Potom boli nddorové
bunky vizualizované v reakcii s alkalic-
kou fosfatazou.

Izolacia RNA

Na geneticku analyzu bolo pouzitych
2 ml periférnej krvi odobratej pred a do
jednej hodiny po opera¢nom zakroku,
imunomagneticky separované bunky
a nadorové tkanivo odobraté pocas sa-
motného chirurgického zakroku. Krvné
vzorky (2 ml), separované bunky (cely
vytazok separdcie) a nadorové tka-
nivo (75 mg) boli ihned pouzité na izo-
laciu RNA s pomocou RNAgents® Total
RNA Isolation System (Promega Corp.,
Madison, WI, USA) podla navodu od
vyrobcu.

RT-PCR

Celkova RNA (100 ng) izolovand z krvi
zo separovanych buniek a nadoro-
vého tkaniva bola reverzne prepisana
do ¢cDNA s pomocou ImProm-lI™ Re-
verse Transcription System (Promega
Corp. Madison, WI, USA). RT prebie-
hala v reak¢nom objeme 20 pl s nasle-
dovnym zloZenim: 1x ImProm-II™ Re-
action Buffer, 0,5 pug Random Primer,
6 mM MgCl2, 0,5 mM dNTP, 20 U re-
kombinantného RNasin® Ribonuclease
Inhibitor a 1 pl ImProm-1I™ Reverznej
Transkriptazy. Na odhalenie pripadnej
DNA kontamindcie vzoriek bola pri RT
vzdy pouzita negativna kontrola bez re-
verznej transkriptazy.

V ziskanej cDNA sme kvalitativne ana-
lyzovali expresiu génov pre UP-Il a EGFR
pomocou metodiky PCR. Expresia pre-
vadzkového génu (houskeeping gene)
-aktinu bola pouzita ako interna kon-
trola Uspesnosti prepisu RNA a ndsled-
nej vytaznosti PCR. PCR prebiehala v re-
akénom objeme 50 pl s nasledovnym
zlozenim: 1x PCR buffer, 0,2 mM dNTP
(Jena Bioscience), 0,1 uM kazdého pri-
méru a 4 U DyNAzyme Il polymerdzy
(Finnzymes, Espoo, Finland). Na detek-
ciu expresie jednotlivych génov sme po-
uzili dvojice primérov, ako boli popisané
v praci Gazzaniga et al [6]: (a) B-aktin up-
stream, 5-TTAGCTGTGCTCGCGCTACT-
CTCTC-3" a B-aktin downstream, 5'-GT-
CGGATTGATGAAACCCAGACACA-3’; (b)

EGFR upstream, 5-CTTCTTGCAGCGA-
TACAGCTC-3" a EGFR downstream 5’-AT-
GCTCCAATAAATTCACTGC-3’; (c) UP-II
upstream 5-AACATCTCAAGCCTCTCT-
GGTCTG-3" a UP-Il downstream 5’-TG-
TGGACATTGGGATCTCTCTGCTG-3".
Teplotny profil PCR bol: pociato¢nd de-
naturdcia 95 °C na 2 min nasledovana
35 cyklami 94 °C na 1,5 min, 62 °C na
30 sa72°Cna2 min. Kone¢nd elongacia
bola pri 72 °C prediZené na 4 min. Pro-
dukty PCR boli elektroforeticky analyzo-
vané na 2% agarézovom géli. Velkosti
PCR produktov jednotlivych génov boli
nasledovné: B-aktin 168 bp, UP-11 322 bp
a EGFR 441 bp.

Statisticka analyza

Demografické udaje su uvadzané v tvare
priemer + smerodajnéa odchylka. Na po-
rovnanie vysledkov expresie jednotli-
vych génov vo vzorkach pred a po ope-
ra¢nom zadkroku sme pouzili parovy test
podla Liddella.

Statistickym programom na vyhodno-
tenie bol balik Arcus QuickStat Biome-
dical Version 1.1, build 137 (StatsDirect
Ltd., UK). Za signifikantné bolo povazo-
vané P < 0,05.

Zo 43 pacientov boli 35 pacienti sle-
dovani v obdobi 2-117 mesiacov s prie-
merom 30 mesiacov. Ostatni sa nezu-
castfiovali na kontrolnom vysetreni
na nasom pracovisku. Bez recidivy
TTC bolo 15 pacientov a recidivu malo
20 pacientov.

Studia sa uskuto¢nila so suhlasom
etickej komisie a od kazdého pacienta
bol pred odberom vzoriek, krvi a tka-
niva, ziskany informovany suhlas.

