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1. Uvod

Zangtlivy proces je obrannou reakel organismu na phisobeni Skodlivych podnéth =
vnéjgtho i vnittniho prostied!. Na jeho vzniku a rozvoji se podili fada télnich soustav
s tistfednim postavenim imunitntho systému. Zanktliva reakce je charakterizovéna postupnym
zapojovinim jednotlivych buné&nych typl a jeji prabeh lze rozd&lit do H fizi — iniciadni,
vrcholné a reparatni. Cilem zandtlivé reakce je vyloudenf Skodliviny a reparace poSkozené
tkdng. Prib&h zéndtlivé reakce viek nemusi byt Sisté ochrauny. V pfipad? jeji abnormalni
regulace miZe byt pitinou fady zévainych stavli vdetné nddorového bujeni. PHtomnost
zanétlivé reakce v nddorové tkéni je Castym ndlezem. Buiiky zin&tlivého infiltraty nadory
mohou pod vlivem néddorového mikroprostfedi ztvdcet svoji plvodni ochrannon
ﬁlroﬁnédorovou funkei a naopak produkef fady biclogicky aktivnich Iatek (cytoking,
chemokinl, riistovych faktorit) mohou podporovat ritst a Sifend nadoru,

Charakteristika zanétlivé reakee

Zang&t je komplexni adaptalni reakce organismu vyvoland plsobenim poskozujicich
faktord vogjgiho & vnittnfho prosttedi & sméfuje k udrZen homeostazy a vyloudeni
vyvolavajfci noxy. Na rozvoji zanétlivé reakee se rozhodujici mérou podill imunitnf systém,
ale 1 systémy jiné jako koagulagni a fibrinolyticky, neuroendokrinni a dalsi. Z4n&tliva reakee
je charakterizovand Getnymi adaptatnimi zm@pami orpanismu. Prechod od  reakel
anabolickych ke katabolickym ma za cil zisk energie a elementérnich stavebnich kamen pro
syni€zu bungénych i nebundénych slofek déastnicich se zénstlivé reakce. Zména spektra
produkovanych bilkovin se odrdH v elekiroforetickém zdznamu. Syntéza nékterych bilkovin
narstd, jinych klesd. K tzv, pozitivnim reaktantim akuini faze, jejich# produkee v prithéhu
zénéty vzrlistd, patti: C-reaktivnl protein, sérovy amyloid A, alfal-antitrypsin, alfa2-
makroglobulin, fibrinogen, ceruloplazmin, haptoglobin, C3 slo¥ka komplementu, gama-
globuliny. Naopak tzv. negativni reaktanty akutnl fize, jejichZ tvorba kless, jsou: albumin,
prealbumin, transferin. Vysledng zaznamendvame zvySen{ frakce alfal-globulind podminéné
z¢jména nardstem alfal-antitrypsing & zvyend frakce alfud-globulind zpiisobené vzristem
hladiny haptoglobinu a ceruloplazminu [1]. Z4nétliva reakee je obvykle spojena s néristem
absolutnfho pociu leukocyth periferni kyve, diferencidlni krevni obraz je charakierizovin



granulocytézou se zvyienym zastoupenim nezralych forem. Relativni i absolutni lymfocytaza
byvé spjata s virovou infekei, déle do obrazu zinétlivé reakee zapadaji trombocyliza, ale i
trombocytopenie a anémie. Vyznamny vliv na pribth zindtlivé reakce ma rovndz
neurcendokrinni systém aktivaci osy hypotalamus — hypofyza- nadledviny se zvySenou
produket kortikoidil a katecholaminli [2]. Ke klinickym projeviim zinétlivé reakee patii
zvy$end t€lesna teplota, celkova Gnava, neville, spavost.

Ustedn! postaveni v priib&hu zanétlivé reakce zaujima imunitni systém. Nutno FHei, Ze
jeho pisobeni neni vyluéné pozitivni, ale byva vZdy spojeno s jistou mirou poskozeni
vlastnich struktur. Imunitni systém v sob® miZe nést mimofadnd poskozujiei potencidl
v pfipadé jeho abnormalnich regulaci, které se wplatiiuji v fad? imunopatologickych stavi.
Kromé v3ech bun&énjch a humordlnich komponent imunitntho systému se zénétlivé reakce
bezprostfedng tlastni i dalsi bundné typy jako endotelie, fibroblasty, keratinocyty, buiiky
hladké svaloviny, frombocyty, epitele a dalsi [2]. Vyznamnou roli sehrdvd rovns:
mezibundény prostor a jeho struktury, Tento prostor je mistern, kde zanétlivé reakce probihé a
leam mwsi buitky imunitniho systému vycestovat z cévniho felisté. Prostup pies cévnf endotel
Je vicestuptiovy proces. Na poéatku dochézi ke zpomaleni pohybu leukocyti tzv. rollingem,
coZ je otdlivy pohyb leukocytii po endoteliich zprostfedkovany zejména adhezni interakci
typu selektin — cukerny zbytek. Ve drubé fazi je leukocyt pevné pfipoutan k endotelu a to
interakef mezi integrinovymi a imunoglobulinovymi adheznimi molekulami. Poté nasleduje
prostup leukocytu pies cévni endotel [3],

Prib¢h zénétlivé reakce je charakterizovan postupnym zapojovdnim jednotlivych
bunéénych typl a mi¥eme ho rozélenit do i fazi — iniciadni, vreholné a reparaéni.

Iniciaéni faze nastupuje bezprostfedn® po piisobeni $kodlivého podnétu. Probiha
fadové v hodinach sdominujici pirozenou imunitou. Je rovndZ spojena s aktivaci
koagulaéniho a fibrinolytickéhe systému, pf nf? se uvolfivje velké mnoZstvi biologicky
aktivnich latek (cytokint, ristovych fakior(, chemokind). S odstupem 24 hodin od vzniku
poSkozeni pfedstavuji 50% viech buné&nych elementi neutrofilni granulocyty, kterd
vycestovaly do mista podkozeni vlivem chemoatraktantii - trombin, fibrin a fibrin-degradagni
produkty, Stépné produkty komplementu, leukotrieny, chemoairaktanty exogenniho pitvodu
(napt. N-formyloligopeptidy bakterii), PDGF beta, NAP2, GRO alfa, ENA-78, IL-8 {4}. Na
pogétku jsou hlavnim zdrojem chemoking aktivované trombocyty, pozdsji daldi bunééné ypy.
PiibliZné za daliich 24 hodin zaéne podet neutrofili klesat a nasleduje zvy¥end migrace bunk
monocytomakrofagove linie. K hlavnim chemokintim této bungéné populace patii RANTES,
MIP-1alfa, MIP-1beta, MCP-1, MCP-3. Chemotaxe je rovné? podminéna zménami adheznich



