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Ova studija potvrduje misljenje da instilacija KLH-a stimulira produkciju citokina, koji se zatim izlucuju putem mokrace. Interleukin
1(IL-1) koji proizvode aktivirani makrofagi, domino-efektom stimulira niz imunih reakcija.

Instilacijski program zapocinje 5 do 7 dana nakon TUR-a primarnoga povrSnog karcinoma mjehura. Taj program obuhvaca
intravezikalnu instilaciju 20 mg KLH-a, razvodnjenoga u 20 ml fizioloske otopine, jedanput tjedno, ukupno 6 puta, a zatim jedanput
mjesecno tijekom godine dana. Nakon instilacije KLH-a u mjehur, IL-alfa izlu¢uje se u mokraéi. U svrhu analize koristen je speci-
ficni enzimski imunosorbent esej (ELISA). ELISA za IL-1a, utemeljen u nasem laboratoriju, pokazuje grani¢nu vrijednost otkriva-
nja od 5 pg/ml. Taj IL-1a ELISA varira od 3 do 7% unutar nasih moguénosti mjerenja, a 5 do 15% od serije do serije. U terapijskoj
skupini sekrecija IL-1a varira u rasponu od 0 do 30.905 pg/24h, dok u kontrolnoj skupini taj se raspon krece izmedu 0 (razdoblje
sakupljanja) i 2.472 pg/4h. Sekrecija IL-1a nakon instilacije KLH-a u mjehur bolesnika s karcinomom, zna¢ajno raste, uz napomenu
da visina te sekrecije znatno varira od bolesnika do bolesnika. Maksimum je izlu¢ivanja postignut tijekom 4 do 8 sati nakon insti-
lacije, nakon Cega to izluéivanje postupno opada. Pritom se pokazala neuobiCajeno izrazena razlika u koli¢ini izlu¢enoga IL-1a
tijekom 24 sata u kontrolnoj skupini, od skupine kojoj je instiliran KLH. Osam od 14 bolesnika (57%) koliko ih je reagiralo na KLH,
imali su nakon Sestotjedne terapije vecu koncentraciju IL-1a u mokraéi nego oni bolesnici koji tijekom 12 mjeseci nisu reagirali na
KLH, uz napomenu da razlike nisu bile statisticki znacajne. Smatra se da sekrecija IL-1alfa u mokradi predstavlja bioloski odgovor
mjehura na antigenski stimulus KLH-a.

U primjercima mokrace nije naden IL-2. Preostaje da se dodatnim ispitivanjima utvrdi prisustvo IL-2 citokina, uz napomenu da je
mozda koli€ina citokina bila ispod granice detekcije koju zahtijeva ELISA.

Potrebno je utvrditi stimulira li intravezikalno instiliran Keyhole limpet haemocyanin (KLH) lokalni odgovor stanica sluznice
mokra¢noga mjehura u bolesnika s povr§nim karcinomom mjehura.

Kljucne rije¢i: Keyhole limpet hemocyanine, interleukin 1o, interleukin 2, povrsni karcinom prijelaznih stanica mokraénoga mje-
hura.

UvoD Distribuciju tkiva, kao i aktivaciju te proliferaciju limfocita i

makrofaga regulira nekoliko citokina koje secerniraju makrofa-

Olsson je sa suradnicima jo§ 1974. godine izvijestio o smanje-
nju ucestalosti recidiva karcinoma mokra¢noga mjehura u
bolesnika lijecenih Immunocyaninom (Keyhole limpet hemo-
cyanin, KLH) (1). Jedno drugo izvje$¢e spominje samo umjereni
profilakticki u€inak takvoga lijecenja, ako se s njim pocinje 6
tjedana nakon operacije (2). Neka druga ispitivanja pak pokazu-
juda KLH, kao i neki citostatici (Mitomycin i Epodyl), posjedu-
je sposobnost sprje¢avanja recidivne bolesti u povrsnoga karci-
noma mjehura (3, 4, 5, 6). Medutim, jo$ nije otkriven meha-
nizam pomocu kojega KLH izaziva antitumorsku aktivnost.