Cast biologického materialu bola zne-
hodnotena transportom, preto bola vy-
radend z vysetrenia a z tohto dévodu sa
porovnavali nerovnaké skupiny vzoriek
pacientov. Z finan¢nych dévodov chy-
balo pouzitie pozitivnych a negativnych
kontrol. Metodicky i$lo o jednoduché vy-
hodnotenie daného klinického stuboru
postupne lie¢enych pacientov s TTC na-
dormi tak, ako prichédzali na urologicku
kliniku.

Vysledky

Expresia B-aktinu bola zistena vo viet-
kych vysetrenych vzorkach TCC tkaniva
s pouzitim RT-PCR metddy detekcie ex-
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Tab. 3. Expresia génov pre EGFR a UP-II.
Vzorka Separované bunky Krv Tkanivo
Gén expresia pred OP po OP pred OP po OP
EGFR poz. 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 24 (68,6 %)
neg. 19 (100 %) 19 (100 %) 32 (100 %) 32 (100 %) 11 (31,4 %)
p* p*
UP-II poz. 1(5,3 %) 0 (0 %) 2 (6,3 %) 3(9,4 %) 19 (54,3 %)
neg. 18(94,7 %) 19 (100 %) 30 (95,7 %) 29 (90,6 %) 16 (45,7 %)
P >0,9999 P> 0,9999
P* = Uplne rovnaka expresia génov pred a po operdcii, OP = operacia, EGFR = epidermal growth factor receptor (receptor pre epi-
dermalny rastovy faktor), UP-Il = uroplakin 2

Tab. 4. Invazia TCC pri histopatolo-
gickom vysetreni (n = 43).

Typ Pocet (%)

L+V+P 3 (7,0)
L+V 1 (2,3)
L 6 (14,0)
Vv 1 (2,3)

L = endolymfaticka invézia, V = intra-
vaskularna invazia, P = perineuralna
invazi

presie génov, ¢o sved¢i o 100 % uUspes-
nosti pouzitej metddy. EGFR a UP-II boli
exprimované u 24 z 35 (68,6 %), resp.
u 19 z 35 (54,3 %) vzoriek TCC. V nasom
pripade testy nepreukdzali vyznamné
zmeny expresie génov pre EGFR a UP-II
v periférnej krvi a v imuno-separova-
nych bunkach pacientov pred a po
operacnom zakroku. EGFR nebol ex-

Tab. 5. Vysetrenie separovanych buniek z periférnej krvi pred a po operacii farbe-
nim HE a podla PAP a na CK-7, CK-20 (n = 40).

Pred operaciou Po operacii
Kategoria pozitivita negativita pozitivita negativita
HE 0 40 0 40
PAP 0 40 1 39
CK-7 1 39 0 40
CK-20 0 40 0 40

0 = negativny; 1 = pozitivny, HE = farbenie hematoxylinom-eozinom, PAP = farbenie
podla Papanicolaua, CK-7 = cytokeratin 7, CK-20 = cytokeratin 20

primovany v Ziadnej vzorke krvi ani
u imuno-separovanych buniek. UP-II
bol exprimovany v 1 z 19 (5,3 %) vzoriek
imuno-separovanych buniek ziskanych
pred operdciou, ale v Ziadnej vzorke zo
vzoriek imuno-separovanych buniek zis-
kanych po operécii (P < 0,9999). Expre-
sia UP-Il bola detegovana u 2z 32 (6,3 %)
vzoriek krvi odobratych pred opera-

1,13 1,13

CK7 CK20

F R it

M grade
M grade 2

M grade 3

Stromelysin

Graf 1. Grafické vyjadrenie vztahu medzi grade a CK-7, CK-20 a stromelysinom pri imu-
nohistochemickom vysetreni bioptického materialu. Pozitivita v rozsahu 0-3+ (n = 43).

