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Stanoveni koncentrace survivinu a livinu v séru ¢i moci
a efektivni diagnostika karcinomu mo€ového méchyre
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SOUHRN

Cil prdce: Hodnoceni stanoveni koncentrace survivinu a livinu v moéi a séru u jedincl s karcinomem mocového
méchyre. Survivin a livin jsou inhibitory apoptdzy, které hraji vyznamnou roli ve zménach bunééného cyklu pfi malignim
bujeni.

Typ studie: Prospektivni studie.

Nézev a sidlo pracovisté: Oddéleni laboratorni mediciny Nemocnice Sternberk; Urologicka klinika Fakultni nemocnice
Olomouc.

Materidl a metody: VySetfili jsme 96 osob, z toho 64 jedincl s prokdzanym karcinomem mocového méchyfe nebo
karcinomem mocového méchyre v anamnéze a 32 osob s benignim urologickym onemocnénim. U vSech byla provedena
cystoskopie a stanoveni koncentrace survivinu a livinu v krvi i moci (R&D, USA, ELISA).

Vysledky: Survivin a livin v mo¢i — ani jeden z vySetfenych jedincd nemél méfitelné hodnoty survivinu nebo livinu, a to
ani v pfipadé, ze byla mez detekce snizena na hodnoty 100 ng/l pro survivin a 30 ng/l pro livin. Survivin a livin v séru —
ani jeden z pacientll nemél ani méfitelné hodnoty livinu v séru. Pouze dva pacienti méli méfitelné hodnoty survivinu
v séru; ani v jednom pfipadé neslo o pacienty s karcinomem mocového méchyre.

Zaveér: Stanoveni koncentraci survivinu a livinu v séru a moci (ELISA) nelze vyuzit k diagnostice pacientt s karcinomem
mocového méchyre.

Klicova slova: survivin, livin, apoptéza, karcinom mocového méchyre, cystoskopie.

SUMMARY

Stejskal D., Fiala R.: Determination of the concentration of survivin and livin in serum or urine and the effective
diagnostics of bladder cancer

Objective: Evaluation of livin and survivin measurement in sera and urine in individuals with bladder cancer. Apoptosis
inhibitors survivin and livin play a critical part in cell cycle progression of cancer.

Design: Prospective study.

Setting: Department of Laboratory Medicine, Hospital Sternberk; Urology Clinic, Faculty Hospital Olomouc.

Material and Methods: We tested 64 patients with verified documentation cancer or bladder cancer in anamnesis and
32 patients with benign urological diseases. Cystoscopy and blood and urine measurement of survivin and livin
concentration were performed in all of probands (R&D, USA, ELISA).

Results: Urine survivin and livin concentrations were not detecable in both groups even if detection limit of survivin and
livin was reduced to 100 ng/l for survivin and 30 ng/l for livin.

Serum surviviun and livin: Livin was not detectable in the serum in all patients. Only two individuals had measurable
serum survivin values but they had other diagnosis than bladder cancer.

Conclusion: Survivin and livin concentration measurement in serum and urine (ELISA) are not able to get diagnosis in
patients with bladder cancer.

Key words: survivin, livin, apoptosis, bladder cancer, cystoscopy.

Uvod

Urotelidlni karcinom mocového méchyfe je one-
mocnéni s variabilnim klinickym pribé&hem, které té-
mérf u 60 % pacientd vykazuje tendenci k asnému
relapsu [1].

Pfi diagnostice a dispenzarizaci pacientd s nadory
mocového méchyre jsou standardnimi diagnostickymi
postupy cystoskopie a cytologie. Cytologické vysSetre-
ni mGze byt zatizeno subjektivni chybou a je zavislé
na bezchybném zpracovani vzorku; vysledky byvaji
k dispozici nejdfive za 24 hodin a maji pomérné nizkou
specificitu (40-60 %) [2]. Cystoskopické vySetieni je
pro pacienta nepfijemné a zatézuijici.

Vzhledem k vy$e uvedenym skute¢nostem se hle-
daji nové pfistupy, které by umoznily diagnostikovat

s uspokojivou efektivitou pfitomnost nadord mocové-
ho méchyre.

Velky pocet studii se zamé&fuje na stanoveni vybra-
nych laboratornich ukazatelll v moci nebo krvi, jejichz
pfitomnost nebo urcita koncentrace by mohla byt do-
state¢né efektivni pro diagnostiku pfitomnosti tumoru
mocového méchyfe nebo by mohla poskytnout infor-
maci k vybéru adjuvantni terapie [3, 4].

