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V onkologii má TTF1 pro svou vysokou specificitu dÛleÏité místo v diferenciální diagnostice tumorÛ plic a pleurálních v˘pot-

kÛ, dále mÛÏe slouÏit jako marker cirkulujících nádorov˘ch bunûk pfii detekci minimální reziduální choroby (MRD).

Cílem na‰í studie bylo zjistit míru genové exprese TTF1 u nejãastûji diagnostikovan˘ch karcinomÛ a otestovat vhodnost TTF1

jako molekulárního markeru pfii diferenciální diagnostice tumorÛ a v˘potkÛ neznámého pÛvodu. Dal‰ím cílem bylo zavést TTF1

jako marker pro detekci MRD u karcinomu plic. RovnûÏ jsme chtûli porovnat získané v˘sledky s jiÏ dfiíve zji‰tûn˘mi daty, kdy

jsme jako markery pouÏili karcinoembryonální antigen (CEA), receptor pro epidermální rÛstov˘ faktor 1 (EGFR1), adhezní mole-

kulu epiteliálních bunûk (EpCAM) a cytokeratiny 19 a 20 (CK19, CK20).

Zavedli jsme metodu real-time RT-PCR pro absolutní kvantifikaci exprese TTF1. Na míru exprese TTF1 jsme otestovali cel-

kem 110 vzorkÛ primárních tumorÛ (23 vzorkÛ nemalobunûãného karcinomu plic, 23 vzorkÛ kolorektálního karcinomu, 23 vzor-

kÛ karcinomu prsu, 20 vzorkÛ ovariálního karcinomu a 21 primárních tumorÛ mozku). Metodou real-time RT-PCR jsme dife-

renciálnû diagnosticky vy‰etfiili celkem deset vzorkÛ v˘potkÛ a metastáz neznámého pÛvodu. Dále jsme provedli detekci MRD

u pûti pacientÛ s karcinomem plic.

Z v˘sledkÛ jasnû plyne vysoká specificita TTF1 pro karcinomy plic v porovnání s ostatními testovan˘mi diagnózami. Toto

bylo ovûfieno na souboru v˘potkÛ a metastáz neznámého pÛvodu, kde jsme za pouÏití TTF1 spolu s ostatními zaveden˘mi mar-

kery dokázali odhalit pÛvod u 75% pfiedtím neurãen˘ch vzorkÛ. V souboru pûti pacientÛ s karcinomem plic jsme za pouÏití TTF1

jako markeru nádorov˘ch bunûk detekovali MRD u 60% pacientÛ.

TTF1 je vysoce specifick˘ marker umoÏÀující pfiesnou diferenciální diagnostiku primárních vs. metastatick˘ch plicních ade-

nokarcinomÛ, TTF1 lze také pouÏít jako velmi specifick˘ marker pro detekci MRD u pacientÛ s karcinomem plic.

Práce na tomto projektu je podporována granty MSM6198959216, IGA MZCR NR/7804-5 a MPO 1H-PK/45.
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Vy‰etfiování molekulárních profilÛ tumorÛ se v poslední dobû stává v˘znamn˘m nástrojem pfii racionální volbû nádorové tera-

pie. Mezi nejãastûj‰í patfií anal˘za somatick˘ch genetick˘ch alterací jako jsou genové amplifikace, genové mutace, ãi nadmûrná

genová exprese. Specifické mutace v oblasti tyrozinkinázové domény genu pro EGFR, pfiedev‰ím v exonech 19 a 21 indikují

positivní odpovûì na cílenou biologickou léãbu inhibitory tyrosinkináz (napfi. gefitinib a erlotinib), zatímco mutace onkogenu k-

ras je naopak pokládána za negativní prediktor úãinnosti a celkovû faktor negativní prognózy onemocnûní. Cytologické a histo-

logické preparáty nádorové tkánû ãásti nemocn˘ch léãen˘ch pro nemalobunûãn˘ karcinom plic gefitinibem v rámci programu

