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CiLE PRACE:

1)

2)

3)

4)

5)

Stanovit angiogenni faktory vséru u nemocnych sriznymi stadii rendlntho
karcinomu.

Pouzit viceparametrovou analyzu (protein array) k monitorovani sérovych hladin
angiogennich faktord v prGb&hu chirurgické 1é€by nemocnych s rendlnim
karcinomem.

Analyzovat charakter angiogenn{ stimulace v zavislosti na pokro¢ilosti nadoru.

Ovéfit, zda zateZ spojend s operainim vykonem bude provézena zménami hladin
angiogennich faktord v séru.

Stanovit moZnost klinického vyuZiti vybranych markerd k hodnoceni aktivity

onemocnéni.



1. UVOD

Novotvorba cév je proces, ktery nachazi uplatnéni jak za fyziologickych okolnosti, tak
v patogenezi za ruznych chorobnych stavi. V poslednich letech je angiogeneze stfedem
zvy$ené pozornosti v onkologii, nebot se ji pfipisuje vyznamnad uloha v patogenezi
nadorového procesu a metastazovani vibec. Postupné pozorovani mechanismu novotvorby
cév umoznilo pfinést i pfimé dikazy o tloze angiogeneze v nadorovém procesu riiznymi
experimenty, studujicimi G¢inky izolovanych angiogennich a antiangiogennich faktoru.

Maligni nadory ledvin piestavuji 1-2% vSech malignich tumord. V 70% se jedna o
svétlobunéény renilni karcinom. Svétlobunéény renalni karcinom patfi k bohaté
vaskularizovanym a fragilnim nadortm. Z tohotu diivodu se jevi zajimava myslenka sledovat

angiogenn{ aktivitu u nemocnych s touto diagnoézou v zavislosti na stadiich onemocnéni.

2. NADOROVE BUJENI

2.1.Kancerogeneze

Pfeména normalni bunky v nadorovou (kancerogeneze) je mnohastupiiovy proces
postupné akumulace poruch zakladnich reguladnich mechanism somatickych bunék -
bunééné proliferace, diferenciace a apoptdzy. VétSina nddorG vznikd primarni genetickou
udalosti (mutaci) v jedné, kterékoliv somatické butice, kterd je zakladajici buiikou naddorového
klonu. KaZda lidskd buiika nese velmi sloZity a pfesné regulovany geneticky program
kontrolujici bunéény rist, proliferaci, diferenciaci a buné¢nou smrt (apoptézu). Nadorovy

bunéény klon vznika a vyviji se poruSenim téchto regulacnich mechanismi (115)

Vznik a vyvoj klonu je obvykle charakterizovan nékolika stadii:

1. Iniciadni stadium - p¥edstavuje mutaci urit¢ho kritick¢ho genu. Je Casové kratka,
nevratna, buiikam pfinasi ristovou selekéni vyhodu.

2. Promotni stadium - charakterizovano stimulaci latentniho imiciovaného bunééného
kionu promoénimi faktory k intenzivn&j$imu bundénému déleni. Promodéni faktory
samy o sobé& nejsou kancerogenni a nejsou schopny vznik nadorového klonu vyvolat.
Piisobeni promoé&nich faktorti se vfadé piipadd piekryva s mutagenni aktivitou,
nékteré podporuji prenos mitogenniho signdlu bufice. Intenzita promocnich

mechanismi musi dosdhnout uréitého stupné, aby byl iniciovany klon ddinné



stimulovan, a naopak jejich odstranéni miZe zpomalit aZz zabranit dalSimu vyvoji
klonu.

3. Stadium progrese - vném dochazi k nahromadéni mutaci dal§ich geni v bunikich
klonu vedoucich ke zmén& jejich fenotypu, coZ podmiftuje invazivni rust a

metastatickou aktivitu.

Na vzniku a rozvoji nadorového klonu se podili nékolik skupin geni, jejichz mutované
nebo chybé&jici produkty podmifiuji deregulaci bunéné proliferace, diferenciace a bunééné
smirti.

Je popsano tém&f 100 rGznych protoonkogenti, které se nachézi v kazdé somatické
butice. Obecny, vitdlni vyznam jejich produktd spo€ivd v normdlni, regulované stimulaci
bunééné proliferace a potlatovani bunéiné diferenciace, nékteré se podileji na regulaci
apoptozy. Jsou to komponenty extra- a intracelularnich cest pfenost signali.

Fyziologické regulatni schopnosti produkti protoonkogentl, tj. stimulace bunééné
proliferace a potladovani bunééné diferenciace, se mohou zménit v kancerogenni potencidl,
zméni-li se bun&ny protoonkogen v onkogen. Nésledkem je produkce genového produktu
vnadbytku nebo v hyperaktivni formé&, a tedy hyperstimulace bunétné proliferace a
hyperinhibice bungéné diferenciace. K aktivaci protoonkogenu sta¢i alterace pouze jedné

alely genu, tzv. dominantni mutace, proto se tyto geny oznacuji jako dominantni onkogeny

(115, 182)

Aktivace protoonkogenu v onkogen probihd riznymi mechanismy:
¢ virovou transdukci (onkogen src)
» genovou amplifikaci (myc, abl)
s virovou inzerci (myc)
e chromozomalni pfestavbou (myc, abl)

e mutaci (ras)

Zastoupeni mutovanych onkogenil u riznych malignit se mirné lisi, klicovy vyznam
viak maji onkogeny rodiny ras. Jsou mutovéany u vice nez 50% vSech malignich onemocnéni.
Mutovany produkt hraje vyznamnou roli valteraci nékolika signalizanich drah.
Hyperstimuluje mitogenni proteinkindzovou kaskadu s podporou DNA syntézy a prichodem

buitky bunéénym cyklem, podili se na reorganizaci cytoskeletu nddorové buiky (zmény
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adheze), aktivuje transkripéni faktory pro dal§i onkogeny. V prib¢hu vyvoje nadorového

klonu se onkogenni produkty potencuji (115, 182).

Dale obsahuje lidsky genom kolem 30 tumor supresorovych gent v kazdé somatické
buiice. Nazyvaji se recesivni onkogeny, protoZe musi byt mutovany (eliminovany) obé alely,
aby se nevytvofil bud Zadny, nebo nefunkéni produkt. Produkty tumor supresorovych geni
potladuji bun&&nou proliferaci a podporuji bunéénou diferenciaci a apoptézu.

K tumor supresorovym geniim jsou fazeny geny udrzujici stabilitu genomu, nékdy
oznatované také jako mutatorové geny (35). Produkty téchto gent se uplatiuji v DNA
hojivych procesech - reparaci mutaci. Koriguji chyby v procesu replikace DNA a stabilizuji
DNA. V nadorovych butikach jsou inaktivovany recesivni mutaci - mutaci (ztrtou) obou alel.
Na rozdil od onkogentl a mutace tumor supresorovych genil neposkytuji jejich mutace Zadnou
ristovou vyhodu klonu. Jejich mutace maji vtumorigenezi efekt opoZdény, nepfimy,
spotivajici ve zvySeni frekvence mutaci onkogenld a tumor supresorovych genii (nejsou
hojeny). Vyfazeni ngkterych mutatorovych gentl zvysuje frekvenci mutaci az 1000x (115)

Na prodlouZeném ptezivani nadorovych bunck se podili aktivita telomerdzy. Za
fyziologickych okolnosti je doba Zivota buiiky, resp. maximalni pocet buné&nych déleni,
uréena zejména postupnym zkracovanim se koncovych tandemové opakovanych
telomerickych sekvenci chromozomi. Pfi kaZdém déleni se tandemové repetice zkrati,
postupnd aZ na nulové hodnoty, kdy buiika hyne apoptézou. Telomerické sekvence
dosyntetizovava pravé enzymaticky komplex telomeraza. Je trvale aktivni v opakované se
délicich buikach (zarodegnych, kmenovych, fetalnich). Jeji aktivita je obnovena u 80%
malignit (115)

Nezbytnou podminkou ristu nadoru je vznik nového cévniho zisobeni, které zajisti
dodavku krve nadorovym buiikdm. Angiogeneze je pfirozen¢ stimulovdna hypoxickym
prostiedim rostouciho nadorového klonu. Hypoxicky nador je geneticky nestabilni. Hypoxie
indukuje transkrip&ni faktor (hypoxia-inducible factor-1), ktery pozitivné étimuluje gen pro
vaskularni endotelidlni rastovy faktor (VEGF) (25). Hypoxie soudasné aktivuje gen p53,
jeho? produkt inhibuje fadu gent, jejichz produkty se pocitaji k inhibitordm angiogeneze.

Vyfazeni, mutace p53 genu, tedy potladeni inhibitori, angiogenezi podporuje (57).
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3. VZTAH IMUNITNIHO SYSTEMU A NADOROVEHO BUJENI

3.1.Uloha p¥irozené imunity

Rozhodujici pro rozvoj specificke, bufikami zprostiedkované imunity je ndvaznost na
imunitu pfirozenou (182, 190). T lymfocyty rozpozndvaji pouze ty antigeny, které byly
zpracovany antigen-prezentujicimi buiikami, tj. dendritickymi buitkami, makrofagy, pfipadné
jinymi bunéénymi typy (273, 356). Linedrni antigenni fragmenty jsou prezentovany T
lymfocytim po vazbé na molekuly HLA 1. a IL. tfidy, pfipadng na jiné molekuly, napf.
zklasteru CD1 (44). Takto zprostfedkovany 1. signdl musi byt doplnén vazbou
kostimulaénich interakei (II. signal), jinak je T lymfocyt anergizovan a usmrcen apoptozou.
P¥i soucasném obdrzeni obou signald se miiZze T lymfocyt aktivovat, klondlné expandovat a
vykonat regulaéni a efektorové funkce (325). Terminalnimi efektorovymi buiikami,
odpovédnymi za specifickou destrukci nadorové buriky, jsou cytotoxické lymfocyty T (185).
Apoptoza cilové buiiky je vyvolana dvéma mechanismy (viz. obr. ¢.1). Vlastni cytotoxicka
aktivita T lymfocytd je zajistovana prostiednictvim exocytarni dréhy, pii které jsou uvolnény
perforiny a granzymy, jejichz pisobenim je v terové buice nastartovan proces apoptdzy.
Druhym mechanismem, ktery také vede k indukci apoptdzy v cilovych builkach, je cesta
zahrnujici proapoptotické molekuly Apo/Fas a cestu zprostiedkovanou TNFa (278). Existuje
velk4 podobnost v efektorovych mechanismech cytotoxicity mezi CD8” cytotoxickymi T
lymfocyty a pfirozené cytotoxickymi NK butikami uvedenymi niZe (325).

V ohromném repertodru T lymfocyth nesoucich rizné TcR, se nachazeji T lymfocyty
schopné rozpoznat nadorové antigeny (66). Neschopnost realizovat imunitni odpovéd’ na
pfitomné nadorové buiky vyplyva spife z nedostatetné aktivity sloZek pfirozené imunity.

Nadorové buiiky maji na svych povrdich abnormalni mozaiky molekul, které se na
normalnich buiikdch nenachazi, a které jsou identifikovany receptory na buitkdch piirozené
imunity i jejimi solubilnimi sloZzkami. Identifikace t&chto nebezpeénych vzori, které mohou
vznikat i v prib&hu apoptdzy nadorovych bunék, vede k aktivaci bunék pfirozené imunity
(371).

Mikroprostfedi solidnich nadori je hypoxické. Hypoxie je diivodem pro aktivaci
slozek pfirozené imunity. Hypoxie vede k nekrotickym procestum v nddorové tkéni, ¢imz je
imunitni systém vystaven biologicky aktivnim latkam, které stimuluji zénétovou reakei.
Zandtova reakce viak mulZe za urCitych okolnosti poskytnout nadorovému bujeni spiSe

podporu.
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3.2. Specificka protinddorova imunita

Rozhodujici pro rozvoj specifické protinddorové imunity jsou dendritické butiky (26,
44, 55). Je to heterogenni bun&nd populace, ktera se diferencuje jak z lymfoidnich, tak
z myeloidnich prekurzor(i. Pro vyzravani dendritickych bunék z pluripotentnich kmenovych
bunék krvetvorby je zapotiebi pisobeni GM-CSF a TNFuo. Pro diferenciaci dendritickych
bunék z monocytovych elementt periferni krve je zapotiebi plisobeni M-CSF, IL-4 a IL-13.

Dendritické buiiky produkuji cytokiny dileZité pro primarni imunitni reakci (IL-1, IL-
6, IL-12, IL-15, 1L-18) (58).

Myeloidni dendritické buiiky vstupuji do nelymfoidnich tkéni, kde rozpoznaji, pohlti a
zpracuji antigen a migruji pak eferentnimi lymfoidnimi cestami do sekundérnich lymfoidnich
organt. Migraci dendritickych bungk do Iymfatickych uzlin reguluji chemokiny (5). Po
interakci dendritickych bungk s T lymfocyty dochédzi k diferenciaci specifickych klond T
lymfocyth a k daldimu vyvoji specifické imunitni reakce.

Lymfoidni dendritické buiiky osidluji zejména thymus a dalsi lymfatické organy.
Jejich uloha tkvi v indukei tolerance T fymfocyti k vlastnim nebo cizim antigentm.

Pro experimentalni terapeutické zasahy u nemocnych s nadorovymi onemocnénimi lze
relativné snadno ziskavat dendritické bﬁﬁky odvozené od myeloidnich prekurzor(. fn vivo
jsou rozli§ovany tfi hlavni populace dendritickych bungk. Jsou to Langerhansovy buiiky,
intersticialni dendritické buriky a aktivované zral¢ dendritické buiiky. Nadorové antigeny jsou
pohlcovany dendritickymi busikami makropinocytozou a fagocytézou. K zesileni tohoto
procesu dochézi plisobenim receptort pro Fc fragment imunoglobulinii IgG (Fe v RIVCD32,
Fc v RI/CD64) a receptoru pro mandzu. Nediferencované dendritické buiiky mohou
internalizovat i apoptotické bufiky prostfednictvim integrinovych heterodimertt o.fis, avfs a
vychytavacich receptortt CD36 (190).

V lymfatickych uzlindch vytvateji zralé dendritické buiiky shluky sT lymfocyty
prostiednictvim adheznich interakei, zajiStovanych molekulami ICAM-1 (CD54), ICAM-3
(CD102), LFA-3 (CD358). Klidovou roli maji interakce mezi CD80 (B7.1) a CD86 (B7.2) na
dendritickych burikach s molekulou CD28 na T lymfocytech, dale interakce mezi CD40 na
dendritickych buiikich a CD40L (CD154) na T lymfocytech, kterd vede k produkei IL-12
dendritickymi buitkami (329). Ke zvy¥ené expresi CD40, kterd je konstitutivné na
dendritickych buiitkach exprimovana, dochdz{ v pfitomnosti prozanétlivych cytokind, napt.
TNFo a GM-CSF. Cytokin IL-12 uréuje vyzravani ThO T lymfocyti do subsetu Thl. Prave
subset Thl je odpov&dny za cytotoxickou bunéfnou reaktivitu pfi obranné reakei proti

nadorovému bujeni (185). Interakce mezi molekulon OX40L na zralych dendritickych
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burikach a molekulou OX40 na T lymfocytech vede ke zvySenému vyzravani dendritickych
bungk a k zesileni exprese CD80 a CD86 na strané dendritickych bunék, k proliferaci a tvorbé
cytokind na strané T lymfocytii (190).

3.3. NK buiiky

Dalgi rozhodujici soudasti protinadorové imumity jsou NK butky (natural killer,
piirozené cytotoxické buriky), které identifikuji nadorové buiiky prostfednictvim molekulové
velmi rozmanitych receptorti (356). NK buiiky se podileji na obrané proti nadorim regula¢né
i efektorové (2, 160). Jsou schopny identifikovat nadorové buiiky piedeviim zhodnocenim
miry exprese molekul HLA 1. tfidy (242). Alterovand exprese HLA 1. tfidy je béZnym znakem
nadorové zménénych nebo virem infikovanych bunék (222). Identifikovana naddorova buika
je niGena komplexné cytotoxickymi mechanismy, které lze v zasadé rozdélit na dvé hlavni
cesty. Prvni cesta je zprostfedkovana plsobenim biologicky aktivnich litek (perforiny,
granzymy) obsaZenych v granulich NK bunék. Druha cesta je zprostfedkovana nékolika
receptory, mezi které patii receptor pro TNFo, membranova molekula Apo/Fas (CD95),
receptor TRAMP (TNF receptor-related apoptosis-mediated protein) a receptor TRAIL-1,2
(TNF related apoptosis-inducing ligand) (obr. €.2) (190).

Lze shrnout, Ze NK buitky vykazuji protinddorovy efekt tvorbou cytokind, zviaste
IFNy a TNFo a pfimym cytotoxickym téinkem (161, 189, 225). ZvySeny protinadorovy
ucinek maji NK builkky aktivované plsobenim cytokind in vivoe nebo ex vivo, které

oznadujeme jako LAK buiiky (Iymphokine activated killer) (304).

3.4. Interferonovy systém

Vyznamnou soucasti protinddorové imunity je interferonovy systém (44). Nadorové
butiky a produkty nadorovych bunék stimuluji pifedeviim butiky imunitniho systému, ale i
dal3i jaderné elementy k tvorbé interferonil. Interferony miizeme podle vazby na spoletny
membranovy receptor rozdélit na interferony I. typu: interferon o, B, T a ®, a 1. typu:
interferon v, ktery se vaZe na odli$ny receptor.

Interferony maji antiproliferativni a cytostaticky G&inek (158, 179). Interferony
indukuji v bufice, kterd je navdZe na své povrchové receptory, rozklad RNA a interferuji
s proteosyntézou. Inhibuji pfechod bun&k z klidového stadia (G 0} do proliferace a zpomaluji
i S-fazi (reguluji syntézu enzymi nutnych pro pfipravu na syntetickou fazi bunééného cyklu)

(258).
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Na kontrole nadorového riistu se podili imunomodulaéni G&inky interferont. Maji je
ob& t¥idy interferonti, hlavné vSak IFN y. IFN v indukuje zvySeni exprese bunélnych
povrchovych molekul HLA 1. tidy na povrchu nadorovych bunék, ¢imZ je zcitlivi vici
nadorové specifickym cytotoxickym CD8" T lymfocytim (12, 158). Dochézi k i¢inn&jimu
zpracovani a prezentaci nadorovych antigent, a tim krozvoji specifické T lymfocytarni
imunity. IFNy zvy$uje celkovou buné&nou zénstovou aktivitu, namifenou proti nadoru.
Stimuluje fagocytarni schopnosti makrofagh (ovliviiuje energetické systémy makrofagh a
usnadiiuje vznik toxickych kyslikovych radikald), aktivaje necutrofily, NK butiky a bufiky
endotelu, podporuje diferenciaci prekurzord T lymfocytd do Thl subsetu, méa synergicky
cytotoxicky G&inek s TNF (156). Zvy$uje expresi HLA-DR a Fc receptoru, a tim ovliviiuje
protilatkami zprosttedkovanou cytotoxicitu. IFNy podporuje dozravéani dendritickych bunék,
které se stavaji nejudinngjdi antigen-prezentujici butikou (190).

Interferon o se miZe u ndkterych typi bunik podilet na indukei diferenciace
bun&énych  linii  aktivaci ne zcela poznanych  intracelulirnich — mechanismi.
V experimentilnich podminkéach byla pozorovéna reverze maligniho fenotypu nadorovych
bunék ztracejicich pod vlivem interferonu tumorigenitu a schopnost metastazovani (405).

Interferon se podili spolu s fadou dalfich cytokind (hl. TNF) na spuSténi apoptézy
(274, 309), jejiz hlavnim smyslem je vyfadit zdal$i reprodukce bufiky s ireverzibilng
poskozenou DNA, resp. s abnormalitami v genomu (42, 258, 385).

Dal§im G¢inkem interferonu je suprese onkogenti obnovujici regulaci proliferace
fyziologickymi mechanismy. Byl pozorovan, hlavng u IFNB, vliv na hladinu receptorti pro
steroidni hormony (zvyseni estrogenovych receptord u karcinomu prsu, progesteronovych
receptort u endometridlniho karcinomu, adrogennich receptorii u karcinomu prostaty) (73,
331).

Hlavni G&inky IFN-a na nadorové a imunitni bufiky jsou znazornény na schématu &.1.

3.5. Imunitni reakce humoralniho typu

V protinadorové imunit& maji vyznam i imunitnf reakce humoralniho typu. Specifické
protilatky jsou produkovény plazmatickymi buitkami, jeZ dozrdly z B lymfocytd po jejich
stimulaci antigenem za koordinované Biasti pomocnych T lymfocyt. Tyto protilatky mohou
mit samy o sob& protinadorovy G¢inek. Cast&ji viak indukuji cytotoxické plisobeni vazbou a
aktivaci komplementu (CDC - complement dependent cytotoxicity). V neposledni fadé ma
vyznam na protilatce zavislé cytotoxicita (ADCC - antibody dependent cell cytotoxicity). P

tomto fenoménu je cytotoxicky Udinek imunokompetentnich bunek zprostiedkovan vazbou
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protilatky, kterd obalila cilovou nadorovou buiiku, na Fcy receptor téchto

imunokompetentnich bun¢k (182).

3.6. Pii¢iny selhdni imunitnich obrannych mechanismi

Pies existenci protinadorovych mechanismd bun&éné i protilatkové imunity miiZze dojit
ke vzniku a ristu zhoubného nadoru. P¥iginy selhani imunitnich obrannych mechanismi jsou
mnohostranng (190).

Diivodem miZe byt neschopnost k imunitni odpovédi pro genetickou poruchu nebo
pro imunitni nedostatenost bud’ vrozenou, nebo ziskanou v disledku 1é¢by, event. navozenou
onemocnénim. Uplatnit se mize trvalé imunosupresivni pisobeni kancerogenu.

Uloha imunitniho systému v komplikovaném procesu nadorového bujeni neni
jednoznaéna. Jak jiz bylo zminéno vy¥e, nekteré slozky piirozené imunity mohou za urcitych
okolnosti poskytnout naddorovému bujeni spiSe podporu (127). V mikroprostiedi zanctu se
vytvéateji jednak po¥kozujici faktory (napf. vysoce reaktivni produkty Oz a Ny), které¢ mohou
v geneticky disponovaném terénu piispst ke genetickému poSkozeni. Lokaln& vznikaji i
biologicky aktivni latky, pfedeviim cytokiny, jejichz plsobenim se muZe zvySovat
proliferaéni aktivita nadorovych bun&k, dale faktory odpovédné za procesy angiogeneze.
Unikatni postaveni zaujima TNFa. Je hlavnim mediatorem zanétlivé reakce, ktera mé jak
schopnost poskozovat tkan, tak zajistovat tkaflové reparace. Indukuje apoptézu v mist€
zandtu, ale také stimuluje proliferaci fibroblastii. Ve vysoké koncentraci ni¢i cévnf zasobeni
nadorové hmoty, v nizké koncentraci viak podporuje remodelaci tkini a rozvoj stromatu,
které je nezbytné pro rist nadoru a jeho §ifeni. S nadorem asociované makrofagy mohou
nékdy paradoxnd podpofit riist a metastaticky potencial nadoru, protoZe tvoii cytokiny, které
maji angiogennni potencial. Dendritické buiiky, které jsou asociovany s nadorem, maji
obvykle fenotyp nezralych bunék a v disledku sniZenou schopnost stimulovat T lymfocytarni
imunitni odpovéd. Lymfocyty, infiltrujici nador, jsou heterogenni populaci lymfoidnich
bundk. Pokud v nadorech pievaZuje aktivita subsetu Th2, charakterizovana tvorbou I1.-4 a IL-
5, nebo aktivita reguladniho subsetu Th3, produkujiciho TGFp a IL-10, je omezena zadouct
protektivni aktivita subsetu Thl (s tvorbou IFNy), ktery je odpovédny za cytotoxickou
aktivitu vci nadoru. Pasobenim Th2 T lymfocyth je upfednostiiovana protildtkova odpoved’
s tvorbou cytokind, které stimuluji rozvoj nadoru, napf. svym angiogennim piisobenim (127,
190).

Casto tkvi pii¢ina selhani imunologické odpovédi p¥imo v nadorovych buiikach.

Existuje n&kolik mo#nosti. Ztrati-li nadorova buiika antigen MHC-1, blokujf se efektorové
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mechanismy nutné pro imunitn{ odpovéd a vzniké imunotolerance. Jestlize bufiky v nadorové
populaci obsahuji rizné mnozstvi nadorovych antigenl, miZze dojit k selekei a proliferaci
antigenné chudych klong, ¢ili uplatiiuje se imunoselekce. Dal$i piicinou mize byt antigenni
ochuzeni, kdy niddorové buiiky ztrati antigen dfive, neZ se mlize rozvinout imunitni reakce.
Naopak nadmémé uvoliiovani antigenu mize zabranit cytotoxické reakci vazbou antigenu na
receptory T lymfocytl, ¢im# dojde kjejich oslepeni. Antigenni determinanty nddorovych
bunék mohou byt v nékterych pipadech obsazeny protilatkami. Butika s takto maskovanym
antigenem neni nalezena imunokompetentnimi lymfocyty, ani je nemiiZze imunizovat a rist
nidoru miZe byt takovymi protilatkami naopak urychlen (enhancement). RovnéZ
imunokomplexy mohou usnadiiovat nadorovy rist. Tyto komplexy antigenu uvolnéného
z nadoru a specifické protilatky mohou pisobit jako blokujici protilatky, dale jsou odpovédné
za inhibici makrofigh (pokud jsou jimi fagocytovany). Nadorové buiiky nemuseji byt
zpodatku dostatefnym podnétem k vyvolani imunitni odpovédi. Po dosazeni ur€it¢ velikosti
nadoru (Cetnosti populace asi 10> bun&k) neni jiz vznikld imunitni odpovéd schopna

rozsahlou nadorovou populaci ovlivnit (proklouznuti nadoru) (190).
4. ANGIOGENEZE A VASKULOGENEZE

Angiogeneze (novotvorba ¢év) je proces, ktery mé velky vyznam za fyziologickych
okolnosti, jako je hojeni ran a zlomenin, vyvoj embrya, zmény v prib&hu menstruaéniho
cyklu v ovariich a v endometriu. Porucha normalnfho procesu angiogeneze vede k riznym
chorobnym stavéim. Uplatiiuje se pfi fibroproliferaénich pochodech, v patogenezi revmatoidni
artritidy, pfi vzniku retinopatie, u chronického zanétu a v neposledni fad€ ma vyznamnou
tilohu pfi metastazovani nadorll a v patogenezi nadorového procesu viibec (182, 183).

Jsou rozlifovany dva mechanismy tvorby novych cév: vaskulogeneze, formovani
cévni pletend de novo, a angiogeneze, formovéani novych cév z jiz preexistujicich cév. Oba
procesy jsou regulovany citlivou rovnovahou pro- a antiagiogennich faktor. Za
fyziologickych podminek v dospélosti signdly angiostatickych mediatord pfevazuji nad
proangiogennimi vlivy a angiogeneze se nevyskytuje. Za jistych podminek jako je formovani
nadoru a hojeni poranéni, ptevladnou pozitivni reguldtory angiogeneze a dojde k aktivaci
endotelia. Angiogeneze je zahajovana vasodilataci a zvyenim permeability. Po destabilizaci
cévnf stény endotelidlni buiiky poliferuji, migruji a formuji trubici, kterd je nakonec

stabilizovéana pericyty a hladkymi svalovymi butikami. Tento nékolikastuptiovy proces pfisné
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kontroluji mnohé solubilni riistové faktory a inhibitory, cytokiny a protedzy, stejné jako
proteiny extracelularni matrix a adhezivni molekuly.

Ulohou cévniho systému je poskytnout buikim dostatednou zdsobu Zivin a kysliku.
Ve 3. tydnu embryogeneze zalinaji proliferovat endotelidlni prekurzorové buiky
(hemangioblasty), migrovat do avaskularnich oblasti a agregovanim formovat primitivni
cévni sit’. Toto formovani primarni cévni pletené de novo je nazyvani vaskulogeneze. Jesté
b&hem vzniku primitivni vaskularni sit€ se odehravaji prvni modifikace. Nekteré cévy fuzuji
a davajf tak vniknout cévam o v&t§im priméru, jiné se procesem ,,puceni® vétvi v sit” mensich
cév. Tyto zmény remodeluji primitivni cévni sit' do vice komplexni a diferencované
sekundarni sité. Pokracujicim pudenim se¢ nové tvofené cévy vétvi z preexistujicich struktur
v nékolika stupfiovém procesu nazyvaném angiogeneze (54). Angiogeneze je kliCovym
procesem Sirokého rozsahu, od fyziologickych procesti po patologické udalosti. Prudky rozvoj
z dob embryogeneze jeit& pokraduje s postupng vyhasinajici intenzitou v obdobi ristu a je
ukonden na konci puberty. Za fyziologickych podminek pfevazuje v dospélosti vliv
angiostatickych mediatort a nedochazi k dal$imu ristu cév. Vyjimkou jsou endometrialni
cykly u Zen a obdobi gravidity. Angiogeneze hraje dileZitou Glohu pii tvorbé kolateralniho
obghu napf. pii aterosklerézou vyvolané ischemii tkéni, pfi hojeni ran a zanétlivych

procesech. Neoangiogeneze je kli¢ova pro riist a metastazovéani nadort (53, 77).

4.1. Faze angiogeneze

Angiogeneze je komplexni biologicky proces, ktery vyZzaduje pfesnou koordinaci
getnych riiznych krok. VSechny zmnich jsou regulovény citlivou rovnovédhou riznych
agonistickych a antagonistickych efektorovych molekul. Angiogenezi miZeme rozdélit do
dvou plynule navazujicich fazi. Inicialni faze zahrnuje zvySeni vaskulamni permeability,
degradaci bazalni membrany, proliferaci a migraci endotelovych bunék. Do konsolidaéni faze
nale#i inhibice proliferace a migrace endotelii, obnoveni a stabilizace funk&ni cévni stény
pomoci mezenchymalnich bun&k diferencujicich se v pericyty a buiiky hladke svaloviny

(123).
4.1.1. Iniciacni faze angiogeneze
Vasodilatace a permeabilita

Prvni krok angiogeneze je vasodilatace preexistujici cévy ufinkem NO (54). VEGF

(vascular endothelial growth factor) indukuje aktivitu NO syntézy v endotelialnich buiikdch.
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Vysledné zvyseni intraceluldrnich hladin NO stimuluje guanyl-cyklasu k syntéze cyklického
guanosin monofosfatu (cGMP). Vlivem c¢GMP dochazi nasledné krelaxaci hladkych
svalovych bunék. VEGF pfispiva k prvnim krokim angiogeneze nejen zvySenim regulace
tvorby NO, ale také zvySenim permeability stén endotelidlnich bungk. Tato hyperpermeabilita
je dosaZena formovéanim vesikulo-vakuolarnich organel (VVO) v endotelidlnich burikach.
VVQ jsou sloZeny z vesikul a vakuol, které navzijem komunikuji pomoci okének. Jednotlivé
vesikuly jsou schopné se vzajemné shlukovat a pieklenout celou cytoplasmu od luminalni do
abluminalni plasmatické membrany. Béhem angiogeneze je témito otvory zajiStén vyrazné
zvyseny transport plasmatickych proteini jako je fibrinogen a plasminogen z krevniho fe€i§té
do okolni tkang&. Tyto plasmatické proteiny potom slouZi jako leSeni migrujicim endotelidlnim
buiikam. Extravasace plasmatickych proteinii probihd pies interendotelidlni bunééné spoje

(85).