viastnost migrujicich buntk a endotelif vlivem fady cytokini. Po aktivaci jsou makrofigy
hlavnim zdrojem ristovych faktord a cytokind (TGF beta, PDGF, bFGF, TGF alfa, IGF I,
IGF I, TNF alfa, 1L-1) [3]. Bun&éné komponenty pfirozené imunity jsou pfedstavoviny
zminénymi fagocytarnimi efementy (granulocyty a makrofagy), déle dendritickymi buiikami
(5], mastocyty (jako vyznamny zdroj prozéndtlivich cytokind, hisﬂaminu, proteindz,
lipidovych medidtord zangt) [3] a pfirozeng cytotoxickymi NK a NKT bufikami [6].
Nejvyznamnéj{ humeordlni komponentou plirozené imunity je komplementovy systém {2].
Humordlni a bundéné sloZky ptirozené imunity jsou schopmy vmist® zénZtlivé reakce
okamzit® identifikovat nebezpedné podnsty exogemniho i endogenniho pivodu
prostrednictvim solubilnich & membranové vazanych receptori [2]. Vysledkem iniciadni fize
zénétlivé reakee je vyrazni amplifikace imunitni odpovidi a zesileny prepis geml kodujicich
prozanétlivé cytokiny (zejména IL-1, 1L-6, TNF alfa), chemokiny a bilkoviny regulujici
bunény cyklus.

Vrcholna fhze zdnétlivé reakce probihd fadové dny 2 dominuje pfi ni specifickd
imunita. K rozvoji specifické imunity dochazi v sekundamich lymfatickych orgénech, kam
migruji buiiky plirozené imunity (hl. dendritické buiiky a makrofigy) s navézanym
antigenem, ktery prezentuji T lymfocytlim za afasti molekul HLA 1. a IL tfidy [7]. Tato
reakce je podminéna fadou adhezmich, akcesornich a kostimuladnich interakel mezi antigen
prezentujici buikou a T lymfocyiem. K rozvoji specifické buntné imunity je nezbyiné
optimalnl cytokinové mikroprostfedi. Soudasng s aktivaci T lymfocyil jsou aktivovény také B
lymfocyty s vyslednym rozvojem specifické humordlni imunity. Zhruba po 14 doech od
poskozeni se v misté zandtlive reakce stdvaji dominantni populaci pravé lymfocyty, které sem
migruji pod vlivem fady chemoking {IP-10, MCP-1, Mig, MDC) [8, 2, 10]. Vysledkem této
féze zané je eliminace $kodliviny a vytvofent imunologické pam#t, Po dokoncen{ obranné
reakce dochédz{ k 0tlumu proliferace T a B lymfocytd a jiZ nadbytedné builky specifické i
piirozené imunity hynou apoptézou [2].

Posledni fizi zinstlivé reakee je reparace, jejim# cflem je obnoveni tkdfiové integrity.
V pritbéhu zangtlivé reakee pronikaji budiky imunitniho systému do mista pofkozeni za cenu
rozrudeni mezibunétné hmoty. Ktomu jim slouZi proteolytické enzymy produkované
samotnymi migrujicimi bufikemi, ale i fibroblasty a dalfimi bunéénymi typy [11].
K nejdilezitéjsim proteolytickym enzymiim pat serinové proteindzy, matrixové
metaloproteingzy, dale cysteinové a aspartové proteinézy. Biologické Gdinky proteindz jsou
rozsdhlé, proto musi existovat jejich pfirozené inhibitory [12]. Rozkladem mezibunésné
hmoty dochézi také k uvolnéni Fady cytokind, kier¢ jsou pa struktury mezibunééné hmoty



vazany. Na reparaci tkdnf se podili jak sloZky imunitniho systému, tak dal3{ bunégné
elementy, zejména fibroblasty a endotelie. Podstatou reparace je obnova mezibunééné hmoty
a cévniho zdsobeni. Trvani reparatnl faze je Fadove v tydnech [2, 13],

Mezibunétna hmota tvofi podptimou tkéil pro bunééné elementy, které se k ni poutaji
prostiednictvim adheznich molekul. Je tvofena rozmanitymi makromolekulami, z nichZ
ngjpodetngjsi je skupina kolagent a skupina proteoglykanii snavdzanymi nevétvenymi
cukernymi fetézei oznadovanymi jako glykozaminoglykany. K méné podetnym patii clastin,
lamininy a fibronektin. Hlavnim zdrojem molekul mezibundéné hmoty jsou fibroblasty.
Nejddlezitdjsim cytokinem stimulujicim syntetickou funkci fibroblasti je TGF beta, dale IL-
4, PDGF, EGF, trombin. Opaény efekt maji napf. interferon gamma & prostaglandin E2, které
stimuluji degrada&ni aktivity fibroblasti rozkladajici molekuly mezibun&éné hmoty [2].

Nedilnou soudssti reparace je obnova cévntho zésobeni v procesu oznadovaném
angiogeneze. Angiogeneze je pozitivné regulovana zejména C-X-C chemokiny nesoucimi
ELR motiv (IL-8, GRO aifa, GRO beta, GRO gamma, NAP2), dale VEGF a bFGE.
K negativnim regulatorim angiogeneze patfi vétiina C-X-C chemokini nenesoucich ELR
motiv [14, 15].