ciou av 3z32(9,4%) vzoriek krvi odob-
ratych do jednej hodiny po operac-
nom zakroku (P < 0,9999) (tab. 3). U 11
zo 43 (25,6 %) pacientov sa pri histopa-
tologickom vysetreni zistila invazia TCC,
ztoho: u 1 intravaskuldrna, u 6 endolym-
fatickd, u 1 intravaskuldrna a endolymfa-
tickd a u 3 intravaskularna, endolymfa-
tickd a perineurdlna (tab. 4). Vysetrenie
separovanej krvi pred a po operdcii far-
benim HE a PAP a na CK-7, CK-20 bolo
takmer vo vsetkych vzorkach negativne
(tab. 5). Signifikantny vztah medzi grade
a expresiou p53 v nadorovom tkanive
svedc¢iacom o agresivite a malignom
potenciali nadoru sa nenasiel (graf 2).
Expresia Ki-67 (graf 3) bola u pacien-
tov s G3 (31,15%) signifikantne vyssia
ako u pacientov s G1 (7,53 %) (p < 0,01).
Tab. 6 dokumentuje vysetrenie bioptic-
kého materialu pri histopatologickom
vySetreni TCC na CK-7, CK-20 a stromely-
sin s pozitivitou v 97,7 %, 74,4 % a 97,7 %
(graf 1).V tab. 7 je cytologické vysetre-
nie mocu s pozitivnym alebo suspekt-
nym nélezom u 19 z 38 (50 %) pacientov,
¢o koreluje s vy$sim grade G3 u 20 zo 43
(46,5 %) pacientov.
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Diskusia

PretoZe UP, $pecifické transmembranové
proteiny, su pritomné len v bunkach
urotelu, detekcia génovej expresie UP
v krvi pomocou RT-PCR méze predstavo-
vat dolezitu informaciu pre diagnostiku
a terapiu TCC [7,8]. Vdaka tomu, ze UP
su vysoko konzervované a dobre expri-
mované v normalnych aj TCC bunkach,
su vhodnym kandidatom pre pouzitie
ako diagnosticky marker na detekciu
CNB u pacientov s TCC [9-11]. Metédu
RT-PCR mozno vyuzit k stanoveniu ex-
presie CK-20 v bunkach separova-
nych z moc¢u pacientov s TTC moco-
vého mechdura [12-14], ako aj z tkaniva
tumoru, normalneho urotelu, z vyplachu
mechura [15,16] ¢i z periférnej krvi, kost-
nej drene a lymfatickych uzlin [17-19].
Podobne ako u nasich pacientov, aj ini
autori potvrdili, Ze detekcia EGFR pozi-
tivnych buniek samotnych alebo v kom-
binacii s UP mala nizsiu hodnotu ako
pri kombindcii UP la/UP Il [20]. Detekcia
CNB u pacientov s MTS TCC a non MTS
TCC pomocou metddy CellSearch Assay
bola u8zo 14 (57,1 %) pacientov so vzdi-
alenymi MTS, ale u Ziadneho z pacientov
s non MTS TCC [21]. V inej $tudii pacien-
tov s MTS TCC boli CNB detekované u 14
z 33 (44%, 95%, Cl od 27-59%). Vacsia
zachytnost CNB bola pozorovana u paci-
entov s vacsim poctom MTS. Metdda by
mohla byt vyuzitd na monitorovanie od-
povede na chemoterapiu [22]. Napriek
tomu pozitivny vysledok detekcie CNB
u pacientov neznamend automaticky
pritomnost vzdialenych MTS, avsak pri-
tomnost tychto buniek v krvnom obehu
moze naznacovat bud nekompletnu
eradikaciu nadorového tkaniva, alebo
moznu existenciu vzdialenych MTS aj
u pacientov s klinicky nepreukdazanym
rezidudlnym nddorom [23]. Predpokla-
dali sme, Ze mnozstvo CNB v periférnej
krvi sa zvySuje u pacientov s pokrocilej-
$im pTNM stadiom, najma pri infiltruju-
cich a MTS nédoroch, pri vy$Som stupni
dediferenciacie nadorovych buniek
(grade) s pozitivnou cytolégiou v moci
alebo pri histopatologicky dokézanej
endolymfatickej, intravaskularnej, pe-
rineurdlnej invazii, ¢i pri dékaze niekto-
rych antigénov, ktoré svedcia o malig-
nom potenciali nddoru. Guzzo et al [24]
vysetrili 43 pacientov s TCC moc¢ového

20 - grade 1

grade 2

grade 3

Graf 2. Grafické vyjadrenie vztahu medzi grade a p53 (%) pri imunohistochemickom

vysetreni bioptického materialu (n = 43).
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Graf 3. Grafické vyjadrenie vztahu medzi grade a Ki-67 (%) pri imunohistochemickom

vysetreni bioptického materialu (n = 43).

