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s renalnim karcinomem v pribéhu lécby.
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Uvod

Neovaskularizace je dllezita pro riist a metastazovani solidnich tumort. Je prokazano, Ze u fady tumort ,,microvessel densi-
ty* koreluje s malignim potencidlem. Maligni buiiky jsou béhem nddorové expanze vystaveny hypoxii, kterd je hlavnim stimu-
lem syntézy peptidi podporujicich neovaskularizaci. Za fyziologické situace je tento dynamicky vztah mezi proangiogennimi
a antiangiogennimi stimuly vyvazeny. V pfipadé neoplastickych procest pfevazuje vliv proangiogennich faktort. Solidni tumo-
ry nejsou tvofeny pouze nadorovymi butikami, ale v nddorové tkani se nachazi i stromalni buiiky. Nadorové buiiky spole¢né se
stromdalnimi butikami vytvéii cytokinové a chemokinové mikroprostiedi, které md zasadni vliv na rst nddoru a protinidorovou
imunitni odpovéd. ,,Tumor-associated macrophages™ (TAMs) jsou hlavni komponentou stroma. Aktivované TAMs jsou schop-
ny pfimo zabijet nadorové buriky, ale také produkuji TGF-, TNF-a, IL-8, proteindzy a metabolity kyseliny arachidonové. Paso-
benim angiogennich faktord, produkovanych nadorovymi butikami, TAMs exprimuji VEGF-C (Vascular endothelial growth fac-
tor), VEGF-D, a VEGFR-3 (VEGEF receptor-3), které se podili na lymfangiogenezi a $ifeni metastaz lymfatickymi cévami. Rada
studif doklada vyznamnou korelaci mezi TAMs a ,,tumor vessel density* a jejich negativni vliv na preZiti pacientil. TAMs se dife-
rencuji z monocytd, které vstupuji do nddorové tkané pisobenim chemoatraktivnich peptidd, chemokind. VEGF byl povaZovan
za hlavni proangiogenni mediator. Vysledky faze II klinické studie, hodnotici klinicky efekt humanizované monoklonalni proti-
latky anti VEGF (bevacizumab), tuto predstavu nepotvrdily. Proto je nutné hledat dalsi faktory zasahujici do regulace angioge-
neze. ELR+ CXC chemokiny vyrazné zesiluji angiogenezi u riznych typd nadorii. Growth-related oncogene o, 8, y (GRO-a, f3,
y) (CXCL1, CXCL2, CXCL3 chemokine) byl prokdzan na melanomovych buiikdch a potencoval jejich proliferaci. U nemocnych
s non-small cell lung carcinoma potencoval nddorovy rist, vaskularizaci a metastazovani epithelial-neutrophil-activating peptid
78 (ENA-78) (CxCL5 chemokine) a IL-8 (CXCL8 chemokine). Tyto ndlezy opraviiuji k vysloveni domnénky, Ze ELR+ CXC
chemokiny jsou dileZitym faktorem malignity i u dalSich nédord, jako je naptiklad karcinom ledviny.

Soubor pacienti

Svétlobunécny rendlni karcinom byl diagnostikovéin u 32 pacientit v obdobi od fijna 2005 do zafi 2006. U v§ech nemocnych
byl odstranén priméarni nador ledviny, 8krat byla provedena zachovna operace, 24krat nefrektomie. Diagn6za renélniho karcino-
mu byla potvrzena histologicky a ve vSech piipadech byl stanoven bunécny grading dle Fuhrmanové. Séra od pacientt 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 centrifugovan pti 3000 rpm. Séra pak byla rozdélena do dvou ali-
kvotl a skladovana pii —20°C do zpracovéni. Kontrolni séra byla ziskdna od 14 zdravych dérct krve podobného vékového slo-
Zeni.