Nadorové bujeni a mechanismy protinidorové obrany

Néidorové bujeni je podminéno akumulaci genetickych poruch v bunice, vedouci
k aktivaci bun&énych protoonkogeni a inaktivaci antionkogenil. Samotna struktura DNA je
velmi ndchylnd k pogkozeni. MiZe dochdzet ke spontinni dezintegraci (hydrolyzou
nukleotidl, deaminaci} se vznikem zlom{i a provdzani uvnité fetdzce, k inzerci & deleci
nukleotidil s vyslednou zménou smyslu kodonu. Poskozeni DNA miZe vyvelavat fada
initeld endogenniho & exogennihe ptivodu. Z endogennich pfidin mieme jmenovat
piitomnost vrozenych gemetickych poruch, dile plsobeni latek vznikajicich v pribéhu
bunginého metabolismu napf. reaktivii formy kysliku. Jedna se o nestabilni molekuly
s volnymi elektrony, které iniciuji oxidaci DNA. Z exogennich pfitin je nutno jmenovat vliv
ionizujicthe zéfen, vliv chemickych kancerogeni a infekénich procestt. Poskozeni genetické
vybavy v pribéhu Zivota je relativng &astou udalosti, Proto je existence fady fylogeneticky
vysoce konzervovanych opravnych systémi genetické informace numéd. Vy8&i etdzi
protinddorové obrany je potom neporuSeny dohled imunitniho systému. Je patmé, Ze Cetnost

nadorovych onemocnéni roste s vikem, kdy se zvySuje podet genetickvch poruch a sldbnon



funkee imunimiho systému [16]. Difve se predpokladalo, Ze dGstfedni tlohu v protinddorové
imunité hraje specifickd bunénd cytotoxicka realtivita. Z dnednich poznatkil viak vyplyva,
Ze nezastupitelnou roli m& rovadZ imumita piirozend. Nédorové builky nesou na svych
povriich abnormainé sestavené mozaiky molekul, které jsou rozpozndvany receptory bungk
pfirozené imunity a solubilnimi slofkami pfirozené imunity [17]. Nadorové antigeny jsou
v butikdch pfirozené imunity (zejména dendritickych) zpracovany a poté predkiadany ve
vazbé na HLA molekuly ve vhodném cytokinovém mikroprostredi a za (i€asti kostimuta&nich
a adheznich interakel specifickym T lymfocytim [5, 18, 19]. Tyto interakce potom vedou
k preferendnimu vyzravani naivoich THO T lymfocyth, které se dosud nesetkaly s antigenem,
do subpoputace THI T lymfocytdy, kterd je odpov&dnd za cytotoxickou specifickon bunéénou
reaktivita namifencu proti nddoru. Subpopulace TH1 T lymfocyth vykazuje piimou nddor
likvidujici aktivitu prostiednictvim produkece perforind a granzymi, indukel apoptdzy.
Produkei uréitého spektra cytokinii (interferon gamma, TNF alfa, IL-18, [P-10) tlurni aldivitn
nédorového bujeni napt. cestou inhibice angiogeneze. Za selhavajici protinddorovou imunitou
stoji nedostatenost jak sloZek pfirozené tak i specifické imunity [2]. Vyznamnou souddst{
protinddorové imunity jsou NK buiky (pFirozend cytotoxické bufiky), které identifikeuji
nadorové builky prostfednictvim rozmanitych receptori. Pfirozend cytotoxické buiiky se
podileji na obrané proti nédoriim reguladng i efektorovd. Nadorové buitky jsou schopny
identifikovat pfedevim zhodnocenim miry exprese molekul HLA L. tHdy. Zménénd exprese
HLA I tfidy je b¥nym zmakem nédorovjch bundk [20]. Nidorovd buttka je znidena
cytotoxickymi mechanismy (perforiny, granzymy, indukei apoptézy). Prirozené cytotoxické
busiky jsou navic vyzaamnym zdrojem cyiokind s protinadorovym efektem (interferon
gamma, TNF alfa) [21], Interferony (hlavné interferon gamma) jsou molekuly produkované
vétinou jadernych bunék & maji antiproliferativni, cytostaticky a vyznamny imunomodulaéni
i¢inek. Zvyduji expresi HL.A I. #idy na nddorovych buitkdch a tim je zeitlivuji k pisobeni
specifickych cytotoxickych T lymfoeyth, podporujf 4¢innéj$ zpracovén{ a prezentaci
nddorovych antigend, zvysuji celkovou zénétlivou aktivita namifenou proti nadoru, stimuluji
fagocytarni schopnosti makrofdgi, neutrofily, NK buriky, stimuluji vyzravani T lymfocytt do
subpopulace TH1 a vyzravéni dendritickych bungk. Interferony se podili spoletnd s fadon
dalgich cytokind na indukei apoptézy {22, 23]. V protinadorové imunité se uplatiuje i viiv
humordlni specifické imunity a to bud pfimym protinddorovym udinkem protilitek, &
zprostfedkované napf, mechanismem na protilatee zévislé cytotoxicity — protilatka obaluje
nadorovou buitku a pfes receptor pro Fc fragment imunoglobulinu ji poutd k efektorové
butice s cytotoxickou reaktivitou [24, 25).



Selhani téchto mechanismi mize vést ke vzniku a rozvoji nadoru.

Podil zén#tlivé reakee na vzniku a rozvoji nadorového procesu

Pritomnost zan&tlivé reakce v nadorovém prostfedi je &astym ndlezem. Zanétliva
reakee mitZe nddorovému procesu pfedchazet a vyznamné se podilet na jeho vzniku a rozvoji
nebo je pritomnosti nddoru vyvoléna. PH chronickém zanétlivém procesu je uvoliiovina fada
biologicky aktivnich latek s pgenotoxickym a proliferaci stimulujicim G¥inkem - napfk.
reaktivni kyslikové a dusikové radikdly, cyklooxygendzy, cytokiny, chemokiny, ristové
faktory [26, 27]. Etiologie chronického zanétu miiZe byt infekdni i neinfekéni. Je udavano, Ze
az 15% viech tumorll vznikd na podkladé infekce {28]. Pfima souvislost mezi chronickou
infekci a naslednou malignizaci je prokédzdna napf. u infekce HIV, H. pylori, infekce
n&kterymi herpetickymi viry, hepatotropnimi viry [29]. Pozoruhodné je, Ze usp&inou
eradikaci infekee Helicobacter pylori dochdzi kregresi MALT B-NHL lymfomu ji
vyvolaného. Existuje fada daliich neinfek@nich ¢&initeld (chemické, fyzikalni fakiory,
autoimunitni procesy), které indukuji chronicky zanét s moZnosti nadorové transformace.
Typickym piikladem jsou nespecifické stfevni zanéty & chronick# bronchitida pfi chronické
expozici tabdkovému koufi [28). Pro vlastni nidorové mikroprostfedi je charakieristickd
hypoxie, ktera je vyznamnym stimulem pro tvorbu prozan&tlivych cytokinh (TNF alfa, IL-1,
IL-6) a chemokintt nddorovymi i stromélnimi bufikami. Pod vlivem chemckini pronikaji
butiky imunitafho systému do nadoru.

