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POVZETEK

Namen diplomske naloge je bil ugotoviti, kakSerkj@icni pomen doldanja tumorskega
oznaevalca Cyfra 21-1 pri raku &ega mehurja. V ta namen smo statmsii ovrednotili
rezultate izmerjenih koncentracij Cyfre 21-1 v $eaul5 pacientov starih od 38 do 80 let, za

katere smo sumili, da imajo raka n&rsem mehurju.

V diplomski nalogi smo vrednosti koncentracij Cy&-1 dobili z meritvami opravljenimi na
ELISA analizatorju Personal Lab na uroloski klinikiKliniénem centru, ZaloSka cesta 7,

Ljubljana.

Na podlagi statisthe obdelave zbranih podatkov smo ugotovili, da ydr&21-1 s 50-
odstotno obutljivostjo in 100-odstotno spedtfiostjo dokaj dober tumorski oztevalec za
raka sénega mehurja. V nasi preiskovani skupini 15 paowefih je bilo 11, ki jim je bil rak
se&nega mehurja predhodno kirurSko odstranjen in Bodinadaljnji terapiji, ter 4, ki jim rak
mehurja Se ni bil odstranjen. Dva sta imela naprafdoobliko raka, dva pa raka véainem
stadiju. Vrednost Cyfre 21-1 je bila pri paciertimapredovalo obliko raka &&ega mehurja
mocno povisana, pri drugih dveh z rakom Wemem stadiju pa normalna. Na podlagi teh
rezultatov smo prisli do ugotovitve, da je CyfraRXklinicno pomembna le pri pacientih z
napredovalo obliko raka &ega mehurja, pri tistih z rakom véegnem stadiju pa ne. 1z
dobljenih rezultatov je bilo razvidno tudi to, daa Cyfra 21-1 zelo pomembno viogo pri
spremljanju uspesnosti terapije. Vrednosti Cyfrel2do bile pri vseh 11 pacientih, ki so bili

na terapiji in niso imeli raka, normalne.



ABSTRACT

The purpose of this thesis was to determine thaiceli meaning of defining the tumour
marker Cyfra 21-1 for bladder cancer. For this psg the results of the measured
concentrations of Cyfra 21-1 in the serum of 15gua$ between the ages of 38 and 80 years

were statistically evaluated; these patients wesemed to have bladder cancer.

In the thesis the concentration values of Cyfral2dere gathered with measurements done
on the ELISA analyzer Personal Lab at the urololyyiccin the Clinical centre (ZaloSka
Street 7, Ljubljana).

On the basis of the statistical analysis of thehgad information, Cyrfa 21-1 with 50%
sensitivity and 100% specificities proved to beather good tumour marker for bladder
cancer. Among all the patients in the research mithere were 11 of those, who were in
therapy and 4 of those, who had bladder cancer. pat@nts had an advanced stage of
bladder cancer and two had cancer in the earlyesfalge value of Cyfra 21-1 was highly
elevated with the patients with the advanced stdgeancer, while it was normal with the
other two patients with cancer in the early sta@e.the basis of these results a conclusion
was made that Cyfra 21-1 is clinically importantyofor patients with the advanced stage of
bladder cancer, but not for patients with cancaheearly stage. It is also visible from these
results that Cyfra 21-1 is highly important whemraimes to monitoring the efficiency of the
therapy. The values of Cyfra 21-1 were normal ailreleven patients, who were in therapy

and did not have bladder cancer.
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1. UVOD

1.1. SploSno o gdih

Ljudje vsakodnevno vhasamo v telo raaé snovi. Te snovi prehajajo v celice, ki s svojim
delovanjem iz njih proizvajajo koristne in Skodgiyprodukte. Koristne lahko telo ponovno
uporabi, zato le-te ostanejo v njem, Skodljive @zia nepotrebne snovi pa izio(1).
Poznamo Stiri nane izlocanja Skodljivin snovi. Prvo je izdihovanje, s kateizlocamo npr.
ogljikov dioksid. Drugo je izldanje blata, s katerim iztamo npr. Zaina barvila, ki nastanejo
pri razgradnji hemoglobina. Tretje je potenje, tekian prav tako izldamo odpadne snovi. In
najpomembnejSi¢etrti n&in izlocanja je uriniranje (2). Naloga &kekot najpomembnejSega
organa za izléanjeje izlotanje odvénih snovi iz telesa, kot so na primer Kanprodukti
presnove beljakovin (8aina, kreatinin) in izldanje telesu tujih snovi (zdravil, strupov).
Druga naloga je uravnavanje vode in elektrolitovelesu, saj iz telesa odstranjujejo ali
zadrzujejo vodo. Vzdrzujejo kislinsko-b&mb ravnovesje v krvi in imajo Se endokrine
funkcije. Tvorijo renin, eritropoetin, aktivhe oké vitamina D in prostaglandine (3). Renin

sodeluje pri uravnavanju krvnega tlaka, eritropoet spodbuja tvorbo eritocitov (4).

NajpomembnejSi del s@ sta ledvici, saj s pkaScevanjem Kkrvi proizvajata gein tako
odstranjujeta Skodljive snovi iz telesa (1). Prstaaku s&a sodelujejo trije mehanizmi. Prvi
je glomerularna filtracija, drugi je delna resojpajlomerularnega filtrata iz volumna tubulov
in tretji je tubulna sekrecija v &€3). Vsi trije mehanizmi potekajo v osnovnih stiwdih in
funkcionalnih enotah ledvic, ki se imenujejo nefrd vsaki ledvici jih je priblizno milijon.
Sestavljeni so iz ledimih telesc (glomerulus ali Malpighijevo telesce)l@dvicnih cewic
(tubulus), ki se zdruzujejo v ¥ funkcionalne enote. Ledine cevice so zgrajene iz treh
delov: proksimalni zviti tubul, Henleyjeva zanka dhstalni zviti tubul. Ledwino telesce
sestavlja klobi¢ kapilar, ki ga kot prazna in uveznjena Zoga ow@vmanova ovojnica
(kapsula). Njen notranji list se prilega ktotu kapilar, zunanji list pa se nadaljuje v legho
cewico. Kri iz drobne dovodne arteriole se filtrirakapilarnem klobi¢u ledvinega telesca,
nato pa odteka po odvodni arterioli. 1z filtrirakesi prehajajo voda in Skodljive snovi skozi
steno kapilar in notranjega lista bowmanove ova@nigroksimalno zviti tubul, ki izstopa iz
ledvicnega telesca (1). S filtracijo krvi skozi letwa telesca dobimo primarni seSkozi

ledvice tée vsako minuto okoli 1,2 litra krvi, tako da dnevnastane priblizno 180 litrov

1
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primarnega s&. Od tega se skozi proksimalne zvite tubule temléigeve zanke ponovno
resorbira nazaj priblizno 150 litrov, skozi distalnvite tubule pa Se dodatnih 28,5 litrov vode.
Tako pri prehodu primarnegacseskozi razline dele tubulov nastane kom se&, ki ga
dnevno izl@gimo okoli 1,5 litra (3). Kot je bilo Ze prej omenje, se s& tvori v ledvicah.
Ledvici sta parni organ fizolaste oblike in temm&de barve, ki v dolzino merita okrog 12
centimetrov (1). Lezita v trebusni votlini pod tt&mo prepono zadaj ob hrbtenici. Desna
ledvica lezi nekoliko nize od leve, ker jo odrivesdi jetrni rezenj. Zgornjemu delu ledvice se
prilega nadledvina Zleza, ki nima funkcionalne zveze z ledvico [£dvico od zunaj obdaja
vezivna ovojnica, v notranjosti pa se nahajatailedy skorja in sredica. Ledina telesca se
nahajajo v ledwini skoriji, ki je obrobni sloj ledvice. Eno ledwvio telesce je veliko le od 1 do
3 desetinke milimetra in je vidno kot zrno v leghi skorji. Zaradi tega ima ledtna skorja
videz drobno zrnate strukture. Pod skorjo se naledpcna sredica, ki je rad&aste barve in
je sestavljena iz 10 do 15 piramid. Vzdolz piramplekajo proksimalne zvite ledwie
cewice, ki se nadaljujejo naprej v Henleyjevo zank®,pt v distalne zvite céice, ki se
zlivajo v zbiralce. Vé zbiralc se nato zdruzi na vrhu piramid. Piramidriiovi so obrnjeni
proti ledvicnemu mehu, ki se podaljSuje v lettve ¢caSice. VcaSicah se zbira &gki priteka iz
odprtinic piramid. Leduwini meh se navzven nadaljuje &¥eeod. Séevoda sta zgtek sénih
izvodil, ki povezujeta ledvici s §aim mehurjem. Pri odraslem merita 25 do 30 centiovet
Steno séevoda sestavljajo zunanja plast, @i plast in sluzina plast. Zunanja plast veze
seevod z okolico, migna plast pa s kenjem potiska sev s&ni mehur. Séni mehur je
votel organ, katerega stena dovoljuje kepje od 300 do 350 mililitrov ga. Ima podobno
sestavo kot sevod, le da je stena debelejSa. Odtekanja ses€nega mehurja preptejeta
notranja in zunanja misSica zapiralka. Notranja mdka se sprosti pod vplivom raztegnjene
stene polnega mehurja, zunanja zapiralka pa pasgovplnasSe volje. Pri tem se niif@ v
steni mehurja skr in s& ste&e po sénici na prosto (1). Smica je izvodilo, ki se zme z
notranjim ustjem s@ice v mehurju in se v preddvoru noznice oziromgylaici spolnega
uda odpira na prostost z zunanjim ustjedng=e. Zgrajena je iz enakih treh plasti koteseod

in se&ni mehur. Zenska in mo3kaceica se razlikujeta. Zenskacdséca je dolga 3 do 4
centimetre in je anatomskockna od spolnih organov. Moskacsea pa meri priblizno 20

centimetrov in poteka skozi prostato in spolni 4 (
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1.2. Bolezni sél

Prav tako kot vse druge organe lahko tudilaeprizadenejo raztne bolezni. Pogosteje se
pojavljajo vnetja, stni kamni, akutna in krotdha odpoved ledvic, tumoriji, ciste, poSkodbe,

uhajanje séa ter prirojene nepravilnosti.

1.2.1. Vnetje

Do vnetja séil pride zaradi prodora bakterij skozicséco. NajpogostejSi povziédelji so
gram negativne bakterije kot dbscherichia coli, Enterokok, Pseudomonas, Proteus
Klebsiella Vnetje se pogosteje pojavlja pri Zenskah zareajsk sénice. Vnetja sé&l delimo
na vnetja spodnijih in vnetja zgornjincde Gnojno vnetje ledwinega parenhima se imenuje
akutni pielonefritis. Najpogosteje nastane zaragi@r§a vnetja iz mehurja, pri &ih kamnih

in po kateterizaciji. Prvi znaki vnetja so pogassein boléa mikcija, kasneje sledita Se visoka
vrocina in mrzlica. Bolnik navaja tope bdlae v ledvenem predelu, slabodpge, slabost in
bruhanje. Bolniku odvzamemocdseer pregledamo usedlinocse V usedlini je vidno veliko
Stevilo levkocitov ter veliko bakterij, zaradi tega potrebno narediti urinokulturo. Bolniku
predpiSemo kemoterapevtik, ki ga po dobljenih i#vidrinokulture lahko tudi zamenjamao.
Ce akutnega pielonefritisa ne zdravimo, lahko prgenastanka krodinega pielonefritisa.
Drugi mozni vzroki za nastanek krénega pielonefritisa so Se kamni v ledvici, prirgen
anomalije ali pa se razvije g@si brez jasnega akutnegaietka. Pri tej bolezni pride do
nastanka brazgotin v ledvici in do propada lédgga tkiva. Kotia se z majhno skeno
ledvico, kronéno ledvino odpovedjo in z zviSanim tlakom. Znaki krémega pielonefritisa
velikokrat niso znélni. Bolnik se dlje¢asa slabo pmiti, utrujen je, ima glavobol in visok
krvni tlak. V usedlini s& so vidni levkociti, eritrociti in bakterije. Zdremo ga s

kemoterapevtiki.

1.2.2. Séni kamni

Seni kamni nastanejo zaradi obarjanja normalnih s@staga, kot so mineralne soli in
organske snovi. Zaradi kamnov bolehajo priblizn8 Bestotki prebivalstva. Moski zbolijo
trikrat pogosteje kot zenske. Pri 30 do 50 odsko#e kamni ponovijo. Vzroki za nastanek
ledviénih kamnov so majhne kdélne koncentriranega &, spremenjen pH, zastojésein
vnetje. Priblizno 60 odstotkov kamnov je iz kadeigga oksalata, priblizno 30 odstotkov

kamnov pa iz trifosfata (vnetni kamni) in organskiamnov iz séne kisline in cistina je

3
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priblizno 10 odstotkov. Pri ledsmih kamnih prihaja do urolitiaze. NajpogostejSi krja
ledvicni napad. Zanj so ztidne neznosne bodte, ki trajajo po nekaj minut. Bolnik je
nemiren, prizadet, ne najde polozaja, v katerenodtal, obtajno tudi bruha. Kamni v
ledvicah so lahko razinih velikosti.Ce je kamen V@i od 1 centimetra, ga je treba odstraniti,
saj ni prtakovati, da se bo sam izib Danes kamne do velikosti 3 centimetre drobimog
telesa. Za to se uporabljaévezlicnin drobnikov. Pri tem nastane pesek, ki se z ramem
izlo¢i v nekaj tednih.Ce je kamen v8i od 3 centimetrov, ga zdrobimo endoskopsko ali
operiramo. Kamni v gevodu do velikosti 4 milimetre se izigp sami, vé&je od 5 milimetrov
pa moramo odstraniti ureterorenoskopsko, jih zdrobinaj telesa ali jih odstraniti z
operacijo. Kamni se prav tako lahko pojavijo v mgun se ne razlikujejo od kamnov
drugod v séilih. Kamen v mehurju raste, saj mu péaea prostata, zozitev pod mehurjem ali
motnja v praznjenju preptejejo, da bi se izldl. NajpogostejSi znak kamna v mehurju je
pogosta mikcija. Kamen zdrobimo ali ga odstranimodprto operacijo. Pogost zaplet pri

kamnih so vnetja ali led&ni zastoji.

1.2.3. Akutna ledvitna odpoved

Do akutne ledvine odpovedi (ALO) pride zaradi slabe prekrvavitivedvica ne dobi dovolj
kisika in hranljivih snovi, zato se okvari ledaa funkcija. Vzroki za nastanek ALO socjee
krvavitve, motnje delovanja srca, velike izgubeotéhe pri opeklinah, driskah, seftiem
Soku in pri hudih vnetjih. ALO poteka v ¥eazlicnih fazah. Zane se z oligourijo, preide v
anurijo in se nadaljuje v poliurijo ter v obdobjekonvalescence. ZmanjSana proizvodnja
s&a, t.i. oligourija, je ponavadi prvi znak ALO. Pedica oligourije je zviSanje kreatinina v
serumu in nastanek metabolne acidoze. V tej fatniglea previdno nadométi izgubljeno
tekatino, redno meriti elektrolite in uravnavati acidozZoliguricni fazi sledi anurija, to je
nezmoznost izléanja séa. Bolnik izlati manj kot 100 mililitrov s&a na dan. Anurija se
nadaljuje v poliurijo. V tej fazi pride do prekonmer tvorbe s&a in normalizacije led¢ne
filtracije. S& je razreden, saj ni reabsorbcije filtrata. &®i se zéne vra&ati tubularna
funkcija, koliécina s€a se zmanj3a in ledvici ponovno izita koncentriran geCe oliguriéne

faze ni mogoe prevesti v poliutino, je treba z&eti z dializo.