Metoda

Pro stanoveni hladiny angiogennich faktori byla pouZzita metoda protein arrays firmy RayBiotech (USA), RayBio Human
Angiogenesis Antibody Array 1. Podstatou je membrana pokryté spoty (skvrnami, oblastmi), kde jsou navdzany specifické pro-
tilatky proti jednotlivym vySetfovanym faktorim. Po aplikaci vzorku se analyzované proteiny navaZou na prislu$né protilatky.
V dal§im kroku je aplikovdna smés protilatek proti méfenym proteiniim znacend enzymem. Vzniklé imunokomplexy fixované
v oblasti prisluSnych spotl jsou vizualizoviny vhodnou barevnou reakci. Vysledkem je membréana s viditelnymi skvrnami o riz-
né intenzit€. Koncentrace pfislu§ného faktoru potom odpovida intenzit€ zbarveni konkrétni skvrny. Membrana obsahuje kromé
meéfenych parametrd jeS$té negativni a pozitivni kontroly. Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci software ARES ARay Evaluati-
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on System (Baria, Czech Republic). Vysledna koncentrace jednotlivych proteinl je vyjadiena jako relativni hodnota zbarveni
spotll vzhledem ke kontroldm. Statistické porovnani naméfenych hodnot bylo provedeno pomoci programu Sigmastat.

Vysledky

Nemocni s RCC, 11 Zen a 21 muZzi, primérny vék 65,9 rokd, byli rozdéleni do tif skupin podle TNM Kklasifikace (10. revize
z roku 2002), stadia choroby I — I'V., metastaticka postiZeni ve skupin€ 9 nemocnych RCC IV. stadia jsou uvedeny v tabulce. ¢. 1.
Vysledky méfeni jsou uvedeny tabulce €. 2.

Pacient Pohlavi |vék| Stadium | Tumor | Uzliny | Metastazy | Grade |Lokalizace metastaz (podet)
2 78 Tia NO MO 2adné
2 m 74 Tib NO MO 2adné
E m 80 Tib NO MO 2adné
4 m 55 Tib NO MO 1=l 24dné
5 m 55 Tia NO MO [} Zadné
E m 58 Tib NO MO L[} Zadné
7 m 51 Tib NO MO [[[} Zadné
m 78 Tib NO MO [} 2adné
] m 58 Tia NO [T [T} 2adné
10 2 72 Tib NO MO I-11
1 2 46 1 Tia NO MO
12 m 50 n T2 NO MO
1 m 66 I T2 NO MO
14 m 54 1 Tia NO MO 1
15 m 78 1 Tia NO MO I
16 3 |83 1T T3a | NO MO -l
A7 m_[G6] T3b NO. Mo -
18 i 73l Tib Ny MO e
19 m_ |64 W Tab | MO MO n
20 m |57 ] T3a | NO MO (5111
2 2 |66 I T3a | NO MO I
397 % [77] | T3 | NO MO A
23 m_|[75] W T3a | MO Mo - nadledvina
24 m 77 v T3a Nx M1 11} jatra (1)
25 m 74 v T4 NO | M1 -1V skelet, jatra, plice (3)
28 2 70 v T3b N2 MO -1V abdominaini uzliny (1) |
27 2 il v T3a NO M1 Sark it jétra, perit 2)
28 ¥ g2 v Tib NO M1 [H] lym. uzliny - mediastinum (1) | .
29 m |44 W r3b | NO M1 (=1 jatra, plice (2) Tab. ¢. 1:
30 2 74 v Tib Nx M1 11} plice (1) P ~
5 oy (| T | D) i i feaTeind kostnl 3] Charakteristika souboru nemocnych
a2 m_[65] IV Tib Ni M1 1t pater, plice (2)
Z—-2Zena m-muZ
angiogenin
kontrola | kontrola | kontrola | 1+11 vs. | 1+l
| + 1l stadium | IIl. stadium | IV, stadium | v.s.l+ll. | vl | vslV W, vs V. |l vsiv.
odbé
r1 4044 £167 | 48,13+512 | 51944339 | 4757+373 | p<0001 | p<0001|p =0003| ns. ns. ns.
odbd
r2 48504636 | 5025+4,11 | 5214+419 |p<0001 | p<0001|p =0002] ns | ns | ns
odbé
r3 48344510 | 50674246 | 4890+475 |p<0001|p<0001|p<0001| ns | ns ns.
EAN-T8
kontrola | kontrola | kontrola | 1+l vs. | 141l
| | kontrola {n 14) |1 + |l stadium | Iil. stadium | IV. stadium | v.s.l+ll. | v.slll. | v.s.IV. il v.slV. |l v.s.IV.
odbé
r1 320144 9774334 | 14254292 | 6784328 |p <0001|p<0001| ns. |p=0009] ns |p<0.001]
odbé
r2 1154474 | 15062534 | 1022418 | p<0001 | p<0001|p =0038| ns. ns. ns.
odbd
r3 1236+4423) | 1268+499 | BB5+221 | p<0,001 | p<0,001 E-n,gT‘ n.s. ns. ns.
GRO
kontrola | kentrola | kontrola | 1+l v.s. | I+11
| |kontrola {n 14) | I+1l. stadium | Il stadium | IV. stadium | v.s.L+Il. | v.s.lll. | v.s.IV. L. V.I,N,IM
odbér]
1 9534287 | 23964741 | 30694544 | 25544559 | p<0001 | p<0,001)p<0001| ns. ns. | ns
odbér]
2 N23£772 | NPBLTN4 | 26514794 |p<0001 |p<0001|p<0001| ns. ns. | ns
odbér|
3 3123772 | 2836+722 | 21612912 [ p<0001 |p<0001|p =0004]| ns ns. |p<0001
iL-8
kontrola | kontrola | kontrola | 1+1l v.s. | 141l Tab. ¢€. 2:
kontrola (n 14) 1 + Il stadium v.s L4l | vl | vs.IV. il v.s V. |1l v.s.IV. Lo, . . . .
odos rae Porovnani sérovych hladin angiogeninu,
r 2784+ | 4D0B+243 ns. ns. ns. ns. ns. ns. .
odbs EAN-78, GRO, IL-8 u nemocnych s RCC
r2 M ns. ns. ns. ns. ns. ns. ° v v
odbé v pribéhu 1é¢by
r3 1.96 +2,00 ns. ns. ns. ns. ns. ns.
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Zavér