V soudasnosti ziskané pozmatky o vzdjemném plsobeni nadorovych bundk a
imunitniho systému pfekvapivé ukazuji, e imunitni systém sehriva v protinddorové obrand
protichiidné dlohy. Za uritych okolnosti miZe zan#tliva reakee, na které se imunitrd systém
v¥znamnou mérou podili, podporovat riist a invazivitu nadoru {30]. Dominujici feukoeytarni
populaci v nddoru jsou snidorem asociované makrofigy, které pochézeji z cirkulujicich
monocytdmich prekurzorii a do nddoru vstupuji vlivem chemokini, zejména MCP-1 [3].
Optimalné aktivované makrofagy (zejména interleukinem-2, interferonem, interleukinem-12)
[3] by mély vykazovat cytotoxickou reaktivitu vidi nddorovym buikim. Za uréitych
okolnosti viak dochdzi k opatnému efektu, kdy makrofagy produkované cytokiny podporuji
riist nadoru, maji angiogenni potencial a usnadiivji metastatické Sifeni. Mikroprostfedi nadoru
na drubé strané prodluZuje Zivotnost makrofagl zejména produkci cytokind typu kolonie
stimulujicich faktordi [28]. Dali buné&nou populaci, kterou nalézame v zinétlivém infiltratu



nédoru, jsou dendritické buiiky. Tyto jsou obvykle nezralého fenotypu a majf tudiZ spiZerou
schopnost stimulovat specifickou bufikami zprosttedkovanou imunitu. Tato nezralost je
zplisobena nedostatkem maturaénich signdld &i produkei maturadnich inhibitord v nddorovém
prostiedi [28]. Pro udinnou protinddorovou obramu je dilezitd specificka cytotoxicka
reaktivita zprostfedkovana subpopulaci TH1 T lymfocyth. Subpopulace THi T lymfocyt
vykazuje pfHmou protinddorovou aktivity a navic produkuje spektrum cytoking inhjbujicich
angiogenezu (interferon gamma, TNF alfa, [L-18, IP-10). U v&tdiny studovanych nddor viak
lokaing pfevlada aktivita subpopulace THZ T lymfocyth, kierd vychyluje imunitni reakci
k humoréini odpovédi a k produkci spekira proangiogennich cytokind (IL-4, 11-13), &
akiivita subpopulace regulatnich Tr T lymfocyt, kierd produlcuje zejména cytokiny TGF beta
aIL-10. Obé tyto subpopulace (TH2 a Tr} thumi Z4douc protinddorovou aktivitu subpopulace
THI T tymfoeytl. Na vychylenl imunitni reakce smérem k TH2 reaktivité se podileji rovnéz
s nadorem  asociované makrofagy vysokon spontdnni produkei IL-10 2 TGF beta [2].
Zastoupeni neufrofilnich granulocytit v zinétlivém infiltrity je zanedbatelné, obdobné plati i
pro NK busiky. Uginek jednoho z nejvjznamnéjsich prozénitlivich cytokinti TNF alfa nen
roveéZ jednoznaéné protektivni v protinddorové obrang. Vysoké lokalni koncentrace TNF alfa
sice niéi cévni zdsoben! nddoru, ovéem chronick4 produkee nizkych hladin TNF alfa stimuluje
remodelaci a proliferaci stromatu, kierd je nezbymé pro riist a Sffeni nédoru. TNF alfa je
produkovan opét jak padorovymi, tak stromalnimi a zénétlivymi buikami {2). U dalsich
pluripotentnich prozéangtlivych cytokind byl nalezen jejich podpimy viiv pro ritst nédorovych
bunék — napt. [L-6 je ristovym faktorem pro hematologické malignity, IL-1 pro karcinom
Zaludlau [28].

Riist a ifenf nddoru jsou spajeny s pronikdnim nédorovych bunik mezibun&&nymi
prostory. Proliferujici nddorové bufiky naruluji normélni architekturu tkiné. Na rozdil od
normdlnich zdravych bungk, kieré jsou udrzovany ve své prirozené tkéni prostfednictvim
membrinovych interskel a lokalnim pisobenim cytokind, se nadorové buiiky z téchto
kontaktll vymafiuji. Pro nidorové buky je typické, %e ztréta adheze k molekuldm
mezibunééné hmoty v nich nevyvoldva apoptézu v takové mite, jako je tomu u bungk
nenadorovych. Molekuly mezibun®¢né¢ hmoty jsou rozkladany proteolytickymi enzymy
(hiavné matrixovymi metaloproteindzami, serinovymi proteindzami), jejichZ zdrojem jsou
samotné nadorové buitky, ale také butiky nddorového stromatu a zémétlivého infiliraty,
Vyznamnym stimulem produkee proteindz jsou tumor nekrotizujict faktory & CC chemokiny
[28]. Rozkladem mezibun&éné hmoty na rozhrani nadoru a zdravé tkind dochdzi k uvolnéni
fady cytokinil, chemokiné a mistovych fuktord, podporyjicich rist a Sifeni nadoru.
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Charakteristickym rysem malignich nadort: je schopnost metastazovat do vzdalenych organi.
Nadorové buiky vyuZivaji pro migraci stejné molekulové nastroje (adhezni molekuly,
cytokiny, chemokiny, chemokinové receptory) a cesty jako leukocyty [28]. Podstatou
metastatickeho $ifeni nddorovych bumdk je opustini stromatu primamiho nadoru, vstup
prostfednictvim adheznich interakei s cévnim endotelem do krevniho & bymfatického Tedists a
nésledné zachyceni v cilovém organu. Pohyblivost nadorovych bungk je déna jejich citlivosti
k riznym chemotaktickym litkdm, které pisobi pfes chemokinové receptory na nadorovych
burikéch, a dale urditym uspotadinim cytoskefetu, které rovnéz podléhd vlivu nékterych
chemokind. Urité typy nédord vykazuji specificitu cilovych organi, do laerych metastazuji.
Tate specificita je déna vyS3{ citlivosti vidi chemokinfim a ristovym faktorim, kieré
produkuje dany cflovy orgén, zvySenou schopnosti nadorovych bungk adherovat
k mikrovaskulamim endotelovym busikim cilového organu [31].