Diplomsko delo Mateja Kukovec

1.2.4. Kroni¢na ledvicna odpoved

Poleg akutne ledvne odpovedi poznamo tudi krénb ledviéno odpoved (KLO). KLO je
posledica zmanjSanega Stevila nefronov. Ledvice ajumsposobnosti odstranjevanja
produktov presnove iz telesa in ohranjati ravneteiped elektroliti in tek&no.
NajpomembnejSi bolezenski znaki KLO so porast kne#, acidoza in anemija. Bolnik je
oslabel, nima apetita, hujSa, slabo mu je in brubejiti mora uzivanje proteinov. Tako
zdravljenje lahko traja Welet, preden pride do kéne faze te bolezni, ko sta potrebni dializa

in transplantacija (5).

1.2.5. Dializa

Dializa je postopek, s katerim iz telesa odstramg razpadle produkte presnove ter
uravnavamo ravnotezje med elektroliti in t&km. Poznamo hemodializo in peritonealno
dializo. Hemodializa je najbolj razSirjena metodhaawljenja pri KLO in ALO. Nadomea
izlocevalno funkcijo ledvic, vzdrzuje ravnovesje vodekgolitov in uravnava acido-bazio
ravnovesje. Z njo odstranjujemo nepotrebne in dodaj Zzelene snovi. Pri hemodializi se v
dializatorju izmenjujejo snovi med krvjo in dial@nraztopino s pomgo difuzije in
ultrafiltracije. Z difuzijo prehajajo snovi, kot jea primer sénina, iz krvnega dela v dializno
raztopino, kalcij in bikarbonat pa iz dializne mine v kri. Pri peritonealni dializi
uporabljamo peritonej (trebusna mrena), ki delgegolprepustna bioloSka membrana. Skozi
njo poteka menjava topljencev in vode med kapilapeoitonealno krvjo in peritonealno
dializno raztopino (6). V trebusno votlino vnesesknzi kateter tekino s posebno sestavo
in jo tam pustimo priblizno eno uro. Kri séisti preko trebusne mrene zaradi njenih lastnosti.
Uporablja se jo kot Zzasno metodo. Po operacijah v trebuhu ali pri vineprocesih je ne

moremo opravljati.

1.2.6. Presaditev ali transplantacija

Presaditev ali transplantacija ledvic je edintinadravljenja pri ljudeh v zadniji fazi kraine
ledvicne odpovedi. Kandidati za presaditev so bolniki [SOKstari do 65. leta starosti, ki
nimajo maligne bolezni oziroma nobene bolezni,ikabko povzreila zaplete. Prejemnikovo
in dajatevo tkivo se mora ujemati, zato je potrebno naréigizacijo tkiva. Ledvico lahko
podari zivi dajalec ali mrtva oseba, ki je umrlaiah mozganske kapi. Ko ledvico odstranijo

iz dajakevega telesa, jo prepojijo s posebno tako in jo prejemniku presadijo v medenico.
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Po opravljeni presaditvi je potrebno prejemnikanedpremljati zaradi moznih kirurskih

zapletov ali zaradi zavrnitve organa.

1.2.7. Ciste

Ciste v ledvicah ponavadi odkrijemo nakiw z ultrazvokom. Ponavadi je cista majhna in ne
kaze bolezenskih znakov. V primeru velike cistenbotuti bol&iine v ledvenem predelu in
lahko ima krvav s& Tako cisto punktiramo pod ultrazsm kontrolo ali jo kirursko
odstranimo. Policistha bolezen je obajno druzinska bolezen in je prirojena. Ledvicasse
c¢asom cela zapolni z ¥@Em Stevilom razléno velikih cist. Ciste pritiskajo na okolno zdravo
tkivo in ga s tem uwkujejo. Bolezen lahko prizadene tudi jetra in fjuTak bolnik mora
omejiti vnos beljakovin, soli in kalija. Pri napdli bolezni se razvije KLO in potrebna je

dializa ter na koncu transplantacija.

1.2.8. Poskodbe

Poskodbe so lahko odprte ali zaprte. NajhujSa piiskge odtrgana ledvica. Pri taksni
poskodbi se pojavljajo znaki hemoragega Soka (tahikardija in hipotenzija). Poznamo Se
odprte poSkodbe ledvice in udarnine ali raztrgaredvicnega tkiva. Pri teh poSkodbah
nastane urohematom, ki je lahko omejen na ledvicgeaSiri v njeno okolico. Pri poSkodbah
ledvenega predela bolnduti topo nara&ajoco boleino in izlota krvav sé&. Ce ¢uti bolesine

v ramenu, je to znak za drazenje trebuSne prepanadizurohematoma. PoSkodovance
moramo skrbno opazovati, saj lahko pride do Sokaralkov, ki kaZzejo na poskodbo drugih
organov. V tem primeru je potrebna operacija. PdBkomehurja in $@ice obsegajo skupaj
vec kot 20 odstotkov vseh poskodhkigen spolovil. Polni mehur lahko @ov zgornjem delu
pri moacnem udarcu v spodnji del trebuha it 8 pomesSa s krvjo ter se izlije v trebusno
votlino. V tem primeru je raztrganina mehurja paadivintraperitonealna. Bolnikuti
boletino v spodnjem delu trebuha, je napet, ima znakéopealnega drazenja, odsotnosti
peristaltike in znake proste tekoe ter ne izlda s€a. Pri intraperitonealni raztrganini je
potrebno odpreti trebusno votlino, zasiti raztrganier vstaviti kateter. Pri ekstraperitonealni
raztrganini se seizlije v prostor ob mehurju. Bolnikuti pritisk na mehur od znotraj, ker
urohematom pritiska na mehur in ga sili na urinegarPri ekstraperitonealni raztrganini je
obicajno dovolj drenirati prostor ob mehurju in vstakateter. Do poskodbe &&ce prihaja v
zadnijih ¢asih vse pogosteje zaradi velikega Stevila prorhetasré in poskodb pri raznih
Sportih. Pri poSkodbah &gice Iaiimo udarnino ter delno ali popolno raztrganino. nso
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krvavitev iz sénice, bol€ina v presredku ali nad sramnico. Uriniranje jeklalotezeno ali
nastane popolna zapora. Zdravnik pri pregledu ogdnio oteklino in podplutbo v presredku
ali mosnji. Pri poSkodbah &eaice bolnika ne smemo katetrizirati, saj lahko erab vnetja

senice ali se s#nica pretrga. Zdravljenje je kirurSko (5).

1.2.9. Uhajanje séa

Urinska inkontinenca ali uhajanjecseje stanje, ki spravlja v zadrego in neprijetndStie za
neprijeten higienski in socialni problem za bolniRogosteje se pojavlja pri zenskah kot pri
moskih in to v vseh starostih. Searadi razkinih vzrokov uhaja skozi grico ali skozi katero
drugo odprtino. Mozni vzroki so porod, okuzbe, debke sladkorna bolezen, ginekoloSke
operacije v medeuini votlini, tumorji, ledviéni kamni, upad estrogena v menopavzi in tako
naprej. Nekaterim inkontinenca predstavlja boljlogd kot resno tezavo. V tem primeru
pomagajo vaje za nadzorovanje odtekanjgasey/ drugem primeru pa inkontinenca
predstavlja resno tezavo, zaradi katere je potrédmuaska pome®. Poznamo razlne vrste
inkontinence, do katerih pride zaradi rémlh vzrokov.

Pri stresni inkontinencinenadzorovano uhaja majhna Kola séa vsaké, ko karkoli
povzraa pritisk na mehur (kasljanje, kihanje ali smejanj€a vrsta inkontinence je
najpogostejSa oblika in je posledica Sibkosti mmedentnega dna. Prrgentni inkontinenci
zaradi nehotenegadanja miSic sénega mehurja uhajajo velike kiihe s€a. Kadar bolnica
nima nadzora nad mehurjem zaradi okvare&éina, govorimo aefleksni inkontinenciPri
prelivni inkontinenciimajo bolnice vesas oltutek polnega mehurja. V tem primeru sé se
vrata po seéevodih nazaj v ledvice in s seboj lahko nosi hud@zbo. Prifunkcijski
inkontinenci bolnice lahko nadzorujejo odtekanjecae vendar zaradi telesne okvare ne
morejo priti pravéasno do strank&. Ta vrsta inkontinence je zelo pogosta v stardsiinja
vrsta jeprehodna inkontineng&i je samo z&sna nevimost. Mine, ko izgine vzrok, zaradi
katerega je nastala. Zdravljenje je odvisno odevigkontinence. Mozna je ginekolosSka

fizioterapija, hormonsko nadomestno zdravljenjesrapija in razna zdravila (7).

1.2.10. Prirojene nepravilnosti séil

Med prirojene nepravilnosti ledvic u¥i@mo odsotnost ene ali obeh ledvic ter podkvaste
ledvice. Kadar je ena ledvica odsotna ali mangalrjiga ponavadi ¥@. Ce se odlsimo za
odstranitev taksne ledvice, moramo predhodno dceeltkost in delovanje druge ledvice.
Ledvice lahko lezijo na neadjnem mestu, v tem primeru govorimo o ektopiji liegv Pri
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podkvastih ledvicah sta spodnja pola obeh ledvi@®ana. Zaradi tega sta zasukani v
vzdolzni osi in séevoda téeta pred ledvico. TakSne ledvice so pogosto vretesebujejo
kamne. Poznamo tudi prirojene nepravilnostiesedov. Podvojena &evoda lahko potekata
posaméno in tako vstopita v mehur ali pa se na poti zidauZPri podvojenih sevodih sta
lahko podvojena tudi ledéma meha. »Ureterokela je prirojena razSiritev delavoda v steni
mehurja z méno zozenim ustjem. Ektaf@n séevod se odpira v geici pod zapiralnim
sistemom (v s&ico, noznico). Bolnik je zato inkontinenten.¢8eod je treba na novo vstaviti
v mehur. Vsaka nepravilnost lahko powdraaplete.« (cit. po Miksiin Flis, 2003, str.236)
Ena najhujSih prirojenih nepravilnosti mehurja ksteofija. Mehur je zaradi napake v razvoju
sprednje trebuSne stene in sprednje stene mehawfaen odprt. Stena mehurja je vidna in iz
se&evoda tée s€. Ta nepravilnost se pogosteje pojavlja prickde kot pri deklicah.
Zdravljenje je operativno in poteka v &véazah. Druga nepravilnost g®ga mehurja je
divertikel. Lahko je prirojen ali pridobljen. VVzroka prirojeni divertikel niso povsem znani,
vendar predvidevajo, da gre za razvojno napako stelae mehurja. Pridobljeni divertikel
nastane pri slabosti méie stene mehurja zaradi ovire pod mehurjem (§eve prostata,
zozena s#nica). Pri tej nepravilnosti pride pogosto zaraldibega praznjenja mehurja do
nastanka kamnov in vnetja. Majhnih divertiklov,na povzréajo tezav, ni potrebno zdraviti,
vecje pa operiramo. K prirojenim nepravilnostimésiee spadajo epispadija in hipospadija.
Pri epispadiji se vrh gaice odpira na zgornji strani penisa, pri hipospgth se odpira na
spodnji strani penisa nize od normalnega mestamaglansa. Vzrok za obe nepravilnosti je

nepravilen embrionalni razvoj. Zdravljenje je kiko (5).

1.3. Rak sénega mehurja

1.3.1. Splosno o raku

Tumor ali rak je sploSno ime za veliko skupino ikaah bolezni. Njihova glavna zgdnost je
nenadzorovano deljenje spremenjenih, rakastih.a&lowvesko telo je zgrajeno iz ogromnega
Stevila razlénih tipov celic. Celice rastejo in se delijo le i@k ko organizem to potrebuje.
Ker je zivljenjska doba wine celic omejena, je céha delitev, s katero nastajajo nove celice,
nujna za obnavljanje tkiv in za ohranitev zdravegganizma. V vsaki celici se nahaja po 23
kromosomov. Skozi vsak par se zvija molekula DNKjeknadzornik in prenaSalec dednih

lastnosti v kromosomih. V njih je na milijone gendv naraajo telesu, kako naj raste, deluje
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in se vede. Z vsako delitvijo celic se podvajajdi tkromosomi, zato je veliko moznosti, da
pride do napake oziroma mutacije (8). Vzroki zaawije genov so razini. Pri 80 odstotkih
rakov ne poznamo vzroka za njihov nastanek. LabKaiya starost, prehranjevanje, kajenje,
debelost, dolgotrajna izpostavljenost keémmn snovem ali visokim odmerkom sevanja,
nekateri virusi in sistemske bolezni. Preostalifo@8totkov rakov je dednih. Okvarjen gen, ki
je kriv za nastanek neke vrste raka, se prena$aresg na otroke. Pri njih je tveganje za
nastanek te vrste rakadye kot pri tistih, ki nimajo podedovanega tega géda Okvarjen
gen z&ne poSiljati nap&o oziroma drugao sporailo, kot bi moral, zato zme celica hitro
rasti. Ko se rast rakaste celice enkratnea se nikoli v& ne neha nenadzorovano deliti.
Nastane rak ali tumor. Rakaste celice se delij@zticnimi hitrostmi. Temucasu pravimo
podvojitvenicas. Hitro rastde vrste raka se lahko podvojijo v 1 do 4 tednihigso rastoe
vrste pa v 2 do 6 mesecih. Rak se lahko pojaviterkan koli delu telesa in pri vseh starostih.
NajpogostejSi pa je pri starejSih od 50 letciboo benignein malignevrste raka. Benigne
vrste so zgrajeni iz celic, ki so podobne normalmmmajo omejeno sposobnost rasti. Veliko
ljudi jih ima. To so pege, materina znamenja in ¢fobie kepe v kozi, ki ne povzi@o
nobenih tezav razencasih estetskih. Lahko jih operiramo ali jih pustimo miru. Ce jih
odstranimo z operacijo, se praviloma ne ponovijeniBne vrste rakov ne ogrozajo Zivljenja,
saj se ne razragjo v druge dele telesa, zato jih ne Stejemo mkalsta tvorbe. Maligne vrste
rakov pa so rakaste tvorbe, zgrajene iz nenormaialit. Imajo dve pomembni lastnosti:
nimajo jasno izrazene meje, zato se zakoreninijpgposredno vdirajo v okolna tkiva, in
zmozni so se Siriti v druge dele telesa. Skupkiignéh celic se odluSjo od rakaste tvorbe in
po limfnem ali krvnem obtoku potujejo v druga tkiv@e pristanejo na ustreznem mestu,
za’nejo rasti nove rakaste tvorbe, t.i. zasevki altas@ze. K sk@ vse odlugene celice ne
najdejo pravega mesta za rast, zato jih veliko edmakSnemu rinu Sirjenja raka pravimo
metastaziranje. Poznamo Stevilne rami tipe raka. Pri osnovnem raziadju uposStevamo
mesto oziroma organ, kjer se je rak pojavil (govarinpr. o raku dojke, raku pluraku
zelodca), natatmejSo vrsto pa dotimo z mikroskopskim pregledom rakastega tkiva.
Poznamo karcinome, sarkome, levkemije in limfomardihomi so maligne vrste raka, ki
zrastejo iz epitelnih celic (celic vrhnjice), kiaghijo v&tino telesnih organov. Ponavadi gre za
organe, ki nekaj izkajo. V to kategorijo karcinomov uwdmo okrog 80 odstotkov vseh
rakov. Sarkomi so maligne vrste raka, ki zrastejodlic opornih tkiv in se pojavljajo zlasti v
vezivu, ma&evju, kosteh in hrustancu. Levkemije so rakasteezul krvi in krvotvornih
organov. V nasprotju z ¥&o drugih rakov se navadno ne pojavljajo v obliki ali zatrdlin.