KLH je multi-epitopni antigen za koji se pokazalo da posjeduje
imunoregulatorni utjecaj na razlicite produkte limfocita, kao i na
makrofage (7, 8, 9, 10). Taj stimulirajui utjecaj sudjeluje u lim-
focitnoj aktivnosti prema neoplastickim stanicama (11). Klippel
je sa suradnicima dokazao to svojstvo KLH-a injicirajuéi ga u
mjehur, ¢ime je izazvao mononuklearnu stani¢nu infiltraciju
(12).

gi (monokini) i limfociti (limfokini) (13). IL-1o je monokin koji
igra glavnu ulogu prilikom aktivacije i proliferacije T-limfocita,
regulirajuéi na taj nacin proliferaciju limfokina. Time se ujedno
stimulira citotoksi¢na aktivnost T limfocita (14). IL-1a takoder
moze regulirati i citotoksi¢nu aktivnost prirodnih "kiler"-stanica
(NK), kao i proliferaciju te diferencijaciju B limfocita (15, 16).
Osim toga, IL-1al ima regulirajuéi utjecaj na neke stani¢ne po-
pulacije kao Sto su fibroblasti, endotelne stanice itd. (17). Nada-
lje, IL-10 prepoznat je kao jedan od glavnih posrednika prilikom
upalnih procesa u zivom tkivu (18). Otkriven je takoder u
mokraci zdravih i bolesnih ljudi (19). Neka druga ispitivanja
upucuju na to da se IL-1a i IL-6 u starijih bolesnika stvara
uporedo s bakteriurijom (20).

Jedna je moguénost da se instilacijom KLH-a (ili drugih
imunomodulatora) inducira aktivnost monokina i limfokina,
¢ime se stimulira djelovanje limfocita i makrofaga na sluznici
mjehura. Ranije su studije pokazale da je intravezikalna insti-
lacija BCG-a (Bacillus Calmette-Guerin) povezana s povise-
njem razine IL-2 i IL-6 u mokrac¢i (21).
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U svrhu ove studije ispitivala se visina koncentracije IL-1c i IL-
2 u mokraci 14-orice bolesnika kojima je izvr§ena kompletna
transuretralna resekcija povrsnoga karcinoma mjehura i kojima
Je nakon resekcije, instilirana otopina KLH. Ispitalo se nadalje
vrijednosti razine IL-1 i IL-2 prije, u vrijeme i nakon instilacije
KLH-a, posebno u odnosu na mehanizam djelovanja otopine
KLH, a i s obzirom na mogucu usporedbu s klinickim promjena-
ma.

MATERIJAL I METODE
Bolesnici i metode

Obradeno je 35 bolesnika razdijeljenih u 4 skupine. Kontrolna se
skupina (A,B,C) sastojala od 21 osobe, i to: skupina A, 7 zdra-
vih dobrovoljaca; skupina B, 7 bolesnika s klinic¢ki i mikrobi-
oloski utvrdenom mokra¢nom infekcijom; skupina C, 7 bolesni-
ka s povrsnim TCC (karcinom prijelaznog epitela) mokra¢noga
mjehura u stadiju pTa/1G1-3, utvrdenim prije bilo kakve terapi-
je.

KLH skupina (D) sastojala se od 4 bolesnika s povrsnim TCC
mjehura, takoder u stadiju pTa/l G1-3. Ni u toj skupini nijedan
bolesnik nije bio prethodno lijecen.

Svi su tumori bili transuretralno resecirani uz postranicne biop-
sije na prividno zdravim dijelovima sluznice. Pretpostavlja se da
su svi bolesnici prije pocetka profilakticke instilacije bili bez
ikakve druge karcinomske bolesti.

Prije instilacije svim je bolesnicima izvrSena analiza i citologija
mokrace, IVP, kompletna krvna slika, elektrolitski status i rend-
genska snimka pluc¢a. Cistoskopija se radila svaka dva mjeseca,
citologija mokraée jedanput mjese¢no. Cim bi se tijekom tih
kontrola pojavila sumnja na karcinom, uzeta bi bila biopsija
sumnjivoga tkiva, a posebno i biopsija s ruba toga podrucja.

U slucajevima sa simptomatskom mokra¢nom infekcijom (broj
klica >100.000 ml) odredena je antibiotska terapija, a instilacije
su bile nastavljene tek nakon Sto je ponovno postignut sterilitet
mokrace. Kontrola ispitanika zavrs$ila bi nakon 12 mjeseci.

Smatra se da su bolesnici pozitivno reagirali na terapiju ako su
nakon klinickoga pracenja bili ili bez tumora ili bez znakova
progresije tumora. Bez pozitivne reakcije smatralo se da su oni
bolesnici koji su tijekom terapije pretrpjeli jedan ili viSe recidi-
va ili je u istom razdoblju doslo do progresije bolesti.

Ni jedan od bolesnika, a ni oni u kontrolnoj skupini, nisu imali
neki drugi malignitet koji bi se mogao umijeSati u imunu reakci-
ju. Da bi se sprijecila infekcija mokraénoga trakta, antimikrobna
terapija primijenjena je prije instilacije KLH-a.

