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Uvod

Sledovani hladiny angiogeninu, PDGF a MCP-I

u nemocnych s renalnim karcinomem.

Lukedova S.1.4, Kopecky 0.4, Vroblova V.2, Andrys C.2, Moravek P.3, Safranek H.3

1) Il. interni klinika Fakultni nemocnice Hradec Kralové a Lékarska fakulta UK Hradec Kralové

2) Ustav klinické imunologie a alergologie Fakultni nemocnice Hradec Krélové a Lékarska fakulta UK Hradec Krélové
3) Urologicka klinika Fakultni nemocnice Hradec Krélové a Lékarska fakulta UK Hradec Kralové

4) Onkologické oddéleni Oblastni nemocnice Nachod, a.s.

Dulezitym procesem doprovazejicim rtst nadori je angiogeneze. Za fyziologickych okolnosti je angiogeneze kontrolovana
vyvéazenosti proangiogennich a antiangiogennich faktort. Tato rovnovaha je u nddorovych tkani porusena. Vysledkem je podpo-
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ra angiogeneze. Ke zvySené expresi angiogennich faktorti dochdzi na podkladé riznych stimull (6). Nejvice studovanym pod-
nétem je hypoxie, kterd vede ke zvySené expresi VEGF (vascular endothelial growth factor) i dal§ich angiogennich faktort (7).
Citlivost bun€k k hypoxickym staviim a transkripce angiogennich faktor® se zvySuje pfi mutaci VHL (von Hippel-Lindau gen)
genu (4, 7).

V pribéhu vaskuldrniho stadia nddorové angiogeneze dochézi ke zméndm v poméru angiogennich a antiangiogennich fakto-
10, k morfologickym zméndm endotelovych bunék, k uvolnéni proteolytickych enzymu, k migraci endotelii a kapilarni morfo-
genezi, k reprodukci endotelii a k mikrovaskularni diferenciaci (1).

Jednotlivé faze procesu angiogeneze mohou byt shrnuty nasledovné:
tento krok je VEGE. 2. Cévni destabilizace a degradace matrix s remodelaci perivaskuldrniho stromatu. Tohoto kroku se G¢astni
angiopoietin 2 a protedzy (jako chymdazy a matrix metallo-protedzy). 3. Proliferace endotelidlnich bunék a migrace podél gradi-
entu chemotaktickych agens skrz desintegrovanou basalni membranu do remodelovaného, mékkého perivaskularniho prostoru.
Specifickymi mitogeny endotelidlnich bunék v této fazi jsou VEGF a angiopoietin, ostatni molekuly jako angiogenin a FGF (fib-
roblast growth factor), EGF (epidermal growth factor), CXC-chemokiny a insulin-like growth factor typ 1 indukuji proliferaci
Sirokého spektra bunék. 4. Formovani lumen a stabilizace cévy; diky migraci endotelidlnich bunék nejprve formujici jednodu-
chou vrstvu, pozdéji dutou cévu s okolnimi mesenchymalnimi butikami a cévnimi butikami hladké svaloviny. Do této faze jsou
zapojeny rizné formy VEGF a integrint (10).

Analyzy chemoatraktantl a angiogennich faktorti jsou dileZité za icelem determinovat maligni potencidl rendlniho karcino-
mu. V rdmci naSeho vyzkumného zdméru jsme sledovali hladiny angiogeninu, PDGF (plateled-derived growth factor) a MCP-1
(monocyte chemotactic protein-1).

Soubor pacientu

Svétlobunécny rendlni karcinom byl diagnostikovan u 32 pacientli v obdobi od fijna 2005 do zafi 2006. U vSech nemocnych
byl odstranén primarni nddor ledviny, 8krét byla provedena zachovna operace, 24krat nefrektomie. Diagnéza rendlniho karcino-
mu byla potvrzena histologicky a ve vSech pfipadech byl stanoven buné¢ny grading dle Fuhrmanové. Séra od pacientl byla zis-
kéna opakovanymi odbéry periferni Zilni krve provedenymi v den operace, v obdobi 5.-7. dne po operaci a 8 tydnl po operaci.
Hodinu po odbéru byl kaZdy odebrany vzorek krve 10 minut centrifugovéan pii 3000 rpm. Séra pak byla rozdélena do dvou ali-
kvoti a skladovédna pfi —20°C do zpracovani. Kontrolni séra byla ziskdna od 14 zdravych déarct krve podobného vékového slo-
Zeni.