Limfomi so maligne vrste raka, ki se razvijejo \zbavkah (8).

9
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1.3.2. Rak sénega mehurja

Rak seénega mehurja je najpogostejSa maligna bolezenaktatrVV Sloveniji odkrijejo vsako
leto priblizno 150 novih primerov bolnikov s to togaka. Rak mehurja se pojavlja pogosteje
pri moskih kot pri zenskah. Incidenca je 10,3/100.@ri moskih in 4,5/100.000 pri zenskah
(podatki RR za Slovenijo za leto 1990). Raknega mehurja predstavlja 3 odstotke vseh
rakavih obolenj pri moSkih. Naj¢ega je pri bolnikih od 50. do 70. leta starostingar v
zadnjih letih vse hitreje nargs v starostni skupini od 45. do 54. leta. Delezlimma rakom
mehurja glede na celotno umrljivost za rakom v Stoj je 4 odstotke (10.eprav poznamo
nekatere dejavnike tveganja za razvoj raka mehggayedno ne vemo, kaj natan ga
povzraa. Rak sénega mehurja se ne pojavlja v druzinah, zato rageki sklepajo, da
dedne genske mutacije nimajo vloge pri tej bolektanijo, da gre pri bolnikih za ljudi, ki so
obcutljivi za rakotvorne kemikalije v okolju ali v tabnih izdelkih, ki se izl¢ajo skozi
ledvice v sé (11).

Rake mehurja razwtamo v ve tipov glede na celice, iz katerih so nastal¢ildeso oblozena
s celicami, ki jih imenujemo tranzicijske ali urbjgke celice. Pod njimi je tanka plast
vezivnega tkiva, imenovana lamina propria, kKide povrSinsko plast tranzicijskih celic od
misSicja mehurja (8). NajpomembnejSe vrste rak&nega mehurja so urotelijski karcinomi
(karcinom tranzicijskih celic ali TCC), adenokammi in plo&atoceltni ali skvamozni
karcinomi. \&asih imajo bolniki z rakom mehurja podobne ali ispe raka tudi v ledvicah,
setevodih ali sénici. Zato morajo zdravniki pred postavitvijo diage previdno in nat&no
oceniti celotni sistem g@. Urotelijski karcinom je najpogostejSa oblikekeamehurja (okoli
90 odstotkov) (11). Plast tranzicijskih celic lahkaraste iz 3 do 4 plasti na 6 alicve
nenormalnih plasti. Do tega pride, kadar so ceticazene s kemijskimi karcenogeni, pri
kroni¢nih infekcijah mehurja, pri krotinih in ponavljajéih se poskodbah (npr: ponavljag
se kateterizacije) itd. Vsa ta drazenja lahko podir celicne spremembe, ki se lahko
razvijejo v raka (8). Urotelijske karcinome delimglede na to, ali so invazivni ali neinvazivni
ter ali je njihova oblika plagta ali papilarna (bradadasta, pecljata). Neinvazivni urotelijski
karcinom zajema samo urotelij, invazivni urotelijgarcinom pa zajema poleg urotelija tudi
globlje sloje stene mehurja. Zelo pomembno je ¢b]alo katerega sloja 0z. kako globoko se
je rak razsiril.Ce rak vrada globoko v mig&ino steno mehurja, je to nevarneje Ketje
omejen le na plitvejSe sloje. Urotelijski karcinanehurja ima lahko papilarno ali pl@to
obliko. Papilarni karcinom je po obliki podoben vanemu kaktusu in izré&& v votlino

mehurja. Kaze razine nepravilnosti v velikosti, obliki in razporeditelic. Tisti, kjer je

10
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relativno malo nepravilnosti, se redko Waj® v steno mehurja (imajo nizek gradus), se pa po
kirurSkem posegu pogosto ponovijo. Karcinomi zjwei nepravilnostmi se raje vrégjo v
steno mehurja (imajo visok gradus) in zasevajo gdesti. Papilarne karcinome, ki rastejo
navznoter v mehur hkrati pa tudi navzven, imenujemwaazivni papilarni urotelijski
karcinomi. Benignim tipom papilarnega urotelijskdgacinoma pravimo papilomi. Le-ti se
ne Sirijo v druge dele telesa in jih uspesno odstna s posegom. Zelo redko zrastejo znova
ali se pojavijo kje drugje v siih. Papilarni urotelijski karcinomi z nizkim manim
potencialom so tumorji, ki se jih alajno da uspesno pozdraviti s kirurSkim posegomend t
primeru so ponovitve drugje v&kh kar pogoste. Yasih so takSne nove tvorbe lahko rakaste
ali celo invazivne. Druga oblika so ptadi urotelijski karcinomi, ki ne rastejo v votli de
mehurja. Tisti, ki zajemajo le notranji sloj epij@l so neinvazivni pla&ti urotelijski
karcinomi. Imenujemo jih tudi plgati carcinoma in situ (CIS). Drugi, ki viggo v globlje
sloje stene mehurja (zlasti miBb), so plo&ate invazivne urotelijske rakaste tvorbe (11).
Preostala dva tipa raka ¢eega mehurja sta adenokarcinom in skvamozni kamtino
Adenokarcinom se pri moskih pojavlja véagi in njenih zlezah blizu prostate, skvamozni
karcinom pa je najpogostejSi tip rakatmiee pri Zzenskah (8). Zdravljenje secrtaje pri
vsakem bolniku posebej. Odvisno je od njegovegavaivenega stanja, obseznosti raka in
njegovih osebnih Zelja. Zgodnja diagnoza jedigga pomena za boljSo prognozo (11).

Da bi dol@ili stopnjo razsirjenosti, torej kako globoko s& raa%a v steno mehurj&e se je
razSiril v bezgavke in ali je Ze metastaziral, @odgmo TNM klasifikacijo. Za oceno
anaplazije pa je v rabi ¥elasifikacij. V Sloveniji uporabljamo klasifika@jpo Mostofiju, ki

jo priporata tudi Svetovna zdravstvena organizacija. Rakesdki dobro diferencirani,

ozn&imo z gradus |, slabo diferencirane pa z gradus Il

Tabela 1: TNM klasifikacija (12).

Primarni tumor

Ta Neinvazivni papilarni tumor
Tis In situ

T1 Subepitelni tumor

T2 MiSica

T2a notranja polovica
T2b zunanja polovica

T3 Skozi miSico
T3a mikroskopsko
T3b ekstravezikalna masivna invazija

T4 Infiltracija v okolne organe
T4a v prostato,maternico, vagino
T4b v medenico in trebusSno nijsi

N1 Ena bezgavka do 2 cm
N2 Ena bezgavka od 2-5 cm, multiple= 5 cm
M1 Oddaljene metastaze
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NajpogostejSi simptom pri raku mehurja je hemadude simptom, zaradi katerega gréive
bolnikov k zdravniku. Stopnja hematurije nam ne ggov katerem stadiju je bolezen, saj se
mikrohematurija lahko pojavi tudi pri napredovaleraku mehurja. Rak mehurja lahko
povzrai znake draZzenja. Bolnik ima lahko bolj pogosto aijik, urgentno mikcijo, otasno
zapiranje vode ter pri uriniranjéuti boletino ali p&enje. Vendar so ti simptomi mnogo
pogostejSi pri vnetjin ali povani prostati, senih kamnih, poSkodbah ali pri raatih
infekcijah. KasnejSi znaki, ki kazejo na bolj nagwealo bolezen, so izguba teka, hujSanje,

vrocina, bol€ine v predelu ledvic, danke, medenice in v kos&h (

12
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2. DIAGNOSTIKA RAKA SE CNEGA MEHURJA

2.1. Vrste najpomembnejSih diagno&tih preiskav

Za diagnostiko raka na @&m mehurju se uporabljajo r&za slikanja in laboratorijske

preiskave.

2.1.1. Ultrazvok

Ultrazvok je neboléa in neSkodljiva metoda slikanja. Na ustrezni prdadZe namazemo
tanek sloj Zelatine, nato pa v notranje organeljpo¥ visokofrekvetine zv@ne valove.
Aparatura za ultrazvmo preiskovanje nariSe sliko katerega koli orgaoa, katerega se
zvoeni valovi odbijajo (8). Ultrazvok se v onkologijpoarablja zelo pogosto, saj imajo tumorji
druga&no strukturo kot normalno tkivo. Zaradi tega jehoja slika drugéna od slike
normalnega tkiva. Ultrazvok se v rakastih tvorbalikb odbija bolj (hiperehogeni tumoriji) ali
manj (hipoehogeni tumorji) kot v normalnem tkivwlpko je sestava raka homogena, bol;j je
ehogen. Ultrazvina diagnostika je v veliko pomctudi pri citoloSkem ali histoloSkem
odvzemu vzorca. Pod kontrolo zive ultrazme slike vstavimo iglo ter natémo odvzamemo
vzorec, ki se nam zdi primeren za mikroskopskosieio (10). Ultrazvéna diagnostika ima
pri diagnosticiranju rakov mehurja, njihovi zameijiter spremljanju zelo pomembno viogo.
Je neinvazivha metoda ter omdgazelo nataten pregled mehurja, vendar te& je ta poln.
Pri raku mehurja pokaze slabo omejeno maso, kalskol vraga v steno pa tudi v okolna
tkiva mehurja. Zaradi lege mehurja za sramno kastjgloboko v medenici ga je z drugimi
diagnosttnimi metodami tezko oceniti (13). Poleg ultragnega slikanja so pomembne Se

preiskave s& in krvi.

2.1.2. Preiskave s&

Mikroskopska analiza ga je pomembna pri ocenjevanju mikrohematurije. fA&riwanje
raka sénega mehurja pri bolnikih s simptomi, med ogrozpopulacijo brez simptomov, za
spremljanje poteka bolezni med in po zdravljenju 2a odkrivanje ponovitev bolezni,
izvajamo citoloSko preiskavo & Le-ta ima veliko diagnogho zanesljivost ter preprosti

n&in odvzema vzorca. Posebno koristna je pri raksita ter pri rakih velikega gradusa.
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Pozitivna citoloSka preiskavadelahko pomeni rak prehodnega epitela od kedkic¢asic pa
do se&nice (12).

2.1.3. Krvne preiskave

Pri krvnih preiskavah mo speciféne in nespeciéine preiskave. @na jih je nespecitinih.

Z njimi odkrijemo nenormalnost v krvi, ki naznarj@lezen, vendar pa nam ne pove, za
katero bolezen gre. Tako nam rezultati testov mesndelovanja jeter in krvna slika lahko
kazejo na doleene vrste raka, vendar na podlagi teh rezultatovmoeemo postaviti
specifécne diagnoze. Zato moramo opraviti Se spé&wdi teste, ki so lahko specifi za
posamezne ali za vevrst rakov. Med specifne teste spada dd&anje koncentracije

tumorskih oznéevalcev (8).

2.2. Tumorski oznéevalci

Tumorski ozn&evalci so snovi, ki jih izldajo maligne celice oziroma snovi, ki nastanejo v
drugih celicah pod vplivom delovanja malignih celi@olocamo jih v telesnih tekonah,
ponavadi v serumu ali plazmi. Tumorski ozexzalci so lahko snovi, ki so afaijno prisotne v
organizmu, le da jih najdemo v veliko nizjih kontaeijah ali snovi, ki so na novo

sintetizirane in jih v zdravem organizmu ne najdemo

2.2.1. Vloga in lastnosti tumorskih ozné&evalcev

V klini ¢ni onkologiji nam doldanje tumorskih ozrigvalcev pomaga pri diagnozi bolezni in
napovedovanju njenega poteka, pri dalgu stadija bolezni, pri izbiri gaa zdravljenja ter
pri zgodnjem odkrivanju ponovitve in razSiritve ewhi. Vsi dosle] znani tumorski
ozn&evalci niso preve primerni za odkrivanje primarnih rakavih obolergto se jih le redko
uporablja kot presejalno metodo. Vzroki za to szkaispeciitnost za tkivo, organ in vrsta
rakavega obolenja ter slabe napovedane lastnosisankfezne tumorske ozwexalce
uporabljamo z raztnim namenom. Nekateri so primernejSi za spremljdmeamike bolezni
in drugi za zgodnje odkrivanje ponovitve bolezni (Bumorski ozné&valci nam lahko sluzijo
tudi kot napovedni dejavniki. Spremljanje maligraddzni pred zdravljenjem, med njim in po

njem ter skrbna obdelava podatkov, nam lahko p@i&os o naravi maligne bolezni in s tem
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o prognozi bolnika. Izredno visoke koncentracijemtuskega ozn#valca so slab

prognosttni pokazatelj (14).
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Graf 1: Idealno spremljanje serumskih koncentraaomorskega ozr@valca pri bolniku z

dologeno vrsto maligne bolezni glede na potek bolezh).(1

Koncentracija ali sprememba koncentracije tumorakeznéevalca je odvisna od naslednjih
dejavnikov:
» Stevila celic, ki proizvajajo tumorski oztevalec, in s tem od velikosti, razSirjenosti in
stadija tumorja,
* hitrosti sinteze,
* hitrosti sprog8anja iz tumorskih celic oz. céhih povrsin,
» stopnje izrazanja tumorskih ozmaalcev -¢e tumor ne izraza oztevalca, ne more
priti do njegovega poviSanja,
» tipa tumorja - tumorske celice lahko izrazajo tuskdrozn&evalec, vendar ni nujno,
da se ta spréa v telesne tekine,
e prekrvavljenosti tumorja - slabSa kot je, manjSledeozn&evalca preide v krvni
obtok,
» stopnje nekroze tumorskega tkiva <péot je razpad celic, vge je poviSanje ravni
ozn&evalca,

* bioloSkega razpolovnegasa tumorskega oz¥evalca,
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» vpliva protiteles - pri nastanku imunskih kompleksge hitrost izl@¢anja ozn&evalcev

odvisna od velikosti teh kompleksov (9).