ãasného pfiístupu v letech 2002-2005 byly vy‰etfieny na pfiítomnost mutací genÛ k-ras a EGFR. Podle typu preparátu a zastoupe-

ní tumorózní tkánû byly nádorové buÀky vybírány makro- nebo mikrodisekãními technikami. V̆ sledné frekvence v˘skytu muta-

cí obou genÛ odpovídají literárním údajÛm o na‰í kavkazské populaci. U jednoho nemocného byly prokázány jak mutace EGFR,

tak i mutace k-ras onkogenu. Kfiivky pfieÏití indikují nejlep‰í prognózu u pacientÛ nesoucích mutace EGFR a nejhor‰í prognózu

u k-ras pacientÛ.
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Úvod
DÛleÏit˘m procesem doprovázejícím rÛst nádorÛ je angiogeneze. Za fyziologick˘ch okolností je angiogeneze kontrolována

vyváÏeností proangiogenních a antiangiogenních faktorÛ. Tato rovnováha je u nádorov˘ch tkání poru‰ena. V̆ sledkem je podpo-
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ra angiogeneze. Ke zv˘‰ené expresi angiogenních faktorÛ dochází na podkladû rÛzn˘ch stimulÛ (6). Nejvíce studovan˘m pod-

nûtem je hypoxie, která vede ke zv˘‰ené expresi VEGF (vascular endothelial growth factor) i dal‰ích angiogenních faktorÛ (7).

Citlivost bunûk k hypoxick˘m stavÛm a transkripce angiogenních faktorÛ se zvy‰uje pfii mutaci VHL (von Hippel-Lindau gen)

genu (4, 7).

V prÛbûhu vaskulárního stadia nádorové angiogeneze dochází ke zmûnám v pomûru angiogenních a antiangiogenních fakto-

rÛ, k morfologick˘m zmûnám endotelov˘ch bunûk, k uvolnûní proteolytick˘ch enzymÛ, k migraci endotelií a kapilární morfo-

genezi, k reprodukci endotelií a k mikrovaskulární diferenciaci (1).

Jednotlivé fáze procesu angiogeneze mohou b˘t shrnuty následovnû:

1. Vasodilatace preexistujících cév a formování vesiculo- vakuolárních organel v endoteliálních buÀkách. NejdÛleÏitûj‰í pro

tento krok je VEGF. 2. Cévní destabilizace a degradace matrix s remodelací perivaskulárního stromatu. Tohoto kroku se úãastní

angiopoietin 2 a proteázy (jako chymázy a matrix metallo-proteázy). 3. Proliferace endoteliálních bunûk a migrace podél gradi-

entu chemotaktick˘ch agens skrz desintegrovanou basální membránu do remodelovaného, mûkkého perivaskulárního prostoru.

Specifick˘mi mitogeny endoteliálních bunûk v této fázi jsou VEGF a angiopoietin, ostatní molekuly jako angiogenin a FGF (fib-

roblast growth factor), EGF (epidermal growth factor), CXC-chemokiny a insulin-like growth factor typ 1 indukují proliferaci

‰irokého spektra bunûk. 4. Formování lumen a stabilizace cévy; díky migraci endoteliálních bunûk nejprve formující jednodu-

chou vrstvu, pozdûji dutou cévu s okolními mesenchymálními buÀkami a cévními buÀkami hladké svaloviny. Do této fáze jsou

zapojeny rÛzné formy VEGF a integrinÛ (10).

Anal˘zy chemoatraktantÛ a angiogenních faktorÛ jsou dÛleÏité za úãelem determinovat maligní potenciál renálního karcino-

mu. V rámci na‰eho v˘zkumného zámûru jsme sledovali hladiny angiogeninu, PDGF (plateled-derived growth factor) a MCP-1

(monocyte chemotactic protein-1).

Soubor pacientÛ
Svûtlobunûãn˘ renální karcinom byl diagnostikován u 32 pacientÛ v období od fiíjna 2005 do záfií 2006. U v‰ech nemocn˘ch

byl odstranûn primární nádor ledviny, 8krát byla provedena záchovná operace, 24krát nefrektomie. Diagnóza renálního karcino-

mu byla potvrzena histologicky a ve v‰ech pfiípadech byl stanoven bunûãn˘ grading dle Fuhrmanové. Séra od pacientÛ byla zís-

kána opakovan˘mi odbûry periferní Ïilní krve proveden˘mi v den operace, v období 5.-7. dne po operaci a 8 t˘dnÛ po operaci.