Zgkladni podminkou rastu nadorv je zajifténi dostateéného cévniho zdsobeni
novotvorbou ¢év v procesu zvaném angiogeneze. PHitomnost a intenzita angiogeneze je
nezivislyn  negativnim  prognostickym  faktorem vétiny sotidnich nadori [25].
Neovaskularizace solidnich nadoril je stimulovina prozénétlivimi cytokiny zénétlivého
infiltrdtu  (TNF alfa, IL-1, IL-6), jejichZ prostiednictvim je zvy$ovana tvorba angiogenmich
faktorli jako VEGF & TGF alfa. Vyznamny angiogenni potencidl majf také nikteré
chemokiny (IL-8, GRO alfa, GRO beta, GRO gamma, ENA-78). U n&kterych solidnich
nadori je moZné zjistit zvySené plazmarické hladiny angiogennich ristovych faktoru (TGF
alfa, VEGF, PDGF beta, bFGF) [13, 32, 33, 34],

U pacientli s nadorem nachdzime navic asto abnormality v systémové zinéilivé
odpovédi, vyplyvajici ze dvou odlidnych nidorem zprostfedkovanych mechanismit. Prvnim
mechanismem je porucha regulace produkce protizdnétlivych cytoking, druhfm je
znecitlivéni receptor® vysokou koncentraci produkovanych cytokinti a chemekintl, které

v disledku vede k oslabeni systémové imunitni odpovidi [2].



Seznam pouditych zkratek:

EGF Epithelial Growth Factor

ENA-78 Epithelial Neutrophil Activating-78
FGF Fibroblast Growth Factor

GRO Growth Related Oncogene

IGF insuline-like-Growth Factor
IL Interieukin
IP-1G Interferon gamma Inducibie Protein

MCP Macrophage Chemoattractant Protein

MDC Macrophage-Derived Chemokine

Mig Monokine-induced by Interferon gama

MIP Macrophage Inflammatory Protein

NAP Neutrophil Activating Protein

PDGF  Platelet-Derived Growth Factor
Regulated upon Activation Normal T-cell Expressed and

RANTES Secreted

TGF Transforming-Growth Factor

TNF Tumor Necrosis Factor

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor



2. Cile prace

V pribéhu na$i vyzkumné price jsme posuzovali sérové koncentrace deseti vybranych
cytokind, v pfevdiné v&t3ing chemokind s angiogennim potencidlem, v souboru pacientd
snové diagnostikovanym rendlnim  adenokarcinomem. Sledovanymi cytokiny byly:
angiogenin, MCP-1 (CCL2), GRO alfa (CXCL1), interleukin-8 (CXCL8), ENA-78 (CXCL3),
endoglin (CD105), interleukin-6, TGF-betal, VEGF a bFGF. Sérové hladiny sledovanych
cytokind byly stanoveny opakované v pfesné danych Sasovych intervalech. Prvni odbér byl
uskutetnén pied zapoletim terapie (v den operace pfed jejim zahijenim), druhy odbér
s cdstupem 7 dnii, tfetf, &tvrty a paty odbér byly provedeny s odstupem 3, 6 a 12 mésici od
operace. Soufasné byla shroméZdéna a hodnocena nékters klinickd data (vék, pohlavi,
histopatologicky grading tumoru, progrese enemocnéni, smrt v pribéhu sledovani, pftomnost
nadorové duplicity). Sledovany soubor pacientti byl rozdélen do 3 skupin dle pokregilosti
primémiho tumory na zakiadé TNM klasifikace: 1. skupina ~ klinické stidium I+, 2.

skupina - klinické stadium i1, 3. skupina — klinické stadium [v.

Hlavai cile prace;
- posouzeni sérové koncentrace vybranych cytokind pfed zahajenim terapic
- posouzen{ vyvoje sérové koncentrace cytokint v Ease
- posouzeni meziskupinovych rozdili v sérovych koncentracich jednottivych cytokini
- posouzent meziskupinovych rozdilid ve vybranych klinickyeh parametrech
- posouzeni vziahy mezl vybranymi klinickymi parametry a sérovou koncentraci

vybranych cytokini.
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3. Soubor pacientll a pouzita metodika

3.1. Soubor pacienti

Soubor pacientd byl tvofen 54 osobami, které byly hospitalizovany na Urologické
klinice FN Hradec Krdlové zdiivodu chirurgického feSeni nové diagnostikovaného
adenokarcinornu Jedviny (C64} v obdebi od tmora 2005 do unora 2007. Primémy vik
pacienth &ini} 64 let (muZi 63.1 let, Zeny 65,8 let), muZd v souboru bylo 34 (63%), Zen 20
(37%). Dle histopatologického vySetfeni byl adenokarcinom ledviny zastoupen ve 49
piipadech svétlobun&tnym (konvenénim) typem, ve 3 pipadech papildrnim typem, po
jednom piipadu chromofébnim & sarkomatoidnim typem. Die TNM klasifikace bylo
stanoveno klinické stddium onemocndni. Do stidia I spadalo 23 pacienth, do stidia 1 2
pacienti, do stddia II1 16 pacientd a do stidia IV 13 pacienti. Na zdklad® klinického stidia
byli pacienti rozd&leni do 3 hodnocenych skupin: v prvad skuping pacienti se stddiem [a II, ve
2. skuping pacienti stddia I} a ve 3. skupiné pacienti stddia IV. Dalsf charakteristiky souboru
(histopatologicky grading, pfitomnost nddorové duplicity, nistup progrese eventuelné smrt
pacienta v pribdhu sledovéni, poddvana adjuvantni terapie) jsou uvedeny v nasledujicich
tabulkach (&. 1, 2, 3).



Tabulka ¢ 1: Klinické charakteristiky — 1. skupina pacienti

Klinické charakteristiiy - 1. skupina (idinické stadium {+H)

&, | Pohiavi | vk Histologle | Stadiym | T | N { M| Grading { Progrese | Smn | D plicit Adjuvantni teraple
1 Z T8 1 1 1lalojo It 0 0 1
2 2 73 1 | 1aj0fo It 0 1 0
3 M 57 1 I jalo|¢ n 0 0 0
5 Z 53 1 [l 2]olg 1] 1 0 0
] M 56 1 1 1af0]o0 I ¢ 0 0
14 z 76 1 | 1a|0jD Ii ] o Y
15 F4 70 1 i 1ajo|o [l 0 [} i
23] M 61 1 1 12|lo]o i 0 i} 0
25 M 65 2 1 ibfoio H 0 0 0
26 F4 74 i 1 1bloto 1] 1 0 0 interfaron alfa
30 ™ 55 1 | 1aiDio It 0 0 0
3t M 76 1 | 1alojo it [} 0 1
32 M 66 1 I loleg i ] 0 0
34 M 58 1 | bfojo I [ 0 o
36 M 73 1 1 wiolo 1} ] 0 1
38] M 62 1 1 1aj0]0 [ 0 4 ¢
3] ™ 50 1 1 iblo|o HI 0 [} 0
41 M 78 1 i ibl{o]a il 0 g 0
43| ™ 58 1 I iblo]o nl 1} 0 0
48 z 62 1 1 iblgig i a 0 0
56 F4 63 1 1 2100 v 0 0 0
50 2 66 1 1 ibio|e t 0 0 0
61 M 63 1 1 1zlolo n i) 1] t
83 M 73 1 | faf0jo I 0 0 [}
67 Z 74 1 i 18{0]0 it 0 ] ]