Da bi bila interpretacija rezultatov lazja, moranmarediti v€ dolccitev tumorskih
ozn&evalcev v raztinih stadijih bolezni ter spremljati gibanje njihbvkoncentracij. Pri tem
moramo upoStevati biolosko razpolovno dobo. Ta fedja ¢as, v katerem prvotna
koncentracija tumorskega ozm&alca pade na polovico. Pri bolniku z visokimtetaimi
koncentracijami ozrni@valcev ne moremo gakovati, da se bodo te normalizirale takoj po
uspeSnem zdravljenju. UpoStevati moramo njihovdsdiki razpolovnias in Sele potem lahko
ocenimo uspesnost zdravljenja. BioloSki razpolaas je lahko dolg od nekaj ur pa do nekaj
tednov. Koncentracije tumorskih ozmaalcev v telesnih tekmah so zelo majhne, zato za
njihovo dokazovanje potrebujemo visokocatljive metode. Vse tehnike, ki jih uporabljamo,
temeljijo na podobnem principu. Dd@l® se nastanek kompleksov med antigeni in protiteles
Najpogosteje se uporabljajo radioimunoloSke, enkgimsunske in luminometthe metode.
Med seboj se razlikujejo po spojini, ki je vezara detekcijska protitelesa, in po dmau
detekcije nastalih kompleksov. Vse te metode stagwjene dokazovanju izredno nizkih
koncentracij antigena, torej imajo visoko analits@ltutljivost, medtem ko se analitska
specifcnost pri razknih metodah lahko razlikuje. Speé¢ifiost je odvisna od kvalitete
uporabljenih protiteles ter od spec¢ifosti protiteles za posamezen tumorski ¢emalec
(antigen). Povsem diagnasto speciften tumorski ozngevalec ali metoda za spremljanje
prisotnosti malignih tumorskih celic ne obstajaawrzaradi tega je velika uporabnost
tumorskih ozn&evalcev v onkologiji moZzna samo teotet, saj je dejanska uporabnost
odvisna od diagnositie olgutljivosti in speciftnosti oznéevalca ter od zanesljivosti drugih
metod, ki so na voljo za dosego istega cilja. Vesaldnes ne poznamo nobenega tumorskega
oznaevalca (antigena), ki bi obstajal samo v malign#licah, kar pomeni, da lahko
protitelesa proti posameznim tumorskim a#alcem navzkrizno reagirajo tudi z drugimi
antigenskimi strukturami. Zato moramo pri vredn@ienezultatov vedeti, da je poleg maligne
bolezni Se veliko drugih moznih vzrokov, ki bi lahkili krivi za poviSanje koncentracije
ozn&evalca (14). Koncentracija oztevalca lahko naraste tudi pri vnetjih, benignih duph,

boleznih jeter in trebuSne slinavke, v nfygsasti, med menstruacijo indasu laktacije.

16



Diplomsko delo Mateja Kukovec

Kljub Stevilnim znanim tumorskim oztiavalcem zaenkrat Se ne obstaja idealen, veialhr

obstajal, bi imel naslednje lastnosti:

* nastajal bi samo v tumorju oz. v njegovih celicah,

» zn&ilen bi bil za tumorje posameznega organa,

» zn&ilen bi bil za vrsto tumorja,

» dolaljiv bi bil v telesnih tek@inah vseh bolnikov z istim tipom tumorja,
» tvoril bi se v zadostnih kalinah,

» dokazljiv bi bil v telesnih tek®inah zZe na zgetku razvoja tumorja,

* njegove koncentracije bi odrazale dinamiko rastivetikost tumorske mase (9).

Pomanijkljivosti do sedaj znanih tumorskih ozesalcev so:
» nezadostna spedaifiost za vrsto rakave bolezni,
* tvorba tumorskih ozrigvalcev v visokih koncentracijah pri nemalignih esith
(razlicna vnetja, benigni tumoriji, bolezni jeter in trebaslinvke),
» tvorba pri razknih fizioloskih stanjih (nosaost, menstruacija, laktacija),

» tvorba v povsem zdravih tkivih.

Vlogo in uporabno vrednost posameznega tumorskega@valca ter metode za dokno
vrsto rakave bolezni natamo opredelimo s pojmoma diagnésté olgutljivost in
specifénost. Olgutljivost tumorskega ozrkavalca nam pove, pri kolikSnem delezu bolnikov
z dolazeno vrsto tumorja je vrednost ozeaalca poviSana. \ég kot je delez bolnikov z isto
vrsto tumorja, pri katerem je vrednost oZenalca poviSana, tem &a je oltutljivost
ozn&evalca. Pri tumorskem oz¥evalcu z visoko ohutljivostjo pricakujemo zelo majhno
Stevilo lazno negativnin dotdev. Specifénost pa predstavija delez preiskovancev z
normalno koncentracijo tumorskega ozevalca med preiskovanci, ki nimajo dééme vrste
raka. Torej je ozngvalec tem bolj specifen, ¢im manjkrat je prisoten pri ljudeh brez

dolotene vrste tumorja ozirom@m manj je lazno pozitivnih dotatev.
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Tabela 2: 1zréaun olEutljivosti in speciftnosti

PoviSana vrednost Normalna vrednost
tumorskega ozn#&evalca tumorskega ozn&evalca

Stevilo bolnikov z dol@teno A B
vrsto maligne bolezni

Stevilo pacientov brez C D
dolo¢ene vrste maligne
bolezni

Izra&un obgutljivosti/ OBCUTLJIVOST=A/(A+B) | SPECIFICNOST=D/(C+D)
specifiénosti

Idealen tumorski ozrga@valec bi moral imeti 100 - odstotno ¢oitljivost in specifénost za
doloceno vrsto rakave bolezni, refetaa vrednost pa bi morala biti 0. Refetea vrednost je
arbitrarno doléena koncentracija tumorskega oaalca.Ce vrednost ozrvalca preseze
refereno vrednost, govorimo o poviSanih vrednostih. Tuskbozn&evalci so snovi, ki so
prisotne tudi v drugih celicah, zato mora biti reféna vrednost vedno ¥m od O.
Postavljena je tako, da dosezemo kompromis medthikiostjo in specifénostjo tumorskega
oznaevalca.Ce pové&amo specifinost za neki ozri@valec pomeni, da istasno zmanjsamo
ob¢utljivost. Ce pa poveéamo olsutljivost pomeni, da istasno zmanjSamo spegifiost
ozn&evalca. Referama vrednost mora biti postavljena tako, da imatito manj lazno
negativnih in¢im manj lazno pozitivnin dokanj. Ce lahko pri isti vrsti rakavega obolenja
dolo¢amo ve& oznd&evalcev, lahko z njihovo kombinacijo pa@amo olgutljivost, vendar s
tem zmanjSamo spedifiost. S pravilno izbiro oziavalcev se spectinost spremeni
minimalno, medtem ko se élitljivost maino poveéa. Pri izbiri ozndevalcev moramo paziti
na njihovo visoko spectfnost in komplementarnost za isto vrsto tumorja. $a dva
ozn&evalca komplementarna, morata biti poviSana ptidaih bolnikih z isto vrsto maligne
bolezni (14).
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Graf 2: Prikaz, kako lahko s spreminjanjem refénen vrednosti (mejne vrednosti)

povetujemo okgutljivost (senzitivnost) in zmanjSujemo spedifost ter obratno (15).

Tumorske ozngevalce lahko uporabljamo tudi za dokazovanje malijgnprocesa na splosno.

Pri tem nas ne zanima, za katero vrsto raka grpakrsamo potrditev, da pri bolniku obstaja

maligna bolezen.

2.2.2. Delitev tumorskih ozn#&evalcev

Tumorske ozn&evalce lahko razdelimo glede na njihovo k&moi strukturo, mesto nastanka,

vrsto tumorskih bolezni, pri katerih naj bi jinh d&li, itn. Najve&krat uporabljamo razdelitev,

ki skusa strniti njihove biokerdme lastnosti, mesto nastanka ter funkcionalnostd&ha to

razdelitev I@imo naslednje tumorske ozrevalce:

onkofetalni proteini,

hormoni in karcinoplacentarni antigeni,

encimi,
tumor spremljajoi antigeni,
posebni serumski proteini,

skupina meSanih oztavalcev.
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2.2.2.1. Onkofetalni proteini

Onkofetalni proteini so antigeni, ki normalno ngg@m med embrionalnim razvojem. Pri
odraslih ljudeh je njihova tvorba omejena ali spgnoma ustaviCe so ti antigeni povisani
pri odraslih ljudeh, pomeni, da je priSlo do ponewaktivacije nekaterih genov, ki kontrolirajo
rast celic in so neposredno povezani z malignincgsom.

Karcinoembrionalni antigen (CEA)e zn&ilni predstavnik onkofetalnih proteino\Spada
med ene najdlje znanih tumorskih ozewalcev. Gre za glikoprotein z molekulsko maso
okrog 180 KD, ki so ga prwiizolirali iz ekstrakta tkiva&revesnega adenokarcinoma. Nastaja
med embrionalnim razvojem v epitelijskih celicalsigaintestinalnega trakta, jeter in trebusne
slinavke. Takoj po odkritju so mislili, da gre zkealni tumorski ozn#evalec za raka Sirokega
¢revesa in danke, vendar so kmalu ugotovili, dag@risoten tako v nekaterih normalnih
tkivin odraslih ljudi kot tudi pri drugih maligniltboleznih. Tako lahko poviSane serumske
koncentracije CEA, razen pri bolnikih z maligno dmtijo, zasledimo tudi pri hudih kadilcih,
pri bolnikih z bronhitisom, gastritisom, duodenatni ulkusom, jetrnimi okvarami,
pankreatitisom, polipi Sirokeg@revesa ter danke itn. PoviSane koncentracije CEA se
pojavljajo tudi pri bolnikih z drugimi malignimi beznimi, kot so rak trebusSne slinavke,
plju¢, zelodca, jeter, dojke, mehurja,daikov in endometrija. Kljub svojim pomanikljivostim
je CEA pomemben tumorski ozfevalec za spremljanje bolnikov z rakom Sirokégavesa

in danke. PoviSane koncentracije tega ¢emalca se pojavljajo pri 65 odstotkih vseh
bolnikov s to boleznijo (vkljtno s tistimi z lokalizirano boleznijo in stadijeih pri vseh
bolnikih, ki imajo metastatsko razsSirjeno bolezE&A lahko uporabljamo tudi za spremljanje
raka dojke, jajnikov, trebudne slinavke, pljuin jeter.Ce je serumska koncentracija CEA
med 4 in 10 pg/L lahko pomeni, da gre za bolnikenaignimi boleznimi, z benignimi
boleznimi ali za hude kadilce, serumske koncerjgagsje od 10 pug/L pa kazejo bolj na
maligni proces.

Drugi predstavnik onkofetalnih proteinova#fa-fetoprotein (AFP)Poznamo ga enako dolgo
kot CEA. Odkrili so ga v serumu misSk s hepatocehila karcinomom. Gre za glikoprotein z
molekulsko maso okrog 70 KD, ki nastaja med emiafimm razvojem v rumenjakovi ki,
celicah epitelija, gastrointestinalnega trakta @tej. AFP med nogeostjo prehaja skozi
plodove krvi v amnijsko tekono in skozi placente v materino kri. Zaradi tegaserumske
koncentracije AFP pri nogeicah odvisne predvsem od trajanja rossti. Prisotnost AFP
pri nos€nicah je lahko znak tudi za ragtie anomalije ploda ali prisotnostéega Stevila

plodov. Pri odraslih ljudeh je koncentracija AFRrvi zelo majhna. Normalne vrednosti AFP
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Vv serumu se vzpostavijo v priblizno 9. mesecu starBoviSanje koncentracije AFP v serumu
odraslih nad 10 pg/L je znak za akutni virusni hisa jetrno cirozo ter za rak trebusne
slinavke, plj& in Zelodca. AFP ima poseben pomen za spremljanjeikov z jetrnim
karcinomom in pri bolnikih z neseminomskimi germimani tumorji. Pri bolnikih z jetrnim
karcinomom daje 95 do 100-odstotno coffjivost in specifénost, pri bolnikih z
neseminomskimi germinalnimi tumorji pa ima 60-odistospeciftnost. Koncentracija AFP
nad 1200 pg/L potrjuje prisotnost primarnega jegenkarcinoma.

2.2.2.2. Hormoni

Ralicne maligne novotvorbe lahko sprozijo spremembe ntesi ter izl@anju raznih
hormonov. Kvantitativne in Kkvalitativne spremembe sintezi in izl@¢anju dol@enih
hormonov so lahko znak za maligni proces. Kadatus&orji razvijejo v tkivu endokrinih
Zlez, se zaradi transformacije celic produkcijanmana lahko poviSa ali zniza. V tem primeru
govorimo o kvantitativnin spremembah. V to skupipdStevamo hormone endokrinih
tumorjev kot so insulin, parathormon, prolaktintdteolamine in druge. Do kvalitativnih
sprememb pride takrat, ko maligno transformiranikceenekaterih organov Zaejo tvoriti
hormone. Tako tvorbo hormonov imenujemo ekiopitvorba hormonov. Pri raku dojke se
lahko z&neta tvoriti kalcitonin in parathormon, pri malignth timusa se lahko tvorijo
insulin in prav tako kalcitonin ter parathormonj garcinoidnih tumorjih se lahko tvori
hormon lipotropin itn.

Med vsemi znanimi hormoni se je kot tumorski a@walec najbolj uveljavil
horiogonadotropin (bHCG)Gre za protein z molekulsko maso okrog 45 KD, &iugr&amo
tudi v posebno skupino karcinoplacentarnih antigenKarcinoplacentarni antigeni so
proteini, ki nastajajo v placenti med nésestjo in so pri odraslih redko kdaj prisotni.
Hormon bHCG se uporablja v hitrih testih za zgodopgkrivanje nosénosti. Njegova
koncentracija je powana tudi pri véini zenskih in moskih bolnikov z germinalnimi tunjior
ter pri bolnikih z nekaterimi drugimi bolezenskirstianji. bHCG ima zelo kratki bioloski
razpolovni ¢as v serumu (36 do 48 ur), zato je uporaben zandjmge odgovora na
zdravljenje ter prognozo. V kombinaciji z AFP je ®8 zelo dober tumorski ozéevalec za
spremljanje germinalnih tumorjev. Tezava je le I@iodstotkih germinalnih tumorjih, ki ne
izlocajo tumorskih ozngevalcev. Pri bolnikih s tako vrsto tumorja bHCG & moremo
uporabiti za diagnostiko in spremljanje bolezni.GiB se rahlo poviSa tudi pri bolnikih z
rakom dojke, Zelodca, piju jeter ali Sirokegd&revesa, vendar pa pri spremljanju in diagnozi

teh bolezni nima pomembne vioge.
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2.2.2.3. Encimi

Kot tumorske ozngevalce lahko uporabljamo samo tiste encime, kaggovgana tvorba je
rezultat poteka malignega procesa v organizmu.