Hodinu po odbûru byl kaÏd˘ odebran˘ vzorek krve 10 minut centrifugován pfii 3000 rpm. Séra pak byla rozdûlena do dvou ali-

kvotÛ a skladována pfii –20°C do zpracování. Kontrolní séra byla získána od 14 zdrav˘ch dárcÛ krve podobného vûkového slo-

Ïení.

Metoda
Pro stanovení hladiny angiogenních faktorÛ byla pouÏita metoda protein arrays firmy RayBiotech (USA), RayBio Human

Angiogenesis Antibody Array I. Podstatou je membrána pokrytá spoty (skvrnami, oblastmi), kde jsou navázány specifické pro-

tilátky proti jednotliv˘m vy‰etfiovan˘m faktorÛm. Po aplikaci vzorku se analyzované proteiny naváÏou na pfiíslu‰né protilátky.

V dal‰ím kroku je aplikována smûs protilátek proti mûfien˘m proteinÛm znaãená enzymem. Vzniklé imunokomplexy fixované

v oblasti pfiíslu‰n˘ch spotÛ jsou vizualizovány vhodnou barevnou reakcí. V̆ sledkem je membrána s viditeln˘mi skvrnami o rÛz-

né intenzitû. Koncentrace pfiíslu‰ného faktoru potom odpovídá intenzitû zbarvení konkrétní skvrny. Membrána obsahuje kromû

mûfien˘ch parametrÛ je‰tû negativní a pozitivní kontroly. Vyhodnocení bylo provedeno pomocí software ARES ARay Evaluati-

on System (Baria, Czech Republic). V̆ sledná koncentrace jednotliv˘ch proteinÛ je vyjádfiena jako relativní intenzita (hodnota)

zbarvení spotÛ vzhledem ke kontrolám. Statistické porovnání namûfien˘ch hodnot bylo provedeno pomocí programu Sigmastat.

V˘sledky
Nemocní s RCC, 11 Ïen a 21 muÏÛ, ¤ vûk 65,9 rokÛ, byli rozdûleni do tfií skupin podle TNM klasifikace (10. revize z roku

2002). První skupina zahrnovala 15 pacientÛ v I. a II. stadiu choroby, druhá skupina 8 pacientÛ ve III. stadiu choroby a tfietí sku-

pina 9 pacientÛ ve IV. stadiu choroby. Tabulka ukazuje porovnání hladin angiogeninu, PDGF a MCP-1 v den operace, t˘den po

operaci a 8 t˘dnÛ po odstranûní tumoru.

Diskuse
Angiogenin je polypeptid enzymatické povahy, kter˘ stimuluje endotelové buÀky k produkci prostacyklinu (aktivuje fosfo-

lipázu C a fosfolipázu A2), omezuje produkci adhezních molekul (ICAM-1, intracellular adhesion molecule-1; VCAM-1, vascu-

lar adhesion molecule-1). Angiogenin mÛÏe b˘t uvolÀován nádorov˘mi buÀkami a má úzk˘ vztah k rÛstu nádoru, jeho progresi

a agresivnosti. U mnoh˘ch solidních nádorÛ byla nalezena zv˘‰ená hladina angiogeninu, nemocní s vy‰‰í hladinou angiogeninu

mûli hor‰í prognózu. V nûkter˘ch pfiípadech dochází k poklesu hladiny angiogeninu u nádorÛ po léãbû a zv˘‰ení pfii recidivû (8).

Z tohoto dÛvodu by mohl b˘t angiogenin uÏiteãn˘ pfii monitování léãby nádorÛ a detekci recidivy nádoru. Tyto v˘sledky v‰ak

nejsou jednoznaãné. Napfiíklad dvû studie t˘kající se karcinomu prsu vykazovaly opaãné v˘sledky pokud jde o prognózu; zv˘-

‰ená hladina angiogeninu byla spojena s dobrou prognózou v jedné studii (9) a ‰patnou prognózou ve studii druhé (3).