Cévni destabilizace a degradace matrix

Pfed vycestovanim endotelidlnich bunék z preexistujicich cév se musi mezibuné&né
spoje v cévni sténé rozvolnit. Spojeni endotelidlnich bunek tvoficich cévni vystelku musi byt
rozvolnéno a souCasné musi byt remodelovano perivaskularni stroma. Za hlavni regulatory
tohoto procesu jsou povazovany angiopoetin 2 a protedzy, zahrnujici aktivatory
plasminogenu, chymézy a matrix-metaloprotedzy (MMPs) (246, 257). Které proteazy jsou
aktivovany v pribéhu angiogeneze, zaleZi na sloZeni extracelularni matrix, kterd obklopuje
cévy. Napf. degradace fibrinovych struktur vyZzaduje MT-1-MMP, zatimco MMP-2,
aktivovana MT-1-MMP, je velmi dilezita pro degradaci typu I kolagenu (348).

Proliferace a migrace endotelidlnich bunék

V pribéhu angiogeneze jsou zesilovany stimuly, které podporuji proliferaci
endotelialnich bungk, a picvazi efekt proangiogennich faktorl. Angiogenni molekuly zahrnuji
&leny VEGF- a FGF- (fibroblast growth factor) rodiny, angiopoetin 1 a 2, angiogenin, EGF
(epidermal growth factor), CXC-chemokiny a IGF-1 (insulin-like growth factor). VEGF a
angiopoetin jsou povaZovany za specifické mitogeny endotelidlnich bungk, zatimco FGFs,
angiogenin, EGF, CXC-chemokiny a IGF-1 indukuji proliferaci $irokého spektra bunéénych
typt.. Proliferujici endotelialni buiiky migruji podle gradientu chemotaktickych faktort
dezintegrovanou basalni membranou do remodelovaného a rozvolnén¢ho perivaskulérniho

prostoru.
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4.1.2.Konsolida¢ni faze angiogeneze

Formovdni lumen cévy a cévni stabilizace

V okamZiku, kdy endotelidlni buiky dosdhnou oblasti sredukovanou vaskularni
hustotou, vytvoif nejprve jednoduchou vrstvu a nasledné se formuji duté struktury. Jednotlivé
isoformy VEGF maji rlizné efekty na velikost lumen novotvofenych cév. VEGF 21 a VEGF 65
plsobi zvétdeni priméru lumen, zatimco VEGF g9 reguluje tvorbu cév o malém prameéru. Pro
Gvodni fazi formovani cévnich struktur jsou jesté nezbytné integrity avfs a a5 i transkripéni
faktor MEF2C (myocyte enhancer binding factor 2C). Trombospondin-1 inhibuje formovani
lumen. V dal3im kroku musi byt formujici se céva stabilizovana ndsténnymi buiikami a to tak,
7e mesenchymalni butiky v okolni tkani proliferuji a migruji na abluminalni povrch nezralych
cév. Poté se mesenchymdlni buiiky diferencuji do pericytd, které jsou lokalizovany uvniti
basalni membriny, nebo do cévnich hladkych svalovych bunek, které se nachdzeji
abluminalng od basalni membrany (196). Zapojeni mezenchymalnich bunék je regulovano
PDGF-BB a TGF-B. Kontaktem aktivovanych endotelii s mezenchymalnimi buikami je
aktivovan nefunkéni TGF-B proteolytickym $té€penim. Pisobenim TGF-f se diferencuji
mezenchymalni bufiky v pericyty a bufiky hladké svaloviny. Za pfispéni pericytl a exprese
VEGF jsou endotelové buiiky stabilizovany. Experimentalni prace dolozily, Ze klicovou roli

v aktivaci TGF-$ ma kontakt endotelii a mezenchymalnich bunék (65, 137).

4.2. Regulace angiogeneze

Angiogenni rast je kontrolovan jemnou rovnovdhou mezi pro- a aniiangiogennimi
molekulami (54). Na regulaci angiogeneze maji vliv solubilni, stejné jako membranové
vazané faktory, interakce buiika-matrix a hemodynamické efekty, jako je poruSené laminarni

proudéni a krevni tlak.

4.2.1. Angiogenni faktory

Rustovy faktor cévnich endotelii (VEGF)

Mezi induktory angiogeneze je VEGF nejlépe charakterizovén a pravd&podobné je
nejdilezitdjsi molekulou. NaruSeni jedné alely VEGF u my3i zptsobuje 50% redukei exprese
VEGF, coz vede k t87kym defektGm vaskulatury a k smrti embryi (54). Kromé toho VEGF
mé také rozhodujici vyznam v procesu ristu. Blokdda VEGF signalizace prostiednictvim

solubilnich VEGF receptorit vede k potladeni invaze krevnich cév do kostnich ristovych
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§térbin se signifikantnim sniZenim procesu ristu. PouZiti solubilnich Flt-1 receptord u
potkanti zcela zrufi angiogenezi corpus luteum, vede k inhibici rozvoje corpus luteum,
potladeni syntézy progesteronu a dozrdni endometria. Naproti tomu je zajimavé, Ze nevelké
zvyieni VEGF vede ke smrtelné dysplazii mysich embryi. Zvy3end aktivita gent kodujicich
VEGF je spojena s vyvojovymi poruchami srdce (236).

Vysledkem alternativniho spojeni segmentli VEGF genu je produkce 6 izoforem
VEGF (VEGF 121, VEGF 145, VEGF 65, VEGF 153, VEGF g9 2 VEGF306), které se lisi ve svych
vlastnostech a funkcich. VEGF g a VEGFap jsou pfedevdim pitomny na bunéénych
membranach nebo v extracelularni matrix prostfednictvim vazby k heparan sulfatim, zatimco
VEGF 2, a &4st VEGF 145 zlistavaji v nevazané podobé v extraceluldrnich tekutinach. VEGF 2,
VEGF 45 a VEGF 3o maji navic opaény vliv na velikost priméru cév pfi jejich formovani.

Viechny VEGF receptory (VEGF-R1, 2, a 3) maji ve své extracelulami &asti sedm
imunoglobulinovych domén a intracelularni tyrosin kinizovou doménu. Po navazani ligandu
VEGF-R receptory dimerizujf a prodélaji autofosforylaci. Viechny receptory VEGF-R jsou s
vysokou denzitou exprimovény v priibéhu embryogeneze. V dosp€losii jsou VEGF-RI a
VEGF-R2 exprimovany pfevazné na butikach krevniho cévniho systému, zatimco exprese
VEGF-R3 je omezena na endotelie lymfatickych cév (373). VEGF-R receptory byly dlouho
povazovany za specifické znaky endotelidlnich bungk, ale pozdéji byl VEGF-RI nalezen na
monocytech a osteoklastech. VEGF se véZe na dva receptory, VEGF-R1 (flt-1) a VEGF-R2
(flt-1/KDR).

Nejvyssi afinitu k VEGF vykazuje receptor VEGF-R1, ale signalizace prostfednictvim
VEGF-R1 neni jedinym stimulem pro normalni proliferaci a migraci endotelidlnich bungk.
Stimulované endotelové buiiky VEGF-R1 knock-outovanych my&i vykazuji znamky aktivace.
Na druhou stranu tato zvifata umiraj{ na cévni nedostate€nost, protoZe u nich selhdvd tvorba
normélnich cév (107). Exprese mutovaného VEGF-R1 se ztratou tyrosin-kinazove domény,
ale sintaktni extracelularni doménou, nemd vliv na formovani cév a zvifata jsou
zivotaschopna. Vysvétlenim je, Ze VEGF-R1 miize hrat v prib&hu angiogeneze roli receptoru
vyvazujiciho volny VEGF. Uplné chyb&ni VEGF-R1 pravdépodobné vede ke zvySen¢mu
vyvazovéani volného VEGF na VEGF-R2 a jeho nadmémé stimulaci, ktera je odpovédna za
selhani normaln{ cévni tvorby u VEGF-R1 knock-outovanych mysi.

U mysi s mutaci VEGF-R2 zcela chybi krevni cévy a je vyznamné redukovan pocet
prekurzorii endotelidlnich bungk (321). In vitro se mohou hemangioblasty formovat

z kmenovych, VEGF-R2 deficientnich bun¢k, ale schopnost téchto hemangioblasti
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proliferovat a migrovat je hrub& podkozena. Tato pozorovani svédEi pro to, Ze vliv VEGF na
proliferaci a migraci je zprostfedkovan prostiednictvim VEGF-R2, ale ne cestou VEGF-R1.

VEGF-R3 (flk-4) vaze ¢leny VEGF rodiny VEGF-C a VEGF-D. Naruseni obou alel
VEGF-R3 nema vliv na formovani prvniho primitivntho cévniho plexu v prib&hu
vaskulogeneze, diferenciaci prekurzorovych bunék v endotelialni buitky a puceni cév. U
postizenych zvifat viak neprobiha remodelace primitivniho vaskuldrniho plexu a my$i embrya
umiraji po 9,5 dnech na kardiovaskularni selhani (80). Zda se, Ze b¢hem embryogeneze
VEGF-R3 reguluje rozvoj krevnich 1 lymfatickych cév, ale u dospélych zlistava omezeny na
lymfaticky systém.

Neuropilin je daldi receptor pro VEGF. Od VEGR-R1-3 se li§i chybénim tyrosin-
kindzové domény. Tento receptor byl prvoiné identifikovan jako receptor ¢lent
collapsin/semaphorinové rodiny na neuronalnich buikach, ale je také exprimovian na
endotelialnich butikach. Neuropilin je isoformné- specificky receptor, ktery vaze VEGF 45, ale
ne VEGF;z; Zvy$ena exprese neuropilinu vede k zvysSené vazbé VEGF 45 k VEGF-R2 a tim
ke zvySeni VEGF 15 — mediované chemotaxe. DileZitost neuropilinu v regulaci angiogeneze
je dokumentovana na pozorovani u transgennich a knock-outovanych mysi. Zvysena exprese
neuropilinu u my$i vede kabnormdlni vasodilataci a k embryondlni smrti 17,5 den.
Neuropilin deficientni my$i maji narusené krevni cévy a cévni sit’ se u nich nélezité nevyviji
(166).

VEGF je zapojen v regulaci mnohych kroki angiogeneze (obr. €.3). Kromeé zminéného
vlivu na endotelialni buiky (viz. kap. 4.1.1) indukuje VEGF syntézu aktivitort plasminogenu
a MMP-1 v endotelidlnich buiikach a tim podporuje remodelaci perivaskuldrni matrix. VEGF
zvysuje proliferaci endotelialnich bunék in vitro, chrani endotelialni buriky pfed apoptdzou a
stimuluje migraci endotelidlnich bungk (75). Experimenty, které uZivaji in vivo modely
angiogeneze, jako je ofni rohovka a chorioalantoicka membréna, ukazuji, Z¢ VEGF je také
schopen indukovat pueni cev in vivo.

Jini &lenové VEGF rodiny jsou VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D a VEGF-E; sdileji 16-
43% homologii aminokyselin. Tito ¢&lenové VEGY-rodiny maji také dilezité¢ funkce
v angiogenezi. Dvé isoformy VEGF-B, VEGF-Bis7 a VEGF-Bigs, jsou hlavné vyjadfeny na
embryonalni a svalové tkdni a v men$im mnoZstvi na riiznych jinych tkanich. Ob& formy
aktivuji VEGF-R1. VEGF-Bygs, ale ne VEGF-Bigs, byl identifikovan jako ligand pro
neuropilin. Navic VEGF-B miZe ovliviiovat signalizaci VEGF formovanim heterodimert
s VEGF ¢5. Zajimavé je, 7e my$i s nedostateénosti genu VEGF-B se jevi jako zdravé a fertilni

bez zietelnych morfologickych defektd. Detailni studie kardidlniho fenotypu ukézaly, Ze
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VEGF-B-/- myS8i maji redukovanou velikost srdce a jevi klinické symptomy z poruSené
obnovy experimentalné navozené ischemie. Proto se zdd, ze VEGF-B se ti¢astni na rozvoji
plng funk&ni korondrni vaskulatury, ale nenf nezbytny pro embryonalni vyvoj, protoZe jini
¢lenové VEGF rodiny mohou pravdépodobné kompenzovat jeho ztratu (399).

VEGF-C a jeho blizce p¥ibuzny VEGF-D aktivuji VEGF-R2 a VEGF-R3, ale jsou
méng u&inné nez VEGF sdm. VEGF-C je schopen stimulovat angiogenezi na modelu mysi
rohovky a modelu ischemizované tkdng€. Na druhou stranu VEGF-C ma vysokou afinitu
k VEGF-R3 a reguluje rist lymfatickych cév na riznych experimentalnich modelech, coz
poukazuje na dileZitou roli VEGF-C v lymfangiogenezi a v udrzovani lymfatickych cév.
VEGE-D je exprimovan ve vysoké hlading v plicich b&hem embryogeneze, coZ doklada jeho
ddleritou roli ve vyvoji plicni tkand. Zvysend exprese VEGF-D koZnimi keratinocyty je
spojena s hyperplazii koZnich lymfatickych cév.

VEGF-E je protein kédovany orf virem. VEGF-E je pravdépodobn& produkt
genetického ,, driftu“ z VEGF genu ziskancho orf virem z hostitelkych sav€ich bunek. VEGEF-
E zaji§tuje stimulaéni signdl, ktery jde pfes VEGF-R2, ale neaktivuje VEGF-R1, a podporuje
angiogenezi jak in vitro, tak in vivo (233).

Dulezitou roli v syntéze VEGF hraji onkogeny ras, raf, bel-2 (25). Zésadni roli
v regulaci syntézy VEGF zaujima proteinkiniaza C (PKC). Byla popsana aktivalni cesta ras
onkogenu prostiednictvim PKC. Podobny vliv byl popsén i u P-3 kindzy. ZvySena produkce
VEGF je pozorovana u osob s mutaci von Hippel-Lindau genu (VHL) - viz kap. 7.2.

Vyznamnymi stimuly, které zvy¥uji produkci VEGF, jsou vedle hypoxie (pisobeni
HIF-1) a onkogenti také cytokiny, proangiogenni bunééné riistové faktory (jako bFGF a EGF)
a hormony. Vyznam druhého signalu v regulaci VEGF ma cyklooxygenaza (COX)-2 a oxid

dusnaty.

Fibroblastovy ristovy faktor (FGF)

A% doposud bylo identifikovano 23 odli§nych fibroblastovych ristovych faktorti (FGF
1-23} a 4 odli§né tyrosin-kindzové receptory (FGFR 1-4). FGF-1 (acidicky FGF) a FGF-2
(basicky FGF) byly mezi prvnimi ristovymi faktory u kterych byla prokazana stimulace
angiogeneze. Oba dva (FGF-1 i FGF-2) jsou secernovany riznymi bunéénymi typy a vaZou se
na viechny &tyfi FGF receptory. FGF-1 a FGF-2 maji chemotakticky a mitogenni uéinek na
endotelové buiky, fibroblasty a fadu dalsich bun&&ngch typi. FGF-2 navic zvySuje expresi
VEGF a protedz, jako napiiklad expresi urokinazového aktivatoru plasminogenu. Zvysuje

expresi ayPs integrinovych komplext a daldich adhezivnich molekul na endotelidlnich
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buttkdch a podili se na formovéani cévniho lumen zvySenim syntézy 3-D kolagenu. Kromé
toho FGFs indukuji angiogenezi in vivo v chorioalantoické membrang. P¥eckvapivé ani u FGF-
1, ani u FGF-1/FGF-2 knock-outovanych my$i se nevyvijeji cévni abnormality. U FGF-1
knock-outovanych my$i probiha proces hojeni poranénych tkani nekomplikované. Na druhou
stranu u FGF-2 a FGF-1/FGF-2 knock-outovanych mysi se poranéni hoji opozdéné, coz
naznatuje, 7e FGF-2 mize regulovat pufeni novych cév v reparované tkani (234). Bylo
prokazano, Zze FGF-4 indukuje v kulturach endotelidlnich bundk z umbilikalnich vén
formovani trubic za soulasné zvySené produkce MMP-1 a sniZenych hladin tkéaflovych
inhibitorll matrix metaloproteinazy 1 (TIMP-1). Tyto zmény nejsou pfimym efektem FGF-4,
ale jsou mediovany pies zvySenou aktivitu VEGF. FGF-3 nezvyS$uje hladinu VEGF. Dvé
varianty FGF-8, FGF-8a a FGF-8b, jsou schopny stimulovat migraci, proliferaci a formovani
cévniho lumen v kulturdch imortalizovanych endotelovych bunek, izolovanych z mozkovych

kapilar my3§i v podminkach in vitro a stimulovat angiogenezi v CAM assay (227).

Angiopoetiny

Angiopoetiny 1, 2, 3 a 4 jsou parakrinni ristové faktory, které pasobi vyhradn€ na
endotelialni buiiky. Jsou ligandami tyrosin kindzového receptoru Tie 2, ale neni prokézéno,
zda aktivuji tzce piibuzny receptor Tie 1. Angiopoetin 1, ktery je sekretovan
periendotelialnimi bunikami, jako napt. buitkkami hladké svaloviny cévni stény, neni schopen v
podminkach ixn vitro indukovat proliferaci endotelidlnich bunék a formovani cévniho lumen,
ale podporuje pufeni endotelidlnich bungk. Mysi kmeny s nedostatenou expresi
angiopoetinu 1 nebo Tie 2 vykazuji endokardidlni nebo myokardidlni defekty. U t&chto mySi
se primarni vaskulatura vyviji normalng, ale vazne stabilizace a remodelace primitivnich cév,
vedouci k embryonalni smrti 12,5 den. Ultrastrukturalni analyza odhalila, Ze endotelidlni
buriky byly zakulaceny a vadné asociovany se zdkladni matrix. Tyto vysledky ukazuji, Ze
interakce angiopoetinu 1 s Tie 2 na endotelovych buiikdch jsou nutné pro dozravani a
stabilizaci vyvijejici se vaskulatury a pro jeji normalni remodelaci. ZvySend exprese
angiopoetinu 1 u transgennich my$i zptisobuje nadmérnou hypervaskularizaci (354).

Utinky angiopoetinu 2 na endotelidlni buiiky jsou mnohem komplexngjsi. V zavislosti
na kostimuladnich molekuldich miZe angiopoetin 2 pisobit jako pro-, tak jako anti-
angiogenni faktor. PGvodn& byl angiopoetin 2 povaZzovan za antagonistu angiopoetinu 1
vzhledem ktomu, Ze blokuje angiopoetinem 1 indukovanou autofosforylaci Tie-2 na
endotelovych bufikdch. Tato teorie se opirala o experimenty na transgennich mySich, u

kterych zvySena exprese angiopoetinu 2 vedla k letalnimu fenotypu shodnému s fenotypem
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angiopoetin 1 a Tie-2 knock-outovanych my$i. Na druhou stranu je angiopoetin 2 vysoce
vyjadfen na misté vaskularni remodelace u dospélych, zejména v reproduktivnim traktu Zen, a
v bohaté vaskularizovanych nadorech (100). Angiopoetin 2 podporuje formovani cévniho
lumen (240). Dal§imi studiemi bylo mozné vysvétlit protikladny efekt angiopoetinu 2 na
angiogenezi. Bylo prokazano, ze v pfitomnosti VEGF aplikace angiopoetinu 2 piisobi zvySeni
kapilarniho priméru, indukuje migraci a proliferaci endotelovych bunék a stimuluje puceni
novych krevnich cév. Naproti tomu pii absenci VEGF angiopoetin 2 zplisobuje apoptdzu
endotelovych bunék a regresi primitivnich cév (212).

Role daldich dvou ligandd Tie 2, angiopoetinu 3 a angiopoetinu 4 jsou méné dobfe
definovany vzhledem ktomu, 7e experimenty s knock-outovanymi kmeny nebyly dosud
provedeny. Angiopoetin 3, stejné jako angiopoetin 1, je vyjadfen na Siroké Skale riznych
tkani, zatimco vy3§ hladiny angiopoetinu 4 byly zji§tény jen v plicnich kapilardch. Studie

odhalila, Ze angiopoetin 4, ne v8ak angiopoetin 3, je schopen aktivovat Tie 2 (212).

Desti¢kovy ristovy faktor (PDGF)

PDGF byl piivodng isolovan z krevnich desti¢ek (132). Ackoliv PDGF je piitomen
hlavng v o granulich krevnich destifek, dalsi studie prokéazaly, Ze je syntetizovan i dal$imi,
napiiklad epitelidlnimi a endotelidlnimi bufikami a makrofagy (69, 208). PDGF ma dhleZity
vliv na rozvoj a funkci organd (279, 282). PDGF se také podili na vzniku a rozvoji
patologickych procest, jako jsou plieni fibroza, glomerulonefritida, ateroskleréza, agresivni
fibromatéza (130, 293, 398). Aberantni produkce PDGF a autokrinni stimulace mil¥e sehrat
diile¥itou roli v maligni konverzi bungk, které exprimuji PDGF receptory (3). PDGF
receptory (PDGFRs) naleZi do rodiny tyrozin-kindzovych receptori. PDGERs jsou tvofeny
dvéma samostatnymi o a B podjednotkami a vyskytuji se v homo- a heterodimerické
podobé. PDGF se vyskytuje ve formé dimeru tvofeného dvéma polypeptidovymi fet€zci
oznadovanymi A, B, C a D. Retézce jsou spojeny disulfidickou vazbou a tvoii heterodimery
PDGF-AB nebo homodimery PDGF-AA, PDGF-BB, PDGF-CC, PDGF-DD (131). PDGFR-a
vykazuje vysokou afinitu k A, B a C fetdzcim, zatimco PDGFR-B se vaze vyluéné s B a D
fetézci. Na rozdil od PDGF-A a B vyZzaduje PDGF-C a D pfed vazbou na PDGFR
proteolytickou aktivaci (36, 206). Po vazbé PDGF jsou oba receptory dimerizovany a
nasledné na svém cytoplazmatickém konei prochézi autofosforylaci receptorovych
tyrozinovych kindz. Aktivovanou tyrozinovou kindzou je fosforylovana fada dalsich

signalnich molekul, které iniciuji intraceluldrni signdlni kaskadu (213).
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Endotelidlni butiky exprimuji jen PDGF-f receptory, které interaguji s PDGF-BB. Po
stimulaci PDGF-BB proliferuji a formuji cévni trubice. Tento efekt byl potvrzen jak
v experimentalnich, tak preklinickych studiich, kdy zamezeni vazby PDGF na jeho receptory
vedlo k potladeni neovaskularizace (205). PDGF-BB je navic mitogenni pro buiiky hladké
svaloviny a pericyty a indukuje expresi VEGF a VEGF-R2 na kardidlnich endotelidlnich
buiikach. PDGFR se nachazi té% na mezenchymaélnich buitkach, pro které je PDGF silnym
mitogenem a stimuldtorem produkce kolagenu (30, 88). Mysi s deficitem receptorové
podjednotky PDGF-B nebo PDGFR-B umiraji perinatdlné na otok nebo krvéceni, zpisobené
chybénim vaskuldrnich nasténnych bunék, coz ukazuje na nepostradatelnou ulohu PDGF ve
stabilizaci cév (76). Vedle proangiogenniho u&inku ma p¥imy vliv na rist napt. mozkovych
nadora (gliomy, glioblastomy, meningeomy) a na gastrointestinalni stromdalni nadory (GISTs)
(129). PDGF vykazuje chemoatraktivni efekt i vii€i neutrofilim a monocytim.

PDGF se zapojuje do reguladni sité modulujici imunitni odpovéd na nédorové
antigeny. TAMs jsou spole¢né s endoteliemi dtleZitym zdrojem syntézy PDGF, ktery hraje

dileZitou tlohu v onkogenezi a protinddorové imunitni odpovédi (203).

Transformujici riistovy faktor-f (TGF- B)

TGF-B je multifunkéni cytokin zapojeny do regulaci proliferace, diferenciace, migrace
a pleZivani riiznych bunéénych typi (200). Jeho funkce je zdvisld na kontextu bunéénych
pochodtl. A% dosud byly popsany tii isoformy TGF-B1, TGF-p2, TGF-B3, které vykazuji jak
podobné, tak odli¥né funkce. TGF- P je sekretovan ve form& inakti;»fnich prekurzord, které
vyzaduji aktivaci protedzami, nizkym pH nebo trombospondinem. Pouze v aktivni formé je
schopen se vazat na specifické serin/threonin kinazové receptory TPR-1. a TBR-IL. typu. TPR-
Il je zastoupen dvéma odli¥nymi typy activin receptor-like kinas (ALK). ALK 1 je
exprimovéna vyluéné na endotelovych buiikich a ALKS se nachdzi na Sirokém spektru bungk
(71, 364. Aktivaéni signdl, pfichdzejici prostfednictvim TPR-I, je vnesen z membriny do
jadra prostfednictvim efektoru oznatovaného jako Smad. Aktivace ALK 1 vede k fosforylaci
Smad 1, Smad 5, Smad 8, zatimco aktivace ALK 5 zahajuje fosforylaci Smad 2 a Smad 3
(116). Jak endotelové buiiky, tak pericyty soucasné exprimuji TGF- § receptory a produkuji
TGF- B, co? sv&déi o autokrinni a parakrinni regulaci G¢inku TGF- . TGF-  miZe podobné
jako angiopoetin 2 hrat roli jak angiostatického, tak proangiogenniho faktoru. Nizké davky
TGE- 81 (méné neZ 0,5 ng/ml) stimuluji proliferaci endotelidlnich bunek a formovani cévniho
lumen in vitro, zatimco vy3$${ davky maji opalny efekt. Nizké koncentrace TGF- p2

nestimuluji in vitro angiogenezi, ale vy3$$i davky indukuji formovéni cév. TGF- § redukuje
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degradaci perivaskularni extracelularni matrix indukei inhibitorl protedz nebo sniZenim
syntézy proteaz. Na druhé strané¢ TGY- B stimuluje angiogenezi in vivo na rohovkovém vaku a
po podkoZni aplikaci. Pozoruhodné je, Ze angiogeneze spusténa TGF- B in vivo se realizuje
prostfednictvim zapojeni prozanétlivych bungk, které postupné uvolfiuji proangiogenni
cytokiny, spide neZ pies pfimy vliv TGF- B na endotelové bunky. TGF- B je také zapojen do
diferenciace endotelovych bunék a bungk hladké svaloviny cév (123). Zatimco se zda, Ze
migrace a proliferace prekurzorovych bungk nenf u TGF- -/~ my$i ovlivnéna, diferenciace do
zralych endotelovych bunék je vaZné porusena. To vede k formovani nefunkénich cév s
nestabilni cévni sténou (74).

TGF-B inhibuje proliferaci vétSiny bunéénych typl, za jistych podminek pilisobi
apoptézu a muZe hrat roli v udrZovani chromozomdlni stability. Tyto funkce mohou byt
zodpovédné za tumor-supresivni efekt TGF-$ b&hem ¢asnych stadii maligni transformace. Na
druhou stranu schopnost TGF-$ potlaéit protinddorovou imunitni odpovéd a podporovat
angiogenezi umociiuje nidorovou progresi. Navic TGF-p moduluje interakce mezi burikou a
matrix, které jsou rozhodujici pro metastatickou invazi, a mize indukovat epitelialné-
mesenchymalni pfeménu, &ili proces, ktery v karcinogenezi je spojen s dediferenciaci a
zvySuje invazivitu. Maligni buiiky se Casto stavaji rezistentn{ viéi inhibi¢nimu vlivu tohoto
cytokinu na rist, ziskavaji schopnost proliferovat pod vlivem TGF-p ¢i samy produkujif velké

mnoZzstvi TGF-p (391).

Tumor necrosis factor-a (TNF-o)

TNF-o je prozanétlivy cytokin, produkovany monocyto - makrofagy, astrocyty,
fibroblasty a bufikami hladké svaloviny. M4 stejny efckt na angiogenezi jako TGF- p.
V nizkych davkach podporuje proliferaci endotelovych bunék a formovani cévniho lumen, ve
vyssich koncentracich méa pak naopak inhibi¢ni vliv. Stejné jako TGF- B 1 TNF-a indukuje
formovani novych cév in vivo diky jeho veobecnym prozanétlivym vlastnostem. Angiogenni

aktivita TNF-o je signifikantn€ inhibovana interferonem-y.

Angiogenin

Angiogenin je proiein o m.h. 170kDa. Od ostatnich &lenti rodiny ribonukledz se 1isi
chybénim 4. disulfidické vazby mezi dvéma cysteinovymi rezidui. Obé popsané varianty E a
K se véaZi na receptor nachazejici se na endotelidlnich buiikéch a vykazuji proangiogenni
efekt (363). Prvni ditkaz o vlivu angiogeninu na rist cév podal Fett (1985) na kufecich

embryich vystavenych vlivu tohoto proteinu (103). Angiogenin je detekovan v fadé orgdnu
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v priibshu embryogeneze (352). Vykazuje antibakterialni efekt a je soucasti pfirozené imunity
(140). Angiogenin je polypeptid enzymatické povahy, ktery stimuluje endotelové buiiky
k produkci prostacyklinu (aktivuje fosfolipazu C a fosfolipdzu A;), omezuje produkci
adheznich molekul (ICAM-1, intracellular adhesion molecule-1; VCAM-1, vascular adhesion
molecule-1). Podobné jako napiiklad FGF, EGF, ELR+ CXC-chemokiny a insulin-like
growth factor typ 1, indukuje proliferaci §irokého spektra bunék, véetné endotelidlnich (363).
Angiogenin je dalim faktorem, ktery miize podporovat adhezi endotelovych bun¢k svou
schopnosti vazat soudésti extracelularni matrix. Nebyl prokdzdn jeho vliv na migraci a
proliferaci endotelovych bun&k. PfestoZe zesiluje angiogenezi v chorioalantoické tkani,
v embryogendlni tkani je naopak jeho hladina velmi nizk&. U zdravych osob se koncentrace
angiogeninu v plazmé pohybuje v rozmezi 250 — 360 ug/L (126). ZvySeni sérové hladiny je

pozorovano u reparaénich pochodi a u neoplastickych procest (383, 384).

U mnohych solidnich nadorii byla nalezena zvySena hladina angiogeninu, nemocni
s vy§§ hladinou angiogeninu mé&li hordi prognézu. Dosavadni zkuSenosti s jeho vyuZitim
v klinické praxi viak nejsou jednoznané (101, 139, 374). Naptiklad dv¢ studie tykajici se
karcinomu prsu vykazovaly protichiidné vysledky pokud jde o prognézu; zvySena hladina
angiogeninu byla spojena s dobrou prognézou v jedné studii (322) a Spatnou prognozou ve

studii druhé (95).