Eden od teh encimov jprostati‘na kisla fosfatazaki nastaja v normalnem tkivu prostate.
Njena molekulska masa je 100 KD in je sestavljendvieh identinih podenot. Koncentracije
prostaténe kisle fosfataze se povisSajo (nad 3 pg/L) v primbolnikov z rakom prostate, kar
obi¢ajno pomeni napredovalo fazo bolezni. Zaradi tegalglaanje njene koncentracije
primerno za razlikovanje benignih procesov od nmatigZavedati se moramo tudi tega, da so
serumske koncentracije prostate kisle fosfataze lahko poviSane tudi do 5-keat, kri
odvzamemo prej kot v 48 urah po kakrSnemkoli fikikan pregledu prostate. Da zaradi tega
ne bi priSlo do lazno pozitivnih daltev, moramo kri za dol@anje tega tumorskega
ozna&evalca odvzeti pred pregledom ali p& ket 48 ur po rektalnem pregledu. Drugi encim
je alkalna fosfataza, ki obstaja kot vrsta izoemsimTi nastajajo v jetrih, kosteh, placentih
itn. Ce je njena serumska koncentracija povisana, pong@udeni metastatsko razsiritev
bolezni v jetra in/ali kosti oziroma prisotnost mparnega kostnega malignega tumorja
(osteosarkoma). Naslednji encimnjevronska specifna enolaza (NSEXi je glikoplazemski
glikoliti ¢ni encim. Najprej so ga dokazali v celicah nevrodktmalnega izvora in nevronih.
Kasneje so ugotovili, da se nahaja tudi v tkivu ogev z nevroektodermalno ali
nevroendokrino diferenciacijo. PoviSana koncenma®SE (nad 15 pg/L) lahko pomeni
razvoj nevroblastoma, drobnocglega raka pljéiali medularnega raka&i#nice.

V skupino encimskih tumorskih oztevalcev spadajo Se nekateri nespe&aifencimi, kot so
na primerlaktat dehidrogenaza (LDH), gama glutamil transpégta (GGT) in timidin
kinaza (TK) LDH je velikokrat poviSana v serumu bolnikov mfomi in germinalnimi
tumorji, GGT naj bi kazala na holestazo in prisstrjetrnih metastaz ter TK naj bi pomagala
pri presoji o razsirjenosti bolezni pri bolnikinlevkemijo, limfomom, mozganskimi tumorji,

drobnocelkénim rakom plj& ali rakom dojke.

2.2.2.4. Tumor spremljaii antigeni

Gre za heterogeno skupino tumorskih @evalcev, v katero spadajo razie membranske

strukture tumorskih celic. Proti tem antigenom j@zmo tvoriti speciina monoklonska

protitelesa, kar s pridom izko&& sodobna tehnologija. D@ena antigenska struktura je
zn&ilna za doléene tumorske celice. Zato so o&ewalci, ki spadajo v to skupino, bolj
specifini za dol@eno vrsto malignega tumorja od ostalih aaealcev in velikokrat njihove

serumske koncentracije nataeje odrazajo rast ali zmanjSanje tumorske masadafeSe
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vedno ne poznamo popolnoma speoid antigenske strukture, ki bi bila spesifh samo za
rakave celice, zato najdemo tudi te amalce v normalnih tkivih. Ampak kljub temu so
serumske koncentracije teh ozegalcev pri bolnikih z rakom statitio zn&ilno viSje kot
pri ljudeh, ki so zdravi oziroma nimajo maligne &zi.

Karcinomski antigen 15-3 (CA 15-3 ogljikohidratni antigen, ki ga dalamo z dvema
razlicnima monoklonskima protitelesoma, ki sta se sposobezati na razinih mestih
antigena. CA 15-3 nastaja v sekretornem epitepjjug, gastrointestinalnih organov, dojk,
maternice...) in je velikokrat prisoten v iZloh zdravih ljudi. CA 15-3 ni specifen
oznd&evalec ne za vrsto tumorja ne za organ. PoviSanens&e koncentracije (nad 30 kU/L)
najdemo najvékrat pri bolnicah z rakom dojke, lahko pa tud palrbkih z rakom pljd,
prostate, jajnikov, materntnega vratu in gastrointestinalnega trakta ali psdnicah med
38. in 40. tednom noseosti. Kljub temu je pri bolnicah z rakom dojkej katerih se tvori,
dober pokazatelj uspesnoti zdravljenja in potekadro. Na koncentracijo CA 15-3 v serumu
lahko vpliva tudi prisotnost nekaterih netumorshiblezni dojke in prisotnost benignih
tumorjev dojke (koncentracija ponavadi pod 40 kU/Ce pri bolnicah z rakom dojke
dolotamo CA 15-3 skupaj z CEA posemo olgutljivost in ohranimo solidno speaifiost.
Mucinski karcinomski antigen (MCAg tumorski ozné&evalec znélen pri bolnicah z rakom
dojke. MCA drugae nastaja pri odraslih v normalnem epiteliju dojklvic, endometrija,
uretre in prostate. Njegova speéifost pri raku dojke z mucinsko komponento jéjaed 80
odstotkov in obutljivost okrog 70 odstotkov. Zaradi tega je dobenaevalec za zgodnje
odkrivanje ponovitve bolezni pri bolnicah z rakoer za spremljanje dinamike bolezni in
odgovora na zdravljenje. PoviSane koncentracije MCAerumu se pojavljajo tudi pri
bolnikih z drugimi malignimi tumorji epitelijskeg&vora in pri nosénicah (v prvem in
drugem trimesgu pri 57 odstotkih, v tretjiem trimege pri 100 odstotkih).

Karcinomski antigen 125 (CA 12% tumorski oznéevalec znélen za bolnice z rakom
jajénikov. Gre za glikoprotein, ki ima molekulsko maskrog 200 KD in se pojavlja pri ¢e
kot 80 odstotkih bolnic z nemucinoznim rakontjakov. CA 125 nastaja med embrionalnim
razvojem v celomskem epiteliju, Mullerjevih vodimezotelnih celicah plevre, perikarda in
peritoneja. Pri odraslih je prisoten v sluznici eraitnega vratu in pljgnem parenhimu, ne
nastaja pa v tkivu zdravih fajikov. PoviSane serumske koncentracije CA 125 @@a#U/L)
najdemo, razen pri bolnicah z rakomé¢jakov, tudi pri bolnicah z benignimi in malignimi
ginekoloskimi boleznimi (ciste japikov, rak materriinega vratu) ter pri nekaterih bolnikih z

neginekoloskimi malignimi boleznimi (rak pfurak prostate). Od vseh tipov rakacjakov
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je CA 125 najbolj zanesljiv in uporaben za spremgabolnic, ki imajo epitelijski ali
nediferencirani rak j&nikov.

Karcinomski antigen 19-9 (CA 19-9¢ glikolipid, ki je pravzaprav spremenjen Lewisov
hapten iz sistema krvnih skupin. Monoklonska pet¢ga proti tej mucinski antigenski
determinanti reagirajo navzkrizno z rapiimi mucinskimi molekulami. Do navzkrizne
reakcije pride samo pri osebah z aktivhim LewisagenPri osebah z neaktivnim Lewis
genom se ta determinanta sploh ne tvori in d@wnaec ni uporaben za spremljanje bolezni.
CA 19-9 je oznéevalec, ki je bolj specifen za rak trebusne slinavke in jeter, velikokrajepa
poviSan tudi pri bolnikih z rakom Sirokegaevesa, danke, Zelodca indaijkov. Ker ga
najdemo v relativno visokih koncentracijah v razih telesnih tek&inah zdravih odraslih
ljudi (v semenski tek®ini, zelodnem soku, amnijski tekmi ter v izlockih trebusne
slinavke), ga je smiselno dalati le v serumu ali plazmi, kjer so koncentracig/igane le ob
bolezenskih spremembah.

Prostaticni specifeni antigen (PSA)e protein (serinska proteaza), velik okoli 30 dbKD,

ki so ga prv izolirali iz ekstrakta tkiva prostate in semengk&ctine. Tvori se v tkivu
prostate in se iztta v semensko tekmo, kjer prepréuje koagulacijo semenske tekae.
Majhne koltine PSA prehajajo pri zdravih ljudeh tudi v krvribtok, vendar je njegova
koncentracija v krvi neprimerljiva z viSino konceattije v semenski tekmi. Koncentracija v
serumu se mmo povea le v primeru bolnikov s patoloskimi spremembanaspate, zlasti z
rakom. PSA se v serumu lahko pojavlja v neaktivnékprzorski obliki ali vezan na
proteinazne inhibitorje. Proteinazni inhibitorji &ahko alfa-1-antihimotripsin (ACT), alfa-1-
proteinazni inhibitor, alfa-2-mikroglobulin ali @fantitripsin. Najve&ji delez PSA v serumu
je vezan v kompleks z ACT (60 do 90 odstotkov), uestedi delez v prosti prekurzorski
obliki (10 do 40 odstotkov) in najmanjSi delez P&Aerumu predstavljajo druge oblike, ki jih
je manj kot 1 odstotek. ACT je tumorski oZesaalec, ki je visoko atutljiv in specificen za
rak prostate. Njegove serumske koncentracije zehyalspremljajo velikost tumorske mase,
zato ga pogosteje uporabljamo za spremljanje bolnikrakom prostate kot prostato kislo
fosfatazo. Pri njegovem ddlanju se moramo zavedati, da lahko koncentracija P &#vi
naraste tudi zaradi fizikalnega pregleda prostatdo je treba bolnikom odvzeti kri pred
pregledom prostate ali vsaj 48 ur po njem. PSA aipgamo tudi za presejanje bolnikov z
rakom prostate. Izvaja se pri moskih starejSih @de§, ki imajo veé dejavnikov tveganja (@
ali ve¢ generacij v druzini z rakom prostate). Z d@njem razknih oblik PSA ter s pravilno
evaluacijo deleZzev prostega in celotnega PSA lalddaj zanesljivo dokimo, ¢e gre za

benigno ali maligno spremembOe je serumska koncentracija celotnega PS&avkot 10
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Hg/L pomeni, da gre za maligni proces. TeZavaijgarpretiranju izvidov med 2 in 10 pg/L.
V tem primeru si pomagamo z détmjem prostega in celotnega PSZe je njuno razmerje
0.2 ali manj, gre najverjetneje za maligno bolezerpa je razmerje ¥g kot 0.2, govori to v
prid benigne bolezni. Z datanjem tega razmerja, z digitalnim rektalnim pregledter
ultrazvaino preiskavo prostate lahko z veliko gotovostjoepkimo,ée gre za benigni ali
maligni proces in s tem zmanjSamo delez nepotrebioipsij za vé kot 30 odstotkov. Edina
tezava pri tem je, da lahko na takSegimapregledamo 6 do10 odstotkov bolnikov, ki imajo

rak prostate.

2.2.2.5. Posebni serumski proteini

Med posebne serumske proteine gamo razléne proteine. Eden najbolj znanih je protein
feritin. Njegova naloga v telesu je znotrajéel vezava Zeleza in detoksikacija (npr. vezava
prostih radikalov). V visjih koncentracijah ga na@mo najdemo v jetrih, vranici in kostnem
mozgu. S pom&o serumskih koncentracij in odnosa raalh podenot tega encima lahko
sumimo na maligni proces. H-podenota prevladuje alignem tumorskem tkivu, HL-
podenota pa normalnem tkivu. Normalna koncentrdeijéina v serumu je od 8 do 440 pg/L.
Njegova koncentracija se pasaepri bolnikih z akutno levkemijo, limfomi, rakomjye, jeter

in prostate.

Tiroglobulin je znotrajcekini glikoprotein, katerega naloga je nastanek inasjevanje
tiroksina. V nizkih koncentacijah (0 do 75 pg/L) lgdako najdemo pri w@ni zdravih ljudi,
medtem ko so njegove koncentracijedmo poviSane pri bolnikih z medularnim folikularnim
karcinomom &itnice. Kljub visokim koncentracijam tiroglobulin primeren ozn&valec za
spremljanje razvoja in dinamike te vrste tumorskdebni. Njegove vrednosti so lahko
poviSane tudi pri anapla&tiem karcinomu.

Beta-2-mikroglobulifje protein, ki se nahaja na c&li membrani skoraj vseh diferenciranih
celic. Razlog za to je njegova zgradba, ki je iderat lahki verigi HLA. V nizkih
koncentracijah (1.2 do 2.5 pg/L) ga najdemo v usddsnih teksinah. Najdemo ga v dveh
oblikah, lahko je vezan na HLA ali prost. Njegovankentracija se lahko poviSa zaradE ve
razlicnih vzrokov: povéane sinteze proteina zaradi hitrejSe delitve cdlitrega razpada
celicnin membran, odmiranja celic, iejSega delovanja imunskega sistema ter zaradi
zmanjSanja filtracijske kapacitete ledvic (98 otlsdw se ga izl6i preko ledvic). PoviSane
serumske koncentracije najdemo pri bolnikih z rakptju¢, dojke, trebusne slinavke,

Sirokegatrevesa ter danke, pri bolnikih z limfomi in kréno limfaticno levkemijo.
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S-100 proteirso prvi izolirali iz govejih mozganov. Najprej so mislitla gre za specifen
mozganski ozngevalec, vendar so kasneje ugotovili, da je S-1QGfiepr prisoten tudi v
razlicnih zdravih tkivih. Njegova normalna koncentracjaerumu je nizja od 0.3 pug/L. S-
100 protein lahko uporabljamo kot kazalec poskodtemtralnem Zismem sistemu ali kot
tumorski ozna&evalec pri bolnikih z nevrinomom, glioblastomom, trasitomom in
meningeomom. Pri bolnikih z malignim melanomom ipgsebno vlogo, uporablja se ga kot
napovedni dejavnik in za spremljanje zdravljerj®. je koncentracija pri tej vrsti bolezni
manjSa od 0.3 pg/L, pomeni 85-odstotno 3-letnoipetie bolnika,ce je koncentracija od 0.3
do 0.6 pug/L pomeni 50-odstotno 3-letno prezivegiiika ince je ve&ja od 0.6 pg/L pomeni

10-odstotno 3-letno prezivetje bolnika.

2.2.2.6. Skupina razdinih tumorskih ozna‘evalcev

V to skupino spadajo tumorski ozaalci, katerih tvorba izredno dobro spremlja spFethe
v hitrosti proliferacije celic. Gre za heterogekoigino oznéevalcev, katerih zrénost je, da
niso specifini za posamezne tumorje, ampak na splosno nakazopgjmoznost obstoja
maligne bolezni. V to skupino pristevamo poliamimejkleozide in tkivni polipeptidni

antigen.

Poliamine(kot so spermin, spermidin in putrescin) so dokazglovisanih koncentracijah v
urinu, kadar so se celice doémega tkiva hitro nadomete z novimi celicami.