Z-Zena 1 svétiob, One One One

M- muz 2 papilam| lanc fano 1ano

3 chromof.
4 sarkomat,
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Tabulka & 2; Klinické charalkteristiky — 2. skupina pacientii

Klinické charakteristiky - 2. skupina { stadium i1}
¢. | Pohlavi | vk Histelogle | Stadium | T | N | M| Grading | Progrese | Smrt | Duplicita | Adjuvantni terapie
4 M (23] 1 Hl 3bjcic I Q V] 0
11 M 76 1 1] 3ajGi 0 [i]] 1] 0 Q
13 M 57 1 ] Jajol @ 11l 0 [ 1
15 Z 3 3 il 3a[01 ¢ | 0 [} o]
35 Z 76 1} 1l 3ajd]|0 -V g 0 4]
42 Z 86 1 1l 3al0|o0 [t} 9 9 0
44 2 73 1 i} 3bf0]0 Il 0 i 1]
45 M 75 1 11 3al0]|0 i [H k1] 0
51 4 45 1 [} daj0|@ | 0 [ 1]
54, 2 82 1 n 3aj0ig un 0 0 [\
55 M 64 1 i |0 ¢ Il 0 0 0
57 M 56 1 i} 3a|Cid ElE 1 0 0 interferon alfa
62 2 50 1 Hl 3a|Gi0 1t ] 4] 0
65 M 40 1 1} aje| 0 It 0 0 o]
58 M 71 1 1] 3ajeip v 0 0 0
71 M &5 1 Hi 3aj0iD LI} hi Q 0
Z-zena 1 svétiob, dna One One
M - muZ 2 papitarni 1anc 1ane t ano
3 chromaf.
4 sarkomat,

Tabulka & 3: Klinické charakteristiky — 3. skupina pacienti

Klinigké charaktelisu'kf - 3. skupina {klinické stadium IV)

€. | Pohlavi | vek | Histologle | Stédium | T [N [ M| Grading | Progrese | Smrt | Duplicita Ad]uvantni terapte

9 M 64 1 I\ 3a{2i1 IIf 1 1 o

0 M 74 1 tv |alopi| nmv 0 o ¢ intarferan aifa,
bevacizumab, sunitinib

20 M 56 1 i 3bi0:s Il 1 1 &

28 Z 71 4 14 3a|01 1% | 1 1 4] interfercn aifa

28 Z =] 1 I 3|20 v [y Ju] 1

33 M 53 2 v 3aj2:0 il t 1 g Interferan alfa

40 M 77 1 Y 3a|X}1 1] 1 1 o

47 M 72 1 13 Ba|11 111 1 1 [}

49 Z 62 1 W 1af0}1 I 1 1 ]

53 M 44 1 W 3c|0}1 iy 1 1 9

59 M ] 2 W 3a|X it 1]} 4 0 0 interferon alfa, vinblastin
intesferon alfa, sorafenib,

54 M 51 1 v 3bf1id tit 1 1] Q medroxypsogesteron

acetas
73 A 64 1 [\ 1a [ &)1 ] k] 0 Q
Z -zena 1 svétiod. One One One
M-muZ 2 papilam/! 1 ano 1ano 1 ano
3 chromof.
4 sarkomat.



3.2. Laboratorni metodika

K stanoveni sérovych koncentraci vySetfovanych markeril a jejich hodnoceni v ase
byli pacienti podrobeni opakovanym' odbérim venézni krve 2 periferni Zily v presné
stanovenych gasovych intervalech. 1. odbér byl proveden v den operace pred jejim zahdjenim,
druhy odbér s edstupem 1 tydne, tfeti odbér s odstupem 3 masic, &tvrty odbér s odstupemn 6
mésicd a paty odbér sodstupem 12 mésich. Odebrané vzorky krve byly po 1 hoding
zeentrifugovany pti 3000 rpm pe dobu 10 minut, séra zmraZena pii -20°C a takio uchovéna a2
do doby jejich zpracovéni. Stejnym zpfisobem byly zpracovany a uchovany kontrolni vzorky
15 darcd krve. Pfed vlastnim zpracovanim byly vzorky rozmuaZeny pH pokojové teplotd.
Stenoveni koncentraci vybranych cytokind (Angiogenin, MCP-1 (CCL2), GRO alfa
(CXCL1), IL-8 (CXCLB), ENA-78 (CXCL5), Endoglin (CD105), IL-6, TGF-betal, VEGF,
bFGF) bylo provedeno metodou ELISA s vyuZitim reagencii firmy R&DSystems, Vysledné
hodnoty byly odetteny na spekirofotometru pii vinové délee doporutené vyrobeem.

3.3, Statistické hodnoceni

Ke statistickému zhodnoceni vysledk byl pouit statisticky software Statistica 7. Aplikovany
byly nasledujicl metody:

- nepérovy t-test

- Fisherilv exakmd test

- Mann-Whitneyiv test

- Kolmogorov-Smimoviv test

- Friedmanova ANOVA

- Wilcoxonfiv parovy test

- Kruskal-Wallisova ANOVA

- pii vicendsobném porovnand byla vysledna p hodnota upravena Bonferroniho korekei,

17



4. Souhrn vysledku

Cilem této priace bylo posouzenf sérové koncentrace deseti vybranyeh cytokind u
pacient s diagndzou rendlniho adenokarcinomu {C64). Sledovény byly tyto cytokiny:
angiogenin, MCP-1 (CCL2), GROatfa (CXCL1), interleukin-8 (CXCLB), ENA-78 (CXCL5),
endoglin {CD103), interleukin-6, TGF-betal, VEGF a bFGF. Prvnim tikelem bylo stanoveni
sérovych koncentraci t&chto cytokinl pied zahdjenim Iécby. Poté nds zajimal vyvoj sérovych
koncentraci téchto cytokindl v Gase v zdvislosti na provedeném opera¢nim vykonu, na hojeni
pooperadni tany a na daldim prib®hu onemocnéni. Rozdélenim pacientd do 3 skupin dle
klinického stddia onemocnsni jsme chtéli posoudit vliv velikosti tumoru na hladinu
sledovanych cytokini. V neposledni fadg jsme se pokusili zhodnotit nékterd klinicka data jako
vek, pohlavi, histopatologicky grading turmnoru, piftomnost nadorové duplicity, progresi
onemocnéni a pfipadnou smrt pacienia.