1y

2)

3)

4)

Sérové hladiny angiogeninu byly pfed operaci vyznamné vyssi u nemocnych s RCC oproti zdravym darctim krve a pretr-
vévaly jeSt€ 5.-7. den a dokonce i 8. tyden po odstranéni tumoru. Nebyly vSak prokdzany signifikantni rozdily hladin angi-
ogeninu mezi jednotlivymi stadii choroby.

Hladiny ELR+ CXC chemokint (ENA-78, GRO) v séru nemocnych s RCC byly vyznamné zvySené oproti skuping zdra-
vych osob. Na rozdil od angiogenimu, 8. tyden po odstranéni tumoru doslo ke sniZeni hladin ENA-78 a GRO. Oba che-
mokiny jsou produkovany naddor infiltrujicimi monocyty a dendritickymi buiitkami a podporuji vstup polymorfonuklear-
nich leukocytil do nadoru. Zd4 se, Ze oba CXC chemokiny 1épe odrdZeji intenzitu jak protinidorové imunitni odpovédi,
tak neoangiogeneze.

Nemocni s pokro¢ilym RCC (IV. stddium) méli nizsi sérové hodnoty ENA-78 a GRO. Tento nilez je moZné povaZovat za
projev imunitni nedostatecnosti pti pokrocilém niddorovém onemocnéni (nutri¢ni poruchy, zmény vnitfniho prostfedi, fak-
tory produkované niddorovymi buiikami).

Na rozdil od praci sledujicich produkci IL-8 u jinych malignit, nenalezli jsme porovnanim skupiny zdravych osob a nemoc-
nych s RCC rozdily v jeho hladinich. Je vSak tfeba ovéfit, zda tento zavér neni ovlivnén volbou metody detekce, a vySet-
feni zopakovat s vyuZitim standardni ELISA metody.
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