Tab. 6. Imunohistochemické vysetrenie bioptického materialu pri histopatologic-
kom vysetreni na CK-7, CK-20, stromelysin, Ki 67 (%), p53 (%). Pozitivita v rozsahu

0-3+ (n=43).
Pozitivita CK-7 (%)
0 1(2,3)
1+ 7 (16,3)
2+ 7(16,3)
3+ 28 (65,1)

CK-20 (%) Stromelysin (%)
11 (25,6) 1(2,3)
21 (48,8) 15 (34,9)
9(20,9) 8(18,6)
2(4,7) 19 (44,2)

0 = negativny nalez; 1+ az 3+ : stUpajuca intenzita expresi

mechdra pred radikalnou cystektémiou
a detegovali CNB v periférnej krviiba u 9
(21 %) pacientov. Pritomnost CNB v pe-
riférnej krvi spolahlivo nepredpovedala
extravezikalne Sirenie nddoru alebo MTS
postihnutie lymfatickych uzlin (= pT3
alebo +LU: p = 0,576) s tym, ze senzi-
tivita (27 %), Specificita (88%) a pozi-
tivna predpovedana hodnota (78 %) boli
nizke. Preto sa CNB nezdali byt klinicky
uzito¢nym parametrom pre usmernenie

terapeutického rozhodnutia u pacientov
s menej pokrocilymi TTC nddormi moco-
vého mechura ako cT2 (< cT2).

Zistenie, ze pacient ma pozitivny vy-
sledok analyzy CNB v periférnej krvi pred
operaciou moze ovplyvnit rozhodnutie,
ktoré sa bude tykat samotného operac-
ného vykonu, jeho modality a vyberu
a niekedy aj indikacie systémovej che-
moterapie. V nasej klinickej praxi sme sa
stretli s pripadmi, ked' u pacienta s pre-
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Tab. 7. Cytologické vysetrenie mocu
u pacientov, n = 38 (%).

Pocet (%)
negativne 19 (50)
pozitivne 10 (26,3)
suspektné 9(23,7)
spolu 38 (100)

doperac¢ne klinicky nepreukdzanymi
MTS sa do Siestich mesiacov objavili
vzdialené MTS, pri¢om rozsiahla opera-
cia nepredlzila Zivot pacienta. Informa-
cia o pritomnosti ¢i nepritomnosti CNB
u pacientov by mohla byt v¢asnym indi-
katorom systémovej liecby.

V nasej studii sme mali minimalne
7 pacientov v Stadiu pT3-4 a 20 pacien-
tov s grade G3 (tab. 1), s endolymfatic-
kou a intravaskularnou invaziou (tab. 4)
a s dokazom CK-7, CK-20 a stromelysinu
¢i Ki-67 alebo p53 v nddorovom tkanive,
u ktorych sme eventualnu pritomnost
CNB v periférnej krvi opradvnene predpo-
kladali. U vacsiny pacientov sme urobili
TUR (29-67,4 %) tumoru s definitivnym
odetrenim a iba u 10 radikalnejsi vykon
(tab. 2). Analyzovali sme expresiu poten-
cialnych markerov (UP-Il a EGFR) CNB
u pacientov s TCC. Skimali sme, ¢i by
chirurgicky zakrok so sebou mohol pri-
niest riziko vysevu nadorovych buniek.
Preto sme vyuzili analyzu CNB v perifér-
nej krvi pred a po operathom vykone na
zistenie tejto eventuality. V skupine na-
Sich pacientov sme vsak nezistili signi-
fikantné rozdiely v expresii UP-Il a EGFR
a ani pri ostatnych ukazovatefoch pred
operaciou a po operacii a ani vimuno-
separovanych bunkdch, ani v krvnych
vzorkach. Aj ini autori na mensej sku-
pine vySetrenych pacientov usudili, Zze
pritomnost CNB korelovala s pokrocilym
stadiom ochorenia, ale u ziadneho pa-
cienta, u ktorého nenasli CNB pred ope-

raciou sa CNB neobjavili v priebehu ope-
racie — cystektomie [25]. V nasej zostave
pacientov s prevazne nizSim pTNM §ta-
diom ochorenia sme neboli schopni za-
chytit CNB, vratane pacientov s pT4 a ani
chirurgické vykony neviedli k rozsevu
nadorovych buniek.

Zaver

Vysledky nasej pilotnej studie ukazuju,
Ze u pacientov s nizsou pTNM klasifi-
kaciou bolo praktické pouzitie monito-
ringu CNB problematické a vyuZzitie de-
tekcie CNB v praxi si vyzaduje dalsie
systematické studium v homogénnejsej
skupine pacientov.
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