Angiogenin je jeden z velmi d&inngch angiogennich faktort a zda se, Ze ma roli
v normaklnim vyvoji a poruchach, kde je angiogeneze zapojena. Relativn€ vysoké hladiny u

normalnich jedincti naznaguji diileZitou fyziologickou roli této molekuly.

Integriny

Integriny jsou rodinou heterodimerickych proteint, které se sklddaji zriznych
isoforem o a B fetézcl. Sloui jako adhezivni receptory pro proteiny, které jsou vyjadieny na
povrchu jinych bungk, a pro proteiny extracelularni matrix, jako je kolagen, fibronektin,
clastin a laminin. Réstové faktory v&etnd VEGF a FGF-2 zvySuji expresi fady molekul
integrinové rodiny na endotelovych butikach (340). Experimenty s blokujicimi protilatkami a
antagonisty proti integrinu ovfB; vedou k hypotéze, Ze integriny mohou mit ruzné funkce
v angiogenezi. Antagonist¢ proti integrinu ayfs inhibuji proangiogenni efekt VEGF a phorbol
esteri, ale nemaji vliv na FGF-2 signalizaci. Angiogeneze indukovana VEGF je take

dramaticky sni¥ena protilitkami proti alfl a o2pl integrintm (319). Na druhou stranu
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protilatky proti integriniim oy[33 inhibuji puéeni novych cév vyvolané stimulaci FGF-2 a TNF-
o, ale ovliviiuji jen Gdsteéné odpovéd endotelidlnich bunék k VEGF. Ovlivilovani protilatek
proti integrinim ovf; indukuje apoptdzu v angiogennich, ale ne v klidovych endotelovych
butikdch, coz ukazuje, %¢ je inhibovano jen pufeni novych cév bez efektu na preexistujici
cévy. Aplikace protilatek proti integrinim avps u kiepeléich embryi vede k vyvoji defektni
cévni sit¢ s inkompletnim formovéanim cévniho lumen. Integrin ovfs; také vykazuje zvySeni
proliferace endotelovych bungk. Integrin avPs je navic exprimovén ve vy$8ich hladinach na
vybé&Zcich pugicich cév v prib&hu reparace poranéné tkéné. Vzhledem k tomu, Ze aktivni
forma MMP-2 je vazana s integrinovou molekulou ayfs, je prostfednictvim exprese integrind
zajifténa zvySend koncentrace MMP-2 v &ele pulicich cév, kde pak miZe degradovat

extraceluldrni matrix a razit cestu pro nové krevni cévy (78).

VE-cadherin

Cadheriny jsou superrodinou Ca®" vézajicich transmembrdnovych molekul, které jsou
zakotveny v intracelularnim cytoskeletonu a zapojeny do rtiznych mezibunéénych interakci
(9). Funkce cadherinii je modulovana cateniny, které se vaZou pfimo (B-catenin, y-catenin, a
pl20-catenin) nebo jsou spojeny nepiimo (¢-catenin) s intraceluldrnim koncem cadherind
(68). VE-cadherin, cadherin specificky pro endotelové buiiky, je vyhradn& lokalizovan
v intercelularnich adheznich junkcich. Po stimulaci VEGF se B-catenin, y-catenin a pl20-
catenin stavaji vysoce fosforylovanymi. Tato modifikace vede k destabilizaci mezibun&nych
spojfi, coz umoXiuje bufikam proliferovat (370). V okamziku, kdy se buiiky opét spoji a
navodi stav kontakini inhibice, fosforylace catenint se dramaticky snizi a mezibunginé spoje
se stabilizuji. Timto VE-cadherin pfispivd kudrZovani stabilni jednoduché wvrstvy
endotelialnich bungk v cévni st&n&. Intracelularné §t€peny VE-cadherin se stdva nefunkénim;
stale viak umoZiiuje formovani primitivni cévni sit€ béhem vaskulogeneze, zatimco nasledna
stadia vyvoje cév jsou tdZce naruSena. Za této situace nedochdzi k znovunastoleni
mezibun&nych spojii endotelovych bunék, coZ zplsobuje instabilitu cévni stény. Primitivni
kapilarni plexus neni dostate¢n& modifikovan, aby formoval komplex definitivni cévni sité.
Disledkem chyb&ni funkéniho cadherinu je regrese primitivnich cév a necitlivost endotelii

k anti-apoptotickym signaliim VEGF.

Plateled endothelial cell adhesion molekule 1 (PECAM)
PECAMs jsou &leny Ig superrodiny. PECAM-1 (CD 31) je vyjadfen na desti¢kéach,

leukocytech a endotelovych butikach, kde se podili na zesileni interceluldrnich spoji.. Exprese
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PECAM-1 m4 podil na migraci neutrofilii do mista tkatiového poskozeni, T bunéné aktivaci,
agregaci destiek a angiogenezi (284). Podobné jako VE-cadherin, PECAM- mediované
mezibundéné interakce jsou v podminkéch in vitro nezbytné pro organizaci endotelovych
bundk v tubuldrni tutvary. Injekce PECAM-1 specifickych protilitek my$im vedou k
népadnému zvySeni prostupnosti stén krevnich cév. DuleZitost PECAM-1 pro angiogenezi
byla podpofena pozorovinim, Ze blokujici protilatky namifené proti PECAM-1 zrusily

cytokiny a nadorem indukovanou angiogenezi in vivo (51).

Epidermdlni riistovy faktor (EGF) a transformujici riistovy faktor-a (TGF-a)

Jak epidermal growth factor (EGF), tak transforming growth factor-a (TGF-a) se vazi
na EGF-receptor (EGFR). EGFR patii k erb-B roding receptorti tyrosinovych kinaz. Aktivace
EGFR signaln{ cesty v nadorovych buiikdch je spojena se zvySenim bunééné proliferace,
angiogeneze, metastazovanim a se sniZenim apoptézy (27). EGF signalizace je nezbytna
k fyziologické angiogenezi. Po EGF stimulaci na riznych liniich bun€k rakoviny prostaty
dochazi k zvy§eni VEGF zavislému na dévee EGF (291). Vedle tohoto nepitimého efektu maji
EGF a TGF-a pfimé mitogenni vlivy na endotelové buiiky a vykazuji podporu angiogeneze in
vivo pii biologickych zkouskéch u k¥etki. Aplikace blokujicich protilatek vede ke snizeni

vaskularni denzity a zvySeni apoptdzy endotelovych buné€k (169).

Jiné stimuldtory angiogeneze

Role fady dalsich molekul, které jsou spojeny s angiogenezi, neni detailng
charakterizovana nebo jejich vliv na angiogenezi neni tak jednoznaény a nezbytny jako u
faktori diskutovanych vyse. G-CSF a GM-CSF podporuje rist prekurzorovych bunek a
diferenciaci angioblasti v endotelové buiiky. Oba maji vliv i na proliferaci zralych
endotelovych bunék a jejich migraci.

Angiotropin neni pro endotelové butiky mitogenni, ale podporuje formovani cévniho
lumen a stimuluje angiogenezi v chorioalantoické membrané a rohovee zvifat.

Tnsulin-like-growth-factor (IGF) stimuluje syntézu VEGF a urokinazového aktivatoru
plasminogenu na butikach linif karcinomu prsu (264). Preneseni bun&k karcinomu thistého
stfeva se zkracenym, dominantné negativnim IGF-receptorem snizuje u Nu/Nu mysSi expresi
VEGT a sniZuje novotvorbu cévni sité. P jeho tiplné absenci je signifikantné sniZeno 1
mnozstvi pericyt (292).

Hepatocyte growth factor (HGF) byl péivodné izolovan jako hepatocytarni mitogen,
ale pozd&ji byl popsan jeho stimulaéni vliv na dal8i bunétné typy. V endotelovych burikach a
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butikdch hladké svaloviny cév indukuje HGF migraci, proliferaci a chrani buiky pfed
apoptdzou. Velmi zajimavého vysledku bylo dosaZeno vnesenim HGF gend do endotelii
plicni artérie. Doglo k indukei angiogeneze v plicich potkana a ke zvySeni kapilarni denzity a
krevni perfuze in vivo (266).

Tkétiovy faktor a faktor V se také podileji formovani novych cév. Mysi embrya
s chybénim nebo funkéni poruchou t¥chto proteind umiraji v disledku nedostateCné
vaskularizace zloutkového vaku.

Erythropoietin stimuluje v in vitro podminkéch proliferaci endotelovych bunek a
formovani lumen novotvofenych cév (15). Aplikace solubilntho erythropoietinového
receptoru nebo protilatky proti erythropoietinu do nddord vychazejicich z 7enskych
reprodukénich organd indukuje apoptézu nadorovych a endotelovych bungk. Koneénym

vysledkem je vyrazny pokles kapilarni denzity v nadorové tkani (404).

Matrix metaloprotedzy (MMDPs)

MMPs patfi do rodiny nejméng 21 lidskych zinek-dependentnich, vysoce
konzervovanych endopeptiddz, schopnych degradace komponent extracelulamni matrix
(ECM). Degradace ECM je diilezita pii fyziologickych procesech, jako je hojeni tkani i rist
orgdntt béhem vyvoje. Dilezitou roli viak také hraji pro nadorovou invazivitu a
metastazovani (63).

Na zéklad® své substratové specificity a struktury jsou MMP Klasifikoviny do péti
podskupin: kolagenazy (MMP-1, MMP-8, MMP-13), gelatinazy (MMP-2, MMP-9),
stromelysiny (MMP-3, MMP-10, MMP-11), metaloelastazy (MMP-12), membranove typové
MMPs (MT1-MMP-MT5-MMP) a jiné MMPs (MMP-19, MMP-20). Substratova specifita
odlisnych MMPs je déna jejich schopnosti in vitro degradovat rizné komponenty ECM.
Vétiina MMP je sekretovana ve formé& neaktivnich zymogenii (pro MMPs), které jsou
extraceluldarng proteolyticky aktivovéany (s vyjimkou MMP-11 a MT1-MMP neboli MMP-14,
které jsou aktivovany primdrné sekreci furin-like protedzami asociovanymi s Golgiho
aparatem).

Aktivita MMPs je kontrolovéana rodinou piirozenych inhibitorti- tkafiovymi inhibitory
matrix metaloproteinaz (TIMPs). Dosud byly popsény &tyfi ¢lenové této rodiny. Ackoliv tyto
inhibitory vykazuji velmi podobné inhibi¢ni aktivity vi¢i proteinim MMP rodiny, Li§f se
v mnohych aspektech (napf. interakce s proMMP, solubilita, regulace exprese a tkdfove-

specificka exprese). Zatimco se predpoklada, Ze vétsina biologickych efekti TIMPs je
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zprostiedkovana nepfimo inhibici MMPs, u TIMP-2 byl prokazan podporujici i inhibujici vliv
na rust. TIMP-3 je zapojena v regulaci buné¢ného cyklu, diferenciaci a starnuti (45).

Zvysena exprese MMPs je zjistovana u riznych lidskych karcinomt, jako je karcinom
7aludku, plic, prostaty a prsu. Klinickopatologické studie vykazuji korelace mezi produkei

TIMP a MMP, maligni progresi a krat§im pfeZivanim u rdznych naddorovych typu.

4.2.2. Angiostatické faktory

Angiostatin

Angiostatin je cirkulujici inhibitor angiogeneze, ktery je odvozeny od plasminogenu.
Plazminogen sdm o sob& nevykazuje angiostaticky efekt. Proteolytickym odStépenim prvnich
tyf domén vznikd angiostatin, ktery inhibuje angiogenezi. Angiostatin byl plivodné isolovan
zmodi a séra mySich modeld pro Lewis(lis) plicni karcinom. Angiostatin vznikd z
cirkulujiciho plaminogenu pasobenim proteaz MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-9 a MMP-12
(283). Timto zpGsobem mohou mit MMPs opatny efekt na angiogenezi. Na jedné strang
podporuji cévni pudeni degradaci perivaskuldrni extraceluldrni matrix, na druhé strané
pfispivaji k uvolndni angiostatinu, ¢inného inhibitoru angiogeneze. Angiostatin blokuje
proliferaci, migraci, diferenciaci a formovani trubicovych struktur endotelovymi butikami v irn
vitro podminkéach. PferuSenim prechodu G2/M fize bun&ného cyklu inhibuje migraci a
proliferaci bundk hladké svaloviny stimulovanou hepatocyte-growth faktorem. Navic
systémové podani angiostatinu pevné blokuje neovaskularizaci a rfist nadorovych metastaz.
Mechanizmus U¢inku neni piesng znam. Jednim zuvaZovanych mechanizmd je vazba
angiostatinu na podjednotky ATP syntetazy piftomné na bunééném povrchu endotelovych
bungk, kterd zablokuje energeticky piisun aktivovanym buitkdm a inhibuje tak jejich
proliferaci a migraci. Angiostatin miZe také plisobit prostfednictvim vazby na integrin avfs,
&im# narudi ayPs-mediovanou signalni transdukei, kterd muize byt nezbytnd pro angiogenezi
(361). Kromé toho jako kompetitivni antagonista inhibuje angiostatin odpovédi endotelovych
bungk a hladkych svalovych bungk na stimulaci hepatocyte growth faktorem, zatimco nema

vliv na VEGF- nebo bFGF-indukované signalni drahy (380).

Endostatin
Endostatin je jinym piikladem inhibitoru angiogeneze, ktery vznikd proteolytickym
$tépenim neaktivaiho prekurzoru. Bylo prokazéno, Ze elastiza a cathepsin L, ne vSak MMPs,

mohou vytvafet endostatin z kolagenu XVIII (102). Endostatin byl poprvé isolovan z bun€¢né
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linie hemangioendoteliomu jako silny inhibitor angiogeneze a nadorového ristu in vivo.
Endostatin také blokuje migraci a proliferaci endotelovych bungk a zvy3uje jejich apoptozu.
Kromé toho redukuje angiogenezi indukovanou FGF-2 a VEGF, sniZzuje syntézu VEGF
v nadorovych bufikdch. Sougasné podani endostatinu s tropomyosinem vede k narudeni
integrity bunéénych mikrofilament, jehoZ disledkem je ztrata buné¢né motility (221). Dalsi
diikaz pro angiostaticky vliv endostatinu pfines! experiment na zvifecim modelu, ve kterém
my$i s poranénim kiZe v celé tloustce byl systémove aplikovéan endostatin. Na tomto modelu
nebyla makroskopicky zménéna cévni denzita a nebyly pozorovany abnormality v hojeni
poranéni. Mikroskopick4 analyza vSak odhalila t&Zké abnormality v nové formovanych i
reparovanych poranénych cévach, které byly zuZeny nebo uzavieny s nepravidelnym

povrchem lumen a rozpadem cévni stény (40).

Trombospondin (TSP)

Trombospondiny jsou glykosylované proteiny extracelularni matrix, které se uCastni
interakci bufika-bufika a bufika-matrix. Do rodiny TSP nélezi pét ¢lenti, TSP 1-4 a TSP-3,
ktery je také znam jako cartilage oligometric matrix protein (COMP) (199). Dva flenové TSP
rodiny, TSP-1 a TSP-2, vykazuji vyrazné angiostatické vlastnosti. TSP-1 je velmi efektivni
inhibitor angiogeneze, ktery muze zabranit neovaskularizaci rohovky jiz v koncentracich
nizsich nez 10”° mold/litr. /n vitro TSP-1 inhibuje migraci a proliferaci endotelovych bungk,
indukuje jejich apoptézu a blokuje formovani cévnich trubic (157). Kromé toho se endotelové
buiiky pisobenim TSP-1 stdvaji refrakternimi ke stimulaci VEGF a FGF-2. Angiostaticky
efekt a indukce apoptézy vyzaduje nasledujici kroky: vazbu TSP-1 na transmembranovy
receptor CD36, na jeho¥ cytoplazmatické &dsti je aktivovand kindza p39%™ z Src rodiny,
néslednou aktivaci kaspazy-3 a kindzy MAPKs (mitogen-activated protein kinasis). Zajimava
je in vivo aktivace angiogenni molekuly TGF-B1 vazbou TSP-1 s LAP (latency asociated
peptid), nachizejicim se uvnitf prekurzorového komplexu TGF-B. Tato vazba indukuje
konformadni zmény, usnadiimjici proteolyzu TGF-B prekurzorové molekuly, vedouci
k uvolnéni aktivniho TGF-P (259). Navzdory vysoké strukturalni podobnosti TSP-1 a TSP-2
jsou jejich vlivy na angiogenezi rozdilné. Transfekce TSP-2 do bunék lidského skvamozniho
karcinomu vedla po jejich vpraveni do kie nude mysi k signifikantné vyrazngjsi inhibici
ristu nadoru ne¥ v p¥ipadé transfekce TSP-1. Agkoliv exprese VEGF nadorovymi burikami
zistala beze zmény, niZ8{ cévni denzita a men§i primér nadorovych cév byly signifikantni.
Naproti tomu v jiném pokusu se TSP-1 jevil jako u¢inng&j3f neZ TSP-2 v inhibici angiogeneze

na potkanich rohovkach (377).
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Pigment epithelium-derived factor (PEDF)

Nedavno byl identifikovan daldi uéinny angiostaticky faktor, pigment epithelium-
derived factor (PEDF), ktery reguluje riist krevnich cév sitnice. PEDF byl izolovan z bun&&né
kultury retinalnich pigmentovych epitelovych bungk. PEDF byl povaZovan za neurotropni
faktor, ktery inhibuje proliferaci gliovych bun&k. Nasledng byl prokéazan jeho inhibiéni vliv na
migraci a proliferaci endotelovych bunék. Podobng jako TSP-1 plisobi v koncentracich <107
moliv/litr . Mechanizmus jeho 0€inku neni pfesné znam; inhibuje angiogenezi indukovanou
ristovymi faktory jako VEGF a FGF-2 a patmé inhibuje cytokiny indukovanou
neovaskularizaci v potkani rohovee. Zablokovani 1&inku PEDF aplikaci PEDF
neutralizujicich protilatek na potkani rohovku je provézeno tvorbou a vristanim cév do

rohovky dokonce i bez pfitomnosti exogennich stimuli (67).

5. NADOROVA ANGIOGENEZE

Angiogeneze je dilezitym procesem doprovazejicim rist nadort.. Nadorové loZisko
mbze bez cévniho zasobeni dosdhnout nejvySe rozméru 1-2 mm® (obr.&.4). V priib&hu
avaskularniho stadia je dodavani kysliku a vyzivnych latek zajistovdno diftizi. Jakmile
velikost nadoru ptesahne priméru 0,5 mm, je nutrice zajiftovana difuzi nedostate¢na (360).
Hypoxicky nédor je geneticky nestabilni (57). Vznikaji mutace - napf. mutace genu p33, a tim
potlageni antiangiogenniho trombospondinu. Objevuje se novy genotyp se zvySenou produkeci
angiogennich faktord (VEGF a dalsi). Tato zména, oznafovand jako angiogenni »switch®,
zahajuje proces angiogeneze (obr.5). V nadorové populaci vznikne angiogenni klon.
Humoralni podnéty znadorovych angiogennich bun&k indukuji migraci endotelii smérem
k nadorovému lo¥isku. Dochdzi krozrufeni bazalni membrany vlivem proteolytickych
enzymii produkovanych nadorovymi bufikami, vlivem kolagendzy IV. typu, aktivatoru
plasminogenu a stromelyzinu produkovanych endoteliemi a stromalnimi bufikami. Rozruseni
bazalni membrany usnadiiuje migraci endotelii, ale i migraci nadorovych bungk a jejich
metastazovani. Z cév unika fibrinogen a plasminogen. Vlivem tkéfiovych aktivatord vznikaji
extravaskularni depozita fibrinu, vytvatejici podpiirnou matrici pro rlst novotvofené cévy.
Vaskularizace nadorového loziska umozni jeho perfuzi a dal3i rtist (obr.6). Nadorové butiky a
endotelie se vzdjemn& parakrinng ovliviiuji. Endotelic produkuji v&t$i polet mitogent a
motogent (pisobkt ovliviiujicich motilitu). Je to zejména bFGF, PDGF, IGF-1 a IGF-2
(184).
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V pritb¢hu vaskularniho stadia nadorové angiogeneze probiha téchto Sest fazi (25):
1. zmény v poméru angiogennich a antiangiogennich faktord,
2. morfologické zmény endotelialnich bunék,

. uvolnéni proteolytickych enzymi,

3
4. migrace endotelidlnich bunék a kapilari morfogeneze,
5. reprodukce endotelialnich bungk,

6

. mikrovaskulami diferenciace.

Mezi cévami zdravych tkani a cévami zasobujicich niddory jsou signifikantni rozdily,
tykajici se endotelialnich buné€k, cévni stény a basalni membrany. Mnohé endotelové buiiky
nadorovych cév jsou v mitdze a ztratily nékteré strukturalni charakteristiky normélnich
endotelidlnich bunék. Basilni membrana novotvofenych nadorovych cév je ten€i neZ u
normélnich cév. Nadorové cévy maji vétsi propustnost, vét§inou neni pozorovano vyzravani
novotvofenych kapilar. Svalové a nervové komponenty, odpoveédné za systolickou a
diastolickou reaktivitu vi¢i vasoaktivnim podnétim, se na nadorovych cévich nenachdzeji
(106, 228). Nadorové cévy se klikati, maji nedostatek pericyta.

Mezi normdalnim a naddorovym endotelem se nachézeji i dalsi rozdily (39, 46, 92, 171,
323). Fenotyp nadorového endotelu mize byt rizny uvnité jednoho tumoru, Signifikantné je
zvy$ena exprese integrinl ayPs a ayfs (111, 351). U karcinomu prsu byla prokdzana zvyiena
exprese o3 jako markeru aktivace endotelia (275). Na aktivovaném endotelu jsou
deregulovany E-selectin, endoglin, glykoproteiny jako PSA (prostaticky antigen), ED-B

doména fibronektinu a rlizné proteazy.

Molekuly s rozdilnou expresi na endotelu nadorovych a normadlnich cév jsou (25):
1. VEGF receptory,

2. integriny: ayfs, oy,

3. peptidy,

4. adhezni molekuly: E-selektin, endoglin,

5. glykoproteiny: PSA,

6. protedzy.

Nadorové buiiky mohou exprimovat proangiogenni a/nebo antiangiogenni faktory. Za
fyziologickych okolnosti je angiogeneze kontrolovana vyvaZenosti téchto faktord. Tato

rovnovdha je poruSena u malignit. Vysledkem je podpora angiogeneze. Ke zvySené expresi
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angiogennich faktorti dochézi na podklade riiznych stimuld. Nejvice studovanym podnétem je
hypoxie (203, 381), kterd vede ke zvySené expresi VEGFT i dalgich angiogennich faktort (203,
255). Hypoxii je moZno nazvat klitem k angiogenezi. Hypoxii indukované faktory (HIF-1 a
HIF-2) jsou heterodimerické transkripéni faktory skladajici se z o a B podjednotek (155, 310,
381). Tumory HIF-1 “* maji sniZenou hypoxii indukovanou expresi VEGF a jsou mén¢
vaskularizovany, ale maji akcelerovany rist in vivo ve srovnani s tumory HIF-1 o diky
poklesu hypoxii indukované apoptozy (52). Cytokiny a ristové faktory jako IGF-1, EGF, IL-1
mohou zvy¥enou regulaci VEGF indukovat angiogenezi (6).

Existuje uzky vziah mezi angiogenezi a tvorbou metastdz. Cim je angiogeneze
intenzivn&jsi, tim je riziko metastaz vEtsi a prognoéza nadorového onemocnéni horsi. Expanze
nadorovych cév vede ke zvySeni pravdépodobnosti priniku nadorovych bungk do cirkulace a
formovani metastaz ve vzdalenych organech. Tato hypotéza, resp. zavislost mezi intenzitou
cévni novotvorby a frekvenci vzniku metastdz, byla ovéfena mnohymi klinickymi studiemi
(386, 409). Uvedeny poznatek ma své praktické diisledky, nebot stuper angiogeneze muze
poslouzit jako uZitetny prognosticky faktor. Mnohé studie dokazuji prognosticky
signifikantni vyznam exprese VEGF (151, 153, 262, 267, 313, 336, 359, 397, 410). Vysoké
hladina exprese VEGF koreluje s hustotou cévni sité, zvysuje pravdépodobnost recidivy a
zkraceného piezivani u n€kterych nadord. Nekieré studie u renalniho karcinomu neprokazaly
savislost mezi sérovou hladinou VEGF a progndézou tumoru (32), jiné neprokézaly rozdil
mezi sérovou hladinou VEGF u solitarniho rendlniho karcinomu a metastazujiciho renélniho
karcinomu (24). Posledni studie prokazuji zavislost mezi expresi VEGF a stupném infiltrace
tumoru T lymfocyty (358). Mnoh¢ studie dokumentuji zvySené plasmatické koncentrace
VEGF u pacientd s nddorovym onemocnénim na rozdil od zdravych lidi. Ki Hak Song a kol.
porovnavali, co je v piipadé renainiho karcinomu lepsim prognostickym faktorem - zda
hustota cévni sitd & hladina VEGF v séru nemocnych. Vysledek 7né] -hustota cévni sit€
(341).

Stanoveni cirkulujici hladiny VEGF-A mé vyznam pro odhad prognézy onemocnéni
(211,272, 314). Ve studii Paradise a kol. (272) byla prokdzana korelace mezi expresi VEGF u
konvenéniho rendlniho (ne u papilarniho) karcinomu, bunénym gradingem a velikosti
nadoru, mezi VEGF expresi a stupném mikrovaskularizace. PfeZiti pacientd, u nichZ byla
prokézéana vysoké exprese VEGF, bylo niZsi neZ u druhé skupiny. Naopak studie Beeckena a
kol. (32) neprokazala vyznam stanoveni sérové hladiny VEGF pro odhad prognozy a

terapeutického efektu. Sung-Goo Chang a kol. sledovali hladinu VEGF v moéi u pacientl
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s renalnim karcinomem, kterd byla zvy3ena, ale zvySeni nekorelovalo s angiogenni aktivitou
(146).

Stale je diskutovéno, zda generace novotvofenych cév zasobujicich tumor vznik4 na
podkladé angiogeneze (tj. je tvofena zralymi endotelialnimi buiikami) nebo vaskulogeneze
(progenitorové buiiky). Mnohé preklinické modely ukazuji, Ze nékteré tumory mohou byt
zévislé na vaskulogenezi (lymfomy, nediferencovany karcinom prostaty), zatimco Jiné jsou

spojeny s angiogenezi (koZni tumory, diferencovany karcinom prostaty).

6. CHEMOKINY

6.1. Chemokiny a jejich receptory

Atkoliv chemokiny jsou piedeviim leukocytirni atraktanty, vzrustajici mnoZstvi
dilkazi ukazuje, Ze také pFispivaji k mnoZstvi procesi spojenych s nddorem, jako je rist
nadorovych bundk, angiogeneze/angiostiza, lokalni invaze a metastazovani. Chemokiny
reprezentuji rodiny molekul chemotaktickych cytokini s malou molekulovou véhou (8-
14kDa), které se vaZou na receptory asociované s G-proteinem. Strukturainé jsou chemokiny
rozdéleny do &tyf velkych podrodin (CXC, CC, CX3C, a C) podle uspofadani ¢yt na cystein
bohatych proteinovych zbytki nachazejicich se v N-termindlni oblasti. Mezi prvinimi dvéma
cysteinovymi molekulami maji CC, CXC a CX3C chemokiny 7adné, jeden, nebo tfi
nekonzervované aminokyselinové zbytky. V pfipadé CC chemokin® chyb{ prvni a tieti ze Syt
uchovanych zbytkd. V soudasnosti je zndmo piiblizné 50 &lent chemokinové rodiny, CC a
CXC chemokiny tvofi vétSinu, Kazdy receptor vaZe ligandy pouze jedné ze Ctyi
strukturlnich vy3e popsanych podrodin, a proto jsou receptory take rozdéleny do &tyr

podrodin (375).

6.2. Nomenklatura chemokini

Nézvoslovi chemokinit zpodatku vychdzelo z ndzvl, kterymi byly chemokiny
pojmenovény v riznych laboratori, které je identifikovaly a/mebo charakterizovaly.
V dfsledku toho mély jednotlivé chemokiny mnoho synonym, které byly zdrojem fady
nejasnosti. Z toho diivodu byl pfed nékolika lety formulovan novy nomenklaturni systém.
V nézva chemokinu za strukturalnim kédem (CXC, CC, CX3C, nebo C) nasleduji pismena
L« (ligand) pro kazdy chemokin (napf. CXCL1), nebo pismeno ,R“ (receptor) pro kazdy
receptor (napt. CXCR1) (413). Tento jednoduchy &iselny systém byl aplikovan pro témef 50

chemokinti a 20 receptord. I tak je &asto t&7ké, dokonce i pro ty, ktefi aktivné pracuji v této
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oblasti, korelovat pongkud nepopisné Ciselné kody se zndmymi chemokiny a jejich receptory.
Proto se stale v literatufe objevuji i pivodn& zavedené terminy. Pfehled chemokini a jejich
receptort ukazuje tabulka ¢.1.

Chemokiny mohou byt také klasifikovany do velkych skupin na podkladé jejich
funkce a charakteru exprese na zandtové a reguladni zajistujici homeostizu. Prozéngtlive
chemokiny nejsou konstitutivng exprimovany, ale jsou indukovany a zvyfené regulovany
zé&n&tlivymi stimuly, co¥ nasledng vede ke vstupu leukocytil do mista zan&tu. Jejich exprese je
pod piisnou kontrolou lokélnich prozanétlivych cytokind. Naopak homeostatické chemokiny
jsou konstitutivng vyjadieny na riiznych typech bunk a tkani, a hraji podstatnou roli v rozvoji
a udrZeni homeostazy hemopoetického a imunitniho systému. Tyto chemokiny jsou Casto
nazyvany lymfoidni chemokiny, protoZe plsobi preferencné na lymfocyty, ackoli nekteré
7 nich pisobi také na dendritické buiiky. Funkéni klasifikace na zanétlivé a homeostatické je
jednoducha a velmi uZiteGnd pro pochopeni biologického vyznamu kazdého chemokinu.
Zistalo viak nekolik chemokint, které nepatéi do 7adné z téchto skupin, ale spiSe sdileji
vlastnosti obou. Proto se nazyvaji ,,dvoufunkéni chemokiny® (245). Jsou zvySené regulovany
po expozici zan&tlivymi stimuly a hraji ddleZitou roli ve vstupu riznych lymfocytarnich
subsettt do odpovidajicich tkani v prib&hu imunitnich odpovedi. Charakteristickym znakem
dvoufunkénich a homeostatickych chemokinfi je vazba t&chto chemokin® na jediny receptor,
exprimovany hlavné na lymfoidnich bufikach, zatimco zanétlivé chemokiny se vazou
k getnym receptoriim. Plati téZ, Ze receptory pro zanétlive chemokiny vaZzou rizné chemokiny

(receptorova promiskuita).