Nedavno byly publikovany zkuSenosti s vySetienim
rady laboratornich ukazatel(, do kterych byly vkladany
pomerné velké diagnostické nadéje (TPS, BTA, telo-
meraza, NMP22, M344, hodnoceni aneuploidie chro-
mosomu 3, 7, a 17 a ztratu lokusu 9p21 metodou fluo-
rescencni in situ hybridizace, Immunocyt test atp.). Prvni
zavéry zminénych studii sice hovofily o snizeni frek-
vence cystoskopii pfi uspokojivé diagnostické efekti-



vité stanoveni téchto ukazatel(, dalsi prace vSak pred-
bézné zavéry nepotvrdily. Nepodafilo se prokazat, ze
by tyto ukazatele mohly nahradit cystoskopické vyset-
feni, pouze ve vybranych pfipadech ho doplfhovaly
[4,5,6,7,8,9, 10, 22, 36].

V posledni dobé se hovofi o moznosti stanoveni
exprese inhibitord apoptdzy, survivinu a livinu v moci,
kterd ma excelentni diagnostickou efektivitu pro dia-
gnostiku karcinomu mocového méchyre. Nejasna situ-
ace v8ak zUstava ohledné diagnostické efektivity sta-
noveni koncentrace téchto proteind. Z uvedeného
dlvodu jsme si polozili otazku, zda Ize pfi stanoveni
koncentrace survivinu a livinu v mo¢i a séru diagnosti-
kovat pfitomnost karcinomu mocového méchyre, re-
spektive zda miZze tato analyza nahradit cystoskopic-
ké a cytologické vySetrfeni.

Material a metody

Do studie bylo zafazeno celkem 100 pacient( Uro-
logickeé kliniky FN Olomouc. Z nich hodnotitelnych bylo
96, z toho 57 muzl a 39 zen. Primérny vék byl 65,1
roku (v rozmezi 19-94 roku).

Soubor pacientt

96 pacientl bylo rozdéleno do tfi skupin. Do prvni
skupiny bylo zafazeno 41 pacientd, ktefi méli cystosko-
picky prokézany a posléze histologicky potvrzeny tumor
mocového méchyre. Anijeden z nich nemélv anamnéze
radioterapii lokalni ¢i systémovou chemoterapii. Do dru-
hé skupiny bylo zafazeno 23 nemocnych, ktefi méli
v anamnéze histologicky prokézany karcinom a v dobé
odbéru moce meéli negativni cystoskopii i cytologii. Do
tfeti skupiny bylo zafazeno 32 nemocnych s jinym uro-
logickym benignim onemocnénim vyzadujicim cystosko-
pii, ktefi neméli tumor méchyfe ani v anamnéze.

Odbér vzorki

Mo¢ pacientu byla odebirana po o¢isténi vulvy nebo
zevniho Usti uretry na glandu pfed planovanou cysto-
skopii. Ze stfedniho proudu moce se naplnila zkumav-
ka moce. Jeji obsah byl rozdélen na 3 ¢asti. Prvni byla
vySetfena chemicky a mikroskopicky. Pokud byl vy-
sledek negativni, byla druha ¢ast vySetfena cytologic-
ky a tfeti po pfidani kapky Antilysinu a separaci
v chlazené centrifuze a zamrazeni transportovana na
Oddéleni laboratorni mediciny Nemocnice Sternberk,
p. 0., kde byla ulozena pfi -80 °C pro nasledné stanove-
ni koncentrace survivinu a livinu.

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

Stanoveni survivinu

VySetfeni bylo provedeno metodou ELISA, soupra-
vou firmy R&D (USA, Michigan) po predchozi validaci
soupravy (CV v sérii, n =10, 7,2 %; CV mezi sériemi,

n = 10, 9 % hodnoty; v moci byly u vybrané skupiny
pacientl se zanéty urotraktu nad mezi detekce). Jako
meéfici systém byla pouzita linka Marc002+Max (Dyna-
tech), ktera byla dodavatelem fadné validovana.
Vysledky vsak byly u fady pacientl nizsi nez mez
detekce metody, proto byla po konzultaci s vyvojovym
stfediskem firmy Biovendor laboratorni medicina, a. s.
(www.biovendor.com) snizena citlivost na 100 ng/l.

Stanoveni livinu

VySetfeni bylo provedeno metodou ELISA, sou-
pravou firmy R&D (USA, Michigan) po pfedchozi za-
kladni validaci soupravy (CV v sérii, n = 10, 4,2 %;
CV mezi sériemi, n = 10, 8,2 %; hodnoty v moci byly
u vybrané skupiny pacientd se zanéty urotraktu nad
mezi detekce).

Jako méfici systém byla pouzita linka Marc002+Max
(Dynatech), ktera byla dodavatelem fadné validovana.

Vysledky vSak byly u rady pacientl niz$i nez mez
detekce metody, proto byla po konzultaci s vyvojovym
stfediskem firmy Biovendor laboratorni medicina, a. s.
(www.biovendor.com) snizena citlivost na 30 ng/l.