Protokol terapije s KLH
Program instilacije po¢eo je 5 do 7 dana nakon TUR-a.
Bolesniku je najprije ispraznjen mjehur, a zatim mu je instilira-
no 20 mg KLH pomijeSanoga s 20 ml fizioloSke otopine.
Postupak je ponavljan svaki tjedan tijekom prvih 6 mjeseci, a

zatim jedanput mjesecno tijekom godine dana. Bolesnici nisu
smjeli mokriti prvih 2 sata nakon instilacije.
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Postupak s uzorkom mokrace

Prije prve i Seste instilacije KLH-a uzimani su primjerci
mokrace, i to u intervalima 0-4, 4-8 i 8-24 sata. Ti su uzorci
mokrace centrifugirani prije nego su konzervirani na -20 stup-
njeva C.

Primjerci iz kontrolne skupine sakupljeni su tijekom 4 sata i
nakon odredivanja njihova volumena i centrifugiranja, sprem-
ljeni su na temperaturi od -20°C. Nakon $to su primjerci oto-
pljeni na sobnu temperaturu, pomijesani su s 50 ml fizioloske
otopine i 0.1 g/1 thimerosala iz bovinoga seruma u svrhu stabi-
lizacije limfokina, a zatim su ti primjerci dijalizirani s 9 g/dl
fizioloske otopine na temperaturi od 2 do 8°C tijekom 24 sata.
Poslije toga dijalizirana se mokra¢a podvrgava daljnjem cen-
trifugiranju (3.000 g/15 min./20°C) prije nego li se izvrsi kvali-
fikacijski test za IL-1a determinaciju: analiza=izolirani primjer-
ak mokrace; pozitivni kontrolni test=uzorak mokrace s 20 pg/ml
IL-1alfa, negativni kontrolni test=primjerak mokrace s 10ug/ml
anti-IL-1alfa.

Testiranje takvim postupkom omogucuje lociranje nespecifi¢nih
reakcija i njihovu eliminaciju (negativni kontrolni test), a taj
postupak omogucuje utvrditi imaju li neki elementi u mokraci
inhibirajuci u¢inak na ELISA (pozitivni kontrolni test).

Ploce s mikrotitrom (MTP F 96, Nunc) presvucene su purifici-
ranim humanim IL-alfa protutijelom (5ul/ml), dok je preostali
dio ploce saturiran bovinim serumskim albuminom (10 mg/ml).
U udubinu na plo¢ama koje su presvucene IL-1 protutijelima iz
mikrotitra aplicira se 100 ul mokrace, IL-1alfa mokrace ili IL-1
standardne otopine. Tome se dodaje 100 ul 0.2 mol. natrium fos-
fatnoga pufera (pH 6.5), kao i 40 ml/l ugrijanoga (56 stupnjeva
C/30) fetalnoga bovinog seruma, nakon ¢ega se ploce inkubira-
ju na 24 sata pri temperaturi od 2 do 8°C. Nakon ispiranja kojim
se odstranjuju slobodne tvari, dodaje se 200 ul konjugirane IL-1
peroksidaze, a zatim se ploc¢e ponovno inkubiraju na 24 sata pri
temperaturi od 2 do 8°C. Ploge su zatim ponovno isprane da se
moze provesti enzimatska procjena imunoloski povezane per-
oksidaze. Nakon inkubacije od 15 min. aktivnost se zaustavlja
pomocu 100 ul sulfonske kiseline (1 mol/l). Rezultirajuéi inten-
zitet boje koji je proporcionalan koncentraciji IL-1, mjeri se na
visini od 450 mm. Rukovodeci se standardnim vrijednostima,
koli¢ine IL-1 u svakom primjerku mokra¢e mogu se uporediti s
kontrolnim primjercima IL-1.

ELISA za IL-2 i IL-1 utvrdene su u naSem laboratoriju, pokaza-
vsi granice otkrivanja od 50 do 5 pg/ml (22, 23, 24). Devijacije
u IL-1alfa kre¢u se izmedu 3 i 7%, kao i 5-15% od serije do se-
rije.

Odredivanje koncentracije IL-2 provedene su pod istim uvjetima
ELISE. Za odredivanje totalnoga IL-1alfa sekrecije tijekom 24
sata, produkcija IL-1alfa za 4 kao i za 24 sata uzete su u obzir
nakon 6 instilacija KLH-a, a u svrhu da se odstrani utjecaj neze-
ljenih ¢imbenika, kao npr. stupnja hidracije bolesnika (25).

Dobivsi komparabilne kontrolne podatke, uzeli smo odredenu
koli¢inu IL-1alfa u mokraéi kontrolne skupine i pomnozili je sa
6 da bismo je mogli uporediti s 24-satnom produkcijom KLH
skupine, prema metodi Bohlea i suradnika (26).
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Statisti¢ka analiza

Statisticka vrijednost dobivenih podataka izmedu TCC skupine i
kontrolne skupine utvrdena je Mann-Whitneyjevim testom. Dva
su primjerka testa upotrijebljena da se utvrdi statisticka valjanost
izmedu Sestotjedne IL-1alfa vrijednosti i klinickoga odgovora.
Statisticka je analiza provedena pomocu NCSS programa
(27,28).