6.3. Role chemokini a jejich receptorii v nadorové biologii, angiogenczi a

angiostize

Aékoliv chemokiny byly piivodng charakterizovany jako atraktanty leukocytl, nyni je
obecnd znamo, ¥e kazdy bunéiny typ miZe exprimovat chemokiny nebo chemokinové
receptory. Pozornost pfitahuje jejich exprese na nadorovych builkach. Je nepochybné, Ze
chemokiny se podili na invazi a metastazovani malignich bun&k. Stale pfibyvé dokladi, Ze
dileZitjsi ne% role chemoatraktanti pro leukocyty je vliv na rdst nadord, progresi a
metastazovani (288).

Nové nalézané dikazy dokladaji, e chemokiny se piimo podileji na transformaci,
piezivani a ristu nadorovych bun&k. Neékteré chemokiny, véetné CXCL1/Groo/MGSAw a

CXCLS/IL-8, se vaZou nejen na pfirozeny receptor CXCR2, ale také na receptory asociované

s G-proteinem (GPCR) kodované tumorigennimi viry, jako je napfiklad s Kaposhiho
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sarkomem asociovany herpes virus-8 (HHV-8). Transgenni exprese HHV8-kddovaného
receptoru vede u my3i k rozvoji angioproliferativnich lezi, podobnych Kaposhiho sarkomu
(402), coZ ukazuje na to, e chronicka a nadmérnd signalizace pfes CXCR2-podobné GPCR
podporuje onkogenni bunéénou transformaci.

CXCR2 pienadi autokrinni bundny ristovy signal v n&kolika typech niddorovych
bunk. N&kolik prokézanych linii melanomovych bunék produkuje CXCL1/Groo/MGSAa
(277) a CXCLS/IL-8 a Konstitutivn® exprimuje jejich pfirozeny receptor CXCRZ.
Zablokovani bud’ ligandd nebo jejich receptorii vede k inhibici buné&ného rlistu (277, 372).
Obdobna pozorovani byla uskuteénéna u jinych typi nadorovych bunék (14). Tyto vysledky
ukazuji, #¢ chemokiny produkované néddorovymi buitkami mohou za jistych podminek
fungovat jako autokrinni a /nebo parakrinni riistové faktory.

V nékterych situacich poskytuji chemokiny signaly k pfeziti nddorovych bunek.
Napiiklad CXCL12/SDF-la a CXCL9/MIG mohou zvysit preZivani CXCR4 a CXCR3-
exprimujicich bunék, respektive rist v suboptimalnich podminkdch, jako je nizka sérova
koncentrace riistovych faktorti (165, 411).

Chemokiny mohou ovliviiovat rilst nadoru nejen pifmo, ale také nepfimo podporou
nebo inhibici angiogeneze.

CXC chemokiny jsou proteiny, které obsahuji &tyfi vysoce konzervované cysteinové
aminokyselinové zbytky,z nichZ prvni dvé& cysteinové molekuly jsou oddéleny jednim
nekonzervovanym aminokyselinovym zbytkem. CXC motiv rozliSuje tuto rodinu od ostatnich
chemokinovych rodin, druhd strukturdlni doména urluje jejich angiogenni aktivitu. NH;
konec v&t§iny CXC chemokinii obsahuje ELR motiv tvofeny tfemi aminokyselinami (Glu-
Leu-Arg), ktery predchézi prvni cysteinovou molekulu v primarni struktufe téchto
chemokinti. Clenové rodiny, ktera obsahuje ELR motiv (ELR") siln& podporuji angiogenezi.
Naproti tomu chemokiny indukované interferony, které nemaji ELR motiv (ELR), jsou
silnymi inhibitory angiogeneze. Clenové CXC chemokinové rodiny mohou bud’ podporovat
nebo inhibovat angiogenezi a nerovnovéha lokalni exprese téchto chemokini je jednou

7 ddlezitych faktoréi angiogeneze jak za fyziologickych, tak i patologickych podminek (414).

6.4. Angiogenni (ELR+) CXC chemokiny

Do CXC chemokinové rodiny, kterd vykazuje angiogenn{ vlastnosti, je zahrnovan
interleukin-8 (IL-8), epithelial neutrophil activating protein-78 (ENA-78), growth-related
genes (GRO-a, -B, -v), granulocyte chemotactic protein-2 (GCP-2), NH2-koncové zkraceny
plateled basic protein (PBP), connective tissue activating protein-HI (CTAP-III), beta-
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thromboglobulin (B-TG) a netrophil activating protein-2 (NAP-2). ELR" CXC chemokiny
pfimo indukuji in vitro chemotaktické a proliferaéni aktivity endotelovych bunck a
angiogenezi (4). Jejich biologické uginky se projevujii i bez pfitomnosti dalsich,
prozéngtlivych faktori. Angiogenni aktivita ELR" CXC chemokinii je odli¥na od jejich
schopnosti indukovat zanét.

Angiogenni ti¢inek viech chemokini je zprostfedkovan prostfednictvim specifickych
CXC chemokinovych receptori. Za kandidatni ELR'CXC chemokinové receptory byly
povazoviny CXCR1 a CXCR2. Pouze IL-8 a GCP-2 se specificky vaZou na oba receptory,
zatimco vSechny ostatni ELR'CXC chemokiny se vdZou k CXCR2. Nasledné studie
potvrdily, 2¢ CXCR2 receptor je kli¢ovy pro zprostiedkovani angiogenni aktivity ELR'CXC
chemokind (128). Je vysoce pravdépodobné, ze exprese CXCR2 na endotelovych butikdch za
pFitomnosti trvalé autokrinni (endotelium), juxtakrinni (endotelium) a parakrinni (nadorové
buiiky nebo jiné stromalni buiiky) stimulace ELR™ CXC chemokiny ma zédsadni dopad na
podporu angiogeneze. Na zdklad€ tSchto pozorovani je CXCR2 povaZovan za Kliovy
chemokinovy receptor zprostiedkovavajici ELR'CXC angiogenni aktivity (168).

ELR"CXC chemokiny jsou diileZitymi mediatory tumorigeneze a s nddory spojené
angiogeneze. Ve studii, ve které GRO-B vykazoval inhibujici efekt na angiogenezi, byla
pouzita 1000 krat vy$¥ koncentrace (1-10pM) chemokinu, neZ u jaké byla prokdzana
angiogenni aktivita (1-10nM). Uvedeny nalez by mohl nasvéd¢ovat tomu, Ze nefyziologicky
zvy¥ena koncentrace GRO-B miiZe sniZovat angiogenni odpoveéd’. Krome toho vysledky studii
melanomovych bundk dokladaji, ¢ GRO hraje vyznamnou roli v regulaci tumorigeneze jak
piimymi mitogennimi, tak angiogennimi aktivitami. GRO-u, -B, a -y jsou vysoce
exprimovany na buiikach lidského melanomu (217). Preneseni gend kédujicich GRO-a, -3, a
—y do immortalizovanych mysich melanocytii vedlo k trvalé expresi GRO v téchto burikach s
transformaci jejich genotypu vykazujici in vitro rist nezavisly na mezibuné&nych spojenich.
Preneseni téchto bundk do Nu/Nu my§f a SCID my3i bylo provazeno tvorbou nadorovych
uzld. Nadory byly vysoce vaskularizovany podobng jako v pfipad€ kontrolnich B16
melanomovych bunék (217). Je-li exprese GRO redukovéna nebo chybi-li zcela, je patrna
vyrazné redukce angiogeneze ndsledovand inhibici nddorového ristu. GRO-a, -3, a-ya
patrné i ostatni ELR'CXC chemokiny maji schopnost se uplatiiovat jako autokrinni ristove
faktory pro melanom i jako U&inné parakrinni medidtory angiogeneze podporuyjici
tumorigenezi a metastazovani (34).

Progrese a riist ovarialniho karcinomu je také zavisly na angiogenezi. DileZita role

mediovani angiogeneze a tumorigeneze lidského ovarialniho karcinomu je pfisuzovana IL-8.
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Bun&&né linie vychdazejici z ovarialnich nadord exprimuji podobné hladiny bFGF, ale lisi se
v expresi IL-8 a VEGF (406). Peritonedlni implantace bunék s vysokou expresi I1.-8 Nu/Nu
my§im byla spojena s &asnym uhynem zvifat. Exprese IL-8 byla vpfimé korelaci
s neovaskularizaci a v inverzni korelaci s pfeZitim zvifat. Naproti tomu exprese VEGF byla
pouze v korelaci stvorbou ascitu. U VEGF a bFGF nebyla potvrzena Zadnd korelace
s nadorovou neovaskularizaci ani s délkou pieZiti (406). Experimentalni nalezy byly doloZeny
i klinickymi pozorovanimi u nemocnych s ovaridlnimi nddory, kdy asciticka tekutina
vykazovala angiogenni aktivitu zavislou na IL-8. Tyto nalezy podporuji pfedstavu, Ze

N sz : . - = r ' ar v r —~ +
v mediovani angiogeneze spojené s ovarialnim karcinomem hraji angiogenni ELR'CXC

Aktivita IL.-8 je napadné zvySena i u nemalobungéného plicniho karcinomu (NSCLC)
a prispiva k podpofe angiogeneze spojené s nadorem (147). Neutralizace CXCL specifickymi
protilatkami rudi na nddorech zdvislou angiogenni aktivitu (338) a rlist nadorn u mysi se SCID
(350), coZ podporuje hypotézu, Ze anglogenni chemokiny hraji roli v podpofe nadorového
ristu in vivo. V experimentu na zvifecim modelu bylo dokdzéno, Ze hladina nddorem
produkovaného IL-8 p¥imo koreluje s tumorigenezi. Zablokovéani IL-8 bylo spojeno s vice jak
40% redukei nadorového ristu a sniZenim frekvence spontinnich metastaz. Potladeni ristu
nadoru a jeho metastazovan{ ptimo korelovalo s redukei angiogeneze. Tyto ndlezy byly dale
potvrzeny studiem n&kolika lidskych NSCLC linii bun€¢k na Nu/Nu mySich. NSCLC bunécné
linie, které konstitutivng exprimuji IL-8, vykazuji vt tumorigenicitu, kterd pfimo koreluje
s angiogenezi.

Krom& I8 byla u NSCLC pozorovana korelace CXC chemokinu ENA-78 s
nadorovou angiogenezi (10). V imunchistochemickém stanoveni korclovala exprese ENA-78
s mikrokapilarni denzitou v nddoru. U my$iho modelu SCID s pienesenym lidskym NSCLC
korelovala exprese ENA 78 s nddorovym ristem. Zablokovani ENA-78 vedlo u SCID mysi
nesoucich NSCLC ke zpomaleni ristu nddoru a signifikantng byl potlafen i rozvoj metastaz.
U inhibice angiogeneze je pozorovana zvy$end apoptéza naddorovych bunék. Pfitomnost
ENA-78 neovlivnila proliferaci NSCLC bunék jak v in vivo, tak v in vitro podminkach.
Deplece ENA-78 nezastavila upln& nadorovy rist. Tato pozorovani nasvédéuji tomu, Ze
angiogenni aktivita NSCLC, ale pravdépodobné i dalSich nadord, je regulovana plsobenim
v&tdiho podtu piekryvajicich se a moZnd nadbytetn& produkovanych faktord pusobicich
soutasné (281, 389).

Tumorigeneze a metastazovani karcinomu prostaty je té% zavislé na angiogenezi. U

pacientfi s karcinomem prostaty byly nalezeny zvySené sérové hladiny IL-8 (175). Hladiny
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IL-8 napadné koreluji se stadiem choroby, ale nezavisi na zménach poméru volného a
celkového specifického prostatického antigenu. Ve skuteénosti kombinace poméru
volny/totdlni PSA a hladiny IL-8 mé&la vy$8 vypovédni hodnotu v rozliSeni karcinomu
prostaty od benigni hypertrofie prostaty. Testovani biologickych vlastnosti riznych linif
bungk lidského karcinomu prostaty prokazalo konstitutivni produkci angiogennich faktord
z rodiny ELR'CXC chemokindi (241). Bylo doloZeno, Ze tumorigeneze linie bungk lidského
karcinomu prostaty, PC-3, je zavisld na IL-8. Zablokovani endogenniho IL-8 inhibuje
nadorovy rdst bundk PC-3 linie. Jind linie bunék lidského karcinomu prostaty, Dul4s,
vyzaduje pritomnost GRO-o. Konsumpce endogenniho GRO-a, ale ne IL-8, redukuje
nadorovy rast, ktery pifimo souvisi s angiogenni aktivitou nadoru. A tak rfizné¢ linie bun&k
karcinomu prostaty mohou vyZzadovat odlisné CXC chemokiny k mediovani jejich
tumorigenniho potencidlu. Podobné nalezy byly uginény u karcinomu Zaludku (180).

U karcinomu prostaty byly signifikantni hladiny CXCL8 pozorovany v nddorovych
buiikich, ale ne v normalnich nebo benignich hyperplastickych butikdch. Sérova koncentrace
CXCL8 a hladiny CXCL8mRNA ve vzorcich po radikalni prostatektomii pozitivné koreluje
s pokrogilosti patologického stadia (369). Zajimavé je, Ze anti-CXCL8 protilatky efektivné
inhibuji tumorigenezi a s nddorem spojenou angiogenezi u bunééné linie PC-3 karcinomu
prostaty produkujicich CXCL8 u mysi s t&%kou kombinovanou imunodeficienci (SCID).
Naproti tomu anti-CXCL1 protilatky inhibuji rist CXCL1 pozitivnich bunék nadorové linie
Dul45 karcinomu prostaty (241).

6.5. Angiostatické (ELR-) CXC chemokiny

Do skupiny angiostatickych CXC chemokind nalezi PF-4 (plateled factor-4), MIG
(monokine induced by interferon-y), interferon-y-inducible protein (IP-10) a stroma cell-
derived factor (SDF-1). Mechanizmus jejich uéinku neni zcela znam.

U SDF-1 neni jednozna¢né, zda blokuje nebo za uréitych podminek podporuje
angiogenezi. Je znamo, %e SDF-1 indukuje in vitro migraci endotelovych bun¢k lidske
pupeéni vény (311). V my$im modelu zvifata s mutaci SDF-1 genu perinatdlné hynou pro
cévni anomalie a srdedni komorové septalni defekty . Je pravdépodobné, Ze se v piipadé SDF-
I jednd o multifaktoridlni regulaéni protein, ktery se navic podili na lymfopocze a
myelopoéze. Mutace CXCR4, receptoru pro SDF-1, vede k poruchdm vaskularizace
gastrointestinilniho traktu, hematopoézy a vyvoje CNS. SDF-1 miiZe sehrat i opa¢nou roli,

miZe tlumit angiogenni aktivitu ELR'CXC chemokindi, bFGF nebo VEGF (34). Piisobeni
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SDF-1 na angiogenezi u nadorovych a chronickych lymfoproliferativnich onemocnénimi neni
dosud detailné objasnéno.

Viechny tii interferony (IFN-a, -B, -y) stimuluji expresi IP-10. Monokine induced by
[FN-y (MIG) je indukovin pouze IFN-y. Nedavno byl naklonovan novy ¢len CXC
chemokinové rodiny, INF-inducible T cell alpha chemoattractant (I-TAC), ktery je indukovan
pfedeviim IFN-y. I-TAC, podobné jako [P-10 a MIG inhibuji vaskularizaci na mySi rohovee
po pisobeni ELR'CXC chemokind nebo VEGF. Tyto nalezy ukazuji, Ze vSechny
interferonem indukované ELR-CXC chemokiny mohou pisobit jako silny inhibitor
angiogeneze. Proto¥e syntéza IFN-y je regulovéna IL-18 a IL-12, reguluji tyto cytokiny
prostfednictvim IFN-y i funkce ELR'CXC chemokinii a jejich receptorii. Indukei TFN-y
uplatiiuji IL-12 a IL-18 dilezity vliv na produkci IP-10, MIG, a I-TAC. Naslednd exprese
ELR'CXC chemokinti pfedstavuje zakonleni regulatni dréhy, ktera sméfuje k inhibici
angiogeneze indukované interferony. ProtoZe se viechny tfi interferonem-indukované ELR®
CXC chemokiny specificky vaZou na receptor CXCR3 a exprese CXCR3 mRNA je
asociovana s endotelovymi bufikami, je CXCR3 povaZovan za hlavni receptor inhibice
angiogeneze mediované ELR'CXC chemokiny (343).

Biologicky u¢inek chemokinu PF4 inhibovat angiogenezi je dan schopnosti vazat se
na glykosaminoglykany (GAG; heparin a heparan sulfat). PF4 inhibuje migraci a proliferaci
endotelovfch bungk in vive stimulovanych bFGF a VEGF. Systémové injikovany
fluoresceinisothiocyanatem (FITC)-znadeny PF4 se selektivné vaze k endotelu pouze v misté
s aktivni angiogenezi (124). Tento nélez dokladé, Ze tvorba mikrovaskulatury je hlavni
biologicky tGéinek u PF4 v pribéhu angiogeneze. Ukézalo se, Z¢ PF4 inhibuje bFGF a
VEGFgs kompetetivni vazbou najejich receptory. Jinym mechanismem je tvorba
heterodimers PF4-bFGF a PF4-VEGF ¢s. Pied funk&ni vazbou na receptor musi bFGF projit
dimerizaci za pFtomnosti endogenniho heparinu. PF4 se vdZze k bFGF a brani tak bFGF
dimerizaci a nasledné vazbé na receptor. Schopnost vazat heparin ma i VEGF¢5. PF4 blokuje
VEGFjes vazbu na endotelidlni VEGFR podobnym mechanismem, kiery je popsan u bFGEF.
Schopnost PF4 tvofit heterodimery s bFGF a VEGF¢s, které pak nejsou schopny se¢ vazat na
piislugné receptory, je jednim z moZnych mechanismi inhibice jejich biologické aktivity.
Nelze vyloudit, Ze PF4 miZe inhibovat angiogenezi dal$imi mechanismy (159).

Inhibi&ni efekt PF4 popsany u VEGF 65 neni pozorovan u VEGFi2;. VEGF 3| nepatfi
na rozdil od VEGF s k heparin-vazajicim proteindm. PF'4 ani nevytvafi heterodimery s
VEGF,1, ani kompetitivng neinterferuje s vazbou na VEGF 1) receptoru. Presto PF4 piimo

inhibuje VEGF2;-indukovanou proliferaci endotelovych bungk. Tyto nalezy nasvédCuji

43



tomu, ¥e musi existovat dal§f mechanismy, kterymi je dosazeno PF4 mediované inhibice
mitogenni stimulace endotelovych bungk. Agkoliv dosud nebyl objeven specificky receptor
pro PF4, plsobenim PF4 dochizi k zastaveni bunéfného cyklu endotelidlnich bun¢k
v ptechodu G1 do S faze (120). PF4 muize inhibovat rizné mitogeny endotelovych bunék a
uplatiiovat svij vliv riznymi mechanizmy (112). Lze predpokladat, Ze podobnymi
mechanizmy budou piisobit i ostatni ELR'CXC chemokiny, protoZe naptiklad IP-10 vykazuje
kompetici ve vazbé s PF4 s inhibici proliferace endotelovych bungk. To podporuje pedstavu,
ye interferonem-indukované ELRCXC chemokiny mohou mit stejny nebo podobny
mechanismus zpétnovazebné regulace pro bFGF, VEGF, EGF a ELR'CXC chemokiny.

ELR'CXC chemokiny maji na rozdil od ELR'CXC chemokinli angiostatické
vlastnosti. Zesilena exprese IP-10 a MIG byla nalezena v nadorech, ktere vykazovaly
spontanni regresi a korelovala s insuficientni angiogenezi. V pokusu na Nuw/Nu mysich
blokovaly jak IP-10, tak MIG réist Burkittova lymfomu po intratumoralni inokulaci. Podobné
jako u vé&tiiny solidnich nadord je neoangiogeneze nezbytnou podminkou ristu lymfoma. Oba
chemokiny vedly po intratumordlni aplikaci k vyrazné redukci nadorové angiogeneze,
projevujici se kapildrnim podkozenim a nadorovou nekrdzou (320). A&koliv oba aplikované
chemokiny, IP-10 a MIG, zérovefi indukovaly vstup mononuklearnich bungk prostfednictvim
CXCR3, schopnost IP-10 a MIG blokovat nadorovou angiogenezi a navodit regresi nadoru je
proces nezavisly na T lymfocytarni odpovedi (244).

Exprese IP-10 ve vzorku NSCLC byla v porovnani se zdravou plicni tkani
signifikantng vy$& (11). Zvygeni IP-10 u lidského NSCLC je zptsobeno vy3si hladinou IP-10
u squamosniho bun&&ného karcinomu (SCCA) ve srovnani s adenokarcinomem. Rozdil v
sérovych hladindch a expresi IP-10 uSCCA a adenokarcinomu je zklinického i
patofyziologického hiediska zajimavy a vysvétluje odliSné biologické chovani téchto dvou
typtt NSCLC. Délka pieziti je kratdi, metastaticky potencial vyssi a angiogeneze intenzivngjsi
u adenokarcinomu ve srovndni s SCCA plic. Tato klinicka pozorovani byla ovéfena i na
mys$fm modelu, kdy SCID mysim byly inokulovany buiiky bud’ adenokarcinomové nebo
SCCA linie. Produkce IP-10 butikami adenokarcinomu a SCCA korelovala inverzné
s nadorovym ristem (11). Sérové hladiny IP-10 byly u SCCA signifikantn® vy33i oproti
adenokarcinomu a u zvifat s adenokarcinomem vznikaly spontinni metastazy. V navazujicim
pokusu byly SCID mysi s SCCA lé€eny neutralizujicimi anti-IP-10 protilatkami, které vedly
k akceleraci ristu nadoru. Naproti tomu u zvifat s implantovangmi adenokarcinomovymi
buttkami doglo po intratumoralnim podani IP-10 k redukei jak velikosti primarniho loZiska,

tak sni¥eni podtu metastdiz. Uvedené zm&ny nekorelovaly s infiltraci neutrofily nebo
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mononuklearnimi buitkami (makrofigy a NK butikami) a lze je pfimo pfisoudit inhibici

angiogeneze asociované s nadorem (34).

7. KARCINOM LEDVINY

Maligni nadory ledvin pfedstavuji 1-2% viech malignich tumord. V 85% se jedna o
renalni karcinom, ktery je vysoce vaskularizovanym nadorem. Je typicky tim, Ze asnym
stadiim tohoto nadoru chybi varujici klinické ptiznaky. V okamzZiku stanoveni diagnozy jsou
pfitomny vzdalené metastazy u 20-3O%Ipacientf1. Po nefrektomii se metastazy objevuii az ve
30% do 2 let (pfedeviim stadia T3a, b, ¢). Pouze 10% nemocnych s diseminovanym
onemocndnim mé Sanci na pétileté preziti (49, 83, 408).

Zakladem je 1é&ba chirurgickd - provedeni nefrektomie, parcialni resekce ledviny €i
enukleace tumoru, chirurgické odndti resekabilnich metastiz. Karcinom ledviny neodpovida
dobie na tradiéni systémovou 1é¢bu, je chemo- a radiorezistentni. Sporadicky pozorovana
regrese metastaz vedla k zavedeni imunoterapie karcinomu ledviny, pfi které jsou vyuZivany
interferon alfa a interleukin-2. Oba preparaty vykazuji nizkou, ale pfesto reprodukovatelnou
odpovad’ na 1é8bu u 10-20% pacientii s tim, Ze dlouhodob4 odpovéd’ je pozorovana méne nez

u 5% pacientt (379).

7.1. Von Hippel-Lindau (VHL) nemoc

Je autosomélné dominantni onemocnéni, které je asociovino s rlznymi tumory a
cystami v CNS a visceralnich organech (hemangioblastomy retiny a CNS, pheochromocytom,
renalni karcinom, renalni cysty a pankreaticky cystadenom) (226, 324). Hlavni pfi¢inou
rozvoje onemocnéni je inaktivace VHL tumor - suprimujiciho proteinu a ztrata funkce VHL a
Elongin BC (VBC) komplexu, z &choZ vyplyva zirata odbourdvani HIF (hypoxia-inducible
factor). Hromad&ni HIF je diileZitym krokem v rozvoji angiogennich tumoriL.

Jméno VHL nemoc je odvozeno od autord dvou &lanki. Prvni byl publikovan vr.
1911 (autor Hippel), druhy v roce 1926 (autor Lindau). Melmon a Rosen vyslovili myslenku o
VHL nemoci vroce 1964. Geneticky vyzkum provedl Latif a kol. Odpovédny gen byl
identifikovan jako VHL tumor - suptimujici gen vroce 1993. Je lokalizovan na 3p25-26
chromozomu (202).

Klinicky se rozlifuje typ bez (typ-1) a s pFitomnosti pheochromocytomu (typ-2) (324).
Typ-2 se d&li jesté do 3 kategorii: typ 2A s pfitomnosti pheochromocytomu a dalgich CNS

hemangioblastomti, bez pitomnosti renalniho karcinomu a typ 2B, u kterého jsou pfitomny
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hemangioblastom, rendlni karcinom a jiné CNS tumory. Neddvna myslenka je typ 2C, ktery

piedstavuje pfitomnost pouze pheochromocytomu.

7.2. Angiogeneze u RCC

Citlivost bundk k hypoxickym staviim a transkripce angiogennich faktord se zvySuje
pfi mutaci VHL (von Hippel-Lindau gen) genu (176, 255).

U sporadickych rendlnich karcinomi byla delece alely VHL genu prokazana v 84-98%
(148, 271, 398). Tento gen fadime mezi tumor-suprimujici geny. Je tvofen 3 exony a nachazi
se na chromozomu 3p25-26. Mnozi autofi prokézali mutaci zbyvajici alely (pozorovéna u 34
a¥ 57% svétlobundénych renalnich karcinomi) (43, 110, 186, 296, 299, 327). Inaktivace genu
VHL miiZe byt zpiisobena i metylaci cytosinu a guaninu v DNA. VHL gen je metylovan u 5
az 19% svétlobundinych rendlnich karcinomt. VHL protein je tvofen 213 aminokyselinami.

Za fyziologickych podminek véd?e VHL protein HIF-o (hypoxia-inducible factor)
piimo a destabilizuje je, podporuje jeho odbourdvani a destrukci. Ztrata funkéniho VHL
proteinu vede ve svém diisledku k hromad&ni HIF-o. (164, 176). Hypoxii indukované faktory
HIF jsou heterodimerické transkripéni faktory, které piepisuji dileZité proteiny za
hypoxickych podminek. Skladaji se z a a p neboli ARNT (arylhydrocarbon receptor nuclear
translocator) podjednotek (118, 155, 310, 381). Kazda podjednotka ma tfi isoformy. Skupina
HIF-¢. zahrnuje HIF-1a, HIF-2a a HIF-3a. HIF-B isoformy zahrnuji ARNT, ARNT2 a
MOP3 (member of PAS protein3); nejvice rozsifena v tkanich je ARNT. Aktivita HIF je
regulovédna o podjednotkou, B podjednotka je konstitu¢né vyjadiena v jadfe. HIF jsou
piftomny ve vech tkanich, jsou degradovdny VHL a Elongin BC komplexem za normélniho
tlaku kysliku, ale ne v hypoxickych podminkich. Inaktivace VHL tumor-suprimujiciho
proteinu, ztrita funkce uvedeného komplexu a z toho plynouc ztrata odbouravani a nasledné
hromad&ni HIF-o vede k rozvoji vaskularizace tumord (191, 324). Disledkem je vysoka
hladina neodbouraného HIF-a, kterd je pii¢inou zvySovani transkripce VEGF, PDGF-3, TGF-
o a B (195) (obrd.7). Tim se vysvétlyje bohatd mikrovaskuldrni sit’ a akcelerovany rist
renlniho karcinomu a dalgich nadort spojenych s mutaci VHL (napf. hemangioblastom a
pheochromocytom).

HIF-o. je kliSovym reguldtorem hypoxické odpovédi mnohobunéénych organismi
(57). Za normoxickych podminek je HIF-o hydroxylovan na dvou prolinovych koncich

prolinovou hydroxyldzou a na asparaginovém konci asparaginovou hydroxylazou. Rozsah
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zévisi na tenzi kysliku. Hydroxylace zajisti vazbu HIF-o s VHL proteinem, coZ podpofi
odbourani HIF-o pisobenim protedz. VHL protein se véaZe prostiednictvim Elongin B a C na
Cul 2 protein (protein z rodiny cullinovych ligaz). RING-box protein Rbx1 pak slouzi jako
ubiquitin transferdza pro VHL skp-cullin-F-box protein (SCF komplex) (56, 164).

Hydroxylace asparaginovou hydroxyldzou blokuje vazbu HIF-o s transkripnim
koaktivatorem p300.

Chyb&ni VHL proteinu a hypoxie vedou ve svém disledku ke stejnému efektu -
zvygeni VEGF. V pifpadé chybéni VHL proteinu se hromadi HIF-a, pfechazi do jadra, vytvari
heterodimery s HIF-p a aktivuje transkripci HREs (hypoxia-response elements), které jsou
soudasti gend kédujicich napt. VEGF. Za hypoxickych podminek neni HIF-o hydroxylovan,

nemize vazat VHL protein a opét se v butikdch hromadi (obr.¢.8 ).
7.3. Terapie RCC

7.3.1. Uloha nefrektomie

Benefit nefrektomie provedené pted imunoterapii byl prokazan v randomizované
studii SWOG (105). Pacienti s operabilnim metastazujicim renalnim karcinomem byli
randomizovani do dvou ramen: sokamZitou 1é¢bou IFN-o. nebo provedeni radikalni
nefrektomie s naslednou 1é&bou IFN-o.. Mezi lednem 1991 a fijnem 1998 bylo zafazeno 246
pacientti. Medidn preZiti byl signifikantné zvySen v rameni s provedenim nefrektomie, ale
procento odpov&di na podani IFN-a. bylo nizké, okolo 4% v obou ramencch. To spiSe
napovidalo, e del3{ preziti bylo spife diky odejmuti nddorové masy, ne vlivem chirurgického

zakroku na lé¢bu [IFN-a.

7.3.2. Imunoterapie

Primarni farmakologickou 1é&bu pro pacienty s metastazujicim karcinomem ledviny
piedstavovala dosud imunoterapie (20, 60, 349). Vedle interleukinu-2, jehoZ u&inek je
zprostredkovan aktivaci bunék imunitnfho systému (214), se klétbe metastatického
karcinomu ledviny uZivé interferon-alfa.

Vhodnou dévkou IFN-a. s maximalnim efektem a nizkou toxicitou se jevi ddvka 5-
20x10° TU/den (253).

Monoterapie IFN byla uZita asi v 50 klinickych studiich v rAmci lé¢by metastazyjiciho

RCC. Mira odpovédi u téchto pokusd byla mezi 0% a 50%, v priméru piiblizné 15% pro
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IFN-a a 10% pro IFN-y. Nebyl prokazan rozdil v odpovédi na lé¢bu metastazujiciho RCC
mezi rlEN-02a nebo rIFN-a2b (315). Rlizna schémata podavéni (kazdodenni davky méng nez
5, 5-10 a vice neZ 20 milionfl jednotek denn&) neprokazovala statisticky vyznamné rozdily ve
vysledcich, Retrospektivni analyza prognostickych znaki v odpovédich nasvédCovala, Ze
provedeni nefrektomie pfed zahajenim 1é¢by a generalizace pouze do plicniho parenchymu
byl znakem pro lepéi vysledek. Celkovy vykonnostni stav je jinak dileZitym prognostickym
faktorem odpovédi na lé€bu (152).