Metoda

Pro stanoveni hladiny angiogennich faktori byla pouZita metoda protein arrays firmy RayBiotech (USA), RayBio Human
Angiogenesis Antibody Array I. Podstatou je membrana pokryta spoty (skvrnami, oblastmi), kde jsou navazany specifické pro-
tilatky proti jednotlivym vySetfovanym faktorim. Po aplikaci vzorku se analyzované proteiny navdZou na piislu$né protilatky.
V dal§im kroku je aplikovdna smés protilatek proti méfenym proteinim znacend enzymem. Vzniklé imunokomplexy fixované
v oblasti pfislusnych spotil jsou vizualizovany vhodnou barevnou reakci. Vysledkem je membréna s viditelnymi skvrnami o raz-
né intenzité. Koncentrace pfislu§ného faktoru potom odpovida intenzité zbarveni konkrétni skvrny. Membrana obsahuje kromé
méfenych parametr jeSté negativni a pozitivni kontroly. Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci software ARES ARay Evaluati-
on System (Baria, Czech Republic). Vysledna koncentrace jednotlivych proteini je vyjddfena jako relativni intenzita (hodnota)
zbarveni spotll vzhledem ke kontroldm. Statistické porovndni naméfenych hodnot bylo provedeno pomoci programu Sigmastat.

Vysledky

Nemocni s RCC, 11 Zen a 21 muzi, R vék 65,9 rokd, byli rozdéleni do tii skupin podle TNM Kklasifikace (10. revize z roku
2002). Prvni skupina zahrnovala 15 pacientti v I. a II. stadiu choroby, druhd skupina 8 pacientt ve III. stadiu choroby a tfeti sku-
pina 9 pacientil ve IV. stadiu choroby. Tabulka ukazuje porovnéni hladin angiogeninu, PDGF a MCP-1 v den operace, tyden po
operaci a 8 tydnl po odstranéni tumoru.

Diskuse

Angiogenin je polypeptid enzymatické povahy, ktery stimuluje endotelové butiky k produkci prostacyklinu (aktivuje fosfo-
lipazu C a fosfolipazu A,), omezuje produkci adheznich molekul ICAM-1, intracellular adhesion molecule-1; VCAM-1, vascu-
lar adhesion molecule-1). Angiogenin miZe byt uvoliiovdn nddorovymi buitkami a mé Gzky vztah k riistu nddoru, jeho progresi
a agresivnosti. U mnohych solidnich nddorti byla nalezena zvySend hladina angiogeninu, nemocni s vy3$i hladinou angiogeninu
méli horsi prognézu. V nékterych piipadech dochézi k poklesu hladiny angiogeninu u nidort po 1é¢bé a zvySeni pfi recidivé (8).
Z tohoto diivodu by mohl byt angiogenin uZite¢ny pfi monitovani 1é¢by nidort a detekci recidivy nddoru. Tyto vysledky vSak
nejsou jednoznacné. Napiiklad dvé studie tykajici se karcinomu prsu vykazovaly opacné vysledky pokud jde o prognézu; zvy-
Send hladina angiogeninu byla spojena s dobrou prognézou v jedné studii (9) a Spatnou prognézou ve studii druhé (3).

PDGF (plateled-derived growth factor) je mitogen stimulujici proliferaci fibroblastl a produkci kolagenu. M4 vyznam pro
formovani nového lumen cévy. ZvySuje syntézu kolagenu a piisobi jako chemoatraktant pro endotelové buiiky. Ptivodné byl izo-
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lovan z desticek, ale také ho exprimuji za riiznych podminek fibroblasty, keratinocyty a rizné dal$i bunécné typy. PDGF a jeho
receptory jsou homo- a heterodimerické proteiny o dvou samostatnych a a § podjednotkach. Endotelidlni butiky exprimuji jen
PDGF-p receptor. PDGF ma nepostradatelnou tlohu ve stabilizaci cév (2).

MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1) je chemokin, ktery ma riizné role v nidorovém ristu a progresi. Vedle chemo-
taktické aktivity vykazuje také indukci angiogeneze. Je ¢lenem CC chemokinové rodiny a hraje dtleZitou tlohu v aktivaci mono-
cytl v pribéhu akutniho z4nétu. Déle ovliviiuje i NK buriky, basofily a T lymfocyty, které v§echny exprimuji chemokinové recep-
tory, predominantné CC-chemokinovy receptor 2.

S niddorem asociované makrofdgy jsou komponentou stromatu a hraji v nddoru dudlni roli. S nddorem asociované makrofa-
gy mohou produkovat mnoZstvi angiogennich faktorQ, cytokint a protedz, které podporuji nddorovou progresi. Mnohé studie
ukazuji, Ze infiltrace nddoru makrofagy ma negativni efekt na preZivani pacientl. Je také prokdzano, Ze s nidorem asociované
makrofdgy mohou byt tumoricidni a mohou vyvolat IL-2, IL-12, a IFN-y mediovanou destruktivni reakci (5).

Tabulka: Porovnani sérovych hladin angiogeninu, PDGF a MCP-1 u nemocnych s RCC v prib&hu Iééby

kontrola kontrola kontrola
kontrola (n 14)|l.+ Il.stadium| lll. stadium | IV. stadium | v.s.l.+Il. v.s. 1l v.5.1V. I+l v.s. N | 1+ wes V. | 1L v.s.IV.
angiogenin
odbér 1 | 40,44 + 1,67 |48,13 + 5,12(51,94 + 3,39|47,57 £ 3,73| p < 0,001 p<0,001 |p =0,003 n.s. n.s. n.s.
odbér 2 48,50 + 6,36(50,25 + 4,11|52,14 £+ 4,19| p <0,001 p<0,001 | p =0,002 n.s. n.s. n.s.
odbér 3 48,34 £ 5,10[50,67 £+ 2,46|48,90 +4,75| p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 n.s. n.s. n.s.
PDGF
odbér 1 | 39,11+ 2,46 |44,08 + 5,37|4294 + 3,99|3549 + 3,96| p =0,002 | p<0,001 n.s. n.s. n.s. p = 0,025
odbér 2 46,93 + 4,76 (44,87 + 2.63|41,34 + 7,58| p <0,001 p < 0,001 n.s. n.s. n.s. n.s.
odbér 3 45,89 £+ 4,76(44,01 £ 2,40(43,56 £ 2,53| p<0,001 | p<0,001 n.s. p < 0,001 n.s. p < 0,001
MCP-1
odbér 1 9,78 + 3,66 |20,57 +7,81(23,06 +5,69(13,43+558| p =0,002 | p<0,001 n.s. n.s. n.s. p = 0,025
odbér 2 25,57 +7,85|2544 + 7,65(17,33+7,89| p<0,001 | p<0,001 n.s. n.s. n.s. n.s.
odbér 3 23,86 £7,55|2549+ 8,01/ 983+533| p<0,001 p < 0,001 n.s. p < 0,001 n.s. p < 0,001
Zavér

1) Sérové hladiny angiogeninu byly pfed operaci vyznamné vy$$i u nemocnych s RCC oproti zdravym darciim krve a pfetr-
vévaly jesté 5.-7. den a dokonce i 8. tyden po odstranéni tumoru. Nebyly vSak prokdzany signifikantni rozdily hladin angi-
ogeninu mezi jednotlivymi stidii choroby.

2) Hladiny MCP i PDGF v séru nemocnych s RCC L.-1II. stadia byly vyznamné zvySené oproti skupiné zdravych osob.

3) U pacientti I'V. stadia jevil ze tfech sledovanych parametrii pouze angiogenin prfedoperacné i poopera¢né statisticky vyznam-
né zvySenou hladinu v porovnéni s hladinou u zdravych osob.

4) Nemocni s pokro¢ilym RCC (IV. stddium) méli niZ§i sérové hodnoty MCP i PDGF. Tento nélez je moZné povaZzovat za
projev imunitni nedostatecnosti na zakladé nutri¢ni poruchy, poruchy vnitfniho prostiedi, faktorti produkovanych nido-
rovymi buiikami.

Tento prispévek vznikl s podporou grantu vyzkumného zdmeru IGA MZ CR: NR/8914-4.
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