Statistické zpracovani
Ke statistickému zpracovani mél byt pouzit software
Medcalc (Belgie).

Vysledky

V moci se nepodafilo nalézt méfitelnou hodnotu
survivinu a livinu ani u jednoho nemocného ze vSech,
a¢ byla pfedtim (pfi validaci soupravy) u pacientt
v riznych stavech nami stanovena (Slo o jedince se
znamkami zanétu urotraktu, respektive systémového
zanétu).

| pfi snizeni meze detekce se nepodafilo nalézt
u vySetfenych skupin pacientd méfitelné hodnoty.

Také v séru byly vSechny hodnoty survivinu pod
mezi detekce ve v§ech skupinach pacient(l. Pouze dva
pacienti z tfeti skupiny méli hodnoty zvySené. Pacient
se skler6zou hrdla mo¢ového méchyfe mél koncentra-
ci survivinu 54,3 ug/l a pacient s ureterolitiazou 1316
ug/l.

VSichni sledovani jedinci méli hodnoty livinu v séru
pod mezi detekce.

Diskuse

Nedavno bylo potvrzeno, Ze pfi nadorovém bujeni
hraji vyznamnou roli proteiny, které se nazyvaji inhibi-
tory apoptdzy. U ¢lovéka bylo popsano 6 typl téchto
proteind: HIAP-1, HIAP-2, XIAP, NIAP, survivin a livin
[19, 24, 25, 29].

Zvysena exprese survivinu byla opakované potvr-
zena u mnoha typ0 nador0 (prs, stfeva, slinivka, pro-
stata, neuroblastom, melanom, non-Hodgkinsky lym-
fom, zaludek, melanom, neuroblastom, mocovy méchyf
atp.) [11-15]. Tento protein byva omezené exprimovan
i v normalni tkani. Byla také prokazana pozitivni sou-
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vislost mezi expresi survivinu a progresi onemocnéni
[4, 14, 15, 16, 17].

Nedavno bylo popsano, ze jedinci s karcinomem
mocového méchyfe maji zvySenou expresi livinu
v tkanich karcinomu i moci; exprese livinu byla
z hlediska diagnostiky efektivnéjSi nez exprese survi-
vinu, a to v pfipadech hledani pacientli s moznym re-
lapsem tumoru [18-20].

Senzitivita i specificita exprese survivinu i livinu pro
karcinom mocCového méchyfe vykazovaly v pilotnich
pracich vyznamné vys$i hodnoty nez diagnosticka
efektivita jinych ukazatell (pohybovaly se mezi 95 az
100 %) [2, 4, 15, 16, 17, 19, 20, 24].

Stanoveni koncentrace survivinu v moci a séru vSak
bylo popsano pouze v nékolika malo publikacich; v fadé
pfipadd neni zfetelné definovana méfici technika [33]
a na rozdil od vysledk( se stanovenim jejich exprese
jde o zavéry velice rozporuplné a protifecici si. Diskre-
pance ve vysledcich rliznych autor( je pravdépodobné
dana rozdilnou méfici technikou, technologii analyzy
(vyuziti nejriznéjSich ,in house metod*), chybénim stan-
dardizace méfeni a sou¢asné také designem pouzitych
studii [4, 29, 34, 35].

V dostupné literatufe (napf. citace portalu PubMed)
nebyla v dobé popisovani zavér( této prace znama
zadna informace o moznostech nebo zkuSenostech
s mérenim koncentrace livinu v biologickych tekutinach.
Existuji pouze zminky o vyskytu protilatek proti tomu-
to proteinu u pacientt s fadou malignich chorob.

Vzhledem k tomu, Ze se nam podafilo od uznava-
ného vyrobce ziskat soupravu na stanoveni obou pro-
teind, v kontextu s informacemi odborné literatury jsme
zahdjili tento projekt. Nase ocekavani byla navic pod-
pofena uspokojivymi analytickymi charakteristikami
obou diagnostickych souprav, které jsme zjistili pfi je-
jich validaci. Podle naSeho nazoru, v souladu
s nékterymi recentnim publikacemi, nelze stanoveni
koncentrace téchto proteinli (na rozdil od méfeni jejich
exprese) vyuzit v diagnostice karcinomt mocového
méchyre.

Zavérem lze tedy konstatovat, Ze se nepodafilo pro-
kazat, ze je stanoveni koncentrace survivinu a livinu za
vyuziti metody ELISA pouzitelné jako diagnosticky uka-
zatel pfitomnosti ¢i monitorovani [é¢by karcinomd mo-
¢ového méchyre. Projekt byl z téchto ddvodd ukonéen.
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