REZULTATI
Pretrage mokrace u kontrolnoj skupini

Nasu studiju zapoceli smo s odredivanjem visine IL-1alfa u kon-
trolnoj skupini. Upadljiva je najprije bila Cinjenica da primjerci
mokrace u bolesnika s cistitisom uopée nisu sadrzavali IL-1alfa,
Sto se uspjelo dokazati tek nakon S$to je proveden postupak dija-
lize. Kasnije smo to proveli prilikom svih pretraga mokrace i to
tek nakon Sto ni u terapeutskoj skupini s nedijaliziranom
mokrac¢om nismo utvrdili IL-1alfa. Nije jasan uzrok koji ometa
stvaranje IL-1alfa u nedijaliziranoj mokraéi, pa ¢emo to kasnije
istraziti. Ni u jednoj od sedam pokusa u zdravih ispitanika IL-1
alfa nije bio utvrden. U bolesnika s mokra¢nom infekcijom, aiu
onih s nelijeCenim karcinomom mjehura, visina IL-lalfa u
mokraci pokazivala je jako varijabilne individualne vrijednosti
(Tablica 1.).

Nalaz IL-1alfa u mokraci bolesnika lijecenih s KLH-om
(Skupina D)

Izlu¢ivanje IL-1alfa u mokraci Cetrnaestorice bolesnika s nein-
vazivnim karcinomom mokraénoga mjehura, odredivalo se prije
pocetka intravezikalnih instilacija KLH-a, kao i 6 tjedana kasni-
je, nakon zavrsetka instilacija.

Prije pocetka instilacija KLH-a, 5 je bolesnika pokazivalo
povisene vrijednosti IL-lalfa u mokraéi. Instilacije KLH-a
tijekom 6 tjedana uzrokovale su poviSenje razine IL-lalfa u
mokrac¢i. Maksimalno izlu¢ivanje IL-1alfa u mokraéi ustanov-
ljeno je nakon 4 i 8 sati. Nakon $to je dosegnut maksimum kon-
centracije IL-lalfa u mokraéi, uslijedio bi pad tih vrijednosti
tijekom sljedeca 24 sata (Slika 2.). Iznimka je bio samo bolesnik
br. 7 u kojega je koncentracija IL-1alfa u mokraci ostala i kasni-
je povisena, uz napomenu da su te vrijednosti kod njega i na
pocetku terapije bile poviSene. Znakovite razlike u izlu¢ivanju
IL-1alfa postoje tijekom 24 sata u kontrolnoj i u terapeutskoj
skupini (Tablica 1.1 2., Slika 1.1 2.).

Nije se moglo utvrditi granice IL-2 razine u mokraéi prema
ELISA testu ni u terapeutskoj niti u kontrolnoj skupini. Usprkos
najnovijim istrazivanjima s identi¢nim esejem i mokra¢om kon-
centriranom s faktorom 5, od svih istrazenih skupina (A-D)
samo se u jednoj uspjelo dokazati IL-2.

Uporedba klinickoga tijeka s izluc¢ivanjem IL-1alfa u mokraci

Osnovu promatranja ¢inila je moguca veza izmedu izlucivanja
IL-1alfa i klinickoga odgovora na intravezikalnu KLH-terapiju
prilikom primarnoga TCC mokra¢noga mjehura. To je proma-
tranje izvrSeno tijekom 12 mjeseci nakon 6-tjedne terapije
(Tablica 3., Slika 2.).

U mokraci jednoga bolesnika (br.2) nismo ni prije niti poslije
terapije nasli IL-lalfa. Medutim, u 8 daljnjih bolesnika (br.
3,4,6,9,10,11,13,14) koji su prije terapije imali nulte vrijednosti
IL-1alfa u mokraéi, nakon terapije smo nasli znatno povisenje.
Jednako smo tako nasli povisenje IL-lalfa u mokra¢i kod
bolesnika (br.1,5,7,8,12) koji su to poviSenje imali i prije pocet-
ka terapije. Svih 5 bolesnika s povisenom razinom IL-lalfa u
mokradi prije terapije, imali su pozitivan kozni test, ak i oni koji
prije terapije nisu imali dokazani IL-lalfa u mokraéi (br.
4,6,9,10).