Mnohé randomizované studie byly publikovany s cilem kvantifikovat benefit 1éCby
IFN-o. u RCC. ,Medica! Research Council Renal Camcer Collaborators” randomizovali 350
pacientii s RCC mezi IFN-02b a medroxyprogesteronacetatem. PiedbéZnd analyza v dobe,
kdy byly kdispozici Gdaje o &asu do progrese u 335 pacientil, ukazovala statisticky
signifikantni zlepSeni medianu preZiti ve skuping 1é¢ené IFN-at (152).

Mnohé studie se pokousely zlepsit efekt IFN-o kombinaci s jingmi preparaty.

Pyrhonen a kol. prospektivng randomizovali 160 pacientli s lokalné pokro¢ilym nebo
metastazujicim RCC mezi samotnym vinblastinem a kombinaci vinblastinu s IFN-02a po 12
mésici nebo do progrese choroby (286). Mira odpovédi i median pfeZiti byly lep3{ ve skupine
pacientl 1é€enych IFN-a.

Na podklad® preklinickych dat potenciace antiproliferativniho w€inku a efektu
diferenciace piidanim 13-cis-retinové kyseliny k IFN-a byla provadéna studie s 320 pacienty
(1), randomizovanymi do dvou skupin. Prvni skupina byla lé¢ena monoterapii IFN-o v ddvee
9 mil. IU denng, u druhé skupiny byly pfidany retinoidy v davee 1mg/kg/den. Pacienti byli
léteni do progrese choroby nebo rozvoje toxicity. Tato studie prokazala minimalni
signifikantni zlepgeni v celkovém preZiti (17,3 mésich vrameni s kombinovanou lé¢bou
oproti 13,2 mésici vrameni smonoterapii IFN-a). Daldi dvé studic vSak neukazuji
prodlouzeni pieZiti v rameni skombinovanou lé¢bou (19, 250). Studie Motzera a kol.
randomizovala 284 pacientd do dvou skupin, uZivajicich bud’ IFN-o nebo IFN-o s retinoidy.
Nebyl zjidtén statisticky vyznamny rozdil v podtu odpovédi na 1é¢bu, doby do progrese ani
pfezit{. Pacienti 1éZeni retinoidy viak zaznamenali del$i trvani odpovédi na 1&¢bu (33 oproti
22 mésictim) (250).

Kombinace IFN-a a IL-2 byla intenzivné studovéna u pacientd s metastazujicim RCC.
Faze I a II studii vykazovaly miru odpovédi v priiméru 20%, s 5% kompletnich remisi (48).
Schéma 16&by, davky cytokinil, kritéria pro vyb&r pacientl a kritéria odpovédi se mezi

studiemi 1i8i.
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Atkins a kol. ve fazi II studie rozdé&lil pacienty na skupinu, kterd dostavala pouze IL-2
a skupinu lé&enou IL-2 i IFN-a.. Po 28 pacientech vstoupilo do kaZdého ramene, ale rameno
kombinované 1é&by bylo uzavieno pro neuspéch vyhovét ofekdvanym vysledkim lécby.
Dodatené bylo do ramene monoterapie IL-2 zafazeno 43 pacientil. Odpoveéd byla u 3 z28
pacientti (11%) na IL-2/IFN-¢ a u 12 z 71 (17%) pacienti na samostatném IL-2 (17).

Francouzska skupina (Negrier a kol.) randomizovala 425 pacienti s metastazujicim
RCC na skupinu lé¢enou kontinualni infuzi IL-2, s.c. injekcemi IFN-02a, nebo obojim (260).
U pacientd s kombinaci obou 1€k bylo vyznamn& vy$si procento (18,6%) odpovédi na lé¢bu
ne¥ u monoterapii (u IL-2 6,5%, u IFN-o. 7,5%). Ale mira pfeZiti se vyznamné neliSila. Také
dal$i studie probihaly k porovnani efektu monoterapie ¢i kombinované terapie vytokany (41,
135, 154, 210, 219). Protoze mnohé dal§i studie neprokézaly vyhodu v pfeZiti na
kombinované 1é¢bé cytokiny, nelze ji doporuiit jako standardni 1é¢bu.

Cengna je kombinace IFN-a, IL-2 a 5-FU u metastazujiciho RCC. In vitro studie
dokazuji zlepSeni GEinnosti 5-FU, kdyZ je podavan v kombinaci s IFN-a (143, 243). V fad¢
dalgich studii bylo celkové procento odpovédi piiblizng 30% (48, 84, 94, 114, 138, 265, 317,
318). Nékteré monocentrické studie uvadély odpovéd na 1éébu az u vice nez 40% pacient,
multicentricka studie SWOG zjistila odpovéd’ pouze u 9% pacienth (93).

Negrier a kol. randomizovali 131 pacientd mezi IL-2, IFN-o a IL-2, IFN- a 5-FU, a
nezjistii signifikantni rozdil mezi ob&ma lé&ebnymi rameny (260). Atzpodien a kol
randomizovali pacienty mezi skupinu 1ééenou Tamoxifenem a skupinu lé€enou IL-2, IFN-o. a
i.v. 5-FU. Nasli vysoce signifikantni zlep¥eni v mife odpovédi a pieZiti v kombinovaném
rameni (18). V dal$i studii porovnavali ramena se s.c. podanim IFN-a2a, IL-2 a i.v. 5-FU,
rameno v ném¥ byla navic podavana p.o.kyselina cis-retinova a rameno léCené kombinaci
TFN-o2a a vinblastinu (19). Vysledky Atzpodienovy studie jsou povzbudivé, ale vzhledem
k absenci potvrzujicich studii, jsou nedostatetné ke stanoveni IL-2, IFN-a a 5-FU jako
standardni 1é¢by RCC.

Vyhodn&jsi farmakokineticky profil nabizeji pegylované interferony. Po subkutannim
podani vykazuji prodlouZenou absorpci a prodlouZeny biologicky polocas. Motzer a kol.
sledoval efektivnost, toxicitu a farmakokineticky profil peginterferonu-o. 2a u pacientd
s pokrodilym rendlnim karcinomem. Efektivnost a tolerance byla kvalitativné stejna jako u
standardniho IFN-o a nezadouci uginky byly vétS§inou mirné intenzity (251).

Pro adjuvantné podévany IFN-a u pacientil po nefrektomii s vysokym rizikem vzniku

recidivy onemocnéni (napf. invaze dolni duté Zily, regiondlni lymfatické metastazy) nebyl
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zatim prokdzdn pozitivni efekt ve smyslu deldiho pieziti, takZe v souasné dob€ neni
adjuvantni imunoterapie po nefrektomii indikovana a standardnim postupem jsou opakovana

vySetfeni umoziiujici ¢asny zachyt progrese RCC.

7.3.3. Terapeutické perspektivy

Angiogeneze je vysoce koordinovany proces, ktery je regulovan mnoholetnymi
interakcemi angiogennich a angiostatickych faktord. Experimenty na transgennich a knock-
autovanych mysich dokdazaly, Ze alterace jednoho z téchto regulaénich mechanizmi dsti do
letalniho fenotypu. Na drubou stranu zaméfeni pro- a anti-angiogennich molekul nabizi tak¢
velky potencial pro lé&ebné snahy, napf. 1é8ebna angiogeneze pro formovani kolateralnich cév
pii 16€bé ischemické cévni nemoci. Velké odekavani jsou vkladana do antiangiogenni 1écby u
chorob s nezadouci novotvorbou a zvy$enym formovanim cév (224).

V preklinickych a klinickych studiich je testovano nékolik strategii, jak indukovat
angiogenezi (117, 125). Mnohé zt&chto studii jsou zaloZeny na vneseni informace pro
angiogenni faktor, hlavné VEGF, do postizené¢ tkdng. S piihlédnutim ke komplexité
angiogenniho procesu je nepravdSpodobné, Ze transgenné zvySend exprese jednoho
samostatného faktoru, VEGF nebo jiného, je schopna dostate¢né intenzivné indukovat
formovani nové funkéni cévni sité u ischemickych nemoci. Tato teorie je navic podporovéana
nedavnymi studiemi systémové sklerézy (sclerodermie). U pacientd stouto nemoci jsou
hladiny VEGF ve srovnani se zdravymi jedinci signifikantné zvySeny. Navzdory zvySenému
regulaénimu tlaku tohoto silného stimuldtoru angiogeneze nedochézi k dostateCnému
formovani novych cév (77). Navic neni zndmo, zda lé¢ebna aplikace angiogennich molekul
mtiZe podporovat pfechod in situ nador v nekontrolovang rostouci proces nebo akcelerovat
aterosklerdzu cév (53, 54).

Pro lé&ebnou inhibici angiogeneze existuji dva zakladni rozdiiné pfistupy. Cilem miize
byt potlaeni syntézy angiogennich faktord a nasledné sniZeni exprese jejich molekul nebo
terapeutické vyuZiti inhibitorG angiogeneze (344). Antiangiogenni 16¢b& jako nové lé¢ebne
modalité nddorovych onemocnéni jsou vénovany prvni klinické studie. BohuZel, vysledkem
mnohych téchto studii je pouze parcialni, ne kompletni remise s redukei nadorové hmoty. Z
pohledu dlouhodobé prognézy je tento vysledek nedostacujici vzhledem k riziku relapsu
nadoru i z malého podtu rezidudlnich bungk. Kromé& toho mnohé nadory produkuji Siroké
spektrum angiogennich molekul. Z toho diivodu miZe niddor kompenzovat inhibici jedné

molekuly zvy$enou regulaci jinych angiogennich faktort (53, 54, 62).
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7.3.4. Antiangiogenni lécba u RCC

Vzhledem k zdkladnimu faktu, Ze svétlobunéény karcinom ledviny je vysoce
vaskularizovany tumor, charakterizovany deregulaci HIF-1lo, VEGF a daldich angiogennich
riistovych faktord (134, 149, 153, 262, 314, 336, 390, 397, 410), je antiangiogenni lécba u
tohoto nadoru povazovana za perspektivni (86).

Antiangiogenni 1éky obecné zahrnuji velkou skupinu molekul s riznym mechanismem
ti¢inku. Mohou byt rozdéleny do dvou zakladnich skupin: na pfimé a nepfimé inhibitory
angiogeneze. P¥mé inhibitory angiogeneze blokuji cestu angiogeneze, zatimco nepiimé
inhibitory v&t§inou antagonizuji biologickou aktivitu angiogennich faktord, interferuji s jejich
produkei &i biologickou aktivitou, nebo aktivitou jejich receptort (136, 287).

Ptikladem jiné klasifikace je déleni na pét rozdilnych typd (25):

1. inhibitory angiogennich faktord (bevazicumab; interferon-a)

2. inhibitory protedz, které ovliviiuji remodelaci extracelularni matrix (MMP inhibitory)
3. inhibitory proliferace aktivovanych endotelii (endostatin, thalidomid, TNP-470)

4. inhibitory adhezivnich molekul (SCH221153)

5. latky interferujici s generaci angiogennich molekul nebo s receptorovou aktivitou (SU5416)

Mnohd klasickd cytostatika maji rovnéz antiangiogenni efekt, ktery byl
pravdépodobng roky vyuZivén, aniZ bychom si ho byli v&domi (287). Mezi klasicka
cytostatika s pisobenim proti endotelovych buiikdm, ktera jsou vyuZivana u renalniho
karcinomu, patfi z alkaloidd vinblastin, z antimetabolit 5-fluorouracil (5-FU).

Dilezitym lékem, ktery je vyurivan v 16Eb& rendlniho karcinomu a u nchoz je
vyuzivéna vedle antiproliferatnich vlastnosti (zvlast€ na nédorové buiky) teZ schopnost
regulace bundiného ristu, diferenciace, tumorigenicita a inhibice mnohych krokli
angiogeneze, je interferon-o.

Interferony patif mezi nejznaméjsi endogenni inhibitory angiogeneze (108).
Interferon-o a P se déli o spoledny receptor (typ 1 interferonového receptoru) a vyvolavaj
obdobnou bun&inou odpovéd’. Nekteré bunééné reakcee viak mohou byt stimulovéany jen IFN-
B (interferon-B), pravdépodobn¢ fosforylaci s receptorem asociovaného proteinu, ktery
reaguje vyhradné s IFN-f3.

IFN-¢, zastavuje proliferaci endotelu indukovanou FGF (334). IFN-y rovn¢z inhibuje
proliferaci endotelu. Oba vykazuj{ cytostaticky efekt k endotelovym buiitkam drobnych

kornich cév, endotelifm lidskych kapilar. Systémové podani rekombinantnich interferont
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vykazuje antiangiogenni plsobeni u vaskularizovanych nadori (hemangiomy, Kaposiho
sarkom, karcinom moéového mé&chyfe) (104). Tyto nadory rovnéZ vykazuji vysokou hladinu
bFGF, kterou lze detekovat v mo&i & krvi pacientll. IFN-a a IFN-B, ale ne IFN-y, smiZuji
transkripei BFGF mRNA a expresi proteinil na lidskych karcinomovych butikach (104).

V piipadé renalnich karcinomt jsou v klinickym studiich zkouSeny niZe uvedené

antiangiogenni léky. Mista jejich zésahu jsou zndzornény na schématu ¢&.2.

Thalidomid

Udaje o v§zkumu thalidomidu prezentovali D"Amato, Figg a Dreicer. Byla vyslovena
hypotéza, Ze teratogenni efekt této latky spodiva v antiangiogennim plsobeni, které lze
prokézat in vitro (64). Thalidomid pferuSuje procesy mediované bFGF a VGEF (92) a
indukuje apoptézu v existujicich novotvofenych cévach, sniZuje expresi TNF-o a IL-10
(interleukin-10) (25). Byly popsany odpovedi pii jeho podéani u renélniho karcinomu, ovsem
nasledné studie prokazaly procento objektivni odpovédi jen pod 5% (97, 251). Klinické studie
zaméfené na to, zda thalidomid je schopen zmensit progresi renélniho karcinomu, jeSt€ nebyly
dokon&eny. Mezi ne¥adouci uinky patif zicpa, Gnava, neutropenie a tromboembolické
komplikace (8, 90, 298).

Probiha nékolik studii s kombinovanou lé¢bou (8). D’Amato prezentoval poznatky o
16¢b& pacientd s rendlnim karcinomem trojkombinac{ interferonu-o, capecitabinu a
thalidomidu. V malé studii bylo pozorovano 5 parcidlnich odpovédi mezi 27 pacienty.
Odpovéd byla lepsi ne pti 166bé interferonem-o v monoterapii. Kombinovand I€écba nesla
vy3§i riziko tromboembolickych komplikaci (u p&ti pacientd vznikla hluboka Zilni tromboza).
Studie, zahrnujici 1é&bu gemcitabinem, 5-FU a thalidomidem, prokazala 43% hlubokych
Zilnich trombdz a plicnich embolizaci (72).

U rendlniho karcinomu je té% zkousena 1é¢ba dvojkombinaci interferonu a thalidomidu
(91). Vychéazi se ze zkuSenosti s 1é¢bou interferonem-o a z poznatku, Ze nizce davkovany
interferon inhibuje bFGF na preklinickych modelech.

Dale se u pacientdl s renalnim karcinomem zkou$i dvojkombinace interleukinu-2 a
thalidomidu (170, 173). Vyuziva se zde spi§ vlivu thalidomidu na imunitni funkce nez
antiangiogenni efekt. Budou nutné dalsi studie, které by potvrdily & vyvrétily tato

pozorovani.
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Bevacizumab (Avastin) (223, 299, 296, 400)

Bevacizumab je humanizovand monoklonalni protilatka zkouSend rovnéZ u rendlniho
karcinomu, zamifena proti viem subtypiim VEGF s vyhovujicim poloasem rozpadu 2-3
tydny. Randomizovand studie u pacientd refrakternich viigi 16€b& IL-2 prokazala signifikantni
prodlouzeni &asu do progrese (401). V této dvojité slepé randomizované studii bylo podavano
placebo, nizké davky (3mg/kg) a vysoké davky (10mg/kg) bevacizumabu. Cty¥i z 38 pacientli
ve vysokodavkovaném rameni méli objektivni odpovéd, Zadnd nebyla pozorovana u
zbyvajicich dvou v&tvi. Medidn do progrese ve vysokodavkovaném rameni byl 6 mésicd,
v placebovém rameni 3 mésice. Hlavnimi neZadoucimi uEinky jsou hypertenze a
asymptomaticka proteinurie.

V randomizované klinické studii faze IIT AVOREN, do které bylo celkem zafazeno
649 pacientl, byla porovnavdna lé¢ba samotnym IFN-o a létba kombinaci IFN-a
s bevacizumabem. Vysledky vyznély ve prospéch ramene s kombinovanou lé¢bou jak v délce
obdobi do progrese, tak v poétu objektivnich 1é&ebnych odpovédi. Rozdily v celkové dobg
pieziti nebyly v dob& analyzy signifikantni (96).

Bevacizumab je indikovén v kombinaci s IFN-o jako 1éEba prvni linie u pacient
s pokro¢ilym nebo metastatickym karcinomem ledviny s dobrou a stfedni prognozou dle
MSKCC kritérii.

Bevacizumab je v sougasnosti dale uzivan v 1é¢bé karcinomu prsu, nemalobun&éného

karcinomu plic a karcinomu kolorekta.

Erlotinib (Tarceva)

S ohledem na efekt této latky a zvySenou expresi VEGF, TGF-o a PDGF-f u
svétlobungééného rendlnftho karcinomu, byla provedena multicentrickd studie faze Il
kombinujici anti-VEGF monoklonalni protilatku bevacizumab s ordlnim EGFR inhibitorem
erlotinibem (122, 209). Kritériem zafazeni do této studie byla pfitomnost metastazujiciho
RCC (s nejméné 75% svétlobun&tnou komponentou) a maximalné jedna predchozi systémova
terapic. Lécba sestavala z intravenozné podavaného bevacizumabu 10mg/kg kazdé 2 tydny a
crlotinibu 150mg denné oralnd. Zafazeno bylo 63 pacientd. 92% pacienti dostavalo 1écbu
alespoii 2 mésice.

25% 759 hodnotitelnych pacientd mélo objektivni odpovéd’ (jedna kompletni
odpovéd, 14 parcialnich odpovédi) dle RECIST; dalSich 36 pacienti (61%) mélo stabilni
chorobu a 13 pacientii (22%) se stabilni chorobou vykazovalo objektivni regresi nadoru, ale

nesplnilo RECIST podminky pro parcidlni odpovéd’. Pii 15 mesi¢nim follow up byl median
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piezitl bez progrese (PFS) 11 mésicil. V pokratujicim sledovani byl 12 a 18 mésicni PFS 43%
a 26% nemocnych. Medidn celkového preZiti vice neZ 20 m&sicti vychazi lépe v porovnani
s medianem celkového preziti 13 mésicti u IFN-u v prvai linii u 463 pacientd, shromézdénych
nékolika klinickymi studiemi (248). Toxicita 3 a 4 stupné zahrnovala rash (13%), prijem
(13%), nausew/zvraceni (10%), hypertenzi (8%) a krvaceni (6%). Vysledky poskytuji diikazy,
7e cilena lé&ba proti obéma VEGF a EGFR miZze byt efektivni strategii u RCC.
Randomizovana faze II studie s bevacizumabem a erlotinibem nebo placebem se dokoncuje.
Piedbéyné odhady ukazuji, Ze ptidani Tarcevy k Avastinu vede v PFS a stupni odpovédi
k podobnym vysledkéim dosaZzenym pfi podéni samotn¢ho Avastinu (376).

Erlotinib je v soutasné dobg& dale uzivan v 1é¢bé nemalobunétného karcinomu plic a

karcinomu pankreatu.

SU11248 (Sunitinib, Sutent)

SU11248 je mald molekula inhibitoru tyrozinové kindzy (13, 296, 299). Vykazuje
protinadorovy a antiangiogenni efekt zablokovanim tyrozinovych kindz asociovanych
s VEGFR-2, PDGFR-B, KIT, RET a FLT3 (230, 335). Tyto receptorové kindzy aktivuji
vazbou piistu§ného ligandu na jejich transmembranovy konec nékolik intracelularnich
procestl, vedoucich k proliferaci, diferenciaci a inhibici apopto6zy. Preklinické studie ukazaly,
¥e jednorazové podani této latky vede k 16-ti hodinové inhibici kinazové aktivity (263).

Ve dvou nezavislych ramenech multicentrickych studii faze TI Motzer a kol. ukazali
vysledky podavani SU11248, 50mg denn€ u pacientl s metastazujicim RCC, u kterych
selhala cytokinova lé&ba IL-2 nebo IFN (249). Pacienti s dobrou nebo stiedni prognodzou
dostali 16&bu v 6-tydennich cyklech, se 4 tydny 1éEby a 2 tydny bez 1é&by. Do studie bylo od
ledna do &ervna 2003 zatazeno 63 pacientii a od tnora do listopadu 2004 dalsich 106
pacientu.

V prvnim rameni (studie 1) (63 nemocnych) byla parcialni 1é¢ebné odpovéd v souladu
s RECIST (Response Evaluation Criteria in Solid Tumors) 40%. Signifikantni podet pacientl
(27%) mélo stabilni chorobu vice neZz 3 mésice a 33% mélo bud progresi nebo stabilni
chorobu méné ne¥ 3 mésice trvani (nebo nebylo hodnotitelné) jako jejich nejlepsi odpoved. U
25 odpovidajicich pacientll byl median trvani odpovédi 12,5 mésice (rozsah 2,3-19,4 mésict),
osm &asteénych odpovedi bylo bez progrese vice neZ 21-24 mésict od zadatku [6¢by. Median
gasu do progrese (TTP- time to progression) byl 8,7 meésictl, medidn pieZiti 16,4 mésice.
Nezadouei udinky byly stupné 1 a 2 a zahrnovaly unavu, nauseu, prifjem a stomatitidu. THi

pacienti byli vyfazeni z 1é¢by pro vice nez 20% pokles ejekéni frakee levé komory. Nebylo
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zaznamendno 7adné krvaceni & rozvoj hypertenze. Pfiblizng u 1/3 pacient byla zredukovina
davka z dtivodu elevace pankreatickych enzymi, oviem bez klinického dosahu (252, 368).

Ve druhém rameni (studie 2) bylo zafazeno 106 pacient(; 44 (42%) pacientl dosdhlo
parcialni odpovédi v souladu s RECIST, véetnd jedné kompletni odpovédi. Celkova kontrola
nadorového ristu (kompletni odpovéd + parcilni odpovéd + stabilni choroba) se
vyskytovala u 66% pacientli, 24% pacientll mélo stabilni chorobu vice nez 3 mésice. Kolem
30% pacientti mélo stabilni chorobu krat§i nez 3 mésice nebo progresi. Cas odpovédi byl 2,3
mésice a medidn trvani odpovédi se pohyboval mezi 9,9 a 12,5 mésici.

Toxicita stupng 2 a 3 byla stejna jako ve studii 1. Unava, prifjem, nausea a stomatitida
byly nejéast&j¥ nezadouci vedlejii G&inky. Neutropenie 3. a 4.stupné komplikovala Iécbu u
15-20% pacientt.

Tato dv& ramena pokradujici studie faze I, zahrnujici v obou ramenech celkem 169
pacientil, ukdzala, ¢ SU11248 ma zna¢nou protinddorovou aktivitu jako 1é€ba druh¢ linie u
pacienti s metastazujicim RCC. Procento odpovédi je 40-42%, medién preZiti bez progrese
(PTS) 8,2 mésicti a median pieziti 16,4 mésice.

Inhibice VEGFR- (a PDGFR)- mediované signalizace se jevi jako slibny terapeuticky
postup u refrakterniho RCC. Fdze Il mezinarodni randomizované studie prvni linie 1é¢by u
690 pacienti s metastazujici chorobou porovnavala IFN-o s SU11248. Na zakladé téchto
mimofadnych vysledkd United States Food and Drug Administration (US FDA) schvalila
pijeti tohoto 1éku pro 1é&bu RCC v lednu 2006. Je planovéana studie o adjuvantnim podani u
vysoce rizikovych pacientii po nefrektomii .

Na ASCO 2006 byly publikovany vysledky studie R.J.Motzera a kol. se 750 pacienty ,
ktefi byli randomizovani na skupinu lé&enou IFN-o (v davkovani 3x tydn€ 9 MIU s.c. v 6-
tydennich cyklech) a skupinu lé&enou sunitinibem (S0mg p.o. 1x denné¢ 4 tydny, 2 tydny
pauza). Ve skupiné lé¢ené sunitinibem byl median do progrese choroby 11 mésict, objektivni
odpovéd’ byla zaznamenédna u 35,7 % pacientli, zatimco ve skupiné 1é¢ené IFN-o byl median
do progrese choroby 5 mésicti a objektivni odpovéd’ byla zaznamenana u 8.8 % pacientdl.

Sunitinib je v souasné dob& dale uzivan v lé¢be gastrointestinalniho stromélniho

fumoru.
BAY 43-9006 (Sorafenib, Nexavar)

BAY 43-9006 je oralni 1ék, ktery byl navrZen jako inhibitor c-Raf a b-Raf kinaz.

Signalni cesta Ras/Raf je mediatorem proliferace nadorovych bun&k a angiogeneze. Bylo vak
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prokazano, ze Sorafenib inhibuje mnohé RTK, které zahrnuji VEGFR-2, VEGFR-3, PDGFR-
B, F1t3 a ¢-KIT (295, 299, 392, 393).

V1. 2005 ukézaly koneéné vysledky pierusené studie u 202 pacientll s podavanim
Sorafenibu 400mg 2x denné, ¥e 71% pacientdi mé&lo alespoti 25 %ni redukei nebo stabilizaci
choroby v prvnich 12tydnech 1é&by, 8 (4%) pacienti mélo parcialni odpovéd’. Stabilizovani
pacienti byli poté randomizovani a dostavali Sorafenib nebo placebo dalgich 12 tydni; 50%
mélo interval bez progrese 24 tydnd ve srovnéani s 18% u skupiny uZzivajici placebo. PFS byl
24 tydnii a 6 tydnfi pro pacienty uZivajici Sorafenib resp. placebo.

Nejéastdj$im nezadoucim Gginkem byly projevy koZni toxicity, dale Gnava a prijem.
Hand-foot syndrom byl nej¢ast&ji 3.stupné toxicity, ale jeho incidence byla méné nez 15%.
Hypertenze 3.stupnd byla pozorovana u méné nez 25% pacientll a byla zvladnutelna p.o.
1é¢bou. U 16 pacientii (8%) byla 1é&ba pro nezddouci uéinky prerusena (290).

Povzbudivé vysledky studic se Sorafenibem vedly k IIl fazi randomizované studie,
nazvané TARGET (Treatment Approaches in RCC Global Evaluation Trial) (98). Bylo
zatazeno 905 pacientti se svétlobungénym RCC, u kterych selhala primarni systémovéa lé¢ba
v poslednich 8 mé&sicich, s dobrou nebo stfedni prognozou, ECOG performance status 0-1.
Priméarnim cilem studie bylo stanovit interval pieZiti a sekundarnim cilem PFS. Sorafenib u
80% pacientdi signifikantng prodlouZil PFS ve srovnani s placebem. Medidn pieZiti byl 5,5
mésictl v porovnani s 2,2 mésici u skupiny uZivajici placebo.

K predikei G&innosti 1é8by byla pouzita Dopplerovska ultrasonografie s perfuznim
softwarem. SniZeni vaskularizace nadoru korelovalo s odpovédi na CT scanech 6.tyden. Tato
cennd neinvazivni metoda se zkouma (197). Planovana je ILfaze studie porovnavajici
podavani Sorafenibu v kombinaci s cytokiny v prvni linii 1é¢by. Tento vyzkum piedstavuje
dosud nejvétsi randomizovanou studii u pokro€ilého RCC. Follow —up je dosud kratké, ale
toxicita je zvladnutelna. US FDA podpofil schvaleni tohoto 1éku v druhé linii 1é¢by u RCC
v 2005. Nejsou zatim shroméaZdéna data u pacienti se Spatnou progndzou. Pipravovany jsou
studie s kombinovanym podavanim s interferonem, IL-2, bevacizumabem a chemoterapii
(287).

Sorafenib je vsoulasné dobg uzivin v lé¢be inoperabilniho nebo metastazujiciho

hepatocelulérniho karcinomu.

AG-013736 (Axitinib)
AG-013736 je oralni mnohacilovy inhibitor receptor tyrosinovych kindz se silnym

efektem, hlavn& proti VEGF receptoriim 1 a 2 a PDGF-f receptoru. Aktivitu AG-013736
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popsal Rugo a kol. (307) a Rini a kol. (297) ve fazi I/Il studii u solidnich tumori a
metastazujictho RCC rezistentniho k cytokinové léche.

Ve studii Rini a kol. byli pacienti 1é&eni v opakovanych 4-tydennich cyklech (Smg 2x

denng). 7 52 zatazenych pacientli dosdhlo 24 (46%) parcilni odpovédi dle RECIST. V 18
mési¢nim follow up u 16 (31%) pacient doslo k progresi a 6(12%) pacienti prerusilo [é¢bu
pro nezidouci ¢inky, a 21 ze 24 odpovidajicich pacientdi zistalo s odpovédi nebo stabilni
chorobou. Medién &asu do progrese nebyl dosaZen a jen 3 pacienti s asteCnou odpovedi
zrelabovaly po vice nez 232 dnech po 1é&bé. U 15% pacientli byl pozorovéan 3. a 4. stupeil
hypertenze. Nevyskytla se neutropenie nebo trombocytopenie vyssi nez 1 stupeti.
Na 13 pacientech (25%) byla provadéna dopliikova studie monitorujici pritok naddorem
(kvalitativnimi a kvantitativnimi CT scany) s cilem vyhodnotit efekt antiangiogenni 1é¢by na
sérovych biologickych parametrech (detekce VEFR, VEGFR-1 a VEGFR-2 pomoci ELISA)
(302). SniZeni perfuze nadoru bylo pozorovano u viech pacient odpovidajicich na lécbu, a u
pacientl se stabilizaci nebo progresi choroby redukce pritoku nadorem tésné korelovala
s klinickym zlepS$enim.

Udaje ze studie ukazuji, Ze AG-013736 m4 znaénou objektivni a biologickou aktivitu.
Létha je dobfe tolerovana a toxicita je zvladnutelnd. Dali studie s AG-013736 pokracuji
v kombinaci a u refrakterniho RCC.

Publikovany byly vysledky studie faze II s axitinibem u nemocnych se sorafenib-
refrakternim renalnim karcinomem. Vichni nemocni byli pfedlédeni sorafenibem a 9 z 62
nemocnych bylo 1éeno té% sunitinibem. Parcidlni 1é¢ebné odpovedi bylo dosazeno u 14%

nemocnych a 36% pacientil dosahlo stabilizace choroby (300).