Nukleozidi(kot sta dimetilgvanozin in psevdouridin, ki stanigonenti RNA)se izl@ajo v
cirkulatorni sistem v wgih koncentracijah prav tako kot poliamini, kadae ga povéano
celicno proliferacijo.

Tkivni polipeptidni antigen (TPAg prav tako nespectien tumorski ozngevalec hitre delitve
celic. Njegova molekulska masa je okrog 180 KDersgstavljen iz razinih citokeratinskih
enot. Prva enota je citokeratin 19 (44 odstotkawliga je citokeratin 18 (36 odstotkov) in
tretja je citokeratin 8 (30 odstotkov). Med embabmnm razvojem TPA nastaja v ragiih
tkivih ploda ter v placenti, pri odraslih ljudeh asestavni del c&lnega skeleta normalnih in
tumorskih celic. TPA nastaja med S-fazo @sdiga ciklusa. Njegove koncentracije odrazajo
hitrost delitve celic, saj hitrejSa delitev celiarekuje hitrejSo sintezo TPA. Posledica hitrejSe
sinteze je prehajanje e kolicine TPA v cirkulatorni sistem. Zaradi tega je TPplosen
tumorski ozn&evalec, ki spremlja patoloSko proliferacijo celipofiavadi pri maligni
transformaciji) ne glede na vrsto ali lokalizadliova. Normalne serumske koncentracije TPA

so priblizno do 90 kU/L, koncentracije viSje od 10/L pa so lahko posledica malignega ali
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benignega procesa. Za razliko od drugih tumorskihatevalcev serumske koncentracije

TPA slabo odrazajo velikost tumorske mase (14).

2.3. Tumorski oznéevalec Cyfra 21-1

Tumorski ozna&evalec Cyfra 21-1 je fragment citokeratina 19. Kat@atini so proteini, ki
sestavljajo intermedialne filamente citoskeletazrigono 20 razéinih citokeratinov, ki jih na
osnovi njihovih biokemijskih lastnosti delimo v dskupini. Skupino tipa | predstavljajo kisli
citokeratini (citokeratini 9-20) in skupino tipapredstavljajo alkalni ali nevtralni citokeratini
(citokeratini 1-8). Citokeratini so netopni v tehéh tek@inah, zato jih ne moremo ddiati.
Fragmenti citokeratinov kot je npr. Cyfra 21-1 pmtepni v telesnih tekanah, tako da jih
lahko dol@amo. Izrazanje citokeratinov je odvisno od vrstiéedifa, lege celic v epiteliju in
od diferenciacije epitelijskih celic. V enostavngpitelijin npr. ¢revesa se pojavljajo
citokeratini 7,8,18,19 in 20, v ¥skladnih epitelijih npr. koze in sluznice grla sggvljajo
citokeratini 1,2,3,4,5,6,9,10,11,12,13,14,15,167itdr v vévrstnih ali prehodnih epitelijih se
pojavljajo citokeratini 4,7,8,13,17,18,19 in 20.I8&&anje prisotnosti citokeratinov nam lahko
pojasni izvor tumorskih celic in stopnjo diferermja tumorjev, zato se veliko uporablja v
patoloski diagnostiki (16). Cyfra 21-1 se nahajaseh tkivih telesa, zato so ¢gakovali, da
bodo njegove vrednosti poviSane pri Stevilnih boikz vendar ni tako. Zaenkrat se ga kot
tumorski oznéevalec najvé uporablja pri bolnikih z rakom pluin s&nega mehurja. Z
dolo¢anjem Cyfre 21-1 v serumu bolnikov z rakom pljahko prepoznamo vrsto tumorja in
spremljamo potek zdravljenja. Pri bolnikih z rakeginega mehurja pa ima pomembno viogo
pri zgodnjem prepoznavanju karcinoma mehurja, kjeseael razradati v miscno tkivo.
Koncentracije cyfre 21-1 v serumu zdravih ljudi s@njSe od 2.0 pg/L. Cyfra 21-1 ni
organsko specifni ozna&evalec. Njegove vrednosti so odvisne od stadij@zw] prognoze
in uspesnosti zdravljenja bolnikov (17).

2.3.1. Raziskava o klintnem pomenu Cyfre 21-1 v primerjavi z ustaljenimi

tumorskimi oznacevalci

Bram Wieskopf je s sodelavci naredili raziskavdkateri so ugotavljali, kaksna je klima
uporabnost Cyfre 21-1 v primerjavi z ostalimi tusiomi ozn&evalci kot so karcinom

embrionalni antigen, nevronska spegifh enolaza, karcinomski antigen (CA 19-9, CA 125,
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CA15-3, CA 72-4), prostatni speciftni antigen in alfa- fetoprotein. Raziskava so opravi
1741 pacientih, katerih je bil serum shranjen @mperaturi -70 °C. Pacienti so imeli rénke
benigne ali maligne bolezni, vkljana je bila tudi skupina zdravih ljudi. Vzorci krso bili
odvzeti v aktivnem stadiju maligne bolezni,éwv& v ¢asu pred prvo terapijo, KirurSkim
posegom ali nastankom oddaljenih metastaz. Tumomkievalec Cyfro 21-1 so datali z
encimsko imunskimi tehnikami, ptemer so uporabili dve monoklonalni spegifiprotitelesi
(Ks 19.1 in BM 19.21). Raziha monoklonalna protitelesa prepoznavajo &agliepitope na
povrSini humanega citokeratina 19. Za aalgje Cyfre 21-1 sta najbolj spe¢ifi in obtutljivi
monoklonalni protitelesi Ks 19.1 in BM 19.21. Poldgbre specitinosti in olgutljivosti je

njuna dobra lastnost tudi ta, da ne reagirata &k z ostalimi citokeratini.
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Tabela 3: Prikaz celotne skupine pacientov.

Skupina pacientov

Stevilo primerov

celotno Stevilo

1.)Refererdna skupina
zdrave osebe
benigne bolezni
- plju
- gastrointestinalnega trakta
- rodil
- séil
- dojk
2.) Maligne bolezni
rak plju¢
drobnoceliéni rak plju ¢
-drobnocati karcinom
nedrobnocelini rak plju ¢
- skvamoznocehi karcinom
- adenokarcinom
- velikocetlini karcinom
- raznoliki karcinom
- relaps
metastaze v plj&ih
rak gastrointestinalnega trakta
- Zelodca
- trebudne slinavke
- debeleg&revesa
- poziralnika + analne odprtine
- jeter + zgkvoda
ginekoloski raki
- janikov
- materghega vratu
- maternice + vulve
rak dojke
- primarna diagnoza
-oddaljene metastaze
- lokalni relaps
rak setil
- prostate

- s&nega mehurja + ledvic

Skupni sesStevek

99

85
106
56

54
70

60

88
85
29
10
18
62

110
83
64
60+20
19+14

116
55
18+8

97
72
19

75
71+18

99
371

290

62
370

197

188

164

1741
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Dolocanje speciffnosti Cyfre 21-1

V krvi 99 klini¢éno zdravih oseb je bila v 95 odstotkih de#aa koncentracija Cyfre 21-1 nizja
od 4 kU/L (referetina vrednost je do 4.0 kU/L), pri 4 odstotkih od @ & kU/L ter pri 1

odstotku 12 kU/L. Pri ugotavljanju organske speéaifisti so ugotovili, da Cyfra 21-1, ki
nastaja zaradi benignih tvorb, powgacdtezave pri razlikovanju med benignimi in malighim

boleznimi.

Tabela 4: Razvrstitev koncentracij Cyfre 21-1 pirawvih osebah in bolnikih z raghimi

benignimi boleznimi.

Cyfra Zdrave | Benigne | Gastrointestinalne | GinekoloSke | Uroloske Benigne
21-1 osebe | bolezni benigne bolezni (%)| benigne benigne bolezni

(kU/L) | (%) plju¢ (%) bolezni (%) bolezni (%) | dojk (%)
0-4.0 95 88 72 80 63 93
4.1-8.3 4 8 21 16 26 6
8.4-15.4 3 4 9 1

15.5- 1 2 2

100

> 100 2

Da bi lahko primerjali otutljivost Cyfre 21-1 z ustaljenimi tumorskimi ozfevalci, so
prilagodili vse izrdune na 95-odstotno speciiiost. Glede na celotno skupino pacientov
vklju¢no z zdravimi osebami in bolniki z benignimi bolemnso dol@ili referentno vrednost
pri 95-odstotni specifnosti 8.1 kU/L.Ce bi gledali skupino z benignimi boleznimi, bi bila
referena vrednost za benigne bolezni plgL.3 KU/L, za gastrointestinalne benigne bolezni
15.4 kU/L, za benigne bolezni dojk 11.6 kU/L, zaakoloSke benigne bolezni 5.8 KU/L in za
urolosSke benigne bolezni 11.6 kKU/L.

Dolocanje okutljivosti Cyfre 21-1 v primerjavi z ustaljenimirez‘evalci

Da bi dolaili obéutljivost Cyfre 21-1, so primerjali rezultate dadsie pri doléanju Cyfre 21-
1 z rezultati ustaljenih tumorskih ozealcev. Doldanja so potekala v serumu pacientov z

malignimi obolenji. Ugotovili so, da ima Cyfra 21zklo visoko obutljivost pri raku plj&.
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Njena olgutljivost je odvisna od histoloSkega tipa raka ¢ljm od tega,ce cyfro 21-1

dolotamo posantno ali jo kombiniramo z drugimi tumorskimi ozfevalci.Ce jo dol@amo

v kombinaciji, povéamo okgutljivost.

Tabela 5: Diagnostna olkiutljivost Cyfre 21-1 in ostalih tumorskih oztevalcev pri

razlicnih vrstah tumorja.

OBCUTLJIVOST TUMORSKIH OZNA CEVALCEV (%)

Tumor CYFRA 21-1 CEA SCC NSE CA19-9 AJ24 CA125 CA153 AFP PSA
Debelegarevesa 21 44 27
Trebusne slinavke 34 28 75
Zelodca 22 23 25 52
Jeter 16 8 80
Dojk 26 26 42
Jagnikov 36 17 25 50
Materninega vratu 37 3055
Pljug
- drobnocetini rak plju 34 54
- nedrobnocetni rak pljic 49 29 17
Prostate 16 17 84
S&nega mehurja 23 30

Na podlagi dobljenih podatkov so ugotovili, da j& raku debeleg&revesa CEA Se vedno
najboljSi tumorski ozngevalec, saj je 44 odstotkov rezultatov résnipozitivnin. CA 19-9 je
imel visoko diagnostno olEutljivost pri raku trebusne slinavke, CA 72-4 parnpku zelodca.
Pri primarnem jetrnem raku AFP ostaja vodilni tuskor ozn&evalec z 80-odstotno
obcutljivostjo. CA 15-3 se je ponovno izkazal kot przdira pri raku dojk, CA 125 pa kot
vodilni tumorski ozn&evalec pri raku na japikih. V primeru raka materémega vratu SCC
daje 55 odstotkov rezultatov re&md pozitivnih. Pri raku na prostati je imel tumarsk
ozn&evalec PSA ptiakovano zelo visoko 83-odstotno colljivost. Pri drobnocetinemu
raku plj se je NSE, s 54-odstotno dtbljivostjo izkazal kot ozngvalec prve izbire. V
primeru velikoceltnega raka pljgt se je Cyfra 21-1 z 49-odstotno doltljivostjo pri
razlikovanju med benignimi boleznimi pun rakom plj& izkazala bolje od CEA in SCC
(18).
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2.3.2. Raziskava o vlogi Cyfre 21-1 kot tumorskegaznatevalca pri raku

sa&’nega mehurja

T. Morita je s sodelavci naredil raziskavo, da ‘aiealnotili viogo Cyfre 21-1 kot tumorskega
ozn&evalca pri raku ssmega mehurja. V raziskavi so uporabili ¢eé linije raka sénega
mehurja JMSUL. V raziskavo je bilo vk§enih 120 zdravih prostovoljcev, 20 pacientov z
benignimi boleznimi raka gaega mehurja (vkligno z akutnimi cistitisi in sgimi kamni),
12 pacientov s krordmo ledvino odpovedjo in 117 pacientov s histolosko potreni
primarnim rakom sega mehurja. Koncentracije Cyfre 21-1 so bile gem® z encimsko
imunsko sendvi metodo. Predklighe Studije so pokazale, da pri testih in vitro JMSU
proizvajajo in spra&ajo Cyfro 21-1 v supernatant kulture, pri testihvimo pa se Cyfra 21-1
sprofa v serum poskusne zivali (miSi). Refahea vrednost 3.qug/L so dol@ili z analizo
serumov zdravih prostovoljcev. Z upoStevanjem tdrosti so ugotovili, da je obtljivost
pri benignih boleznih mehurja 0 odstotkov, pri kikom ledvicni odpovedi 83 odstotkov in pri
raku seénega mehurja 41.9 odstotkov. Vrednosti Cyfre 21else znatno povele pri
napredni fazi tumorja alie se je pou&al njegov razred. Nadaljnje Studije so pokazalesela
pri pacientih z napredovalim rakom mehurja konaaife Cyfre 21-1 postopno paugejo,
medtem ko se pri bolnikih, ki so se odzvali na zljeaje izrazito zmanjSujejo. Visoke
serumske koncentracije Cyfre 21-1 so povezane zSmanmoznostmi za prezivetje. Na
podlagi podatkov raziskave so zakijy da je Cyfra 21-1 uporaben tumorski ozaaalec za
spremljanje klininega poteka raka &®ega mehurja in za zagotavljanje progriosh
podatkov (19).

2.3.3. Raziskava o uporabnosti Cyfre 21-1 za sprejahje uspesSnosti

zdravljenja pacientov z rakom s€nega mehurja

Andreadis C. je s sodelavci so naredil raziskaatere namen je bil, da ugotovige je Cyfra
21-1 uporaben tumorski ozfevalec za spremljanje uspesnosti zdravljenja ptmienrakom
se&nega mehurja. Koncentracije Cyfre 21-1 so v serdd® pacientov izmerili s pondm
radioimunskih testov. 56 pacientov je imelo lokabroejenega raka v klitmem stadiju od I-
lll in 86 pacientov je imelo raka v stadiju IV z tastazami v bezgavkah ali oddaljenimi
metastazami. V kontrolni skupini je bilo 33 zdrayfostovoljcev. V skupini 86 pacientov z
metastatkimi boleznimi je 49 pacientov prejemalon&éerapijo kombinirano s platino. V

serumu teh 49 pacientov so izmerili koncentracyr€21-1 pred zg&etkom zdravljenja in po

32



Diplomsko delo Mateja Kukovec

dokumentaciji za odgovor. Pri pacientih z lokalmoejenim rakom so poviSane koncentracije
Cyfre 21-1 dolgili pri 7 odstotkih in pri pacientih z metastatskiboleznimi pri 66 odstotkih.
Korelacije med Cyfro 21-1 in med diferenciacijo toma ni bilo. Pacienti s poviSanimi
koncentracijami Cyfre 21-1 so pokazali statisti pomembno manjSo moznost prezivetja. V
skupini 49 pacientov z metastatskimi boleznimi, do prejemali kemoterapijo je bila
koncentracija Cyfre 21-1 v serumu korelirana z wdai na zdravljenje. Na podlagi podatkov
raziskave so zakljuli, da so koncentracije Cyfre 21-1 pri pacienth,imajo rak sénega
mehurja z oddaljenimi metastazami, bistveno powS#@lede na koncentracije Cyfre 21-1
med kemoterapijo se zdi, da je potencialnéulgv in koristen kazatelj za spremljanje odziva

na zdravljenje (20).