TABLICA 1.
Nalaz IL-1alfa u mokraéi bolesnika (kontrolna skupina pg/4h) sakupljeni tijekom 4 sata; 24 sata po Bohleu i sur. (26)
TABLE 1
IL-1 alpha finding in patients' urine samples (control group pg/4hrs) collected during 4 hours; 24 hours according to
Bohle et al (26)
Bolesnik/ Skupina A Skupina B Skupina C
Patient Kontrolni bolesnici/ | Bolesnici s mokraénom infekcijom/ | Povrsinski TCC/
Group A Group B Group C
Control patients Patients with urinary infection Superficial TCC

1 0 0 796
2 0 0 0
3 0 0 208
4 0 296 0
5 0 304 550
6 0 332 0
7 0 2472 370

IL-1 alfa/ 0 pg/ 4h 486 pg/ 4h 275 pg/ 4h

IL-1alpha 0 pg/ 4hrs 486 pg/ 4hrs 275 pg/ 4hrs

produkcija/ 0 pg/ 24h 2918 pg/ 24h 1649 pg/ 24h

production 0 pg/24 hrs 2918 pg/24hrs 1649 pg/24hrs
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TABLICA 2
Nalaz IL-1alfa u mokraéi bolesnika lije¢enih KLH-om (Skupina D) prije prve i Seste instilacije KLH-a, u intervalima 0-4, 4-8 i
8-24 sata, kao i 24 satnom produkcijom (pg/4h, pg/24h) po Bohleu i sur. (26)
TABLE 2
IL-1alpha finding in the urine samples of the patients treated with KLH (D group) before the first and the sixth KLH instillation, in
the following time periods 0-4, 4-8 and 8-24 hrs, as well as in 24-hour production (pg/4hrs, pg/24hrs) according to Bohle et al (26)

Bolesnik/ Prije KLH Fazal Faza Il Faza III 24 h/

Patient -4-0 h/ 0-4 h/ 4-8 h/ 8-24 h/ 24 hrs
Before KLH-4-0 hrs | Phase I 0-4 hrs | Phase II 8-24 hrs | Phase III 8-24 hrs

1 404 2302 6325 2117 | 10745

2 0 0 0 0 0

3 0 373 940 1473 2786

4 0 399 1283 2673 4355

5 320 1303 1102 1550 3955

6 0 2672 500 2643 5815

7 1952 6067 2626 2675 | 11368

8 612 7993 805 6397 | 15195

9 0 19287 8101 6517 | 33905

10 0 13327 8885 5088 | 27300

11 0 2244 1216 1230 | 4690

12 1130 9041 11451 9018 | 29510

13 0 416 308 956 1680

14 0 637 1137 1031 2805

TABLICA 3

Usporedba klinickoga tijeka s izlu¢ivanjem IL-1alfa u mokraci, prije KLH, nakon Seste instilacije prilikom primarnoga TCC
mokra¢noga mjehura (U=unifokalni, M=multifokalni)
TABLE 3
Comparison of primary TCC (urinary bladder) clinical course with IL-1alpha excretion in urine, before KLH and after the 6th
instillation (U=unifocal, M=multifocal)

Skupina D/
Group D
Bolesnik/ | Godine/ | m/z T/G IL-1alfa prije Kozni IL-1alfa Recidiv
Patient Age male/ terapije (pg/4h)/ test/ nakon 6xKLH nakon mjeseci/
female IL-1alpha before | Skin test (pg/24h)/ Recurrence after
therapy (pg/4hrs) IL-1alpha after 6xKLH (months)
(pg/24hrs)

1 76 m pTaGl U 404 + 10745 -

2 65 m pTaGl1 U 0 - 0 -

3 69 z/f pTaGl U 0 - 2786 -

4 64 m pTaGl1 U 0 + 4355 pTaG1 U(7)
5 72 z/f pTaGIM 320 + 3955 -

6 79 m pTaGl U 0 + 5815 -

7 72 2t pTaGl U 1952 + 11370 pTaG1 M(9)
8 66 m pTaGl U 612 + 15195 -

9 71 7/t pT1GIM 0 + 30905 -
10 84 z/f pTaGIM 0 + 27300 -
11 80 m pT1GIM 0 - 4690 pTaGl1 U (8)
12 79 m pT1G3 U 1130 + 29510 pT1G2 U (6)
13 47 m pT1G2M 0 - 1680 pT1G2U(10)
14 44 7/t pTaG2M 0 - 2805 pTaG3 U (9)

14



Carlos Winkler i suradnici: Razina interleukina-1o nakon intravezikalne instilacije KLH-a u bolesnika s povr$nim karcinomom prijelaznih stanica

mokraé¢noga mjehura. Med Vjesn 2006; 38(1-4): 11-19

IL-1 alfa/ IL-1 alpha
(pg/4h) (pg/4hrs)