GW 780604 (Pazopanib)

GW 780604 je zkouméan v 1é¢b& mnoha nadorovych typl véetn¢ RCC. Pazopanib je
mnohacilovy inhibitor VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, PDGFR-q, PDGFR-p a c-KIT.
Nejiast&j§imi nezadoucimi G&inky léku jsou hypertenze, prijem, nausea, unava, anorexie,
zvraceni a depigmentace vlast. Redukce nidoru (parcialni odpovéd nebo minimalni
odpovéd) byla pozorovana u Sesti ze sedmi pacientd s RCC 1é&enych vice nez 800mg denné
(347).

Dvé velké studie jsou provadény u pacientil s pokro¢ilym nebo metastazujicim RCC.
Randomizovana faze II je navrhovana do poétu 160-230 pacienti. Pacienti s objektivni
odpovédi na konei 12.tydne budou pokracovat v 1é¢bé Pazopanibem. Pacienti s progresi

budou vyfazeni ze studie. Pacienti se stabilni chorobou po 12 tydnech budou randomizovany
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do ramene s Pazopanibem ¢&i placebem. Tito pacienti budou sledovéni dalsich 16 tydni a bude
posouzena progrese choroby koneénou analyzou.

VEG105192 studie je randomizovana, dvojit€¢ slepd, placebem kontrolovana,
multicentrickd mezindrodni studie TII fdze scilem ohodnotit u¢innost a bezpeCnost
Pazopanibu u pacientl s lokalné pokroilym a/nebo metastazujicim RCC, u kterych bud
selhala 1.linie 1é&by cytokiny nebo tuto 1é&bu netolerovali. Pozmériovaci navrh povolil
vstoupit i pacientlim, ktefi nem&li prvotng 1é¢bu cytokiny. Sledovan byl PFS a celkové pieZiti.
Bylo zahrnuto pfiblizng 350 schopnych pacienti a randomizovano v pomeéru 2:1 do skupiny
uzivajici 800mg denné& Pazopanibu a placebo. Studie byla zahdjena v dubnu 2006.

V soudasnosti byla ukondena a ofekava se vyhodnoceni vysledkil

mTOR inhibitory

Temsirolimus (CCI-779) je rapamycinovy analog, ktery inhibuje mTOR (mammalian
target of rapamycin) kinazu, regulator HIF-1a, plsobici zastaveni G1 bun&tného cyklu (31).
Na 110 pacientech s refrakternim RCC byla provedena faze II davkové vystupfiované studie
samostatného Temsirolimu s cilem vyhodnotit davky 25-250mg. Celkova kontrola
nadorového ristu byla 70% a &as do progrese byl 6 mésict. Minimainé€ 15 pacientd zistalo ve
studii déle nez 1 rok (16). Dal3i studii bylo podani Temsirolimu v kombinaci s IFN-o. Slo o
davkové vystupiiovanou studii u pokrogilych pacientii, ktefi nedostali vice neZ dv¢ primarni
systémové 16¢by. Zatazeno bylo 72 pacientli; 96% podstoupilo primarni nefrektomii a 55%
mé&lo primarni imunoterapii. Maximalni tolerovana davka byla 15mg Temsirolimu tydné
v kombinaci s 6MIU IFN-a subkutdnné 3x tydng. Mezi projevy toxicity byla stomatitida,
nausea a zvraceni. Bylo pozorovano osm (11%) parcialnich odpovédi a u 21 (30%) pacientl
doglo ke stabilizaci choroby. Median &asu do progrese byl 9,1 mé&sict (339). V klinické studii
faze 111 byl temsirolimus testovan u pacientd dosud neléenych se ¥patnou prognodzou
metastazujictho RCC samostatn v porovndni s kombinaci s IFN-o nebo s IFN-o
samostatnym. Celkem bylo zafazeno 626 nemocnych. Median doby do progrese a median
doby pieZiti mezi ramenem s monoterapii temsirolimem a monoterapii interferonem-a byl
statisticky signifikantni. Kombinace temsirolimu a IFN-o nevedia k signifikantnimu
prodlouZeni preZiti pii srovnani se samotnym IFN-o a jeji podavani bylo spojeno s naristem
neZddoucich u¢inka (145).

Temsirolimus je v soudasné dobé dle FDA povolen v prvni linii systémové 1écby
metastazujictho rendlniho karcinomu u nemocnych se tfemi a vice nepfiznivymi

prognostickymi faktory dle MSKCC.
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Everolimus (RAD-001) a dalsi mTOR inhibitor AP23573 jsou potencionalnimi
vicecilovymi léky u RCC. Ve dvou poslednich fazich I studii s témito léky, bylo pozorovano
12 mésiéni trvani odpovédi (301, 357). V soudasnosti je everolimus porovndvan s placebem
v mezindrodni klinické studii faze III u nemocnych s metastazujicim rendlnim karcinomem po

selhani 16Eby sorafenibem, sunitinibem nebo obéma.

Gefitinib (Irresa)

Gefitinib, malomolekularni tyrosinkindzovy inhibitor, ktery je relativn€ vyvinut do
klinického uZivani, inhibuje EGFR v nanomolekuldrni koncentraci. Ve 2 studiich faze II
(IDEAL 1 a IDEAL 2) u piedlé€enych pacient s nemalobunéénym plicnim karcinomem
(NSCLC), lé¢ba monoterapif gefitinibem vedla k objektivni mife odpovédi 18,5 %, resp.
10% (109, 192). Gefitinib je nyni zkoufen v mnohych zemich ve tfeti linii lécby u
pokrogilého NSCLC po selhani chemoterapeutickych rezimé. UZiti gefitinibu v malé studii
faze 11 u pokroilého RCC selhal- nebyla Zadna objektivni odpovéd’, a u 75% pacientl doslo
k progresi do 4 mé&sict (79).

Studie faze 11 Beerama o kol. (33) s uzitim erlotinibu, alternativniho EGFR
tyrozinkinazového inhibitoru, vedla jen k jedné objektivni odpovédi ze skupiny 40 pacienti.
Agkoliv tyto vysledky by ukazovaly na nedostatetnou aktivitu latek mifenych proti EGFR u

RCC, studie nebyly adekvatné postaveny. Nutné jsou dalsi kombinované studie.

Cetuximab (Erbitux)

Cetuximab je chimerickd my§i/lidska monoklonalni protilatka, kterd vaZe EGER, ¢imz
rusi bundény cyklus a inhibuje nddorem indukovanou angiogenezi. Ackoliv studie in vivo na
mysich xenograftovych modelech se jevily slibng (285), pii uZiti cetuximabu u 55 pacientl
s metastazujicim RCC nebyla pozorovdna Zadnd kompletni nebo Cdstetnéd odpoveéd na
jednoduchém rameni studie faze Il (247). To vedlo k pferuSeni daltho zkoumdni uZiti
cetuximabu v monoterapii u 1é¢by RCC, agkoliv je cetuximab zkouSen v 1é¢b¢ pokrogilych
stadii RCC.

Cetuximab je v souéasné dob& uzivan v 1é€b& karcinomu kolorekta a v 1é¢b¢ lokalné

pokroé&ilych spinocelularnich karcinomt hlavy a krku.

ABX-epidermal growth factor (ABX-EGF)
ABX-cpidermal growth factor je vysoce afinni lidskd monoklonalni protilatka, kterd

va¥e EGFR na extracelularni doméné a brani vazb& EGF a TGF-o na receptor. MozZna
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protinadorova aktivita jako samostatného agens byla prokdzana in vive a v kombinaci
s chemoterapeutiky u vice nddorovych typil zahrnujicich karcinom pankreatu, karcinom
prostaty, karcinom prsu, hlavy a krku a RCC (220). Faze /Il studie na 88 vhodnych
pacientech s metastazujicim RCC, monoterapiec ABX-EGF (tydng i.v. infuze pres 8tydni)
vedla k odpovédim u 5 nadord a ke stabilizaci u 44 pacientii (305). Je registrovana studie

pokradujici.

CI-1040

Ve vyvoji jsou také 1é&ebné postupy cilené vi&i MEK. Jednim ordlnim agens je CI-
1040, ktery brani MEK fosforylaci a pfenosu proliferatniho signalu skrz cestu
Raf/MEK/ERK. Faze I studie se zvySujicimi se ddvkami ukézala, Ze jednotlivd davka CI-
1040 je dobfe tolerovéana na viech testovanych hladinich, se stabilizaci choroby u 30%
pacientii (215). Cilena terapeutické plasmaticka koncentrace postavend na in vivo modelu byla

dosaZena po jednotlivé davee 800mg.

Neovastat (AE-941) (223)

Neovastat je ptirodni latka ziskand homogenizaci a purifikaci ze Zralo¢ich chrupavek.
Bylo pozorovéino, %e inhibuje n&které procesy zavislé na VEGF diky kompetici ve vazbé na
VEGFR-2, ale také podporuje apoptézu endotelu. Ackoliv se vysledky v 2. fazi zkouSek zdaly
slibné (28, 29), nebyl ve 3. fazi zkousek na souboru 300 pacient refrakternich k imunoterapii

prokazan benefit v prodlouZeni pieziti (97, 99).

PTK 787/ZK222584 (Vatalanib)

PTK 787 je oralni selektivni inhibitor VEGF-1, VEGF-2 a PDGFR-f tyrozinovych
kinaz. Neinhibuje jiné kindzy, v&etn& EGF a FGF (394). Preklinicka data dokazuji, Ze PTK
787 inhibuje proliferaci, preZivani a migraci entotelovych bungk (296). Mezi nejéastéjsi
neradouci G&inky patii nauzea, Ginava a zvraceni. Maximalni tolerované denni davka je 1500
mg/den. Ve studii se 37 pacienty srendlnim karcinomem byla u 1 pacienta pozorovana
parcialni odpovéd’, u 6 pacientd minimalni odpovéd, stabilizace choroby byla popsana u 46%

pacientd. Jednoleté preziti bylo 63,7% (113).

IM862 (70)
Jedna se o dipeptid s imunomodulagnimi a antiangiogennimi vlastnostmi. Zkousi se

jeho vyuZiti v kombinaci s chemoterapif. Samostatné podavani nepfineslo Zadnou objektivni
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odpovéd’ u pacientii s metastazujicim karcinomem ledviny, ale sniZeni hladiny VEGF bylo

prokazano.

Imatinib (STI-571, Glivec)
Imatinib, uZivany u chronické lymfatické leukémie a gastrointestindlnich stromélnich
tumort diky specifickému tuéinku na Ber-Abl kinazu a c-kit, rovnéz inhibuje PDGFR

tyrozinkindzu, a tak se zkoudi v kombinaci s pegylovanym interferonem u RCC (326).

TNP-470

Tento 16k je analogem fumagillinu, ktery inhibuje rist endotelovych bun€k (150).
Predpokladanym cilem fumagillinu i TNP-470 je typ II metionin aminopeptidaza, kierd je
piitomna v endotelidlnich buiikach (333). Bylo sledovdno 33 pacientd s metastazujicim
rendlnim karcinomem (345). Zaznamendna byla pouze jedna parcidlni odpovéd’, navic byla
pozorovina mozkovd a neuropsychiatricka toxicita a (nava. U Sesti pacientd bylo
zaznamenano prodlouZeni periody do progrese onemocnéni, ale neni jisté, zda se jednalo o

efekt 1é¢by.

Omezeni v aplikaci antiangiogenni 1é&by u nadorovych onemocnéni je dano mimo jiné
heterogenitou endotelovych a nadorovych bungk a nddorovym mikroprostiedim.

Dnes je akceptovana teorie, Ze endotelidlni bufiky intratumordlnich cév (aktivované
endotelie) jsou fenotypové (a pravdépodobng i genotypové) odlidné od normélnich endotelii.
Vyzkum VEGF receptor(i a jejich regulace prokazal, Ze jsou velké fenotypové rozdily mezi
vyzralymi cévami v klidovém stadiu a mezi nové formovanymi. Tyto rozdily mohou byt
divodem, proé jsou uchranény normalni cévy a p¥itom dosazeno terapeutického efektu.

Invazivni nadory maji obvykle vyjadfeny mnohé angiogenni faktory, z nichz nekteré
jsou ve vztahu k pfisluiné tkéani specifické. Genetick4 nestabilita nadoru viak mize vyustit ve
zménu podtu i typu proangiogenniho faktoru. To pak miZe vést nasledné k selekei klonu
rezistentntho  viigi  podédvanému  antiangiogenmimu  faktoru.  Produkce  stejného
proangiogenniho faktoru negarantuje stejnou odpovéd’ vidi antiangiogenni 1&¢b&. Napi.
Wilmstv tumor i neuroblastom prednostng produkuji VEGF. P¥ima monoklonélni protilatka
proti VEGF zastavuje rst prvniho nadoru, zatimco neuroblastom vykazuje rezistenci (174).
Mechanismus popsané skute&nosti (resp. rezistence) zatim neni zndm. Bylo prokdzéno, Ze
porucha p33 v nadorovych butikach sniZuje senzitivitu vii¢i antiangiogenni 1é¢bé (172). Dale

bylo prokazéno, ¥e chronickd hypoxie selektuje p53 mutované nadorové builky rezistentni
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vidi hypoxii-indukované apoptoze. Antiangiogenni 1é¢ba pfedpoklada zavislost angiogeneze
a odpovédi na hypoxii, hypoglykémii a akumulaci odpadovych produktli. Riéznorodost
v citlivosti vii¢i hormonalnim zménam, cytostatické 1é€bé a ionizujicimu zafeni je diivodem
pro selhdvéni této 1é¢by. Ve vice jak poloving viech nadorovych cév dochézi k cyklické
hypoxii. Nasledkem toho nadorové buriky rozvijeji mechanismy rezistence. Nékteré nadorové
butiky jsou pak schopny pfezivat prolongovanou periodu hypoxie (81, 82).

Nadorové mikroprostfedi chrani endotelovou slozku. Pericyty obklopuji zralé cévy a
zajistuji signalizaci dileZitou k pfeziti endotelovych bungk. Rozdilné plisobeni pericyti
v riznych nadorech obvykle vede k vyzravéni cév, pfeZivani a citlivosti vii¢i antiangiogenni
terapii (87). Pericyty mohou byt odpov&dné za VEGF-nezavislé pieZivani zralych cév.
Extracelularni matrix obsahuje nebo uvolfiuje mnohé pro- a antiangiogenni faktory. Z tohoto
divodu se odekava rizna senzitivita. Napiiklad 1é¢ba inhibitorem MMZX batimastatem ma
riizny efekt na nadorovou progresi a rist v zavislosti na umisténi metastaz (216).

Nadorové mikroprostiedi také ovliviiuje prinik Iéku (280). Napifiklad piirozené
inhibitory angiogeneze, angiostatin a endostatin, jsou rychleji odstranény z cirkulace pfi
intravendoznim bolusovém podani (268, 269). Pravdépodobné nejucinngjdi bude podavani
v kontinualni infuzi. Na vliv mikroprostiedi nadoru ukazuji také smi%ené odpovédi, které byly
pozorovany u klinickych studii (napf. regrese plicnich metastaz a rist jaternich metastaz u

jednoho pacienta) (235, 342, 363).

8. SOUBOR NEMOCNYCH

Svétlobungény renalni karcinom byl diagnostikovan u 32 pacientd (11 Zen a 21 muzq,
@ vék 65,9 rokd, SD 10,8, median (57,0 - 74,5) v obdobi od #{jna 2005 do zafi 2006. U viech
nemocnych byl odstrangn primarni nador ledviny , 8krat byla provedena parcialni resekee,
24krat nefrektomic (11x vpravo, 13x vlevo). Diagndza rendlniho karcinomu byla potvrzena
histologicky (u vSech pacientll se jednalo o svétlobun&ény karcinom ledviny), 13 pacientd
mélo v dobé& operace 1. stadium, 2 pacienti Il.stadium choroby, 8 pacientii bylo ve 11l stadiu
choroby a 9 pacientd ve IV, stadiu choroby. Bundény grading dle Fuhrmanové byl u jednoho
pacienta 1., u 5 pacienti I-II, u 13 pacientt I, u dvou pacienti II-1II, u osmi pacientd I, u
tfech pacientd 11I-IV (AJCC staging, 6th Edition, 2002). Nemoeni s RCC byli rozdéleni do tii
skupin podle stadii choroby. Prvni skupina zahrnovala 15 pacientd v 1. a ILstadiu choroby,
druh4 skupina 8 pacientdi ve TII. stadiu choroby a tieti skupina 9 pacienti ve IV. stadiu

choroby. Charakteristika souboru je uvedena v tabulce &.2. . Follow up byl 3 mésice. Kontrolni
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soubor tvofilo 14 zdravych dobrovolniké, 8 muZi, @ v&k 56,3 roky median (50,8 -72,4) a 6
zen, @ vék 53,7 rokt median (47,9 — 69,8)

9. METODY

9.1. Metody stanoveni angiogennich faktoru

Mezi b&Zn& stanovované pro- a anti-angiogenni faktory patff celd fada cytokini,
chemokint a ristovych faktorti. Jejich koncentrace v séru, plasmé, piipadné v dal3ich t€lnich
tekutindch se pohybuji vét§inou v pg/ml aZ ng/ml. Pro tyto hladiny jsou nejvhodn&jsi
imunochemické metody stzv. naslednou detekei, kdy je pro stanoveni pouZzita specifickd
protilitka (Easto monoklonalni) a vznikly imunokomplex je potom detekovan po oznaCeni
enzymem, radionuklidem nebo fluorescenéni (luminiscenéni ) znaCkou. Nejroziifengjsi je
metoda ELISA s pouZitim dvou specifickych protilatek proti méfenému faktoru. Jedna z nich
je ¢asto jiz oznafena vhodnym enzymem (nejéastéji kfenova peroxidaza nebo alkalicka
fosfataza). Komer&éné jsou pro vétSinu t&chto faktord dostupné hotové kity pro ELISA
stanoveni v séru, plasmé& nebo supernatantech bunéénych kultur,

Dalsi moZnou alternativou stanoveni pro- a anti-angiogennich faktort je pouZziti n€které
multiplexové metody, ktera umozni soudasné stanoveni celé 8kély cytokind, chemokini aj.
v jednom vzorku pfi jedné analyze. K takovym metodam patii napi. tzv. proteinové arraye
(protein, antibody arrays). Podstatou je membrana pokrytd spoty (skvrnami, oblastmi), kde
jsou navéazény specifické protilatky proti jednotlivym faktorim. Po aplikaci vzorku se
analyzované proteiny navaZou na pfislu§né protilatky. V daldim kroku je aplikovana smés
protilatek proti. m&fenym proteinim znadend vhodnym enzymem a vzniklé imunokomplexy
fixované v oblasti p¥isluinych spotd jsou vizualizovany vhodnou barevnou reakei. Vysledkem
je membrana s viditelnymi skvrnami o rizné intenzitd. Koncentrace pfisluného faktoru
potom odpovida intenzité zbarveni konkrétni skvrny.

Jinou monou alternativou multiplexové metody je analyza s vyuZitim mikro&astic.
Nejroziifendj§i verzi je pouZiti tzv. Luminex technologie pouZivajici mikrosféry o rtzné
intenzitd fluorescence. Na tyto mikrosféry jsou navadzany protilatky proti pfistuSnym
proteintim. Ke vzorku séra, plasmy je pfidina takovd smés mikrosfér, ktera odpovida
zvolenému spektru vySetfovanych proteind. V dal$im kroku jsou navazané proteiny oznaceny
dal¥i protilatkou konjugovanou s vhodnym fluorescen¢nim barvivem a mikrosféry jsou
analyzovany ve specialnim zafizeni, které je schopno detekovat souasn® oba typy

fluorescence a vyhodnotit koncentraci méfenych faktort.
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Obecnd lze fici, e multiplexové metody se hodi spie pro screening (vytipovéani)
vhodnych faktorfi z n&jaké Sir${ skupiny a techniky ELISA, které se vyznaluji vétSi piesnosti
a reprodukovatelnosti neZ multiplexy, pro nasledné kvantitativni sledovani jiz vytypovanych
faktort.

9.2. Protein array metoda

RayBio® Human Cytokine Array je prvni komer¢né dostupny proteinovy array
systém. UmoZiiuje rychle, pfesné a levnd identifikovat expresi mnoha cytokind
béhem nékolika hodin.

Pracuje na principu jednoduchého array formatu, vysoce citlivého systému urceneho
k simultanni detekci exprese hladin mnoha cytokind z upravencho media, pacientova séra a
jinych zdrojfi. Arraye oznagené L, I, IV jsou urleny pfedevsim pro sérum a plasmu. Arraye
1.1, 3.1., 4.1 a 5.1. jsou specificky upraveny pro bun&¢né a tkailove lyzaty.

Cytokiny jsou tradi¢ng detekovany metodou ELISA, nicméné piistup RayBiotech ma
oproti ELISA metodam n&kolik vyhod. Prvni a nejdilezitgj3i je, Ze lze detekovat zaroven
nékolik cytokinti najednou. Druhou vyhodou je jeho znacné vyS8i senzitivita. PouZitim
protein array metody muize byt detekovano méné nez 4 pg/ml MCP-1, metodou ELISA lze
stanovit hladiny od 40 pg/ml MCP-1. Navic, detekéni rozsah (rozmezi) array metody je
mnohem v&t§i ne? u ELISA technik. Napiiklad RayBiotech technologie je schopna méfit
hladiny IL-2 v rozsahu od 25 do 25000 pg/ml, zatimco ELISA m4 rozsah stanoveni 10 - 100x
mensi.

Pro analyzu angiogennich faktord byla pouZita souprava RayBio Human Angiogenesis
Antibody Array 1 od firmy RayBiotech, Inc. USA. PouZitd nitrocelulézova membrana
(Hybond, Amersham Biosciences) je pokryta spoty (misty), kde jsou navazany specifické
protilatky proti jednotlivym vySetfovanym faktoriim. Membrdna obsahuje pozitivni kontroly
(3x2 spoty), negativni kontroly (2x2 spoty) a 20x2 spoty pro stanoveni angiogeninu,
endothelial growth factor (EGF), epithelial neutrophil activating protein-78 (ENA-78), basic
fibroblast growth factor (bFGF), pan-gene related oncogene (pan-GRO), interferon (IFNy),
insulin-like growth factor (IGF-1), interleukin-6 (IL-6), interleukin-8 (IL-8), leptin, monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1), platelet-derived growth factor (PDGF-BB), placental
growth factor (PIGF), RANTES (regulated on activation, normally T cell-expressed and —
secreted), transforming growth factor-p (TGF-B), tissue inhibitor metalloproteinase (TIMP-1,
TIMP-2), thrombopoetin, vascular endothelial growth factor (VEGF, VEFG-D) (viz. tab. ¢.3).
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9.3. Pouzity material

Array membrany a blokujici pufry musi byt uloZeny pifi -20°C. Vechny dal$i komponenty
maji byt uskladnény pit 4°C.

s RayBio®Human Cytokine Array membrany (2/4/8 membran v baleni)
» protilatky proti cytokinfim zna¢ené biotinem (smés)

¢ koncentrovany HRP-konjugovany streptavidin (24pul)

e Dblokujici pufr (15/25ml)

o promyvaci pufr I (10/20ml)

e promyvaci pufr I (10/20ml)

e substrat TMB

¢ osmikomorové misky pro inkubaci membran

¢ manual

Dalsi potfebny material

e okruzni tfepacka

o plastova adhezni folie

o digitalni scanner s rozli$enim cca 300x300 dpi

e software pro vyhodnocovani array metody

9.4. P¥iprava vzorkii, manipulace s array membranami

e Séra od pacienti byla ziskéna opakovanymi odbéry periferni Zilni krve provedenymi
v den operace, v obdobi 7. dne po operaci a 8 tydnii po operaci.

o Hodinu po odbéru byl kazdy odebrany vzorek krve 10 minut centrifugovan pii 3000
rpm. Nasledn& byla séra rozdélena do dvou alikvotli a skladovéna pfi —20°C do
Zpracovani.

¢ Kontrolni séra byla ziskana od 14 zdravych darci krve podobného vE&kového sloZeni.

e Manipulace s membranami: nedoporuduje dotykat se povrchu membréan, vZdy je tieba
pouzit mékkou pinzetu a uchopit membranu za okraj. Membrana také nesmi béhem

préce vyschnout, je tfeba provadét inkubace v pfiloZené desticce s 8 jamkami.
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9.5. Vlastni postup

7.
8.
9.

Umistili jsme membrany do 8-komorovych desti¢ek a pfidali 2 ml blokovaciho pufru
tak, aby membrany byly zcela ponofeny. Misky jsme zakryli vicky pro zabranéni
vysuSeni membran.

Nasledovala inkubace za pokojové teploty 30min na tfepadce. Rychlost tfepéni je
tieba zvolit tak, aby nedo§lo k p&néni kapaliny v jamkéch.

Slili jsme a odsali blokujici pufr z kazdé jamky a inkubovali membrany s 1ml vzorku
sér za pokojové teploty od 1 do 2 hodin za tfepani.

Slili jsme vzorky ze viech jamek, odsali a promyli membrany 3x s 2ml promyvaciho
pufru I za pokojové teploty s tiepanim. Promyvali jsme 4 5 min. Déle jsme promyli
membrany 2x s 2ml promyvaciho pufru II rovnéZ za pokojové teploty pii tfepani opét
po 5 minutach.

Pripravili jsme pracovni roztok detekenich protilatek tak, Ze jsme pfidali odpovidajici
mnoZstvi fediciho pufru do nadobky s koncentrovanou smési biotinem znalenych
protilatek proti méfenym cytokindm a faktordm.

Piidali jsme po 1ml takto nafednych protilatek na kazdou membranu. Inkubovali
jsme membrany pfi pokojové teploté 1-2 hodiny za tiepani.

Promyli jsme stejné, jak je uvedeno v kroku 4.

Pfidali jsme 2ml fedéného streptavidinu konjugovaného s HRP na kazdou membranu.

Inkubovali jsme pii pokojové teploté 2 hod za tiepani.

10. Promyli jsme stejné, jako je popséno v kroku 4.

9.6. Detekee

. Membrény se nesmi nechat b&hem detekce vyschnout. Detekce musi byt dokonCena

b&hem 40 minut.

. K membrénam jsme piidali 2 ml pfedem pfipraven¢ho substratu (TMB) a nechali za

tfepani inkubovat 30 minut. B&hem této doby je jiz moino sledovat vyvoj zbarveni

jednotlivych spoti.
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3. Po ukonteni inkubace jsme membrany promyli 5x 2 ml destilované vody. Tomuto
promyti je tfeba vé&novat maximalni petlivost. Po promyti jsme membrany nechali

uschnout a uchovali na tmavém misté do vyhodnoceni.

9.7. Vyhodnoceni a interpretace vysledki

1. Obraz skvrn (spotl) na membranich jsme pfevedli do digitalni podoby na vhodném
scanneru s rozliSenim min. 300x300 dpi.

2. Vzniklé obrdzky ve forméatu bmp (bitovd mapa) jsme naletli do vyhodnocovaciho
software ARES , ktery vyhodnotil relativni denzity jednotlivych skvin (spot) vzhledem
k pozitivni a negativni kontrole. Porovnanim intenzit signalG mohou byt stanoveny
relativni exprese hladin cytokind. Koncentrace pfislusného faktoru potom odpovida
intenzité zbarveni konkrétni skvrny hodnocené denzitometricky. Vyhodnoceni bylo
provedeno pomoci software ARES ARay Evaluation System (Baria, Czech Republic).
Vysledn4 koncentrace jednotlivych proteint je vyjadfena jako relativni intenzita (hodnota)

zbarveni spotl vzhledem ke kontrolam.

9.8. Statistické hodnoceni dat

Statistické porovnani namé&fenych hodnot bylo provedeno pomoci programu NCSS
2007, Statistica. K porovnani viech souborti pacientd a kontrolniho souboru bylo pouZito
dvouvybérového t-testu, piipadné Kolmogorov-Smirnov testu. Pro porovnani vyvoje
parametri v &ase a mezi skupinami byla pouZita jednofaktorova analyza rozptylu
s opakovanymi méfenimi s naslednym mnohondsobnym porovnanim Fisherovym LSD

testem. Za statisticky vyznamné jsou povazovany vysledky, kdy p<0,05.

10. VYSLEDKY

Nemocni s RCC, 11 Zen a 21 mud, @ v&k 65,9 roki, byli rozdéleni do ti skupin
podle TNM klasifikace (10. revize z roku 2002). Prvni skupina zahrnovala 15 pacienti v [. a
ILstadiu choroby, druhd skupina 8 pacientti ve III. stadiu choroby a tfeti skupina 9 pacientii ve
IV. stadiu choroby. Tabulky & 4-18 ukazuji porovnani hladin angiogeninu, MCP-1,
RANTES, GRO, ENA-78, IL-8, PDGF, IL-6, EGF, TIMP-1, TIMP-2 a leptinu v den operace,

tyden po operaci a 8 tydni po odstranéni tumoru.
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Sérové hladiny angiogeninu byly pied operaci vyznamn& vy$§i u nemocnych viech
stadif s RCC oproti zdravym darciim krve (47,57 = 3,73, p=0,003 u pacientl IV. stadia, 48,13
£ 5,12, p<0,001 u pacientii L.-IT,, 51,94 = 3,39 u IlLstadia) a pfetrvavaly jest¢ 7. den (p=0,002
u pacientt L-I1. stadia, p<0,001 u pacientt I1I. a IV. stadia) a dokonce i 8. tyden (p<0,001 ) po
odstranéni tumoru. Nebyly viak prokazany signifikantni rozdily hladin angiogeninu mezi
jednotlivymi stadii choroby (viz. tab. &. 4, graf ¢. 1a, b, ¢) .

MCP-1 bylo v porovnani s kontrolnim souborem zvySeno u pacientdl s L+L (p=0,002
piedoperaéng, 7 dnf a 8 tydnd po operaci (p<0,001)) a IIIL stadiem (p<0,001) RCC, zatimco
nemocni s pokro&ilym RCC (IV. stadium) neméli oproti zdravym kontrolam odliné sérové
hodnoty MCP s vyjimkou obdobi 7 dni po operaci, kdy p=0,034. Navic jsme zaznamenali
signifikantng niz$ hodnoty MCP-1 u IV. stadia (13,43 + 5,58) oproti IIL stadiu (23,06 «
5,69) predoperatné (p=0,025). Vyznamné sniZeni MCP-1 bylo zjift€no 1 7. den (p=0,006
I +1Lst, p=0,019 IILst.) a 8. tyden (p<0,001) po operaci u pacientdl s IV. stadiem oproti
nemocnym stadia L+IL a IIL (viz. tab. &. 5, graf €. 2 a, b, ¢).