Vliv pfitomnosti tamoru na hladinu sledovanych cytokind jsme hodnotili v 1. odbéru
pfed zahajeni lé&by. Naméfené sérové koncentrace cytokindl byly srovnany s hodnotami
ziskanymi od skupiny zdravych darch krve. Hodnoceni bylo provedeno zvIadt pro jednotlivé
skupiny pacientfl. Statisticky vyznamné rozdily oproti kontrolni skuping zdravych darcd jsme
nalezli u nasledujicich cytokinil: zvy3eni sérovych koncentraci bylo patimo u angiogeninu (v
L. skuping), u ENA-78 (v 1. skuping), u IL-6 (v 1., 2. | 3. skuping), u VEGF (ve 3. skuping),
naopak sniZeni sérovych koncentraci jsme pozorovali u IL-8 ( v 1., 2. i 3. skuping), endoglinu
{v 1., 2. a hraniéné i ve 3. skuping) a hranin u TGF-betai (ve 2. a 3. skupin&).

Pooperalni vyvoj hladin cytokind byl sledovan v nasledujicich 4 odbérech,
provedenych s odstupy 1 tydne, 3 mésicd, 6 mésicii a 12 mésicd od operace. Porovnani hladin
cytoking v ¢ase bylo moZné pouze v rameci 1. skupiny paclentl, nebot’ u 2, a 3. skupiny nebyl
dostateény podet vzorkd pro statisiické zhodnoceni. Statisticky vyznmamné rozdily jsme
zaznamenali pouze u 3 hodnocenych cytoking. U GRO alfa dodlo k statisticky vyznamnému
vzestupu hladiny v odbéru 2 ve srovndni s odbérem 1, u IL-6 obdobng statisticky vyznamny
vezestup hladiny ve 2. odbéru ve srovnani s 1, odb&rem, u bFGF statisticky vyznamné zvyent
hladiny ve 2. odbéru a sniZen{ ve 4. 2 5. odb&ru ve srovn4ni s 1. odbérem.

Vedle t&chto statisticky vyznamnych rozdild byly viak patné urdité vivojové
tendence prakticky u viech ostatnich cytokind (angiogeninu, MCP-1, ENA-78, endoglinu,
TGF-betal, VEGF) a to nejenom u 1. skupiny pacientil, ale vétSinouiu 2, a 3. skupiny.
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Meziskupinovym srovnanim sérovych hladin cytokind jsme chtdli odhalit souvistost
mezi rozsahem primamiho umoru a hladinou téchio cytokini. Statisticky vyznamné rozdily
Jsme zaznamenali pfevaing mezi 1. a 3. skupinou pacientll. Statisticky vyznamné zvyseny
byly: MCP-1, GRO alfa, VEGF u 3. skupiny v odbéru 5, dale IL-6, IL-8, VEGF, bFGF u 3,
skupiny v odbéru 1, dédle IL-8 u 3. skupiny v odbéru 2, vie ve srovnanf s 1. skupinou.
Statisticky vyznamny rozdil mezi skupinou 2 a 3 jsme zaznamenali u VEGF, kde hodnota 1.
odbéru byla u 3. skupiny statisticky vyznamné vy8si neZ u 2. skupiny. Naopak statisticky

" vyznamné sniZenou hodnotu u 3. skupiny ve srovnani s 1. skupinou jsme nalezli u ENA-78 ve
4, odbéru.

Dle naseho pozorovini by pokrodilej¥i stidia rendlniho adenokarcinomu mohla byt
spojena s vy$$imi hladinami MCP-1, GRO alfa, VEGF, IL-6, I1.-8, bFGF.

Klinické data byla zhodnocena jednak ve vziahu ke klinickému stadiu onemocnéni a
vybrané klinické parametry (progrese onemocnénf, smrt pacients v pribéhu stedovani,
histopatologicky grading tumoru) také ve vztahu k vybranym laboratomim datim. Statisticky
vyznemné meziskupinové rozdily jsme neprokazali u vEku, pohlavi a vyskytuz nadorové
duplicity, naopak statisticky vyznamné rozdily jsme dle o&ekavanf nalezli u progrese a smrti
mezi 1. a 3. skupinou a mezi 2. a 3. skupinou pacientit. 1. 2 3. skupina pacientf se statisticky
vyznarun lidily také v zastoupeni jednotlivych stupii histopatologického gradingu.

K porovnini klinickych dat s daty laboratornimi byly vybriny pouze ty parametry, u
kterych jsme difve Zjistili statisticky vyznamné meziskupinové rozdily. Z klinickych dat se
jednalo o progresi onemocnéni, smrt pacient a histopatologicky grading, z laboratornich
parametr byly meziskupinové rozdily pfitomny u MCP-1, GRO alfa, interleukinu-8, ENA-
78, interleukinu-6, VEGF a bFGF. Puacienti, u kterych doslo v pribshu sledovins k progresi
onemaocnéni, mél pfedoperaéné vy:si hladiny GRO alfa, IL-8, IL-6, VEGF a bFGF. Pacienti,
kteH v pritbéhu sledovéni zemfeli, méli predoperaén® vy8sf hladiny GRO alfa, I1-6 a VEGF.
Se 4. stupném HPG byly spojeny vy&8i hladiny GRO alfa (ve srovnsni 5 1.2 i 3. stupném) a
IL-6 (ve stovndni se stupni 1 a 2}, 3, stupefi HPG byl spojen s niz§i sérovou hiadinou ENA-
78 {ve srovndni s 2. stupném).
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5. Zavér

Zjisiéné statisticky vyznamné rozdily v sérovych koncentracich nékterych cytokind je
ticba interpretovat s velkou obezfetnosti. Pomémé nizky podet hodnocenych vzorkt a tim i
volba slabsich neparametrickych testd ke statistickému zpracovdni ndm neumoZiuje

zobecfiovat dosaZené vysledky. K jejich potvrzeni by bylo tieba rozdifit vy3etfovany soubor

pacienti.