16000 4
12000 -
8000 A T
4000 1
0 ! : i
Z0n 0-4h 4-8h 8-24h
prije KLH Fazal Faza II Faza III
-4-Ohrs 0-4hrs  4-8hrs 8-24hrs
before KLH  PhaseI Phase Il Phase 111
SLIKA 1.
IL-1alfa u mokracéi bolesnika, prosje¢no razdoblje sa standardnom devijacijom
IMAGE 1

IL-1alpha in patients' urine samples. Average time period with standard deviation

Moguce je pronaci jednu signifikantnu razliku izlu¢ivanja cito-
kina u sljedecoj usporedbi (Mann-Whitneyev test):

Skupina A vs. skupina D nakon 6 tjedana terapije: p<0.008
Skupina B vs. skupina D nakon 6 tjedana terapije: p<0.016
Skupina C vs. skupina D nakon 6 tjedana terapije: p<0.01
Skupina D prije terapije vs. nakon terapije p=0.001

Od 14 bolesnika prije pocetka lijecenja, 9 je imalo pozitivnu
koznu reakciju (br. 1,4,5,6,7,8,9,10,12) prije intrakutane imu-
nizacije, a od njih Sestorica nisu imala recidiv (br. 1,5,6,8,9,10).
Tri su bolesnika (br. 4,7,12) unutar razdoblja promatranja dobili
recidiv. Od 5 bolesnika koji su na pocetku imali negativni kozni
test dva su ostala bez recidiva (br. 2 i 3), dok su trojica razvila
recidiv bolesti (br. 11,13,14).

DISKUSIJA

KLH je moc¢ni ksenogeni modifikator bioloSkoga odgovora
("Biological response modifier") (29, 30). U ljudi moze izazvati
opce aktiviranje imunosustava (31). Nacin djelovanja KLH-a jo$
uvijek je nejasan, i to usprkos ¢injenici da je ve¢ decenijima poz-
nat kao eksperimentalni antigen i kao nosilac brojnih haptena
(32,33); poznato je i njegovo lokalno djelovanje na profilaksu
recidiva TCC, i to ne samo na zivotinjskom modelu ve¢ i u klin-
ickoj praksi (34, 35, 3, 4, 36). U istrazivanju nacina djelovanja
KLH-a, razmatra se i o moguénosti da KLH lokalno aktivira

imunosustav. Neosporno je medutim sudjelovanje imunosustava
u kontroli tumorskoga rasta (37). U obrambenim reakcijama
sudjeluje viSe populacija imunosustava, medu kojima makrofa-
gi, T limfociti i prirodne stanice "ubojice" (15, 16). Aktiviranje i
proliferaciju tih stanica stimuliraju citokini (limfokini i monoki-
ni). Interleukin-1 (IL-1alfa) zauzima dapace srediSnju funkciju
u stimulaciji T limfocita i NK stanica. Do sada nije procijenjeno
ni klini¢ko znaCenje niti prakticna vrijednost poviSene razine
citokina u mokra¢i bolesnika s povrsnim TCC mokra¢noga mje-
hura, a koje nastaje pod utjecajem intravezikalne instilacije
imunomodulatora (25, 38). Intravezikalna instilacija otopine
BCG-a inducira izmedu ostaloga i poviSenje IL-1 i IL-2 u
mokraci, a i razinu Interferon-gamme (39, 21, 36, 40, 41). DeBo-
er sa suradnicima nakon instilacije BCG-a nije mogao u mokraci
bolesnika, pokraj IL-lalfa, IL-2alfa i IL-6 alfa, a i TNF-a,
dokazati i nalaz IFN-gamme. Ista je skupina autora u jednoj
sljedecoj studiji ispitivala moguce prognosticko znacenje visine
izluCenoga citokina u mokraci, u vrijeme i poslije BCG terapije.
Medutim, nije jo$ razja$njeno ni klinicko znacenje tih nalaza, a
niti antitumoralni mehanizam djelovanja BCG-a. U tom se smis-
lu tek naslucuje aktiviranje T-stanica (42). Isto se tako instilaciji
BCG-a pripisuje nespecificno upalno djelovanje, mozda i sa
specificnom imunoloSkom komponentom (43). Nasom smo
studijom uspjeli dokazati da se intravezikalnom instilacijom
KLH-a u bolesnika s povrsnim TCC-om mokra¢noga mjehura
povisuje koncentracija IL-1alfa u mokraéi. Pri tome se moglo
utvrditi statistiCki znacajno poviSenje IL-lalfa izluCivanja u
mokraci u usporedbi s kontrolnom skupinom. Takoder se moglo
usporediti poviSenu razinu IL-lalfa u mokra¢i bolesnika
lijeCenih s KLH-om s istodobnom infiltracijom stijenke
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SLIKA 2.
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IMAGE 2
IL-1alpha excretion and clinical response to intravesical KLH-therapy after 6-week instillation (@ no recurrent cases, O recurrent
cases 1...14 number of patients)

mokraénoga mjehura makrofagima; pri tome se ne moze
iskljuciti ni produkcija drugih sojeva stanica (44).