Hladina RANTES jevila nejv&t¥ statisticky vyznamny rozdil oproti hodnotam u
zdravych osob 8 tydnt po operaci (p<0,001) u pacientd I.+II. a Ill.stadia. U téchto skupin
pacientt byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily jiz 7 dni po operaci (p=0,039 u L+IL
stadia, p=0,019 u IlLstadia), v ptipad& pacientt IIL.stadia jiz pfedopera¢ng (p=0,022). Pacienti
s pokro&ilou chorobou nejevili staticky vyznamny rozdil v hladindich RANTES proti skuping
zdravych osob. Nemocni s pokrogilym nadorem (IV. stadium) meéli signifikantné nizsi
hodnoty RANTES oproti nemocnym 1. aZz III. stadia pfed operaci a 8 tydnd po operaci.
Vlivem operaéni zaté¥e doslo u pacientd IV. stadia ke zvySeni hladiny RANTES a 7.den po
operaci nebyly zjistény signifikantni rozdily oproti pacientim ze skupiny L+IL a III. stadia
(viz. tab. &. 6, graf €. 3 a, b, ¢).

Hladiny ELR" CXC chemokini (ENA-78, GRO) v séru nemocnych s RCC viech stadif
byly predopera¢né vyznamné zvySené oproti skupiné zdravych osob ( u GRO p<0,001, u
ENA-78 u pacientd L.+ II. a TlLstadia téZ p<0,001, u pacientii IV. stadia p=0,012), Podobné
jako u angiogeninu 8. tyden po odstranéni tumoru nedoslo u pacientd viech stadii k
signifikantnimu sniZeni hladin ENA-78 a GRO. Nemocni s pokrogilym RCC (IV. stadium)
méli nizsi sérové hodnoty ENA-78 a GRO, které viak nedosahovaly hladiny statistické
vyznamnosti (viz. tab. &. 7 a 8, grafy &. 4 a, b, ¢, 5 a, b, ¢).

Na rozdil od praci sledujicich produkeci IL-8 u jinych malignit, jsme nalezli pfi
porovnani skupiny zdravych osob a nemocnych sRCC statisticky vyznamné rozdily

v hladinach pred operaci u pacientd IIL(p=0,040) a IV. stadia (p=0,017). Pooperainé doslo
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k signifikantnimu poklesu hladin IL-8 u vech skupin pacient jiz 7.den po operaci (viz. tab.
¢.9a10, graf €. 6 a, b, c).

Hladiny PDGF v séru nemocnych s RCC L-IlLstadia byly vyznamné zvySené oproti
skuping zdravych osob (p=0,017 u L-+ILstadia, p=0,029 u IlLstadia). U pacientd IV. stadia
byla pfedoperaéni hodnota PDGF signifikantng niZ8i oproti kontrolnimu souboru (35,49+3,95,
p=0,032). V priib&hu sledovani byl zaznamenan u pacientd IV. stadia vzestup PDGF, ktery 8.
tyden dosahl statistické vyznamnosti (p=0,003). V pfedoperacnich odbérech jsme
zaznamenali signifikantné niZz${ hladiny PDGF u nemocngch IV. stadia (35,49 = 3,96) oproti
stadiu L+IL. (p<0,001) a IIL (p=0,005). Statisticky vyznamny rozdil mezi pacienty L+1L. a IV.
stadif pretrvaval i 7. den (p=0,046) (viz. tab. & 11, graf &. 7 a, b, ¢). U pacientii IV. stadia se
hiadina PDGF signifikantng zvy3ila 8.tyden po operaci oproti pfedopera&ni hodnoté (viz. tab.
8.12, graf €. 7 a, b, c).

V hladinach IL-6 jsme nenalezli statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolami a
pacienty s riiznymi stadii RCC jak ptedoperang, tak pooperatng (viz. tab. €. 13, graf ¢. 8 a, b,
c).

Namétené hladiny EGF nevykazovaly statisticky vyznamné rozdily mezi nemocnymi a
zdravymi osobami ani pfedoperatné (s vyjimkou pacientd s I+IL a IILstadiem choroby, kde
p=0,044 u I+ILstadia , resp.p=0,004 u IILstadia), ani pooperatné. Po celou dobu sledovani
nebyly zjistény signifikantni rozdily v hladindch EGF mezi jednotlivymi stadii choroby (viz.
tab. &. 14, graf €. 9 a, b, c).

Rovnd? hladiny TIMP-1 a TIMP-2 u pacientli s pokroCilym RCC (stadium IV.)
nejevily statisticky vyznamny rozdil oproti skuping zdravych osob ani pfedoperatné, ani po
operaci. Statisticky vyznamné rozdily vi¢i kontrolnimu souboru byly shledany v piipade
hladin TIMP-1 a TIMP-2 u pacienti s L+IL. a lllstadiem choroby jak pfedoperatné, tak
pooperaéné (s vyjimkou TIMP-2 u IL+ILstadia pfepopeéns, kde nebyl nalezen statisticky
vyznamny rozdil). Pacienti s pokrogilym nadorem (stadium IV) vykazovali pfed operaci a
8.tyden po operaci signifikantn& niZsi hladiny TIMP-1 a TIMP-2 v porovnani s nemocnymi
1+IL a IlLstadia (viz. tab. & 15 a 16, graf €. 10 a, b,c, 11 a, b, ¢).

Hladiny leptinu u pacientd I.+II. a IlLstadia pooperalné stoupaly. U pacientd
I+ILstadia doséhla hiadina leptinu statistické vyznamnosti oproti kontrolni skupin€ 7. den po
operaci (p=0,011) a 8.tyden po operaci (p<0,001). U pacientii IILstadia byl prokazan
statisticky vyznamny rozdil oproti kontrolnimu souboru az 8.tyden po operaci (p=0,003). Ve
skuping pacientd T+lLstadia oproti pacientim IV. stadia byly sérové hladiny leptinu

signifikantng vyssi jak pted operaci (p=0,022), tak 7.den operaci (p=0.035) a 8.tyden operaci
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(p<0,001). Hladina leptinu u nemocnych IV. stadia byla signifikantné niZ¥i 8.tyden po operaci
oproti nemocnym IMLstadia (p<0,001). Hladina leptinu se signifikantn€ zvy3ila u pacienta

L+11. a IILstadia 8.tyden po operaci (viz. tab. &. 17 a 18, graf &. 12 a, b, ¢).

11. DISKUZE

Pouzitda metoda proteinové arraye umoznila detekovat sérové hladiny angiogeninu,
pan-GRO, ENA-78, TL8, MCP-1, PDGF, RANTES, IL-6, TIMP-1, TIMP-2, leptin a EGF,
zatimco jiné analyty, jako napf. VEGF, VEGF-D, bFGF, TGF B1, IGF-1, PIGF, trombopoetin
a IFN-y nebyly pouZitou metodou detekovany. PfestoZe firma Ray Bio uvadi u Human
Angiogenesis Antibody Array I (1.1. Map) senzitivitu a specificitu srovnatelnou s ELISA
testy, ve skute&nosti bude senzitivita testu niz3i, nedovolujici stanoveni nékterych analytd v
nizkych koncentracich (144, 308). V praxi to znamena, Ze redln¢ hodnotitelny pocet analytd
(proteintl) je niZsi, neZ je naneseny pofet proteinovych stop (trace proteins) na membranu
(59). Podobng je tomu i v na§i studii, ve které jsme z dvaceti moznych faktord stanovili 12
parametrii. Senzitivita metody ale pravd&podobné nebude jedinou pii¢inou, pro¢ v séru
nemocnych s RCC nebyly detekovany nékteré angiogenni faktory.

Price Wechsela (384) nepotvrdila u nemocnych s RCC korelaci mezi kapilarni
(vaskularni) denzitou v nadorové tkéni a sérovymi hladinami VEGF, FGF-P a angiogeninu.
Klatte a kol. porovnavali hladiny VEGF, PDGF-BB a TGF- v krvi z rendlni zily a v periferni
krvi v obdobi po nefrektomii ve vztahu k prognoze (30-mési¢ni follow-up). Korelace byla
prokézana jen u VEGF (181). V jinych studiich se u nemocnych s RCC sérové hladiny VEGF
a FGF-p signifikantné nelidily od hodnot u zdravych dérch krve, nebyla shledana ani korelace
mezi jejich sérovymi hladinami a stadiem choroby, bunéénym gradingem a prognézou
onemocndni (32, 89). Uvedené ndlezy i vysledky naSi prace mohou byt zpusobeny
ohrani¢enim produkce angiogennich faktorii na loZisko nadoru, které zistava bez systémoveé
odpovédi (383). Diky v&tsi vnimavosti endotelidlnich bunék nadorovych cév k angiogennim
zatimco endotelové buitky normalnich cév zistavajl neovlivnény (32). Jiné vysvétleni
nizkych hladin nebo chybéni angiogennich faktorG v séru lze vysvétlit produkei inhibicnich
faktorti, neutralizujicich systémovou odpovéd’. K neutralizaci miZe dojit cestou kompetitivai
vazby na specificky solubilni receptor nebo proteolytickym §t€penim. Piikladem je situace u
Lewis(ova) plicniho nadoru, kde je pozorovéna intenzivni stimulace angiogeneze v misté

primarniho tumoru, zatimco rist vzdalenych metastaz je blokovan enzymatickym $t€penim
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plazminogenu na angiostatin, kiery je G¢innym inhibitorem angiogeneze (269). Na vysledcich
studif nadorové angiogeneze se podili i labilita n&kterych faktord, kterd b&hem zamraZeni a
v pritbéhu skladovéani vede ke ztraté biologickych aktivit.

Dalsim vysvétlenim nizkych hladin n&kterych angiogennich faktorfi v séru jsou rozdily
v reguladnich mechanizmech fyziologické a nadorové angiogeneze. Nador neni tvofen pouze
nadorovymi butikami; stroma nddoru je z velké &asti tvofeno tumour associated macrophages
(TAMs). Je prokazano, Ze pitomnost TAMs koreluje s nadorovym ristem a metastazovanim
prostiednictvim nové tvofenych cév (61). Nadorové kapilary se od normélnich lisi svym
nepravidenym upotadanim, které neumoziiuje laminarni proudéni. Stény cév maji
nedostate&né vyvinutou hladkou svalovinu, vznikaji vyduté, které trombotizuji a jsou zdrojem
krvaceni do nadoru. Je nepochybné, Ze pravé pFitomnost monocyto-makrofigl se podili na
vytvafeni odliSného proangiogenniho prostiedi v nadoru oproti angiogenezi v obdobi
embryogeneze. Takto lze vysvétlit normaini hladingy VEGF v séru i selhini lécby
bevacizumabem u nemocnych s metastazujicim RCC. Piesto jsou u nemocnych s riiznymi

nadory popisovana zvySeni ndkterych angiogennich faktorii v séru (194).

11.1. Angiogenin

V nasem souboru bylo nalezeno zvyseni angiogeninu oproti kontrolnimu souboru jak
unemocnych s 1. a II. stadiem RCC (p<0,001), tak s pokro¢ilym (stadium III) (p<0,001) nebo
metastazujicim tumorem (stadium IV) (p=0,003). Navic zvySeni pietrvavalo jesté po celych
dalgich nasledujicich 8 tydni po nefrektomii. Porovnani hladin angiogeninu pied operaci a
tyden po operaci vykazovalo nesignifikantni zvySeni, které¢ je moZné vysvétlit nastupem
hojeni operatni rany, jehoZ soudasti je i mnovotvorba kapilar. Signifikantni zvySeni
angiogeninu oproti zdravym dérciim ale pietrvavalo je§t€ 8 tydnii po odstranéni nadoru jak u
nemocnych s metastazujicim RCC (p<0,001), tak nemocnych s L a IL. stadiem (p<0,001) bez
prokézanych metastaz. Dlouhodobé zvySeni angiogennich faktor je popisovano u hojeni ran
komplikovanych chronickymi infeckcemi nebo u nemocnych napf. s diabetes mellitus,
revmatoidni artritidou, asima bronchiale atd. (332, 388). U nasich nemocnych byla hojeni
operaénich ran nekomplikovand a Zadny z naich pacientd netrpdl chronickym zanétlivym

onemocnénim nebo endokrinopatii v dobé operace.

11.2. Chemokiny CCL2 (MCP-1) a CCLS (RANTES)
Pro nadorovou angiogenezi je charakteristickd vyznamna t¢ast bungk pfirozend

imunity, makrofagii a dendritickych bungk (330). U nemocnych s nadorovym onemocnénim
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je CCL2 (MCP-1), ¢len CC chemokinové rodiny, produkovan hlavné nadorovymi buitkami.
V zévislosti na piitomnosti dal¥ich chemokinii a cytokind uréujicich charakter nadorového
mikroprostiedi reguluje vstup monocytil do nadoru (133).

Zatimco produkce VEGF, angiogeninu, bFGF a PDGF se za hypoxickych podminek
zvy$uje, v piipadé MCP-1 je tomu naopak (61, 133, 261). Signifikantn€ nizsi hladiny MCP-1
u naSich nemocnych s pokrogilym RCC mohou byt zplsobeny lokalni hypoxii nadorové
tkang, kterd je ¢asto vystupiiovana aZ k centrdlni nekrdze tumoru. V imunchistochemickych
stanovenich objemnych naddorii i bez centralni nekrézy jsou TAMs popisovany pouze na
rozhrani zdravé a nadorové tkang, v centru nadoru TAMSs chybi (330). K hypoxii tkéani
plispiva i sekundéarni anemie. NedostaCujici cévni zasobeni nadoru a sekundarni anemie u
nemocnych s pokrodilym metastazujicim  RCC  je pravdépodobng hlavni pfiginou
signifikantniho sniZeni sérové hladiny MCP-1 u pacientd IV stadia. U nemocnych s chorobou
ve stadiu [+1] a III pietrvavalo oproti kontrolam zvy3eni sérovych hladin MCP-1 je3té 7. den
(p<0,001) a 8. tyden (p<0,001) po odstrandni primarniho tumoru. Naopak 8. tyden po
nefrektomii u nemocnych s IV. stadiem RCC sérova hladina MCP-1 poklesla, ackoliv byly
piitomny vzdalené metastizy a hodnoty angiogeninu pietrvavaly zvysené. Zda se, Ze ve fazi
pokrotilé choroby nizka hladina MCP-1 potvrzuje nedostateéné zapojeni bun€k monocyto-
makrofagové fady. Stimulace a spravna funkce dendritickych bunék a monocyto-makrofagi
je nezbytnd pro Ulinnou protinddorovou cytotoxickou odpoved. Stav imunologické
neodpovidavosti viiéi nadorovym antigenim pH poruse nespecifické bunééné imunity nejsou
schopny prolomit ani v onkologické praxi pouzivané imunomodula&ni postupy (204).

Do rodiny CC chemokind je fazen i CCL5 (RANTES - regulated upon activation
normal T expressed and secreted) asociovany s T lymfocytarni aktivaci a odpovédi. CCL5 je
podobng jako CCL2 chemoatraktant pro monocyty a polymorfonukledrni fagocyty.
Piedpokladalo se, e zvy¥ena produkce RANTES u nemocnych s tumory vyplyva pravé
z amplifikace protinddorové imunitni odpovédi zprostfedkované TIL. Produkee CCLS5 dal§imi
normalnimi i nddorovymi buiikami byla popsana nésledné. Studie sledujici genovou expresi
RANTES v normélni a nddorové tkani prokazaly signifikantng vy$3i hladinu v nadorové tkani
(187, 303). U nadoru prsu exprese CCL2 (MCP-1) a CCL3 (RANTES) korelyje se zénétlivou
infiltraci nadoru TAMs. Z klinickych pozorovani je znémo, Ze tento buné&ny fenotyp u
nadoru prsu je asociovan s agresivnéjiim ristem nadoru, &ast&j¥im zakladdnim vzdalenych
metastaz a horsi prognézou choroby (218). Kondo a kol. popsali, Ze u vét3iny pacientd s RCC
yykazujicich zvy¥ené hladiny RANTES spolu s IP-10, I-TAC, MIG, MIP-18, nedo3lo po

chirurgické 16&b& k exacerbaci choroby (188). Z t&chto pozorovani je patrné, ze CCLS neni
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uréujicim faktorem charakteru zanétové reakce. Koreluje s jeji intenzitou a odraZi dynamiku
procesu. U nafich nemocnych byly oproti kontrolnimu souboru sérové hladiny RANTES
zvyieny u nemocnych s RCC viech stadii. Sérové hodnoty CCLS5 ziistaly po celé osmitydenni
obdobi sledovani nezménény. Metastazujici nadory jsou spojeny s riizné zavaznou sekundarni
imunodeficienci. Z nalezu niZdich hodnot u nemocnych IV. stadia oproti nemocnym I.- TIL

stadia se je mozné domnivat, %e podil zan&tové reakee na celkové hlading CCLS je vyznamny.

11.3. Chemekiny CXCL 1-3 (pan GRO), CXCL 5 (ENA-78), CXCL8 (IL-8)

S objevy na poli regulace bun&éného ristu pfibyvé stale vice dokladii o ambivalentnim
vztahu mezi imunitnim systémem a nadorovymi buiikami. Bufiky imunitniho systému
infiltrujici tumor produkuji fadu cytokinid a chemokinti, kterymi se zapojuji do stimulace
(napf. I1L-4, IL-10, IL-13, TGFp) nebo inhibice (napf. INFy, TNFa, IL.-18, IP-10) nadorove
angiogeneze. Naproti tomu solubilni faktory, jako napf. IL-6 a CSF-1, derivované
neoplastickymi buiikami, diferencuji prekurzorové myeloidni buiiky v macrophage-like
phenotype cells a v dendritické butiky (DCs). DCs infiltrujic{ tumor jsou pfevazné nezralé a
jejich stimulagni signaly pro cytotoxické T tymfocyty jsou nedostateéné. TAMs stimulované
IL-2 a IL-12 mohou navodit cytolyzu nadorovych bungk. TAMs ale také produkuji fadu
cytokini, protedz, angiogennich a lymfangiogennich ristovych faktorli, které potencuji
nadorovy rést. Jak TAMs, tak nédorové buiiky produkuji IL-10, ktery uginné blokuje
odpovéd cytotoxickych T lymfocytl na nadorové antigeny (254).

Vstup monocytdl a lymfocytl do nadoru je regulovin chemokiny. Existuje fada
experimentalnich i klinickych pozorovani, ktera dokladaji sloZitost t€chto regulaci. Piikladem
jsou chemokiny CXC rodiny. Rozdilny a¢inck CXC chemokinid je dan sekvenci tff
aminokyselin Glu-Leu-Arg (ELR) na N konci (N terminus) (232). ELR+ CXC chemokiny
(i.e. CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL7, CXCL8) vykazuji proangiogenni
vlastnosti, zatimco ELR- CXC chemokiny (i.e. CXCL4, CXCL9, CXCL10, CXCL11) blokuji
novotvorbu kapilar (337). U nemocnych s metastazujicim RCC byly nalezeny vySSi sérove
hladiny CXCL1, CXCL3, CXCL5, CXCL8 v porovnani se zdravymi darci (232). Suyama a
kol. nalezli u v&t§iny pacientd s RCC zvySenou expresi angiogennich cytokind IL-8, ENA-78
a Gro-a (355).

V nas{ studii jsme nalezli zvy3eni pan-GRO (CXCL1-3) a ENA-78 (CXCLS5) jak u
nemocnych s nadorem ohranienym na ledvinu (stadium I a II), tak s pokroilym a
metastazujicim RCC (stadium III a IV). Navic pfed operaci nemocni III. stadia méli oproti

nemocnym L+I1. stadia signifikantné vy$§i hodnoty GRO (p = 0,041) i ENA-78 (p = 0,009)
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Chemokiny CXC1-3 pfitahuji monocyty a napomahaji jejich vstupu do nadorové tkéné.
Monocyty se diferencuji v makrofagy — TAMs a v dendritické busiky (mocyte-derive
dendritic cells)(moDCs). Tyto buriky jsou nejudinngj$imi antigen prezentujicimi bufikami a
produkuji prozanétlivé cytokiny TNFe, IL-1. Kromé toho indukuji prostfednictvim
chemokint CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL3, CXCL7, CXCL8 -chemotaxi
polymorfonuklearnich leukocytt (PMNL) (412). Touto stimulaci dochazi na membrané
PMNL k zesileni exprese adhezivnich molekul a jejich ligand na cévnim endotelu (328).
PMNL uvoliiuji velké mnoZstvi enzymi ¥t&picich mezibunéénou hmotu (316). ZaleZi na
dalsich faktorech nadorového mikroprostiedi, zda pfevaZi protiniddorova imunitni odpoved
nebo angiogenni efekt. Pouhou piftomnost DCs ve stromatu nadoru nelze povaZovat za projev
G¢inné protinddorové odpovédi. DCs mohou pfimo produkovat proangiogenni faktory a
reguluji dal$i slozky pfirozené i ziskané imunitni odpovédi zapojujici se do angiogeneze.
Pooperalni zvydeni chemokind pan-GRO a ENA-78, souvisejici pravd€podobné
s reparaénimi pochody, bylo nesignifikantni ve vzorcich odebranych 7. den po odstranéni
nédoru. Tato pfedstava je v souladu s pracemi Wu F.P. a Riese (294, 395). Opera¢ni vykony
v bii$ni dutiné byly bezprostiedné po laparotomii provazeny vzestupem IL-1, IL-6, [L-8, G-
CSF a MCP-1 v peritonealni dutin& bez nebo s nevyznamnou systémovou odpovédi. U t€chto
nemocnych byla zan&tova pooperaéni reakce kompartmentalizovana s nejvy33i koncentraci
cytokinti a chemokinti v mist® tkafiového po¥kozeni (332). Tato pozorovani vysvEtluji nase
nalezy sérovych hladin GRO, ENA-78 a IL-8 v pooperagnim obdobi, které se jiZz nezvySovaly
pletrvavajici zvySeni jak ELR chemokini, tak dalsich angiogennich faktord, a to i ve skupiné
nemocnych s RCC 1. a II. stadia jest& 8. tyden po nefrektomii, enukleaci tumoru nebo resekei
polu ledviny. Wetzler prokazal na my$im modelu diabetu mellitu Ltypu dlouhodobé
pietrvévajici pfitomnost neutrofili a monocyth v jizvé korelujici s produkei CC a CXC
chemokini (388). U naich nemocnych se diabetes ani jiné endokrinopatie nevyskytovaly.
Ptetrvavajici zvy$eni chemokini v séru je t6Z popisovano v prib&¢hu hojeni popalenin,
zv1a§t¢ v piipadech infek&nich komplikaci (21). Nikdo znasich nemocnych netrpél na
chronické infekéni onemocnéni. Dlouhodobé zvySeni zanétlivych cytokinfl, chemokini a
stresovych hormontt pozoroval Kimura u nemocnych s organovou dysfunkei po parcidlnich
resckeich jater (178). Zvyseni prozandtlivych cytokini u pacientd s kolorektalnim
karcinomem bez metastaz pozorovala Kaminska je$ts 6 tydni po operaci (163). Vliv operatni
zatéze a predikce pooperaénich komplikaci jsou stile pfedmétem zajmu experimentalnich i

klinickych studi.
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IL-8 byl pfedoperaéné signifikantn& zvysen u nemoenych stadia Il a IV RCC; zvySeni
u stadia I+II bylo nesignifikantni, stejné jako rozdily v sérovych hladinach mezi jednotlivymi
stadii. IL-8 je vyznamnym chemoatraktantem neutrofild. Zajimavym pozorovanim byl
pooperaéni pokles CXCL8 (IL-8) jak u nemocnych stadia I+II a IIl RCC s radikalnim
chirurgickym vykonem, tak u nemocnych IV. stadia RCC, u kterych bylo provedeno
odstranéni nebo pouze zmendeni primarniho loZiska. MoZnym vysvétlenim naSich nalezi je
pravdépodobnost, e metastaticka loZiska maji odlinou angiogenni aktivitu neZ priméarni
tumor (269). Tuto pfedstavu potvrzuji i klinickd pozorovéni, kdy po odstranéni primarniho
RCC bylo pozorovéno zpomaleni ristu nebo dokonce regrese metastaz. Vzhledem k poklesu
IL-8 v séru jiz 7. den po operaci je mozné CXCL8 povaZovat za faktor spojeny s nadorem,
ktery vypovida o velikosti a moZna i riistové aktivité RCC.

Vzhledem k tomu, ¢ chemokiny hraji ddleZitou roli v mnoha krocich nadorové
progrese a metastazovani, jsou chemokiny a jejich receptory povaZovany za atraktivni
molekuldrni cile pro 1é¢bu malignich nadori. Obzvlast monoklondini protilatky proti
chemokinovym receptorim ptisobi inhibici ristu a/nebo $ifeni bunék malignich nadoru
v experimentalnim prostfedi. Napfiklad anti CXCR4 monoklonalni protildtka signifikantné
inhibuje metastazovani bun&k lidského karcinomu prsu do lymfatickych uzlin u SCID mysi
(256). Ptedlédeni bunék non-Hodgkinova lymfomu anti CXCR4 monoklondlni protilatkou
také zastavuje nasledny riist bunék u imunodeficientnich my3$i. V experimentalnich studiich
s liniemi bun&k non Hodgkinova lymfomu v in vitro a in vivo podminkach vede neutralizace
CXCR4 receptoru k néisledné inhibici transendotelialni a stromdaln{ migrace, zesiluje apoptézu
nadorovych bunék, potladuje jejich proliferaci a inhibuje pu€eni nové tvofenych cév (37).

Je pravdépodobné, Ze chemokinové receptory budou pfedmétem terapeutického
zéjmu. Specificky antagonista CXCR4, AMD3100, ktery je také silnym blokatorem
bunééného vstupu HIV, vykazuje inhibici ristu nadoru mozku indukci apoptotické bunééné
smrti v buiikach nadoru (306). Ke klinické aplikaci inhibitord CXCR4 musi byt pfikrogeno
s extrémni opatrnosti, protoZe interakce chemokini s jejich receptory jsou kli€ova pro udrzeni
homeostazy; napf. vazba CXCL12-CXCR4 hraje ddleZitou roli v migraci hemopoetickych

kmenovych bungk, primitivnich zérodenych bunék, a neurdlnich prekurzor (23).

11.4. PDGF
Na novotvorbé cév se prostiednictvim solubilnich faktorti pedileji i krevni desticky.
PDGF je syntetizovan nejen trombocyty, ale i dal$imi butikami, napfiklad endotelialnimi

buitkami a makrofagy (69, 208). PDGF vykazuje chemoatraktivni efekt vi&i neutrofilim a
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monocytim. Tim se zapojuje do regulaini sité modulyjici funkci makrofagi. PDGF je
daleZitym faktorem p#i formovani lumen novotvotenych cév (76, 205, 270, 346).

Klatte a kol. pozorovali u skupiny 33 pacientii kratce po operaci sniZenou hladinu
PDGF v periferni krvi, v renalni ven6zni krvi odebrané peroperaéné byla hladina vy3si (181).
Na&i nemocni se IV. stadiem RCC méli pfedoperainé signifikantné niz§i sérové hladiny
PDGF v porovnani s nemocnymi se stadiem I+1I (p<0,001) a III (p=0,005) RCC. Porovnanim
hodnot kontrolniho souboru s nemocnymi s RCC IV. stadia byly pfedoperainé zjiStény
statisticky niz8i hodnoty PDGF (p=0,032). V porovnani s kontrolnim souborem doslo 8. tyden
po operaénim vykonu u nemocenych 1V. stadia k signifikantnimu vzestupu PDGF (p=0,003).

Tento jev maze mit Fadu pii€in. Pooperaéni vzestup miize byt vyvolan operaénf zatzi
a s ni spojenou stimulaci imunitniho systému. Jinou p¥i€inou miiZze byt paraneoplasticka
koagulopatic spojena se zvyienou tvorbou cévnich uzavért, pii které dochdzi k aktivaci a
zapojeni krevnich destidek. Popsané nélezy sniZenych hodnot PDGE u nemocnych 1V. stadia
RCC oproti nemocnym s I+l a . stadiem lze povazovat za daldi doklad poruchy
mechanizm@ nespecifické bun&éné imunity, kdy pfi nadorové progresi je alterovana funkce
monocyto-makrofigovych bundk, zatimco produkce jinych angiogennich faktorl, napf.
angiogeninu, a tim i angiogeneze zUstavaji zachovany. Makrofagy, kieré se tak v poCate¢ni
fazi rozvoje nadoru podileji nezadoucim zpisobem na novotvorbé cév, nejsou u pokrocilych
stadii tumoru schopny nejen zajistit cytotoxickou protinadorovou odpovéd’, ale sniZuje se i
jejich role pii neovaskularizaci. Vtéto fizi onemocnéni je rist nddorovych cév pod

regulaénim vlivem jinych proangiogennich signald (53).

11.5.1L-6

TNFo a IL-1 jsou t¢innymi induktory interleukinu-6. Hlavnimi producenty IL-6 jsou
makrofagy a T lymfocyty. IL-6 muiZe byt produkovan dale kterymikoliv normalnimi i
nadorovymi buitkami véetn& bunék gastrointestinalnfho traktu. IL-6 je typicky pleiotropni
cytokin. V piipadé karcinomu Zaludku piisobi jako ristovy faktor, u jinych nddort IL-6
zvySuje produkei solubilni TNFRs a IL-Ira, na které se vaZze TNFa a IL-1. IL-6 spoleéné
s TNFa a IL-1 prohlubuje piimym pisobenim nadorovou kachexii (207). V klinickych
studiich byla popsana zvySena hladina I1.-6 u pacientd s rfizoymi tumory (289). U rendlniho
karcinomu je IL-6 piikladem autokrinni regulace; na builky renélniho karcinomu piisobi jako
mitogen a soudasné vykazuje imunosupresivni efekt (7, 50, 231, 367). Guida a kol. sledovali

basalni cytokinovy profil u pacientit s metastazujicim renalnim karcinomem. V jejich souboru
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pacienti s vy33i basalni hladinou cytokint (IL-6 a IL-8) méli horsi progndzu piezitl (119). Pii
tkafiovém poSkozeni je IL-6 detekovatelny v cirkulaci do 60 minut od jeho zacatku a dosahuje
maximalnich hodnot mezi 4. az 6. hodinou. Podobné jako CRP nebo sérovy amyloid je fazen
mezi reaktanty akutni zan&tlivé faze. Jeho hodnota v séru zavisi vice na rozsahu tkafového
poskozeni nez na délce jeho trvani. U nadich nemocnych jsme neprokdzali signifikantni
zvyseni IL-6 oproti kontrolnimu souboru ani rozdily mezi jednotlivymi stadii. Nizka troveil
aktivadnich signaltt provazejici nadorovy rist, délka jejich trvani a kompartmentalizace
procesu jsou pravdépodobné zodpovédny za chybéni systémové odpovédi. U pacientl jsme
nezaznamenali ani zvydeni IL-6 v séru v &ase, protoZe 2. odbér byl proveden az 7. den po

operaci a pooperaéni pribé¢h byl bez komplikaci (396).

11.6. EGF rodina

EGF a TGF-a se vaZou na EGFR. Oba mohou stimulovat rést linii bunék renélniho
karcinomu, blokujici protilatky proti EGFR mohou inhibovat ristovou stimulaci. Bylo vak
zjisténo, e rizné linie bundk RCC a endotelialni bufiky asociované s t€émito nadory maji
riiznou expresi EGF, TGF-o a EGFR (22). '

Nekteré prace ukazuji, 7e zvy$ena exprese EGFR u rendlniho karcinomu, nebo jeho
aberantni funkce mohou vést ke zvySeni nadorové proliferace, invazivnimu rdstu,
neoangiogenezi a tim nepfiznivé ovliviluji progndzu onemocnéni (312, 353, 382, 387, 403,
407).