2.4. Metode dol&anja tumorskih ozné&evalcev

Tumorski ozn&evalci se v telesnih tekmah nahajajo v zelo majhih koncentracijah, zato
potrebujemo za njihovo dokazovanje visokocwhive metode. Vse metode, ki jih

uporabljamo, temeljijo ha podobnem principu - d¢algu nastanka kompleksov med antigeni
in protitelesi. Razlika med metodami je v spojiki,je vezana na detekcijska protitelesa in

n&inu detekcije nastalih kompleksov (14).

2.4.1. Radioimunski testi (RIA)

Gre za ene najbolj vsestranskih in ngjatjivejSih testov za merjenje antigenov in hapteno
Z radioimunskim testom lahko izmerimo zelo majhrendentracije, zato je primeren za
kvantitativno dol@anje zdravil, vitaminov, serumskih protiteles inrfmonov. Pri tem testu
uporabljamo radioaktivno ozdene antigene, protitelesa in haptene. Ttakofaza
radioimunskega testa temelji na tekmovanju med zZmemaovanim in zaznamovanim
antigenom za omejeno k&iho masno afinitetnih protiteles.Cim vetja je koliina
nezaznamovanega antigena, tent y@ izrinjenega zaznamovanega antigena z veZS
merjenjem koline prostega zaznamovanega antigena v raztopinkoladolaiimo

koncentracijo nezaznamovanega antigena.
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2.4.2. Encimsko imunske tehnike (EIT)

Pri EIT je osnova pritrditev razinih encimov na antigen ali protitelo, ggmer se reaktivnost
antigena ali protitelesa ne sme spremeniti. Encikiegjjh lahko uporabimo, so alkalna
fosfataza, glikoza-6-fosfat-dehidrogenaza in pada&. Njihovi substrati so lahko
kromogeni, fluorogeni in luminiscéne spojine. Ko encim in substrat reagirata, vidimo
rezultate s prostim c@som ali s spektrofotometrom. Glede na to, ali jeermimom
zaznamovan antigen ali protitelogimo encimsko imunoloSke metode EIA, pri katerih je

zaznamovan antigen in imunoencimometrijske met&dl@A, kjer je zaznamovano protitelo.

2.4.3. Luminisceréne imunoloSke metode

Gre za kompetitivne metode, pri katerih je antiggsznamovan npr. z luminolom. Po
imunokeméni reakciji antigena s protitelesom dodamo reagenisebuje vodikov peroksid
in encim peroksidazo. Peroksidaza pretvori vodigevoksid v vodo in povzth oksidacijo
luminola ter s tem spravi luminol v stanje p&aee energije. Prek intermediatorjev nato
prehaja luminol v osnovno obliko in pri tem odddsminiscenco. Spr@é&no svetlobno
energijo merimo pri 425 nm. Kot oztevalce lahko uporabimo Se izoluminol in lucifer@).(
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3. NAMEN DELA

Cyfra 21-1 spada med novejSe tumorske Gewnalce. V organizmu je normalno prisotna, pri
dolo¢enih malignih in benignih boleznih pa se njena lemtacija lahko povisa. V svoji
diplomski nalogi bi rada ugotovil&e se koncentracija Cyfre 21-1 v primeru rakansga

mehurja poviSa ali ostane nespremenjena.

Na uroloski kliniki v Klinicnem centru v Ljubljani smo vzeli kri 15 pacientara, katere smo
sumili, da imajo raka na &em mehurju. V serumu teh vzorcev bomo daliokoncentracijo
Cyfre 21-1. V diplomski nalogi bomo statisto ovrednotili rezultate meritev koncentracij
Cyfre 21-1 z namenom, da bi ugotovili kiinb uporabnost Cyfra 21-1 v diagnostiki raka

se&nega mehurja.
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4. EKSPERIMENTALNI DEL

4.1. Definicija skupine

Preiskovana skupina je zajela 15 pacientov, od jegdo 5 Zensk in 10 moskih. Vsi pacienti
so bili obravnavani na uroloski kliniki v Klitnem centru v Ljubljani zaradi suma, da imajo
raka sénega mehurja. V primeru Stirih pacientov, ene zensk treh moskih, je bil rak
citolosko potrjen. Vrednosti tumorskega o&eaalca Cyfra 21-1 pri teh pacientih so bile v
dveh primerih pdakovano mono poviSane, pri drugih dveh primerih pa négkiovano

normalne. Pri 11 pacientih, ki niso imeli rak&rsesga mehurja, so bile vrednosti normalne.

4.2. NatarFen opis metode

Cyfra 21-1 EIT (encimsko imunski test) je ime metpd katero dolamo tumorski
ozn&evalec Cyfro 21-1. Metoda Cyfra 21-1 EIT temelji nporabi dveh monoklonalnih

protiteles BM 19.21 in Ks 19.1, ki sta speiii za fragment citokeratina 19.

4.2.1. Princip metode Cyfra 21-1 EIT
Cyfra 21-1 EIT je nekompetitivna encimska metoda, témelji na dveh specifinih

monoklonalnih protitelesih usmerjenih proti dvernazl&nima antigenskima determinantama
Cyfre 21-1. Kalibratorje, kontrole in neznane vaiokubiramo skupaj z monoklonalnimi
protitelesi, na katera je vezan biotin ter z moookInimi protitelesi ozn#@nimi s hrenovo
peroksidazo (HRP), ki se nahajajo na mikrotitenski&i previeteni s streptavidinom. Po
inkubaciji mikrotiterske pla% spiramo ter dodamo v vsako vdolbinico puferski
substrat/kromogenski reagent (vodikov peroksid jn33 5, 5 tetrametilbenzidin), da se
encimska reakcija lahko nadaljujée je v vzorcu prisoten antigen, med potekom enoimsk
reakcije opazimo modro obarvanje. Intenzivnost wéaja je proporcionalna kélni Cyfre
21-1 v vzorcu. Izmerimo jo na mkrotiterski pto& spektrofotometrom pri 620 nm ( druga
moznost je merjenje intenzivnosti po dodatku Stmgapine pri 405 nm). Za vsako metodo

posebej moramo narediti umeritveno krivuljo tak@ @merimo absorbanco za vsako
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koncentracijo kalibratorja. Iz teh podatkov nari®emmeritveno krivuljo, na kateri lahko

odcitavamo rezultate vzorcev z neznanimi koncentrawi@yfre 21-1.

4.2.2. Reagenti

Streptavidinska mikroplga:

Vsebuje 12x8 odlomljivih vdolbinic, ki so prevkne s streptavidinom. Po odprtju moramo

neuporabljene trakove takoj vrniti v aluminijastedko, da ostanejo suhi.

Kalibrator Cyfra 21-1 A:

Je slana raztopina fosftanega pufra, ki vsebujeejg®erumski albumin. Goveji serumski

albumin je inertni rumeno obarvani, nekisli protkmubni konzervans Ze pripravijen za

uporabo. Uporablja se ga za ¢edje vzorca.

Kalibratorji Cyfra 21-1 B, C, D, E, F:

So liofilizirane slane raztopine fosfatnega pukiaysebujejo goveji serumski albumin. V njih

se nahaja antigen Cyfra 21-1. Pred uporabo jih morgripraviti tako, da jih pomeSamo z

destilirano ali deionizirano vodo.

Kontrola Cyfra 21-1 1 in 2:

Sta liofilizirani kontroli, ki v matriksu humanegaeruma in nekislem protimikrobnem

konzervansu vsebujeta antigen Cyfro 21-1. Predalfmoju moramo pripraviti tako, da ju

pomeSamo z destilirano ali deionizirano vodo.

Biotin Anti-Cyfra 21-1:
Je raztopina moklonalnih protiteles pridobljenih nasi. Poleg protiteles vsebuje slano

raztopino tris-HCI pufra (pH 7.2), goveji serumskbumin, blokirni agent, inertni modro
obarvani detergent in protimikrobni konzervans. dPrgporabo ga moramo pomeSati s
Konjugatom Anti-Cyfra 21-1 (sledilnikom).

Konjugat Anti-Cyfra 21-1:

Je raztopina monoklonalnih protiteles pridobljemth misi, na katera je vezana hrenova
peroksidaza (HRP). Poleg protiteles vsebuje Seshegrotimikrobni konzervans. Pred

uporabo ga moramo pomesati z Biotinom Anti-Cyfral21
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TMB HRP-substrat:
Vsebuje pufer vodikov peroksid in 3, 37, 5, 5" aetnetilbenzidin (TMB). Je pripravljen za

uporabo.

Stop-raztopina:

Vsebuje 0.12 M klorovodikovo kislino in je priprgaha za uporabo.

Spiralni pufer:
Je slana raztopina tris-HCI pufra z Tween 20. Vgekonzervans Germall Il. Pred uporabo

ga moramo 25-krat razré&tl z destilirano ali deionizirano vodo.

4.2.3. Priprava reagentov
Priprava Cyfra 21-1 kalibratorja

Vsaki viali dodamo natamo 1.0 mL destilirane vode in pustimo stati vsajriut, da se
rekonstituira. Pred uporabo nezno premeSamo zrigdeih vibrirajocmi meSalnikom (5
sekund).

OPOMBA: Koncentracija posameznega kalibratorja @gpisana na njegovi etiketi in jo

potrebujemo za iztan rezultatov.

Priprava Cyfra 21-1 kontrole

Vsaki viali dodamo natamo 1.0 mL destilirane vode in pustimo stati vsajriut, da se
rekonstituira. Pred uporabo nezno premeSamo zrglekh vibrirajocim meSalnikom (5
sekund).

OPOMBA: Obmagje koncentracije posamezne kontrole je napisangera etiketi.

Priprava spiralne raztopine

50 mL spiralnega koncentrata vlijemaigto posodo in 25-krat razré&do tako, da dodamo

1200 mL destilirane ali deionizirane vode. S terbidw pufer spiralne raztopine.

Priprava raztopine s protitelesi

Pripravimo potrebno kalino raztopine s protitelesi tako, da zmeSamo 5&phjugata Anti-
Cyfra 21-1 z 1.0 mL Biotina Anti-Cyfra 21-1 na eak mikroploge (glej spodaj).
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Tabela 6: Prikazuje potrebno kiifio Konjugata Anti-Cyfra 21-1 in Biotina Anti-Cyfral-1 glede na

Stevilo trakov, ki jih potrebujemo.

Stevilo trakov Konjugat Anti-Cyfra 21-1 (uL) Biotin Anti-Cyfra 21-1 (mL)

1 50 1

2 100 2
3 150 3
4 200 4
5 250 5
6 300 6
7 350 7
8 400 8
9 450 9
10 500 10
11 550 11
12 600 12

4.2.4. Zbiranje vzorcev in ravnanje z njimi

Cyfra 21-1 EIT izvajamo v serumu. Kri odvzamemoensko punkcijo in l[&mo serum s
centrifugiranjem na 2000 obratih 5 minut. Vzorckekia shranjujemo pri temperaturi od 2 do
8°C en dan¢e pa zelimo vzorce shraniti za daljSe obdobjeskiranjujemo pri temperaturi -
40 °C ali manj. Ponavljajemu se zmrzovanju in odtaljevanju vzorcev se morauogniti.

Pred z&etkom analize morajo biti vzorci ogreti na sobnmoperaturo.

4.2.5. Material

- stresalnik za mikropl@#,

- pralna naprava za mikropkas

- spektrofotometer za mikropl&s,
- precizne pipete,

- destilirana ali deionizirana voda.
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4.2.6. Postopek Cyfra 21-1 EIT
1.) Najprej si pripravimo Cyfra 21-1 kalibratorj&pntroli 1 in 2, spiralno raztopino in
raztopino protiteles. Pomembno je, da pri delu apljamo ciste posode in da natéam

sledimo navodilom.

2.) Nato prenesemo potrebno Stevilo mikropha§ trakov v okvir (neuporabljene trakove
takoj vrnemo v aluminijasto folijo, da ostanejo Buim vsak trak 1x speremo s spiralno
raztopino. Pri tem moramo paziti, da spiramo telkStevilo trakov, kot jih lahko speremo v
30 minutah.

3.) Pred uporabo moramo vzorce dobro premesSatkd_gh meSamo na valjastem meSalniku
1 minuto pri najveji hitrosti ali z elektrénim vibrirajocim meSalnikom z najvisjo hitrostjo 5
sekund. Nato s 50 pL pipeto odpipetiramo Cyfra 2Ralibratorje (A, B, C, D, E in F),
kontroli 1 in 2 ter neznane vzorce v vdolbinic&ktna po sled& shemi:

Tabela 7: Prikazuje vrstni red in mesto na mikr&flo kamor moramo odpipetirati

kalibratorje, kontrole in vzorce.

1 2 3
A Kalibrator A | Kalibrator E | Vzorec 1
B Kalibrator A | Kalibrator E | Vzorec 1
C Kalibrator B | Kalibrator F | Vzorec 2
D Kalibrator B | Kalibrator F | Vzorec 2
E Kalibrator C | Kontrola 1 Vzorec 3
F Kalibrator C | Kontrola 1 Vzorec 3
G Kalibrator D | Kontrola 2
H Kalibrator D | Kontrola 2

4.) V vsako vdolbinico dodamo s precizno 100 pLepyplO0 pL raztopine s protitelesi.
Zaradi moZnega prenosa moramo paziti, da se s &agpijgete ne dotaknemo povrSine

tekagine.

5.) Trakove inkubirano 1 uro (x5 minut) na sobnmperaturi ob konstantnem tresenju

stresalnika.
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6.) Po korani inkubaciji iz vsake vdolbinice odpipetiramo etivo teka&ino in splaknemo 6-

krat.
7.) V vsako vdolbinico dodamo 100uL TMB HRP-subistraa enak r@an, kot smo to storili
pri tocki 4. TMB substrat moramo dodat kar se da najl@irep) med dodajanjem TMB

substrata v prvo vdolbinico in v zadnjo ne smeggratec kot 5 min.

8.) Inkubiramo 30 minut (x5minut) na sobni temperabb konstantnem tresenju. Izogibati se

moramo izpostavljanju trakov direktni som svetlobi.

9.) Po kowani inkubaciji takoj oditamo absorbanco pri 620 nm s spektrofotometrom za

mikroplo&e.