PDGF (plateled-derived growth factor) je mitogen stimulující proliferaci fibroblastÛ a produkci kolagenu. Má v˘znam pro

formování nového lumen cévy. Zvy‰uje syntézu kolagenu a pÛsobí jako chemoatraktant pro endotelové buÀky. PÛvodnû byl izo-



80

X X X I .  B R N ù N S K É O N K O L O G I C K É D N Y • X X I .  K O N F E R E N C E  P R O  S E S T R Y  A  L A B O R A N T Y

M O N I T O R O V Á N Í  A  P R E D I K C E  V O N K O L O G I I

lován z destiãek, ale také ho exprimují za rÛzn˘ch podmínek fibroblasty, keratinocyty a rÛzné dal‰í bunûãné typy. PDGF a jeho

receptory jsou homo- a heterodimerické proteiny o dvou samostatn˘ch α a β podjednotkách. Endoteliální buÀky exprimují jen

PDGF-β receptor. PDGF má nepostradatelnou úlohu ve stabilizaci cév (2).

MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1) je chemokin, kter˘ má rÛzné role v nádorovém rÛstu a progresi. Vedle chemo-

taktické aktivity vykazuje také indukci angiogeneze. Je ãlenem CC chemokinové rodiny a hraje dÛleÏitou úlohu v aktivaci mono-

cytÛ v prÛbûhu akutního zánûtu. Dále ovlivÀuje i NK buÀky, basofily a T lymfocyty, které v‰echny exprimují chemokinové recep-

tory, predominantnû CC-chemokinov˘ receptor 2.

S nádorem asociované makrofágy jsou komponentou stromatu a hrají v nádoru duální roli. S nádorem asociované makrofá-

gy mohou produkovat mnoÏství angiogenních faktorÛ, cytokinÛ a proteáz, které podporují nádorovou progresi. Mnohé studie

ukazují, Ïe infiltrace nádoru makrofágy má negativní efekt na pfieÏívání pacientÛ. Je také prokázáno, Ïe s nádorem asociované

makrofágy mohou b˘t tumoricidní a mohou vyvolat IL-2, IL-12, a IFN-γ mediovanou destruktivní reakci (5).

Závûr
1) Sérové hladiny angiogeninu byly pfied operací v˘znamnû vy‰‰í u nemocn˘ch s RCC oproti zdrav˘m dárcÛm krve a pfietr-

vávaly je‰tû 5.-7. den a dokonce i 8. t˘den po odstranûní tumoru. Nebyly v‰ak prokázány signifikantní rozdíly hladin angi-

ogeninu mezi jednotliv˘mi stádii choroby.

2) Hladiny MCP i PDGF v séru nemocn˘ch s RCC I.-III. stadia byly v˘znamnû zv˘‰ené oproti skupinû zdrav˘ch osob. 

3) U pacientÛ IV. stadia jevil ze tfiech sledovan˘ch parametrÛ pouze angiogenin pfiedoperaãnû i pooperaãnû statisticky v˘znam-

nû zv˘‰enou hladinu v porovnání s hladinou u zdrav˘ch osob.

4) Nemocní s pokroãil˘m RCC (IV. stádium) mûli niÏ‰í sérové hodnoty MCP i PDGF. Tento nález je moÏné povaÏovat za

projev imunitní nedostateãností na základû nutriãní poruchy, poruchy vnitfiního prostfiedí, faktorÛ produkovan˘ch nádo-

rov˘mi buÀkami.

Tento pfiíspûvek vznikl s podporou grantu v˘zkumného zámûru IGA MZ âR: NR/8914-4.
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Úvod
Neovaskularizace je dÛleÏitá pro rÛst a metastazování solidních tumorÛ. Je prokázáno, Ïe u fiady tumorÛ „microvessel densi-

ty“ koreluje s maligním potenciálem. Maligní buÀky jsou bûhem nádorové expanze vystaveny hypoxii, která je hlavním stimu-

lem syntézy peptidÛ podporujících neovaskularizaci. Za fyziologické situace je tento dynamick˘ vztah mezi proangiogenními

a antiangiogenními stimuly vyváÏen˘. V pfiípadû neoplastick˘ch procesÛ pfievaÏuje vliv proangiogenních faktorÛ. Solidní tumo-

ry nejsou tvofieny pouze nádorov˘mi buÀkami, ale v nádorové tkáni se nachází i stromální buÀky. Nádorové buÀky spoleãnû se

stromálními buÀkami vytváfií cytokinové a chemokinové mikroprostfiedí, které má zásadní vliv na rÛst nádoru a protinádorovou

imunitní odpovûì. „Tumor-associated macrophages“ (TAMs) jsou hlavní komponentou stroma. Aktivované TAMs jsou schop-

