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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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on System (Baria, Czech Republic). V˘sledná koncentrace jednotliv˘ch proteinÛ je vyjádfiena jako relativní 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, prÛmûrn˘ vûk 65,9 rokÛ, byli rozdûleni do tfií skupin podle TNM klasifikace (10. revize

z roku 2002), stádia choroby I – IV., metastatická postiÏení ve skupinû 9 nemocn˘ch RCC IV. stadia jsou uvedeny v tabulce. ã. 1.

V̆ sledky mûfiení jsou uvedeny tabulce ã. 2.

Tab. ã. 1:
Charakteristika souboru nemocn˘ch

Tab. ã. 2:
Porovnání sérov˘ch hladin angiogeninu, 

EAN-78, GRO, IL-8 u nemocn˘ch s RCC 

v prÛbûhu léãby
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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 ELR+ CXC chemokinÛ (ENA-78, GRO) v séru nemocn˘ch s RCC byly v˘znamnû zv˘‰ené oproti skupinû zdra-

v˘ch osob. Na rozdíl od angiogenimu, 8. t˘den po odstranûní tumoru do‰lo ke sníÏení hladin ENA-78 a GRO. Oba che-

mokiny jsou produkovány nádor infiltrujícími monocyty a dendritick˘mi buÀkami a podporují vstup polymorfonukleár-

ních leukocytÛ do nádoru. Zdá se, Ïe oba CXC chemokiny lépe odráÏejí intenzitu jak protinádorové imunitní odpovûdi,

tak neoangiogeneze.

3) Nemocní s pokroãil˘m RCC (IV. stádium) mûli niÏ‰í sérové hodnoty ENA-78 a GRO. Tento nález je moÏné povaÏovat za

projev imunitní nedostateãnosti pfii pokroãilém nádorovém onemocnûní (nutriãní poruchy, zmûny vnitfiního prostfiedí, fak-

tory produkované nádorov˘mi buÀkami).

4) Na rozdíl od prací sledujících produkci IL-8 u jin˘ch malignit, nenalezli jsme porovnáním skupiny zdrav˘ch osob a nemoc-

n˘ch s RCC rozdíly v jeho hladinách. Je v‰ak tfieba ovûfiit, zda tento závûr není ovlivnûn volbou metody detekce, a vy‰et-

fiení zopakovat s vyuÏitím standardní ELISA metody. 
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We investigated the presence of individual melanoma-specific T cell clones in patients with metastatic melanoma. Ten pati-

ents were examined for the presence of melanoma-reactive T cells using dendritic cells loaded with autologous tumor cells. The-

ir specificity was tested using non-radiactive cytotoxicity test. Individual immunodominant T cell clones were identified by the

clonotypic assay that combines in vitro cell culture, immunomagnetic sorting of activated IFNγ+ T cells, T cell receptor beta locus

anchored reverse transcription-PCR, and clonotypic quantitative PCR. 

All patients had detectable melanoma-reactive T cells in vitro. Expanded melanoma-reactive T cells demonstrated specific

cytotoxic effect against autologous tumor cells in vitro. Three patients experienced objective responses and their clinical res-

ponses were closely associated with the in vivo expansion and long-term persistence of individual CD8+ T cell clones with fre-

quencies of 10–6 to 10–3 of all circulating CD8+ T cells. Five patients with progressive disease experienced no or temporary pre-

sence of circulating melanoma-reactive T cell clones. Thus, circulating immunodominant CD8+ T cell clones closely correlate

with clinical outcome in patients with metastatic melanoma.
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