V primeru, ¢e laboratorij nima spektrofotometra za mikrog®s ki bi bil sposoben

ocitavanja absorbance pri 620 nm se postopek pacfi spremeni:

Spremenjena tka 9.) Dodamo 100 ul Stop-raztopine in po 15 minutetitamo absorbanco

pri 405 nm s spektrofotometrom za mikroges
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5. REZULTATI

15 pacientom, pri katerih je bil prisoten sum nkeara€nega mehurja in ki so jim na uroloski
kliniki opravili pregled, cistoskopijo in citologyj na odvzetem tkivu mehurja, smo v serumu
dolocali koncentracijo Cyfre 21-1. Referara vrednost je bila 2.82 pg/L. Dobljene vrednosti,
ki so nizje od referame vrednosti, pomenijo negativen rezultat, viSedwosti pa pozitiven

rezultat.

Tabela 8: Prikaz vrednosti koncentracij Cyfre 2¢-&erumu, spola, letnice rojstva, rezultat
cistoskopije in citologije ter status pacientovri (Bistoskopiji 0 pomeni, da pri pregledu
notranjosti mehurja niso opazili malignega tumofapa pomeni, da so ga opazili. Pri
citologiji 0 pomeni, da pri pregledu tkivhega vzars€nega mehurja niso opazili rakavih

celic, 1 pa pomeni, da so jih.)

Pacient | Cyfra 21-| Spol Letnica Cistoskopija | Citologija | Status
1 pg/L rojstva

1 | Pacient| 0,396 | Zenska 1954 0 0 Postoperativna
1 terapija

2 | Pacient 0,720 Moski 1929 0 0 Postoperativna
2 terapija

3 | Pacient| 0,277 Moski 1930 1 1 Rak
3

4 | Pacient 0,098 Moski 1929 0 0 Postoperativna
4 terapija

5 | Pacient 0,472 Zenska 1950 0 0 Postoperativna
5 terapija

6 | Pacient 1,176 Zenska 1939 0 0 Postoperativna
6 terapija

7 | Pacient 1,391 Moski 1949 1 0 Postoperativna
7 terapija

8 | Pacient| 0,686 Zenska 1930 0 0 Postoperativna
8 terapija

9 | Pacient| 2,426 Moski 1930 1 1 Rak
9
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10| Pacient| 0,581 Moski 1971 0 0 Postoperativha
10 terapija

11| Pacient 1,630 Moski 1950 1 0 Postoperativha
11 terapija

12| Pacient 0,581 Moski 1929 0 0 Postoperativna
12 terapija

13| Pacient 1,082 Moski 1950 1 0 Postoperativha
13 terapija

14| Pacient| 75,500 | Zenska 1950 0 1 Rak
14

15| Pacient 9,752 Moski 1951 1 1 Rak
15

5.1. Izrafun ob¢utljivosti in specifignosti Cyfre 21-1

Obcutljivost izra&tunamo po formuli kjer Stevilo pacientov z rakomérssga mehurja s
poviSano koncentracijo Cyfre 21-1 (A) delimo s eekbm Stevil pacientov z rakom mehurja,

ki imajo poviSano vrednost Cyfre 21-1 (A) in tistki imajo normalno vrednost Cyfre 21-1

(B).
OBCUTLJIVOST = A/(A+B)= 2/(2+2) = 2/4 = 0.50— 50 odstotna atutljivost

Cyfra 21-1 ima v naSi raziskavi 50-odstotnawtfjivost, kar je zadovoljivo, ni pa najboljSe.
To pomeni, da je koncentracija Cyfre 21-1 pri padoypacientov z rakom gaega mehurja

poviSana, pri drugi polovici pa ne, torej je polmvirezultatov lazno negativnih.

Specifenost izr&unamo po formuli, kjer Stevilo pacientov brez ras@nega mehurja z
normalno vrednostjo Cyfre 21-1 (D) delimo s seStenlStevil pacientov brez raka mehurja,

ki imajo poviSano vrednost Cyfre 21-1 (C) in tistki imajo normalno vrednost Cyfre 21-1

(D).

SPECIFICNOST =D/(C+D) =11/(0+11) = 11/11 = 1.6> 100-odstotna speaifiost
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Cyfra 21-1 se je v naSi raziskavi izkazala za 166tatno specifien tumorski oznsevalec za
raka na senem mehurju. To pomeni, da ne daje lazno pozitiva#ultatov, torej je pri vseh
pacientih, ki nimajo raka seega mehurja, koncentracija Cyfre 21-1 normalna.

5.2. Primerjava korelacije z diagnozo pri démnju Cyfre 21-1, pri

cistoskopiji in citologiji

Tabela 9: Prikaz rezultatov dobljenih pri d&doju Cyfre 21-1, pri citologiji in cistoskopiji.

Lazno Resnino Lazno Resnkno

pozitivni pozitivni negativni negativni
Cyfra 21-1 0 2 2 11
Citologija 0 4 0 11
Cistoskopija 3 3 1 8

Iz tabele 9 je razvidno, da pri citologiji ni nolledazno pozitivnih niti lazno negativnih

rezultatov, zato lahko sklepamo, da je citologijaayboljSi korelaciji z diagnozo. Cistoskopija
je v malo slabsi korelaciji z diagnozo kot citolagisaj se pri njej pojavljajo 3 lazno pozitivni
rezultati in 1 lazno negativen. Pri Cyfri 21-1 azho pozitivnih rezultatov, sta pa 2 lazno
negativna, vendar lahko kljub temuceeno, da je Cyfra 21-1 v dokaj dobri korelaciji z

diagnozo.

5.3. Stevilo obolelih za rakom &ega mehurja glede na spol

Iz podatkov v tabeli 8 je razvidno, da jecwaoskih pacientov z rakom @eega mehurja kot
Zensk, kar se ujema s statistiko, da za rakom reepogosteje zbolevajo moski kot Zenske.

V skupini 4 bolnikov obolelih za rakom&ega mehurja so 3 moski in 1 zenska.
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Stevilo obolelih za rakom se  énega mehurja glede na spol

Zenske

75%

Graf 2: Razmerje med Stevilom pacientov z rakodmega mehurja glede na spol.

5.4. Starost pacientov obolelih za rakontsega mehurja

Starost pacientov, pri katerih smo sumili na rai@ega mehurja, je od 38 do 80 let. Pacienti
oboleli za rakom na mehurju so stari 58 let, 5%detdva 79 let. Po statistiki se rakisega

mehurja najpogosteje pojavlja v starosti 50 ineto |
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6. RAZPRAVA

Citokeratini so snovi, ki niso nakljno razporejene v razhih epitelijih, ampak so z&dne
za dol@ene vrste epitelijev in njihove diferenciacije. hMjvo izrazanje se pri malignih
transformacijah epitelijskih celic ne izgubi, zadmo zeleli ugotoviti, kakSno vlogo ima

fragment citokeratina 19 pri rakucsega mehurja.

Cyfra 21-1 je tako kot mnogi drugi tumorski ozewalci organsko nespedifia in je
normalno prisotna v raziih tkivih. Znano je, da se njene vrednosti priadehih vrstah raka
povisajo, zato nas je zanimal njen kimi pomen dol¢anja pri raku sthega mehurja. V
skupini 15 pacientov so imeli 4 potrjeno diagnoaker sénega mehurja. Ugotovili smo, da so
bile vrednosti Cyfre 21-1 pri 2 pacientih (pacieritd in 15) z rakom s$@ega mehurja
poviSane in pri dveh normalne (pacienta 3 in 9pddanih rezultatov smo iznanali, da ima
Cyfra 21-1 50-odstotno dhbtljivost, kar je zadovoljivo, ni pa najboljSe. Reeh preostalih 11
pacientih, ki nimajo raka mehurja in so na terag@ so bile koncentracije Cyfre 21-1
normalne. To pomeni, da ima Cyfra 21-1 100-odst&pecifinost, kar je zelo zadovoljivo.
Ce upostevamo iztanane vrednosti @btljivosti in speciftnosti lahko sklepamo, da je
Cyfra 21-1 dokaj dober tumorski ozewalec za dokanje pri raku mehurja. Vendar se
moramo zavedati, da ena sama dibby nima velikega pomena. NataejSe podatke o
klini¢ni uporabnosti Cyfre 21-1 pri rakucseega mehurja bi dobil&e bi dol@itve opravili pri
vsakem pacientu ¥&rat in v razlénih stadijih njegove bolezni. S tem bi ugotovilli se
koncentracije spreminjajo v skladu z idealnim tuskan ozngevalcem ali ne. Pri idealnem
tumorskem ozngevalcu je koncentracija pri zdravih osebah nizjaefdregne vrednosti. Pri
raku”in situ” se koncentracija rahlo poviSa, pri lokaliziraneaku se koncentracija Ze precej
poviSa in pri razSirjenem raku (metastaze) se katnaeija m@no povisa. Po Kkirurski
odstranitvi (uspesni terapiji) Zae koncentracija naglo padati tako, da je v staajuisije
normalna.Ce pa pride do ponovitve bolezni, se cikel zvieaainj nizanja koncentracije
tumorskega ozrgvalca zé&ne ponovno. Ker smo mi ddlitve koncentracij Cyfre 21-1
opravili pri vsakem pacientu le enkrat, ne morenabarino oceniti,ée se koncentracije
spreminjajo v skladu z idealnim tumorskim ozenalcem ali ne. Tezava naSe raziskave je
tudi v majhnem Stevilu pacientov, zara@disar so lahko nekateri dobljeni rezultati, sploh za
obcutljivost in specifénost, drugani kot bi bili pri veji skupini pacientov. Ker gre za majhno

skupino ne moremo biti popolnoma pregni, ali je reprezentativna ali ne. Ponavadi velg,
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vecja kot je skupina pacientov (vzorec),c¢je je verjetnost, da je bolj reprezentativna in
posledéno so tudi dobljeni rezultati bolj ¢ai. Ce upoStevamo nade rezultate, pridemo do
ugotovitve, da ima Cyfra 21-1 najbolj pomembno daqgi spremljanju uspesnosti operacije
(terapije). Pri vseh 11 pacientih, ki so bili vrgtapo operaciji, so bile koncentracije Cyfre
21-1 normalne, to pomeni, da je bila operacija &speV primeru, da operacija ne bi bila
uspesSna, torej rak ne bi bil v celoti odstranjeamdentracija Cyfre 21-1 ne bi bila normalna.
Bila bi poviSana, saj bi rak Se vedno vplival naggano izlaganje Cyfre 21-1 iz urotelijskih
celic s€énega mehurja. Dot@nje Cyfre 21-1 ima doteno viogo tudi pri spremljanju Sirjenja
raka sénega mehurja. V nasi raziskavi smo imeli 4 pacientakom sénega mehurja. V
primeru dveh pacientov, ki sta imela raka vetaem stadiju, so bile koncentracije Cyfre 21-1
normalne, pri drugih dveh pacientih z napredovathkom pa méno povisane. Iz tega lahko
sklepamo, da je dotanje Cyfre 21-1 klinino pomembno le pri pacientih z napredovalo
obliko raka, ne pa tudi pri tistih z rakom v¢éetnem stadiju. Nasi rezultati se ujemajo z
ugotovitvami, ki so jih Y. Senga, G. Kimura, T. Ittat in K. Yoshida objavili v svoji Studiji,
kjer so klinino ovrednotili Cyfro 21-1 v serumu in urinu pac@ntz rakom sénega mehurja.
Koncentracijo Cyfre 21-1 so ddfali z encimsko imunskim testom (sentlvhetoda). V
Studiji je sodelovalo 278 pacientov, od tega jilb§eimelo raka saega mehurja in 220 jih je
imelo druge uroloske bolezni oziroma so bili zdr&kupino 220 pacientov so razdelili v pet
skupin ( pacienti s cistitisom, z benigno hiperptaprostate, s s@imi kamni, z odpovedjo
ledvic in kontrolna skupina zdravih oseb). SkugBipacientov so koncentracijo Cyfre 21-1
dolocevali po transuretralni resekciji raka mehurja.dpoavljenih meritvah so ugotovili, da
so serumske in urinske vrednosti Cyfre 21-1 pripgkiupacientov z rakom mehurja opazno
viSje kot pri kateri koli podskupini 220 paciento¥a urinske vrednosti Cyfre 21-1 pri
pacientih z rakom mehurja so ugotovili, da se ratikajejo veliko od vrednosti podskupine
pacientov s cistitisom. Urinske vrednosti so bileeliki korelaciji z volumnom tumorja in so
bile opazno pomembnejSe od citoloSkega preglede wa odkrivanje raka &ega mehurja
stopnje 1 in 2. Pri urinskih vrednostih Cyfre 234 opazili tudi, da so se zmanjSevale v
odvisnosti odc¢asa, ki je pretekel od transuretralne resekcijea ralehurja. Za serumske
vrednosti Cyfre 21-1 so ugotovili, da so bile gkupini pacientov z rakom mehurja opazno
viSje kot pri pacientih z lokalno napredovalo stiapholezni in pri tistih z metastazami. Iz
dobljenih rezultatov so prisli do sklepa, da sodw@sti urinske Cyfre 21-1 uporabne kot
tumorski ozn&evalec pri presejalnih testih za raka na mehugwyraske vrednosti Cyfre 21-

1 pa so lahko koristne kot tumorski ozewalec pri napredovalem raku mehurja (21).
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Ce primerjamo na3o raziskavo z raziskavo Y. Senggeigovih sodelavcev vidimo, da je bila
njihova skupina pacientov z rakom mehurja velik@jagevendar so prav tako prisli do
ugotovitve, da nam serumske vrednosti Cyfre 214hagajo le pri napredovali obliki raka
mehurja. O obutljivosti, speciftnosti in spremljanju uspesnosti operacije Zal neemo

delati primerjav. Prav tako ne moremo delati prianeiglede urinskih vrednosti Cyfre 21-1,

saj smo v nasi raziskavi d@lali samo serumske vrednosti.
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/. SKLEP

Namen moje diplomske naloge je bil, da statigii ovrednotimo rezultate meritev
koncentracij Cyfre 21-1 in ugotovimo, kakSen jenkini pomen doléanja Cyfre 21-1 v

diagnostiki raka ssega mehurja.

Na podlagi dobljenih rezultatov lahko zakijono naslednje:

 Tumorski ozna&evalec Cyfra 21-1 ima pri raku @&ega mehurja 50-odstotno
obcutljivost in 100-odstotno speaifiost. Zaradi nekoliko slabSe aliljivosti Cyfre
21-1 se pri postavitvi diagnoze na njeno vrednosemumu ne moremo popolnoma
zanasati in na podlagi teh rezultatov potrditi diaap.

* Cyfra 21-1 ima zelo pomembno vilogo pri spremljamgpesnosti terapije. Pri vseh 11
pacientih, ki so bili na terapiji in niso imeli rakso bile vrednosti Cyfre 21-1 pod
referergno vrednostjo.

e Cyfra 21-1 ima doleeno vlogo tudi pri spremljanju razSirjenosti rakenega
mehurja. Pri pacientih z rakom mehurja ¢¥etaem stadiju so bile koncentracije Cyfre
21-1 normalne, pri pacientih z napredovalo obliktelni pa méno poviSane. 1z tega
sklepamo, da je Cyfra 21-1 primerna le za sprendjgracientov z napredovalim

rakom mehurja.
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