Moch a kol. zjistili , z¢ pacienti s EGFR-negativnim tumorem méli lepsi progndzu nez
pacienti s EGFR-pozitivnim RCC, ale rozdil nevykazoval statistickou vyznamnost (239).
V nasem souboru jsme sledovali vztah mezi sérovou hladinou EGF a riiznymi stadii RCC.
Nalezli jsme pouze piedoperaéni zvy$eni EGF u nemocnych s L+II. a IIL. stadiem RCC a
kontrolnim souborem. Dal¥i signifikatni rozdily v sérové hladiné EGF mezi nemocnymi a
zdravymi jedinci a nemocnymi s riiznymi stadii rendlniho karcinomu jsme v pribehu

sledovani nezaznamenali.

11.7. TIMP-1 a TIMP-2

Némi pouZitid metoda detekce solubilnich faktorti ndm umoZnila stanovit téZ hladiny
tkafiovych inhibitorti metaloproteindz (TIMP) -1 a TIMP-2. Matrix metaloproteazy (MMPs)
degraduji komponenty extracelularni matrix a podmifiuji remodelaci tkani a nadorovou
infiltraci. TIMP 1, 2, 3 a 4 jsou inhibory enzymu naleZicich do MMP rodiny a za fyziologické

situace se nachdzeji ve vyvaZeném vztahu. U nadorovych onemocnéni chrdni integritu
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stromatu a brani nadorové migraci. Nenf mnoho studif, které by sledovaly expresi MMP a
TIMP na butikach svétlobunééného RCC, a navic vysledky v publikovanych pracech jsou
nejednotné (38, 237).

Hagemann a kol. uvefejnili zji%téni, ¢ deregulovana exprese MMPs a TIMPs u RCC
se ligi v zavislosti na histologickém typu, gradingu, velikosti nadoru a cytogenetickych
charakteristikich. Vzorky nadorové tkané analyzovali pomoci metody RT-PCR (reverze
transcriptase-polymerase chain reaction). Vyslovili hypotézu, Ze exprese MMP a TIMP hraje
dtlezitou roli v histomorfologickych vlastnostech subtypt RCC a rozdilech jejich
biologického chovani (121). Kawata a kol. sledovali mimo jiné expresi TIMP-2 a MMP-9 u
120 pacientd s RCC imonuhistochemicky na vzorcich nadorové tkané a potvrdili jejich
prognosticky vyznam (167). Miyata a kol. vySetfovali imunohistochemicky expresi MMP-2,
MMP-9, TIMP-1 a TIMP-2 na vzorcich RRC od 91 pacienti. Nadory s pozitivni expresi
MMP-2, MMP-9 a TIMP-1 vykazovaly v&¥i proliferaci. Exprese TIMP-1 korelovala se
stadiem pT a predikovala délku preziti (238). Kugler a kol. zjistili metodou RT-PCR u 17
nemocnych s RCC riizny pomér transkripce MMP:TIMP u normélni tkéng, lokalizovaného
tumoru a metastatického onemocnéni (193). Naproti tomu Lein a kol. nalezli zvySeni sérové
hladiny MMP9 u RCC, ale nezjistili korelaci mezi typem nadoru, mitotickou aktivitou a
stadiem choroby (201). Kallakury a kol. zjistili korelaci mezi zvySenou expresi TIMP-1 a
TIMP-2 na vzorcich nadorové tkéand (imunohistochemicky) a hor${ prognézou u pacientil
s RCC, v&etnd krat§iho intervalu preZiti (162). Nami pouZitd celulézova membréna proteinové
arraye Angiogenesis I neumoziiuje stanoveni matrix metaloproteinaz.

Membranovy typ 1 MMP (MT1-MMP) je povaZovan za kliCovy enzym v procesu
nadorové angiogeneze a metastazovani. MT1-MMP je pfirozenym aktivatorem pro-MMP2
zvyiend produkované u nadort. Aktivace pro-MMP2 MT1-MMP umoziluje vznik komplexu
MT1-MMP/TIMP2/pro-MMP2 na povrchu bungk a za pfitomnosti volnych TIMP2 nasledné
hydrolyzu MMP2. Kromé toho komplex MT1-MMP/TIMP2 blokuje autokatalytickou zménu
MTI1-MMP, co¥ vede k zesileni exprese aktivni formy MT1-MMP. Tento piiklad interakei
svedd o moyném dualnim efektu nékterych TIMP (366). Dosud nejsou piesné popsany
viechny regulaéni vztahy, a proto neni vyloucen ani pfimy vliv TIMPs na bun&ny rast. V
naSem souboru nemocni 1. + II. a III. stadia m&li oproti zdravym kontrolam signifikantng
vy§§i hladiny TIMP1 a TIMP2, které se neménily v priibéhu 16¢by. Hladiny TIMP 1 a TIMP 2
v séru nemocnych se IV, stadiem RCC a kontrolniho souboru se nelisily. Interpretace nalezli

téchto dvou izolovanych proteintt neni vzhledem k neuplnym znalostem a komplikovanym
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regulainim vztahtim mo#na. Pfesto experimentdlni pokusy s terapeutickym ovlivnénim

biologickych aktivit enzymil se jevi jako nadéjna (362).

11.8. Leptin

Leptin, z adipocytii odvozeny cytokin, ktery je tzce spjat s obezitou, mé vliv na
karcinogenezi, vykazuje mitogenni aktivitu, chrani nadorové bunky pfed apoptdézou a
stimuluje nadorovou angiogenezi (378). Hladina sérového leptinu pozitivné koreluje s BMI
(body mass index). ProtoZe obezita je jednim z rizikovych faktori rendlniho karcinomu,
sledovali Horiguchi a kol. vztah mezi leptinem a rozvojem renalniho karcinomu (141). Ve své
praci (u 57 pacientdl) zjistili, e sérova hladina leptinu byla signifikantn® vyS8i u pacientt
s prokazanou venozni invazi. Nemocni s RCC bez uzlinovych a vzdalenych metastaz s vyssi
sérovou hladinou leptinu mé&li krat3i interval pfeZiti do progrese neZ pacienti s niZ8i hladinou
leptinu. Horiguchi a kol. sledovali efekt leptinu rovnéZz na builkdach myStho renalniho
karcinomu. Zjistili, Ze leptin podporuje invazivitu mysich rendlnich karcinomovych bungk
(142).

Produkce sérového leptinu adipocyty prudce klesd b&hem hladovéni. Dosud neni
jasné, zda leptin spolu s daldimi cytokiny hraje regulaéni roli v akutni fazi zanétu vedoucimu
ke hladovéni a malnutrici, nebo zda je znamkou tukového a hmotnostniho tbytku spojeneho
s nadorovym onemocnénim. Zda se, %e deregulace hladiny leptinu u pacientd s nadorovym
onemocndnim nesouvisi s nadorovou anorexii (289). Sérové hodnoty leptinu u zdravych
kontrol i nemocnych s RCC vykazovaly velké individudlni rozpé&ti a smérodatné odchylky
v hodnocenych skupinach dosahovaly az 50% primérnych hodnot. Pfedoperaini hodnoty
Jeptinu se u nemocnych s RCC L aZ IV. stadia nelisily od zdravych kontrol. V obdobi
pooperagni rekonvalescence se u nemoenych s RCC L+I. a III. stadia zvySovaly a dosahly
statistické vyznamnosti 8. tyden u stadia I.+IL. a 7. den a 8. tyden u stadia IIl. Nemocni
s metastazujicim RCC mé&li oproti nemocnym s L+ II. stadiem signifikantn€ niz8i hodnoty
leptinu jak v piedopera¢nich, tak pooperaénich odbérech. U nemocnych TV. stadia byl vahovy
ibytek souvisejici s metastazujici chorobou. U nemocnych III. stadia RCC pfevazovaly
predoperagné katabolické procesy. Odstranéni nadoru vedlo k jejich zastaveni a navozeni
anabolickych regulaci. Tento vyvoj se odrazil i v signifikaninim zvyseni leptinu mezi

nemocnymi s RCC L+II. a III. stadia 8. tyden po operaci.
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12. ZAVER

Multiparametrovou analyzou s provedenou komeréni soupravou RayBio Human
Angiogenesis Antibody Array I od firmy RayBiotech, Inc. USA. jsme stanovili sérové hladiny
angiogennich faktord u nemocnych sriznymi stadii RCC. V pribéhu osmi tydn jsme
provedli 3 odbéry (pfed, 7. den a 8. tyden po operaci) a monitorovali dynamiku zmén
sérovych hladin angiogeninu, MCP-1, RANTES, pan GRO, ENA-78, IL-8, PDGF, IL-6,
EGF, TIMP-1, TIMP-2 a leptinu u pacientd s riznymi stadii RCC. Zvolena metoda umoZiiuje
s dostateCnou citlivosti monitorovat dynamiku zmén sérovych hladin té€chto parametri.
Viceparametrovd analyza je jedingm moZznym pfistupem, umoZiiujicim detailni analyza
chemokinovych a cytokinovych interakci regulatni sitd angiogeneze. Zablokovani jedné
signalni cesty nestaGi inhibovat nadorovou angiogenezi. Dosavadni klinickeé zkuSenosti s
bevacizumabem ukazaly, Ze ani inhibice VEGF, povaZovaného za hlavni angiogenni faktor,
nezabrani nadorové progresi. Novou nadéjnou moZnosti se jevi kombinace inhibice vice
faktorfl, naptiklad anti VEGF a anti PDGF (47, 177, 198, 229, 276). Proto je nezbytné
pokraovat ve vyvoji dal§ich multiparametrovych testd.

Prokézali jsme zvySené predoperatni sérové hodnoty angiogeninu, PDGF, ENA-78,
pan GRO u nemocnych viech stadii RCC oproti hodnotim naméfenym u zdravych osob.
Angiogenni faktory MCP-1, TIMP1, TIMP2 a RANTES byly u nemocnych IV. stadia
signifikantné niz§i oproti nemocnym L+IL a III. stadia a statistickd vyznamnost s vyjimkou
MCP-1 nebyla u t&chto faktort zjiéténa v odbérech 7. den po operaci. Interleukin 6
nevykazoval u nemocnych s RCC statistické odchylky od kontrolniho souboru a v priibéhu
sledovani nebyly zjistény signifikanini zmény.

Zajimavym parametrem se zda IL-8. Jeho sérova hodnota pfed operaci ve skuping
nemocnych s RCC I+ IL. stadia (pouze 2 nemocni z 15 méli stadium IL) nebyla oproti
kontrolni skuping zvySena. Ve skupinich nemocnych s RCC IIL. a IV. stadia byly hodnoty
1L.-8§ oproti kontrolam signifikantn& zvy$eny. Ve viech tfech sledovanych skupinach (I+IL, 111,
IV) doslo po odstranéni primarniho nadoru k signifikantnimu sniZeni jiz 7. den po operaci.
Zda se, 7e 1L-8 nejlépe odrazel pfitomnost a pokrocilost rendlnfho karcinomu.

Jinym Kklinicky zajimavym parametrem u nemocnych sRCC byl leptin. Jeho
predoperaéni hodnoty nebyly oproti hodnotdm kontrolnfho souboru signifikantné zvyseny.
Signifikantni rozdil pfedoperaénich hodnot mezi skupinou nemocnych I. + II. stadia a IV.
stadia odraZel aktualni metabolické pochody (vahovy ubytek u nemocnych s pokrocilou

chorobou). Po odstranéni primarniho tumoru doslo u nemocnych L+II. stadia a III. stadia
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v obdobi rekonvalescence k vzestupu sérovych hladin leptinu, u nemocnych IV. stadia
choroby do&lo po odstranéni tumoru 8. tyden po operaci k prohloubeni poklesu.

Teprve detailni poznani mikroprostfedi, které rozhoduje o charakteru vysledné
imunitni odpovédi, ndm pomulZe 0&inné zasahovat do interakei bun€k imunitniho systému a

ovlivnit vysledky 1é€by nadorovych onemocnéni.
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13. SEZNAM OBRAZKU

Obr. ¢.1. Expanze T lymfocytd

Obr, ¢.2. Interakce NK buiiky

Obr. €.3. Role VEGF v nadorové angiogenezi
Obr. €.4. Avaskularni stadium vyvoje tumoru
Obr. ¢.5. Angiogenni switch

Obr. £.6. Vaskularizace a perfuze tumoru
Obr. &.7. Uginek HIF-a

Obr. &.8. Efekt hypoxie a mutace VHL genu
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Obr. ¢.2. Interakce NK buriky
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Obr. €.3. Role VEGF v nadorové angiogenezi

VEGF produkovany nddorovymi butitkami nebo stromalnimi buiikami stimuluje
prostfednictvim svych receptorti endotelové buiky cév, buriky lymfatického endotelu nebo
hemopoetické buiiky. Stimulace VEGFR-1 a VEGFR-2 na endoteliich aktivuje proliferaci a
diferenciaci endotelovych bungk, zvy¥uje permeabilitu endotelii a inhibuje jejich apoptézu.
VEGF indukuje tvorbu enzymi podporujicich degradaci extracelularni matrix a tim migraci
endotelovych bunck. VEGF mobilizuje endotelové progenitorové buiky a VEGFR-1
pozitivni myeloidni buiiky z kostni dfené, inhibuje diferenciaci dendritickych bungk.
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Obr. £.5. Angiogenni switch

Angiogenni ,,switch® — zmé&na zahajujici proces angiogeneze.
V disledku hypoxie dochézi ke genetické nestabilitg, vznikaji mutace, nap¥. mutace genu p53,
kterd vede k potladeni antiangiogenniho trombospondinu, kumuluje se HIF-a (hypoxia

inducible factor «), jehoZ hromadéni vede v konetném dusledku ke zvySeni hladiny

proangiogennich ristovych faktori.
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Obr. &.6. Vaskularizace a perfuze tumoru

Vlivem proteolytickych enzymi produkovanych nadorovymi bufikami, vlivem
kolagenazy IV. typu, aktivatoru plasminogenu a stromelyzinu produkovanych epiteliemi a
stromélnimi butikami dochazi k rozruSeni bazalni membrany, coZ usnadiiuje migraci endotelii
i migraci nddorovych bungk a jejich metastazovani. Z cév unika fibrinogen a plasminogen.
Vlivem tkatiovych aktivatoril vznikajici extravaskulami depozita fibrinu vytvaieji podplmou
matrici pro rdst novotvofené cévy. Vaskularizace nadorového loZiska umozni jeho perfuzi a

dalsi rist.
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Obr. ¢.7. Uinek HIF-a

Buitiky rostouciho rendlniho karcinomu vystavené hypoxii produkuji HIF-a (hypoxia
inducible factor-o) tvofici heterodimer s HIF-B (hypoxia inducible factor-B), ktery zesiluje
ptepis gend kédujicich angiogenni faktory TGF-B (transforming growth factor-B), VEGF
(vascular endotelial growth factor), PDGF-B (plateled-derived growth factor). Novotvofené
kapilary zajistuji proliferujicim nadorovym buitkdm piisun Zivin a kysliku, a podileji se tak

na dal$im rastu nadoru.
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Obr. ¢.8. Efekt hypoxie a mutace VHL genu

Za fyziologickych podminek je HIF-a hydroxylovan asparaginovou a prolinovou
hydroxylazou. Pies hydroxylovany prolinovy konec se vaze s VHL proteinem. VHL protein s
Elongin C a B proteinem vaZe cul2 protein. RING-box protein Rbx1 slouzi jako transferaza.
Po vytvoteni tohoto komplexu dochéazi k degradaci HIF-aw plisobenim protedzy. Hydroxylace
asparaginového konce brani vazbé s transkripénim koaktivatorem p300.

Za hypoxickych podminek, kdy nedochdzi k hydroxylaci HIF-a, nebo v pfipadé
chybéni funkéniho VHL proteinu, dochézi k hromadéni HIF-a, pfemisténi do jadra, tvorbé
heterodimeru HIF-o/HIF- (ARNT), k vazbg transkriptniho koaktivatoru p300 a k aktivaci
transkripce HRE (hypoxia response elements), které jsou soucdsti genth kodujicich angiogenni

faktory (napt. VEGEF).
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Graf 1 a, b, c; Sérové hladiny angiogeninu pfed operaci, 7 dni a 8 tydn( po operaci
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Graf 2 a, b, ¢ Sérové hladiny MCP-1 pfed operaci, 7 dni a 8 tydnil po operaci
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Graf 3 a, b, ¢: Sérové htadiny RANTES pfed operaci, 7 dni a 8 tydn(l po operaci
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Graf 4 a, b, ¢: Sérove hladiny GRO pfed operaci, 7 dni a 8 tydnl po operaci
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Graf 5 a, b, c: Sérove hladiny ENA-78 pfed operaci, 7 dni a 8 tydnl po operaci
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hladiny IL-8 pFed operaci, 7 dni a 8 tydnl po operaci
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Graf 7 a, b, c: Sérové hladiny PDGF pfed operaci, 7 dni a 8 tydnu po operaci
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Graf 8 a, b, ¢: Sérové hladiny IL-6 pfed operaci, 7 dni a 8 tydn( po operaci
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Graf 9 a, b, ¢: Sérové hladiny EGF pfed operaci, 7 dni a 8 tydn( po operaci
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Graf 10a, b, ¢: Sérové hladiny TIMP-1 pfed operaci, 7 dni a 8 tydni po operaci
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Graf 11 a, b, ¢ Sérové hladiny TIMP-2 pfed operaci, 7 dni a 8 tydn{ po operaci
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Graf 12 a, b, ¢ Sérové hladiny leptinu pfed operaci, 7 dni a 8 tydni po operaci
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Tab.¢.1. Chemokiny a jejich receptory

Systematicky nazev | Nizev pavodni Chemokinovy receptor | P/M
CXC chemokiny

ELR+ chemokiny

CXCL1 MGSA-¢/GRO-0 CXCR2 = CXCRI P
CXCL2 MGSA-B/GRO-p CXCR2 P
CXCL3 MGSA-/GRO-y CXCR2 P
CXCL4 PF4 neznamy A
CXCLS ENA-78 CXCR2 P
CXCL6 GCP-2 CXCR1, CXCR2 P
CXCL7 NAP-2 CXCR2 P
CXCLS I1-§ CXCR1, CXCR2 P
ELR- chemokiny

CXCL9 Mig CXCR3 A
CXCLI10 IP-10 CXCR3 A
CXCL11 I-TAC CXCR3 A
CXCL12 SDF-1o/B CXCR4, CXCR7 M,P
CXCL13 BCAl CXCR3

CXCL14 BRAK/Bolekine neznamy P
CXCLI16 SR-PSOX CXCR6

CC chemokiny

CCL1 1-309 CCR3 P
CCL2 MCP-1/MCAF CCR2 P
CCL3 MIP1o/LD780 CCR1, 5 P
CCL3L1 LD788 CCR1,3

CCL4 MIP1B CCRS P
CCL3 RANTES CCRL,3,5 P
(CCL6) neznamy(u mysi C10/MRP1) neznamy

CCL7 MCP-3 CCR1,2,3 P
CCLS8 MCP-2 CCR3,5 P
(CCL9/10) neznamy(u mysi MRP2/CCF18/MIPiy) | CCR1

CCL11 Eotaxin CCR3 P
(CCL12) neznamy(u my3i MCPS) CCR3

CCL13 MCP-4 CCR2, 3

CCL14 HCC-1 CCRL, 5

CCL15 HCC-2/LKN-1/MIP18/MIP5 CCR1L,3 P
CCL16 HCC-4/LEC/LCCI CCR1,2 P
CCL17 TARC CCR4

CCL18 DC-CK1/PARC/AMACI] neznamy P
CCLI19 MIP3B/ELC/Exodus-3 CCR7 P
CCL20 MIP30/LARC/Exodus-1 CCRé6 P
CCL21 6Ckine/SLC/Exodus-2 CCR7 P,metastazy do LU
CCL22 MDC/STCP1 CCR4

CCL23 MPIF1/CKB8/CK38-1 CCR1 P/M
CCL24 TECK CCR9

CCL26 Eotaxin-3 CCR3

CCL27 CTACK/ILC CCRI10

CCL28 MEC CCR3,10

C chemokiny

XCL1 Lymphotactin/SCM1o/ATAC XCR1

CX;CL1chemokiny .

CX3CL1 Fractalkine CX3CRI1 P/M

P-progrese nadoru; M-metastazovéni; A —angiostaticky efekt; LU-lymfaticka uzlina
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Tab. &. 2: Charakteristika souboru nemocnych

Pacient; Pohlavi | vék | Stadium | Tumor | Uzliny | Metastazy | Grade |Lokalizace metastaz {poéet)
1 Z 78 ; T1a NO MO ] Zadne
2 m 74 | T1b NO MG il Zzadné
3 m 80 | T1b NO MO d] zadné
4 m 55 1 T1b NO [10] I-1! zadné
5 m 55 | T1a NOQ MO 1] Zadné
&) m 59 | T1b NO MO I Zadné
7 m 51 { T1ib NQ MO 1 Zadné
8 m 78 | T1b NO MO Il ?adné
9 m 58 | T1a NO MO 1] ?adné
10 z 72 | T1b NG MO f-11 zadné
11 4 46 | Tia NO MO | Z&dné
12 m 50 Il T2 NO MO 1l ?adné
13 m 66 I T2 NG MO i zadné
14 m 54 | T1a NO MO HE adné
15 m 78 | T1a NO MO 1] adné

m - muz

108




Tab.&.3.
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Tabulka 4: Sérové hladiny angiogeninu pred operaci, 7 dni a 8 tydni po operaci

I
i

il

I

vzorek stadium Hil stadium Hl stadium IV kontrela konirota konirola Hlivs. #l Blvs. IV Mvs. IV
v.s. Hit vs. il vs. iV

plet ogeract 4813£512 | 8184 £33 | 4757373 p<0,001 p<,00 p=0003 ns. n.s. ns,

7 dni po'operaci . 48,50 £'6,36 “BOZ5 41 | B4 x419 p=0002° ) p<0,001 e peG001 ns. ns. s

8 tydnil po operaci 48322510 1 5067245 | 48802475 p<0,001 p<Q,001 p<0,001 n.s. ns. ns.

Konirola o S o S DA ST

Tabulka 5: Sérove hladiny MCP-1 pfed operaci, 7 dni a 8 tydnd po operaci

vzorek stadium Hil stadivm Hl stadium IV hontrola kortrofa kontrela Hitwvs. il lvs. IV Mvs, IV
s Hll vs. I we. iV

pfed operaci 2057781 | 2306569 | 1343558 p=0002 P}, 001 ns. ns, n.e. p=0025

7 dnf po oparaci - 2557 7,85 {2544 + 7,65 [ 14854499 0,007 - capQ801 o p=0034 - ns. - p=0008 p= 0,019

8 tydnil po opetac 2386755 | 2548601 9834533 p<0,001 p<0,001 ns. ns. p<0.001 p<0,001

kontrola o : QT 388

Tabutka 8: Sérové hladiny RATNES pfed operaci, 7 dni a 8 tydna po operaci

vzorek stadium I stadium 1l stadium IV kontroia kontrota kontrola i vs, HI Hivs. IV s IV
v.s Ml vs. W vs. iV

pfed operac 3043+984 | 4381214 | 3108787 n.s. p=0022 n.s. n.s. p=0,047 p=0005

7 drti po-operaci . A05+744 1 42554200 | evaags: | peooss ] opEome il s s ns. Lons s

8 tydnil po operaci 4236591 { 4002252 | 34874598 p<, 004 p<0,001 n.s. ns. p=0018 p=0,007

kontola ¢ e {3306 +375 R

vzorek stadiom I+ stadizm [l stadium Y kontrola kontrola kontrota Kl v.s. It [+Hvs. IV lvs. ¥
v.5. Hl v.s. li s, IV

pred aperac #396+741 | 3069z544 § 25542558 p<0,001 p<0,001 p<(,001 p=0,041 n.s. n.s.

7 dni po-operaci MR 7720| 38874012651 27840 L p0O SpQ 801 p0 B0t e - ns S, NS

8 tydnd po operaci A £510 | 2836722 | M61£912 0<0,001 p<0.0H p=0,004 n.s. p=G018 ns.

kontrola : o - : QSRR 28T .

Tabulka 8: Sérové hladiny ENA-78 pfed operaci, 7 dni a 8 tydny po operaci

vzorek stadium 121t stadium il stadium {V kentrola kontrola kontrsla Hitvs I #Hlvs. IV Hvs vV
us. [+l v.s 8l ws. Y

pied operati S 334 14,25 £ 2,52 877328 p<0.001 p<0,001 p=0012 p=0.009 fn.s. p<0,001

7 dnf po vperaci 154874 |- 1506£534: | 10222438 ] o<0.001 Cope00t 000 L s Tns 1.5,

B tydni po operaci 12392473 | 1288+498 B85+ 2,21 p<0,001 p<0,001 p=0040 ns. ns. ns.

kontroia PN S IER : 399144 '
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Tabulka 9: Sérové hladiny IL.-8 pfed operaci, 7 dni a 8 tydnii po operaci

vzorek stadium HIf stackumn Il stadium IV kontrofa kontrola kontrola Riivs. I Hlvs, IV Mvs IV
v.5. Hl vs il vs. 1V

pfed operaci 4,18 £ 2,04 525+ 298 6,97+ 3,21 ns. p=0040 p=0,017 n.s. ns. ns.

Tdnipooperad® | 210107 24830807 2865195 - o ns i s Saingoc | L mse b s, ns.

8§ tydni po operac 196+ 241 285203 153+238 n.s. ns. ns. ns. ns. ns.

koritrola P e } e ETBE22 L )

& i

vzarek sadium Hil stadivm #l stadium IV
pied operaci versus 7. den po operaci p=G0H5 p=0010 p=0010
pred operaci versus & tyden po'eperaci .o p=R0100 p=0021"" p=000d
7. den versus 8. tyden po operati ns. n.s. ns.

Tabutka 1: Sérové hiadiny PDGF pfed operaci, 7 dni a 8 tydnil po operaci

vzorek stadium i stadium |IE stadium IV kontrola kontrola kontrola [+l vs. I Hivs. IV Nvs iV
v us, It vs, IV

pied operaci 44082537 | 4284+£398 | 3545385 p=0.017 p=0,029 p=0032 ns. p<000% p=0005

7 dni po operaci 46833478 | 44B7 2263 | 41,34 2758 (pe001 o p<D001 Chas : 6s p=0{46 - As.

8 tpdni; po operaci 45805475 | 44011240 | 435612253 p<0,001 p<0,00m p= 0,003 RS ns. ns.

wontrold Sl e D e B e 48 o

Tabulka 12 Zmény hladiny PDGF 7. den a 8. tyden po operaci (statisticka vyznamnost}

o . - T T e

vzorek stadim I+ stadiurn I stadium IV
pfed operact versus 7. den po operact ns. n.s. f.s.
pled operact versus 8. {yden po operact FRI RS comssTl s p=0012
7. den versus 8. tfden po operaci n.s. ns. n§.

Tabutka 1 Sérové hiadiny IL-6 pfed operaci, 7 dni a 8 tydni po operaci

et ok USRS & e T
vzorek stadium [+ stadium I} stadium iV kontrola kontrola kontrola Hlv.s. 10 [+l vs, IV vs. iV
v.s. B vs. Il v.8. IV
pfed operaci 443+184 308 £ 1,34 343+1,66 ns. 5. n.s. ns. n.s. n.s.
Tdnipoopetaci .| 474£184 0| Bsx2E2 | 443222000 s as o] s s oomEs T L RS, . ns.
B tydnii po pperaci 2382185 3454143 3,20+1,62 ns. ns. ns. n.s. f.8. n.s.
konirola e CVELLe L e e e L 3 AR B '
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Tabulka 14: Sérové hladiny EGF pred operaci, 7 dni a 8 tydnl po cperac

vaorek stadium I+ stadium B stadium IV kontrola kontrola kontrala Itlivs. il HHvs, IV fifws. IV
vs. 1+l v.s. W v.s. IV

pfed operaci 4060+£888 | 4181625 | 3B66x727 p=0044 p=0064 s, ns. s, ns.

7 dni po operact £123+1232 | A7 7541347 | 3BE6£14.23 NS A 7. ns. .5

8 tydnil po operaci 3836+£1046 | 3561+543 | 33251021 ns. ns. ns. s ns. ns.

konfrola e ! SN 2236

Tabulka 15: Sérové hladiny TIMP-1 pied operaci, 7 dni a 8 tydndi po operaci

vzorek stadium Hil stadium M stadium IV kontrela kontrola kontrola HlEws, H t=llvs. IV iva. IV
v.s. Hi vs, W vs. iV

pled operac 2800+£6,71 | 3088+ 205 | 1815782 p=0016 p = 0,003 ns. ns. p<0,001 p<0.001

7 dni po operact - 25804642 | 280642856 | 20805868 p=0027 “p=0018 s, ‘NS S ns p=0042

81ydnii po operaci 2068682 | 30064323 | 2112x672 p=0,002 p = D,008 ns. ns. p=0,414 p=0022

kentrota e Lt 2030+286 o

Tabulka 16: Sérové hladiny TIMP-2 pfed operaci, 7 dni a B tydnil po operaci

vzorek stadium [+ stadivzm I} stadium IV kontrola kentrola kentrolz I+ltv.s. 1 Hvs. IV IFv.s, 3V
vs. il v.s. I vs. iV

pied operaci 40971036 | 41,44+ 155 | M. 25783 n.s. p<0.001 ns. ns. 5=0820 p=0,040

7 ¢nf po operaci 4297 #6568 [ 41002113 | 3663784 | p= 00 L PO 001 ns ] s, ey NS

8 tydnu po operaci 4314631 | 41,71£347 | 38334536 p<0,001 p=0022 ns. ns, p=0015 p=0,M9

kantrola L Ll HB=AE ; -

Tabulka 17: Sérové hladiny leptinu pfed operaci, 7 dni a 8 tydn( po operaci

vzorek stadium J#1l stadiurr stadium IV kentrola kontrola kontrola (AR Hivs. IV vs IV
ws, [+ v.s. il we. IV

pled operaci 3063955 | 2588 +1388 | 2038 10,29 ns. ns. ns. .8 o =0,022 RS.

7 dnii po opataci 3BIBx 1144 | 27 ATEES | MT02 802 [P0 ns; s na. p=0,035 ns.

B8 tydnil po operac 4711+ 1275 | 4624 £ 11,35 | 1750+ 10,71 p=<0,001 p=0,003 ns. ns. p<0.001 p<0,00t

kontrola e e T 2IBEN L

Tabulka 18: Zmény hladiny leptinu 7. den a 8. tyden po operaci (statisticka vyznamnost)

vzorek stadium 1+ stadium H stadium IV
pfed operacl versus 7. den po operact n.s. ns. ns.
pred operaci vérsus 8. tyden'po operaci -+ - CLped0nt . p=0,005 . N5

7. den versus 8. tyden po operaci ns p=00M 1.8,
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