Pokraj drugih svojstava, interleukin moze na razliite nacine
sprjecavati rast tumora, primjerice indukcijom interleukina 2
(45), aktiviranjem makrofaga (46) i citotoksi¢nih T-limfocita
(47), ali 1 izravnom inhibicijom tumorskih stanica (48). U kom-
binaciji s interleukinom-2 i interferonom gamma, interleukin-2,
uz pomo¢ NK-stanica inducira razaranje tumorskih stanica (49).
Nedavno smo mogli pokazati da KLH modulira citotoksi¢nu
aktivnost NK-stanica (50). Osim toga, postoje znakovi da anti-
tumoralno djelovanje KLH-a u mokra¢nom mjehuru ovisi o visi-
ni koncentracije limfocita u tkivu, drugim rijecima da to djelo-
vanje ovisi o aktiviranju limfocita, a ne o specificnom vezivanju
proteina na tumorske stanice (51). Prisustvo IL-1 u mokraci
moze prema tome biti samo izraz upalne reakcije stijenke
mokra¢noga mjehura na intravezikalnu aplikaciju KLH-a. MoZze
se samo naslucivati u kolikoj je mjeri poviseno izlu¢ivanje IL-
lalfa u mokra¢i nakon instilacije KLH-a uzrok ili mozda
posljedica povecane migracije imunokompetentnih stanica u sti-

16

jenci mjehura. Najvisa se razina IL-1 nalazi u mokra¢i onih
bolesnika koji su nakon dvanaestomjesecne kontrole ostali bez
tumora. Razlika je prema kontrolnoj skupini u tom smislu bila
statisticki znacajna.

Iznenaduju¢i je bio izostanak nalaza IL-2 u primjercima
mokrace. Taj je izostanak za nas bio neocekivan buduéi da su
prethodni nalazi pokazivali nakon instilacije KLH-a i jasnu infil-
traciju stijenke limfocitima i makrofagima (44, 52). Prije bi se
ocekivalo da nakon predimuniziranja i instilacije KLH-a nece
do¢i do bilo kakvoga izlu€ivanja IL-2. MozZe se pretpostaviti da
se koncentracije IL-2 nalaze ispod mogucnosti ELISA testa koji
smo koristili u tu svrhu. Dolazi u obzir i moguc¢nost metodicke
pogreske u postupku s primjercima mokrace, pogotovo ako se
pretpostavlja da su epitopi citokina kratkoro¢ni, barem §to se ti¢e
njihove aktivnosti i dokazljivosti. Ili pak da na taj fenomen
utjeCe promjenljivost okolne temperature npr. u mjehuru, u
posudi, prilikom uronjavanja epruvete itd., kako je to ve¢ primi-
jetio Prescott prilikom Gamma interferona u mokraci (41).
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Fleischmann je sa suradnicima primijetio da se nakon instilacije
BCG-a, IL-2 javlja u mokraéi pretezno u obliku IL-2-inhibitor-
kompleksa, Sto je zapravo IL-2 povezan s jednim drugim pro-
teinom,; taj medutim, za razliku od IL-2 inhibitora u serumu, nije
termolabilan (38, 53, 54). Kona¢no, ne moze se iskljuciti niti
individualno izlucivanje citokina, kao reakcije na instilaciju
imunomodulatora. Zbog toga bi se za postavljanje individualno-
ga profila citokina, trebalo stremiti §to kracem vremenu njihova
sakupljanja i odredivanja. Na osnovi dosadasnjih spoznaja, nije
mogucée provesti nikakvu usporedbu izmedu nalaza kozne KLH
reakcije nakon intrakutane injekcije i one prije pocetka terapije,
kao ni mokraénih vrijednosti IL-1alfa prije i nakon instilacije
KLH-a zbog povrsnoga karcinoma mjehura.

Bilo bi pozeljno provesti jednu kontrolnu studiju relevantnih
citokina uz koristenje dokazne metodike po medunarodnim stan-
dardima. Takva bi studija trebala omoguciti krace vrijeme saku-
pljanja mokrace s neposrednom obradom mokra¢nih primjeraka,
i to na jednom vecem bolesnickom materijalu. Istodobno, treba-
lo bi produljiti i vrijeme naknadnih kontrola. Od osnovnoga bi
znacenja bilo odredivanje profila citokina u mokraci prilikom
evaluiranja novih bioloskih imunomodulatora. Takoder bi treba-
lo provesti "screening" isplativoga i brzoga nastavka takvoga
ispitivanja, kako su to ve¢ i drugi autori predlozili (42, 55). Na
taj bi se nacin moglo obuhvatiti znacenje takvoga ispitivanja,
pogotovo u usporedbi profila citokina s drugim ve¢ prokusanim
preparatima, kao $to je to npr. BCG.