20



6. Summary

Introduction

An inflammatory process is a defence reaction of an organism on various extemnal and internal injuranis.
Many body systems take place in this formation and development, bur the immune system plays the central role.
The inflammatory reaction is characterised by the sequent connecting of various cell types. There are three
distinct phases ~ initiatory, high and reparation. The aim of the inflammatory reaction is the removal of the
injurant and the reparation of damaged tissue. The effect of the inflammatory reaction needn’t be protective.
Should there be an abnormal regulation this may be a cause of many pathological states, including & tumorous
process, The presence of an inflammatory reaction in the tumorous environment is a common finding. The cells
of the (nflammatory infiltrate can loose their origina) protective antitumorous role. By contrast they may support
the growth and progression of the tumor by the production of mamy biological substances (cytokines,
chemakines, growth factors).

Patients and Methods

Renal cell carcinome was diagnosed in 54 patients during the period from February 2005 till February
2007. In ali the patients the primary renal tumor was removed at the Department of Urology of University
Hospital in Hradec Krélové. The clinical specifications e.g. age (an average age of 64 years — 63.] years in men,
63.8 years in women), sex (34 men — 63 per cent, 20 women ~ 37 per cent), histopathological type and ceilular
grading of the tumor, disease stage based on TNM classification, presence of the tumor duplicity, appearance of
the fumor progression and death during the course of our observation and adjuvant therapy, are suremarized in
Table 1, 2, 3. According to disease stage patients were divided into three groups: in the first group patients of
stages I11, in the second group patients of stage 111, in the third group patients of stage 1V,

Patient sera were obtained by repeated peripheral venous blood coliections, which were carried out on
the day of surgery as well as on day 7 and ther after 3, 6 and 12 months post-surgery. One hour afier blood
cotlection, each blood sample was centrifuged at 3000 rpm for 10 minutes. Sera were subsequently stored at a
temperature of -Z0°C till the time of processing. Control sera were obtained from 15 healthy blood donors. In
order w determine the serum level of the evaluated cytokines, the ELISA method of the R&DSystems kits, was
used,

Stetistical analysis was performed with Statistica 7 software. Probability values of <0.05 were
cansidered statistically significant.

Adm of the study

The aim of this study was an examination of the serum concentration of ten cytokines in renal cell
carcinoma patients (C64). The following cylokines were observed: angiogenin, MCP-1 (CCL2), GRO alfa
(CXCL1), interleukin-8 (CXCL8E), ENA-T8 (CXCLS), endoglin (CD105), interleukin-6, TGF-betal, VEGF a
bFGF. The first objective was to measure the serum concentrations of the cytokines before the commencement
of therapy. The second objective was to examine the development of the cytokines' serum corcentrations,
depending on surgery, the healing of postoperative wound and subsequent course of the disease. Patients were
divided into three groups according to clinical stage of the disease in order {o examine the influence of the size
of the tumor on cytokine serum levels. Finally, we evaluated clinical data, such as age, gender, grading of the
tumor, presence of the tumor duplicity, progression of the disease and the death of patient,

Results

The effect of the tumor presence on the serum levels of the cytokines was assessed in the firs1 sample,
which was collected before surgery. The acquived values were compared with others gained from healthy blood
donors. Statistically significant differences, in comparison with the group of healthy blood donors, were found in
the following cytokines: an increase of serum concentrations was observed in angiogenin {in the first group of
patients), in ENA-78 {in the first group of patients), in intericukin-6 (in the first, second and third group of
patients), in VEGF (in the third group of patients). By contrast, a decrease of serum concentrations was observed
in interlewkin-8 (in the first, second and third group of patients), in endoglin (in the first and second group, the
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third group reached a statistical borderline) and in TGF-betal (the second and third group of patients reached a
statistical borderline).

The postoperative development of the eytokine levels was assessed in the following four samples,
which were collected one week, 3 months, 6 months and 12 months after surgery. The comparison of the serum
concentrations of cytokines during the experiment was only possible in the first group of patients, because there
was not a sufficient number of samples in the second and third group of patients. Statisticelly significant
differences were observed in only 3 cytokines. A statistically significant increase in the second sample (one
week after surgery) was observed in comparison with the preoperative level in GRO alfa and interleukin-6. In
bFGF & significant increase in the second sample was found as well as a significant decrease in the fourth and
fifth samples in comparison with the first.

Aside from these significant differences, certain trends of development of serum levels were seen in
practically all other cytokines (angiogenin, MCP-i, ENA-78, endoglin, TGF-betal, VEGF), in ail groups.

In comparing cytokine serum concentrations among groups of patients, we wanted to detect the
relationship between the size of the prime tumeor and the cytokine level. Statistically significant differences were
found mainly berween the first and the third group of patients. MCP-1, GRO alfa and VEGF were statistically
significantly increased in the fifth sample, interleukin-6, interleukin-8, VEGF and bFGF in the first sample and
interleukin-8 also in the second sample; all in the third group in comparison with the first group, A statisticatly
significant increase of VEGF was seen in sample | in the third group in comparison with the second group. A
decreased tevel of ENA-78 was found in the fourth sample of the third group in comparison with the first group.

According to our observations, the latter stages of renal cell carcinoma may be connected with higher
levels of MCP-1, GRO alfa, VEGF, IL-6, [L-8, bFGF.

The clinical data was evaluated in refation to clinical stages of the disease. Additionally, a selection of
data (progression of the disease, the death of patients and histopathological grading of the tumor) was evaluated
aiso in relation to some laboratory data. In age, gender and tumor duplicity we did not prove any difference
amongst groups of patients. However, we did find significant differences in the progression and death rates
between the first and third group and between the second and third group. The first and the third group of
patieats also displayed various grades of the histopathelogical grading.

in order to compare clinical and laboratory data we chose only those which differed among the groups
of patients - progression of the disease, the death, histepathological grading, MCP-1, GRO alfa, interleukinn-8,
ENA-78, interleukinu-6, VEGF and bFGF. The patients, who showed a progression of the disease, had higher
preoperative levels of GRO alfa, IL-8, IL.-6, VEGF and bFGF. The patients, who died, had higher preoperative
levels of GRO alfa, IL-6 and VEGF. The fourth grade of histopathological grading was connected with higher
levels of GRO alfa (in comparison with the first, second and third grade) and [L-6 (in comparison with the first
and second grade). The third grade of histopathological grading was connected with a lower level of ENA-78 (in
comparison with the second grade).

Conglusion

The obtained statistically significant differences must be interpreted very carefiilly. The relatively iow
number of evaluated samples and the subsequent choice of weaker nonparsmetric statistical tests make
generalization difficult. A far greater number of patients woeld be required for a more statistically accurate
confirmation of our resulits,
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