ny pfiímo zabíjet nádorové buÀky, ale také produkují TGF-β, TNF-α, IL-8, proteinázy a metabolity kyseliny arachidonové. PÛso-

bením angiogenních faktorÛ, produkovan˘ch nádorov˘mi buÀkami, TAMs exprimují VEGF-C (Vascular endothelial growth fac-

tor), VEGF-D, a VEGFR-3 (VEGF receptor-3), které se podílí na lymfangiogenezi a ‰ífiení metastáz lymfatick˘mi cévami. ¤ada

studií dokládá v˘znamnou korelaci mezi TAMs a „tumor vessel density“ a jejich negativní vliv na pfieÏití pacientÛ. TAMs se dife-

rencují z monocytÛ, které vstupují do nádorové tkánû pÛsobením chemoatraktivních peptidÛ, chemokinÛ. VEGF byl povaÏován

za hlavní proangiogenní mediátor. V̆ sledky fáze II klinické studie, hodnotící klinick˘ efekt humanizované monoklonální proti-

látky anti VEGF (bevacizumab), tuto pfiedstavu nepotvrdily. Proto je nutné hledat dal‰í faktory zasahující do regulace angioge-

neze. ELR+ CXC chemokiny v˘raznû zesilují angiogenezi u rÛzn˘ch typÛ nádorÛ. Growth-related oncogene α, β, γ (GRO-α, β,

γ) (CXCL1, CXCL2, CXCL3 chemokine) byl prokázán na melanomov˘ch buÀkách a potencoval jejich proliferaci. U nemocn˘ch

s non-small cell lung carcinoma potencoval nádorov˘ rÛst, vaskularizaci a metastazování epithelial-neutrophil-activating peptid

78 (ENA-78) (CxCL5 chemokine) a IL-8 (CXCL8 chemokine). Tyto nálezy opravÀují k vyslovení domnûnky, Ïe ELR+ CXC

chemokiny jsou dÛleÏit˘m faktorem malignity i u dal‰ích nádorÛ, jako je napfiíklad karcinom ledviny.

Soubor pacientÛ
Svûtlobunûãn˘ renální karcinom byl diagnostikován u 32 pacientÛ v období od fiíjna 2005 do záfií 2006. U v‰ech nemocn˘ch

byl odstranûn primární nádor ledviny, 8krát byla provedena záchovná operace, 24krát nefrektomie. Diagnóza renálního karcino-

mu byla potvrzena histologicky a ve v‰ech pfiípadech byl stanoven bunûãn˘ grading dle Fuhrmanové. Séra od pacientÛ byla zís-

kána opakovan˘mi odbûry periferní Ïilní krve proveden˘mi v den operace, v období 5.-7. dne po operaci a 8 t˘dnÛ po operaci.

Hodinu po odbûru byl kaÏd˘ odebran˘ vzorek krve 10 minut centrifugován pfii 3000 rpm. Séra pak byla rozdûlena do dvou ali-

kvotÛ a skladována pfii –20°C do zpracování. Kontrolní séra byla získána od 14 zdrav˘ch dárcÛ krve podobného vûkového slo-

Ïení.

Metoda
Pro stanovení hladiny angiogenních faktorÛ byla pouÏita metoda protein arrays firmy RayBiotech (USA), RayBio Human

Angiogenesis Antibody Array I. Podstatou je membrána pokrytá spoty (skvrnami, oblastmi), kde jsou navázány specifické pro-

tilátky proti jednotliv˘m vy‰etfiovan˘m faktorÛm. Po aplikaci vzorku se analyzované proteiny naváÏou na pfiíslu‰né protilátky.

V dal‰ím kroku je aplikována smûs protilátek proti mûfien˘m proteinÛm znaãená enzymem. Vzniklé imunokomplexy fixované

v oblasti pfiíslu‰n˘ch spotÛ jsou vizualizovány vhodnou barevnou reakcí. V̆ sledkem je membrána s viditeln˘mi skvrnami o rÛz-

né intenzitû. Koncentrace pfiíslu‰ného faktoru potom odpovídá intenzitû zbarvení konkrétní skvrny. Membrána obsahuje kromû

mûfien˘ch parametrÛ je‰tû negativní a pozitivní kontroly. Vyhodnocení bylo provedeno pomocí software ARES ARay Evaluati-
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