ZAKLJUCAK

U dijelu iznesenoga rada pokazano je da se nakon intravezikalne
instilacije KLH-a stimulira lokalna produkcija citokina koji se u
mjerljivim koli¢inama izlu¢uju mokra¢om. Primjenom enzimski
spojenoga specificnog imunoeseja (ELISA), u svrhu analize
citokina, moze se u mokraci bolesnika ¢iji je karcinom mjehura
lijeen KLH-om, slijediti kinetiku koncentracije IL-alfa.
Tijekom te terapije bilo je znakovito pojacano izlu€ivanje inter-
leukina-1alfa u mokrac¢i. Nakon 6 instilacija doslo je do znatno
pojacanoga izlucivanja IL-lalfa putem mokrace. Maksimalno
izlu¢ivanje postignuto je 4-8 sati nakon instilacije.

Sto se ti¢e ukupnoga izlu¢ivanja IL-lalfa u mokraéi, postoji
jedna znakovita razlika izmedu kontrolne i terapeutske skupine.
Najveca koncentracija IL-1alfa u mokraéi utvrdena je u bolesni-
ka koji su tijekom dvanaestomjesecne kontrole bili bez tumora.
Pozitivni kozni test tekao je usporedo s povisenjem izluéivanja
citokina, kao i s izostankom recidiva. Prema tome moze se pret-
postaviti da izlu¢ivanje IL-1alfa u mokraci predstavlja odgovor
na antigenski stimulus KLH-a. Narocito aktivirani makrofagi
secerniraju IL-lalfa, inducirajué¢i tako jednu kompleksnu
imunokaskadu. Na taj se nacin ¢ini i za KLH vjerojatnim posto-
janje odredenoga mehanizma koji bi bio slican mehanizmu
djelovanja BCG-a. Zapravo bilo bi pozeljeno uzeti u razmatra-
nje i odredivanje profila citokina u mokrac¢i prilikom procjene
novih bioloskih imunomodulatora (screening, npr.), slicno kao
§to su razmisljali i drugi autori. Na taj bi se na¢in moglo obuh-
vatiti njihovo znacenje, posebno u usporedbi s profilom citokina
u drugih, poznatih preparata, npr. u BCG-vakcini.
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THE LEVEL OF INTERLEUKIN-10. AFTER INTRAVESICAL KLH INSTILLATION IN PATIENTS WITH SUPERFI-
CIAL TRANSITIONAL CELL CANCER OF THE URINARY BLADDER

Carlos Winkler, Karl Friedrich Klippel
Clinic for Urology, Pediatric Urology and Andrology, Allgemeines Krankenhaus Celle, Germany

ABSTRACT

Our study confirms the theory that instillation of KLH stimulates production of cytokines, resulting in their secretion in urine. Inter-
leukin-1 (IL-1) stimulates the immune cascade through a domino effect and is produced mainly by activated macrophages.

The instillation program was started 5-7 days after TUR of primary superficial cell carcinoma. Twenty mg KLH in 20 ml of 0.9%
NaCl was instilled into the bladder each week for 6 consecutive weeks and then monthly for one year. When KLH is instilled into the
bladder, IL-1alpha is secreted in the urine. A specific enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was used for analysis. The
ELISA for IL-1a was established in our laboratory and showed a detection limit of 5 pg/ml. This IL-1a ELISA deviation amounts to
3-7% within a series of measurements, and 5-15% from series to series. In the therapy group the IL-1a secretion ranged from 0 to
30,905 pg/24 h and in the control group from 0 (collection period) to 2,472 pg/4 h. IL-1a production increased significantly after KLH
instillation in bladder cancer patients; however, the level varied considerably from patient to patient. Maximum production was
achieved within a period of 4-8 h, decreasing within 24 h. There was a striking difference between the amount of IL-1a produced over
the 24-hour period in the control group and that of the KLH group. 8 of 14 patients (57%) who responded to KLH therapy, had high-
er urine IL-1a levels after 6 weeks of KLH treatment than those who failed to respond within 12 months, but the levels were not of
statistical significance.

The secretion of IL-1a in urine is the biological response of the bladder to the antigen stimulus of KLH.

No IL-2 was detected in the urine samples. It remains to be determined whether no IL-2 cytokine was present, or whether the amount
was smaller than the minimal detection limit required for the ELISA.

Key words: Keyhole Limpet Hemocyanine, Interleukin 1o, Interleukin 2, transitional cell carcinoma of the urinary bladder.
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